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OZET

Gentamisin ile Sicanlarda Olusturulan Nefrotoksisite Uzerinde

Cyclotrichium Niveum Ekstresinin Koruyucu Etkisi

Aminoglikozit grubu bir antibiyotik olan gentamisin, Gram (-) aerobik
bakteri enfeksiyonlarimin tedavisinde terapotik oneme sahiptir. Ancak, oksidatif
stresle birlikte ortaya c¢ikan nefrotoksik yan etkisi gentamisinin klinik kullanimim
simirlamaktadir.

Bu c¢alismada, antioksidan etkisiyle bilinen ve endemik bir bitki olan
Cyclotrichium niveum’un gentamisinle olusan nefrotoksisite iizerindeki olasi
koruyucu etkisi arastirildi.

Ilk olarak, C. niveum’un icerigi analiz edildi ve yapilan kromatografik
analizde en yiiksek orana sahip olarak “pulegon” maddesi bulundu (% 79,6). Daha
sonra, bitkinin etanol ekstresi, su ekstresi ve u¢ucu yaginin antioksidan kapasitesi
analiz edildi ve C. niveum’un hem ekstrelerinin hem de ucucu yagimin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Son olarak, asagidaki sekilde dokuz ¢alisma
grubu olusturuldu: Kontrol, gentamisin (100 mg/kg; im), gentamisin (100 mg/kg;
im) + etanol ekstresi (200 mg/kg; po), gentamisin (100 mg/kg; im) + etanol ekstresi
(400 mg/kg; po), gentamisin (100 mg/kg; im) + su ekstresi (200 mg/kg; po),
gentamisin (100 mg/kg; im) + ugucu yag (200 mg/kg; po), gentamisin (100 mg/kg;
im) + ucucu yag (400 mg/kg; po), gentamisin (100 mg/kg; im) + pulegon (50 mg/kg;
po), gentamisin (100 mg/kg; im) + pulegon (100 mg/kg; po). Bu ekstreler ve ilaglar 8
giin boyunca sicanlara uygulandi.

Gentamisin verilen grupta BUN, serum Kkreatinin ve MDA diizeylerinde
kontrol grubuna kiyasla artis goriildii. Bu artislar Gentamisin (100 mg/kg; im) +
etanol eksresi (200 mg/kg; po), gentamisin (100 mg/kg; im) + etanol ekstresi (400
mg/kg; po), gentamisin (100 mg/kg; im) + ucucu yag (200 mg/kg; po) ve gentamisin
(100 mg/kg; im) + ucucu yag (400 mg/kg; po) ile muamele edilen gruplarda tersine
cevrildi. Bu bulgular histopatolojik sonuclarla da desteklendi. Gentamisin (100
mg/kg; im) + pulegon (100 mg/kg; po) verilen grupta, BUN, serum Kreatinin ve
MDA seviyeleri ucucu yag grubuna benzer sekilde azaldi. C. niveum’un su
ekstresinin, gentamisin kaynakl nefrotoksisite iizerinde 6nemli bir etkisi olmadi.

Bu bulgular, C. niveum’un, gentamisinle olusturulan nefrotoksisite iizerinde
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ve bu etkiden pulegonun sorumlu olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan tedavi, bobrek yetmezligi, cyclotrichium
niveum, gentamisin, nefrotoksisite.
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ABSTRACT

Protective Effect of Cyclotrichium Niveum Extract on Gentamycin-Induced
Nephrotoxicity in Rats

Gentamicine, an aminoglycoside antibiotic, has a therapeutic importance in
treatment of Gram(-) aerobic bacteria infections. Howewer, clinical use of
gentamicine limited by its nephrotoxic side effect which is involved in oxidative
stress.

In this study, possible protective effect of Cyclotrichium niveum, an endemic
plant which is known as an antioxidant, was investigated on the nephrotoxicity
induced by gentamicine.

Firstly, content of C. niveum was analyzed and rate of pulegone was found
highest (% 79,6). Then, antioxidant capacity of ethanol extract, water extract and
esantial oil of C. niveum were analyzed and, it has been found that both the extract
and essantial oil of C. niveum have antioxidant activity. Finally, nine groups were
performed according to the following groups: Control, gentamicin (100 mg/kg; im),
gentamicin (100 mg/kg; im) + ethanol extract (200 mg/kg; po), gentamicin (100
mg/kg; im) + ethanol extract (400 mg/kg; po), gentamicin (100 mg/kg; im) + water
extract (200 mg/kg; po), gentamicin (100 mg/kg; im) + essential oil (200 mg/kg; po),
gentamicin (100 mg/kg; im) + essential oil (400 mg/kg; po), gentamicin (100 mg/kg;
im) + pulegon (50 mg/kg; po), gentamicin (100 mg/kg; im) + pulegon (100 mg/kg;
po). Rats were treated with these drugs and subtances for 8 days.

In gentamicin treated group, BUN, serum creatinine and MDA levels were
increased when compared with the control. These increases were reversed in groups
treated with Gentamicin (100 mg/kg; im) + ethanol extract (200 mg/kg; po),
gentamicin (100 mg/kg; im) + ethanol extract (400 mg/kg; po), gentamicin (100
mg/kg; im) + essential oil (200 mg/kg; p.o), gentamicin (100 mg/kg; im) + essential
oil (400 mg/kg; p.o). These findings were supported by histopathological results. In
gentamicin (100 mg/kg; im) + pulegon (100 mg/kg; po) group, levels of BUN, serum
creatinine and MDA levels were decreased similar to those of essential oil groups.
Water extract of C. niveum had not significant effect on the gentamicin-induced
nephrotoxicity.

These findings suggest that, C. niveum has a protective effect on
nephrotoxicity induced by gentamicin and pulegone may be responsible for this
effect.

Key Words: Antioxidant treatment, kidney failure, cyclotrichium niveum,
gentamicin, nephrotoxicity.
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1. GIRIS

Viicut homeostazisinin diizenlenmesinde 6nemli fonksiyonlara sahip organlar
olan bobrekler, yiiksek orandaki kan perfiizyonu, metabolik yolaklardaki etkinlikleri ve
ekspresyon fonksiyonlar: ile ilaglarin ve toksinlerin etkilerine oldukca fazla maruz
kalabilen, toksik maddeler icin hedef organlardir’. Bu etkilerden dolayi, ilag tedavisi
goren hastalarin % 20’den fazlasinda ortaya ¢ikan ilag toksisitesi akut bobrek hasari ile

sonuclanabilmektedir?.

Akut bobrek hasar1 (ABH), bobrek fonksiyonlarinin, ani ve kisa siire i¢inde
bozulmasi sonucunda bir¢ok metabolizma son tiriinlerinin viicuttan uzaklastirilamamasi,
su ve elektrolit dengesinin aksamasi olarak tanimlanmaktadir. Akut bobrek hasari, hasarin
derecesine bagl olarak tamamen ya da kismen geri doniisii olabilen bir durumdur. Altta
yatan primer neden ortadan kaldirilmazsa, siirecin uzamasi durumunda hasarin geri

doniisii zorlasabilmektedir®.

Gentamisin, micromonospora purpurea isimli, toprakta ve suda yasayan gram(+)
bir bakteriden izole edilerek elde edilen, aerobik gram(-) bakteri enfeksiyonlarinda etkili
olan aminoglikozit grubu bir antibiyotiktir. Bakterisit etkili olan gentamisinin klinik
kullanimin1 smirlayan baslica yan etkisi bobrekler iizerine toksik etki gostermesidir®.
[lacin terapétik dozlarda kullanimi bile gerek insan gerekse hayvanlarda % 10-20

oraninda nefrotoksisiteye neden olmaktadir®6.7:8.9:10.11.12.13

Gentamisine bagh nefrotoksik etkinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, ilacin proksimal tiibiillerde birikerek oksidatif strese yol agtigi, apoptoz ve

nekrozu indiikledigi tespit edilmistir'.

Gentamisin, bobregin proksimal tiibiiler hiicrelerinde birikerek firgamsi kenar
hasarma bagl nefrotoksisite olusturmaktadir®. Bébrekte serbest oksijen radikali olusumu
ve birikimi, antioksidan savunma mekanizmalarinin tiiketimi, glomeriiler konjesyon ve
akut tiibiiler nekroz sonucu kreatinin klirensinde azalma ve renal disfonksiyona sebep
olabilmektedir’!®, Gentamisin uygulanmasiyla olusan nefrotoksisitenin ortaya ¢ikmasina
siiperoksid anyonlarinm birikiminin'"*8, lizozomal enzim degisikliklerinin'® ve intrinsik

apoptozis yolaginm indiiklenmesinin®® aracilik edebilecegi ileri siiriilmiistiir.



Klinikte yaygin olarak kullanilmakta olan gentamisinin nefrotoksik etkisini
azaltmak/onlemek biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amagla yapilan ¢aligmalarda cesitli

antioksidan maddelerin, gentamisine bagl tiibiiler hasari azalttig1 saptanmustir?'-22,

Yapilan bazi galismalarda ortaya ¢ikan bulgular, gentamisin nefrotoksisitesinde
reaktif oksijen metabolitlerinin rolii oldugunu gostermektedir?®. Mitokondrinin
izolasyonu ile yapilan in-vivo ¢alismalar Reaktif Oksijen Metabolitleri (ROM) iiretiminin
gentamisin alimi ile artabilir oldugunu gostermektedir?*. Aminoglikozitler, vankomisin
ve sisplastin gibi ¢esitli nefrotoksik ilaglara bagli olarak gelisen bobrek hasar
modellerinde serbest oksijen radikallerinin hiicre oliimiine neden olabildigi ve
nefrotoksik etki olusumunda oksidatif stresin 6n planda oldugu gésterilmistir?>2%. Ayni
zamanda, yapilan ¢alismalarda antioksidanlarin kullanimi ile nefrotoksisitenin azaldigi
gosterilmistir?’. Reaktif oksijen radikallerinin azaltilmas: ile gentamisinin meydana
getirdigi renal fonksiyon bozukluklar: diizeltilebilmektedir. Siiperoksit dismutaz®®,
desferroksamin®®, poliaskorbikasit?®, selenyum, melatonin®, tempol*!, E vitamini®?,
probukol, askorbik asit gibi antioksidanlar ile gentamisinin glomeruler filtrasyon

oraninda olusturdugu azalma 6nlenebilmektedir.

Bitkisel kaynakli dogal beslenme firiinleri, antioksidan potansiyelleri ile 6n plana
cikmaktadir. Dogal antioksidanlarin bobrekte hasar Onleyici etkileri yapilan gesitli
caligmalarla gosterilmistir. Tiirkiye’de dogadan toplanip salatalarda ¢ig olarak kullanilan
veya bitki ¢ay1 olarak tiiketilen Cyclotrichium niveum (dag nanesi) bitkisi, antioksidan
aktivitesinin yiiksek olmasiyla dikkat ¢ekmektedir. Bu bitki ile sican ileumunda ve
mesanesinde yapilan bir caligmada, bitkiden elde edilen esansiyel yagin hem antioksidan
etkiye hem de mesane diiz kaslarinda ve ileum ¢izgili kaslarinda gevsemeye yol actigi
goriilmiistiir®®, C. niveum ekstresi ile in vitro yapilan bir dier calismada ise, bitki
iceriginde bulunan total flavonoid konsantrasyonu, total antioksidan aktivitesi, total
rediiksiyon kapasitesi, hidrojen peroksid temizleyici aktivitesi, radikal temizleyici
aktivitesi, siiperoksid anyon siipiiriicii aktivitesi ve anti mikrobiyal aktivitesi test edilmis
ve bitki ekstresinin hem antioksidan hem de antimikrobiyal etkilere sahip oldugu
goriilmiistiir3. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir baska ¢alismada ise, ad1 gecen bitkinin anti

kanser 6zelliklere sahip oldugu kaydedilmistir®.



Gentamisine bagli olarak ortaya c¢ikan nefrotoksisiteyi onlemeye doniik g¢esitli
aragtirmalar bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasida da gentamisin ile deneysel nefrotoksisite
olusturularak, bobrekte olusan hasarm, C. niveum bitkisinin ekstresi ile onlenmesi

hedeflenmistir.

Daha once yapilmis olan ¢aligmalarda antioksidan ozelligi gdsterilmis olan C.
niveum bitkisinin ekstresinin, gentamisinin neden oldugu boébrek hasar1 iizerinde,
antioksidan etkinligi araciligiyla koruyucu roliiniin olabilecegi diisiiniilerek, ekstrenin
ratlarda gentamisin nefrotoksisitesine karsi koruyucu etkisi olup olmadigmi belirlemek
ve etkin bir tedavi yontemi olusturmak amaciyla biyokimyasal ve histopatolojik testler

iceren bu tez calismasi yapilmistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bobrek ve Nefrotoksisite

Bobrekler, karm arka duvarinda, vertebral kolonun her iki tarafinda yer alan bir
cift organdir. Bobrekler viicut saghigmin devami i¢in gerekli pek ¢ok islevin diizenli
olarak gergeklesmesini saglamaya calismaktadirlar. Sivi ve elektrolit dengesinin
saglanmas1 ve metabolizma artiklari ile toksik maddelerin atilmasi baslica gorevleridir.
Ayrica elektrolit atiliminin diizenlenmesinde ve kirmizi kan hiicrelerinin olusmasinda rol

oynayan bazi madde ve hormonlarin sentezini ger¢eklestirmektedirler®.

Bobrek hasari ve nefrotoksisite konularinm daha iyi anlasilabilmesi i¢in bobregin
yapist ve islevi hakkinda bilgi verilmesi gerekmektedir. Bu amacgla bu bdliimde,
organizma i¢in 6nemli fonksiyonlar1 yerine getiren bobreklerin anatomisi, fizyolojisi ve

bobrekte hasar olusumunun mekanizmalar1 ele alinmuistir.

2.1.1. Bobregin Fizyolojisi ve Fonksiyonlari

Bobrekler, periton zar1 arkasinda bulunan organlardan olup paravertebral alanda
yer almaktadirlar. 12. torakal vertebra ile 2. lomber vertebra arasina yerlesmislerdir.
Karacigerin pozisyonu nedeniyle sag bobrek sol bobrege oranla daha asagida
bulunmaktadir. Sag bobregin boyu sol bobrege kiyasla daha kisadir. Bobreklerin uzun
eksenleri beslenme aligkanliklarina gore farklilik gosterebilmekle birlikte bu uzunluk 12-
14 cm, ortalama agirliklartysa 140-170 g kadardir. Makroskobik olarak incelendiginde
bobregin en dis kisminda fibroz bir kapsiil, kapsiiliin altinda korteks ve en i¢ kisimda ise
medulla, internal pelvis ve kaliksler bulunmaktadir®’. Insanlarda sayilar1 10-18 arasinda
degisen konik veya piramidal sekilli medullar piramitler renal medullay1 olusturmakta ve
her bir medullar piramidin alt kisminda kortekse kadar uzanan tiibiiliis demetleri ve

medullar 1sinlar ¢ikmaktadir®,



Bobrekler viicutta kan dolagimmin en c¢ok oldugu organlardandir ve viicut
agirhigmin sadece % 0,4’linli olusturmalarma ragmen ortalama olarak kalp debisinin %
20’sini almaktadirlar. Dolayistyla bu organlar, tiim viicuttaki organlar arasinda gram doku

basma en fazla kanlanan doku olma 6zelligine sahiptirler®.

Bobreklerin en kiigiik fonksiyonel birimi nefronlardir ve her bir bobrek, sayi
olarak yaklagik 1.000.000 - 1.300.000 nefrondan olusmaktadir. Nefronlarin temel
gorevleri filtrasyon, sekresyon ve reabsorbsiyondur. Her nefron, filtrasyonun baslangici
icin 6nemli olan kan akimini saglayan “glomeril”, filtrasyonun basladigir “Bowman
kapsiilii”, sekresyon ve reabsorpsiyonun olustugu “proksimal” ve “distal” tiibiiliisler, bu
tiipleri birlestiren “Henle Kulpu” ve olusan idrarin mesaneye drenajini saglayan “lireter”’e
ulastiran “toplayic1 kanallardan” olusmaktadir*®(Sekil 2.1). Renal stroma; gevsek bag
dokusu, kan damarlari, kapiller, lenf kanallar1 ve sinirleri igermektedir. Bobrek arterleri,
anterior ve posterior arterler olarak iki kanala ayrilir. Posterior arterler bobregin arka ve
orta kismini, arterior arterlerse bobreklerin kalan diger tiim kisimlarini besleyen arter
kanallaridir. Renal sinirler bobrek damarlarina eslik ederek renal sinir agindan
cikmaktadirlar. Renal sinir agina 11. ve 12. spinal sinirlerin dorsal koklerinden duyu,
sempatik ve splanknik sinirler, vagus sinirlerinden ise parasempatik lifler

gelmektedir®”41,
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Sekil 2.1. Nefronun yapist

Yaklasik 200 pm capmda olan glomeriil; kapiller kiimelerinin nefronun genis ve
kor ucundaki Bowman kapsiilii igine girmesi ile olusmaktadir. Glomeriilii olusturan

kapiler kiimeleri nefrona biiyliik miktarlarda kan akimi saglanmasmdan sorumludurlar.



Bowman kapsiilinde kan ve glomeriiler filtrat birbirinden 2 ayr1 hiicresel tabaka ile
ayrilmaktadir: kapiller endotel ve tiibiiliis epiteli (podositler). Bu iki tabaka arasinda ise
“glomeriiler bazal membran” (GBM) yer almaktadir (Sekil 2.2). Endotel hiicreleri ile
bazal membran arasinda ise glomeriiliin hiicresel matriksini ve destek yapisini olusturan

mezenkimal hiicreler bulunmaktadir®?.
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Sekil 2.2. Glomeriiliin yapisi

Bobrekler, “iireter” adi1 verilen bir tiip araciligi ile idrar depolandig1 “mesane”ye
baglanirlar. Bobreklerde olusturulan idrar iireterler yoluyla, diiz kaslardan olusan ve
idrarin gerektiginde disar1 atilmasii saglayan mesaneye aktarilir. Nefronlar tek basina

idrar iiretebilme 6zelligine sahiptirler®.

Bobreklerin temel fonksiyonlarindan birisi, viicut saghigmin devami igin gerekli
olan sivi ve elektrolit dengesini saglamaktir. Viicuttaki sodyum, potasyum, Klor,
bikarbonat, hidrojen, kalsiyum ve fosfat gibi elektrolitlerin plazma diizeylerinin
ayarlanmasi ve tansiyonun dengelenmesinde birinci derecede aktif rol oynamaktadirlar.
Bobrekler su-elektrolit dengesini ayarlayarak viicut sivisinin; tonisite, hacim, asit-baz

dengesi ve kimyasal bilesimini diizenlemektedirler’.

Hiicredeki metabolik islevlerin maksimum etkinlikte gerceklesebilmesi i¢in hiicre
ici siv1 bilesiminin dar bir aralikta tutulmasi gereklidir. Intraseliiler sivi, hiicreyi
stvinin ~ bilesiminden  biiylik oranda etkilenmektedir.

cevreleyen ekstraseliiler

Ekstraseliiler sivi igerigi, solunum sistemi ve bdbrekler tarafindan diizenlenmektedir.



