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OZET

Amag: Guanethidine bir antihipertansif ilag olup, beyin damarlarinda yapisal degisikliklere neden olabilen yan etkileri
vardir. Deneysel calismalarda kimyasal simpatektomi yapmak ic¢in kullaniimaktadir. Her iki durumda da &zellikle etki
alanlar disinda ndrotoksik etkisi ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle ndrotoksik etkiye en duyarli beyin bélgelerin-
de, histolojik yéntemle guanethidine etkisinin arastiriimasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Eriskin siganlarda intraperitoneal olarak 10 mg/kg guanethidine ve kontrol grubunda ayni volimde
serum fizyolojik (SF) 30 giin sire ile tek doz uygulandi. Siire sonunda anestezi ile dekapite edilen denekler, kardiyak
perflizyon sonrasinda beyinleri ¢ikartilarak parafine gémaldd. Histolojik kesitler 1sik mikroskobu ile incelendi.

Bulgular: SF verilen grupta toksik etkiye duyarli truncus cerebri, cerebellum, cortex cerebri ve hippocampus alanlarinda
hicbir patolojik degisiklige rastlanmazken, Guanethidine uygulanan grupta bazi alanlarda hiicre ¢evresindeki bosluklarin
arttigi, ndkleuslarin kondanse oldugu, piknosize benzer yapinin olustugu gézlendi.

Sonug: Guanethidine yan etkileri nedeniyle dikkatle kullaniimasi gereken bir ajan olarak klinikte ve olasi nérotoksik etkisi
nedeniyle de deneysel ¢alismalarda sonuglarin yorumlanmasinda sorun olusturabilecek potansiyele sahip gézikmekte-
dir. Etki alanlarn disinda daha énce nérotoksik etkisi arastirilmamis bu maddenin, toksisitesi ile ilgili daha detayli ¢calisma-
larin yapilmasi yararli olacaktir.

SUMMARY

Objective: Guanethidine is an antihypertensive drug which can produce structural alterations on the vessels of the brain.
It has also been used for the purpose of chemical sympathectomy in experimental studies. However there is little, if any,
information on the neurotoxic effects of the drug except the regions where they exert their primary effects. Therefore we
have conducted this study to histologically investigate the effects of guanethidine in regions most susceptible to
neurotoxicity.

Material and Methods: Desympathization was induced in mature rats by daily single intraperitoneal injection of 10 mg/kg
of guanethidine for 30 days. Same volume of saline was injected the same way to control animals. Rats were euthanized
with cardiac perfusion and brains were removed to be fixed in formaline and embedded in paraffin. Serial sections were
stained with H&E and examined under light microscope.
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Cell density was measured from selected vulnarable regions of the brain by morphometric methods. Findings: We found
an increase in pericytoplasmic area, nuclear condensation and picnosis-like changes in guanethidine group. There were
no clear pathologic alterations in the brain stem, cerebellum, cerebral cortex and hippocampus in the control group.
Results and Conclusion: Guanethidine needs to be used with caution clinically due to its side effects and experimentally
due to its possible neurotoxic effects which may confound interpretation of the findings. Further studies are required to

uncover the neurotoxic effects of the drug.

GiRiS

Guanethidine sinirsel iletimde uyarilari kontrol ederek
vazodilatasyon yapan bir antihipertansif ilag olup, uzun
sureli kullanildiginda kalp, bébrek ve beyin damarlarinda
yapisal degisikliklere neden olmakta ve inme benzeri
durum olusturabilmektedir (1, 2, 3). Lateral ventrik(l yoluy-
la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) uygulamasina bagh
simpatektomi ile beynin hippocampus, striatum ve septal
bélgelerinde dopamine (DA), serotonin (5-HT) ve
norepinephrine (NE) diizeylerinin degistigi, nonspesifik
toksik etki olabileceg@i disinliimustir (4). Ayrica, 6-OHDA
ile tirozin hidroksilazin cortex cerebri ve cerebellum’da
azalmasi ve beyin sapinda artmasi, guanethidine’de ise
tim bodlgelerde artis go6rllmesi sonucu kimyasal
simpatektomide beynin degisik bdlgelerinin degdisik sekil-
lerde etkilendigi bulunmustur (5, 6). Olusan toksik etkilerin
yas ve kan beyin bariyerinin maturasyonu ile ilgili oldugu
da dustnilmistar (5). Ultrasitriktirel dizeydeki incele-
mede néronlardan bir kisminda yapisal bozukluklar géz-
lenmistir (7). Daha 6nemli olarak periferik dolagimdaki
guanethidine’in nérotoksik etkisinin BOS-beyin bariyerinin
olmadigi area postrema’da hiicresel azalmaya neden
oldugu saptanmistir (8). Bunlarin yani sira, yeni dogan
siganlarda guanethidine’in kan beyin bariyerini gecebildigi
ve sinir terminallerinde hasar olusturabildigi distntimus-
tdr (9). Bir baska ¢alismada guanethidine’e bagh olarak,
ganglion cervicale superius’taki néronlarda kromatoliz,
ndron hasari ve mononikleer inflamatuar hlicre sayisinda
artis  saptanmistir  (10). Guanethidine ile yapilan
simpatektomi sonrasinda ganglion stellatum’da hilcre
sayisinin azaldigr ve uzun sireli kullanimda akson bulyd-
mesinin gerceklesemedigi iddia edilmistir (11).

