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OZET

Bu calismada resveratrolin gentamisine bagimli olusan nefrotoksisitedeki
koruyucu rolini arastirmayi amacladik, bu etkinligi  E-vitaminin koruyucu etkinligi ile
karsilastirdik.

Deneyler icin wistar cing siganlar (200-250g.) kullanildi. Siganlar kontrol , ¢ozUcu
(DM SO),RSV-kontral, E-vitamini kontrol, gentamisin (80mg/kg/guin),
gentamisin+¢Ozicl, gentamisin+RSV tedavi grubu (10mg/kg/gin), gentamisint+E
vitamini tedavi grubu (250mg/kg), olmak Uzere 8 gruba ayrildi. 6 gunluk uygulama
sonunda kan ve idrar érnekleri ainip 6tanazi sonrasi bobrekleri cikarildi. Doku 6rnekleri
GSH, GST, Kataaz, MDA dizeyi incelemes icin ayrilip -70°C sivi nitrojene,
histopatolojik inceleme icin %10’ [uk tamponlu formole kondu. GSH Grunert ve Philips
GST, Beutle; katalaz ve MDA Lowry yontemine gore belirlendi.

Kan Ure ve kreatinin dizeyi kontrol grubunda (20,5t1,38)(0,33+0,01) iken,
Gentamisin alan grupta (135+5,06)(3,633+0,12) anlamli olarak ytksek bulundu. RSVve
E-vitamini tedavi grubundaki dre (52,88+1,98) (49,57+£2,02) ve kreatinin degerlerinin
(1,18+0,03) (1,08+0,61) gentamisin grubuna gore anlamli derece disiik oldugu saptandi.
E-vitamini grbuyla RSV grubu karsilastirildiginda anlamlilik belirlenmedi. RSV
verilmesiyle gentamisinin neden oldugu lipid peroksidasyonu (0,017+0,004) ve katalaz
seviyesinin dustigu (0,64+0,09) saptandi. E-vitamini tedavisiyle de benzer sonuclar elde
edildi (MDA 0,0148+0,002) ve katalaz seviyesinin dustligu (0,5336x0,097) goruldi.
Histopatolojik incelemede ise gentamisinin yaptigi tibller hasarin hem RSV hem de E

vitamini tedavisiyle kismen Onlenebildigi anlasiimistir.

Sonuglarimiz RSV ve E- vitaminin gentamisinin neden oldugu bobrek
fonksiyonlarindaki azalma, lipid peroksidasyonu ve hiicre harabiyetine karsi koruyucu
etkiye sahip oldugunu gostermektedir.



IV. ABSTRACT

In this study we aimed to investigate the protective effect of resveratrol on
gentamicin induced nephrotoxicity. Furthermore we compared this effect with protective
effect of vitamin-E.

Experiments were carried out in male Wistar rats weighing 200-250 g. Animal
were divided into 8 groups: Control, vehicle, resveratrol control (10 mg/kg),vitamin-E
control and gentamicin (80mg/kg), gentamicintDMSO, gentamicintresveratrol
gentamicint vitamin E. Urine and blood samples were collected the sixth day after starting
treatment. Then all rats sacrificed with ketalar (30mg/kg). Kidneys were collected for
histopathological studies and were fixed with 10% buffered formalin. Tissue samples
were stored -70°C in liquid nitrogen for the determination of GSH, GST, MDA and
catalase. GSH was determined by using Grunert and Philips method, Beutle method was
used for the determination of GST. Catalase and MDA was determined according to
Lowry method.

Blood urealevel was significantly increased in gentamicin treated group. Urea and
creatinin levels were reduced datisticaly significant in resvetarol and vitamin-E
administered groups when compared with gentamicin group. We did not determine any
significant changes when compared resveratrol and vitamin-E. It has been determined
that resveratrol caused statistically significant decrease in lipid peroxidation and reduced

level of catadlase The similar results were obtained with vitamin-E

Histopathological examination showed that Resveratrol and vitamin- E prevented

partly gentamicin induced tubular damage.

Our results demonstrated that Resveratrol and vitamin- E have a protective effect
against to gentamicin induced nephrotoxicity, lipid peroxidation and cellular damage. We

did not observe any significant difference between Resveratrol and vitamin- E.
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VI.SSMGELER VE KISALTMALAR

ABY, Akut bobrek yetmezligi

ADH, Antidiuretik hormon

ATN, Akut tubller nekroz
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BOS, Beyin omurilik sivisi

BUN, Kan ure nitrojen konsantrasyonu
CDNB, 1-klor-2,4-dinitrobenzen
DDL, Dusik dansiteli lipoprotein

DM SO, Dimetil stilfooksit

ET-1, Endotdin-1

GBM, Glomeruler bazal membran
GFH, Glomertl filtrasyon hizi

GFR, Glomertiler Filtrasyon hizi

GM, Gentamisin

GPx, Gulutasyon peroksidaz

GSHPx, Glutatyon peroksit

GST, Glutatyon S transferaz

HIV, insan immun yetmezlik sendromu
H,0,, Hidrojen peroksit

NO, Nitrik oksit

MDA, Maondia dehit

MIK, Minimum inhibitdr konsantrasyon
ROM, Reaktif Oksijen metabolitleri
ROT, Reaktif Oksijen Turleri

RSV, Resveratrol

SOD, Superoksit dismutaz

TBA, Tiyobarbitlrik asit
TCA, Triklorik asit

TX, Tromboksan

UV, Ultraviyole
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1. GIRISVE AMAC

Gentamisin (GM) bir cok gram negatif enfeksiyonun tedavisinde
kullanilan bakterisit etkili bir gjandir. DlUsik tedavi dozlarinda ortaya cikabilen
nefrotoksisites klinik kullanimini kisittanmaktadir. Son zamanlarda elde edilen
bulgular, bize GM nefrotoksisitesinde reaktif oksijen metabolitlerinin roli
oldugunu gostermektedir (Carlos 2005). Reaktif oksijen radikalerinin
azatilmas ile gentamisinin meydana getirdigi renal fonksiyon bozukluklari
duzeltilebilir. Slperoksit dismutaz, selenyum, E vitamini, probukol, askorbik
asit gibi antioksidanlar ile gentamisinin glomeruler filtrasyon oraninda
olusturdugu azalma onlenebilir. Mitokondrinin izolasyonu ile yapilan invivo
calismalar ROM (Resktif Oksijen metabolitleri) Uretiminin gentamisin aimi ile
artabilir oldugunu gostermektedir. ROM’ lar gentamisinin neden oldugu
proksmal tublUler nekrozis ve akut rena yetmezliginden muhtemelen
sorumludur. Bu ayni zamanda artmis ROM (retiminin, artmis renal
hassasiyetten ve gentamisinin neden oldugu nefropatidan sorumlu oldugunu da
gostermektedir.

Dogal antioksidanlarin bdbrekte hastalik Onleyici olas  etkileri
tanimlanmistir. Bunlardan biri olan Resveratrol (RSV) Uzimde ve bundan
uretilen kirmizi sarapta bol miktarda bulunan, dogal bir hidroksistilbendir (Sato
2000) RSV guclu serbest radikal sipurtct ve antioksidan 6zelliginin olmasi
nedeniyle bu hasarin 6nlenmesinde yararli olabilir. Planlanan bu calismada
gentamisin ile tedavide lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres gostermek ve
resveratrolin sicanlarda gentamisin ile olusturulan bobrek hasarinda fizyolojik
ve histopatolojik etkilerinin incelenmes amaclanmistir. Ayrica RSV’'nin
etkinligi bir baska antioksidan olan e vitaminin etkileriyle karsilastirilmistir
(Ashraf 1999).



2. GENEL BILGILER
2.1. BOBREK ANATOMISI VE FIZYOLOJISI

Bobrekler vicut sagligi icin gerekli pekcok islevin dizenli olarak
gerceklesmesini saglayan organlardir. Bu organlar, sivi ve elektrolit dengesinin
uygun olarak saglanmasindan ve metabolizma artiklari ile toksk maddelerin
vicuttan atilmasindan sorumludur. Diger bir islevleri de elektrolit itrahinin
dizenlenmesinde (renin ve prostoglandinler) ve kirmizi kan hicrelerinin
olusmasinda (eritropoetin) 6nemli rol oynayan bazi madde ve hormonlarin
sentezidir (Guyton 1996).

Bobrekler arka abdominal bolgede yerlesmiderdir ve Ureter adi verilen
bir tip araciligi ile idrarin depolandigi nmesane’ ye baglanirlar. Ureterin islevi
bobreklerde olusan idrarin mesaneye drengjini saglamaktir. Mesane ise diz
kaslardan olusan yapisi ile icindeki siviyi gerektiginde kolaylikla disari atar
(Calbreath 1992).

Bobrek, nefron adi verilen Unitelerden olusur ve her bir bobrekte 1.3
milyon civarinda nefron vardir. Nefron, vicutta maddel erin filtrasyon, sekresyon
ve reabsorpsiyonunda rol oynayan temel yapidir. Her nefron, filtrasyonun
baslangicinda 6nemli olan kan akimini saglayan glomertl, filtrasyonun basladigi
Bowman kapsill, sekresyon ve reabsorpsiyonun olustugu proksimal ve distal
tublUlusler, bu tdpleri birlestiren Henle Kulpu ve olusan idrarin mesaneye
drengjini saglayan Uretere ulastiran toplayici kanallar’ dan olusur (Rang 1999;
Calberath 1992).
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Sekil 1. Nefron ve kan dolasiminin basitlestirilmis semas (Rang 1999).

Glomerul, kapiller kimelerinin nefronun genis ve kor ucundaki Bowman
kapstlt icine girmes ile olusur ve yaklask 200 um capindadir. Glomertli

olusturan kapiler kimeleri nefrona btiyuk miktarlarda kan akimi saglanmasindan

sorumludur (Ganong 1985). Bowman kapsilinde kan ve glomeriler filtrat

birbirinden 2 ayri hiicresel tabaka ile ayrilir: kapiller endotel ve tibtlls epiteli
(podositler). Bu iki tabaka arasinda ise glomertler bazal membran (GBM) yer
air. Endotel hicreleri ile bazal membran arasinda ise glomertlin hicresel

matriksini ve destek yapisini olusturan mezensim hiicreleri bulunur (Raij 1985).
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Sekil 2. Glomeruler kapillerler ve epitel hiicreleri (podositler) tarafindan

olusturulan Bowman kapsiliniin visseral tabakas (Ganong 1985).

Glomertler mezenssm mukopolisakkaridler ve glikoproteinlerden
olusmus bir matriks icine yerlesmis mezensiyel hicrelerden olusur. GBM
mezensiyumun glomeriler kan akimi ile en yakin temas halinde oldugu noktada
bulunur. Bu noktada glomertler dolasim mezensyumdan 100 nm c¢apinda
gbzenekler iceren tek bir fenestre (gdzenekli) endotel tabakas ile ayrilir. Bu
diizenleme 2 6nemli sonucu beraberinde getirir: 1. Makromolekdllerin yanisira
mikromolekulleri de tasiyan plazma mezensiyel bolgeye akabilir. 2. Mezensiyel
ve endoteliyal hicrelerin pozisyonu bu hicrelerden birisinden saliverilen
maddelerin diger hicreler ile parakrin etkilesimine izin verecek bicimde bir

‘capraz-iletisimine’ olanak tanir (Raij,1993).

Mezensiyel hicreler cesitli  vazoaktif peptidierin  [anjiyotensin |1,
endotelin-1 (ET-1), tromboksan (TX) ve arjinin vazopressn (AVP) ]

reseptorlerinin yanisira aktin ve miyozin icerirler. Glomertltn hiler bolgesinde



bu hicreler jukstaglomerller aygit'in yanisira afferent ve efferent arteriyollerin
lumen bakan tarafi ile de temas halindedirler. Bu anatomik diizenlemeye bagli
olarak afferent ve efferent arteriyollerin tonutsiindeki degisikliklerle uyumlu
olarak hareket eden mezensyel hicrelerin kaslma ve gevseméeri
mezensiyumdan plazma akiminin yanisira glomerdler kan akimi ve filtrasyon
hizini da diizenler (Raij ve Keane, 1985; Schlondorff, 1987; Mene ve ark., 1989).

Idrar olusumunda 3 asama vardir: filtrasyon, reabsorpsiyon ve sekresyon.
Filtrasyon isdemi glomerilde gergeklesir. GBM islevsel olarak glomertler
kapillerlerinin gecirgenligini dizenler ve ancak 4 nm’dan daha kiglk captaki
notral maddelerin difflizyonuna izin verir. Boylece albumin ve albiminden daha
buylk molekillerin idrara gecisini 6nler. Kandaki disik molektler agirlikli
maddeler ise GBM araciligi ile kapiller duvari ve ardindan Bowman kapsul i’ nl
gegerler. Bu slizme idemi, dolasim sistemindeki yiksek kan basincinin etkisi ile
sividaki eektrolitlerin ve diger kuglk molekillerin membrandan gecisinin
saglandigi bir pasif difflizyon olayidir. Idrar olusumunun bu filtrasyon asamasi
enerji gerektirmez (Calbreath 1992).

Sivi proksimal tlplere gectiginde ilk olusan olay reabsorpsiyondur.
Proksimal tlplerin duvari apika yizde siki baglantilar araciligi ile birlesen tek
sirai bir hicre tabakasindan olusmustur. Bu hiicrelerin limene bakan yizinde
cok sayida mikrovillUsiin biraraya gelmes ile olusan fircams kenar yer alir
(Rang 1999 ). Burada glomertllerden siizilen sivinin yaklasik Ugte ikisi tubuler
sivinin ozmolalitesini degistirmeden geri emilir. Yani, bu bolgedeki sivi geri
emilimi izoozmotiktir ve  Na"un aktif transportu ile birliktedir. Na" geri
emilimine CI ve HCO3™ geri emilimi de edlik eder. Proksimal tuplerin badangic
kismindaki HCOs™ geri emilimi fircamsi kenar membranindaki Na'/H" degistirici
mekanizmas ile gerceklesir ve karbonik anhidraz enzimine bagimlidir. Ayni
sekilde, glukoz, aminoasidler ve diger bazi organik maddeler de Na"a bagli bir
kotransport islemi ile geri emilirler. Glukoz ve N& membranda ortak bir
tasiyiciya baglanirlar ve Na' elektriksel ve kimyasal gradyent boyunca hiicre



icine girerken glukoz da beraberinde tasinir. Su ise tubll ic¢i sSivinin
ozmolalitesinin sabit tutulmasi amaci ile pasif olarak geri emilir. Glomerillerden
stizilen sodyum bikarbonatin % 85’i, sodyumklortr’ tn % 40’i, suyun % 60’1,
organik maddelerin ise tamama yakini proksimal tUplerde geri emilir. Bu
nedenle, bobrekler tarafindan giinde 170-190 L civarinda sivi filtre edilmesine
ragmen bu miktarin ancak 1-2 L s idrarla vicuttan atilir (Coe ve Brenner,1987;
Ives ve Warnock,1995 )

Proksimal ve distal tibdlusler Henle kulpu tarafindan birlestirilir. Henle
kulpu inen ve cikan kollardan olusur. Cikan kolun ince ve kalin segmentleri
vardir. Inen kol suya yiUksek oranda gecirgendir. Burada su ozmotik giiclerin
etkisi ile pasif olarak geri emilir. Cikan kol suya ¢cok az gecirgendir. Cikan kolun
kalin segmentinde NaCl aktif olarak geri emilirken su geri emilimi gerceklesmez.
Bu da tubller sivinin ozmolditesinin azalmasina neden olur. Bu nedenle bu
bolgeye ‘dilisyon segmenti’ adi da verilir. Sekresyon islemi de Henle kulpunda
baslar. CI iyonlari ve bir miktar Na" kan dolasimindan tiibilis icerisine aktif
trasportla tasinir. Henle kulpundan gecis esnasinda tubiler sivi hacmi % 5
oraninda azalir ve plazmaya gore hipotonik hale gelir (Coe ve Brenner,1987,
Rang 1999).

Distal tubtilUslerde, reabsorpsiyon az da olsa devam ederken sekresyon 6n
plana cikar. H" ve K* tibuler sekresyona ugrarken diisiik miktarda (filtre edilen
miktarin %10'U) Na“ ise yeniden geri emilir. Vicutta asitbaz dengesini
dizenleyen sistemin bir parcas olarak amonyak sekresyonu da burada
gerceklesir. NaCl geri emilimi ise elektriksel olarak nétral olan Na' ve CI
kotransportu seklindedir. Yine, ltimenin bu kisminda yer alan apikal Ca'
kanallari ve N&/Ca” degistirici sistemi araciligi ile Ca™ geri emilir. Buislem
paratiroit hormon tarafindan dizenlenir. Bu bolimdeki su reabsorpsiyonu ise
antiditretik hormon (ADH) etkisine bagimlidir. ADH yoklugunda su geri
emilimi s6z konusu degildir. Bu nedenle idrar dilue hale gelir. ADH varliginda

ise distal tUplerin son kisminin suya gecirgenligi artar. NaCl geri emilimi ise



aldosteron tarafindan dizenlenir (Coe ve Brenner,1987; Calbreath,1992; Ives ve
Warnock,1995).

Distal tUblltsler toplayici tuplere bosalirlar; bunlar ise biraraya gelerek
toplayici kanalari olusturur. Nefronun bu bdlimi idrardaki son NaCl
konsantrasyonunu belirler. Toplayici tuplerde 2 ayri hicre tipi yer air: Bunlar
Na" reabzorbe eden ve K sekrete eden ana hiicreler ve H* iyonu sekresyonundan
sorumlu olan interkale hiicreler’ dir. Buradaki Na™ geri emiliminden sorumlu
olan ana hucrelerin apikal membrani, diger ttibulis segmentlerinden farkli olarak
Na’ ve diger iyonlar icin kotransport sistemleri yerine, Na” ve K*icin 6zgul iyon
kanalari icerir. Nefronun bu bolumu ‘siki’ epitelle doseli olup iyonlara ve suya
kars gecirgenlikleri azdir. Bu nedenle, bu nefron segmentinde iyon ve su
hareketleri birbirinden bagimsiz olarak dizenlenir ve aldosteron ve ADH gibi
hormonlarin etkis atindadir. (Rang, 1999; Coe ve Brenner,1987).

