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OZET

Gentamisinle Nefrotoksisite Olusturulan Sicanlarda L-Argininin Koruyucu
Etkisinde Antioksidan Mekanizmalarin Olas1 Roli

Nitrik Oksid (NO) prekirsorid olan L-argininin, gentamisin ile olusturulan
bobrek yetmezligine koruyucu bir etki gosterdigi bilinmektedir. Bu etkiye nitrik
oksidin yam sira L-argininin NO sentez yolag1 disindaki mekanizmalarda katkida
bulunabilir. Bu c¢ahsmada Gentamisinle olusturulan nefrotoksisiteye karsi L-
arginin ve onun inaktif izomeri olan D- argininin koruyucu etkisi karsilastirmah
olarak arastirilda.

Bu cahsmada, gentamisin nefrotoksisitesine karsi L-argininin koruyucu
etkisi alinda yatan mekanizmalarnn anlamak amaciyla, sekiz grup olusturuldu:
kontrol grubu (normal besin ve ¢esme suyu alan grup), Gentamisin (GM, 100 mg/
kg; s.k.) grubu, L-arginin grubu (2g/l/gtn, icme suyuyla oral yoldan), D-arginin
grubu (3g/l/giin, icme suyu ile oral), L-NAME grubu (5 mg/1/gin, icme suyu ile
oral olarak), GM (100 mg/ kg; s.k.) + L-arginin (2g/l/gin, icme suyu ile oral)
grubu, GM (100 mg/ kg; s.k.) + L-NAME (5 mg/1/l/gin igcme suyu ile oral olarak);
GM (100 mg/ kg; s.k.)+ D-arginin (3g/l/gin dozla icme suyuyla icme suyu ile oral)
uygulandi

Bu cahsmada, Gentamisin alan grupta Ure ve Kkreatinin degerlerinin
yikseldigi tespit edilmistir. Ayrica bu grupta yapilan histpopatolojik incelemede
bobrek parenkiminde belirgin konjesyon goruldid. Buna TOS (Total oksidan
Seviye), TAS (Total Antioksidan Seviye), MDA (Malondialdehid), XO (Ksantin
Oksidaz) NO (Nitrik oksid), TNF alfa degerlerinde artis; TGF Beta, GSH
(Glutatyon) duzeylerinde ise azalma eslik etti. NO prekirsori olan L-argininin
birlikte verilmesi, gentamisine bagh olarak degisen bu degerleri nispeten duzeltti.
Ote yandan, L-arginin inaktif yapisal izomeri olan D- arginin ve NOS (nitrik oksid
sentaz) inhibitéru olan L-NAME gentamisine bagh hasar Gzerinde olumlu bir etki
olusturmadi.

Bu bulgular, D- argininin degil, fakat L-argininin gentamisine bagh olusan
oksidatif stresi azalttigimi gostermektedir. Bu etki L-arginin—-NO yolag Gizerinden
olabilir.

Anahtar_s6zcukler: D-arginin, gentamisin, L-arginin, nefrotoksisite, antioksidan,
oksidatif stres




ABSTRACT

The Possible Role Of Antioxidant Mechanmism Of Protective Effect Of L-Arginine
On Gentamicin-Nephrotoxicity In Rats

It is known that L-arginine, nitric oxide (NO) precursor, have protective
effects on gemtamycine (GM)-associated kidney failure. There are few studies
suggest that protective effects of L-arginine are not related to only NO pathway
and some other mechanisms can be included. In this study we aimed to compare
the effects between L-arginine and its inactive isomere, D-arginine, due to their
structural similarities.

In this this study, to determine antioxidative mechanism underlying the
protective effect of L-arginine on the gentamicine-induced nephrotoxicity, seven
experimental group were performed: Control (received top water), Gentamicine
(GM, 100 mg/ kg; s.c.), L-arginine (2g/l/sc, in the drinking water), D-arginine
(3g/l/day, in the drinking water), N°-nitro-Larginin metilester (L-NAME, 5
mg/1/day, in the drinking water), GM (100 mg/ kg; s.c.) + L-arginine (2g/l/day, in
the drinking water), GM (100 mg/ kg; s.c.) + L-NAME (5 mg/1/ day in the drinking
water); GM (100 mg/ kg; s.c.)+ D-arginine (3g/l/day, in the drinking water).

In the present study, gentamicine caused to increase in urea and creatinine.
Also , gentamicine led to markedly congestione of renal parenchyme in
histopathologic examination. Moreover, Gentamicine incresae Total oxidant status
(TOS), Malondialdehyde (MDA), Xanthine (XO), Nitric oxide (NO) and TNF alfa,
while it decrease in Total antioxidant status (TAS), TGF beta, Glutathione (GSH)
levels.

Althought L-arginine, GM and L-NAME groups haven't shown any kidney
injury, gentamycine combined groups have more kidney injury and increased urea
and creatine levels.

L-arginine ameliorated the parameters occured in gentamicine-induced
nephrotoxicity. However, Neither D-arginine nor L-NAME restored the
nephrotoxicity induced by gentamicine.

These results, suggest that L-arginine but not D-arginine, has protective
effect on gentamicin-induced nephropathy. This effect may result from activity of
L-arginine/NO pathway.

Key Words: D-arginine, Gentamycine, L-arginine, Nephrotoxicity, Antioxidant,
Oxidative stress
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1. GIRIS

Bobrekler viicudun metabolik dongusl ile ortaya ¢ikan atik drunleri ile fazla
suyu idrar olarak organizmadan ¢ikaran organlardir. Boyle bir mekanizmayla ile doku
sivilarinin yogunlugu ve icerigi denetlenerek elektrolit, su dengesi korunur®.

Nitrik oksid (NO) c¢ok yonli degisik biyolojik etkilere sahip kimyasal bir
molekildir. Vazodilatator ve norotransmitter olarak tanimlanan NO’in, viicudun birgok
organinda fonksiyonlara sahip oldugu degisik calismalarla ortaya konmustur. Son
yillarda NO’in bobrek dokusunda da fizyolojik ve patolojik olarak etkisi
calisilmistir®®*°. Akut bobrek yetmezligi vakalarinda NO’in etkisi, NO dondrii ve nitrik
oksid sentaz (NOS) inhibitorlerinin kullanimu ile ilgili bircok calisma yapilmugtir #7582,
L-argininden; NO olusturan enzim olan nitrik oksid sentetazlar (NOS) tarafindan,
oldukca karmasik bir tepkime sonucu 6nemli bir serbest radikal olan NO ve sitrilin
sentezlenmektedir'®. NO, yar: esansiyal bir aminoasit olan L-argininden sentezlenir.
Eslesmemis bir elektronu bulunan serbest radikal bir gazdir. NO sentez edildikge
saliverilen bir molekiil oldugundan depolanamaz *.

Nefrotoksisitede disaridan verilen Largininin bobrek dokusunda makrofaj
infiltrasyonunu azaltarak bobregi hasara karsi korudugu, Gentamisinin absorbsiyonunu
azaltarak tubuler fonksiyonlari korudugu bildirilmistir “*****. Fizyolojik seviyelerde
NO uretimine neden olan olgularda Nitrik oksid sentetaz (NOS) inhibitdrlerinin

4,6,9,14

kullanilmasinin  zararli oldugunu ifade etmislerdir Yapilan nefrotoksisite

calismalarinda iseNOS inhibitorlerinin  kullanlmasiyla bobreklerde azalmis olan
glomeriiler filtrasyon hizinin kotiilestigi ve renal hasarin daha da arttig: bildirilmistir*®®.
L-NAME’nin gentamisin (GM) kaynakli nefrotoksisitede, serum kreatinin dizeylerinde
artislara yol actigi, tablonun daha da kétiilestigi bildirilmistir ©°.

Gentamisin, gram (-) bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
aminoglikozid grubu antibiyotiktir. Ciddi nefrotoksik etkisi olmasi nedeniyle
kullannminda dikkatli olmak gerekmektedir. Gentamisine bagli gelisen renal
yetmezligin molekiler mekanizmasinda; stperoksid anyonlarinin birikimi, lizozomal
enzim degisiklikleri ve mikrozomal protein sentez inhibisyonunun nefrotoksik etkilere

aracihik edebilecegi ileri stiriilmektedir®*>®,



Uzun sureli gentamisin tedavisi gereken durumlarda nitrik oksid uyarilmasinin
yararli, inhibisyonunun ise =zararli oldugu bilindiginden, L-arginin verilmesinin
nefrotoksisite siddetinin azaltilmasinda ise yarayacagi 6nceden yapilmis calismalarda
rapor edilmistir. Bir baska calismada, L-arginininin gentamisin  kaynakl
nefrotoksisitede koruyucu etkisinin L-NAME tarafindan geri ¢evrilemedigi gosterilmis
ve L-argininin koruyucu etkisine nitrik oksid disinda baska diger mekanizmalarin da
katkida bulunabilecegi tartigimistir.

Tim bu ¢alismalarin 1s1ginda Gentamisine bagli gelisen renal yetmezligikte L-
arginin ile onun inaktif izomeri olan D-argininin yapisal benzerliklerinden

kaynaklanabilecek, NO yolagi disinda, muhtemel etkileri arastirilmastir.



2. GENEL BiLGILER:

2.1. Bobregin Yapis1 ve Fonksiyonlar

Bobrekler metabolik donglsel atik drunleri ile beraber fazla siviyr da idrar
olarak organizmadan cikaran organdir. Boylelikle elektrolit-su dengesi korunur. Her
bobrekte var olan bir milyon nefrondan her biri tek basina idrar yapma yetenegine
sahiptir. Bobrek atardamarinin stiziilmek uzere getirdigt kan, dre, drik asit, atik
maddeler ile oksijen bakimindan zengindir. Getirilen bu kan, kabuk bélgesinde bulunan
nefronlar tarafindan stzdlur ve basincin etkisiyle, bowman kapsiliine gecer. Kanda
bulunan su, madensel tuzlar, glikoz, ure, urik asidin, bowman kapsiline ge¢gmesine
stiztilme denir. Stzuntiinun ardinda kalan sivi, bowman kapsuliinden bosaltim kanalcigi
yoluyla toplama kanalina gelinceye kadar degismektedir. Yararli maddelerin atilimin
Onlemek amaci ile enerji harcanarak suzuntu sivisindaki suyun cogunlugu,glikoz,
madensel tuzlarin bir kism1 emilerek tekrar kana gecer.Havuzcuga aktarilan sivi idrari
olusturur. Olusan idrar, Ureterde ve idrar kesesinde toplanir ve Uretra ile viicuttan disar
atihr %,

Bobregin temel fonksiyonlars,

1. Hicrelerde olusan zararl ve atik maddeleri tasiyan kani stizerek disar1 atilmasini
saglamak.

2. Vicuttaki fazla suyun disar1 atilmasini gergeklestirmek.

3. Vdcutta dengeli bir i¢ ¢evre olusmasint saglamak; Vicudumuza gerekli olan

bazi minerallerin, suyun, glikozun ve proteinlerin dengede tutulmasin:

saglayarak sivi-elektrolit dengesinin saglanmasi.

Ekstraselltler sivi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi

Hormon sentezi ve metabolizmasina katki: Eritropoetin, D vitamini

Peptid hormonlarinin (insilin, glukagon) yikimi

Kigik molekil agirlikl proteinlerin (32 - mikroglobulin) yikimi

Metabolik etkiye katkida bulunmak: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi

© o N o 0 &

Bobrek,1,25 hydroksikolekalsifirol’t aktive ederek D vitamini sentezinde rol

oynar. *°



Idrar, bobrekler tarafindan salgilanarak mesanede depolanan ve (retra ile disar
atilan saglikli bireylerde steril, berrak, acik sari renkte sividir. Ayni zamanda hiicresel
parcalar, tam hiicreler, proteindz atiklar ve kristaller de icerir™.

Nefronlar ortak acilma kanallar1 sayrsinde bobrek papillalar: tzerinde bulunan
deliklere acilirlar. Bu sekilde bdbrekte olusan idrar birikerek ilgili kanallara transfer
edilir. Bu sirada kan akimi da saglanmaktadir. Nefronlarin yaptigi siizme islemi,
salgilama, geri emilme islemi sayesinde idrar seklinde giinde 1,5 It su atilir. Nefron
icinde bulunan siiziict kanallar sayesinde kani temizlemektedir.

Nefronun etkili oldugu mekanizmalar:

1. Glomeruler filtrasyon: Glomerildeki plazmanin  6nemli bir bolimini
glomertler membrandan tubuler sistem icine filtre eder.

2. Tubuler reabsorbsiyon: Filtre edilen siv1 tibillerde ilerlerken su ve digergerekli
maddeler peritlibller kapiller agda mevcut plazma icine reabsorbe edilir ve idrar
olusumuna katkida bulunur.

3. Tubller sekresyon: Son atil Urlnlerinin ve sindirilen inorganik maddelerin

fazlasinin idrarla

Vicut sivi ve iyon diizeyindeki sapmalar idrar atilim sirkulasyonuna uygun
degisikliklerle dizeltilmektedir. Elektrolit fazlaliginda bobrek yolu ile fazlalik idrarla
atilirken, azhginda ise elektrolitler bobrekler tarafindan tutulmaktadir. Bobreklerde
elektrolit dengesi tubdler geri emilim ile dizenlenmektedir. Proksimal kivrimli tubul
Glomerulusta kandan filtre edilen sividan su, ure, elektrolitler, glukoz ve bazi
aminoasitlerin geri emildikleri yerdir. HCO3™ geri emilim miktar1 glomeruler filtrasyon
hizina ve H* salgilanma hizina baghdir. Glukoz ve aminoasitler hiicre ici aktif tasima
sistemleri araciligiyla Proksimal kivrimli tubullerde geri emilirler .

Distal tiplerde suyun geri emilisi vazopressin hormonunun kontrolinde
gerceklesir. Tlplerden suyun fazla miktarda geri emilimi ile idrar yogunlasir. Proksimal
tiplerde emilmeyen sodyumun sekizde biri distal tuplerde aldosteron hormonun
etkisiyle geri emilmektedir. Vicuda yeteri kadar sodyum alinmazsa viicutta su
tutulamaz ve hicrelerarast sivinin hacmi azalir. Geri emilim, toplama kanallarinda

suyun geri emilimi sonucu idrar olusumu ile sonlanmaktadir.



Plazma asit-baz dizeyleri ve plazma elektrolitlerinin  homeostatik
duzenlenmesinde nefronun islevsel olarak en aktif bélgesi distal tubullerdir. Bu bdlgede
salinim ve geri emilim islemleri Na*, K" ve H" arasindaki denge ile gerceklesir. Tiim bu
islemlerin amaci plazma HCO3;"inin azaltilmas: ve normal plazma pH’sinin dengede
tutulmasidir "*”. Tubuler sivida bulunan su iceriginin yaklasik % 70'i proksimal tiibuilde,
% 5'1 Henle kulpunda, % 10'u distal tibulde, geriye kalan kisim ise toplayici
kanallardan geri emilir >*2.

Vicut sivilarinin pH kontrolu akciger ve bobrekler tarafindan gerceklestirilir. Bu
organlar doku katabolizmasinin yan (riinii olan fazla miktardaki H* atilimim
gerceklestirirler. insanlarda hiicre disindaki en 6nemli tampon sistemi HCO3~ tampon
sistemidir. Bikarbonat tampon sistemi genel olarak ekstraselller sivilarin tampon
sistemidir. Bu tampon sistemi ile hiicre dis1 sividaki H fiyonlarinin % 90’11 kontrol
altinda tutar. Bikarbonat tampon sistemini zayif bir asit olan karbonik asit (H,CO3) ile
sodyum bikarbonat (NaHCO3) olusturur. Akcigerler kandaki pCO,’yi azaltmak igin
[HCO3}/[H.CO3] oranini yikseltirler. Fosfat tampon sistemi Eritrositlerde ve bobrek
tubulus hicrelerinde daha ¢ok gorev alir. Fosfat tampon sistemleri, bobreklerden H+
iyonlarinin atilmasinda 6nemli rol oynar. Insanlarda, H,COs viicuttan atilan CO,’ye
dehidre olmaginda ¢ok az tamponlama 6zelligi vardir. Bu reaksiyon karbonik anhidraz
enzimi ile katalizlenmektedir. Karbonik anhidraz enziminin yoklugunda bu reaksiyon
oldukca yavas gerceklesir **°.

