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OZET

GENTAMISIN KULLANIMINA BAGLI GELISEN NEFROTOKSIiSiTEDE
B12 VITAMINININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin kullanimma bagli olarak %210-25
oraninda nefrotoksisite gelisme ihtimali vardir. Aminoglikozid kullanimina bagl
nefrotoksisiteye karsi rutin olarak kullanilabilecek koruyucu ajan olmamasi tedaviyi
gliclestirmektedir. Bu ¢alismada Bi2 vitamininin aminoglikozidlerin neden oldugu
nefrotoksisite iizerine koruyucu etkilerinin olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla
B12 vitamini, gentamisin ile birlikte veya gentamisinden 6nce baslanarak uygulanmis

ve hangi uygulamanin daha etkin oldugu degerlendirilmistir.

Calismada 10-12 haftalik, 280-420 gr. agirliklarinda 42 adet Wistar Albino
cinsi erkek sican kullanilmistir. Hayvanlar randomize olarak 6 gruba ayrilmistir.
Kontrol grubuna tiim ¢aligma siiresi boyunca 0.1 ml/kg serum fizyolojik, Gentamisin
grubuna yedi giin boyunca intraperitoneal enjeksiyonla 100 mg/kg/giin gentamisin
uygulanmustir. B1o vitamini, bir gruba bir hafta, diger gruba iki hafta olmak tizere 3
mcg/kg/giin intraperitoneal yolla uygulanmistir. Gentamisin + Bz vitamini
gruplarinda, 7 giin siireyle intraperitoneal yolla 100 mg/kg/giin gentamisinin yani sira,
on tedavi B12 vitamini grubunda B2 vitamini gentamisinden bir hafta dnce baglanip iki
hafta siireyle uygulanmis, es zamanli Bi2 vitamini grubunda ise Biz vitamini
gentamisinle ayni anda baglanip sadece bir hafta boyunca verilmistir. Calisma sonunda
serum Orneklerinde iire, kreatinin ve kalsiyum seviyeleri; bobrek dokusu 6rneklerinde
MDA, SOD, TNF-a, IL-6, IL-1B, KIM-1, NGAL diizeyleri 6l¢iilmiis ve elektron

mikroskobik inceleme yapilmistir.

Gentamisin uygulamasi yapilan grupta kontrol grubuna kiyasla serum fire,
kreatinin ve bobrek dokusu MDA diizeylerinde artis; SOD diizeylerinde ise azalma
gozlemlenmistir. Gentamisinden 6nce uygulanan B2 vitamini tedavisi, gentamisin
uygulamasina bagl artan serum iire ve kreatinin seviyelerini geri dondiirmiistiir. Hem
es zamanli tedavi hem de 6n tedavi gruplarinda B1»> vitamini, bobrekte gentamisinle
indiiklenen IL-6 ve NGAL diizeylerini 6nemli 6l¢iide iyilestirerek antiinflamatuar etki

saglarken; gentamisine bagli artan bobrek MDA diizeylerini tersine g¢evirerek



antioksidan etkinlik gostermistir. Ayrica Bi2 vitamini uygulamasi her iki grupta da

gentamisin toksisitesine bagl histopatolojik hasar1 engellemistir.

Sonug olarak; Bi2 vitamininin gentamisin uygulamasina bagli ortaya ¢ikan
nefrotoksisitenin engellenmesinde antioksidan ve antiinflamatuar etkileri ile koruyucu

bir segenek olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Gentamisin, nefrotoksisite, vitamin Bi..



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VITAMIN Bi2
IN NEFROTOXICITY DUE TO THE USE OF GENTAMICIN

There is a 10-25% chance of nephrotoxicity due to the use of aminoglycoside
group antibiotics. The lack of a preventive agent that can be routinely used against
nephrotoxicity due to aminoglycoside use complicates treatment. In this study, we
investigated whether vitamin B1> has protective effects on aminoglycoside-induced
nephrotoxicity. For this purpose, vitamin B> was administered with gentamicin or

before gentamicin and it was evaluated which application was more effective.

In the study, 42 male Wistar Albino rats aged 10-12 weeks and weighing 280-
420 g were used. The animals were randomly divided into 6 groups. The control group
was administered 0.1 ml/kg saline throughout the study period, and the gentamicin
group was administered 100 mg/kg/day gentamicin by intraperitoneal injection for
seven days. Vitamin Bi> was administered intraperitoneally at 3 mcg/kg/day for one
week in one group and two weeks in the other group. In the gentamicin + vitamin B1,
groups, 100 mg/kg/day gentamicin was administered intraperitoneally for 7 days; in
the pretreatment vitamin Bi> group, vitamin Bi» was started one week before
gentamicin and administered for two weeks; in the concurrent vitamin B> group,
vitamin B12 was started at the same time with gentamicin and administered for only
one week. At the end of the study, urea, creatinine, and calcium levels in serum
samples; MDA, SOD, TNF-a, IL-6, IL-1p, KIM-1, and NGAL levels in kidney tissue

samples were measured and electron microscopic examination was performed.

An increase in serum urea, creatinine and renal tissue MDA levels and a
decrease in SOD levels were observed in the gentamicin-treated group compared to
the control group. Vitamin Bi» treatment administered before gentamicin reversed the
increased serum urea and creatinine levels due to gentamicin administration. In both
simultaneous treatment and pre-treatment groups, vitamin Bi> provided an anti-
inflammatory effect by significantly improving gentamicin-induced 1L-6 and NGAL

levels in the kidney and showed antioxidant activity by reversing gentamicin-induced

v



increased renal MDA levels. Additionally, vitamin Bi> administration prevented
histopathological damage due to gentamicin toxicity in both groups.

In conclusion, vitamin Bio, with its antioxidant and anti-inflammatory effects,

may be a protective option in the prevention of gentamicin-induced nephrotoxicity.

Keywords: Gentamicin, nephrotoxicity, vitamin Bia.
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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

% ' Yiizde

Ade : Adenozin

AdoCbl : Adenosylcobalamin (Adenozilkobalamin)

ANG-II : Angiotensin-1l (Anjiyotensin-11)

AP-1 : Aktivator Protein-1

ATP : Adenosine Triphosphate (Adenozin trifosfat)

°C . Santigrat derece

Ca : Kalsiyum

CaSR : Calcium-sensing Receptor (Ekstraseliiler Kalsiyum Algilama Reseptorii)
Cbl : Cobalamin (Kobalamin)

CBS : Cystathione Beta Synthase (Sistatyon Beta Sentaz)
DNA : Deoksiriboniikleik asit

ER : Endoplasmik retikulum

ET-1 : Endotelin-1

GBM : Glomeriiler Bazal Membran

GFB : Glomeriiler Filtrasyon Bariyeri

GFR : Glomeruler Filtration Rate (Glomeriiler Filtrasyon Orani)
H : Hidrojen

HoloTC : Holotranskobalamin

IF : Intrinsik Faktor

K : Potasyum

kDa - Kilodalton

kg - Kilogram

KoA : Koenzim-A

kv : Kilovolt

Ks : Ultrafiltrasyon katsayisi
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MeCbl
Metil- B12
mcg- pug
mg

ml

mm

MS
MTase
NF-xB
Na

ng

nm

NO

OH-B1,

PAF
PBS
PGE2
PGs
PLA2
PPAR«
pH
RAS
RBF
ROS
SAH

SAM

: Molar

: Methylcobalamin (Metilkobalamin)

: Metilkobalamin

: Mikrogram

: Miligram

: Mililitre

: Milimetre

: Metiyonin Sentaz

: Methyl Transferase (Metil Transferaz)

: Niikleer faktor kappa B

: Sodyum

: Nanogram

: Nanometre

- Nitrik Oksit

: Hidroksikobalamin

: Phosphorus (Fosfor)

: Platalet Activation Factor (Trombosit Aktive Edici Faktor)
: Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi)
: Prostaglandin E2

: Prostaglandinler

: Phospholipase A2 (Fosfolipaz A2)

: Peroksizom proliferator aktive reseptor-o

: Power of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)

: Renin-anjitotensin Sistem

: Renal Blood Flow (Renal Kan Akimi)

: Reaktive Oxygen Species (Reaktif Oksijen Tiirleri)
: S-adenozil homosistein

: S-adenozilmetiyonin
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SOR

TC-II

THF

TLRs

TXA2

UPR

: Serbest oksijen radikalleri

: Transcobalamin-Il (Transkobalamin-11)

: Tetrahidrofolat

: Toll-like Receptor (Toll Benzeri Reseptorler)
: Tromboxan A2 (Tromboksan A2)

: Unfolded Protein Response (Katlanmamis Protein Cevabi)
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1. GIRIS

Aminoglikozidler kesfedildikleri yillardan beri basta gram negatif bakteriler
olmak tizere bir¢ok mikroorganizmaya karsi antibiyoterapinin dnemli bir pargasi
olmuslardir. Hizli bakterisid etkileri ve yiiksek klinik etkinlikleri aminoglikozidlerin
yaygin kullanimlarina neden olmaktadir. Bununla birlikte, nefrotoksisite, ototoksisite
ve noromuskiiler blokaj gibi ciddi yan etkilerinin olmasi aminoglikozidlerin giivenli

kullanimlarini kisitlamaktadir (Chou vd., 2015)

Aminoglikozid kullanimi sonucu nefrotoksisite gelisme riskinin %10-25
oraninda oldugu bildirilmektedir. Nefrotoksisiteyi azaltmak veya dnlemek i¢in yapilan
calismalarda daha c¢ok oksidatif stres ve inflamasyona bagli hasari iyilestirecek
tedaviler arastirilmakta, aminoglikozidlerin bobrekte birikmesini azaltacak veya

onleyecek mekanizmalar iizerinde durulmaktadir (Cao vd., 2019; Mestry vd., 2020).

Bi12 vitamini (Kobalamin); hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi i¢in énemli olan,
deoksiriboniikleik asit (DNA) yapimi gibi enzimatik yolaklarda ve kan hiicrelerinin
yapiminda rol alan suda eriyen bir vitamindir. Eksikligi, megaloblastik anemi ve
ndrolojik belirtileri igeren klinik bozukluklara yol a¢tigindan diyetle mutlaka alinmasi
tavsiye edilmektedir (Pannerec vd., 2018). B> vitamininin viicutta hasara yol a¢an
serbest radikal olusumunu ve oksidatif stresi engelleyen eksojen antioksidanlardan
oldugu ve hasarl1 organlari iyilestirebildigi yapilan birgok ¢alisma ile ortaya

konulmustur (Chan vd., 2018; Karamshetty vd., 2016; Moreira vd., 2011).

Aminoglikozidlerin prototipi olan gentamisinin sigan bobreginde inflamasyon,
mitokondriyal hasar, hiicre 6liimii ve lipid peroksidasyonuna yol a¢tig1 bilinmektedir
(Kandemir vd., 2015). Bu ¢aligmada gentamisinin neden oldugu nefrotoksisite tizerine
B1> vitamininin olasi nefroprotektif etkisi arastirtlmistir. Ayrica, Bio vitamini
gentamisinle birlikte veya gentamisinden bir hafta 6ncesinden baslanarak verilmis ve

uygulama zamaninin etkinligi degistirip degistirmedigi de karsilastiriimastr.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobregin Yapis1 ve Fonksiyonlari

Bobrekler, tiirlere gore yerlesim yerleri ve gortiniimleri farkli olmakla beraber
genel olarak karin arka duvarinda, retroperitoneal olarak lokalize olmus bir ¢ift
organdir. Karacigerin konumu sebebiyle sag bobrek, sol bobrekten ekseriyetle daha
asagidadir. Sahip olduklar1 kalin, dayanikli renal zar ve gevrelerindeki yag doku
sayesinde travmalardan korunurlar. Endokrin sistemde gorevi olan adrenal bezler de

her iki bobregin {ist kismina yerlesmistir (Cavusoglu, 2015).

Renal korteks

Renal medulla,

Renal piramitler 4 Papillalar

Renal korteks
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Renal sinus Columna renalis
Renal pelvis —
Major kaliks —
— Renal medulla
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Sekil 2.1. Bobregin yapisi.
(Paulsen ve Waschke, 2018).

Makroskobik olarak bobrekler Sekil 2.1.°de gosterildigi gibi korteks, medulla

ve pelvisten meydana gelir (Paulsen ve Waschke, 2018).



Bobrekler viicut agirligmin % 0.4'line karsilik gelmelerine ragmen kan
akiminin ortalama % 20'sini aldiklarindan viicutta en fazla kanlanan organlardandir

(Ritter vd., 2015).

Bobrekler; sivi-elektrolit dengesinin korunmasi, viicut sivilarmin pH'sinin
ayarlanmasi ve metabolizma artiklarinin viicuttan uzaklastirilmasint saglamak gibi
homoestazisin devamlilig1 i¢in gerekli bircok islevin gergeklestirilmesinde onemli
gorevlere sahiptir. Bu fonksiyonlarin yani sira eritropoetin hormonu ve sivi-elektrolit
dengesinde gorevli renin ve prostaglandinler gibi maddelerin sentezinde de gorev

alirlar (Calbreath, 1992; Maden, 1994).

Bobregin islevini kismen ya da tamamen kaybettigi durumlarda bobrek
yetmezliginden soz edilir (Vargas vd., 2018). Bobreklerde islevsel bir hasar olugmasi
ve yetmezligin ortaya ¢ikmasi, dolasimda atik maddelerin artis1 ve sivi-elektrolit
homoestazisinin bozulmasina neden olur. Ayrica D vitamini aktivitesinde ve
eritropoietin liretiminde azalma da goriilebilir. Sonugta, organizmanin sagligini ciddi

sekilde tehdit eden durumlar ortaya ¢ikar (Berkowitz, 2016).

2.1.1. Nefronun Yapisi ve Fonksiyonlar:

Bobreklerde filtrasyon isleminin bagladigi, idrar olusturma yetenegine sahip
esas islevsel birim nefrondur (Sekil 2.2.). Her bir bobrek canli tiirlerine gore degisen
sayida (yaklasik olarak 190.000-1.2 milyon arasinda) nefron barindirir. Nefronlar
renal korteks ve medullada yerlesim gosterir. Temel fonksiyonlar: filtrasyon,

sekresyon ve reabsorbsiyondur (Eaton ve Pooler, 2005; Yaman, 2009; Hall, 2013).

Her bir nefron glomeriil adi1 verilen kandan biiyiik miktarda sivinin filtre
edildigi bir yumak, filtrasyonun basladigt Bowman kapsiilii ve filtrelenmis sivinin
idrara doniistiigii, sekresyon ve reabsorbsiyonun gerceklestigi proksimal ve distal
tiibiiliisler ile bu tiipleri birlestiren Henle kulpu ve idrarin mesaneye iletimini saglayip
tiretere ulastiran toplayict kanallar1 barindirir (Eralp, 2013; Rosenfield vd., 1978;
Yaman, 2009).



Glomertil; afferent arteriol ve efferent arteriol arasinda bulunan bir kapiller
agdir. Glomeriil, Bowman kapsiiliine balona gdmiilii bir top gibi gdmiilii durumdadir.
Afferent arteriyol Bowman kapsiilii igerisinde 3-5 kola ayrilir ve bu kollar glomeriiliin
segmenter igerigini yansitir. Afferent arteriyoller Bowman kapsiilii i¢erisinde birlesip

efferent arteriyolu olusturup Bowman kapsiiliinden ayrilir (Arinsoy vd., 2017).
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Sekil 2.2. Nefronun yapist.
(Hall, 2013).

Glomeriiler kapillerler 6zellesmis damarlar olup tek katli ince endotel
hiicrelerden olusur ve bu hiicreler glomeriiler bazal membran tarafindan sarilmstir.
Glomertiler bazal membran, 4 nm'den kiiciik maddelerin diflizyonuna izin vererek
glomeriiler kapillerlerin gecirgenligini diizenler. Boylece albiimin ve albiiminden daha
biiylik molekiillerin idrara gecisini Onler. Kiigiik molekiil agirlikli maddeler Bowman
kapsiiliinden proksimal tiibiile enerji harcanmadan filtre olur, henle kulpunu ve distal
tiibiilii gegerek toplayici kanallara geldiginde idrar halini alir (Arinsoy vd., 2017; Hall,
2013).

Idrar olusumu sirasinda nefronlarda glomeriiler filtrasyon, tiibiiler

reabsorpsiyon ve tiibiiler sekresyon olaylart meydana gelir (Yaman, 2009).



