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GENTAMISIN SULFAT, AMOKSISILIN VE SEFAZOLIN
SODYUM ANTIBiYOTIKLERININ FARE KALP DOKUSUNDA
ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERI, PROTEIN VE GEN
EKSPRESYON DUZEYLERI UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

OZET

Serbest radikaller organizmada cesitli organlarda tahribata neden olmaktadir.
Bilingsizce kullanilan antibiyotiklerin serbest radikal olusumunu arttirarak oksidatif
strese neden oldugu bilinmektedir.

Bu tezde gentamisin (aminoglikozid grubu), amoksisilin (penisilin grubu) ve
sefazolin sodyum (sefalosporin grubu) antibiyotiklerinin fare kalp dokusu tizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir. 20 adet erkek fare agirliklarina gére 4 gruba
ayrildi. Ilaglarm adindan yola ¢ikarak gruplar Amoksisilin grubu, Gentamisin grubu
ve Sefazolin Sodyum grubu olmak tizere isimlendirildi. Gruplardaki farelere 6 giin
boyunca ilaglar 100 mg/kg dozlarda intraperitonal olarak uygulandi. Kontrol grubuna
ise ayni yolla fizyolojik serum uygulandi. Calismada ilk olarak kalp dokusunda GSH
seviyesine bakildi. Ardindan GR, GPx, G6PD, GST, SOD ve CAT antioksidan
enzimlerinin gen ekspresyon seviyeleri ve enzim aktiviteleri incelendi. Son olarak da
GR ve GPx enzimlerinin kantitatif protein ekspresyonu seviyelerine bakilarak
calisma sonlandirildi.

Calisma sonuglarina bakildiginda gentamisin antibiyotiginin kalp dokusunda
herhangi bir etki olusturmadig: tespit edildi. Amoksisilin ve sefazolin uygulanan
gruplarda ise GSH seviyesinin azaldig1r ve bunun yaninda GR, CAT ve SOD enzim
aktivitelerinde artis oldugu goriildii. Sonug olarak amoksisilin ve sefazolin sodyum
antibiyotiklerinin kalp dokusunda oksidatif stres olusturdugu ancak gentamisinin
herhangi bir etki olusturmadig1 kanaatine varildu.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, enzim aktivitesi, gen ekspresyonu, protein
ekspresyonu, oksidatif stres.
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THE INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES
OF GENTAMICIN SULFATE, AMOXICILLIN AND CEFAZOLIN
SODIUM ANTIBIOTICS AND THEIR EFFECT ON GENE
EXPRESSIONS AND PROTEIN LEVELS IN MICE HEART TISSUE

ABSTRACT

It is well known that free radicals can damage various organs in the body. Improper uses
of antibiotics increase the formation of free radicals and cause oxidative stress.

In this thesis, we aimed to determine the effects of gentamicin (aminoglycoside group),
amoxicillin (penicillin) and cefazolin (cephalosporin group) sodium antibiotics on mouse
heart tissue. Twenty male mice were divided into 4 groups according to their weight.
Group names were named based on drug name as amoxicillin group, gentamicin group
and cefazolin sodium. The 100mg/kg doses of each drugs were applied intraperitoneally
to mice for 6 days. The physiological saline solution was applied to the control group in
the same way. In this study, firstly, GSH levels were assesed in the heart tissue. Then,
activity of following antioxidant enzymes, GR, GPx, G6PD, GST, SOD and CAT, and
their gene expression were examined. Finally, quantitative expression of protein levels
for GR and GPx were analyzed.

As a result, no significant effect of gentamicin antibiotics was observed on heart tissue.
We found decreased levels of GSH enzyme and increased enzyme activity of GR, CAT
and SOD in the amoxicillin and cefazolin group. In conclusion, our results showed that
amoxicillin and cefazolin sodium antibiotics created oxidative stress in heart tissue yet
gentamicin had no effect.

Keywords: Antibiotics, enzyme activity, gene expression, protein expression, oxidative
stress.
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1. GIRIS

Gegtigimiz yiizyilin en 6nemli buluslarindan biri olan antibiyotiklerin kesfedilmesiyle
beraber ¢ok ¢esitli enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi miimkiin hale gelmistir. Bu yiizden
gerek diinyada ve gerekse de iilkemizde antibiyotikler giinliik kullanilan ve regete edilen
ilaclarin basinda gelmektedir. Ancak antibiyotiklerin akilct ve istenilen dozlarda
kullanilmamasi, uygun olmayan bir sekilde ve ¢ok yaygin olarak kullanilmasi, bakteriyel
diren¢ gosterilmesine neden olmaktadir ve bundan dolayr bir ¢ok hastaliga davetiye
cikarmaktadir. Ayrica bu durum tilke ekonomisine de ¢ok biiyiik zarar vermektedir. ‘IMS
Health (Information Medical Statistics)’ in 2002’deki verilerine gore Tiirkiye’de en fazla
kullanilan antibiyotiklerin basinda %16’lik paya sahip olan Sefazolin, hemen ardindan
%15’lik paya sahip olan Amoksisilin gelmektedir. Ayrica bunlar1 %8’lik paya sahip olan

Gentamisin izlemektedir.

Ampisilin, kanamisin, norfloksazin gibi bakteriyel antibiyotikler reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini arttirirlar (Kohanski et al. 2007). Bu antibiyotikler Trikarboksilik asit
(TCA) dongiisiine girerek nikotinamid adenin diniikleotit (NADH)’1n hizla tiikenmesine
ve boylece siiperoksit (O,”) radikallerinin artmasina neden olurlar. Siiperoksit radikalleri

Fe-S kiimelenmelerini azaltarak Fenton reaksiyonuyla (Fe”+2H,0, — O,+OH +OH")

OH - radikallerinin Uiremesine neden olurlar.

B-laktam antibiyotiklerin karnitin/agilkarnitin tasiyici sistemiyle etkilesime ge¢cmesi gibi,
antibiyotiklerin okaryotik hiicrelerde mitokondriyal bilesikleri hedef aldig1 belirtilmistir
(Pochini, Galluccio et al. 2008). Mitokondriyal elektron tagima zinciri elektronlarin
sizmast nedeniyle Okaryotik hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagidir.
Kalghatgi ve arkadaglar1 Okaryotik hiicrelerde antibiyotiklerin mitokondriyal
fonksiyonlar1 bozarak serbest radikallerin iiremesine ve oksidatif hasarin meydana

gelmesine neden olduklarini rapor etmislerdir (Kalghatgi et al. 2013).

Bu tez calismasinda Sefazolin, Amoksisilin ve Gentamisin antibiyotiklerinin fare kalp



dokusundaki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz
(GST),glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz G6PD antioksidan sisteme etkisi gen ve protein seviyesinde in vivo olarak

arastirildi.

1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller bir veya birden fazla eslesmemis elektron ihtiva eden atom veya
molekiiller olarak karakterize edilir (Sekil 1.1) (Cakir 2012) . Son orbitallerindeki bu
ortaklanmamis elektronlar kararli hale gelmek i¢in bagka elektronlara ihtiya¢ duyarlar. Bu
durum serbest radikalleri olduk¢a reaktif hale getirir (Willcox et al. 2004). Oksijenli
solunum yapan canlilarda yasam i¢in gerekli olan oksijen molekiilii ayn1 zamanda serbest
radikal olusumunun da kaynagidir. Serbest radikaller bu sekilde normal metabolik siirecte
olustugu gibi ayn1 zamanda cok ¢esitli dis uyaricilar yoluyla da olusur. Aslinda bu tiir
atom ya da molekiillerin 6miirleri ¢ok kisadir. Ama ¢ok aktif olan bu radikaller (Tablo
1.1) ¢ok kisa siirede viicuttaki ¢esitli atom ve molekiillerle reaksiyona girerek hemen

hemen biitiin dokularda hasara neden olurlar (Uysal 1998).

Eslesmemis Elektron

|

(¥
Elektron
Bagisi

ANTIOKSIDAN SERBEST RADIKAL

Sekil 1.1. Oksidan- antioksidan denge [https://resifmarket.wordpress.com/tag/antioksidan/]



Metabolik siirecler ya da cevresel etmenler dolayisiyla olusan serbest radikallerin hasar
olusturmamasi i¢in bu radikallerin nétralize edilmesi gerekir. Bu sebeple organizmada
stirekli bir oksidan-antioksidan denge mevcuttur. Bu denge halinin bozulmasi durumunda
cesitli hastaliklara neden olacak olan ‘oksidatif stres’ diye adlandirilan bir durum

olusmaktadir (Diindar ve Aslan 1999).

Tablo 1.1. Serbest Oksijen Partikiilleri (Tsang 2004)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O;7) Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil (OH") Singlet oksijen (*O,)

Peroksil (ROO) Ozon (O3)

Alkoksil (RO) Hipokloroz asit (HOCTI)

Nitrik Oksit (NO") Lipid hidroperoksid (LOOH)
Semikinon Radikali (HQ) Peroksinitrit (ONOQ')
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO,)

Organik radikaller (R’) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksit radikali (RCOO") Hipohal6z asit (HOX)

1.1.1. Bashca Reaktif Oksijen Tiirleri
1.1.1.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan siiperoksit radikali hemen
hemen tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde gergeklesir. Indirgenmis gecis
metallerinin otooksidasyonu ile siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit radikalinin kendisi
dogrudan zarar vermez. Hidroksil radikaline gore aktifligi diisiik olan siiperoksit radikali
membranlar1 agsamaz ve hiicrelere az zarar verir. Diisiik pH degerlerinde daha reaktif olan
bu radikal anyonun tehlikeli olmasinin iki asil nedeni bulunmaktadir:

1- Hidrojen peroksit kaynagi olmasi

2-  Gegis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmas1 (Ozdamar 2008).



Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilave edilmesi ile olusur ve
stiperoksit dismutaz enzimi araciligi ile hidrojen peroksite indirgenir. Hidrojen peroksit
eslenmemis elektron icermedigi i¢in tek basina radikal bir molekiil degildir (Sener ve
Yegen 2009). Ortamda biriken siiperoksit radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler
asagidaki gibi 6zetlenebilir (Cheeseman and Slater 1993, Sar1 2008).
1. Oksidan perhidroksi radikali (HO,") olusturmak {izere protonlanir.

2. H,O, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (10,)
olusturabilir.

0,+H,0, —»10,+OH +OH’

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.

0,+OH —10,+0OH

1.1.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Oksijen molekiiliiniin iki elektron alarak indirgenmesi veya yapiya iki hidrojen atomunun
eklenmesiyle olusan hidrojen peroksit yapisi itibariyle radikal olmamasina ragmen
etkilerinden dolay1 serbest radikal kaynagi olarak tanimlanabilir (Cheeseman and Slater

1993). Biyolojik organizmalardaki asil tiretim kaynagi siiperoksidin dismutasyonudur.
1.20, +2H" — H,0, + O,
2. Oksijenin iki elektronla indirgenmesi sonucu H,O; ortaya ¢ikar.
0, +2e" +2H" — H,0;

Bu reaksiyon sonucunda radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden, dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya kendiliginden gergeklesir ya da stiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan katalizlenir. H,O; yiiksiiz bir molekiil olmasindan dolay: hiicre igerisine
kolaylikla girebilir ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. H,0, 6zellikle
demir ve bakir gibi ge¢is metal iyonlariin varliginda kolaylikla yikilir. Bu yikim sonucu

en reaktif serbest radikal olan hidroksil radikali olusur (Fang, Yang et al. 2002). H,O;’nin



diger onemli bir gorevi de hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev almasidir. Katalaz,

glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler tarafindan uzaklastirilirlar (Sar1 2008).

1.1.1.3. Hidroksil Radikali (OH)

Reaktif oksijen tiirleri i¢erisinde en radikal olan1 hidroksil radikalidir. Yarilanma omrii
bir nanosaniye kadar olan bu radikal organik molekiillerle gelisigiizel reaksiyona girerek
etki ettigi yerlerde ¢ok biiyiik hasarlar meydana getirir (Pastor et al. 2000). Olusan
hasarlar; protein ve lipitler arasi ¢apraz baglar olusturma, proton ¢ikarma ve elektron
transferi yapma seklinde gergeklesirler. Hidroksil radikalinin olusum kaynaklar1 gok

cesitlidir. Bu olusum sekillerini asagidaki gibi gosterebiliriz:

1. OH’ radikali toksik organizmada toksik etki gdsterirler ve bunun i¢in de bazi metal
iyonlarina (demir, bakir gibi) ihtiya¢ duyarlar. Asil olarak Fe*? molekiiliiniin de katildig1

Fenton reaksiyonu ile olusur (Agarwal and Chase 2002).

Fe*?+2H,0, — O,+OH +OH" (Fenton Reaksiyonu)

2. Ferrik demir katalizorliigiinde, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksitle etkilesmesi
sonucu hidroksil radikali olusur. Bu reaksiyona Haber —Weiss reaksiyonu denir (Liochev
and Fridovich 2002).

20,+2H,0, — 20,+20H +20H" (Haber —Weiss reaksiyonu)

3. Yiiksek enerjili iyonize radyasyon ile suyun radyolizi sonucu hidroksil radikali
olusabilmektedir (Hussein 2011).

radyasyon ,OH +H*

H,0
4. Bagka bir hidroksil radikali olusum sekli, UV ile indiiklenen hidrojen peroksidin O-O
baglarinin homolitik kirilmasidir (Gutteridge and Halliwell 1992).

H-0-0-H—YY ,o0H



5. Hidroksil radikali hipoklordz asitin siiperoksit veya bir demir kompleksi ile reaksiyona
girmesiyle de olusabilmektedir (Radak 1998).

HOCI+O,” —> O, +CI'+OH

HOCI+Fe?* — CI +Fe* +OH

Yarilanma omrii ¢ok kisa olan bu radikalin proteinler, karbohidratlar, niikleik asitlere
zarar vermesinin yaninda sebep oldugu en onemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini
bozar ve gecirgenligini artirtp hiicre Sliimiine sebep olabilir (Nishiyama et al. 1998).
Aminoasit rezidiilerini schiff bazi olusturmak iizere oksitler. DNA molekiiliinde piirin ve

pirimidin bazlarinda kimyasal degisikliklere ve kirilmalara neden olur (Tamer vd. 2000).

1.1.2. Serbest Radikallerin Olusumu ve Reaksiyonlari

Serbest radikaller baslica ii¢ mekanizma ile olusmaktadir:
1. Kovalent baglarin hemolitik kirilmasi ile:
Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicakliga maruz kalan molekiiller
arasindaki kimyasal baglar kirillarak radikal atomlar olusur (Kiling ve Kiling 2002,
Scandalios 2002).

XY —->X+Y

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya heterolitik boliinmesi ile: Radikal
ozelligi olmayan bir molekiil elektron kaybettiginde dis orbitalinde paylagilmamis
elektron kaliyorsa radikallik kazanir (Akkus 1995, Kiling ve Kiling 2002).

XY—> X:+Y"

3. Normal bir molekiile elektron transferi ile:
Radikal ozelligi tagimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir.

Molekiiler oksijenden siiperoksit radikali olusumu buna 6rnektir (Sahin 2011).



Serbest radikal reaksiyonlari ii¢ adimda incelenebilir:
1.Adim. Baslama agsamasi: Radikallerin olusumu
2.Adim. Yayilma asamasi: Seri zincir reaksiyonlariyla yeni radikallerin olusumu

3.Adim. Sona erme asamasi: Radikallerin yikimi (Kehrer and Klotz 2015).

1.1.3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikal olusumunu arttiran faktorler eksojen ve endojen olmak iizere iki grupta

toplanabilir (Chopineau et al. 1994, Uysal 1998). Serbest radikal olusumu asagidaki gibi

listelenebilir:

a. UV radyasyonlari, X-ray, gama 1sinlar1 ve mikrodalga radyasyonlari

b. Metal-kataliz reaksiyonlari

c. Cevre kirleticiler

d. Elektron tagima zinciri

e. Mitokondriyal sitokrom oksidaz, ksantin oksidaz ve lipit peroksidasyonu

f. Arasidonik asit, trombositler, makrofajlar ve diiz kas hiicrelerinin metabolizmasi

sonucu
Kimyasallarla etkilesim, egzoz dumanu, sigara ve alkol
h. Organik atik yakimi, orman yanginlari, volkanik faaliyetler

i.  Endiistriyel atiklar, bazi ilaglar ve ksenobiyotikler, pestisit ve herbisitler, baz1 metal

iyonlar1 (Kehrer and Klotz 2015).

