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OZET

Ratlarda Gentamisinle Olusturulan Nefrotoksisitede Crosinin inflamasyon,
Oksidatif Stres, Apoptoz, NF-xB, TLR-4, Nrf-2/HO-1 Yolaklari Uzerindeki Etkilerinin
Incelenmesi

Bu calismada ratlarda gentamisin ile olusturulan nefrotoksisiteye karsi crosinin
inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz, NF-kB, TLR-4 ve Nrf-2/HO-1 sinyal yolaklari iizerine
etkilerinin incelenmesi amaglandi. Bu amagla her grupta 6 rat olacak sekilde 36 rat Kontrol,
Crosin (Cr) 25mg/kg, Cr 50 mg/kg, Gentamisin (Gm), Gm+ Cr 25 mg/kg ve Gm + Cr 50
mg/kg gruplart olmak lizere 6 gruba ayrildi. Cr gruplarmma 25 ve 50 mg/kg crosin, Gm
gruplarina 80 mg/kg gentamisin 8 giin boyunca i.p. uygulandi. Deney sonunda anestezi altinda
ratlardan kan ve bobrek dokular1 alinarak bobrekler tartildi. Tam kanda tirik asit, kreatinin ve
iire diizeylerine bakildi. Plazmada TNF-q, IL-1p, IL-6 ve AOPP; plazma ve bobrek dokusunda
MDA, GSH, Nitrit, Nitrat ve TLR-4 diizeyleri, SOD, CAT ve GPx aktiviteleri; bobrek dokusu
Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, COX-2, HO-1, NF-kB, Nrf-2 ve TLR-4 ekspresyon diizeylerine RT-
PCR ve western blotlama ile bakildi. Elde edilen sonuglara gére Gm uygulamas1 sonrasinda
gelisen dejenerasyon, akut tubiiler nekroz, inflamasyon ve hemorajinin artisindan dolay1
bobreklerde 6dem gelisimi sonucu bobrek agirliklarinda artis saptandi; ve bobrek fonksiyon
testlerinde, TNF-a, IL-1pB, IL-6, MDA, Nitrit, Nitrat, AOPP ve TLR-4 diizeylerinde artisa
sebep olarak SOD, CAT ve GPx aktivitelerini, Bax, Kaspaz-3, COX-2, NF-kB ve TLR-4
ekspresyon diizeylerini artirdigi; Bcl-2, HO-1 ve Nrf-2 ekspresyon diizeylerini azalttigi
saptandi.

Sonug olarak, crosinin 6zellikle 50 mg/kg dozunun Gm ile birlikte uygulandiginda
oksidatif stresi, apoptozu, inflamasyonu inhibe ederek gentamisinin olumsuz etkilerini
azalttig1 tespit edildi. Gentamisin kaynakli nefrotoksisitede Crosin 50 mg/kg dozunun bobrek
Nrf-2 ve HO-1 protein diizeylerini artirdig1 bulgusu literatiire ncii ¢alisma olarak sunuldu.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, crosin, inflamasyon, nefrotoksisite, oksidatif stres.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Crosin on Inflammation, Oxidative Stress,
Apoptosis, NF-kB, TLR-4 and NRF-2/HO-1 Pathways in Gentamicin-Induced
Nephrotoxicity in Rats

In this study, it was aimed to investigate the effects of crosin on inflammation,
oxidative stress, apoptosis, NF-kB, TLR-4 and Nrf-2/HO-1 signaling pathways against
gentamicin-induced nephrotoxicity in rats. A total of 36 rats, 6 rats in each group, were
divided into 6 groups, were used for the Control, Crosin (Cr) 25 mg/kg, Cr 50 mg/kg,
Gentamicin (Gm), Gm+Cr 25mg/kg, and Gm+Cr 50mg/kg groups. The Cr groups
received crosin at 25 and 50 mg/kg, and the Gm groups received gentamicin at 80 mg/kg
i.p. for 8 days. At the end of the experiment, blood and kidney tissues were taken under
anesthesia. The collected kidneys were weighed. Uric acid, creatinine and urea levels
were measured in whole blood. TNF-a, IL-1p, IL-6 and AOPP levels in plasma; MDA,
GSH, Nitrite, Nitrate and TLR-4 levels, SOD, CAT and GPx activities were measured in
plasma and kidney tissue. Bax, Bcl-2, Caspase-3, COX-2, HO-1, NF-kB, Nrf-2 and TLR-
4 expression levels were determined by RT-PCR and western blotting in kidney tissue.

According to the findings, an increase in kidney weights and kidney function tests
as a result of edema in the kidneys due to degeneration, acute tubular necrosis,
inflammation and increased in hemorrhage after Gm administration; increased in levels
of TNF-a, IL-1B and IL-6; decreased in SOD, CAT and GPx activities by causing an
increased in MDA, Nitrite, Nitrate, AOPP and TLR-4 levels; and increased in the
expression levels of Bax, Caspase-3, COX-2, NF-kB and TLR-4; It was determined that
Bcl-2, HO-1 and Nrf-2 expression levels decreased in.

In conclusion; It was found that the application of crosin 50 mg/kg dose against
Gm induced kidney damage inhibited oxidative stress, apoptosis, inflammation and
reduced the negative effects of gentamicin. The finding that crosin 50 mg/kg treatment
dose increased in kidney Nrf-2 and HO-1 protein expression levels when administered
with gentamicin was presented as a pioneering study in the literature.

Key Words: Apoptosis, crocin, inflammation, nephrotoxicity, oxidative stress
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: Akut bobrek yetmezligi

: Proteinlerin ileri oksidasyon tiriinleri
. Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
: Adenin trifosfat

: Bovin albiimin serum

: Kan iire azotu

. Katalaz

: Bakir

: Siklojenaz 2

: C-reaktif protein

: Crosin

: 5,"-ditio-bis (-2-nitrobenzoik asit)
: Demir

: Gentamisin

: Glutatyon peroksidaz

: Glutatyon rediiktaz

: Glutatyon

: Oksitlenmis glutatyon

: Glomeriiler filtrasyon hizi

: Hidrojen peroksit

: Hemeoksijenez-1

 Insiilin biiyiime faktorii

: Interldkin 1 beta

: Interldkin 6

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
- Lipid hidroperoksitleri
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- Miligram

: Mililitre

: Mangenez
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: Nikorinamid adenin dintikleotid fosfat

Vil



NADP
NGF
NF-xB
NO
Nrf-2
102
02+
OH-
PAS
PVDF
ROO-
ROS
SOD
TBS-T
TBA
TCA
TGF-B1
TNF-a
TLR-4
pL

: Nikorinamid adenin diniikleotid fosfat
: Noron Biiytime Faktorii

: Niikleer Faktor kappa B

- Nitrik oksit

: Niikleer faktor eritroid 2

: Singlet oksijen

: Siiperoksit radikali

: Hidroksil radikali

: Periyodik asit schiff boya

: polivinilden floriir

: Lipid peroksit radikalleri

: Reaktif oksijen tiirleri

: Siiperoksit dismutaz

: Tris tamponlu buffer

: Tiyobarbiitirik asit

: Triklorasetik asit

: Doniistiiriicli biiyiime faktorii beta 1
: Timor nekroz faktorii

: Toll benzeri reseptor 4

: mikrolitre



Sekil No

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 3.8.
Sekil 3.9.
Sekil 3.10.
Sekil 3.11.
Sekil 3.12.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

SEKILLER DiZINi

Sayfa No
Safran DItKIST. .......ouini 4
CrOSININ YAPISI. .\ttt et et et e e e e e 6
BObIek yapiSt. ..o e 8
Crosinin yolaklar lizerindeki etkileri....................ooooiiiiiiiiiiinn, 38
Calismada kullanilan crosin ve gentamisin................c.oevveiieinnenn... 40
Crosin ve gentamisinin i.p. uygulanmasi................cooeeiiiiiininn... 41
Bobreklerin makroskobik goriintlisti...........oevviieiiiiiiiiiiiiin, 42
LYSUN bobrek fonksiyon testleri dl¢lim cihazi............................ 43
Sandwich ELISA metodunun prensibi..................cccoevueeineiinnn... 43
Qiazol ile RNAIZOIaSYONU..........cooviieiii i 57
BSA ve numunelerin protein 6lgimii............c.oooiiiiiiiiii 61
BSA protein standart €Zrisi........o.vuevuiieiiiiiii i 62
Standa yerlestirilen plaka ve jellerin goriintiisti..................ooeeinn 64
Proteinlerin SDS-PAGE jelde ylirGitilmesi............ouvvvviiiniinininnn. 66
Membran, jel ve stacks kagitlarinin dizilimi....................ooo. 67
Western blotlamanin 0zeti...........c..coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiia, 69
Tiim gruplardaki kesim aninda 6lgiilen bobrek agirliklari................ 72
Bax ekspresyon diizeyinin gruplara goére dagilmi......................... 79
Bcl-2 ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi........................ 79
Kaspaz-3 ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi................... 80
COX-2 ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi..................... 80
NF-kB ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi...................... 81
HO-1 ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi........................ 81



Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Nrf-2 ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi........................ 82

TLR-4 ekspresyon diizeyinin gruplara gore dagilimi....................... 82
Bax protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. ... 86

Bcl-2 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. . ..eee e 86
Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. ...t e 87
COX-2 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. ... 87
NF- %B protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. ... 88
HO-1 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. ... 88
Nrf-2 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarn Western blot
Y0 411 o] 1 o DTS PR 89
TLR-4 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot
SONUGIATIL. ... 89
Kontrol grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii. ............... 90
Cr 25 grubu bobrek bobrek dokusunun makroskobik goriintiisi. ........ 91
Cr 50 grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii.................. 91
Gentamisin grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii........... 92
Gm+Cr 25 grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii............ 92
Gm+Cr 50 grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisi............ 94
Kontrol grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisi............... 94

Xl



Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Kontrol grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik
GOTUNTUSTL. .ottt ettt et et e e et e e e e e e e 95
Cr 25 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisi................. 95
Cr 25 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik
GOTUNTUSTL. .ottt ettt e e e et e e e e e e e 96
Cr 50 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisi................. 96
Cr 50 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik
GOTUNTUSTL. .. ee ettt e 97
Gm grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisti................... 97
Gentamisin grubu bdbrek dokusunun PAS boyama histopatolojik
GOTUNTUSTL « .+t ettt ettt e e et et eaaaees 98
Gm+Cr 25 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii........... 99

Gm+Cr 25 grubu boébrek dokusunun PAS boyama histopatolojik

GOTUNTUSUL. .« ettt ettt e ettt et e e e eeens 99
Gm+Cr 50 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii.......... 100

Gm+Cr 50 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik

GOTUNLUSTL « 1.ttt 100

Xl



Sekil No

Tablo 2.1.
Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 3.4.
Tablo 3.5.
Tablo 3.6.
Tablo 3.7.
Tablo 3.8.

Tablo 3.9.

Tablo 3.10.

Tablo 3.11.

Tablo 3.12.

Tablo 3.13.

Tablo 3.14.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

TABLOLAR DIZIiNi

Sayfa No
Crosinin tUreVIeTT. . .....ouvitii i 6
Plazmada GSH tayini...........coooiiiiiii e 49
Dokuda MDA AYINI. ..o 53
Nitrat analizinin yapilisi............oooiiiiiiii i 54
Nitrit analizinin yapilisi..........oooiiiiii e 55
Dizayn edilen primer sekanslart...................cooo 56
Her bir grup icin 1000 ng total RNA iceren miktarlar.................... 58
cDNA sentez reaksiyon solusyonu bilesenleri............................. 58
cDNA sentezinin reaksiyon protokolii...................ooooiiin. 59
Her bir 6rnege ait Real-Time PCR kartgimi.................c..coo 60
Real-Time PCR reaksiyon sartlart...................oooiiiiiiinnnnn... 60
Her bir gruba ait 30 pg protein igeren total hacim........................ 62
Resolving jelin bilesimi..............ooooiiiiii 64
Stacking jelin bilesimi..............oooiii i 65
1X Running Buffer bilesimi..............coooviiiiiiiiiieeeeen, 65
Tam kanda tirik asit, kreatinin ve iire diizeyleri............................ 73
Tiim gruplarin plazma sitokin diizeyleri...................oooeiiiinn 74

Tiim gruplarin plazmasinda 6l¢iilen bazi biyokimyasal parametreler..75
Tim gruplarin bobrek dokusunda o6lgiilen bazi genlerin ekspresyon
QUZEYIOTI. ..t 76
Tim gruplarin bobrek dokusunda 6lgiilen bazi genlerin ekspresyon

QUZEYIOTI. ..t 78

X1



Tablo4.6. Bobrek dokusu Western blot ile dlglilen bazi proteinlerin ekspresyon
4 174537 (<) D 85

Tablo4.7.  Bobrek dokusu kesitlerindeki histopatolojik bulgularin skorlamasi....94

XV



1. GIRIS

Aminoglikozidler,  gram-negatif = mikroorganizmalarin ~ sebep  oldugu
enfeksiyonlarda kullanilan giiglii ve genis spektrumlu antibiyotik smifidir. Diisiik
maliyetli olmasi nedeniyle gentamisin en sik kullanilan aminoglikozid grubu
antibiyotiktir (Balakumar ve ark.,, 2010). Gentamisine bagli nefrotoksisitede
bobreklerdeki siddetli proksimal renal tiibiiler nekroz, yiiksek serum kreatinin ve iire
seviyeleri goriilmektedir (Medic ve ark., 2019). Bobreklerin fonksiyonlarindan birinin
bile bozulmasi, ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir. Bu nedenle, bobreklerin
saglikli olmas1 ve diizgiin ¢alismasi hayati 6nem tasir. Gentamisine bagl akut bobrek
hasari1 son yillarda giderek daha fazla goriilmektedir. Bu nedenle gentamisinin intravendz,
intramuskiiler, topikal ve oftalmik gibi c¢esitli uygulama yollariyla uygulanmasi
durumunda kullanilacak gentamisinin dozunda siirekli diizenleme yapilmalidir ve serum
toksisite orani kontrol edilmelidir (Hayward et al., 2018; Ozbek et al., 2009).

Gentamisin  (Gm) renal proksimal tubiiler hiicrelerde birikerek glomeriiler
filtrasyon hizinda azalmaya, inflamasyona, hiicresel nekroza ve fibrozise neden
olmaktadir. Gm kaynakl1 bobrek toksisitesinin patogenezinde oksidatif stresin artis1 ve
bircok yolak araciligiyla siirekli olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salinmasi,
inflamasyon ve apoptozisin rol aldig: belirtilmektedir (Azouz et al., 2022; Hassanein et
al., 2021). Diisiik diizeyde ROS, in vivo olarak endojen koruyucu antioksidanlart uyarici
bir sinyal molekiilii olarak islev goriir (Bledsoe et al., 2006). Ote yandan, yiiksek
konsantrasyonlardaki ROS, lipid peroksidasyonunu uyarabilir ve ardindan renal
mitokondri ve hiicre zarlarinda oksidatif hasara neden olabilir (Tong et al., 2018). Gm
maruziyeti sonrasinda oksidatif stresin artis1 ayrica niikleer transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna ve inflamatuar faktorlerin ekspresyonunun yiikselmesine yol agar, bu da

inflamatuar hasar1 tesvik eder (Medic et al., 2019). Hiicreler oksidatif baski altinda



kaldiginda, hiicre 6liim sinyallerinde yer alan genler aktiv edilir, apoptozis/nekroz
indiiklenir boylece geri doniisiimsiiz olarak hasar gormiis hiicreler uzaklastirilir (Nadeem
et al., 2023). Bu nedenle, apoptozun artist renal hasarin patogenezinde énemli rol oynar.
Antioksidan savunma mekanizmasinin bas diizenleyicisi niikleer faktor-eritroid 2 ile
iligkili faktor 2 (Nrf-2), hemeoksijenaz-1 (HO-1) gibi antioksidan genlerin tiretimini
stirdiiriir ve oksidatif stres kaynakli hasari durdurur (Arab et al., 2022). Nrf-2/HO-1
yolaginin gentamisin kaynakli nefrotoksisteye karsi hiicreleri serbest radikallerin
hasarindan, apoptozdan korudugu ve hiicre sagkalimini tesvik ettigi bildirilmistir (Sue et
al., 2009). Niikleer faktor kappa B’nin (NF-kB) nefrotoksisitede yukari regiilasyonu
goriilmektedir (He et al., 2015; Subramanian et al., 2015).

Karotenoidler, fotomedisin, fotobiyoloji ve foto-kimya alanlarinda 6nemli rolleri
nedeniyle yillardir arastirma konusu olmustur (Krinsky, 1998). Crosin safranin (Crocus
sativus L.) kurutulmus tag¢ yapraklarindan ve zambak (Gardenia jasminoides E.)
meyvesinden elde edilen sistematik adi 8.8-diapo-8.8-karotenoik asit olan, trans-krosetin
(di-(B-D-gentiyobiyosil)) esteri olan suda ¢6ziinebilen bir karotenoiddir (Liu et al., 2016;
Nair et al., 1995; Pham et al., 2000). Crosinin (Cr), antiapoptotik, antioksidan (Nikbakht-
Jam et al., 2016; Yaribeygi, Mohammadi, & Sahebkar, 2018), antidepresan (Jam et al.,
2017), antiaterosklerotik (Nam et al., 2010), antitrombosit agresyonu (Xi et al., 2007),
renoprotektif (Yaribeygi, Mohammadi, Rezaee, et al., 2018), antinosiseptif ve antitimor
(Hoshyar & Mollaei, 2017) o6zelliklerini dogrulayan antiinflamatuar etkiler de dahil
olmak tizere bir¢ok etkisi olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Korani et al., 2019).
Yapilan literatiir taramasinda Cr’nin cisplatin (Naghizadeh et al., 2010), doksorubisin
(Hussain et al., 2021), STZ (Zhang. et al., 2021), metotroksat (Jalili et al., 2020) ve
gentamisin (Yarijani et al., 2016) tarafindan olusturulan renal toksisite iizerinde

antioksidan, antinosiseptif, antiinflamatuar ve antiapoptotik yollarla gesitli terapotik



etkileri oldugu kanitlanmistir . Fakat crosinin gentamisin kaynakli nefrotoksisitede NF-
kB, TLR-4 ve Nrf-2/HO-1 yolaklarmin ekspresyon diizeyinde ve western blotlama ile
iliskilendirildigi literatiire rastlanmamistir.

Bu amagla sunulan tez ¢alismasinda ratlarda gentamisin ile olusturulan
nefrotoksisiteye karsi crosinin inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoz etkilerinin
belirlenmesi ve bu etkiler altinda yatan NF- B, TLR-4 ve Nrf-2/HO-1 yolaklarinin

Western blot ve Real Time PCR ile ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Crosin’in Tanimi ve Tarihgesi

Iridaceae familyasinin monokotiledon tiirlerinden biri Safran (Crocus sativus L.),
Hindistan, Ispanya, Yunanistan, Cin, Italya, Azerbaycan, Tiirkiye ve Iran gibi cesitli
iilkelerde yetistirilmektedir (Javadi et al., 2013). Alternatif tipta oldukg¢a aktif olarak
kullanilan bitkinin ¢i¢ekleri mor renkte ve ti¢ tepeciklidir (Lotfi et al., 2015). Safran
tadin1 pikocrosinden, kokusunu safranaldan ve rengini crosinden almakta olup, bu
maddeler safranin 3 pargali tepeciginde yer almaktadir (Karabagias et al., 2017) (Sekil

2.1.).

Sekil 2.1. Safran bitkisi

Safranin kokeni ¢ok eski zamanlara dayanir. Ilk olarak Antik Misir'da, tibbi
amaglarla kullanilmistir. Daha sonra Antik Yunanistan’da, Roma Imparatorlugu’nda ve
Orta Cag’da, safranin yemeklere tat ve aroma vermek ic¢in kullanildigir bilinmektedir.
Ayrica Orta Cag’da, safran ipek boyamada kullanilmistir. Giiney Asya ve Akdeniz gibi
bolgelerde yetistirilir ve tedavi amacinin yani sira diilyanin en pahali baharatlarindan biri
olarak da bilinir (Schmidt et al., 2007). Hem beseri hekimlikte hem de modern tipta sik¢a
karsimiza ¢ikan safranin antik Misir doneminde bobrek hastalari igin kullanildigi Ebers

Papirisleri’nde bildirilmistir (Ferrence & Bendersky, 2004). Yine Lokman Hekim’in 11
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recetesinde Hipokrat’in ise 200°den fazla ilacin etkeninde kullanildigi bilinmektedir
(Mousavi & Bathaie, 2011; Pasayeva & Tekiner, 2014).

Bolgelere gore kullanim alani farklilasmakla birlikte bir¢ok hastaligin (kanser, bag
agrisi, bogaz agrisi, bronsit, antispazmodik, diyabet vs.) tedavisinde kullanilmaktadir
(Hajyzadeh et al., 2020).

Ayni1 zamanda antioksidan olan bitkinin {ist solunum yollar1 hastaliklarindan kadin
hastaliklarina kadar bir¢ok rahatsizlig1 hafifletici etkisi bulunmaktadir (Cerda-Bernad et
al., 2022). Safranin iceriginde bulunan crosin ile hiicrelere oksijen alimini artirdig:
yapilan bir ¢aligmada ortaya konulmustur (Giaccio, 2004).

Tip 2 diyabete kars1 olumlu gelisim gostererek insiilin direncine karsi hassas bir
etki gosterdigi gozlemlenirken (Razak et al., 2017), genotoksinlerin neden oldugu
oksidatif stresi engelleyerek 6grenme ve hafiza becerilerini gelisirmektedir (Premkumar
et al.,, 2003). Kalpteki elektriksel iletim hizin1 yavaglatarak aritmiyi Onledigide
belirtilmistir. Immiinolojik bir etkiye sahip olan safran bagisiklik sistemini giiclendirerek
insan saghgina katkida bulunur. Safran iceriginde bulunan en etkili biyoaktif

bilesenlerden biri de crosindir (Razak et al., 2017).

2.2. Crosin’in Kimyasal Ozellikleri

Safran bitkisinin ana bilesenidir ve dogal bir karotenoid bilesik olup, gentiobioz
adli disakkarit ile krosetin adli dikarboksilik asitten meydana gelen bir digentiobioz
esteridir. Igeriginde yedi ¢ift bag ve dort metil grubu bulunmaktadir (Alonso et al.,

2001)(Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Crosinin yapisi

Parlak kirmizi renkli olup suda ¢o6ziinerek kirmizi-turuncu bir c¢ozelti
olusturmaktadir (Bolhasani et al., 2005). Krosetin ile konjuge sekerin konfigiirasyonuna
bagli olarak birgok farkli crosin konfigiirasyonu vardir ancak crosinler esas olarak trans-
formda bulunur (Alonso et al., 2001). Cis/trans formunun farki, esas olarak 13.karbon

konfigiirasyonunun farkliligindan kaynaklanmaktadir (Korani et al., 2019) (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Crosinin turevleri

Bilesik Kimyasal Formiil Seker Parcalan Izomer Olusumu
Crosetin C20H2404 R1=R2=0H cis-trans
Crosin 1 C26H3409 R1 = b-D-glukosil R2 = H trans
Crosin 2 C32H32014 R1 = b-D-gentiobiosyl R2 = H cis-trans
Crosin 2 C32H32014 R1 = R2 = b-D-glucosyl cis-trans
Crosin 3 CagH54019 R1 = b-D-gentiobiosyl cis-trans

R2 = b-Dglucosyl
Crosin 4 Ca4He4024 R1 = R2 = b-D-gentiobiosyl cis-trans
Crosin 5 Cs0H24029 RI = 3 b-D-glucosyl. cis-trans

R2 = b-Dgentiobiosy




Dogal bir karotenoid oldugu bilinen crosin erime noktasinda (186 °C) kristaller
olusturur (Bolhasani et al., 2005). Yapilan ¢alismalar safranda karbonhidratlar, proteinler,
antosiyaninler, flavonoidler, karotenoidler, tanenler, vitaminler 6zellikle de riboflavin ve
tiamin, aminoasitler, mineral maddeler, zamklar gibi diger kimyasal bilesenleri de igerir.
Safranin bu zengin kimyasal yapisindan dolay1r hem fiyat1 yiiksektir hem de ¢ok tercih
edilen bir baharat olmasini saglar (Giaccio, 2004; Korani et al., 2019).

Safranin nefrotoksik etkileri lizerine yapilan ¢aligmalar, safranin bobrek saglig
tizerinde yararli etkilere sahip olabilecegini gostermektedir (Bastani et al., 2022).
Ornegin, bir arastirmada, safranin farelerde nefrotoksisiteye neden olan agir metal
zehirlenmesi sonrast bobrek hasarini 6nledigi bulunmustur. Ayrica, safranin antioksidan
ozellikleri sayesinde, bobreklerde oksidatif stresi azaltarak bobrek fonksiyonlarini
korudugu da belirlenmistir (Erdemli et al., 2018).

Bir baska ¢alismada, safranin diyabetik farelerde bobrek hasarini azalttigi ve
bobrek fonksiyonlarini korudugu goriilmustiir. Safranin bobrek hasarin1 6nlemeye
yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir, ¢iinkii safranin anti-inflamatuar ve antioksidan
ozellikleri ile birlikte bobreklerdeki iltihaplanmay1 ve oksidatif stresi azaltarak bobrek
fonksiyonlarini koruma potansiyeli vardir (Abou-Hany et al., 2018a). Ancak safranin
bobrek sagligi lizerindeki etkileri hala arastirma asamasindadir ve bu konuda daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir (Yaribeygi, Mohammadi, & Sahebkar, 2018).

Bu nedenle bu ¢alismada, gentamisinle ile uyarilan nefrotoksisiteye karst crosinin
koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

2.3. Bobrek

Bobrekler, insan viicudunda, sirtin alt bolgesinde, bel kemigi seviyesinde, sag ve

sol olmak iizere ¢ift halinde bulunur. Bobreklerin anatomik yapisi, kabaca bir fasulye



seklinde olup yaklasitk 10-12 c¢cm uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2-3 cm
kalinligindadir (Lindstrom et al., 2018)(Sekil 2.3.).

