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1. GIRIS

Bobrek fonksiyonlar: yasla ilgili farklhiliklar gosterir. Atilimi bobrekten olan
antibiyotiklerin serumdaki yar1 Omiirleri yenidoganlarda daha fazladir. Prematiire
bebeklerde kalp, bobrek, akciger sorunlarinin goriilme sebebi; organ sistemlerinin
yeterince gelismemesidir.

Aminoglikozitler,  giinimiizde  klinik  uygulamalarda  sik  olarak
kullanilmaktadir. Bobrek fonksiyonlar1 normal kisilerde yarilanma omrii (t1/2) 1.5 - 3.5
saattir. Yaklasik % 99’u idrardan atilirken kalan1 digk1 ve tiikriik ile elimine olur. Alinan
dozun % 90’1 24 saatte idrara gecerken yeniden emilim ve sekresyon siklusu ile bobrek
dokusunda eliminasyon yar1 omrii 30-700 saattir. Cogu Gram (-) aerobik ¢comaklara
kars1 etkilidirler. Aminoglikozidlerin giivenli kullanilabilecegi aralik ¢ok dardir ve
kullanimlarindaki en 6nemli kisitlayict 6zellik toksisiteleridir. En sik nefrotoksisite,
ototoksisite, néromuskuler blokaj meydana gelir. Nefrotoksisite tiim aminoglikozidlerde
gelisebilen bir yan etkidir ve kullanimlar1 renal toksisite nedeni ile sinirlanmaktadir.

Amikasin, yenidogan bebeklerdeki enfeksiyon tedavisinde siklikla bagvurulan
ancak nefrotoksik etkisinden c¢ekinilen bir ilagtir. Amikasine bagli gelisen bdbrek
hasarmin mekanizmasi1 tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte deneysel
caligmalar serbest oksijen radikallerinin toksisitede rol oynadigini one siirmektedir.
Aminoglikozitler, vankomisin ve sisplatin gibi cesitli nefrotoksik ilaglara bagli gelisen
bobrek hasar modellerinde, serbest oksijen radikallerinin hiicre Oliimiine neden
olabildigi ve nefrotoksik etki olusumunda oksidatif stresin on planda oldugu
gosterilmistir (4-10). Ayn1 zamanda yapilan ¢alismalarda antioksidanlarin kullanimi ile
nefrotoksisitenin azaldig1 gosterilmistir. Yenidogan enfeksiyonlarinda sik olarak
kullanilan Amikasinin toksisitesinin  Onlenmesinde antioksidanlarin  kullanimi
konusunda sinirli sayida caligma bulunmaktadir. Bu nedenle biz bu ¢alismada, kullanim
gerekliligi yaygin olmasina ragmen 6zellikle nefrotoksik etkileri nedeni ile kullanimi
smirlanan amikasine bagli olumsuz renal etkilerin olusmasinda, tiibiiler hasar ve bunun
izerine oksidatif hasarin roliiniin belirlenmesini ve Eritropoietin, E vitamini gibi
antioksidanlarin kullamimmin histopatolojik ve biyokimyasal diizeylerdeki olasi
koruyucu etkileri ile salinan biiyiime faktorlerini deneysel olarak neonatal rat

bobreklerinde degerlendirmeyi planladik.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Renal Embriyoloji ve Fizyoloji

Yenidogan donemi, dogumu izleyen ilk dort haftalik siireyi iceren ve
organizmanin intrauterin hayattan dig ortama uyum saglamaya calistigi bir gecis
donemidir. Yenidogan bobregi de bu donemde gelisimini siirdiiriir ve dogumda diisiik
olan bobrek fonksiyonlar1 giderek artar ve normale ulasir. Yenidogan bebeklerde bobrek
yetmezliginin tani, takip ve tedavisinin daha iyi yapilabilmesi i¢cin gelismekte olan
bobregin normal fizyolojisinin iyi bilinmesi gerekir.

Fetal bobrek, pronefroz, mezonefroz ve metanefrozdan olusan ii¢ mezodermik
yapidan gelisir. Ik nefron 8. haftada olusur. Nefrogenez 34-35. haftaya kadar devam
eder. 35. haftadan doguma kadar ise nefronlarin sadece biiyiikliigiinde artis meydana
gelir. Dogumda jukstamediiller nefronlar yiizeyel nefronlardan daha matiirdiir. Her bir
bobrekte total nefron sayist 600.000 ile 1.2 milyon arasinda degismektedir (1,11,13).
Fetal biiylimede duraklama nefron sayisinda azalmaya neden olur ve dogum agirligi ile
total nefron sayis1 arasinda pozitif korelasyon tanimlanmistir (2,11). Prematiir dogan
bebeklerde nefrogenez, tiim nefronlar tamamlanana kadar dogumdan sonra da devam

eder (1,12).

2.1.1. Renal Kan Akim

Fetiiste renal kan akimi doopler USG ile degerlendirilebilir ve 25. gebelik
haftasinda 20 ml/dk iken 40. haftada 60ml/dk’nin iizerine ¢ikar ve erigkin diizeyine 2
yas civarinda ulasir. Yenidoganda renal kan akimi ozellikle korteks i¢ kismi ve
medullada fazladir. Dis kortekse renal kan akimi maturasyon tamamlandikca
artmaktadir (1,11,92).

Intrarenal kan akimini etkileyen primer faktér maturasyondaki artis ve
dogumla birlikte gerceklesen kardiyak output ve ortalama arteriyel kan akiminda artigla
birlikte renal vaskiiler direncin azalmasidir. Afferent ve efferent arteriyollerin direnci
arasindaki denge renal vaskiiler direnci, renal kan akimmi, glomeriiler kapiller basinci

ve glomeriiler filtrasyon hizini belirler (1).
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Erken gelisimde yiiksek oranda aktif olan vazokonstriktér renin-anjiotensin
sistem (RAS) ve renal sempatik sinir sistemi arasindaki dengedeki degisiklikler ve nitrik
oksidi (NO) igeren vazodilator hiimoral faktorlerin renal vaskiiler direncin azaltilmasi

ve renal kan akiminin arttirilmasini ayarladigina inanilmaktadir (1).

2.1.2. Renin-Anjiotensin Sistemi

RAS’mn tiim komponentleri fetal metanefritik bobrekte mevcuttur. Erigkin ve
yenidoganda renin igceren hiicrelerin ¢ogu jukstamediiller aparatta lokalizedir. Fetusta
bu lokalizasyon disinda renin, arkuat ve interlobuler arterlerde ve glomeriilde de
bulunur (10,92,93,94).

Plazma renin aktivitesi fetus ve yenidoganin gestasyon yasiyla ters orantilidir,
30 haftalikta 60 ng/ml/saat iken termde 10-20 ng/ml/saat’e diiser. Plazma renin
aktivitesi infantlarda (38-44 hf) eriskinlerden 3-5 kat fazladir. Fetusta plazma renin
aktivitesindeki degisiklikten erigkinlerde gozlendigi gibi benzer bir¢cok uyar1
(artmasindan  voliimdeki diisme veya hipoksi, azalmasindan volim artis1 veya [
adrenerjik antagonist uygulanmasi veya prostoglandin sentetaz inhibitorleri
uygulanmasi ) sorumludur (1,95).

Yenidoganlardaki yiiksek plazma renin aktivitesi diizeyleri genellikle
dolasimdaki anjiotensin II diizeyleri ve aldosteron ile iligkilidir. Bu yiiksek diizeyler
viicut ylizeyiyle iligkili olarak yiiksek oranda sekresyon veya diisiik metabolik klirens
hizin1 yansitabilir. Bu yiiksek seviyelerin nedeni aldosterona end organ cevapsizligi ile

iliskili olabilir (1).

2. 1. 3. Kininler

Bradikininler, proteolitik enzim olan kallikrein ile protein prekiirsorii olan
kininojenden gelisen potent vazodilator peptitlerdir. Kininler bir karboksipeptidaz olan
kininaz I tarafindan inaktive edilir. ACE inhibitorleri sadece anjiotensin II iiretimini

azaltmakla kalmay1p kininlerin yikimini da onlerler (1).
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2. 1. 4. Prostoglandinler

Prostaglandinler (PGs) ozellikle artmis vazokonstriktor aktivite sirasinda renal
kan akimi ve GFR’nin devamina katkida bulunur. PGs’ler ile RAS ve kinin sistemi
arasinda kompleks bir etkilesim mevcuttur.

Prostagalandinlerin iiriner ekskresyonu fetusta yiiksektir, bu da yiiksek oranda
olan renal sentezini yansitmaktadir. Prematiire infantlarda PGE, ve prostasiklin
metabolitlerinin iiriner ekskresyonu, term infantlardan 5 kat, biiyiik ¢cocuklardan 20 kat

fazladir (1,11,97).

2. 1. 5. Renal sinirler ve Adrenerjik sistem

Fetiisteki renal vaskiiler yatak, renal sinir stimiilasyonuna yenidogan ve
eriskinlerden daha az reaktiftir (1,11). Ancak eriskin hayvanlarda yapilan cesitli
caligmalara ters olarak, fetal ve yenidogan bobreginde renal sinir stimiilasyonu
noradrenerjik yolagi aktive etmekte, norepinefrin de renal vazodilatasyonu saglayan [3,
adrenoreseptorleri stimiile etmektedir; renal adrenarjik sistemin maturasyonu renal [-
adrenoreseptor cevabindaki down regiilasyon ile iliskilidir (1).

Dolasimdaki katekolamin seviyeleri (6zellikle norepinefrin), dogumdan hemen
once ve dogumun hemen sonrasinda oldukc¢a yiiksek olup, yasamin ilk birkac¢ giinii
icinde erigkin degerlerine diismektedir. Yiiksek plazma katekolamin seviyeleri afferent
arteriolar tonusun artisiyla direkt olarak ilgiliyken, indirekt olarak yenidogan
bobreginde yiiksek RVR’1n idamesi i¢in renin ve anjiotensin II salinimini saglayarak

efferent rezistansi arttirir (1,11).

2. 1. 6. Glomeriiler Filtrasyon

Fetiiste ilk glomeriiler filtrasyonun baslamasi 9 ile 12 gestasyon haftalar1
arasinda olur. GFR gestasyonel yas ile koreledir, fetusun inutero olmasi veya prematiir
dogmasi ile GFR etkilenmektedir (1).

Yasamin ilk 4 ayinda GFR, viicut ylizeyi ve bobrek agirlig: ile orantili olarak
hizla artar. Daha sonra yavas bir artis ile 2 yasina kadar eriskin degerlerine ulasir.
Prematiire infantlarda GFR’deki postnatal artis, fullterm yenidoganlara gore geriden

seyreder (1,100).
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Glomeriiller bobregin nefrojenik zonunda olusur. Maturasyonla birlikte bu
glomeriiller renal korteksin daha derin zonlarina go¢ ederler. Dogumda jukstamediiller
kortekste daha fazla matiir glomeriil vardir ve yiizeyel korteksteki yeni olusmus
glomeriillerden daha fazla filtrasyon oranina sahiptirler. GFR renal kan akimma benzer
sekilde sentrifugal olarak maturasyona ugrar. Idrar olusumu ise plazmanin glomeriiler

kapiller membrandan ultrafiltrasyonu ile baglar (1).

2. 1. 7. Tubiiler Fonksiyon

Tamamen diferansiye olmus bir bobrek genellikle reabsorptif bir organdir.
Ancak bazi iyonlar ve maddeler bazi nefron segmentleri tarafindan iki yonlii transporta
ugrar. Sodyum, bikarbonat, fosfat, aminoasitler ve glukoz reabsorbe edilirken, hidrojen
iyonlar1 sekrete edilir ve potasyum ile organik asitler ise hem reabsorbe hem de sekrete
edilir. Genel olarak fullterm bebeklerin bobrekleri onlarin gelisim evrelerine uygun

metabolik ihtiyaglarina cevap verecek nitelikteyken pretermlerde bu saglanamayabilir

(1).

2. 1. 8. Uriner konsantrasyon ve diliisyon

Fetal idrar fetal plazmaya gore daha hipotoniktir. 12-24 saat sivi
kisitlamasindan sonra en yiiksek idrar osmolaritesi prematiire ve zamaninda doganlarda
500 mOsm/kg’a ulasir ve bu deger erigskin ve cocuklarin %60’1 kadardir. Mediiller
osmotik farkliliklar konsantrasyon kapasitesini etkilemektedir ve henle kulpunun
medulladaki penetrasyonuna baglidir (1,11).

Prematiir bebekler 35 gebelik haftasindan kiiciik iseler, su diiirezinde idrar
osmolaritesini 70 mOsm/kg’a kadar diisiirebilirler. Otuzbesinci gebelik haftasindan
biiyiik cocuklar ise, 50 mOsm’a indirebilirler. Prematiir bebeklerde belirgin yiiksek
osmolar klerens vardir. Bu durumda bebek erigkinlere gore daha fazla diliie edemez

(1,11).

2.2. Yenidoganda Akut Bobrek Yetmezligi
Akut bobrek yetmezligi (ABY) ani olarak gelisen ve siklikla geriye doniisiimlii
olan bobrek fonksiyon bozuklugudur. Yenidogan bebeklerde ABY’nin diger yas
gruplarindan daha fazla oldugu (%8-24 arasinda) soylenebilir (11,14,15). Akut bobrek
14



yetmezligi nonoligiirik, oligiirik veya aniirik olabilmektedir. Zamaninda dogan
bebeklerde ABY’lerin %60°1 nonoligiirik, %25’1 oligiirik ve %]15’1 aniirik olarak
goriilmektedir (11,16).

Akut bobrek yetmezligi nedenlere gore prerenal, renal ve obstriiktif iiropati
olarak smiflandirilabilir. Yenidogan bebeklerde ABY %85 prerenal nedenlerle
gelismekte, %11°1 renal, %3 kadar1 da obstriiktif iiropati nedenleriyle ortaya

cikmaktadir (Tablo 1) (11,17).

Tablo 1. Yenidoganda ABY Nedenleri:
Prerenal nedenler
Sistemik hipovolemi
e Dehidratasyon
e Kanama
e Septik sok
e Nekrotizan enterokolit
e (Cerrahi sonucu s1v1 kayb1
Renal hipoperfiizyon
e Kalp yetmezligi
e  Solunum yetmezligi
®  Asfiksi
e  Indometazin, ACE inhibitorii
Renal nedenler
Konjenital anomaliler
e Konjenital displazi
e Renal agenezis
e Polikistik bobrek
¢ Deny Drash sendromu
Annenin ila¢ kullanimi
¢ ACE inhibitorleri
¢ Siklooksijenaz inhibitérleri
Akut tubiiler nekroz (uzun iskemi, nefrotoksinler)
Akut kortikal nekroz

Hemoglobiniiri, Miyoglobiniiri
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Renal vaskiiler tromboz
Nefrotoksinler (aminoglikozit, indometazin, amfoterisin B, metisilin, asiklovir,
siklosporin,...)

Obstriiktif nedenler
Konjenital malformasyonlar
e Ureterosel

e Posterior uretral valv

e Vezikoiireteral reflii

e Megaiireter

o Ureteropelvik darlik

e Prune-belly sendromu
Disardan basi yapan nedenler
e Sakrokoksigeal teratom
e Hematokolpos

Intrensek obstriiksiyon

e  Mantar topu

e Tas

Norojenik mesane

o  Asfiksi

e Spinabifida

Renal ABY hafif tubiiler fonksiyon bozuklugu, akut tubiiler nekroz, renal
enfarkt ve kortikomediiller nekroz ile seyredebilir. Genellikle geri doniisiimlii olup
rejenerasyon olur. Renal hemodinamide degisiklik sonucu vazokonstriktor hormonlarda
artma, RAA, epinefrin, norepinefrin, endotelin, adenozin, vazokonstriktor
prostaglandin, vazopressin zedelenmeden sorumludur. Ayrica nefron yapisinda ve
fonksiyonunda degisiklik, glomeriiler kapiller permeabilitede azalma, intratubiiler
obstriiksiyon ve tubiiloglomeriiler kacis gozlenir (11,18).

