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OZET

Erzurum C, Tavsan gozlerinde intravitreal daptomisin toksisitesinin
arastirilmasi, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim

Dali, Uzmanhk Tezi, Kirikkale, 2012

Bu c¢alismanin amaci intravitreal daptomisin enjeksiyonunun tavsan

retinasi tizerindeki olasi toksik etkilerini arastirmaktir.

Calismamizda 36 adet eriskin beyaz Yeni Zelanda tavsanmi kullanilmistir.
Tavsanlar altisarli alti gruba ayrilmis, bes deney grubuna 0,05 ml dengeli tuz
cozeltisi (Balanced Salt Solution - BSS) icerisinde sirasiyla 100 pg, 150 ug, 200
ng, 350 pg ve 700 pg dozlarinda daptomisin intravitreal enjeksiyonla
uygulanmistir. Kontrol grubundaki alt1 tavsana ise 0,05 ml BSS intravitreal olarak
uygulanmistir. Tavsan gozlerinden hazirlanan retina preparatlari 151k mikroskobu

altinda incelenmistir.

0,05 ml BSS igerisinde, 100 pg, daptomisin uygulanan gozlerin 151k
mikroskopi bulgular1 kontrol grubuna benzer iken; 150 pug ve 200 pg daptomisin
uygulanan tavsan gozlerinde minimal hiicre hasar1 ve hiicresel organizasyonda
minimal degisiklikler gézlenmistir. 350 ve 700 pg daptomisin uygulanan tavsan

gozlerinde ise hiicre tabakalarinda 6dem ve vakuolizasyon goriilmiistiir.

0,05 ml BSS igerisinde intravitreal yolla enjekte edilen 100 pg dozundaki
daptomisinin tavsan retinalarinda kontrol grubuna gore anlamli degisikliklere
sebep olmamasi ve vitreus boslugundaki uzun yar1 6mrii gz 6niine alindiginda,
ileride halen endoftalmi tedavisinde kullanilan intravitreal antibiyotik ajanlarin

yerini alabilecegi kanaatine varilmistir.



ABSTRACT

Erzurum C, Study of Retinal Toxicity of Intravitreal Daptomycin Injection
in Rabbit Eyes, Kirikkale Universtiy School of Medicine Department of
Ophthalmology, Thesis, Kirikkkale, 2012

The purpose of this study is to evaluate possible retinal toxicity of

intravitreal daptomycin injection in rabbit eyes.

In our study, 36 adult white New Zelland rabbits were used. Daptomycin
was applied by intrtavitreal injection in doses of 100 pg, 150 pg, 200 pg, 350 pg
and 700 pg mixed with 0.05 ml balanced salt solution. The histological specimens

were analyzed under light microscope.

In the light microscopic findings of rabbit eyes which 100 pg daptomycin
was applied in 0.05 ml BSS were similiar to the control gruups whereas in eyes
which we applied 150 pg and 200 pg daptomycin in 0.05 ml balanced salt
solution, minimal retinal damage and cellular disorganisation were identified.
There were edema and vacuolization in the retinal cell layers of rabbit eyes which
350 pg and 700 pg daptomycin were applied.

Considering that intravitreal injection of 100 pg daptomycin in 0.05 ml
BSS doesn’t cause significant changes in the rabbit retinaand it’s long half-life in
vitreus cavity; it was concluded that in the future daptomycin may replace current

antibiotic agents used in endophtalmitis treatment.
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1.GIRIS ve AMAC

Gerek goz ici cerrahisini takiben, gerekse de travma ve endojen faktorlerin
tetikledigi endoftalmi, acil tedavi gerektiren ve korlikkle sonuglanabilen enfektif
bir durumdur. Son yillarda cihazlardaki gelismelere, ameliyatlarda kullanilan
malzemelerin kalitesinin artmasina ve etkin profilaksiye ragmen endoftalmi siklig
hala %0.04 ile %0,1 diizeylerindedir.

Hastanin klinik durumuna gore endoftalmi tedavisi iki ana grupta yapilir.
Bunlardan birincisi hastanin gorme keskinligi 151k persepsiyonu [ P (+) ]
diizeyinden daha kotii durumda ise pars plana vitrektomi, ikincisi ise hasta P (+)
diizeyinden daha iyi gorliyorsa medikal tedavidir (Topikal, subkonjonktivial,

sistemik ve intravitreal antibiyotik uygulamalari).

Intravitreal uygulama icin uzun yillardan bu yana gesitli ajanlar denenmis
ve bazilar1 tedavi protokoliine girmistir. Fakat glinden giline artmakta olan
antibiyotik direnci ve yeni tanimlanan mikroorganizmalar dolayisiyla, yeni

ajanlarin tedavi protokollerine girmeleri kaginilmaz bir hal almistir.

Bu caligmada, yeni bir antimikrobiyal ajan olan daptomisinin, intravitreal

uygulama sonrasindaki olasi toksik etkileri degerlendirilecektir.



2.GENEL BIiLGILER

Retina, goziin arkasini ¢evreleyen, arkada optik sinir basina, 6nde ise ora
serrataya sikica yapismis ince, zarimsi bir yapidir. Merkezi ve ¢evresel kisimlara
boliinmiis olan 1518a duyarli bu tabaka, bir kisim gorsel islevlerin

gergeklestirilebilmesini miimkiin kilar. Bu islevler:
-Ayrimtilarin fark edilebilmesi
-Renk algilama
-Los 1s1kta gorme
-Periferik gorme

Go6z hacminin %80’ini olusturan vitreus kollajen, hiyaluronik asit ve sudan
olusan saydam bir yapidir. Vitreus yapisinin 6n sinirlayici ylizeyini 6n hyaloid
membran olusturur. Vitreus en siki olarak vitreus tabanina yapisiyor olsa da,

ayrica retinal damarlar, optik sinir ve makiilaya da sikica yapisiktir.

Norosensoryal Retina:

Anatomistler tarafindan makiila lutea veya sar1 nokta olarak tanimlanan
alan retina arka kutbunda ksantofil iceren bolgedir. Makiilanin histolojik olarak
tanimlanan smirlari, 5-6 mm g¢apinda, iki veya daha fazla ganglion hiicre
tabakasindan olusan ve temporal damar yaylar1 arasinda dikey yerlesmis alandir.
Okside karotenoidler, 6zellikte liitein ve zeaksantin, merkezi makiila i¢inde birikir
ve sart rengi olusturur. Bu karotenoidlerin antioksidan yetenekleri vardir ve

muhtemelen 1s18a bagl hasari azaltmak tizere mavi dalga boyundaki 1181 siizerler.

Fovea; makiilanin merkezindeki 1,5 mm’lik bir kissmda bulunur. Anatomi
ve fotoreseptor icerigi ile gorme keskinligi ve renkli gormenin saglanmasina

yonelik 6zellik kazanmistir.

Makiila disindaki retina birkag genel alana bdliinebilir. Ekvator

cevresindeki retina (ekvatoryal retina), bu alanin oniindeki alan periferik retina



olarak adlandirilir. Perifer retinanin en u¢ kisminda, retina ve pars plana

arasindaki alan is ora serrata ’dir.

Merkezi foveada rod hiicresi bulunmaz, sadece konlar ve bunlari
destekleyen Miiller hiicreleri bulunur. Retinanin iizerine diisen 1sinlarin,

fotoreseptorlere ulasabilmesi i¢in retina kalinliginca tiim katlar1 agmasi gerekir.

Retinanin tabakalar1 histolojik kesitlerde kolaylikla goriilebilir. Asagida

distan i¢e dogru retina katlar1 siralanmigtir.

