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1. GIRIS ve AMAC

Aminoglikozidler,  giiniimiizde  klinik  uygulamalarda  sik  olarak
kullanilmaktadir. Bobrek fonksiyonlari normal kisilerde yarilanma omri (t1/2) 1.5-
3.5 saattir. Yaklasik %99’u idrarla atilirken kalani digki ve tiikriikle elimine olur.
Alman dozun %90’1 24 saatte idrara gegerken yeniden emilim ve sekresyon siklusu
ile bobrek dokusunda eliminasyon yart dmrii 30-700 saattir. Cogu Gram (-) aerobik
comaklara kars1 etkilidir. Aminoglikozidlerin kullanimlarindaki en énemli kisitlayici
ozellik toksisiteleridir. Nefrotoksisite, ototoksisite, néromuskuler blokaj baslica yan

etkileridir. Nefrotoksisite en dnemli yan etkisidir.

Gentamisin (GM)’e bagli gelisen bobrek hasarinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte deneysel ¢alismalar serbest oksijen radikallerinin
toksisitede rol oynadigini O6ne siirmektedir. Aminoglikozidler, vankomisin ve
sisplastin gibi ¢esitli nefrotoksik ilaclara bagl gelisen bobrek hasar modellerinde
serbest oksijen radikallerinin hiicre 6liimiine neden olabildigi ve nefrotoksik etki
olusumunda oksidatif stresin 6n planda oldugu gosterilmistir (4-5). Ayn1 zamanda
yapilan ¢aligmalarda antioksidanlarin kullanimi1 ile nefrotoksisitenin azaldigi

gosterilmistir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE); a1 kovanlarindan elde edilen propolisin en
potent komponenti olup antioksidan, antienflamatuvar, sitostatik, antiviral,
antibakteriyel, antifungal ve immunmodiilatér 06zellikleri oldugu bilinen bir
molekiildiir (10,11). Yaklasik olarak 10 umol/L konsantrasyonda in vitro kosullarda
notrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen

tiirlerini tamamen bloke ettigi bildirilmistir (12).

Bu caligmada, siganlarda olusturulan deneysel GM nefrotoksisitesinde oksidatif
stresin roliinii ortaya koymayr ve antioksidan 6zelligi bildirilen CAPE’nin olasi
etkinliginin ~ histopatolojik ~ ve  biyokimyasal = parametreler  kullanilarak

degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler; Streptomyces ve Micromonospora cinsi funguslardan elde
edilen dogal ya da semisentetik antibiyotiklerdir. Elde edilis ve klinik kullanima
sunulus tarih sirasina gore; streptomisin (1944), neomisin (1949), kanamisin (1957),
gentamisin (1963), tobramisin (1967), sisomisin (1970), dibekasin (1971), amikasin
(1972), netilmisin (1975), izepamisin (1978), arbekasin (1990), bu grup
antibiyotikleri olusturur. Paromomisin ve spektinomisin aminoglikozid grubunda ele
alman ancak aminosiklitol antibiyotiklerdir. Aminoglikozidler daha yeni ve daha az
toksik antibakteriyal ajanlarin rekabetine kargin bugiin hala tek basina veya kombine
edilerek aerop Gram-negatif basillerin etken oldugu agir enfeksiyonlarda ve beta-
laktamlarla birlikte stafilokok ve enterokok gibi Gram-pozitif bakterilerin etken
oldugu 6nemli birgok enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir.
Paromomisin  protozoon, spektinomisin gonokok, streptomisin tiiberkiiloz
tedavisinde etkili antibiyotiklerdir. Diger bir¢ok antibiyotikle karsilastirildiklarinda

0zellikle kombine kullaniminda direng gelisimi daha nadirdir (1,2,3).
2.1.1. Yap1 ve Kimyasal Ozellikleri

Aminoglikozidlerin kimyasal yapilari; genellikle santral yerlesen ‘‘hekzoz’’
niikleusa yani aminosiklitol halkasina iki veya daha fazla aminosekerin glikozid
baglariyla baglanmasindan olugmustur. pH 6-8 arasinda oldukga stabildirler. pH
7.4°te ise giiclii pozitif yiike sahip olurlar (katyonik dzellik). Bu giiclii polariteleri
nedeniyle, hiicrelerdeki anyonik molekiillere baglanirlar (lipopolisakkarit ile hiicre
icindeki DNA ve fosfolipitlere). Suda ¢ok iyi erirler, organik ¢oziiciilerde erimezler.

Alkali pH’de etkileri artar, asid pH’de ise azalir (4).
2.1.2. Etki Mekanizmasi

Aminoglikozidler duyarli bakteri hiicresine hizli bakterisidal etkilidir. Bu
etkide bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etme ve mRNA’daki genetik

bilginin dogru okunusunu azaltma, bozma fonksiyonlarmin 6nemi biiyliktiir. Bu



etkileri yapabilmek i¢in ribozomal 30S alt biriminin mRNA kodlayan bolgesine
baglanirlar, bu bdélge mRNA’nin translasyonunda 6nemli bir kodon ve tRNA
translasyonunda 6nemli bir antikodon boélgesidir. Bu bdlge 30S alt biriminin 16S
bolgesidir. Burada peptid sentezinin baslangic basamagi engellendigi icin peptid
zincirinin uzamasit da bozulur. Biitlin bu bilgilere karsin aminoglikozidlerin
bakterisidal etki mekanizmalari tam olarak anlasilamamustir. Yapilarinin polar olusu
nedeniyle bakteri hiicresine ancak aktif transportla girebilirler. Aminoglikozidler
konsantrasyona bagli bakterisidal etki (doz artikca Sldiirme giicii artar) ve post
antibiyotik etkileri (PAE) (doz artik¢a PAE artar) nedeniyle giinde tek doz kullanim
icin uygundur. Giinlik doz bir seferde uygulanir. Bu durumda toksik etkilerin

artmadi@1 saptanmustir (5).
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aa,+ tRNA
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e
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Sekil 1. Aminoglikozidlerin etki mekanizmasi
2.1.3. Farmakokinetik-Farmakodinamik

Oral yoldan alindiklarinda emilimleri ¢cok zayiftir. Kas-i¢i uygulamada emilim
tyidir ve 30-90 dakikada serum tepe diizeyine ulasirlar. Ekstraseliiler alanda hizla
yayilirken dokulara girisi yeterli olmamaktadir. Santral sinir sistemi, solunum yollari,
prostat ve gbz iginde seviyeleri istenen seviyenin altinda iken idrarda, bobrek

dokusunda, i¢ kulak endolenf ve perilenf sivisinda yogunlasirlar. BOS gegisleri



inflamasyon varliginda bile ¢ok yeterli degildir. Intratekal verilince ventrikiil icine
ulagamazlar. Sinovyal siviya, kemige, peritona iyi gecerken safraya gegcisleri
yetersizdir. Yag dokusuna giremezler. Viicuttan metabolize olmadan idrarla atilirlar.
Bobrek fonksiyonlari normal kisilerde yarilanma 6mrii (t1/2) 1.5-3.5 saattir. Yaklasik
%99’u idrarla atilirken kalan1 digk:r ve tiikriik ile elimine olur. Alinan dozun %90°1
24 saatte idrara gecerken yeniden emilim ve sekresyon siklusu ile bobrek dokusunda
eliminasyon yar1 dmrii 30-700 saattir. Bobrek yetmezligi olanlarda degisik sekillerde
doz ayarlama semalar1 gelistirilmis olsa da bu hastalarda aminoglikozid seviyelerini
izlemek en iyi yontemdir. Giinde tek doz aminoglikozid uygulamasi 6nemli bir adim

olarak giindeme gelmistir. Bu uygulama ii¢c 6nemli temele dayanmaktadir:

1.Aminoglikozidlerin ~ bakterisidal  etkisi ~ konsantrasyona  baglidir.
Aminoglikozidlerin tepe konsantrasyonu/minimum konsantrasyon (MIK) orani

yiikseldik¢e 6ldiirme hizida artar.

2.Aminoglikozidler Gram (-) ¢omaklar i¢in 6nemli diizeyde post-antibiyotik
etki gosterirler. MIK degeri altinda bile iireme bir siire daha inhibe edilir. Bu siirenin

1-13 saat arasinda degisebildigi belirlenmistir.

