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OZET

Erseckin V, Ratlarda gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite iizerine ferulik asitin etkisinin
incelenmesi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dah,
Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Ferulik asit gesitli meyve ve sebzelerde bulunan bir fenolik bir
bilesiktir. Bu ¢alisma ile gentamisinle (GM) olusturulan nefrotoksisite iizerine ferulik asitin etkisini
incelemek amaglanmistir. Calismada kullanilan ratlar rastgele her biri 8 rattan olusan 4 gruba ayrildi:
Kontrol, Ferulik Asit (FA), Gentamisin (GM), Gentamisin+ Ferulik asit (GM+FA). 8 giinliik deneme
stiresinden 24 saat sonra kan Ornekleri alindi, bobrekler histopatolojik degerlendirme igin ¢ikarildi.
Ratlarin serum iire, kreatinin, iirik asit, LDH analizleri otoanalizérde, MDA, AOPP, GSH, SOD, CAT,
IL-6, TNF-a analizleri ise ELISA’da yapildi, alinan bobrek dokulari histopatolojik agidan incelendi.
GM+FA grubunda GM grubuna gore iire (p<0.001), kreatinin (p<0.001), MDA (p<0.01), AOPP
(p<0.001), IL-6 (p<0.01), TNF-a (p<0.001) diizeylerinin istatistik olarak 6nemle azaldig1 saptandi. Sonug
olarak, GM ile olusturulan nefrotoksisitede, ferulik asit enflamasyonu azaltarak oksidatif stresin de
azalmasima neden olmustur. Bu g¢alismada ferulikasitin antioksidan ozelliginden ¢ok antienflamatuar
ozelligi on plana ¢ikmustir. Ferulik asitin nefrotoksik hasar1 zayiflattigi, bobregi koruyucu 6zelliginin
bulundugu sdylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Ferulik asit, Gentamisin, Nefrotoksisite, Oksidatif stres, Sitokin



ABSTRACT

Erseckin V, Investigation of the effect of ferulic acid on gentamicin induced nephrotoxicity in rats.
Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, Department of Biochemistry, Master's
Thesis, Van, 2019. Feruli cacid is a kind of phenolic compound that can be found in various fruits and
vegetables. This study aims to investigate the effect of ferulic acid upon nefrotoxicity that is induced by
gentamicin (GM). In this study, rats were separated into 4 groups such that each containing 8 randomly
selected rats: Control group, Ferulic Acid (FA) group, Gentamicin (GM) group and Gentamicin+Ferulic
Acid (GM+FA) group. Blood samples were collected after 24 hours following the 8-day trial period, and
kidneys were taken out for histopathological evaluation. Serum urea, creatinine, uric acid and, LDH
analyses were performed in auto analyser while MDA, AOPP, GSH, SOD, CAT, IL-6, TNF-a analyses
were performed in ELISA, and kidney tissues were also examined histopathologically. Urea (p<0.001),
creatinine (p<0.001), MDA (p<0.01), AOPP (p<0.001), IL-6 (p<0.01) and TNF-a (p<0.001) levels were
found to be statistically and significantly lowered in GM+FA group when compared to GM group. As a
result, ferulic acid has reduced the inflammation in nephrotoxicity induced by GM, causing decreased
oxidative stress. In this study, anti inflammatory features of ferulic acid have come to the fore frontrather
than the antioxidant features. We can say that ferulic acid reduces nefrotoxic damage and has protective
properties for kidneys.

Keywords: Ferulic acid, Gentamicin, Nephrotoxicity, Oxidative stress, Cytokine
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1. GIRIS

Gentamisin (GM), genellikle hayati tehdit eden gram (-) bakterilerin neden
oldugu hastaliklarin tedavisinde yaygin kullanilan aminoglikozid grubu bir
antibiyotiktir (Ali, 1995). Gram (-) bakterilere karsi giiclii bakterisid etkiye sahip
olmasi, beta-laktamlara direngli mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu etkinligi ve
maliyetinin diisiik olmasi nedeni ile kullanimi1 olduk¢a yaygindir (Maldonado ve ark.,
2003). Gentamisinin en belirgin yan etkisi nefrotoksisitedir ve akut bobrek yetmezligi
vakalarimin % 10-20’sinin sebebini olusturmaktadir (Erdem ve ark., 2000; Walker ve
ark., 1988). Gentamisin ile tedavinin 7. giiniinden sonra hastalarin yaklasik % 30’unda

nefrotoksisite belirtileri ortaya ¢cikmistir (Paterson ve ark., 1998).

Gentamisin oral yolla alindiginda, gastrointestinal kanaldan emilimi yeterli
diizeyde gerceklesmez, ancak intramiskiler (i.m.) veya subkutan (s.c.) yol ile
verildiginde daha hizli bir sekilde terapdtik kan diizeyine ulasir. Intravendz veya
intratrakeal yollarla da kullanilabilmektedir. Renal korteks hari¢ dokularda birikimi ¢ok
azdir. Viicuttan atilimi bobrekte glomeriiler filtrasyon yoluyla olmaktadir (Ali, 1995).
Glomeriilden filtre edildikten sonra proksimal tiibiil hiicrelerince rebsorbe edilerek bu
hiicrelerin lizozomlarinda birikir (Ali, 1995; Li ve ark., 2008; Mingeot-Leclercq ve
Tulkens, 1999). Aminoglikozidler, tiibiiler atrofi veya dilatasyon, membran
bozulmalari, fircams1 kenar erozyonlar1 ve proksimal tiibiil hiicre 6demi, bazolateral
membran villiislarinin azalmasi (Volpinive ark., 2006) ve interstisyel enflamatuar hiicre
artigt  gibi toksik etkilere sahiptir (Tulkens, 1989). Gentamisin ile olusturulan
nefrotoksisite mekanizmalar1 hala tam aydinlatilamamis olup, multifaktoriyel sebepler
tizerinde durulmaktadir (Ali ve ark., 2005; Mingeot-Leclercq ve Tulkens, 1999). Bu
mekanizmalar arasinda serbest oksijen radikallerinin yiikselmesi en 6nemli sebep olarak

diistintilmektedir (Priuska ve Schacht, 1995; Yanagida ve ark., 2004).

Ilk olarak Ferula foetida bitkisinden elde edilen ferulik asit (4-hidroksi-3-
metoksisinnamik asit) ilk ismini bu bitkiden esinlenerek almistir (Kumar ve Pruthi,
2014). Ferulik asit, bitkilerin yaprak ve tohumlarinda mevcut olan fenolik bir asittir. En

¢ok yulaf, enginar, portakal, piring, bugday, ananas gibi bitkilerde bulunur. Kimyasal



olarak kurkuminin giiglii yapisina benzer ve hidroksisinnamik asit grubuna aittir (Ojha
ve ark., 2015).

Son yillarda ferulikasitin yiiksek terapdtik etkileriyle ilgili arastirma alanlari
oldukea dikkat ¢ekicidir. Ferulik asitin antienflamatuar, antidiyabetik, antikarsinojenik,
antiapoptotik, antiageing, hepatoprotektif, noroprotektif, radioprotektif, pulmoner
protektif, antiaterojenik, hipotensive etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Marimuthuve
ark., 2007). Gentamisinle olusturulan nefrotoksisitede ferulik asitin etkisini inceleyen
calismalarin sayisi ¢ok azdir. Bu ¢aligmada gentamisinle olusturulan nefrotoksisitede
tire, kreatinin, tirik asit, LDH gibi bobrek fonksiyon markerleri ile MDA, AOPP, GSH,
SOD, CAT, TNF-a ve IL-6 diizeylerine bakilarak ferulik asitin antioksidan ve

antienflamatuar 6zelliklerinin etkili olup olmadig1 arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Yapisi

Bobrekler saglikli bir viicut i¢in gerekli bir¢ok islevin diizenli olarak caligsmasini
saglayan, metabolik faaliyetlerin artik {iriinleri ile viicutta fazla kalan suyun idrar olarak
atilmasin1  diizenleyen organlardir. Bu o&zellikleri nedeniyle doku sivilarinin
yogunlugunu ve sivi elektrolit dengesini korumaktadirlar. Bu islevlerin disinda
elektrolit homeostazisinde onemli rol oynayan bazi viicut maddelerinin (renin ve
prostoglandinler) ve eritrositlerin gelisiminde gorevli hormonlarin (eritropoetin)

sentezinde gorev alir (Calbreath, 1992).

Bobrekler viicutta retroperitoneal yerlesimlidirler. Batin i¢inde posterosiiperior
kisimda ve columna vertebralisin iki yaninda, alt uglar1 ise 3. lumbar vertebra
seviyesinde konumlanmustir. Ust uglar1 12. torakal vertebranin iist kenarda bulunur.
Karin boslugunun sag tist tarafinda karacigerin olmasi nedeniyle, sag bobrek sol
bobrege gore biraz daha asagiya yerlesimlidir. Yetiskin bir insan bobregi ortalama 12
cm uzunlugundadir. Agirliklar1 erkeklerde ortalama 150 g, kadinlarda da yaklagik
olarak 135 g’dir (David, 2005; islekel, 2002).

Bobrekler idrarin depolandigi mesaneye iireter ile baglanirlar. Ureter tiip
seklinde olup, bobreklerde biriken idrarin mesaneye drenajini saglamaktadir. Mesane,
icinde siv1 biriktirebilen ve bu biriken siviy1r gerektiginde kolaylikla disari atabilen

yapidir. Mesane diiz kaslardan meydana gelmektedir (Calbreath, 1992).

Bobrek parankimi, nefron adi verilen ozellesmis hiicrelerin, bag dokusu
yardimiyla birbirlerine baglanmasiyla meydana gelir. Yaklasik olarak her bir bobrekte
1.3 milyona yakin nefron bulunmaktadir. Nefronlar bobregin en kiiciik yapisal
birimidirler. Vicutta maddelerin filtrasyon (siizme), sekresyon (salgilama) ve
reabsorpsiyonu (geri emilme) gibi gorevleri vardir. Her nefronda toplayict kanallar
bulunur. Nefron yapisi, filtrasyonun gerceklestigi Bowman kapsiilii, sekresyon ve
reabsorpsiyonun gerc¢eklestigi proksimal ve distal tiibiiliisler, bu tiipleri biraraya getiren

Henle kulpu ve ortaya ¢ikan idrarin mesaneye drenajini gergeklestirip iiretere ulastiran



toplayici kanallardan olusmaktadir (Calbreath, 1992; Rang ve ark., 1999) (Sekil 1).

Sonug olarak her nefron idrar iliretme yetenegine tek basina sahiptir (David, 2005).

Glomeral Proksimal tabalus Distal tabolas

Toplayu:
kanal

E 3 uat arter
Arkuat ven

U !

Henle kulpu  Toplayici kanal

(
Bowman kapsulG

Afferent arteriyol

Korteks ﬁ Efferent arteriyol

Peritubaler
L kapillerier
(
Venil
Medulla ﬁ

Sekil 1. Nefron ve kan dolasiminin basitlestirilmis semas1 (Rang ve ark., 1999)

Glomeriil (bobrek korpiiskiilii), Bowman Kkapsiilii ve kapiller yumaktan
olusmustur. Kapillerlerin nefronun genis ve kor ucundaki Bowman kapsiiliine girmesi
ile olugur ve ortalama olarak 200 pm capindadir. Glomeriilii meydana getiren kapiller
yumagi nefrona yliksek debide kan akimi gercgeklestirir (Ganong, 1985). Bowman
kapsiiliinde glomertiler filtrat ve kan birbirinden 2 farkli hiicresel tabaka ile ayrilir. Bu
tabakalar; tiibiiliis epiteli (podositler) ve kapiller endotelidir (Sekil 2). Bu iki tabakanin
orta kisminda glomeriiler bazal membran (GBM) mevcuttur. Bazal membran ve endotel
hiicrelerinin arasinda ise glomeriil matriksini ve destek yapisini olusturan mezenkim

hiicreleri yer almaktadir (Raij ve Keane, 1985).
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Sekil 2. Glomertilervisseral tabakasi (Ganong, 1985)

Glomeriiler mezenkimi, glikoproteinlerden ve mukopolisakkaritlerden olugsmus
bir matrikste yer alan mezenkimal hiicrelerden meydana gelmektedir. GBM,
mezenkimin glomeriiler kan akimi ile en fazla temas halinde oldugu noktada bulunur.
Bu noktada glomeriiler dolasim mezenkimden her biri 100 nm ¢apinda fenestrali
endotel tabakasi ile birbirinden ayrilir. Bu yapmin 2 O6nemli roli vardir: 1.
Makromolekiilleri ve mikromolekiilleri tasiyan plazma mezenkimal bolgeye yonlenir. 2.
Mezenkimal ve endotelyal hiicrelerin pozisyonu bu hiicrelerden salgilanan
mediyatorlerin diger hiicreler ile parakrin etkilesimine olanak verecek sekilde bir

capraz-iletisimine imkan saglar (Raij, 1993).

Mezenkimal hiicreler bazi vazoaktif peptitlerin [anjiyotensin Il, endotelin-1 (ET-
1), tromboksan (TX) ve arjininvazopressin] reseptorlerini barindirir. Glomeriiliin hiler
bolgesinde bulunan bu hiicreler jukstaglomeriiler aparatin yanisira afferent ve efferent
arteriyollerin liimene bakan kenari ile de temas halindedirler. Bu anatomik diizenlemeye
bagli olarak afferent ve efferent arteriyollerin tonusundaki diizenlemelerle uyumlu
olarak hareket eden mezenkimal hiicrelerin kasilma ve gevsemeleri glomeriiler kan
akimi ve filtrasyon hizin1 diizenler (Mene ve ark., 1989; Raij ve Keane, 1985;
Schlondorff, 1987).



Idrar olusumu 3 asamadan ibarettir: Bunlar; filtrasyon, reabsorpsiyon ve
sekresyon fazlaridir. Idrar olusumunda ilk basamagi glomeriillerde bulunan plazmanin
fenestralar vasitasiyla filtrasyonu olusturur. Islevsel olarak glomeriiler bazal membran
kapillerlerinin secici gegirgenligini diizenler. Ancak 4 nm’den daha kiigiik ¢aptaki ndtral
maddelerin difiizyonuna olanak saglar. Boylece albumin ve daha biiyiik molekiillerin
idrara gecisi Onlenir. Kandaki diisiik molekiiler agirlikli maddeler ise Bowman
kapsiiline difiizyonla gecerler. Bu slizme islemi, dolasim sistemindeki yiiksek kan
basinct ile osmotik basing ve Bowman kapsiiliindeki hidrostatik basing fark: etkisi ile
diger kiiclik molekiillerin membrandan pasif difiizyonu ile gerceklesir. Pasif difiizyonun

sonucu olarak idrar olusumunun filtrasyon asamasinda enerji harcanmaz (Calbreath,
1992).

Stvi, nefronun en uzun bolimi olan proksimal tliplere gectiginde
reabsorbsiyonun ilk basamagi baglar. Proksimal tiiplerin duvari, apikal yiizde siki
baglantilar araciligi ile birlesen tek sirali bir hiicre tabakasindan olusur ve emilim
ylizeyini artirmak i¢in kivrimlidir. Bu hiicrelerin liimene bakan yiizii yine emilim
ylizeyini artirmak i¢in ¢ok sayida mikrovilliisli yapistyla firgamsi bir sekil almigtir
(Rang ve ark., 1999). Burada glomeriillerden siiziilen ultra filtratin yaklasik ticte ikisi
tiibiiler sivinin ozmolalitesini degistirmeden reabsorbsiyona ugramaktadir. Yani, bu

bolgedeki sivi reabsorbsiyonu Na*?’

un aktif tasinmasi ile birlikte olup, izoozmotiktir.
Na*?un geri emilimiyle birlikte CI- ve HCOs™ reabsorbsiyonu da burada gerceklesir.
Proksimal tiiplerin baslangic kismindaki HCO3z”mn geri emilimi karbonik anhidraz
enzimi ve firgamsi kenar membranindaki Na/H iyon degistirici mekanizmasi ile
meydana gelir. Benzer sekilde glukoz, aminoasitler ve diger bazi organik maddeler de
Na*?a bagl kotransport sistemi ile reabsorbe edilir. Glukoz ve Na*?> membranda ortak
bir tastyictya baglandig gibi, Na*? elektriksel ve kimyasal gradyent boyunca hiicre icine
almirken glukoz da birlikte tasmir. Su ise tiibiil i¢ci sivinin ozmolalitesinin sabit
tutulmas1 amaci ile enerji harcanmadan diflizyonla reabsorbe edilir. Glomeriillerden
stizilen suyun % 60’1, bikarbonatin % 85’1, sodyum kloriirin % 40’1, organik
maddelerin ise hemen hemen tamami proksimal tiiplerde geri emilime ugrar. Bu
yilizden, bobrekler tarafindan giinde 170-190 L civarinda siv1 filtrasyonu oldugu halde,

bu miktarin ancak 1-2 L’si idrar olarak viicuttan atilmaktadir (Coe ve Brenner, 1987;

Ives ve Warnock, 1995). Biitiin bu fonksiyonlara ek olarak proksimal kivriml



tiibiillerde kreatinin gibi maddeleri, paraaminohippurik asit ve penisilin gibi maddeleri
idrara ekskresyone ederler. Bu olay tiibliler salgilama olarak tanimlanan aktif bir

islemdir (Junqueira ve Corneiro, 2003).

Proksimal ve distal tiibiiller Henle kulpu ile birlesir. Henle kulpunun inen ve
cikan olmak iizere iki kolu vardir. Cikan kolun ise ince ve kalin segmentleri vardir. inen
kolun suya ge¢irgenligi yliksek oranda oldugundan su ozmotik giiglerin etkisi ile enerji
harcanmadan diflizyonla reabsorbe edilir. Cikan kolonun suya gecirgenligi ¢cok azdir ve
kalin segmentinde NaCl aktif olarak geri emilirken suyun reabsorbe olmamasi sivinin
ozmolalitesinin azalmasina neden olur. Bu sebeple bu bdliim “diliisyon segmenti’ olarak
da bilinir. Henle kulpunda sekresyon islemi basladigi gibi; sliziilmiis suyun yaklasik %
15’1 ve NaCl, K*, Ca*? ve HCO3”1n % 25’i reabsorbe edilir (Kierszenbaum, 2006). CI°
ve bir miktar Na*? kan dolasimindan tiibiiliis igerisine aktif trasportla tasinmaktadir.
Henle kulpundan gecis esnasinda tiibiiler sivi hacmi % 5 oraninda emilir ve plazmaya
gbre hipotonik hale getirilir (Coe ve Brenner, 1987; Rang ve ark., 1999). Distal
tibiillerde ise reabsorpsiyon az miktarda devam ederken sekresyon 6n plandadir. H" ve
K* tiibiiler sekresyona ugrarken, filtre edilen miktarin %10’u kadar Na*? ise tekrar geri
emilir. Viicutta asit-baz dengesini regiile eden sistemin bir parcasit olarak amonyak
atilimi1 da burada olur. NaCl reabsorbsiyonu elektriksel olarak nétral olan Na*? ve CI
kotransportu ile gerceklesir. Liimenin bu kisminda bulunan apikal kalsiyum kanallar1 ve
Na*/Ca*? degistirici sistemi aracilip1 ile Ca*? reabsorbe olur. Bu islem paratiroid hormon
ile regiile edilir. Bu boliimdeki su reabsorpsiyonu ise antidiiiretik hormon (ADH)
bagimli aquaporinlerle olur. ADH yoklugunda su geri emilimi yapilamaz. Bu nedenle
idrar dilue olarak atilir. NaCl geri emilimi ise siirrenalden salgilanan aldosteron
hormonu tarafindan regiile edilir (Coe ve Brenner, 1987; Calbreath, 1992; lves ve
Warnock, 1995). Nefronun bu boliimiinde idrarla atilacak NaCl konsantrasyonu
belirlenir. Toplayicr tiiplerde Na*? reabsorbe eden, K* sekresyonu yapan ana hiicreler ile
H* iyonu sekresyonu saglayan interkale hiicreler olmak tizere 2 ayr hiicre tipi vardir.
Ana hiicrelerin apikal membraninda, diger tiibiiliis boliimlerinden farkli olarak Na*? ve
diger iyonlar i¢in kotransport sistemleri yerine, Na*?> ve K* igin spesifik transport
kanallar1 vardir. Nefronun bu boliimii ‘siki’ epitelle doseli olup, iyonlara ve suya

gecirgenlikleri ¢ok azdir. Bundan dolayi, bu nefron bdlimiinde iyon ve su degisimi



birbirinden bagimsiz olarak Aldosteron ve ADH gibi hormonlarin direkt etkisi ile

olmaktadir (Coe ve Brenner, 1987; Rang ve ark., 1999).