1.1.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller proteinleri, karbonhidratlar, lipitleri ve niikleik asitleri i¢ine alan biitiin

hiicresel makro molekiillere zarar verebilir. Organizmaya verecegi zararlar asagidaki
gibidir:

1. Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri dldiriirler,
2. Hiicre membranin sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellerler,
3. Nikleer membrani yararak cekirdekteki genetik materyale etki edip DNA'y1 kirilma

ve mutasyonlara agik hale getirirler,



4. Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlarlar ve
enzimleri aktiflestirip pasif hale getirebilirler
5. Ayrica mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller gegirgenligi bozup, hiicrenin

potasyum kaybini ve kan pulcuklarini artirirlar (Cadet 1988).

1.1.4.1. Lipitlere Etkileri

Biyolojik molekiillerin hepsi serbest radikallerden etkilenirler, fakat serbest radikal
hasarindan en fazla etkilenen biyomolekiiller lipitlerdir. Coklu doymamis yag asitleri
icerisinde bulunan ¢ift baglar serbest radikal aracili reaksiyonlar i¢in ¢cok uygundur. Bu
baglar, kolaylikla serbest radikallerle reaksiyona girerler ve bunun sonucunda
peroksidasyon trtinleri olusur. ‘Lipit peroksidasyonu’ diye adlandirilan ¢oklu doymamis
yag asitlerinin ve kolesteroliin oksidatif hasara ugramasi sonucu olusan membran hasari

geri dontisiimstizdiir (Ceylan 2006).

Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri ¢oklu
doymamis yag asitleridir. Membrana yakin yerlerde bulunan hidroksil radikali ¢oklu
doymamis yag asitlerine saldirir ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali
niteligi kazanmasiyla lipit peroksidasyonu baslar. Lipit radikali (Re¢) dayaniksiz bir
bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipit radikallerinin (Re) molekiiler oksijenle
etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (ROO¢) olusur. Lipit peroksit radikalleri
membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
olusumuna yol acarken kendileri de ac¢iga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak
lipidperoksitlerine (ROOH) doniisiirler ve bdylece olay kendi kendini katalizleyerek
devam eder (Sekil 1.2) (Ozdamar 2008).
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Sekil 1.2. Lipid Peroksidasyonu sonucu MDA olusumu (Kir 2012).

Uc veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehitler
(MDA) meydana gelir. Malondialdehit, lipid peroksidasyonunda bir son {riindiir ve
oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok
zararll bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve {lrettigi reaktif
aldehitlerle endirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina
ve bir¢ok hastaliga neden olur (Slater 1984, Akkus 1995).

Lipit Peroksidasyonunun Organizmadaki Baz1 Etkileri;

1. Membran akigkanlig1 azalir ve maddelerin hiicre i¢ine girisleri artar.

2. Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de lipit peroksidasyonunda
hasar goriirler.

3. Protein yapisin1 bozarak hasar meydana getirirler.

4. Baz aldehitler biyolojik sivilarda kemotatik etki gosterirler.

5. MDA gibi aldehitler, kotii kolesterol olarak bilinen diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL)'1 modifiye ederek metabolik yolu degistirebilirler (Baykal ve Kocabalkan 2000).

1.1.4.2. Niikleik Asitlere Etkileri

Serbest radikaller hiicre igerisine girerek DNA’da kalic1 hasarlar meydana getirir (Sekil

1.3). DNA onarim iglemlerinin yetersiz kalmasi durumunda kalict DNA hasarlar1 (Hiicre
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oliimiine kadar gidebilir), siirekli degisen DNA dizileri (mutasyon) ve transkripsiyon
hatalart meydana gelebilir. Peroksit-aracili DNA hasar1 poli (ADP-riboz) polimerazi
etkinlestirebilir. Bu durumda enzim bu durumu onarmak ic¢in ¢ok fazla miktarda
nikotinamid adenin diniikleotid NAD"’e ihitiya¢ duyacaktir (Kehrer and Klotz 2015).

Stiperoksit ve hidrojen peroksitin enzimatik toplayicilart  hidroksil radikali

prekiirsorlerinin konsantrasyonunu azaltarak DNA’y1 korur (Blake et al. 1987).

DNA Serbest oksijen tiilerine maruz kalma

Y

Primer DNA lezyonlarinin indiiksiyonu

» Tekli ve cift zincir kirilmalari

¢ Bazal niikleotid modifikasyonlari
(6rnek: 8-OHG/S-OHDG)

* DNA-Protein ¢caprazlanmasi

Tamir

: DNA tamiri
edilemezse

Replikasyon

Degismemis genetik

* Gen mutasyonlari SRR Vo

* Kromozom mutasyonlari

* Gen/protein etkinliginin modiilasyonu
e Karsinojenesis baslangici

Sekil 1. 3. Serbest radikallerin DNA tizerindeki etkileri (Chandan 2000)

1.1.4.3. Proteinlere Etkileri

Proteinlerin yap1 tasit olan amino asitler serbest radikallerin hedefleridir (Sekil 1.4). Bu
amino asitlerin oksidasyonu sonucu basit bir tiyol oksidasyonu ile kritik siilthidril
gruplarinin  kaybi, karigik disiilfidlerin olugsmasina ya da metiyonin kalintilarinin
oksidasyonuna neden olabilir. Buna ek olarak, amino asit modifikasyonlar1 sonucu
aldehitler veya ketonlar (6rnegin karbonil), hidroperoksitler ve bunlarin indirgenmis
hidroksi tiirler veya histidin ve triptofan rezidiilerinde halka boliinmeleri olusabilir
(Kehrer and Klotz 2015). Doymamis ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallere

karst duyarliligl en fazla oldugundan: sistin, sistein, histidin, metiyonin, triptofan ve
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trozin igeren proteinler oksidasyona karsi en duyarli olanlardir (Kavas 1989, Stadtman
and Levine 2000).

Solunumsal
Protein Hasar1 Enzimle

Mitokondriyal
Hasar

Membran
Hasar1

DNA Hasar

S Yiiksek Miktarda
Ca?+ Girisi

Lipid Peroksidasyonu

Sekil 1.4. Hiicrede radikal aracili hasar (Tokag 2007)

1.1.4.4. Karbohidratlara Etkileri

Hiicreler serbest radikallerin saldirilar1 i¢in ¢ok uygun sekerler bulundururlar.
Monosokkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehitler
meydana gelir. Aciga c¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme o6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gostererek etki eder ve bodylece kanser ve yaslanmaya neden

olabilirler (Meram ve Aktaran 2002).

Serbest oksijen radikalleri bag dokunun 6nemli bir bileseni olan hiyaliironik asit gibi

karbohidratlarin pargalanmalarina da yol agabilirler (Kurutas vd. 2004).

1.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu temel biyokimyasal olaylarin normal bir

sonucudur. Bununla birlikte agirt ROS olusumu kanser ve ¢esitli karaciger hastaliklarini



12

da iceren bir dizi farkli kronik patolojik durumlart meydana getiren oksidatif stresi
tetikler. Organizmada hiicreyi ROS’un yikic1 etkilerinden koruyan enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bunlar; birincil antioksidan enzimler
[(stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)], ikincil
antioksidan enzimler [glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST), glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz (G6PD)] ve nonenzimatik antioksidan sistemler (glutatyon, 1s1 soku

proteinleri, vitamin A, C, E) ve diger molekiillerdir.

Glutatyon ve glutatyon bagimlhi enzimler (GST gibi) ROS’lara karsi hiicre savunma
hattinda gorev alirlar. Glutatyon sistemi sadece antioksidan savunma sisteminde gorev
almakla kalmaz; aym1 zamanda molekiiler, hiicresel ve organizma diizeyinde birgok
stireclerde onemli bir rol oynar. Bu nedenle, glutatyon sisteminin isleyisindeki bir
bozukluk kanser ve karaciger hastaliklarini da iceren cesitli hastaliklarin olusmasina

neden olabilir (Baltruskeviciene et al. 2016).

1.2.1. Glutatyon

Hiicrenin antioksidan savunmasinda gorev yapan glutatyonun (GSH) aktif grubu, sistein
kalintisindaki  tiyol (-SH) grubudur (Sekil 1.5). Glutatyon (L-y-glutamil-L-
cysteinylglycine, GSH) en 6nemli hiicresel antioksidan sistemlerinden birinin kalbidir.
Glutatyonun indirgenmis formu (GSH) reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin etkilerini
gidererek redoks homeostazinin kontroliinii saglamaya katkida bulunur. Birgok sistein
igeren molekiil gibi glutatyon da kolayca oksitlenir (Sekil 1.6). iki glutatyon arasinda bir
disiilfit kopriisii meydana gelerek yiikseltgenmis formu olan okside glutatyon (GSSG)
meydana gelir. ROS bir GSH molekiiliine bir elektron bagisladigi zaman dimer olusumu
meydana gelir, glutatyon ozellikle tiyollere karsi reaktif hale gelir. GSH/GSSG orani
organizma i¢in ¢ok 6nemlidir ve bu oran 30:1 ile 100:1 arasinda degisiklik gosterebilir.
Glutatyonun -SH grubu ¢ok gii¢lii niikleofilik 6zellik gosterir ve ¢ok degisik molekiillerle
konjuge olabilir. Kiikiirt ¢ok farkli oksidasyon hallerinde bulunabilir (-2,-1,0,+2,+4 ve
+6) ve GSH’a kirleticiler, karsinojenler ve ilaglarla konjuge olabilmesi i¢in niikleofilik
esneklik saglar. GSH Glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz ve Gliyoksalaz gibi
antioksidan enzimler i¢in bir elektron vericisi (kofaktor) olarak hizmet edebilir . GSH, tek
basina ya da vitamin C ve E gibi diger antioksidan molekiillerle birlikte ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonunu saglar (Baltruskevicien et al. 2016).
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SH
0 0 0
H
N
HO N OH
NH, 0

Sekil 1.5. GSH’1n molekiiler yapis1 (Champe and Harvey 1997)

GSH’daki sistein rezidiisit DNA ve histonlarin metilasyonu i¢in bir kofaktor olarak gorev
yapan S-adenosilmetiyoninin sentezi i¢in kullanilan ayni homosistein havuzundan

sentezlenir (Hitchler and Domann 2007).

Glutamik asit + Sistein

ATP
) Glutamat sistein ligaz
ADP

Y
Y H,0,
GSH Glutatyon Peroksidaz
NADP* 20,0
Glutatyon Rediiktaz
NADPH R-(S),
Glutatyon S-Transferaz
GSSG

R-SH

Sekil 1.6. Glutatyonun sentezi, geri kazanimi ve kullanimu (Liang, Sheng et al. 2011)
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Glutatyon hiicrede indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) olmak iizere iki formda
bulunur (Sekil 1.7 ve Sekil 1.8).

HS

| | |
HOOC\/\)‘\.\' NP
|

H 0

éllllllu

Sekil 1.7. Rediikte Glutatyonun Yapisi (GSH)
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Sekil 1.8. Okside Glutatyonun Yapist (GSSG).

1.2.2. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda

oksitlenmis glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) dontistiiriir. Yiiksek
GSH konsantrasyonu ve diisik GSSG konsantrasyonu organizmanin yasami igin
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gereklidir. GSH, protein siilfidrillerinin oksidasyonunu geri yonlendirir. Yiiksek GSSG
diizeyleri protein siilfidrilleriyle reaksiyona girer ve proteinleri inaktive eden karisik
GSH-protein siilfidrilleri olusturur. Glutatyon rediiktaz sitoplazmada ve mitokondride

yerlesmistir (Saygili 1997).
GSSG+NADPHT +HT —CR_, oGsH+NADPT

NADPH/NADP® ve GSH/GSSG oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan stres ile

antioksidan savunma arasindaki dengesizligin belirtisidir (Nordberg and Arner 2001).

1.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin glutatyon tarafindan
indirgenmesini katalizleyen enzimdir (sekil 1.9). Selenyum bagimli ve bagimsiz olmak
tizere iki tipi vardir. Selenyum bagimli olan GPx hem H,O;’yi hem de lipit
hidroperoksitlerini (LOOH) metabolize ettigi halde, selenyumdan bagimsiz GPx ise
yalnizca LOOH’lerini metabolize edebilmektedir (Yal¢in 1998).

H,0,+2GSH —> GSSG+2H,0

LOOH+2GSH —CPX_, | OOH+GSSG+H,0

H,0,
2 GSH NADP*
Glutatyon Peroksidaz Glutatyon rediiktaz
GSSG NADPH <— Pentoz Fosfat Yolu
HZO H)

Sekil 1.9. Glutatyonun Redoks Dongiisii (Antmen 2005)
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1.2.4. Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)

Stiperoksit radikalinin hiicrelere verdigi zarar goz Oniine alinirsa en temel hiicresel
savunma hatlarindan biri siiperoksit dismutaz enzimidir. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD

bulunurken, 6karyotlarda ii¢ formu mevcuttur:

-SOD1 (CuznSOD)
-SOD2 (MnSOD)
-SOD3 ekstraselliiler SOD (ec-SOD) (Oberley 1982).

Yapilarina bakildiginda; Mn-SOD homotetramer yapidadir ve kalp, beyin, karaciger,
bobrek dokularda daha fazla iken, daha hafif olan CuzZn-SOD memelilerde en ¢ok
karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir sisteminde bulunur. Ec-SOD ise en ¢ok
akciger, uterus ve tiroid bezlerinde yogunlasmistir (Kinnula and Crapo 2004, Kinnula et
al. 2004).

SOD, stiperoksit radikalini indirgeyerek hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen olusturur
(Akkus 1995, Nordberg and Arner 2001, Young and Woodside 2001).

20, +2H*—359D 1 0 +0,

SOD-Cu** — SOD-Cu*'+0,

SOD-Cu*'+0, +2H* — SOD-Cu*2+H,0,

1.2.5. Katalaz (CAT)

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan hem enzimi olup %20
oraninda sitoplazmada ve %80 oraninda peroksizomlarda bulunur. Hidrojen peroksitin O3

ve H,O’ya indirgenmesini Katalizler (Kiling 1985, Reiter et al. 1997).

2H,0, —CAT ;o4 0+0,
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1.2.6. Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST’ler indirgenmis glutatyonu (GSH) c¢esitli endojen ve eksojen bilesiklere
katalizleyerek onlarin biyolojik aktivitesini azaltan, suda daha ¢ok ¢oziiniir hale getirerek
viicuttan atilmasint kolaylastiran detoksifikasyon enzim ailesinin bir iiyesidir. Bu
nedenle, GST'ler yag oksidasyonu ve oksidatif stres iliretimi sonucu olusan toksik
irtinlerin kontrol edilmesinde ¢ok Onemlidir. GST, basta arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GPx aktivitesi
gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi gosterir. GST’ler katalitik ve katalitik
olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar hem de
hiicre i¢i baglayici ve tasiyict rolleri vardir. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak ftizere lipit hidroperoksitlere karst GST’ler GPx aktivitesi

gosterirler.

ROOH+2GSH —C35T , GSSG+ROH+H,0

Glutatyon-S-transferazlar, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak

organizmadan uzaklagsmasini saglarlar (Atli 2009).

1.2.7. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

Pentoz fosfat yolunun ilk basamagini katalizleyen Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)
(1.1.1.49) enzimi, pentoz fosfat metabolik yolunda sentezlenir. NADPH’in 6nemli bir
kismi1 bu enzim tarafindan sentezlenir (Sekil 1.10). Glutatyon rediiktaz enziminin okside
glutatyonun (GSH) indirgemesi i¢in NADPH sarttir. Glutatyonun indirgenmis formu
(GSSH), serbest tiyol grubu ihtiva eden bir tripeptidtir. Serbest tiyol grubu, hemoglobin
ve eritrosit proteinlerini indirgenmis halde tutarak siilfidril tamponu goérevi goriir; ayni
zamanda hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek detoksifikasyon

olaylarinda rol alir (Penge vd. 2000).

Glukoz-6-fosfat+2NADP* +H,0 —C%PD_, Rihuloz-5-fosfat+CO, +2NADPH+2H"
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Glukoz 6-Fosfat

NADP™
Glukoz-6-Fosfat
dehidrogenaz
NADPH + H"
\J
6-Fosfoglukonolakton
H,O
Glukonolakton
hidrolaz
H+
Y
6-Fosfoglukonat
NADP™
6-Fosfoglukonat
dehidrogenaz
\i\IADPH +H"
v CO,

Ribiiloz 5-Fosfat

Sekil 1.10. Pentoz Fosfat Yolunun Oksidatif Boliimii (Tel6éren 2008)



Hiicre Zar1 —

ibiiloz 5
il —— Flony ~<«— Pentoz Fosfat Yolu
fosfat fosfat
NADPH NADP*
l GS-X
NADPH Besinlerle elde
edilen dis kaynakh
r N GSH
OH™" OH™" /
Habei\Veiss Fenton GSSG GSH-=
o reaksiyonu l'enkT_\vonu \_/ \
\__ .. . SOD GPX ,
Oy >0 . »H,0+0, I¢kaynakh GSH
A .
: ADP+Pi1
: CytC
: y AT GlyJ GSH sentaz
ATP
o, H,0 + 0, v-Glu-CySH
A~ ADP+Pi
Sistein—A Gl“‘CySH Sentaz
ATP
Glutamat
A NH*
é)c
H,0
Glutamin

Sekil 1.11. Memeli hiicrelerinde antioksidan sistem (Jacob 1986) (modifiye edilmis)

1.3. Kalpte Daha Yogun Bulunan Antioksidan Enzimler

A- Siiperoksit dismutaz (SOD)

19

Bu enzim serbest radikal saldirilarina karsi ilk savunma hattidir. Kalpteki SOD oran

karacigerdekine gore 6nemli 6lgiide daha azdir (Ferrari et al. 1985, Ferrari et al. 1998).

