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OZET

Bu tezde; gentamisin ile deneysel bobrek nefrotoksisitesi olusturulmus
siganlarin bobrek dokusunda vaskiiler endotelyal biiyiime faktor (VEGF-A) geni
ifadesi ve kafeik asit fenetil esterin (CAPE) nefrotoksisitenin 6nlenmesindeki
roliiniin arastiritlmas1 amaciyla 32 adet Wistar cinsi disi sican kullanildi. Hayvanlar
her grupta 8’er adet sigan olmak tizere 4 gruba ayrildi; Kontrol grubu (K; %10’luk
dimetil siilfoksit (DMSO) intraperitonal yoldan verildi), Gentamisin grubu (G; 8 giin
boyunca intraperitonal yolla 100 mg/kg/giin viicut agirhigi dozunda gentamisin
verildi), CAPE grubu (C; 30 mg/kg/giin viicut agirligi dozunda CAPE intraperitonal
yolla 10 giin boyunca verildi), CAPE+Gentamisin grubu (C+G; 30 mg/kg/giin viicut
agirhigi dozunda CAPE ve 100 mg/kg/giin viicut agirhigi dozunda gentamisin
intaperitonal olarak beraber uygulandi). Deney sonunda gruplardan alinan bdbrek
dokularindan VEGF-A gen ifadesi ve histopatalojik analizlerin yanisira, serumdan
BUN ve kreatinin analizleri yapildi. Kontrol grubuna gore gentamisin uygulamasinin
bobrek VEGF-A gen ifadesini diistirdiigii (p<0,05), CAPE uygulamasinin ise VEGF-
A gen ifadesinde herhangi bir yiikseltici etki yapmadigi gozlendi (p>0,05).
Histopatolojik olarak kontrol grubuyla karsilagtirildiginda gentamisin uygulamasinin
bobrek dokusunda ciddi hasarlanmalara yol agtigi, CAPE uygulamasinin ise bu
hasarlar1 kismen iyilestirdigi tespit edildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
gentamisin uygulanan hayvanlarin serum kreatinin ve BUN degerlerinin anlaml
derece yukseldigi (p<0,05), CAPE uygulamasinin yiikselen serum ve BUN
degerlerini diisirmede anlamli bir etki yapmadigi bulundu (p>0,05). Sonug¢ olarak
gentamisin uygulamasinin bobrek VEGF-A gen ifadesini ciddi bir sekilde azalttigi,
gentamisin kaynakli bobrek hasarinda VEGF-A’nin bozulan ifadesinin 6nemli bir rol
oynayabilecegi, CAPE uygulamasinin ise gentamisin kaynakli toksisitenin

onlenmesinde dnemli bir etkisi olmadigi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: VEGF, CAPE, Gentamisin, Nefrotoksisite, Sican
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ABSTRACT

THE EFFECT OF CAFFEIC ACID PHENYETHYL ESTER (CAPE)
ADMINISTRATION AND GENE EXPRESSION OF KIDNEY VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF) TO IN VIVO ACUTE RENAL
NEPHROTOXICITY CASE

In this thesis, 32 Wistar female rats were used to investigate vascular
endothelial growth factor (VEGF-A) gene expression and the protective role of
caffeic acid phenethyl ester (CAPE) against gentamicin induced experimental renal
nephrotoxicity model of rat kidney tissue. Animals in each group of eight rats were
divided into 4 groups including; Control group (N; 10% dimethyl sulfoxide (DMSO)
intraperitoneally given), Gentamicin group (G; 8 days via i.p. route, 100 mg/kg/day
body weight gentamicin was intraperitoneally given), CAPE (C; 30 mg/kg/day body
weight CAPE was given for 10 days), CAPE + gentamicin group (C + G; 30
mg/kg/day body weight CAPE and 100 mg/kg/day body weight gentamicin
intaperitonal were applied together). At the end of the experiment, histopathology,
VEGF-A gene expression, as well as serum BUN and creatinine levels were analyzed
from the kidney tissue of groups. Gentamicin administration decreased the kidney
VEGF-A gene expression compared to control group (p <0.05), whereas CAPE
application did not alter VEGF-A gene expression (p > 0,05). Histopathologically,
gentamicin application caused serious damage in the kidney tissue compared with the
control group and the CAPE application was found to improve the damage partially.
Gentamicin administiration significantly increased serum creatinine and BUN values
compared with controls (p <0.05), but CAPE application did not exert any significant
effect on raised serum and BUN levels (p> 0.05). As a result, gentamicin application
significantly reduces kidney VEGF-A gene expression and altered VEGF-A gene
expression could play an important role in gentamicin-induced renal injury. It is
concluded that CAPE administration did not have any significant effect in preventing
gentamicin-induced toxicity.

Key words: VEGF, CAPE, Gentamicin, Nephrotoxicity, Rat
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1. GIRiS

Giiniimlizde gram negatif bakteriler tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin
tedavisinde aminoglikozidler siklikla kullanilmaktadir. Gentamisin bu gurubun en
¢ok kullanilan {iyelerinden biri olarak bilinmektedir. Aminoglikozid gurubu
antibiyotiklerin kullanimini sinirlandiran en 6nemli yan etkileri ise olusturduklari
nefrotoksisite olarak bilinmektedir (1). Gentamisin nefrotoksisitesi nedeniyle
bobrekte hem proksimal tiibiil hasar1 hemde renal kan dolasiminda bozulmalar
meydana gelmekte ve bu durum bobrek yetmezligine yol agabilmektedir (2).
Gentamisin ile tedavi edilen hastalarin %10 - %?20’sinde akut bobrek yetmezligi
gelisebilmekte (3), 7 giinden daha fazla gentamisin ile tedavi edilen hastalarin da
%30’unda nefrotoksisite belirtileri ortaya ¢ikabilmektedir (4). Gentamisin
nefrotoksisitesi tipik olarak tiibiiler epitelyal hiicre sitotoksisitesinden kaynaklanan
tiibiiler hasarla kendini gostermektedir (3). Gentamisin nefrotoksisitesi gentamisin

aliminin sona erdirilmesinden sonra geri doniisiimlii olarak diizelebilmektedir (5).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), vaskiiler endotelyal hiicrelere
Ozgii bir mitojendir. VEGF, vaskiilogenez ve anjiyogenezi diizenlemektedir.
Anjiyogenez var olan kan damarlarindan yeni kan damari olusumu, vaskiilogenez ise
dolagimda bulunan endotel hiicre onciillerinin (endotel progenitor hiicreler) daha
onceden var olan herhangi bir damardan kdken almadan olgun endotel hiicrelere
dontiserek yeni bir damar olusturmasi olarak bilinmektedir (6). VEGF, heparin
baglayan bir glikoprotein olup, makrofajlar tarafindan tiretilmekle birlikte, fibroblast,
endotelyal ve epidermal hiicreler tarafindan da sentezlenmektedir. VEGF ailesinin
tiyeleri kendi 6zel reseptorlerine baglanarak etki gosterirler. VEGF; endotelyal
hiicrelerin mikrovaskiiler tiip olusumunu, gogiinii ve ¢ogalmasini uyararak, giiglii
anjiyogenik etki gostermektedir (7). VEGF viicutta yeni damar yapiminda, yara
iyilesmesinde, damar gecirgenliginde, embriyogenezde ve menstural dongii gibi
olaylarda da gorev almaktadir (8). Karaciger hiicrelerinin rejenerasyonunda VEGF
ekspresyonunun arttigi bildirilmektedir (9). VEGF viicutta bobrek proksimal tiibiil
hiicrelerininde bulundugu birgok farkli bolgede ifade edilmektedir (10).



Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE), bal arilarinin kovanindan elde edilen
propolisin biyoaktif bir komponentidir. Giiglii bir antioksidan olan CAPE, iyi bilinen
bir niikleer faktor kappa B (NF-kB) inhibitoriidiir. Potansiyel bir antiinflamatuar ajan
olan CAPE’nin, anti mitojenik, antikarsinogenik, anti infulamatér, antiviral ve

immiinomodiilator 6zellikleri de bilinmektedir (11).

Yapilan bir¢ok ¢alismaya ragmen gentamisin toksisitesinin patogenezi tam
olarak anlagilamamaktadir. Bu arastirmada; gentamisin kaynakli akut bobrek
hasarinda bobrek VEGF gen ifadesindeki muhtemel degisimler ve varsa CAPE’nin
akut bobrek hasarimi Onlemedeki etkileri arastirilarak hasar mekanizmasinin
anlasilmast ve tedavisine yonelik yeni uygulamalarin ortaya konulmasi

amaclanmgtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobregin Fonksiyonlari ve Yapisi

Bobrekler viicut homeostazisini saglayan ve metabolik atiklari canlidan
uzaklastiran baslica organlar olarak bilinmektedir. Viicudun su ve elektrolit
dengesinin siirdiiriilmesi, fizyolojik islevleri etkileyen hormonlarin iiretimi, Viicut
islevlerini etkileyen biyoaktif maddelerin atilimi, kan basincinin diizenlenmesi (renin
sentezi ve salgist yoluyla), alyuvarlarin iiretiminin ayarlanmasi, D vitamini
liretiminin ayarlanmasi (eritropoietin sentezi ve salimimi yoluyla) ve kalsiyum

metabolizmasinin diizenlenmesi de bobregin diger gorevleri arasinda sayilmaktadir

(12).

Bobrekler iirinasyon yolu ile idrar iiretmektedirler. Idrar; iire, iirik asit,
kreatinin ve ¢esitli maddelerin yikim iiriinleri gibi atik {iriinlere ilaveten, su ve
elektrolitleri de igermektedir. Bobreklerin ¢ok onemli hayati fonksiyonlarda rol
almasindan dolayr bobrek fonksiyonlarinda meydana gelebilecek herhangi bir

bozulma &liime gotiirebilecek sonuglar dogurmaktadir (13).

Bobregin 3 6nemli gérevi bulunmaktadir: i) filtrasyon; kan plazmasi suyunun
bir kismmin i¢inde erimis maddeleriyle birlikte, filtrasyon (siiziilme) yoluyla
cikarilmasidir. ii) Rezorpsiyon; filtrasyon ile kandan ayrilan fakat homeostazis i¢in
gerekli olan maddelerin kana geri emilmesidir. iii) Sekresyon; viicut igin yararsiz
veya zararli olan arttk ve yabanci maddelerin kandan alinip tiibiil sivisina

verilmesidir (14).

Bobregin anatomisine bakildiginda, bobreklerin vertebral kolonun her iki
yaninda, karnin arka duvarma yakin olarak periton boslugunun disinda bulundugu
goriilmektedir. Bobregin dis yiizii renal kapsiil ad1 verilen bir zarla kaplidir. Yuvarlak
dis konveks yiizeyi viicudun kenarina bakmakta, i¢ yiizeyi ise hilum olarak
isimlendirilmektedir. Hilumda bobrek arteri, bobrek veni, sinirleri ve idrar
bobrekten mesaneye tasiyan treter bulunmaktadir. Piramid olarak isimlendirilen koni
seklindeki dokular huni seklindeki kaliksler ile birlesmektedir (14, 15).



Her piramidin tepesi papilla olarak isimlendirilmektedir ve minér kalikslere
dogru uzanmaktadir. Bobrek dokusu korteks ve medulla olarak ikiye ayrilmaktadir.
Medulla dokusunun tizerinde korteks bulunmaktadir. Bobregin dis yiizeyinde ise
kortikal dokuyu kaplayan ince bag dokusu (kapsiil) bulunmaktadir (Sekil 2.1.).
Korteks ve medullada islev goren doku kitlesini, birincil olarak tiibiiller (nefronlar ve
toplayici tiibiiller) ve kan damarlari (kilcal damarlar ve kilcal damar benzeri yapilar)

olusturmaktadir (12).

Korteks

Papilla

Kaliks

Boébrek
pelvisi

Ureter ; STiTnE

Medulla
(bAbrek
piramidleri)

Sekil 2.1. Bobregin genel yapisi (16)

Kanin kimyasal yapist bobreklerde diizenlendigi i¢in biitiin  kanin
bobreklerden gecmesi gerekmektedir. Bazal durumda kalbin pompaladig: her dort
litre kandan fig litresi tim viicuda, bir litresi ise bobreklere gitmektedir. Bobreklere
giden bu kam tasiyan arterler dogrudan dogruya Aorta Abdominalis’den
ayrilmaktadirlar. Renal arter bobrege gelince 7 ila 9 pargaya ayrilmakta ve bu
parcalarin ¢ogu pelvis renalis’in Oniinden gegmektedir. (14). Her bir insan
bobreginde yaklasik 1,3 milyon kadar nefron bulunmaktadir. Nefron; glomerulus ve
bowman kapsiiliinii takip eden proksimal tiibiil, henle kulpu (ince tiibiil), distal tiibiil
ve daha sonrada idrar toplama kanali seklinde devam eden bir yapidan olusmaktadir
(Sekil 2.2.). Insanda nefron uzunlugunun yaklastk bes santimetre oldugu
bildirilmektedir (17).
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Sekil 2.2. Nefron yapisi (18)

Glomerulus; afferent arterioliin renal korpiiskiile girince bir¢ok kilcal
damarlara ayrilmasi ve bu kilcal damarlarin birleserek efferent arteriolii meydana

getirmesi ile olugsmaktadir (14).
2.2. Aminoglikozid Grubu Antibiyotiklerin Ozellikleri

Gentamisin; gram negatif bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarda siklikla
kullanilan aminoglikozid gurubu bir antibiyotikdir (19). Aminoglikozid gurubu
antibiyotikler yaklasik 60 yildir klinikte kullanilmaktadir. ilk olarak 1944°de
streptomisin  kesfedilmistir. Streptomisinden sonra sirasiyla neomisin (1949),
kanamisin (1957), gentamisin (1963), tobramisin (1968), amikasin (1972) ve
netilmisin  (1975) bulunmus ve klinikte kullanilmaya baslanmistir  (20).
Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin ototoksik ve nefrotoksik etkilerinden dolay1

klinikteki kullanimlarinda hala 6nemli sorunlar bulunmaktadir (21).



