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OzET

Amag: izoniazid (INH) ve streptomisin (STR) kombinas-
yonuna bagl nérotoksisite bildirilmistir. Sildenafil'in (SLD)
deneysel olarak baz ila¢ toksisitelerini azaltabildigi 6ne
suriilmistir. Calismada amacimiz; uzun sireli INH ve
STR verilen siganlarin beyninde ve serebellumunda tok-
sik etki olup olmadigi ve olasi bu toksisite lizerine SLD’nin
etkisini arastirmaktir.

Gereg ve yontem: Bu galismada 78 sigan; kontrol grubu
(n=10), INH grubu (n= 10), STR grubu (n= 10), INH +
STR - (n= 10), SLD (n= 10), INH + SLD (n= 10), STR
+ SLD (n= 8), INH + STR + SLD (n= 10) gruplar ola-
rak sekiz gruba ayrildi. ilaglar 30 giin boyunca uygulan-
di. Siganlarin beyin ve serebellumu histopatolojik olarak
incelendi. Beyin ve serebellum dokusunda; inflamasyon,
o6dem, konjesyon, dejenerasyon ve nekroz bulgulari aras-
tinldi. Histopatolojik degerlendirme c¢alisma gruplarindan
habersiz tek bir patolog tarafindan degerlendirildi.

Bulgular: STR grubu sican beyninde ve serebellumunda
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli yiksek
dejenerasyon bulundu (sirayla, p=0.002, p<0.001). INH +
STR grubu INH grubu ile karsilastirildiginda sican beynin-
de dejeneratif bulgularda artis bulundu (p=0.006). Kontrol
grubuna gére INH + STR + SLD grubunda serebellumda
dejenerasyon bulgulari INH+STR grubuna gére daha be-
lirgindi (p=0.001). INH + STR + SLD grubunda INH + STR
grubuna goére serebellumda dejenerasyon bulgularinda
istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p=0.032).

Sonug: INH ve STR kombinasyonunun siganlarda né-
rotoksisitesiteyi artirdigi gorilda. Ayrica; SLD’nin INH ve
STR kombinasyonundaki nérotoksisiteyi daha da kottiles-
tirdigi saptandi. Ancak bu toksisite boyutlarinin elektron
mikroskopi ve immunohistokimyasal yontemlerle arastiril-
masina gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: izoniazid, streptomisin, sildenafil, né-
rotoksisite, histopatoloji

ABSTRACT

Objectives: Neurotoxicity due to isoniazide (INH) and
streptomycin has been reported. Experimental studies
reported that sildenafil can reduce toxic effects of some
drugs. The aim of this study was to investigate the pos-
sible toxic effects of long-term streptomycin and INH use
and probable protective effects of sildenafil on the rat
brain and cerebellum.

Materials and methods: In this study, 78 rats were di-
vided into eight groups as follows; control group (n=10),
INH group (n=10), streptomycin group (n=10), INH +
streptomycin group (n=10), sildenafil group (n=10),
INH+sildenafil group (n=10), streptomycin+sildenafil
group (n=8) and INH+streptomycin + sildenafil group
(n=10). At the end of 30 days of the treatment, the brain
and cerebellar tissues of the rats were examined histo-
pathologically. On the all tissues, inflammation, edema,
congestion, degeneration and necrosis were investigated
under a light microscope by the same pathologist blinded
to the experimental groups.

Results: Degeneration was significantly more prominent
in the streptomycin group compared with the control group
(respectively, p=0.002, p<0.001) on the cerebellum and
cerebrum of the rats. INH+streptomycin group showed
increased degenerative changes in the brain tissues
compared with the INH group (p=0.006). Cerebellar de-
generation on the INH+streptomycin+sildenafil group was
the most obvious when compared to the control group
(p=0.001) and degenerative changes was more obvious
in the INH+streptomycin+sildenafil group when compared
to the INH+streptomycin group (p=0.032).

Conclusion: INH and streptomycin combination showed
increased neurotoxicity in the rats. However, sildenafil
worsened this neurotoxicity. Electron microscopic and im-
munohistochemical further studies are needed to investi-
gate some aspects of this toxicity.

