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RAT HiPOTALAMUSUNDA DEKSMEDETOMIDININ iNDUKLEDIGi
HIiPERTERMI MEKANIZMASININ PROTEOMIKS ANALIZI iLE

ARASTIRILMASI

OZET

AMAC: Oldukga selektif bir a2 adrenerjik reseptor agonisti olan deksmedetomidine
bagli vucut sicakligr yiikselmesinin ayrintili santral mekanizmasini aydinlatmak
amaciyla rat hipotalamus hiicrelerinde proteomiks ve biyoinformatik analiz aracilig

ile degisen proteom profilleri gosterilmek istenmistir.

GEREC VE YONTEM: Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulundan alinan onay sonrasinda 8-10 haftalik yetiskin erkek 10 adet rat, 2 ayr
gruba ayrildi. Deney grubuna 0,15 pg/gr deksmedetomidin ve kontrol grubuna ayni
voliimde serum fizyolojik 24 saatte 5 kez intraperitoneal olarak uygulandi. Sedasyon
skalasina gore saatlik puanlama yapildi, sedasyon siiresince Saatlik kalp atim hizi,
saturasyon ve viicut sicakliklari kaydedildi. 24 saatin sonunda tiim denekler %70
karbondioksit inhalasyonu ve ardindan giyotin ile sakrifiye edildi. Diseksiyon
yapilarak hipotalamuslar -80°C’de dondurucuda saklandi. FASP (Filter-Aided
Sample Preparation) protokolii ile ayristirilan dokuya Sivi Kromatografi-Kiitle
Spektrometresi (LC-MS/MS) ile yiiksek ¢oziliniirliiklii proteomiks analizi yapilmistir.
PLGS Threshold Inspector ve PLGS 3.0.1 biyoinformatik araglar kullanilarak protein
tayini yapildi. Fazla sayida Ornegin toplu halde karsilagtirmali analizli igin
Progenesis QIP yazilimi kullanildi. Gen Seti Zenginlestirme Analizi (GSEA) ile rat
dokusundan elde edilen proteinler insan ortologlarina ¢evirildi ve normallestirilmis

zenginlestirme skorlarma (NES) gore 6n plana ¢ikan yolaklar belirlendi.

BULGULAR: Iki grup hipotalamus &rnekleri arasinda proteomiks analizine gore
tanimlanan 866 protein iginden toplamda 49 protein istatistiksel olarak (p <0,05), 9
adet protein kat degisimi agisindan (>1.4-kat degisimi) anlamli bulunmustur. STIP 1
(Stress-induced-phosphoprotein 1) ve MTCO2 (Sitokrom ¢ oksidaz subunite 2) hem
istatistiksel hem de kat degisimi agisindan anlamli bulunan en 6nemli 2 protein

olarak 6n plana ¢ikmistir. NES’e gore up regiilasyon gosteren yolaklar; biyolojik
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oksidasyonlar, yag asidi metabolizmasi, interlokin 12 stimiilasyonu sonrasi jak stat
sinyali ile gen ve protein ekspresyonu, proteozom, c¢Oziniir ekzojen antijen
endozomlarinin ¢apraz sunumu, poliaminlerin metabolizmasi, IL12 sinyali, 1L12
ailesi sinyali, eksternal uyaranlara hiicresel tepkiler, strese hiicresel yanmit olarak
belirlenmistir. NES’e gore down regiilasyon gosteren yolaklar; G alfa | sinyal
olaylari, insiilin salgisinin diizenlenmesi, iyon kanali transportu, opioid sinyali, gpcr
ile sinyal, demir uptake ve transportu, reseptdr tirozin kinazlarla sinyal,
norotransmitter reseptorleri ve postsinaptik sinyal iletimi, oksidatif fosforilasyon,
kimyasal sinapslardan iletim, néronal sistem, kiigiik molekiillerin taginmasi olarak

belirlenmistir.

SONUC: Calisgmamizda up regiilasyon ve down regiilasyon gosteren yolaklar ve
anlamli proteinler ile daha Once hipertermi- hipotalamus iizerinde c¢alisilmig
makalelerde 6n plana ¢ikan yolaklar ve anlamli proteinler karsilastirtlmistir. STIP 1
(Stress-induced-phosphoprotein 1) ve MTCO2 (Sitokrom ¢ oksidaz subunite 2),
PSMC6 (26S proteosome subunite) ve temsil ettikleri Cellular Responses To
External Stimuli Biological Oxidations, Proteasome yolaklarinin up regiile olmasi,
Oxidative Phosphorylation yolaginin down regiilasyon géstermesi hipotalamusta ates

gibi fizyolojik bir stresin varligini kanitlar niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Deksmedetomidin, hipotalamus, hipertermi, ilag atesi,
proteomiks
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INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF DEXMEDETOMIDINE-
INDUCED HYPERTHERMY IN THE RAT HYPOTHHALAMUS BY

PROTEOMICS ANALYSIS

SUMMARY

AIM: In this study it was aimed to invastigate the changing proteome profiles in rat
hypothalamus cells via proteomics and bioinformatic analysis to elucidate the
detailed central mechanism of body temperature rise due to dexmedetomidine which

is a highly selective o2 adrenergic receptor agonist.

MATERIALS AND METHODS: After obtaining the ethical approval from
Bezmialem Vakif University Experimental Animals Ethics Committee, 10 adult male
rats aged 8-10 weeks were divided into 2 separate groups. 0.15 pg/gr
dexmedetomidine was administered intraperitoneally to the experimental group and
the same volume of physiological saline was administered intraperitoneally to the
control group, for four times in 24 hours. According to the sedation scale hourly
scoring was done alongside heart rate, saturation and body temperatures were
recorded hourly during sedation. At the end of 24 hours, all subjects were sacrificed
using 70% carbon dioxide inhalation followed by guillotine. The hypothalamus were
dissected and stored at -80°C in the freezer. High resolution proteomics analysis was
performed with Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LC-MS/MS) on the
tissue separated by FASP (Filter-Aided Sample Preparation) protocol. Protein
identification was performed using PLGS Threshold Inspector and PLGS 3.0.1
bioinformatics tools. For mass comparative analysis of large numbers of samples The
Progenesis QIP software was used. Obtained proteins from rat tissue were translated
into human orthologs by Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), and prominent

pathways were determined according to normalized enrichment scores (NES).

FINDINGS: Between the two groups of hypothalamus samples, 49 out of 866

proteins identified according to proteomics analysis were statistically significant (p
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<0.05), and 9 protein fold changes (>1.4-fold change) were found to be statistically
significant. STIP 1 (Stress-induced-phosphoprotein 1) and MTCO2 (Cytochrome c
oxidase subunit 2) came to presence as the two most important proteins in terms of
both statistical significance and fold change. Biological Oxidations, Fatty Acid
Metabolism, Gene And Protein Expression By JAK STAT Signaling After
Interleukin 12 Stimulation, Proteasome, Cross Presentation Of Soluble Exogenous
Antigen Endosomes, Metabolism of Poliamins, 1L12 Signaling, IL12 Family
Signaling, Cellular Responses To External Stimuli, Cellular Responses of Stress
were the pathways that are up-regulated according to NES. G Alpha | Signalling
Events, Regulation Of Insulin Secretion, lon Channel Transport, Opioid Signaling,
Signaling By GPCR, Iron Uptake And Transport, Signaling By Receptor Tyrosine
Kinases, Neurotransmitter Receptors And Postsynaptic Signal Transmission,
Oxidative Phosphorylation, Transmission Across Chemical Synapses, Neuronal
System, Transport Of Small Molecules were the pathways that are down-regulated
according to NES.

CONCLUSION: In our study, pathways that are showing up- and down-regulation
and significant proteins were compared with the pathways and significant proteins
that were prominently studied in relation to hyperthermia-hypothalamus in articles
published previously. STIP 1 (Stress-induced-phosphoprotein 1) and MTCO2
(Cytochrome c¢ oxidase subunit 2), PSMC6 (26S proteasome subunit) and the
Cellular Responses To External Stimuli Biological Oxidations they represent, up-
regulation of proteasome pathways, down-regulation of Oxidative Phosphorylation

pathway are proves the existence of a physiological stress such as fever.

Keywords: Dexmedetomidine, hypothalamus, hyperthermia, drug fever, proteomics
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1. GIRIS ve AMAC

Deksmedetomidin; selektif o> reseptdr agonist ilaglardan biri olup kolay uyandirilma
ve hizli kooperasyona izin vermesi, yogun bakim {initesi ile mekanik ventilasyonda
kalig siirelerini azaltmasi ve diisiik deliryum insidansi1 gibi ilgi ¢ekici 6zellikleri
nedeniyle son zamanlarda yogun bakim iinitelerinde (YBU) ve ameliyathanelerde
yaygin olarak kullanilmaktadir.(1) Bolus kullanimi sirasinda sikga goriilebilen
hipotansiyon ve bradikardi gibi yan etkilerinin yanmi sira (2) yogun bakim
hastalarinda gelisen hipertermi etkisi de olgu serileri ve tekli olgu raporlarinda son

zamanlarda artan sekilde bildirilmektedir.(3-5)

Deksmedetomidin kaynakli hipertermi ile mortalite iliskisi irdelenmis olsa da
mortalite artis1 i¢in deksmedetomidinin bir risk faktorii olmaktan ziyade organ
koruyucu etkilerinin ve ventilatérden erken ayrilmay1 sagladigi icin mortalite tizerine
olumlu katkilarinin ¢ok daha 6n planda olmasi beklenir. Ancak agik kalp cerrahisi
gibi ¢ok oOzellikli girisim gegirilmesi ve obezite varligt hipertermi igin risk
olusturabilmekte ve her sicaklik derecesi artisinda mortalite ve morbidite
artmaktadir.(6) Hipertermi, hastalarin invaziv ve maliyetli arastirmalara, uzamis
mekanik ventilasyon ve hastane vyatisina (7), genis spektrumlu antibiyotik
maruziyetine ve gereksiz antibiyotik kullamimina bagli yan etki ve/veya bakteri
direncine sebep olabilmektedir.(8,9) Deksmedetomidinin tiim diinyada artan yaygin
kullanimuiyla birlikte hiperterminin de mevcut tahminlerden ¢ok daha yiiksek siklikta

goriilebilecegi diisiiniilmektedir.

[laca bagl hipertermi mekanizmalar1 birbirinden farklilik géstermektedir ve ortak bir
mekanizma agiklanamamaktadir. Deksmedetomidin ile iliskili hiperterminin hem
merkezi hem de noroleptik malign sendromla benzer periferik mekanizmalarla
birlikte ortaya c¢iktig1 disiiniilmektedir. Farkli klinik patolojilerle benzerlik
gosterebilen bu durumun taninmasi, ayirt edilmesi ve daha az hiperterminin
gozlenecegi efektif tedavi dozlarmin gelistirilebilmesi i¢in daha fazla arastirmaya
gereksinim duyulmaktadir. Tanida yetersiz kalinmast hem maliyet hem de mortalite
acisindan ciddi sonuglara sebep olabilmektedir.

Anestezi altinda daha giivenli cerrahi saglayabilmek i¢in yaygin olarak kullanilan

anestezik ilaglarin mekanizmalar1 ve potansiyel yan etkilerininin bilinmesi dnem arz

17



etmektedir. Bunun i¢in klinik deneylerle beraber hedefe yonelik etki i¢in deneysel
arastirmalar  ile  molekiiler diizeyde kesiflere ihtiyag  duyulmaktadir.
Deksmedetomidinin antikonviilzan, antioksidan, 6grenme ve bellek iizerine etkilerini

ortaya koyan ¢esitli proteomiks ¢alismalar1 yapilmustir.

Bu c¢alismada deksmedetomidinin indiikledigi hiperterminin 6zellikle santral
mekanizmasina yorum getirilmek istenmistir. Bunun i¢in; deksmedetomidine maruz
birakilan sicanlardan elde edilen hipotalamus dokusunda LC-MS/ MS yontemi
kullanilarak proteomiks c¢alisilmis olup veriler biyoinformatik analiz aracilig

yorumlanarak hipotalamusta degisen protein profilleri incelenmistir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deksmedetomidin

Veterinerlikte sedatif ve analjezik olarak kullanilan medetomidinin dekstro-
enantiyomeridir. Molekiiler formiilii C13H16N2 olan deksmedetomidinin agik
kimyasal ismi 4-[(1S)-1-(2,3-dimethylphenyl) ethyl]-1H-imidazole seklinde ifade
edilmektedir.(Sekil 1 )(10)

Deksmedetomidinin suda ¢6ziiniir HCI tuzu seklinde ticari formu mevcuttur.
Ticari formlar1 genellikle 200 mcg /2 ml konsantre ¢ozelti seklinde olup (Precedex
®, Pfizer, ABD) infiizyon halinde kullanimi igin seyreltilmesi gerekmektedir.
Infiizyon seklinde kullanilirken ilk 10 dakikada verilen 1 ng / kg yiikleme dozunu
takiben yogun bakim sedasyonu igin 0,2-0,7 ug/ kg /saat idame dozu Onerilmektedir.
Prosediirel sedasyon i¢in, ilk 10 dakikada 1 pg / kg ylikleme dozunun ardindan 0,6
ug / kg / saat idame infiizyon dozu kullanilmaktadir. Etkin bir sedasyon igin istenilen
klinik etkiye gore 0,2- 1 ng/ kg/ saat araligindaki dozlarda titre edilerek kullanilmasi
onerilmektedir.(11)
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Sekil 1. Deksmedetomidinin Kimyasal Yapisi
Oldukea segici ve giiglii bir a2 adrenoseptor agonisti olan deksmedetomidin,
analjezik, sempatolitik ve solunum koruyucu Ozelliklere sahip benzersiz bir

anksiyolitik olarak tanimlanmistir.(12)

Alfa 2 adrenerjik agonist olarak ilk akla gelen ve onlarca yildir kullanilan ajan
klonidindir. Deksmedetomidin Klonidinden daha biiyiikk bir segicilige sahiptir.
Klonidin ve deksmedetomidin a2: a1 selektivite orani sirasiyla 220:1, 1620:1°dir.
Merkezi a1 adrenoseptdr aktivasyonu oo sedatif etkiyi azaltir. Deksmedetomidin
Klonidinden daha giiglii bir anksiyolitiktir.(13) Deksmedetomidine bagli sedasyonun
en onemli Ozelligi; solunum iizerinde minimum etkisi ve hastalarin kolaylikla

uyandirilabiliyor olmasidir.(14)

2.1.1. Farmakokinetik ozellikler
2.1.1.1. Emilim

Deksmedetomidin sadece intravendz (iv) kullanimi i¢in onay almis olsa da
son zamanlarda ¢ok sayida farkli uygulama yolu arastirilmaktadir. Ekstravaskiiler
uygulama ile normalde iv uygulama sonrasi yiiksek plazma pik seviyelerinden
kaginilabilir. Oral uygulama sonrast %16 biyoyararlanim ile ilk gegis etkisi
gozlenir.(15)
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Deksmedetomidin intranazal ve bukkal mukozadan iyi emilmektedir ve bu
ozellik pediyatrik ve geriatrik hastalarda sedasyon ve premedikasyon igin kullanimini
kolaylastirmaktadir.(16) Saglikli goniillillerde 84 pug deksmedetomidin intranazal tek
doz sonrasi maksimum plazma konsantrasyonuna uygulamadan 38 dakika sonra
ulastig1 ve biyoyararlaniminin %65 oldugu, ¢ocuklarda tek doz intranazal uygulama

sonrasi biyoyararlanim %83.8 olarak bulunmustur.(17)

2.1.1.2. Dagilim

Deksmedetomidin  proteine  yiikksek  oranda  baglanir.  Plazmada
deksmedetomidinin %94t a1 glikoprotein ve albiimine baglanarak tasinir.
Radyoaktif etiketli deksmedetomidin ile yapilan ¢alismalarda 6 dk distribiisyon yari
omrii ile viicutta hizli ve genis bir dagilim gostermistir. Pre-klinik hayvan
caligmalarinda, deksmedetomidinin kan-beyin ve plasenta bariyerlerini gegctigi
gozlenmistir. Saglikli gonillillerde kararli durum dagilim hacmi (Vss) tahmini
yaklasik 1,16-2,16 L / kg (90-151 litre) dir. YBU popiilasyonunda 24 saat ve iistii
infiizyon sonrasi plazma farmakokinetigi benzerdir. YBU popiilasyonunda yariomrii
yaklasik 1.5 saat, Vss yaklasik 93 litre ve Cl (klirens) yaklasik 43 1/ saat olarak
kabul edilir. Deksmedetomidinin farmakokinetigi, 0,2 ila 1,4 pug / kg / saat doz
araliginda dogrusaldir ve 14 giine kadar siiren tedavilerde birikmez. (11,18) YBU
hastalarinda Vss degerleri olduk¢a degiskendir ve 109 ila 223 L arasinda ortalama
dagilim hacimleri bildirilmistir.(19,20) Deksmedetomidin kardiyovaskiiler sistem
tizerine etkileriyle  kendi farmakokinetigini degistirebilir. Yiiksek dozlarda
dagilimmi bozan vazokonstriksiyona neden olabilir; bu yiizden lineer olmayan
famakokinetik sergiler.(21) Hipoalbiiminemi gelisen YBU hastalarinda uzun siireli

inflizyonda Vss artmis olarak gézlenmistir.(22,23)

Halihazirda uygulanan viicut agirligina gére ayarlanmis dozlar sadece obez
olmayan hastalar i¢in gecerlidir. Obez hastalar i¢in yagsiz kitle hesaplamalar1 daha

uygun olacaktir.(24)

2.1.1.3. Biyotransformasyon

Deksmedetomidin karacigerde direk N-glukuronidasyon, direk N-metilasyon
ve sitokrom P450 (CYP) katalizli oksidasyon ile yogun olarak metabolize edilir.

Hepatik ekstraksiyon orani 0.7 olarak bulunmustur.(25) Dolasimdaki en bol
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deksmedetomidin metabolitleri iki izomerik N-glukuroniddir. Deksmedetomidine
biyotransformasyonunun dolasimdaki baglica triinii; H-1 N-metil 3-hidroksimetil
Deksmedetomidine O-glukuronid’dir. Sitokrom P450 enzimlerinin (esas olarak
CYP2A6) aracilik ettigi hidroksilasyon insan karaciger —mikrozomlarinda
gosterilmistir.(26) CYP ile 3-metil grubunda hidroksilasyon ile olusan 3-
hidroksimetil deksmedetomidin ve imidazol halkasinda oksidasyon ile olusan H-3
olmak tizere plazmada iki mindr metabolit bulunur. Bu metabolitler a, reseptore

kars1 olarak 100 kat daha az etkilidir, bu yilizden inaktif olarak degerlendirilirler.

Yiiksek ekstraksiyon oranina sahip bilesikler i¢in karaciger kan akisi hepatik
klirensi yoneten en onemli faktordiir. Plazma protein seviyelerindeki degisiklikler
ilacin artisina neden olmaz, fakat karaciger yetmezligi deksmedetomidinin

farmakokinetigi lizerinde etkilidir, doz secerken dikkate alinmalidir.(24)

2.1.1.4. Eliminasyon

Metabolitler %95 oraninda renal ve %4 oraninda fekal olarak atilir. Saglikli
goniilliilerde eliminasyon yar1 oémrii 2,1-3,1 saattir. YBU hastalarinda, yarilanma
omrii 2,2-3,7 saat arasinda degisen benzer degerlerdedir. Saglikli yetiskin
goniillilerde deksmedetomidin klirensinin yaklasik 0.6-0.7 L/dakika oldugu
gosterilmistir. YBU hastalarinda (gogunlukla post op) klirens, saglikli goniilliilerde
bulunan klirens 0,53 ile 0,80 arasinda degisir.(19,20) Hipoalbiiminemili hastalarda
eliminasyon yar1 dmrii uzayabilir ya da kisalabilir. Klirens hipoalbiiminemiden ¢ok

az etkilenir. (23)

Deksmedetomidin idrarda 5p-difosfo-glukuronosiltransferaz  (UGT2B10,
UGT1A4) ile dogrudan N-glukuronidasyona ugrar. Ana iriner metabolitler, iki
izomerik N-glukuronid ve N-metil 3 hidroksimetil deksmedetomidin O-

glukuroniddir. Ana ilacin % 1'den az1 metabolize olmadan idrarla atilir.(26)

2.1.2.Farmakodinamik ozellikler
2.1.2.1. Santral sinir sistemi

Deksmedetomidinin sedatif ve hipnotik etkisine lokus seruleus (LC) ve spinal
kord iizerindeki santral pre ve postsinaptik oz reseptorlerinin aktivasyonu aracilik

eder. Alfa 2 agonistler L veya P tip kalsiyum kanallarinda iyon iletkenligini inhibe
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eder ve kalsiyum ile aktive olan voltaj kapili potasyum kanallarinda iletimi
hizlandirir. Alfa 2 agonistler direk endojen uyku tesvik yolaklarini kullanarak GABA
reseptorleri tizerinden olusturulan sedasyondan farkli bir patern sergilerler.(21)
Sedasyonun agir ama uyandirilabilir dogasi, dogal uykuya ¢ok benzer ve uzun
uykusuzluk sonrasi goriilen derin 'recovery' uykusunu taklit eder. Her iki uykuda
derin uykuya girmek igin gii¢lii bir diirtii vardir.(27) Bu etkiyi ortaya ¢ikaran alan
preoptik (PO) hipotalamustur. PO alan uykuda ve uyaniklikta aktif, sicakliga duyarli
ve duruma kayitsiz noronlarin biraraya geldigi, uykuyu baslatan ve / veya siirdiiren
ve viicut 1sisin1 diizenleyen yolaklart barindirir.(28) LC’den ventrolateral PO
niikleusa projeksiyon aktivitesinde azalma olustururark tiiberomamiller niikleusta
GABA’erjik ve galanin salimmini artirir. Sonug olarak kortikal ve subkortikal
projeksiyonlardan histamin saliniminda azalmaya ve uyanikligin azalmasina neden

olur.(29)

Deksmedetomidin kisa siireli uygulamada tolerans ve bagimlilik gelistirmez.(30)
Hizli opioid detoksifikasyonu, kokain geri g¢ekilme semptomlari, yogun bakimda
sedatif-analjeziklerle iatrojenik uzamis tedaviye bagl toleransta kullanilir.
Deksmedetomidin psikomimetik ve sempatik geri ¢ekilme semptomlarini basarili
sekilde kontrol eder, giivenli, sakin, rahat ve kooperatif hasta tedavisi saglar.(31)

Santral sinir sistemi koruyucu etkileri iyi tanimlanmamastir.

