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TURKCE OZET
N-ASETIL SISTEININ KOLISTIN NEFROTOKSISITESINE KARSI

KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Amag: Bu ¢alismada kolistin nefrotoksisitesi olusturulmus si¢anlarda N-asetilsistein proflaksi

ve tedavisinin bobrek fonksiyonlari iizerine olan koruyucu etkisinin arastirilmasi amaclandi.

Yontem: Erigkin Wistar erkek sicanlar 4 gruba ayrildi. Nefrotoksisite grubuna 300000
IU/kg/giin toplam doz olacak sekilde 8 saat arayla iki doza boliinerek intraperitonel (i.p.) yolla
kolistin verildi. Tedavi grubuna 300000 1U/kg/giin toplam doz olacak sekilde 8 saat arayla iki
doza bolinerek i.p. yolla N-asetilsistein (NAS) verildi. Yine bu gruba her bir NAS
enjeksiyonundan 2 saat sonra 300000 IU/kg/giin toplam doz olacak sekilde kolistin uygulandi.
Diger bir gruba ise 300000 IU/kg/gilin toplam doz olacak sekilde 8 saat arayla iki doza
boliinerek 1.p. yolla NAS verildi. Kontrol grubuna ayni yolla 2 ml (mililitre)/kg (kilogram)
serum fizyolojik uygulandi. Tiim gruplara enjeksiyonlar 10 giin boyunca uygulandi. Son doz
verildikten 24 saat sonra, biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler i¢in tiim hayvanlarin

anestezi altinda intrakardiyak kan érnekleri alinip bobrek dokulari ¢ikartildi.

Bulgular: Kolistine bagli nefrotoksisite olusturulan grupta toplam histolojik aktivite skoru
diger gruplarla kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.0001). Diger taraftan
kolistin grubunda goriilen histopatolojik belirtiler, NAS tedavisi uygulanan NAS+Kaolistin
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi. Buna gore, kreatinin diizeyleri kolistin
grubunda artarken NAS+Kolistin grubunda kolistin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaldi (p<0.01). Kolistin grubunda artan apoptotik hiicre sayist NAS tedavisi
uygulanan NAS+Kolistin grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi (p<0.0001).
Histopatolojik incelemelerde tiibiiler nekrozun NAS+Kolistin grubunda kolistin grubuna

oranla daha az oldugu gozlendi.

Sonu¢: Calismanin sonucunda, kolistinin bobrekte islevsel ve yapisal hasarlara sebep oldugu,

NAS tedavisinin ise bu hasarlara kars1 1yilesme gosterdigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, kolistin, kreatin, N-asetilsistein, nefrotosisite.
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INGILIZCE OZET (ABSTRACT)
THE PROTECTIVE EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE AGAINST TO
COLISTIN-INDUCED NEPHROTOXICITY
Aim: The aim of the present study was to investigate the protective effects of N-
acetylcysteine (NAC) prophylaxis and the treatment on kidney functions in the colistin-
induced nephrotoxicity in rats.

Methods: Adult Wistar rats were divided into four groups (n = 7). Nephrotoxicity group was
exposed to colistin by i.p. in a daily total dose at 300000 1U/kg body weight. NAC was
administered to the treatment group by i.p. in a daily total dose at 300000 1U/kg body weight
two hours before the colistin injection. The other group received only NAC by i.p. in a daily
total dose at 300000 1U/kg body weight. The control group received 2 ml/kg body weight
saline solution via the same route. The total daily doses of all injections were divided into 2
equal portions administered 8 hours apart, for 10 days. 24 hours after last injections, animals
were sacrificed under anesthesia for biochemical and histopathological examinations, their

intracardiac blood samples were collected and kidney tissues were removed.

Results: Total histological activity score was significantly higher in colistin-induced
nephrotoxicity group compared with other groups (p < 0,0001). Besides, the histopathological
damage observed in the colistin group were significantly decreased in the NAC + colistin
group treated with NAC. Accordingly, creatinine level which was very high in colistin group
was significantly decreased in the NAC + colistin group when compared with colistin group
(p < 0.01). The apoptotic cell numbers in NAC + colistin group were also significantly lower
than those of colistin group (p<0,0001). Finally, by histopathological examination, a
significant decrease in tubular necrosis by NAC treatment was observed as compared with

colistin group.

Conclusion: Our results suggest that NAC treatment may ameliorate the effects of colistin-
induced functional and structural damage in kidney.

Keywords: Apoptosis, colistin, creatinine, nephrotoxicity, N-acetylcysteine.
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1. GIRIS VE AMAC

Kolistin ¢oklu antibiyotik direncine sahip Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii ve Klebsiella pneumoniae gibi gram negatif bakterilere kars1 aktivite gésteren en
onemli antibiyotiklerden biridir [1, 2], Polimiksinler 1947 yilinda kesfedilmis, 1962 yilindan
itibaren gram-negatif bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde parenteral olarak
kullanilmistir. Ancak 1980'li yillarda ciddi nefrotoksisiteleri nedeniyle parenteral kullanimlari
terk edilerek, daha az toksik etkileri olan yeni grup antibiyotiklere yerini birakmistir. Son
yillarda goriilen ¢oklu ila¢ direnci bulunan gram-negatif bakteriler ile olusan infeksiyonlarin
sikliginda artis ve tedavilerinde yasanan sorunlar polimiksinleri tekrar giindeme getirmistir.[3-
6]

Kolistinin direngli infeksiyonlarda kullanilan formlar1 ve dozlari iilkeden iilkeye
farkliliklar gostermektedir [7, 8]. Bu farkliliklarin esas nedenini piyasada kolistimetat sodyum
veya baz kolistin iceren farkli formiilasyonlarin varligi ve dozaj olarak bazi iiriinlerin
miligram (mg) bazilarinin ise uluslararast {nite (IU) birimlerini kullanmasindan
kaynaklanmaktadir [9-12]. Her ne kadar nozokomiyal infeksiyonlarda basariyla kullanilsa da
yan etkileri ve direng gelisme riski her zaman gz Oniinde tutulmalidir [13, 14]. Kolistin
kullanim1 konusunda goriilebilecek en onemli yan etkiler nefrotoksisite ve norotoksisitedir .
Nefrotoksisiteden, kolistinin bobrek atilimi sirasinda tilibililer reabsorpsiyona ugrayarak
konsantrasyonunun artigt sorumlu tutulmaktadir [15]. Kolistin kullanimina bagli renal
proksimal tiibiil hasar1 goriilmektedir [5]. Nefrotoksik etkiler, bazi olgular i¢in % 6-14
arasinda, bazilari i¢inse % 32-55 arasinda degisen oranlarda saptanmistir [7, 16, 17]. Yapilan
deneysel bir ¢alismada oksidatif stresin farelerde kolistine bagl nefrotoksisiteyi artirdigi, bir
antioksidan olan askorbik asitin kolistine bagli nefrotoksisiteyi onledigi gosterilmistir [2].
Diger bir calismada ise kolistinle beraber N-asetilsistein (NAS) verilen farelerde siiperoksit
dismutaz ve renal indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve norotrofin-3 diizeylerinin sadece
kolistin verilenlere gore daha diisik oldugu gosterilmistir [5]. N-asetilsistein, sistein
prekiirsoru olmasi ve antioksidan 6zelligi sayesinde tedavi edicidir. Boylece yapilan deneysel
calismalarda kolistin tarafindan indiiklenen oksidatif stresin NAS ile Onlenebilecegi
gosterilmistir. Fakat kolistine bagli kreatinin artisininin - NAS ile engellenemedigi

bulunmustur. Daha Once yapilan calismalarda kontrast madde nefropatisini engellemek



amactyla kullanilan NAS, kolistin ile ayn1 anda verilmis ve koruyucu bir etki gériilmemistir.
Bu nedenle bu projenin amaci kolistine bagli nefrotoksisite tedavisi i¢in gerekli koruyucu
NAS dozunu ve kullannom zamanimi belirlemek ve NAS tedavisinin kolistine bagl

nefrotoksisite gelisimi lizerindeki etkilerini kapsamli olarak incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi

Retroperitonel bolgede, 12. Torakal ile 3. lumbar vertebralar arasinda yer alirlar [18].
Ust uglar1 12. torakal vertebra iist seviyesine, alt uglar1 2. lomber vertebra alt seviyesine kadar
uzanir. Karaciger nedeni ile sag bobrek sol bobrege gore daha asagidadir [19] (sekil 1). Her
bir bobrek yaklasik 11,5 cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2,5 cm kalinligindadir .
Bobreklerin agirlig erkeklerde yaklagik 150 gram, kadinlarda ise 135 gramdir [12].

Mindr kaliks

Major
kaliks

Korteks

Medulla

Sekil 1: Bobregin Anatomik Yapist [19].

Bobregin icten disa dogru kapsula fibrosa, kapsula adiposa ve fasia renalis olmak
tizere li¢ kilif sarar [20]. Kapsiiliin dis boliimii fibroblast ve kollejen liflerden, i¢ boliimii ise
myofibroblastlardan zengindir. Bu hiicrelerin kasilmasi basing ve hacim degisiklerine karsi
onemlidir [18].

Bobrekler karin arka duvarinda korpus pararenalis adi verilen yag dokusu iginde

oturmuslardir. Ayrica bobrekleri her yonden perinefrik yag dokusu sarar. Bobrek kismen renal



fasiya tarafindan yerinde tutulur. Fakat bobregi asil yerinde tutan etken komsu visseranin

apozisyon durumunun baskisidir [21].

2.1.1. Bobreklerin Genel Yapisi

Bobregin  koronal kesitine bakildiginda iki kisim gozlenmektedir. Bobrek
parankimasinin kapsiile yakin dis boliimii korteks, i¢ boliimii ise medulla olarak bilinir.
Korteks, renal korpiiskiilleri, kivrimli ve diiz tiibiilleri, toplama tiibiillerini ve kanallarini
icerir. Medulla renal korpiiskiil icermez. Diiz tiibiilleri ve toplama kanallarini bulundurur.
Bobregin mediyal kenar1 hilum ad1 verilen, vertikal bir ¢ukur igerir. Kan damarlari sinirler ve

tireterler bu bolgeden organa girer ve organi terk eder [18].

Renal
Medulladaki
Piramit

Sekil 2: Insan bobregi kesiti [22].

2.1.1.1. Korteks Renalis

Bobrek piramitlerini (pyramis renalis) ¢epegevre saran bobrek dokusudur ve iki
kistmdan olusur. Birinci kistm bobrek piramitlerinin taban dis kisminda yerlesiktir. Ikinci
kisim ise bdbrek piramitleri arasinda bulunur. Ikinci béliim, sinus renalise kadar uzanir ve bu

kesitlerde bobrek piramitleri arasinda bir siitun seklinde goriiliirler. Bu nedenle bunlara



columna renalis (Bertin siitunlar1) denilir [18, 23]. Korteks histolojik olarak i¢ ve dis korteks
olmak {izere ikiye ayrilir. I¢ korteksi medulladan ayiran arkuat arter ve venler piramitlerin
tabanina yakin bir ark olusturur. Arkuat arter ve venleri de iceren medullaya yakin olan bu

korteks bazen jukstamediiller korteks olarak adlandirilir [22] (Sekil 2).