Protein metabolizmasi ile olusan dre, kreatinin ve rik asit bobrekler tarafindan
vucuttan atilir. Kandaki dre, kan ure azotu (BUN) olarak tanimlanir. Karacigerde fazla
miktarda aminoasit metabolize edildiginde dogal olarak tre olusumu ve BUN duzeyleri
de artmaktadir. Urenin %40-50’si proksimal tlbullerde geri emilmektedir. Kreatinin
iskelet kasinda kreatinden non-enzimatik dehidrasyonla olusmaktadir. Glomerdllerden
serbestce filtre olan kreatinin tiiblllerden geri emilime ugramamadigindan glomelurel

filtrasyon hiz1 hesabinda kreatinin Klirensi kullanilir t

2.1.1. Bobrek Fonksiyon Testleri
Bobrek fonksiyonlari tiibller ve glomeruler fonksiyon testleri ile belirlenir.



A)Tubuler Fonksiyon Testleri

Bobreklerin konsantre ve dilie etme yetenekleri olgllerek renal fonksiyon
bozuklugu erken donemde tespit edebilmek icin bazi biyokimyasal testler
yapilabilmektedir. Rutin idrar analizi, idrarda a;-mikroglobulin, B2-mikroglobulin,
retinol baglayici protein, gama glutamil transferaz (GGT), Na* diizeylerinin 6lgiimii
tibiiler fonksiyon bozukluklarinin incelenmesinde kullanilmaktadir **°. Bobrekte
glutatyon sentezi gama glutamil transferaz tarafindan dengelendiginden brush-border’in
kayb1 glutatyon sentezinde azalmaya yol acar. Idrarda bu enzim aktivitesindeki belirgin
artisi, akut renal infeksiyonlarda, renal doku hasarina sebep olan bazi hastaliklarda
gorulur 2
B) Glomerdler Fonksiyon Testleri

Bobrek  plazma akiminin  yaklagik  %20'si  glomerillerden  filtre
olmaktadir.Glomeruler kapillerler, proteinlere karsi gecirgen yapida degillerdir.
Dolayisi ile glomeriler filtrat proteinsizdir ve eritrosit dahil hiicresel elemanlar
icermez. Bobrek fonksiyonel kapasitesinin en hassas ve spesifik 6lcimu Glomeruler
Filtrasyon Hizi (GFR)’dir. GFR, fonksiyonel nefron sayisinin gostergesi olarak
dustnilmektedir. Glomertler Filtrasyon Hizi, iki bobrekte bir dakikada olusan
glomertler filtrat miktaridir, saglikli bir insanda 125 ml/dk kadardir. GFR oOlgumi
sayesinde glomerillerde hasar olup olmadigi, var olan hasarin derecesini belirlemek
mimkunddr. GFR oOlcumu igin kullanilan yontemlerin ¢ogu, endojen veya eksojen
maddelerin bobrekler tarafindan atilma kabiliyetlerini kapsar *>?2*,

Baébreklerin birim zamanda bir maddeden tamamen temizledigi plazma volumi
0 maddenin renal Klerensi olarak tarif edilir. Renal klerens, herhangi bir maddenin
bobrekler tarafindan belirli zamanda temizlendigi plazma hacmi olarak tanimlanir.
Klerens 6lcimi icin kullanilacak olan madde dolasimda serbestce bulunmals,
glomertiler bazal membrana serbestce filtre olmali, nefron boyunca sekrete edilmemeli
ve tibdllerden geri emilmemeli, bobrekte metabolize olmamali, depo edilmemelidir.
Ayrica sabit hizda endojen dretilmeli ve kolaylikla dlculebilir olmalidir.Klinikte klerens
6lciminde kullanilan endojen belirtecler kreatinin, Gre ve dustik molekil agirhikl

proteinler; ekzojen belirteclere ise inllin Klirensi ve iohekzol klirensi’dir.Endojen



molekdllerin avantajli gorilmesinin sebebi, enjeksiyon gerektirmemesi ve kan drneginin
yeterli olmasidir.>*>10%,

GFR hizinin Olctlmesinde en cok kullanilan yontem kreatinin Klerensidir.
Kreatinin, iskelet kasinda bulunan kreatin ve fosfokreatinden olusur. Kreatin,daha sonra
fosfokreatine donistlrilmek (izere kanla kaslara ve beyine tasinir. Serbest kreatinin,
kreatin metabolizmasinin atik Urind olup tim vicut sivilarinda bulunur ve serbest
olarak glomertler filtrasyona ugrar. Kreatinin vicut sivilarinda sabit bir hizla
salindigindan, plazma duzeyleri belirli sinirlar igindedir. Kan kreatinin seviesini ve
kreatininin tibdller sekresyonunu etkileyen faktorler kreatinin  Klirensini  de

etkilemektedir.24?>%,

2.2. Bobrek Yetmezligi

Bébregin normalde yaptigi gorevlerini yapamama durumuna bobrek yetmezligi
denir. Bobrek yetmezligi gelistiginde bobreklerin toksik maddelerin viicuttan idrar
yoluyla uzaklastirilmasi, fazla suyun uzaklastiriimasi, kan basincinin kontroli, kan
hicrelerinin yapiminin kontrol edilmesi, gibi gérevlerinde aksamalar olmaktadir.

Bobregin islevsel degisimlerine en duyarli ve 6zgil belirteci GFR 6lgimudar.
GFR'nin 80 mL/dak'nin altina inmesi bobrek yetmezligi olarak tanimlanir. Bu fonksiyon
kayb1 geri dontsumli ise akut bobrek yetmezligi (ABY), geri dontsimsiz ise kronik
bobrek yetmezligidir (KBY) *** %,

A)Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi, bobreklerin kandaki atik maddeleri slizme
fonksiyonlarini ani bir bicimde kaybetmesidir.

Akut Bobrek Yetmezliginde glomerular filtrasyon hizinda ani azalma ve azotlu
atik madde birikmesi s6z konusudur ve genellikle geri donistmltdar. Akut Bobrek
Yetmezligi (ABY), bobreklere kan akisinin yavaslamas: veya kesilmesi; asir1 kan veya
siv1 kaybi, kalp krizi, kalp hastaliklari, bébrek atardamarinin tikanmasi, enfeksiyonlar,
sok, ciddi alerjik reaksiyonlar, ciddi yaniklar, non steroid antiinflamatuar ilaclar,
tansiyon ilaglari, bodbrek hasari, bobrek atardamarinda veya toplar damarinda
pihtilasma, yiksek kolesterol, nefrit, bagisiklik sistemi hastaliklari, antibiyotikler,

kimyasallar, kemoterapi ilacglari, gorintileme tekniklerinde kullanilan radyoaktif



boyalar, kan hastaliklari, alkol, agir metal, kokain gibi toksik maddeler bu duruma
sebep olabilir. ABY hizli gelisir ve bu nedenle kontrol edilmesi zor olan hizli bir sivi,
asit-baz ve elektrolit dengesizligi ortaya ¢ikar ve 6lum orani yuksektir. ABY'de GFR

diistisii KBY'ye gore oldukca hizlhidir 262728

B)Kronik Bobrek Yetmezligi

KBY, cesitli hastaliklara baglh olarak kalici nefron kaybi ve kalici bobrek
fonksiyon kaybidir. GFR giderek azalir; epitelyal hasar, glomertl ve parietal bazal
membran hasari, nefronlarin tahribi s6z konusudur. Bobrek yetmezligi olan bir kiside;
Uc ay veya daha uzun siiren azotemi, uzun sureli tremik belirti ve bulgular, anemi,
hiperfosfatemi, hipokalsemi, idrar sedimentinde genis silendirler ve radyolojik
incelemelerde bilateral kiguk bobrekler kronik hastaligin gostergesidir. Bu ozellikler
KBY'yi ABY'den ayirt etmede kullanilir %°.

Kronik Bobrek Yetmezliginde, bobrekler sivi-elektrolit dengesini saglayamaz,
sivi hacmi ve renal kan akimini duzenleyemez, kan basinct kontrolu, nitrojen ve diger
artiklarin uzaklastirilmasi, eritropoetin yapimi, serum, kalsiyum ve fosfat diizenlemesi
artik yapamaz. KBY bulgular1 bébregin atilim, diizenleme, biyosentez fonksiyonlarinin
bozulmasi veya belirli maddelerin asir1 Gretimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebepten
dolayr KBY'nin orta derecedeyken teshis edilmesi hastaligin ilerlememesi agisindan

1,13,15,30

oldukca 6nemlidir . Bobrek yetmezligi gelisen hastalarda; H* sekresyonu

azaldig: icin asit atilimi bozulur, HCO3 geri emilimi azalmaktadur, NH," den NHs;
sentezi azalir, Na* ve CI" geri emilimi azalir, net asit atilimi azalir 2,

Nefrotoksisiteye sebep olan ilaglar arasinda aminoglikozidler, amfoterisin B,
indometazin, ACE inhibitorleri, tolazolin, néromuskiler bloke edici ajanlar,
radyokontrast maddeler de vardir 2%, Nefrotoksisite renal iskemiden, toksisiteden

yahut her ikisinden birden kaynaklanabilir.

2.3. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler aminosiklitol halkasina bagl iki yada daha fazla amino-seker
grundan olusmaktadir. Sadece spektinomisin aminoseker ve glikozidik bag
icermediginden diger aminoglikozidlerden farkhdir. Aminoglikozidler fizyolojik pH

olan 7,4’de katyonikdir. Aminoglikozid ilaglar grubuna gentamisin, streptomisin,



netilmisin, tobramisin, viomisin, isepamisin, arbekasin, amikasin, spektinomisin,
neomisin, paromomisin, kanamisin, sisomisin, dibekasin girmektedir. Antibakteriyel

glicti en fazla olan grup ise gentamisindir 33343 .

2.3.1. Farmakokinetik Ozellikleri

Aminoglikozidlerin farmakokinetikleri benzerdir. Cok dusuk oranlarda proteine
baglandiklarindan hicrenin  dis  yiizeyi ile iyonik etkilesim halindedirler.
Aminoglikozidler bakteri hiicre membranini aktif transportla gecer. Aktif transport
oksijen gerektirdiginden anaerop bakteriler (zerine etkisizlerdir. Aminoglikozidlerin
bakterisidal etkinliklerinin sebebi, aktif tasima ile hiicre iginde hiicre disindan daha
yuksek konsantrasyona ulasma 0zelliklerine baglanmaktadir. Gram negatif bakteri hiicre
duvarinda lipopolisakkaridlere, fosfolipidlerin polar baslarina ve dis membran
proteinlerine baglanmak suretiyle, yarismali olarak Mg*? ve Ca*? iyonlarini yerlerinden
oynatirlar. Hucre duvarinin normal gecirgenlik fonksiyonu bu durumda bozulmaktadir.
Hucre zarin1 gegcmis olan aminoglikozid artik irreversibl olarak sitoplazma iginde kalir.
Aminoglikozidler polar yapilari nedeniyle ¢ok az lipofilik 6zellikte oldugundan sindirim
kanalindan absorbsiyonlar: oldukga azdir. Aminoglikozidler kan-beyin, beyinomurilik
sivist (BOS), kan-goz bariyerini cok az gegerler 333%%37,

Molektl biytklukleri, polikatyonik yikleri ve lipid icinde ¢oziinemediklerinden
aminoglikozidlerin hicre icine girisleri zordur. Ancak nefrotoksik ve ototoksik
etkilerinden dolay: renal tibdler huicrelere ve i¢ kulak hucrelerine 6zel bir mekanizma
ile girebilirler. Aminoglikozidler vicutta metabolize edilmezler ve parenteral
uygulamadan sonra % 99'u degismeden bobrekler aracihgiyla atihr. idrarda yar: omri
48-200 saattir. Tedavi kesildikten sonra 20 giin veya daha uzun sireyle idrarda diisuk

seviyede ilag saptanabilir %,

2.3.2. Aminoglikozidin yan etkileri

Aminoglikozidlerin  glvenli  kullanilabilecegi aralhik c¢ok dardir ve
kullanimlarindaki en 6énemli kisitlayici1 6zellik toksisiteleridir. En sik nefrotoksisite,
ototoksisite, norotoksisite (néromuskuler blokaj) meydana gelir. Bobrek korteksi ve
proksimal tlbdluslarda birikim yaparak reversibl akut tubuler nekroza benzer tablo

olusturmaktadir. Aminoglikozidler renal vazokonstriiksiyona neden olurlar, proksimal



tubllde direkt hiicresel toksisite yaparlar. Boylelikle tubller nekroz, tubdler atrofi,
intratubuler myeloid cisimler ve interstisyel nefrit gelisebilir. Neomisin, kanamisin,

gentamisin en fazla, streptomisin ise en az nefrotoksik olanidir. 3383,

2.4. Gentamisin

Gentamisin, organik polikatyon yapisinda bir antibiyotiktir. Yapica birbirine
benzeyen (¢ gentamisin tlrunun(gentamisin C;,C14 ve C,) karistmindan ibarettir.
Aminoglikozidler icinde amikasinden sonra spektrumu en genis olandir. Kitlesine gore,
streptomisin, kanamisin ve amikasinden daha gucludir. Aminoglikozid ilaglar iginde
antibakteriyel etki guci en yiksek olamdir. Gentamisin Enterobateriaceae grubu (E.
Coli, Klebsiella, Aerobacter vb.) bakteriler ile Pseudomonas22 aeruginosa gibi gram-
negatif basiller, penisiline, metisiline- dayanikli Staph. Aureus suslar1 (zerinde
etkilidir. Plazma proteinlerine ok az baglanir. Bakterisid etkiye sahiptir.*>4",

Gentamisin mutad olarak 1-2 mg/kg dozunda 8 saatte bir (glinde 3 kez) i.m. veya
I.v. injeksiyon suretiyle kullanilir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda dozunun
ayarlanmasi ve miimkiinse serumdaki diizeyinin izlenmesi gerekir 2.

Gentamisinin en O0nemli yan etkisi nefrotoksisitenin tedavinin 2-5. giinlinde
gelistigi disunulmektedir. Nefrotoksisite serum kreatinin dizeyinde 0,4-0,5 mg/dI’lik
anlamlr artis1 olarak yorumlanmustir. Cogunlukla nefrotoksisite gelisen olgularda oliguri
yoktur. Reversibl olan nefrotoksisite ilacin dozu ve kullanim stresiyle dogru orantil

olarak renal kortekste birikme 6zelliginden kaynaklanmaktadir. 1684344,

2.5. L-Arginin — Nitrik Oksid Yolagi

Arginin, kimyasal olarak a-amino d-guanidovalerik asit yapisindadir.
Karacigerde glutamat semialdehit Uzerinden transaminasyonla olusan ornitin, Ure
dongiisiiniin ara maddesidir. Ure dongiisiindeki reaksiyonlar sonunda arginin olusur,
arginaz adl enzimin Katalitik etkisiyle ornitin ve (reye parcalanir. Ince barsakta
glutamattan olusan sitrilin sistemik dolasima gecer, ordan da bobrekler tarafindan
alinarak proksimal tubullerde arginine cevirilir. Arginin, cocuklar ve gencler icin
esansiyeldir. L-arginin ihtiyact biyime déneminde, travma ya da enfeksiyon
durumunda artar. Nitrik oksid (NO-), nitrik oksid sentazin (NOS) etkisiyle L-argininden
molekdler oksijen, NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopterin, Ca+2, hem kompleksi ve
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tiyol gibi cesitli kofaktorlerin varlhigiyla sentezlenir L-Argininden NO- sentezini
katalizleyen nitrik oksid sentezini katalizleyen nitrik oksid sentazin (NOS) izoformlar:
endoteliyal NOS (e NOS), noronal NOS, indiklenebilir NOS’dur. Ca+2 bagimh
endotelyal ve noronal NOS etkisiyle, siirekli ve az miktarda NO- sentezlenmektedir *°

Ik olarak endotelyum kaynakl gevsetici faktor (EDRF) olarak adlandirilan bu
maddeye daha sonra nitrik oksid (NO) denilmistir *°.