Ratlarin bobrekleri boyut olarak insan bobreklerinden daha kiigiiktiir. Genellikle
uzunlugu 2-3 cm, genisligi 1-1.5 cm, kalinlig1 ise 0.5-1 cm arasindadir. Normal bir

yetiskin ratin bobrek agirligi genellikle 1-1.5 gram arasindadir (Vogetseder et al., 2005).

Renal Kapsiil

Sekil 2.3. Bobrek yapisi

Bobrekler, korteks, medulla ve pelvis adi verilen ii¢ ana boliimden olusur. Korteks,
bobreklerin dis katmanidir ve bobreklerin yaklasik % 90'1n1 olusturur. Korteks, nefron adi
verilen temel filtreleme birimlerini igerir ve bobregin temel islevi olan kanin siiziilmesi,
atik maddelerin uzaklastirilmasi, elektrolit dengesinin saglanmasi ve pH'nin
diizenlenmesi gibi islemler burada gergeklesir (Lindstrom et al., 2018).

Medulla, bobreklerin orta boliimiidiir ve korteks altinda yer alir. Medulla,
nefronlarda siiziilen sivinin toplandig1 yerdir ve idrarin olusumu burada baglar. Medulla,
icinde bir¢ok piramit seklindeki boliimden olusur. Bu piramitler, bir papilla ad1 verilen
kiigiik bir kanal sistemi tarafindan toplanarak pelvise dokiiliir. Pelvis, bobreklerin ig¢

boliimiidiir ve bobreklerin idrarini topladig: yerdir. Pelvis, bobreklerin merkezinde yer



alir ve bdbrekleri iiretere baglayan bir kanal sistemidir. Idrar, bobreklerden pelvise dogru
akan kiiciik tiipler olan lreterler araciligiyla mesaneye tasinir. Bobreklerin anatomik
yapisi, islevleri i¢in olduk¢a onemlidir. Bu yapinin herhangi bir boliimiinde meydana
gelen bir hasar veya bozukluk, bobreklerin gorevlerini yerine getirmesini engelleyebilir
ve ciddi saglik sorunlarina neden olabilir. Bobreklerin gorevleri arasinda sunlar bulunur
(Kandel et al., 1995):

Atik maddelerin uzaklastirilmasi: Bobrekler, kan dolasimindan atik maddeleri
ve fazla suyu filtreleyerek idrar yoluyla viicuttan uzaklastirir. Bobrekler ayrica kanin asit-
baz dengesini de diizenler.

Kan basincimin diizenlenmesi: Bobrekler, kan basincini kontrol ederek viicudun
tuz-su dengesini saglarlar. Bobreklerde bulunan renin adi verilen bir enzim, kan
basincinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar.

Elektrolit dengesinin saglanmasi: Bobrekler, kanda bulunan elektrolitlerin
(sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum vb.) dengesini saglayarak viicudun saglikli
bir sekilde ¢alismasini saglar.

Eritropoietin iiretimi: Bobrekler, kanda bulunan oksijen seviyesini algilayarak,
kemik iliginde kirmizi kan hiicrelerinin iiretimini saglayan eritropoietin hormonu
iiretirler.

D vitamini sentezi: Bobrekler, D vitamini sentezleyerek, kemik sagligi igin
onemli olan kalsiyum ve fosforun emilimini diizenlerler.

Hemostatik bir organ olan bobrekler viicudun oOnemli bir regiilatoriidiir.
Bobreklerin yagamu siirdiirmedeki rolii, cesitli islevlerin bir bilesimidir. Su ve bir¢ok
elektrolit, negatif viicut dengesi zamanlarinda bobrekler tarafindan korunur ve pozitif
denge zamanlarinda atilir. Asit baz dengesi, su ve elektrolit dengesi ve zararli bilesenlerin

atilmasi baslica gorevlerindendir. Bir bobrek dokusu fonksiyonel bélmeler olan yaklasik



bir milyon nefrondan olusur. Nefronlar bulundugu yere ve henle kulpunun uzunluklarina
gore kortikal veya jukstamediiller olarak isimlendirilir. Fonksiyonel iiniteler olan
nefronlar yapisinda bowman kapsiilii tarafindan ¢evrelenen glomeriiler bir kapillar aga,
bir proksimal tubiile, bir distal tiibiile, bir henle kulpuna ve toplayici duktusa sahiptir.

Bobreklerde yiiksek perfiizyona karsi ¢ok diisiik olan intrarenal direng vardir.
Bobrek ateriydz oksijen farki bu direng farkindan dolay1 % 1.7°dir fakat diger organlarda
yaklasik olarak % 4-5 dolaylarindadir. Bobreklerin oksijen tiiketimi viicudun toplam
oksijen tiiketminin % 7’si kadardir. Bunun biiyiik bir kismini ise tubiillerdeki sodyum
transportuyla ilgilidir ve buna gore degisim gosterir (Guder & Ross, 1984).

2.4. Bobrek Fonksiyon Testleri

Bobrek fonksiyon testleri, bobreklerin ne kadar iyi ¢alistigini degerlendirmek icin
kullanilan laboratuvar testleridir. Bu testler, bobrek hastaliklarinin erken tanisina ve
tedaviye baglamak i¢in gereken Onlemlerin alinmasina yardimci olur (Gowda et al.,
2010).

2.4.1. Ure

Ure (karbamid olarak da adlandirilir) birgok organizmanin maddesidir ve insan
idrarinin ana organik parcasidir (Comba et al., 2016). Fizyolojik 6neme sahip bu bilesik
proteinlerin metabolize edilmesi sonucu meydana gelen amonyagin karacigerde
karbondioksitle iireye donlismesi sonucu olusur. Daha sonra kana gecen iire idrar yoluyla
digar1 atilir. Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek amaciyla bakilan iire klirensi 1
dakikada tireden temizlenen plazma miktaridir. Bobrek hasar1 ve yashilik gibi bir¢ok etken
bobreklerin ireyi viicuttan uzaklastirma kabiliyetini azaltmaktadir (Rosner & Bolton,

2006).
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2.4.2. Kreatinin

Viicutta dogal olarak iiretilen ve ¢ok az miktarda besinlerde bulunan, kreatinden
iiretilen ve 113 Da’lik molekiiler agirliga sahip bir amino asittir. Kreatinin, karacigerde
iiretilen, kas metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan ve viicutta enerji i¢in kullanilan atik
triindiir. Bobrekler tarafindan siiziliip idrar ile atilarak kan dolasimindan
temizlenmektedir. Kreatinin seviyeleri, bobreklerin nasil ¢alistigi hakkinda bilgi verdigi
i¢cin bobrek fonksiyon testleri arasinda siklikla kullanilan bir parametredir. Bobrek hasari
ve bobrek yetmezliginde kandaki kreatinin seviyeleri yiikselmektedir (Kayukov et al.,
2020).

Bobreklerdeki kreatininin bir dakikada temizlenen plazma hacmine kreatinin
klirensi denir. Bu testte kullanilarak, bobreklerin kreatinini ne kadar iyi slizdiigii ve idrar
ile ne kadar atildig1 hesaplanarak bobreklerin ¢alisma durumu ortaya konulur. Kreatinin
Klirensi GFR’nin bir gostergesidir. Nefrotoksisite, akut tiibiiler nekroz gibi bobrek
hastaliklarinda kreatinin klirensi azalir (Zuo et al., 2008).

2.4.3. Urik Asit

Urik asit, piirin niikleotidlerinin katabolizmasindaki son iiriindiir. Memelilerde
adenin, guanin, ksantin veya hipoksantin yapisindaki azotun ¢ogu idrarda iirik asit veya
allantoin olarak meydana gelmektedir. insanlarda iirikaz enzimi olmadig: icin iirik asit
parcalanip allantoine ¢evrilemez. Urik asitinin % 80’1 bobrekler aracilig ile atilir. Plazma
tirik asitin tamami glomeriillerden filtre olarak % 98’1 proksimal tiibiillerden geri emilir.
Tiibiiler reabsorbsiyonu-sekresyon mekanizmasinin gesitli sebeplerden dolay1 bozulmasi
tirik asit filtrasyonunun azalmasina yol agarak hiperiirisemiye neden olur. Kandaki tirik
asit diizeyini viicut agirhigi, genetik yapi, beslenme, yasam tarzi ve sosyal durum gibi
etkenler etkileyebilir. Urik asit renal yolla atildig1 icin bébrek hastaliklarinda iirik asit

seviyeleri yiikselebilmektedir (Khan & Ola, 2012).
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2.5. Nefrotoksisite

Bobrekler ¢esitli fonksiyon ve islevlerini ¢esitli nedenlerden dolay1 kismen veya
tamamen kaybedebilir (Bae et al., 2020). Fonksiyonunda herhangi bir hasar olusan
bobreklerin viicuttaki atik maddeleri atamamasi ve diger fonksiyonlarininda bozulmasi
sonucu organizmada ¢esitli patolojik durumlar olusmaktadir. Bobrek hasarini belirlemek
i¢cin glomeriiler filtrasyon hizinin (GFR) 6l¢iimii ilk basvurulan ve giivenilir olan bir
oOlgiittiir. GFR referans araligi 1 dakida 80 mL’den az ise bobrek hasari s6z konusudur.
Bobrekteki bu hasar iyilestirilmesi miimkiin ve gecici bir durum ise akut bobrek
yetmezligi, kalict bir durum ise kronik bobrek yetmezligi olarak tanimlanir (Griffin et al.,
2019).

2.5.1. Akut Bobrek Hasari

Bobrek  fonksiyonlarinin  hizli  bir sekilde hasara ugramasi olarak
tanimlanmaktadir. Akut bobrek hasarinda atik iirlinler ve idrar atilimi ya ¢ok azalmistir
ya da tamamen kesilmistir. Akut bobrek hasar1 ¢cogunlukla kansizlik ve toksisiteden
kaynaklanmaktadir. Akut bobrek yetmezligi kronik bobrek yetmezligi ile kiyaslandiginda
daha hizli gelisir (Abernethy & Lieberthal, 2002).

Akut bobrek yetmezligi etiyolojisi ve konumuna gore prerenal, intrarenal ve
postrenal olarak 3 kisma ayrilabilir (Girndt, 2017). Prerenal bobrek hasari intravaskiiler
voliimde azalma, sistemik vazodilatasyon, bobrek vazokonstriiksiyon, artmis abdominal
basing ve outputta azalma baslica hasar sebepleridir. Bobrekler yiiksek perfiizyon
yetenegine sahip olduklar i¢in azalan kan akimina oldukga hassastirlar. Bu durumda
parankim hasar1 olmadiysa perfiizyon saglamasi durumunda bobrek fonksiyonlari
genellikle geri doniisiimliidiir (Naderi et al., 2021).

Intrarenal akut bobrek hasar1 uzun siireli iskemi ya da nefrotoksik nedenlerle

olusabilir. Hasar goren kisimlar ise tiibiiller, glomertiller, intrarenal ve interstisyel kan
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damarlar1 olabilir. Bobrege etki eden toksik maddeler endojen ve eksojen olabilir
(Bonavia et al., 2021). Postrenal akut bobrek hasari ise genellikle idrar yollarinda olusan
obstriiksiyonlara bagl olarak olusmaktadir ve obstriiktif etiyoloji ortadan kaldirildiktan
sonra bobrek fonksiyonlar1 diizelir (Kellum et al., 2021).

2.5.2. Kronik Bobrek Hasari

Bobrekler organizmadaki su elektrolit dengesi gibi bircok fonksiyonu ile
metabolik dengeyi saglar ve devam ettirir. Bobrek yapisinin zamanla doniisiimsiiz sekilde
hasar gormesi sonucu kronik bobrek hasari olusur. Glomeriiler filtrasyon oraninda bir
azalma meydana gelir (Webster et al., 2017). Kronik bobrek hasarinin genel tanimini
yapmak gerekirse glomeriiler filtrasyon hizinin 90 giin ya da daha fazla bir siirede 60
mL/dk/1.73 m?nin altinda devam etmesi olarak tanimlanmaktadir (Bia et al., 2010).
Kronik bobrek hasarlarina; kronik pyelonefrit, kronik glomerulonefrit, akut bobrek
yetmezligi, hipertansiyon, diabetes mellitus, orak hiicreli anemi, amilodozis, multipl
myeloma, polikistik bobrek hastaligi gibi birgok neden siralanabilir. Kronik bobrek
hasarinda nefronlar geri doniisiimsiiz olarak zarar gériir (Romagnani et al., 2017).

2.6. Gentamisin ile Nefrotoksisite Olusturulmasi

Gentamisin, aminoglikozid grubuna ait olan bir antibiyotiktir ve Micromonospora
purpurea kiiltiiriinden elde edilir. Aminoglikozitler, merkez kisimda olan hekzos
cekirdegine glikozit bagiyla baglanan iki veya daha fazla amino seker grubundan
olusmaktadirlar. Polaritesi ve suda ¢Oziiniirliigii fazla olan katyonik bir molekiildiir
(Mahi-Birjand et al., 2020).

Gm aminoglikozit grubu icerisinde amikasin antibiyotiginden sonra etki giicii ve
kullanim sahasi olarak ikinci sirada yer alir (Hu et al., 2022). Duyarl1 bakterilerin 30S
ribozomal alt birimine geri doniisiimsiiz olarak baglanir ve bakterinin protein sentezini

inhibe eder. Bu sekilde haberci RNA’ya miidahale eder. Sonug¢ olarak bakteri DNA’s1
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yanlis okunarak anormal ve fonksiyonel olmayan proteinler meydana gelir. Duyarli
bakteriler islevsel proteinlerin olmamasi nedeniyle 6liir. Gm bakteri hiicresine aktif yolla
tasiir. Aminoglikozidlerin duyarli bakteri iizerinde etki gosterebilmesi i¢in hiicre i¢inde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi gerekmektedir. Aminoglikozidlerin anaerobik
bakterileri etkileyememesinin sebebi aktif bir tasima mekanizmasina sahip
olmamasindan kaynaklanmaktadir (Klementa et al., 2022).

Gm’nin intravendz, intramuskiiler, topikal ve oftalmik gibi ¢esitli uygulama
sekilleri mevcuttur. Zehirlenme ihtimalinin yiiksek olmasi nedeniyle bobrek yetmezligi
durumunda kullanilacak gentamisinin dozunda siirekli diizenleme yapilmalidir ve serum
toksisite orani kontrol edilmelidir (Kedir et al., 2022). Gm ile 7 giinden fazla tedavi edilen
hastalarin %30’unda baz1 bobrek yetmezligi belirtileri goriilmektedir (Ali et al., 2011;
Ustuner et al., 2017). Nefrotoksisite tayini ig¢in serum kreatinin seviyesi
degerlendirilmektedir ve Olgiit alinmaktadir. Kreatin diizeyi 0.4-0.5 mg/dL civarinda
olmasi nefrotoksisite olarak kabul edilmistir (Evans et al., 1986; Lode, 1998).

Gm uygulamasindan 24 saat sonra uygulanan dozun % 70’i bobrek tiibiillerinden
geri emilir. Viicuttan atilimi ise neredeyse tamamu glomeriiler filtrasyon yoluyla
olmaktadir. Gm bdbrek tiibiilleri tarafindan yeniden emilmesi ve birikmesi
nefrotoksisitenin olusmasina neden olmaktadir. Ilacin ¢ok az bir kismi safra yoluyla atilir.
Bu nedenle viicuttan atiliminin biiyiikk kismi bobrek fonksiyonuna baglidir (Apaydin
Yildirim et al., 2017; Walker et al., 1999).

Deneysel olarak ratlarda olusturulan bobrek hasar1 modellerinde birgok toksik
etkili maddeler kullanilir. Disaridan alinan ve nefrotoksisiteye sebep olan aminoglikozid
grubu antibiyotikler bu modeli olusturmak igin iyi bir ajandir (Heidarian et al., 2017;

Jacob et al., 2020a).
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Gm sahip oldugu katyonik amino gruplari proksimal tiibiil hiicrelerinin zar
yapisinda bulunan anyonik fosfolipitlere baglanir ve ilag-reseptor kompleksi olusur. Daha
sonra ise tiiblil hiicresine pinositoz yoluyla alinarak lizozom organeline tasinir.
Lizozomlardaki asidik ortam sayesinde gentamisin fosfolipitlere baglanma kapasitesi
artar. Yapilan ¢alismalarda aminoglikozidlerin fosfolipidlerin yapisin1 bozdugu, inositol
trifosfat salintmini inhibe ettigi ve fosfolipazlarin etkisini azalttig1 bildirilmistir. Yaptigi
bu olumsuz etkilerden dolay1 da lizozom membraninda yikima sebep olmaktadir. Buna
ek olarak sadece lizozomlar1 degil mitokondri dahil diger hiicresel elemanlar1 da etkiler.
Bozulan lizozom membrani lizozom igeriginin sitozole bosalmasina neden olur. Yine
hiicre i¢1 enerji sisteminin bozulmasi apoptozu tetikler. Fosfolipitlerdeki degisiklikler,
asit ve baz taginmasi, sodyum-potasyum ATPaz ve adenil siklaz aktivitesinin azalmasi,
azalmis kalsiyum taginmasi gibi membran fonksiyonlarinda birtakim degisiklikler ile
sonuglanir. Mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasi hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin
artmasina sebep olur. Apoptozla sonuglanmasi gereken siireg ise hem oksidatif stres hem
de enerji azligi nedeniyle nekroza dogru ilerler. Gm verdigi bu hasarlar sonucu
glomertiler filtrasyon hizi1 azalir ve nefrotoksisite olusur (Hu et al., 2022; Quiros et al.,
2011; Suzuki et al., 1995).

Mitokondri membranina baglanarak mitokondrilerde oksidatif fosforilasyonu
inhibe eder. Hiicre i¢ci ATP sentezi, mitokondriyal membrandaki degisiklikler, kalsiyum
tasinmasindaki bozulmalar, endoplazmik retikulum stresi ve reaktif oksijen tiirlerinin
tretimi ile baglantilidir. Gm’nin reaktif oksijen tiirlerinin liretimi ve hidrojen peroksit
olusumunu arttirdig1 bildirilmistir (Azouz et al., 2022; Jado et al., 2020).

Bobrek tiibiillerinde gentamisin birikimine bagli olarak tiibiiler nekroz olusur.
Yapilan bazi arastirmalarda ise gentamisinin glomeriiler endotelyal hiicre sayisini ve

porlarin boyutunu azalttigini, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin daralmasina ve bobrek kan
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akiginin azalmasina yol ac¢tigini tespit etmistir. Devam eden bu degisiklikler sonucu akut
bobrek hasar1 olusmaktadir (Balaha et al., 2023; Mahmoud et al., 2021).

Meydana gelen hiicresel tepkiler bobrek hasarinin vaskiiler, tiibiiler ve glomertiler
diizeyde daha da artmasina sebep olarak inflamatuar yanitin gelismesini saglar. Aslinda
kontrollii bir inflamatuar yanit viicut igin yararl bir siirectir. Inflamuar yanit sonucunda
doku ve organlarda hiicresel immun aktivitesi ve bazi mediatorlerin ortaya ¢ikmasina
sebep olur. Notrofiller kanda en fazla bulunan l6kositlerdir ve ilk savunma hattini
olustururlar. Timo6r nekroz faktér (TNF-a), interlokin 6 (IL-6), memeli nétrofil
hiicrelerindeki azurofilik graniillerin ana bilesenleridir; insan monositlerinde mikrobiyal
6ldiirme ve inflamatuar doku hasarinda yer alirlar. Bu nedenle, TNF-a ve IL-6, ¢esitli
inflamatuar faktorlerin neden oldugu doku hasarinin gdstergeleri olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (Apaydin Yildirim et al., 2020; Que et al., 2019). Gentamisin dahil diger
tim aminoglikozid grubu antibiyotikler nefrotoksisite disinda  ototoksisite
olusturmaktadirlar (Govindappa et al., 2019).

Giliniimiizde nefrotoksisiteyi engellemek veya azaltmak igin gesitli stratejiler
gelistirilmistir. Bu stratejiler; en az toksik olan aminoglikozitin se¢ilmesi, tedavi siiresinin
kisitli tutulmasi, dozun ayarlanmasi, hipokalemi ve hipomagnezeminin diizeltilmesidir.
Bu stratejilerin  yaninda bazi ajanlar kullanilarak gentamisinin ve diger
aminoglikozidlerin neden oldugu nefrotoksisiteyi onlemek amaglanmistir. Gentamisin
kaynakli nefrotoksisite ile igili ¢ok fazla ¢alisma mevcut olmasina ragmen gentamisinin
sebep oldugu nefrotoksisiteye karsi kullanilabilecek ajan arayisi hala devam etmektedir
(Apaydin Yildirim et al., 2017; Korani et al., 2019).

2.7. Sitokinler

Sitokinler Yunanca cyto (hiicre) ve kinos (hareket) kelimelerinin biraraya gelmesi

ile olusan, 5-25 kDa araliginda olan, hiicrelere sinyal tasiyarak birbirleriyle iletisim
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kurmalarini saglayan peptid yapili kii¢iik protein molekiilleridir. Hiicre zarina baglanarak
membrandaki ¢ift katli lipid tabakay1 gegemediklerinden dolay: etkilerini hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglayarak gosterirler (Stenken & Poschenrieder, 2015). Sitokinler dogal
immun yanitin ¢ok onemli bir pargasidir. Immun sistem hiicrelerinin aktiflesmesi,
degisime ugramasi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre gogii ve adezyonundan sorumludurlar. Pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptirler (Dinarello, 2007).

Sitokinler interferonlari, interlokinleri, kemokinleri, lenfokinleri ve tiimér nekroz
faktorlerini kapsarlar. Herhangi bir sitokin birden fazla hiicre tarafindan salgilanabilir
(Stenken & Poschenrieder, 2015). Mast hiicreleri, B ve T lenfositler, endotel hiicreleri ve
fibroblastlar gibi ¢ok ¢esitli hiicrelerde iiretilirler. Enfeksiyon, kanser, travma, sepsis,
iskemi ve inflamasyona karsi organizmanin hiicresel ve humoral bagisiklik yanitinda
gorev alirlar. Endojen ve eksojen toksinler sitokinlerin en gii¢lii uyaranlar1 arasindadirlar
(Vilcek & Feldmann, 2004; Zhang & An, 2007).

Sitokinler, bagisiklik sisteminde bir¢ok isleve sahip olan hiicreler tarafindan
tiretilen ve hiicreler arasinda iletisim saglayan bir tiir protein veya peptid hormonudur.
Sitokinler, etkiledikleri hiicrelerin tiiriine ve islevine gore simiflandirilabilirler (Opal &
DePalo, 2000; Pfeffer, 2003; Saini et al., 2020).

Interlokinler: Hiicreler arasindaki iletisimi saglayan ve immun yanitin
diizenlenmesinde gorev alan bir grup sitokindir. Ornegin, IL-2 T hiicreleri tarafindan
salgilanarak T hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini diizenler.

Timor nekrozis faktorleri (TNF-o): Hiicre o6limiini ve inflamasyonu
diizenleyen bir grup sitokindir. TNF-a, 6zellikle makrofajlar tarafindan salgilanarak

inflamasyon ve apoptozis (programli hiicre 6liimii) gibi birgok isleve katilir.
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Interferonlar (IFN): Viral enfeksiyonlar gibi durumlarda immun yanit1 uyararak,
viriislerin ¢ogalmasmi onleyen bir grup sitokindir. Interferonlar, dzellikle enfekte
hiicreler tarafindan iiretilirler ve diger hiicrelerdeki antiviral savunmayi artirirlar.

Kemokinler: Hiicreler arasindaki hareketi diizenleyen bir grup sitokindirler.
Kemokinler, hiicrelerin yaralanma bolgesine yonlendirilmesinde ve inflamasyonun
diizenlenmesinde énemli bir rol oynar.

Immunoglobulinler: B lenfositlerden salgilanan bir grup sitokindirler.
Immunoglobulinler, antikorlar1 olusturan molekiillerdir ve enfeksiyonlara kars1 koruyucu
etki saglarlar.

2.7.1. interlokin-1p

Interlokin-1p (IL-1 B) diizeyi her hiicrede farklidir ve makrofajlar IL-1p sitokini
icin ana kaynaktir. IL-1f salgilanmasini prostoglandinler, IFN-y, IL-10, 1gG ve
kortikosteroidler engeller. IL-1’in 3 formu vardir. Bunlar: IL-1q, IL-1f ve IL-1Ra olarak
adlandirilir. Alfa ve beta formlar1 benzerdir. IL-1 ise bir pro-inflamatuar olarak gorev
yapar. Viicudun patojenlere karst hizli cevap vermesini saglar. IL-1p inflamasyona
onciiliik ederek bagisiklik sisteminin aktive olmasinda 6nemli bir rol {istlenir (Fields et
al., 2019).

IL-1’in baslica gorevleri sunlardir:

e Lokosit goglinii artirir.

e Kollejenaz sentezlenmesini saglar.

e Notrofillerin, B ve T lenfositlerin aktivasyonunu baslatir.
e Diger bircok sitokinin salgilanmasini tetikler.

e PGE salgilanmasini uyarir.

e Endotelyal hiicre proliferasyonunu saglar.
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Hipertermi, duyarli agr1 hassasiyeti, hipotansiyon ve vazodilatasyon IL-1
seviyesinin yiiksek olduguna isarettir (Dinarello, 2018; Fields et al., 2019).

2.7.2. interlokin-6 (1L-6)

Endotel ve monositler tarafindan salgilanan IL-6 l6kosit artisin1 saglayarak dogal
bagisiklig1 baglatir. Sepsis, septik sok ve organ yetmezligi durumlarinda IL-6 diizeyide
dogru orantili olarak artar (Hibi et al., 1996). Artan IL-6 diizeyi C-reaktif protein (CRP)
ve diger akut faz reaktanlarininda salgilanmasini artirir. Yine trombopoez, B hiicre
proliferasyonunu baslatir ve T hiicreleri tizerinde IL-1 ve TNF-a ile sinerjik etki gosterir.
(Vansnick, 1990).