Sekil 1: Intakt insan retinasi

1- Retina pigment epiteli

2- Fotoreseptor tabakasi (Rod ve kon hiicrelerinin dis ve i¢ kisimlari)
3- Dis limitan membran

4- Dis niikleer tabaka

5- Dias pleksiform tabaka

6- Ic niikleer tabaka

7- I¢ pleksiform tabaka



8- Ganglion hiicre tabakasi
9- Sinir lifi tabakasi (ganglion hiicrelerinin aksonlari)

10- I¢ limitan membran

Ganglion hiicrelerinin aksonlar1 retina i¢ kisminda ilerledikten sonra, géz

kiiresinin arka kisminda toplanarak optik siniri meydana getirirler.
2.1 Endoftalmi

Endoftalmi, okiiler bosluklar1 tutan c¢ogunlugu enfeksiyonlara bagl
enflamatuar bir siire¢ olup; panoftalmi ise tenon kapsiilii veya orbita’nin yumusak

dokularini da tutacak sekilde genisleyen siire¢ olarak tarif edilmektedir.

Asepsi, antisepsi Oncesi donemlerde; yaklasik %10 civarinda olan
endoftalmi sikligi, 1950°1i yillardan sonra hizla azalmaya baglamistir. Gergekten
de bu tarihlerde endoftalmi sikligi, literatlir ortalamasi olarak %l ’lerde iken,
giintimiizde %0,04 diizeylerine kadar inmistir. Yapilan cerrahinin sekline gore de
oranlarda degisiklikler olmaktadir. Okiiler cerrahi sonrasi endoftalmi insidansi;
katarakt cerrahisi i¢in %0,1 , trabekiilektomi i¢in %0,15 , keratoplasti i¢in %0,2 ,
sekonder goz i¢i lensi yerlestirilmesi i¢in %0,3 , dekolman cerrahisi igin %0,02 ,

vitrektomi i¢in %0,15 , sasilik cerrahisi i¢in ise %0,03 olarak bildirilmektedir (1).

Endoftalmiye sebep olan patojenler %90 bakteriler, %10 virtisler, %10
mantarlar olarak izole edilmistir. Etken bakterilerin de igerisinde %80 siklikla
gram (+) , %20 siklikla gram (-) bakteriler suglu bulunmustur. Bakteri suslarinin
prognozun belirlenmesinde 6nemi biiyiiktiir; koagiilaz pozitif bakteriler genellikle
daha yikic1 (6r: Staphylococcus aureus) , koagiilaz negatif olanlar ise (Or:

Staphylococcus epidermidis) daha iyi seyir gostermektedir (2).
2.1.1 Endoftalmide Tam

Siradan bir bakteri inokiilasyonundan sonra her 20 dakikada bir bakteri
sayist ikiye katlanmaktadir. Enfeksiyon i¢in gerekli oldugu kabul edilen, 1 gr
dokudaki kolonizasyonda 100.000 bakteri sayisina teorik olarak 4 saat iginde
ulasilmaktadir. Endoftalmi siiphesi olan hastalar 4 saatte bir kontrol edilmelidir.

Bazi olgularda klinik olarak endoftalmi ile toksik 6n kamara sendromu (TACS)



birbirine karisabilir. Toksik 6n kamara sendromunda okiiler ultrasonografide
vitreus kavitesinde herhangi bir bozukluk gézlenmezken; endoftalmili hastalarin
okiiler ultrasonografi incelemelerinde vitreus kavitesinde yaygin opasite alanlari

goriiliir (3).
Endoftalmi siiphesi uyandiracak bulgular:

Agrn

Gorme kaybi

Kapak 6demi, konjonktiva 6demi, hiperemi, kemozis

On kamara reaksiyonu, hipopiyon

Pupil kenarinda ve alaninda eksiidatif membran olusumu

Vitreus bulanikligi

N o g~ wDdh e

Kornea 6demi

Laboratuar tanisi:

Ilk adim olarak konjonktiva, kapak kenari, kirpik dibi kiiltiirlerinin
alinmasidir. ikinci adim gdzigi sivilarindan &rnek alinmasidir. On kamara tap;
26G tiiberkiilin enjektorii ile 6n kamaradan 0,2 ml akdéz alinir ve pamuk
aplikatorle kornea kesisine 30 saniye baski uygulanir. Vitreus tap; 22G tiiberkiilin
enjektori ile alt temporalden, limbusa 3,5 mm uzakliktan 0,2 ml vitreus aspire

edilir. Alinan 6rneklere direkt yayma (Gram, Giemsa boyama) ve kiiltiir yapilir.
2.1.2 Endoftalmide Tedavi

Hasta 151k persepsiyonu [ P (+) ] diizeyinden daha kétii durumda ise acil
pars plana vitrektomi yapilmalidir. Hasta P (+) diizeyinden daha iyi goriiyorsa
medikal tedavi uygulanir (Topikal, subkonjonktivial, sistemik ve intravitreal

antibiyotik uygulamalar1).
2.2 Intravitreal Ila¢ Uygulamalar

Intravitreal ilag uygulamasinin ilk ©6rnekleri 1940’larda  deneysel
stafilokoksik endoftalmiyi tedavi eden toksik olmayan penisilin dozunu saptayan

Von Sallman ve arkadaslarinin yaptigi calismalardir. Yaklagik 20 yil sonra



Dr.Peymann ve arkadaslari, intravitreal uygulanan bazi antibiyotiklerin toksik
olmayan dozlarmi saptayan goézlem, histolojik ¢aligmalar, vitreus Ornekleri ve
ERG takiplerine dayanan calisma ile bugiinkii endoftalmide lokal tedavi

protokollerinin temelini olusturmuslardir.

Hayvan deneylerinde maymun ve kopek caligmalarinin sonuglar1 gercege
daha yakin olmalarina ragmen daha ekonomik ve bakimlarinin kolay olmalari

nedeniyle siklikla tavsanlar tercih edilmektedir.

Intravitreal uygulanan ilaglar, enjeksiyonu takiben hizla yayilir ve
homojen bir dagilim gosterirler. Eriskin insanlarda 4-5 ml olan vitreus hacmi,
deney hayvanlarindan tavsanlarda 1,2-1,5 ml, maymunlarda ise 3-4 ml olarak

hesaplanmistir (4).
[lacin vitreus sivisindan uzaklastirilmast iki ana yoldan olmaktadir.

A-On yol; lens etrafindan, zoniiller arasindan &n kamaraya gecis ve
Schlemm kanali boyunca episkleral yolla ilacin vendz dolasima katilmasidir.
Aminoglikozidler ve intravitreal uygulanan ilaglarin biiyiik bir kismi tamamen
diflizyona dayali bu yolla elimine olurlar ve yar1 dmiirleri retina yoluyla elimine

olan ilaglara gére daha uzundur.

B-Posterior (retinal) yol; bu yolun temel farkliligi aktif transport yolu
olusudur. Eliminasyonda en etkili iki doku ise i¢ ve dis kan-retina bariyerleridir.
Genis ylizey alani, difiizyon mesafesinin kisalig1 ve aktif transport pompasinin
varligi nedeniyle bu yolla elimine edilen ilaglarin yar1 6mrii daha kisadir. Retinal
yolla elimine edilen ilaglarin akdz konsantrasyonlar1 6n yolla elimine edilen

ilaglara oranla daha azdir.

Inflamasyon ilaglarm yar1 émriinii ve eliminasyon zamanlarm etkileyen
onemli bir faktdrdiir. On yolla elimine edilen ilaglar (aminoglikozidler gibi)
inflamasyon varliginda daha kisa siirede elimine olurlar. Retinal yolla elimine
olan ilaglarda (sefalosporinler gibi) ise inflamasyonun etkisi daha karmasiktir.

