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OZET

Bu ¢alismada akut bébrek yetmezligi zemininde
aminoglikozid nefrotoksisitesi incelenmistir. Si¢anlar-
da gliserol ile akut bobrek yetmezligi olusturularak,
farkly dozlarda gentamisinin bu degisikliklere etkisi
zaman faktoriiyle birlikte arastirdmistir. Bu suretle
gliserolle meydana getirilen akut bébrek yetmez-
stk mikroskobik  diizeyde kullamilabilir ~ bir
ila¢ nefrotoksisitesi tarama yontemi olup olmayacagi

liginin,

da arastirilmak istenmistir. Tarif edilen metodolojiye
uygulanan degerlendirme sistemi, elde edilen istatis-
tik sonuglarina bakildiginda, bu nefrotoksik tablonun
bir tarama ydntemi olabilecegini gostermektir.

Analilar Kelimeler: Nefrotoksisite, Akut bébrek yetmezligi,
Gentamisin
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ilaclarin nefrotoksik etkilerinin 1s1k mikros-

kobik degerlendirilmesi cesitli giicliikler icerir.
Diisiik doz. ila¢ kullanimi”ps anlamh degisiklikler
¢ok uzun zamanda ortaya cikabilirken, yiiksek doz
kullanimda ise patolojik degisiklikler kisa siirede
cok siddetli sekildedir. Ayiric1 degerlendirmeye
olanak vermeyecek siddette ve diffiiz lczyonlara yol

actif1 gibi, kolaylikla fatal sonlanir (1,2,3). Elektron
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SUMMARY

Aminoglycoside nephrotoxicity is examined
on the acute renal failured rats in tliis study.
Glycerol is wused for creating acute renal
Tlie additional influences of gentamycin

after glycerol administration is examined by the

Jailure.
time factor. Tlie histopathologic changes in the
renal tubules are defected in the light microscobic
level. Tlie statistical results showed that, glycerol
induced acute renal failure is a practical and an
economical screening method, and also will be
helpful on detecting renal influences of the other
drugs.

KeyWords: Nephrotoxicity, Acute tubular necrosis.
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mikroskobi gibi toksik degisiklik basamaklarinin
ince ve detayli incelenebilecegi teknikler pratik ve
ekonomik degildir.
olusturulan akut bdbrek yetmezliginin, ilaglarin
nefrotoksik
arastirillmasinda bir tarama yontemi olarak kul-

Bu calismada gliserolle

etikilerinin  histopatolojik  olarak
lanilmasimin pratik ve anlamh olup olmadiginin

anlasilmas1 amac¢lanmistir. Deney hayvaninin
oliimiine yol acmadan objektif ve miimerik paramet-
baz tablonun

olusturulabilmesi, ila¢ etkilerinin arastirilmasi1 ve

lere olanak verebilecek bir

degerlendirilmesi icin temel ihtiyactir. Kisa siireli ve

151k mikroskobik diizeyde, pratik, ucuz bir tarama
yontemi bilyiik 6neme sahiptir.
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MATERYAL VE METOD

Bu calismada 200-250 gr. agirhiginda disi

eriskin  siganlar  kullanilmistir. Deney Oncesi
si¢anlar standart odalarda en az ii¢ giin bekletilmis,

standart yem ve su verilmistir.

Gliserol uygulamasi1 yariyartya dislile su ile
seyreltilerek subkiifan 10 ml/kg tek doz seklinde
yapilmistir. Gentamisin giinde iki defa 8 saat
araliklarla 15 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda subkiitan
verilmistir. Ila¢ uygulamasindan sonra hayvanlar,
makroskohik hematiiri ydniinden izlenmis, ayrica
6liim goriilenler tesbit edilmistir. Olen hayvanlarda
bobrek histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Deney hayvanlar: alt1 gruba ayrilmistir;

Grup 1: %50'lik gliserol 10 ml/kg dozda veril-
mis, 24,48,72 saatler sonrasinda hayvanlar eter anes-
tezisi ile oldiirilip bobrekleri ¢ikarilmigtir.