Gentamisin, 1963 yilinda Rosselet ve ark. tarafindan Micromonospora

purpurea’dan izole edilmistir (22).

Biitiin aminoglikozidler alt1 {iyeli bir aminosiklitol halkasindan olusmaktadir.
Aminosiklitol halkasina glikozidik baglarla sekerler baglanmistir Spektinomisin,
aminoseker ve glikozidik bag icermemesi nedeniyle diger aminoglikozidlerden farkl
olarak karsimiza g¢ikmaktadir (23). Gentamisin, serbest baz halinde suda kolay
¢oziinmekte ve asitlerle tuzlar yapmaktadir. Gentamisin verildikten sonraki 160
dakika i¢inde ilacin bdbrek korteksinde plazmanin 20 kati, medullada ise plazmanin
3 kat1 oraninda biriktigi bildirilmistir (22). Aminoglikozidler son derece polar yapida
olmalar1 nedeniyle ¢ok az lipofilik 6zellik gosterdiklerinden dolayi gastrointestinal
sistemden emilimleri olduk¢a ¢ok az olmaktadir. Rektal ve oral uygulamalarda
%1°den daha az emilmektedirler. Aminoglikozidler, intravendz verildikten sonra 30
dakika, intramiiskiiler verildigi zaman ise 30-60 dakika arasinda plazma tepe
diizeyine  ulagsmaktadirlar.  Enfeksiyonlarin  tedavisinde parenteral  olarak
kullanilmaktadir (22-24).

Sicanlarda plazma yar1 omrii yaklasik 30 dakika iken bobrek korteksinde bu
stirenin 100 dakikaya ulastig1 bildirilmistir (24). Bu durum bobreklerde istenmeyen

nefrotoksik etkilerin artmasina neden olmaktadir (25).

Aminoglikozidler streptomisin haricinde plazma proteinlerine ¢ok az
baglanmakta, merkezi sinir sistemi ve yag dokusuna girememektedirler. Yeni
doganlarda beyin omurilik sivisina (BOS) gegebilmektedirler. Solunum yollari,
prostat ve goz icinde seviyeleri istenen seviyenin altinda iken idrarda, bdbrek
dokusunda, i¢ kulak endolenf ve perilenf sivisinda yogunlasirlar. Aminoglikozidler
viicuttan metabolize olmadan atilirlar, bobrek fonksiyonlari normal kigilerde
yarilanma omrii 1,5 — 3,5 saattir, yaklasik %99’u idrarla atilirken kalan1 diski ve

tilkiiriik ile elimine olmaktadir (23, 26, 27).

Aminoglikozidler, Gram negatif bakterilerin dis duvarindaki porin
kanallarindan gegerek periplazmik bolgeye girmektedirler. Gram negatif bakterilerde
ve bazi gram pozitif bakterilerde enerji bagimli bir aktif transport mekanizmasi ile

sitoplazmay1 asarak hiicre icerisine aktarilmaktadirlar. (26).



Aminoglikozidlerin etki mekanizmasi ilk olarak hiicrenin dis yiizeyinde iyonik
etkilesimle baslamaktadir. Bu olay pasif olarak gergeklesen elektrostatik ve hizli bir
olaydir. Aminoglikozidler oldukga katyonik bir yapida oldugu i¢in gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinda lipopolisakkaritlere, fosfolipitlerin polar baslarina ve dis
membran proteinlerine baglanarak burada Mg*? ve Ca*? iyonlarina rekabet eder ve
bu iyonlar1 yerlerinden oynatmaktadirlar. Sonu¢ olarak hiicre duvarinin normal

gecirgenlik fonksiyonu bozulmaktadir (23, 28, 29).

Hiicre igine elektrostatik etkilesim sayesinde gecen aminoglikozidler geri
doniistimsiiz olarak sitoplazma i¢inde kalmaktadir. Bu iyonik baglanmanin
devaminda enerji gerektiren iki basamak (EDP: Enerji Bagimli Faz) gelmektedir,
bunlardan biri yavas (EDP-1), digeri hizli (EDP-2) basamaktir. idrarin hiperozmolar
ve asidik olmasi durumunda, apselerin anaerobik ortaminda aminoglikozidlerin etkisi

azalmaktadir (23, 29).

Aminoglikozidler daha sonra ribozomlara baglanarak protein sentezini inhibe
etmektedir. Bu olay daha sonraki antibiyotik transport fazi olan EDP-2’yi
hizlandirmaktadir, bu ayn1 zamanda progresif bir membran bozulmasin tetikleyerek
boylece oOnce kiigiik iyonlar daha sonra biiyilkk molekiiller bakteri disina

sizdirmaktadir, bu da aminoglikozidlerin letal etkisini agiklayabilmektedir (23).

Aminoglikozidler, 30S ribozomlarin 16S A bolgesine geri doniisiimsiiz olarak
baglanmaktadirlar. Streptomisin sadece 30S alt birimine baglandig: halde, digerleri
ilave olarak 50S alt birimiylede etkilesirler. Burada mRNA’nin kodon ve tRNA’nin
antikodonlarinin yanlis okunmasina neden olurlar. Sonug olarak yanlig translasyon
ve normal olmayan proteinler, hiicre membraninin fonksiyonunu kaybetmesi ve

DNA replikasyonunun engellenmesi ile bakteriyel 6liim meydana gelmektedir (23).
2.3. Gentamisin Nefrotoksisitesi

Canli organizmalarin ilaglara ve kimyasallara maruz kalmasi sonucu siklikla
toksisite olusmaktadir. Bir¢ok bilesigin toksik etkisi bazi organlar {izerine
odaklanmustir, bu organlara hedef organlar denmektedir. Bilesigin farmakokinetigi
ve hedef organin toksik maddeye karsi cevap verebilme yetenegi, organin toksisiteye

kars1 duyarliligim1 belirleyen birka¢ faktdrden biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir.



Bobrek ve karaciger gibi bazi organlar, kimyasallar1 toksik ara iirlinlere metabolize
etmektedirler. Bu reaktif ara {irlinler hiicresel makromolekiillere baglanarak ya da
membranlar veya niikleik asitler gibi fonksiyonel olarak 6nemli olan hiicresel
yapilarin peroksidatif hasarina yol acan serbest oksijen radikallerini (SOR) tireterek

toksisiteyi baglatabilmektedirler (30).

Bobreklerin yiiksek kan akimi ile karsilasmasi, mediiller interstisyumda
toksinleri yogunlagtirma yetenegi ve tiibiiler epitelde ozellikli tasiyicilara sahip

olmasi nedeniyle nefronlar zedelenmeye oldukga duyarli hale gelmektedir (31).

Tiibiil epitellerinin ¢ogunlugunun hasara kars1 kendini yenileme yetenegi
hizliyken, glomeriil ve medulladaki hiicreler bu islevi ya daha yavas yerine getirirler
ya da kendilerini yenileyemezler. Toksik maddelere maruz kalan nefronlarin belirli
bir seviyeye kadar hasar1 telafi etme yetene§i bulunmaktadir. Olusan bobrek
hasarmin degerlendirilmesinde, glomeriiler filtrasyon hizi (GFH) ve elektrolit
emilimi gibi parametrelerden yararlanilmaktadir. Ure ve kreatinin gibi maddelerin
kan degerleri bobrek epitel hiicrelerinin kantitatif olarak %70-80’inin kaybedildigi
durumlarda yiikselmektedir (30).

Bazi antibiyotikler, analjezikler ve immiinsiipresif ilaclar nefrotoksititite
olusturabilmektedir (32, 33). Radyokontrast maddeler gibi bazi teshis amagh
kullanilan ajanlarin da nefrotoksik oldugu bilinmektedir: Ayrica alternatif tipta
kullanilan baz1 bitkisel ilaglar ve dogal iirlinler nefrotoksisiteye yol acabilmektedir.
Bunlarin disinda kadmiyum, bakir, uranyum ve bizmut gibi maddelere kars1 ¢cevresel

maruziyet de, nefrotoksisiteye neden olabilmektedir (34, 35).

Nefrotoksisiteye en sik yol acgan ilaglar antibiyotiklerdir. Baz1 antibiyotikler
asir1 duyarliliga neden oldugu i¢in nefrotoksik olabilirken (penisilin, rifampisin,
eritromisin,  vankomisin),  bazilar1  direk  nefrotoksik  etki  gostererek
(aminoglikozidler, sefalosporinler, amfoterisin B), bazilar1 ise bobrekte ¢okerek

nefrotoksisiteye sebep olmaktadir (36, 37).

Aminoglikozid  nefrotoksisitesi  bobrekte  ¢esitli  patolojilere  neden
olabilmektedir. Proksimal tiibiillerde transportun bozulmasi nedeniyle glukoziiri,

proteiniiri ve aminoasidiiri ortaya ¢ikabilmektedir. Daha sonra serum, kreatinin ve



azot degerlerinde artis goriilebilir. Bu grup ilaglar iginde nefrotoksisitesi en yliksek
ilag neomisin iken gentamisin, amikasin ve kanamisin de giiclii nefrotoksisite

meydana getirebilmektedir (38).

Aminoglikozidlerin olusturdugu nefrotoksisiteyi onlemek i¢in ¢esitli ¢dziim
yollar1 denenmis ve bazi ajanlarin kullanilmasiyla toksik etkisinin azaltilabilecegi
gosterilmistir. Doz sinirlamasi nefrotoksisiteyi azaltabilen en klasik yontemlerdendir.
Buradaki amag bir yandan ilacin kan diizeyini terapotik sinirda tutarken diger yandan
da bunun i¢in doz diizenlemeleri yapmaktir (37). Deneysel olarak yapilan
caligmalarda, ilaglar nedeniyle olusan nefrotoksisitenin bazi ajanlarla azaltilabildigi
gosterilmistir. Silan ve ark. (39), olusturduklar1 gentamisin indiiklii nefrotoksisite
modelinde, resveratroliin, nefrotoksisiteye neden olabilecek lipid peroksidasyon

reaksiyonunu azalttigini bildirmislerdir.

Gentamisin, aminoglikozidler igerisinde en fazla kullanilan ilagtir (40).
Gentamisin’e bagli nefrotoksisite akut bobrek yetmezligi (ABY) olgularinin % 10-
20’ sini  olusturmaktadir (41) ve kan ire azotu (BUN) ve kreatinin
konsantrasyonlarinda artisla beraber siddetli proksimal tiibiiler nekrozla karakterize
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (42). Yapilan birgok calismaya ragmen gentamisin
toksisitesinin patogenezi tam olarak anlagilamamaktadir (25). Son yillarda
gentamisin nefrotoksisitesinde serbest radikallerin rolii ile ilgili ¢esitli ¢alismalar
yaptlmistir.  Yapilan bu arastirmalarin  sonucunda aminoglikozid gurubu
antibiyotiklerin ototoksik ve nefrotoksik etkilerini, SOR iiretimini artirarak yaptiklar
ifade edilmektedir (25, 43). Baz1 arastirmacilar, aminoglikozidlerin reaktif oksijen
tirleri  (ROT) olusumunu tesvik ettigini  ve bdylece membran lipid

peroksidasyonunun patogenezinde rol oynadigini bildirmislerdir (43-45).

Renal kortekste gentamisin birikiminin neden oldugu morfolojik degisimler ve
indiiklenen sendromlar, deney hayvanlar1 ve insanlarda ¢ok benzemektedir (3).
Gentamisin nefrotoksisitesi tipik olarak tiibiiler epitel hiicre sitotoksisitesinden
kaynaklanmaktadir. Deney hayvanlarinin gentamisin ile tedavisi/muamelesi in vivo
ve hiicre kiiltiiriinde apoptozisin yani sira tiibiiler epitel hiicrelerinin nekrozunu

meydana getirebilmektedir (46-48).
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Hiicre o6limii ve kemoteropatik ajanlar ve H,O, gibi toksik molekiillerin
konsantrasyonu arasinda bir iliski bulunmaktadir. Bu toksik molekiiller diisiik
konsantrasyonlarda apoptozise yiiksek konsantrasyonlarda ise nekroza sebep
olmaktadir. Hiicrenin 6liim sekli giiglii bir sekilde ATP deposuna ve hiicredeki enerji
durumuna baghdir, ¢iinkii apoptozisde ATP gerekmektedir (49, 50). Ciddi bir sekilde
azalan renal kan akisi bazi bobrek alanlarinda oksijen miktarinin azalmasina neden
olacagindan, ATP havuzu ve solunumun azalmasini da beraberinde getirebilmektedir
(51).

2.3.1. Gentamisinin Bébrek Tiibiillerindeki Etkisi

Aminoglikozidlerin bobrekte tiibiil epitel hiicrelerinde biriktigi insanlarda ve
deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir (3). Bu birikim; megalin ve
kiibilin adi1 verilen proteinleri igeren endositotik bir kompleksin hiicrenin
membraninda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu endositotik kompleks, protein
cesitlerinin ve aminoglikozidler gibi belli ksenobiyotiklerin ultrafiltrasyonunda ve

katyonlarin transportunda rol almaktadir (52-55).

Proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin iginde biriken aminoglikozidler hiicre
hayati i¢in kritik olan siiregleri ve birka¢ organelin fonksiyonunu degistirmektedir
Ayrica tiibiiler hiicre 6liimlerinde rol oynayan bir membran reseptorii (kalsiyuma

hassas reseptor) gentamisinle aktif olmaktadir (3).

