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1. GIRIS

Stafilokoklar tiim diinyada problem olarak nitelenen mikroorganizmalarin
basinda gelir. Antimikrobiyal tedavi konusunda yillar igerisinde hizli gelismeler
olmasma karsin, stafilokoksik enfeksiyonlarin tedavisinde halen giicliiklerle
karsilagilmaktadir. Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) sadece beta-
laktam antibiyotiklere degil kinolonlar, kloramfenikol, klindamisin, tetrasiklin ve
aminoglikozidler gibi diger antibiyotiklere de diren¢ gosterir (1). Hastane
epidemilerine yol agabilmesi nedeniyle tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu
olusturur. MRSA enfeksiyonlarinda tedavi secenegi bir glikopeptid antibiyotik olan
vankomisin veya teikoplanindir. Teikoplaninin serum diizeyleri ile klinik etkinligi
arasindaki korelasyon tiim MRSA infeksiyonlar1 i¢in yeterince incelenmediginden,
ozellikle ciddi MRSA infeksiyonlarinda tercih edilen antimikrobiyal ajan
vankomisindir (1). Ancak klinik kullanim1 nefrotoksisitesi nedeni ile
sinirlanmaktadir.  Vankomisin kullamimi ile ortaya c¢ikan nefrotoksisite c¢esitli

yayinlarda % 5-25 oraninda bildirilmektedir (2, 3).

Vankomisine bagli gelisen bobrek hasarmmin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte literatiirde vankomisine baghh gelisen
nefrotoksisite patogenezinde altta yatan faktoriin, oksidatif stres olabilecegine dair
caligmalar yer almaktadir (4-6). Aminoglikozitler ve sisplatin gibi cesitli nefrotoksik
ilaglara bagli gelisen bobrek hasar modellerinde, serbest oksijen radikallerinin hiicre
Oliimiine neden olabildigi ve nefrotoksik etki olusumunda oksidatif stresin 6n planda
oldugu gosterilmistir (7-13). Keza yakin zamanda vankomisinle yapilan bir
calismada, bobreklerde gelisen hasardan oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir ve bir
antioksidan olan superoksit dismutaz aracilifi ile bobrek toksisitesinin azaldigi
gosterilmistir (14). Vankomisin nefrotoksisitesi ilaglarin en 6nemli emilim alani olan
proksimal tubiiler hiicreler ve cevre dokularda yogunlasmis olabilir (14). Yapilan ¢cok
sayida c¢alismada E vitamini ve N-asetilsistein (NAS) gibi antioksidan etkisi olan
cesitli maddelerin kullanimi ile vankomisin dis1 nefrotoksik ilaglara, toksik
maddelere ve bobreklerdeki iskemi-reperfiizyon hasarina bagli gelisen oksidatif

hasarin azaldigir ortaya konmustur (15-21). Ancak vankomisin nefrotoksisitesinin



patogenezi lizerine ve antioksidanlarin kullanimimin etkileri ile ilgili az sayida

deneysel ¢alisma vardir.

Bu nedenle biz bu ¢alismada, kullanim gerekliligi yaygin olmasina ragmen
ozellikle nefrotoksik etkileri nedeni ile kullanimi sinirlanan vankomisine bagh
olumsuz renal etkilerin olusmasinda, oksidatif tubiiler hasarin roliiniin belirlenmesini
ve NAS, E vitamini gibi antioksidanlarin kullaniminin histopatolojik ve

biyokimyasal diizeylerdeki olasi koruyucu etkilerini saptamay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Vankomisin

Antienfektif o6zellige sahip maddeler binlerce yildir medikal alanda
kullanilmaktadir. “Antibiosis” iddiasinin ilk olarak 1871’de Pasteur tarafindan ortaya
atilmasinin ardindan, kemoterapinin modern cagmnin, 1930’larda penisilin ve
stilfanamidlerin kesfi ve klinikte kullanimiyla basladigi kabul edilir. Son 10 yil
icinde gram-pozitif bakteriler (stafilokoklar, enterokoklar, piyojenik streptokoklar)
giderek artan oranlarda karsilasilan nozokomiyal patojenler haline gelmistir (1).
Beta-laktam antibiyotiklere direncli stafilokoklar ve enterokoklardaki artis nedeniyle
glikopeptid antibiyotikler (vankomisin ve teikoplanin) klinikte yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (22).

Vankomisin dar spektrumlu bir antibiyotik olup ilk olarak 1956°da
bulunmus ve penisilin direngli stafilokoklara karst 1958’de klinik kullanima
girmistir. Daha sonra toksisitesi nedeniyle ve direncgli stafilokoklara karsi etkili
alternatiflerin (metisilin gibi) gelistirilmesiyle 6nemi azalmig, ancak MRSA’un
ortaya c¢ikmasi ile yeniden onem kazanmistir (1). En sik kullanilan glikopeptid
antibiyotik vankomisindir. ik kez Borneo topraklarinda bulunan Streptomyces
orientalisten izole edilmistir. Molekiiler agirligi yaklasik 1500 dalton olan trisiklik
polipeptiddir. Iki kloriirlenmis beta-hidroksi tirozin, 3 fenil-glisin kokii tasir. Fenil-
glisin koklerinden biri glikoz ve 6zel bir aminoseker olan “vancosamine” den olusan
bir disakkarid ile degismistir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarini olusturan
peptidlerin terminal D-ala-D-ala dizisine baglanarak transglikozilasyon reaksiyonunu
ve peptidoglikan olusumunu inhibe eder. Hiicre duvari sentezini engeller ve
cogalmakta olan bakteriler {izerinde bakterisidal etki gosterir. Ayrica sitoplazmik
membran gecirgenligini degistirerek protoplast hasar1 yapar. Riboniikleik asit (RNA)
sentezini de etkileyerek antibakteriyel etkiye katkida bulunur. Bu etki
mekanizmalarindan en onemlisi D-ala-D-ala’ya baglanarak hiicre duvari sentezinin
onlenmesidir (23). Birden cok antibakteriyel etki mekanizmasi, vankomisine karsi

diren¢ gelismesinin beklenenden az olmasina yol acar. Vankomisin konsantrasyonu,



minimal inhibisyon konsantrasyonu degerlerinin altina diigse bile antibakteriyel

etkisi (post antibiyotik etki) 2 saat kadar devam eder (1).

Ik elde edildiginde vankomisin icinde yiiksek oranda (% 30’ a yakin)
yabanci madde varken son yillarda gelistirilen preparatlar biiyiik ol¢iide saflastiriimig
ve bugiinkii vankomisin hidrokloriir haline getirilmistir. Steril suda coziildiikten
sonra yavas intravendz (iv) infiizyonla verilmelidir. Gastrointestinal kanaldan
emilimi ¢cok azdir. Tamamina yakini glomeriiler filtrasyon yolu ile atilir. Cok az bir
kismui karacigerde metabolize edilir ve aktif formda safraya gecer. Yar1 6mrii bobrek
fonksiyonlart normal olan eriskinlerde 6-8 saat, yenidoganlarda 5-10 saat, ¢cocuklarda
4 saattir. Proteine baglanma % 10-55 kadardir ve 6nemli bir klinik farklilik yaratmaz.
Tavsiye edilen doz ¢ocuklarda her 6 saatte bir 10 mg/kg’dir. Bobrek yetmezligi
olanlarda vankomisin dozu glomeriiler filtrasyon orani ve dializ uygulanip
uygulanmamasina gore diizenlenmesi Onerilir. Viicut sivilarina dagilimi (plevral, asit,
Meninks inflamasyonu yoksa beyin omurilik sivisina ge¢gmez, menenjitte yiiksek
dozlarda (15 mg/kg/doz, giinde dort kez) yeterli konsantrasyonlar saglanir.
Glikopeptid grubu antibiyotiklerin yaygin kullaniminin vankomisin direngli
enterokok kolonizasyonu ve infeksiyonu i¢in onemli bir risk faktorii oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir (22). Amerika Birlesik Devletleri’ nde enterokoklardaki
vankomisin direncinde gozlenen dramatik artis nedeniyle “Hospital Infection Control
Practices Advisory Committee (HICPAC)” tarafindan uygun vankomisin kullanim
ilkeleri belirlenmistir. Amerika Birlesik Devletleri’ide klinik kullanimda olan tek
glikopeptid antibiyotik vankomisindir. Parenteral vankomisinin primer olarak MRSA
infeksiyonlarinda kullanilmas1 gerekir ve MRSA’larla meydana gelen ciddi
infeksiyonlarda yada herhangi bir nedenle metisilin veya 1. kusak sefalosporinlerin
kullanilamadig1 stafilokokal infeksiyonlarda ilk tercih edilecek antibiyotiktir (22).
Ayrica iv katater ya da yabanci cisimlerle iliskili kogiilaz-negatif stafilokok

infeksiyonlarinin tedavisinde en giivenilir ajandir.

Vankomisinin en sik rastlanilan yan etkileri ates, titreme ve infiizyon
yerinde flebittir (23). Ozellikle dozun hizli verilmesini takiben bas, boyun, toraks
bolgelerini i¢ine alan “red man” ya da “red neck” (flushing) sendromu goriilebilir.

Hipersensitiviteye bagli makiilopapiiler ya da difiiz eritamatdz dokiintii gelisebilir.