Glomertiler filtrasyon idrar olusumunun ilk basamagidir. Afferent arteriyol ile
glomeriil kapiller agina gelen kanin, proteinleri ve hiicreleri disindaki tiim elemanlari
Bowman kapsiilii igerisine filtre olur. Bu filtrat kanin plazmasina benzerlik gosterir
fakat albiimin ve globiilin gibi plazma proteinleri filtrasyon bariyerini gegemedikleri
icin protein igerigi ¢ok azdir. Filtrat, inorganik iyonlarm biiyiikk kismini ve diisiik

molekiil agirlikli organik maddeleri barindirir (Hall, 2013).
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Sekil 2.3. Tiibiillerde meydana gelen olaylar.
(Ozsayin, 2019).

Siiziilen biitiin maddelerin digar1 atilmasi canlinin 6liimiine neden olacagindan
gerekli olan molekiiller tiibiiler reabsorbsiyon ile kan dolasimina kazandirilir (Barrett
vd., 2018). Tiibiil sistemi; proksimal tiibiil, distal tiibiil, Henle kulpu ve toplama
kanallarindan olusur. Bowman kapsiiliine filtre olan sivi dnce bobrek korteksinde
bulunan proksimal tiibiile, buradan da bobrek medullasinin derinliklerine inen Henle
kulpuna akar. Henle kulpunun g¢ikan kolunun duvarinda nefron fonksiyonunun
kontroliinde 6nemli rolii olan ve 6zellesmis epitel hiicrelerden olusan bir plak iceren,
makula densa olarak nitelendirilen bir boliim vardir. Sivi, makula densadan sonra
bobregin korteksinde bulunan distal tiibiile ulasip, toplayici kanal ile devam eder.
Toplayici kanallar birleserek bobrek pelvisine bosalirlar. Reabsorbsiyonun en fazla

oldugu bolge proksimal tiibiildiir (Barrett vd., 2018; Hall, 2013).



Tiibiiler sekresyon canli i¢in gerekli maddelerin tiibiiliisleri saran kilcal
damarlar ile kandan alinip filtrata gegisidir (Sekil 2.3.). Ayn1 zamanda sivi-elektrolit
dengesinin korunmasi igin gerekli distal tiibiillerde 6n planda olan bir islevdir

(Calbreath, 1992; Yaman, 2009; Ozsay1n, 2019).

2.2.  Aminoglikozidlerin Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Aminoglikozidler, Streptomyces ve Micromonospora tiiri
mikroorganizmalardan elde edilen dogal ve yar1 sentetik maddelerden olusan bir
antibiyotik grubudur. 1940'l1 yillarda, Actinomycete'ler ile ilgili calisan Waksman ve
arkadaslar1 tarafindan kesfedilmislerdir. Uyeleri arasinda gentamisin, tobramisin,
amikasin, netilmisin, neomisin, isepamisin, kanamisin, paromomisin, viomisin ve
sisomisin bulunur. Ortak 6zellikleri, molekiillerinin bir heksoz (aminosiklitol) ve buna
glikozid baglarla baglanmis amino sekerlerden olusmasidir. Spektinomisin,
aminoglikozid grubu antibiyotiklere dahil edilse bile amino gruplarinin sadece
aminosiklitolde bulunmasindan &tiirti  digerlerinden ayrilir (Kayaalp, 2018;

Leblebicioglu vd., 1998).

Grup tlyelerinin antibakteriyel etki mekanizmalari, spektrumlar1 ve toksik
etkileri benzerdir. Genellikle ¢ok ¢esitli aerobik bakteri suslar1 {izerinde
konsantrasyona bagli olarak hizli bakterisid etkili gosterirler. Fizikokimyasal yonden
en onemli Ozellikleri, molekiillerin asir1 polar olmasindan dolay1 en az lipofilik olan
antibiyotik grubu olmalaridir. Bu 6zellikleri sebebiyle mide-barsak kanalindan ¢ok az
emilirler (en fazla %10) ve beyin-omurilik sivisina gegisleri zordur. Yine bu nedenle,
sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde parenteral kullanimlari tercih edilir. Genellikle
stilfat tuzlar1 seklinde hazirlanirlar ve sulu ¢ozeltileri oda 1sisinda uzun siire etkinligini
devam ettirir. Ekstraselliiler siviya dagilimlart kisitli olup memeli hiicreleri i¢ine zor

girerler. (Kaya vd., 2013; Kayaalp, 2018; Mistik, 2000).

Aminoglikozidler polar yapili maddeler olduklar1 i¢in bakteri hiicrelerine
sadece aktif tasimayla girerler ve bu yiizden anaerobik sartlarda aerobik veya anerobik
bakterilere kars1 etkili degildirler. Dar etki spektrumlu bilesiklerdir ve neredeyse tiimii

Gram-negatif bakterilere etki ederler. Ortamin pH'stnin  diismesi, kanin
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osmolaritesinin yiikselmesi ve irin bulunmasi etkinliklerini azaltir. Bu grupta bulunan
ilaglar, subakut/kronik nefrotoksisite ve oto-vestibiiler toksisisite gibi ciddi yan
etkilere yol agabilecekleri i¢in kullanimlar1 kisithdir (Kaya vd., 2013; Rougier vd.,
2004).

& HN 4 "
HO—-\-0 OH ~NH HO—-0 OH 7NH
HO-H. HO—A—NH 12 HONY  HOYA—NH ?
ML Qe OH ML P Q=lea=Ot
; O —l_—o HN NH: / (o] —.l_-O HN., NH:
‘OHC /\_< A -§—< T
/
HO NH HOHO NH
Streptomisin Dihidrostreptomisin
(_EH NH, RIHN— +R*
HO—-\—0 HO—~-\-0 HONQ
HOX/\\\ HO ~ HO- \
HN1  NH2 HoN|  NH; HaNg_ N2
HO. OoNe\NH, HO. 9oN\ NH, HO NN,
0. OH _O.. oH . o]
. C1. R'=R?=CH; |
OH » OH Cla:R'=R2=H HO. /207
HoN oA —nr H.N S a PO M plt= .. ! &
~NXO0[ -0 OH IO N0 OH C2. R'=H, R°=CH,4 HN (-‘m
i \
OH NH, HO  NH,
Paromomisin Neomisin Gentamisin

Sekil 2.4. Aminoglikozidlerin fizikokimyasal yapilari.
(Jospe-Kaufman vd., 2020).

Bu nedenle diger antibiyotiklerin etkisiz oldugu ciddi sistemik enfeksiyonlar
veya sinerjistik (B-laktam grubu antibiyotikler) etkili kombinasyonlarin gerekli oldugu

durumlarda birincil tedavi olarak kullanilmaktadirlar (Avent vd., 2011).

2.2.1. Etki Mekanizmasi

Aminoglikozidler, bakteri hiicre duvar1 {izerindeki negatif yiikli
lipopolisakkaritlere baglanirlar. Buradan da dis zar porinlerinden pasif diflizyon
yoluyla periplazmik bosluga gegerler. Periplazmik bosluktan aminoglikozidlerin alim1

ise enerjiye bagl bir siiregtir (Taber vd., 1987).
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Sekil 2.5. Aminoglikozidlerin protein sentezi tizerine etkileri.

A. Aminoglikozid 30S ribozomal alt birimlere baglanir.
B. mRNA'nin yanlis okunmasina ya da C. fonksiyonu olmayan proteinlerin olusumuna sebep olur.

(Brunton vd., 2009).

Aminoglikozidler sitoplazmaya girdikten sonra etki gosterecegi esas yer,
bakteri ribozomlarinin 30S alt birimleridir (Sekil 2.5.). Bu alt birime kalic1 bigimde
baglanarak mRNA iizerinden gelen iletilerin yanlis okunmasini saglar ve bdylece
protein sentezini inhibe ederek yiiksek derecede bakterisit etki gosterirler. Bu
inhibisyon, yapisi bozulmus ve bir fonksiyonu olmayan anormal proteinlerin
sentezlenmesine yol agar (Shakil vd., 2008). Streptomisin disindakiler ilave olarak 50S
alt birimine de baglanirlar. Hizli bakterisid etkinlik gostermelerinin sebebi;
ribozomlara geri doniisiimsiiz baglanmalari, sentezlenen anormal proteinlerin bakteri
hiicre membraninda birikerek membranin gegirgenligini arttirmasi ve bunun sonucu
olarak fazla miktarda ilacin hiicre ig¢ine girip hayati 6neme sahip maddelerin hiicreden

disar1 kagmasidir (Kayaalp, 2018).

2.2.2. Farmakokinetik Ozellikler

Aminoglikozidler, iyi tanmimlanmis bir farmakokinetik profile sahiptirler.
Polariteleri yiiksek oldugundan mide-barsak kanalindan emilimleri iyi degildir ve bu

nedenle sistemik etki elde etmek istenildiginde oral yoldan kullanilmazlar. Ulser veya



inflamatuar bagirsak hastaligi gibi durumlarda ise gentamisinin gastrointestinal
kanaldan emilimi artar. Gerekli durumlarda kas i¢i yoldan da kullanilabilirler (Mckay
vd., 1994). Aminoglikozidlerin tamami intramuskiiler enjeksiyon yerinden hizlica
emilip 30-90 dakikada doruk plazma konsantrasyonuna ulasirlar. Polar 6zelliklerinden
dolay1 goze, santral sinir sistemine ve hiicrelerin ¢oguna gecisleri yoktur. Plazma
proteinlerine ¢ok az baglanirlar. Sanal dagilim hacimleri yagsiz viicut agirligina gore

hesaplanir (Brunton vd., 2009; Tanyel, 2017).

Aminoglikozidlerin bobrek korteksi, i¢ kulagin endolenf ve perilenfi harig
salgilara ve dokulara gecisleri kisithdir. Karacigerden aktif olarak salgilanmalarina
bagli olarak safradaki konsantrasyonlar1 plazmadakinin %30'u kadardir fakat esas
atilim yollar1 glomeriiler filtrasyondur. Bundan dolay1r aminoglikozidlerin plazma
seviyeleri bobrek fonksiyonlarina biiyiik oranda baglidir (Trevor vd., 2010). Oral veya
rektal yolla kullanildiklarinda bile bobrek yetmezligi olan hastalarda uzun siirede
toksik konsantrasyonda birikebilirler. Saglikli bir canlida aminoglikozidlerin
yartlanma Omrii 2-3 saattir ve postantibiyotik etkileri uzundur (Brunton vd., 2009;
Kayaalp, 2018).

2.2.3. Yan Etkileri

Aminoglikozidler giivenli kullanim araliklar1 dar olan ilaclardir (Aygiin,
2002). Yiiksek polariteleri nedeniyle absorpsiyonlari ve bir¢ok dokuya gegisleri kisitlt
olsa da bobrek korteksi, i¢ kulagin endolenf ve perilenfine gecisleri i¢in bu durum so6z
konusu degildir. Aminoglikozidlere bagli toksisitelerin nedeni de genellikle bu
bolgelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmalaridir (Trevor vd., 2010). Biitiin
aminoglikozidler nefrotoksisite, ototoksisite ve néromuskiiler blokaj meydana getirme
potansiyeline sahiptir. Bu istenmeyen etkiler aminoglikozidlerin kullanimlarin1 kisitlar
(Brunton vd., 2009).



2.3.  Aminoglikozid Nefrotoksisitesi

Nefrotoksisite, aminoglikozidlerin, 6zellikle de gentamisinin en 6nemli yan
etkilerinden biridir. Aminoglikozid ilaglardan herhangi birini kullanan hastalarin
yaklagik olarak %10-25'inde geri doniisiimlii ve orta siddette bobrek bozuklugu olusur
(Cao vd., 2019; Mestry vd., 2020).

Aminoglikozid toksisitesinin tipik klinik gériiniimii, plazmada kreatinin, iire ve
diger metabolik tiriinlerde artis; yani sira proteiniiri, enzimiiri, aminoasidiiri, glikoziiri
ve elektrolit degisiklikleri (hiperkalsiiiri, hipermagnesiiri, hipokalsemi ve
hipomagnezemi) ile seyreden nonoligiirik veya poliiirik renal yetmezliktir (Kays vd.,
1991; Klastersky vd., 1974; Mingeot-Leclercq ve Tulkens, 1999).

Geleneksel olarak, nefrotoksisitenin aminoglikozidlerin bobrek proksimal
tiibiil hiicrelerinde birikerek hasar olusmasiyla ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Fakat
tiibiiler etkiler, azalmis glomeriiler filtrasyon oranim1 tek basma agiklayamaz.
Aminoglikozidlerin etkileri proksimal tiibiilde sinirli degildir; glomertiler ve vaskiiler

etkiler de nefrotoksisitede 6nemli rol oynamaktadir (Lopez-Novoa vd., 2011).

2.3.1. Tiibiler etkiler

Aminoglikozid kaynakli tiibiiler toksisitenin epitel hiicrelerin (6zellikle
proksimal tiiblillerde) olimii ve sivi-elektrolit tasinmasinda gorevli hiicresel

bilesenlerin fonksiyonlarinda bozulma sonucu gergeklestigi ifade edilmistir (Lopez-

Novoa vd., 2011).

Deneysel olarak uygulanan gentamisin tedavisinin, siganlarda tiibiil epitel
hiicrelerin apoptozuna ve nekrozuna yol agtigi1 gosterilmistir (El Mouedden vd., 2000).
Apoptozis, ATP'ye ihtiya¢ duyan bir siirectir. Hiicrenin ATP rezervleri azaldiginda
apoptoz yerini nekroza birakir (Chiarugi, 2005).

Sitotoksisite, ozellikle ilacin biriktigi bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde

meydana gelir. Renal proksimal tiibiiler hiicreleri, megalin ve kiibilin olarak
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adlandirilan protein ve katyonlar tagiyan endositik bir reseptér kompleksine sahiptir
(Nagai vd., 2001; Nagai ve Takano, 2014). Bu kompleksin aminoglikozidleri
endositozla hiicre i¢ine tasidig: bildirilmistir. ilacin bu hiicrelerdeki yiiksek birikimi
ise megalin ve kiibilin tarafindan olusturulan dev endositik komplekslerin proksimal

tiibiillerde yogun olmasiyla iligskilendirilmistir (Schmitz vd., 2002).

Filtrasyona ugrayan ilacin bir bolimii proksimal tiibiiliis hiicrelerinin apikal
membranindaki anyonik fosfolipidlere (6zellikle anyonik megalin) baglanarak
pinositozla hiicre i¢ine alinir (Sekil 2.6.) Bu ilaglar daha sonra lizozomlarda, golgide
ve endoplazmik retikulumda birikir (Aronoff vd., 1983; Smith ve Lietman, 1983).
Buradaki yogunluk plazmadakinin 1000 katina kadar yiikselebilir (Kaya vd., 2013;
Lopez-Novoa vd., 2011). Zar fosfolipidlerine baglanan ilag fosfolipidozise sebep olur
Lizozomal fosfolipidozis, fosfolipazlarin islevi igin gerekli negatif yiikte azalma ve
Al, A2, CI1
aminoglikozidlerin toksisite seviyeleri ile siki bir sekilde iliskilidir (Kaloyanides,
1992).

fosfolipazlarin  inhibisyonundan kaynaklanir.  Fosfolipidoz,
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Sekil 2.6. Gentamisinin bobreklerdeki sitotoksik etkisinin mekanizmasi.

ATP: Adenozin trifosfat, CaSR: Kalsiyum algilayan reseptor, ER: Endoplasmik retikulum, PPARa::

Peroksizom proliferator aktive reseptor-a, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, UPR: Katlanmamis protein

cevabi

(Lopez-Novoa vd., 2011).
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Endozomal yapilardaki aminoglikozid konsantrasyonu belirli bir esigi astiktan
sonra zarin yapisi bozulur ve igerik sitozole dokiiliir. Bobrek tiibiiliis hiicrelerindeki
bozuklugun ilk belirtisi firgamsi kenarlarindan enzimlerin salgilanmasidir. Bundan
Otiirii idrarda N-asetil-pB-glukozaminidaz atilimi artis gosterir (Patel vd., 1975).
Lizozomal igerigin sitoplazmaya salinmasi sonucu mitokondriyal solunum
fonksiyonlar1 bozulur ve reaktif oksijen bilesikleri a¢iga ¢ikar (Chwieralski vd., 2006).
Gentamisinin artan sitoplazmik konsantrasyonu stiperoksit anyonlart ve hidroksil
radikallerini artirarak oksidatif strese neden olur ve hiicrelerde ATP iiretimini bozar
(Mather ve Rottenberg, 2001; Morales vd., 2010). Ilag, tedavi boyunca bobrek
korteksinde birikmeye devam eder ve birka¢ giin sonra bobregin biriktirme
kapasitesinde bozulma, orta siddette proteiniiri, hiyalin ve graniiler silindirler goriiliir.

Glomeriiler filtrasyon hiz1 birkag giin gegtikten sonra diiser (Schentag vd., 1979).