Hayvan modellerinde ve insan hiicre kiiltiirii aragtirmalarinda nicel olarak
gosterildigi lizere tilibiiler hiicrelere gentamisin girisinin ¢ogu megalin kiibilin aracili
endositoz yoluyla gergeklesmektedir. Bu siireg, membran fosfolipitlerinin negatif
yiiklerine, gentamisinin elektrostatik olarak baglanmasi ile gergeklesmektedir.
Gentamisin daha sonra pinositoz yoluyla endozomal kompartimanlarin igine
gecmektedir. ilag gogunlukla lizozomlarda birikmekte, geriye dogru salg1 sekresyon
yolu ile vezikiiler trafigi degistirirerek golgi ve endoplazmik retikuluma (ER)
gitmektedir. Lizozomlarda gentamisin, membranin bozulmasina (destabilizasyon)
neden olmaktadir. Lizozomal agregasyon, lipid metabolizmasinin degisimi ve

fosfolipidozis’in hiicre 6liimii ile iligkisi tespit edilmistir (56-59).



11

2.3.2. Gentamisinin Endoplazmik Retikulum (ER)’daki Etkisi

ER’de gentamisin birikimi ER stresine neden olmaktadir. Bunun sonucu
olarak proteinlerde yanlis katlanmalar ve hiicre dongiisiinde problemler olusmaktadir
(Sekil 2.3.) (60). Asir1 derecede yanlis katlanan protein bulunmasi durumunda
endoplazmik retikulumdan Ca"* saliimu ile aktif edilen kaspaz 12 (insanlarda kaspaz
4) ve kalpain, apoptozisi meydana getirmektedir. Bu baglamda bir kalpain
inhibitoriiniin kulak kili hiicre kiiltiirlinde gentamisin sitotoksitesini azaltig1 rapor
edilmistir (61). Ayrica hatali protein katlanmasi sonucunda junkinaz ve C/EBP
homolog protein transkripsiyon faktorii yoluyla da apoptozis meydana gelmektedir
(62-64).

Gentamisin
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Sekil 2.3. Gentamisinin sebep oldugu hatali protein katlanmasi ve ER stresi (3).

Gentamisin kalretikiilinin yapisina girerek burada proteinlerin posttranslasyonel

katlanmasi i¢in gerekli olan saperon aktivitesini inhibe etmektedir (65).
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Gentamisinin ribozomun kiigiik alt linitesine baglanma kapasitesinin onun
bakterisidal etkisiyle iligkili oldugu iyi bilinmektedir ancak bu tiir bir baglanmanin
memeli hiicrelerinde benzer etki gostererek oliime sebep oldugu veya katkida
bulunup bulunmadigi tam olarak belirlenememistir. Recht ve ark. (66), yaptiklari
calismada Okaryotik 16S ribozomal RNA i¢in minimum inhibe edici
konsantrasyonun 0,23 mM oldugunu ileri siirmiiglerdir. Bu deger prokaryotlar igin
gercken miktarin 128 katidir. Buna ragmen aminoglikozidlerin 6karyotik hiicrelerde
ribozomun islevini bozarak protein sentezini inhibe ettigini 6ne siiren ¢aligmalar da

bulunmaktadir (3).
2.3.3. Gentamisinin Lizozomdaki Etkisi

Lizozomal membranin yirtilmasi hiicre 6liimiinii indiikleyen L, B, D ve diger
katepsinler gibi proteazlarin sitozoliin i¢ine salinimina neden olmaktadir (67).
Katepsinler, uygulayici (efektor) kaspaz 3 ve 7’nin proteolitik aktivasyonunu katalize
ederler ve Bid’in aktivasyonu ile apoptozisin mitokondriyal yolagini aktive
etmektedirler (68, 69). ATP’nin yoklugunda nekrotik hiicre O6liimiine yol agan
sitoplazmadaki katepsinler siddetli bir proteolize yol agabilmektedirler (70).

2.3.4. Gentamisinin Mitokondrideki Etkisi

Mitokondri iizerinde gentamisinin etkisi dogrudan veya dolayli bir sekilde
olabilmektedir. Dogrudan etki mekanizmasi bilinmemektedir, ancak bununla birlikte,
apoptozisin intiristik yolunun aktivasyonu igin gereken kosul, intramembran
bosluktan proapoptotik  proteinlerin  salimmminin  indiiklenmesidir. ~ Sitozolik
gentamisin, mitokondri {izerine etki ederek sitokrom c¢ ve apoptoz-indiikleyen faktor
(AIF) gibi diger proapoptotik proteinlerin translokasyonunu tetiklemektedir.
Sitozolde sitokrom c, kaspaz 9’u aktive etmekte ve son olarak kaspaz 3 ve 7 aktive
olmaktadir. Boylece apoptozis sonucunda hiicre 6liimii gergeklesmektedir (Sekil
2.4.)(71).

Dolayli yola Bax aracilik etmektedir ve Bcl-2 nin asir1 ekspresyonu ile inhibe
edilmektedir (Sekil 2.4.). Bu anlamda, gentamisin Bax’in bozulmasini etkileyebilen

proteozoma baglanmakta ve hiicresel seviyesini artirmaktadir (72).
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Sekil 2.4. Gentamisinin sebep oldugu apoptozis ve nekroz mekanizmalari (3)

2.3.5. Gentamisin Nefrotoksisitesinde Oksidatif Stresin Rolii

Serbest radikaller; biyokimyasal redoks tepkimeleriyle ortaya ¢ikan,
yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron bulunduran atom ya
da molekiillere denmektedir (73-75). Serbest radikaller eslesmemis elektronlari
nedeni ile kararsiz konumdadir ve kararli yapi kazanabilmesi i¢in eslesmemis
elektronunu bagka bir elektronla eslestirmesi gerekmektedir. Asir1 derecede reaktif
olan bu molekiiller diger molekiiller ile hizla reaksiyona girebilmektedirler. Bu
radikaller hiicre i¢inde, aerobik metabolizma sirasinda siirekli olugsmakta ve belli
patolojik durumlarda tiretimleri artmaktadir (76-78). Bu oksidan iiriinlerin arttigi
durumlarda hedef molekiiller olan membran yapisindaki fosfolipitler, glikolipitler,
membran proteinleri ve doymamis yag asitleri oksidatif strese maruz kalmaktadirlar
(79). Sonug olarak metabolik bozukluklara, hiicre hasarina ve hatta oliime yol
acabilmektedirler (78-80).

Serbest oksijen radikalleri; singlet (tekil) oksijen (*O,), hidroksil radikali (OH"),
stiperoksit anyonu (O;"), ve nitrik oksit (NO’) gibi radikal tiirleridir. Normal
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fizyolojik sartlarda oksijenin %2-5’1 ROT’a doniismekte ve antioksidan sistem
tarafindan ortadan kaldirilmaktadir. ROT, antioksidan savunma sistemleri ile ortadan
kaldirilamadigi durumda, lipid peroksidasyonuna sebep olmakta ve hiicresel hasar
meydana gelebilmektedir. O,", H,0O,, OH' gibi ROT lar, insanlarda bir ¢ok hastaligin
patogenezinde ise karigmaktadir. Fizyolojik sartlarda olusan ROT, antioksidan
savunma sistemi ile ortadan kaldirilmaktadir. O, radikalleri Siiperoksit Dismutaz
(SOD) ile H,0;’ye doniismekte, olusan bu H,0, ise, GSH-Px ve CAT ile su ve
oksijene yikilarak detoksifiye edilmektedir (81).

Serbest radikaller, canlilarda i¢ ve dis kaynakli olarak iiretilebilmektedir. i¢
kaynak olarak, mitokondriyal elektron tasima sistemi, oksidan enzimler, fagositik
hiicreler, otooksidasyon reaksiyonlari, yaslanma gibi kaynaklar ile ortaya
cikmaktadirlar (82).

Dis kaynakli serbest radikallerin en 6nemli kaynaklar ilaglar, sigara, alkol,
uyusturucular, ksenobiyotikler, kirli hava, nitrojen dioksit, benzen, kiikiirt dioksit,
karbon monoksit gibi maddelerdir. Serbest radikaller, asir1 reaktif oldugu igin
canlilarda bulunan her ¢esit biyomolekiile zarar verebilmektedirler. Serbest
radikallerin hasar verdigi biyomolekiiller arasinda lipidler, proteinler, niikleik asitler,
serbest aminoasitler, karbonhidratlar, lipoproteinler ve bunlardan tiireyen kompleks
molekiiller sayilabilmektedir (Sekil 2.5.) (75).
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Patolojik Bozukluklar Ksenobivotikler

I|III|I \ |
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- ‘\.f Jl
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o, B-dovmamis
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Sekil 2.5. Serbest radikal kaynakli hasar ve olusan iiriinler (83).

Oksidatif stres gentamisin nefrotoksisitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Deney hayvanlarinda ve hiicre kiiltiiriiyle yapilan ¢alismalarda, gentamisinin tiibiil
hiicrelerinde oksidatif strese neden oldugu bildirilmektedir. Bu oksidatif strese
mitokondri kaynakli sliper oksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit kaynakli hidroksil
radikalleri sebep olmaktadir (84-86). Gentamisin direk olarak mitokondrinin

solunum zincirinden {irettigi ROT’u artirmaktadir (87). Siganlarda gesitli antioksidan



16

tirleri ile yapilan tedavi ¢aligmalarinda antioksidanlarin renal fonksiyon bozuklugu

ve doku hasarini anlamli bir sekilde azalttigi bulunmustur (25, 87, 88).

Gentamisin nefrotoksisitesinde daha c¢ok siiperoksit anyonlari ve hidroksil
radikalleri olmak iizere reaktif oksijen tiirleri ¢esitli mekanizmalarla hiicresel hasar
ve Oliime sebep olmaktadir. Ramsammy ve ark. (89), gentamisin (100 mg/kg/giin
dozda uygulama) toksisitesinde lipd peroksidayonunun son iriinii olan
malondialdehit (MDA) diizeyinin, ilag uygulamasinin bagladigi 48. saatte kontrol
grubuna gore % 38 oraninda arttigini bildirmislerdir. Siganlarda gentamisin
uygulamalarinda mitokondriyal kaynakli stiperoksit anyonlarinin artis1 sonucu H,0,
cogalmaktadir (43). Gentamisin, toksik etkisinden dolayr bir veya birden fazla
savunma sistemi aktivasyonunda azalma ve lipid peroksidasyonunda artisa neden
olmaktadir (25, 89). Ayn1 calismada Ramsammy ve ark. (89), gentamisin verdikleri
sicanlarda ilag uygulamasinin 2. dozundan sonra Kkatalaz (CAT) aktivitesinde, 4.
dozundan sonra ise glutatyon (GSH) diizeylerinde azalma oldugunu kaydetmislerdir.
Bir bagka arastirmada Soejima ve ark. (90), 80 mg/kg/giin gentamisin verdikleri
ratlarda bobrek dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesinin ila¢ uygulamasinin 4.

giiniine kadar devamli azaldigin1 bildirmislerdir.

Tedavi amaciyla kullanilan gentamisinin ROT’u artirarak  yaptig1
hasarlanmaya kars1 miicadele veren antioksidan sistemde gorev yapan molekiiller;
organizmada sentezlenen (endojen) veya disaridan alinan (ekzojen), enzimatik veya
nonenzimatik molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Bu maddelerin yani sira
antioksidan ozellikleri kesfedilen ¢esitli maddeler radikal hasarin &nlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu maddelerden biri de Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’dir.
CAPE’nin koruyucu rolii ¢esitli modellerle yapilan ¢alismalarda arastiriimaktadir (3,
85, 91).

2.3.6. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Propolis; arilarin bitkilerden toplayarak elde ettigi ozitii tiikiiriik salgis1 ile
karistirarak trettigi keskin ve giizel kokulu bir bilesik olarak tarif edilmektedir.
Arilar, propolisi kovanda meydana gelen agikliklar1 ve ¢atlaklar1 kapatmak, bakteri

ve mantarlar gibi enfekte edici mikroorganizmalari tiremesini zorlagtirmak ve kovan
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icerisine giren yabanci cisimleri ve canlilar1 mumyalamak gibi amagclarla

kullanmaktadir (92, 93).

Propolis uzun yillardan beri insanlar arasinda antibakteriyel ve
antienflamatuvar etkileri basta olmak ftizere genis spektrumlu biyolojik etkileri
nedeniyle yaygin bir sekilde tedavi amagli olarak kullanilmistir. Iyilestirici roliiniin
oldugu insanlar tarafindan iyice anlasildiktan sonra daha c¢ok dikkat c¢ekmeye
baslayan propolis son yillarda hizla artan bir sekilde kapsiil ve tablet formlarinda
piyasaya siiriilmektedir ve insalar tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (92).
Yapilan arastirmalar sonucunda bugiine kadar propolisin i¢inde 300°den fazla bilesen

tespit edilmistir (92, 94, 95).

CAPE, propolis’in biyolojik aktif bileseni olarak tespit edilmistir (96).
Antienflamatuvar, antioksidan, antiviral, antikanser, antiapoptotik,
immunmodiilatuar &zellikleri daha Onceki c¢aligmalarda ispatlanmis, flavonoid

benzeri yapida bir bilesiktir (97) (Sekil 2.6.).

0 E]
N0
HO
OH

Sekil 2.6. CAPE'nin kimyasal yapist (11).

