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OZET

DENEYSEL GENTAMISIN NEFROTOKSISITESI OLUSTURULAN
RATLARDA Tarantula cubensis EKSTRAKTININ
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Gentamisin, gram (-) bakterilerin yol actigi enfeksiyonlarn tedavisinde
kullanilan aminoglikozid tlirevi antibiyotiktir. Genis etki spektrumu ve ekonomik
olmas1 sebebiyle kliniklerde sik kullanilir fakat ciddi nefrotoksik yan etkilere neden
olmaktadir. Giliniimiizde Tarantula cubensis ekstraktinin alkolde ¢o6zdiiriilerek
hazirlanmig D6 formu veteriner hekimlikte demarkasyon, rejenerasyon, antiflojistik
ve rezorptif etkinliginden faydalanmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
Tarantula cubensis ekstraktinin Gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite modelinde
antioksidan, antiapoptotik, koruyucu ve iyilestirici etkisini arastirmay1 amacladik.

Calismada ratlar dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna 0.5 ml izotonik NaCl
periton i¢i 8 giin, Gentamisin grubuna 100 mg/kg gentamisin periton i¢i 8 giin,
Tarantula cubensis ekstrakti grubuna 200 pl/kg/giin Tarantula cubensis ekstrakti
deri alt1 14 giin, Gentamisin + Tarantula cubensis ekstrakti grubuna 100 mg/kg
gentamisin periton i¢i 8 giin, 200 pl/kg/giin Tarantula cubensis ekstrakti deri alt1 14
giin uygulandi. Serumda iire, kreatinin ile boébrek ve serum numunelerinde
malondialdehid, siiperoksitdismutaz, total antioksidan kapasitesi analizleri; bobrek
dokusunda immunohistokimyasal olarak Bcl-2 ve Bax analizleri ile histopatolojik
degerlendirmeler yapildi. Gentamisin uygulamasi yapilan grupta kontrol grubuna
gore malondialdehid, serum iire ve serum kreatinin seviyelerinde artis;
stiperoksitdismutaz ve total antioksidan kapasitesinde ise azalma gozlenmistir.
Gentamisin+Tarantula cubensis ekstrakti grubunda ise Gentamisin grubuna gore
artan parametrelerde azalma, siiperoksitdismutaz ve total antioksidan kapasitesi
diizeylerinde ise artis goézlendi. Bobrek dokusunun histopatolojik incelenmesinde
Gentamisin grubundaki patolojik bozukluklar ve artan apoptozisin Tarantula
cubensis ekstrakti uygulamasiyla birlikte azaldigi belirlendi. Sonu¢ olarak
caligmadaki verilerin 1s18inda Tarantula cubensis ekstraktinin  antioksidan,
antiapoptotik, koruyucu ve iyilestirici etkisinin olabilecegi ve bu bulgularin daha

fazla galisma ile desteklenmesi gerektigi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, apoptozis, gentamisin, nefrotoksisite, Tarantula cubensis.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF Tarantula cubensis
EXTRACT IN RATS WITH EXPERIMENTAL GENTAMICIN
NEPHROTOXICITY

Gentamicin is an aminoglycoside-derived antibiotic used in the treatment of
infections caused by gram (-) bacteria. Due to its wide spectrum of action and being
economical, it is frequently used in clinics, but it causes serious nephrotoxic side
effects. Today, D6 form of Tarantula cubensis extract prepared by dissolving in
alcohol is used in veterinary medicine to benefit from demarcation, regeneration,
antiphlogistic and resorptive effects. In this study, we aimed to investigate the
antioxidant, antiapoptotic, protective and healing effects of Tarantula cubensis
extract in the nephrotoxicity model created with Gentamicin.

In the study, rats were divided into four groups. Control group 0.5 ml isotonic
NaCl intraperitoneal 8 days, including Gentamicin 100 mg/kg gentamicin
intraperitoneally 8 days, Tarantula cubensis extract user 200ul/kg/day Tarantula
cubensis extract subcutaneous 14 days, Gentamicin + Tarantula cubensis supplement
100 mg/kg gentamicin intraperitoneal 8 days, 200 pl/kg/day Tarantula cubensis
extract was applied subcutaneously for 14 days. Analysis of urea, creatinine in serum
and malondialdehyde, superoxide dismutase, total antioxidant capacity in kidney and
serum samples; Histopathological evaluations were made by immunohistochemically
Bcl-2 and Bax analyzes in the kidney tissue. There was an increase in
malondialdehyde, serum urea and serum creatinine levels in the gentamicin
administration group compared to the control group; A decrease was observed in
superoxide dismutase and total antioxidant capacity. In the Gentamicin + Tarantula
cubensis extract group, there was a decrease in the increasing parameters compared
to the Gentamicin group and an increase in the levels of superoxide dismutase and
total antioxidant capacity. In the histopathological examination of the kidney tissue,
it was determined that the pathological disorders and increased apoptosis in the
Gentamicin group decreased with the administration of Tarantula cubensis extract.
In conclusion, in the light of the data in the study, it was concluded that Tarantula
cubensis extract may have antioxidant, antiapoptotic, protective and healing effects

and these findings should be supported by more studies.
Keywords: Antioxidant, apoptosis, gentamicin, nephrotoxicity, Tarantula cubensis.
\Y%
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1. GIRIS

Gentamisin (GM), aminoglikozid tlirevi olan gram negatif bakteriler lizerine
etki eden ve bunlarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir
antibiyotiktir (Ali, 1995). Gram negatif bakterilere karsi genis etki spektrumlu ve
ekonomik olmasi sebebiyle kullanimi1 yaygindir (Maldonado ve ark., 2003). Ancak,
GM oldukca ciddi yan etkisi olan nefrotoksik etkisi klinik olarak kullanimim
siirlandirmaktadir (Secilmis ve ark., 2005). Akut renal yetmezligi goriilen vakalarin
%10-20'sinin sebebi GM kaynaklidir (Erdem ve ark., 2000; Walker ve Shah, 1988).
GM tedavisinde bir haftadan daha uzun siireli tedavilerin %30'unda nefrotoksik

belirtiler goriilebilmektedir (Paterson ve ark., 1998).

GM’nin gastrointestinal sistemden emilimi azdir, fakat kas ici ya da deri alt1
uygulamalarda hizli bir sekilde emilimi gergeklesmektedir. Affinite duydugu organ
olan bobrek korteksi disinda, diger organ ve dokularda birikmesi oldukc¢a diistiktiir.
Viicuttan atilmasi ise tamamen bobreklerden glomeriiler filtrasyon Yyoluyla
gerceklesir (Ali, 1995). GM glomeriiler filtrasyon ile filtre olduktan sonra proksimal
tiibiillerdeki lizozomlarda birikir (Li ve ark., 2008; Mingeot-Leclercq ve Tulkens,
1999). Ortaya cikan doku hasarlari; bazal membran erozyonlari, proksimal tiibiil
siskinligi ve fircams1 kenar kayiplari, tiibiiler atrofi veya dilatasyon, intersitisyel
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve bazolateral membran kalintilarinin azalmasidir
(Tulkens, 1989; Volpini ve ark., 2006). Yapilan tetkiklerde GM’ye bagli olusan
bobrek yetmezliginin molekiiler mekanizmasi tam olarak ag¢iklanamamustir, ancak
farkli enzim aktivitelerinde degisikliklere sebep oldugu one siiriilmiistiir (Secilmis ve
ark., 2005). Bu mekanizmalarin siiperoksid anyonlarin birikimi, lizozomal enzim
degisiklikleri ve mikrozomal protein sentezi inhibisyonu ile nefrotoksisiteye neden
olabilecegi diisliniilmektedir (Can ve ark., 2000; Sharma, 2004).

Oriimcek zehiri temelde akrep ya da yilan zehirlerine benzerdir ve
farmakolojik olarak aktif ve inaktif materyal komplekslerinden olugmaktadir.

Oriimcek zehrinin baslica bilesenleri proteinler, peptitler, polipeptitler, enzimler,



niikleik asitler, serbest amino asitler, poliaminler, biyoaminler, monoaminler, glikoz,

inorganik tuzlar ve nérotoksinlerdir (Santos ve ark., 2016).

Homeopatik ila¢ yapiminda kullanilan Tarantula cubensis ekstrakti (TCE)
koyu kahverengi, tiiylii Kiiba 6riimcegidir. Bu 6riimcekten alinan ekstrakt alkolde

seyreltilerek "Theranekron™"

isminde piyasaya siiriilmiistiir. Bu ilacin rejenerasyon,
antiinflamatuar, antioksidan etkinliginin oldugu farkli calismalarda kanitlanmigtir

(Karabacak ve ark., 2015; Lotfollahzadeh ve ark., 2012).

Oksidatif stres; oksidan tretimi, antioksidan savunma ve oksidatif hasarin
tamiri olarak ii¢ gruptan olugmaktadir. Oksidan maddelerin iiretiminin artmas,
antioksidan savunma sistemi ve oksidatif hasarin giderilmesinin azalmasi, Serbest
radikallerin (ROS) gostergesidir (Kenneth ve ark., 1998). Antioksidan savunma
mekanizmalari, ROS’larin zararli etkilerinden organizmayr koruma gorevini
tistlenmektedir. Normal saglikli organizmada ROS’larin {iretimini antioksidan
savunma sistemleri karsilayabilecek durumdadir. ROS ile antioksidanlar denge
halindedir. Bu dengenin ROS tarafina dogru degismesi organizmada bazi
biyokimyasal degisiklikler meydana getirebilmektedir. Hiicrelerin biiyiik bir kismi
diigiik dizeydeki oksidatif stresi tolere edebilmektedir. Bu onarim sistemleri hasarli

molekiilleri bulur ve hiicreden uzaklastirir (Gutteridge ve Halliwell, 1990).

Gelismis saglikli organizmalarda hiicrelerin bdliinmesiyle artan hiicre sayisi
hiicre oliimleriyle dengede tutulur. Organizmada gereksinim duyulmayan hiicreler,
hiicre i¢i iletisim sistemlerini aktive ederek Oliim siireci ya da intihar siirecini
baslartir. Bu siirece “Apoptozis” ya da “Programl1 Hiicre Oliimii” denir (Mak, 2003).
Bu hiicre dliimlerinin tamami fizyolojik sinirlar i¢cinde meydana gelir ve bu yiizden
fizyolojik hiicre 6liimii olarak adlandirilir (Bellamy ve ark., 1995; Cohen, 1993). Bu
hiicre 6liimleri canlinin dogru organ gelisimi ve embriyonik gelisme sathasinda
gereklidir (Majno ve Joris, 1995). Apoptozis, organizmanin gelisimi, yagslanma gibi
organizmanin dengesini koruyabilmesi i¢in fizyolojik bir gerekliliktir. Buna ilave
olarak hastalik veya zararli ajanlar karsisinda organizmada koruyucu mekanizma
olarak gorev yapmaktadir (Elmore, 2007; Vaux ve Flavell, 2000).

Bu calismada deneysel olarak GM ile bobrek toksisitesi olusturularak

TCE’nin oksidatif stres, apoptozis, antioksidan parametreler ile bobrekler {izerinde



koruyucu etkisinin olup olmadiginin  biyokimyasal, histopatolojik ve
immunokimyasal yontemlerle belirlenmesi hedeflenmektedir. Béyle bir ¢alismanin
yapilmasi ile bu alandaki Onemli bir literatiirel boslugun doldurulmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek

Bobrekler, retroperitoneal alanda T12-L3 vertebra seviyesinde ve sagli-sollu
her iki yanda yerlesmis, saglikli yetiskin bir insanda yaklasik uzunlugu 12 cm ve

130-150 gr arasinda degisebilen bir organdir (David, 2005).

Rensal

Medulla

Renal piramid

Renal pelvis

Ureter

Sekil 2.1. Bobregin anatomisi (David, 2005).

Her bir bobrek distan fibréz tabaka ile sarilidir. Bu tabakanin altinda distan
ice dogru korteks ve medulla tabakas1 bulunur. Medulla taban1 kortekse oturan ve ug
kisimlar1 (papilla) bobregin kaliksleri i¢ine uzanan pyramides renalis olusturur.
Piramitlerin arasinda renal korteksin uzantisi olan columna renalis yer alir. Bobregin
ortasinda sinus renalis adinda bosluk bulunur. Bu boslukta ise 2-3 kiiciik kaliksin
birlesmesinden olusan major kaliksler bulunur. Major kaliksler birleserek renal
pelvisi olusturur ve renal pelviste iireterle birlesir. Sinus renaliste ayrica sinirler ve
damarlar bulunmaktadir (Arinc1 ve Elhan, 1997; David, 2005).
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Bobregin asil islev gordiigii birimi nefrondur. Yetiskin bir insanda 1 milyona
yakin nefron bulunmaktadir. Nefronlar, epitel hiicrelerin bulundugu tiibiil seklinde
uzanmis ve bosaltict duktus ile birlesip sonlanmaktadir. Her bir nefron glomertil,
Bowman kapsiilii ve tiibiiller (proksimal tiibiil, henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici
kanal) olmak iizere ii¢ kistmdan olusmaktadir (Cavusoglu, 2015; Etkigeng ve Senol,

2013; Tortiner ve Biiyiikgoneng, 2013).

Nefron

Kanin akis yonii

Proksimal tiibiil

Henle kulpu Toplayier kanal

Sekil 2.2. Nefronun kisimlari (Rang ve ark., 1999).

Glomeriiller, bowman kapsiiliiniin ortasindaki kilcal ag damarlarinin
olusturdugu yumaktir (Cavusoglu, 2015; Etkigeng ve Senol, 2013; Yildiz ve Halis,
2016). Yarim ay seklinde olan bowman kapsiiliiyle ¢evrili olan glomeriil, efferent ve
afferent arterioller arasinda bulunan damar agindan meydana gelmektedir. Afferent
arteriol, yaklagik elli kapillerden meydana gelmektedir. Efferent arteriol de kam
glomeriilden peritiibiiller kapillere tasimaktadir. Bu damarlarin meydana getirdigi

damar agindan kami glomeriilden peritiibiiler kapillere tasiyan efferent arteriyol



meydana gelir. Efferent arteriyol, glomeriilden ¢iktiktan sonra proksimal (inen) tiip

¢evresinde zengin bir damar agi olusturur (Cavusoglu, 2015; Yildiz ve Halis, 2016).