Organizmada iki formu bulunmaktadir: CuZnSOD ve MnSOD. Ayrica bazi bakterilerde

Fe ve Ni formlarina da rastlanilmistir.
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B- Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Selenyum bagimli olan bu enzim serbest radikalleri onlemede gorevli ikinci savunma
hattidir. Rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) doniisiimiinii katalizler.
Bu sirada H;0,, H;O’ya doniigiir. Bu enzimin insan kalbinde yogun oldugu rapor

edilmistir (Ferrari et al. 1985; Kaul et al. 1993, Ferrari et al. 1998).

C-Katalaz (CAT)

Kalpteki orani diislik oranlarda olan bu enzim H,0;’in H,O’ya doniisiimiinii katalizler.
GPx’ten farkl tarafi sudur ki GPx, H,O;’ nin diisiik konsantrasyonlarinda etkiliyken CAT
yiiksek konsantrasyonlarinda daha etkilidir (Freeman and Crapo 1982, Kaul et al. 1993,
Singh et al. 1995).

1.4. Antibiyotikler

Mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan iretilmekle birlikte giinimiizde laboratuvar
kosullarinda da sentezlenebilen antibiyotikler mikroorganizmalarin sebep oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, bakteriler lizerinde ¢ogalmalarini engelleyici ya
da yok edici 6zelliklere sahip maddelerdir. Bu ozelliklerine gore bakteriyostatik yada
bakterisit antibiyotikler olarak siniflandirilirlar (Rose et al. 2000).

Bakteriyostatik antibiyotiklerin etki spektrumu dardir, bakteriyi dogrudan dogruya
oldlirmez, bakteri hiicrelerinin gelismesini ve Uremesini Onlerler. Metronidazol,
eritromisin, tetrasiklinler ve siilfonamidler bu tip antibiyotiklerdendir. Bakterisit
antibiyotikler ise ¢ok etkilidir, bakteri hiicresini dolaysiz olarak &ldiiriirler. Penisilinler,
sefalosporinler, aminoglikozidler, vankomisin ve fluorokinolonlar boyle antibiyotiklere

ornek olarak gosterilebilirler (Ciancio and Bourgault 1989).

Belirli bir antibiyotige duyarli olan mikroorganizma tiirlerinin tiimiine o ilacin
“antimikrobiyal spektrumu” denmektedir. Sadece bir ya da birkac bakteri tiiriine karsi
etkili olan antibiyotiklere dar spektrumlu antibiyotikler; birden fazla sayida bakteri ve
mikroorganizma tiirlerine karsi etkili olanlara ise genis spektrumlu antibiyotikler
denilmektedir (Dumitrescu 2011).
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Giin gectikge Ozellikle kimyasal yollarla ¢esitli antibiyotikler sentezlenmektedir. Ancak
sentezlenen antibiyotiklerin faydalarmin yaninda cesitli yan etkileri de bulunmakta ve bu
yan etkiler organizmada hasarlar meydana getirebilmektedir. Ideal bir antibiyotikte

bulunmasi gereken 6zellikleri kisaca asagidaki gibi 6zetleyebiliriz:

e Secici olmalidir, mikroorganizmalar {izerinde etkili olurken ayni zamanda konakta

hasara neden olmamalidir.

e Daha ¢ok bakterisit etki gostermelidir.

e Bakteriyel diren¢ sonucunda etkisini yitirmemelidir.

¢ Enzimler, plazma proteinleri ya da viicut sivilar1 nedeniyle etkinligini yitirmemelidir.
e Viicutta kisa siirede biyoyararlanim gostermeli ve uzun siire etkisini siirdiirebilmelidir.

e Diger ilaglarla etkilesimi en asgari diizeyde olmali ve yan etki gostermemelidir (Rose et
al. 2000).

1.5. Calismada Kullanilan Antibiyotikler

1.5.1. Amoksisilin

Amoksisilin, beta-laktam grubunda yer alan, ampisiline benzeyen, oral, yar1 sentetik bir
aminopenisilindir. Mide asidine kars1 penisilinden daha dayaniklidir. Ampisiline gore
daha yiiksek biyoyararlanim gosterir, kandaki en yiiksek seviyesine 1-2,5 saatte ulasir ve

8 saat etkili yogunlukta kalir (Katzung et al. 2012).
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Sekil 1.12. Amoksisilin molekiiliiniin yapisal formiilii
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Gram (+) bakterilerin biiyiik bir kismina ve Gram (-) bakterilerin bir kismina kars1 etkili
bir penisilin olan amoksisilin, bakterisit etkiye sahip genis spektrumlu bir antibiyotiktir.
Amoksisilin, bakteri hiicre duvar igerisinde lokalize olmus 6zel penisilin baglayan
proteinlere baglanarak, hiicre duvar1 sentezinin {iglincii ve son asamasinit engeller

(Katzung et al. 2012).

Amoksisilin  kullanimi sonucu alerjik reaksiyonlarin meydana gelebilmesi ve
antibiyotigin etkinligini bozan bakteriyel B-laktamaza kars1 gosterdigi yiliksek duyarlilik
diyebelicegimiz iki problem yasanmaktadir (Horz and Conrads 2007).

1.5.2. Sefazolin Sodyum

Sefalosporin ailesinin bir iiyesi olan sefazolin sodyum kimyasal yapisi, antibakteriyel etki
mekanizmasi ve spektrumu yoniinden penisiline benzeyen, onun gibi beta laktam bir
antibiyotiktir (Kayaalp 2002). Etki mekanizmasi olarak; bakteri hiicre duvarinin
peptidoglikan tabakasinin sentezinin son basamagini (transpeptidaz reaksiyonunu) inhibe
ve otolitik enzimleri aktive ederek bakterisid etki olustururlar. Sitoplazmik membran
tizerine yerlesmis bulunan transpeptidazlara ve diger penisilin baglayan proteinlere karsi
(PBP’lere) yiiksek afinite gosterirler. Etki spektrumu igerisinde olan bakteriler arasinda;
esas olarak Gr (+) bakterilere kars1 giiclii, Gr (-) bakterilere Kkarsi ise orta diizeyde
etkilidir. Etki spektrumundaki bakterilerden dolay1 tedavi alan1 ¢ok genistir. Asagidaki

gibi 6zetlenebilir:

- solunum yolu enfeksiyonlari,

- safra yolu enfeksiyonlari,

- idrar yolu enfeksiyonlart,

- kemik ve eklem enfeksiyonlari,

-yara enfeksiyonlari,

- deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
- dogum sonrasi1 enfeksiyonlari,

- jinekolojik enfeksiyonlar,

- gbz enfeksiyonlar1 (Kemaloglu 2011).
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HO 0

Sekil 1.13. Sefazolin sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii

1.5.3. Gentamisin Siilfat

Gentamisin Siilfat (GM), Micromonospora purpurea'dan elde edilen aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin en c¢ok kullanilan iiyesidir. Aminoglikozid ilaglar i¢inde, amikasinden
sonra spektrumu en genis ve antibakteriyel etki giicii en yiiksek olanidir (Goren 2011).
Plazma proteinlerine hemen hemen hi¢ baglanmaz. Toksisitesinin fazlalig1 ve terapotik
indeksinin diisiik olmas1 nedeniyle bobrek yetmezligi olan hastalarda dozunun

ayarlanmas1 ve miimkiinse serumdaki diizeyinin izlenmesi gerekir (Bashan 2009).

Gentamisinler gram-pozitif bakterilere karsi etkili olmakla beraber genellikle hayati
tehdit edici Gram-negatif bakterilerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kimyasal stabiliteleri ve hizli bakterisidal etkileriden otiirii ¢esitli klinik
durumlarda ilk basamak ila¢ olarak siklikla kullanilirlar (Walker and Shah 1988, Ali
1995, Paterson et al. 1998, Maldonado et al. 2003). Bununla birlikte, bu antibiyotiklerin
yiiksek konsantrasyonlari nefrotoksiktir ve akut bobrek yetmezlikli olgularin %10-
20’sinden sorumludur (Walker and Shah 1988, Ali 1995, Mingeot-Leclercqg and Tulkens
1999, Erdem vd. 2000).
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Sekil 1.14. Gentamisin siilfat molekiiliiniin yapisal formiilii
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2. LITERATUR OZETi

Antibiyotiklerin enzim aktiviteleri {izerindeki etkileri ile ilgili literatiirde in vivo ve in
vitro gesitli ¢alismalar mevcuttur. Calismamizda kullandigimiz antibiyotiklerle ilgili kalp
dokusunda yapilan bir calismaya rastlayamasak da diger dokularda ¢ok ¢esitli calismalar
mevcuttur. Bu ¢aligmalar daha ¢ok enzim aktiviteleri iizerine yapilan ¢aligmalar olup

kantitatif gen ve protein ekspresyonu ¢aligsmalari bu ilaglarla pek yapilmamuistir.

Yapilan bir tez ¢alismasinda sican akciger ve kalp dokularindan saflastirilan G6PD,
6PGD ve GR enzimlerinin aktiviteleri iizerine bazi ilaglarm in vivo ve in vitro etkileri
incelenmistir. Calismanin sonuglar1 su sekildedir: furosemid, gentamisin, levofloksasin,
sefazolin, seftazidim, sefuroksim, metilprednisol, teikoplanin ilaglari akciger dokusu
G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini inhibe etmistir. Kotininin yiiksek konsantarasyonlarda
G6PD ve 6PGD enzimlerini aktive ederken, GR enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir.
Sican kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerin aktivitesi iizerine de
digoksin, dopamin, furosemidin inhibisyon etkisi tespit edilmistir. Adrenalin, lidokain,
metoprolol tartarat, verapamil HCI ilaglarinin inhibisyon etkisi gozlenmemistir.
Levofloksasin ilacinin her iki dokudaki {i¢ enzimin aktiviteleri {izerinde in vivo etkisi
arastirtlmis ve ilacin enzimlerin aktiviteleri tizerinde etkisi tespit edilmemistir.
Furosemidin kalpte {i¢ enzim iizerinde in vivo olarak etkisi gézlenmezken, akcigerde
G6PD enzimini aktive ettigi, GR enzimini de inhibe ettigi, 6PGD enzimi lizerinde de

herhangi bir etkisi tespit edilmemistir (Adem 2011).

Bir makrolid grubu antibiyotik olan azitromisin yaygmn olarak solunum yolu
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve cinsel yolla bulasan hastaliklarin ayakta
tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir (Gowtham et al. 2014). Eritromisin ve
klaritromisin kardiyal aritmi riskini arttiran baslica makrolid antibiyotiklerdir (Bril et al.
2010). 2012 yilinda Ray ve arkadaslar1 (Ray et al. 2012), yetiskinler, agirlikli olarak
kadinlar ve medicaid hastalar arasinda yaptiklar1 bir ¢alismada; amoksisilin ile birlikte

kullanilan azitromisinin kardiyovaskiiler ve tiim sebeplere bagli 6liimlerdeki risk oranini
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arttirdigin1 rapor etmislerdir (Wynn 2013). Geng ve orta yaslt bireyler arasinda yapilan
baska bir g¢aligmada ise Danimarkali arastirmacilar penicilin V ile birlikte alinan
azitromisinin kardiyovaskiiler sebeplerden kaynaklanan oliimlerde risk olusturmadigini

kaydetmislerdir (Svanstrom et al. 2013).

Pei-Yi Li ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmada amoksisilinin DNA {izerindeki etkilerini
incelemek maksadiyla tek hiicre jel elektroforezi metodunu kullanmislardir. Calisma
sonuglarina gore; ilag uygulanmasindan sonra 30 dakika igerisinde serbest radikallerin
hizli bir sekilde arttigini ve oksidatif stres meydana geldigini rapor etmislerdir (Li et al.
2007).

Siklofosfamid bazi kotii huylu tiimoérlerin tedavisinde intravendz ya da agizdan tablet
seklinde uygulanan nitrojen mustard grubu antineoplastik bir ilactir. Cetik ve arkadaslar
(Cetik vd. 2015), siklofosfamid uyguladiklar1 sigan kalp dokusunda olusan oksidatif
strese kars1 karvakrolun koruyucu etkisini incelemislerdir. Calismanin sonucunda sigan
kalp dokusunda total glutatyon oranmin azaldigini ve MDA oraninin arttiini

gozlemlemislerdir.

Doksorubisin (Adriamisin) kemoterapide kullanilan gii¢lii bir antibiyotik olmasiyla
birlikte kalp dokusunda oksidatif stres olusturdugu cesitli calismalarla kanitlanmistir.
sican kalp dokusunda doksorubisin uygulamasinin yaptigi hasara karsi Centella
asiatica’nin koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismanin sonuglarina gore; kontrole
kiyasla ilag uygulanan grupta GSH seviyesi ile CAT, SOD, GPx ve GST diizeyinde
anlamli diizeyde azalmaya neden oldugunu gozlemlemislerdir (Gnanapragasam et al.
2004). Diger bir ¢alismada doksorubisin uygulanan sigan kalp dokularindaki toksisiteye
kars1 lizim c¢ekirdegi ekstraktinin ve vitamin E’nin iyilestirici etkileri incelenmistir.
Calisma sonuglarmma gore Doksorubisin uygulanan gruplar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda lipit peroksidasyon oraninda (MDA) 6nemli derece ylikselme olurken,
antioksidan enzimler olan CAT, SOD, GPx ve GST diizeylerinde ve GSH seviyesinde
anlamli derecede azalma oldugu tespit edilmistir (Al-Sowayan 2014). Doksorubisin ile
yapilan bagka bir calismada fare kalp dokularinda olusan oksidatif strese karsi
doksisiklinin koruyucu etkisini incelemislerdir. Calisma sonuglarina gére doksorubisin
uygulanan grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda SOD ve GPx enzim seviyelerinde
anlamli bir sekilde diisiis gozlemlenmistir (Lai et al. 2010).
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Yin ve arkadaslar fare kalp dokusunda adriamisinin etkilerini inceledikleri ¢alismada su
sonuglar1 kaydetmislerdir: Adriamisin uygulamasi Cu-Sod, Zn-Sod, Gpx, katalaz ve g-
glutamilsistein sentetaz (g-GCS) m-RNA seviyelerinde artisa neden olmustur. Diger
yandan katalaz ve (g-GCS) enzim seviyelerinde artis meydana gelirken toplam GSH
seviyesinde azalma meydana gelmistir. Bu sonuclar da gostermektedir ki gen
ekspresyonunun artigi biitiin antioksidan enzimlerde artisa neden olmamistir. Cu, Zn-
stiperoksit dismutaz, Mn-siiperoxit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzim

aktivitelerinde ise 6nemli bir degisiklik meydana gelmemistir (Yin et al. 1998).

Cisplatin kemoterapide kullanilan ¢ok giiglii bir antitimor ilagtir. Cesitli kanserlerin
(Kuhlmann et al. 1997, Weijl et al. 1997) tedavisindeki yararl etkilerinin yaninda yiiksek
dozda kullanim1 viicutta cesitli organlarda toksisiteye neden olmaktadir. Yapilan bir
caligmada cisplatinle indiiklenen sigan kalp ve karaciger dokularinda meydana gelen
oksidatif strese karsi ellagic asidin koruyucu etkisi incelenmistir. Calisma sonuglarina
gore kalp ve karaciger dokularinda cisplatin kullanimina bagli olarak MDA seviyesi

ylikselirken GPx, SOD ve CAT seviyelerinde diisiis gézlenmistir (Yuce vd. 2007).

Ghoneim ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (Ghoneim et al. 2016) Isoproterenol
uyguladiklar1 sican kalp dokusundaki oksidatif strese karsi Adansonia digitata’nin
koruyucu etkilerini incelemislerdir. Isoproterenol, adrenalin gibi giiclii brons genisletici
etkili olan ancak damarlarda genislemeye neden olan sentetik bir ilactir. Calismanin
sonucunda kontrol grubuna kiyasla ila¢ uygulanan grupta GPx enzim seviyesinde ve GSH
diizeyinde anlaml o6lgiide (P <0,05) azalma tespit etmislerdir. Selguk ve arkadaslarinin
Vareniclin ile yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarina gore; Vareniclin uygulanan sigan kalp
dokularinda kontrol grubuna gore MDA seviyesi anlamli sekilde yiikselirken CAT ve
GPx diizeylerinde ve GSH seviyesinde anlamli derecede azalma oldugu tespit edilmistir
(Selcuk vd. 2015).