Deksmedetomidin doz bagimli olarak hafizay: etkiler. Klinik sedasyonda kullanilan
(0.7-1.3 ng/ml) dozlarda gosterilen resim kartlar1 hatirlanirken infiizyon dozu 1.9

yiikseltildiginde hafiza zayiflamistir.(32)

2.1.2.2. Revers etki

Deksmedetomidin ile sedasyona bagli psikomotor bozulma atipamezol ile geri
cevrilebilmektedir. (2) Deksmedetomidinin neden oldugu kalp hizi ve kan
basincindaki azalma 15-150 ug /kg iv atipamezol ile hizla tersine doner. Daha
yiiksek atipamezol dozlar1 (150 pg/kg) da sedasyonu tersine g¢evirir. Daha yiiksek
dozlarda veya hizli infiizyon hiz1 ile kullanilirsa plazma norepinefrin diizeyinde 10
kat artig saglayarak gecici ortosempatik aktivasyona neden olur. Atipemazol su anda
sadece veterinerlikte kullanilmakta olup insan c¢alismalart az sayidadir.
Deksmedetomidinin kullaniminin artis1 ile atipemazol ile ilgili klinik ¢aligmalarin

artmasi1 beklenmektedir. (33,34)
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2.1.2.3. Analjezi

Alfa 2 agonistlerin analjezik etkisine santral o> baglayici-reseptorlerlerin ve
dorsal boynuzdaki o2c ve opa reseptOriiniin  uyarilmasinin aracilik  ettigi
distiniilmektedir. Agr1 iletimi, interndronlarin hiperpolarizasyonu, P maddesi ve
glutamat gibi pronosiseptif transmitterlerin saliniminin azaltilmasiyla baskilanir.(35)
Deksmedetomidinin analjezik etkileri hala belirsizdir. Saglikli goniillillerde tek ajan
olarak 1,23 ng/mL'ye kadar konsantrasyonlarda alfentanille kiyaslandiginda
deksmedetomidin 1siya veya elektriksel uyaranlara yeterli analjezi saglamamuistir.(36)
Subanestezik sedatif ve hipotansif dozlarda sistemik medetomidinin tek basina
agrinin  siddetini etkilemedigi fakat agrinin duygusal-motivasyonel bilesenini
hafifletebilecegi gosterilmistir.(36) Baska bir yandan deksmedetomidinin sistemik
kullanimiyla ameliyat sirasinda ve ameliyat sonrasinda opioid gereksinimini azaltict
etki sagladig1 gosterilmistir.(36,37) Deksmedetomidin postoperatif YBU hastalarinda
narkotik gereksinimini %50 oraninda azaltmaktadir.(38) Ayrica inhalasyon
anestezikleriyle beraber kullanildiginda MAK (Minimum alveolar konsantrasyon)

degerini azaltmaktadir. (39).

2.1.2.4. Solunum sistemi

Spontan solunumda, sedasyon dozunda deksmedetomidin, dakika ventilasyon
sayisint azaltir, ancak arteriyel oksijenasyonda, pH'da ve CO ventilasyon yanit
egrisindeki egimde degisiklige neden olmaz. Ortalama deksmedetomidin plazma
konsantrasyonlar1 0,66 ng/mL ile sedatize edilmis hastalarda hiperkapni ve hipoksiye

solunum yanitinda énemli bir azalma beklenmektedir.(40)

Deksmedetomidin normal uyku sirasinda tarif edilen hiperkarbik uyarilma fenomeni
sergiler. Remifentanil ve deksmedetomidinin normal goniillillerde solunum
parametreleri iizerindeki etkilerini karsilagtiran bir ¢alismada agrili uyarana tepki
olmayan dozlarda (2,4 ng/mL kadar) hiperkapniye bagli solunum depresyonu
gelismemistir, apne/hipopne indeksini artirmak yerine azalmistir ve dogal uyku ile

bazi benzerlikler gostermistir.(41)

Hiperkapniye solunumsal yanit yas arttik¢a azalmaktadir. Bu nedenle yasl hastalarda
solunum depresyonu daha sik goriiliir.(42) Diger sedatif, hipnotik veya analjezik

ajanlarla birlikte uygulandiginda sedatif etkinin artigina bagli apne riski
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artmaktadir.(42) Bu yiizden Dexdor® 2015 yilinda klavuzuna deksmedetomidinin
yalnizca siirekli kardiyak ve solunum monitorizasyonu olan yogun bakim ortaminda

kullanilmasi gerektigini eklemistir.

2.1.2.5. Kardiyovaskiiler sistem

Deksmedetomidin diisiik plazma konsantrasyonlarinda hipotansiyon ve daha
yiiksek plazma konsantrasyonlarinda hipertansiyon goriilen tipik bifazik
hemodinamik yanit ortaya ¢ikarir. Iv bolus deksmedetomidinin uygulamasi sonrasi
peak plazma konsantrasyonu, kalp hizinda belirgin bir diisiis ve istemik vaskiiler
direngte belirgin bir artis ve kan basincinda artisa yol agar. Artan deksmedetomidin
konsantrasyonlar1 (0,7-15 ng / mL) saglamak i¢in hedef kontrollii infiizyon sistemi
kullananilan ¢alismada en diisiik iki konsantrasyonda ortalama arterial basing 6nce
disis (%13) ve ardindan asamali bir artis (%12) goOstermistir. Artan
konsantrasyonlarda kalp atis hizinda (maksimum %?29) ve kalp debisinde (%35)
asamali dislis meydana gelmis olmasi vaskiiler diiz kaslardaki o2 reseptor
aktivasyonuna ve periferal vazokonstriksiyona ve dolayisiyla hipertansiyon
olusumuna baglanmigtir. Buna muhtemelen baroseptor refleksinin neden oldugu kalp
hizinda hizli bir azalma eslik eder. Birka¢ dakika sonra, deksmedetomidin plazma
konsantrasyonlar1 azaldiginda vazokonstriksiyon azalir, ¢iinkii deksmedetomidin
vaskiiler endotel hiicrelerinde o2 reseptorlerini aktive eder ve bu da vazodilatasyona
neden olur. Katekolaminlerin sempatik salimini inhibe eden presinaptik a>

adrenoreseptorleri ve artan vagal aktivite ile birlikte hipotansif bir faz olusur.(32,43)

En yaygin bildirilen hemodinamik advers reaksiyonlar hipotansiyon (% 30),
hipertansiyon (%12) ve bradikardi (%9) dir.(2) Hipotansiyon ve bradikardi insidansi,
hizli intravendz yiikleme dozunun uygulanmasina bagh olabilir. Yiikleme dozunun
atlanmas1 veya 0,4 pg / kg'dan fazla verilmemesi, hipotansiyon insidansini azaltir
veya daha az belirgin hale getirir. Yiikkleme dozunun 20 dakikadan uzun verilmesi
gecici hipertansiyonu en aza indirir.(44) Im ve iv uygulama sonrasi bir¢ok ¢alismada
hastalarin kii¢iik bir ylizdesinde derin bradikardi (<40 atim / dakika) ve bazen siniis
duraklamas1 goriilmiistiir. Genel olarak, bu epizodlar kendiliginden diizelmistir veya
antikolinerjiklerle olumsuz sonuglar olmaksizin kolayca tedavi edilmistir 24 saatten
fazla verildiginde bile, deksmedetomidin infiizyonu kesildiginde rebound

goriilmemistir.(45) Klonidin ve deksmedetomidinin perioperatif oksijen tiiketimini
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azalttigindan ve cerrahiye sempatik yanita koreltmesinden dolay1 kardiyak sonuglari

iyilestirmistir.(46)(47)

Propofol ve remifentanil ile total iv anestezi sirasinda deksmedetomidin
inflizyonu  alan hastalarda  yapilan  transozofagal  ekokardiyografik
degerlendirmelerde bozulmus sistolik veya diyastolik fonksiyon goriilmemistir.(47)
Yiiksek deksmedetomidin plazma konsantrasyonlari, sistemik ve pulmoner vaskiiler
direngte Onemli artisa neden olur, bu da pulmoner ve sistemik hipertansiyonla
sonuglanir.(32) Ozellikle kardiyak problemleri olan ve yeterli kalp debisini saglamak
icin kalp hizi atrtmis hastalarda sinirlayici bir faktor olabilir. Gerekirse, yiikleme
dozunu azaltarak veya ylikleme dozunun uygulandig siireyi artirarak yiiksek plazma

konsantrasyonlarindan kaginilabilir.

2.1.3.Klinik kullanim alanlari

1999° da ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan (FDA), yogun bakim
tinitesinde entiibe edilen ve mekanik ventilasyon destegi alan yetigkin hastalarin kisa
stireli sedasyonu (<24 saat) i¢in ve 2008 ‘de ise cerrahi prosediirler sirasinda entiibe
olmayan hastalarin sedasyonu i¢in onaylanmistir.(2) 2011 yilindan beri, so6zel
uyartya yanit olarak uyanabilecek seviyede sedasyona ihtiyag duyan yetiskin YBU
hastalar1 i¢in Avrupa Birligi'nde onaylanmistir.(Dexdor®; Orion Corporation, Espoo,

Finlandiya) (10)

Farkli iilkelerde onaylanmis deksmedetomidinin  endikasyonlarinda
farkliliklar mevcuttur. Ayrica etiket dis1 kullanim literatiirde siklikla bildirilmektedir.
Deksmedetomidin artik yogun bakim iinitesinde ve ameliyathanelerde yaygin olarak
kullanilmaktadir, son yillarda birgok olumlu fizyolojik 6zellikleri nedeniyle klinik

uygulamalari biiyiik 6lglide genislemistir.(37)

2.1.3.1. Prosedural sedasyon

Sedasyon, hastanin tedavi ve bakim siirecinde endiselerinin azaltilmasi, sakinlesmesi,
hareketsizlesmesi ve daha sonra hatirlamamasi i¢in olusturulan uyku halidir.

Minimal solunum depresyonu ile anksiyoliz, sedasyon, analjezi ve sempatolizis
saglayan deksmedetomidin radyolojik veya invaziv prosediirler sirasinda

sakinlestirici olarak kullanilmak tizere A.B.D’de onay almstir.
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Solunum fonksiyonunu korunmasi, analjezik etki ve stabil hemodinami ile hafif
sedasyon hali ve uyandirilinca hizla saglanan kooperasyon olusturma o6zelligi
Deksmedetomidini uyanik kraniotomi, derin beyin stimiilasyonu, konusma alanlarina
yakin norosirurjik cerrahiler ve uyanik karotis endarterektomisi gibi cerrahi islemler

icin ideal hipnotik ajan olarak uygun hale getirmektedir. (48)

Deksmedetomidin ile gesitli cerrahi ve diyagnostik islemler sirasinda sedasyon
verilen 322 hastada plasebo ile kiyaslandiginda 0,5 ve 1 ug / kg yiikleme dozu alan
deksmedetomidin gruplarinda sirasiyla %40 ve %53 hasta kurtarici midazolama
ihtiya¢  duyulmamistir.(49) Uyanik fiberoptik  entiibasyon  ¢alismasinda,
deksmedetomidin grubundaki hastalarin %52'si plasebo grubundaki hastalarin %14'i
kurtarict midazolama ihtiyag duymamustir.(50) Deksmedetomidin, tiikiiriik salgisini
azaltir, solunum fonksiyonlarini korur bu yiizden uyanik fiberoptik entiibasyon i¢in
ideal bir ajan olarak goriiliir. (48) Norosiriirji prosediirlerinde, kortikal uyarilmis
potansiyeller deksmedetomidinden minimal diizeyde etkilenir ve epileptiform
aktiviteye izin vermektedir bu yiizden deksmedetomidin epilepsi cerrahisinde
kullanilabilmektedir. (51)

Ameliyattan 15 dakika once 0.33 - 0.67 ug/ kg iv premedikasyon dozunda ciddi yan

etkiler goriilmeden anesteziden derlenme saglanabilmektedir.(39)

Intraoperatif sedasyon igin lpg/ kg dozunda kullanildiginda deksmedetomidin
propofole gére daha yavas bir baslangi¢c gosterir. BIS degerini 70 ila 80 arasinda
tutmak i¢in intraoperatif deksmedetomidinin ortalama infiizyon hiz1 0,7 ug / kg / dk
dir.(52)

2.1.3.2. Yogun bakim iinitesinde ajitasyon, anksiyete ve deliryum

Ajitasyon, hastanin kendisini ya da YBU de bakim verenlerin giivenligini
tehlikeye atan agresif sesli, sozlii ve/veya motor davranislar sergiledigi durumdur.
Akut gelisen ajitasyon varliginda ya da YBU yatis1 dncesinde demans sizofreni gibi
bir psikiyatrik hastalik Oykiisii bulunmuyorsa organik sebepler g6z Oniinde
bulundurulmalidir. (53) Agri, ajitasyon ve deliryum yogun bakim tinitesinde birlikte

degerlendirilmesi gereken durumlardir. (54)

Anksiyete gelecegi kontrol edememeye bagl yetersizlik hissi, belirsizlik nedeniyle

kaygi duyulmasina bagli adaptif psikolojik bir yanittir. (55) Anksiyetenin yogunluk
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ve silire acisindan sik, asir1 ve mantiksiz hale gelmesi patolojiktir, duygusal,

davranigsal ve fiziksel degisikliklere yol agar.

Invaziv girisimlere kars1 yetersiz analjezi, yetersiz iletisim, dliim korkusu, uyumay1
giiclestiren ses, 151k gibi uyaranlar nedeniyle yogun bakim hastalarinda siklikla stres

ve anksiyete goriilmektedir. (54)

YBU hastalarinda patolojik anksiyete tani ve tedavinin reddine yol acabilir ya da
fiziksel semptomlar1 (tasikardi, angina) tibbi hastaliklarin klinik bulgular ile
kanistirilabilir. Kritik bakim hastalarinda anksiyete kardiyak ve solunumsal
fizyolojiyi etkiler. Kalp yetmezligi, akut myokard enfarktiisii olan hastalarda sik¢a
goriilen anksiyete istenmeyen kardiyak debi artist ve tasikardi olusturur.(56)
Solunum frekansi, tidal volim artis1i, hiperventilasyona, senkopa ve mekanik

ventilatérden ayrilma zorluklarina neden olabilir.(57)

YBU’de anksiyete tedavisi farmokolojik ve non farmakolojik olarak ayrilirlar.
Egitim, cevresel faktorlerin iyilestirilmesi, miizik tedavisi kullanilabilmektedir.
Sebebe yonelik destekleyici sartlarin olugturulmasina ragmen anksiyolitik ve sedatif

ilag gerektiren durumlar olusabilir.

YBU’de yash hastalarda post operatif ddSnemde %4-75, mekanik ventilasyon altinda
takip edilen hastalarin %83’ iinde, spontan solunumda takip edilen hastalarin

yaklasik %20‘sinde ajitasyon ve deliryum tablosu gézlenmektedir.(1,58)

FDA deksmedetomidini sadece 24 saate kadar kullanim i¢in onaylanmis olsa da
yapilan son c¢aligmalarda yogun bakim hastalarinda 30 giine kadar inflizyon
kullanim1 giivenilir bulunmusur. Mekanik ventilasyon destegi verilen yetiskin YBU
hastalarinda midazolam ve propofoliin sedatif 6zellikleri deksmedetomidin (<1,4 pug
/kg/saat) ile Kkarsilastirildiginda hafif-orta derecede sedasyon saglamada,
deksmedetomidinin  midazolam veya propofol kadar etkili oldugu ve
deksmedetomidin ile daha kisa ekstiibasyon siiresi bildirilmistir.(59,60) Yogun
bakim iinitesinde sedasyonda uzun siireli deksmedetomidinin kullanimin1 geleneksel
sedasyon ajanlar1 ile karsilastiran bir derlemede deksmedetomidin mekanik
ventilasyon siiresini %22 ve YBU’nde kalis siiresini %14 oraninda azalttigi ve

mortalitede higbir farklilik olmadig: bildirilmektedir.(61)
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Deksmedetomidin ile sedasyonun fizyolojik uyku-uyaniklik dongiisiinii koruyarak
hastalarin uyanik ve kooperatif olmaya devam ederek deliryum riskini azalttig
distiniilmektedir(62). Yapilan bir ¢ift kor randomize kontrollii ¢alismada, mekanik
ventilasyon uygulanan 106 hastada, 5 giin infiizyon deksmedetomidinin kullaniminin
lorazepam inflizyonuna kiyasla daha fazla komatoz ve /veya deliryumsuz giin ile
sonuclandigini gdstermistir.(63) Lin ve arkadaslarinin yaptig1 bir meta-analizde kalp
cerrahisinden sonra, deksmedetomidin ile sedasyonun ve hizli kesilme

protokollerinin deliryum insidansini azalttigi bulunmustur.(64)

2.1.3.3. intranazal kullanim

Intra nazal kullanim, deksmedetomidinin klinik pratikte en sik kullanilan
extravendz uygulama yoludur. Pediyatrik hastalarda sedasyon ve premedikasyon igin
yarar saglar. Geriatrik popoulasyonda efikasi, giivenlik, tolerasyon, dozaj rejimleri

ile ilgili daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cocuklarda Miller ve ark. tek doz 1-2 pg/kg intranazal uygulama sonrasi
biyoyararlanim %83.8 olarak bir bulmustur.(17) 1 pg / kg deksmedetomidin 15-20
dakikada baslarken, intranazal 1 pg / kg deksmedetomidin baslangi¢ siiresi 30-45
dakikadir.(65) Intranazal midazolam, intranazal ketamin veya intranazal
deksmedetomidin pediatrik dis tedavilerinde basariyla kullanilabilmektedir. Bu {i¢
etken madde karsilastirildiginda intranazal deksmedetomidinin etkisinin nispeten

yavas basladig1 gozlenmistir.(65,66)

3 yasin altindaki 279 ¢ocukta atomizer veya damla ile uygulanan 3 pg / kg intranazal
deksmedetomidini karsilastirilmis ve her iki uygulama yontemi ile esit derecede
etkili sedasyon gozlenmistir.(16) 1-2 pg / kg intranazal deksmedetomidinin
cocuklarda entiibasyonun neden oldugu stres yanitin1 hafiflettigi bulunmustur.(67)
Intranazal 1-2 ng / kg deksmedetomidin ile premedikasyon ayrica laringeal maske
yerlestirilmesi veya trakeal entiibasyon i¢in gereken minimum alveolar sevofluran

konsantrasyonunu da azaltmistir. (68,69)
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2.1.3.4. Santral ve periferik sinir bloklari

Klonidin ve deksmedetomidin siklikla santral veya periferal noral blokajin
stiresini uzatmak i¢in adjuvan olarak kullanilmaktadir. %0.25 1 mL / kg bupivakain
ile adjuvan olarak 1 ug / kg deksmedetomidin kullanilarak kaudal epidural blok
altinda inguinal herni onarimi yapilan ¢ocuklarda, fitik kesesi traksiyonuna yanit
azaldig: ve postoperatif analjezinin uzadigi goriilmiistiir.(70) Abdallah ve ark. yaptigi
bir meta-analizde spinal anestezi ile birlikte iv deksmedetomidin kullanildiginda
duyusal blok siiresi en az %34, motor blok siiresi en az %17 ve ilk analjezik talebine
kadar gecen siire en az %53 artmistir. Sistemik deksmedetomidin uygulamasinin

rejyonel anesteziyle sinerjik olarak etkilesime girdigi diistintilmektedir.(71)

Ulnar sinir blogunda %0,75 ropivakaine adjuvan olarak perinoral
deksmedetomidin uygulandiginda %60 oraninda analjezik etkinin uzadig
gbsterilmis. (72) Interskalen pleksus blogunda perindral ve iv deksmedetomidini
plasebo ile Kkarsilagtiran bir c¢alismada post op analjezi siiresi perinoral
deksmedetomidin, iv deksmedetomidin ve plasebo gruplarinda sirasiyla 10,9; 9,8 ve
6,7 saat olarak bulunmustur. Hem iv hem de perindral deksmedetomidinin, motor
blokaji uzatmadan interskalen blok analjezisini etkili bir sekilde uzatabildigi
sonucuna varilmustir. (41) Bu etki muhtemelen miyelinsiz C-liflerinin (duyusal) daha
az Olgiide de A-liflerinin (motor) uzun siireli hiperpolarizasyonu ile ortaya
cikmaktadir.(2)

2.1.3.5. Organ koruyucu ozellikler

a 2 adrenerjik reseptorler karaciger, akcigerler, bobrekler ve beyin gibi birgok
organda bulunur. Hayvan ¢alismalarinda, deksmedetomidinin renal inflamasyon
yanitlarint ve iskemi reperflizyon hasarini azalttigi, uzun siireli fonksiyonel
renoproteksiyonu ve hatta nefrektomiyi takiben sagkalimi arttirdigir goriilmektedir.
(73,74) Pro-survival kinazlarin aktivasyonu(75), oksidatif ve inflamatuar yanitlarin
modifikasyonu(76) ve endotelyal nitrik oksit sentazin aktivasyonu (77) gibi gesitli
mekanizmalar ile noroprotektif ve kardiyoprotektif 6zellikleri bildirilmistir. Hayvan
caligmalarinda, deksmedetomidinin potansiyel olarak genel anestezik ajanlarin
neden oldugu néro-apoptoza kars1 koruyuculugu gosterilmistir.(78,79) Indiiklenmis

serebral iskemi ve reperfiizyonun hayvan modellerinde, azalmis serebral katekolamin
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ve glutamat salinimi1 ve apoptoz diizenleyici proteinlerin modiilasyonundan kaynakl1

daha iyi norolojik sonug ve daha az serebral nekroz bulunmustur.(80,81)

2.2. Termoregiilasyon
2.2.1. Tamim

Termoregiilasyon, bir organizmanin i¢ sicakliginin, dis ortam sicakligindan
etkilenmeksizin belirli bir aralikta tutulmasi olarak tanimlanir. Cevre kosullarinin
degismesi halinde canlida 1s1 kayb1 ya da asir1 1sinma goriilebilmektedir. Bu nedenle
canli organizmada hayatta kalmak i¢in 1s1 kazanimin1 ya da kaybini saglamaya

yonelik bazi mekanizmalar bulunmaktadir.

2.2.2.Normal Viicut Isis1

Normal viicut 1s1s1 core 151 (derin dokulardaki 1s1) ve cilt 1s1sindan meydana
gelir. Core 1s1 giin i¢erisinde 1F(Fahrenheit)(0,6°C) azalip artabilmekle beraber ¢ok
stabil seyretmektedir. Core 1sinin aksine cilt 1s1s1 ¢cevre sicakligi ile birlikte azalir ya

da artar.

Normal Core Ist: Normal core 1s1 oral olarak olglildiigiinde 98-98,6 F olarak kabul

edilir. Rektal 6l¢iim yapilirsa bu degerler 1 F fazla ¢ikmaktadir.

