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OZET

Ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarinda sik kullanilan amioglikozid grubu
antibiyotikler; farmakokinetige ve doz ayarlamasina dikkat edilmesine ragmen,
yatan hastalarda nefropati agisindan énemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu
calismada adropinin, gentamisine bagimli olusan nefrotoksisitedeki terapotik etkisini
arastirmayi amacladik. Ratlar 4 gruba ayrildi:

1- KONTROL GRUBU: Oral yoldan beslenmesi saglandi. herhangi bir

enjeksiyon yapilmadi.

2- ADROPIN GRUBU (5 pmol/kg/giin): Ratlara hergiin Spmol/kg/giin
adropin intraperitoneal enjeksiyon seklinde yapildi.

3- GENTAMISIN GRUBU (100 mg/kg/giin): Ratlara hergiin 100mg/kg/giin
gentamisin intraperitoneal enjeksiyon seklinde yapildi.

4- ADROPIN+GENTAMISIN GRUBU (5 pmol/kg/giin  Adropin+100
mg/kg/glin Gentamisin): Ratlara hergiin 5 pmol/kg/glin adropin ve
100mg/kg/giin gentamisin intraperitoneal enjeksiyon seklinde es zamanl
yapildu.

Sakrifasyon islemi sonrasi ratlardan, biyokimyasal degerlendirme icin kan
numuneleri, immunhistokimyasal degerlendirme ve TUNEL i¢in ise bobrek doku
ornekleri alindi. ELISA ile dokuda ve serumda adropin diizeyi ¢alisildi.

Gentamisin verdigimiz gurubun bdbrek dokularinda adropin diizeyinin
azaldigi hem ELISA yontemiyle hem de immiinhistokimyasal olarak gosterildi.
Adropin verdigimiz gurup ile gentamisin verdigimiz gurup karsilastirildiginda
adropin grubunda TUNEL pozitifliginde azalma saptandi.

Sonug olarak c¢aligmamiz, bobrek yetmezliginde adropin diizeyinde azalma
oldugunu ve disaridan verilen adropinin gelisen renal hasara kars1 koruyucu etkisinin
olabilecegini diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimler: nefropati, gentamisin, adropin



ABSTRACT

The Investigation Of The Therapeutic Effect Of Adropin On Gentamicin
Induced Experimental Nephropathy

Commonly used aminoglycoside antibiotics especially urinary tract infections
which despite the attention to the pharmacokinetics and dose adjustments, the
underlying continues to be a major problem in terms of nephropathy in patients. In
this study, we aimed to exemine the therapeutic effect of adropin on gentamicin
nephrotoxicity. Rats were divided into 4 groups:

1- CONTROL GROUP: It was allowed to nutrition orally. Did not any

injection.

2- ADROPIN GROUP (5 pmol/kg/day): rats received daily (5 pmol/kg/day)

dose of adropin intraperitoneal injections were performed.

3- GENTAMICIN GROUP (100 mg/kg/day): rats received daily (100

mg/kg/day) dose of gentamicin intraperitoneal injections were performed.

4- ADROPIN+GENTAMICIN GROUP (5 pmol/kg/day adropin+100

mg/kg/day gentamicin): rats received daily (5 pmol/kg/day) dose of
adropin and (100 mg/kg/day) dose of gentamicin were performed
simultaneously

At the end of the study, blood samples for biochemical tests, renal tissue
samples for immunohistochemical and TUNEL tests, were taken. Serum and tissue
adropin levels are examined with ELISA.

It is revealed with ELISA and immunohistochemically that the adropin levels
of the kidney tissue of gentamicin given group was decreased. When compared with
gentamicin given group, a decrement was detected on TUNEL positivity on adropin
given group.

In conclusion, our data revealed that the adropin levels decrease in renal
failure and it can be thought that exogenous adropin can have a protective effect
against developing renal injury.