NO, yar1 esansiyal bir aminoasit olan L-argininden sentezlenir. Bir azot atomu
ve bir oksijen atomunun kombinasyonundan olusmus ve ortaklanmamis bir elektron
iceren bir bilesik olarak tanimlanir. NO sentez edildikce saliverilen bir molekil olup
yapist geregi depolanmaya uygun degildir. Fazla miktarda olusumunun dokular
Uzerinde toksik etkisi oldugu i¢in hizla etkisiz hale donustiralir. NO, Guanilil siklazin
hem grubuna baglanarak, hicre icin ikincil haberci molekul olarak cahsan siklik
guanozin monofosfat (sGMP)’ nin birikmesine yol agar. NO’nun hiicre ici Ca*?
diizeyini diisiirdigii anlasiimistir. Bu etkiler SGMP (izerinden olur "%,

NO damar endotel hucrelerinde, ayn: zamanda serebellum, o6n beyin
noronlarinda, notrofil 16kositlerinde, bobrek tibulls epitel hicrelerinde, adrenal
medulla hicrelerinde, mast hicrelerinde ve bazi otonom sinir uglarinda sentez edilip
saliverilmektedir. L-arginin analogu NO sentaz inhibitérleri; NG-nitro-L-arginin (L-
NA), N-nitro-Larginin metilester (L-NAME), N-iminoetil-L-ornitin (L-N10), N-amino-
L-arginin (LNAA) ve N-N-dimetilarginin (ADMA) ve NG-monometil-L-arginin (L-
NMMA) 'dir. NO, hemodinamik fonksiyonlarindan dolay: faydal: olabilirken iNOS’tan

salgilandig1 yilksek miktarlarda ise zararl olabilmektedir #4:49°0°1°2,

2.6. Nitrik oksid (NO)

Nitrik oksid, ¢cok 6nemli biyolojik fonksiyonlar: yerine getirebilen nitrojen
merkezli bir radikaldir. Paylasiilmamis elektron tasimasi; ayn: zamanda bu elektronun
nitrojen ve oksijen atomu uzerinde bulunmasi nedeniyle tam radikal 6zelligi tasimaz.
Bunedenle bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandigindan oldukg¢a uzun
omarladar.

Oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile
fiziksel/kimyasal mekanizmalarla olusturulurlar. Oysa vicudumuzda NO sentezini

saglayan mekanizmalar son derece kisithdir. Vicuda giren nitro bilesiklerinin
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metabolize edilmesi sirasinda olusan NO bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO
olusturan tek kaynak nitrik oksid sentaz (NOS) enzimidir. Bu enzimin ndronal,
endotelyal ve induklenebilir olmak Gizere 3 formu vardir.

Radikal olarak reaktivitesi distik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller
ile blyuk bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikaller ile tepkimeye girmesi
NO’e antioksidan bir etki de kazandirir.

Fizyolojik degisimde Uretilen NO esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3’)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik
oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil
degildir. Derisiminin artmas: ile oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi

ile 6Gmrii arasinda ters bir orant: vardar *°*.

2.6.1. Yapis1 ve Kimyasal ozellikleri

Nitrik oksid azot monoksit olarak da adlandirilan oldukga toksik olan renksiz bir
gazdir. Serbest radikal tanimina uyar ve yart 6mri ¢ok kisadir. Lipofilik 6zellikte olup,
oksijen varlhiginda stabildir ve suda erir. Duslik dozlarda toksik degildir ve fizyolojik
olarak &nemli rolleri vardir %°.

Nitrik oksid, L-argininden NOS (Nitrik oksid Sentetaz) araciligiyla sentezlenir.
NOS, L-argininden molekdiler oksijen, Hem, FAD, FMN, ve BH, (tetrahidrobiyopterin)
kofaktorleri araciligiyla Sitrillin ve NO olusturur. Sit.P-450 rediktazdaki gibi
molekdler oksijen protoporfirine baglanmadan 6nce Fe*® U Fe*®ye donustiirir. Yine
NOS uyarildiginda iki molekiiler oksijen L-arginine girerek bazi ara Urlinler olusturarak

NO ve sitriillin tretilmektedir 2.

NO sentezi
NADPH NADP*
NOS T~ /"
L-Arginin + O, » sitrullin + NO

FMN, FAD, Hem, BH4
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NO" elektriksel olarak yiiksiiz oldugundan, reseptore bagiml: olmayan yollarla
kolayca membranlardan diflize olabilir. NO" asagidaki gibi bir seri nitrojen dioksitlerine

donusebilir 1°.

2.6.1.1. Nitrojen Oksitlerin Etkileri

ZNO+0; — 2NOr—s» N2O4—» NOy + NO3- + 2HF

L5 s

NOy+N10Oy —— NO-+ 2 NO;

H,O

v

NO-+ NOy» E— 2ZNOy-+2H—* N203

Sekil 1. Nitrojen Oksitlerinin Etkileri

NO-(Nitrik oksid) : Serbest Radikal

NO, (Nitrojen dioksit) : Serbest Radikal, Nitroze edici ajan

N, O(Nitroz oksit) : Anestezik

N, O3 (Dinitrojen trioksit) : Nitroze edici ajan

N, O4 (Dinitrojen tetraoksit) : Dimerik NO2,nitroze edici ajan

NO, "(Nitrit) : Asidik ortamda NO olusturur.

NO; "(Nitrat) : Stabil Anyon

Nitrojen oksitleri (NOx) aminleri nirozilleyerek, nitrozaminleri olusturur *°.
R2— NH + NOx — R;N-N=O(Nitrozamin)
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Nitrozaminler, DNA’da nitrozilasyon, deaminasyon, ve alkil nukleofillerinin
olusumlarina neden olabilirler. Bu sekildeki mutasyonlar onkojenleri indikleyerek
maling transformasyon olustururlar *. Ayrica NO',aminoasitlerde S-nitrosotiol olusumu
ile karbonhidratlar ve purinleredehasar verirler. Boylece nitrojen iceren bilesiklerin
yangi, kalp ve damar hastaliklarin da da 6nemli rolleri oldugu dogrulanmaktadir.

NO' bir elektron alarak nitroksil anyonuna (NO™ ), bir elektron kaybederek
nitrozonyum (NO") katyonuna déniisiir. NO “nun diisiik konsantrasyonlar: oksijenden
cok hemoglobine baglanarak, hemoglobin oksi formunda iken NO* 'yu énce NO, (nitrit)

daha sonrada NO 5" a (nitrat) oksitler ve kendisi methemoglobine donsir .

2.6.1.2. Nitrik oksid etki mekanizmasi

NO uretildigi hiicreden ¢ikip, direkt hiicre igine girerek hedef molekiile baglanip
direkt veya enzim aktivitesini degistirerek etkisini gosterir.

NO' “in ndrotransmitter, timaor hiicre 6lim, yangida 6nemli rolu vardir.
NO“*nun en onemli hedef molekdlleri; demir, kikurt ve oksijen tirevi
molekdllerdir.

Makrofajlardaki NOr, timor hicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan
enzimleri nitrolayarak, antitimoral ve antimikrobiyal etki gosterir.
Mitokondriyal elektron transport sisteminin enzimlerinin aktivitesini azaltir.
Tumor hucresindeki ribonukleotid reduktazi inhibe ederek DNA sentezini
engeller.

Ferritinle reaksiyona girerek serbest demir salinimina yol agabilir bu da organik
ve lipid peroksidasyonuna neden olabilir.

NO- stlfhidril (S-H) grubuyla reaksiyona girerek S-nitrozilasyon yapabilir ve
plazminojen aktivatorl gibi bazi enzimlerin katalitik fonksiyonunu artirabilir.
NO' stiperoksit (O, )molekilu ile reaksiyona girerek dnce peroksinitrit (ONOQ)
daha sonra nitrojen dioksit (NO") ve hidroksil radikali (OH) olusturabilir. Bu
olusumlar da tirozini 3-nitrotirozine (NO,Tyr) donlstirtr. NO,Tyr dlizeyinin
oxidatif hasarin bulundugu durumlarda arttigi ve aterosklerozis, septik sok,
norodejeneratif hastaliklar, akut akciger hasari, organ transplantasyonu, yangil
barsak enfeksiyonlari, romatoid artirit, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar,

yaslanma ve sigara i¢enlerde arttigi gozlenmistir 23,
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2.6.2. NitrikOKksit Sentetaz (NOS)
NOrsentezlenmesini saglayan NOS enziminin iki izoenzimi vardir.
A-) Yapisal (Konstituf) NOS (cNOS) :

Bu enzimin aktivitesi ikincil haberci Ca

++e

ya bagimhdir. Hucre igi iyonize
kalsiyumu artiran her tarli etkilesimde, kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla olusan
kompleks, cNOS’un aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir. Ca’u artiran uyari
kesilince, hiicre ici Ca'™ ‘da azalmaya baslar. ¢cNOS enzim aktivitesi ortadan kalkarak
NO sentezi durur. Bu nedenle cNOS enzimi normal biyolojik sistemlerde az miktarda
NO sentezler. ¢cNOS bulundugu hiicrelerde ancak Ca'™ aktvitesi yikselince aktif
duruma geger. Insan viicudunda teshit edildikleri baslica dokular; damar endotel
hicreleri, Urogonital sistem dokulari, santral ve periferik sistemi néronlari, adrenal
korteks ve medulla htcreleri, trombositler ve barsak intersitisyumudur. Fizyolojik
olarak yapisal noronal NO sentaz (nNOS) NMDA reseptorlerinin, glutamate
stimulasyonu sonrasinda kalsiyumun hiicresel akim ile tiretilir *.

Yapisal NOS’ta iki bolumde incelenmektedir: nNOS (noronal) ve eNOS
(endoteliyal)’tur.

1- nNOS kaynakli NO:Temel olarak sinir sisteminde bulunmakla birlikte baska

dokularda da tesbit edilmistir.

a-) Mekezi Sinir Sistemi:
Ndorotransmitter/ndromodulator olarak gorev yapar. En disuk molekdl
agirhikli organik norotransmitterdir. Presinaptik uctan salinan glutamatin
etkisiyle, postsinaptik uctaki hicrenin NOS’u aktiflestirilir ve NO
sentezlenir.
Sinapslarin sekillenmesine yardimc olur.

Koku alma, gorme, agri algilama ve hafizanin olusmasinda gorev alir.

b-) Periferik Sinir Sistemi :
Noradrenerjik nonkolinerjik sistemde ndrotransmitter olarak gorev yapar.
Solunum fonksiyonlarinda, penil ereksiyonda, gastrointestinal sistem
motilitesinde, mesane sifinkterinde ve bu organlarin kan basinci ve

akisinin diizenlenmesinde rol alir*.
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2- eNOS kaynakli NO:
Duz kaslar: gevseterek kan basinci ve akis hizini regule eder.
Trombositlerin, adezyon ve agregasyonlarin: inhibe eder.

Endotel hiicre ve vaskiler duiz kas hicresinde antiproliferatif etkisi vardr.

B-) Uyarilabilir (inducible) NOS (iNOS)

Ilk olarak endotoksin ve sitokinler tarafindan uyarilan makrofaj ve karaciger
hicrelerinde tanmimlanmistir. INOS aktivites igin kalsiyuma bagimli degildir. Bunun
nedeni enzimin kalmodilinle ¢ok siki baglanmis olmasi olabilir. Fakat kalmodulinin
buradaki rolt bilinmemektedir. INOS basta makrofajlar (monosit, histiyosit, kuppfer
hicreleri gibi) olmak Uzere polimorf niikleer I6kositler (PMNL), hepatositler, damar
duz kasi, damar endoteli, astrositler ve kondrositler tarafindan dretilebilir. Enzim
indiklendigi zaman NO dretimi, yapisal formdaki gibi kisa slirmez, uzun siire devam
eder. Ozellikle nonspesifik immiinitede o6nemli rol oynar. Bakteri, mantar,
protozoonlara, tumor hucrelerine sitotoksik veya sitostatik etki gosterir. Yangisel ve
otoimmiin hastaliklarda da rol oynamaktadir. iNOS normalde hticre icinde bulunmaz.
Ancak bakteriyel Uriinler ve sitokinler ile temastan sonra miktar1 (transkripsiyonel

indlksiyon: mRNA artis1) artirilir.

Tablo 1. cNOS ile INOS Arasindaki Farklar

cNOS INOS
Ca ‘a bagimlilik Var Yok
NO olusum Diizeyi pikomol nanomol
Uyarana Yanit Hemen Geg
NO Uretim stresi Kisa Uzun
Glukokortikoidlerin Etkisi Etkilenmez Inhibe edilir

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya herhangi bir patolojik olaylar
sonucunda serbest radikaller olusmaktadir. Bunlarin koruyucusu olan antioksidan

savunma sistemi ile serbest radikaller arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
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> Hicre zarindaki doymamus yag asitlerinden,

kaymas: oksidatif stresi olusturur
hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslayan lipid peroksidasyonu oksidatif stresin en
tipik gostergesidir .

Serbest radikal reaksiyonlar1 6zetle asagidaki gibi siralanir:

1- Hidrojen gikarilmasi: A+ RH — AH + R

2 Elektron transferi: X +Y — X +Y

3- Eklenme: X + RCH = CHR — XR;

4- Sonlandirma: A"+ A" — A,

5- Oran bozulmasi: CH3CH, + CH3CH; — CH3CH3 + CH, = CH, (119).

Serbest oksijen radikalleri normal hiicre metabolizmas: stiresince strekli olarak
uretilmektedir ve antioksidan savunma sistemi tarafindan etkisiz hale getirilir. Ancak
antioksidan sistem baskilandigi zaman oksidatif stres ortaya ¢ikar.

Oksidatif stres; karsinojenezin baslamasinda kritik rol oynayan DNA hasarina,
timor supresor genlerde mutasyonlara, kromozomal sapmalara, kontrol edilmeyen

hiicre béliinmelerine neden olarak timér gelisimine yol acar *°.

2.7. Reaktif Oksijen Turlerinin Organizmadaki Oksidatif Hasar

Mekanizmasi

Reaktif oksijen tirleri (ROT) karbonhidratlar, lipidler, nlkleik asitler, serbest
aminoasitler, proteinler, lipoproteinler, ve bag dokusu molekilleri de dahil olmak Gzere,
canli organizmadaki hemen hemen tim biyomolekullerle reaksiyona girerek bunlar
lizerinde geriye doniislii veya donussiiz etkiler meydana getirebilmektedir *°.
ROT’larin iginde en reaktif olan1 hidroksil radikalidir ve yar1 6mri oldukc¢a kisadir. Bu
yuzden mitokondriler veya mikrozomlarda olusan serbest radikallerin, hiicrenin diger
bolumlerini (6rn; DNA) direkt olarak etkilemesi pek mumkin degildir. Ancak bir
serbest radikal, radikal olmayan bir molekulle etkileserek, onun serbest radikal haline
gelmesine neden olabilir. (serbest radikal induksiyonu) ve bu olay, zincir seklinde bir
reaksiyonu baslatabilir 2°. Boylece serbest radikaller, olustuklar1 yerlerin uzagindaki
hicresel komponentlere bu zincirleme reaksiyonlarin yikim drlinleri aracihgiyla etki

edebilirler. ki serbest radikal karsilastigi zaman, birbiriyle reaksiyona girerek radikal
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olmayan stabil bir molekil de olusturabilir. Bu durum, serbest radikal indiikleme
zincirinin sonlanmasina neden olur.

Slperoksit molekuli; cok reaktif olmakla birlikte hidroksil radikali kadar hasar
verici degildir; hidrojen peroksit varliginda, gecis metalleri araciligiyla hidroksil
radikali olusturabileceginden dolay:, oldukga hasarlayict bir potansiyele sahiptir.
Olusumlarina neden oldugu diger radikaller ile birlikte organizmada genel bir
oksitleyici gibi davranir. Oy sdlfidril gruplarinin distlfidlere oksidasyonu ve ferrik
demirin ferroz formuna oksitlenmesine neden olur. Ayrica diger metallere elektron
vererek veya elektron alarak, organizmada fonksiyonel metallerin oksido-rediksiyon
diizeyini bozar. Stlfidril gruplarinin ve metal iyonlarinin canhidaki sayisiz fonksiyonlari
g0z onlne alindiginda, radikallerin, hicrede metabolik olaylar1 ve oksido-reduiksiyon
potansiyelini degistirerek sayisiz etkilere neden olacag: agiktir *”.