]uk.s‘tame(lz?:lle(_ Kmka]  Arkuat
Renal Lobiil Renal Korpiiskiil - Renal Korpiishiil arter ve ven

e I YN Interlobiiler
@\ ' - ‘ arter

Vasa recta
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arterveven

Minor kaliks
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Sekil 3: Bobrek korteks ve medullasindaki ana yapilar, kortikal ve jukstaglomeriiler nefronlarin pozisyonu
(ortada) ve ana kan damarlari (sagda) [22].

Korteks renaliste malpighi cisimcikleri ve idrar kanalciklarimin bir kismi yer alir.
Malpighi cisimcikleri kii¢iik kirmizi nokta seklinde yapilardir, kandan idrar1 siizen damar

yatagini (glomerulus) igerirler [23].

2.1.1.2. Medulla renalis

Medulla renalisi pyramides renales (malpighi veya bobrek piramitleri) denilen 8-10
adet (bazen 18-20) koni seklinde yapilar olusturur. Bu piramitlerin "basis pyramidis” denilen

taban kisimlar1 bobregin dis yiiziine, papilla renalis denilen tepe kisimlar1 ise siniis renalise



bakar. Pyramis renalisler birbirine degmeyecek sekilde sinus renalis etrafinda dizilmislerdir,
etrafinda columna renalis denilen kortikal uzantilar bulunur. Bir pyramis renalis ve onun
etrafin1 saran korteks parcasina bir bobrek lobu (lobus renalis) denir. Buna gore bir bobrekte

piramit sayis1 kadar bobrek lobu bulunur [23, 24].

2.1.1.3. Sinus Renalis

Bobregin i¢inde yer alan, bobregin sekline uyan bir bosluktur. Bu boslugun ig¢inde 2-
3 minor kaliks birleserek major kaliksleri, bunlar da birlesip renal pelvisi olusturur. Renal

pelvis ise tireterle birlesir. Bu yapilarin arasinda kalan bosluklari yag dokusu doldurur [24].

2.1.2. Bobregin Damarlan

Bobregi besleyen renal arter abdominal aortanin dallarindan biridir. Renal siniislerde
dallanan renal arter, interlobar dallar verir. Interlobar arterler renal piramidler arsinda ilerler,
korteks-medulla bileskesinde piramidlerin tabaninda kivrilarak arkuat arterleri olusturur. Bu
damarlardan dallanan interloblar arterler daha sonra kortekste yukari dogru ilerlerler. Bu
yolculuklari sirasinda dallanarak afferent arteriyolleri olustururlar. Her bir glomertil bir adet
afferent arteriyolle beslenir. Bu arteriyol glomeriil kapillerlerini olusturur. Glomeriil
kapillerleri, efferent arteriyolii olusturmak tiizere birlesir. Efferent arteriyolden ikinci bir
kapiller ag olan periglomeriiler kapiller ayrilir. Bu damarlar interlobuler, arkuat ve interlobar

venlere drene olur. Vendz doniis renal venedir [18].

Renal piramit

. ~~Interlobiiler ven
Interlobiiler arter
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Renal pelvis Nefron
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Kapsiil Y : f —— Renal papilla
¥ Renal kolumna

Sekil 4: Bébregin Damarlari [25].



2.2. Bobrek Histolojisi

Histolojik olarak bobrek; nefronlar, toplayict kanallar ve pelvis renalisten olusur [26].

2.2.1. Nefronlar

Bobregin yapisal ve fonksiyonel birimi olan nefron, korteks veya medullaya
yerlesmis, farkli yap1 veya fonksiyona sahip, birbiri ile baglantili bolimlerden olusur. Her
bobrekte yaklasik 2 milyon nefron bulunur. idrar olusumundan sorumlu birimler nefronlardir.
Nefronun ilk parcasi olan Malpighi’nin renal korpiiskiileri (renal cisimcik) korteks dokusu
icinde yer alir [18].

Her nefron bir bobrek cisimcigi (renal cisimcik), proksimal tiibiil, henle kivriminin
ince-kalin uzantilari, distal tiibiil, toplayici tiibiil ve kanallardan olugmaktadir [27]. Renal
korpiiskiiller, kapiller damarlarin kivrilip biikiilerek olusturdugu yumak seklindeki yapi olan
glomeriil ve glomeriilu saran ¢ift tabakali bir membran olan Bowman kapsiiliinden olusur
[18]. Glomeriiller iki tabakali epitelyal bir kapsiil olan bowman kapsiilii ile sarilidir. Bowman
kapsiiliiniin dis tabakasi tek katli yass1 epitelden olusur. i¢ tabakasi ayakl: hiicrelere sahiptir
ve bunlara podosit denilir. Herbir podosit, ayak¢ik (pedisel) denilen glomeriiliin kapillerini
saran ¢ok sayida ikincil uzanti olusturur. Bu ikincil uzantilar birleserek filtrasyon yariklarini
olustururlar. Kapillerlere tutunan podositler disinda mezengiyal hiicreler de vardir. Bu

hiicreler kasilip gevseyerek, glomeriil akimini azaltip arttirabilirler [18, 26, 27].
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Sekil 5: Bobrek cismcigi [28].



Her nefron kandan biiylik miktarlarda sivinin filtre oldugu glomeriil olarak
isimlendirilen bir glomeriil kapillerler yumagi ve siiziilen sivinin idrara doniistiigii uzun bir
tiibiil icerir. Bobrekler nefronlarini yenileyemezler. Bu nedenle hastaliklarda, bobrek
hasarinda veya normal yaglanma silirecinde bobreklerdeki nefron sayisi giderek azalir.
Glomertil, diger kapiller aglardan daha yiiksek hidrostatik basinca sahip kapiller bir agdan
olugmustur. Tiim glomeriil bowman kapsiilii ile sarilmistir. Glomeriil kapillerlerinden filtre
olan s1vi bowman kapsiiliine, sonra da proksimal tiibiil i¢ine akar [26, 27].

Bowman kapsiiliiniin dis tabakasindaki yass1 epitel, proksimal tiibiiliin kiibik epiteli
ile devam eder. Proksimal tiibiillerin hiicreleri ¢ok sayida mitokondri icerdiklerinden dolay1
sitoplazmalar1 asidofilik goOriintir. Hiicrelerin apikalinde firgams: kenart olusturan
mikrovilluslar bulunur. Mikrovilluslarin tabanlarinda kanalciklar ve vezikiiller bulunur. Bu
kanalciklar proksimal tiibiiliin biiyiik molekiilleri emmelerinde rol oynarlar. Sodyum
iyonlarinin aktif olarak hiicre disina atilmasimi saglayan Na'/K* ATPaz pompasi da bulunur.
Proksimal tiibiil henle kivrimi ile devam eder. Henlenin kalin-ince, inen ve ¢ikan kolu vardir.

Henle kivrimi su tutulumunda 6nemlidir ve yassi epitel hiicrelerinden olusur [27].
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Sekil 6: Nefronun temel bolimleri [27].

2.2.2. Nefron Yapisinda Bolgesel Farkhiliklar: Kortikal ve Jukstamediiller Nefronlar

Nefronun bobrek icinde bulundugu derinlige bagli olarak bazi farkliliklar: vardir.
Glomertilleri korteksin dig boliimiinde yerlesen nefronlar kortikal nefronlar olarak adlandirilir.
Kortikal nefronlarin kisa henle kivrimlar1 vardir, biitlin tiibiiler sistemi yogun bir peritiibiiler

kapiller ag ile ¢evrelenmistir [27, 28] (Sekil 7).



Jukstamediiller nefronlardaki henle kivriminin ince inen kollart ¢ok uzundur.
Medullaya kadar uzanirken, kortikal nefronlarda olmayan ¢ikan ince kol igerirler, medulla
interstisyumunda hipertonik ortam saglarlar. Bu nedenle bobreklerde hipertonik idrar
iiretilmesinde jukstamediiller nefronlarin 6zel bir 6nemi vardir. Cikan kalin kol suya geg¢irgen
degildir. Sodyum kloriir aktif olarak tiibiilden disar1 atilir, hipertonik ortamin olugmasina
imkan tanir [27].

Henle kivriminin ¢ikan kalin kolu distal tiibiilleri olusturur. Bu tiibiil tek katl1 kiibik
epitelle ortiiliidiir. Distal tiibiiller proksimal tiibiillerden firgamsi kenarlarinin ve apikal
kanallarinin olmamasi ve hiicrelerinin kiigiik olmasi ile ayrilir. Distal tiibiil hiicreleri daha diiz
ve daha kiiciik oldugu icin distal tiibiilde proksimal tiiblilden daha ¢ok ¢ekirdek¢ik goriiliir.
Distal tiiblildeki hiicreler daha incelikli bazal membran i¢ kivrimlarma ve c¢evresinde
mitokondrilere sahiptir. Aldosteron varliginda sodyum emilimi ve potasyum atilimini
gerceklestirir. Distal tiibiillerden gegen idrar toplayici tiibiillere bosalir. Bu kanallar piramidin
ucuna yaklastikca genisler. Biiyiik tiibiiller prizmatik hiicrelerle doseli ve sitoplazmalar1 az
sayida organel igerir. Toplayict kanallarin epiteli, antidiiiretik hormonun salinimiyla su
emilimi i¢in kanallar olusturarak, zardaki tanecikleri bir araya toplar [29].
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Sekil 7: Kortikal ve jukstamediiller nefronlar arasindaki farkliliklar [27].

Nefronlarin % 20-30 kadarinin glomertilleri korteksin medullaya yakin bdlgesinde
yerlesmistir ve jukstamediiller nefronlar olarak adlandirilir. Bu nefronlarin uzun henle
kivrimlar1 vardir ve bazilart bobrek papillasinin tepesine kadar uzanir. Jukstamediiller
nefronlarin vaskiiler damarlar1 kortikal nefronlarinkinden farkli yapidadir. Jukstamediiller

nefronlarin dis medullaya kadar uzanan, uzun efferent arteriyolleri vardir. Medullanin



derinliklerine dogru henle kivrimi ile yan yana seyreden vaza rekta denilen 6zel bir
peritiibiiler kapiller aga sahiptir ve vaza rekta kortikal venlere dokiiliir. Medulladaki bu

Ozellesmis kapiller ag idrarin yogunlastirilmasinda énemli bir rol iistlenir [26-29].

