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1. OZET

Gentamisin (GM), gram negatif enfeksiyonlarin tedavisinde giinliik klinik
uygulamalar i¢inde sik olarak kullanilan aminoglikozit antibiyotiklerin bir tiirtidiir.
KoenzimQ10 (CoQ10), endojen bir antioksidan olup serbest radikallere karsi
koruyucu etkiye sahiptir. Benfotiamin (BFT) ise tiamin vitamininin yagda eriyen bir
tiirli olarak bilinmektedir. Caligmamizda gentamisine bagli olarak olusan
nefrotoksisiteye karsi koenzim Q10 ve benfotiamin’in koruyucu etkinliklerini tespit
etmek amaglanmistir.

Calismamizda 35 adet Wistar albino cinsi sigan kullanildi. Siganlar bes gruba
ayrild1. Birinci grup kontrol grubu, ikinci grup sham grubu olarak belirlendi. Ugiincii
grupta ki her bir sigana 80 mg/kg/giin gentamisin intraperitonal (i.p) yolla verildi.
Dordiincii grupta her bir sicana 80 mg/kg/giin gentamisin ile birlikte 10 mg/kg/giin
CoQ10 1.p yolla verildi. Besinci grupta ise her bir sicana 80 mg/kg/giin gentamisin
1.p yolla ve beraber 100 mg/kg/giin benfotiamin oral gavaj yoluyla verildi.
Gentamisin, CoQ10 ve BFT nin sekiz giin uygulanmasmin ardindan kan ornekleri
almip, Otenazi sonras1 bobrek dokulari ¢ikarildi. Alinan kan orneklerinden Kidney
Injury Molecule — Bobrek Hasar Molekiilii (KIM-1) ve Tiimdér Nekroz Faktor-o
diizeyleri (TNF-a) ELISA yontemi ile, glutatyon ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
HPLC yontemi ile, iire ve kreatinin degerlerinin analizi ise otoanalizorler ile yapilda.
Histopatolojik incelemeler icin bobrek dokular1 TUNEL boyama yapilarak
histopatolojik olarak degerlendirildi.

Serum kreatinin, iire, KIM-1 ve MDA diizeyleri gentamisin verilen grupta
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak sekilde ylikselmistir (sirasiyla;

P<0.001, P<0.001, P<0.005, P<0.0001). Gentamisin ile birlikte koenzim Q10



uygulanan ratlarda serum kreatinin ve KIM-1 diizeyleri azalsa da bu istatiksel olarak
anlamli bulunamadi, ancak serum MDA diizeyleri istatiksel olarak anlamli sekilde
azalmistir (P<0.001). Gentamisin ile birlikte benfotiamin uygulanan ratlarda ise
serum kreatinin, iire, KIM-1, TNF-a ve MDA diizeyleri istatiksel olarak anlamli
sekilde azalirken (sirasiyla; P<0.001, P<0.05, P<0.001, P<0.0001, P<0.0001), total
ve rediikte glutatyon degerleri yiikselmistir (P<0.0001). Histopatolojik olarak
degerlendirildiginde sadece gentamisin uygulanan gruba ait bobrek dokusunda
kortekste yer alan tiibiillerde oldukga belirgin nekroz goriildii. Gentamisin ile birlikte
benfotiamin uygulanan grupta korteksteki tiibiillerde nekrozun oldukg¢a azaldigi
tespit edildi. Gentamisin ile birlikte koenzim Q10 uygulanan deneklere ait bobrek
dokularinda kortikal tiibiillerdeki nekroz sadece gentamisin uygulanan gruba gore
azalmakla birlikte benfotiamin grubuna gore belirginligini korumaktaydi.

Sonug¢ olarak bu calisma benfotiamin ve koenzim Q10’nun gentamisin
kaynakli nefrotoksisiteye kars1 koruma sagladiklarini, bunu da muhtemelen
gentamisine bagl olarak olusan lipid peroksidasyonunu azaltarak ve oksidadif hasara
karst koruyucu etki gostererek gerceklestirdigini gostermektedir. Benfotiaminin,
gentamisine bagli gelisen nefrotoksisiteye karsi koenzim Q10’a gore daha iyi koruma
sagladigi, bu c¢alismada gerek biyokimyasal gerek histopatolojik olarak
gosterilmistir. Antibakteriyel ila¢ olarak gentamisinin klinik kullaniminda 6zellikle
benfotiaminin de birlikte uygulanmasi nefrotoksik yan etkileri engellemek icin bir
alternatif olabilir.

Anahtar Kelimeler: Gentamisin, Nefrotoksisite, Oksidatif Stres, KoenzimQ10,

Benfotiamin



2. ABSTRACT

Effects of Benfotiamine and Coenzyme Q10 on Kidney Damage Induced
Gentamicin

Gentamicin is a type of aminoglycoside frequently used in daily clinical
practices at treatment of gram negative infections. Coenzyme Q10 (CoQ10) is an
endogenous antioxidant and has a protective effect against free radicals.
Benfothiamine is a fat soluble type of thiamine vitamin. Our study aims at
identifying protective effects of CoenzymeQl0 and benfothiamine against
nephrotoxicity induced by gentamicin.

35 Wistar albino rats were used in our study. The rats were divided into five
groups. The first group was the control group and the second group was the sham
group. In the third group, each rat was administered 80mg/kg/day gentamicin
intraperitoneally. In the fourth group, each rat was administered 80mg/kg/day
gentamicin intraperitoneally and 10mg/kg/day CoQ10 intraperitoneally. In the fifth
group, each rat was administered 80mg/kg/day gentamicin intraperitoneally and 100
mg/kg/day Benfothiamine by oral gavage. After gentamicin, CoQ10 and BFT was
administered for eight days, blood samples were taken and renal tissues were
extracted after euthanasia. KIM-1, TNFa, glutathione, malondialdehyde, BUN,
creatinine were analyzed from blood samples. Tunel dye was rendered and
histopathologic observations were evaluated.

Serum creatinine, urea, KIM-1 and MDA levels significantly increased in the
group administered with gentamicin compared to the control group (P<0.001,
P<0.001, P<0.005, P<0.0001, respectively). Although creatinine and KIM-1 levels

decreased in the rats administered with gentamicin and coenzymeQ10, this was not



statistically significant but serum MDA levels decreased significantly (P<0,001).
While serum creatinine, urea, KIM-1, TNFa and MDA levels statistically
significantly decreased in the rats administered with gentamicin and benfothiamine
(P<0.001, P<0.05, P<0.001, P<0.0001, P<0.0001, respectively), total and reduced
glutathione values increased (P<0.0001). Considering on histopathologic terms, a
very distinctive necrosis was observed in the tubules in the cortex in the renal tissue
in the group administered only with gentamicin. The necrosis highly decreased in the
tubules in the cortex at the group administered with gentamicin and benfothiamine.
While the necrosis in the cortical tubules in the renal tissues of the subjects
administered with gentamicin and CoQ decreased compared to the group
administered only with gentamicin, it maintained its distinctiveness compared to the
benfothiamine group.

In conclusion, this study indicates that benfothiamine and coenzyme Q10
provide protection against gentamicin induced nephrotoxicity and provide it by
probably reducing lipid peroxidation induced by gentamicin and exhibiting a
protective effect against oxidative damage. Benfothiamine has been demonstrated
both biochemically and histopathologically in this study to provide better protection
against gentamicin induced nephrotoxicity compared to coenzyme Q10. Especially
administering benfothiamine additionally in clinical use of gentamicin as an
antibacterial can prove to be an alternative to prevent nephrotoxic side effects.

Key Words: Gentamicin, Nephrotoxicity, Oxidative Stress, CoenzymQ10,

Benfotiamine



3. GIRIS

Gentamisin (GM), genellikle hayat1 tehdit edici gram-negatif bakterilerin
sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilan aminoglikozid bir antibiyotiktir (1).
Aminoglikozidler, gram (-) bakterilerinin enfeksiyonlarmimn 6nlenmesinde etkili olan
antibiyotikler olarak uzun zamandir bilinmektedir (2). Ozellikle gram negatif
bakterilere karsi genis bakterisit spektruma sahip olmasi, beta-laktamlara direncli
mikroorganizmalara karsi etkinligi ve maliyetinin diisiik olmasi gibi avantajlarina
ragmen yan etkileri ve yiiksek nefrotoksisiteye sebep olmasi nedeniyle klinik
kullanimlar1 sinirlanmaktadir. Aminoglikozid antibiyotiklerin nefrotoksik yan etkileri
bircok deneysel hayvan ¢calismasinda da rapor edilmistir (1,3).

Gentamisin, plazma proteinlerine hemen hemen hi¢ baglanmaz. Kanda
yaklasik %10 oraninda alyuvarlara baglanir. Viicutta biyotransformasyona
ugramadan bobreklerden disar1 atilir ve idrarda serumdakinden 10-100 kez daha
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (4). En 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir ve
akut bobrek yetmezlikli olgularmin %10-20’sinden sorumludur. Gentamisin ile 7
glinden fazla bir siire tedavi edilen hastalarin %30’unda nefrotoksisite belirtileri
goriilmeye baglamaktadir (5). Gentamisinin eliminasyonu c¢ogunlukla bodbrekte
glomeriiler filtrasyon yolu ile olmaktadir (1). Gentamisin glomeriilden filtre olduktan
sonra proksimal tiibiil hiicrelerindeki lizozomlarda birikir. Nefrotoksisite (renal
konsantrasyon bozuklugu, akut tiibiiler nekroz veya renal yetmezlik) ilacin renal
kortekste birikme 6zelliginden kaynaklanmaktadir (1,6,7). Nefrotoksisite, ilacin dozu
ve kullanim siiresiyle dogru orantilidir. Olusan toksisite ¢gogunlukla reversibldir (8).
Gentamisin tedavisi Hidrojen Peroksit (H,O, ) ve Siiperoksit anyonu (O;’) liretimini

arttirmaktadir (9). Birgok ¢alismada antioksidan 6zellik tasiyan maddelerin reaktif



oksijen metabolitlerinin olusumunu engelleyerek gentamisinin neden oldugu
nefropatiyi diizelttigi rapor edilmistir (10). Literatiirde GM nefrotoksisitelerine ait
calismalar mevcuttur. Gentamisine bagh gelisen bobrek hasarinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte deneysel c¢aligmalar serbest oksijen
radikallerinin toksisitede rol oynadigin1 One sirmektedir (11). Gentamisin
nefrotoksisitesinin mekanizmasi hala kesinlik kazanmamis olup, multifaktoriyel
nedenler iler1 siiriilmektedir.

Koenzim Q10 (CoQ10), yagda ¢oziinebilir ubikinon olarak bilinen vitamin
benzeri bir maddedir (12). Viicutta sentezlendigi i¢in vitamin degildir. CoQ10
kardiyak, norolojik, onkolojik ve immiinolojik bir¢ok bozuklugun tedavisinde
kullanilmistir (13,14). Esas kimyasal yapisi; 2,3-dimethoxy-5-methyl-6-ecaprenyl-
1,4-benzoquionone’dur. Bu haliyle trans konfigiirasyonundadir (15). CoQ10, esas
gorevi adenozin trifosfat (ATP) iiretmek olan mitokondriyal oksidatif respiratuar
zincirde, elektron tastyicisi olarak gorev goriir. Ayrica CoQ10 kardiyak hiicrelerde
adenozin difosfat (ADP) deposunun kaybini Onleyerek de ATP olusumunu
artirmaktadir.

CoQ10’nun antioksidan bir madde olarak da lipid peroksidasyonunu 6nledigi
gosterilmistir. Yagda ¢Oziinen bir antioksidan olup O,”’i temizleyerek endotelyal
disfonksiyonu azaltir. Hiicre sinyal iletimi ve gen ekspresyonunda da gorev
gormektedir (13,14). Lipofilik bir madde oldugundan gastrointestinal sistemden
(GIS) emilimi de lipidler gibi olmaktadir (14).

Tiamin suda c¢oziilebilen bir vitamin olup hububatta, bakliyatta, kuru
fasulyede, soyada, findikta, ekmekte, ette ve balikta bulunur. Tiamin, hiicresel enerji

metabolizmasinda karbonhidratlarin enerjiye doniistiiriilme siirecine yardimci olarak



onemli bir rol oynar. Tiamin; kalbin, kaslarin ve sinirlerin normal durumda ¢aligsmasi
icin gereklidir ve farkli metabolik bozukluklarm tedavisi i¢in faydahidir (15,16).
Tiaminden tiiremis bilesimler Allium familyasindaki sogan, taze sogan ve pirasa gibi
bitkilerde bulunmustur ve Allitiamin olarak isimlendirilmislerdir (17). Bir enzimatik
antioksidan olan glutatyonun okside halden rediikte hale gelmesi icin NADPH’lar
kullanilir. Pentoz fosfat yolu NADPH’lar i¢in 6nemli bir kaynaktir ve tiamin de bu
yolu aktive edici oldugundan, dolayli bir antioksidan kabul edilmistir (18,19).

Benfotiamin (BFT), allitiamin olarak isimlendirilen, sarimsakta, sogan ve
prrasa gibi sebzelerde eser miktarda bulunan, tiamin kokenli birlesimlerin essiz
kaynaklarindan biridir. Benfotiamin yagda ¢oziilebilen bir tiamin tiirdesidir. Baska
bir tanima gore BFT, B1 vitamininin yagda eriyen tiiriidiir. Normal suda ¢6ziilebilen
B1 vitaminine tiamin, yagda c¢oziilebilen B1 vitaminine ise benfotiamin denilir (20).
Benfotiamin yapist nedeniyle hakiki tiamine gore c¢ok daha yiiksek bir
biyoelverislilige sahiptir. Bu 6zelligiyle benfotiaminin, suda ¢6ziilebilen tiamine gore
viicutta daha kolay absorbe edildigi ve oral uygulamada esdeger bir tiamin dozuna
gore en az bes kat daha yiiksek plazma konsantrasyonuna (yani suda ¢dziilebilen
tiamine gore bes kat daha yiiksek plazma diizeylerine) ulasabilme etkinligine sahip
oldugu bildirilmistir. Bundan o6tiirti benfotiamin allitiamin ailesindeki lipid tiamin
tiirevlerine gore daha iyi oldugu ve lipitte ¢oziilebilen tiirdesleri igerisinde en giicliisii
oldugu belirtilmistir (20-22). Benfotiaminin reaktif oksijen tiirleri iizerine de inhibe
edici etkisinin oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Bu calismada, ratlarda olusturulan deneysel GM nefrotoksisitesinde koenzim

Q10 ve benfotiamin kullannmmin koruyucu etkilerini hem biyokimyasal hem de



histopatolojik olarak degerlendirdik. Ayrica, bu etkilerin altinda yatan olasi
mekanizmalar da yine bu ¢alismada incelenmistir.
3.1. Genel Bilgiler

3.1.1. Bobrek Histolojisi ve anatomisi

Bobrekler retroperitoneal yerlesimli organlar olup her bobregin {istiinde
bobregin yag ve bag dokusuna gomiilii adrenal bez bulunur. Her bobrek diizensiz siki
bag dokusu kapsiil ile kusatilmigtir. Bobrekte tam orta hattan gegen bir kesitte dista
daha koyu renkli korteks ve igte ¢ok sayida koni bigcimli bobrek piramitlerinden
olusan daha agik renkli medulla goriilmektedir (23). Insanda bobrek mediillas1 10-18

adet piramidal ya da konik sekilli yapilar olan mediiller piramitlerden olusur.