Aldosteron Na' reabsorpsiyonunu artirirken K* salinmasini uyarir.
Aldosteron'un Na' reabsorpsiyonu (izerindeki etkis 3 asamalidir: 1)
Membrandaki aldosteron reseptorleri lizerine etkiyerek Na'/H® pompasi’ i
uyarmak suretiyle hizli bir etki olusturur. ii) Hicre ici reseptorlere baglanarak
apikal membrandaki Na' kanallarini aktive eden 6zgul bir mediyator proteinin
sentezini saglar ve Na”un hicre icine gecisini saglar. iii) Bazolatera N&

pompalarinin sayisini artirmak suretiyle uzun streli etkiler dogurur (Rang, 1999).

Aldosteron saliverilmesi dolayli olarak distal tubulUslerdeki sivinin
bilessimine duyarli olan jukstaglomertler aygit tarafindan dizenlenir. Filtratin
NaCl konsantrasyonundaki bir azalma distal tlplerde yer alan macula densa
hiicreleri tarafindan agilanir ve renin saliverilmesini uyarir. Bu da anjiyotensin |
ve ardindan anjiyotensin |l olusumu ve dolayis ile adrena korteksten

aldosteron sentez ve saliverilmesi ile sonuglanir (Rang, 1999).

Antiditretik hormon (ADH) nefronun bu boéliminde membranin suya

karsi gegirgenligini artirarak suyun pasif diflizyonunu kolaylastirir. Bu hormon,



hipofiz arka lobundan salgilanir. Salgilanmas serum ozmolalitess ve hacmi
tarafindan dizenlenir. Vicutta iki tip ADH (Vazopressin) reseptoru vardir: Vi ve
V, reseptorleri. \, reseptorleri ADH'in bobrekler Uzerindeki etkilerine aracilik
ederken, Vi reseptorleri bdbrekler disindaki sistemler Uzerindeki (6rn.
kardiyovaskuler sistem) etkilerden sorumludur. V> reseptorleri adenilat siklaza
kenetlidir. V1 reseptorleri (Via ve Vi) ise inozitolfosfat Uzerinden etki gosterirler
ve damar diz kasinin kasilmasi, platelet agregasyon ve degranilasyonu,
hidrokortizon saliverilmesinin tetiklenmes gibi islevierde rol oynarlar. ADH
nefronda toplayici kanalar ve distal tubulis hicrelerinin  bazolateral
membranlarinda bulunan V, reseptérlerine baglanir. Bu reseptérlerin uyarilmasi
apikal membrandaki su kanallarinin sayisnda ve membranin suya

gegirgenliginde artisile sonuglanir. (Rang, 1999; Ives ve Warnock,1995).

2. 2. BOBREK ISLEVININ DEGERLENDIRILMESI

Bobregin 3 temel islevi vardir:

() M etabolizma sirasinda olusan veya dogrudan viicuda alinan toksik
maddel erin itrahi.
(i)  Vicut sivi dengesinin dizenlenmesi

(il)  Hormonlarin Oretimi

Bobreklerde akut veya kronik yetmezlik soz konusu oldugunda viicutta
nitrojen metabolizmasinin son Urtnleri birikir ve non-protein nitrojenlerin dizeyi
yikselir. Bu da kan Ure-nitrojen (BUN) ve serum kreatinin dizeylerinde
yikselmeye neden olur. Nitrojen Urtnlerinin birikimi sonucu ‘azotemi’ gelisir.
Bu durum ise bdbreklerin metabolizma artiklarini  atabilme yeteneklerini
kaybettigi ‘Uremi’ ile sonuclanir. Bobrekler viicut sivisinin tonisite, hacim, asit-
baz dengesi ve kimyasal bilesiminin diizenlenmesinden sorumludur. Hiicredeki

metabolik idevlerin maksmum etkinlikte gerceklesebilmes icin hiicre ici Sivi



bilessiminin dar bir aralikta tutulmasi gereklidir. Intraselller sivi hicreyi
cevreleyen ekstraseliler sivinin  bilesiminden  biytk oranda  etkilenir.
EkstraselUler sivi icerigi ise, solunum sistemi ve bobrekler tarafindan dtizenlenir.
Akcigerler, parsiyel basinglari ve asid-baz sisteminin solunumsal  komponentini
olusturan kan gazlarinin konsantrasyonlarini denetlerken, bobrekler ugucu
olmayan maddelerin konsantrasyonlarini belirler. Bu ytzden organizmanin su
dengesi, eektrolit konsantrasyonlari ve asid-baz dengesi, bobrek idevinin
saglikli  bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigini ve bu idevdeki olas
bozukluklari yansitmak agisindan énem tasir (Preuss ve ark., 1991).

Bobrekler ayni zamanda 1,25-(OH), kolekalsiferol (D3 vit.) olusumu ve
eritropoetin sentezi gibi endokrin fonksiyonlardan sorumludur. Kalsiyum ve
fosfor dizeylerindeki veya eritrosit kitlesindeki anormallikler bobreklerle ilgili

bozukluklari yansitir.

Bobrek islevinin degerlendirilmesinde, ilk yapilmas gereken ve en
ekonomik uygulama idrar analizidir. Buradan elde edilen bulgulara gore
kreatinin, Ure, nitrojen dizeyleri gibi dahaileri tetkiklere gereksinim duyulabilir.
SOz konusu maddelerin serum ve idrarda eszamanli dlcimleri ile (6rn kreatinin
klirengi) klinik olarak belirgin bulgu vermeyen bazi bozukluklar dahi ortaya
Gikarilabilir. Glomeruler filtrasyon hizinda belirgin bir dustsiin sz konusu
oldugu durumlarda elektrolit ve asit-baz denges ile ilgili 6lciimlere (serum ve
idrar Na' diizeyi, kan pH’i, total CO, ve pCO, diizeyi gibi) gereksinim
duyulabilir. Ayrica, hipokaleminin diz, cizgili kadar ve kap kasinda
kontraktilite azalmasi, adinamik ileus ve elektrokardiyogram degisiklikleri (ST
¢okmesi, uzamis QT araligi, kiguk T dalgalari) gibi belirgin ve ciddi sonuclar
yaratabilmes nedeniyle serum potasyum dizeylerinin  dlgimu  Ozellikle

Oonemlidir (Preuss ve ark.,1991).

Bir maddenin klirenss GFH’na paralel ise filtrasyondaki bir azalmaya

bagli olarak bu maddenin serum konsantrasyonunun artmasi beklenir. Normal



kosullarda Uretim hizinin goreceli olarak sabit oldugu varsayilirsa soz konusu
maddenin dolasimdaki miktarinin saptanmasi GFH'ni  belirlemede yararli
olabilir. Bu nedenle, bobrek yetmezligi durumlarinda kan kreatinin ve Ure dizeyi
olcimlerine sikga basvurulur (Robinson ve Millares, 1992.; Preuss ve ark.,1991)

Ure protein metabolizmasinin baslica son Griiniidir ve viicuttan atilan
nitrojenin yaklasik % 80'ini olusturur. Ne var ki Ure, inUlinin yukarida belirtilen
Ozdliklerini tasimaz. Bobreklerde filtrasyonun yanisira geri emilime de ugramasi
ve Uretiminin disaridan alinan miktar, katabolizma ve gastrointestina sistemden
protein kaybi gibi nedenlere bagli olarak degisebilmes nedeniyle re Kklirens
bobrek fonksiyonunu degerlendirmede guvenilir bir yontem olarak kabul
edilmez.

Urenin metabolizmasinda ve bobreklerdeki tutulumunda olusabilecek
degisiklikler kan Urre konsantrasyonunun (BUN) her zaman icin renal parankimal
fonksiyonla uyumlu olmamas sonucunu dogurur. Ayrica, kan Ure dizeyi
prerenal (asiri Uretim, azalmis bobrek kan akimi), renal (parankimal bobrek
hasari) veya postrenal (genitolriner sistem obstrilksiyonu) nedenlere bagli olarak
degisebilir. Dolasimdaki Ure dizeylerinin asiri Uretime bagli olarak yikseldigi
durumlarda BUN 40 mg/dl’ yi nadiren geger. Bunun Uzerindeki BUN duzeyleri
ise renal hasar, idrar yollarinda tikaniklik veya bobrek kan akiminda azalma gibi

nedenleri distndtrdr.

Serum kreatinin  konsantrasyonu oOlcimu  glomeriler  fonksiyonu
degerlendirmede Ure dizeyi Olcimlerine Ustinlik gosterir.  Ure ile
karsilastirildiginda kreatinin konsantrasyonlari diyetten, pre-ve post-renal
faktorlerden daha az etkilenir. Ancak yasanma ile GFH azalirken ayni zamanda
kas kitles de azalir. Bu ylzden 50-80 yas aras hastalarda kreatinin klirens
belirgin olarak azalsa dahi serum kreatinin diizeyleri normal bulunabilir. Yine,

hiperkatabolik durumlar, miyozit, kas travmasi, asiri egzersiz ve uzamis motor
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nobetler de serum kreatinin konsantrasyonlarini  yukseltebilir (Robinson ve
Millares, 1992).

Her ne kadar arastirmacilar renal fonksiyonu degerlendirmede serum
kreatinin dizeyleri 6lgimuni Ure dizeylerine yeglemekte iseler de genel egilim
her 2 kriterin birlikte degerlendirilmesi yonindedir. BOylece olciimlerden
birisinde olabilecek bir hata digeri ile ekarte edilebilir. Ayrica BUN / serum
kreatinin orani ile, bozuklugun etiyolojis hakkinda bilgi sahibi olunabilir
(Dossetor, 1966).

BUN/serum kreatinin orani normalde 10:1 ile 12:1 arasinda olmalidir.
Parankimal hasar durumunda BUN ve kreatinin dizeylerinin her ikis de
azalacagindan bu oran degismez. Bu oranin yiUkselmesi gastrointestinal
sistemden asiri kanama, steroidler ve tetrasiklinler gibi protein yikimini artirici
(katabolik) ilaclarin  kullanimi, Karaciger hastaliklari ve idrar akiminin azalmasi
gibi asiri dre dretiminin oldugu durumlari distndirdr. Idrar akim hizinin
azamasi, kreatin sekresyonununu dogru orantili olarak artirmadan Ure
reabsorpsiyonunun artmasina yol acar. Bu duruma dehidratasyon, konjestif kalp
yetmezligi, hepatorenal sendrom veya Uriner sistem obstriksiyonu gibi
patolojilerde rastlanir. BUN / kreatinin oraninin azalmas ise genellikle dusik
proteinli diyetle beslenen kisilerde sdz konusudur. Yine, drenin kreatinine gére
hemodiyalizle daha fazla itrahina bagli olarak kronik hemodiyaliz hastalarinda da
bu oran dusebilir.

2. 3. AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Akut bobrek yetmezligi (ABY), renal fonksiyonda viicutta nitrojendz
artiklarin birikmesine neden olabilecek capta hizli bir bozulma olmasidir.
Bdbregin kendis ile ilgili nedenlerden kaynaklanir ve bdbrek disi nedenlerin
ortadan kaldirilmas ile dizelmez. Idrar hacmi genis bir aralikta degisebilir. 50
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ml/gun’ tn altinda bir idrar hacmi ‘andri’ olarak kabul edilirken, 50-400 ml/gin
arasinda ‘oliguri’ sbz konusudur. 400 ml/gin’ Un Uzerinde bir idrar hacmi ise
‘nonoligurik’ veya ‘yuksek output’lu’ ABY olarak adlandirilir. (Robinson ve
Millares,1992)

Hastanede tedavi goren hastalarin yaklask % 5'inde ABY gdisir.
Ozellikle yogun bakim tnitelerinde ve kalp-damar cerrahisi sorrasi bu oran %
50" ye yiukselebilir (Hou, S.H. ve ark.,1983). Son 40-50 yil icinde hemodiyaizin
etkin olarak kullanilmasina ragmen ABY gelisen hastalarda 6lim orani hala %
35-80 gibi yuksek dizeylerdedir (Hou ve ark.,1983; Schrier,1991). Buna yol
acan nedenler arasinda rena hipoperfizyon, obstriktif Gropatiler, bobrek
damarlari, glomertiller ve intersitisyumunu ilgilendiren intrensek renal hastaliklar
On sirada yer alir. Bu nedenler dislandiginda geriye *akut tubuler nekroz’ (ATN)
olarak adlandirilan bir grup kalir. ABY ve ATN terimleri arastirmacilar
tarafindan rena vaskller, glomerller ve intersitisyel hastaliklarin yoklugunda
olusan reversibl intrensek akut bobrek yetmezligini  belirtmek icin
kullanilmaktadir. Ancak, ATN bobrek tubultserinde nekrotik hasari belirten
histolojik bir bulgudur ve ABY’li hastalarin bobrek biyopsilerinde ttbuler
nekrozun histolojik bulgularina her zaman rastlanmaz. Bu yizden bu iki durumu
birbiri ile karistirmamak gerekir (Coe ve Brenner,1987).

2.3.1. Etiyolgji

ABY vakdarinin % 60'i cerrahi veya travma ileiliskilidir. % 1-2' s ise
gebelik esnasinda olusur. ABY’ nin en sk rastlanan nedeni rena iskemidir.
Renal iskemiye yol acan nedenler arasinda ciddi hemorgji, siddetli hacim
azalmasi, operasyon sirasinda olusan hipotansiyon, kardiyojenik sok ve bobrek
dolasiminin durmasina neden olan operasyonlar sayilabilir. Rena iskeminin
sirest ABY gelismesinde ¢ok onemlidir. Eger iskemi kisa stireli ise iskemiye yol

acan nedenin dizeltilmes ile renal fonksiyon geri donebilir (6rn. prerenal
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azotemi). Bobreklerin daha uzun sire ile hipoperfiizyonu ATN ile sonuclanabilir.
Y apilan ¢alismalar renal prostoglandinlerin vazodilatattr etkilerinin nonsteroidal
antienflamatuar ganlar kullanilarak ortadan kaldirilmasinin renal iskemiyi
artirdigini gostermektedir. Bu nedenle soz konusu ilaglarin azalmis bazal rena
kan akimi sbz konusu olan hastalarda (kalp yetmezligi, hepatik siroz, nefrotik
sendrom, glomerulonefrit, hipoalbuminemi ve yadilik gibi) kullanilmas ABY

gelismesine neden olabilir (Coe ve Brenner,1987; Robinson ve Millares,1992).

Dolasma asiri miktarlarda miyoglobin saiverilmess de ABY'nin sk
rastlanan nedenlerindendir (Rizzi ve ark.,1991; Wakabayishi ve Kikawada,1996).
Rabdomiyoliz ve miyoglobinlri daha ¢ok doku ezilmesi ile birlikte olan (crush
injury) genis travmalara ve yaniklara baglidir. Kaslarda O, kullaniminin artmasi
(sicak carpmasi, yogun egzersiz, epilepsi nobeti), kasta enerji Uretiminin
azalmas (hipokaemi, hipofosfatemi, genetik enzim yetersizlikleri), kas iskemisi
(arteriyel yetmezlik, koma ile sonuclanan ilag intoksikasyonu, kas sikismasi),
enfeksiyonlar (influenza, lgjyoner hst.), ve toksinlere (alkol) bagli olarak da ABY
ile sonuclanan rabdomiyoliz gelisebilir. Miyoglobinirinin ABY’ne yol agcma
mekanizmasi tam olarak acikliga kavusmamistir. Eldeki bulgular, bunun
dogrudan nefrotoksik olmadigini dustindirmektedir. Ancak, miyoglobin ¢okmes
ve silendr olusumununa bagli tUbdler tikanikligin yanisira, diger kas yikim
drinlerinin  de dogrudan nefrotoksik etkilerinin, bu olayda rol oynadigi
varsayilmaktadir (Chaikin, 1980). Rabdomiyoliz ile iliskili ABY’li hastalarin
cogunda beraberinde intravaskiler hacimde azalma ve renal hipoperfiizyon da

bulunur.

ABY’ne yol agan nedenlerden biris de intravaskiler hemolizdir
(Diamond ve ark.,1984). Her ne kadar hemoglobin tek basina guicli bir
nefrotoksin degilse de kirmizi kan hticrelerinden saliverilen toksik maddeler ve
beraberindeki renal hipoperfizyon ABY’'ni indiklemede sinerjistik etki

gosterirler.
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2.3.2. Patofizyoloji

Hayvan modellerinde ABY icin detayli patojenik teoriler gelistirilmistir.
Bu teoriler tibuler veya vaskiler kokenli olarak ikiye ayrilir. TUbller teoriye
gore silendrler ve htcre artiklari tibulus [imenini tikamakta, bu da tibulUs ici
basinci ve dolayis ile net filtrasyon basincini artirmaktadir. (Bank ve Better.,
1991). Tubller teoriyi savunan arastirmacilarin bir bolimi ise azotemiden
primer olarak glomerller filtratin hasarli bdbrek tubllis epitelinden *geri

sizintisinin’ sorumlu oldugunu 6ne stirmektedirler (Sudo ve ark, 1977).