Key words: nephropathy, gentamicin, adropin
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1. GIRIS

Bobrek yetmezligi, diinyada ve iilkemizde ¢ok ciddi bir saglik sorunudur.
Bobrek yetmezligi giinler hatta saatler igerisinde hizli bir seyir gosteren akut bobrek
yetmezligi ve gelismesi yillar1 bulabilen, hasta sagligi ve yasam kalitesini ciddi
acidan kisitlayan ve ¢ogu zaman hemodiyaliz, periton diyalizi gibi zorlu tedaviler
gerektiren kronik bobrek yetmezligi olarak iki ana sinifa ayirilir.

Gentamisin daha ¢ok idrar yolu enfeksiyonlar1 olmak iizere hayat1 tehdit eden
gram negatif enfeksiyonlarda yaygin olarak kullanilan aminoglikozid tiirevi bir
antibiyotiktir (1). Ne yazik ki gentamisin ile tedavi edilen %30 hastada tedavinin 7.
giiniinden itibaren nefrotoksisite bulgular1 ortaya g¢ikmaya baslamaktadir (2, 3).
Gentamisin 1iliskili nefrotoksisite; esas olarak proksimal tiibiil olmak tizere direk
tiibliler nekroz tizerinedir. Gentamisin bu etkiyi oksidatif stres, inflamasyon, renal
kan akimi azalmast ve NO seviyelerinde artis dahil olmak iizere birgok farkli
mekanizmayi kullanarak da olusturmaktadir (4- 6).

Adropin ise lipit metabolizmasinin regiilasyonunda gorev alan yeni bir
hormondur. Ik defa Kumar ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda karaciger ve beyin
dokusundan izole edilmistir. Bu hormon enerji homeostazisini siirdiiriir ve enerji
homeostazis iligkili gen (ENCHO) tarafindan kodlanir. Kumar ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilen hayvan modelinde adropini kodlayan genin karaciger
dokusunda nutrisyon bagimli olarak diizenlendigi saptanmistir (7). Dolagimda
adropin artigt metabolik stres cevabinda ortaya g¢ikan insiilin direnci ve glikoz
intoleransini azaltir (7-9).

Daha 6nceden adropin ile ilgili ¢esitli ¢calismlar yapilmis olup bazilarindan
yukarida bahsedilmistir. Ancak daha dnce nefropati olusturulmus ratlarda terapotik
etkisi hi¢ arastiritlmamistir. Yapmis oldugumuz ¢alismanin énemi 6zgiin olmasindan

kaynaklanmaktadir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Bobregin Yapisi

Bobrekler viicudun metabolik ¢aligmalarinin  artik {irtinlerini  viicuttaki
gereksiz su ile birlikte birlestirerek idrar olusturup viicuttan disar1 atan
organlarimizdir. Bu mekanizma ile doku sivilarinin yogunlugu ve igerigi kontrol
altinda tutularak elektrolit ve su dengesi saglanmaktadir. Bobrekler retoperitoneal
boslukta yerlesmektedir. Karin arka duvari {ist kismi ve vertebral kolonun her iki
yaninda bulunmaktadir. Ust ucu 12. torakal vertebra alt ucu ise 3. lumbal vertebra
seviyesindedir. Sag bobrek karacigerden dolayr sol bobrege goére biraz daha asag:
seviyede bulunmaktadir. Erigkin bir insan bobregi yaklagik 12 ¢cm uzunlugundadir
erkeklerde yaklasik 150 gr kadinlarda ise yaklasik 135 gr agirhigindadir. Bobrekler
en dista fibr6z yapida bir kapsiil tarafindan sarilmigtir (10, 11).