Bleomisin potansiyel antitimér aktivitesi nedeniyle kemoterapide kullanilan giiglii bir
antibiyotiktir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada bleomisin ile indiiklenen siganlarda
akciger fibroza bagh akut kalp yetmezligi tedavisinde Levosimendan’in etkileri
incelenmistir. ~ Siganlar; kontrol grubu (C) Bleomisin grubu (BL) e
BleomisintLevosimendan (BL+L1,BL+L2 ve BL+L3) olarak gruplara ayrilmistir.
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Calismanin sonugclar1 su sekilde gerceklesmistir: BL uygulanan grupta C grubuna kiyasla
GR, G6PD, 6PGD ve CAT enzimlerinin aktivitelerinde anlamli sekilde diisiis yasanmistir
(p < 0,05). Bununla birlikte BL+L1,BL+L2 ve BL+L3 gruplari BL grubuna
kiyaslandiginda bu enzim aktivitelerinin miktarlarinda doza bagli olarak genellikle

anlamli olarak artis oldugu goriilmiistiir (p > 0,05) (Gurbuzel vd. 2016).

Calismada kullandigimiz antibiyotiklerle ilgili yaptigimiz literatiir taramasinda kalp
dokusu tizerindeki enzim aktiviteleri ile ilgili yapilan ¢alismalara rastlayamadik. Bununla

birlikte 6zellikle gentamisin siilfat ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapildigini gordiik.

Bobrek dokusunda gentamisinin neden oldugu oksidatif strese karsi likopenin koruyucu
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismanin sonuglarma gore; bobrek dokusunda kontrole
kiyasla ilag uygulanan gruplarda MDA seviyesi hizla yiikselirken GPx ve CAT
diizeylerinde anlamli bir sekilde azalma meydana gelmistir. Bununla beraber kontrol
grubu ile kiyaslandiginda GSH seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir

(Karahan vd. 2005).

Sican bobrek dokusunda yapilan bagka bir ¢alismada ise gentamisinin neden oldugu
oksidatif strese karsi rosmarinic asidin koruyucu etkisi incelenmistir. Calismanin
sonuglarina bakildiginda kontrol grubuna kiyasla gentamisin uygulanan gruplarda MDA
seviyesinde diisiis gozlenirken GPx, SOD ve CAT seviyelerinde artis oldugu
belirlenmistir (Tavafi and Ahmadvand 2011).

Normal insan melanositleri (Hemn-DP) hiicrelerindeki antioksidan enzim aktiviteleri
lizerine gentamisinin etkilerinin incelendigi bir caligmada kontrol grubuna kiyasla
gentamisin uygulanan gruplarda konsantrasyona bagli olarak SOD aktivitesinde anlamli
bir sekilde artis gozlenmistir (p <0,005). Bununla birlikte; CAT enzim aktivitesinde
gentamisin uygulanan gruplarda kontrole kiyasla konsantrasyona bagli olarak diisiis
gozlenmistir (p <0,05). GPx enziminde ise gentamisin uygulanan grupta artan
konsantrasyona bagl olarak once artis gézlenirken daha sonra anlamli bir sekilde azalma

gozlenmistir (p <0,005) (Wrzesniok et al. 2015).

Karahan ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada ise; cisplatin ve gentamisinin kan ile
karacigerde olusturabilecekleri oksidatif stresi belirlemek ve likopenin iyilestirici bir

etkisinin olup olmadigini arastirmak amaciyla yapilmistir. Tek doz cisplatin uygulanan
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sicanlarda plazma MDA ve kan GSH ile karaciger MDA diizeylerinde dnemli artislarin
oldugu, buna karsin cisplatin uygulamasini takiben likopen verilen grupta bu degerlerin
kontrol degerlerine yaklastig1 belirlenmistir. Karaciger GSH diizeylerinde ise kontrol
grubuna gore bir farklilik olmadigi goriilmiistiir. Gentamisin uygulamasi yapilan
sicanlarda ise yalnizca plazma MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore bir artis
belirlenirken, karaciger MDA ve GSH ile kan GSH diizeylerinin degismedigi tespit
edilmistir. Diger yandan, likopenle birlikte gentamisin uygulanan grupta ise plazma
MDA diizeylerinin kontrol degerlerine yaklastigi belirlenmistir. Sonug olarak, sigcanlarda
gentamisin uygulamasiin kan ve karacigerde oksidatif stres olusumunu 6nemli dl¢lide
etkilemedigi, buna karsin cisplatin uygulamasinin ise oksidatif stresi artirdig1 ve likopen

uygulamasinin ise artan oksidatif stresi engelleyebilecegi kanaatine varilmistir (Karahan

vd. 2006).

Antibiyotiklerin dokulardaki gen ve protein ekspresyonu ile ilgili ¢alismalar sinirlt
sayidadir. Yapilan bir ¢alismada Streptozotocin ile indiiklenen diyabetik farelerin kalp
dokularinda gen ekspresyonu sonuglarina goére GPx-3 seviyesinde anlamli bir sekilde

artis oldugu gozlemlenmistir (Iwata et al. 2006).

Bagka bir ¢alismada isoproterenol uygulanan si¢an kalp dokusunda bis (aspirinato) zinc
(IT) [Zn(ASA)2]’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. Caligmada yapilan gen ekspresyonu
sonuclarina gore; katalaz ve sitokrom c oksidazin mRNA seviyelerinde anlamli bir
degisiklik gézlemlenmemistir. Bununla beraber Sod-1, GPx-4 ve Na'/K*/ATPase mRNA

seviyelerinin anlaml bir sekilde azaldig1 gozlemlenmistir (Korkmaz-Icoz vd. 2016).

Doksorubisin ile yapilan bir ¢galigmanin sonuglarina gore ise ilag uygulanan farelerin kalp
dokularinda kontrol grubuna goére GPx-1 geninin baskilandigimi gozlemlemislerdir

(Xiong et al. 2006).

Literatiir taramamiz sonucunda ¢esitli antibiyotiklerin gerek kalp gerekse diger dokular
iizerindeki etkileri Ozellikle enzim aktiviteleri acisindan cokg¢a calisilmistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz antibiyotiklerle ilgili de oOzellikle bobrek dokusundaki
nefrotoksisiteleri ile ilgili ¢aligmalar olsa da kalp dokusu tizerindeki etkileri ile ilgili bir
caligmaya rastlayamadik. Bu bakimdan calismamizin 6zgiin bir deger tasidigini ve

literatiire 6nemli bir katki sunacagini diisiinmekteyiz.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3. 1 Caligmada kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Temin Edildigi Firma
Amonyum siilfat E.Merck AG
Antikorlar Santa Cruz Biyoteknoloji
Asetik asit E.Merck AG
Coommassie Brilliant Blue G-250 Sigma

Etanol Sigma
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Fluka

FastStart TagMan Probe Master Roche

Gliserol Sigma

Glisin E.Merck AG
Glutaraldehit Sigma
Hidroklorik Asit E.Merck AG
izopropanol E.Merck AG
L-Glutamat Sigma

Metanol E.Merck AG
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) Sigma

N,N’- metilen bisakrilamid Sigma

Okside glutatyon (GSSG) Sigma
Poliviniliden difloriid membran (PVDF) Macherey-Nagle
Potasyum fosfat E.Merck AG
Primerler Metabion

Protein marker BioRad 0375
Protein marker V peqGOLD/peqglab
QIAzol lysis Reagent 50 ml Qiagen

Rediikte glutatyon (GSH) Sigma

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (50) Qiagen

Sodyum dodesil siilfat (SDS) E.Merck AG
Sodyum fosfat E.Merck AG
Sodyum hidroksit Riedel de Haen
Sodyum kloriir E.Merck AG

Calismamizda kullanilan diger kimyasallar Sigma Chemical Comp.’den veya E. Merck

AG’den temin edilmistir.



3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.2 Calismada kullanilan alet ve cihazlar

CIiHAZ

MARKA ve MODEL

Buzdolaplari

Derin dondurucu(-85°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Elektroforez tanki

Goriintiileme cihazi
Gii¢ kaynagi

Hassas terazi
Homojenizator

Kar makinesi
Karistirici(Shaker)
Karistirici(Vorteks)
Magnetik karistirict
Mikrodalga Firin
Nanodrop

Otoklav

Otomatik pipet
PCR

pH metre

Qiacube (RNA izolasyon Robotu)
Real-Time PCR
Saf su cihazi
Sogutmali satrifiij

Spektrofotometre

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer

Cell
Vorteks

Siemens

New Brunwick Premium U410
Sanyo Madical Freezer

Bio Rad (dikey)

Chemiluminescence/Fluorescence - Fusion-FX
1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC

135

Gec Avery

TissueLyser Il

Scotsman AF-20

GFL 3025

Fisons Whirlimixer

Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
Beko MD 1500

Thermo Scientific, Multiskan GO, USA
HMC Hirayama

Eppendorf

Bio Rad C1000 thermal Cycler

Thermo Scientific Orion Star A211
Qiagene 31

Strategene

Barnstead Easy Pure UV/UF

Hermle Z 323 K(Germany)

Beckman Coultur

Bio Rad

Wisd WiseMix VM-10
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.3.1. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

3.1.3.1.a. Glutatyon Rediiktaz (GR)

1- 0,1 M Potasyum fosfat ¢ozeltisi (pH: 7,5): 50 ml i¢in 0,68 gr K-Fosfat (mono bazik)
40 ml saf suda ¢oziildii pH’s1 7,5’e ayarlandi. Son hacim 50 ml’ye tamamlandi.

2- 2 mM NADPH: 0,0083 gr NADPH alind1 ve hacmi saf su ile 5 ml’ye tamamlandi.

3- 20 mM GSSG: 0,122 gr GSSG alind1, hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.1.b. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

1- Aktivite 6l¢iim tamponu: 5 mM EDTA igeren 1M Tris/HCI (pH:8) 0,0935 gr EDTA
ve 6,05 gr Tris 40 mL saf suda ¢oziildii. pH’s1 HCI ile 8’e ayarlandi. Son hacim 50
ml’ye tamamlandi.

2- 20 mM GSH: 0,061 gr GSH alind1 ve hacmi saf su ile 10 mI’ye tamamlandi.

3- 2mM NADPH: 0,0083 gr NADPH alindi, hacmi saf su ile 5 ml’ye tamamlandi.

4- 10 EU/mL GR: 500 EU/mL kullanild1.50 kat seyreltildi. 20 uL alinip 1000 uL’ye
tamamlanda.

5- 7 mM t-biitil hidroperoksid: 9,61 pL alinip 10 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.1.c. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

1- 50 mM Tris/HCI1 (pH:8): 0,3 gr Tris alind1 40 mL saf suda ¢oziildii pH’s1 HCI ile
8,0’e ayarland1 ve son hacim saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

2- 6 mM G6P: 0,091 gr G6P alindi ve hacmi saf su ile 50 ml’ye tamamlanda.

3- 2mM NADP": 0,0153 gr NADP* alindi ve hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.1.d. Glutatyon S-Transferaz (GST)

1- 100mM K-Fosfat pH:6,5: 1,36 gr K-fosfat (mono bazik) alindi, 80 ml saf suda
¢ozildi. pH 6,5’e ayarlandiktan sonra saf suyla son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

2- 20 mM GSH: 0,061 gr GSH alind1 ve hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

3- 25mM CDNB: 0,0506 gr CDNB alind1 ve hacmi etil alkol ile 10 ml’ye tamamlandi.
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3.1.3.1.e. Katalaz (CAT)

1-

2-

50 mM K-Fosfat (pH:7) : 0,68 gr KH,PO4 80 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH
7’ye ayarlandi ve son hacim 100 ml’ye tamamlandi.
HPx ¢ozeltisi: 7 pL %30’luk H,0, toplam hacmi 5 ml olacak sekilde saf su ile

hazirlandi.

3.1.3.1.f. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

1- Ksantin stok ¢6zeltisi (3mmol/L) : 0,046 gr ksantin alindi ve hacmi saf su ile 100
ml’ye tamamlandi.

2- EDTA (0,20mmol/L): 0,022 gr EDTA hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3- NBT: 12,3 mg NBT hacmi saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.

4- NayCOa: 4,24 gr Na;CO3 hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

5- BSA: 25 mg BSA alind:1 ve son hacim 25 ml olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

6- (NH4)2SO4: 2,643 gr (NH4)2SO4 alindi ve son hacim 10 mL olacak sekilde suda
¢oOzildii.

7- Ksantin oksidaz ¢ozeltisi: Ksantin oksidaz enziminin son konsantrasyonu 167 EU/L
olacak sekilde (0,167 EU/ml) soguk (buzlu) amonyum siilfat (2M) ile seyreltildi.

8- CuCl,(0,8 mM): 0,85 gr CuCl, 20 ml suda ¢oziildii.

Reaktif karigimi:

5mL ksantin ¢ozeltisi, 45 ml saf su,25 ml EDTA, 25 ml NBT, 15 ml Na,COs, 7,5 ml

BSA.

3.1.3.1.g. Bradford Yéntemiyle Protein Tayini I¢cin Kullanilan Cozeltiler

1. Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi
50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi.

Cozeltinin hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti karanlikta

muhafaza edildi.

3.1.3.1.h. Glutatyon Tayini i¢in Kullamlan Cézeltiler

1. %5’lik TCA: 5 gr TCA alind1 ve hacmi saf su ile 100 m1’ye tamamlandi
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2. 1,25 M Na,COg3: 0,1325 g Na,CO3z 8 ml saf suda ¢oziildii ve son hacmi 10 ml’ye
tamamlandi.

3. 200 MM KH,PO4/50 mM EDTA (pH:7,5): 2,72 g KH,PO,, 1,46 g EDTA alinip 80 ml
saf suda ¢oziildii. pH’s1 NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile
100 mI’ye tamamlandi.

4. 2 mM NADPH Cozeltisi: 8,3 mg NADPH alinarak bir miktar saf suda ¢oziildii. Saf
suyla 5 ml’ye tamamlandi.

5.6 mM DTNB: 0,0172 g DTNB alinarak 10 ml 200 mM KH,PO,/50 mM EDTA (pH:
7,5) tamponunda ¢oziildii.

6. 0,5 EU/ml GR (mayadan saflastirilmis): 100 EU/mI’lik GR’dan 5 pL almnip saf suyla
1000 pl’ye tamamlandi.

7. 2 mM GSSG Cozeltisi (standart grafik hazirlamak igin): 6,188 mg okside glutatyon

alinarak bir miktar saf suda ¢6ziildii, toplam hacim saf suyla 5 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.1.1. Western-Blot Analizi i¢cin kullanilan cozeltiler

1. RIPA Tamponu: 5 ml 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,876 g NaCl, 0,5 g sodyum
deoksikolat, 0,1 g SDS, 0,2 ml 0,5 M EDTA, 0,042 g NaF, 0,0174 gr PMSF karistirilarak
son hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlanur.

2. 5xSDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi (western blot i¢in): 2,5 ml Tris/HCI ¢dzeltisi, 0,771
g DDT, 0,05 g brom fenol mavisi, 5 ml %50 gliserol, 1 g SDS alinip hacim destile su ile
10 ml"ye tamamlandi. -20°C’de saklandi.

3. IxTransfer Cozeltisi: 10x transfer ¢ozeltisinden 100 ml alind1 ve 700 ml destile su ve
200 ml metanol ilave edilerek toplam hacim 1 litreye tamamlandi.

4. 10xTBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 30 g Tris 900 ml destile su i¢inde ¢oziildi. 1M HCl ile
pH: 7,4 e ayarland1 ve hacim destile su ile 1 litreye tamamlanip otoklav edildi.

5. 10xTransfer Cozeltisi: 29 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS 900 ml destile suda ¢oziildii ve
pH 8,3’e ayarland1 ve toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

6. TBST: 10xTBS den 100ml alind1 ve 900 ml destile su ile 1 litreye tamamlandiktan
sonra 1 ml Tween-20 ilave edildi.

7. %5’lik yagsiz siit tozu (skim milk powder): 5 gr siit tozu alinarak 95 ml saf suda

¢oOzildii.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Etik Kurul Raporunun Temini

Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nca onaylanan etik kurulu

raporu temin edildi.

T.C.
ATATUR ONIVERSITESI

T-C. Fen Fakllitesi Dekanhg
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU [Samt——r,—2——2<
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg: [Dotys fio: 174
Sayr :36643897-70 20.03.2014
ERZURUM

Konu : Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari.