Tiibiiler epitel hiicreleri iginde mitokondrilerde kalsiyum birikimi, fosfolipaz
aktivitesinde artma mitokondrial fonksiyon kaybma yol acar. Hiicre iskeletinin
yikilmasi, polaritede degisiklik, hiicre fircamsi kenarmin yok olmasi, hiicreler arasi
baglantmin kaybolmasi gozlenir. Olaym devamhiligi geri donmeyen doku

zedelenmesine yol acabilir (11,18).
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2. 2. 1. Nefrotoksisite

Yenidogan bebeklerde ilaclarin bobrekten itrahi son derece yavastir. Bu
nedenle hizla renal sitotoksisite ve vazokonstriksiyonla proksimal tubiiliis hiicrelerinde
zedelenme geligebilir. Bu ¢cocuklarda ABY genellikle nonoligiiriktir (11,19). Zamaninda
dogan bebeklerde idrar miktar1 ne olursa olsun serum kreatinin diizeyinin 1.5 mg/dl
izerinde olmasi ve giinde 0.3 mg/dl artis gostermesi ABY kabul edilir (11,15,20,21).

Yenidoganlarda ABY’de idrar miktarinin izlemi 6nemlidir. Bebeklerin %30
kadar1 dogum odasindan ¢ikmadan, %50- 92’si ise ilk 24 saat icinde idrar yapar. idrar
yapmayan bir bebekte bilateral renal agenezis, posterior iiretral valv, kortikal nekroz
ihtimali tanilar1 mutlaka diisiiniilmelidir (11,22).

Yenidoganda 10 ml/kg/giin gibi az idrar ¢ikartimi oligiiri kabul edilir. Saatlik
idrar izlemi oligiiri izlminde daha uygun olup 0.5-1 ml/kg/saat oligiiri sinir1 kabul edilir
(11,17,20).

Akut bobrek yetmezligi tanisi konulduktan sonra prerenal, renal, postrenal

ayrimi yapilmasi gerekir (11,22).

Tablo 2: Prerenal ve renal akut bobrek yetmezliginin ayirt edilmesinde yararlanilan

baslica indeksler

Prerenal Renal
Idrar osmolalitesi >400 <400
Idrar Na* <40 >40
Idrar iire: Plazma iire orani >20 <10
Idrar osmolarite: Plazma osmolarite orani >2 <1
Fraksiyonel Na" itrahi (FENa") <2 >3
Renal yetmezlik indeksi <1.5 >6
Idrar analizi - proteiniiri

FeNa'=(Idrar Na/plazma Na) x (plazma kreatinin/idrar kreatinin))x 100

Bobrek yetmezligi indeksi= ( idrar Na/ idrar kreatinin) x plazma kreatinin

Renal hasar; klinige oligoaniiri, ABY, hipotansiyon, hematiiri, RTA,
nefrokalsinozis veya nefrolitiyazis, poliiiri, anormal plazma elektrolit konsantrasyonu
veya kardiyak aritmi seklinde yansiyabilir.
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Aminoglikozitler, amfoterisin B, indometazin, ACE inhibitorleri, tolazolin,
noromiiskiiler bloke edici ajanlar, radyokontrast maddeler en ¢ok nefrotoksisiteye neden
olan ilaglardir (11,19). Nefrotoksisite renal iskemiden veya direkt toksisiteden veya her
ikisinden birden kaynaklanabilir. Direkt sitotoksisite ilacin konsantrasyonu veya renal
tubiiler hiicrelerdeki metaboliti ile ilgilidir ve bu da plazma serbest ila¢ konsantrasyonu,

GFR ve tubiiler transporta baghdir.

2. 2. 1. 1. Aminoglikozitler

Ik kez 1944 yilinda Streptomyces griseus’tan streptomisin izole edilmis ve
kullanilmaya baslanmistir. Sonra sirasiyla diger Streptomyces tiirlerinden neomisin,
kanamisin, paromamisin, tobramisin elde edilmistir. Sonrasinda 1972 yilinda amikasin

kanamisinden elde edilmistir (23).

Yapi ve etki mekanizmasi

Kimyasal olarak merkezi aminosiklitol halkasina glikosilik baglarla bagl iki ya
da daha fazla aminosekerden olusmuslardir. Aminoglikozidler bakterilerin protein
sentezini inhibe ederek etkili olan bakterisidal antibiyotiklerdir. Yapilarinin polar olusu
nedeniyle bakteri hiicresine ancak aktif transportla girebilirler. Aminoglikozidler
konsantrasyona bagli bakterisidal etki (doz arttik¢a Oldiirme giicli artar) ve post
antibiyotik etkileri ( PAE) ( doz arttik¢ca PAE artar) nedeniyle giinde tek doz kullanim
icin uygundur. Giinliik doz bir seferde uygulanir. Bu durumda toksik etkilerin artmadigi
saptanmistir.

Aminoglikozidler, Gram-negatif bakterilerin tedavisinde etkili ajanlar olup, en
onemli yan etkileri nefrotoksisite (doza bagli; doz arttikga toksisite artar), ototoksisite
ve noromuskiiler blokajdir. Bir aminoglikozid olan amikasinin, nefrotoksisite riskini
etkileyen faktorler arasinda, ilacin dozu, tedavi siiresi, genetik yatkinlik, yas, daha dnce
aminoglikozid kullanimi olup olmadig1 ve diger nefrotoksik ilaclarla birlikte kullanimi1
yer almaktadir. Nefrotoksisite genellikle ilaci kesince diizelmesine karsin ototoksisite

irreverzibldir (23).
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Sekil 1: Aminoglikozitlerin etki mekanizmasi

Farmakokinetik - Farmokodinamik

Oral yoldan alindiklarinda emilimleri ¢ok zayiftir. Kas-i¢i uygulamada emilim
iyidir ve 30-90 dakikada serum tepe diizeyine ulasirlar. Ekstraseliiler alanda hizla
yayilirken dokulara girisi yeterli olmamaktadir. Santral sinir sistemi, solunum yollari,
prostat ve g6z icinde seviyeleri istenen seviyenin altinda iken idrarda, bdobrek
dokusunda, i¢ kulak endolenf ve perilenf sivisinda yogunlasirlar. BOS gecisleri
inflamasyon varhiginda bile cok yeterli degildir. Intratekal verilince ventrikiil icine
ulagamazlar. Sinovyal siviya, kemige, peritona iyi gecerken safraya gecisleri yetersizdir.
Yag dokusuna giremezler. Viicuttan metabolize olmadan idrarla atilirlar. Bobrek
fonksiyonlar1 normal kisilerde yarilanma omrii (t1/2) 1.5-3.5 saattir. Yaklasik %99’u
idrardan atilirken kalani digki ve tiikriik ile elimine olur. Alinan dozun %901 24 saatte
idrara gecerken yeniden emilim ve sekresyon siklusu ile bobrek dokusunda eliminasyon
yar1t 6mrii 30-700 saattir. Bobrek yetmezligi olanlarda degisik sekillerde doz ayarlama

semalar1 gelistirilmis olsa da bu hastalarda aminoglikozid seviyelerini izlemek en iyi
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yontemdir. Giinde tek doz aminoglikozid uygulamasi 6nemli bir adim olarak giindeme
gelmistir. Bu uygulama ii¢c onemli temele dayanmaktadir:
1. Aminglikozidlerin bakterisidal etkisi konsantrasyona baghdir. Aminglikozidlerin tepe
konsantrasyonu/minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) orani yiikseldikce 6ldiirme
hiz1 da artar.
2. Aminoglikozidler Gram (-) ¢omaklar i¢in 6nemli diizeyde post-antibiyotik etki (PAE)
gosterirler. MIK degeri altinda bile iireme bir siire daha inhibe edilir. Bu siirenin 1-13
saat arasinda degisebildigi belirlenmistir.
3. Aminoglikozidle karsilasan bakterilerin bir kismi temas sonrasi bir siire (6-16 saat)
antibiyotigin hiicre i¢ine girisini saglayan aktif sistemlerini yavaslatarak adaptif direnc
olusturur. Giinde tek doz uygulama bu direng gelisimini de engeller. Bu nedenlerle
giinde tek doz aminoglikozid uygulamasi oldukc¢a etkin bulunmustur. Ayrica bu
uygulamanin toksik etkileri de azaltabilecegi diisiiniilmiistiir. Uygulamada geleneksel
uygulama kadar etkili, daha ekonomik ve uyumu daha kolay bulunmustur (23).

Aminoglikozid Dozu

Aminoglikozidlerin klasik dozlar1 tablo 3’de verilmistir. Yiikleme dozu renal
fonksiyondan bagimsizdir ve hizla tedavi edici diizeylere ulasmak amaciyla verilir.
Tedavi baglangicinda ilk 48 saatte ve 3-4 giinde bir aminoglikozidlerin etkin kan
diizeyinin saglanmasi1 ve toksisitenin izlenmesi agisindan yiiksek ve diisiik diizeyleri
Olciilmelidir. Yiiksek diizeyi dozdan 30 dakika sonra, diisiik diizeyi ise ikinci dozdan

once alinan serum Orneklerinde olciiliir (24).

Tablo 3: Aminoglikozit dozlar1

Yiikleme dozu  Toplam Biliinmiis

imo/ke) (mg/lo) doz
Cientamisin 2 5.1 1.7x3
Tobranusin 2 51 1.7 x 3
Metihmisin 2 &l Ix3
Amikasmn 7.5 15 T5x2
Streptomisim 7.5 15 T5x2
Izepamisin - %-15 -

20



Antimikrobiyal Aktivite

Cogu Gram (-) aerobik ¢comaklara karsi etkilidirler. Enterobactericeae ailesi,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter cinsi bakteriler degisen oranlarda
aminoglikozidlere duyarhdirlar. Gram pozitiflere etkinlikleri daha kisith da olsa
stafilokok, streptokok, Listeria spp. ve enterokok enfeksiyonlarinda kombinasyonlarda
etkili bulunmuslardir (23).

Direnc¢

Gram (-) ¢omaklarda diren¢ ya ribozomal yapida mutasyonla, ya hiicre
gecirgenliginde azalma ile (P.aeruginosa, E.coli, S.aureus, Salmonella) ya da en sik
olarak enzimatik olarak aminoglikozidlerin yikilmasiyla olur. Bu diren¢ kromozomal,
plazmid, transpozon kaynakli olarak gelisebilir (23,25).

Klinik Kullamim

Cok farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Sepsis basta olmak iizere agir
enfeksiyonlarda, ampirik baslangi¢ tedavisinde bir beta laktamla kombinasyonlari
kullanilir. Febril notropenik hastanin ampirik tedavisinde de ilk kombinasyonda
bulunurlar. Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu ciddi enfeksiyonlarda mutlaka
tedaviye eklenmeleri gerekir. Intraabdominal enfeksiyonlarda antianaerobik ajanlarla
kombine olarak kullanilabilirler. Uriner sistem enfeksiyonlarmnda monoterapi olarak
kullanilabilirler. Endokardit profilaksisi icin iirogenital ve intestinal sistem
girisimlerinde beta laktamlarla birlikte uygulanabilirler (23).

Amikasin siklikla diger aminoglikozidlere direncli bakterilerle gelisen

enfeksiyonlarda ve atipik mikobakteri enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (23,24).

Doz

Tedavi icin Onerilen 6nce bir yiikleme dozunu takiben idameye gecilmesi ve
idame tedavisi swrasinda aminoglikozid seviyelerinin takip edilerek doz ayarlamasi
yapilmasidir. Kisa siireli tedavide, geng, renal fonksiyonlar1 normal hastalarda izlemin
gerekliligi yoktur. Fakat diger, ozellikle riskli gruptaki hastalarda izlem 6nerilmektedir.
Serum tepe diizeyi, 30 dakika siiren damar ici infiizyonu takiben 30. dakikada, kas i¢i
injeksiyon sonrasi 1 saatte alinmalidir.

Aminoglikozidlerin kan seviyelerinin monitorize edilmesi pratikte ¢ok
kullanilan bir yontem degildir. Klinik kullanimda en pratik yaklasim kreatinin seviyeleri
ile dozun hesaplanmasidir. Pratikte kreatinin miktariyla verilecek doz ya da dozlar arasi
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siire kabaca hesaplanabilir. Dozlar arasi siire (Dozlar arast siire: Serum kreatinin
seviyesi x 8) uzatilabilir ya da verilecek doz azaltilabilir (Verilecek doz: Normalde
Onerilen doz/Serum kreatinin seviyesi) (23).

Yan Etkiler

Aminoglikozidlerin  giivenli  kullanilabilecegi aralik ¢ok dardrr ve
kullanimlarindaki en 6nemli kisitlayic1 6zellik toksisiteleridir. En sik nefrotoksisite,
ototoksisite, néromuskuler blokaj meydana gelir. Nefrotoksisite tiim aminoglikozidlerde
gelisebilen ve aminoglikozid kullaniminda %5-10 oraninda saptanabilen bir yan etkidir.
(23,24,25). Aminoglikozitler tromboksan B, ile yonetilen renal vazokonstriiksiyona
neden olurlar ve 6zellikle ilaclar1 abzorbe edip lizozomda depolayan proksimal tubiilde
direkt hiicresel toksisite yaparlar. Boylelikle tubiiler nekroz, tubiiler atrofi, intratubiiler
myeloid cisimler ve interstisyel nefrit gelisebilir (1). Serum {ire, kreatinin artisi,
proteiniiri ve genelde non-oligiirik bobrek yetmezligi gelisir. Toksik etki ozellikle
proksimal tubiilusta izlenir ve hiicre ici fosfolipaz aktivitesini engellediginden toksisite
gelismektedir. Erken donemde silendir yapilar1 goriilebilir. Oligiirik donem gelisirse
geri doniisiim olmayabilir. Daha erken evreler geri doniisiimliidiir. Nefrotoksik etki en
fazla gentamisin kullanimiyla, daha sonra sirasiyla tobramisin, amikasin ve netilmisin
tedavisi swrasinda ortaya cikar. Nefrotoksik etkiyi artiran, hastaya ve tedavi sekline ait
baz1 6zellikler vardir. Soyle ki; aminoglikozidin serum diizeyi fazla ise, tedavi siiresi 10
giinii asarsa, furosemid gibi bazi diiiretiklerle birlikte kullanilirsa, sikloserin, amfoterisin
B, vankomisin, sefalotin gibi diger nefrotoksik ilaclarla birlikte kullanilirsa nefrotoksik
etki daha fazla ortaya ¢ikar. Diger yandan yashlarda, bobrek ve karaciger yetmezligi
olanlarda, dehidratasyon durumunda nefrotoksik etki artar. Bu nedenlerle ozellikle
toksisite yoniinden yiiksek riskli hastalarda aminoglikozid serum diizeyinin izlenmesi
gerekir. FDA risk kategorisinde D grubunda yer alirlar ve gebelikte kullanimlar1

onerilmez (1,23,24,25).

2. 2. 1. 1. 1. Amikasin

Pseudomonas tiirleri, Escherichia coli, indol pozitif ve negatif Proteus tiirleri,
Klebsiella-Enterobacter-Serratia tiirleri, Acinetobacter (Mima-Herellea) tiirleri ve
Citrobacter tiirleri gibi gram negatif bakteriler duyarli suslarinin neden oldugu ciddi

enfeksiyonlarin kisa siireli tedavisinde endikedir. Klinik c¢alismalar, amikasinin
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septisemi (neonatal sepsis dahil), ciddi solunum yolu enfeksiyonlari, kemik ve eklem,
santral sinir sistemi (menenjit dahil), cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari,
intraabdominal enfeksiyonlar (peritonit dahil), yanik ve postoperatif enfeksiyonlarda
(post-vaskiiler cerrahi dahil) ve komplike ve tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonlarinda
etkili oldugunu gostermistir. Yapilan klinik calismalarda, ozellikle Proteus rettgeri,
Providencia stuartii, Serratia marcescens ve Pseudomonas aeruginosa gibi gentamisin
ve/veya tobramisine diren¢li gram-negatif mikroorganizmalar nedeniyle gelismis
enfeksiyonlarin tedavisinde amikasin ile iyi sonug¢lar alinmustir.

Ototoksisite (bag donmesi, vertigo, tinnitus, kulakta uguldama ve isitme kayb1)
veya nefrotoksisite belirtileri tedavinin kesilmesini veya doz ayarlamasini gerektirir.
Topikal olarak uygulandiginda hizla ve tamamen absorbe olur. Bu nedenle dar veya
genis capli cerrahi alanlarda amikasinin topikal uygulanmasi sonucu isitme kaybi,
bobrek yetersizligi ve noromiiskiiler blok gelisebildigi bildirilmistir. Amikasin, gebe
kadinlarda fetusa zarar verebilir, plasentaya gecer; siit veren anneler de dikkatle

kullanilmalidir.