Key words: Isoniazid, streptomycin, sildenafil, neurotox-
icity, histopathology
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GIRIS

[zoniazid (INH) ve streptomisin aktif ya da latent
tiiberkiiloz tedavisinde yaygin kullanilan ilaglar-
dir. INH’ya bagl nérotoksik yan etkiler diger an-
titliberkiiloz ilaglara gore daha sik goriilmektedir.
Anti-tiiberkiiloz ilaglara bagli yan etki goriillme
siklig1 %13.3 bulunmustur ve bu nedenle hastalarin
%11.5’inde izoniazid tedavisine devam edilemedigi
bildirilmistir."2 INH’ya bagli epileptik nobet, basag-
r1s1, vertigo, uyku bozuklugu, ensefalopati, psikoz,
konsantrasyon bozuklugu, depresyon, periferik no-
ropati bildirilmistir. Akut siddetli norotoksisite me-
tabolik asidoz, koma ve jeneralize epileptik ndbetle
karekterizedir.>® Tiiberkiiloz tedavisinde INH ile
birlikte kullanilan streptomisin nadiren ensefalopa-
tiye neden olabilmektedir.® Ancak, INH ve strepto-
misin birlikte kullaniminin nérotoksik etkiyi artirip
artirmadigi heniiz bilinmemektedir.

Sildenafil, fosfodiesteraz 5’in giiglii ve segi-
ci bir inhibitoriidiir ve nitrik oksite bagl vaskiiler
diiz kaslarda gevsemeye neden olur. Fosfodiesteraz
5 enzimi, cGMP’yi inaktive etmektedir. Sildenafil
fosfodiesteraz 5 inhibisyonu sonucu nitrik oksit-
c¢GMP yolunu aktive ederek hiicre i¢i kalsiyum biri-
kimini azaltmaktadir.” Sildenafil’in ila¢ toksisitesine
bagli lipid peroksidasyonunun, nétrofil aktivasyonu
ve sitokin tiretimini 6nledigi 6ne siiriilmistiir.* An-
cak sildenafil’in INH ve streptomisine bagli toksik
etkiyi onleyip onleyemedigi su ana kadar arastiril-
mamistir.

Bu calismada amacimiz; uzun siireli izoniazid
ve streptomisin verilen siganlarin beyninde ve sere-
bellumunda muhtemel toksik etkiler tizerine silde-
nafilin etkisini histopatolojik olarak arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calisma icin Dicle Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’ndan onay alinarak Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvan laboratuarinda gercek-
lestirildi. Sicanlar standart 151k (12 saat giin 15181/ 12
saat karanlik) ve 1s1da (22 +/-2°C) plastik kafeslerde
yeterli miktarda yiyecek ve igecegin saglandig1 or-
tamda kaldi. Agirliklar: 220 + 20 olan 4 aylik erkek
Wistar Albino sicanlar 8 ayr1 gruba ayrildi. Calis-
mamizda kullanilan siganlar; kontrol grubu (n= 10),
INH grubu (n= 10), streptomisin grubu (n= 10),
INH + streptomisin grubu (n= 10), sildenafil grubu
(n=10), INH + sildenafil grubu (n= 10), ve strepto-

misin + sildenafil grubu (n= 8), INH + streptomisin
+ sildenafil grubu (n= 10) olmak iizere sekiz farkli
gruba rastgele dagitildi. INH, INH + streptomisin,
INH + sildenafil, INH + streptomisin + sildenafil
gruplarina INH 30 mg/kg/giin dozunda 30 giin bo-
yunca agizdan gavaj yolu ile verildi. Streptomisin,
INH + streptomisin, streptomisin + sildenafil, INH
+ streptomisin + sildenafil gruplarina ise streptomi-
sin 100 mg/kg/giin dozunda intramuskiiler yol ile
30 giin siireyle verildi. Sildenafil, INH + sildenafil,
streptomisin + sildenafil, INH + streptomisin + sil-
denafil gruplarina sildenafil sitrat 1,5 mg/kg dozun-
da orogastrik gavaj yardimiyla oral yolla 30 giin bo-
yunca verildi. Kontrol grubuna higbir ilag verilmedi
ve caligma gruplariyla ayni ortam ve gevresel sart-
larda bulundular. Otuzuncu giiniin sonunda 50 mg/
kg ketamin HCL ve 10 mg/kg dozunda ksilazin intra
peritonel yolla verilerek siganlarda anestezi olustu-
ruldu. Cerrahi anestezi sonrasi sican dekapite edile-
rek serebellum ve beyin dokular dikkatli bir sekilde
cikarildi. Histopatolojik degerlendirme i¢in alinan
doku ornekleri %10’luk formaldehit soliisyonu ige-
risine konularak tesbit islemi i¢in 24 saat bekletil-
dikten sonra rutin histolojik doku takibinden gegi-
rilerek parafine gomiilen doku o6rneklerinden alinan
4 mikronluk kesitler Hematoksilen-eozin boyasiyla
boyandi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu al-
tinda uzman bir patolog tarafindan degerlendirildi.