Hippocampus'un CA1 bélgesindeki piramidal néronlar ve
cerebellum’un Purkinje hucrelerinin toksik etkiye duyarh
olduklar (12, 13, 14) ve olusan etkilerin mononikleer
hicre infiltrasyonu, reaktif astrositler, yaygin sekilde sap-
tanmis makrofaj toplulugu, infiltrasyon alanlarinda édem,
hicre membraninda bozulma, gliosis, nlkleusta
degredasyon ya da kondansasyon gibi hicre 6limine
isaret edebilecek bulgular oldugu bilinmektedir (15, 16).

Guanethidine ile ilgili bircok fizyolojik ve biyokimyasal
¢alisma olmasina ragmen simpatektomik etkisinin diginda
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nérotoksik etkisi ile ilgili veri bilinmemektedir. Oysaki bu tir
bir sistemik ajanla ilgili calismalarin degerlendiriimesinde,
beynin diger bdlgeleri Gzerindeki olasi nérotoksik etkileri-
nin bilinmesi zorunludur. Bu nedenle, kimyasallarin
norotoksik etkilerinin en ¢ok goérildigi beynin fonksiyonel
bélgelerinde histolojik y6ntemle guanethidine etkisinin
aragtiriimasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada erigkin erkek Wistar albino siganlar (250+50
g) kullanildi. Her grupta hem erkek hem disi olmak Uzere
deney (n=10) grubunda intraperitoneal olarak 10 mg/kg
Guanethidine ve kontrol (n=5) grubunda ayni volimde
serum fizyolojik 30 gun sure ile tek doz uygulandi (17, 18,
19). Hayvanlar standart yem ve su ile beslendi. Deney
hayvanlarina ketamin (90 mg/kg, Ketalar®, Parke Davis) +
ksilazin (8 mg/kg, Alfazin®, Alfasan International B. V.)
uygulanarak anestezi saglandi. Anestezi altinda
intrakardiyak perflizyonla, énce +4 C deki fosfat tampon-
lu tuz (PBS, pH 7.4) verildi ve sonra % 10 formaldehid ile
fikse edildi. Beyin dokusu dikkatlice ¢ikartilarak, en az 24
saat % 10 formaldehidte tutuldu, parafine gdmilerek
kraniyalden kaudale dogru 5 um kalinlikta kesitleri alindi.
Dokular 1sik mikroskobu (Olympus BX40, Japan) ile ince-
lenerek, gorintuler dijital video kamera (Olympus OIPM-
CD35X, Japan) araciligi ile bilgisayar ortamina alindi (20,
21, 22).

Morfometrik inceleme icin hematoksilen-eosin boyamasi
yapilan parafin kesitlerden alinan mikroskopik gérantiler
bilgisayar ortamina aktarildi. Kér yéntemle, ayni blyitme-
de, karsilastinimasi miamkin belirli bélgelerde boyanmis
nikleuslar Gzerinden yapilan hlicre sayimlari, ortalama *
standart sapma olarak saptanip, ANOVA ydntemi ile ista-
tistiksel olarak degerlendirildi (23, 24, 25).

BULGULAR

SF uygulanmis kontrol grubuna ait beyinlerin koronal
kesitlerinde, beyin sapinda (Resim 1A), cortex cerebelli
tabakalarinda (Resim 1B), cortex cerebri’de (Resim 1C) ve
hippocampus’taki néron ve glialarda (Resim 1D) nlkleus,
membran ve genel morfolojinin normal oldugu izlendi.
incelenen alanlarin hig birisinde néron ve diger hiicrelerde
belirgin eosinofili, mononikleer hiicre infilirasyonu, reaktif
astrosit, eosinofik granuller, yaygin sekilde saptanmig
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makrofaj toplulugu, alanlarda édem, myelin degisiklikleri,
hiicre membraninda bozulma, nikleusta degredasyon
veya kondansasyon gibi hiicre toksisitesine veya 6limine
isaret edebilecek bulgulara rastlanmadi.
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Resim 1. Erigkin siganda 30 giin I.P. Guanethidine uygulamasindan
sonra alinan koronal beyin kesitlerinde beyin sapi (A),
cortex cerebelli tabakalari (B), cortex cerebri (C) ve
hippocampus (D) gorintllerinde néral, glial, molekdler,
graniler ve purkinje hiicreleri nikleuslari, membranlar ve
genel gérinimleri ile normal morfoloji izlendi. H&E, x100