Ek olarak lizozomal igerik hiicrenin Oliimiine sebep olabilen katepsin adi
verilen oldukga aktif proteazlari barindirir. Yiiksek miktarda katepsin, ATP'nin az
oldugu durumlarda hizli ve nekrotik hiicre 6liimiine yol agan bir proteolize neden olur
(Chwieralski vd., 2006).

Endoplazmik retikulumdaki ilag, protein sentezini inhibe eder, translasyonel
dogrulugu ve proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonunu bozar. Bu endoplazmik
retikulumda stres olusturur ve hiicrenin kalpain ve kaspaz-12 araciligiyla apoptozise
gitmesine sebep olur (Shimizu vd., 2003). Son olarak ekstraseliiler kalsiyum algilama
reseptOriiniin (CaSR) gentamisin ve diger aminoglikozidlerle aktivasyonunun, CaSR
igeren tiibiil hiicrelerinde hafif bir apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (Randjelovi¢
vd., 2017).

Hiicre membranindaki cift fosfolipid tabakasina baglanan aminoglikozidler,
reseptor fonksiyonlarini ve transport islemlerini etkiler (Fukuda vd., 1991; Sorribas
vd., 2001). Ornegin; Na-K adenozin trifosfat hiicre homoestazisi icin dnemli bir
bilesendir ve transportunun bozuklugu nekroz veya apoptozise yol agabilir (Lieberthal
ve Levine, 1996). Hasara ugrayan ve tamir edilemeyen membran dolayisiyla hiicre
olimii goriilebilir ancak proksimal tiibiil hiicrelerinin rejenerasyon yetenegi
oldugundan genellikle bobrek fonksiyon bozuklugu geri doniistimlidiir (Brunton vd.,
2009; Ecder, 1998).
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Olusan bu yapisal degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan doku ve hiicresel kalintilar
tiibiiler liimene dokiilerek tiibiilleri kismen veya tamamen tikar. Tibiiler tikaniklik,
etkilenen nefronlarin bosaltim islevini azaltir veya durdurabilir. Ayrica tiibiil i¢indeki
ve Bowman kapsiiliindeki hidrostatik basinci artirarak glomeriiler filtrasyon hizini
azaltir. Intratiibiiler basincin artmasi filtratin intersitisyel bosluga ve peritiibiiler
kapillerlere dogru geri sizmasina yol acar ve filtrat iirlinlerinin atilimini azaltir
(Neugarten vd., 1983). Tiibiiler hasar, tiibiiloglomeriiler feedback mekanizmasini
tetikler. Tiibiiloglomeriiler feedback anjiyotensin-II, adenozin aracili afferent ve
efferent arteriyolere olan etkileriyle glomeriiler filtrasyon hizin1 disiiriir.
Tiibiiloglomeriiler feedback, sivi-elektrolit kaybini 6nlemek icin koruyucu bir

mekanizma olarak etkinlestirilir (Vallon, 2003).

2.3.2. Glomeriiler Etkiler

Glomeriil, nefronun kimyasal maddelerle temas eden ilk kismidir. Gentamisin,
filtrasyonu degistiren glomeriiler etkilere sahiptir. Ornegin; gentamisin mezanjiyal
kontraksiyona sebep olarak ultrafiltrasyon katsayisi ve glomeriiler filtrasyon hizinda
azalmaya yol acar. Mezanjiyal kasilmaya, trombosit aktive edici faktor (PAF)
salgilanmasi, renin-anjiyotensin sistem aktivasyonu, endotelin-1 ve tromboksan A2
gibi vazokonstriktor maddelerin tiretimi, CaSR'nin uyarilmasi ve reaktif oksijen
radikallerinin artis1 gibi birka¢ mekanizma aracilik eder (Friedlander vd., 1987;
Martinez-Salgado vd., 2007).
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Sekil 2.7. Gentamisinin glomertiler etkileri.

AP-1: Aktivator protein-1, CaSR: Kalsiyum algilayan protein, ET-1: Endotelin-1, GBM: Glomeriiler
bazal membran, GFB: Glomeriiler filtrasyon bariyeri, GFR: Glomeriiler filtrasyon orant, K¢:
Ultrafiltrasyon katsayisi, NO: Nitrik oksit, PAF: Trombosit aktive edici faktor, PGE2: Prostaglandin
E2, PLA2: Fosfolipaz A2, RAS: Renin-anjiyotensin sistem, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, TXAZ2:
Tromboksan A2
(Lopez-Novoa vd., 2011).

Gentamisin ayn1 zamanda Sekil 2.7.’de gosterildigi iizere mezanjiyal
hiicrelerin proliferasyonundaki artisla beraber bunu kompanse eden apoptozu da
uyarir. Mezanjiyal proliferasyona kalsiyuma bagli AP-1 aktivasyonu aracilik eder
(Martinez-Salgado vd., 2004). Serbest oksijen radikali (SOR) ve nitrik oksit (NO)
tiretimindeki artis mezanjiyal hiicre apoptozuna neden olur (Martinez-Salgado vd.,
2007).

Yiiksek dozlu tedaviler glomeriillerin hafif genislemesi gibi morfolojik
degisikliklere yol acgar. Negatif yliklerin notrlestirilmesi sebebiyle glomertiler
filtrasyon bariyerinin segiciligi kaybolur (Martinez-Salgado vd., 2007). Bu durum
reabsorbsiyonun azalmasina ve proteiniiriye yol acar (Rennke ve Venkatachalam,
1979).
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2.3.3. Vaskiiler Etkiler

Gentamisin, renal vaskiiler yatagin artan direncinin sonucu olarak bdbrek kan

akiminda bir azalmaya neden olur (Klotman ve Yarger, 1983).
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Sekil 2.8. Gentamisinin vaskiiler etkileri.

Ade: Adenozin, ANG-II: Anjiyotensin-Il, ET-1: Endotelin-1, GFR: Glomeriiler filtrasyon orani, K¢
Ultrafiltrasyon katsayisi, PAF: Trombosit aktive edici faktor, PGs: Prostaglandinler, ROS: Reaktif
oksijen tiirleri, TXA2: Tromboksan A2
(Lopez-Novoa vd., 2011).

Renal kan akiminin diisiik olmasi; glomertiler filtrasyon hizinin diismesine ve
ATP'nin azalmasina neden olarak tiibiil hiicrelerini, hiicre 6liimiine kars1 duyarl hale
getirir. Aminoglikozid tedavisi sonucu endotelin-1, anjiyotensin-11, tromboksan A2 ve
prostaglandinler gibi vazokonstriktorlerin tiretimi artar (Sekil 2.8.) Ayrica gentamisin
vazokonstriktor Uretimini uyarmanin yani sira vazodilatatdr prostaglandinlerin

sentezini de bloke eder (Papanikolaou vd., 1992).

2.3.4. Nefrotoksisitenin Patofizyolojisi

Aminoglikozid nefrotoksisitesi, bobrek yetmezliginin ana nedeninin tiibiiler

hasar ve tiibiiler disfonksiyon oldugu bir tiibiilopatidir. Tiibtiler disfonksiyon, sivi ve
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elektrolit kaybina yol agarak tiibiiloglomeriiler feedback yanitini olusturur. Boylece
renal kan akimi1 ve glomeriiler filtrasyon hizin1 azaltir (Sekil 2.9.) Fizyolojik kosullar
altinda filtrattaki sivi ve elektrolitlerin yaklasik %99'u tiibiil boyunca yeniden
emildiginden, tiibiiler reabsorbsiyondaki azalmayi telafi etmek icin glomeriiler
filtrasyon hizinda biiylik bir azalma saglanmali ve yasami tehdit eden sivi-elektrolit

kayb1 6nlenmelidir (Lopez-Novoa vd., 2011).
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Sekil 2.9. Gentamisinin tiibiiler, glomeriiler ve vaskiiler etkilerinin rolii.
PAF: Trombosit aktive edici faktor, RBF: Renal kan akimi, ROS: Reaktif oksijen tiirleri, TLRS: Toll
benzeri reseptor

(Lopez-Novoa vd., 2011).

Tiibiiler obstriiksiyon, tiibiiler hasarla birlikte giderek artar ve glomeriiler
filtrasyon hizinin azalmasini destekler. Mezanjiyal, vaskiiler ve tiibiiler hiicreler; SOR,
PAF, anjiyotensin-11 ve endotelin-I gibi kontraksiyon faktorleri iireterek renal kan
akimi ve filtrasyon katsayisini azaltan otokrin ve parakrin bir etki gdsterirler. Azalmis
glomeriiler filtrasyon hiz1 ve renal kan akimu, tiibiiler hasar1 siddetlendirmeye katkida
bulunabilir; ¢linkii tiibiiler hiicrelere gereken oksijen ve besin maddelerinin ulagsmasini

engeller ve oksidatif stresi kolaylastirirlar (Moran vd., 1992).

Oksidatif stresin, aminoglikozid nefrotoksisitesinde anahtar bir role sahip
oldugu ileri siiriilmiistiir (Abdel-Naim vd., 1999). Gentamisin proteinler, lipitler,

niikleik asitler dahil bir¢ok hiicresel molekiile zarar vererek hiicre fonksiyonunu bozan
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ve hiicre 6liimiine yol agan mitokondriyal SOR iiretimini dogrudan artirir. Mezanjiyal
ve vaskiiler kasilmaya katkida bulunup inflamasyona eslik eder. Ayni zamanda
gentamisin  nefrotoksisitesinin, deney hayvanlarinda ve insanlarda hiicre
infiltrasyonunu ve sitokin iiretimini arttirdigi, kilcal hiperpermeabilitenin bulundugu

inflamatuar yanit1 indiikledigi gosterilmistir (Ali, 2003).

2.3.5. Nefrotoksisite Risk Faktorleri

Yaslilik, daha 6nceden var olan bobrek hastaligi, hipovolemi, hipotansiyon,
hepatik disfonksiyon gibi durumlar hastalarda gentamisine bagli nefrotoksisite

olusumu riskini artirmaktadir (Wargo ve Edwards, 2014).

[lacin yiiksek dozu, ilacin dozlar arasindaki siirenin kisa olmast, ilacin ii¢ giin
ve daha uzun stire kullanimi da riski artiran faktdrlerdendir. Bunlardan farkli olarak
vankomisin, amfoterisin B, furosemid, klindamisin ve kontrast madde kullanimi
nefrotoksisitenin siddetini arttirir. Yine aminoglikozidlerin kullanildigi saatler de
onem tagir. Ornegin; yapilan bir ¢alismada 00:00 ile 07:30 saatleri arasinda
aminoglikozidlerin daha nefrotoksik oldugu bildirilmis ve bunun sebebi olarak da idrar

pH’sinin daha diisiikk olmasi gosterilmistir (Prins vd., 1997).

Nefrotoksik etki olusturmalar1 bakimindan aminoglikozidler farklilik gosterir
bu da aminoglikozid molekiiliindeki serbest amino gruplarinin sayisiyla baglantilidir.
Neomisin (6 amino grubu) bobrek korteksinde en yiiksek konsantrasyonda birikir.
Streptomisin (3 amino grubu) ise kortekste birikmediginden en az nefrotoksik etkili
olandir. Nefrotoksisite olusturma riskine gére aminoglikozidler neomisin > gentamisin
> tobramisin > amikasin > netilmisin > streptomisin olarak siralanabilir (Ozelsancak,

2016).

2.3.6. Aminoglikozidlerle iliskili Nefrotoksisiteyi Azaltma Yaklasimlar

Aminoglikozidlerle iliskili nefrotoksisiteyi hafifletmek i¢in ¢esitli yaklagimlar

ve tedaviler denenmistir.
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Toksisitenin siddeti, maruz kalinan toplam ilag miktariyla baglantilidir.
Toksikasyonlart 6nlemek i¢in doz ayarlamasi yapilmasi gerekmektedir (Brunton vd.,
2009; Kayaalp, 2018). Hayvan deneylerinde siirekli inflizyon yoluyla verildiklerinde
aralikli verilmeye oranla daha nefrotoksik olduklari gosterilmistir (Powell vd., 1983).
Aminoglikozidler, eskiden giinliik dozlarinin {ige boliinmesi suretiyle kullanilmistir.
Omegin; gentamisin her 8 saatte bir olarak 1.5-2 mg/kg dozunda kullanilmistir
(Drusano, 2004; Turnidge, 2003). Fakat giiniimiizde tek doz uygulama yaygindir
(Brunton vd., 2009; Kayaalp, 2018).

Klinik olarak, hastalarin dikkatli bir sekilde izlenmesi ve dozlama rejimlerinin
bireysellestirilmesi, aminoglikozidlerle iliskili nefrotoksisite insidansini bir dereceye
kadar azaltmistir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA), baslangig
noktasi olarak viicut agirligina gére aminoglikozid dozajin1 6nermektedir. Son on yilda
yapilan birgok ¢alisma, dip ve tepe diizeylerdeki degisikliklerin siirekli izlenmesinin,
nefrotoksisite olusumunu en aza indirip, basarili tedaviye rehberlik edebilecegini ileri
stirmektedir (Rougier vd., 2003; Vidal vd., 2007; Stankowicz vd., 2015). Ek
calismalar, dozlar arasindaki daha uzun araliklarin ve bireysellestirilmis dozlamanin

nefrotoksisite vakasini azaltabilecegini gostermistir (Bland vd., 2018).

Calismalarin ¢ogunda antioksidanlarin yararli etkileri degerlendirilmistir.
Antioksidanlar etkilerini dogrudan gentamisin sitotoksisitesinin hafifletilmesi,
mezanjiyal konstriksiyonun inhibe edilmesi ve antiinflamatuar etkilerle gosterirler
(Park vd., 2009). Genel kani, baglangigta bir savunma ve onarim mekanizmasi olarak
ortaya cikan inflamatuar yanitin, bobrek hasarinin ilerlemesine katkida bulundugu
yoniindedir. Bundan dolay1 gentamisinin neden oldugu bobrek hasarindan koruyan
stratejiler genellikle inflamatuar yaniti inhibe eder (Sue vd., 2009). SOR’un
inflamasyonun baglangicina ve sinyalizasyonuna katildig1 bilinmektedir (Cachofeiro
vd., 2008). Bu durum antioksidanlarin gentamisinin neden oldugu bobrek hasarini
hafifletmekte neden etkili oldugunu agiklayabilir. Bunu destekler sekilde, siiperoksit
anyon ve hidrojen peroksit gibi SOR, inflamatuar siirecin baslangicinda anahtar bir
role sahip olan niikleer faktér kB (NF-kB) ‘yi aktive eder. NF-«kB inhibitorleri ise
bobregi gentamisin kaynakli hasara kars1 korur (Tugcu vd., 2006).
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Kurkumin, kalsiyum, C vitamini gibi antioksidanlar aminoglikozidlerle birlikte
uygulanmis ve koruyucu etkiler sergilemislerdir. Angiotensin II reseptor blokeri
losartan, serum BUN ve kreatinin diizeylerini ve oksidatif stresi azaltarak renal tiibiiler
hasar1 onlemistir. Kalsiyum kanal blokérlerinin gentamisin nefrotoksisitesine karsi
koruyucu etkisi kalsiyum antagonistlerinin pre ve postglomerular damarlar iizerine

yaptiklar1 vazodilatator etkiye baglanmistir (Celebi vd., 2023).

Diger in vivo girisimler arasinda seftriakson, sefalosporinler, florokinonlar ve

isepamisin gibi diger antibiyotiklerin birlikte uygulanmasi yer alir (Ali, 2003).

Calismalar, aminoglikozidlerin aliminin doyurulabilir bir siire¢ oldugunu ve
biiyiik olasilikla tagima aracili bir siirecin sonucu oldugunu bulmustur (Nagai vd.,
2001). Ek olarak bu calismalar, aminoglikozidlerin megalin ve yakindan iligkili
kiibilin i¢in O6nemli bir baglanma affinitesi sergiledigini gostermistir. Bu teori,
aminoglikozid ile iligskili nefrotoksisite aragtirmalarinin ¢ogunun temelini

olusturmaktadir (Moestrup vd., 1995; Nagai ve Takano, 2004; Schmitz vd, 2002).

Megalin spesifik olmadigi i¢in bazi ksenobiyotikler, o6zellikle polar
ksenobiyotikler de ona baglanabilir. Aminoglikozidler ¢ok polar bilesiklerdir ve bu
nedenle kolaylikla megaline baglanirlar. Calismalar, megalin knockout siganlarda,
renal korteksteki amikasin birikiminin, vahsi tip siganlarda goriilenden 6nemli 6l¢iide
daha az oldugunu gostermektedir (Nagai vd., 2001). Ek olarak Nagai, gentamisin
uygulamasinin bilinen diger megalin ligandlarinin idrarla atilimini arttirdigini da
gostermistir. Bu durum megalinin bobrekte aminoglikozidlerin taginmast ve
birikmesinden bir sekilde 6nemli 6lgiide sorumlu oldugunu ortaya koymustur.
Aminoglikozidlerin bobrekte birikmesinin apoptotik ve nekrotik yollar tetikledigi
bilindiginden, megalinin aminoglikozidle iligkili nefrotoksisitede rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir.