2. 2. 2. Oksidatif hasar ve Antioksidanlar

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya herhangi bir patolojik olay
sonucunda olusan serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stresi gosterir. Oksidatif stres basit
bir sekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin
peroksidasyonuna neden olan serbest radikal {iretimi arasindaki dengesizlik olarak
tamimlanabilir (59). Canlilar oksidatif hasara karsi enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan sistem ve molekiillerle korunur. Hiicre seviyesinde etkili olan enzimatik
antioksidan sistemler icerisinde siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz yer alir
(28,29).

Serbest radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan atom veya
molekiillerdir. Hem organik hem de inorganik molekiiller halinde bulunurlar. Eger
elektron ciftlesmemis ise molekiil daha reaktif duruma gelir ve kararsizlasir.

Serbest radikaller, yapilari, fiziksel ve kimyasal 0Ozellikleri, hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile ceslitli klinik durumlarin

patogenezinde rol oynarlar. Hiicre membranlarindaki doymamis yag asitlerinden
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hidrojen atomunun uzaklagmas: ile baslayan lipid peroksidasyonu oksidan stresin en
tipik gostergesidir (30,31,32,33,34).

Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin,
prooksidan ve oksidan maddelerin lehine kaymasi oksidan stresin gelismesine yol agar.
(35,36,37,38,39).

Serbest radikaller cesitli kimyasal olaylarmm sonucu olarak viicutta siirekli
olarak ortaya ¢ikmaktadirlar. Bunlarin en etkili olanlari; tekli oksijen, hidroperoksitler
ve siiperoksit anyonlardir. Serbest radikallere karst1 dogal antioksidan savunma
sistemleri arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksit ve melatonin
vardir. Bunlarm yani1 sira E vitamini (alfa tokoferol), C vitamini, beta karoten,
flavanoidler, koenzim Q ve A vitamini de antioksidan faktorlerdir. Demir tasiyici
protein olan transferrin, laktoferrin ve seruloplazmin viicut sivilarinda demir ve bakir1
baglayarak oksidatif hasar1 Onlerler (35,59,60). Oksidatif streste; organizmanin
antioksidan savunma sistemini olusturan enzimlerin adaptif cevap ile uyarildiklar1
bilinmektedir. Ayrica oksidatif stres karsisinda enzim inaktivasyonunu gosteren

caligmalar da bulunmaktadir (36,37,38,39).

2. 2. 2. 1. Serbest Oksijen Radikalleri

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin kimyasal bag yapmasiyla
meydana gelir. Kimyasal baglar tek molekiiler yoriingeyi paylasan ve birbirine zit yonde
donen bir cift elektrondan olusan kararli yapilardir. Bu bag negatif yiiklii elektronlarla
sarilmistir. Elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Dig yoriingesinde bir veya
daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirhig: diisiik,
cok etkin element veya bilesiklere “serbest radikaller” adi verilir. Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden tiireyen serbest oksijen
radikalleridir. Oksijen atomu toplam sekiz elektron icerir. Bu elektronlar oyle
dagilmiglardir ki bunlardan dis yoriingede bulunan iki tanesi eslesmemistir. Oksijenin
bu ozelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar

(26,57,58,59).

Cok reaktif olan bu yapilar, kararli duruma ge¢gme egiliminde olduklar: igin,

tek elektronlarim ciftlemek iizere bagka molekiillerle reaksiyona girdiklerinde, onlarin
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yapilarin1 degistirebilirler. Bir serbest radikal ¢iftlenmemis elektronunu radikal olmayan
bir molekiile verebilir veya tek elektronunu ciftlemek iizere, diger molekiilden bir
elektron alabilir. Boylece bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline doniistiiriir. Bu olay,
bir zincir reaksiyon olarak, radikalin baska bir radikalle birlesmesi veya antioksidanlar

tarafindan kirilana kadar devam eder (26).

Serbest oksijen radikallerine ek olarak, serbest elektronlar1 bulunmadigi halde
reaksiyonlarda bu sekilde davranabilen maddeler de bulunmaktadir. Kimyasal
reaksiyonlar sirasinda serbest radikalleri serbestlestirir (hidrojen peroksit (H,O;) yada
hipoklorik asit) yada dogrudan sitotoksik etki (hipoklorik asit yada kloramin R-NHCI)
gosterir. Tablo 4’ de radikal olan ve olmayan reaktif oksijen tiirevleri (ROT) yer

almaktadir.

Tablo 4: Serbest oksijen radikalleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit radikali Hidrojen peroksit
Hidroksil radikal Lipidhidroperoksit
Alkoksil radikal Hipoklorik asit
Peroksil radikal R-NH2

Oksijen merkezli serbest radikaller veya serbest radikallerin indirgenme
tirtinleri olan ROT; hiicrelerde dopamin ve adrenalin oksidasyonu, piirin katabolizmast,
aerobik metabolizma gibi normal kimyasal reaksiyonlar sirasinda iiretilen oldukca
toksik bilesiklerdir. Ayrica radyasyon, sigara gibi cevresel faktorler ve hiperglisemi gibi
normal metabolizmada gozlenen bazi degisiklikler de ROT bilesik sentezinde artisa
neden olmaktadir. Superoksit radikali oksijenin kendisine bir elektron transferiyle
rediiksiyonu sonucu olusur. Superoksit radikali dogada genellikle rediiktiftir ve belirgin
ozelligi H>O, kaynagi olmasidir. Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalitik olarak
H,0;’e indirgenir. H,O, diisiik toksisiteye sahip, oksidan ancak reaktif olmayan bir
iirtindiir, fakat kolayca hiicresel membranlara penetre olabilir. Ozellikle gegis metal
iyonlarmmn (demir, bakir) varligmda O ve H,0, ferik demiri ferréz hale getirerek,

serbest oksijen radikallerinden en reaktif ve hasar verici ozelligie sahip olan OH
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radikalini olusturmak icin kolayca parcalanabilir. Bu reaksiyon “Fenton Reaksiyonu”

olarak bilinir (27).

e e +2H' e+ H e +H
O o e O Hy —— OH—  H:0

Sekil 2: Molekiiler oksijenden reaktif ara iiriinlerin olusumu.

Rediikte glutatyon (GSH), organik sistemlerde antioksidan fonksiyonlar1
etkileyen en onemli biyolojik molekiillerden birisidir. Glutatyonla birlikte glutatyon
bagimli sistem ‘‘glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST)”’,
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD); toksik serbest radikalleri etkin bir sekilde
toplarlar (82).

Organizmada serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak,
hem de radyasyon, ilaclar ve diger zararh kimyasal maddelerin etkisi ile endojen ve
eksojen kaynaklardan olusabilmektedir. Tablo 5’de serbest oksijen radikallerinin

endojen ve eksojen kaynaklarindan bazilar1 siralanmistir (59).

Tablo 5 : Serbest oksijen radikalleri kaynaklari

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriler (solunum zinciri) Radyasyon

Hiicre zar1 (prostoglandin sentezi) Maclar

Sitokrom P-450 Sigara, Alkol, Uyusturucu
Aktive lokositler (fagositoz) Metal iyonlar1

Mikrozomal elektron tasima zinciri

Oksidan enzimler

Serbest Oksijen Radikalleri-Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri yapisal 6zellikleri nedeni ile lipid, protein ve niikleik
asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre membran
yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarlidir ve bunlarin

oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarmin baslamasina neden olur. Bir
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reaksiyon zincirinin baglamasi, diger reaksiyon zincirlerinin baslamasma ve
siddetlenmesine neden olur ve bunun sonucunda yaygin peroksidasyon, membran lipid
tabakasinin yapisal biitiinligiinde bozulma, membran gecirgenliginde artma, iyon
transportunda bozulma ve son olarak lizis ortaya ¢ikar. Hiicre oliimiine kadar giden bir
siire¢ bu sekilde tamamlanir. Fizyolojik kosullarda serbest oksijen radikalleri dolasimda
bulunmakta ve hiicresel redoks sistemleri ve antioksidanlar araciligi ile yiliksek oranda
kontrol altinda tutulabilmektedirler. Buna ragmen dolasimda oksiradikallerin artmasi ve
hiicresel redoks homeostazin zayiflamasinda oksidatif stres olugsmakta bu da
timorogenezise neden olmaktadir. ROT bilesiklerinin neden oldugu oksidan stresin
diyabet, kanser, ateroskleroz, ilaclara bagli nefrotoksisite gibi bir¢cok olayin
patogenezinde ve komplikasyonlarin gelismesinde o©nemli rol oynadigi kabul

edilmektedir (40).

Membran Lipitlerine Etki

Membran lipidleri oksidanlarin en 6nemli hedeflerindendir. Hiicre membrani
serbest radikaller i¢in kritik bir bariyerdir, ¢iinkii serbest radikaller hiicre komponentleri
ile etkilesim icin bu bariyeri gegcmek zorundadirlar. Membran lipid peroksidasyonu
sonucu membran biitiinliigli bozulmas1 ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica
bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar. Lipid peroksidasyonu, yaglarin ozellikle
poliansatiire yag asitlerinin oksidatif oksijen bagimli yikimi olarak tarif edilir ve
dallanan bir zincir reaksiyonudur. Olayda genelde bir enzim varlig1 gerekli olmamasina
ragmen demir, bakir gibi metaller tarafindan katalizlenir. Lipid peroksidasyonu, hiicre
zarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin alfa-metilen gruplarindan hidrojen
atomunun uzaklastirilmasiyla baslatilmaktadir (26,27,40). Hidrojen atomunun
uzaklastirilmasiyla yag asidi lipid radikali halini alir. Yapida molekiil ici ¢ift baglarin
yer degistirmesi ve ardindan molekiiler oksijenle etkilesim sonucunda lipid peroksil
radikali ortaya c¢ikar. Bunlar da yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acgarken,
kendileri de lipid hidroperoksitlerine doniismektedirler. Lipid hidroperoksitleri yikilarak
biyolojik olarak aktif yapilar olan aldehit ve karbonil bilesiklerine doniisiirler. Lipid
peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. U¢ ya da daha fazla cift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA meydana gelir. Olusan
MDA, hiicre membranlarindan iyon alig-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin

capraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi
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gibi olumsuz sonuclara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen
bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre Kkiiltiirleri icin

genotoksik ve karsinojeniktir (59,64,65,66,67).
Proteinler Uzerine Etki

Serbest radikaller proteinler iizerine olan hasar yapici etkilerini proteinlerde
serbest radikal birikimi yaparak gosterir. Doymamis bag ve siilfiit iceren molekiillerin
serbest radikaller ile reaktivitesi yiiksek oldugundan fenilalanin, tirozin, triptofan,
histidin, metionin gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenir. Bunun sonucunda ozellikle siilfiir ve karbon merkezli radikaller meydana
gelir. Bu reaksiyon sonucu albiimin ve immiinglobulin gibi fazla sayida disiilfit bagi
bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler (41). Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve capraz
baglanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol

acabilecegi gibi, immun sistemi uyarabilecek antijenik degisiklikler de olusturabilirler.

DNA Uzerine Etki

Serbest radikaller deoksiriboniikleik asiti (DNA) etkileyerek hiicrede
mutasyona yol acarlar. Hidroksil gibi serbest radikal bilesikleri DNA bazlar1 iizerine de
geri-doniisiimsiiz  degisikliklere neden olurlar. Bunlardan en Onemlileri timin ile
hidroksil radikalinin olusturdugu {iriin olan timin glikol ve guanin ile hidroksil
radikalinin olusturdugu iiriin olan 8-hidroksi guanindir. Bu DNA iiriinleri onarim
enzimleri ile elimine edilir ve idrarla atilir. Direkt etkinin yaninda DNA’da tamir
defektleri olusturarak da hasara yol agabilirler. Olusan bu serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyonlara ve oliime yol agarlar. Sitotoksisite biiylik oranda ya
niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozomal degisikliklere, ya da

DNA’daki diger bozukluklara baglidir (83,84).
Karbonhidratlar Uzerine Etki

Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bir okzoaldehit olan gliokzil de DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma ozelliginden

dolayr antimitotik etki gosterir. Yine superoksit ve hidrojen peroksitin in vitro olarak
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hyaluronik asidi pargaladiklar1 gosterilmistir (42). Serbest radikaller prostoglandin

olusumu gibi hiicresel reseptor fonksiyonlarini da degistirmektedir (43).

2. 2. 2. 1. 1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Bobrek

Son yillarda yapilan hayvan ¢alismalarinda serbest oksijen radikallerinin akut-
kronik ve/veya immiin ve immiin olmayan bobrek hastalarinda patofizyolojik onemi
saptanmugtir. Tablo 6’da patogenezde serbest oksijen radikallerinin rolii gosterilmis

bobrek hastaliklar1 yer almaktadir (44).

Tablo 6: Patogenezinde serbest oksijen radikallerinin rolii oldugu diisiiniilen bobrek

hastaliklar1

Glomeriiler hastalik

e Minimal degisim hastalig1

e Membrandz glomeriilopati

e Notrofil bagimli hasar, antiglomeriiler bazal membran nefriti
Akut bobrek yetmezligi

e Postiskemik

e Toksik: sisplatin, gentamisin, vankomisin, amikasin

e Kontrast nefropati, miyoglobiniiri/hemoglobiniiri, radyasyon
Obstruktif nefropati

Pyelonefrit

Tlerleyici bobrek yetmezligi

Onceki calismalarda bobrek dokusu veya idrarda artmus oksidan hasar
irtinlerinin saptanmasi ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorleri verilmesi ile
koruyuculugun deneysel olarak gosterilmesi ile serbest oksijen radikallerinin nefropati
patogenezinde rolii oldugu gosterilmistir (44). Cesitli iskemi ve inflamasyon
modellerinde reaktif oksijen partikiillerinin glomeriiler hasara neden oldugu

bilinmektedir (44).

29



2. 2. 2. 1. 2 Serbest Oksijen Radikalleri-Antioksidan Savunma Sistemleri
ROT"’ lerinin diizeylerini ve bunlarm meydana getirdigi hasar1 sinirlandirmak
icin viicutta birgok savunma mekanizmasi gelismistir. Bunlar “antioksidan savunma
sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon
zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipit
peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarm, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarm istenmeyen
etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (45,46,59,61,62,63). Kontrol
mekanizmasinin temel amaci serbest radikallerin asir1 yapilmasini Onlemek, ayni
zamanda da saglam olan komsu hiicreleri korumaktir. Antioksidanlar endojen ve
ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi
serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale
getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olanlar ve enzim olmayanlar
seklinde de siniflandirilabilirler. Hiicrelerin hem sivi hem de membran kisimlarinda
bulunabilirler (45,46).
Antioksidan Etki Tipleri:
a. Toplayici etki
b. Bastiric1 etki
c. Onarici etki
d. Zincir kirici etki
Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya c¢ok daha zayif
yeni bir molekiile cevirme islemine “toplayici etki” denir. Serbest oksijen radikalleriyle
etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle
doniistiiren olaya “bastiric1 etki” denir. Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak (hemoglobin gibi) zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye

“zincir kiric etki” denmektedir (85).
A) Endojen (Dogal) Antioksidanlar:
1. Enzimler
° Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi

. Superoksit dismutaz

° Katalaz
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Glutatyon peroksidaz

Glutatyon-S-transferaz

2. Enzim olmayanlar

Lipid fazda bulunanlar
= Alfa-tokoferol, Beta-karoten
S1v1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar

» Askorbik asit, Urat, Sistein, Seruloplazmin, Transferin,
Laktoferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Albumin,
Bilirubin, Glutatyon

Hem s1vi hem de lipid fazda bulunanlar

=  Melatonin

B) Ekzojen Antioksidanlar

Ksantin Oksidaz Inhibitorleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, pterin,

aldehit, tungsten

Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz
inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,

non-steroid antiinflamatuar ilaglar

Rekombinant superoksit dismutaz

Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin
Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferrioksamin, seruloplazmin

Soya Fasiilyesi Inhibitorleri: Ksantin dehidrogenazin proteolitik etki

sonucu ksantin oksidaza doniistimiinii inhibe ederler

C) Gida Antioksidanlari:

Butylated hidroksitoluen (BHT)
Butylated hidroksiyanisol (BHA)
Sodyum benzoat

Ethoksikuin

Propil galat
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® Fe-superoksit dismutaz

Normalde oksidan stres mevcut antioksidanlar tarafindan dengelenmektedir.
Dengenin bozulmasi durumunda doku hasar1 ve/veya hastalik gelisebilir. Oksidanlarla
miicadelede temel stratejiler oksidanlar1 arttiric1 etkenlerden uzaklasmak, tetiklenen
biyokimyasal olaylar1 engellemek, oksidan salgilayan hiicreleri etkisizlestirmek ve
antioksidan kullanmaktir. Oksidan molekiillerle miicadelede en Onemli mekanizma,
belirli diizeyi asmis oksidanlara dogrudan etki ederek onlar1 inaktif hale getiren

antioksidanlardir. Tablo 7° de tedavide kullanilabilen antioksidanlar yer almaktadir (44).