ATATURK UNIVERSITES]
FEN FAKULTESI DEKANLIGINA

25240 — Kampus / ERZURUM

flgi  :18.03.2014 tarih ve 55885869-406 sayili yaziniz.

flgide kayith yazida belirtildigi iizere. Fakiilteniz Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii,
Biyoteknoloji Anabilim Dali &gretim iiyesi Do¢.Dr.Melda SISECIOGLU nun yiiriitiiciiliigiinde.
Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Dekanhiginin Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii. Genetik
Laboratuarinda ve Kimya Béliimii Biyokimya Laboratuarinda yiiriitiilecek olan “Gentamisin,
Fenoksimetil Penisilin ve Sefazolin Sodyum Antibiyotiklerinin Fare Karaciger ve Bobrek
Glutatyon Rediiktaz Enziminin Aktivite, Protein ve Gen Ekspresyon Diizeyleri Uzerine
Etkilerinin incelenmesi” baslikh arastirma calismasi, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulumuzun 19.03.2014 tarih ve 2 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Basvuru Formu ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve ydntemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya cikarilan 55 no’lu karan ile szkonusu arastirma ¢alismasimin yiiriitiilmesinin etik kurallarina
uygun olduguna mevcut oy birligiyle karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

(VI 3 Buoer

7

.= N Dog. Dr. Mustala Sinan AKTAS
Mel- PI st Baskan Vekili

Toplanti Tarihi : 19.03.2014

Toplanti Sayis1 : 2

KARAR NO : 55- Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Dekanligi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Bolimii, Biyoteknoloji Anabilim Dali &gretim iyesi Do¢.Dr.Melda SISECIOGLU nun
yliriitiic@iliglinde, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Dekanhiginin Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boéliimii, Genetik Laboratuarinda ve Kimya Béliimit Biyokimya Laboratuarinda yiiriitillecek olan
“Gentamisin, Fenoksimetil Penisilin ve Sefazolin Sodyum Antibiyotiklerinin Fare Karaciger ve
2Bébrek Glutatyon Rediiktaz Enziminin Aktivite, Protein ve Gen Ekspresyon Diizeyleri Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi” baslikli arastirma ¢alismasi ile ilgili Fen Fakiiltesi Dekanliginin 18.03.2014
tarih ve 55885869-406 sayili yazisi ile ekleri goriisiildii.

Yapilan goriismelerden sonra: ad1 gegen arastirma ¢alismasinin yiiriitiilmesinin. etik kurallarina
uygun oldugunun. mevcut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.

Adres : Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanligi. 25240 — Yakutiye / ERZURUM
Telefon : 0-442-231 47 30 Fax : 0-442-231 55 63 e-mail: hadyek@atauni.edu.tr

76 Marl 2014
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3.2.2. Cahismada Kullanilacak Farelerin Temin Edilmesi

Calismalarda kullanmak iizere toplam 20 adet C57BL/6 erkek fare Atatiirk Universitesi

T1ibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.

3.2.3. llaclarin Uygulanmasi ve Dokularin Temin Edilmesi

Calismalar icin temin edilen 20 adet fare agirhiklarina gore 4 gruba ayrildi. ilaglarin
adindan yola ¢ikarak gruplar amoksisilin grubu, gentamisin grubu ve sefazolin sodyum
grubu olmak {izere isimlendirildi. Gruplardaki farelere 6 giin boyunca ilaglar 100 mg/kg
dozlarda Tablo 3.3’de verildigi sekilde ayarlanarak intraperitonal olarak uygulandi.

Kontrol grubuna ise ayni yolla fizyolojik serum uygulandi.

Tablo 3.3. Farelere verilen ilaglarin dozajlar1 ve uygulama siireleri

Farelerin Enjekte Uvaulama
Grubun Uveulanan ila ortalama  Dozaj edilen );?iresi
Adi ye ¢ agirhklarn  (mg/kg) miktar (giin)
(gram) () &t
Kontrol  Fizyolojik serum 37 100 500 6
G Gentamisin (8 mg/1 30 100 4215 5
ml)
A Amoksisilin (5 mg/1 33 100 600 6
ml)
S Sefazolin sodyum (5 7 100 540 5

mg/1 ml)

Caligma i¢in 6 giin boyunca ilag uygulanan fareler eter ile anestezi edildi, eksanguinasyon
ile sakrifiye edilerek, karin bosluklart abdominal insizyon ile agildi ve Kalpleri alindu.
Kalp dokularinin bir kismi mRNA izolasyonunda kullanmak iizere derin dondurucuda (-

86°C) saklandi.

3.2.4. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Kantitatif protein miktar1 (Bradford 1976) metoduna gore belirlendi.
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Tayin iglemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 4900 ul Coommassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin iginde bulundugu tampondan ve 4900 pl
Coommassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen
sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik

haline getirildi.

Numune caligmalart i¢in, 100 kat seyreltilmis kalp homojenati tiipe 100 pl alinarak
iizerine 4900 pl renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa
tekrarlanarak 3 ayr1 Ol¢limiin aritmetik ortalamas: alinip standart grafikten protein

miktarlart belirlendi.

3.2.5. Toplam Glutatyon (tGSH), Okside Glutatyon (GSSG) ve Rediikte Glutatyon
(GSH) Tayini

Glutatyon tayini GSH 1 DTNB tarafindan okside edilmesi sonucu olusan sar1 renkli 2-
nitro-5-tiyobenzoik asidin absorbansinin 412 nm’de 6lgiilmesi prensibine dayanmaktadir.
GR enzimi varliginda ortamda bulunan GSSG ise NADPH’1n indirgenmesi ile GSH’a
dontstiiriilmektedir (Griffith 1980; Anderson 1985).

3.2.5.a. Glutatyon Tayini i¢in Standart Grafik

Glutatyon tayini i¢cin GSSG kullanarak standart grafik hazirlandi. Standart grafigin
hazirlanmas1 i¢in ¢alisma tamponu ile 0,2 uM’lik GSSG stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden kiivet igerigi 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,12 ve 0,14 umol
GSSG olacak sekilde seyreltmeler yapildi. Kiivet icerikleri Tablo 3.4°te verildigi sekilde

hazirlandi.
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Tablo 3.4. Glutatyon tayininde kullanilan standart grafik i¢in kiivet icerikleri

Cozeltiler Kor (pL) Numune (pL)
200 mM fosfat tamponu
(50 mM EDTA iceren) 770 670
NADPH 100 100
DTNB 100 100
GSSG - 100
200 mM fosfat tamponu 770 670

(50 mM EDTA iceren)

Calkalanir ve 30°C’de 3 dakika inkiibe edilir

Glutatyon Rediiktaz 30 30

Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30°C’de, 3 dakika boyunca absorbans artisi
olgtldi.

3.2.5.b. Toplam Glutatyon (tGSH) Tayini

Total GSH miktarinin belirlenmesinde 6nce homojenat hazirlandi. Degisik miktarlardaki
doku %>5’lik TCA ile 1:10 oraninda homojenize edilerek 10 000 rpm’de 10 dk. santrifiij
edildi. 0,3 ml siipernatant alinarak tizerine 38,7 pL K,CO3 ¢6zeltisi eklenip karistirildi ve
10 000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant kullanilarak tGSH miktar1

Tablo 3.5°de verilen kiivet igeriklerine gore 6l¢iildii.

Tablo 3.5. Toplam glutatyon tayini kiivet icerikleri

Cozeltiler Kor (pL) Numune (pL)

200 mM fosfat tamponu

(50 mM EDTA iceren) 770 670
NADPH 100 100

DTNB 100 100
Siipernatant - 100

200 mM fosfat tamponu 770 670

(50 mM EDTA iceren)

Calkalanir ve 30°C’de 3 dakika inkiibe edilir

Glutatyon Rediiktaz 30 30
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Calkalanarak 412 nm dalga boyunda, 30°C’de, 3 dakika boyunca absorbans artis1 ol¢iiliir.

3.2.5.c. Okside Glutatyon (GSSG) Tayini

Okside glutatyon miktari, tGSH miktarinin o6l¢iilmesinde kullanilan yontem ile
belirlenmektedir. tGSH tayininde hazirlanan siipernatanttan 400 pL alindi iizerine
GSH’1n tiirevlendirilmesi i¢in 8 pL 2-vinilpiridin eklendi. Ornekler oda sicakliginda 1
saat inkiibe edildi. GSSG miktarini1 6lgmek i¢in ¢ozeltiler kor ve numune olmak {izere

farkli kiivetlere Tablo 3.4’teki gibi hazirlandi.

3.2.6. Gen Ekspresyonu
3.2.6.a. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu Budak ve arkadaslarmin (Budak vd. 2014) metoduna gore
gergeklestirildi. Steril ependorf tiipiine dondurulmus 6rnekten 50 mg koyuldu. 1 ml
QlAzol reagent eklendi ve homojenizatdr ile pargalandi. Homojenat iizerine 200 pL
soguk kloroform ilave edildi. 15 sn. vortekslendi ve 2-3 dk. diiz bir zeminde bekletildi.12
000 g de +4°C’de 15 dk. santrifiij edildi. Siipernetantlardan 500’er puL alinarak steril
ependorf tiiplerine aktarildi. Alinan iist faz RNA izolasyon robotuna yerlestirilerek
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ile izole edildi. Elde edilen
RNA o6rneklerinde konsantrasyon belirlemek i¢in NanoDrop spektrofotometre kullanildi.
Bir kuyuya kor olarak 2 ul. RNAse free water, diger kuyulara 2 pL numune RNA’lar1
koyuldu. 260/280 nm dalga boyunda DNA-RNA konsantrasyonu ng/puL olarak belirlendi.

3.2.6.b. cDNA Kiitiiphanelerinin Hazirlanmasi

cDNA kiitiiphanelerinin hazirlanmasinda SuperScript III First-Strand cDNA sentez kit’i
kullanild1 (Invitrogen). Oncelikle RNA’lar konsantrasyonlart 500 ng/uL olacak sekilde
ddH,0 kullanilarak seyreltildi. cDNA sentezi i¢in takip edilen prosediir Tablo 3.6’da

verilmistir.
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Tablo 3.6. cDNA sentezi i¢in hazirlanan PCR bilesimi

Bilesen Eklenen Miktar
RNA (500ng/ul) 8 ul
Primer (50ng/pl randomhexamer) 1 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
Bu karisim nazikge vortekslenir, 65°C’de 5 dk. inkiibe edilir ve 1 dk. buzda bekletilir.
10x RT buffer 2 ul
20 mM MgCl, 4 ul
0,1 MDTT 2 ul
RNase Out (40 U/ul) 1 ul
Super Script III (200 U/ul) 1l

PCR tiiplerinde hazirlanan karisim, nazikge vortekslenir ve spiner kullanarak minisantrifiij yapilir.

Karigim PCR cihazina konuldu. Cihaz 10 dk. 25°C’ye, 50 dk. 90°C’ye ve 5 dk. 85°C’ye
ayarlanarak cDNA’lar sentezlendi. Hazirlanan cDNA’lar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.6.c. Real-Time PCR icin Primer ve Prob Dizaym

Calismada kullanilan primer ve prob dizayni i¢in (Kogpimar 2015)’in belirttigi sekilde
National Center for Biotechnology Information (NCBI) databazi kullanildi ve spesifik
PCR primerleri ve problarnt dizayn edildi. Islem igin NCBI ana sayfasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na gidilerek Sekil 3.1’deki  gibi ‘All databases’
boliimiinden ‘Gene’ boliimii se¢ildi ve arama kutucuguna gen bilgisi (kisa-uzun adi veya

ID numarasi) girilerek Sekil 3.2°deki organizma se¢im sayfasina ulasildi.

= NCBI  Resources & How To &)

Sign in to NCBI
=NCBI iyats
Na?lina\lien(erf\:r Gene ¥ Aranilan genin ismi ya da |D numarasi @
Biotechnology Information
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
A e biomedical and genomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News | Blog PubMed Central
Data & Software PubMed Health
DNA & RNA Submit Download Learn BLAST
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Nucleotide

into NCBI databases computer class or watch a tutorial

Genes & Expression Genome

Sekil 3.1. Primer ve Prob dizayn etmek i¢in kullanilan NCBI ana sayfast
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Sekil 3.2’de ilgili gen i¢in galisilacak organizma se¢imi yapildi. Bizim ¢alismamizda fare
kullanildigindan ‘Mus musculus’ secenegi tiklanarak Sekil 3.3°deki organizmamiza ait

gen bilgilerini i¢eren sayfaya ulagildi.

Gene v ||superoxide dismutase | [ search |
Create alert  Advanced

Tabular~ 20 per page~ Sort by Relevance - Send to: =

Filters: Manage Filters
Search results
Results by taxon

Items: 1 to 20 of 5104 Page [1 | of256 Mext= Last==
@ Sce also 4016 discontinued or replaced items. Top Organ‘S:mS __Tl'lee]
Homo sapiens (83)
Mus musculus (73]
Name/Gene ID | Description Location Aliases MIM Rattus nor\tegicfus 145)
soo superoxide Chromosome 21, ALS, ALS1, HEL-S-44, IPOA, SOD, hSod1, 147450 Elaels‘gulneelnsxs_ F:IT,
1D: G647 dismutase 1, NC_000021.9 homodimer gl?mﬁ]‘mat Satlv?sgé"
soluble [Homo (31659622 _31668931) Nloreo er taxa (4623)
sapiens -

Sekil 3.2. NCBI organizma se¢im sayfasi

Sekil 3.3’deki sayfada aradigimiz gen tiklanarak ilgili genin organik baz ve protein

sekansini iceren Sekil 3.4'deki sayfaya ulasildi.

Gene r |(5uper0xide dismutase) AND "Mus musculus"[porgn:__txid10090]
Create alert Advanced

Tabular+ 20 per page~ Sort by Relevance - Send to: «

Search results
Items: 1to 20 of 75 Selected: 1 Page [1 |of4 Mext= Last==

o See also 12 discontinued or replaced items.

Name/Gene ID | Description Location Aliases
#| Sodi superoxide dismutase 1. soluble [Mus Chromosome 16, B430204E1MRik, Cu/Zn-50D,
ID: 20655 musculus (house mouse)] NC_000082.6 CuZnS0D, Ipo-1, Ipo1, SODC, Sod
(90220742..90226324)
Sod2 superoxide dismutase 2. mitochondrial Chromosome 17, MnSOD, Sod-2
ID: 20656 [Mus musculus (house mouse)] NC_000083.6
clear (13007835..13018119)
Sod3 superoxide dismutase 3. extracellular Chromosome 5, Al314465, EC-50D
ID: 20657 [Mus musculus (house mouse)] NC_000071.6

(5255380 4.52369738)

Sekil 3.3. flgili genin temel &zelliklerini gdsteren NCBI sayfasi

Acilan sayfanin alt boliimiindeki gen sekans kodu (NM _...) tiklanarak ilgili genin ayrintili
bilgilerinin ve sekansinin bulundugu Sekil 3.5’deki sayfaya gidildi.
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NM_011434.1 — NP_035564.1 superoxide dismutase [Cu-Zn]

See identical proteins and their annotated locations for NP 035564.1

Status: PROVISIONAL

Source sequence(s)
Consensus CDS
UniProtKB/Swiss-Prot
Related

ECO043874

CCDS373951

FO08228

ENSMUSPO0000023707, ENSMUSTO0000023707

Conserved Domains (1) summary

Sekil 3.4. Tlgili genin gen ve protein sekansini gosteren NCBI veritabani

Nucleotide Nucleotide v ||

|

Advanced

GenBank ~

Send: ~
Change region show

Mus musculus superoxide dismutase 1, soluble (Sod1), mMRNA
NCBI Reference Sequence: NM_011434.1
Graphics

FASTA

Customize view

Sekil 3.5. Gen sekansinin bulundugu veri tabani

Sekil 3.5°deki sayfanin sol tarafinda bulunan ‘CDS’ tiklanarak ilgili genin kodlanan

bolgesi isaretlendi.Sekil 3.6°da tez kapsaminda ¢aligilan genlerden biri olan Sod-1 genine

ait kodlanan bolge koyu zeminde gdsterilmektedir.

6l
121
1581

241 P
se1 P

36l
421
481

gcocagggoct cgtttttttg
cgtcttgctc tctctggtcc

541 [

bal
ool

ggtctcagac tcatctgota

cgoggtoctt toctgoggcg cottococgtoo gtoggottcot
ctccggagga ggccgccgcg cgtctcccgg Egaagc

o tacaaagact g
: : ECECap Flacattcoct gtgtggtctg
ccctcaaace attaaactgt aatctgazas asacasaaza

Sekil 3.6. Sod-1 genine ait kodlanan ve kodlanmayan bolgeleri gosteren veritabani
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Daha sonra sayfanin iist kisminda bulunan ‘FASTA’ se¢enigi tiklanarak bosluklar ve sira
sayilar1 kaldirild. Ilgili genin organizmanin baska genleri ile homoloji oraninin kontrol
edilmesi i¢in tiim gen sekansi blastlanmalidir. Tiim gen sekansi kopyalanip blastlama
sayfasina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) gidildi ve Sekil 3.7’deki gibi organizma
secimi yapilarak Sekil 3.8’deki blast sayfasina ulasildi.