Hidrojen peroksit, hiicreye direkt hasar vermez. Fakat tim biyolojik
membranlardan kolayca gacebilir. Siperoksit varhginda hidroksil radikaline
donusebilir. Iste bu nedenle giiclii hasar verici etkisi vardir.

Hidroksil radikali ise etrafindaki hemen hemen her biyomolekille reaksiyona
girebilir. Lipid peroksidasyonunu baglatma, DNA da kirilma ve hasarlanmalar,
enzimlein aktif merkezlerindeki SH ve benzeri gruplarin oksitlenmesi, polisakkaritlerin
depolimerizasyonu gibi degisik hasarlanmalar yapabilir *.

Radikalik tepkimeler su sekilde engellenmeye calisilir:

a) Olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi
b) Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri

¢) Ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi

Buna go0re hicresel kosullarda, olusan radikalin ¢ok erken safhalarda
indirgenmesi biyomolekdllerin korunmas: bakimindan hayati 6neme sahiptir. Yasam
icin mutlaka gerekli olan oksijen, canlilarin yasaminin sona erdirilmesinde de etkili olan
faktorlerin basinda gelir. Canlhilarin yaslanmasi, radikallerin neden oldugu kalici
hasarlarin bir birikimi olarak degerlendirilmektedir.

Vicutta dretilen radikaller her zaman tehlikeli kimyasal tirler olarak

degerlendirilmemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullaniimas: igin reaktif
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formlarina cevrilmesi zorunludur. Ornegin; biyolojik inhtiyacin (izerinde (iretilen
radikaller gozlenen toksik etkilerden sorumludurlar. Cevresel faktorler (Ornegin:
iyonlastirici radyasyon), viicuda alinan cesitli kimyasal bilesikler, cesitli enfeksiyonlar,
doku travmalar: gibi patolojik durumlar viicutta radikal yapiminda artisa neden olurlar.
Dulsuk derisimdeki radikal yapiminin etkileri ¢ok uzun bir siire¢ sonunda Ornegin
yaslanma sonunda gorulirken; yiiksek derisimde ve yaygin radikal yapiminin etkileri
kisa stirede ve ciddi bir patolojik durum olarak karsimiza cikabilir °°. Fakat son yillarda
daha ayrintili yapilan arastirmalar antioksidanlar ve prooksidanlar hakkinda bazi
cekinceler ortaya cikmustir. Bir ¢ok patolojik durumda 6rnegin; ateroskleroz gibi,
iskemik kalp hastaligi, kardiyak hipertrofisi, hipertansiyon, sok ve travma gibi
hastaliklarda da rol oynar. Ayrica, ayn1 zamanda inflamatuar, akciger, bébrek, karaciger
hastaliklari, romatoid artrit gibi bazi otoimmun hastaliklarda ve glomerulonefrit gibi
cesitli renal hastaliklarda, tubulointerstisyel nefrit, kronik bobrek yetmezligi, proteindri,
uremi ve son olarak peptik Ulser, gastrointestinal ve bagirsak hastaligi, kolit, diyabet,

tiimor ve kanser gibi hastaliklarda da rol oynadig: calismalarla gosterilmistir 232,

2.7.1. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda
olustuklari zaman organizmada degisik bozukluklara yol agarlar. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon drlnleri olustururlar. PUFA’nin  oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca zararlidir. Clinki kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran
hasar1 geri donusumsuzdur. Membran akiskanhgi, gecirgenligi, hareket yetenegi,
transmembran iyonik gradyenti bozulur ve olusan membran hasar: geri dontstimstzdir
58

1. Baslangic basamag (inititation): Otooksidasyon reaksiyonlar: zinciri olan
lipid peroksidasyonu, organizmada olusan OH-, HO, ve 'O, gibi reaktif bir serbest
radikal ile membran yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin (RH), karbon
zincirindeki metilen gruplarinin birinden, bir hidrojen atomu uzaklastiriimast ile baslar.
Daha az reaktif olan stiperoksit ve hidrojen peroksit bu reaksiyonu direkt baslatmaz.

Bdylece PUFA’nin karbon zinciri, doymamus bir lipid radikali (R") haline gelir.
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RH+OH —— H0+R

2. Tlerleme basamagi: Olusan bu lipid radikali oldukca kararsiz bir bilesiktir
ve stabilizasyonu icin dien konjugasyonu ile ¢ift baglarin normal yeri degiserek, dien
konjugat1 olusur. Ardindan bu konjugat oksijen etkisine maruz kalarak, lipid peroksil
radikali (ROO" ) meydana gelir.

R + 0, ___ ,ROO

Lipid peroksil radikalleri, kendi yapilart igerisindeki diizenlemelerle lipid
endoperoksitleri haline gelirler. Daha sonra membran yapisindaki diger PUFA’lar
oksitleyerek yeni zincir tepkimeleri baslatirken, kendileri de aciga c¢ikan hidrojen

atomlarin alirlar ve lipid hidroperoksitlerine (ROOH) donusur.

ROOH' + RH (diger bir PUFA) —R(baska bir lipid radikali) + ROOH

Bu reaksiyonlar yayilarak zincirleme devam eden lipid peroksidasyon
reaksiyonlarina neden olarak yeni lipid hidroperoksilleri olusur. Sonugta; olusan Griin
hidroperoksiller (ROOH), superoksit anyonu, perhidroksil radikali, yada gecis metali
iyonlar1 temas edene kadar stabil kalirlar. Daha sonra bunlarla temas ettiklerinde lipid
hidroperoksilleri pargalanarak daha radikalik 6zellige sahip olan turlere (lipid alkoksil:
RO, lipid peroksil : ROO,aldehit, lipid aldehid ve alkil radikaller gibi) cevrilirler.

ROOH +Fe”? ___ | Fe® + OH + RO
ROOH +Fe™® ____ , Fe” +H" + ROO
ROOH +0O, _ ,0, + OH +RO

Bunlardan 0zellikle lipid aldehitler (4-hidroksinonenal ve malondialdehit)

olustuklar1 yerden diffuze olmak suretiyle, hucrenin diger kisimlarina gidip hasar

olusturabilirler.
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3. Sonlanma basamagi: Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlari, iki lipid
peroksid radikali birbiriyle etkilesinceye (annihilasyon) kadar devam etmektedir. Sonug
itibariyle endo peroksid (ROOR) olugmaktadir (Sekil.....) 3%0¢%,

RO+ RO — > ROOR + O,

IDovmarmnis vag asidi A—,\ A /
1 — s Hidrojen g¢ikigt
-
e P N /
1 Molekill ici dicenleme
N—EAzl Konjugse dien
-

}

V \___A _., Peroksi radikal olugumu

T

V—\_A——-I Hidroperoksid: aldehitler ve

polimerizasyon urunleri

*QmQm

I-O-O-

Sekil 2. Bir Poliansatiire yag asidinin (PUFA) peroksidasyonu ®* .

Uc veya daha fazla cift bag ihtiva eden PUFA’larin peroksidasyonu sonucu
olusan malondialdehit (MDA), membran bilesenlerinin c¢apraz baglanma ve
polimerizasyonlarina neden olabilir. Bu yizden membran deformasyonu, membran
transport bozukluklari, enzim aktivite degisiklikleri ve hiicre yiuzey bilesenlerinin
agregasyonlart gibi patolojik sonuclari olabilir. Bu etkiler MDA’nin mutajenik,
karsinojenik ve genotoksik etkilerini agiklar.Degisik kosullara maruz kaldiginda
polimorfniiklear I6kositlerden oksijen patlamas: olur. Siperoksit anyon radikali (0
dismutasyonu ile olusan Hidrojen Peroksit (H,0,) ve metal katalizorligiinde O?ve
H,0,*denhidroksil radikal (OH') olugur ¥
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Proteinlere Etkileri:Serbest radikallerin doymamis ve sulfur igeren
molekdllerle olan reaktivasyonu sebebiyle, triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin ve sistein gibi aminoasit iceren proteinler serbest radikallerle etkilesim
sonucunda da sulfur radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusmaktadir. Bu
reaksiyonlar sonucu immdinoglobulin G ve albimin gibi disulfid bag: bulunduran
proteinlerin tic boyutlu yapisi bozarak metabolik aktivitelerini engeller .

Nikleik Asit ve DNA’ya Etkileri: Iyonize edici radyasyonla meydana gelen
serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyon ve 6lime sebep olurlar
OHradikalinin hem prokaryotik hem de ©karyotik hicrelerde, radyasyonun sebep
oldugu hicre 6limunden biylk oranda sorumlu oldugu distntlmektedir. Aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan H202 membranlardan kolayca gecerekhiicre cekirdegine
ulasir ve DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve 6limine yol acabilir. Bu yiizden
DNA serbest radikallerden cok daha kolay zarar gérebilen acik hedeftir 546°°¢,

Karbonhidratlara Etkileri: Serbest radikallerin karbohidratlar tzerinde de
onemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin oto oksidasyonu ile hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzalaldehitler olusmaktadir. Okzalaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve capraz bag yapabilme 0zelliklerinden dolayr antimitotik etkiye
sahiptirler. Boylece kanser ve yaslanmada 6nemli rol oynarlar ®.

2.8. Antioksidanlar

Okside olabilen substrata gore, ortamda daha az derisimde bulunan ve bu
substratin  oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen maddeye
antioksidan denir ®. Antioksidanlar hem hiicre ici sivida hem de hiicre disi sivida
bulunarak serbest radikal hasarini onlerler. SOD, GPx ve CAT gibi enzimler
mitokondride bulunurlar. Antioksidan savunma sistemleri birincil ve ikincil savunma
sistemleri olarak ikiye ayrilirlar.

Antioksidanlarin ilk gozlenen etkileri, zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu engellenmesi olmustur.  Antioksidanlarin, gunidmuzde lipitleri,

proteinleri, nikleik asitleri ve diger hedef makromolekulleri korudugu bilinmektedir
68,69
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Antioksidanlarin etkileri baslica iki sekilde gosterilir:
A) Serbest radikal olusumunun énlenmesi:
1- Oksijeni uzaklastirici veya azaltici etkiye sahiptir.
2- Baslatici reaktif tirevleri uzaklastirici etkiye sahiptir.

3- Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etkiye sahiptir.

B) Antioksidan Etki Tipleri

1. Toplayic: (scavenger) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek tutma veya
daha zayif bir bir molekile cevirme islemine denir. Antioksidan enzimler bu
etkiye Ornektir.

2. Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle donustiiren olaya
bastirici etki denir. Vitamin, flavonoid, trimetazin, antasyonoidler.

3. Zincir kirict (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendine
baglayarak zincir kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye denir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller.

4. Onarici (repair) etki:

Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz, SOD, CAT, GPX, GOT,
hidroperoksidazlar.
Enzim olmayanlar: Lipid, a-tokoferol, b-karoten ®°.

Antioksidanlarin Siniflandirilmasi:

Antioksidan sistem; enzimler, suda ¢6ztinen radikal tutuculari, yagda ¢0zinen
radikal tutucular: ve metal iyonlarini baglayan proteinler olarak gruplandirilir (Tablo 2).

Antioksidanlarin  siniflandiriimasi, endojen kaynakli ve eksojen kaynakli
antioksidanlar olarak siniflandirilabildigi % gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar
seklinde de siniflandirmalar: vardir.

Antioksidan sistem; radikal olusumunu engeller, oksidatif hasar1 onararak hasara

ugramis molekiilleri temizleyerek mutasyonlar: énler .
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Tablo 2. Organizmada antioksidan sistem elemanlar: *.

Superoksit dismutaz
Katalaz

Enzimler Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediktaz
Glutatyon transferaz
Glutatyon
Vitamin C

Suda ¢ozinen Radikal tutucular Urik asit
Glukoz
Sistein
Vitamin E
B-Karoten

Yagda ¢ozlinen radikal tutucular Bilirubin
Ubikinol
Flavonoidler
Ferritin

Metal iyonlarini baglayan proteinler Transferrin
Haptoglobin
Seruloplazmin
Albumin

2.8.1. Endojen (Dogal) Antioksidanlar

A) Primer Antioksidanlar (Enzimler)
Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX=EC.1.11.1.9)

Hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizler. Tetramerik dort Se atomu ihtiva
eder. Sitozolik bir enzimdir. GSH-PX, hem ve diger prostetik gruplar: icermez.

Asagidaki reaksiyonlar: katalizler:
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H,0, + 2 GSH GSH-PX GSSG + 2 H,0

v

ROOH + 2 GSH GSH-PX , GSSG +2 H;0
PLOOH +2 GSH PLGSH-PX GSSG + PLOH + H;0
e

Memelilerde saptanan ve ayni fonksiyonu goren ikinci bir selenoenzim de,
“Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz” (PLGSH-PX) ‘dir. Monomerik solubl
yapida ve aktif bolgesinde bir selenyum atomu iceren sitozolik bir enzimdir. Membran
yapisindaki fosfolipid hidroperoksitlerini (PLOOH), alkollere indirger. Membrana baglh
en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda, membran fosfolipidlerinin
peroksidasyona karsi en 6nemli koruyucusu, PLGSH —Px “dir.

GSH-Px ‘in aktif formu olan selonat hali (E-Se"), substrat: olan peroksiti alkole
indirgerken kendisi oksitlenerek selenik asite donustr (E-Se-OH). Glutatyon bu evrede
reaksiyona Kkatilarak selenosiilfit’i (E-Se-S-G) olusturur. ikinci bir glutatyonun
selenosilfite baglanmas: ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna donerken,
glutatyon okside hale donisur

Okside Glutatyonun (GS-SG), tekrar kullanilmasi icin NADPH ile rediksiyonu
ile Glutatyon Reduktaz araciligiyla, tekrar GSH “a donusur.

GSSG + NADPH+H Glutatyon Red[]ktaz: 2GSH+ NADP

2 GSH + H,0, GSH-Peroksidaz > 2 H,0 + G-5-S-G

GSHPX, solunum patlamas: sirasinda fagositik hiicre hasarin1 6nler. H,O, ‘nin
arttigi durumlarda GSHPx en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesi disiuk olan
makrofajlarda zimosanla baslatilan solunum patlamasini takiben, hidrojen peroksit
saliniminin arttigi gosterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir. GSH-Px deki azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre
hasarina yol agar. GSH-PX hem H,0, ‘yi hem de organik hidroperoksitleri (kiimen

hidroperoksit gibi) sustrat olarak kullanabilir 37°7*.
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Glutatyon-S-Transferaz (GST-EC 2.5.1.18):

Glutatyon; glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan bir tripeptiddir. Glutatyon,
GSH olarak kisaltilir. SH, sisteinin stlfidril grubudur ve molekulin alisveris yapan
bolimudur. Glutatyon ve ksenobiyotiklerin reaksiyonunu gerceklestiren enzimlere
“glutatyon- S- transferazlar” kisaca “GST” denir.

Ksenobiyotik metabolizmasinda glutatyonun roli, faz | enzimlerince olusturulan
reaktif Urlinler glutatyon ile konjugasyona girer. Bunun sonucunda reaktif trinler hiicre

makromolekullerine (DNA, RNA, protein) baglanamaz ve hucre hasari olusamaz 2,

GST
ROOH + 2GSH —» GSSG + ROH + HyO

Glutatyon Reduktaz (GRx-EC 1.6.4.2):

Glutatyon rediktaz flavin adenin dintikleotid (FAD) igerir. NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disulfud baglarina aktarilmasinda rol oynar. NADPH serbest
radikal hasarina kars: koruyucu oldugu icin dnemlidir ve major kaynagi pentoz fosfat
yoludur ",

H,O, indirgenmesiyle GSH oksitlenir. Glutatyon peroksidazin fonksiyonu igin
okside glutatyon tekrar indirgenir. Reaksiyon GSH rediktaz tarafindan katalizlenir.
Enzim NADPH bagimli bir flavoproteindir 6 Glutatyon redoks dongiisii Sekil 1’ de

gosterilmistir.