Korteks

Minor kaliks
Majsr kaliks

Piramid
Medulla

Sdtun

Idrar yolu

Papilla

Minor kaliks
Glomerller kapsul

Distal kivrimh tabal

Toplayici kana
Proksimal kivriml ttibil

Henle kulpu

Sekil 1. Bobregin yapisi (24)



Bobregin fonksiyonel birimi nefrondur. Her bobrek 1- 4 milyon kadar nefron
icerebilir. Her nefron genislemis bir bolim olan renal cisimcik (bobrek cisimeigi),
proksimal kivrimli tiibiil, henle kulbunun ince ve kalin uzantilari, distal kivrimli
tiibiil ve toplayict kanallardan olusmaktadir (25). Bobrek cisimcigi, ¢ift tabakali
epitel hiicrelerden olusan bowman kapsiilii ile ¢evrili glomeriil olarak adlandirilan
kapiller yumagindan olusur. Kapsiiliin i¢ tabakasi 6zgiin ve cok dallanmis epitel
hiicreleri olan podositlerden olusur. Podositler kapillere komsudur ve uzun
sitoplazmik wuzantilar1 tamamen pencereli glomerular kapillerleri cevreler. Bu
uzantilardan ¢ikan ¢ok sayida kiiglik ayakeiklar yani pediseller komsu podositlerin
pediselleri ile i¢ ice gecerek siki-yapili siizme yariklarimi olustururlar. Glomeriiler
kapsiiliin dis tabakasi ise tek katli yassi epitelden olusur (23). Glomeriil kapillerdeki
endotel hiicreleriyle bunlarin dig yilizeyini 6rten podositler arasinda kalin bir bazal
membran bulunur. Bu tabakanin kapillerdeki kanla idrar boslugunu birbirinden
ayiran bir siiziilme engeli olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu bazal membran,
kapillerin ve podositin olusturdugu bazal laminalarin kaynagmasindan meydana
gelmistir. Elektron mikroskop ile incelendiginde; ortada elektron yogun bir tabaka
(lamina densa) ve her iki yanda daha elektron gecirgen bir tabaka (lamina rara) fark
edilmektedir. Elektron gec¢irgen olan her iki lamina rara, hiicrelerin tutunmasina
yarayabilecek olan fibronektin bulundurur. Lamina densa ise negatif yiikli bir
proteoglikan olan ve katyonik molekiillerin ge¢isini engelleyen heparan siilfat iceren
bir matriks i¢inde tip IV kollajen ve laminanin olusturdugu ag seklinde bir yapidir.
Yani glomeriil bazal laminasi, lamina densanin fiziksel bir filtre olarak is gordiigii,
lamina raradaki anyonik bolgelerin ise elektriksel bir engel olusturdugu segici bir

makromolekiiler filtredir. 10 nm’den daha biiylik partikiiler bazal laminadan



gecemez; molekiil agirligi albiimin molekiil agirligindan (69 kDa) fazla olan negatif
yiiklii proteinler ise membrandan eser miktarda ge¢gmektedir. Eriskin bir kiside her
iki bobrege gelen kan dakikada 1.2-1.3 litre kadardir. Bu durum viicutta dolasan
biitiin kanin her 45 dakikada bir bobrekten ge¢gmesi anlamini tasir. Glomeriillerde
bulunan arteriyel kapiller igindeki hidrostatik basing (yaklasik 45mm Hg) baska

kapillerdeki hidrostatik basingta daha yiiksektir (25).
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| Toplayici
kanal

Sekil 2. Nefron yapis1 ve kan damarlari ile baglantis1 (24)

Bobrekler icinden akan kan, bobrek cisimciginde glomertiiler kapillerden
gecerken siiziiliir. Uretilen filtrat ardindan bobrek cisimciginin  glomeriiler
kapsiiliiniin pariyetal ve visseral hiicre tabakalar1 arasinda yerlesik kapsiil (iiriner)
bosluguna girer. Siiziintii, bobrek cisimcigini proksimal kivrintili tiibiiliin basladigi
idrar kutbundan terk eder. Bobrek cisimcigini terk eden glomerular filtrat 6nce
glomeriiler kapsiilden toplayici tiiplere uzanan bobrek tiibiiliine girer. Bobrek
cisimciginden baglayan bobrek tiibiill bolimii ¢ok kivrintili veya biikiilmiis

oldugundan proksimal kivrintili tiibiil olarak adlandirilir. Baslangigta bu tiibiil

10



kortekste yerlesiktir, ardindan diger tiibiil olan henle kulbu ile devam etmek iizere
medullaya iner. Henle kulbu birka¢ kisimdan olusur: Proksimal kivrintili tiibiiliin
inen kalin parcasi, ince inen parca ve distal kivrintili tiibiil olarak adlandirilan ¢ikan
kalin parca henle kulbunun kisimlaridir. Distal kivrimli tiibiil proksimal tiibiile gore
daha kisa ve daha az kivrintilidir ve tekrar bobrek korteksine geri doner. Glomeriiler
filtrat distal kivrintili tiibiilden toplayici tiibiile dogru akar. Birkac¢ kisa toplayict
tiibiiller daha genis toplayici kanallar1 olusturmak {izere birlesirler. Toplayici kanallar
genislediginde ve medullanin papillalarina dogru indigi zaman papillar kanal olarak
adlandirilirlar. Medullanin derinlerinde bu kanallarin epiteli prizmatige doniisiir. Her
papillann tepesinde, papillar kanallar igeriklerini kalikse bosaltir (23).

Bobrek cisimcigindeki kan i¢in siizme bariyeri ii¢ farkli bilesenden olusur:
Glomeriiler kapiller endoteli; altinda uzanan bazal membran ve bowman kapsiiliiniin
visseral tabakasi olan podositler ve onlarin ayakgiklar1 olan pediseler. Kanin
siziilmesi ince, porlu, kanin sekilli elemanlar1 ve biiyiikk plazma proteinleri harig
kandaki c¢ogu maddeye yiikksek gecirgen glomeriiler kapiller endoteli ile
kolaylastirilir. Bobregin fonksiyonel iliskisini anlamak i¢in organin kan kaynagini
anlamak 6nemlidir. Her bobrek hilumda birka¢ segmental dala ayrilan, bu dallarin da
yine birkag¢ loplar arasi arterlere dallandigi genis renal arterlerden kanlanir. Loplar
arasi arterler piramitlerin arasindan kortekse devam eder. Korteksin medulla ile
birlestigi bolgede, loplar arasi arterler arkuat arterlere dallanir. Bu arterler
piramitlerin tabaninda kavis yapar ve lopcuklar arasi arterleri olusturur. Bu arterler
daha sonra bobrek cisimciginin glomeriillerindeki kapilleri olusturacak olan afferent
arterlere dallanir. Efferent arteriyoller, bobrek cisimcigini terk eder ve korteksteki

tiibiiler etrafinda karmasik bir peritiibiiler kapiller ag olusturur. Ayrica da medullada
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korteks-medulla bilesimine geri donen uzun, diiz kapiller damarlar olan vasa rectalar1
olusurur. Vasa recta iiriner filtrat1 iceren henle kulpu uzunluguna paralel kangallar
olusturur. Bu tiibiillerin ve kan damarlarmin arasindaki interstisyum, arkuat venlere
dogru devam eden lopguklar arasi venlere bosalir (23).

3.1.2. Bobrek Fonksiyonlan
Bobregin temel gorevleri;

1- Metabolik atik {irtinlerinin (iirik asit, kreatinin, iire) bosaltimi

2- Viicut siv1 ve elektrolit dengesinin korunmasi ve stirdiiriilmesi

3- Hiicreler arasi1 s1vi hacmi ve kan basmcinin hormonal diizenlenmesi
4- Toksinler, ilaglar ve metabolitlerinin detoksifikasyonu ve atilimi

5- Hormon sentezine ve metabolizmasina katkida bulunma

6- Kii¢iik molekiil agirlikl proteinlerin yikimi

7- Metabolik etki: Glukonegenez, lipid metabolizmasi

8- Insiilin ve glukagon hormanlarmin yikimi (26)

3.1.1.1. idrar Olusumu

Bobreklerin temel fonksiyonlar: icerisinde en 6nemlisi toksik atik {irtinlerin
viicuttan uzaklastirilmas1 ve metabolik atiklarin konsantre bir ¢6zeltisi olan idrarin
olusumudur.  Bobreklerin  atilim  fonksiyonu;  glomeriillerden  plazmanin
filtrasyonunu, tiibiiler iimenden kana dogru suda ¢6ziilen maddelerin taginmasini ve
tiibiiler hiicrelerden liimene madde tasmmasmi icermektedir. Idrar; bobrekler
tarafindan salgilanan, iireterlerden gecen, mesanede toplanan ve iiratta yoluyla digar1

atilan bir stvidir. Saglikli bir bireyde berraktir, acik sar1 renkte hafif asidik pH’1 ve
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karakteristik bir kokusu vardr. Idrar, ¢oziinmiis bilesiklere ek olarak hiicresel
parcalar, tam hiicreler, proteindz atiklar ve kristaller igerir (27). Idrar olusumunda iic
asama vardir. Birincisi, glomeriilerdeki plazmanin énemli bir boliimiiniin glomertiler
membrandan tiibiiler sistem igine filtre edilmesidir. Ikincisi, filtre edilen sivi
tiibiilerde ilerlerken su ve gerekli diger maddeler peritiibiiller kapiller agdaki plazma
icine reabsorbe edilir. Uciincii olarak da diyetle sindirilen inorganik maddelerin ve
metabolizmanin son iriinlerinin idrarla atilmasini saglamaktadir (tiibiiler sekresyon)

(28).

Sekresyon Reabsorbsiyon Filtrasyon

Bogaltim : e *‘

Sekil 3. Idrar olusumu asamalar1 (24)

Metabolik olaylarin aerobik olmasi sebebiyle bobrekte oksijen tliketimi
oldukca fazladir. Bobrekteki bu yiiksek metabolik aktivite tiibiilerdeki geri emilimin
meydana gelmesi i¢in gereklidir. Aminoasitler, glikoz, iirik asit, diisiik molekiil
agirlikli proteinler, PO4>, Na®, Mg,", Ca,”, CI;” ve HCO;™ “iin aktif geri emilimi,
viicudun ihtiyaclarma ve bu maddelerin kan diizeylerine gore bobrekler vasitasiyla
ayarlanir. Su, iire ve CI 'un pasif yolla geri emilimi saglanmaktadir.

Idrar olusumunda ilk basamak, glomeriillerde bulanan plazma suyunun filtre
edilmesidir. Filtre edilmis siv1 ultrafiltrat olarak isimlendirilir ve igerigi temelde

plazma ile ayni yapidadir. Glomeriillerden 24 saat icinde yaklasik 170-200 L
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ultrafiltrat gecer. Suyun ve ¢oziinmiis maddelerin tiibiillerin degisik bdlgelerinden
geri emilimi total hacmi azaltir. Olusan filtratin yaklasik %1 kadar1 giinliik normal
idrar miktarint (2000mL) meydana getirir. Filtratin %99 u geri emilir.
Glomeriillerden filtre edilen glukozun tiimii ve aminoasitlerin ¢ogu tiibiilden geri
emilmektedir. Normal kosullarda filtre edilen glukozun tiimii geri emildigi i¢in
idrarla glukoz atilmamaktadir. Distal tiibiiler ve toplayici kanallarda su geri emilimi
antidiliretik hormon (ADH) tarafindan diizenlenmektedir. ADH yoklugunda su geri
emilimi olmamakta ve idrar seyreltik hale gelmektedir. ADH varliginda ise distal

tiiplerin suya gecirgenligi artmaktadir (26,27,29).

3.1.1.2. Viicuttaki Sivi ve Elektrolit Dengesinin Korunmasi ve

Siirdiiriilmesi

Viicut sivilart ve igerdikleri elektrolitler yasamin devam etmesinde gerekli
olan iyonik ortami olusturmaktadir. Bdbrekler viicut sivilarmin miktarinda ve
elektrolit igeriklerinin diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir. Viicut sivist ve
iyon igerigindeki sapmalar genel olarak idrar atilimindaki uygun degisiklerle
diizeltilmektedir. Elektrolit fazlaliginda bobrek yolu ile idrarla atilimi saglanirken,
azhiginda ise bu elektrolitler bobrekler tarafindan tutulmaktadir. Bobreklerde
elektrolit dengesi tiibiiler geri emilim ile diizenlenmektedir. Geri emilim iglemi
genellikle proksimal kivriml tiibiilde gergeklesir. Bikarbonatin (HCO3") geri emilim
miktar1 GFH ve Hidrojen (H") salgilanma hizina baghdir. Glukoz ve aminoasitler
hiicre i¢1 aktif tagima sistemleri araciligiyla proksimal kivrimli tiibiilde geri emilirler

27).
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Distal tiibiil, plazma asit-baz diizeyleri ve plazma elektrolitlerin
diizenlenmesinde nefronun islevsel olarak en aktif bolgesidir. Bu bolgede salgilama
ve geri emilim islemleri Na', K" ve H' arasindaki iliskilerle gerceklesir. Plazmadaki
fazla H iyonlar1 biitiin tiibiil boyunca salgilanir. Normal plazma pH’mn1 devam
ettirmek icin H iyonunun tutulmasi gerektigi zaman, distal tiibiil hiicreleri H
salgisini, amonyak (NH3) olusumunu ve Na-H degisimini azaltir ve HCO;™ atilimini
arttirirlar. Tlim bu iglemlerin amaci plazmadaki HCOj;™ azaltilmasi ve normal plazma
pH’n1 yeniden saglamaktir. Tiibiiler sividaki suyun yaklasik olarak %70'1 proksimal
tiibiilde, %>5'1 henle kulbunda, %10'n distal tiibiilde geriye kalan1 toplayici

kanallardan geri emilir (27,30).

Viicut sivilarmin pH'smin diizenlenmesi bobrekler ve akcigerler tarafindan
yapilmaktadir. Bobrekler ve akcigerler doku katabolizmasinda yan iiriin olan fazla
miktardaki H™ iyonunun atilimini gergeklestirmektedirler. Insanlarda hiicre disi
ortamdaki en 6nemli tampon sistemi HCOs; tampon sistemidir. Akcigerler kandaki
HCO; ’ii diisiirme ihtiyacindan dolayr [(HCOj3) / (H2COs;)] oranmi arttirir.
Bobreklerden siiziilen HCOs' ise viicutta normal pH diizeyini saglamak i¢in gerektigi

zaman geri emilir (26,27).
3.1.1.3. Metabolik Atik Uriinlerinin A tilhimi

Protein metabolizmasi sonucu olusan kreatinin, tlirik asit ve iire bobrekler
araciligiyla viicuttan uzaklastirilir. Aminoasit deaminasyonu sonucunda olusan
amonyagin kanda toksik seviyelere ulagmasi karacigerdeki iire olusumu ile
engellenmektedir. Karacigerde fazla miktarda aminoasit katalizlendiginde {ire

olusumu ve kan iire azotu (BUN) diizeyleri artmaktadir. Kolay filtre olan iirenin %
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40-50 kadar1 proksimal tiibiillerde geri emilmektedir. Kreatinin, iskelet kasinda
kreatinden enzimatik olmayan dehidrasyon ile olusur. Glomeriillerden serbestce filtre
olan kreatininin, tiibiillerden geri emilimi gergeklesmemektedir (26).