Grup 2: %50'lik gliserol 10 ml/kg dozda veril-
mis, bunun yarimda 15 mg/kg/giin Gentamisin veril-
mistir. 24,48,72 saat sonra bobrekler ¢gikartilmistir.

Grup 3: %50'lik gliserol 10 ml/kg tek doz ve 50
mg/kg/glin gcntamisin iki doz verilip, 24,48,72 saat
sonrasinda bobrekler alinmigtir.

Grup 4:
verilmis, 48 ve 72 saat sonra bobrekler alinmistir.

15 mg/kg/giin gentimisin subkiitan

Grup S: 50 mg/kg/giin gcntamisin subkiitan
vOcrilmis, 48 ve 72 saat sonra bobrekler

¢ikarilmistir.

Grup 6: %50'lik gliserol 10 ml/kg tek doz ve 50
mg/kg/giin Scftazidin verilmistir. 24, 48 ve 72 saat
sonrasinda bobrekler Incelenmistir.

Her grupta en az alt1 sigan kullanilmistir.

Bobrekler  %10'luk
soliisyonunda 12-24 saat teshil edildikten sonra,
parafin bloklara gomiiliip 5 mikron kesitler halinde
rutin Hematoksilen Eozin (HE) ile boyanip 1sik
mikroskobik olarak incelenmistir. Histapaloiojik
degerlendirme her drnekde X400 biiyiitme alaninda
yapilmistir. Her 6rnekde bobregin kortikal kismi ii¢
bolime ayrilmistir. Hemen kapsiil altindaki 173
kisim, orta 13 kisim, i¢ 13 kisim seklinde, ayr1 ayri
birbirini takip eden hatlar boyunca degerlendiril-
mistir. Degerlen 'irmede her bélimden en az bir
X400 biiyitme
ugramis, kismen nekroza ugramis ve saglam tiibiiller
sayisal olarak belirlenmistir (Sekil 1). Kesitlcrdeki
patolojik bulgularin iiniform olmadiginin tespiti

tamponlu  formalin

alanindaki tamamen nekroza

halinde random ¢ bolgede
uygulanarak, sonu¢ bunlarin ortalamasi gseklinde
kabul edilmigtir. Bunlar disinda proksimal tubulus
epitel hiicrelerinde vakuoler dejeneratif degisiklik-
ler, rejeneratif degisiklikler, tiibiil limenlerinde nek-
rotik artiklarin ve eritrositlerin bulunusu, damarlar-

dahiperemivarligikaydedilmistir (Sekil 2).

islemler aynen

Istalisliksel degerlendirme Student t testi ile
yapilmistir.

SONUCLAR

Birinci grupda gliserol uygulamasindan sonra
2 ile 3 saat iginde %90 hayvanda hematiiri
goriillmiistiir. Hayvanlarda spontan 6liim tesbit edil-
memistir. Makroskohik hematiiri 24 saat sonra
tamamen  kaybolmustur.  Histopatolojik  non
parametrik olarak degerlendirilen kriterler Tablo
Tde belirtilmektedir. Bunlar her grup icin genel
goriintliyli ifade eden 6zelliklerdir. Bunlara gére 10

ml/kg %50'lik gliserol uygulamasindan sonra ilk 24

Tablo 1. Histopatolojik Olarak Degerlendirilen
Nonparametrik Kriterler

-Kan ve hemaliiri
-Nekrotik artiklar

'Tubulus limenlerinde:
'Tubulus epitelinde: -Vakuoler dejenerasyon
-Rejeneratif degisiklikler
'Damarlarda -I liperemi
sInterstisyumda -Kanama

-Iitihap hiicreleri bulunusu

Sekil 1.
gosteren tiibiiller goriiliiyor. (Gliserol sonrast 24. saat)
(IIE,X100).