Tablo 7: Tedavide kullanilabilen antioksidanlar

e Rekombinant Superoksit dismutaz (SOD)
e Demir selatorleri: Desferrioksamin

e Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopurinol
e E, C, A vitamini-Beta karoten

¢ Tiol grubu. NAS, metionin, glutathion,

e Probukol

¢ Trimetazidin

® Anjiyotensin enzim inhibitorleri

ROT bilesiklerinin zararli etkilerinden korunmak i¢in hiicreler enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan savunma sistemlerini kullanirlar. Antioksidan bilesenlerin

bazilar1 hiicre tarafindan sentez edilirken, bazilar1 da disaridan, diyetle alinmaktadir.

2. 2. 2. 1. 2. 1. Superoksit Dismutaz

Antioksidan enzimler organizmanin savunmasinda oksidatif strese karsi
yasamsal oneme sahiptirler. Siiperoksit radikalinin ortadan kaldirilmasinda bu enzim
sisteminin en 6nemlisi SOD’ dur. Ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich
tarafindan tanimlanan SOD yapisinda bakir, ¢inko ve manganez icerdiginden

metalloenzim olarak adlandirilir. Superoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
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doniisiimiinii katalizler ve superoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol oynar.

Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
20, + 2H" —™> H)0, + O,

Katalizledigi bu reaksiyon spontan olarak meydana gelebilir. Fakat SOD
araciligi ile reaksiyon hizi 4000 kat artar. Sitoplazmada dimerik, bakir ve ¢inko igeren
(Cu-Zn-SOD) ve mitokondride tetramerik, manganez iceren (Mn-SOD) izomeri
mevcuttur. Cu-Zn-SOD 21 no’lu kromozomda, Mn-SOD 6 no’lu kromozomda
lokalizedir (47). Cu-Zn-SOD siyanidle inhibe edilirken, Mn-SOD inhibe olmaz. Her iki
SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir (48). Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni
katabolize eden hiicreleri superoksit serbest radikalinin zararli etkilerine Kkarsi
korumaktadir. Boylece lipid peroksidayonunu inhibe eder (49). SOD aktivitesi yiiksek
oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artis1 ile artar. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda superoksit iiretimi olmasina
ragmen, intraseliiler superoksit diizeyleri diisiik tutulur. SOD’un ekstraseliiler aktivitesi
cok diisiiktiir (50). SOD’un siiperoksit anyonuna etkisi su sekilde olmaktadir; stiperoksit
anyonu, Cu®* ve bir arginin rezidiisiinin guanido grubuna baglanir, bu baglanma

2**a transfer olurken Cu'* ve molekiiler oksijen

sonucunda siiperoksitten bir elektron Cu
meydana gelir, ikinci bir siiperoksit anyonu Cu'* dan bir elektron, baglanma ortagindan

ise iki proton alarak H,O; olustururken, enzim tekrar Cu®* formuna donmiis olur (51).
SOD-Cu**+0, —  SOD-Cu'*+0,

SOD- Cu't + 0, +2H* —  SOD- Cu**+ H,0,

SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. Bu
nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu i¢in c¢ok Onemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir (52). SOD aktivitesindeki
genetik ya da sonradan meydana gelmis degisiklikler ile hastaliga kars1 hassasiyet ya da

direncin birbiriyle iligkili olabilecegi baz1 arastirmacilar tarafindan kaydedilmistir.

Bazi arastirmacilara gore, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) tarafindan artmis

stiperoksit salinimi, PMNL’lerin azalmis siiperoksit toplayici aktivitesinden sorumlu
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olabilir. Cu-Zn-SOD aktivitesi prematiirelerin ve yaslilarin eritrositlerinde, psoriazisli

hastalarin lokositlerinde diisiik bulunmustur (53,54).

2.2.2.1. 2. 2. Katalaz

Leew ve arkadagslar1 (55) tarafindan ilk kez 1901 yilinda tabiatta saptanmasinin
ardindan, 1937 yilinda Sumner ve Dounce (56) tarafindan karacigerde bulundugu
gosterilmistir. Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Enzimin molekiil agirhigi
240.000 daltondur. Dort adet hem grubu igeren bir hemoprotein yapisinda olan katalazin
(CAT) doku aktiviteleri farklhiliklar gosterir. En yiiksek aktivite karaciger ve bobrekte
saptanirken, en diisiik aktivite destek dokusunda izlenmektedir. Dokularda esas olarak
mitokondri ve peroksizom partikiillerine baglh olarak bulunurken, sitoplazma ve
endoplazmik retikulumda da aktivitesi mevcuttur. Hidrojen peroksitin asir1 arttigi

ortamalarda aktivite gostererek, molekiiler oksijen ve suya parcalanmasini saglar.
2 H,O, — 2H,0 + O,

Serbest oksijen radikali olusum ve yikiminda temel enzimatik reaksiyonlar

sekil 3’de gosterilmektedir.

Sekil 3: Serbest oksijen radikali olusum ve yikiminda temel enzimatik reaksiyonlar
'y P,
Ksantin oksidaz

Lipooksijenaz

Siklooksijenaz H,O
NADPH oksidaz T Katalaz
Sitokrom P 450 ’ glutathion peroksidaz
m SOD |
Super oksid anyon »H-0,
P
Fc*i/ Myeloperoksidaz
Y
OH Hypochlorite
Hidroksi radikali ocr
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2. 2. 2. 1. 2. 3. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. GSH-Px enzimi hiicrelerin stoplazmalarinda (sitozolde) bulunur ve zararh
hidroksit asitlerinin olumsuz etkilerini azaltir. 4 selenyum atomu igerir, tetramerik
yapidadir. Rediikte glutatyonun (GSH) -SH grubundan, su olusturmak icin hidroksil
radikali ya da hidrojen peroksitle birlesmek iizere hidrojen ¢ikartmasini saglar. GSH-Px
glutatyonu okside hale getiren reaksiyonu katalizler. Glutatyon ayni zamanda,
inflamatuvar hadiselerde rol alan lokotrien sentezinde Onemli role sahiptir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksid diizeylerinin yiikselmesine ve hiicre hasarina
yol agmaktadir (77,78). GSH-Px’in, fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlar1 vardir.
Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormelerini engeller. GSH-Px
aktivitesi diisiik olan makrofajlarda baslatilan solunum patlamasinmi takiben, hidrojen
peroksit saliniminin arttig1 gosterilmistir (86). Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese
karsi en etkili antioksidandir (87).

Olusan reaksiyonlar su sekildedir:

2GSH + H,0; — GSSG + 2H0

NADP* GSH H,0;
GR GSH-Px

NADPH GSSG H,0

Sekil 4: Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasindaki doniisiimii. (GSH: Rediikte
Glutatyon, GSSG: Okside Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz, GR: Glutatyon Rediiktaz,
H,0,: Hidrojen Peroksit)

2.2.2.1.2.4. I1GF-1
IGF-I, 70 amainoasitten olusan, tek zincirli ve {i¢ intramolekiiler disiilfit
kopriisii iceren bir yapidir. IGF-I'in molekiil agirhigi 7649 daltondur. IGF-1 primer

olarak karaciger tarafindan iiretilir.
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Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), fotal ve cocukluk evresi boyunca
normal gelismede esas rol oynar. Fizyolojik olarak IGF-I biiylime hormonunun
etkisinden sorumlu major mediatordiir. Eriskin donemde ise bu sistem hiicresel
metabolizmada rol oynadig1 gibi, hiicre proliferasyonu ve apopitozisin dnlenmesi gibi
fonksiyonlarin regiilasyonunda da rol alir. Bununla birlikte bozulmus stimiilasyon
malign biiyiimenin gelisimi ve progresyonuna katkida bulunabilir (71). IGF-I, mitojenik
ve antiapopitotik etkiye sahip olan peptid yapida bir hormondur. Insiilin benzeri biiyiime
faktorii baglayici protein-3 (IGFBP-3) ise apopitozisi uyararak IGF-I’in mitojenik
etkisini inhibe eden antiproliferatif etkiye sahip bir proteindir (72). Bir cok tiimor
tipinde serum IGF-I diizeylerinin yiikseldigi ve IGFBP-3 seviyelerinin ise diistiigii tespit
edilmistir (73,74).

2.2.2.1. 2. 5. Nitrik oksit
Giiniimiizde nitrik oksitin (NO) vaskiiler endotelden siirekli olarak salindigi,
boylece vaskiiler tonusun regiilasyonunda Oonemli rolii oldugu kabul edilmektedir.
Ayrica hem bir¢ok fizyolojik fonksiyonun gerceklesmesi icin gereklidir ve antioksidan
savunmaya katkida bulunur, hem de asir1 iiretim durumunda serbest oksijen radikalleri
ile peroksinitritlere doniiserek patolojik durumlara neden olabilir (75). Nitrik oksit,
periferde oldugu kadar santral sinir sisteminde de 6nemli biyolojik aktivitesi olan ¢ok
kisa Omiirlii serbest radikal bir gazdir (76).
Tek sayida elektron iceren ve renksiz gaz seklinde bulunan inorganik bir serbest
radikaldir. NO, vertabralilarda sitokrom P-450 rediiktaz homologu olan ve nitrik oksit
sentaz (NOS) olarak adlandirilan enzimlerce enzimatik olarak olusturulur. NO, NOS

tarafindan L-argininin L-sitriiline doniisiimii esnasinda iiretilir.

L arginin = ---eemeomeeaee >  sitriilin
NOS
NADPH » NADP+
0, FMN NO.
FAD
BH4

Sekil 5: NOS aracili NO olusumu.
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NO, konsantrasyonuna ve orijinine bagli olarak proinflamatuar veya
antiinflamatuar etki gosterebilir. NO'in biyolojik sivilardaki yarilanma omrii oldukca
kisa olup hemen nitrit ve nitrata doniisiir. Hemen hemen her hiicre tarafindan iiretilir ve
her hiicre iizerine etkinlik gosterir. Bu nedenle, NO genel araci bir molekiildiir. Diger
serbest oksijen radikalleri her konsantrasyonda zararli iken, NO diisiik
konsantrasyonlarda kan basinct ve sindirim sisteminin diizenlenmesinden konak
savunmast ve 0zgiill olmayan immiiniteye kadar bir ¢ok onemli fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde rol oynar. Ancak, uygunsuz yerde ve asir1 miktarda iiretildiginde, bir
cok patolojik durumun ortaya ¢ikmasina neden olur. NO, homeostatik vazodilatasyon ve
kan akiminin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bununla birlikte asir1 NO
salimimi vaskiiler komplikasyonlara yol agmaktadir.

Nitrik oksit sentazin (NOS) {i¢ izoenzimi vardir.

1. Noronal NOS (tip I, nNOS) - noral iletide foksiyon goriir.
2. Endoteliyal NOS (tip III, eNOS) -> bobreklerde bulunur.
3. Indiiklenebilir NOS (tip II, iNOS) = normal sartlar altinda bulunmaz.

Nitrik oksit sentezinin, insanda vaskiiler toniisin dizenlenmesinde 6nemli rol
oynadigi, kan basinci ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde kesin bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Nitrik oksit, Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi
baglanir, boylece Fenton reaksiyonunu stimiile eder. Nitrik oksitin siiperoksit dismutaz
enzimiyle yarigmaya girmesi ve siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit
olusur. Vaskiiler toniisiin diizenlenmesi i¢in siiperoksit ve nitrik oksit arasindaki

fizyolojik dengenin 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir.

2. 2. 2. 1. 2. 6. Eritropoietin
Hemopoietik biiyiime faktorii eritropoietin (EPO), 165 amino asitten olusan,
molekiil agirhigr yaklasik 34.000 dalton olan bir glikoproteindir. Eritropoietin, bobrek
yetmezligine bagl anemi tedavisinde 1986 yilindan beri tiim diinyada, yaygin olarak
kullanilmaktadir ve son 10 yilda bobrek yetmezligi tedavisinde saglanan en Onemli
gelismedir. Epo, beyin ve kalbin iskemik durumunda multifonksiyonel sitokin olarak
bilinmektedir. EPO reseptorleri bobrekte genis bir alanda eksprese edilmektedir. Sinirl
sayida deneysel calismada EPO’nun akut renal yetmezlikte tubiiler hiicre Oliimiinii
azalttig1 ve iskemik reperfiizyon hasari azalttig1 gosterilmistir (79).
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Eritropoietin, antiapopitotik, antioksidan olup, endoteliyal prekiirsorler
hiicrelerin mobilizasyonunu arttirir, ayrica anjiogenezise katkisi vardir (81,96).

Eritropoietin tedavisi tiremik hastalarda bozulmus trombosit fonksiyonlarini
olumlu etkileyebilir, hematokrit yiikseldigi icin uzamis kanama zamanini kisaltabilir;
ancak bu durum tromboembolik olaylara egilimi artirabilir. Bazi ¢alismalarda EPO
tedavisinin arteriyovendz fistiil veya greft tikanmasi gibi trombotik olaylar1 artirdigi

bildirilmistir (80).

2.2.2.1.2.7. E vitamini

Vitamin E ilk kez Evans ve Bishop tarafindan 1922 yilinda tanimlanmustir.
Onceleri X, daha sonra antisterilite vitamini, 1936 yilinda bugday tohumundan elde
edildikten sonra ise tokoferol olarak isimlendirilmistir. E vitamini hidroksi 6-kroman
tiirevidir. Bunlar dogada yan zinciri doymus olan tokoferoller (alfa, beta, gamma,

lambda) ve yan zinciri doymamis olan tokoferoller halinde bulunur.

H,
HO. /}‘ (EJH, (;H, /CH,
I /!‘<CH,—CH,—CH,—-CH—CH,—CH,%H,%H*CH,—CH,QCH,—CH
™
H,C/%/ ~O CH, CH,

I
1
CH,

Sekil 6: E vitamininin molekiiler yapisi

Tokoferoller i¢inde en genis dogal dagilimi1 ve en biiyiik biyolojik aktiviteye
sahip olan D-o-tokoferoldiir. Coziilebilir bir lipit fenolik antioksidandir ve 6zellikle
doymamis bitkisel yaglarda, findik, badem, ceviz ve yesil sebze ve meyvelerde zengin
olarak bulunur. Kizartma, kaynatma ve saklama sirasinda onemli Ol¢iide pargalanir.
Anne siitiinde oldukca fazla miktarda bulunur. Diyette yagda c¢oziinmiis olarak
bulundugu i¢in, yag sindirimi sirasinda agiga ¢ikar ve emilir. Emilebilmesi icin yag
emiliminin ve safra asitlerinin normal olmasi gereklidir. Emiliminde selenyumun da
yeterli miktarda olmas: gerekmektedir. E vitamini selenyum kaybmi Onleyerek veya
onu aktif gekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir. Bagirsaktan absorbsiyonu ince
bagirsak epitel hiicrelerince herhangi bir tasiyict protein olmadan kolaylastirimis

difiizyon yoluyla olur. Once silomikron yapisma dahil olur. Silomikronlar lipoprotein
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lipaz aracilig: ile hidroliz olurken E vitaminin bir bolimii dokulara tasmir. Kalan E
vitamini ise, silomikron kalintilar1 ile birlikte karaciger tarafindan alinip, hepatik
kokenli ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein aracilig ile tekrar dolasima salinir veya yiiksek
dansiteli lipoproteine transfer olur. E vitamini siklikla LDL’ nin (diisik dansiteli
lipoprotein) dis tabakasinda ve kromonal halkasi sulu faza yonelmis sekilde lokalizedir.
Ortalama bir LDL partikiiliinde 6 tane o-tokoferol molekiilii vardir. E vitamini yag
dokusunda depolanir. Normal durumunda plazma konsantrasyonu 0.4-0.5 mg/dl kadar
olup plazmadaki total lipid diizeyinde meydana gelen degisiklikler E vitamini oraninin
yiikselmesine neden olur. E vitaminin yarilanma omrii 44 saat olarak belirlenmistir ve
dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur (70). En yiiksek E vitamini
konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur. Sitozol ve peroksizomda ise daha az miktarlarda bulunur (43).