Ozellikle cerrahi sirasinda hizli iv infiizyonu takiben sok gelisebilir. Reversibl
I6kopeni, trombositopeni, eozinofili ve lakrimasyon nadiren bildirilen yan etkileridir.
Intravendz vankomisin kullanimimi takiben gelisen Clostridium Difficile koliti
olgular1 vardir. Vankomisinin diger ©6nemli bir yan etkisi noérotoksisitedir.
Vankomisine bagli norotoksisite kendini 8. sinir (isitme) hasar1 ve isitme kaybi ile
gosterir. Tinnitus ve yiiksek tonlarda isitme kaybr ilk bulgulardir. ilacin kesilmesini
takiben isitmede diizelme olabilir. Ancak isitme kaybi1 genellikle progresif ve

kalicidir.

Vankomisine bagli gelisen en Onemli istenmeyen etki nefrotoksisitedir.
Daha saf olan yeni vankomisin preparatlar1 ile daha az goriilmekle birlikte,
nefrotoksisite onemli yan etkilerinden biridir ve sikliZit % 5-25 oraninda
bildirilmektedir (2). Ozellikle aminoglikozidler ve etakrinik asit nefrotoksisite riskini
arttirir (3, 7, 24). Sik tekrarlayan kullanim oOykiisii, yliksek dozlara ulagsma ve
aminoglikozidlerle kombine kullanim olmadig: siirece genellikle toksisite geriye
doniisiimliidiir. Onlem icin parenteral yoldan yiiksek dozda vankomisin
kullanimindan kacinilmasit ve diger nefrotoksik ilaglarla beraber kullanildiginda
serum diizeylerinin yakin takibi gerekir (25). Vankomisin ile indiiklenen

nefrotoksisitenin mekanizmasi hala tam olarak bilinmez.

2.2. N-asetil-p-D-glukozaminidaz

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi ve izlenmesinde standart testlerin
yani sira enzimiirilerin tayini giderek ©nem kazanmaktadir. Idrardaki tubiiler
kaynakli enzimlerin atilimindaki artis bobrek hasarinin duyarl bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir (26). Bu enzimlerin 6l¢iimiiniin kolay yapilmasi ve duyarliliginin
fazlaligina karsin oOzgiilligliniin diisiik olmasi, enzimiirilerin tamisal acidan
degerlerini diisiirmektedir. Ancak bobrek hasar1 olasiligi olan kisilerin taranmast,
nefrotoksik ajanlarin etkilerinin ve hastalik aktivitelerinin arastirilmasinda yararl
olmaktadir (27). Bu amagla, giiniimiizde 16sin, aminopeptidaz, g-glutamil transferaz,
a-glukozidaz gibi cesitli proksimal tubiilus fircams1 kenar enzimi kullanilmis olmakla
beraber literatiirdeki calismalarin cogu N- asetil-B-D-glukozaminidaz (NAG) ile
ilgilidir (27, 28).



Proksimal tubiilus lizozomlarinda bulunan 130.000-140.000 molekiil
agirhgindaki NAG, normal ve hatta artmig permeabilite kosullarinda bile
glomriillerden filtre olamayacak kadar biiyiiktiir (27). NAG idrarda stabil olmas1 ve
laboratuvarda tayininin kolay olmasi nedeniyle klinik pratikte tercih edilen bir
enzimdir (26, 27, 29). Bobreklerde tubiiler hasarin duyarli bir gostergesi olan NAG
enzimiirisi, ¢esitli bobrek hastaliklarinda ve nefrotoksik ilaglara maruziyette tubiiler
hasarin da erken bir parametresi olarak kabul edilmektedir (26,30). Uriner NAG
aktivitesinin glikopeptid antibiyotiklere bagli gelisen nefroksisitede duyarli bir
indikator olarak arttig bildirilmektedir (30).

2.3. Serbest Oksijen Radikalleri

Kimyasal bilesikler iki veya daha cok 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. Dis
yoriingesinde bir veya daha fazla c¢iftlesmemis elektrona sahip element veya
bilesiklere “serbest radikaller” adi verilir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest
radikaller oksijenden tiireyen serbest oksijen radikalleridir. Oksijen atomu toplam
sekiz elektron icerir. Bu elektronlar 6yle dagilmislardir ki bunlardan dis yoriingede
bulunan iki tanesi eslesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen diradikal olarak
degerlendirilir. Oksijenin bu 0zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca

reaksiyona girmesini saglar.

Cok reaktif olan bu yapilar, kararli duruma ge¢me egiliminde olduklar i¢in,
tek elektronlarmi ciftlemek iizere baska molekiillerle reaksiyona girdiklerinde,
onlarin yapilarin1 degistirebilirler. Bir serbest radikal c¢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
doniistiirir. Bu olay, bir zincir reaksiyon olarak, radikalin baska bir radikalle

birlesmesi veya antioksidanlar tarafindan kirilana kadar devam eder (31).

Serbest oksijen radikallerine ek olarak, serbest elektronlar1 bulunmadigi
halde reaksiyonlarda bu sekilde davranabilen maddelerde 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 1’ de radikal olan ve olmayan reaktif oksijen tiirevleri (ROT)

yer almaktadir.

Tablo1: 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
tiriinleri olan ROT hiicrelerde dopamin ve adrenalin oksidasyonu, piirin
katabolizmasi, aerobik metabolizma gibi normal kimyasal reaksiyonlar sirasinda
tiretilen 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 0zelligi H,O, kaynagi olmasidir. Siiperoksit
dismutaz enzimi tarafindan katalitik olarak H,O;’e indirgenir. H,0O, diisiik
toksisiteye sahip, oksidan ancak reaktif olmayan bir iiriindiir, fakat kolayca hiicresel
membranlara penetre olabilir. Ozellikle gecis metal iyonlarmin (demir, bakir)
varliginda O* ve H,0, ferik demiri ferrdz hale getirerek, serbest oksijen
radikallerinden en reaktif ve hasar verici Ozelligie sahip olan OH radikalini
olusturmak icin kolayca parcalanabilir. Bu reaksiyon “Fenton Reaksiyonu” olarak

bilinir (32).

Organizmada serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan {iriinii
olarak, hem de radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasal maddelerin etkisi ile
endojen ve eksojen kaynaklardan olusabilmektedir. Tablo 2’de serbest oksijen
radikallerinin endojen ve eksojen kaynaklarindan bazilari siralanmistir. Endojen
kokenli oksijen radikalleri normalde insan organizmasinda olduk¢a az miktarlarda

bulunur ve immiin sistem icinde onemli islevler goriirken, organizmada oksidatif



strese neden olan eksojen kokenli oksijen radikallerinin sayisinda son yillarda 6nemli

Olciide artis saptanmistir.

Tablo 2 : Serbest oksijen radikalleri kaynaklarn

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriler (solunum zinciri) Radyasyon

Hiicre zar1 (prostoglandin sentezi) Maclar

Sitokrom P-450 Sigara, Alkol, Uyusturucu

Aktive 16kositler (fagositoz)
Mikrozomal elektron tasima zinciri

Oksidan enzimler

2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri-Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri yapisal Ozellikleri nedeni ile lipid, protein ve
niikleik asit gibi hiicre bilesenlerini okside etme kapasitesine sahiptir. Ozellikle hiicre
membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksidasyona duyarhidir ve
bunlarin oksidasyonu lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin baslamasina neden
olur. Bir reaksiyon zincirinin baglamasi, diger reaksiyon zincirlerinin baglamasina ve
siddetlenmesine neden olur ve bunun sonucunda yaygin peroksidasyon, membran
lipid tabakasmin yapisal biitiinliigiinde bozulma, membran gecirgenliginde artma,
iyon transportunda bozulma ve son olarak lizis ortaya cikar. Hiicre oliimiine kadar
giden bir siire¢ bu sekilde tamamlanir. ROT bilesiklerinin neden oldugu oksidan
stresin diyabet, kanser, ateroskleroz, ilaglara bagli nefrotoksisite gibi bir¢cok olayin
patogenezinde ve komplikasyonlarin gelismesinde ©Onemli rol oynadigr kabul

edilmektedir(33).
Membran Lipitlerine Etki

Membran lipidleri oksidanlarin en 6nemli hedeflerindendir. Membran lipid
peroksidasyonu sonucu membran biitiinliigii bozulmasi ile membran proteinleri,
reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar. Sitotoksik olarak
bilinen malonildialdehid (MDA), konjuge dienler gibi yan iiriinler de olusur. Lipid
peroksidasyonu, yaglarin Ozellikle poliansatiire yag asitlerinin oksidatif oksijen
bagimli yikimi olarak tarif edilir ve dallanan bir zincir reaksiyonudur. Olayda

genelde bir enzim varligi gerekli olmamasina ragmen demir, bakir gibi metaller



tarafindan katalizlenir. Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinda bulunan poliansatiire yag
asitlerinin  alfa-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla
baslatilmaktadir (31-33). Hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi lipid
radikali halini alir. Yapida molekiil i¢i ¢ift baglarin yer degistirmesi sonucu konjuge
dienler olusur. Ardindan molekiiler oksijenle etkilesim sonucunda lipid peroksil
radikali ortaya ¢ikar. Bunlar da yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken,
kendileri de lipid hidroperoksitlerine doniismektedirler. Lipid hidroperoksitleri
yikilarak biyolojik olarak aktif yapilar olan aldehit ve karbonil bilesiklerine
doniisiirler. U¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda MDA olusur. Olusan MDA membran yapilarim etkileyerek capraz
baglanma ve polimerizasyona sebep olabilir. Sonuc¢ olarak da iyon transport
bozukluklari, enzim aktivite degisiklikleri, hiicre bilesenlerinin agregasyonu gibi

degisiklikler ortaya cikabilir.
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 o6zellikle siilfiir ve karbon merkezli radikaller
meydana gelir. Bu reaksiyon sonucu albiimin ve immiinglobulin gibi fazla sayida
disiilfit bag bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapilart bozulur ve normal

fonksiyonlarini yerine getiremezler (34).
DNA Uzerine Etki

Serbest radikaller deoksiriboniikleik asiti (DNA) etkileyerek hiicrede
mutasyona yol acarlar. Hidroksil gibi serbest radikal bilesikleri DNA bazlar
lizerinede geri-doniisiimsiiz degisikliklere neden olurlar. Bunlardan en &nemlileri
timin ile hidroksil radikalinin olusturdugu iiriin olan timin glikol ve guanin ile
hidroksil radikalinin olusturdugu {iiriin olan 8-hidroksi guanindir. Bu DNA {iriinleri

onarim enzimleri ile elimine edilir ve idrarla atilir.
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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 6zelliginden
dolay1 antimitotik etki gosterir. Yine superoksit ve hidrojen peroksitin in vitro olarak
hyaluronik asidi parcaladiklar1 gosterilmistir (35). Serbest radikaller prostoglandin

olusumu gibi hiicresel reseptor fonksiyonlarini da degistirmektedir (36).