ABY’nin vaskiler nedenlere bagli oldugunu 6ne siiren bir baska goértise
gore ise, rena perflizyon basincindaki belirgin azalma, ciddi afferent arteriyoler
vazokonstriksiyon veya efferent arteriyoler vazodilatasyon gibi nedenler
glomertiler kan akimi ve hidrostatik basincta diismeye yol agcmaktadir. Bu da
glomerller filtrasyonu azaltmaktadir. Bu teoriyi savunan arastirmacilar, ABY
vakalarinin pekgogu icin ‘vazomotor nefropati’ terimini kullanmaktadirlar. Bazi
arastirmacilar ise ABY'ne, glomertler kapiller duvarinin gegirgenligindeki
degisikliklerin neden oldugunu 6ne stirmektedirler (Kurtz ve ark., 1976).

Her ne kadar ABY patojenezi icin tam ve kesin bir yargida bulunmak
olas degilse de, glomeriler, tibuler ve vaskiler olaylarin birlikte rol oynadigini
kabul etmek daha gegerli bir goristir. Buna gore iskemi, glomertler kapiller
basinci artirmakta; bu da tibiler akimin yavaslamasina neden olmaktadir. Ayni
zamanda iskemik hticre nekrozu, apikal membranin tibuler [limene dokilmes ile
birlikte gamursu kivamda bir ¢okintu olusturarak sekonder olarak tubuler |imeni
tikamaktadir (Coe ve Brenner,1987).

2.3.3. Patoloji

ABY’li hastalarin bobreklerinde izlenen histopatolojik degisiklikler cok
cesitlidir. Isik mikroskopisinde izlenen bulgular genellikle minimal diizeydedir.

Bununla beraber, tubuler epitel rejenerasyonu, nekroz veya hiicre bittnl Ggintn
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bozulmasi, intratbller ‘silendrler’, interstisyel 6dem ve hiicre infiltrasyonu gibi
bulgulara rastlanabilir. Hatta, tubller kollaps ve dilatasyon gorulebilir.
Dissemine vaskiler koagulasyon veya uzun sireli iskemik hasar sdz konusu
degilse intrarena kan damarlari ve glomerillerin normal oldugu gozlenir.

Mikrodiseksiyon calismalari ile gbzlenen lezyonlar genelde 2 tiptir:

(@) Dogrudan nefrotoksik hasari takiben ozellikle proksimal kivrimli
ve diz hicrelerde tniform, yaygin nekroz sz konusu iken tibtler

bazal membranda degisiklik gorilmez.

(i)  Renal iskemiyi takiben ise nefronda orta siddette, yamali nekroz
olusur. Bu tip nekroz en fazla kortikomeduller bileskedeki tubiiler
segmentlerde belirgindir .

Jukstaglomertler proksmal diz tublulisler ve Henle kulpunun
medullasinda yer aan kalin cikan kolu (thick ascending limb) nekroza 6zellikle
duyarlidir. Tim bu histopatolojik farkliliklara karsin, nefrotoksik ve iskemik
ABY’nin klinik tablosu benzerdir. ABY’de renal histopatolojik degisikliklerle
isevsel parametreler arasinda cogu zaman tam bir uyumluluk izlenmez. Ancak,
ABY duzeldikten sonra yapilan bobrek biyopsileri genellikle normaldir (Coe ve
Brenner,1987).

2.3.4. llaca bagli akut bdbrek yetmezligi

Bobrekler fazla miktardaki kanlanmalari, endoteliyal ylzeylerinin
genidligi, konsantasyon idevleri ve metabolik etkinliklerinden dolayi toksik
hasara karsi cok duyarlidirlar. Potansiyel nefrotoksin olan cesitli ilaglarin
konsantre edilmeleri islemi, bobrek tubilluserinde gergeklestiginden tubiler
[Gmen ve peritibller hicreler bu toksinlerle yiksek konsantrasyonlarda
karsilasirlar. Bobrek medullasi ve papiller dokular ise bu bolgelerde kan akiminin
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dusiik, ‘solute’ konsantrasyonunun ise yiksek olmasindan dolayi toksik hasara
karsi daha hassastirlar (Robinson ve Millares,1992).

Gecmiste, ABY'ne neden olan ganlar olarak agir metaler, organik
solventler ve glikoller 6n planda yer almakta iken gunimuzde bunlarla daha
seyrek olarak karsilasiimaktadir. Son yillardaki calismalar aminogilikozit
antibiyotikler ve radyografide kullanilan kontrast maddelerin ABY’ne yol acan
nefrotoksik maddeler arasinda 6n siralari aldigini gostermektedir (Shusterman ve
ark.,1987). Amnogilikozit tedavis goren hastalarin yaklask % 10-20'sinde
ABY izlenmektedir (Foster ve ark.,1992).

Yine, cesitli anajezik ilaglar, anjiyotensin dondstiricti  enzim
inhibitorleri, siklosporin, sisplatin ve amfoterisin-B nefrotoksik potansiyelleri
fazla olan ilaglardir. Soz konusu ilaclarla olusan ABY intravaskiler sivi kaybi,
potasyum kaybi ve diger ilaclarin (6rn. dilretikler gibi) birlikte kullanilmasi ile
Siddetlenir.

Radyografik kontrast maddelerin  saglikli  bireylerdeki nefrotoksik
potansiyeli dusiktir. Ancak, beraberinde bir bobrek hastaliginin stz konusu
oldugu durumlarda (Ozellikle diabetik nefropatili hastalarda) %10-40 arasi
siklikta ABY ne yol acar. Metoksifluran ve enfluran gibi anestezik ganlar da
ABY'ni indukleyebilirler.

2.3.5. Aminogilikozitlere bagli akut bdbrek yetmezligi

Aminogilikozitler 500 Dalton agirliginda, polar, katyonik (ortalama
pH: 7.8) molekillerdir (Bennett, 1983). Polar yapilarindan dolayi yagda az
¢Ozunurler ve bu ytzden biyolojik membranlari gecme yetenekleri zayiftir.
Plazma proteinlerine ¢ok az baglanirlar. Insanlarda eliminasyon yari émurleri
yaklasik 2 saattir ve bobreklerden hizli bir sekilde degismeden dilirlar.
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Degisiklige ugramamis aminogilikozitlerin renal klirens indlin klirensinden
hafifce dustktir. Hemodiyalizle yeterli derecede itrah edilirler (Bennett, 1986).

Gram (-) enfeksiyonlarin aminogilikozitlerle tedavis esnasinda
nefrotoksisiteye siklikla rastlanir (Barckley, 1994; Deamer, 1996). Bu ilaclarla
olusan nefrotoksisitenin tiibuler nekrozla karakterize oldugu gosterilmistir. Hiicre
hasari aminogilikozitlerin dogrudan tUbller etkisine baglidir ve primer olarak

proksmal tlplerde izlenir.

Sicanda, mikroponksiyon ve mikroenjeksiyon calismalari
aminogilikozitlerin fircams kenar membraninda bir reseptore baglandiktan sonra
vakuolizasyon ile proksima tibulis hicrelerine alindigini  gostermektedir
(PastorizaMunoz ve ark, 1979; Sastrasinh ve ark.,1982). Aminogilikozitler
hiicreye girdikten sonra lizozomlara tasinirlar. Hicre igine alinmasinin strekli
olmas lizozoma disfonksiyona ve sonucta dejenerasyona yol acar. Bu da
lizozomal enzimlerin aciga cikarak diger hiicre organelleri Uzerine etkimesine
neden olur. (Robinson ve Millares1992). Aminogilikozitler lizozomal
fosfolipazlari inhibe ederek fosfolipidlerin belirgin bir sekilde birikimine neden
olur. Bu fosfolipidozla sonuglanir (Feldman ve ark.,1982; Nonclercq ve
ark.,1992). Bu kimyasal olaylarin kaniti isk ve elektron mikroskopisinde
membrandz ‘whorled” miyeloid cisimciklerin izlienmesidir (Bennett,1983).

Bu morfolojik degisiklikler insan bobreginde birkag aminogilikozit
dozundan sonra, glomertler filtrasyon hizi normal iken dahi izlenebilir (De Broe
ve ark.,1984). Aminogilikozit-lizozom etkilesiminin bir sonucu olarak lizozomal
membranlar ozmotik olarak aktif molekiillere daha az gegirgen hale gelir ve
devaminda yirtilma ve hticre nekrozu gelisir (Powell ve Reidenberg,1983; Rivas
Cabanero ve ark.,19943). Nefrotoksisitenin ilk bulgulari fircams kenarin ve
lizozomal enzimlerin limene saliverilmesi, glikozuri, aminoasidiri ve tubtler

proteintridir (Robinson ve Millares,1992).
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Aminogilikozitlerin ayni zamanda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla
etkilestikleri de gosterilmistir. Bu etkilerin belirgin hticre nekrozu olusumundan
Once izlenmesi, hicre enerji mekanizmalarindaki bozuklugun hicre 6lumu ile
sonlanan hiicre membrani aktivitesindeki anormalliklerin patogenezinde dnemli

olabilecegini dustindirmektedir (Humes ve Weinberg, 1983).

Aminogilikozitlerin tek bir yilksek dozu dahi membrana bagli Na-K*-
ATPazda azalma ile sonuglanabilir (Williams ve ark.,1981). Ancak
aminogilikozit ile indiklenen invivo hasarin zamana bagli gelismi, hiicre
membranindaki  transport enzimlerindeki  degisikliklerin  hiicredeki  letal

degisikliklerin nedeni degil sonucu oldugunu distindirmektedir.

Aminogilikozitlerin proksimal tubillslerde dogrudan toksik etkisine bir
diger kanit, K* ve Mg" gibi intraseliler katyonlarin proksimal tiibiler kaybinin
izlenmesidir (Bennett, 1983). Her ne kadar ttbller hiicre nekrozu ve glomeriler
filtrasyon hzi arasindaki baglanti tartismali ise de, eldeki bulgular intrattbtiler
obstriksiyonun bobrek disfonksiyonunun olusmasinda énemli bir rol oynadigi
gorusiini  desteklemektedir (Neugarten ve ark.,1983; Rivas Cabanero ve
ark.,1995).

Y apilan arastirmalar aminogilikozit kullanan hastalarin %10-20'sinde ilag
duzeylerinin terapotik sinirlar icinde olmasina ragmen nefrotoksisite gelistigini
gostermistir (Matzke ve ark.,1983). Bu yiksek oran aminogilikozitlerin hasar
yarattiklari intraselliler bolgelere plazma dizeylerinden bagimsiz  olarak
tasindiklarinin gostergesi olabilir. Aminogilikozit nefrotoksisitesi genellikle ilaca
baslandiktan sonraki 7-10 gin i¢inde ortaya ¢ikar. Idrar miktarinin normal olmasi
bu tip bobrek yetmezliginin karakteristik bir 6zeligidir (Bennett,1986).
Glomerller filtrasyon hizi azalmadan once politri ve idrari konsantre etme
yeteneginde azalma stz konusu olabilir. Idrar sedimentinde silendirlerde, tibulls
hiicrelerinde ve miyeloid hicrelerde artis izlenebilir. Glomeriler filtrasyon

hizinin belirgin olarak dusmedigi durumlarda dahi tUbller hasari yansitan
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enzimuri goruldr (Bennett,1986). Sodyum ve potasyumun fraksiyonel itrahi artar.
Bazi olgularda siddetli K ve Md? kaybina bagli olarak hipokalsemi gelisir.
Rena biyopsilerde yamali ‘patchy’ tibuler nekroz karakteristiktir (Shanley ve
Burke.,1990). Bobrek disfonksiyonu ilag birakildiktan sonra 710 giin sire ile
devam edebilir. Glomertler filtrasyon hizindaki disiise bagli olarak
aminogilikozit ‘kan cukur konsantrasyonu’ yilkselir. Bazan diyaliz destegi
gerekmekle beraber cogu olguda GFR genellikle kendiliginden duizelir.

2.4. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
omarla, kararsiz, molekil agirligi diusik ve cok etkin molekiller olarak
tanimlanir. Cogu olayda serbest radikal Uretimi, pato-mekanizmanin bir
parcasidir ve pek cok ksenobiyotigin toksisitesi, serbest radikal Uretimi ile
ilgilidir. Oksidatif stres basit bir sekilde, vicudun antioksidan savunmasi ile
htcrelerin lipid tabakasinin peroksdasyonuna neden olan serbest radikal Uretimi
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres, toksisitenin olasi bir
mekanizmas olarak son on yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline

gelmistir.

Serbest radikaller hidroksil, stperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit
radikaleri gibi degisk kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki en
Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Oksijen, siperoksit
grubuna (O ;) bazi demir-kiikiirt iceren yilkseltgenme-indirgenme enzimleri ve
flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol
acan superoksit grubu, bakirli bir enzim olan slperoksit dismutaz (SOD)
araciliginda hidrojen peroksit (H20,) ve oksijene cevrilir. Sliperoksit grubundan
daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili Urinlere

donustirdlerek etkisiz kilinir. (Mercan 2004)
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Serbest oksijen radikallerinin, ilag ve toksinle olusan reaksiyonlar, kursun
zehirlenmesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi, karbon
tetraklorire bagli karaciger hasari, glomerulonefrit, hepatit B, iskemi ve
reperflizyon, E vitamini eksikligi, kanser, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner
displazi, arteroskleroz, pankrestitis ve romatoid artrit gibi pek cok hastaligin
patogenezinde etkili olduklari dne strilmektedir (Mercan 2004).

2.5.LIPID PEROKSIDASYON

Slperoksit gruplarinin hizli bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre
zarlarinin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki doymamis yag
aditleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroks yag asitleri,
etan ve pentan gibi cesitli lipid peroksidasyon Urdnlerini olusturur. Lipid
peroksitler, indirgenmis glutatyona (GSH) bagimli selenyumlu bir enzim olan
GS-peroksidaz tarafindan lipid akollere cevrilerek inaktive edilirse de, gerek
superoksit gruplariyla fazla miktarda lipid peroksitlerin sekillendirilmes ve
gerek selenyum eksikligi ve gerekse ortandaki GSH’nin tikenmesine neden
olabilen  dietilmaleat, dioksn gibi maddelerin  bulunmasi, lipid
hidroperoksitlerinden serbest lipid gruplarin olusmasina yol acar. Serbest lipid
gruplari da, ayrica doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olur. Lipid
hidroperoksitlerin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya
hiicre diizeyinde metabolize olurlar ya da baslangictaki etki alanlarinda difftize
olup hicrenin diger bdlumlerine hasari yayarak sekonder bozukluklarin da
gostergesi olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en duyarli bolgedir. Serbest
radikaller, santral sinir sisteminin patolojik durumlarinin pek ¢cogunda, dogrudan
olarak doku hasari meydana getirirler. Serbest oksijen tirleri, ekzitotoksisite,
metabolik disfonksiyon ve kalsiyumun intraseliler hemostazisinde bozulma gibi

cogul mekanizmalarla doku hasari meydana getirirler. (Mercan 2004).
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Lipid peroksidasyonun en 6nemli Griinii malondialdehid (MDA) dir. Ug
ya da daha fazla cift bag iceren yag adtlerinin peroksidasyonunda MDA
meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon alis-verisine etki
ederek membrandaki  bilesiklerin capraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degismi gibi olumsuz sonuclara neden
olur. MDA bu 0zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona
girebilir ve bundan dolayi mutgenik, hicre kudltlrleri icin genotoksk ve
karsinojeniktir (Mercan 2004).

Nitro-aromatik  yapili organik  fosforlu  bilesikler  vicutta
biyotransformasyonlari sirasinda stiperoksid gruplari agiga cikarirlar; hiicre zari
fosfolipidierinde lipid peroksidasyona ve sonugta hiicre hasarina yol acarlar.
Fosfolipidlerin peroksidasyonunu kolaylastiran -OH’li bilesikler,
biyotransformasyonlari sirasinda ortak metabolit 2,4-diklorofenilagilklorir
sekillenir. Bu madde glutatyonun tilkkenmesine yol agarak lipid peroksidasyonuna
kars koruyucu mekanizmalari zayiflatir. (Mercan 2004)

2.6. GLUTATYON

Glutatyon (g-glutamil sisteinil glisin) (GSH) glutamik asit, sistein ve
glisinden ibaret bir tripeptittir (C10H17N306S). Moleklltn aktif kismi sisteinin
sulfidril gurubudur. g (Gama) glutamil kismi hlicre ici stabiliteyi ve peptidazlara
direnci saglar (Sen 1994, Zubay 1983) Memdli hlicrelerinde en yiksek miktarda
bulunan, nonprotein tioldir. Bitin canlilarin hicrelerinde 0.1 - 10 mM
konsantrasyonda bulunur (Atasoy 1994). Diger metabolik agidan 6nemli
bilesikler gibi doku konsantrasyonlari ¢ok iyi regile edilir. Cok uzun aclik yada
ksenobiyotik maruziyetinde bile karacigerdeki konsantrasyonu kontrol degerinin
% 30" undan daha asagiya dusirmek mimkin degildir. Ayrica ksenobiyotik
seklinde veya 6zel diyetle disaridan GSH 6n maddeleri verilerek hepatik GSH' i
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fizyolojik maksmum konsantrasyonundan daha yiksek konsantrasyona
cikarmak da pek mimkin degildir (Bray 1994).

g-glutamilsistein ATP kullanilan iki basamakli bir reaksiyonla sentezlenir.

Ik basamak glutamatin sisteinle kondansasyonudur (Zubay 1983).

g-glutamilsistein sentetaz
Glutamat + sistein + ATP ® g-glutamilsistein + ADP + Pi

Ikinci basamak bu dipeptidin glisinle kondasasyonudur.