Biyolojik sistemlerde ¢ok Onemli bir antioksidan olan alfa tokoferol,
membranlarin lipid tabakalar1 arasinda bulunur ve bu bolgede yapisal rol oynar. lipid
peroksidasyonunun erken asamalarinda biomembranlardaki serbest radikal toplayici
aktivitesi sonucu hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag
asitlerini serbest radikal etkisinden koruyarak, lipit peroksidasyonuna kars1 ilk savunma
hattin1 olusturur. Vitamin E, siiperoksit, hidroksil radikalleri, tekli oksijen, lipit peroksil
radikalleri ve diger radikal orneklerini indirger (68,69). Hiicre solunumu ve niikleik asit
sentezinde yer alir. E vitamini zincir kirict bir antioksidan olarak bilinir. Yapisindaki
fenolik hidroksi grubuna sahip aromatik halka kimyasal olarak aktif kismini olusturur
ve antioksidan ozelligi buradan kaynaklamir. Lipit peroksil radikalini (ROO®)
parcalayarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarin1 sonlandirir. Otooksidasyonun
baslaticis1i  olan peroksit ve hidroperoksit radikallerini inhibe eder. Lipid
peroksidasyonunu engelleyerek, hiicre zarinda olusacak olan hasar1 ve LDL’ in

modifikasyonunu onler.

ROO"’ + alfa-tokoferol-OH — ROOH + alfa-tokoferol-O°
Olusan tokoferoksil radikali glukronik asitle konjuge edilerek safra yoluyla
atilir. E vitamini okside olduktan sonra askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden

indirgenebilmektedir. Lipid peroksidasyonunun bir Ol¢iisii olarak solunum havasi ile
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atilan pentan miktar1 kullanilir. Diyetle E vitamini verilisinin pentan ¢ikisini, yani lipit
peroksidasyonunu 6nemli oranda azalttig1 kaydedilmistir.

Tokoferoliin antioksidan etkisi, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda daha
belirgindir. En yiiksek oksijen kismi basincina maruz kalan lipit yapilarinda, drnegin
eritrosit membranlar1 ve solunum sistemi membranlarinda yogunlasma egilimindedir.
Eritrositleri de hemolize karsi korur. Prematiir bebeklerde eksikligine baghh hemolitik
anemi gosterilmigtir. Antioksidan etki ile DNA hasarin1 ve malign degisimleri azaltir.
Antioksidanlarin diyetle alinmasmin bir¢cok hastaligin riskinin azalmasiyla iligkili
olduguna dair epidemiyolojik calismalardan, hayvan deneylerinden ve in vitro
deneylerden elde edilmis kanitlar her gecen giin artmaktadir. E vitamini diger yagda
eriyen vitaminler kadar depolanamaz, bu sebeple gereginden fazla alindiginda birkac
giin igerisinde digki ve idrar yoluyla viicuttan atilir. Ancak yiiksek dozlarda alindiginda

bulant1 ve ishal yapabilir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada dogum agirliklar: 4-7 gram arasinda degisen, yenidogan Wistar
albino cinsi ratlar Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvan
Laboratuvarlari’ndan temin edilerek kullanilmistir (n=35). Ratlar standart laboratuvar
sartlar1 olan 23 + 2 °C sabit oda sicakhiginda, % 60 + 5 nem oraninda ve 12 saat gece, 12
saat giindiiz sartlarinda, annelerinin yaninda anne siitii ile beslendi. Anneleri ise standart
yem (Yem Kurumu Standart Sican Yemi) ve yeteri kadar (ad libitium) su ile beslendi.

Daha sonra bu deneysel ¢alisma i¢in ratlar randomize olarak dort gruba ayrildi.
3.2. Kullamlan ilaclar
Amikasin: Eczacibasi Ila¢ Sirketi (Amikozit flakon 0.5 g/2ml)
Eritropoietin: Santa Farma Ila¢ Sirketi (Eprex sise 2000 IU/ml)
E vitamini: Aksu Farma Ilac Sirketi (Evigen ampul 300 1U/2ml)
Amikasin, Eritropoietin, E vitamini serum fizyolojik ile doz ayarlamasi
yapilarak enjektorle yenidogan ratlara intraperitoneal (ip) olarak uygulandi.
3.3. Hayvan Calismalarn ve Uygulama Semalar

Grup 1: (Kontrol): Steril apirojen serum fizyolojik dogumdan 3 giin sonra
giinde iki kez yarim saat ara ile ip olarak 3 giin boyunca (4, 5 ve 6. giinlerde) uygulandi.

(n=3)

Grup 2: (Amikasin): Amikasin dozundan yarim saat once ip serum fizyolojik
uygulanmasi sonrasi, Amikasin 1200 mg/kg giinde bir kez ip olarak 3 giin siire ile (4, 5
ve 6. giinlerde) uygulandi. (n=8)

Grup 3: (E vitamini +Amikasin): E vitamini 150 mg/kg/giin amikasin
dozundan yarim saat dnce (4, 5 ve 6. giinlerde) ip olarak uygulandi. (n=9)

Grup 4: (Eritropoietin + Amikasin): Eritropoietin 300 IU/kg/giin amikasin

dozundan yarim saat once (4, 5 ve 6. giinlerde) ip olarak uygulandi. (n=10)
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3 giin uygulanan enjeksiyonlar sonrasinda postnatal 7. giinlerinde ortalama agirliklar1 10
+ 2 gram olan ratlar kesildi. Eter ile anestezi uygulanmasinin ardindan yapilan kesimde,
her iki bobrek dokusu hizlica eksize edilerek, sag bobregin yarisi 151k mikroskobunda
rutin histopatolojik inceleme i¢in formaldehit solusyonuna; sag bobregin diger yarisi ile
sol bobregin tiimii, dokuda IGF-1, MDA, CAT, SOD, NO, glutatyon peroksidaz ve
amikasin diizeyi Ol¢iimiinde kullanilmak iizere fosfat tamponu i¢ine kondu. Doku
ornekleri 0.25 M sukroz iceren pH 7.3 olan 3 ml tris-HCI buffer icinde analizin
yapildigi tarihe kadar —20 °C’de muhafaza edildi.

3.4. Kullamilan Malzemeler ve Aletler:

1- Sogutmali santrifiij
2- Santrifiij

3- Derin dondurucu

4- Hassas terazi

5- Vorteks

6- Otomatik pipetler

7- Spektrofotometre

8- Sonikator
9- pH metre

10- Manyetik karistirict
11- Homojenizator

12- Biyokimya analizorii
13- Aoroset

14- Eliza

Instruments inc

15- Eliza

16- Mikroskop

: Eppendorf MR5415 (Almanya)

: Jouan B41 (Fransa)

: Ugur (Tiirkiye)

: Scaltec SPB 33 (Isvigre)

: Nitve NM 100 (Tiirkiye)

: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

: Bandelin Sonoplus (Almanya)

: Hanna Instruments (Portekiz)

: Niive (Tiirkiye)

: Ultra Turrax T25 HSP 70 (Almanya)

: Roche/Hitachi Modular P800 (Almanya)
: Max Planck — Ring 2 66205 (Almanya)

: ELx 808 Ultra Microplate Reader Bio Tek

: ELx 50 Auto Strip Washer Bio Tek Instruments

: Olympus BH-2
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3.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler:
SOD Tayini i¢in Kullanilanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* CAPS, Sigma (Almanya)

* Jodonitrotetrazolyum violet, Sigma (Almanya)

* Ksantin, Merck (Almanya)

* Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya)

* Titripleks III, Merck (Almanya)

GSH-Px Tayini I¢cin Kullamlanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)

* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* Glutatyon rediiktaz, Fluka (Isvicre)

* B-NADPH, Sigma (Almanya)

* Glutatyon-rediikte, Sigma (Almanya)

* Kiimen hidroperoksit, Sigma (Almanya)

* Titripleks III, Merck (Almanya)

Katalaz Tayini Icin Kullamlanlar:

* Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)
* Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)
* Hidrojen peroksid, Merck (Almanya)

Lipit Peroksidasyonu icin Kullanilanlar:

* Trikloroasetik asit (TCA), Merck (Almanya)
* Tiyobarbitiirik asit (TBA), Merck (Almanya)
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IGF-1 Tayini icin Kullamilanlar:

« IGF-1 ELiZA, KAPB2010 kit , Biosource (Belcgika)

NO Tayini i¢in Kullanilanlar:

* Nitrat / Nitrit Colorimetric Assay kit, 780001, Cayman (USA)

Amikasin Diizeyi Icin Kullanlanlar:

* Amikasin kit, Multigent (USA)

3.6. Kullanilan Cozeltiler:
SOD Tayini i¢cin Kullamlanlar:

* CAPS tamponu (pH: 10.2), 40 mM: 8.85 gr CAPS tartilip 400 ml distile suda
coziliip pH’1 10.2’ye ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. 0.94 mM
EDTA (0.36 gr) tartihp CAPS tamponuna katild1.

 Ksantin ¢ozeltisi (0.05 mM): 7.6 mg ksantin tartild1 ve hacmi 40 mM CAPS
tamponu (0.94 mM EDTA igeren; pH: 10.2) ile 1000 ml’ye tamamlandi. Cozelti, 0.025
mM 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT) icermektedir ve
+2 / +8 °C’da muhafaza edildiginde 10 giin siireyle kararhdir.

* Ksantin oksidaz ¢6zeltisi (80 U/L): 56 ul ksantin oksidaz standardindan alinir,

10 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

GSH-Px Tayini I¢cin Kullamlanlar:

* Kiimen hidroperoksit ¢ozeltisi (0.18 mM): Kiimen hidroperoksitten 1.62 pl
almir, 50 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

* Glutatyon cozeltisi (4 mM): 0.0614 gr glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA iceren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

* Glutatyon rediiktaz (> 0,5 U/L): 10 pl glutatyon rediiktaz alinir, 10 ml distile
su ile seyreltilir. Bundan 50 pl ¢ekilip, 50 mM fosfat tamponu (4.3 mM EDTA iceren ve
pH: 7.2 olan) ile 50 ml’ye seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.
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* B-NADPH c¢ozeltisi (0.34 mM): 0.0116 gr B-NADPH tartilip hacmi 50 mM
fosfat tamponu (pH: 7.2 olan ve 4.3 mM EDTA iceren) ile 50 ml’ye tamamlanir.

Lipit Peroksidasyonu Tayini Icin Kullamlanlar:

* TCA ¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son
hacim 100 ml’ye tamamlanir.
* TBA ¢ozeltisi (% 0.67): 0.67 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve

son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

Katalaz Tayini Icin Kullamlanlar:

* 50 mM fosfat tamponu: 2.7218 gr KH,POs ve 5.3397 gr Na,HPO4.2H,0
tartilarak 500 ml distile suya tamamlanir.
* 30 mM hidrojen peroksit icin: 0.34 ml % 30’luk hidrojen peroksid, 100 ml

fosfat tamponu ile diliie edildi.

3.7. Bobrek Dokusunun Homojenizasyonu:

Bobrek doku 6rnekleri hassas terazide tartilip, 1/10 oraninda fosfat tamponu ile
diliie edildi. Daha sonra homojenizatorle 9600 devir/dk'da 1 dakika siireyle mekanik
olarak homojenize edildi. Burada parcalanan numuneler 30 saniye siireyle sonifikasyon
islemine tabi tutuldular. Bu siire sonunda elde edilen % 10'luk homojenatlar, +4°C'de 10
dakika siireyle 5000 g'de santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Bu
sipernatantlarda protein, doku amikasin ve MDA diizeyleri ile GSH-Px, SOD, CAT, NO
ve IGF-1 aktiviteleri caligildi.

3.8 SOD Aktivitesinin Olciimii:
Deneyin prensibi Sun ve arkadaslariin metoduna dayanmaktadir (88).

Deneyin Prensibi:
SOD c¢esitli yollarla ortaya c¢ikan siiperoksit (O;) radikalinin H,O,’ye
dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemi

tarafindan iiretilen O, radikallerinin (reaksiyon 1), 2-(4-iyodofenil)-3-4-(4-nitrofenol)-
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S-fenil tetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazon boyasinin
(reaksiyon 2), 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin spektrofotometrik olarak
okunmast esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan

yararlanarak, reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi.

XOD
Ksantin > Urik asit + O, (1)

INT + Oy >  Formazon boyasi (2)
SOD

0O, + O + 2H* 0, + HO (3)

v

Deneyin Yapilist: 25 pl homojenattan alindi ve % inhibisyonun % 30-60
arasinda olmasi i¢in 6rnekler diliie edilmedi. 0.025 ml homojenata, 0.850 ml 0.05 mM
ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT iceren) ve 40 mM’larlik CAPS (0.94 mM’lik EDTA
iceren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen sonra 505
nm’de 37 ‘C’de 30 saniyelik gecikme faziin ardindan, havaya karsi baslangic

absorbansi (A;) ve 3 dakika sonra da son absorbans (A,) okundu.

AA(numune)/dk

% inhibisyon = 100 - x 100
AA(kor)/dk

Standart (5.2 U/mL) calisilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon
grafiginden yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak
bulundu. Bu degerler homojenizasyon sirasindaki diliisyon katsayis1 ile carpilip

dokunun protein degerine boliinerek U/gr birimi seklinde sonuclar verildi (88).
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3.9. GSH-Px Aktivitesinin Olciimii:

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (89).

Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun
oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz
tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, NADP™ ye oksitlenir.

GSH-PX

2 GSH + ROOH ROH + GSSG + H,O

v

Glutatyon Rediiktaz

v

GSSG + NADPH + H" NADP"+ 2GSH

NADPH’nin azalmasina baglh olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans
degisimi Ol¢iilerek enzim aktivitesi hesaplandi.

Deneyin yapilisi: Bir deney tiipiinde 1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon
rediiktaz (> 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM) cozeltilerini iceren reaktif ile 20 ul
numune karistirilip, 6lgiimden hemen once 40 pul kiimen hidroperoksit (0.18 mM) ilave
edildi. Enzim aktivitesini 6lgmek i¢in 340 nm’deki absorbans degisimi hesaplandi. U/L
cinsinden bulunan enzim aktivitesi, homojenizasyon esnasindaki diliisyon katsayisi ile

carpildiktan sonra doku protein degerine boliinerek sonuglar U/gr birimi olarak ifade

edildi.

3.10. Katalaz Aktivitesinin Olciimii:

Aebi metoduna dayali olarak yapild1 (90).

Katalaz

2H202 2H20 + 02

v

Deneyin Prensibi: Hidrojen peroksidin CAT tarafindan parcalanmasi temeline

dayali UV spektrofotometrik yontem ile CAT aktiviteleri tayin edilmistir.
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Hazirlanan homojenat, fosfat tamponuyla 10 kat diliie (0.2 ml homojenat + 1.8
ml fosfat tamponu) edildi. 2 ml’lik bu diliie homojenat iizerine taze hazirlanan ve 30
mM H,O, igeren fosfat tampon cozeltisinden 1 ml eklendi. 240 nm'de ilk 30 saniye
icinde 15’er saniyelik absorbans azalmasi bulunarak, k degeri asagidaki sekilde

hesapland:

k=23/At x (log Ai/A;) x (a/b)

A;: 240 nm deki baslangic absorbansi (t;=0)
As: 240 nm deki 15. sn’deki absorbansi (t,=15)
a: diliisyon faktorii

b: homojenatin protein miktari

3.11. Lipit Peroksidasyonunun Tayini:

Lipit peroksidayon {iriinlerinden olan MDA, Draper ve Hadley’in c¢ift
kaynatmal1 tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak olciildii (91).

Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, TBA ile
reaksiyona girerek, 532 nm‘de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks
olusturur.