Glomeriiller arasinda hemen tamamen nekroz

T Klin Arastrma 1991, 9
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saat icinde tiibiiilerdc yaygin nekroz ve dejeneratif
degisiklikler, tiibi1! limenlcrinde eritrosit ve nek-
rotik artiklar izlenmistir (Sekil 3). 48 saat iginde
minimal rejenerasyon bulgulari subkapsiiler alanlar-
dan baslamak {izere goriilmistir (Sekil 4). 72
saatte bu rejenerasyon belirgin hale gelmistir (Sek"
5). Bu grupda her degerlendirme sahasinda
tamamen nekroza ugrayan tiibiillerm oranlarinin
karsilastirilmasinda, ilk 24 saatte en belirgin nekroz
dis 13 kisimda saptanmigtir. Daha i¢ kisimlarda,
zamanla artmak iizere nekroz gelistigi goriilmiis,
ancak bu donemde dis korteksde rejenerasyon
varhgl dokunun tiimiinde nekroz oraninin yine

diisiik kalmasina neden olmustur. Boylece bu grup-
da 48 ve 72. saatlerde nekrozun giderek azaldi;
goriilmiistiir.

Sekil 2. Fubullerde nckroz hakimiycti ve kanama wleniyor
(Gliserol-Gentimisin -~ 50 mg/kg/giin - sonras1 24, saat)
(HEX100).

fkinci grupda 10 ml/kg'hk gliserol ve 15
mg/kg/gilin gentarnisiniuygulanmasindan iki {i¢ saat
sonra, tiim hayvanlarda hemaiiiri gelismistir,
Hematini 12-24 saat devam etmistir. Histopatolojik
kriterler incelendiginde, nekrozun 72. saatte yaygin
olarak bulundugu, ancak bu ddonemde rejeneratif
degisikliklerin yine subkapsiiler alanlarda basladigi
dikkati ¢ekmistir. Tamamen nekroza ugramis tiibiil
oranlan karsilastirildiginda, 48. ve 72. saatlerde dis
korteksde tek basma gliserol almis olanlara gore
anlaml1 sekilde yiiksek oranda nekroz bulundugu
goriilmiistiir (Sekil 6). I¢ ve orta korteksde ise bu
sekilde anlaml1 fark ancak 72. saatte izlenmektedir
(Sekil 7 ve 8).

Ugiincii grupda gliserol ve 50 mg/kg/giin ger, *
tamisin kullanimindan sonra makroskobik hematiirs

Sek-' . Nekre-:;'-, tubiilkr.1 yakindan incelenmesinde,
epilelin nekrelik ve liimene doékilmiis oldugu goriliyor,

fGliserol sonrasi 24. saat) (i [11X400),

Sekil 4. iltihab1 reaksiyon ve rejeneratif degisikliklerin
baslangici. (Gliserol sonrasi 48. saat) (IH:.X400).

TurkJ Resc Med Sci 1991, 9

Sekil S.

Belirgin rejeneratif olayda, miloz ve tamamen
rejenere tiibiiHer. (Gliserol sonrasi 72. saat) (HE,X400).
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20

48 saat
DIS KORTEKS

Bl GLISEROL(GLS)
GLS+50MG/KG GENTA

Sekil 6. Tubuler Nekroz Sayis: (%100 nekroz gdsteren)

gorillmiis, bu 2448 saat sonra kaybolmustur.
Uygulamadan sonra ilk 12 saat icinde 2, 12-24 saat
arasinda ise 1 hayvan 6lmiistiir. Bunlarin bébrekleri
histopatolojik olarak incelendiginde, cokyaygin nek-
roz ve hematiiri goriilmiistiir. Bu grupda yasayan
diger hayvanlarda da yaygin hematiiri ve nekroz
goriilmiistiir. Rejeneratif degisikliklerin daha ge¢ ve
minimal oranda bulundugu dikkati cekmistir.
Tamamen nekroz olan tiibiil oranlar istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, bu grup ile tek basina
aym miktar gliserol kullanilan grup arasinda 48. ve
72. saatlerde biitiin korteks alanlarinda anlamh fark
bulundugu goriillmiistiir (Sekil 6,7 ve 8).