FPanetal layer of
glomerular capsule
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< Flow of blood
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layer of glomerular
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'\ aRanal corpuscle

" Pedicals Podocyte cell body

<

‘Capillary lumen

Filtration membrane: -
Basement membrane —

Feneslrated
capillary endothelium

Filtration slits

Sekil 2.3. Glomeriiliin yapisi (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Bowman kapsiiliinde filtrat ve kan iki ayr1 tabaka ile birbirinden
ayrilmaktadir. Bunlar; kapiller endotel ve podosit denilen tiibiiliis epitelleridir. Bu iki
hiicre tabakasi arasinda ise “glomeriiler bazal membran” (GBM) yer almaktadir.
Endotel hiicreleri ile bazal membran arasinda ise glomeriiller hiicresel matriksi ve
destek yapisini olugturan mezensim hiicreleri bulunmaktadir (Raij ve Keane, 1985).
Renal tiibiil hareketi, bowman kapsiiliinde baslar ve toplayict kanalda son bulur.
Renal tiibiil, nefronun icine dogru ilerlerken proksimal tiibiilii, Henle kulpunu ve

distal tlibiilii olusturur. Toplayici kanal ise renal piramidin i¢cinden geger, kalikse
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acilan papiller kanallarla birlesir ve toplayici kanallar araciligr ile bobrek pelvisine

bosalirlar (Cavusoglu, 2015).

Basal lamina Endothelium

Basal lamina
Endothelium
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Sekil 2.4. Glomeriiliin hiicresel yapisi (Ganong, 1985).

2.1.1. Rat Bobreginin Yapisi

Ratlarda da insanlardaki gibi bir ¢ift (sagli-sollu) bobrek vardir. Dorsal karin
bolgesinin retroperitoneal kisminda bulunurlar. Sol taraftaki bobrek sag taraftaki
bobrekten biraz daha arkada bulunup, bobrekler tek papillalidir ve fibroz yapida bir
kapsula ile sarilmis sekilde yag dokusunda gomiilii sekildedir. Renal korteks icinde,
glomeriiler ve kortikal labirentler denilen medulla igine kadar uzanmis kivrimlh
yapilar vardir. Glomertller, bowman kapsiilii ile sarilmistir. Medulla boliimii ise
medullar radiuslar ve en altta papilladan olusur. Bu bolgede iist, orta, alt ve toplayici
kanallar bulunur. Papillar kanallar pelvis renalise, sonrada iireterlere acilir. Ratlarda
renal besleyici damarlarinin organa giris ve dallanma sekli diger memeli tiirlerine

benzemektedir (Soylu, 2012).
2.1.2. Bobrek Fonksiyonlari

Bobrekler, viicutta homeostazisi ayarlayan (asit-baz ve sivi-elektrolit dengesi)
ve metabolik atiklar disar1 atan organlardir. Bobreklerin fonksiyonlari; organizmada

homeoztazisin devam ettirilmesini saglamak, siv1 ve elektrolit dengesinin saglamak,
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metabolizma sonucu olusan artiklarin (iire, Urik asit, kreatinin) atilmasi, ilaglar,
toksinler ve metabolitlerin detoksifikasyonu ve atilmasi, hormonal kan basincinin ve
hiicre dist sivi hacminin diizenlenmesi, eritropoetin, D vitamini gibi hormonlarin
sentezine ve metabolizmasina destek saglamak, insiilin, glukagon gibi peptit
hormonlarin yikimlanmasi, B2-mikroglobulin ve benzeri kii¢iik molekiil agirlikli
proteinlerin  yikimi, glukoneogenez, lipit metabolizmasina metabolik etkiler

saglamak gibi 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Akpolat ve ark., 1996).

Bobreklerin hayati 6neme sahip olan islevlerden biri elimine olan toksik
ajanlarin viicuttan uzaklastirilmasidir. Bobreklerde atilim gorevi glomeruluslar ile
olmaktadir. Bunlarin vasitasiyla tiibiiler liimenden, plazmanin filtre edilmesiyle suda
eriyen maddelerin kana gegisi ve madde tasinmasi tiibiiler hiicrelerden liimene dogru
olmaktadir (David, 2005).

Idrar, hafif asidik, steril, karakteristik kokusu olan acik sar1 renkte bir sividir.
Icinde hiicre parcalarinin yami sira ¢dziinmiis organik ve inorganik bilesikler bulunur.
Ayrica kristaller, proteinli atiklar ve iiriner sistem hiicreleri de bulunabilmektedir.
Farkli tubulus bolgeleri farkli islemler yapmak icin degisimlere ugramistir.
Glomeruluslarda filtrasyona ugrayan glikozun hepsi ve birgok amino asit burada
reabsorbsiyona ugrar. Normal idrarda glikoz bulunmaz. Sebebi ise filtre edilen
glikozun hepsi tekrar reabsorbsiyonla geri emilmesidir. Henle kulplarinda klor iyonu
ve daha fazla su icermeyen sodyum iyonu geri emilerek dilue idrar sekillenir.
Antidiiiretik hormon (ADH) yani vazopressin tarafindan suyun reabsorpsiyonu distal

tubuluslarda ve toplayici kanallarda ayarlanir (David, 2005; Guyton ve Hall, 2001).

Plazma elektrolitlerinin dengesi ve plazma asit-baz seviyelerinin ayarlanmasi
distal tubuluslar olan nefronun islev kazanmis en aktif bolgesinde olmaktadir. Bu
bolgede absorbsiyon ve reabsorbsiyon islemleri sodyum, potasyum ve hidrojen
iyonlarmin arasinda gergeklesmektedir. Tiim bunlarin asil sebebi plazmadaki
bikorbonat iyonunun seviyesinin diisiiriilmesi ve kan-plazma pH’Sinin normal
simirlar iginde tutulmasidir (Guyton ve Hall, 2001; Mazzon ve ark., 2001).
Tubulusdaki sivinin igeriginde bulunan suyun yaklasik %70'i proksimal tubulda, %5'i
Henle kulpunda, %10'u distal tubulda, geriye kalan kisim ise toplayici kanallardan
geri emilir (David, 2005; Ricos ve ark., 1994).



Proteinlerin yikimlanmasiyla artik iirtin olarak agiga ¢ikan iire, kreatinin ve
tirik asit bobrekler araciligiyla organizmadan atilir. Kan {ire-nitrojeni (BUN)
diizeylerindeki artig, karacigerde asir1 miktarda protein parcalanmasina bagl olarak
kan-plazma iire seviyesinin artis1 ile gergeklesmektedir. Olusan iirenin proksimal
tubuluslardan yarisina yakin kismi reabsorbe edilmektedir. Cizgili kaslardan, non-
enzimatik dehidrasyon vasitasiyla kreatinden kreatinin meydana gelmektedir.
Kreatinin glomeruluslardan ¢ok kolay gecebilmektedir ve Kkreatinin Klirensi
glomeruler filtrasyon hizi (GFR) hesabinda tubuluslardan reabsorbe edilmediginden
kullanilmaktadir (Guyton ve Hall, 2001).

2.2. Nefrotoksisite

2 (154

Nefrotoksisite; “akut glomeruler nefritis”, “interstisyel nefritis

99 ¢¢

nefrotoksik
renal yetmezlik™, gibi farkli isimlerle taninmaktadir (Pfaller ve Gstraunthaler, 1998).
Bobrekler kimyasallarin ve toksik maddelerin neden oldugu etkilere en fazla maruz
kalan organlardan biridir. Ayrica salgilama, yeniden emilim ve idrarin olusum
mekanizmas1 gibi  fonksiyonlarindan dolayi, bdbrek tubulus hiicrelerinin
organizmadaki diger doku ve hiicrelere oranla daha fazla oranda toksik yogunluklarla
kars1 karsitya kalmaktadir. Bu nedenle bobrekler diger organlara oranla toksik
maddelerden etkilenmeleri daha fazladir. Ilag toksisitesi nedeniyle tedavi edilen
hastalarin  %20’sinden fazlasinda, akut bobrek hasar1 sekillendigi bildirilmistir

(Anderson ve Barry, 2004).

Tubuler nekroz, nefrotoksisite varliginda ortaya ¢ikar ve akut tiibliler nekroz
(ATN) olarak tanimlanmaktadir. Nefrotoksisite sirasinda olusan degisimler, kimyasal

ajanlarin renal kortekste birikmesinden kaynaklandig: bildirilmistir (Mistik, 2000).

Proksimal nefronun epitelyum hiicreleri, bir¢cok tasiyici mekanizma
barmdirmalar1 nedeniyle ¢ok sayida toksik madde i¢in ana hedef halinde olabilirler.
Ancak bu dokularda bulunan glutatyon (GSH) ve GSH iliskili enzimlerin varlig
oksidatif hasara karsi korunmaya yoneliktir ve bu enzimlerin intraselliiler

yogunluklar1 ¢ok fazladir. Medullar kisimlara kiyasla proksimal tubulusun oksidatif



hasara kars1i dayanikli olmasi, GSH ve GSH ile ilgili enzim varligmin yiiksek
seviyelerde olmasina bagl oldugu belirtilmektedir (Parlakpinar ve ark., 2013).

Nefrotoksisite olusumunda asil etmenin, renal dokunun toksik ajanlara

yeterli siire ve dozda maruz kalmasi oldugu bildirilmektedir (Lameire ve ark., 2005).

2.2.1. Nefrotoksik Bobrek Hasari

Nefrotoksisite, akut bobrek hasarina sebep olan en 6nemli nedenlerden sadece
biridir. Bobrekler filtrasyon ve normal gorevlerini siirdiirebilmek i¢in sistemik kan
dolasimindan, diger organlara gore daha fazla kan akimina maruz kalmaktadirlar. Bu
nedenle bobrekteki yapilar (kan damarlari, tubuluslar, glomerulus ve intertisyel
dokulardaki hiicreler) kanda bulunan toksik ajanlarla daha fazla karsilasmaktadir.
Nefronda meydana gelen su ve ¢oziinmiis madde geri emilimi ile herhangi bir hasara
kars1 asir1 hassas olan tubul epitel hiicreleri, yiliksek seviyedeki toksik ajanlara maruz

kalmaktadirlar (Ferguson ve ark., 2008).

Ilag kullanimina bagh olarak son giinlerde akut bdbrek hasari asiri artis
gostererek morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir (Patzer, 2008). Farklhi
kaynaklara gore kimyasal ajanlarin ¢ogunun nefrotoksisiteye neden oldugu
kanitlanmistir. Bagta yash bireylerde goriilen nefrotoksik hastaliklarin kaynaginin
%60'lik kisminin ilaglar oldugu bildirilmistir. Gegmis yillara kiyasla giliniimiizde ilag
kullanimi1 yayginlagarak artmis ve bu sebeple ¢ok daha fazla bireyde bobrek
fonksiyon bozukluklar1 goriilmiistiir. Ilaclar, akut bobrek yetmezligi, kronik bobrek

yetmezligi ve nefrotik sendromlara yol agabilmektedir (Parlakpinar ve ark., 2013).

2.2.2. Aminoglikozid Nefrotoksisitesi

Aminoglikozidler, ortalama pH’s1 7.8 olan katyonik molekiillerdir. Yagda az
coziinmeleri polar yapilarindan dolayr kaynaklanmaktadir. Bu yiizden biyolojik
zarlar1 ¢ok az gecerler. Plazma proteinlerine ¢ok az baglanmaktadirlar. Yetiskin
bireylerde elimine edilme siiresi yaklagik olarak 2 saattir ve hizli bir sekilde
bobreklerden herhangi bir degisime ugramadan viicuttan uzaklastirilirlar (Bennet,

1986).
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Gram (-) bakteri kaynakli enfeksiyonlarda etkin bir sekilde kullanilan
aminoglikozitlerin giivenli kullanim araligi dardir. Aminoglikozid kullanimini
engelleyen en biiylik sebep toksik ve oOzellikle nefrotoksisite, ototoksisite ve
noromuskiiler blokaja neden olmalaridir. Bu etkilerin varligi doza bagimli olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Kayaalp, 2009). Aminoglikozid kaynakli nefrotoksisite bulgular
cogunlukla reversibldir. Ancak bunun yaninda ototoksisite (isitme ya da denge
organi iizerine olan bozukluklar) bulgular irreversibl olarak goriilmektedir
(Dokmeci, 2000).

Aminoglikozid kaynakli nefrotoksisite bulgular1 klinik olarak yavas gelisir.
Aminoglikozidler kullanimindan birka¢ giin sonra serum kreatininde yavag bir artis
ile nonoligiirik ve hipoozmolar idrar olusmaktadir. Bulgularin erken tanisinda
nefrojenik diabete bagli izosteniiri, idrarda bilesiminde magnezyum, sodyum ve

potasyum eksiklikleri tespit edilmektedir (Edelstein ve Schrier, 2003).

Aminoglikozidlerin uygulama siiresi ve dozu, ge¢cmiste bilinen karaciger ya
da bobrek hastaligl, potasyum ve magnezyum azligi, sivi kaybi, yas, cesitli organ
yetmezlikleri gibi sebepler aminoglikozidlerin neden oldugu toksisite ihtimalini
artirmaktadir. Bobrek yetmezIligi, uzun siireli aminoglikozidlerin kullanimina bagh
olarak ilacin bobregin korteks kisminda toksik miktarlarda birikmesinden

kaynaklanmaktadir (Kog ve ark., 2006; Parlakpinar ve ark., 2013).

Aminoglikozidlerin olusturdugu nefrotoksisitenin ATN seklinde meydana
geldigi gosterilmistir. Olusan bu hasarin etkisi proksimal tubullerde goriilmektedir

(Barclay ve ark., 1994; Deamer ve Dial, 1996).

2.2.3. Gentamisin Nefrotoksisitesi

GM, aminoglikozid grubunda yer alan ve genis spektrumlu bir antibiyotiktir.
Bu grup icinde, amikasinden sonra en fazla antibakteriyel etki giiciine sahip ve
spektrum olarak en genis olan antibiyotiktir. GM’nin kimyasal 6zelliginden kaynakli
biiyiikk ¢ogunlugu ekstraselliiler sivida bulunmaktadir ki bunun sebebi plazma

proteinlerine baglanma oraninin ¢ok diisiik olmasindandir (Kayaalp, 2009).
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GM organizmada herhangi bir degisiklige ugramadan direkt olarak
bobreklerden atilir ve bu sebepten dolayr serumdaki yogunlugundan 10 ila 100 kez

fazla yogunlukta idrarda bulunur (Mycek ve Howland, 2004).