2.3.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Bobrek

Son yillarda yapilan hayvan calismalarinda serbest oksijen radikallerinin
akut-kronik ve/veya immiin ve immiin olmayan bobrek hastalarinda patofizyolojik
onemi saptanmistir. Tablo 3’de patogenezde serbest oksijen radikallerinin rolii

gosterilmis bobrek hastaliklar1 yer almaktadir (37).

Tablo 3: Patogenezinde serbest oksijen radikallerinin rolii oldugu diisiiniilen
bobrek hastaliklar

Glomeriiler hastalik

. Minimal degisim hastalig
. Membrandz glomeriilopati
. Notrofil bagimli hasar, antiglomeriiler bazal membran nefriti

Akut bobrek yetmezligi

. Postiskemik

o Toksik: sisplatin, gentamisin, vankomisin, amikasin

. Kontrast nefropati, miyoglobiniiri/hemoglobiniiri, radyasyon
Obstruktif nefropati

Pyelonefrit

Ilerleyici bobrek yetmezligi

Onceki calismalarda 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 (37). Cesitli iskemi ve
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inflamasyon modellerinde reaktif oksijen partikiillerinin glomeriiler hasara neden

oldugu bilinmektedir (37).

2.3.3. Serbest Oksijen Radikalleri-Antioksidan Savanma Sistemleri

ROT’ lerinin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirlandirmak i¢in viicutta bircok savunma mekanizmasi geligsmistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca ‘“‘antioksidanlar” olarak bilinirler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Kontrol
mekanizmasinin temel amaci serbest radikallerin asir1 yapilmasini onlemek, ayni
zamanda da saglam olan komsu hiicreleri korumaktir. Antioksidanlar endojen ve
ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi
serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve mevcut olanlari etkisiz hale
getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olanlar ve enzim olmayanlar
seklinde de siniflandirilabilirler. Hiicrelerin hem sivi hem de membran kisimlarinda
bulunabilirler (38, 39).

A) Endojen Antioksidanlar:

1. Enzimler
e Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
e Superoksit dismutaz
e Katalaz
¢ Glutatyon peroksidaz
2. Enzim olmayanlar
¢ Lipid fazda bulunanlar
e Alfa-tokoferol, Beta-karoten
¢ Sivi fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar

e Askorbikasit, Urat, Sistein, Seruloplazmin, Transferin, Laktoferrin,

Miyoglobin,
e Hemoglobin, Ferritin, Albumin, Bilirubin, Glutayon
¢ Hem s1vi hem de lipid fazda bulunanlar

e Melatonin
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B) Ekzojen Antioksidanlar

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

pterin, aldehit, tungsten

e Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,

non-steroid antiinflamatuar ilaglar
e Rekombinant superoksit dismutaz
¢ Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin

e Demir redoks dongiisiiniin ~ inhibitorleri: Desferrioksamin,

seruloplazmin

Normalde oksidan stres mevcut antioksidanlar tarafindan dengelenmektedir.
Dengenin bozulmasi durumunda doku hasar1 ve/veya hastalik gelisebilir.
Oksidanlarla miicadelede temel stratejiler oksidanlar1 arttirici  etkenlerden
uzaklagmak, tetiklenen biyokimyasal olaylar1 engellemek, oksidan salgilayan
hiicreleri etkisizlestirmek ve antioksidan kullanmaktir. Oksidan molekiillerle
miicadelede en Onemli mekanizma, belirli diizeyi asmis oksidanlara dogrudan etki
ederek onlar inaktif hale getiren antioksidanlardir. Tablo 4’ de tedavide

kullanilabilen antioksidanlar yer almaktadir (37).

Tablo 4: Tedavide kullanilabilen antioksidanlar

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

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

° Tiol grubu. NAS, metionin, glutathion,

. Probukol

. Trimetazidin

. Anjiyotensin enzim inhibitorleri
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ROT bilesiklerinin zararh etkilerinden korunmak icin hiicreler enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan savunma sistemlerini kullanirlar. Antioksidan bilesenlerin

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

2.3.3.1. Superoksit Dismutaz

[k 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 doniisiimiinii katalizler ve
superoksit diizeylerini kontrol etmede ©nemli bir rol oynar. Katalizledigi bu
reaksiyon spontan olarak meydana gelebilir. Fakat SOD aracilig1 ile reaksiyon hizi
4000 kat artar. Sitoplazmada dimerik, bakir ve c¢inko igceren (Cu-Zn-SOD) ve
mitokondride tetramerik, manganez iceren (Mn-SOD) izomeri mevcuttur. Cu-Zn-
SOD 21 no’ lu kromozomda, Mn-SOD 6 no’ Iu kromozomda lokalizedir (40). Cu-
Zn-SOD siyanidle inhibe edilirken, Mn-SOD inhibe olmaz. Her iki SOD’mn
katalizledigi reaksiyon aymdir (41). Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni
katabolize eden hiicreleri superoksit serbest radikalinin zararli etkilerine karsi
korumaktadir. Boylece lipid peroksidayonunu inhibe eder (42). SOD aktivitesi
yiiksek oksijen kullanim1 olan dokularda fazladir ve doku pO; artisi ile artar. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda superoksit tiretimi olmasina
ragmen, intraseliiler superoksit diizeyleri diisiik tutulur. SOD’in ekstraseliiler
aktivitesi cok diisiiktiir (43). SOD’ un siiperoksit anyonuna etkisi su sekilde
olmaktadir; siiperoksit anyonu, Cu?* ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna

2+ >4 transfer olurken

baglanir, bu baglanma sonucunda siiperoksitten bir elektron Cu
Cu'* ve molekiiler oksijen 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 (44).
SOD-Cu**+0,, —  SOD-Cu"+0,

SOD-Cu'* + 0, +2H* —  SOD- Cu**+ H,0,
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SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar.
Bu nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok ©nemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir (45). SOD aktivitesindeki
genetik ya da sonradan meydana gelmis degisiklikler ile hastaliga kars1 hassasiyet ya

da direncin birbiriyle iligkili olabilecegi bazi arastirmacilar tarafindan kaydedilmistir.

Bazi arastirmacilara gore, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) tarafindan
artmis siiperoksit salinimi, PMNL’ lerin azalmis siiperoksit toplayici aktivitesinden
sorumlu olabilir. Cu-Zn-SOD aktivitesi prematiirelerin ve yaslilarin eritrositlerinde,

psoriazisli hastalarin 16kositlerinde diisiik bulunmustur (46, 47).

2.3.3.2. Katalaz

Leew ve arkadaglar1 (48) tarafindan ilk kez 1901 yilinda tabiatta
saptanmasinin ardindan, 1937 yilinda Sumner ve Dounce (49) tarafindan karacigerde
bulundugu gosterilmistir. Dort adet hem grubu iceren bir hemoprotein yapisinda olan
katalazin (CAT) doku aktiviteleri farkliliklar gosterir. En yiiksek aktivite karaciger
ve bobrekte saptanirken, en diisiik aktivite destek dokusunda izlenmektedir.
Dokularda esas olarak mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagli olarak
bulunurken, sitoplazma ve endoplazmik retikulumda da aktivitesi mevcuttur.
Hidrojen peroksitin asir1 arttig1 ortamalarda aktivite gostererek, molekiiler oksijen ve

suya pargalanmasml saglar.
2 H202 —> 2H20 + 02

Serbest oksijen radikali olusum ve yikiminda temel enzimatik reaksiyonlar

sekil 1’de gosterilmektedir.
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Sekil 1: Serbest oksijen radikali olusum ve yikiminda temel enzimatik

reaksiyonlar

0.

Ksantin oksidaz

Lipooksijenaz

Siklooksijenaz H,O
NADPH oksidaz 1 Katalaz
Sitokrom P 450 glutathion peroksidaz
v SOD
Super oksid anyon »H>0,
0,
Fe'* Myeloperoksidaz
v
OH Hypochlorite
Hidroksi radikali ocr

2.3.3.3. N-asetilsistein

NAS mukolitik bir ila¢ olarak 1960’ lardan itibaren kullanilmaktadir. Klasik
mukolitikler serbest siilfhidril (tiol) grubu igerirler. Mukustaki disiilfit baglarin
kirarak, mukoproteinleri parcalar ve mukusun vizkositesini azaltirlar. Baslicalari
NAS, karbosistein ve erdosteindir. NAS iv, inhalasyon ve oral yol ile digerleri ise
yalnmiz oral yoldan uygulanirlar. Zamanla bu ilaclarin hiicre i¢inde sistein miktarin

arttirarak glutatyon iiretimini ile antioksidan 6zellik gosterdikleri kesfedilmistir.