Glutatyon sentetaz
gglutamilsistein + glisin + ATP ® GSH + ADP + Pi

2.6.1. Glutatyonun 6nemli idevleri sunlardir:

1. Proteinlerin tiyol gruplarini indirgenmis durumda tutmak,

2. Dislilfit kalintilarinin karsilikli olarak degistirildigi tepkimelerde gorev almak,
3. Gliyoksalaz gibi bazi enzimlerin ko-enzimini olusturmak,

4. Aminoasitlerin hiicre zarlarindan gecisini kolaylastirmak,

5. Endojen peroksitleri ve serbest radikalleri yikmak,

6. Yabanci maddeleri detoksifikasyon, (Atasoy 1994)

Glutatyonun hicre icginde indirgenmis durumdaki proteinlerin tiol
(stlfidril) gruplarinin korunmasinda muhtemelen nonenzimatik yolla etkili
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oldugu dusinulmektedir. Protein - disllfit rediktaz enzimi, glutatyon ve
proteinler arasindaki stlfidril - distlfit degisimini katalizler. Bu enzim instlinin
yikiminda ve olasilikla polipeptid zincirinin katlanmasi sirasindaki distlfid
kopralerinin yeniden siniflandirilmasinda 6nemlidir (Zubay 1983).

Glutatyon ayrica metilglyoksal'in glyoksalase | ve Il enzimleri araciligi
ile laktata dbnisimt ve formaldehitin formaldehit dehidrogenaz ve S formil
glutatyon hidrolaz enzimleri araciligiyla formata donisimi gibi cesitli
reaksiyonlarda koenzim olarak rol oynar. Bu reaksiyonlarin her birinde

glutatyonun s-acilesteri bir serbest ara madde olarak gorev gorir (Zubay 1983).

Glutatyonun bir baska rolii de g glutamil siklusunda gama glutamil
donorii olmasidir. g glutamil sklusu enzimleri (6zellikle g glutamil

transpeptidaz) hiicre icine GSH transportunun énemli bir fonksiyon oldugu
hiicre ve dokularda bulunmaktadir. Glutatyon hticrelerin cogundaicerden disari

ve sadece g glutamiltranspeptidaz iceren hiicrelerde disardan igeri etkili sekilde
tasinir. Bu enzim ayrica glutatyonun glutamat ve sisteinilglisine, glutaminden
glutamat ve NH3' e hidrolizini de katalizler. Sistein ve methionin igin de hticre
membranindan geciste bu transport tipi glutatyon kadar 6nemlidir. Bobrek ve
eritrogitlerden izole edilen glutamil transpeptidazin glutamat, alanin ve
glutatyonun transportunu arttirdigi gosterilmistir (Atasay1994, Zubay 1983).

Glutatyon hemoglobinin demirinin Fe'? durumunda korunmas icin de
Onemlidir. Oksidize glutatyonun NADPH' a bagimli glutatyon rediktaz ile
indirgenmesi rediikte glutatyonun yenilenmesini saglar (Sekil 3). Eritrositlerde
GSH' in azalmasi Fe*? 'nin Fe* ‘e doniiserek hemoglobinin Heinz cisimcikleri
seklinde ¢okmesine ve hemolize sebep olur (Atasay 1994, Zubay 1983).
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Sekil 3: Eritrosit glutatyonunun azalmasi sonucu olusan mekanizma (Atasoy
1994)

Potansiyel olarak zehirli bazi elektrofilik ksenobiyotikler asagidaki reaksiyonda
gosterildigi gibi nukeofilik GSH ile konjuge olurlar (Zubay 1983).

RX+GSH ——  —® RGS+ HX

Burada R elektrofilik ksenobiyotiktir. Bu reaksiyonlari katalize eden
enzimler glutatyon S transferazlardir. Bu enzimler karacigerde hepatosit hiicre
stoplazmasinda yilksek, diger dokularda ise daha dusiik konsantrasyonlarda
bulunurlar. Insan dokusunda glutatyon S transferazlarin cesitli izoenzimleri
mevcuttur. Bunlar benzer enzimlerdir, az sayidadirlar, bircok hidrofobik

substans baglama yetenegindedirler (Zubay 1983).
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Glutatyonla konjuge olan substrat tipleri:

1. Epoksitler,
2. Aren oksitler,
3. Nitro gruplari,

4. Hidroksilaminlerdir.

Agri kesici ve ates duslrlct bir ilag olan asetominofen, tuberkiloz
tedavisinde kullanilan bir ilag olan izoniazid, bir dilretik olan etakrinik asit,
furosemid, gendl anestezik bir madde olan halotan, karbon tetra klordr,
nitrozoaminler, bromobenzen, oOzellikle akilleyici ganlar grubundan olan
antitimoral ilaglar, steroidler, biluribin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar
GSH'la konjuge olan maddelere 6rnek olarak verilebilir (Katzung 1995,
Klaassen 1986, Zubay 1983).

Eger toksk potansiyelleri olan ksenobiyotikler glutatyon ile
konjugasyona ugramasalardi; DNA, RNA veya degisik hicre proteinleri ile
kovalan olarak birlesebilecekler ve ciddi hiicre hasarina yol acabileceklerdi.
Bundan dolayi glutatyon bazi ilaglar ve karsinogenler gibi degisik toksik
maddelere karsi 6nemli bir savunma mekanizmasidir. Karaciger gibi dokularda
glutatyon miktari dusecek olursa, o zaman dokunun normalde glutatyon ile
konjuge olmas gereken madde tarafindan hasara ugramaya yatkinlastigi
gorulUr. Bu nedenle glutatyon diizeyi oldukca iyi regule edilir ve dogal olarak
ancak 6lim orucu gibi uzamis aglik hallerinde dizeyi diser. Ancak farelere
glutayon ile reaksiyona giren bazi bilesiklerin verilmesiyle deneysel olarak
dokuda disiik glutatyon seviyeleri olusturulabilir ve etkileri incelenebilir (Bray
1994).

Escherichia colinin glutatyon sentezinde rol alan iki sentetazdan bir veya
her ikisinden yoksun olan mutantlari Uretildiginde, bu hicreler glutatyondan
yoksun olduklari halde yasayabilirler ve normal bilyime hizina sahip olurlar,
ancak civdi bilesikler gibi toksik bilesiklere asiri duyarlidirlar (Zubay 1983).
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Glutatyon konjugatlari ekskresyon 6nces daha ileri metabolizasyona
ugrarlar. Glutatyona ait glutamil ve glisinil gruplari spesifik enzimler tarafindan
uzaklastirilir ve geri kalan sisteinil kisminin amino grubuna bir asetil grubu
(asetil ko-A' dan saglanan) eklenir. Sonucta olusan bilesik, idrarla atilabilen ve
L-asetil sisteinin konjugesi olan merkaptirik asittir (Sen 1994, Zubay 1983).

Glutatyon ve glutatyon dnmaddelerinin tedavide kullanimi iki deneysel
bulgudan dolayi gelismistir.

1. Azamis doku glutatyon miktari artmis toksisite ve hastaiklarla
birliktedir.

2. GSH 6n maddelerinin verilmes toksikasyon ve hastaligi azaltmaktadir
(Bray 1994).

Glutatyon metabolizmasinin  genetik  defektleri, glukoz6-fosfat
dehidrogenaz, glutatyon rediktaz ve gglutamilsistein sentetaz enzimi
eksikligini igerir. Bu hastaliklarda ortak bulgu zararli kimyasal maddelerin
alimiyla ortaya cikan hemolitik anemidir (Atasoy 1994, Zubay 1983).

Kalitsal yada edinsel cestli hastdiklarda da doku glutatyon
konsantrasyonlari azalabilmektedir. Ancak sadece hastalikla iliskili dokularda
glutatyon konsantrasyonu azalir, tim vicut dokularinda azalmasi s6z konusu
degildir. Plazma ve glutatyon diizeyinin azalmasi HIV (Insan immun yetmezlik

virusu) enfeksiyonundabildirilmistir.

Glutatyonun tiol grubuna konjuge olmasi, sentezini inhibe eder. Doku
dizeyinin azamas dietsel sUlfurli aminoasitlerin eksikligine bagli olarak
gelisebilir ve bu durumda kloroform, benzen, asetominofen gibi
ksenobiyotiklerin toksisites artar. Glutatyonun sentezi icin gerekli olan,

sisteinin verilmes bunlarin hepatotoksisitesini engeller. Asetominofenin asiri
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dozlariyla gelisen zehirlenmelerde N-asetilsistein verilmesi, glutatyon sentezini

arttirarak yasami kurtarir (Bray 1994).

2.7. GLUTATYON STRANSFERAZ

Glutatyon S transferazlar (GST) farmakolojik aktif bilesikler de dahil
olmak Uzere potansiyel alkilleyici gjanlarin detoksikasyonunun baslatilmasinda
fizyologjik rol oynayan enzimlerdir. Bu enzimler glutatyonun elektrofilik ara
maddelerle konjugasyonunu saglar, onlarin elektrofilik bolgelerini ndétralize
ederek daha suda ¢ozundr Uriinler olusturur (Habig 1974, Shea 1988).

GST’ nin stoplazmada bulunan tg alt tipi (a, p, m) ve membranabagli bir
alt tipi (mikrozomal) vardir. Bunlarin heps farkli molekuler yapiya sahiptir ve
bu dort enzimin herbiri, izoelektrik noktalari, enzimatik 6zgullukleri,
immunolojik reaktiviteleri ve spesifik substratlarla reaksiyona girebilmeleri
Ozelliklerine dayanilarak identifiye edilebilirler. GST' nin stoplazmik formlari
genis substrat aktiviteleri olan dimerik proteinlerdir ve bir multigen
ailesindendir. GST p c¢ok cesitli normal dokulardan, plasenta, lenfositler,
trombositler, ve insan malin dokularindan izole edilmistir. Normal karacigerde
GST p safra kana epitelinde bulunur ve hepatositlerde bulunmaz, a ve mtipi
GST hem hepatosit hem de safra kanal epitelinde bulunur (Habig 1974, Hall
1990, Murray 1993) .

GST a hepatositlerde sentezlenen predominant GST izoenzimidir ve

ayrica bobrek gibi baska dokularda da bulunmustur. GST m karaciger ve
I6kositlerde bulunmustur ancak toplumun sadece % 55' inde saptanabilmistir
(Habig 1974).
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2.7.1. Glutatyon S Transferaz ve Karsinogenez

Sitokrom p-450 ¢okgenli bir enzim ailesidir. Ksenobiyotiklerin baslangic
oksidatif metabolizmasinda gorevlidir ve bazi substratlari potansiyel olarak
mutajenik ve karsinojeniktir. Sitokrom p 450 metabolizmasi aktif ara Grinler
Uretebilir veya detoksifiye edebilir. Aktif metabolitler siklikla hticresel
proteinlere ve niklelk astlere baglanabilen ve hicre fonksiyonunu
degistirebilen elektrofilik bilesenler icerir (Habig, 1974).

Epoksid hidrolaz, cogu potansiyel olarak karsinojenik veya mutgenik
olan epoksitlerin, genellikle glutatyon veya glukronik asitle konjuge ederek,
daha az toksik olan dihidrodiolllere metabolize olmasini saglar. Epoksitler
siklikla sitokrom p 450 nin metabolizma Urinddur. Bu ara Grinlerin glutatyonla
konjugasyonunu GST katalizler (Habig, 1974).

2.7.2. Glutatyon S Transferaz ve Sitotoksik I1a¢ Direnci

Bifonksiyonel akilleyici gjanlar hem solit timérlerin hem de hematol ojik
malignitelerin tedavisinde kullanilan 6nemli ilacglardir. Siklikla tedavinin
baslangicinda timorin blyumesi geriler, fakat degisken olabilen bir periyot
sonrasinda tumor hicreleri ayni gruptan ilaglara direncli hale gelirler. Hem
deney hayvanlarinda hem de insanlarda yapilan calismalar gostermistir ki
bifonksiyonel akilleyici ganlara karsi direng gelissminde cesitli hicrese

mekanizmalar etkilidir. Bunlar:

1. Azamisilag dimi (uptake)
2. Artmis ilagdetoksifikasyonu (6zellikle glutatyonla konjugasyon)
3. Artmis DNA tamiri (Hall 1989)
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Bazi antikanser ilaglar sitokrom p 450 ile metabolize olur ve fonksiyonel
olarak iliskili enzimler epoksid hidrolaz ve glutatyon S transferaz (GST)' dir.
Antikanser ilaglara direncli hiicreler azalmis sitokrom p 450 ve artmis epoksid
hidrolaz ve GST ile karakterizedir (Hall 1989).

GSH, GST, GSHPx, Glikoprotein P ve 06-alkilguanin DNA-

akiltransferaz sitostatik ilaclara direng faktorleri olarak belirlenmektedir.
Ozellikle GST ve P glikoproteini ilaglara direncli I6semilerde belirgin olarak
yiksek bulunmustur. GSH ve GST sitotoksik metabolitlerin, GSHPx ise toksik
oksijen ara Grunlerinin detoksifikasyonundan sorumludur. GSH ve GST
ozellikle akilleyici gjanlar olmak Uzere |6semi tedavisinde kullanilan ilaglara
gelisen direncte rol oynarlar. Detoksifikasyon sisteminin farkli komponentleri
maling hicrelerin  prognozunda onemli bir gostergedir. Ko6tl prognoziu
hastalarda degerlerin ¢ok yuksek oldugu gorilmastir (Joncourt 1993).

Invitro calismalar cesitli GST izoenzimlerinin tUmor hicrelerinde de
sentezlendigini  ve klorambusil, melfaan, adriamisin gibi, hematolojik
malignitelerin  tedavisinde c¢ok kullanilan ilaglara direngten sorumlu
olabileceklerini gostermektedir. GST' ler dirence dogrudan veya dolayli yolla
sebep olabilirler. Dogrudan detoksifikasyon ilag veya ilag metabolitlerinin aktif
bolgelerinin glutatyonla konjugasyonunun saglanmasi seklinde olabilir. Diger
yol ise ilagla hiicre arasindaki iliski sonucu agiga cikan serbest radikaller gibi
reaktif Urunlerin detoksifikasyonu yoluyla olabilir (Hall 1990).

Cesitli calismalar, akilleyici ganlara direncli hicrelerde bir grup
stoplazmik enzimin ekspresyonunun arttigini gostermistir. Bu enzimlerin GST
grubu oldugu anlasiimistir. Klorambusile direncli hiicrelerde artan izoenzimin

a-GST oldugu tanimlanmistir (Hall 1989).

Insan trombositlerinden izole edilen GST ile yapilan calismaar bir

nonsteroid antienflamatuar ilag olan indometazinin GST aktivitesini azalttigini
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gostermistir. Klorambusile direncli ve GST dizeyi normalin 40 midli yiksek
olan timér hicrelerine indometazin verildiginde GST dizeyinin azaldigi ve

hicrelerin klorambusile duyarlilastigi gordlmasttr (Hall 1989).

2.8.KATALAZ

Katalaz, O. Loew tarafindan ilk olarak 1901'de Nature dergisinde
yayinlandi. Katalaz ilk olarak okiiz karacigerinden kristal sekilde izole edilmisti
(Summer ve Dounce 1937). Daha sonra Bonnicsen Herbert kandan ve diger
kaynaklardan izole ettiler. Bir molekilde 4 ferriprotoporfirin grubu iceren

molekdl agirligi 240.000 bir enzim olduliu anlasildi.

Dokudaki katalaz aktivites oldukca degisiktir. Karaciger ve bobrekte cok
yiksekken, bag dokusunda disiktir. Dokularda esas olarak mitokondri ve
peroksizom’larda bagli olarak eritrosit iginde erimis halde bulunur. Kandaki

katalaz aktivitesinin blydk bir kismi eritrositlerdendir.

Katalaz hem etanol ve kloroform ile klasik presipitasyon (¢tkme), hem

de DEAEsdiloz kromotografisi ya da jel filtrasyonu ile hemoglobinden
ayrilir.

Katalazin ¢ift fonksiyonu vardir.
1. Hidrojen peroksitten bir oksijen ¢ikartmak

2. Hidrojen vericilerin oksidasyonu ile 1 mol peroksit kaybi
olusturmalaridir. (6rnegin; metanol, etanol, formik asit, fenollerin 1mol peroksit

kaybetmesi)
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Katalaz
2H202 ® 2H20+02

Katalaz
ROOH + AH, ® H,O +ROH + A

Katalazin fizyolojik fonksiyonu hala tam olarak aciklanmis degildir. Ancak
bilinen katalazin hiicre organellerinde spesifik bir peroksidaz roli oynamakta

oldugudur.

2.9. AMINOGLIKOZITLER

2.9.1.Farmakokinetik Ozellikler: Fizikokimyasal Ozellikleri nedeniyle
aminogilikozitler mide-barsak kanalindan pek absorbe edilmezler. Bundan
dolayi sistemik etki elde etmek icin agiz yolundan kullanilamazlar. Ancak
barsak florasini azaltmak icin agizdan yinelenerek verilebilirler. Ameliyat
sirasinda periton veya plevra lavgji icin de kullanilabilirler. Yanik, yardanmis
veya Ulser olmus cilt bolgelerine ve eklem bosluguna lokal uygulandiklarinda
da sstemik toksik belirti yapacak kadar fazla oranda absorbe edilebilirler.
(Kayaalp 2002)

Plazmada proteinlere ya hi¢c baglanmazlar (gentamisin, kanamisin ve

tobramisin gibi) ya da % 30'dan disik bir oranda baglanirlar (streptomisin
gibi.)
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Molekdllerinin fizikokimyasal 6zelligi nedeniyle esas olarak sadece
ekstraselller sivida dagilirlar. Kan-beyin, kan-BOS ve kan gz engellerini ¢ok
az gecerler (BOS'taki konsantrasyon plazmadakinin % 10'u kadardir.) BOS a
gecis, menenjlerin iltihabi halinde biraz artsa bile yetersizdir. I¢ kulagin
endolenf ve perilenfinde tedavi boyunca artan miktarda toplanirlar. Bu durum
sbzii edilen sivilara sokulmalarinin hizli, fakat oradan kana dénuserinin yavas
olmasi ileilgilidir. Bu 6zellik ototoksik etkilerinin olusmasinda rol oynar. Tek
dozdan sonra endolenf ve perilenfte kalma slireleri plazmadakinden yaklasik 5
kez daha uzundur. Sinovyal sivi ve plevral sviya terapOtik konsantrasyon
olusturacak sekilde gecerler; Fotal dolasima ise gorece dusik bir oranda
gecerler, fakat streptomisin ve tobramisinin, fétusta i¢c kulak hasari yaptigi
gorulmustir (Kayaalp 2002).