Inflamasyon, aktif transport pompa fonksiyonunda azalmaya ve ilag yar1 dmriinde



uzamaya yol agarken, inflamatuar sizintilar sebebiyle de eliminasyonda artig

meydana gelmektedir.Buradaki net etki ise yart 6mriin uzamasi seklindedir.

Intravitreal enjeksiyon sirasinda gelisebilecek lens yaralanmalari, retinal
yirtiklar, enfeksiyon, kanama gibi komplikasyonlar enjeksiyon sonrasi elde edilen

maksimum ila¢ konsantrasyonunun toksisiteye yol agmasina sebep olabilirler.
2.3 Daptomisin

Son yillarda metisiline direngli Stapylococcus aureus (MRSA),
vankomisine orta direngli S.aureus (VISA) , vankomisine direngli S.aureus
(VRSA) ve vankomisine direngli enterokoklar (VRE) gibi direngli gram-pozitif
bakteriler tiim diinyada artan bir siklikla goriilmeye baslanmistir (5,6). Direngli
tiirlerin mortalitesi ve tedavi maliyetinin duyarli tiirlere goére daha fazla olmasi
bilinen bir gercektir. Direngli gram-pozitif enfeksiyonlarda glikopeptidlerin
kullanima girmesi 6nemli bir tedavi imkani saglamistir. Ancak glikopeptidlerin
eradikasyon zayiflig1 ve yan etkileri nedeniyle daha etkin antibiyotikleri arastirma
caligmalar1 devam etmektedir. Ayrica genel olarak stafilokok suslarinin minimal
inhibit6r konsantrasyonlar1 (MiK) da yiikselmektedir (7). MIK degerindeki artisa,
stafilokoklarin subinhibitor vankomisin konsantrasyonlarina maruz kalmasi neden
olmaktadir. Gegmiste vankomisine maruz kalinmas: yiiksek MIK degerleri ile
korelasyon gostermekte ve vankomisinin metisiline duyarli Stapylococcus aureus
(MSSA) suslarinda ampirik olarak uygunsuz kullanimi direng gelisim riskinin

artmasina neden olmaktadir (8).

Son yillarda gram pozitif bakterilere etkili linezolid ve tigesiklin gibi
antibiyotikler iilkemizde kullanima girmistir (9). Daptomisin 1980°li yillarda
bulunmus, fakat o yillardaki klinik ¢alismalar yiiksek doz kullanima bagl gelisen
kas toksisitesi nedeniyle durdurulmustur. Klinik ¢alismalar 1999 yilinda tekrar

baslamistir.



2.3.1 Daptomisinin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Daptomisin, LY146032, yeni bir antibiyotiktir. Streptomyces roseosporus
tarafindan tretilen, siklik polipeptid yapidaki antibiyotiklerin ilk ve tek tiyesidir.
Yapis1 13 tyeli aminoasitli siklik polipeptittir. Hidrofilik bir merkezi yapi ve
hidrofobik bir kuyruktan olusur (Sekil 1). Molekiiliin bu hidrofobik kuyrugu,
gram-pozitif bakterilerin duvarinda bol miktarda bulunan lipoteikoik asidin igine
dogru transmembran kanallar olusturarak bakteri membraninin sentezini bloke

eder (Sekil 2).

Sekil 2: Daptomisinin molekiiler yapisi
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Sekil 3: Daptomisinin etki mekanizmasi

Bu kanallar hiicre i¢i iyonlarin (potasyum, magnezyum) ve ATP’nin
sizmasina, hiicre memranimnin depolarize olmasina ve makromolekiillerin
sentezinin engellenmesine neden olur (10,11). Daptomisinin etki mekanizmasinin
bu depolarizasyon siireci oldugu diisiiniilmektedir (12). Bunun yaninda; hiicre
duvarini riiptiire etmeden ve bakteri hiicresini lizise ugratmadan bakterilerin
6liimiine neden oldugundan toksin salinimina bagli komplikasyon gelisme riski de
azalmaktadir. Sonu¢ olarak daptomisinin hedef noktasi bakteriyel sitoplazmik

membrandir.
2.3.2 Farmakodinami ve Farmakokinetik

Daptomisin konsantrasyona bagli olarak hizli bakterisidal etkinlik
gostermektedir (13). Daptomisin; yaklagik 8 saatlik bir yari 6mre ve 6-10 saatlik
bir post antibiyotik etkiye sahiptir. Stapylococcus aureus ile yumusak doku
enfeksiyonu olusturulan bir hayvan modelinde 6 saatlik bir postantibiyotik
etkinlik gostermistir (14). Ayrica in vitro bir ¢alismada postantibiyotik etkinin
Stapylococcus aureus igin 6,3 saat ve Enterococcus faecalis igin de 6,7 saat
oldugu gosterilmistir (15). Bu degerler, vankomisin ile kaydedilenden daha
fazladir. Bu nedenle giinde tek doz kullanim kolayligi saglamaktadir. Molekiil
yapisinin ¢ok bliyiik olmasi gastrointestinal sistemden emilimi engelledigi icin
sadece intravendz formu bulunmaktadir. 30 dakikalik intravendz enjeksiyon
seklinde uygulanmakla birlikte 2 dakikalik enjeksiyon olarak da
uygulanabilmektedir. Onerilen doz 4-6 mg/kg olmakla birlikte ciddi



enfeksiyonlarda doz 8-10 mg/kg’a kadar ¢ikilabilmektedir. Proteinlere baglanma
orant %90-93’tlir. Pulmoner surfaktan tarafindan inaktive edildiginden pnémoni
tedavisinde rolii yoktur (16). Menenjit tedavisinde de BOS gecisine
giivenilmediginden onerilmemektedir (17). Sitokrom P450 enzim sistemi ile
etkilesmediginden bu yolla metabolize olan ilaglarla etkilesime girmez. Kas
toksisitesi nedeniyle benzer yan etki profili bulunan ilaglarla birlikte (statinler,
niikleotid veya niikleozid analoglar1) kullanilirken dikkatli olunmalidir. Primer
olarak bobrek yoluyla ve %60°1 degismeden idrar ile atilir. Kreatinin klirensi 30
ml/dk’nin altinda olan hastalarda doz ayarlamasi yapilmali ve ila¢ 48 saatte bir

4mg/kg olarak uygulanmalidir (18).
2.3.3 Etki Spektrumu

Etkinligi aerop ve anaerop Gram-pozitif bakterilerle sinirhidir. Etkin
oldugu Dbakteriler stafilokoklar [MRSA,VISA,VRSA dahil, enterokoklar
(VRE’leri igeren E.faecalis ve E.faecium)] ve penisiline direngli Streptococcus
pneumoniae dahil streptokoklardir (19-20-21-22). Daptomisin, anaerop
bakterilerden peptostreptokoklara ve Clostridium difficile de dahil olmak {izere
Clostridium tiirlerine de etkilidir (17). Daptomisin komplike deri ve yumusak
doku enfeksiyonlart icin 2003’te, sag kalp endokarditini de igeren S.aureus

bakteriyemisi igin ise 2006 yilinda onay almistir.
2.3.4 Tlag Etkilesimi, Toksisite ve Direnc

Daptomisinin 6nemli bir ilag etkilesimi bulunmamaktadir. Statinlerle
birlikte kullanildiginda kas toksisitesi agisindan dikkatli izlem gereklidir. In vitro
olarak diger antibiyotikler ile antagonistik etki gdstermez. Enterokoklara karsi
aminoglikozid ve rifampisin ile, stafilokoklara karsi ise aminoglikozidlerle
birlikte kullanildiginda sinerjistik etki meydana getirir. Primer toksisitesi
myopatilerdir. Kendini kas agrisi,  giigsiizlik ve kreatin kinaz (CPK)
yiikselmesiyle gosterir. Bakteriyemi ve endokardit ¢alismalasinda CPK artisi
daptomisin grubunda %6,7 kontrol grubunda %0,9 olarak tespit edilmistir (23).
Olgularin  ¢ogunda CPK degerleri tedavi sirasinda normale donmiistiir.