3.Aminoglikozidlerle karsilasan bakterilerin bir kism1 temas sonrasi bir siire (6-
16 saat) antibiyotigin hiicre i¢ine girisini saglayan aktif sistemlerini yavaglatarak
adaptif direng olustururlar. Giinde tek doz uygulama bu direng¢ gelisimini de engeller.
Bu nedenlerle giinde tek doz aminoglikozid uygulamasi olduk¢a etkin bulunmustur.
Ayrica bu uygulamanin toksik etkileri de azaltabilecegi diigiiniilmiistiir. Uygulamada
geleneksel uygulama kadar etkili, daha ekonomik ve uyumu daha kolay bulunmustur

(6,7,8,9,10).
2.1.4. Aminoglikozid Dozu

Aminoglikozidlerin klasik dozlar tablo 1°de verilmistir. Yiikleme dozu renal
fonksiyondan bagimsizdir ve hizla tedavi edici diizeylere ulasmak amaciyla verilir.
Tedavi baglangicinda ilk 48 saatte ve 3-4 gilinde bir aminoglikozidlerin etkin kan

diizeyinin saptanmasi ve toksisitenin izlenmesi agisindan yiiksek ve diisiik diizeyleri



Olctilmelidir. Yiksek diizeyi dozdan 30 dakika sonra, diisiik diizeyleri ise ikinci

dozdan 6nce alinan serum o6rneklerinde ol¢iiliir (9).

Tedavi i¢in Onerilen once bir yiikkleme dozunu takiben idameye gecilmesi ve
idame tedavisi sirasinda aminoglikozid seviyelerinin takip edilerek doz ayarlamasi
yapilmalidir. Kisa siireli tedavide, geng, renal fonksiyonlar1 normal hastalarda
izlemin gerekliligi yoktur. Fakat diger, ozellikle riskli gruptaki hastalarda izlem
onerilmektedir. Serum tepe diizeyi i¢in, 30 dakika siiren damar i¢i infiizyonu takiben

30. dakikada, kas ici enjeksiyon sonrasi 1 saate alinmalidir.

Aminoglikozidlerin kan seviyelerinin monitorize edilmesi pratikte ¢ok
kullanilan bir yontem degildir. Klinik kullanimda en pratik yaklasim serum seviyeleri
ile dozun hesaplanmasidir. Pratikte kreatinin miktariyla verilecek doz ya da dozlar
aras1 siire kabaca hesaplanabilir. Dozlar arasi siire (Dozlar arasi siire: Serum
kreatinin seviyesi x 8) uzatilabilir ya da verilecek doz azaltilabilir (Verilecek doz:

Normalde 6nerilen doz/serum kreatinin seviyesi) (1,3,9).

Tablo 1. Aminoglikozidlerin dozlar1

Yiikleme dozu Toplam Boliinmiis doz
(mg/kg) (mg/kg)

Gentamisin 2 5.1 1.7x3
Tobramisin 2 5.1 1.7x3
Netilmisin 2 6 2x3
Amikasin 7.5 15 7.5x2
Streptomisin 7.5 15 7.5x2
Izepamisin - 8-15 -

2.1.5. Antimikrobiyal Aktivite

Cogu Gram (-) aerobik g¢omaklara etkilidirler. Enterobacteriaceae ailesi,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter cinsi bakteriler degisen oranlarda
aminoglikozidlere duyarlhidirlar. Gram pozitiflere etkinlikleri daha kisitli da olsa
stafilokok,  streptekok, Listeria spp. ve enterokok enfeksiyonlarinda

kombinasyonlarda etkili bulunmuslardir (1,9).



2.1.6. Klinik Kullanim

Cok farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Sepsis basta olmak iizere agir
enfeksiyonlarda, ampirik baslangic tedavisinde bir beta laktam antibiyotikle
kombinasyonlar1 kullanilir. Pseudomonas aeruginosa’nin etken oldugu ciddi
enfeksiyonlarda ~ mutlaka  tedaviye eklenmeleri  gerekir.  Intraabdominal
enfeksiyonlarda antianaerobik ajanlarla, Endokardit proflaksisi i¢in tirogenital ve
intestinal sistem girisimlerinde beta laktamlarla birlikte kombine olarak
uygulanabilirler (3). Uriner sistem enfeksiyonlarinda monoterapi olarak
kullanilabilirler. Onceki yillarda febril nétropenik hastanin ampirik tedavisinde

kombinasyon tedavisinde bulunurlardi.

Amikasin siklikla diger aminoglikozidlere direngli bakterilerle gelisen

enfeksiyonlarda ve atipik mikobakteri enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (1,3).
2.1.7. Yan Etkiler

Aminoglikozidlerin  gilivenli  kullanilabilecegi aralik ¢ok dardir ve
kullanimlarindaki en 6nemli kisitlayic1 6zellik toksisiteleridir. En sik nefrotoksisite,
ototoksisite, noromuskuler blokaj meydana gelir. Nefrotoksisite  tiim
aminoglikozidlerde gelisebilen ve aminoglikozid kullaniminda %5-10 oraninda
saptanabilen bir yan etkidir (2,9). Aminoglikozidler, tromboksan B2 ile renal
vazokonstriiksiyona neden olurlar ve ozellikle ilaglar1 absorbe edip lizozomda
depolayan proksimal tubiilde direkt hiicresel toksisite yaparlar. Boylelikle tubiiler
nekroz, tubiiler atrofi, intertubiiler myoloid cisimler ve interstisyel nefrit gelisebilir
(11,12,13,14). Serum iire, kreatinin artisi, proteiniiri ve genelde non-oligiirik bobrek
yetmezligi gelisir. Toksik etki Ozellikle proksimal tubiilusta izlenir ve hiicre ici
fosfolipaz aktivitesini engellediginden toksisite gelismektedir (15,16). Erken
donemde idrarda silendir yapilar1 goriilebilir. Oligotlirik donem gelisirse geri
doniisiim olmayabilir. Daha erken evreler geri dontistimliidiir. Nefrotoksik etki en
fazla gentamisin kullanimiyla, daha sonra sirasiyla tobramisin, amikasin ve
netilmisin tedavileri sonrasinda ortaya ¢ikar. Nefrotoksik etkiyi artiran, hastaya ve
tedavi sekline ait bazi 6zellikler vardir. Soyle ki; aminoglikozidin serum diizeyi fazla

ise, tedavi siliresi 10 giinii asarsa, furosemid gibi bazi diiiretiklerle birlikte



kullanilirsa, sikloserin, amfoterisin B, vankomisin, sefalotin gibi diger nefrotoksik
ilaglarla birlikte kullanilirsa nefrotoksik etki daha fazla ortaya ¢ikar. Diger yandan
yaslilarda, bobrek ve karaciger yetmezligi olanlarda, dehidratasyon durumunda
nefrotoksik etki artar. Bu nedenlerle 6zellikle toksisite yoniinden yiiksek riskli
hastalarda aminoglikozid serum diizeyinin izlenmesi gerekir. Food and Drug
Administration (FDA) risk kategorisinde D grubunda yer alirlar ve gebelikte

kullanimlar1 6nerilmez (1,2,3,16,17).
2.1.8. Aminoglikozidlerin Diren¢ Mekanizmalar

1-Aminoglikozid Yapisint Degistiren Enzimler: Aerop bakteriler arasinda
aminoglikozidlere karst diren¢ olusumunda en Onemli mekanizma enzimatik
inaktivasyondur. Aminoglikozidleri modifiye eden enzimler siklikla plazmid veya
transpozon kokenli olup ¢cogu transpozonlarca taginir. Sayilar iki diizineden ¢ok olan
bu enzimler li¢ 6nemli reaksiyondan sorumludur: N-asetilasyon, O-niikleotidilasyon,
O-fosforilasyon. Bu genel reaksiyonlarin her biri i¢in ¢esitli enzim gruplar1 var olup
bunlar asetil transferazlar (AAC), adenil transferazlar (ANT) ve fosfotransferazlar
(APH) ‘dir. Bu enzimlerden ANT ve APH hidroksil gruplarini, AAC ise amino
gruplarint etkiler. Antibiyotik molekiillerine asetil, adenil ve fosforil gruplarini
etkileyerek ilacin etkinligini yitirilmesine neden olur. Antibiyotigin yapisinin
degistirilmesi, onun hiicre i¢ine alinmasini ve protein sentezini Onlemesini bozar.

Enzimlere bagh olarak gelisen direng oranlari cografi farkliliklar gosterir (7).

Enterokok gibi sagaltimi zor olan enfeksiyonlara sebep olan bakteriler beta-
laktam ve siilfonamidlerin yam sira aminoglikozidlere de dogal direnclidir. Ozellikle

gentamisine yiiksek diizeyde direngten modifiye bir enzim sorumludur (2,3).

2-llacin Sitoplazmaya Gegisinin Engellenmesi: Pozitif yiiklii bilesikler olan
aminoglikozidler, hiicre igine aktif ve oksijene bagimli transport sistemi ile girer.
Kromozomal mutasyon sonucu i¢ ve dis zarda meydana gelen degisikler, ilacin igeri
alinmasin1 bozar. Bu olay tiim aminoglikozidler i¢in s6z konusudur; ancak dogada
yaygin degildir. Oksijene bagimli aktif transport sistemi anaeroplarda bulunmadigi

icin bu mikroorganizmalar aminoglikozidlere dogal olarak direnclidir.