Kaliksler

Kapstl

Medulla
Korteks

Bertin'in bobrek
kolonlari

Renal Arter Papilla

Renal Ven

Kortikomedauller Bilegke

Renal Pelvis

Renal Piramid
Perirenal Yag

Arkuat arter

Ureter

Sekil 1. Bobregin anatomik yapisi (12)



Bobreklerin konkav olan i¢ yiizeyinde bobrek hilusu bulunur. Damarlar,
sinirler, lenfatikler ve renal pelvis hilusta yer alir. Renal pelvis major kalikse
boliiniir. Major kaliksler ise 8 veya daha fazla olan minor kalikse boliiniir. Bobregin
sagital kesitinde dis tabaka kortex ve i¢ tabaka medulla olmak iizere 2 bdliim
mevcuttur. Bobrek medullas1 12-18 adet koni yapili piramitten olusmaktadir. Her
piramidin tabani kortikomeduller siirda yerlesmis olup piramit tepeleri ise bobrek
pelvisi i¢ine dogru uzanmaktadir. Papillalar minér kalikslerin i¢ine dogru ¢ikinti
yapmaktadir. Her bir papillaya 15 veya daha fazla terminal kanal (Bellini) agilir.
Piramitlerin tabani1 yaklasik olarak 1 cm kalinligindaki bobrek korteksi tarafindan
ortiiliir ve bobrek korteksi piramitler arasindan igeriye dogru ilerler (Bertininin
kolonlart).

Bobrekler, genellikle birinci lomber vertebra hizasinda aortadan ¢ikan tek bir
arter ile kanlanmaktadir. Bu arterler sirasiyla segmental, interlobar, arcuat,
interlobular, afferent ve efferent arteriollere kadar uzanir ve vendz sistem yoluyla
vena kava inferiora dokiilmektedir (12, 13).

Nefron, bobregin en kiiciik anatomik ve fonksiyonel birimidir. Her bir
bobrekte yaklasik 1 milyon kadar nefron bulunmaktadir. Nefron ise 5 ana yapidan
olusmaktadir.

1) Glomeriil: Renal tiibiiliin genislemis son boliimii olan bowman kapsiili

tarafindan ¢evrelenmis kapiller yumaklardan olusan yapidir.
2) Proksimal Tiibiil: Bowman kapsiiliiniin devamidir ve kortexe lokalizedir.
3) Henle Kulpu: Kortikomeduller birlesim bolgesindedir.
4) Distal Tiibiil: Kortekstedir.

5) Toplayic1 Kanal: Distal tiibiillerin birlesiminden olusmustur. Korteks ve

medulladan gegerek idrar1 drene eder.
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Sekil 2. Nefronun Yapisi.1-) Glomeriil ve Bowman kapsiilii 2-) Proksimal kivrimli tiibiil 3-) Proksimal diiz tiibiil
4-) Ince inen kol 5-) Cikan ince kol 6-) Cikan kalin kol 7-) Makula densa 8-) Distal kivrimli tiibiil 9-) Baglayici

tiibiil 10-) Kortikal toplayici kanal 11-) Dis mediiller toplayic kanal 12-) I¢ mediiller toplayict kanal (14)

Sekil 2. Nefronun anatomik yapisi

Kortikal nefronlarin glomeriilleri korteksin dis bdlgesinde yerlesmektedir.
Sadece Henle kulpu dis medullaya kadar iner. Tiibiiller etrafinda bulunan peritiibiiler
kapiller ag, efferent arteriyol tarafindan olusturulmustur. Jukstamediiller nefronlarin
glomeriilleri korteks ile medulla arasinda bulunur. Henle kulpu medullanin
derinliklerine kadar iner. Efferent arteriolii henle kivrimi ile yan yana seyreden ve
medullanin derinliklerine kadar inen farkli bir kapiller ag olusturur. Bu olusum
idrarin yogunlastiriimasinda 6nemlidir (14).

Kan bobrek tarafindan siiziiliirek idrar olusturulur. Olusturulan idrar tireterler
aracilig1 ile mesanede toplanir, mesanede toplanan idrar ise {retra ile digar1 atilir.
Ure ve iirik asit gibi nitrojen igeren metabolizma {iriinleri idrar ile viicuttan
uzaklastirilir. Viicuttaki proteinler ve piirin bazlari, nitrojen atiklarinin en onemli
kaynagidir. Piirin bazlarinin yikim irlinii tirik asit, proteinlerin yikim iirlinii ile
olusan {iriin ise amonyaktir. Amonyak hiicreler i¢in toksik bir madde oldugundan

dolay1 karacigerde iire haline doniistiiriiliir ve lire bobrek tarafindan atilir (15).