CAPE’nin bu Ozelliklerinin hemen hemen hepsi membranlari rahatlikla
gecmesine firsat verecek fenil ve polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidig: iki adet
hidroksil grubuna (-OH) baglanmaktadir. Bu iki hidroksil grubu molekiile kuvvetli
antioksidan 6zellik kazandirmaktadir (98). CAPE, bir¢ok radikalik hasarda koruyucu
etkisi denenmis bir antioksidan olarak bilinmektedir. CAPE’nin 10 mikromolar
dozda uygulanmasi insan notrofillerinde ve ksantin/ksantin oksidaz sisteminde

ROT’un tiretimini tamamiyle bloke edebilmektedir (98).

Khan ve ark. (99), sican beyin iskemi modelinde CAPE’nin nérovaskiiler

alanda enflamasyona olan etkisini incelemisler ve siganlarda iskemi ve reperfiizyon
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sonrasinda CAPE’nin kaspaz 3 yolunu baskilayarak ve antiapoptotik protein bcl-x1"yi

ise arttirarak apoptotik hiicre 6liimiinii engelledigini bildirmislerdir.

Bir diger aragtirmada Tsai ve ark. (100), orta serebral arter ve bilateral karotid
arterleri klempleyerek olusturdugu 60 dakikalik iskemi ve sonrasindaki 24 saatlik
reperfiizyon doneminde 1 pg/kg ve 10 ug/kg dozlarinda verilen CAPE’nin NO

tiretimini artirarak sinir hiicrelerini koruyucu etki yaptigini bildirmislerdir.

Siganlara 100 mg/kg dozda gentamisin uygulayarak olusturduklar1 gentamisin
indiiklii nefrotoksisite modelinde CAPE’ nin koruyucu roliinii Vardi ve ark. (85),
tarafindan arastirilmistir. Aragtirmada, gentamisin uygulamasinin rat bobreklerinde
MDA seviyesini kontrol grubuna gére oldukg¢a artirdigini, CAPE uygulamasinin ise
gentamisin uygulamasiyla artan MDA seviyesini tekrar normalize ettigini tespit
etmisglerdir. Arastirmacilar histopatolojik olarak gentamisinin neden oldugu bobrek
nefrotoksisitesinde meydana gelen nekrozu, CAPE uygulamasinin onledigini de

tespit etmislerdir.

Bir bagka benzer ¢alismada, Parlakpinar ve ark. (101), si¢anlarda gentamisin
nefrotoksisitesine karst CAPE’nin koruyucu etkisini incelemislerdir. Bu arastirma
sonucunda, gentamisin uygulanan ratlarin bébrek dokusunda NO ve MDA seviyeleri
artarken, GSH seviyesinin azaldigini, yine gentamisin uygulanan grubun bdbrek
dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda CAT ve SOD enzim aktivitelerinde
azalma oldugunu tespit etmislerdir. CAPE’nin gentamisin ile birlikte verilmesinin,
gentamisin uygulamasiyla artan MDA ve NO seviyelerini diislirdiigiinii, azalan GSH,
SOD ve CAT diizeylerini ise artirdigini tespit etmiglerdir. Arastirmacilar gentamisin
tedavisi sirasinda CAPE uygulamasinin serbest radikal kaynakli hasar

Onleyebilecegi sonucuna varmislardir.

2.4. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGEF ailesi ilk kesfedildiginde, kobay derisinde bir vaskiiler sizint1 baslattigi
igin vaskiiler permeabilite faktorii olarak isimlendirilmistir (102). 1980’lerin sonunda

ise, bu aileden ilk 6zel anjiogenik biiyiime faktorii saflagtirilmig ve proteinin NH,-



19

terminal amino asit dizisi elde edilmistir. Bu protein sadece vaskiiler endotelyal
hiicrelerde biiyiimeyi saglamasindan dolay1 "vaskiiler endotelyal biiylime faktori"
olarak adlandirilmistir. Daha sonralar1 ailenin diger tiyeleri de tanimlanmistir (103).
VEGF ailesi, glikoprotein yapisinda tiyelerden olusan 6zellikle endotel hiicreleri igin

Ozgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir aile olarak bilinmektedir (104).

VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yer almaktadir (105). VEGF gen
ailesinin yedi adet iiyesi vardir; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E,
VEGF-F ve PIGF (Plasental biiyiime faktorii) (106). Bu iiyelerden VEGF-F yilan
zehiri VEGF’si (svVEGF) olarak da bilinmektedir. Takashi ve ark. (107), 2004
yilinda yaptiklari ¢aligmaya gore yilan zehirinin iginde VEGF molekiiliine ¢ok
benzeyen bir molekiil tespit edilmistir. Bu yeni bulunan molekiil anjiojenezi VEGF-
A’dan 10 kat daha az arttirmasina ragmen, vaskiiler gegirgenligi siddetle arttirdigi

bildirilmistir.

VEGF-B, baslangigta VEGF-A ile %23'i homolog olan bir sinyal peptitinin
boliinmesiyle olusan 186 amino asitli bir protein olarak olusmakta ve daha sonra
COOH- gruplari igceren 167 amino asitten olusan bir proteine doniismektedir (108).
VEGF-B, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-1’e (VEGFR-1) baglanarak
monositlerin aktivasyonunda, farklilasmalarinda (109), anjiyogenezide kapsayan
immiinolojik ve noronal gelisimde rol almaktadir. Kahverengi yag dokusunda, kalp
ve iskelet kaslarinda bol bulunmaktadir. VEGF-A ve VEGF-B’nin izoformlari
alternatif kesme mekanizmasi ile olusurken, VEGF-C ve VEGF-D’nin degisik

formlar1 proteolitik siire¢ler sonucu olugmaktadir (110).

VEGF-C, VEGF-Abenzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %]16's1
benzeyen 388 amino asitten olusmustur (108). VEGF-C, VEGFR-2 (VEGF reseptorii
2) ve VEGFR-3 (VEGEF reseptorii 3) ile baglanarak lenfatik damarlarin olusmasinda
rol oynamakta ve endotelyal hiicrelerin hayatta kalmasini, mitogenezisini ve gogiinii
indiiklemektedir. Lenfatik damar gelisiminin oldugu bdlgelerde ¢ogunlukla VEGFR-
3 ile birlikte ifade edilmektedir (108, 109, 111).
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Anjiyogenik ve lenfanjiogenik etkisi olan VEGF-D ise VEGFR-2 ve
VEGFR-3 reseptorlerine baglanarak aktive etmekte ve endotelyal hiicreler igin
mitojenik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (110).

PIGF, agirlikli olarak plasenta, kalp ve akcigerler de ifade edilmektedir.
VEGF ailesi ve reseptorleri vaskiilogenik ve anjiyogenik mekanizmalar araciligiyla
vaskiiler sistem gelisiminde ve lenfogenez siirecinde ¢ok onemli rol oynamaktadir.
Bununla birlikte, yara iyilesmesi ve endometriumun dongiisel yenilenmesi gibi doku

tamirini igeren siiregler i¢in de gerekmektedirler (110).

VEGF, hem gelisim sirasinda, hem de yetiskin donemde vaskiilogenez ve
anjiogenez i¢in gerekmektedir (112). VEGF, damarin gelisimini ve morfonogenezini,
vaskiiler tonus ve permeabilitesini, endotel ve inflamatuar hiicrelerin kemotaksisini
diizenlemektedir. VEGF, endotel hiicreler, inflamatuar hiicreler ve néronal hiicreler
tizerine etki etmektedir. VEGF, 6zellikle damar olusumunda kritik rol oynamasina

ragmen, endotel hiicrelerinin yaptig1 bir¢ok fonksiyonda da ise karismaktadir (113).

Topikal VEGF uygulanmasinin yara iyilesmesini hizlandirmas: {tizerine
olumlu etkileri oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (114, 115). Jacobi ve ark.
(114), yara iyilesmesi Ttzerine yaptiklari calismalarinda, ¢oziilebilir VEGF
reseptOriiniin  anjiyonez ile celigkili etkilerinin oldugunu ve VEGF’nin yara
anjiyogenezi i¢in gerekliyken; yara kapanmasi i¢in gerekli olmadigin1 gormiislerdir.
Saaristo ve ark. (115), diyabetik farelerde topikal olarak uyguladiklar1 VEGF-C’nin
yara iyilesmesi lizerine olan etkilerini incelemislerdir. Bu calismanin sonucunda
VEGF-C’nin yara bolgesinde anjiyogenezisi ve lenf anjyogenezisini artirarak yara

tyilesmesini 6nemli 6l¢iide hizlandirdigini gérmiislerdir.

VEGF ailesinin etki gosterebilmesi icin Oncelikle endotel hiicrelerine
baglanmasi gerekmektedir. VEGF reseptorleri sadece vaskiiler ve lenfatik endotel
hiicrelerde degil, bazi timor hiicreleri, sinir hiicreleri, diiz kas hiicreleri, iskelet
miyositleri ve perisitleri igeren ¢ok cesitli non-endotelyal hiicrelerde de ifade

edilmektedir (116).

VEGF’nin tiim iiyeleri trozin kinaz reseptorleri ile (VEGFR-1, VEGFR-2, ve
VEGFR-3) farkli derecede baglanma affinitesi gostererek baglanabilmektedirler



21

(Sekil 2.5.) (117). VEGFR-1 hem negatif hem de pozitif anjiyogenik etkilere
sahipken, VEGFR-2, VEGF-A’nin mitojenik, anjiyogenik ve damar gecirgenligi
etkilerine aracilik etmektedir. VEGFR-3 ise lenfatik damarlar iizerinde anjiyogenik
etkilere sahiptir (6).

VEGF viicutta birgok farkli hiicrede sentezlenmektedir bunlardan bazilar
sunlardir; akciger alveolar hiicreleri, ovaryum folikiilleri, korpus luteum, renal
glomeriil visseral epitel hiicreleri, glomerul podositler, bobrek proksimal tiibiil
hiicreleri, adrenal korteksin tim hiicreleri, leydig hiicreleri, aktive makrofajlar,
arteriolleri cevreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitel hiicreleri,

hepatositlerdir (118-122).

VEGF-A’nin en yiiksek transkibe edildigi yerler; yetiskin akciger, bobrek,
kalp ve bobrek iistii bezidir. 34-42 kilo dalton biiyiikliigiinde olan VEGF-A, dimerik,
distilfit bagli bir glikoproteindir. VEGF-A transkripti sekiz ekzonlu tek bir VEGF-A
geninden olugsmaktadir (106).

VEGF’nin bobreklerde, glomeriiler damar gecirgenliginin diizenlenmesi
(123), renal tiibiiler hiicrelerin korunmasi (124), glomerular basement membranin
yapisinin  siirdiiriilmesi  (125), kalsiyum homeostazisi ve podositlerin yasamini
stirdiirmesi (126) gibi ¢esitli olaylarda rol aldig: bildirilmektedir. Kang ve ark (127),
yaslanan farelerde glomerular VEGF seviyelerinin azaldigint ve bu azalmanin

glomeruloskleroz ile iliskili oldugunu bulmuslardir.

VEGF ifadesinde ki degisimler, retinopatilerden kansere kadar uzanan;
timorler ile iliskili patolojik anjiyogenez, romatoid artrit, prematiire retinopatisi ve
diger iligkili hastaliklarin patolojilerinde etkili olabilmektedir. Anjiyogenezin dnemli
rol oynadigi hastaliklarda ve damar gelisiminde VEGF merkezi rolii istlenmektedir.
VEGF nin bu rolii onu, anjiyogenezin ya uyarilmasi ya da inhibisyonu i¢in hedef
protein haline getirmektedir. Birgok hastalikda VEGF gen ifadesinin ve protein
miktarinin azaldigi veya arttig1 tespit edilmistir. Bu ylizden VEGF iizerine yapilan

calismalar son yillarda ilgi odagi haline gelmektedir. (113, 128)

Akioshi ve ark. (129), cesitli karaciger hastaliklar1 bulunan hastalarda
dolasimdaki VEGF diizeylerini arastirmiglardir. Arastirmacilar, 21 akut hepatitli
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hasta, 40 kronik hepatitli hasta, 34 karaciger sirozlu hasta, 16 fulminan karaciger
yetmezligi bulunan hasta, 10 primer bilyer sirozlu hasta, 12 otoimmun hepatitli hasta
ve saglikli 120 kisiden aldiklar1 kan 6rneklerini kullanmislardir. Saglikli kontrol
grubu hastalarin ortalama serum VEGF degerleri hastalarla karsilastirilmistir ve
kontrol grubuna gore akut hepatitli hastalarda serum VEGF diizeyinin anlamli
derecede arttigini, karaciger sirozu bulunan hastalarda ise serum VEGF diizeyinin
anlamli derecede azaldig1 tespit edilmistir. Arastirmacilar ¢alismalarinin sonucunda
serum VEGF diizeyinin hepatosit rejenerasyon derecesi ile iliskili olabilecegini 6ne

stirmiislerdir

Bir bagka arastirmada Sone ve ark. (130), 155 romatoid artrit hastas1 ve 75
saglikli bireyden aldiklart 6rneklerde serum VEGF diizeylerini arastirmiglardir ve
romatoid artrit hastalarinda serum VEGF diizeylerini kontrol grubuna goére anlamli

derecede yiiksek bulmuglardir.

Shihab ve ark. (131), Sprague-Dawley cinsi siganlarla yaptiklari siklosiporin
indiiklii kronik bobrek nefrotoksisite modelinde VEGF gen ifadesini ve protein
ifadesini ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve western blot teknigi
kullanarak Ol¢mislerdir. Siklosiporin uygulanan kronik nefrotoksisite modelinde
VEGF gen ifadesi ve VEGF protein sentezinin hem 7. hemde 28. giinlerde kontrol

gurubuna gore anlamli sekilde arttigin tespit etmislerdir.