Deneyin yapilist: 0.5 ml serum, iizerine 2.5 ml % 10’luk TCA eklenerek
karstirildi. 15 dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk‘da 10 dakika santrifiij edildi.
2 ml siipernatan alinip, iizerine Iml % 0.67’lik TBA eklendi. Tiipler karistirildiktan
sonra 15 dakika kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532 nm’de absorbanslari, numune
yerine distile su konularak hazirlanan kore karsi okundu.

Sonuglar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon katsayisindan
(1.56 x 10° cm'M™) yararlanilarak nanomol/mg protein olarak hesaplanip, wmol/gr

protein olarak ifade edildi.

3.12. IGF-1 Diizeyinin Ol¢iimii:

50 pl homojenatin tizerine 400 pl IGF-1 soliisyonu konuldu, vortexlenerek 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Sonra 4°C'de 2 dakika santrifiij edildi.

100 pl siipernatantin tizerine 50 pl notralizan soliisyon konularaktan 90 dakika oda
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sicakliginda orbital shakerda inkiibe edildi. Yikama sonrasi 30 dakika oda sicakliginda
tekrar inkiibe edilerekten iizerine stop solusyonu eklendi ve reaksiyon durduruldu. Son

basamak olarak ultra mikroplate reader cihazinda okutuldu.

3.13. NO Aktivitesinin Olciimii:
50 pl homojenattan alinarak, Nitrat standart ve assay buffer ile 200 ul’ye
tamamlanip miliporlara konuldu ve 3 saat inkiibasyon sonrasi degerler ultra mikroplate

reader cihazinda okutuldu.

3.14. Doku Amikasin Diizeyi Olciimii:
Amikasinin bobrek kortikal akiimiilasyonu Aoroset cihazi (Max Planck — Ring

2 66205, Almanya) kullanilarak 6l¢iildii.

3.15. Histopatolojik Degerlendirme

Isik mikroskobunda degerlendirme i¢in bobrek dokusu %10 formaldehit icinde
fikse edildikten sonra parafine gomiildii. Doku kesitleri Sum inceliginde alinarak
hematoksilen-eosin ile boyandi. Kesitler tedavi rejimlerinden habersiz, kor, olarak bir
patolog tarafindan degerlendirildi. Isik mikroskobu olarak Olympus BH-2 marka
mikroskop kullanildi. Dokular vakuoler dejenerasyon, tubiiler dilatasyon ve nekroz
acisindan degerlendirildi. Tiim histopatolojik parametreler Tablo 8 de goriildigii gibi

derecelendirildi.

Tablo 8: Histopatolojik degerlendirme

Histopatolojik bulgular Derece

Degisiklik izlenmedi -

Hafif dejeneratif degisiklikler, tek hiicre | +
nekrozu, az sayida dilatasyon, silendir,

inflamatuar infiltrasyon ve 6dem

Orta derecede degisiklikler ++

Ciddi derecede etkilenme +H+
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3.16. Istatiksel Analiz:

Istatistiksel degerlendirmeler Statistical Package for Social Sciences 11.0
(SPSS 11.0) paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin birbiriyle karsilastirilmasi
icin nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuclar ortalama +
standart deviasyon (SD) olarak ve ortanca (minimum-maksimum) olarak verildi. P

degerinin 0.05’den kiiciik olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yenidogan ratlarin caligma baslangicinda viicut agirliklart karsilastirildiginda tiim
gruplar benzer olarak olciildii. Caliyma boyunca rat kayb1 olmadi. Caligma bitiminde,

yapilan tart1 kontroliinde agirlik artiglari arasinda fark saptanmadi.

Tablo 9: Yenidogan ratlarin dogum agirhigl ve c¢alisma sonu viicut agirliklar tabloda

gosterilmistir. (mean+SD)

Dogum agirligi | Calisma sonu agirligi

Kontrol 4.65+0.70 gram | 11.60£1.10 gram

Amikasin 5.45+0.55 gram | 13.68+2.34 gram

Amikasin + Evit. 4.70£0.71 gram | 11.35£1.78 gram

Amikasin + EPO 5.154£0.62 gram | 12+0.57 gram

4.1. Biyokimyasal Sonuclar

Bobrek dokusunda amikasin diizeyleri kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda
anlamli olarak yiiksek saptandi (P<0.05). Kontrol grubu hari¢ amikasin uygulanan tiim

gruplarda amikasin diizeyi birbirlerine yakin olup, istatistiki fark gostermemekteydi.

Amikasin uygulanan grupta bobrek MDA diizeyi, kontrol grubuna gére anlamli
olarak yiiksek bulundu (Tablo 10, Grafik 1, P<0.05). E vitamini ve eritropoietin
uygulanan grupta amikasin grubu ile karsilastirildiginda bobrek MDA diizeylerinde
anlaml diisiis saptand1 (P<0.05).

Amikasin uygulanan grupta bobrek NO diizeylerindeki artis istatistiksel olarak
anlaml idi (P<0.05). E vitamini ve eritropoietin uygulanan grupta amikasin grubu ile

karsilagtirildiginda NO degerlerinde anlamli diisiis saptandi (P<0.05).

Amikasin uygulanan grupta, istatistiksel olarak anlamli olmasa da SOD degeri
kontrol grubuna gore yiiksek saptandi. E vitamini uygulanan grubun, SOD degerleri
anlaml olarak diisiik iken, EPO grubundaki SOD degerleri belirgin olarak yiiksek

saptandi.

Amikasin uygulanan grupta GPX degerleri, kontrol grubuna gore anlamli

olarak diisik bulundu. E vitamini uygulanan grupta amikasin grubu ile
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karsilastirildiginda bobrek GPX degerlerinde anlamli artis saptandi (P<0.05). EPO

verilmesiyle GPX’de anlamli artis saptanmadi.

Katalaz aktivitesinin amikasin grubu ve E vitamini veya EPO tedavi grubunda

elde edilen degerleri arasinda anlamli degisiklik saptanmadi (Tablo 10, P>0.05).

IGF-1 degerleri ise, amikasin, eritropoietin ve E vitamini uygulanan gruplarda

kontrol grubuna gore anlaml olarak yiiksek saptandi (P<0.05).

Tablo 10: Calisma gruplarinda saptanan biyokimyasal parametreler toplu

olarak verilmistir (mean + SD).

Kontrol Amikasin | Amikasin + E Amikasin +
vitamini Eritropoietin

MDA (nmol/mg protein) | 1.2840.13 | 2.90+0.76* | 1.90+0.70° 1.87+0.49¢
NO (mikrmolar/prot) 0.01£0.008 | 0.09+0.07* | 0.02+0.01° | 0.02+0.02°¢
SOD (U/g protein) 6.51+1.08 | 7.31+1.28 | 6.03+0.74 7.69%1.76
GPX (U/gr protein) 5.96+1.29 |3.71+1.22° [4.80£0.27° | 3.89+0.69°
CAT (k/g protein) 1.6720.91 | 1.78+0.54 | 1.95+1.02 1.73+0.98
IGF-1 (ng/mlprot) 1.0940.07 | 1.39+0.13" | 1.30+0.10° 1.25+0.25°
Amikasin 0.1+0.000 | 60.01+3.72° | 56.65+3.57* | 58.60+3.10°

kontrol grubu ile karsilastirildiginda *: P<0.001,": P<0.05
amikasin grubu ile karsilagtirldiginda ©: P<0.05, % P<0.001

Grafik 1: Gruplarin MDA degerlerinin karsilastirmali grafigi
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Grafik 2: Gruplarin NO degerlerinin karsilastirmali grafigi
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Grafik 3: Gruplarin SOD, GPx ve Katalaz degerlerinin karsilagtirmal1 grafigi
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Grafik 4: Gruplarin IGF-1 degerlerinin karsilagtirmali grafigi
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol grubunun bobreklerinin histolojik incelemesinde tiibiiler ve glomeriiler
yapilar normal olarak degerlendirildi (Resim1). Amikasin uygulanan toksisite grubunda
belirgin yapisal degisiklikler, tubiiler epitelyal nekroz, tubiiler dilatasyon, vakuoler
dejenerasyon ve interstisyel odem izlendi (Resim 2). E vitamini uygulamas: ile
histopatolojik degisikliklerin azaldig1 gozlenirken (Resim 3), Eritropoietin uygulanan
grupta diizelmenin daha belirgin oldugu izlendi (Resim 4). Histopatolojik degisiklikler

Tablo 11°de 6zetlenmektedir.
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Tablo 11: Calisma gruplarinin bobreklerinin histopatolojik degerlendirme sonuglari

Histopatolojik Kontrol | Amikasin | Amikasin + | Amikasin +
parametreler E vitamini E PO
Tubiiler nekroz - + - -
Tubiiler - +++ ++ +
dilatasyon

Tubiiler epitelyal - + - -
desquamasyon

Tubiiler - +++ ++ +
vakuolizasyon

Tubiiler atrofi - - - -
Tubiiler silendir - + - -
Interstisyel - - - _
inflamasyon

Interstisyel 6dem - +++ ++ +
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Resim 2 (Amikasin): Tubiiler nekroz ve belirgin tiibiiler dilatasyon goriilmekte
(HE, 400X).



Resim 3 (Amikasin + E vitamini): Tubiillerde dilatasyon, proksimal tubiillerde
vakuolizasyon ve normal yapida glomeriiller goriilmekte. Interstisyel alanda
inflamasyon ise yok (HE, 400X).

Resim 4 (Amikasin + EPQO): Tubiillerde hafif dilatasyon, normal yapida
glomeriiller goriilmekte (HE, 400X).
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S. TARTISMA

Aminoglikozitler, gram (-) enfeksiyonlarm Onlenmesinde etkili olan
antibiyotikler olarak uzun zamandir bilinmektedir. Yiiksek bakteriyal etkinlik, hizl etki,
diisiik rezistans, beta laktam antibiyotiklerle sinerjistik etki ve diisiik maliyet gibi
etkilerine ragmen aminoglikozitlerin nefrotoksik etkileri ve yiiksek renal hasar insidansi
nedeniyle klinik kullanimlar1  smirlanmaktadir. Aminoglikozit antibiyotiklerin
nefrotoksik yan etkileri bir cok deneysel hayvan ¢alismasinda dokiimante edilmistir. Biz
bu deneysel calismada, yenidogan ratlarda amikasine bagl gelisen nefrotoksisitede
tiibiiler hasar gelisiminde oksidatif hasarin roliinii ve antioksidan etkileri bilinen
Evitamini ve EPO’nun amikasin ile birlikte kullaniminin histolojik ve biyokimyasal
diizeylerdeki etkilerini saptamayr planladik. Bu amacgla, oksidatif hasardaki
biyokimyasal belirtecler (MDA, NO) ve antioksian enzimler (SOD, GPX, CAT) ile
gelisen ve biiyiiyen yenidogan bobreginde etkili olan bir biiyiime faktorii IGF-1 diizeyi
calistik. Histopatolojik degisiklikleri gostermek icin 151k mikroskobunda bobrek

morfolojisini degerlendirdik.

Literatiirde aminoglikozitlerin nefrotoksisitelerine ait bir cok c¢alisma
mevcuttur. El Mouedden ve arkadaslarinin yaptigi calismada disi Wistar cinsi ratlara 40
mg/kg amikasin 10 giin uygulanmas1 sonrasi tubiiler apoptozis ve kortikal proliferatif
yanit gozlenmis. Yine ayni1 c¢alismada gentamisinin 10 mg/kg dozu ile
karsilagtirildiginda amikasinin daha giivenli oldugu ve gentamisinde nekroz gozlenirken

amikasinde nekrozun izlenmedigi bildirilmis (101).

Yenidoganlarin 6zellikle de pretermlerin diisiik glomeriiler filtrasyon oranina
sahip oldugu bilinmektedir. Nefrotoksik ilaclar pediatrik hastalarin tedavisinde toksik
etkilerine ragmen kullanilmaktadir. Klein ve arkadaslar1 nefrotoksik ilag olan
gentamisin ve amikasini yenidogan, 6-8 giinliik ve adult ratlara 7 giin boyunca farkl
dozlarda (5-20-40 mg/kg/giin) uygulanmasi ile doza bagli hasar olusturmus ve
gentamisinin amikasinden daha nefrotoksik oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni
caligmada yenidogan ratlarin nefrotoksisiteye daha rezistan oldugunu bildirmislerdir

(106).
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Provoost ve arkadaslar1 da yaptigi calismada amikasin ve gentamisini geng ve
eriskin ratlara uygulamislar, bu calismada da genc ratlarin proksimal tubiillerinde
erigkin ratlara gore daha az hasar ve histopatolojik degisiklik saptanmis. Her iki grupta
da aminoglikozidin renal uptake’i benzer bulunmus, ancak geng¢ ratlarda bobrekteki
aminoglikozid konsantrasyonu eriskin ratlardan anlamli olarak az bulunmus. Bu farkin
geng ratlarda viicut agirhi§ina oranla yas bobrek agirligimin relatif olarak fazla olmasina

baglandig: bildirilmis (107).

Calismalarda; bazilarinda tek doz uygulama, bazilarinda ise uzun siireli tedavi
(14 giin- 28 giin) ile nefrotoksisite arastirilmistir. Farkli doz uygulamalariyla
histopatolojik  olarak  nefrotoksisite  gelistigini  bildiren = ¢alismalar  vardir
(108,109,110,116,117). Tubiiler nefrotoksin olan aminoglikozidlerin glomeriiler
endotelyum hasarini, endotelyal fenestrelerin ¢apini ve yogunlugunu azaltarak yaptiklari
bilinmektedir. Luft ve arkadaslarinin ratlar {izerinde yaptigi netilmisin, tobramisin ve
amikasin karsilagtirmali ¢alismada insan dozunun 10 ve 25 kat1 dozlarda uygulanmasi

ile glomeriiler hasar tespit edilmistir (104).

Farkli yayinlarda aminoglikozitlerin tek doz ve boliinmiis dozlarda
kullanimiyla olusan toksisiteleri de degerlendirilmistir. Blaser ve arkadaslarinin insanlar
izerinde yaptig1 klinik caligmada aminoglikozitlerin giinde tek doz uygulanmasiyla
boliinmiis dozlarda uygulanmasi arasinda klinik ve bakteriolojik etkinligi {izerinde
istatistiki fark saptamamigslardir (112). Langhendries ve arkadaslarinin insanlar {izerinde
yaptig1 ¢alismada giinde tek doz amikasin uygulanimi, giinde 2 doz uygulanim rejimi ile
karsilastirilmis. Tiim hastalarda normal ve benzer GFR artislar1 izlenmis (105).
Mendoza ve arkadaslar1 da amikasinin tek doz uygulanmasi iizerine yaptiklari calismada
amikasin diizeyleri, etkinlik ve renal toksisite acisindan boliinmiis dozlarda kullanim
arasinda anlamli fark saptamamislar ve giinde tek doz uygulanimin nazokomial
enfeksiyon riskini azaltacagini vurgulamaktadirlar (113). Bu nedenle giinde tek doz
uygulanim daha ekonomik, daha az hizmet siiresi, daha az infiizyon materyaline ihtiyac

gostermesi ve daha az stres olusturmasi nedeniyle uygun gibi goriinmektedir.

Bu calismamizda patogenez ve Onleyici tedavilerinin  basarisini
degerlendirmeyi amagcladigimiz ic¢in, Oncelikle toksisitenin olusturulmus olmasi

gerekmekteydi. Yenidogan ratlarda toksik doz ile ilgili net bir veri olmadig: icin
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calismaya bagslamadan Once yenidogan ratlarda amikasinin nefrotoksik dozunu
belirleyebilmek i¢in bir 6n ¢alisma yaptik. Yenidogan ratlara 3. giinden itibaren 3 giin
boyunca 450-600-750 ve 1200 mg/kg’lik dozlarda amikasin uyguladik. 450-600-750
mg/kg uygulanan grupta histopatolojik olarak tubiiler hasar olusmazken 1.2 gr/kg dozda
uygulanan grupta nefrotoksisite olusturduk. Biz de gen¢ bobreklerin nefrotoksisiteye
daha rezistan olduklarini g6z Oniinde tutarak 1.2 gr/kg/giin giinde tek doz olacak sekilde
3 giin amikasin uyguladik.