Viicut sicakligr 1s1 kaybiyla es zamanli olarak 1s1 iiretimi ile kontrol edilir. Is1

iretimini saglayan mekanizmalar
1.Viicut hiicrelerinin bazal metabolizma hiz1
2.Kas aktivitesine veya kontraksiyonuna bagli metabolizma
3.Tiroksin veya diger hormonal etkilere bagli metabolizma
4.Sempatik situmulasyona bagli metabolizma
5.Hiicre igerisinde kimyasal aktivite artigina bagli metabolizma

6.Besinlerin sindirim emilim ve atilimina bagli metabolizma
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2.2.3.Is1 kayb1 saglayan mekanizmalar

Viicut 1s1sinin esas iiretildigi yerler beyin karaciger bobrek gibi organlar ve
iskelet kaslaridir. Viicutta 1s1 kaybi 1sinin cilt araciligi ile dis ortama aktarilmasi ile
saglanir. Bu nedenle 1s1 kaybinin hizi 1sinin tiretildigi bolgenin cilde uzakligi ve cilt
altindaki dokularin 6zelligine baghidir. Deri, deri alt1 dokular ve yag dokusu viicutta
izolasyon gorevini goriir. Bu sistem cilt sicakliginin ¢evre 1sisina yakin olmasini

saglarken viicut core 1sisinin korunmasinda énemli rol oynar.

Viicut i¢ 1s1sinin cilde aktarimi biiyiik oranda deri altina yaygin olarak
yerlesmis vendz plexus sayesinde kan akisi ile saglanir. Cilt viicutta etkili bir 1s1

radyator sistemidir ve cilde kan akisi 1s1 transferindeki en 6nemli mekanizmadir.

2.2.3.1. Deri yiizeyinden 1s1 kaybi

Deri yiizeyinden 1s1 kayb1 4 sekilde gerceklesir.

1.Radyasyon: Birbiri ile temasta olmayan iki cisim arasindaki 1s1 aligverisidir.
Ciplak sekilde oda 1sisinda oturan birinde 1s1 kaybinin %60°1 radyasyon ile saglanir.
Radyasyon yoluyla 1s1 kayb1 bir tiir elektromanyetik dalga olan kizilGtesi 1sinlar ile
1s1 kaybidir. Viicut 1s1sin1 dengelemek i¢in viicuttan ¢ikan 1s1 dalgalar1 her yone

dagilir.

2.Kondiiksiyon: Biribirine degen iki cisim arasindaki 1s1 aligverisidir.
Kondiiksiyon yoluyla viicut 1sisinin %3’1i nesnelere, %15°1 de havaya 1s1 iletimi

seklinde gerceklesir.
3.Konveksiyon: Hava akimi yoluyla 1s1 kaybina denir.

4. Evoporasyon: Buharlasma yolu ile 1s1 kaybidir. Su viicut ylizeyinden
buharlastiginda buharlasan her gram i¢in 0,58 kalori 1s1 kaybedilir. Terleme
olmadiginda ise akcigerden 700 ml kadar su buharlagir. Buna insensible evoporasyon
denir. Insensible 1s1 kaybini diizenleme mekanizmasi bulunmazken terleme ile 1s1

kayb1 ¢esitli mekanizmalarla kontrol edilir.
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2.2.3.2. Terleme

Beyindeki hipotalamus 6n bolimdeki pre optik bolgenin asirt 1s1 ile
uyarilmasi terlemeye neden olur. Bu bolgeden c¢ikan sinirsel uyarilar otonom
yollardan omurilige oradan sempatik ileti ile cilde ulasir. Ter bezleri kolinerjik lifler
ile uyarilir ve asetilkolin salgilar. Ter bezleri adrenerjik bezler degildir, fakat kanda
dolagsan epinefrin ve norepinefrin de ter bezlerini bir miktar uyarir. Adrenal
medulladan epinefrin veya norepinfrin salinimi1 egzersiz sirasinda iskelet kaslarinda

iiretilen asir1 1sinin kaybinda 6nemli bir mekanizma gorevi goriir.

Ter bezleri iki boliimden olusur; ter salgilayan subdermal sarmal kisim ve
dermis ve epidermisten disar1 uzanan kanal. Ter bezlerinin ilizerinde veya etrafinda
bulunan kolinerjik sempatik liflerin uyarilmasi ile ile ter sekresyonu meydana gelir.
Pek ¢ok bezde oldugu gibi sarmal kisim Oncii ya da birincil salg1 adi verilen siviy1
salgilar. Birincil salgi sarmal kisimdaki epitelyal hiicrelerin iirliniidiir. Birincil
salginin bilesenleri plazmaninkilerle benzerdir, fakat plazma proteinlerini icermez.
Na icerigi 142 mEq / L, CI igerigi 104 mEq / I’dir. Bu akiskan sivinin bilesenleri
kanal icerisinde gecerken degistirilir. Gegis esnasinda Na ve CI iyonlarinin ¢ogunun
geri emilimi gergeklesir. Ter bezleri hafif uyarildiginda birincil s1v1 yavasca kanaldan
gecemeye baglar. Ter igeriginin Na ve CI konsantrasyonu 5 mEq / L’ye diiser. Ter
stvisinin osmotik basinci bu sayede oldukca diismiis olur sonugta terdeki suyun da
cogunlugu geri emilir ve lirk asit, K, laktik asit gibi bilesenler konsantre sekilde ter
stivisinda kalmis olur. Ter bezleri sempatik sistem tarafindan giiclii sekilde
uyarildiginda ise fazla miktarda birincil salgi olusur. Kanala gecen salginin Na ve CI
iyonlarinin sadece yarisindan biraz fazlasi geri emilebilir. Birincil sivi kanaldan hizla
aktig1 i¢in de suyun da ¢ok az bir kismi1 geri emilebilir. Boylece diger bilesenlerin (K,
laktik asit, iirik asit) de ter igerisindeki yogunlugu azalmis olur. Bu nedenle egzersiz
oncesi 1sinma hareketleri yapilmadiginda viicuttan biiyiik oranda sodyum kloriir ve

su kayb1 gerceklesir.

2.2.3.3. Termoregulatuar merkez: Hipotalamus

Viicut sicakligmmi arttiran veya azaltan thermod kullanilarak yapilan hayvan
deneylerinde beynin hangi bolgesinin 1s1 degisiklignden etkilendigi gosterilmeye

calisilmistir. Kiiciik igne benzeri bu cihaz (thermod) sicak veya soguk su vererek 1s1
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degisikligine sebep olur. Bir termodun neden oldugu 1s1 artis veya azalisinda
etkilenen baslica alanlar hipotalamus anterior ve pre optik ¢ekirdekleridir. Bir termod
kullanilarak 6n hipotalamik preoptik alanin sicaga duyarli ndronlar1 ve soguga
duyarli néronlarin yaklasik {icte birini igerdigi bulunmustur. Bu néronlarin viicut
sicakliginin ayarlanmasinda 1s1 sensorii oldugu kabul edilmistir. (Sekil 2) Pre optik
alanda 1s1 artis1 oldugunda cilt altindaki damarlarda dilatasyon meydana gelir ve hizla
ter iiretimi baslar. Ayrica viicutta 1s1 liretimine neden olan mekanizmalar inhibe

edilir.

Third
Anterior ventricle

commissure
Pineal body
Hypoethalamus
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Pituitary body
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hypothalamus

Paraventricular nucleus
of hypothalamus
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pituitary N\

Sekil 2. Hipotalamus anatomisi ve preoptik alan (82)

2.2.3.4. Deri ve derin dokulardaki reseptorlerin viicut 1sisim1 ayarlamadaki
rolii:
Viicut sicakliginin degisimine duyarli resptorlerin ¢ogu hipotalamustadir,

ancak viicudun diger bdlgelerinde yer alan resptorler de sicakligin ayarlanmasinda

rol oynar. Bunlar 6zellikle deri ve derin dokulardaki 1s1 reseptorleridir. Ciltte sicak
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reseptorlerinden on kata daha fazla oranda soguk reseptorleri bulunmaktadir. Bu
nedenle periferal resptorler daha ¢ok soguga duyarlidir. Soguga maruz kalindiginda
ciltte refleks mekanizmalar uyarilir ve viicut 1s1s1 ¢esitli yollarla arttirilmaya calisilir:
titreme ile viicut 1sisinda artig, terlemenin inhibisyonu, vazokonstriiksiyonun
saglanmasi ile 1s1 kaybinin dnlenmesi. Derin dokulardaki 1s1 reseptorleri ise baslica
spinal kord, abdominal visera ve iist abdomen ile torakstaki biiylik venlerin
cevresinde bulunur. Buradaki reseptorler cilttekilerden farkli olarak viicut core 1sis1
ile uyarilirlar. Bu reseptorler de cilttekiler gibi daha ¢ok soguga karsi duyarlidir.
Sonug olarak cilt ve derin dokulardaki reseptorler daha c¢ok hipotermiye karsi

koruyucu etki gdstermektedir.

Posterior hipotalamus santral ve periferden gelen 1s1 uyarilarini birlestirir.
Uyarilan posterior hipotalamik alan bilateral olarak mamillar cisim yakinlarinda yer
almaktadir. Periferden gelen 1s1 uyaranlar1 biiyilk oranda hipotalamus araciligi ile
viicut 1s1s1nm ayarlanmasina katki saglar. On hipotalamik pre optik alandaki duysal
uyarilar da posterior alandan ge¢mektedir. Bu bélgede 6n hipotalamus ve viicudun
diger bolgelerinden gelen 1s1 uyarilar birlestirilerek viicuttaki 1s1 kaybr ve iiretim

mekanizmalari kontrol edilmektedir.

2.2.3.5. Noronal mekanizmalar

1. Viicut sicakligini azaltan mekanizmalar

-Derideki kan damarlarmin vazodilatasyonu: Posterior hipotalamustaki
vazokonstriiksiyona neden olan sempatik merkez inhibe edilir. VVazodilatasyon ile

ciltten 1s1 transferi baslamis olur.

-Terleme: Terlemenin baglamasi ile evoporasyon yoluyla 1s1 kaybi hizla

baglar.

-Is1 iiretiminin inhibisyonu.

2. Viicut 1sis1m arttiran mekanizmalar

-Tiim viicutta ciltte vazokonstriiksiyon: Posterior hipotalamik sempatik

merkezi uyarir.
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-Piloereksiyon: Ug¢ kisimlardaki killarin dik konuma gelmesidir. Sempatik
uyar1 ile gergeklesir. insanlarda ¢ok énemli bir mekanizma degildir. Ozellikle yiizey

alan1 kii¢iik olan hayvanlarda 1s1 kaybin1 6nlemede bariyer gorevi goriir.

-Is1 tiretiminin arttirilmasi: Sempatik uyart, titreme ve tiroksin sekresyonu ile

1s1 Uretimi arttirilir.

2.2.4.1s1 artis1 saglayan mekanizmalar
2.2.4.1. Titreme ve hipotalamus

Ugiincii ventrikiil duvarmin yakminda yer alan posterior hipotalamusun
dorsomedial alaninda titremenin primer motor alani bulunmaktadir. Bu alan
normalde anterior hipotalamik pre optik alan tarafindan inhibe edilmistir. Cilt veya

spinal kordan gelen soguk uyaranlar ile uyarilmaktadir.

2.2.4.2. Sempatik kimyasal uyari

Sempatik stimiilasyonun artisi, kanda epinefrin veya norepinefrin artigi hizla
hiicresel metabolizma hizinda artisa neden olur. Buna kimyasal termojenez denir.
Epinefrin ve norepinefrinin neden oldugu oksidatif fosforilasyonda 1s1 iiretimi olur
fakat ATP iiretimi olmaz. Buna uncoupled oksidasyon denir. Hayvanlarda meydana
gelen kimyasal termojenez kahverengi yag dokusuyla orantili olarak gerceklesir. Yag
dokusunda uncoupled oksidasyonun gerceklestigi 6zel mitokondriler bulunmaktadir.
Bu 6zel mitokondriler sempatik uyari ile giiclii bir sekilde uyarilir. Kahverengi yag
dokusu olmayan eriskin bir insanda kimyasal termojenez ile 1s1 iiretim orani gok
diisiiktiir. Fakat yenidoganlarda interscapular bolgede bulunan kahverengi yag
dokusu kimyasal termojenez araciligi ile viicut 1sisinin korunmasinda 6nemli rol

oynar.

2.2.4.3. Tiroksin salinim

Anterior hipotalamik alan tarafindan 1s1 azalmasinin algilanmasiyla
norosekretuvar bir hormon olan tirotropin releasing hormonun salinimi uyarilir. Bu
hormon hipotalamik portal venler aracilig1 ile anterior pituitar beze tasinir ve tiroit

stimulan hormon (TSH) salinir. TSH tiroit bezi tarafindan tiroksin salinimini artirir.
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Tiroksin hormonu kimyasal termogeneze katki saglayan hiicresel metabolizmay1
arttirarak 1s1 artisina neden olur. Bu siire¢ tiroit bezinin uzun siire uyarilip
hipertrofiye ugramasi sonucu gerceklestiginden birka¢ haftayr bulur. Hayvan
hiicrelerinin uzun siire asir1 soguga maruz kalmasiyla tiroit bezi hacminde %20-40
artts meydana gelir. Ancak insan viicudunda hayvanlar kadar uzun siirecek sekilde
soguga maruz kalinmasima izin verilmez. Bu nedenle tiroit bezinin soguga uyum

mekanizmasinin insanda ne derece 6nemli oldugu halen bilinmemektedir.

2.2.5.Ayar noktasi

Viicut sicakligr 37,1 santigrat derece oldugunda viicutta 1s1 artis ya da azalis
mekanizmalart devreye girmektedir. Bu sicakligin tizerindeki bir degerde 1s1 kayip
mekanizmalart daha baskinken altindaki degerde ise 1s1 artis mekanizmalar1 devreye
girer. Dolayisi ile sicaklik 37,1 derece olarak sabit tutulmus olur. Bu sicaklik
seviyesine sicaklik kontrol mekanizmasinin ayar noktasi denir. Tiim sicaklik kontrol
mekanizmalart viicut sicakligin siirekli olarak bu ayar noktasi seviyesine getirmeye

calisir.

2.2.6.Feedback kazanci

Feedback kazanci bir kontrol sisteminin etkinliginin Olg¢iisiidiir. Viicut
sicakliginin kontroliinde ortam 1sisinda degismelere sebep olsa da viicut i¢ 1sisinin
sabit tutulmasi onemlidir. Feedback kazang¢ g¢evre isisindaki degisimin viicut i¢
1s1sindaki eksi 1 derecelik degisime oranina esittir. Arastirmalar ¢evre sicakligindaki
25-30 derece degisimin viicut 1sisinda 1 derecelik degisime neden oldugunu

gostermistir.

2.2.7.Davramssal kontrol

Viicut sicakliint kontrol eden mekanizmalara ek olarak sicakligin kontroliine
katki saglayan gii¢lii bir davranigsal mekanizma vardir. Bu mekanizma soyle isler;
viicut 1s1s1 ¢ok arttiginda beyindeki 1s1 kontrol merkezlerinden gelen sinyaller psisik
olarak kisiye 1sinma hissi gonderir. Viicut ¢cok sogudugunda ise gelen sinyaller ile
soguk rahatsizlig1 hissi olusur. Sonug¢ olarak sicak bir ortama ge¢mek veya kalin

giysiler giymek gibi davranigsal tedbirler ortaya cikar.

2.2.8.Lokal cilt sicakhig1 refleksleri
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Kisi ayagmi sicak birseye degdirdiginde ayak tabaninda lokalize
vazodilatasyon ve hafif terleme, soguga degdirdiginde ise vazokonstriiksiyon ve
terlemenin inhibisyonu gergeklesir. Bu tepkiler 1s1 degisikliginin kan damarlar
lizerine etkisi ve deri araciligi ile omuilige iletilen lokal refleksler ile olur. Bu lokal
reflekslerin yogunlugu merkezi beyin sicaklik kontrolii tarafindan ayarlanir. Sonug
olarak genel etki hipotalamus 1s1 kontrol sinyali ve lokal sinyal ¢arpimi ile dogru
orantilidir. Bu sayede viicudun lokal olarak 1sinan ve soguyan bdlgelerinden asiri 1s1

alisverisini onler.

2.2.9.Patofizyoloji

Viicut sicaklik diizenlemesinde bozukluklar ates, hipertermi ve hiperpireksi

olarak iige ayrilirlar ve farkli anlamlari olan terimlerdir.

Tablo 1. Normal ve atesli viicut 1s1s1 araliklari (rektal 6l¢iim) (83)

Viicut sicakhigi °C °F

‘Normal ~ 37-38 98.6-100.4
Hafif /diisiik grade ates 38.1-39 100.5-102.2
Orta grade ates 39.1-40 102.2-104.0
Yiiksek grade ates 40.1-41.1 104.1-106.0
Hiperpireksi >41.1 >106.0
2.2.9.1. Ates

Ates viicut sicakligimin normalin Ustiine ¢ikmasi anlamina gelir ve
hipotalamus diizeyinde diizenlenir. Birden fazla bagimsiz afferent ve efferent
mekanizma ile ates olusmaktadir. Ates yanitinin olusumunda rol oynayan cesitli
biyolojik molekiiller ve bu yanitlarda yer alan yollar mevcuttur.(31) Genellikle
beyindeki anormalliklere veya hipotalamik termoregiilasyon merkezini etkileyen
toksinlere bagli olarak gelisir. Ozellikle lipopolisakkarit gibi bakteri parcanlanma
tirlinleri dolayli olarak IL-1 araciligiyla ya da enterotoksinler direk hipotalamustaki

termostatin "ayar noktasi"nin "normotermi™ den yiiksek seviyelere yiikselirtirler. Bu
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maddelere genel olarak pirojen ismi verilmistir. Ekzojen ve endojen pirojenler
tarafindan olusturulan ates sinyalleri, humoral ve néral yolla termoregiilasyonu

diizenlerler.(84-86)

Humoral yolakta ates sinyalleri, patojenle iliskili molekiiler paternler
(PAMPS) olarak adlandirilan mikrobiyal {iriinlerin bilesenleri veya pirojenik
sitokinler tarafindan tetiklenir. Endotoksin, stafilokokal enterotoksin ve viriisler gibi
eksojen uyaranlar, 16kositlerin endojen pirojen tiretmesine neden olurlar. Bu endojen
pirojenlerin en giigliileri IL-1 ve timor nekroz faktori alfadir (TNF-a) (87). Atesli
yanitin ayrilmaz pargast olan diger endojen pirojenler 1L-6 ve interferonlardir(88).
Bu endojen pirojenler, lamina terminalis organum vaskiilosum (OVLT) seviyesinde
merkezi sinir sistemi lizerinde etki eder. OVLT, preoptik ¢ekirdegin medial ve lateral
kisimlari, anterior hipotalamus ve septum pallusolum arasindaki alandir.(Sekil 3)(89)

Thermode
= Electrode

Sekil 3. Lamina terminalis organum vasculosum (OVLT)

Dolasimdaki PAMPS’ler cesitli hiicrelerde toll benzeri reseptor 4 (TLR-4) ‘e
baglanmaktadir (90). OVLT seviyesinde kan beyin bariyerinde pencereli kilcal
damar c¢eperinde yer alan TLR-4'e baglanarak aktive eder ve sitoplazmik
membranlardaki arasidonik asit yolagimindan prostaglandin E2 (PGE2) salinimina
yol acarlar. Prostaglandin E2, kan beyin bariyerinden kolayca difiizyonla gegebilen

preoptik alandaki spesifik PGE2 reseptorlerine (EP3 reseptorii) baglananabilen ve
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daha sonra on hipotalamustaki ndronlar1 daha yiliksek termal denge noktasina

¢ikarabilen kiiglik bir molekiildiir. (90-92)

Ates yaniti, erken bir hizli faz ve gecikmis bir ge¢ faz ile karakterizedir. ilk faz
karaciger ve akcigerlerde sentezlenen PGE2'ye bagli oldugu, ikinci fazin ise santral
sentezlenen PGE2 ye bagh olduguna inanilmaktadir.(93) Sonug olarak, periferik
sentezlenmis PGE2 atesli tepkiyi baslatmada rol alirken, santral olarak sentezlenmis

PGE2 biiyiik 6l¢iide bunun siirdiiriilmesinde rol oynar.(94)

Ikinci hiimoral yolak, dolasimdaki pirojenik sitokinlerin ates sinyallerini direk ve
indirek yollarla termoregiilatuar bolgeye iletilmesidir. Indirek yolda, pirojenik
sitokinler, sirkumventrikiiler organin fenestrali kapillerlerinde yer alan sitokin
reseptorlerini baglayarak ve aktive ederek PGE2'min salinmasma neden olur. Direk
yolda, dolagimdaki sitokinler, beynin vaskiiler, glial ve ndronal yapilarinda eksprese
edilen sitokin reseptorlerine kan beyin bariyerini asarak dogrudan erisim saglar. Bu
santral reseptorlerin aktivasyonu, PGE2'nin daha fazla sentezini uyarir veya beyin

tarafindan daha fazla sitokinin de novo sentezini destekler. (83,92)

PGE2 temelli yolaklardan bagimsiz olarak bir¢ok sitokin ve inflamatuar mediator
atesli yaniti aktive edebilir. Bu durum santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda ve
kanamalarinda goriilen hiperpireksiden (merkezi ates) sorumludur. Bradikinin,
kortikotropin releasing hormon, nitrik oksit, MIP-1, IL-6 ve IL-8, onceden
olusturulmus pirojenik faktorler (PFPF), P maddesi ve endotelin-1, PGE2'den
bagimsiz termal denge noktasini sifirlayan sitokin ve inflamatuar aracilara Ornek

gosterilebilir.(86)

Periferik ates sinyalleri, kutan6z duyu sinirleri ve vagus siniri gibi periferik sinirler
araciligiyla SSS’ye ulasabilir ve ates yanitinin hizla bagladigi bagka bir mekanizmaya

sahiptir.