Dérdiincii  grupda 15 mg/kg/giin  gen-
tamisin kullanilmis, bu hayvanlarda makroskobik
hematiiri saptanmamistir.  Histopatolojik olarak
48. ve 72. saatler ortak degerlendirilmis, ancak
kayde deger belirgin patolojik bulgu saptan-
mamistir.

Besinci grupda 50 mg/kg/giin gentamisin ile
makroskobik hematiiri goriillmemis, spontan 6liim
olmamistir. Histopatolojik degerlendirme 48. ve 72.
saatlerde ortak olarak yapilmistir. Tiibiillcrde
iiniform olmayan nekroz ve rejenerasyon bulgulari
tesbit edilmistir.

GLS+15MG/KG GENTA
GLS+50MG/KG SEFTA

Altinc1  grupta, 23 icinde hayvanlarin
%85'indc Bu 1824
saat icinde kaybolmustur. Hayvanlarin hi¢birinde

hematiiri  goriilmiistiir.
oliim gorilmemistir.

degerlendirme 2448,72. saatlerde
Nekrozun daha belirgin olarak dis 13 kisimda

spontan Histopatolojik

yapilmstir.
bulundugu, 48. saatle nekrozun yaninda
rejeneratif degisikliklerin bulundugu ve dis kor-
teksten ice dogru
saatle minimal olan rejeneratif degisiklikler,
72. saatte Dbelirgin sekilde dis Kkorteksten
itibaren izlenmistir.

ilerledigi goriilmiistiir. 48.

Her grupdaki iic ayr1 Kkorteks boéliimiindeki
tamamen veya kismen nekroza ugramis tubuluslarin
ve saglam tubuluslarin sayilarinin Student t testi ile
degerlendirilmesinde Sekil 6,7,8'deki grafikler elde
edilmistir. Tek basina gliserol kullanilan grup ile 15
kullanilan grup
arasinda 24. ve 48. saatlerde istatiksel
fark bulunmadigl, 72. saatte

ortaya cikmistir. Gliserol

mg/kg/giin gentamisin

olarak anlamh
ise anlamh fark
ile S0 mg/kg/giin seftaizidin kullanilan grupla
kontrol grubu arasinda anlamh bir fark izlen-
memistir (Sekil 6,7 ve 8).

T Klin Arastrma 1991, 9
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25

20

16 4

B GLISEROL{GLS)
GLS+50MG/KG GENTA

Sekil 7. Tubuler Nekroz Sayisi {9100 nekroz gisteren)

TARTISMA

Aminoglikozidler ¢ok cesitli toksik etkileri
olan antibiyotiklerdir. Bunlarin nefroloksik etkileri,
bobregin  ilaclarin  eliminasyonundaki = Onemi
diisiiniildiigiinde daha da anlam kazanir. Klinik ve
deneysel calismalarda nefrotoksik etkinin incelen-
mesi miimkiin olmustur. insanlarda ve sicanlarda
nefrotoksik etki histopatolojik ve klinik gidis olarak
benzemektedir. Bu nedenle sican modeli insanda
olusacak nefrotoksik degisikliklerin izlenmesi
acisindan uygundur (4).