1 H:O; |
2G5H
Glutatyvon NADP™
Peroksidaz
Glutatyon
\ Rediiktaz
4 GS5G NADPH «— iEﬂ;M
t
2H,0 ?us a
H Yolu

Sekil 3. A: Glutatyon redoks déngiisii ™.
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Superoksit Dismutaz(SOD-EC 1.15.1.1):

Insanlarda iki adet stiperoksit dismutaz (SOD) izoenzimi bulunur. Bunlardan biri
bakir ve ¢inko icerir ve sitozolde bulunur. Digeri ise mangan igerir ve mitokondride
bulunur (75,76).

SOD enzimi, substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzimdir. Slperoksit

radikalinin, H,O," ye ve molekiiler oksijene déniisiimiinii saglar ' .

20, +2H™OP _ JH0,+ 0,

Katalaz (CAT-EC 1.11.1.6):

Katalaz enzimi (CAT) memeli eritrositlerinde ¢ok miktarda bulunur. CAT,
tetramerik yapiya sahiptir. Molekll agirligi 240.000" dir. Aktif merkezinde 4 tane
“ferrinem" bulunduran bir hemoproteindir °®°. CAT somatik bir oksidan
koruyucusudur. CAT’ 1n H,O, ye affinitesi GPx e gore daha coktur. Katalaz eritrosit
icerisinde sayica ¢ok fazla bulunur.

Katalaz; hidrojen peroksidi, su ve oksijene parcalar .

CAT

2H,0, ——— H,O + O,

2.8.2. Sekonder Antioksidanlar (Enzim Olmayanlar)

Lipit fazda bulunanlar antioksidanlar o (-) tokoferol (E - vitamini) ve a -
karoten’dir. Sivi fazda (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda) bulunanlar ise askorbik
asit, miyoglobulin, melatonin, hemoglobin, re, ferritin, sistein, metionin,

seruloplazmin, alblimin, laktoferrin, bilirubin ve glutatyondur.

Glutatyon (GSH):

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen
bir tripeptitdir. Glutatyon (GSH) ¢ok 6nemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hicreleri oksidatif hasara karsi korur (65).
Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine dénusiminin engellenmesinde rol alir.

Ayrica proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarint rediikte halde tutar ve bu gruplar
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oksidasyona karst korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Glutatyon (GSH) yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve

aminoasitlerin membranlardan transportunu da saglar.(61) Glutatyon (GSH) eritrositleri,

l6kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi korumada hayati 5neme sahiptir °°818282,

SH
o o 5o
HOJA\‘/\/LITTLH/N\)J\OH
NH; H O
Sekil 4. B: GSH’in molekiiler yapis1 .

L-Glutamat + L-Sistein + ATP  Glutamilsistein  Glutamil sistein + ADP +Pi

Sentetaz
Glutatyon sentetaz

Glutamil sistein + Glisin +ATP GSH + ADP + Pi

»
>

2.8.3. Diger Sekonder Antioksidanlar

Insan viicudunda ¢ok az miktarlarda bulunmasina karsin vitaminlerin viicuttaki
etkinlikleri oldukca fazladir. Bunlarin bir kismi, biyokimyasal olaylarin diizenlenmesine
yardimci olurlar. A, E ve C vicut htcrelerinin hasarin1 6nleyerek normal islevlerini
strdirmeleri ve bazi zararli maddelerin etkilerinin azaltilmasinda yardimci olurlar.
Mesela,R-Karoten organizmada A vitaminin 6ncili olmasinin yani sira bir antioksidan
olarak gorev yapmaktadir. Hiicrelerin disinda R-Karotenbu gorevi Gstlenirken; hicre
icinde ise savunmay: eser elementlerden selenyumun da yardimiyla E vitaminini
ustlenmektedir. E vitamini yagda cozlnen bir vitamin olup temel gorevi lipitleri

oksidatif hasardan korumaktir &°.

2.8.4. Ekzojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorlerinden Tungsten, allopirinol, oksipirnol, folik asit ve
pterin aldehit; soya fasulyesi inhibitorleri; NADPH oksidaz inhibitorlerinden kalsiyum
kanal blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaclar, cetiedil ve difenilin iyodoniyum ;

recombinant siperoksit dismutaz; E vitamini analogu olan Troloks-c; endojen
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antioksidan aktiviteyi artiran maddelerden Ebselen ve asetil sisteindir; Mannitol ve
albimin gibi diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari;; Desferroksamin ve
seruloplazmin gibi  demir redoks donglsinin inhibitorleri; noétrofil adezyon
inhibitorleri; Tumor Nekroz Faktor (TNF) - Interlokin - 1 gibi sitokinler; barbittratlar ;

demir selatorler .

2.9. Kullamlan Parametreler ile ilgili Genel Bilgiler

2.9.1. Ksantin Oksidaz (XO)
Canli sistemlerde ROS olusturan baslica enzimatik kaynaklardan birisi olan XOD, pdirin
katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini 6nce ksantine daha sonra da Urik
aside okside ederken NAD+’ye elektron transferini gerceklestiren bir dehidrogenaz
enzimidir.Bunun yam sira dokuda belli stres kosullar: altinda tiyol gruplarini okside
ederek proteolizise neden olan bir oksidaz enzimine donlsir. XOD’in reaksiyonlar
sonucunda superoksit anyonu ve hidroperoksit radikalleri olusmaktadir. Ksantin
oksidazin beyinde 6dem, iskemi, damar gegirgenliginde degiskenlik gibi oksidatif
hasarlara neden oldugu bilinmekle beraber hepatit ve beyin timori vakalarinda da

XOD’in serum diizeylerinin arttig: rapor edilmistir. 8%,

2.9.2. Sitokinler

Sitokinler hiicre maturasyonu, diferansiasyonu, inflamasyon, immunite ve doku
tamirinde rol oynayan; duik molekil agirhikli glikoproteinlerdir, spesifik hicre 23
reseptérine baglanarak otokrin ve parakrin etki gosterirler. Bu nedenle sitokinler
plazmada cok az miktarlardadir. Lenfosit, grandlosit, monosit ve mast hicresi gibi
inflamatuar hicreler olabilecei gibi, epitel, fibroblast ve endotel gibi doku hiicreleri de
olabilir. Fonksiyonlarina gore interlokinler (IL), koloni stimule edici faktorler (CSF),
interferonler (IFN),tumér nekroze edici faktorler (TNF), biyime faktorleri (GF) ve

kemokinler olarak alt gruplara ayrilirlar 8%,

2.9.2.1. Tiumor Nekrozis Faktor ( TNF)

TNF antitimoral aktivitesi ile tanimlanan yangi ve hiicresel immin yanitin
aracisidir. TNF- a ve TNF- B olmak tzere iki farkli TNF molekdlu vardir ki; TNF o
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sadece % 30 oraminda TNF-B ile homologdur. ikisi de ayn: reseptorlere ve benzer
aktiviteye sahiptir. Lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan sitimile edilen makrofajlar
TNF’nin temel kaynagidir. IFN- y; LPS tarafindan induklenenTNF salinimini yapma
gucune sahiptir. TNF kendi sentezini indikler ve salinimini monositler araciligiyla
yapar. Il-1, IL-2 GM-CSF, CSF-1 monositlerden TNF salinimn: indikler %.

TNF- o aktive edilmis monosit/makrofajlar ve daha az olarak da aktif T hicreleri
(Th1 hucreleri), B hucreleri, naturel Killer hiicreleri, mast hiicreleri, endotel hucreleri,
fibroblastlar, keratinositler, mikroglia hucreleri, astrositler, Kupffer hicreleri, diiz kas
hiicreleri, sinovial bosluk hiicreleri ve bazofiller gibi bircok hiicre tarafindan retilir *°.

TNF- o oOnceleri; kasektin, sitotoksin, sitotoksik faktor, degistirici-indiikleyici
faktor, hemorajik faktor, makrofaj sitotoksik fator, makrofaj sitotoksin, ve nekrozin
olarak biliniyordu. TNF-B ise sitotoksin, degistirici-indikleyici faktor, lenfotoksin
olarak biliniyordu. Genellikle TNF-B,TNF-a‘dan daha az sentezlenir. TNF- pB’nin
dolagimdaki tesbiti kolay degildir ve lokal olarak sentezlenen bir parakirin faktor olarak
dusunulir, yani sistemik hasarin bir gostergesi olamaz.

TNF-o, bakteri (endotoksin, LPS), viruslar, protozoonlar, sitokinler (lI-1, IL-2
GM-CSF, IFN-y, TNF-a kendi kendine), immun kompleksler, komplement komponenti
Cbha, noropeptid substans P, ve reaktif oksijen tirleri araciligiyla sentezlenir. TNF-
a’nin dretimi;  NO, reaktif oksijen tirleri, non- steroidal antiinflamatuar ilaglar ve
hipokside artar *°.

TNF reseptorleri birgcok hicre tipinde bulundugundan, TNF’nin ¢ok genis bir
oranda hiicre ve organ sistemleri {izerinde etkinligi vardir **. TNF *nin temel fonksiyonu
monosit ve makrofajlarin farklilasmas: ve aktivasyonudur. TNF, parazit ve timor
hlcrelerine karsi sitotoksik makrofajlarin aktivasyonu icin IFN- vy ile sinerjist olarak
caligir %,

IL-1, IL-2 veya IL-7, TNF gibi diger sitokinlerin varligi timosit
proliferasyonunu artirir (34). TNF, stimule olmus T hiicrelerinden, yiiksek affiniteli 1L-
2R salinimi yoluyla  IL-2 yanitini, IL-2 ve IFN- y Uretimini artirir (35). TNF, GM-
CSF, G-CSF, IL-1 ve IL-6 gibi baz1 diger sitokinlerin de salinimint endotel hicreleri
arcihigiyla indukler. TNF endotel hicrelerinde adezyon molekdllerinin salinimin

artirarak lokosit miktarini artirr 6.
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TNF, yang, vaskuler permeabilite ve sok gibi bir¢ok patolojik durumda ylksek
dizeylerde bulunur. TNF, in vivo olarak tlimor hucrelerinde hemorajik nekroz
olusturur. Bu etki timor hicrelerinde ve antitimoér yanitin immin etkilerinde direkt ve

indirekt olarak etki yapar.

2.9.2.2. Donusturicu Buyime Faktoria (TGF-g,)

Doku homeostazisi, hilicre biylimesi ve cogalmasinin yani sira hucreler
arasimatrikslerin tretim ve déngusunun regulasyonu ile sirdurdltr. Hicreler sitokinler
araciligi ile kendilerini ve hucreleri uyararak bu diizenlemeyi saglarlar. Sitokinler,
dokularin yeniden yapilanmasint planlanmis veya planlanmamis sekilde her yoénden
diizenlerler *, TGF-B prototipik, ¢ok islevli bir sitokin olup, trombositlerden izole
edilmistir. Memelilerde bu sitokin biyolojik 6zellikleri hemen hemen benzer olan 3
izoform halinde bulunur. TGF-B1 geni doku hasarina yanitta yuksek seviyede ayarlanir.
TGF-B1, 391 aminoasitli bir onctl molekil olarak sentezlenir, proteoliz ile peptid
parcalarini ve 112 aminoasitli bir subtniti olusturur. TGF-B1 hiicreler aras: matrikslerin
depolanmasini artirmada en fazla etkiye sahip olup, diger sitokinlerin; PDGF, FGF,
tumor necrosis factor (TNF) ve interleukin (IL) etkilerini dizenlemek ve baskilamak

suretiyle kuvvetli bir diizenleyici olarak etki eder **.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismamizda, Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma Merkezi’nden (TIBDAM)
alinan 250-300 gram agirhiginda 56 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Siganlar
metabolik kafesler icerisinde oda sicakligi 24+2 °C arasinda olan ortamda barindirildh.
12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongusiine uyuldu. Her grupta istatiski anlamliligin
saglanmasi amaciyla her grupta 7 rat olacak sekilde tasarlandi. Calisma TIBDAM etik

kurulundan alinan izin gergevesinde uygulandi.

3.2. Deney Protokolt
Her grupta 7-8 sican olmak Uzere toplam 8 grup olusturuldu. 7 giin slresince

hayvanlarin aldig: su ve ¢ikardig: idrar takipleri yapildi.

1. Kontrol Grubu (n=7): Metabolik kafesler igerisinde normal besin ve gesme
suyuyla beslenen hayvanlarin 7 giin boyunca idrar takipleri yapildi.

2. Gentamisin Grubu (n=7): 7 gin boyunca hayvanlara ip yolla gentamisin
(100mg/kg) injeksiyonu uygulandi.

3. D-arginin Grubu (n=7): 7 giin boyunca hayvanlarin igme sularina D-arginin (3
g/l) eklendi.

4. L-arginin Grubu (n=7): 7 gun boyunca hayvanlarin icme sularinaL-arginin (2
o/l) ilave edildi.

5. L-NAME Grubu (n=7): 7 gun boyunca hayvanlarin igme sularinaigme
sularinaL-NAME (100 mg/l) eklendi.

6. L-NAME+Gentamisin Grubu (n=7): Gentamisin injeksiyonu ile birlikte
sicanlarin icme sularinaL-NAME (100 mg/l) eklendi.

7. L-arginin+Gentamisin Grubu (n=7): Gentamisin injeksiyonu ile birlikte
siganlarin igme sularina L-arginin (2 g/l) ilave edildi.

8. D-arginint+Gentamisin Grubu (n=7): Gentamisin injeksiyonu ile birlikte

sicanlarin icme sularina D-arginin (3 g/l) eklendi.
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Kan ve Bobrek Dokularimin Elde Edilmesi ve Analizlere Hazirlanmasi

Hayvanlarin, gentamisin injeksiyonu sonras: 8.gtinde son injeksiyondan 24 saat
sonra ketamin (40 mg/kg) ile anestezi saglanip intrakardiyak kanlari alinip hayvanlar
dekapite edildi. Abdominal bolgenin aseptik kosullari saglandiktan sonra karin orta
cizgisinden yapilan insizyonla sol bobrek histopatolojik degerlendirme amaciyla
cikarild.

3.2.1. Biyokimyasal Analiz
Deney hayvanlarindan alinan kan érneklerinde; BUN, serum kreatinin dizeyleri,
TAS, TOS, OSI, GSH, NO, MDA, XO ve TGFg, TNF, Analizleri Inénu Universitesi

Merkez Laboratuvar: tarafindan degerlendirildi.

3.2.2. Bobrek Histopatolojisi

Bobrekler %10* luk formalin solisyonu igerisinde fixe edildikten sonra
parafinlendi ve 3-5 um’lik kesitler elde edilip hematoksilen-eozin ile boyandi. Tibdler
nekroz, dejeneratif degisimler ve tubiler rejenerasyon 1sik mikroskopisi ile

degerlendirildi.

3.2.3. Doku Homojenizasyonu ve Tamponlarn

Derin dondurucudan ¢ikartilan dokularin aktive kaybini en aza indirmek
amaciyla homojenizasyon islemi boyunca buz (zerinde calisildi. Alinan dokular
yaklagik 200 mg agirhginda kiglk parcalara ayrildi. Tartilan dokular, i¢i buz dolu
tasima kaplarina yerlestirilmis ve numaralandirilmis cam tiplere birakildi. Doku
birakilan tuplerin her birine sirayla 1ml Tris-HCI tamponu eklenerek homojenizatorle
16000 devir/dakika hizda 2 dakika homojenize edildi. Sonra 1ml daha Tris-HCI
tamponu eklendi 1 dakika daha homojenize edildi. Bu islem her bir tlp igin ayrt ayr
uygulandi. Homojenizasyon islemi bittikten sonra bitiin tipler 4000 rpm de +4°C 10
dakika santriftj edildi. Santrifijden sonra olusan sipernatantlar eppendorf tiplerine

porsiyonlanarak biyokimyasal parametrelerin 6lctimu icin kullanildi.
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Tris-HCI Tamponu:

0,2 M Tris (A): 24,23 g Tris alinip bir miktar distile su igerisinde ¢ozlldukten
sonra toplam hacim distile su ile 1 L’ ye tamamland.

0,1 N HCI (B): 8,3 ml HCI alinip icerisinde bir miktar distile su bulunan balon
joje igerisine eklendi. HCI eklenmesi esnasinda balonjoje musluk suyu altinda
sogutuldu. Daha sonra son hacim distile su ile 1 L” ye tamamland.