GM kullanilarak tedavi edilen hastalarin tedavi siirecinin bir haftadan daha
uzun silirmesi sonucu hastalarin  %30'luk kisminda BUN, proksimal tubulus
hiicrelerinde nekrozlar, kan-serum kreatininde artig ve akut bobrek hasari ile kendini

gosteren nefrotoksisite belirtileri izlenmistir (Kaya, 2010).

GM’nin sebep oldugu nefrotoksisitede bircok mekanizmanin rol aldig
bildirilmektedir. Bunlar arasinda renal tubuluslardaki toksik etkiler, GFR ve
bobreklerdeki kan akim hizinda azalma olarak siralanabilir. Fakat bunlar arasinda en
onemli olan renal tubuluslardaki toksisitedir (Wargo ve Edwards, 2014). Renal
tubuluslardaki toksisitenin oksidatif stres artisiyla baglantili oldugu bildirilmektedir
(Walker ve ark., 1999).

2.2.4. Bobrek Hasar1 Tamisinda Kullanmilan Biyokimyasal Belirtecler

Hiicrelere ¢ok ciddi etki yapan ve son derece toksik madde olan amonyak
proteinlerin yikimlanmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu amonyak karacigerde iire
haline getirilir. Organizmada bunun gibi toksik maddeler idrar ile uzaklastirilir
(Thadhani ve ark., 1996). Bobreklerin herhangi bir hasar1 s6z konusu olmasi
durumunda organizmanin nitrojen metabolizmasimin son iirlinleri birikmektedir.
Bobreklerdeki hasari tespit etmek igin idrar ve kanda gesitli analizler yapilmaktadir.
Idrar tahlili bize bobreklerin yogunlastirma yetenegi, idrarda proteinin varligi
hakkinda bilgi verir iken kan tahlili filtrasyon hizina bakarak bobrek fonksiyonlari
hakkinda tahminlerde bulunmay1 saglamaktadir (Maden ve Kose, 2015).

Bobrek fonksiyonlarinin belirlenmesinde BUN, iire ve kreatinin seviyelerine
de ihtiyag¢ duyulabilmektedir. Bahsi gecen analizlerin idrar ve serumdaki Slgimleri
klinik tablo gostermeyen bozukluklarin da aciga ¢ikarilmasinda faydali olmaktadir.
GFR'deki diisiisiin nedenleri arasinda asit-baz dengesi ve elektrolit kaybi olabilir ve

bunlarla ilgili gerekli 6l¢iimlere ihtiya¢ duyulabilir (Yiizkollar Siiziilmiis, 2018).
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2.2.4.1. Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 (GFR)

GFR bobrek hasarint belirlemede en etkili ve en ise yarar belirtecler
arasindadir. GFR bize her bir bobrekteki fonksiyonel nefron sayisini verir. Nefronun
filtrasyon hizindaki diisme ya da herhangi sebeple fonksiyon dis1 kalmasi GFR'nin

diismesine neden olur (Yiizkollar Siiziilmiis, 2018).

2.2.4.2. Kan Ure Nitrojeni (BUN)

Karacigerde 1iretilen protein metabolizmas:t soncunda olusan ve
glomerulustan rahatca filtrasyona ugrayan atik {iriindiir. Bobrek fonksiyon testlerini
degerlendirmede Oonemli bir gostergedir. En Onemlisi akut bobrek yetmezligi gibi
ciddi renal hastaliklarda ve diyaliz vakalarinin takibinde sik¢a kullanilir. BUN
seviyesi karaciger ve bobreklerin ne kadar saglikli oldugunun gostergesi olarak kabul
edilir. Bu organlar i¢in 6nemli bilgiler sunar ve kandaki atik {irlin olan iire-nitrojen

miktarini 6lger (Arinsoy ve ark., 2017).

BUN; prerenal (asir1 iiretim, azalmis kan akimi), renal (parankimal bdbrek
hasar1) ve postrenal (liriner sistem obstriiksiyonlar1)) nedenlere bagli olarak
degismektedir. BUN, aclik veya asir1 doku hasariyla beraber asil 6énemli olan renal
fonksiyon kaybinda normal seviyelerinin {izerine ¢iktig1 yapilan arastirmalarda
belirlenmistir. BUN yiiksek seviyelerde ise bobrekler ile ilgili bir soruna isaret
etmektedir. BUN diisiik seviyelerde ise karaciger ile ilgili bir probleme isarettir.
Ancak bu deger karaciger rahatsizliklari icin kesin tani degeri tasimaz (Corbett,

2008).

2.2.4.3. Kreatinin

Cizgili kaslarda enerjiden sorumlu olan kreatin fosfat metabolizmasi sonucu
ortaya ¢ikar ve kan-plazma diizeyleri siirekli dengeli durumdadir (Yuegang ve

Chengjun, 2008). Bobrek hasarlarinin tespitinde yaygin olarak kullanilan belirtegler
arasindadir (Corbett, 2008).
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Kreatinin klirens testi bobrek yetmezliginin saptanmasi, derecesi ve seyrinin
izlenmesi ile tedavisinde kullanilan ilaglarin doz ayarlamasinda en sik kullanilan

yontemdir (Akpolat ve ark., 1996).

2.2.4.4. Urik Asit

Piirinlerin yikimlanmas1 sonucu son iiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Urik
asitlerin ¢ok biiylik kismi niikleik asit yikimindan kaynaklanmaktadir. Viicuttan
atilmasinin biiyiik bir kismi idrarla beraber bobreklerle olur. Cok az kismi ise
bakteriyel iirikoliz ile barsaklardan olur. Urik asidin kan-plazma proteinlerine
baglanmasi1 c¢ok azdir. Plazmadaki iratin yaklasik olarak %095'lik  kismi
glomeriillerden serbestce fitre edilebilinir. Filtrasyona ugrayan kisiminin tamamina
yakini da reabsorbsiyona ugrar ve filtre edilen iiratin %10'luk kadar kismi idrarla
atilir. Bu yiizden glomeriiler filtrasyon, tiibiiler sekresyon ve absorbsiyon
yeteneklerinde tirat klirensi bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Ruilope ve ark.,

1989).

2.2.4.5. Elektrolitler

Elektrolitler, asit-baz dengesizligini belirlemek ve segilen tedavi yonteminin
organ fonksiyonuna olan etkisini izlemekte kullanilmaktadir. Elektrolitler icin test,
renal endokrin, asit baz, su dengesi ve diger birgok durumun teshis ve yonetimi i¢in

potasyum kloriir ve sodyum bikarbonatin él¢limiinii i¢erir (James ve Mitchel, 2006).

Potasyum, hiicre i¢i sivinin temel iyonudur. Viicuttaki K kaynaklari;
besinlerin yikimi ile dokularin ve eritrositlerin pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan
potasyumdur. Intraselliler alanda normal sivi  ve elektrolit dagilimmin
stirdiiriilmesine yardim eder. Sinir impulslarinin iletimininde ve kas aktivitesinde
gorev alir (Cavusoglu, 2015; Ozelsancak, 2016). Bobrekler dogal bir K iyon
diizenleyicisidirler ve K genellikle bobrekler vasitasiyla idrarla atilir. Bu K atilimu
insiilin ve aldesteron ile ayarlanmaktadir. Her iki hormon hiicre i¢i K salinimina etki

eder (Guyton ve Hall, 2001).
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Sodyum, hiicre duvarindan ¢ok kolay gegebilen Na hiicre dis1 sivinin temel ve
en fazla bulunan katyonudur. Hiicre dis1 sivinin osmotik basincinin ayarlanmasinda
temel iyon iken viicut-sivi hacminin belirlenmesinde gorevlidir. Yani organizmanin
su dagilimmin ayarlanmasinda gorev alir. Ayrica Na, kas hiicrelerinin elektrik

potansiyeli ile hiicre membran gecirgenliginin ayarlanmasinda da Onemlidir.

(Akdemir ve Birol, 2005; Guyton ve Hall, 2001).

Elektrolit degerleri arasinda viicudun sivi dengesinin diizenlenmesi sadece Na

ile olmaktadir (Curley ve Harmon, 2001; Cavusoglu, 2015).

Bobreklerde aktif olarak Na emilimi ger¢eklesmektedir. Bobreklerde basta
aldosteron ve ADH etkisi altinda bobrek fonkisyonlarini diizenler ve bu sebeple Na
dengelenir. Serum Na diizeyi distiiglinde aldesteron, bobreklerden Na'un
reabsorbsiyonunu diizenler, ADH bdbreklerden su emilimini uyarir. Tutulan sivi
ekstraselliiler alanda Na'u normal yogunluga getirir (Guyton ve Hall, 2001;

Cavusoglu, 2015).

2.3. Homeopati

Homeopati; benzerlik kurali, yasam giicii kurali, tek ilag kurali ve minimum
doz kurali ad1 altinda 4 temel kural iizerinde olusturulmustur (Pekmezci ve Giiltiken,

2015).

Homeopatik tedavinin kurucular1 arasinda olan Samuel Hahnemann (1755-
1843) sitma hastalifinda kullanilan “kinin” maddesini incelemistir. Bu inceleme
sonucunda “kinin” etken maddesinin sitma hastalarinda semptomlarin diizeldigi
ancak saglikli normal bireylerde ates ve titreme gibi sitma hastaliginin
semptomlarina neden oldugunu belirlemistir. Bu etkilere dayanarak benzeri benzerle
tedavi etme seklinden yola ¢ikarak kinin maddesinin hastalarda ise yaradigi saglikli
kisilerde ise hastalik olusturdugunu belirlemistir. Boylece homeopatik tedavinin

temelleri de atilmustir (ilhan, 2018).

Homeopati tamamen anamneze gore tani ya da tedavi i¢in zararsiz ve dogal

yontemler kullanilan tedavi sistemidir. Kroniklesmis ya da modern tibbin tam1 ve
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tedavide yetersiz kaldigi durumlarda basarili geri dontisler alinan tedavi modelidir.
Bu tedavi seklinde organizmadaki dengenin yeniden kurulmasi i¢in kisiye oOzel
karisimlar (ajanlar), genellikle tek doz seklinde uygulanir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafinda da kabul edilen en yaygin tamamlayici ve alternatif yontemdir.
Homeopatik tedavide kullanilan karisimlar bitkilerden, metallerden, hayvan
salgilarindan veya enfeksiyon gecirmis kisilerden elde edilir. Akut hastalik
durumunda semptomlart gidermenin yaninda asil amag¢ en disiik tek doz ilacin
uygulanmasi ve niiks olayinin tekrar etmemesidir. Bu tedavide asil elestirilen nokta
0zel hazirlanan maddelerdeki etken madde yogunlugudur. Bazi1 bilim insanlar1 etken
maddenin ¢ok fazla diliie edilmesi ile 0 maddenin bilimsel anlamda kayboldugunu
idda etmektedirler. Homeopatik tedavi prensibine gore ise de o maddenin enerjisi,
Ogretisi, iyilestirici giicliniin bulunmasidir. Bu sebepten dolayidir ki heniiz
belirlenmis higbir yan etkiside bulunmamaktadir. Etken madde ne kadar fazla diliie

edilirse etki giiclide o kadar arttig1 diisiiniilmektedir (Basar, 2014).

Homeopatik tedavi modern tibba gore daha az bilinen ve yeni yontemler

gelistirilmeye agik bir alandir. Modern tibba alternatif bir sistemdir (ilhan, 2018).

2.3.1. Tarantula cubensis Eksrakt1 (TCE)

Tarantula cubensis, Mygale cinsi oriimeek tiiridiir. Sekil 2.5’de gorildigi
gibi fare biiylikliigiinde killi bir 6riimcektir. Loxosceles cinsinin oriimceklerinin
venomlar1 ciddi araknoidizme, bobrek yetmezligi, siddetli intravaskiiler pihtilagsma,
trombositopeni, koma ve konviilsiyonlar da dahil olmak iizere tehlikeli bir sistemik

reaksiyona neden olur (Hatipoglu, 1996).
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Sekil 2.5. Tarantula cubensis (Anonim, 2020).

Tarantula cubensis 6riimceginin zehri bazi canlilarda paralis yapmakta ve
oldiirticii boyutlarda etkileri olabilmektedir. TCE’nin laboratuvar sartlarinda alkol ile
dilie (genellikle 6 kez saflastirma-D6) edilerek hazirlanmis ticari formu
“Theranekron™”

(Dolapgioglu ve ark., 2013).

veteriner sahada bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir

TCE’nin etkinligi sulandirilma dereceleri ile ifade edilmektedir. Onluk sistem
sulandirmalar, 1:10 oraninda yapilan sulandirmalar seklindedir. Bu sistemde; 1 kisim
ana maddeden almip 9 kisim sulandirma sivisina eklenirse D1 kuvveti elde edilir.
Dl'den 1 kisim alinip, 9 kisim sulandirma sivisina ilave edilirse D2 seyreltigi
hazirlanmis olur ve sulandirmalar bu sekilde siirdiiriiliir. Homeopatiklerin bu
seyreltimleri D1, D2, D3, .... olarak adlandirilmaktadir (Diindar ve Aslan, 1999;
Hatipoglu, 1996).