2.7.3. Tiimor Nekroz Faktor (TNF-a.)

Viicutta gram negatif bakterilere karsi salgilanan, 17 kD agirliginda bir sitokindir.
Viicutta asagidaki etkileri gosterir (Graves & Cochran, 2003);

e Lipid metabolizmasi, pihtilasma ve endotel fonksiyonu ilizerinde genis kapsamli
biyolojik etkileri vardir.

e Inflamasyon ve atesi indiikler, akut faz reaksiyonu, kilo kaybi ve antitiimoral
etkileri bulunur.

e Notrofillere de etki ederek endotel hiicrelerinin baglanma fonksiyonunu artirir.

e Notrofillerin bagisiklik sisteminde de gorev almasi i¢in aktive eden elemanlardan
biridir.

e TNF-a, IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF-o’nin kendisini Uretmek tizere
mononiikleer fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik etki
gosterir.

e Viriislere kars1 interferon gibi koruyucu etki gosterir. Bu etkileri viicudun immun
yanitinda ¢ok dnemlidir (Hashiramoto et al., 2010).

e Ozellikle IL-1 ile birlikte projen etki yaparak hasta bireylerde atesi yiikseltir.
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2.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerde serbest radikallerin birikmesi ve bunlarin normalden
daha fazla iiretilmesi sonucu olusan bir durumdur. Serbest radikaller, hiicrelerdeki diger
molekiillere saldirarak oksidasyon reaksiyonlarina neden olurlar ve bu reaksiyonlar hiicre
hasaria, disfonksiyona ve hatta oliime yol acabilirler. Normalde, hiicrelerde serbest
radikallerin iiretimi ile antioksidan sistemler arasinda bir denge vardir ve bu sistemler
serbest radikalleri nétralize ederek hiicrelerin normal fonksiyonlarii siirdiirmelerine
yardimer olurlar. Ancak bu denge bozuldugunda, serbest radikallerin birikmesi sonucu
hiicrelerde oksidatif stres olusur (Pisoschi & Pop, 2015).

Oksidatif stresin bircok nedeni vardir. Bunlar arasinda ¢evresel toksinler, sigara
icmek, alkol almak, UV iginlarina ve radyasyona asirt maruz kalma, asirt egzersiz
yapmak, yetersiz beslenme, stres ve yaslanma sayilabilir. Oksidatif stresin birgok
hastaligin patogenezinde Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bunlar arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet, Parkinson ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif
hastaliklar ve diger bir¢ok kronik hastalik yer almaktadir. Oksidatif stresin olumsuz
etkilerini azaltmak i¢in antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, selenyum, ¢inko, beta-
karoten, lutein vb.) tiiketmek, saglikli bir yasam tarzi benimsemek ve toksinlere maruz
kalmaktan kaginmak olduk¢a 6nemlidir (Poljsak et al., 2013).

2.9. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron i¢eren
atom veya molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller kendilerini nétralize etmek i¢in diger
yapilardan elektron alma egilimine neden olur. Serbest radikaller yar1 d6mrii ¢ok kisa ve
son derece reaktiftirler. Zincirleme reaksiyonlar ile yeni radikaller iireten, organizmada
biyomolekiillerin yapisini bozarak onlar1 hasara ugratabilen maddelerdir. Singlet oksijen

(*0y), hidroperoksi radikalleri (HOO), lipid peroksit radikalleri (ROO"), nitrik oksit (NO
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), lipid peroksitleri (LOO™) ve peroksinitrit (ONOQO™) diger dnemli serbest radikallerdir.
Oksijen radikallerinin disinda azot i¢eren serbest radikallerde genis ve 6nemli bir ailedir
(Unsal et al., 2020).

Bunun yaninda gecis elementleri de denilen Fe, Cu, Mn, Mo, gibi baz1 metal
iyonlar1 da eslenmemis elektron bulundurur. Buna ragmen serbest radikal olarak
degerlendirilmezler, fakat serbest radikal olusumunda rol oynarlar (Finaud et al., 2006).

2.9.1. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Lipitler: Coklu doymamis yag asitleri serbest radikallere kars1 oldukga
dayaniksizdirlar.

Proteinler: Siilfhidril gruplarinin oksidasyonu ve bazi amino asitlerin degigsmesine
neden olurlar. Serbest radikaller proteinlerin biyolojik aktivitelerini par¢alanma, ¢apraz
baglanma ve agresyon yoluyla zarar vererek bozabilirler.

Karbonhidratlar: Normal kosullarda monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu H20-
aciga cikar. Glikasyon ile proteinler serbest radikallere kars1 hassaslasir.

Niikleik asitler: DNA molekiiliinde kirilmalar ve bazlarin parcalanmasina yol
acarlar. Meydana gelen bu zararlar mutasyon ve sitotoksisite ile baglantilidir. Bunlara
neden olan serbest radikaller kanserojenezde onemli rol oynarlar (Unsal et al., 2020).

2.9.2. Serbest Radikal Cesitleri

Siiperoksit Radikali (02-7)

Yar1 6mrii oldukga kisa olan bu radikal genellikle mitokondriyal elektron transport
sisteminde NADH’m (Nikotinamid adenin diniikleotid) NAD™’a okside olmasi ile
meydana gelir. Buna ek olarak bircok oksidaz enzimi tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarda da ortaya ¢ikar. Radikali tehlikeli kilan ise H2O> molekiiliine onciiliik
etmesi ve bazi iyonlar1 indirgemesidir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile O2 ve H202

olusturur (Chiaradia et al., 2021; Vona et al., 2021).
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Hidrojen Peroksit (H202)

Diger serbest radikaller gibi iyon yiiklii degildir. Ancak hiicre membranin1 ¢ok
kolay gegerek sitoplazmaya geger ve metal iyonlariyla birlikte OH™ radikalinin
olusmasina sebep olur. Yani metal iyonlar1 ile birlikte ¢ok giiclii bir radikale doniisiir.
Hidrojen peroksit siiperoksitin dismutasyonu sonucu da olusur (Chiaradia et al., 2021).

Hidroksil Radikali (OH")

Organizma i¢in en tehlikeli oksijen radikalidir. Cok giiclii okside edici 6zellige
sahiptir. Radyasyona maruz kalma sirasinda olusabilir. Fenton ve Haber-weiss
reaksiyonlarinda ortaya ¢ikan bir radikaldir. Yarilanma omrii kisa olan bu radikalin
proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi pek ¢ok molekiille tepkimeye girebilir.
Diger en 6nemli hasari ise hiicre membranindaki fosfolipitlerin doymamais yag asitleri ile
oksidan maddelerin varliginda tepkimeye girmesi ve sonu¢ olarak da lipid
peroksidasyonu ile hiicre membran yapisinin bozulmasina sebep olur (Valaei et al., 2021).

Singlet Oksijen (*O2)

H20> gibi ortaklanmamis elektronu yoktur. Serbest radikal olusumuna sebep
oldugundan oldukga etkili bir reaktif oksijen tiiriidiir (Chiaradia et al., 2021).

Nitrik Oksit (NO)

Oldukga toksik ve renksiz bir gazdir. Hem patolojik hem de fizyolojik etkilere
sahiptir. Nitrik oksit sentaz enzimi ile oksijen ve L-arjininden sentezlenir. Nitrik oksit bu
enzim ile endotel ve birgok dokuda iiretilir. Kan basinci, bobrek fonksiyonlarinin ve
vaskiiler tonusun diizenlenmesi gibi bir¢ok gorevi vardir. Hiicrelerde siklik GMP
vasitasiyla protein kinazlari aktive ederler (Finaud et al., 2006).

Nitrik oksit, proteinlerden demiri kopararak yerine kendisi ge¢cmeye ¢alisir.
Fenton reaksiyonunun uyarilmasina sebep olur ve kanserogeneziste gorev alir. SOD

enzimi ile yarismali olarak O2 molekiiliinii baglar ve bunun sonucunda peroksinitrit
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olusur. Peroksinitritin olugsmasi ile nitrik oksitin fizyolojik etkileri bozulur ve oksitadif
etki gosterir. ONOO™ ve NO normalde nitrit ve nitrata yikimlanir. Fizyolojik etkinin
bozulmasi sonucu azot dioksit (NOz), nitronyum iyonu (NO2 *) ve hidroksil radikali gibi

radikallere doniisiir ve 6zellikle proteinlere zarar verir (Capellini et al., 2010).

2.9.3. Serbest Radikallerin i¢ ve Dis Kaynaklar
Serbest radikallerin olusmasinda iki ana neden vardir. Bunlardan biri viicutta
meydana gelen normal hiicresel olaylar, digeri ise ¢evresel etkenlerdir (Seifried, 2007).

Serbest radikallerin olustugu i¢ kaynakli siiregler;

e Solunum sistemindeki serbest elektronlar

e Oksidaz enzimleri ile H2O2 ve O iiretimi

e Membran lipitlerinin peroksidasyonunda zincirleme devam eden tepkimeler
e Peroksizomlarda meydana gelen Oz ve H20- iiretimi

e Prostoglandinlerin salgilanmasi

e Arjininden nitrik oksit iiretimi

e Fagositoz olaylari

e Hemin safra pigmentlerine oksidasyonu

e Oto-oksidasyonun bir sonucu olarak

Serbest radikal olusturan dis kaynaklar;
e Ilac metabolizmasiin bir sonucu olarak
e Iyonlastiric1 radyasyonlar
e O2’nin fotolizi
e Organik molekiillerin foto-uyarilmasi

e Agir metallerin alinimi ile serbest radikal ve OH™ liretimi
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e Alkole bagli olarak lipid peroksidasyonunun olusmasi

e Diyetteki etkenler

2.10. Lipid peroksidasyonu, Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyonu, c¢oklu doymamamis yag asitlerinin serbest radikallerin
etkileri ile alkol, aldehit ve etan gibi iirlinler olugturmasiyla meydana gelen reaksiyonlarin
biitiinlini kapsar. Olduk¢a zararhidir. Lipid peroksidasyonu ii¢ asamada gerceklesir

(Murray et al., 2021).

1. Baslama asamasi: Hidroksil radikalinin etkisi ile ¢oklu doymamis yag asitlerinden
hidrojen atamonu ¢ikarmasiyla baglar. Bunun sonucunda H2O ve L’ ortaya ¢ikar.

2. Yayima asamast: Olusan yag asidi radikali oksijeni alarak peroksil radikali
(LOO") meydana getirir. Daha sonra peroksil radikali baska bir ¢coklu doymamis
yag asidinden hidrojen alarak lipid hidroperoksiti olusturur ve bu reaksiyon
zincirleme devam eder.

3. Sonlandirma agamasi: Coklu doymamis yag asitlerinin tamami oksitlenene kadar

reaksiyon devam eder.

Lipid peroksidasyonu iiriinlerinin biiyiik kismi kararsiz bilesiklerdir. Bunlardan
biri olan MDA lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde biyokimyasal bir belirteg
olarak kullanilir (Mohiti et al., 2021). MDA diisiik molekiil agirliklidir. Ugucu formda
olan MDA kisa zincirli zayif bir asittir (pKa = 4.46) (Tsikas, 2017). Hiicre membraninda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri ve aragidonik asitin yikilmast sonucu MDA olusur.
Malondialdehid oksidatif stres ile dogru oranti gosterir. Yani MDA diizeyi ne kadar
artmigsa hasar da o kadar artmistir. MDA ve diger lipid peroksidasyon iiriinleri

tiyobarbitiirik asit ile tepkimeye girerek pembemsi renk olusturur. Olusan renk
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degisikliginin sebebi tiyobarbitiirik asit reaktifleridir. MDA O6l¢limiiniin temel prensibi
buna dayanmaktadir (Morales & Munne-Bosch, 2019).

2.11. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikallere elektron transferi yaparak ya da onlar1 yok ederek
yapacaklar1 hasar1 6nlemeye calisan madde olarak tanimlanabilir. Serbest radikallerin
olusmast ve antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesi fizyolojik bir siiregtir.
Antioksidanlar bir¢ok sekilde smiflandirilabilirler. Antioksidanlarin bazilar1 disaridan
diyetle alinirken, bazilari organizmada belirli bir diizeyde sentezlenirler. Siniflandirmay1
yaparken enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak 2 kisma ayirabiliriz
(Begum et al., 2021; Davidovic et al., 2021; Durackova, 2010; Qi & Dong, 2021).

2.11.1. Enzimatik Antioksidanlar (Primer antioksidanlar)

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikaline karst en onemli savunma mekanizmasidir. Cok yiiksek
reaktif 6zellige sahip siiperoksitin daha az reaktif olan H202’ye doniigsmesini saglayan
reaksiyonu katalize eder. Siiperoksit radikali igin ilk savunma hatti denebilir. Insan
organizmasinda 3 ¢esit SOD formu vardir. Bunlar sitozolik, mitokondriyal ve hiicre dis1
SOD olarak adlanlandirilirlar. Glikoprotein yapisinda olan SOD’un oksijen tiiketiminin
fazla oldugu dokularda aktivitesinin yiiksek oldugu bilinmektedir (Forman & Zhang,
2021; Fujii et al., 2021).

Katalaz (CAT)

Katalaz, hiicrelerimizdeki oksidatif stresi ndtralize etmek i¢in 6nemli bir enzimdir.
Bu enzim, hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistiirerek notralize eder. Katalazin ana
gorevi, hiicrelerimizi oksidatif stresin zararli etkilerinden korumaktir. Karaciger
dokusundan kristal formda izole edilen bu enzim peroksizomlarda konumlanmistir.

Katalaz enzimi her alt {initesinde NADPH ve hem grubu barindirir. Eritrositlerde
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aktivitesi ¢ok yliksektir. Mitokondride olusarak sitozole gecen H202’yi yikimlanmasinda
gorev alir. Bu sayede bazi fizyolojik fonksiyonlarda gorev alan H2O>’yi gerekli diizeyde
tutar (Hayes et al., 2020).

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Onemli bir antioksidan olan bu enzim hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayan
bir enzimdir. Yapisinda 4 adet selenyum atomu igerir. Sitozolik bir enzim olan GPx az
miktarda mitokondrilerde de bulunur. Hidrojen peroksitin suya yikimlanmasi sirasinda
indirgenmis glutatyonun (GSH) oksitlenmis glutotyona (GSSG) doniisiimii sirasinda
gerceklesir. Indirgenmis glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar iiretilir. Bu
reaksiyonda NADPH varliginda miimkiindiir. Azalmig GPx aktivitesi antioksidan
mekanizmasindaki etkinligin bozuldugunu gosterir (Tian et al., 2021).

Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, FAD (flavin adenin diniikleotid) igeren ve
hiicrelerimizde oksidatif stresi 6nlemek i¢in dnemli bir enzimdir. Glutatyon (GSH) adi
verilen bir antioksidan molekiiliiniin yenilenmesinde anahtar bir rol oynar. Bu enzim,
glutatyonun okside olmus formunu (GSSG) glutatyonun indirgenmis formuna (GSH)
doniistiiriir. Glutatyon rediiktaz NADPH adi1 verilen bir molekiiliin varligina bagimlidir
(Hayes et al., 2020).

2.11.2. Non-enzimatik Antioksidan Sistem (Sekonder antioksidanlar)

Sekonder antioksidanlar, birincil antioksidanlarin oksidasyonunu yavaglatmak
veya Onlemek i¢in kullanilan diger antioksidanlardir. Birincil antioksidanlar, ROS etkisiz
hale getirerek serbest radikal zincir reaksiyonunu durdurur. Ancak, birincil antioksidanlar
kendileride zamanla okside olabilirler. Bu nedenle, ikincil antioksidanlar okside olmus

birincil antioksidanlar1 yenileyerek onlar1 tekrar etkin hale getirerek oksidatif hasarin
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devam etmesini engeller. Sekonder antioksidanlara asagidaki siralananlar birer 6rnektir

(Nishimura et al., 2021).

e Tokoferoller (E vitamini):
e Askorbik asit (C vitamini):
e Karotenoidler:

e Selenyum:

e o-Lipoik asit:

e Kafein

e Flavonoidler

Metabolik antioksidanlar da asagida siralanmistir (Valaei et al., 2021):
e Urik asit
e Seruloplazmin
e Transfferin
e Bilirubin
e Haptoglobin
Glutatyon (GSH): Glutatyon, ii¢ amino asitten olusan bir tripeptit molekiiliidiir:
glutamik asit, sistein ve glisin. GSH, hiicrelerde yaygin olarak bulunan gii¢lii bir
antioksidandir ve serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarin1 6nlemeye yardime1
olur. Ayrica, hiicrelerin normal islevlerini siirdiirmesine yardimer olan bir¢ok biyolojik
islevde yer alir. GSH, oksidatif stresin azaltilmasinda énemli bir rol oynar. Hiicreler,
GSH’yi serbest radikallerle etkilesime sokarak onlar1 notralize eder. Bu siiregte, GSH
okside olur ve glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan tekrar indirgenerek glutatyon
yeniden elde edilir. Bu dongii, hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasina yardimci olur

(Mates et al., 2012; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).
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2.12. Apoptoz

Apoptoz, embriyolojik gelisimden eriskin dokunun yasami boyunca gergeklesen,
hiicrelerin kontrollii olarak kendilerini yok ettigi, fizyolojik ve patolojik olarak
diizenlenen bir hiicresel siirectir. Bu siireg, hiicre cogalmasi ve 6liimii arasindaki dengenin
korunmasinda kritik bir rol oynar. Apoptoz terimi, ilk kez Kerr ve arkadaslar1 tarafindan
1972 yilinda kullanilmistir (EImore, 2007).

Organizmada siirekli olarak yeni hiicreler olusurken, ayn1 zamanda var olan
hiicrelerin de 6lmesi de gerekmektedir. Bu durum, dokularin homeostazini saglamak igin
Oonemlidir. Apoptoz, genetik olarak programlanmis mekanizmalar igerir ve dokularin
devamliligin1 saglamak i¢in apoptoz ve mitoz arasindaki dengeyi siirdiiriir (Favaloro et
al., 2012). Ornegin, embriyolojik dénemde, kadmlarda menstrual déngiide ve bazi
fizyolojik durumlarda, gdrevini tamamlamis, yaslanmis, enfekte olmus, DNA hasarli
veya radyasyona maruz kalmis hiicrelerin fizyolojik apoptoz yoluyla yok edilmesi
gerceklesir (Favaloro et al.,, 2012). Ancak bazi durumlarda, dokularda apoptozun
diizensiz bir sekilde artmasi1 veya azalmasi patolojik apoptoza yol agabilir. Patolojik
apoptoz, kanser, norodejeneratif hastaliklar (Parkinson ve Alzheimer gibi),
kardiyovaskiiler bozukluklar, otoimmun hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi bir¢ok
hastaligin patogenezinde nemli rol oynayabilir. Ozellikle kanser, kontrolsiiz hiicre
cogalmasi ve azalmis apoptoz ile karakterize edilir. Bu nedenle, kanser tedavilerinde
apoptotik yolaklarin aktivasyonu, dnemli bir hedef olarak kabul edilmektedir (Carneiro
& El-Deiry, 2020; Kumar & Pandey, 2013).

Sonug olarak, apoptoz hiicresel diizeyde 6nemli bir siire¢ olup, embriyolojik
gelisimden erigkin doku homeostazina kadar bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumda etkili
olan molekiiler mekanizmalar icermektedir. Apoptozun anlasilmasi, hastaliklarin

patogenezi ve tedavisi agisindan 6nemli bir arastirma alani1 olmustur.
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Apoptotik hiicreler, morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle belirlenebilen 6zel
Ozellikler gosterir. Bu Ozellikler, ¢evre hiicrelerden ve diger hiicre oliim tiplerinden
kolayca ayirt edilebilir. Apoptoz sirasinda, hiicrenin sekli yuvarlaklasir, komsu hiicrelerle
baglantilar1 kopar, biiziilerek kiiciiliir ve kromatin ve sitoplazma yogunlasmasi goriliir.
Ayrica, apoptotik hiicre yiizeyinde tomurcuklanmalar olusur. Bu karakteristik morfolojik
degisiklikler, apoptotik hiicreleri diger hiicre Oliim tiplerinden ayiran belirgin
Ozelliklerdir. Apoptozun son agsamasinda, hiicre membraniyla birlikte hiicre yiizeyinden
ayrilan pargalar apoptotik cisimcikleri olusturur. Apoptotik cisimciklerin yiizeylerinde
makrofajlar tarafindan taninmayi saglayan sinyaller bulunur. Bu sayede, makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilirlar. Bu siire¢, dokuda inflamatuar yanitin
olugmasini 6nler ve ¢evre hiicrelere zarar verme riskini azaltir. Bu 6zellik, apoptozu diger

hiicre 6liim tiplerinden, 6zellikle nekrozdan ayiran 6nemli bir farkliliktir (Xu et al., 2017).

Bunun sonucunda, apoptoz sirasinda hiicrelerin morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler gostermesi, bu siirecin taninmasini ve diger hiicre oliim tiplerinden ayirt
edilmesini saglar. Apoptotik hiicrelerin karakteristik 6zellikleri, apoptozun sagladigi
hiicresel diizenin korunmasina katkida bulunur ve dokuda inflamasyonun 6nlenmesine
yardimct olur. Apoptoz siirecinde, biyokimyasal degisikliklerin yani sira kaspazlarin
aktivasyonu, DNA ve protein yikimi, membran degisiklikleri ve hiicrenin fagositik
hiicreler tarafindan hizla temizlenmesi gibi olaylar gézlemlenir. Apoptozun biyokimyasal
aktivasyonu, Bcl-2 ailesi iiyeleri ile Apaf-1 (Apoptoz Aktive Edici Faktor) ve kaspazlarin
etkilesimiyle gergeklesir. Bu etkilesimler, apoptozda meydana gelen morfolojik
degisikliklere yol acar. Apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik degisiklikleri, tiim hiicre
tiplerinde 6nemli dl¢lide benzerlik gosterir. Apoptozun baglamasindan hiicrenin tamamen
yok edilmesine kadar gegen siire, genellikle birkag saat kadar siirer. Bu siire, hiicre tipine,

uyarici etkene ve apoptotik yolaklara bagli olarak degiskenlik gosterebilir (Wong, 2011).

29



Apoptoz, hiicrelerin programli bir sekilde 6lmesini saglayan karmasik bir siirectir.
Bu siirecte, biyokimyasal degisiklikler ve molekiiler etkilesimlerin yani sira morfolojik
degisiklikler de meydana gelir. Bu degisikliklerin zamanlamas1 ve siiresi, apoptozun
spesifik baglamina ve hiicre tipine bagli olarak degisir. Boylece, apoptozda biyokimyasal
degisiklikler, kaspaz aktivasyonu, DNA ve protein yikimi, membran degisiklikleri ve
hiicrenin hizli temizlenmesi gibi olaylar gozlenir. Morfolojik degisiklikler, farkli hiicre
tiplerinde benzerlik gosterir ve apoptozun baslamasindan tamamlanmasina kadar gecen
stire degiskenlik gosterebilir. Apoptoz, karmasik bir siire¢ olup, hiicre tipine ve apoptotik
yola bagli olarak farklilik gosterebilir (Wong, 2011).

Apoptoz, evrimsel siiregte korunan ve genetik olarak siki bir sekilde kontrol edilen
biyolojik bir siirectir. Apoptozun gerceklesmesini saglayan tiim bilesenler, DNA'da
kodlanmis olup, apoptoz sinyali aldiklarinda etkinlestirilirler. Apoptozun baslamasi i¢in
bir uyarana ihtiya¢ vardir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 bir¢cok uyarici apoptoza yol
acabilir. Bu uyaricilar arasinda TNF-a, insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF), néron
bliylime faktorii (NGF), glukokortikoidler, radyasyon, sitotoksik ilaglar, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlar, sitokinler, p53 aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve DNA
hasar1 bulunur. Bu uyaranlarin varlig1 apoptoza yol agarak mitokondri i¢ yol (intrinsik)
veya Oliim reseptorlerini igeren dis yol (ekstrinsik) lizerinden kaspazlarin aktivasyonunu
tetikler (Loreto et al., 2014). Kaspazlar, tiim apoptotik yollarin ortak noktasidir ve hem
baslatict hem de uygulayici (efektor) olarak apoptoz mekanizmasinin merkezinde yer alir.
Iki yol arasinda baglantilar bulunur ve yapilan arastirmalar bir yolun molekiillerinin diger
yolun molekiillerini etkiledigini gdstermistir. Ayrica, daha az yaygin olan T-hiicre aracili
sitotoksisite ve perforin-granzim bagimli hiicre 6liimii gibi bir yol daha vardir. Bu siiregte,
apoptoza giden bir hiicrenin kararin1 Bel-2 ailesi proteinlerinin dengesi belirler (Pistritto

etal., 2016).
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Apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum gibi iyonlar, bazi genler, molekiiller
(seramid), proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) rol oynar. Apoptoz sirasinda,
hiicre i¢ine siirekli olarak kalsiyum girisi olur. Ancak, bu kalsiyum girisi apoptozun
gerceklesmesi icin zorunlu degildir. Sonug olarak, apoptoz evrimsel olarak korunan bir
siire¢ olup, genetik olarak siki bir sekilde kontrol edilir. Apoptozun baglamasi i¢in
uyaranlar gereklidir ve bu siliregte kaspazlarin aktivasyonu onemli bir rol oynar.
Apoptozun diizenlenmesinde cesitli molekiiler bilesenler ve faktorler etkili olur. Bu
karmagik siire¢, hiicrenin 6limiinii yonetmek ve homeostazi saglamak i¢in énemlidir
(D'Arcy, 2019; Poon et al., 2014).