Bazolateral membrandaki Na*? pompasi iyon degisimi igin gerekli enerjinin
temel kaynagidir. Aldosteron hormonu Na*? emilimini artirirken, K* sekresyonunu
aktive eder. Aldosteron sekresyonu dolayli olarak distal tiibiiliislerdeki sivinin
osmolalitesine duyarli olan jukstaglomeriiler aparat tarafindan regiile edilir.
Ultrafiltratin NaCl konsantrasyonundaki bir azalma distal tiiplerde bulunan
makuladensa hiicreleri tarafindan algilanir ve renin sekresyonuna neden olur. Renin ise
anjiyotensin 1, anjiyotensin Il ve adrenal korteksten aldosteron sekresyonuna sebep
olmaktadir (Rang ve ark., 1999).

Antidilirettk hormon, nefronun bu bolimiinde membranin suya karsi
gecirgenligini arttirarak suyun pasif diflizyonunu kolaylastiran aquaporinleri aktive
eder. Bu hormon, hipofizin arka lobunda bulunur ve sekresyonu serum ozmolalitesi ve

hacmi tarafindan regiile edilir (Ives ve Warnock, 1995; Rang ve ark., 1999).

2.2. Bobrek Fonksiyonlari

Bobrek fonksiyonlart :

— Viicut s1v1 ve elektrolit homeostazinin saglanmasi ve siirdiiriilmesi,

— Metabolik son iiriinlerin (iire, iirik asit, kreatinin) sekresyonu,

— llaglar, toksinler ve bunlarin metabolitlerinin detoksifikasyonu ve
sekresyonu,

— Ekstraselliiler s1vi hacmi ve kan basincinin hormonal regiilasyonu,

— Hormon sentezi ve aktivasyonu ile metabolizmasina katki: Eritropoetin, D
vitamini,

— Peptit hormonlarinin (insiilin, glukagon) kandan uzaklastirilmasi,

— Distik molekiil agirlikli  proteinlerin  (p2-mikroglobulin)  kandan
uzaklastirilmasi,

— Glukoneogenez, lipit metabolizmas1 gibi metabolik etki (Akpolat ve ark.,
1996) olarak siralanabilir.



2.2.1. Nefrotoksisite

Nefrotoksisite; nefrotoksik renal yetmezlik, akut glomeriilonefritis, interstisyel
nefritis, nefrotik sendrom ve asagi nefron nefrozisi olarak tanimlanmaktadir (Davis,
1989). Bobrekler yiiksek orandaki kan akimi ve metabolik aktivitesi ile ekskresyon
fonksiyonlarindan dolay1 ilaglarla, diger endojen ve eksojen toksinlerle daha fazla
karsilagsmaktadir. Bobreklerin tiibiiler sekresyon, reabsorbsiyon ve konsantrasyon
gorevleri renal tiibiiler hiicreleri diger viicut dokularindan daha yogun ve yiiksek toksin
konsantrasyonlarina maruz kalmasii beraberinde getirir. Bu yiizden renal tiibiiller
nefrotoksisitenin  direkt hedefi konumundadir (Chew ve Dibartola, 1989).
Nefrotoksisitenin belirgin niteligi tiibiiler nekrozdur (Tulkens, 1984). Nefrotoksisitede
goriilen tiibiiler nekroz akut tiibiiler nekroz (ATN) olarak da bilinmektedir. ATN
iskemik ve nefrotoksik ATN olmak {izere iki grupta incelenmektedir (Maden, 1994;
Mingeot-Leclercq ve Tulkens, 1999; Turgut ve ark., 1995). Nefrotoksisite sirasinda
meydana gelen degisiklikler (renal konsantrasyon bozuklugu, akut tiibiiler nekroz veya
renal yetmezlik) toksiklerin renal kortekste birikme 6zelliginden meydana gelmektedir
(Luft ve ark.,1976; Mistik, 2000). flaca bagh toksisite, ATN, intersitisyel nefritis ya da
glomeriilonefritis olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Evenepoel, 2004; Maden, 1994).
Alman onlemlere ragmen, hastalarin %20’sinden fazlasinda ilag toksisitesi akut bobrek
yetmezligine (ABY) neden olmaktadir (Anderson ve Barry, 2004; Can ve ark., 2000;
Ghaznavi ve ark., 2005).

Evcil hayvanlarda birgok kimyasal madde nefrotoksisiteye sebep olmaktadir.
Bunlarin baslicalari; aminoglikozidler (gentamisin, neomisin, streptomisin, kanamisin,
amikasin, tobramisinvb), sefalosporinler, siilfanamidler, anjiotensin II reseptor
antagonistleri, tetrasiklinler, penisilinler, polimiksinler, monensin, acyclovir,
amfoterisin-B, vankomisin, ¢esitli agir metaller (uranyum, kadmiyum, talyum, civa,
bakir, kursun, arsenik, bizmut, altin tuzlar1), methoxyflurane, methotrexate, etilen
glikol, klorlu hidrokarbonlar, kontrast maddeler, okzalatlar, mikotoksinler, tanenler,
cesitli analjezik ilaglar (ibuprufen, naproksen, salisilatlar, fenilbutazon), hemoglobin ve
myoglobin gibi endotoksinlerdir (Anderson ve Barry, 2004; Brier ve ark., 1985; Brion
ve ark., 1984; Haziroglu ve Milli 1998; Kaneko ve ark., 1997).



2.3. Gentamisin (GM)

Gentamisin, organik polikatyon yapisinda (Balsam ve Nikbakht, 1998; Hancock
ve ark, 1981) Micromonosporapurpurea'dan elde edilen genis spekterumlu
aminoglikozid grubu bir antibiyotiktir. Yapica birbirine ¢ok benzeyen ii¢ gentamisin
tirtinin (GM Cl1, Cla ve C2) birlesimiyle olusur. Aminoglikozid grubundaki,
amikasinden sonra antibakteriyel etki giicii en yiiksek ve spektrumu en genis olan
antibiyotiktir. Bakterisidal olarak etki yapmaktadir. Hizli ve gii¢lii bakterisidal etkileri
ve kimyasal stabiliteleri sebebiyle cesitli klinik antitelerde siklikla ilk basamak
antibiyotik olarak kullanilmaktadir (Ali, 1995; Paterson ve ark., 1998; Walker ve Shah,
1988). Plazma proteinlerine baglanma oranlar1 ¢ok diisliktiir. Kanda yaklasik %10
civarinda eritrositlere baglanmaktadirlar. Bundan dolay1 anemik vakalarda kandaki
serbest gentamisin konsantrasyonu daha yiiksek olmaktadir (Kayaalp, 2002).
Gentamisin fizikokimyasal 6zelligi nedeniyle sadece ekstraselliiler sivida dagilmaktadir
(Kayaalp, 2009). Viicutta biyotransformasyona ugramadan bdbreklerden atilir ve
idrarda serumdakinden 10 ile 100 kat daha ytliksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Gentamisin genellikle 1-2 mg/kg dozunda 8 saatte bir (giinde 3 kez) i.m. veya i.v. yolla
kullanilmaktadir. Uriner sistem enfeksiyonlarinda daha diisiik dozlarda (0.3-1 mg/kg)
yeterli etki saglayabilmektedir. Lokal kullanim amachi % 0.1°lik cilt merhemi veya
kremi, 9%0.3’liikk oftalmik sollisyonu bulunmaktadir (Mycek ve Howland, 2004). Bu
antibiyotiklerin yliksek plazma konsantrasyonlar1 nefrotoksik etki gosterir ve akut
bobrek yetmezligi olgularinin yaklasik %10-20’sinden sorumlu tutulmaktadirlar (Ali,
1995; Erdem ve ark., 2000; Paterson ve ark., 1998; Walker ve Shah, 1988). Nefrotoksik
etkiler siddetli olursa antibiyotigin kullaniminin sonlandirilmasi onerilir. Gentamisinin
nefrotoksik etkisinin 7 giinden fazla tedavi verilen hastalarin yaklasik %30’unda ortaya

ciktig1 gézlenmistir (Ali, 1995; Paterson ve ark., 1998).

Yeni antibiyotikler olan dgilincli kusak aztreonam ve sefalosporinler,
aminoglikozid grubu gibi nefrotoksisiteyle iligkili olmamasina ve ucuz olmasina ragmen
aminoglikozidler ~ hala  yaygin  olarak  kullanilmaktadir.  Bunun  nedeni,
aminoglikozidlerin farmakolojik, terapotik ve toksik Ozelliklerinin diger yeni
antibiyotiklere gore daha iyi bilinmesi ve tedavide hizli sonu¢ vermelerinden

kaynaklanmaktadir (Paterson ve ark., 1998).
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Gentamisin, pH 6-8 arasinda oldukga stabil yapidadirlar. pH 7.4’te ise gii¢li
katyonik yiike sahip olurlar. Bu giiclii pozitif polariteleri nedeniyle, hiicre yapisinda
bulunan lipopolisakkarit, DNA ve fosfolipitler gibi anyonik molekiillere
baglanmaktadirlar. Suda ¢ok iyi c¢oziiniirler, organik ¢oziiciilerde erimezler. Hafif
lipofiliktirler, bundan dolay1 lipit igeren zarlardan gegisleri sinirlidir (Arman ve Dizbay,
2000; Gilbert, 2000).

Alkali pH’da potensleri artip, asit pH’da ise azalir (Rybak ve ark., 1985).
Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin kimyasal molekiillerinde heksoz (aminosiklitol)
kismmma bagli amino sekerlerden olusmasi yoniiyle ortak ozellikleri vardir.

Gentamisinin kimyasal yapis1 Sekil 3’te gosterilmistir (D6kmeci, 2000).

OH
Cits
HaC O HoN

HN HO Q

NH
HsC HO § /w 2
HoN NH;

Sekil 3. Gentamisin siilfat kimyasal yapis1 (Dokmeci, 2000)

Fizikokimyasal Ozellikleri nedeniyle gastrointestinal kanalda iyi absorbe
edilemezler, fakat parenteral enjeksiyondan sonra hizlica emilir ve etki gosterirler.
Ayrica intratrakeal olarak da kullanilabilirler (Ali, 1995; Kayaalp, 2009). Gentamisin
plasentadan gecebilmekte fakat kan-beyin, kan-BOS (beyin omurilik sivisi) ve kan g6z
bariyerlerini ¢ok az gegebilmektedir. Doku diizeyleri renal korteks haricinde azdir.
Bobrek fonksiyonlar: normal olan vakalarda yarilanma omiirleri yaklasik 2-3 saattir ve
viicuttan atilimi ¢ok biiylik oranda glomeriiler filtrasyonla olmaktadir (Ali, 1995).
Viicutta kalig siireleri uzun olmamasina ragmen uygulama sonrasi etkilerinin uzun
olmasindan dolay1, ciddi olmayan enfeksiyonlarda aminoglikozitler giinde tek dozla bile
etkili olabilirler (Kayaalp, 2002). Bobrek yetmezligi olan olgularda, yarilanma dmiirleri
yetmezligin ciddiyeti ile orantili bir sekilde uzamaktadir. Bu sebeple bobrek yetmezligi
olan hastalarda doz ayarlamasi gereklidir. Doz ayarlanmasi viicut agirligi, cinsiyet, yas

ve kreatinin klirensi gibi faktorleri iceren belirli formiillere veya nomogramlara gore
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yapilmaktadir. Ileri yaslarda da bobrek fonksiyonlarinin dogal olarak azalmasi
nedeniyle aminoglikozidlerin yarilanma &mrii uzamaktadir. Yenidogan ile ilk 6 aylk

donemde olan infantlarda da yarilanma omiirleri uzamistir (Kayaalp, 2002).

2.3.1. Gentamisinin etki mekanizmasi

Aminoglikozid grubu antibiyotikler mikroorganizmalarin protein sentezinde
irreverzibl bir sekilde inhibisyon saglayarak bakterilere karsi hizli bakterisidal bir etki
olusturmaktadirlar (D6kmeci, 2000; Kayaalp, 2009). Bu etkiyi bakteriyel ribozomlarda
protein sentezini inhibe etme ve mRNA’daki genetik kodun yanlis okunmasina neden
olma ve kodun okunusunu bozma mekanizmalari ile saglamaktadir (Yanagida ve ark.,
2004). Bakteri hiicresinin periplazmik araliginda bulunan porlu kanallara ilerleyerek
etki etmektedirler (Kayaalp, 2009; Dékmeci, 2000). Sitoplazmik membran1 ge¢bilmesi

enerji ve oksijene bagimhdir (Dékmeci, 2000).

Aminoglikozidler, etki alami i¢indeki ribozomdaki hedeflerine ulagmak icin
bakterilerin once dis duvarlarini, sonra da sitoplazmik membranlarini asabilmelidir. Bu
gecis genellikle hizli bir sekilde gergeklesmektedir. Dis duvara yapistiktan sonra,
aminoglikozidler gram (+) bakterilerin dig duvarlarinin peptidoglikan araliklarina, ya da
gram (-) bakterilerin dis duvarlarindaki porlarindan enerji harcamadan ge¢is yaparlar.
Aktif transportla ribozomlara tasinabilmek i¢in sitoplazmik membrana adezyonu gerekir
(Dokmeci, 2000). Ribozomlarin 30S alt birimlerine baglanarak protein sentezini inhibe
etmektedirler (Kayaalp, 2009) (Sekil 4).

50S Ribosome
(235+5S5+34 Proteins)

aa,+ tRNA
arriving

@« site of
Aminoglycoside
Binding

5'
30S Ribosome
(16S+ 21 Proteins) Movement of

the ribosome

—
Codon Codon
aa; aag

Sekil 4. Aminoglikozidlerin etki mekanizmasi (Bashan, 2009)
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2.3.2. Gentamisinin yan etkileri

Aminoglikozidlerin giivenli terapotik araligi ¢ok dardir ve kullanimlarini
kisitlayan en 6nemli Ozellik, toksik etkileridir. En sik nefrotoksisite, ototoksisite ve
noromiiskiiler blokaj yapmalaridir. Bunlar doz-bagimli ortaya ¢ikmaktadir (Kayaalp,
2009). Bu toksik etkiler parenteral kullanimlarinda daha fazla goriilmektedir.
Aminoglikozidlerin sebep oldugu nefrotoksisite genelde geri doniisliidiir. Isitme
(ototoksisite) ya da denge organi (cochleovestibuler sistem) iizerine olan toksik etkileri
ise geri dontigslizdiir (Dokmeci, 2000). Aminoglikozidler alerjik yan etkilerinin yan
sira, ag1z cevresinde ve ekstremitelerde parestezi de olusturabilmektedir (Kayaalp,

2009).

2.3.3. Gentamisinnefrotoksisitesinin mekanizmalari

Nefrotoksik yan etki, tiim aminoglikozidlerde gelisebilmekte ve aminoglikozid
kullaniminda % 5-10 oraninda olusabilmektedir (Ozbakkaloglu, 1999; Wilke ve ark.,
2003). Aminoglikozidler, tromboksan B2 ile renal vazokonstriiksiyona yol agarak
ozellikle ilaglar1 absorbe edip, lizozomda depolayan proksimal tiibiilde direkt hiicresel
toksisiteye sebep olurlar. Bdylece tiibiiler nekroz, tiibiileratrofi, intertiibiiler myoloid
cisimler ve interstisyel nefrit ortaya ¢ikmaktadir (Cuzzocrea ve ark., 2002; Dobrowolski
ve ark., 1991; Maldonado ve ark., 2003; Sudina ve ark., 1993). Bunun sonucunda da
serum iire, kreatinin diizeylerinde yiikselme, proteiniiri ve genelde non-oligiirik bobrek
yetmezligi olusur. Toksik etki 6zellikle proksimal tiibiiliiste olusur ve hiicre ici
fosfolipaz aktivitesini inhibe ettiginden toksisiteye sebep olmaktadir (Kayaalp, 2002;
Sehirli ve ark., 2003). Oligiirik donem gelisirse geri doniisim olmayabilir. Daha erken
evreler geri doniisiimsiizdiir. Nefrotoksisite aminoglikozidler iginde en fazla gentamisin
kullanimiyla olusur. Nefrotoksisiteyi hastaya ve tedavi sekline ait bazi ozellikler
arttirmaktadir. Aminoglikozid antibiyotigin serum diizeyi yiiksekse, tedavi stiresi 10
giinden fazla olursa, baz1 diiiretiklerle (furosemid gibi) ve diger nefrotoksik ilaclarla
(sefalotin, amfoterisin B, sikloserin, vankomisin gibi) birlikte kullanilirsa nefrotoksisite
daha belirgin olabilmektedir. Benzer sekilde yaslilarda, bobrek ve karaciger yetmezligi
gibi kronik hastali§i olanlarda, dehidratasyon durumunda nefrotoksisite artar. Bu

nedenlerle 6zellikle nefrotoksisite agisindan yiiksek riskli hastalarda aminoglikozid
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antibiyotiklerin serum diizeyinin monitérizasyonu erken tanida yardimci olmaktadir.
Gebelik sirasinda  kullanilmalar1  Onerilmez (Aygiin, 2002; Kayaalp, 2002;
Leblebicioglu, 2004; Sheppard ve Lampiris, 2001; Wilke ve ark., 2003).

Gentamisin nefrotoksik etkisinin olast mekanizmalarini aydinlatmak icin bazi

hipotezler ortaya atilmustir. ileri siiriilen mekanizmalar sunlardir:

1. Hidroksi radikaller doku hasarinda giiclii mediatorlerdir. Bunlar Fenton
reaksiyonu yolu ile metal selatorlerle reaksiyona girebilirler ve c¢oklu
doymamis yag asitlerini de igeren g¢esitli organik bilesikleri
oksitleyebilmektedirler. Protein dejenerasyonuna ve hiicre membran
hasarina neden olmaktadirlar.

Renal kortekste fosfolipit iiretimi artisina sebep olurlar.

Na-K ATPaz aktivitesini zayiflatirlar.

Tromboksan A2 ve bazi prostoglandinlerin sentezini artirirlar.

