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OZET

2-Aminoethoxydiphenyl Borate (2-APB)’nin Aminoglikozid Nefrotoksisitesi
Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Aminoglikozidler, Gram (-) enfeksiyonlarin onlenmesinde etkili olan
antibiyotikler olarak uzun zamandir bilinmekte ve kullamlmaktadir. Ancak, hizh
ve yiiksek antibakteriyel etkinlik, diisiik direnc¢ gelisme potansiyeli, Beta laktam
antibiyotiklerle sinerjistik etki ve diisiik maliyet gibi avantajlarina ragmen, yan
etkileri ve ozellikle yiiksek nefrotoksisite insidans1 nedeniyle klinik kullanimlari
simirlanmaktadir. Literatiirde aminoglikozid nefrotoksisitesinin iyilestirilmesi icin
bircok farkh ajanin kullanildig1 ¢alismalar bulunmasina ragmen 2- APB’nin
kullamldig1 bir calismaya rastlanilmamistir. Bu deneysel calismada aminoglikozid
nefrotoksisitesindeki mekanizmalardan olan ROS ve kalsiyum bagimh apopitotik
ve inflamatuar siirecler temel alinarak gentamisin nefrotoksisitesi iizerine TRP
kanal modiilatorii 2-APB’nin koruyucu etkisinin arastirilmasi1 ve elde edilen
sonuclarin 151k mikroskobik, elektron mikroskobik ve immiinohistokimyasal
olarak degerlendirilerek gosterilmesi amac¢lanmaktadir.

Bu amacla yapilan deneysel calismada 40 adet Wistar sican S gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol grubu (n=8): Herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup 2: DMSO grubu (n=8): 10 giin boyunca giinde 1 kez %10 DMSO
intraperitoneal (i.p.) uygulandi.

Grup 3: 2-APB grubu (n=8): 10 giin boyunca 2 mg/kg i.p. 2-Aminoethyl
diphenylborinate (2-APB) %10 DMSO icinde ¢oziindiiriilerek uygulandi.

Grup 4: Gentamisin (G) grubu (n=8): 10 giin boyunca 100 mg/kg
intramuskiiler (i.m.) Gentamisin uygulandi.

Grup 5: Gentamisin + 2-APB (GA) grubu (n=8): 10 giin boyunca 100 mg/kg
dozunda i.m. Gentamisin ve Gentamisinden 30 dakika once 2 mg/kg i.p. 2-APB
uygulandi.

Sakrifikasyon islemi sonrasi ratlardan, biyokimyasal degerlendirme icin
kan numuneleri, 151k, elektron mikroskobik ve immunohistokimyasal
degerlendirmeler i¢cin bobrek doku ornekleri alindi. Gentamisin verilen sicanlarin
bobrek dokusunda 151k mikroskobik olarak; glomeriiler dejenerasyon, tiibiiler
genisleme, hiicre vakuolizasyonu, tiibiil liimenine hiicre deskuamasyonu ve hyalin
kast birikimi, lokositik infiltrasyon seklinde; elektron mikroskobik olarak
glomeriil bazal membraninda yer yer kalinlagsma, tiibiil hiicrelerinde mikrovillus
yapisinda diizensizlesme, apikal sitoplazmada bleblesme, lipid birikimi, miyeloid
cisimcik olusumu, lizozomlarda sayica artis, mitokondrionda sisme ve Krista
yapisinin bozulmasi, apopitotik degisimler ve hiicreler arasi mesafenin genislemesi
seklinde degisimlerin oldugu goriildii. Immiinohistokimyasal olarak Tiimér
nekrozis faktor-alfa (TNF-a), Interlokin 6 (IL-6) ve kaspaz 3 ekspresyonunun
arttig1 tespit edildi. Bobrek fonksiyonlarimi degerlendirilmesinde kulllanilan kan
iire azotu (BUN), kreatinin degerlerinin arttigi, lipid peroksidasyon gostergesi
Malondialdehit (MDA)’in arttigi, antioksidan olan Siiperoksit dismutaz (SOD)’1n
azaldigr dikkati c¢ekti. Gentamisin+ 2-APB tedavisi ile dejenerasyon varhgim
siirdiirse de siddeti ve kapladig1 alanin azaldigi, glomeriil ve tiibiill yapilarinin
genel olarak korundugu goriildii. 2-APB tedavisi ile gentamisin grubuna gore
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TNF-a, IL-6, kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin ve BUN, kreatinin, MDA
degerlerinin belirgin olarak azaldigi, SOD’un arttig1 goriildii.

Sonu¢ olarak, 2-APB’nin; Gentamisinin olusuracagr bobrek hasarim
onlemede, antioksidan, antiapopitotik, antiinflamatuar etki gostererek hasarin
oniine gecebilecegi kanmisina varildi.

Anahtar sozciikler: 2-APB, Gentamisin, immiinohistokimya, nefrotoksisite, ince
yapL
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ABSTRACT

Investigation of 2- Aminoethoxydiphenyl Borate (2-APB)’s Effects on
Aminoglycoside Nephrotoxicity

Aminoglycosides are antibiotics that are effective on preventing Gram (-)
infections and have been known and used for a long time. Despite of their
advantages such as rapid and high antibacterial efficacy, low resistance
development potential, synergistic effect with beta lactam antibiotics, and their low
cost, clinical use of them is limited due to their side effects and especially because
of high nephrotoxicity incidence. Although there are studies in the literature
which used many different agents to improve aminoglycoside nephrotoxicity, there
have been no study using 2- APB. This experimental study aims to investigate the
protective effect of TRP channel modulator 2-APB on Gentamicin nephrotoxicity
caused by ROS and calcium-induced apopitosis and inflammation which are the
mechanisms in aminoglycoside nephrotoxicity. We aimed to evaluate the results by
using light and electron microscopic, biochemical and immunohistochemical
techniques.

Fourty Wistar rats were divided in 5 groups:

Group 1 : Control group (n=8): They did not receive anything.

Group 2: DMSO group (n=8): %10 DMSO injected intraperitoneally (i.p.)
once a day for 10 days .

Group 3: 2- APB group (n=8): 2 mg/kg 2-APB dissolved in %10 DMSO
injected intraperitoneally for 10 days.

Group 4: Gentamicin group (n=8): 100 mg/kg Gentamicin injected
intramuscularly for 10 days.

Group 5: Gentamicin+ 2-APB group (n=8): 100 mg/kg Gentamicin injected
intramuscularly for 10 days. 30 minutes before gentamicin injection, 2 mg/kg 2-
APB applied intraperitoneally.

After sacrification, blood samples collected for biochemical investigation,
kidney tissue samples collected for light and electron microscopic and
immunohistochemical investigation.

Glomerular degeneration, tubular dilatation, vacuolization, desquamation
of tubular cells and hyalin cast formation in luminal space and leukocyte
infiltration were seen in kidneys of the rats in Gentamicin group under light
microscopic examination. In electron microscopic observation; occasional
glomerular basement membrane thickening, disorganization of microvillus of
tubular cells, apical cytoplasmic blebbing, lipid accumulation, miyeloid body
formation, an increase in the amount of lysosome, mitochondrial swelling and
disorganization of cristae structure, apoptotic changes and widening of
intercellular space were found.

It was observed that Tumour Necrosis Factor alpha (TNF-a), IL-6
(Interleukin 6) and caspase 3 expressions were increased in kidney tissues of
gentamicin group. It was remarkable that there was an increasing in BUN and
creatinin levels which are used for evaluating kidney functions. Also it was
determined that there were an incresing in MDA levels as an indicator of lipid
peroxidation and decreasing in levels of SOD which is an antioxidant. Even though

Xiii



degeneration still continues in Gentamicin+2ABP treatment group, it was observed
that the severity and the area it occupied decreased and the glomerular and tubule
structures were generally preserved. In Gentamicin+ 2-APB treatment group
TNF-a, IL-6, caspase 3 immunoreactivity and BUN, creatinin, MDA levels reduced
and SOD levels increased markedly when compared with Gentamicin group.

In conclusion, it has been considered that 2-APB can prevent Gentamicin
mediated nephrotoxicity with its anti-oxidant, anti-apoptotic and anti-
inflammatory effects.

Keywords: 2-APB, Gentamicin, immunohistochemistry, nephrotoxicity,
ultrastructure.
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1. GIRiS

Aminoglikozidler gentamisin, tobramisin, amikasin, streptomisin, neomisin,
paromomisini igeren bir antibiyotik grubudur'. Aminoglikozidlerin en sik klinik
kullanimi (tek veya kombinasyon tedavide) aerob gram negatiflerin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlardir™ °. Gegmiste aminoglikozidlerin kullanimi yayglastikca; ototoksisite
ve nefrotoksisiteye daha sik rastlanmis; daha giivenli, antimikrobiyal ajanlar mevcut
oldugunda, aminoglikozidlerin kullanim1 belirgin sekilde azalmistir. Ancak ¢oklu ilag
direncine sahip bakteri gelisimi klinisyenleri ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde
aminoglikozidleri tekrar gozden gegirmeye itmistir*. Istenmeyen toksik etkilerine
ragmen aminoglikozidlerin tercih edilme nedenleri arasinda; diger antibiyotiklere
direncli mikroorganizlarin tedavisinde kullanimi, kimyasal stabilitesi, hizl1 bakterisidal
etki gostermesi, Beta laktam antibiyotiklerle sinerjistik etki gOstermesi, az direng
gelisimi ve diisiik maliyeti vardir’. Gentamisin nefrotoksisiteye en ¢ok neden olan
aminoglikozidlerden birisi olmasinin aksine, ¢esitli klinik durumlarin tedavisinde ilk
veya ikinci segenegi olusturur. Aminoglikozidlerin en O©nemli toksik etkileri
ototoksisite, nefrotoksisite ve ndromuskiiler bloktur. Nefrotoksisite katyonik yiik sayisi
ve tiibiil epitel hiicresine baglanma ile ilgilidir: 6 katyonik amino grubuna neomisin en
nefrotoksik olanken; gentamisin ve tobramisin 5 katyonik gruba, amikasin 4 amino
grubuna, streptomisin ve netilmisin ise 3 amino grubuna sahiptir ve en az nefrotoksik
olanlardir®. Gentamisin sitotoksisitesi ilacin biriktigi alanlarda meydana gelmektedir.
Deney hayvanlari’ ve insanlarda® esas olarak proksimal tiibiil olmak iizere, distal ve
toplayict tiibiiliin’ etkilendigi gosterilmistir.

2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB), Inozitol 1,4,5-trifosfat reseptoriiniin
antagonistidir'®. Ayrica depo-aracili Ca™® (SOC) kanalmi ve sarko/endoplazmik

"' Ek olarak gegici reseptor potansiyel

retikulum Ca™ ATPaz pompasi inhibitdriidiir
(TRP) kanallarin1 da modiile etmektedir.
Gentamisinin hiicrelerde birikimi, varlig1 proksimal tiibiille sinirli olan megalin
ve cubulin tarafindan olusturulan biiylik endositotik kompleks olarak adlandirilan
tagtyicilara baglidir. Bu kompleks aminoglikozidlerin endositozunu saglamaktadir'?,
Ilaglar endositotik kompartmanlardan sonra lizozom basta olmak iizere, Golgi ve

endoplazmik retikulumda birikir'® '*. Gentamisin membran fosfolipidlerine baglanir,



bunlarin metabolizma ve turnoverim etkileyerek insan'’ ve deney hayvanlarinda'® "’

fosfolipidoza neden olur. Endozom ig¢inde asir1 miktarda aminoglikozid biriktiginde,
membran biitiinliigii bozulur ve ilag sitoplazmaya dagilir'® ', Sitozolik gentamisin,
kaspaz aktivasyonuna neden olarak apopitotik sinyalizasyonu tetikler. Bu sinyalizasyon
direkt ( Bax aktivasyonunu takiben ER’den IP; (inozitol trifosfat) reseptérii aracili Ca™
salmimi sonucu mitokondriden sitokrom ¢ salmmmi ve kaspaz 3 aktivasyonu®)
olabilecegi gibi indirekt ( proteazomal yikinin inhibisyonu ile ubikiitinlenmis Bax
artisi’’) de olabilmektedir. Ayrica Gentamisin poliunsatiire lipid varliginda in vitro
sartlarda reaktif oksijen radikal olusumu ile de apopitotik siirece katilabilmektedir®.
Ayrica Gentamisin, endoplazmik retikulumda (ER) protein sentezini inhibe edip
translasyonu ve posttranslasyonel modifikasyonu™ bozdugu i¢in ER stresi meydana
gelir. Bunun sonucu olarak da ER’den kalsiyum salmmi®* sonucu kaspaz 12 ve

> aracili apopitoz aktive olur. Intraseliller kalsiyum artisinin, kalpain

kalpain®
aktivasyonuna neden oldugu, kalpainin de kaspaz 3 modiilasyonu ile apopitozu
tetikledigini gdsterilmis™®, HeLa-S3 hiicre hattinda 2-APB ile sisplatinin indiikledigi
Ca™ girisinin azaltilarak kalpain aktivasyonunu ve apopitoz indiiksiyonunun

7

. o e o e w ges D o . . . . .
engellenebilecegi One siiriilmiistiir". Hiicre siklusu, diferansiasyonu, mitoz, apopitoz,

ETozis, hiicre mobilitesi, makrofaj aktivitesi, kromatin paketlenmesi ve modifikasyonu,
protein katlanmasi gibi ¢esitli fizyolojik islevlerde rol alan kalsiyum iyon®
konsantrasyonunun diizenlenimi ¢alismamizin hedefini olusturmaktadir. 2-APB, IP3
kanalin1 bloke ettigi i¢in endoplazmik retikulumdan mitokondriona kalsiyum gegisinin
engellenip apopitozun intrinsik yolagimin ve kalpain aktivasyonunun oniine gecilecegi
diisiiniilmektedir.  Yine  apopitoz  inhibisyonuna  2-APB’nin  gentamisin
nefrotoksisitesinde artan intraseliiler kalsiyumu SOCE inhibisyonu ile azaltarak da katki
saglayacag dislintilmektedir.

Gentamisin Reaktif Oksijen Radikal (ROS) olusumunu tetikleyerek NF-kB
transkripsiyon faktoriinii stimiile eder. Stimiilasyona bagli NF-kB, NF-kxB-IkB
kompleksinden ayrilir, niikleusa transloke olur ve bobrek hasarina neden olan hedef
genlerinzg’ 30 IL-6, iNOS, TNF-alfa, COX-2, transkripsiyonel aktivasyonuna neden olur.
Intraseliiler Ca®" konsantrasyon ([Ca*'];) artisnin NF-kB aktivasyonuna yol actigt
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gosterilmistir . Dolayisiyla ¢alisgmada SOCE aracili kalsiyum girisinin 2-APB ile

inhibisyonu sonucu, NF-kB iizerine etkileri TNF-a ve IL-6 araciligiyla incelenecektir.



ROS, o6zellikle de NADPH oksidaz tarafindan olusturulan hidrojen peroksit (H,O;)
olusumu TRPC6 aktivasyonuna neden olur. TRPC6 redoks duyarli bir kanaldir ve Ca™
aracili modiilasyonu podosit dahil c¢esitli hiicrelerde hasari tetikler. TRPC6 blokajt
yapan 2-APB’nin gentamisin tarafindan olusturulan ROS’a bagli TRPC6 aktivasyonunu
engelleyerek hasarin Oniine gegecegi Ongoriilmektedir. Yine oksidatif stres RACI
aracili apopitoza yol acar ve bu olayda TPRM2 rol almaktadir’™. Arastirmacilar
bobrekte, 2-APB’nin TPRM2 inhibisyonu ile iskemi reperfiizyon (I/R) sonrasi
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sitoproteksiyon sagladigini gdstermistir . Benzer mekanizmayla TPRM2 blokaji

yapan 2-APB’nin de gentamisine bagli apopitozu engelleyecegi diisiiniilmektedir.

3548 tedavi edici

Literatiirde aminoglikozid nefrotoksisitesinde ¢ok sayida ajanin
etkileri rapor edilmis olmasina ragmen 2-APB’nin etkileri heniiz arastirilmamistir. Bu
calismada 2-APB’nin, aminoglikozid nefrotoksisitesindeki mekanizmalardan olan ROS
ve kalsiyuma bagli apopitotik ve inflamatuar siiregler tiizerine olan etkilerinin
biyokimyasal, immiinohistokimyasal, 151k ve elektron mikroskobik yontemlerle ortaya

konulmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Anatomisi

Bobrek; karin arka duvarina yaslanmis olup kolumna vertebralisin iki yaninda ve
psoas kasmin lateralinde yerlesmislerdir. Logitudinal uzunlugu yaklagik 3 vertebra
boyutunda olup genellikle 12. torakal vertabra ile 3. lomber vertebra araliginda
uzanmaktadir. Sag bobrek, list komsulugunda bulunan karaciger nedeniyle biraz daha
asag1 yerlesimlidir. Longitudinal uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7 cm ve 6n arka genisligi 3
cm’dir. Sol bobrek sag bobrekten 1 cm kadar daha uzundur ve ortalama agirliklar1 150
gramdir®. Bobrekleri igten disa dogru; Capsula fibrosa, Capsula adiposa (perirenal yag
tabakasi), Fascia renalis (Gerota fasyasi, Zuckerland fasyasi), Corpus adiposum

50
pararenale sarar .

2.2. Bobrek Histolojisi

Taze, ortadan ikiye ayrilmis bobrege ¢iplak gozle bakildiginda 2 farkli bolgeye
ayrildig1 gozlenir: korteks distaki kirmizi kahverengimsi kisimken, medulla daha agik
renkli i¢ kisimdir. Fikse edilmemis bdbregin kesit yiizeyinde goriilen renk farki,
organdaki kan dagilimim yansitir. Bobrekten gegen kanin %90-95°1 kortekse, %5-10"u
ise medullaya dagilir’'. Korteks, kortikal labirentler ve medullar 1smlardan meydana
gelir. Kortikal labirent, renal korpiiskiil ve nefronun kivrintili tiibiiler kisimlarim
icerirken; medullar 151n (Ferrein) medullanin kortekse uzantisidir ve bobrek lobiiliiniin
merkezini olusturur. 500 civarinda olan medullar 151n, proksimal ve distal tiibiiliin pars
rektasini ve toplayici tiibiilii igerir™”.

Medulla; diiz tiibiiller, toplayict duktuslar ve idrar konsantrasyonunu diizenleyen
z1t yonlii akim degisim sisteminin vaskiiler parcasi olan vasa rectay1 igerir. Medulladaki
tiibiiller, diizenlenis ve uzunlugundaki farkliliklar nedeniyle, piramit ad1 verilen yapilar
meydana getirir. Insan bobreginde 8-12, en fazla 18 piramit bulunabilir. Her medullar
piramit ve bunun taban ve kenarlarindaki iligkili kortikal doku (her komsu renal siitunun
yaris1) bobrek lobunu olusturur. Bobrekteki loblarin sayisi medullar piramitlerin
sayisina esittir. Piramitlerin iizerinde yer alan kortikal doku basliklari, perifere uzanip

piramidin lateral kisminin ¢evresinde renal siitunlari (Bertin) olusturur’".



2.2.1. Bobrek Nefronlar

Nefron bobregin yapisal ve fonksiyonel birimidir. Her bir bobrek yaklasik 2
milyon nefron igerir. Nefron, renal korpiiskiil ve tiibiil sisteminden olusur. Renal
korpiiskiiliin korteks igindeki yerlesimine gore 3 tip nefron tanimlanmistir. Subkapsiiler
(kortikal) nefronun renal korpiiskiilleri korteksin dig kisminda yer alir. Sadece dis
medullaya uzanan kisa henle kulplari bulunmaktadir. Jukstamedullar nefronlar, toplam
nefron sayisinin sekizde birini olusturur. Renal korpiiskiilleri medullar piramidin
tabanina yakin bulunur, uzun henle kulplar1 ve piramidin i¢ boélgesine uzanan uzun
cikan ince segmentleri vardir. Ara nefronlarin (midkortikal nefron) korpiiskiilleri

korteksin orta bolgesindedir. Henle kulplart orta uzunluktadir™'.

2.2.2. Bobrek Cisimcigi (Renal Korpiiskiil)

Renal korpiiskiil; 10-20 kapiller halkasindan olusan kapiller yumagi olan
glomertil ve onu ¢evreleyen renal kapsiil ya da Bowman kapsiilii ad1 verilen ¢ift tabakali
epitelyal kapsiilden olusmaktadir, 200pm ¢apa sahiptir.

Glomeriiler kapillerler bir afferent arteriol tarafindan beslenirler ve daha sonra
bobrek tiibiillerini beslemek iizere dallanarak yeni kapiller ag olusturan efferent
arteriyol tarafindan drene edilir. Afferent ve efferent arteriyollerin Bowman kapsiiliiniin
pariyetal tabakasindan girdikleri ve ¢iktiklari bolgeye damar kutbu denir. Bu bdlgenin
kars: tarafi idrar kutbudur ve burada proksimal kivrmtili tiibiil baslar’'. Glomeriiler
kapiller endoteli, 70-90 nm capinda diyaframsiz fenestralara sahiptir, suyun epitelden
hizli gegisine olanak saglayan ¢ok sayida akuaporin-1 (AQ-1) su kanallarina sahiptir’'.
Endotel hiicresi maddelerin transvaskiiler gecisi i¢in bariyer olmakla kalmaz vazoaktif
maddeleri de sentezler”. Kronik bdbrek yetmezligindeki renal fibrozisin, endotel
disfonksiyonu tarafindan indiiklenen mikrovaskiiler yatak obstriiksiyonu ve nefron
kapiller disfonksiyonu ile iligkili bulunmustur. Bu siirecte Nitrik Oksit (NO),
Adipositokin ve Uremi-iliskili faktdr sentezinde azalma endotel disfonksiyonunu
indiikler™”.