Rabdomiyoliz ¢ok nadiren goriilmektedir. Nadiren (<%0,1) parestezi ve geriye
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dontigiimlii paralizilere neden olabilmektedir. Hayvan calismalarinda gebelik
Kategorisi B sinifindadir. Insanlara ait yeterli bilgi bulunmamaktadir. Daptomisine
direng¢ ¢ok nadirdir.  Stafilokoklarin  daptomisin  direncinde = mprF
(lizilfosfatidilgliserol sentazi1 kodlayan), yycG (histidin kinazi kodlayan), rpoB ve
rpoC (RNA polimeraz subiinitelerini kodlayan) genlerinin mutasyonlari rol oynar
(18). Daptomisine direngli S.aureus suslarinda daptomisinin hiicre membranina
daha az baglandigi gosterilmistir (17), ancak yinede S.aureus ve enterokok

kokenlerinde daptomisine karsi direng oranlari ¢ok diistiktiir (19).

11



3. MATERYAL METOD

Intravitreal daptomisinin degisik dozlardaki enjeksiyonunun retina
tizerindeki olasi1 toksik etkisi; agirliklar1 2000 ila 2500 gram arasinda degisen 36
eriskin, disi ve erkek, beyaz Yeni Zellanda tavsaninin 42 goziinde, 16.02.2012
tarih ve 12/06 numarali hayvan deneyleri yerel etik kurul onay1 alinarak arastirildi.
30 tavsan her biri altigarli toplam bes calisma grubuna alinirken; 6 tavsan ise
kontrol grubu olarak degerlendirildi. Enjeksiyon uygulanmamis 6 g6z ise,
intravitreal enjeksiyonun ve eniikleasyon sirasindaki manipiilasyonlarin retina

tizerindeki artefaktlarini incelemek amaciyla ayr1 bir grupta incelendi.

Tedavi siirecinde intravitreal toksik dozu hesaplamak amaciyla tavsan
goziinde yapilan ¢alismamizda daptomisin; her biri altisar tavsandan olusan bes
farkli ¢alisma grubuna 100 pg ila 700 ug araliginda degisen bes farkli dozda ve
0,05 ml hacminde uygulandi ve olas1 retinal hasar degerlendirildi. Kontrol
grubundaki 6 tavsana ise 0,05 ml hacminde dengeli tuz ¢ozeltisi (Balanced Salt

Solution BSS®, Alcon Lab. ve Tic. A.S) intravitreal yolla uygulandi.

Tiim tavsanlardaki muayene ve cerrahi uygulamalar, 35 mg/kg ketamin
hidroklorid (Alfamine %10, Ege-Vet A.S) ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloridin
(Alfazyne %2, Ege-Vet A.S) kombine intramuskiiler enjeksiyonu ile genel
anestezi altinda gergeklestirildi. Tavsanlarin her iki goziine %2,5 fenilefrin HCI
(Mydfrin, Alcon Lab. ve Tic. A.S) ve %] tropikamid (Tropamid Forte, Bilim ilag
ve San. Tic.) igeren damlalardan birer damla damlatildiktan 15 dakika sonra
kapaklar blefarosta ile agilarak 6n segment, vitreus ve retina muayeneleri indirekt
oftalmoskop (Heine Omega 180, Almanya) ile yapildi. Enjeksiyon Oncesi ve
sonrasi tavsanlarin goz i¢i basinglari taginabilir bir tonometre ile ( Tono-Pen VET,

Reichert) 6l¢iildii.

Daptomisin 350 mg flakon (Cubicin, Novartis A.S) degisik dozlarda
dengeli tuz ¢ozeltisi ile dilue edilerek, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 350 ug ve 700 pg
daptomisinin 0,05 ml ¢o6zeltisi elde edildi. Genel anestezi devam ederken;
hazirlanan soliisyonlardan 0,05 ml, 30 Gauge insiilin enjektori ile tavsanlarin sol

goziine, vitreus igerisine enjekte edildi. Kontrol grubundaki tavsanlara da 0,05 ml
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dengeli tuz ¢ozeltisi intravitreal enjeksiyonla uygulandi. Intravitreal enjeksiyon
icin limbusun 2 mm gerisindeki {ist temporal kadran kullanildi. Enjeksiyon

sonrasi tavsanlarin goz i¢i basing dl¢iimleri ve retina muayeneleri tekrarlandi.

Enjeksiyonu takiben 10. giinde, her ¢alisma grubundaki altisar tavsanin
ticer tanesine ve kontrol grubundaki alt1 tavsanin iigiine olmak iizere toplam 18
tanesine, 15. giinde ise kalan 18 tanesine yiiksek doz intravendz anestezi verilerek
Otenazi uygulandi. Enjeksiyondan sonraki farkli zaman dilimlerinde tavsanlara
Otenazi yapilmasindaki amag; intravitreal daptomisin enjeksiyonuna bagli erken
ve ge¢ donem etkilerin arasindaki farki ortaya koymakti. Alt1 tavsanin enjeksiyon
yapilmayan sag gozleri ise, intakt tavsan retinasini degerlendirme amaci ile

enuklee edildi.

Histopatolojik inceleme i¢in eniiklee edilen gozler pars planadan perfore
edildi. On segment yapilar1 ayrildi. Geride kalan dokular; retina, koroid ve skleral
blok median hattan esit iki par¢aya kesilerek 1s1tk mikroskopik inceleme igin

ornekler hazirlandi.

Yaptigimiz c¢alismada intakt tavsan retinasini da inceleme amacimiz
preparat hazirlanmasi sirasinda iskemiye ve olasi baska sebeplere bagl
olusabilecek retinal hasarlanmay: cerrahi miidahaleye ya da kullandigimiz ajana
baglama hatasindan uzaklasmakti. Kontrol grubunda patolojik bulgu
saptamamamiz kullandigimiz yontemlerin preparasyon artefaktina yol agmadiginm

gostermektedir.

Isik Mikroskopi Yontemleri: Doku parcalari alindiktan hemen sonra
notral %10’luk formalin igerisine konuldu. Formalin soliisyonu icerisindeki
dokular iki kez soliisyon degistirilerek 48-72 saat siireyle tespit edildi. Tespit
sonrast doku parcalar1 alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.
Dehidrate edilen dokular sivi parafin igerisine infiltre edildikten sonra parafin
igerisine gomiildi. Parafin bloklardan mikrotom ile 4-6 mikron kalinliginda
histolojik kesitler alind1. Kesitler hematoksilen-cozin ile boyandi. Preparatlar x40
biliylitme altinda Leica DM5000-B 151tk mikroskobu ile incelendi ve Leica
DFC425-C dijital fotograf makinesi ile resimleri ¢ekildi.
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3.1. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tiim veriler bilgisayarda Windows isletim
sisteminde, ““Statistical Packages for the Social Science” (SPSS) 11.5 kullanilarak
analiz edildi. Siirekli degiskenlerin dagilim (normal veya degil) degerlendirmesi,
Shapiro Wilk Testi ile yapildi Tanimlayicr istatistiksel analizler yapildiktan sonra
(ortalama [£standart sapma] ve medyan [minimum-maksimum]), c¢oklu
karsilastirmalar i¢in Kruskal Wallis Testi ve ikili karsilagtirmalar i¢in Mann-
Whitney U testi kullanildi. Siirekli degiskenler arasindaki iliskiler Spearman