2.3. Bobrek Fizyolojisi

Bobrekler filtrasyon, aktif emilim, pasif emilim ve salgilama islevlerini kapsayan
karmasik bir dizi islem aracilig1 ile i¢ ortamin kimyasal bilesimini diizenler. Filtrasyon
glomeriilde gerceklesir. Afferent arteriolden gelen kan glomeriil kapillerindan gegerken
stiziiliir ve artik maddeler idrara verilir. Viicut i¢in gerekli bircok madde proksimal tiibiilden
geri emilir. Tibiller ayn1 zamanda idrarla atilan belli zararli maddeleri, kandan tiibiil

limenine aktarir [30].

2.3.1. Glomeriiler Filtrasyon, Tiibiiler Geri Emilim ve Sekresyon Sonucu idrar Olusumu

Plazmadaki maddelerin idrarla atilma hizlari; glomeriiler filtrasyon, maddelerin
bobrek tiibiillerinden kana geri emilimi, kandan maddelerin bdbrek tiibiillerine sekresyonu
islemlerinin 6zel bir karigimidir (Sekil 8).

Su sekilde izah edilir:
Idrarla atilma hiz1 = Filtrasyon hiz1 — Geri emilim hiz1 + Sekresyon hiz1.

Bir maddenin idrarla atilma hizi bu ii¢ temel bdbrek fonksiyonun hizlarina baglidir.
Idrar olusumu, proteinsiz fazla miktarda sivinin glomeriiler kapillerden bowman kapsiilii i¢ine
sliziilmesi ile baslar. Proteinler hari¢ plazmadaki cogu madde serbest¢ce bowman kapsiilii igine
filtre oldugu i¢in, glomeriiler filtrattaki maddelerin konsantrasyonlar1 plazmaninki ile aynidir.
Filtre olan sivi bowman kapsiiliinden cikip, tiibiiller boyunca ilerlerken i¢indeki gerekli
¢Ozlinmiis maddelerin ve suyun emilerek kana geri gegmesi veya atik maddelerin peritiibiiler
kapillerden tiibiil i¢ine sekresyonu nedeni ile degisiklige ugrar.

Tiibiiler geri emilim ise ¢ok segicidir. Glikoz ve aminoasitler gibi baz1 maddelerin
tamamina yakin tiibiillerden geri emildiginden dolay: idrarla atilma hizlari sifirdir. Tiibiiler
geri emilimde pasif ve aktif mekanizmalar yer alir. Plazmadaki sodyum, kloriir ve bikarbonat
gibi bir¢ok iyon da, oldukg¢a yliksek geri emilime ugrasa da geri emilim ve idrarla atilma
hizlar1 viicudun ihtiyacina gore degisir. Buna karsilik {ire ve kreatinin gibi yikim iiriinleri

tiibiillerden ¢ok az emilir ve fazla oranda atilirlar [27-30].
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Sekil 8: Bir maddenin idrarla atilma hizin1 belirleyen faktorler [27]

2.3.2. Nefronun Degisik Kisimlar1 Boyunca Geri Emilim ve Sekresyon

2.3.2.1. Proksimal Tiibiilde Geri Emilim ve Sekresyon

Filtre olan su ve sodyumun yaklasik % 65’1 ve filtre olan kloriir, bikarbonat ve
potasyumun daha az bir kismi, glikoz ve amino asitlerin tamami proksimal tiibiilden geri
emilir. Safra tuzlari, okzalat, iirat gibi organik asitler, bazlar ve hidrojen iyonlar1 proksimal
tiibiilden limene salgilanir. Tibiiler sistemin higbir yerinden geri emilmeyisleri ve liimene

salgilanmalari idrarla ¢abuk atilmalarini saglar.

2.3.2.2. Henle Kivrimindan Geri Emilim ve Sekresyon

Ince henlenin inen kismi suya ¢ok fazla, iire ve sodyum dahil maddelerin ¢oguna orta
derecede gegirgendir. Filtre olan suyun % 20’si henle kivrimindan geri emilir. Cikan ince ve
kalin henle kollarin idrarin yogunlastirilmasinda 6nem tasiyan 6zellikleri, suya hi¢ gecirgen
olmayislaridir. Henlenin ¢ikan kalin kolunda sodyum, kloriir ve potasyumun % 25’1 aktif

olarak geri emilir. Diger iyonlarin 6nemli bir miktarida ¢ikan kalin henle kolundan emilir.

2.3.2.3. Distal Tiibiilde Geri Emilim ve Sekresyon

Geri emilim 6zellikleri yoniinden henle kivriminin ¢ikan kalin kismu ile distal tiibiil
arasinda geri emilim Ozellikleri yoniinden olduk¢a fazla benzerlikler vardir. Sodyum,
potasyum ve kloriir gibi iyonlar1 geri emerken su ve lireye karsi hi¢ gecirgen degildir. Tiibiiler

stvi burada seyreltildigi i¢in seyreltici bolge adini alir [27].
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2.3.3. Bobregin Kanlanmasi

Ortalama 70 kg’lik bir insanda iki bobregin toplam agirliginin, viicut agirliginin
sadece % 0.4’ iinii olusturdugu dikkate alinirsa diger organlara gére bobreklerin oldukga fazla
kan aldiklar1 kolaylikla farkedilebilir. Bobregin kan akimi kalp debisinin % 22’si kadardir ve
yaklasik dakikada 1200 ml’dir. Kan akimmin bu kadar fazla olmasmin sebebi, viicut sivi
hacimlerini ve madde yogunluklarin1 tam olarak ayarlamada gereken yiiksek glomeriiler
filtrasyon hiz1 i¢in gerekli plazmay1 saglamaktir.

Bobrek kan dolasimi, glomeriil kapillerleri ve tiibiiler kapillerler denilen iki farkl
kapiller yatagi olan 6zel bir dolasimdir. Birbirlerinden her iki kapiller yatakta da hidrostatik
basincin ayarlanmasinda etkisi olan efferent arteriyol ile ayrilirlar. Glomeriil kapillerindeki
yiiksek hidrostatik basing sivinin ¢abuk filtrasyonuna neden olur. Peritiibiiler kapillerde ¢cok
daha diisiik olan hidrostatik basing sivinin hizli geri emilimini gerceklestirir. Bobrekler
afferent ve efferent arteriyollerin direncini diizenleyerek, hem glomeriiler kapillerlerde hem
peritiibiiler kapillerde hidrostatik basinci ayarlar. Bunun sonucunda viicudun ihtiyacina gore

glomeriiler filtrasyon hizini ve/veya tiibiiler geri emilimi degistirirler [27].

2.4. Kolistin

Kolistin, siklik yapili katyonik polipeptid antibiyotikler olan polimiksinlerin bir
tiyesidir. Polimiksinler 1947 yilinda kesfedilmis, 1962 yilindan itibaren gram-negatif
bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde parenteral olarak kullanilmaya
baglanmistir. 1980'i yillarda ciddi nefrotoksisiteleri nedeniyle parenteral kullanimi terk edilen
polimiksinler, sadece topikal ve oral yoldan kullanimda kalmistir. Bu dénemlerde kesfedilen,
daha az toksik etkileri olan yeni grup antibiyotikler polimiksinlerin yerini almistir [14, 31-35]

Polimiksinlerin kullanim alani, uzun bir siire sadece kistik fibrozisli hastalarda
goriilen, c¢oklu ilag direnci bulunan Pseudomonas aeruginosa ile olusan akciger
infeksiyonuyla smirlandirilmigtir [1, 14]. Son yillarda izlenen ¢oklu ila¢ direnci bulunan
gram-negatif bakteriler (6zellikle Pseudomonas spp. ve Acinetobacter spp.) ile olusan
infeksiyonlarin sikliginda artis ve tedavilerinde yasanan sorunlar polimiksinleri tekrar
giindeme getirmistir [31-35].

Polimiksinler, Bacillus, Polymyxa, Subspecies, Colistinus tarafindan ribozom dis1
sentez edilen {irlinlerdir. Kimyasal olarak bes farkli bilesikten (polimiksin A-E) olusur.

Klinikte sadece polimiksin B ve polimiksin E (kolistin) kullanilmaktadir [14]. Kolistinin iki
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farkli ticari formu mevcut olup, bunlar kolistimetat sodyum (kolistin metan stilfat,
pentasodyum kolistimetansiilfat, kolistin siilfonil metat) ve kolistin siilfat olarak adlandirilir.
Kolistin siilfat ve kolistimetat sodyum, yapilarindaki yag asitlerine gore farkli 6zellikler tagir.
Kolistimetat sodyum, kolistin siilfata gore hem etkinligi hem de toksisitesi daha az olan bir
molekiildiir. Kolistin siilfatin oral, topikal ve inhaler formlar1 bulunmakla birlikte, oral
emilimi olmadig1 i¢in daha ¢ok bagirsak dekontaminasyonu amaciyla kullanilmaktadir.
Kolistimetat sodyumun ise intravendz (i.v.), intramuskiiler (i.m.) ve inhaler formlar1 mevcut
olup, intratekal ve intraventrikiiler olarak da direngli gram-negatif bakteri infeksiyonlarinda
kullanilabilir. Kolistin siilfat katyonik ve stabil bir molekiil olmasina ragmen, kolistimetat
sodyum kolistinin inaktif formu oldugu i¢in anyonik ve stabil olmayan bir molekildiir [31,
36]. Bir on ilag olan kolistimetat sodyum, viicuda girdikten sonra hidrolize ugrayarak aktif
form olan kolistine doniislir. Hidroliz islemi viicut isisinda veya in vitro olarak test
sistemlerinde gercgeklestirilebilir. Hidroliz antibakteriyel aktivite agisindan 6nemli bir iglemdir

[13, 34-36].

2.4.1. Kolistinin Etki Mekanizmasi

Kolistinin hedefi bakteri hiicre membranidir. Katyonik bir peptid olan kolistin, gram-
negatif bakterilerin dis membraninda bulunan ve anyonik yapida olan lipopolisakkaridlere
baglanir. Lipopolisakkarid molekiillerini bir arada stabil halde tutan divalan katyonlarin (Ca+2,
Mg+2) yerini degistirerek, dis membranda bozulma ve permeabilite artis1 sonucu bakterinin
oliimiine neden olur [3, 14, 37]. Antibakteriyel etkisine ek olarak kolistin, lipopolisakkaridin
lipid A kismina baglanarak endotoksinin etkisini bloke eder. Bakterilerin kolistine duyarliligi,
hiicre membraninin igerdigi fosfolipid miktar1 ve ortamda bulunan divalan katyonlarin diizeyi

ile iligkilidir [1, 14].