TCE’nin patolojik ve normal hiicreleri birbirinden ayirmasinda dolay1 belli
hastaliklar1 tedavi etmede tercih edilmektedir. Cok hizli rejenerasyon 6zelliginden
dolayr immun sistemi aktive ettigi disiiniilmektedir (Dolapgioglu ve ark., 2013).
Ciftlik hayvanlarinda yapilan bir arastirmada TCE’nin yara iyilesmesi ve
kapanmasinda etkili oldugu ve siireci hizlandirdig: ispatlanmistir (Sardari ve ark.,
2007). Yine ratlar tizerinde yapilan bir ¢alismada aflatoksin ile karaciger hasari
olusturulan ratlarin TCE ile antioksidan savunma sistemini aktive ederek aflatoksinin

etkilerini azaltabilecegi ve karaciger hasarmin giderilebilecegi kanitlanmistir

(Karabacak ve ark., 2015).
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TCE uygulamasmin oksidatif stres, hemogram, rutin biyokimyasal
parametreler, sitokinler ve akut faz proteinleri {izerine etkisinin olmadigi
belirlenirken, miyokardiyal iskemi ve hipoksiye sebep olabilecegi ve bu nedenle
EKG’de degisimlerin gozlenebilecegi belirtilmistir (Goniil ve ark., 2015; Corum ve
ark., 2016; Dik ve ark., 2014). Ayrica TCE uygulamasi sonrasinda hematokrit,
hemoglobin, alyuvar sayisi, total protein, glikoz, kolesterol, kan iire nitrojen,
kreatinin, bilirubin, ALT ve ALP diizeylerinde artiglara neden olabilecegi ifade
edilirken, klinik kullanimda herhangi bir yan etkiye sahip olmadigi bildirilmistir
(Sardari ve ark., 2014).

TCE’nin 4 ana 6zelligi vardir. Bunlar;

1. Demarkasyon, hasar almis bolgede her tiirli canli ve Oli hiicresel
elementlerin birbirinden ayrilmasi, 6lii yabanci, patolojik dokularin viicuttan

atilmasidir.

2. Rejenerasyon, iyilesmesi gereken tiim dokularda ya da atilan 6lii dokularda

hizl bir sekilde iyilesme ve canlanma goriilmesidir.

3. Rezorpsiyon, dokulardaki iyilesmeyi hizlandirmak i¢in buralarda biriken

O0dem, sislik ve apseleri elimine etmektedir.

4. Antiflojistik, ciddi inflamasyon olusumunu engelleyerek yangili dokularin
normal haline donmesine katki saglanmasidir. Bu 6zelligi sayesinde yangi olusumu

engellenir ve bundan kaynakli semptomlar engellenir (Cayci, 2006).

2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

ROS’lar organizmanin fizyolojisinin geregi olan aktiviteler sonucu ortaya
¢ikan tiriinlerdir (Diindar ve Aslan, 1999). Bunlar reaktif molekiil olmasinin yaninda
son derece dayaniksizdirlar. Oksidatif stresi yani hasari hiicredeki diger molekiiller
ile ROS elektronlart etkilesime girerek olustururlar. Bu ROS hiicrenin normal
metabolizmasi sirasinda olusabilecegi gibi farkli dis etmenler araciligiyla da

olusabilmektedir (Kopani ve ark., 2006). Oksidatif stres, oksidan maddeler ile
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antioksidan maddeler arasindaki dengenin oksidanlar tarafina dogru bozulmasi
olarak da tanimlanilabilinir. Yani viicuttaki toplam antioksidan diizeyinin olusan

prooksidan maddeleri karsilayamayacak diizeyde olmasidir (Puppel ve ark., 2015).

ROS niikleik asit, lipit ve protein gibi hiicrenin temel kompanentlerinde
herhangi bir hasara yol acabilmektedirler. Bu hasarlarin sonucunda bir ¢ok farkli
hastaligin nedeni oldugu ve biyolojik yaslanmada rol aldigi arastirmalarda

kanitlamistir (Kopani ve ark., 2006).

Oksidatif strese karsi organizma enzimatik ve/veya enzimatik olmayan
antioksidanlar ile karsi koymaya c¢alisir. Bunlar katalaz, GSH dongiisti, stiperoksit
dismutaz (SOD)’dir. Dogal antioksidanlar olarak isimlendirilir (Chow, 1991).
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Sekil 2.6. Mitokondrial solunum zinciri ve ROS olusum mekanizmast
(Emma ve Bennett, 2014).

Organizmada en ¢ok ROS’larin olustugu zaman hiicresel solunumun
gerceklestigi (Sekil 2.6.) elektron taginmasi sirasinda oldugu bildirilmistir. Serbest
oksijen radikallerinde temel olan oksijenin kendisi, hidroksil radikalleri, hidrojen
peroksid, siiperoksiddir (Akkus, 1995).
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2.4.1. Malondialdehid (MDA)

Yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelir. MDA, yaygin olarak
oksidatif stres Ol¢iimiinde kullanilmaktadir. Hem idrarda hem de kanda tespiti
yapilabilmektedir. Yag asitlerinin oksidasyonunda 6zel bir gosterge olmamasina
istinaden lipit peroksidasyonu derecesiyle iyi bir korrelasyon gostermektedir. Bu
sebeple MDA'nin tespiti lipit peroksit diizeylerinin gostergesi olarak kullanilir.
Tiyobarbitiirik asit testi yardimiyla Olgiiliir. Bu yontem lipit peroksidasyonunun
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir. MDA, lipit peroksidasyonu sonucu

olusan aldehit ve karbonil bilesiklerin sonuncusudur (Altinisik, 2001; Arlab, 2003).

MDA, hiicre zarlarinin gecirgenligini arttirdig1, hiicre i¢i iyon dengesini
zarlarin iyon giris-¢ikisina etki ederek bozdugu, DNA yapisinda bozulmalara ve baz
degisikliklerine sebep oldugu, enzim aktivitelerini bozdugu kanitlanmistir (Aktas ve

ark., 2004).

2.4.2. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve bunlardan kaynakli hiicresel hasar1
engellemek i¢in viicudun olusturdugu savunma mekanizmalaridir. Hiicrelerde olusan
reaktif oksijen iirlinlerini ortadan kaldirmak i¢in kullanilir (Altinisik, 2001; Diindar

ve Aslan, 1999).

Organizmada ROS’larin olusma hizi ile bunlarin elimine edilme hizi bir
denge halindedir. Bu dengeye oksidatif denge denir. Bu denge saglandigi siirece
hiicreler ve organizma ROS’lardan etkilenmemektedir (Sekil 2.7). Ancak bu denge
fiziksel aktiviteler, fizyolojik durumlar (gebelik gibi) ve patolojik olgularda lokal ve
genel antioksidan kapasite asilip, antioksidan savunma sistemi yetersiz kalarak denge

bozulabilmektedir (Altan ve ark., 2006; Altinisik, 2001).
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Sekil 2.7. ROS ile antioksidanlarin dengesi (Altimsik, 2001).
Antioksidanlar intraselliiler ve ekstraselliiler olmak iizere iki grupta incelenir.
1. Intraselliiller antioksidanlarin enzimatik olanlari; siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon s-transferazlar
(GST). Enzimatik olmayanlari ise hemoglobin, miyoglobin, bilirubin, metiyonin,

albiimin, melatonin, seruloplazmin, ferritin ve tirattir.

2. Ekstraselliiler antioksidanlar; gida antioksidanlari, ilaglar, vitaminler olarak

siralanabilinir (Karadeniz ve Tosun, 2005; Aksakal ve Yiice, 2007).

Antioksidanlar iki sekilde etkilerini gosterirler;

1. ROS olusumunun 6nlenmesi:

a. Baglatici reaktif tiirevleri uzaklastirict etki,

b. Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltici etki,

c. Katalitik metal iyonlarini1 uzaklastirici etki.

2. Olusan ROS’larn etkisiz hale getirilmesi:

a. Toplayic1 (scavenging) etki: ROS’lerini etkileyerek onlar1 tutma

veya ¢ok daha az reaktif baska bir molekiile cevirme. (Ornegin: Enzimler.)

21



b. Bastirict (quencher) etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton
ekleyerek aktivite kaybina neden olma veya inaktif sekle doniistiirme olaymna

bastirici etki denir (Ornegin: Flavinoidler, vitaminler).

c. Onarici (repair) etki

d. Zincir kirict (chain breaking) etki: ROS’lerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak

fonksiyonlarin1 &nleyici etki. (Ornegin: Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller)

(Harris, 1992).

2.4.2.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

1968 yilinda Fridovich ve McCord tarafinda bulunan bir enzimdir. 3 tipi
vardir; Mitokondride bulunan Mn-SOD, sitozolde bulunan Cu-Zn SOD ve plazmada
bulunan ise Cu-SOD 'dur (Ersegkin, 2019).

Stiperoksid  Dismutaz  (SOD)'1n  fizyolojik  fonksiyonu  siiperoksid
radikallerinin zararlarina kars1 oksijen kullanan hiicreleri korumaktir. Bunu yaparken
lipit peroksidasyonu da engellenmektedir. Cok fazla oksijen kullanan doku ya da
hiicrelerde SOD etkinligi buna bagli olarak yiiksektir. Ayrica bagisiklik sistemi
hiicrelerinden olan lenfositlerde ¢ok fazla bulanan SOD, bakterilerin hiicre iginde
oldiirtilmesinde gorev almasindan dolay: buralarda etkinligi fazladir (Memisogullari,

2005).
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Sekil 2.8. Enzim savunma mekanizmasi (Armstrong, 1998).

2.4.2.2. Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Antioksidanlar, ROS’larin meydana getirdigi zararli etkilerden dokular
koruyan ve oksidatif stresi dengeleyen karmasik sistemler birlesimidir. Organizmada
TAS’a en fazla katki plazmadaki antioksidanlardan gelir. Plazma, diyetle alinan
antioksidanlar1 organizmada her yere dagilmasim1 saglar. Ayrica farkli kan
bilesimlerine sahip olmasindan dolayr oksidatif strese kars1 koyabilmektedir. Plazma
oksidatif strese karsi1 koymakta basit bir kimyasal sistem olmamakla beraber zincir
kirict antioksidanlari da bulundurur. Vit-C (askorbik asit), iirik asit ve albumin total
antioksidan kapasitesine katki yapar. Antioksidan savunma sisteminde, bireysel
antioksidanlar 6zel olmasina ragmen bunlar oksidatif hasara kars1 organlar1 korumak
icin beraber hareket edebilir. Bu sebeple antioksidan savunma sistemin
degerlendirilmesi igin toplam seviyeyi 6lgmek daha dogru olmaktadir (Vural ve ark.,
2007).

ROS olusumu, total antioksidan kapasiteyi asar ise bir¢ok metabolik ve
fonksiyel hasarlar meydana gelir. ROS olarak bilinen oksijenden koken alan ve ¢ok

reaktif olan hidroksil, siiperoksid, peroksidlerin fazla olmasi hiicre biitiinliigiinii
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DNA, RNA, proteinler, fosfolipidler gibi molekiilleri de tehdit altina alirlar. Birgok
biyolojik olayda (iltihaplanma, kanser, yaslanma, antibakteriyel savunma vb.) yine
ROS devrededir. Ozellikle hiicre iginde yiikselen ROS antioksidan savunma
sisteminin azalmasina ve oksidatif stresin ylikselmesine neden olmaktadir (Sirmatel

ve ark., 2009).

2.5. Apoptozis

Yunancadan tiiretilmis olan apoptoz kelimesi ilk olarak 1972 yilinda Currie,
Wyllie ve Kerr tarafindan yayimlanan bir makalede o zamana kadar tanimi
yapilmamis ve nekrozdan ¢ok farklt morfolojisi olan bir hiicre 6liimiinii tarif etmis

olup bunu da "apoptozis" olarak tanimlamiglardir (Giiltekin ve ark., 2008).

Apoptozis kelime anlami olarak programlanmis hiicre 6liimii ya da hiicre
intihart olarak tanimlanmaktadir. Apoptozis kelimesini biraz daha agmak gerekirse
organizmanin gereksinim duymadigi, biyolojik anlamda gorevini tamamlamis ya da
bir sekilde hasar almis hiicrelerin zararsiz bir sekilde yok edilmesini saglayan ve
genetik yonden kontrollii olan hiicre éliimiidiir (Oztiirk, 2002; Oktem ve ark., 2001;
Hikim ve ark., 1995). Apoptozis organizmada hiicrelerin gelisme ve yaslanma
stireclerini kontrol ederek hiicre popiilasyonun devami ve dokularda homeostazisi
saglamaktadir. Ayn1 zamanda zararli ajanlar veya herhangi bir hastalik etkenine kars1

immun sistem gibi savunma rolii iistlenmektedir (Norbury ve Hickson, 2001).

Bazi durumlarda hiicrede indiikleyici faktoriin tipine ya da derecesine gore
apoptozis veya nekroz olusur. Diisiik dozda sicaklik, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik
kanser ilaglar1 gibi faktorler apoptozisi uyarabilmektedir. Ancak bunun tam tersi yani

yiiksek dozlarda olur ise nekroz sekillenebilir (Elmore, 2007).

Canlilik faaliyetlerini siirdiiren hiicreler iki farkli sekilde Oliirler. Bunlar
nekroz ve apoptozis'dir.
1. Nekroz; Cok fazla 1s1 degisimleri, toksik maddeler, hipoksi gibi hiicre disindan

gelen cesitli kimyasal ya da fiziksel etmenler sonucu olusan hiicre 6liimiidiir.
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2. Apoptozis; Fazla iiretilmis, diizensiz gelismis, yaslanmig, gorevini yitirmis,
veya genetik olarak bozuk olan hiicrelerin yok edilmelerini saglayan ve

genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir.

Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise patolojik ya da fizyolojik uyaranlar

sonucu olusabilir (Thompson, 1995).
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Sekil 2.9. Apoptozis ve nekrozisin hiicresel goriintimii (Ulukaya, 2003).

Yasayan hiicrelerin yasam dongiilerinde yapim ve yikim bir denge i¢indedir
ve apoptozis ile bu denge korunur. Ornegin; bagirsak kriptlerinin devamli
yenilenmesi, menstruasyon dongiisiinde uterusun yenilenmesi, hiicre DNA'sinda
meydana gelen mutasyonlar sonucu hasar olusmasi ve oldiiriilmesi bunlara bir
ornektir. Apoptozis, organizmada hiicrelerin kendi biyolojik saatlerine uygun olarak

cok cesitli ve sayilar1 bir hayli fazla olan bir dizi mediyatorler tarafindan
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diizenlenmektedir. Bunlar; genler (c-myc), baz1 iyonlar (kalsiyum), proteinler (bcl-
2/bax) hatta organeller (mitokondri)’dir (Erdogan, 2003).