Bobrek korteksinde, plazmadakinin 10-50 kati bir konsantrasyonda
birikirler.

Eliminasyonlari, lUyeler arasinda fazla bir oranda degismeksizin esas
olarak  bobreklerden glonmertler filtrasyonla itrah suretiyle olur. Renal
klerensleri 80-90 mil/dak ‘tir. Idrardaki konsantrasyonlari plazmadakinin 100
katina kadar cikabilir. Bobrek fonksiyonlari normal olan kimselerde cesitli
aminogilikozit antibiyotiklerin eliminasyon yarilanma 6murleri yaklasik olarak
ayni degerdedir (2-3 saat). Vicutta kalis streleri uzun olmamakla beraber,
postantibiyotik  etkilerinin  uzun olmasi nedeniyle, agir olmayan
enfeksiyonlarda aminogilikozitler ginde tek dozla bile etkili olabilirler
(Kayaalp 2002).

Bobrek yetmezligi olan hastalarda, yetmezligin dereces ile orantili bir
sekilde yarilanma omdrleri uzar. Bu nedenle boyle olgularda dozlari
ayarlanmalidir. Dozun ayarlanmasi, yukarida belirtilen yas, cinsiyet, kreatinin

klerensi ve vicut agirligi gibi faktrleri toplu olarak dikkate alan belirli
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formlllere veya nomogramlara gore yapilabilir. Yadi hastalarda da bobrek
fonksiyonlarinin dogal olarak azalmas nedeniyle aminogilikozitlerin yarilanma
Omurleri uzar. Yenidoganlarda ve 6 ayliga kadar olan bebeklerde de yarilanma
Omdarleri artmistir (Kayaalp 2002).

Aminogilikozitlerin toksik doz/terapttik doz oranlari disik oldugundan
dozlarin dikkatli bir sekilde saptanmasi, sadece bobrek yetmezligi olgularinda
degil, genellikle bitin hastalarda gereklidir. Olanak varsa ilacin  plazma

konsantrasyonu 6lciltp izlenmelidir.

Hemodiyaliz ve periton diyalizi, aminogilikozitleri vicuttan 6nemli
Olclde uzaklastirir. Hemodiyaliz seandarindan sonra kaybolan ilag yerine
yukleme dozunun yarisinin verilmes tavsiye edilir. BOyle hastalarda plazma

ilag konsantrasyonu olculerek izlenmelidir (Kayaap 2002).

2.9.2 Kullanilis

Aminogilikozitler terapttik indekserinin darligi ve toksik etkilerinin
(nefrotoksik ve ototoksik etkiler gibi) ciddi niteligi nedeniyle, genellikle daha
az toksik diger antibiyotiklere yanit vermeyen agir ve/veya komplikasyonlu
enfeksiyonlarin tedavis ic¢in kullanilirlar. Kullanilis yerlerinden bazilarin da,

belirli aminogilikozit turleri tercih edilir.

Glnde tek doz seklinde uygulama: Aminogilikozit antibiyotikler
eskidenberi genellikle, ginlik dozlarini Uge bolmek suretiyle 8 saat ara ile
verilir. Gunltk doz bazen ikiye de bolunir. Ancak, giinde tek doz uygulamasi
giderek yerlesmektedir. Bu uygulama en azindan, ginde 3 dozda yapilan
standart uygulama kadar etkili, daha az toksik ve daha dusik maliyetlidir.
Gunlik doz halen standardize edilmemis olmakla beraber, gentamisin,
tobramisin ve netilmisin igin 4-7 mg/kg ve amikasin icin 15 mg/kg dir. Ancak

asagidaki durumlarda standart giinde 3 dozluk uygulama yapilmasi gerekir. (i)
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enterekokal endokardit, (ii) gebeler ve cocuklar (iii) agir bobrek yetmezligi
olanlar (kkr <30 ml/dak), (iv) nétropenili hastalar (Aminogilikozit bir beta
laktam antibiyotik ile kombine ediliyorsa ginde tek dozluk uygulama
yapilabilir) ve (v) Agir Ps.aeruginosa enfeksiyonlari (idrar yolunakisitli olanlar
disinda)

Giinde tek dozluk uygulamanin gerekce ve yararlari sunlardir. (i)
Aminogilikozitlerin bakterisit etkis, konsantrasyona (doza) bagimlidir; bir
kerede daha ytksek dozda verilmeleri daha yiksek konsantrasyon ve daha hizli
gelisen bakterisit etki yapar. Plazmadaki konsantrasyonun MIK’in dstiinde
kalmasi, gunde 3 kezlik uygulamadaki toplam stireye goére daha uzun olur. (ii)
Postantibiyotik etkiler wundur. Bu nedenle konsantrasyonlari MIK’in altina
dustiigu sirada bile etkileri, gorece uzun strer. (iii) Gunde tek doz verilmeleri
halinde plazma konsantrasyonu gunin biyldk kismi boyunca gorece diisik
kalir; boylece bobrek korteks ve i¢ kulakta birikmeleri 6nemsiz derecede olur.
Sonucta bu yerlerle ilgili ciddi toksik etki potansiyelleri azalir, daha guvenli
olurlar. (iv) Verilis ve serum dizeylerinin izlenmes daha seyrek yapildigi icin
tedavi maliyeti diiser, hasta daha az rahatsiz edilir ve ayaktan tedavi kolaylasir.

Badlica kullanilisyerleri:

1. En onemli kullanilis yerleri, gram-negatif bakterilere bagli olarak
karin-ici veyapelvis-ici organlarda, akcigerlerde, kemik ve yumusak dokularda
gelisen enfeksiyonlarin veya komplikasyonlu idrar yolu enfeksiyonlarinin ve
bitiin bu enfeksiyonlar sirasinda ortaya cikabilecek bakteremilerin tedavisidir.
Bu endikasyonlarda i.v veya i.m. uygulama yapilir ve rutin olarak gentamisin

kullanilir.

2. Pseudomonas enfeksiyonlarinda genellikle tobramisin veya gentamisin
bir antipsddomonal penisilin ile birlikte kullanilir. Gentamisine-rezistan gram
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negatif bakteriler 6zellikle hastane ortaminda goruldikleri icin amikasin, esas
olarak hastanelerde, hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir.
Gentamisin anaerob  bakterilere etkili olmadigindan, hastalik etkeni
belirlenmemis agir septisemilerde gentamisin antianaerobik etkili bir agir
septisemilerde gentamisin antianaerobik etkili bir pensilin veya sefalosporin ile
birlikte kullanilir. Bu kombinasyona metronidazol veya diger bir nitroimidazol

tlrevi anti-anaerobik ilag ilave edilebilir.

3. Gentamisin’in diger kullanilis yerlerinden 6zellik arzeden ikisi, gram
negatif  bakteri  menenjitlerinde  intrateka  olarak  kullanilmas  ve
immunosupresyonlu (nétropenik) hastalardaki gram negatif septisemilerinde
kullanilmasidir.

4.Streptokokus viridans, enterokoklar veya stafilokoklarin yaptigi infektif
endokarditin tedavisinde gentamisin, anaerob bakterilere etkili olmadigindan,
hastalik etkeni belirlenmemis agir setisemilerde gentamisin antianaerobik etkili
bir pensilin veya sefalosporin ile birlikte kullanilir. Bu kombinasyona
metronidazol veya diger bir nitroimidazol turevi anti-anaerobik ilag ilave
edilebilir.

5. Gentamisin’in diger kullanilis yerlerinden ¢zellik arzeden ikisi, gram
negatif  bakteri  menenjitlerinde  intratekal olarak kullanilmas ve
immunosipresyonlu (nétropenik) hastalardaki gram negatif septisemilerinde
kullanilmasidir.

6. Strep.viridans, enterokoklar veya stafilokoklarin yaptigi infektif
endokarditin tedavisinde gentamisin, yiksek dozda parenteral ampisilin veya
penisilin G ile kombine olarak kullanilir. Bu kullanilis yerinde eskiden
streptomisin kullanilirdi. S6z konusu kombinasyon bakteriyoloji yéninden
negatif goziken klinik endokardit olgularinin tedavisi icin de tavsiye edilir.
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Risk faktori bulunan hastalarda infektif endokardit profilaksis icin
"steptomisint pensilin G” kombinasyonu kullanilabilir. Gram-pozitif bir basil
olan menenjit ve bakteremide penisilin G veya ampisiline ilave olarak
gentamisin kullanilir.

7.Profilakss  amaciyla kullanis:  bazi aminogilikozitler, 6zellikle
gentamisin, mide-barsak, ortopedi ve kap ameliyatlarindan ©Once yara
enfeksiyonunu  o6nlemek icin kullanilirlar. Profilaks amaciyla yapilan

uygulamalar perioperatif nitelikte ve kisa olmalidir.

8.Tedavi veya profilaks amaciyla lokal kullanilis; Dis kulak yolu ve
konjunktividaki ylUzeyel enfeksiyonlarin tedavis igin  aminogilikozitler
merhem veya solisyon (damla) seklinde kullanilirlar; neomisin  bu
endikasyonlarda tercih edilir. Agir yaniklarda enfeksiyonun énlenmes veya
tedavis icin loka gentamisin kullanilmistir; fakat enfeksiyon etkeni olan
Pseuodomonas aeruginosa ve diger gram- negatif bakterilerde ¢cok cabuk ve ileri
derecede rezistans gelistigi icin gentamisin‘in bu amagla kullanilmas tavsiye
edilmez. Ciltteki primer veya sekonder yizeyel stafilokok enfeksiyonlarinda
kulanilmak Uzere gentamisin’in  krem veya pomat seklindeki mustahzarlari
cikarilmistir. Impetigoda etken stafilokoklar yaninda streptokoklar da olabilir;
aminogilikozitler streptokoklara pek etkili olmadiklarindan bu indikasyonda
basarisiz olabilirler. (kayaalp 2002)

Gentamisin gibi sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde sik kullanilan
degerli bir ilacin cilt, gbz veya dis kulak yolundaki enfeksiyonlarda
kullanilmasiyla bakterilerde rezistans olusmasinin tesvik edilmesi genelde
sakincali bir yaklasimdir; caprazrezistans olusmasi nedeniyle neomsin
kullanilmas da ayni sakincayi gosterir. Bu durumlarda, hi¢ sistemik
kullanilmayan veya goérece seyrek kullanilan basitrasin ve polimiksin B siilfat

gibi aminogilikozit-dis antibiyotiklerin veya kliokinol yada klorheksidin ve
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benzeri antiseptik maddelerin lokal uygulanmasi, szkonusu sakincayi ortadan
kaldirir (Kayaap 2002).

Aminoglikozirlerin kombine kullanilmasi: Aminogilikozit antibiyotikler,
agir enfeksiyonlarin tedavisinde asagidaki amaclarla, sk olarak, diger bir
intibiyotikle kombinasyon halinde kullanilirlar: 1) Sinerjistik etkilesme
nedeniyle guclii antibakteriyel etki olusturmak, ii) bakteriyellerde direng
gelismesini 6nlemek ve iii) antibakteriyel spektrumu genisletmek.

2.9.3. Gentamisin

Gentamisin: Micromonospora purpurea dan elde edilir. Gergekte yapica
birbirine cok benzeyen U¢ gentamisin tlrinin (gentamisin G, Cia ,ve C2)
karisimindan ibarettir. Kitlesine gore, streptomisin, kanamisin ve amikasin’ den
daha gucludar. Aminogilikozit ilaglar icinde, amikasinden sonra, spektrumu en
genis ve antibakteriyel etki gucli en yiksek olanidir. Bakterisit etki yapar.
Ozellikle Enterobacteriaceae grubu (E.coli, Klebsiella, Aerobacter vb.)
bakteriler ile Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif basiller ve penisiline-
ve metisiline-dayanikli Staph aureus sudari tUzerinde etkilidir. Antipsddomonal
penisilinlerle kombine edildiginde, Proteus tirleri ve Pseudomonas Uzerinde,
sinerjizma nedeniyle daha guclu etkinlik gosterir. Sayilan bakterilerin hepsinin
vitro kosullarda gentamisin’in 6ug/ml’den daha disik konsantrasyonlari ile
inhibe edilirler. Bu konsantrasyon serumda, bir kezlik mutad doz olan i.m. 1.5
mg/kg gentamisin ile elde edilir. Hemolitik streptokoklar ve pndmokoklar
Uzerindeki etkinligi yetersizdir. Plazma proteinlerine hemen hemen hic
baglanmaz (Kayaalp 2002).

Kanda yaklask % 10 oraninda alyuvarlara baglanir; bu nedenle anemik
hastalarda kandaki serbest gentamisin konsantrasyonu biraz daha yiksek olur.
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VUcutta biyontransformasyona ugramadan bobreklerden itrah edilir ve idrarda
serumdakinden 10-100 kez daha yuksek konsantrasyonlarda bulunur. Duyarli
bakterilerde rezistans gelismesi, streptomisine karsi oldugundan daha yavas ve
daha kiicik derecededir. Diger aminogilikozitlere (amikasin haric) rezistan olan
bakteri suclarina gentamisin etkili olabilir. Ancak bunun tersi, cogu kez dogru
degildir yani gentamisine-rezistan bakteriler, amikasin hari¢ diger

aminogilikozitler tarafindan pek etkilenmezler.

Gentamisin mutad olarak 1-2 mg/kg dozunda 8 saatte bir (ginde 3 kez)
i.m. veya i.v. injeksiyon suretiyle kullanilir. Idrar yolu enfeksiyonlarinda daha
ufak dozlar da (0.3-1 mg/kg) etkili olabilir. Loka uygulamaya 6zgti %0.3 10k
oftalmik sollisyonu veya merhemi ve %0.1'lik cilt merhemi veya kremi vardir.
Toksisitesinin fazlaigi ve terapdtik indeksinin disik olmas nedeniyle bobrek
yetmezligi olan hastalarda dozunun ayarlanmasi ve mimkinse serumdaki
diizeyinin izlenmesi gerekir (Kayaalp 2002).

2.9.3.1.Yan Etkileri

Aminogilikozitlerin, degisik derecede olmak Uzere tic 6nemli ortak toksik
tesirleri (nefrotoksik, ototoksik ve norotoksik tesirleri) vardir. Bunlar doza
bagimli yalin toksik etkilerdir. 1k iki toksik etki bakimindan terapttik
indekskleri oldukca kuigiktir, ve bunlar nisbeten sik ortaya cikarlar.

|. Bobrek proksimal tiiblus hticrelerinde zedelenme ile kendini gosteren
nefrotoksik etki: Aminogilikozitler, bobrek ve korteksinde proksimal tib tlus
hiicrelerinde hiicrelerin sillerine tutunarak bu bélgede birikirler. Endositoz ya
da dogrudan hiicre icine girerek lizozomlarda birikir ve lizozomal fosfolipazi
inhibe ederler. Boylece hicrese sindirim engellenerek bakteri  hicresini
oldardr.. Bunun sonucu tibller nekroz olusarak nonoligotrik akut renal

yetmezlik sekillenir. (Baslangicta nefronun distal bdlumoniin (toplayici kanallar
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dahil) bozulmasina bagli olarak bobregin idrari yogunlastirma yetenegi bozulur.
Nefrotoksik etki, genellikle en az bir haftalik tedaviden sonra ortaya cikar ve
genellikle oligurisizdir.) Kan Ure azotu ve serum kreatinin dizeyi yukselir.
Idrarda dokulms tlbdlus hiicrel erinden olusan silindirler ve proteintri gérldr.
Nefrotoksik etkileri, ototoksik etkilerinin aksine reversibl niteliktedir. Bébrek
yetmezligi olgularinda doz ayarlamasi iyi yapilmazsa nefrotoksik etki insidensi
artar.

Diger nefrotoksik ilaglarla birlikte kullanildiklarinda, aminogilikozitlerin
bu etkileri potansiyaize edilir. Bu tir istenmeyen etkilesme olusturan ilaclar
arasinda guclu didretikler (furosemid gibi), artik kullanilmayan bir genel
anestezik olan metoksilfuran ve diger nefrotoksik antibiyotikler olan
polimiksinler, amfoterisin B, vankomisin ve sefalotin vardir. Sefaotin disinda
kalan sefalosporinlerin de daha zayif da olsa nefrotoksik etki potansiyelleri
vardir ve aminogilikozitlerin nefrotoksisitesini artirabilirler. Yadlilarda veya

hacim ya da potasyum deplesyonu varliginda da nefrotoksik etkinlik artar.

Uzun sire yiksek doz gentamisinin uygulanmasindan sonra yapilan
kreatinin klirensinde serum kreatinin konsantrasyonu yukselmektedir. Idrar
hacminin, tUbller sekrasyonun artmasi ve reabsorpsiyonun azalmasina bagli
olarak hafif arttigi, idrar sedimentinde ise; tibuler epitel hiicreleri, yogun hiicre
dokuntdleri, hiicresel ve granuler parcaciklar gorilmektedir.

Aminogilikozitler, sefalosporinler ve furosemitle birlikte
kullanilmamalidir. Ates, dehidrasyon, sok, kronik renal yetmezlik, karaciger
bozukluklari  durumunda kullanilmasi  nefrotoksisiteyi  artiracagindan
kontraendikedir.