Histopatolojik degerlendirme

Siganlardan alinan serebellum ve beyin dokularinin
151k mikroskopik incelemesinde ayri ayri beyin ve
serebellum dokularinda inflamasyon, 6dem, konjes-
yon, dejenerasyon, nekrobioz ve nekroz bulgular
degerlendirildi. Odem ve konjesyon igin ; [(yok (0);
tliml1 (1); belirgin (2)], dejenerasyon i¢in; [yok (0);
hafif (1), orta (2) ve belirgin (3)], nekrobioz, nekroz
ve inflamasyon i¢in ; [var (1), yok (0)] seklinde de-
recelendirme yapildu.

istatistiksel analiz

Degiskenler SPSS (statistical package for social
sciences) for Windows 11.5 programui ile degerlen-
dirildi. Sayimla elde edilen degerlerin gruplar arasi
karsilastirilmasinda ki kare testi kullanildi. Sonuglar
%95 giiven araliginda ve p < 0.05 olmas1 durumun-
da istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Gruplar arasinda beyinde 6dem, vaskiiler konjesyon
ve dejenerasyon bulgulart Sekil 1,2,3’de gosteril-
mistir. INH grubu sican beyninde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde ilimli 6dem
(Resim 1a) ve hafif dejenerasyon bulgular1 saptandi
(strayla, p=0.001, p=0.011). Streptomisin grubu si-
¢an beyninde kontrol grubuna gore istatistiksel ola-
rak anlamli diizeyde 6dem, vaskiiler konjesyon ve
dejeneratif degisiklikler (Sekil 1b) bulundu (sirayla,
p<0.001, p=0.001, p=0.002). Sildenafil grubu beyin
histopatolojik bulgular1 kontrol grubu ile farkli bu-
lunmadi (p>0.05). INH+Streptomisin grubu sigan
beyninde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde 6dem, vaskiiler konjesyon ve de-
jenerasyon bulgular1 saptandi (sirayla, p<0.001,
p<0.001, p=0.018). Kontrol grubuna gére INH
+ streptomisin + sildenafil grubu sican beyninde
0dem, vaskiiler konjesyon ve dejenerasyon bulgula-
r1 (Resim 1c, 1d) belirgindi (her biri igin p<0.001).
INH+streptomisin grubu INH grubu ile karsilastiril-
diginda sigcan beyninde dejeneratif bulgularda artis
bulundu (p=0.006). Streptomisin + sildenafil grubu,
beyinde dejeneratif degisiklikler bakimindan strep-
tomisin grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel an-
laml1 fark saptanmadi (p>0.05). Sildenafil grubuna
gore INH + sildenafil grubunda beyinde dejeneratif
bulgularda istatistiksel anlamli olmasa da onemli
derecede artis gozlendi (p= 0.085).

Gruplar arasinda si¢an serebellumunda 6dem,
vaskiiler konjesyon ve dejenerasyon bulgulart Se-
kil 4,5,6’da gosterilmistir. Sican serebellumunda
kontrol grubuna gére INH grubunda ilimli 6dem
bulgular istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0.001).
Streptomisin grubunda ise kontrol grubuna gore
serebellumda vaskiiler konjesyon ve dejenerasyon
bulgulart (Resim 2a, 2b) istatistiksel olarak anlam-
liydi (p<0.001). Kontrol grubuna gore sildenafil
grubu sigan serebellumunda ilimli vaskiiler konjes-
yon (Resim 2c¢) bulgulart istatistiksel olarak anlam-
Irydi (p=0.011). INH + streptomisin grubu serebel-
lumunda kontrol grubuna goére belirgin 6dem, vas-
kiiler konjesyon ve dejenerasyon bulgulari saptandi
(strayla, p<0.001, p=0.007, p=0.011). Kontrol gru-
buna gére INH + sildenafil grubu serebellumunda
O0dem, dejenerasyon ve vaskiiler konjesyon bulgu-
lar1 istatistiksel olarak anlamliydi (sirayla, p<0.001,
p=0.001, p=0.009). Kontrol grubuna gére INH +
streptomisin + sildenafil grubunda serebellumda

dejenerasyon bulgulari (Resim 2d) en belirgindi
(p=0.001). INH grubuna gore INH+streptomisin
grubu serebellumunda 6dem ve konjesyon bulgulari
saptandi (sirayla, p=0.015, p=0.03). INH + strepto-
misin grubuna gére INH + streptomisin + sildenafil
grubu serebellumunda dejenerasyon bulgularinda
istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p=0.032).
Higbir si¢an serebellum ya da beyninde nekroz bul-
gusu goriilmedi.