2.4. BaizVitamininin Tanim ve Tarihgesi

Kobalamin olarak da isimlendirilen Bi. vitamini, suda eriyen ve sadece

mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen bir vitamindir (Robertson vd., 1993).
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Esasen farkli tiirevleri olan bir vitamin grubudur. B> vitamini, genellikle bitkiler ve
hayvanlar tarafindan sentezlenemez. Etki giicii yiiksek olan bu vitamin organizma i¢in
onemli bir besin maddesidir. Hematopoezde, sinir hiicrelerinin saghkli ¢alismasinda
ve DNA replikasyonunda 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Akis, 2012; Glingoren,
2008).

B vitamini ile ilgili ¢aligmalar, G. Minot ve W. Murphy'nin, fazla miktarda
karaciger tiiketiminin pernisiydz anemiyi tedavi edebilecegini kesfetmeleriyle
baslamistir. Bu calismalar1 sebebiyle 1934 yilinda Nobel 6diilii almislardir. B
vitamini ilk olarak 1947 yilinda Ingiltere’de Dr. E. Lester Smith tarafindan
karacigerden izole edilmis; 1948 yilinda kristal saf Bi, vitamini kesfedilmis ve
tanimlanmustir. B12 vitamininin bu kristal yapisini X 1s1n1 kristallografisi ile gosteren
Hodgkin'in ¢alismast da 1964 yilinda Nobel kimya o6diiliinii kazanmisgtir (Scott ve
Molloy, 2012).

Daha sonra Woodward ve Eschenmoser Bi2 vitaminini kimyasal bir yontemle
sentezlemislerdir. Ardindan aerobik Pseudomonas denitrificans ve anaerobik
Propionibacterium shermanii kullanilarak biyosentetik B vitamini tretilmistir. Bu
bakteriler Bi> vitamininin yiiksek verimli ireticileri olup Biz vitaminini tibbi
uygulamalar ve bilimsel arastirmalar igin erisilebilir hale getirmistir (Vijayaraghavan
ve Dunn, 1951). Ardindan, Bi» vitamininin ko-enzimatik islevi kesfedilmistir
(Banerjee ve Ragsdale, 2003; Hodgkin vd., 1956). Ayrica radyoaktif olarak isaretlenen
B12 vitamini kullanilarak Biz vitamininin ince bagirsagin son kismi olan ileumdan

absorbe edildigi bulunmustur (Alpers ve Russell-Jones, 2013).

2.4.1. Biz Vitamininin Kimyasal Yapisi

B12 vitamini, molekiil agirlig1 yaklagik 1355 Dalton olan bir makro molekiildiir.
Korrin halka, niikleotid grubu ve diizlemin ek grubundan meydana gelmektedir

(Hodgkin, 1965).
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R = 5 -deoxyadenosyl, Me, OH, CN

Sekil 2.10. By vitamininin kimyasal yapisi.
(Hodgkin vd., 1956).

Sekil 2.10.’da gosterildigi lizere korrin halka yapisi merkezinde kobalt

elementine bagli ve onun etrafini saran indirgenmis 4 pirol halkasindan olusmaktadir

(Krautler, 2005).

Niikleotid grubu ribozoma N-glikozidik bagi araciligiyla baglanmig bazik 5.6-
dimetilbenzimidazol bulunmaktadir. Bu siradan bir niikleotid grubu degildir. 5.6-
dimetilbenzimidazol riboniikleotid hem 3-fosfat yan zincirleri aracilifiyla pirol

halkasina hem de kobalt atomuna baglanmaktadir (Krautler, 2005).

Diizlemin ek (R) grubu Bi vitamininin 4 farkli gruba ayrilmasina neden
oldugu icin vitaminin adlandirilmasinda kullanilmaktadir. Tk grup siyaniir iceren
siyanokobalamin formudur. Ikincisi hidroksil bulunduran hidroksikobalamin
formudur. Bu grup insanda en ¢ok bulunan B1, vitamini formudur. Ugiincii grup ise
5'deoksiadenozil bulunduran adenozilkobalamin formudur. Dordiincii ve son grup ise
metil seklinde koenzim aktivitesine sahip metilkobalamin formudur. Bu gruplardan ilk
ikisi stabil olup ila¢ olarak kullanilirken digerleri dokularda aktif koenzim olarak

fonksiyon goriirler (Hodgkin, 1965).
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2.4.2. Bi2 Vitamininin Farmakokinetigi

B1. vitamini, diyetle alinan yiyeceklere bagl olarak bulunur. Emilimi aktif ve
pasif olmak iizere iki ayr1 mekanizma ile olur. Ince bagirsaklara suprafizyolojik
dozlarda (500 pg/giin) B12 vitamini ulastiginda jejenum ve ileumdan direkt olarak pasif
emilim gergeklesir. Oral alimin yaklasik %1 bu yolla absorbe edilmektedir. Aktif
mekanizma ise; kobalaminin besinlerden ayrilmasi, R proteinlerine baglanma, R
proteinlerinin pankreas enzimlerince sindirilmesi ve intrinsik faktore (IF) baglanma,
B1> vitamini-IF bilesiginin endositoz ile ince bagirsakta hiicre igine alinmasi,
Transkobalamin-II'ye bagli B1> vitamininin portal dolasimla ana depo bdlgesi olan
karacigere tasinmasi seklinde 5 basamakta gergeklesir (Fyfe vd., 2004; Rachmilewitz
vd., 1977).

Intrinsik faktor, transkobalamin-11 ve haptokorrin kobalaminin tasinmasinda
gorevli proteinlerdir. IF mide fundusunda mukozal pariyetal hiicrelerde sentez edilen,
1stya dayaniksiz ve alkali ortamda stabil olabilen bir glikoproteindir. IF'nin her 1 mg"
yaklasik 30 pgr kobalamini baglayabilmektedir (Tipton, 2016; Watanabe, 2007). Ince
bagirsak hiicrelerinden veya depolardan B1o vitaminini alip, dokulara tasiyan, glikolize
olmamus bir proteindir. TC-II; plazmada, beyin, omurilik sivisinda ve seminal sivilarda
bulunmaktadir (Watkins ve Rosenblatt, 2016). Transkobalamin-O, TClI,
transkobalamin-III, R baglayici protein ve kobalofilin olarak da isimlendirilir.
Haptokorrin, farkli derecelerde glikolize olmus bir proteindir. Plazmada
kobalaminlerin  %80-90'1 haptokorrine baglanmaktadir. Kobalamin baglayici
proteinler icerisinde kobalamine en yiiksek affinitiye sahip olan proteindir (Carmel,
2003).

B12 vitamininin ana emilim yolu aktif mekanizmadir. (Sekil 2.11.). Hayvansal
gidalarda proteinlere bagli olarak bulunan Biz vitamininin mideye ulagmasi ile
baslamaktadir (Chanarin ve Muir, 1978). Midede hidroklorik asit ve pepsin, proteine
bagli olan Bi» vitaminini proteinden ayirarak serbestlestirir. Serbest haldeki Bi»
vitamininin biiyiik bir kismi, tiikiiriik ve midenin pariyetal hiicrelerinden salgilanan R
proteinine baglanir, geriye kalan B2 vitamini ise IF'ye baglanir. Tiikiiriik, siit, mide
stvis1 ve safra gibi sekresyonlarda, fagositlerde ve plazmada bulunan R proteini ayn1

zamanda immiin sistem savunmasinda da rol oynamaktadir. B1> vitamini-R baglayici
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protein kompleksi duodenuma ulastiginda, duodenum alkali ortaminda pankreatik
enzimler (6zellikle tripsin) aracilifiyla R baglayici protein sindirime ugratilir ve
serbest kalan Bi» vitamini glikoprotein olan IF'ye baglanir (Nielsen vd., 2012;
Rothenberg vd., 1978). B12 vitamini-IF kompleksi proteolitik sindirime direnglidir. B2
vitamini-IF kompleksi ileumun distal 80 cm'lik kismina pargcalanmadan gelir. Distal
ileuma geldiginde ise bu kompleks mukoza epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
kiibilin ad1 verilen 460 kDa'luk spesifik reseptore baglanir. B12 vitamini-1F kompleksi
endositoz ile hiicre i¢ine alinir. Kobalamin bazal membrandan portal kan dolagimina

gecmekte ve TC-II proteinine baglanmaktadir (Kozyraki ve Cases, 2013).

Besin Pro‘telne Bagh By,
Haptokorrin (R Baglayc)
Haptokorrln 8.2
Intrinsik Faktsr (IF)

IF Reseptord Araciligiyla Emilim

Iintestinal
Bosluk
(lleum)

intestinal
Hicreler

i

Haptokorrin B,

TC Reseptoril AracihiQwyia
Emilllm
Metilmalonil-
Hicre Ado-B42z CoA-
mutaz

= Metit-
Metil - B, malonil-
CoA
St

Sekil 2.11. By, vitamininin taginmasi ve hiicresel emilimi.

I

:> Karaciger

IF: Intrinsik Faktor, HoloTC: Holotranskobalamin, OH-B,: Hidroksikobalamin, Metil-By,:
Metilkobalamin, MS: Metiyonin Sentaz, AdoCbl: Adenozilkobalamin
(Fyfe vd., 2004).

B1, vitamini-IF kompleksinin kiibilin reseptoriine baglanabilmesi igin Ca*?
iyonu ve 5.5-7.5 arasinda pH'nin olmasi gerekmektedir. B1> vitamini reseptozom adi
verilen asidik vezikiillerde [F- B1> vitamini kompleksinden ayrilarak TC-II'ye baglanir
(Lindemans vd., 1989). TCII- B2 vitamini kompleksi dolagima salinir. Bu kompleks

ozellikle karaciger, kemik iligi ve diger dokularin plazma membraninda bulunan TCII
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reseptorleri tarafindan hiicre ig¢ine alinir. Hiicre igine alinan TCII- Biz vitamini
kompleksi lizozomlarda pargalanarak Bio vitamini serbest hale gelir. TC-Il yeni
absorbe edilen Bi2 vitaminini baglayabilir fakat dolasimdaki Bi> vitamininin ¢ogu
haptokorrine baghdir (Hall vd., 1987). TC-II eksikliginde serum B2 vitamini diizeyleri
normal olmasma ragmen; plazmadan kemik iligine ve diger hiicrelere B, vitamini
girisinde yetersizlige sebep olabildigi icin megaloblastik anemiye neden olabilir.
Haptokorrinin yapim yeri ise lokositlerdir. Myeloproliferatif hastaliklarda graniilosit
tretimi arttig1 i¢in serum haptokorrin ve Biz vitamini diizeyleri artis gosterir

(Amagasaki vd., 1990; Torunn vd., 1998).

Giinliik besinlerle alinana esit oranda Bi, vitamini de viicuttan atilir. Atilim
karaciger ve bobreklerden olur. B12 vitamininin giinde 1.4-9 pg't karacigerden safraya
gecerek bagirsaklara salinir (Jacobsen ve Glushchenko, 2009). Safra iginde bagirsaga
atilan vitaminin enterohepatik siklusu nedeniyle biiyiik bir kismi geri alinir. Safradaki
B2 vitamininin diski ile atilim1 yaklagik 0.4 pg/giin'diir. B12 vitamininin enterohepatik
dolagimi IF'ye baghdir. IF yoklugunda Bi, vitamininin tamami fecesle atilir

(Seetharam ve Alpers, 1991).

2.4.3. Bai2 Vitamininin Organizmadaki Gorevleri

Metabolize olan B, vitamini; DNA sentezi, eritrosit tiretimi ve miyelin kilif
sentezi gibi bircok reaksiyonda folik asitle beraber gorev yapmaktadir (Zhang vd.,
2015). Metilkobalamin, metiyonin olusturmak iizere N-metil tetrahidrofolattan
homosisteine metil grubu aktarilmasinda gorev alir (Sekil 2.12.). Bu reaksiyon
aksayacak olursa folat mekanizmasi da etkilenir. B12 vitamini eksikligi olan kisilerde
DNA sentez bozukluklar1 ve megaloblastik degisiklikler goriilmesinin nedeni de bu

reaksiyonun aksamasidir (Francis vd., 2005).
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Sekil 2.12. Remetilasyon yolu ile metiyonin olusumu.
THF: Tetrahidrofolat, MS: Metiyonin sentaz, SAM: S-adenozilmetiyonin,
MTase: Metiltransferaz, SAH: S-adenozil homosistein, CBS: Sistatyon beta sentaz
(Watkins ve Rosenblatt, 2016).

Kobalamin eksikliginde goriilen norolojik komplikasyonlardan kismi olarak
homosisteinin metiyonine doniislimiiniin bozulmasi sorumludur. Bu reaksiyon sonucu
olusan metiyonin, miyelin sentezi i¢in gerekli olan kolin ve kolin igeren fosfolipidlerin
tiretimi i¢in gereklidir (Sekil 2.13.). Kobalamin eksikligi folat metabolizmasindan
bagimsiz olarak demiyelizasyona bagli sinir sistemi hasari ve norolojik bulgulara
neden olabilmektedir. Metiyonin eksikliginin sonucu olarak S-adenozilmetiyonin
acigi meydana gelir. S-adenozilmetiyonin, metil tetrahidrofolat rediiktaz
inhibitoriidiir. Tetrahidrofolat rediiktaz inhibe edilemediginden metil tetrahidrofolat
artis gosterir. Bu durum Bi, vitamini eksikliginde olusan ndropatileri agiklamak icin

One siiriilen hipotezlerden biridir (Ede ve Ayaz, 2016; Fowler vd., 2013).
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Sekil 2.13. B2 vitamini, folat ve DNA sentezi iliskisi.
(Sonmezigik, 2009).

B12 vitamininin adenozilkobalamin formu, metilmalonil KoA'nin siiksinil

KoA'ya doniisiimiinde kofaktor olarak gorev yapar (Sekil 2.14.).

PROPIYONIL KoA

(03) DIYETLE ALINAN B12
)
METILMALONIL KoA TCIl-Chl

+ . I

Cbl(+3) HOMOSISTEIN
METILMALONIL KoA
MUTAZ METIVONIN

AdoCbl MeCb! ] ki

SUKSINIL KoA METIYONIN

Sekil 2.14. Metiyonin sentaz reaksiyonu ve siiksinil KoA olusumu.
KoA: Koenzim A, TC-I1I: Transkobalamin-I1, Cbl: Kobalamin,
AdoCbl: Adenozilkobalamin, MeCbl: Metilkobalamin
(Giingoren, 2008).
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Bakteri ve memeli sistemlerinde adenozilkobalamine bagimli tek enzim
metilmalonil KoA mutazdir. Adenozilkobalamin bagimli metilmalonil KoA
mitokondriyal matrikste bulunur. Bu kofaktoriin yoklugunda metilmalonil KoA ve
prekiirsorii olan propiyonil KoA'nin dokudaki diizeyleri belirgin olarak artar. Biriken
yag asitleri hiicre yapisina girerek, 6zellikle sinir sisteminde miyelin bozulmasina
sebep olur ve norolojik bulgulara yol acar (Bailey vd., 2011). Deney hayvanlarinin
NO’ya maruz birakilmasi ile olusturulan kobalamin ndropati c¢alismalari,
metilkobalamine bagli metiyonin sentez reaksiyonunun ndropati olusumunda daha

onemli oldugunu gostermistir (Allen vd., 1993; Fowler vd., 2013).

2.4.4. B2 Vitamini Kaynaklar

B12 vitamini insanda ince bagirsak ve kalin bagirsakta bulunan bakteriler
tarafindan az miktarda sentezlenmektedir. Bununla birlikte, bagirsak florasinin
degisikligi ve sentezlenen vitaminin absorpsiyonunun az olmasi nedeniyle viicudun
ihtiyaci olan Bi, vitamini karsilanamamaktadir. Insanlar igin Bz vitamininin
kaynaklari et, siit liriinleri, bazi deniz iiriinleri ve yumurta gibi diyetsel alima bagli olan
hayvansal gidalardir (Stabler ve Allen, 2004). Tablo 2.1°’de bazi besinlere ait Biz
vitamini icerikleri gosterilmektedir. Hayvanlarda ise at, kedi, kdpek gibi monogastrik
hayvanlarin disaridan almasi gerekmekte olup, gevis getirenlerde buna gerek yoktur.
Ciinkii kobalt varliginda rumende bulunan Selemonas, Peptostreptococcus ve
Butyrivibrio grubu bakteriler bu vitamini sentezleyebilir. Fermente iiriinler veya
bakteriyel kontaminasyon hari¢ bitkisel kaynakli gidalar normalde Biz vitamini
icermezler. Bununla beraber, baklagillerde bitki kokiinde bulunan ve simbiyotik olarak
yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenerek tanelerde depolandigi da

bildirilmektedir (Dommisse, 1991; Payinda ve Hansen, 2000).