2.4.2. Kolistinin Farmakokinetigi

Farmakokinetik olarak kolistinin serum doruk konsantrasyonu i.v. kullaniminda,
i.m. kullanima gore daha yiiksektir. Fakat serum diizeyi i.v. kullanimda hizli disis
gostermektedir. Kolistimetat sodyumun aktif formu olan kolistin, plazma proteinlerine %
50 oraninda baglanir. Kolistinin dokulara dagilimi1 konusunda sinirli bilgi vardir. Biliyer
sistem, akciger, plevral sivi, beyin omurilik sivisi (BOS), kemik ve eklem sivilarina
sinirh diizeyde geger. Yapilan in vitro ¢aligmalarda inflamasyon varliginda BOS'a serum

diizeyinin % 25'inin gegtigi gosterilmistir. Inflamasyonun olmadigi durumlarda BOS'a
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gecis oran1 % 5'tir. Kolistinin molekiiler agirliginin yiiksek ve polaritesinin fazla olmasi
nedeniyle doku dagiliminin iyi olmadigi distnilmektedir [38, 39]. Kolistimetat
sodyumun % 60'1 glomeriiler filtrasyon yoluyla bobreklerden atilirken, diger kismi aktif
form olan kolistine hidrolize olur. Kolistin renal tiibiiler reabsorpsiyona ugrar ve esas
olarak bobrek dist yollarla temizlenir. Bobrek disi yollarla kolistinin Klerensinin

mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir [13, 37].

2.4.3. Kolistinin Farmakodinamigi

Kolistin, konsantrasyona bagli hizli bakterisidal aktivite gosteren bir antibiyotiktir
[14, 36]. Yapilan ¢alismalarda yiiksek konsantrasyonda kullanildiginda P. aeruginosa'ya karsi
postantibiyotik etkisi gosterilmistir [3, 14, 37].

2.4.4. Kolistinin Klinik Kullanimi

Klinikte, ¢oklu ila¢ direnci bulunan mikroorganizmalar (Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) ile olusan infeksiyonlarda ve 06zellikle de kolistin
disindaki diger antibiyotiklere diren¢ varliginda kullanilmasi Onerilmektedir. Bu amagla
direncli gram-negatif bakterilerle olusan o6zellikle hastane kokenli; pnomoni, bakteremi,
cerrahi alan infeksiyonlari, kateter infeksiyonlar1 ve iiriner sistem infeksiyonlarinda, ayrica
kistik fibrozisli hastalarin tedavisinde ve transplant hastalarindaki 6zellikle P. aeruginosa
kolonizasyonlarinin tedavisinde kullanilabilir [3, 37]

Kolistinin klinik kullanimu ile ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Yapilan calismalarda
kolistin ventilatorle iligkili pnomonilerde, bakteremilerde, iiriner sistem infeksiyonlarinda,
kateter infeksiyonlarinda, menenjitlerde ve cerrahi alan infeksiyonlarinda kullanilmistir.
Michalopoulos ve arkadaslar1 ¢esitli yogun bakim iinitelerinde tedavi goren, coklu ilaca
direngli P. aeruginosa ve A. baumannii 'nin etken oldugu, pnémoni (% 72), bakteremi (% 33),
iiriner sistem infeksiyonu (% 5), kateter iliskili infeksiyon (% 7), cerrahi alan infeksiyonu (%
5) ve siniizit (% 2) tanisi alan hastalar1 degerlendirmis [39]. Kolistin tedavisi verilen
hastalarda klinik yanit oran1 % 69,8, klinik diizelme oran1 % 4,7, tedaviye yanitsizlik orani ise
% 25,6 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan calismalar incelendiginde klinik yanit
oranlarmin ventilatorle iliskili pndmonilerde % 25-70 arasinda, bakteremilerde ise % 60-80

PR

arasinda degistigi goriilmektedir [16, 39-41]. Calismalarda ventilatorle iliskili pndmonilerde
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i.v. tedaviye inhaler formun eklenmesi, ayn1 sekilde menenjit tedavisinde ise i.v. tedaviye

intratekal/intraventrikiiler tedavilerin eklenmesi 6nerilmektedir [42].

2.4.5. Kolistinin Yan Etkileri

Kolistin kullanim1 sirasinda goriilebilen yan etkilerden en O©nemli olanlar
nefrotoksisite ve norotoksisitedir. Yan etkilerinin her ikisi de doza bagmli ve geri
doniisimliudir [14, 31, 39, 43]. Nefrotoksisiteden kolistinin bobrek atilimi sirasinda tiibiiler
reabsorpsiyona ugrayarak konsantrasyonunun artigi sorumlu tutulmaktadir. Kolistin
kullanimina bagli renal proksimal tiibiil hasar1 goriiliir. Nefrotoksisite tedaviyi kesmeyi
gerektirecek kadar ciddi olabilir [14, 43]. Yapilan bir ¢alismada, kolistin kullanimina bagl
nefrotoksisite gelisiminde risk faktorii olarak ileri yasin, beraberinde nefrotoksik baska ilag
kullaniminin, kolistin kullanim siiresi ve dozunun etkili oldugu saptanmistir [44]. Son
caligmalara gore kolistin kullanilan yogun bakim hastalarinda nefrotoksisite gelisme oran1 %
0-36 olarak bildirilmistir [31]. Norotoksisiteye bagli olarak parestezi, gorsel degisiklikler,
ataksi, vertigo, konfiizyon ve néromuskiiler blokaj gelisimi izlenebilir. Néromuskiiler blokaj
kas giicsiizliigiine ve apneye neden olur. Apne gelisimi durumunda, i.v. Ca*® kullanimi
apnenin geri doniislinii kolaylastirir. Kolistin kullanimina bagli nérotoksisite gelisme orani ise
%0-7 olarak rapor edilmistir [14, 31, 39]. Bunlarin disinda nadir olarak cilt dokiintiileri,

kasinti, ila¢ reaksiyonu ve gastrointestinal rahatsizliga neden olabilir [14].

2.5. N-Asetilsistein (NAS)

NAS, sistein amino asidinin asetillenmis tiirevidir. Kimyasal formiilii CsHgNO3S’tir
ve molekiiler agirhigr 163,2 g/mol’diir (Sekil 9). Asetilsistein sekresyonlarin viskozitesini
azaltan bir mukolitiktir. Ilag oral, intravendz veya respiratuar yoldan uygulanabilir. ilacin
oksidasyonu ile disiilfid baglar sekillenmekte ve fazlaca reaktif siilthidril grubu hizlica doku
ve plazma proteinleri ile reaksiyona girerek baglanmaktadir. ila¢ plazmada serbest dolasabilir
veya diger proteinlere ¢esitli formlarda baglanabilir [45].

NAS, parasetamol (asetaminofen) zehirlenmesi tedavisinde intravendz formunda;
akrilonitril ve metakrilonitril zehirlenmelerinde ise ikinci tercih olarak kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde bir¢ok arastirmada antioksidan 6zelliginin gdsterilmesi sebebi ile bazi psikiyatrik
ve fizyolojik hastaliklarda kullanilmasi baslanmistir [46]. NAS dogal bir sekilde viicutta
endojen olarak sentezlenir ve dolasimda 23,3 — 137,7 nm diizeyinde olarak bulunmaktadir
[47].
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Asetil Grubu
Sekil 9: N-asetil sisteinin kimyasal yapisi [45].

2.5.1. N-asetilsisteinin Farmakolojik Ozellikleri

N-asetilsisteinin etki mekanizmasi ve uygulama dozu endikasyonuna gore farkli
olabilir. Ornegin parasetamol zehirlenmesinde, NAS’nin parasetamol alimim takiben 10 saat
icinde uygulanmasi gerekir [48]. Ama bronkopulmiiner hastaliklarda mukolitik ajan olarak
kullanildiginda salin sollisyonu veya nebiilize olarak inhalasyon seklinde veya oral yoldan

kullanilir. Oral kullanimi igin tablet veya kapsiil seklinde uygulanir [49].

2.5.2. N-asetilsisteinin Farmakokinetik Ozellikleri

Oral yoldan verildiginde, NAS molekiillerinin protein peptid zincirleriyle birlesmesi
ve bunun sonucunda ¢esitli NAS metabolitlerinin olugmasi nedeniyle hizli bir sekilde absorbe
edilir. Fakat diisiik oranda baglanmamis NAS molekiilleri plazmaya ve ardindan dokulara
ulasir [49].

[lacin oral biyoyararlanim1 genis dlgiide ilk gecis etkisi nedeniyle diisiiktiir ve % 6 ile
% 10 arasinda degisir. ilacin dagilimi sirasinda % 83 oraninda plazma proteinlerine baglanir.
Ayrica yarilanma omrii kisadir (2.15 saat). NAS’ in metabolizmasi karacigerde yapilir ve
atilimi bobreklerden ve daha az oranda idrar yoluyla gergeklesir. Hamile kadinlarda kullanimi
B kategoride yer almaktadir [50]. N-asetilsisteinin oral biyoyararlanimimin diisiik olmasi
karaciger ve barsak mukozasinda deasetilasyona ugramasi ve disiilfit baglarla proteinlere
baglanmasindan kaynaklanmaktadir [51].

Sicanlar iizerinde yapilan arastirmalara gore NAS’in barsak mukozasinda hizli
deasetilasyonu sonucu olusan ana metabolitler (sistein, sistin, inorganik siilfiirler ve NAS’in
homodisiilfidleri gibi) sistemik dolasima girerler ve plazma veya doku proteinleriyle birlikte
stabil olmayan disiilfit kompleksleri olustururlar. Olusan sistein karacigerde onemli bir
endojen antioksidan olan glutatyon olusumu i¢in kullanilir. Karacigerde olusan bu glutatyon

daha sonra sistemik dolasima girer [52-54].
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Oral NAS’in uygulandigindan sonra serum glutatyon diizeyinin artigina ek olarak
homosistein diizeyinde anlamli azalma saptanmistir [55-57]. Homosistein siilfiir i¢eren bagka
bir aminoasittir ve melatonin metabolizmasi sirasinda ara {iriin olarak olusur. Ancak hemen
melatonin veya sisteine doniisiir ve bu donlisme olay1 gergeklesmezse hiicre iginde birikip
daha sonra kana geger. Karaciger veya bobrek tarafindan kandan temizlenir, ancak bazi
karaciger ve bobrek fonksiyon bozukluklarinda homosistein diizeyi kanda artmaya baslar ve
bu artis sonucu oksidatif hasarlar, kardiyovaskiiler hasarlar, diyabet, kanser gibi hastaliklara

yol agar [57].
2.5.3. N-asetilsisteinin Bobrekler Uzerindeki Etkisi

e Antioksidan etkisi: NAS’in antioksidan o6zellikleri yaygin bir sekilde calisilmigtir
[58]. NAS serbest radikalleri in vitro nétralize etmede ¢ok etkindir. NAS hidroksil
radikalleriyle reaksiyona girerek, hizlica inaktive eder. Reaksiyonda; dnce NAS tiyol radikal
ara uriinleri olusur, NAS distilfid olusumu ile de reaksiyon sonlanir [59]. Siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit gibi diger reaktif oksijen tiirlerine kars1 da etkilidir [60]. SOD aktivitesini
arttirmakta, hidroksil radikallerini azaltmakta ve otokatalitik lipid peroksidasyonunu

engellemektedir [61, 62].

| INFLAMASYON |

1]
INOS | PROINFLAMATUAR GENLER |
| 'y a &

3.'0 NF-xB ¢| TIVOREDOKSIN |P | Mas |

OKSIDATIF STRES e csH o o | NAS

Peroksinitrit i
T H,0,;, 0H ile direk etkilegin

ROS — | NWAS |

Sekil 10: NAS 1 olasi etki mekanizmalari [63].
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NAS’mn takviyesinin viicudun ana antioksidani olan glutatyon seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir [64]. Glutatyon bir dizi toksik maddeyi detoksifiye etmede kritik 6neme
sahiptir. Bunlar; ksenobiyotikler (biyolojik sisteme yabanci kimyasallar), peroksit bilesikleri
ve diger serbest radikal iireten molekiillerdir. Bu sirada hiicreler iizerinde yogun koruyucu bir
etki sergiler [65]. Glutatyonun {i¢ aminoasit (glutamat, glisin ve sistein) bileseninden olan
sistein hiicre iginde en diisiik konsantrasyona sahip olan amino asittir [65]. Ciinkii glutatyonun
yenilenmesindeki primer mekanizma de novo sentezidir ve sistein mevcudiyeti glutatyon
sentez hizimi oksidatif Stres siiresi boyunca sinirlar [64].