'
#e.

Resim 1a. izoniazid grubu. Beyin parankiminde
ihmh 6dem bulgulari (H&E boyama, x100)

Resim 1b. Streptomisin grubu. Beyin parankiminde
vaskuler konjesyon, ddem ve ndrodejeneratif degi-
siklikler (H&E boyama, x100)
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Resim 1c. izoniazid+streptomisin+ sildenafil grubu.
Beyin parankiminde vaskiler konjesyon, édem ve
norodejeneratif degisiklikler (H&E boyama, x100).

Resim 1d. Kontrol grubu. Normal histomorfolojide
beyin parankimi (H&E boyama, x100)

Resim 2a. Streptomisin grubu. Serebellum doku-
sunda vaskuler konjesyon ve dejenerasyon bulgu-
lari (H&E boyama, x100)

Resim 2b. Kontrol grubu. Normal histomorfolojide
serebellum parankimi (H&E boyama, x100)

Resim 2c. Sildenafil grubu. Serebellum paranki-
minde 1hml vaskuler konjesyon bulgulari (H&E bo-
yama, x100)

Resim 2d. izoniazid+streptomisin+sildenafil gru-
bu. Serebellum parankiminde vaskiler konjesyon,
6dem ve nérodejeneratif degisiklik bulgular (H&E
boyama, x100).
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Sekil 1. izoniazid (INH), streptomisin (STR), silde-
nafil (SLD), INH + STR, INH + SLD, STR + SLD,
STR + SLD + INH ve kontrol grubu beyninde néro-
dejenerasyon.
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Sekil 2. Kontrol, izoniazid (INH), streptomisin (STR),
sildenafil (SLD), INH + STR, INH + SLD, STR + SLD
ve STR + SLD + INH grubu beyninde édem.
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Sekil 3. Kontrol, izoniazid (INH), streptomisin (STR),
sildenafil (SLD), INH + STR, INH + SLD, STR + SLD
ve STR + SLD + iNH grubu beyninde vaskiiler kon-
jesyon (VK).
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Sekil 4. Kontrol, izoniazid (INH), streptomisin (STR),
sildenafil (SLD), INH + STR, INH + SLD, STR + SLD
ve STR + SLD + INH grubu serebellumunda néro-
dejenerasyon.
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Sekil 5. Kontrol, izoniazid (INH), streptomisin (STR),
sildenafil (SLD), INH + STR, iINH + SLD, STR + SLD
ve STR + SLD + iNH grubu serebellumunda édem.
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Sekil 6. Kontrol, izoniazid (INH), streptomisin (STR),
sildenafil (SLD), INH + STR, INH + SLD, STR + SLD
ve STR + SLD + INH grubu serebellumunda vaskii-
ler konjesyon (VK).
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TARTISMA

[zoniazid, tiiberkiiloz tedavisinde yaygin kullanilan
ilagtir. INH’te bagli nérotoksisite dnemli klinik bir
problemdir. INH genellikle tiiberkiiloz tedavisin-
de rifampin ve streptomisin gibi ilaglarla birlikte
kullanilir.® Streptomisine bagli noérotoksisite daha
nadir bildirilmistir.'® INH, piridoksin (B6 vitami-
ni) ve niasin eksikligine yol agarak dolayli yoldan
toksisiteye yol agabilir. Ayrica toksisitenin olusum
mekanizmasinda etkili bir faktor GABA ndrotrans-
miter eksikligine yol agmasidir. Bu mekanizma ise
Ozellikle norotoksik etkilerin olusmasindan sorum-
ludur. INH 1.5 gr kadar akut alimindan sonra olusan
toksik etkileri belirgin olmayabilir. Glinde 30 mg/
kg veya daha fazla dozlarda INH epileptik ndbe-
te neden olabilir."-'> INH’ya bagli ndrotoksisiteyi
streptomisinin artirip artirmadigi bilinmemektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda INH ve streptomisin alan
siganlarin beyin ve serebellumu histopatolojik agi-
dan arastirildi.