1.1.1.1. Bobregin Gorevleri

1.1.1.1.1. idrar Olusumu
Nefronun temel viicut i¢in zararli olan maddeleri, plazmadan temizlemektir.

Bunun i¢in etkili olan temel mekanizmalar:

1- Glomeriiler filtrasyon: Glomeriildeki plazmanin biiylik bir kismini
glomeriiler membrandan tiibiiler sistem igerisine filtre eder.

2- Tiibiiler reabsorbsiyon: Bu filtre edilen sivi1 tiibiillerde ilerlerken basta
su olmak iizere gerekli maddeler peritiibiiler kapiller agdaki plazma igine
reabsorbe edilir, istenmeyen maddeler geri emilmez ve idrar olusumuna

katkida bulunur.

3- Tiibiiler sekresyon: Metabolizmanin artik fiirlinlerinin ve diyetle
sindirilen inorganik maddelerin bir kisminin idrarla atilmasini saglayan

onemli bir mekanizmadir (16).

Bobrekler tiibiiler geri emilimi saglamak ic¢in yiiksek metabolik aktivitede
bulunur. Metabolik olaylarin aerobik olmasi nedeniyle bobreklerdeki oksijen (O2)
titkketimi fazladir. Glukoz, amino asitler, diisiik molekiil agirlikli proteinler, iirik asit,
(PO4)3 , Na', Mg*2, Ca*?, ClI" ve HCOs ‘m aktif geri emilimi, bu maddelerin
kandaki seviyelerine ve viicudun bu maddelere olan ihtiyacina gore bdobrekler
tarafindan ayarlanmaktadir. Su, tire ve CI ise pasif geri emilim ile emilmektedir (11).

Glomertillerde bulunan plazma suyunun filtrasyonu idrar olusumunda ilk
basamaktir. Filtre edilen sivi ultrafiltrat olarak isimlendirilir. Igerigi temelde plazma
ile aynidir. 1 giin igerisinde glomeriillerden yaklasik olarak 170-200 L ultrafiltrat
olusmaktadir. Olusan filtratin yaklasik %1 kadar1 giinliik normal idrar miktarin

(2000 mL) meydana getirir; filtratin %99'u geri emilmektedir (11, 16, 17).



1.1.1.1.2. Viicut Siv1 Ve Elektrolit Dengesi

Yasamin devam edebilmesi i¢in bir iyonik cevre gerekmektedir. Viicut
stvilart ve elektrolitler bu iyonik ¢evreyi olusturur. Bobrekler ise viicut sivilarmin
miktarini ve elektrolit igeriklerini diizenlemede rol alir. Viicut sivilar1 ve iyon igerigi
genel olarak idrar atilimindaki uygun degisikliklerle diizenlenmektedir. Elektrolit
fazlaliginda ya da azliginda bobrek yolu ile bunlarin idrarla atilimi ya da geri emilimi
(tiibliler geri emilim) saglanir. Geri emilim islemi biiylik oranda proksimal kivrimli
tiibiilde (PCT) gergeklesir. HCO3™ geri emilim miktar1 glomeriiler filtrasyon hizi
(GFR) ve H* iyonu salgilanma hizina baghdir. Geri emilen PO43 miktar;, Ca*?
konsantrasyonu ve kismen de PTH nin tiibiiler hiicre iizerine olan etkisiyle kontrol
edilir. Glukoz ve amino asitler aktif tasima sistemleri ile PCT’de geri emilirler (10).

Distal tiibiil, plazma asit-baz dengesi ve plazma elektrolitlerinin homeostatik
diizenlenmesinde nefronun islevsel olarak en aktif boliimiidiir. Distal tiibiilde
salgilama ve geri emilim islemleri Na* , K" ve H" iyonlarinin birbiri arasindaki
kombinasyonla gergeklesir. Plazmada bulunan fazla H' iyonlar1 tiibiil boyunca
salgilanir. Normal plazma pH'simi siirdirmek i¢in H* iyonunun tutulmasi
gerektiginde ise distal tiibiil hiicreleri H" sekresyonunu, amonyak (NHs) olusumunu
ve Na" -H" degisimini azaltir ve HCO3™ atilimini arttirirlar. Bu mekanizma sonunda
plazma HCO3" 'min azaltilmasi ve normal plazma pH’sinin yeniden olusturulmasi
amaglanir (18, 19).