Glomeriiler bazal membran (GBM), 300-370 nm kalinligindadir ve tip IV
kollajen (baslica kollajen a3, a4, a5 zincirleri), laminin, nidojen, entaktin ve bunlarla

beraber agrin ve perlekan gibi proteoglikanlarin  yaninda multiadheziv



glikoproteinlerden meydana gelen agdan olusmaktadir’. Bu proteinler GBM iginde
cesitli bolgelerde yerlesmistir:

Lamina rara eksterna; podosit ¢ikintilarina komsudur. Spesifik olarak heparan
stilfat gibi negatif yiiklii molekiillerin gegisini engelleyen polianyonlar bakimindan
zengindir.

Lamina densa, iki bazal laminanin st {iste binme boélgesidir, lamina raralar
arasinda bulunur. Ags1 yapida diizenlenmis Tip IV kollajen igermektedir.

Lamina rara interna, kapiller endoteline komsudur. Molekiiler 6zelligi lamina rara
eksternaya benzemektedir.

Tip XVIII kollajen, perlekan ve agrin, glomeriiler bazal membranda bulunan
anyonik yiiklerin biiylikk kismindan sorumludur. Lamina rara interna ve eksternada
bulunan laminin ve diger proteinler endotel hiicrelerinin ve podositin GBM’ye
tutunmasindan sorumludur. GBM ¢ogunlukla 70.000 dalton ya da 3.6 nm captan daha
bliyiilk proteinler gibi partikiillerin hareketini kisitlamaktadir. Lamina raranin
polianyonik glikozaminoglikanlar1 gii¢lii negatif yiike sahiptir, 70.000 daltondan kiiciik
de olsa anyonik partikiillerin ve molekiillerin GBM’den gegisini kisitlarlar’'.

Bowman kapsiilii visseral tabakasi, podosit adi verilen 6zellesmis hiicreleri
icermektedir. Bu hiicreler, glomeriiler kapillerlerin ¢evresine uzantilar (pedisel, ayaksi
uzanti) uzatir’!. Podosit ayaks1 uzantilari, kontraktildir ve aktin, miyozin II, a- aktinin 4,
talin, vinkulin icerir’”. Sekil 1, podosit ayaksi uzantilari hakkindaki mevcut bilgiyi
yansitmaktadir. Ayaks: cikintilar; Glomeriil bazal membranma a3B1 integrin’®ve
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distroglikan tarafindan tutundurulmustur.



Sekil 1. Pedisel yapisi: a-act4: a-aktinin-4; a3p1l: o3B1 integrin; o-DG: a-distroglikan; B-DG, f-
distroglikan; Na/H ERF2,: Na/H exchanger regiilatuar faktor 2; P,:paksillin; P-cad: P-kaderin;
Synpo: sinaptopodin; T, tallin; V, vinkullin®.

Filtrasyon yarig1 adi verilen ve interdigitasyon yapan ayaksi uzantilar arasinda
bulunan bosluklar yaklasik 40 nm genisligindedir ve filtrasyon yarik diyaframi ile
kaplidir. Transmembran bir protein olan Nefrin, yarik diyaframinin anahtar yapisal ve
fonksiyonel elemanidir, yarigin merkezinde etkileserek (homofilik etkilesim) merkezi
yogunluk olusturur’’. Filtrasyon yarik diyaframinda nefrin, NEPH1 ve NEPH2(mavi),
FAT1 ve FAT2 (yesil) ve P-kaderin ile etkilesir (sekil 2). Nefrin, NEPH1 ve
NEPH2’nin intraseliiler kismi, bu proteinleri ZO-1, a- aktinin 4, ve aktinle baglayan
podosin ve CD2-AP ile etkilesir®. Filtrasyon yarik diyafram, boyut selektif filtre
gorevi goriir. Yarik diyaframin tikanmasini; GBM’deki glikozaminoglikanlarin negatif
ylkleri, podosit hiicre membraninin negatif yiikii ve renal korpiiskiildeki mezangial

hiicrelerin fagositik fonksiyonu engeller".

Sekil 2. Filtrasyon yarik diyaframi®.

Glomeriiler filtrasyon bariyeri geleneksel olarak glomeriiler kapiller endoteli,
glomertiler bazal membran, Bowman kapsiilii visseral tabakasi olarak tanimlanmissa da,
son zamanlarda fizyolojik olarak onemli iki ek tabaka olan glomeriiler kapillerlerin
endotelyal ylizeyi ve subpodosit alan da filtrasyon aparatinin pargalarina dahil

edilmektedir’'.



Endotelyal ylizey; glikozaminoglikan yan zincirleri (heparan siilfat ve kondroitin
siilfat gibi) ile iliskili, plazma membranina bagl ve negatif yiiklii proteoglikanlardan
(perlekan, sindekan, versikan gibi) meydana gelen glikokaliksi ve periferik membran
proteinlerini icerir. Kandan absorbe edilen plazma proteinleri (albumin) glikokaliksin
luminal yiizeyini kaplarlar’’. Rostgaard ve ark. endotelyal glikokaliksin 300 nm
boyutunda oldugunu, fenestrali ve interfenestral alanlar1 kapladigimi SEM ile
gostermistir® . Glikokaliks, endotel yiizeyini Srten negatif yiikli jeldir ve biiyiik
molekiillerin gegisini siirlandirir ayrica endotel hiicresini korur®.

Subpodosit alan, bir tarafta ayaksi uzantilar ile birlikte filtrasyon yarik
diyaframinin, diger tarafta ise podosit hiicre gévdesinin arasinda kalan bosluktur'.

Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasini tek katl yassi epitel olusturmaktadir.
Bowman kapsiiliinlin visseral ve pariyetal tabakalar1 arasindaki alana idrar boslugu ya

da Bowman boslugu ad1 verilir’'.

2.2.3. Mezangium

Mezangial hiicreler ve onlarin ekstraseliler —matriksi mezangiumu
olusturmaktadir. Mezangium en c¢ok glomeriiliin vaskiiler kutbunda ve komsu
glomertiler kapillerlerin arasindaki boslukta belirgindir. Damar kutbu boyunca yer alan
bu hiicrelere Lacis hiicreleri denilmektedir ve bu hiicreler Jukstaglomertiiler aparat

olarak bilinen yapinin pargasidir. Onemli fonksiyonlar::

— Fagositoz ve endositoz: GBM’den ve filtrasyon yarik diyaframindan kalintilari
ve ¢okmiis proteinleri uzaklastirirlar ve boylece glomeriiler filtrati yikintilardan
uzak tutarlar. Ayn1 zamanda immiin kompleksler de dahil olmak iizere ¢esitli
plazma proteinlerini endositoza tabi tutup islerler.

— Yapisal destek: Mezangial hiicreler, mezangial matriksin komponentlerini
iiretirler’".

— Sekresyon: Prostoglandin, tromboksan, lipoksijenaz iriinleri, platelet aktive
edici faktor (PAF), NO gibi vazoaktif ve biiylimeyi modifiye edici ajanlarin;
trombosit kaynakli biiyiime faktori (PDGF), interlokin 1 (IL-1), Koloni stimiile
edici faktor (CSF-1), Transforming biliyiime faktorii (TGF-B) gibi biiyiime



faktorleri ve sitokinlerin tiiretim yeridir. Ayrica plazminojen aktivatér ve
inhibitorlerinin tiretimini saglar®.

— Anjiotensin II, endotelin, vazopresin, norepinefrin gibi vazokonstriiktorler;
atriyopeptin, nitrik oksit, prostoglandin E2, prostoglandin 12 ve dopamin gibi
vazodilatorlerin hedef bolgesidir. Buna ek olarak inflamatuar ajanlar, biiyiime
faktorleri, sitokinler burada etki gosterirler®.

— Iyon kanali: Non selektif katyon kanali, reseptor aracili veya depo aracili kanal
olarak foksiyon goren kanonik gecisli reseptdr potansiyel kanallari (TRPC),
aktivasyonla kalsiyum girisi ile gerekli intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunu
saglar. Son c¢aligmalar bu kanallarin diyabette GFR’yi diizenledigini
gostermektedir. Mezangial hiicreler, TRPC 1,3,4 ve 6 eksprese eder. TRPC 1 ve
4’tin anjiotensin II’nin kontraktil aktivitesine aracilik ettigi diistiniilmektedir®.

— Glomeriiler distansiyonun modiilasyonu: Mezangial hiicreler kontraktil
Ozelliklere sahiptir. Gegmiste mezangial hiicrelerin  kontraksiyonunun
intraglomeriiler kan hacmini ve filtrasyon basincini yiikseltebildigi One
striilmiistiir. Son ¢aligmalar, glomeriiler filtrasyon hizina mezangial katkinin
minimal oldugunu ve mezangial hiicrelerin yiikselmis kan basincina yanit olarak
gelisen glomertiler distansiyonun diizenlenmesinde fonksiyon gorebileceklerini
gdstermistir’'.

— Oksidatif stres durumunda, hipertrofi, matriks birikimi apopitoz ve

sitokin/biiyiime faktorii ekspresyonu gibi ¢esitli cevaplar verir®.

2.2.4. Jukstaglomeriiler aparat

Jukstaglomeriiler aparat (JGA), makula densa, jukstaglomeriiler hiicreleri ve
ekstraglomeriiler hiicreleri icerir .

Makula densa hiicreleri 151k mikroskobu ile incelendiginde distal tiibiil
hiicrelerinden daha dar ve daha uzun olmalar1 ile kolaylikla ayirt edilir. Bu hiicrelerin
cekirdekleri kismen {ist iiste binmis goriinecek kadar kalabalik goriindiigii i¢in makula
densa (yogun) olarak adlandirilmaktadir™'. Makula densa hiicreleri JGA’nin renal kan
akimi, glomeruler filtrasyon hizi ve renin salimimini kontrol eden elemanidir.
Ultrastriiktiirel caligmalarda, primer silyum varligi nedeniyle kemo/ mekanoreseptor

olarak diisiiniilmiislerdir®.



Jukstaglomeriiler hiicreler, ayn1 bolgede, komsu afferent arterioliin (ve bazen
efferent arterioliin) diiz kas hiicrelerinin degisiklige ugramasi ile olusmustur. Bu
hiicreler salgi graniilleri icerir ve salgi graniillerinin 151k mikroskobunda ortaya
konabilmesi i¢in 6zel boyalara ihtiyag vardir. Niikleuslar: tipik uzun diiz kas hiicresi
niikleusunun aksine kiire seklindedir’'.

Glomeriiler filtrasyonun belirleyicileri ve diizenlenmesi:

Renal kan akimi yaklagik olarak kardiyak outputun %20’si kadardir. Glomeriiler
filtrasyonun otoregiilasyonu, afferent ya da efferent arter tonusunu modiile eden {i¢
major faktorle saglanir. Bunlar; afferent arteriolde otonom vazoreaktif (miyojenik)
refleks, tiibiiloglomeriiler feedback ve efferent arterioliin anjiyotensin II aracili
vazokonstriiksiyonudur. Miyojenik refleks, kan basincindaki degisimlere karsi ilk
savunmadir. Tiibiiloglomertiler feedback afferent arterioliin refleks vazokonstriiksiyonu
veya dilatasyonu ile filtrasyon hizimi ve tiibiiler akimi degistirir ve makula densa
araciligiyla saglanir. Yiiksek tiibiiler akim ve filtrasyon hizi makula densaya artmis
soliit gelisine neden olur ki bu da glomeriiler filtrasyon hizinin normale dénmesine yol
acacak olan afferent arteriyol vazokonstriiksiyonu ile sonug¢lanir. Makiila densadan
solubl sinyalin bir bileseni, artmig NaCl reabsorbsiyonu sirasinda hiicrelerden salinan
adenozin trifosfattir (ATP). ATP hiicre dis1 boslukta ecto-5’-niikleotidaz tarafindan
afferent arterioliin potent vazokonstriiktorii olan adenozini olusturmak iizere metabolize
olur. Makiila densa hiicreleri direk de adenozin salabilir. Filtrasyon hizinda bir diisme
ile birlikte olan kosullar sirasinda, makiila densaya azalmis soliit gelisi tiibiiloglomertiler
yanit1 zayiflatarak, afferent arterioliin dilatasyonuna ve glomeriiler filtrasyonun normal
seviyelere doniisiine olanak saglar. Filtrasyon hizinin otoregiilasyonunun altinda yatan
ticiincii bilesen anjiotensin II ile ilgilidir. Diigiik kan akimi durumunda, juxtaglomeriiler
aparattan renin salinir. Renin proteolitik bir enzimdir, anjiotensinojenin anjiotensin I’e
dontlistimiinii katalize eder, daha sonra anjiotensin I, anjiotensin converting enzim
(ACE) ile anjiotensin II’ye doniisiir. Anjiotensin II efferent arteriyoliin
vazokonstriiksiyonunu uyarir ve bu durum filtrasyonu normal seviyeye getirilmesi ile
sonuclanir®. Anjiotensin II, adrenal bezin zona glomerulozasindan aldosteron sentezi ve
salinmini da uyarir. Aldosteron, toplayici duktuslar {izerine etki edip sodyumun ve eslik

. [ .. . . 51
eden suyun geri emilimini artirarak kan hacmini ve basincini yiikseltir” .
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2.2.5. Tiibiil Sistemi

2.2.5.1. Proksimal Tiibiil
Proksimal kivrintili tiibiiliin kiibik hiicreleri, emilim ve sivi transportunda

gorevli hiicrelerle iliskili ylizey 6zellesmelerine sahiptir. Bu hiicrelerin 6zellikleri:

Firgams1 kenar: Nispeten uzun, sikica paketlenmis diiz mikrovilluslardan

olusmaktadir.

— Baglanti kompleksi: Interseliiler alani tiibiil liimeninden ayiran dar bir siki
baglanti ve komsu hiicrelerin birbirine adhezyonunu saglayan zonula
adherensten meydana gelir.

— Plika ya da katlantilar: Hiicrelerin lateral yiizeinde yer alan ve komsu hiicrelerin
benzer uzantilariyla interdigitasyon yapan genis yassi uzantilardir.

— Bazal ¢izgilenme: Bazal yiizeye dik konumlanan ve bazal uzantilarda
yogunlasan uzun mitokondrionlardan olugmaktadir.

— Yogun bazal uzanti interdigitasyonu: 6 nm’lik mikrofilament demetleri

bulunmaktadir. Bu aktin filamentleri sivinin bazolateral ekstraseliiler alandan

tiibiiliin bazal laminasinin diger tarafina, komsu peritiibiiler kapillere dogru

hareketini diizenlemede rol oynayabilir’'.

Yiiksek biiyiitmeli 1s1k mikroskobunda, proksimal tiibiiliin i¢ i¢e gecmis ii¢
segmentten meydana geldigi goriiliir. Bunlar a) proksimal kivrintili tiibiiliin bas ve orta
parcasini igeren S1 segmenti, b) proksimal kivrintili tiibiiliin son kismi1 ve proksimal diiz
tiibiiliin baslangic kismini igeren S2 segmenti ve c) proksimal diiz tiibiiliin kalan

- . 1 67, 68
kisimlarini igeren S3 segmentidir’ "

, ancak sadece jukstamedullar nefron proksimal
diiz tiibiiliinde S3 segmenti bulunur® " °*. Ancak bu ii¢ segment aras1 sinir ¢ok belirgin
degildir. S1 segmenti, daha genis firgams1 kenar membrani ve daha ¢ok mikrovillus,
endositotik kompartman ve iyi gelismis vakuolar- lizozomal sisteme sahiptir bdylelikle
de transport ve endositoz i¢in daha fazla luminal yiizey olugsmaktadir. Ayrica yine Sl
segmenti S2 ve S3 segmentine kiyasla daha fazla lateral interdigitasyon veya
invajinasyon, daha biiylik mitokondrion ag1 ve iyi gelismis Golgi aparatina sahiptir. Bu

nedenle S1 segmentinin sodyum, ¢oziinen maddeler, amino asit ve sivi transportunda
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tiim tiibiiler sistemlerden daha yiiksek kapasiteye sahip olmasi sasirtici degildir.
Kiyaslama yapilacak olursa S3 segmenti, diger segmentlerden daha kisa firgamsi kenar,
daha az bazolateral membran invajinasyonu, daha kiiciik mitokondrion, daha az belirgin
olan endositotik kompartmanlara sahiptir’’,

Proksimal tiibiil, filtre olan NaCl ve suyun %60’mnin, filtre bikarbonatin
%90’ min ve glukoz ve amino asit gibi kritik nutrientlerin ¢ogunun reabsorbsiyonundan
sorumludur. Proksimal tiibiilden bol miktarda sivi absorbsiyonu yiiksek onkotik basing
ve peritiibiiler kapillerler igindeki diisiik hidrostatik basing ile siirdiiriiliir. Proksimal
tiibiilden ¢ogu soliitiin hiicresel transportu, bazolateral Na/K ATPase aktivitesi
tarafindan saglanmis Na konsantrasyon farkina baglidir. Bu aktif transport mekanizmasi
hiicreler arast sodyum gradiyentini diislik tutarak asir1 (steep) bir sodyum gradientini
idame ettirir. Soliit reabsorbsiyonu Na- bagimli transporterlarla saglanir. Glukoz
reabsorbsiyonu proksimal tiibiiliin sonunda neredeyse tamamlanmistir. Glukozun
transportu, apikal Na-glukoz kotransporter ile birlikte bir glukoz tasiyici ile bazolateral,
kolaylastirilmis diflizyon araciligiyla olur. Paraseliiler yola ek olarak su reabsorbsiyonu
ayn1 zamanda her iki apikal ve bazolateral membranlarda bulunan yapisal olarak aktif
su kanallar1 (aquaporin-1) ile saglanan hiicresel yol {izerinden de olur.

Proksimal tiibiil hiicreleri karbonik anhidrazlardan bagimsiz mekanizma ile
bikarbonat1 kazandirir. Filtre olmus bikarbonat liimene Na/H Exchanger tarafindan
verilen protonlar tarafindan ilk olarak titre edilir. Olusan karbonik asit, firgamsi kenar
karbonik anhidrazi tarafindan su ve karbondiokside metabolize olur. Erimis
karbondioksit karbonik asidi olusturmak iizere hiicreye difiize olur. Sonugcta, hiicre ici
karbonik asit, serbest proton ve bikarbonat anyonuna ayrilir ve bikarbonat hiicreden
bazolateral Na/ HCO3 kotransporter ile ¢ikar.

Proksimal tiiblil degisik organik asitleri (karboksilate anyonlari) ve bazlar
(cogunlukla primer amin katyonlar1) sekrete etme kapasitesine sahip spesifik tasiyicilara
sahiptir. Bu sistemlerle transporte edilen maddeler organik anyonlar iirat, ketoasit
anyonlart ve glomeriilden filtre olmayan cesitli protein bagh ilaglar (penisilin,
sefalosporin, salisilat)dir. Proksimal tiibiilden sekrete edilen organik katyonlar degisik
biyojenik amin norotransmitterler (dopamin, asetilkolin, epinefrin, norepinefrin,
histamin) ve kreatinindir. Na bagimli ve Na bagimsiz transport sistemleri lizerinden

proksimal tiibiil, amino asitleri etkin olarak reabsorbe eder®.
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2.2.5.2. Henle Kulpu ince Segmenti

Henle ince segmentinin uzunlugu, nefronun korteksteki konumuna gore farklilik
gostermektedir. Jukstamedullar nefronlar en uzun kollara sahipken, kortikal nefronlar en
kisa kollara sahiptir’'. Bununla beraber inen kolda epitelyal morfolojide de belirgin
heterojenite vardir. Kisa henle kulpu olan nefronun inen kolunda basit yassi epitel (Tip I
hiicre) vardir, bu hiicrelerin komsu hiicrelerle etkilesimi de azdir ve aralarinda
interdigitasyon bulunmaz, siki baglantilarsa derindir. Belirgin fark olarak, uzun henle
kulbu olan nefronda uzun hiicreler ve epitelyal yiizey 6zellesmesi (apikalde mikrovillus)
bulunan epitel (Tip II) bulunur. Hiicrelerin sitoplazmast mitokondriden zengin, lateral
interdigitasyonlar1 ve bazolateral katlantilar1 ileri derecede gelismis, siki baglantilari
dardir. Uzun henle kulpu olan nefronlarin inen kol alt segmentinde, epitel morfolojisi
Tip 1 hiicreye benzer (Tip III) . Inen kolda asag: inildikge Tip II epitelyal hiicrenin boyu
kisalir. Tip III hiicreye doniisiim dis medullanin gesitli seviyelerinde meydana gelir,
bazen i¢ medullaya kadar uzanir’'. Tip IV epitel hiicresi, uzun kulplu henlenin déniis
yerinde ve biitiin ¢ikan ince kol boyunca bulunmaktadir. Mikrovillussuz, algak yassi
epitelden olusur. Hiicreler az organele sahiptir’.

Fonksiyonel bakis acgistyla, i¢ medulladaki inen ince kol, yiiksek su ve {ire
gecirgenligine sahiptir; oysa i¢ medulladaki ¢ikan ince kolun suya gecirgenligi az,
sodyum kloriir gegirgenligi 6nemli derecede yiiksektir’2.Son molekiiler alismalar bu
farkliligin agiklanmasina katkida bulunmugstur. Esas su kanali olan Aquaporin-1’in
(AQP-1), inen ince kol hiicrelerinin hem luminal hem de bazolateral yiizeyinde oldugu,

boylelikle gereken su permabilitesinin saglandigi bulunmustur>”

, oysa cikan ince
kolda su kanali bulunmamustir’”. Ure transporters UT-A2 aktivitesi su yoksunlugunda
artar, inen ince kolda bulunurken, ¢ikan ince kolda bulunmaz’®. Aksine klor kanali olan
CIC-K1 ¢ikan ince kolun bazolateral, muhtemelen de luminal membraninda bulunur,

inen ince kolda bulunmaz’"”.