Korelasyon Testi ile degerlendirildi.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Intravitreal daptomisin enjeksiyonu &ncesinde yapilan muayenede
tavsanlarin her iki gozlerinde de kornea, 6n segment ve lens yapilarinin normal
oldugu ve retinanin tamamen aydinlandigi goriildii. Optik diskin tavsanda hafif
yukart yerlesimli oldugu ve derin bir gukurluga sahip oldugu izlendi. Diskten
¢ikan retinal damarlar lateral ve mediale dogru uzaniyorlardi. G6z igi basinglart 8-
lé6mm Hg arasinda (ortalama 11,8 mmHg + 1,8) ol¢iildii. Daptomisin
enjeksiyonunu takiben Ol¢iilen g6z ic¢i basinglar1 ise 17-36 mm Hg arasinda
(ortalama 23,5 mmHg + 4,7) idi. Intravitreal enjeksiyonun ardindan tavsan
gozlerinin 9 tanesinde g6z i¢i basing artisina bagli korneal 6dem gelistigi goriildii.
Ug gdzde 6demden dolayr retinal yapilar segilemezken diger gozlerde korneal
O0dem retinal yapilarin ve optik diskin izlenmesini engelleyecek kadar yogun
degildi. Korneal 06demin dordiincii saatten itibaren azalmaya basladigi,
yirmidordiincii saatte ise indirekt oftalmoskopla fark edilmeyecek diizeye indigi
goriildli. Enjeksiyon yapilan 36 goziin 7 tanesinde enjeksiyon bdlgesinde minimal
subkonjoktival hemoraji gozlendi. Gozlerin higbirisinde membran olusumu veya

katarakt geligimi izlenmedi.

Tavsanlarda, daptomisinin intravitreal eliminasyon yari omrii dozdan

bagimsiz ve yaklasik olarak 40 saattir (24).

Intravitreal miktar-zaman egrisi olusturulurken, intravitreal daptomisin
konsantrasyonu yerine intravitreal daptomisin miktart (vitreus i¢i anlik daptomisin
konsantrasyonu ol¢limii yapilamadigi i¢in) ve zaman noktalar1 yerine yarilanma
saytlart kullanilmistir (Tablo 1). Yarilanma sayilar1 (daptomisinin ka¢ kez
yarilandig1) toplam siireler 40 saate boliinerek, 10 giin (240 saat) i¢in 6 ve 15 giin
(360 saat) i¢in 9 olarak alinmistir.
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Tablo 1: Daptomisin konsantrasyonu-zaman egrisi
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intravitreal daptomisin miktan (ng)

28

18

Birinci varilanma siiresinde
7 intravitreal daptomisin miltar

Yarilanma sayisi

Egri alt1 alan (EAA), retinanin daptomisine kiimiilatif maruziyetin bir

indeksi olarak kullanilmistir. Tahmini EAA hesaplanirken asagidaki denklemden

yararlanilmistir.

D: ¢alisma basinda verilen daptomisin dozu
X: yarilanma sayis1

a ve b: EAA hesabinda kullanilan yarilanma sayilari

D
Belli bir zaman noktasindaki intravitreal daptomisin miktari = by
a
D
EAA = f? dx
b
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4.1 Intravitreal Daptomisin Enjeksiyonu Sonras1 Retinada

Olusabilecek Degisiklikler
4.1.1 Intakt Tavsan Retinasi

Yaptigimiz intravitreal enjeksiyon uygulamasimin ardindan eniikleasyon
yonteminin normal tavsan retinasinda olusturabilecegi degisiklikleri kontrol
edebilmek amaciyla hazirlanmis olan intakt tavsan retinasinin 151k mikroskobik
incelemesinde; retina pigment epiteli, dis niikleer tabaka, dis pleksiform tabaka, i¢
niikleer tabaka, i¢c pleksiform tabaka, ganglion hiicre ve sinir lifi tabakalar
belirgin olarak goriilmekteydi. Dis niikleer tabakada yer alan koni ve rod
hiicrelerinin retina pigment epiteline dogru uzantilar1 normal sekilde izlendi.
Retina pigment epitelinin altta Bruch membrani iizerine oturdugu gorildii.

Devaminda koroidal dokudaki kan damarlari belirgin olarak izlendi (Sekil 4).

Sekil 4: Intakt tavsan retinasinin 151k mikroskobik goriiniimii, x40
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4.1.2 iIntravitreal BSS Enjeksiyonu Sonrasi Tavsan Retinasindaki
Bulgular

Isik mikroskopik incelemede; intravitreal 0,05 ml BSS enjeksiyonu
yapilan Kkontrol grubundaki tavsanlarda retina tabakalarinda intakt tavsan

retinasina benzer bir organizasyon izlenmekteydi (Sekil 5).

Sekil 5: Kontrol grubundaki tavsan retinasinin 1g1k mikroskobik

incelemede izlenen kesiti. X40
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4.1.3 intravitreal Daptomisin Enjeksiyonu Sonrasi1 Tavsan

Retinasindaki Bulgular

Isik mikroskopik incelemede, 100 pg daptomisin uygulanan tavsan retina
kesitlerinde, intakt tavsan retinast ve BSS enjeksiyonu uygulanmisg kontrol

grubundaki kesitlerle benzer bulgular ve organizasyon izlenmekteydi (Sekil 6).

Sekil 6: 100 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 1s1k mikroskobik
incelemede izlenen kesiti. X40
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150 pg daptomisin uygulanan tavsan retina kesitlerinde, genel olarak
intakt tavsan retinasi, kontrol grubu ve 100 ug enjeksiyon uygulanmis kesitlerle

benzer bulgular ve organizasyon izlenmekteydi (Sekil 7).

Sekil 7: 150 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 1sik mikroskobik
incelemede izlenen kesiti. X40
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150 pg daptomisin uygulanan bazi kesitlerde ise; ozellikle fotoreseptor
tabakasinda 6dem ve vakuolizasyon, dis niikleer tabakada yer yer vakuolizasyon,

i¢ niikleer tabakada yer yer vakuolizasyon ve 6dem izlendi (Sekil 8).

BT = o |
o | .
R
B

Sekil 8: 150 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 1s1k mikroskobik
incelemede izlenen kesiti. X40
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200 pg daptomisin uygulanan tavsan retina kesitlerinde, genel olarak
intakt tavsan retinasi, kontrol grubu, 100 pg ve 150 ug enjeksiyon uygulanmis

kesitlerle benzer bulgular ve organizasyon izlenmekteydi (Sekil 9).

L

Sekil 9: 200 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 1g1k
mikroskobik incelemede izlenen kesiti. X40
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200 pg daptomisin uygulanan bazi kesitlerde ise; 6zellikle ganglion hiicre
tabakasi, i¢ niikleer ve i¢ pleksiform tabakada 6dem, dis niikleer ve fotoreseptor
tabakasinda 6dem ve vakuolizasyon, dis niikleer tabakada vakuolizasyonlar
izlendi (Sekil 10).

Sekil 10: 200 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 1s1k
mikroskobik incelemede izlenen kesiti. X40
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350 upg daptomisin uygulanan tiim retina kesitlerinde ise; Ozellikle
ganglion hiicre tabakasi, i¢ niikleer tabakada, dis niikleer tabakada ve fotoreseptor
tabakasinda yaygin vakuolizasyon ve hiicre sayisinda belirgin azalma ve hiicresel
diizensizlik; dis pleksiform tabakada yaygin vakuolizayon ve 6dem izlendi (Sekil

11).
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Sekil 11: 350 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 11k

mikroskobik incelemede izlenen kesiti. X40
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700 pg daptomisin uygulanan retina kesitlerinde ise; oOzellikle i¢
pleksiform tabakada 6dem, i¢ niikleer tabakada yaygin vakuolizasyon ve hiicre
kaybi, dis niikleer tabakada yer yer vakuoliazyon alanlari, fotoreseptor
tabakasinda 6dem izlendi (Sekil 12).