2.12.1. Bcl-2

Bcl-2 protein; Bcl-2 protein ailesinin bir {iyesi olarak gérev yapan anti-apoptotik
bir proteindir. Apoptozu tetikleyen (Bax, Bak, Bim) ve bastiran (Bcl-2, Bcl-x) birgok
proteinin bulundugu Bcl-2 ile iliskili protein ailesi vardir. Hiicrenin hayatta kalma
yetenegi, bu gen ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiyelerinin oranina baghdir. Bax
proteini, Bcl-2 protein ailesinde kodlanan bir proteindir. Bcl-2 ailesi tiyeleri, heterodimer
veya homodimer kompleksleri olusturabilir. Farkli hiicresel aktivitelerde anti-apoptotik
veya pro-apoptotik diizenleyici olarak islev goriirler (Loreto et al., 2014; Rahman et al.,
2021). Bcl-2, Bax ile bir heterodimer olusturabilir ve apoptozun bir aktivatorii olarak islev
gorebilir. Bax ile Bcl-2 arasindaki iligki ve oran, bir hiicrenin bir apoptotik uyariya yanit
olarak hayatta kalmasini veya 6lmesini belirler. Bcl-2/Bax oranindaki artis veya azalma,
apoptozun inhibisyonu veya aktivasyonu ile sonuglanir. Bcl-2/Bax orami artarsa,
apoptozis inhibe edilirken, oranin azalmasi pro-apoptotik olaylarin gerceklesmesine

neden olur (Brunelle & Letai, 2009; Pistritto et al., 2016).
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2.12.2. Bax

Apoptozun diizenlenmesi, Bcl-2/Bax gen ailesi tarafindan saglanmaktadir. Bu gen
ailesinin 20 liyesi tespit edilmistir; bazilar1 apoptozu inhibe eden (antiapoptotik) olarak
islev goriirken, digerleri apoptozu tetikleyen (proapoptotik) genler olarak tanimlanir. Bax
(pro-apoptotik) proteinleri, apoptotik sinyali aldiktan sonra mitokondri zariin iyon
gecirgenligini azaltarak etki gosterir. Bu zar degisiklikleri, mitokondri zarinda bulunan
sitokrom ¢ ve AIF (Apoptoz Indiikleyici Faktor) gibi faktorlerin sitoplazmaya gegisine
yol agar (Lalier et al., 2007). AIF yogunlasmis kromatine ve parcalanmis ¢ekirdege
dogrudan ydnlendirilirken, sitoplazmadaki sitokrom c¢ apoptozun son asamasinda rol
oynar. Sitokrom c, Apaf-1 adi verilen bir sitoplazmik protein ile etkilesime girerek
prokaspaz-9'un aktivasyonunu saglar. Olusan bu kompleks "apoptozom" olarak
adlandirilir. Prokaspaz-9'un aktiflesmesiyle bir dizi kaspaz aktivasyonu gergeklesir ve
apoptozun diizenlenmesi devam eder (Pena-Blanco & Garcia-Saez, 2018).

2.12.3. Kaspaz-3

Kaspazlar, programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) siirecinin 6nemli araglaridir.
Kaspaz-3, bir¢gok dnemli hiicresel proteinin 6zel bdliinmesini katalizleyen, sik aktive olan
bir Olim proteazidir. Ancak bu (veya herhangi bir) kaspazin apoptozdaki spesifik
gereksinimleri hala tam olarak bilinmemektedir. Kaspaz-3 aktivasyonu, mitokondriyal
sitokrom-c salimmina ve kaspaz-9 fonksiyonuna bagimli veya bagimsiz olarak
tanimlanmistir. Kaspaz-3, diger apoptotik senaryolarda doku, hiicre tipi veya 6liim uyarisi
icin Ozellikle 6nemli veya temel bir rol oynar. Apoptoz icin kritik bir gereklilik olan
apoptotik kromatin yogunlasmasi ve DNA par¢alanmasi, ¢aligilan tiim hiicre tiplerinde
kaspaz-3'e bagimlidir. Bu nedenle, kaspaz-3 hiicre lizisi ve apoptotik cisimlerin olusumu
icin 6nemlidir, ancak hiicrenin canlihiginin kaybindan once veya oOncesinde de islev

gorebilir (Jiang et al., 2020; O'Brien & Kirby, 2008; Pu et al., 2017).
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2.13. NF- xB

NF-kB (Nuclear Factor-kappa B), hiicre i¢indeki bir protein kompleksidir ve
bagisiklik sistemi hiicrelerinin enfeksiyonlara, yaralanmalara ve diger ¢esitli streslere
yanit vermesinde o©nemli bir rol oynar. NF-xB, hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya
baglanabilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu faktoriin etkinligi, hiicredeki cesitli
uyaranlara yanit olarak kontrol edilir. Ornegin, NF-kB, sitokinler, viriisler, bakteriler ve
inflamatuar molekiiller gibi birgok sinyal tarafindan aktive edilebilir (Habib et al., 2021).

NF-xB, 5 alt birimden olusan bir protein kompleksidir: p50, p52, RelA (p65), c-
Rel ve RelB. Bu alt birimlerin farkli kombinasyonlari, NF-kB'nin aktivitesini ve hedef
genlerin ifadesini belirler. NF-kB'nin gorevleri arasinda iltihaplanma, bagisiklik yaniti,
hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi ve apoptoz gibi biyolojik siire¢leri diizenlemek
yer alir. NF-kB, bagisiklik sistemi hiicrelerinin enfeksiyonlarla miicadele etmek ve
inflamasyon gibi durumlarda bagisiklik yanitin1 diizenlemek i¢in gen ifadesini
diizenleyen birgok hedef geni aktive eder (Yu et al., 2020).

Ancak, NF-kB asir1 aktive oldugunda, oksidatif stres ve kronik inflamasyona
neden olabilir, bu da bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynayabilir. Bu nedenle, NF-kB
aktivasyonunu inhibe eden bazi ilaglar ve diger terapotik miidahaleler gelistirilmektedir.
NF-kB, bagisiklik sistemi hiicrelerinde ve diger dokularda bulunan bir transkripsiyon
faktoriidiir ve cesitli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. NF-kB,
hiicre stresi, enfeksiyonlar ve inflamasyon gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan aktive edilir
ve hiicre 6liimii, inflamasyon, bagisiklik yanit1 ve hiicre biiyiime ve farklilagsmasi gibi
birgok biyolojik siireci diizenler (Hariharan et al., 2021).

Nefrotoksisite, bobrek dokusunda zararli etkiler yaratan bir durumdur ve birgok
nedeni olabilir. Nefrotoksisiteye neden olan maddeler arasinda toksinler, ilaglar ve

enfeksiyonlar yer alir. Baz1 ¢caligmalar, NF-kB'nin nefrotoksisitenin bir¢ok formunda rol
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oynadigin1 gostermistir. NF-kB, nefrotoksisiteye neden olan c¢esitli mekanizmalarin
diizenlenmesinde rol oynar. Ornegin, NF-xB'nin aktivasyonu, proinflamatuar sitokinlerin
(6rnegin, TNF-o ve IL-1B) salinimimi artirarak inflamasyonu artirabilir. Buda,
nefrotoksisiteye neden olan toksinlerin veya ilaglarin bobrek dokusunda hasara neden
olmasina yol agabilirler. Ayrica, NF-xB'nin aktivasyonu, oksidatif stresin artmasina ve
apoptozun artmasina neden olabilir bu da nefrotoksisiteye katkida bulunabilir (Albalawi
et al., 2023; Ozbek et al., 2009).

NF-xB'nin nefrotoksisiteye neden olan mekanizmalar1 arasinda, inflamasyonun
artmasi, oksidatif stresin artmasi ve apoptozun artmasi yer alir. NF-«B'nin
nefrotoksisitedeki rolii, NF-kB'yi bloke eden maddelerin kullanimiyla azaltilabilir. Bu
nedenle, NF-kB blokaji, nefrotoksisitenin onlenmesinde potansiyel olarak faydali bir
stratejidir (Balaha et al., 2023).

2.14. TLR-4

TLR-4 (Toll-like receptor 4), hiicre ylizeyinde bulunan bir reseptor proteinidir ve
bagisiklik sistemi hiicrelerinin enfeksiyonlara ve hasara karsi tepkilerini diizenler. TLR-
4, patojenlerin hiicre yiizeyindeki bilesenlerini tanir ve baglanir, boylece bagisiklik
sistemi hiicreleri enfeksiyonla miicadele etmek i¢in uygun yanit1 verebilirler. TLR-4, ayn1
zamanda endotoksin olarak bilinen bakteriyel lipopolisakkaritleri (LPS) taniyabilen bir
reseptordiir. LPS, gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan bir molekiildiir ve
enfeksiyonlarin yani sira kronik inflamasyon gibi durumlarla da iliskilendirilir (Boozari
etal., 2019).

TLR-4, hiicre yiizeyindeki bir transmembran proteinidir. Dis ylizeydeki
ekstraseliiler bolgede, patojenlerin taninmasinda 6nemli olan lektin baglayici alanlari
(LBD) bulunur. I¢ kisimda ise, sinyal transdiiksiyonu icin gerekli olan bir sitoplazmik

bolge yer alir (Akira & Takeda, 2004).
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TLR-4'ln gorevleri arasinda patojen taninmasi, inflamasyon ve bagisiklik
yanitinin diizenlenmesi, doku hasar1 ve enfeksiyonlara kars1 savunma mekanizmalarinin
baslatilmasi yer alir. TLR-4 aktivasyonu, hiicrelerdeki sitokinlerin ve diger inflamatuar
molekiillerin salinimina neden olur ve bdylece enfeksiyonlara ve diger patolojik
durumlara kars1t bagisiklik sistemi hiicrelerinin mobilizasyonunu ve koordinasyonunu
saglar. Ancak, TLR-4 asir1 aktive oldugunda, inflamasyon ve oksidatif stres gibi yan
etkilere neden olabilir. Bu nedenle, TLR-4’iin aktivasyonunu inhibe eden bazi ilaglar ve
diger terapotik miidahaleler gelistirilmektedir (Wang et al., 2019).

TLR-4’lin nefrotoksisitenin bir¢ok formunda rol oynadigini goster ¢alismada.
LPS’nin TLR-4'tin dogal ligand1 oldugu ve bobrek dokusunda TLR-4'1 aktive etmesi
sonucu nefrotoksisiteye neden oldugu tespit edilmistir (Nair et al., 2014). Bazi ilaglarin
(aminoglikozid antibiyotikler), TLR-4'ii aktive ederek nefrotoksisiteye neden oldugu
bildirilmistir (Pakfetrat et al., 2022). Benzer sekilde, baz1 kanser kemoterapi ilaglarinin
da TLR-4’ti aktive ederek nefrotoksisiteye neden olduguna dair ¢alisma mevcuttur
(Gonzalez-Guerrero et al., 2017).

TLR-4'ln nefrotoksisiteye neden olan mekanizmalar1 arasinda, inflamasyonun
artmasi, oksidatif stresin artmasi ve apoptozun (programlanmis hiicre 6liimii) artmas1 yer
alir. TLR-4'lin nefrotoksisiteye neden olan etkileri, TLR-4'lin antagonisti olarak bilinen
maddelerle bloke edilebilir. Bu nedenle, TLR-4 antagonizmi, nefrotoksisite tedavisinde
potansiyel olarak faydal bir stratejidir (Mohammed & Safwat, 2020).

2.15. HO-1

HO-1 (Heme Oksijenaz-1), hiicrelerde bulunan bir enzimdir ve hiicrelerin
oksidatif stres, inflamasyon ve diger stres faktorlerine karsi korunmasinda énemli bir rol
oynar. HO-1, hiicrelerin hemoglobin, miyoglobin ve diger heme igeren proteinlerin

parcalanmas1 yoluyla heme gruplarini serbest birakmasini saglayan bir enzimdir. Bu
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serbest heme gruplari, oksidatif stres ve inflamasyon gibi durumlarda hiicrelere zarar
verebilir. HO-1, serbest heme gruplarini oksijen ve karbon monoksit (CO) ile reaksiyona
sokarak, heme grubunu ¢oziiniir bir bilesik olan biliverdin ve ayni1 zamanda Sitokrom
P450 enzim sistemi i¢in bir substrat olan Fe?* ye doniistiiriir. Bu doniisiim, heme
gruplarindan kaynaklanan toksik etkileri onler ve ayn1 zamanda hiicrelerin antioksidan
kapasitesini artirir (J. Zhang et al., 2021; Q. Zhang et al., 2021).

HO-1, oksidatif stres, inflamasyon, hipoksi, iskemi, yiiksek kan basinci, agir
metaller, UV 1sinlar1, kanser ve diger stres faktorleriyle kars1 karsiya kalan hiicrelerde
yiikselir. HO-1 ayrica, hiicrelerin apoptoz ve inflamasyonu kontrol etmek i¢in sinyal
yollarima miidahale eder (Fernandez-Mendivil et al., 2021).

HO-1'nin yapisi, diger heme oksijenaz enzimleriyle benzerdir ve aym katalitik
etkiyi gosterir. HO-1, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur ve 288 amino asit uzunlugunda
bir proteindir. HO-1 geni, insanlarda 22. kromozomda bulunur ve birden fazla promotorii
vardir. HO-1, oksidatif stres ve diger stres faktorlerine karsi hiicrelerin korunmasinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle, HO-1 aktivitesini artiran ilaglar ve diger terapotik
miidahaleler, oksidatif stres ve inflamasyonla iligkili bircok hastaligin tedavisinde
potansiyel olarak faydali olabilir (Albarakati et al., 2020).

HO-1'in nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi, birka¢ mekanizma araciligiyla
gerceklesir. HO-1'in antioksidan etkisi, oksidatif stresin azaltilmasina yardimer olur ve
bdylece hiicre hasarini dnler. Ayrica HO-1, inflamasyonu azaltarak ve anti-apoptotik etki
gostererek nefrotoksisiteye karsi koruma saglayabilir. HO-1'in nefrotoksisiteye karsi
koruyucu etkisi, hiicrelerin toksik heme molekiillerinden arindirilmasma da baghdir.
Toksik heme molekiilleri, hiicrelerde oksidatif stresi artirarak hiicre hasarina neden olur.
HO-1'in toksik heme molekiillerinin parcalanmasina yardimei olmasi, oksidatif stresin

azaltilmasina ve boylece hiicre hasarinin 6nlenmesine katkida bulunur (Cai et al., 2022).
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2.16. Nrf-2

Nrf-2 (Niikleer faktor eritroid tiirevli 2 benzeri 2), hiicrelerde bulunan bir
transkripsiyon faktoriidiir ve antioksidan yanit yoluyla oksidatif stresle miicadelede
onemli bir rol oynar (Saha et al., 2020).

Nrf-2, hiicrenin sitoplazmasinda bulunur ve hiicre i¢indeki reaktif ROS artmasi
durumunda aktive olur.  Aktif Nrf-2, niikleusa go¢ eder ve hedef genlerin
transkripsiyonunu artirir. Bu hedef genler arasinda antioksidan enzimler (6rnegin
glutatyon S-transferaz, siiperoksit dismutaz, katalaz), hiicre siklusu regiilatorleri ve diger
stres yanit1 genleri yer alir (Hu et al., 2021).

Nrf-2, hiicrenin antioksidan kapasitesini artirarak, hiicreleri ROS'larin zararh
etkilerinden korumaya yardimci olur. Nrf-2 ayrica, inflamasyon, oksidatif stres, toksik
maddeler ve diger stres faktorleriyle iliskili bir¢ok hastalikta da koruyucu bir rol oynar.
Bu hastaliklar arasinda kanser, ndrodejeneratif hastaliklar, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve diger oksidatif stresle iligkili hastaliklar yer alir. Nrf-2, hiicre iginde
oksidatif stres diizeylerini algilayan bir sensordiir ve ROS seviyeleri arttiginda Nrf-2
artar. Aktif Nrf-2, hiicrenin antioksidan kapasitesini artirarak, ROS'larin zararli
etkilerinden korur. Nrf-2’nin yapisi, bZIP (basic leucine zipper) bir transkripsiyon
faktoriidiir ve insanlarda Nrf-2 geni 2. kromozomda bulunur (Chowdhury et al., 2022).

Nrf-2, hiicrelerin oksidatif stres ve diger stres faktorlerine karsi korunmasinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle, Nrf-2’yi artiran ilaglar ve diger terapotik miidahaleler,
oksidatif stres ve inflamasyonla iligkili bircok hastaligin tedavisinde potansiyel olarak
faydali olabilir. Ancak, Nrf-2’nin asir1 aktivasyonu, kanser hiicrelerinin hayatta kalma ve
¢ogalma yetenegini artirabilir. Bu nedenle, Nrf-2 aktivitesinin dengelenmesi, tedavi
stratejilerinde Onemlidir. Nrf-2, ¢esitli nefrotoksik ajanlara karsi koruyucu bir rol

oynayabilir. Ornegin, bir ¢aligmada, toksik bir kimyasal olan klordekon ile tedavi edilen
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farelerde Nrf-2 aktivasyonu, bobrek hasarini 6nledigi ve bobrek fonksiyonlarini korudugu
gosterilmistir. Benzer sekilde, diger calismalar, bobrek hasarina neden olan diger
nefrotoksik maddelerin (6rnegin, kadmiyum, sodyum floriir, arsenik) neden oldugu
oksidatif stresi onlemede Nrf-2’nin etkili oldugunu gostermektedir (Saha et al., 2020).
Nrf-2’nin rolii karmasiktir ve asir1 aktivasyonu da bazi durumlarda (kanser
tirlerinin gelisiminde) zararh olabilir. Ayrica, Nrf-2 aktivasyonu, bazi enfeksiyonlarin
(Listeria enfeksiyonu) ilerlemesine yardimci olabilir (Huang et al., 2015). Bu nedenle,
Nrf-2’nin bobrek toksisitesi ile ilgili rolii tam olarak anlagilmamaktadir fakat Nrf-2’nin
bobrek hasarini 6nlemede potansiyel role sahsp oldugu diisiiniilmektedir (Gupta et al.,

2021).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Yapilan c¢alismada Mettler Toledo pH metre (B5106796777, China), Hettich
Universal 32 R sogutmal1 santrifiij (D-78532,Germany), Heildolph magnetik karistiricisi
(MR 3001, Germany), Ika mini shaker (MS2 S9, Germany), Heidolph shaker (Rotamax
120, Germany), BIORAD jel yiiriitme cihaz1 (Type T, Singapore), QIAGEN Rotor-Gene
Q (Rotor Gene Q, Germany), Biotek Epoch (254776, U.S.A.), Biotek Elisa Plate Yikayici
(ELx50, U.S.A.), Biotek Elisa Okuyucu (uQuant MQX200 Elisa reader, U.S.A.), MMM
Ecocell 55 Etiiv (Ecocell 55, Germany), Thermo Blotlama cihazi (Model:22838, China),
BIORAD Gel Doc XR gériintiileme cihazi (170815, U.S.A.), Qiagen TissueLyser I
(40717, Germany), Qiagen TissueLyser LT (23.1001/06282, Germany), ESCO UV-
Kabin (AC2-4E8, Singapore) , Shimadzu hassas terazi (ATX224, JAPAN), GFL 2012
distile su cihaz1 (2001/2, Germany), GFL su banyosu (1083, Germany) kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Gentamisin: Bobrek toksisitesi olusturmak i¢in ¢alismada kullanilan Gm ticari
olarak (Gentadur %10, Bavet ilag San., Istanbul, Tiirkiye) satin almarak 80 mg/kg/giin
1.p. olarak 8 giin uyguland1 (Sekil 3.1.). Uygulanan doz daha once yapilan caligmalar
referans alinarak belirlendi (Apaydin Yildirim et al., 2017).

Crosin: Cr’nin (Katalog No: 17304, Sigma-Aldrich, ABD), 25 mg ve 50 mg’lik
dozlar1 FTS ile ¢ozdiiriilerek i.p. olarak 8 giin uygulandi (Sekil 3.1.). Uygulanan dozlar

yapilan ¢alismalar referans alinarak belirlendi (Razavi et al., 2014).
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan crosin ve gentamisin

3.1.3. Hayvan Materyali

Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM) tarafindan saglanan ratlar i¢in 30.06.2022 tarihli ve E-7296309-050.01.04-
2200200421 sayili etik kurul belgesi alinmistir. Calisma i¢in 250-300 g 36 adet 9-10
haftalik Sprague-Dawley erkek rat kullanilmistir. Ratlar %55+5 nem, 22+2 °C oda
sicakliginda, 12 saat aydinlik/karanlik ortamda standart rat yemi ve musluk suyu ad
libitum olarak verilerek 7 giin boyunca ortama adaptasyonlart saglandi.

3.2. Metot

3.2.1. Deneysel Uygulamalar

Ratlar her grupta 6 rat olacak sekilde rastgele secilip tartilarak, ortalama agirliklar

esitlenerek 6 gruba ayrildi. Olusturulan gruplar;

1. Grup (K): Ratlara 8 giin boyunca her giin 0.5 mL % 0.9 serum fizyolojik (FTS)
¢ozeltisi i.p. olarak uygulandi.
2. Grup (Cr 25 mg/kg): Ratlara 8 giin boyunca 0.5 mL 25 mg/kg/viicut agirhig

dozda crosin 1.p. olarak uygulandi.
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Grup (Cr 50 mg/kg): Ratlara 8 giin boyunca 0.5 mL 50 mg/kg/viicut agirlig

dozda crosin i.p. olarak uygulandi.

>

Grup (Gm 80 mg/kg): Ratlara nefrotoksisite olusturmak i¢in 8 giin boyunca

gentamisin 0.5 mL 80 mg/kg/viicut agirligi i.p. olarak uygulandi.

o

Grup (Gm+Cr 25 mg/kg): Ratlara 8 giin boyunca 80 mg/kg/viicut agirlig
dozunda gentamisin 0.5 mL i.p. olarak verildikten 30 dk sonra crosin 25

mg/kg/viicut agirligi dozunda 0.5 mL i.p. olarak uyguland: (Sekil 3.2.).

S

Grup (Gm+Cr 50 mg/kg): Ratlara 8 giin boyunca 80 mg/kg/viicut agirlig
dozunda gentamisin 0.5 mL i.p. olarak verildikten 30 dk sonra crosin 50

mg/kg/viicut agirligi dozunda 0.5 mL i.p. olarak uygulanda.

Sekil 3.2. Crosinin ve gentamisinin i.p. uygulamasi

3.2.2. Deney Sonunda Numunelerin Alinmasi

Deney sonunda (9. giin) tim gruptaki ratlara 8 mg/kg ksilazin (Rompun %2,
Bayer, Tiirkiye) ve ve 60 mg/kg ketamin (Ketasol, Interhas, Tiirkiye) anestezikleri kas
i¢ci uygulandi. Anestezi altindaki ratlara dekapitasyon islemi uygulanarak kan ve bobrek

dokular1 alindi. Alinan kanlar lityum heparinli tiiplere aktarilarak yavas bir sekilde alt tist
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edildi. Sogutmal1 santrifiijde 4000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edilerek plazmalar
ayrilarak biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Alinan bobrek doku ornekleri serum fizyolojik ile yikandi ve beyaz bir zemin
tizerinde bobrek gorintiileri alindi (Sekil 3.3.). Daha sonra bobreklerden biri

biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 °C’de deep freezede saklandi.
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Sekil 3.3. Bobreklerin makroskobik goriintiisii

3.2.3. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal parametreler i¢in bobrek dokular sivi azot ile Qiagen TissueLyser
Il cihaz1 kullanilarak toz haline getirildi. Toz haline getirilen bobrek dokular1 gerekli
miktarda tartilarak analizlere gore uygun tampon ¢ozeltiler ile sulandirildi. Analizlerde
belirtilen g’de ve siirede santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. GPx ve SOD
aktiviteleri i¢in bobrek dokusunda protein diizeyleri 6l¢iildii (Lowry et al., 1951).

3.2.3.1. Tam Kandan Bobrek Fonksiyon Parametrelerinin Tayini

Ratlardan alinan kan orneklerinin bir kismi EDTA’l1 tiipe alinarak bobrek
fonksiyon testeri icin kullanildi. LYSUN marka bobrek fonksiyon olgiim cihazi

(Hangzhou Medasia Trading, China) kullanild1 (Sekil 3.4.). Cihaza otomatik pipet ile 35
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pL kan damlatildi. 3 ile 5 dakika arasinda iirik ait, kreatinin ve tire diizeyleri dl¢iilerek

kaydedildi.

Sekil 3.4. LYSUN bobrek fonksiyon testleri dl¢lim cihazi

3.2.3.2 Sitokin Diizeylerinin ve TLR-4iin Olgiilmesi
TLR-4, IL-6, IL-1B ve TNF-a diizeylerine ticari olarak satin alinan sandwich
ELISA kitinde (Cat. No: 201-11-0081, Shanghai SunRed Biological Technology Co.,

Ltd., Cin) belirtilen protokol uygulanarak o6lgiimler yapildi (Sekil 3.5.).

: :‘]{'.- .

v

@ Kuyular, yakalama antikoru ile @Vlkahma antikoru @ Birincil antikor, antijene
onceden kaplanir ve numune antijene yiiksek baglanir.
eklenir. ozgiilliikle baglanir.
Substrat
r‘ ( r@ :‘o. "
\ \ Renkli Uriin
) \
(9 Biyotin etiketli antikor, (®) streptavidin-HRP biyotine
saptama antikoruna baglanir ve enzimatik bir renk
baglanir. reaksiyonunu katalize eder.

Sekil 3.5. Sandwich ELISA metodu prensibi
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e TLR-4 Olciimii

TLR-4 analiz kitinden ¢ikan ¢ozeltiler ve malzemeler:

o 0.5 mL Standart (24 ng/mL)

o 3 mL Standart dilisyon

o 1mL Biotin TLR-4 ab

o 6 mL Kromojen A soliisyonu

o 6 mL Kromojen B soliisyonu

o 6 mL Stop soliisyonu

o 6 mL Str-HRP Reagent

o 20 mL Yikama soliisyonu

o Microelisa strip plate (12 wellx8 strips)

TLR-4 tayini Rat TLR-4 ELISA ticari kitinde (Cat. No: 201-11-0081, Shanghai
SunRed Biological Technology Co., Ltd., Cin) belirtilen protokole uygun olarak yapildi.
Biotek ELISA Reader cihazi ile 450 nm’de absorbanslar okundu.