Norotoksisitenin gosterilmesinde kalitatif ve
kantitatif baz1 yéntemler vardir. Immiinohistokim-
yasal ve histopatolojik yontemlerle toksisite deger-
lendirilebilir. Hiicresel sisme (hidropik dejeneras-
yon) hiicre hasariin genellikle ilk bulgusudur. Hiic-
resel enerji ve metabolizma dengesinin bozulmasi,
enerjiye bagli pompa sistemlerinin gorevi aksatmasi
sonucunda hiicrede siv1 elektrolit dengesinin bozul-
masina neden olur. inflamasyon ise hasara ugramis
hiicre ve dokularin kendilerini korumak i¢in verdigi
bir cevaptir.’® Belirgin bir toksik durum hiicrenin
nekroz ile 6lmesine neden olurken, 1limli toksik
etki ise vaskiiler konjesyon, 6dem, apoptotik degi-
siklikler ve hiicresel dejenerasyonla hiicrenin 6lii-
miine neden olabilir.'*'* Calismamizda INH verilen
sicanlarin beyninde ve serebellumunda vaskiiler
konjesyon édem ve hiicresel dejenerasyon bulgula-
r1 goriildii. Bu bulgular INH nin sican serebellum
ve beyninde norotoksik etkisini gdsterdi. Strepto-
misin verilen siganlarin beyin ve serebellumunda
da benzer sekilde norotoksisite belirtileri bulundu
ancak tek basina streptomisin verilen ratlarin be-
yin ve serebellumunda hiicresel dejenerasyon tek
basma INH verilenlere gore daha belirgindi. INH
ve streptomisin birlikte verilen grup beyninde no-
rotoksisite belirtileri tek basma INH verilen gruba
gore daha belirgin olup serebellumda 6dem ve kon-
jesyon artmust1. Ayrica ndropatolojik bulgular INH
+ streptomisin verilen grupta kontrol grubuna gore

daha belirgindi. Bu bulgular, streptomisinin ve/veya
INH’in si¢an beyni ve serebellumunda birbirlerinin
norotoksik etkilerini artirdiklarinin bir isareti olabi-
lecegini diislindiirmiistir.

Sildenafil, erektil disfonksiyon ve pulmoner
hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir'®. Fos-
fodiesteraz inhibisyonu ile cAMP-cGMP yolunda
diizenleyici etkisi, gli¢lii vazodilatator ve hiicre
koruyucu 6zellikleri ile sitotoksisiteyi onledigi de-
neysel olarak gosterilmistir.'> Sildenafilin kan beyin
bariyerini gectigi ve orta serebral arterin deneysel
iskemi reperfiizyon modelinde nérogenezi artirarak
noroprotektif oldugu one siiriilmektedir.!”'® Diger
taraftan subaraknoid kanamali kopeklerde sildena-
filin vazospazmi Onledigi gosterilmistir.' Son bir
calismada ise deneysel serebral iskemi modelinde
sildenafilin ratlarda hipokampiis hasarin1 ve mor-
taliteyi azalttigi gosterilmistir.'”® Embolik inmeli
sicanlarda sildenafilin aksonal filizlenme ve anjio-
genezi artirdig1 da belirtilmistir.?® Deneysel olarak
sildenafilin bu olumlu etkilerine ragmen gegici is-
kemik atak ve basagrisi yapabildigi, ayrica inmeli
hastalarda serebral perfiizyonda bozulmaya yol
acabildigi de ileri siiriilmiistiir.2' Caligmamizda INH
ve streptomisine bagli sigan beyin ve serebellu-
munda toksik etkiyi sildenafilin koruyucu etkisinin
olup olmadig1 veya toksik etkiyi artirip artirmadigi
arastirildi. Sadece sildenafil verilen siganlarin bey-
ninde anlamli bir patolojik degisiklik saptanmadi,
ancak sican serebellumunda muhtemelen bu ilacin
vazodilatator 6zelligine bagli olarak hafif derecede
vaskiiler konjesyon ve ddem goriildii. Sadece INH
verilen gruba gore, sildenafil ve INH birlikte verilen
sicanlarin beyninde dejenerasyon bulgularinda hafif
diizeyde bir artis izlendi. Ayrica INH + streptomi-
sine sildenafil eklendiginde sican serebellumunda
dejenerasyon bulgularinda biraz daha artis oldugu
saptandi. Bu bulgular sildenafilin siganlarda INH ve
streptomisin norotoksisitesini dnleyemedigi, aksine
toksisiteyi biraz daha artirdigini gostermistir.

Caligmamiz, izoniazid ve streptomisinin si¢an
beyninde hiicresel dejenerasyona yol agtigini ve bu
iki ilacin birbirlerinin toksik etkilerini artirabildigi-
ni gosterdi. Sildenafilin ise bu ilaglara bagli ndro-
toksisiteyi azaltmadigi, aksine biraz daha kdtiilestir-
digi goriildii. Izoniazid, streptomisin ve sildenafilin
ilag etkilesimleri ile serebral-serebellar toksisiteleri
iizerine etkilerinin ortaya konmasi agisindan ultras-
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triiktiirel ve immiinohistokimyasal yontemlerle ileri
calismalara gereksinim vardir.
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