B12 vitamini besinlerde birka¢ formda bulunmaktadir. Et ve balik ¢cogunlukla
adenozilkobalamin ve hidroksikobalamin ihtiva ederken, siit iirlinlerinde bunlarin yanm
sira metilkobalamin de bulunur. Yumurta beyazi, peynir ve haslanmis mezgit
baliginda kiigiik miktarlarda siyanokobalamin bulunur. Diyetle alinan B12 vitamininin
biyoyararlaniminin %350 oldugu ifade edilmektedir (Hoey vd., 2009; Sobczynska-
Malefora vd., 2014).
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Tablo 2.1. Bazi besinlerin B1» vitamini igerikleri.

Besinler (100 g) B12 vitamini icerigi (mcg)

USDA TiirKomp
Dana karacigeri 59.3 133.5
Koyun eti 2.31 2.62
Yumurta 0.89 0.69
Yogurt, tam yagh 0.37 0.42
Inek siitii, tam yagh 0.45 0.48
Istavrit 9.43 7.39
Alabahk 4.3 4.01

USDA: Amerikan Tarim Bakanhgi, TURKOMP: Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabam

Bu calismada gentamisinin neden oldugu nefrotoksisite iizerine Bio
vitamininin olas1 nefroprotektif etkisi arastirildi. Bu amagla bobrek dokusunda hasar1
belirlemek igin MDA diizeyleri, antioksidan (SOD) ve proinflamatuar belirtegler
(TNF-a, IL-6, IL-1pB) olgtilmistiir. Ek olarak, bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek
i¢in sicanlarin kanindaki tire ve kreatinin degerleri, aminoglikozidlerin etkisinde rolii
oldugu diisiliniilen kalsiyum diizeyleri ve bobrek hasari belirtegleri olan NGAL ve
KIM-1 seviyeleri analiz edildi. Bobrekteki histopatolojik degisiklikler transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) ile degerlendirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Deney Hayvam

Calismamizda deney hayvani olarak Balikesir Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (BAUN-DEHAM) alman 10-
12 haftalik, 280-420 gr. agirhiklarinda 42 adet Wistar Albino cinsi erkek sican
kullanildi. Siganlar standart 151k (12 saat aydinlik/12 saat karanlik), 1s1 (22 + °C) ve
kafeslerde ad libitum besleme (pellet yem ve igme suyu) yapilarak barindirildi.
Deneylere baglamadan Once siganlarmm yedi giin siireyle ortama ve uygulamayi
yapacak kisilere adaptasyonu saglandi. Calismamiz, Balikesir Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunda (BAUN-HADYEK) degerlendirilerek 24.02.2022
tarih ve 2022/1-13 sayili karar ile onaylandi.

3.1.2. ilaglar

Gentamisin (GENTA ampul, Menarini ilag, Tiirkiye) 100 mg/kg/giin, B2
vitamini (Vitamin B, V6629, Sigma) 3 ug/kg/giin olacak sekilde serum fizyolojik
igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi ve intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

3.2.  Yontem

3.2.1. Deney Gruplari ve Uygulama Protokolii

Hayvanlar tartilip grup agirlik ortalamalar1 birbirlerine yakin olacak sekilde

randomize olarak alt1 gruba ayrilmis olup, uygulama prosediirii Tablo 3.1.°de

gosterilmistir. (n=7) Her bir sigan, ¢alisma boyunca giinliik olarak tartilmis ve
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agirliklarina uygun dozlarda ilag uygulamasi yapilmstir.

Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve ilag uygulama prosediirti.

Ila¢c Uygulama Prosediirii (i.p.)

Gruplar n I. Hafta Il. Hafta

Kontrol Grubu 7 0.1 ml/kg SF 0.1 ml/kg SF
Gentamisin Grubu 7 0.1 ml/kg SF 100 mg/kg gentamisin
B1 Grubu 7 0.1 ml/kg SF 3 ug/kg Vit Bi,

B2 Grubu 7 3 pg/kg Vit Br 3 ng/kg Vit By

Es Zamanh Tedavi Grubu 7 0.1 ml/kg SF 100 mg/kg gentamisin +
(ET) 3 ng/kg Vit Bz

On Tedavi Grubu (OT) 7 3 ug/kg Vit Biz 100 mg/kg gentamisin +

3 ng/kg Vit Bi,

Kontrol grubuna tiim c¢alisma siiresi boyunca 0,1 ml/kg serum fizyolojik
uygulandi. Gentamisinin ve Bz vitamininin dozu onceki ¢alismalara dayanilarak
belirlendi (Luo vd., 2014; Oztiirk vd., 2021). Gentamisin grubu si¢anlara yedi giin
boyunca intraperitoneal olarak gentamisin tedavisi uygulandi. B1 grubuna bir hafta
boyunca Biz vitamini ve B2 grubuna iki hafta boyunca B2 vitamini uygulandi.
Eszamanl tedavi grubu bir hafta boyunca hem gentamisin hem de Bi2 vitamini
kombinasyonu aldi. On tedavi grubunda, bir hafta boyunca yalnizca Bi2 vitamini
uyguland1 ve ardindan yedi giin boyunca gentamisin ve Bio vitamini birlikte

uygulandi.

3.3.  Biyokimyasal Analizler

Tim deney gruplarindan, uygulamalarin bitiminden 24 saat sonra
ketamin/ksilazin anestezisi (90/10 mg/kg, i.p.) altinda kan (kalpten) ve bobrek
ornekleri (sol ve sag bobrek) alindi. Kan 6rnekleri +4°C, 3500 rpm ve 15 dakika

stireyle santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum 6rnekleri analiz edilinceye kadar -
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80°C saklandi. Serum orneklerinde, Balikesir Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda bulunan; Beckmann Coulter AU680

otoanalizori kullanilarak serum iire, Kreatinin ve kalsiyum (Ca) diizeyleri analiz edildi.

Sol bobrek orneklerine biyokimyasal analizler i¢in homojenizasyon islemi
uyguland: (Spector vd., 1982). Hemolize kan analiz sonuglarina etki edebileceginden
dokular oncelikle PBS tampon ile (0.01M, pH=7.4) yikanarak artik kan uzaklastirildu.
Dokularin aktivite kaybinin engellenmesi amaciyla homojenizasyon islemi siiresince
buz tizerinde ¢alisildi. Dokular yaklasik olarak 200 mg agirhiginda kiiciik pargalara
ayrilarak igerisinde buz bulunan tagima kaplarina yerlestirildi ve numaralandirilmis
cam tiiplere konuldu. Cam tiiplerin her birine sirasiyla 1 ml Tris-HCI tamponu
eklenerek homojenizatorle (Scientific Indusries, Digital Distruptor Genie, USA) 1600
devir/dakika hizda 2 dakika siireyle homojenize edildi. Bu islem sonrasi 1 ml daha
Tris-HCI tamponu eklenerek 1 dakika siireyle tekrar homojenizasyon saglandi.
Homojenizasyon islemi sonrasi biitiin tiipler +4 °C, 5000xg’de 5 dakika siireyle
santriflij edildi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak
biyokimyasal parametrelerin 6l¢iimii i¢in kullanildi. Biyokimsayal parametreler ticari
kitler (FineTest, Rat Kidney Injury Molecule-1 ELISA Kit, China), (FineTest, Rat
Neutrophil ~ Gelatinase-Associated Lipocalin, China), (FineTest, Superoxide
Dismutase ELISA Kit, China), (BTLAB, Rat Interleukin 6 ELISA Kit, China),
(BTLAB, Rat Interleukin 1B ELISA Kit, China), (BTLAB, Rat Tumor Necrosis Factor
Alpha ELISA Kit, China), (CAYMAN, Malondialdehyde Colorimetric Assay Kit,
USA) kullanilarak ELISA okuyucuda (Heales Elisa Reader, Mb-508) analiz edildi.

KIM-1, NGAL ve SOD parametreleri analizi igin tiim reaktifler, standart
¢ozeltiler, dilisyonlar ve numuneler kit talimatlarina gére hazirlandi. Mikroplatedeki
her bir kuyucuga 100 pl numune eklendikten sonra 37 °C’de 90 dakika boyunca etiivde
inkiibe edildi. Sonrasinda mikroplate iki kez yikandi. Her bir kuyucuga 100 pl biyotin
soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 60 dakika boyunca etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon
isleminden sonra mikroplate 3 kez yikandi. Her bir kuyucuga 100 ul SABC calisma
soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 30 dakika boyunca etiivde inkiibe edildi. Son olarak
mikroplate 5 kez yikandi ve 90 pul TMB substrat ¢ozeltisi eklenerek 37 °C’de 10 dakika
inkiibe edildi. 50 pl durdurma c¢ozeltisi eklendikten sonra 450 nm’de okunarak

hesaplanda.
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Pro-inflamatuar belirtegler (IL-6, IL-1B ve TNF-a) icin kitlerde bulunan
cozeltiler ve reaktifler prosediire gore hazirlandi. Standart kuyucuguna 50 ul standart
eklendi. Ornek kuyucuklara 40 pl &rnek eklendikten sonra 10 pl antikor koyuldu.
Ardindan 6rnek kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP
eklendi. Plaka kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden
sonra plaka yikama tamponuyla 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga 50 pl substrat A ve
B ¢ozeltileri eklendi ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak her bir kuyucuga
50 pul durdurma soliisyonu eklenerek 10 dakika icinde 450 nm’de okunarak hesaplandi.

MDA diizeylerinin analizi i¢in 1.5 ml santrifiij tiiplerine 100 pl numune
eklendi. Her tiipe 100 pl SDS ¢ozeltisi eklenerek karistirildi. Ardindan 800 pl reaktif
eklenerek tiipler sikica kapatildi ve kuru banyoda 95 °C’ de 1 saat bekletildi.
Reaksiyonu durdurmak i¢in tiipler ¢ikarilarak buz banyosuna yerlestirildi ve 5 dakika
boyunca buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda santrifiij tiipleri oda sicakliginda 1600 x
g’de 10 dakika santrifiijlendi. Her tiipten 200 pl’yi kolorimetrik analiz i¢in seffaf
plakaya aktarildi. Son olarak 530-540 nm’de okunarak hesaplandi.

3.4.  Transmisyon Elektron Mikroskobisi

Sag bobrek dokularindan medulla ve korteks kisimlarini birlikte kapsayacak 5
mm x 1 mm boyutlarinda 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler miimkiin oldugunca hava ile
temastan kaginilarak i¢erisinde 3 birim Glutaraldehit: 20 birim PBS bulunan eppendorf
tiplerde 24 saat +4 °C’de fiksasyona tabi tutulmustur. Fiksasyon siiresi
tamamlandiginda dokular steril mikrosantrifiij tiipleri igerisine alinip en az ii¢ kez PBS
tamponla 15 dk siireyle yikanmistir. Daha sonra PBS ile hazirlanmis %1°lik osmiyum
tetraoksit ile 2 saat oda 1sisinda rotatorda (TedPella, ABD) karistirilarak son
fiksasyonu yapilmistir. Bu islem sonrasi tekrar 3 kez 15 dakika PBS soliisyonu ile
yikanmistir. Ardindan yiikselen alkol serilerinde dehidrasyon islemi tamamlanmistir.
Seffaflagtirma islemi i¢in 2 kez 30 dakika propilen oksitte bekletilmistir. Sonrasinda
esit miktarda karistirilmis propilen oksit ve resin CY212 soliisyonunda 2 saat boyunca
rotatorda karigtirllmig ve ardindan saf resin CY212 igerisine alinarak 1 gece rotatorda
karistirilmaya birakilmistir. Ertesi glin gomme iglemi yapilmis ve polimerizasyon (60

°C’de 48 saat) islemi uygulanmistir. Ultramikrotom (Leica, EM UC7, Leica Co,
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Austria) ile elektron mikroskobik inceleme i¢in 60 nm kalinliginda kesitler alinarak
metanol igerisinde hazirlanmis %5’°lik uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanmistir
(Kocman vd., 2020) Boyanan kesitler transmisyon elektron mikroskop (HITACHI,
HT7800, Japan) ile incelenerck 100 kV’de fotograflari ¢ekilmistir.

3.5. Istatistiksel Yontem

Elde edilen verilerin analizi igin Prism 9.0 yazilimi1 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, ABD) kullanilmis olup sonuglar = SEM olarak ifade edildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey testi ile analiz edildi.
Analiz sonuglar1 0.05’ten kiiclik p degerleri icin istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Calisgmanin etki biiyiikligi 0.75 olup testin giicii G¥Power programiyla 0.95
olarak ol¢iilmiistiir (Faul vd., 2009).
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4. BULGULAR

Deney gruplarindaki siganlar giinliik olarak takip edilmis ve nefrotoksisite
modeli uygulanan hayvanlarda 4. giinden itibaren altliklarinda daha sik i1slanma,
kirlilik, kambur durus, huzursuzluk, kasinti, ishal ve kilo kayb1 nefrotoksisite bulgulari

olarak kabul edilmistir.

4.1.  Viicut Agirhk Degisimi (%)

Viicut agirhik degisimleri (%) gruplar arasi karsilastirilmasinda gentamisin
(305.3£10.91) ve ET (311.6+27.91) gruplarinda kontrol grubuna (379.7+£10.49) gore
istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlenmistir [F (2.21) = 8.870, p=0.01]. Ek olarak
OT grubunda (323.6+5.40) gentamisin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig
tespit edilmistir [F (2. 21) = 10.44, p=0.001] (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Deney gruplart agirlik degisimleri (%) karsilastirmasi.

Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.
a: Kontrol grubuna gore, B: gentamisin grubuna gore anlamlilig1

gostermektedir. (n=7, p<0.05; aa, BB: p <0.01)
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Deney gruplarinin son tartim agirlik ortalamalart Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Deney gruplarina ait son tartim agirlik ortalamalar1 (Ortalama+SEM)

Gruplar Agirhik Ortalamalari
Kontrol 379.7+£10.49
Bl 354.3+8.41
B2 337.6+£20.22
Gentamisin 305.3£10.91
ET 311.6+27.91
oT 323.6+5.40

4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Ure

Sekil 4.2.°deki grafik analiz sonuclarina gore gentamisin (166.7+18.85)
uygulamasi tlire degerlerinde kontrol grubuna (47.71£1.04) gore istatistiksel olarak
anlamli bir artig olusturmustur. B12 vitamini, gentamisin ile ayn1 anda uygulandiginda
(204.9422.47) da kontrole gore anlamli artis devam etmistir. Bz vitamini
gentamisinden Once uygulanmaya basladiginda (62.57+4.23), gentamisine bagh
olarak artan {ire diizeylerini anlamli olarak geri dondiirmiistiir [F (5.36) = 34.34,
p <0.0001]. Her iki B12 vitamini grubunda da tek basina B1> vitamini uygulamast iire

degerlerinde kontrole gore degisiklik olusturmamustir.
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Sekil 4.2. Deney gruplar1 serum iire diizeylerinin karsilastirmasi.

Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.
a: Kontrol grubuna gore, B: gentamisin grubuna gore, y: ET grubuna gore anlamliligi gostermektedir.

(n=7, p<0.05)
Deney gruplarinin serum fire diizeyleri ortalamasi Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Gruplara ait serum {ire diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Serum Ure Diizeyleri (mg/dL)
Kontrol 47.71£1.04
Bl 43.57+4.82
B2 43.00=0.78
Gentamisin 166.7+18.85
ET 204.9+£22.47
oT 62.57+4.23

4.2.2. Kreatinin

Sekil 4.3.’deki grafik analiz sonuglarina gore kontrol grubu (0.36+0.01) ile
Gentamisin (1.58+0.11) ve ET (1.79+0.48) gruplar1 kiyaslandiginda serum kreatinin
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. OT grubunda
(0.57+0.03) 1se kreatinin seviyelerinin gentamisin ve ET grubuna gore anlamli olarak

azaldig1 goriilmistiir [F (5.36) = 8.012, p <0.0007].
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Sekil 4.3. Deney gruplart serum kreatinin diizeylerinin karsilagtirmasi.
Degerler ortalamaz+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore, y: ET grubuna goére anlamlilig1 gostermektedir. (n=7, p<0.05)

Deney gruplarmin serum kreatinin diizeyleri ortalamasi Tablo 4.3.’de

verilmistir.