Akcigerler, parsiyel basinglar ve asit-baz sisteminin solunumsal komponentini olusturan
kan gazlarmin konsantrasyonlarini denetlerken, bobrekler ugucu olmayan maddelerin
konsantrasyonlarmn1 belirlemektedir*®. Bobrekler ayrica, renin ve prostaglandin gibi
hormonlar1 salgilayarak elektrolit diizeylerinin dengelenmesinde ve eritropoetin gibi

hormon salgilayarak kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminde gdrev almislardir®*,

Bobrekler temel fonksiyonlarini filtrasyon, reabsorbsiyon ve sekresyon
ozellikleriyle gerceklestirirler (Sekil 2.3). Glomeriilde gergeklesen glomeriiler filtrasyon,
kandaki atik triinlerin damardan ayrilarak Bowman kapsiiliine gegis islemidir.
Glomeriildeki kanin yaklasik 1/5°1 glomeriiler membrandan tiibiiler sistem icerisine filtre
edilmektedir. Tibiiler sekresyon, viicut igin zararli olan, istenmeyen maddelerin
atilmasini saglayan 6nemli bir mekanizmadir. Sekresyon, nefron duvarinda epitelyum
hiicre stoplazmalarindaki maddelerin tiibiiler iimene dogru hareketidir. Béylece hiicre
icerisindeki bazi maddeler tiibiiler siv1 ig¢ine sekresyon yoluyla emilmis olurlar. Bu
maddeler dogrudan epitelyum hiicrelerinin sentezledigi maddeler olabildigi gibi, bobrek
epitelyum hiicrelerini gevreleyen interstisyaum bolgesinden de  gelebilirler,
Reabsorbsiyon, liimene ge¢mis olan maddelerin epitelyumu asarak interstisyuma dogru
geri akisidir. Geri emilen maddeler interstisyumdan kan damarlarina dogru hareket
ederler. Kisaca reabsorbsiyonda maddeler limenden interstisyuma, oradan da kana
gecerler®’. Boylece filtre edilen sivi, tiibiillerden gegerken viicut igin gerekli olan
maddeler kapiler agindaki plazma igine tekrar emilmis olur. Bu emilimden arda kalan s1v1

da idrar olarak disar1 atilmaktadir.
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Sekil 2.3. Nefronun temel fonksiyonlari

Glomertiiler bazal membran (GBM), islevsel olarak glomeriiler kapillerlerinin
gecirgenligini diizenler ve ancak 4 nm’den daha kii¢iik ¢aptaki notral maddelerin
difiizyonuna izin verir. Bdylece albiimin ve albliminden daha biiyiik molekiillerin idrara
gecisini Onler. Kandaki diisiik molekiiler agirlikli maddeler ise GBM araciligi ile kapiller
duvar1 ve ardindan Bowman kapsiiliinii gecerler. Bu siizme islemi, dolagim sistemindeki
yiikksek kan basmcmin etkisi ile sividaki elektrolitlerin ve diger kiigiik molekiillerin
membrandan gegcisinin saglandig1 bir pasif difiizyon olayidir. Idrar olusumunun bu

filtrasyon asamasi enerji gerektirmeden gerceklesmektedir®.

Glomeriiler siizlintii kimyasal yapis1 bakimindan kan plazmasina benzer, ancak
protein ve proteine bagli maddeleri tasimaz. Eger biitiin filtrat organizmadan disari atilsa,
bu islem Olimle sonu¢lanirdi. Bu nedenle, viicut i¢in gerekli olan maddeler tekrar
emilerek kan dolasimma gegmektedir. Gereksiz ve zararli maddelerin ¢cogu ise filtratta

kalarak idrar halinde disar1 atilmaktadmr3®4’,

Glomeriilden gecen sivi, proksimal tiiplere gectiginde ilk olusan olay
“reabsorpsiyon”dur. Proksimal tiiplerin duvari apikal yiizde siki1 baglantilar aracilig ile
birlesen tek sirali bir hiicre tabakasmndan olusmaktadir. Bu hiicrelerin liimene bakan
yliziinde ¢ok sayida mikroviliisiin bir araya gelmesi ile olusan fircamsi kenar yer

almaktadir. Burada glomeriillerden siiziilen sivinin yaklagik {igte ikisi tiibililer sivinm



ozmolalitesini degistirmeden geri emilir. Yani, bu bdlgedeki sivi geri emilimi
izoozmotiktir ve Na* un aktif transportu ile birliktedir. Na* geri emilimine Cl ve HCO3
geri emilimi de eslik eder. Proksimal tiiplerin baslangi¢ kismindaki HCOs™ geri emilimi
firgams1 kenar membranindaki Na*/H* degistirici mekanizmasi ile gercgeklesir ve
karbonik anhidraz enzimine bagimlidir. Ayn1 sekilde, glukoz, aminoasitler ve diger baz1
organik maddeler de Na*’a bagl bir ko-transport iglemi ile geri emilirler. Glukoz ve Na*
membranda ortak bir tasiyiciya baglanirlar ve Na* elektriksel ve kimyasal gradyent
boyunca hiicre igine girerken glukoz da beraberinde tasinir. Su ise tiibiil i¢i sivinin
ozmolalitesinin sabit tutulmasi amaci ile pasif olarak geri emilir. Glomeriillerden stiziilen
sodyum bikarbonatin % 85’1, sodyum kloriir’in % 40’1, suyun % 60’1, organik
maddelerin ise tamamina yakimi proksimal tiibiilde geri emilmektedir. Bu nedenle,
bobrekler tarafindan giinde 170 - 190 L civarinda sivi filtre edilmesine ragmen bu

miktarin ancak 1-2 L si idrarla viicuttan atilmaktadir*®4°,
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Sekil 2.4. Tiibiillerde gerceklesen olaylar



Proksimal ve distal tiibiiliisler “Henle kulpu” tarafindan birlestirilmistir. Henle
kulpu inen ve ¢ikan kollardan olugmaktadir. Cikan kolun ince ve kalin segmentleri
bulunmaktadir. Inen kol suya yiiksek oranda gecirgendir. Burada su ozmotik gii¢lerin
etkisi ile pasif olarak geri emilir. Cikan kol suya ¢ok az gegirgendir. Cikan kolun kalin
segmentinde NaCl aktif olarak geri emilirken su geri emilimi ger¢ceklesmez. Bu da tiibiiler
stvinin  ozmolalitesinin azalmasina neden olur. Bu nedenle bu bolgeye “diliisyon
segmenti” de denmektedir. Henle kulpunda baslayan bir baska islemde “sekresyon™dur.
Cl iyonlar1 ve bir miktar Na* kan dolasimindan tiibiiliis igerisine aktif transportla taginir.
Henle kulpundan geg¢is esnasinda tiibiiler sivi hacmi % 5 oraninda azalir ve plazmaya gore

daha hipotonik hale gelir®®.

Distal tiibiillerden suyun geri emilimi organizmanm ihtiyac1 oraninda
gerceklesmektedir. Bu bolgede, reabsorpsiyon az da olsa devam ederken daha ¢ok
sekresyon on plana ¢ikmaktadir. H* ve K tiibiiler sekresyona ugrarken diisiik miktarda
(filtre edilen miktarin % 10’u) Na* ise yeniden geri emilir. Viicutta asit-baz dengesini
diizenleyen sistemin bir pargasi olarak amonyak sekresyonu da burada gergeklesir. NaCl
geri emilimi ise elektriksel olarak notral olan Na* ve Cl kotransportu seklindedir. Yine,
liimenin bu kisminda yer alan apikal Ca*? kanallar1 ve Na'/Ca*? degistirici sistemi
aracilig1 ile Ca*? geri emilir. Bu islem paratiroid hormonu tarafindan diizenlenmektedir.
Bu boliimdeki su reabsorpsiyonu ise antiditiretik hormon (ADH) etkisine bagimlidir.
ADH yoklugunda su geri emilimi s6z konusu olamamaktadir. Bu nedenle idrar dilue hale
gelir. ADH varliginda ise distal tiiplerin son kisminin suya gegirgenligi artar. NaCl geri

emilimi ise aldosteron tarafindan diizenlenmektedir*®4°.

Distal tiibtiliisler toplayici tiiplere (kollektor kanal) bosalirlar, bunlar ise biraraya
gelerek toplayict kanallari olustururlar. Nefronun bu boliimii idrardaki son NaCl
konsantrasyonunu belirler. Toplayict tiiplerde 2 ayri hiicre tipi yer ahr: Bunlar Na*
reabsorbe eden ve K" sekrete eden ana hiicreler ve H" iyonu sekresyonundan sorumlu
olan interkale hiicrelerdir. Buradaki Na™ geri emiliminden sorumlu olan ana hiicrelerin
apikal membrani, diger tiibiilis segmentlerinden farkli olarak Na* ve diger iyonlar i¢in
ko-transport sistemleri yerine, Na* ve K* i¢in 6zgiil iyon kanallar1 igermektedir. Nefronun

bu bolimii “sik1” epitelle doseli olup iyonlara ve suya karsi gegirgenligi azdir. Bu

10



nedenle, bu nefron segmentinde iyon ve su hareketleri birbirinden bagimsiz olarak

diizenlenir ve aldosteron ve ADH gibi hormonlarin etkisi altindadir®,

2.1.2. Akut Bobrek Hasar

Insan ve hayvanlarda bobrek hasarlar1 genel olarak “akut” ve “kronik” olmak
iizere iki sekilde smiflandiriimaktadir®®®!. Daha oncesinde “akut bobrek yetmezligi”
olarak isimlendirilen “akut bobrek hasar1” (ABH); genel olarak saatler veya giinler
icerisinde, nitrojenli artiklarin atilamamasi, metabolik, elektrolit ve sivi homeostazisinin
bozulmas1 sonucu diger viicut sistemlerini de olumsuz etkileyen bir durumdur. Bobrek
fonksiyonlarinda ani bir bozulma ile karakterizedir®>°3, Bobrek kan akiminm ani diisiisii
ve GFR’de meydana gelen azalmaya bagli olarak, kreatinin, kan iire azotu (BUN) ve diger
iiremik toksinlerin viicutta birikmesi ve konsantre idrar ¢ikarilmasi ile karakterize klinik
bir tablodur?®*5%, Akut bobrek hasarmm klinik bulgulari; idrar ¢ikismin azalmasi,
metabolik asidoz, hiperkalemi ve hiperfosfatemi olusumuna egilim seklindedir. ABH bir
hastalik degil, farkli hastaliklarin yol agtig1 Klinik bir tablodur. Bu durumun, tamamen ya
da kismen geri doniisiimli oldugu kabul edilmektedir. Akut bobrek hasari gegiren
hastalarin bir kisminda, uzun dénemde kalic1 hasar olustugu gésterilmistir. ABH nin uzun

vadeli kotii sonuglari; 6liim, kronik bobrek hastaligi, bobrek fonksiyonlarmin tam kaybi

seklindedir®752,

Bobrek dokusu, kan akiginin fazlaligi, konsantrasyon yiiksekligi, metabolik
aktivitenin fazla olmasi, zararli maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi ve aktif transport
fonksiyonlarindan dolay1 bir¢ok ilag ve toksik madde i¢cin hedef organ durumundadir.

ABH’nin en 6nemli nedeni, bircok madde ve ilaca bagli olarak gelisen nefrotoksisitedir.

Cesitli aragtirmalara gére ABH’nin gelisiminde rol oynayan patofizyolojik
faktorlerin; glomeriiler kapiller gegirgenlikte azalma, glomeriiler filtratin geri kagisi,

intrarenal vazokonstruksiyon ve tubuler tikanma oldugu bildirilmektedir®8>%°,

Fizyopatolojilerine gére ABH; prerenal, renal ve postrenal olmak iizere ii¢ farkl
alt gruba ayrilmaktadir. Bu smiflama ayni zamanda ABH’nin tani ve tedavisi i¢in de

onem tasimaktadir®®°°,
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Prerenal akut bobrek hasan: Intravaskiiler voliimiin ya da etkin kan voliimiiniin
azalmasi nedeniyle bobreklerin kanlanmasmin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan tablodur.
Gergek bir bobrek hasari olmayip, kan volumii ve hemodinamik durumlar etkin
kompansasyon mekanizmasiyla diizeltildiginde hasar ortadan kalkabilmektedir. Nedenler

ortadan kaldirilmazsa renal ABH ile sonuclanmaktadir®?.

Renal (intrensek) akut bobrek hasari: Hipoksi, uzamis iskemi ve nefrotoksinler
renal ABH’nin en Onemli sebepleri arasinda yer almaktadir. Patogenezi tam olarak
bilinmese de renal ABH baslamasiyla tiibiiliis hiicrelerinde intraselliiler ATP azalmasi,
bircok metabolik reaksiyonun baglamasin1 tetiklemektedir. Hasarin olugsmasinda hiicre i¢i
kalsiyum, nitrik oksit ve reaktif oksijen bilesikleri konsantrasyonlarindaki artigsin etkili

oldugu diisiiniilmektedir®?.

Renal ABH nin pekg¢ok nedeni vardir. Iskemi ve/veya nefrotoksik ajanlara bagl
gelisen akut tiibiiler nekroz (ATN) renal ABH’nin en yaygin nedenidir®®. Renal ABH’de
tubul hiicrelerinin iskemi ve toksinlerle hasar gormesi ve intrarenal hemodinamide
meydana gelen degisiklikler GFR’de ani diisiise neden olmaktadir>®®°. Azalmis GFR ve
vazokonstriiksiyon renal oksijenasyonu bozmakta ve meydana gelen iskemi renal kan
akimi ve GFR’yi daha da azaltmaktadir. Boylece endotel kaynakli vazodilatorlerin (NO,
prostasiklin) sentezi bloke olurken, vazokonstriiktorlerin (endotelin) saliimi ise

artmaktadir®®*,

Renal ABH olaylarinda meydana gelen patolojik durum, prerenal ABH’den farkli
olarak bobrek kan akimmin diizeltilmesi ile hemen diizelmemektedir. Genelde geri
doniisiimlii bir olay olmasima ragmen, kortikal nekroz olusturacak diizeyde bir islev

bozuklugu mevcut ise kalic1 bobrek yetmezligi s6z konusu olabilmektedir®.

Iskemi, toksinler, cesitli ilaclar (aminoglikozitler, amfoterisin-B, acyclovir,
stilfonamidler, non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar, vankomisin, methoxyflurane,
methotrexate, ACE inhibitorleri, anjiotensin II reseptor antagonistleri), radyo kontrast
maddeler, ¢esitli endotoksinler (myoglobin, hemoglobin), etilen glikol, ¢esitli agir
metaller, glomeriiler hastaliklar (glomertilonefrit, I[gA nefropatisi, endokardit,
poststreptokokal infeksiyonlar), cesitli vaskiiler hastaliklar (ateroembolik hastaliklar,

hemolitik tiremik sendrom, trombotik trombositopenik purpura), renal arter tikaniklig,
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anevrizma ve bazi interstisyel hastaliklar (sistemik lupus eritematozus, piyelonefrit,

lenfoma, 16semi) bu tiir renal yetmezlige yol agan baslica nedenlerdir?°960,

iskemik Akut Tiibiiler Nekroz: iskemik akut tiibiiler nekroz, prerenal ABH de
bobrek perfiizyonundaki azalmaya bagli olarak gelismektedir. Iskemik akut tiibiiler
nekrozda farkli olarak ozellikle tiibiiler epitelyumun katildigi bobrek parankiminde
iskemik hasar mevcuttur. En sik, ciddi kanamalar, ciddi voliim kayiplari, ciddi travmalar
ve yaniklarda, major kardiyovaskiiler cerrahi gegiren hastalarda goriilmektedir. Iiskemik
ABH gelisiminde; hemodinamik faktorler, endotel ve tiibiil hiicreleri ile iliskili faktorler

ve inflamatuar faktorler rol almaktadir®®.

Toksik Akut Tiibiiler Nekroz: ABH yapan bir ilag kullanilmaya baslandiktan
birka¢ giin sonra oligiirik/aniirik ABH gelisebilecegi gibi sadece serum kreatinin
diizeyinde artisla da seyredebilir. Bu durum doz azaltimi ile dramatik bir sekilde
gerilemektedir. Bu ilaglar birkac yolla ABH gelisimine neden olmaktadirlar®®:

1) Afferent arteriyollerde vazokonstriiksiyon ile bobrek kan akiminda ve

glomeriiler filtrasyonda azalmaya neden olmaktadirlar.

2) Mezengial hiicrelerde kontraksiyona ve sonug olarak glomeriiler gegirgenlikte

bozulmaya neden olmaktadirlar.

3) Tiibiiler hiicreleri etkilemek suretiyle sodyum retansiyonu, potasyum ve tirik
asit atiliminin azalmasi, magnezyum tiibiiler sekresyonunun artmasi ve hiperkloremik

metabolik asidoza neden olmaktadirlar.

Epitel hiicrelerine dogrudan hasar vererek ve/veya intratiibiiler alanda tikanikliga
yol acarak ABH gelisimine neden olan 6nemli ajanlar; aminoglikozitler, amfoterisin B,
asiklovir, foskarnet gibi antibiyotikler, sisplatin, karboplatin, ifosfamid gibi
kemoterapotik ilaglardir. Aminoglikozitler terapdtik dozda kullanildiginda bile % 10-30
oraninda ABH gelisebilmektedir. Amfoterisin B doz iligkili olarak intrarenal
vazokonstriiksiyon ve dogrudan proksimal tiibiil epiteline toksik etki ile ABH’ye neden
olmaktadir. Sisplatin ve karboplatin de proksimal tiibiil hiicrelerinde birikmekte,
maruziyetten 7-10 giin sonra mitokondriyal hasar ve buna eslik eden sekonder ATP-az

inhibisyonu ile toksik hasar olusturmaktadir®®.
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Postrenal akut bobrek hasari: Uretranin tikanmasi veya iki tarafli iireterlerin
tikanmasi ile idrar akimmin engellenmesi durumunda olugmaktadir. En sik nedeni
posterior tiretral valve, ¢ift tarafli {ireteropelvik birleske darligi, ¢ift tarafli tikayici
iireterosel gibi konjenital malformasyonlardir. Taglar, pihtilar, tiimor yenidogan donemi
sonrasindaki etiyolojide yer almaktadir. Obstriiksiyonun giderilmesi sonucu bobrek

hasar1 genellikle iyilesmektedir®?.

2.1.3. Nefrotoksisite

Nefrotoksisite; “nefrotoksik renal yetmezlik”, “akut glomeruler nefritis”,
“interstisyel nefritis”, “nefrotik sendrom” ve “asagi nefron nefrozisi” gibi isimlerle
tamimlanmaktadir®. Bébrekler yiiksek orandaki kan perfiizyonu, metabolik yolaklardaki
etkinlikleri ve ekspresyon fonksiyonlari sebebiyle ilaglarin ve toksinlerin etkilerine maruz
kalabilen organlardir. Ayrica sekresyon, reabsorbsiyon ve idrar olusturma mekanizmalar1
gibi fonksiyonlar1 sebebiyle, bobrek renal tiibiiler hiicreleri viicuttaki diger doku
hiicrelerine oranla daha yiiksek diizeylerde toksik konsantrasyonlarla karsilasmakta ve
dolayisiyla bobrekler toksik ajanlardan daha fazla etkilenebilmektedirler. ilag tedavisi
goren hastalarm % 20’den fazlasindaki ilag toksisitesinin, akut bobrek hasari ile

sonuglanabilmekte oldugu bildirilmistir?.