Aminoglikozid toksisitesini etkileyen pek cok
faktor vardir. Cesitli aminoglikozidlerin de bébrege
etkileri farkhhk gosterir. Aminoglikozid nefrotok-
sisitesinde temel mekanizma, intraselliilcr fos-
folipazlarin inhibisyonu ve bunun sonucu proksimal
tubuluslarda lizozomal fosfolipidozis seklinde
aciklanmaktadir. Bunun disinda pek ¢ok mekaniz-
ma tamimlanmistir (2,3,5). Gentamisinin fosfolipaz
inhibisyonunu diger aminoglikozidlerden  bir
kismina gore daha belirgin olusturdugu ve nefrotok-
sik etkisinin daha belirgin oldugu tamimlanmstir
(5). Yeni yapilan bir caliymada Ramsammy ve
arkadaslari, primer tavsan proksimal tubulus hiicre
kiiltiirlerinde ve sican boébrek korleksinde, gen-

Tiirk J Resc Med Sei 1991, 9

48 saat
ORTA KORTEKS

GLS+ISMG/KG GENTA
BIE GLS+50MG/KG SEFTA

tamisin phoshatidylinositol (PI) yoluyla agonist
stimulasyonu inhibe ettigini gostermislerdir (6).
Bunun hiicrede pek ¢ok organelin hasarinda, plaz-
* ma mcmbraninin streslere cevap kapasitesinde azal-
maya sebep oldugu, lizozomal ve metokondrial
fonksiyon bozukluguna yol actigi belirtilmistir.
Aminoglikozidlerin nefroloksik etkilerinde rol alan
pek ¢cok faktor bulunur. Diiiretik ve diger nefrotok-
sik ilaclarin birlikte kullanimi, yas, dozaj, tedavi
siiresi, elektrolit balansi, hidrasyon, Kkaraciger
hasari, septik sok, lotal doz, birlikte baska bobrek
hasar1 bulunusu bu faktorler arasinda sayilabilir

1,4,5,7,8).

Diisiik doz aminoglikozid kullanimiyla his-
topatolojik olarak toksisite basamaklar: takip
edilebilir. Baslangicta lizozomal fosfolipid birikimi
ile bu organellerin hacimce arttifn bildirilmistir.
Bunun hiicrede vakuolizasyon ve sisme seklinde or-
taya c¢iktig1 Dbelirtilmekledir. Hiicrelerde kaba
graniiliisyon meydana gelip, bunu izleyen devrede
tiip epielinde fokal nekrozlarin oldugu gézlenmistir.
Bu nekrotik degisikliklerin
rejenerasyon nedeniyle 151k mikroskobik diizeyde

muhtemel hizh

histopatolojik  olarak anlamh  degerlendirme

giicliiliigii ortaya cikaracag@ bildirilmistir (3). Bu tip
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Bl GLISEROL{GLS)
GLS+50MG/KG GENTA

Sekil 8. Tubuler Nekroz. Sayis1 (/'< 1001 nekroz gosteren)

degisikliklerin net ve belirgin sekilde gozlencbil-
mesi elektron-mekroskopi ile miimkiin goériilmek-
tedir. Bu ise tarama yontemi olarak hi¢ bir sekilde
pratik ve ekonomik degildir. Yiiksek dozlarda far-
makokinetik  parametrelerin  tanimlanmasinda
bozukluklar, hatalar ortaya cikabilir. Yiiksek dozlar
ortaya ¢cikan patolojik bulgular1 artirmakta ve his-
topatolojik olarak yaygin nekroz ortaya cikartmak-
tadir. Bunun yaninda rejeneretif faaliyetlerde de
artis gozlenmisitir. Diger taraftan deneysel
calismalarda histopatolojik degerlendirme icin
yiiksek doz ila¢ kullanimi uygun olmaktadir (3).
Buna uygun olarak calismamizda tek basina diisiik
doz gentamisin kullanildiginda 72. saatte pek an-
lamh mikroskobik degisiklikler goze carpmamistir.
Yiiksek doz ila¢ kullaniminda ise, ileri saatlerde
iniform olmayan degisikliklerin tesbit edilmis
olmasi, ilaclarin tekbasina olusturduklari nefrotok-
sik etkinin 151k mikroskopik diizeyde kisa siirede an-
laml, iiniform patolojik bulgular olusturmadigi
goriislerini desteklemektedir.