Tablo 4.3. Gruplara ait serum kreatinin diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Serum Kreatinin Diizeyleri (mg/dL)
Kontrol 0.36+0.01
Bl 0.27+0.03
B2 0.29+0.01
Gentamisin 1.58+0.11
ET 1.79+0.48
oT 0.57+0.03

4.2.3. Kalsiyum

Sekil 4.4.°deki grafik analiz sonuglarina gbre en yiiksek serum kalsiyum
diizeyine sahip ET grubu (11.26+0.35), en diisiik serum kalsiyum diizeyine sahip B1
grubu (9.15+0.69) olarak gozlemlenmektedir. Deney gruplari arasinda istatistiksel
olarak bir anlamlilik bulunmamastir. [F (3.24) = 2.291, p=0.1038].
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Sekil 4.4. Deney gruplar1 serum Ca diizeylerinin karsilastirmasi.

Degerler ortalamaz+standart hata (SEM) olarak verilmistir. (n=7, p<0.05)

Deney gruplarimin serum kalsiyum diizeyleri ortalamasi Tablo 4.4.’de

verilmistir.

Tablo 4.4. Gruplara ait serum kalsiyum diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Serum Kalsiyum Diizeyleri (%)
Kontrol 10.33+0.14
Bl 9.15+0.69
B2 10.46+0.12
Gentamisin 10.37+0.19
ET 11.26+0.35
oT 10.30+0.44

4.2.4. Malondialdehit (MDA)

Gentamisin grubunda (4.59+0.43) kontrol grubuna (3.03+0.45) gore bobrek
dokusu MDA diizeylerinin anlamli oranda arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.5.). Bi2
vitamini uygulamalariyla ET (3.09+0.30) ve OT (2.83+0.28) gruplar1 birlikte MDA
diizeylerinde gentamisine bagl artigin geriledigi ve bunun istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir [F (2.18) = 7.615, p=0040]. Kontrol grubu ile B1 ve B2

gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
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Sekil 4.5. Deney gruplar1 bobrek MDA diizeylerinin karsilagtirmast.
Degerler ortalamaz+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore, B: gentamisin grubuna gore anlamlilif1 gostermektedir. (n=7, p<0.05)

Deney gruplarinin bobrek dokusu MDA diizeyleri ortalamasi Tablo 4.5.’de

verilmistir.

Tablo 4.5. Gruplara ait bobrek dokusu MDA diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Biobrek Dokusu MDA Diizeyleri (hnmol/mL)
Kontrol 3.03+0.45
Bl 2.05+0.18
B2 2.46+0.20
Gentamisin 4.59+0.43
ET 3.09+0.30
OT 2.83+0.28

4.2.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Gentamisin grubunun (29.73£1.97) en diisiik bobrek dokusu SOD diizeyine
sahip oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 4.6.). Kontrol grubu (56.18+5.38) ile
gentamisin grubu karsilastirildiginda, gentamisin grubunda goriilen azalmanin

istatistiksel yonden anlamli oldugu saptanmustir. OT grubunda (50.70+4.76) ise Bi2
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vitamini uygulamasi gentamisine bagl azalan SOD diizeylerini istatistiksel agidan

anlamli olarak artirmistir [F (3.24) = 6.221, p =0028].
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Sekil 4.6. Deney gruplar1 bobrek SOD diizeylerinin karsilastirmasi.

Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore, B: gentamisin grubuna gore anlamlilig1 géstermektedir. (n=7, p<0.05)

Deney gruplarinin bobrek dokusu SOD diizeyleri ortalamasi Tablo 4.6.’da

verilmigtir.

Tablo 4.6. Gruplara ait bobrek dokusu SOD diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Bibrek Dokusu SOD Diizeyleri (ng/mL)
Kontrol 56.18+5.38
Bl 53.03+4.02
B2 78.50+12.29
Gentamisin 29.73+1.97
ET 37.68+6.16
OT 50.70+4.76
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4.2.6. Tiimor Nekroz Faktor-a (TNF- a)

Sekil 4.7.’deki grafik analiz sonucglarina gore kontrol grubuyla (22.64+0.46)
gentamisin grubu (34.78+0.92) karsilastirildiginda bobrek dokusu TNF-a diizeyinin,
gentamisin grubunda anlamli derecede arttigi gozlemlenmistir. Bio vitamini
uygulamasi, ET grubunda (31.39+2.26) gentamisine bagli artis1 dnleyememistir. OT
grubunda (23.85+0.35) ise TNF-a diizeyleri B12 vitamini uygulamasi ile istatistiksel
acidan anlamli olarak geri dondiiriilmiistiir [F (3.24) = 21.85, p <0.0001].
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Sekil 4.7. Deney gruplart bobrek TNF-a diizeylerinin karsilagtirmast.

Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.
a: Kontrol grubuna gore, B: gentamisin grubuna gore, y: ET grubuna gére anlamlilig1 gostermektedir.

(n=7, p<0.05)

Deney gruplarinin bébrek dokusu TNF-a diizeyleri ortalamasi1 Tablo 4.7.’de

verilmistir.
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Tablo 4.7. Gruplara ait bobrek dokusu TNF-a diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Bobrek Dokusu TNF-a Diizeyleri (ng/L)
Kontrol 22.64+0.46
Bl 15.90+0.88
B2 30.86+1.21
Gentamisin 34.78+0.92
ET 31.394+2.26
oT 23.85+0.35

4.2.7. interkokin-6 (IL-6)

Sekil 4.8.’deki grafik analiz sonuclarina gore en yiiksek IL-6 diizeyinin
gentamisin grubunda (2.84+0.09) oldugu gozlemlenmistir. Gentamisin grubuyla
kontrol grubu (1.39+0.07) arasinda IL-6 diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak fark
tespit edilmistir. Tek basina Vitamin B2 uygulanan gruplarda IL-6 diizeyleri kontrol
grubuna gore fark gostermezken, Bi2 vitamini uygulamast hem ET (1.50+0.07) hem
OT grubunda (1.50+0.05) gentamisine bagli artis1 &nlemistir [F (3.24) = 85.82,
p <0.0001].
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Sekil 4.8. Deney gruplar1 bobrek IL-6 diizeylerinin karsilagtirmasi.
Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore, B:Gentamisin grubuna gore anlamlilig1 géstermektedir. (n=7, p<0.05)
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Deney gruplarmin bobrek dokusu IL-6 diizeyleri ortalamasi Tablo 4.8.’de

verilmigtir.

Tablo 4.8. Gruplara ait bobrek dokusu IL-6 diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Bobrek Dokusu IL-6 Diizeyleri (ng/L)
Kontrol 1.39+0.07
Bl 1.49+0.13
B2 1.43+0.10
Gentamisin 2.84+0.09
ET 1.50+0.07
oT 1.50+0.05

4.2.8. Interlokin-1p (IL-1p)

Gentamisin uygulamasi (1.3940.12) IL-1p diizeylerini kontrol grubuna
(0.95%0.06) gore anlamhi diizeyde arttirmistir [F (3.24) = 4.990, p=0.0079]. ET
grubunda (1.44+0.11) Bi» vitamini uygulamasi gentamisine bagl artis
onleyememistir. OT grubunda (1.11£0.10) ise B12 vitamini uygulamasi gentamisine

bagl artis1 azaltmakla birlikte anlamli bir diigme gdsterememistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Deney gruplar1 bobrek IL-1B diizeylerinin karsilastirmasi.
Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir. (n=7, p<0.05)
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Deney gruplarinin bobrek dokusu IL-1f diizeyleri ortalamasi Tablo 4.9.’da

verilmigtir.

Tablo 4.9. Gruplara ait bobrek dokusu IL-1 diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Bobrek Dokusu IL-1p Diizeyleri (ng/L)
Kontrol 0.95+0.06
Bl 0.91+0.13
B2 1.20+0.08
Gentamisin 1.39+0.12
ET 1.44+0.11
oT 1.11£0.10

4.2.9. Bobrek Hasar Molekiilii-1 (KIM-1)

Sekil 4.10.’daki grafik analiz sonuglarina goére gentamisin grubunda
(2271+77.34) ET (2148+92.70) ve OT gruplarinda (2103+113.2) kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir. ET ve OT gruplarinda da Bi2
vitamini uygulamasi gentamisine bagl artis1 6nleyememistir; bu gruplarda da kontrol
grubuna (1536+87.31) gore istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilmistir. [F
(3.24) = 12.21, p<0.0001]. Her iki B1> vitamini grubunda da tek basina B1o vitamini

uygulamasi KIM-1 degerlerinde kontrole gore degisiklik olusturmamastir.
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Sekil 4.10. Deney gruplar1 bobrek KIM-1 diizeylerinin karsilastirmasi.
Degerler ortalamaz+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir. (n=7, p<0.05)

Deney gruplarimin bobrek dokusu KIM-1 diizeyleri ortalamasi1 Tablo 4.10.’da

verilmistir.

Tablo 4.10. Gruplara ait bobrek dokusu KIM-1 diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Bobrek Dokusu KIM-1 Diizeyleri (ng/mL)
Kontrol 1536+87.31
B1 1718+86.49
B2 1697+84.40
Gentamisin 2271+77.34
ET 2148+92.70
oT 2103+113.2

4.2.10. Nétrofil Jelatinaz Iliskili Lipokalin (NGAL)

Sekil 4.11.’deki grafik analiz sonuglarina gore kontrol grubuyla (2.86+0.22)
gentamisin grubu (4.73+0.20) karsilastirildiginda bobrek NGAL diizeylerinde kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir. Gentamisin grubuyla ET
(2.72£0.49) ve OT (2.73£0.22) gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak fark

saptanmigtir. Gentamisinle beraber ve gentamisin uygulamasindan dnce baslanarak
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uygulanan Bi, vitamini gruplarinda bobrek NGAL diizeylerinin gentamisin grubuna
gore anlamli olarak azaldigi ve kontrole degerlerine yaklastigi goriilmiistiir [F (3.24)

=10.15, p=0.0002].
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Sekil 4.11. Deney gruplar1 bobrek NGAL diizeylerinin karsilastirmasi.

Degerler ortalama+standart hata (SEM) olarak verilmistir.

a: Kontrol grubuna gore, B:Gentamisin grubuna gore anlamliligi gostermektedir. (n=7, p<0.05)

Deney gruplarimin bobrek dokusu NGAL diizeyleri ortalamasi Tablo 4.11.’da

verilmigtir.

Tablo 4.11. Gruplara ait bobrek dokusu NGAL diizeyleri (Ortalama+SEM)

Gruplar Biobrek Dokusu NGAL Diizeyleri (ng/mL)
Kontrol 2.86+0.22
Bl 3.284+0.59
B2 3.70+0.66
Gentamisin 4.73+0.20
ET 2.72+0.49
oT 2.73+0.22
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4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu 6rneklerinin elektron mikroskobik bulgularina gére herhangi bir
patolojik bulguya rastlanilmamigstir. Sitoplazmalarinda bol miktarda mitokondri ve
lizozom yer almaktadir. Cekirdek diizenli ve homojen goriiniimliidiir. Bol miktarda
diizenli goriinimde mitokondri bulunmakta olup diizenli zar ve krista yapilari acik¢a
goriilebilmektedir. Renal tiibiillerde biitiinliik olup bazal lamina yapisi1 diizenlidir.

Renal tiibiillerdeki mikrovillus yapilart diizenli, bol, ince ve paraleldir (Sekil 4.12)

e 2 T Yy ot O B

Sekil 4.12. Kontrol grubu siganlarin bobrek elektron mikroskobu goriintiileri.
C: Cekirdek, M: Mitokondri, Podositler:( mmp), Bazal Zar (==—pp)

Gentamisin uygulanan gruplarda ¢ekirdek zar1 hasarlar1 (¢ekirdek zarinda ige
dogru kivrilmalar, ¢ekirdek zarinda kiiciilme ve heterokromatik goriiniim),
mitokondrilerde sekil bozukluklari, zar ve krista hasarlari, bazal laminada bozulmalar
ve mikrotiibiil yapilarinda diizensizlikler, otofajik kofullar, stoplazmik debrizler ve
koful olusumlar1 goriilmektedir. Ek olarak elektronca yogun goriiniim, myeloid

yapilar, mikrovilluslarda azalma ve diizensizlik bulunmaktadir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Gentamisin grubu siganlarin bobrek elektron mikroskobu goriintiileri.

M: Mitokondrilerde sisme, C: Cekirdek zarinda ice dogru kivrilmalar ve heterokromatik gériinim
V: Hiicrelerde vakuolizasyon, MV: Mikrovillus yapilarindaki azalma K: Koful olusumu

BZ: Bazal zardaki bozulmalar

B1 grubu elektron mikroskobik bulgularinda kontrol grubuna kiyasla
cekirdekte kismen hasarlar gozlemlenmistir. Cekirdek heterokromatin yapidadir ve dis
zarda girinti-gikintilar artmistir. Diger yandan nispeten daha diizenli ¢ekirdek yapisi
gozlemlenmektedir. Cekirdekler genel olarak sagliklidir. Mitokondri goriiniimleri de
genel olarak kontrol grubuna benzerlik gostermekte olup zar ve krista yapilarinin
diizenli oldugu goriilmektedir. Ayrica mikrotiibiil yapilar diizenli olup kontrol grubu
ile benzerlik gostermektedir. Genel olarak mitokondri sayisinda artis olmakla beraber
genel yapi biitiinliik i¢cindedir. Ek olarak az sayida koful ve otofajik koful benzeri
yapilar da gozlemlenmistir. Tiim bulgular gz 6niine alindiginda B1 grubunun genel

olarak kontrol grubuna yakin saglikli bulgular i¢erdigi saptanmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. B1 grubu siganlarin bobrek elektron mikroskobu gorintiileri.
C: Cekirdekteki heterokromatin yap1 ve girinti-¢ikintilar, C: Nispeten daha diizenli ¢ekirdek yapis,
M: Diizenli mitokondri yapilart, MT: Diizenli mikrotiibiil yapilari, K: Koful

B2 grubunda en dikkat ¢eken 6zellik B1 grubuna gore ¢ok daha saglikli ve
diizenli doku morfolojisi bulunmasidir. Mitokondriler bol miktarda, krista ve zar
yapilar1 biitiin olarak gozlemlenmektedir. Cekirdek saglikli, ¢cekirdekeik ve zar yapilar
diizenli goriiniimdedir. Mikrotiibiil, mikrovillus, bazal lamina ve renal tiibiil yapilari
da oldukga diizenli goriinlimdedir. B2 grubu B1 grubuna gore kontrol grubuna daha

yakin saglikli bulgular icermektedir (Sekil 4.15.).

Sekil 4.15. B2 grubu siganlarin bobrek elektron mikroskobu goriintiileri.

M: Krista ve zar yapilan biitiinliik gosteren, bol miktarda mitokondri, C: Cekirdek, Podositler:(==%),
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ET grubunda bazal laminanin ¢ok diizenli, ¢ekirdegin eurokromatik yapida
oldukga biiyiik ve zar yapisinin ¢ok iyi korunmus oldugu gézlemlendi. Mitokondriler
oldukca saglikli ve intakt gOriiniimde, zar ve krista yapilar1 ise diizenli olarak
izlenmektedir. Glomeriiler bolgede podosit yapilart diizenli goériiniimdedir (Sekil
4.16.).

Sekil 4.16. ET grubu si¢anlarin bobrek elektron mikroskobu gortintiileri.

C: Cekirdek 6kromatik ve saglam zar yapist mevcut, M: Mitokondriler saglikli, diizgiin zar ve krista

yapilarima sahip, Glomertiler bolgede diizenli podosit yapilari: (===p)

OT grubunda glomeriiler bolgede podosit yapilar1 diizenli gériiniimde,
mitokondriler oldukg¢a saglikli ve diizenli olarak izlenmektedir. Cekirdek, bazal lamina

ve mitokondri yapilar1 genel olarak diizenli goriiniimde olup koful yapilar1 da

mevcuttur. Bunun yani sira lizozomal artig, tiibiil yapilarinda hasarlar ve otofajik

kofullarda gozlenmektedir (Sekil 4.17.)
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Sekil 4.17. OT grubu siganlarin bobrek elektron mikroskobu goriintiileri.
M: Saglikli mitokondriler, C: Diizenli ¢ekirdek yapisi, Bazal Zar (===p), K: Otofajik koful ve

lizozomal aktivitede artis

50



5. TARTISMA

Bulgularimiz, sicanlarda gentamisine bagli ortaya ¢ikan nefrotoksisite lizerinde
B> vitamininin koruyucu etkisinin olabilecegini gostermistir. Gentamisin
uygulamasina bagli olusan serum iire ve kreatinin seviyesi artisi, Bio Vvitamini
uygulamasinin gentamisinden 6nce baslanmasi ile dnlenmistir. Hem ET hem de OT
gruplarinda B, vitamini, bobrekte gentamisinle indiiklenen IL-6 ve NGAL
diizeylerini énemli dlgiide iyilestirerek ve OT grubunda gentamisin uygulamast ile
artan TNF-a seviyesini anlamli olarak geri dondiirerek antiinflamatuar etki
saglamistir. Benzer sekilde, B12 uygulamasi gentamisine bagli artan bobrek MDA
diizeylerini ET ve OT gruplarinda tersine gevirerek ve OT grubunda gentamisin
uygulamasi ile azalan SOD diizeyini anlamli olarak geri dondiirerek antioksidan

etkinlik gostermistir.