NAS barsaklarda ve karacigerde deasetile oldugunda metabolitlerinden biri de
sisteindir. Dolasan sistein renal hiicrelere de girer ve glutatyon iiretiminde oncii molekiil
olarak gorev alabilir. Bir¢ok ¢alisma NAS’n glutatyon tiikenimini nledigini gostermistir [64,
65]. Bobrekle iligkisi bobregin iskemi-reperfiizyon hasarinda glutatyon seviyelerinin
azaldiginin kanitlanmasiyla kurulmustur [66]. Ratlara NAS uygulanmasinin bobrek glutatyon
seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir [67]. NAS’in kontrast madde nefropatisinin 6nlenmesinde
etkili oldugu yapilan klinik ¢alismalarla kanitlanmistir [68-70]. Kontrast maddeye maruz
kalan bobrekte oksidatif streste patlama meydana gelir ve doku hasariyla sonuglanir. NAS’mn
kontrast madde nefropatisindeki koruyucu etki mekanizmalarindan en ¢ok kabul goéreni
viicudun antioksidan kapasitesine olan destegidir [71].

e Antiinflamatuar Etkisi: NAS hiicresel redoks durumunu diizenlediginden dolay1
bircok yolu etkiler, NF-kB etkinliginde azalmaya yol acar [72]. NAS tiyoredoksin ve
glutaredoksin ekspresyonunu ve salimimini azaltarak, inflamatuar cevapta artisa yol agan
NFkB'nin DNA’ya baglanmasini azaltir [73]. Indiiklenebilir NOS, nitrik oksit sentezini
saglar. Nitrik oksit diisiik dozlarda l6kosit adezyonunu engelleyip, antiinflamatuar etki
gosterirken [74], yiiksek dozlarda siiperoksit anyonu ile reaksiyona girip peroksinitriti
olusturmakta oksidatif hasara sebep olmaktadir [75]. NAS dogrudan peroksiniriti indirgeyerek
[76] veya indirgenmis glutatyon/indirgenmemis glutatyon dengesini degistirip indiiklenebilir
NOS’u inhibe ederek antiinflamatuar etkinlik sergiler [63, 77].

e Renal Vazodilatasyon: Safirstein ve arkadaslari tarafindan ileri siirtilen NAS’1n renal
damarlar1 genisletici etkisi [78], yapisal hasar olmadan gii¢lii renal vazokonstriksiyonla
seyreden hepatorenal sendromlu hastalarda NAS’in etkinligi hakkindaki makalede
gosterilmistir [79]. Bu etkinlik, inferior vena cava okliizyonunu takiben bozulan renal mikro

dolasimin NAS tarafindan diizeltildigini gosteren diger bir makale ile de desteklenmektedir
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[80]. Baska bir makalede intavendz NAS’m (60 mg/kg); radyokontrast, Anjiotensin Il,
indometazin ve N(g)-nitro-L-arjinin metil ester ile indiiklenen renal vazokonstriksiyonu
azalttig1, onceden konstrikte edilmis dokuda vazodilatator etkilerine prostoglandinler ve nitrik

oksitten baska mekanizmalarin aracilik ettigi gosterilmistir [81].

2.5.4. N-asetilsisteinin Etki Mekanizmasi

2.5.4.1. N-asetilsisteinin Antioksidan ve Glutatyon Prekiirsoru Olarak Etki
Mekanizmasi

NAS reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi skavenger rolii vardir, onlar1 toplar ve
etkisiz hale getirir. Ancak asil terapotik Ozelligi onun sistein prekiirsoru olmasindan
kaynaklanir. Sistein olusumunun glutatyon olusumunda hiz-kisitlayict rolii vardir. Oksidatif
stres sirasinda glutatyon tiikenir ve bosalmaya dogru gider, bu durum NAS eklenmesiyle
cevirilebilir. Oksidatif strese kars1 hiicresel savunma glutatyon peroksidaz tarafindan
hidroperoksidin (HOO") indirgenmesi veya glutatyon-S-transferaz tarafindan yapilan
konjugasyon reaksiyonlar1 ile gergeklesir. Bu nedenle glutatyon, antioksidan savunmasinin
temel bir yapisidir [56, 82].

Glutatyonu yenileyerek NAS, parasetamol toksisitesini Onleyebilir. Parasetamoliin
hepatotoksik metaboliti hizli1 bir sekilde glutatyon tarafindan sistein ve merkaptiirik asit

konjuganlar1 olusturarak temizlenir ve hiicre 6liimii 6nlenmis olur [82].

2.5.4.2. N-asetilsisteinin Mukolitik Ajan Olarak Etki Mekanizmasi

NAS mukozada glikoproteinleri ¢apraz bagla baglayan disiilfit baglarini pargalayarak
mukolitik etkisini gosterir. Glikoprotein baglarinin pargalanmasi mukoza akiskanligimni

artirarak viskozitesini azaltir ve bronsiyal yolun temizlenmesini kolaylastirir [83].

2.5.4.3. N-asetilsisteinin Anti-inflamatuvar Etki Mekanizmasi

Pro-inflamatuvar transkripsiyon faktorlerinin aktivator proteinlerinin (AP-1 ve NF-
KB) indiiklenmesini baskilayarak [84] ve inflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6) olusumunu
azaltarak [85] anti-inflamatuvar etkisini gosterir. NAS’in anti-inflamatuvar etkisi onun

antioksidan 6zelliginden kaynaklanir [84].
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2.5.4.4. N-asetilsisteinin Antidot Ajan Olarak Etki Mekanizmasi

Besin ve ¢evre kirlenmesi sonucu olusan metimerkiiri ile (agir metal) kompleks

olusturarak onun idrar yolu ile itrahin1 artirarak viicudu detoksifiye olmasini saglar [86].

2.5.4.5. N-asetilsisteinin Glutamat Prekiirsorii Olarak Etki Mekanizmasi

Glutamatin duygudurum nérobiyolojisi, psikoz [87] ve bagimlilikta [88] 6nemli rolii
oldugu bilinmektedir. Niikleus akiimbens’te hiicre dis1 glutamatin bazal diizeyi, baslica hiicre
dis1 sisteinin hiicre i¢i glutamat ile degis-tokus sistemiyle korunur. NAS sisteinin hiicre i¢ine
girmesini saglayarak, glutamatin hiicre dis1 diizeyini artirir ve glutamat II metabotropik
reseptorleri uyarir. Bunun sonucu, N-metil D-aspartik asit (NMDA) reseptorlerinin

aktivitesini azaltarak vezikiillerden dopamin ve glutamatin salinimini kontrol eder [89].

2.5.5. N-asetilsisteinin Tedavide Kullanimlari

2.5.5.1. Parasetamol (Asetaminofen) Zehirlenmesi Tedavisinde:

Parasetamolun toksik metaboliti olan N-asetil-p-benzokinoneimin hiicre enzimleri
tizerinde hasar olusturarak hiicrelerin Oliimiine sebep olabilir. Yiiksek doz parasetamol
alindiginda glutatyon bu zararli metabolitin etkisini ortadan kaldirir, ancak hiicrelerde
glutatyon depolar1 bosalir. Boyle durumlarda intraven6z NAS (glutatyon prekiirsorii olarak)
uygulandigr zaman karaciger hasar1 onlenmis olur. Ancak bu uygulanma madde alimini
takiben 10 saat icinde yapilmalidir, zira NAS’in efikasitesi parasetamol alindiktan 8-15 saat
sonra ortadan kalkar ve etkisiz hale gelir. Intravendz NAS uygulanmasindan sonra 72 saate
kadar oral NAS tedavisi siirdiiriilmelidir [45, 90, 91]. Siddetli karaciger hasari olustugunda
bile NAS uygulanmasi, hayatta kalma oranini artirir [92].

2.5.5.2. Pulmoner Hastaliklarin Tedavisinde

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi baz1 pulmoner hastaliklarin sigaraya
bagli patojenezine bakildiginda oksidatif stresin ayak izlerine rastlamak miimkiindiir. Burada
hem solunan sigara dumanindaki reaktif oksijen tiirleri ve hem inflamatuvar hiicrelerde olusan
endojen reaktif oksijen tiirleri intrapulmoner oksidatif strese yol agar. In vivo ve in vitro
yapilan arastirmalardan elde edinen bilgilere gore oksidatif stress iki sekilde KOAH
olusumuna sebep olur; bunlardan birisi oksidatif stresden kaynaklanan, akciger temel

bilesenlerinde olusan yapisal degisimlerdir ve bu degisimler hava yolun paransimi ve
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duvarinda donilistimsiiz hasarlara sebep olur, digeri ise oksidatif strese bagli lokal immiin
reaksiyonlardir [61].

Ayrica bronglardan akcigere gegen sigara dumani total pulmoner glutatyon
diizeyinde doza bagimli olarak azalmaya sebep olur. Ancak sigara dumaniyla birlikte, NAS
uygulanmasi pulmoner glutatyon azalmasini 6nler ve sigara dumaninin glutatyon tizerindeki
etkiyi kaldirir. [n vitro ¢alismalarda NAS’ nin hidrojen peroksitten (H,0,) kaynaklanan epitel
hiicrelerin hasarin1 azalttigi gosterilmistir. Ayrica inflamatuvar mediyatorii olan niikleotid
faktor kappa B’nin (NF-xB) aktivasyonunu baskilar ve boylece oksidatif stresten kaynaklanan
etkileri Onler. Buna ilave olarak NAS, mukolitik &zelliginden dolayr bronsiyel yolun

temizlenmesini kolaylastirir ve agik tutulmasini saglar [45].