2.2.5.3. Distal Diiz Tiibiil

Henle kulpunun ¢ikan kolunun bir parcasidir, hem medullar hem kortikal
kisimlar igerir. Kortikal kistm medullar 1sinlarda yer alir. Cikan kalin kolu doseyen
epitel hiicreleri NaCl geri emilimini ve iriner konsantrasyon yetenegini etkileyen,

Uromodulin (Tamm- Horsfall) proteini olarak adlandirilan 85 kilo daltonluk bir protein
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iiretir. Rutin histolojik preparatta distal diiz tiibiiliin genis kiibik hiicreleri eozin ile agik
renk boyanir ve hiicrelerin lateral sinir1 belirsizdir. Niikleus hiicrenin apikal kisminda
yerlesmistir ve bazen, Ozellikle de diiz segmentte hiicrenin liimene dogru ¢ikinti
yapmasina neden olur, bu hiicreler yogun bazolateral katlantilara sahiptirler ve bu bazal
katlantilarla iliskili ¢ok sayida mitokondrion bulunur’’. Cikan kalin kolda morfolojik
olarak 2 tiir hiicre bulunmaktadir. Bunlar; belirgin apikal mikrovillusa sahip kaba
yiizeyli hiicre (R hiicresi) ve c¢ok¢a subapikal vezikiile sahip diiz ylizeyli hiicre (S

. . . 80 81
hiicresi)dir”

. Hamster ¢ikan kalin kolunda hiicreler fonksiyonel olarak yiiksek apikal,
diisiik bazolateral K gecirgenligi, yiliksek bazolateral Cl gegirgenligi olan (LBC
hiicresi) ve diisiik apikal, yiiksek bazolateral K gecirgenligi, yiiksek bazolateral Cl

gecirgenligi (HBC) olan hiicreler olmak iizere 2 gesit hiicre izlenir®"- *

. Morfolojik ve
fonksiyonel subtiplerin kortikal ve medullar ¢ikan kalin koldaki rolatif frekansi, HBC
hiicrelerinin S hiicrelerine, LBC hiicrelerinin R hiicrelerine karsilik geldigini
diisiindiirmektedir®'.

Cikan kalin kolda apikal membranda Na/K/2Cl kotransporter ile birlikte bir dizi
bazolateral Cl kanallar1 ve Na/K ATPase tarafindan saglanan yiiksek seviyeli sekonder
aktif tuz transportu vardir. Tiibiiler s1ivi K’u bu kotransporter i¢in kisitlayici substrattir
(tiibiiler K konsantrasyonu plazmaya yakindir, yaklasik 4 mEgq/L), fakat apikal
potasyum kanali lizerinden K geri donilisiimii ile idame ettirilir. K doniisiimii ayni
zamanda, paraseliiler yol iizerinden divalan katyon (Mg ve Ca) reabsorbsiyonunu tesvik

eden interstisyuma bagh olarak liimende pozitif bir elektrostatik sarja katkida bulunur®®.

2.2.5.4. Distal Kivrintih Tiibiil

Fonksiyonel olarak 2 farkli boliime ayrilir: DCTT1 (ilk kisim), DCT2 (son kisim).
Bu segmentler aldosterona cevap olarak farklilik gosterir. Aldosteron, voliim azlig1 veya
hiperkalemiye cevap olarak adrenal bezden salinan steroid hormondur. Kortizol gibi
glukokortikoidlere benzer yapisit vardir ve her ikisi de mineralokortikoid reseptdriine
esit afinite ile baglanirlar®. Mineralokortikoid reseptérleri tiim distal kivrintili tiibiil
boyunca eksprese olmasina ragmen, 11-p hidroksisteroid dehidrogenaz 2 (11-BHSD2)
enzimi eksprese ettigi igin DCT2, aldosterona daha sensitiftir. 11-BHSD2, kortizoli
inaktif metaboliti olan kortizona cevirerek, dolasan glukokortikoidlerin DCT2’deki

mineralokortikoid reseptériine baglanmasini engeller™. DCT2’deki mineralokortikoid
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reseptoriine sadece aldosteron baglandigi i¢cin, DCT2 dolasan aldosteron degisikliklerine
DCT1’den duyarhidir. 11-BHSD2 baglayict tiibil ve kortikal toplayici tiibiil gibi
ilerideki nefron segmentlerinde de eksprese edilir. Bu nedenden dolay1 DCT2, baglayici
tiibiil ve kortikal toplayici tiibiil, aldosteron duyarh distal nefron olarak tanimlanir®’.

Bazal ve lateral membranda ¢ok sayida interdigitasyon barindirir. Mitokondrion
bu membranlarla yakin iligki i¢indedir. Hafif¢e yassilasmis niikleus apikal membrana
yakin konumlanmistir. Apikal yiizeyde kisa mikrovillus bulunmaktadir®®. Bu bilgiler
1s181inda distal kivriml tiibiiliin yogun ATP kullanimi gerektiren islerde ve bazolateral
Na-K-ATPase tarafindan aktif transporttan sorumlu oldugunu gostermektedir®’.

Distal kivrintili tiibiil, filtre olan NaCl’nin %5’ini reabsorbe eder. Esas NaCl
transporte eden yol apikal membrani, elektrondtral tiyazid duyarli Na/Cl kotransporter
ile ¢ift olarak bazolateral Na/K-ATPase ve Cl kanallarin1 kullanir. Apikal Ca selektif
kanallar (TRPVS5) ve bazolateral Na/Ca degisimi distal kivrintili tiibiilde kalsiyum geri
emilimine aracilik eder. Ca reabsorbsiyonu paratiroid hormon tarafindan uyarilir.
Apikal NaCl kotransportunun engellenmesi ile hiicre i¢i Na’nin azalmasi, artmis

bazolateral Na/Ca degisimi ve pasif apikal Ca girisi saglanacaktir®.

2.2.5.5. Toplayia Tiibiil ve Toplayic1 Duktuslar

Toplayic tiibiiller, kortikal ve medullar toplayici duktuslar gibi tek katl epitelle
doselidir. Toplayici tiibiiller ve kortikal toplayic1 duktuslar kismen yassi, kismen de
kiibik sekilli yassilagsmis hiicrelere sahiptir. Medullar toplayici duktuslar kiibik hiicrelere
sahipken, cap arttikca prizmatik hiicrelere donilisim gozlenir. Toplayici tiibiiller ve
duktuslar 151k mikroskobunda goriilebilen hiicre sinirlar1 sayesinde proksimal ve distal
tiibiillerden kolayca ayrt edilirler®.

Toplayici tiibiilde esas hiicreler ve interkalar hiicreler tuz karabiber goriintiisii
olusturur®. Esas ve interkalar hiicrelerin oram tiibiiler segmentte farklihk gosterir, dis
medullar toplayic1 duktusta bu oran 2:1 iken kortikal toplayici duktusta3:1’dir® *°.
Interkalar diicreler, apikal kisimlarinda fazlaca bulunan mitokondriondan dolay1
‘mitokondriden zengin hiicre’ olarak adlandirilmistir; bu dagilim bazolateral membran
yakininda toplanan mitokondrionlara sahip diger bobrek tiibiil hiicrelerinden farklidir’"

*Bu hiicreler ¢evre segment- spesifik hiicrelere kiyasla ‘gok sayida irregiiler apikal

mikrovillusa’ sahiptir’>. Bunun da otesinde interkalar hiicreler merkezi silyum
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bulundurmaz, en azindan kortekste, bu 6zelligi komsu esas hiicrelerden farkliligidir’> **

98, 99 100

%697 Ppedikiiler morfolojileri kaplumbaga mesanesinde ve kurbaga derisindeki

asit sekrete eden hiicreleri animsatir ve tipki bu hiicreler gibi interkalar hiicreler {iriner
asit sekresyonu, bikarbonat reabsorbsiyonu ve sekresyonunda rol alir'".

Tip A interkalar hiicreler, morfolojik olarak silyum bulundurmaz, ¢ok sayida
apikal mikroplika bulundurur ve apikal kisimda mitokondrionlar yogun olarak

90, 97

bulunur™ “’. Esas rolleri idrara proton sekresyonudur, pendrin ekspresyon yoklugu ile

102
taninirlar

. Tip A interkalar hiicreleri asit sekresyonu ve bikarbonat geri emilimine
aracilik eder®.

Tip B interkalar hiicrelerin bazolateral membraninda asit geri emilimine olanak
saglayacak proton pompasi bulunurken, apikal membraninda bikarbonat sekresyonuna
aracilik eden anyon degistiricisi vardir. Asidemi kosullar1 altinda, bobrek tercihen fazla
H sekresyonu i¢in tip A interkalar hiicreleri kullanir ve daha ¢ok bikarbonat olusturur.
Bu durumun aksi Tip B interkalar hiicrelerin baskin oldugu alkemi ile birlikte
bikarbonat fazlaligt durumudur. Hensin olarak adlandirilan hiicre dis1 protein bu
adaptasyona aracilik eder®.

Esas hiicre, acik hiicre, tek bir primer silyuma ve nispeten az sayida kisa
mikrovillusa ° 1, mitokondrial birikimin istiinde uzanan bazal labirent olarak
adlandirilan bazal ice katlantiya (infolding) sahiptir. ER ve golgi organeli vardir ancak
sayica ¢ok degildir. Genis subapikal mikrotiibiil ve mikrofilamanlar yiiksek diizeyde
protein trafigini diizenler. I¢ medullaya dogru hiicrede degisim gdzlenir: bazal ice

katlantilar ve mitokondrion sayica azalir ancak biiyiikliik olarak artar'®®

. Bu hiicrelerde,
toplayict duktuslarin su permeabilitesinden sorumlu olan antidiiiretik hormon (ADH)
tarafindan diizenlenen su kanallar1 olan akuaporin-2 (AQP-2) bol miktarda
bulunmaktadir. Buna ek olarak bu hiicrelerin bazolateral membranlarinda
akuaporinlerden AQP-3 ve AQP-4 bulunmaktadir’'.

Toplayict duktuslar dis medulladan i¢ medullaya gecerken epitel hiicreleri
giderek daha uzun boylu hale gelirler ve renal papilla bolgesinde prizmatik epitele

doniisiir. Interkalar hiicrelerin sayis1 giderek azalir ve toplayici duktus papillaya

ulasirken hi¢ koyu hiicre kalmaz’'.
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2.3. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler (AG) gentamisin, tobramisin, amikasin, streptomisin,
neomisin, paromomisini i¢eren bir antibiyotik grubudur'. Aminoglikozid isimlendirmesi
molekiiliin 2 veya daha fazla amino sekerinin merkezi pozisyondaki heksoz veya
aminosiklitole glisidik bagla baglanmasi sonucunda verilmistir. isimlendirilmesi kokeni
ile iliskilidir. ‘Mycin’ ile sonlananlar direk veya indirek Streptomyces derivesi iken

‘micin’ ile sonlananlar direk veya indirek Micromonospora tiirevidir.

2.3.1. Farmakolojik Ozellikleri

Aminoglikozidlerin molekiil agirligi 445 ve 600 Dalton arasindadir, suda yiiksek
¢Oziiniirliige sahiptir, pH 6-8 aras1 stabildir ve katyonik yap1 olusturur bu onlarin oral
absorbsiyonunu engeller ve interseliiler alana penetrasyonu veya hematoenselafalik
bariyeri gecisini zorlastirir. Antimikrobiyal etkileri; mikrobiyal hiicrelere transportunda
oksijen gerektigi icin aerob ortamda ve alkali kosullarda asit ortamdan daha aktif
olduklar i¢in alkali pH’da olusur'®. Aminoglikozidler, polar ilaglar oldugu igin
lipofilik degildir bunun da &tesinde saglikli gastrointestinal sistemden zayif absorbe
olur. Bundan dolayr intramuskiiler veya daha sik olarak, intravenéz yoldan
uygulanmalidir'®. Intramuskiiler uygulamadan 30 ile 90 dakika sonra, intravendz
uygulamadan 30 dakika sonra maksimum konsantrasyona ulasir. Bobrek fonksiyonu
normal olan kisilerde kandaki yar1 dmrii 2-3 saattir. Aminoglikozidler diisiik oranda

106
)

plazma proteinlerine baglanir (<10% istisnai olarak streptomisin %30 oraninda

proteine baglanir. Hidrofilik yapilar1 geregi esas olarak ekstraseliiler siviya dagilir'®.
Bundan dolay1 Viicut dagilim hacmi(Vd) (ilacin viicut dokularina dagilimini tanimlar)
diisiiktiir, erigkinlerde 0.2-0.3 L/kg araligindadir'®, ancak total viicut suyunun oran
olarak daha yiiksek oldugu neonatal dénemde Vd artmistir'”’. Ayrica sepsis, ciddi yanik
ve febril ndtropeni durumlarinda Vd artmustir'®.  Eliminasyonlar1 glomeriiler
filtrasyonla ve es zamanl tiibiiler reabsorbsiyonla temizlenen kreatinin %66°1 civarinda
olur. Bobrek korteksindeki yar1 dmrii tahmini 30 ile 700 saat arasidir, dolayisiyla son
uygulanimdan 20-30 giin sonrasma kadar irinal eliminasyonu devam eder'™.
Aminoglikozidler konsantrasyon bagimmli bakterisidal etki gosterir bu yiizden
108-110

bakterisidal etki maksimum konsantrasyonda (Cmaks)’ta maksimumdur

Konsantrasyon diistiigiinde bakterisidal etki de diisecegi icin yliksek bir tepe degeri elde
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edilmesi amaclanir, bunun saglanmasi i¢in de giinliik toplam doz tek seferde verilir'''.

Tepe degerinin Minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK)’in en az 10 kat1 olmasi

gerektigini gosteren pek gok galisma meveuttur' >

. Konsatrasyon bagimli patern
olarak Cmaks/MIK prediktiftir'''. Hastane kaynakli pnomoni hastalar1 iizerinde yapilan
bir ¢alismada, Cmaks/MIK degerinin 10 veya daha yiiksek olmasimin, ates ve 16kosit
sayist baz almdiginda %90 klinik basari ile sonuglandigi gosterilmistir''®. Post-
antibiyotik etki konsantrasyon bagimli antibiyotiklerde genellikle uzundur, bu etki
toplam ila¢c miktariyla iliskili oldugu icin Egri Altinda Kalan Alan (EAA)/MIK de
prediktif olarak kullamlabilmektedir'''. Calismalarda Gram(-) basillere karsi
aminoglikozid EAA/ MiK degerinin 100-125 arasi olmasi gerektigi gosterilmistir ''®
117,110, 118

Aminoglikozidler dar terapotik indekse sahiptir, en Onemli toksik etkileri
ototoksisite, nefrotoksisite ve noromuskiiler bloktur. Yan etkilerin frekansi tanida
kullanilan farkli kriterlere bagli olarak degisken olmakla beraber néromuskiiler blok
nadirken; ototoksisite %0-62 civarinda (kohlear), %0-19 aras1 (vestibiiler);
nefrotoksisite 0 ile %50 arasi degiskenlik gosterir'®. Nefrotoksisite ilacin katyonik
yiikli ve tiibil epitel hiicresine baglanmasi ile ilgilidir: neomisin 6 katyonik amino
grubuna sahip oldugu i¢in en nefrotoksik olanken; gentamisin ve tobramisin 5 katyonik
gruba sahiptir, amikasin 4 amino grubuna sahiptir, streptomisin ve netilmisin 3 amino
grubuna sahiptir dolayisiyla en az nefrotoksik olanlardandir. Aminoglikozidlerin
membrana baglanmasi toksisiteyi belirleyen en Onemli faktorlerden birisi olmasina
ragmen, hiicreye afinite gentamisinin tobramisinden fazla birikmesine yol acrmstir®.
Gentamisin ve tobramisin esas olarak vestibulotoksikken; neomisin, kanamisin ve
amikasin kohleotoksiktir''®. Noromuskiiler blokaj igin potens sirasiyla neomisin,
kanamisin, amikasin, gentamisin ve tobramisin azalir. Noromuskiiler blokajin klinik
bulgulariysa; dilate pupil, zayif solunum kaslari ve flask paralizidir'®.

Aminoglikozidler elektrostatik etkiyle hizla hiicre duvarina baglanirlar.
Baglanma (Gram-negatif bakterilerde Lipopolisakkarite (LPS)’ye, fosfolipidlerin polar
ucuna ve anyonik dis membranim diger proteinlerine) pasiftir ve enerji gerektirmez'?'.
Bu yiiksek polariteye sahip molekiillerin gram negatif bakteri '** '** dis membranindan

gecisi lipopolisakkaritler arasindaki Mg kopriilerinin  kirilmas: ile kendiliginden

gerceklesir'®*. Porin kanallarindan gegis biiyiik boyutlar1 (1.8x1.0x1.0 nm'*® nedeniyle
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miimkiin  goériinmemektedir. Sitoplazmik (i¢) membrandan gecisleri elektron

126
I

transportuna baglidir ve enerji bagimli faz (EDP-1'7°) olarak adlandirilir. Hiz

127
, anaerob ortam

kisitlayicidir, divalan katyonlar, hiperozmolarite ve diisiik pH
tarafindan inhibe edilir veya bloklanir. Sitozolde, aminoglikozidler yine enerji bagiml
bir islemle ribozomun 308S alt birimine baglanir (enerji bagimli faz II (EDPII)'*®). Bu
baglanma her ne kadar peptid sentezinin inisiasyon kompleks olusumunu (mRNA,
fMetRNA baglanmasi ve 50S subunit ile baglanma) engellemiyor olsa da, translasyon
dogrulugunun kontroliinii (yanls okuma ve/veya prematiir sonlandirma'?®) bozarak yeni
zincirin uzamasini engeller. Ayrica hatali katlanmis protein hiicre membran yapisina
katilip, gecirgenligi degistirerek aminoglikozid transportunu stimule edebilir'®. 2-
deoksi-streptamin ve amino sekerle primeri translasyona uygunlugun kaybindan
sorumludur'™ Aminoglikozid baglanmasindan sorumlu olan niikleotidler nonkanonik
baz ciftlerinin neden oldugu asimetrik internal loop meydana getirir™* "' Klinikte
kullanilan aminoglikozidler, kullanilan terapotik konsantrasyonlarda (<25 upg/ml)
prokaryotik protein sentezinin inhibitoriidiir; daha yiliksek konsantrasyonlarda olasilikla

okaryotik ribozoma ve/veya niikleik aside nonspesifik baglanma ile memeli

hiicrelerinin'** de protein sentezini etkileyebilirler.

2.3.2. Aminoglikozidlerin Klinik Kullanim

Aminoglikozidlerin en sik klinik kullanimi1 (yalniz veya kombinasyon tedavide)
aerob gram negatiflerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlardir °. Daha az siklikla
olmakla beraber, baz1 gram pozitif enfeksiyon tedavisinde de kullanilirlar. Ek olarak,
belirli  aminoglikozidler  protozoa  (paramomisin), Neisseria  gonorrhoeae
(spektinomisin), mikobakteriyal enfeksiyon (tobramisin, streptomisin ve en sik olarak

3 In vitro duyarhhg bolgesel farkliliklar

amikasin) karsi etkin aktivite gosterir'
gosterse de, ¢ogu aerobik ve fakiiltatif gram negatif basil hala duyarlidir. Burkholderia
cepacia veya Stenotrophomonas maltophilia’ya karsi etkin degildir. Buna karsin
koagiilaz negatif stafilokok ve metisilin duyarli Stafilokok aureus tiirlerinin %95’inden
fazlas1 aminoglikozidler tarafindan inhibe edilir (6zellikle gentamisin ve netilmisin),
direngli varyantlar es zamanli antistafilokkal B-laktam ve vankomisin uygulanmadigi
takdirde 24 saat icinde ortaya ¢ikarlar. Toplum kaynakli metisilin diregli Stafilokok

aureusun bazi kolonileri ve Streptococcus pneumonia’y1 kapsayan tiim streptokoklar
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direnglidir. Aminoglikozidlerin antimikrobiyal etkileri i¢in aerobik ortam gerektigi i¢in,
tiim anaerobik bakteriler ve anaerobik ortamda gelisen fakiiltatif anaerob bakteriler
intrinsik direnglidir'**. Aminoglikozidler, genis antibakteriyel etki spektrumu nedeniyle
febril nétropeninin ampirik tedavisi ve hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde dneme
sahiptir. Enterokoklar gibi bakterilere beta laktam grubu antibiyotiklerle sinerjistik
aktiviteye sahip olmasi avantaj saglamaktadir. Genellikle aminoglikozidlerin tek basina
uygulandiklar1 tek klinik kullamm idrar yolu enfeksiyonlarmin tedavisidir'>.