2.5.1. Apoptozisin Mekanizmalari

Apoptoziste kaspazlarin aktif oldugu iki ana mekanizma vardir. Bunlardan
birincisi mitokondrial (intrinsik) yol ile olan, ikincisi ise 6liim reseptorii (ekstrinsik)

yolu ile olandir (MacFarlane ve ark., 2000).

Mitokondriyal/Intrinsik ~ yol, yeterli diizeyde sitokrom-c salindiginda
mitokondriyal bozulma tetiklenir (MacFarlane, 2003). Bu serbestlenen sitokorom-c
apoptozisde kaspaz-3 enzimlerinin aktivasyonunda onemli gérev alir (Crowe ve
ark.,1997; Li ve ark., 2000). Bu yol bcl-2 proteinleri tarafindan diizenlenmektedir
(Green ve Reed, 1998).

Oliim reseptdr yolu/Ekstrinsik yol ise kaspaz-kaskad'n aktivasyonunu
baglatan O6liim reseptorleri de denilen ligandlarin hiicre yiizeyine baglanmasiyla
olusur (Ashkenazi ve Dixit, 1998). TNF (tiimor nekroz faktorii) geniyle benzer
ozellikler gosteren 6liim reseptorleri apoptozise hizli ve etkin bir yol ¢izmektedir.
Oliim reseptorleri sisteinden oluk¢a zengin hiicre disinda bir ortam ve &liim zonu
olarak da tamimlanan hiicre i¢i stoplazmik alan igerir ve tip-1 transmembran
proteinleridir. Apoptozis i¢in mutlak gerekli olan proteinlerdir. Nedeni ise ligandlarin
yani 6liim reseptdrlerinin birbiriyle baglanmasi i¢in kaspaz olarak bilinen protezlarin

harekete gegmesini saglayan siireci etkilemektedir (Kumar ve ark., 2005).
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Sekil 2.10. Apoptotik siire¢ (Ulukaya, 2003).

2.5.2. Apoptozisi Uyaran Faktorler

Apoptozisi indiikleyen etmeler ii¢ grup altinda toplanabilir;
1. Biiylime Faktoleri
2. Onkogenler

3. Timdr Supresor Genler

Normal hiicreler canliligin1 devam ettirebilmeleri i¢in ortamda uygun biiyiime

faktorlerinin bulunmasi gereklidir. Ortamda bu faktdrlerin azalmasi ¢ogunlukla

apoptozis ile son bulmaktadir (Williams ve ark., 1990). Monositlerde TNF,

interldkin-1 ve M-CSF, liposakkaritler ve interferon apoptozisi engeller. Ozellikle

liposakkaritlerin apoptozisi engellemesi, monositlerin yangi alaninda olma siirecini

uzatmakta ve de enfeksiyona karsi bir direng olusmaktadir (Mangan ve ark., 1991).

Onkogenler organizmada ve hiicrede antiapoptotik ve proapoptotik olarak

onemli gorev almaktadirlar. Antiapoptotik genler; c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi ve

bunlarin ayn1 isimle iirettikleri proteinlerdir (Choi ve ark., 2001; Newton ve Strasser,
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1998). Proapoptotik genler ise Bax, Bad ve Bid 'dir (Miyashita ve ark., 1994;
Wingrave ve ark., 2003).

2.5.2.1. Bcl-2/Bax Proteinleri

Bu protein ailesi apoptotik reaksiyonlar dizisinin (kaskadin) kontroliinde en
onemli gruptur. Fazla sayida tiyesi vardir (Lu ve ark., 2000). Bunlardan bazilari
apoptotik aktiviteyi (BAX) etkiler iken bazilar1 da antiapoptotik aktiviteyi etkiler
(Newton ve Strasser, 1998).

Bcl-2 proteinlerinin hiicrede etkiledigi organel mitokondridir. Bcl-2 giiglii bir
antiapoptotik proteindir (Newton ve Strasser, 1998). Mitokondriden stokrom-c
salimimi engelleyerek gorev yapar. Bcl-2 mitokondri membrani disinda endoplazmik
retilulumda ve niiklear membranlarda bulunur. Ayrica Bcel-2, Raf-1 ve kalsinorine
baglanir (Choi ve ark., 2001; Miyashita ve ark., 1994).

Bax, saglikli ve normal bir hiicrede sitozolde bulunur. Sitozolde bulunan Bax
proteini apoptotik uyar1 ile mitokondriye geger. Cesitli etkilesimler sonucu Bax'in
hidrofobik-c terminal ucu agiga ¢ikar ve sitokrom-c salimina neden olur (Miyashita
ve ark. 1994, Wingrave ve ark., 2003).

2.5.3. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yoéntemler

Apoptozis belirlemede birgok ydntem ortaya konmustur. ilk olarak 1972
yilinda apoptozis terimi tanimlandiktan sonra hiicrenin morfolojik degerlendirmeye
gore bir belirleme yontemi gelistirilmistir. Ancak giliniimiizde morfolojik
degerlendirmenin yani sira sadece apoptozise 0zel oldugu saptanmis bir takim
aktivitelerin (kaspaz-3 tayini gibi) belirlenmesi yontem olarak gelistirilmistir (Stassi,
2006).
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Bu yontemler sirasiyla;

1. Isik mikroskobu; morfoljik degerlendirme en kolay ve maliyet acisindan da
en ucuz olanidir. Hematoksilen boyamayla boyanan preparatlar incelenir. Apoptik

hiicrelerin belirlenmesinde ilk metod olarak baslanabilinir (Mehmet, 2006).

2. Floresan mikroskobu; florasan boyalarin DNA'ya baglanabildiklerinden
dolay1 hiicrenin kromatini yani niikleusunun goriilebilir hale gelmesidir (Vairetti ve

ark., 2005).

3. Elektron mikroskobu; morfolojik olarak degisimlerin en net ve dogru
gozlemlendigi yontemdir. Hatta hiicre igi ayrintili gézlemlenebilir (mitokondri

durumu, hiicre zarmin durumu gibi) (Ulukaya, 2003).

4. Faz kontrast mikroskobu; bu yontemle sadece hiicre kiiltiir ortaminda

calismalari incelemek i¢in kullanilir (Y1lmaz, 2005).

5. Anneksin V yontemi; saglikli normal hiicrelerde, hiicre zarmin stoplazmik
tarafinda fosfolipidler yer almaktadir. Eger ki hiicre apoptozise baslar ise i¢ yilizeyde
bulunan fosfolipidler zarin disina yerlesirler. Buradaki fosfolipidleri floresan madde
olan annesin V kullanilarak goriiliir hale getirilir. Bunlarin goriinmesiyle de

apoptozis belirlenmis olur (Vairetti ve ark., 2005).

6. TUNEL yontemi; in situ olarak DNA kiriklarinin tanmmasi saglanir. in
situ DNA kiriklari, TdT (terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili floresan-dUTP
isaretleme (TUNEL) yontemiyle belirlenir. Apoptik hiicrelerin goriilebilmesi igin
peroksidaz substrat 3-diaminobenzidin kullanilir. Niiklear boyama igin %0,5 lik
methyl green kullanilir. TUNEL pozitif olan hiicreler 151k mikroskobunda incelenir
(Watanabe ve ark., 1999).

7. M30 yontemi; apoptotik hiicrelerin sitokeratin-18'in kaspazlar etkisiyle

kirilmasi ile olusan yeni antijen alanin immuno-histokimyasal yontem ile boyanmasi

ile belirlenir (Y1lmaz, 2005).

29



8. Kaspaz-3 yontemi; yalniz apoptotik hiicrelerden olusan kaspaz-3 THC
yontemiyle belirlenir (Antar, 2005).

9. Agaroz jel yontemi; DNA fragmantasyonlarinin gosterildigi farkli bir
metoddur. Apoptozis karakteristik olarak merdiven (ladder pattern) goriintiisii
seklindedir. Bu goriinti  DNA'min 180 baz ¢ifti ve katlarindan kirilmalar olustugu
icin karakteristiktir (Hekim, 2003).

10. Western blotting yontemi; apoptozise 0zel proteinlerin kendini gosterip
gostermedikleri (Bcl-2'nin eksprese olmasi gibi) yada kirilip kirilmadiklarinm

belirlemek miimkiindiir (Liu ve ark., 2006).

11. ELISA yontemi; apoptozis sonucu pargalarina ayrilmis ve stoplazmaya
geemis DNA kiriklarini belirlemek i¢in kullanilir (Brugere ve ark., 1999). Hiicre
kiiltiirtinde biiyiik ol¢lide normal, nekrotik ve apoptotik hiicrelerin hepsi bir arada
bulunur (Hekim, 2003). Calisma santrifiijjle baslar ve nekrotik hiicreler olusan
stipernatantlardan uzaklastirilir. Ortamda kalan apoptotik ve normal hiicrelerin
stoplazmik niikleozomlari, plazma membrani permaebilize edilir. Sonu¢ olarak
stoplazmik materyalde niikkleozomlar ELISA ile tespit edilir (Frankfurt ve Krishan,
2001).

GM nefrotoksisitesinde bobrek hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin
yikimlayicr etkisinin rol aldigi bilinmektedir. Calismanin amaci 6zellikle gram (-)
basillerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve viicutta
serbest radikal olusumunu tetikleyen ilaglardan birisi olan GM’nin bu olumsuz
etkilerine karst TCE’nin muhtemel koruyucu etkilerini oksidatif stres, apoptozis ve

antioksidan parametreler yoniiyle arastirmaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Deney Hayvan1 Materyali

Bu ¢alisma 10-12 haftalik, 280-420 gr. agirliklarinda 40 adet Sprague Dawley
cinsi erkek ratlarda yapildi. Ratlar Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim,
Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezinde (BAUN DEHAM) standart 151k (12 saat
aydmlik/12 saat karanlik), 1s1 (22°C) ve Kkafeslerde adlibitum beslenme ile
barmdirildi. Calisma, Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunda
(HADYEK) degerlendirilerek 28.02.2019 tarih ve 2019/2-3 sayili karar ile

onaylanmuistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan; ELISA okuyucusu (Thermo Multiskan FC,
USA), Santriftij (Hettich Universal 320 R), Homojenizator (Stuart SHM 1, UK),
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japan), Otoanalizér (Sinnowa D280,
Nanjing, China), Vortex (Stuard SA-7), Manyetik karigtirici (IKA-CMAC HS7)
Otomatik pipetler (Brand 2-20ul, 20-200 ul, 5-50 ul, 100-1000 ul), pH metre (Hanna
pH 211, USA) Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda bulunan Vakumlu mikrotom (Leica 2245, Nussloch, Germany)

kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak Na,HPO, (Disodyum hidrojen
fosfat) (Merck, 159323), KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat) (Merck, 4871), NaCl
(Sodyum kloriir) (Merck, 6400), Formol (Merck, UN2209), Etil alkol (Smyras,
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2050500), Ksilol (Carlo Erba, 492306), izofluran (Primal Critical Care, Lot..NDC
667994-017-25), Metanol (%96) (Merck, 106009), H,O, (Merck, UN2014), Bcl-2
(Santa Cruz, E1904), Bax (Santa Cruz, G0104), Sekonder antikor (Dako Cytomation,
E0431), Hemalum boyas1 (Hematoxylin) (Merck, 1043020025), Faramount (Dako,
2972) TAS Kkiti (Total Antioxidant Status Assay kit, Rel Assay Diagnostics, Turkey),
Ure kiti (Archem, A2332, istanbul, Turkey), Kreatinin Kiti (Archem, A2162,
[stanbul, Turkey), Potasyum kloriir (Merck, 4935), Ksantin (Sigma, X- 0626),
Ksantin oksidaz (Sigma, X-1875), Triklorasetik asit (Merck, 0810), Tiyobarbutirik
asit (Sigma, T-5500), N-butanol (Merck, 0988), Sodyum hidroksit (Merck, 6462),
Bakir siilfat (Sigma Cas: 7758-98-7), Nitroblue tetrazolium (Serva, 30550),
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Sigma, E-5513), Bakir kloriir (Merck, 2733)
Sodyum tartarat (Sigma Cas:6106-24-7), Folin-Fenol reaktifi (Sigma Mdl:
MFCDO00132625), Gentamisin siilfat (Goldbio Cas:1405-41-0), Theranekron®
(Richter Pharma ag. Welss/Australia) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Hayvanlar1 Gruplari ve Uygulama Protokolii

Hayvanlar calisma baslamadan iki hafta once standart kafeslerde ortama

alismasi i¢in beklenildi. Calismada her biri 10 hayvandan olusan 4 grup olusturuldu.

Gruplara asagidaki islemler uygulandi.
1. Grup: Kontrol (K); 0.5 ml izotonik NacCl i.p., 8 giin, GM grubuyla ayni
giin basgland1. 8 giin uygulandi.

2. Grup: TCE (T); 200 pl/kg/giin s.c., 14 giin, GM grubuna yapilan

uygulamadan 3 giin 6nce baslanip, uygulama bitisinden 3 giin sonra daha devam

edildi. 14 giin uygulandi.

3. Grup: Gentamisin (G); 100 mg/kg i.p., 0.5 ml izotonik NaCl ile 8 giin
uygulandi.

32



4. Grup: Gentamisin+TCE (G+T); GM grubuna yapilan uygulamadan 3 giin
once baglanip, uygulama bitisinden 3giin sonra daha devam edildi. 14 giin

uygulandi.

3.2.2. Serum ve Doku Numunelerinin Hazirlanmasi

Son enjeksiyondan 24 saat sonra izofluran anestezisi altinda serum tiiplerine
kan alinarak 2500xg'de 15 dk. santrifiij edilip serumu ayrilarak analiz edilinceye
kadar -80°C’de saklandi. Bobrek dokusundan alman Orneklerin  yarisi
immunohistokimyasal ve histopatolojik analizler i¢in formol igerisine konularak
parafin bloklar hazirlandi, drneklerin diger yarist ise MDA, SOD ve TAS analizleri
i¢in -80 °C’de saklandi.

3.2.3. Biyokimyasal Analizler

Bobrek doku ornekleri %0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikanip %1.15 KCl ¢ozeltisi
ile homojenize edildi (1 dakika i¢in 2.000 rpm/dak, 1:10 w/v). Homojenizatin yaris1
MDA analizi igin ayrildi, diger yaris1 4°C'de 60 dakika boyunca 5000xg'de santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatantlar SOD ve TAS analizlerinde kullanildi. Arastirmada

bobrek dokusundaki protein diizeyleri Lowry (1951) yontemine gore belirlendi.