Sekil 12: 700 pg enjeksiyon grubundaki tavsan retinasinin 151k
mikroskobik incelemede izlenen kesiti. X40
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Cesitli dozlarda daptomisin uygulandiktan 10 gilin sonraki ortalama

ganglion hiicresi ve ortalama fotoreseptor hiicre sayilart ile 15 giin sonraki

ortalama ganglion hiicresi ve ortalama fotoreseptor hiicre sayilari arasinda anlamli

diizeyde fark yoktu (sirastyla p=0,187 ve p=0,713) (Tablo 2, Sekil 13 ve Sekil 14).

Tablo 2: Ila¢ uygulamasindan 10 ve 15 giin sonra yapilan hiicre sayimlarinin

karsilagtirilmas1 (Mann-Whitney U testi)

Daptomisin Uygulama Sonrasi Siireye Gore Gruplar*

10. Giin (n=15) 15. Giin (n=15) p
Ort SS | Medy | Min | Maks | Ort SS | Medy | Min | Maks
Ganglion
197 | 168 | 1,40 0,40 6,20 1,53 152 | 0,80 0,30 4,70 |0,187
Hiicre Sayis1
Fotoreseptor
260,59 | 65,35 | 265,10 | 143,70 | 434,80 | 268,49 | 89,11 | 271,20 | 124,70 | 410,50 § 0,713
Hiicre Sayis1

*Dozdan bagimsiz (Bu analize BSS grubu dahil edilmemistir [n;=n,=15]).
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1

Ganglion Hiicresi Sayis1 (Ortalama)
5 e

10 Giin 15 Giin
Daptomisin Uygulama Sonrasi Siire

Sekil 13: Ilag uygulamasindan 10 ve 15 giin sonra yapilan ganglion

hiicresi sayim1 ortalamalarina ait gubuk grafigi.

300 1

100

Fotoreseptor Hiicre Sayis1 (Ortalama)

10 Giin 15 Giin
Daptomisin Uygulama Sonras: Siire

Sekil 14: ilag¢ uygulamasindan 10 ve 15 giin sonra yapilan fotoreseptdr

hiicre sayimi1 ortalamalarina ait gubuk grafigi
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Daptomisin doz gruplart kendi i¢inde degerlendirildiginde; farkli
daptomisin dozlarindan 10 ve 15 giin sonra yapilan ganglion hiicresi sayimi
ortalamalar1 arasinda anlamli fark yoktu (tiim karsilastirmalar igin p>0,050)
(Tablo 3).

Tablo 3: Farkli dozlarda daptomisin uygulamalarindan 10 ve 15 giin sonra
yapilan ganglion hiicre sayim1 ortalamalarinin karsilagtiriimas: (Mann-Whitney U

test)

GRUPLAR*

10. giin 15. giin

Ort SS | Medy | Min | Maks | Ort SS | Medy | Min | Maks p

100 pg 423 | 1,76 | 3,70 | 280 | 6,20 | 423 | 050 | 430 | 3,70 | 4,70 | 0,700
150 pg 293 | 138 | 240 | 19 | 450 | 167 | 0,78 | 190 | 0,80 | 2,30 | 0,200
200 ng 1,10 | 0,36 | 1,00 | 0,80 | 1,50 | 063 | 0,21 | 0,70 | 0,40 | 0,80 | 0,100
350 pg 080 | 053 | 060 | 040 | 140 | 047 | 015 | 050 | 0,30 | 0,60 | 0,400

700 pg 0,80 | 0,20 | 0,80 | 0,70 | 09 | 0,63 | 035 | 060 | 0,30 | 1,00 | 0,700

*Her doz grubu kendi icinde degerlendirilmistir (Tiim karsilastirmalarda n;=n,=3).
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Daptomisin doz gruplart kendi i¢inde degerlendirildiginde; farkli
daptomisin dozlarindan 10 ve 15 giin sonra yapilan fotoreseptor hiicre sayimi

ortalamalar1 arasinda anlamli fark yoktu (tiim karsilastirmalar igin p>0,050)
(Tablo 4).

Tablo 4: Farkli dozlarda daptomisin uygulamalarindan 10 ve 15 giin sonra
yapilan fotoreseptor hiicre sayimi ortalamalarinin karsilastirilmast  (Mann-

Whitney U test)

GRUPLAR*

10. giin 15. giin

Ort SS Medy | Min | Maks | Ort SS | Medy | Min | Maks p

100 ng | 316,80 | 108,58 | 294,50 | 221,10 | 434,80 | 397,43 | 11,82 | 394,30 | 387,50 | 410,50 | 0,700
150 pg | 23543 | 41,74 | 253,50 | 187,70 | 265,10 | 262,60 | 34,92 | 265,10 | 226,50 | 296,20 | 0,400
200 ng | 291,33 | 14,46 | 296,50 | 275,00 | 302,50 | 296,70 | 5,28 | 293,70 | 293,60 | 302,80 | 1,000
350 ng | 197,20 | 53,15 | 197,90 | 143,70 | 250,00 | 133,93 | 10,27 | 132,10 | 124,70 | 145,00 | 0,200

700 ng | 262,20 | 13,86 | 270,10 | 246,20 | 270,30 | 251,80 | 18,32 | 294,40 | 234,80 | 271,20 | 1,000

*Her doz grubu kendi icinde degerlendirilmistir (Tiim karsilastirmalarda n;=n,=3).
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Yeni Zelanda beyaz tavsanlarindan siireden bagimsiz (10 ve 15 giin sonra
sakrifiye edilen tavsan retinalarinda hiicre sayis1 bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir) bicimde olusturulan gruplar arasinda ortalama
ganglion hiicresi sayist agisindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark vardi
(p<0,001) (Tablo 5). Bu anlamli farka neden olan gruplari saptamak iizere ikili
karsilagtirmalar yapildi. Kontrol grubunun (BSS enjekte edilen) ortalama ganglion
hiicre sayisi, 100 pg, 150 pg, 200 pug, 350 pg ve 700 pg gruplarinin ortalama
ganglion hiicre sayilarindan anlamli diizeyde yiiksekti (tim karsilastirmalar i¢in
p=0,002). BSS grubu ile 100 pg grubunun ortalama ganglion hiicre sayilari
arasinda anlaml diizeyde fark saptanmadi (p=0,053). 100 pug grubunun ortalama
ganglion hiicre sayis1, 150 pug (p=0,026), 200 pg (p=0,002), 350 pg (p=0,002) ve
700 pg (p=0,002) gruplarmin ortalama ganglion hiicre sayilarindan anlamli
diizeyde yiiksekti. 150 pg grubunun ortalama ganglion hiicre sayisi, 200 pg
(p=0,015), 350 pg (p=0,004) ve 700 ug (p=0,009) gruplarinin ortalama ganglion
hiicre sayilarindan anlamli diizeyde yiiksekti. 200 ug grubu ile 350 ug (p=0,132)
ve 700 ug (p=0,589) gruplarinin ortalama ganglion hiicre sayilar1 arasinda anlamli
diizeyde fark yoktu. 350 ug ile 700 pg gruplarmin ortalama ganglion hiicre
sayilar1 arasinda anlamli diizeyde fark bulunmadi (p=0,310) (Tablo 6, Sekil 15).

Tablo 5: Gruplarin ortalama ganglion hiicresi sayilarinin karsilagtirilmasi.