Nefrotoksisitede ortaya ¢ikan tiibiiler nekroz, “akut tiibiiler nekroz” (ATN) olarak
da tanimlanmaktadir. Nefrotoksisite sirasinda meydana gelen degisiklikler, ilacin bobrek

korteksinde birikme &zelliginden kaynaklanmaktadir®.

Evcil hayvanlarda birgok ilag¢ ve kimyasal madde nefrotoksisiteye neden
olmaktadir. Bunlarm baslicalari; aminoglikozitler (neomisin, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, tobramisin, amikasin vb), sefalosporinler, polimiksinler, tetrasiklinler,
stilfonamidler, penisilinler, monensin, vankomisin, asiklovir, amfoterisin-B, ¢esitli agir
metaller (arsenik, bizmut, kadmiyum, kursun, civa, talyum, bakir, altin tuzlari, uranyum),
methoxyflurane, methotrexate, etilen glikol, klorlu hidrokarbonlar, kontrast maddeler,
okzalatlar, mikotoksinler, tanenler, ¢esitli analjezik ilaglar (ibuprofen, naproksen,
salisilatlar, fenilbutazon), anjiotensin Il reseptér antagonistleri, myoglobin ve

hemoglobin gibi endotoksinlerdir?°,
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Proksimal nefron epitelyum hiicreleri, cok sayida tastyici sistem bulundurmalari
sebebiyle bir¢cok toksik ajan i¢in merkezi bir hedef olabilmektedir. Yine bu hiicrelerde,
muhtemelen oksidatif hasara kars1 korunma amag¢li GSH ve GSH iliskili enzimlerin hiicre
ici konsantrasyonlar1 en yiiksek seviyelerdedir. Bu seviyelerin yiiksek olusu nedeniyle
proksimal tiibiiliin, mediiller kisimlara kiyasla oksidatif hasara karsi daha direngli oldugu

belirtilmektedir®®.

Tiibiil epitellerinin ¢ogunlugunun oksidatif stres gibi gesitli hasarlara karsi
kendilerini yenileme yeteneklerinin hizli oldugu ancak glomeriil ve medulladaki epitel
hiicrelerin bu 0Ozelliklerinin zayiflig1 sebebiyle kendilerini yenileyemedigi ve bu
bolgelerdeki hasarlarin  bobrek yetmezligiyle sonuglanabilecegi belirtilmektedir.
Nefronlarin ise toksik etkenlere maruz kalmalar1 durumunda belirli bir diizeye kadar

hasar1 giderebilme yeteneklerinin oldugu diisiiniilmektedir54°®.

Nefrotoksisite gelisiminde temel 6zellik, bobrek dokusunun toksik ajana yeterli
doz ve siirede maruz kalmasidir. Baz1 analjeziklerin, antibiyotiklerin, immunsiipresif ve
kemoterapétik ilaglarin nefrotoksisiteye yol acabildigi bilinmektedir®”. Besin takviyesi
olarak alinan veya destekleyici olarak kullanilan bazi bitkisel veya dogal {iriinlerin de
nefrotoksisiteye sebep olabildikleri belirtilmektedir. Ayrica gevresel maruziyetle alinan
kadmiyum, bakir, uranyum ve bizmut gibi maddeler de nefrotoksisiteye yol

acmaktadirlar®’:%8,

2.13.1. Nefrotoksik Bobrek Hasari

Nefrotoksisite, ABH’ye yol agan en Onemli nedenlerden biridir. Bobrekler
glomeriiler filtrasyon ve metabolik gorevlerini yerine getirebilmek igin sistemik
dolagimdan, organ boyutuna gore orantisiz olarak biiyiik miktarda kan alirlar. Bu nedenle
bobrek damarlari, tiibiller, glomeriil ve intertisyel dokulardaki hiicreler kandaki
toksinlerle karsilagsmaktadirlar. Nefron boyunca gerceklesen su ve soliit madde emilimi
ile hasarlanmaya kars1 ¢ok hassas olan tiibiil epitel hiicreleri, yogun konsantrasyondaki
toksinlere maruz Kkalirlar. Toksik maddeler ile hasar olusumunda; bobrek
hemodinamisinin degismesine bagli hasarlanma, tiibiil epitel hiicresine direk toksik etki,

toksin ya da metabolitlerinin ¢6kmesine bagl tiibiiler obstriiksiyon ile idrar akiminin
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engellenmesi, intertisyel inflamasyon ve trombotik mikroanjiyopati gibi farkli
mekanizmalar etkili olabilmektedir®.

Nefrotoksik bobrek hasarina yatkinligir arttiran faktorler arasinda yas,
farmakogenetik, altta yatan temel hastalik, toksin maddenin dozu ve es zamanli kulland1g1
tedaviler siralanabilir. Sorumlu toksinlerin basinda ilaglar gelmektedir. Viicuda disaridan
alinan (etilen glikol, metilen) veya viicutta meydana gelen (hemoglobin, miyoglobin)

maddeler de nefrotoksik ABH olusmasinda rol oynayabilmektedir®.

Ilag kullanimma bagli ABH, giiniimiizde giderek artan bir morbidite ve mortalite
nedenidir. Yapilan ¢calismalardan birinde hastane kaynakli nefrotoksik ABH nin yaklasik
% 20’sinden ilaglarin sorumlu oldugu gosterilmistir. Bir baska ¢alismada da hastane yatisi
sirasinda ABH gelisen olgularda nefrotoksik etkinin etiyolojideki katkis1 % 8-60 olarak
belirtilmektedir. Antibiyotiklerin % 3-11, ACEi’nin % 0,5-7, nonsteroid antiinflamatuar
ilaglarin (NSAID) % 3-22 ve radyokontrast maddelerin % 2-12 oraninda nefrotoksik
ABH olusturdugu bildirilmistir®®’°. ilaglar ve toksik etki mekanizmalar1 Tablo 2.1’de

gosterilmistir.
Tablo 2.1. Nefrotoksik ajanlar ve bobrek tizerine etkileri
Patofizyoloji Tlaclar
NSAID, ACE inhibitorleri, siklosporin A,
Prerenal yetmezlik norepinefrin, AT2-reseptor antagonisti, ditiretik,

interlokin, kokain, mitomisin C, takrolimus,
estrojen, quinin

Antibiyotikler (aminoglikozidler, sefalosporinler,
amfoterisin B, rifampisin, vankomisin, foskarnet,
pentamidin), NSAID, glafenin, kontrast maddeler,
Akut tiibiiler nekroz asetaminofen, siklosporin A, sisplatin, intravendz
immunglobulin, dextran, maltoz, sukroz, mannitol,
agir metaller

Antibiyotikler (Siprofloksasin, metisilin, penisilin
G, ampisilin, sefalosporin, oxasilin, rifampisin),
NSAID, glafenin, asetilsalisilik asit, fenoprofen,
naproksen, fenilbutazon, piroksikam, tolmetin,
Akut intertisyel nefrit zomepirak, kontrast madde, sulfonamid, tiyazidler,
fenitoin,  furosemid, allopurinol, simetidin,
omeprazol, fenindion

Sulfonamid, metotreksat, methoxyfluran, glafenin,

Tiibiil obstriiksiyonu triamteren, asiklovir, etilen glikol, proteaz
inhibitorii

Hipersensitivite Penisilin G, ampisilin, sulfonamid

Trombotik mikroanjiyopati Mitomisin C, siklosporin A, oral kontraseptifler
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Potansiyel nefrotoksin olan gesitli ilaglarin konsantre edilmeleri islemi, bobrek
tiibiiliislerinde gergeklestiginden tiibiiler liimen ve peritiibiiler hiicreler bu toksinlerle
yiiksek konsantrasyonlarda karsilagsmaktadirlar. Bobrek medullasi ve papiller dokular ise
bu bolgelerde kan akiminin diisiik, “solute” konsantrasyonunun ise yiiksek olmasindan

dolay1 toksik hasara kars1 daha hassastirlar’.

Cesitli kaynaklara gore bobrek rahatsizliklarinin 6nemli bir kismi ilaglarin sebep
oldugu nefrotoksisitedir. Ozellikle yashlarda gelisen nefrotoksisitenin % 60 kadarmn ilag
kaynakli oldugu belirtilmektedir. Gegmise oranla giiniimiizde ¢ok daha fazla ilag tiiketimi
ve diagnostik prosediirlerin uygulanmasi1 daha fazla insanda bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasina yol agmaktadir. Tlaglar, akut bobrek yetmezligi, kronik bobrek yetmezligi ve

nefrotik sendromlara yol agabilmektedir®®.

Akut bobrek yetmezligiyle sonuglanan oksidatif stres hasarinin temelinde, olusan
serbest radikallerin etkisi ve antioksidan aktivitenin yetersizligi yatmaktadir’?.
Nefrotoksik ajanlar temel etkilerini, stiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit (H20>),
peroksinitrit (ONOO"), hidroksil radikali (OH") ve hipoklorik asit (HOCI") gibi serbest
radikalleri ortaya ¢ikararak gostermektedirler. Oksidatif stres sonucu gelisen
nefrotoksisitenin beraberinde glomeriiler, tiibiilointerstisyel ve endotelyal degisiklikler de

olusabilmektedir®.

2.1.3.2. Aminoglikozit Nefrotoksistesi

Aminoglikozitler 500 Dalton agirhginda, polar, katyonik (ortalama pH: 7,8)
molekiillerdir’®. Polar yapilarmdan dolay1 yagda az ¢oziiniirler ve bu yiizden biyolojik
membranlar1 gegme yetenekleri zayiftir. Plazma proteinlerine ¢ok az baglanirlar.
Insanlarda eliminasyon yar1 émiirleri yaklasik 2 saattir ve bobreklerden hizli bir sekilde

degismeden atilirlar’.

Aminoglikozitler ¢ok sayida mikroorganizmanin protein sentezini irreversibl

olarak inhibe ederek duyarli bakteri hiicresi iizerinde hizli bir bakterisidal etki
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olustururlar. Bu etkiyi bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek ve

mRNAdaki genetik bilginin dogru okunusunu azaltip, bozarak gosterirler’®.

Gram(-) enfeksiyonlar {izerinde etkili olan aminoglikozitlerin giivenli
kullanilabilecegi aralik ¢ok dardir ve kullanimlarini kisitlayan en Onemli &zellik
toksisiteleridir. En sik olarak nefrotoksisite, ototoksisite ve néromiiskiiler blokaj meydana
getirmektedirler. Bunlar doz-bagimli toksik etkilerdir’®. Bu toksik etkilere parenteral
uygulamalarda daha sik rastlanilmaktadir. Aminoglikozitlerin neden oldugu bdbrek
bozukluklar1 (nefrotoksisite) genellikle reversibldir. Buna karsin, isitme ya da denge
organt (cochleovestibuler sistem) fiizerine olan toksik etkileri (ototoksisite)

irreversibldir’’.

Aminoglikozit toksisitesinin klinik seyri genellikle yavastir. Aminoglikozit
kullanimindan giinler sonra serum kreatininde yavas bir artis, nonoligiirik ve hipoozmolar
idrar ile karakterize bobrek hasari olusmaktadir. Erken bulgular1 arasinda nefrojenik

diabetes insipidusa bagl izosteniiri, idrarda Mg, Na ve K kayb1 goriilmektedir®,

Yapilan arastirmalar aminoglikozit kullanan hastalarm % 10-20’sinde ilag
diizeylerinin terapotik smirlar i¢inde olmasma ragmen nefrotoksisite gelistigini
gostermistir’®. Aminoglikozit nefrotoksisitesi genellikle ilaca baslandiktan sonraki 7-10
giin icinde ortaya ¢ikmaktadir. Idrar miktarmin normal olmasi bu tip bobrek hasarmin
karakteristik bir 6zelligidir”. Glomeriiler filtrasyon hizi azalmadan dnce poliiiri ve idrari
konsantre etme yeteneginde azalma s6z konusu olabilmektedir. Idrar sedimentinde,
silendirlerde, tiibiiliis hiicrelerinde ve miyeloid hiicrelerde artis izlenebilmektedir.
Glomertiler filtrasyon hizinin belirgin olarak diismedigi durumlarda dahi tiibiiler hasari
yansitan enzimiiri goriilebilmektedir’. Sodyum ve potasyumun fraksiyonel itrahi
artmaktadir. Bazi olgularda siddetli K* ve Mg*? kaybma bagli olarak hipokalsemi
gelismektedir. Renal biyopsilerde yamali (patchy) tiibiiler nekroz karakteristiktir. Bobrek
disfonksiyonu ilag birakildiktan sonra 7-10 giin siire ile devam etmektedir. Bazen diyaliz

destegi gerekmekle beraber cogu olguda GFR genellikle kendiliginden diizelmektedir®.

[lacin uygulama dozu ve siiresi, dnceden var olan bir bobrek veya karaciger
hastaligi, yas, siv1 kaybi, sepsis, K ve Mg azlig1 gibi nedenler aminoglikozit toksisite

riskini artirmaktadir. Renal yetmezlik aminoglikozitlerin uzun stireli kullanimlar1 sonucu
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ilacin renal kortekste toksik miktarlarda birikme ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Aminoglikozitlerin giinliik tek doz kullanilmasma bagli meydana gelen toksisite riski,

yeterli hidrasyon ve elektrolit destek saglandiginda oldukga azalmaktadir®%8L,

Aminoglikozitlerin nefrotoksik etki olusturma potansiyelleri ilaca gore
degismektedir. Brion ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada®, gentamisin nefrotoksisitesinin;
netilmisin, tobramisin, dibekasin ve amikasinden daha fazla oldugunu belirtmislerdir.
Deney hayvanlarinda relatif toksisite, bobrek korteksinde bulunan ilag konsantrasyonu ile
paralellik gostermektedir. En yiiksek konsantrasyonda biriken ila¢ olan neomisin, insanda
en fazla nefrotoksik etkiye sahip olup, sistemik olarak kullanilmamaktadir. Streptomisin,
bobrek korteksinde toplanmaz ve en az nefrotoksik olandir. Gentamisin ve tobramisine
bagl toksisite oldukca tartisilmalidir. Gentamisin bobreklerde tobramisinden daha fazla
birikir, fakat bir¢ok kontrollii klinik caligmada toksisiteleri ile ilgili degisik yorumlar
yapilmistir. Bu iki antibiyotigin arasindaki nefrotoksisite farki Onemsiz olarak

degerlendirilmistir®.

Aminoglikozit grubu antibiyotiklerin potansiyel nefrotoksik etkileri kullanilan
ilaca gore degismesine ragmen, insan ve hayvanlarda spektinomisin disindaki tiim
aminoglikozitlerin tubuler ve glomeriiler fonksiyonlar {izerine direkt olarak etki ederek
nefrotoksisiteye sebep olduklar1 bildirilmistir®®. Bu antibiyotiklerin nefrotoksik
potansiyelleri biinyelerinde bulunan iyonize olabilir amino (NH.) gruplarinin sayilariyla
iligkilidir. Amino gruplarinin sayis1 arttik¢a ilacin nefrotoksisitesi de artmaktadir. Alt1
amino grubuna sahip olan neomisin en toksik olanidir. Bunu bes amino grubu ile
gentamisin, netilmisin, tobramisin, kanamisin ve amikasin takip eder. En diisiik

nefrotoksisite ise iki amino gruplu olan streptomisinde goriilmektedir'5L,

Aminoglikozitlerle olusan nefrotoksisitenin tiibiiler nekrozla karakterize oldugu
gosterilmistir. Hiicre hasari, aminoglikozitlerin dogrudan tiibiiler etkisine baghdir ve

primer olarak proksimal tiiplerde izlenmektedir®*°.

Siganda, mikroponksiyon ve mikroenjeksiyon c¢alismalar1 aminoglikozitlerin
firgams1 kenar membraninda bir reseptdre baglandiktan sonra vakuolizasyon ile
proksimal tiibiiliis hiicrelerine almdigm gostermektedir®. Aminoglikozitler dzellikle

proksimal tubul ve pars rektada tubuler hiicre nekrozuna neden olmaktadirlar. Uygulanan
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dozun yaklasik olarak % 5’i glomeriiler filtrasyondan sonra proksimal tiibiiler epitel
hiicrelerinde endozomal ve lizozomal vakuoller ile golgi komplekslerinde lokalize
olmaktadirlar. Aminoglikozitler hiicreye girdikten sonra lizozomlara tagmmaktadirlar.
Hiicre igine alinmanin siirekli olmas1 lizozomal disfonksiyona ve sonugta dejenerasyona
yol agmaktadir. Bu da lizozomal enzimlerin agiga ¢ikarak diger hiicre organelleri lizerine
etkimesine neden olmaktadir’t. Aminoglikozitler lizozomal fosfolipazlar: inhibe ederek
fosfolipidlerin belirgin bir sekilde birikimine neden olurlar. Bu durum fosfolipidozla

sonuclanir®’ 88,

Bu morfolojik degisiklikler insan bobreginde bir kag aminoglikozit dozundan
sonra, glomeriiler filtrasyon hiz1 normal iken dahi izlenebilmektedir®®. Aminoglikozit-
lizozom etkilesiminin bir sonucu olarak lizozomal membranlar ozmotik olarak aktif
molekiillere daha az gegirgen hale gelir ve devaminda yirtilma ve hiicre nekrozu gelisir.
Nefrotoksisitenin ilk bulgular1 firgamsi1 kenarin ve lizozomal enzimlerin limene

saliverilmesi, glikoziiri, aminoasidiiri ve tiibiiler proteiniiridir’®.

Aminoglikozitlerin ayn1 zamanda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla
etkilestikleri de gosterilmistir. Bu etkilerin belirgin hiicre nekrozu olusumundan once
izlenmesi, hiicre enerji mekanizmalarindaki bozuklugun hiicre 6liimii ile sonlanan hiicre
membran1  aktivitesindeki anormalliklerin  patogenezinde Onemli olabilecegini

diisiindiirmektedir®.

Aminoglikozitlerin tek bir yiiksek dozu dahi membrana bagli Na*-K*-ATPaz’da
azalma ile sonuglanabilmektedir. Ancak aminoglikozit ile indiiklenen in-vivo hasarmn
zamana bagli gelisimi, hiicre membranindaki transport enzimlerindeki degisikliklerin

hiicredeki letal degisikliklerin nedeni degil sonucu oldugunu diisiindiirmektedir®,

Aminoglikozitlerin proksimal tiibiiliislerde dogrudan toksik etkisine bir diger
kanit, K* ve Mg*? gibi intraseliiler katyonlarin proksimal tiibiiler kaybmin izlenmesidir®2.
Her ne kadar tiibiiler hiicre nekrozu ve glomeriiler filtrasyon hizi arasindaki baglant1
tartigmali ise de, eldeki bulgular intratiibiiler obstriiksiyonun bobrek disfonksiyonunun

olusmasinda énemli bir rol oynadig1 goriisiinii desteklemektedir®,
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Yapilan ¢aligmalarda aminoglikozitlerin olusturdugu tubuler nekrozun patogenezi
hakkinda birgok goriis ortaya atilmis olmasina ragmen, genel olarak kabul géren 3 hipotez

ozetle su sekildedir’;

1) Aminoglikozitlerin kendi lokal konsantrasyonlari ile iligkili direkt toksikasyon
ortaya c¢ikmaktadir. Bu toksikasyonda aminoglikozitler &zellikle lizozomlarda
toplandigindan, lizozomal degisiklikler patogenezde anahtar rol oynamaktadir. Ancak
lizozomal degisiklikler 1ile hiicre nekrozu arasindaki iligki tam olarak ortaya

konulamamustir.