Bobrekte kronik veya akut yetmezlik oldugu zaman viicutta nitrojen
metabolizmasmin son Uriinleri birikir ve protein kaynakli olmayan nitrojenlerin
diizeyi yiikselir. Bu durumda BUN ve serum kreatinin diizeylerinde ylikselmeye
neden olur. Nitrojen triinlerin birikimi sonucunda azotemi gelisir. Bu durum ise
bobreklerin metabolizma artiklarini atabilme yetenegini kaybettigi lremi ile

sonuglanir (31).

3.1.2. Bobrek YetmezIligi

3.1.2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomeriiler filtrasyon degerinde azalma
sonucu bdbregin sivi-soliit dengesinin ayarlanmasinda ve metabolik fonksiyonlarinda
kronik ve ilerleyici bozulma halinin goriildiigii bir saglik problemidir (32). Kronik
bobrek hastaligi cok yiiksek bir etki oranina sahip diinya capinda bir saglik problemi
olarak bilinmektedir (33). Kronik bobrek hastalig: ilerleyici bir sekilde son donem
bobrek yetmezligine dogru gider. KBY, kardiovaskiiler hastaliklar1 da i¢eren oldukca
cesitlilik gosteren sorunlarin ortaya c¢ikmasma yol agar (34,35). KBY cok farkl
nedenlerle gelisebilmekte ve bu nedenler cinsiyete, rka ve iilkelere gore degiskenlik
gostermektedir. Ulkemizde kronik bobrek yetmezligine sebep olan nedenlerin ilk {icii

diyabet, hipertansiyon ve kronik glomerulonefrit olarak siralanmaistir (36).
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3.1.2.2. Akut Bobrek yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY), akut bobrek hasari i¢in fikir birligine varilan
yeni bir terimdir (37). Akut bobrek yetmezligi terimi, Olgiillemeyen diger klinik
atiklar ve kreatinin, lire gibi nitrojen metabolizmasi iirlinlerinin birikimi ile bobrek
atilim fonksiyonunun hizli bir sekilde azalmasi olarak karakterize edilen klinik bir
sendromu ifade eder. Akut bobrek yetmezligi i¢in yaygm olan diger klinik ve
laboratuvar bulgulari; idrar iriinlerinin azalmasi, metabolik asitlerin birikimi ve
potasyum-fosfat konsantrasyonlarinin artmasidir (38). ABY, siklikla nefrotoksik ve
iskemik olaylar sonucunda meydana gelen bir hastalik olarak bilinmektedir. Akut
bobrek yetmezligi hizli ilerlemektedir ve bu sebeple kontrol edilmesi zor olan
elektrolit, asit-baz ve sivi dengesizligi ortaya c¢ikarmaktadir. Akut bobrek
yetmezliginde glomeriiler filtrasyon hizindaki diisiis kronik bdbrek yetmezligine

kiyaslandiginda oldukga hizli oldugu goériilmektedir (39,40).
3.1.2.3. ilaca bagh akut bobrek yetmezligi

Bobrekler, fazla miktarda kanlanmalari, endoteliyal yiizey genisligi ve
metabolik faaliyetleri sebebiyle toksik hasarlara karsi ¢cok duyarlidir. Nefrotoksik
etkiye sahip olan cesitli ilaglarin konsantre edilme durumlar1 bobrek tiibiillerinde
saglandig1 i¢in tiibiillerin liimenleri ve peritiibiiller hiicreler bu toksinlere daima
maruz kalirlar. Bobrek papillar1 ve medullasinda kan akiminin diisiik, ¢6ziinen

madde konsantrasyonun yiiksek olmasindan dolay1 toksisiteye karsi daha hassastirlar

(41).

Gegmiste akut bobrek yetmezligine neden olan faktorler arasinda organik

coziicliler, agir metaller ve glikoller ilk siralarda yer alirken, giinlimiizde bu ajanlar
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ile daha nadir karsilagilmaktadwr. Son zamanlarda yapilan calismalarda
aminoglikozit antibiyotiklerin, akut bobrek yetmezligine yol agan maddeler i¢cinde 6n

stiray1 aldig1 gosterilmistir (42).

3.1.2.4. Aminoglikozitler

Aminoglikozidler 6 {iyeli bir aminosiklitol halka yapisindan meydana gelirler.
Aminosiklitol halkasina glikozidik bagiyla baglanmis sekerler bulunmaktadir. Fakat
Spektinomisin tiirli aminoglikozid; amino seker ve glikozid bag bulundurmamasiyla
digerlerinden farklilik gosterir (43). Aminoglikozidler suda ¢ok ¢oziiniirler, organik
coziiclilerde ¢oziinmezler ve c¢ok az lipofiliktirler. Bu sebeple yag bulunduran
zarlardan gegisleri siirli olmaktadir. Fizyolojik pH olan 7.4’de katyonik olup ¢ok
yiiksek pozitif yiikleri vardir. Buda aminoglikozidlerin antimikrobiyal etkinlikleri ve

nefrotoksisiteleri ile iligki gostermektedir (43,44).

Aminoglikozidler kimyasal olusumlarina gore 5 gruba ayrilirlar (45);

1. Streptomisin grubu

2. Kanamisin grubu

3. Gentamisin grubu

4. Neomisin grubu

5. Spektinomisin grubu

Aminoglikozidlerin etki mekanizmas1 multifaktériyel bir olaydir ve
baslangicinda hiicrenin dis yiizeyi ile etkilesim basamagi bulunmaktadir. Bu olay

hizli ve elektrostatik bir olay olarak pasif yolla gerceklesmektedir (43).

18



Aminoglikozidler polar yapilari nedeniyle ¢ok az lipofilik 6zellik gdsterirler. Bu
ylizden sindirim kanallarinda absorbsiyonu olduk¢a zor olmaktadir (45).
Aminoglikozidlerin giivenli kullanilabilecegi aralik ¢ok smirlidir ve kullanimlarinda
en onemli kisitlayict durum toksisite etki gdstermeleridir. Aminoglikozid kullanimi
sonucu en sik gorilen toksisiteler arasinda; nefrotoksisite, ototoksisite ve
noromuskuler blokajdir. Nefrotoksisite tiim aminoglikozidlerin sebep olabildigi ve
aminoglikozid uygulamalarinda %75-10 oraninda saptanabilen bir yan etki olarak

goriilmektedir (46).

3.1.2.5. Aminoglikozitlerin Sebep Oldugu Nefrotoksisite ve Akut Bobrek

Yetmezligi

Gram negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin aminoglikozidlerle
tedavisi silirecinde nefrotoksisiteye c¢ok sik rastlanmaktadir (47,48). Bu ilaclarla
meydana gelen nefrotoksisitenin tiibliler nekrozla karakterize oldugu gosterilmistir.
Hiicre hasar1 aminoglikozitlerin direkt olarak tiibiiler etkisine bagldir ve proksimal
tiibiillerde goriiliir (49). Aminoglikozitler hiicre i¢ine girdikten sonra lizozomlara
tasinir. Hiicreye girisinin siirekli olmasi lizozomal disfonksiyonuna ve sonugta
dejenerasyona sebep olur. Bu durum da lizozomal enzimlerin agiga ¢ikmasma ve
diger hiicre organallerini etkilemesine neden olur. Nefrotoksisitenin ilk bulgular1
firgams1 kenarm ve lizozomal enzimlerin liimene saliverilmesi, glikoziiri,
aminoasidiiri ve tiibiiler proteiniiridir (41). Aminoglikozitlerin tek bir yiiksek dozu
dahi membrana baglhi Na-K-ATPaz’da azalma ile sonuglanabilir (50).
Aminoglikozitlerin direkt olarak proksimal tiibiillerdeki toksik etkisine bir diger

kamt; K* ve Mg" gibi katyonlarm proksimal tiibiillerde kaybmin goriilmesidir (51).
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Yapilan caligmalarda aminoglikozit kullanilan hastalarin %20’sinde ilag¢ diizeylerinin

terapotik diizeylerde olmasina ragmen nefrotoksisite gelistigi gosterilmistir (52).

3.1.3. Gentamisin

Gentamisin, beta laktam antibiyotikler ile birlikte ya da tek basina gram
negatif enfeksiyonlarin tedavisi i¢in giinliik klinik uygulamalarin i¢inde rutin olarak
kullanilan organik polikatyon yapida bir aminoglikozitik antibiyotiktir (53).
Micromonospora purpurea’dan elde edilir. Yapica birbirine benzeyen 3 gentamisin
tiirliniin karisimindan ibarettir. GM, aminoglikozid ilaglar icinde amikasinden sonra
spektrumu en genis ve antibakteriyel etki giicli en yiiksek olan aminoglikoziddir.
Plazma proteinlerine neredeyse hi¢ baglanmamaktadir. Kanda yaklasik %10 oraninda
alyuvarlara baglanir. Viicutta bir degisiklige ugramadan bobreklerden atilir ve

idrarda serumdakinden 10-100 kez daha yliksek konsantrasyonlarda bulunur (54).

Sekil 4. Gentamisinin kimyasal yapisinin acik formiilii (55)

Gentamisinin olusturdugu nefrotoksisite; hiicre organellerin bozulmasini ve
nekroz olugsmasini iceren morfolojik degisikler olarak tanimlanir. Bu bulgulardan
once mitokondriyal vakuolesme, lizozomal parcalanma, nekrozis ve hiicre

organellerin yok edilmesini igeren morfolojik degisiklerle karakterizedir.
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Gentamisinin nefrotoksik etkisinin goriildiigii yer bobrek korteksi olup o6zellikle
proksimal tiibiillere etki etmektedir (56). Gentamisin nefrotoksisitesinin hiicre ici
mekanizmalara etkisi tam olarak net olmasada, hiicre i¢i mekanizmalar tizerine etkisi
gentamisinin miktarinin lizozomlarda ve proksimal tiibiil hiicrelerinde birikmesinden
sonra meydana gelir. Gentamisinin normal kullanim dozaji ile ulasilan serum
seviyeleri ile hiicresel alimmin doyurabildigi goriilmektedir. Gentamisinin artmis
serum seviyeleri hiicrelerin alim siiresini uzatir ve dolayisiyla nefrotoksisite
durumunu arttirir (56,57).

Cesitli caligsmalar, gentamisine bagli bobrek hasarinda reaktif oksijen
tiirlerinin iliskisi oldugunu gostermektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) dogrudan
lipit, protein, deoksiriboniikleikasit (DNA) igeren hiicre bilesenlerini etkiler ve
onlarin yapilarin1 bozar (58). Oksidatif stres sirasinda membran lipitlerinin
peroksidasyonu; ¢coklu doymamis yag asitlerinin par¢alanmasina ve ¢esitli aldehid ve
alkenlerin salinmasina neden olur (59). Bu salinim gentamisinin bobrek kortikal
mitokondrisi tarafindan serbest radikallerden olusan oksijen salinimi ve olusumunu
siddetlendirebilir, bu yiizden es zamanli olarak apopitozise ve poliferasyona neden
olur (60). Uretilen serbest radikaller (SR), bobrek glomeriillerin temel
membranlarina zarar verir, tubiil fonksiyonunu bozar, kollajen ve diger matriks
bilesenlerini parcalar (61).

Gentamisin uygulamalar1 ile iliskili bobrek hasarmi 1yilestirmek ya da
korumak i¢in GM ile birlikte es zamanl olarak cesitli faktorler kullanilmasma
ragmen (62,63,64), gentamisine bagli nefrotoksisiteye karsi giivenilir bir tedavi

bulunmamaktadir.
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3.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stress

3.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller tek eslesmemis elektrona sahip, yeni bir serbest elektron ile
eslesme arayisinda olan yiiksek reaktiviteli kimyasallardir. Bu reaksiyonlarin sonucu
olarak diger SR’ler veya eslesmis elektronlar meydana gelir ve radikal 6zelliklerini
kaybederler. Eger yeni sekillenen bir SR olusursa, bu serbest radikal ayni zamanda
kararsiz halde olup yeni sekillenen molekiiliin eslesmis elektronlar1 yliziinden baska
bir molekiil ile diger SR’leri iiretmek ya da radikal olmayan molekiil meydana
getirmek icin reaksiyona girebilir. Boylece, meydana gelen SR zincir reaksiyonlari,
biyolojik doku ve sistemlerde zarara yol agar. Bu SR’lerin biiyiik cogunlugu baslica
oksijen radikalleri ve ROT’leridir (65). En 1iyi bilinen serbest radikaller; ROT leri
olan O,", H,O;', hidroksil radikali (OH")’ dir ve reaktif nitrojen tiirleri olan nitrik
oksit ve peroksinitrit’dir. ROT’nin canli organizmada esas {retildigi alanlar
mitokondriyal elektron tranport zinciri (ETZ), peroksimal yag asitleri, sitokrom P-

450 ve fagositik dongiilerdir (66,67).

Tablo 1. Yaygin reaktif tiirler

Serbest Radikal olmayanlar
Radikaller

Reaktif Stiperoksit (O7) Hidrojen peroksit (H,0O5)
Oksijen Hidroksil (OH") Organik peroksit (R-OOH)
Tiirleri
Reaktif Peroksil (R-O") Hipokloroz asit (HOCI)
nitrojen Nitrik oksit (NO) Peroksinitrit (ONOO")
Tiirleri Nitrojendioksit(NO,)
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Oksijen; bazi demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve
flavoproteinlerin etkisi sonucunda siiperoksit grubuna indirgenir. Hiicre hasarina yol
acan ve son derece etkin olan siiperoksit grubu, bakir iceren bir enzim olan
siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile H,O, ve O, doniistiiriiliir. Siiperoksit
grubuna gore daha zayif etkiye sahip olan H,O, grubu ise dokularda bulunan katalaz
(CAT), peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler araciligiyla daha
zayif etkiye sahip su ve oksijene doniistiiriilerek etkisi ortadan kaldirilir. Serbest
oksijen radikallerinin, aminoglikozit nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi,
iskemi, hiperoksi, E vitaminin eksikligi, displazi, aterosklerozis, ila¢ ve toksinle

olusan pek ¢ok hastaligin olusum stirecinde etkili olduklar1 6ne siiriilmektedir (68).