TLR-4 analizi i¢in ¢ift antikorlu sandwich ELISA kiti kullanildi. Numuneler
antikor kapli pleyte 40 uL miktarinda yiiklendi. Uzerine TLR-4 monoklonal antikoru
eklendi. Daha sonra Streptavidin-HRP konjugat eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda birlestirilmemis enzimi uzaklastirmak icin yikama tampon ile
yikama yapildi. Daha sonra Kromojen A soliisyonu ve kromojen B soliisyonu eklendi ve
37 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek pleyt kuyucuklarinin rengi maviye doniistii. Asit
Ozellikteki stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve sari renk olustu. Yiiklenen
orneklerin konsantrasyonu ve renk kromasi 6rneklerin TLR-4 ile pozitif korelasyonunu

gosterdi.

e 1L-6 Olciimii
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IL-6 analiz kitinden ¢ikan ¢ozeltiler ve malzemeler:

o 0.5 mL Standart (24 ng/mL)
o 3 mL Standart dilisyon

o 1mL Biotin IL-6 ab

o 6 mL Kromojen A soliisyonu
o 6 mL Kromojen B soliisyonu
o 6 mL Stop soliisyonu

o 6 mL Str-HRP Reagent

o 20 mL Yikama soliisyonu

o Microelisa strip plate (12 wellx8 strips)

IL-6 tayini Rat IL-6 ELISA ticari kitinde (Cat. No: 201-11-0136, Shanghai
SunRed Biological Technology Co., Ltd., Cin) belirtilen protokole uygun olarak yapildi.
Biotek ELISA Reader cihazi ile 450 nm’de absorbanslar okundu.

IL-6 analizi i¢in ¢ift antikorlu sandwich ELISA kiti kullanildi. Numuneler antikor
kapli pleyte 40 pL miktarinda yiiklendi. Uzerine 10 pL IL-6 monoklonal antikoru eklendi.
Daha sonra Streptavidin-HRP konjugat eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda birlestirilmemis enzimi uzaklastirmak icin yikama tampon ile
yikama yapildi. Daha sonra Kromojen A soliisyonu ve kromojen B soliisyonu eklendi ve
37°C’de, 10 dakika inkiibe edilerek pleyt kuyucuklernin rengi maviye donistii. Asit
Ozelllikteki stop soliisyonu eklenerek sar1 renk olustu. Yiiklenen Orneklerin
konsantrasyonu ve renk kromasi drneklerin IL-6 ile pozitif korelasyonunu gosterdi.

e IL-1p Ol¢iimii

IL-1p analiz kitinden ¢ikan ¢6zeltiler ve malzemeler:

o 0.5 mL Standart (24 ng/mL)
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o 3 mL Standart dilisyon

o 1mL Biotin IL-1p ab

o 6 mL Kromojen A soliisyonu
o 6 mL Kromojen B soliisyonu
o 6 mL Stop soliisyonu

o 6 mL Str-HRP Reagent

o 20 mL Yikama soliisyonu

o Microelisa strip plate (12 wellx8 strips)

IL-1p tayini Rat IL-13 ELISA ticari kitinde (Cat. No: 201-11-0120, Shanghai
SunRed Biological Technology Co., Ltd., Cin) belirtilen protokole uygun olarak yapildi.
Biotek ELISA Reader cihazi ile 450 nm’de absorbanslar okundu.

IL-1B analizi icin ¢ift antikorlu sandwich ELISA kiti kullanildi. Numuneler
antikor kapl pleyte 40 uL miktarinda yiiklendi. Uzerine 10 pL IL-18 monoklonal
antikoru eklendi. Daha sonra Streptavidin-HRP konjugat eklenerek 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda birlestirilmemis enzimi uzaklastirmak i¢in yikama
tamponu ile yikama yapildi. Daha sonra Kromojen A soliisyonu ve kromojen B soliisyonu
eklendi ve 37 °C’de, 10 dakika inkiibe edilerek pleyt kuyucuklarinin rengi maviye
dontistii. Asit 6zellikteki stop soliisyonu eklenerek sar1 renk olustu. Yiiklenen 6rneklerin

konsantrasyonu ve renk kromasi 6rneklerin IL-1f ile pozitif korelasyonunu gosterdi.

TNF-a Olgiimii

TNF-a analiz kitinden ¢ikan ¢ozeltiler ve malzemeler:

o 0.5 mL Standart (24 ng/mL)
o 3 mL Standart dilisyon

o 1 mL Biotin TNF-a ab
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o 6 mL Kromojen A soliisyonu
o 6 mL Kromojen B soliisyonu
o 6 mL Stop soliisyonu

o 6 mL Str-HRP Reagent

o 20 mL Yikama soliisyonu

o Microelisa strip plate (12 wellx8 strips)

TNF-a tayini Rat TNF-a ELISA ticari kitinde (Cat. No: 201-11-0765, Shanghai
SunRed Biological Technology Co., Ltd., Cin) belirtilen protokole uygun olarak yapildi.

Biotek ELISA Reader cihazi ile 450 nm’de absorbanslar okundu.

TNF-a analizi i¢in ¢ift antikorlu sandwich ELISA kiti kullanildi. Numuneler
antikor kapl pleyte 40 uL miktarinda yiiklendi. Uzerine 10 pL TNF-o. monoklonal
antikoru eklendi. Daha sonra Streptavidin-HRP konjugati eklenerek 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda birlestirilmemis enzimi uzaklastirmak i¢in yikama
tamponu ile yikama yapildi. Daha sonra Kromojen A soliisyonu ve kromojen B soliisyonu
eklendi ve 37 °C’de, 10 dakika inkiibe edilerek pleyt kuyucuklarinin rengi maviye
dontistii. Asit 6zellikteki stop soliisyonu eklenerek sar1 renk olustu. Yiiklenen 6rneklerin
konsantrasyonu ve renk kromasi 6rneklerin TNF-a ile pozitif korelasyonunu gosterdi.

3.2.3.3. Plazmada MDA Tayini:

Hazirlanan Soliisyonlar ve kimyasallar:

o Nn-biitanol
0 % 20 Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi
o TBA ¢ozeltisi (% 0.67)
Deneyin prensibi: Tiyobarbiitirik asit ile diisiik pH’da bir MDA molekiilii ve iki

TBA molekiiliiniin tepkimeye girmesi ile olusan kromojenden dolay1 kirmizi-pembe renk
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elde edilir ve 535 nm’de absorbans degerleri alinir. MDA’ nin bir kism1 peroksidasyon
sirasinda olusur. Geri kalan biiylik kisim ise 1sitma ve ortamin asitlestirilmesi sonucu
peroksidlerin yakilmasi ile olusur (Yoshioka et al., 1979).

Deneyin Yapilisi: Ornek tiiplerine 0.5 mL plazma eklendi. Uzerine 2.5 mL
%20’lik TCA konuldu. Kor olarak belirlenen tiipe ise 3 mL %20’lik TCA eklendi. Hem
ornek tiiplerine hem de kor tiiptine 1 mL TBA c¢ozeltisi eklendi. 30 dakika boyunca su
banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hizli sogumasi i¢in buzlu su igerisine
aliip sogutuldu. Biitiin tiiplere 4 mL n-biitanol eklendi ve karistirildi. 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek siipernatantlar alinip 535 nm’de absorbanslar okundu. Etil
alkolde ¢Oziinmiis 1.1.3.3-tetraetoksipropan (2.5- 5-10 ve 20 umol/L) kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izilerek standart egriden plazmadaki MDA miktar1 hesaplandi.

3.2.3.4. Plazmada GSH Tayini:

Hazirlanan Soliisyonlar ve Kimyasallar:

0 % 10’luk TCA
o Tris-HCI tamponu (pH: 8.9) (6lgiim Tamponu)
o DTNB (85,5-ditiyobis-2- nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi

Stok GSH c¢ozeltisi: 1 mM stok GSH ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden
5uM-100uM arasinda seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlanda.

Tietze metodu ile plazma glutatyon tayini yapildi. Yonteme gore plazma ile esit
ilave edilen TCA ¢ozeltisi ile porteinsizlestirilmis numunelerdeki glutatyonun hem
primer amino grubu hem de siilthidril grubu DTNB ile siddetli kolorimetrik yapilar
olusturur. Olusan bu yapilar 412 nm’de spektrofotometrik olarak okunur (Tablo 3.1.)

(Tietze, 1969).
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Tablo 3.1. Plazmada GSH tayini

Cozelti/Numune Kor Ornek Standart
dH20 100 puL - -
Plazma - 100 uL -
GSH - - 100 puL
400 mM Tris-HCI 300 uL 300 uL 300 puL
DTNB 20 uL 20 pL 20 uL

1580 uL 1580 uL 1580 uL
Methanol

Oda sicakliginda 10 dakika inkube edilerek absorbanslar 412 nm’de okundu.

Hesaplama: Standart grafigi kullanilarak okunan absorbas degerleri ile
karsilastirilarak plazma glutatyon miktart uM olarak hesaplandi.

3.2.3.5. Plazma AOPRP tayini:

Prensibi: AOPP 6l¢iimii Witko-Tarsat ve ark. metoduna goére yapildi. Bu yonteme
gore; AOPP olusumu klorine oksidanlarin (kloraminler ve hipoklordz asit gibi) olusumu
ile indiiklenmektedir. Bu sebeple konsantrasyonu da bunlara korele olarak degisir. AOPP
konsantrasyonu 6l¢iimiinde bu iligki nedeni ile Chloramine-T standart olarak kullanild
(Renault et al., 2006).

Reaktifler:

Asetik Asit: % 96, v/v olacak sekilde hazirlandi.

Potasyum Iyodiir (KI): 1.16 mol/L olacak sekilde hesaplandi ve PBS
(20mmol/L, pH:7.4) ile 1 litreye tamamland.

PBS (20 mmol/L, pH:7.4) hazirlanmasi: Na2HPO4’den 5.796 gr, KH2PO4’den
0.52 gr ve NaCl’den 8.71 gr tartild1 ve distile su ile 1 litreye tamamlanda.

10 pl plazma/Chloramine-T standart sol. tiiplere aktarilarak iizerlerine 160 uL PBS

eklenip karistirilarak 25 sn inkiibe edildi. 20 pl %96’°lik asetik asit eklenip 25 sn inkiibe
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edildikten sonra tizerlerine 10 pl KI ilave edilerek 25 sn inkiibe edildi. Blank ise 160 ul
PBS+20 pl asetikasit+10 pl KI’dan olustu. Reaksiyon karigiminin absorbansi blank’e
karsi 340 nm’de spektrofotometrede olgiildii. Olgiilen AOPP konsantrasyonlari
Chloramine-T finitesi ile umol/L olarak ifade edildi.

3.2.3.6. Plazma ve Bibrek Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Aktivitesinin Ol¢iimii:

Kullanilan ¢ozeltiler:

o Red GSH Soliisyonu: 6 mg Red Glutatyon alinarak hacim tampon | ile 10 mL’ye
tamamlandi.

o DTNB Soliisyonu: 0.099 gr DTNB alinip hacim metanolle 25 mL’ye tamamland1

o TCA: % 10’luk TCA ¢ozeltisi hazirlandi.

o TAMPON I-Tris-HCI tamponu (50mM pH:7.6): 6.057 g Trishidroksi
metilaminometan ve 0.372 gr EDTA-Na2 ve 3.90 mL hidroklorik asit alinip
toplam hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

o TAMPON II- Tris tamponu (0.4M pH: 8.9): 48.46 g Trishidroksi
metilaminometan alinarak hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi ve pH
HCl ile 8.9’a ayarlandi.

o CHPO: 5uL alinarak tampon | ile 10mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi: Bir 6rnek birde kontrol tiipii her numune i¢in hazirlandi.
Tiiplere 0.1 mL kan (0.5 mL siipernatant) konularak tizerlerine 0.7 mL Tris-HCI

tamponu ilave edildi (dokuda 0.3 mL). Ornek tiiplerine 0.1 mL CHPO konuldu. Beser

saniye araliklarla 6rnek ve kontrol tiiplerine 0.1 mL Red. GSH eklenerek 37 OCde 10
dakika inkiibe edildi. 1 mL TCA soliisyonu beser saniye araliklarla eklendikten sonra 5

dakika inkiibe edilerek 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve ardindan yeni tiiplere
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ImL siipernatantlar aktarildi. Tampon 11 2 mL ve 0.1 mL DTNB eklenip oda sicakliginda
5 dakika inkiibe edilerek 412 nm’de dlgtimler yapildi (Matkovics, 1988).
Hesaplama: (E Kontrol- E Ornek) x Ekstinksiyon katsayisi/mg protein

Ekstinksiyon katsayisi: 0.76989

3.2.3.7. Plazma ve Bobrek Dokusunda Katalaz Aktivitesinin Olciimii:

Katalaz tayininde H20> ile numunelerin inkiibe edilmesinden sonra ortamda kalan
hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi ve bunun
spektrofotometrik 6l¢timii temeline dayanan bir metottur.

Fosfat tamponu ile 20 kat dilue edilmis plazmanin 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60
umol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu i¢inde 65 mmol/mL H20>) ile 37
°C’de 60 sn inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4 mmol/L)
eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin molibdatla olusturdugu sar1 renkli
kompleksin absorbanst 405 nm’de kore karsi spektrofotometrede Olciilerek A
numune’nin absorbans degeri elde edildi. A kor 1’in absorbans degeri 1 mL substrat, 1mL
molibdat ve 0.2 mL plazmanin ilave edilmesi sonucu elde edilerek asagidaki formiile gore
sonuglar hesaplandi (Goth, 1991).

Katalaz aktivite hesab1 (kU/L) = ((A korl —A numune) / (A kor2-A kor3)) x 271

3.2.3.8. Plazma ve Bobrek Dokusunda SOD Aktivitesinin Ol¢iimii:

Kullanilan cozeltiler:

o Ol¢iim Karisim: 0.3 mM Ksantin, 0.6 mM EDTA-150 uM NBT, 0.4 M Na.COs;

1.2 g/L BSA (Bovin Serum Albumin)

o0 SOD enziminin aktivitesini 6lcmek i¢in kullanilan ¢o6zelti (167 U/L Xanthine

oksidaz): Hazir olarak temin edilen (1 mL’sinde 32 mg protein ve 0.3 U enzim
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ihtiva eden) enzimden 70 uL alind1 ve lizerine 4 ml soguk 2 M (NH4)2SO4 ¢6zeltisi

ilave edildi.

0 2M (NH4)2SO4 (Amonyum siilfat): 1.0571 g (NH4)2SOs alindi, bir miktar distile
suda ¢6ziildii ve hacmi saf soguk su ile 4 mL’> ye tamamlandi. Bu ¢ozelti taze
olarak hazirlandi ve +4°C’de bekletilerek soguk bir sekilde kullanild.

0 0.8 mM CuClz (Bakir kloriir): 0.0136 g CuCl; alind1, bir miktar saf suda ¢oziiliip
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Prensibi: Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla iirik asite doniistiirtiliigiinde
olusan siiperoksit radikalleri, ortamda NBT ’nin (nitrobluetetrazolium) varliginda NBT ile
reaksiyona girerek 560 nm dalga boyunda, maksimum absorbans veren formazon
bilesigini meydana getirirler. Eger ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit radikalleri bu
enzim tarafindan H>O2’ye doniistiiriildiigii icin formazon olusumu azalir ve buna baglh
olarak 560 nm’de Ol¢iilen absorbans azalir. Absorbanstaki azalmanin miktar1 SOD
aktivitesi ile ilgili bilgi verecektir.

SOD’ un 6l¢timii ve aktivitesinin belirlenmesi olusan formazon miktarlar1 dikkate
alinarak gelistirilen formiille hesapland1 (Sun et al., 1988).

Deneyin Yapihisi: 25 g bobrek dokusu tartildi ve homojenat tamponu ile hacmi
2.5 mL’ye tamamlanarak TissueLyser 11 ile 45 sn homojenize edildi. 5000 g’de 60dakika
santrifiij edildi ve siipernatantlar ayri bir tiipe alind1. Bos deney tiiplerine 2.85 mL 6lgtim
tamponu ilave edildi. Ornek tiiplerine 100 pL hazirlanan supernatant/sulandiriimis
plazma eklenirken kor tiipiine 100 pL distile su eklendi. 50 pL Xanthine Oxidase tim
tiiplere eklendiktan sonra 25°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra tiim tiiplere 1 mL CuCl2
ilave edilip, 560 nm’de ¢6zeltisine kars1 okundu.

Hesaplama (EU/mg doku) = (AAkor — AAnumune) / AAKor

(U/mL plazma) = (AAkor — AAnumune) / AAKSr
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3.2.3.9. Bobrek Dokusunda MDA Tayini:
Kullanilan cozeltiler ve Kimyasalar:
-Renk ayraci: % 10’luk TCA ile perklorik asitle karistirildi ve TBA bu
soliisyonla ¢ozdiirtldii.
-Homojenat Tamponu: 0.2 mM, pH 7.4 olan, 150 mL Tris-HCI.
Deneyin Yapihlisi: Tiyobarbiitirik asit ile diisiik pH’da bir MDA molekiilii ve iki
TBA molekiiliiniin tepkimeye girmesi ile olusan kromojenden dolay1 kirmizi-pembe renk
elde edilir ve 535 nm’de absorbans degerleri alinir. MDA’nin bir kismi peroksidasyon
sirasinda olusur. Geri kalan biiylik kisim ise 1sitma ve ortamin asitlestirilmesi sonucu
peroksidlerin yakilmasi ile olusur.
10 mL etanol alindi ve tizerine 10 puL 1.1.3.3 tetraethoxypropane eklendi ve
¢ozdirildi. +4 °C’de koyu bir sisede saklandi. Daha sonra standart kalibrasyon egrisi

olusturuldu ve nmol/g olarak hesaplama yapildi (Tablo 3.2.) (Placer et al., 1966).

Tablo 3.2. Dokuda MDA tayini

Cozelti/Numune Test Kor
FTS (fizyolojik tuzlu su) - 250 uL.
Ornek 250 puL -
Renk ayraci 2250 uL 2250 uL

Vortekslendi.

100 9C’de 20 dakika inkiibe edildi.
1008 g’ 10 dk santrifiij edildi.
532 nm’de okundu.

3.2.3.10. Bobrek Dokusunda GSH tayini
Deneyin Yapihsi: GSH’in doku analizi i¢in 0.5 g doku tartildi. Doku tizerine 5
mL % 5’lik silfosalisilik asit ¢ozeltisi eklenerek dokular TissueLyser Il homojenize
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edildi. Homojenat 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
siipernatanttan 1 mL alinarak yeni tiiplere aktarildi. Ardindan 5 mL fosfat tamponu
eklenerek 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra oda 1s1sina getirildi ve 1 mL DTNB
cozeltisi eklendi. 412 nm’de ayra¢ koriine karsi absorbans okundu. Glutatyon
hesaplamasi (umol GSH/g doku), glutatyon standardi (% 5 siilfosalisilik asit) ile elde
edilen kalibrasyon egrisinden hesaplandi (Ball, 1966; Fernandez & Videla, 1981).

Hesaplama (mmol/g) = ((ODnumune-ODKkor) x Ekstinksiyon kat sayisi-ODstd)f

f: Sulandirma katsayisi

3.2.3.11. Plazma ve Bobrek Dokusunda Nitrit Tayini:

Analizde kullamlan ¢ozeltiler: Coupling ayiraci ve distile sudan olusur.

-Coupling ayraci: 300 mL distile su, 100 mL fosforik asit, 40 g stilfanilamid, 2 g
N-(1-naftil) etilen diamin hidroklorid alinarak karisim 1 litreye distile su ile tamamlanir

(Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. Nitrat tayini

Cozelti/Numune Test Kor
Numune 100 uL --
Distile su -- 100 uL

3 mL distile su
Vortekslenir ve iizerine 1 mL Coupling

Vortekslenir, 10 dk beklenir ve 520 nm’de kore kars1 okumur.

Nitrit standart1 olarak (100ppm) stok sodyum nitritten (koruyucu olarak % 0.1
kloroform kondu.) 0.5, 1.0, 3.0, 6.0, 10.0, 20.0 ppm standart soliisyonlar ¢ift distilesuyla

hazirlandi. Standart egriden nitrit diizeyi 6l¢iildii (Oehme, 1977).
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3.2.3.12. Plazma ve Bobrek Dokusunda Nitrat Tayini
Analizde kullanilan c¢ozeltiler:

-CuSOs4 (Bakar (II) siilfat): 0.0025 g alinarak 50 mL’ye distile su ile tamamlanur.

-Hidrazin Siilfat: 0.05 g hidrazin siilfat alinir, 50 mL’ye distile su ile tamamlanir.

-NaOH (Sodyum hidroksit): 0.4 g NaOH alinip 50 mL’ye distile su ile
tamamlanir.
-Coupling ayraci: 300 mL distile su, 100 mL fosforik asit, 40 g siilfanilamid, 2g

N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorid alinarak karigim 1 litreye distile su ile tamamlanir

(Tablo 3.4.)

Tablo 3.4. Nitrit analizinin yapiligi

Cozelti/Numune Test Kor
Numune 100 uL --
Distile su -- 100 puL

1 mL CuSOg4eklenir.
I mL hidrazin stilfat eklenir.
1 mL NaOH eklenir.
Vortekslenir iizerine 1 mL Coupling eklenir.

Vortekslenir, 10 dk beklenir ve 520 nm’de kore kars1 okumur.

Nitrat standart1 olarak (100 ppm) potasyum nitrattan 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12.5,15.0,
ppm sulandirma soliisyonlar1 double distile suyla hazirlandi. Standart egriden nitrat

diizeyi olguldi (Oehme, 1977).
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3.2.3.13. Real Time PCR Analizi

- Primer Dizayninin Yapilmasi

Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, COX-2, HO-1, Nrf-2, NF-kB, TLR-4 ve GAPDH genlerine

ait mRNA transkript seviyeleri Real Time PCR ile olgiilebilmesi igin gerekli primerler

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ linkindeki Primer Dizayn programi ile

tasarlandi (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. Dizayn edilen primer sekanslari

Gen Ad1 Erisim Numarasi Sekans Tm (°C)
Bax-F NM_017059.2 5’-TTTCATCCAGGATCGAGCAG-3’ 56.15
Bax-R 5’-AATCATCCTCTGCAGCTCCA-3’ 55.99
Bcel-2-F NM_016993.2 5’-GACTTTGCAGAGATGTCCAG-3’ 56.15
Bcl-2-R 5’-TCAGGTACTCAGTCATCCAC-3’ 55.99
Kaspaz-3-F NM_012922.2 5’-ACTGGAATGTCAGCTCGCAA-3’ 59.96
Kaspaz-3-R 5’-GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA-3’ 59.19
COX-2-F 5’-AGGTTCTTCTGAGGAGAGAG-3’ 55.29
NM_017232.4
COX-2-R 5’-CTCCACCGATGACCTGATAT-3’ 56.20
HO-1-F NM_012580.2 5’-ATGTCCCAGGATTTGTCCGA-3’ 58.71
HO-1-R 5’-ATGGTACAAGGAGGCCATCA-3’ 58.40
NF-KB-F NM_001276711.2 5’-AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC-3’ 59.67
NF-KB-F 5’CAATGGCCTCTGTGTAGCCC-3’ 60.75
Nrf-2-F NM_031789.3 5’-TTTGTAGATGACCATGAGTCGC-3’ 58.48
Nrf-2-R 5’-TCCTGCCAAACTTGCTCCAT-3’ 59.89
TLR4-F NM_019178.2 5’-ACCGTTCTGTCATGGAAGGA-3’ 58.65
TLR4-R 5’-TATCTGAGACTTGGCAGAGC-3’ 56.73
GAPDH-F NM_017008.4 5’-GAGTATGTCGTGGAGTCTAC-3’ 54.48
GAPDH-R 5’-CAGGATGGATTGCTGACAAT-3’ 56.75
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- Total RNA Izolasyonu Asamasi

Deneysel gruplardan elde edilen bobrek dokularindan her grup igin 50 mg
tartildiktan sonra tizerine 1 ml Qiazol (Katalog No:79306, QIAGEN) eklenerek QIAGEN
TissueLyser LT cihazi kullanilarak 30 saniye homojenize edilerek karistirildi (Sekil 3.6.).
Daha sonra 200 pL kloroform eklendi ve 4°C kosullarinda 12.000 x g’de 15 dk santrifuj

edildi.

Sekil 3.6. Qiazol ile RNA izolasyonu

Ardindan siipernatant yeni bir ependorfa alindi ve iizerine 500 pL isopropanol
eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 12.000 x g’de
4°C de 10 dk santrifiij yapildi. Ardindan Siipernatant atilip pelet tizerine 1 mL % 75’lik
etanol eklendi ve 7.500 x g’de 4°C de 5 dk santrifiij edildi. Son olarak etanol uzaklastirildi
ve altta kalan RNA peleti 100 uL RNA pargalayict enzim olmayan (RNAse free ve DEPC
bulunan) su eklendi ve pipetaj yapilarak ¢ozdiiriildi. Elde edilen RNA'nin safligi ve
miktarini 6l¢gmek icin pleyte ilk 6nce 2 pL DEPC water yiiklendi ve Biotek Epoch cihazi
ile spektrometrede 260-280 nm okuma yapildi. Okuma sonucunda yesil g¢ikan
kuyucuklara RNA’lardan 1 pL yiiklendi ve tekrar okuma yapildi. Cikan konsantrasyonlar

sonucunda excelde her grup 1000 ng olacak sekilde RNA esitlemesi yapild: (Tablo 3.6.).
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Tablo 3.6. Her bir grup i¢in 1000 ng total RNA i¢eren miktarlar

Gruplar 1000 ng RNA (uL) Nucleasae-free H20 Total Hacim (pL)
Kontrol 1.88 8.12 10
Cr 25 1.63 8.37 10
Cr 50 1.64 8.36 10
Gm 1.62 8.38 10
Gm+Cr25 1.71 8.29 10
Gm+ Cr50 1.57 8.43 10

Komplementer (cDNA) Sentezi Asamasi

Izole edilen total mMRNA’lar uygun sicaklikta muhafaza edildikten sonra cDNA
sentez islemi igin iScript cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD, Katalog No:#1708891) ticari
kiti kullanildi. cDNA sentezi i¢in PCR tiiplerine hazirlanan soliisyonlar Tablo3.7 ve

reaksiyon protokolii Tablo3.8.’de gosterildi.