3-Ribozomal Hedef Degisiklikleri: Ozellikle streptomisin  direncinde
onemlidir. 30S ribozomal alt birimde S12 proteinindeki mutasyon sonucu
streptomisin hedefe baglanamaz. Bu tiir streptomisin direnci, enterekok izolatlari
arasinda onemlidir. Gentamisin, tobramisin, amikasin gibi diger aminoglikozidlere

ribozomal direng daha nadirdir (7).
2.2. Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller; yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektronun oldugu atom veya atom gruplaridir (17,18,19). Bu eslesmemis elektron
nedeni ile serbest radikal molekiilii kararsiz konumdadir ve kararli yapi
kazanabilmesi i¢in elektronunu bagka bir elektronla eslestirmesi gerekir. Bu nedenle
serbest radikalin kimyasal aktivite potansiyeli yiiksektir (20,21,22,23). Bu oksidan
triinlerin  arttigt  durumlarda hedef molekiiller olan membran yapisindaki
fosfolipidler, glikolipidler, membran proteinleri ve doymamis yag asitleri oksidatif
strese maruz kalirlar (24,25,26). Sonugta metabolik bozukluklar, hiicre hasar1 ve

hatta 6liime yol acarlar (27).

Oksidatif stres reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile antioksidan sistem
arasindaki dengenin oksidan yonde bozulmasi ile gergeklesir (28). Oksidatif stres
dogal bir siire¢ olup bu stresi kontrol altinda tutan o6zellesmis mekanizmalar

mevcuttur. Bu mekanizmalarin yetersizligi durumlarinda oksidatif hasar olusur (29).

Oksidatif streste etkili olan reaktif oksijen tiirleri olarak siiperoksit (O;),
hidroksil (OH), peroksil (RO,), hidroperoksil (HRO;") gibi serbest radikaller ve
hidrojen peroksit (H,0,), hipoklorik asit (HOCI) gibi nonradikal tiirleri sayabiliriz.
Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO), nitrojen dioksit (NO,) gibi serbest
radikaller ve peroksinitrit (ONOQOY), nitroz oksit (HNO,), alkil peroksinitrat
(RONOO) gibi nonradikallerdir. Serbest oksijen radikalleri (SOR) veya reaktif
nitrojen tiirlerinin olugsmasi radikal zincir reaksiyonlar ile diger iirlinlerin iiretimine
yol agarlar. Siiperoksit radikali (O;), organizmada NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,
siklooksijenaz gibi ¢esitli oksidazlar aracili1 ile ve bazi kosullarda endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) araciligi ile oksijenin bir elektron rediiksiyonu sonucu olusur.

Ayrica ATP sentezi igin gerekli olan normal oksidatif fosforilasyon esnasinda



mitokondrial elektron transport zinciri tarafindan tiretilir. Normal sartlar altinda O,
antioksidan savunma mekanizmalar1 tarafindan hizla elimine edilir. O,” mitokondride
manganez sliperoksit dismutaz (Mn-SOD), sitoplazmada bakir siiperoksit dismutaz
(Cu-SOD) ile H,0,’e dontstiiriiliir. HO, ise mitokondride glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), lizozomda katalaz (CAT) tarafindan H,0 ve O,e parcalanir. H,O, ayrica
Fe, Cu gibi elementlerin varliginda reaktif hidroksil (OH) radikaline doéniistiiriilebilir

(Fenton reaksiyonu) (30).
2.2.1. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar

Alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, radyasyon, hava kirliligi,
pestisitler, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara ve
antineoplastikler ekzojen radikal kaynaklar1 olarak sayilabilir. Mitokondrial elektron
transport sistemi, iskemi, travma, intoksikasyona bagli oksidatif stres durumlari,
peroksizom  enzimleri, tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus membranindaki elektron
transport sistemleri, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi

hiicre i¢i enzimler de endojen radikal kaynaklarindandir (31).
2.2.2 Serbest Radikallerin Hiicrelerdeki Etkileri

Fizyolojik sartlarda olusan reaktif oksijen tiirleri; sinyal proteinleri,
fagositozdaki savunma mekanizmalari, ndtrofil fonksiyonlar1 gibi olaylara miidahil
olur. Asirt olusan oksidatif stres ise proteinler, lipidler ve DNA iizerinde zararl

etkiler yapar (30).
2.2.3. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Lipidler, biyolojik yapilar i¢inde reaktif oksijen iiriinlerinin toksik etkilerine en
duyarh yapilardir. Ozelikle hiicre membraninda bulunan ¢coklu doymamus yag asitleri
serbest oksijen iriinleri ile yiiksek oranda tepkimeye girer ve peroksidasyon
meydana gelir. Membran akiskanli§in1 saglayan bu doymamis yag asitlerinin hasari

sonucu akiskanlikta azalma olur. Lipid peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan
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kolayca tespit edilebilen ve peroksidatif hasarin belirteci olan malondialdehit (MDA)
olusur (32).

2.2.4. Serbest Radikallerle Protein ve Niikleik Asitlerde Olusan
Degisiklikler

Protein oksidasyonu; reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stresin ikincil ara
tiriinlerinin  proteinlerin kovalent modifikasyonuna neden olmasi ile olusur.
Proteinlerdeki bu degisiklikler sonrasinda ¢esitli hiicre fonksiyonlar1 (sinyal iletimi
mekanizmalari, transport ve enzim sistemleri) etkilenir (33). Ayrica DNA tamir
enzimleri ve DNA polimerazlar da serbest oksijen tiirlerinden etkilenirler (34). DNA
molekiiliiniin hasar1 kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma, karsinogenez,

norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agar (35).
2.3. Antioksidan Sistem

Antioksidan sistemde gorev yapan molekiiller; organizmada sentezlenen
(endojen) veya disaridan aliman (ekzojen), oksidan molekiilerin hiicreye zarar

vermesini onleyen, enzimatik veya nonenzimatik yapilardir (36).
2.3.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Vitamin C: Nitrik oksit sentaz tetrahidrofolati stabilize ederek nitrik oksit

(NO) tiretimini arttirir (15,30).

Vitamin E: Yagda ¢6ziinen bir vitamin olup lipid peroksidasyonunu onler

(19,30).
B-Karoten: Serbest radikalleri temizler, peroksitleri inaktif hale getirir (37,38).

Koenzim Q10: Yagda c¢oOziinen bir antioksidan olup O;”’1 temizleyerek

endotelyal disfonksiyonu azaltir (20,30).

Seriiloplazmin: Iki degerlikli demirin ii¢ degerlikli demire yiikseltgenmesini
boylece fenton reaksiyonunu inhibe eder. Serbest radikal olusumu da inhibe edilmis

olur (39).
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Transferrin: Dolagimdaki serbest demiri baglayarak fenton reaksiyonunu

onler (40).
Melatonin: Triptofandan sentezlenir, lipofiliktir, OH radikalini temizler (41).

Glutatyon (GSH): Tiyol grubu iceren bir tripeptiddir. Hiicredeki 6nemli
fonksiyonlarmin (DNA, protein sentezi, enzim aktivitesi regiilasyonu gibi) yani sira
antioksidan olarak da gorev yapar (42). Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona
girip oksidatif hasara kars1 koruma yapar. Karaciger viicuttaki glutatyonun en 6nemli
kaynagidir (43). Oksidatif stresin 6l¢iimiinde kullanilan bir antioksidan olup, rediikte
glutatyon/okside glutatyon orani oksidatif streste azalir (44).

Diger nonenzimatik antioksidanlar o-lipoik asit, bakir, ¢inko, selenyum gibi
elementler, folik asit, iirik asit, albumin gibi kofaktorler, B1, B2, B6, B12 gibi

vitaminlerdir (30).
2.3.2. Enzimatik Antioksidanlar
2.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
0O, anyonunun H,0,’ye dismutasyonunu gerceklestiren enzimdir (45).

SOD
20,"+2H = H,0,+ 0,

Bu tepkime oksidatif strese karsi savunmayi ilk olarak baslatir (26). Bu
tepkime sonucunda olusan iiriinler ya lizozomlardaki katalaz (CAT) tarafindan ya da

mitokondrideki glutatyon peroksidaz tarafindan H,O’ye detoksifiye edilir (30).
2.3.2.2. Katalaz (CAT)

Glikoprotein yapida bir hemoprotein olup, H>O, nin yiiksek yogunlukta oldugu
durumlarda yiiksek aktivite gosterir (46). H,O, yi suya doniistiiriir (30).
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2.3.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz (GR)

GSH-Px, yapisinda selenyum metali bulunan bir metalloenzimdir. Rediikte
glutatyonu okside glutatyona doniistiiriirken ayn1 zamanda H,O;’i de suya gevirir.
Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz (GR) enzimi araciligit ile NADPH
kullanilarak yeniden rediikte glutatyona dontstiiriiliir (44). Ortamda H,O, diisiik
yogunlukta ise GSH-Px, CAT’a gore daha aktiftir (26).