Doku o6rnekleri uygun oranlarda karistirilarak elde edilen 50Mm Tris-HCI
(Ph:7.4) tamponda buz icerisinde, sogukta 16.000 devir/ dakika hizda 3 dakika
homojenize edilmistir. Homejenatlarin geri kalan kismi, sogutmali santrifijde +4°C” de
15 dakika slreyle 3500 rpm’de santrifuj edilerek elde edilerek stpernatan elde
edilmistir. Elde edilen stipernatantlar eppendorf tiiplerine porsiyonlanarak -80C° derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.3. Serum ve Bébrek Doku Homojenatinda TAS, TOS, OSI, GSH, NO,
MDA, XO ve TGFg;, TNF, Analizleri

3.3.1. Total Antioksidan Status (TAS), Total Oksidan Status (TOS) ve

Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Canlilar, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest radikallerin yol agtig:
oksidatif stres ile micadele eden savunma sistemine sahiptirler. Kan, antioksidanlarin
vicudun tim bolumlerine tasinmasini saglar. Total oksidan kapasiteye en buyik etkiyi
vicutta sentezlenen serbest oksijen molekullerinin yan drtnleri saglamaktadir. Vicutta
her daim normal veya patolojik olarak serbest radikaller sentez edilmektedir. Olusan
urtnler sentez edildikleri yerde detoksifiye edilmedikleri takdirde zararli etkiye sebep
olurlar.

Total antioksidan kapasiteye en biyldk katkiyr plazmadaki antioksidan
molekiller saglar. Plazmada antioksidanlar birbirleri ile etkilesim igindedirler. Genelde
bu maddeler sinerjik etki gosterirler. Bu sinerjiye glutatyonun askorbati, askorbatinda
tokoferolliin yeniden aktiflesmesi 6rnek verilebilir. Bir antioksidandaki azalma
digerindeki artis ile dengelenmektedir.

Vicuttaki oksidatif stresi ve antioksidan kapasiteyi belirlemek icin total 6lgiim
saglayan yontemler vardir. Total oksidan status (TOS) dizeyinin, total antioksidan

34



status (TAS) diizeyine oranlanmasiyla oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmaktadir.
OSi viicudun oksidan antioksidan dengesinin yénuniinii belirtmede kullanilir®.

Total Oksidan Status (TOS), Total Antioksidan Status (TAS) dizeyleri Synergy
HT, Biotek otoanalizériinde cahsildi. Oksidatif Stres Indeksi (OSI); TAS ve TOS
sonuglar: kullanilarak hesaplandi. Erel’in metoduna gére cahsildi®. TAS diizeyi, REL
ASSAY marka ticari kit kullanilarak 6lgaldd.

3.3.2. Total Antioksidan Status (TAS) Ol¢iimiin Prensibi

Ornek icinde bulunan oksidanlar ferréz iyon selatér komplekslerini ferrik
iyonlara gevirir. Olusan ferik iyonlar kromojen solusyonu ile renkli bir kompleks
olusturur ve olusan bu kompleks 6rneklerdeki oksidan miktariyla dogru orantili olarak
530 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tlir.

Olgiim standard: olarak (retilmis kitte mevcut olan 20 pmol H,O, Equiv./L
solusyonu kullanildi.

Sonuclar pmol H,O, Equiv./L olarak ifade edildi.

Reaktifler:
Ayrag 1(Tampon soliisyonu) : 50 ml
Ayragc 2 ( Substrat sollisyonu )10 ml

Standart (Stabilize Standart Solusyon) : 5 ml. 20 umol H,O, Equiv./L

Olgumiin Yapihst:

1. 250 ul Ayirag 1 bitin kuyucuklara eklendi. Standart kuyucuguna 37 pl
standart, numune kuyucuklarina 37 pl numune eklendi. 530 nm’ de ilk okuma yapild:.

2. Butln kuyucuklara 12 pl Ayra¢ 2 eklendi ve oda sicaklhiginda 10 dk.
calkalanarak inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda 530 nm’ de ikinci okuma yapild: ve
sonuglar hesaplandi.

Sonuclarin hesaplanmasi:
Sonug= (AAbs numune / AAbs standart 2) X Standart 2’nin Konsatrasyonu (20
pumol H,O,Equiv./L)

ANumune absorbans: (Numunenin 2. absorbansi- Numunenin 1. absorbansi)
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AStandart 2 absorbans: (Standart 2’ nin 2. absorbansi - Standart 2’ nin 1.
absorbansi)
Standart 2 deger: 20 umol H,O; Equiv./L

3.3.3. Total Oksidan Status (TOS) Ol¢iimiin prensibi

Ornekteki tim antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik radikalini
rediiklemesi sonucu renkli radikalin dekolorize olmasi esasina dayanir (94). Bu
dekolorizasyon 0Ornekteki antioksidan molekdllerin konsantrasyonlar: ile dogru
orantihidir.

Standart olarak kit icerisinde bulunan ve E vitamininin suda ¢ozinir bir analogu
olan Trolox kullanildi.

Sonuclar, mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi.

Reaktifler:

Ayrag 1 (Buffer Solusyonu) 1x 50 ml

Ayrag 2 (ABTS Radikal Solusyonu) 1x 10 mi

Standart 1 (Blank ) Kitte mevcut degildir. Deiyonize su
kullanilir.

Standart 2 (1,0 mmol Trolox E Equiv./L) Solisyon 1x 5 ml

Olgumiin Yapihst:

1. 250 pl Ayra¢ 1 bitin kuyucuklara eklendi. Standart kuyucuguna 15 pl
standart, numune kuyucuklarina 15 pl numune eklendi. 660 nm’ de ilk okuma yapild:.

2. Butln kuyucuklara 37 pl Ayra¢c 2 eklendi ve oda sicaklhiginda 10 dk.
calkalanarak inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda 660 nm’ de ikinci okuma yapild: ve

sonuglar hesaplandi.

Sonuglarin hesaplanmasi:
Sonug = [ (AAbs Std1) - AAbs Numune) ]/ [ (AAbs Std1) - (AAbs Std2) ]
A Absorbans Standart 1. (Std 1’ in ikinci absorbansi - Std 1’ in birinci

absorbansi)
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A Absorbans Standart 2: (Std 2’ nin ikinci absorbans: - Std 2’ nin birinci
absorbansi)
A Numune Absorbans = (Numunenin ikinci absorbans: - Numunenin birinci

absorbansi)

3.3.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total Oksidan Seviye (TOS) / Total Antioksidan Seviye (TAS) bolinerek
Oksidatif Stres indeksi (OSi) hesapland:®®. OSi birimi, AU (Arbitrary Unit) olarak ifade
edildi.

Oksidatif stres indeksini (OSI) hesaplamak igin:

OSI =TOS /(TASx100) formiilii kullanildi.

3.3.5. Glutayon (GSH) Analizi

Calismada glutatyon tayini Fairbanks ve Klee’nin gelistirdigi yonteme gore
yapildi®®. Yontem kisaca numuneler icerisindeki glutatyonda bulunan stlfidril
gruplarinin elman ayiraci ile reaksiyonu sonucu olusan sar1 renkli Grtiniin absorbansinin

spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi prensibine dayanmaktadir.

a. Kullanilan Reaktifler:

Triklorasetik asit (CI3CCOOH) (% 10’luk): 27.25g TCA tartilarak 250 ml
distile su icerisinde ¢ozuldu.

Sodyum Hidrojen fosfat (Na,HPO,) Cozeltisi (0.3M): 21.89g Na,;HPO, tartilip
200 ml distile suda ¢ozuldi.

Trisodyum Sitrat (CsHsNazO7.2H,0) Cozeltisi (% 1): 300 mg sodyum sitrat
alinip 30 ml distile suda ¢6zuldu.

DTNB Reagent(Ci14HsN,OsS;) Cozeltisi: 12 mg DTNB reagent tartilip

hazirlanan trisodyum sitrat ¢ozeltisi iginde ¢ozildi.

Standartlar
1000 pmol GSH stok Cozeltisi: 31 mg GSH 100 ml distile suda ¢6zuldu.
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Standart 6lcumu icin 2000 pumol stok standart soliisyonundan sirasiyla 500; 100;
50; 25; umol/L’lik seri dilusyonlar hazirlandi. Numunelere uygulanan islemlerin aynisi

standartlara da uyguland.

b. Deneyin Yapihsi
0.5 ml numune Gzerine 0.9 ml TCA ¢0zeltisi ilave edildikten sonra 4000 rpm’de
10 dk santrifj edildi. Santriftj sonunda ttplerin altindaki pellet hareket ettirilmeden

stpernatantlar yeni tiplere alindi. Bu asamadan sonraki deney protokolil Tablo 3.2 de

verilmistir.
Tablo 3. Glutatyon deney protokolu

KOR STD Numune
Distile su 0.5 ml - -
Numune (SUpernatant) - - 0.5ml
Standart - 0.5ml -
0,3M Nay;HPO, 4 ml 4 ml 4 ml
DTNB reagent 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

Tupler karstirlldiktan sonra agizlar kapatilip 10 dk karanlikta bekletildikten

sonra spektrofotometrede 410 nm’de kore kars1 okumasi yapildi.

c. GSH Aktivitesinin Hesaplanmasi: Numune absorbanslari standart

grafiginden elde faktorle de carpilarak GSH aktivitesi pmol/l olarak hesaplandi.
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Sekil 5. GSH Standart grafigi

3.3.6. Nitril oksit (NO) Analizi

Nitrik oksid sentaz enzimleri tarafindan sentezlenen NO, aerobik sulu ortamda
kendiliginden hizla oksitlenerek nitrat olusturur. Nitrik oksid (NO), Uretildikten sonra,
2-30 sn gibi ¢ok kisa serede nitrit (NO,) ve daha sonra da nitrata (NOs3) oksitlenir. Nitrat
formu, nitrik oksid turevlerinin en kararli yapisidir. Nitrik oksid stabil yapida olmamasi
nedeniyle direkt 6lgmek ¢ok zordur. Bu nedenle nitrati kadmiyum ile nitrite indirgemek
suretiyle nitrit miktar1 esas alinarak NOS aktivitesi Olculmustir. Ortamdaki NOS
aktivitesi ile olusan NO, nitrit tizerinden Griess reaktifi ile tepkimeye girdiginde olusan
renkli bilesik spektrofotometrede 545 nm’de 6l¢limustir. Cortas ve Wakid yontemi ile

bakilmistir®.

a. Kullanilan Reaktifler

1. Kadmiyum Grandilleri: 0,1 mol/L H,SO, icerisinde 9 ay stabil saklanabilir.

2. Glisin-NaOH buffer: 15 gr glisin bir miktar distile suda ¢6zuldukten sonra
pH’1 2mol/L NaOH c¢0ozeltisi ile 9,7’ ye ayarlanmistir. Son hacim 1 litre olacak sekilde

distile su ile tamamlanmustir. Bu ¢ézelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.
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3. Sulfanilamid: 5 gr sulfanilamid 3 mol/L HCI asit iginde ¢ozilmastir. 1 yil
oda sicakhiginda stabildir.

4. N-Naphthylethylene diamine(NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile suda
cozilmustir. Bu cozelti 2 ay 0-8 °C’de stabildir.

5. Cinko Sulfat (ZnSO,): 75mmol/L; 10,8 mg alimip 500 ml’ye distile su ile
tamamlanmstir.

6. Bakar Sulfat (CuSQOy): 5mmol/L; 250 mg alinip 200 ml’ye distile su ile
tamamlanmustar.

7. Sodyum Hidroksit (NaOH): 55mmol/L; 1,1 gr alinip 500 ml’ye distile su ile

tamamlanmastir.
Standartlar:
NaNO; standarti: 85 mg sodyum nitrat tartilip 20mmol/L sodyum tetra borat

(NayB407.10H,0 ) icerisinde ¢ozulmustur.

b. Deneyin Yapihsi
Nitrik oksid deney protokoll Tablo 4 de verilmistir.

Deproteinizasyon

Tablo 4. Deproteinizasyon isleminin uygulanma prosedir

Numune Kor
Numune (Plazma) 0.5 ml -
Distile Su - 0.5ml
Cinko Silfat 2.0 ml 2.0 ml
Sodyum Hidroksit 2.5ml 2.5 ml

Oda 1sisinda 10 dakika bekletildikten sonra 4000 x g ’de 20 dk santrifij
edilmistir.
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Kadmiyum granullerinin aktivasyonu
Granller 3 defa distile su ile yikanmistir. 1-2 dakika CuSO, ¢ozeltisi iginde
bekletildikten sonra vortekslenmis ve 3 defa da Glisin-NaOH buffer ile yikanmistir. 10

dakika i¢inde kullanilmak Gzere kurutma kagidi yardimiyla kurutulmustur.

c. Nitrit Olgimu

Tablo 5. Nitrit 6lctim prosedtiri

Numune Standart
Glisin-NaOH buffer 1.0 ml 1.0 ml
Deproteinize sample 1.0ml -
Standart dilusyonu
2.5-3 ar Cd granulleri - 1.0 ml

(indirgenmis)

90 dakika oda 1si1sinda inkuibasyon

Numune Standart Kor
Distile Su - - 1.0ml
Numune (indirgenmis) 1.0ml - -
Standart - 1.0 mi -
Sulfanilamid 0.5ml 0.5ml 0.5ml
N-Naphthylethylene diamine 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml

d. Standart Olguimii
Standart 6l¢cimi icin 10 mmol/L NaNOj stok ¢ozeltisinden 5; 10; 25; 50; 100;
200 pmol/L’lik seri dilusyonlar hazirlanmistir. Numunelere uygulanan islemlerin aynisi

standartlara da uygulanmastir.

e. Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmasi
545 nm’de okunan numune absorbanslar: sulandirma faktord olan 10 ile carpilip,
elde edilen deger nitrat standard egrisinden elde edilen faktorle garpilip sonu¢ pmol/L

olarak hesaplanmustir.
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3.3.7. Malondialdehit (MDA) Analizi

Lipid peroksidasyonu urint olan MDA’in 6lcimi Uchiyama ve Mihara
yontemi®’ ile bakilmigtir. Yéntem kisaca numuneler icerisindeki MDA’nin TBA ile
95°C’deki  reaksiyonu sonucu olusan pembe-kirmizi  rengin  absorbansinin
spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. Olusan rengin
siddeti ortamdaki MDA miktar: ile orantili olarak artmaktadir. Ortamdaki n — butanole

ekstrakt olusturarak gecen serum MDA duzeyi spektrometrede 532 nm’de OlcUlmustr.

a. Kullanilan Reaktifler:

29mmol/L TBA c¢ozeltisi: 418 mg TBA 75mmol NaH,PO, 2H,0 ¢o6zeltisinde
(1,170 gr tartilip distile su ile 80 ml’ye tamamlanmistir.) pH’1 0,AN HCI ile 2,8’e
ayarlanmis ve hacmi daha sonra 100 ml’ye tamamlanmustir.

% 1,5 KCI ¢ozeltisi: 1,5gr KClI tartilip 100ml distile suda ¢6zulmistr.

% 1 H3PO, cozeltisi: 11,8 ml %85’lik H3PO4’den alinip 1000ml’ye distile su

ile tamamlanmastir.
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Standartlar :

20 mmol/L stok standart soliisyonu hazirlamak Gzere 329 pul 1, 1, 3, 3
tetrametoksipropane etanolle 100 ml’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozelti + 4 °C’de 1 ay
stabildir.

Standart 6l¢ima icin 20 mmol/L stok standart soliisyonundan sirasiyla 10; 8; 6;
4; 2; 1; 0,5 pmol/L’lik seri dilusyonlar hazirlanmistir. Numunelere uygulanan islemlerin

aynisi standartlara da uygulanmstir.

b. Deneyin Yapihsi
Malondialdehit deney protokolu Tablo 6 da verilmistir.