Siilfidril grubu iceren bir molekiill (CSHONO3S) olan NAS’ nin molekiil
agirligi 163 gr/mol’diir. Molekiil yapist sekil 2°de goriilmektedir.

Sekil 2: NAS’ nin molekiiler yapisi

HS

HN CHa

<

@)
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Oral alim sonrasi cesitli dokular tarafindan hizla emilir (% 97). Karaciger ve
bagirsaklarda ileri derecede ilk gecis eliminasyonuna ugrar ve deasetillenerek protein
peptid zinciri yapilarina katilir ve bir dizi NAS metaboliti olusur. Oral alinan NAS’
mn yalmizca az bir miktar1 degismeden plazma ve dokulara ulasir. Plazma tepe
degerlerine oral dozdan 1 saatten Once ulasilir. Yarilanma omrii yaklasik 2 saattir.
Oral dozdan yaklasik 12 saat sonra plazmada tespit edilemez. Alinan dozun % 13-38’
i 24 saatte idrarla atilir. Intravenoz yolla uygulandiginda NAS nadiren alerjik
reaksiyonlara neden olabilir. Asetominofen entoksikasyonu gibi yiiksek oral dozlar
halinde uygulandiginda bile nadiren bulanti kusma, gastrointestinal yakinmalar,
dokiintii, kasinti, anjioddem bronkospazm, tasikardi, hipotansiyon ve hipertansiyona

neden olabilir (50).

NAS L-cystein ve rediikte glutathionun asetillenmis onciiliidiir. Hiicre igi
stilthidrid birikimine sebep olup indirgenmis glutatyonun oncii maddesi olarak rol
oynamaktadir. Diisilk molekiiler agirlikli olan bilesik, glutatyon prekiirsoriidiir.
Glutatyon stoklarin1  yeniden doldurmakta, superoksit-dismutaz aktivitesini
arttirmakta, hidroksil radikallerini azaltmakta ve otokatalitik lipid peroksidasyonunu
engellemektedir (51, 52). Glutatyon serbest oksijen radikallerinin destriiktif etkilerini
azaltmaktadir. Mukolitik etkileri nedeniyle kronik akciger hastaliklarinda ve
karaciger toksisitesi antagonizmasi nedeniyle asetominofen toksisitesinde rutin
olarak kullanilmaktadir (53). Baslangicta ideal bir mukolitik olarak kullanilan bu
ajan iizerinde in vivo yapilan calismalarda NAS’in T lenfosit koloni iiretimi ile
lenfoproliferasyon regiilasyonunu sagladigi, kemotaksis ve oksijen ara iiriinlerini
azaltarak makrofajlar ve PMNL’lerin davranislarina olumlu etkileri oldugunu bildirir
sonuclar elde edilmistir. Bir¢cok deneysel adult respiratuar distres sendromu
modelinde in vitro olarak, hipoklorik asiti temizledigi ve hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalini oksidanlara bagli doku hasarin1 6nledigi gosterilmistir (54, 55).
Bu 0zeliklerini hem icerdigi siilfidril gruplarinin oksijen radikalleri ile tepkimeye
girme yetenegine, hem de dolayli olarak antioksidan sistemleri indiikleyici etkisine
baghh oldugu diisiiniilmektedir. Antioksidan ve immiinmodiilator oOzellikleri goz
oniinde bulundurularak klinik uygulamalarda oksidatif stres, akut respiratuar distress
sendromu ve bazi kardiyovaskiiler hastalik durumlarinda kullanilmaktadir. Bu

ozeliklerine ek olarak antiinflamatuar 6zellikleri de vardir ve sitokinlerin salinimini
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baskilayarak, adezyon molekiillerinin serbestlesmesini ve niikleer faktor kapa B’ yi
inhibe etmektedir (56, 57). Son ¢alismalar vazodilatator etkileri de oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu etkilerini nitrik oksit ile birleserek daha stabil ve guanilat siklazi
daha potent olarak aktive eden bir molekiil olan S-nitrosithiol olusturarak yapar (58,

59).

Tariq ve arkadaglart (60) yaptiklart bir calismada degisen dozlarda
siklosporin ve NAS verdikleri rat gruplarin1 karsilastirdiklarinda, yalnizca siklosprin
verilen gruplarda BUN ve kreatinin degerlerinde yiikselme gozlerken, NAS verilen
grupta degisim gozlemediklerini, histolojik incelemede de siklosporin ile olusan
degisikliklerin NAS ile engellendigini ve NAS’1n koruyucu etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

2.3.3.4. 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.

Sekil 3: E vitamininin molekiiler yapisi

fHs
CH, CH, CH,
N z | /
] /|<CH,—CH.-—CH,—CH4H,—C}i,4H,+CH*CH,—CH,~CH,—CH
5y
Heo X707 >, CH,
1
CH,

Tokoferoller i¢inde en genis dogal dagilimi ve en biiyiik biyolojik aktiviteye
sahip olan D-a-tokoferoldiir. Coziilebilir bir lipit fenolik antioksidandir ve 6zellikle
doymamus bitkisel yaglarda, findik, badem, ceviz ve yesil sebze ve meyvelerde
zengin olarak bulunur. Kizartma, kaynatma ve saklama sirasinda onemli Olgiide
parcalanir. Anne siitiinde olduk¢a fazla miktarda bulunur. Diyette yagda ¢oziinmiis
olarak bulundugu i¢in, yag sindirimi sirasinda aciga c¢ikar ve emilir. Emilebilmesi
icin yag emiliminin ve safra asitlerinin normal olmasi gereklidir. Emiliminde

selenyumun da yeterli miktarda olmasi gerekmektedir. E vitamini selenyum kaybini
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onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir. Bagirsaktan
absorbsiyonu ince bagirsak epitel hiicrelerince herhangi bir tastyict protein olmadan
kolaylastirilmis difiizyon yoluyla olur. Once silomikron yapisina dahil olur.
Silomikronlar lipoprotein lipaz araciligi ile hidroliz olurken E vitaminin bir boliimii
dokulara tasinir. Kalan E vitamini ise, silomikron kalintilar1 ile birlikte karaciger
tarafindan alinip, hepatik kokenli cok diisiik dansiteli lipoprotein aracilig: ile tekrar
dolasima salinir veya yiiksek dansiteli lipoproteine transfer olur. E vitamini siklikla
LDL’ nin (diisiik dansiteli lipoprotein) dis tabakasinda ve kromonal halkasi sulu faza
yonelmis sekilde lokalizedir. Ortalama bir LDL partikiilinde 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 oraminin yiikselmesine neden olur. E vitaminin
yartlanma oOmrii 44 saat olarak belirlenmistir ve dokularda degisik
konsantrasyonlarda bulunur (61). En yiikksek E vitamini konsantrasyonlari,
mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda bulunur.

Sitozol ve peroksizomda ise daha az miktarlarda bulunur (36).

Biyolojik sistemlerde ©Onemli bir antioksidan olan alfa tokoferol,
membranlarin lipid tabakalari arasinda bulunur ve bu bolgede yapisal rol oynar.
Hiicre solunumu ve niikleik asit sentezinde yer alir. E vitamini zincir kirici bir
antioksidan olarak bilinir. Yapisindaki fenolik hidroksi grubuna sahip aromatik halka
kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi buradan kaynaklanir.
Lipit peroksil radikalini (ROQ®) parcalayarak lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonlarin1  sonlandirir.  Otooksidasyonun baglaticis1  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 6l¢iisii olarak solunum havasi ile
atilan pentan miktar1 kullanilir. Diyetle E vitamini verilisinin pentan ¢ikisini, yani

lipit peroksidasyonunu dnemli oranda azalttig1 kaydedilmistir.
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Tokoferoliin antioksidan etkisi, yliksek oksijen konsantrasyonlarinda daha
belirgindir. En yiiksek oksijen kismi basincina maruz kalan lipit yapilarinda, ornegin
eritrosit membranlar1 ve solunum sistemi membranlarinda yogunlagsma egilimindedir.
Eritrositleri de hemolize kars1 korur. Prematiir bebeklerde eksikligine bagli hemolitik
anemi gosterilmistir. Antioksidan etki ile DNA hasarin1 ve maling degisimleri azaltir.
Antioksidanlarin diyetle alinmasinin bir¢ok hastaligin riskinin azalmasiyla iliskili
olduguna dair epidemiyolojik c¢alismalardan, 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 birkag
giin icerisinde digski ve idrar yoluyla viicuttan atilir. Ancak yiiksek dozlarda

alindiginda bulant1 ve ishal yapabilir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada agirliklart 140-230 gram arasinda degisen, 2 aylik erkek
Wistar albino cinsi ratlar Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvan
Laboratuvarlari’ndan temin edilerek kullanilmistir (n=30). Ratlar standart
laboratuvar sartlart olan 23 + 2 °C sabit oda sicakliginda, % 60 + 5 nem oraninda ve
12 saat gece, 12 saat giindiiz sartlarinda, standart yem (Yem Kurumu Standart Sican
Yemi) ve su ile deneye baslanmadan once 1 hafta siire ile beslendi. Daha sonra bu
deneysel calisma i¢in ratlar randomize olarak iki adet yedili (kontrol grubu) ve iki

adet sekizli (calisma grubu) dort gruba ayrildi.