2.5.5.3. Bagimhilik Tedavisi

Bagimlilik fizyolojsinde 6nemli rolii olan glutamat ve dopaminin salinimimi kontrol
ederek bagimlilik tedavisinde kullanilir. NAS sistein-glutamat antiport sistemini etkileyerek
glutamatin hiicre disina salinimini artirir ve bu salinan glutamat kendi inhibitor reseptorlerini
uyararak sinaptik araliga glutamat salinimi azaltir. Ayni sekilde dopaminin vezikiillerden
saliimini artirir. Bu nedenle marihuana, nikotin, kokain ve kumar bagimliligi tedavisinde

olumlu etkileri oldugu gosterilmistir [85].

2.5.5.4. Psikyatrik Hastaliklarin Tedavisi

Bazi psikiyatrik hastaliklarin patolojisinde oksidatif stresin onemli rolii vardir.
Endojen antioksidan olan glutatyon diizeyinde azalma ve ona bagli lipidperoksidasyonunda
artisin; sizofreni, bipolar bozukluk ve major depressif bozuklugu gibi birgok psikiyatrik
hastaligin patogenezinde rolii oldugu bilinmektedir [93].

Ayrica oksidatif stresin ile bu bozukuklarin semptomlarin siddeti arasinda bir iliski
oldugu saptanmistir. Yapilan aragtirmalarda NAS glutatyon prekiirsorii olarak bu hastaliklarin
oksidatif strese bagli semptomlarini ortadan kaldirmada plasebo ilaca gore daha etkili

olmustur [85].

2.5.5.5. Antidot Ve Biyokoruma Amach Olarak

Akut akrilonitril toksisitesinin tedavisinde kullanilabilir [94]. NAS’in biyoprotektif
rolii glutatyon deplesyonuna karsi karaciger koruyucusu olarak kanitlanmistir. Ayrica

arastirmalarin sonucuna gore civa, kadmiyum ve kursun gibi ¢evre kirletici toksinlerin zararlh
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etkilerine karsit koruyucu etkisi vardir. Ayni1 zamanda, bir¢ok calismanin sonucu NAS’in
kontrast maddeye bagli nefrotoksisiteye karst koruyucu etkisini oldugunu gostermektedir
[45].

2.5.5.6. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Iskemi ve reperfiizyona bagli hasarlar1 énlemek igin tedaviye ek olarak kullanilir.
NAS, nitrogliserinin etkisini artirir. Ayrica homosistein diizeyini diisiirerek zararli etkilerini

onlemede yardimcidir [95].

2.5.6. N-asetilsisteinin Ila¢ Etkilesmeleri

Vazodilator etkisi nedeniyle nitrogliserin ve benzer gruptan olan ilaglarin hipotensif
etkisini artirir ve zehirlenmeye yol agabilir [96]. NAS, aktif komiirle kullanildigi zaman

absorpsiyonunun azalmasi nedeniyle etkisini yitirir [97].

2.5.7. N-asetilsisteinin Yan Etkileri

Oral uygulamada genelde iyi tolere edilir. En sik goriinen yan etkiler bulanti, kusma
ve karin agrisidir. Bulanti ve kusmanin nedenlerinden birisi ilacin bozulmus yumurta
kokusuna benzeyen kotii kokusudur. Boyle durumda anti-emetik ilaglarin uygulanmasi bulanti
ve kusmay1 azaltir [98]. NAS kullaniminida basagrisi ve diyare de sik goriinebilir [99]. Ayrica
sadece bir vakada oral NAS uygulanmasindan sonra anafilaktik reaksiyon gériinmiistiir [100].
Cok az sayida bazi dermatolojik yan etkiler (kizariklik, {irtiker ve kasint1 gibi) gériinmustiir
[101].

Intravendz NAS uygulanmasinda daha fazla yan etkiler goriilebilir. Oral uygulamada
oldugu gibi i.v. uygulanma sirasinda da bulanti ve kusma en sik goriilen etkilerdir [102].

Intaravendz NAS uygulamasmin en ciddi yan etkisi anafikatik reaksiyondur. Bu
reaksiyonlar kizariklik, iirtiker ve kasintiyla birlikte olusur. Ancak daha ciddi ve Sliimciil
reaksiyonlar bronkospazm ve hipotansiyon seklinde goriilebilir. Astim hastalarinda
anafilaktik reaksiyon ile karsilasilma riski daha fazladir [103, 104] yaptiklar1 aragtirmanin
sonucuna gore NAS’in i.v. inflizyonunda hizli enjeksiyonuna gore anafilaktik reaksiyon
olusum orani daha diisiiktiir [104]. intravendz NAS uygulanmasinda gériilen diger yan etkiler

hipotansiyon ve tasikardidir [105].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinden 30
adet 300 - 400 g arasinda saglikli yetiskin erkek Wistar albino si¢an temin edildi (Calisma
sirasinda kontrol grubundan 1 adet sican kaybi olmustur.) Sicanlar, Bezmialem Vakif
Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarindaki deney hayvanlari
odasinda, standart laboratuvar kosullarinda (12 saat 1s1k-12 Ssaat karanlik, 23°C sicaklik, % 75
+ 5 nem) barindirilarak, standart sican yemi ve musluk suyu ile beslenildi. Kolistin ve N-
asetilsistein dozlar1 yapilan 6n ¢alisma (2 adet sigan) ve ilgili literatiire [2, 5] dayanarak
belirlendi. Caligma, Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Etik
Kurulundan 14.02.2013 tarihinde 2013/22 sayili onayi alinarak ve deney hayvanlarinin bakim
ve kullanimu ile ilgili rehber (NIH publication No. 85-23, revised 1996) takip edilerek yapildi.

3.2. Deney Gruplan ve ila¢ Uygulamasi

Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezinden temin
edilen Wistar albino saglikli si¢anlar bir hafta aligma siiresinin ardindan, rastgele 4 gruba (n =
28) ayrildi. Deney hayvanlarina uygulanacak ila¢ dozlar1 giinliik tartim yapilarak belirlendi.
Buna gore gruplar su sekilde olusturuldu;

* Grup 1 (Kontrol) (n = 7): Giinde 2 doz seklinde 2 ml/kg/giin steril apirojen serum
fizyolojik enjeksiyonu i.p olarak 10 giin boyunca uygulandi.
 Grup 2 (Kolistin) (n = 7): Giinde 2 doz seklinde 300.000 TU/kg/giin kolistin

(Colimycin, kolistimetat sodyum, 150 mg Kocak Farma) enjeksiyonu i.p. olarak 10

giin boyunca uygulandi.

*  Grup 3 (NAS+Kolistin) (n = 7): Gilinde 2 doz seklinde 300.000 IU/kg/giin NAS

(Asist Plus, 600 mg, Bilim Ilag ) ve bunun akabinde her enjeksiyondan 2 saat sonra

300.000 IU/kg/giin kolistin enjeksiyonu i.p. olarak 10 giin boyunca uygulandi.

* Grup 4 (NAS) (n =7): Giinde 2 doz seklinde 300.000 IU/kg/giin NAS enjeksiyonu

1.p. olarak 10 giin boyunca uygulandi.
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3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Tiim gruplarda tedavi uygulamasina baslamadan ve kafeslere alinmadan 2 giin 6nce
bazal serum kreatinini 6lgmek amaciyla ketalar (35 mg/kg) ve rompun (5mg/kg) anestezi
altinda jugular venden 1 ml kan alindi. Alinan kan 2500 g’de 15 dk santrifiij edildi [106] ve
serumlar1 ayrildi. Elde edilen serumlar -80°C’de 6lglimler yapilincaya kadar saklandi.

Sicanlara 10 giin ilag uygulamasindan sonra, sakrifikasyon islemi i¢in agir anestezi
altinda iken (35 mg/kg ketalar ve 5Smg/kg rompun) kalplerinden 2 ml intrakardiyak kan
ornekleri biyokimyasal tiiplere alindi. Daha sonrasinda siganlar dekapite edilerek bobrekleri
alindi. Alinan bobrekler serum fizyolojik ile yikandiktan sonra sol bobrekler histopatolojik
inceleme i¢in % 10’luk formalin tampon ¢ozeltisine konuldu. Sag bobrekler ise apoptotik

hiicre degerlendirmeleri i¢in -80°C’de saklandi.

3.4. Patolojik Inceleme

Isik mikroskobunda (Olympus BH-2, BHTU) degerlendirme i¢in % 10’luk formal
tampon c¢ozeltisinde sabitlenen bobrek dokular1 parafine gomiildii. Daha sonra 5 pm
(mikrometre) inceliginde doku kesitleri alinarak hematoksilen-cosin ile boyandi. Bobrekler
her gruptan 5 kesit olacak sekilde, ratlarin hangi tedavi grubunda oldugunu bilmeyen bir
patolog tarafindan kor olarak degerlendirildi [2]. Dokular tiibiiler epitelyal degisiklikler,
interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonu, ddem ve glomeriiler degisiklikler agisindan
degerlendirildi.

Patolojik olarak bobrekte olusan lezyon 3 derecede degerlendirildi: Grade 1, tiibiiler
dilatasyon, belirginlesmis niikleuslar ve birkac soluk tiibiiler kast’tan olusan hafif tiibiiler
hasar; grade 2, ¢ok sayida tiibiiler kast ve tiibiiler epitelin nekrozundan olusan ciddi tiibiiler
hasar; ve grade 3 papiller nekrozla birlikte veya papiller nekroz olmaksizin akut kortikal
nekroz. Renal histolojik degisiklikler grade’e gore su sekilde puanlandi: Grade 1 lezyon 1
puan; grade 2 lezyon 4 puan ve grade 3 lezyon 10 puan. Bobregin etkilenen alaninin
yiizdesine gore ise su puanlar verildi: <% 1 = 0 puan; % 1-4 = 1 puan; % 5-9 = 2 puan; % 10-
19 = 3 puan; % 20-29 = 4 puan; % 30-39 = 5 puan; >% 40 = 6 puan. Toplam puan ise grade’e
gore puan ve etkilenen alan yiizdesine gore puanin toplanmasiyla bulundu.

Renal histolojik degisiklikler i¢in semikantitatif skor (SQS) su sekilde hesaplandi:

e SQS + 1, hafif hasar (toplam puan 1 - 15)
e SQS + 2, hafif-orta hasar (toplam puan 15 - 30)
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e SQS + 3, orta hasar (toplam puan 30 - 45);
e SQS + 4, orta-ciddi hasar (toplam puan 30 - 45)
e SQS + 5, ciddi hasar [107].

3.5. Hiicre Apaptozunun Belirlenmesi

Dokudaki apoptotik hiicreleri belirlemek amaciyla Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) boyamasi kit yardimiyla (In Situ Cell Death
Detection Kit, IF, ROCHE) yapild.