Mikrozomal protein sentez artisina sebep olurlar.

Lizozomal hasarlanma gerceklestirirler.

Mitokondriyal hasarlanma olustururlar.

© N o U B~ W N

Vaskiiler growth faktor artisina sebep olurlar (Ali ve ark., 2005).

2.3.4. Gentamisin nefrotoksisitesinin fizyopatolojisi

Gentamisin glomeriilden siiziildiikten sonra ilacin sadece %?2-5 kadar1 aktif
olarak proksimal tiibiiler hiicrelerine tasinarak proksimal tiibiil hiicrelerine apikal
firgams1 yliz ve bazolateral yiizlerden endositoz ile alinip lizozomlarda birikir. Fir¢gamsi
kenar transportu nefrotoksisite acisindan daha oOnemlidir. Ciinkii mitokondri ve
mikrozomlar gibi anahtar organellerdeki kritik hiicresel kompartmanlarin ilaca maruz
kalmasini saglar (Weinberg ve ark., 1985). Ancak tiibiildeki antibiyotik konsantrasyonu
her zaman nefrotoksisite ile korele degildir. Gentamisin, glomeriilden filtre edildikten
sonra, megalin reseptoriine baglanarak proksimaltiibiil hiicrelerine gecer ve daha ¢ok
proksimal tiibiiliin kivrimli boliimiinii igeren S1 ve S2 boliimlerinde birikerek toksik
etki gostermektedir (Ali, 1995; Erdem ve ark., 2000; Li ve ark., 2008). Antibiyotigin
proksimal tiibiilden reabsorbsiyonunun L-lizin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.

Bu nedenle gentamisin ve L-lizinproksimaltiibiil hiicrelerinin apikal membraninda
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bulunan 06zel bir reabsorbsiyon mekanizmasint kullanirlar  (Williams ve
Hottendorf,1985). Gentamisin verildikten sonra lizozomlarda olusan kiimiilasyon
lizozomal fosfolipidozise neden olmaktadir. Bu yap1 morfolojik olarak birbirine sikica
kenetlenmis iki tabakadan olusmus ozmofilik bir materyal seklinde “myeloid cisim”
olarak adlandirilir. Bazolateral membran kivrilmalarinda azalma, firgamsi kenarda
mikrovillus azalmasi, meydana gelen mikroskobik degisikliklerdir (Tulkens, 1989).
Diger goriilen degisiklikler de bazal membran kayiplari, proksimal tiibiil hiicresel
O0demi, fircams1 kenar erozyonlari, tiibiileratrofi veya dilatasyon, interstisyel
enflamatuar hiicre artigidir (Volpini ve ark., 2006). Gentamisinin genellikle proksimal
tiibiil islevine olumsuz etkileri oldugu kabul edilmekle beraber, Henle kulpunun ¢ikan
kalin bolimiinde kismen transportun azalmasina neden olarak idrar ve elektrolit
kaybmin arttigma dair veriler tespit edilmistir. Yine gentamisin toksisitesine bagl
olarak kortikaldistal tiibiillerde de hasar, rejenerasyon yetersizligi ve apopitozis artist

ortaya ¢ikabilecegi One siiriilmiistiir (Ali, 1995).

2.4. Ferulik Asit

[lk kez Ferula foetida'dan izole edilen ferulik asit (4-hidroksi-3-
metoksisinnamik asit) ismini sentezlendigi bitkinin adindan almistir (Kumar ve Pruthi,
2014). Ferulik asit, bitkilerin tohum ve yapraklarinda bulunan fenolik asit 6zellikli bir
bilesiktir. Ferulik asit piring, bugday, yulaf ve ananas gibi bitkilerde; ot, tahil, sebze,
cicek, meyve, yaprak, fasiilye, kahve, enginar, fistik ve fistik tohumlarinda yaygin
olarak bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda ferulik asitin; makarnada (12 mg/100g),
greyfurtta (11 mg/100g), beyaz bugday ekmeginde (8.2 mg/100g), domateste (6
mg/100g), muzda ise (5.4 mg/100g), brokolide (4.1 mg/100g) oldugu tespit edilmistir
(Mancuso ve Santangelo, 2014). Kimyasal yapis1 giiglii kurkumine benzemektedir ve
hidroksisinnamik asit ailesi tiyesidir (Ojha ve ark., 2015) (Sekil 5). Ferulik asit 1925
yilinda kimyasal olarak sentezlenmis, bir doymamis yan zincir varlig ile cis ve trans
izomerik formlarmin varlig1 tasvir edilerek yapisal olarak spektroskopik yontemlerle

dogrulanmigtir (Kumar ve Pruthi, 2014).
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Sekil 5. Ferulikasitin kimyasal yapisi

Fenolikler, bitkilerde oldukca fazla bulunmaktadir ve bu sebeple meyve, sebze
ve igeceklerde onemli miktarlarda tespit edilmistir (Luximon-Ramma ve ark., 2005).
Fenolik bilesiklerin diyetle alimi1 cografi bolgeler arasinda ciddi farkliliklar gosterebilse
de viicuda aliminin giinliik yaklagik 1-20 mg oldugu disiiniilmektedir. Bu miktar E

vitamini alimindan daha fazladir (Hollman ve Katan, 1998).

Ferulik asit, askorbik asit gibi benzer antioksidanlardan fazla siire plazmada
kalmaktadir. Bundan dolay1 ferulik asit, serbest radikallerin nétralizasyonuna yetecek
kadar siire viicutta kalabilmektedir. Alinan ferulik asitin % 56.1°1 heniiz tanimlamamis
bir mekanizmayla enterositlere alinir. Enterositlerde kolaylikla konjuge edilir ve
mezenterik vende konjuge tiirev olarak dolasima geger. Bu konjugatlarin bir kismi
hepatositlere girer ve % 6 kadar1 safraya atilir. % 49.9’u periferal dokulara yayilarak

biyolojik etkilere sebep olabilir (Adam ve ark., 2002).

2.4.1. Ferulik asitin antioksidan etkileri

Bir aragtirmaci grubu tarafindan piring yagindan elde edilen steril esterlerin
antioksidan ozellikleri kesfedilince ferulik asitin biyolojik kullanimlar1 ilgi ¢cekmistir.
Ferulik asitin Ozellikle antioksidan, antiallerjik, hepatoprotektif, antikanserojen,
antienflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, vazodilator etki, antitrombotik, spermlerin
canliligin1 arttirma tizerindeki etkileri gibi biyomedikal etkileri ile genis bir g¢esitlilik
sergiledigi bildirilmistir (Kumar ve Pruthi, 2014). Ferulik asitin emilimi biitiin mide ve
barsak boyunca gergeklesir (Zhao ve Moghadasian, 2008). Metabolizmas1 karacigerde
gerceklesirken, atilimi ise bobreklerledir (Barone ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2004).
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Ferulik asit fenolikler grubundadir ve bu bilesiklerin serbest radikalleri
temizleme 6zelligine katkida bulunan 3 farkli yapisal tiire sahiptir. Ferulik asitin benzen
halkasi (3-methoxy ve daha 6nemlisi 4- hydroxyl) iizerindeki elektron veren gruplarinin
varhigl, serbest radikallerin noétralizasyon reaksiyonlart ig¢in ek bir yetenek
saglamaktadir. Ferulik asitin farkli islevi de, komsu karbon atomlar1 arasinda doymamis
cift bagli karboksilik asit grubunun serbest radikaller i¢in ek atak bolgeleri igermesi ve
bu sekilde membranlar1 oksidatif ataklarindan korumasidir. Kisacasi elektron veren
bilesiklerin varlig: ferulik asitin antioksidan 6zelliginin artmasini saglamaktadir (Kanski
ve ark., 2002). Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda, ferulik asitin DNA’ya zarar veren
nitrik oksit, siiperoksit ve hidroksil grubu gibi serbest radikalleri nétralize eden giiclii
bir antioksidan oldugu tespit edilmistir (Koh, 2013; Mancuso ve Santangelo, 2014,
Sung ve ark., 2014).

Diyetetik bitki ile alinan fenolik bilesiklerinin antioksidan, metal selasyonu,
transkripsiyon faktorleri ve gen ekspresyonu gibi cesitli biyolojik olaylarda gorev aldigi
tespit edilmistir. Bu bilesiklere bu pozitif etkileri ile insan hastaliklarinin
onlenmesindeki varsayilan rolii nedeniyle son 10 yildir 6zel ilgi gosterilmektedir
(Nardini ve Ghiselli, 2004). Ornegin alkil ferulatin gii¢lii antikarsinojenik potansiyele
sahip ajan oldugu belirtilmektedir. Yine ferulik asitin bagka bir tiirevi olan ve etil
ferulatin  fenolik  hidroksil  grubu  barindiran  geranil  grubunun, kolon
antikarsinojenezinde rol aldig1 bildirilmistir (Imaida ve ark., 1990). Ferulik ve gallik asit
iceren yeni bir polifenol bilesigin orijinal fitokimyasallardan daha yiiksek diizeyde bir
antikarsinojen etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ferulik asit ve miyoinositol igeren
bilesiklerin de antikanser ajan olma potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Huang ve
ark., 1988).

Fenolik bilesiklerin antibakteriyel, antienflamatuar, antiallerjik, hepatoprotektif,
antitrombotik, antiviral, antikanserojen ve vazodilatasyon gibi genis bir etki giicli
bulunmaktadir (Middleton ve ark., 2000). Dogal antioksidan bilesiklerin terapdtik
kullanimina olan ilgi giin gectikge artmaktadir. Ozellikle, fenolikler nérodejeneratif
hastaliklar, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler bozukluklar, enlamatuar hastaliklar ve

yaslanma i¢in potansiyel terapodtik ajanlar olarak kabul gérmektedirler (Soobrattee ve

ark., 2005).
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2.4.2. Ferulik asitin noroprotektif etkileri

Yaslanmayla ortaya ¢ikan Alzheimer hastaligi gibi diger bir¢ok norodejeneratif
hastaliklarin fizyopatolojisini arastiran bir¢ok calisma, oksidatif stresin Onemini
gostermistir. Alzheimer hastalii ileri yasin getirdigi demans bozuklugudur ve diger
bircok norojeneratif hastaliklar gibi merkezi sinir sisteminde serbest radikal artisinin
sebep oldugu oksidatif strese bagli meydana geldigi bildirilmektedir (Joshi ve ark.,
2006).

Serbest oksijen radikalleri tiirleri (ROS) ve beyinde {iretilen reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) DNA, RNA ve prtotein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ile noranal
disfonksiyon veya Oliime yol agabilir. Ferulik asitin, ROS ve RNS igin giiglii bir
temizleyici oldugu tespit edilmistir (Joshi ve ark., 2006). Kanski ve ark. (2002) sinaptik
membran proteinlerinin konformasyonunda serbest radikaller tarafindan meydana
getirilen degisikliklere karsi ferulik asitin protektif etkileri oldugunu ortaya atmislardir.
Ferulik asitin oksidatif stresi azaltma ve lokotrien iretimini baskilama Kkabiliyeti
antioksidan ve antienflamatuar ozellik sergilemesinde ¢ok Onemli rol almaktadir
(Imaida ve ark., 1990). Sultana ve ark. (2005), 10-50 pM dozdaki ferulik asitin,
hipokampal kiiltiirlerdeki protektif genleri aktiflestirerek ve oksidatif stresi dogrudan
diizenleyerek amyloid beta-peptit (1-42) toksisitesine karsi korumada gorev aldigini
bulmuslardir. Ferulik asitin etil-esterleri, hemoksijenaz-1 ve 1s1 sok proteini gibi
koruyucu enzimleri diizenleyerek ndroprotektif etkiler de yapmaktadir (Scapagnini ve
ark., 2004).

2.4.3. Ferulik asitin antikanser etkileri

Serbest radikaller kanser patogenezinde Onemli faktorler olarak kabul
edilmektedirler. Diyetteki antioksidan aktivitesine sahip bilesenler farkli kanser tipleri
icin potansiyel inhibitérler olarak kabul edilirler (Dedoussisve ark., 2005).
Fitokimyasallar Ozellikle oksijen radikallerini temizleme ve DNA, hiicresel lipitler,
proteinler gibi oksidasyona duyarli molekiiller {izerindeki koruma yeteneklerinden
dolay1 antikanser Ozellik gosterebilirler (Roy ve ark., 2003). Ayrica apoptozisin

aktivasyonu ve oksidatif strese karsi olan etkileri, hiicre igi sinyal yolaklar1 ile
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proliferasyonu diizenleme gibi hiicresel etkiler sonucu antikanserojen etki olustururlar

(Loo, 2003).

Yapilan caligmalarda ferulik asitin F344 farelerde azoksimetanin indiikledigi
kolon karsinojenezisine karsi antikarsinojen etkiler sergiledigi gosterilmistir (Kawabata
ve ark., 2000). Ayn1 zamanda farelerde akciger kanseri olugmasini 6nledigi ve cilt
timor olusumunu durdurdugu da bildirilmistir (Asanomave ark., 1994; Lesca, 1983).
Ferulik asit verilen insanlarda idrar N-nitrosoproline seviyelerinin 6nemli Olgiide
azaldig1 saptanmigtir (Stichve ark., 1983). Bazi bitki fenollerinin polisiklik aromatik
hidrokarbon bilesikleri tarafindan olusturulan mutajenezis ve karsinojenezis i¢in giiclii
baskilayict olduklar1 gosterilmistir (Newmark, 1987). Bu bilesikler giiclii elektrofilik
stabilizator etkenler olarak davranmaktadirlar ve ayn1 zamanda nitrozamin olusumunu

bloke ettikleride bilinmektedir (Newmark, 1984).
2.5. Biyokimyasal Parametreler

2.5.1. Ure

Ure, aminoasitlerin amino gruplarinin son atilim {iriiniidiir. Ure molekiiliiniin
yapisinda C, H, O ve N yer almaktadir. Aspartat ve serbest amonyaktan elde edilen iki
adet azot yapisinda bulunmaktadir (Champe ve Harvey, 1997; Goziikara, 1989).

Protein sentezinde kullanilmayan aminoasitler deamine edilerek ya da dolayl
olarak transaminasyonu ile elde edilen amonyak, iire siklusu ile karacigerde lireye
donistiirilerek idrar yoluyla viicuttan uzaklastirilmaktadir. Bu sekilde viicut,
amonyagin toksik etkilerinden korunmus olmaktadir (Erek, 1995; Mengi, 1991; Mert,
1996).

Karaciger, bobrek, bagirsak mukozasi ve beyin iire siklusunun enzimlerini
icermektedir. Memeli karacigeri bu iglem ig¢in gerekli tiim enzimleri bulundurmaktadir
ve amonyum, pirinler ve aminoasitler gibi kaynaklardan amonyak elde edebilmektedir

(Davenport ve ark., 1990; Zubay, 1993).

Protein, aminoasit ve aminlerin fazla alinmasi iire olusumunu arttirmaktadir.

Sentez edilen iirenin bir kismi idrarla uzaklastirilirken, geri kalan iire, amonyak ve
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karbondioksite yikilmak {izere gastrointestinal kanala gecer. Plazma fiire
konsantrasyonu, glomeriiler filtrasyon hizi ve renal tiibiiler reabsorbsiyon, iirenin idrarla
atilminda etkili faktorlerdir. Gastrointestinal kanala verilen {irenin %23°i amonyak
seklinde disk1 ile atilmaktadir. Urenin pargalanmasi islemi gogunlukla ¢ekum ve
kolonda olmaktadir. Serbest kalan amonyagin atilmayan kismi terar bagirsak
mukozasindan reabsorbe edilerek iire sentezinde kullanilmaktadir (Ersoy ve Baysu,

1986; Ozgiinen ve Ustdal, 1997).

Protein yikimini arttiran yiiksek protein alimi, barsak ve viicut dokularindaki
kanama, kas yikilmasi, siddetli enfeksiyon, steroid kullanimi iire diizeyini arttiran
faktorler arasinda sayilmaktadir. Karaciger yetmezligi veya protein alimi azaldiginda

tire tiretimi azalmaktadir (Erek, 1995; Mengi, 1991).

2.5.2. Kreatinin

Kreatin karacigerde sentez edilmektedir, kas ve diger dokular tarafindan da
dolasimdan alimir. Toplam viicut kreatin’in %98’i kaslarda ve bunun %60-70’i
fosfokreatin olarak bulunmaktadir. Kas kreatininin nonenzimatik dehidratasyonu ile
kreatinin olusur. Kreatinin molekilii 113 Da agirligindadir. Kreatininin  bobrek
fonksiyon testleri arasinda yaygin kullanilmasinin proteine baglanmama, glomeriilden
serbestce  filtre edilebilme, bobreklerde metabolize olmama gibi sebepleri
bulunmaktadir. Diizenli olarak sekrete edilmekte ve bazen de tiibiillerden reabsorbe

olmaktadir (Perrone ve ark., 1992).

Kreatinin iiretimi erkeklerde kadinlara gore, genglerde yaslilara gore ve siyah
irkta beyaz irka gore daha fazladir. Bundan dolayi yas, cins ve irka gore serum Kreatinin
diizeyinde farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (Hacibekiroglu, 2007).

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde gecerli bir kriter olarak kullanilan
serum kreatinin Ol¢limii, asagidaki nedenlerden oOtiirii ABY tanisinda ideal bir belirteg
olmasa da rutinde bobrek fonksiyon testlerinde kullanilan degerli bir parametredir. 1-
Serum kreatinin degeri yas, cinsiyet, kas kitlesi, kas metabolizmas1 ve hidrasyon
durumu ile 6nemli degiskenlik gosterebilmektedir. 2- Bobrek fonksiyonunun yaklasik

%50’si kaybedildikten sonra yiikselmeye baslar. 3- Glomeruler filtrasyon hizi ¢ok
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azaldiginda, tiibiiler sekresyonla kreatinin atilimi fazla oldugundan, ileri evre bobrek
yetmezliginde serum kreatinini kullanilarak hesaplanan GFH, oldugundan daha yiiksek
olarak hesaplanir. 4- Glomeruler filtrasyon hizinin ani degisimlerinde serum kreatinin
degerinin adaptasyonu birka¢ giinde ortaya ¢ikmaktadir. 5- Yiiksek difiizyon kapasitesi
nedeniyle diyaliz sonrasi serum kreatinin Olgiimiiyle, gergek bdbrek fonksiyonlari

degerlendirilemez (Askenasi ve ark., 2009; Nguyen ve Devarajan, 2008).

2.5.3. Urik asit

Urik asit insanlarda piirin katabolizmasinin son iiriiniidiir. Saglikl1 bir eriskinde
giinde yaklasik 600-900 mg tirik asit olugsmaktadir. Bu miktarin biiyiik bir kismi endojen
ntikleik asit metabolizmasindan olusur. Diyetle alinan piirinlerin, bu yapima katkilar1 az
olmaktadir. Idrarla atilim, {irik asitin viicuttan eliminasyonunun baslica yoludur. Az bir

kismi bakteriyel iirikolizle gastrointestinal yolla atilmaktadir (Rybak ve ark., 1989).