3.2. Kullanilan ilaclar

Vankomisin: Lilly Ila¢ Sirketi (Vancocin-CP flakon 0.5 g Istanbul, Tiirkiye)

N-asetilsistein: Bilim ila¢ Sirketi (Asist ampul 300 mg/3ml)

E vitamini: Ersan Ilag Sirketi (Evigen ampul 300 mg/2ml)

Vankomisin steril distile suda ¢oziildiikten sonra, NAS ve E vitamini direk
enjektore cekilerek intraperitoneal (ip) olarak uygulandi.

3.3. Hayvan Calismalari ve Uygulama Semalari

Grup 1: (Tam kontrol): Steril apirojen serum fizyolojik giinde iki kez ip

olarak 7 giin uygulandi

Grup 2: (Ilacli kontrol): Vankomisin 200 mg/kg giinde iki kez ip olarak 7

giin siire ile uygulandi.

Grup 3: (NAS + Vankomisin): NAS 100 mg/kg vankomisin dozundan yarim
saat once ip olarak uygulandi.

Grup 4: (E vitamini + Vankomisin): E vitamini 150 mg/kg vankomisin
dozundan yarim saat once ip olarak uygulandi.

7 giin uygulanan enjeksiyonlar sonrasinda ratlar iki giin dinlendirildi. Kesim

oncesi, ratlar plastik zeminlere konularak, spontan idrar yapimi beklendi ve enjektor
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araciligi ile idrar 6rnekleri toplandi. Ketamin 50 mg/kg intramuskuler enjeksiyon ile
anestezi uygulanmasinin ardindan yapilan kesimde, vena cava inferiordan kan
ornekleri alindi. Her iki bobrek dokusu hizlica eksize edilerek, yarisi 1s1k
mikroskobunda rutin histopatolojik inceleme i¢in formaldehit solusyonuna, diger
yarist da dokuda MDA, CAT, SOD ve vankomisin diizeyi dl¢timiinde kullanilmak
tizere serum fizyolojik i¢ine kondu. Doku ornekleri 0.25 M sukroz i¢eren pH 7.3 olan
3 ml tris-HCI buffer i¢inde, kan ornekleri de kan iire azotu (BUN) ve kreatinin

degerleri saptanmak iizere santrifiij edildikten sonra -80 °C’ de sakland1

Bobrek dokusunun 1 grami doku homojeneratoriinde (IKA Ultra-Turrax T
25 Basic) pH 7.4’ de fosfat buffer ile homojenize edildikten sonra, 2000 devirde 10
dakika santrifiij edilerek supernatan plastik tiiplere alinip -80 °C’ de ve idrar
ornekleri 1500 devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan analiz i¢in +4

°C’ de saklandai.

BUN, serum kreatinin ve idrar kreatinin degerleri standart spektrofotometrik
Olctimler kullanarak (Otoanalizor, Abbott, Aeroset, IL, USA) Siilleyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nda saptandi. Idrarda NAG
aktivitesi 580 nm’de analiz edildi (62). NAG ekskresyonu iiriner diliisyon veya

konsantrasyondan etkilenmemesi icin iiriner kreatinine oranlanarak degerlendirildi.

Vankomisinin bobrek kortikal akiimiilasyonu floresan immunoassay (1-877-

4 ABBOTT; AxSYM system, USA) kullanilarak 6l¢iildii.

Bobrek dokusunda MDA diizeyleri spektrofotometrik olarak saptandi.
Draper ve Hadley’in cift 1sitma metodu kullanildi (63). Bu amacgla her 0.5 ml.
homojenat i¢ine 2.5 ml. 100 gL' trikloroasetik asit solusyonu eklenerek 15 dakika
sicak su banyosunda bekletildikten sonra sogutulup 1000 devirde 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatanin 2 ml’ si icine 6.7 gL' TBA solusyonundan 1 ml eklenerek 15
dakika su banyosunda bekletildi. Sogutulmasinin ardindan spektrofotometrik olarak
(Shimadzu UV-1601, Japan) 532 nm. dalga boyunda Olciim yapildi. MDA
konsantrasyonu MDA-TBA kompleksinin absorbans etkisi (absorbans etki = 1.56 x
10° ecm™M™) kullanilarak hesaplandi ve bobrek dokusunun her gram proteini icin

nanomol olarak ifade edildi (nmolg™ protein).
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Total SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin (64) metoduna gére hesaplandi.
Bu metod ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksitin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan superoksit radikalleri NBT’
yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’ de maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamda bu indirgenme meydana gelip mavi-mor
renk olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-
mor renk meydana gelmemekte ve enzim ve miktar aktivitesine bagli olarak acik

renk olugsmaktadir.
Enzimin % inhibisyonu = (Abskor — Absnum) / Abskor x 100

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

CAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisildi (65). H,O, 240 nm’ de
maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H,O, CAT tarafindan su ve
oksijene parcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi
seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile
dogru orantilidir. Fosfat tamponu (pH 7.50 mM), absorbansi 0.500 nm’ ye tampon ile
ayarlanmis olan H,O;’li fosfat tamponu (H,O, ¢6zeltisi) kullanilir. Fosfat tamponuna
gore 240 nm dalga boyunda sifirlanan kore karst H,O, cozeltisinin absorbansi
0.500’e ayarlanir. Numune ilavesi ile absorbans azalmasi her 15 saniyede bir defa
olmak iizere 5 dakika siire ile kaydedilerek, 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin
degerleri esas alinarak hesaplama yapildi. Aktivite diizeyleri k/g protein olarak ifade

edildi.
k={[2.3 xlog (OD1/0OD2) ]/ At(sn)}

k/mg protein = k / [( mg/mL protein) x 1000]

3.4. 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. Her gruptan 5 kesit tedavi rejimlerinden
habersiz, kor, olarak bir patolog tarafindan degerlendirildi. Isik mikroskobu olarak
Olympus BH-2 marka mikroskop kullanildi. Dokular tubiiler epitelyal degisiklikler
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(dilatasyon, desquamayon, vakuolizasyon, nekroz, atrofi, silendir), interstisyel
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, odem ve glomeriiler degisiklikler ac¢isindan
degerlendirildi. Tim histopatolojik parametreler Tablo 5’ de goriildigii gibi

derecelendirildi.

Tablo S: 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 -+

3.5. istatiksel Analiz

Istatiksel analizler Statistical Package for Social Sciences 11.0 (SPSS 11.0)
paket programi kullanilarak yapildi. Degerler ortalama + standart deviasyon olarak
verildi. Biyokimyasal degiskenlerde gruplar arasinda ki farkliliklar1 degerlendirmek
icin nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney kullanild:. Istatiksel

anlamlilik i¢cin P<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma boyunca rat kaybi1 olmadi. Ratlarin calisma baslangicinda viicut
agirliklan karsilastirildiginda tiim gruplar benzer olarak 6lciildii. Calisma bitiminde,

kesimden hemen 6nce yapilan tart1 kontroliinde agirlik artislar1 yine benzerdi.

4.1. Biyokimyasal Sonuclar

Bobrek dokusunda vankomisin diizeyleri tam kontrol grubu hari¢ tiim
gruplarda yiiksek olarak bulundu. Serum BUN ve kreatinin degerleri normal
sinirlarda bulundu ve gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Bobrek MDA
diizeyi ve idrar NAG aktivitesi vankomisin verilen ilagh kontrol grubunda serum
fizyolojik uygulanan kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (Tablo 6, Grafik 1,
sirastyla P<0.0001, P<0.05). E vitamini verilmesi ile bobrek MDA ve idrar NAG
diizeylerinde azalma saptandi (sirasiyla P<0.0001, P<0.05). NAS uygulanan grupta
idrar NAG aktivite diizeyindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmazken
(P>0.05), bobrek MDA diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli idi
(P<0.005). Bobrek dokusunda SOD ve CAT aktiviteleri degerlendirildiginde,
vankomisin uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak azalma saptandi
(srastyla P<0.0001, P<0.005). E vitamini ve NAS uygulamasi ile SOD aktivitesi
anlaml olarak artarken (P<0.0001), katalaz aktivitesinde anlamli diizeyde artis
saptanmad1 (Tablo 6, P>0.05).

Tablo 6: Serum fizyolojik veya vankomisin alan, vankomisin ile birlikte E
vitamini veya NAS alan ratlarda bobrek dokusunda vankomisin diizeyleri, oksidatif

ve biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler

Kontrol | Vankomisin Vankomisin Vank.omis.in.
+ NAS + E vitamini

SOD (U/g protein) 70.1£3.6 | 52.7+£3.9% 78.445.5° 67.3+4.3°
CAT (k/g protein) 1.19£0.12 | 1.02+0.10° 0.92+0.08 1.11£0.12
MDA (nmol/g protein) | 3.49+0.26 | 4.34+0.31" | 3.74+0.33° 3.90+0.29¢
BUN (mg/dL) 1.87£1.8 | 21.1+1.5 28.6%5.5 27454
Kreatinin (mg/dL) 0.43+£3.1 [ 0.41+1.8 0.82+0.21 0.69+0.22
Vankomisin (Lg/g) 0.39+0.38 | 128+2.7" 124+3.8" 120+2.6"
NAG/kreatinin 1.25+0.80 | 2.7+0.67° 2.1+0.61 1.5+0.77°

kontrol grubu ile karsilastirildiginda *: P<0.0001,°: P<0.005
vankomisin grubu ile karsilagtinldiginda % P<0.0001, % P<0.005, ©: P<0.05
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Grafik 1: Gruplar aras1 NAG/kreatinin oranlari
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme

Tam kontrol grubu olarak alinan ve serum fizyolojik uygulanan ratlara ait
bobrek doku kesitlerinin histolojik incelemesinde, bu organa ait histolojik yapilar
disinda bir bulgu saptanmadi (Resiml). Vankomisin uygulanan ila¢hi kontrol
grubunda belirgin yapisal degisiklikler, tubiiler epitelyal nekroz, dejenerasyon,
vakuolizasyon, atrofi ve interstisyel hiicre infiltrasyonu, 6dem izlendi (Resim 2). E
vitamini uygulamasi ile histopatolojik degisikliklerin belirgin azaldigi goézlenirken
(Resim 3), NAS uygulamasinda diizelmenin daha az oldugu izlendi (Resim 4).