Aminoglikozidlerin klinik kullanimi tablo 1’de 6zetlenmistir:

Tablo 1. Aminoglikozidlerin klinik kullanimlar1 ve 6zellikleri'*

Aminoglikozidler Klinik kullanim Verilis yolu

Streptomisin - Tuberkiiloz tedavisinde izoniazid ve etambutolle birlikte M
- Bakteriyel endokarditte penisilinle kombine
- Bruselloz tedavisinde tetrasiklinle birlikte
- Tularemi ve vebada ilk ilag

Paromomisin = AIDS’li hastalardaki kriptosporidiosis tedavisinde IV kullanimu toksik,
= Dientamocba fragilis, Taenia saginata, Taenia solium, Hymenolepsis nana gibi oral kullanlir
paraziter infeksiyonlann tedavisinde

Neomisin - Eritromisinle birlikte kolon cerrahisi profilaksisinde IV kullanimu toksik,
- Hepatik komada enterik bakteri sayisini diizeltmede

Gentamisin - Hastane kokenli Gram negatif bakten infeksiyonlannda (bakteremi, intraabdominal IM veya IV
Amikasin ve iiriner sistem infeksiyonlar vb) diger antibiyotiklerle kombine

Netilmisin - Bakteriyel endokardit tedavisinde genellikle penisilinle kombine

Tobramisin - Notropenik atesli hastalarda antipsodomonal bir beta-laktamla kombine

- Hastanede geligen infeksiyoz artrit ve osteomiyelit tedavisinde dl;;:l‘r
antibiyotiklerle kombine

2.3.3. Yan Etki Profili

Gegmiste aminoglikozidlerin  kullanim1  yayginlastik¢a; ototoksisite ve
nefrotoksisiteye daha sik rastlanmis; daha giivenli, antimikrobiyal ajanlar mevcut
oldugunda, aminoglikozidlerin kullanim1 keskin bir sekilde azalmisti. Ancak c¢oklu ilag
direncine sahip bakteri gelisimi klinisyenleri ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde
aminoglikozidleri tekrar gbzden gec¢irmeye itmistir®. Istenmeyen toksik etkilerine
ragmen aminoglikozidlerin tercih edilme nedenleri arasinda; diger antibiyotiklere
direngli mikroorganizlarin tedavisinde kullanimi, kimyasal stabilitesi, hizli bakterisidal
etki gostermesi, Beta laktam antibiyotiklerle sinerjistik etki gostermesi, az direng
gelisimi  ve disik maliyeti vardi’. Nefrotoksisiteye en ¢ok neden olan
aminoglikozidlerden birisi olmasinin aksine, gentamisin ¢esitli klinik durumlarin
tedavisinde ilk veya ikinci se¢enegi olusturur. Bunun da Gtesinde, gentamisin bir ilacin

grup deney hayvani ve insanlarda nefrotoksisitesinin incelenmesinde model olusturur'>”
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13 Aminoglikozd nefrotoksisitesinden sorumlu mekanizmalarla ilgili mevcut bilgilerin
cogu gentamisinin preklinik hayvan veya hiicre kiiltiirii caligmalarindan elde

edilmistir'*.

2.3.3.1. Nefrotoksisite
Aminoglikozid kullanimiyla iliskili Akut Bobrek Yetmezligi (ABY) insidansi,
diagnostik kriterlere ve c¢alisilan popiilasyonlara gore farkhihik gosterir'® Ancak,

nefrotoksisite frekans1 %0 ile 50 araligindadir'*'"'*

Bir grup gen¢ saglikli goniillide
insidansi sifir bulunmugken, multisistemik hastalig1 olan yash kisilerde bu oran %50’ye
ulasmistir'®. Yogun bakimda hospitalize kisilerde aminoglikozid nefrotoksisite
tanisinda  kullanilan  kriterler degisiklik gostermekle beraber oran %76’ya

varabilmektedir'®.

Klinik pratikte hem proflaksi hem de oOnce bahsedilen
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildigi i¢in kullanim alani genistir, bobreklerin kan
akimimin yiiksek olmasi (kardiyak outputun %?20’s1), toksik maddeleri konsantre edip

atilimini saglamasi nedeniyle renal hasar insidansi da yiiksek olabilmektedir.

AG nefrotoksisitesi i¢in risk faktorleri'*®:

AG tedavisi siiresi: Renal yetersizligin gelismesi i¢in genellikle tedavinin
baslangicindan itibaren 7 giin gecmesi gerekir. Bununla birlikte, eslik eden renal
iskeminin (voliim azalmasi ve hipotansiyona bagli) varliginda bir ya da iki giin i¢inde
dahi renal yetmezlik gelisebilir.

Sepsis veya nefrotoksinler: Sepsiste renal vazokonstriksiyona bagli azalmis
renal perfiizyon nefrotoksisite gelisimini kolaylastirir. Ayrica endotoksinler tiibiillerde
ilag birikimini artirarak nefrotoksik etkinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.

Yiiksek plazma aminoglikozid konsantrasyonu: Plazma ilag seviyelerinin
dikkatli monitorizasyonu 6nemlidir. Ancak tedavi siiresi uzarsa, ilag seviyesi ¢ok 1yi
kontrol edilse de, renal kortikal dokuda birikim artacagindan, renal fonksiyonlarda

bozulma gbriilebilir'*”.

Yiiksek plazma aminoglikozid konsantrasyonu glomeriiler
filtrasyon hizindaki azalmanin ilk belirtisi olacagindan, yararli bir bobrek fonksiyon
testi olma ozelligini de gosterir. Boliinmiis doz tedavi uygulamasinda gentamisin ve

tobramisin i¢in tavsiye edilen minimum zirve konsantrasyonu 5 pg/mL’dir.
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Doz sikhigi: Yapilan deneysel arastirmalarda, giinliik tek seferde yiiksek doz ilag
uygulamasinin geleneksel boliinmiis doz uygulamalarina kiyasla daha az akut bobrek
yetmezligi yaptigi gozlenmistir'*. Bu koruyucu etki renal kortekste daha az ilag
depolanmasina baghdir. Tek sefer ila¢ uygulamasinda giinde bir kez uygulanan yiiksek
plazma ila¢ seviyesinde tasiyict reseptdrlerin doymasina bagl olarak renal tiibiillerde
giinliik geri emilen ilag miktar1 azalacaktir. Bolus tedaviyle ortaya ¢ikan yliksek zirve
plazma seviyesi giiniin biiyiik boliimiinde goreli olarak diisiik aminoglikozid diizeyine
ragmen bakteri Oliimiinii saglamada yeterli goriilmektedir. Tek doz uygulama
antibiyotigin gram (-) infeksiyonlardaki kullanimi i¢in 6nerilmektedir. Insanlarda giinde
bir kez AG uygulamasinin nefrotoksisite gelisimi {izerine olan sonuglar1 kesin
belirlenmis degildir.

Karaciger hastahiklari: Karaciger hastaligi (6zellikle ilerlemis siroz) ve
obstriiktif sarilik artmis aminoglikozid nefrotoksisitesi ile iligkilidir.

Hayvan deneylerinde ise; erkek cinsiyet'®, asidoz, volim azligi, sodyum
4

3

azligi"™ hiperkalemi'' hipomagnezemi'> ve es zamanli vankomisin'*® teikoplanin'’
siklosporin'™>, sispla‘[in156 gibi ilag kullanimi aminoglikozid nefrotoksisitesi ile
iliskilendirilirken; tek doz uygulanim'>, disi cinsiyet'*®, alkaloz'’, tiroid hormonu'*®,
kalsiyum yiiklemesi'™’, diyabet’!, es zamanli genis spektrumlu penisilin'®ve

161

poliaspartik asit ~ kullanimi1 nefrotoksisiteyi azaltan faktorler olarak bulunmustur.

Aminoglikozid nefrotoksisitesinin klinik bulgular1 nonoligiirik veya hatta

politirik renal atilim bozukluguna®: '¢*'%4

eslik eden plazma kreatinin, iire ve diger
metabolik artiklarin artigi, proteiniiri, enzimiiri, aminoasidiiri, glukoziiri ve elektrolit
degisimi (hiperkalsiiiri, hipermagneziiri, hipokalsemi, hipomagnezemi)'®> '®dir. Idrar
tetkikleri karakteristik patern sergilemez, bazen l6kositiiri, proteiniiri, silendiriiri
goriilebilmektedir'®. idrarda enzim atilim artis1 tiibiiler hasarin (alanin aminopeptidaz,
B-D-glukozamin ve alkalen fosfataz) gostergesidir'®’. idrar sodyum konsantrasyonu (40
mEq/L iizerindedir) ve sodyum atilm fraksiyonu (%1) genellikle yiiksektir. Idrar
voliimiinde degisim meydana gelmedigi i¢in nefrotoksisite siklikla serum kreatininde
artisla degerlendirilir'®®. Aminoglikozid uygulammini kestikten sonra 21 giin i¢inde
serum kreatinin konsantrasyonu normale ddénmektedir. Irreversibl tubulointerstisyel

hasar, akut nefrotoksisitede sik goriilmez, ancak diisiik dozlarla'®® uzun siire tedavide ve

onceden bozulmus béobrek fonksiyonu olanlarda'® meydana gelebilmektedir. insan
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terapotik dozlarinin az1 hayvanlara (sicanlar i¢in 10-20 mg/kg/viicut agirligr)
uygulandiginda proksimal tiibiil hiicresi lizozomlarinda polar lipid birikimi meydana

170, 15, 171, 172

gelmektedir . Yiiksek doz (gentamisin i¢in 40 mg/kg) tedavi ise hayvanlarda

hizlica kortikal nekroz olusturup disfonksiyona yol agar'’" 17,

2.3.3.1.1. Glomeriiler Etkileri
Nefronun kimyasal ajanlarla ilk karsilasan kismu glomertildiir. Gentamisinin

glomeriiler etkileri'*’: (i) mezangial kontraksiyona neden olarak'™ Kf (ultrafiltrasyon

39, 175

faktorii) ve GFR’nin azaltilmasi (i1) mezengial hiicrelerde es zamanli olarak hem

apopitoz hem de mezengial proliferasyon meydana gelisi ki bu olaylar birbirini

174, 176
kompanse eder "™

(i11) glomerul morfolojisinde ciddi degisime neden olmadigi
bilgisinin aksine, yiiksek doz tedavide, glomerul boyutunda az miktarda artis, yuvarlak
sekil ve dansitesinde bozulma nedeniyle filtrasyon bariyerinin bozulmasi ve noétrofil
infiltrasyonu ile filtrasyon bariyerinin genislemesi ', negatif yiikiiniin nétralizasyonuna
bagh filtrasyon bariyer selektivitesinde kayip'”® seklindedir ki bu durum proteiniiriye
katkida bulundugu icin 6zellikle tiibiiler nekroz gibi reabsorbsiyonun karsilanmadigi
durumlarda 6nem kazanir.

Calismalar; gentamisinin glomeriiler endotel fenestral por say1 ve biiyiikliigiinti
azalttigini'”"®! bu nedenle lizozim gibi diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin elenme
katsayisinda bir diisiis oldugunu'” ve glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)’nin azaldigimi
gostermistir. Bu etkilerin mezengial kontraksiyonun sonucu da olabilecegi
diisiiniilmektedir'®. Gentamisinin indiikledigi cesitli faktorler, intraseliiler kalsiyum
konsantrasyonunu artirmakta, bu da mezangial hiicre kontraksiyonuna neden
olmaktadir'™. Bu faktorler'*: i) platelet aktive edici faktor (PAF) sekresyonu ve otokrin
aktivasyonu'™; ii) renin anjiotensin aldosteron sistem aktivasyonu; iii) endotelin 1 ve
tromboksan A2 gibi endotelyal disfonksiyon sonucu ortaya c¢ikan vazokonstriiktor
iiretimi'®; iv) Kalsiyum duyarli reseptér (CaSR) stimiilasyonu, v) reaktif oksijen radikal
(ROS) iretiminde artis ve oksidatif stres'®tir. Fosfolipaz A2 aktivasyonu, bu
mediatorlerin bazilarmin sentezi ve mezengial hiicreler iizerinde etkileri ile iligkilidir'®.
Fosfolipaz A2, arasidonik asit olusumunu katalizler; arasidonik asit siklooksijenaz ile

mezengial kontraksiyona neden olan tromboksan A2’yi meydana getirir. Ek olarak

solubl fosfolipidlerden fosfolipaz A2 aktivitesi ile PAF sentezlenir. PAF ise mezengial
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kontraksiyonda rol alan; GFR’yi azaltan mediatordiir'**'®. Mezangial hiicre apopitozu
artan ROS™” '7® ve muhtemelen asir1 NO iiretimi nedeniyle meydana gelmektedir' ™.
Gentamisin indiiklenebilir nitrik oksit sentazi (iNOS)’u stimule edip glomeriil ve

mezangial hiicrede NO iiretimine neden olmaktadir'® '*!

. INOS’a bagl iiretilen fazla
miktarda NO; siiperoksit anyonu ile etkilesir ve peroksinitriti meydana getirir ki bu
sitotoksik etki gosterir'®. Mezengial proliferasyon kalsiyum bagimli AP-1 araciligiyla
olmaktadir'”®.  Muhtemelen apopitoz-proliferasyon siireci doku  biitiinliigiiniin
saglanmasi agisindan kompanzasyon i¢in gelismektedir. Niikleer faktoér kappa B (NF-
kB), ROS’u igeren ¢ok sayida kimyasal ve biyolojik stimulusla aktive olan anahtar
transkripsiyon faktdriidiir’. Gentamisinin indiikledigi nefrotoksisitede ise oksidatif stres
NF-kB transkripsiyon faktoriinii stimiile eder. Stimiilasyona bagli NF-kB, NF-kB-IxB
kompleksinden ayrilir, niikleusa transloke olur ve bobrek hasarina neden olan hedef
genlerin® *° Interlokin 6 (IL-6), iNOS, Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-alfa),
Siklooksijenaz-2 (COX-2), transkripsiyonel aktivasyonuna neden olur. Ek olarak
intraseliiler Ca®" konsantrasyon ([Ca®*'];) artigmin da NF-xB aktivasyonuna neden

oldugu gosterilmistir’' >,

2.3.3.1.2. Vaskiiler Etkileri

192 . .
icin renal kan akimi

Gentamisin, vaskiiler yatak direncini arttirdig
azalmaktadir'® **. Azalmus kan akimy, tiibiiler oksijen ve ATP’nin de azalmasina neden
olarak hiicreleri 6liime yatkin hale getirmektedir. Tiibiiler reabsorbsiyonun azalmasi
nedeniyle TGF aktivasyonu ve TGF’ye adaptasyon siirecinde vaskiiler agac ve
mezangial kompartmandan salinan vazokonstriiktdrler; ranal kan akiminin baslangigtaki
azalmasina neden olur. Endotel ve mezangial hiicreden'™ endotelin-1'**, PAF ve basta
prostoglandin ve tromboksan A2 olmak iizere arasidonik asit metabolitleri '** '8 1%°
gibi vazokonstriiktorlerin salmimi1 parakrin olarak vaskiiler miyositleri kasarak
vazokonstriiksiyona yol agar. Gentamisin vazokonstriiktor {retimine ek olarak

vazodilator prostoglandin sentezini de bloke eder'®

. Endotelyal NO sentaz tarafindan
tiretilen NO diisiik seviyede vazodilatasyon yaparken, iNOS’a bagli asir1 NO iiretimi
komsu hiicrelerde sitotoksiktir. NO, siiperoksit anyonuyla birlesip peroksinitriti

meydana getirir. Peroksinitrit, hiicre ve protein hasarini indiikler, endotelyal NO sentazi,
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vaskiiler oksidatif strese katkida bulunan islevsiz bir siiperoksit iireten enzim haline

getirir'*®.

2.3.3.1.3. Tiibiiler Etkileri

Gentamisin sitotoksisitesi ilacin biriktigi alanlarda meydana gelmektedir. Deney
hayvanlar1’ ve insanlarda® esas olarak proksimal tiibiil olmak iizere, distal ve toplayici
tiibiiliin® etkilendigi gosterilmistir. Gentamisinin bu hiicrelerde birikimi, varlig:
proksimal tiibiille smirli olan megalin ve cubulin tarafindan olusturulan biiyiik
endositotik kompleks olarak adlandirilan tasiyicilarin varligi nedeniyledir. Bu kompleks
aminoglikozidlerin endositozunu saglamaktadir'®. ilaclar endositotik kompartmanlardan
sonra lizozom basta olmak iizere, golgi ve endoplazmik retikulumda birikir'> "
Gentamisin membran fosfolipidlerine baglanir, bunlarin metabolizma ve turnoverin
etkileyerek insan'’ ve deney hayvaninda'® '’ fosfolipidoza neden olur. Endozom i¢inde
asirt  miktarda aminoglikozid biriktiginde, membran biitiinliigii bozulur ilag
sitoplazmaya dagilir'® ', Sitozolik gentamisin, kaspaz aktivasyonuna neden olarak
apopitotik sinyalizasyonu tetikler. Apopitotik aktivasyon direk (Bax aktivasyonunu
takiben mitokondriden sitokrom ¢ salmimi ve kaspaz 3 aktivasyonu’) olabilecegi gibi
indirek (proteazomal yikimin inhibisyonu ile ubikiitinlenmis Bax artisi’') de
olabilmektedir. Ayrica gentamisin poliunsatiire lipid varliginda in vitro sartlarda reaktif
oksijen radikal olusumu ile de apopitotik siireci tetikleyebilmektedir”®. Gentamisin,
endoplazmik retikulumda (ER) protein sentezini inhibe edip translasyonu ve
posttranslasyonel modifikasyonu® bozdugu i¢in ER stres meydana gelir. Bunun
sonucunda da ER’den kalsiyum salmimi®* sonrasinda kaspaz 12 ve kalpain® aracili
apopitoz meydana gelir. Sharma ve Rohrer yaptiklar1 ¢alismada intraseliiler kalsiyum
artisinin, kalpain aktivasyonuna neden oldugunu, kalpainin de kaspaz 3 modiilasyonu
ile apopitozu tetikledigini gdstermistir™. Splettstoesser ve ark. HeLa-S3 hiicre hattinda
2-APB ile sisplatinin indiikledigi Ca™ girisinin azaltilarak kalpain aktivasyonunu ve

apopitoz indiiksiyonunun engellenebilecegini dne siirmiistiir®’.
2.4. Kalsiyum Bagimh Siirecler

Kalsiyum iyonlari hiicre siklusu, diferansiasyonu, mitoz, apopitoz, ETozis, hiicre

mobilitesi, makrofaj aktivitesi, kromatin paketlenmesi ve modifikasyonu, protein
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katlanmas1 gibi cesitli fizyolojik islevlerde rol almaktadir™. Kalsiyum bagimh
islemlerin uygun olmayan aktivasyonunu engellemek i¢in intraseliiler kalsiyum
diizeyinin kritik kontroliiniin saglanmas1 gereklidir. Bunun icin kalsiyum ekstraseliiler
alanda tipik olarak 1 mM veya daha fazlayken, sitozolde 100 nM diizeyinde tutulur.
intraseliiler Ca®" regiilasyonu: 1) ER ve mitokondrion gibi intraseliiler organellerden
salinim, 2) ekstraseliiler alandan Ca”" girisi ve 3) depo Ca®’ seviyesinin yeniden
diizenlenmesi ile sitozolik Ca** un azaltilmasi ile saglanmaktadir. Depo Ca®" salinimini
ekstraseliiler Ca®" girisine baglayan islem depo aracili kalsiyum girisi (Store Operated
Calcium Entry (SOCE)) olarak adlandirilir®. SOCE; ligandin reseptoriine baglanmasi

gibi bir olay ile ER’de depolanmis kalsiyumun salinimina neden olmaktadir.

2.4.1. Kalsiyum, Endoplazmik Retikulum-Mitokondrion ve Apopitozis

Yukarida sayilan fizyolojik islemler icin gereken enerjinin saglanmasinda
salinan kalsiyumun ATP sentezinde gorevli kalsiyum bagimli enzimlerin aktivasyonu
icin mitokondrionda birikimi gereklidir. Bu islemin diizgiin sekilde yiiriitiilmesinde
inozitoltrifosfat reseptoriinden (IPsR) Ca™* salimmi gerektigi icin ER ve mitokondrion
membraninin yakin komsulukta olmasi gerekir. Apopitotik stimulus altinda, ER’den 1P;
reseptdrii aractli Ca™ salinimu, apopitotik yolaklar: aktive eder. Mitokondrionda Ca™
birikimi mitokondrial membran permeabilite gecis poru (mPTP) olusumunu tetikler 7.
mPTP olusumu proapopitotik faktdrlerin (sitokrom ¢ gibi) salinim ile sonuglanir "%, Ek
olarak Boehning ve ark. tarafindan salinan az miktarda sitokrom c¢’nin dahi ER’deki IP;
reseptoriine baglanip kalsiyum sentezini pozitif feedback ile artirabilecegi One
siiriilmiistiir'’. Protein katlanmasi da kalsiyum gerektirecegi i¢in, ROS nedenli ER nin

protein katlama kapasitesi asildiginda kalsiyum salinimu tetiklenebilmektedir.

2.5. 2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB)

2-APB, ilk olarak Ronderstvent ve arkadaslar1'” tarafindan 1954 yilinda
trifenilboran ve etanol aminden sentezlenmistir. Daha sonra, 2-APB sentezi igin
hidroksidifenilboran ve etanol amin metodu Weidman ve Zimmermann®”’, Letsinger ve
Skoog™', Pavlock ve Lippincott™” tarafindan bildirilmistir.

2-APB, inozitol 1,4,5-trifosfat reseptdriiniin'® antagonistidir. Ayrica Depo aracili

kalsiyum kanalnin (SOC) ve sarko/endoplazmik retikulum Ca™ ATPaz pompasmnin
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" Bunun da otesinde 2-APB; Gegici reseptdr potansiyel (Transient

inhibitoridiir
receptor potential) (TRP) kanal modilatoriidiir. Soyle ki; Hu ve ark. 2-APB’nin
V1,V2,V3 kanallarim aktive ettigini ***, Kovacs ve ark 22 pM ICs, degeriyle heterolog
TPRV6 kanallarim inhibe ettigini gostermistir. Ilgingtir ki ayni ¢alismada homolog
TPRV5 kanallarini inhibe etmedigi gosterilmistir’®. 2-APB ayrica TRPC1, TRPC4,
TRPC5*" 2 ve TRPC6™” kanallarmi da inhibe etmektedir. Bu nedenle 2-APB

intraseliiler Ca* sinyalizasyonunun diizenlenmesinde kullamlan farmakolojik aragtir.