Akut bobrek hasarinin tespitinde bazi molekiillerin biomarker olarak
kullanilabilirligini arastiran Vaidya ve ark. (132), akut bobrek yetmezligi olan
hastalar ve goniillii saglikli kontol hastalarindan aldiklar idrar 6rneklerinde i¢lerinde
VEGF’nin de bulundugu gesitli molekiilleri incelemislerdir ve idrar VEGF
seviyesinin akut bobrek hasari olan hastalarda anlamli derecede daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar, idrardaki VEGF’nin akut bdobrek

hasarinda bir biyobelirtec olarak kullanilabilecegini iddia etmislerdir.

Bir¢ok sitokin, hormon, kas kasilmasi ve egzersiz gibi mekanik faktorler,
enflamasyon gibi ¢evresel faktorler ve biiyiime faktorii farkli hiicre tiplerinde VEGF-
MRNA ifadesinin diizenleyebilmektedir. Ornegin ras gibi onkogenler ile olusan

timor hiicrelerinde VEGF ailesinin iiyeleri ifade edilmektedir. Bu diizenleyicilerin
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her biri transkripsiyon faktorleri ile VEGF gen transkripsiyonunun artmasini veya
baskilanmasini  diizenlemektedir. Interlokin-1 ve Prostoglandin E-2, kiiltiirdeki
sinovyal fibroblastlar VEGF ifadesini indiiklemekte ve buda inflamasyondaki
anjiogenezde bu tiir inflamasyon mekanizmalarmin katkida bulundugunu
desteklemektedir (133-135). VEGF’nin endotelyal nitrik oksit sentetaz tarafindan
arttirildigr gosterilmistir (136, 137).

VEGF gen ifadesinin diizenlenmesinde hipoksi indiiklenebilir faktor-1 alfa
(HIF-/a)’nin roliniinde oldugu bilinmektedir. Hipoksi; hem in vivo hem in vitro
ortamda VEGF geninin ekspresyonunda ana diizenleyicidir ve VEGF gen transkrip-
siyonunu indiiklemektedir. Hipoksik ortamda HIF-/a aktive olmakta ve bu aktive
olan protein VEGF genine baglanarak VEGF nin sentezini saglamaktadir. Hipoksi
durumunda VEGF geninin trankripsiyon aktivasyonu hipoksi ile indiiklenebilen
faktor-1’in bu elemente baglanmasi araciligi ile olmaktadir. HIF-1 « alt grubu
oksijene hassas alt kismudir. Hipoksi, VEGF mRNA transkripsiyonunu ve VEGF
mRNA stabilizasyonunu indiiklemektedir (133-135). Fizyolojik olarak HIF-1a,
anjiyogenezi, damar tonusunu, glukoz metabolizmasi ve apoptozisi diizenlemektedir.
VEGF’nin artan ekspresyonu nedeni ile timor anjiyogenezi ve diyabetik nefropati
gelisiminde 6nemli rol oynayabilmektedir (138). In vitro ve in vivo da yapilan
aragtirmalarda anjiyogenez olusumunda VEGF ve Temel Fibroblast Biiyiime

Faktorii’ntin sinerjistik etkisinin oldugu gosterilmistir (139).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

PZR cihaz1 (Biorad-MyCycler)

Gergek zamanli PZR cihaz1 (Roche LC96)
Hassas terazi (OHAUS PA413C)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Biorad)

pH metre (Mettler toledo)

Jel goriintiileme sistemi (UVP ChemiDoc 1t2)
Mikroplate spektrofotometre (Biotek Epoch)
Buz makinasi (Scostman AF 80)

Otoklav (Hirayama HG 80)

-80 °C Derin dondurucu (Niive)

Masaiistii santrifiij cihaz1 (Hettich-zetrifugen Micro 200)
Homojenizator (Ultra turrax T 25)

Hassas otomatik pipetler ve uglarit (Eppendorf)
Vorteks (Heidolph)

Manyetik karistirict (Heidolph)

Su saflagtirma sistemi (Milipor)
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3.2. Kullanilan Kimyasallar

Gentamisin (Genta 80 mg 1.E. Ulagay)

CAPE (Prof. Dr. Sabri ULUKANLI tarafindan sentezlenmistir.)

RNA saflastirma kiti (PureLink RNA mini Kit, Invitrogen)

cDNA sentez kiti (Transcriptor First strand cDNA Syntesis kit; Lot n0:14797225)
Gergek zamanli PZR kiti (Faststart Essential DNA Probes Master; Lot no:14554900)
Roche Real time ready assay hidroliz problu primerleri

DNA ladder (Fermentas 1kb DNA Ladder Plus)

EDTA ( C1oH14N2Na,Og. 2H,0; FW: 372,24; Sigma no: E5134)

Tris Baz ( C4H11NOg3; FW: 121,14 ; Sigma no: T6066)

Borik asit (H3BO3; FW:61,83 ; Sigma no: B6768)

Etidyum Bromiir ( C2;HoN3.Br; FW: 394,32; Sigma no: E8751)

Agaroz (Sigma No: 5093)

Sodyum Sitrat tribazik dihidrat (NazCgHs07.2H,0; FW:294,1; Sigma no: C8532)
Sodyum Hidroksit (NaOH; FW:40,00; Sigma no: S8045)

Hidroklorik asit ( HCI; FW:36,46; Sigma no: H1758-1 I)

DEPC-O(COOQOC;Hs),; FW: 162,14; sigma no:D5758)

Beta-merkaptoetanol ( CoHgOS; FW: 78,13; Sigma no: M3148)

Sodyum Klorit ( NaCl; FW: 58,44; Sigma no: S3014)

Amonyum Siilfat (NH,),SO4; FW132,14; Sigma no: A4915)
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3.3. Sicanlarin Temini ve Bakim

Bu arastirma icin, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlari yerel
etik kurulundan 22/06/2012 tarihli ve 2012/A-74 protokol no’lu karari ile etik onay
alind1 (Ek 3). Arastirmada 8-10 haftalik disi siganlar kullanildi. Kontrol grubundaki
(K)(n=8) siganlarin agirlik ortalamalar1 210,4 + 25,3 gr, Gentamisin gurubundaki
(G)(n=8) siganlarin agirlik ortalamalar1 217,8 + 16,8 gr, CAPE gurubundaki
(C)(n=8)si¢anlarin agirlik ortalamalar1 219,8 + 21,8 gr, CAPE+Gentamisin
gurubundaki (C+G)(n=8) si¢anlarin agirlik ortalamalart 214,9 + 20,6 gr idi.
Arastirmada kullanilan disi Wistar albino siganlar, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlart Uretim ve Arasgtirma Merkezi’nden temin edilerek kullamild.
Calisma biitcesinin tamam1 Inonii  Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorligi’'ntin  2012/139 no’lu projesinden karsilandi. Deney siiresince
siganlar sicakligin 21° C ve ortam neminin %55-60 oldugu, 12 saat 1s1k (08:00-20:00
saatleri), 12 saat karanlik uygulanan odalarda tutuldu ve ad libitum olarak

beslendiler.
3.4. Gruplarin Olusturulmasi

Nefrotoksisite modeli kiigiik modifikasyonlar ile Parlakpinar ve ark. (101)
metoduna gore olusturuldu. Deneye baslamadan 6nce biitiin hayvanlarin agirliklar
oOlgiildii. Aragtirmada 32 adet wistar 1rki sigan kullanildi. Hayvanlar 4 gruba ayrildi,
gruplar asagidaki gibi olusturuldu;

K grubu(n=8): 10 giin boyunca 2 ml/kg/giin viicut agirligi dozunda serum
fizyolojik ile sulandirilmis %10’luk dimetil siilfoksit (DMSO) intraperitonal yoldan
verildi (tasit).

C grubu (n=8): 30 mg/kg viicut agirligi dozunda (140) CAPE, %100’ lik
DMSO ile ¢oziilerek serum fizyolojik ile %10’e sulandirildiktan sonra intraperitonal

yolla 10 giin boyunca giinde bir kez verildi.

G grubu (n=8): 8 giin boyunca intraperitonal yolla 100 mg/kg/giin viicut

agirlig1 dozunda gentamisin verildi.
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C+G grubu (n=8): Gentamisin uygulamasindan 2 giin énce 30 mg/kg/giin
viicut agirligi dozunda CAPE intraperitonal olarak verildi daha sonraki 8 giinde ise
ayn1 dozda CAPE verildikten 15 dakika sonra 100 mg/kg/giin viicut agirligi dozunda

gentamisin intaperitonal olarak verildi..
3.5. Dokularin Alinmasi ve Orneklerin Analizleri

Son uygulamadan 24 saat sonra hayvanlar yiiksek doz anestezi altinda

sakrifiye edildi, hizlica bobrek dokular1 ve kan 6rnekleri alindi.

Gruplardan alinan bobrek dokularit VEGF mMRNA seviyelerinin tespiti igin,
steril sartlarda buz {izerinde kii¢iik pargalar halinde kesilerek RNA saklama ¢6zeltisi
icine konuldu ve -80°C derin dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi. Bu
dokulardan Life Technologies firmasmin frettigi PureLink RNA mini Kit
kullanilarak toplam RNA saflastirilmast yapildi. Kan 6rnekleri ise serumu ayrilarak
BUN ve kreatinin analizi yapilmak {izere -20°C derin dondurucuda analiz giiniine
kadar saklanda.

3.6. Kullanilan Cézeltiler ve Tamponlar
3.6.1. RNA Saklama Soliisyonu

70 gr Amonyum Siilfat 100 ml dietilpirokarbonat (DEPC) ile islenmis suda
¢oziildii. Uzerine son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde EDTA (pH=8,0) ve son
konsantrasyonu 25 mM olacak sekilde Sodyum Sitrat (pH=5,2) eklendi. DEPC ile
islenmis bidistile su ile 150 ml’ye tamamland1 ve c¢ozeltinin pH degeri 5,2’ye

ayarlandi.
3.6.2. 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 litre 10X TBE ¢ozeltisi hazirlamak igin 108 gr TRIS baz, 55 gr Borik Asit
ve 40 ml 0,5 M EDTA ¢ozeltisi hazirlanarak 900 ml bidistile su i¢erisinde manyetik
karistiricidda karistirildi. Cozeltinin pH degeri 8,0 oluncaya kadar HCI eklendi.
Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi ve son olarak 121°C’de 20 dakika
otoklavlandi. Daha sonra deneyler sirasinda bu ¢ozelti 1X konsantrasyonuna

diisiiriilerek ve pH degeri tekrar 8,0’a ayarlanarak kullanildi.
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3.7. Toplam RNA Saflastirilmasi1 (PureLink Mini Kit Protokolii)

Dokulardan toplam RNA saflagtirmasi firmanin 6nerdigi kit protokoliine gore
asagidaki metotla yapildi. Bu protokole gére dnce 50-100 mg arast doku tartildi,
tizerine % 5 (w/v) olacak sekilde “Lysis Buffer” eklendi. Daha sonra
homojenizatoérde 13,500 rpm de yaklasik 2 dakika homojenize edildi. Homojenattan
yaklagik 750 pl almmarak Eppendorf tiiplerine konuldu ve 26000xg’de +4°C’de 5
dakika santrifiij edildi. 700 pl slipernatant alindi, tizerine 700 ul etanol (%70) eklendi
ve karigtirildi. Elde edilen karisimdan 700ul kit kolonuna eklendi ve 12000 xg’de 15
sn santrifiij edildi. Alt tiipteki sivi dokiildi kalan 700 pl numune eklenerek tekrar
12000 xg’de rpm de 15 sn santrifiij edildi. Kolon altindaki tiipte kalan sivi
dokiildiikten sonra 700 ul “Wash Buffer I” eklendi ve 12000 xg’ de 15 sn santrifiij
edildi. Kolon altindaki tiip igerisindeki sivi dokiiliip tiip tekrar takildiktan sonra
hazirlanmis 500 ul “Wash Buffer 11” eklenerek 12000 xg’ de 15 sn santrifiij edildi
sonra alttaki sivi dokiilerek tekrar “Wash Buffer 11” ile yikama tekrarlandi. Kolon
altindaki tlip igerisindeki sivi dokiildiikten sonra higcbir sey eklemeden 12000 xg’de
120 sn. santrifiij edilerek filtrenin kurumasi saglandi. Kolon altindaki tiip ¢ikarilip
temiz steril bir Eppendorf tiip takildi. Kolona 100ul RNase igermeyen su eklendi ve
120 sn. 12000 xg’de de santrifiij edildi. Son olarak RNA numuneleri tiiplerde kiigiik

hacimlere boliinerek -80 °C derin dondurucuda cDNA iiretimi i¢in saklandi.
3.8. RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme islemleri

“PureLink” kiti ile bobrek orneklerinden saflagtirilan toplam RNA’larda herhangi
bir yikimin olmadiginin belirlenmesi amaciyla 6rnekler jel elektroforezinde analiz edildi.
Ornekler % 1 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile 100 mV’de elektroforez islemine
tabi tutuldu. RNA gériintiilemesi UVP marka ChemiDoc 1t* sistemi ile ultraviyole 151k
altinda gerceklestirildi. RNA miktarinin belirlenmesi amaciyla spektrofotometre

kullanildi.
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3.9. Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

Orneklerin  RNA’lar1 miktar ve saflik tayini icin “Biotek” marka
spektrofotometre cihazi ile “Take 3 Plate” ve “Gen5” programlari kullanilarak 260
ve 280 nm UV spektrumda o6lgiildii. RNA miktar1 ng/uL cinsinden hesaplandi ve
260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA oOrnekleri cDNA sentezinde kullanildi
Verimi veya 260/280 orani diisiik olan 6rnekler tekrar saflastirildi.