Resim 2. Eriskin siganda 30 gin I.P. SF uygulamasindan sonra

alinan koronal beyin kesitlerinde beyin sapi (A), cortex
tabakalar  (B),
hippocampus (D) goérintllerinde néral, glial, molekdler,

cerebelli cortex cerebri (C) ve
graniler ve purkinje hicreleri nlkleuslari, membranlari
ve genel gérinumleri ile normal morfoloji yani sira bazi
alanlarda hiicre gevresindeki alanda bosluklarin arttig,
nikleus kondansasyonu ve piknosise benzer degisiklikler

gobzlendi. H&E, x100

Cilt 45, Sayi 1, Ocak — Nisan, 2006

Guanethidine verilen deneklerde 30 giin sonunda alinan
koronal beyin kesitlerinin 11k mikroskobik gériintilerinde;
beyin sapinda (Resim 2A), cortex cerebelli tabakalarinda
(Resim 2B), cortex cerebride (Resim 2C) ve
hippocampus’taki (Resim 2D) hiicrelerin nlkleuslari, mor-
folojik olarak kontrol grubundakine benzer sekilde izlenir-
ken, bazi alanlarda hiicre c¢evresinde bosluk ve
niikleuslarin kondansasyonlari saptandi.

Histolojik degerlendirmede hiicre ¢evresindeki bosluklarin
artmasina ve nUlkleuslarda kondansasyona baglh hicre
O6limundn varhigini géstermek amaci ile morfometri yapil-
di. Hucrenin toksik etkiye en duyarli oldugu alanlardan
mikroskop gérintllerinin bilgisayar ortaminda kér yéntem-
le sayimi sonucunda, cortex cerebri ve cortex cerebelli
tabakalari ile beyin sapinda sayisal olarak hiicre yogunlu-
dunda anlamli bir degisiklik olmadigr saptandi (Tablo 1).
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Tablo 1. Toksik etkiden kaynaklanan hticre 6limUne bagl olarak
dansitede  degisikligi  gbstermek icin  yapilan
morfometrik sayimda beyin korteksi (BK), beyincik mo-
lekller (BMT), purkinje (BPT) ve granuler (BGT) taba-
kalari, beyin sapi (BS) ile hippocampus’ta (HK) belirli
bir alanda ve bulyitmede yapilan kérleme hilcre sayimi
sonucunda dansite agisindan sonuglar arasinda anlam-
It bir fark saptanmadi (p>0.05).

TARTISMA

Bir ilaci ndrotoksik olarak degerlendirebilmek igin kimyasal
madde kullanilan grup ile serum fizyolojik ya da,
ndrotoksisitesi olmayan bir sollisyon ile karsilastirma ileri
molekuler tekniklerin yani sira hala toksisitenin bir gdster-
gesi olarak kullaniimakta ve guvenli oldugu dustnulen
bircok maddenin degisik yontem ve uygulamalara bagh
olarak toksik hale gelebildigi bilinmektedir (26, 27, 28, 21,
29, 12, 30). Guanethidine antihipertansif 6zellidi ile klinikte
kullanilan ancak kimyasal simpatektomi olusturmasi ne-
deniyle deneysel calismalarda siklikla kullanilan bir ajan
olup, hem bu calismalarda hem de klinik kullanimda
neurotoksik olmadigi disundlmektedir. Ancak, yapilmis
calismalarda etki gbsterdigi alanlarda hicre 6élimine
neden olmasi, 6zellikle patolojik durumlarda etki etmedigi
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alanlarda da toksik etki yapma olasiligini akla getirmekte-
dir. Bu ¢alismada, Guanethidine’ne bagh 6zellikle beynin
duyarl bdlgelerinde (31) olasi toksik etki histopatolojik
inceleme ile arastirildi. Toksik etki net bir sekilde gorul-
memesine ragmen, bu olasihdi destekleyecek histolojik
bulgulara rastlanildi.