2) Aminoglikozitler toplandiklar1 lizozomlardan salindiktan sonra toksik olmaya
baglamaktadirlar. Lizozomlardan aminoglikozitlerin salinmasi, ilag birikimi veya
lizozomal degisiklikler kritik noktaya ulastiginda meydana gelmektedir. Lizozomlarda
meydana gelen ani degisiklikler sonucunda lizozomlardan yiikli miktarda aminoglikozit
salinmaktadir. Boylece hiicre 6liimlerine sebep olan bir¢ok metabolik degisiklik meydana

gelmektedir.

3) Ilag, lizozomlarda non-toksik olarak depolanmaktadir. Ancak hiicrede hedef
konumundaki lizozomlar tarafindan fagosite edilmeyen ve serbest halde kalan
aminoglikozitler hiicrenin diger kisimlarinda hasar olusturarak toksikasyona neden
olmaktadir. Bu hipoteze gore aminoglikozitlerin lizozomlarda depo edilmesinin hiicreyi

koruduguna inanilmaktadir.

2.1.3.3. Gentamisin Nefrotoksistesi

Gentamisin, organik polikatyon yapisinda, Micromonospora purpurea’dan elde
edilen, genis spektrumlu, aminoglikozit grubundan bir antibiyotiktir. Aminoglikozit
grubu ilaglar arasinda, amikasinden sonra antibakteriyel etki giicii en yiiksek ve
spektrumu en genis olanidir. Hizli bakterisidal etkisi ve kimyasal stabilitesinden dolay1
cesitli tedavi durumlarinda siklikla ilk basamak ilag olarak tercih edilmektedir. Plazma
proteinlerine baglanmasi minimal diizeydedir. Gentamisin fizikokimyasal 6zelligi

nedeniyle esas olarak sadece ekstraselliiler sivida dagilmaktadir’®,
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Idrarda serumdakinden 10-100 kez daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
gentamisin, Vviicutta biyotransformasyona ugramadan bdbreklerden atilmaktadir.
Genellikle 8 saatte bir (giinde 3 kez), 1-2 mg/kg dozunda, i.m. veya i.v. enjeksiyon
suretiyle kullanilmaktadir. Idrar yolu enfeksiyonlarmda daha diisiik dozlarda (0,3-1
mg/kg) etki saglayabilmektedir. Lokal uygulamaya 6zgii % 0,1’lik cilt merhemi veya

kremi, % 0,3’liik oftalmik soliisyonu bulunmaktadir®.

Gentamisin, pH 6-8 arasinda oldukga stabldir. pH 7,4’te ise giiglii pozitif yiike
sahip durumdadir (katyonik ozellik). Bu gii¢lii polaritesi nedeniyle, hiicrelerdeki
lipopolisakkarit ile hiicre icindeki DNA ve fosfolipitler gibi anyonik molekiillere
baglanabilmektedir. Suda ¢ok iyi eriyip, organik ¢oziiciilerde erimemektedir. Cok az

lipofiliktir, bundan dolay1 yag igeren zarlardan gegisi sinirh diizeydedir”.

Gentamisin, fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle gastrointestinal sistemden
absorbe edilememekte, ancak intramiiskiiler veya subkutan enjeksiyondan sonra hizlica
emilmektedir. Ayrica intravenéz veya intratekal olarak da uygulanabilmektedir.
Gentamisin plasentanin diger tarafina gegebilir fakat kan-beyin, kan-BOS ve kan-goz
engellerini ¢ok az gecebilir. Doku diizeyleri renal korteks diginda azdir. Bobrek
fonksiyonlar1 normal olan kimselerde eliminasyon yarilanma omrii yaklasik 2-3 saattir.

Atilim1 hemen hemen biitiiniiyle bobrekten glomeriiler filtrasyon yoluyla olmaktadir®.

Yedi giinden fazla klinik doz gentamisin ile tedavi edilen hastalarin % 30’unda
serum kreatinin (Scr) ve BUN seviyelerinde artis, proksimal tubul hiicrelerinde nekroz ve

ABH ile karakterize nefrotoksik bulgularin gozlendigi bildirilmistir®:.

Nefrotoksisitenin ila¢ uygulanmasindan 2-5 giin sonra gelistigi®, diisiik dozlarda

bile uzun siireli tedavilerde geri doniisiimsiiz hasarlarin olusabilecegi bildirilmektedir”®°.

Hayvanlarda gentamisin uygulamalarima bagl olarak serum kreatinin ve BUN
seviyelerinde artig, GFR’de ve kreatinin klirensinde azalma, proteiniiri, glikoziiri, politiri,
idrar osmolaritesinin azalmasi, proksimal tiibiiler hiicre transportunda degisiklik ve
lizozomal enzimlerin idrar ile atillminda anlamli derecede artiglar oldugu

bildirilmistir®®9%,
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Meydana gelen hipoozmotik polilirinin, proksimal tiibiillerde  sivi
reabsorbsiyonunun azalmasindan kaynaklandigi, proteinlerin geri emiliminde azalma,
fosfolipidiiri, Na, Li, K, Mg, Ca, glikoz ve kast hiicre atilim1 gibi degisikliklerin ise
uygulamaya bagl olarak tiibiillerde meydana gelen disfonksiyonlar sonucu olustugu

bildirilmistir’.

Gentamisin giinde 40 mg/kg dozunda 10 giin siireyle uygulandiginda bobrek
korteksinde nekroza, toplayici kanallar, distal tiibiiller ve proksimal tiibiillerin diiz
segmentlerinde ise harabiyete yol ag¢maktadir. Genellikle bir haftalilk uygulama
sonrasinda oliguri goriilmeksizin BUN ve kreatinin diizeylerinde Yyiikselme
izlenmektedir. Nefrotoksisite gelismesinde cinsiyet, yas ve kullanim siiresinin etkili
oldugu, yash ve erkeklerde daha yogun bir nefrotoksik etki olusturdugu bildirilmistir.
Tedavi siiresi ile nefrotoksisite arasindaki iliski incelenmis ve 14 giinden fazla tedavi
olanlarin % 50’den fazlasinda, 8-14 giin arasi tedavide % 30, 3-7 giin aras1 tedavide % 4
oraninda toksik etki goriiliirken, 3 giinden az olan tedavide ise toksik etki goriilmedigi

bildirilmistir®”.

Gentamisin nefrotoksisitesinde farkli mekanizmalarin rol oynadigi kabul
edilmektedir. Bunlar renal tiibiiler toksik etki, glomeriiler filtrasyonda ve renal kan
akiminda azalma olarak siralanmaktadir. Bu mekanizmalardan en 6nemlisi renal tiibiiler
toksisitedir'®. Bu toksisitede oksidatif stresdeki artisa bagh olarak gelisen olaylarm etkili
oldugu benimsenmektedir®®. Gentamisinin bdbreklerde mitokondri kaynakli siiperoksit
anyonu olusumunu arttirdigi, elektron transport zinciri ve ATP olusumunu inhibe ettigi,
apoptoz, DNA hasar1 ve lipit peroksidasyonunu uyararak bobreklerde hasara yol ac¢tigi

bildirilmistir®’.

Gentamisin viicuda verildikten sonra glomeriilden siiziilmektedir. Siiziilen ilacin
sadece % 2-5 gibi kiiglik bir oran1 baglanir ve aktif olarak proksimal tiibiil hiicrelerine
tasinir. Ilag, proksimal tiibiil hiicrelerine apikal firgams1 yiiz ve bazolateral yiizlerden
endositoz yolu ile alinarak lizozomlarda birikmektedir’%. Ortaya ¢ikan hasarlar; bazal
membran erozyonlari, proksimal tiibiil hiicre siskinligi ve firgamsi kenarda mikrovilus
kayplari, tiibiiler atrofi veya dilatasyon, interstisyel inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1®

100

ve bazolateral membran katlantilarinin azalmasidir Fircams1 kenar transportu

nefrotoksisite i¢in daha onemlidir. Ciinkii bu mekanizmanin isleyisinde mitokondri ve
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mikrozomlar gibi anahtar organellerdeki kritik bolgelerin ilaca maruz kalmasi s6z konusu

101 " Ancak tiibiildeki antibiyotik konsantrasyonu her zaman nefrotoksisite ile

olmaktadir
paralellik gostermemektedir. Gentamisin, glomeriilden filtre olduktan sonra, proksimal
tiibiil hiicrelerine, bu hiicrelerde bulunan megalin reseptoriine baglanarak gecer ve
ozellikle proksimal tiibiiliin daha ¢ok kivrimli boliimiinii igeren S1 ve S2 kisimlarinda
birikerek toksik etkisini gosterir®™1%, lacin proksimal tiibiilden geri emilim
mekanizmasinin L-lizin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. Bu ylizden gentamisin
ve L-lizin bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinin apikal membraninda lokalize olmus 6zel

bir geri emilim mekanizmasin1 paylasmaktadirlar'®,

Gentamisin nefrotoksisitesinin olas1 mekanizmalarin1 aydmlatmak igin gesitli

hipotezler ileri siiriilmiistiir. Ileri siiriilen baz1 mekanizmalar 6zetle sunlardir'®*:

1) Hidroksi radikaller doku hasarinda giiglii medyatorlerdir. Bunlar Fenton
reaksiyonu yolu ile metal selatorlerle reaksiyona girebilirler ve ¢oklu doymamis yag
asitleri igeren genis ¢esitlilikte organik bilesikleri oksitleyebilirler. Boylece protein

dejenerasyonuna ve hiicre membran hasarmna neden olurlar.
2) Bobrek korteksinde fosfolipid tiretiminde artis olmasi.
3) Na-K-ATPaz enziminin inhibe edilmesi.
4) Tromboksan A; ve prostoglandinlerde artis olmasi.
5) Mikrozomal protein sentezinin etkisi.
6) Lizozomal hasarmn olusmasi.
7) Mitokondriyal hasarin olugmas.

8) Vaskiiler faktorlerin etkisi.

2.1.4. Bobrek Hasar1 Tanisinda Kullamilan Biyokimyasal Belirtegler

Bobreklerin  kani siizmesi sonucunda idrar olusmaktadir. Piirin bazlarmin

yikimiyla irik asit, proteinlerin yikimiyla da amonyak olusmaktadir. Hiicreler igin
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olduke¢a toksik bir madde olan amonyak, karacigerde iire haline doniistiiriilmektedir.
Viicutta olusan buna benzer toksik metabolik atiklar idrar ile birlikte disari
atilmaktadir’®. Bobreklerde akut veya kronik yetmezlik s6z konusu oldugunda viicutta
nitrojen metabolizmasmin son iriinleri birikmekte ve non-protein nitrojenlerin diizeyi
yikselmektedir. Bu da kan ire-nitrojeni (BUN) ve serum kreatinin diizeylerinde
yikselmeye neden olmaktadir. Nitrojen driinlerinin birikimi sonucu “azotemi”
gelismektedir. Bu durum ise bobreklerin metabolizma artiklarini atabilme yeteneklerini

kaybettigi “{iremi” ile sonuglanmaktadir'®,

Bobrek yapisinda ve fonksiyonlarindaki degisikliklerin belirlenmesi i¢in etkin
calismalar hem idrar, hemde kanda yapilan bir takim testleri icermektedir. Idrar tahlili
testinin saglayacagi yarar, bobreklerin idrar1 konsantre etme yeteneginin bozulmasi ve
proteiniirinin belirlenmesinde, kan testlerinin ise glomeruler filtrasyon hizinin (GFR)
indirekt gostergesinin tespitinde etkilidir. Bobrek fonksiyonunu degerlendirmede ayrica
renal plazma ve kan akimi, glomerular filtrasyon hizi, filtrasyon fraksiyonu gibi
yontemler de kullanilmaktadir. Biyokimyasal ve kan muayeneleri sonucu fonksiyonel
degisiklikler gozlenen olgularda ¢ogu zaman histopatolojik incelemelerin yapilmasiyla

da bobrek hasarmin net tablosu ortaya konulabilmektedir®®.

ABH’de mortalite oranlari ile Scr konsantrasyonlar1 arasinda paralellik oldugu ve
ABH’nin erken teshisi ile mortalite oranlarinin oldukca diisebilecegi bildirilmistir®®®.
Kanda BUN seviyesinin yiikselmesi bobrekteki vazokonstriiksiyonun onemli bir
habercisi olup, BUN ve Scr konsantrasyonlarmin birlikte artis1 ise ABH olustugunu
gostermektedir®®. Scr konsantrasyonunda 0,5 mg/dl iizerinde bir artis, kreatinin
klirensinde ise % 50’lik bir azalma ABH olarak tanimlanmaktadir. Scr konsantrasyonu
genellikle GFR i¢in BUN’dan daha iyi bir belirleyicidir. GFR’de biiyiik azalma
baslangigta Scr konsantrasyonlarinda ¢ok kiigiik artiglara (0,1-0,3 mg/dl) neden

olmaktadir®®.

Bobrek islevinin degerlendirilmesinde kreatinin, iire, nitrojen diizeyleri gibi
tetkiklere gereksinim duyulmaktadir. S6z konusu maddelerin serum ve idrarda es zamanli
Olgiimleri ile (6rnegin kreatinin Klirensi) klinik olarak belirgin bulgu vermeyen bazi
bozukluklar dahi ortaya cikarilabilmektedir. Glomeriiler filtrasyon hizinda belirgin bir

diisiisiin s6z konusu oldugu durumlarda elektrolit ve asit-baz dengesi ile ilgili 6l¢iimlere
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(serum ve idrar Na* diizeyi, kan pH’1, total CO, ve pCO; diizeyi gibi) gereksinim
duyulabilir™,

Bir maddenin klirensi GFR’ye paralel ise filtrasyondaki bir azalmaya bagli olarak
bu maddenin serum konsantrasyonunun artmasi beklenir. Normal kosullarda iiretim
hizinin goreceli olarak sabit oldugu varsayilirsa s6z konusu maddenin dolasimdaki
miktarmin saptanmasi GFR’yi belirlemede yararli olabilir. Bu nedenle, bobrek yetmezligi

durumlarinda kan kreatinin ve iire diizeyi 6l¢iimlerine sik¢a basvurulur’.

2.1.4.1. Glomeruler Filtrasyon Hiz

Her iki bobregin tiim nefronlarinda birim zamanda iretilen glomeruler filtrat
miktar1 glomeruler filtrasyon hizi olarak tanimlanmaktadir. Normal bireyde yaklagik 125
ml/dk dir, bu da 24 saatlik dilimde tiretilen glomeruler filtratin yaklagik 150-180 It oldugu
anlamina gelmektedir. Ultrafiltrat denilen bu sivinin % 99°u resorbe edilip geri kalan %

1°lik kismu, idrar olarak atilmaktadir*°.

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde en yararli belirleyici GFR’dir. Her
iki bobrekteki fonksiyon goren nefron sayisinin, her nefron birimine ait GFR ile ¢arpimi
total GFR’yi verir. Birim nefrona ait filtrasyon hizinin diismesi ya da fonksiyon géren
nefronlarin hasarlanarak sayilarmin azalmasi, GFR diisiisiine neden olmaktadir.
Glomeruler filtrasyon hizi bobreklerin bir dakika igerisinde herhangi bir A maddesini kag

ml plazmadan armdirdiklarmi gdstermektedir?.

2.1.4.2. Kan iire nitrojeni (BUN)

Mol kiitlesi 60 g/mol olan ire (CHsN20), viicutta protein metabolizmasi
sonucunda ortaya ¢ikan amonyaktan, karaciger tarafindan sentezlenmektedir.
Glomeriillerden serbestce filtre edilmektedir. Ure icindeki nitrojen degeri BUN olarak
ifade edilmektedir. BUN degerlerinde degisiklige sebep olan bazi nedenler arasinda

aminoasit infizyonu, fazla protein alimi, GIS kanamasi ve bazi ilaglarin kullanimi
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sayilabilmektedir. Tiibiilde reabsorbsiyona ugradigi i¢in, renal bozukluk olmadan da kan
BUN oranlarinda degisimler olabilmektedir®”:1%,

Kan iire diizeyi prerenal (asir1 iiretim, azalmig bobrek kan akimi), renal
(parankimal bobrek hasari) veya postrenal (genitotliriner sistem obstriiksiyonu) nedenlere
bagl olarak degisebilmektedir. Dolasimdaki iire diizeylerinin asir1 iiretime bagl olarak
yiikseldigi durumlarda BUN 40 mg/dI’yi nadiren gegmektedir. Bunun {izerindeki BUN
diizeyleri ise renal hasar, idrar yollarinda tikaniklik veya bobrek kan akiminda azalma

gibi nedenleri diisiindiirmektedir?,

Kan tire diizeyi agwr doku harabiyeti veya akut aghga bagh doku
katabolizmasindaki artis gibi olgularda ve 6zellikle renal islev bozuklugunda normalin
tizerine ¢ikabilmektedir. Plazma iire konsantrasyonundaki yiiksek artis renal islev
bozuklugunun gdstergesidir. Ayrica, neonatal diyarede kan tire konsantrasyonu kismen
yetersiz beslenmeye bagli protein depolarmin mobilizasyonu sonucu karaciger iire
sentezindeki artisa bagl olarak artmaktadir. Dehidratasyon ve laktik asidozda da kan iire

nitrojeni konsantrasyonlarinda artma gézlenmektedir'?’.

BUN anormal seviyeye ulasmadan 6nce GFR % 75 azalir. Birgok bobrek disi
sebep BUN seviyesini degistirebilir. A¢lik ve karaciger hastaliklar1 durumunda daha ¢ok
diisiik degerler beklenirken yiiksek protein alimi, gastrointestinal sistemde kan ve artmis
katabolizmada BUN artis1 gozlenebilir. Normal BUN degerleri 8-20 mg/dI’dir. BUN
konsantrasyonundaki bozukluk GFR i¢in ¢ok énemli bir kriterdir. Urenin biiyiik bir kismi
reabsorbe edilir ve yaklasik idrar akim miktar1az oldugunda filtre edilenin % 60’1, yiiksek
iken % 40’1 reabsorbe edilir. BUN konsantrasyonunun 50 mg/dI’nin {izerinde olmasi

genellikle bobrek bozuklugu ile iliskilidir?.