Her bir sag bobrekden kryostat cihazinda (Leica CM1950 Cryostat) 18 pm
kalinliginda iki kesit alindi. Kesitler, 37°C inkiibatérde 20 dk (dakika) kurumasi ve lama
yapigmast i¢in bekletildi. Daha sonra kesitler sale yataklarina alinip % 4’liik paraformaldehit
(0,1 M (molar)) igerisinde oda 1sisinda 10 dk ve bunun akabinde 4°C‘de 10 dk fikse edildi.
Inkiibasyon sonrasi kesitler yeni saleye alip distile sudan gegirildikten sonra 0,1 M fosfat
tampon ¢ozeltisi ile 3 kere 1’er dk yikandi. Kesitler sirasiyla permeabilizasyon soliisyonu ve
sitrat soliisyonunda (Ph : 6,0) 1’er dk bekletildikten sonra 0,1 M fosfat tampon ¢ozeltisi
igerisine alind.

Her o6rnege, 0rnegin tiim alanini kaplayacak sekilde 30 pl (mikrolitre) bloklama
soliisyonu % 2’lik Bovine Serum Albumin (BSA) (Santa Cruz), % 1’lik jelatin (Santa Cruz),
% 10’luk Normal Goat Serum (NGS) ve % 0,3’liikk Tween 20 (Chem Cruz) igeren 0,1 M
fosfat tampon ¢ozeltisi eklenip 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi kesitler 0,1
M fosfat tampon ¢ozeltisi ile 3 kere 1’er dk yikandi. Bu asamadan sonra her doku kesiti i¢in
kit igerisinde bulunan TdT tamponundan 57 pl ve TdT enziminden 3 pl kanstirildi ve
dokulara eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 0,1 M fosfat tampon
cozeltisi ile 3 kere 1’er dk yikandi. Ardindan ¢ekirdekleri belirlemek amaciyla DAPI (Sigma
Aldrich) boyamasi yapildi ve kesitler lamel ile kapatildi. TUNEL-pozitif hiicreler Nikon
marka florasan mikroskopta degerlendirildi.

Incelenen her kesitin en az bes ayr1 bolgesinde 40x biiyiitmeyle fotograflar cekildi.
Fotograflar bir arastirmaci tarafindan (kor olarak) TUNEL pozitif hiicreler sayilarak ortalama

apoptotik hiicre ylizdesi hesaplandi.

3.6. Kreatin Seviyesi Ol¢iimii

Tedavi Oncesi ve tedavi sonrast alinan serumlardan ELISA yontemi ile kreatin

seviyeleri Ol¢lildii (MyBioSource Comp. Rat ELISA kit). Ticari kit kullanilarak c¢alisilan
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ELIZA testinde, maddeye spesifik antikor (capture antibody) ile kapli plakalarin tizerine 50 pl
sicanlardan elde edilen serum sirasiyla bu monoklonal sican kreatinin antikorlari ile kapli
kuyucuklara konuldu ve inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda yikama
soliisyonu ile yikama islemi yapildi. Biotin-streptavidin bagli enzim ile isaretlenmis insan
globiilini antiserumu eklendi ve 30 dk inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu ile tekrardan
yikama yapildi. Enzime uygun bir kromojen substrat eklendi. Sisteme baglanmis enzim bu
substrat1 parcaladiginda ortaya c¢ikan renk, yapilacak kolorimetrik yontemle 450 nm’de

ELIZA okuyucusunda (Chorom Manager) dl¢iildii.

3.7. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler standart paket programi (SPSS v.15) kullanilarak yapildi. Degerler
ortalama + standart sapma olarak verildi. Biyokimyasal degiskenlerde gruplar arasindaki
farkliliklart degerlendirmek igin parametrik olmayan Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney
testleri kullanilds. Istatiksel anlamlilik igin P < 0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
Tanimlatict istatistikler median (% 25 - % 75) persantil olarak gdsterildi. Glomeriiler hasar,
tubuler hasar, tubulointersitisyel inflitratlar ve total nefrotoksisite skoru Kruskal Wallis testi

ile karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum Kreatinin Seviyesi

Tablo 1°de gosterildigi gibi deneye baslamadan 6nce Slgiilen kreatinin degerlerinde

gruplar arasinda fark goriilmedi. Kolistin uygulanan grupta kreatinin seviyesi deney dncesine

oranla deney anlamli olarak bir artig gézlendi (p = 0.005). NAS + kolistin grubunda ise deney

sonrasinda kreatin seviyesinde anlamli bir de§isme gozlenmedi (p = 0.271). Diger taraftan,

sadece NAS uygulanan gruptada deney sonrasinda deney Oncesine oranla kreatinin

seviyesinde anlamli bir artig kaydedildi (p = 0.011) (Tablo 1).

Tablo 1: Calismada kullanilan her bir grup i¢in tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi kreatinin diizeylerinin
karsilastirilmasi. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Kontrol grubu n = 6 diger gruplar n =
7°dir. *: kontrol grubuna gore, gore anlamli.

Deney oncesi Deney sonrasi
GRUPLAR kreatinin (mg/dl) kreatinin (mg/dl) p
Kontrol 0.76 £0.22 1.04 £0.36 0.293
Kolistin 0.80+0.10 1.35+0.30 0.005*
NAS + Kolistin 0.74+0.11 0.81+014 0.271
NAS 0.60+£0.16 1.03+0.18 0.011*

4.2. Histopatolojik Bulgular

Tim gruplarin bobrek histolojik hasar derecesi, bobrek alaninin hacmi ve

semikantitatif skorlamaya gore hasar derecesi belirlenip Tablo 2’de verildi. Gruplar

karsilagtirildiginda; kolistin grubu bobrek dokusundaki hasar toplam histolojik aktivite skoru
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acisindan diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (p < 0,05) (Tablo 2).
Bobrek histolojik hasar derecesi kolistin grubu (2,71 + 1,6), kontrol (0,17 + 0,4) ve NAC
(1,29 = 1,2 ) grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark goriildii. Hasarli bobrek alan hacmine
gore degerlendirme yapildiginda kolistin grubu (3,00 + 1,4) diger tim gruplarla
karsilagtirildiginda anlamli fark goriildii. Semikantitatif skorlamada kolistin grubu (2,85 + 0,3)

istatistiksel olarak anlamli ciddi hasar oldugu hesaplandi.

Tablo 2 : Deney gruplarinda renal histolojik degisiklikler. Grup ortalamalar1 ve standart sapmalar Oneway
ANOVA testi ile hesaplandi, p < 0,05 anlamli kabul edilmistir. a: p < 0,05; Kolistin grubu kontrol ve NAC grubu
ile karsilastirildiginda. b, c: p < 0,05; Kolistin grubu tiim gruplarla karsilastirildiginda.

Bobrek .. . Histolojik
Histolojisinin Hasar Hasar Goren Bobrek Degisiklikler Icin
Gruplar . Alanimin Hacmi > o
Derecesi X, SD Semikantitatif skor
X, SD ’ X, SD
Kontrol 0,17 +0,4% 0,00+0,0 b 0,00+£0,0°
Kolistin 2,71+1,6° 3,00+1,4° 2,85+03°
Kolistin + NAC 1,43+1,1 1,28 £0,7° 1,35+£09°¢
NAC 1,20+£12° 1,00 0,5 ° 1,14+09°¢

Kontrol grubu olarak alinan ve serum fizyolojik uygulanan ratlara ait bobrek
dokularinin histopatolojik degerlendirmesinde, renal cisimcikler ve bobrek tiibiilleri normal
yapida izlendi (Resim 1, 2). Kolistin grubuna ait dokularinin histopatolojik
degerlendirmesinde, grade 1 ve grade 2 seviyesinde tiibiil epitelinde ileri derecede dejeneratif
degisiklikler gosterdigi goriildii. Tubiilleri doseyen epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda akut
tubiiler hasar ve nekroz islendi. Renal cisimciklerde Bowman boslugunun diizensizlestigi, yer
yer daraldigi goriildii (Resim 3). NAS + Kolistin grubunda siganalarin bobrek kesitlerinin
degerlendirilmesinde ise hafif hasar ve tubiiler dilatasyon goriildii (Resim 4). NAS grubunun

bobrek dokularin da herhangi bir hasar goriilmedi (Resim 5).
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Resim 1: Kontrol grubu deney hayvanina ait normal bébrek yapisi 11k mikroskobik goriintiisii HE; X40.
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Resim 2: Kontrol grubu deney hayvanina ait normal cortex ve normal medulla sinirlarina sahip bdbrek yapisi
151k mikroskobik goriintiisii. HE; X20 (C: cortex M: medulla).

30



Resim 3: Kolistin grubu grade 1 ve grade 2 seviyesinde tiibiil epitelinin ileri derecede dejeneratif
degisikliklergdsteren bobrek dokusunun 1gik mikroskobik goriintiisii. HE; X10.
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Resim 4 : Kolistin + NAS grubu ratlarin bobrek doku kesitlerinin degerlendirlmesinde ise hafif hasar ve tubiiler
dilatasyon goriilen bobrek dokusu miksorkopik goriintiisii. HE; X10.
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Resim 5: NAS grubu deney hayvanina ait normal bobrek yapisi 151k mikroskobik goriintiisii HE; X100.
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4.3. Apoptotik Bulgular

DNA kiriklart bir hiicrenin apoptoza gitmesinin en 6nemli biyokimyasal kaniti
oldugundan aliman doku kesitlerinde DNA kiriklarinin varligt TUNEL yontemi ile
degerlendirildi. TUNEL yontemi, apoptotik hiicreleri saptamaya yarayan, en duyarli ve en
hizli metod olup, niikleer DNA fragmantasyonunu saptamaya dayanan biyokimyasal bir
indikatordiir. Bu yontem temelinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini serbest 3°-
OH uglarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanir, apoptoza giden hiicrelerin
goriintiilenmesini saglar [107].

Kolistin grubu diger biitiin gruplardan daha fazla apoptotik hiicreye sahipti (Sekil 10)
(p > 0,0001). Resim 6A ve 6B’de goriildiigii iizere, kontrol ve NAS grubunda apoptotik hiicre
sayist diigsiikken, Resim 6C’de kolistin grubunda apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir artis
oldugu goriilmektedir. Diger tarftan Resim 6D’de NAS tedavisinin kolistine bagli apoptotik
hiicre sayisini azalttigi gézlenmektedir. Kolistin + NAS grubunda (tedavi grubu) apoptotik
hiicre sayis1 kolistin grubu apoptotik hiicre sayisina gore istatistiksel olarak anlamli derecede

diisiik bulundu (Sekil 10).
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Apoptotik hiicre indeksi
N iy 2] [oe]
o o o o

o

# Kontrol

# Kolistin

# Kolistin + NAC 2 NAC

37,93

Sekil 8: Apoptotik hiicre indeksi. * kontrol grubuna gore anlamli kabul edildi (p > 0,0001).