Tablo 3.7. cDNA sentez reaksiyon solusyonu bilesenleri

Bilesenler pL

5X iScript Reaction Mix 2 uL
iScript Reverse Transcriptase 1 uL
RNase free Water 2 uL
RNA 10 uL
Total volume 20 uL
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Tablo 3.8. cDNA sentezinin reaksiyon protokolii

Reaksiyon Protokolii dk °C
Step 1 5 25
Step 2 20 46
Step 3 1 95
Step 4 (o) 4

cDNA sentezi i¢in yapilan protokol,

Steril PCR tiiplerine 5X Reaksiyon karisimi, Reverse Transcriptase ve RNase free
Water yukaridaki tabloda gosterilen miktarlarda konuldu.

RNA o6rnekleri konulmadan 6nce buz iizerine alind1 ve vortekslendi.

Izole edilen RNA’lar streil PCR tiipiinde bulunan karisima uygun miktarda
eklendi.

cDNA sentez kitinin protokol agamalar: cihazda ayarlandi ve PCR tiipleri cihaza
yerlestirildi ve reaksiyon baglatildi.

Reaksiyon bittikten sonra tiipler cihazdan alind1 ve Real-Time PCR asamasina
kadar -20 °C’de saklandi.

- Real Time PCR Asamasi

Ilgili Genlerin mRNA transkript seviyelerini lgmek amaciyla QITAGEN marka

Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak Real-Time PCR yapildi (Tablo 3.9.). Real-Time PCR

icin ENZO marka AMPIGENE gPCR Green Mix Lo-ROX (Katalog No: ENZ-NUC103)

ticari kiti kullanildi. Kitin protokoliinde belirtilen miktar ve kosullar agsagidaki tablolarda

gosterildi.5 pL cDNA PCR strip tiiplerine sogutulmus pleyt lizerinde yiliklemesi yapildi.

Uzerine tabloda belirtilen miktarlarda karisim eklendi. PCR strip tiiplerine yiikleme

59



yapildiktan sonra Rotor-Gene Q cihazi belirtilen kosullara ayarlandi ve SYBR Green ile

genlerin ekspresyon miktarlar1 6l¢iildi (Tablo 3.10.).

Tablo 3.9. Her bir 6rnege ait Real-Time PCR karisimi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar (nL)
SYBR Green 10
Primer Forward 0.8
Primer Reverse 0.8
Nucleas Free Water 3.4
cDNA 5
Toplam Hacim 20

Tablo 3.10. Real-Time PCR reaksiyon sartlari

Dongii Sayisi Siire Siire

1 2 dakika 2 dakika

40 5 saniye 5 saniye
20-30 saniye 20-30 saniye

Melt analizi - -

Kontrol (housekeeping) olarak GAPDH geni kullanildi ve ¢ikan sonuglar 2 delta
delta threshold cycle (224“T) metodu kullanilarak hesapland1 (Livak & Schmittgen,
2001).

3.2.3.14. Western Blot Analizi

Doku homojenatin1 hazirlamak igin her gruptan 30 mg doku tartildi. Uzerine
buz soguklugunda 600 uL RIPA liziz tamponu (sc-24948, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Texas, USA) eklendi ve 30 saniye Qiagen TissueLyser Il homojenizasyon cihazi
ile homojenize edildi. Ardindan 16.000 g’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatantlar alindi. Elde ettigimiz Siipernatantlarin PierceTM BCA Protein Assay
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Kit (Katalog No: 23225, ABD) kullanilarak protein konsantrasyonlari belirlendi. Kit
ile birlikte gelen BSA (bovine serum albumin) soliisyonu (2mg/ml) kullanilmis olup
her bir doku 6rnegine ait total protein miktar1t BSA-protein standart egrisi kullanilarak

hesapland: (Smith et al., 1985).

Protein konsantrasyonlar1 asagida anlatildigi gibi yapild.

o lIk olarak BSA stanndartlar1 protokolde gosterildigi gibi dilue edildi. Dilue
edilen BSA standartlarinin her birinden 25 pL alinarak double sekilde pleyte
yiiklendi.

o RIPA liziz ile hazirlanan slipernatantlardan da 25 pL alinarak double seklinde
pleyte ytiklendi.

o BSA sandartlar1 ve numuneler yiiklendikten sonra kit i¢indeki A ve B
reagentler sirastyla 50:1 oraninda karistirildi ve 200 pL her bir kuyucuga
eklendi.

o Pleytiizeri streg film ile kapatilip 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. BSA ve numunelerin protein dl¢iimi
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o Inkiibasyondan sonra 562 nm’de okuma yapildi ve ¢ikan sonuglar excele

aktarilip protein konsantrasyonu hesaplandi (Sekil 3.8.).

25
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Sekil 3.8. BSA protein standart egrisi

Her bir jel kuyucuguna 30 pg protein olacak sekilde hesaplama yapildi ve

asagidaki tabloda gosterildi (Tablo 3.11.).

Tablo 3.11. Her bir gruba ait 30 pg protein i¢eren total hacim

Gruplar Ornek (uL)
Kontrol 12.4 uL
Cr25 12.0 uL
Cr 50 12.0 uL
Gm 13.7 uL
Gm+Cr 25 13.8 uL
Gm + Cr 50 12.5uL
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Protein konsantrayonundan sonra kalan siipernatantlardan 400 pL yeni
ependorflara alindi. Bu siire iginde siipernatantlar buz igerisinde bekletildi. Uzerine 100
uL 5X Laemmli tamponu (sample buffer) eklendi ve vortekslenerek jele yiikleme
yapilincaya kadar +4 °C’de sakland1 (Laemmli, 1970).

5X Laemmli Tamponu Hazirlanmasi (sample buffer):

Hazirlanan soliisyon +4 C’de saklanir.

o 3mL % 20 SDS

o 3.75 mL Tris Tamponu (pH:6.8)

o 9 mg bromphenol

o 2.4 mL B-merkoptoethanol

o 4.5 mL gliserol

o 1.35mL dH20

Esit konsantrasyonlardaki proteinler hazirlandiktan sonra % 10 sodyum dodesil

siilfat poliakrilamid (SDS-PAGE) jeli hazirlandi. SDS-PAGE’deki resolving jel igin
soliisyonlar Tablo 3.12.’de gosterildigi gibi 50 mL’lik falkona konuldu. Alt {ist
edildikten sonra 6nceden hazirlanan plaka standina jeller sekildeki gibi dokiildi (Sekil
3.9.). Jelin daha diizgiin olmasi i¢in pastor pipeti ile bir miktar 1sopropil alkol eklendi.
50 dakika sonra jel kurudu ve tistiindeki isopropil alkol distile su ile yikanip kurutma

kagitlariyla kurutuldu.
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Sekil 3.9. Standa yerlestirilen plaka ve jellerin goriintiisii

Tablo 3.12. Resolving jelin bilesimi

Soliisyonlar % 10
% 30 Akrilamid 6.7 mL
1.5 M Tris-HCI (pH:8.8) 5mL
% 10 SDS 0.2 mL
ddH20 8 mL
% 10 amonyum persiilfat 100 pL
TEMED 6.7 uL

Yine 50’lik falkona Tablo 3.13.’de belirtilen soliisyonlar eklendi ve alt tist
edildikten sonra resolving jelin istiine plakalardan tasacak sekilde dokiildii. 10 tane

kuyucuktan olusan taraklar stacking jelin icine yerlestirildi ve 50 dakika polimerlesmesi

beklendi.
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Tablo 3.13. Stacking jelin bilesimi

Soliisyonlar 1.5 mm
% 30 Akrilamid 1.76 mL
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 3.32 mL
% 10 SDS 132 uL
ddH20 8.12 mL
% 10 amonyum persiilfat 66.8 uL
TEMED 6.6 uL

Polimerlesmenin ardindan taraklar ¢ikartildi ve plakalar elektroforez tankina
yarlestirildi. Daha sonra hazirlanan 1X running buffer uygun miktarda elektroforez

tankina dokiildii (Tablo 3.14.).

Tablo 3.14. 1X Running buffer bilesimi

Bilesenler Miktar
Tris (MA:121.1) 3.028 g
Glisin (MA:75.07) 14.413 g
SDS 19
ddHz0 1000 mL

Yiiklemeye hazir hale gelen jellere daha onceden hesaplanan protein miktarina
gore numune yiiklendi. Marker olarak Biorad “Dual color” kullanilarak transferin olup
olmadig1 kontrol edildi. Yiikleme bittikten sonra elektroforez tankinin kapag: takildi ve

70 Amper’de 1 saat boyunca proteinler yiirtitiildi (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Proteinlerin SDS-PAGE jelde yiiriitiilmesi

Elektroforezden sonra jeldeki proteinler poliviniliden floriir (PVDF) membrana
aktarilma islemi yapildi. Ilk olarak PVDF membranlar 10 dakika methanolde bekletildi.
Stacks kagitlar ise hazirlanan transfer buffer igine konuldu. Aktarma islemi Thermo
blotlama cihazi ile yar1 kuru (semi-dry) sistem ile yapildi. Ardindan Thermo blotlama
kaseti tizerine ilk 6nce stacks kagidi onun {lizerine PVDF membran konuldu. Yiiriitiilme
islemi tamamlanan jel PVDF membran iizerine yerletirildi ve tekrar stacks kagidi ile
kapatildi. Her asamada hava boslugu kalmayacak sekilde stacks ve membranin iizerinden
gecildi. Membran, jel ve stacks kagitlarinin dizilme sekli Sekil 3.11°de gosterildi (Towbin

etal., 1979).
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]— Stacks Kagidi

o~ 7 Jel

= PVDF Membran

]— Stacks Kagidi

Sekil 3.11. Membran, jel ve stacks kagitlarinin dizilimi

10X Tranfer Buffer Solusyonu Hazirlanmas:

o 144.13 g Glisin
o 30.28 g Trizma Base

o Enson hacim ddH20 ile 1000 mL’ye tamalanr.
1X TBS-T Hazirlanmast:

o Tris:242g
o NACI:8.76 ¢
o 9% 0.1’lik Tween: 1 mL

o Enson hacim dH20 ile 1000 mL’ye tamamlanir.

Thermo blotlama cihazinda 10 dakika 25 Volt’da jeldeki proteinlerin PVDF
membrana ge¢mesi beklendi. PVDF membrana aktarilan proteinler non-spesifik
baglanmalari engellemek igin % 0.1 Tween 20 igeren tris tamponu (TBS-T) ile hazirlanan

%35’lik BSA iginde 1.5 saat oda sicakliginda bloke edildi. 1.5 saat sonra 5 dakika arayla
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3 kez 0.1% Tween 20 igeren tris tamponu (TBS-T) ile yikamasi yapildi. Her seferinde bir
onceki kirli TBS-T dokiildii. Yikamasi yapilan membranlara TBS-T ile 1/1000 oraninda
sulandirilan Santa Cruz marka primer antikorlar B-tubulin (sc-47778), Bax (sc-20067),
Bcl-2 (sc-7382), kaspaz-3 (sc-56053), Nrf-2 (sc-365949), HO-1 (sc-390991), TLR-4 (sc-
293072), NF-kB (sc-8008) ve COX-2 (sc-19999) eklendi ve bir gece 4 °C'de
calkalayicida inkiibe edildi. Ertesi giin primerler falkona alindi ve takrar kullanilmak
tizere +4 °C'ye konuldu. Primer antikoru alinan mambranlar TBS-T ile 5 dakika siireyle
5 defa yikamasi yapildi. Sekonder antikor olarak TBS-T ile 1:1000 oraninda sulandirilan
goat anti-mouse IgG-HRP (1:1000 diliisyon, sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Texas, USA) ile oda sicakliginda 1.5 saat inkiibe edildi. 1.5 saat siire bitiminden sonra
sekonder antikorlarda tekrar kullanilmak tizere falkona alindi ve +4 °C’ye konuldu.
Membranlar tekrar TBS-T ile 5 defa 5’er dakika arayla yikandi. Membran tizerindeki
bantlar enzim Kkatalizli kemiliminesans substrat olan Trident femto Western HRP
Substrate (Katalog No: GTX14698) marka ECL substrat ile gorsellestirildi (Bass et al.,
2017; Kielkopf et al., 2021). ECL substrat ¢ozeltisi kit i¢inden g¢ikan koyu ve agik
siselerden her birinden 200 pL alinarak 1:1 oraninda epondorf tiipte karistirildi ve
membran tizerine dokiildi. Calisma ¢6zeltisi 1518a duyarli oldugundan bu islem karanlik
ortamda gerceklestirildi. Daha sonra Biorad GelDoc XR jel goriintiileme cihazi
(Model:10000076955, ABD) kullanilarak bantlarin goriintiisii ahindi. Analiz edilecek

protein seviyeleri Image Lab 6.1 yazilimi ile hesaplandi (Sekil 3.12.) (Bass et al., 2017).
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Sekil 3.12. Western blotlamanin 6zeti

3.2.4. Nekropsi Islemi ve Histopatolojik incelemeler

Deney sonunda tiim grupta bulunan ratlar genel anestezi altinda dekapite edilerek,
histopatolojik incelemeler i¢in bobrek doku drnekleri alindi.

Alinan bébrek dokulari % 10 tamponlu formalin iginde 48-72 saat tespit edildikten
sonra kii¢iiltme ve trimleme islemleri yapilarak dokular kasetlere alindi. Kasetlerde
bulunan 6rnekler 12 saat siire ile akan ¢esme suyu altinda yikandi. Dokularin dehidrasyon
ve seffalandirma islemleri i¢in otomatik takip cihazi (Shandon Citadel 2000, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanilarak, rutin doku takip asamasinda alkol (70°, 80°, 90°, 96°,
100°) ve ksilol serilerinden gecirildi. Ardindan parafinde bloklanarak, histopatolojik
incelemeler i¢in mikrotomda (Leica RM 2255, Almanya) 4p kalinliginda kesitler lamlara
alindi.

3.2.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Alnan kesitlere 57°C etiivde deparafinizasyon islemi uygulandi. Ardindan ksilol
ve alkol serilerinde 3’er dk bekletildi. Dokular distile suda 5 dk bekletilerek rehidrasyon

saglandiktan sonra hematoksilen ile 3 dk boyandi. Hematoksilenin ardindan dokular
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eozin sollisyonuna alinarak 10-15 sn bekletilip dereceli alkol (100°, 96°,90°,80°,70°) ve
ksilol serilerinden gecirildikten sonra iizerlerine entellan damlatilarak lamelle kapatilip
1s1k mikroskobunda incelendi. Kesitler histopatolojik bulgularin siddetine gore; yok (0),
hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak degerlendirildi. Bulgu gésteren orneklerden
mikroskobik resimler alindi. (Olympus BX51 with DP72).
3.2.4.2. Periodic Acid Schiff (PAS) Boyama
Rutin takibi yapilan bobrek dokulart 6nce % 10’luk notr tamponlu formalinde 48-
72 saat siireyle tespit edildi. Trimlenen dokular 12 saat akan ¢esme suyu altinda yikanarak
formalin uzaklastirildi. Rutin doku takip agsamasinda, alkol (70°, 80°, 90°, 96°, 100°) ve
ksilol serilerinden gegirilen doku Ornekleri sonrasinda parafinde bloklanarak 4p
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlere deparafinizasyon islemi uygulanarak
ardindan ksilol ve alkol serilerinde 3’er dk bekletildi. Dokular distile suda 5 dk
bekletilerek rehidrasyon saglandiktan sonra Periodic Acid Schiff (PAS) boyama
yontemleriyle boyandi. Bu asamada;
e A-Periodic Acid ¢ozeltisi 10 damla damlatild1 10 dk bekletildikten sonra distile
suda 2 dk yikandi.
e B-Schiff’s Reagent ¢ozeltisi 10 damla damlatildi 20 dk bekletildi ve distile suda
5 dk yikandu.
e Preparatlar akan suda 5 dakika yikandu.
e C- Hematoksilen soliisyonu 10 damla damlatildi 5 dk bekletildi.

e Preparatlar1 akan ¢esme suyunda 2 dakika yikayip distile su ile 5 dk yikanda.

Ardindan alkol ve ksilol serilerinden gegirildi ve entellan damlatilarak lam ile
kapatildi ve Olympus BX51 with DP72 marka 151k mikroskobunda incelenerek

fotograflar ¢ekildi.
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3.5.Istatistiksel Analizler

Kontrol, Crosin 25, Crosin 50, Gentamisin, Gentamisin+Crosin 25 ve
Gentamisin+Crosin 50 uygulanan gruplarin gruplar arasindaki farkliligin 6nemi igin
SPSS 28.0.1.1 paket programi kullanilarak One Way (ANOVA) analizi yapildi. Coklu
karsilastirma i¢in de Tukey testi yapildi. Sonuglar ortalama deger ve standart hata

seklinde (X£SXx) verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bobrek Agirhiklar

Kontrol, Cr 25, Cr 50, Gm, Gm+Cr 25 ve Gm+Cr 50 grubundaki ratlarin ortalama

bobrek agirliklart Sekil 4.1.°de sunuldu.

219 4
184 M
15 -
1,2 -
0,9 A
0,6 -
03 A

Bobrek Agirliklar (g)

Kontrol Cr25 Cr50 Gm Gm+CrGm+Cr
25 50

Sekil 4.1. Tiim gruplardaki kesim aninda 6lgiilen bobrek agirliklar:

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin, ®¢: Ayni siitundaki farkl: harfle gdsterilen ortalamalar arasi fark dnemlidir
(p<0.001).

Gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite sonucunda kesim aninda ratlardan alinan
bobrek agirliklariin ortalamalari kontrol, Cr 25, Cr 50, Gm, Gm+Cr 25 ve Gm+Cr 50
gruplarinda sirasiyla 1.86, 1.75, 1.72, 1.77, 1.72 ve 1.75 g olup gruplar arasi
kasilastirmada kontrol grubuna goére tim gruplarda diisiis saptand1 (p<0.001). Kontrol
grubu hari¢ diger gruplara gore Gm uygulamasi ile bobrek agirliginda artis oldugu
goriildii (p<0.001).

4.2. Biyokimyasal Analizler

4.2.1. Bobrek Fonksiyon Testleri

Kontrol, Cr 25, Cr 50, Gm, Gm+Cr 25 ve Gm+Cr 50 grubu ratlara ait plazma tirik

asit, kreatinin ve tire diizeylerinin ortalamalar1 Tablo 4.1.”de verildi.
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Tablo 4.1. Tam kanda iirik asit, kreatinin ve tire diizeyleri

Gruplar Urik asit (mg/dL) Kreatinin (mg/dL) Ure (mg/dL)
Kontrol 0.09F0.00° 0.42%0.00¢ 5.53%0.07¢
Cr25 0.09F0.00° 0.41%0.00¢ 5.54F0.32¢
Cr 50 0.10¥0.00° 0.41%0.00¢ 5.63%0.9¢
Gm 0.12F0.00? 0.92%0.032 27.27F0.77°
Gm+Cr 25 0.09F0.00° 0.56F0.01° 14.31F0.47°
Gm+Cr 50 0.09F0.00° 0.51F0.00° 12.42F0.32°
p-value <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin,®>¢: Aym siitundaki farkli harfle gosterilen ortalamalar aras1 fark dnemlidir
(p<0.001).

Gm grubundaki ratlarin {iirik asit, kreatininn ve iire diizeyleri kontrol ve crosin
uygulanan gruplardaki ratlara gére gentamisin uygulanan grupta istatistiksel olarak
yiiksek oldugu tespit edildi (p <0.001). Bakilan bobrek fonksiyon test parametrelerinin
Gm ile birlikte crosin uygulamasi ile birlikte Gm grubuna gére énemli oranda azaldig1
belirlendi (p<0.001).

4.2.2. Plazma Sitokin Diizeyleri

Yapilan calisma sonucunda elde edilen plazma sitokin diizeyleri Tablo 4.2.’de
sunuldu. Gm grubunda tiim gruplara gére plazma TNF-a, IL-1p ve IL-6 diizeyinde 6nemli
oranda artis tespit edilirken, crosin ile tedavi gruplarinda Gm grubuna gore bu degerlerde

azalis saptandi (p<0.001).
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Tablo 4.2. Tiim gruplarin plazma sitokin diizeyleri

Gruplar TNF-a (ng/L) IL-18 (pg/L) IL-6 (pg/mL)
Kontrol 82.72%0.71¢ 253.27F3.03¢ 36.37%0.28¢
Cr25 78.647F0.85¢ 244.24F1.13° 34.007F0.38°
Cr 50 76.85F0.71¢ 237.34F2.47¢ 33.09F0.29°
Gm 284.06F5.17° 497.39F7.992 137.72F0.74°
Gm+Cr 25 119.30F3.26" 315.26F3.77° 54.47F0.44
Gm+Cr 50 99.07F1.98° 298.4276.36" 42.56F0.41°
p-value <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin,®>¢: Aym siitundaki farkli harfle gosterilen ortalamalar aras1 fark énemlidir
(p<0.001).

4.2.3. Plazma ve Bobrek Dokusu Oksidatif Stres Parametreleri ve TLR-4

Plazma oksidatif stres ve TLR-4 parametreleri Tablo 4.3.’de sunulurken bobrek
dokusunda bakilan parametreler Tablo 4.4.’de sunuldu. Plazma ve bobrek dokusu MDA,
Nitrat, Nitrit, TLR-4 ve plazma AOPP diizeyleri Gm grubunda kontrol grubuna gore
onemli oranda artt1 (p<0.001). Bu diizeyler crosin uygulanan gruplarda Gm grubuna goére
onemli oranda azald1 (p<0.001).

Plazma ve bobrek dokusu GSH diizeyi, SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde kontrol
grubuna gore Gm grubunda istatistiksel olarak azalma (p<0.001) saptanirken crosin
uygulanan gruplarda Gm grubuna goére belirtilen parmetrelerde 6nemli oranda artis

saptandi (p<0.001).
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Tablo 4.3. Tiim gruplarin plazmasinda 6l¢iilen baz1 biyokimyasal parametreler

Gruplar MDA (nmol/g) GSH SOD (EU/g CAT (U/lg) GPx(U/mL) Nitrit (ppm)  Nitrat (ppm) AOPP TLR-4
(nmol/g) protein) (pmol/L) (ng/mL)
Kontrol 20.15F0.90¢ 2.40F0.09*¢  15.39F0.20* 120.19¥2.00° 0.27%0.00*°  3.23F0.08%  11.68%F0.17* 0.04¥0.00°  2.50 ¥0.11¢
b
Cr25 17.93%0.71¢ 2.58F0.04®  15.11F0.21* 123.24%0.9* 0.27F0.01*  3.48%0.06° 12.32%0.11¢ 0.08%0.00¢ 1.79%0.13¢
Cr 50 17.61%0.27¢ 2.7240.03° 15.47¥0.14*  126.19F1.1*  0.30F70.01*  3.50F0.05¢ 12.08%0.21¢ 0.07¥0.01%  1.49 ¥0.21¢
Gm 45.10+1.442 2.04%0.0¢ 13.93%0.11¢ 87.10F1.3¢ 0.21F0.00¢ 8.90+0.00? 32.36+0.17¢ 0.25+0.01*  19.08+0.43%
Gm+Cr 25 34.44F1.34° 2.26+0.01° 14.30+0.15°  109.31 +29°  0.24+0.00° 6.71F0.21° 22.14F0.14° 0.14%0.00¢  8.83 F0.63"
Gm+Cr 50 26.53+0.73¢ 2.35+0.01° 14.69F0.20™ 118.58F0.64° 0.26F0.00*  5.73F0.27¢ 18.98F0.52°  0.11F0.00™  5.90%0.24°
p-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin,**<: Aym siitundaki farkli harfle gosterilen ortalamalar arasi fark onemlidir (p<0.001).
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Tablo 4.4. Tiim gruplarin bobrek dokusunda 6l¢iilen bazi biyokimyasal parametreler

Gruplar MDA (nmol/g) GSH (nmol/g) SOD (EU/g CAT (Ulg) GPx (U/mL)  Nitrit (ppm) Nitrat (ppm) TLR-4
protein) (ng/mL)
Kontrol 23.80F0.27¢ 1.77%0.00° 53.19F0.55 139.08+1.95¢ 5.69+0.10° 6.46F0.08« 45.12%0.25% 2.70F0.07¢
Cr25 23.3040.33¢ 1.78%0.00° 56.83+0.60% 175.99F4.2° 6.03+0.03° 6.2970.03¢ 44.18%0.29° 1.90F0.03¢
Cr 50 22.57F0.26¢ 1.79+0.00? 58.05+1.00° 186.59+2.32 6.3040.03° 6.26+0.02¢ 43.82%0.38° 1.73%0.01¢
Gm 52.43+0.872 1.13+0.00° 40.01+0.90¢ 99.25+2.15° 4.04%0.01 8.55+0.05? 54.10+0.55? 19.58+0.60?
Gm+Cr 25 29.03F0.67° 1.71%0.00¢ 47.14%1.34° 125.32%1.1¢ 4.93+0.09° 6.73F0.10° 48.24%0.45° 14.02 ¥0.1°
Gm+Cr 50 26.6040.32° 1.7240.00° 49.44%0.91¢ 136.83+1.08° 5.30F0.02¢ 6.62F0.06" 46.49%0.51 11.31+0.39°
p-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin,*®¢: Aym siitundaki farkl1 harfle gdsterilen ortalamalar aras: fark onemlidir (p<0.001).



4.2.4. Real-Time PCR Bulgular:

Bobrek dokusu orneklerinde transkripsiyonel diizeyde Bax, Bcl-2, Kaspaz-3,
COX-2, NF- B, HO-1, Nrf-2 ve TLR-4 ekspresyonunun gRT-PCR yontemi ile
belirlenmesine yonelik olarak kalite ve miktarlar belirlendikten sonra elde edilen total
RNA oOrneklerinden ¢cDNA sentezi yapilarak Real-Time PCR ile analiz edilen tim
orneklerin Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, COX-2, NF- B, HO-1, Nrf-2 ve TLR-4 ekspresyon
diizeyleri ve referans geni olarak kullanilan GAPDH genine gore Threshold Cycle (Ct)
degerlerinden hesaplandi ve Tablo 4.5’de gosterilerek Sekil 4.2-9.’da gruplarin dagilimi
sunuldu.