2.1.4.3. Kreatinin

Kreatin; kaslarin enerji metabolizmasinda rol oynayan, yiiksek enerjili bir fosfat
bilesigidir. “Kreatin fosfat”m ve “kreatin”in, non-enzimatik bir reaksiyonla spontan bir
sekilde yikilmastyla olusan artik iiriin, molekiil agirhg1 113 dalton olan‘“kretinin”dir 7,

Karacigerde gerceklesen kreatinin yapim orani, kas kitlesi ile iligkilidir'®, Kas dokusunda
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mevcut kreatin’in % 1-2 kadar1 her giin yikilarak kreatinin’e doniismektedir. 1 mg

kreatinin yaklasik 20 mg kasin giinliik metabolizmas1 sonucunda iiretilmektedir'®®,

Kreatinin, glomeriillerden serbestce filtre edilmekte, proteine baglanmamakta,
bobreklerde metabolize olmamakta, sekresyona ugramakta, bazen tiibiillerden geri
emilmektedir. Kreatinin, distal nefrondaki ihmal edilebilir sekresyonu hari¢ tutulursa ne
reabsorbe ne de sekrete edilmeden serbestce filtre edilmektedir. Bu yiizden glomeriiler
fonksiyonu gostermekte etkilidir!*?. Saglikli bir insanda kreatinin tubiiler sekresyonu %
10-15°tir ve ilerlemis bobrek fonksiyon bozukluklarinda bu oran % 40’a kadar
cikabilmektedir. Tibbi degerlendirme agisindan serum Kkreatinin (Scr) diizeyi, ire

testlerinde ¢ikan sonuglara gore daha degerli sonuglar vermektedir®”10°,

Kreatinin klirensi ise 24 saatlik idrar toplanmasmim ardindan idrar Kkreatinin
diizeyi ve serum kreatinin diizeyinin dakika idrar volumiine donistiiriilerek klirens
formiiliine uyarlanmasi ile bulunmaktadir. Klirens kavrami birim zamanda ilgili
maddeden temizlenen plazma volumiinii ifade etmektedir. GFR’nin spesifik bir
gostergesidir. Normal degerlerinin siirlar1 genis oldugundan serum kreatininde % 50’
lik artis GFR’de % 50’ lik disiisii gostermektedir. Genel bobrek fonksiyonlarmin
gostergesi olarak serum Kreatinin konsantrasyonu ve klirensi kan iire azotunun benzer

olctimlerinden daha anlamlidir®®.

Bobrek yetmezliginin derecesinin saptanmasinda, ila¢ dozunun ayarlanmasinda,
tedaviye yanitin degerlendirilmesinde, kronik diyaliz ihtiyacinin tesbitinde ve GFR

dl¢iilmesinde kullanilan en sik yontem kreatinin klirensinin hesaplanmasidir®.

Arastirmacilar renal fonksiyonu degerlendirmede serum Kkreatinin diizeyleri
Olgtimiinii iire diizeylerine gore daha tistiin kabul etmektedirler ancak genel egilim her 2
kriterin birlikte degerlendirilmesi yoniindedir. Boylece dl¢iimlerden birisinde olabilecek
bir hata digeri ile ekarte edilebilmektedir. Ayrica BUN/serum Kkreatinin orani ile

bozuklugun etiyolojisi hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir'®°,

BUN/serum kreatinin orani normalde 10/1 ile 12/1 arasinda olmalidir. Parankimal
hasar durumunda BUN ve kreatinin diizeylerinin her ikisi de azalacagindan bu oran
degismez. Bu oranin yiikselmesi gastro intestinal sistemde asir1 kanama, steroidler ve

tetrasiklinler gibi protein yikimini artirici (katabolik) ilaglarin kullanimi, karaciger
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hastaliklar1 ve idrar akiminin azalmasi gibi asir1 iire iiretiminin oldugu durumlari
diisiindiirmektedir. idrar akim hizinin azalmasi, kreatinin sekresyonunu dogru orantil
olarak artirmadan iire reabsorpsiyonunun artmasina yol acar. Bu duruma dehidratasyon,
konjestif kalp yetmezligi, hepato renal sendrom veya iiriner sistem obstriiksiyonu gibi

patolojilerde rastlanmaktadir?*,

2.1.5. Deneysel Nefrotoksik Akut Bobrek Hasar1 Modelleri

Insanda akut bdbrek hasari (ABH) genelde birden fazla nefrotoksik etkenin
kombinasyonu (6rnegin iskemi, gentamisin, kontrast madde) sonucunda ortaya ¢ikarken,
hayvanda deneysel akut bobrek hasart modelleri genel olarak tek bir nefrotoksinin gok
yliksek dozda «ciddi derecede renal fonksiyon bozuklugu olusturmasina
dayandirilmaktadir. Bu agidan insandaki ATN ve deneysel hayvan toksik ATN modelleri
arasinda fark bulunmaktadir ve patofizyolojik degisiklikler yorumlanirken bu durumun
g6z Oniine alinmasi gerekmektedir. Nefrotoksik ABH modellerinde bobrekte baskin olan

lezyon proksimal tiibiil hasar1 ile karakterizedir''*.

Proksimal tiibiil, enerji iiretimi i¢in oksidatif fosforilasyona bagimlidir. Proksimal
tiibiiliin, sadece son kismin1 olusturan S3 segmenti haricinde anaerobik glikoliz kapasitesi
bulunmamaktadir. Dolayisiyla, kan akiminin kesintiye ugradigi iskemik durumlarda veya
toksin aracilifiyla oksidatif metabolizmada bozukluk yaratan durumlarda ATP eksikligi
proksimal nefronu 6zellikle hassas hale getirmektedir. Proksimal tiibiiliin suya
gecirgenliginin yliksek olmasi ve glomeriiler filtratin daha ilk asamada bu bolgeden
biiyiik 6l¢iide reabsorbsiyonu, proksimal tiibiil hiicrelerini hasar etkeni ile 6nemli 6l¢iide
kars1 karsiya birakmaktadir. Bir baska faktor ise, proksimal tiibiiliin hipoksik durumda
epitelyal polaritesini hizla kaybetmesidir ki bu durum firgams: kenarin kaybi ile
karakterize olup ciddi hipoksik hasar gostergesi olarak kullanilmaktadir'?. Hipoksik
hasara kars1 koyma mekanizmasmnimn distal nefron diizeyinde iyi gelistigi gosterilmistir.
Distal tiibiiliin henlenin kalin ¢ikan kolu diizeyinde hipoksik bir uyaran, gesitli biiyiime
faktorlerinin transkripsiyonu ve hizli apoptotik sinyal indiiksiyonuna neden olarak bir tiir
savunma sistemi olusturmaktadir. Yine distal tiibiilde hipoksi durumunda transport

aktivitesi inhibe olmakta ve is yiikiiniin azalmasi da bir tiir koruma saglamaktadir, ancak
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bu durum proksimal tiibiil icin s6z konusu olamamaktadir'®3. Cesitli in vivo ABH
modellerinde de, 6zellikle hipoksik etki olusturan uyaranlarin kombine kullanimi ile

henlenin ¢ikan kalin kolu diizeyinde selektif ve ciddi hasar olustugu gosterilmistir'.

Gentamisin, deneysel toksik ABH modellerinde en sik kullanilan ilaglardan
biridir. Farkli deney hayvan tiirlerinin aminoglikozit duyarhiligi farklilik
gosterebilmektedir. Saglikli hayvanlara uygulandiginda nefrotoksisite olusturmak icin
klinik esdeger dozlarm 5-10 katmin kullanilmasi gerekmektedir. Nefrotoksisite igin
genellikle parenteral olarak 100-200 mg/kg dozlarinda 3-6 giin uygulanmasi
gerekmektedir®®11411° Dokudaki yar1 6mrii serum yar1 dmriinden daha uzundur. Yapilan
calismalarda; siganlarda gentamisinin serumdaki yar1 Oomrii 30 dakika iken, renal

dokudaki yar1 dmrii 109 saat olarak gosterilmistir’®.

2.2. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

2.2.1. Serbest Radikaller

Fizyolojik ve patolojik olaylarda, diger molekiillerle elektron aligverisine girip
yapisini degistiren atom veya molekiiller, “serbest radikaller” veya “serbest oksijen
radikalleri” (SOR) olarak adlandirilmaktadir. Serbest oksijen radikalleri, normal hiicresel
aerobik metabolizmanmn bir yan {riinii olarak mitokondri tarafindan oksidatif
fosforilasyon sirasinda iiretilmektedirler. Bu radikaller, yapisinda bir veya birden fazla
eslenmemis elektron bulundurabilen, elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen son derece
reaktif bilesiklerdir. Bu bilesiklerdeki eslenmemis elektronun varligi koyu bir nokta ( -)
konarak belirtilir. En 6nemlileri; siiperoksit radikali (O2-), hidroperoksil radikali (HO?),
hidroksil radikali (-OH), alkoksil radikali (RO-), peroksil radikali (ROO-), NO- ve NO?
radikalleridir. Radikal olmayan oksijen merkezli ve reaktivitesi olduk¢a yiiksek diger
bilesikler, singlet oksijen (*O;), hidrojen peroksit (H202), ozon (Os), hipoklorid asit
(HOCI), lipid hidroperoksit (LOOH) ve peroksinitrit (ONOO") tir!*®.
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Serbest radikaller, etkilesime girdikleri molekiilden bir elektron alarak ya da ona
bir elektron vererek molekiiliin yapisini bozarlar. Boylece radikal olmayan bir yapiyi,

radikale doniistiiriirler'!’.

SOR’lar, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli olarak normal veya patolojik
olaylarda, aerobik metabolizma ile siirekli tiretilmektedirler. Mitokondrilerdeki oksijenli
solunum gibi bir¢ok anabolik veya katabolik reaksiyonlar esnasinda molekiiler diizeyde

gerceklesen elektron kagislari ile birlikte SOR’lar olusabilmektedir!?®,

Oksijenin metabolize edildigi canlilarda ortamda oksijen varliginda cesitli fiziksel
ve kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri olusmaktadir®’. Aerobik metabolizmasi olan
canlilarda SOR genellikle oksijen (O2)’den iiretilmekle birlikte organizmada oksijen
tiirevi SOR diginda karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir''®. Kimyasal
maddelere maruz kalma, karbontetrakloriir, sigara dumani gibi ¢evresel faktorler, iyonize
ve ultraviyole radyasyon, parasetamol gibi ilag¢ toksisiteleri, bleomisin ve adriamisin gibi
antineoplastik ajanlar, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, SOR olusumuna neden

olan ekzojen kaynakli etmenlerdir'?°.

Tablo 2.2. Serbest oksijen radikallerinin kaynaklar1121

1.Normal biyolojik iglemler | 1.Oksijenli solunum

2.Katabolik ve anabolik islemler

1. Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite

2. Ksenobiotik maddelerin etkisi

a) Inhale

b) Aliskanlik yapan maddeler

¢) Ilaglar

3. Oksidan enzimler

a) Indolamin dioksigenaz

b) Triptofan dioksigenaz

durumlar ¢) Galaktozoksidaz

d) Siklooksigenaz

e) Lipooksigenaz

f) Monoaminoksidaz

4. Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5. Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal
hiicreler)

6. Uzun siireli metabolik hastahklar

7. Diger nedenler: Sicak soku, giines 1511, sigara

2.0ksidatif  stres  yapici

3.Yaslanma Siireci
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Hayati islevler icin gerekli olan oksijen, serbest oksijen grubuna yol agarak toksik
etki olusturabilmekte ve ¢ogu hastaligin patogenezinde serbest oksijen gruplari rol
oynamaktadir. Serbest radikaller doku ve hiicrede DNA hasari, enzim inaktivasyonu, lipit
peroksidasyonu, yaslilik pigmentlerinin birikimi ve zar yapilarinin ve fonksiyonlarinin

etkilenmesi gibi hasarlara sebep olmaktadir®’.

Viicudumuz serbest radikallerin etkilerine karsi hiicrelerini  koruyabilmek
amaciyla Savunma sistemleri olusturmustur. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak iizere

siniflandirilan bu sistemlere antioksidan sistemler adi verilmektedir!?°,

2.2.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller mitokondrinin yani sira baska organellerde serbest veya zara
bagli halde bulunan gesitli enzimlerin reaksiyonu sirasinda da olusabilmektedir. Olusan
SOR’lar tiim hiicre bilesenleri ile etkilesip onlarin yap1 ve fonksiyonlarmi bozabilecek
Ozellige sahiptir. DNA’da bazlarin parcalanmasi, DNA kollarmin kirilmasi ve
denatiirasyon gibi yapisal degisiklikler olurken; oksidasyona ugrayaran proteinlerin yap1

ve fonsiyonlar1 bozulmaktadir*??.

Hiicreler, serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak ic¢in cesitli
antioksidanlar tiretmektedirler. Serbest radikallerin olusumlar1 ve bunlarin antioksidanlar
tarafindan notralize edilmeleri arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge sayesinde
hiicreler serbest radikallerin olumsuz etkilerinden kendilerini korumaktadirlar. Bu
dengenin serbest radikaller lehinde bozulmasi halinde hiicrede serbest radikaller artis
gostermektedir. Serbest radikallerin hiicredeki bu artigina ve hiicre fonksiyonlari tizerinde

yapmis oldugu olumsuz etkiye “oksidatif stres” denilmektedir?®,

Serbest radikallerin olusturdugu olumsuz durumlardan birisi de lipit
peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu; 6zellikle hiicre zarlarindaki ¢oklu doymamis
yag asitlerinde baslayip zincirleme uzayan bir siirectir. Bu siirecin sonucunda zardaki
tagima sistemleri zarar gordiigli gibi, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri de bozulmaktadir.
Hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin artmasi da proteazlar1 aktiflemektedir. Bu olaylarin

hiicre hasarinda etkin rol oynadig1 iyi bilinmektedir!*®. Nitekim ¢oklu doymamis yag
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asitlerindeki ¢ift baglarin peroksidasyon etkisi ile yer degistirmesi sonucu “dien”
konjugat1 olusmasi, meydana gelen peroksitlerin son iiriin olan aldehit ve karbonilli
bilesiklere donilismesi, hasar tespitinde oksidatif siirecin roliinii tayin ederken, kullanilan

baz1 dlgiimlerin de temelini olusturmaktadir!?,

Organizmada oksidatif stres hasarinin belirteci olarak kabul edilen malondialdehit
(MDA), lipid peroksidasyonu sirasinda ortaya ¢ikmakta ve kolayca tespit
edilebilmektedir. Bu madde, protein ve fosfolipidlerle ¢apraz bag ve polimerizasyon
yaparak Ozelliklerinin kaybolmasina sebep olmaktadir. MDA, hiicrenin her tarafina
dagilarak, oOzellikle siilfidril iceren enzimleri inaktive etmektedir. Niikleik asitlerle
etkilesmeye girerek genetik sifrede mutasyona yol a¢gmaktadir. Sonug¢ olarak iyon
transport bozukluklari, enzim aktivite degisiklikleri, hiicre bilesenlerinin agregasyonu

gibi degisiklikler ortaya ¢ikarabilmektedir'?.,

MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikmakta, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gostermektedir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA o6lgiilmesi lipid

peroksit diizeylerinin belirleyicisi olarak kullanilmaktadir®®,

2.2.3. Antioksidan Sistem ve Antioksidan Maddeler

Serbest radikalleri ortadan kaldiran, oksidasyonu engelleyen ya da oksidasyon
reaksiyonunun gecikmesine neden olan maddelere antioksidanlar ve bu olaya antioksidan
savunma denmektedir. Antioksidanlar, SOR’lar1 etkisiz hale getirip, reaksiyonlari
yavaglatip, sonlandirmakta ya da SOR’larin olumsuz etkilerini azaltmaya

calismaktadirlartt®,

Bazi arastirmacilar antioksidan savunmay1 enzimatik savunma ve nonenzimatik
savunma olarak gruplandirmislardir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz
(GST)’n rol aldig1 antioksidan aktivitelerini “enzimatik antioksidan savunma”; vitamin
A, vitamin E, askorbat, GSH gibi maddelerle gerceklestirilen deoksidasyon islemlerini

ise “nonenzimatik antioksidan savunma” seklinde adlandirmislardir?2,
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Antioksidan savunma sistemi, gerek 6zel enzimlerle gerekse radikal tutucu
denilen bilesiklerle radikal olusumunu sinirlama, tetiklenen reaksiyonlarm kirilmasini
saglama, olusan radikalleri yok etme ve hasarlanmigs molekiilleri tamir etme ve ortadan
kaldirma gibi mekanizmalarla etkili olmaktadir. Hiicrenin temel indirgen giiciiniin bir
eleman1 olan glutatyon (GSH), C vitamini ve {irik asit suda ¢6ziinen; E vitamini, [-
karoten, bilirubin, flavonoidler ise yagda ¢oziinen radikal tutuculardan bazilaridir.
Oksidasyona sebep olacak metal iyonlarini baglayabilen ferritin, transferrin, haptoglobin,

seruloplazmin ve albiimin de radikal tutucusu olarak fonksiyon yapabilmektedir!1612,
Antioksidanlar etkilerini dért farkli mekanizma ile ortaya ¢ikarmaktadirlar'?? ;

1) Toplayict Etki: Enzimler tarafindan oksidanlari zayif bir molekiile ¢evirerek

temizlerler.

2) Bastirici Etki: Vitaminler ve dogal bitkisel ajanlar araciligiyla oksidanlara bir

hidrojen aktararak etkisiz hale getirip baskilarlar.
3) Onaric1 Etki: Zarar gormiis doku ve hiicreleri onarirlar.

4) Zincir Kirici Etki: Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini tarafindan

oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engellerler.

Oksidan molekiilerin hiicreye zarar vermesini Onleyen, enzimatik veya
nonenzimatik yapida olabilen antioksidan molekiiller; organizmada sentezlenebilmekte

(endojen) veya disaridan almabilmektedir (ekzojen)?’.

2.2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: Siiperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferazlar (GST), Katalaz (CAT) ve

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi
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Tablo 2.3. Baglica enzimatik endojen antioksidanlar

Antioksidan Reaksiyonu

SOD O ’nin H,0; ve O, déniigiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir

GSH-Px LOOH’lerin indirgenmesinden sorumludur. Ozellikle eritrositlerde
oksidadif strese kars1 en etkili antioksidan enzimidir

GR GSH-Px vasitasiyla LOOH’lerin indirgenmesi sonucu olusan okside
glutatyonu (GSSG) tekrar rediikte glutatyona (GSH) doniistimiinii kataliz
eder

GST Lipid peroksitlere karsi GSH-Px aktivitesi gostererek antioksidan
savunma mekanizmasi olusturur

CAT H.O2’i ve .OH radikallerinin olusumunu o6nlemek i¢in bunlari su ve
oksijene pargalar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Oksidatif strese karsi savunmanin ilk basamagini
olusturan bu enzim, radikallerden korunmada ana mekanizmadir. Insanlarda
mitokondride bulunmaktadir. Etkin olarak hiicre hasarina sebep olan siiperoksit grubu,
SOD araciligiyla hidrojen peroksit (H202) ve oksijene (O2) gevrilir. Daha az toksik bir
yapiya sahip olan H>O,, dokularda bulunan peroksidaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
gibi hiicre i¢i enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iirlinlere doniistiiriilerek

etkisiz hale getirilir®.