Gliscrol erken déonemd e nefrotoksik etkisi or-
taya cikan bir maddedir. Bu etkinin morfolojik
olarak belirlenmesi miimkiindiir. Bulgular; erken

ZZ GLS+15MG/KG GENTA

GLS+50MG/KG SEFTA

donemde proksimal liibiil cpitellerinde
vakuolizasyon ve bunu izleyen nekroz seklinde
goriiliir (9). Gliscroliin renal toksisite mekaniz-
malar1 cesitli teorilerle aciklanmaya c¢ahisilmistir.
Proksimal tiibiiler nekroz ve akut bobrek yetmezligi
gelisim mekanizmalar1 arasinda, Renin-Anjiyotcn-
sin-Proslaglandin sisteminden
(10,11). Gliscroliin olusturdugu bébrek yetmezligi
zemininde gentamisinin nefrotoksik etkisinin daha
kisa siirede ve 151k mikroskopik olarak anlamh
degisiklikler seklinde ortaya ciktig1 goriilmiistiir.
Gliscroliin erken déonemde belirgin tiibiiler nekroz,
olusturdugu, bunun 48. ve 72. saatlerde giderek
azaldigl, bu donemde rejeneralif degisikliklerin
belirgin oldugu goriilmiistiir. Tek basina gen-
tamisinin yiiksek doz kullaniminda 151k mikroskobik
diizeyde anlamh degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir.
Her ikisinin nefrotoksik etkilerinin incelemesinde
bir tarama yontemi olarak kullamhip Kkul-
lanilmayacagidir.

s6z edilmektedir

Bobregin fonksiyonel tabakasi olan Korteksin,
birbirini takip eden ii¢c b6liim halinde incelenmesi,
nefrotoksik ve rejeneratif degisiklikleri
sekilde dl¢me ve Kkarsilastirmada objektif olmayi

anlamh

T Klin Arastirma 1991, 9
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saglamistik. Diger taraftan hatalh degerlendirme ve
sonuclari da engelleyen bir yoldur.

Gentamisinin gliserol ile birlikle diisiik doz
kullanildig1 gruplarda tek basina gliserol kullanilan
kontrol grubu ile arasinda istatistiksel anlamh
degisiklikler 72. saatte ortaya cikmakladir. Oysa
yiiksek doz gentamisin kullanilan grupda bu daha
erken donemde, 48. saatte ortaya cikip, 72. saatte de
devam etmektedir. Bu sonuclar ilacin nefrotok-
sisitesindc dozajin 6nemini gostermektedir. ik 24
saat erken donem olarak degerlendirilebilir ve
burada gliserol etkisinin olaya hakim oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak siire ilerledikg¢e gliserol et-
kisine gentamisinin etkisi de eklenmekle, tiibiiler
devam ettigi, kontrol gruplariyla
aralarinda, diisilk doz ila¢ uygulamasinda gec¢
donemde, yiiksek dozlarda ise daha erken donemde
anlamh degisiklikler goriilmektedir.

nekrozun

Bu ¢calismada ikinci bir kontrol grubu olarak
liciincii jenerasyon scfalosiporinlerden, nefrotoksik
etkisi olmadig1 bilinen, Seftazidin kullanilmistir. Sef-
tazidin ile alinan sonuclar, tek basina gliserol kul-
lanmilan grup ile anlamh farkhhk gostermemekledir
(Sekil 6,7,8).

Sonug olarak gentamisin etkisinin, tek basina
kullanildigindan c¢ok daha kisa siire icinde 151k mik-
roskopik diizeyde ortaya konulabilecek, istatistiksel
olarak anlamh degisiklikleri, gliserollc olusturulan
akut bobrek yetmezligi zemininde bulundurdugu iz-
lenmektedir. Bu yontem, ilaclarin nefrotoksik et-
kilerinin arastirillmasinda kullanilabilecek pratik,
ekonomi ve Kkolay uygulanabilen bir tarama

yontemidir.

TurkJ Resc Med Sei 1991. 9
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