2.5.1. Depo Aracih Kalsiyum Girisi (Store Operated Calcium Entry) (SOCE)

2-APB’nin SOCE aktivitesi iizerine etkileri gayet komplekstir. Genel olarak, 2-
APB, disiikk konsantrasyonda Icrac akimini potansiyalize ederken, yiiksek
konsatrasyonlarda inhibe etmektedir’”’. SOCE, yapisinda por olusturan subiinitlerin
Orail, Orai2 ve/veya Orai3 oldugu, Icrac (Caz+-sa11n1m1 ile aktive olan akim) akimidir.
ORAI kanallar1 Ca™ girisine asir1 selektiftir, STIM tarafindan ORALI kanal aktivasyonu,
STIM’in puncta olarak adlandirilan ER’nin plazma membranina en yakin bdlgesine
transloke olmasi ve STIM’in ORAI molekiilii ile etkilesimini gerektirir’™®. ER Ca*"
sensorii gibi davranan ve SOCE aktivasyonunda major role sahip olan STIM1’in
hiicresel dagilimi da 2-APB’den etkilenir®®

ER’de depo Ca™ azaldiginda STIM’e bagh kalsiyum iyonu kaybolur ve STIM
aktive olur. STIM’i aktiflestiren bu degisim (sekil 3’te gosterilmistir) STIM
dimerizasyonunu kolaylastiran konformasyonel degisikliklere ve ER membranindan
plazma membranina daha yakin konumda olan puncta’ya lateral migrasyonuna izin
verir. Bu islemle, STIM ORAI molekiilii ile etkilesir, bu etkilesimle, ORAI por-
olusturucu molekiiller Ca™ girisi i¢in selektif aktif acik kanallar haline gelir (sekil 4) .Bu
kanal kompleksi kalsiyum saliimiyla aktive kalsiyum kanali (CRAC) olarak
adlandirilir ve SOCE i¢in temel konsepti temsil eder. SOCE aktivitesinin 3 mekanizma
ile baslatildigin1 biliyoruz: 1)ER membranindaki IP3 reseptor aktivasyonu, 2)ER
membranindaki SERCA kanal blokaji veya 3) ER membranindaki Ca*? iyonooforlari.
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Sekil 4. Depo aracili kalsiyum kanallart: Kalsiyum girisi: 1) SERCA ile ATP bagimli yolaklarla Ca™* nin
depolanmasi, 2) Ligand reseptoriine baglandiginda, fosfolipaz C aktive olur Fosfatidil inozitol
4,5 bifosfat1 (PIP2) Inozitol 1,4,5 trifosfata (IP3)’a déniistiiriir, IP3, IP3 reseptdriinden
depolanmisg Ca** un salmmum tetikler. 3) STIMI, diisiik ER Ca"*’unu algilar 4) aktive olur ve
5)homodimer haline gelir. 6) STIM1, puncta’ya hareket eder ve plazma membraninda ORAI1 ile
oligomerize hale gelir ve bdylece CRAC (Kalsiyum salimimiyla aktive kalsiyum) kanallarini
aktiflestirir. 7)Sitozolik Ca’u efektif seviyeye getirmek i¢in ekstraseliiler Ca'? girer. Ca'® bagimh
aktivite bittiginde, ER; SERCA tarafindan Ca** ile doldurulmustur® ',
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2.5.2. Gegici Reseptor Potansiyel Kanallar1 (Transient Receptor Potential

Channels) (TRP)

TRP siiperailesi 6 alt gruba ayrilir: TRPA (Ankrin), TRPV (Vaniloid), TRPM
(Melastatin), TRPC (Canonical), TRPP (Polikistin) ve TRPML (Mukolipin)211'213.
Nefronun farkli segmentlerinde yer alan kanallar sekil 5’te gosterilmistir.

Siganlar {izerinde yapilan calismada TRPC1 immunfloresan boyanmasi
glomeriilde gozlenmis, proksimal tiiblil ve inen kalin kolda aquaporin-1 ile yakin
lokalizasyonda bulunmustur. TRPC3 ve TRPC6’nin dominant olarak glomeriil ve
toplayict tiiblil esas hiicresinde aquaporin 2 ile eksprese oldugu gozlemlenmistir.
Glomeriil yapisinda, TRPC1 esas olarak mezangial hiicrede eksprese olurken, TRPC3

ve TRPC6 podositte bulunmaktadir®'*,

G PT DTL  ATL TAL DCT CNT CD

Sekil 5. TRP kanallarinin bobrekte dagilimi. G, glomeriil; PT, proksimal tiibiil; DTL, inen ince kol; ATL,
cikan ince kol;TAL, ¢ikan kalin kol, DCT, distal kivrintili tiibiil; CNT, baglayici tiibiil; CD,
toplayict duktus®'’.

TRPM2; hem ADP riboz hidrolaz enzimatik aktivitesine hem de iyon kanal

216

aktivitesine sahiptir TPRM2 proksimal tibiil epiteli”’, endotel hiicresi’'’,

218 kardiyak miyosit’?"® olmak iizere birgok hiicrede eksprese

hemopoietik hiicre
olmaktadir.  Immunohistokimyasal olarak TPRM2 kanallarmin plazma membrani
lokalizasyonu gdstermeden intraseliiler olarak da bulunabilecegi gosterilmistir’. TPRM
2’yi bloke eden maddeler arasinda AMP, 8-Br-ADPr, 2-ABP bulunmaktadir*'®. Gao ve
ark. yaptiklar1 calismada TPRM2 delesyonunun iskemi reperfiizyon hasarindan

koruyucu oldugunu gdstermistir. Hasarda altta yatan mekanizmanin Nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz kompleks komponenti olan RAC1 ve buna baglh
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oksidatif stres ve mitokondrial apopitotik yolarin aktivasyonuna bagli oldugu
vurgulanmistir™. (Sekil 6). Arastirmacilar TPRM 2’nin proksimal tiibiil epiteli gibi
parankimal hiicrelerde RAC-1 bagimli oksidatif stres sonucunda artmig strese bagl
apopitozdan sorumlu oldugunu gt')stermistir33. Baska bir caligmada, bobrekte, 2-

APB’nin TPRM2 inhibisyonu ile I/R sonras: sitoproteksiyon saglandigi gosterilmistir’™
34

TRPC6; voltaj bagimsiz katyon gegirgen kanaldir®*’

. TRPC izoformlari amino
asid benzerligi ve homo- ve/veya heterotetra-/multimer olusturma 6zelligine gore 2
gruba ayrilabilir: TRPC 1/4/5 ve TRPC 3/6/7**'*. TRPC 6’nin bobrekte dagilim sekil
5’te goriilmektedir. Podositin fonksiyon goérebilmesi uygun intraseliiler kalsiyum
diizeyinin saglanmasina baghdir. Ornegin fazla kalsiyum girisi ayaksi ¢ikintilarda
silinme, apopitoz ve takiben glomeruler hasara neden olmaktadir. Podosite kalsiyum
girisinden sorumlu olan ana proteinlerden birisi TRPC 6’dir**. Damarda, TRPC 6
kanallarinin vaskiiler diiz kas hiicresinde eksprese olup a;.adrenoreseptor ve vazopresin
225-227

aracili vazokonstriiksiyonda rol aldig1 sdylenmektedir

tam olarak anlagilamamis olsa da NAD(P)H oksidaz (NOX) tarfindan ROS olusumu,

. Mekanizmas1 her ne kadar

podosit ve damar diiz kasinda TRPC 6 aktivasyonuna neden olmaktadir™****!. TRPCS,
redoks duyarli bir kanaldir ve Ca+2 aracili modiilasyonu podosit dahil ¢esitli hiicrelerde
hasart tetikler*'®
de bulunmaktadir. SKF-96365 ve 2-APB, TRPC 3/6/7 kanal blokeri olarak fonksiyon

gdrmektedir™?. Sekil 7°de ROS olusumuna bagli TRPC6 aktivasyonu, TRPC6 agonist

. TRPC 6’nin dogal agonistleri oldugu gibi farmakolojik modiilatorleri

ve antagonistleri goriilmektedir. Li ve ark. TRPC 6 yoklugunda mezangial hiicrenin
anjiotensin II stimulasyonuyla olan kontraksiyonunun ve kalsiyum girisinin azalmis
oldugu gdstermistir™>. Ayrica siirekli intraseliiler kalsiyum artistnin TRPC6’nin asirt
calismaya zorlayip, podositi sitoiskelette remodelinge siiriiklemekte ve proteiniiriye

neden olmaktadir®>*.

30



TRPM2 in kidney after IRI

Sekil 6. TPRM 2’nin ABY’deki olast rolii. PTC: proksimal tiibiil h., ROS: Reaktif oksijen radikalleri:
NOX: NAD(P)H oksidaz: CASP3: Kaspaz 3; CASP9: Kaspaz-9; TPRM2i: intraseliiler TPRM2
reseptorii, ACA: Antranilik Asit;RAC1 NADPH oksidaz kompleksin bir parcasidir®'®.

Podocyte

Anglit, \goniste
0.9 myparfonin, ag.
shear & mechanical stress! dncyighongucnds,  SKF-98385,
2APB

20HETE

Sekil 7. Podositteki muhtemel TRPC6 kanal aktivasyon mekanizmasi. TRPC6 kanali yesil renkte
goriilmektedir. 2-APB, 2-aminoethoxydiphenyl borate; DAG, diagilgliserol; 20-HETE, 20-
hydroksieikozanoik asit; SKF-96365, 1-b[3-(4-metoksifenil)propoksil]-4metoksifenil} 1H-
imidazol hidrokloriir; NOX, NAD(P)H oksidaz; pS, pico Siemens (single conductance akim);
ROS, reactif oksijen radikalleri; SDC-4, Sindekan 4; Ang 11, anjiotensin II; GPCR, G-protein-
eslenik reseptor; DAG,diagilgliserol; IP3, inozitol-3-fosfat™.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Gruplara Ayrilmasi

Calismamizda, Cukurova Universitesi Saghik Bilimleri Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen 40 adet agirliklar1 250-300 gram arasinda degisen
erkek Wistar albino sigan kullanildi. Caligmamizda erkek sicanlarin tercih edilme
nedeni disilerde menstriiel siklusta goriilen seks hormon degisimlerinin sonuglari
etkilemesini engellemektir. Ayrica calismalarda erkek sicanlarin disilere gore renal

toksisiteye daha duyarli oldugu da gdsterilmistir™>>*

. Siganlar caligma siiresince
ortalama 22°C sicaklikta, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde paslanmaz tel
kapakli kafeslerde tutuldu. Siganlarin her bir grubu ayr1 kafeslere konarak yeterli
miktarda igme suyu ve standart sigan pellet yemi verildi.

Calismada sicanlar rastgele 5 gruba ayrildi.

Grup 1: Kontrol grubu (n=8)

Herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup 2: DMSO grubu (n=8)
10 giin boyunca giinde 1 kez %10 DMSO intraperitoneal (i.p.) uygulandi.

Grup 3: 2-APB grubu (n=8)
10 giin boyunca 2 mg/kg i.p. 2-Aminoethyl diphenylborinate (2-APB) (Sigma D9754)
%10 DMSO i¢inde ¢oziindiiriilerek uygulandi.

Grup 4: Gentamisin grubu (n=8)
10 giin boyunca 100 mg/kg intramuskiiler (i.m.) Gentamisin (Genta 160 mg, Ibrahim
Ethem Ulugay) uygulandi.

Grup 5: Gentamisin + 2-APB grubu (n=8)

10 giin boyunca 100 mg/kg dozunda i.m. Gentamisin ve Gentamisin uygulamasindan

yarim saat once 2 mg/kg i.p. 2-APB uygulandi.
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneklere Gentamisin flakon (Genta 160 mg, Ibrahim Ethem Ulugay)
intramuskiiler (i.m.) olarak 100 mg/kg olacak sekilde 10 giin uygulandi. Tedavi grubuna
Nicolaud ve ark. belirttigi sekilde™’ 2-Aminoethyl diphenylborinate (Sigma-Aldrich,
Inc, Louis, D9754), %100 DMSO (Carlo Erba) i¢inde ¢oziinecek sekilde hazirlanmig
normal salin ile son konsantrasyonu %10 olacak sekilde dilue edilmistir. DMSO
grubundaki hayvanlara da esit voliimde DMSO salin igerisinde verilmistir. DMSO’nun
calismamizda tercih edilme nedeni yapilan deneysel c¢aligmalarda DMSO’nun

mitokondrial Ca** (mCa®") alimu iizerine etkisinin olmadiginin gésterilmis olmasidir >,

3.3. Isik Mikroskobi Yontemi

Isik mikroskobik inceleme i¢in alinan bobrek 6rnekleri %10°luk nétral formalin
icerisine konulup 3 giin bekletilerek tespit olmalar1 saglandi. Daha sonra formalinin
uzaklastirilmasi i¢in dokular su ile yikandi ve Leica TP 1020 Ototeknikon Cihazi ile
Tablo 2’de belirtilen doku takip yontemi uygulandi.

Tablo 2. Isik mikroskobik doku takip islemi

Oda sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %80’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %90’1l1k etil alkol 1 saat 30 dakika

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika

Oda sicakliginda Saf alkol+ Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat
60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika
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Doku takibinden sonra bobrek 6rnekleri parafin bloklar haline getirildi ve 5 um
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi.
Olympus BX53 (Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekildi.

3.4. Immiinohistokimya Yontemleri

IL-6, TNF-a ve kaspaz 3 immiinreaktivite incelemeleri i¢in bdbrek doku
ornekleri notral formalinde tespit edildi. Leica TP 1020 ototeknikon cihazi ile rutin
doku takipleri yapildiktan sonra parafine gdmiilen doku drneklerinden, polilizin kaph
lamlara 4 um kalinliginda parafin kesitler alindi. Kesitler ilk olarak fon makinesi ile
kurutulduktan sonra 15 dakika (dk) buzdolabinda bekletildi. Buzdolabindan ¢ikarilan
kesitler tekrar fonle kurutuldu ve ardindan 60°C’ de etiivde ksilol igerisinde 3 dk daha
bekletilen bobrek doku kesitleri, derecesi giderek azalan alkol serileri ile hidrate edildi.
Distile suyun ardindan sitrat soliisyonu (pH: 6) icerisine alinan kesitler 95°C’lik su
banyosunda, 30 dk bekletilerek antijenlerin aciga ¢ikmasi saglandi. Ardindan oda
sicakliginda 45 dk sogutulan kesitler, distile suda yikanarak endojen peroksitlerin
bloklanmasi i¢in %3’liik hidrojen peroksit (H,O;) icerisine alindi ve 15 dk kadar
bekletildikten sonra, distile su ve fosfat tamponundan (PBS, Ph: 7,2-7,4) gegirildi. Her
bir kesitin etrafi dikkatlice kurulandiktan sonra {izerine nonspesifik baglanmay1
engellemek i¢in blocking soliisyonu (ab93705, Abcam, USA) damlatildi ve oda
sicakliginda 20 dk bekletildi. Ardindan kesitler distile su ve fosfat tamponundan
gecirildi ve dokularin etrafi kurutma kagidi ile kurulandi. 1/400 oraninda sulandirilan
Anti-IL-6 (IL-6; anti- rat rabbit polyclonal antibody, ab6672, Abcam, USA), 1/500
oraninda sulandirilan Anti-TNF o (TNF-a; anti- rat rabbit polyclonal antibody, ab6671,
Abcam, USA) ve 1/500 oraninda sulandirilan Anti- kaspaz 3 (kaspaz-3; anti rat rabbit
polylonal antibody, ab4051, Abcam, USA) primer antikorlart damlatildi. Primer antikor
damlatilan tiim kesitler +4°C’de, nemli ortamda 1 gece bekletildi. Negatif kontrol igin
alman kesitlere primer antikor yerine, dilisyon soliisyonu damlatildi. Ertesi giin oda
sicakligina alinan kesitler 1 saat daha primer antikor ile muamele edildi. 1 saatin
sonunda distile su ve PBS’den gegirilen kesitlerin etrafi kurulandi. Uzerlerine Biotin
(ab93705, Abcam, USA) damlatilarak 20 dk bekletildi. Sonrasinda distile su ve PBS ile
yikanan kesitlerin etrafi kurulanip Avidin (ab93705, Abcam, USA) damlatilarak 20

dakika oda sicakliginda bekletildi. Distile su ve PBS’den gecirilen kesitlerin {izerine
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aminoetilkarbazol (AEC) soliisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi, ¢esme suyu ile
yikand1 ve doku kesitleri zit boya i¢in hematoksilen soliisyonunda 30 saniye boyandi.
Boyama isleminden sonra kesitler, ¢esme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su
bazli kapama maddesi damlatilarak dokular lamelle kapatildi. Olimpus BX53 151k

mikroskobu (Japan) ile incelendi ve fotograflari ¢ekildi.

3.4.1. immiinohistokimyasal Skorlama Yéntemi

IL-6, TNF-a ve kaspaz 3 ekspresyonlarin1 arastirmak amaciyla
immiinohistokimyasal skorlama yontemi uygulandi. Immiinohistokimyasal skorlama
icin 40’11k objektifte rastgele secilen 15 alanda H skorlama sistemi kullanildi. H skoru,
pozitif hiicre yiizdesiyle birlikte dort farkli boyanma yogunlugunun ¢arpimi toplanarak

hesapland1. Bu sisteme gore;

Boyanma derecesi = 0 (Hi¢ boyanma yok)

= 1 (Zayif derecede boyanma)

= 2 (Orta derecede boyanma)

= 3 (Gii¢lii derecede boyanma) seklinde degerlendirildi.
H skor degerini hesaplamak i¢in ‘I x PC’ formiilii kullanildi.
I: intensity (Yogunluk)

PC: Percentage of positive cells (Her derecede boyanan hiicre yiizdesi)

3.5. Elektron Mikroskobi Yontemleri

Bobrek doku ornekleri, elektron mikroskobik doku analizi i¢in Millonig fosfat
tamponu (pH:7.4) ile hazirlanmis %5’lik gluteraldehit soliisyonuna konulmustur.
Bobrek doku pargasi 1 saatin sonunda dis¢ci mumu ile kapli petri kabina alinip iizerine
birka¢ damla gluteraldehit konulduktan sonra jilet ile 1 mm’’lik parcalara ayrilmis ve
tekrar %35’lik gluteraldehit soliisyonuna almip 3 saat tespit edilmistir. Boylelikle
dokularin toplam 4 saat tespiti saglanmistir. Gluteraldehit ile yapilan birinci tespit
isleminden sonra buffer soliisyonu olan Millonig fosfat tamponunda 2 kez 10’ar dakika
bekletilerek yikandi. Sonrasinda Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %1’ lik
osmium tetraoksit ile tespite alinmistir. Ikinci tespit soliisyonu olan %1°lik osmium

tetraoksitte 2 saat bekletilmistir. Ardindan yine fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dakika
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yikanmigtir. Daha sonra Tablo 3’de belirtilen siraya gore derecesi giderek artan etil

alkol serilerinden gegirilerek dehidrate olmalar1 saglanmustir.

Tablo 3. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon iglemi

%501k etil alkol +4°C 15 dakika
%70’1ik etil alkol +4°C 15 dakika
%86’ lik etil alkol +4°C 15 dakika
296’11k etil alkol +4°C 15 dakika
%100’1uk etil alkol +4°C 15 dakika
%100’1iik etil alkol +4°C 15 dakika

Buraya kadar +4°C’de gergeklestirilen islemlerin devaminda Tablo 4’te

gergeklestirilen islemler oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Tablo 4. Elektron mikroskobik doku takibinde seffaflandirma islemi

%100 Etil alkol Oda sicakligi 15 dakika
Propilen oksit Oda sicakligi 15 dakika
Propilen oksit Oda sicakligi 15 dakika

Dehidratasyon ve seffaflandirma islemlerinden sonra, doku parcalart 1 hacim
propilen oksit ve 1 hacim rezinden (gomme materyali) olusturulan karisim igerisinde
2’ser defa 30’ar dakika siireyle bekletildi ve immerse edildi. Bu islemlerden sonra doku
pargalar1 taze hazirlanmis rezin igerisine alinarak 1 gece boyunca rotatorda
dondirtilerek karistirtldi ve rezinin doku parcalart igerisine daha iyi niifuz etmesi

saglandi. Taze rezinin hazirlanis1 Tablo 5°te belirtildigi gibidir.

Tablo 5. Gomme materyalinin hazirlanisi

Araldehit (CY 212) 20 ml
Sertlestirici (HY 964) 20 ml
Hizlandiric1 (DY 064) 0.6 ml
Plastiklestirici — Dibiitil Fitalat 1 ml
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Ertesi giin rotatordan alinan doku parcalar1 taze hazirlanmis gdémme materyali
kullanilarak Beem kapsiillere gomiildii ve 60°C etiivde 48 saat polimerize edildi. Daha
sonra bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Ultracut S mikrotomu
ile 1 pm kalinliginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi boyandi ve doku
bloklarinda uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan ultramikrotom ile 50
nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gézenekli bakir gridlere alinarak
%70’1ik etil alkolde hazirlanan doymus uranil asetat ile Reynolds’un kursun sitrat
soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon Elektron
Mikroskobu (Japonya) ile incelendi.

3.6. Biyokimyasal Analiz

Tiim deney gruplarindan alinan intrakardiyak kan ornekleri 5000 devirde 8
dakika santrifij edilerek plazma kismi ayrildi. Plazma kism1 epandorf tiiplerde isleme
kadar -20°C’de bekletildi. Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi i¢in Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda kit ile kreatinin
Olciimii(Abcam, ab65340) ve iire dlgiimleri (MAKO006-1KT) yapildi.

Oksidatif stresin belirlenmesinde Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Malondialdehit
(MDA) kullanilmistir. Siiperoksit dismutaz aktivitesi plazmada kolorimetrik olarak kit
ile degerlendirilmistir (Abcam ab65354). Bu islemde ksantin oksidaz aktivitesi ile
stiperoksit anyonu iiretilir. SOD ile siireoksit anyonu hidrojen peroksit ve O,’ye katalize
olur. Siiperoksit anyonu WST-1’1 (Water soluble tetrazolium salt) indirgeyerek suda-
¢Oziinlir formazan boyasi olusturur. Bu da 450 nm absorbansta artis ile belirlenebilir.
WST-1 indirgenmesi SOD ile inhibe edilebilir. Bdylece SOD aktivitesi WST-1
indirgenmesinin ylizde inhibisyonu ile hesaplanir ki bu da siiperoksit anyon inhibisyon
yilizdesini yansitir. Lipid peroksidasyonu plazmadan manuel olarak TBA yontemi ile
MDA seviyelerinin 6l¢limii ile belirlendi ve sonucglar uygun istatistiksel yontemlerle

degerlendirildi.