Inflamasyon bolgesine lokalize PGE2, soguga duyarli kutandz sinirleri aktive ederek
ates olusumuna katkida bulundugu diistiniilmektedir. Ates sinyallerinin vagus siniri
yoluyla iletimi daha karmasiktir. LPS gibi dolasimdaki pirojenler ve pirojenik
sitokinler endojen mediatorler liretmek igin karacigerin Kupffer hiicrelerini uyarir.
Bu sitokinler, vagus sinirinin hepatik dalin1 aktive eder ve ates sinyallerini, traktus
solitarius (NST) c¢ekirdegi i¢indeki vagus siniri bdlgesinin merkezi projeksiyonuna

iletir. NST'den sinyal, ventral noradrenerjik demet yoluyla preoptik ve hipotalamik
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alanlara ilerler ve norepinefrinin intrapreoptik salinimma neden olur. Norepinefrin,
¢ekirdek sicaklik artigi igin alfa(l)-adrenoseptér (AR) aracili, hizli baslangigl,
PGE2'den bagimsiz olarak ve alfa(2)-AR aracili, gecikmeli ve PGE2'ye bagimlh
olarak iki uyar1 saglar (84,86)

Arasidonik asitten prostaglandin olusumunu engelleyen ilaclar (antipiretik) PGE2
tizerinden etki gosterirler. Hipotalamik ayar noktasi yiikseldiginde, viicut sicakligini
yukseltecek tiim mekanizmalar harekete geger ve 1sinin korunmasi onplana ¢ikar.
Vazokonstriksiyon, ellerde ve ayaklarda sogukluk hissine sebep olur. Kan, periferden
i¢c organlara yonlendirilir, bu da esas olarak ciltten 1s1 kaybini azaltir ve hasta {istime

hisseder.

Kaslardan 1s1 tiretimini artirmak i¢in titreme olusabilir, ancak her ates i¢in titreme
gerekli degildir. Titreme, hipotalamik ayar noktasinda hizli bir ytlikselme oldugunda
ortaya cikar. Yag dokuda termojenez c¢ekirdek sicakligin artmasimi saglar ve
"titremeyen termojenez" olarak adlandirilir. Dogumda fazla miktarda olan termojenik
kahverengi yag dokusu yenidogan déneminde hizla azalir, yetigskinlerde miktar1 yok
denecek kadar azdir. Yag veya kas dokudaki termojenez, proteinlerin ayrigmasi
sonucu adenozin trifosfat (ATP) ve 1s1 agiga ¢ikarir. Atesin ¢ogununu 1s1 koruma ve

termojenez kombinasyonu saglar.

Insanlarda sicak ortam arayisi, fazladan kiyafet giyme ve aktiviteyi azaltict
davranigsal icgiidiiler ile ylizey alani azaltilmasi viicut 1sisinin ylikselmesine
yardimer olur. Ist koruma (vazokonstriksiyon), 1s1 iiretimi (titreme, titremeyen
termojenez, artan metabolik aktivite) ve davramis degisiklikleri ile kan 1s1s1
hipotalamus ayar noktasi 1sisina erigene kadar devam eder. Bu noktaya ulasildiginda,
hipotalamus, normotermik seviyede oldugu gibi, yeni sicaklik degerini korumaya

calisir.

2.2.9.2. Hiperpireksi

Hiperpireksi, siddetli enfeksiyonlarda goriilebilen, en sik merkezi sinir
sistemi kanamalar1 olan hastalarda goriilen olaganiistii yiiksek ates (> 41,5 ° C) i¢in

kullanilan bir terimdir.(95) Hiperpireksik ateste antipiretikler ile bereber periferik 1s1
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kayiplarim1  hizlandirmak i¢in sogutma battaniyeleri ve soguk su siingeri de

kullanilmaktadir.

2.2.9.3. Hipertermi

Yiiksek viicut 1s1s1 cogu zaman ates olarak adlandirilsa da hipertermi daha farklt bir
mekanizma ile olugmaktadir. Atesten farkli olarak, hipertermi sirasinda
termoregililasyon merkezinin sicaklik ayar1 normotermik seviyelerde degismeden
kalir ve viicut sicakligi kontrolsiiz sekilde artar. Yasami tehdit edecek yiiksek ic
sicakliklara ¢evresel 1siya maruziyet ve endojen 1s1 iretimi ile ulasilir. Ates ve
hipertermi arasinda ayrim yapmak Onemlidir. Hipertermi teshisi genellikle ilag
maruziyeti ve cevresel sicaklik maruziyeti Oykiisii ile yapilabilmektedir. Cilt
genellikle sicak ve kurudur, antipiretiklere yanit azdir. Hipertermi tedavisi atesten
farklidir ve daha hizli miidahele gerektirmektedir. Hipertermi en ¢ok sicak
ortamlarda c¢alisan veya egzersiz yapan ve g¢evresel ~mekanizmalarin
kaybedebileceginden daha hizli 1s1 lreten kisilerde goriiliir. Dehidratasyon,
hiperterminin baglica nedenidir. Sicak ¢arpmasi sendromlari, bazi metabolik
hastaliklar ve termoregiilasyonu bozan bazi farmakolojik ajanlarin etkisiyle olusan

hipertermiye ornek gosterilebilir.(96)

Hipertiroidizm gibi baz1 metabolik hastaliklar, ¢ekirdek sicaklikta hafif ylikselmelere
neden olabilir. Atropin gibi terlemeyi veya vazodilasyonu engelleyeren farmakolojik
ajanlar cekirdek sicakligini yiikseltebilir. Ecstasy(3,4-
metilendioksimethamphetamine) 1s1 dagilimindaki (vazokonstriksiyon) kayiptan ve

ayirici protein 3 yoluyla 1s1 tiretimindeki kaynaklanan hipertermi iiretir.(97)

2.2.9.4. Yogun bakimda non enfeksiy6z nedenlere bagh ates

Yogun bakima yatigi sirasinda tiim hastalarin neredeyse yarisinda ates
bulgusu goriilmektedir.(98) Atesin tek nedeni sepsis degildir ve hastane iginde
goriilen atesin tgte ikisi bulasici olmayan nedenlere bagli olabilir. Enfeksiyonun
diglandig1 ates vakalarinin %97'sine tan1 konulamayabilir.(99) Non enfeksiy6z atesin
mortalite orani, sepsisten daha diisiik olmasina ragmen yiiksek sicakliga bagl koti
bir sonuglar nedeniyle &nemini korumaktadir.(100) Septik olmayan hipertermi
nedenleri agagidaki tabloda siralanmistir (Tablo 2)(101,102)
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Tablo 2.Septik nedene bagli olmayan hipertermi nedenleri
Hipertermik ila¢ reaksiyonlari

Sicak carpmasi

Immiinolojik ve enflamatuar hastaliklar

Malignite

Metabolik bozukluklar (gut, porfiri vs)

Uyumsuz kan iiriinlerine reaksiyon

Doku y1ikim (6rn. Hemoliz, cerrahi, enfarktiis, rabdomiyoliz)
Trombo-embolik durumlar

Post operatif ates

Akalkiiloz kolesistit

2.2.10.11aca bagh hipertermik reaksiyonlar

Hemen hemen tiim ilaglar atese neden olabilirler fakat yogun bakim
linitesinde en sik atese neden olan ilaglar arasinda antibiyotikler (6zellikle [-
laktamlar), antikonviilsanlar (difenilhidantoinler) ve antiaritmikler (kinidin ve
prokainamid) bulunur.(103) Ilag atesi bir dislama teshisi olmaya devam etmektedir.
[lag atesinin diagnostik bir paterni mevcut degildir. Baz1 olgularda bradikardi,
dokiintii ve eozinofili goriilebilmektedir. Ilag baslangici ile atesin baslangici veya
stipheli ilacin kesilmesi ve atesin diismesi arasindaki zamansal iligki tan1 konusunda

onemli fikir verir.

Klinik atesle karisabilen bir baska durum farkli patofizyolojiye sahip
hipertermik sendromlardir. Cevresel 1s1 ile ilgili hastaliklar, malign hipertermi,
serotonin sendromu ve noroleptik malign sendrom (NMS), propofol infiizyon
sendromu, piperazin bilesikleri, antikoloinerjik sendromu, sempatomimetik
kannabinoid kullanimi (6rnegin, kokain, metamfetaminler, mefedron [banyo tuzlari])
ve alkol, opioid veya benzodiazepin ¢ekilme ajitasyonu g¢ekirdek viicut sicakliginda

onemli yiikselmelere neden olabilir.(101)

Cevresel 1s1 ile ilgili hastaliklar, 1s1 dagiliminda yetersizlikten kaynaklanir. Hastalik

spektrumu, kiiciik 1s1 kramplari, 1s1 senkopu veya 1s1 bitkinliginden potansiyel olarak
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yasami tehdit eden sicak ¢arpmasina (viicut sicakligir> 40 °C ve 6nemli SSS islev

bozuklugu ile) kadar uzanir. Ozellikle yash hastalar daha ¢ok etkilenirler.

Malign hipertermi, siiksinilkolin veya inhalasyon anesteziklerinin uygulanmasiyla
iligkili farmakogenetik bir sendromdur. Duyarli bireylerde, iskelet kaslarinda
kalsiyum homeostazini indiikleyerek yogun tonik kasilma ve kontrolsiiz termojenez
ile sonuglanir. Klinik ila¢ uygulanmasindan sonra 30 dk iginde gelismektedir, fakat
24 saate kadar gecikmis malign hipertermi durumu bildirilmistir. Tedavi siipheli
ajanin hizlica kesilmesi, harici sogutma, Iv sivi resiisitasyonu Ve dantrolenin

uygulamasini igerir.

Serotonin sendromuna 5-HT1a ve 5-HT2a reseptorlerinin asir1 aktivasyonu neden
olur. Genellikle selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI), trisiklik
antidepresanlardan (TCA) alan ve daha sonra serotonerjik aktiviteye sahip olan,
SSRI'larin veya TCA'larin CYP metabolizmasina etki eden herhangi bir ilaca bagl
goriilebilir. Klinik olarak, degisen mental durum, otonom hiperaktivite ve
néromiiskiiler anormalliklerden olusan bir {i¢lii olarak kendini gdsterir. Soruna neden
olan ajanin kesilmesi, semptomlarda hizli bir sekilde azalma saglar.
Benzodiazepinler ve serotonin antagonisti siproheptadin, ciddi vakalar1 tedavi etmek

i¢in kullanilir.

Noroleptik malign sendrom (NMS) noroleptik ajanlarin antidopaminerjik aktivitesi
ile tetiklenir. NMS'nin Kklinik prezentasyonu serotonin sendromuna benzerdir. NMS,
tedavi sirasinda herhangi bir zamanda gelisebilirken, serotonin sendromu genellikle
tetikleyici ilaca maruz kaldiktan dakikalar veya saatler i¢inde gelisir. Tedavide
noroleptik ilaglar kesilir ve santral bir dopamin agonisti olan bromokriptin

kullanilir.(104)

2.2.10.1.Deksmedetomidin Tliskili Ates

Ilag atesi genellikle bir dislama tanis1 olarak kabul edilir. Ozellikle birden
fazla patolojinin ve birden fazla ilag tedavisinin genellikle ayn1 anda mevcut oldugu
kritik hastalarda yaygindir. Bu nedenle, tiim enfeksiydz ve enfeksiydoz olmayan
hipertermi  nedenleri, multimodal bir teshis c¢alismast ile dislanmasi

gerekmektedir.(105) Hastalar deksmedetomidine bagl hipertermi gelisen dénemde
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yeterli antibiyotik tedavisi aliyor olsalar dahi tani1 oncesi ayrintili mikrobiyolojik
testler yapilmalidir. Bagimsiz bir¢ok olgu bildiriminde atese eslik eden bagka
enfeksiyonlarin olmasi ve bu enfeksiyonlar1 dislamak icin biiyiik c¢abalar ve
kaynaklar harcanmasi, ilag atesini erken ve dogru teshis etmek i¢in giinliik pratikteki
zorluklardir.(106-108)

Mekanik ventilatér destegi alan YBU hastalarini iceren iki ¢ok merkezli,
randomize ¢alismada, deksmedetomidin grubunda 247 hastanin 16'sinda (%6,5)
(MIDEX calismasi) ve 246 hastanin 13'tinde (%5,3) (PRODEX denemesi) yan etki
olarak hipertermi bildirilmistir.(60)

Major kardiyak cerrahi sonrasi deksmedetomidin ile sedasyon saglanan 200
hastaya Diinya Saglik Orgiitii-Uppsala izleme Merkezi (WHO-UMC) Nedensellik
Degerlendirmesi ve Naranjo ADR (Advers drug reaction) nedensellik
degerlendirmesi  gibi iki farkli nedensellik o&lgegi  kullanmilmistir.  Uygun
deksmedetomidin-hipertermi iliskisine sahip 9 vaka (%4,5) olgu serisi olarak
sunulmustur. 1,0 (0,8-1,3) ug / kg / saat deksmedetomidin idame infiizyonunundan
ortalama 6 (4-10) saat sonra hipertermi saptandigi bildirilmektedir. 1,0 (0,8—1,0) pg /
kg / saatlik deksmedetomidin dozunda ortalama 11 (6-29) saat sonra 39,0 °C (38,8—
39,2 °C) maksimum viicut 1sisina ulasildigi, inflizyonun kesilmesinden sonra viicut
isisinin sirastyla 3 (1-8) ve 4 (3-9) saat sonra < 38,5 °C ve < 38,0 °C seviyeye
diistiigii gozlenmistir. Vakalar arasinda standart bir ates trasesi ve ates mekanizmasi

belirlenememistir.(5)

Thompson ve ark. tarafindan deksmedetomidine bagli ilag¢ atesi goriilen
pediatrik obez olgu bildirilmistir.(4) Deksmedetomidin ile olusan hiperterminin
Diinya Saglhk Orgiitii obezite simflandirmasma gore simf Il obezite ve kardiyak

cerrahi ile yakin iligkisi oldugu diisiiniilmektedir.(3)

Deksmedetomidin ile iliskili hipertermi mekanizmasinin hem merkezi hem
de periferik faktorlerle birlikte oldugu distinilmektedir. Deksmedetomidin sicakligin
hipotalamik diizenlenmesine aracilik eden norotransmiterler olan noradrenalin,
serotonin ve dopaminin ekspresyonunu degistirebildigi varsayilmaktadir.(3) Hayvan
caligmalarinda o2 agonistleri, termojenik premotor noronlarin aktivasyonunu bloke
ederek viicut 1sisin1 disiiriir. Alfa-2 reseptor nakavt fare modellerinde bu sicaklik

diistisii gozlenmez; yani alfa reseptorlerdeki polimorfizmlerin reseptor aktivitesinde
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azalma nedeniyle hipertermik reaksiyonlara yatkinlik olusturmasi miimkiindiir.(109)
Bagka bir alternatif mekanizma ise deksmedetomidinin NMS gibi dopaminerjik
blokaj yoluyla hipertermiyi indiikleyebilmesidir.(3) Cesitli hayvan modelleriyle
farkli ¢evresel kosullar altinda, o agonistleriyle hipertermi yaratilmis olmasi
norotransmiter metabolizmasindaki degisikliklere heniiz kesfedilmemis baska dis
faktorlerin aracilik ettigini diisindiirmektedir.(109) Czepiel ve ark. tarafindan
COVID-19 ile yiiksek doz o agonistleri arasindaki etkilesimin hiperpireksiye
yatkinlik olusturdugunu diistindiiren ti¢ olgu bildirilmistir.(107)

Deksmedetomidin ile iliskili hipertermi ic¢in risk faktorleri su anda
bilinmemektedir. Deksmedetomidine ile iliskilendirilen atesin mekanizmasini
aciklamak i¢in ve Noroleptik malign sendrom gibi diger iyatrojenik hipertermilere
(dehidrasyon, ajitasyon, bitkinlik, eszamanli antikolinerjik veya antidepresan
kullanimi, stres ve yetersiz beslenme gibi tetikleyicilerle) benzer olup olmadiklarini

belirlemek i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ oldugu acgiktir.

2.3. Proteomiks
2.3.1. Tanim

1944 ve 1952 °’te Avery-McLeod ve Hershey-Chase deneyleri yapilip
DNA’nin kalitsal bilgiyi tasiyan makromolekiil oldugu kanitlanana kadar proteinler
genetik materyal olarak daha ¢ok ilgi ¢ekiyordu.(110) Proteinlerin hiicrede daha fazla
bulunmasi, kuru agirligin %50 sinin proteinlerden olusmasi, proteinlerin daha
karmagik 4 katli modellerden olusmasi ve cesitlilik olusturmalart bu ilgiyi
arttirtyordu.(111) Sonraki donemlerde kalitsal bilgi kaynaginin genom oldugu,
fizyolojik ve fonksiyonel baslangic noktasini olusturdugunun kesfedilmesi ilgiyi
genomikse ¢evrmis, bu amagla 1990 yilinda baglatilan ve tlim insan genomunun
DNA sekanslarmi belirlemeye yonelik uluslararasi arastirma Insan Genom Projesi

insanlik tarihinin en biiyiik kesiflerinden biri olmustur.(112)

Proteomiks ve proteom terimleri Marc Wilkins ve ark. tarafindan 1990’larda ortaya
atilmistir. Bu kelimeler organizmadaki tiim genlerin kolleksiyonlarini ifade eden
genomiks ve genom kelimelerinden esinlenerek tiiretilmistir. Proteomiks genel
olarak; RNA-protein iligkisini agiklamaya c¢alisan, proteinlerin ifade bulmalar

sirasindaki  post-transkripsiyonal modifikasyon ve translasyon sirasinda olusan
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degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidir.(113)(Sekil 4) Proteomiks, zamandan
zamana hiicreden hiicreye ve dis uyaranlara yanit olarak farklilik gosteren
proteinlerin ekspresyonu, yapisi, fonksiyonlari, etkilesimleri ve modifikasyonlari

dahil olmak iizere proteomun karakterizasyonudur.(114)
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l Transkripsivon

Z

Pre-mRNA o
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l Kirpma 2

mRNA
_Niikleer zarf ] Niikleer zarf
: Transport w
polizom F "%
l Translasyon E
Protein AAAN
‘--__-*

Postranslasyonel Modifikasyon

Sekil 4.Post translasyonel modifikasyon basamaklari

2.3.2.Proteomiks analizinin basamaklari

Tim proteomik deneyler, su deneysel adimlari igerir; (a) Ekstraksiyon,
soliibilizasyon, oOn-fraksiyonlama, DNA’nin wuzaklastirilmasi, yaygin bulunan
proteinlerin uzaklastirilmast gibi teknikleri iceren drnek hazirligi ve ayrigtirma (b)
Miktar tayini (kuantifikasyon), protein ve/veya peptitlerin tanimlanmasi
(identifikasyonu) ve elektroforeze dayali tekniklerin kullanimi (c) Biyoinformatik
veri tabanlari ile analiz. Cogu deney bu sirayla gergeklesir fakat bazi yontemler farkli

bir sirada ilerleyebilir.

Protein ayristirma, miktar tayini ve kimliklendirmesinde kullanilan metotlar

asagida listelenmistir;(115,116)
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.  Ayrnistirma (Seperasyon)
1. Izoelektirik fokuslama

2. 1D jel elektroforezi [SDS- PAGE (sodyum siilfat poliakrilamid jel

elektroforezi]
3. 2D (iki boyutlu) jel elektroforezi
4.  Likit kromatografi (LC/ LC- Tandem s1vi kromatografisi)

5. Mass spektrometre [FASP (Filter-aided sample preparation) gibi]

Il. Miktar Tayini (Kuantifikasyon)
1. 2-DIGE (2-Dimensional in gel electroforesis)
2. Izotop etiketleme (Isotope Labelling) MS?, MS!
3. SRM/MRM (selected reaction monitoring)
4. Etiketsiz Yontemler (Label free) EmPAI Replicate, Average ,TIC
I11. Kimliklendirme (identifikasyon)
1. Peptide mass finger print (PMF)
2. Tandem mass spectrometri (MS/MS)
3. Protein sekanslama

4.  Antibody recognation

Proteom analizi i¢in ilk adim 6rnek hazirligidir. Numunenin hazirlanmasi,
proteomik arastirma deneylerinin sonuglarini etkileyen en temel adimidir. Hiicre ve
dokular farkl kiitle, yiik, izoelektrik nokta ve ¢oziiniirliikkte proteinlere sahiptir,
ayrica karmagik biyolojik materyallerde bol miktarlarda bulunan proteinlerin
uzaklastirilmast ve daha az sayidaki proteinlere odaklanmak gerekmektedir; bu
yiizden 6rnek karmasikhiginin azaltilmasi gerekmektedir.(117) Ornegin = sinir
hiicrelerinde yiiksek oranda bulunan lipit nedeniyle proteinler aseton ve trikloroasetik

asit ile segici ¢okeltilmeye ugratilip uzaklastirilirlar.(116)
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Proteom analizinde ikinci adim protein ayristirmadir. Fraksiyonlama ya da
separasyon metotlar1 kullanilabilir. Numuneden kontamine edici materyali ¢ikarmak
ve ilgili proteinleri daha iyi analiz etmek amaciyla proteomun par¢alanmasi tavsiye
edilir. Protein fraksiyonlamasi, proteinlerin bir alt kiimesini tim proteomdan izole
edilmesidir. Protein ayristirilmasi, ilgilenilen proteinlerin ayrilmasi ve daha ileri

analizler i¢in zenginlestirilmesi olarak diisiiniilebilir.(116)

Kompleks protein karisimlarimlart belli proteinlere ya da protein alt
gruplara ayrilarak basitlestirilir, sonrasinda oOrnekler arasinda karsilastirma
yapilarak protein diizeylerindeki farkliliklar belirlenir. Proteinlerin ayrimi arastiriciya

analizi i¢in spesifik proteinleri hedeflemesini saglar.

Quantifikasyon ve kimliklendirme yontemlerinin her biri giicli ve eksik

yonler tasir bu yiizden hedeflere en uygun yontemler secilirler.

2.3.2.1. Filtre destekli numune hazirlama (FASP)

FASP, kiitle spektrometri yontemiyle proteom analizi dncesi numunenin yiiksek
miktarda sodyum dodesil siilfat veya diger deterjanlar iceren lizatlarla islenmesine
izin veren bir tekniktir. Karmasik protein karisimlari, konsantre iire igeren ozel
tamponlar kullanilarak kimyasal olarak modifiye edilebilir ve sindirilebilir. FASP
ultrafiltrasyon iinitelerinde, proteinlerin kimyasal modifikasyonu ve sindirimi i¢in
"reaktor" gorevi goriir. FASP, proteindeki fosforilasyon ve N-glikosilasyon

alanlariin tanimlanmasi ve haritalanmasinda kullanilir.(118)

2.3.2.2. Mass spektrometri (Kiitle spektrometri)

Elektromagnetik 1simanin farkli dalga boylarinda verdigi etkilesimlerle ilgilenen
alana ‘Spektroskopi’ denir. Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir

alanda hareket eden yiiklli partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarma goére diger yiikli

partikiillerden ayirt ederek 6lgme esasina gore ¢alisan cihazlardir. (Tablo 3)
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Tablo 3. Kiitle spektrometresi cihazinin ana parcalari

Iyonlastiric MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization; Matriks Destekli
Lazer Desorpsiyon-iyonizasyonu)
ESI (Electro-Spray lonization; Elektro-Sprey Iyonizasyonu, Iyon Sprey,
Nano Sprey, Sonik Sprey)

Kiitle TOF (Time of Flight; Ugus Zamanli Analizor)

analizorii lon Trap (Iyon Tuzagr)
Quadrapole (Kuadrapol; Dortlii Kutup)

Detektor

Veri

Elektromanyetik 1simanin bir fonksiyonu olarak Olgiilen sinyallerin yani
absorbanslarin toplamina spektrum denir. Dalgaboyunun (frekansin ya da enerjinin)
bir fonksiyonu olan cevap alani yani sinyaller toplam1 bir spektrum olusturur. Kiitle
spektrumuna, iyon kaynagi tarafindan iretilen farkli m / z oranlarindaki iyon

bolluguna bagli olarak olusturulan ‘kimyasal parmakizi’ denilebilir.
MS cihazinin ¢aligma prensibi;

1) Orneklerden iyonlarin elde edilmesi,

2) Farkl kiitlelerdeki iyonlarin birbirinden ayrilmasi,

3) Kiitle spektrumu seklinde verilerin biriktirilmesi.