Urik asit, plazma proteinlerine diisiik baglanir. Bu nedenle, plazma iiratmin
%95°ten fazlas1 glomeriillerden serbestce filtrasyona ugrar. Filtre edilen iiratin hemen
hemen tamami proksimal tiibiiliislerden aktif olarak reabsorbsiyona ugramaktadir.
Reabsorpsiyon boliimiiniin hemen distalinde peritiibiiler kapiller liimenden tiibiiliis
limenine sekrete edilmektedir. Proksimal tiibiiliisiin pars rektasindan ve muhtemelen
daha distal nefron segmentlerinden postsekretuar reabsorpsiyon ger¢eklesmektedir.
Sonugta, filtre edilen tiratin sadece % 8-10’u idrarla atilir. Bu sebeple, {irik asit klirensi
glomeriiler filtrasyon, tiibiiler reabsorpsiyon ve sekresyon fonksiyonlarinin bir

gostergesidir (Ruilope ve ark., 1989).

Sentez hiz1 sabit oldugunda, plazma iirik asit diizeyini baslica renal atilim
belirler. Uriner iirik asit atilimmi plazma iirat konsantrasyonu, efektif kan voliimii ve

renal kan akimi gibi faktorler belirlemektedir (Ruilope ve ark., 1989).

Urik asitin kan diizeyi, iiratin karaciger ve bagirsaktaki sentezi ile renal yolla
eliminasyonu arasindaki dengeyi gdstermektedir. Diyetteki iirik asit igerigi kandaki tirik
asit miktarim1 siirekli degistirmektedir. Degisimler bir¢ok hastaligin gostergesi
olabilmektedir. Kan iirik asit diizeyininin yiikselmesi bir¢ok organda disfonksiyona yol

acabilmektedir. Urik asitin yiiksek seviyesi (hiperiirisemi veya Lesch-Nyhan Sendromu)
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ile gut hastalig1 arasinda iliski kurulmaktadir. Alkol tiiketimi, obezite, diabet, yiiksek
kolesterol, yliksek kan basinci, bobrek ve kardiyak disfonksiyon durumlarinda serum
tirik asit miktar1 artmaktadir (Liberopoulos ve ark., 2002; Mateos ve Puig, 1994; Wotton
ve Freeman, 1982).

2.5.4. LDH

Sitozolde bulunan bu enzim L-laktatin piriivata oksidasyonunu reversibl bir
reaksiyonla katalize etmektedir. Nefronun tiim bdliimlerinde yaygin olarak bulunan bu
enzim deneysel nefropatiler i¢in de en hassas enzim olarak kabul edilir ve diger
enzimlerin yaninda karsilagtirma amaci ile en ¢ok ¢alisilmis enzimdir (Bomhard ve ark.,
1990). Tiibiiler nekrozis, iiriner sistem enfeksiyonlari, renal infarkt, Kistik bobrek, akut
glomeriilonefrit gibi birgok iiriner sistem hastaliklarinda, salisilat zehirlenmesinde,
miyokard infaktiisiinde, rogenital sistem kanserinde, diabetik nefropatide, kas

hastaliklarinda artmis aktiviteleri uzun yillar incelenmistir (Rabb, 1972).

2.5.5. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid (MDA), c¢ogunlukla oksidatif stres belirteci olarak
kullanilmaktadir. Malondialdehid kanda ve idrarda tespit edilebilir. Yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatérii olmamasina ragmen lipit
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gostermektedir. Bu sebeple doku
malondialdehid tayini lipit peroksit diizeylerinin indikatorii olarak kullanilmaktadir.
Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle lipit
peroksidasyonu sona ermektedir. Bu yolakta olusan bilesiklerden sonuncusu olan MDA,
tiyobarbitlirik asit testi ile Olgiilmektedir. Bu yontem lipit peroksidasyonunun
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Altinigik, 2001; Arlab, 2009).

2.5.6. ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP)

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tlirevleri ya da oksidatif stres
tirtinleriyle kovalent modifikasyonu ile olusmaktadir (Shacter, 2000). Proteinler
oksidanlara maruz kaldiklarinda, protein molekiilleri tizerine serbest radikallerin direkt

etkileri sonucunda veya proteinlere oksidasyon yan iriinlerinin kovalent olarak

22



baglanmasiyla kovalent degisiklige ugrar. Oksidatif {iriinlerin olusum hizinin artmasi
veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinler de dahil olmak iizere
bagka hiicresel molekiillerdeki oksidatif modifikasyonlarin ¢ogalmasina yol agar (Dalle-
Donne ve ark., 2003a; Dalle-Donne ve ark., 2003b; Cakatay ve Kayali, 2004; Shacter,
2000; Stadtman ve Levine, 2003). Protein oksidasyonu; protein fonksiyonlarinin kaybi,
yapisinda yer aldigi enzim aktivitesindeki azalma, protein agregasyonu, proteaz
inhibitdr aktivitesinin azalmasi, reseptor aracili endositozun bozulmasi, proteolize
artmig/azalmig yatkinlik, immiinojen aktivitedeki artig, gen transkripsiyonundaki
bozulma gibi biyokimyasal sonuglara yol agmaktadir (Davies ve ark., 1999). Protein
oksidasyonu sonucu proteinlerde yapisal degisiklie yol agan baslica molekiiler
sistemler; protein karbonil (PCO) olusumuyla (Levine, 2002; Shacter, 2000) karakterize
olan metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi (Netto
ve ark., 2002; Shacter, 2000), nitrotirozin (NT) ve ditirozin (diTyr) (Dean ve ark., 1997;
Gow ve ark., 1996; Ter Steege ve ark., 1998) ile ileri oksidasyon protein iiriinlerinin
(Alderman ve ark., 2002) olusumu olarak siralanabilir. Potansiyel olarak tam amino agil
yan zincirleri oksidatif modifikasyona ugrayabilme 6zelligindedir. Cok sayida ve farkl
cesitte oksidatif protein modifikasyonu olmasina bagh olarak, protein oksidasyonunun
tek bir indikatorii bulunmamaktadir. Bazi oksidatif protein modifikasyonlari, hem
oksidasyona ugrayan amino asit artig1, hem de olusturulan iiriinler bakimindan spesifik
ozellik tasir, bununla birlikte baz1 oksidatif protein modifikasyonlar1 da global 6zellik
gosterir ve ¢ok sayida amino asit bakiyesinde degisiklige yol agarak ¢ok sayida {iriin
olusturabilmektedir (Cakatay ve Kayali, 2004; Dalle-Donne ve ark., 2003b). Spesifik
modifikasyonlara tirozinin ditirozine doniisiimii, global modifikasyonlara ise arginin,
lizin, prolin ve treonin aminoasitlerinin yan zincirlerinin, 4-hidroksi-2-nonenal ile
reaksiyonu sonucu olusan PCO’ler 6rnek olusturabilir (Dalle-Donne ve ark., 2003b).
PCO gruplarinin oksidatif stres belirteci olarak kullanilmasinin lipit peroksidasyon
tirtinlerine gore bazi avantajlart bulunmaktadir. PCO’in bu avantajlari, stabil olmasi ve
reaksiyonun erken doneminde olusmasi sayilabilir (Dalle-Donne ve ark., 2003b;
Cakatay ve Kayali, 2004). Hatali katlanmis proteinler dogal proteinlere gore, geri
doniisiimsiiz  bir protein modifikasyonu olan karbonilasyona daha yatkindir.

Karbonilasyona ugramig protein onarilamaz ve proteozom kompleksinin rol aldig:
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proteolitik sisteme yonlendirilir (Cakatay ve Kayali, 2004; Dalle-Donne ve ark., 2003b;
Stadtman ve Levine, 2003).

2.5.7. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinilglisin); glutamik asit, sistein ve glisinden
meydana gelir. Biitiin memeli hiicrelerinde en fazla bulunan diisiik molekiil agirlikli bir
tripeptitdir ve bir tiyol icermektedir. Oksidasyonda bir disiilfit bagi iceren okside
glutatyon (GSSG) olusur (El-beltagi ve Mohamed, 2013).

Glutatyon, canli hiicrelerde protein olmayan tiyol gruplarmin yaklasik %95'ini
tasimaktadir. Insan viicudunda her yerde bulunmaktadir. Bununla birlikte GSH’1mn en
yiiksek diizeyi karacigerde saptanmistir, ardindan sirasiyla bobrek, dalak, ince bagirsak,
beyin, pankreas, akciger, kalp ve kas gibi organlar takip eder. Bu bulgular glutatyon
mekanizmalarinin  dokulara ve hiicre tiplerine gore degiskenlik gosterdigini
diisiindiirmektedir (Aoyama ve Nakaki, 2013). GSH, beyindeki baglica antioksidan
molekiil olarak gorev yapmaktadir (Dringen, 2000).

GSH, sentezinde iki sitozolik enzim gérev almaktadir. Bu enzimler;

1. y-glutamilsistein sentetaz (glutamat-sisteinligaz) tarafindan L-glutamik asit ve

L-sisteinden bir dipeptid olan y-glutamilsistein olusturulmaktadir.

2. Glutatyonsentetaz tarafindan katalize edilen reaksiyonla y-glutamilsistein’in
C-terminal bolgesine glisin ilavesi ile GSH olusmaktadir (Richman ve Meister, 1975).
Hiicresel GSH, en ¢ok sitozolde (%85-90) bulunmakta olup, kalan kismi mitokondri,
niikleer matriks ve peroksizomlarda bulunur (Wu ve Cheng, 2002). Glutatyon dokularda
birbiriyle dengede bulunan indirgenmis (GSH) ve okside glutatyon (GSSG) olmak
tizere iki halde yer almaktadir. GSH, selenyum igeren glutatyon peroksidaz enzimi ile
GSSG'ye doniismektedir (Arrick ve Nathan, 1984).

Glutatyon dokularda, redoks tamponu iistlenen hiicrelerin yasamsal bilesenidir
ve oOzellikle beyinde sinyal iletimi, antioksidan savunma ve elektrofil savunma i¢in

kofaktor olarak gorev yapmaktadir. Bdylece, GSH homeostazinin bozulmasinin
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norodejeneratif hastaliklarin olugsmasina ve ilerlemesine katki sundugu diistiniilmektedir

(Johnson ve ark., 2012).

Hiicrelerde GSH miktarinin azalmasina bagl olarak gelisen protein sentezindeki
aksakliklar ile hiicrelerin antioksidan enzim miktarlarinin giderek azalmasi, iyon

pompalarinin ve zar koruyucu mekanizmalarin bozulmasi sonucu hiicre yaslanmasi ve

oliim goriilmektedir (Aksoy, 2002; Hang ve ark., 1999; Merad-Boudai ve ark., 1998).

2.5.8. Superoksit dismutaz (SOD)

McCord ve Fridovich tarafindan 1968°de kesfedilmis bir enzim olan superoksit
dismutazin ii¢ tipi bulunmaktadir: Mitokondride lokalize Mn-SOD, sitozolde lokalize
Cu-Zn SOD, bakir igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden
vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir. Metalloproteinlerden olan SOD bir siiperoksid
molekiilinii Oz molekiiliine yiikseltgeyip, diger siiperoksid molekiiliinii H202’e

indirgemektedir.

SOD
20,7 +2H — > H202+ 02

Bu reaksiyon superoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit miktarda
bulundugu pH 4.8’ de spontan olusurken, fizyolojik pH olan 7.35- 7.45 arasinda ¢ok
daha yavas olmaktadir. Siiperoksid dismutaz enzimi varligi bu reaksiyonu en az 7.4 pH

oldugu kosullarda 4 kat daha hizli olmasini saglamaktadir.

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijen kullanan hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararli etkilerine karsi korumak ve lipit peroksidasyonunu da inhibe
etmektir. Siiperoksid dismutaz enzim aktivitesi, fazla oksijen kullanan dokularda
yiiksektir. Stiperoksid dismutaz enzimi ekstraseliiler alanda diisiik aktivite gosterir
(Memisogullari, 2005). SOD graniilosit fonksiyonu i¢in fagosite edilmis bakterilerin
intraseliiler olarak oldiiriilmesinde 6nemli rol alir. Lenfositlerdeki SOD diizeyi daha

fazladir (Memisogullari, 2005).
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2.5.9.Katalaz

Canli organizmadaki oksidasyon (yiikseltgenme) ve rediiksiyon (indirgenme)
olaylarin katalizorli oksidorediiktazlar olarak bilinen enzimlerdir. Oksidorediiktazlar;
oksidazlar, dehidrojenazlar, hidroperoksidazlar ve oksijenazlar olmak iizere dort grupta
incelenirler. Hidroperoksidaz grubu oksidorediiktazlar, substrat olarak hidrojen peroksit
veya organik peroksit kullanarak viicudu zararli peroksitlere karsi korumaktadirlar.
Katalaz, hidroperoksidazlar smifinda bulunmaktadir ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi ile ortaya ¢ikan hidrojen peroksitin su ve oksijene par¢alanmasini
katalizleyerek antioksidan enzim o6zelligi gostermektedir (Chistiakov ve ark., 2004).
Ayrica; etanol, format ve nitritin oksidasyonunu da katalizler (Caylak ve Halifeoglu,
2010). CAT molekiil agirhg yaklagik 60 kD agirliginda ve her biri hematin (Fe*3-
protoporfrin IX) grubu iceren dort alt birimden olugmaktadir (Mates ve ark., 1999). Bu
enzim yogun olarak peroksizomlarda bulunurken, daha az olarak; eritrosit, hepatosit ve
bobreklerde bulmaktadir (Forsberg ve ark., 2001). Hidrojen peroksitin CAT ile
parcalanamadiginda, Fenton reaksiyonuyla olusan OH’in viicut icin ¢ok tehlikeli bir
serbest radikal oldugu bilinmektedir (Toyokuni ve ark., 1995). H20: aerobik
metabolizma sirasinda siirekli iiretilmektedir. Diisiik miktardaki H2O2, CAT tarafindan
efektif olarak elimine edilebilirken, yiiksek miktarda H202 olusmasi halinde
eliminasyonu yeterli olmayacagindan, lipit peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden
olabilmektedir (Chistiakov ve ark., 2004). Norodejeneratif hastaliklar, lipit
bozukluklari, diabet, ateroskleroz gibi oksidatif stresle iliskili hastaliklarda CAT
aktivitesinde azalma oldugu ve transgenik farelerde CAT’in overeskpresyonu ile
aterosklerozda azalma veya gecikme oldugu bilinmektedir. Ayrica CAT uygulamasi ile
oforektomi iligkili osteoporozun Onlendigi goriilmiis ve postmenapozal osteoporozda
CAT aktivitesine bagl oksidatif stresle iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (Oh ve ark.,
2007). Notrofil ve makrofaj gibi fagositik hiicreler oksijen radikallerini; patojenleri
oldiirmek, nekrotik dokular1 temizlemek i¢in kullamaktadirlar. Aktive olmus
makrofajlar ve nétrofiller fagositoz esnasinda NADPH oksidazi uyarirlar. NADPH
oksidaz plazma membranmin dis yiizeyinde bulunmaktadir ve molekiiler oksijene bir
elektron transfer ederek siiperoksid oksijen radikallerini olugsmasini saglar. Siiperoksid
oksijen radikalinin neredeyse tamami fagolizozomlarda diisiikk pH’da H202’ ye dontisiir.

Bu reaksiyonlar hiicrelerin normal savunma mekanizmasi i¢in elzemdir ancak serbest
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radikallerin fazla liretimi veya uzaklastirllamamasi; disfonksiyon, nekroz ya da tiimor
formasyonuna yol ag¢maktadir. Reaktif oksijen radikalleri nedeniyle fagositlerin
kendilerine zarar vermesini ise i¢erdigi CAT, SOD, glutatyon peroksidaz, alfa tokoferol

ve askorbik asit gibi antioksidan enzim ve vitaminler ile engellemektedir (Droge, 2002).

2.5.10. Interlokin 6 (IL-6)

Sitokinler, hematopoetik hiicrelerin gelisimi ve farklilasmasinda, enflamasyonun
baskilanmasi ve aktivasyonunda onemlidir. Bazi1 sitokinler lokal,bazilar1 sistemik etki
gostermektedirler. Multifonksiyonel bir sitokin olan ve 184 amino asitten olusan IL-
6’nin matiir formunun molekiil agirlhigi 22000-30000 kD arasinda degismektedir
(Ghasemi, 2017; Angmove ark., 2017).

IL-6 ilk olarak 1986 yilinda klonlanmis olup, geni 7. kromozom {izerinde
bulunmaktadir. Mononiikleer fagositik hiicreler, IL-6’nin en Onemli salgilandigi
hiicrelerdir. IL-6 ayn1 zamanda fibroblastlar, endotel hiicreleri, B ve T lenfositler,
hepatositler, keratinositler, glial hiicreler ve kemik iligi stroma hiicreleri tarafindan da
sentezlenmektedir (Ghasemi, 2017). IL-6, dortlii alfa heliks yapida kiigiik bir polipeptit
seklinde bulunmaktadir. Yapisal stabilizasyonu molekiiller arasi disiilfit baglar
sayesinde korunmaktadir. Hiicre zarina bagli IL-6 reseptorii (IL-6R) veya ¢oziliniir
haldeki IL-6R’ye baglanarak etki gostermektedir. IL-6, reseptoriine baglandiktan sonra
glikoprotein 130 (gp130) aracilig ile etki gostermektedir. Sinyal iletimi sadece gp130
reseptorii ihtiva eden hiicrelerde gergeklesmektedir (Angmo ve ark., 2017; Ghasemi,
2017).

IL-6, hiicre biiyimesi, gen aktivasyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilasmay1
diizenleyerek immiin yanit, enflamasyon, hematopoez ve onkogenezde dahil olmak

tizere genis bir fizyolojik tepki yelpazesini diizenleyen bir sitokindir.

2.5.11. Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF- a)

Iki gesit TNF vardir:Bunlar; monosit ve makrofajlar tarafindan salinan TNF-a
(kasektin) ile T lenfositler tarafindan salinan TNF-§ (lenfotoksin)’dir (Davies ve ark.,
1997; Jaattela, 1991).
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TNF-a geni insanda 6. kromozomun kisa kolu iizerinde bulunmakta olup, 157
aminoasit icermekte ve molekiil agirligi 17 kD’dur. Genellikle iki veya ti¢ alt tiniteden
olusan bir zar proteinidir. Membrana bagli TNF-a 26 kD agirhigindadir. Membrana
bagli kismin proteolizi ile 17 kD agirligindaki serbest TNF-a elde edilir. TNF-o; TNF-
Rl (P55) ve TNF-RII (P75) isimli iki adet reseptdrii ilizerinden biyolojik aktivite
gostermektedir. Bu iki reseptor yapisal olarak benzer, fakat fonksiyonel olarak farkli
ozellik gosterip, TNF-a’nin fizyolojik etkilerini diizenler. Bu iki reseptor bir¢ok hiicre
tizerinde birlikte bulunmaktadir. TNF-a'nin biyolojik olarak etkin bir sinyal
olusturabilmesi icin TNF-RI iizerinde etki gdstermesi gerektigi yapilan ¢aligmalarda
tespit edilmistir (Schoenberg ve ark., 1990; Shalaby ve ark., 1990). Yar1 émrii kisa olup
(14-18 dakika) karaciger, cilt, gastrointestinal sistem ve bobreklerde yikilmaktadir.
TNF-a’nin etkinligi sistemik ve dokulardaki direk etkisi ile konak hiicrelerden salinan
soliibl mediatorlere gore degiskenlik gostermektedir. Kemik iliginden nétrofillerin
dolagima salinimini saglamakta, adezyon molekiillerini salarak, nétrofil migrasyonunu
baglatmaktadir. Notrofil kemotaksisini ve degranulasyonu, siiperoksit tretimini ve
lizozim salimimini regiile etmektedir. Akut faz reaktan proteinlerinin yapimini
artirmakta, koagulasyon ve kompleman yolagimin aktivasyonunu saglamaktadir

(Shalaby ve ark., 1990).