3.2.2. Oksidatif Stress

Oksidatif stres (OS); reaktif tiirlerin tiretimi ile hiicrelerin dogal antioksidan
yetenegi arasinda bir dengesizlik sonucu hiicresel ve molekiiler islevlerde bir
rahatsizlik olarak tanimlanabilir. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri, OS
yaratmak icin genellikle birlikte hareket eder. ROT muhtemelen biyolojik sistem
icindeki en Onemli serbest radikallerdir. Baslica reaktif oksijen tiirleri; siiperoksit
(07), hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksittir (H,O,"). Mitokondrideki tahmini
ROT’lerinin seviyesi, diger sitozolik ve cekirdege ait kisimlardan 5-10 kat daha
yiiksektir (69). ROT, oksijen metabolitleri tarafindan {retilen yiikseltgenlerdir.
Reaktif oksijen tiirleri gogunlukla radikaldir, ¢iinkii dis orbitalinde eslenmemis ve tek
bir elektrona sahiptir. Radikal olmayanlar H,O, iken, radikal olan oksijen
metabolitleri, O, ve OH radikalini icerir (70). Reaktif oksijen tiirlerinin
kaynaklarini; mitokondriyal elektron tagima zinciri, endotelyal hiicreler (ksantinoksit

reaksiyonu), inflamatuvar hiicreler (myeloperoksidaz, NADPH oksidaz),
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katekolamin oksidasyonu ve arasidonik asit metabolizmasindan olusturur (70,71).
ROT iiretimine yardim eden diger alanlar endoplazmik retikulum, peroksizom ve
lizozomdur. Solunan havadaki molekiiler oksijenin % 1-3 arasinda bir oran1 hidrojen
peroksitin prekiirsorii olan stiperoksit (O;") radikaline doniistiiriiliir (72). Cok kararsiz
olan O, radikali, SOD enziminin aktivitesi ile hemen H,O;’e doniistiiriiliir. Hem O
radikali hem de H,O; diger gii¢lii oksidanlarin 6ncli olusumlaridir. H,O;', bir ¢ok
organik yap1 ile etkilesim i¢cinde olan giiglii bir oksidandir. Saglikli hiicrelerde,
potansiyel olarak zararli etkiye sahip olan H,O, mitokondriyal ya da sitozolik
katalaz veya tiyol peroksidazlar tarafindan H,O ve O;’e¢ donistiiriilmesi ile
zararsizlastirilir. H>O;™ kararli olmasina ragmen, bu molekiil 6zellikle indirgenmis
metal iyonu Fe *'nin varhginda gesitli substratlar ile etkilesme potansiyeline sahiptir.
H,0, nin yikilmasi hidroksil radikalinin (OH) olusumuna yol agar. Hidroksil
radikali ¢ok yiliksek reaktiflige sahiptir, bu ylizden bulundugu yerde hedefindeki

molekiiller ile hemen tepkimeye girerler (71,73,74).

Tablo 2. Oksidan Kaynaklar1 ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidan Kaynaklan Antioksidan Savunma
e Sigara Dumani o Siiperoksit Dismutaz
o Egzersiz o Katalaz
e Cevre Kirleticiler o Glutatyon Peroksidaz
e Atesli Hastaliklar o Glutatyon
o Ubikinon

e Radyasyon
o Selenyum

o Urik Asit

e (Coklu Doymamis Yag Asitleri

ile zengin bir diet

: . E vitamini
e [skemi © vita

e Nefrotoksisite o C vitamini (askorbik asit)

. o B-karoten ve diger karotenoidler
e Karsinojenler
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ROS tiirleri zarar veren molekiillerdir. Hatta normal solunum sirasinda
iiretildikleri zaman, hiicre ve doku fonksiyon kaybina ve sonucta hastaliga yol
acacak zararli etkilere neden olabilir. Oksidatif stres tarafindan tretilen oksidanlar
cok kisa bir yarilanma Omriine sahip ve yiiksek reaktifli bilesenlerdir. Bu yiizden
Olciimleri oldukga zordur. Oksidanlar; lipit, protein, karbonhidrat gibi oldukg¢a cesitli
bilesenleri ylikseltgenme kapasitesine sahiptir. Bu ylizden oksidasyon {iriinleri daha
uzun bir yarilanma Omriine sahiptir ki bu sebeple oksidasyon tepkimelerinin
driinlerini oksidatif stresin belirtici olarak kullanilabilir. ROS {iretimi, ilerleyici
hastalik ve yaslanma sirasinda dogal antioksidan seviyelerini arttirdig1 bilinmektedir
(69,71). Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve meydana getirecegi hasari
engelleyecek yapilar antioksidanlar olarak bilinmektedir (76). Oksijen radikallerinin
fizyolojik olusumlari, antioksidanlar tarafindan zehirsizlestirilir. Antioksidanlar;
endojen veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen kaynakli olan antioksidanlarin
enzimatik ve non-enzimatik olmak tizere iki tipi bulunmaktadir. Enzim olan endojen
antioksidanlara; SOD, katalaz, hidroperoksidaz ve glutatyon peroksidaz ornek
verilebilir. Enzim olmayan endojen antioksidanlara melatonin, hemoglobin, ferritin,
bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, transferrin 6rnek olarak verilebilir. Eksojen
antioksidanlar; vitaminler (a-tokoferol, askorbik asit, folik asit), ilaglar (sitokinler,
ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri vs.) ve gilnliik

yiyeceklerden alinan antioksidanlar olarak bilinmektedir (35,71).
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Tablo 3. Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar Eksojen antioksidan

¢ siiperoksit dismutaz % o-tokoferol

¢ Kkatalaz + askorbik asit

++ hidroperoksidaz s folik asit

¢ glutatyon peroksidaz ¢ sitokinler

+ melatonin +¢+ ksantin oksidaz inhibitorleri

+ hemoglobin +* NADPH oksidaz inhibitorleri

«» ferritin ¢ Yiyeceklerden alman anti
+ bilirubin oksidanlar

« glutatyon
% sistein

¢ metiyonin
< transferrin

Bobrek, yiiksek enerjili bir organdir ve bu nedenle bobrekte ATP iiretimi
agirlikli olarak aerobik metabolizmaya (oksidatif fosforilasyona) dayanir. Mitokondri
blinyesinde ETZ boyunca molekiiler O,” nin rediiksiyonu bobrek hiicresel
fonksiyonlar1 icin kritiktir. ETZ'yi olusturan 5 multi-enzim kompleksi ATP'nin
iiretimi ve mitokondriyal membran potansiyelinin siirdiiriilmesinden sorumludur. Bu
komplekslerin her biri ROS iiretiminin konumunu gosterir, ancak 1 ve III
kompleksler siiperoksit radikalinin mevkisinin esas konumu olarak tanimlanmistir
(77). Kompleks I ayn1 zamanda, NADPH ve CoQ10 arasindaki elektron transferini
kolaylastiran NADH dehidrogenaz ya da NADH-CoQ rediiktaz olarak da bilinir.
Oksidatif fosforilasyondaki bozukluga indirgenmis NADH ile NADH oksidaz gibi
substratlarin kullanimi neden olabilir. Boylece degismis solunum kompleksleri ve
substratlar elektron tasimada bir yetersizlige yol agmasi olasidir ve bunun ardindan
mitokondriyal membran potansiyelinde bir hasar olusur ve adenozin trifosfat (ATP)

iiretiminde azalma, ROT tiirlerinde artma meydana gelir (78).
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ROT fdretimi, genellikle glutatyon ve GPx, CAT, SOD ve antioksidan
enzimlerin hiicresel lokalizasyonu ve kullanilabilirligi ile dengelenmektedir.
Glutatyon sentezi ATP’ye bagimlidir ancak glutatyon savunmasinin indirgenme
kabiliyeti NADPH ve pentoz fosfat yoluna baghdir (79). In vivo ¢alismalarda, ROT
artmasmmdan ziyade bu endojen antioksidanlarin seviyelerindeki azalmadan
kaynaklanan birikmis oksidatif hasarlarin meydana geldigi gosterilmistir (80).
Bununla birlikte ROT ve antioksidanlarin uygun seviyeleri normal hiicre
fonksiyonlar1 i¢cin kritik olmasi muhtemeldir. Mitokondri, ROS’lerin iiriinlerini
ortadan kaldirmak i¢in Mn-SOD gibi antioksidanlarin kendi havuzuna sahiptir. Mn-
SOD ya da Cu/Zn-SOD , O, ni H,0,” déniistiiriir daha sonra CAT ve GPx tarafindan

H,0 ve O, ‘e ayristirilir (81).

3.3. Glutatyon

Bir c¢ok hiicrede glutatyon iki asamali bir reaksiyon ile de novo olarak
sentezlenir. Birinci asama ROT’lerinin olusumu ile baglantiidir. ikinci asama bir
birlesme reaksiyonu olarak gerceklesir. Ilk olarak, glutamat-sistein sentaz enziminin,
sistein ve glutamat'in birlegsmesini katalizlemesiyle Y'-glutamilsistein olusur. Daha
sonra glisin, glutatyonun olusturulmasi i¢in glutatyonsentaz tarafindan eklenir (82).
Yani glutatyon bir tripeptid olup, glutamik asit, sistein ve glisinden olugmaktadir.
Glutatyon, ROT’lerinin elektrofillerine karsi savunma roliinii yapmasini saglayan
stilfid kismi ile dort tip fonksiyonel grup icermektedir. Glutatyon (GSH) indirgenmis
durumdadir ve peroksitlerin rediiksiyonunda rol oynar. Bu reaksiyon selenyum
iceren bir protein olan GPx’in katilimi ile ara okside bir duruma ve ardindan da bir

distilfit dimerin (GSSG) olusumuna yol agar (83).
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Sekil 5. Glutatyon (GSH) kimyasal yapis1 (84)

Glutatyon reduktaz enzimi indirgenmis hiicresel ortami devam ettirmek icin
okside GSSG'daki disiilfit yapiyr indirgemistir. Daha sonra glutatyon rediiktaz
enzimi disiilfiti tekrar GSH haline donmek iizere indirger. Glutatyon, proteinlerin
tiyol gruplarini indirgenmis durumda tutmak, disiilfid kalintilarinin karsilikli olarak
degistigi tepkimelerde gorev almak, aminoasitlerin hiicre zarindan gegisini
kolaylastirmak, bazi enzimlerin ko-enzimi olarak gérev yapmak, endojen peroksitleri
ve serbest radikalleri yikmak ve yabanci madde detoksifikasyonunu saglamak gibi
onemli islevlere sahiptir (85). Hiicresel sistem tarafindan redoks durumun
degerlendirilip oksidatif stres olup olmadigini belirlemek i¢in rediikte glutatyonun
(GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSG) oranina bakilir. Sisteinin kullanilabilirligi

glutatyonun yeniden tiretilmesinde sinirlayici faktordiir (86).

3.4. Lipid peroksidasyonu

Son zamanlarda lipid peroksidasyonu, 6lii hiicrelerin yol actig1 toksik siireg
ve hiicre yapilarina yonelik oksidatif hasara neden olan molekiiler mekanizmalar
olarak diisiiniilmektedir. Ik olarak bazi arastirmacilar lipid peroksidasyonunu,
besinsel yaglar1 hasara ugratan bir mekanizma olarak diislinlip arastirmislar, ancak

diger arastrmacilar lipid peroksidasyonunu; hiicre membrani ve hiicreler arasi
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membran1 zarara ugratan, ylksek seviyede reaktif tiirler {reten toksik

metabolizmasmin sonucu olarak diistinmiislerdir (87).

Lipid peroksidasyonu hem bitkilerde hem de hayvanlarda meydana geldigi
bilinen kompleks bir siirectir. Lipid peroksidasyonu, alkol, alken, keton, aldehid ve
diger cesitli yikim tirlinlerinin tiretimi ile doymamis yaglarin ¢ift baglarmin yeniden
diizenlenmesi ve sonunda da membran lipidlerinin yapisinin bozulmasi sonucu lipid
radikallerinin olusumunu ve yayilmasini igerir. Biyolojik zarlarm hepsi amfipatik
lipitlerin, zar proteinlerinin ve poliansatiire yag asitlerinin birlesmesiyle meydana
gelmistir. Lipit peroksidasyonu; ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest oksijen
radikalleri ile oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik tepkimeler seklinde
uzayan, lipit peroksitlerin hidrokarbon radikalleri, aldehit tiirevlri ve ucucu bazi
iirlinlere ¢evrilmesi ile sonuglanan bir olaydir (88,89). Lipid peroksidasyonu, serbest
oksijen radikallerinin katalizlemesi ile lipitlerin hidrojen kaybederek aktive olup,
hizla oksijen ile reaksiyona girerek serbest peroksitleri meydana getirmesi olarak

bilinmektedir (90).

Malondialdehid (MDA), lipid peroksidasyonunun en énemli son iirliniidiir.
Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonlar1 sonucunda
MDA olusur. Meydana gelen MDA, hiicre membranlarinda iyon alis verisine etki
ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol ag¢maktadir. Enzim
aktivitesinin ve iyon gecirgenliginin degismesi gibi olumsuz sonuglara neden
olmaktadir (68). Lipid peroksidasyonu artigi1 serbest oksijen radikali artiginin dolayli
yoldan isaretidir. Malondialdehid gibi lipid peroksidasyonlarnin artan
konsantrasyondaki son iirtinleri, serbest oksijen radikallerinin aktivasyonunun direk

olarak gostergesidirler (89,90).
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3.5. Koenzim Q10

Koezim, bir enzimin diizglin ¢alismasi i¢in gerekli olan bir molekiildiir. “Q”
kinon kimyasal bir grubu belirtir ve “10” kinonun &zel bir tiiriidiir. Insan viicudunda
koenzim Q10 (CoQ10) hiicrelerde enerji iiretimi i¢in zincir reaksiyonunun gerekli bir
parcasidir.

Koenzim QI0 aym1 zamanda Q10, Ubiquinone, Ubidecararenone,
Mitoquinone, Adelir, Heartcin, Neuquinone, Taidecanone ve 2,3 dimethoxy-5
methyl-6-decaorenly benzoquinone olarak bilinir.

CoQ10 viicut tarafindan dogal olarak iiretilir. Diyetle alim1 acisindan, et, tam
yaglh tahilli gevrekler, kahverengi piring, makarna, kepekli ekmek, yagh baliklar,
findik ve sebzelerde bulunur. CoQ10 ticari olarak seker kamis1 ve seker mayalanmasi
ile yapilir.

CoQ10 gida takviyesi olarak satilmakta ve genellikle ilag olarak (tablet ya da
kapsiil) ag1z yoluyla alinmaktadir, ancak damar i¢inden verilmesi de yaygindir (91).
CoQ10 endojen bir antioksidandir ve serbest radikallere karsi koruyucu etkisi oldugu
disiiniilmektedir (92). Evrensel olarak insan hiicrelerinde mevcut olan CoQ10, biitiin
hiicre membranlarinda yaygim olan bir bilesendir. Ancak, onun en iyi bilinen islevi,
bir elektron tasima molekiilii olarak mitokondriyal enerji iireten sistemin igerisinde
yatiyor. CoQ10 yasam i¢in elzemdir. CoQ10, kinon gruplar ile karakterize edilen bir
bilesik sinifina aittir ancak hidrofobik kuyruklarin bilesimi ve uzunluklar1 farklilik
gosterir. Karakteristik kinon grubu, cesitli biyolojik kaynaklardan elektron alabilir ve
kararsiz yar1 kinona 1 elektron transferi yoluyla ya da daha kararli hidrokinona 2
elektron transfer ederek doniistiiriilebilir. Bu 6zellik CoQ10’nu mitokondrial

solunum zinciri i¢inde gergek bir hiicresel elektron transferi molekiilii yapar. Buna ek
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olarak, CoQ10 ayn1 zamanda giiclii bir hiicresel antioksidan olarak tarif edilmektedir.
Yaglanma ve bazi hastaliklar swrasinda CoQ10’nun diisiik seviyelerde olmasi,
antioksidan aktivitesinden dolayr gida takviyesi olarak yaygin sekilde
kullanilmasinin gerekgesini olusturur (93).