Web BLAST

BLAST Genomes

Sekil 3.7. Tlgili genin baska genlerle homolojisinin kontrol edildigi organizma se¢im sayfasi

Sekil 3.8”deki sayfaya ilgili genin sekans1 yapistirilip BLAST butonuna basildi.

Enter QUE[}I’ SE{]UBHCE BLASTHN programs search nucleotide databases using an

Enter accession number(s), gi(s). or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
chtctca ggagagcatt "4 tg -
_ Fom[ |
5 o ]
4
Or, upload file Dosya Sec | Dosya secilmedi @
Job Title |
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
Choose Search Set
Database | Genome (GRCm38.pd reference assembly top-level, Annotation Release 106) ¥ | (196 sequences) @
Exclude ) Models (XM/XP)
Optional

Entrez Query |
Optional

Enter an Entrez query to limit search &)

Program Selection

Optimize for ® Highly similar sequences (megablast)
' More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
' Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &)

' ‘ Search database Genome (GRCm38.p4 reference assembly top-level, Annotation Release 106) - |
[ Show results in a new window

Sekil 3.8. Gen sekansinin homolojisinin kontrol edildigi blast sayfasi


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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BLAST butonuna basildiktan sonra goriintiilenen homoloji belirleme sayfas1 Sekil 3.9°da

verilmistir.

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alighment scores

<40 40-50 80-200 >=200
@ u e ry | —
| 1 1 1 1 1 1

1 100 200 300 400 500 600

Sekil 3.9. lgili genin baska genlerle homoloji oranin1 gésteren sayfa

Daha sonra http://frodo.wi.mit.edu/ sayfasima gidildi. A¢ilan sayfada dizayn edecegimiz
primer ve proplarin optimum degerleri Tablo 3.7°de verildigi gibi girilerek sayfanin en

altinda bulunan ‘Pick Primer’ butonuna basildi.

Tablo 3.7. Dizayn edilen primer ve problara ait optimum deger araliklari

Minimum baz Optimumbaz  Maksimum baz
uzunlugu uzunlugu uzunlugu

Uriin boyutu aralig 50 100 150
Primer boyutu 19 20 21
Primer TM 59 60 61
Primer GC % 45 50 55
Primer Max Poly-X 3

Prob boyutu 19 20 23
Prob TM 69 70 71
Prob GC % 45 50 55

Prob Max Poly-X 3
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General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 19 Opt: 20 Max: 21

Primer Tm  Min: |59.0 Opt: |60.0 Max: [61.0 Max Tm Difference: [100.0 | Table of thermodynamic parameters: |Breslauer etal. 1986 »
Product Tm Min: Opt: Max:

Primer GC% Min: 45.0 Opt: 50.0 Max: 55.0

Max Self Complementarity: 8.00 Max 3' Self Complementarity: 3.00

Max =N's: 0 Max Polyv-X: 3

Inside Target Penalty Outside Target Penalty: o Note: vou can set Inside Target Penalty to allow primers inside a target.
First Base Index- 1 CG Clamp: 0

Concentration of monovalent cations: 50.0 Salt correction formmla- Schildkraut and Lifson 1965 »

Concentration of divalent cations 0.0 Concentration of dNTPs 0.0

Annealing Oligo Concentration: 50.0 (Mot the concentration of oligos in the reaction mix but of those annealing to template.)

¢ Liberal Base |/ Show Debuging Info ¥ Do not treat ambiguity codes in libraries as consensus | Lowercase masking

Sekil 3.10. Dizayn edilen primer ve problarin optimum degerlerinin girildigi NCBI sayfasi (iist kisim)

Hyb Oligo (Internal Oligo) General Conditions

Hyvb Oligo Size: Min [19 Opt 20 Max 23

Hvb Oliso Tm- Min |5o.0 Cpt 700 Max 71.0

Hvb Oligo GC% Min: 450 Opt: 50.0 Max: 55.0

Hyb Olige Self Complementarity: 12.00 Hyb Oligo Max 3' Self Complementarity:12.00
Nax =Ms- 0 Hyb Oligo Max Poly-30 3
Hyb Oligo Mishyb Library: NOMNE * |Hyb Oligo Max Mishyb: 12.00
Hyb Olizo Min Sequence Quality: o]

Hyb Olize Conc of monovalent cations: |50.0 Hyb Oligo DNA Concentration: 50.0
Hyb Olizgo conc of divalent cations: 0.0 Hyb Oligo [dNTP 0.0

Objective Function Penalty Weights for Hyvb Oligos (Internal Oligos)

Hyb Olizgo Tm  Lt:[1.0 Gt:1.0
Hyb Oligo Size Lt:[1.0 Gt:1.0
Hyb Oligo GC% Lt:/0.0 Gt: 0.0
Hyb Oligo Self Complementarity (0.0
Hyvb Olige #N's 0.0
Hyb Oligo Mishybing 0.0
Hyvb Oligo Sequence Quality 0.0

| Pick Primers || Reset Form |

Sekil 3.11. Dizayn edilen primer ve problarin optimum degerlerinin girildigi NCBI sayfasi (alt kisim)

Tez kapsaminda dizayn edilen her primer ve prob ikinci bir blastlama ile kontrol edildi.

|Mouse—over to show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores

=40 40-50 E80-200 >=200

G e ry |
| | | | | |
1 4 g 12 16 20

Sekil 3.12. Cogaltilacak gen bdlgesinin baska genlerle homolojisinin kontrol edildigi blastlama sayfas1 (Ust
kisim)
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Tablo 3.8. Tez kapsaminda yapilan miiltipleks Real-Time PCR yonteminde kullanilmak iizere siparis edilen
primer ve problarin sekanslar1

Gen ismi Primer ve Prob Sekans
Forward AGAGGCATGTTGGAGACCTG
Sod-1 Prob Fam-TGGAAAGGACGGTGTGGCCA-Tamra
Revers TCATGGACCACCATTGTACG
Forward ACGCAATTCACACCTACACG
Cat-1 Prob Fam-TCGTGAAGCCGAGCCTGAGGAT-Tamra
Revers TCCAGCGTTGATTACAGGTG
Forward AACGACATTGCCTGGAACTT
Gpx-1 Prob Fam-TACAGCCGCCGCTTTCGTACCA-Tamra
Revers TGCAGCCAGTAATCACCAAG
Forward TTGCCGATTACAACTTGCTG
Gst-pl Prob Fam-TGCTGCTGATCCACCAAGTCCTG-Tamra
Revers GAGCCACATAGGCAGAGAGC
Forward AACATTCGCAGATGGTCCTC
Gr-1 Prob Fam-TCCTGATTGCCACAGGAGGCG-Tamra
Revers AGCTGAAAGAAGCCATCACTG
Forward GACGAGAAGGTGTCGG
Gépd Prob Fam- TACAGCCGCCGCTTTCGTACCA —Tamra
Revers GCGGTCGTTGTTGATG
Forward AATCGTGCGTGTACATCAAAG
Actb Prob Cy5-ATGGCCACTGCCGCATCCTC-Bg2
Revers CGTTGCCAATAGTGATGACCT
B Download ~ GenBank Graphics sortby: | E value r

MMus musculus strain C57BL/GJ chromosome 16, GRCm38.p4 C57BL/G)
sequence ID: NC_000082.6 Length: 98207768 MNumber of Matches: 351

Range 1: 90220798 to 90220818 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
42.1 bits(21) 0.002 21/21(100%) 0/21{0%) Plus/Plus
Features: 322231 bp at 5' side: T-lymphema invasion and metastasis-inducing protein 1 iso...

40 bp at 3' side! superoxide dismutase [Cu-Zn]

Query 1

Sbjct 99228798

T
|

e

T
TCTCGTCTTGCTCTC G0 S8228818

Sekil 3.13. Cogaltilacak gen bolgesinin bagka genlerle homolojisinin kontrol edildigi blastlama sayfasi (Alt

kisim)

Primer ve prob dizayni sonrasinda tez kapsaminda kullanilmak iizere METABION

sirketinden siparis edilen primer ve proplarin sekanslar1 Tablo 3.8” de verilmistir.

3.2.6.d. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR)

Genlerin ekspresyon dereceleri Real-Time PCR’da ilgili bolgenin ¢ogaltilmasi

esnasindaki kantitatif olarak olusan iirline TagMan probun baglanmasi ve belirli dalga
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boyunda 1s1ma yaparak absorbans vermesi esasina dayanir. Boylece olusan {irliniin

miktar1 kantitatif olarak olgiiliir.

Kantitatif gen ekpresyonunun belirlenmesi maksadiyla Real Time-PCR analizi yapildi.
Yapilan Real-Time PCR c¢alismalarinda 5 wucunda raportor florokrom 6-
carboxyfluorescein (FAM), 3° ucunda baskilayici florokrom 6- carboxy-
tetramethylrhodamine (TAMRA) floresan isaretli hedef gen probu ve 5’ucunda raportor
florokrom (Cy5), 3’ucunda baskilayici florokrom (BQ2) olan floresan isaretli referans
(housekeeping) gen Tagman problar kullanilarak kantitatif gen ekspresyonlar1 6l¢iildii.
Kontrol ve ila¢ gruplarindan elde edilen doku Orneklerinden izole edilen RNA’dan
sentezlenen cDNA’lar 1:10 seyreltilerek kullanildi. Gen ekspresyonu igin Real-Time

PCR tiipiinde hazirlanan karisim Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9. Real-Time PCR i¢in hazirlanan tiip igerigi

Bilesen 1xReaksiyonluk 45xReaksiyonluk
Master mix 12,5 ul 562,5 ul
ddH,O 9,25 ul 416,25 pl
F(Forward) primer 0,25 ul 11,25 pl
R(Reverse) primer 0,25 pl 11,25 ul
Tagman prob 0,25 ul 11,25 pl
Aktin i¢in F primer 0,25 pl 11,25 ul
Aktin i¢in R primer 0,25 pul 11,25 pl
Aktin i¢in Tagman prob 0,25 ul 11,25 wl

Yukaridaki gibi hazirlanan karisimdan her bir PCR tiipiine 22,5 puL pipetlendi. Sonra
tiiplerin iizerine ilgili cDNA’dan 2,5 pL eklendi.

Real-Time PCR uygulamasinda kullanilan sicaklik dongiisti Sekil 3.10°da gosterildigi gibidir.



48

>

95°C 95°C

SICAKLIK

Sekil 3.14. Real-Time PCR cihazindaki sicaklik dongiistinii gosteren ekranin goriintiisii

3.2.6.e. Real-Time PCR sonuclarimin hesaplanmasi

Real-Time PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde, her &rnegin referans ve hedef CT
degerleri arasindaki farki kiyaslayan ACT metodu kullanildi (Livak and Schmittgen
2001). Kontrol ve deney gruplarinin ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasi asagida

gosterildigi yapilmistir.

Ekspresyon (ACT): 2 CT(referans)-CT(hedef)

2: Hedef geni ¢ogaltan primer etkinlik oran1
Referans CT: Real-Time PCR reaksiyonu esnasinda referans (housekeeping) genin

kantitatif olarak anlamli miktarini ifade eden deger.

Hedef CT: Real-Time PCR reaksiyonu esnasinda hedef (arastirilan gen) genin kantitatif

olarak anlamli miktarini ifade eden deger.

ACT degeri hem hedef hem de referans genimiz i¢in hesaplanarak istatistiksel olarak
kiyaslandi. Referans ve hedef genlerin CT degerleri genlerin kantitatif miktarlarini
belirten ifadeler olup reaksiyon sirasinda artan gen miktar1 belirli konsantrasyona
ulastiginda okunur. Okunan konsantrasyon orani kullanilan cihazin hassasiyetine gore
farklilik gosterebildiginden, referans ve hedef genlerin aynmi cihazda ¢alisilmasi deneyin

hassasiyeti ve giivenilirligi agisindan 6nemlidir.
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3.2.7. Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

3.2.7.1. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin 6l¢timii (Carlberg and Mannervik 1975)

yontemine gore yapildi.

Tablo 3.10. GR Aktivite Olgiim Prosediirii

KOR(uL) Numune(pL)
Tampon 200 200
Su 600 600-x
GSSG 100 100
Enzim - X
NADPH 100 100

340 nm’de NADPH’in tiikkenmesine dayali absorbans azalis1 dlgiildii. (3 dk. Olgiim
yapildi)

Aktivite hesaplanmast

EU_ AOD vt (3.1)
mL  3x6,22 Ve

3.2.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesinin dl¢timii (Paglia and Valentine 1967)’e

gore belirlendi.

Tablo 3.11. GPx Aktivite Olciim Prosediirii

Kor (uL) Numune(pL)
Tampon 100 100
GSH 100 100
GR 100 100
NADPH 100 100
Enzim 10 10
Su 590 580

t-biitil HPx - 10
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t-biitil HPx eklenmeden 6nce 340 nm’de absorbans degisimi sabit kalana kadar Sl¢iim
yapildi. Absorbans degisimi sabitlenince numune kiivetine t-biitil HPx eklendikten sonra

3 dk. boyunca 340 nm’de absorbans azalis1 6l¢iildii.

Aktivite Hesaplanmasi

EU_ AOD Vi
_= X —X
mL _ 3x6.22 Ve (3.2)

3.2.7.3. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

(G6PD) enzim aktivitesinin 6l¢timii (Beutler 1971)’e gore yapildi.

Tablo 3.12. G6PD Aktivite Ol¢giim Prosediirii

KOR(uL) Numune(pL)
Tampon 200 200
Su 600 600-x
G6P 100 100
Enzim - X
NADP* 100 100

340 nm’de NADPH’1n olusumu 3 dk. da absorbans artigiyla 6l¢iildii.

Aktivite Hesaplamasi

EU_ AOD Vvt
= %
mL _ 3x6.22 Ve 3.3)

3.2.7.4. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinin Ol¢iimii ise (Nandhini et al. 2005)

metoduna gore tayin edildi.
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Tablo 3.13. GST Aktivite Olgiim Prosediirii

KOR(pL) Numune(pL)
Tampon 200 200
Su 730 730-x
GSH 50 50
Enzim - X
CDNB 20 20

340 nm’de glutatyon- CDNB konjugatinin olusumuna dayal1 absorbans artisi 6l¢iildii.

Aktivite Hesaplamasi

EU_ AOD Vi
= X —
mL _ 3x6.22 Ve (3.4)

3.2.7.5. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin 6l¢timii (Aebi 1984) metoduna gore tayin edildi.

Tablo 3.14. CAT Aktivite Ol¢iim Prosediirii

KOR(pL) Numune(uL)
Tampon 1500 1490
H,0, 1500 1500
Enzim - 10

Yukarida hazirlanan (Boliim 2.1.3.1.e) tamponun 50 ml’sinde H,O,’den 200 uL eklendi.
240 nm’de tampona kars1 3 ml’lik kuvartz kiivette absorbans farki 0,5 olana kadar 6l¢giim

yapildi. 240 nm’de 15 sn.de bir 1 dk. boyunca 6l¢iim yapildi.

Aktivite Hesaplamasi

EU_0D Vi
mL 0,0396 Ve

(3.5)
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3.2.7.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin 6l¢iimii (Sun et al. 1988) metoduna gore

tayin edildi.

Tablo 3.15. SOD Aktivite Ol¢iim Prosediirii

Kor(uL) Numune(pL)
Reaktif karisimi 2850 2850
Numune - 50
Saf su 100 (100-50)
Ksantin Oksidaz 50 50
CuCl, 1000 1000

CuCl; eklenmeden once oda sicakliginda 25 dk. inkiibasyon yapildi. 560 nm’de reaktif
karisimina kars1 once kor, sonra numune okundu.

Aktivasyon hesaplama

(KorinAbs.-Numuneninabs.)

%inhibisyon= — x100 (3.6)
KorunAbs.
P
Aktivite( U )= Yoinhibisyon (3.7)
mL 50x0,1

3.2.8. Western Blot analizinin uygulanmasi

3.2.8.a. Homojenatin hazirlanmasi

Fare kalp dokularindan ayri ayri1 bir miktar alindi1 ve tartildi. Tartilan dokular 2 ml’lik
ependorf tiiplerine konuldu ve iizerine 1:5 oraninda RIPA tamponu eklendi. Tiipler
“TissueLyser II” homojenizatdre yerlestirilerek dokularin pargalanmasi saglandi.
Pargalanan dokular 10000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Protein tayini ve Western-

Blot yapmak iizere +4°C’de muhafaza edildi.