Histopatolojik degisiklikler Tablo 8’de 6zetlenmektedir.



Tablo 8: Histopatolojik degisiklikler

Histopatolojik | GrupI | Grup II Grup III Grup IV
parametreler

Tubiiler - + + _
nekroz

Tubiiler - ++ + +
dilatasyon

Tubiiler - + + i
epitelyal

desquamasyon

Tubiiler - ++ + +
vakuolizasyon

Tubiiler atrofi - + + -
Tubiiler - + + "
silendir

Interstisyel - ++ + _
inflamasyon

Interstisyel - ++ + _

odem
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Resim1(Kontrol): Bobrek normal goriiniimde (HE, 40X).
g: glomeriil

Resim 2 (Vankomisin): Interstisyel alanda yogun iltihabi hiicre infiltrasyonu ve tiibiiler nekroz
goriilmekte (HE, 40X). )
N: Dilate tiibiillerde nekrotik hiicre kiimeleri, i: Interstisyel inflamasyon
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Resim 3 (Vankomisin + NAS): Tiibiillerde hafif dilatasyon, ¢cok sayida hyalinize silendirler,
interstisyumda fokal alanda inflamasyon ve normal yapida glomeriiller goriilmekte (HE, 40X).
i: Interstisyel inflamasyon, s: Silendir, g: Glomeriil

Resim 4 (Vankomisin + E vitamini): Tiibiillerde minimal dilatasyon, proksimal tiibiillerde
vakuolizasyon, silendir yapilar1 ve normal yapida glomeriiller goriilmekte. Interstisyel alanda
inflamasyon ise yok (HE, 40X).

v: Vakuolar dejenerasyon, s: Silendir, g: Glomeriil
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S. TARTISMA

Giintimiizde cesitli antibiyotiklerin toplumda tiiketiminin giderek artmasi,
gida endiistrisinde antibiyotik kullanimi, immiin sistemi bozulmus hastalarin ve
yogun bakim iinitelerinin sayisinin artmasi gibi nedenlerle mikroorganizmalardaki
antibiyotik direnci giderek artmaktadir. Beta-laktam antibiyotiklere direngli
stafilokoklar ve enterokoklardaki artis nedeniyle bir glikopeptid antibiyotik olan
vankomisin, klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Vankomisinin klinik kullanimi
nefrotoksisitesi nedeni ile sinirlanmaktadir. Fakat vankomisine bagli bobrek
hasarinin mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir. Biz bu deneysel calismada,
vankomisine bagli gelisen nefrotoksisitede oksidatif tubiiler hasarin roliinii
belirlemeyi ve antioksidan etkileri bilinen NAS ve E vitamininin vankomisin ile
birlikte kullaniminin histolojik ve biyokimyasal diizeylerdeki etkilerini saptamayi
planladik. Bu amagla, biyokimyasal ve oksidatif parametreleri (BUN ve kreatinin,
MDA, SOD, CAT), proksimal tubiiler hasar Sl¢iimiinde siklikla kullanilan iiriner
NAG ekskresyonunu ve histopatolojik etkilerini gostermek i¢in 151k mikroskobunda

bobrek morfolojisini degerlendirdik.

Toksik, iskemik ve immiin aracili bobrek doku hasarlarinda sorumlu
mekanizma olarak giderek artan oranlarda serbest oksijen radikalleri su¢lanmaktadir.
Vankomisin toksisitesi ile ilgili yapilan bir caligmada oksidatif strese bagli bobrek
doku hasarinin, sorumlu patogenetik mekanizma olabilecegi belirtilmektedir (14).
Sisplatin ve aminoglikozitler gibi cesitli ilaglarin kullanimi ile olusturulan bobrek
hasar modellerinde serbest oksijen radikallerinin hiicre 6liimiine neden olabilecegi
gosterilmistir (7-13). Vankomisin seliiler ATP konsantrasyonlarini arttirir ve oksijen
tilketimini stimiile eder. Boylece oksidatif fosforilasyonu arttirir ve serbest radikal
tiretimini destekler (4). Vankomisin kullanimi ile olusan serbest radikal hasar1 direk
veya indirek olabilir (14). Serbest oksijen radikalleri hiicrelerde lipid
peroksidasyonunu  indiikler ve  oksidatif dejenerasyon sirasinda  lipid
peroksidasyonunun bir indikatorii olarak tanimlanan MDA olusur (66-68). Park ve
arkadaslar1 (68) yaptiklar1 bir ¢alismada doksorobisin kullanimi ile ortaya cikan
nefrotoksisitede NAS ve selenyumun koruyucu etkilerini arastirmig, bobrek MDA

diizeylerinde anlamli derecede azalma saptandigini ve histopatolojik degisikliklerin



30

gelisiminin engellendigini gostermislerdir. Yaptigimiz bu calismada da lipid
peroksidasyonu, hiicre membran komponentlerinin serbest radikal hasar1 sonucu
ortaya ¢ikan MDA ol¢iimii ile monitorize edilmistir (68). Sadece vankomisin
uygulanan ratlarin bobrek dokularinda MDA konsantrasyonlarinin anlamli olarak
yiikseldigi saptanmistir. E vitamini ve NAS uygulamalar1 ile bobrek dokusunda
MDA diizeylerindeki artisin anlamli derecede azaldigi gosterilmistir. Bu azalma
muhtemelen serbest oksijen radikalleri i¢cin eliminasyon kapasitesini arttiric etkisine
bagl olabilir. Calismamizda gosterildigi iizere, vankomisin alimi ile bobrek MDA
diizeyinin artmast ve iki Onemli antioksidan madde alimi ile bobrek MDA’sinda
azalma olmasi, vankomisin nefrotoksisitesinden sorumlu mekanizmalardan birinin

oksidatif strese bagl doku hasari1 oldugunu giiclii bir sekilde destekler.

Genis fircams1 kenar ve bazal kanallar1 olan proksimal tubiil epiteli
vankomisini de iceren bircok maddenin reabsorbsiyonunda major bolgedir (24, 69).
Proksimal tubiil epitelindeki filtrasyon ve enerji bagimli transport mekanizmalari,
bobrek dokusunu toksik maddeler ile indiiklenen hasara karsi duyarli hale getirir
(69). Cesitli molekiiller bobrek proksimal tubiil hiicrelerindeki seliiler fonksiyon ve
transport mekanizmalarin1 bozarak bdbreklerde disfonksiyona neden olabilirler.
Vankomisin nefrotoksisitesi lizerine caligsmalar, ilacin bobrek tubiiler hiicrelerden
ekskresyonu iizerine yogunlagmistir. Vankomisin uygulandiktan sonra, kandaki
diizeyi giderek azalmakta ve proksimal tubiiler epitelde yogunlasmaktadir. Bundan
dolay1r vankomisine bagli gelisen nefrotoksisite, proksimal tubiil hiicrelerinde ve
cevresinde olabilir (7, 14). Hayvan modellerinde vankomisin uygulanmasinin
ardindan, proksimal tubiil hiicrelerinin iiriner ekskresyonda artis gosterilmistir (70,
71). Vankomisinin proksimal tubiil hiicreleri icinde yogun bir sekilde konsantre
olmalari nefrotoksisitesi ile iliskilidir (4). Uriner NAG ekskresyonunda artis, bobrek
proksimal tubiil hiicre hasarmm gosteren en duyarli parametrelerden biridir (72).
Yapilan bir calismada iiriner NAG aktivitesinin glikopeptid antibiyotikler ile
indiiklenen nefroksisitede de duyarli bir indikatér oldugu bildirilmistir (30). Bu
calismada biz vankomisin uygulanan ratlarda NAG ekskresyonunda belirgin artis
oldugunu bulduk. Uriner NAG ekskresyonunundaki bu artis, vankomisine bagh
bobrek tubiiler hiicre hasarini gostermektedir. Yaptigimiz caligmada her ne kadar

glomeriiler fonksiyon gostergeleri olan serum BUN ve kreatinin diizeyleri normal
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olsa da, iiriner NAG aktivitesi yiiksek olarak saptanmis olmasi vankomisinin bobrek
proksimal tubiiler hiicrelerde zararli etki olusturabilecegini gosterir. Ayrica hem
tiriner NAG ekskresyonunda ve hem de bobrek MDA diizeylerindeki birlikte artis,
vankomisine bagli proksimal tubiiler hiicre hasarinin oksidadif stres ile iligkili
olabilecegine de isaret edebilir. Keza giiclii bir antioksidan ila¢ olarak bilinen E
vitamini uygulamalari ile tiriner NAG ekskresyonunda ve bobrek MDA diizeylerinde
azalma olmasi, vankomisin nefrotoksisitesinden oksidatif hasarin sorumlu oldugu
hipotezini destekledigi gibi, E vitamininin vankomisin nefrotoksisitesinde olusan
tubiilointerstisyel hasarda olumlu etkisi olabilecegine de isaret etmektedir. NAS
uygulanmas1 sonu bobrek MDA diizeyleri normale yaklasirken, iiriner NAG
aktivitesinde azalmanin istatiksel diizeyde olmamasi, NAS’ in bobrek tubiiler
diizeydeki oksidatif hasar {izerine daha az etkili olabilecegini diisiindiiriir. Keza
histopatolojik incelemede NAS’ in olumlu etkileri E vitamini kadar olamamistir.
NAS aliminin bobrek MDA iizerine yaptigi olumlu etkiye ragmen, iiriner NAG
aktivitesinin normallesmemesi ve histopatolojik diizelmenin sinirli kalmasinin nedeni

bilinmemektedir.