Elektron mikroskobisi, fonksiyon bozukluguna bagli olarak c¢esitli
mediatorlerin kan ve serum diizeyinde ylikselmeye yol agabilecek degisiklikleri, 151k
mikroskobunda patolojik bulgu saptanmazken gérmemize olanak saglar. B12 vitamini
uygulamast ile birlikte hem ET hem de OT grubunda gentamisin toksisitesine bagl
hasar bulgular1 belirgin olarak gerilemis goriinlimdedir. Elektron mikroskobisi
sonuglarmda, ET ve OT gruplan arasinda hafif farkliliklar mevcuttur ancak, bazal
lamina, c¢ekirdek ve mitokondrilerin diizenli olmasi gibi bobrek fonksiyonlar: i¢in
onemli olan parametrelerin hem OT hem de ET grubunda saglikli goriiniimii bobrek

dokusu ve serum degerlerindeki anlamli diizelmeyi desteklemektedir.

Aminoglikozidler, sonrasinda daha yeni antibiyotikler bulunmasina ragmen
Gram negatif bakterilerin neden oldugu ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Gentamisin, genis etki spektrumu, hizli bakterisidal aktivitesi,
nispeten diisiik direng oranmi ve diisiik maliyeti nedeniyle en yaygin kullanilan
aminoglikozid antibiyotiklerden biridir. Son yillarda hizla artan ¢oklu ilag direnci,
farkli antibiyotiklerle sinerjistik etkisi olan aminoglikozidlerle tedavinin halen etkin
bir tedavi secenegi olarak siirdiiriilmesine neden olmustur (Leblebicioglu, 2004; Chan,

2021). Ancak toksik etkileri klinikte giivenli kullanimimi zorlagtirmaktadir. Bu
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antibiyotiklerle tedaviye basladiktan 2-5 giin sonra hastalarin %10-25’inde
nefrotoksisite gelisebilecegi Ongodriilmektedir (Mestry vd., 2020). Akut bobrek
yetmezIligi riskinin yiiksek olmasi nedeniyle gentamisin alan hastalarda bobrek

fonksiyonlar1 yakindan izlenmelidir.

Nefrotoksisite ile ilgili yapilan bir¢ok deneysel ¢alismada akut bébrek hasari
olusturmak i¢in aminoglikozidlerin prototip ilact olan gentamisin kullanilmaktadir.
Sicanlarda gentamisin ile olusturulan nefrotoksisite modellerinde, gentamisin grubu
serum lire ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek
oldugu bildirilmistir. Bu durumun gentamisinin yol ac¢tig1 bobrek fonksiyonlarindaki
bozulmalarmn bir gostergesi oldugu ifade edilmistir (Karahan vd., 2005; Ozsoy vd.,
2022; Tomsa vd., 2022).

Kreatinin gerek beseri gerekse veteriner hekimlikte glomertiler filtrasyon
hizinin dolayli 6l¢iisii olarak en sik kullanilan parametredir. (Laker, 1996; Braun vd.,
2008). Bobrek problemleri basta olmak {izere 6zellikle bobrekte filtrasyon yetersizligi
olmasi durumunda serumdaki kreatinin seviyeleri artig gostermekte ve bu artig zayif
bobrek  fonksiyonunun bir isareti olarak degerlendirilmektedir.  Protein
metabolizmasinda aminoasitlerin son {iriinii olan {iire ise, karacigerde {iretilir ve

bobrekler ile atilir (Akpolat ve Utas, 2006).

Calismamizda daha dnceki aragtirmalarla uyumlu olarak gentamisin uygulanan
gruplarda serum flire ve kreatinin diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli artis
gostermistir. Bu bulgular, gentamisinin glomertiler ve tiibiiler toksik etkilerini gdsteren
onceki ¢aligmalarla paralellik tasimaktadir. Bio vitamini gentamisinle birlikte
uygulandiginda tire ve kreatinin diizeylerinde gentamisinin olusturdugu artisi
degistirememistir. Bununla birlikte, B12 vitamini 6n-tedavi olarak baslandiginda iire ve

kreatinin seviyelerini kontrol degerlerine yaklastirmistir.

Isvigre albino sicanlarinda yapilan bir calismada, 5 giin boyunca 0.5-1
ml/kg/giin Bi» kompleksi enjeksiyonu, gentamisin (80mg/kg/giin) uygulamasi
nedeniyle artan serum iire ve kreatinin diizeylerini 6nemli 6l¢lide siddetlendirmistir.
Arastirmacilar bu durumun B2 kompleksi iginde bulunan askorbik asit bileseninden

kaynakli olabilecegini diistinmiislerdir. Bununla birlikte, B1> kompleksi enjeksiyonlari
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10 giin siireyle verildiginde bizim ¢alismamiza benzer sekilde, gentamisinin neden

oldugu serum iire ve kreatinin artisin1 iyilestirmistir. (Bello ve Chika, 2010).

Hajihashemi vd., (2017), si¢anlarda tek basina gentamisin (100 mg/kg, 8 giin,
1.p.) veya eszamanli olarak B12 vitamini (6 mg/kg kobalamin) ile birlikte gentamisin
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla plazma kreatinin konsantrasyonunu anlamli
olarak degistirmedigini; fakat Bi» vitamini uygulamasinin plazma {ire
konsantrasyonunu gentamisin grubuna goére anlamli derecede diislirdiiglinii
bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise uygulanan es zamanli tedavinin iire
degerlerini azaltamadigini tespit ettik. Bu ¢alismada uygulanan B12 vitamininin bizim

calismamizdan ¢ok daha yiiksek dozda (6mg/kg) uygulanmasi farkin nedeni olabilir.

Calismamiza benzer sekilde nefrotoksisite olusturulan ve Biz vitamini ile
tedavi yapilan baska bir ¢aligmada ise bizim sonuglarimiza benzer sonuglar alinmistir.
Sicanlarda metotreksat (20 mg/kg, tek doz, i.p.) ile indiiklenen nefrotoksisitede serum
iire ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla onemli olgiide arttii, Bio
vitamininin (0,5 mg/kg ve 1 mg/kg, i.p.) uygulandig1 gruplarda ise serum iire ve
kreatinin seviyelerinde anlamli diisiisler goriilerek kontrol grubu diizeylerine geldigi
ifade edilmistir (Abdulwahhab vd., 2022). Bu ¢alismada Bi2 vitamini ayni bizim
calismamizdaki gibi nefrotoksisite olusturulmadan oOnce ©n tedavi seklinde
uygulanmaya baslanmistir. Bu ¢alisma ile bizim g¢alismamizin benzer sonuclar

gosterdigini tespit ettik.

Kalsiyum organizmada hiicre boliinmesi, hiicrelerarasi iletisim, kas kasilmasi
ve B12 vitamininin hiicre igerisine alinmasi gibi birgok isleve katilir. Aminoglikozid
nefrotoksisitesinin esas olarak oksidatif stres kaynakl tiibiiler hasar olusumuna bagh
oldugu diisliniilse de son donemlerde tiibiiler, glomeriiler ve vaskiiler etkilerin
birlikteligine dikkat cekilmektedir. Gentamisin mezenjiyal hiicrelerde kalsiyum
saliverilmesini arttirmaktadir. Bu artis kalsiyum bagimli fosfolipaz A2, PAF ve
tromboksan A2’nin sentez ve saliverilmesinin artmasma, ROS ve NO iiretiminin
artmasma ve BCL-2/Bax degisikliklerininin indiiklenmesine yol agar. Hiicre igi
aracilarin seviyelerindeki bu degisiklikler, mezenjiyal hiicrelerde gentamisin
tarafindan indiiklenen kasilma, proliferasyon ve apoptozda kilit rol oynar (Klastersky

vd., 1974). Bu nedenle galismamizda serum kalsiyum diizeyleri de degerlendirildi.
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Gentamisin grubu dahil tiim gruplarda serum kalsiyum seviyelerinin artmadigi
gbzlendi. Medineli vd., (2021)’nin yaptig1 ¢aligmada da bizim sonuglarimizi destekler

sekilde gentamisinin serum kalsiyum diizeylerini arttirmadigi bildirilmistir.

Gentamisinin neden oldugu bobrek hasarinin gelisiminde oksidatif hasar ve
inflamasyon onemli 6lgiide rol oynar (Aslankog¢ vd., 2019). Gentamisinin bobrek
mitokondrisinde siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali iiretimini
indiikledigi bildirilmistir (Lopez-Hernandez ve Lopez-Novoa, 2012; Ding ve Choi,
2014). SOD, viicudun serbest radikaller karsisinda ilk savunma hatti1 olan enzimidir.
Organizma i¢in esansiyeldir ve siiperoksit anyonlarna karsi en onemli endojen

antioksidan enzimdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Zelko vd., 2002).

B12 vitamini eksojen antioksidanlardandir (Chan vd., 2018; Karamshetty vd.,
2016; Moreira vd., 2011). Yapisinda bulunan tiyosinat bagiyla oksijen baglayarak
hiicresel oksidatif dengeyi iyilestirmekte ve gliglii bir antioksidan 0Ozellik
gostermektedir (Yin vd., 2016; Sezgin, 2019). indirgenmis Bi2'nin siiperoksit ile
SOD'unkine yakin bir oranda reaksiyona girdigi gosterilmis ve Bi2 vitamininin
oksidatif stres kosullarinda ikinci bir savunma hatti olarak hareket ettigi One

siiriilmiistiir (Li vd., 2020).

Gentamisin uygulamasina bagli olusan nefrotoksisitede SOD seviyelerindeki
azalma daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Abdelsameea vd., 2015; Ozsoy vd.,
2022). Benzer sekilde bizim calismamizda da diger calismalarla uyumlu olarak
gentamisin uygulamasi ile bdbrek dokusu SOD diizeylerinde belirgin bir diislis
gozlemlenirken, Biz vitamini ile 6n tedavi gentamisinin neden oldugu bu azalmay1
anlamli olarak arttirmistir. Literatiirde gentamisin nefrotoksisitesinde Bio vitamini
uygulanmasinin SOD iizerine etkileri ile ilgili bilgi bulunamamistir. Bu nedenle farkl

ilaglar ile olusturulan nefrotoksisite ¢alismalar1 taranmustir.

Yapilan bir caligmada metotreksat (20 mg/kg, tek doz, i.p.) uygulanan
siganlarin bobrek dokusunda SOD diizeylerinde istatistiksel olarak anlamsiz hafif bir
diisis gozlendigi, metotreksat ile Biz vitamininin (3 pg/kg, 15 giin, i.p.) beraber
uygulandigi grupta ise SOD diizeylerinin kontrol ve Bi2 vitamini gruplarina benzer

oldugu ifade edilmistir (Oztiirk vd., 2021). Bu ¢alismada bdbrekte toksisite
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olusturmak i¢in gentamisinden farkli olarak tek doz metotreksat kullanilmis olmasi

SOD diizeylerindeki farkliligin sebebi olabilir.

Diger bir caligmada ise siklofosfamidin (150 mg/kg, tek doz, i.p.) neden oldugu
nefrotoksisite sonucu azalan bobrek SOD ve glutatyon peroksidaz diizeylerinin B2
vitamini (0.1 mg/kg, 7 giin, oral) uygulamasi ile istatistiksel olarak dnemli dl¢iide artis
sagladigir bildirilmistir (Ghanim vd., 2020). Sonug¢larimiz literatiir sonuglar1 ile

paralellik gostermektedir.

Serbest radikal aktivasyonunun bir gostergesi de ¢oklu doymamis yag
asitlerinin igerdigi karbon bag yapilarmin oksidatif olarak bozulmasi sonucu lipit
peroksidasyonunda gozlenen artistir. Lipit peroksidasyonun ana iirlinii ve en toksik
olan1 malondialdehit (MDA), doku hasarinin iyi bir gostergesi olarak kabul edilir ve
peroksidasyon diizeyini 6l¢gmek i¢in en sik kullanilan parametrelerdendir (Murray vd.,

1996, Pisoschi ve Pop, 2015).

Gentamisin uygulamasina bagli olusan nefrotoksisitede MDA seviyelerinde
artis oldugu onceki caligmalarda ortaya konmustur (Saeedavi vd., 2023; Yildirim vd.,
2017) Yapilan bir ¢alismada gentamisin uygulamasina bagl olarak bobrek dokusunda
artan MDA diizeylerinin, Bi> vitamini uygulamasiyla anlamli olarak azaldig:
gosterilmisgtir  (Hajihashemi  vd., 2017). Aminoglikozidlere benzer sekilde
nefrotoksisite olusturan baska bir ila¢ olan metotreksat ile indiiklenen bobrek
hasarinda da siganlarda siyanokobalamin uygulamasi, metotreksat uygulamasina bagl
olarak artan MDA diizeylerini kontrol grubu degerlerine yaklastirmistir
(Abdulwahhab vd., 2022). Calismamizda da literatiir bilgileri ile uyumlu olarak
gentamisin grubu siganlarinin bobrek dokusunda MDA diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli oranda artti. B1> vitamini uygulanan gruplarda ise MDA
seviyeleri kontrol degerlerine yaklasti. Literatiir verileri ve sonuglarimiz, B1, vitamini
uygulamasinin oksidatif strese bagli olusan lipid peroksidasyonunu azaltarak bobrekte

koruyucu rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Gentamisin tarafindan indiiklenen nefrotoksisite, bobrek dokularinda asiri
ROS iiretimi yoluyla inflamatuar siirecleri de arttirmaktadir. Bu sebeple

nefrotoksisitenin patogenezinde oksidatif stres kadar inflamasyonun da 6nemli rol
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oynadig1 ifade edilmistir (Mahmoud vd., 2014). Inflamasyonda 6nemli olan
biyobelirteglerden bazilar1 temel pro-inflamatuar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-

o’duir.

Gentamisin uygulamasi ile nefrotoksisite olusturulan bir¢cok ¢alismada TNF-q,
IL-6 ve IL-1p gibi proinflamatuar belirteglerin diizeylerinin istatistiksel olarak dnemli
Olclide arttig1 gézlemlenmistir (Ansari vd., 2016; Atsamo vd., 2021). Calismamizda
bobrek dokusu TNF-a, IL-6 ve IL-1B diizeylerinin, gentamisin grubunda anlamli
derecede arttig1 goriilmiistiir. Gentamisinle es zamanli ve bir hafta Oncesinden
baglanarak uygulanan B, vitamini, IL-6 diizeylerini her iki grupta da kontrol
diizeylerine yaklasmistir. Gentamisin uygulamasindan bir hafta 6ncesinde on-tedavi
olarak uygulanan Bi> vitamini, gentamisine bagli TNF-o diizeyi artigini istatistiksel
olarak anlaml1 oranda engellemistir. Benzer sekilde, gentamisinden bir hafta 6ncesinde
baglanan Bi> vitamini, gentamisine bagh IL-1f diizeyini artisini azaltmistir, ama

anlamli olarak degistirememistir.

Yapilan bir calismada tamoksifenin (45 mg/kg, 30 giin, oral) neden oldugu
bobrek hasari sonucu artis gosteren TNF-a ve IL-6 diizeylerinin tamoksifenle es
zamanli uygulanan siyanokobalamin (6 mg/kg/, 30 giin, i.p.) ile 6nemli Slglide
geriledigi gozlenmistir (Alshanwani vd., 2021). Siganlarda asetik asit ile indiiklenen
kolit modelinde, ayn1 sekilde artis gdsteren TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi proinflamatuar
belirteg diizeylerinin B12 vitamini (1 mg/kg, 3 giin, i.p.) uygulamasiyla kontrol grubu
diizeylerine geldigi ifade edilmistir (Ozsoy vd., 2023). Arsenik kaynakli hiicre
toksisitesinde de siganlarda artmig serum TNF-a ve IL-6 seviyeleri B12 vitamini (0.63
ng/kg, 30 giin, oral) uygulanmasi ile 6nemli 6l¢iide diizelmistir (Mukherjee vd., 2006)
Calismamizda da Biz vitamini uygulamasi, onceki caligmalarla tutarli olarak IL-6
diizeylerini her iki grupta da kontrol diizeylerine yaklastirmistir. TNF-a artisin1 6n-
tedavi ile engelleyebilmis, bununla birlikte IL-1fB lizerinde anlamli etkiler ortaya
koyamamustir. Aradaki fark diger caligmalarda daha yiiksek doz Biz vitamini

kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir. Fakat sonuglar ayn1 dogrultudadir.