Deney hayvanlarinda dolasima TNF-o’nin verilmesiyle septik belirtinin
gbzlendigi belirtilmistir (Davies ve ark., 1997). Yine deney hayvanlarinda yiiksek doz
uygulanmasiyla ates, anoreksi, sempatik aktivasyon, kortikotropin hormon diizeyinde
artma, tirotiropin salimmminda diisme, albiimin sentezinde azalma, akut faz protein
sentezinde artis, lipojenez inaktivasyonu, kas glikojeninde azalma, yapisal protein
sentezinde azalma, protein yikilmasinda artis gibi etkiler go6zlenmistir. Yapilan
incelemelerde akciger, bobrek ve gastrointestinal sistemdede hemorajik nekrozlara,
pulmoner kapillerlerde nétrofil trombiislerine neden oldugu tespit edilmistir (Abbas ve
ark., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gere¢

3.1.1. Hayvan materyali

Calismanin hayvan materyali, Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’'nden temin edildi. Yaklasik 7-8 haftalik 32 adet disi Wistar Albino rat
kullanildi. Ratlarin baslangigtaki agirliklar1 250-300 gr. olarak belirlendi. Deney
oncesinde ratlarin 7 giin siireyle ortama adaptasyonlar1 saglandi. Ratlar 8 giinliik deney
stiresince 12 saat karanlik/aydinlatma uygulanarak sicakligi 22+2°C olarak ayarlanmis
odalardaki kafeslerde barindirildi. Hayvanlara ticari rat yemi (pellet yem) ve igme suyu
ad libitum verildi. Bu ¢alisma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’nun 01.03.2018 tarihve 2018/02 sayili karari ile yapildu.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

e Cobaslntegra 800 Otoanalizorii (Roche)

e Sogutmali Santrifiij (Universal 320R)

e Otomatik Pipetler (Socorex)

e Derin Dondurucu-Buzdolabi (Argelik)

o Hassas Terazi (GeeAvery)

e Rel Reader ELISA PlateAnalyser

e Isik Mikroskobu (Leica DM 1000, Germany).

3.1.3. Kimyasal maddeler

e Gentamisin (Genta, IE, Tiirkiye)

o Ferulik Asit (Sigma, USA)

o Ketalar (PFIZER, English)

e Formaldehit % 10 (EMBOY)

e Ure Kiti (Roche/Hitachi Kit No: 696069, Germany)

e Kreatinin Kiti (Roche/Hitachi Kit No: 693973, Germany)
e Urik Asit Kiti (Roche/Hitachi Kit No: 692521, Germany)
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e LDH Kiti (Roche/Hitachi Kit No: 694094, Germany)

e RatMalondialchenyche (MDA) ELISA Kit (RelAssayDiagnostics,
Cat.No:EO156Ra)

e RatCatalase (CAT) ELISA Kit (RelAssayDiagnostics, Cat.No:E0869Ra)

e RatTumorNecrosisFactor-a (TNF-a) ELISA Kit (RelAssayDiagnostics,
Cat.No : EO764Ra)

e RatGlutathione (GSH) ELISA Kit (RelAssayDiagnostics,
Cat.No : E1101Ra)

e Rat Interleukin-6 (IL-6) ELISA Kit (RelAssayDiagnostics,
Cat.No : E1117Ra)

e RatSuperOxidaseDimutase (SOD) ELISA Kit (RelAssayDiagnostics,
Cat. No : E0168Ra)

e Rat Advanced Oxidaiton Protein Products (AOPP) ELISA Kit
(RelAssayDiagnostics, Cat.No:EA1135Ra)

3.2. Yontem

3.2.1. Deney gruplarmin hazirlanmasi
Ratlar 8’er hayvandan olusan 4 gruba ayrildu:

1. Kontrol grubu: Fizyolojik tuzlu su 8 giin siireyle (i.p) verildi.

2. Ferulik asit (FA) grubu: Ferulik asit hayvanlara 50 mg/kg dozunda (Bami,
2014) oral olarak 8 giin siireyle verildi.

3. Gentamisin grubu (GM): Gentamisin 80 mg/kg/giin/i.p olarak 8 giin verildi.

4. Gentamisin+ferulik asit (GM+FA) grubu: Gentamisin 80 mg/kg/giin/i.p
ve agizdan sonda ile 50 mg/kg dozunda ferulik asit oral olarak 8 giin siireyle

birlikte verildi.

3.2.2. Orneklerin toplanmasi

8 giinliik deneme siirecinden 24 saat sonra yani 9. giin ketamin (90 mg/kg)

intraperitonal olarak enjekte edilerek anestezi altindaki hayvanlarin kalplerinin sol
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ventrikiiliinden enjektorle girilip, antikoagiilansiz tiiplere kan alindi. Kanlar1 alinan
hayvanlar dekapite edildi. Abdominal bdlgenin aseptik kosullar1 saglandiktan sonra
karmn orta ¢izgisinden yapilan insizyonla sag ve sol bobrekler histopatolojik

degerlendirme amaciyla ¢ikarildi.

Tiiplere alinan kanlar 3000 devirde +4°C’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Elde edilen serum numuneleri Roche marka CobasIntegra 800 otoanalizorii
kullanilarak, ticari kitlerle biyokimyasal parametre (iire, iirik asit, kreatinin ve LDH
sonugclar1 belirlendi. MDA, SOD, GSH, CAT, AOPP, IL-6, TNF-a diizeyleri ise ELISA

ile olctildii. Alinan bobrek dokular histopatolojik agidan incelendi.
3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Ure tayini

Ure tayini Roche Modiiler P 800 otoanalizdrii ile Roche/Hitachi (Kit No:
696069) marka kit kullanilarak belirlendi.

Prensip: Ure iireaz tarafindan hidrolize edilir ve amonyum ile karbonat olusur.

Ureaz
Ure +2 H20 ? 2 NH4" + CO3"

Ikinci reaksiyonda 2-oksoglutarat ortamda glutamatdehidrojenaz (GLDH) ve
koenzim olarak NADH bulundugunda amonyum ile reaksiyona girip, L-glutamat
olusturur. Bu reaksiyonda hidrolize edilen her mol iire i¢in bir mol NADH, NAD"’ya
yiikseltgenir.

GLDH
+ —_—> +
NH4" + 2-oksoglutarat + NADH L-glutamat + NAD™ + H20

NADH konsantrasyonunun azalma hizi 6rnek igindeki iire konsantrasyonu ile

dogru orantilidir ve fotometrik olarak dlgiiliir.
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3.3.2. Kreatinin tayini

Kreatinin tayini Roche Modiiler P 800 otoanalizorii ile Roche/Hitachi (Kit No:
693973) marka kit kullanilarak tespit edildi.

Prensip: Bu kinetik kolorimetrik test Jaffé yontemine dayanmaktadir. Alkalin
solisyonunda kreatininpikrat ile sari-turuncu renkte bir kompleks olusturur. Boya
olusumunun orami Ornek ic¢indeki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir. Testte,
bilirubininterferansinin en aza indirgenmesi i¢in “rate-blanking” (hiz ortiicii) kullanilir.
Proteinler ve ketonlar dahil olmak {izere serum/plazma psddo-kreatininkromojenlerin
neden oldugu spesifik olmayan reaksiyonu diizeltmek i¢in, serum veya plazma sonuglari

-26 umol/L (-0.3 mg/dL) ile diizeltilir.

Alkalin PH
Kreatinin + pikrik asit 7" sar1-turuncu kompleks

3.3.3. Urik asit tayini

Urik asit tayini Roche Modiiler P 800 otoanalizorii ile Roche/Hitachi (Kit No:
692521) marka kit kullanilarak tespit edildi.

Prensip: Urikaz, iirik asidi ayirir ve allantoin ile hidrojen peroksit olusur.

Urikaz
Urik asit + 2 H20 + O3 > allantoin + CO2 + H202

Ortamda peroksidaz varken, 4-aminofenazon hidrojen peroksit ile bir kuinon-
diimin boyaya ylkseltgenir. Olusan kuinon-diiminin renk yogunlugu iirik asit

konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve absorbanstaki artis dlgiilerek tayin edilir.

3.3.4. LDH tayini

LDH tayini Roche Modiiler P 800 otoanalizorii ile Roche/Hitachi (Kit No:
694094) marka kit kullanilarak belirlendi.

Prensip: Laktatdehidrojenaz L-laktatinpiruvata doniisiimiinii katalize eder, islem
sirasinda NAD+, NADH’ye indirgenir.
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LDH
L-Laktat + NAD* ? Piruvat + NADH + H*

NADH olusumunun baslangi¢ hiz1 katalitik LDH aktivitesiyle dogru orantilidir.

Absorbanstaki artis fotometrik olarak dlgiiliir.

3.3.5. Malondialdehit (MDA) tayini

Prensip:Bu kit, rat MDA testini yapmak i¢in biotin ¢ift antikorlu sandvig
teknolojisine dayanan ELISA yontemini kullanir. MDA monoklonal antikoru ile
onceden kaplanmis olan kuyucuklara MDA eklenir ve daha sonra inkiibe edilir. Bundan
sonra, immun kompleksi olusturan streptavidin-HRP ile birlesmesi i¢in biotinlenmis
anti-MDA antikorlar1 eklenir. Inkiibasyon ve yikamadan sonra baglanmamis enzimler
uzaklagtirilir. Substrat A ve B eklenir. Sonra ¢ozelti maviye ve asidin etkisiyle sariya

doner. Cozeltinin tonlar1 ve rat MDA konsantrasyonu pozitif olarak iligkilidir.
Yapilisi:

Reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi

U

Biotin ve ELISA ¢ozeltileri ile isaretlenmis ikinci antikorla birlikte hazirlanan 6rnekler
ve standartlar eklendi. 37°C'de 60 dakika boyunca reaksiyona girmeleri sagland1

U

Plaka bes kez yikandi. Kromojen ¢ozeltisi A ve B eklendi. Renk olusumu i¢in 10 dakika
37 °C'de inkiibe edildi

U

Stop soliisyon eklendi

U

OD degeri 10 dakika i¢inde okundu.

U

Hesaplama yapildi.
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3.3.6. Ileri oksidasyon iiriinleri (AOPP) tayini

Prensip: Bu kit, rat AOPP testini yapmak i¢in biotin ¢ift antikorlu sandvig
teknolojisine dayanan ELISA’y1 kullanir. Bir monoklonal antikorla 6nceden kaplanmig
oyuklara AOPP standartlar1 veya numuneleri eklenir. Daha sonra kuyucuklarabiotinle
isaretlenmis hedef antijen ilave edilir. Standartlar veya numunelerdeki antijenler,
yakalama antikoruna baglanmak ve inkiibe etmek i¢in biotinlenmis antijen ile yarisir.
Baglanmayan antijen bir yikama basamag sirasinda yikanir. Daha sonra bir avidin-HRP
eklenir ve ardindan inkiibe edilir. Baglanmayan avidin-HRP, bir yikama agamasi
sirasinda yikanir. TMB substrat daha sonra eklenir ve renk olusur. Reaksiyon, asidik
stop soliisyon ilave edilerek durdurulur ve renk 450 nm’de OGlgiilebilen sariya dondisiir.
Olusan rengin yogunlugu, numunedeki AOPP konsantrasyonuyla ters orantilidir.
Ornekteki AOPP konsantrasyonu daha sonra O.D.’yi numunenin standart egriye

karsilastirarak belirlenir.

Yapilisi:

Reaktifler, ornekler ve standartlar hazirland.

U

Ornekler, standartlar ve biyotinize edilmis antijen eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

U

Havalandirildi ve 5 kez yikandu.

U

Avidin-HRP eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

U

Havalandirildi ve 5 kez yikandi.

U

Substrat soliisyon A ve B yi eklendi, karanlikta 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

U

Stop soliisyonu eklendi.

U

O.D. degeri 15 dakika iginde 450 nm’de okundu.
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3.3.7. Glutatyon (GSH ) tayini

Prensip:Bu kit, ratglutatyonunu (GSH) tahlil etmek igin biotin ¢ift antikorlu
sandvi¢ teknolojisine dayanan ELISA yontemini kullanir. GSH monoklonal antikoru ile
onceden kaplanmis olan oyuklara GSH eklenir ve daha sonra inkiibe edilir. Bundan
sonra, immun kompleksi olusturan streptavidin-HRP ile birlesmesi icin biotinlenmis,
anti-GSH antikorlar1 eklenir. Inkubasyon ve yikamadan sonra baglanmamis enzimler
uzaklagtirilir. Substrat A ve B eklenir. Sonra ¢dzelti maviye doner ve asidin etkisiyle

sartya doner. Cozeltinin tonlar1 ve rat GSH konsantrasyonu pozitif olarak iligkilidir.
Yapilist:

Reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

U

Biotin ve ELISA ¢ozeltileri ile etiketlenmis ikinci antikorla birlikte hazirlanan 6rnekler
ve standartlar eklendi. 37°C’de 60 dakika boyunca reaksiyona girmelerine izin verildi.

U

Plaka bes kez yikandi. Kromojen ¢ozeltisi A ve B eklendi. Renk olusumu i¢in 37°C’de
10 dakika inkiibe edildi.

U

Stop solusyon eklendi.

U

OD degeri 10 dakika i¢cinde okundu

U

Hesaplama yapildi.

3.3.8. Superoksitdismutaz (SOD) tayini

Prensip: Bu kit, rat SOD testini yapmak i¢in biotin ¢ift antikorlu sandvig
teknolojisine dayanan ELISA’y1r kullanir. SOD monoklonal antikoruyla onceden
kaplanmis olan kuyucuklara SOD eklenir ve ardindan inkiibe edilir. Bundan sonra,

immun kompleksi olusturan streptavidin-HRP ile birlesmesi i¢in biotinlenmis anti- SOD
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antikorlar1 eklenir. Inkiibasyon ve yikamadan sonra baglanmamis enzimler
uzaklagtirilir. Substrat A ve B eklenir. Sonra ¢6zelti maviye, asidin etkisiyle sariya
doner. Soliisyonun tonlar1 ve rat SOD konsantrasyonu pozitif olarak iliskilidir.

Yapilisi:

Reaktifler, ornekler ve standartlar hazirlandi.

U

Biotin ve ELISA ¢ozeltileri ile isaretlenmis ikinci antikorla birlikte hazirlanan 6rnekler
ve standartlar eklendi. 37°C’de 60 dakika boyunca reaksiyona girmeleri sagland.

U

Plaka bes kez yikandi. Kromojen ¢ozeltisi A ve B eklendi. Renk olusumu i¢in 10 dakika
37 °C’de inkiibe edildi.

U

Stop soliisyon eklendi

U

OD degeri 10 dakika i¢inde okundu.

U

Hesaplama yapildi.

3.3.9. Katalaz (CAT) tayini

Prensip: Bu kit, CAT’1 6lgmek i¢in biotin ¢ift antikorlu sandvig¢ teknolojisine
dayanan ELISA’y1 kullanir. CAT monoklonal antikoruyla onceden kaplanmis olan
kuyucuklara CAT eklenir ve daha sonra inkiibe edilir. Bundan sonra, immunkompleksi
olusturan streptavidin-HRP ile birlesmesi i¢in biotinlenmis anti-CAT antikorlar1 eklenir.
Inkiibasyon ve yikamadan sonra baglanmamis enzimler uzaklastirilir. Substrat A ve B
eklenir. Sonra ¢6zelti maviye, asidin etkisiyle saritya doner. Soliisyonun tonlar1 ve rat

CAT konsantrasyonu pozitif olarak iliskilidir.
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Yapulist:

Reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

U

Biotin ve ELISA ¢ozeltileri ile isaretlenmis ikinci antikorla birlikte hazirlanan 6rnekler
ve standartlar eklendi. 37°C'de 60 dakika boyunca reaksiyona girmeleri saglandi.

U

Plaka bes kez yikandi. Kromojen ¢ozeltisi A ve B eklendi. Renk olusumu i¢in 10 dakika
37 °C'de inkiibe edildi.

U

Stop soliisyon eklendi

U

OD degeri 10 dakika iginde okundu.

U

Hesaplama yapildi.

3.3.10. Interlokin 6 (IL-6) tayini

Prensip:Bu kit ornekteki IL-6 icerigini test etmek igin yarismali bir yontem
kullanir. Ornegi antikorla énceden kaplannms ELISA'ya verir ve sonra biyotinlenmis
antijen eklenir. 37°C altindal saat inkiibe edilir ve baglanmamig biyotinlenmis antijeni
uzaklastirmak i¢in PBST ile yikanilan immunkompleksi olusturmak iizere iki madde
solidfaz antikoru ile yarisir. Daha sonra avidin-HRP eklenir, avidin-HRP ve
biyotinlenmis antikorun konjiige edilmesi i¢in 37°C'de 1 saat inkiibe edilir. Yikandiktan
sonra konjuge HRP, TMB'yi (tetrametilbenzidin) maviye doniistiiriir ve asidin etkisiyle
sartya doner. 450 nm dalga boyunun altinda absorbans pike ulasir. Absorbans,

numunedeki antijen konsantrasyonu ile negatif korelasyona sahiptir.
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Yapulisi:

Reaktifler, 6rnekler ve standartlar hazirlandi.

U

Hazirlanan 6rnek ve standart biyotinlenmis antijen ile karistirildi ve 37°C'nin altinda 60
dakika boyunca reaksiyona girmesi saglandi.

U

Plaka 5 kez yikandi ve avidin-HRP eklendi ve 37°C'nin altinda 60 dakika boyunca
reaksiyona girmesi saglandi.

U

Plaka 5 kez yikandi ve 10 dakika 37°C'nin altinda renklendirme i¢in renkli substrat A ve
Beklendi.

U

Stop ¢ozeltisi eklendi.

U

OD degeri 10 dakika i¢inde dl¢tildii.

U

Hesaplama yapildi.

3.3.11. Tiimér nekrozis faktor-alfa (TNF-a) tayini

Prensip: Bu kit 6rnekteki TNF-a igerigini test etmek igin yarismali bir yontem
kullanir. Ornegi antikorla dnceden kaplanmis ELISA'ya verir ve sonra biyotinlenmis
antijen eklenir. 37°C altinda 1 saat inkiibe edilir ve baglanmamis biyotinlenmis antijeni
uzaklastirmak i¢in PBST ile yikanilan immun kompleksi olusturmak {izere iki madde
solidfaz antikoru ile yarigir.Daha sonra avidin-HRP eklenir, avidin-HRP ve
biyotinlenmis antikorun konjiige edilmesi i¢in 37°C'de 1 saat inkiibe edilir. Yikandiktan
sonra konjuge HRP, TMB'yi (tetrametilbenzidin) maviye doniistiiriir ve asidin etkisiyle
sartya doner. 450 nm dalga boyunun altinda absorbans pike ulasir. Absorbans,

numunedeki antijen konsantrasyonu ile negatif korelasyona sahiptir.
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Yapulisi:

Reaktifler, ornekler ve standartlar hazirlandi.

U

Hazirlanan 6rnek ve standart biyotinlenmis antijen ile karistirildi ve 37°C'nin altinda 60
dakika boyunca reaksiyona girmesi saglandu.