Tablo 6. Malondialdehit deney protokoli

Numune Standart Kor
Distile Su - - 500 pl
Numune(Plazma) 250 pul - -
Standart - 500 pl -
KCI 250 pl - -
H3PO, 3.0ml 3.0ml 3.0ml
TBA sollsyonu 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml

Deney tiipleri 5 sn vortekslenmistir. 100°C’de su banyosunda 45 dk
inkiibasyondan sonra buz banyosunda sogutulmustur. Numunelerin her birine 4 ml n-
bitanol ilave edildikten sonra en yiiksek devirde yaklasik 5 dk vorteks yapilmis daha
sonra ttpler 4000 rpm’de 10 dk santrifuj edilerek Gstte olusan faz spektrofotometrede
532 nm’de okunmustur.

c. Malondialdehit (MDA)  Aktivitesinin  Hesaplanmasi:  Farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan standartlar, numunelerle ayni sartlarda calisilmis ve
standart grafigi cizilmistir. Numune absorbanslari sulandirma faktoérti olan 10 ile
carpildiktan sonra standart grafiginden elde faktérle de ¢arpilarak MDA miktart nmol/L

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 7. MDA standart grafigi

3.3.8. Ksantin Oksidaz (XO) Analizi

Ksantin Oksidaz tayini numunenin ksantin iceren bir tamponla 30 dakikalik
inkiibasyonuyla ksantinden urik asit olusturulmustur. Bu sekilde olusturulan drik asit
miktart %100’l1ik TCA eklenmesi ile reaksiyon durdurularak sabitlenmistir. 293 nm
dalga boyunda absorbans degeri Olculmustir. Bu deger XO aktivitesi ile dogru
orantilidir®,

Metot Numune ve diger tipler Cizelge 1’de belirtildigi gibi hazirlanarak
islemler sirasiyla yapilmistir. Islemin sonunda tiipler 6000 x g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Supernatantlarin absorbanslar1 293 nm dalga boyunda okunmustur.
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Tablo 7. Ksantin oksidaz élgiimiinde islem basamaklar:

Numune Koérd |Numune Standart Kort |Standart
Tampon
(pH7.5, 50 mM) |2.80 mi 2.80 mL 2.85 mL 2.80 mL
Xanthine
(4 mM) 50pL 50uL 50uL 50pL
Numune - S0pL - -
Standart
(500 puM) - - - 50uL

37 °C de 30 dakika inkiibasyon

Numune S0puL - - -

TCA (% 100)  [100pL 100uL 100pL 100uL

Hesaplamada; 1 Unite XO, 37°C’de pH 7,5’ta 1 dakikada olusan drik asit olarak
tarif edilmis ve U/mL olarak hesaplanmustir.

3.3.9. Donusturacu Baylume Faktort (TGF-B1) Analizi
TGF-B1 dlzeyi ticari rat ELISA kKitleri kullanilarak belirlendi (BioSource Int,
Inc. California, USA, katalog ve lot no: KAC1688 ve 043503). Sonugclar standart egriler

kullanilarak bioelisa okuyucusu EIx800 yardimiyla hesaplandi.

3.3.10. Tumor Nekrozis Faktor (TNF a) Analizi
TNF-o duzeyi ticari rat ELISA kitleri kullanilarak belirlendi (IBL Co, Ltd.
Gunma, JAPAN, katalog ve lot no: 17194 ve OL-527). Sonuglar standart egriler

kullanilarak bioelisa okuyucusu EIx800 yardimiyla hesaplandi.
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3.4. Verilerin istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistiki anlamda verilerin degerlendirilebilmesi icin dncelikle verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi kontrol edildi ve normal dagilimin mevcut olmadig:
g6zlemlendi. Bu durumda kullanilacak testler non-parametrik testler olarak belirlendi.

Tum gruplardan tek tek elde edilen verilerin aritmetik ortalamas: ve Standart
hatalar1 hesapland: ve non-paired t-testi uygulandi, p<0.05 olanlar istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ure (mg/dL)

Calisma sonunda elde ettigimiz ure 6lgimlerine gore en duslk Ure seviyesine
sahip grup Kontrol grubu ve en yuksek Ure seviyesine sahip grup ise Gentamisin grubu
olarak gézlemlendi. Kontrol grubuna kiyasla D-arginin grubu harig¢ diger tim gruplarda
istatiksel olarak anlamli bir artigin var oldugu goraldu.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda gentamisin alan grupta re seviyesinin anlaml
bir sekilde arttigi goruldu. Bu artis D-arginin ile degil ancak L-arginin tarafindan

istatiksel olarak anlamli bir sekilde geri gevrildi (Tablo 8).

Tablo 8. Kontrol, D-arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L- NAME+Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin gruplarimin dre dizeylerinin

karsilastiriimast.

Grup N Mean  |SEM
Kontrol 7 11.00 0.38
D-arginin 7 12.00 0.49
L-arginin 7 17.86° 0.34
Ure Gentamisin 7 35.29° 1.50
(mg/dL) |L-NAME 7 15.14 0.67
LNAME+ gentamisin 7 29.50 1.33
Larginin +gentamisin 7 18.57"F 0.370
Darginin+gentamisin 7 32.00° 0.692

" Kontrole gore farkhiligi, * Gentamisine gére farklihig: (istatiksel olarak anlamliligr) géstermektedir.
P<0.05

Kreatin (mg/dl)
L-arginin, D-arginin ve L-NAME, kontrol kreatin seviyeleri tzerinde anlamli bir
degisiklige neden olmadi. Gentamisin uygulamasi ile kreatin diizeylerinde istatiksel

olarak anlamli bir sekilde artis gozlendi.
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L-arginin, tek basina gentamisin uygulamas: ile gozlenen kreatin diizeylerindeki
artis1 kismen onledi (Tablo 9).

Tablo 9. Kontrol,D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME,L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarnimin Kreatin dizeylerinin

karsilastiriimasi

Grup N | Mean | SEM
Kontrol 7 0,47 0.008
D-arginin 7 0,47 0.004
L-arginin 7 0,49 0.011
Kreatin | Gentamisin 7 | 093 0.053
(mg/dl) L-NAME 7 | 046 0.008
L-NAME+ gentamisin 7 | 094 0.021
L-arginin +gentamisin 7 | 0697 0.011
D-arginin+gentamisin 7 1095 0.019

a

" Kontrole gore farklihg;,
P<0.05

Gentamisine gore farklihig: (istatiksel olarak anlamliligi) gdstermektedir.

Ksantin Oksidaz (pU/ml)
Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore gentamisin uygulamas: ile ksantin
oksidaz dlzylerinde istatiksel olarak anlamli bir artis gostermistir. D-arginin veya L-

arginin, gentamisin uygulamasi ile gézlenen bu artis tizerinde etkisiz kald: (Tablo 10).
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Tablo 10. Kontrol, D-arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L-NAME + Gentamisin grubu, L-

arginin+Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin

dizeylerinin karsilastiriimasi

gruplannn

ksantin oksidaz

Grup N Mean | SEM

Kontrol 7 170.59 3.602

D-arginin 7 170.02 0.994

L-arginin 7 158.54 1.818
Ksantin _ N

Gentamisin 7 189.19 3.455
Oksidaz .

L-NAME 7 182.54 1.663
(LU/mI)

L-NAME+ gentamisin 7 203.89 3.079

L-arginin +gentamisin 7 | 18331 1.610

D-arginin+gentamisin 7 |188.90° [2.665

" Kontrole gore farklihg, * Gentamisine gére farklilig: (istatiksel olarak anlamlihigi) gostermektedir.

P<0.05

GSH (pmol/l)

Gentamisin uygulamas: sonucunda GSH duzeylerinde kontrole gore istatiksel

olarak anlamli bir azalma goruldi. L-arginin, gentamisine bagli GSH diizeylerindeki

azalmayir kismen onledi. L-arginin tek basina GSH seviyelerinde istatiksel olarak

anlaml: olarak artisa neden oldu (Tablo 11).

49



Tablo 11. Kontrol, D-arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L-NAME +Gentamisin grubu, L-

arginin+ Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin gruplarimn glutatyon dizeylerinin

karsilastirilmasi

Grup
N Mean SEM
Kontrol 7 38.42 0.344
D-arginin 7 38.02 0.427
L-arginin 7 4332 | 0.786
GSH (umol/l) Gentamisin 7 | 24207 1.123
L-NAME 7 30.28 0.835
L-NAME+ Gentamisin 7 25.61 1.577
L-arginin +Gentamisin 7 |28.46%" 0.261
D-arginin+Gentamisin 7 25.39 0.472

¥

" Kontrole gore farkhihg;,
P<0.05

Gentamisine gore farklilig: (istatiksel olarak anlamliligi) gdstermektedir.

NO (umol/dl)

L-arginin veya gentamisin uygulamasi, NO diizeylerinde kontrole gére anlaml
bir artisa neden oldu. Gentamisin ile birlikte L-arginin veya L-NAME uygulamasi,
gentamisine bagli gelisen NO diizeylerindeki artis Gizerinde anlamli bir azalmaya neden
oldu (Tablo 12).

Tablo 12. Kontrol, D-arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L-NAME+ Gentamisin grubu, L-

arginint Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin gruplarinin  nitrik  oksid
dizeylerinin karsilastiriimasi
Grup N Mean SEM
Kontrol 7 25,40 0.352
D-arginin 7 28,03 0.571
L-arginin 7 44,65 0.900
NO Gentamisin 7 49,92 1.274
L-NAME 7 23,31 0.714
(umol/dI) _ -
L-NAME+ gentamisin 7 42,77 1.400
L-arginin +gentamisin 7 34,617 0.790
D-arginin
+gentamisin ! ar.2t 0.726
" Kontrole gore farkhihg:, © Gentamisine goére farklilig: (istatiksel olarak anlamhiligl) gostermektedir.
P<0.05
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MDA (nmol/ml)

Gentamisin uygulamast MDA degerlerinde kontrole gore istatiksel olarak

anlaml: artisa yol acti. L-arginin uygulamasi, gentamisin ile meydana gelen bu artisi

kismen 6nledi (Tablo 13).

Tablo 13. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME, L NAME +Gentamisin grubu, L-

arginin+ Gentamisin grubu,

dizeylerinin karsilastiriimasi

D arginin+tGentamisin gruplannmin  malondialdehit

Grup N Mean SEM

Kontrol 7 20,06 0.374
D-arginin 7 20,66 0.265
L-arginin 7 21,01 0.389
Gentamisin 7 42,05 0.503

MDA
L-NAME 7 19,58 0.552
(nmol/ml)
L-NAME+ Gentamisin 8 41,83 0.587
L-arginin +Gentamisin 7 33,58 0.488
D-arginin
. 7 42,05
+Gentamisin 0.503

" Kontrole gore farkhihigi, © Gentamisine gére farklihig: (istatiksel olarak anlamliligr) géstermektedir.

P<0.05

TGF-B1 (pg/ml)

Gentamisin uygulamas: kontrol grubuna gére TGF-B1 dilzeylerinde anlamli bir
azalmaya neden olurken, L-arginin gentamisin ile meydana gelen bu azalmay: istatiksel
olarak anlamli bir sekilde geri gevirdi. D-arginin TGF-B1 dizeyinde hafif bir azalmaya

neden oldu. D-argininin gentamisin ile birlikte kullanimi, gentamisinin tek basina TGF-

B1 dlizeyleri Gizerinde neden oldugu azalmayi kismen geri gevirdi (Tablo 14).
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Tablo 14. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-

arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarimin TGF-B1 duizeylerinin

karsilastirilmasi

Grup N Mean SEM
Kontrol 7 741.10 42.978
D-Arginin 7 656.03 24.794
L-Arginin 7 793.13 8.939
Gentamisin 7 | 156.32° 10.194
TGF-B1 (pg/ml) | L-NAME 7 679.67 29.988
L-NAME+ Gentamisin 8 139.58 7.050
L-arginin +Gentamisin 7 | 43213™ 11.615
D-arginin
+Gentamisin ! 207.23 12.976

“ Kontrole gore farklihig, *
P<0.05

TNFa (pg/ml)

Gentamisine gore farklihg: (istatiksel olarak anlamhligi) gdstermektedir.

Gentamisin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda TNF- o diizeylerinde istatiksel

olarak anlamli artisa neden olurken, L-arginin gentamisinin tek basina meydana

getirdigi bu artis1 kismen geri ¢evirdi (Tablo 15).

Tablo 15. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME, L NAME +Gentamisin grubu, L-

karsilastirilmasi

arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarimin TNFa dizeylerinin

Grup N Mean SEM
Kontrol 7 705.45 29.28
D-arginin 7 664.28 9.15
L-arginin 7 836.57 26.50
Gentamisin 7 2508.43" 2.91
TNFo
(pg/mi) L-NAME _ 7 756.26 14.32
L-NAME+ Gentamisin 7 2266.00 47.32
L-arginin +Gentamisin 7 1283.78"" 23.29
D-arginin
+Gentamisin ! 2131.14 70.41

" Kontrole gére farklihg, *

P<0.05
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TOS (umolH,0,Equiv/L), TAS (mMTrolox) ve Osi index

Gentamisin uygulamasi: TAS diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir azalmaya
neden olurken, TOS dizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir artisa neden oldu. Bu
sonuclar, TAS/TOS diizeyleri arasindaki oranin bir gostergesi olan OSI indeksinde de
duslise neden olmustur. L-arginin uygulamas: ise gentamisin ile olusan bu tablonun

tersine gevrilmesine neden olmustur (Tablo 16,17 ve 18).

Tablo 16. Kontrol, D-arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L-NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin gruplanmn TAS duzeylerinin

karsilastirilmasi

Grup N Mean SEM
Kontrol 7 0.97 0.008
D-arginin 7 0.95 0.011
L-arginin 7 1.17 0.132
TAS (mMTrolox) Gentamisin 7 0.65 0.026
L-NAME 7 0.89 0.026
L-NAME+ gentamisin 7 0.62 0.014
L-arginin +gentamisin 7 0.79*" 0.015
D-arginin+gentamisin 7 0.74*" 0.030

¥

" Kontrole gore farklihg;,
P<0.05

Gentamisine gore farklihg: (istatiksel olarak anlamhligi) gdstermektedir.

Tablo 17. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L-NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin gruplanmn TOS dizeylerinin

karsilastiriimasi

Grup N Mean SEM
Kontrol 7 15.07 0.31
D-arginin 7 15.16 0.20
L-arginin 7 17.09 0.33
TOS Gentamisin 7 27.51 0.50
(umolH,02Equiv/L) | L-NAME 7 16.00 0.40
L-NAME+ gentamisin 7 25.70 0.516
L-arginin +gentamisin 7 17,98 0.370
D-arginin+gentamisin 7 24.68 0.688

" Kontrole gore farkhiligi, * Gentamisine gére farklihig: (istatiksel olarak anlamliligr) géstermektedir.
P<0.05
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Tablo 18. Kontrol, D-arginin, L-arginin, Gentamisin, L-NAME, L-NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D-arginin+Gentamisin gruplarimn OSI index diizeylerinin

karsilastirilmasi

Grup N Mean SEM
Kontrol 7 15.59 0.314
D-arginin 7 16.00 0.306
L-arginin 7 15.42 1.274
Osi Gentamisin 7 42.71" 2.075
Index L-NAME 7 18.14 0.669
L-NAME+ gentamisin 7 41.32 1.319
L-arginin +gentamisin 7 22,73 0.703
D-arginin+gentamisin 7 33.85 1.984
" Kontrole gore farklihg, * Gentamisine gore farklilig: (istatiksel olarak anlamliligi) gdstermektedir.
P<0.05
= «
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Sekil 8. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginint  Gentamisin  grubu, D arginin+Gentamisin  gruplannmin  ksantin
oksidazdizeylerinin karsilastirnimasi*:, o: ve oo: dizeylerine gore anlamliligigdstermektedir.
(p<0,01).
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Sekil 9. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarinin kreatin duzeylerinin
karsilastirilmasi *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 10. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplannmin dre duzeylerinin
karsilastirilmas: *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 11. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarimn Glutatyon dizeylerinin

karsilastirilmasi *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 12. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarinin Nitrik oksid diizeylerinin

karsilastirilmas: *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 13. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-

arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarimn malondialdehit

dizeylerinin karsilastinimasi *:, o: ve oo: duzeylerine gore anlamliligigstermektedir. p<0,01.
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Sekil 14. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarimn TGF-B1 duzeylerinin

karsilastirilmasi *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 15. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarnmin TNF «a duzeylerinin

karsilastirillmasi *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 16. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarnnmin TOSduzeylerinin

karsilastirilmas: *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 17. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarimn TAS duzeylerinin

karsilastirilmasi *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Sekil 18. Kontrol, D —arginin, L-arginin, Gentamisin, L- NAME , L NAME +Gentamisin grubu, L-
arginin+ Gentamisin grubu, D arginin+Gentamisin gruplarinin OSIi diizeylerinin

karsilastirilmas: *:, o: ve oo: diizeylerine gore anlamliligigéstermektedir. p<0,01.
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Histopatolojik Bulgular

Sekil 20. B. Genta Grubu; Bébrek Parenkiminde Belirgin Konjesyon H&Ex100
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Wilesy

Sekil 21. C. Genta-L-Arg Grubu: Bébrek Parenkiminde Konjesyon Ve interstisyel Lenfosit
infiltrasyonu H&Ex100

Sekil 22. D. Genta+D-Arg: Bobrek Parenkiminde Tubuler Dilatasyon Ve Sekresyon izlenmektedir.
H&EX200
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5. TARTISMA

Bu calismada NO prekirsori olan L-argininin gentamisin ile olusturulan
nefrotoksisite Uzerindeki koruyucu etkisinde, bu aminoasidin nitrik oksid sentezine
katkisinin disinda, baska mekanizmalar aracihigi ile de Kkatki saglayabilecegi
hipotezinden yola ¢ikilarak, L-arginin ve onun inaktif izomeri olan D-argininin etkisi
gentamisin nefrotoksisitesi Uzerinde karsilastirilmal: olarak incelendi. D-arginin degil
fakat L-argininin NO sentezini desteklemekten baska oksidatif stresi azaltmak suretiyle
koruyucu etkiye neden olabilecegi goruldu.