3.2.3.1. MDA Analizi

Lipid peroksidasyonu iirlinlerinden biri olan MDA'nin tiyobarbiitirik asit
(TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan kirmizi-pembe rengin spektrofometrede
degerlendirilmesi esasina dayanir. Homojenat ve serumdaki MDA seviyeleri
belirlemek i¢in Yoshoika ve ark. (1979)nin bildirdikleri metod uygulandi. Bu
amagla, test tiiplerine sirastyla 0.5 ml doku homojenat veya serum, 2.5 ml
trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCAA) (%20) ve 1 ml TBA (%0.67) ile karistirildi. Kor
tiipe ise sadece 2,5 ml TCAA ve 1 ml TBA ilave edildi. Daha sonra test tiipleri
95C°’de 30 dakika kaynar su banyosuna alindi. Cesme suyu altinda sogutulduktan
sonra kor tiip ve test tliplerine 4 ml n-biitanol ilave edildi. Tiipler ¢alkalanip 3000
rpm.'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda tistte kalan tabakalarin

absorbanslar1  spektrofotometrede 535 nm'de dlgiildii. Son olarak, MDA
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konsantrasyonu MDA-TBA kompleksinin absorbans katsayisi (absorbans katsayisi
€=1.56x105/M/cm) ile hesapland1 ve silipernatantta umol/mg doku proteini veya

serumda pmol/L olarak tanimlandi.

3.2.3.2. SOD Analizi

Oksidatif yoldan enerji iiretilmesi sirasinda olusan siiperoksid radikallerinin
ortamdaki nitrobluetetrazoliyum (NBT)'u indirgemesinin, numunedeki SOD
tarafindan engellenmesi esasina dayanir. Siipernant ve serumda SOD analizi Sun ve
ark. (1988)'nin gelistirdikleri metoda gore yapildi. Radikaller nitrobluetetrazoliyum
(NBT) ile tepkimeye girerek indirgenir. Sonugta maksimum absorbansi 560 nm'de
veren formazon meydana gelir. Ortama eklenen SOD enzimi, ortamdaki radikalleri
dismutasyona ugratir. Bununla beraber NBT rediiksiyon tepkimesi yavaglar ve
spektrofotometredeki deger diiser. Dolayli olarak formazon olusumunun
inhibisyonunun tespiti ile SOD miktarin1 vermektedir. Test tiipleri, kor tiip
isaretlendi ve herbirine 2,45 ml reaktif karigimi konuldu. Kor tiipe 0,5 ml distile su,
test tiiplerine 6rneklerden 1 ml alinip tizerine 0,3 ml kloroform ve 0,5 ml etanol ilave
edildi. Test tiipleri 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. 0,5 ml alinarak test
tiiplerine konuldu. Uzerine 50 pl ksantin oksidaz ¢dzeltisi eklenerek vortexde
kanstirildi. 25°C sicaklikta 20 dakika boyunca su banyosunda bekletildi. Bekletme
sirasinda CuCl, eklenerek tepkime sonlandirildi. Ortaya ¢ikan renk 560 nm'de
spektrofotometre'de okundu. SOD aktivitesi daha sonra bu reaksiyonun inhibisyon
derecesi ile olgiildii ve siipernatantta u/mg doku proteini veya serumda U/L olarak

tanimlandi.

3.2.3.3. TAS Analizi

Siipernatant veya serumun toplam antioksidan kapasitesi (TAS), Rel Assay
(Total Antioxidant Status Assay Kit, rel Assay Diagnostics, Turkey) Kkitleri

kullanilarak Erel (2004) tarafindan gelistirilen yontem kullanildu.

Numunedeki anitoksidanlar, ABTS radikalinin koyu mavi-yesil rengini

azaltmasi/indirgemesi esasina dayanir.
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ABTS radikali stabil mavi-yesil renkte standarttir. Ilave edilen numulerdeki
orana gore renk olusumu inhibe oldu. Bu renk degisimi 600 nm'de
spektrofotometrede okundu. TAS hesaplamasinda troloks (E vitamini analogu)
standart olarak belirlendi. Sonuglar, siipernatantta mg doku proteini basina milimol

troloks esdegeri veya serumda milimol troloks esdegeri/L olarak ifade edildi.

3.2.3.4. Lowry Yéntemi Protein Olciimii

Alkali ortamda bakir iyonu (Cu'®) proteinlerdeki peptid baglari ile bir
kompleks olusturur ve Cu'te indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek
renk olusumuna neden olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru

orantilidir ve 660 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir (Lowry ve ark., 1951).

1. Ornek ve standart tiiplerine 1 ml protein ¢ozeltisi ve standart ¢ozeltiler, kor

tiipe 1ml saf su konuldu.

2. Tim tiiplere 3 ml C reaktifi eklendi. (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B
reaktifi karisimindan olusturulur. A reaktifi %2Na,CO3;, %2NaOH, % 0.16Na-
tartarat; B reaktifi ise %4CuSQO4.5sH,0’dur.

3. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

4. Tim tiiplere 300 pul Folin-Fenol reaktifi vortekslenerek eklendi.

5. Oda sicakliginda 45 dakika bekletildi.

6. Absorbanslar 660 nm’de kore karsi okundu.

7. Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak

hesaplandi.
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3.2.3.5. Serum Ure Analizi

Serum ftire diizeyi biyokimya otoanalizatoriinde hazir ticari kit (Archem,
A2332) ile dlgiildii. Sonuglar serumda mg/dl olarak ifade edildi. Bu test serum,
plazma ve idrardaki iirenin kantitatif tayini i¢in uygulanmaktadir. Ureaz, o6rnekdeki
iireyi glutamate ve NAD" meydana getirmek icin glutamate dehidrogenaz esliginde
2-oksoglutarat ve NADH ile reaksiyona giren amonyum iyonlarin1 agia ¢ikarmak

icin hidroliz eder. Absorbans 340 nm’de 6l¢iildi (Tietz, 1995).

3.2.3.6. Serum Kreatinin Analizi

Serum kreatinin seviyesi biyokimya otoanalizatoriinde hazir ticari kit
(Archem A2162) ile o6l¢iildii. Sonuglar serumda mg/dl olarak ifade edildi. Bu test,
serum ve plazmadaki kreatinin konsantrasyonunun kantitatif tayini icin
uygulanmaktadir. Kreatin alkalinli ortamda pikrik asitle reaksiyona girerek renk
kompleksi olusturur. Kirmizi rengin olusumu 500-520 nm’de fotometrik takip
edilebilir. Sodyum tetraboratin birlesimi siirfaktanla enterferanst minimumda tutar

(Tietz, 1995).

3.2.4. BCL-2 ve BAX’1n Histopatolojik Analizler

Son enjeksiyondan 24 saat sonra izofluran anestezisi altinda bobrek dokusu
ornekleri alindi. Cikarilan materyal %10’luk formaldehit soliisyonu icerisinde 48 saat
tespit edildi. Dokular tespit soliisyonunda bekletildikten sonra makroskopik inceleme
yapildi. Bobrek dokusu horizontal olarak ikiye ayrildiktan sonra medullar ve kortikal
tiim bobrek katmanlarini icerecek seklide drnekleme yapildi. Alinan 6rnekler alkol
ve ksilen soliisyonlari ile yapilan rutin tespit ve takip islemleri sonunda parafin blok
haline getirildi. Hazirlanan bloklardan mikrotom araciligiyla 3um kalinliginda en az
dort kesit 2 lam {izerine alind1. Kesitler histokimyasal olarak H&E (Hematoksilen ve
Eozin) boyama yapildi. Numuneler immunohistokimyasal analiz i¢in primer antikor
Bcl-2 ve Bax ile inkiibe edildi. PBS i¢inde yikama takiben universal sekonder antikor
(DAB) ile inkiibasyon yapildi. Preparatlar Avidin-Biotini takiben kahverengi

kromojen ile boyandiktan sonra hematoksilen ile karsi boyanma yapildi. Yapilan
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histokimyasal ¢alismalarda elde edilen preparatlar 151k mikroskobu altinda incelendi

(Said, 2011; Kader ve ark., 2017).

3.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen degerlerin istatistiksel analizi i¢in SPSS (for Windows Release 17
Standart Versiyon Copyright © Spss Inc. Chicago) programi kullanildi. Calisma
gruplarindan alinan veriler ortalama + standard hata (Ortalama+ Sx ) seklinde yazildi
ve istatistiki yontem olarak da One-Way ANOVA testi (gruplar arasi karsilagtirma)
kullanildi. Bu testte istatistiksel farklarin anlamliliklari ile bunlarin 6nemlilik

diizeyleri Duncan ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Calismada kullanilan rat gruplarina ait doku ve serum Orneklerindeki MDA,

SOD, TAS, serum lire ve kreatinin diizeyleri ayr tablo ve grafiklerde gosterilmistir

Tablo 4.1°deki degerlere ve Sekil 4.1°deki grafik analiz sonuglarina gore
kontrol grubuyla GM grubu karsilastirildiginda MDA diizeyleri serum ve bobrek
dokusunda artt1g1, TCE uygulamasi ile birlikte MDA diizeyindeki artmanin geriledigi
ve bunun istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edildi. Kontrol grubu ile

TCE grubu arasinda istatistiksel bir fark tespit edilemedi.

Tablo 4.1. Gruplara ait serum ve doku MDA diizeyleri (X+SX)

Gentamisin
Kontrol TCE Gentamisin +
TCE
Serum MDA 20.40+0.77° 21.59+0.50° 36.95+1.45° 27.55+0.35°
(nmol/L)
Bobrek doku MDA 9.26+0.21°¢ 10.0140.30° 17.61+0.34° 13.58+0.32°
(numol/mg/protein)

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harf tagtyan grup ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
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15 - Bobrek dokusu MDA diizeyi
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Kontrol TCE Gentamisin  Gentamisin+
TCE

Sekil 4.1. Serum ve bobrek dokusunda MDA seviyeleri
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Tablo 4.2°deki degerlere ve Sekil 4.2°deki grafik analiz sonuglarina gore
kontrol grubuyla GM grubuna bakildiginda SOD diizeyinin serum ve bdbrek
dokusunda azaldigi, TCE uygulamasi ile birlikte SOD diizeyindeki azalmanin
geriledigi ve bunun istatistiksel yonden 6nemli (p<0.05) oldugu belirlendi. Kontrol

grubu ile TCE grubu arasinda istatistiksel yonden fark tespit edilemedi.

Tablo 4.2. Gruplara ait serum ve doku SOD diizeyleri (X+SX)

Gentamisin
Parametrler Kontrol TCE Gentamisin +
TCE
Serum SOD 6.94+0.07°  6.90+0.05° 3.43+0.08° 4.91+0.09°

(U/L)

Bobrek doku SOD  5.70+0.17°  5.37+0.19° 2.95+0.15° 4.27+0.11°
(U/ mg protein)

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harf tagiyan grup ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

8
7
6 -
5 4
A m Serum SOD duizeyi(U/L)
3 - — Bobrek dokusu SOD diizeyi
(U/ mg protein )
2 4 I
1 4 I
O = T T 1
Kontrol TCE Gentamisin Gentamisin+
TCE

Sekil 4.2. Serum ve bobrek dokusu SOD seviyeleri

Tablo 4.3’deki degerlere ve Sekil 4.3’deki grafik analiz sonuglarma gore
kontrol grubuyla GM grubuna bakildiginda TAS diizeyinin serum ve bdbrek
dokusunda diistigli, TCE uygulamas1 ile birlikte TAS diizeyindeki azalmanin
geriledigi ve bunun istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edildi. Kontrol
grubu ile TCE grubu arasinda istatistiksel agidan bir fark tespit edilemedi.
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Tablo 4.3. Gruplara ait serum ve doku TAS diizeyleri (X+SX)

Gentamisin
Parametrler Kontrol TCE Gentamisin +
TCE
Serum TAS 2.35+0.07°  231+0.06°  1.51+0.03° 1.83+0.03°
(mmol trolox equiv./L)
Bobrek doku TAS
(ol trolox oquiv./ mg  2-390.04°  2.46£0.05°  1.58£0.05°  2.03+0.02°
protein)

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harf tagtyan grup ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

M Serum TAS duzeyi (mmol
trolox equiv,/L)

Bobrek dokusu TAS diizeyi
(mmol trolox equiv,/ mg
protein)

Kontrol TCE Gentamisin  Gentamisin+
TCE

Sekil 4.3. Serum ve bobrek dokusu TAS seviyeleri

Tablo 4.4’deki degerlere ve Sekil 4.4’deki grafik analiz sonuglarina gore
kontrol grubuyla GM grubuna bakildiginda serum iire diizeyinin arttifi, TCE
uygulamasi ile birlikte serum iire diizeyi artmanin geriledigi ve bunun istatistiksel
acidan 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edildi. Kontrol grubu ile TCE grubu arasinda

istatistiksel bir fark tespit edilemedi.

Tablo 4.4. Gruplara ait serum iire diizeyleri (X+SX)

Gentamisin
Parametrler Kontrol TCE Gentamisin +
TCE
Serum iire c a b
(mg/d) 35.4040.85°  35.00£1.23 72.70+2.17 58.70+1.02

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harf tastyan grup ortalamalari arasi fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.4. Tiim gruplarda serum iire diizeyi (mg/dl)

Tablo 4.5’deki degerlere ve Sekil 4.5°deki grafik analiz sonuglarina gore
kontrol grubu ile GM grubuna bakildiginda serum kreatinin diizeyinin arttig1, TCE
uygulamasi ile birlikte serum kreatinin diizeyindeki artmanin geriledigi ve bunun
istatistiksel agidan Onemli (p<0.05) oldugu tespit edildi. Ancak kontrol grubu ile
TCE grubu arasinda istatistiksel bir fark tespit edilemedi.