Gm grubunda tiim gruplara gore Bax, Kaspaz-3, COX-2, NF- »B ve ve TLR-4
ekspresyon diizeyleri 6nemli oranda arttig1 saptandi (p<0.001). Crosin uygulanan tedavi
gruplarinda ise Gm grubuna goére bu ekspresyon diizeylerinin 6nemli oranda azaldigi
bulunarak Tablo 4.5.’de gosterildi.

Gm ile nefrotoksisite olusturulan grupta Bcl-2, HO-1 ve Nrf-2 genlerinin
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore Oonemli oranda azaldi (p<0.001). Crosin
uygulanan gruplarin Gm grubuna goére Bcl-2, HO-1 ve Nrf-2 genlerinin ekspresyon

seviyelerinin artirdig tespit edildi.

77



8.

Tablo 4.5. Tim gruplarin bobrek dokusunda Sl¢iilen bazi genlerin ekspresyon diizeyleri

Gruplar Bax Bcl-2 Kaspaz-3 COX-2 HO-1 NF- B Nrf-2 TLR-4

Kontrol 1.02+0.04° 1.49F0.04%® 0.93%0.05¢ 0.08¥0.01¢ 0.96+0.022 0.974+0.03° 13.10+0.422 0.84%0.11¢
Cr25 0.86+0.05¢ 1.9040.122 0.71%0.08° 0.06%0.00¢ 0.93%0.07% 0.66+0.04°¢ 13.33+0.60? 0.86%0.07¢
Cr50 0.53+0.07¢ 1.96+0.152 0.69F0.11¢ 0.06¥0.01¢ 1.09+0.08° 0.70+0.05° 14.21+1.127 0.87%0.07¢
Gm 3.26+0.127 0.674+0.06° 2.78+0.11° 0.80+0.04? 0.12%0.02¢ 2.12+0.10? 1.09F0.22¢ 4.63+0.17°
Gm+Cr 25 2.80+0.20? 1.04F0.14% 1.94%0.11° 0.54F0.05° 0.53+0.04¢ 2.05+0.227 4.4240.55° 3.62F0.35°
Gm+Cr 50 2.09F0.14° 1.40%0.83" 1.39+0.09° 0.354+0.03° 0.68%0.06" 1.49%0.13° 8.16F0.48° 2.23+0.14°¢
p-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin,*®: Aym siitundaki farkl1 harfle gdsterilen ortalamalar aras1 fark énemlidir (p<0.001).
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4.2.5. Western Blot Analizi Bulgulari

Western blotlama sonuglari kemiluminesans filtreye sahip kamerali bir sistem ile
goriintiilenerek protein ekspresyon diizeyleri Image Lab. programi ile belirlenerek Tablo
4.6.’da, bantlar ve gruplara gore dagilimlar ise Sekil 4.10-17.’de gosterildi.

Bax ve Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelendiginde en yiiksek
seviyenin Gm grubunda oldugu, en diistik diizeyin ise Cr 50 grubunda oldugu saptandi.
Gm grubu ile karsilastirildiginda crosin uygulanan tedavi gruplarinda istatistiksel olarak
onemli bir azalmanin oldugu tespit edildi (p<0.001). Bcl-2 diizeyinin Gm grubunda en
diisiik diizeyde oldugu goriildii. Crosin tedavi gruplarinin ise hasar grubu olan Gm
grubuna gore Bcl-2 seviyesini 6nemli oranda artirdigi belirlendi (p<0.001). Elde edilen
sonuglara gore crosinin Bcl-2 yolagini aktif hale getirerek bobrek toksisitesini dnemli
Olciide durdurdugu tespit edildi.

Calisma gruplarinda bobrek hasari olusturulan Gm grubunda COX-2 protein
ekspresyon diizeyinin en yiiksek (1.41) oldugu tespit edildi. Gm ile birlikte uygulanan
crosin gruplarinda Gm grubuna gore COX-2 protein seviyesinin 6nemli oranda azaldigi
saptand1 (p<0.001). NF-»B proteininin ekspresyon diizeyleri incelendiginde, en yiiksek
degerin Gm grubunda oldugu belirlendi. Gm ile birlikte uygulanan Cr 50 dozunun NF-
u«B protein ekspresyon diizeyini 6nemli dlcilide azalttig: istatistiksel olarak tespit edildi
(p<0.001).

TLR-4 proteininin ekspresyon diizeyleri incelendiginde, en yiiksek degerin Gm
grubunda, en diisiik degerin ise Cr 50 grubunda oldugu gozlendi. Gm ile birlikte
uygulanan crosin tedavi dozlarinin TLR-4 proteininin ekspresyon diizeyini azalttigi
istatistiksel olarak belirlendi (p<0.001).

HO-1 proteininin ekspresyon diizeyleri Tablo 4.6.°da incelendiginde Gm

grubunda kontrol grubuna kiyasla onemli oranda azaldigi saptandi. Gm ile birlikte
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uygulanan Crosin 25 ve 50 dozlarinin HO-1 protein seviyesini onemli oranda artirdigi
tespit edildi (p<0.001).

Calisma gruplarinin Nrf-2 protein ekspresyon diizeyleri incelendiginde en yiiksek
degerin Cr 50 grubunda, en diisiik degerin ise Gm grubunda oldugu goézlendi. Gm ile
birlikte uygulanan Cr 50 dozunun Nrf-2 protein ekspresyon seviyesini énemli oranda

artirdig1 saptandi (p<0.001).
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Tablo 4.6. Bobrek dokusu Western blot ile 6lgiilen bazi proteinlerin ekspresyon diizeyleri

Gruplar Bax Bcl-2 Kaspaz-3 COX-2 HO-1 NF-»B Nrf-2 TLR-4

Kontrol 1.00%0.03° 1.00F0.03%® 1.00F0.04¢ 1.00+0.03¢ 1.00+0.032 1.004-0.04° 1.00F0.03%® 1.0040.11°
Cr 25 0.95F0.03° 1.05+0.032 0.94%0.03¢ 0.99+0.03¢ 1.02+0.03? 0.91+0.04¢ 1.01%0.03%* 0.95+0.07¢
Cr50 0.90%0.03° 0.98%0.03*  0.92%0.04¢ 1.0040.03¢ 1.05+0.03? 0.92+0.04¢ 1.05+1.032 0.9440.07¢
Gm 1.4740.072 0.60%0.03¢ 2.97+0.072 1.4140.06* 0.48+0.02° 2.12+0.042 0.69%0.03¢ 1.83+0.172
Gm+Cr 25 1.36+0.05% 0.76+0.02¢ 2.03F0.05° 1.32F0.03% 0.71F0.02° 1.9540.042 0.83%0.03 1.42%0.35°
Gm+Cr 50 1.04%0.03" 0.87%0.03" 1.68+0.05° 1.18%0.03" 0.81F0.03" 1.73%0.04° 0.89F0.03% 1.39F0.14°
p-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin,*P<: Aym siitundaki farkli harfle gosterilen ortalamalar arasi fark onemlidir (p<0.001).

85



20 4
L
£ 167
|
Bax a E
JgnE 1,2 4 b
p-Tubulin or 1
EX
TS 081
2%
i3
-IE
[
&
00 .

Kontrol  Cr25 Cr50 Gm  Gm+Cr25 Gm+Cr50

Sekil 4. 8. Bax protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot sonuglari

12 1

Bdl-2

BTubulin [

06 1

03 4

Bcl-2 / B-Tubulin Bagl
Protein Duzeyi (20 Kontrol)

0,0 T — T T
Kontrol Cr25 Crs0 Gm  Gm+Cr25 Gm+Cr50

Sekil 4. 9. Bcl-2 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot sonuglart
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Sekil 4. 11. COX-2 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot sonuglari
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Sekil 4. 13. HO-1 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot sonuglari
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Sekil 4. 14. Nrf-2 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot sonuglari
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Sekil 4. 15. TLR-4 protein ekspresyon diizeyinin ve bantlarin Western blot sonuclari
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4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Makroskobik Bulgular

Bobrek dokulari makroskobik olarak incelendiginde, Kontrol, Cr 25 ve Cr 50
gruplarinda normal goriiniimde oldugu gozlenirken (Sekil 4.18-20), Gm grubundaki
bobrek dokularmin siddetli diizeyde 6demli, 1slak ve agik renkte oldugu, konjesyon ve
yer yer hemorajilerin oldugu gozlendi (Sekil 4.21.). Gm+Cr 25 ve Gm+Cr 50 gruplarinda

ise ¢ok hafif 6dem ve konjesyon gozlendi (Sekil 4.22-23.).

Sekil 4. 16. Kontrol grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii
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Sekil 4. 17. Cr 25 grubu bobrek bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii

Sekil 4. 18. Cr 50 grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii
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T

Sekil 4. 19. Gentamisin grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii
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Sekil 4. 20. Gm+Cr 25 grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii

Sekil 4. 21. Gm+Cr 50 grubu bobrek dokusunun makroskobik goriintiisii
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4.3.2. Mikroskobik Bulgular

Bobrek dokusundan almman Orneklerin  histopatolojik olarak incelenmesi
sonucunda elde edilen skorlama degerlerinin istatistiksel verileri Tablo 4.7.’de sunuldu.
Histopatolojik  parametreler incelendiginde  gruplarin  bobrek  Orneklerinde
dejenerasyonun en siddetli Gm grubunda, en hafif ise kontrol grubunda oldugu tespit
edildi (p<0.001). Calisma gruplarinin bébrek doku 6rneklerinde Gm grubunda yanginin
siddetli oldugu, yanginin en az oldugu gruplarin kontrol ve Cr 50 oldugu saptandi. Gm
ile birlikte crosin uygulanan gruplarda ise yanginin Gm grubuna gore azaldigi istatistiksel
olarak saptandi (p<0.001). Bobrek doku 6rneklerinden nekroz bulgulart en siddetli Gm
grubunda oldugu belirlenerek, Gm ile birlikte uygulanan crosin 50 dozunun nekrozu
onemli derecede azalttigi gozlendi (p<0.001). Gruplarin bobrek doku Orneklerinde
hemoroji bulgular1 yine en yiliksek Gm grubunda ve en diisiik kontrol grubunda oldugu

belirlendi. Crosin ile tedavi gruplarinda hemoroji bulgularinin 6nemli oranda azaldigi

tespit edildi (p<0.001).

Tablo 4.7. Bobrek dokusu kesitlerindeki histopatolojik bulgularin skorlamasi

Gruplar Dejenerasyon Nekroz Yangi Hemoraji
Kontrol 0.00F0.00¢ 0.00¥0.00  0.00F0.00¢ 0.00F0.00¢
Cr25 1.6740.21° 1.50F0.22°  0.33F0.21¢ 0.33%0.21¢
Cr 50 1.00¥0.00°  0.50¥0.22*®  0.00¥0.00¢ 0.17%0.17¢
Gm 3.67+0.212 3.17+0.31*  3.5040.222 3.17+0.172
Gm+Cr 25 2.67F0.21° 2.0070.26°  2.33F0.21° 2.00F0.00°
Gm+Cr 50 1.674+0.21° 1.00F0.26°¢  1.33%0.33° 0.83+0.17¢
p-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Cr: Crosin, Gm: Gentamisin, 2>¢. Ayni siitundaki farkli harfle gosterilen ortalamalar aras1 fark énemlidir
(p<0.001).
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Tim gruplardaki bobrek dokusu kesitlerindeki H&E boyama ve Gm grubu PAS boyama

histopatolojik goriintiileri Sekil 4.24-35"de gosterildi.

Sekil 4. 22. Kontrol grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii

Kontrol grubu bobrek dokusu normal histolojik yapidadir. H&E, Bar:70um.

Sekil 4. 23. Kontrol grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik goriintiisii

Kontrol grubu normal histopatolojik yapidadir. PAS, Bar:70um.
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Sekil 4. 24. Cr 25 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii.

Cr 25 grubu; bobrek tubul epitellerinde dejenerasyon (yildiz), nekroz (ok bast),

H&E, Bar:70um.

Sekil 4. 25. Cr 25 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik goriintiisii.

Cr 25; normal histopatolojik yapidadir. PAS, Bar:70um.
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Sekil 4. 26. Cr 50 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii.

Cr 50 grubu; bobrek tubul epitellerinde dejenerasyon (yildiz), nekroz (ok bast),

H&E, Bar:70um

Sekil 4. 27. Cr 50 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik goriintiisii.

Cr 50; normal histopatolojik yapidadir. PAS, Bar:70um.
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Sekil 4. 28. Gm grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii

Gentamisin grubu; bobrek tubiil epitellerinde dejenerasyon (yildiz), nekroz (ok basi) ve
interstisyel mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok) ve hiyalin silindirleri (simsek), H&E,

Bar:70pm.

Gentamisin uygulanan grupta, renal damarlarda konjesyon ve dilatasyon saptandi.
Proksimal tubullerin epitel hiicrelerinde siddetli dejenerasyon ve nekroz tespit edildi. Bu
tubullerin lumenlerinin dejenere ve dokiilmis epitel hiicreleri ile doldugu dikkati ¢ekti.
Ayrica intersitisyel alanda yogun mononiikleer hiicreler goriildii. Bazi glomeruluslarin
atrofik goriiniimde oldugu ve bazi tubul lumenleri icerisinde hiyalin silindirleri fark
edildi. Yapilan PAS boyamada bu silindirler pembe, homojen renkte gortldi (Sekil

4.28.).
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Sekil 4. 29.Gentamisin grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik goriintiisii.

Gentamisin grubu; bobrek tubiil epitellerinde hiyalin silindirleri (simsek), PAS,

Bar:70pum.

Sekil 4. 30. Gm+Cr 25 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii

Gm+ Cr 25, Bobrek tubul epitellerinde dejenerasyon (yildiz), nekroz (ok basi),

H&E, Bar:70um.

99



Sekil 4. 31. Gm+Cr 25 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik goriintiisii

Gm+Cr 25; normal histopatolojik yapidadir. PAS, Bar:70pm.

Sekil 4. 32. Gm+Cr 50 grubu bobrek dokusunun histopatolojik goriintiisii

Gm+Cr 50, Bobrek tubul epitellerinde dejenerasyon (yildiz), nekroz (ok basi), H&E,

Bar:70pm.
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Sekil 4. 33. Gm+Cr 50 grubu bobrek dokusunun PAS boyama histopatolojik goriintiisii

Gm+Cr 50; normal histopatolojik yapidadir. PAS, Bar:70um.
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5. TARTISMA

Bobrekler, toksik maddelerin ve metabolitlerinin atilimindaki énemi nedeniyle
kimyasal kaynakli toksisite i¢in birincil hedef organ olarak kabul edilir (Jacob et al.,
2020a; Xue et al., 2006). Birgok terapotik ajanin klinik kullanim1 nefrotoksisiteye neden
olmaktadir (Perazella, 2018). Yaygmn olarak kullanilan bir aminoglikozit grubu
antibiyotiklerden olan gentamisinin sik kullanilmasi, ilaca bagli nefrotoksisitenin 6nde
gelen nedenlerinden biridir (Randjelovic et al., 2017). Bobrek hastaligi diinya ¢apinda
750 milyondan fazla insan1 etkileyen ciddi bir saglik sorunu olup akut bobrek yetmezligi
ve kronik bobrek yetmezligi olarak 2’ye ayrilir. Akut bobrek yetmezligi, bobrek bosaltim
fonksiyonunun hizli kaybi ile karakterize klinik bir sendromdur (Nassan et al., 2021;
Perazella, 2018).

Gentamisin kullanan bireylerde gentamisin kaynakli nefrotoksisitede renal korteks
icindeki proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde ve glomeruluslarda hasar ile baglantili olarak
bobrek yetmezligi goriilmektedir (Heidarian et al., 2017). Ratlara 4-10 giin boyunca
gentamisin (40-200 mg/kg) enjeksiyonu ile nefrotoksisite indiiklenebilir (Apaydin
Yildirim et al., 2017; Heidarian et al., 2017; Jacob et al., 2020b). Gentamisin
uygulandiktan sonra viicutta glomeruluslar araciligiyla filtre edilerek endositoz yoluyla
proksimal tubiil lizozomlarinda birikerek lizozomal membran yirtilmasina ve sonug
olarak tiibiiler nekroza neden olur. Gentamisinin bdbrek dokusunda birikmesi
inflamasyona, apaoptoza, oksidatif hasara ve bdbrek hasarinin gelisimine neden
olmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda gentamisin kaynakli oksidatif stres, inflamasyon
ve apoptozu inhibe eden molekiiller {izerinde ¢alismalar yapilmaktadir (Azouz et al.,
2022; Jado et al., 2020).

Safran, Iridaceae ailesine ait Crocus sativus L. bitkisinin ¢i¢eklerinden elde edilen,

iyl bilinen bir baharattir. Bitkinin kullanilan kismi, karotenoidler, apokarotenoidler,
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flavonoidler ve vitaminler agisindan zengin olan kurutulmus tag¢ yapraklaridir. Bu aktif
bilesikler arasinda, safranin karakteristik coklu farmakolojik etkinliklerinden sorumlu
olan ana bilesik olarak kabul edilen crosin yer almaktadir (Alavizadeh & Hosseinzadeh,
2014). Crosin, safranin kirmizi renginden sorumlu olan, suda ¢oziinen bir karotenoid
pigmenttir ve antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser aktiviteleri bulunmaktadir
(Kalantar et al., 2019). Son yillarda crosinin ratlarda bobrek yetmezligini 6nemli 6lgiide
azalttigina dair ¢alismalar yapilmaktadir (Hashemzaei et al., 2020).

Yapilan bircok ¢alismada gentamisin uygulamasi sonrasinda renal dokuda
inflamasyonun ve akut tubiiler nekrozun artisindan dolayr 6dem gelisimi s6z konusu
oldugu i¢in bobrek agirliklarinda artis gortldigi bildirilmistir (Erdem et al., 2000;
Sharawy et al., 2018). Giilmez ve ark.’nin gentamisin ile olusturulan deneysel nefropati
modelinde adropinin terapotik etkisini inceledikleri ¢alismada, gentamisinin 100
mg/kg/glin intraperitoneal olarak uygulandigi gruptaki ratlarin bobrek agirliginin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde yiiksek oldugunu saptamigslardir
(Gulmez et al., 2018).

El-Ashmawy ve ark. (2022) ramdomiyolize bagl gelisen bobrek hasarinda bobrek
agirliginin kontrol grubuna gore 6nemli oranda arttigi ve ramdomiyoliz ile birlikte
uygulanan crosinin bobreklerdeki hasari azaltarak bobrek agirligini  azalttigini
bildirilmislerdir (El-Ashmawy et al., 2022). Chowdhury ve ark. (2019), 50 mg/kg
streptozotosin uygulayarak diyabet olusturduklari ratlarda, bobrek agirliklarinin diger
gruplara gore yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Crosin uygulamasi yapilan gruptaki
bobrek agirliklarinin diyabetik gruba gore diistiigiinii tespit etmislerdir (Chowdhury et al.,
2019). Bu calismada ratlara uygulanan Gm’nin bobrek agirliklarinda artisa neden
oldugunun tespit edilmesi literatiir bilgilerini destekler niteliktedir.

Nefrotoksisite, gentamisin gibi ilaglarin bobrek korteksinde birikmesi sonucunda
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olusur. Sonugta bobrek fonksiyon bozuklugu sirasinda glomeruler filtrasyon hizinin
azalmasi nedeniyle bobreklerde meydana gelen hasar sonucu kandaki {ire, iirik asit ve
kreatinin seviyeleri artmaktadir. Bu durum, renal konsantrasyon bozuklugu, akut tubiiler
nekroz veya renal yetmezlik gibi patolojik durumlari igerir (Kang et al., 2022; Kedir et
al., 2022; Ullah et al., 2014). Gentamisin uygulanan ratlarda plazma iire, kreatinin ve
iirik asit diizeyinin kontrol grubuna gore kiyaslandiginda onemli derecede yiiksek
oldugunu ve histopatolojik bulgularinda bu bulgular1 destekledigini bildirmislerdir (Ullah
etal., 2014).

Crosinin gentamisin kaynakli nefrotoksisite iizerindeki iyilestirici etkisi ve
antioksidan roliiniin arastirildigi bir ¢alismada 100 mg/kg dozda gentamisin uygulanarak
nefrotoksisite olusturulan grupta plazma tire ve kreatinin diizeyinin kontrol grubuna gore
yiikseldigi, gentamisin ile birlikte 100 mg/kg crosin verilen grupta plazma iire ve
kreatinin seviyelerinin diistiigii belirtilmistir (Yarijani et al., 2016). Bobrek iskemisi
lizerine yapilan bir ¢alismada plazma iire, kreatini ve BUN diizeyinin kontrol grubuna
gore onemli diizeyde arttig1 ve tedavi grubu olan crosinin (20 mg/kg) bu belirtecleri
onemli oranda azalttig1 ve bobrek fonksiyonlarini diizenledigi bildirilmistir (Naghizadeh
etal., 2010).

Linjuan ve ark. (2021), hiperglisemik ratlarda bobrek fonksiyon bozuklugunu
belirlemek igin diyabetik nefropatinin klasik biyobelirtegleri olan plazma BUN, kreatinin,
iirik asit diizeyleri ve idrar albumin/idrar kreatinin oranini 6lgmiislerdir. Diyabete baglh
gelisen nefrotoksisitede serum BUN, kreatinin, tirik asit diizeyleri ve idrar albumin/idrar
kreatinin oraninin artigini, Crosin ile tedavi sonrasi bu diizeylerin 6nemli 6lgiide azaldigini
belirlenmislerdir (Zhang. et al., 2021). EI-Ashmawy ve ark (2022), ratlarda crosinin (200
mg/kg/i.p./7 giin) rabdomiyolize bagh gelisen nefrotoksisite tizerine etkilerini

inceledikleri ¢alismada, rabdomiyoliz sonucu BUN ve kreatinin seviyelerinin
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yiikseldigini ve renal hasara yol agtigini tespit etmislerdir. Crosin tedavisinden sonra bu
parametrelerde iyilesme goriildiigiinii bildirilmislerdir (EI-Ashmawy et al., 2022).

Yapilan tez c¢alismasiyla ratlara 8 giin boyunca uygulanan Gm’nin bdbrek
hasarmin rutin biyobelirtegleri olan iire, kreatinin ve tirik asit diizeylerinde artisa neden
olarak nefrotoksisite olusturdugu tespit edildi. Gm ile birlikte Cr uygulanan gruplarda
(6zellikle Gm+Cr 50 mg/kg) iirik asitin kontrol grubuna yaklastigi, tire ve Kreatinin
diizeylerinin ise Gm grubuna gore 6nemli oranda azaldig1 tespit edilmistir.

Hiicresel hasara karsi etkili bir biyokimyasal savunma mekanizmasi olan
inflamasyon, olduk¢a karmasik bir siiregtir. Bagisiklik hiicreleri tarafindan inflamasyon
bolgelerinde salgilanan reaktif oksijen tiirleri, hiicre hasarinin temel sebepleri arasinda
yer almaktadir (Wang et al., 2014). Sitokinler, bagisiklik yanitlarinin baglatilmast ve
diizenlenmesinde 6nemlidirler. Sitokin agi, bagisiklik sisteminde bir¢ok bagisiklik ve
bagisiklik dis1 hiicre lizerinde dogrudan veya dolayli olarak etkisi olan en karmasik ve
hassas biyolojik aglardan biridir (Opal & DePalo, 2000). Sitokin ag1 bozulursa, gesitli
bagisiklik sistemi bozukluklarinin ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir. Lenfositler ve diger
hiicre tipleri tarafindan olusturulan aktive makrofajlar, interldkinler ve TNF-o gibi
proinflamatuar sitokinler inflamasyon siirecinde 6nemli belirteglerdir. Proinflamatuar
sitokinler, sistemik akut faz reaksiyonlarini tetikleme, endotel {izerinde etki yapma ve
fibroblastlarda etki yapma gibi baslica {i¢ etkiye sahiptirler. Bakteriyel tiriinler, immun
kompleksler, toksinler, fiziksel yaralanmalar ve gesitli inflamatuar olaylarda sitokin
salinimi gergeklesir (Vilcek & Feldmann, 2004).

Pyelonefritte, bobrek dokusunda TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar
mediatorlerin arttigi gézlemlenmistir (Balaha et al., 2023). Tiimor nekroz faktord,
inflamatuar ve bagisiklik yanitlarinin temel diizenleyicisidir. TNF-a sinyalizasyonunda

diizensizlikler, siddetli inflamatuar ve otoimmun hastaliklara yol agabilir (Webster &
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Vucic, 2020). Farkli patolojik durumlarla miicadelede crosinin biyolojik etkisinin olasi
bir mekanizmasi olarak TNF-o baskilanmasi bildirilmektedir (Moallem et al., 2014;
Rezaee-Khorasany et al., 2020; Shoja et al., 2018).

Gentamisin ile yapilan ¢aligmalarda Gm grubunda kontrol grubuna gére TNF-a,
IL-1P ve IL-6, proinflamatuarlarin arttig1 saptanmistir (Diao et al., 2023; Elkhoely, 2023).

Diyabetik nefropati sonucu artan TNF-a, IL-1p protinflamtuarlart ve
inflamasyonu crosin uygulamasinin azalttigi saptanmistir (Zhang. et al., 2021). Yapilan
hipertansiyon ve hepatotoksisite ¢alismalarinin sonucu olarak artan sitokin diizeylerinin
crosin uygulamasi ile (TNF-a, IL-1p ve IL-6) 6nemli oranda diistiigii ve inflamasyona
engel oldugu kanitlanmistir (Chen et al., 2021; Liang et al., 2020).

Bu ¢alismada proinflamatuar diizeylerin (TNF-a, IL-1B ve IL-6) Gm grubunda
istatistiksel olarak onemli oranda arttig1 goriildii. Crosin uygulanan gruplarda (6zellikle
crosin 50 mg/kg uygulanan grupta) proinflamatuar parametrelerin azaldigi tespit edilmis
olup elde edilen bulgularin yapilan ¢alismalar ile uyumlu olarak bobregi inflamasyona
kars1 korudugu anlasilmistir.