3.10. cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Roche firmasmin tirettigi “Transcriptor First strand cDNA
Synthesis” kiti (Lot n0:14797225)” kullanildi. ¢cDNA sentezi firmanin Onerdigi
sekilde yapildi. Kisaca 100 pl’lik PZR tiiptine 1 pg toplam RNA, 1 ul Oligo dT18
(50 pmol/ul), 1 ul Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) ve toplam hacim 13 pl
olacak sekilde bidistile su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 °C’de 10 dakika PZR
makinesinde 1sitildi. Bu karisimin iizerine 4 pl “Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer”, 0,5 ul “Protector RNase Inhibitor”, 2 ul Deoxynucleotide Mix (her
niikleotid i¢in 10 mM konsantrasyonda) , 0,5 ul ““Transcriptor Reverse Transcriptase”
enzimi eklendi ve boylece toplam hacim 20 pl oldu. Karistirilan numuneler PZR
makinesinde 25 °C’de 10 dakika, 55 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika 1s1tild1
daha sonra -20 °C’de analize kadar saklandi.

3.11. Ger¢cek Zamanh PZR Protokolii

Gergek zamanli PZR analizi; Roche Light Cycler 96 ger¢cek zamanli PZR
cihazi, Roche firmasinin irettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot
n0:14554900)” ve “Real Time Ready Assay (B-Actin lot n0:100072217, VEGF-A lot
no:100072226)”(8 pmol/ul) hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi.
Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi. Bunun i¢in 5 pl master mix, 0,5 pl
real time ready mix, 2 pul PCR Kkalitesinde su ve 2,5 ul ¢cDNA olacak sekilde
hazirlandi. Calismada her 6rnek icin 3 tekrar yapildi. PZR sartlar1 firmanin onerdigi
sekilde yapildr; ilk denaturasyon 95°C’de 10 dakika, denaturasyon 95°C‘de 10
saniye, baglanma 60°C’de 30 saniye ve polimerizasyon 72°C’de 1 saniye olarak
olusturuldu ve 50 dongii tekrarlandi. Tablo 3.1°de dizilimleri ve biiyiikliikleri verilen

primerler VEGF gen ifadesinin analizinde kullanildi.
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Tablo 3.1. Primer dizilimleri

Genler Primer dizilimleri NCBI Gen Uriin
Referans biiytikligii
Numarasi (bg)

PS-Aktin-ileri 5’-CTGGCTCCTAGCACCATGA-3’
NM_031144.3 76
S-Aktin-geri 5’-TAGAGCCACCAATCCACACA-3

VEGF-Aileri  5’- AAAAACGAAAGCGCAAGAAA-3’
NM_001110335.1 73
VEGF-Ageri  5°- TTTCTCCGCTCTGAACAAGG-3’

(Ek 1, Ek 2)
3.12. Biyokimyasal Analizler
3.12.1. Serum Ure ve Kreatinin Analizleri

Hayvanlardan alinan kan ornekleri oda sicakliginda 20 dakika bekletildi,
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serum ayrildi. Daha sonra elde edilen bu
serumlardan, BUN ve kreatinin seviyeleri, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi, T1bbi
Biyokimya laboratuvarinda, Abbott Architect c¢8000 otoanalizatoriinde o6lgiildi
(AbbottLaboratories. Abbott Park, Illinois, U.S.A.).

3.12.2. Histopatolojik Analizler

Deney siiresi sonrasinda nekropsileri yapilan hayvanlardan elde edilen bobrek
dokular1 % 10’luk fosfat tampon soliisyonunda hazirlanan formaldehit igerisinde
tespit edildi ve sonrasinda parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan kesilen 5 um
kalinligindaki kesitler rutin islemlerden gecirilerek hematoksileneozin (HE) ile

boyandi ve mikroskopta gozlemlenerek degerlendirildi.
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3.13. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiki analizinde MedCalc® (11.4.2.0) programi kullanildi.
Gruplar aras1 maksimum fark 0,0018, varsayilan standart sapma 0,0002, tip I hata
0,05, grup sayis1 dort ve her bir grupta en az 8 hayvan oldugunda, calismanin
gerceklesen giicli yaklasik 1,00 olarak hesaplandi. Normal dagilima sahip olan
gruplarda veriler aritmetik ortalama =+ standart sapma (sS) olarak gosterilirken normal
dagilima sahip olmayan gruplarda veriler ortanca (minumum-maksimum) olarak
gosterildi. Gruplarin normal dagilima sahip olup olmadiklar1 Shapiro-Wilk testi
yapilarak belirlendi. Bu teste gore hayvanlarin viicut agirliklart normal dagilim
gosterirken (p>0,05) serum kreatinin, BUN ve doku gen ifade degerleri normal
olmayan dagilim gosterdi (p<0,05). Hayvanlarin deney baslangict ve bitimindeki
viicut agirliklarinin grup igi istatistiki karsilastirmalarinda “bagimli 6rneklerde t
testi” kullanildi. Viicut agirliklarinin gruplar arasi karsilastirmasi tek yonli varyans
analizi ile yapildi. Serum kreatinin, BUN ve doku gen ifade degerleri Kruskal-Wallis
testi ile degerlendirildi. Daha sonra gruplar arasi ¢oklu karsilastirma Conover testine
gore yapildi. Karsilastirmalarda “p” degerinin 0,05 den kiigiik bulundugu degerler

istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Agirhk Degerleri

Deney gruplarindaki 0.giin ve 10.glin sigan viicut agirliklart tablo 4.1°de
verildi. Deney baslangici (0. giin) ve deney sonunda (10. giin) si¢anlarin viicut
agirliklar1 grup i¢inde karsilastirildiginda, 0. gline gore 10. giinde K grubu viicut
agirh@inda istatistiki olarak anlamli bir artis (p<0,05), G ve C+G grubunda ise
istatistiki olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,05). 0. ve 10. giin viicut
agirhiklarimin - gruplar arasi istatistiki karsilastirmasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Deney gruplarinda 0.giin ve 10.giin si¢an viicut agirliklar (gr)

Giinler
Gruplar (n=8) 0.giin (Ort < sS) 10.giin (Ort + sS)
K™ 210,4 + 25,3 2185 + 26,1
G 217,8+ 16,8 206,0 +17,1
C 219,8 +21,8 2224 + 18,2
C+G" 214,9 + 20,6 203,5+ 21,9

*Ayni satirda grup igi istatistiki anlami ifade eder (P<0,05), Kontrol (K), Gentamisin
(G), CAPE (C), CAPE+Gentamisin (C+G)
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4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Hayvanlarin Serum BUN Degerleri

K, G, C ve C+G gruplarinda serum BUN degerleri ilk 6nce Kruskal-Wallis
testi ile karsilastirildi ve istatiki olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Daha
sonra gruplar arasi fark Conover testi ile analiz edildi. G grubu serum BUN diizeyi,
K ve C grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdi (p<0,05). C+G
grubundaki azalan serum BUN diizeyi, G grubu ile karsilastirildiginda istatistiki
olarak anlamli degildi (p>0,05) (Tablo 4.2., Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Serum BUN (mg/dL) degerleri ve gruplar arasi istatistiki karsilastirma

Gruplar Ortanca Sira [statistiki karsilastirma (Conover testi,
(n=8) (Min-Maks)  ortalamasi p<0,05)

K 20 (17-23) 11,63 K grubu; G, C ve C+G gruplarindan farkhdir

G 42 (28-101) 25,06 G grubu; K ve C gruplarindan farklidir

C 17 (15-18) 4,57 C grubu; K, G ve C+G gruplarindan farklidir
C+G 32 (22-110) 21,31 C+G grubu; K ve C gruplarindan faklidir

Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE (C), CAPE+Gentamisin (C+G)
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Sekil 4.1. Gruplarda serum BUN degerleri, Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE (C),
CAPE+Gentamisin (C+G)



4.2.2. Hayvanlarin Serum Kreatinin Degerleri

K, G, C ve C+G gruplarinda serum kreatinin degerleri ilk 6nce Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi ve istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(P<0,05). Daha sonra gruplar aras1 fark Conover testi ile analiz edildi (Tablo 4.3.). G
grubu serum kreatinin diizeyi, K ve C grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artis

gosterdi (p<0,05). C+G grubundaki azalan serum kreatinin diizeyi, G grubu ile

karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli degildi (p>0,05) (Tablo 4.3., Sekil 4.2).

Tablo 4.3. Serum kreatinin diizeyleri

(mg/dL) ve gruplar arasi istatistiki

karsilastirma

Gruplar Ortanca Sira Istatistiki karsilastirma (Conover

(n=8) ) ortalamasi testi, p<0,05)
(Min-Maks)

K 0,54 (0,49-0,56) 8,25 K grubu; G ve C+G gruplarindan farklidir

G 0,82 (0,72-1,26) 24,64 G grubu; K ve C gruplarindan farklidir

C 0,53 (0,50-0,64) 9,25 C grubu; G ve C+G gruplarindan farklidir

C+G 0,75 (0,62-2,75) 22,94 C+G grubu; K ve C gruplarindan farklidir

Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE (C), CAPE+Gentamisin (C+G)
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Sekil 4.2, Gruplarda serum kreatinin degerleri, Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE

(C), CAPE+Gentamisin (C+G)

C+G
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4.3. Molekiiler Genetik Bulgular

RNA’lar dokulardan saflastirildiktan sonra %1°lik agaroz jeline yiiklenerek
incelendiler. Sekil 4.3.’de her gruptan secilen saflastirilmig RNA’larin %1°lik agaroz
jelde kosturulmus resmi goriilmektedir. Saflastirilan RNA’larda 28S ve 18S
ribozomal bantlarmin varligir ve herhangi bir yikilim olmadig: goriilmektedir (Sekil

4.3).

K G C C+G

285
18S

Sekil 4.3. Purelink (Ambion, Invitrogen) saflagtirma kiti ile bobrek 6rneklerinden
saflastirilan toplam RNA’nin jel goriintiileme sistemindeki (UVP, ChemiDoc 1t?) jel
goriintiisit (% 1’lik agaroz jel). Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE (C),
CAPE+gentamisin (C+G).

Ayrica dokulardan saflagtirlan RNA &rneklerinin  spektrofotometrik analizleri

yapildi, 6rneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. Gruplarda Olgiilen spektrofotometrik absorbans degerleri ve RNA

miktarlari. Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE (C), CAPE+Gentamisin (C+QG).

GRUPLAR Absorbans: 260/280 RNA miktari: ng/uL
K 2,174 490
K 2,045 627
K 2,014 654
K 2,064 361
K 2,08 594
K 2,058 382
K 2,028 318
K 2,041 248
G 2,028 631
G 2,035 567
G 2,04 355
G 2,026 1061
G 2,034 646
G 2,044 808
G 2,044 413
G 2,019 253
C 2,001 486
C 2,023 566
C 2,01 369
C 2,052 810
C 2,039 617
C 2,039 856
C 2,019 432
C 2,023 193

C+G 1,991 343
C+G 2,018 858
C+G 2,03 804
C+G 2,05 1206
C+G 2,01 742
C+G 2,05 720
C+G 2,063 746
C+G 2,071 960
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Her bir 6rnekten saflastiritlan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, —aktin ve
VEGF-A genlerine 6zgili primerler kullanilarak gercek zamanli PZR ile cogaltildi
(Sekil 4.4.) ve VEGF-A gen ifadesindeki degisim p—aktin genine oranla belirlendi.

500
5400 /
500
4800

4500 VEGF A
4200 RN
390
3600
o 3300
u 300
o 270
T
2100
1800
o B- AKTIN
1200
0900 ™
0600 NEGATIF KONTROL
0300 l
oot XL
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 400 4600 4800 5000
Cyde

Sekil 4.4. VEGF-A gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZR analizleri. “Hydrolysis Probe”
kimyas1 kullanilarak B —aktin ve VEGF-A mRNA’larindan sentezlenen ¢cDNA’larin
gercek zamanli PZR ile ¢cogaltimi sirasindaki olusan cogalim egrileri.
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p-aktin ve VEGF-A cDNA’lar1 kullanilarak yapilan ger¢ek zamanli PZR
sonrasi agaroz jelinde ornekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgiilliigii kontrol
edildi. Analiz sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir DNA bandi
olustugu gorildi (Sekil 4.5).

B -AKTIN (+)
B-AKTIN (=)
MARKER

MARKER
VEGF -A (+)
VEGF -A (5)

i

i » @

gl

e s
- 400
R 200
e 200
T 75

Sekil 4.5. p—aktin ve VEGF-A cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%2)
elektroforezi goriintiisi. Kullanilan DNA Markeri 75 bp DNA Markeri’dir
(Fermentas). VEGF-A (+) (pozitif), VEGF-A (-) (kontrol), p-aktin (+) (pozitif), p-
aktin (-) (kontrol).
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K, G, C ve C+G gruplarinda VEGF-A gen ifadeleri ilk 6nce Kruskal-Wallis
testi ile karsilastirildi ve istatiki olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). Daha
sonra gruplar arasi fark Conover testi ile analiz edildi. K, G, C ve C+G si¢anlarin
bobrek VEGF/S-aktin mRNA seviyeleri karsilastirildiginda, G grubu gen ifadesinin,
K grubu gen ifadesine ve C grubu gen ifadesine gore istatistiki olarak anlamli bir
azalma gosterdigi (p<0,05) tespit edildi. G grubu ile karsilastirildiginda, C+G
grubundaki artan doku VEGF-A gen ifadesi istatistiki olarak anlamli degildi (p>0,05)
(Tablo 4.5., Sekil 4.6.).