Katalaz (CAT): Hidrojen peroksiti suya ayristirarak hidroksil radikallerinin
olusumuna engel olarak ya da yok ederek hidroksil serbest radikali olusumunu
onlemektedir. Katalaz kanserli dokularda, saglikli dokulara gore daha yiiksek oranda
bulunmaktadir. Bu durumun tiimér hiicrelerinde enzim ekspresyonundaki artistan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir!??,

Birgok memeli hiicre tipinde yer alan CAT, ¢ok farkli konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Enzim, bobrek ve karacigerin peroksizomlari gibi subseluler organellerde
veya diger hiicre ¢esitlerinde bulunan mikroperoksizomlar gibi daha kiiciik organellerde
yerlesmistir. Karaciger, bobrek gibi yiiksek CAT igerigi olan organlarda diisiik H20:
konsantrasyonu, diisik CAT igerigi olan kalp, beyin gibi dokularda daha fazla H20>

konsantrasyonu bulunmaktadir!?,

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Solunum islemindeki son enzim olan

mitokondriyal sitokrom oksidaz, siiperoksidin toksik etkisini ndtralize eder ve bu islemler
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normal sartlarda siirekli devam eder. Sonucunda bol miktarda enerji tiretimi (ATP) ortaya

¢ikartt®,

Glutatyon-S-Transferaz (GST): GST’ler iig sitozolik, bir de mikrozomal gruba
ayrilirlar. Yabanci maddeleri GSH’deki -SH grubu ile baglayarak nétralize ederler. Bu
sekilde iiriniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglayarak, organizmadan

atilimimi kolaylastirirlar'®®,

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Bu enzim, H>O> ve organik hidroperoksitlerin
detoksifikasyonunu saglayarak hiicre membran lipidlerini oksidatif hasara karsi
korumaktadir. Hiicrelerdeki GSH redoks dongiisiiniin, H202 ve ROOH’lerin
indirgenmesinde hayati dnemi vardir. Bu dongiiniin anahtar enzimi GSH-Px, substrati ise
GSH’dwr. Bu enzim 6zellikle eritrositlerin membran biitiinliigiiniin saglanmasinda gérev

yapmaktadir. GSH-Px enzimi iki farkli kategoride ele alinmaktadir!*®;

Selenyuma bagimh GSH-Px: Bu sitozolik enzim, monomerik yapida selenyum
ihtiva etmektedir. Ozellikle eritroristlerde bulunan GSH-PX, selenyuma bagiml olarak

gorev yapmaktadir.

Selenyumdan bagimsiz GSH-Px: Diger dokularda da bulunmakla birlikte

Ozellikle karaciger mitokondrilerinde aktivite gostermektedirler.

Okside glutatyon (GSSG)/GSH orani1 oksidatif stresin bir géstergesi olarak kabul
edilmektedir. Ornegin eritrositlerde bu oran 1/500 seviyesindedir. Bu dengenin bozulmas1
oksidatif strese yol agarak eritrosit hasarina neden olabilmektedir. Antioksidan etkinligi
kanitlanmig olan E vitamininin 6zellikle membranlarda simirli oldugu durumlarda GSH-

Px, membranlar1 peroksidasyona kars1 korumaktadir?°.

2.2.3.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar

E vitamini, C vitamini, transferrin, seriiloplazmin, karoten, albiimin, bilirubin gibi
maddeler, hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesinin sinirli olmasi

sebebiyle antioksidan aktivite olusturmaktadirlar.
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Tablo 2.4. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Antioksidan

Etkileri

Melatonin

Lipofilik 6zellik gdstermesinden dolayr hiicrenin hemen
hemen biitiin organellerine kadar ulagarak genis bir dagilim
gosteren melatonin .OH ve O, radikallerini tutarak
antioksidan etki gosterir

Seruloplazmin

Ferro demiri (Fe*?), ferri demire (Fe*®) yiikseltgeyerek Fenton
reaksiyonunu ve .OH olusumunu engeller

Transferrin

Serbest Fe iyonlarini baglayarak Fenton reaksiyonunu onler

Laktoferritin

Diisiik pH’l1 ortamlardaki Fe iyonlarimi baglar

GSH Hb’in oksitlenerek methemoglobine doniismesini 6nler

Sistein .OH ve O toplayicisidir

Urik Asit Genelde metal baglayici olarak ¢aligirken degisik radikalleri
de toplar

Glukoz .OH gidericisidir

Albumin Proteini ve metal iyonlarmi baglar

Bilirubin Onemli bir LOO" toplayicisidir

Glutatyon (GSH): Hem endojen hem de eksojen bir antioksidan olup, DNA
hasarmi 6nleme ve onarma, metabolik artiklarin inaktif hale getirilmesi ve viicudu serbest
radikallere karsi korumakla gorevlidir. GSH’nin Karacigerde biri sitozolik digeri de
mitokondrial olmak iizere iki havuzu bulunmaktadir. Eksikligi nekrozlara sebep

olabilmektedir®®,

Tripeptit yapidaki glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
olusmaktadir. Hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmakta ve antioksidan olarak metabolik
faaliyetler sirasinda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Glutatyon, GSH ve GSSG olmak iizere

iki formda bulunmaktadir. GSH formu hiicrede baskin olan formdur!*®.

C Vitamini (Askorbik Asit): Askorbik asit suda eriyen ve dolayisiyla sulu
ortamda siiperoksit ve hidroksil radikallerini temizleyerek etkinlik gdsteren bir
vitamindir. Ayrica ateroskleroza karsi koruyucu etkisi vardir ve LDL kolesteroliin

oksidasyonunu &nler. Yoklugunda E vitamini ve GSH yenilenemez%2,

E Vitamini (a-tokoferol): Yagda ¢oziinen E vitamini, hiicre membraninda ve
lipoproteinlerde bulunup oksijen radikallerinin zincir kiricis1 ve ana temizleyicisi olarak

gdrev yapmaktadir'?’,
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A Vitamini: A vitamini organizmada gérme, lireme, biiylime ve epitel dokusunun
saglamligini1 devam ettirme gorevlerini yerine getirmektedir. E vitaminine gore daha zayif

bir antioksidandir. E vitamini tiikkendikten sonra kullanilmaktadir!?2.

Diger non-enzimatik antioksidanlar, a-lipoik asit, bakir, ¢inko, selenyum gibi
elementler; folik asit, trik asit, albumin gibi ko-faktorler; Bi, B2, Bs, Bi2 gibi

vitaminlerdir?’.

2.3. Cyclotrichium Niveum

Cyclotrichium niveum bitkisi Lamiaceae familyasinin bir iiyesi olup iilkemizde
yetisen endemik bir tiirdiir®. Lamiaceae familyas1 diinyada yaklasik 250 cins ve 7000 tiir
ile temsil edilmektedir. Bu familya iiyeleri Akdeniz iilkeleri basta olmak iizere;
Avusturalya, Giliney Bat1 Asya ve Gliney Amerika’da yogun yayilis gostermektedir.
Tirkiye Lamiaceae familyasinin 6nemli gen merkezlerinden biridir. Bu familya
iilkemizde 42 cinse ait yaklasik 570 tiir ile temsil edilmektedir'?*. Ulkemizdeki endemizm
oran1 yaklasik % 44,5 olan bu familya, icerdigi takson sayis1 bakimindan Tiirkiye’nin en
zengin tglincli familyas1 konumundadir. Lamiaceae familyasi iiyelerinin ¢ogu, ugucu
yaglar ve diger sekonder metabolitler bakimimdan zengin oldugu i¢in; tip, eczacilik, gida,
kozmetik ve parflimeri gibi alanlarda oldukga biiyiik 6neme sahiptir. Ayrica bu familya

iiyelerinin {ilkemizdeki etnobotanik kullanimi da oldukga yaygmdir'?®.

Lamiaceae familyasina ait olan Cyclotrichium genusu diinya genelinde Tiirkiye,
Liibnan, Irak ve Iran’da yetisen C. origanifolium, C. leucotrichum, C. longiflorum, C.
straussii, C. haussknechtii, C. niveum, C. glabrescens, C. stamineum, C. depauperatum
olmak iizere 9 tiirle temsil edilmektedir. Bu 9 tiirden 6’s1 ililkemizde bulunmaktadir.
Cyclotrichium tiirleri igerdikleri aromatik esansiyel yagdan dolayr baharat olarak
kullanilmaktadirlar. Ulkemizde ayrica bitkisel ¢ay olarak da tiiketilmektedirler.
Cyclotrichium tiirleri Tiirkiye’de halk dilinde “dag nanesi, kiz otu, kdpek nanesi, karabag

otu, naneruhu” olarak isimlendirilmektedir?®.

Cyclotrichium tiirleri baslica ugucu yag tasimakta ve bu yagin bilesiminde tiirlere

gore, izopinokamfon, terpinen-4-ol, spatulenol, menton, timol, karvakrol ve pulegon gibi
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sekonder metabolitler igermektedirler. “C. niveum” ise baslica sekonder metabolit olarak

“pulegon” icermektedir33.

Ulkemizde endemik olarak yetismekte olan C. niveum bitkisi genellikle “dag
nanesi” olarak bilinmektedir. C. niveum ¢ok yillik bir bitki olup, halk arasinda ¢ay olarak
tiiketilmektedir. Sivas’ta, grip, mide bulantis1 ve kas agris1 sikayetlerinde halk tibbina
uygun olarak kullanimi bilinmektedir. Bunun yani1 sira Tiirk mutfaginda ¢orba ve diger
yiyeceklerde lezzet ve koku verici 6zelliginden dolayr genis bir kullanim alanina

sahiptir'?,

Sekil 2.5. Cyclotrichium niveum bitkisinin genel gériiniisi

Cetinus ve ark.®® tarafindan yapilan bir calismada C. niveum bitkisinin ugucu yag1
GC/MS yontemiyle analiz edilmis ve bu yagin % 94.82’sini olusturan bilesiklerin oranlar1
tespit edilmistir. Bu ¢alismada ugucu yagm bilesiminin % 76.84’tiniin pulegon, %
6.65’inin izomenton, % 3.01inin ise izopulegondan olustugu goriilmistiir. C. niveumun
ucucu yagmin GC/MS yontemiyle analizinde ayni bilesiklerin farkli oranlarda tespit
edildigine dair ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu farkliliklar, iklimsel, mevsimsel,
cografik ve jeolojik degisiklikler sonucu meydana gelebilmektedir. Ancak bu farkliliklara

ragmen ana bilesik genellikle pulegon olarak bulunmustur=3,

Giilgin ve ark.3* tarafindan yapilan bir calismada C. niveum bitkisine ait
ekstrelerin, antioksidan, antimikrobiyal etki ve radikal temizleme kapasitesi
incelenmistir. Radikal temizleme ve antioksidan etkinin incelenmesi, 2,2’-azino-bis (3-

etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS), radikal temizleme aktivitesi, 1,1-difenil-2-
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pikril-hidrazil (DPPH) serbest radikal temizleme aktivitesi, ferrik tiyosiyanat yontemi ile
toplam antioksidan aktivite, potasyum ferrosiyanit rediiksiyon metodu, siiperoksit anyon
temizleme aktivitesi, hidrojen peroksit temizleme ve demir iyonu selat olusturma
aktivitelerinin degerlendirilmesine dayali metotlarla yapilmistir. Bitkinin antioksidan ve
radikal temizleyici etkisi tespit edilmistir. Bitkiye ait ekstrelerin antimikrobiyal ve
antifungal  aktiviteleri, 25 g¢esit mikroorganizma tizerinde test edilerek
gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak bitkinin sulu ve etanollii ortamda hazirlanan
ekstrelerinin, antioksidan, antimikrobiyal etkilere sahip oldugu ve serbest radikal

temizleme kapasitesine sahip oldugu gdsterilmistir,

Baska bir calismada ise, C. niveum bitkisine ait metanollii ekstrelerin, DNA
hasarmi1 oOnleyici etkisi ve antioksidan etki giicli arastirilmistir. Bu antioksidan
potansiyeli, lipit peroksidasyonu, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH), hidroksil radikal
temizleme, indirgeme giicli, demir selasyonu ve protein oksidasyonu iizerinde inhibitor
etki olusturma gibi, ¢esitli in vitro sistemler olusturularak incelenmistir. Bitkinin
metanollii ekstresi, dayanikli bir serbest radikal olan DPPH’1, EC50 degeri 78.15 pg/ml
olacak sekilde indirgemeyi basarabilmistir. Metal selati olusturabilme kapasitesi ise
EDTA ile kiyaslandiginda olduk¢a diisiik bulunmustur. FeClx-H20, sisteminin
olusturdugu lipit peroksidasyonuna karsi bu ekstre, giiclii inhibitor etki gdstermistir.
Ayrica, giiclii bir sekilde konsantrasyon bagimli deoksiriboz oksidasyonu inhibitorii etki

tespit edilmistir'?’

. Bu calismanin devaminda ekstrenin, hidrojen peroksit ve UV 1sinina
bagl olarak DNA ayrilmasi lizerindeki etkisi de incelenmistir. Bu inceleme sonucunda,
DNA ayrilmasi iizerinde de koruyucu etki gozlenmistir. Buna ilaveten, sigir serum
albiimininde hidroksil radikalleri tarafindan olusturulan hasar, C. niveum’un metanolli
ekstrelerinin 10-1000 pg/ml konsantrasyon araliklarinda inhibe edilmistir. C. niveum’un
total fenolik icerigi, 1 mg ekstraktta 200.9 pg gallik asit olarak tespit edilmistir.
Caligmanin sonuglari, C. niveum’un metanollii ekstresinin belirgin bir antioksidan 6zellik

tasidigini gdstermistir'?’,

C. niveum’a ait bir bagka ¢alismada ise bitkinin ugucu yaginin antispazmodik ve
radikal stipiiriicii etkisi incelenmistir. Bu ugucu yag doz bagimli (0.1-0.5-1 mg/ml) olarak,
karbakol ile tavsan mesanesinde olusturulan kasilmay1 % 15-100 aras1 bir oranda inhibe

etmisti. DPPH metoduyla yapilan Ol¢iimde ECS50 degeri 1.750 pg/ml olarak
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bulunmustur. Rat ileumunda goriilen spontan kasilmalar izerinde de C. niveum’un ugucu
yaginin dogrudan etkisi test edilmistir. Bu testte, 0.1 mg/ml konsantrasyonda uygulama
frekansi sabit tutulup, uygulama siiresi azaltilarak, 0.5 mg/ml konsantrasyonda hem
frekans hem de uygulama siiresi azaltilarak ve son olarak 1 mg/ml konsantrasyonda hem
frekans hem de uygulama siiresi azaltilarak bir calisma yapilmistir. Caligmanin
sonucunda, % 100 inhibisyon 1 mg/ml konsantrasyon ile yapilan son deneyde elde
edilmistir®®. Yapilan baska bir ¢calismada ise, C. niveum’un diklorometanli ve etil asetatl:

ekstrelerinin asetilkolinesteraz inhibitdr aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir!?®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

3.1.1. Bitkinin Toplanmasi

Deney caligmasinda kullanilacak olan Cyclotrichium niveum bitkisi, Adiyaman
Nemrut Dagi bolgesi, Sincik ilgesi Pmarbast kdyli mevkiinde, 1083 m. rakimda ve
bitkinin ¢iceklenme donemi olan Temmuz ayinda toplanmistir. Toplanan bitki kisimlari
Adiyaman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii 6gretim gorevlisi Prof.
Dr. Ahmet Zafer Tel tarafindan teshis edilerek 1382 no ile kayit altina alinmis ve bir kismi1

herbaryumda saklanmustir.

Bitkinin toprakiistii kisimlar1 (yapraklar) diger kisimlarindan ayrilarak goélgede
kurumaya birakilmistir. 10 giin kurutulduktan sonra alinan bitki kisimlar1 deneyde

kullanilmustir.

3.1.2. Etanol Ekstresinin Hazirlanmasi

Bitkinin golgede kurutulmus yapraklar1 (150 gr) elektrikli blender ile toz
edilmistir. Toz edilen drog 750 mL etanol igerisinde 3 giin (72 saat) boyunca, manyetik
karistirict ile karigtirilmigtir. Elde edilen etanol ekstresi siizge¢ kagidindan gegirilmis,
Rotary evaporatdér (ISOLAB, LaborgerateGmbH) kullanilarak, 40 °C yi gegmeyecek
sekilde vakum yardimu ile igerisindeki ¢oziicii (etanol) uzaklastirilmistir. Geriye kalan

koyu yesil renkli toz ekstre (14 gr), +4 °C de buzdolabinda saklanmistir.

Etanol ekstresini deney hayvanlarina oral yoldan verilecek duruma getirmek igin
bir preparat hazirlanmistir. Bu preparati hazirlamak i¢in gerekli olan mikroemiilsiyonlar,
titrasyon yontemiyle elde edilmistir. Yapilan ¢aligmalar yiizey etkin madde ve yardimci

yizey etkin maddeler farkli oranlarda karistirilarak 9 ayr1 formiilasyon {izerinden
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hazirlanmis ve optimum formiilasyon se¢ilmistir. Yag (Isopropilmiristat), yiizey etkin
madde (Cremofor RH) ve yardimci ylizey etkin madde (propilen glikol) tartilip mekanik
karistiricida (500 rpm) karistirilmis ve oda sicakliginda (25°C) damla damla distile su
eklenerek titre edilmistir. Su ekleme islemine bulaniklik goriilen noktaya kadar devam
edilmis ve karigimin bozulmadan i¢ faza alabildigi distile su miktar1 mililitre olarak
kaydedilmistir. Toz ekstre su fazinda c¢oziindiiriilerek sisteme eklenmistir. Toplam
formiilasyonun % 5’1 ekstre olacak sekilde hesaplanmis, deney hayvanlarima 200 mg/kg
ve 400 mg/kg dozlarinda uygulanmustir.

3.1.3. Ucucu Yag Hazirlanmasi

Bitkiden su buhari distilasyonu ile ugucu yagi elde edilmistir. Bunun i¢in bitkinin
kurutulmus yapraklari kullanilmistir. Her bir denemede 25 gr bitki yapragi Neo-clevenger
cihazinda su buhar1 distilasyonu yontemi ile 3 saat boyunca ekstraksiyona tabi
tutulmustur. 4 tekrar sonucunda % 4.07 verimle elde edilen veriler 0.95 ml, 0.97 ml, 1.15
ml ve 0.8 ml olmustur (Tablo 3.1). Elde edilen ugucu yagm 20 ul’si, 1.5 ml hekzan ile
seyreltilerek GC/MS enjeksiyonuna hazir hale getirilmis, geri kalan kismi ise hazirlanan

formiilasyon ile deney hayvanlarina uygulanmstir.

Elde edilen ugucu yag, soya yagi (soybean oil) i¢erisinde emiilsiye edilerek deney
hayvanlarina 200 mg/kg ve 400 mg/kg dozlarinda, orogastrik sonda yardimiyla

uygulanmaistir.

Tablo 3.1. Su buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagm miktar1 ve verimi

Kiitle (gr) Elde edilen hacim (ml) Verim (%)
1. Calisma 25 0.95 3.8
2. Calisma 25 0.97 3.88
3. Calisma 25 1.15 4.6
4. Calisma 20 0.8 4
Ortalama 4.07 +0.36
Standart sa 0.362767143
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3.1.4. Su Ekstresinin Hazirlanmasi

Bitkiden su buhar1 distilasyonuyla ugucu yag elde edilmesi sirasinda, bitki
yapraklarmin konuldugu Neo-Clavenger cihazinin balon kisminda kalan ve islem
sonunda ugucu yagi ayrilmis olan “sulu faz”, filtre edilerek su ekstresi olarak

kullanilmastir.