2.4. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

CAPE, bal arilarinin iirettigi propoliste bulunan flavonoid benzeri bir yapiya
sahip, antienflamatuvar, immiinomodiilator, antioksidan ve apoptozu diizenleyici
Ozelliklere sahip olan aktif bir komponenttir (47) Propolisin yapisinda 180’den fazla
madde saptanmistir (11). Bu saptanan komponentlerin igerisinde flavanoidler, kafeik
asit ve esterleri en yogun olarak bulunan ve aktif kismi olusturan maddelerdir
(48,49,50). CAPE ayrica kafeik asit ve fenetil alkoliin asitle esterifikasyonu sonucu

kimyasal olarak sentezlenebilir (51).
2.4.1. CAPE’nin Kimyasal Ozellikleri ve Yapisi

CAPE iki halkasal yapidan olugmaktadir (Sekil 2) (52). Bu halkalardan birinde
molekiiliin neredeyse tiim kimyasal Ozelliklerini tasiyan fonksiyonel 2 adet OH
grubu mevcuttur ve bunlar aktif olarak elektron alip vererek oksidasyon ve
rediiksiyon yaparlar. Molekiil ayrica uzun aromatik ve alifatik yapida karbon
gruplarindan dolay1 lipofilik 6zellik tasir (12,48). Lipofilik 6zeligi nedeni ile hiicre

membranlarindan gecisi ve ilgili viicut bolgesine taginmasi oldukca kolaydir (53).

HO

HO

Sekil 2. Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in kimyasal yapis1 (52).



13

2.4.2. CAPE’nin Fonksiyonel Ozellikleri ve Antioksidan Etkisi

CAPE’nin  5-alfa rediiktaz, proteaz, ornitin karboksilaz, Human
Immunodeficiency Virus 1 integraz gibi enzimleri inhibe etme 6zelligi mevcuttur
(12,53,54,55). Ayrica Niikleer Faktor Kappa-B’nin (niikleer transkripsiyon faktorii)
aktivasyonunu giiclii bir sekilde inhibe eder (56). Niikleer Faktor Kappa-B bagisiklik
sistemi, inflamatuvar yolak ve apoptozda 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon

faktortidiir (57,58).

Reaktif oksijen radikalleri (peroksil, hidroksil radikal, siiperoksit anyon)
organizmada temel olarak aragidonik asit yolu, ksantin oksidaz sistemi ve aktive
noétrofillerden iretilir. Yaklasik olarak 10 mikromol/L’lik konsantrasyonda in vitro
ortamda noétrofiller veya ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan
reaktif oksijen radikallerini inhibe eder (47). Ksantin oksidaz (XO) piirin yikiminin
son basamagii olusturan enzim olup en Onemli serbest radikal kaynaklarindan
biridir (59). Iskemik ortamda adenozin trifosfattan hipoksantin olusur, hipoksantin
de ksantine indirgenir. Reperfiizyon oldugunda ise bu fazla iiretilen ksantin, XO
sayesinde TUrik asite donistiiriiliir. Bu esnada ise O, anyonu olusur. XO
inhibitorlerinden olan CAPE ile yapilan ¢alismalar bu maddenin iskemi-reperfiizyon

hasarinda antioksidan yoniinii ortaya ¢ikarmistir (60,61,62).

Lipid peroksidasyonunda ilk olusanlar hidroksiperoksitlerdir ve daha sonra
aldehitlere dontstiiriiliirler. Arasidonik asit ise izoprostanlara donistiiriiliir.
Poliansatiire yag asitlerinin denatiirasyonlarinin son triinii MDA dir (47). CAPE,
linoleik asit ve arasidonik asitin 5-lipooksijenaz enzimi ile oksijenasyonunu inhibe
eder (63,64). Streptozosin kullanilarak diyabet gelistirilen sicanlarin karaciger MDA
diizeyinin 6l¢iildiigli bir calismada, diyabetik gruptaki siganlarda kontrol grubuna
gore MDA diizeyinde artig oldugu, CAPE uygulanan grupta ise kontrol grubu ile
benzer seviyelerde kaldigi rapor edilmistir (47,48).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Biyokimya Anabilim Dallarinin laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Siileyman
Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 1778-TU-09
proje numarasi ile desteklenmistir. Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulundan onay alinarak etik kurallara uygun bir sekilde

yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarmdan temin
edilen, agirliklart 200-250 gram arasinda degisen toplam 40 adet disi Wistar albino
sigan kullanildi. Siganlar ¢alisma siiresince standart 151k (12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik) ve 1s1 (25 C°)’da tutuldu. Siganlarin her bir grubu ayri kafeslere konarak

yeterli miktarda igme suyu ve standart si¢an pellet yemi verildi.
3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Biyokimyasal Ol¢iimler i¢in kullanilan kimyasal maddeler; Folin &
Ciocalteus’s Phenol Reagent (2N), kloroform, n-Butanol, etanol (Merck), glycine
(amino asetic acid; glycocoll; C,HsNO;), nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (reduced form NADPH; C,;H»7N70,4P,Nay), nitroblue tetrazolium (NBT
C40H30C12N1006), Xanthine (CsH4N40O;), Xanthine Oxidase (Sigma), gentamisin
flakon (Genta 80 mg, ibrahim Ethem Ulugay), caffeic acid phenethyl ester (Sigma)

3.1.3. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Bobrek dokusunun homojenizasyonunda ve biyokimyasal calismalarda pH:

7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu kullanild1 (65,66).
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3.1.4. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Deneyde kullanilan cihazlar

Cihaz Firma
1 Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)
2 Derin dondurucu Facis (Fransa)
3 Hassas terazi Scaltec (Isvigre)
4 Vortex (karistiric) Niive NM 100 (Ttirkiye)
5 Otomatik pipetler Gilson (Fransa) \ Eppendorf (Almanya)
6 UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)
7 Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)
8 Abbott Aeroset cihazi IL, (Amerika Birlesik Devletleri)
3.2. Metod

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi
Calismada siganlar rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup 1 (Kontrol grubu n=10): 12 giin boyunca giinde bir kez 1 mL/kg SF

intraperitoneal (i.p.) yoldan verildi.

Grup 2 (CAPE kontrol grubu n=10): 12 giin boyunca giinde bir kez 10 pmol/kg
CAPE i.p. yoldan verildi.

Grup 3 (GM grubu n=10): 2 giin boyunca giinde bir kez 1 mL/kg SF i.p. yoldan
verildi. 8 giin GM (Genta 80 mg, Ibrahim Ethem Ulugay, Istanbul) 100 mg/kg/giin
dozda i.p. , son 2 giin boyunca giinde bir kez 1 mL/kg SF i.p.olarak enjekte edildi.

Grup 4 (GM + CAPE grubu n=10): ilk 2 giin, giinde bir kez CAPE 10
umol/kg/glin 1.p, 8 giin boyunca giinde bir kez 10 pmol/kg/giin CAPE i.p+ GM , 100
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mgr/kg/gilin 1.p, kalan 2 giin boyunca da giinde bir kez 10 pmol/kg/giin CAPE i.p

olarak toplam 12 giin siireyle enjekte edildi.

Deneye baglamadan ve sakrifikasyon isleminden hemen Once tiim siganlarin
agirliklar 6lgiildii. Biitiin gruplarin enjeksiyonu i.p. yoldan ayni giin basland1 ve 12
giin boyunca yapilarak ayni giin sonlandirildi. Kontrol grubuna 1 ml/kg SF i.p.
verildi. CAPE ve GN + CAPE grublarina 10 pmol/kg dozunda, GN 100 mg/kg dozda

1.p. enjeksiyon uygulandi.
3.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Sicanlara, son enjeksiyondan 1 saat sonra (deneyin 12. giinii) i.p. ketamin 80
mg/kg + ksilazin 10 mg/kg ile anestezi yapilarak, orta hat insizyonuyla batinlar
acildi. Vena portadan kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri aynmi giin 1000xg’de
20 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum Orneklerinden ayni giin serum iire ve

kreatinin dl¢iimleri Abbott Aeroset cihazinda uygun ticari kitleri ile ¢aligildi.
3.2.3. Bobreklerin Cikarilmasi

Sicanlarin bobrekleri deneyin baslangicindan oniki giin sonra steril sartlarda
cikarildi. Cikarilan bobreklerin tizerindeki bulasmis kanlar1 uzaklastirmak icin serum
fizyolojik ile yikanip kurulandi. Daha sonra bobrekler otolizden korunmak igin
vertikal olarak ikiye ayrildi. Sol bobrek histopatolojik incelemeler, sag bobrek
biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Sol bobrek yeteri kadar % 10’luk ndtral
formol eklenmis ependorf tiiplerine konarak histopatolojik degerlendirme
yapilincaya kadar oda 1sisinda muhafaza edildi. Sag bobrek analizin yapildig: tarihe

kadar —80 C”de muhafaza edildi.
3.2.4. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmasi

Bobrek dokusunun agirliklart yas olarak tartildi ve dokularin soguklugu
muhafaza edilerek cam tiipe kondu. Dokularin iizerine 2 ml Tris-HCI tamponu
eklendi. Cam tilipteki dokular buz doldurulmus plastik kaplarin igerisine
yerlestirilerek 16000 devir/dakika hizda 2 dakika homojenize edildi. Son hacim,
doku agirliginin 2,5 kati olacak sekilde tampon ilave edilerek miktarlar1 kaydedildi.
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Dokular tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenat
yedeklenerek ependorf tiiplerine kondu. Tiipler etiketlendi. Elde edilen

homojenatlardan MDA ve NO seviyesi ve homojenatta protein tayini yapildi.

Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 °C sogutmali
santrifiijde santrifiij edilerek silipernatan saglandi. Ayrilan siipernatanlardan CAT,
GSH-Px enzim aktiviteleri ve protein tayini yapildi. Siipernatan (1/1, v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4 °C’de
santrifiij edilerek ekstrakt hazirlandi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD

enzimi aktivite tayini yapildi.
3.2.5. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda spektrofotometrik yontemle
MDA, NO ve GSH-Px, CAT ve SOD enzim aktiviteleri 6l¢tildii.

MDA. Diizeyinin tayini i¢cin Draper ve Hadley cift 1sitma yontemi kullanildi

(67). Bu amagla her 0.5 ml. homojenat igine 2.5 ml. 100 gL ! trikloroasetik asit

solusyonu eklenerek 15 dakika sicak su banyosunda bekletildikten sonra sogutulup

1000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatanin 2 ml’si i¢ine 6.7 gL 1 TBA

solusyonundan 1 ml eklenerek 15 dakika su banyosunda bekletildi. Sogutulmasinin
ardindan spektrofotometrik olarak (Shimadzu UV-1601, Japan) 532 nm. dalga
boyunda 6l¢iim yapildi. MDA konsantrasyonu MDA-TBA kompleksinin absorbans

etkisi (absorbans etki = 1.56x105 cm M 1) kulanilarak hesaplandi ve bdbrek

dokusunun her gram proteini i¢in nanomol olarak ifade edildi (nmol/g * protein).

NO. Aktivitesinin 6l¢limii:50 pl homojenattan alinarak, Nitrat standart ve assay
buffer ile 200 ul’ye tamamlanip miliporlara konuldu ve 3 saat inkiibasyon sonrasi

degerler ultra mikroplate reader cihazinda okutuldu.

SOD. Enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi (68).
Bu metod ksantin/ksantin oksidaz enzim sistemi ile {iretilen siiperoksitin nitroblue

tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri
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NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgenme meydana gelip mavi-mor
renk olugsmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-
mor renk meydana gelmemekte ve enzim ve miktar aktivitesine bagli olarak agik

renk olusmaktadir.

Enzimin % inhibisyonu = (Abskor- Absnum) / x 100

Bir SOD f{initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

CAT. Enzim aktivitesi Aebi metoduna gore calisildi (69). H,O, 240 nm’de
maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H;O, CAT tarafindan su ve
oksijene parcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi
seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile
dogru orantilidir. Fosfat tamponu (pH 7.50 mM), absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile
ayarlanmig olan H,0O, fosfat tamponu (H,O, ¢ozeltisi) kullanilir. Fosfat tamponuna
gore 240 nm dalga boyunda sifirlanan koére karst H,O, ¢Ozeltisinin absorbansi
0.500’e ayarlanir. Numune ilavesi ile absorbans azalmasi her 15 saniyede bir defa
olmak {izere 5 dakika siire ile kaydedilerek, 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin

degerleri esas alinarak hesaplama yapildi. Aktivite diizeyleri k/g protein olarak ifade

edildi.

GSH-Px. Enzim aktivitesi Paglia ve Valentine’nin metoduna gore caligildi
(70). Bir deney tiipiinde 1 ml, glutatyon (4 mM), glutatyon rediiktaz (> 0.5 U/L) ve
B-NADPH (0.34 mM) c¢ozeltilerini iceren reaktif ile 20 pl numune karistirilip,
Olciimden hemen o6nce 40 pl kiimen hidroperoksit (0.18 mM) ilave edildi. Enzim
aktivitesini 6lgmek i¢in 340 nm’deki absorbans degisimi hesaplandi. U/L cinsinden
bulunan enzim aktivitesi, homojenizasyon esnasindaki diliisyon katsayis1 ile
carpildiktan sonra doku protein degerine boéliinerek sonuglar U/gr protein birimi

olarak ifade edildi. Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi. (71).
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3.2.6. Histopatolojik inceleme

Deneyin bitiminde sigcanlar ketamin anestezisi altinda her iki bobrek
cikarildiktan sonra histopatolojik inceleme icin sol bobrekleri alinarak % 10’luk
notral formalinde uygun sekilde tespit edildi. Rutin takip yoOntemlerinden sonra
parafinde bloklanarak sistematik rastgele yontemle 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Hematoksilen-eozin ile boyanarak Olympus BXS50 arastirma mikroskobunda

degerlendirildi ve fotograflar1 ¢ekildi.
Histopatolojik degerlendirmede kullanilan parametreler sunlardir:

- Hiperkromatik hiicre ¢ekirdekleri

- Medullada hemorajik alanlar

- Kortekste nekrotik alanlar

- Medullada mononiikleer hiicre infiltrasyonu
- Kortekste mononiikleer hiicre infiltrasyonu
- Proksimal ve distal tubiillerde genisleme / dejenerasyon
- Tubiiler nekroz

- Tubiiler epitel desquamasyon

- Tubiiler vokalizasyon

- Tubiiler atrofi

- Tubiiler silendir

- Interstisyel inflamasyon

- Interstisyel 6dem
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Tablo 3. Histolojik parametrelerin skorlamasi

(-) Higbir yapisal degisikligin
(negatif skor) olmamast

(+) Hafif derecede yapisal degisik

(1 pozitif skor)

(++) Orta derecede yapisal degisik

(2 pozitif skor)

(+++) Ciddi derecede yapisal degisiklik
(3 pozitif skor)

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistikler bilgisayar ortamida SPSS 9.0 programi kullamlarak yapildi. Elde
edilen degerlerin normal dagilima sahip olup olmadiklarin1 belirlemek i¢in non-
parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Gruplar
normal dagilim gosterdigi i¢in gruplarin karsilagtirilmasinda one-way ANOVA testi
kullanild1 ve gruplar arasi anlamlilik Post Hoc testlerden LSD (Least Significant
Difference) ile yapildi. Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verildi ve p<0.05

olan degerler istatiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4.1.1. Bun-Kreatinin Degerleri

4. BULGULAR
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Biyokimyasal parametrelerden Bun-Kreatinin sonuglar1 Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Sicanlarin BUN ve kreatinin degerleri.

BUN Kreatinin

GRUPLAR n (mg/dL) (mg/dL)
1-Kontrol grubu 10 1527 £1.27 0.58 +0.10
2-CAPE grubu 10 16.7+1.6 0.51+0.03
3-GM grubu 10 28 +2.86 1.61+1.13
4-GM+CAPE grubu 10 178 £1.19 1.04 +0.74
P-degerleri
1-2 AD AD
1-3 <0.0001 <0.0001
1-4 AD AD
2-3 <0.0001 <0.0001
2-4 AD AD
3-4 <0.0001 <0.0001

AD, anlaml degil. n = si¢an sayisi. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.



22

4.1.2. Bobrek Dokusunda Olgiillen MDA, NO, CAT, SOD, GSH-Px Enzim

Aktivite Degerleri

Tablo 5’de sonuglar toplu olarak verilmistir.

Tablo 5. Sican bobrek dokusunda dSlgiilen MDA ve NO seviyeleri ile enzim

aktiviteleri.
MDA NO CAT SOD GSH-Px
GRUPLAR | n (nmol/g (umol/g (K/g protein) (U/g (U/g
protein) protein) gpP protein) protein)
1-Kontrol 10 | 78.5+4.1 102.8£7.2 | 242.9£19.1 70.1£3.6 | 5.96+1.29
2-CAPE 10 | 80.1+£5.2 90.2+4.2 254.1+8.4 78.4£5.5 | 4.89+0.69
3-GM 10 | 128.5£5.1 162.1+£9.3 86.247.1 52.7€3.9 | 2.71£1.22
4-GM+CAPE | 10 | 82.5+3.9 80.7+6.4 236.7+12.1 67.3+4.3 | 4.71£1.72
P-degerleri
1-2 AD AD AD AD AD
1-3 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
14 AD AD AD AD AD
2-3 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
2-4 AD AD AD AD AD
3-4 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

AD, anlamli degil. n = sican sayisi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Gruplarda Bobrek Dokusu MDA Aktivitesi

Sekil 3’de goriildiigii gibi kontrol ve CAPE gruplarnin MDA diizeyleri

benzerdi. GM grubu MDA diizeyi, kontrol grubundakine gore istatiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek saptandi (p<0.0001). GM+CAPE grubunda ise MDA diizeyi

GM grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.0001).