U

Plaka 5 kez yikand1 ve avidin-HRP eklendi ve 37°C'nin altinda 60 dakika boyunca
reaksiyona girmesi saglandi.

U

Plaka 5 kez yikandi ve 10 dakika 37°C'nin altinda renklendirme i¢in renkli substrat A ve
B eklendi.

U

Stop ¢ozeltisi eklendi.

U

OD degeri 10 dakika i¢inde 6l¢tildii.

U

Hesaplama yapildi.
3.4. Histopatolojik Analiz

Yapilan nekropsi sonucu histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan bobrek
doku ornekleri %10 luk formalin sollisyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin doku takip
islemleri sonucu parafin bloklara gomiildii. Her bloktan 4 um kalinliginda kesitler alind1.
Histopatolojik inceleme igin hazirlanan preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip
151k mikroskobu ile incelendi (Leica DM 1000, Germany).

3.5. istatistiksel Analiz

Uzerinde durulan biyokimyasal 6zellikler i¢in Tanimlayic1 Istatistikler; Ortalama
+ Standart Sapma, olarak ifade edilmistir. Bu o6zellikler bakimindan gruplar

karsilagtirmada Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik 6nemlilik
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diizeyi %S5 olarak alinmis ve hesaplamalar icin SPSS (ver: 13) istatistik paket programi
kullanilmustir.Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin
gruplar arasindaki farkliliklarin analizi i¢in nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis
testi, ikili gruplarin mukayesesi i¢gin Mann Whitney U testi kullanildi. Bu istatistik

analizleri i¢in SPSS 13.0 paket programi kullanild.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Bobrek Agirhiklar

Kontrol, FA, GM, GM+FA grubundaki ratlarin ortalama viicut agirliklar1 ve
bobrek agirliklar: Tablo 1'de verildi.

Tablo 1. Kontrol, FA, GM, GM+FA grubundaki ratlarin ortalama viicut agirliklar1 ve

bobrek agirliklar
Kontrol(n=8) FA (n=8) GM (n=8) GM+FA (n=8)
Parametreler X £ Sx X + Sx X £ Sx X + Sx P
é‘;)c‘“ ABITIEL | 506 62412.86 ¢ | 211.63413.20 % | 247.13£22.95% | 227.75+16.88° | .003
g"rl)"'ek Agrhgr | o1 0.10° 0.70£0.15 ® 0.80+0.15% | 0.74£0.08% |.050

a,b,c: Her ézellik i¢in farkly kiigiik harfi gruplar arasi fark istatistik olarak onemlidir (p<0.05, p<0.01).

Viicut agirliklarinin gruplar arasi karsilagtirmasinda GM grubu (247.13+£22.95
gr) ile kontrol (206.62+£12.86), FA grubu (211.63+13.20 gr) ve GM+FA grubundaki

(227.75+16.88 gr) ratlarin ortalama viicut agirliklar: arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gozlendi (p<0.01) (Sekil 6).

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00

Viicut Agirhigi (gr)

206,62

Kontrol

211,63

FA

247,13

GM

227,75

GM+FA

Sekil 6. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlarin ortalama viicut agirliklari
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En yiiksek bobrek agirliklart GM grubunda (0.80+0.15 gr),en diisiik ise kontrol

grubundaki ratlarda (0.61+0.10 gr) saptanirken, iki grup arasindaki farkin istatistiksel

olarak onemli oldugu tespit edildi (p<0.05). FA grubundaki ratlarin ortalama bdbrek
agirliklar1 0.70+0.15 gr, GM+FA grubundaki ratlarin ise 0.74+0.08 gr olarak belirlendi

(Sekil 7).

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Bobrek Agirligi (gr)

0
0'61 I

Kontrol

0,8
| I
FA GM

0,74

GM+FA

Sekil 7. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlarin ortalama bobrek agirliklar:

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Kontrol, FA, GM, GM+FA grubu ratlara ait serum {ire, {lirik asit, kreatin ve LDH

diizeylerinin ortalamalar1 Tablo 2'de verildi.

Tablo 2. Kontrol, FA, GM, GM+FA grubu ratlara ait serum iire, iirik asit, kreatinin ve
LDH diizeylerinin ortalama degerleri

Kontrol FA GM GM+FA
Parametreler (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) p
X £ Sx X + Sx X + Sx X£8x
Ure (mg/dl) 62.63+5.80 55.87+3.87 101.38+36.06 @ 75.88+6.79° 001
Kreatinin(mg/dl) 0.67+0.01%¢ 0.63£0.05°¢ 1.0740.312 0.82+0.10° 001
Urik asit (mg/dl) 1.99+0.76 ® 1.8240.31° 2.94+1.372 2.62+0.32% 009
LDH (U/L) 3689.25£677.63 | 4273.25+290.33 ® | 4458.25+522.89 2| 3997.63+883.73 & | 044

a,b,c: Her ozellik icin farkll kiiciik harfi gruplar arasi fark istatistik olarak onemlidir (p<0.05,p<0.01,

p<0.001)
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Serum iire diizeyi en yiliksek olarak GM grubundaki (101.38+36.06 mg/dl)
ratlarda tespit edildi. GM grubu ile kontrol (62.63+5.80 mg/dl), FA (55.87+3.87 mg/dl)
ve GM+FA grubu (75.88+6.79 mg/dl) arasinda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde

onem saptandi (Sekil 8).
Ure (mg/dl)
120,00
101,38
100,00
80,00 75,88
62,63
60,00 55,87
40,00
20,00
0,00
Kontrol GM GM+FA

Sekil 8. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum iire diizeyleri

En yiiksek serum kreatinin diizeyi GM grubunda (1.07+0.3 mg/dl) saptanirken,
GM grubu ile diger ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde Onem
saptandi. Kontrol grubunun serum kreatinin diizeyi 0.67+0.01 mg/dl, ferulik asit
grubunun 0.63+0.05 mg/dl, GM+ ferulik asit grubunun ise 0.82+0.10 mg/dl olarak
tespit edildi (Sekil 9).

Kreatinin (mg/dl)
1,20

1,00

0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Kontrol GM+FA

Sekil 9. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum kreatinin diizeyleri
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Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubundaki ratlarin iirik asit seviyeleri sirasiyla;
1.99+0.76, 1.82+0.31, 2.94+1.37, 2.62+0.32 mg/dl olarak belirlendi. GM grubundaki
ratlarin Uirik asit diizeyleri kontrol ve ferulik asit grubundaki ratlarin iirik asit
diizeylerine gore istatistiksel olarak yiiksek (p<0.01) bulundu. GM ile birlikte ferulik

asit uygulamasinin iirik asit seviyesini rakamsal olarak diisiirdiigii saptandi (Sekil 10).

Urik asit (mg/dl)
3,50
2,94
3,00 2,62
2,50 199
2,00 ’ 1,82
1,50
1,00
0,50
0,00
Kontrol FA GM GM+FA

Sekil 10. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum iirik asit diizeyleri

Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubundaki ratlara ait serum LDH aktiviteleri
sirastyla; 3689.25+677.63, 4273.25+£290.33, 4458.25+522.89 ve 3997.63+883.73 U/L
olarak saptandi. LDH aktivitesi bakimindan GM grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde 6nem tespit edildi (Sekil 11).

LDH (U/L)

>000,00 4458,25
4500,00

4000,00 3689,25

4273,25

I I .
FA GM

3500,00
3000,00
2500,00
2000,00
1500,00
1000,00
500,00
0,00

Kontrol

GM+FA

Sekil 11. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum LDH diizeyleri
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Kontrol, FA, GM, GM+FA grubundaki ratlara ait serum MDA, SOD, GSH,
CAT, AOPP, IL-6, TNF-a diizeylerinin ortalamalar1 Tablo 3’de verildi.

Tablo 3. Kontrol, FA, GM, GM+FA grubu ratlara ait serum MDA, SOD, GSH, CAT,
AOPP, IL-6, TNF-a diizeylerinin ortalama degerleri

= = = + =
Parametreler Kor;(ticglin 8) F;? i(ns x8) G)I:/Ii(gxs) GMXE:AS E;n 8) b
MDA (nmol/ml) 1.41+£0.07°¢ 1.53£0.04 1.58+0.07%2 1.45+0.15 .002
AOPP (nmol/ml) 7.65+0.51 P 7.52+0.40 ® 9.39+0.84 @ 7.62+0.38 P .001
GSH (mg/L) 184.45+14.77° | 223.02+25.592 | 209.35£15.23 2 210.25+£32.66 2 .007
SOD (ng/ml) 1.68+0.15° 2.07+£0.35 2 1.68+0.08 © 1.7420.08 © .002
CAT (ng/ml) 35.95+12.04 41.92+4.15 41.49+5.17 41.10+15.38 .078
IL-6 (ng/L) 2.48+0.42° 2.41£0.08 3.28+0.542 2.55£0.24 P .002
TNF-a (pg/ml) 193.50+37.13 ¢ | 223.70+12.95° | 311.02+21.53 2 246.18+15.11° .001

a,b,c: her ozellik igin farkl kiigiik harfi gruplar arast fark istatistik olarak énemlidir (p<0.01, p<0.001).

Gruplarin MDA diizeyleri; kontrol grubu 1.41+0.07 nmol/ml, FA grubu
1.534+0.04 nmol/ml, GM grubu 1.58+0.07 nmol/ml, GM+FA grubu 1.45+0.15 nmol/ml
olarak belirlendi. GM grubu ile kontrol ve GM+FA grubundaki ratlarin serum MDA
diizeyleri arasinda istatistiksel 6nem (p<0.01) saptand1 (Sekil 12).

MDA (nmol/ml)

1,53 1,58
| i i |
FA GM

GM+FA

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00
Kontrol

Sekil 12. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum MDA diizeyleri
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Gruplar arasinda en yiiksek AOPP diizeyi GM grubunda (9.39+0.84 nmol/ml),
en disiik ise FA grubunda (7.52+0.40 nmol/ml) tespit edildi. GM grubu ile diger
gruplarin AOPP seviyeleri arasinda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde Onem
saptand1. Gentamisine ilaveten ferulik asit verilen grupta (7.62+0.38 nmol/ml) AOPP
seviyesi, kontrol grubundan (7.65+0.51 nmol/ml) daha diisiik belirlendi (Sekil 13).

AOPP (nmol/ml)

10,00 9,39
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00
Kontrol GM+FA

Sekil 13. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum AOPP diizeyleri

GSH diizey1 FA grubunda 223.02+£25.59 mg/L, GM grubunda 209.34+15.23
mg/L, GM+FA grubunda 210.25+32.66 mg/L olmak {izere kontrol grubundan
(184.45+14.77 mg/L) istatistiksel olarak yliksek saptandi (p<0.01) (Sekil 14).

GSH (mg/L)
250,00 223,02
209,35 210,25
200,00 184,45
150,00
100,00
50,00
0,00
Kontrol GM+FA

Sekil 14. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum GSH diizeyleri
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SOD diizeyi en yiiksek FA grubunda (2.07+0.35 ng/ml) bulunurken, kontrol, GM
ve GM+FA grubunda sirasiyla; 1.68+0.15, 1.68+0.08, 1.74+0.08 35 ng/ml olarak
belirlendi. FA grubundaki ratlar ile kontrol, GM, GM+FA grubundaki ratlarin serum
SOD seviyeleri arasinda istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde 6nem saptandi (Sekil 15).

1,74

GM+FA

SOD (ng/ml)

2,50

2,07
2,00 1,68 1,68
1,50
1,00
0,50
0,00

FA GM

Kontrol

Sekil 15. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum SOD diizeyleri

Gruplarin serum CAT seviyeleri; kontrol grubunda 35.95+12.04 ng/ml, FA
grubunda 41.92+4.15 ng/ml, GM grubunda 41.49+£5.17 ng/ml, GM+FA grubunda
41.10+15.38 ng/ml olarak belirlendi. Serum CAT diizeyleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel bir fark bulunmadi (Sekil 16).

CAT (ng/ml)

45,00 41,92 41,49 41,10

40,00 35,95
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

FA GM

Kontrol GM+FA

Sekil 16. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum CAT diizeyleri

Kontrol, FA, GM, GM+FA gruplarindaki ratlarin serum IL-6 diizeyleri sirasiyla;
2.48+0.42, 2.41+0.08, 3.28+0.54, 2.55+0.24 ng/L olarak saptandi. GM grubu ile diger
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gruplar arasinda IL-6 ortalamalari bakimindan istatistiksel fark tespit edildi (p<0.01).
Gentamisin ile birlikte ferulik asit verilen grupta IL-6 diizeyinin kontrol grubuna
yaklastig1 goriildi (Sekil 17).

IL-6 (ng/L)

3,50 3,28

300 2,48 2,41 2,55
2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Kontrol FA GM GM+FA

Sekil 17. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum 1L-6 diizeyleri

TNF-a diizeyi; GM grubunda 311.02+21.53 pg/ml, kontrol grubunda
193.50+£37.13 pg/ml, FA grubunda 223.70+£12.95 pg/ml ve GM+FA grubundaki ratlarda
246.18£15.11 pg/ml olarak belirlendi. GM grubu diger ii¢ grup arasinda istatistiksel
olarak p<0.001 diizeyinde fark tespit edildi. GM grubuna goére GM ile birlikte FA
verilen grupta TNF-a diizeyindeki diisiis dikkat ¢ekiciydi (Sekil 18).

TNF-a (pg/ml)

350,00 311,02
300,00
246,17
250,00 223,7
193,5
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00
Kontrol FA GM GM+FA

Sekil 18. Kontrol, FA, GM ve GM+FA grubu ratlara ait serum TNF-a diizeyleri
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4.3. Histopatolojik Bulgular
Histopatolojikbulgularin skorlanmasi Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 4. Bobrek dokularinda histopatolojik bulgularin skorlanmasi

Kontrol |GM | FA | GM+FA
Tubulusepitellerinde dejenerasyon -2 +++0 | 2 +C
Tubulusepitellerinde nekroz -a ++b _a _a
Damarlarda hiperemi i ++4+b | a +C

a,b,c: her ozellik icin farkl kiiciik harfi gruplar aras: fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).

Kontrol grubu: Bobrek dokulari histopatolojik olarak incelendiginde normal
histolojik goriiniimde oldugu tespit edildi (Sekil 19-A).

GM grubu: Ozellikle korteks bdlgesinde tubiiliislerde siddetli diizeyde hidropik
dejenerasyon ve koagulasyon nekrozu tespit edildi. Glomeruliislerde atrofi, bazi tubiiliis
lumenlerinde hyalin birikimlerine rastlanirken, interstisyel damarlarda siddetli diizeyde
hiperemi gozlendi (Sekil 19 B).

FA grubu: Bobrek dokulart incelendiginde korteks ve medullada herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmadig1 ve normal histolojik goriiniimde oldugu goézlendi (Sekil

19 C).

GM+FA grubu: Bobrek dokulart incelendiginde, tubiiliis epitellerinde hafif
diizeyde hidropik dejenerasyon ve orta diizeyde hiperemi belirlendi (Sekil 19 D).
Gentamisin grubuyla kiyaslandiginda anlamli fark (p<0.05) tespit edildi.
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Sekil 19. Kontrol grup, normal histolojik goriiniim (A), GM grup, tubiiliisepitellerinde
siddetli diizeyde hidropik dejenerasyon (ok baslar), orta diizeyde koagulasyon
nekrozu (oklar), damarlarda hiperemi (B), FA grup, normal histolojik
goriiniim (C), GM+FA grup, tubiiliisepitellerinde hafif diizeyde hidropik
dejenerasyon (ok baslari) hiperemi. H&E, Bar:20um.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gentamisin bakterisidal etkili, organik polikatyon yapisinda, c¢esitli klinik
durumlarda ilk tercih edilen aminoglikozid grubundan bir antibiyotiktir (Ali, 1995;
Patersonve ark., 1998). Bu antibiyotiklerin 7 giinden fazla kullanilmasi hastalarin %
30’unda bobrek yetmezligine neden oldugunu gostermektedir (Ali, 1995; Al-Qarawive
ark., 2008; Paterson ve ark., 1998). Ilacin dozu, tedavi siiresi, yas, genetik yatkinlk,
daha oOnce aminoglikozid antibiyotiklerin kullanimi gibi sebepler aminoglikozid

kaynakli nefrotoksisiteyi etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir (Aygiin, 2010).

Gentamisine baglhh gelisen bobrek hasarinin  mekanizmasi1 tam olarak
bilinmemekle birlikte gentamisin nefrotoksisitesinin etki mekanizmasi ile ilgili olarak;
serbest radikal kaynakli hiicre membran hasari ve protein dejenerasyonu, bdobregin
korteks tabakasinda fosfolipit {iretiminin artmasi, lizozomal ve mitokondriyal hasar,
vaskiiler faktorler gibi multifaktoriyel nedenler ileri stiriilmektedir (Ali, 1995; Al-Majed
ve ark., 2002; Morales ve ark., 2002; Priuska ve Schacht, 1995).

Aminoglikozidler, tromboksan B2 vasitasiyla renal vazokonstriiksiyona neden
olarak, ilaglar1 lizozomda depolayan proksimal tubiilde hiicresel toksisiteye yol agarlar.
Sonugta serum iire ve kreatinin artigi, proteiniiri ve genelde non-oligiirik bobrek
yetmezligi olusur. Histopatolojik olarak tubiiler nekroz, tubiileratrofi, intertubiiler
myoloid cisimler ve interstisyel nefrit gelisebilir (Cuzzocrea ve ark., 2002; Kayaalp,
2002; Maldonado ve ark., 2003; Sehirli ve ark., 2003).

Ferulik asit (4-hydroxy-3-methoxy cinnamicacid) meyve, sebze, tatli misir ve
piring kepeginde yaygin olarak bulunan, serbest radikalleri temizleme yetenegine sahip
fenolik bir bilesiktir. Ferulik asitin benzen halkasi (3-methoxy ve daha onemlisi 4-
hydroxyl) iizerindeki elektron veren yapilar, serbest radikal zincir sonlandirma
reaksiyonlar1 sayesinde antioksidan kabiliyetini artirmaktadir (Kanskive ark., 2002).
Ferulik asit, fenolik ¢ekirdegi ve yan zincir konjugasyonu nedeniyle, kuvvetli
antioksidan aktivitesinden sorumlu olan bir rezonans stabilize fenoksi radikalini kolayca
olusturur. Ferulik asit tarafindan UV emilimi, stabil fenoksi radikal olusumunu katalize
eder ve boylece serbest radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirma yetenegini gii¢lendirir

(Graf, 1992). Ferulik asitinin kanser, diyabet, kardivaskiiler ve norodejeneratif
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hastaliklara karsi terapotik etkileri bulunmaktadir (Srinivasan ve ark., 2007). Ayrica,
hepatoprotektif (Srinivasan ve ark., 2005), antienflamatuar, antimutajenik etkilerinin de
(Murakamive ark., 2002) bulundugu bildirilmektedir.