NGAL, esas olarak notrofillerin salgilayict bir akut faz proteinidir (Nakov,
2019; Thorsvik vd., 2017). Fizyolojik kosullarda glomeriillerden filtre olan NGAL 1n,

hemen hemen tamamina yakini proksimal tiibiilden eksprese olan megalin reseptorleri
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araciligiyla absorbe edilir ve endositoz ile hiicre i¢ine alinir. Sonugta da saglikli
bireylerde idrarda diisiik miktarlarda bulunur (Kjedsen ve ark., 1993; Goetz ve ark.,
2000). NGAL, ozellikle nefrotoksik ve iskemik hasardan sonra belirgin ve bol
miktarda plazma ve idrardan eksprese edilmektedir. Ek olarak NGAL inflamasyon,

enfeksiyon ve bobrek hasarinin bir biyobelirtecidir (Bennett vd., 2008).

Potansiyel bobrek hasari biyobelirtegleri arasindan en umut verici olanlardan
bir tanesi Bobrek Hasar1 Molekiilii-1 (KIM-1)’dir (Waanders vd., 2010; Moresco vd.,
2018). 1lk olarak Ichimura tarafindan akut bdbrek hasar1 sonucunda idrara gegen bir
bobrek tiibiil hasar belirteci olarak tanimlanmis olup daha sonra kronik bobrek
hastaliklarinda uzun dénem prognozonu da gosterdigi tespit edilmistir (Ichimura vd.,
1998; Song vd., 2019).

Gentamisinle indiiklenmis nefrotoksisitede KIM-1 ve NGAL diizeylerinin
olusan bobrek hasari sonucu arttigi ¢alismalarda gosterilmistir (Adil vd., 2016; Al-
Kuraishy vd., 2020; Fouad ve Ahmed, 2021). Calismamizda da literatiirle uyumlu
olarak gentamisin uygulanan grupta KIM-1 ve NGAL diizeylerinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak arttig1 gézlemlenmistir. Gentamisinle beraber ve gentamisin
uygulamasindan once baslanarak uygulanan Bi2 vitamini gruplarinda bobrek NGAL
diizeylerinin gentamisin grubuna gore anlamli olarak azaldig1 ve kontrol degerlerine
dondiigii goriilmiistiir. Bununla beraber, Bi12 vitamini uygulamasi gentamisine bagl
bobrek hasart sonucu artan KIM-1 diizeylerinde bir degisiklik meydana
getirememistir. Bunun nedeni, ¢alismamizda direkt olarak bobrek dokusu KIM-1

diizeylerinin degerlendirilmis olmasi olabilir.

Gentamisin nefrotoksisitesinde anahtar faktor, ilacin proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinde birikmesidir. ilacin bu hiicrelerdeki yiiksek birikimi, megalin ve kiibilin
olarak adlandirilan protein ve katyonlar1 tasiyan endositik bir reseptdr kompleksinin
proksimal tiibiillerde yogun olmasiyla iliskilendirilmistir. Bu kompleksin
aminoglikozidleri endositozla hiicre i¢ine tasidigi bildirilmistir. Aminoglikozidlerin
aliminin biiyiik olasilikla tagima aracili bir siirecin sonucu oldugu ve doyurulabilir bir
siire¢ oldugu bulunmustur. Megalinin, aminoglikozidlerin bdbrek proksimal
tiibiillerine aliminda ve nefrotoksisitede Onemli bir role sahip oldugunu ileri

stiriilmektedir (Nagai vd., 2001). Ayrica, megalinin, vitamin ve hormon baglayici
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proteinler, lipoproteinler, alblimin ve hemoglobin gibi birkag tastyici protein dahil
olmak tizere en az 30 farkli ligand1 bagladig1 rapor edilmistir (Christensen ve Birn,
2002).Megalin knock-out farelerde gentamisin birikiminin biiyiik 6lgiide azalmasi;
megalin vasitasi ile endositozun nefrotoksisitenin ana yolu oldugunu gostermistir

(Schmitz vd., 2002).

Megalin, aminoglikozidlerin yanisira, polimiksin B (Moestrup vd., 1995) ve
kolistin gibi nefrotoksik ilaglarin alimina da aracilik eder (Suzuki vd., 2013). Ayrica
bir karbapenem antimikrobiyal olan imipenem ile birlikte kullanilan silastatin de
megaline dogrudan baglanmaktadir. Silastatinin dncelikli uygulanmasinin, megalinin
diger megalin ligandi ilaglarla baglanmasini rekabetci bir sekilde inhibe ettigi ortaya
konmustur. Silastatin, megalini bloke ederek gentamisin, Kkolistin, vankomisin ve
sisplatinin neden oldugu nefrotoksisiteyi etkili bir sekilde baskilamaktadir (Hori vd.,
2017).

B12 vitamini plazmada TC’ye baglanir ve bu kompleksin tasgimnmasinda da
megalinin yiiksek afiniteli bir reseptor oldugu belirlenmistir (Moestrup vd., 1996). TC-
B1> glomeriillerde filtrelenir ve Bi2 vitamininin tiibiiler geri emiliminin bagirsak
alimina esit oldugu tahmin edilmektedir. Megalin eksikligi olan farelerde Bi2 vitamini
ve TC'nin idrarla atilim1 oldukg¢a yliksektir. Ayrica, vitamin yiiklenen hayvanlarda
bobreklerde biiyiik miktarda B2 vitamini birikimi gézlenmistir. Calismamizda Bi»
vitamini, gentamisin uygulamasindan once baslandiginda daha etkin bir koruma
sagladig1 ve hasar1 engelledigi goriilmiistiir. Bu nedenle, B12 vitamininin gentamisinin
megaline baglanmasini inhibe ederek aminoglikozid birikimi ile iligkili
nefrotoksisiteyi hafifletmis olabilecegi de diisiiniilebilir. Yine de g¢alismamizin
kisitliligr olarak, c¢alismamizda dogrudan bunu destekleyecek bir parametre

incelenmediginden tiim sonuglar1 buna baglamak miimkiin degildir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada gentamisin ile birlikte veya oncesinde baslanarak verilen Bi»
vitamininin gentamisinin neden oldugu nefrotoksisite iizerine etkileri karsilagtirilmisg
ve Bi, vitamininin olas1 nefroprotektif etkisi arastirilmistir. Bulgularimiz, sicanlarda
gentamisine bagli ortaya ¢ikan nefrotoksisite {izerinde Bi2 vitamininin koruyucu
etkisinin olabilecegini gostermistir. Gentamisin uygulamasina bagli olusan serum tire
ve kreatinin seviyesi artisi, Bi» vitamini uygulamasinin gentamisinden &nce
baslanmasi ile énlenmistir. Hem ET hem de OT gruplarinda B1, vitamini, bobrekte
gentamisinle indiiklenen IL-6 ve NGAL diizeylerini énemli lgiide iyilestirerek ve OT
grubunda gentamisin uygulamasi ile artan TNF-o seviyesini anlamli olarak azaltarak
antiinflamatuar etki saglamistir. Benzer sekilde, B12 vitamini gentamisine bagl artan
bobrek MDA diizeylerini ET ve OT gruplarinda tersine ¢evirerek ve OT grubunda
gentamisin uygulamasi ile azalan SOD diizeyini anlamli olarak artirarak antioksidan
etkinlik gdstermistir. Ayrica, elektron mikroskobisi sonucglart da es zamanli ya da
onceden Bi2 vitamini uygulanmasiin gentamisin toksisitesine bagli histopatolojik

hasar1 engelledigini gostermistir.

Coklu ilag direnci krizinin giderek artmasiyla birlikte, aminoglikozidler gibi
eski ama hala etkili antimikrobiyallerin miimkiin oldugunca giivenli bir sekilde
kullanilabilmesi kritik hale gelmistir. Sonuglarimiz; gentamisin uygulamasina baglh
ortaya ¢ikan oksidatif stres ve inflamasyon nedeniyle olusan nefrotoksisitenin
engellenmesinde antioksidan, antiinflamatuar etkileri ve giivenli yan etki profili ile B2
vitamininin potansiyel bir segenek olabilecegini ortaya koymaktadir. Calismamizda
B12 vitamininin nefrotoksisiteden korunmada o6zellikle gentamisinden Once
uygulanmaya baslandiginda daha etkin olabilecegi biyokimyasal incelemelerle ortaya
konulmustur. Bu bulgular, B12 vitamininin, gentamisinin megalin aracili endositozunu
inhibe ettigini disiindiirse de Biz vitamininin nefrotoksisite {izerindeki koruyucu
etkileriyle ilgili kesin mekanizmalar1 acikliga kavusturmak i¢in daha fazla arastirmaya

ithtiyag vardir.
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Ek 2. BAP Proje Kabul Sozlesmesi

T.C.
. BALIKESIR ONIVERSITEST
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI BIRIMi
stizLESMEST

PROJE NO: 2022/066

MADDE 1: Balkesir Universitesi tarafindan desteklenmesine karar werilen 2022/066 no' lu, "Gentamisin
kullamimmma bagh gelisen nefrotoksisitede B12 vitamininin etkilerinin arastinlmas:’ isimli prejenin, Bilimsel
Arastima Projeler Yénergesivle balidenen esaslar dahilinde yiritilmesi ve sonuglandinlmasi amacyla Balikesir
Universitesi Rektar Yardimaos Prof. Dr. Cevdet AVCIKURT ile proje yiriticisi Doc. Dr Elif AKSOZ arasinda
agadida belidenen kosullarla isbu sézlesme imzalanmistin

MADDE 2: Proje yiiriitiiciisii, projenin Balkesir Universitesi Bilimsel Arastrma Projeler Yénergesi ve bu sdzlesme
hiikiimlerinde Gngériilen amag, kapsam, siire we dijer hususlara uygun olarak yiiritilmesi ve sonuglandinlmasindan
sorumludur.

MADDE 3: Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, siire, program, yardima arastirmacilar ve bitcesinds
yapilacak degisiklikler, Bilimsel Arastirma Projeleri Kemisyonunun karanyla mimkinddr.

MADDE 4: Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda alinan demirbaglar balim ayniyat mutemetlerine zimmetenir, Ad
gegen demirbas drilndinin proje bitim tarihinden itibaren 1 (bir) ay igerisinde iade edilmesinden proje yiriticisi
sorumlu clup, iade igleminin belidenen sire igerisinde yaplmamasinin senucunda proje yinitlclsd Grin bedelini
karsilayzcadim kabul eder

MADDE 5: Proje yuritiicisl, asagwdaki tarihlerde ara ve sonug raporianm istenilmeden teslim etmek zorundadir :

1.Ara Rapor - 17-05-2022 - 16-11-2022

2.Ara Rapor - 17-11-2022 - 16-05-2023

Sonug Raporu - 17-05-2023 - 16-11-20232
Aynca istenildiinde proje ile ilgili ayrnth bilgileri ve kayitlan Bilimsel Arastima Projeleri Komisyonuna wvermekle
yikimlidir. Ara Raporlanmin, kabul edilebilir mazeret bildirmeksizin bu sézlesme ile belidenen tarihlerde teslim
edilmemesi halinde proje yiniticisine ddeme yapilmaz bu durumda Bilimsel Arasbirma Projeler Komisyonu projeyi

Bilimsel Aragtwrmalar Birimi tarafindan desteklenen projeler Bilimsal Arasbhrma Projeleri Komisyonunun ve / veya bu
komisyonun belideyecedi proje izleyidleri tarafindan yerinde incelenebilir; proje yiritiicisl izleyicilere istenilen her
tird belgeyi wvermekle yikimlidir

MADDE 6: Proje ylrtbicisi, sonuglanan projenin tim yénlerini we sonuglanm kapsayan Kesin raporunu sbzlesme
tarihinin sona ermesinden itibaren ddrt ay iginde Bilimsel Arastima Projeleri Birimi'nce hazirlanmis olan “Kesin
Raporu” formatina uygun olarak Bilimsel Arastima Projeleri Birimine wvermekle yikiimlidir.Kesin Raporun kabul
edilen siirede sunulmamas: veya kabul edilabilir bir mazerst bildirilmemesi halinde proje iptal adilir.

Bilimsel Arastimalar ciltlenmis olarak sunulan "Kesin Raporu” Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyenu tarafindan
incelendikten sonra kabul edilebilir veya gerekli dizeltmelerin yapilmasi istenilebilin Yapilan degisikliklerden sonra
Kesin Raporu yeniden degerlendirilin Bilimsel Arastima Projeleri Komisyonu tarafindan Kesin Raporda yapilmas:
istenilen degisiklikler icin taminan sire azami proje siresinin kullanilmis olmasi halinda 2 ay1 gecemez.

MADDE 7: Proje ylritlclsinin gercekei gerekgeler sunmasi kosuluyla, projeye en fazla toplam bitgesinin 250
kadar ek ddenek ve / veya 1 yila kadar ek siire verilmesi kenusu Komisyon tarafindan dederlendirilebilir.

MADDE 8: Proje yluritlicisd, tamamlanan proje ile ilgili veri, kayt ve dokiimanlan en az 10 yil saklamak zorundadm

bildirilerde "Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmistin” ibaresini belirtmek zorundadir.

MADDE 10: Proje ile ilgili galismalann sirdirilmesinde, isyeri ve proje personsli yéninden calismamin gerektirdigi
her tirdd givenlik anlemlerinin alinmasindan proje yariticisid serumludur

MADDE 11: Bilimsel Arastirma Birimi Komisyonunca desteklenmek suretiyle ele alinan bu projenin sonucunda
17.7.1963 tarih ve 278 sayih Kanunun 2/a maddesine gére bir ihtira meydana gelirse bu ihtira aymi kanunun 21.
maddesi uyannca Bilimsel Arastwma Birimi Komisyonuna ait olacaktr. Ancak Bilimsal Arastima Birimi Komisyonunun
bu ihtiradan dolayn usuline uygun olarak istihsal edecedi patenti satma yahut kirzlama yolu ile elde edecedi bedel
wveya kiramin %30°u ihtiray yapan veya yapanlara verilecektin

MADDE 12: Projeden elde edilen bilimsal sonuglann telif hakly Balikesir Oniversitesine aittir.
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MADDE 13: Proje kapsamuinda alinan arac-gerec vb. Universitemiz (gretim Elemanlanmin kullaminuna
aciktir.

MADDE 14: Bu sizlesme ile ngdrilen toplam maddi destek miktan we &deme plam bilimssl aragtirma projeleri
ddeneklerinin nakit akizinda meydana gelebilecek kisintilann neden clacad aksamalar miicbir sebep olarak kabul edilir

wve bu nedenle taraflar sorumlu tutulamazlar

MADDE 15: Lisansisti Ofrenim Arastrma projelerinden tez basimu disinda, bir (1) il icinde yayin yapilmadid

MADDE 16- Projeler kapsaminda alinan makine ve techizat igin aynca oda, derslik, laboratuar vb. gibi yerder talep
edilmeyecektin

MADDE 17- Projeyi desteklemek amaciyla Balikesir Universitesi tarafindan 2022 yili igin; TUKETIME YONELIK MAL
VE MALZEME ALIMLARI : 26.070,42 TL, HIZMET ALIMLARI : 5.299,92 TL, olmak izere toplamda 35.970,40 TL
adenek saglanacaktn,

MADDE 18- .../.../2020 tarihinde taraflarca imzalanan bu sézlesmenin yiridik siresi 18 aydin Proje yirdticisine
ek siire verilmesi halinda bu sézlesme ek sirede de gecerdi clup, ayn bir sézlesme imzalanmaz.

MADDE 19- Proje kapsarmindaki, yazismalar, ara rapor, sonug raporu, harcama islemleri ve takibinde tim sorumluluk

MADDE 20- Sizlesme giderleri Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan édenir.
MADDE 21- Anlasmazhik halinde yetkili merci Balikesir Mahkeme ve Icra Daireleridin.

BALIKESIR UNIVERSITESI PROJE YURGTUCSI

adina
Prof. Dr. Cevdet AVCIKURT Doc. Dr. Elif AKSOZ
Rektir Yardimas: Ogretim Uyesi
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