Dogal olarak olusan CoQ10 giiglii fizyolojik antioksidan olarak c¢ok sayida
calisma tarafindan tarif edilmektedir. Hiicre icindeki CoQ10, radikallerin zararl
etkisini ortadan kaldirabilir ve lipit peroksidasyonuna karsi hiicresel membranlarin
korunmasi i¢in 6nemlidir. Buna bagli olarak CoQ10 oral takviyesi ya da terapotik bir
bilesik olarak etkinligi hala tartisilmasina ragmen, oksidatif stresin yiiksek seviyeleri
ile iligkilendirilen bulgularda genis capta kullanilmaktadir (94).

CoQ10 bircok dokuda bulunur; Ancak akcigerlerde en diisiik, karaciger, kalp,
bobrek ve pankreasta en yiiksek seviyede bulunur. CoQ10 seviyesinin yas ile
azaldig1 bulunmustur. Buna mitokondrial CoQ10 seviyesinin azalmasi neden olur.
Arastirmalar ayn1 zamanda kalp rahatsizliklar1 ve kanserli insanlarin dokularinda
diisiik seviyelerde oldugunu gostermektedir (95).

3.6. Benfotiamin

Tiamin, baslica tahillarin, baklagillerin, findik, ekmek, yagsiz et ve baliklarin
icerisinde bulunan suda ¢6ziinen bir vitamindir. Tiamin, karbonhidratlarin enerjiye
dontistim siireglerine yardim ettiginden dolay1 hiicresel enerji metabolizmasinda rol
oynamaktadir. Tiamin kalbin, kaslarin ve sinirlerin normal fonksiyonlar1 icin
gereklidir ve alim1 belirli metabolik bozukluklarin tedavisi i¢in 6nemlidir (96,97).
Benfotiamin (BFT), tiaminden ¢ok daha yliksek biyoyararlanima sahip, yagda
¢oziinen bir tiamin tiirdesidir (98, 99). Benfotiamin viicutta tiamine gore daha iyi

absorbe edilir ve tiamine gore daha iy1 biyoayarlanima sahiptir (100). Benfotiaminin,
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biyoyararlanimmin artmasina neden olan, hiicre membranina direkt olarak gegmesine
olanak tamiyan agik tiazole halka yapisma sahip yagda ¢Oziinen tiamin tiirdesi
olmasidir (101,102). Giderek artan kanitlar, benfotiaminin, gelismis glikasyon ve
driinlerin olusumunu inhibe ederek noropati, nefropati, retinopati gibi diabetik

komplikasyonlarin siddetini azalttigini ortaya ¢ikarmaktadir (103,104).
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Sekil 6. (a) Benfotiaminin ve (b) Tiaminin Kimyasal Yapis1 (105)

Tiaminin aksine, BFT’nin kimyasal yapisi, bilesik emilir emilmez kapanan,
biyolojik olarak aktif tiamine doniisen agik tiazol halkasina sahiptir. Benfotiamin
agizdan alindiktan sonra ilk olarak bagirsak mukoza hiicrelerinin fircamsi
kenarlarinda var olan alkalen fosfataz ile S-benzoltiamin’e defosforile edilir.
Lipofilik S-benzoltiamin absorbe edilir ve daha sonra endotelyal hiicreler ve bagirsak
membrant i¢inden pasif diflizyon ile difuze olur ve ardindan dolasimda goriiliir. S-

benzoltiaminin 6nemli bir kismu eritrositler tarafindan yakalanir ve serbest tiamine
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dontstiiriiliir (106). Bu yagda ¢6ziinen tiamin analogunun agizdan alinimindan sonra
emilimi ve biyoelverisliligi suda ¢6ziinen tiamine kiyaslandiginda daha yiiksektir
(107,108). Benfotiamin viicutta daha kolay emilir ve agizdan alinimi ile plazmada
esdeger dozdaki tiaminden en az 5 kat daha yiiksek konsantrasyonu bulunmasina
neden olur (108,109). Benfotiaminin agiz yoluyla alinimi, tiamin, tiaminmonofosfat
ve tiamindifosfatin kan ve akcigerdeki seviyesinin 6nemli oranda artmasima yol agar
ama beyinde boyle bir artis olusturmaz. Bu farklilik benfotiaminin farmolojik kimligi
olarak bilinir. Benfotiaminin faydali ilag etkisi periferal dokular ile iliskili olup
merkezi sinir sistemi ile iligkili degildir. Benfotiamin, oldukc¢a iyi emilim
kapasitesinden dolay1 tiamin eksikligindeki akut periferal sendromlar1 tedavi etmek
icin kullamlabilir (110). Iyi farmakolojik etkilerinden dolay1r iligkili oldugu

bulgularda tedavi etmek icin tercih edilebilir.

3.7. Bobrek hasar1 molekiilii

Bobrek hasar1t molekiilii (Kidney Injury Molecule-KIM-1), yirmi bes yil 6nce
kesfedilen bobrek proksimal tiibiiler hasari i¢in bir biyobelirtectir (111). KIM-1; Tip
1 hiicre membran glikoproteini olup ekstraseliiler kisminda 6 sistein immiinglobulin-
benzeri bolge, 2 N-glikolizasyon bdlgesi ve bir Thr/Ser-Pro'den zengin bdlge igerir
(112). KIM-1'in sitoplazmik bolgesi nispeten kisadir ve potansiyel bir fosforilasyon
bolgesine sahip olup bu da KIM-1'in bir sinyal molekiilii oldugunu belirtir; KIM-1
proteinin ekstraseliiler bolgedeki kismi1 ise metalloproteinazlar tarafindan pargalanir.
KIM-1 ayrica T hiicre immiinglobulin miisin (TIM-1) olarak da bilinir ¢iinkii aktive
T hiicrelerinin alt popiilasyonlar1 tarafindan diisiik diizeylerde ekspresse edilir (113).
Uluslararasi ilag birligi, sisplatin, gentamisin vs. ilaglarin olusturdugu nefrotoksisite

durumunda diizenli olarak artan genleri degerlendirmek i¢in tarafsiz bir genomik
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yaklasim kullanarak, KIM-1’in test edilen genlerden daha c¢ok arttigmi belirlemistir
(114). KIM-1, postiskemik bobreklerde yaygin olarak bulunan apopitotik hiicreleri
tantyan ve fagosite eden, bobrek epitelyal hiicrelerinin  bir fosfotidilserin
reseptoriidiir. Bu gorevi ile normal proksimal tiibiil hiicrelerini fagosit bir hiicreye
dontistiirme Ozelligine sahiptir (115). Sonu¢ olarak KIM-1 tiibiiler Limenden
apopitotik artiklarin temizlenmesini saglar ve buna bagl olarak yaralanmalara kars1
otolimmin yanitin sinirlanmasinda 6nemli bir rol oynayabilir (116).

Saglikli bobrekte m-RNA KIM-1 ve protein, diisiik seviyede ekspresse edilir
ancak hasar sonras1 bobrekte 6nemli 6lciide artar. KIM-1'in hiicre yiizeyindeki formu
104 kDA peptittir. Hasar meydana geldikten sonra KIM-1" in ekstaseliiler bolgedeki
90 kDa’luk c¢oziinebilir protein olan kismi (solubl KIM-1) bobrek proksimal
tiibiillerdeki epitelyal hiicrelerden idrara dokiiliir. Coziinebilir KIM-1 proksimal tiibiil
hiicreleri izerinde koruyucu bir tabaka olusturabilir (117,118).

Hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢ok sayida c¢alismada epitelyumun
diferansiyasyonu ile sonuglanan toksik veya patofizyolojik durumda KIM-1’in
proksimal tuibuliin etkilenen kisimlarinda ekspresse oldugu gosterilmistir (119).
Diferansiyasyon, epitel hiicrelerinin hasara kars1 yanitta erken bir gostergesidir (120).
KIM-1 bobrek biyopsisindeki tiibiiler hasar1 erken tanimlamak i¢in kullanilan 6zel
bir histopatolojik biyobelirtecdir. KIM-1 en az ii¢ sebepten otiirli bobrek hasari i¢in
one c¢ikan bir biyobelirte¢ olarak diisiiniilebilir. Birincisi saghkli bdbrekte
saptanmayacak diizeylerde olmasidir. Ikincisi toksik veya iskemik durumlarda
proksimal tiibiiliin etkilenen segmenti tarafindan ekspresse edilmesidir. Ugiinciisii

KIM-1"in ekstraseliiler bolgedeki kismi 12 saat i¢inde hasarli hiicrelerden idrara
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gecmesi ve epitelyumun rejenerasyonundan once siiregelen zaman boyunca idrarla
atilmasidir (121).

KIM-1, in vivo ve in vitro olarak hasarli epitelyal hiicreler iizerinde fagositik
fenotipe sahip fosfotidilserin reseptdrii olarak tespit edilmistir. Idrardaki KIM-1'in,
yaygin biyobelirtecler ve tiibiiler enzimler ile kiyaslandiginda akut bobrek hasarinin
erken bir gostergesi oldugu bulunmustur (118,122). KIM-1 ayn1 zamanda nefrotoksik
hasarli bobrek icin de doku ve idrarda biyobelirtecdir. KIM-1’in doku ve idrarda
bulunmasi sisplatin, gentamisin, civa, folik asit, kadmiyum ve kromun farkh
nefrotoksik dozlar1 ile 6l¢iiliir (119,123).

3.8. Timor Nekroz Faktor-o

Timor nekroz faktér-o (TNF-a), kronik inflamatuar hastaliklarda rol
oynayan Onemli bir sitokindir. Enfeksiyonlardaki Onemli rollerinden biri,
mikroorganizma enfeksiyonlarimin kontrol edilmesinde hiicreler arasi iletisimin
kolaylastirilmasmi saglamaktadir. Tahmin edilecegi gibi, TNF-a inhibe edildigi
zaman ciddi enfeksiyonlarin gelismesi kolaylasir ve bir kez gelistikten sonra ortadan
kaldirilmast da zor olmaktadir. TNF-a ayni zamanda otoimmiin hastaliklarda da rol
oynamaktadir (124,125).

TNF-a, aktive makrofajlar, T- lenfositler, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve daha az
Olciide endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri gibi immiin-olmayan hiicreler iizerinde
ekspresse edilen 26 kDa agirhiginda transmembran tip-2 polipeptid prekiirsorii
(tmTNF) olarak olusturulur (126,127). tmTNF'nin TNF-a doniistiiriicii enzimi
tarafindan boliinmesi, ¢oziinebilir TNF-a'y1 (sTNF- o) serbest birakir. TNF-a
etkilerini hem bir transmembran proteini (tmTNF-a ) olarak hem de c¢o6ziilebilir

homotrimeriksitokin (sTNF-a) olarak ortaya koyar. TNF-a hem transmembran
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proteini olarak hem de ¢oziilebilir reseptor olarak ifade edilen TNFR1 ve TNFR2
reseptorlerine baglanir. TNF-a reseptorleri, farkli sitoplazmik sinyal yollarni

indiikler (128).
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4. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 29/01/2014
tarihli ve 35 no'lu karar1 ile etik yonden onaylanarak, Firat {iniversitesi Deneysel
Aragtirma Merkezi (FUDAM), Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana
Bilim Dali Laboratuvari, Firat Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari, Firat
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali Laboratuvarmnda yapildi.
Calisma siiresi 12 ay olarak belirlendi. Calismanin Biitgesi Firat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF.14.25 Proje

nolu karari ile saglandu.

4.1. Deney Hayvanlan

Bu c¢alismada materyal olarak kullanilan Wistar-Albino cinsi siganlar Firat
Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezinden (FUDAM) saglandi ve Arastirma
FUDAM’da gergeklestirildi. Deney i¢in 250-300 gr agirhiginda 8 haftalik 35 adet
Wistar-Albino cinsi erkek sican kullanildi. Ratlar deney 6ncesi ve deney sirasinda 22
+ 2°C oda sicakliginda, bir giiniin yarismi (07: 00-19: 00) 1sik ve diger yarismni
karanlik (19:%%- 07:2%) ortamda tutulan sicanlar, 6zel yapilan kafeslerde beslenmeleri
ile yasamlarini stirdiirdiiler. Yemler; Yem Sanayi T.A.S. Elazig Yem Fabrikasinda

hazirlandi ve celik kaplarda su; cam biberon siselerde ¢esme suyu verildi.
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Tablo 4. Deney Hayvanlarina Verilen Yemin igerigi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%)’ 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%) 1,6

1 graminda : 4800 IU A, 960 IU D;, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg B¢ 0,006 mg
By, vitaminleri, 16 mg Nicotinamid, 3,2 mg Cal. D. Panth, 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg
Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel islemler

Calismamizda 8 haftalik 250-300 gr agirliginda 35 adet Wistor Albino cinsi
sigan kullanildi. Siganlara ilk miidahalenin yapilacagi giinii tartimlar1 yapildi ve her
grupta 7 tane olacak sekilde 5 gruba ayrild1.

Grup I (Kontrol): Gruptaki sicanlara herhangi bir islem yapilmadi.

Grup II (Sham): Bu grup si¢anlara 8 giin boyunca oral gavaj yoluyla zeytin
yag1 uygulandi.

Grup III (GM): Bu gruptaki sicanlara 8 giin boyunca 80 mg/kg/giin
gentamisin s1vi (ampiil) formu i.p. yolla uygulanda.

Grup IV (GM+CoQ10): Bu gruptaki sicanlara 8 giin boyunca 80 mg/kg/giin
gentamisin sivi (ampiil) formu 1i.p. yolla ve 10 mg/kg/giin CoQ10 zeytin yaginda

coziilerek 1i.p. yolla uygulandi.

38



Grup V (GM+BFT): Bu gruptaki sicanlara 8 giin boyunca 80mg/kg/giin
gentamisin sivi (ampiil) formu 1p. yolla ve 100 mg/kg/giin BFT zeytin yaginda
coziilerek oral gavaj yoluyla uygulandi.

Deney siireci baslangicinda ve 8. giiniin sonunda biitiin hayvanlarin kilo
degisimleri takip edildi. Deney sonunda tiim gruplardaki sicanlara i.p. yolla ketamin
(75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) uygulanarak anestezi altinda dekapitasyon
yapilarakkan Ornekleri, analizler i¢in uygun olacak bigimde diiz ve EDTA’l
biyokimya tiiplerine alindi. Alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany)
plazma ve serumlar1 ayrildi. Elde edilen plazma ve serumlar kii¢iik porsiyonlar
halinde polipropilen tiiplere konuldu ve analiz igin -20”de muhafaza edildi.