Ozetle; sivi haldeki numune iyonlastiricidan iyon buhar1 seklinde ¢ikar, kiitle
analizoriinde kiitlesine gore filtre edildikten sonra dedektore iletilir ve spektrum

olusturulur.

Bilesik analizlerinin kiitle spektrometresindeki ilk adimi, gaz fazindaki iyonlarin
olusturulmasidir. Numune giris sisteminde kat1 ve sivilari buharlagtirmak i¢in bir
{inite mevcuttur. Iyonizasyon islemi ile molekiiller uyarilarak iyonize hale
doniistiiriiliir. Giriste olusan molekiiler iyonlar, genellikle fragmanlarina ayrilirlar.
Pozitif veya negatif iyonlar (cogunlukla pozitif iyonlar) kiitle analizériine dogru

hizlandirilirlar.
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ESI, protein ve peptit karisimlarimi iyonlasgtirmak icin sik¢a kullanilan bir
iyonlastirma sistemidir. Kiitle spektrometresi ile atmosferik basing arasinda dogrudan
bir ara yiizey saglar. Bu yontem HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi),
sivit kromatografisi (LC), kapiler elektroforez gibi ayirma teknikleri ile kolaylikla
birlestirilebilir. Fakat ESI daha zengin bir MS / MS spektrumu i¢in ¢ok daha cesitli
iyonlar saglar.(119) Genel olarak aminler, peptidler ve proteinler gibi polar bilesikler

ESI teknigi, steroidler gibi apolar bilesikler ise APCI teknigi ile analiz edilir .

2.3.2.3. Kiitle analizatorii

Kiitle analizoriiniin islevi, ayni fotonlarin dalga boylarina goére ayrilmasina benzer
sekilde, yiikli molekiilleri kiitle/ylik oranlarma gore aymrmaktir. Kiitle

spektrometreleri, kiitle analizoriinlin yapisina bagl olarak siniflara ayrilabilirler.

Yiikli molekiiller kararli degillerdir ve diger molekiillerle veya bir yiizey ile temas
ettikleri zaman fragmanlarina pargalanip yiiklerini kaybedebilirler. Olusan her bir
iyon spesifik molekiiler kiitle ve yiike sahiptir. Bu degerlerin kiitle/yiik seklinde

absorbansa kars1 grafige alindigi bir spektrum ile bilesikler tanimlanmaktadir.

Her bir iyonun absorbansi dedektore ulagan miktar1 ile dogru orantilidir ve her
bilesigin spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi sonucu elde
edilen spektrum, referans spektrumu ile karsilastirilarak tanimlanma yapilmaya

caligilir (119)

2.3.2.4. Quadropole time of flight (Q-TOF)

TOF analizorii birincil olarak, elektrik alandaki hizlarina gore ugus tiiptinde ayrilmis
olan iyonlar1 ayirir. Plazma veya lazer sayesinde ya da ihtiya¢ duyulan potansiyelin
odaklama lenslerine uygulanmasiyla, iyonlar kaynaktan yiginlar halinde c¢ikar. Bu
iyonlar daha sonra farkli potansiyellerde yiiklenerek wugus tiipline dogru

hizlandirilirlar.

Biitiin iyonlar aynmi kinetik enerjiye sahip oldukca, iyon Kkiitlelerinin bir dagilimi
olarak iyon karakterizasyonu iyon hizi dagilimima baglidir. Hizlandirma alanindan
ayrilip serbest alana (ugus tiipline) giren iyonlar, burada hizlarina gore ayrildiktan

sonra da dedektore ulagirlar.(119)
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Yiikli molekiiller yiiksek bir elektrik alan ile hizlandirilarak, tiim kiitlelerin ayni ilk
enerjiye sahip olmasi saglanir. Bu iyonlar daha sonra ugus tiipii denilen yaklasik 1-
1,5 metre uzunlugundaki bir tiip boyunca ugarlar. Hepsi ayni ilk enerjiye sahip
olmasina ragmen hafif olan molekiiller daha hizli; agir olan molekiiller daha yavas
hareket ederler. Dedektore ulagma zamanlarina gore de kiitleler tespit edilir. Boylece
kiitle analizi yapilmig olur. TOF analizérii, MALDI veya ESI iyonlastiricilart ile

birlestirilerek de kullanilir.

2.3.2.5. Mass spektrometride yiiksek ¢oziiniirliik

Kiitle spektrometresi ile 6l¢iilen kiitle, bilesikteki her atomun ortalama atomik
kiitleleri kullanilarak hesaplanan ortalama kiitle ya da elementlerin dogada en ¢ok
bulunan izotopunun monoizotopik kiitleleri ile hesaplanan gercek kiitle ile
karsilastirilabilir.  Kiitle spektrometresi ile hesaplanan kiitle, analizoriin
¢ozlinlirliigiine baghdir. Cihaz, izotoplar1 birbirinden ayirmada iyi degilse, izotop
kiimesindeki birden ¢ok pik birbirine kolayca karisabilir. Ayrica yiiksek rezoliisyon,
yiiksek kesinlige sahip olan dar alanli piklere onciiliik eder. Rezoliisyonun optimum
oldugu kosullarda, yakin degerlere sahip olan pikler bile farkli tepe noktalarina sahip

oldugu i¢in analizi kolaylastirirlar.

Rezoliisyon, bir analizoriin farkli pik sinyallerini baska bir deyisle m / z
farklarii1 ayirt etme kabiliyetidir. Kiitle dogrulugu yiiksek derecede analizoriin
rezollisyon kararliligma baghdir. Diislik rezoliisyonlu bir cihaz yiliksek dogruluga
ulasamaz. Analiz edilen ornegin kiitlesinin hassas bir sekilde tayin edilmesi igin
piklerin merkezinin saptanmasi gerekir.(119) Yiiksek c¢oztniirliklii kiitle analiz
cihazinin performansint  ve ¢oziniirliigini belirlemek i¢in, kiitlenin, tepe
yiiksekliginin  %50'sindeki genislige bolindigi ‘full width at half maximum
(FWHM)’ yontemi kullanilabilir. FWHM> 10.000 oldugunda yiiksek ¢oziinirliikli
analiz yapabildigi kabul edilmektedir.(Sekil 5)(27,120) Bu cihazlarin igeriginde ugus
zamani (time of flight/ TOF), fourier doniisimii iyon siklotron rezonansi (fourier
transform ion cyclotron resonance/ FT-ICR) ve yoriinge tuzagi (orbitrap/OT) kiitle

analizorleri bulunur.
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Sekil 5. Yiiksek coziiniirliik hesaplanmasi

Eger iki pik %50 yiikseklikte cakisiyorsa, tepe %100°diir. Bu nedenle
rezoliisyonun hesaplanan R degerinden biiyiilk olmasi gerekir. Buradaki onemli
nokta, ayrilmis pikleri analiz etmek i¢in gereken rezoliisyon giicii, R’den direk olarak
bulunamaz. Diisik ya da yiiksek rezoliisyon genellikle analizoriin giiclinii
tanimlamak i¢in kullanilir. Yine de belli bir tanim aralig1 yoktur; ¢linkli her cihaz
kendine has prensiplere sahiptir. Tepeler arasindaki uzaklik ne kadar fazlaysa kiitle
¢ozlnlirliigli o kadar iyidir. Kiitle dogrulugu ise, gercek kiitle ve Olgiilen kiitle

arasindaki farktir.(119)

Tepeleri aras1 yakin olan iki pik, pik yogunlugu 10% iken ICR’da (ion cyclotron
resonance; iyon hizlandirict rezonans), %50 iken kuadropol, QToF ya da iyon
tuzaginda ayristirilabilir. Eger kiitle farki kiiciik ise, rezoliisyon giici R=m/Am
seklinde ifade edilir. Bu sekilde artan rezoliisyon giicli, kiitleler arasi kiiglik

farkliliklar1 ayirt etme yetenegini de artirir.
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2.3.2.6. Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

Stvi kromatografi temeline dayanan bir yontem ve cihazdir. Kullanilan kiitle
dedektoriiniin sagladigi ¢alisma kolayligi, keskinlik gibi avantajlart kullanim igin
tercih sebebidir. LC-MS/MS cihazi HPLC cihazinin bir alt tiirii sayilmaktadir ve
¢alisma metotlarinda HPLC-UV, HPLC-FLD, HPLC-MS seklinde bahsedilmektedir.
Kiitle dedektoriiniin iyilestirilmis 6zellikleri sayesinde farkli bir yontem veya cihaz
olarak anilmaktadir. LC-MS/MS ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile maddenin
miktar tayininin  yapilabilmekte ve sonuglarin  dogrulanmasma  gerek

duyulmamaktadir.

a) Klinik Uygulamalarda kullanimi;(121) Yeni dogan taramalari, yag asidi
oksidasyon defektleri, organik asidemiler, amino asit metabolizmasi bozukluklari,
tire siklusu enzim defektleri gibi bir¢ok metabolik hastalia ayni anda ve c¢ok kisa
sirede  tan1  koymak  miimkiindiir. Lizozomal = depo  hastaliklari,
(Mukopolisakkaridozlar (MPS), steroid hormonlar; E1, E2, progesteron, testesteron,
kortizol (serum, idrar ve tiikriik), aldosteron, androstenedion, kortizol, kortizon, 11-
deoksikortizol, 21-deoksikortizol, 17-OHP, DHEA, DHEAS), D Vitamini; D2, D3,
3-epi izomerleri, vitaminler, insiilin, T3, hemoglobin analizleri, karbohidratlar,
karmasik matrislerde bulunan eser seviyedeki analitlerin hassas miktar tayini, doku,
kan gibi biyolojik Orneklerde ila¢ ve metabolitlerinin olglimii, oksidatif stres
biyobelirteglerinin kantitatif analizi (SOD, katalaz, MDA), tiyol biyobelirte¢lerin
Ol¢timii (homosistein), 8-OHAG ve iliskili DNA biyobelirtegleri 6l¢iimii, DNA baz
hasar1 6l¢timii (8OHAG — 8-hidroksi-2‘deoksiguanozin).

b) Biyoteknoloji: Protein, peptit ve oligoniikleotidler

C) Adli Twp, Toksikoloji: Uyusturucu ilaglar, narkotikler, zehirler
d) Farmasétik Uygulamalar: Farmakokinetik, ila¢ metabolizmast,
e) llac gelistirme, Ilac seviyeleri

f) Cevre, gida analizleri: Gida numunelerinde pestisit ve metabolitlerinin, hormon ve

metabolitlerinin, aflatoksinmikotoksin analizleri vb., su analizleri (8, 9, 13).

Genis analitik 6l¢im araligina sahiptir, ayn1 anda birgok analit Glgiilebilmektedir.

Fakat cihaz bakimi ve maliyeti yiliksektir. Deneyimli personel gerekliligi, analizin
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kompleksligi, referans metot yoklugu, otomasyon uyumsuzlugu gibi zorluklar

mevcuttur.

2.3.2.7. Biyoinformatik

Biyoinformatik, biyolojik verileri analiz etmek ve yorumlamak igin
biyoloji, bilgisayar bilimi, bilgi miihendisligi, matematik ve istatistik bilim dallarin
birlestiren bir disiplinler arasi bilim alanidir. Normal hiicresel aktivitelerin farkl
hastalik durumlarinda nasil degistigini incelemek icin biyolojik veriler, bu
aktivitelere genis bir bakis acist olusturmak {izere biraraya getirilerek analiz
edilmelidirler. Biyoinformatik alani  ¢esitli veri tirlerinin analizini ve
yorumlanmasini igerir. Ayni zamanda niikleotid ve amino asit sekanslari, protein

tirtinleri, protein yapilar1 ve etkilesimlerini de igerir. (122)
Biyoinformatigin getirmis oldugu yaklasimlar;

-Cesitli bilgilere etkin erisim, yoOnetim ve kullanim saglayan bilgisayar

programlarinin gelistirilmesi ve uygulanmasi,

-Biliytik  veri  kiimelerinin  arasindaki iliskileri degerlendiren yeni
algoritmalarin ve istatistiksel yontemlerin gelistirilmesi. Ornegin, bir genin bir
sekans i¢indeki yerini belirleme, protein yapisint ve / veya fonksiyonunu tahmin

etme ve protein dizisi ile ilgili sekanslarin yapisina gore gruplama yontemleri,

-Biyoinformatigin temel amaci biyolojik siireclerin anlagilmasini arttirmaktir.
Ancak elde ettigi bir analiz sonucunu tiim canli yapilarina uygulayamaz. Bu
durumdan dolay1, her biyolojik veriyi anlamlastirilabilmesi adina kendi iginde bir

takim yeni algoritma ve modellemeler olusturmak zorundadir.

Genom dizilimede dizi hizalamasi, hastalikla iligkili aday gen bulma,
genomlar arasi karsilastirma, ilag tasarimi, ilag kesfi, protein yapi eslestirmesi,
protein yapi tahmini, gen ekspresyonunun tahmini ve protein-protein etkilesimleri,
genom c¢apinda iligki ¢aligmalari, evrimin modellenmesi biyoinformatigin ¢alisma

kapsamindadir.

Biyoinformatik veritabanlari, biyolojik ¢aligmalarda elde edilen yiiksek

miktarda veriyi ve bunlarin depolanmasini islemek i¢in olusturulmustur. DNA ve
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protein dizilerinin haritalanmas1 ve analizii, DNA ve protein dizilerinin
karsilagtiritlmast 3B yap1 tahmini, protein-protein etkilesiminin hizli analizi i¢in
cesitli biyoinformatik araglar gelistirilmistir. Veri tabanlar1 {izerinden kimligi
belirlenmis olan proteinler degerlendirilerek farkli tedavi dozlarma yanit, tedavi
edilen ve edilmeyen bireylerdeki protein haritalar1 veya farkli hastaliklar1 tasiyan
vakalar ile kontrol gruplar1 arasinda fark dogrudan ve en giivenilir sekilde ortaya

koyulmaktadir.
En sik kullanilan biyoinformatik veritabanlari;
- Biyolojik dizi analizinde kullanilan veri tabanlari: Genbank, UniProt
- Yapi analizinde kullanilan veri tabanlari: Protein Veri Bankasi1 (PDB)
- Protein Aileleri ve Motif Bulmada kullanilan veri tabanlari: InterPro, Pfam
- Yeni Nesil Sekanslama i¢in kullanilan veri tabanlari: Sekans Okuma Arsivi

-Ag Analizinde kullanilan veri tabanlari: Metabolik Yol Veritabanlar

(KEGG, BioCyc)
- Sentetik genetik devrelerin tasariminda kullanilan veri tabanlari: GenoCAD

Biyoinformatik yaklagimin genlerin multimodal incelenmesine olanak saglar.
Multimodal yaklagimlar, bir genin expresyonu ve bunun proteinsel karsiligini ve
sonuclarin global veri bankalarinda modellenmesini igerir. Bu yaklasim 6zelden
genele olabilecegi gibi, genelden yani global veriden spesifik bir hasta verisine dogru
yapilabilmektedir. Bir diger yaklasim olan genetik ag analizleri ise, hastaligin
analizlenmesinde biiyiikk onem tasimaktadir. Iyi bir analiz i¢in mutlak biiyiik veri
bankalarinda veri madenciligi yapilarak olasi tiim alt modellemeler hesaplamaya
dahil edilmelidir. Ag Varyantlari, Gene Ontology, String, Reactome, miRTargetLink
Human, Target Scan Human Predicts Biological Targets, Gene Set Enrichment

Analyze (GSEA) analiz programlarina d6rnek olarak olarak siralanabilir.

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) genler arasi etkilesim ve sinyal
yolaklarinin anlagilmasinda kullanilan bir veri bankasidir. KEGG, hiicre, organizma
ve ekosistem gibi biyolojik sistemin {iist diizey fonksiyonlarmi ve faydalarimni,
molekiiler diizeydeki bilgilerden, 6zellikle genom dizilimi ve diger biiyiik 6lcekli

molekiiler veri kiimeleri ile acgiklamak i¢in kullanilan bir veritaban1 kaynagidir.
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Etkilesim, reaksiyon ve iligki aglarinin molekiiler baglanti semalar1 (sistem bilgileri)
ile entegre olan genlerin ve proteinlerin molekiiler yapi taslarindan (genomik bilgi)
ve kimyasal maddelerden (kimyasal bilgi) olusan biyolojik sistemin bilgisayar diline
dontstiiriilmiis veri bankasi olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu analiz programi,

biyolojik sistemi bozan hastalik ve ilag bilgileri icermektedir.(123)

KEGG veri tabani igerisinde yolak analizleri ve bu yolaklar arasi etkilesimlerin
analiz edilebildigi bir arayliz sunulmaktadir. KEGG analizi ile farkli organizmalar
arasinda genlerin, genom yapilarinin korunmasina ve varyasyonuna odaklanarak
gelistirilmistir. KEGG yolak haritalarinin, BRITE hiyerarsilerinin ve  KEGG
modiillerinin referans veri setlerini fonksiyonel ortologlar kavrami ile bir araya
getirilerek gelistirilmistir. Boylece KEGG yolak analizi ve diger prosediirler
herhangi bir hiicresel organizmaya uyarlanabilmektedir. KEGG agi, KEGG
tarafindan sadece gen varyantlarinin degil, virlislerin ve diger faktorlerin neden
oldugu ag varyantlar1 agisindan hastaliklar ve ilaglar hakkinda analiz yapabilme

olanagi saglamaktadir.

STRING, bilinen ve tahmin edilen protein-protein etkilesimlerinin incelendigi bir
veritabanidir. Bu veri tabani etkilesimler arasinda dogrudan (fiziksel) ve dolayh
(fonksiyonel) iligkiler; hesaplama tahmininden, organizmalar arasindaki bilgi
transferinden ve diger veritabanlarindan toplanan etkilesimlerden kaynak alarak

analizlerini gerceklestirmektedir.

REACTOME, agik kaynakli, agik erisimli ve uluslararasi hakemli bir veritabanidir.
Molekiiler ve klinik arastirmalar i¢in; genom analiz verisi, sistem biyolojisi,
molekiiler yolak verileri gibi birden fazla ve farkli verinin gorsellestirilmesi,

yorumlanmasi ve analizi i¢in in silico biyoinformatik araglarini kullanmaktadir.

REACTOME, sinyal ve metabolik molekiillerin arasindaki iliskisel yapiy1 nicel
olarak analizyen ve biyolojik yollara, metabolik siireclere, dongiilere etkisini
modelleyerek hesaplayan bir veri tabanidir. Reactome veri modelinin ana birimi
molekiillerin kimyasal tepkisidir. Reaksiyonlara katilan yapilarin (niikleik asitler,
proteinler, kompleks molekiiller, asilar, anti-kanser terapotikleri ve kiiciik
molekiiller) arasinda bir biyolojik etkilesim ag1 olusturur ve bunlar1 yolaklar halinde

gruplandirilir. Reactome'daki biyolojik yollarin ornekleri arasinda klasik ara
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metabolizma, sinyalizasyon, transkripsiyonel diizenleme, apoptoz ve hastalik yapisi

bulunmaktadir.

MSigDB Gen Setleri veri tabani, GSEA'nin kullanimini kolaylastirmak i¢in, Broad

Institute'tan ticretsiz olarak indirebilen bir kaynaktir.

Normallestirilmis zenginlestirme puanmt (NES), gen seti zenginlestirme (GSEA)
sonuclarmi incelemek igin ilk istatistiktir. GSEA, zenginlestirme puanini
normallestirerek, gen seti biiylikligiindeki ve gen setleri ile ekspresyon veri seti
arasindaki korelasyonlardaki farkliliklar1 agiklar. Normallestirilmis zenginlestirme
puanlart (NES), gen kiimeleri arasinda analiz sonuglarmi karsilagtirmak icin

kullanilir.(124)

2.3.3.Proteomiks calismalarinin avantaj ve dezavantajlari

Proteinler genomiksten ¢ok daha karmasiktir ¢iinkii fosforilasyon, glikozilasyon,
asetilasyon, ubikitinasyon, farnesilasyon, siilfasyon ve glikofosfatidilinositol gibi

cesitli molekiillere baglanarak post translasyonel modifikasyona ugrarlar.

Post-transkripsiyonel modifikasyon olan mRNA'nin alternatif kirpilmasi, translasyon
baslangi¢ ve bitis yerlerinde degiskenlikler veya cergeve kaymasi yoluyla tek bir gen
bolgesinden birden ¢ok farkli proteini kodlayabilir.

Proteinler degisen kosullara daha esnek yanit verirler; bu yanitlar hiicre ici
lokalizasyonlarin1 degistirmek, boliinmek, daha kararli hale gelmek, molekiillere
baglanma veya ayrilma 6zelliklerinde degisiklikler yapmak olabilir. Ayn1 zamanda,
tek bir proteinin birden fazla islemde yer alabilmesi veya benzer islevlerin farkl
proteinler tarafindan gergeklestirilebilmesi agisindan  biiylik  bir plastisite
gosterirler.(125)

Ozetle proteinlerde goriilen tiim modifikasyonlarin bilgisini protein kodlayan
bolgelerdeki genom tek basina veremez. Normal fizyolojide olan, ilag maruziyeti
olan ya da patolojik dokularda hiicre i¢inde gerceklesen modifikasyonlar farklilik
gosterir. Bu nedenlerle, genomik caligmalar her zaman nihai protein ekspresyonu

hakkinda dogru bilgiler saglayamaz.