2. Ototoksik etki : Aminolikozidler i¢ kulagin endolenfinde ve
perilenfinde birikirler, bu sivilarin elektrolit dengesini ve reseptdr hiicrelerin
membran fosfolipidlerini bozarlar. [laca gore degisen bir derecede olmak Uizere

i¢ kulakta gerek isitme organinin (kohlear toksisite) ve gerekse denge organinin
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(vestibller toksisite) reseptor hicrelerini (tOylU hicreleri) zedelerler ve yok
edebilirler. Isitme organinin zedelenmesi kohleanin taban kisminda bulunan ve
yiksek frekandi sese duyarli olan tlyl( hiicrelerden badslar. Ototoksik tesirlerin
Onemli bir niteligi, ilaca maruz kama uzarsa geri donusimslz olmasidir.
Isitmedeki azalma baslangicta, Ozellikle yiiksek frekansli sederde olur; bu
nedenle konusmanin isitiimesi basangicta bozulmaz; ancak, hastanin
odiyogram yapmak suretiyle izlenmesi bodyle bir etkinin basladigini erken
olarak ortaya koyabilir. Once 8 kilohertz frekansin lizerindeki sesin isitilmesi
bozulur. Ilag verilmeye devam edilirse konusma sirasinda ¢ikan daha dusiik
frekans araligindaki sesin isitiimesi de bozulur. Isitme bozuklugu yaninda kulak
cinlamas ve kulakta dolgunluk duyumsamasi olabilir. Denge organinin
bozulmas sonucu bulanti, kusma, bas donmesi, ayaga kakildiginda denge
kaybi ve nistagmus olusur; bozukluk ileri derecede ise ataks ve Meniere -
benzeri bir klinik durum ortaya cikar. Dengedeki bozulma gorme ile kompanse
edildiginden ayakta iken gozleri kapama denge kaybi yapar (Pozitif Romberg
isareti). Yadilar (yas>60) bu ilaclarin ototoksik etkisine daha yatkindir.

Guclu didretikler ve benzeri ototoksik ilaglarin aminogilikozitlerle bir
arada alinmalari ototoksik etki olusturmasini kolaylastirir. Antiemetik ilaglar,
aminogilikozitlerin ~ yaptigi  denge  organi  bozuklugu  belirtilerini
maskeleyebilirler.

3. Norotoksik etki : Aminogilikozitler yiksek dozda, cizgili kaslarda
kirar-benzeri zayif ndromuskuler blok yaparlar. Motor sinir ucundan asetilkolin
sdiverilmesininin azaltiimasina ve kavsak sonrasi membranda asetilkoline
duyarligin dustrdlmesine baglidir. Intravendz yoldan hizli injeksiyonla
aminogilikozit uygulanmasi halinde, belirgin bir kas felci olabilir. Hipokal semi,
hipokalmi ve myasthenia gravis gibi durumlarda hastalar sdzkonusu etkiye

fazla duyarlidirlar.
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Aminogilikozitlerin yaptigi néromuskiler blok i.v. kalsyum tedavis ile
dizeltilir. Ayni amagla neostigmin ve benzeri antikolinesteraz ilaclar

uygulanabilir.

Aminogilikozitler, agiz cevresinde ve ekstremitelerde parestezi
yapabilirler. Intratekal injeksiyonlari ventrikilit yapabilir; bu nedenle menenjit
tedavisinde bu sekilde uygulanmalarindan mimkin oldugu kadar kacinmak
gerekir. Uzun sire kullanilirsa i¢ kulakta, reseptor hicrelerden baska isitme

sinirini de bozabilirler.

4. Diger yan tesirler: Aminogilikozitler (Ozellikle streptomisin),
sistemik olarak veya cilde lokal olarak uygulandiklarinda, cilt dokuntUleri, ates
ve eozinofili gibi aerjik belirtilere neden olabilirler. Kemik iligi depresyonunu,
hemolitik anemi, fakttr VV’in antagonize edilmesine bagli kanama ve myokardit

gibi seyrek gortilen yan tesirler yapabilir.

Agizdan uygulandiklarinda diyare en sk gorlilen yan tesirdir.
Psddomembrandz kolit bildirilmistir. Fakat paranteral verilisle olmaz. Uzun
stren oral neomisin tedavisi sprubenzeri reversibl malabsorpsiyon sendromu
olusturabilir.

2.10.RESVERATROL

Resveratrol (3,4,5N-trihydroxystilbene) hem trans hem de cis izomeri
olan bir antioksidant’tir. Resveratroltn ‘piceid’ olarak bilinen glikozide formu
da mevcuttur. Resveratrol ve piceid’in bitkiyi strese (6rnegn; funga
enfeksiyon) karsi korudugu ve bir ¢ok bitkide bulunduguna inanilmaktadir.
Resveratroliin orta derecede antifungal aktivitesi de bildirilmistir. (Liliya 2005)
En c¢ok Uzimde, UzUm suyunda, sarapta ve fistikta bulundugu saptanmistir.
(Tokusoglu 2005, Siemann 1992, Sobalew 1999)
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Uzimin, igerdigi resveratrol (3,5,4-trihy-droxystilbene) maddesinin
Ozellikle hayvan ve patojenlerin bitkilere saldirmasi, yaralanma veya
ultraviyole (UV) isiga maruz kalma sonucunda bitkiler tarafindan dayaniklilik
mekanizmasi olusturulmasi amaciyla Uretilen bir bilesik oldugu bilinmektedir.
Resveratrol maddesinin dut, yaban mersini ve yer fistiginin da icinde
bulundugu saptanmistir. Ancak en iyi kaynaginin Uzim oldugu ve en yuksek
oranda renkli Gziimlerde bulundugu tespit edil mistir. Nemli bolgelerde yetisen
ve renkli olan tziimlerin kabuk kisimlarinda bol miktarda sentezlenmektedir.
Asmada dal, govde, kok, cekirdek, yaprak, ve ozellikle renkli olan GzUm
tanelerinin kabuk kisimlarinda sentezlendigini belirten arastirmacilar, kirmizi
UzUm sirasinda bu maddenin bulundugunu, beyaz iziim sirasinda ise olmadigini

ortaya koymusdlardir.

Fransizlarda yiksek yagli beslenmeye ragmen koroner kap hastaligina duisik
oranda rastlanilmasi Fransiz paradoksu olarak adlandirilmis ve kirmizi sarap
tiketiminin dolayisiyla resveratrol tiketiminin fazla olmasina baglanmistir.
(Kopp 1998)

Resveratrolin  koroner kalp hastaligi  Uzerindeki etkiss LDL'nin
oksidasyonuna karsi koruma yoluyla olabilir. (Frankel 1993) Koroner kalp
hastaligina karsi koruyucu etkisi trombosit agregasyonunu azaltmasina bagli
olabilir (Pace-Aciah 1995).

Resveratroliin antikarsinojen 06zelligi bulundugu gosterilmistir. Bunu
protein tirozin kinaz ve sitokrom P450 1A1 aktivasyonunu azaltarak yaptigi
distunilmektedir (Chun 1999). Ayrica prostoglandin sentezinin inhibisyonu ile
de timor gelisminin yavasladigi rapor edilmistir. (Jang 1997)

Resveratrol, ostrojenik  antitrombositer ve antiinflamatuar 6zellikleri
olan, biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda rol aan bir polifenol fitoaleksin' dir.
(trans 3,4,5-trihidroks stilben) (Bertelli 1996 ; Ferrero 1999)
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Son zamanlarda RSV’ nin iskemi-perflizyon calismalarinda bobrek, kalp
ve beyinde koruyucu 6zelligi oldugu da gosterilmistir. (Das 1999 Ray 1999
Bastianetto 2000 Giovanni 2001 )

Bobrek hicrelerinde koruyucu etkisini ise NO  miktarini arttirarak

olusturdugu belirlenmistir (Giovanni 2001).

Tablo 1 de RSV’ nin gentamisin nefrotoksisideki bobrek hasarini 6nleyici
etki mekanizmas sematize edilmistir. Bu semaya gore RSV nitrik oksitin
peroksit ile birlesmesini 6nleyerek peroksinitrit olusumunu engelliyor ve/lveya
oksijen radikal olugumunu engelliyerek glomeruler filtrasyon oranini

azalmasini engelliyor olabilir.

211. E VITAMINI

Besinler icinde en fazla bulunan ve en giclti E vitamini etkinligi gosteren
tirev a-Tokoferol'dur. Bu madde dogal olarak D izomeri hainde bulunur;
sentetik olarak rasemik sekil yapilir ve ilag olarak bu sekli kullanilir. Fiziksel
ozellikleri bakimindan bir sivi yagidir.

Tokoferol ‘un besinler icinde bulunan beta, gama, delta, eta ve zeta
tirevlerinin E vitamini etkinligi, a-tokoferol ‘unkine gore oldukca disuktir.
Tokoferollar, kimyaca izoperenoid zinciri ile siibsititie edilmis 6-hidroksikroman
(toko) turevleridir. Disilik derecede olmak Uzere besinler icindeki tokotri-enollar

da E vitamini etkinligi gosterirler.

Kural olarak besinler icindeki E vitamini etkinliginin yaklasik %80 ‘ in a-
tokoferola bagli oldugu, geri kalan %20 ‘sinin diger tokoferol tlrevlierinden ve
tokotrienollardan ileri geldigi kabul edilmektedir.
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Alfa-tokoferolun kimyasal olarak o6lgimine ait yerlesmis yontemler
bulundugu ve digerlerinin kimyasal olarak 6l¢ciimi zor oldugu icin besinlerin E
vitamini etkinligi degerlendirilirken sadece a-tokoferol miktari Ol¢ulUr; ayrica,
besin icinde diger turevlierin varligindan ileri gelen ve a-tokoferolunkinin
%25'ine (toplaminin %20'sine) esit degerde ilave bir E vitamini etkinliginin
daha bulundugu kabul edilerek bu deger 6lcimune ilave edilir.

E vitamini hububat tanelerinde (bunlarin yag fraksiyonunda), misir yagi,
pamuk yagi, soya yagi, ve diger bitkisel sivi yaglarda ve bunlardan yapilan
margarinlerde, et hayvansal yag, karaciger, baik eti, tavuk eti ve yumurtada
bulunur. Kizartma, kaynatma ve saklama sirasinda 6nemli olciide parcalanir,

Anne siitiinde oldukca fazladir.

2.11.1.Fizyolojik Onemi, Farmakolojik Etkileri ve Eksiklik halleri

Yakin zamana kadar E vitaminin insan organizmasinda fizyolojik bir
Oneminin bulunmadigi ve eksikliginde belirgin bir patalojik bozuklugun
gelismedigi  sanilirdi. Ote yandan sicanlarda eksikligi halinde gesitli
bozukluklar gelistigi, eskiden beri bilinmektedir. Yeni verilerin isigi atinda E
vitamininin insanda fizyolojik 6neminin oldugu ve eksikligi halinde belirli
patolojik bozukluklar olustugu saptanmistir. GUnlik E vitamini gereksinimi
kesin olarak belirlenmemistir. 3-15 mg arasinda oldugu dusinilmektedir.

Gunlik tavsiye edilen cocuklarda 3-7 mg eriskinlerde 10-12 mg. dir.

Antioksidan etkis ve hicre membraminin ve subsdluler
membranlarinin stabilitesinin strddrtlmesi; E vitamininin kimyasal bir
Ozelligi antioksidan etkinliginin olmasi peroksitlerin  ve serbest oksijen
radikallerini nétralize edilebilmesidir. Bu etkinligi insan viicudunda da gosterir.
Hucrelerde membran fosfolipidlerinin poli- doymamis yag asitleri (linoleik asid

ve arasidonik asid gibi), spontan olarak veya oksidan metbolitlerin satasmasi
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(challenge) sonucu kolayca oksidlenebilir ve peroksid torevlerine
dontsebilirler. Bu olaya lipid peroksidasyonu veya membran lipitlerinin
otooksidasyonu olayi adi verilir. Serbest oksijen radikalleri olusmasinin edlik
ettigi bu olay zincirini membranda 6nleyen ve olustugunda nétralize eden en
guclt antioksidan faktor E vitaminidir; viicudun diger antioksidan sistemleri (C
vitamini, glutation peroksidaz ve [¥karoten gibi) stz konusu olay Uzerinde E
vitamini kadar etkili degildirler. E vitamini, hiicre ve subselller yapilarin
mebran lipidleri UGzerindeki bu etkis nedeniyle membranlari oksidatif
zedenlemeye karsi korur. Boylece eritrosit membraninin stabilitesini arttirir,
ayni etkiyi diger hicrelerde de gosterir. Eritrosit membrani ve bronkoalveoler
sistemin epitel membrani gibi vicutta en yiksek parsiyel oksijen basincina

maruz kalan yerlerde E vitamini konsantre olur.

Ateroskleroz gelismesinde 6nemli bir risk faktorii olan disik dansiteli
lipoproteinin (DDL’nin) damar c¢eperindeki hicreler tarafindan daha yiksek
riskli oksidlenmis DDL seklinde donustirdlmes E vitamini tarafindan inhibe
edilir. Ayni 6zellik beta-karontende de vardir. Olgu-kontrol incelemelerinde,
bir eksiklik sdz konusu olmaksizin, plazmada ve yag dokusunda E vitamini ve
beta-karoten dizeyinin disiklugu ile angina pektoris ve myokard infarktusu
riskinin artmasi arasindailiski oldugu saptanmisgtir.

E vitamini (Tok-OH), peroksitler tzerindeki nétralize edici etkisini,
kendinin bir fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROO*) transfer
etmek suretiyle asagidaki sekilde iki basamakta yapar :

ROOO* + Tok -OH --> ROOH + Tok —O*
ROOO* + Tok —O* --> ROOH + Stabil vitamin metaboliti

Insan eritrositlerinin hidrojen peroksit ile in vitro ortamda hemolizi, E
vitamini tarafindan onlenir. Eritrositlerin  hidrojen perokside duyarliginin
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Olclilmesi esasina dayanan in vitro testler, insanda E vitamini eksikligi olup

olmadigini ortaya koymak icin kullanilirlar.

E vitamini membran fosflipidlerinin peroksidasyonunu engelleyen birinci
sira savunma hattini  olusturur. Onu destekleyen gerideki savunma
sistemlerinden glutatyon peroksidazin molekdllinde fonksiyonel 6nemi olan bir
0ge selenyum iyondur. Selenyum vdicutta E vitamini tasarruf ettirir ve E
vitamini gereksinimini dusirdr. Bunun baslica nedenleri sunlardir; i) Selenyum,
glutatyon peroksidazin fonksiyonel bir dges olarak bu enzimi aktif durumda
tutar ve peroksidasyona kars savasta E vitamininin yukioni azaltir. ii)
Pankreasin ekzokrin fonksiyonunu destekleyerek yaglarin ve onlarla birlikte E
vitamininin sindirimini ve absorpsiyonunu arttirir. iii) selenyum bilinmeyen bir
mekanizma ile E vitamininin plazma lipoproteinleri icinde tutulmasini
destekler. Ayni sekilde kukdrktli amino asitler de antioksidan etkinlik
gosterirler ve E vitamini gereksinimini azaltirlar. Gerek selenyum ve gerekse
kukurtli amino aditler deney hayvanlarinda yapilan E vitamini eksikligi

sendromunun bazi belirtilerini dizeltir.

E vitamini, A vitamininin barsaktan absorpsiyonunu ve dokulardaki
duzeyini arttirir. Bu durum buydk bir olasilikla, A vitamininin oksidasyonla
kaybinin azaltiimasina baglidir. E vitamini hicrelerde ubikinon'un da
oksitlenmesini onler. llging olarak E vitamini A hipervitaminozu belirtilerini
hafifletebilir (Kayaalp 2002).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney Hayvani

Bu calismada 80 adet 250-300gr. agirligindaki wistar cins erkek albino
sicanlar kullanildi. Standart sican pellet yemi ve ilave olarak musluk suyu
verildi. Odaisis 24 + 2 °C’ de sabit tutuldu ve 12 saatlik karanlik-isik periyodu
(06X-18%) saglandi. Olciimlerde olusabilecek diiirnal varyasyonlari énlemek

amaci ile tim kan ve idrar drnekleri giiniin ayni saatlerinde aindi.

3.2. Deney protokoli

Sicanlar 10'ar hayvandan olusan 8 gruba ayrildi. Deney protokoliine
baslamadan dnceki son gin sicanlarin agirliklari 6l¢uldu.

1. Grup (Kontrol): Bu gruptaki sicanlara6 giin sireile 1 ml s.c. serum

fizyolojik (S.F.) enjeksiyonu yapildi

2. Grup (kontrol+DM SO): Bu gruptaki sicanlara 6 gin sire ile 1 ml
s.c. serum fizyolojik + DM SO) enjeksiyonu yapildi.

3. Grup (kontrol DM SO+RSV): Bu gruptaki sicanlara 6 giin sireile 1
ml s.c. DMSO + 10 mg/lkg RSV) enjeksiyonu yapildi.

4. Grup (kontrol+E vitamini): Bu gruptaki sicanlara 6 gin sireile &

vitamini enjeksiyonu yapildi.

5. Grup (ABY): Sicanlarda ABY dusturmak amaci ile 6 gun sire ile
subkutan (s.c) 80 mg/kg gentamisin enjeksiyonu uygulandi (Ali BH,, 2002).
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6. Grup (ABY+DMSO): Akut bobrek yetmezligi olusturulmus
sicanlarda DM SO’ nun etkisini gbrmek amaci ile 6 gin sire ile subkutan (s.c)
80 mg/kg gertamisin enjeksiyonu ile birlikte ayni periyot stiresince DM SO 1ml

volum icinde i.p. verildi.

7. Grup (ABY+ E vitamini): Bobrek yetmezligi olusturulan sicanlarda
Evitamininin etkisini izlemek amaci ile 6 gin sire ile gentamisin enjeksiyonu
uygulanan sicanlara ayni periyot siresince E vitamini i.m .250mg/kg/gin

verildi.