Vankomisine bagli gelisen bobrek hasari ile antioksidan enzimler iizerine
literatiirde cok sayida calisma yoktur. Celik ve arkadaslari (5) vankomisin ile
indiiklenen nefrotoksisite iizerine, c¢esitli antioksidanlarin etkilerini arastirdiklari
caligmada, alfa-lipoik asit, gingko biloba iiriinii, melatonin ve amrinon
uygulamalarinin, serbest oksijen radikal inhibisyonu ile iliskilendirdikleri
nefrotoksisite iizerine, koruyucu etkilerini gostermislerdir. Yaptigimiz bu ¢alismada,
vankomisin uygulanan ratlarda bobrek dokusunda antioksidan enzim diizeyleri SOD
ve CAT aktivitelerinde azalma, oksidatif stres gostergesi olarak saptanmustir.
Vankomisin uygulanan ratlarda bobrek korteksindeki serbest radikaller, SOD ve
CAT inaktivasyonunu ve tiiketimini indiikleyebilirler. Ayrica peroksinitrit
anyonlarimin  SOD aktivitesini bozdugu ve oksijenin CAT’1 inaktive ettigi
bilinmektedir. Inoue ve arkadaslari (69) artmis oksidatif stresi Onlemek igin
proksimal tubiiler hiicrelerde SOD ve CAT enzimleri ve mRNA diizeylerinin artmis
oldugunu gostermiglerdir. Literatiirde vankomisin dis1 ilaglara bagli gelisen
nefrotoksisitenin engellenmesi ve bdylece ilacglarin kullanilabilirliginin arttirilmasina

yonelik calismalar yer almaktadir. Ozellikle aminoglikozitlere bagli nefroksisitede
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oksidatif hasarin rolii arastirilarak, kullanilan ¢esitli antioksidanlarla bu olumsuz
etkiler Onlenmeye calisilmaktadir. Aminoglikozitlerin ve vankomisinin benzer
patogenetik mekanizmalarla nefrotoksik etki gosterdigi belirtilmektedir (7).
Parlakpinar ve arkadaslar1 (9) yaptiklar1 bir ¢alismada, gentamisin uygulamasi ile
bobrek MDA diizeylerinde artis, CAT, SOD ve glutatyon peroksidaz diizeylerinde
azalma saptamislar, antioksidan 6zelligi olan chelerythrine uygulamasinin ardindan
bu olumsuz etkilerin azaldigt hem biyokimyasal hem de histolojik olarak
gostermislerdir. Gentamisin nefrotoksisitesine yonelik yapilan bagka bir ¢alismada,
oksidatif hasarin melatonin uygulamas: ile azaldigi saptanmis ve melatoninin
koruyucu etkisi siiperoksit anyon radikallerini inhibe etmesi ile iliskilendirilmistir
(73). Yine Parlakpinar ve arkadaslarinin (74) amikasin ile indiiklenen bdobrek
hasarina karst melatonin koruyucu etkisi iizerine yaptiklar1 ¢alismada, bir pineal
sekretuar {liriin olan melatoninin ¢esitli antioksidan enzim diizeylerini arttirdigl ve
lipid peroksidasyonunu azalttig1 desteklenmektedir. Kadkhodaec ve arkadaslar (15),
gentamisin ile indiiklenen bobrek hasarinda, vitamin E tedavisi ile glomeriiler

filtrasyon hiz1 ve glutatyon diizeylerinde azalmanin engellendigini gostermislerdir.

Antioksidan 6zellikleri bilinen NAS ve E vitaminin, bobreklerdeki oksidatif
hasar iizerine etkilerini arastiran deneysel caligmalar bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada adriamisin ile indiiklenen rat bobreklerindeki oksidatif hasarda, NAS ve E
vitamini uygulamalar1 ile lipid peroksidasyonu azalttigi ve nekrozdan korudugu
belirtilmistir (16). Deneysel olarak indiiklenen endotoksemik ratlarda, vitamin E’nin
bobrek doku hasarma karsi koruyucu etkilerinin degerlendirildigi baska bir
caligsmada, lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve antioksidan enzim aktivitesininde artig
saptanarak klinikte kullanilabilirliginden sézedilmektedir (17). Bizim yaptigimiz bu
calismada NAS ve E vitamini uygulamalar1 ile antioksidan enzimlerden SOD
diizeyinde istatiksel olarak anlamli artis saglanmistir. Her iki ilacin enzim aktivite
artig1 iizerindeki inhibitor etki mekanizmasi net olmasa da SOD aktivite diizeyindeki
artis serbest radikal yakalama ve antioksidan aktivitesine bagli olabilir. Aym
zamanda NAS ve E vitamini direk olarak vankomisin nefrotoksisitesi sirasinda ROS
icin genel bir radikal uzaklastirict olarak etki goOsterebilir. NAS ve E vitaminin
koruyucu etkileri rat bobreklerinde tubiiler hiicrelerin lipid peroksidayonunu azaltici

etkisine de bagli olabilir. Boylece bu calisma NAS ve E vitamini uygulmalarinin
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vankomisin ile indiiklenen nefrotoksisiteyi inhibe ettigini ve bu mekanizmanin

patogenezinde siiperoksit radikalerinin rol aldigin1 desteklemektedir.

Vitamin E ve NAS uygulamasinin oksidatif hasar iligkili bobrek hasarinda
faydali etkiler gosterdigi farkli toksik ve ila¢ caligmalarinda gosterilmistir. Bu
caligmalardan birinde, vitamin E ve selenyum uygulamasinin sisplatin ile indiiklenen
bobrek dokusundaki oksidatif hasari engelledigi, klinikte bu ilaca bagli nefropati
gelisimine kars1 koruyucu olabilecedi belirtilmektedir (18). Beytut ve arkadaslari
(75) yaptiklar1 bir calismada ise yiiksek doz glukokortikoid ile tedavi edilen rat
bobreklerinde E vitamini ve selenyum destegi ile antioksidan defans mekanizmalari
tizerine etkileri degerlendirdiklerinde, bobrek hasarina karsi koruyucu oldugunu
saptamiglardir. Cevresel toksinlerden krom ve kadmiyum ile yapilan iki ayri
calismada yine E vitaminin oksidatif hasara karsi renoprotektif etkilerinden

bahsedilmektedir (76, 77).

Antioksidan olarak hiicre i¢inde glutatyon iiretimini arttirarak glutatyon
stoklarin1 doldurdugu, SOD aktivitesini arttirdigi, hidroksil radikallerini azalttig1 ve
lipid peroksidasyonunu engelledigi bilinen NAS, bu olumlu etkileri nedeni ile
literatiirde son zamanlarda siklikla oksidatif hasardaki koruyucu etkileri agisindan
arastiritlmaktadir (78-81). Massola ve arkadaslar1 yaptiklari ilag dis1 bir ¢alismada
kronik bobrek yetmezliginde NAS’in lipid peroksidasyononu azalttigi, bobrek
fonksiyonlar1, proteiniiri, glomeruloskleroz ve kan basinci {izerine de olumlu
etkilerini gostermislerdir (82). Ratlarda yapilan baska bir c¢alismada gliserol ile
indiiklenen akut bobrek yetmezliginde NAS uygulamasi ile antioksidan aktivitede
diizelme saglandig1 ve bu formda gelisen Akut bobrek yetmezligi tedavisindeki rolii
desteklenmektedir (83). Lityum, arsenik, kadmiyum ve kursun gibi cevresel
toksinlerle yapilan c¢alismalarda da yine NAS’in oksidatif hasardaki renoprotektif
etkilerinden sozedilmektedir (84-88). Bobreklerde olusturulan iskemi-reperfiizyon
hasarinda da potent bir antioksidan olan NAS’in arjinaz aktivitesini ve ornitin
diizeylerini arttirdigi, nitrik oksit tiretimini azalttig1 ve bobrek, karaciger dokularinda
koruyucu etki gosterdigi bildirilmektedir (21). Deneysel olarak Akut bobrek
yetmezligi olusturulan ratlarla yapilan baska bir calismada ise NAS’in serbest
oksijen radikali olusumunu engelleyerek koryucu etki gostermesinin yaninda kan

basinci, total bobrek kan akimi, selektif bolgesel kortikal ve mediiler kan akimi
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monitorizasyonu ile mikrosirkiilasyonu diizenleyerek de yararli etki gosterdigi

belirtilmektedir (89).