Gentamisin, uygulanan doza ve uygulanma siiresine bagli olarak bobreklerde
yaygin bir hasar olusturur. Endositoz ile proksimal tiibiil hiicrelerine giren gentamisin,
lizozom, golgi ve endoplazmik retikulumda birikir. Esik degere ulastiginda sitozole
bosalir ve mitokondrinin fonksiyonunu bozarak apoptoz ve nekroza yol agar (Wargo ve
Edwards, 2014). Bir¢ok calismada deney hayvanlarinda akut bobrek hasari olusturmak
amactyla gentamisin kullanilmaktadir (Ataman ve ark., 2018; Yilmaz ve ark., 2018).
Nefrotoksisite ¢calismalarinda gentamisinin dozu mg/kg/giin olacak sekilde 6 ile 14 giin
stire ile uygulanmistir (Khan ve ark., 2011; Sahu ve ark., 2014; Seckiner ve ark., 2014).
Olusan bobrek hasari, histopatolojik incelemeler ve serumda BUN, kreatinin, sistatin C

gibi bobrek biyobelirteglerinin diizeyleri 6lgiilerek degerlendirilir.

Gentamisin kaynakli nefrotoksisite ¢alismalarinda bobrek ve viicut agirliklarinda
degisimlerin gozlendigi bildirilmistir (Giilmez ve ark., 2018; Ustyol, 2015). Ayrica
diyabetik nefropatinin erken doneminde bobrek agirligindaki artis ve renal doku
hipertrofisinin diyabetiklerde onemli bulgular oldugu gdosterilmistir (New ve ark.,
1996).

Farelerde nefrotoksisiteye bagli gelisen renal tiibiiler dejenerasyon ve renal
tiibiiler nekrozisin bobrek agirliklarinda da artisa neden olabilecegi rapor edilmistir
(Kosat, 2011). Siganlarda gentamisine bagli bobrek hasari tizerine hemoksijenaz-1’in
roliinlin incelendigi bir g¢aligmada, gentamisin grubundaki sicanlarin hem viicut
agirliklar1 hem de bobrek agirliklarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Ustyol, 2015). Giilmez ve ark. (2018) gentamisin ile olusturulan deneysel
nefropati modelinde adropinin terapotik etkisini inceledikleri ¢alismada, gentamisin 100
mg/kg/giin intraperitoneal olarak uygulandigi gruptaki ratlarin bobrek agirliginin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde yiiksek oldugunu

saptamiglardir.

Ferulik asitin Tip 2 diyabetli rat modelinde diyabetik nefropati iizerine

etkilerinin incelendigi calismada, ferulik asit ile tedavi edilen diyabetik siganlarda viicut
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agirhigl basma bobrek agirliklarinin, diyabetik kontrol grubuna gore belirgin sekilde
disiik oldugu belirlenmistir. Yine ferulik asit ile tedavi edilen diyabetik grupta,
hipergliseminin diizeldigi, idrar albumin ve albumin/kreatinin oranindaki azalma

nedeniyle viicut agirligi kaybmin goriilmedigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2011).

Chowdhury ve ark. (2019), 50 mg/kg streptozotosin uygulayarak diyabet
olusturduklar ratlarda, bobrek agirliklar1 ve bobrek agirligi/viicut agirligi oranmin diger
gruplara gore yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Diyabet olusturulup 8 hafta boyunca
giinliik 50 mg/kg dozda ferulik asit uygulamasi yapilan grupta, bobrek agirliklarr ve
bobrek agirlhigi/viicut agirligi oraninin diyabetik gruba gore diistiigli tespit edilmistir.
Ayni ¢alismada, ferulik asitin hipoglisemik, antioksidan, antienflamatuar etkileri,
antiapoptotik aktiviteleri yaninda otofajide rol oynayarak renal hiicre hasarim

Onleyebilecegi ifade edilmistir.

Bu calismada viicut agirligi (247.13+£22.95 gr) ve bobrek agirligr (0.80+0.15 gr)
olarak en yiiksek GM grubunda belirlendi. Gentamisin enjeksiyonu sonrasi bobrek
agirhigindaki artisin enflamasyon ve akut tubiiler nekroz sonucu olusan 6dem nedeni ile
oldugu bildirilmistir (Abdelrahman, 2018; Erdem ve ark., 2000). GM ile birlikte FA
uygulamasinin bdébrek agirhgmi (0.74+0.08 gr) disiirdiigii goriilmiistir. GM-+FA
grubundaki ratlarin bobrek agirligindaki azalig, inflamasyonun azaldigini gosterebilir.
Zaten proinflamatuar sitokinler olan TNF-alfa ve IL-6 diizeylerinin de bu grupta GM

grubuna gore diistiigii goriilmektedir.

Gentamisin, aminoglikozid grubu antibiyotikler icerisinde en fazla kullanilan
antibiyotiktir (Reiter ve ark., 2002). Gentamisin kaynakli nefrotoksisite, akut bobrek
yetmezligi vakalariin yaklasik %10-20’ sini olusturmakta (Erdem ve ark., 2000) ve 7
giinden fazla bir siire ile gentamisin tedavisi alan hastalarin %30’ unda nefrotoksisiteye

dair bazi bulgular gériilmektedir (Pedraza-Chaverri ve ark., 2000).

Serum kreatinin ve BUN diizeyindeki artig, glomeriiler filtrasyonun azalmasi,
konsantrasyon yeteneginde azalma nefrotoksisite olarak yorumlanmaktadir. Serum iire
ve kreatinin seviyelerindeki artisin, glomeriiler filtrasyonun azalmasi sonucu
sekillendigi ileri siiriilmiistiir (Ural ve ark., 2004). Gelisen nefrotoksisite ¢ogunlukla

non-oligiirik karakterdedir. Nefrotoksisitenin ilacin renal kortekste birikme 6zelliginden
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kaynaklandigi ve renal konsantrasyon bozuklugu, akut tubiiler nekroz veya renal

yetmezlik gibi patolojik durumlari icerdigi bilinmektedir (Bashan, 2009).

Hozayen ve ark. (2011), ratlarda gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite
lizerine semizotu ve balik yagmin etkisini inceledikleri calismada, gentamisin
grubundaki ratlarda iire, kreatinin ve tirik asit diizeylerini kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde yiiksek bulmuslar ve bu bulgularin gentamisin
kaynakli bobrek fonksiyon bozuklugunu gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica renal
hasarin erken fazinda serum kreatinin diizeyinin {ire seviyesinden daha 6nemli oldugunu

bildirmislerdir.

Ullah ve ark. (2014)’nin yaptig1 ¢alismada, gentamisin (80 mg/kg) uygulanan
ratlarda serum BUN, kreatinin ve tirik asit diizeyinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Oonemli derecede yiiksek oldugunu, histopatolojik bulgularinda bu bulgular

destekledigini 6ne stirmiislerdir.

Ratlarda gentamisin ile olusturulan nefrotoksisitede baz1 biyokimyasal
parametreler tizerine fucoidanin etkisinin arastirildigi ¢aligmada, gentamisin grubuna
gore fucoidan+gentamisin grubunda BUN (p<0.001), kreatinin (p<0.001) ve irik asit
(p<0.05) seviyelerinin diistiigli, histopatolojik olarak bdbrek tubuliislerinde
dejenerasyonun azaldigi, fucoidanin bobregi koruyucu 6zelliginin bulundugu sonucuna

varilmistir (Ataman ve ark., 2018).

Manikandan ve ark. (2014), ratlarda gliserol kaynakli nefrotoksisite sirasinda
niikleer faktor-kappa B' nin aracilik ettigi bobrek yaralanmalarina karsi ferulik asitin
tyilestirici etkisini arastirmislardir. Gliserol uygulanan gruptaki ratlarin iire, kreatinin ve
tirik asit diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek tespit edilmistir. Gliserol uygulamasina
ek olarak oral yoldan 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg dozda ferulik asit uygulanan
gruplarda {iire, kreatinin ve iirik asit seviyelerinin diistiigii saptanmistir. Ayni ¢alismada
histopatolojik ve immiinohistokimya analizlerinin  biyokimyasal bulgularini
destekledigi, ferulik asitin antioksidan ve antienflamatuar ozellikleri ile gliseroliin

neden oldugu nefrotoksisiteye karsi potansiyel koruyucu olabilecegi bildirilmistir.
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Ferulik asidin gentamisin kaynakli nefrotoksisite lizerindeki iyilestirici etkisi ve
antioksidan roliiniin arastirildig: bir ¢alismada, 80 mg/kg dozda gentamisin uygulanarak
nefrotoksisite olusturulan grupta serum iire ve kreatinin diizeyinin kontrol grubuna gore
yiikseldigi (p<0.001), gentamisin ile birlikte 25 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg ferulik asit
verilen gruplarda serum {iire ve kreatinin seviyesinin diistiigii belirlenmistir (Hasanvand

ve ark., 2018).

Chowdhury ve ark. (2019), hiperglisemik ratlarda bdbrek fonksiyon
bozuklugunu belirlemek i¢in diyabetik nefropatinin klasik biyobelirtecleri olan serum
BUN, kreatinin, {irik asit diizeyleri ve idrar albumin/idrar kreatinin oranini 6l¢miislerdir.
Diyabetik grupta artan serum BUN, kreatinin, iirik asit diizeyleri ve idrar albumin/idrar

kreatinin oraninin ferulik asitle tedavi sonrast 6nemli dl¢iide azaldig1 belirlenmistir.

Bami (2014), sicanlarda ferulik asit ve curcuminin sisplatin kaynakli
nefrotoksisite lizerine etkilerini inceledigi ¢alismada, sisplatin uygulamasinin BUN ve
kreatinin seviyelerinin yiikselmesine yol acarak renal hasara yol agtigini tespit etmistir.
Ferulik asit ve curcumin tedavisinden sonra bu parametrelerde iyilesme goriildiigli ve bu
iyilesmenin ferulikasit+curcumin ikilisinin oksidatif stresi onleyerek renoprotektif etki

gostermelerinden kaynaklandig: bildirilmistir.

Bu caligmada bobrek hasarinin klasik biyobelirtegleri olan serum {ire ve
kreatinin diizeylerine bakildi. GM grubunun iire ve kreatinin seviyeleri diger gruplara
gore istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde 6nemle yiiksek bulundu. GM+FA grubunda
tire ve kreatinin diizeylerinin diistiigli, kontrol grubuna yaklastig1 tespit edildi. Bu
bulgular ferulik asitin akut bobrek hasarmi zayiflattiginin gostergesi olarak kabul
edilebilir. Zaten histopatolojik bulgular da biyokimyasal bulgular1 destekler niteliktedir.
Histopatolojik inceleme sonucu GM grubundaki ratlarin bdbreklerinde tiibiiliis
epitellerinde siddetli hidropik dejenerasyon, koagulasyon nekrozu, glomeruluslarda
atrofi, interstisyel damarlarda siddetli diizeyde hiperemi gozlendi. GM+FA grubundaki
ratlarin bobrek tiibiiliis epitellerinde hafif diizeyde hidropik dejenerasyon ve orta
diizeyde hiperemi vardi. Bu bulgulara dayanarak ferulik asitin bdbrek dokusunda
gentamisin ile olusturulan hasar1 6nemli Olgiide hafiflettigi goriilmektedir. Yine bu
calismada, en yliksek serum firik asit diizeyi GM grubundaki ratlarda (2.94+1.37 mg/dl)

belirlendi. Istatistiksel olarak 6nem olmasa da GM+FA grubunda iirik asit seviyesinin
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2.62+0.32 mg/dl’ye diistiigii saptandi. Ferulik asitin glomeruler filtrasyon hizini
artirarak serum iirik asit seviyesini diisiirdiigli sOylenebilir. Bobrekler, serum iirik asit
diizeylerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol iistlenmektedir ve glomerular filtrasyon

hizinda azalma hipertirisemiye yol agabilmektedir (Erdem ve ark., 2012).

Laktatdehidrojenaz (LDH), nefronun tiim boliimlerinde sitozolde yerlesmis ve
bobrek ile ilgili patolojik durumlarin teshisinde 6nemli bir bdbrek biyobelirtecidir
(Kogan ve ark., 2016). Gentamisin ile toksisite olusturulan ratlarda serum LDH
diizeyindeki artig, hepatorenal hasarin gostergesi olarak bildirilmistir (Khan ve ark.,

2011).

Abbas ve ark. (2013), 100 mg/kg/glin dozunda 5 giin silireyle gentamisin
uyguladiklar1 ratlarda sarimsak yaginin hepatorenal hasar iizerine etkisini aragtirdiklari
calismada; ALT, AST, ALP ve LDH aktivitelerini gentamisin grubunda kontrol grubuna
gore p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak yiiksek saptamislardir. Gentamisin ile
toksisite olusturulan farkli ¢alismalarda (Abdulrahman ve ark.; 2014; Ataman ve ark.,
2018; Khan ve ark. 2011), gentamisin uygulanan gruplarda hepatoranal hasarin
gostergelerinden olan AST, ALT, ALP ve LDH aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla
yukseldigi bildirilmistir.

Gerin ve ark. (2016) tarafindan formaldehit kaynakli hepatotoksisitede ferulik
asitin oksidatif stres ve inflamasyona karsi etkilerinin incelendigi c¢alismada,
formaldehit uygulanan ratlarin ALT, AST, ALP ve LDH diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir. Ferulik asit tedavisinin bu
parametreleri anlamli bir sekilde diislirdiigi ve formaldehit toksisitesinde karaciger

koruyucu etkisinin bulundugu ortaya konulmustur.

Bu ¢alismada renal hasarin gostergelerinden olan LDH aktivitesi en yliksek GM
grubunda (4458.25+£522.89 U/L) belirlendi. Gentamisin ile birlikte ferulik asit verilen
grupta istatistiksel olarak onem olmasa da LDH diizeyinin (3997.63+883.73 U/L)
diiserek kontrol grubuna (3689.25+677.63 U/L) yaklastig1 tespit edildi. Ferulik asitin

LDH aktivitesini diizenleyici etkisi Gerin ve ark. (2016) nin bulgular1 ile uyumludur.
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Oksidatifstres; biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Basta mitokondriya olmak tizere
hiicre organellerinde gergeklesen normal metabolizmanin sonucu olarak veya yaslanma,
iskemi-reperfiizyon, inflamasyon, yiiksek oksijen basinci, radyasyon ve kimyasal
ajanlara maruz kalma gibi nedenlere bagli olarak iiretilen reaktif oksijentiirler ioldukca
yiiksek reaktiviteye sahip molekiillerdir. Oksidatif stres, basta kanser olmak iizere
kardiyovaskiiler ve ndrolojik hastaliklar, diyabet, ateroskleroz ve inflamatuvar

bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinden sorumludur (Ozcan ve ark., 2015).

Pekg¢ok hastaligin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin oksidatif strese neden oldugu
ve bazi komplikasyonlar olusabildigi bilinmektedir. Ayrica meydana gelen oksidatif
stresin sadece tek bir organi etkilemekle kalmayip, baska organlari da etkiledigi
arastirmalarla ortaya konmustur. Gram negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi yaygin
olarak kullanilan ve viicutta enfazla serbest radikal olusumunu tetikleyen ilaglardan
birisi de GM’dir (Kiigiikkurt ve ark., 2017). Gentamisinin olusturdugu oksidatif stres
dozabagli olarak degisebilmektedir. Organizmada gentamisin metabolize olurken
serbest radikalin asir1 olusumunu da tetiklemektedir (Atessahin ve ark., 2003; Karahan
ve ark., 2005). Uretilen bu serbest radikaller membran lipitlerine, niikleik asitlere ve
hiicre i¢i proteinlere etki ederek, bu makromolekiillerin fonksiyonlar1 ve yapilari
lizerinde degisikliklere yol agmakta ve hiicresel hasara neden olmaktadir (Ozcanve ark.,
2015). Serbest radikallerin etkileri ile makromolekiillerin oksidatif hasari sonucunda
ac18a ¢cikan malondialdehit (MDA), Ileri Derecede Okside Protein Uriinleri (AOPP) gibi
tirtinlerin viicut sivilar1 ve dokularda biyokimyasal yontemlerle 6l¢iilmesi ile oksidatif

hasar varlig: tespit edilebilir (Cakirve ark., 2016).

Lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA; enzim aktivitelerini bozdugu, hiicre
membranlariin gegirgenligini arttirdi§i, membranlarin iyon aligverisine etki ederek
hiicre i¢i iyon dengesini degistirdigi, DNA’nin yapisinda kirilmalara ve baz
degisimlerine neden oldugu bildirilmektedir (Er¢in ve ark. 2019). Gentamisin ile
olusturulan nefrotoksisitede MDA diizeyinin arttigi birgok c¢alismada gosterilmistir
(Hasanvand ve ark., 2018; Nishat ve Ather, 2018; Ulutas ve ark., 2006). Yapilan ¢esitli
calismalar Gentamisinin SOD, GPx ve CAT gibi viicuttaki antioksidan aktivitelerini

azaltarak redoks dengesini bozdugunu bildirmektedir. Sonu¢ olarak olusan fazla
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miktardaki serbest radikaller lipit peroksidasyonuna ve MDA firetimine neden olur

(Randjelovicve ark. 2017; Yadav ve ark. 2017).

Hasanvand ve ark. (2018) ferulik asiti 25, 50 ve 100 mg/kg olarak ti¢ farkli
dozda gentamisin ile nefrotoksisite olusturduklari ratlara vermisler, gentamisin
grubunda MDA ’nin yiikseldigini, SOD, GPx, CAT aktivitelerinin kontrol grubuna gore
onemle azaldigini saptamislardir. Ferulik asit ilavesiyle doza bagl olarak MDA’nin

azaldigini, SOD, GPx, CAT aktivitelerinin 6nemle arttigini bulmuslardir.

Ferulik asitin Tip 2 diyabetli bir sigan modelinde diyabetik nefropati {izerine
etkilerinin incelendigi arastirmada diyabet olusturulan grupta idrar MDA ve monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) diizeyinin arttig1, ferulik asit tedavisinin idrar MDA
ve MCP-1 seviyesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0.05) distirdiigi
saptanmustir.  Ferulik asitin oksidatif ~ stres ve enflamasyonu azaltarak diyabetik
nefropati lizerinde koruyucu ve terapotik etkileri oldugu 6ne stiriilmiistiir (Choi ve ark.

2011).

Bacanli ve ark. (2014), sepsis kaynakli oksidatif strese karsi ferulik asitin
koruyucu etkilerini arastirmislar; sepsis olusturulan ratlarda MDA seviyesinin artigini,
SOD ve GSH-Px aktiviteleri ile GSH diizeylerinin azaldigini bulmuslardir. Sepsis
olusturulup 100 mg/kg dozda ferulik asit uygulamasinin MDA seviyelerini diisiirdiigii,
SOD ve GSH-Px aktiviteleri ile GSH seviyelerini artirdig1 belirlenmistir.

Deneysel olarak olusturulan cisplatin kaynakli akut beyin dokusu hasarinin
hafifletilmesinde ferulik asitin olasit yararli etkilerini ortaya koymak i¢in yapilan
calismada; ratlara 5 giin boyunca ferulik asit 100 mg/kg dozda i.p yoluyla verilerek
daha sonra i.p. 10 mg/kg tek doz cisplatin uygulanmig ve beyin dokusunda lipit
peroksidasyon gostergesi MDA degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde
arttigi, ferulik asit+cisplatin grubunda MDA diizeyinin diistiigii goriilmiistiir. Buna ek
olarak cispaltin uygulanan grupta diisen SOD aktivitesi ve GSH seviyesinin ferulik

asitt+cisplatin grubunda arttig1 gézlenmistir (Sarikaya, 2018).