8. Grup (ABY +Resveratrol): Bobrek yetmezligi olusturulan sicanlarda
resveratrolun etkisini izlemek amaci ile 6 gin sire ile s.c. gentamisin
enjeksiyonu uygulanan sicanlara ayni periyot stiresince s.c. 10mg/kg/gun /1ml

verildi.

3.3. Histopatolojik degerlendirme

Son doz uygulandiktan 24 saat sonra sicanlar dekapite edilerek kanlari
toplanip ve bobrekleri cikarildi. Cikarilan bobrekler longitidunal bir kesi ile ikiye
ayrildiktan sonra 6nce yaklasik 30 dakika civali formalin (B5) sollisyonunda
bekletildi. Ardindan % 4’ |Gk formalin solisyonunda fikse edilip rutin takip
ardindan parafine gdmuldi. Parafin bloklardan 3-5 mkalinlikta kesitler hazirlanip

hematoksilen-eozin ile boyandi ve isik mikroskobu ile incelendi.

Isik mikroskobu ile incelemede ilacimiz tibuler hasar yaptigi icin
tibllus hasari ve glomertller degerlendirildi.: Tubller vakuolizasyon, tubuler

nekroz, glomertillerde parietal hticre hiperplazisi ve ayrica tibiil ointerstisyel

48



alandaki monontikleer hiicre infiltrasyonu skorlandi. Tanimlanan 4 ayri lezyon
icin O (yok), 1 ( hafif), 2 (orta), 3 (siddetli) skorlari kullanildi.(Tariq 1989)

Tubuler vakuolizasyon: Epitel hicrelerinde sitoplazmik vakoulizasyon hicre
degenerasyonunun bir asamas oldugundan derecelendirilmes yapildi. Grade |
kucik odaciklar halinde %25 in alti alanda vakuoler degenerasyon, grade Il
%25-50 arasindaki alanda vakuoler degenerasyon, grade I11 %50’ nin Gzerindeki
alanda vakuler degenerasyon olarak skorlandi.

TubUler nekroz: Epitel hiicrelerinde nikleus kaybi, koyu asidofilik sitoplazma,
tubllts epitel hicrelerinin [Umene dokilmesi ve asdllller tlbulis kesitlerinin
izlenmesi ile degerlendirildi. Grade | kiigtk ve hemen kapsiil altinda birkag fokal
odakta tibuler nekroz, grade 11 birkag fokal odakta ve tibills segmenti boyunca

tubUler nekroz, grade 111 belirgin ve birlesik tlibller nekroz olarak skorlandi.

Paryetal hicre hiperplazisi: glomertllerde bowman kapstilinde paryetal hiicre
artis degerlendirildi. Bu artis glomerullerin %25'inden az oldugunda Grade |,
%25-50 arasinda oldugunda Grade 11, % 50’'sinden fazlasinda goruldiginde
Grade 1l olarak skorlandi.

Tubulo-intersitisyel mononikleer hicre infiltrasyonu:  Perivaskiler,
intersitisyel alandaki yangisal hicre infiltrasyonunu belirlemek amaci ile
degerlendirildi. Grade I’de birkag adet kicik ve genelde perivaskiler alanda
yogunlasan infiltrasyon izlenirken, bircok odakta ve gendlikle Kkortikal
intersitisyel alanda mevcut infiltrasyonlar grade 1l olarak dindi. Yaygin
infiltrasyon grade |11 olarak degerlendirildi.
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3.4. Analizler ve deneyler icin kullanilan kimyasallar

- Gentamisin (Bilim ilag)

- Resveratrol (Sigma)

- DMSO (Plantafarma)

. PNADPH (SigmaN 1630)

- Dipotasyum asit (Sigma P2256)

- Kasiyim Klorir (CaCl; ) (Merck 2381)

. ATP (sigma A 3377)

- Perlokrik Asit (HCIO4 ) (Sigma P7641)

- Sodyum bistilfit (Merck )

- Sodyum Sllfit (Sigma S8018)

- Sodyum Dislilfit (NapS0s) (Merck 6357 )

- 1 Amino 2 hidroks Naftalik 4 stilfonasit (SigmaN 1671)
- 2.4dinitrofenil hidrazin (DNPH) (Merck 3081 )

- Etil Asetat (Merck 584)

- Ethanol (Merck)

- Hidrokloril asit (HCI) (Merck)

- Sulfurik asit (H2SO4) (Merck)

- 1 klor-2.4 dinitrobenhzen (CDNB) (Sigma C 6396)
- 5.5 dithiobis-2nitro benzoic acid (DTNB)(Merck 3291)
. EDTA (Merck 421)

- Glutatyon (GSH)(Sigma G4251)

- Okside Glutatyon (GSSG)(Sigma 4376)
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- Glutatyon rediiktaz (Sigma G 4751 )

- Sodyum hidrojen fosfat (NaHPO,) ( Merck 6586 )
- Sodyum Klorlr (NaCl) (Merck 349)

- Sodyum Azit (NaNs) (Merck 6688 )

- Sodyum Sitrat (Merck 6432)

- t-bitil hidroperoksit ( SigmaB 2633)

- Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck 926 )

- Trisma—-base (Sigma T 1503 )

- Tiyobarbittrik asit (TBA) (Sigma T 5500)

- Triklorik asit (TCA) (Sigma T4885)

- Sodyum-Karbonat (Na2CO3) (Merck 6398 )

- Potasyum dihitrojen fosfat (KH>PO,4) (Merck 4871)
- PNADH (SigmaN 8129)

- ADP (diagnostic stago)

3.5. Kullanilan aragclar
0 Santrif(jj : Hettich Zentrifigen , Bioflige A heraus christ
0 Benmari (su banyosu ) : Kottermann Laborechnik Tip 3047
0 Hassas Terazi : Chyo Tip JL-180
0 pH metre : Micropocessor pHmeter pH537 WTW TIPE 50
0 Dondurucu : -80 C Farma Scientifi Inc. Biol Freezer

0 Vorteks : Janke& Kunkel IKA Labor Technik VF2
o Karistirci: Janke& Kunkel IKA Labor Technik IKO mag RH meter

0 Spektrofotometre: Farmacia.
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3.6. Invivoincelemeler

1. Kan analizleri hastanemizde rutin biyokimya laboratuvari tarafindan yapildi.

3.7. Total Doku homojenatlarinda yapilan incelemeler .
3.7.1. Doku lipid peroksidasyonunun belirlenmes :

Doku homojenatlarinda lipid peroksidasyonu, MDA dlzeylerinin
Olcilmes ile belirlendi. Bu yontemde dokuda lipid peroksidasyonunun son
Uriindi olarak olusan MDA nin TBA ile reaksiyona girmes sonucu olusan renk
spektrofotometrik olarak saptandi.

Dokular 0.25 M sukroz ¢Ozeltis (soguk) icinde hazirlanarak %10’ luk
homojenat haline getirildi. 2:1 hacim oraninda homojenat ile TCA ilave edilip
vortekslendi ve 3000xrpm’de 15 dakika santridj edildi. Stipernatan kismdan 1
ml aindi ve Uzerine 250 ul %1 TBA ilave edildi. 15 dakika kaynar su
banyosunda birakildi. Soguduktan sonra 532 dalga boyunda spektrofotometrik
olcuim alindi (€532=1.5x10 > M).

Alinan absorbans degeri ekstunksiyon katsayisina bolUnerek sonuglar
nmol MDA/mg protein olarak belirtildi.

Homojenatlarin protein miktari Lowry yontemi (Lowry 1951) ile 6l¢ulda.

3.7.2. Glutatyon Diizeyinin Tayini
Dokulardaki indirgenmis glutatyonun (GSH) 6l¢tlmesi:

Beutler ve arkadadarinin modifiye ettigi Grunert ve Phillips yontemi
kullanildi. Bu metot 5,5 dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) eklendiginde stlfidril
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gruplarinin - oldukca stabil sari  renk olusturmas temeline dayanan

spektrofotometrik bir yontemdir (Beutler 1963, 1975).

Kullanilan Soluisyonlar:

Proteinsi zlestirme cozeltisi:
1,67 gr. Glasia metafosforik asit

0,2 gr EDTA (disodyum veya dipotasyum etilen ediamine tetraasetikasit)
30 gr NaCl

100 ml distile su

Bu soliisyon yaklasik ti¢ hafta boyunca +4 OC ' de stabildir.

Fosfat solUsyonu:
0,3 M NapHPO4 sollisyonu distile su ile hazirlanir.

+4.9C' de bekletilirken kristallesmisse isitilarak ¢Ozulr.

Elmann ayiraci:
40 mg DTNB (5,5’ dithiobis- (2-nitrobenzoicacid)

100 ml % 1’ lik sodyum sitrat

Buzdolabinda yaklasik 13 hafta boyunca stabildir.

Calisma Programi:

0,2 ml tam homojenat 1,8 ml distile suya eklendi, vortekste karistirilarak hemolizat

hazirlandi. 3 ml proteinsizlestirme ¢ozeltis eklenip vortekste karistirildi. Karism 5
dakika bekletildi. 4000 g' de 10 dakika santriflj edildi. 2 ml slipernatan alinarak bunun
Uzerine 8 ml fosfat solisyonu ve 1 ml Elmann ayiraci eklendi. Elmann ayiraci
eklendikten sonraki 4 dakika icinde 412 nm' de okuma yapildi. Ekstunsiyon katsayisi

-4, -1

13,6x10 "M cm'1 kullanilarak hesaplama yapildi, % gr GSH birimi kullanildi.
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3.7.3. Katalaz Tayini

Dokular serum fizyolojik (% 0,9'luk NaCl) ile yikandiktan sonra katalaz,
tayini i¢in TrissHCl tamponu (50 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) ile 1:10
oranda sulandirilarak homojenize edilmistir. Homojenat sogutmali santrifijde
(Sorval RC-5B) 1.000xg’ de 15 dakika, santrifljj edilerek stipernatan alinmistir.

H,O,’in katalaz tarafindan yikim hizi, H,O>'in 240 nm dalga boyunda
isigi absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak Aebi (14)

yontemi ile 6l¢llmustar.

Protein konsantrasyonu ise Lowry (Lowry 1951) metoduna gore
calisiimistir. Sonuclar Mann-Whitney U testi uygulanarak degerlendirilmistir.

3.7.4. Glutatyon S- Transferazdiizeyi tayini:

1. Glutatyon S transferazlar (GST) indirgenmis glutatyon ile elektrofilik
maddelerin konjugasyonunu katalizleyen bir grup enzimdir. Glutatyon (GSH)
ile Xklor-2,4-dinitrobenzen (CDNB) bilesiginin konjugasyonu sonucu olusan
urdn S(2,4dinitrobenzil glutatyon) spektrofotometrik olarak 340 nm’ de takip
edildi (Beutler, 1975).

Glutatyon Stransferaz
GSH + CDNB ¥ %% %% %1% %1% % ® S (2,4 dinitrobenzil glutatyon) + HCI

Ayiraglar:

1. Fosfat tamponu:

100 mM ve pH 6,5 olacak sekilde NgpHPO4 ve digtile su ile hazirlandi.

+4 9C' de saklandi.
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2.GSH cozeltisi:
Glutatyon, 3,05 mg/ml olacak sekilde tamponda ¢ozildl. Taze hazirlandi.

3.CDNB cozdltisi:

1-klor-2,4-dinitrobenzen, 1.8 mg/ml olacak sekilde etanolde ¢ozuildu. Taze

hazirlandi.

Deneyin yapilis:

0,05 ml tam kan ve 0,95 ml distile su ile 1/20' lik hemolizat hazirlandi.
Hemolizat hticre artiklarinin uzaklastirilabilmes amaciyla 10000 x g' de 1 saat
santrifj edildi. Ayrilan stipernatanlar otoanalizorin érnek kaplarina konuldu.
Otoanalizorin ayirag kiivetlerine konmak tzere iki ayri ¢ozelti hazirlandi.

1. Ayirag: 10 ml ayirag icin 1 ml glutatyon ¢ozeltis ile 9 ml tampon
karistirildi

2. Ayirac: CDNB (1-klor-2,4-dinitrobenzen )¢ozeltis

1. Ayiractan 330 mikrolitre, hemolizattan 30 mikrolitre; reaksiyon
kivetine konarak 3 dakika inklbe edildi, ardindan 2. ayiractan 30 mikrolitre
kondu. Glutatyon S transferaz aktivitesi, glutatyonun CDNB (1-klor-2,4-
dinitrobenzen ) ile konjugasyonu sonucu olusan Uriinin (S-2,4 dinitrobenzil
glutatyon) spektrofotometrik olarak 340 nm’ de takibi ile tayin edildi. 2.
ayiracin reaksiyon kivetine konmasindan itibaren O, 1, 2, 3, 4. dakikalarda

olmak Uzere 5 okuma yapildi.

Ekstunsiyon katsayisi 9,6 M Ldakika T kullanilarak enzim aktivitesi hesaplandi

ve U/gr protein birimi kullanildi.
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4. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz, ‘SPSS for Windows 13.0" istatistik paket programi
kullanilarak yapildi. Sonuclar, ortalama £ standart sapma (SD) olarak verildi.
Parametrik kosullarin saglandigi ikili karsilastirmaar icin Student’s t tedti,
bunun saglanamadigi durumlar icin ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Coklu
karsilastirmalar icin parametrik varsayimlarin gerceklestigi verilerde tek yonli
varyans andizi (ANOVA) uygulandi. Bu test ile fark bulunan gruplarda,
farkliligin nereden kaynaklandigini bulmak icin, Post-hoc Tukey HSD testi
yapildi. Parametrik kosullarin saglanamadigi veriler icin ise, Kruskal-Wallis
varyans analizi uygulandi. Bunun sonunda ikili karsilastirmalar, Banforoni
diuzeltmeli MannWhitney U testi ile yapildi. Epiteliyel nekrosis ve
intrastoplazmik  vacuoler degisiklik icin Chi-kare testi ile degerlendirildi.
Parametreler arasi iliski, Pearson korelasyon testi ile yapildi. P<0,05 olmas
anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR
Kontrol Grubu:
Deney siiresince sadece s.c. % 0.9 NaCl enjeksiyonu yapilan bu sicanlarda deney
sonunda vicut agirliginda anlamli degisiklik olmadi. Tablo 1,2
Tablo 1. Deneyin basindaki si¢an agirliklari
Gentamisin Gentamisin Gentamisin
Kontrol DMSO DMSO+RSV E- vit Gentamisin + DMSO + E-vit +RSV
190
200 200
200 200
185 190 230
225 190 200 180 195 180 210 180
205 200 200 210 210 200 200 210
210 170 170 200 210 230 230 175
230 220 200 205 200 220 200 190
200 220 210 230 200 220 210 180
220 240 220 210 220 225 220 210
Ort 215 206,6667 200 205,8333 201 2125 208,5714  197,2222
Max 230 240 220 230 220 230 230 230
Min 200 170 170 180 185 180 190 175
Top 1290 1240 1200 1235 2010 1275 1460 1775
std err
Tablo 2. Deney sonundaki sican agirliklari
Gentamisin Gentamisin Gentamisin
Kontrol DMSO DMSO+RSV E- vit Gentamisin + DMSO + E-vit + RSV
170
195 205
240 190
210 210 180
190 180 190 200 190 180 190 200
200 190 195 170 200 190 195 170
185 220 205 195 185 220 205 195
175 205 185 170 175 205 185 170
195 165 170 180 195 165 170 180
180 175 205 155 180 175 205 155
Ort 187,5 189,1667 191,6667 178,3333 194 189,1667 194,2857 182,7778
Max 200 220 205 200 240 220 210 205
Min 175 165 170 155 170 165 170 155
Top 1125 1135 1150 1070 1940 1135 1360 1645
std err
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Kontrol grubunun kan degerleri Sekil 3,4,5 ve 6 de verilmistir.

S.F. verilen kontrol grubu ile diger kontrol gruplari (Kontrol DM SO, kontrol E

vit Kontrol DMSO + RSV Ure, Sodyum, Potasyum ve Kreatinin bakimindan hic
bir fark bulunmamaktadir.

Kan Sodyum degerleri

145

144

i

142 T

#+ ++T

mmol/L

140 1 —

139 1

138 1

137

Gruplar

Sekil 3. Kan sodyum degerleri
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Kan potasyum degerleri

mmol/L

& - &

Gruplar

Sekil 4. Kan Potasyum degerleri

Kan Kreatinin degerleri

dfp ngé <" o f& fx@*

Gruplar

Sekil 5. Kan Kreatinin degerleri
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Serum Ure Degerleri

160

140 T
120
100
3
;780
E60 T
40
e N
0 .

S &~
<§é) & < & < x@é
& &

Gruplar

Sekil 6. Serum Ure degerleri

Patolojik degerlendirme: Bu gruptaki sicanlarda Tubtler vakualizasyon sadece
1 preparatta tespit edildi. Intersitisyel hiicre hiperplazisi hafif dizeyde 3
preperatta gozlendi.