Tablo 4.5. Gruplara ait serum kreatinin diizeyleri (X+SX)

Gentamisin
Parametrler Kontrol TCE Gentamisin +
TCE

Serum kreatinin  0.56£0.01° () 49+0.02° 1.39+0.05° 0.88+0.03"
(mg/dl)

a, b, c: Ayni satirdaki farkli harf tagtyan grup ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

1,6

14

1,2

1

0,8

0,6

0,4 -

0,2 -

0 -
Kontrol TCE Gentamisin Gentamisin+ TCE

Sekil 4.5. Tiim gruplarda serum kreatinin diizeyi (mg/dl)
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4.2. Histopatolojik Bulgular
Calismada kullanilan ratlarin bobrek dokularinda histopatolojik incelemeler
sirasinda goriilen degisiklikler Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 'de istatistiksel bulgular

Tablo 4.6'da verilmistir.

Tablo 4.6. Gruplara ait bobrek dokusu histopatoloji sonuglari (H&E) (X+SX)

~ Gentamisin+
Parametreler Kontrol TCE Gentamisin
TCE
Patolojik
proteinli 0.5040.22°  0.70+0.21°  1.80+0.33%  1.30+0.30%"
dokiintiiler

Tubulointerstisyel
inflamatuar 0.20£0.13°°  0.10+0.10° 0.80+0.29%°  1.20+0.29

infiltratlar

Tiibiiler nekroz b b
0.40+0.16™° 0.10+£0.10° 1.20+0.29*  0.90+0.23%

Medullar
tikamkhk 0.80+0.25° 1.10+£0.31*°  1.80+0.20°  1.40+0.16>"

derecesi

a, b, c: Ayni satirdaki farkl harf tastyan grup ortalamalart arasi fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).

Histopatolojik olarak bobrek dokusunda;

Tubulointerstisyel inflamatuar infiltratlar (Bulgu yok = 0, interstitium = +1,
iginde sinirh leukositler ve interstitium ve tiibiiler epitel hiicrelerine sizan 16kositler
= + 2); Patolojik proteinli dokiintiiler (Hasar yok = 0, hafif (tek hiicreli, yamali izole
hasar) = 1, orta (%50'den az hasar) = 2, siddetli (%50'den fazla hasar) = 3); Medullar
tikaniklik derecesi (tikaniklik = 0, hafif (eritrositlerin X400 biiyiitme ile tanimlanmasi
ile vaskiiler tikaniklik) = 1, orta (eritrositlerinx200 biiyiitme ile tanimlanmasi ile
vaskiiler baglant1) = 2, siddetli (eritrositlerin X100 biiyiitme ile tanimlanmasi ile
vaskiiler tikaniklik) = 3); Tibiiler nekroz (normal korteks = 0, bir yada iki tiibiil
hasart itibariyle kii¢iik hasar = 1, tiibiiler hasar korteksin %50'sine kadar = 2, tiibiiler
hasarin daha % S50'sinden daha fazlasi = 3) parametrelerine skorlar verilerek

degerlendirilir.
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Kontrol grubu bobrek dokusu histopatolojik olarak incelemeye alindiginda
normal histolojik goriiniime sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.10). Ancak GM grubu
ile kontrol grubu karsilastirildiginda patolojik proteinli dokiintiilerin anlamli sekilde
arttig1 (Tablo 4.6, Sekil 4.6), tubulointerstisyel inflamatuar infiltratda artisin
goruldiigli belirlenmistir (Tablo 4.6, Sekil 4.7). Siddetli tiibiiler nekrozun oldugu
(Tablo 4.6, Sekil 4.8 ) ve medullar tikaniklik derecesinde de artislarin (Tablo 4.6,
Sekil 4.9) oldugu tespit edilmistir.

TCE uygulamasiyla beraber patolojik proteinli dokiintiilerde, tiibiiler nekroz
ve medullar tikaniklik derecesinde bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ancak

tubulointerstisyel inflamatuar infiltratta ise bir artisin oldugu goriilmiistiir.

Patolojik proteinli dokiintiiler, tubuler inflamatuar infiltrat, tubuler nekroz ve
medullar tikaniklik derecesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda GM grubunda
arttigi, TCE uygulamasiyla diistiigii gozlemlenmistir (Tablo 4.6).

Kontrol grubundan alinan bobrek dokulart incelendiginde bobrek kapsiiliiniin
altindaki korteks bolgesinde normal yapida renal cisimcikler ile proksimal ve distal
kivrimli tiibiillerin interstisyel alan igerisinde kapillerin varligi gbzlendi. Bobrek
medullast igerisinde proksimal ve distal tiibiiller, Henle kulpunun inen ve ¢ikan
segmentleri, toplayici tiibiiller ve interstisyel alan icerisinde kapiller damarlarin
normal oldugu belirlendi. TCE grubuna ait dokularin mikroskobik incelenmesinde
bobrek korteksi ve medullasinin kontrol grubu ile benzer 6zelliklerde ve normal
yapida oldugu gozlendi. GM grubunda korteks tabakasindaki kapiller damarlarin
genisledigi, vaskiiler konjesyon, interstisyel alanda hemoraji ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonlarinin -~ varligi  belirlendi. Korteks bdolgesinde bulunan proksimal
tiibiillerin nekrotik alanlar igerdigi, epitel hiicrelerin yer yer dokildigi ve
kayboldugu, tiibiil liimeninde eozinofilik hiicresel artiklarin bulundugu dikkat ¢ekti.
GM+TCE grubu incelendiginde; GM grubunda var olan histopatolojik bulgularin
kismen diizeldigi ve neredeyse renal cisimciklerin kontrol grubu ile benzer 6zellikte
oldugu belirlendi. Ayrica proksimal tiibiillerde yer yer vakuolizasyon olmakla

birlikte epitel biitiinliigliniin korundugu da tespit edildi.
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Sekil 4.6. Gentamisin grubu bobrek dokusu patolojik proteinli dokiintiiler
(ok ile isaretli)

Sekil 4.7. Gentamisin grubu bobrek dokusu tubulointerstisyel inflamatuar infiltratlar
(ok ile isaretli)
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Sekil 4.9. Gentamisin grubu bobrek dokusu medullar tikaniklik (yildiz ile isaretli)
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Sekil 4.10. Kontrol gurubu normal gériiniimlii bobrek dokusu

Kontrol ve TCE grubuna ait bobrek dokulari immunohistokimyasal olarak
bakildiginda hiicrelerin goriiniimiiniin normal oldugu belirlendi (Sekil 4.11-A,B).
GM grubu (Sekil 4.11-C) kontrol grubuyla karsilastirildiginda antiapoptotik gen olan
Bcl-2 pozitif olan hiicrelerin sayisinda azalma oldugu, TCE uygulamasiyla (Sekil
4.11-D) birlikte Bcl-2 pozitif olan hiicrelerde artis oldugu belirlendi.
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Sekil 4.11. Bobrek dokularina ait Bcl-2 goriintiileri (20X)
A: Kontrol grubu, B: TCE grubu, C:Gentamisin grubu, D: Gentamisin+ TCE grubu, ok isaretleri Bcl-

2 pozitif hiicreler.

Kontrol ve TCE grubuna ait bobrek dokulari immunohistokimyasal olarak
incelendiginde normal goriiniimde oldugu belirlendi (Sekil 4.12-A,B). GM grubuyla
(Sekil 4.12-C) kontrol grubu karsilagtirildiginda apoptotik gen olan Bax pozitif hiicre
sayisinda artis oldugu, TCE uygulamasiyla (Sekil 4.12-D) beraber Bax pozitif olan
hiicrelerin sayisinda azalma oldugu belirlendi. Korteks tabakasindaki tubul harabiyeti
olan bolgelerde tubuluslarin tubuler nekrozunun fazla ancak apoptozisinin az oldugu,

medulla bdlgesinde ise apoptotik hiicre sayisinin fazla oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4.12. Bébrek dokularina ait Bax goriintiileri (20X).
A: Kontrol grubu, B: TCE grubu, C: Gentamisin grubu, D: Gentamisin+ TCE grubu, ok isaretleri Bax

pozitif hiicreler.
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4. TARTISMA

Kliniklerde genis etki spektrumu ve etkilerinin hizli olmasindan dolayr sik
kullanilan GM’nin en sik goriilen yan etkileri arasinda nefrotoksisite yer almaktadir.
(Erdem ve ark., 2000; Kayaalp, 2009; Paterson ve ark., 1998). GM kullanimina bagl
olarak gelisen nefrotoksik etki mekanizmasi heniiz kesinlik kazanmamis olmasina
ragmen, basta oksijen radikallerinin birikimi olmak ftizere birgok faktoriin rol
oynadig1 disiiniilmektedir (Morales ve ark., 2002). Genellikle hastaliklarin
tedavisinde kullanilan kimyasal ajanlarin oksidatif strese sebebiyet verdigi ve
komplikasyonlara neden oldugu bildirilmistir. Organizmada metabolize olurken
ROS’larin olusumu ¢ok fazla tetiklenmektedir (Atessahin ve ark., 2003). Olusan
ROS’lar membran lipitlerine, niikleik asitlere ve hiicre i¢i proteinlere etki ederek,
fonksiyon ve yapilar iizerinde degisiklik ve hiicresel hasarlara neden olmaktadir
(Ozcan ve ark., 2015). Biyolojik sistemlerde oksidanlar (ROS’lar) ile antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir. ROS’lar rutin
metabolizma sonucunda ya da organel yaslanmasi, iskemi, inflamasyon, kimyasal
ajanlara maruziyet ve radyasyon gibi etkenlere bagl olarak iiretilen yiiksek

reaktiviteye sahip molekiillerdir (Ozcan ve ark., 2015).

Deney hayvanlarinda yapilan bir ¢ok ¢aligmada akut bdbrek hasar
olusturmak i¢in GM kullanilmakta ve olusan nefrotoksik etkinin siddetini
azaltabilmek i¢in farkli maddelerin etkileri aragtirllmaktadir (Ataman ve ark., 2018;
Yilmaz, 2014). Farkl: bitkilerden ve hayvanlardan elde edilen ekstraktlar basta olmak
tizere antioksidan Ozellik gosterdigi diislinlilen ¢ogu ajan deneysel GM
nefrotoksisitesinde kullanilmistir (Adil ve ark., 2016; Aldahmash ve ark., 2016;
Karabulut, 2016; Ozsaymn, 2019; Shifow ve ark., 2000; Yarijani ve ark., 2016;
Yilmaz, 2014).
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Lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA’nin, membranlarin iyon aligverisine
etki ederek iyon dengesini ve enzim aktivitelerini bozdugu, membran gegirgenligini
degistirdigi, DNA da kirilmalara ve baz degisikliklerine neden oldugu
bildirilmektedir (Er¢in ve ark., 2019). GM ile olusturulan nefrotoksisitede MDA
seviyelerindeki artis bir ¢ok caligmada gosterilmistir (Nishat ve Ather, 2018; Ulutas
ve ark., 2006). Yapilan farkli ¢alismalarda da GM’nin SOD gibi viicutta antioksidan
enzim aktivitelerini azaltarak redoks tepkimelerini bozdugu bildirilmistir. ROS’larin
lipit peroksidasyonuna yani MDA iiretimine neden oldugu yapilan calismalarda
bildirilmektedir (Randjelovic ve ark., 2017; Yadav ve ark., 2017).

Ozsaym (2019)'1in yapmis oldugu bir calismada ratlarda GM ile nefrotoksisite
olusturularak, C. nevieum bitkisinin yag, su ve etanol ekstreleri uygulanmis ve
yapilan analizlerde tiim ekstrelerde MDA, serum iire ve kreatinin diizeylerinde
anlamli bir sekilde azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica histopatolojik incelemede
dokulardaki bozukluklarin yeniden eski haline geldigi belirlenmistir. Karabulut
(2016)'un yaptig1 diger bir ¢calismada ratlarda olusturulan GM nefrotoksistesinde GM
ile birlikte L-arginin kombinasyonunda artmig olan MDA ve oksidatif stres
diizeyinde azalma, azalmig olan SOD diizeyinde artisa neden oldugu belirlenmistir.
Caligmamizda elde ettigimiz bulgular sonucunda GM nefrotoksisitesi sonucunda elde
edilen MDA diizeyindeki artis ve SOD diizeyindeki azalmanin TCE kullanildiginda
aksi yonde degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

Homeopatik bir ajan olan TCE Tarantula cubensis oriimcegi zehrinin
"Pharmacopeia Germanica” kurallarina gore islenerek ve alkol ile diliie edilmesiyle
elde edilmektedir. TCE veteriner hekimlikte ayak ciiriikleri, ilser, apseler, her tiirlii
yangili ve nekrotik olgularda kan akimin1 ve emilimi saglayarak tek dozda ¢ok hizli
bir iyilesme sagladigi gozlemlenmistir. Bilinen etkileri arasinda rejenerasyon,
demarkasyon, rezorbsiyon, antifilojistik etkilerinin de bulundugu belirtilmektedir
(Kagar ve ark., 2007).

Karabacak ve ark. (2015)’nin ratlarda yapmis oldugu bir calismada

aflatoksinin bobrek, karaciger ve diger organlardaki toksik etkileri tizerine TCE’ nin

etkilerini arastirmislardir. Aflatoksin verilen ratlarin bobrek dokusunda MDA
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seviyesinin  yiikseldigi, TCE verilmesiyle MDA seviyelerinde azalma

gozlemlemislerdir.

Ozbek Sebin (2019)'in yapmuis oldugu bir c¢alismada renal iskemik
perfiizyonunda TCE incelenmis ve histopatolojik olarak iyilesme saglandig
belirlenmistir. Bununla beraber TCE’nin iskemik perflizyona bagli oksidatif stresin
etkilerini ve inflamasyonu azalttigin1 saptamislardir. Shifow ve ark. (2000)’nin,
deney hayvanlarina 8 giin boyunca 80 mg/kg ip. olarak GM verdiklerinde kandaki
iire ve kreatinin miktarlarinin anlamli bir artis gosterdigini melatonin kullaniminin

GM nefrotoksisitesi lizerinde koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir.

Calismamizda GM ile olusturulan nefrotoksisite modelinde GM grubunda
olusan oksidatif strese bagli olarak MDA seviyesinde artis gézlendigi buna ragmen
GM+TCE grubunda MDA seviyesinin azalarak olusan oksidatif stresi azalttigi
gozlemlenmistir. Calismamizin bir diger degerlendirilme kriteri olan SOD
seviyesinde GM verilen grupta belirgin bir diisiis gézlendigi buna ragmen GM+TCE
kombinasyonu verilen grupta ise SOD seviyesinin artarak hiicrelerdeki ROS’larin
uzaklastirildig1 gézlenmistir. Bununla beraber renal bozuklugun belirteclerinden olan
serum tre ve kreatinin seviyelerinde GM grubunda artiglar belirlenirken GM+TCE
kombinasyonu grubunda serum iire ve kreatinin diizeylerinde anlamli bir disiis

gozlenmistir.