Proteomik hastaliklarin erken teshisi, prognozu ve hastalik gelisiminin izlenmesi i¢in

cok Onemlidir. Ayrica hedef molekiiller olarak ilag gelistirmede hayati bir role
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sahiptir. Proteom ¢alismalari, genomik ¢aligmalardan farkli yollarla hiicrenin yapisal
ve fonksiyonel bilgileri yani1 sira hiicrenin g¢esitli stres tiirlerine, hastaliklarin
patofizyolojisini ve ilaglara karsi yanit mekanizmasini ortaya koyabilmekte ve farkl

bir perspektif sunmaktadir.(117) ).

En fazla 3.000-4.000 ayri proteinin ayrilmasina izin veren 2D jellerde sinirh
¢Oziinlirlik saglamasi, sitokinler ve reseptorleri, sinyal transdiiksiyon proteinleri
veya hiicre siklus diizenleyici birgok énemli molekiilii tespit etmede basarisiz olmasi,
hidrofobik, temel, ¢ok kiigiik veya ¢ok biiyiik proteinlerin dogru tespit edilememesi
gibi kisitliliklar mevcuttur.(125) Son zamanlarda bu kisitliliklara yonelik proteomiks

teknolojileri hizla gelismektedir.

2.3.4. Anestezik ilaglar ve proteomiks ¢calismalar:

Daha giivenli saglik hizmeti saglayabilmek i¢in yaygin olarak kullanilan
anesteziklerin mekanizmalar1 ve potansiyel yan etkileri arastirmacilar tarafindan ilgi
gormektedir. Genel anestezinin 6grenme ve bellek iizerine etkisinin mekanizmasi
arastirmak tiizere propofol ve deksmedetomidin karsilastirilmistir. Zhank ve ark.
yaptig1 calismada hipokampiisii temislen HT22 hiicre kiiltiirii izerinde SILAC (hiicre
kiiltiirinde amino asitlerle kararli izotop etiketleme) etiketleme teknigi, IMAC
(hareketsizlestirilmis metal afinite kromatografisi) zenginlestirme ve ylksek
¢oztiniirliiklii LC-MS/MS analizini kullanarak nicel proteom ve fosfoproteom profili
arastirilmistir. Biyoinformatik analiz sonucu, deksmedetomidin, hiicre sagkalimi

tizerinde propofolden daha kiigiik bir etkiye sahip oldugu bulunmustur.(126)

Foto-etiketleme ve 2D jel elektroforezi ile insan korteksindeki bir grup
halotan baglayic1 proteinin Pan ve ark. yaptigi ¢aligmada yaklasik %70'ini kiitle
spektroskopisi ile tanimlanmistir ve saptanabilir proteinlerin yaklagik %24'liniin
spesifik olarak halotan1 bagladigi gozlenmistir.(127) Fonksiyonel siniflandirmasi
karbonhidrat metabolizmasi ve protein katlanmasi iizerinde etkiler gosterdigi, ag
analizinde ise hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi, hiicre dongiisii, hiicre 6liimii ve hiicre-

hiicre sinyalizasyonunda yer alan proteinlerin 6n plana ¢iktig1 gézlenmistir.

Hipokampiis dokusu kullanilan bagka bir proteomiks calismasinda
Deksmedetomidinin ratlarda status epileptikus modeli iizerindeki antikonviilsif ve

noroprotektif etkisi arastirilmistir. Deksmedetomidin, hasarli ndromodiilator
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metabolizmay1 ve ndrotransmitterleri restore ettigi, enerjideki bozulmay: azalttig;,
oksidatif stresi iyilestirdigi ve niikleik asit metabolizmasini ve amino asidi hafiflettigi
tespit edilmistir.(128)

Propofol, ameliyat sirasinda anestezi indiiksiyonu ve idamesi i¢in yaygin olarak
kullanilan giivenli ve etkili bir intravendz anestezik olmasina ragmen propofoliin
anestezik etkisinin mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. Propofol, talamus,
hipokampus ve frontal loblarda keratin 18, gelsolin, tubulin 2c zinciri, makrofaj-
kapama proteini, aktin ve apolipoprotein E gibi 16 proteini fosforile ederek hizli
baslangi¢ ve post propofol biligsel bozulmaya neden olabilir.(129) Propofoliin post
operatif kognitif disfonksiyonun hipokampal protein seviyelerindeki farkliliklara
sebep olabilecegi teorisinin litatiirde sikilikla test edildigi gériilmistiir. Tandem Mass
Tags teknolojisi ile birlestirilmis sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi ile
test edilen bir ¢alismada kompleman C3’iin ratlarda noroplastisiye dair ipuglart
verdigi ve POCD igin potansiyel biyobelirte¢ ve terapotik hedef olabilecegi
gosterilmistir.(130) Hipokampusta enerji metabolizmasinda baskilanma, noral
plastisitenin bozulmasi, protein sentezi, kalite kontrolii ve aksonal transportun
bozulmasi propofol anestezisinden derlenmenin erken asamasinda post operatif
kognitif disfonksiyonu agiklayabilir.(131) Ancak Ma ve ark. yaptigi ¢aligmada rat
hipokampusu {izerinde mass spektrometre ve RNA sekanslama ile yiiksek doz
propofol anestezisinin, hiicre iskeleti stabilitesini diisiik doz propofole gore daha
etkili sekilde koruyabildigini ve post operatif kognitif disfonksiyonun daha iyi

korunabilecegini hiicresel diizeyde kanitlamislardir.(132)

Takotsubo sendromu modeli si¢anlarda izofluran propofol veya ketamin +midazolam
ile anestezi karsilastirildigi bir calismada izofluranin ejeksiyon fraksiyonunu
arttirdigl gosterilmistir. Ratlarin apikal kardiyak dokularinda galisilan proteomik
analizde inflamasyon, koagiilasyon, endositoz ve lipid metabolizmasi yolaklarinin up
regiile oldugu fakat propofol ile karsilastirildiginda izofluran anestezisi uygulanlarda
bu up regiilasyonun zayifladigi vurgulanmistir.(133) Siiphesiz anesteziklerin etki

mekanizmasi ile daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.4. Cahsmada Anlamh Olarak Tespit Edilen Proteinlerin Genel Bilgileri
2.4.1.STIP 1 (Stress-induced-phosphoprotein 1)

HSP90AA1 1s1 sok proteini (HSP) i¢in yardimci refakatgi gorevi yapar Ve
HSPAS8/HSC70 ve HSP90 molekiiler saperonlarinin iligkisine aracilik eder.(134)

Stres kosullarinda normal sartlarda iiretilen tiim proteinlerin sentezinde belirgin bir
grup proteinin sentezinin arttigr goriilmiis ve strese karsi olusan ve temel deneysel
modeli 1s1 artis1 oldugu i¢in HSP olarak adlandirilmiglardir. HSP’ler, 1s1 da dahil
olmak tiizere birgok hiicre fonksiyonunu bozan etkene karsi koruma saglayan hiicre
kaynakli protein ailesidir. HSP’nin temel olarak sitoproteksiyonda (fizyolojik ve
stres kosullarinda), norodejeneratif bozukluklarda, sinyal iletiminde ve kanser
immiinolojisinde rolleri vardir. Hiicre i¢i yerlesimli HSP’ler, yanlis katlanmis
proteinleri diizeltmek, protein agregasyonunu Onlemek, proteinlerin taginmasini ve
antijen isleme ve sunumunu desteklemek ve apoptozu smirlamak gibi koruyucu
rollere sahiptir. Hiicre membranina bagli veya hiicre dist HSP'ler immiin sistemi
uyarir, sitokin salimmmini indiikler ve NK hiicreleri i¢in tanima bdlgeleri saglar
(135,136) 90a’nin timodrogenez ile olan iliskisi iyi tanimlanmistir. Epidermal
biiytime faktorii (EGF) reseptor sinyal iletimi ve Akt sinyal yollariyla apopitotik
yollarda rol alir ve steroid hormon reseptorlerinin diizenlenmesinde gorevlidir.
Ozellikle androjenik hormon reseptorlerinin fonksiyonlarmin ve stabilitelerinin
diizenlemesi ve bir¢ok tiimoriin gelisiminde etkisi olan vakiiler biiyiime endotelyal
faktor (VGEF) reseptorlerinin fonksiyon gostermesine katkida bulunur. (137)
Apopitozda birden fazla noktada gorevi vardir ancak genel olarak anti-apopitotik bir
role sahiptir. Boylece kanser hiicrelerinin canliliginin devam etmesine yardimci
olur.(138) Is1 artig1 ve hipoksi tiimoral hiicrelerde HSP 90 artisina bagli olarak tiimoér

direncini artirir.

2.4.2.MTCO2 (Sitokrom c oksidaz subunite 2)

Oksidatif fosforilasyonu saglayan mitokondriyal elektron tasima zincirindeki
son enzim olan sitokrom c¢ oksidazin bilesenidir. Solunum zinciri, siiksinat
dehidrojenaz (kompleks I, CIl), ubikinol-sitokrom ¢ oksidorediiktaz (sitokrom b-c1
kompleksi, kompleks 111, Clll) ve sitokrom c oksidaz (kompleks 1V, CIV) olmak

tizere 3 ¢ok alt birimli kompleks igerir ve bunlar iiretilen elektronlar1 transfer etmek
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icin ig birligi yaparlar. Sitokrom c oksidaz, oksijenin suya indirgenmesini katalize
eden solunum zincirinin bilesenidir. 1-3 arasi alt birimler, enzim kompleksinin
fonksiyonel c¢ekirdegini olusturur. Alt birim 2, elektronlar1 sitokrom c'den iki
¢ekirdekli bakir A merkezi araciligiyla katalitik alt birim 1'in bimetalik merkezine
aktarir.(139) Mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum zincirinin son enzimidir ve
stiperoksidi (O2-—) detoksifiye eder. Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda siirekli devam
eden normal bir reaksiyondur, bu yol ile bol miktarda enerji tiretimi (ATP) saglanir.
Ancak ¢ogu zaman siliperoksit iiretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin
kapasitesini asar ve bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek

stiperoksidin zararli etkilerine engel olurlar.

2.4.3.PSMC6 (26S proteosome subunite)

26S proteazom diizenleyici alt birim 10B, proteinlerin ATP'ye bagli bozunmasinda
yer alan bir multiprotein kompleksi olan 26S proteazomunun bilesenidir. Bu
kompleks, hiicresel fonksiyonlari bozabilecek yanlis katlanmis veya hasar gormiis
proteinleri uzaklastirarak ve fonksiyonlar1 artik gerekli olmayan proteinleri
uzaklagtirarak protein homeostazinin korunmasinda kilit rol oynar. Bu nedenle,
proteazom, hiicre dongiisii ilerlemesi, apoptoz veya DNA hasar onarimi dahil olmak
tizere ¢ok sayida hiicresel siirece katilir. Alzheimer, Parkinson, Amiotrofik lateral
sklerosis, Huntington hastaligi, Spinoserebellar ataksi, Prion hastaliklar1 gibi

norodejeneratif hastaliklarla iligkili bulunmustur.(140)

2.4.4. FASN (Yag asidi sentetaz)

Yag asidi sentetaz, asetil-CoA, malonil-CoA ve NADPH'den uzun zincirli yag
asitlerinin olusumunu katalize eder. Bu ¢ok islevli protein 7 katalitik aktiviteye ve bir

asil tastyici proteine sahiptir.

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onam

Calisma deney hayvanlarina yonelik ulusal mevzuata (5199 Sayil1 Hayvanlar

Koruma Kanunu, Veteriner Hekimligi Deontoloji Yonetmeligi ve diger deney
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hayvanlarina yonelik yonetmelikler) uygun olarak tasarlandi ve Bezmialem Vakif

Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’na basvuru yapilarak onay alind.

3.2. Proje Destegi

Arastirma masraflart Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Proje

Destek Biriminden destek alinarak karsilanmustir.

3.3. Materyal

Calismada Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen 8-10 haftalik, yetiskin, 10 adet Wistar irki erkek sigan
kullanildi. Deneyden elde edilen doku materyalleri Istanbul Medipol Universitesi-
Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalart Merkezi (REMER) biinyesinde bulunan
proteomiks  laboratuvarinda SYNAPTG2-Si  yiiksek  ¢oziintrlikli  kiitle
spektrometresi ile birlestirilmis ACQUITYUPLC M smifi cihaz (Waters) ile
degerlendirildi.

3.4. Yontem

Calismanin materyalini olusturan 8-10 haftalik yetiskin erkek 10 adet rat, her

grupta 5 adet olmak tiizere 2 ayr1 gruba ayrildi.

Intraperitoneal yolla, 24 saatte, altisar saat araliklarla toplamda 5 kez

uygulanacak sekilde;

» Kontrol grubuna (Grup SF); steril %0,9 serum fizyolojik (Poliflex®,
Polifarma, Tiirkiye),

» Deney grubuna (Grup D) 0,15 mcg/gr deksmedetomidine HCI
(Precedex®, Pfizer, ABD) canli agirliklarina gore doz hesaplamasi

yapilarak uygulandi.(141)

Literatiirde deksmedetomidin ile yapilan calismalarda 24 veya 48 saatte ¢esitli
dozlarda (5-10-15-20-40-200 mcg/kg) ve doz araliklarinda (2-3-4 kez /24 saat)
intraperitoneal uygulama dozlart mevcuttur.(128,142,143) Calismaya baslanmadan

once giinde 4 kez 100-150-200 mcg /kg doz a ayri doz rejimi ile 3 farkli rat
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tizerinde 6n c¢alisma yapilmistir. Sedasyon derinligi ve uzunlugu yaklasik 6 saat
stiren, ek doz gerektirmeyen, bradikardi ve derin hipotermi goriilmeyen dozun 150
mcg /kg oldugu gozlenmistir. 24 saatte toplam 600 mcg/gr deksmedetomidin

intraperitoneal yolla uygulanarak sedasyon saglanmistir.

Deksmedetomine kullaniminda postoperatif bulanti kusma insidans1 diger
anesteziklere gore daha azdir. Fakat gastrik bosalma siiresi morfin ile benzerdir. Hem
bu durum aspirasyon riski olusturacagindan hem de intraperitoneal enjeksiyonun
komplikasyonlarindan kagimmmak i¢in her iki grupta gida ve su alinimi deneyden 2

saat Once kesildi.(144,145)

Ratlar uygun bir sekilde tutulduktan sonra, abdomen bdlgesinin sag veya sol
alt kadranina 23-29 Gauge igne ile 45 derecelik bir agiyla deriye girildi. Deri altinda
bir miktar ilerledikten sonra hafifce itilerek, karin kaslarma gecildi. Bu islem
sirasinda visseral organlara ve bezlere zarar verilmemesine dikkat edilmistir.
Peritonda iginde olup olmadigimi dogrulamak igin piston hafifce geri ¢ekildi, enjektor
icine kan vs sivi dolmadigi goriildiikten sonra enjeksiyon yapildi. Ratlara

intraperitoneal olarak 2 ml’den fazla sivi verilmemistir.

Sedasyon takibi igin intraperitoneal uygulama sonrasi 10 dk beklendikten
sonra righting refleks testi yapiarak siire kaydedildi ve sedasyon derinlik skalasina
(Tablo 4) gore degerlendirme yapildi. 5-10 puan arasi hafif sedasyon, 11-20 puan
aras1 orta derinlikte sedasyon, 21-30 puan arasi derin sedasyon olarak
degerlendirilmistir. Sedasyon derinligi standardize edilmemistir. Deneklerin
sedasyon siiresince saatlik kalp atim hizlari, solunum hiz1 ve viicut sicakliklari
kaydedildi. Kafes i¢i heriki grup i¢in standart nem ve sicaklikta (+/-22°C)
tutulacaktir. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodu uygulandi.
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Tablo 4. Anestezi derinligi skalasi

Skor  Spontan Pedal Reflex Palpebral Cene Bacak
Hareket Reflex Tonusu  Maniiplasyonu
1 Biitiin viicut Kuvvetli Goz kirpma ve  Artmis Bacak ve diger
hareketi ¢cekme diger viicut tonus viicut
hareketleri (kafa kisimlarinin
dondiirme gibi) hareketi
2 Bacakyada  Zayif¢ekme  Normal goz Normal  Manipiile
ayak hareketi  (hemen) kirpma tonus edildiginde
hemen ¢ekme
3 Yiiz hareketi  Zayif gekme  Zayif goz Azalmig  Zayif cekme
(gecikmis) kirpma (hemen) tonus
4 Kol veya Parmaklarin  Zayif goz Minimal Parmaklarin
ayaklarda extension kipma tonus extension veya
segirme veya (gecikmis) fleksiyonu
fleksiyonu
5 Hareket yok Hareket yok  Hareket yok Tonus Cevap yok
yok

3.4.1.0Otenazi gerektiren durumlar

% Siddetli dehidrasyon

% Gegmeyen ishal

diisme (<34°C)

3.4.2.Sakrifikasyon

¢ Solunum giigliigii gelismesi

» Denegin kendine zarar vermeye baslamasi

% Konviilsiyon ve epileptik davranislarin ortaya ¢ikmasi

% Beden 1sisinda belirgin ve kafes 1s1 artisina ragmen diizelmeyen

Sakrifikasyon i¢in kullanilan inhaler ve yiiksek doz iv anestezik ajanlar;

hipotalamik refleks yanitin1 etkileyip santral termoregiilasyonu inhibe ettiklerinden

dolay1 (146) 24 saatin sonunda tiim denekler >%70 karbondioksit inhalasyonu ve

ardindan giyotin ile sakrifiye edildi.
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3.4.3.Diseksiyon

Biitiin dencklerde hipotalamus diseksiyonu ayni arastirmaci tarafindan
yapilmistir. Dekapitasyon sonrasi hixlica kranium agildi ve beyin ¢ikarildi. Beyin
alanlar1 agagidaki sirayla diseksiyonla ¢ikarildi. Olfaktor bulbus, bulbus tabanindan
diseke edildi. Hipotalamus, optik kiazmanin hemen 6niinden, hipotalamik sulkusun
lateralinden, mamiller cisimciklerin posteriorundan ve dorsalde anterior komissiir
bir diizlem boyunca ve ventral hipotalamik ylizeye paralel olarak diseke
edildi.(147,148) Diseksiyon islemi dekapitasyondan sonra 2 dakika iginde bitirilmis

ve -80 °C buzdolabina konulmustur.

3.4.4. Transfer

Almmis ornekler -80°C’de dondurucuda saklamaya alindi, proteomiks
calisilmak iizere referans laboratuvara (Istanbul Medipol Universitesi REMER)
soguk zincir ile transfer edildi. Laboratuvarda caligilana kadar -80°C’de dondurucuda

muhafaza edildi.

3.4.5.Proteomiks yontemi

Hipotalamus dokusundan elde edilmis toplam protein karigimi 6n ayirim
yapilmaksizin tripsin enzimi ile pargalanarak peptit yapisinda incelendi. Tiime-
varimsal (bottom-up) proteomiks ile kismi sekanslar iizerinden protein tanimlama

islemi yapildi.

3.4.5.1. FASP (Filter-Aided Sample Preparation) protokolii:

Protein Ornekleri daha oOnce tanmimlanmis protokole gore SYNAPTG2-Si
yiiksek ¢ozilintirliikli kiitle spektrometresi ile birlestirilmis ACQUITY UPLC M
smifi cihazi ile analiz edilebilmesi igin peptitlere kadar pargalandi ve cihaz ile
analize hazir hale getirildi. FASP protein parcalama kiti (44250, Expedon) kullanild.
50 ug protein 6rnegi 50 mM amonyum bikarbonat ortaminda 50:1 veya 100:1
oraninda tripsin enzimi ile muamele edildi. Sonrasinda 6rnekler 16 saat siiresince 37

°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin 14,000 g’de 10 dk siiresince santrifiij edildi ve elde
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edilen peptitler liyofilizatdr cihazi kullanilarak liyofilize hale getirildi. Bu asama
sonrasinda  liyofilize halde bulunan peptitler istenilen miktarda %0,1
konsantrasyonunda formik asit ile ¢dzdiiriiliip son konsantrasyonu 100 ng / pL

olacak sekilde hazirlandi.

3.4.5.2. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi:

FASP protokolii kullanilarak elde edilen peptitler SYNAPTG2-Si yiiksek
¢Oziiniirliklii kiitle spektrometresi ile birlestirilmis ACQUITY UPLC M sinifina
yiiklenerek hesaplandi. Kolonlar %97 mobil faz A (%0,1 FA igeren UHPLC’li su) ve
sicaklik 55°C” ye ayarlandi. Peptitler analitik kolona trap kolondan (Symmetry C18,
5 um, 180 pm i.d. x 20 mm, Waters), analitik kolona 90 dk dereceli ayristirma ile
trap kolonundan (CSH C18, 1,7 pum, 75 pm i.d. x 250 mm, Waters) ayristirildi. Bu
ayristirma isleminin %0,1 FA (h/h) igeren, gradyeni %4’den %40’a olan ACN ile
dakikada 0,400 ul akis hiziyla yapilmasi saglandi. MS ve MS/ MS taramalarinin
pozitif iyon modu ile 0,7 saniyelik dongiilerle taramalar yapilarak 10 volt diisiik
carpisma enerjisi ve 30V yiiksek carpisma enerjisi olarak ayarlandi. Iyonlar, iyon
hareketlilik ayrimi ile ayristirildi. Dalga hizi, tam IMS dongiisii boyunca 1000'den 55
m / s' ye yiikseltildi. Hareket kabiliyeti igin serbest birakma siiresi 500 us, trap
yiiksekligi 15 V olarak ayarlandi. IMS dalga gecikmesi, kapanin serbest
birakilmasindan sonra hareketlilik ayrimi i¢in 1000 ps idi. Prekiirsor iyon 6n se¢imi
olmaksizin, 50-1900 m / z araligindaki tiim iyonlar ¢oziiniirlik modunda
par¢alanmasi saglandi. Waters marka quadrupole-TOF hibrid analizorlere sahip
yiiksek ¢oziiniirliiklii Synapt G2-Si cihazi ile her biri 90 dakika siiren ve yukarida
bahsedilen rutin analizlerde kullanilan protokol uygulandi. (149-152)

3.4.6. Biyoinformatik

Elde edilen ham wveri PLGS Threshold Inspector ve PLGS 3.0.1
biyoinformatik araclar kullanilarak protein tayini yapildi. Fazla sayida 6rnegin toplu
halde karsilastirmali analizli i¢cin Progenesis QIP yazilimi kullanilarak gerekli
istatistiksel hesaplamalar da yapilarak gruplar arasinda ekspresyonu farkli olan
proteinler tespit edildi. Deney ve kontrol grubu arasinda 1,4 kat degisikligi (fold
change) ve p <0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.
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Deney ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli  farkliliklar gosteren proteinler
Gen Seti Zenginlestirme Analizi (GSEA) yapilarak tespit edildi. Sigan protein IDleri,
onceden siralanmis gen seti zenginlestirme analizi i¢in insan ortologlarina
dontstiiriildic ve MSigDB veritaban1 v7.0 “tim kanonik yollar” gen seti
(c2.cp.v7.0.symbols.gmt) “fgsea” R paketi ile birlikte kullanildi. Sonuglardan elde
edilen negatif log p degerleri (kosullar arasindaki degisimin yoniine gore
isaretlenmistir) genleri 6nem derecesine gore siralamak icin ANOVA kullanilmastir.
Her bir yolak i¢in bir enrichment skoru (ES), en fazla up regiile olan yolaktan en
fazla down regiile olana dogru siralanmis gen listesinde sum-istatistik degistirilerek
hesaplandi. Degisimin biiytlikliigii Wald istatistiginin amptitiidiine baglt olup, yoni
ise isarete bagliydi. Son ES, yiiriiylis sirasinda gozlemlenen sifirdan maksimum
sapmadir (agirlikli  Kolmogorov-Smirnov benzeri istatistige karsilik). ES'nin
istatistiksel anlami, ES i¢in anlamsiz bir dagilim olusturan bir permiitasyon testi (n =
10000) kullanilarak tahmin edildi. Bu, anlamsiz dagilima gore gozlenen deger p
degerini hesaplamak i¢in kullanildi. Gen setinin boyutuna gore her yolak icin ES

normalize edildi ve normalize edilmis bir zenginlestirme skoru (NES) elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Vital bulgular

24 saat boyunca takip edilen deney grubunun saatlik viicut sicakliklari, saturasyon
(Sat), kalp tepe atimlar1 (KTA), solunum sayilari(ss) ve sedasyon skalasina goére

sedasyon puanlari kaydedilmistir.