Bu ¢alismada serum MDA diizeyi; GM grubunda 1.58+0.07 nmol/ml, GM+FA

grubunda ise 1.45+0.15 nmol/ml olarak belirlendi ve bu iki grup arasinda istatistiksel
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olarak p<0.01 diizeyinde 6nem saptandi. Elde edilen sonuglar ferulik asit uygulamasiyla
MDA diizeyinin diistiiglinii gosteren deneysel calismalarla (Bacanli ve ark. 2014,
Hasanvand ve ark., 2018; Sarikaya, 2018) uyumludur. Bu bulgulara gore, ferulik asitin

lipit peroksidasyonunu azalttig1 sdylenebilir.

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda; ya serbest radikallerin protein
molekiilleri lizerine direkt etkileri sonucu ya da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere
kovalent olarak baglanmasi sonucu bir¢ok kovalent degisiklige ugramaktadir. Protein
oksidasyon {iriinleri oksidatif stresin Onemli gostergelerinden biri olmakla birlikte,
hastaligin ilerlemesindeki artis ile protein oksidasyonu arasinda kuvvetli bir iliski
oldugu ileri siiriilmektedir (Oztiirk, 2008). Oksidatif stresin belirlenmesinde
oksidasyona ugramis modifiye iriinlerin ikincil {iriinleri 6nem kazanmistir. Oksidatif
stres siiresince aktive notrofillerdeki myeloperoksidaz tarafindan hipoklor6z asit ve
kloraminlerin etkilesimi yoluyla tretilen ileri derecede okside protein iiriinleri (AOPP),
proteinlerin oksidatif modifikasyonunun ol¢lilmesinde giivenli bir parametre olarak
gosterilmektedir (Piwowar ve ark., 2007). Oksidasyon kaynakli protein hasarini1 6lgmek
ve oksidatif stresi azaltmaya yonelik tedavi stratejileri gelistirmek icin AOPP degerleri

incelenmistir (Witko-Sarsat ve ark., 1996).

Yilmaz ve ark. (2018) 8 giin boyunca 80 mg/kg/giin gentamisin uygulayarak
nefrotoksisite olusturduklar1 ratlarda fucoidanin etkisini aragtirmiglar, gentamisin
verilen gruptaki AOPP degerinin (301.86+£61.59 umol/L) gentamisin+fucoidan
grubunda (225.24+68.61 pmol/L) istatisitiksel olarak p<0.01 diistiiglinii bulmuslardir.

Angelicasinensis'in aktif bilesiklerinden olan ferulik asitin farelerde membranéz
nefropati iizerindeki etkilerinin aragtirildig1 ¢alismada; serum ve renalkorteksde AOPP
olusumunun, Pre-T (Ferulik asit 100 pLintraperitoneal) grubunda N-T grubuna
(Memrano6znefropati olusturulan grup) gore anlamli olarak azaldigi ve ferulik asitin
giiclii antioksidan etkisiyle oksidatif stresi hafiflettigi bildirilmistir (Cheng ve ark.,
2012).

Yapilan bu ¢aligmada en yiliksek AOPP seviyesi, gentamisin ile bobrek hasari
olusturulan grupta (9.39+0.84 nmol/ml) belirlendi. GM grubu ile diger ii¢ grubun AOPP

ortalamalar1 arasinda p<0.001 diizeyinde istatistiksel fark saptandi. Gentamisin ile
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birlikte ferulik asit uygulanan grupta AOPP diizeyi (7.62+0.38 nmol/ml) kontrol
grubunun (7.65+0.51 nmol/ml) altina diisti. Bu bulgulara dayanarak ferulik asitin

protein oksidasyonunu engelledigi ve oksidatif hasar1 zayiflattig1 soylenebilir.

Antioksidanlar, hem dogrudan hem de dolayli olarak ilaglarin, karsinojenlerin ve
bircok toksik radikal reaksiyonlarin sebep oldugu serbest radikallerin zararl etkilerine
kars1 hiicreleri koruyan savunma sistemleridir. Bu koruyucu mekanizmalardan bir kismi
serbest radikal olusumunu, diger kismi ise olusmus serbest radikallerin zararl etkilerini
Onler (Sarikaya, 2018). Serbest radikaller protein, DNA ve doymamis yaglar gibi bir¢ok
hiicresel elemanlarla tepkimeye girmek suretiyle apoptozisle sonug¢lanabilecek kimyasal

reaksiyonlara ve yapisal degisikliklere neden olmaktadir (Cepeda ve ark., 2007).

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
canli hiicreleri serbest radikallerin hasarindan koruyan baglica enzimlerdir. Vitamin E ve
C, glutatyon (GSH), melatonin (MEL) ve {irik asit non-enzimatik mekanizmalar olarak
bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Sicanlarda gentamisin ile olusturulan bobrek hasarinda hemoksijenaz-1’in
roliiniin incelendigi calismada; gentamisin grubundaki siganlarin bdbrek dokusunda
SOD, GSH-Px ve glutation s-transferaz (GST) enzimlerinde anlamli bir azalma
saptanmustir.  Aym1 ¢alismada GSH diizeyleri kontrol, hemin, gentamisin ve
gentamisinthemin grubunda sirasiyla; 1.12+0.26, 0.93+0.27, 1.47+0.29, 1.61%0.39
umol/g doku olarak belirlenmis ve gentamisin ile gentamisin+hemin grubunun GSH

diizeylerinin kontrol grubundan yiiksek oldugu gériilmiistiir (Ustyol, 2015).

Sarikaya (2018) tarafindan deneysel olarak olusturulan cisplatin kaynakli akut
beyin dokusu hasarinin hafifletilmesinde ferulik asitin olas1 yararli etkilerini ortaya
koymak amaciyla planlanan arastirmada, doku orneklerinde SOD aktivitesi ile GSH,
MDA seviyeleri degerlendirilmistir. Beyin dokusu orneklerinde MDA seviyelerinin
cisplatin grubunda artig gosterdigi, bu seviyelerin ferulik asit+cisplatin tedavi grubunda
azaldigi, SOD aktivitesinin yalnizca cisplatin uygulanarak beyin dokusu hasari
olusturulan grupta belirgin olarak azaldigi; buna karsin ferulik asit+cisplatin birlikte
uygulanan tedavi grubunda ise arttigit degerlendirilmistir. Ayrica cisplatin

uygulamasinin  kontrol grubu ve sadece ferulik asit uygulanan grup ile
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karsilastirildiginda, sigan beyin dokusunda GSH diizeyini diislirdligii gérilmiistiir.

Balasubashini ve ark. (2004), diyabet olusturduklar1 ratlarin karacigerinde GPx,
SOD ve CAT aktivitelerinin azaldigim tespit etmislerdir. Ferulik asit uygulamasinin
SOD, CAT, GPx aktivitelerinin artmasina ve pankreas adaciklarinin genislemesine,
diyabetik hayvanlarin antioksidan kapasitesinin arttiritlmasina yardimeir oldugu

sonucunu ileri stirmiiglerdir.

Ferulik asit siiperoksit anyon radikalini temizler, siliperoksit tarafindan
indiiklenen lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Ferulik asidin etkisi SOD ile benzerdir
(Toda ve ark., 1991). Antioksidan aktivitesine ek olarak, ferulik asit, GST gibi faz 1l
enzimlerini modiile eder ve ayrica ferulik asidin radyolojik korumasinin, antioksidan
enzimlerin yukar regiilasyonuna bagl olabilecegi bildirilmistir (Dean ve ark., 1995).
Ferulik asidin, SOD, CAT ve glutatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri gibi enzimatik

antioksidan mekanizmalar1 indiikledigi tespit edilmistir (Han ve ark., 2001).

Sepsis olusturulan ratlarda ferulik asit (100 mg/kg) uygulamasinin SOD ve
GSH-Px aktiviteleri ile GSH seviyelerini artirdig1 saptanmistir (Bacanli ve ark., 2014).

Manikandan ve ark. (2014), gliseroliin neden oldugu bdbrek fonksiyon
bozuklugunu lipit peroksidasyon seviyelerinde anlamli bir artisla iliskilendirirken,
gliserol verilen grupta GSH, GPx, SOD, CAT ve GST seviyelerinin serum ve bobrekte
azaldigin1 belirlemislerdir. Ayrica, doza bagh bir sekilde ferulik asitin, serum ve bobrek
dokularindaki GSH, GPx, SOD, CAT ve GST aktivitelerini anlamli sekilde artirarak

gliseroliin etkisini tersine ¢evirdigini tespit etmislerdir.

Srinivasan ve ark. (2005) ferulik asitin karbon tetrakloriir kaynakli toksisiteye
kars1 koruyucu etkisini aragtirmislar, CCls ile tedavi edilen gruplarda SOD, CAT ve GPx
aktiviteleri ile GSH seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigini, ferulik
asit tedavisinin karaciger ve bobrekteki SOD, CAT, GPx ve GSH diizeylerini CCls ile

tedavi edilen gruba kiyasla anlamli sekilde arttirdigini bildirmislerdir.

Onemli fenolik bilesiklerden olan kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asitin
antioksidan aktivitelerini test etmek i¢in tasarlanmig calismada, her ii¢ bilesigin de lipit

peroksidasyonunun inhibisyonu yoluyla oksidatif stresi azalttigi sonucu One
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stiriilmiistiir. Yiiksek kolesterol diyeti alan grup ile, kafeik asit, ferulik asit ve kumarik
asit gruplarinin CAT aktivitelerinde gruplar arasinda belirgin bir fark gézlenmezken,
SOD ve GSH aktiviteleri kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asit gruplarinda kontrol

grubuna gore anlamli derecede yliksek bulunmustur (Yeh ve ark., 2009).

Bu calismada GSH diizeyleri kontrol, FA, GM, GM+FA gruplarinda sirasiyla;
184.45+14.77 mg/L, 223.02425.59 mg/L, 209.35+15.23mg/L, 210.25+32.66 mg/L
olarak tespit edildi ve en diisiik GSH seviyesi kontrol grubunda bulundu. FA grubunun
GSH seviyelerinin kontrol grubuna gore Onemle yiiksek ¢ikmasi, ferulik asitin
antioksidan ozelliginden kaynaklanmaktadir. GM grubunun da GSH diizeyi kontrol
grubuna gore onemle yiiksek saptanmistir ki gentamisin verilmesiyle olusan oksidatif
strese cevap olarak GSH diizeyi artmus olabilir. GSH diizeyleri bazen enfeksiyon
durumunda antioksidan savunma sisteminin enfeksiyona karst uyarilmasiyla
yiikselebilecegi gibi (Bahrami ve ark., 2016), baz1 durumlarda da oksidatif strese
cevaben GSH sentezindeki anaenzim olan vy-glutamilsistein sentetazin (y-GCS)
ekspresyonu ile iliskili olarak GSH seviyeleri artabilir (Drost ve ark., 2005). Bu
calismadan farkl olarak, birgok ¢alismada ise gentamisinin olusturdugu nefrotoksisitede
gentamisin gruplarinda GSH diizeylerinin  azaldigi tespit edilmistir (Anandan ve
Subramanian; 2012; Raju ve ark., 2011; Yilmaz ve ark., 2018). Yine ferulik asitin
antioksidan enzim aktivitelerini uyararak, deneysel kalp yetmezligi modelinde
kardioprotektif etkisinin oldugu bildirilmistir (Srinivasan ve ark. 2007; Wang ve Ou-
Yang, 2005; Yogeeta ve ark., 2006). Bu g¢alismada antioksidan enzim olan SOD
aktivitesinin FA grubunda arttig1 (p<0.05) goriilmektedir. Bu da ferulik asitin iyi bir
antioksidan madde oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte FA, GM ve GM+FA
gruplarinin CAT aktivitelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu fakat gruplar
arasinda istatistiksel fark olmadigi saptanmistir. Ferulik asit ile kontrol grubu arasinda
CAT aktivitelerinin istatistiksel yonden farkli olmamasi Yeh ve ark. (2009)’ nin
bulgusunu desteklemektedir.

Enflamasyon, hiicresel hasara kars1 olduk¢a karmasik bir biyokimyasal koruyucu
cevaptir. Enflamasyon bolgelerine alinan bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen reaktif

oksijen tiirleri, hiicre hasarinin ana nedenlerindendir (Rahman, 1999).
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Aktive makrofajlar, lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan olusturulan ve
proinflamatuar sitokinler olarak adlandirilan interlokinler (IL) ve tiimor nekroz faktor-
alfa (TNF- a) inflamasyonda onemli belirteglerdir. Proinflamatuar sitokinler; sistemik
akut faz reaksiyonlarimi tetikleyici etkiler, endotelyal etkiler ve fibroblastik etkiler
olmak tizere baslica ii¢ etkiye sahiptirler. Bakteriyel {irtinler, immiin kompleksler,
toksinler, fiziksel incinmeler ve g¢esitli inflamatuar olaylarla sitokin sekresyonu

uyarilabilmektedir (Kuralay ve Cavdar, 2006).

TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 gibi proinflamatuar mediatorler pyelonefritte bobrek
dokusunda artmis olarak bulunurlar. idrar IL-6 seviyeleri ile bobrek parankim

skarlagmasi arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Elder, 2003; Mak ve Kuo, 2006).

Fomaldehid ile hepatotoksisite olusturulan ratlarda ferulik asitin koyucu
etkisinin aragtirilldigir c¢alismada; formaldehite maruz kalan sicanlar, kontrol ile
karsilastirildiginda serum IL-6, TNF-a, IL-1, IL-8 seviyelerinin yiikseldigi, ferulik asit
tedavisi bu sitokinlerin konsantrasyonlarinin azaldigi bildirilmistir (Gerin ve ark.,
2016). Farkli bir calismada sodyum feriilat ve oksimatrin kombinasyonunun etanoliin
neden oldugu karaciger hasarimi hafiflettigi, ferulikasitin IL-6 seviyelerini onemli
Olclide azalttigt ve sodyum feriilat ile oksimatrin kombinasyonunun antioksidan ve
antienflamatuar etkilerinin bulundugu saptamiglardir (Pei ve ark., 2014). Ou ve ark.

(2003), ferulik asitin splenositlerde TNF-a tiretimini azalttigini ortaya koymuslardir.

Elektromanyetik radyasyona maruz kalan ratlarda ferulik asitin bobregi
koruyucu etkisinin incelendigi arastirmada; radyasyona maruz kalan grupta IL-6 ve
TNF-0, diizeylerinin anlamli olarak yiikseldigi, bunu takiben de ferulik asit ile tedavi
edilen grupta belirgin olarak diistiigii ve ferulik asit uygulamasiin elektromanyetik
radyasyona bagli bobrek hasarmin etkilerini azalttigi goriilmiistiir (Khattab ve Marei,
2019).

Choi ve ark. (2011), diabetik nefropatili ratlarda ferulik asitin oksidatif stresi ve
enflamasyonu azaltarak koruyucu ve teropatik etkisinin oldugunu ifade etmiglerdir.
Fujita ve ark. (2008) ise ferulik asitin TGF-p1 upregiilasyonunu baskilamasi yoluyla
diyabetik nefropati tizerinde koruyucu etki gosterdigini, ferulik asitin alfa- tokoferolden

daha giiclii etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Enflamatuar siire¢ oksidatif stresi indiikler ve hiicresel antioksidan kapasitesini
azaltir. Asir1 iiretilen serbest radikaller, hiicre membraninin yag asitleri ve proteinlerle
reaksiyona girerek islevlerini kalici olarak bozar (Khansari ve ark., 2009). TNF-a
stimiilasyonunun reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini ¢oklu mekanizmalar yoluyla
arttirdig1 bildirilmistir (Blaser ve ark., 2016; Chandelve ark., 2001; Kim ve ark., 2007;
Kim ve ark., 2010; Yazdanpanahve ark., 2009).

Bu calismada IL-6 ve TNF- o diizeyleri en yiiksek GM uygulanan grupta
saptanmustir. 1L-6 diizeyi GM grubunda 3.28+0.54 ng/L iken, GM+FA grubunda
2.55+0.24 ng/L’ye diigmiistiir (p<0.01). Benzer sekilde en yiiksek olarak bulunan GM
grubundaki ratlarin TNF-a seviyeleri (311.02+21.53 pg/ml), gentamisine ilave olarak
ferulik asit uygulanan grupta (246.18+15.11 pg/ml) istatisitiksel olarak anlamli diizeyde
(p<0.001) azalmistir. Buna gore ferulik asitin antienflamatuar etkisiyle azalan
enflamatuar durum, oksidatif stresin de azalmasina sebep olmus, boylece MDA ve

AOPP diizeyleri de GM+FA grubunda diismiistiir.

Bu calismada gentamisin ile nefrotoksisite olusturulmus, gentamisine ilaveten
ferulik asit verilerek ferulik asitin antioksidan ve antienflamatuar ozellikleri

incelenmistir. Buna gore;

1-Gentamisin nefrotoksisitesi sonucu yiikselen serum {iire ve kreatinin diizeyleri
ferulik asit verilmesi ile istatistiksel olarak onemle azalmistir (p<0.001). Bu durum
ferulik asitin bobrek fonksiyonlarinin iyilesmesi yoniinde olumlu etkisi oldugunu

gosterir.

2-SOD aktivitesi sadece ferulik asit verilen grupta (FA grubu) diger ii¢ gruba
gore istatistiksel olarak onemle (p<0.01) en yiiksek bulunmustur. Bu da ferulik asitin

antioksidan enzim diizeyini artirarak antioksidan etkisinin bulundugunun gostergesidir.

3-GSH aktivitesi, FA grubunda kontrol grubuna gorep<0.01 diizeyinde 6nemle
yiiksek saptanmustir. Bu artis, ferulik asitin GSH diizeyini de etkileyerek antioksidan

etkisinin oldugunu gostermektedir.
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4-Proenflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a diizeyleri GM grubunda en
yuksek bulunmus, gentamisine ilaveten ferulik asit verilmesiyle GM+FA grununda
istatistiksel onemle azalmistir (sirasiyla; p<0.01 ve p<0.001). Bu nedenle ferulik asitin

antienflamatuar 6zelliginin oldugu sdylenebilir.

5-Gentamisin nefrotoksisitesi oksidatif stresi artirmistir. GM grubunun en
ylksek bulunan MDA ve AOPP diizeyi ferulik asit ilavesiyle diigmiistiir (sirasiyla,
p<0.01ve p<0.001). Bdylece, ferulik asit oksidatif stresin azalmasina neden olmustur.
Oksidatif stresteki bu azalma ferulik asitin antioksidan &zelliginden c¢ok,
antienflamatuar 6zelligine bagli oldugu goziikmektedir. Ciinkii, GM ve GM+FA
gruplar1 arasinda GSH diizeyi, SOD ve CAT aktiviteleri yoniinden istatistiksel bir 6nem

bulunamamustir.

6- Histopatolojik bulgular da ferulik asitin nefroprotektif 6zelligini destekler
niteliktedir.

Sonu¢ olarak; gentamisin 1ile olusturulan nefrotoksisitede, ferulik asit
enflamasyonu azaltarak oksidatif stresin de azalmasina neden olmustur. Bu ¢alismada
ferulik asitin antioksidan 6zelliginden ¢ok antienflamatuar 6zelligi 6n plana ¢ikmustir.
Gerek biyokimyasal gerekse de histopatolojik bulgulara dayanarak ferulik asitin

nefrotoksik hasar1 zayiflattigi, bobregi koruyucu 6zelliginin bulundugu sdylenebilir.
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