(Kruskal-Wallis test)

Ganglion Hiicresi Sayis*

Ort SS Medy Min | Maks p
Kontrol Grubu (BSS) (n=6) 5,13 0,20 5,05 5,00 5,50
100 pg Grubu (n=6) 4,23 1,16 4,00 2,80 6,20
150 pg Grubu (n=6) 2,30 1,22 2,10 0,80 4,50
200 pg Grubu (n=6) 0,87 0,37 0,80 0,40 1,50 <0001
350 ng Grubu (n=6) 0,63 0,39 0,55 0,30 1,40
700 pg Grubu (n=6) 0,72 | 0,25 0,75 | 0,30 | 1,00

*Siireden bagimsiz (Doz gruplari, 10 ve 15 giin sonra hiicre sayim yapilan tavsanlardan
olusturulmustur.

30




Tablo 6: Gruplarin ortalama ganglion hiicresi sayilarinin ikili karsilagtirmalarina

ait anlamlilik degerleri (Mann-Whitney U testi)

Ortalama Ganglion Hiicresi* Sayisi i¢in
ikili Karsilastirmalarda Anlamhhk Diizeyleri
BSS-100 pg 0,053
BSS-150 pg 0,002
BSS-200 pg 0,002
BSS-350 pg 0,002
BSS-700 pg 0,002
100 pg-150 pg 0,026
100 pg-200 pg 0,002
100 pg-350 pg 0,002
100 pg-700 pg 0,002
150 pg-200 pg 0,015
150 pg-350 pg 0,004
150 pg-700 pg 0,009
200 pg-350 ng 0,132
200 pg-700 ng 0,589
350 pg-700 pg 0,310

*Siireden bagimsiz (Doz gruplari, 10 ve 15 giin sonra hiicre sayimi yapilan tavsanlardan
olusturulmustur. Tiim karsilastirmalarda n,;=n,=6)
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{Ganglion Hiicresi Sayis1 (Ortalama)
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100 pg 150 pg 200 ng 350 ug 700 pg
GRUPLAR

Sekil 15: Gruplarin ortalama ganglion hiicresi sayilarina ait gubuk grafigi

Ortalama fotoreseptor hiicre sayisi agisindan bakildiginda; g¢alisma ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark vardr (p<0,001)
(Tablo 7). Bu anlamli farka neden olan gruplart saptamak iizere ikili
karsilagtirmalar yapildi. Kontrol grubunun (BSS) ortalama fotoreseptor hiicre
sayisi, 150 pg (p=0,009), 350 nug (p=0,002) ve 700 pug (p=0,015) gruplarinin
ortalama fotoreseptér hiicre sayilarindan anlamli diizeyde yiiksekti. Kontrol
grubu (BSS) ile 100 pg (p=0,423), 200 pg (p=0,394) gruplarinin ortalama
fotoreseptdr hiicre sayilari arasinda anlamli diizeyde fark saptanmadi. 100 pg
grubunun ortalama fotoreseptor hiicre sayisi, 350 pg (p=0,004) grubunun ortalama
fotoreseptor hiicre sayisindan anlamli diizeyde yiiksekti. 100 pg grubu ile 150 pg
(p=0,065), 200 pg (p=0,180) ve 700 pg (p=0,065) gruplarinin ortalama
fotoreseptdr hiicre sayilart arasinda anlamli diizeyde fark bulunmadi. 150 pg
grubunun ortalama fotoreseptor hiicre sayisi, 200 pg (p=0,015) grubunun ortalama

fotoreseptdr hiicre sayisindan anlamli diizeyde disiiktd. 150 pg grubunun
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ortalama fotoreseptor hiicre sayisi, 350 pg (p=0,015) grubunun ortalama
fotoreseptor hiicre sayisindan anlamli diizeyde yiiksekti. 150 pg grubu ile 700 pg
grubunun ortalama fotoreseptor hiicre sayilari arasinda anlamli diizeyde fark
saptanmadi (p=0,699). 200 pg grubunun ortalama fotoreseptor hiicre sayisi, 350
ng ve 700 pg gruplarinin ortalama fotoreseptdr hiicre sayilarindan anlaml
diizeyde yiiksekti (tiim karsilastirmalar i¢in p=0,002). 350 pg grubunun ortalama
fotoreseptor hiicre sayisi, 700 pg (p=0,015) grubundan anlamli diizeyde diisiiktii
(Tablo 8, Sekil 16).

Tablo 7: Gruplarin ortalama fotoreseptor hiicre sayilarinin karsilastirilmasi

(Kruskal Wallis test)

Fotoreseptor Hiicre Sayisi*

GRUPLAR Ort SS Medy Min | Maks p
Kontrol Grubu 32623 | 62,02 | 30595 267,60 | 421,20
(BSS) (n=6)

100 pg Grubu (n=6) 357,12 81,99 390,90 | 221,10 | 434,80

150 pg Grubu (n=6) 249,02 37,50 259,30 | 187,70 | 296,20 <0001

200 pg Grubu (n=6) 294,02 10,17 295,10 | 275,00 | 302,80

350 pg Grubu (n=6) 165,57 48,71 144,35 | 124,70 | 250,00

700 pg Grubu (n=6) 257,00 15,60 259,75 | 234,80 | 271,20

*Siireden bagimsiz (Doz gruplari, 10 ve 15 giin sonra hiicre sayim yapilan tavsanlardan
olusturulmustur).
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Tablo 8: Gruplarin ortalama fotoreseptor hiicre sayilarinin ikili karsilagtirmalarina

ait anlamlilik degerleri (Mann-Whitney U testi)

Ortalama Fotoreseptor Hiicre* Sayisi icin
ikili Karsilastirmalarda Anlamhhk Diizeyleri
BSS-100 pg 0,423
BSS-150 pg 0,009
BSS-200 pg 0,394
BSS-350 pg 0,002
BSS-700 pg 0,015
100 pg-150 pg 0,065
100 pg-200 pg 0,180
100 pg-350 pg 0,004
100 pg-700 pg 0,065
150 pg-200 pg 0,015
150 pg-350 pg 0,015
150 pg-700 pg 0,699
200 pg-350 pg 0,002
200 pg-700 pg 0,002
350 pg-700 pg 0,015

*Siireden bagimsiz (Doz gruplari, 10 ve 15 giin sonra hiicre sayimi yapilan tavsanlardan
olusturulmustur. Tiim karsilastirmalarda n;=n,=6).
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Sekil 16: Gruplarin ortalama fotoreseptdr hiicre sayilarina ait cubuk grafigi.

Egri alt1 alan (EAA) ile ganglion hiicre sayis1 (r=-0.877; p<0,001) ve
fotoreseptor hiicre sayist (r=-0.558; p<0,001) arasinda orta giicte negatif iliskiler
oldugu saptandi (Tablo 9). EAA arttik¢a, ganglion hiicresi ve fotoreseptor sayisi

azalmaktaydi.

Tablo 9: EAA ile ganglion hiicre sayis1 ve fotoresptor hiicre sayisinin iligkileri

Ganglion Hiicresi Sayisi | Fotoreseptor Hiicre Sayisi

EAA r -0,877 -0,558
<0,001 <0,001
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5. TARTISMA

Endoftalmide erken evrede tek basina intravitreal antibiyotik
enjeksiyonunun tedavi edici oldugu bilinmektedir. Ancak mikroorganizmalarda
giinden giine gelisen antibiyotik direnci, tedavi protokoliine yeni ajanlar eklemeyi

kac¢iilmaz bir hale getirmektedir.

Sistemik yoldan uygulanan ilaglarin goz igerisine gegisi kan-retina bariyeri
nedeniyle kisith olmaktadir. Arka tiveal kapiller ve pigmentli silier cisim kapilleri
fenestrali tipte kapiller olup ilaglarin bu lokalizasyonda nispeten yiiksek
konsantrasyonlara ulagsmasini saglasa da, iris damar endotelindeki ve silier cisim
pigmentsiz epitelindeki siki baglar ilaglarin vitreus ve akoz sivilarda yiiksek
konsantrasyonlara ulagsmasini engellemektedir. (25,26) Bu nedenle endoftalmi

tedavisinde sistemik uygulama tercih edilmemektedir.