24 saat boyunca takip edilen kontrol grubunun (Serum fizyolojik verilen) sadece
saatlik viicut sicakliklar1 kaydedilmistir. Sedasyon verilmedigi i¢in sedasyon puani
en disik degerde sabit olarak kabul edilmistir. KTA ve saturasyon degerleri
sedasyon almayan hayvanlarda teknik olarak miimkiin olmadigr i¢in alinmamustir.

Bu verilerin zamana gore degisimleri Grafik 1,2,3 ve 4’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Saatlik viicut sicakhgi ortalamalarimn iki grup arasinda anlamhihg:

Siire Deney grubu Kontrol grubu P degeri
Ortanca (min-max) Ortanca (min-max)
1. saat 34,3 (33,2-35,0) 36,0 (35,3-36,4) 0,016
2. saat 35,0 (34,0-35,6) 35,9 (35,1-36,2) 0,063
3. saat 35,5 (34,5-35,7) 36,1 (35,4-36,4) 0,111
4, saat 35,8 (35,0-36,0) 36,1 (35,8-36,7) 0,190
5. saat 36,0 (35,3-36,3) 36,1 (35,8-36,5) 0,413
6. saat 35,9 (35,0-36,2) 36,1 (35,4-36,6) 0,413
7. saat 35,0 (34,2-36,0) 36,2 (35,9-36,4) 0,016
8. saat 35,4 (34,0-36,1) 36,3 (36,1-36,5) 0,008
9. saat 35,3 (34,3-36,7) 36,4 (36,2-36,8) 0,095
10. saat 35,7 (34,4-36,8) 36,5 (36,1-36,7) 0,151
11. saat 36,2 (35,0-36,5) 36,6 (36,5-36,7) 0,008
12. saat 36,0 (35,4-36,2) 36,5 (36,4-36,7) 0,008
13. saat 35,0 (34,3-35,3) 36,4 (36,3-36,9) 0,008
14. saat 35,1 (34,3-35,2) 36,5 (36,2-37,0) 0,008
15. saat 35,3 (34,0-36,7) 36,7 (36,2-37,1) 0,151
16. saat 35,0 (34,8-36,4) 36,6 (36,3-36,8) 0,016
17. saat 35,4 (35,0-36,8) 36,4 (36,3-36,6) 0,690
18. saat 36,0 (35,5-37,0) 36,4 (36,2-36,8) 0,151
19. saat 34,9 (33,9-36,2) 36,5 (36,1-36,8) 0,016
20. saat 34,6 (34,1-36,0) 36,8 (36,6-36,9) 0,008
21. saat 35,0 (34,8-36,2) 36,8 (36,3-37,0) 0,008
22. saat 35,4 (35,0-36,3) 36,7 (36,2-37,1) 0,016
23. saat 35,6 (35,3-36,2) 36,8 (36,4-36,9) 0,008
24. saat 35,9 (35,0-36,0) 36,8 (36,2-36,9) 0,008

Iki grubun saatlik viicut sicakliliklarin ortalama degerleri arasindaki fark tablo 5’te
rakamsal olarak grafik 1’ de iki ayr1 egri seklinde gosterilmistir. Ozellikle son 6 saat
ortalamalarinda deney grubunda anlamli viicut sicaklig1 diisiisii gézlenmistir. Vucut
sicakligi, saturasyon ve kalp atim hizinin grafikte 4 dalga olusturduklar
gozlenmistir. Bu dalgalarin ip. doz saatleriyle uyumlu oldugu goézlenmistir.
Saturasyon, kalp hizi, solunum sayilar1 ve sedasyon puanlari arasinda Spearman
korelasyon testi yapilmistir. Tablo 6’ da sig (2-tailed) satir1 p degerine karsilik
gelmektedir. Isi, KTA, ss ve SpO2 degerlerinin birbirleriyle karsilastirildiklarinda

p>0.05 olduklar1 ve birbirleriyle korelasyon gostermedikleri hesaplanmistir.
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Tablo 6. Korelasyon testleri

Is1ortalama KTA Spo2 Solunum

ortalama ortalama sayisi

ortalamasi

Is1 korelasyon

ortalamasi @GIREAYN

Sig.(2-tailed) . .873 .873 747

N 5 5 5 5
KTA Korelasyon ~ -.100 1000 .800 -.100
ortalamasi katsayisi

Sig.(2-tailed) .873 . 104 .873

N 5 5 5 5
SpO2 Korelasyon  -.100 .800 1000 400
ortalamasi @GIREAYN

Sig.(2-tailed) .873 104 . .505

N 5 5 5 5
Solunum Korelasyon  -.200 -.100 400 1000
sayisi katsayisi
e BV BN Sig.(2-tailed) .747 873 .505

N 5 5 5 5

4.2. Molekiiler veriler

Deksmedetomidin uygulanmis grubun hipotalamus o6rnekleri (grup D ) ve
serum fizyolojik uygulanmis grubun (Grup SF) hipotalamus ornekleri arasinda, Sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) tabanli proteomiks analizine gore
tanimlanan 866 protein i¢inden toplamda 49 protein istatistiksel olarak (p <0,05)

anlamli bulunmustur. Bu proteinler sirasiyla Tablo 7° de listelenmistir.
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Tablo 7. LC-MS/MS analizine gore istatistiksel olarak (p <0,05) anlaml bulunan
proteinler

o O M W DN

10
11

12

13

14

15
16

17
18
19
20
21
22

23

Erisim numarasi

035814
P00406
F1LPPO
P12785
G3V6W6
Q3S4A4

P35467
AOAOH2UHH3

P40307
Q9ER24
P60892

B2GUZ5

P04904

Q6AZ40

G3VINS8
P11507

BOBNES
G3V624
P50399
Q5XIM9
Q6P7S1
RIPXR4

A0JPJ7

Sembol

Stipl
Mtco2
Amph
Fasn
Psmc6
Arfgapl

S100al
Abcb8

Psmb2
Atxn10
Prpsl

Capza

Gsta3

Prpsap2

Aplbl
Atp2a2

Esd
Corolc
Gdi2
Cct2
Asahl
Tomm70

Olal

Protein

Stress-induced-phosphoprotein 1
Cytochrome c oxidase subunit 2
Amphiphysin

Fatty acid synthase

Proteasome 26S subunit, ATPase 6
ADP-ribosylation  factor GTPase
activating protein 1 heart isoform
Protein S100-Al

Mitochondrial ~ potassium  channel
ATP-binding subunit

Proteasome subunit beta type-2
Ataxin-10

Ribose-phosphate pyrophosphokinase
1

F-actin-capping protein subunit alpha-
1

Glutathione S-transferase alpha-3

Phosphoribosyl pyrophosphate
synthase-associated protein 2

AP complex subunit beta
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase 2
S-formylglutathione hydrolase
Coronin

Rab GDP dissociation inhibitor beta
T-complex protein 1 subunit beta
Acid ceramidase

Mitochondrial import receptor subunit
TOM70

Obg-like ATPase 1

73

P
degeri
0,036
0,034
0,048
0,001
0,015
0,015

0,018
0,045

0,001
0,031
0,017

0,031

0,002

0,033

0,048
0,044

0,004
0,006
0,016
0,048
0,007
0,041

0,030



24
25
26

27

28
29

30
31
32

33

34
35

36

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

48
49

D3ZUY8
F1LRV4,088600
P32551

AOA0G2K8Q8

D4A6C5
D3Z7S58

POC5X8
P09951
P61107

D3zBS2

MORS5J4
P03889

P70580

P11348
P62986
FILST4
P13668
PODP30
G3V804
P32851
P50408
B2GUZ9
D4A1V5
QI91XV6

P63041
P47987

Ap2al
Hspa4
Uqcrc2

Uqcrl0

Arhgapl
Ndufa2

Ttyhl
Synl
Rab14

Itih3

Mtnd1

Pgrmcl

Qdpr
Uba52
Mapt
Stmnl
Calm2
Sfxn3
Stxla
Atpbvif
Fam49b
Kif2la
Fxyd6

Cpix1
Pllp

AP-2 complex subunit alpha

Heat shock 70 kDa protein 4
Cytochrome b-c1 complex subunit 2,
mitochondrial

Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase,
complex Il subunit X

Rho GTPase-activating protein 1
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1
alpha subcomplex subunit 2

Protein tweety homolog 1

Synapsin-1

Ras-related protein Rab-14

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H3 O

2-phospho-D-glycerate hydro-lyase
NADH-ubiquinone  oxidoreductase
chain 1

Membrane-associated ~ progesterone
receptor component 1
Dihydropteridine reductase
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Microtubule-associated protein
Stathmin

Calmodulin-2

Sidoreflexin

Syntaxin-1A

V-type proton ATPase subunit F
Fam49b protein

Kinesin family member 21A

FXYD domain-containing ion
transport regulator 6

Complexin-1

Plasmolipin
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0,030
0,034
0,023

0,032

0,019
0,007

0,001
0,044
0,022

0,006

0,048
0,034

0,007

0,043
0,001
0,010
0,027
0,048
0,012
0,044
0,010
0,039
0,020
0,011

0,039
0,047



Grup D ve Grup SF hipotalamuslar1 arasinda LC-MS/MS tabanli proteomiks
analizine gore tanimlanan 866 protein i¢inde kat degisimi anlamli kabul edilen (>1.4-
kat degisimi) 9 adet protein belirlenmistir. Bu proteinler sirasiyla Glutatyon S-
transferaz omega-1, Eritrosit membran protein bandi 4.1 benzeri 2, Mikrozomal
glutatyon S-transferaz 3, Stres ile indiiklenen fosfoprotein 1, Keratin, tip II hiicre
iskeleti 73, Aquaporin-4, CAP-Gly alanmi igeren baglayict protein 1, Sitokrom c

oksidaz alt birimi 2, Komplex 1-9kD olarak Tablo 8’de listelenmistir.

LC-MS/MS analizinin tiim verileri degerlendirildiginde tanimlanan 866 protein
icinde Stres ile indiiklenen fosfoprotein 1 ve Sitokrom c¢ oksidaz alt birimi 2
proteinlerinin hem istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) hem de kat degisimi acisindan

anlamli (>1.4-kat degisimi) bulunmustur ve Tablo 9’da gdsterilmistir.

Tablo 8. LC-MS/MS analizine gore kat degisimi (>1.4 ) anlamh bulunan proteinler

Erisim Sembol  Protein Kat

numarasi degisimi
1 Q92339 Gstol Glutatyon S-transferaz omega-1 1,93
2 D3zDT1 Epb41l2  Eritrosit membran protein bandi 4.1 benzeri 2 1,72
3 D4ADS4 Mgst3 Mikrozomal glutatyon S-transferaz 3 1,57
4 035814 Stipl Stres ile indiiklenen fosfoprotein 1 1,53
5 AOA0G2JXH6 Krt73 Keratin, tip II hiicre iskeleti 73 1,48
6 P47863 Aqp4 Agquaporin-4 1,46
7 AOA0G2K681 Clip1 CAP-Gly alan1 igeren baglayici protein 1 1,44
8 P00406 Mtco2 Sitokrom c oksidaz alt birimi 2 1,44
9 G3V644 Ndufv3d  Komplex I-9kD 1,43

Tablo 9. LC-MS/MS analizine gore istatistiksel olarak anlamh (p<0,05) ve kat degisimi
acisindan anlamh (>1.4-kat degisimi) bulunan proteinler

Erigim Sembol Protein Kat P degeri
numarasi degisimi
1 035814 Stipl Stres ile indiiklenen 1,53 0,036
fosfoprotein 1
2 P00406 Mtco2  Sitokrom c oksidaz alt birimi 2 1,44 0,034
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GSEA analizi ile normallestirilmis zenginlestirme skoruna (NES) goére anlamli
bulunan 15 adet pathway arasindan 5 adet pathway deneme grubunda kontrol
grubuna gore artmis ekspresyon (up regiilasyon), 10 adet pathway deneme grubunda
kontrol grubuna goére azalmis expresyon (down regiilasyon) gostermistir. Artis
gosteren Yyolaklar NES’e gore sirasiyla ‘biyolojik oksidasyonlar, yag asidi
metabolizmasi, interlokin 12 stimiilasyonu sonrasi jak stat sinyali ile gen ve protein
ekspresyonu, proteozom, ¢Oziinlir ekzojen antijen endozomlarinin ¢apraz sunumu,
poliaminlerin metabolizmasi, IL12 sinyali, IL 12 ailesi sinyali, eksternal uyaranlara

hiicresel tepkiler, strese hiicresel yanit’ olarak Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Up regiilasyon gosteren anlamlh yolaklarin normallestirilmis zenginlestirme
puanlarina (NES) gore siralanmis listesi

Pathway Program NES  Pdegeri
Biological Oxidations Reactom 1.78  0.006
Fatty Acid Metabolism Reactome 1.61 0,026

Gene And Protein Expression By JAK STAT Reactome 1.62 0,026
Signaling After Interleukin 12 Stimulation

Proteasome KEGG 1.60 0,031
Cross Presentation of Soluble Exogeneus Reactome 1.60  0.031

Metobolism of Poliamins

Metabolism of Poliamins Reactome 1.60  0.031
IL12 Signaling Reactome 1.58  0.033
IL12 Family Signaling Reactome 1.58  0.037
Cellular Responses To External Stimuli Reactome 1.40  0.037
Cellular Responses of Stress Reactome 1.38  0.040

NES’e gore sirasiyla azalis gosteren ‘G Alpha 1 Sinyal Olaylari, insiilin Salgisinin
Diizenlenmesi, Iyon Kanali Transportu, Opioid Sinyali, GPCR ile Sinyal, Demir
Uptake ve Transportu, Reseptér Tirozin Kinazlarla Sinyal, Norotransmitter
Reseptorleri ve Postsinaptik Sinyal Iletimi, Oksidatif Fosforilasyon, Kimyasal
Sinapslardan iletim, Noronal Sistem, Kiiciik Molekiillerin Tasinmas1’ yolaklari

Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11. Down regiillasyon gosteren anlamh yolaklarin normallestirilmis
zenginlestirme puanlarina (NES) gore siralanmus listesi

Pathway Program NES P P adj
degeri
G Alpha | Signalling Events Reactome 1.82 0.001 0.20
Regulation Of Insulin Secretion Reactome 1.78 0.003 0.20
lon Channel Transport Reactome 1.76 0.003 0.20
Opioid Signaling Reactome 1.78 0.003 0.20
Signaling By GPCR Reactome 1.69 0.007 0.27
Iron Uptake And Transport Reactome 1.67 0.012 0.39
Signaling By Receptor Tyrosine Kinases Reactome 153 0.019 0.40

Neurotransmitter Receptors And Postsynaptic Reactome 1.49 0.03 0.40

Signal Transmission

Oxidative Phosphorylation KEGG 1.44 0.03 0.40
Transmission Across Chemical Synapses Reactome 1.42 0.03 0.40
Neuronal System Reactome 142 0.03 0.40
Transport Of Small Molecules Reactome 1.34 0.04 0.47

Baglica yolaklar igerisinde anlamli bulunan proteinlerin yiizdelik orani piechart
olarak Sekil 8 ‘de gosterilmistir. Yiizdelik olarak en fazla proteini igceren anlamli
pathwayler sirasiyla Kiigiik Molekiillerin Tagimmasi %19, Eksternal Uyarilara
Hiicresel Yanitlar %13, Kimyasal Sinapslar Aras1 Iletim %11, Noronal Sistem %11,
Strese Hiicresel Yamtlar %11, Iyon Kanali Transportu %9, Reseptér Tirozin
Kinazlarla Sinyallesme %7, Oksidatif Fosforilasyon % 6, Norotransmitter
Reseptorleri ve Postsinaptik Sinyal letimi %6, Insiilin Salgisinin Diizenlenmesi % 4,
Demir Uptake ve Transportu %4, Biyolojik Oksidasyonlar %4, Interlokin 12
Stimiilasyonu Sonrast JAK STAT Sinyali Ile Gen Ve Protein Ekspresyonu %4,
Proteazom %@4, Coziinliir Ekzojen Antijen Endozomlarimin Capraz Sunumu %4,
Poliamin Metabolizmast %4, 1IL12 Sinyali %4, IL12 Ailesi Sinyali %4, Opioid
Sinyali %2 , GPCR ile Sinyal Verme 2, Yag Asidi Metabolizmast %2, G Alpha I
Sinyal Olaylar1 %2 olarak bulunmustur.
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= Transport Of Small Molecules

= Cellular Responses To External Stimuli

= Transmission Across Chemical Synapses

= Neuronal System

m Cellular Responses of Stress

= [on Channel Transport

m Signaling By Receptor Tyrosine Kinases

m Neurotransmitter Receptors And Postsynaptic Signal Transmission

= Oxidative Phosphorylation

= Regulation Of Insulin Secretion

= |ron Uptake And Transport

m Biological Oxidations

= Gene And Protein Expression By JAK STAT Signaling After Interleukin 12
Stimulation

= Proteasome

= Cross Presentation Of Soluble Exogeneus Antigen Endosomes
Metobolism of Poliamins

= |L12 Signaling

= |L12 Family Signaling

= G Alpha | Signalling Events

Sekil 6. Yolaklar i¢cerisinde anlamh bulunan proteinlerin yiizdelik oranlari
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R programlama dili ile olusturulan Volcano plot grafiginde, her proteinin Progenez
yazilimi kullanilarak 6lgiilen kat degisiminin logaritmasi (log 2 fold change <1) ve
Progenez yazilimi kullanilarak Slgiilen p degeri, kontrol grubu ile karsilastirilarak
sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 7. Diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerin profilinin volcano plot ile
gosterimi
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Gen seti zenginlestirme analizi (GSEA) ile NES’e gore up regiilasyon gosteren
yolaklarin anlamli bulunan protein tiyeleri erisim numaralariyla p degerleri ve kat
degisimleriyle beraber Tablo 12°de gosterilmistir.

NES’e gore up regiilasyon gosteren yolaklarin anlamli bulunan protein iiyeleri erisim
numaralariyla p degerleri ve kat degisimleriyle beraber Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15,
Tablo 16, Tablo 17 ve Tablo 18 olarak 9. Boliim Ek Tablolar’da gosterilmistir.

Tablo 12. Up regiilasyon gosteren yolaklar ve proteinler
Biyolojik
oksidasyonlar

S-formylglutathione hydrolase BOBNE5 1,09 0,004

Microsomal glutathione S- D4ADS4 1,57 0,07
transferase 3

Glutathione S-transferase omega-1 Q97339 1,9 0,24

Aminoacylase-1A Q6AYS7 1,05 0,35

Yag <o Fatty acid synthase P12785 1,3 0,001

- _--.

Trifunctional enzyme subunit Q64428 1,0 0,153
alpha, mitochondrial

Tricarboxylate transport protein, P32089 1,0

mitochondrial

3-ketoacyl-CoA thiolase, P13437 1,0
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mitochondrial
Long-chain  specific acyl-CoA
dehydrogenase, mitochondrial

F-actin-capping protein subunit

alpha-1

Macrophage migration inhibitory
factor

Phosphatidylinositol transfer

protein alpha isoform

Ras-related protein Rap-1A
Superoxide  dismutase  [Mn],
mitochondrial

T-complex protein 1 subunit alpha
Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins A2/B1

60S acidic ribosomal protein PO
Proteasome subunit beta type-2
Proteasome 26S subunit, ATPase
6

Proteasome subunit alpha type-2
Proteasome subunit beta type-3
Heat shock 70 kDa protein 4
Stress-induced-phosphoprotein 1
Mitochondrial import receptor
subunit TOM70

Alpha-centractin

Glycogen synthase kinase-3 beta
Peroxiredoxin-6
Thioredoxin-dependent  peroxide
reductase, mitochondrial

14-3-3 protein epsilon

Heat shock protein HSP 90-alpha

Mitogen-activated protein kinase
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P15650

B2GUZ5

P30904

P16446

Q62636
P07895

P28480
FILNF1

P19945
P40307
G3V6W6

P17220
P40112
F1LRV4
035814
RIPXR4

P85515
P18266
035244
Q9Z0V6

P62260
P82995
F1LPS57

1,06

1,11

1,27

1,04

1,07
1,02

1,02
1,03

1,03
1,16
1,33

1,12
1,06
1,05
1,53
1,08

1,06
1,07
1,07
1,04

1,05
1,02
1,05

0,48

0,03

0,05

0,18

0,19
0,39

0,44
0,49

0,51
0,001
0,01

0,08
0,35
0,03
0,03
0,04

0,13
0,23
0,24
0,24

0,25
0,33
0,33



kinase 4

Cytochrome ¢, somatic P62898 1,06 0,38
Tubulin beta chain B4F7C2 1,03 0,40
Cyclin-dependent kinase inhibitor Q8R5G4 1,04 0,43
2C

5. TARTISMA

Yogun bakimda hipertermi 6zellikle birden fazla patolojiye sahip ve birden
fazla ila¢ tedavisi alan kritik hastalarda yaygin olarak goriilmektedir. Hipertermi,
ozellikle kritik hastalarda hiicre 6limii, ekstravazasyon, vaskiiler staz gibi lokal
hasarlardan akut bobrek yetmezligi, gastrointestinal dislokasyona bagli sepsis,
pulmoner 6dem, kardiyak disfonksiyon, koagiilopati, karaciger yetmezligine kadar

biiyiik klinik 6neme sahip durumlarla sonuglanir ve mortaliteyi artirir. (153,154)

Amerikan Yogun Bakim Tibbi ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi’ne gore
38°C ve ustii viicut sicakligi ates olarak tanimlanir.(155) Ates, hipertermi ve
hiperpireksi terminolojik olarak birbirinin yerine kullanilabilmektedir fakat yaygin
olarak hipotalamus kaynakli olan durum ates olarak tanimlanmaktadir.
Deksmedetomidin kaynakli viicut sicakligi yiikselmesi durumu litratiirde her tig
terminolojiyle de kullanilmistir.(5,107,156) Calismamizda hipotalamus etkileri

tartisildigindan dolay1 bir ‘ates” durumu olarak tanimlanmasi dogru olacaktir.

a2 agonist reseptorlerinin inhibisyonu yoluyla kahverengi yag dokusu
termogenezini ve titremeyi engelleyerek atesi diislirmeyi Oneren yayinlar olmasina
kars1 bir a2 agonist olan deksmedetomidinin neden oldugu atesle ilgili deneyimlerini
bildiren yayin sayis1 gittikce artmaktadir.(157) Santral etkili a2 adrenerjik agonist
olan deksmedetomidinin ndorotransmitter ekspresyonu ve metabolizmasindaki
bozulmalar nedeniyle hipotalamik sicaklik diizenlemesini degistirebilirebilecegi veya
noreptik malign sendrom, malign hipertermi gibi periferik mekanizmalarla
hipertermiyi tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir. (3) Bu konuda kesin bir fikir

verebilecek yeterli literatiir olmamasi nedeniyle deksmedetomidine bagli atesin
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sadece santral etkisini inceledigimiz bu ¢alismanin ileri ¢alismalara yon verebilecek

bir 6n ¢aligma olduguna inaniyoruz.