4.3. Biyokimyasal Analiz

Deney hayvanlarindan alinan plazma ve serum 6rneklerinin analizleri Firat
Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda ve Firat Universitesi Tip

Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.
4.3.1. Malondialdehit Tayini

Lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in lipid peroksidasyonun son {iriinii olan
Malondialdehit miktarlar1 6l¢iilmiistiir. MDA diizeyleri HPLC cihazinda (Shimadzu
20A prominence) ImmuChrom kitleri araciligi ile plazma Orneklerinde tayin

edilmistir. Plazma MDA 6l¢iim yontemlerinde asagidaki basamaklar uygulanmstir.

1. 1.5 ml reaksiyon tiiplerine 20 mikrolitre 6rnek (plazma), kalibrator ve 1 ml

tiirevlendirme soliisyonu eklendi ve iyice karistirildi (vorteksde 15 saniye)
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2. 95°C’de 60 dakika inkiibe edildi; Ornekler 2-8°C’de sogutuldu ve 5 dakika
10.000g’de santifiiriij edildi.

3. 500 pl siipernatant 500 pl reaksiyon solisyonu ile karistirildi.

4. 20 pl stipernatant HPLC sistemine kromotografi i¢cin enjekte edildi.

5. Sonuglar pmol/I cinsinden ifade edildi.

Plazma MDA 6l¢iimii icin kromotografik kosulllar ise;
Kolon: ODS 2 C18 (5 pm partikiil boyutu, 125 uX4 mm).
Akim hizi: 0.8-1.0 ml /dk
Floresan tespiti: Eksitasyon 515 nm, Emisyon 553 nm
Enjeksiyon hacmi: 20 pl
Cahisma siiresi: 4 dk
Sicakhik: 30 °C
Intra-Assay CV: % 9,0 (0,86 umol/l) [n=6]
% 6,4 (2,55 pumol/l) [n=6]
Inter-Assay CV: % 10,9 (0,89 umol/l) [n=6]
% 7,5 (2,50 pmol/l) [n=6]
Linearite: 50 umol/I° e kadar
Tespit limiti: 0,01 pmol/I

Geri kazanim: %95.7

4.3.2. Glutatyon tayini

Rediikte ve total glutatyon diizeyleri, HPLC cihazinda (Shimadzu 20A
prominence) Immuchrom kitleri aracilifiyla EDTA’l tiiplerdeki tam kan
orneklerinde tespit edilmistir. Glutatyon Olciim yontemindeki takip edilen

basamaklarin siras1 asagidaki gibidir:
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1. 1,5 ml reaksiyon tiipleri i¢ine 100 mikrolitre numune, kalibrator ve 200
mikrolitre diliisyon solisyonu eklendi ve vortekslendi.

2. Total glutatyon 6l¢iimii i¢in 50 mikrolitre seyreltilmis 6rnek, 100 ml internal
standart, 20 ml rediiksiyon solisyonu, 100 ml tiirevlendirme solisyonu
karistirildi.

3. Rediikte glutatyon Olgtimii i¢in 50 mikrolitre seyreltilmis ornek, 100
mikrolitre reaksiyon tamponu ve 100 mikrolitre tiirevlendirme solisyonu
karistririldi.

4. Ikikarisim da 60°C de 20 dakika inkiibe edildi.

5. Iki karisimada 100 ml presipitasyon solusyonu eklendi.

6. 2-8 °C de 10 dakika inkiibe edildi ve 10.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

7. 200 ml reaksiyon tamponuna 100 ml siipernatant ilave edildi.

8. HPLC sistemine reaksiyon i¢in 20 mikrolitre enjekte edildi.

Glutatyon o6lciimii icin kromotografik kosullar;

Kolon: ODS 2 C18 (5 pm partikiil boyutu, 125 pX4 mm).
Akim hizi: 0.75-1.0 ml /dk

Floresan tespiti: Eksitasyon 385 nm, Emisyon 515 nm
Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Cahisma siiresi: 4 dk

Sicakhik: 30 °C

Analiz sonuc¢larinin hesaplanmasi

Total Glutatyon

Hasta Pik Alant X Kalibrator Konsantrasyonu

Hasta Pik Alan internal Standarti (1S) XF

Ornek konsantrasyonu =
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F— Kalibratorin Pik Alan Internal Standarti

Kalibratorin Pik Alani

Rediikte Glutatyon

Hasta Pik Alant X Kalibratoriin Konsantrasyonu
Kalibrator Pik Alant

Ornek Konsantrasyon =

Intra-Assay CV: Total GSH: %1,2 (551 mikromol/l) [n=6]
Rediikte GSH: %1,2 (286 mikromol/l) [n=6]
Inter-Assay CV: Total GSH: %2,8 (554 mikromol/l) [n=6]
Rediikte GSH: %3,5 (271 mikromol/l) [n=6]
Linearite: Total GSH: 15mikromol/l’ e kadar
Rediikte GSH: 15 mikromol/l’ e kadar
Tespit limiti: Total GSH: 2 mikromol/l
Rediikte GSH: 0.4mikromol/l

4.3.3. KIM-1 molekiilii tayini

Serum ornekleri -20°C’den ¢ikarilip c¢oziildiikten sonra ticari rat KIM-1
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) kiti (Boster Immunoleader, katalog
no: EK0882) ile kit caligma prosediiriine uygun bir sekilde c¢alisildi. Rat KIM-1
ELISA kiti calisma prensibi sandvi¢ ELISA teknolojisi prensibine dayanir. Bu
yontemde serum Ornekleri ve standartlar KIM-1’e spesifik poliklonal antikor ile kapl
kuyucuklara pipetlendi. Uzerine KIM-1’e spesifik biyotinlenmis ikinci poliklonal
anti-human antikor eklendi ve PBS tamponu ile yikandi. Takiben Avidin-Biotin-
Peroksidaz kompleksi eklendi ve bagli olmayan konjugatlar PBS tamponu ile
uzaklastirildi. Horseradish peroxidase (HRP)’in substrati olan Tetramethyl
benzidine (TMB), enzimatik reaksiyonunun goriiniir olmasi i¢in kullanildi. TMB,

HRP aracilig1 ile mavi renkli bir iirlin olusturmak iizere katalize oldu. Asidik stop
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soliisyonunun eklenmesiyle sar1 renge doniistii. Olusan rengin siddeti 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak Bio-tek ELX800 (BioTek Instruments, USA)
marka ELISA plate okuyucusunda okutuldu.Sar1 rengin yogunlugu rat KIM-1’in
miktar1 ile orantilidir. Sonuglar pg/mL olarak ifade edilmistir. KIM-1 i¢in sensitivite
< 2 pg/mL, 6l¢iim araligr 31.2-2000 pg/mL, intra-assay CV <%5,3, inter-assay

CV<9%6.8dir.

4.3.4. TNF-a Molekiilii Tayini

TNF-a diizeyleri sandvi¢ ELISA yontemi ile ticari kit (YH Biosearch
Laboratory, Katalog No: YHB1098Ra) kullanilarak tespit edildi. Bu yontemde serum
ornekleri ve standartlar TNF-a 'a spesifik poliklonal antikor ile kapli kuyucuklara
pipetlendi. Inkiibasyondan sonra iizerine biyotin ile isaretlenmis ikinci anti-TNF
antikorlar1 immiin kompleks olusturmak iizere eklendi. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis antikor yikanarak wuzaklastirildi. Bunu takiben kuyucuklara
streptavidin-peroxidaz enzim konjugat1 eklenerek biyotinlenmis antikorlarla
baglanmas: saglandi. Ikinci inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki bagli olmayan
antikor-enzim konjugati yikanarak uzaklastirildi. Kuyucuklara kromojen bir substrat
eklenerek {igiincli inkiibasyondan sonra enzimatik aktivite sonucu olusan rengin
siddeti 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Bio-tek ELX800 (BioTek
Instruments, USA) marka ELISA plate okuyucusunda okutuldu. Olusan rengin
siddeti 6rnekte mevcut TNF-a konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Sonuglar ng/L
olarak ifade edilmistir. TNF a i¢in sensitivite 2.51 nl/L, 6l¢iim araligi 5-1000 ng/L,

intra-assay CV<%10, inter-assay CV<9%12°dir.
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4.3.5. Diger Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Diger biyokimyasal analizler olan serumda iire, kreatinin, Na ve K diizeyleri
Siemens 2400 (Siemens Healthcare Diagnostics, Germany) otoanalizériinde Siemens

marka ticari kitler kullanilarak 6l¢tildii.

4.4. Bobrek histopatolojisi

Calismanin devaminda ratlarin bobrek dokular1 hizla ¢ikarilarak caligma
histopatolojik incelemeler i¢in hazirlandi. Dokular % 10’luk formaldehit
soliisyonunda 24 saat fikse edildi. Fiksasyonu takiben 24 saat siireyle musluk

suyunda yikanarak fiksatif dokulardan uzaklastirildi.

Tablo 5. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol I 30 dakika
4 % 96 Alkol I1 30 dakika
5 % 100 Alkol I 30 dakika
6 % 100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Ksilol 15 dakika
8 Ksilol I 10 dakika
9 Ksilol I 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 Gomme
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Rutin etanol ve ksilol serilerinden gecirildikten sonra parafin bloklar
hazirlandi. Parafin bloklardan 5 pm’lik kesitler alinarak Hematoksilen&Eozin,
Masson’s Trichrome ve Periodic Acid Schiff (PAS) teknikleriyle histokimyasal

boyama ve apoptozis belirteci olarak da TUNEL boyamasi uygulandi.
4.4.1. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalimliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alinda.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptozise
giden hiicreler gézlemlendi.

Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 6).

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskopla incelenip fotograflandi.
TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis
cekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak
degerlendirildi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi

esas alind1.
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Tablo 6. TUNEL Boyama basamaklar1

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3x15dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilir. ..
6 1: 500 diliisyondakiProteinaz K soliisyonu 7 dakika
7 PBS 3x5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji 5 dakika
9 PBS 3x5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika
11 Calisma soliisyonu (% 77 ul ReactionBuffer + % 33 60 dakika
TdTEnzyme) 370c’de
12 Stop/WashBuffer (1 ml) +Distile su (34 ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3x5 dakika
15  DAB DilutionBuffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3x5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 % 80, % 96 ve % 100 etil alkol 1'er dakika
21  Kasilol 2x5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

TUNEL boyanmasimin anlamligi boyanmanm yayginligma gore 0 (yok), +1

(az), +2 (orta) ve +3 (yaygin) seklinde semi-kantitatif olarak degerlendirildi (Tablo

7).
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Tablo 7. TUNEL boyama yaygmliginin derecesi

Derece Anlami
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Yaygin

4.5. istatiksel Analizler

Gruplar arasinda parametrelerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis ve Mann
Whitney U testi kullanildi. Parametreler arasindaki korelasyonun tespit edilmesinde
Pearson’s korelasyon analizinden yararlanildi. Sonuglar ortalama + standart sapma

(£SD) olarak ifade edildi ve p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilir.
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5. SONUCLAR

5. 1. Gruplara ait viicut agirhk degerleri

Calisma sonunda Olciilen viicut agirligi ortalamalar1 karsilastirildiginda
gruplar arasindaki iligki istatiksel olarak anlamli degildi. Gruplara ait viicut

agirliklar1 Tablo 8’de gosterilmektedir.

Tablo 8. Gruplara ait viicut agirligi ortalamalar1

Gruplar 1. giin agirlik (g) 8. Giin agirlik (g) P
KONTROL (n: 7) 431,85+£27,17 433,85+42,07 AD
SHAM (n:7) 353,42+25,87 361,00+27,17 AD
GENTA (n:7) 310,14+9,68 307,71+£10,98 AD
GENTA+COQ (n:7) 278,28+11,85 279,42+12,72 AD
GENTA+BENFO (n: 7) 256,14+12,82 254,00+£32,21 AD

5. 2. Biyokimyasal Parametreler
5.2.1. Na, K, Ure ve Kreatinin degerleri

Biyokimyasal parametrelerden serum tire, kreatin, Na ve K degerleri Tablo
9’de verilmistir.

Tablo 9. Serum Na, K, iire ve kreatinin degerleri

Kontrol SHAM GM GM+CoQ10 GM+BFT
(n:7) (n:7) (n:7) (n:7) (n:7)
Ure (mg/dL) 62.57+14.93"  54.5748.61°"  198.71£132.03°  199.14+50.72° 109.28+54.91
Kreatinin (mg/dL) 0.25+0.05%" 0.23+0.03%" 2.80+2.20¢ 2.10£1.10° 0.65+0.53
Na (mEg/L) 141,00£4,28  139,85+4,14 138,85+2,79 138,28+,95 139,00+1,41
K (mEg/L) 6,01+,43 6,04+,30 5,82+,42 5,64+,41 5,97+,70

'P<0.001, grup 3 ile kargilastirildiginda
°P<0.001, grup 4 ile karsilastirldiginda
‘P<0.05, grup 5 ile karsilastirildiginda

#P<0.001, grup 5 ile karsilastirildiginda

‘P<0.0001, grup 3 ile karsilastirildiginda
%p<0.0001, grup 4 ile karsilastirildiginda
P<0.005, grup 4 ile karsilastirildiginda
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Calisma gruplar1 arasinda Na ve K diizeyleri arasindaki iligki istatiksel olarak
anlaml1 degildi. Ure diizeyleri, GM grubunda, kontrol ve sham grubuna gore
istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi (sirayla p<0.001, p<0.0001). GM
ile birlikte BFT uygulana grupta (GM+BFT grubu) iire diizeyleri sadece GM
uygulanan gruba gore (GM grubu) istatiksel olarak anlamli diizeyde azalma saptandi
(p<0.05). Ancak GM ile birlikte CoQ10 uygulanan grupta (GM+CoQ10 grubu) iire
diizeyleri GM uygulanan grup ile kiyalandiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamadi. Kreatinin diizeyleri de iire diizeylerine benzer degisim gdstermistir. GM
grubunda kreatinin diizeyleri kontrol ve sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli
olacak sekilde yiiksek bulundu (sirasiyla, p<0.001, p<0.0001). GM+BFT grubunda
ise kreatinin diizeyleri GM grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli sekilde
azalmistir (P<0.05). GM+CoQ10 grubunda ise kreatinin diizeyleri GM grubuna gore

azalma goriilse de bu istatiksel olarak anlamli degildir.

P<0.0001 P=0).00] m—
P=0.005
i -Pc:u_m:rm—l P=0.023
5.0 v
g -I-:U' P:D.U‘D‘—'I | |
T
£ 301
E
g 2
1 F)
l';?' 1.0
0 m——]— - .
K ontrol Sham G GML+Co() GM+BFT
GEUPLAR

Sekil 7. Kreatinin diizeyi

49



5. 2.2. Serum MDA ve Glutatyon diizeyleri

Tablo 10°’da MDA ve Glutatyon degerleri verilmistir.