Tiibiiler sivida bulunan su igeriginin yaklasik % 70'1 proksimal tiibiilde, % 5'1
Henle kulpunda, % 10'u distal tiibiilde, geriye kalan1 ise toplayici kanallardan geri

emilir (10, 20).

1.1.1.1.3. Metabolik Atik Uriinlerin Atilim

Protein metabolizmasi sonucu olusan iirlinler bobrekler tarafindan viicuttan
uzaklastirilir. Amino asit deaminasyonu ile meydana gelen amonyak (NHs)*iin
kanda toksik diizeylere ulasmasi karacigerde iire olusumu ile Onlenmektedir.
Kandaki iire, kan iire azotu (BUN) olarak tanimlanir. Kolay filtre olabilen iirenin
%40-50 kadar1 proksimal tiibiillerde geri emilmektedir. Kreatinin iskelet kasinda
kreatinden enzimatik yolla olmayan dehidrasyon ile olusur. Kreatinin glomeriillerden
serbestce filtre olabilirken, tiibiillerden geri emilime ugramaz. Bundan dolayidir ki

GFR tahmininde kreatinin klirensi kullanilir. Piirin bazlarinin oksidasyonu ile olugsan



tirik asitin plazma diizeyi degiskendir. Tamamen filtre edilen plazma iiratlar

proksimal tiibiillerde geri emilir ve distal tiibiillerden salgilanir (11).
1.1.1.2. Bobrek Fonksiyon Testleri

1.1.1.2.1. Tiibiiler Fonksiyon Testleri

Renal fonksiyon bozuklugu, bobreklerin konsantre ve diliic etme yetenekleri
Olgiilerek tespit edilebilir. Ayrica rutin idrar analizi, idrarda al-mikroglobulin, gama
glutamil transferaz (GGT), PBz-mikroglobulin, retinol baglayici protein, Na*
diizeylerinin  Olclimii  gibi testler de tiibiller fonksiyon bozukluklarinin

incelenmesinde kullanilan diger parametrelerdir (10, 11).

1.1.1.2.2. Glomeriiler Fonksiyon Testleri

Glomertiiler kapiller membranlar, proteinlere karsi gecirgen degildir. Bu
sebeptendir ki glomeriiler filtrat esas olarak proteinsizdir ve hiicresel eleman
icermez. Plazma kalsiyumunun yariya yakini ve plazma yag asitlerinin biiyiik bir
kism1 proteinlere baglidir ve proteinlere bagli olan kalsiyum ve yag asitleri
glomertiler kapillerlerden filtre olmaz (10, 21).

Bobrek plazma akiminin yaklasik %20 si glomeriillerden filtre edilir. Normal
referans araligi 70-145 mL/dk olan GFR o6lgiimii, tim bobrek fonksiyon testleri
icinde en 6nemlisidir. Glomeriillerde hasarlanma olup olmadigi, varsa hasarlanmanin
derecesini belirlemek ve bobrek hastaliginin ilerlemesini degerlendirmek GFR
Ol¢iimii ile miimkiindiir. Total GFR, fonksiyon goren biitliin nefronlarin filtrasyon
hizlariin toplamina esittir. Bu nedenledir ki nefron kitlesindeki azalma, total GFR'yi
diistirecektir (11).

Kreatinin klirensi, GFR hizinin dl¢iilmesinde en sik kullanilan yontemdir.
Boylece her giin olusan kreatinin, viicudun kas kitlesine baglidir. Giinden giine
blyiik bir degisiklik gostermez. Serbest kreatinin, tiim viicut sivilarinda ve
sekresyonlarda bulunur. Serbest olarak glomeriiler filtrasyona ugrar. Kreatinin
endojen olustugundan ve viicut sivilarinda sabit bir hizla salindigindan dolay:1 plazma
diizeyleri dar sinirlar i¢inde korunur ve kreatininin renal klerensi GFR'nin bir
gostergesi olarak degerlendirilir. Ol¢iimii i¢in kan ve idrar 6rnegi kullanilabilir (21,
22).