Calisma metodunda deksmedetomidin ile saglanan anestezi derinligi ile bir miktar
kalp atim hiz1 ve saturasyon diislisii beklenmistir (2) ayn1 zamanda ip. enjeksiyon
sonras1 bradikardi ve apne de gelisebilecegi endisesiyle sadece deney grubunda
saturasyon ve kalp atim hizi takip edilmistir. Gelisebilecek yan etkileri tespit
edilebilmis ve sedasyon skorlamasi yapilarak verilen dozun anestezi derinliginin

saglandigindan emin olunmustur.

Grayson ve ark. yaptig1 olgu serisinde deksmedetomidinin indiikledigi diisiiniilen 39
°C ve {sti viicut sicakligina 24-48 saat arasinda daha sik rastlanmistir.
Deksmedetomidine bagli hiperterminin giiglii bir zamansal iliskisi oldugu kanisina
varilmistir.(3) Ratlarda iv damar yolunun siirekli agik sekilde uzun siireli inflizyon
uygulanmasi kannibalizmi tetikleyebileceginden ve teknik agidan yetersizlikten
dolay1 tercih edilmemistir.(158) Bu agidan infiizyon uygulama yapilamamasi
kisitliliklarimizdan biridir. Deneyimizde Deskmedetomidin uygulamasi 24 saat ve ip.
olarak planlanmistir. Deksmedetomidinin ndrolojik etkisini konu alan literatiirde,
cesitli ardisik ip. uygulama ile etkin sedasyon ve organ koruyucu etkiler saglandigi
gozlenmektedir. Buna dayanarak ¢alismamizda ardisik ip. uygulamasi ile infiizyona
yakin kararli ila¢ diizeyi olusturdugumuzu diisiinmekteyiz.(128,142,159) Deneyi
bitirmek i¢in klinik hipertermi beklenmemis ve 24 saat sonunda disseksiyon
yapilmustir. Literatiirde gecikmis hipertermi oldugu (48 saat sonra) bildirilmektedir.
Bu acidan bakildiginda olast bu sonuglar gézlem alanimizin disinda kalmistir ve

calismamizin kisitlhiliklarindan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Caligmamizda deksmedetomidinin hipertermi etkisi klinik olarak gosterilmesi
hedeflenmemistir fakat olusacak klinik degisiklikler yakin takip edilmistir.
Deksmedetomidinin ilaca bagli hipertermi etkisi mevcut olmasina ragmen uzun
siireli anestezi uygulamasinin viicut sicakliginda diisiise neden oldugu bilinmektedir.
(146) Bu durumla uyumlu olarak deney grubunun viicut sicakliklart genel olarak
daha diisiik seyretmistir. 0-6-12-18. saatlerde ip. enjeksiyonun ardindan viicut
sicakliklarinda anlamli diisiislere neden olarak dalgalanmalar yaratmistir.(Grafik 1)
Ozellikle son 6 saat ortalamalarinda deney grubunda anlamli viicut sicaklig1 diisiisii

gozlenmistir.(Tablo 5) Bu durum klinik hipotermi gézlenmis olmasina ragmen klinik
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olarak hipotermi oranmin azalmig olabilecegi hipotezini akla getirmektedir.
Tartismaya agik olmakla beraber deksmedetomidine bagli rolatif hipotermi kavrami
iyi standardize edilmis ve daha uzun siire takipli deneysel ¢alismalarla sorgulanmasi
gerektigini diisiinmekteyiz. Viicut 1s1s1 diisiisii klinik olarak gozlenmese de goére yine
ayni enjeksiyon sonrast saatlerde saturasyonda, kalp hizinda belirgin disiisler
gozlenmektedir. Bu bulgulara gore klinik olarak hipertermi saglanamamis olmasi

deneyin en biiylik kisitliliklarindan biridir.

Proteomiks ile elde edilen veriler yorumlanirken, hem anlamli olarak degisim
gosteren proteinler hem de GSEA ile elde edilen NES’e gbre anlamli degisim
gosteren yolaklar degerlendirilmistir. Asagida diger caligsmalarla karsilastirilarak ates

ile iligkisi olabilecek anlamli proteinler ve kapsadiklar1 yolaklar birlikte tartisilmistir.

Deksmedetomidinin  ‘Eksternal sinyallerle olusan hiicresel cevap’ yolagina

etkileri;

Hiicreler molekiiler ve fiziksel eksternal sinyalleri algilar ve bunlara yanit verirler.
Normal gelisim, dokularda homeostazin korunmasi ve zararli maddelere kars1 etkili
savunma tepkileri i¢in hiicrelerin bu sinyallere uygun tepki vermeleri gereklidir.(160)
Bu tepkiler, makrootofajiye ve metal iyonlara hiiceresel cevap, hipoksiye hiicresel
cevap, reaktif oksijen radikalleri ve 1s1 stresine hiicresel yanit, hiicresel yaslanma
stireci stres tepkileri, steroid hormon reseptorleri i¢in HSP 90 saperon dongiisii, heme
eksikligine, EIF2AK1 tepkisi, hem sinyalizasyonu, kimyasal strese hiicresel yantt,
agliga hiicresel cevap ve katlanmamis proteine hiicresel cevap olarak
olusturulur.(161) Hiicresel stres genellikle proteinlerin, DNA'nin veya diger temel
makromolekiillerin deformasyonu/hasariyla sonuglanir. Hiicre stres kaynakli hasari
degerlendirir ve bunlara kars1 koyabilir, hasara karsi toleransi gegici olarak artirir
ve/veya programlanmis hiicre 6limii (apoptoz) ile son derece hasarli hiicreleri
ortadan kaldirir.(160)

Eksternal uyarilara hiicresel cevap yolaginda 13 proteinin up regiilasyonu gozlenmis
olup STIP 1 1.4 istii kat degisimi ile en anlamli protein olmustur. (Tablo 12)
Deksmedetomidin uygulanan deney grubu ve kontrol grubu arasinda STIP 1 hem kat
artig1 hem istatistiksel anlamli bir artigla 6n plana ¢ikan proteinlerden biridir.(Tablo
9) STIP 1 artis1t HSP 90 ile iliskisi nedeniyle daha ¢ok tiimorogenez ve anti apopitoz

mekanizmas1 {izerinden etki ettigi disiiniilmiistir. Bu da deksmedetomidinin

84



antiapopitotik  etkisini  dogrular  niteliktedir.(135) HSP’ler temel olarak
sitoproteksiyonda (fizyolojik ve stres kosullarinda), norodejeneratif bozukluklarda
rol alirlar.(137) Hipotalamus dokusunda anlamli artisi, bir stres durumu olan 1s1
artisina karst ve hiicre Oliimiine karsi bir hayatta kalma yaniti olabilecegini
diistindirmektedir. Eksternal uyarilara hiicresel cevap yolaginda yer alan HSP 70 ve

HSP 90 o’nin kat degisiminin 1’ in iistinde olmas1 bu teoriyi destekler niteliktedir.

Deksmedetomidinin proteozem yolagina etkileri,

Proteozom yolagini etkileyen temel siiregler; ubikuitin-proteozom-otofaji sisteminin
eksikliginden kaynaklanan anormal protein dinamiklerini, oksidatif stres ve serbest
radikal olusumunu, endoplazmik retikulum stresini, mitokondriyal disfonksiyonu ve
(ikincil) aksonal tasima bozulmalarini igerir.(140) Is1 soku, protein ve DNA sentezini
cesitli agsamalarda bozar. RNA ve protein sentezi hiperterminin kesilmesinden sonra
hizla diizelebilirken, DNA sentezi daha uzun siire bozuk kalir. Is1 soku, sonrasi
denatiire proteinler niikleer matriste toplanir.(162) 26S proteazom, ozellikle
endoplazmik retikulumda katlanmamig protein tepkisi, hiicresel stres yaniti
sinyallerine potansiyel diizenleyicileri olarak protein hasar sensorleri olarak
fonksiyon gormektedir.

26S proteozomu basta olmak {izere proteozom yolaginin up regiile olmasi (Tablo 10)
(Tablo 18) protein hasar1 sensorlerinin up regiile olarak daha fazla ¢aligmaya ihtiyag

duydugu bir stres ortamina yani atese yanit olarak degerledirilebilir.

Deksmedetomidinin oksidatif fosforilasyon ve biyolojik oksidasyon yolagina

etkileri;

Oksidatif fosforilasyonu saglayan mitokondriyal elektron tasima zincirindeki
enzimlerin islev bozuklugu veya indirgenmesi elektron sizintisina ve reaktif oksijen
radikallerinin iiretimini arttirabilmektedir. Oksidatif stres, asirt ROS (reaktif oksijen
tirevleri) olusumu ile smirli antioksidan savunma arasindaki dengesizlikten
kaynaklanan ¢esitli zararli siiregleri tanimlamak igin kullanilan bir ifadedir.(163)
Calismamizda oksidatif fosforilasyon yolaginda down regiile olan elektron transport
zincirine ait proteinler ve biyolojik oksidasyon yolaginda up regiile olan antioksidan

proteinler mevcuttur. Oksidatif stres yolaginda anlamli down regiilasyon gosteren
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birden ¢ok protein gibi Sitokrom c¢ oksidaz subiinite 2 (Mtco2) de oksidatif
fosforisyon yolaginda ve genel protein akisinda istatistiksel ve kat degisimi olarak en

anlamli ¢ikan proteinlerden biri olmustur. (Tablo 11) (Tablo 17)

Lipopolisakkarit (LPS) kullananilarak ates olusturulan hipotalamus modellerinde
elektron zinciri disfonksiyonu ve azalmig antioksidan aktivite gozlenmis,
noroinflamasyonun mitokondriyal oksidatif strese neden oldugu, hiicre 6limiinii
onlemek i¢in bir mekanizma olabilecegi, atesli yanit sirasinda hiicrenin hayatta
kalmasi cabasi olarak yorumlanmistir.(148,164,165) Bunun g¢alismamizdan elde
edilen verilerde oksidatif stres yolaginda azalmig expresyonu kismen

aciklayabilecegini diisiinmekteyiz.

Birgok c¢alisma, Deksmedetomidin inflamatuar sitokinlerin  salgilanmasini
engelledigini, oksidatif stresi azalttigini, ROS ve antioksidasyonu diizenledigini ve
reperfiizyon hasarini 6nlemede 6nemli bir rol oynayabilecegini bildirmistir.(166—
168) Bu bilgiler 1s1g1inda LPS ¢alismalarindan farkli olarak Glutatyon S-transferaz ve
alt gruplart gibi antioksidan proteinlerin (Tablo 18) up regiile olmasi antioksidan

etkinin ortaya ¢ikmas1 deksmedetomidin kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Deksmedetomidinin yag asidi metabolizmast yolagina etkileri,

Yag asidi metabolizmas1 yolaginda yag asidi sentetaz ile birlikte sekiz protein
anlaml1 olarak up regiile olmustur.(Tablo 12) Bu proteinler baslica yag asidi olusumu
ve uzun zincirli yag asidi sentezinde rol almaktadir.(139,169)

Stres sirasindaki zar hasarinin boyutu ve hiicresel tolerans sinirlari, hiicre zarinin
lipid bilesimine, yag asidi doygunluguna ve zar akiskanligina baglhdir. Uzun zincirli
yag asidi (LCFA) metabolizmasinda ve tasinmasinda yer alan LCFA-ABC transport
proteini, Multifonksiyonel beta oksidasyon proteini, LCFA-CoA ligaz olmak iizere
lic stres proteininin strese yanit olarak membran lipid bilesimindeki degisiklik
yapabilecegi bildirilmistir.(160) Deksmedetomidin ile elde edilmek istenen ates
durumunda bu proteinlerin artmasi beklenmektedir fakat bu durum sonuglarimiz ile
tutarsizdir. Fakat yag asidi metabolizmasina ait yolakta gelisen degisimlerin
deksmedetomidine bagli baska etkiler yarattigi kesindir, ¢alismamizin sonuglarinin

gelecekte daha kapsamli ¢alismalara yol gostermesini umuyoruz.
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6. SONUC

Calismamizda proteomiks analizi sonuglarina gore anlamli protein degisiklikleri ile
hedefimiz olan deksmedetomidin-ates iligkisinin varligi ortaya konulmustur.
Literatiirde bu iligkiyi teyit icin belirlenmis herhangi bir yolagin yada protein
profilinin olmamasi bu alanda yapilacak ¢alismalar1 daima tartismaya acik hale
getirmektedir. Zamanla bu yondeki calismalarin artmasi ile literatiirdeki bu
belirsizligin giderilecegi kanaatindeyiz. Deksmedetomidin uygulamasi sonrasi tespit
edilen HSP 90, HSP 70, STIP 1, MTCO2, PSMC6, FASN proetinlerin anlamli olarak
onplana ¢ikmalari; eksternal uyarilara hiicresel cevap yolagi, proteozome yolagi,
biyolojik oksidasyon yolagi, oksidatif fosforilasyon yolagi ve yag asidi
metabolizmasi1 yolagindaki degisimlerle ilgili deksmedetomidini olagan stipheli

konumuna diisiirmektedir.

Litetratiirdeki tartismalar1 giderecek netlikte caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
Deksmedetomidinin klinik 1s1 artisina sebep olan dozu hala tartismalidir. Her ne
kadar ¢alismamizda hipertermi yolagina isaret eden proteinler tespit edilmis olsa da
bu konuda daha iyi standardize edilmis deneysel ¢alismalara ve prospektif klinik

calismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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8. EK TABLOLAR

Tablo 13. ‘G-Alfa | Sinyalizasyon yolaginda down regiile proteinler

10

11

12

13

14

15

Protein

CAMP-dependent  protein  kinase type Il-alpha
regulatory subunit
Apolipoprotein E

Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma

Calcium/calmodulin-dependent protein Kinase
cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory
subunit
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphodiesterase beta-1

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-
1

Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha
Serine/threonine-protein  phosphatase 2B  catalytic
subunit alpha isoform

Serine/threonine-protein  phosphatase 2B  catalytic
subunit beta isoform

cAMP-dependent protein kinase type Il-beta regulatory
subunit

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il
subunit alpha

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T)
subunit beta-2

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-
2

Protein phosphatase 2 (Formerly 2A), regulatory
subunit A (PR 65), alpha isoform, isoform CRA_a
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Erisim
numarasi

P12368

P02650
G3V6P8

F1LUEZ2
P09456

P10687

P10824

P59215
P63329

P20651

P12369

P11275

P54313

P04897

Q5X134

P degeri

0,05

0,09
0,10

0,12
0,14

0,15

0,16

0,22
0,24

0,29

0,30

0,35

0,39

0,39

0,40

Kat
degisimi

1,07

1,06
1,10

1,07
1,04

1,09

1,06

1,04
1,06

1,04

1,05

1,04

1,01

1,03

1,02



Tablo 14. insulin Sekresyon Regiilasyon yolaginda down regiile proteinler

Protein Erisim
numarasi
1 Syntaxin-1A P32851
2 Syntaxin-binding protein 1 P61765
3 Synaptosomal-associated protein 25 P60881

Tablo 15. iyon kanal Transport yolaginda down regiile proteinler

Protein Erisim
numarasi
1  Protein tweety homolog 1 POC5X8
2 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 F1LML2
3 V-type proton ATPase subunit F P50408
4 FXYD domain-containing ion transport Q91XV6
regulator 6
5 LOC683667 protein BOBNJ1

6 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform D3ZZS8

7 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit P07340
beta-1

8 Plasma membrane calcium-transporting Q64542
ATPase 4

9  V-type proton ATPase subunit C 1 Q5FVI6

10 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit P06685
alpha-1
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Kat
degisimi
1,15
1,10
1,15

Kat
degisimi
1,08
1,11
1,15
1,21

1,12
1,06
1,09

1,03

1,08
1,06

degeri
0,44
0,11
0,17

P
degeri
0,001
0,001
0,01
0,01

0,07
0,10
0,12

0,16

0,21
0,22



Tablo 16. GPCR ile Sinyal, Demir Alim1 ve Transport, Reseptor Tirozin Kinazlarla
Sinyal yolaklarinda down regiile proteinler

Protein Erisim Kat P
numarasi degisimi  degeri
Signaling Rho guanine nucleotide exchange F1LQS9 1,11 0,25
By GPCR factor 11
Guanine nucleotide-binding protein Q6Q7Y5 1,10 0,40
subunit alpha-13
Iron Uptake Rho family-interacting cell P02793 1,13 0,19
And polarization regulator 2
Transport V-type proton ATPase subunit H AOA0G2 1,04 0,27
K9J2
H(+)-transporting two-sector ATPase  D4A133 1,13 0,30
Signaling Stathmin P13668 1,12 0,02
By Cytoplasmic FMR1-interacting D4A8H8 1,13 0,07
Receptor protein
Tyrosine Dynamin-1 P21575 1,07 0,14
Kinases Endophilin-A2 035964 1,16 0,15
Endophilin-Al 035179 1,14 0,15
Ras-related protein Ral-A F1LQ62 1,04 0,21
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Tablo 17. Norotransmitter Reseptorleri ve Postsinaptik Sinyal Iletimi, Oksidatif
Fosforilasyon, Kimyasal Sinapslar Uzerinden Iletim, Noronal Sistem yolaklarinda
down regiile proteinler

Protein Erisim Kat P
numarasi degisimi degeri
Neurotransmitter Microtubule-associated F1LST4 1,12 0,01
Receptors  And protein
Postsynaptic Band 4.1-like protein 1 AOA0G2KOF3 1,10 0,06

Signal

Transmission

Oxidative NADH dehydrogenase D3ZS58 1,07 0,007
Phosphorylation  [ubiquinone] 1  alpha

subcomplex subunit 2

Cytochrome b-c1 complex P32551 1,05 0,02
subunit 2, mitochondrial

Cytochrome b-c1 complex B2RYS2 1,09 0,06
subunit 7

Complex I-9kD G3V644 1,43 0,07
ATP synthase-coupling P21571 1,09 0,15
factor 6, mitochondrial

Cytochrome ¢ oxidase D3ZYX8 1,05 0,16
subunit 7A2-like

Cytochrome ¢ oxidase P35171 1,04 0,17
subunit 7A2, mitochondrial

NADH dehydrogenase Q63362 1,04 0,23

[ubiquinone] 1  alpha

subcomplex subunit 5

Complex 1-B22 B2RYWS3 1,08 0,26
Acyl carrier protein D3ZF13 1,05 0,27
NADH-ubiquinone Q66HF1 1,02 0,28

oxidoreductase 75 kDa
subunit, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase D3ZDO09 1,05 0,30

subunit
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NADH dehydrogenase Q641Y2
[ubiquinone] iron-sulfur

protein 2, mitochondrial

Sodium/potassium- G3Vv8s4

transporting ATPase

subunit alpha

Complex 1-B14.5a A9UMV9
Transmission Synapsin-1 P09951
Across Chemical Glutamine synthetase P09606
Synapses Synaptotagmin-1 P21707
Neuronal System  Flotillin-1 Q9Z1E1l

1,04

1,03

1,09
1,08
1,11
1,04
1,10

Tablo 18. Kiigiik molekiil transport yolaginda down regiile olan proteinler

Protein Erisim
numarasi

1  Proteasome subunit alpha type AO0A0G2K0OW9
2  Aquaporin-4 P47863

Solute carrier family 12 member 5  D3ZGI9

3 Mitochondrial glutamate carrier 1- AOA0G2K5L2
like

4  Solute carrier family 2, facilitated Q07647

glucose transporter member 3

5  Prohibitin P67779
6 CDWB92 antigen, isoform CRA_a  AOA0G2K7R8
7 Sodium- and chloride-dependent P31647
GABA transporter 3
8  Carbonic anhydrase 2 P27139
9  Clathrin light chain AO0A0G2JYWS3
10 Alpha-adducin Q63028
11 Proteasome subunit alpha type-5 P34064
12 Sodium/calcium exchanger 2 AO0A0G2JZK7
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Kat

degisimi

1,09
1,46
1,07
1,08

1,07

1,03
1,08
1,04

1,05
1,05
1,03
1,07
1,09

0,34

0,36

0,38
0,04
0,08
0,20
0,10

P degeri

0,06
0,14
0,19
0,21

0,23

0,26
0,26
0,27

0,29
0,33
0,34
0,37
0,37



13

14

15
16

Sodium/potassium-transporting
ATPase subunit beta-3

Q63377

26S proteasome regulatory subunit Q63569

6A
Prohibitin-2

Proteasome subunit alpha type

Q5XIH7
AOA0G2KOW9
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1,07

1,05

1,03
1,09

0,38

0,39

0,39
0,06