GM+CAPE ve kontrol gruplart MDA diizeyleri agisindan benzerdi.
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140 ~
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KONTROL CAPE GM+CAPE
MDA (nmol/g proteln)

Sekil 3. Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki MDA aktivitesi

Gruplarda Bobrek Dokusu NO Aktivitesi

Sekil 4’de goriildigi gibi kontrol ve CAPE gruplariin NO diizeyleri benzerdi.
GM grubu NO diizeyi, kontrol grubundakine gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
yuksekti (p<0.0001). GM+CAPE grubunda ise NO diizeyi GM grubundakine gore
istatiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p<0.0001). GM+CAPE ve kontrol

gruplarinin NO diizeyleri benzer olarak saptandi.

180 +
160 -
140 -
120 -

100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0_

KONTROL CAPE GM+CAPE

NO (umol/g protein)

Sekil 4. Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki NO aktivitesi
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Gruplarda SOD Aktivitesi:

Sekil 5’de ifade edilmistir. Sonuglara gore kontrol ve CAPE gruplart arasinda
bobrek dokusu SOD aktivitesinde istatiksel olarak fark saptanmadi. GM grubu
bobrek dokusunda SOD aktivitesi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.0001). GM+CAPE grubunda ise SOD aktivitesi GM
grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.0001).
GM+CAPE grubu ile kontrol grubu SOD aktivitesi karsilastiriliginda anlamli fark

bulunmadi.

80 -

70 -
60,
50 -
40 -
30 S
20
10 -~
0 -

KONTROL CAPE GM+CAPE

SOD (U/g protein)

Sekil 5. Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki SOD aktivitesi

Gruplarda CAT Aktivitesi:

Sekil 6’de gorildiigi lizere kontrol ve CAPE gruplar arasinda bobrek dokusu
CAT aktivitesinde istatiksel olarak fark gozlenmemektedir. GM grubu bobrek
dokusunda CAT aktivitesi kontrol grubundakine gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde distik saptandi (p<0.0001). GM+CAPE grubunda ise CAT aktivitesi GM
grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.0001).
GM+CAPE grubu ile kontrol grubu CAT aktivitesi karsilagtirlliginda anlamli fark

bulunmadi.
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Sekil 6. Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki CAT aktivitesi

Gruplarda Bobrek Dokusu GSH-Px Aktivitesi:

Sekil 7°de ifade edilmistir. Sonuglara gore kontrol ve CAPE gruplari arasinda
bobrek dokusu GSH-Px aktivitesinde istatiksel olarak fark saptanmadi. GM grubu
bobrek dokusunda GSH-Px aktivitesi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.0001). GM+CAPE grubunda ise GSH-Px aktivitesi
GM grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0.0001). GM+CAPE grubu ile kontrol grubu GSH-Px aktivitesi karsilastiriliginda

anlamli fark bulunmada.

11,

KONTROL CAPE GM GM+CAPE
GSH-Px(U/g protein)

O Rr N W b U1 O N
1

Sekil 7. Calisma gruplarinin bébrek dokusundaki GSH-Px aktivitesi



4.2. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari
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Kontrol ve CAPE gruplarinin sol bobreklerinin histolojik degerlendirilmesinde

aldiklar1 skorlar Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Calisma gruplarinin bobreklerinin histopatolojik degerlendirme

sonugclari

Histopatolojik
parametreler

Kontrol

CAPE

GM

CAPE+GM

Tubtler
nekroz

Tubiiler
dilatasyon

+++

Tubiiler
epitelyal
desquamasyon

Tubiiler
vakuolizasyon

-+

Tubuler
silendir

Interstisyel
inflamasyon

Interstisyel
o6dem

o+

Tubiiler atrofi

Kortekste
nekrotik

alanlar

++

Kortekste
mononitikleer
hiicre

o+

Medullada
hemorajik
alanlar

++

Medullada
monontkleer
hiicre

++

Hiperkromatik
hiicre
cekirdekleri

e+




27

1-B

Resim 1. Kontrol Grubu Bdobrek Histopatolojik Bulgulari: Bobregin korteks ve
medulla bolgesi (resim 1-A), proksimal ve distal tubiil yapilar1 (resim 1-B) normal
histolojik goriiniimde izlendi (A: x40, B:x200) (H-E).
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Resim 2. CAPE Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Korteks bolgesinde tiibiiller
arasinda nadir mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, proksimal ve distal tubiillerde
hafif derecede genisleme (resim 2-A), medulla bolgesinde, toplayici tubiillerde
diisiik diizeyde genisleme (resim 2-B) gézlenmektedir. (A:x100, B:x100) (H-E).
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3-B

Resim 3. GM Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Korteks bdlgesinde yer yer
nekrotik alanlar, proksimal ve distal tubiillerde dejenerasyon/dilatasyon, bol miktarda
hiperkromatik ¢ekirdekli proksimal ve distal epitel hiicreleri (resim 3-A) goriildii.
Medulla bolgesinde toplayict tubiillerde dejenerasyon ve hemoraji, orta derecede
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (resim 3-B) izlenmektedir. (A:x100, B:x100) (H-
E).
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4-B

Resim 4. GM + CAPE Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Proksimal ve distal
tiibiillerde genisleme (resim 4-A) ve medullada hemorajik alanlar, monontikleer
hiicre infiltrasyonlari, toplayici tubiillerde dejenerasyon ve dilatasyon, hiperkromatik
cekirdekli proksimal ve distal epitel hiicreleri ve nekrotik alanlar (resim 4-B)
goriilmektedir. (A:x100, B:x100) (H-E).
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5. TARTISMA

Aminoglikozidler, Gram (-) enfeksiyonlarin Onlenmesinde etkili olan
antibiyotikler olarak uzun zamandir bilinmektedir. Hizli1 ve yiiksek antibakteriyel
etkinlik, diisiik direng gelisme potansiyeli, beta laktam antibiyotiklerle sinerjistik etki
ve diisiik maliyet gibi avantajlarina ragmen yan etkileri ve Ozellikle yiiksek
nefrotoksisite  insidanst  nedeniyle  klinik  kullanimlar1  sinirlanmaktadir.
Aminoglikozid antibiyotiklerin nefrotoksik yan etkileri bir ¢ok deneysel hayvan
calismasinda dokiimante edilmistir. Biz bu deneysel ¢alismada gentamisine bagh
gelisen nefrotoksisitede tubiiler hasar gelisiminde oksidatif hasarin roliinii ve CAPE
kullaniminin histolojik ve biyokimyasal diizeylerdeki iyilestirici etkilerini saptamay1
planladik. Bu amagcla oksidatif hasardaki biyokimyasal belirteglerden (MDA ve NO)
ile antioksidan enzimlerden (SOD, GSH-Px, CAT) diizeylerini c¢alistik.
Histopatolojik degisiklikleri géstermek i¢in 151k mikroskobunda bobrek morfolojisini

degerlendirmeyi amagladik.

Aminoglikozidlerde nefrotoksisiteyi etkileyen faktorler arasinda ilacin dozu,
tedavi siiresi, genetik yatkinlik, yas, daha once aminoglikozid kullanim &ykiisii,
molekiiliin sekli yer almaktadir. Literatiirde aminoglikozidlerin nefrotoksisitelerine
ait bir ¢ok calisma mevcuttur (72). El Mouedden ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
disi Wistar cinsi ratlara 40 mg/kg amikasin 10 giin uygulamasi sonrasi tubiiler
apoptozis ve kortikal proliferatif yanit gézlenmistir. Yine ayni ¢calismada gentamisin
10 mg/kg dozu ile karsilastirildiginda amikasinin daha giivenli oldugu ve
gentamisinde nekroz gozlenirken amikasinde nekroz izlenmedigi bildirilmistir (73).
Provoost ve arkadaslar1 da yaptig1 ¢alismada amikasin ve gentamisini geng ve eriskin
ratlara uygulamislar, bu ¢aligmada da geng ratlarin proksimal tubiillerinde eriskin
ratlar gére daha az hasar ve histopatolojik degisiklik saptanmistir. Her iki grupta da
aminoglikozidin renal geri alimi benzer bulunmus, ancak geng ratlarda bobrekteki
aminoglikozid konsantrasyonu erigkin ratlardan anlamli olarak az bulunmustur. Bu
farkin geng ratlarda viicut agirligina oranla yas bobrek agirliginin relatif olarak fazla
olmasina baglandig: bildirilmistir (74). Calismalarin bazilarinda tek doz uygulama,
bazilarinda ise uzun siireli tedavi (14 giin-28 giin) ile nefrotoksisite arastirilmistir.
Farkli doz uygulamalartyla histopatolojik olarak nefrotoksisite gelistigini bildiren

caligmalar vardir (75,76). Tubiiler nefrotoksik olan aminoglikozidlerin glomeriiler
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endotelyum hasarini, endotelyal fenestrelerin capini ve yogunlugunu azaltarak

yaptiklar1 bilinmektedir.