Gliniimiizde bakteriyel endoftalmi tedavisi protokollerinde en sik
kullanilan intravitreal antibiyotik vankomisindir. Cogu stafilokok ve streptokok
tiirlerine kars1 bakterisidal etkinlik gostermesine karsin, Enterococcus faecalis ve
baz1 stafilokok tiirlerine karsi sadece bakteriostatik etkinlik gostermektedir.
(27,28,29) Ayrica vankomisine karsi giinden giine gelisen direng, tedavi
protokoliine yeni antibiyotikler ekleme arayisii giindeme getirmektedir.

Daptomisin bu konuda giindeme gelen antibiyotiklerden bir tanesidir.

Comer ve arkadaslarinin intravitreal daptomisin ile yaptiklari ¢alismada,
Staphylococcus epidermidis ile olusturulan endoftalmi modelinde tek doz 200 pg
intravitreal daptomisin enjeksiyonunun giivenilir ve yeterli oldugu, enjeksiyondan
48 saat sonra alinan vitreus kiiltiirlerinin steril oldugunu belirtmislerdir (30).
Cafini ve arkadaglarinin yaptigi calismada ise; vankomisinin Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium tiirlerine karsi intravitreal enjeksiyondan 12 ila
24 saat sonra olusturdugu bakteriostatik etkinlige karsin, ayni tiir bakterilerin
daptomisin enjeksiyonundan 6 ila 8 saat sonra %99.9’unun eradike edildigi tespit
edilmistir. (31)

Daptomisin yeni bir antibiyotiktir. Streptomyces roseosporus tarafindan

iretilen, siklik polipeptid yapidaki antibiyotiklerin ilk ve tek tiyesidir. Daptomisin
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konsantrasyona bagli olarak hizli bakterisidal etki gostermektedir.(13) Yaklasik 8
saatlik bir yarilanma 6mriine ve 6-10 saatlik bir post antibiyotik etkiye sahiptir.
Stapylococcus aureus ile yumusak doku enfeksiyonu olusturulan bir hayvan
modelinde 5 saatlik bir post antibiyotik etkinlik géstermistir.(14) Ayrica in Vitro
bir ¢alismada post antibiyotik etkinin Stapylococcus aureus i¢in 6,3 saat ve
Enterococcus faecalis i¢in de 6,7 saat oldugu belirtilmistir.(15) Bu degerler,
vankomisin ile kaydedilenden daha fazladir. Bu nedenle giinde tek doz kullanim

kolaylig1 saglamaktadir.

Literatiirde daptomisinin goz dokularina etkisi ve goz enfeksiyonlarindaki
etkinligi ile ilgili cok az sayida arastirma bulunmaktadir. Bu calismada, yeni bir
antibiyotik olan daptomisinin intravitreal kullanildig1 takdirde retina dokusuna
zararli bir etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Bunun i¢in tavsan goziine farkli
dozlarda daptomisin enjeksiyonu yapilarak, olasi retinal toksisite mikroskopik

diizeyde degerlendirilmistir.

Comer ve arkadaslarimin yaptigir tavsan c¢alismasinda, 4 farkli dozda
daptomisin enjeksiyonu sonrasi klinik, elektrofizyolojik ve histolojik olarak retina
dokusuna bakmislar ve intravitreal uygulanan 75 pg ve 188 ng dozlarin giivenli
oldugunu saptamisglardir. Dozun yiikselmesiyle birlikte katarakt gelisimi,

elektrofizyolojik baskilanma ve fotoreseptor hasar1 goriilmiistiir.

Bizim c¢aligmamizda ise sakrifiye edilen tavsanlarin retinalari
incelendiginde; 100 pg ve 150 pg dozlarda disiik miktarda izlenen ganglion ve
fotoreseptor hiicre hasari, bu dozlarin iizerine ¢ikildiginda anlamli olarak artig
gostermistir. Fotoreseptor hasart ise 100 pg dozda anlamli degerlerde degilken,
doz artisiyla birlikte anlamli olarak artis gostermistir. Onuncu ve onbesinci giinde
yapilan incelemeler karsilastirildiginda hiicre sayilar1 agisindan siireye gore
anlaml bir fark tespit edilmemekle birlikte onbesinci giin yapilan ol¢iimlerde,
ganglion hiicre sayilarinda azalmanin devam ettigi gozlenirken, fotoreseptor hiicre
sayilarinda degisiklik olmamustir. Klinik olarak ise diger goz dokularinda anlamli
bir degisiklik izlenmemistir. Bu sonuclara gore, daptomisin i¢in tavsan gézlerinde

giivenli dozun 100 pg ve alt1 oldugu goriilmiistiir.
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Tavsan gozlerinde daptomisinin toksik etkisinin olusmasi ya da doza bagh
degisimi pek ¢ok parametreye gore degisebilir. Ilacin yar1 6mrii, vitreus hacmi,
bakteriye immun direncin diizeyi, lokal koruyucu faktorlerin varlig1 gibi pek ¢ok
nedenin elde ettigimiz sonuca etkisi olmus olabilir. Buna bir de enfeksiyon
varliginda doku hassasiyetinin artabilecegi de eklenecek olursa, insan gozlerinde

toksisite ve etkinlik i¢in bir sey sdylemek zor olacaktir.

Yaymlanan bir olguluk bir calismada, vankomisine direngli S.aureus
endoftalmisi olan bir hastaya intravendz yolla verilen daptomisinin 6l¢iimler
sonunda vitreusa yeterli miktarda gectigi bilinmektedir. Ama gecen miktarin
kiiltiir sonuglarina etkisine bakilmadigindan, tedaviye etkisi degerlendirilmemis

gorinmektedir.

Comer ve arkadaglarinin tavsan gozlerinde olusturduklart endoftalmi
modelinde, 200 pg tek doz daptomisinin bakteri eradikasyonu igin yeterli oldugu
goriilmektedir. Ancak biz bu dozlarda ganglion hiicre tabakasinda ve fotoreseptor
tabakada bozulmalar oldugunu gozledik. lkiye béliinerek farkli zamanlarda
yapilacak dozlarin bakteriler iizerine etkinliginin ve doku giivenilirliginin ise

arastirilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak; biz yeni bir antibiyotik olan daptomisinin diisiik dozlarda
hayvan gozlerinde retinaya toksik etki gostermedigini tespit ettik. Ganglion hiicre
say1s1 ve fotoreseptorlerdeki histolojik degisiklikler g6z oniine alindiginda giivenli
dozun 100 pg oldugunu, 100 pg isti dozlarda ise ganglion ve fotoreseptor
tabakalarinda patolojik degisikliklere yol agtigin1 gosterdik. Ilacin insan
dokularinda olusturabilecegi etkiler ve insan goziiniin enfeksiyonlarina etkisi

acisindan yeni ¢aligsmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

1. intravitreal daptomisin enjeksiyonunun 100 pg doza kadar giivenilir oldugu,
150 ve 200 pg dozlarinda ise minimal retinal hasar meydana getirdigi belirlendi.
Bu hasarin kalict olup olmadiginin daha uzun dénemli takipler ile belirlenmesi

gerekmektedir.

2. Retinada izlenen minimal hasarin gorsel fonksiyonlara yansimasi

elektrofizyolojik tetkiklerin yer alacagi ¢calismalar ile belirlenmelidir.

3. Daptomisinin vitreus i¢i uzun yarilanma émrii ve minimal retinal toksisitesi
g0z Oniine alindiginda giinlimiizde endoftalmi tedavisinde kullanilan intravitreal
antibiyotik ajanlara alternatif olarak kullanilabilmesi i¢in ileri klinik vaka

kontrollii caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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