3.2.8.b. SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi
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Deneyin amacina gore hangi ylizdelik jeli hazirlamamiz gerektigi belirlendikten sonra SDS
jel hazirlandi. SDS Jeli iki kisimdan olusur. Yiikleme jeli (Tablo 3.17) ve ayirma jeli (Tablo
3.18). Proteinler yiiklenmeden 6nce konsantrasyonlari Bradford yontemi ile 6l¢iildii. 10-100
ug proteine 1xSDS yilikleme tamponu ilave edildi. 95°C’ lik 1sitma blokunda 10 dakika
kaynatilarak proteinler denatiire edildi. 10 dakika sonunda numuneler buz i¢ine transfer
edilerek yiliklemeden once en az 10 dakikada daha bekletildi. Numune yiikleme jeline
yiiklendikten sonra 50 Voltta 30 dakika elektroforezde yiiriitiildii. Numune ayirma jeline
gegmeye basladiginda voltaj 120 volta yiikseltildi ve 90 dakika daha yiiriitmeye devam edildi.

Tablo 3.16. SDS Jel elektroforezi i¢in kullanilacak yiikleme jeli degerleri (Erdogan vd. 2016)

Toplam 1mi 2ml 3ml 4 ml 5ml
Didestile Su 0,68 ml 1,4 ml 2,1 ml 2,7 ml 3,4 ml
%30Akril Amid 0,17 mi 0,33 ml 0,5 ml 0,67 ml 0,83 mi
1M Tris pH:6,8 0,13 ml 0,25 ml 0,38 ml 0,5ml 0,63 ml
%10SDS 0,01 mi 0,02 ml 0,03 ml 0,04 ml 0,05 mi
%10 Amonyum persiilfat 0,01 ml 0,02 ml 0,03 ml 0,04 ml 0,05 ml
TEMED 0,001 ml 0,002 mi 0,003ml 0,004 ml 0,005 ml

Tablo 3.17. SDS Jel elektroforezi i¢in kullanilacak ayirma jeli degerleri (Erdogan vd. 2016)

Jel Yiizdesi %06 %38 %9 %10 %12
Didestile Su 7,9 ml 6,9 ml 6,45 ml 5,9 ml 4,9 ml
%30Akril Amid 3ml 4 ml 4,5 ml 5ml 6 ml
1,5M Tris pH:8,8 3,8ml 3,8ml 3,8ml 3,8ml 3,8ml
%10SDS 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml
%10 Amonyum persiilfat 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml
TEMED 0,012ml  0,009ml 0,075ml 0,006 ml 0,006 mi
Toplam 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml

3.2.8.c. Jeldeki proteinin membrana transferi ve film edilmesi

SDS jeli iizerinde molekiil agirligina gore ayrilan proteinler membrana transfer edildi.
Bunun i¢in Semidry Blotter cihaz1 kullanildi. Membranlar kullanilmadan 6nce metanol

ile 5 dakika muamele edildikten sonra 1x transfer tamponu ile de 5 dakika muamele
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edildi. Semidry Blotter cihazina sira ile 2 parca blot kagidi, membran, jel, 2 parca blot
kagidi konuldu ve cihaz kapatildi. 1 watt elektriksel alana konulurak 75 dakika blotlama

islemi yapildi. Blotlama sonrasi proteinler jelden membrana transfer oldu.

3.2.8.d. Bloklama

Membran 10 dakika TBST ile yikandi. 1 saat oda sicakliginda bloklama ¢ozeltisi (%5

Skim milk powder) ile muamele edildi. Membranin kurumamasina dikkat edildi.

3.2.8.e. Antikorla muamele

4°C*de 1 gece birinci antikor ile inkiibasyona birakildi. Membran 6 kez 5 dakika TBST
ile yikandi. Oda sicakliginda 1 saat HRP konjiige edilmis ikinci antikor ile inkiibasyona
birakildi. Membran 6 kez 5 dakika TBST ile yikandi.

3.2.8.f. Proteinin goriintiilenmesi

Membranlar antikorla muamele edildikten sonra Femto ve Pico substratlar1 (ECL
reagent)  kullanilarak  antikorun  kimyasal  sinyal  olusturmast  saglandu.
Chemiluminescence/Fluorescence - Fusion-FX cihazi ile karanlik odada membranin filmi
otoradyografik olarak c¢ekildi. Kantitatif analiz i¢in B-aktin referans (housekeeping)

protein olarak kullanildi.

3.2.8.g. Western Blot goriintiilerin analiz edilmesi

Western Blot isleminden elde edilen goriintiiler ImageJ2x programi yardimiyla analiz

edildi. Sonuclar optimize edilerek anlamlandirildi.

3.2.9. Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistiki analizler

In vivo inhibisyon, glutatyon tayini, Real-Time PCR ve Western Blot analizi verilerinin
degerlendirilmesinde GraphPad Prism 6 (GraphPad, La Jolla, CA) Software 7.0 istatistik
programi kullanildi. Gruplara Tek Yonli Varyans Analizi (One-way ANOVA) ve t-test
uygulandi. Biitiin sonuglarda mean+standard hata (SEM) degerleri analiz edildi. Yildiz

isareti (*) ile ifade edilen degerler istatistiksel analiz sonucu elde edilen p Onem
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degerlerini ifade etmektedir. Onemlilik derecesine gore yildiz sayis1 1 ile 4 arasinda
dogru orantili olarak degismektedir. (p>0,05=ns (not significant) Onemsiz,
p<0,05=*(significant) 6nemli, p<0,01= **(very significant) cok 6nemli, p<0,001= *** ve

****(highly significant) yiiksek derecede 6nemli).



4. SONUCLAR

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Kullanilan Standart Grafik

Kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.5’de
anlatildig1 gibi hazirlandi. Ham homojenatlar ve enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein
tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine
karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterildi.

0,8 -
y =0,0071x

0,7 - R? =0,9852

*
0,6

0,5
0,4
0,3

Absorbans (595nm)

0,2
0,1

0,0
0 20 40 60 80 100 120

Mg protein

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart

4.2. Rediikte Glutatyon (GSH) ve Okside Glutatyon (GSSG) Tayin Sonuclari

4.2.1. Glutatyon tayini i¢in hazirlanan standart grafik

Bolim 3.2.6.a’da agiklandigi gibi GSSG kullanarak hazirlanan standart grafik Sekil
4.2’de verildi.
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Sekil 4.2. GSSG kullanarak hazirlanan standart grafik

4.2.2. Okside glutatyon (GSSG) tayini sonucu

Bolim 3.2.6.c’de anlatildign gibi gerceklestirilen GSSG tayini sonuglart standart grafik
kullanilarak ng/ml doku cinsinden hesaplandi. GraphPad Prism 6 programi kullanilarak
sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile degerlendirildi, sonuglar kontrol
gruplartyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler Sekil 4.3’te verildi.
GSSG miktari kontrole kiyasla ilag uygulanan gruplarda 6nemli bir degisiklik gozlenmedi.

GSSG
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Sekil 4.3. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore karaciger GSSG miktarlart (p>0,05=ns
(6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok dnemli), p<0,001=***(yiiksek derecede dnemli)
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4.2.3. Rediikte glutatyon (GSH) tayini sonucu

GraphPad Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile
degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi.
Cizilen grafikler Sekil 4.4’te verildi. GSH miktar1 kontrole kiyasla gentamisin uygulanan
grupta onemli degisiklik gostermezken (p>0,05), amoksisilin uygulanan grupta ¢ok onemli
olglide (p<0,01) ve sefazolin sodyum uygulanan grupta ise yiiksek derecede 6nemli dlgiide
(p<0,001) azaldu.
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Sekil 4.4. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore karaciger GSH miktarlar1 (p>0,05=ns
(6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)
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Sekil 4.5. Kontrol grubu ile amoksisilin, gentamisin ve sefazolin sodyum uygulanan farelerin kalp
dokusunda GSH, GSSG ve GSH/GSSG arasindaki korelasyon
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4.3. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Sonuglari

4.3.1. Glutatyon Rediiktaz (GR) Gen Ekspresyonu Sonucu

Kalp dokusunda gergeklestirilen Gr enziminin gen ekspresyon sonuglarinin GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile degerlendirildi,
sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi1 ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler
Sekil 4.6°da verildi. Kalp Gr ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla amoksisilin uygulanan
grupta yiiksek derecede onemli derecede (p<0,001) artis gozlenirken; gentamisin ve

sefazolin uygulanan gruplarda énemli degisiklik gézlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.6. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kalp Gr gen ekspresyon sonuglari
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede tnemli)

4.3.2. Glutatyon Peroksidaz (Gpx) Gen Ekspresyonu Sonucu

Kalp dokusunda gergeklestirilen Gpx enziminin gen ekspresyon sonuglarinin GraphPad
Prism 6 programu kullanilarak istatistik hesaplamalari t-test analizi ile degerlendirildi,
sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler
Sekil 4.7°de verildi. Kalp Gpx ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla antibiyotik uygulanan
gruplarda yiiksek derecede dnemli dl¢tide (p<<0,001) azald1
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Sekil 4.7. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna goére kalp Gpx gen ekspresyon sonuglari
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede tnemli)

4.3.3. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Gen Ekspresyonu Sonucu

Kalp dokusunda gerceklestirilen G6pd enziminin gen ekspresyon sonuglarinin GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak istatistik hesaplamalari t-test analizi ile degerlendirildi,
sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler
Sekil 4.8’de verildi. Kalp G6pd ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla antibiyotik
uygulanan gruplarda 6nemli degisiklik gézlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.8. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kalp G6pd gen ekspresyon sonuglari
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede dnemli)
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4.3.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) Gen Ekspresyonu Sonucu

Kalp dokusunda gergeklestirilen Gst enziminin gen ekspresyon sonuglarinin GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile degerlendirildi,
sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi1 ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler
Sekil 4.9°da verildi. Kalp Gst ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla gentamisin uygulanan
gruplarda onemli degisiklik gozlenmezken (p>0,05); amoksisilin uygulanan grupta
yiiksek derecede onemli olgiide (p<0,001) ve sefazolin sodyum uygulanan grupta da ¢ok
onemli Olgtide artt1 (p<0,01).
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Sekil 4.9. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kalp Gst gen ekspresyon sonuglari
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede Gnemli)

4.3.5. Katalaz (CAT) Gen Ekspresyonu Sonucu

Kalp dokusunda gergeklestirilen Cat enziminin gen ekspresyon sonuglarinin GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile degerlendirildi,
sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler
Sekil 4.10°da verildi. Kalp Cat ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla sefazolin ve
gentamisin uygulanan gruplarda 6nemli degisiklik gozlenmezken (p>0,05); amoksisilin

uygulanan grupta énemli 6lgiide artt1 (p<0,05).
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Sekil 4.10. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kalp Cat gen ekspresyon sonuglari
(p>0=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli)

4.3.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Gen Ekspresyonu Sonucu

Kalp dokusunda gerceklestirilen Sod enziminin gen ekspresyon sonuglarinin GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak istatistik hesaplamalari t-test analizi ile degerlendirildi,
sonuclar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi. Cizilen grafikler
Sekil 4.11°de verildi. Kalp Sod ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla amoksisilin
uygulanan grupta ¢ok 6nemli 6lgiide (p<0,01), sefazolin uygulanan grupta 6nemli dlgiide
(p<0,05) artarken, gentamisin uygulanan gruplarda 6nemli bir degisiklik gozlenmedi
(p>0,05).
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Sekil 4.11. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére kalp Sod gen ekspresyon sonuglari
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede tnemli)

4.4. Amoksisilin, Gentamisin ve Sefazolin Sodyum Antibiyotiklerinin Fare Kalp
Dokusunda Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine In Vivo Inhibisyon Etkilerinin

incelendigi Calismanin Sonug¢lari

4.4.1. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Sonucu

Boliim 3.2.4.1.’de anlatildig1 sekilde GR enziminin aktivite dlgtimleri yapildi. GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile
degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi.
Cizilen grafikler Sekil 4.12°de verildi. Kalp GR enzimi kontrole kiyasla amoksisilin ve
gentamisin uygulanan grupta énemli bir degisiklik gozlenmezken (p>0,05); sefazolin

sodyum uygulanan grupta ise yiiksek derecede 6nemli 6lgiide (p<0,001) artis oldu.
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Sekil 4.12. Antibiyotik uygulanan gruplarda karaciger GR enziminin kontrol grubuna gore aktiviteleri
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede Gnemli))

4.4.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Sonucu

Boliim 3.2.4.2.°de anlatildig1 sekilde GPx enziminin aktivite dl¢limleri yapildi. GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile
degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi.
Cizilen grafikler Sekil 4.13’te verildi. Kalp GPx enzimi kontrole kiyasla amoksisilin,
gentamisin ve sefazolin sodyum uygulanan grupta onemli bir degisiklik gdzlenmedi

(p>0,05).
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Sekil 4.13. Antibiyotik uygulanan gruplarda karaciger GPx enziminin kontrol grubuna gére aktiviteleri
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede 6nemli))
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4.4.3. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Sonucu

Bolim 3.2.4.3.°de anlatildigi sekilde G6PD enziminin aktivite Ol¢limleri yapildi.
GraphPad Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar t-test analizi
ile degerlendirildi, sonucglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler
anlamlandirildi. Cizilen grafikler Sekil 4.14’te verildi. Kalp G6PD enzimi kontrole
kiyasla gentamisin uygulanan grupta 6nemli bir degisiklik gozlenmezken (p>0,05);
amoksisilin ve sefazolin sodyum uygulanan grupta 6nemli derecede inhibisyon gézlendi

p<0,05.
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Sekil 4.14. Antibiyotik uygulanan gruplarda karaciger G6PD enziminin kontrol grubuna goére aktiviteleri
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede Gnemli))

4.4.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Sonucu

Boliim 3.2.4.4.°de anlatildig1 sekilde GST enziminin aktivite 6l¢iimleri yapildi. GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile
degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi.
Cizilen grafikler Sekil 4.15°de verildi. Kalp GST enzimi kontrole kiyasla antibiyotik
uygulanan gruplarda 6nemli bir degisiklik gézlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.15. Antibiyotik uygulanan gruplarda karaciger GST enziminin kontrol grubuna gére aktiviteleri
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede Gnemli))

4.4.5. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iim Sonucu

Boliim 3.2.4.5.°de anlatildig: sekilde CAT enziminin aktivite 6l¢timleri yapildi. GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile
degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildu.
Cizilen grafikler Sekil 4.16’da verildi. Kalp CAT enzimi kontrole kiyasla gentamisin
uygulanan grupta 6nemli bir degisiklik gézlenmezken (p>0,05); amoksisilin uygulanan
grupta ¢cok onemli derecede (p<0,01) ve sefazolin sodyum uygulanan grupta onemli

derecede artis gézlendi p<0,05.