Hiicredeki mitokondri, ksantin-ksantin oksidaz, NADPH oksidaz sistemi
aracilifiyla serbest oksijen radikalleri tiretilmektedir. Serbest radikaller araciligiyla,
dokular, membranlar ve biyomolekiillerde olusan oksidasyonun bir ¢ok patolojik
olayda 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Asirt miktarda tretilen SOR’nin lipidler,
niikleik asitler, cesitli proteinler ve polisakkaritler gibi biyomolekiillerle etkilesmesi,
hiicre ve doku hasarlarina yol agmaktadir (77,78,79). Serbest oksijen radikalleri
ortamda olustugu zaman lipit peroksidasyonuna neden olarak hiicre zarinin
akigkanliginda ve gecirgenliginde degisikliklere neden olmaktadir (80). Lipid
peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan kolayca tespit edilebilen ve
peroksidatif ~ hasarin  belirteci olan MDA, lipid peroksidasyonunun
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (32,80). Bizim calismamizda da
gentamisin (GM) verilmesiyle doku diizeyindeki MDA miktarinin anlamli sekilde
arttigin1 gosterdik. Bu bulgu GM nefrotoksisitesinin olugsmasinda oksidatif hasarin
onemli bir etki mekanizmasi oldugunu disiindiirmektedir. Parlakpinar ve
arkadaslarinin yaptiklar1 deneysel ¢alismada amikasin ile indiiklenen bdbrek hasarina
karst melatoninin ve CAPE’nin antioksidan diizeylerini arttirdigimi ve lipit
peroksidasyonunu azalttigint MDA degerleriyle gostermislerdir (81). Cetin ve
arkadaslarinin calismasinda da vankomisine bagli olusan nefrotoksisite MDA artis1
ile gosterilmistir (82). Karahan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada gentamisinle
olusturulan nefrotoksisitede lycopenin koruyucu etkisi arastirilmis, gentamisin
grubunda MDA ’da belirgin artis gozlenmistir (83). Celik ve arkadaslarinin yaptigi
calismada vankomisin ile olusturulan nefrotoksisitede amrinonun koruyucu etkisi
degerlendirilmis, vankomisin ile MDA degerlerinin arttigi gozlenmistir (84).
Yagmurca ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir calismada da CAPE’nin
doksorubisin  ile  olusturulan  nefrotoksisitede  lipit  peroksidasyonunu
degerlendirmigler ve doksorubisin uygulanan grupta renal dokuda NO ve MDA
diizeyleri yiiksek bulunmustur (85). Shimede ve arkadaslarinin ¢calismasinda ratlarda
sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede capsaisinin nefrotoksisiteyi ve lipit

peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir (86). Abdel-Naim ve arkadaslarinin
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calismasinda ratlarda gentamisinle indiiklenen nefrotoksisitede gentamisinin

MDA y1 belirgin artirdig1 saptanmustir (87).

NO biyolojik sistemlerde L-arjininin guanidin grubundan nitrik oksit sentaz
(NOS) araciligiyla enzimatik olarak iiretilen bir serbest radikaldir. NO’nun biyolojik
etkilerinin spektrumu oksijen, superoksit ve diger serbest oksijen radikalleri ile agir
metaller ve tiirleri gibi hedef maddelerle kimyasal olarak etkilesimi sonucu ortaya
¢ikar. Aminoasitlerin ve proteinlerin tiyol (-SH) gruplar ile tepkimeye girebilir ve
relatif olarak daha stabil olan nitrozo-tiol (-S-NO)’leri olusturur (85). O2’nin,
peroksinitrit anyonlarini (ONOQO") olusturmak i¢in NO ile reaksiyona girdigi rapor
edilmistir. Peroksinitrit anyonlar1 ise nitrojen dioksit (NO2) ve OH ’y1 olusturmak
i¢cin parcalanir (88). Peroksinitrit hiicresel yapilar1 oksitler ve lipid peroksidasyonuna
neden olur (89). Parlakpinar ve arkadaslarinin yaptigr gentamisinin neden oldugu
akut bobrek yetmezligi modelinde ve Ozen ve arkadaslarmin yaptigi sisplatinin
neden oldugu akut bobrek yetmezligi modelinde NO seviyelerinin arttigi ve CAPE

verilmesi ile NO seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir (90,58).

Yaptigimiz bu c¢alismada da lipit peroksidasyonu, hiicre membran
kompenentlerinin serbest radikal hasar1 sonucu ortaya ¢ikan MDA ve NO’in dl¢limii
ile moniterize edildi. Gentamisin uygulanan ratlarin bobrek dokularinda MDA
konsantasyonlarinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak yiikseldigi
saptand1. Yine gentamisin uygulanan grupta kontrol grubuna goére bobrek NO
degerlerinde artis istatistiksel olarak anlamliyd: (p< 0.0001). CAPE uygulamasiyla
bobrek dokusunda MDA ve NO diizeylerindeki artisin gentamisin grubuna gore
anlaml derecede (p< 0.0001) azaldig1 gosterildi. CAPE’nin bu olumlu etkisi GM ile
ortamda olusan serbest oksijen radikallerinin iiretimini azaltmasi ve/veya olusan

serbest radikalleri direkt olarak temizlemesine baglandi.

Calismamizda gosterildigi lizere, gentamisin alimi ile bobrek MDA ve NO
diizeyinin artmasi ve CAPE gibi antioksidan madde alimi ile bobrek MDA ’sinda ve
NO’de azalma olmasi, gentamisin nefrotoksisitesinden sorumlu mekanizmalardan
birinin oksidatif strese bagli doku hasar1 oldugunu giicli bir sekilde

desteklemektedir. Literatiir esliginde ele alindiginda MDA ve NO diizeylerindeki bu
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degisiklikler gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite patogenezinde serbest radikal

hasarinin 6nemli bir mekanizma olarak rol oynadigini1 vurgulamaktadir.

Yapilan calismalarda farkli sonuglar olmakla birlikte genelde oksidatif hasarda
antioksidan enzim (GSH-Px, CAT, SOD) diizeylerinin azalma gosterdigi
gbzlenmistir. Vardi ve arkadaslar1 ve Parlakpinar ve arkadaglar1 gentamisin ile olusan
nefrotoksisitede CAPE uygulamasi ile renal hasarin azaldigin1 goéstermislerdir (91).
Karahan ve arkadaslar1 calismalarinda gentamisinle olusturulan nefrotoksisitede
gentamisin grubunda GSH-Px ve CAT aktivitesinde azalma gostermislerdir (83). Ali
ve arkadaglarinin yaptig1 baska bir ¢alismada ise circuminin gentamisinin
olusturdugu nefrotoksisiteyi azalttig1 bildirilmis, gentamisin uygulamasi ile SOD
konsantrasyonu azalmistir (92). Celik ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada
vankomisin ile olusturulan nefrotoksisitede amrinonun korucuyu etkisi
degerlendirilmistir. Vankomisin grubunda SOD ve GSH-Px aktivitesi diisiik
bulunmustur (84). Oktem ve arkadaslarmm yapmis olduklar1 bir ¢alismada
CAPE’nin lityum ile olusturulan nefrotoksisitede lipit peroksidasyonunu
degerlendirmisler ve vankomisin uygulanan grupta renal dokuda MDA yiiksek;

SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri diisiik bulunmustur (93).

Yapilan ¢aligmalarda bobrek dokusu veya idrarda artmis oksidan hasar
tirlinlerinin saptanmasi ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorleri verilmesi ile
koruculugun deneysel olarak gosterilmesi ile serbest oksijen radikallerinin
nefropatogenezde rolii oldugunu gosterilmistir (94). Bu nedenle degisik
arastirmacilar farkli antioksidanlar uygulayarak bu hasarlanmay1 azaltmayi ya da
onlemeyi hedefleyen calismalar planlamiglardir. Vardi ve arkadaglarinin yaptigi
calismada, gentamisin ile gelistirilen nefrotoksisitede CAPE’nin tubiiler nekrozu
Onledigi gosterilmistir (91). Parlakpinar ve arkadaslar1 yaptiklar1 deneysel
calismalarda amikasin ile indiiklenen bobrek hasarina karsi melatoninin ve
CAPE’nin koruyucu etkilerini degerlendirmisler, melatonin ve CAPE’nin
antioksidan enzim diizeylerini artirip, lipit peroksidasyonunu azaltarak nefrotoksisite

gelisimini engelledigini géstermisglerdir (81).