Toksik, iskemik ve immiun aracili bobrek doku hasarlarinda sorumlu
mekanizma olarak giderek artan oranlarda serbest oksijen radikalleri suclanmaktadir.
Amikasin toksisitesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda oksidatif strese bagli bobrek doku
hasarmin, sorumlu patogenetik mekanizmalardan biri oldugu belirtilmektedir (4-10).
Serbest oksijen radikalleri hiicrelerde lipid peroksidasyonunu indiikler ve oksidatif
dejenerasyon sirasinda lipid peroksidasyonunun bir indikatorii olarak tanimlanan MDA
olusur. Bircok ilag ve benzeri maddeler aminoglikozitlerin renal hasarmi onlemek

amaciyla kullanilmistir (6,8,9,10,114,118).

Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin,
prooksidan ve oksidan maddelerin lehine kaymasi oksidan stresin gelismesine yol acar.
Oksidatif stres, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin
peroksidasyonuna neden olan serbest radikal {iretimi arasindaki dengesizlik olarak
tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen radikallerinin ilaca bagli nefrotoksisitenin
patofizyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir ve bu olusan toksisite oksidatif stresle
aciklanmaktadir. Lipid peroksidasyonu ise membran yapt ve fonksiyonunun
bozulmasina bagl ortaya cikmaktadir. Calismalar oksidatif stres hasarinda lipid
peroksidasyonunun son {iiriinii olan MDA ve NO’in artigim1 vurgulamaktadirlar.
Parlakpinar ve arkadaglar1 yaptigi1 deneysel ¢alismalarda amikasin ile indiiklenen bobrek
hasarma karst melatoninin (114) ve CAPE’nin (119) koruyucu etkilerini
degerlendirmisler melatonin ve CAPE’nin antioksidan enzim diizeylerini artirdigi ve
lipit peroksidasyonunu azalttigint MDA degerleriyle gostermislerdir. Yine Parlakpinar
ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada aminoguanidinin fareler {izerinde
amikasin ile olusturulan nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi degerlendirilmis ve

aminoguanidinin amikasinin nefrotoksik etkisini azalttigi gosterilmistir. Amikasin ile
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hasar hem kortikal hem de tiibiiler diizeyde saptanmis, aminoguanidin verilen grupta ise
hasarm anlaml olarak azaldig1 goriilmiistiir (118). Cetin ve arkadaslarinin ¢alismasinda
vankomisine bagli olusan nefrotoksisite MDA artis1 ile gosterilmistir (96). Vardi ve
arkadaslarinin yaptigi calismada gentamisinin neden oldugu nefrotoksisitede Caffeik
asit phenil esterlernin (CAPE) tubiiler nekrozu Onledigi gosterilmis ve gentamisin
grubunda MDA seviyesinde belirgin artis gézlenmistir (121). Karahan ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada gentamisinle olusturulan nefrotoksisitede lycopenin koruyucu etkisini
gostermisler. Gentamisin grubunda MDA’da belirgin artis gdzlenmistir (125). Nakas-
Icindic ve arkadaslarinin ratlarda yaptig1 bir ¢alismada gentamisin ile akut tubiiler
nekroz olusturulan grupta kontrol grubuna gore plazma nitrik oksit seviyelerine ve
bobrek hasarinin istatistiksel olarak yiiksek oldugu ancak plazma nitrik oksit seviyesi ile
bobrek hasarinin derecesi arasinda korelasyon olmadigi bildirilmis (127). Celik ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada vankomisin ile olusturulan nefrotoksisitede amrinonun
koruyucu etkisi degerlendirilmis. Vankomisin ile MDA degerlerinin arttig1 gozlenmistir
(128). Yagmurca ve arkadaglar1 yapmis oldugu bir ¢calismada CAPE’nin doksorubusin
ile olusturulan nefrotoksisitede lipit peroksidasyonunu degerlendirmisler ve
doksorubisin uygulanan grupta renal dokuda NO ve MDA diizeyleri yiliksek bulunmus
(129). Shimede ve arkadaslarinin c¢alismasinda ratlarda sisplatin ile olusturulan
nefrotoksisitede capsaisinin nefrotoksisiteyi ve lipit peroksidasyonunu azalttigi
bildirilmis (133). Abdel-Naim ve arkadaslarmin calismasinda ratlarda gentamisinle

indiiklenen nefrotoksisitede gentamisinin MDA’ y1 belirgin arttirdig1 saptanmistir (138).

Yaptigimiz bu c¢alismada da lipid peroksidasyonu, hiicre membran
komponentlerinin serbest radikal hasar1 sonucu ortaya ¢ikan MDA ve NO 6l¢iimii ile
monitorize edildi. Amikasin uygulanan ratlarin  bobrek dokularinda MDA
konsantrasyonlarinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak yiikseldigi
saptandi. Yine amikasin uygulanan grupta kontrol grubuna gore bobrek NO
degerlerindeki artig istatistiksel olarak anlamliydi. E vitamini ve eritropoietin
uygulamalar1 ile bobrek dokusunda MDA ve NO diizeylerindeki artisin amikasin
grubuna gore anlamlh derecede (p<0.05) azaldig1 gosterildi. Bu azalma muhtemelen
serbest oksijen radikalleri i¢cin eliminasyon kapasitesini arttirici etkisine bagl olabilir.
Calismamizda gosterildigi iizere, amikasin alimi ile bobrek MDA ve NO diizeyinin

artmasi ve iki onemli antioksidan madde alimi ile bobrek MDA ’sinda ve NO’de azalma
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olmasi, amikasin nefrotoksisitesinden sorumlu mekanizmalardan birinin oksidatif strese
bagli doku hasar1 oldugunu gii¢lii bir sekilde desteklemektedir. Literatiir esliginde ele
alindiginda MDA ve NO diizeylerindeki bu degisiklikler yenidogan ratlarda amikasin
ile olusturulan nefrotoksisite patogenezinde serbest radikal hasarinin Onemli bir

mekanizma olarak rol oynadigini1 vurgulamaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda farkl sonuclar olmakla birlikte genelde oksidatif hasarda
antioksidan enzim (GPX, CAT, SOD) diizeylerinin azalma gosterdigi gozlenmistir.
Vardi ve arkadaslar1 ve Parlakpinar ve arkadaslar1 gentamisin ile olusan nefrotoksisitede
CAPE uygulanmasi ile renal hasarin azaldigim1 gostermislerdir (121,6). Karahan ve
arkadaslar1 yaptig1 c¢alismada gentamisinle olusturulan nefrotoksisitede gentamisin
grubunda GPX ve CAT aktivitesinde azalma gostermislerdir (125). Ali ve
arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada ise curcuminin gentamisinin olusturdugu
nefrotoksisiteyi azalttig1 bildirilmis. Gentamisin uygulanmasi ile SOD konsantrasyonu
azalmis (126). Celik ve arkadaslarinin yaptigir calismada vankomisin ile olusturulan
nefrotoksisitede amrinonun koruyucu etkisi degerlendirilmis. Vankomisin grubunda
SOD ve GPX aktivitesi diisiik bulunmus. (128). Oktem ve arkadaslar1 yapmis oldugu
bir ¢calismada CAPE’nin lityum ile olusturulan nefrotoksisitede lipit peroksidasyonunu
degerlendirmisler ve vankomisin uygulanan grupta renal dokuda MDA yiiksek; SOD,
katalaz ve GPX diizeyleri diisilk bulunmus (123).

Bizim calismamizda, amikasin verilen grupta, sadece GPX diizeylerindeki
azalma anlamlydi. E vitamini grubundaki GPX artisin anlamh oldugu goriildii. SOD ve
katalaz diizeylerindeki degisikliklerin kontrol grubuna gore anlamlilik kazanmadigi

goriildi.

Yapilan c¢aligmalarda bobrek dokusu veya idrarda artmis oksidan hasar
irinlerinin saptanmasi ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorleri verilmesi ile
koruyuculugun deneysel olarak gosterilmesi ile serbest oksijen radikallerinin nefropati
patogenezinde rolii oldugu gosterilmistir (44). Bu nedenle degisik calismacilar farkli
antioksidanlar uygulayarak bu hasarlanmay1 azaltmayr yada oOnlemeyi hedefleyen
calismalar planlamislardir. Vardi ve arkadaslarinin yaptigi calismada gentamisinin
neden oldugu nefrotoksisitede Caffeik asit phenil esterlernin (CAPE) tubiiler nekrozu
onledigi gosterilmistir (121). Parlakpinar ve arkadaslar1 yaptig1 deneysel ¢aligmalarda
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amikasin ile indiiklenen bobrek hasarina karsi melatoninin (114) ve CAPE’nin (119)
koruyucu etkilerini degerlendirmisler melatonin ve CAPE’nin antioksidan enzim
diizeylerini artirip, lipit peroksidasyonunu azaltarak nefrotoksisite gelisimini
engelledigini gostermislerdir. Yine Oktem ve arkadaslarmin vankomisin ile yaptiklari
nefrotoksisite calisgmasinda hem E vitamini ile hemde N asetil sistein vererek

nefrotoksisite gelisiminin engellendigi bildirilmektedir (102).

Bizim calisma modelimizde antioksidan olarak E vitamini ve EPO’yu
secmemizin asil nedeni, bu iki biyolojik iiriiniin ayn1 zamanda yenidogan yogun bakim
tinitelerindeki bebeklerde farkli amaclarla halen tedavi semalarinda yer aliyor olmasidir.
Bu deneysel c¢alismamizda E vitamini uygulanmasi biyokimyasal parametreler
degerlendirildiginde MDA ve NO’yu amikasin grubuna gore azaltarak degistirmekte ve

antioksidan enzimlerden GPX’i artirarak oksidatif hasar1 engellemektedir.

E vitamini uyguladigimiz grupta histopatolojik degisiklikler
degerlendirildiginde nefrotoksisite engelleyici etkisinin mevcut oldugu, E vitamini
uygulanmasiyla histopatolojik olarak tubiiler dilatasyon, vakuolizasyon ve interstisyel
0dem saptanirken, amikasin grubuna gore tiibiiler hasarin azaldig1 gdzlendi ancak EPO

grubuna gore histopatolojik diizelmenin daha az oldugu saptandi.

E vitamini ile elde edilen bu sonuc literatiirde Oktem ve arkadaslarinin elde
ettikleri sonuglarla benzerlik gostermektedir (102). Kadkhodaee ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada 100 mg/kg vitamin E, 200 mg/kg vitamin C’nin birlikte kullaniminin
gentamisinin neden oldugu nefrotoksisitede koruyucu oldugu bildirilmis (135).
Kadkhodaee ve arkadaslarinin yaptiklar1 benzer bir calismada da ratlarda gentamisinle
olusturulan  nefrotoksisitede 100 mg/kg vitamin E ve 200 mg/kg vitamin C
uygulanmasi sonrasi bobrek SOD aktivitesi spektrofotometrik olarak oOl¢iilmiis.
Gentamisin uygulanan grupta SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak
diistiigii; vitamin E ile vitamin E ve C’nin kombine uygulaniminin SOD aktivitesini
arttirdigr  bildirilmistir (137). Abdel-Naim ve arkadaslarinin calismasinda ratlarda
gentamisinle indiiklenen nefrotoksisite sonras1 3 giin uygulanan vitamin E (250 mg/kg)
ve/veya probukoliin (60 mg/kg) nefrotoksisiteyi azalttigi bildirilmis, E vitaminin

MDA’ nin artisin hafiflettigi ve SOD aktivitesindeki diisiisii azalttig1 saptanmistir (138).
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Vitamin E uygulamasmin oksidatif hasar iliskili bobrek hasarinda faydali
etkiler gosterdigi aminoglikozit dis1 toksik ve ila¢ caligmalarinda da gosterilmistir. Bu
caligmalardan birinde, yiiksek doz (1000mg/kg) vitamin E ve selenyum uygulamasinin
sisplatin ile indiiklenen bobrek dokusundaki oksidatif hasar1 engelledigi, klinikte bu
ilaca baglh nefropati gelisimine kars1 koruyucu olabilecegi belirtilmektedir (139). Ajith
ve arkadaslarmin caligmasinda sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede 250 ve 500
mg/kg dozlarda E vitamini ve C vitamini uygulanmasi sonrast 500 mg/kg dozunda
uygulandiginda her iki vitaminin nefrotoksisiteyi anlamli azalttig1 bildirilmis ve vitamin
C’nin vitamin E’den daha nefroprotektif oldugu bulunmus (140). Ocak ve
arkadaslarinin ~ yaptig1 caligmada ratlarda vankomisinle meydana getirilen
nefrotoksisitede vitamin E, vitamin C, asist ve CAPE uygulanmasinin nefrotoksisiteyi
azalttig1, en etkili sonucun 1000 mg/kg dozda uygulanan E vitamini ile elde edildigi
bildirilmistir. Vankomisinle katalaz aktivitesi anlamli olarak diiserken, artmis renal
MDA ve NO’in bu ajanlarla azaldig1 bildirilmis (143). Kalaiselvi ve arkadaslarinin
ratlar iizerinde yaptig1 bir calismada NAC ve vitamin E (50 mg/kg IP) uygulanmasinin
adriamisine bagl toksisiteyi azaltti§i, adriamisin uygulamasi sonras1 SOD, katalaz,
GPX azalrken MDA’nin arttigi, NAC ve vitamin E uygulanmasiyla lipit
peroksidasyonunun belirgin azaldigi ve nekrozu onledigi bildirilmis (144). Gorgiin ve
arkadaslarinin ¢alismasinda domuzlara adriyamisin uygulanmasi ile olusturulan
nefrotoksisitede E vitamininin koruyucu oldugu ve adriyamisinin olusturdugu
degeneratif degisiklikleri azalttig1 bildirilmistir (147). Benzer sekilde bizim
caligmamizda da amikasin uygulanmasiyla GPX degerlerinde azalma meydana gelmis
ve ozellikle E vitamini uygulanmasi ile GPX diisiisiiniin istatistiki olarak engellendigi

gozlenmistir.

Calismamizda kullandigimiz bir diger antioksidan madde olan Eritropoietin
bobrek yetmezligine bagli anemi tedavisinde 1986 yilindan beri tiim diinyada
kullanilmaktadir, ve son 10 yilda bobrek yetmezligi tedavisinde saglanan en 6nemli
gelismedir. Eritropoietin tedavisi bobrek yetmezligi olan hastalarda yasam kalitesini,
egzersiz kapasitesi ve toleransini artirmistir ve anemi tedavisi diginda da istah artist,
kognitif fonksiyonlar ve seksiiel fonksiyonlarda, uzamis kanama zamanmi kisaltma ve
sol ventrikiil hipertrofisinde gerileme gibi olumlu etkileri de vardir. Eritropoietin

tedavisi ile hastalarin kan transflizyonu ihtiyac1 azalmistir;  bunun sonucu kan
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transfiizyonuna ait komplikasyonlar ve renal transplantasyon Oncesi hastanin immun

sisteminin uyarilmas1 onlenmistir (148).

EPO ayn1 zamanda doku oksijenasyonunu onaran endotelial hiicre mitogenezisi
ve angiogenezisini stimiile eder. Hematopoietik faktor eritropoietin (EPO), beyin ve
diger dokularda fizyolojik bir rol oynadig1 bilinmektedir. EPO reseptorleri bobrekte
glomeriil, mezengial ve tubiiler epiteliyal hiicrelerde bulunmaktadir. EPO’nun hayvan
modellerinde sistemik sok ve sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede faydali oldugu
gosterilmistir. Invitro ¢calismalarda EPO’nun proksimal tubiiler hiicrelerde proliferasyon

ve hiicre oliimiinde direkt etkisi oldugu gosterilmistir (103).

Bu deneysel ¢alismamizda EPO uygulanmasi ile biyokimyasal parametreler
degerlendirildiginde, MDA ve NO’yu amikasin grubuna gore anlamli 6lciide azaltarak
degistirmekte ancak antioksidan enzimler {izerinde amikasin grubuna gore anlamli
degisiklik gostermemektedir. Histopatolojik degerlendirmede ise EPO uygulanmasiyla

renal hasarin E vitamini grubuna gore daha belirgin diizeldigi gozlendi.