3.7. Istatistiksel analiz
Analiz oncesinde verilerin normal dagilima uygunlugu test edilmistir. Normal
dagilim  gostermeyen  siirekli  degiskenlerin  analizinde bagimsiz  gruplarin

karsilastirilmasinda Kruskal Wallis test kullanilmistir. Grup karsilastirmalarinda p
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degerinin <0,05 oldugu durumlar istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir. Farkin
hangi gruptan kaynaklandigin1i saptamak i¢in ikili karsilagtirmalar yapilmig, bu
karsilastirmalarda Mann-Whitney U Testi kullanilmistir ve Bonferroni diizeltmesi
uygulanarak (p/yapilan karsilastima sayisi, p=0,1/7=0,014) p degeri degerlendirilmistir.
Sonuglar ortalamatstandart sapma(SS) olarak ifade edilmistir. Veriler SPSS 24.0

istatistik paket programinda analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Kontrol, DMSO, 2-APB Gruplari

Deneklerden alinan bdbrek korteks ve medulla materyalleri 151k mikroskobunda
incelendiginde, normal goriiniimlii renal cisimcikler, proksimal tiibiiller ve distal
tiibiiller, toplayici tiibiiller, damarlar ve interstisyel alanlar gozlenmistir. Renal
cisimcigin c¢apt normaldir. Proksimal tiibiiller algak prizmatik hiicrelerden olusan
epitelleri ile dar bir limene sahip olarak normal morfolojide gozlenmistir. Tiibiil
hiicrelerinin apikal yiizey farklilasmalari olarak bilinen fircams: kenar olusumu
proksimal tubiillerde diizenli bir gbriinlim sergilemistir. Genis bir liimene sahip olan
distal tiibiiller algak prizmatik hiicrelerle doselidir. Medulladaki toplayici tiibiiller

normal ¢apta gozlenmistir (Sekil 8).

Sekil 8. Kontrol grubu (K) (iist panel), DMSO grubu (D) (orta panel), 2-APB grubuna (A) (alt panel) ait
151k mikroskobik goriintii. G: Glomeriil, Bb: Bowman boslugu, PKT: Proksimal kivrintili tiibiil,
DKT: Distal kivrintili tiibiil. Bar=100 pm, 100 pm, 50 pm.
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4.1.2. Gentamisin Grubu

Sadece Gentamisin verilen deneklerin bobrek korteksi incelendiginde; kontrol,
DMSO ve 2-APB gruplarindan farkli olarak, en belirgin degisiklik tiibiiler alanlarda
gozlenmistir. Hasar 6zellikle de dis kortikal alanda olup tiibiiler dilatasyon ve nekroz
dikkati ¢cekmekteydi (Sekil 9). Kortekste, kortikomeduller sahada, interstisyel alan ve
renal cisimcik cevresinde ¢ok sayida I6kositik infiltrasyon odaklarina rastlanmistir
(Sekil 10,11,12). Kortekste, hemorajik odaklara rastlanmistir (Sekil 10,12). Ayrica
tiibiilleri doéseyen epitel hiicrelerinin yer yer limene dokiildiigli (deskuamasyon), hiicre
ici vakuollesmenin belirtisi olarak sitoplazmada kopiiksii bir goriiniim olustugu
(sitoplazmik vakuolizasyon) (Sekil 11) ve tiibiil liimeninde #Ayalin cast olarak
adlandirilan eozinofilik yapilarin oldugu tespit edilmistir (Sekil 12). Bunlara ek olarak

renal cisimciklerin bazilari, normal sekillerini kaybederek dejenere olmustur (Sekil 12).
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Sekil 9. Gentamisin grubu 151k mikroskobik goriiniimii. Ozellikle dis kortekste yogun nekrotize alanlar.
Tiibiil limeninde hyalin cast birikimi, interstisyel 6dem. H&E. Bar= 200 pum.
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Sekil 10. Gentamisin grubu 151k mikroskobik goriiniimii. Yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu (oklar),
hemorajik alan (*). H&E. Bar=100 pm

Sekil 11. Gentamisin grubu 151k mikroskobik gériinimii. Tiibiil epitelinde vakuolizasyon (ok), tiibiiler
dilatasyon (TD), glomeriiler dejenerasyon (GD) ve histiyosit (makrofaj) birikimi (Hi). H&E.
Bar= 50 pum.
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Sekil 12. Gentamisin grubu 151k mikroskobik goriiniimii. Tiibiiler dilatasyon, nekroz (N); tiibiil liimeninde
deskuame hiicreler (ok), eozinofilik hyalin cast (H), hemorajik alan (*)griilmektedir. H&E.
Bar=50 pum.
4.1.3. Gentamisin+ 2-APB Grubu
Bobrek korteks materyalleri 151k mikroskobunda incelendiginde; Gentamisin
grubuna gore genel olarak yapinin korundugu, korteks bolgesinin ¢ok daha diizgiin bir
histolojik goriinime sahip oldugu ve kortekste ve kortikomeduller sahada kan
damarlarinin ve renal cisimciklerin ¢evresine yerlesim gosteren lokositik infiltrasyon
alanlarinin say1 ve cap olarak oldukca azaldigi gozlenmistir (Sekil 14). Gentamisin
grubunda gozlenen, ozellikle korteksin cogunu kaplayan genis tiibiillerin sayist ve
caplar1 belirgin olarak azalmistir. Ayrica, ¢ogu tiibiilii ¢evreleyen hiicrelerin intakt
oldugu ve deskuamasyonun azalmis oldugu, hyalin castlarin azaldigi goriilmiistiir.
Renal cisimciklerinin ¢ogu, sekil ve yap1 bakimimdan normale yakin olarak gézlenmistir

(Sekil 13,14).
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Sekil 13. Gentamisin+ 2-APB grubu 151k mikroskobik goriiniimii. Interstisyel alanda 16kosit infiltrasyonu,
hemorajik alan (*). Tibiiler nekroz (ok). H&E. Bar= 200 pum.

Sekil 14. Gentamisin+ 2-APB grubu 151k mikroskobik goriiniimi. Tiibiiler nekroz (TN), interstisyel

alanda 6dem (ok) ve hiicresel infiltrasyon (ok basi), deskuame hiicreler (D) goriilmekte. H&E.
Bar= 100 um.
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4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular
IL-6 immunoreaktivitesini géstermek amaciyla insan pankreas bezinden alinan
biyopsi O6rnekleri primer antikor damlatilan pozitif kontrol (Sekil 15A), primer antikor

damlatilmayan negatif kontrol olarak degerlendirildi (Sekil 15B).

Sekil 15. IL-6 immiinreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Pankreas dokusunda ozellikle adaciklarda ve
ekzokrin pankreas asinuslar ¢cevresinde IL-6 immiinreaktivitesi izlenmektedir (oklar). Bar= 100
um. B) Negatif kontrol. IL-6 igin, primer antikor damlatilmamis pankreas doku kesitinde
herhangi bir boyanmanin olmadig1 goriilmektedir. Bar= 500 pum.

TNF-a immiinreaktivitesini gostermek amaciyla tonsilla palatinadan alinan doku

ornekleri primer antikor damlatilan pozitif kontrol (Sekil 16A), primer antikor

damlatilmayan negatif kontrol olarak degerlendirildi (Sekil 16B).

Sekil 16. TNF-a immiinreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Tonsilla palatinada lenf folikiillerinde &zellikle
germinal merkezde belirgin olmak tizere TNF-a immiinreaktivitesi goriillmektedir (oklar). Bar=

200 um. B) Negatif kontrol. Tonsilla palatinada TNF-a immiinreaktivitesi goriilmemektedir.
Bar= 500 um.
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Kaspaz 3 immiinreaktivitesini gostermek amaciyla lenf diigimiinden alinan
doku ornekleri primer antikor damlatilan pozitif kontrol (Sekil 17A), primer antikor

damlatilmayan negatif kontrol olarak degerlendirildi (Sekil 17B).
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Ao RS TR gE
Y, .;g:"f‘;f R AR SR

Sekil 17. Kaspaz 3 immiinreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Lenf diigiimiinde lenf nodiili germinal
merkezinde belirgin kaspaz-3 immiinreaktivitesi goriilmektedir (oklar). Bar= 50 pm. B)
Negatif kontrol. Kaspaz 3 i¢in, primer antikor damlatilmayan lenf digiimii doku kesitinde
immiinreaktivite goriilmemektedir. Bar= 50 pm.
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4.2.1. IL-6 immiinohistokimyasal Bulgulari

4.2.1.1. Kontrol, DMSO, 2-APB Gruplar

Bobrek kesitlerinde glomeriil, tiibiil epitel hiicrelerinde ve interstisyel alanda

belirgin IL-6 ekspresyonu olmadig1 gézlendi.
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4.2.1.2. Gentamisin Grubu

Bobrek kesitlerinde I1L-6 ekspresyonu hem tiibiiler hem de glomeriiler alanlarda
kontrol, DMSO ve 2-APB grubuna gdre artmisti, orta-siddetli ekspresyon vardi. Bu artis
tiibiil liimenindeki sitoplazmik artiklarda daha fazlaydi. Interstisyel alanda ise

ekspresyon ortaydi.

Sekil 19. Gentamisin grubu IL-6 immiinreaktivitesi. Glomeriil ve tiibiilde orta-siddetli IL-6
ekspresyonu. Bar=200 um.

Sekil 20. Gentamisin grubu IL-6 immiinreaktivitesi. Bar=50 pm
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4.2.1.3. Gentamisin+2 APB Grubu
Bobrek kesitlerinde IL-6 ekspresyonu Gentamisin grubuna gore azalmisti. Tiibiil
ve glomeriillerde hafif-orta ekspresyon goriildii. Tiibiil liimenindeki sitoplazmik

artiklarda ekspresyon orta, interstisyel alanlarda hafifti.

Sekil 21. Gentamisin+ 2-APB grubu IL-6 immiinreaktivitesi. Glomeriil ve tiibiilde zayif-orta IL-6
ekspresyonu. Bar 100 pm.

Sekil 22. Gentamisin+ 2-APB grubu IL-6 immiinreaktivitesi. Bar= 50 um.
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4.2.2. TNF- alfa Immiinohistokimyasal Bulgular1

4.2.2.1. Kontrol, DMSO, 2-APB Gruplar
Gruplara ait bobrek dokularmin  immiinreaktivite
glomeriiler, tiibiiler ve interstisyel alanda boyanma zayifti.
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4.2.2.2. Gentamisin Grubu

Nefrotoksisite olusturulan gruptan elde edilen doku orneklerinde, TNF-a
immiinreaktivitesinin ~ degerlendirilmesinde,  tiibiil ve  glomerilde = TNF-a
ekspresyonunun kontrol, DMSO ve 2-APB gruplarina gore artmis oldugu gorildii.
Ozellikle hasarl1 tiibiil limenindeki artiklarda ekspresyon orta- kuvvetliydi.

Sekil 24. Gentamisin grubu TNF-o immiinreaktivitesi. Glomeriil ve tiiblilde hafif-orta TNF-a
ekspresyonu. Bar=100 pum.

Sekil 25. Gentamisin grubu TNF-o immiinreaktivitesi. Bar= 50 um.
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4.2.2.3. Gentamisin+ 2- APB Grubu
Tedavi grubuna ait kesitlerde TNF-o ekspresyonu Gentamisin grubuna gore
azalmis olmakla beraber ekspresyon tiibiiler, glomeriiler ve interstisyel alanlarda devam

etmekteydi.

Sekil 26. Gentamisin+ 2-APB grubu TNF-a immiinreaktivitesi. Glomeriil ve tiibiilde zayif-orta TNF-a
ekspresyonu. Bar=100 pum.

Sekil 27. Gentamisin+ 2-APB grubu TNF-o immiinreaktivitesi. Bar= 50 pm.
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4.2.3. Kaspaz 3 immiinohistokimyasal Bulgular1

4.2.3.1. Kontrol, DMSO, 2-APB Gruplar
Bobrek doku orneklerinde kaspaz 3 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesinde

tiibiil epiteli, glomeriil ve interstisyel bolgelerde ekspresyonun zayif oldugu gozlendi.
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Sekil 28. Kontrol (a), DMSO (b), 2-APB (c) grubunda kaspaz 3 immiinreaktivitesi. Bar=100 um, Bar=50
pm.
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4.2.3.2. Gentamisin Grubu

Bobrek kesitlerinde hem glomeriiler hem de tiibiiller yapilarda kaspaz 3
ekspresyonu kontrol, DMSO ve 2- APB gruplarina gore artmisti. Glomeriillerde orta-
kuvvetli eskpresyon varken biitiinliiglinii koruyan tiibiillerde ekspresyon genellikle orta
olmakla birlikte tiibiil liimenindeki sitoplazmik artiklarda kuvvetli ekspresyon gozlendi.

Interstisyel alanda orta ve kuvvetli ekspresyon mevcuttu.

Sekil 29. Gentamisin grubu kaspaz 3 immiinreaktivitesi. Glomeriil ve tiibiilde orta- siddetli Kaspaz 3
ekspresyonu, sitoplazmik artiklarda kuvvetli Kaspaz 3 ekspresyonu. Bar= 100 um.

Sekil 30. Gentamisin grubu kaspaz 3 immiinreaktivitesi. Bar= 50 um.
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4.2.3.3. Gentamisin+ 2-APB Grubu
Gentamisin grubuna gore tiibiiler, glomeriiler ve interstisyel alanda kaspaz 3
ekspresyonu azalmisti. Tiibiil limeninde biriken sitoplazmik artiklarda da ekspresyon

azdi.

F - .

Sekil 31. Gentamisint 2-APB grubu kaspaz 3 immiinreaktivitesi. Glomertil ve tiibiilde zayif- orta Kaspaz
3 ekspresyonu. Bar= 100 pum.

Sekil 32. Gentamisin+ 2-APB grubu kaspaz 3 immiinreaktivitesi. Bar= 50 pum.
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4.2.4. Iimmiinohistokimyasal Skorlama

Immiinohistokimyasal skorlama sonuglarina gére kontrol, DMSO ve 2-APB
gruplarinda TNF-a, IL-6, kaspaz 3 ekspresyonunun glomeriil ve tiibiillerde minimal
seviyede olugu goriildii. Gentamisin verilen grupta TNF- o, IL-6 ve kaspaz 3
ekspresyonunun glomertil ve tiibiillerde kontrol, DMSO,2-APB ve Gentamisin+ 2-APB
gruplarindan anlamli yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gentamisin+ 2-APB grubunda ise
TNF- a, IL-6 ve kaspaz 3 ekspresyonu gentamisin grubuna gore glomertil ve tiibiillerde
anlamli olarak azalmis ancak kontrol, DMSO ve 2-APB gruplarina gore ekspresyon

anlamli olarak yiliksek bulunmustur.
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Grafik 1. TNF- a, IL-6 ve kaspaz 3 i¢in immiinohistokimyasal skorlama
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Tablo 6. P<0.014 i¢in anlamli farklilik kontrol ve Gentamisin gruplart i¢in a, DMSO ve Gentamisin
gruplart i¢in b, 2-APB ve Gentamisin gruplart i¢in ¢, kontrol ve Gentamisin+ 2-APB gruplari
icin d, DMSO ve Gentamisint 2-APB gruplart i¢in e, 2-APB ve Gentamisin+ 2-APB gruplari
i¢in f, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplari igin g ile belirtilmistir.

GRUP ADI KONTROL DMSO 2-APB GENTAMISIN GENTAMISIN+
2- APB
ORT4SS ORT4+SS ORT4+SS ORT4+SS ORTZSS
TNF 0.008+ 0,009+ 0,007+ 1,909+ 0,239+
GLOMERUL | 0,005 0,005 0,004 0,019*<¢ 0,044%¢¢
TNF TUBUL | 0,006+ 0,006+ 0,006+ 1,459+ 0,248+
0,004 0,005 0,005 0,060¢ 0,054%"¢
IL6 0,008+ 0,008+ 0,009+ 1,584+ 0,767+
GLOMERUL | 0,005 0,005 0,005 0,176 <2 0,103%<t¢
IL6 TUBUL 0,007+ 0,006+ 0,008+ 1,850+ 0,767+
,005%¢ ,004°¢ ,005° ,081%bee ,166 4t
KASPAZ 3 0,007+ 0,008+ 0,008+ 1,850+ 0,767+
GLOMERUL | ,004*¢ ,005"¢ ,005° 0 ,166%¢
KASPAZ 3 0,009+ 0,008+ 0,006+ 1,587+ 0,343+
TUBUL ,004*¢ ,008"¢ ,005° ,116%0 ,058 dete

4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Kontrol, DMSO, 2-APB Gruplan

Gruplara ait incelemelerde filtrasyonla gorevli renal glomertiil kapiller endotel
hiicresi ve podosit uzantist olan pedisellerin bazal membran iizerine normal morfolojide
yerlestigi goriildii. Pediseller aras1 mesafe normal uzunlukta, filtrasyon yarik diyaframi
normal kalinliktaydi. Endotel hiicresi fenestralari normal genislikteydi. Glomertil bazal
membrani, ortada lamina densa, her iki yaninda lamina rara olarak normal kalinliktaydi
(Sekil 33a, 34a, 35a).

Gruplarin proksimal tiibiil epitel hiicreleri fircamsi kenar olusturan uzun
mikrovilluslara sahipti. Hiicreler arasinda adherens tipi baglantilar mevcuttu. Apikal
sitoplazmada endositotik vezikiiller, bazal yiizeye dik konumlanan ¢ok sayida uzun,
krista yapis1 saglam mitokondrionlar vardi. Epitel altinda uzanan bazal lamina intaktti
ve ¢okga bazal katlantiya sahipti (Sekil 33b,34b,35b).

Gruplarin distal tiibiil epitel hiicreleri apikalde az sayida, kisa mikrovillusa
sahipti. Hiicreler aras1 adherens tipi baglantilar mevcuttu. Bazal lamina ¢okca katlanti
icermekte ve bunlarla iligkili cok sayida krista yapisi saglam mitokondrion vardi (Sekil
33c,34c¢,35¢).
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Sekil 33. Kontrol grubu elektron mikroskobik goriintimii. Glomeriil yapisinda (a); glomeriiler kapiller
icerisinde eritrosit (E), ve fenestrali endotel hiicresi kesiti, glomeriiler bazal membran (*),
podosit ve podosit icerisinde mitokondrionlar (m) ve ¢ekirdegi (PC) goriilmekte. Bar=0,5 pum.
Kontrol bobrek dokusu proksimal tiibiil hiicresi (b) apikalde mikrovillus (mv), sitoplazmada
¢ekirdek (C), bazal katlantilar (bk) ve arasina yerlesmis mitokondrionlar (m) goriilmekte.
Bar=1 um. Kontrol bobrek dokusu distal tiibiiliiniin (c) apikalinde kisa az mikrovillus (mv) ve
primer silyum (ok bast), sitoplazmada mitokondrionlar (m), bazalde bazal katlantilar (bk) ve
bazal lamina (ok) goriilmekte. Bar=1 um.
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Sekil 34. DMSO grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Glomeriilde (a), podosit (P), pediseller arasi
uzanan filtrasyon yarik diyaframi (karsilikli oklar), glomeriiler kapiller i¢cinde endotel hiicresi
(En) fenestrasi (ok basi) arada uzanan glomeriiler bazal membran (*) izlenmekte. Bar=0.5 pm.
DMSO grubuna ait proksimal tiibiilde (b) ¢ift ¢ekirdekli (C1, C2) hiicre apikalinde uzanan
mikrovilluslar (mv), bazalde bazal lamina ve bazal katlantilar, sitoplazmada mitokondrionlar
(m), komsu hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida lizozom (L) izlenmekte. Bar=1 um. DMSO
grubuna ait distal tiibiil (c) epiteli apikalinde az sayida kisa mikrovillus (mv), hiicrelerin iist
smirinda baglantt kompleksi (siyah ok), sitoplazmada mitokondrionlar, bazalde bazal lamina
(beyaz ok) ve bazal katlantilar (bk) izlenmekte. Bar=1 pum.
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Sekil 35. 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Glomeriilde (a) podosit (P) pediselleri arasi
filtrasyon yarik diyaframu (karsilikli oklar) normal kalinlikta, glomeriiler bazal membran (*)
normal kalinlikta, glomeriiler kapiller i¢i endotel (En) fenestrast (ok basi) normal genigliktedir
ve kapiller i¢inde eritrosit (E) goriilmektedir. Bar= 0.5 pm. Proksimal tiibiil epitelinde (b);
firgamst kenar olusturan mikrovillus (mv), sitoplazmada bazal katlantilarda (bk) uzun
mitokondrion (m) ve g¢ekirdek (C), bazalde bazal lamina (ok) goriilmekte. Bar= 1 um. Distal
tiibiil epiteli (c¢) apikalinde mikrovills (mv) kesitleri, hiicreler arasi baglantt kompleksleri
(siyah ok), sitoplazmada ¢ekirdek (C), bazal katlantilar (bk) arasinda mitokondrionlar (m),
bazalde bazal lamina (beyaz ok) izlenmekte. Bar= 1 pm.