Tablo 10. Serum MDA ve Glutatyon diizeyleri

Kontrol SHAM GM GM+CoQ10 GM+BFT
(n:7) (n:7) (n:7) (n:7) (n:7)

T.Glutatyon ~ 985.28+129.27"  977.57+117.01* 1127.14+131.20* 1008.00+146.91"  1599.14+248.34
(umol/1)

R.Glutatyon

(umol/l) 674.00£101.36"*  715.42+141.09° 862.57+163.35*  829.71+163.87° 1396.57+£173.43
MDA

(umol/l) 0.66£0.09%%* 0.68+0.03% 1.29+0.07%* 0.80+0.05 0.88+0.09
P<0.0001, grup 5 ile karsilastirildiginda ‘P<0.0001, grup 3 ile karsilastirildiginda
®P<0.05, grup 3 ile karsilastirildiginda 4p<0.001, grup 4 ile karsilastirldiginda

°P<0.005, grup 4 ile karsilastirildiginda

Total ve rediikte glutatyonun en diisiik diizeyleri kontrol ve sham gruplarinda
goriilmiistiir. GM grubunda total glutatyon diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda arttigi1 ancak istatiksel olarak anlamli olmadigi gorilmiistiir.
Rediikte glutatyon diizeylerinde ise bu artis istatiksel olarak anlamhidir (P<0.05).
GM+BFT grubunda total ve rediikte glutatyon diizeylerindeki artis diger gruplar ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir (P<0.0001). MDA
diizeylerinin en yliksek degerleri GM grubunda goériilmektedir. GM grubunda MDA
diizeyleri kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
sekilde yiiksektir (P<0.0001). GM+CoQ10 grubu ve GM+BFT grubunda MDA
diizeyleri GM grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olacak sekilde

azalmistir (sirasiyla; P<0.001, P<0.0001).
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Sekil 10. Total Glutatyon Diizeyi
5.2.3. Serum KiM-1 ve TNF-a diizeyleri
Tablo 11°de KIM-1 ve TNF-a degerleri verilmistir.

Tablo 11. Siganlardan alinan kandan 6lgiilen KIM-1 ve TNF-a diizeyleri

Kontrol SHAM GM GM+CoQ10  GENTA+BFT
(n:7) (n:7) (n:7) (n:7) (n:7)
TNF (ng/L) 148.25£14.57°  151.34+6.80""  156.33+4.36™°  139.42+12.56 134.91+9.15

KIM1 (pg/ml) 127.56+38.52¢ 147.86+28.48 183.40+15.83°  152.40+30.41*  111.94+50.47

"p<0.05, grup 5 ile karsilastirildiginda ‘P<0.0001, grup 5 ile karsilastirildiginda
*P<0.05, grup 4 ile karsilastirldiginda P<0.005, grup 3 ile karsilastirildiginda
°P<0.001, grup 5 ile kargilastirildiginda

GM grubunda TNF-a diizeyleri kontrol ve sham grubuna gore yiiksek
olmasimna ragmen istatiksel olarak anlamli degildi. Ancak TNF-o diizeyleri hem
GM+CoQ10 hem de GM+BFT grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlaml sekilde diisiik bulundu (sirayla p<0.05, p<0.0001). KIM diizeyleri GM
grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu

(P<0.005). GM+CoQ10 grubunda KIM diizeyleri GM grubuna gore azalmis olsa da
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bu istatiksel olarak anlamli degildi ancak GM+BFT grubundaki diisiis GM grubuna

gore istatiksel olarak anlamli bulundu (P<0.001).
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Sekil 12. KIM-1 diizeyleri
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Tablo 12. Tiim Gruplarda KIM-1 ile diger biyokimyasal parametreler arasindaki

korelasyon
Korelasyon Katsayisi
() P
TNF (ng/L) 0.23 0.169
Kreatinin (mg/dL) 0,348 0,040
Total Glutatyon (umol/l) -0,144 0,408
Rediikte Glutatyon (pmol/l) -0,199 0,252
MDA (umol/l) 0,369 0,029

Tablo 12’de serum KIM-1 diizeyi ile diger biyokimyasal parametreler
arasindaki korelasyon goriilmektedir. Serum KIM-1 diizeyi ile serum kreatinin ve
MDA diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli olacak sekilde pozitif bir
korelasyon saptandi (sirasi ile; r=0,348 p=0,040; r=0,369, p=0,029), ancak total

glutatyon, rediikte glutatyon ve TNF-a arasinda korelasyon saptanamadi.

600 & P=0.040 1 o P=0.029
=0.348 o r=0369

Kreatinin
MDA

KIM-1

Sekil 13. KIM-1 diizeyinin MDA ve kreatinin diizeyleri ile korelasyonu
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5.2.4. Histokimyasal Bulgular

Kontrol ve zeytinyagi verilen grupta, bobrek glomerulleri, kortikal ve
medullar bolgede yer alan tiibiiller ve peritiibiiler bolge normal yapida ayirt edildi
(Sekil 14,15). Sadece gentamisin uygulanan gruba ait bobrek dokusunda kortekste
yer alan tiiblillerde oldukg¢a belirgin nekroz, medular tiibiillerde hyalen benzeri
madde birikimi dikkat c¢ekciydi (Sekil 16,17). Gentamisin ile birlikte benfotiamin
uygulanan grupta korteksteki tiibiillerde nekrozun ve medullar tiibiillerde hyalen
benzeri madde birikiminin olduk¢a azaldig: tespit edildi (Sekil 18). Gentamisin ile
birlikte CoQ10 uygulanan deneklere ait bobrek dokularinda kortikal tiibtillerdeki
nekroz sadece gentamisin uygulanan gruba gore azalmakla birlikte benfotiamin
grubuna gore belirginligini korumaktaydi (Sekil 19). Medullar tiibiillerdeki hyalen

benzeri madde birikimi CoQ10 uygulamasi ile de azalma gdstermekteydi.

5. 2.4.1. TUNEL Bulgulan

Kontrol ve zeytinyagi uygulanan gruplarda kortekste yer alan tiibiillerin
TUNEL pozitifligi +1 olarak tespit edildi (Sekil 20). Sadece gentamisin uygulanan
deneklerde ise TUNEL pozitifligi olduk¢a yaygindi ve +3 olarak ayirt edildi (Sekil
21,22). Gentamisin ile birlikte benfotiamin uygulanan grupta ise TUNEL pozitiflik
+1 olarak degerlendirilirken, Gentamisin ile birlikte CoQ10 uygulanan grupta +2

yaygimnliginda saptandi (Sekil 23, 24).
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Sekil 14. Kontrol grubunda bobrek korteksinde yer alan glomerulus (siyah ok),
proksimal (turuncu ok) ve distal (mavi ok) tiibiiller ve bu yapilarin bazal memranlari
normal olarak ayirt edilmekte. PAS x200

Sekil 15. Sham grubunda bdbrek korteksinde yer alan glomerulus (ok) ve tiibiiller
normal yapida gozlenmekte. Masson’nun Uglii Boyamas1 x200
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Sekil 16. Gentamisin uygulanan grupta, kortikal tiibiillerde belirgin nekroz (*), tiibiil
limenlerinde  eozinofilik ~ sitoplazmali ve heterekromatik  ¢ekirdekli  hiicre
dokiilmeleri (ok). Masson’nun Uglii Boyamasi

Sekil 17. Gentamisin uygulanan grupta, medullar bolgede yer alan tiibiillerde hyalen
benzeri madde birikimi (ok). PAS x200
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Sekil 18. Gentamisin + Benfotiamin uygulanan grupta, meddullar tiibiillerde az
miktardaki hyalen benzeri madde birikimi. PAS x200

Sekil 19. Gentamisin + CoQ10 uygulanan grupta kortekste yer alan nekroze tiibiiller
(*). PAS x200



Sekil 21. Gentamisin uygulanan grupta bobrek dokusundaki +3 TUNEL pozitifligi.
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Sekil 22. Gentamisin uygulanan grupta bobrek korteksindeki +3 TUNEL pozitifligi.

Sekil 23. Gentamisin + Benfotiamin uygulanan grupta +1 TUNEL pozitifligi.
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Sekil 24. Gentamisin + CoQ10 uygulanan grupta +2 TUNEL pozitifligi.
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6. TARTISMA

Aminoglikozidler, hizli ve yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip, diisiik
maliyetli, gram (-) bakterilerin enfeksiyonlarinda sik kullanilan antibiyotiklerdir.
Yan etkileri ve Ozellikle nefrotoksisiteleri sebebiyle kullanimlar1 biiyiik oranda
sinirlanmaktadir. Biz de bu deneysel calismada gentamisine bagimli olarak meydana
gelen nefrotoksisitede, tiibiiler hasar gelisiminde oksidatif hasarin olusturdugu etkiye
CoQ10 ve benfotiamin kullanimmin biyokimyasal ve histopatolojik diizeylerdeki
tyilestirici etkilerini belirlemeyi amacladik. Bu siirecte de oksidatif hasardaki
biyokimyasal parametrelerden glutatyon ve MDA, serum fiire ve kreatinin, bdbrek
proksimal tiibiiler hasar icin KIM-1 ve inflamatuar hastaliklarda 6nemli bir rol
oynayan TNF-a sitokininin diizeyleri c¢alisildi. Histopatolojik degisiklikleri
gostermek i¢in TUNEL boyama yapilip 151k mikroskobu altinda bobrek morfolojisi
degerlendirildi.

Aminoglikozidler suda ¢ok ¢oziiniirler, organik ¢dziiciilerde ¢ozlinmezler ve
cok az lipofiliktirler. Bu sebeple yag bulunduran zarlardan gecisleri smirl
olmaktadir. Fizyolojik pH olan 7.4’de katyonik olup ¢ok yiiksek pozitif yiikleri
vardir. Bu da aminoglikozidlerin antimikrobiyal etkinlikleri ve nefrotoksisiteleri ile
iliski gostermektedir. Aminoglikozidlerin nefrotoksisiteye sebep olan etkenleri
arasinda tedavi siiresi, genetik yatkinlik, ilacin dozu, yas gibi faktorler bulunmaktadir
(129,130). Literatiirlerde aminoglikozidlerin nefrotoksisiteye sebep olup olmadigini
arastirmis ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (131, 132, 133).

Gentamisin polikatyonik yapida olan bir aminoglikozid antibiyotiktir. Cok az
lipofilik olduklarindan yag iceren zarlardan gec¢isi sinirli miktarda olmaktadir.

Gentamisin viicutta metabolize olmadan bobrekten glomeriiler filtrasyon ile atilir ve
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kismen proksimal tiibiil hiicrelerinde reabsorbe edilir (134). Gentamisinin sadece
proksimal tiibiil hiicrelerindeki lizozomlarda birikimine rastlanir (135). Gentamisinin
en 6nemli yan etkisinin nefrotoksisite oldugu bilinmektedir. Glomertiler filtrasyonun
azalmasi, serum kreatinin ve lire degerlerinde artis gibi bulgular nefrotoksisite olarak
yorumlanmaktadir (136). Gentamisine bagli nefrotoksisite akut tiibiiler nekroz, renal
yetmezlik ve renal konsantrasyon bozuklugu gibi patolojileri icermekte ve bu da
bobrek korteksinde birikiminden kaynaklanmaktadir (136,137).

Bobreklerde kronik veya akut yetmezlik meydana geldiginde viicutta nitrojen
metabolizmasimin son {riinleri birikir ve protein olmayan azotlu maddelerin
diizeyleri artar. Bu da serumda iire ve kreatinin diizeylerinin artmasina yol acar
(138). Gentamisinin alimindan sonra olusan bobrek hasarmm bir gostergesi,
glomeriiler hasar belirtegleri olan serum iire ve kreatinin degerlerinin artmasidir (139,
140). Gentamisinin uygulandigi deneysel caligmalarda idrarda protein atilimi ile
birlikte serumda kreatinin ve iirenin belirgin bir sekilde artmasiyla ortaya ¢ikan tipik
nefrotoksisite bulgularmin gelistigi rapor edilmistir. Sudhakar ve Lakshmi tarafindan
yapilan bir ¢alismada (2010) GM’in tiibiiler nekroza neden oldugu ve bobrek
atropisinin gelistigi rapor edilmistir (141). Bu ¢alismalarin hepsinde iire ve kreatinin
diizeylerindeki artis, GM'nin neden oldugu nefrotoksisite ile iliskilendirilmistir.
Bizim calismamizda da daha Onceki caligmalar ile uyumlu olacak sekilde GM
verdigimiz grupta nefrotoksisite bulgular1 olarak serum iire ve kreatinin diizeylerinde
anlamli bir artig tespit edildi. Ayrica histopatolojik degerlendirilmesinde tiibiil
epitelinde ileri derecede dejeneratif degisiklikler saptandi, oOzellikle tiibiillerde
belirgin nekroz, medular tiibiillerde hyalen benzeri madde birikimi dikkat ¢ekc¢iydi.

Apoptozisi gostermek iizere yaptigimiz TUNEL c¢aligmasinda gentamisin uygulanan
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grupta TUNEL pozitifliginin olduk¢ca yaygm oldugu gorildi ve +3 olarak
degerlendirildi.

Aminoglikozidler; tromboksan B2 ile renal vazokonstriiksiyona neden olurlar
ve oOzellikle ilaglar1 absorbe edip lizozomda depolayan proksimal tubiilde direkt
hiicresel toksisite yaparlar. Boylelikle tiibliler nekroz, tubiiler atrofi, intertubiiler
myoloid cisimler ve interstisyel nefrit gelisebilir (131,139,142). Reaktif oksijen
tiirleri gentamisinin neden oldugu proksimal tiibiiler nekrozis ve akut bobrek
yetmezliginden muhtemelen sorumludur (144). Reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stres
sirasinda membran lipitlerinin peroksidasyonuna, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
parcalanmasina ve ¢esitli aldehid ve alkenlerin salinmasina neden olur (144,145). Bu
salinim, gentamisine bagli olarak serbest radikallerden olusan molekiiler oksijen
salinimi (O;") ve olusumunu siddetlendirebilir (146). Serbest radikaller vasitasiyla
membranlar, dokular ve biyomolekiillerde olusan oksidasyonun bir¢cok patolojik
vakada onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Cok fazla miktarda iiretilen serbest oksijen
radikallerinin biyomolekiiller (niikleik asitler, lipitler, polisakkaritler ve g¢esitli
proteinler) ile etkilesmesi hiicre ve doku hasarmna neden olmaktadir. Uretilen serbest
radikaller, bobrek glomeriillerinin temel membranlarina zarar verir, tubiil
fonksiyonunu bozar, kollajen ve diger matriks bilesenlerini parcalar (147). Ayrica,
serbest oksijen radikalleri ortamda olustugu zaman lipid peroksidasyonuna neden
olarak hiicre zarinin gegirgenligini ve akiskanlhigini degistirir. Lipid peroksidasyonu
sirasinda  oksidatif hasarin belirteci olarak MDA kullanilabilmektedir (148).
Gentamisin uygulanan deneysel calismalarda serbest radikal olusumunu yiiziinden
lipid peroksidasyonun arttig1 ve MDA diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Walker

ve ark.’larinin yaptig1 caligmada gentamisinin bobrek kortikal mitokondrisinden
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demir salimmasina ve reaktif oksijen tiirleri iiretilmesine neden oldugu, bu sebeple de
oksidatif stres gelisimine yol actig1 bildirilmistir (132, 149). Onceki ¢alismalar ile
uyumlu olacak sekilde bizim ¢alismamizda da kontrol grubu ile karsilastirildiginda
GM uygulanan grupta MDA diizeyleri istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
artmistir.