3.2. Pulegon Formiilasyonu Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan standart pulegon maddesi, Merck/Sigma-Aldrich firmasi
tarafindan (R)-(+)-Pulegone for synthesis ismiyle tiretilmistir (CAS 89-82-7, molar mass
152.23 g/mol). Pulegon, soya yagi (soybean oil) icerisinde emiilsiye edilerek 50 mg/kg

ve 100 mg/kg dozlarinda deney hayvanlarma uygulanmistir.

3.3. Kromatografik Ayirma ve Tanimlama

Bitkiden elde edilen ugucu yagin igerigi GC/MS yontemiyle kromatografik olarak
analiz edilerek igerdigi bilesenler tespit edilmistir. Bu islem Termo-Finnigan Trace marka
kiitle spektrometresinde elektron impakt (70 eV) ile yapilmistir. Kromatografik ayirma
TR-MS-5 (60m x 0.25 mm x 0.25 pum, % 5 fenil polisiloksan) kolonda
gerceklestirilmistir. Sicaklik programi 50 °C de 1 dakika bekletilerek baslamis, 3 °C/dk
1sitma hiziyla 160 °C ye ¢ikarilmis, burada 3 dk bekletildikten sonra 5 °C/dk 1sitma hiziyla
250 °C ye ¢ikartilmis ve burada 10 dk bekletilmistir. Enjeksiyon sicakligi 240 °C ve
split10 modunda ¢alisilmustir.
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3.4. Bitki Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Analizleri

C. niveumun’un antioksidan etkisini tespit etmek amaciyla in vitro sartlarda bir
analiz ¢caligmasi yapilmistir. Bu amagla C. niveum bitkisinin etanol ekstresi, su ekstresi,
Ugucu yag ve pulegon formiilasyonlarinmn antioksidan kapasiteleri 6l¢iilmiistiir. Olgiim,

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi ile yapilmistir.

DPPH radikali, birka¢ kararli organik azot radikallerinden biridir. Ticari olarak
bulunur ve koyu mor menekse rengindedir. Yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan DPPH
radikallerinin antioksidan molekiillerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Brand-Williams

ve ark.1?® yontemi gelistirerek birgok arastirmaciya referans olmuslardir.

Yontem DPPH soliisyonunun hidrojen atomu verebilen madde (antioksidan) ile
elektronunun yer degistirmesi sonucunda baslangigtaki mor menekse renginin kaybi ile
517 nm’de sar1 renkli indirgenmis form olusmasina dayanmaktadir. DPPH radikalinin
yapist ve antioksidan ile vermis oldugu reaksiyon sonunda olusan indirgenmis formu
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Antioksidan 6zelligi arastirilan maddenin DPPH ile reaksiyon
hiz1 farkli olmaktadir. Bunun nedeni kimyasal yapisindaki hidroksil grubu ve molekiil

biiyiikligii ile ilgilidir!?°.

Ol O

OoN NO, + RH _— = NH b
O.N NO,
NO, ANTIOXIDANT
NO,
VIOLET
DPPH-517nm COLOURLESS
DPPH 517nm

Sekil 3.1. DPPH radikalinin yapis1 ve antioksidan ile verdigi reaksiyon*®

3.4.1. DPPH Yonteminin Uygulanmasi

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams ve arkadaslarma®?®® gore

modifiye edilerek yapilmistir. Yontemin islem basamaklar1 agagida sira ile belirtilmistir;
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Antioksidan stipiiriicii aktivitesine bakilacak olan test maddelerinin analizleri 96
kuyucuklu plakada gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu plakaya 120 pL etanolde
hazirlanmis 750, 375, 187.5, 93.75, 46.88, 23.44, 11.72, 5.86, 2.93, 1.46, 0.73 ve 0.37

pL/mL test maddelerinin ¢ozeltileri ilave edilmistir.

Analiz 6ncesi DPPH’1n etanoldeki ¢0zeltisi taze olarak hazirlanmistir. Buna gore
0.1 M DPPH’in etanoldeki ¢ozeltisinden 40 pL alinip, 96 kuyucuklu plakadaki test
maddelerinin iizerine ilave edilmistir. Plakanin kapagi kapatilip aliiminyum folyo ile

sarilmistir. 1 dk orbital karisticida bekletilmistir.

Kontrol i¢in 120 pL test maddesi ¢ozeltisi yerine saf etanol eklenmistir ve standart
olarak askorbik asit ¢ozeltisi (25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.20, 0.10 ve 0.05
pg/mL) kullanilmastir.

30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede
517 nm dalga boyunda etanole kars1 okunmustur.

DPPH radikalini stipiirme aktivitesi reaksiyonu inhibe etme yiizdesi asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir:
% Inhibisyon = [AK - AO / AK] x 100
AK: Kontrol absorbansi
AO: Ornegin absorbansi

Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan 9% inhibisyon
degerleri ile ¢izilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan

antioksidan derisimleri elde edilmistir ve sonuglar EC50 (uL/mL) olarak ifade edilmistir.

3.5. Deney Gruplariin Olusturulmasi

Bu ¢alismada kullanilan Wistar albino tiirii sicanlar Tibbi Bilimler Deneysel
Aragtirma Merkezi’nden (TIBDAM) temin edilmistir. Deneyde ortalama agirliklar: 200-
300 gram arasinda olan 60 adet erkek sigan kullanilmigtir. Siganlar polikarbonat kafesler

icerisinde, 2442 °C oda sicakligi bulunan ortamda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
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dongiisiine uygun seklide tutulmultur. Calisma i¢in Cukurova Universitesi Saglik

Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (SABIDAM) Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’ndan onay alinmistir.

Her grupta 6-8 sican olmak {izere toplam 9 grup olusturulmustur. 8 giin boyunca

hayvanlara 100 mg/kg dozda gentamisin i.m. olarak ve bitki ekstresinin farkli

formiilasyonlar1 ise “per oral” olarak (gavaj sondasi ile) uygulanmaistir.

Deney gruplari su sekilde olusturulmustur:

1-

2-

Kontrol Grubu (n=6): Hayvanlara 8 giin boyunca normal diyet ve igme suyu
verilmistir.

Gentamisin Grubu (n=6): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg dozunda
gentamisin, 1.m. olarak enjeksiyon yapilmistir.

Gentamisin + Etanol 200 Grubu (n=7): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg i.m.
gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, etanol ekstresi formiilasyonu 200 mg/kg
dozunda p.o. olarak (gavajla) uygulanmistir.

Gentamisin + Etanol 400 Grubu (n=6): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg i.m.
gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, etanol ekstresi formiilasyonu 400 mg/kg
dozunda gavajla uygulanmstir.

Gentamisin + Su 200 Grubu (n=6): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg i.m.
gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, su ekstresi formiilasyonu 200 mg/kg
dozunda gavajla uygulanmistir.

Gentamisin + Ugucu Yag 200 Grubu (n=7): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg
i.m. gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, ugucu yag formiilasyonu 200 mg/kg
dozunda gavajla uygulanmustir.

Gentamisin + Ugucu Yag 400 Grubu (n=8): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg
i.m. gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, ugucu yag formiilasyonu 400 mg/kg
dozunda gavajla uygulanmustir.

Gentamisin + Pulegon 50 Grubu (n=6): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg i.m.
gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, pulegon formiilasyonu 50 mg/kg dozunda

gavajla uygulanmustr.
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9- Gentamisin + Pulegon 100 Grubu (n=8): 8 giin boyunca ratlara 100 mg/kg i.m.
gentamisin enjeksiyonu ile birlikte, pulegon formiilasyonu 100 mg/kg

dozunda gavajla uygulanmistir.

3.6. Kan Ornegi ve Bobrek Dokularinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarina 8 giin boyunca gentamisin ve ekstre formiilasyonlarmin
uygulanmasimin ardindan, son uygulamadan 24 saat sonra ketamin (Ketalar® flakon, 40
mg/kg) ve 5 mg/kg basilazin ile anestezi yapilarak intrakardiyak kanlar1 alindiktan sonra
hayvanlar sakrifiye edildi. Sol bobrek, abdominal bolgenin aseptik kosullar1 saglandiktan

sonra karin orta ¢izgisinden yapilan insizyonla histopatolojik inceleme i¢in ¢ikarildi.

3.7. Biyokimyasal Analiz

Deney hayvanlarindan alinan kan 6rnekleri 11000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek
serum kisimlar1 ayrildi. Serum 6rnekleri biyokimya tiiplerine konarak -20 °C’de analiz
giiniine kadar saklandi. Serum orneklerinde BUN, serum kreatinin ve MDA analizleri

Cukurova Universitesi Biyokimya Merkez Laboratuari’nda yapilds.

3.8. Histopatolojik inceleme

Bobrekler %10’luk formalin soliisyonu igerisinde fixe edildikten sonra Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali’na gdnderildi. Parafinlenen drnekler,
3-5 um’lik kesitler elde edilip hematoksilen-eozin ile boyandi. Tiibiiler nekroz,

dejeneratif degisimler ve tiibiiler rejenerasyon 151k mikroskopisi ile degerlendirildi.
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3.8.1. Isik Mikroskobik Doku Hazirlama Yontemi

Isik mikroskobik incelemeler i¢in alinan doku 6rnekleri % 10’luk notralformalin
icerisinde 3 giin boyunca tespit edildi ve Leica TP 1020 ototeknikon cihazi ile Tablo
3.2°de belirtilen doku takip yontemi uygulandi.

Tablo 3.2. Isik mikroskobik doku takip islemi

Oda sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %80°lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Bloklanan dokulardan mikrotom yardimi ile 5 mikrometre kalinliginda kesitler
almarak Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Olimpus BX53 151k mikroskobunda

incelenerek histolojik 6zellikleri degerlendirildi ve resimleri ¢ekildi.

3.9. Deneyde Kullanilan ilac ve Soliisyonlar

Gentamisin: Deneyde 1.E. Ulagay firmasi tarafindan iiretilmis olan Genta 160
mg’lik ampul formundaki ila¢ kullanilmistir. 160 mg/2 ml formundaki ampul icerigi

sicanlara 100 mg/kg hesabi1 yapilarak i.m. olarak verilmistir.

Pulegon: Deneyde kullanilan pulegon, Merck/Sigma-Aldrich firmasi tarafindan
(R)-(+)-Pulegone for synthesis ismiyle iiretilmistir (CAS 89-82-7, molar mass 152.23
g/mol). Bu iiriin Cukurova Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nden

temin edilmistir.
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Soya yag (Soybean oil): Karden firmasi tarafindan iiretilen 100 m1’lik cam sisede

sunulan soya yag1 kullanilmistir.

MDA ELISA Kit: Deneyde SunRed firmasi tarafindan iiretilen Rat (MDA)
ELISA Kit kullanilmistir. Bu kit Algen Diagnostik isimli firmadan satin alinmistur.

3.10. Sonuglarn istatistiksel Analizi

Elde edilen sonuglar, ortalama + standart hata (S.E) seklinde degerlendirildi.
Sonuclarm istatistiksel olarak analizi i¢in birden fazla grubun birbirleriyle
karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) kullanildi. Gruplar
arasindaki karsilagtirmalar non-paired t-testi ile yapildi. Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel
analiz i¢in bilgisayar ortamimda Graph-Pad Prism 5.0 (CA, USA) programi kullanildi.
0.05’den kiiciik p degerleri anlamli olarak kabul edildi (p<0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Kromatografik Analiz Sonuclan

C. niveum bitkisinin ugucu yagmin GC/MS yontemiyle analizi sonucunda varligi

tespit edilen bilesenler Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. C. niveumdan elde edilen ugucu yagin GC-MS yontemiyle analizi sonucunda elde edilen

bilesenleri gosteren grafik.

GC/MS analizi sonucunda kazanilan 20 maddeden toplam 17 tanesi teshis

edilmistir. Bu maddeler Tablo 4.1°de gosterildigi sekildedir. Teshis edilen bilesenler

icerisinde en yiiksek orana sahip olan pulegon maddesidir (% 79.6). Pulegondan sonra

yiiksek oranda bulunan maddeler isomenthone (% 5.32), 1.8-cineole (% 2.64), limonen
(% 1.52) ve cis-1sopulegone (%1.29) dur.
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Tablo 4.1. C. niveum ugucu yaginin GC/MS yontemi ile analizi sonucunda elde edilen bilesenler

Bilesenler Alkonma zamani % Alan

1 o-Pinene 13.91 0.65
2 Sabinene 15.66 0.29
3 2-B-Pinene 15.95 0.7
4 B-Myrcene 16.28 0.46
5 Limonene 18.31 1.52
6 1.8-Cineole 18.49 2.64
7 Linalool 21.6 0.14
8 Isomenthone 24.94 5.32
9 cis-Isopulegone 25.41 1.29
10 Verbenone 27.01 0.12
11 Not identification 27.58 0.19
12 Pulegone 28.66 79.6
13 B-Elemene 32.68 0.12
14 Piperitenone 33.03 0.63
15 Citronellic acid 38.45 0.77
16 Germacrene D 39.29 0.17
17 Bicyclogermacrene 39.99 0.56
18 Spathulenol 43.7 0.13
19 Not identification 52.61 0.14
20 Not identification 56.29 0.1
Geri Kazanim 95.54

52




4.2. Antioksidan Aktivite Analizi Sonuglar:

Kararli bir serbest radikal olan DPPH bir elektron veya hidrojen radikalini
almaktadir. DPPH yonteminde 517 nm’de okunan absorbans degerleri ne kadar diisiik ise
serbest radikal giderme aktivitesi o kadar yiiksek olmaktadir. DPPH miktarindaki azalma
ile antioksidan miktarm belli bir konsantrasyona kadar azalan absorbans degerleri dogru
orantilidir'®. Absorbansm diismesinin sebebi antioksidan ile serbest radikal arasindaki
hidrojen aligverisi sonrasinda serbest radikalin giderilmis olmasidir. Antioksidanlarin
farkli konsantrasyonlarina kars1 hesaplanan DPPH radikalini siipiirme aktivitelerinin %

inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikler asagida gdsterilmistir.

Askorbik Asit
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c 80 - °
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2
€ 40
X
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0
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki askorbik asidin % inhibisyon degerleri
Pulegon
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80
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S
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2
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=
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki pulegonun % inhibisyon degerleri
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki su ekstresinin % inhibisyon degerleri

Ugucu Yag
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki ugucu yagin % inhibisyon degerleri.
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Etanol Ekstresi
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki etanol ekstresinin % inhibisyon degerleri.

Grafiklerden hesaplanan EC50 degerleri ne kadar diisiikse DPPH radikalini
stipiirme aktivitesi o kadar yiiksek olmaktadir. Buna gore tez calismamiz kapsaminda

kullanilan ekstrelerin ve formiilasyonlarin EC50 degerleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri arastirilan antioksidan bilesiklerin EC50 degerleri.

Antioksidan EC50
Askorbik asit (standart) 2.646 pg/mL
Etanol Ekstresi 48.174 ng/mL
Pulegon 120 pL/mL
Su Ekstresi 1.310 uL/mL
Ugucu Yag 14.889 uL/mL

Calismada standart antioksidan olarak askorbik asit kullanilmistir. Askorbik
asidin EC50 degeri 2.646 pg/mL bulunmustur. Ekstre ve formiilasyonlarin DPPH
radikalini siiptirme aktivitesi siralamasi; su ekstresi (1.310 pL/mL) > ugucu yag (14.889
uL/mL) > etanol ekstresi (48.174 pg/mL) > pulegon (120 pL/mL) olarak belirlenmistir.
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4.3. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

4.3.1. BUN Sonuc¢lan

Calismadan elde edilen sonuglara gore en diisik BUN seviyesine sahip grup
kontrol grubu ve en yiiksek BUN seviyesine sahip grup ise Gentamisin grubu olarak

gozlemlenmistir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda gentamisin verilen grupta BUN seviyesinin
anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Gentamisinden kaynaklanan bu artig, etanol
ekstresi, ucucu yag ve pulegon uygulamasi ile anlaml bir sekilde geri ¢evirilmistir (Sekil
4.7). Her ii¢ uygulama grubunda doz bagmmli etki gézlenmistir. Su ekstresi BUN
seviyesindeki artis1 geri c¢evirememistir. Ucgucu yag formiilasyonunun, etanol
ekstresinden daha fazla BUN seviyesini diisiirmiis oldugu gozlenmistir. En fazla diisiis

ise pulegonun 100 mg/kg lik uygulamasiyla saglanmistir.

100+ [ Kontrol
@M Gentamisin

891 x T G+ Et 200

60- F G+ Et400

G+ Su 200
4 G+UY 200
G+UY 400

B3 G+P 50
B3 G+ P100

40-
20- ﬂ
0

Sekil 4.7. Gentamisin ve farkli bitki ekstreleri uygulamalarinin BUN diizeyi tizerindeki etkileri
(n=6-8; p<0,05). Kontrol grubuna gore anlamh farklilik: *, gentamisin grubuna gore anlamh farklilik: + ile
gosterilmistir.

BUN (mg/dL)
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4.3.2. Kreatinin Sonuclar

Deney sonucunda elde edilen serum kreatinin diizeylerine bakildiginda kontrol
grubuna kiyasla gentamisin grubunda artis aldigi goriilmistiir. Gentamisin ile birlikte
verilen etanol ekstresinin, ugucu yagmn Vve pulegonun uygulanmasi, kreatinin
seviyesindeki diisiisii doz bagimli olarak geri ¢evirmis ancak su ekstresi etkilememistir

(Sekil 4.8). Ugucu yag formiilasyonu, etanol grubuna gore daha fazla diisiise sebep

olmustur.
2.0- CJ Kontrol
—~ @ Gentamisin
% 1.54 G+ Et 200
E G+ Et 400
£191 < G+ Su 200
‘% o.5- [m G+UY 200
X G+UY 400
0.0 [—l B3 G+P 50
E3 G+ P100

Sekil 4.8. Gentamisin ve farkli bitki ekstreleri uygulamalarimin serum kreatinin diizeyleri
tizerindeki etkisi (n=6, p<0,05). Kontrol grubuna gore anlamli farklilik: *, gentamisin grubuna gére anlamlt
farklilik: + ile gosterilmistir

4.3.3. MDA Analizi Sonuclarn

Deney sonucunda elde edilen MDA diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna
kiyasla gentamisin grubunda anlamli bir artis oldugu goériilmektedir. MDA diizeyinde
artiy olmasi, gentamisin uygulamasi sonucunda lipid peroksidasyonuna bagli olarak
oksidatif streste artis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.9). Gentamisinle birlikte verilen
etanol ekstresi, doz bagimli olarak MDA diizeyini diistirmiis, dolayisiyla oksidatif stresi
engellemistir. Gentamisin + Etanol 400 mg/kg lik grubundaki MDA diisiisii, 200 mg/kg
lik gruba gore daha yiiksek olup, her iki grubun sonucu da kontrol grubuna kiyasla
anlamlilik gostermektedir. MDA diizeyindeki en yiiksek diislis, su ekstresi ile
saglanmustir (p<0.05). Bu yiiksek antioksidan etkiden, su ekstresi igerisinde bulunan
polifenolik bilesiklerin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir. Gentamisinle birlikte

verilen ugucu yag uygulamast doz bagimli olarak MDA diizeyini diislirmiistiir. Ugucu
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yagin 400 mg/kg lik dozu, kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis saglamistir. Pulegon,
doz bagimli olarak etki gdstermis, pulegon 100 mg/kg uygulamas1t MDA diizeyini anlamli

bir sekilde diistirmiistiir.