Vankomisine bagli gelisen nefrotoksisite {izerine yapilan az sayida
calismada, histopatolojik etkiler degerlendirilmistir. Hodoshima ve arkadaslar1 (6)
yaptiklar1 bir ¢aligmada, vankomisin uygulamasinin ardindan histopatolojik olarak
tubiiler dilatasyon, hiicre dejenerasyonu ve nekrozu gostermislerdir. Nishino ve
arkadaslar1 (14) yaptiklart bir ¢alismada vankomisin ile birlikte bir antioksidan olan
hekzametilendiamin ile konjuge SOD uygulamasi ile BUN, kreatinin diizeyleri ve
histopatolojik bulgularla olumlu etkileri gostermislerdir. Mazzon ve arkadaslar (90)
gentamisin ve NAS ile yaptiklar ilag toksisistesine yonelik baska bir c¢alismada,
gentamisin ile olusturulan bobrek hasarinda NAS uygulamasi ile tubiiler nekroz
gelisiminin  azaldigim  gostermislerdir. Bu calismada vankomisin grubunda
interstisyel 6dem, tubiiler epitelyal atrofi, tubiiler epitelyal hiicre vakuolizasyonu ve
deskuamasyonu ag¢ik morfolojik degisiklikler olarak izlendi. Bu bulgular vankomisin
uygulamasimin kortikal tubiiler hiicrelerin agir dejenerasyonuna neden oldugunu
gostermektedir. Bu ayn1 zamanda vankomisinin yiiksek oranda bobrekler tarafindan
ve temel olarak da proksimal tubiiler seviyede tutulumu ile agiklanabilir. Tubiiler
hasar direk toksik etki gostergesi olan artmis iiriner NAG ekskresyonu ile de
konfirme edilebilir. Bu degisikliklerin vankomisin ile birlikte E vitamini uygulanan
ratlarda belirgin olarak azaldigi gosterilmistir. Ornegin bu ratlarda dejenerasyon ve
tubiiler atrofi hafif diizeyde gozlenmektedir. NAS uygulamasi ile histopatolojik
olarak iyilesme saptansa da E vitamini uygulanan grup kadar belirgin diizelmeler
saptanamamistir. Bu E vitaminin daha potent bir antioksidan olmas1 ile
iliskilendirilebilir. Bizim bulgularimiza gore vankomisine bagli gelisen oksidatif
hasar1 destekleyen MDA diizeyinde ki artis, SOD ve iiriner NAG aktivite
diizeylerinde ki azalmaya paralel olarak histopatolojik bulgular, renal oksidatif hasari

desteklemektedir.

Sonug¢ olarak vankomisin nefrotoksisitesi patogenezinden sorumlu 6nemli
mekanizmalardan biri, bobrek MDA ve iiriner NAG aktivitesindeki artis ile iliskili
olarak, oksidatif strese bagli gelisen tubiilointerstisyel hasardir. Bu sonug¢ diger
antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve histopatolojik bulgular ile
desteklenmektedir. NAS ve E vitamini gibi antioksidan maddeler vankomisine bagh

gelisen nefrotoksisitenin ve oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynayabilir.
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OZET

Ratlarda vankomisin ile indiiklenen renal hasara kars1 N-asetilsistein

ve E vitamininin koruyucu etkileri

Ciddi MRSA infeksiyonlarinda tercih edilen antimikrobiyal ajan genellikle
vankomisindir. Ancak klinik kullanimi nefrotoksisitesi nedeni ile sinirlanmaktadir.
Vankomisinin bobrek hasar mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Deneysel
caligmalar serbest oksijen radikallerinin toksisitede rol oynadigimi ve c¢esitli
antioksidan maddelerin renal etkilenmeyi Onleyebilecegini ileri siirmektedir. Bu
calismada vankomisin nefrotoksisitesinde oksidatif tubiiler hasarin roliiniin
belirlenmesi ve antioksidanlarin kullanimi ile histopatolojik ve biyokimyasal

etkilerin saptanmas1 amaglanmistir.

Calismada 30 adet, 2 aylik erkek Wistar Albino cinsi ratlar kullanildi ve
randomize olarak iki adet yedili (kontrol grubu), iki adet sekizli (¢alisma grubu) dort
gruba ayrildi. Tam kontrol grubuna steril apirojen serum fizyolojik, ilagh kontrol
grubuna ise vankomisin 200 mg/kg, ii¢iincii gruba vankomisin dozundan yarim saat
once 100mg/kg NAS, dordiincii gruba ise vankomisin dozundan yarim saat 6nce 150
mg/kg E vitamini giinde 1ki kez intraperitoneal olarak 7 giin siire ile uygulandi.
Enjeksiyonlarin bitiminden iki giin sonra anestezi uygulanarak kesim yapildi. Kesim
oncesi plastik zeminde toplanan idrar Orneklerinden NAG ve kreatinin, kesim
sirasinda vena cava inferiordan alinan kan orneklerinden BUN ve kreatinin, bobrek
dokularinda SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile MDA ve vankomisin diizeyleri

saptandi. Ayrica bobrek dokusunun histopatolojik incelemesi yapildi.

Serum BUN ve kreatinin degerleri normal sinirlarda bulundu ve gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmadi. MDA ve idrar NAG diizeyi sadece vankomisin
verilen ilacli kontrol grubu ile serum fizyolojik uygulanan tam kontrol grubunda
anlaml olarak yiiksek bulundu. E vitamini ve NAS uygulamalari ile bobrek MDA ve
idrar NAG diizeylerinde azalma saptandi. Bu azalma NAS alan grupta idrar NAG
aktivitesinde istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Bobrek dokusunda SOD ve katalaz
aktiviteleri degerlendirildiginde, vankomisin uygulanan grupta kontrol grubuna gore

anlaml olarak azalma saptandi. E vitamini ve NAS uygulamasi ile SOD aktivitesi
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anlamli olarak artarken, katalaz aktivitesinde anlamli artis saptanmadi. Bobrek
dokusunda vankomisin diizeyleri, tam kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda yiiksek
olarak bulundu. Vankomisin uygulanan ila¢li kontrol grubunda belirgin yapisal
degisiklikler, tubiiler epitelyal nekroz, dejenerasyon, vakuolizasyon, atrofi ve
interstisyel hiicre infiltrasyonu ve 6dem izlendi. E vitamini uygulamasi ile belirgin
histopatolojik degisikliklerin azaldig1 gozlenirken, NAS uygulamasi ile diizelmenin

daha az oldugu izlendi

Sonu¢ olarak  vankomisin  nefrotoksisitesinden  sorumlu  Onemli
mekanizmalardan biri oksidatif strese bagli gelisen tubiilointerstisyel hasardir. Bu
sonu¢ biyokimyasal ve renal histopatolojik bulgular ile desteklenmistir. NAS ve E
vitamini gibi antioksidan maddeler vankomisine bagli gelisen nefrotoksisitenin

azaltilmasinda rol oynayabilir.

Anahtar sozciikler: Vankomisin, N-asetilsistein, E vitamini, oksidatif hasar
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SUMMARY

Protective Effects of N-acetyl Cysteine and Vitamin E for Vancomycine

Induced Nephrotoxicity in Rats

Vancomycin is the treatment choice at severe MRSA infections. Clinical
usage is restricted because of nephrotoxicity. Mechanism of vancomycine caused
renal dysfunction is not well known. Experimental studies had suggested that free
oxygen radicals play role at toxicity and might be prevented with several
antioxidants. We aimed to investigate the effects of N-acetyl cysteine and vitamin E

on the renal toxicity of vancomycine.

We had taken 30 Wistar Albino rats those are eight week old and groupped
into four as two control goups each consistig seven rats and two study groups each
consisting eight rats. Intraperitoneal serum pyhsiological was administered to
placebo controls and 200 mg/kg vancomycine to control group. N-acetyl cysteine of
100 mg/kg was given intraperitoneally to third group before 30 minutes from the
administration of vancomycine twice daily and 150 mg/kg vitamine E to the fourth
group in the same way for seven days. After two days from the injections finished
rats were cut down after anesthesia. Urine was collected from the plastic floor before
the surgical procedure for NAG and creatinine levels. Blood were collected from
inferior vena cava for BUN and creatinine levels during the surgical procedure.
Histopathological evaluation and tissue SOD, catalase, MDA, vancomycine levels

were studied from the kidneys.

Serum BUN and creatinine levels were in normal ranges and there were no
difference between groups. MDA and NAG levels were higher in control group that
was vancomycine administered and placebo controls. MDA and urinary NAG
activity levels were decreased with the administration of vitamin E and N-acetyl
cysteine. But there were statistically significant difference only in N-acetyl cysteine
group. Catalase and SOD activity levels were decreased in renal tissue of
vancomycine treated control group when compared with placebo controls. SOD
activity levels were increased with vitamin E administration while catalase levels

were not changed. SOD and catalase levels were also not changed in N-acetyl
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cysteine group. Tissue vancomycine levels were elevated at all groups other than the
placebo controls. Clear histomorphological changes were seen as tubular epithelial
necrosis, degeneration, vacuolisation, atrophy, interstitial cell infiltration and edema
at only vancomycine treated group. Histopathological changes were decreased with

vitamin E administration but not clearly with N-acetyl cysteine.

In conclusion; one of the important mechanisms of vancomycine
nephrotoxicity is tubulointerstitial injury related to oxidative stress. This finding was
supported with biochemical and renal histopathological evidences. Antioxidant
agents such as Vitamine E and N-acetyl cysteine, may be useful for decreasing

nephrotoxicity caused by vancomycine.

Key Words: Vancomycine, N- acetyl cysteine, Vitamine E, oxidative injury
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