Tablo 4.5. Bobrek VEGF-A gen ifadeleri ve gruplar arasi istatistiki karsilastirma

Gruplar Ortanca (Min-Maks) Sira Istatistiki karsilastirma (Conover
(n=8) ortalamasi testi, p<0,05)

K 0,00260 (0,0012-0,0042) 19,43 K grubu; G grubundan farklidir

G 0,00040 (0,00016-0,0016) 8,13 G grubu; K ve C gruplarindan farklidir
C 0,00260 (0,0011-0,0037) 19,71 C grubu; G grubundan farklidir

C+G 0,00047 (0,00016-0,0040) 13,71

Kontrol (K), Gentamisin (G), CAPE (C), CAPE+Gentamisin (C+G)
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Sekil 4.6. Gruplarda VEGF-A gen ifade degerleri, Kontrol (K), Gentamisin (G),
CAPE (C), CAPE+Gentamisin (C+G)
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4.4. Histopatolojik Bulgular

K grubundaki hayvanlarda bobrek morfolojisi normal formasyonunda
gozlendi (Sekil 4.7.). G grubu bobreklerde ortadan siddetliye degisen derecelerde
dejenerasyonlar vardi. Bu hayvanlarda, proksimal tiibiil epitellerinde yikimlanma ve
yer yer olimler dikkati ¢ekti (Sekil 4.8.). Glomerular yikimlanma bazi deneklerde
oldukca belirgin bir sekildeydi. Baz1 hayvanlarda siddetli olmakla beraber degisen
miktarlarda mononuklear hiicresel infiltrasyon gozlemlendi. C grubunda, K
grubundakilere benzer olarak bdbrek yapisinda herhangi bir patolojiye rastlanmadi
(Sekil 4.9.). C+G grubunda renal dejenerasyon agisindan farklar olmakla birlikte
genel olarak smirli sayida dejeneratif tubul ile az ya da hi¢c mononiikleer hiicresel

infiltrasyon ile karakterize bir tablo gdzlemlendi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.7. K grubu bir denekte bobrek dokusunun normal histomorfolojik yapisi; HE
X20
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Sekil 4.8. G grubu bir denekte bobrek dokusunda siddetli tiibiiler dejenerasyon ve
nekroz (siyah oklar), glomeruluslarda yikimlanma (okbas1) ile mononukleer hiicresel
infiltrasyon (beyaz oklar); HEX20

Sekil 4.9. C grubu bir denekte bobrek histomorfolojisi normal yapiyr géstermektedir;
HEX20
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Sekil 4.10. C+G grubu bir hayvanda gozlenen orta derecedeki renal tiibiiler
dejenerasyon (oklar); HEX20
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5. TARTISMA

Bu tezde, siganlarda gentamisin ile olusturulan deneysel nefrotoksisite
modelinde bobrek dokusundaki VEGF geni ifadesi ve CAPE’nin koruyucu etkisinin
incelenmesi amaglandi. Arastirmamizda; kontrol grubuna gore gentamisin
uygulamasinin  bobrek VEGF-A gen ifadesini disirdiigi (p<0,05), CAPE
uygulamasinin ise VEGF-A gen ifadesinde herhangi bir yiikseltici etki yapmadigi
gozlendi (p>0,05). Histopatolojik olarak kontrol grubuyla karsilastirildiginda
gentamisin uygulamasinin bobrek dokusunda ciddi hasarlanmalara yol agtigi, CAPE
uygulamasinin ise bu hasarlar1 kismen iyilestirdigi tespit edildi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda gentamisin uygulanan hayvanlarin serum kreatinin ve BUN
degerlerinin anlaml derecede yiikseldigi (p<0,05), CAPE uygulamasinin bu artiglar

anlamli derecede diisiiriicii bir etki yapmadigt bulundu (p>0,05).

Yapilan bircok arastirmada bobrekte ve viicudun baska bolgelerinde olusan
cesitli patolojik sartlarda, VEGF gen ifadesinin arttigi, azaldigi veya degismedigi
bildirilmistir. Ornegin VEGF gen ifadesi; sedef hastalig1, yiiksek sekilde vaskiilarize
olmus timorler, 16semi, endometriozis ve iireme islemlerinin ¢esitli basamaklarinda

artmaktadir (141).

Immunperoksidaz ve in situ hibridizasyon ¢alismalar1 normal insan
bobreginde VEGF mRNA's1 ve proteininin baskin olarak visseral epitel hiicrelerinde
yerlestigini gostermektedir (142). Normal bobreklerde VEGF nin gorevi, glomeriiler
damar gecirgenliginin diizenlenmesi (123), renal tiibiiler hiicrelerin korunmasi (124),
glomerular basement membranin yapisimin  siirdiiriillmesi  (125), kalsiyum
homeostazisi ve podositlerin yasamini siirdiirmesi (126) olarak bildirilmektedir.
VEGF’nin bilinen bu biyolojik 6zellikleri ve onun ¢esitli bobrek bolgelerinde
bulunmas1 onun endotelyal hiicrelerin fonksiyonunun diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Bir¢ok glomeruler hastalik, VEGF ifadesindeki
degisikliklerle sonuglanabilen epitelyal baskalagimlarla karakterize olabilmektedir.
Bu yiizden meydana gelen ¢esitli hastaliklar VEGF gen ifadesiyle iliskilendirilmistir
(143).
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Boner ve ark. (144), minimal degisim hastaligina sahip kisilerden aldiklar
bobrek biyopsi ornekleriyle yaptiklari ¢alismada hastalarin VEGF gen ifadesinin
diisiik oldugu, VEGF reseptoriiniin gen ifadesinde ise anlamli bir fark olmadigin

bulmuslardir.

Bir bagka arastirmada Shulman ve ark. (143), ¢esitli glomerular hastaliklar
olan 47 hastadan biyopsi alarak yaptiklar1 ¢alismada, immiinohistokimya ve in situ
hibiridizasyon teknikleri Kkullanmislardir ve. VEGF mRNA ve protein ifadesini
incelemislerdir. Arastirmacilar, fokal ya da global glomeriilosklerozis, amiloidozis,
ilerlemis diabetik nefropati, glomerulonefrit ve diffiiz lupus nefrit hastaliklarinda

VEGEF ifadesinin azaldigini tespit etmislerdir.

Bizim aragtirmamizdan farkli olarak Ahn ve ark. (145), gentamisin indiiklii
bobrek nefrotoksisite modelinde ratlarla yaptiklari arastirmalarinda, bobrek VEGF
gen ifadesini incelemislerdir. Arastirmacilar, siganlara 7 giin boyunca 80 mg/kg
dozunda intramiiskiiler olarak gentamisin uygulamasi yapmislar ve bobrek VEGF
gen ifadesini gergek zamanli PZR metoduyla incelemislerdir. Gentamisin verilen
grupta, kontrol grubuna goére VEGF ifadesinde herhangi bir degisikli tespit

edilememistir.

Yine ¢alismamizdan farkli olarak Xu ve ark. (138), streptozotosin indiiklii
sigan diabet modelinde, diabet grubu siganlarin bébrek VEGF gen ifadesinin kontrol

grubuna gore anlamal1 derecede bir artis gosterdigini bildirmislerdir.

Artmis VEGF ve glomerular hasar arasinda bir iligki kurulsa da simdiye kadar
dokuda artan VEGF nin patolojik durumlara neden olan bir aract molekiil mii yoksa
patolojik islemlerin bir sonucu olarak VEGF artist mi1 ortaya c¢ikmaktadir
bilinmemektedir. Baz1 arastirmalar renal hasarda VEGF’nin koruyucu rolii oldugunu

iddia etmektedirler (146).

Arastirmalar arasindaki bu farkliliklar hastalik modellerinin farkliliindan ve

uygulanan doz siire ve farkliligindan kaynaklanmis olabilir.

Aragtirmamizda tespit ettigimiz gentamisin indiikli VEGF gen ifadesinin

azalmasmin bir nedeni, VEGF iireten hiicrelerin, hiicre hasarlanmasi sonucu yok
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olmalariyla meydana gelmis olabilir. Nitekim Shulman ve ark. (143), cesitli
glomerular hastaliklarin ilk baslangicinda VEGF’nin asir1 salinmasiyla (glomerular
hastaliklarda meydana gelen glomerular gercirgenligin nedeni hastaligin
baslangicinda salinan yiiksek miktardaki VEGF olarak gdosterilmektedir) VEGF
tiretme Ozelligine sahip endotel hiicrelerinin fonksiyonel yapisini bozarak daha sonra
bu hiicrelerin hasarlanmalarina neden olabilecegini ve bu durumunda ortamda artik
VEGF’yi ifade edecek hiicre kalmayacagi i¢in bu genin dokudaki miktarini azaltmis
olabilecegini bildirmislerdir. Gentamisin kaynakli azalan bobrek VEGF gen ifadesi,
gentamisinin neden oldugu serbest radikal artisindan kaynaklanmig olabilir. Ji ve ark.
(147), 26-30 haftalik hipertrofiye edilmis rat kalbinde serbest radikal artisina parallel
olarak doku VEGF mRNA’sinda bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Gentamisin

serbest radikal olusumunda giiglii bir katalist olarak karsimiza ¢ikmaktadir (148).

Arastirmamizda histopatolojik olarak kontrol grubuyla karsilastirildiginda
gentamisin uygulamasimin bobrek dokusunda ciddi hasarlanmalara yol actig1 tespit
edildi. Gentamisin uygulamasi bdbrekte histopatolojik degisimler meydana
getirebilmektedir. Gentamisin indiiklii nefrotoksisitenin mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen, reaktif oksijen tiirlerinin gentamisin nefrotoksisitesinin
patofizyolojisinde ise karisti§i, gentamisin uygulamasinin renal kortikal lipid
peroksidasyonunu, mitokondriyal hidrojen peroksit liretimini ve nitrik oksit tiretimini

artirdigi da ifade edilmektedir (149).

Aragtirma sonuglarimiza parallel olarak yapilan bazi ¢alismalarda, gentamisin
kaynakli bobrek hasari histopatolojik degisimlerle gosterilmis ve bu patolojik
degisimlerin gentamisin kaynakli serbest radikal iiretiminden olabilecegi ifade
edilmistir. Bu c¢alismalar aynt zamanda gentamisin uygulmasiyla artan serum
kreatinin ve BUN artisina da dikkat ¢ekmislerdir (149, 150). VEGF ifadesinin
azalmas1 ayn1 zamanda bobrekteki patolojileri de meydana getirebilecek bir diger
neden olabilir. VEGF, mesangioproliferatif nefrit’te glomerular onarim igin temel
olabilmektedir. Podosit hasarindan dolay1 azalan VEGF sentezi endotelyal hiicrelerin
kaybina ve glomeruloskleorozisin gelisimine katkida bulunabilmektedir (151).
Nitekim, aragtirmamizda gozledigimiz gentamisin kaynakli bobrekteki histopatolojik

degisimler, VEGF’ nin azalmasma bagli olabilir. Ornegin; VEGF inhibitérii ajanlarla
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yapilan calismalarda bobrek VEGF’sinin inhibe edilmesi bdbrekte hasarlanmaya
neden olabilmektedir. Bevasizumab, sunitinib ve sorafenib gibi VEGF inhibitorii
tedavilerine bagli masif proteiniiri, hipertansiyon, nefrotik sendrom, renal trombotik
mikroanjiyopati ve proliferatif glomerulonefrit gortilebilmektedir (152, 153). Bu
ajanlar VEGF reseptorlerine baglanarak ya da onlar1 bloke ederek etki

gostermektedirler (154).

Arastirmamizda CAPE uygulamasinin, bobrek VEGF gen ifade diizeyine ve
serum parametrelerine herhangi bir etki yapmadig: fakat gentamisin kaynakli bobrek
hasarmin diizeltilmesinde kismen iyilestirici bir etki yaptig1 histopatolojik olarak
gozlendi. Benzer olarak Vardi ve ark. (85) ratlara 100 mg/kg dozda gentamisin
uygulayarak olusturduklari gentamisin indiiklii nefrotoksisite modelinde CAPE’nin
koruyucu roliini arastirmiglar ve gentamisinin neden oldugu bdbrek
nefrotoksisitesinde meydana gelen nekrozu, CAPE uygulamasinin Onledigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar gentamisin uygulamasiyla meydana gelen hasarin
CAPE ile 6nlenebilmesinin, CAPE’nin serbest radikallerin olusumunu engellemesi

sayesinde oldugunu belirtmislerdir.

Yine bizim ¢aligmamiza benzer bir bagka ¢alismada, Parlakpinar ve ark. (101)
sicanlarda gentamisin nefrotoksisitesine karst CAPE’nin koruyucu etkisini
incelemisglerdir ve Sonug¢ olarak arastirmacilar gentamisin tedavisi sirasinda CAPE

uygulamasinin serbest radikal kaynakli hasar1 onleyebilecegi goriisiine varmislaridir.

Levi ve ark’in (155) yaptigi basgka bir aragtirmada sisplatin veya gentamisin
uygulamasi ile bobreklerde nefrotoksik bir etki olusturulmus ve bu toksik etkiye
kars1t CAPE ve resveratrol’iin koruyucu bir rol oynadigi hem biyokimyasal hemde
histopatolojik olarak ortaya konulmustur. Sisplatin veya gentamisin uygulamasini
takiben bobrek MDA seviyesindeki artis ve GSH seviyesindeki azalma bu iki ilacin
yapmis oldugu nefrotoksik etkinin muhtemel patofizyolojik mekanizmalarindan
birinin serbest radikal kaynakli hasardan dolay1 olusan oksidatif stres olabilecegini
gostermektedir. CAPE’nin bobrek hasarlarini kismen onleyici etkisinin serbest

radikallerin olusumunu engellemesi sayesinde oldugu sdylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tezden elde edilen veriler 15181 altinda sican bobreklerinde gentamisin
uygulamasiyla nefrotoksisite meydana geldigi ve elde edilen bulgulara gore deneysel
gentamisin nefrotoksisitesinde bobrek dokusundaki VEGF gen ifadesinin anlamli bir
sekilde azaldig1 tespit edilmistir. Gentamisin nefrotoksisitesinde CAPE’nin

uygulanmasi ise gentamisinin neden oldugu VEGF gen ifadesini degistirmemistir.