4.3.2. Gentamisin Grubu

Gentamisin nefrotoksisitesine bagli hasarda glomeriil yapisi nispeten korunmus
olup, glomeriiler kapiller endoteli morfolojik olarak normal goriiniimde, fenestralar
normal genislikteydi. Yine podositler normal goriiniimde ve pediseller arasi mesafe
normal uzunluktaydi. Bowman kapsiilii pariyetal yapragi epiteline ait bazal laminada
laminasyon gozlendi (Sekil 36). Glomeriiler bazal membran yer yer kalinlagsmist1 (Sekil

37).
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Sekil 36. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Glomeriil yapisi. E: kapiller endoteli, C:
kapiller endoteli ¢ekirdegi, P: podosit , Pe: Bowman kapsiilii pariyetal yaprak epiteli (Pe) bazal
membraninda laminasyon (ok bas1). Bar= 1 pm.

Sekil 37. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Bazal membranda lokalize kalinlasma (*) .
Podosit (P). a:Bar =0.5 um, b: Bar= 1 pm.

Tibiil yapilarn incelendiginde, distal tiibiillerin yapist nispeten korunmus
olmasina ragmen baglica hasarin proksimal tiibiil epitelinde olustugu goézlendi. (Sekil

38).
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Sekil 38. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Merkezi konumlu distal tiibiil (DT) nispeten
biitiinliigiinii korumakta iken interstisyel alanda 6dem meydana gelmistir. Proksimal tiibiillerde
nekroz ve dejenerasyon gozlenmektedir. Proksimal tiibiilde intrasitoplazmik myeloid
cisimcikler ve dejenere organeller vardir. Bar=0.5 um.

Proksimal tiibiil epitelinde nekroz ve apopitoz goriildii. Apopitotik hiicre
cekirdeginde periferal dens kromatin diizenlenimi ve ¢ekirdek fragmentasyonu dikkati
cekmekteydi (Sekil 39,40). Hiicre ylizeyinde mikrovilluslarda diizensizlesme, apikal
sitoplazmada liimene dogru bleblesme (Sekil 41), hiicre igerisinde lipid birikimi (Sekil
41,42,43), yuvarlaklagmis, krista biitiinligiinii kaybetmis mitokondrionlar (Sekil 41)
mevcuttu. Lizozomlarin genisleyip sayica arttigi (Sekil 42), lizozom icinde myeloid
cisimcik olarak adlandirilan multisentrik multilamellar membran yapilarin bulundugu
dikkati c¢ekmekteydi. Epitelin bazi tiiblillerde yer yer bazal laminadan ayrilmaya
basladigi (Sekil 43) goriildii.
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Sekil 39. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goériiniimii. Apopitoz erken evresindeki hiicrenin(ok),
hiicre ¢ekirdeginde (C) periferal yerlesimli dens kromatin igerigi. Bu hiicreye komsu nekrotik

tiibil hiicreleri (N). Bar 0,2 pm.

Sekil 40. Gentamisin grubu elektron mikroskobik gériiniimii. Apopitotik degisime ugrayan hiicrede (ok)
hiicre ¢ekirdeginde fragmentasyon, bazi hiicrelerde nekroz (N). Bar=1 pum.
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Sekil 41. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Proksimal tiibiil hiicre sitoplazmasi apikalde
liimene bleblesip (*), mikrovilluslar diizensizlesmistir. Sitoplazmada ¢ok sayida lipid birikimi
(L), krista yapisim1 kaybetmis mitokondrionlar (ok) goriilmekte. Bazalde intakt bazal lamina
(ok bag1) goriilmektedir. Bar=1 pm.

Sekil 42. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Proksimal tiibiil epitelinde sayica artmis
lizozom ve lipid birikimi izlenmekte. Bar= 0.5 um
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Sekil 43. Gentamisin grubu elektron mikroskobik gériiniimii. Sol altta proksimal tiibiil epitelinin liimene
(L) bakan yiizeyinde yer yer mikrovillus (mv) kaybi, lizozom igerisinde myeloid cisimcik (ok
bast), lipid birikimi (*), intakt bazal lamina (BI) hiicrenin yer yer bazal laminadan ayrldigi
(kiiciik ok) goriilmekte. Interstisyel alanda (I) mononiikleer hiicre (M) infiltrasyonu vardir,
kapiller (K) dilate goriiniimdedir. Sagdaki proksimal tiibiil bazal laminasinda kivrimlar
gozlenmekte (biiyiikk ok), mitokondrion (m) ve lizozomlar genislemis ve lizozom igerisinde
myeloid cisimcik goriilmektedir. Bar= 0,2 pm

Distal tiibiillerde de nekroza varan degisiklikler olmasina ragmen hasarl tiibiiller
proksimal tiibiillere gére daha azdi. Tibiil limeninde dejeneratif degisiklikler gosteren
organeller mevcuttu. Mikrovilluslar kismen korunmustu. Sitoplazmada lipid birikimi,
bazal katlantilar aras1 mesafede genisleme, mitokondriyal matrikste litik degisimler ve

kristalarda parcalanma seklinde mitokondrial degisimler goriilmekteydi (Sekil 44,45).
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Sekil 44. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriinimii. Distal tiibiilde hiicre apikalinde
mikrovilluslar (mv), sitoplazmada lipid birikimi (¥), krista yapisi kismen dejenere
mitokondrionlar (ok basi) bulunmakta. Bazal katlantilar arasi araligin (oklar) genislemis
oldugu dikkati ¢ekmekte. Distal tiibiile komsu nekrotik tiibiilde sitoplazmik artiklar ve
kalinlagmis bazal lamina goriilmekte. Bar=1 pm.

Sekil 45. Gentamisin grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Distal tiibiil hiicresinde (DTH) ¢ekirdek (C)
ve igerigi liimene dokiilen komsu nekrotik hiicrede (N) mitokondrial (m) matrikste litik

degisim ve kristada parcalanma, limende dejeneratif degisiklik gosteren organeller (*)
izlenmektedir. Bar= 1 um.
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4.3.3. Gentamisin+ 2-APB Grubu

Tedavi grubuna ait glomeriil incelendiginde; glomertiil kapiller endotel hiicresi
ve podosit uzantis1 olan pedisellerin bazal membran iizerine normal morfolojide
yerlestigi, pediseller arast mesafenin normal genislikte, filtrasyon yarik diyaframinin
normal kalinlikta ve endotel hiicresi fenestralarinin normal genislikte oldugu goriildii.
Glomeriil bazal membrani, ortada lamina densa her iki yaninda lamina rara olarak

normal kalinliktaydi (Sekil 46,47).

R F e =S R . | - n: H b 2as x P + - L% “J

Sekil 46. Gentamisin+ 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Glomeriil yapisinda kapiller
endoteli (En), bazal membran (*), podosit (P) ve uzantilar1 olan pediseller diizenli araliklarla
uzanmistir. Glomerdl kapilleri iginde eritrositler (E), endotel kesiti (En) goriilmektedir. Bar=
1 pm.
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Sekil 47. Gentamisint 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Glomeriilin daha biiyiik
biiyiitmesinde podosit (P) pediselleri arasi uzanan filtrasyon yarik diyaframi (ok), bazal
membran (*), endotel hiicresi (En) fenestralari (ok basi) ile goriilmekte. Bar= 0,5 um.

Gentamisint+ 2-APB grubu proksimal tiibiil yapisi gentamisin grubuna oranla
daha az hasarli bulundu. Tiibiil hiicreleri daha az nekroza ugramisti, genellikle hiicreler
bazal lamina ile olan baglantisim1 siirdiirmiistii. Epitel hiicreleri ¢ogunlukla firgamsi
kenar olusturan uzun mikrovillus diizenlenimine sahipti. Bazal lamina intaktt1.
Bazolateral katlantilar yer yer genislemis olmasma ragmen hiicreler baglantisini
korumustu. Sitoplazma igerisinde lizozomlar sayica artmasina ragmen myeloid
cisimcikler sayica azalmisti. Hiicre apikalinde endositotik fonksiyonla ilgili vezikiiler
yapilar gozlenmekte olup bazal katlantilar arasinda krista yapilari diizenli uzun

mitokondrionlar bulunmaktaydi (Sekil 48,49,50).
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Sekil 48. Gentamisin+ 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Proksimal tiibiillerde epitel
hiicreleri bazal lamina ile baglantisin1 kaybetmemis olup sitoplazmada ¢ok sayida lizozom,

bazalde bazal lamina ve bazal katlantilar ve sitoplazma apikalinde endositotik vezikiiller
goriilmekte. Bar=2 um.

Sekil 49. Gentamisin+ 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Proksimal tiibiile ait kesitte

hiicrelerin ¢ogunun bazal lamina ile baglantisin1 kaybetmedigi, bazolateral katlantilarin,
¢ekirdegin ve apikalde uzun mikrovilluslarin intakt oldugu goriilmekte. Bar= 0,2 pm.
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Sekil 50. Gentamisin+t 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Proksimal tiibiil epitelinin
apikalinde uzun mikrovillus (mv), apikal sitoplazmada endositotik vezikiiller (V) vardir.
Bazalde bazal katlantilar arasinda biitiinliigiinii korumus mitokondrionlar ve lizozomlar (L)
goriilmekte. Bar=1 um.

Gentamisint+ 2-APB grubu distal tiibiil kesitlerinde; hiicrelerin apikalinde kisa
mikrovilluslar ve saglam adherens tipi baglantilar, bazolateral katlantilar ve bazal

katlantilarla iliskili krista yapis1 saglam mitokondrionlar gdzlendi (Sekil 51,52).
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Sekil 51. Gentamisin+ 2-APB grubu elektron mikroskobik goriintimii. Distal tiibiile ait hiicre ¢ekirdekleri
(©), apikalde kisa mikrovilluslar (mv), bazalde intakt bazal lamina (ok basi) ve bazalolateral
katlantilar ile bunlarla iliskili mitokondrionlar (m) goriilmekte. Bar= 1 pm.

Cot € L P
Sekil 52. Gentamisin+ 2-APB grubu elektron mikroskobik goriiniimii. Distal tiibiile ait hiicre ¢ekirdegi
(C) ve mitokondrionlar (m), apikalde kisa mikrovilluslar (mv) ve hiicreler arasi baglanti

kompleksleri (ok), lateral katlantilar (¥), bazalde katlantilar ve bazal lamina (ok bas1)
izlenmekte. Bar= 1 pm.
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

4.4.1. Denek Agirhik Bulgular (Gram)

Deneyin basinda deneklerin viicut agirliklart dlgiilmesi sonucunda aralarinda
anlamli bir fark olmadigi goriildi. Deney sonunda kontrol, DMSO ve 2-APB
gruplarindaki deneklere kiyasla Gentamisin verilen deneklerin viicut agirliklarinda
anlamli bir azalma goriildii. Gentamisint 2-APB uygulanan grupta ise Gentamisin
grubu ile karsilastirildiginda deneklerin viicut agirliklarindaki dististe istatistiksel

olarak anlamli bir azalma goriildii.

Tablo 7. P< 0,014 i¢in anlamli farklilik; Kontrol ve Gentamisin gruplari i¢in a, Kontrol ve Gentamisin+
2-APB gruplart i¢in b, DMSO ve Gentamisin gruplar1 i¢in ¢, DMSO ve Gentamisin+ 2-APB
gruplart igin d, 2-APB ve Gentamisin gruplari igin e, 2-APB ve Gentamisin+ 2-APB gruplar
icin f, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplar1 i¢in g.

Grup KONTROL DMSO 2-APB GENTAMISIN GENTAMISIN+
Adi 2-APB
Ort+ SS Ortx SS Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS
Deney 2734+ 18,2 2754+ 12,8 2704+ 15,6  280,3+20,9 266,8+ 16,4
Bas1
Deney 293+ 17,6 2934+ 12,199 2886+ 16 250,1+ 16,4 253,6+ 17,2541
Sonu
FARK 19,6+2,7* 18+ 2,3% 18,3+ 2,1 30,1+ 26,47 -13,1+ 4,325

4.4.2. Kan Ure Azotu (BUN) (mg/dl)

Calisma sonunda elde ettigimiz iire Ol¢timlerine gore en diislik degerlere sahip
olan kontrol, DMSO ve 2-APB gruplari arasinda anlaml fark gézlenmedi. En yiiksek
lire seviyesine sahip grup ise Gentamisin grubu olarak gbzlendi. Kontrol, DMSO ve 2-
APB gruplar ile kiyaslandiginda Gentamisin alan grupta iire seviyesinin anlamli bir
sekilde arttigi goriildi. Ancak bu artisin Gentamisint 2-APB grubunda; kontrol,
DMSO ve 2-APB gruplar seviyesine inmemesine ragmen anlamli sekilde azaldigi

gbzlendi.
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Tablo 8. p< 0,014 i¢in anlamli farklilik; Kontrol ve Gentamisin gruplari i¢in a, Kontrol ve Gentamisin+
2-APB gruplart i¢in b, DMSO ve Gentamisin gruplari i¢in ¢, DMSO ve Gentamisin+ 2-APB
gruplart i¢in d, 2-APB ve Gentamisin gruplari i¢in e, 2-APB ve Gentamisin+ 2-APB gruplari
i¢in f, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplari igin g.

Grup KONTROL  DMSO 2-APB GENTAMISIN  GENTAMISIN+ P
Adi 2-APB
Ort+ SS Ort+ SS Ortx SS Ortx SS Ortx SS
BUN 17,132 15,9+ 3,3%¢ 17,1£2,4°F 70+ 15,4%°8 26,5+ 8,204%e 0,000
100,004
80,00
60,004
=
2
m

40,004

= g g =

T T T L) 1
KONTROL DMSO APB GENTAMISIN ~ GENTAMISIN+APB

Grafik 2. Kontol, DMSO, 2-APB, Gentamisin ve Gentamisint+ 2-APB gruplarina ait ortalama BUN
degerleri

4.4.3. Kreatinin (mg/dl)

Kontrol, DMSO ve 2-APB gruplar1 en diisiik kreatinin seviyelerine sahip
olmakla birlikte diizeyleri arasinda anlaml fark yoktu. Gentamisin grubunda kreatinin
seviyesi en yiiksek degerde ve kontrol, DMSO ve 2-APB gruplarindan anlamli olarak
yiiksekti. Gentamisin+ 2-APB grubunda ise kreatinin seviyesi kontrol, DMSO ve 2-
APB gruplarindan yiiksek olmasina ragmen Gentamisin grubundan anlamli olarak

diisiiktil.
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Tablo 9. P< 0,014 icin anlaml farklilik; Kontrol ve Gentamisin gruplari i¢in a, Kontrol ve Gentamisin+
2-APB gruplart i¢in b, DMSO ve Gentamisin gruplari i¢in ¢, DMSO ve Gentamisin+ 2-APB
gruplart i¢in d, 2-APB ve Gentamisin gruplari i¢in e, 2-APB ve Gentamisin+ 2-APB gruplari
icin f, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplari igin g.

Grup Adi KONTROL DMSO 2-APB GENTAMISIN GENTAMISIN+ P
2-APB
Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS
Kreatinin 0,4+ 0,1*° 0,5+ 0,1%¢ 0,4+ 0,1%" 1,3+ 0,3%%%¢ 0,8+ 0,3%¢5e 0,000
2,00
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Grafik 3. Kontol, DMSO, 2-APB, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplarina ait kreatinin ortalama
degerleri

4.4.4. SOD (IU/ml), MDA (nmol/ml)

Gentamisin grubunda SOD degerleri kontrol, DMSO ve 2-APB gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli azalirken, MDA’da anlamli artis olmustur. Gentamisin+ 2-
APB uygulamasi ile SOD seviyesinde Gentamisin grubuna gore anlamli artis oldugu ve
seviyesinin kontrol, DMSO ve 2-APB ile anlamli bir fark géstermedigi gozlenmistir.
MDA seviyesinin ise Gentamisint 2-APB grubunda Gentamisin grubuna gdre anlaml
diisiis gosterdigi, ayrica kontrol, DMSO ve 2-APB ile anlamli fark gostermedigi

bulunmustur.
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Tablo 10. p< 0,014 i¢in anlaml farklilik; Kontrol ve Gentamisin gruplari i¢in a, Kontrol ve Gentamisin+
2-APB gruplari i¢in b, DMSO ve Gentamisin gruplari i¢in ¢, DMSO ve Gentamisin+ 2-APB
gruplart i¢in d, 2-APB ve Gentamisin gruplar i¢in e, 2-APB ve Gentamisint 2-APB gruplari
icin f, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplari igin g.

Grup Adi  KONTROL DMSO 2-APB GENTAMISIN  GENTAMISIN+ P
2-APB
Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS Ort+ SS
SOD 8,3+ 3,6" 7,9+ 3,4° 10,3+ 5,4° 2,6+1,1%°%¢ 8,9+ 3,88 0,001
MDA 1,9+ 0,4° 1,74 0,6° 1,3+ 0,6° 3,9+ 0,9%°%¢ 1,9+0,18 0,000
WSoD
20 Cmpa
o
15+ o

104

KONTROL DMSO APB GENTAMISIN GENTAMISIN+APE

Grafik 4. Kontrol, DMSO, 2-APB, Gentamisin ve Gentamisin+ 2-APB gruplaria ait SOD ve MDA
ortalama degerleri.
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5. TARTISMA

Aminoglikozidler, Gram (-) enfeksiyonlarin 6nlenmesinde etkili olan
antibiyotikler olarak uzun zamandir bilinmektedir. Hizli ve yiiksek antibakteriyel
etkinlik, diisiik direng gelisme potansiyeli, beta laktam antibiyotiklerle sinerjistik etki ve
diisitk maliyet gibi avantajlarina ragmen yan etkileri ve ozellikle yiiksek nefrotoksisite
insidans1 nedeniyle klinik kullanimlar1 sinirlanmaktadir. Bu yiizden aminoglikozid
antibiyotikler tizerinden nefrotoksisite modeli gelistirilerek ¢ok sayida tedavi edici ajan

denenmistir’>*

. Biz bu deneysel ¢alismada gentamisin nefrotoksisitesine TRP kanal
modiilatorii 2-APB koruyucu etkisini arastirmayi1 planladik. Caligmamizda gentamisine
baglh hasar ve 2-APB’nin koruyucu etkilerinin ortaya koyulmasi amaciyla bdbrek
fonksiyonlar1 ve oksidatif hasar i¢in BUN, kreatinin, SOD ve MDA’ ’nin biyokimyasal
Ol¢iimleri yapilirken, apopitoz ve inflamasyon kaspaz 3, TNF-a ve IL-6 ekspresyonlari
ile immiinohistokimyasal olarak, histopatolojik degisiklikler ise 151k ve elektron
mikroskobik olarak degerlendirildi.

Calismamizda tiim gruplara ait deneklerin deney dncesi ve deney sonrasi viicut
agirlik olgtimleri yapildi. Buna gore, kontrol, DMSO ve 2-APB gruplarinda deney
Oncesi ve sonrasi karsilastirildiginda viicut agirliklarinin arttig1 ve aralarinda anlamli bir
fark olmadig1 goriildii. Gentamisin grubunda viicut agirligi kontrol, DMSO, 2-APB
gruplarina gore anlamli olarak azalirken; Gentamisin+ 2-APB grubunda ise Gentamisin
grubu ile karsilagtirildiginda deneklerin viicut agirliklarindaki azalmada belirgin bir
diisiis oldugu goriildii. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bu kilo kaybinin en muhtemel
nedeni; Erdem ve ark. tarafindan akut bobrek yetmezliginde goriilen artan katabolizma
sonucunda gelisen asidoz ve anoreksi olarak rapor edilirken®, baska bir ¢alismada
tiibiiler hasar sonucu su reabsorbsiyonunda azalma ve dehidratasyona®, bir diger
calismada ise istah ve yiyecek tiiketiminin azalmasina bagl oldugu kaydedilmistir™”.

Aminoglikozid nefrotoksisitesinin klinik bulgulari: nonoligiirik veya hatta

poliiirik renal atilim bozukluguna®: '6%164

eslik eden plazma kreatinin, iire ve diger
metabolik artiklarin artigi, proteiniiri, enzimiiri, aminoasidiiri, glukoziiri ve elektrolit
degisimi (hiperkalsiiiri, hipermagneziiri, hipokalsemi, hipomagnezemi)'®> '®dir. idrar
voliimiinde degisim meydana gelmedigi i¢in nefrotoksisite siklikla serum kreatininde

artigla degerlendirilir166. Calismamizda, kan iire azotu (BUN) ve kreatinin bobrek
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fonksiyonunun degerlendirilmesinde kullanilan biyokimyasal parametreler olmustur.
BUN seviyesinde artis genellikle glomeriiler filtrasyon hizindaki (GFR) azalma
nedeniyledir. Gentamisin nedenli glomeruler filtrasyon hizindaki azalma, Gentamisinin
belirgin sekilde hem hiicre dist kaynaklardan Ca" girisini hem de hiicre ici
kaynaklardan Ca™ salmimina neden olarak intraseliler Ca™’u artirmasina, artan
sitoplazmik kalsiyum nedeniyle mezengial hiicrelerde kontraksiyon ve proliferasyon

meydana getirilmesine yorulmustur**

. Bizim ¢alismamizda da kontrol, DMSO ve 2-
APB gruplarinda tire ve kreatinin diizeyleri normal degerlerde seyrederken, Gentamisin
verilen grupta anlamli olarak artis gosterdigi saptandi. Gentamisint 2-APB verilen
grupta ise bu degerler istatistiksel olarak anlamli diislis gosterdi ancak kontrol, DMSO
ve 2-APB seviyesine inmedi. Caligmamizla uyumlu olarak Yildar ve ark. bobrek iskemi
reperfiizyon calismasinda 2-APB uygulamasi ile iskemi reperfiizyonda artan kreatinin
degerinde anlamli diisiis oldugunu gostermislerdir®. Bir diger ¢alismada pankreatite
bagli bobrek hasarinda 2-APB ile tedavi sonucunda kreatininde anlamli diisiis
gdzlenmistir™'.