Kontrol
Gentamisin
G+ Et 200

G+ Et 400
G+ Su 200
G+ UY 200
G+ UY 400
G+ P 50
G+P 100

8..

o
1

MDA (n.mol/ml)
e

N
1

M !
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Sekil 4.9. Gentamisin ve farkli bitki ekstreleri uygulamalarimm MDA diizeyi tizerine etkileri (n=4-
6; p<0,05). Kontrol grubuna gore anlamli farklilik: *, gentamisin grubuna gore anlamli farklilik: + ile
gOsterilmistir.

4.4. Histopatolojik inceleme Sonuclar

4.4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubundan alman bobrek dokularmin 11k mikroskobik incelenmesinde
bobrek yiizeyinin bag dokusu yapisinda bir kapsiil tarafindan sarildig: izlendi. Bobrek
korteksinde yer alan kortikal labirent icerisinde renal cisimcikler ve onlarla iliskili
proksimal ve distal kivrintili tiibiiller, kapiller normal yapida goriildii. Renal cisimciklerin
dis kisminda tek kathi yassi epitel takasindan olusmus Bowman kapsiiliiniin paryetal
yapragi, kapsiiler bosluk ve i¢ kisimda glomerulus yer almaktaydi. Renal cisimcigin
vaskiiler kutbunda makula densa izlendi. Proksimal tiibiilde tek kath kiibik veya algak
prizmatik sekilli epitel hiicrelerinin merkezi yerlesime sahip sferikal sekilli bir ¢cekirdege
ve eozinofilik boyanmis stoplazmaya sahip oldugu goriildii. Distal tiibiiller kiibik sekilli

epitel hiicreleri ile Ortiilii olup sferikal sekilli merkezi yerlesime sahip ¢ekirdek
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icermekteydi (Sekil 4.10). Bobrek i¢ kisminda yer alan medulla igerisinde proksimal ve
distal diiz tiibiiller, Henle kulpunun inen ve ¢ikan ince segmentleri, toplayici tiibiiller ve

interstisyel alan i¢erisinde kapillerler normal morfolojik yapida izlendi (Sekil 4.11).

Sekil 4.10. Kontrol Grubu. Bobrek korteksi igerisinde renal cisimcikler (RC), makula densa (ok),
proksimal (P) ve distal (D) kivrintili tiibiiller gériilmekte. Bar=100 um.

Sekil 4.11. Kontrol Grubu. Bobrek medullast normal goriiniimde izlenmekte. Bar=100 pm.



Gentamisin grubuna ait dokulardan alinan kesitlerde renal cisimcikler normal
yapida izlendi. Korteks icerisinde yer alan proksimal tiibiillerde epitelyum tabakasinin
bazal laminadan ayrildigy, epitel hiicrelerinde sigsme ve litik degisikliklerin olustugu, tiibiil
limeninde eozinofilik boyanmis hiicresel artiklarin bulundugu dikkati g¢ekti. Distal
tiibiillerin proksimal tiibiillere gore daha iyi korundugu, ancak limenleri igerisinde
eozinofilik boyanmig kastlara sahip oldugu izlendi. Bobrek korteksinde kapillerlerin
genisledigi, konjesyon oldugu ve interstisyel alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonunun

bulundugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.12). Bobrek medullast igerisinde artmis kanlanma ve

konjesyonun varligi, interstisyel alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonunun bulundugu

»;.of':\
LJ .
'( 5 g

goriildii (Sekil 4.13).

Sekil 4.12. Gentamisin Grubu. Bobrek korteksinde proksimal tiibiillerde (P) epitel tabakasmin
bazal laminadan ayrildigi, epitel hiicrelerinde lizis oldugu, tiibiil limeninde hiicresel artiklarin bulundugu
dikkati ¢ekmekte. Distal tiibiiller (D) nispeten daha iyi korunmus olmakla birlikte, tiibiil liimeninde
eozinofilik boyanmis kastlarin varlig1 goriilmekte. Interstisyel alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonunun
varlig1 (ok) izlenmekte. Bar=100 pm.
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Sekil 4.13. Gentamisin Grubu. Bobrek medullasi igerisinde artmis konjesyon (beyaz ok),
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (siyah ok) ve tiibiiller icerisinde eozinofilik boyanmis kastlarin (*) varligi
goriilmekte. Bar=100 pm.

Pulegon 50 mg grubuna ait dokularin 151k mikroskobik incelenmesinde bobrek
korteksi igerisindeki renal cisimcikler normal goriiniimdeydi. Proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinin bazi alanlarda bazal laminadan ayrildig1 ve hiicrelerin sistigi izlenmekle
birlikte epitel tabakasi kaybmin Gentamisin grubu ile kiyaslandiginda azaldig: goriildii.
Distal tiibiiller cogunlukla normal gériinlimdeydi, bununla birlikte bazi alanlarda tiibiil
limeni icerisinde eozinofilik boyanmis kastlarin varligi izlendi (Sekil 4.14). Bobrek
medullasinda inflamasyonun ve tiibiiller igerisindeki kastlarin azaldigi gorildi (Sekil

4.15).
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Sekil 4.14. Pulegon 50 mg Grubu. Proksimal tiibiil (P) epitel hiicrelerinin bazi alanlarda bazal
laminadan ayrildigi ve sistigi izlenmekle birlikte epitel tabakasi kaybinin Gentamisin grubu ile
kiyaslandiginda azaldigi goriilmekte. Renal cisimcikler (RC) ve distal tiibiiller (D) normal goriiniimde
izlenmekte. Bar=100 pm.

Sekil 4.15 Pulegon 50 mg Grubu. Bébrek medullasi normal gériiniimde izlenmekte. Bar=100 pm.
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Pulegon 100 mg grubuna ait dokulardan alinan kesitlerde proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinin, Gentamisin ve Pulegon 50 mg gruplar1 ile karsilastirildiginda daha iyi
korundugu ve kontrol grubu ile benzer goriiniimde oldugu goriildi (Sekil 4.16). Bobrek

medullasi da kontrol grubu ile benzer 6zelliklerde ve normal yapidaydi (Sekil 4.17).

Sekil 4.16. Pulegon 100 mg Grubu. Bobrek korteksi igerisinde renal cisimcikler (RC), proksimal
(P) ve distal (D) tiibiiller normal yapida izlenmekte. Bar=100 um.
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Sekil 4.17. Pulegon 100 mg Grubu. Bébrek medullasi normal goriiniimde izlenmekte. Bar=100
wm.

Su ekstresi grubuna ait dokularmn kesitlerinde bobrek korteks ve medullas:

Gentamisin grubu ile benzer goriiniimdeydi (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

64



Sekil 4.18. Su ekstresi Grubu. Bobrek korteksinde proksimal tiibiillerde (P) epitel tabakasinin
bazal laminadan ayrildigi, epitel hiicrelerinde lizis oldugu, tiibiil limeninde hiicresel artiklarin bulundugu
goriilmekte. Distal tiibiillerin (D) limeninde eozinofilik boyanmis kastlar izlenmekte. Bar=100 pm.

Sekil 4.19. Su ekstresi Grubu. Bobrek medullas: icerisinde artmig konjesyon (beyaz ok),
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (siyah ok) ve tiibiiller igerisinde eozinofilik boyanmis kastlarin (*) varligi
goriilmekte. Bar=100 pm.
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Etanol 200 mg (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21) ve Etanol 400 mg (Sekil 4.22 ve Sekil
4.23) gruplarindan alinan kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde Gentamisin grubu
ile kiyaslandiginda proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde bazal laminadan ayrilma ve litik
degisikliklerin azaldig1 izlendi. Etanol 400 mg grubunda proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinin Pulegon 100 mg grubu ile benzer 6zelliklerde olduklar dikkati ¢ekti.

Sekil 4.20. Etanol 200 mg Grubu. Bobrek korteksi igerisinde renal cisimcikler (RC), proksimal (P)
ve distal (D) tiibiiller normal yapida izlenmekte. Bar=100 um.

- Bwe W 4
el ee e

Sekil 4.21. Etanol 200 mg Grubu. Bobrek medullast normal gériniimde izlenmekte. Bar=100 pm.
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Sekil 4.22. Etanol 400 mg Grubu. Bobrek korteksi igerisinde renal cisimeikler (RC), proksimal (P)

ve distal (D) tiibiiller izlenmekte. Bar=100 um.

Sekil 4.23. Etanol 400 mg Grubu. Bébrek medullast normal gériiniimde izlenmekte. Bar=100 um.
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Ugucu yag 200 mg (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25) ve Ucucu yag 400 mg (Sekil 4.26
ve Sekil 4.27) gruplarindan alinan kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde proksimal
tiibiil epitel tabakasinin Gentamisin grubu ile kiyaslandiginda daha iyi korundugu izlendi.
Ugucu yag 400 mg grubunda interstisyel alanda inlamatuar hiicre infiltrasyonunun ve
konjesyonun da azaldigi, bobrek korteksi ve medullasinin kontrol grubu ile benzer

ozelliklerde, normal morfolojik goriiniimde olduklar1 dikkati ¢ekti.

Sekil 4.24. Ugucu yag 200 mg Grubu. Bobrek korteksi icerisinde renal cisimcikler (RC), proksimal
(P) ve distal (D) tiibiiller izlenmekte. Bar=100 pm.

um.



Sekil 4.26. Ugucu yag 400 mg Grubu. Bobrek korteksi icerisinde renal cisimcikler (RC), proksimal

(P) ve distal (D) tiibiiller normal yapida izlenmekte. Bar=100 pm.

Sekil 4.27. Ugucu yag 400 mg Grubu. Bobrek medullasi normal goriiniimde izlenmekte. Bar=100

m.

W
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5. TARTISMA

Wistar albino tiirii erkek siganlarla yapmis oldugumuz bu tez g¢alismasinda
Cyclotrichium niveum (dag nanesi) bitkisinin ugucu yag, su ve etanol ekstrelerinin,
gentamisinle deneysel olarak olusturulan nefrotoksisite iizerine etkileri incelendi ve
ucucu yag ile etanol ekstrelerinin bu antibiyotigin neden oldugu renal hasara karsi

koruyucu etkiye sahip oldugu tesbit edildi.

Aminoglikozit tiirevi bir antibiyotik olan gentamisin, gram(-) aerobik bakteri
enfeksiyonlarinda terapotik degeri olan bir ajandir. Ancak nefrotoksik yan etkisi,
gentamisinin klinik kullanimini sinirlamaktadir. Gentamisin nefrotoksisitesi sonucunda
akut tiibiiler nekrozun olustugu ve biyokimyasal analizde BUN ve kreatinin diizeylerinin
yiikseldigi goriilmiistiir. Bu yan etkiye oksidatif stresin artmasmin, L-arginin-NO
yolagiin bozulmasinin katkilarmin oldugu 6nceden yapilmig caligmalarda gosterilmistir.
Nitekim L-arginin verilmesi*®® veya reaktif oksijen radikallerinin azaltilmas1 ile
gentamisinin meydana getirdigi renal fonksiyon bozukluklar1 diizeltilebilmektedir.
Oksidatif stresi azaltmak amaciyla, siiperoksit dismutaz?®, desferroksamin?®,
poliaskorbikasit?®, selenyum, melatonin®, tempol®!, E vitamini®?, probukol, askorbik asit
gibi antioksidanlarin uygulanmasi1 ile gentamisinin olusturdugu nefrotoksisite

Onlenebilmektedir.

Cyclotrichium niveum bitkisi, antioksidan aktivitesinin yiiksek olmasiyla dikkat
cekmektedir. Bu bitki ile sigan ileumunda ve mesanesinde yapilan bir galigmada, bitkiden
elde edilen ucucu yagin hem antioksidan etkiye hem de mesane diiz kaslarinda ve ileum
cizgili kaslarinda gevsemeye yol actig1 goriilmiistiir®. C. niveum ekstresi ile in vitro
yapilan bir diger ¢aligmada ise, bitki iceriginde bulunan total flavonoid konsantrasyonu,
total antioksidan aktivitesi, total rediiksiyon kapasitesi, hidrojen peroksid temizleyici
aktivitesi, radikal temizleyici aktivitesi, siiperoksid anyon siipiiriici aktivitesi ve anti

mikrobiyal aktivitesi test edilmis ve bitki ekstresinin hem antioksidan hem de
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antimikrobiyal etkilere sahip oldugu goriilmiistiir®*. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir bagka

calismada ise, ad1 gegen bitkinin anti kanser 6zelliklere sahip oldugu kaydedilmistir®.

Bu tez ¢alismasimda C. niveum bitkisinden ugucu yag, su ve etanol ekstreleri elde
edildikten sonra, bu formiilasyonlarin antioksidan kapasite analizleri yapildi. DPPH
yontemiyle yapilan bu analiz sonucunda formiilasyonlarin hepsinin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edildi. Bu analizde en yiiksek antioksidan aktiviteyi su
ekstresi gosterdi. Ayrica C. niveum bitkisinin ugucu yagiyla yapmis oldugumuz
kromatografik analizde 20 adet etken maddeye rastlandi ve bu bilesenler igerisinde en
yiiksek oranda (% 79.6) bulunan madde olarak “pulegon” tespit edildi. Elde edilen bu

bulgular literatiir calismalariyla uyumluluk gostermektedir®334127.128,

Bu calismada, gentamisin verilen (100 mg/kg/8 giin, i.m.) hayvanlardan alinan
kan 6rneklerinde 6l¢iilen BUN ve kreatinin degerleri ile oksidatif stresin gostergesi olarak
degerlendirilen MDA diizeyi sonuglarmin, gentamisin uygulanmamis kontrol
hayvanlarma gore artmis oldugu gozlendi. Yapilan histopatolojik incelemede de
gentamisin alan grupta bobrek korteksinde; kapilerlerin genisledigi, konjesyon olustugu
ve intertisyel alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonunun meydana geldigi gozlendi.
Ayrica bobrek medullasinda; kanlanma artisi, konjesyon ve inflamasyon olustugu
goriildii. Calismamizda gentamisin uygulanan hayvanlara bu antibiyotikle birlikte etanol
ekstresi 200 ve 400 mg/Kkg, su ekstresi 200 mg/kg, ugucu yag 200 ve 400 mg/kg, pulegon
50 ve 100 mg/kg olarak oral yoldan (gastrik gavajla) uygulandi. Ozellikle etanol ve ugucu
yag ekstrelerinin 400 mg/kg’lik dozunda ve pulegonun 100 mg/kg dozunda BUN ve
kreatinin degerlerinin, sadece gentamisin uygulanan gruba gore anlamli bir bigimde
azaldig1 goriildii. Ayrica oksidatif stresin gostergesi olan MDA diizeylerinin de diistiigii
goriildii. Bu gruplarda yapilan histopatolojik incelemede de bobrek korteksi ve
medullanin, proksimal tiibiillerin, gentamisin grubuna kiyasla daha iyi korundugu,
kontrol grubu ile benzer goriinimde oldugu, sadece gentamisin uygulanan gruptaki
tiibiiler hasarin, konjesyon ve inflamasyonun azaldig goriildii. Ancak su ekstresi grubuna
ait dokularin kesitlerinde bobrek korteks ve medullasi, gentamisin grubu ile benzer

goriinlimdeydi.

Bu bulgular C. niveum’un ugucu yag ve etanol ekstrelerinin gentamisinle birlikte

verildiginde gentamisine bagl nefrotoksisiteyi etkili bir sekilde 6nledigini ve bu etkiden
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bitkinin pulegon igeriginin sorumlu olabilecegini telkin etmektedir. Ancak, su ekstresinin
BUN ve kreatinin diizeylerinin diisiiriilmesinde ve histopatolojik bulgular1 diizeltmede
etkili olmamasina ragmen, MDA diizeylerini diisiirdigii goriildii. Polifenolik maddelerin
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Su
ekstresinin yiiksek antioksidan etki gostermesi, igerdigi suda ¢ozlinebilir flavonoidlerden
kaynaklanabilir. Ancak pulegon lipofilik bir madde oldugundan suda ¢6ziinmemektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda pulegonun ¢oziiciisii olarak yag (soybean oil) kullanilmistir. Su
ekstresinin nefrotoksisiteyi 6nleyememesi bu sebepten olabilir. Bu bulgu, C. niveum’un
gentamisine bagli nefrotoksisiteyi 6nlemesinde antioksidan etkiyle birlikte bilinmeyen
baska mekanizmalarm da katkisi olabilecegini gostermektedir. Ancak bunun arastirilmasi

gereklidir.

Sonug¢ olarak ¢aligmamizdan elde ettigimiz bulgular, birlikte verildiginde, C.
niveum’un su ekstresi degil fakat ugucu yag ve etanol ekstresinin, gentamisinle
olusturulan nefropatiye karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu, bu etkiden onun yagda

¢Oziinebilir i¢erigi olan pulegonun sorumlu olabilecegini telkin etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasindan elde ettigimiz bulgular, C. niveum bitkisinin, ugucu yag
ve etanol ekstrelerinin, gentamisin uygulamasiyla olusturulan deneysel
nefrotoksisiteye karsi koruyucu bir etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu

etkiden C. niveum’un pulegon igerigi sorumlu olabilir.

Gentamisinin  bakterisit etkinligini azaltmaksizin, nefrotoksik etkisini
azaltacak veya Onleyecek yardimci ajanlarin gelistirilmesi, bu antibiyotigin

Klinik kullaniminda ortaya ¢ikan sakincalar1 ortadan kaldirabilir.

C. niveum bitkisinin ugucu yag, su ve etanol ekstrelerinin yapilacak baska
deneylerde daha yiiksek dozlarda uygulanarak denenmesi, bitki ekstresinin

etkileri ile ilgili yeni bulgulara ulasilmasini saglayabilir.

C. niveum’un su ekstresinin giiglii antioksidan etki gdstermesine ragmen
gentamisine bagli nefropatiyi geri c¢evirmemesi, bitkinin antioksidan
mekanizma yanmda bilinmeyen baska mekanizmalarla da etki gosterdigini
isaret etmektedir. Ileri ¢alismalarda bu bitkinin renal hasara kars1 koruyucu
etki mekanizmasini anlamaya yonelik yeni c¢alismalar yapilmas: bilimsel

literatiire katki saglayacaktir.

Ulkemizin Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde dogal olarak yetisen ve
endemik bir bitki olan C. niveum’un nefrotoksiteye karsi koruyucu bir etki
gostermesi, bu bitkinin bir ilag kaynagi olarak degerini ve Onemini
arttrmaktadir. Bu bitki ile yapilacak deneysel ¢aligmalarm artmasi ve bitkinin
antioksidan etkinliginin ¢esitli alanlarda degerlendirilmesi ile bilimsel

literatiire ve lilke ekonomisine bir¢ok yonden 6nemli katkilar1 olabilir.
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