Isik mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda beyne ilag uygu-
lamalarinda intratekal olarak sadece salin sollisyonu
inflize edilen deneklerde bile histopatolojik degisiklikler
gdzlenmis, kronik spinal kanllasyonun subaraknoid aralik-
ta, kateter gevresinde fibrozis ve lenfosit infiltrasyonunu da
iceren degisikliklere yol actigi saptanmistir (32). Calisma-
mizda, intraperitoneal olarak uygulama sonrasinda SF
grubunda incelenen alanlarin hi¢ birinde mononikleer
hiicre infilirasyonu, reaktif astrosit, yaygin sekilde saptan-
mis makrofaj toplulugu, édem, hiicre membraninda bo-
zulma, gliosis, nikleusta degredasyon veya
kondansasyon gibi hlicre toksisitesine isaret edebilecek
bulgulara rastlanmadi. Ancak, Guanethidine uygulamasin-
da sadece hicre cevresindeki bosluklarin artmasi ve
niikleus kondansasyonu gibi piknozis ya da karyoreksis
gibi apoptotik hicre 6limint distndiren histopatolojik
degisiklikler bulundu. Bu hucrelerde sitoplazmanin
eosinofilisinin olmamasina, koyu boyanmamasina karsin
nikleuslari kondanse olmus, piknozise benzer degisiklikler
gbsterdigi saptandi. Ancak, hasarin belirtisi olan noronlar-
daki sitoplazmik kirmiziligin belirginlesmesi veya olusan
hasara bagli debrisin temizlenmesi amaciyla ortama ya-
yiimis  makrofajlar bulunmadi. Toksik etkiye bagl
nekrosisin tam olarak tanimlanmamasi, bu histopatolojik
degisikliklerin fiksasyon eksikligine veya
homojenizasyonun bozukluguna baglh teknik hata sonucu
olusan artifakt olasiligini kontrollerle karsilastirildiginda az
da olsa distndurmektedir. Bu bulgularin desteklenmesi
amaci ile yapilan morfometrik incelemede hilicrenin toksik
etkiye en duyarli oldugu cortex cerebri, cortex cerebelli,
hippocampus ve beyin sapi gibi bélgelerde (16, 33), hiicre
yogunlugunda anlamli bir degisiklik olmadigi saptandi.

Toksik etkinin sinir sisteminde g0sterdigi degisiklikler
multifaktériyel olup karmasik bir slregtir (34). Bu
toksisitenin gésterilmesinde kalitatif ve kantitatif yontemler
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kullanilir. Histokimyasal ve imminohistokimyasal yéntem-
lerle toksisite degerlendirilebilir. Bunun yani sira beynin
agirhgi, morfometrik yéntemlerle hiicre sayisi ve yogunlu-
Jgunun tespiti, toksisite hakkinda bilgi verir (35, 36). Etkin
bir toksik durum hiicrenin nekroz ile 8lmesine yol agarken,
ihmli toksik etki veya etkinin gecikerek ortaya g¢ikmasi
programlanmis hiicre intihari (apoptozis) mekanizmasi ile
hiicrenin 6limine neden olabilir. Deneysel ¢alismalarda
bircok metabolik, ydntemsel ve teknik faktorler sonuglari
etkileyebilir (37, 38, 41). Deney hayvaninin yas ve kilosu-
nun standardize edilmesi, hayvanlarin enfeksiyonsuz
olmasi, deneyin yapilis metodu, maddenin verilis yolu ve
sekli, toksisitesi arastirlan ve kontrol maddelerinin
ozmolaritesi, volimu, pH’1, etki icin bekleme sireleri, hay-
vanin Oldirilme sekli, 6ldirtldikten sonra fiksasyonu,
parafin islemi ve kesit alinmasi gibi etkenler cok énemlidir
(17, 24, 39, 40). Yapilan incelemeler sonucunda toksik
etkiye baglh patolojik bir degisikligin saptanmamasina
ragmen tam olarak toksik etkinin olmadigini sdylemek
zordur. Tersi bir seklide de teknik hatalara bagli patolojiyi
disindlren sonuglar da alnabilir. Galismamizda toksik
etkiye baglh nekrosis tam olarak tanimlanamamis ve olu-
san degisikliklerin 1hmli hasara bagli apoptosis mekaniz-
masina isaret ettigi distniimdstir. Bunun ispatlanmasi
icin immunohistokimyasal yéntemle belirleme yapilmasi
gerekir. Hicre intiharn bir mekanizma olarak kullaniliyorsa,
elektron mikroskop calismalari ile organel dizeyinde,
biyokimyasal ve molekuler biyoloji ¢galismalari ile de prote-
in duzeyinde degisikliklerin ve DNA-RNA yapisal ve fonk-
siyonel bozukluklarinda ileri g¢alismalarla arastiriimasi
gerekir. Bdylece hemen gergceklesmeyen ancak daha
sonra ortaya ¢ikabilecek ve ¢ok disik diizeyde olusabile-
cek toksik etki degerlendirilebilir.

Calismamizdan ¢ikan sonuca gére, Guanethidine yan
etkileri nedeniyle dikkatle kullaniimasi gereken bir ajan
olarak klinikte ve olasi ndrotoksik etkisi nedeniyle de de-
neysel calismalarda sonuglarin yorumlanmasinda sorun
olusturabilecek potansiyele sahip gézikmektedir. Etki
alanlari disinda daha énce nérotoksik etkisi arastirilmamig
bu maddenin toksisitesi ile ilgili daha detayli ¢calismalarin
yapilmasi yararl olacaktir.
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