Tablo 3. Kontrol grubundaki sicanlarin patolojik acidan skorlanmasi

Sican no Tubuler Tubuler | Parietal hiicre | Tubulo-intersitisyel
vakuolizasyon | nekroz | hiperplazis | mononukleer hiicre
infiltrasyonu

1 0 0 0 0

2 1 0 0 1

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 1

6 0 0 0 1

GSH ve GST sonuclari normal sf. ye gore azaldi ama istatistiksel olarak anlamli
bir azalma degildi.
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Doku Glutatyon Dizeyi

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

nmol/mg protein

X

&P
&

Gruplar

&

Sekil 7. Doku Glutatyon Duzeyi

30,00

25,00

20,00

15,00

Ul/mg protein

10,00

5,00

0,00

Gruplar

Sekil 8. Doku Glutatyon S Transferaz Diizeyi
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Katalaz

1,40
1,20
1,00
0,80
0,60

u/mikrogram

0,40
0,20
0,00

{—6@ Oé) éf ‘o;§ OQ& G‘Q x‘dx~ xqé

Gruplar

Sekil 9. Doku Katalaz Diizeyi

Lipid peroksidasyonu

0,060
0,050
0,040
0,030

0,020

nmol/mg protein

0,010

0,000

&8
PR

& F &d? &

Gruplar

Sekil 10. Doku Lipid Peroksidasyonu dizeyi
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ABY:

80 mg/gin s.c. gentamisin enjeksiyonu yapilan sicanlarda kan Ure
(P < 0.001) kan kreatinin (P < 0.001) anlamli olarak yukseldi. Kan sodyum
degerlerinde s.f. verilen grubla gentamisin arasinda anlamli artis saptandi.
(P < 0.05) Diger kontrol gruplariyla gentamisin arasinda iliski yoktu. Kan
Potasyumu ve klor degerlerinde kontrol gruplari ile arasinda bir anlamlilik

gozlenmedi.

Patolojik Degerlendirme: Tum sicanlarda degisik dercelerde tubular
vakualizasyon bulgulari saptandi. Tubular nekroz bulgular 6zellikle 1 sicanda
ileri dizeyde iken 7 preparatta orta dizeydeydi. Parietal hiicre hiperplazis
degisen derecelerde tUm preparatlarda gozlendi. Tubulo-interstisyel
mononukleer hucre hiperplazis 9 preparatta grade | dizeyinde gozlenirken
sadece 1 tanesinde grade |1 olarak saptandi (Tablo 4).

Tablo4. ABY grubundaki sicanlarin patolojik acidan skorlanmasi

Sican Tubuler Tubuler Parietal hucre Tubulo-intersitisyel

no vakuolizasyon nekroz hiperplazisi mononukleer hicre
infiltrasyonu

w

|| N| o G| B W| M| =
R R N N wofwl wlf o
=R N N Nof wl | N N o
IS I ESIESIENEN]
N R

=
o
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ABY grubu: Normal gruplariyla karsilastirildiginda GSH (P < 0.05) ve
GST (P < 0.05) diizeylerinde belirgin bir azalma saptandi. Katalaz (P < 0.05)
duzeylerinde ise anlamli bir artis saptandi.(sekil 7,8,9 ve 10)

Gentamisin + DM SO grubu;

Gentamisin ile birlikte DMSO verilen sicanlarda sadece Gentamisin
verilen grub ile karsilastirildiginda kan kreatinim dizeyi (P < 0.01) kan Ure
(P < 0.01) duzeyi anlamli derecede azalmistir. Kan sodyum diizeyinde azalma,
kan potasyum diizeyinde artma meydana gelmistir ama istatiksel olarak anlamli

degildir.

Patolojik Degerlendirme: TUm sicanlarda tubular vakualizasyon
bulgulari, 1 sicanda hafif derecede siddetliydi, Tubuler nekroz bulgusu sadece
bir sicanda hafif diizeyde tubular nekros bulgulari gbzlenmezken 4 sicanda
hafif tibllo — intersitisyel mononikleer hiicre infiltrasyonu gozlendi (Tablo 5).

Tablo 5. Gentamisin+DM SO grubundaki sicanlarin patolojik acidan skorlanmasi

Sican Tubdler Tubller | Parietal hicre | Tubulo-intersitisyel
no |vakuolizasyon| nekroz hiperplazisi mononukleer hicre
infiltrasyonu
1 0 0 0 1
2 0 0 0 1
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 1
6 1 1 0 1

ABY grubu ile karsilastirildiginda GSH dizeyi (P < 0.01) anlamli bir sekilde

artis olmustur. Lipid Peroksidaz de ise (P < 0.01) anlamli bir azalma olmustur.
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Gentamisin + E Vitamini

Gentamisin ile birlikte E vitamini 250 mg/kg/gin verilen sicanlarda
sadece gentamisin verilen grup ile karsilastirildiginda kan kreatinin dizeyi
(P < 0.05) kan ure (P < 0.05) duzeyi anlamli derecede azalmistir. Kan sodyum

diizeyinde azalma gorildi.

Patolojik Degerlendirme: Tum preperatlarda tibllar nekroz ve tibllo —
intersitisyel mononikleer hicre hiperplasis bulgulari gdzlenmedi. Pariyeta
hiicre hiperplazis ve tlbiler vakualizasyon sadece 3 preperatta hafif olarak
degerlendirildi. (Tablo 6) ABY grubu ile karsilastirildiginda GSH duizeylerinde
(P<0.001) anlamli artis, lipid peroksidaz (P < 0.05) anlamli azalma g6zlenmistir
(Tablo 6).

Tablo 6. Gentamisin + E-Vitamini grubundaki sicanlarin patolojik acidan

skorlanmasi

Sican Tubuler Tubuler | Parietal hicre Tubulo-intersitisyel
no |vakuolizasyon| nekroz hiperplazis mononukleer hiicre
infiltrasyonu
1 0 0 1 0
2 0 0 0 0
3 1 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 1 0 1 0
7 1 0 1 0
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Gentamisin + RSV:

ABY olusturulan grupla karsilastirildiginda bu gruptaki sicanlarin kan

kreatinin (P < 0.01) kan dre (P < 0.05) potasyum degerlerinde azalma (P <

0.01) meydana gelirken kan sodyum degerlerinde (P < 0.05) artis gbzlenmistir.

Patolojik Inceleme : Bu grupta tibller nekroz gorilmezken 2 preperatta

hafif derecede tlbllo — intersitisyel monontkleer hicre hiperplazisi

gozlemlendi. 5 preparatta hafif derecede tlbiler vakualizasyon gozlenirken 3

preperatta hafif derecede pariyetal hiicre hiperplazisi gozlemlendi (Tablo 7).

Tablo 7. Gentamisin + RSV grubundaki sicanlarin patolojik acidan skorlanmasi

TUbuler Tubuler
vakuolizasyon | nekroz

0
¥
3

Parietal hicre
hiperplazisi

interstisyel hicre
hiperplazis

©|oo| N| o g & w| N[
N E R = -
o|o|o|o|o|o|o|olo

O] O O| | O] O| O

Rl O] OO O O] OO

ABY ile karslastirildiginda GSH (P < 0.05) dizeyinde artis gozlemlendi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark gdzlenmedi.

ABY karsilastirildiginda lipid proksidaz diizeyinde (P < 0.01) azalma meydana

gelmistir.
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Resm 1. Gentamisin uygulanan grup tubuler vaskualizasyon tubuler nekroz ve parietal
hiicre hiperplazisi (HEx100)

Resm 2: Gentamisin + RSV uygulanan grup (HE x 100)



6. TARTISMA

Aminogilikozit antibiyotiklerin, 6zellikle gentamisinin nefrotoksisitesi iyi
tanimlanmistir (Humes 1988, Laurent 1990). Beklendigi gibi bizim
arastirmamizda da gentamisin enjekte edilen biitin sicanlarda nefrotoksisite
gelismistir. Bu durum serum tre ve kreatinindeki artisla ve histopatol ojik olarak

da gosterilmistir.

Bu calisma sicanlarda nefrotoksik dozlarda 80mg/kg/giin x 6gun (Ali BH,
2001) verilen gentamisinin neden oldugu tubuler hasarin RSV ve E vitamini ile
azaltilabilecegini gostermistir.

Gentamisin vicutta metabolize olmaz fakat esas olarak glomeruler
filtrasyon ile elimine edilir ve kismen proksimal tubdil hicrelerinden geri emilir
(Black 1964, Silverblatt 1979). Gentamisinin birikime ugradigi tek yer
proksima tdbdl hicrelerindeki lizozomlardir. (Beauchamp 1991, Thibault
1994). Gentamisin fosfolipazlar A1 ve C'yi ve sfingomiyelinazin aktivitesini
inhibe ederek lizozomal fosfolipolizis indikler, lizozoma fosfolipidlerin
artmas da hiicre hasarini artirmaktadir. (Laurent 1990, Broe 1984).

Aminogilikozit nefrotoksisitesinin patofizyolojisnde en 6nemli roll
reaktif oksijen metabolitlerinin birikimi ile oldugu Baliga (1998) ve Rao
(1999) tarafindan rapor edilmistir. Sonraki calismalarda antioksidan 6zellik
tasyan  bir ¢ok maddenin reaktif oksijen metabolitlerinin  olusumunu
engelleyerek veya slplrerek gentamisinin neden oldugu nefropatiyi dizelttigi
rapor edilmistir. (Kadkhodaee ve arkadaslari 2005; Ademuyiwa ve arkadadl ari
1990; Ali, 2002; Ali and Bashir, 1996; Al-Maed ve arkadadari 2002;
Cuzzocrea ve arkadaslari 2002; Erdem ve arkadaslari 2000; Mazzon ve
arkadaslari 2001; Naidu ve arkadaslari 2000; Nakaima ve arkadadari 1994;
Pedraza-Chaverr? ve arkadaslari 2000; Sener ve arkadadlari 2002).
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Daha once yapilan calismalarda 100mg/100g im. ve 250mg/kg im. E
vitamini uygulamasi ile gentamisinin neden oldugu serbest radikal olusumunun
engellendigini gosterilmistir. (Kadkhodaee ve arkadadari 2005; ve Ademuyiwa
ve arkadaslari 1990; Abdal-Naim AB ve arkadaslari 1999)

Morales (2002) gentamisin nefrotoksisitess olusturulan sicanlarda
resveratroliin (120mg/kg/guin) gavag yoluyla uygulanmas ile ROM olusumunu
engelleyerek koruyucu etki gosterdigini ortaya koymustur. Ancak bizim
calismamizdan o©nce resveratrolin ip uygulamas ile gentamisin bagimli

nefrotoksisiteye karsi koruma saglanabilecegine iliskin bir arastirma yoktur.

Benzer etkiler Ben Ismail ve arkadadari (1994) tarafindan 50mg/kg im.
askorbik asit ile Sener ve ark (2002) tarafindan 10mg/kg/gin  melatonin
kullanarak elde edilmistir. Bu maddeler birer antioksidan olarék superoksit ve
hidroksil radikallerinin oksijen ve suya par¢calanmasina neden olurlar.
Gentamisin alimindan dnce bu maddelerin ainmaya baslanmasi nefrotoksisiteyi
azaltmaktadir.

Gentamisin aimindan sonra olusan bobrek hasarinin bir gosterges de
plazma kreatinin ve kan tre (glomerul hasar belirtecleri) degerlerinin artmasidir
(Madonado 2003, Ogeturk 2005). Bizim calismamizda RSV ozellikle artan
plazma kregtinin ve kan Ure degerlerini azaltmistir. Pedraza-Chaverri ve
arkadadlari (2000); gentamisin verilms sicanlarda, glomertl yapis normal
oldugundan glomertil fonksiyon azalmasinin yapisal hasar ile iliskili olmadigini
savunmuslardi. Gentamisin tedavisi BO, ve Oy Uretimini arttirmaktadir.
(Guidet ve Shah, 1989; Walker ve Shah, 1987; Yang ve arkadadari 1995
Cuzzocrea 2002). Bilindigi gibi H,O, ve O, mezarsiad hicrelerde
kontraksiyona neden olmaktadir (Duque 1992, Martinez Salgado, 2002). Bu da
filtrasyon ylzeyini degistirerek GFR azalmasina neden olmaktadir.
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Pedroza (2000) ve arkadaslari GPx sentezinin blyUk bir kisminin
proksimal tibdl hicrelerinde oldugunu gostermislerdir. Maldonado ve
arkadaslari ise (2003) tubuler hasari plazma GPx aktivites olgimu ile
degerlendirmidlerdir. Ayrica gentamisin verilen sicanlarda GPx aktivitesinin
disitk bulunmasi sonucunda, gentamisinin nefrotoksik etkisinin primer birikim
yeri olan proksmal tublllerde nekroz yapmad ile iliskili olabilecegini de
vurgulamaktadirlar. Bizim calismamizda da histopatolojik olarak tubdler
nekroz gelistigi gosterilmis ve RSV ile tedavi edilen scanlarda tamamen
olmasa da tubuler nekrozun belirgin olarak azaldigi saptanmistir. Oksidatif
stresin tibller hasar yaptigi Cuzzocrea ve arkadadari (2002) tarafindan da
gosterilmistir. RSV gentamisinin  neden oldugu bu degismi kismen
onleyebilmektedir.

Baz antioksidan Ozellikleri 6n plana c¢ikan dogal bir polifenol olan
resveratrolun lipid peroksidasyonu ve lipid peroksidasyonuna bagli hicre
OlimdnG oOnledigi  bilinmektedir (Frankel 1993; Sun 2002). Bertelli ve
arkadaslari (1996) iskemi reperflizyon modeli uyguladiklari sicanlarda RSV
tedavisi sonucunda MDA dizeylerinin azaldigi gosterilmislerdir. Bizim
sonuglarimiz da bobrek fonksiyonlari tUzerine RSV nin koruyucu etkisini ve
ROM’un neden oldugu lipid peroksidasyonu inhibe etmes yoluyla
gerceklestigini ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda RSV nin NO sentezini uyararak iINOS ekspresyonunu da
artirdigi gosterilmistir (Giovannini 2001, Naderali 2000). Nitekim RSV'nin
NO'ya benzer sekilde antiinflamatuar, antitrombositer ve vazodilatattr etkileri
oldugu ortaya cikarilmistir (Naderali 2000, Das 1999, Ray 1999).

MnSOD aktivitesinin azalmass O, konsantrasyonunu artirmaktadir

(Maldonado 2003) bu radikal NO ile birleserek sitotoksik bir radikal olan
peroksinitrit olusur, vazodilatator NO'u inhibe eder, bu da GRFyi
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azaltmaktadir (Rivas 1997, Rivas 1995). Bu veriler H,O, ve O, gentamisin
nefrotoksisitesinde GFR’yi azaltigini gostermektedir. RSV’ nin koruyucu etkis
O2 e HyO, vyi supurebilmesine bagli olabilir ve/lveya MnSOD aktivitesinin
azalmasini 6nltyor olabilir.

RSV’'nin, NO sdiverilmesine neden oldugu gosterilmigir. Chander ve
arkadaslari (2005) RSV nin NO ya benzer hir sekilde siklosporin
nefrotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin azalan SOD miktarini geri

dondurerek, NO saliverilmesini arttirma yoluyla oldugunu gostermislerdir.

Gentamisinin aimindan sonra olusan bobrek hasarinin bir diger belirtis
ise bazi iyonlarin idrardan cikisindaki artistir. Renal korteksteki proksimal
tubUluslerde yerlesen sodyum-potasyum ATP az enziminin, gentamisin verilen
sicanlarda aktivitess azamaktadir. Bu kayip gentamisinin neden oldugu
nefrotoksisiteden sorumlu tutulmaktadir. Cinku bu enzim hiicre ici elektrolit ve
hlicre hacim transportunu diizenlemektedir. (Ali BH 1995) Bizim ¢alismamizda
elektrolitlerin idrardan atilisindaki bu degisiklikler RSV ile geri cevrilmistir. Bu
sonuglar, RSV ve E vitamini gibi antioksidanlarin tibuler geri emilim ve

salgilama islemlerinde koruyucu etkileri mevcut oldugunu gostermektedir.

Bizim calismamiz ve daha 6nceki calismalarin gosterdigi gibi gentamisin
nefrotoksisitesi belirgin bir sekilde kortikal GSH ve GST konsantrasyonunu
azdtmakta, katalaz aktivitesini ve lipid peroksidasyon dizeyini arttirmaktadir
(Parlakpinar 2004, Yasuyuki 1994). RSV verilmes kismen bu degisiklikleri
geri dondurmektedir.

Sonug olarak bu arastirma gentamisinin neden oldugu bobrek
fonksiyonlarindaki azalmada, lipid peroksidasyonu ve hiicre harabiyetine karsi
ip verilen RSV’ nin ve E vitamininin koruyucu etkilerini gostermektedir. Bu
maddelerin  etkilerini  antioksidan  ¢zellikleri ile gostermekte oldugu
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anlasiimaktadir. Bu sonuglar daha 6nce aminoglikozitlerin neden oldugu bobrek
hasarina karsi antioksidanlarin meydana getirdigi koruyucu etkiyi gosteren
calismalar ile uyumludur (Abdel-Naim 1999, Ben Ismail 1994, Lopez-Gonzaes
2000). Sonuclarimiz gentamisin nefrotoksisitesnde RSV ve E vitamini

tedavisinin birinin digerine daha tstlin olmadigini gostermistir.

71



7. SONUGC ve ONERILER

Sonu¢ olarak bu calisma gentamisinin neden oldugu bobrek
fonksiyonlarindaki azalmada, lipidperoksidasyonu ve hiicre harabiyetine karsi
resveratrol ve E vitaminin koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu
maddeler etkilerini antioksidan 6zellikleri ile gostermektedirler. Sonuclarimiz
daha o©Once aminoglikozitlerin neden oldugu bobrek hasarina kars
antioksidanlarin meydana getirdigi koruyucu etkiyi gosteren calismalar ile
uyumludur. Arastirmamiz gentamisin nefrotoksisitesinde resveratrol ile E
vitamini tedavisinin birinin digerine daha Ustin olmadigini da ortaya
koymaktadir.

Resveratroliin NO Uzerinden olusan etkileri de gz 6ntine alindiginda bu
konudaki arastirmalarin NO sentaz inhibitérleri velveya aktivatorleri ile
yapilmas ROM aracilikli nefrotoksisitenin mekanizmasinin daha acik bir

sekilde ortaya konmasina yarayacak, tedaviye de yeni yaklasimlar getirecektir.
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