Calismamizda bobrek hasar1 ayrica morfolojik olarak 151k ve elektron
mikroskobik diizeyde incelendi. Gentamisinin glomeriil morfolojisinde ciddi degisime
neden olmadig1 diisiincesinin aksine, yiiksek doz tedavide; glomeriil boyutunda artis
oldugu, sekil ve dansitesinde bozulma nedeniyle filtrasyon bariyerinin bozuldugu,
nétrofil infiltrasyonu ile filtrasyon bariyerinin genisledigi gosterilmistir'’’. Bunlarla
uyumlu olarak ¢aligmamizda da Gentamisin grubunda glomeriilerin bazilarinin normal
seklini kaybettigi ve dejenere oldugu gozlenmis (Sekil 11), Ashraf ve ark.
calismastyla®* uyumlu olarak elektron mikroskobik kesitlerde bazi alanlarda glomeriil
bazal membraninda yer yer kalinlasmalar (Sekil 37) goriilmiistiir. Yapilan caligsmalarda,
gentamisinin medullar alandan ziyade kortikal alami etkiledigi® ve hasarin deney
hayvanlar1’ ve insanlarda® esas olarak proksimal tiibiil olmak iizere, distal ve toplayici
tiibiilde’ oldugu gosterilmistir. Bizim caligmamizda da hasarin en fazla dis kortekste
oldugu goriilmektedir (Sekil 9).

Calismamizda histolojik olarak en belirgin bulgu disfonksiyonun esas nedeni
olarak gosterilen tiibiiler nekrozdu (Sekil 9,12). Aminoglikozid kullaniminda nekroz

gelisim  mekanizmasinda 3 hipotez éne  surilmistir'®. Bunlardan  ilki

aminoglikozidlerin toksisiteye lokal konsantrasyonlari ile orantili olarak neden
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oldugudur. Ilacin biiyiik kismi lizozomda biriktigi i¢in lizozomlar burada kilit rol
iistlenmektedir. Ancak bu goriiste lizozom degisimleri ve hiicre nekrozu arasinda iligki
tam olarak kurulamamustir. Ikinci hipotez aminoglikozidlerin lizozomdan salininca
toksik oldugunu 6ne siirmektedir. Burada salinimin muhtemelen esik degere ulasilinca
veya lizozomlarda yapisal degisim olunca gerceklesecegi ve hiicre Sliimiini tetikleyen
metabolik degisimlere yol acacagi kaydedilmistir. Ancak salimmima bagli direk toksik
etiklerin mi yoksa mitokondrial solunum, lipid peroksidasyonu vs. gibi ikincil etkilerin
mi hasara neden oldugu ortaya konulmamistir. Bununla birlikte lizozomdan salinan
aminoglikozidlerin direk nefrotoksin gibi davrandigi, mitokondrial demirle selat
olusturup hiicre 6liimiine neden olan oksidatif Fe(I)-gentamisin kompleksi olusturdugu
gosterilmistir®™*. Son olarak tigiincii hipotezse lizozomda biriken ilacin ilacin toksik
olmadigi, endositotik alimda lizozom dig1 hedeflere giden ilacin toksik oldugu
yoniindedir. Bu hipotezde ilacin girisinde apikal ve bazolateral membranlar en
muhtemel yollar olarak goriilmektedir ¢linkii  (hiicre dis1 sivilardan) kolayca
erisilebilirler ve seviyelerindeki degisimler bir¢ok potansiyel etkiye neden olabilir.
Aminoglikozidlerin non lizozomal lokasyonu ile erken toksisitenin baslangici
arasindaki baglant: hiicre fraksiyon®*, otoradyografik**® ve hiicre kiiltiir**’ ¢alismalarina
ragmen belirsizligini  korumaktadir. Hipotezler varligin1t  korumakla birlikte
aminoglikozidlerin akut tiibiiler nekroz (ATN) olusturduguna dair benzer goriintiilerin
oldugu ¢ok sayida calisma bulunmaktadir’ **- %%,

Calismamizda ayrica diger ¢alismalarda gosterildigi gibi tiibiillerde dilatasyon**
9. 47 957lenmis, bazi dilate tiibiillerin dejenere, deskuame **' hiicrelerle dolu oldugu
goriilmiistiir. Yine tiibiil epitelinde baz1 hiicreler seklini kaybederek yassilagsmistir.
Tiibiil epitel hiicresinde goriilen bir diger degisimse sitoplazmada kopiiksii gériiniime

neden olan ve galismalarda vakuolizasyon olarak adlandirilan yapilardir*> ** 47 241 i

Kohn ve ark bu olusumlarin dilate ve hasarli organellerce olustugunu 6ne stirmiigtiir®’

(Sekil 10, 11).

Gentamisin grubunda bdbrekte goriilen bir diger yapr ise Gentamisin
nefrotoksisitesi olusturulmus diger ¢alismalarda da gosterilen eozinofilik birikimler ***
" olan hyalin kastlardir (Sekil 10). Calismamizda hem kortikal hem de medullar
alanlarda hyalin kastlara rastlanmigtir. Caligsmalarda bu yapilarin genellikle distal ve

toplayic1 tiibiillerde goriildiigii™’, igeriginin ana komponentinden birinin Tamm-
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252

Horsfall proteini oldugu bildirilmistir™”. Monomer halindeki Tamm-Horsfall’in liimeni

obstriikte edici jel benzeri polimere doniisiimii, akut bobrek hasarinda artmis luminal
sodyum konsantrasyonuna baglanmstir™".

Ultrastriiktiirel ¢alismalarda erken donem ve diisiik doz tedavide; lizozom harici
yapilarin korundugu ancak var olan lizozomlarin fiizyonu ve polar lipidlerin progresif
birikimi ile konsantrik lamellar yap1 kazanmasi sonucu lizozomal genisleme oldugu
bildirilmistir. Uzun siireli veya yliksek doz tedavide ise lizozomlarin riiptiirii (sitozole
myeloid cisim salinimi), ileri derece mitokondrial genisleme ve hasar, ER
sisternalarinda genisleme, firgamsi1 kenar olugturan mikrovilluslarin dokiilmesi, kesintili

periseliiler membran ve apopitotik niikleus goriiniimiiniin oldugu rapor edilmistir'® **>-

171,139, 254,255, 172
Calismamizda, kaydedilen elektron mikroskobik olarak bulgularla uyumlu
olarak tiibiil hiicrelerinin apikal mikrovilluslarinda kayip, genislemis ve krista yapilarini
kaybetmis mitokondrionlar’’ mevcuttu (Sekil 41,45). Bunlara ek olarak hiicreler arasi
mesafenin genisledigi, ATP yoklugu nedeniyle apikal aktin sitoiskelet yapisinin
bozulmasi sonucu gelistigi sdylenen® sitoplazmada bleblesme (Sekil 41) goriildii.
Calismalarda, Gentamisinin diisiik dozda (10-20 mg/kg) hayvanlarda proksimal

tiibiil hiicresi lizozomlarinda polar lipid birikimine (myeloid cisim) neden oldugu'™ '

L1712 vitksek dozda (40 mg/kg) ise hayvanlarda hizlica kortikal nekroz olusturup

171, 173

disfonksiyona yol actigi gosterilmistir. Calismamizda da ozellikle proksimal

tiibiillerde belirgin olmak iizere lizozomlarin genisledigi ve sayica arttigi, hiicre i¢inde

fosfolipid iceren dens lamellar ve konsantrik yapilar olarak tanimlanan®’

myeloid
cisimciklerin bulundugu dikkati ¢ekmekteydi (Sekil 43). Aminoglikozidlerin katyonik
oldugu i¢in membrandaki negatif yiiklii fosfolipidlere baglanarak fosfolipidoza neden
oldugu, lizozomun asidik pH’sinin da bu olayda kolaylastiric1 roliiniin oldugu ileri
siiriilmektedir. In vitro ¢alismalarda lizozomal fosfolipazlarin aktivitesi icin negatif yiik
gerektigi, aminoglikozidlerin lizozomun ¢ift tabakali fosfolipid membranina
baglanmasinin fosfolipaz aktivitesini azaltarak fosfolipidoza dolayisiyla myeloid cisim
olusumuna neden oldugu sdylenmektedir™’.

Gentamisin nefrotoksisitesinde inflamasyon anahtar rolii iistlenmektedir.

Inflamasyon bircok mekanizma iizerinden meydana gelmektedir. Bunlardan birisi

Gentamisin uygulamasi sonucu gelisen oksidatif stresin transkripsiyon faktorii NF-
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kB’yi stimiile etmesidir. Stimiilasyonun sonucu olarak NF-xB, kompleksten (NF-xB—
IkB) ayrilir; niikleusa transloke olur ve IL-6, iNOS, TNF-a, COX-2 gibi hedef

2930 transkripsiyonel aktivasyonunu baslatir’’. Ek olarak Gentamisin direkt NF-

genlerin
kB inhibitori (IkB-a) protein seviyesinde azalmaya neden olup sitoplazmik NF-kB
ekspresyonu ve niikleer NF-kB-DNA baglanma yeteneginde artis meydana getirebilir,
bunun sonucu olarak da yine inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 sentezi stimule
olur’’. Ayrica Gentamisin, makrofaj infiltrasyonuna ve makrofaj, mezangial ve epitelyal

hiicreler tarafindan iiretilen TNF-a seviyesinde artisa neden olmakta >

, yine stimiile
olan makrofajlar, immiin ve inflamatuar siireclerde rol alan IL-6 sekrete etmektedir.
Yani gentamisin hem oksidatif stres {izerinden hem de ilaca bagl infiltre olan hiicreler
tizerinden proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 sentezini stimule etmektedir.
Sonug olarak da sitokinler nedeniyle hiicre infiltasyonu tetiklenerek hiicrelerden salinan
sitokinlerle inflamasyon kisir bir dongli halinde siddetlenmektedir. Gentamisin
nefrotoksisitesi olusturulan modellerde, daha ¢ok kortekste olmak iizere medullada da
yerlesim gosteren ¥, dzellikle interstisyel alanlarda belirgin olan orta derecede 16kosit
infiltrasyonu rapor edilmistir*®. Calismamizda da bu bulgularla uyumlu olarak
Gentamisin grubunda hem 1s1k hem elektron mikroskobik olarak interstisyel alanlarda
hiicre infiltrasyonu ve 6dem gozlendi. Yine sunulan caligmada immiinohistokimyasal
olarak TNF-a ekspresyonunun Gentamisin grubunda en yiiksek seviyede oldugu ve
ekspresyonun da dejenerasyonun en fazla oldugu alanlarda tiibiil hiicrelerinde en fazla
olmak {izere mezangial hiicrelerde de oldugu izlenmistir. Ayrica tiibiil ve glomeriillerde
gozlenen immiinohistokimyasal IL-6 ekspresyonunun Gentamisin grubunda kontrol,
DMSO ve 2-APB grubuna gore anlamli yiiksek oldugu gozlendi. Gentamisint+ 2-APB
uygulanan grupta ise ekspresyonda anlamli olarak diisiis saptanmig olup bunun 2-
APB’nin antiinflamatuar etkisine bagli olarak meydana geldigi diisiiniildii. Glutatyon
(GSH), serbest oksijen radikallerine bagli hasarda hem cesitli enzimlere indirgen
ekivalan saglayarak hem de hidroksil ve tekli oksijenin temizligi ile koruyucu rol
iistlenir™. Calismalarda aminoglikozid kullaniminda GSH seviyesinin azalmis

200. 2% " olutatyon yetersizligine bagh oksidatif stresin TRPM2 kanalini aktive

oldugu
ettigi  gosterilmistir’®. Lee ve ark. mikroglial hiicrede glutatyon yoklugundan
kaynaklanan oksidatif stresin TRPM2 kanallarin1 aktive ederek, TRPM2 aracili

kalsiyum girisi ile MAPK ve NF-kB sinyal yolaklar1 iizerinden TNF-a ve IL-6
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iiretimine neden oldugunu 6ne siirmiistir’®. TRP melastin (TRPM2) non-selektif
katyon kanahdir, sitoplazma ve intraseliiler organellerde, bdbrekte ise 0Ozellikle
proksimal tiibiilde eksprese olmaktadir™'®. TRPM2 kanalini inhibe eden maddelerden
birisi de 2-APB’dir. Calismamizda Gentamisint+ 2-APB grubunda Gentamisinle artan
TNF-a ve IL-6 ekspresyonunda diisiis gozlenmesi TRPM2 kanali {izerinden
inflamasyonun tetiklenecegi yolun 2-APB tarafindan engellenmis olabilecegini
diistindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda Gentamisin endositozunun, varligi proksimal tiibiille sinirl
olan megalin ve cubulin tarafindan olusturulan biiylik endositotik kompleks olarak
adlandirilan  tasiyicilar  ile  gergeklestigi gésterilmistirlz. Ilaglar  endositotik
kompartmanlardan sonra lizozom basta olmak {izere, Golgi ve endoplazmik retikulumda
birikir'* '*. Endozom iginde asi1 miktarda aminoglikozid biriktiginde, membran
biitiinliigii bozulur ve ilag sitoplazmaya dagilir'® . Sitozolik Gentamisin, kaspaz
aktivasyonuna neden olarak apopitotik sinyalizasyonu tetikler. Bu sinyalizasyon direkt
olarak ( Bax aktivasyonunu takiben ER’den IP; (inozitol trifosfat) reseptorii aracili Ca"
salmmi sonucu mitokondriden sitokrom ¢ salmmi ve kaspaz 3 aktivasyonu®™)
olabilecegi gibi indirekt ( proteazomal yikimin inhibisyonu ile ubikiitinlenmis Bax
artis1’') de olabilmektedir. Ayrica aminoglikozidler reaktif oksijen radikalleri {izerinden
de apopitotik siirece katilabilir’”. Gentamisin nedenli olusan ROS, endoplazmik
retikulumda (ER) protein sentezini inhibe edip translasyonu ve posttranslasyonel
modifikasyonu™ bozarak ER stresi meydana getirip ve ER’den kalsiyum salmimi**
sonucu kaspaz 12 ve kalpain® aracili apopitozu tetikleyebilmektedir. Intraseliiler
kalsiyum artisinin, kalpain aktivasyonuna neden oldugu, kalpainin de kaspaz 3
modiilasyonu ile apopitozu tetikledigini gosterilmis®, HeLa-S3 hiicre hattinda 2-APB
ile sisplatinin indiikledigi Ca™ girisinin azaltilarak kalpain aktivasyonunu ve apopitoz
indiiksiyonunun engellenebilecegi one siiriilmiistiir’’. Hiicre membrami Ca™ kanali
(TRPM2 gibi) ile intraseliiler Ca™ kanalmin artmus aktivasyonu sitoplazmik Ca™

konsantrasyonu artigma neden olur*®.

Bu durum da mitokondride asir1 Ca™
yiiklenmesine neden olarak mitokondrial membran depolarizasyonu, ROS birikimi,
ATP azalmasi ile mitokondrial apopitozu aktive eder’®*. Onceki calismalarda apopitoz,
kaspaz 3, kaspaz 9, Poli-ADP-riboz Polimeraz 1 (PARP-1), Matriks metalloproteinaz

(MMP) ve intraseliiler ROS’un; TRPM2 blokerleri (ACA ve 2-APB) ile tedavi sonrasi
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azaldig1, viabilite ve antioksidan seviyelerin arttig1 gosterilmistir’® 2%, Kalsiyumun
apopitoz iizerinde diizenleyici etkisi ¢alismamizda 2-APB’nin tercih nedenlerinden
birisi olmustur. Calismamizda da immiinohistokimyasal olarak kaspaz 3 ekspresyonu
ile Gentamisinin glomertil ve tiibiillerde apopitoza yol actig1, kaspaz 3 ekspresyonunun
dolayistyla apopitozun 2-APB tedavisi ile azaltildig1r gosterilmistir. Bu etki elektron
mikroskobik olarak da gentamisin grubunda tiibiil hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde periferik
yerlesimli dense kromatin ve niikleer fragmentasyonlarin gdosterilmesi ile
desteklenmistir (Sekil 39,40). Gentamisin+2-APB grubunda kaspaz 3 ekspresyonu
Gentamisin grubuna gore azalmis, elektron mikroskobik olarak da apopitotik degisimler
gozlenmemistir. Tiim bu bilgiler 1518inda 2-APB’ nin muhtemelen hem IP3 kanal
blokaj1 ile endoplazmik retikulumdan mitokondriona kalsiyum gecisini engelleyip
apopitozun intrinsik yolagini ve kalpain aktivasyonunu engelleyerek hem de Gentamisin
nefrotoksisitesinde artan intraseliller kalsiyumu SOCE inhibisyonu ile azaltarak
antiapopitotik etki gosterdigi diisiintilmiistiir.

Canlida serbest radikaller elektron alici molekiiller olarak, serbest radikallerin

70 Oksidanlarm hiicre hasari

aktif oksijen tiirevleri de oksidan olarak tanimlamr’
olusturmasinda hedef molekiillerden elektron alabilmesi anahtar rolii oynar, bdylece
molekiiliin yapisin1 ve fonksiyonlarimi degistirerek hiicre zarini, DNA, RNA gibi
genetik materyali ve degisik enzimatik reaksiyonlar1 etkileyebilmektedirler.
Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller, membran fosfolipidlerindeki doymamis yag
asitleri nedeniyle oksidan saldirisina duyarhidir. Lipid peroksidasyonun en oOnemli
tirlinlerinden olan malondialdehit (MDA), hiicre membranlarindan iyon alig-verigine
etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasimna yol agar ve iyon
gecirgenligini ve enzim aktivitesini degistirebilir veya DNA’nin nitrojen bazlart ile

"1 Calismalarda gentamisin

reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik olabilir
nefrotoksisitesinde MDA’da belirgin artis oldugu gozlenmistir’> **. Yildar ve ark.
olusturdugu iskemi reperflizyona bagli bobrek hasar modelinde artan MDA diizeylerinin
2-APB ile azaldigini gdstermistir'*. Bizim calismamizda da Gentamisin verilmesiyle
MDA’nin anlaml sekilde arttigi dolayisiyla nefrotoksisitede lipid peroksidasyonunun
etkin oldugu goriildii. Gentamisin+ 2-APB verilen grupta ise MDA’da anlamh diisiisiin

gbzlenmesi 2-APB’nin antioksidan etkisini gostermistir.

84



Reaktif oksijen radikallerine kars1 defans sisteminde rol alan enzimlerden biri
stiperoksit dismutaz(SOD)dir. Yapilan bir ¢alismada 8 giinliik (glinde 100 mg/kg)
gentamisin tedavisinden sonra SOD aktivitesinin %39 azaldig1 gosterilmistir’”. Ancak
baska bir ¢alismada da 4 giin subkutan 100 mg/kg Gentamisin uygulanan si¢anlarda
SOD aktivitesinde degisim gdzlenmedigi sdylenmistir’®. Yine bir baska calismada
bobrek dokusu SOD aktivitesinin gentamisinle azalmis oldugu sdylenmektedir’’®. Ali
ve ark. ise siiperoksit dismutaz tedavisinin gentamisin nefrotoksisitesine olan iyilestirici
etkilerini gostermistir'®. Yapilan calismalarda farkli sonuglar goriilmekle beraber
calismamizda Gentamisinle SOD aktivitesinde anlamli diisiis ; Gentamisin+ 2-APB
verilen grupta ise anlamli artis oldugu belirlendi.

Sonug olarak, 2-APB’nin; Gentamisinin olusuracagi bobrek hasarini dénlemede,
antioksidan, antiapopitotik, antiinflamatuar etki gostererek hasarin Oniine gegebilecegi

kanisina varildi.
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6. SONUCLAR

Gentamisin verilerek olusturulan bobrek hasarma karsit 2-APB’nin koruyucu

etkisinin mikroskobik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelendigi bu

calisma sonucunda;

1

Kontrol, DMSO ve 2-APB grubundaki deneklerin 1s1k ve elektron mikroskobik
incelenmesinde bobrek glomeriil ve tiibiil yapisinin normal histolojik yapiya
sahip olduklar1 gozlendi.

Ayni gruplarin immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde, TNF-a, IL-6 ve
kaspaz 3 ekspresyonunun minimal seviyede oldugu,

Yine ayn1 gruplarin BUN, kreatinin, SOD ve MDA degerlerinin normale yakin
oldugu,

Gentamisin verilen grupta, bobrek dokusunda tiibiiler alanlar basta olmak iizere,
interstisyel alan ve renal cisimciklerde histolojik degisikliklerin meydana
geldigi,

Bu degisimlerin 151k mikroskobik olarak; glomeriiler dejenerasyon, tiibiiler
genisleme, hiicre vakuolizasyonu, tiibiil limenine hiicre deskuamasyonu ve
hyalin kast birikimi, 16kositik infiltrasyon seklinde; elektron mikroskobik olarak
glomeriil bazal membraninda yer yer kalinlagma, tiibiil hiicrelerinde mikrovillus
yapisinda diizensizlesme, apikal sitoplazmada bleblesme, lipid birikimi, myeloid
cisimcik, lizozom sayisinda artig, mitokondrionlarda sisme ve krista yapisinin
bozulmasi, apopitotik degisimler ve hiicreler arasi mesafenin genislemesi
seklinde oldugu,

Ayni grupta, immiinohistokimyasal olarak TNF-a, IL-6 ve kaspaz 3
ekspresyonlarinin arttig,

Yine Gentamisin grubunda BUN, kreatinin, MDA degerlerinin arttigi; SOD’un
azaldig1

Gentamisint 2-APB  grubunda ise, bobrekte gozlenen histopatolojik
degisikliklerin, TNF-a, IL-6, kaspaz 3 immiinreaktivitesinin ve BUN, kreatinin,
MDA degerlerinin belirgin olarak azaldigi; SOD’un arttig1 goriildii.
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Calismamizdan elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Gentamisinle
beraber verilen 2-APB’nin; Gentamisinin olusuracagi bobrek hasarin1i 6nlemede,
antioksidan, antiapopitotik, antiinflamatuar etki gdstererek hasarin oniine gecebilecegi

kanisina varildi.
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