Tablo 3: Calismadaki gruplarda renal histolojik degisikliklerin ve serum kreatinin diizeyindeki degisikliklerin

karsilastiriimasi. *,” Kolistin grubu diger gruplara gore anlamliligi gostermekte (* p < 0,05, “p > 0,05).

Kolistin + Kolistin
Kontrol grubu | NAS grubu NAS grubu grubu 0
159.12 £
Apoptoz orani 45.31+30.49 | 37.93+£23.28 | 61.70 £35.94 29 87 0.0001
Toplam
histolojik hasar ) i ) ) *
skoru® 0 (0-0) 2 (2-2) 2 (2-7) 7 (2-9) 0.0001
Bazale gore
serum Kreatinin
dizeyinin 017033 | 023£0.10 | 0.04+027 | 038011 | 0097

degisim yiizdesi
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Resim 6: Bobrek dokusundan TUNEL boyama yontemi ile elde edilen temsili apoptotik hiicre goriintiisii A:
Kontrol grubu, B: NAS grubu, C: Kolistin grubu, D: NAS + Kolistin tedavi grubu, 40X. Yesil: TUNEL pozitif
hiicreler, Mavi: ¢ekirdek boyasi (DAPI).




5. TARTISMA

Gilinimiizde Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Klebsiella
pneumoniae basta olmak tizere hayati tehdit eden birgok ilaca direngli (MDR) bakterilerle
olusan hastane infeksiyonlarinin tedavisi 6énemli sorun olusturmaktadir [1, 2, 5, 9]. Bu
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan en Onemli antibiyotiklerden biriside kolistindir.
Kolistinin nefrotoksik 6zelliklere sahip olmasi onun en 6nemli dezavantajlarindan biridir [5].
Farmakokinetik/farmakodinamik ¢alismalar giliniimiizde kullanilan kolistin dozlarinda kritik
hastalarda ilag etkinliginin yeterli olmayabilecegini gostermistir. Kolistin nefrotoksisitesini
belirleyen en 6nemli degiskenlerden birinin kolistin dozu oldugu bilinmektedir [2, 13, 108,
109]. NAS ile kolistin nefrotoksisitesinin onlenmesi kritik hastalarda kolistin dozunun
artirllmasini saglayabileceginden tedaviye ¢ok 6nemli katkida bulunacaktir.

Bu calismada sicanlara 300000 IU/kg viicut agirligi oraninda verilen kolistinin
nefrotoksisite olusturdugu bazal serum kreatinin seviyesine oranla deney sonrasi kreatinin
seviyesindeki, histopatalojik degerlendirmelerdeki toplam hasar skorundaki ve apoptotik
hiicre sayisindaki istatistiksel anlamli artislardan anlagilmaktadir (Tablo 3). Bu dozda kolistin
enjeksiyonun nefrotoksisite olusturduguna dair literatiirde de sonuglar bulunmaktadir [5, 110].

Serum kreatinin diizeyinin belirlenmesi bobrek fonksiyonlarini degerlendirmede
siklikla kullanilan bir parametredir. Bizim calismamizda da kolistin grubunda kreatinin
seviyesindeki anlamli artis siganlarin bobrek fonksiyonlarinda bir bozulma oldugunu ve
nefrotoksisite modelini gelistirdigimizi desteklemektedir. NAS tedavisi uygulanip kolistin
verilen grupta ise kreatinin seviyesinde anlamli artigin olmamasi NAS’m bobrek fonksiyonlart
lizerindeki koruyucu etkisini gostermektedir. Daha once Ozyilmaz ve arkadaslari [5]
tarafindan yapilan bir ¢alismada NAS kolistin ile birlikte verilmis ve kreatinin seviyesinde bir
diizelme kaydedilmemistir. Bunun da NAS’in kas dokusunda metabolizma artis1 {izerinden
etki ederek kreatinin degerini distrdigii disinilmektedir [9]. Bizim sonuglarimiz
gostermektedir ki, kolistinin bobrek fonksiyonlarindaki olumsuz etkilerinin giderilmesinde
NAS tedavisinin verilme zamani1 6nem arz etmektedir. Bu da ila¢ uygulamalarinda ilaclarin
etki mekanizmalarinin ve yarilanma Omiirlerinin ince hesaplamarla yapilmasi gerektigini
gostermektedir. Diger taraftan bizim ¢alismamizda sadece NAS uygulanan grupta da kreatinin
seviyesinde anlamli bir artis kaydedilmistir. Kreatinin omurgalilarda dogal olarak olusan ve

kas hiicrelerine yaglari indirgeyerek enerji destegi saglayan organik bir asittir [111]. NAS’mn
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kas metabolizmasi iizerindeki etkileri de daha dnce yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [112].
Bu nedenle NAS’1n tek basina kullaniminin kas metabolizmasi tizerindeki etkilerinden dolay1
kreatinin seviyesinde bir artisa sebep oldugu diisiinebilir. Ayrica NAS’1n bu konsantrasyonda
kullanim1 hiicre diizeyinde toksik etki olusturma olasiligi da vardir. Bu nedenle gelecek
caligmalarda NAS’1n toksik etkisi de degerlendirilmelidir. Kreatinin seviyesindeki artis her
zaman bobrek fonksiyonlarindaki bozukluktan da kaynaklanmamaktadir. Ornegin, agir
egzersiz ya da travma gibi durumlarda kaslardan kreatinin salimiminda artis goriilebilir [113,
114].

Histopatolojik hasar skorlar1 degerlendirildiginde de kolistin grubunda hasar skoru
diger gruplara oranla daha yliksekti ve bu hasar yine kolistin Oncesinde NAS tedavisi
uygulanan grupta anlamli derecede azalmistir. Bu da NAS’in kontrast maddeye bagiml
olusan nefrotoksisitede koruyucu etki gosterdigine bir kanittir. Yine hafifte olsa sadece NAS
uygulanan grupta da bobrek hasar1 kaydedilmistir. Bu da yine NAS’in bu dozda tek bagina
kullaniminin toksik etki gdsterebilecegine isaret etmektedir. Daha dnce yapilan ¢alismalarda
da benzer sonuglar elde dilmistir. NAS’in antioksidan o6zelligi sayesinde, diger
antioksidanlarda gosterildigi tlizere [9], histopatalojik bulgularda iyilesme gostermis
olabilecegi diisliniilmektedir

Apoptoz hiicre Oliimiinii gosteren fizyolojik bir siiregtir. Patolojik durumlarda
apoptozun istenmeyen bir sekilde artmasi veya azalmasi so6z konusudur. Kolistine bagl
nefrotoksisite gelisiminde apoptozun rolii hakkinda ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir [2, 111].
Kolistin grubunda TUNEL boyama ile elde edilen apoptotik indeksin kontrole oranla anlamli
derecede yiiksek olmasi, kolistine bagimli olusan nefrotoksisitede apoptozun gorevli
oldugunu diisiindiirmektedir. Calismamizda kolistin 6ncesinde NAS koruyucu tedavisi
uygulanmas1 apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir azalmaya sebep olmustur. Daha 6nce
yapilan c¢aligsmalarda NAS’in kolistine bagli olusan nefrotoksisitenin olusumunda yer alan
apoptoz mekanizmasi tstiindeki etkisi arastirilmamistir. Bu nedenle bizim bu g¢alismamiz
literatiirde ilk defa kolistine bagli nefrotoksisiteye karst NAS’in koruyucu etkisinin apoptotik
hiicre sayisin1 azaltmasi ile oldugunu gostermistir.

Nefrotoksik etkili bazi ilaglarin NAS ile birlikte kullaniminin hayvan deneylerinde
nefrotoksisiteyi Onleyebilecegi gosterilmistir. Sadece bir calismada NAS kullaniminin
kolistine bagl renal degisikliklere etkisi incelenmistir Bu c¢aligmada ratlar serum fizyolojik,

kolistin (300000 IU/kg/gilin) ve kolistinle birlikte NAS (150 mg/kg/giin) verilen 3 gruba
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ayrilmistir. Kolistin verilen rat grubunda serum fizyolojik verilen kontrol grubuna gore renal
tubuluslarda immunhistokimyasal boyama ile indiiklenir nitrik oksit sentaz, endotelyal nitrik
oksid sentaz ve norotrofin-3 diizeylerinin arttifi ve NAS ile bu degisikliklerin diizeldigi
gorilmistiir. Isik mikroskopisinde her iki grup arasinda fark bulunamamis, apoptoz
incelemesi ise yapilmamistir. NAS i kolistin etkisi ile olusan kreatinin artisini ise

diizeltmedigi gosterilmistir.
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6. SONUC

N-asetilsisteinin bobrek dokusu {izerindeki koruyucu etkisini oksidatif strese bagh
artan kreatinin seviyesini ve histopatolojik hasar skorunu diisiirmesi ve apoptotik hiicre
sayisinda azalmayi saglamasi ile gosterdigi bu calismanin sonuglarindandir. Ayrica bu
calisma NAS’1n kolistinden belirli bir siire once (2 saat once) verilmesinin koruyucu etkiyi
arttirdigina dair de ilk olma 6zelligi gostermektedir.

Bu ¢alisma sonrasinda NAS’in kolistine bagli olusan nefrotoksisiteye karsi dozu ve

stiresiyle iligkili koruyucu etkinligi arastirilabilir.
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Hastalarda Serum Intermedin Seviyelerinin Degerlendirilmesi

7.6 Diger Yaymnlar

8. Projeler

1. Akut st elevasyonlu miyokard enfarktiisii gegiren hastalarda plazma
intermedin diizeyinin degerlendirilmesi. Yardimci arastirmact Bap No:
12.2013/24 (Tamamlandh).

2. Kolistine Bagl Nefrotoksisite N-asetil Sistein Kullanimi ile Azaltilabilir mi:
Bir Deneysel Caligma. Yardimci arastirmact Bap no: 6.2013/25
(Tamamlandi).

3. Kolistin Tedavisinde Olusan Nefrotoksisitenin Artan Dozlar Kullanarak
Giderilmesi. Proje yiiriitiiciisii Bap no: 9.2014/15 (Devam Ediyor).

4. CYP19A (AROMATAZ) Gen Polimorfizminin Prostat Kanseri ile iligkisi,
Yardimer aragtirmaci.

5. Trombositten zengin plazma (PRP) emdirilmis vikril sutiirlerin ve
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Trombositten fakir plazma (PPP) emdirilmis vikril sutiirlerin barsak
anastamozu iyilesmesine etkisinin arastirilmasi, Yardimci aragtirmaci.

6. Psoriatik artrit hastalarinda miRNA arastirilmast miRNA 21'in ve IL-17A'
nin apoptozla iligkisinin incelenmesi, Yardimci arastirmaci.

7. Mikroenkapsiilasyon Teknigi ile Pratiroid transplantasyonunun invitro

calismasi, Proje yiiriitiiclisii. Bap no: 3.2015 (Devam Ediyor).
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