CAT

~ 0.0047

of)

£

= 0.003 Lk

5 ' |

Q e

§' 0.002 1 ns

£ -

S 0.0014

E "

N

=

= 0.000- r - :

Kontrol Gentamisin  Amoksisilin Sefazolin

Gruplar

Sekil 4.16. Antibiyotik uygulanan gruplarda karaciger CAT enziminin kontrol grubuna gore aktiviteleri
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢ok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede tnemli))
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4.4.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Ol¢ciim Sonucu

Boliim 3.2.4.4.’de anlatildig1 sekilde SOD enziminin aktivite 6l¢timleri yapildi. GraphPad
Prism 6 programi kullanilarak sonuglarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile
degerlendirildi, sonuglar kontrol gruplariyla kiyaslandi ve degisiklikler anlamlandirildi.
Cizilen grafikler Sekil 4.17°de verildi. Kalp SOD enzimi kontrole kiyasla sefazolin
uygulanan grupta 6nemli derecede p<0,05 artis olurken, diger gruplarda 6nemli bir

degisiklik gozlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.17. Antibiyotik uygulanan gruplarda karaciger SOD enziminin kontrol grubuna gore aktiviteleri
(p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok 6nemli), p<0,001=***(yiiksek derecede Gnemli))

4.4. Amoksisilin, Gentamisin ve Sefazolin Sodyum Antibiyotiklerinin Fare Kalp
GPx ve GR Enzimlerinin Protein Ekspresyonu Uzerine Etkilerinin Incelendigi

Calismanin Sonuclari

Bolim 3.2.8’de anlatildigi gibi hazirlanan homojenatlar 40 pg protein icerecek sekilde
yiikleme boyasiyla seyreltildi ve denatiire edildi. %10’luk SDS-PAGE jeli hazirland1 ve
kuyulara 25’er plL numune yliklenerek SDS-PAGE gerceklestirildi. Elde edilen jeldeki
proteinler membrana transfer edildi bloklama ve antikorla muamele islemlerinden sonra
kemiliiminesans goriintiileme gergeklestirildi. GraphPad Prism 6 programi kullanilarak
sonuclarin istatistik hesaplamalar1 t-test analizi ile degerlendirildi, sonuglar kontrol
gruplartyla  kiyaslandi  ve  degisiklikler anlamlandirildi.  Kontrol —grubuna gore

kiyasladigimizda ila¢ uygulanan gruplarda GPx ve GR protein ekspresyonunda anlamli bir
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degisiklik gozlemlenmemistir (p>0,05=ns (6nemsiz). Elde edilen veriler Sekil 4.18 ve 4.19°da

verildi.
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Sekil 4.18. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kalp GPx enziminin protein ekspresyon
sonuglart (p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(cok nemli), p<0,001=***(yiiksek

derecede onemli))
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Sekil 4.19. Antibiyotik uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore kalp GR enziminin protein ekspresyon
sonuglart (p>0,05=ns (6nemsiz), p<0,05=*(6nemli), p<0,01=**(¢cok Snemli), p<0,001=***(yiiksek

derecede dnemli))



5. TARTISMA

Insan viicudunda, normal kosullarda, oksijenin indirgenmis formu tarafindan aktif oksijen
(monovalent ve/veya divalent), siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil gibi
reaktif oksijen tiirleri tiretilir (Halliwell and Gutteridge 1989). ROS, hiicresel sinyal iletim
mekanizmalarinin - dogru sekilde ilerlemesi agisindan ©nemli olsa da hiicresel
konsantrasyonlarinin yiikselmesi sonrasinda lipidler, proteinler (Gebicki and Bartosz
2010) ve hatta DNA’nin kendisi gibi makromolekiiller agisindan zarar teskil eder.
Lipitlerin peroksidasyonu sonucu hiicre zarmin akiskanligi ve gegirgenligi bozulur. Lipit
peroksidasyonu ayrica enzimler ve reseptorler gibi zara bagl proteinlerin fonksiyonunu
da bozabilir. Reaktif oksijen tiirleri ayrica yapisal proteinlerin ve enzimlerin aktivitesine
miidahale ederek ¢esitli proteinleri genomik ve proteomik seviyede etkileyebilir. Bunlarin
yant sira lipit peroksidasyonunun kardiyak ve endotelyal hiicrelerin fonksiyonlarini da

etkiledigi rapor edilmistir (Gutteridge and Halliwell 1994).

Serbest oksijen tiirlerine kars1 antioksidanlar diye adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 bulunur (Grune 2002). Bu sistemler genel olarak enzimatik ve enzimatik
olmayan olmak fiizere ikiye ayrilir (McCord 1993). Antioksidanlarin aktivitesi etki ettigi
radikalin tiirline baghdir (Janssen et al. 1993). Genellikle biitiin organizmalar serbest
radikallere karsi SOD, GPx, CAT, GR gibi endojen antioksidanlarin hiicre i¢i
konsantrasyonlarin1 arttirir. Ancak bu enzimler, ROS konsantrasyonunun artmasi
neticesinde hiicre zar yapisinin bozulmasiyla ilgili olan dejeneratif hastaliklar ve diger
saglik problemlerini tamamen Onlemede yetersiz kalirlar (Borneo, Leon et al. 2009).
Bunlara ek olarak fenolikler, askorbik asit, tokoferoller, glutatyon ve diger bir¢ok gidalar

serbest radikallerin zararl etkilerini gidermede 6nemli rol oynarlar (Tachakittirungrod et
al. 2007).

Oksidan/Antioksidan denge sisteminde dengenin oksidanlar lehine kaymasi sonucu kalp
hastaliklar1 (Gavat and Voroniuc 1999), iskemi reperfiizyon hasari, katekolamin kaynakli

aritmiler ve ilag kaynakli toksisiteleri de igeren cesitli hastaliklarin meydana geldigi
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belirlenmistir (McCord 1993, Gutteridge and Halliwell 1994). Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda ¢ok yaygin olarak kullanilan amoksisilin, gentamisin ve sefazolin
antibiyotiklerinin 100 mg/kg dozunda, alti giin boyunca, fare kalp dokusu {iizerindeki
etkileri incelenmistir. Arastirma, kalp dokusundaki indirgenmis glutatyon miktarinin
belirlenmesi, kalp dokusunda antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarinin incelenmesi,
kalp dokusundaki antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimlerin belirlenmesi ve
protein seviyesindeki degisikliklerin western blot yontemiyle dogrulanmasi seklinde dort

asamada gercgeklestirilmistir.

GSH'nin hiicreleri serbest radikallere karsi koruyan Onemli bir hiicrei¢i antioksidan
olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur. GSH'de bir azalma ya da artis, oksidatif strese neden
olan ROS birikiminin bir gostergesidir (Budak vd. 2014). Calismamizin sonuglarina gore
gentamisin antibiyotiginin uygulandigi gruplarda kontrole gore anlamli bir degisiklik
olmazken; amoksisilin ve sefazolin uygulanan gruplarda anlamli bir sekilde diisiis
gozlenmistir. Bu sonuglara gore amoksisilin ve sefazolin uygulanan gruplarda
glutatyonun azalmasma bagli olarak oksidatif stres olustugu, gentamisin uygulanan

gruplarda ise bdyle bir etkinin gériilmedigi s6ylenebilir.

Yin et al. (1998) tarafindan yapilan bir ¢aligmada farelere adriamisin tek toz seklinde
intraperitonal olarak 1-5 giin siireyle uygulanmis ve muamele grubu kalp dokusunda Gpx
gen ekspresyonunun azaldigi bulunmustur. Bizim yaptifimiz calismada da Gpx gen
ekspresyonu baskilanmis ve Yin ve arkadaslarinin ¢alismasiyla uyum gostermistir. Diger
antioksidan genlerin ekspresyonlar1 genel olarak artmis olmasina karsin  Gpx
ekspresyonunun azalmis olmasi bir tezat olarak goriinmektedir. Bu durum Gpx’in
azalmasina bagl olarak artan H;0,’nin muhtemel verecegi zarari indirgeyebilmek
amaciyla diger antioksidan genlerin ekspresyonunun artmasiyla agiklanabilir. Ayrica
amoksisilin viicutta metabolize oluyorken sefazolin ve gentamisin metabolize
olmamaktadir (Onciil 2002). Bu durum amoksisilinin diger antibiyotiklere gére daha
fazla ROS iiretmesine sebep olabilir. Gpx’ten bagka diger antioksidan genlerin
ekspresyonlarindaki artis bu sebepten kaynaklanabilir. Antibiyotiklerin negatif bir etkisi
olarak agiga cikabilecek toksisite durumuna kars1 fizyolojik sartlar altinda GSH’1n olmast
gereken hiicre i¢i konsantrasyonunu yiiksek tutmak amaciyla Gpx gen ekspresyonu bu
genel geger duruma ters diismiis olabilir. Bununla beraber G6pd gen ekspreyonunun

uygulanan antibiyotiklere bagli olarak degismemesi posttranskripsiyonal bir miidahaleden
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kaynaklanabilir. Sefazolin antibiyotiginin gen ekspresyonu {lizerine etkilerine
bakildiginda amoksisiline benzer etkilerinin goriilmesinin yan1 sira Cat ve Gr antioksidan
gen ekspresyonlari lizerine etki etmemesi yukarida agiklamaya ¢alistigimiz amoksisilinin

aksine metabolize olmamasindan kaynaklanmis olabilir.

Sonuglarimiza gore sefazolin antibiyotigi uygulanmis fare kalp dokularinda G6pd gen
ekspresyonunda onemli olmayan bir azalma s6z konusudur. Budak ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada da demir toksisitesinin  G6pd antioksidan enzimlerin
transkripsiyonunu azalttigini bildirmislerdir. Ancak fiili etkinin sican karacigerinde doza
bagimli sekilde protein seviyesinde gergeklestigini rapor etmislerdir (Budak vd. 2014).
Bizim g¢alismamizda da antibiyotik tokSisitesinden kaynakli G6pd enziminin
transkripsiyonunun azalmasi gen seviyesinde degil protein seviyesinde gerceklesmistir.
Bu durum yukarida yapilan g¢alismayr desteklemektedir. G6pd’nin ekspresyonundaki
Onemsiz azalma antioksidan yolaga saglanan NADPH miktarinin azalmasina neden
olabilir. Nitekim ayni antibiyotikle muamele edilmis olan Gr gen ekspresyonundaki
onemsiz degisiklik bunu desteklemektedir. Gst gen ekspresyon sonuclarina bakildiginda
ekspresyon diizeyinin arttifi goriilmektedir. Gst’nin detoksifikasyonunda gorevli bir
enzim oldugu goéz Oniinde bulunduruldugunda antibiyotik toksisitesine karst GSH’1
substrat olarak kullanan gst’nin gen ekspresyonunun artmis ve GSH konsantrasyonunun
azalmis olmasi bu durum ile uyumludur. Antioksidan yolakta ardisik olarak gorev yapan
Sod gen ekspresyonu anlamli sekilde artarken olusan H,O, nin siipiiriilmesinden sorumlu
Gpx gen ekspresyonunun azalmasini siispanse etmek amaciyla Cat gen ekspresyonunda
anlamsizda olsa bir artig oldugu gozlenmistir. Amoksisilin etkili Cat ekspresyonu anlamli
sekilde artarken sefazolin etkili Cat ekspresyonundaki anlamsiz artis amoksisilinin daha

fazla ROS olusturmus olabilecegi yorumunu desteklemektedir.

Gentamisin etkili gen ekspresyon sonuglarina bakildiginda Gpx disinda diger antioksidan
gen ekspresyonlarinda herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Bu durum diger
aciklamalarda oldugu gibi muhtemel toksisiteye karsi GSH konsantrasyonunu yiiksek

tutmak amaciyla gergeklesmis olabilir.

Bu tez ¢aligmasmin bir diger asamasinda antioksidan sistemin ekspresyonunu protein
seviyesinde arastirdik. Bu amagla gen ekspresyonlarina bakilan antioksidan sitemin

enzim aktiviteleri arastirildi. Buna gore gentamisin etkili gen ekspresyonuna benzer
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sekilde protein seviyesinde de 6nemli bir degisim gézlenmemistir. Bundan yola ¢ikarak
gentamisinin kalpte oksidatif strese neden olmadigini sdyleyebiliriz. Amoksisilin etkili
G6PD enzim aktivite sonuglarina bakildiginda o6nemli sekilde azalmis oldugu
goriilmektedir. Bu durumdan NADPH f{iretiminin az oldugu yorumunu c¢ikarabiliriz.
Bundan dolayr beklenen GR enzim aktivitesindeki azalma yerine Onemli degisim
olmamasi olast farkli kaynaklardan gelen NADPH’1 kullantyor olmasindan
kaynaklanabildigi gibi azalan GSH miktarindan dolayr bozulan GSH/GSSG oranini
fizyolojik sartlarda saglikli bir hiicrede olmasi gereken diizeye getirmek amaciyla da
olabilir. GR ile ayn1 dongiide olan GPX enzim aktivitesinin degismemis olmasi zaten
azalmis olan GSH miktarim1 GSSG’ye c¢evirerek daha da azaltmamak amaciyla
posttranslasyonal olarak inhibe olmus olabilir. Bu durumda GPX’in gorev
yapmamasindan dolay1 ortamda biriken H2O; nin verebilecegi muhtemel hiicresel zarari
engellemek amaciyla CAT enzim aktivitesi artirilmis olabilir. Yine bu durumu
destekleyerek hiicre hayatinin devam ettirilmesine yonelik olarak ortamda olusacak olan
H20; konsantrasyonunu belirli diizeyde tutmak amaciyla SOD enzim aktivitesi azaltilmig
olabilir. GST enzim aktivitesinde anlamli artisin olmamasi da yine GST nin substrati olan

GSH konsantrasyonunun yetersizliginden kaynaklantyor olabilir.

Sefazolin etkili enzim aktivitesi sonuglarina bakilacak olursa amoksisiline benzer sekilde
G6PD enzim aktivitesinde anlamli bir azalma goriiliirken amoksisilin antibiyotigi etkili
enzim aktivite sonuglarindan farkli olarak GR enzim aktivitesinde dnemli bir artis oldugu
gozlenmistir. Ortamda olusabilecek muhtemel toksisiteye kars1 direng saglamak amaciyla
farkli kaynaklardan gelen NADPH’1 da kullanarak azalan GSH miktarini yeniden
dengelemek amaciyla GR enzim aktivitesi arttirilmis olabilir. GPX enzim aktivitesi de
amoksisilin etkisine benzer sekilde azalan GSH miktarinin GSSG’ye c¢evrilerek daha da
azaltilmamasi i¢in inaktive olmus olabilir. Buna ek olarak calisma sonuglarimiza gore
CAT enzim aktivitesinin artmis olmasi; GPX enzim aktivitesinin degismemesi ve SOD
enzim aktivitesinin artmis olmasina bagli olarak ortamda biriken H2O, nin giderilmesine
yonelik olarak olusturulan bir modifikasyon olabilir. Wrzesniok ve arkadaslart normal
insan melanositleri (Hemn-DP) hiicreleri iizerinde amikasinin etkilerini in vitro ortamda
incelemiglerdir. Calismalarinin sonucunda GPx enzim aktivitesi sabit kalirken; CAT ve
SOD enzim aktiviteleri ise anlamli sekilde artmistir. SOD enzim aktivitesinin artisindan

dolay1r H,O, miktarinda 6nemli bir artis oldugunu ve konsantrasyona bagli olarak CAT in
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aktivasyon gostererek GPx enziminin aktivitesini deaktive ettigini belirtmislerdir.
Calismamizin 6zellikle sefazolin sodyum antibiyotiginin GPx, SOD ve CAT enzim

aktivitesi sonuglari bu ¢alismayla uyum igerisindedir (Wrzesniok et al. 2015).

Epigenetik; DNA’dan bagimsiz sekilde hiicresel bazi fonksiyonlarin yeniden
diizenlenmesi ya da olusturulmasi anlamina gelir. Epigenetik diizenlemeler, kendine has
bazi mekanizmlarla fonksiyonel pek c¢ok molekiilii posttranskripsiyonal veya
posttranslasyonal olarak etkileyebilir. Ayrica (Johnson et al. 2013) tarafindan yapilan bir
caligmada epigenetik gen diizenlenmesinin hem normal hiicre proseslerinde hem de
hastalikli hallerde kontrolii saglamada etkin oldugu rapor edilmistir. Bu baglamda
hiicreye disaridan yapilan bir etkinin tolere edilmesi maksadiyla hiicre gerek gen
seviyesinde gerekse protein seviyesinde hiicre hayatini devam ettirmek i¢in bazi

modifikasyonlar yapabilir (Kogpinar 2015).

Bu durumun bir dogrulayicisi olarak Budak ve arkadaslarinin demir ile indiiklenen fare
bobrek dokusundaki ¢alismanin sonuglarina gore enzim aktiviteleri ile gen ekspresyon
sonuglar1 arasinda anlamli bir korelasyon goremediklerini rapor etmislerdir (Budak vd.
2014). Bizim c¢alismamizin sonuglarina bakildiginda benzer sekilde anlamli bir

korelasyonun olmadig goriilerek bu durum desteklenmistir.

Calismamizin son agamasinda antioksidan enzimlerin protein seviyesindeki degisiklerini
dogrulamak amaciyla GPX ve GR icin western blot analizi yapildi. Genel olarak anlaml
bir korelasyon goriilse de daha iyi bir degerlendirme yapabilmek icin western blot

caligmasinin tekrarinin yapilmasi elzemdir.
Sonug olarak;

-Gentamisin uygulanan gruplarda gerek GSH seviyesi, gerek gen ekspresyonu, gerekse
de enzim aktiviteleri ve protein ekspresyonu sonuglarina bakacak olursak oksidatif stres
meydana gelmedigi soylenebilir. Bu durumun oksidatif hasardan kaynakli olas1 kalp

hastaliklarina neden olmayacagi sonucuna varilabilir.

- Calismamizin sonuglarina gore amoksisilin ve sefazolin antibiyotiklerinin uygulandigi

guruplarda antioksidan enzim aktivitelerinin gen ve protein seviyesindeki degisiklikleri
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g0z oniinde bulunduruldugunda ¢ok anlamli bir korelasyon olmasa da genel sonuglardan

yola ¢ikilarak bu antibiyotiklerin oksidatif hasara yol agtig1 sonucuna varilabilir.

-S6z konusu antibiyotiklerle ilgili literatiir taramas1 sonucunda kalp dokusunda herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu durumun, g¢alismamizin 6zgiin olmasindan dolay1

literatiire katki saglamasi agisindan 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.
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