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile antioksidanlar
arasindaki denge bozuldugunda ortaya ¢ikan bir durumdur. Bu dengenin bozulmasi,
ozellikle mitokondri ve diger hiicre organellerinde gerg¢eklesen normal metabolizma,
yaglanma, iskemi-reperfiizyon, inflamasyon, yiiksek oksijen basinci, radyasyon ve
kimyasal ajanlara maruz kalma gibi durumlar sonucu iiretilen ROS’larin yiiksek
reaktiviteye sahip molekiiller olmasiyla iliskilidir (Durackova, 2010). Oksidatif stres,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar, diyabet, ateroskleroz ve
inflamatuvar bozukluklar gibi bir¢ok hastaligin patogenezinden sorumludur. Bazi
ilaclarin  tedavi silirecinde oksidatif strese neden olabilecegi ve buna bagh

komplikasyonlar ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir. Arastirmalar ayrica, meydana gelen
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oksidatif stresin tek bir organi degil, diger organlar1 da etkileyebilecegini gostermektedir
(Neha et al., 2019).

Gentamisin gibi yaygin olarak kullanilan ve viicutta serbest radikal olusumunu
tetikleyen ilaglar, 6zellikle gram negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkilidir.
Gentamisinin olusturdugu oksidatif stres, doza bagli olarak degisebilir. Gm, organizmada
metabolize olurken asir1 serbest radikal olusumunu tetikleyebilir. Bu serbest radikaller,
hiicre zarlarindaki lipitlere, niikleik asitlere ve hiicre igi proteinlere zarar vererek, bu
makromolekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisikliklere ve hiicresel hasara yol agarlar
(Elkhoely, 2023).

Bobrekteki glomeruluslar oksidatif strese oldukga hassastirlar. Boylece
antioksidan uygulamalar1 bobrek hasarindaki serbest radikalleri siipiiriicii etkilerinden
dolay1 bobrek hasarini ciddi oranda azaltmaktadirlar (Ha & Lee, 2001; Jalili et al., 2020).
Lipid peroksidasyonunun bir {irinii olarak bilinen MDA’nin enzim aktivitelerini
bozdugu, hiicre membranlarinin gecirgenligini artirdig1, iyon aligverisini etkileyerek
hiicre i¢i iyon dengesini degistirdigi ve DNA yapisinda kirilmalar ve baz degisimlerine
neden oldugu rapor edilmistir. Gentamisin kaynakli nefrotoksisitede, bir¢ok caligma
MDA diizeyinde artis oldugunu gostermektedir (Balaha et al., 2023; Diao et al., 2023;
Elkhoely, 2023). Crosin, glutatyon diizeyinin azalmasini Onleyerek ve antioksidan
kapasiteyi artirarak proteinlerin ve lipidlerin peroksidasyonunu inhibe etmektedir ve
oksidatif stresin yikici etkilerini azaltmaktadir. Dahasi crosin inflamatuar yolaklar1 ve
apoptozisi inhibe ederek hiicreleri korumaktadir (Jalili et al., 2017; Roshankhah et al.,
2017; Salahshoor et al., 2016).

Antioksidanlar, hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyan
savunma sistemleridir. Bu savunma mekanizmalari, ilaglar, karsinojenler ve ¢esitli toksik

radikal reaksiyonlarinin neden oldugu serbest radikal hasarina karsi hiicreleri korumak
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i¢cin hem dogrudan hem de dolayli olarak etki gosterirler (Begum et al., 2021; Durackova,
2010). Bu mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu 6nlemeye yonelik islev
goriirken, diger bir kismi ise ortamdaki serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemektedir. Serbest radikaller, proteinler, DNA ve doymamis yaglar gibi bir¢ok
hiicresel bilesenle etkilesime girerek kimyasal reaksiyonlara ve yapisal degisikliklere yol
acabilir. Bu etkilesimler, apoptozis gibi hiicresel siireglere neden olabilecek potansiyel
reaksiyonlardir. Antioksidanlar, bu zararli etkilerin 6nlenmesi veya azaltilmasi i¢in
serbest radikaller ile etkilesime girerler. Bu sekilde hiicrelerin oksidatif hasara maruz
kalma riskini azaltirlar ve hiicrelerin saglikli islevlerini siirdiirebilmelerini saglarlar.
SOD, CAT ve GPx, canli hiicrelerin serbest radikal hasarindan korunmasinda onemli
roller tistlenen baslica antioksidan enzimlerdir (Davidovic et al., 2021; Qi & Dong, 2021).

Ratlarda gentamisin ile olusturulan bobrek hasarinda TGF-B1 roliiniin incelendigi
calismada; gentamisin grubundaki ratlarin bobrek dokusunda SOD, GPx ve CAT
aktivitelerinde anlamli bir azalma saptanmistir (Diao et al., 2023).

Cisplatin kaynakli bobrek yetmezliginde MDA nin artisina ek olarak SOD, GPx,
CAT aktivitelerinin ve GSH diizeyinin azaldig1 goriilmistiir. Crosinin cisplatin kaynakli
bobrek yetmezligini 6nledigi ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirdigt ve MDA
diizeyini istatistiksel olarak azalttig1 saptanmistir (Naghizadeh et al., 2010).

Ayrica, rabdomiyoliz kaynakli bobrek hasarinda crosin uygulmasinin ratlarin
bobreklerini korudugu, CAT aktivitesini artirdigi ve MDA diizeyini azalttig1 belirtilmistir
(El-Ashmawy et al., 2022).

Crosinin arsenik kaynakli kardiyotoksisite iizerine etkilerini arastiran bir
calismada; arsenik grubunun MDA diizeylerinin arttigi, SOD, GPx, CAT aktivitelerinin
ve GSH diizeyinin azaldig1 goriilmiistiir. Uygulanan crosin tedavisi ile oksidatif stres

engellenmis, MDA diizeyi azalmis, GSH ve antioksidan enzim aktiviteleri artmistir
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(Liang et al., 2020).

Gentamisinin viicuttaki SOD, GPx ve CAT gibi antioksidan enzimleri azaltarak
redoks dengesini bozdugu da gesitli galismalar tarafindan bildirilmistir (Elkhoely, 2023;
Govindappa et al., 2019; Kang et al., 2022; Medic et al., 2019; Yarijani et al., 2016).

Crosin 100 mg/kg dozda doksorubisin ile nefrotoksisite olusturulmus ratlarda
doksorubisin grubunda MDA seviyesini yiikseltmis, SOD aktivitelerini kontrol grubuna
gore onemli oranda diislirmiistiir. Crosin uygulamasi ile birlikte MDA diizeyinin azaldigi,
SOD aktivitesinin arttigi saptanmigdir (Hussain et al., 2021).

Yapilan bir bobrek iskemi-reperfiizyon ¢alismasinda oksidatif strese karsi crosinin
etkileri arastirilmig, iskemi olusturulan ratlarda MDA seviyesinin arttigi, SOD
aktivitesinin ise azaldigi bulunmusdur. Crosin uygulanan ratlarda MDA seviyelerinin
diistigii ve SOD aktivitesinin arttigi tespit edilmistir (Naderi et al., 2021).

Crosinin diyabetik nefropati tizerine etkisi ile ilgili bir ¢alismada nefr opati
grubunda MDA diizeyinin arttigi, SOD, GPx ve CAT aktivitelerinin azaldig1
goriilmiistiir. Crosin (50 mg/kg) ile tedavi sonucu MDA diizeyinin azaldigi, SOD, GPx
ve CAT aktvitelerinin 6nemli oranda arttig1 belirlenmistir (Zhang. et al., 2021).

Arsenik kaynakli kardiyotoksisitede crosinin 40 mg/kg uygulanan dozu ile beraber
toksikasyon grubuna gére MDA diizeyinde azalma, GSH diizeyinde, CAT ve SOD
aktivitelerinde artma oldugu goriilmistiir (Liang et al., 2020).

Bu tez calismasinda GSH diizeyinin Gm grubunda en az oldugu gorildi.
Uygulanan tedavi gruplarinda GSH diizeyinin arttig1 istatistiksel olarak saptandi. Yine
crosinin ozellikle 50 mg/kg dozunun antioksidan enzimleri uyararak Gm kaynakli
nefrotoksisiteyi onledigi goriildii.

Proteinler, oksidan maddelere maruz kaldiklarinda iki farkli yolla etkilenirler.

Birincisi, serbest radikallerin dogrudan protein molekiillerine etkisiyle gerceklesir.
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Ikincisi ise oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere kovalent baglarla baglanmasi sonucu
ortaya cikar. Bu siirecler proteinlerde bir¢cok kovalent degisiklige yol agar. Protein
oksidasyon iiriinleri, oksidatif stresin onemli bir gdstergesi olarak kabul edilir. Ayrica,
hastaligin ilerlemesiyle protein oksidasyonu arasinda giiclii bir iliski oldugu ileri
stiriilmektedir. Oksidatif stresin degerlendirilmesinde, oksidasyona ugramis modifiye
tirtinlerin ikincil triinleri 6nem kazanmustir (Piwowar et al., 2007; WitkoSarsat et al.,
1996). Ozellikle oksidatif stres siirecinde, aktive olan nétrofillerde bulunan
myeloperoksidaz enzimi tarafindan hipoklor6z asit ve kloraminlerin etkilesimiyle olusan
AOPP, proteinlerin oksidatif modifikasyonunun giivenli bir 6l¢lim parametresi olarak
kullanilmaktadir. AOPP degerleri, oksidasyon kaynakli protein hasarini dlgmek ve
oksidatif stresi azaltmaya yonelik tedavi stratejileri gelistirmek i¢in énemlidir (Yildirim
& Albayrak, 2023).

Yilmaz ve ark. (2018), ratlarda nefrotoksisite olusturmak amaciyla 8 giin boyunca
80 mg/kg/giin gentamisin uygulamislardir. Elde ettikleri sonuglara gore, gentamisin
verilen gruptaki AOPP degeri, gentamisin+fucoidan grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir yilikselme gostermistir. 5-Fluorourasil'in neden oldugu hepotoksisite
caligmasinda crosinin AOPP seviyesini digiirdiigli ve yine yapilan bir iskemi
calismasinda crosin ile tedavide AOPP diizeyinin istatistiksel olarak distiigi
kanitlanmistir (Yilmaz et al., 2018). Gentamisin ile bobrek hasari olusturulan grupta en
yiiksek AOPP diizeyinin belirlenmesi belirtilen ¢alismayla uyumludur. Gentamisin ile
birlikte crosin uygulanan gruplarda AOPP diizeyinin kontrol grubuna yaklastig1 gézlendi.

Bu calismada serum ve dokuda en yiiksek MDA diizeyi Gm grubunda oldugu
belirlendi. Elde edilen sonuglara gore crosin uygulamasinin MDA diizeyini azalttig1 ve
lipid peroksidasyonunu 6nledigi goriildii ve bu konuda yapilan ¢aligmalar ile sonuglarin

uyumlu oldugu saptandi. Sonug¢ olarak, fazla miktardaki serbest radikaller lipid
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peroksidasyonuna ve MDA {iretimine yol agmaktadir. Bu bulgulara dayanarak, crosinin
protein oksidasyonunu engelledigi ve oksidatif hasar1 azalttig1 kanaatine varildi.

Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun artmasi bdbrekteki tiibiiler
hiicrelerdeki ksantin oksidaz ve mitokondri araciligiyla iiretilen ROS kaynakli bébrek
hasarinin patofizyolojisinde rol oynayarak MDA ’nin artis1i, SOD, CAT, GPx aktivitesinin
ve GSH diizeyinin azalmasi sonucu apoptoza sebep olmaktadir (Bastani et al., 2022; Su
etal., 2019).

Crosinin tedavisinden sonra bu parametrelerde iyilesme goriildiigii ve bu
iyilesmenin crosinin oksidatif stresi Onleyerek renoprotektif etki gostermelerinden
kaynaklandigi bildirilmistir (EI-Ashmawy et al., 2022).

NF-xB, hiicresel transkripsiyonu, hayatta kalma ve sitokin {iretimini diizenleyen
onemli bir sinyal yoludur. NF-«xB, inflamasyonla iliskili farkli genlerin ifadesini kontrol
eder ve inflamatuar yanitlarin aracisi olarak kritik rol oynar (Su et al., 2019). Farkli
calismalar, crosinin antiinflamatuar ve antioksidan aktivitelerinin NF-xB inhibisyonu ile
iligkili olabilecegini gostermektedir (Boozari & Hosseinzadeh, 2022; Rahim et al., 2019).
Crosin, serum NF-«B diizeylerini, miyeloperoksidaz, COX-2, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS), fosfolipaz A2 ve prostanoidler gibi pro-inflamatuar enzimleri asagi regiile
edebilir (Asbaghi et al., 2021; Pashirzad et al., 2019; Zeinali et al., 2019).

Yapilan bu ¢alismada crosinin NF-kB ve COX-2 gen ekspresyonlarini toksikasyon
grubuna gore onemli oranda disiirdiigi saptandi. NF-kB’nin asagi regiile olmasi ile
western blot bulgularinda protein ekspresyon diizeyinin Gm grubuna gore azaldigi ve
inflamasyona kars1 bobregi korudugu tespit edilirken elde edilen bulgular ile literatiir
bulgularmin uyumlu oldugu belirlendi. Crosinin antiinflamatuar 6zellikleri, iNOS ve
COX-2 mRNA seviyelerinin ve IL-1p ve TNF-a konsantrasyonlarinin azalmasiyla

kanmitlanmistir (Huang & Jia, 2021). Calismada gen ve protein ekspresyonu diizeyinde
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bakilan COX-2 diizeyi Gm grubunda 6nemli oranda arttig1 ve crosin uygulamasi ile
birlikte COX-2 seviyesinin diistiigii tespit edildi (Hashemzaei et al., 2020).

Apoptotik yolak, nefrotoksisite patojenitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
yolak, antiapoptotik protein Bcl-2 ile proapoptotik protein Bax arasindaki denge
tarafindan kontrol edilir. Bax/Bc¢l-2 oran1 yiikselirse, kaspaz-3 aktivitesi artar ve apoptotik
yolak gliclenir (Boussabbeh et al., 2016). Bcl-2, Bcl ailesinin prototipidir ve
mitokondrinin dis tabakasinda bulunur ve anti-apoptotik 6zellikler iireterek antioksidan
yolaklar1 diizenler (Kinra et al., 2005). Diger yandan, Bax iyi bilinen bir apoptoz
hizlandiricisidir. Viicut herhangi bir stresle karsilastiginda, Bax konfiglirasyonunu
degistirir ve mitokondriyal membranin igine taginarak sitokrom C salinimina yol agarak
kaspaz-3'iin aktivasyonuna ve Bcl-2’nin inhibisyonuna dolayisiyla apoptozun aktive
olmasina neden olur (Albalawi et al., 2023; Sun et al., 2015). Inisiyator kaspazlar, kaspaz-
8 ve kaspaz-9, etki kaspazi olan kaspaz-3’ii aktive eder. Kaspaz-3 diger protein
substratlarin1 keserek apoptozu gergeklestirir. Inisiyator kaspazlar, hiicre yiizeyinde
aktive olanlar (ekstrinsik apoptoz) veya mitokondride aktive olanlar (intrinsik apoptoz)
olarak smiflandirilir. Ekstrinsik yolak, TNF-a'nin reseptore baglanmasiyla baglarken,
intrinsik yolak, oksidatif hasar veya endoplazmik retikulum stresiyle baslar (Becker et al.,
2013).

Crosin ile ilgili daha 6nce yapilan kolorektal kanser ¢alismasinda Bcl-2 ve Bax
dengesini diizenledigi bildirilmistir (Hosseini et al., 2022). Bu tez ¢alismasinda
gentamisin ile olusturulan nefrotoksisitede Bax’in arttigi, Bcl-2’nin distiigii ve her iki
apoptotik yolak olan intrinsik ve ekstrinsik yolaklar1 aktive ettigi saptandi. Ancak, Gm
grubundaki ratlara crosin uygulandiginda, Bcl-2 ekspresyonunun anlamli olarak
yiikseldigi Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunun azaldigi gozlemlendi. Calismada western

blot ile bakilan Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 parametrelerinin RT-PCR bulgulariyla dogru
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orantili oldugu ve crosin uygulamasinin (6zellikle crosin 50 mg/kg dozunun) Bcl-2
proapoptotik protein seviyesini artirdigi, Bax ve Kaspaz-3 protein seviyelerini diistirdiigii
goriildii. Crosin ile ilgili daha dnce yapilan kolorektal kanser ¢alismasinda Bcl-2 ve Bax
dengesini diizenledigi bildirilmistir (Hosseini et al., 2022), ancak crosinin Gm kaynakl
bobrek toksisitesindeki bu etkilerini bildiren herhangi bir literatiire rastlanmamustir.

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), bakteri ve viriis gibi patojenlere karsi bagisiklik
tepkisinde yer alan Onemli bir yolaktir. TLR'lerin asir1 aktivasyonu otoimmun ve
inflamatuar hastaliklara yol acabilir. TLR inhibitdrleri, bu hastaliklarin tedavisinde umut
verici terapotik ajanlar olarak ortaya ¢ikmustir (Boozari et al., 2019). TLR'ler sitokin,
kemokin tiretimini diizenlemek i¢in NF-kB ve MAPK gibi bir¢ok iltihaplanma kaskadini
aktive ederler (Gonzalez-Guerrero et al., 2017). TLR-4 sinyal yolaklari, gentamisin de
dahil olmak {izere ¢esitli ilaglar tarafindan olusturulan organ hasariyla iliskilendirilmistir.
TLR-4 aktivasyonu, gentamisin uygulanan ratlarin bobreklerinde tespit edilmis ve bu
aktivasyonun birden fazla iltihaplanma yolagimni etkiledigi ve inflamasyonu artirdigi
gosterilmistir (Gonzalez-Guerrero et al., 2017; Mahmoud et al., 2021; Mohamed et al.,
2020).

Doksorubisin ile olusturulan kardiyotoksisite ¢alismasinda crosinin doksorubisin
kardiyotoksisitesine karst koruyucu etkisini TLR-2/NF-kB yolagin1 diizenleyerek,
iltihaplanmay1 ve oksidatif stresi inhibe ederek gosterdigi kanitlanmistir (Chu et al.,
2020). Izoprotenerol tarafindan indiiklenen miyokardiyal fibroza karst TLR-4/NF-xB
yolagini hedefleyen crosin tedavisi, kardiyovaskiiler hastaliklarda umut verici bir strateji
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Jin et al., 2020).

Crosinin TLR-4’tin inhibisyonunu sagladigi, iskemi-reperfiizyon kaynakli akut
bobrek hasarina karsi koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir.  Oral crosin

uygulamasinin bdbrek hasarinda antioksidan savunmayi artirdigi, TLR-4 ve 1L-6
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ifadelerini azalttig1, bobrek histopatolojisini iyilestirdigi ve oksidatif stresi azalttigi
saptanmistir (Abou-Hany et al., 2018b). Crosinin bleomisin ile indiiklenen akciger
fibrozisinde anti-inflamatuar 6zelliginden dolay1 TLR-4 ifadesini azalttigi belirtilmistir
(Zaghloul et al., 2019).

Ratlarda Gm ile olusturulan nefrotoksisite ¢alismasinda elde edilen bulgular
dogrultusunda crosinin 50 mg/kg dozunun Gm ile beraber uygulandigi grupta TLR-4
seviyesini azalttigi saptandi. Sonu¢ olarak crosin uygulamasi ile TLR-4/NF-xB
yolaklarinin inhibe edildigi ve Gm kaynakli nefrotoksisiteye karsi bobrekleri iyilestirdigi
tespit edildi.

Gm maruziyetinden sonra oksidatif stresin artmasi ayni zamanda niikleer
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve inflamatuar faktorlerin ekspresyonunun
yukar1 regiilasyonuna yol agarak inflamatuar hasar1 tesvik eder. Hiicreler oksidatif baski
altinda oldugunda, hiicre 6liim sinyallerine dahil olan genler aktive olur ve apoptoz veya
nekroz indiiklenerek geri doniisiimsiiz hasarli hiicreler ortadan kaldirilir. Bu nedenle,
apoptoz artiginin bobrek hasarmin patogenezinde dnemli bir rol oynadig: bilinmektedir.
Nrf-2 antioksidan enzimleri aktive eder ve oksidatif stres kaynakli hasar1 inhibe eder
(Balaha et al., 2023; Kang et al., 2022). Nrf-2’nin hiicreleri serbest radikallerin
hasarindan, apoptozdan korudugu ve hiicrenin hayatta kalmasini sagladigi ve bir¢ok
hastalikta koruyucu bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, HO-1, Nrf-2’ye
bagimli hiicresel tepkilerin ana etkileyicilerinden biri olarak kabul edilir. HO-1 ve
metabolik tirlinleri, hiicresel homeostazin korunmasinda ve hiicresel stresle adaptif
yanitta ve saglikli hiicrelerin neoplastik hiicrelere doniismesini 6nlemede énemli bir rol

oynadigi bildirilmistir (Ryter & Choi, 2005).

114



Son zamanlarda Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 gibi apaptoz parametreleri, TLR-4, NF-kB,
COX-2, Nrf-2 ve HO-1 gibi inflamasyon yolaklarinin etkilendigi bildirilmistir
(Hassanein et al., 2021; Karimi et al., 2020).

Elde edilen bulgular 1s18inda Gm’nin bobrek hasarinda oksidatif strese yol agarak
antioksidan aktiviteyi baskilayarak, renal Nrf-2 ve HO-1 ekspresyonunu baskiladig
saptand1. Crosin 50 mg/kg tedavi dozunun gentamisin ile birlikte uygulandiginda renal
Nrf-2 ve HO-1 protein diizeylerini artirdigi bulgusu literatiire oncii ¢alisma olarak
sunulmustur.

Naderi ve ark. (2021) IR/R sonucu bobreklerdeki hasarin crosin ile azaldigini
histopatolojik olarak kanitlamislardir (Naderi et al., 2021). Buna ilave olarak
histopatolojik ¢alismalar temelinde Cisplatin ile olusturulan bobrek toksikasyonundaki
nekroz ve proksimal tubiil hasarini crosinin 6nledigine dair birgok ¢alisma mevcuttur
(Gholampour & Sadidi, 2018; Mahmoudzadeh et al., 2017).

Ratlarda gentamisin ile indiiklenen bobrek hasar1 sonrasinda gelisen dejenerasyon,
akut tubiiler nekroz, inflamasyon ve hemorajinin artisindan dolay: siddetli histopatolojik
degisiklikler goriildii. Ozellikle Gm ile birlikte uygulanan crosin 50 mg/kg dozunun

histopatolojik bulgulart iyilestirdigi tespit edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Gentamisin uygulamasi sonrasinda gelisen dejenerasyon, akut tubiiler nekroz,
inflamasyon ve hemorajinin artisindan dolay1 bobreklerde 6dem gelisimi sonucu bobrek
agirliklarinda artis saptanmustir. Nefrotoksisite, gentamisin gibi ilaglarin bobrek
korteksinde birikmesi sonucunda olustugu i¢in glomeruler filtrasyon hizinin azalmasi
nedeniyle Gm grubunda kontrol grubuna gore bobreklerde meydana gelen hasar sonucu
kandaki iirik asit, kreatinin ve iire diizeylerinde artisin oldugu tespit edilmistir. Gm ile
crosin uygulamasinin bu belirtegleri 6nemli oranda azalttigi, bobrek fonksiyonlarini
diizenledigi ve histopatolojik bulgularinda bu bulgular1 destekledigi saptanmaistir.

Bobrek dokusunda gentamisin uygulamasi ile birlikte proinflamatuar
mediatorlerden TNF-a, IL-1B ve IL-6 diizeyinin arttigi gdzlemlenmistir. Crosin
uygulamasinin inflamasyonu ve proinflamatuarlari 6nemli oranda azalttig1 saptanmaistir.

Plazma ve bobrek dokusunda, crosinin gentamisin kaynakli nefrotoksisitede
serbest radikalleri ve buna bagli olarak lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA
diizeyini azaltarak lipid peroksidasyonunu onledigi, AOPP diizeyini azalttig, GSH
diizeyini, SOD, CAT ve GPx aktivitesini artirarak antioksidan savunma mekanizmasina
anlamli olarak katki saglayarak oksidatif stresi onledigi tespit edilmistir.

Gentamisin kaynakli nefrotoksisite durumunda apoptozis ile inflamasyonda rol
alan proapoptotik Bax; kaspaz-3, COX-2, NFk-B ve TLR-4 protein ekspresyon
diizeylerinin arttig1, antiapoptotik Bcl-2, HO-1 ve Nrf-2 ekspresyon diizeylerinin azaldig
tespit edilmistir. Ratlara crosin uygulandiginda, Bax, kaspaz-3, COX-2, NF-kB ve TLR-
4 protein ekspresyon diizeylerinin azaldigi; Bcel-2, HO-1 ve Nrf-2 ekspresyonlariin
anlaml1 olarak yiikseldigi hem RT-PCR hem de western blotlama bulgulartyla uyumlu
oldugu goriilmiistiir.

Crosinin Gm kaynakli bobrek toksisitesinde etkilerini inceleyen ¢alisma olmasina
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ragmen crosinin Gm ile birlikte uygulamasi sonucu renal Nrf-2/HO-1 protein diizeylerini
artirdigr bulgusunu bildiren herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigi igin elde edilen
bulgular literatiire 6ncii ¢alisma olarak sunulmustur.

Sonug olarak; elde edilen veriler 1s181nda yapilan ¢calismada Gm kaynakli bobrek
hasarma kars1 crosin 50 mg/kg uygulamasinin oksidatif stresi, apoptozu, inflamasyonu
inhibe ederek histopatolojik degisiklikleri ortadan kaldirdig1 ortaya konulmustur. Ayrica
crosinin Gm kaynakli bobrek hasarma karsi Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 gibi apoptoz
parametrelerini, TLR-4, NF-kB, COX-2, Nrf-2 ve HO-1 gibi inflamasyon yolaklarini
diizenlenmeye aracilik ederek gentamisin kaynakli bobrek hasarini tedavi edebilecegi,
bobrek hasaria karsi crosinin terapotik faydalarinin ardindaki molekiiler siireglerin

belirlenmesinin ardindan terapotik ajan olarak kullanilabilecegi kanaatine varildi.
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