Calismamizda i.p. olarak 100 mg/kg dozunda uygulanan GM’nin si¢anlarda

serum BUN ve kreatinin diizeylerini yiikselttigini tespit ettik. Antioksidan
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enzimlerden SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin, kontrol ve CAPE gruplar
arasinda istatiksel olarak fark gézlenmedi. GM grubu bobrek dokusunda SOD, CAT
ve GSH-Px aktivitesi kontrol grubundakine gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik saptand1 (p< 0.0001). GM+CAPE grubunda ise her {i¢ enzimin aktivitesi GM
grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p< 0.0001).
GM+CAPE grubu ile kontrol grubu SOD, CAT, GSH-Px aktivitesi

karsilastirildiginda anlamli fark bulunmada.

MDA ve NO diizeyleri, GM grubunda, hem kontrol hem de GM+CAPE
grubundakilere gore anlamli derecede yiiksek saptandi. GM+CAPE grubu ile kontrol
grubunun MDA ve NO diizeyleri ise benzerdi. GM’nin ayrica bobrekte proksimal ve
distal tubiiler dilatasyon, tubiiler epitelde hiperkromatik hiicre c¢ekirdekleri,
medullada hemorajik-kortekste nekrotik alanlar, korteks-medullada mononiikleer
hiicre infiltrasyonu ve toplayicit tiibiillerde dilatasyon/dejenerasyon  gibi
histopatolojik degisikliklere neden oldugunu tespit ettik. Bununla birlikte antioksidan
ozelligi bilinen CAPE’nin eklenmesi ile bobrekte histopatolojik parametrelerden
proksimal ve distal tubiiler dilatasyonda, medullada hemorajik alanlarda, kortekste
nekrotik alanlarda, kortekste mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve toplayici tubiillerde
dilatasyon/dejenerasyonda diizelme oldugunu tespit ettik. Sonu¢ olarak CAPE
uygulamasinin deneysel GM toksisitesinde bobrekteki histopatolojik degisikliklerde

kismen diizelmeye neden oldugu ve antioksidan 6zellige sahip oldugu goriildii.

Enfeksiyon hastaliklarinda kullanilan antibiyotik, antiviral ve antifungal ajanlar
siklikla sorumlu olsalar da potansiyel olarak biitiin ilaglarin nefrotoksik olduklar
kabul edilebilir. Nefrotoksisiteyi 6nlemek amaciyla alinabilecek bir dizi 6nlemin
basinda, toksik olan ilacin kullanimindan ka¢inmak gelmektedir. flag kullanma
zorunlulugu olan hastalarda ilacin toksik etkilerini azaltmaya ya da bobregi bu
etkilerden korumaya yonelik uygulamalar 6nem kazanmaktadir. Cesitli antioksidan
ajanlarin  nefrotoksisitede koruyucu etkinliginin degerlendirildigi caligmalar
glinlimiizde yaygin olarak yapilmaktadir. Bu calismada 10 pmol/kg dozunda
uygulanan CAPE’nin deneysel GM nefrotoksisitesinde koruyucu etkinligi
gosterilmigtir.  CAPE’nin ¢esitli titrasyonlarinda degerlendirilip deneysel ve

yapilmasi gereken klinik ¢alismalara katki saglayacagini diistinmekteyiz.



36

6. SONUC

Bu ¢aligmamizda deneysel GM nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin 6nemli bir
mekanizma  oldugunu gosterdik. Bu bulgu antioksidan ajanlarm  GM
nefrotoksitesinde koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
calismada antioksidan etkinligi bilinen CAPE’nin uygulanmasiyla, GM’sinin neden
oldugu oksidatif hasar sonucunda olusan nefrotoksisitenin degerlendirilmesindeki
biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerde diizelme sagladigini tespit ettik.
Bununla birlikte gozlenen bu olumlu etkinin klinik ve genis katilimli ¢alismalarda

degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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7. OZET

SICANLARDA DENEYSEL GENTAMISIN NEFROTOKSISITESINDE
OKSIDATIF STRESIN ROLUNUN VE OLASI OKSIDATIF STRES
UZERINE KAFEIK ASIT FENETIL ESTER’IN ETKISININ
ARASTIRILMASI

Bu caligmada sicanlarda deneysel gentamisin (GM) nefrotoksisitesinde
oksidatif stresin rolii ve olas1 oksidatif stres lizerine kafeik asit fenetil ester’in
(CAPE) etkisi arastirildi.

Calismamiza 40 disi Wistar-albino sican alinarak, her grupta 10 sigan olacak
sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 1 ml/kg/giin serum fizyolojik (SF), CAPE
ve GM+CAPE gruplarmma 10 pmol/kg/giin intraperitoneal (i.p.) CAPE 12 giin
boyunca verildi. GM grubuna 2 giin boyunca giinde bir kez 1 mL/kg SF i.p. yoldan
verildi, 8 giin GM 100 mg/kg/gilin dozda i.p. , son 2 giin boyunca giinde bir kez 1
mL/kg SF i.p.olarak enjekte edildi. GM+CAPE grubuna ilk 2 giin, giinde bir kez
CAPE 10 pumol/kg/giin i.p, 8 giin boyunca giinde bir kez 10 umol/kg/giin CAPE i.p+
GM 100 mgr/kgr/giin i.p, kalan 2 giin boyunca da giinde bir kez 10 pmol/kg/giin
CAPE i.p olarak toplam 12 giin siireyle enjekte edildi. On ikinci gilin tiim si¢anlarin
yasamina son verilerek kan Ornekleri ve bobrekleri alindi. Sol bobrek dokusunda
histopatolojik degerlendirme yapildi. Sag bobrekte ise malondialdehit (MDA), nitrik
oksit (NO) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) , siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) enzim aktiviteleri Olgiildii. Serumda BUN ve kreatinin degerleri
olgiildii.

GM ve GM+CAPE gruplarinda  histopatolojik  degerlendirmede
nefrotoksisiteye ait bulgular gézlendi. GM grubunda kontrol grubuna gore serum
BUN ve kreatinin degerlerinde anlamli artig saptandi (p<0.0001). GM grubunda,
kontrol grubuna goére bobrek dokusunda antioksidan enzimlerden SOD, GSH-Px,
CAT’1n aktivitesinin diisiik (p<0.0001) oldugu tespit edildi. NO ve MDA seviyeleri
ise yiiksek olarak saptandi (sirastyla p<0.0001, p<0.0001). GM’ne CAPE’nin
eklendigi grupta ise GM’nin renal dokuda olusturdugu oksidatif stresin azaldigi
tespit edildi.

Bu bulgular GM nefrotoksisitesinde oksidatif stresin onemli bir mekanizma
olabilecegini ve CAPE kullaniminin, GM nefrotoksisitesi sonucunda olusan oksidatif
stresin dnlenmesinde etkili oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Gentamisin (GM) nefrotoksisitesi, kafeik asit fenetil ester
(CAPE), oksidatif stres.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS IN
EXPERIMENTAL GENTAMICIN B INDUCED NEPHROTOXIXITY AND
EFFECT OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER ON POSSIBLE
OXIDATIVE STRESS IN RATS

In this study, the role of oxidative stres in experimental Gentamicin (GM)
induced nephrotoxicity and the effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on
possible oxidative stres in rats were investigated.

Forty famele Wistar rats were randomly divided into four groups. Each group
consisted of 10 rats. Control group received 1 ml/kg serum physiologic (SF)
intraperitoneally (i.p.) once a day, CAPE and GM+CAPE groups received 10
umol/kg/day CAPE i.p. for 12 days. GM group; injected i.p wiht 1 ml/’kg SF for 2
days before GM treatment and after the GM and afterwards i.p wiht 100 mg/kg GM
for 8 days, continued only injected i.p wiht 1 ml/’kg SF for 2 days. GM+ CAPE
treated group; injected i.p with 10 pumol/kg CAPE for 2 days before GM treatment
and daily during GM treatmend and after the GM treatment for 2 days. On the
twelveth day of the study all rats were sacrificed and then blood samples and kidneys
were taken. Left kidneys were wused for histopathological evaluation.
Malonyldialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) levels, glutathione peroxidase
(GSH-Px), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activities were
determinated in right kidneys of rats. Levels of BUN and creatinin were studied in
serum.

Hystopathologic evaluation showed nephrotoxicity findings in GM and
GM+CAPE groups. Serum BUN and creatinin leves of GM group was significantly
higher than control group (p<0.0001). In group, SOD, GSH-Px, CAT enzyme
activities were lower (p<0.0001) than the control group. NO and MDA levels were
higher (respectively p<0.0001, p<0.0001) than the control group. Where as in GM
plus CAPE given group, it has been observed that the oxidative stress amount was
decreased in renal tissue.

According to these findings, it could be concluded that oxidative stress may
be a critical mechanism in GM nephrotoxicity and using of CAPE may be an
effective treatment option in prevention of oxidative stress due to GM
nephrotoxicity.

Key words: Gentamicin (GM) nephrotoxicity, caffeic acid phenethyl ester (CAPE),
oxidative stress.
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