Glutatyon serbest radikallerin yikict etkilerini Onleyen veya azaltan
peroksidazlarin ve transferazlarin substrati olarak gorev yapmaktadir. Glutatyon lipid
peroksidasyonuna kars1 biyolojik membranlar1 korumaktadir. Bu koruma enzimatik
olarak gergeklesir (150). Glutatyon’un aktivitesi i¢in glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
indirgenmis formu (GSH) rediikte hale (GSSG) dondiirmektedir. Glutatyon, hidroksil
radikali ve sliperoksit anyonu gibi bir¢cok zararli oksidanla da enzim katalizi olmadan
tepkimeye girebilir (151). Gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite patogenezisinde
serbest radikal hasarmin 6nemli bir mekanizma olarak rol oynadig1 goriilmektedir.
Yapilan caligmalarda farkli sonuglar olmasma ragmen genellikle oksidatif hasarda
enzimatik antioksidan (glutatyon, SOD, CAT vb.) diizeylerinde azalma
gozlemlenmistir.

Vard1 ve ark, Upaganlawar ve ark, Parlakpinar ve ark.’lar1, tarafindan yapilan
calismalarda gentamisin uygulanan ratlarda glutatyon diizeyinin azaldigimi tespit
etmislerdir (132,152,153). Yaptigimiz ¢aligmada da GM grubunda nefrotoksisite ve
oksidatif hasar yiiziinden total ve rediikte glutatyon diizeyi kontrol grubuna goére
istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptandi. Bircok calismada antioksidan
ozellik tasiyan bir¢ok maddenin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek
veya temizleyerek gentamisinin neden oldugu nefrotoksisiteyi diizelttigi

gosterilmistir (131,154,155,156,157,158,159).
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Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1); normal bobrek dokusunda ya da idrarda
belirlenemeyen, fakat hasar swasinda proksimal tiibiillerin luminal yiizeyinin
iizerinde eksprese olan tip 1 transmembran proteindir (160,161). Saglikli bobreklerde
KIM-1’in varligma rastlanmams, ancak iskemi ve nefrotoksisite meydana geldikten
sonra proksimal tiibiiliin apikal membraninda diizeyleri yiliksek seviyelerde
saptanmistir (162). Baska organlarda ekspresyonu goriilmediginden, KIM-1’in
bobreklerden atilim oranmin etkilenmeyecegi ve bobrek hasar1 icin iire ve
kreatininden daha hassas bir belirte¢ olabilecegi vurgulanmaktadir (163). Ichimura
ve ark.larmm yaptig1 calismada, KIM-1’in, toksik veya iskemik akut bobrek hasarma
cevap olarak proksimal tiibiil epiteliyal hiicrelerinde belirgin bir sekilde arttigi
saptanmistir (111). Zhou ve ark.’larinin yaptig1 bir ¢alismada (2008), gentamisin
enjeksiyonu uyguladiklarinda KIM-1 diizeylerinin 24 saat i¢inde artmis oldugunu ve
bu artisin 72 saat boyunca da yiliksek oldugunu tespit etmislerdir (119). Han ve
ark.’larmin ¢aligmasinda (2002), biyopsi ile kanitlanmis akut tiibiiler nekroz saptanan
alt1 hastanimn idrar ornekleri, kronik bobrek hastaligi veya diger sebeplere bagl akut
bobrek hastaligi olanlarla ve saglikli bireylerle karsilastrmiglar. Proksimal tiibiilde
KIM-1 yogun bir sekilde boyanmis ve idrar KIM-1 diizeyleri de iskemik akut tiibiiler
nekrozlu hastalarda digerlerine oranla yiiksek oldugunu tespit etmisler (118). Qi-hui
Luo ve ark.’larmin ¢aligmalarinda (2014), gentamisinin neden oldugu bdbrek
hasarmin belirtilmesinde serum ya da idrar KIM-1 diizeyinin kontrol grubuna gore
anlaml bir artis gdsterdigini tespit etmisler ve KIM-1’in gentamisinin neden oldugu
bobrek hasarma karsi ¢cok hassas bir parametre oldugunu saptamiglar (164). Bizim
calismamizda GM uygulanan grupta KIM-1 diizeylerinin kontrol grubuna goére

arttigin1 ancak bunun istatiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik.
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Timor nekroz faktorii (TNF-a) pek c¢ok inflamatuar hastaliklarin
patogenezisinde onemli rol oynayan bir sitokindir (165). TNF-a, aktive makrofajlar,
T- lenfositleri sayesinde ifade edilen 26 kDa agrrlhiginda transmembran tip-2
polipeptid prekiirsorii olarak olusturulur (166). TNF a inhibe edildigi zaman ciddi
enfeksiyonlarin gelismesi kolaylasir ve bir kez gelistikten sonra ortadan kaldirilmasi
da zor olmaktadir (165). Yano ve ark.’lari, (2007), Kang ve ark.’lar1 (2009)
tarafindan yapilan calismalarda bir aminoglikozid tirii olan cisplatinin,
proinflamatuvar sitokinleri, 6zellikle bobrek doku hasarinin ilerlemesinden sorumlu
olan TNF-a’nin artmasi saglayarak artarda olusan inflamatuar reaksiyonlara neden
oldugunu gozlemlemisler (167,168). Fouad ve ark.'larmin c¢aligmalarinda (2010)
kontrol grubunda TNF-a sitokinine rastlanmazken, cisplatin verilen grupta TNF-
a'nin varlhigin tespit etmislerdir (169). Bizim ¢alismamizda GM uygulamasi ile TNF-
a diizeylerinde istatiksel olarak anlamli olmasa da belirgin bir artig tespit ettik.

CoQ10, sadece mitokondri solunum zincirinde 6nemli bir bilesen degil ayni
zamanda giiclii bir antioksidan 6zellik gosteren dogal olarak olusan hidrofobik bir
bilesendir. CoQ10, oksidatif hasarin ve hiicresel enerji metabolizmasmin yetersizligi
ile olusan bozukluklarm tedavisinde kullanilmaktadir (170,171). Sohet ve ark.’larmin
(2009), CoQ10'un NADPH oksidaz’in ekspresyonu ile reaktif oksijen tiirlerinin
iretimini baskilayarak ortadan kaldirdigmi gozlemlemislerdir (172). Tsuneki ve
ark.’larmi1 (2007) CoQI10’nun serbest radikallerin tepkimeleri sirasindaki lipid
peroksidasyonu {irtinlerini temizledigini saptamuslar (173). Jung ve ark.’lar1 (2009),
CoQ10’nun ayn1 zamanda nitrat doku stresi ve nitrik oksit iirtinlerini de baskiladigi
sonuglarint elde etmigler (174). Upaganlawar ve ark.’larmin yaptigr calismada

(2005), CoQ10’u GM ile verdikleri zaman nefrotoksisite sonucu artan serum iire ve
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kreatinin diizeylerinin énemli oranda azaldigini tespit etmislerdir. Ayni1 ¢alismada
CoQ10’u GM ile verdikleri zaman nefrotoksisite ve serbest radikal olusumu
yiiziinden artan MDA diizeyinin azaldigmi ve azalan glutatyon diizeyinin arttigimni
tespit etmislerdir (132). Fouad ve ark.’larmin yaptig1 calismada da (2010) bir
aminoglikozid olan sisplatinin nefrotoksisitesine kars1 CoQ10 uygulamasinin 6nemli
Olciide lipid peroksidasyonunu baskiladigini, antioksidan savunma mekanizmalarini
onardigim1 gozlemlemislerdir (164). Bizim calismamizda GM ile birlikte CoQ10
verdigimiz grupta MDA diizeylerinin sadece gentamisin verilen grup ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma tspit edilmistir. Total ve
rediikte glutatyon diizeylerinde ise istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilemedi. Gentamisin ile birlikte CoQ10 verilen grupta serum iire ve kreatinin
diizeylerinde bir azalma goriilse de bu istatiksel olarak anlamli degildi.
Histopatolojik degerlendirmede ise gentamisin ile birlikte CoQ uygulanan ratlara ait
bobrek dokularinda kortikal tiibiillerdeki nekroz sadece genta uygulanan gruba gore
azalmigtir. TUNEL bulgularinda ise gentamisin uygulanan ratlada TUNEL pozitifligi
+3 olarak bulunmusken gentamisin ile birlikte CoQ10 uygulanan grupta TUNEL
pozitifligi +2 yayginliga sahipti.

GM ile birlikte CoQ10 uyguladigimiz ratlarda TNFa diizeyleri sadece GM
uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
azalmisti. KIM-1 diizeyleri ise GM ile birlikte CoQ10 uygulanan grupta GM'nin tek
basina uygulandig1 gruba goére belirgin olarak azalmisti ancak bu azalma istatiksel
olarak anlamli degildi.

Benfotiamin, hiicrede ¢ok onemli rol oynayan hiicresel antioksidanlar1 (GSH

gibi) yenilemek i¢in 6nemli bir maddedir. Bu durum benfotiaminin direkt olarak
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antioksidan 6zellik gostermesinin yam sira transketolaz aktivitesinin gelismesindeki
roliine de baglanmaktadir. Benfotiamin, NADPH iireten pentaz fosfat yolunu aktive
ederek serbest radikal olusumunu azaltmaktadwr (175). Benfotiamin g¢ok sayida
hayvan modeli deneylerinde GM nefrotoksisitesini engellemek i¢in kullanild1 ancak
insan odakl klinik uygulamalarda tedavi etmek icin kullanilanlar basarili olamadig1
saptanmistir. Ayrica BFT, GSH’1 yenileyen pentaz fosfat yolunu aktive ederek
NADPH’1 da arttirir. Benfotiamin transketolaz i¢in bir koenzimdir (176). Katare ve
ark.’lar1 (2010) calismalarinda, benfotiaminin, nefrotoksisitenin neden oldugu
oksidatif stresi tedavi etmede faydali etkilere sahip oldugu tespit etmislerdir. Ayni
zamanda, benfotiaminin saglik acisindan bir¢cok faydasmnin yani sira kalp ve sinir
dokusunu koruyucu ve antidiyabetik oldugu da bilinmektedir (177). Harisa ve Osama
yaptig1 calismada (2012), benfotiamin’i GM ile verdikleri zaman nefrotoksisite
sonucu artan serum iire ve kreatinin diizeylerinde anlaml bir diisiis tespit etmisler
(178). Bu bulgular Mohamadin ve ark.larinin ¢alismasindaki (2005) BFT nin GM’in
neden oldugu bobrek hasarina karsi koruyucu etkisi olabilecegini vurguluyan kanitlar
ile benzerlik gostermistir (179). Harisa ve Osama ¢alismalarinda BFT’nin
antioksidan etkisini ya viicudun onarim siiresini arttirarak ya da GM’in neden oldugu
hasar1 azaltarak gosterdigini ileri siirmiislerdir. Bu ¢alisma aminoglikozitlerin neden
oldugu toksisiteyi engelleyenin tiamin oldugunu gosteren Ohtani ve ark.larmin
(1974) galismasini desteklemektedir (180).

Gentamisinin olusturdugu hasar i¢in benfotiamin uygulanan sicanlarda
fosfolipid seviyesi artmistir. Fosfolipidler membran bilesenleri i¢in gereklidir ve
BFT tarafindan 6nemli oranda artmalar1 GM tedavisinden sonra ¢esitli membranlarin

diizenlenmesi ve onarilmasima olanak tanimaktadir. Benzer ¢alismalarda fosfolipid
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seviyelerinin iyilestirilmesi serbest radikallerin temizlenmesine yol agtig1
gosterilmigtir (181).

Bizim ¢alismamizda da BFT’nin, gentamisin nefrotoksisitesine karsi
tyilestirici etkisi oldugunu hem biyokimyasal parametreler hem de histopatolojik
olarak gosterdik.  Kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece gentamisinin
uygulandig1 grupta serum f{ire, kreatinin diizeylerinde ve lipid peroksidasyonu
belirteci olan MDA diizeylerinde istatiksel olarak anlamli olacak sekilde artis ve
glutatyon diizeyinde ise azalma tespit edilmisti. GM ile birlikte BFT uyguladigimiz
grupta ise serum iire, kreatinin ve MDA diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir
azalma, glutatyon seviyesinde ise artig goriildii. Yine BFT ile birlikte GM uygulanan
grupta artmig olan TNF-a ve KIM-1 diizeylerinde istatiksel olarak anlamli azalma
tespit ettik. Bobrek dokusunun histopatolojisinde gentamisin ile birlikte BFT
uygulanan gruptaki tiibiillerde nekrozun ve medullar tiibiillerde hyalen benzeri
madde birikiminin olduk¢a azaldigi tespit edildi. TUNEL bulgularinda ise Sadece
GM uygulanan ratlarda TUNEL pozitifligi +3 olarak ayirt edilmisken GM ile birlikte
BFT uygulanan grupta TUNEL pozitifligi +1 olarak degerlendirildi.

Bu calismada gentamisin ile birlikte CoQ10 ve BFT kullaniminin,
gentamisinin neden oldugu nefrotoksisiteye iyilestirici etkisi gosterildi. Yaptigimiz
calismada, 80 mg/kg/giin GM uygulanmasi iire ve kreatinin diizeylerinde artis ile
kendini gosteren nefrotoksisiteye neden oldugu goriildii. Ayrica GM uygulanmasi
lipid peroksidasyonunun son iirlinlerinden biri olan MDA’y1 arttirarak hiicre
membranlarindaki hasar1 arttirdi. Benfotiamin ve CoQ10 uygulamasi ise bobrek
dokusunda GM’in neden oldugu nefrotoksisite hasarina karsi antioksidan 6zellik

gosterip bobrek dokusunu iyilestirdikleri tespit edildi. CoQ10 ve benfotiamin,
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gentamisinin bobrek hiicrelerinde neden oldugu apoptosis ve nekroza karsi koruyucu
etkisi saptandi. Antioksidan ve anti-inflamatuar eylemler CoQ10 ve benfotiaminin
nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkilerinde sorumlu olan esas faktorler olarak
diisiiniilebilir. Sonug olarak, CoQ10 ve benfotiamin, gentamisin uygulamasi sirasinda
bobrek dokusundaki hasar ve bozulmayir engelleyecek giiclii bir aday oldugu
sOylenebiliriz.

Yaptigimiz ¢alisma; CoQl0 ve benfotiamin kullaninminin gentamisinin
nefrotoksisite ve diger zararl yan etkilerini géstermeden antibakterial bir ilag olarak
uzun donem kullanilabilmesi i¢in segenek olabileceklerini diistindiirmektedir. Elde
edilen bulgular aracilifiyla aminoglikozid antibiyotiklerin kullanimi sonucu akut
bobrek hasar1 olusumu iizerine yapilacak olan biyokimyasal ve histopatolojik
calismalara bilimsel birikime katki olusturmasi ve ayni zamanda referans veriler

olarak kullanilabilir olmasi1 agisindan 6nem arz etmektedir.
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