Arsatirmamiz  sonucunda gentamisin nefrotoksisitesindeki etkenlerden
birisinin  VEGF gen ifadesindeki azalma olabilecegi kanaatini tasimaktayiz.
VEGF’nin azalmasi sonucunda podositlerin hayatin1 idame ettirmesi, glomerular
damar gegirgenliginin diizenlenmesi, glomerular membranin yapisinin siirdiiriilmesi
ve kalsiyum homeostazisi gibi ¢ok dnemli gorevlerin yerine getirilememesi bobrekte

ciddi bozulmalara neden olabilmektedir.

VEGF gen ifadesi artirilarak gentamisin indiiklii bobrek hasarinin oniine
gegilebilir. Arastirmamizda CAPE uygulamasinin gentamisin kaynakli azalan bobrek
VEGF gen ifadesinde herhangi bir artisa neden olmadigini tespit ettik. Fakat diger
birgok faktor bobrek VEGF gen ifadesini artirabilir. Ornegin, hipoksi indiiklenebilir
faktor (HIF), vazopressor hormonlar, gesitli sitokinler ve biiyiime faktorleri de VEGF
transkripsiyonunu artirmaktadir (156).

Yapilan gesitli arastirmalarda HIF’in akut bobrek yetmezligi, kronik bobrek
yetmezligi ve iskeminin de oldugu cesitli bobrek hasar1 modellerinde arttigi
bulunmustur, buda arastirmacilara HIF”in bobrek hasarindan korunmada onemli bir
rolii olabilecegini diisiindirmiistir. Son zamanlarda HIF aktivasyonunun si¢an
remnant bobrek modelinde oksidatif stresi azaltarak podosit hasarina karsi korudugu
one siiriilmektedir. (145) Diyabetik nefropati ve iskemi reperfiizyon hasarinda HIF’in
antioksidan etkileri goriilmiistiir (157, 158) HIF aktivasyonu sisplatin indiiklii
nefrotoksisitede renal tiibiiler hiicrelerinde apoptozisi azaltmaktadir (159). Bu
baglamda Ahn ve ark. (145) Gentamisin indiiklii bobrek nefrotoksisite modelinde
HIF  aktivitesini  kontrol ederek HIF’in  gentamisin  indiiklii ~ bdbrek
nefrotoksisitesindeki roliinii aragtirmislardir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, HIF’in

aktivasyonu ROT olusumunu azaltmis, apoptozise neden olan kaspaz 3 yolunu
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basklamis ve bu sayede gentamisin indiiklii bobrek yetmezligine karst HIF’in
koruyucu oldugu tespit edilmistir. Arastirmanin ratlarla yapilan kisminda ise HIF-
lo’nin artisina paralel VEGF gen ifadesininde anlamli bir sekilde arttigini
bulmuslardir. HIF’in  artmis olmast VEGF ifadesinin de artmasim

tetikleyebilmektedir (138).
Bu verilerin 15181 altinda su yorumlari getimek miimkiindiir;

Gentamisin indiiklii nefrotoksisitede VEGF geni ifadesi azalmakta, azalan bu
gen ifadesi nedeni ile bobrekte muhtemel patolojiler gelisebilmektedir. Bobrekte
meydana gelen bu hasarlarin 6niine bobrek VEGF geni ifadesi artirilarak gegilebilir

kanaatini tasimaktayiz.
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Ek 1: p—aktin Gen Dizilimi
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Sican f-aktin geninin 1293 baz c¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031144.3
1 gtcgagtccgcegtccacccgegagtacaaccttettgcagcetectcegtecgecggtecac

61 acccgccaccagttcgecatggatgacgatatcgctgegcetegtegtcgacaacggetee

121 ggcatgtgcaaggccggcttcgegggegacgatgetcecegggecgtetteecectecate

181 gtgggccgecectaggcaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactccetacgtg

241 ggcgacgaggcccagagcaagagaggcatectgaccctgaagtaccecattgaacacgge

301 attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagctg

361 cgtgtggccecctgaggagcaccctgtgetgcetcaccgaggeccctctgaaccctaaggec

421 aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagccatgtacgta

481 gccatccaggetgtgttgtccctgtatgectctggtegtaccactggeattgtgatggac

541 tccggagacggggtcacccacactgtgeccatctatgagggttacgegcetecctcatgec

601 atcctgegtctggacctggetggecgggacctgacagactacctcatgaagatectgace

661 gagcgtggctacagcttcaccaccacagctgagagggaaatcgtgcgtgacattaaagag

721 aagctgtgctatgttgccctagacttcgagcaagagatggecactgecgceatcctcttce

781 tcecctggagaagagctatgagetgectgacggtcaggtcatcactatcggcaatgagegg

841 ttccgatgccccgaggctctettccagecttecttectgggtatggaatectgtggeate

901 catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat

961 gccaacacagtgctgtctggtggcaccaccatgtacccaggceattgctgacaggatgcag

1021 aaggagattactgccctggctcctagcaccatgaagatcaagatcattgctcetectgag

SSSS>S>>SS>>S>S>>>>>>
1081 cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggcectcactgtccaccttccagcag
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLL
1141 atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggceccctccatcgtgcaccgcaaatge

1201 ttctaggcggactgttactgagcetgegttttacaccctttctttgacaaaacctaacttg



1261 cgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> {leri primer

<<<<<< Geri primer
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Ek 2: VEGF-A Gen Dizilimi

Sican VEGF-A geninin 2616 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_001110335.1

1 tagtgggtggatctgggcccagacggggtggagagtgggagggaagcetcttaggtagcett
61 ttaggggtcagggtgaagcettgggaggggatgcaggggggagggatgggaatggtaagaa

121 tccaggacctgaattcccagectggecaacccettgcagecatgtetgetctccagaagag
181 caagtgctccttaaggccagcagggttgggggagetggggtgacctgaggttcttttctg
241 ttagagccctggtecccctacctccaccacctagecctgetcaatagaaccectgggtge
301 taaatggcaggagccctggggtgacccataggggtatggetggetgggtcactaacctct
361 gtgatctacttccctctgcagatcatgcggatcaaacctcaccaaagccagcacatagga
421 gagatgagcttcctgcagcatagcagatgtgaatgcagaccaaagaaagatagaacaaag
481 ccagaaaaaaaatcagttcgaggaaagggaaagggtcaaaaacgaaagcgcaagaaatcc
SS>>>SSS>>SSS>>>>>>>>
541 cggtttaaatcctggagcegttcactgtgagecttgttcagagcggagaaagceatttgttt
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLL
601 gtccaagatccgcagacgtgtaaatgttcctgcaaaaacacagactcgcegttgcaaggceg
661 aggcagcttgagttaaacgaacgtacttgcagatgtgacaagccaaggcggtgagecagg
721 ctgcaggaaggagcctccctcagggtttcgggaactagacctctcaccggaaagaccgat
781 taaccatgtcaccaccacaccaccatcgtcaccgtcgacagaacagtccttaatccagaa
841 agcctgacatgaagggagaggagactcttcgaggagcactttgggtccggagggcgagac
901 tccggcagacgcattcccgggeaggtgaccaageacggtggteectegtggaactggatt
961 cgccattttcttatatttgctgctaaatcgccaagcccggaagattagggagttttgttt
1021 ctgggattcctgtagacacacccacccacatacacacacatatatatatatatattatat
1081 atataaataaatatatatgttttatatataaaatatatatatattctttttttttttaaa
1141 ttaactctgctaatgttattggtgtcttcactggatatgtttgactgctgtggacttgag
1201 ttgggaggaggatgtcctcacttggatcccgacagggaagacaatgggatgaaagactce
1261 ggtgtggtctttcgtccttcttagagaggccgaagtctgtttgcctgccagggageacge

1321 aaggccagggcacgggggeacgttggetcacttccagaaacacgacaaacccatcectgg
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1381 ccctgagtcaagaggacagagagacagatgacagataaagagataaagattctggttceg
1441 accagacgtttttggggagcctcaggacatggcactattgtggatccccactagattctg
1501 caagagcaccctgcccctctgggceactgectggaagaatcaggagcectggcecatcaaget
1561 ctctcctecacttctgaggagcectaggaggcctcccacaggggtcctggcaaagagaaga
1621 cacagtggtggaagaagaggcctggtaatggctcctcctcctecteectgggaacccecteg
1681 tcctctecectaccecacttcctgggtatagctcaggaggaccttgtgtgatcagaccatt
1741 gaaaccactaattctgtccccaggagacttggetgtgtgtgtgagtggcettacccttecc
1801 cattttcccttcccaaggtacagagcaatggggceaggacccgcaageccctcatggagge
1861 agagaaaagagaaagtgttttatatacggtacttatttaatagccctttttaattagaaa
1921 ttaaaacagttaatttaattaaagagtagggtttttttcagtattcttggttaatattta

1981 atttcaactatttatgaggatgcatctcttgctctttcttatttgtactgtttttttttg

2041 ttttgtttttctgtgtgtgtgtgtgtatgaaatctgtgtttccaatctetctctcccaga

2101 tcggtgacagtcactagcttgtcctgagaagatatttaattttgctaacactcagcetctg
2161 cccteecctgtcecccaccacacattcctttgaaataaggtttcaatatacatttacatac
2221 tatatatatatttggcaacttgtgtttgtatataaatatatatatatatatatgtttatg

2281 tatatatgtgattctgataaaatagacattgctattctgttttttatatgtaaaaacaaa

2341 acgagaaaaaatagagaattctacatactaaatctctctccttttttaattttaatattt

2401 gttatcatttatttattggtgctactgtttatccgtaataattgtgggggaaaagatatt

2461 aacatcacgtctttgtctctagagcagttttccgagatattccgtagtacatatttattt

2521 ttaaacagcaacaaagaaatacagatatatcttaagaaaaaaaaagcattttgtattaaa
2581 gaattgaattctgatctcaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> {leri primer

<<<<<< Geri primer
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Ek 3: Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Karari

T.C.
INONU UNIVERSITESI
Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu Baskanhg

Sayr : B.30.2.INU.0.20.05.05/1(,
Konu : 2012/A-74 nolu galisma MALATYA
10/07/2014

Saymn: Dog. Dr. Yilmaz CIGREMI$
inonii Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik AD

2012/A-74 protokol nolu “Ratlarda Gentamisin Indiikli Akut Bébrek Nefrotoksisitesinde
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor (VEGF) Geninin Ifadesi ve Kafeik Asit Fenetil Ester’in
(CAPE) Koruyucu Etkisinin Incelenmesi” Isimli projenin baghgnin “In Vivo Akut Nefrotoksisitede
Bobrek Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor (VEGF) Geni Ifadesi ve Kafeik Asit Fenetil Ester
(CAPE)’nin Etkisi.”seklinde degistirilmesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Bagkanlig tarafinca
uygun goriilmiigtiir.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

N\

\{
Dog. Dr. M>Arif ALADAG
Deney Hayvanlz;ﬁ\Etlk Kurul Bagkani

Inono Universitesi Merkez Kampst 44280 MALATYA Bilgi igin:
Telefon: (0 422) 341 00 45 Faks: (0 422) 341 00 36
e-posta: tip@inonu.edutr Elektronik Ag : http://cms.inonu.edu.tr/tr/tip
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INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :22-06-2012

Toplant: Yeri : Tip.Fak.Toplanti Salonu-Malatya
Arastirma Protokol no.su :2012/A-74

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirii : Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti :JE [b XFarketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi : 40 adet

Deneyde Kullamilacak Hayvanin Yagi ve Agirhg : 8-12 haftalik/200-250 gram

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Dog. Dr. Yilmaz GIGREMIS vyiiriitiiciisii oldugu
“Ratlarda Gentamisin indiiklii Akut Bobrek Nefrotoksisitesinde Vaskiiler Endotelyal Biiytime
Faktor (VEGF) Geninin ifadesi ve Kafeik Asit Fenetil Ester’in (CAPE) Koruyucu Etkisinin
Incelenmesi” isimli 2012/A-74 Protokol no.lu galismanin dosyas incelendi.

Adi gegen arastirmanin; arastirma protokoliine tamamen uyu’]mak, indnii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yénergesi'nde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumluluk aragtiricilara ait olmak iizere galismanin yapilmasinda herhangi bir etik sakinca
bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.

R4

Prof.Dr.Yusuf TURKOZ Dog.Dr. Abdurrahman KARAMAN Prof.Dr. Selim DOGANAY
Bagkan Bagkan Yard. Uye
kaddrnady

et KARATAS  Yrd.Dog.Dr. Mustafa:/K:W(APLAN
v Uye

A
Sivil Uye

Ahmet GOMJLLUOGLU
Sivil Uye

g




68

OZGECMIS
Ad1 Soyadi : Zeynal Mete KARACA

Dogum Tarihg :01.06.1987

Dogum Yeri : Malatya

Uyruk : T.C.

Egitim Bilgileri

2011-...Devam ediyor : Inonii  Universitesi (Malatya) Saghik Bilimleri

Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1 Tezli Yiiksek Lisans
2010-2011 : In6nii Universitesi (Malatya) Pedogojik Formasyon

2007-2011 : In6nii Universitesi (Malatya) Biyoloji Béliimii Lisans