Yapilan calismalarda, bir NO prekiirsorii olan L-argininin, gentamisine baglh
bobrek yetmezliginde protektif bir etki gosterdigi, bir nitrik oksid sentaz inhibitorl olan
L-NAME tarafindan bu protektif etkinin geri dondirtlebildigi gosterilmis ve L-arginin-
NO yolaginin renal hastaliklarda major 6neme sahip oldugu belirtilmistir (12,99).
Bunun yanisira, bir aminoasid olan L-argininin, insulin, glukagon, biiylime hormonu ve
endojen steroidlerin salintmint stimule ederek farkli metabolik yolaklar: etkiledigi
bilinmektedir *°.

L-NAME’nin GM kaynakl1 nefrotoksisite olgularinda, nefrotoksisite tablosunda
siddetlenmeye neden oldugu ve Scr dizeylerinde artiglara yol agtigi bildirilmistir
(Valdivielso ve ark. 1997; Can ve ark. 2000; Ghaznavi ve ark. 2005; Ghaznavi ve
Kadkhodaee 2007). Bu calismada gruplar arasi karsilastirmadan elde edilen sonuglara
gore D arginin grubu hari¢ Ure konsantrasyonlarinin kontrol grubu ile diger tim
gruplarda istatistiki olarak anlamli sekilde artig1 tespit edilmistir.Ayni sekilde kontrol
grubu kreatin duzeyinin D arginin ve L NAME gruplar: hari¢ diger gruplardan anlaml
derecede yiksek oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, gentamisin uygulanmasi ile renal
hasarin daha da arttigi, Ure ve kreatin degerlerinin de ylkseldigi tespit edildi. Bu
bulgular1 6énceki calismalardan elde edilenleri desteklemektedir.

Nitrik oksid ve N-nitro-L-arginin metil esteri olan L-NAME, gentamisin
kaynakli bobrek yetmezliginde L-argininin etkilerini aragtirilmigtir. Sicanlara gunlik
subkutan 100 mg/kg gentamisin, 2 gr/l gentamisin ve L-arginin; icme suyunda 100 mg/I
Gentamisin ve L-NAME veya gentamisin +L-arginin ve L-NAME Kkarstirilarak
verilmistir. 8 giniin sonunda, gentamisin grubunda belirgin 6lclde kreatinin azaldig: ve

bobrek yetmezligi gelistigi kaydedilmistir. Gentamisin ile tedavi edilen sicanlara L-
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arginin ve L-NAME birlikte uygulanmasi, tek basina gentamisin verilenlere nazaran
anlamli degisiklige neden olmustur’. Gentamisin uygulanan ratlara gentamisinin yan
sira nitrik oksid sentaz onleyicisi olan Larginin ile kombinasyonunun renal hasar
acisindan olumlu etkilerinin oldugu saptanmistir. Gentamisin kaynakli bobrek
yetmezliginde L-arginin takviyesinin yararl etkileri oldugu sonucuna varilmastir.

Puromisin amino-niikleozid (PAN) ile glomeriler epitel hicre hasar1 ve
proteindri ile karakterize nefrotik sendrom olusturulan ratlarmetabolik kafeslerde
tutularak idrarda protein atilimi ve nitrit (NO2) bosaltimi 6l¢timustir. Nefrotik sendrom
gorilen deneklerin idrar ve plazma nitrit, nitrik oksid dizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yiikseldigi tespit edilmistir 2. Gentamisin kaynakli bobrek
yetmezliginde oksidatif ve nitrosatif stresin arttigina vurgu yapilmastir 3

Gentamisin bagimli nefrotoksititeli rat bobrek dokusunda malondialdehid
seviyesinde onemli artiglar tespit edilirken, non- protein stlfhidrilleri ve stperoksit
dismutaz aktivitesinde dnemli diisiisler kaydedilmisitir *.

Bir baska calismada gentamisin ile tedavi edilen ratlarda kronik L-arginin
yonetimi sadece bobrek fonksiyonunda degisikliklere sebep olurken akut L-arginin
uygulamas ise herhangi bir deney grubunda bébrek fonksiyonlarini degistirmemistir.
N-asetil-3 D glukozaminidaz’in idrarla atiliminda L-argininin higbir etkisi yokken;
alkalin fosfatazin L-NAME ile tedavi yapilan her iki grupta da artmustir °.

CP (Cisplatin) distk doz (1 mg / kg / gun; ip) 15 gin boyunca erkek ve disi
Wistar farelere glnlik olarak tatbik edilmistir. Erkek ve disi hayvanlarda kilo kaybi,
MDA serum diizeyleri ve nitrit oranlarinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamastur.
Ancak, serum BUN, Cr, Mg, ve bobrek MDA duzeyleri, bobrek agirligi, hasar puan
erkeklerde kadinlara gore anlamli derecede daha yiksek tespit edilmistir (p<0.05)°.
Tavsanlarda deneysel gentamisin nefrotoksisitesinde nitrik oksid donoru (L-arginin) ile
selektif ve nonselektif (AG, L-NAME) nitrik oksid sentaz inhibitorlerinin oral
kullanimlarinin baz: biyokimyasal parametrelere olan etkisinin belirlenmesi amaciyla

I. grup (Kontrol), Il. grup (L-arginin), I1l. grup (Aminoguanidin (AG), IV. grup
(L-NG-nitro arginin metil ester (L-NAME)), V. grup (Gentamisin (GM)), VI. grup
(GM+L-arginin), VII. grup (GM+AG) ve VIII. grup (GM+L-NAME) gruplara
ayrlmistir. Kontrol, L arginin, Aminoguanidin, L-NG-nitro arginin metil ester (L-

NAME) biyokimyasal parametrelerde 6nemli bir degisim belirlenmemistir. Serum ve
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idrar nitrit konsantrasyonlart bakimindan L arginin grubunda artis, Aminoguanidin, L-
NG-nitro arginin metil ester (L-NAME) gruplarinda ise anlaml: dususler belirlenmistir.
Gentamisin verilen serum BUN seviyelerinde artis, kreatinin klirensi degerlerinde ise
onemli dustsler belirlenmistir "®.

Bizim caligmamizda Gentamisin uygulanan ratlara gentamisinin yant sira L-
Arginin eklenmesiyle elde edilen sonuclara gore, gentamisin grubuna kiyasla NO,
MDA, TAS, TOS, OSI diizeylerinin renal hasar agisindan olumlu etkilerinin oldugu
saptanmigtir. Kombin tedaviler kiyaslandiginda ise oksidatif hasarin en fazla dusus
gosterdigi grubun Larginin + Gentamisin grubu oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
bu bulgular, NO sentez prekirsori olan Largininin gentamisine bagl: renal hasari ve ona
eslik eden oksidatf stresi azalttigi gostermektedir.

Gentamisin tedavisi uygulanan bir baska calismada, ratlarin plazma kreatinin ve
ure konsantrasyonlarinda belirgin bir artis ile karakterize bobrek yetmezligi olusturulan
grubun, bobrek doku malondialdehit seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
GSH, GSH-Px, CAT seviyelerinin ise kontrol grubuna gore dusik oldugu tespit
edilmistir *".Gentamisine bagl nefrotoksik ratlarda yapilan bir calismada artmis
malondialdehit diizeyleri ve artmis bobrek oksidatif stres, azalmis glutatyon diizeyleri

tespit edilmistir®*.

Gentamisin  kaynakli bobrek yetmezliginde Aminoguanidin
etkilerinin arastirildig: bir baska calismada; bobrek doku malondialdehit (MDA), nitrik
oksid (NO) duzeylerinde artis; ancak GSH-Px, SOD, CAT aktiviteleri ve GSH
iceriginin azaldig: rapor edilmistir **. Gentamisin bagimli nefrotoksiteli ratlarda 5 giiniin
sonunda rat bobrek mangan superoksit dismutaz; bakir/ginko superoksit dismutaz;
glutatyon peroksidaz; glutatyon retiktaz; katalaz aktivitesinin kontrol grubunu
sonuclarina gore anlaml: derecede distk oldugu tespit edilmistir 12" Gentamisin, rat
bobrek katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH Px) ve glutatyon (GSH) seviyesi,
bakir -ginko suiperoksit dismutaz (Cu, Zn-SOD) aktivitelerini kontrol grubuna kiyasla
azalmistir. Zerdecal tedavisi ile CAT, GSHPx ve GSH seviyesinde gentamisin kaynakli
azalma 6nemli 6lciide zayiflamugtir 2.

Gentamisin bagimli nefrotoksiteli rat bobrek dokusunda artmis malondialdehit,
nitrik oksid diizeyleri ve azalmig glutatyon, katalaz, superoksit dismutaz diizeyleri tespit
edilmistir **. 5. giin gentamisin ile tedavi edilen rat plazma glutatyon peroksidaz

aktivitesinin bobrek total stperoksit dismutaz, Mn superoksit dismutaz, Cu, Zn
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superoksit dismutaz aktivitelerinin de kontrol grubuna gore anlaml:i derecede disuk
bulunmustur **. Gentamisin ile tedavi edilen rat gruplarinda nefrotoksite gelistigi, renal
oksidatif stresde artis, Mn superoksit dismutaz, glutayon peroksidaz ve glutatyon

rediiktaz aktivitesinde duslis tespit edilmistir *.

Ratlarda gentamisinin etkileri
arastirllmis ve tiyobarbitlrik asid reaktif molekullerinin seviyesi, total nitrat/nitrit
(NOx) konsantrasyonlari hem serum hem de bobrek dokusunda kontrol grubuna gore
anlaml: derecede yuksek bulunmustur. Gentamisin grubunda rat bobrek redukte
glutatyon (mmol/g doku), Glutatyon peroksidaz (U/g doku), katalaz (U/g doku)
seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlaml: bulunmustur *°.

Canli sistemlerde reaktif oksijen tirlerinin olusumunda aktif rol alan enzimatik
kaynaklardan birisi olab ksantin, dokuda herhangi bir stes durumunda tiyol gruplarin
okside ederek oksidaz enzimine donusmektedir. Ksantin oksidaz ayni zamanda
stiperoksit (O2--), hidroperoksit radikallerinin olusumuyla ROS dretimine katkida
bulunmaktadir. Oksidatif hasara neden olan vakalarda serum duzeylerinin arttig
bilinmektedir. Glutatyon metabolizmada olusan bircok organik oksidi kimyasal yolla
detoksifiye edebilen bir tripeptiddir. Tim bu bilgilerin dogrultusunda kontrol grubuna
kiyasla Gentamisin, L-NAME, L-NAME + Gentamisin, Larginin + Gentamisin, D
Arginin+Gentamisin  gruplarinin - glutatyon  seviyeleri anlamli  dusiik oldugu
belirlenmistir. Gentamisin uygulanan ratlarin glutatyon seviyelerinin, kombine tedaviler
arasindaki kiyaslama sonucunda anlamli dustik oldugu tespit edilmistir. Tek basina
gentamisin uygulamasinin yapildigi gruba kiyasla en anlaml: yiksek glutayon seviyesi
Larginin + Gentamisin grubuna aittir. Bu sonuclar L-Argininin gentamisinle birlikte
uygulamasinin  doku  stresini  azalttigini  gostermektedir.  Gentamisin iliskili
nefrotoksisitede nitrik oksid yolaginin  desteklenmesinin yararli, bu yolagin
inhibisyonunun ise zararli etkilerinin oldugu sonucundan yola cikarak uzun sdreli
gentamisin tedavisi gereken durumlarda L-arginin verilmesinin nefrotoksisitenin
siddetinin azaltilmasinda yararl: olacagi kanisina varilmistur.

Ayrica gruplar arasi ksantin oksidaz duzeylerinin istatistiki anlamlilik
degerlendirmesi yapildiginda Gentamisin uygulanan gruba kiyasla L-NAME, Larginin
+ Gentamisin, D Arginin + Gentamisin gruplarina ait sonuclar anlaml: derecede
distikbulunmustur. L NAME + Gentamisin grubunun gentamisin grubuna kiyasla

ksantin oksidaz dizeyinin yiksek bulunmasi, glutatyon dizeyinin de gentamisin
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grubuna kiyasla disuk olmasi dokudaki gentamisine bagli ROS olusumunun NOS
inhibisyonu tarafindan arttirilldigint géstermektedir. Kombin tedaviler kiyaslandiginda
ise oksidatif hasarin en fazla dusts gosterdigi grubun Larginin + Gentamisin grubu
oldugu tespit edilmistir.

L-arginin, Gentamisine bagh artmis TNFa ve NO (pg/ml) dizeylerini anlamh
bir sekilde geri cevirirken, azalmis TGFB (pg/ml) dizeylerini arttirmigtir. TUmor
nekrosis faktor alfa (TNF- o), yangi, hicre yasaminin devami ve hicre Olimi
sureclerinde yer alan énemli bir sitokindir. Bu molekul uyarilabilir nitrik oksid sentetazi
(INOS) aktive ederek NO dretimini arttirabilmektedir. iINOS sentezi nekroze edici
faktor- a (TNF- o) ile uyarilirken, transforming biiyiime faktor- B (TGF- B) ile inhibe
edildigi bilinmektedir. TNF o seviyesindeki bu anlamli artig nitrozatif ve oksidatif
stresdeki artisla dogru orantili oldugunu dustindurmuistir. Bu bulgular 6nceki

calismalarda ileri strtllenleri destekler niteliktedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

L-arginin, gentamisin bagimli akut nefrotoksisite olgusunda, nekrozun
hafiflemesi ve nitrozatif , oksidatif stres etkisini en fazla azaltan ajanin L-arginin
oldugu bu calisma ile desteklenmistir. Ancak D-argininin bdyle bir etkisi
gorilememistir.

Uzun vadeli gentamisin tedavisi gereken durumlarda, D-arginin degil fakat L-
arginin verilmesinin nefrotoksisitenin siddetinin azaltilmasinda olumlu etki
gosterdigi gortlmustir. Bulgularimiz, bu olumlu etkiye hem oksidatif stresin
azalmasinin hem de NO sentez yolaginin desteklenmesi aracilik edebilecegini
gostermektedir.

3- Aminoglikozid ilaclar icinde antibakteriyel etki glcli en yuksek olan

Gentamisinin nefrotoksisitesinin azaltilmasi amacina yo6nelik olarak bu
antibiyotigin L-arginin ile birlikte verilmesi yararl: olabilir. Ancak bu amino
asidin gentamisinin antibakteriyel etkinligi tzerinde herhangi bir degisiklige

neden olup olmadiginin arastirilmas: gerekmektedir.
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