Veljkovi¢ ve ark. (2016), GM’nin bobrek morfolojisini bozdugunu, bundan
dolay1 bobrek tiibiillerinde nekroz, sitoplazmada dejenerasyonlar sekillendirdigini,
interstisyel inflamasyona neden oldugunu belirtmislerdir. Patil ve ark. (2010),
GM’nin proksimal tiibiil hasarina yol agtigimi ve bobrek sirkiilasyonunda
anormaliklere neden oldugunu, glomerular filtrasyon hizinin GM verilen grupla ile
verilmeyen gruba oranla %50 oraninda azaldigini gézlemlemislerdir. Y1lmaz (2014),
GM uygulamas1 yapilan deney hayvanlarimin renal dokularinin histopatolojik
incelemesinde ATN ve atrofileri go6zlemlemistir. Tiibiil epitel hiicrelerinde
dejeneratif degisikliklerin oldugunu belirtmislerdir. Tibiil epitelyum hiicrelerinin
dokiildiigiini, renal cisimciklerde kapsiil boslugunun bozuldugunu da

gbzlemlemislerdir.
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Calismamizda renal dokularin histopatolojik incelemesinde GM grubunda
ATN’in olustugu, patolojik proteinli dokiintiilerin sekillendigi, tubulointerstisyel
inflamatuar infiltratlarda artiglarin  ve medullar tikanikliklarin  sekillendigi
gozlemlenmistir. GM+TCE kombinasyonu kullanilan grupta ise olusan bu patolojik

bulgularin hafifledigi gézlemlenmistir.

Apoptozun hiicredeki 6nemi; istenmeyen, bozuk ya da zararli olan hiicrelerin
yangisal yaniti beklemeden yok edilmesini ve organizmada homeostazin
devamliliginin siirdiilmesine katki saglamasidir. Dokulardaki hiicrelerin sirayla yok
edildigi olim sekli olan apoptoz, 6nemli patolojilerin tedavisinde kullanilan en
onemli mekanizmalardan biridir. Apoptozis olayinda ¢ok sayida faktér rol
oynamaktadir. Bu faktorler icerisinde genler biiyiik rol almaktadir. Bu gen ailesi
icinde en O6nemli olan genler arasinda Bcl-2/Bax ve kaspaz genleri bulunmaktadir
(Atas, 2019).

Kalkan ve ark. (2012)’t GM ile nefrotoksisite olusturulan ratlarin bobrek
dokularinda Panax ginseng ’in apoptotik aktivitesini incelemislerdir. Panax Ginseng
uygulanan bdbregin Bax protein diizeylerinin GM grubundaki hayvanlarin bobrek
dokularmna kiyasla azaldigini gostermistir. Bcl-2 geninde ise belirgin bir artisa neden

oldugu belirlenmistir.

Ghasemi-Dizgah ve ark. (2017)’1 TCE’nin, kaspaz-3 aracili apoptozisi aktive
ederek insan kanser hiicrelerinde segici olarak inhibe etmesini arastirmislardir. Bu
arastirmada TCE’nin tiimor hiicrelerinde yliksek diizeyde sitotoksik etkinlige sahip
oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismada TCE’nin kaspaz-3 aktivasyonunu onemli
derecede indiikledigi ve hiicrelerde DNA parcalanmasina neden olugunu
gostermiglerdir. Kaspaz-3 ve bunun diger gruplarmin, apoptoz ve nekrozun
indiiklenmesinde rol oynayan Onemli proteinler oldugu belirtilmistir. TCE’nin

kaspaz-3 protein aktivasyonu yoluyla apoptoza neden oldugunu belirtmislerdir.
Uysal (2001)'in ratlarda unilateral testikiiler torsiyonu sonucunda olusan

iskemi sonucu dokularda olusan apoptotik degisiklikleri incelemek amaciyla Bcl-2

proteinini degerlendirmiglerdir. Caligmanin sonucunda iskemi sonucu olusan
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oksidatif strese bagli ortamda Bcl- 2 genin baskilanmasi ile beraber apoptotik

olaylarin basladig1 gézlemlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada GM ile olusturulan nefrotoksisitede GM verilen grupta
anti-apoptotik gen olan Bcl-2 geninde azalma oldugu bununla birlikte apoptozisi
indiikleyen Bax geninde de artisin oldugu gézlemlenmistir. GM+TCE uygulanan
grupta Bcl-2 geninde artis, Bax geninde ise anlamli bir azalma gdzlemlenmistir.
Bobrek dokusunun korteks ve medulla tabakasinda bulunan hiicrelerde farkliliklar
belirlenmistir. Korteks tabakasindaki tubul hasar1 olan bdlgelerde tubuluslarin
nekrozunun fazla ancak apoptozisinin az oldugu, medulla kisminda ise apoptotik

hiicre sayisinin fazla oldugu gozlemlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda nefrotoksisite olusturmak amaciyla GM kullanilmistir. Elde
ettigimiz bulgular GM uygulamasinin renal hasara yol ac¢tigin1 ve bu hasara oksidatif
stresin katkida bulundugunu desteklemektedir. GM ile olusturulan nefrotoksisite
caligmalarinda antioksidan etkili oldugu diislintilen farkli ajanlar kullanilmis

olmasina ragmen TCE uygulamasi ilk kez denenmistir.

Calismamizda GM verilerek olusturulan bobrek hasarina karsi TCE’nin
koruyucu etkisi biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve histopatolojik olarak
incelenmistir. Sonug olarak GM ile beraber verilen TCE’nin GM’nin olusturacagi
bobrek hasarin1 6nlemede, antioksidan ve antiapopitotik etki gostererek hasarin
Oniine gecebilecegi ve bu bulgularin daha fazla ¢alisma ile desteklenmesi gerektigi

kanisina varilmistir.
Bu c¢alisma GM ile olusturulan nefrotoksisite iizerine TCE’nin koruyucu

etkisini gosteren ilk calisma olmasi nedeniyle bundan sonra yapilacak calismalara

151k tutacaktir.
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EK-2

17.06.2019 . Balikesir Universitesi BAP Koordinasyon Birimi

T:C:
BALIKESIR UNiVERSiTEST
BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERT BIRIME
SOZLESMEST

PROJE NO: 2019/010

MADDE 1: Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmesine karar verilen 2019/010 no’ lu, "Deneysel
Gentamisin nefrotoksisitesi olusturulan ratlarda Tarantula cubensis ekstraktinin (Theranekron®)
koruyucu etkisinin arastinlmasi.” isimli projenin, Bilimsel Arastirma Projeler Yénergesiyle beliflenen esaslar
dahilinde yduritilmesi ve sonuglandiriimasi amaciyla Balikesir Universitesi Rektér Yardimcisi Prof.Dr. Turgut
KILIC ile proje ylriticiisi Dog. Dr. Dilek AKSIT arasinda asa§ida belirlenen kosullaria isbu sézlesme
imzalanmigtir.

MADDE 2: Proje yiriitiiciisii, projenin Balikesir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénergesi ve bu
sézlesme hikamlerinde &ngdrillen amag, kapsam, siire ve dijer hususlara uygun olarak yiiritGimesi ve
sonuglandinlmasindan sorumludur.

MADDE 3: Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, siire, program, yardimci arastirmacilar ve
biitcesinde yapilacak degisiklikler, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun karariyla miimkiindar.

MADDE 4: Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda alinan demirbaslar bélim ayniyat mutemetlerine
zimmetlenir. Adi gegen demirbasg Griintiniin proje bitim tarihinden itibaren 1 (bir) ay igerisinde iade edilmesinden
proje ydriticisi sorumlu olup, iade isleminin belirlenen siire icerisinde yapilmamasinin sonucunda proje

ylratiiclist Grin bedelini karsilayacagini kabul eder.
MADDE 5: Proje yiritiictsi, asagidaki tarihlerde ara ve sonug raporlarini istenilmeden teslim etmek zorundadir

1.Ara Rapor - 30-04-2019 - 29-10-2019
Sonug Raporu - 30-10-2019 - 29-04-2020

Ayrica istenildiginde proje ile ilgili ayrintili bilgileri ve kayitlari Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonuna vermekle
yiikiimlGdir, Ara Raporlarinin, kabul edilebilir mazeret bildirmeksizin bu sozlesme ile belirlenen tarihlerde teslim
edilmemesi halinde proje yiiriitiiclisine édeme yapilmaz bu durumda Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu
projeyi iptal edebilecegi gibi proje ydriitiiciisiiniin degistirilmesine de karar verebilir,

Bilimsel Aragtirmalar Birimi tarafindan desteklenen projeler Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun ve / veya
bu komisyonun belirleyecedi proje izleyicileri tarafindan yerinde incelenebilir; proje ydriitiiciis izleyicilere
istenilen her tirlii belgeyi vermekle yuktumltdiir,

MADDE 6: Proje yiriiticisli, sonuglanan projenin tim yénlerini ve sonuglarini kapsayan Kesin raporunu
sézlesme tarihinin sona ermesinden itibaren dért ay iginde Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi‘nce hazifanmis
olan “Kesin Raporu” formatina uygun olarak Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine vermekle ylikimlidar.Kesin
Raporun kabul edilen siirede sunulmamasi veya kabul edilebilir bir mazeret bildirilmemesi halinde
proje iptal edilir.

Bilimsel Aragtirmalar ciltlenmis olarak sunulan “Kesin Raporu” Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan incelendikten sonra kabul edilebilir veya gerekli diizeltmelerin yapilmasi istenilebili. Yapilan
degisikliklerden sonra Kesin Raporu yeniden degerlendirilir. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
Kesin Raporda yapilmasi istenilen degisiklikler igin taninan siire azami proje siresinin kullanilmis olmasi halinde
2 ayl gegemez.

MADDE 7: Proje ylritilclsiiniin gergekgi gerekgeler sunmasi kosuluyla, projeye en fazla toplam biitgesinin
%>50’si kadar ek 6denek ve / veya 1 yila kadar ek stire verilmesi konusu Komisyon tarafindan degerlendirilebilir,

MADDE 8: Proje yiritictst, tamamlanan proje ile ilgili veri, kayit ve dokiimanlari en az 10 yil saklamak
zorundadir.

MADDE 9: Proje ydriitiicis(, proje ile ilgili verileri ve bulgulari, yayinladigi her tirlii yazi, makale ve sundugu
bildirilerde “Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmistir.” Ibaresini belirtmek zorundadir.

MADDE 10: Proje ile ilgili galismalarin strdtrilmesinde, Isyerl ve proje personeli yoniinden galismanin
gerektirdi§i her turlt glivenlik dnlemlerinin alinmasindan proje y(riiticiist sorumludur.

MADDE 11: Bilimsel Arastirma Birimi Komisyonunca desteklenmek suretiyle ele alinan bu projenin sonucunda
17.7.1963 tarih ve 278 sayili Kanunun 2/a maddesine gore bir ihtira meydana gelirse bu ihtira ayni kanunun 21.
maddesi uyarinca Bilimsel Arastirma Birimi Komisyonuna ait olacaktir. Ancak Bilimsel Arastirma Birimi
Komisyonunun bu ihtiradan dolayi usullire uygun olarak istihsal edecegi patenti satma yahut kiralama yolu ile
elde edecegi bedel veya kiranin %30u ihtirayi yapan veya yapanlara verilecektir,

MADDE 12: Projeden elde edilen bilimsel sonuglarin telif hakki Balikesir Universitesine aittir.
MADDE 13: Proje kapsaminda alinan arag-gereg vb. Universitemiz Ggretim Elemanlarinin kullanimina

aciktir, ' % % .
bap.balikesir, edu.tr/?act=yazdir&mode=clear&T: ype=genel_sozlesme_formu&prld=22008&peld=&r= #/ 12
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|
MADDE 14: Bu sdzlesme ile 6ngdrulen toplam maddi destek miktzn ve édeme plan bilimsel arestnma projeleri |

6deneklerinin nakit akisinda meydana gelebilecek kisintilanin neden clacagr aksamalar micbir sebep olarzk kabul
edllir ve bu nedenle taraflar sorumlu tutulamazlar.
MADDE 15: Lisansiistd Ogrenim Arastirma projelerinden tez basimu disinda, bir (1) yil iginde yayin y2pidmadids

takdirde, tez yGritidciis tezi yapaninda adinin gecmesi kosuluyla tezden yayin haziflamak hzidanz da sahigtin,

MADDE 16- Projeler kapsaminda alinan makine ve techizat idin aynca oda, dersiik, laboratuar vh. gibi yerler
talep edilmeyecektir.

MADDE 17- Projeyi desteklemek amaayla Balikesir Universitesi tarefindan 2019 yih igin; Laboratuvar
MAlzemesi Ile Kimyevi ve Temrinlik Malzeme Alimlan : 4,439.32 TL, Canli Hayvan Alim,Bakim ve Diger
Giderleri : 1,560.00 TL, olmak Gzere toplamda 5,999.32 TL 6denek saglznacaktr.

MADDE 18- .../.../2017 tarihinde tareflarca imzalanan bu sbzlegsmenin yCroriCk siresi 12 aydm Proje

yUritdcisiine ek stre verilmesi halinde bu sézlesme ek siirede de gegerli olup, ayn bir sdzlesme imzzlanmaz.
MADDE 19- Proje kapsamindaki, yazismalar, ara repor, sonug raporu, harcama islemleri ve takitinds tom

sorumluluk proje yiriticasane ait olup, bu islemlerden dogabilecek hata ve zarariar proje yiriticish tarefindzn
karsilanir.
MADDE 20- S6zlesme giderleri Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarefindan écenir.

MADDE 21- Anlagmazlik halinde yetkili merci Balikesir Mahkeme ve icra Daireleridir.

BALIKESIR UNIVE

adina
Prof.Dr. Turgut Dog. Dr. Dilek AKSIiT
Rektsr Yard|r7 v Ogretim Uyesi
|
|
|
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