EPO renal kortekste kapiller ve tubiiler hiicrelerle direkt kontakt halinde olan
fibroblast benzeri hiicrelerden salinir. EPO renotropik sitokin gibi gorev yapar. Normal
bobrek EPO’ya cevapsizken ABY’de oldugu gibi EPO’nun sitokin etkisi baslar (120).
Literatiirde EPO’nun nefrotoksisitedeki koruyucu etkisine dair ¢ok az calisma vardir.
Yalc¢in ve arkadaslarinin yaptigi calismada rekombinant insan eritropoietinin sisplatinle
olusturulan nefrotoksisitede histopatolojik olarak yapilan degerlendirmede koruyucu
oldugu bildirilmis (122). Vankomisine bagli nefrotoksisite gelisen ratlarda oksidatif
hasarlanmanin anlamli oldugu ve EPO’nun antioksidan olarak hasarin diizelmesinde
onemli rol oynadig1 Cetin ve arkadaslari tarafindan vurgulanmistir (96). Vaziri ve
arkadaslar1 sisplatin nefrotoksisitesinde EPO’yu 100 U/kg dan 6 giin boyunca
uygulamiglar. EPO’nun kreatin klirensini anlamli artirdigmi ve tubiiler proliferasyonu
arttirdigin1  géstermislerdir (115). Bagnis ve arkadaslarinin ¢alismasinda sisplatin
nefrotoksisitesi ile olusturulan ABY’de EPO’nun 100 U/kg/giin IP 9 giin
uygulanmasinin bulgular1 histolojik ve fonksiyonel olarak diizelttigi gosterilmistir
(130). Lee ve arkadaslar1 siklosporin A toksisitesinde haftada 3 giin 100 ii’kg EPO
uygulanmasiyla bobrekteki inflamasyonu ve apopitozisi azalttigini bildirmislerdir. Noiri

ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise doksorubisin ile olusturulan kardiorenal hasarda

65



darbopoietinin etkinligini degerlendirmisler ve hasar1 azalttigini bildirmisler (134).
Saenko ve arkadaslarinin ¢alismasinda ratlarda doksorubisin ile olusturulan oksidatif
streste eritropoietinin bobreklerdeki hasar1 azalttigi, glutatyon miktarmi normale
getirdigi gosterilmis (124). Goldforb ve arkadaslarmin yaptigi calismada ratlarda
radyokontrastla olusturulan nefropatide EPO’nun tedavi dncesi 24 saat ve 2 saat Once

strastyla 3000 ve 600 ii/kg verilmesiyle renal disfonksiyonu onledigi bildirilmis (111).

Bu calismada dokular i¢in biiyiime faktorii olan IGF-1 degerlendirildiginde,
amikasin toksisite grubunda yiiksek olmasinin yanisira, antioksidan tedavi gruplarinda
biyokimyasal ve histopatolojik agidan goreceli olarak diizelme saptanmis olmasina

ragmen, IGF-1 yiiksekligi devam etmistir.

IGF-1 biiyiime faktorii olarak rol alan bir hormondur. Bu etkileri invitro ve
invivo olarak gosterilmistir. IGF-1 reseptorleri aym1 zamanda karaciger, bobrek, yag
dokusu, kas, noron, kartilaj gibi bircok dokuda mevcuttur ve metabolizmanin
regiilasyonu, biiyiime ve diferansiyasyonda rol oynamaktadir. IGF-1 de intraselliiler

Ca**u artirmaktadir (131).

Zha ve arkadaslar1 IGF-1’in bobrekte inflamatuar hiicrelerin renal infiltrasyonu
azaltarak, fibrojenik faktorlerin sentezini siiprese ederek ve ekstraselliiler matriks
proteinlerin akiimilasyonunu baskilayarak renal hasar1 azaltabilecegini bildirmislerdir
(136). Baer ve arkadaslar1 (132) IGF-1’in invivo olarak renal hasarlanmay1 azaltmada
etkili olmadigmi vurgulamasina karsin, Bridgewater ve arkadaslar1 (145) ise IGF-1
uygulamasiin glomeriil bazal membranindaki podositlerde apopitozu inhibe ettigini
gostermistir. Maestri ve arkadaglar1 ratlarda immiinsiipresif ilaglarla (siklosporin)
olusturulan nefrotoksisite tedavisinde IGF-1’i arastirmuslar. IGF-1 ile tedavi edilen
grupta kontrol grubuna gore daha iyi BUN ve kreatinin degerleri saptanmis ve IGF-1"in
nefrotoksisitede kullanilabilecegini vurgulamiglardir (146). Harris ve arkadaslarinin
caligmasinda bobregin iskemi-reperfiizyon ve toksinlerle hasarina cevaplar1 hiperplazi
ve tiibiiler epiteliyal hiicrelerin onarimiyla oldugu vurgulanmaktadir ve bobrek
nefrogenezis ve renal gelisim sirasinda ve akut hasarlanma sonrasi renal rejenerasyonda
lokal olarak biiylime faktorlerini {irettikleri vurgulanmaktadir. Biiyiime faktorleri
programlanmis hiicre oliimiinii akut hasarlanmada azaltmaktadir. Onarimda da protein

ve lipid biyosentezini baslatarak hiicresel onarmmi devam ettirmektedir. Hiicresel
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onarima ek olarak, biiylime faktorleri hiicre ve ekstraselliller matriksin yeniden
olusumunu ve hiicre-hiicre baglantisini saglamaktadir. Akut hasarda salinan faktorler
heparin binding epidermal biiyiime faktorii, hepatosit biiyiime faktorii, IGF-1,
transforming biiylime faktorii B, asidik fibroblast biiyiime faktoriidiir (141). Eksojen
IGF-1’in deneysel akut bobrek yetmezliginde diizelme sagladigi bazi yayinlarda
bildirilmistir. Fuchs ve arkadaslarinin caligmasinda radyokontrast nefropatisinde IGF-1
uygulanmasinin herhangi bir yarar1 olmadig: bildirilmistir (142). Yasuda ve arkadaslari
caligmasinda eksojen IGF-1 uygulanmasinin ratlarda p-21 ekspresyonunu arttirdigini ve
sisplatine bagli akut bobrek hasarin1 hafiflettigini gostermisler (98). Kornhauser ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda akut bobrek yetmezligi olan yenidoganlarda serum ve idrar
IGF-1 ve TNF degerlerine bakmiglar. Asfiktik yenidoganlarda ABY olan ve olmayan
infantlarda IGF-1 ve TNF-a degerlerini degerlendirmisler ve renal hasar ve onariminda
bir marker olup olmadigini arastirmislar. 10’u ABY’li, 10’u ABY’si olmayan 20
fullterm asfiktik yenidogan almiglar. Bunlar1 13 normal, saglikli yenidoganlarla
karsilagtirmiglar. Tiim asfiktik hastalarin kontrol grubundan daha diisiik serum IGF-1
degerlerine sahip oldugunu gormiisler. Serum IGF-1 ‘in ABY’li hastalarda daha diisiik
kaldigin1 bildirmisler (99). Ancak bu caligmada serum IGF-1 bakilmigken bizim
caligmamizda doku IGF-1 caligildi.

Bizim caligmamizda da amikasin, E-vitamini ve eritropoietin uygulanmasi
sonrasi, gelisen bir doku olan bobrekte diger calismalarda one siiriildiigii izere onarim
fazinda etkili oldugunu diisiindiigtimiiz IGF-1 sekresyonunun kontrol grubuna gore

anlamli olarak yiiksek kaldigini tespit ettik.

Sonug olarak IGF-1 ile elde edilen bilgilere bakildiginda bobrek doku hasari ile
IGF-1 diizeyleri arasindaki baglantida c¢eliskiler vardir. Genel olarak doku hasar1 ve
tamir siirecinde IGF-1 artisi mevcuttur. Bizim calismamizda da nefrotoksisite
gelismesinin IGF-1 bobrek doku miktarinda artig ile birlikte oldugunu saptadik. Diger
caligmalarda renal hasarlanmada doku IGF-1 diizeyini degerlendiren calisma yoktur.
Bizim calisma grubunda serum IGF-1 diizeylerini de planlamamiza ragmen, yavru
ratlardan yeterli serum elde edemedigimiz icin doku IGF-1 ile serum IGF-1 iliskisini

ortaya koyamadik.
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Histopatolojik olarak bu c¢alismada; amikasin grubunda interstisyel ddem,
tubiiler epitelyal hiicre vakuolizasyonu ve deskuamasyonu, tubiiler dilatasyon ve nekroz
acik morfolojik degisiklikler olarak izlendi. Bu bulgular amikasin uygulamasmin
kortikal tubiiler hiicrelerin agir dejenerasyonuna neden oldugunu gostermektedir. Bu
ayn1 zamanda amikasinin yiiksek oranda bobrekler tarafindan ve temel olarak da
proksimal tubiiler seviyede tutulumu ile agiklanabilir. Bu degisikliklerin amikasin ile
birlikte EPO uygulanan ratlarda belirgin olarak azaldigi gosterilmistir. Ornegin bu
ratlarda tubiiler nekroz gozlenmezken, tubiiler dilatasyon ve interstisyel 6dem hafif
diizeyde gozlenmektedir. E vitamini uygulamasi ile histopatolojik olarak iyilesme
saptansa da EPO uygulanan grup kadar belirgin diizelmeler saptanamamistir. Bu
farkliliklar uyguladigimiz dozlarla iligkili olabilir. Ciinkii literatiirde E vitamini ile ¢ok

diizelmeler oldugu belirtilmektedir.

Sonu¢ olarak, yenidogan ratlarda amikasine bagli nefrotoksisite
mekanizmalarindan birisi oksidatif hasardir. Ciinkii amikasin uygulanmas1 sonrasi hasar
gelistigi histopatolojik olarak da kanitlanan grupta MDA ve NO diizeyinin anlamli artis1
yanisira antioksidan enzimlerden GPX de diisiisiin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Antioksidan ilag olarak uyguladigimiz E vitamini
ve EPO’nun her ikisininde diizeltici etkilerinin oldugunu diisiinmekteyiz. Her ne kadar
EPO ile elde edilen histopatolojik diizelme E vitamini ile elde edilenden daha iyi olsa
da, E vitamini ile de oksidatif hasar gostergeleri olan MDA ve NO’da diizelme oldugu
aynt zamanda antioksidan enzim diizeylerinden SOD ve GPX’de anlamh degisiklik
saglanmasi etkili oldugunu gostermektedir. E vitamini ve EPO’nun renal koruyucu
etkilerinin sonuglarinin yorumlanmasinda uygulama dozlar1 ve siirelerinin etkisi
olabilir. Caligmay1 ratlardaki yenidogan siireci olan 7.giinlerde sonlandirmayi
planladigimiz icin 3 giinliikk tedavi siiresi uyguladik. Bundan sonraki caligmalarda
yenidogan doneminde baslayan bu hasarin tedavisini biraz daha uzun tutarak (10-14
giin) hem biyokimyasal hem de histopatolojik tablonun yeniden degerlendirilmesi
planlanabilir. Yapti§imiz ingilizce literatiir taramasinda yenidogan ratlarda yapilan
benzer bir caligmaya rastlanamamistir. Bu calismamizin sonraki caligmalara 1sik

tutacagi kanisindayiz.
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OZET

Yenidogan ratlarda amikasine bagh deneysel bobrek hasari ve antioksidanlarin rolii

Amac: Bu calismada yenidogan ratlarda amikasin nefrotoksisitesinde oksidatif tubiiler
hasarin roliiniin belirlenmesi ve antioksidanlarin kullanimi ile histopatolojik ve biyokimyasal

etkilerin degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metod: Calismaya 35 Wistar Albino cinsi yenidogan rat alindi ve 4
gruba su sekilde ayrildi. (i) kontrol (Grup 1); (ii) amikasin uygulanan (Grup 2); (iii) amikasin +
vitamin-E uygulanan (Grup 3); ve (iv) amikasin + EPO uygulanan (Grup 4). Kontrol grubuna
intraperitoneal serum fizyolojik, 2. gruba ise 1200 mg/kg amikasin uygulandi. Ugiincii gruba
amikasin dozundan yarim saat 6nce 150 mg/kg E vitamini, dordiincli gruba ise amikasin
dozundan yarim saat 6nce 300 IU/kg/glin EPO giinde iki kez intraperitoneal olarak 3 giin siire
ile uygulandi. Enjeksiyonlarin bitiminden bir giin sonra eter ile anestezi uygulanarak kesim
yapildi. Kesim sonrast ¢ikarilan bobrek dokularinda MDA, NO ile SOD, GPX ve CAT enzim
aktiviteleri, IGF-1 ve amikasinsin diizeyleri saptandi. Ayrica bobrek dokusunun histopatolojik

incelemesi yapildi.

Bulgular: Bobrek dokusunda amikasin diizeyleri kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda
anlaml olarak yiiksek olarak bulundu. Bobrek MDA ve NO diizeyi amikasin verilen grupda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti. Amikasin grubu ile karsilastirildiginda E vitamini
ve eritropoietin verilmesi ile bobrek MDA ve NO diizeylerinde saptanan azalma istatistiki
olarak anlamli bulundu. GPX degerleri amikasin grubunda kontrol grubuna gore istatistiki
olarak diisikk saptandi. E vitamini grubunda GPX degerlerindeki artig istatistiki olarak
anlamliydi. Bununla birlikte, SOD ve CAT degerlerinde gruplar arasinda istatistiki farklilik
yoktu. IGF-1 degerlerinde amikasin, eritropoietin ve E vitamini uygulanan grupda kontrol
grubuna gore anlamli artis tespit edildi. Histopatolojik olarak amikasin uygulanan grupta
belirgin yapisal degisiklikler, tubiiler epitelyal nekroz, tubiiler dilatasyon, vakuoler dejenerasyon
ve interstisyel 6dem izlendi. Eritropoietin uygulamasi ile histopatolojik degisikliklerin belirgin

diizeldigi gozlenirken, E vitamini uygulamasinda diizelmenin daha az oldugu izlendi.

Sonug¢: Amikasin nefrotoksisitesinden sorumlu 6nemli mekanizmalardan biri oksidatif
strese baglt gelisen tubiilointerstisyel hasardir. Bu hasar biyokimyasal ve renal histopatolojik
bulgular ile desteklenmistir. EPO ve E vitamini gibi antioksidanlar yenidoganlarda amikasine

bagh gelisen nefrotoksisitede yararl renoprotektif ajan olabilirler.

Anahtar sozciikler: amikasin, eritropoietin, E vitamini, oksidatif hasar
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SUMMARY

Amikacin Induced Renal Damage and the Role of Antioxidants on Neonatal Rats

Objective: In this study, we aimed to investigate the role of oxidative tubular damage
on amikacin induced nephrotoxicity and to evaluate the effects of antioxidants on biochemical

and histopathological changes on neonatal rats.

Material and Methods: 35 newborn Wistar Albino rats were divided into four groups
as follows: (i) control (Group 1); (ii) amikacin treated (Group 2); (iii) amikacin + vitamin-E
treated (Group 3); and (iv) amikacin + EPO treated (Group 4) . Intraperitoneal serum
physiological was administered to control and 1200 mg/kg amikacin to the second group. 150
mg/kg vitamin E was given intraperitoneally to the third group before 30 minutes before the
administration of amikacin twice daily and 300 IU/kg/day EPO to the fourth group in the same
way for three days. One day after completion of the injections, the rats were cut down after
giving anesthesia (via ether). Malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), enzyme activity of
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), catalase (CAT) with insulin like
growth factor-1 (IGF-1) and amikacin levels were studied in the kidney tissue; and the kidneys

were also examined for any histopathological changes.

Results: In renal tissue, amikacin levels were significantly high in all groups except the
control group. Tissue MDA and NO levels were statistically higher in amikacin-treated group
than the control. MDA and NO levels were decreased with the administration of vitamin E and
EPO and the difference was statistically significant. GPX levels were statistically low in
amikacin group compared with the controls. The levels of GPX, in vitamin E group, were
increased significantly. However, SOD and CAT levels were not significantly different in none
of the groups. IGF-1 values in amikacin, EPO and vitamin E groups were significantly higher
than the control group. By histopathological investigations, clear histomorphological changes
such as tubular epithelial necrosis, tubuler dilatation, vacuolar degeneration and edema were
seen in amikacin treated group. Histopathological improvements observed with erythropoietin

administration were evident, but imperceptible with vitamin E.

Conclusion: One of the important mechanisms of amikacin nephrotoxicity is
tubulointerstitial injury related to oxidative stress. This injury is supported with biochemical and
renal histopathological findings. Vitamin E and EPO, as antioxidants, can to be useful

renoprotective agents for ameliorating amikacin induced nephrotoxicity in neonates.

Key Words: amikacin, erythropoietin, vitamin E, oxidative injury
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