Nefropati; birgok etyolojik faktdre bagh olarak nefronlarin kalict ya da gegici
olarak hasarlanmasi olarak tanimlanir. Bu hasarin geg¢ici olmasi akut bobrek

yetmezligi kalic1 olmasi ise kronik bobrek yetmezligi olarak klinige yansir.

1.1.2. Akut Bobrek Yetmezligi(ABY)

Akut bobrek yetmezligi saatler veya giinler i¢inde renal fonksiyonlarin kayba,
buna bagli olarak glomeriiler filtrasyon hizinda azalma ve {ire, kreatinin gibi nitrojen
artik triinlerin birikmesi ve sivi elektrolit dengesindeki anormalliklerle karakterize
bir sendromdur (23).

GFR’deki azalma Onceden herhangi bir bobrek hasart olmayan bireylerde
olusabilecegi gibi, onceden kronik bir bobrek bozuklugu olan bireylerde de akut
alevlenme seklinde ortaya c¢ikabilmektedir. ABY’de idrar miktart degiskendir.
Siklikla oligiiri (glinde 400 ml’den daha az idrar) ve aniiri (glinde 100 ml’den daha
az idrar) ile birliktedir, ancak nadiren de olsa idrar miktarinda azalma
olmayabilmektedir (nonoligiirik ABY). Total aniiri nadirdir ve bu durumda akut
kortikal nekrozdan siliphelenilmelidir. ABY nadiren toplumsal kdkenli bir hastalik
olup, genellikle hastanede yatmakta olan bireylerde gelisir. Son 40 yili agkin bir
stiredir akut bobrek yetmezligi gelisen hastalarmm sagkalim oranlarinda anlamli
tyilesmeler saglanabilmis degildir. Bunun baslica nedenleri; ABY nin ¢ogunlukla
yasli popiilasyonda goriilmesi ve ABY ile iliskili hastaliklarin ciddi bir morbidite ve
mortaliteye sahip olmasidir (24).

Akut bobrek yetmezligi, hastanede yatan hastalarin %3-7, yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalarin %25-30 kadarinda gelisir. Cogunlukla asemptomatiktir
ve yatan hastalarin rutin biyokimyasal tetkikleri sirasinda tan1 alir. Genellikle geri
doniisliidiir. Buna ragmen, altta yatan hastaligin ciddiyetine bagli olarak, yiiksek
komplikasyon riski olmas1 agisindan hastane morbidite ve mortalitesinin énemli bir
sebebidir (25).

Akut bobrek yetmezligini, etiyolojik olarak siniflandirmak gerekirse;
prerenal, renal ve postrenal olmak iizere ii¢ kategoriye ayirmak gerekir. En sik olarak
goriilen tipi Prerenal ABY dir (%55- 60). Ve bobrek parankiminin korundugu, renal
perfiizyonun bozulmasi sonucu gelisen bir durumdur. Renal (intrinsik) ABY, tim
ABY olgularinin %35-40 kadarinm1 kapsamaktadir. Intrensek ABY nin %90 kadarlik

kismini ise iskemik ya da nefrotoksik olaylar sonucu gelisen akut tiibiiler nekroz



(ATN) olusturmaktadir. Postrenal ABY, iiriner traktin akut ttkanmasi ile birlikte olan
hastaliklar neticesinde meydana gelir ve tim ABY olgulart i¢inde %5’den az yer
tutar (25).

1.1.2.1. ABY’nin Etyolojisi

1.1.2.1.1. Prerenal ABY

Renal hipoperfiizyona karsilik olarak gelisen bir tablodur. Bdbrek
parankiminin Dbiitiinliigli bozulmamistir ve genellikle renal perfiizyon tekrar
saglandiginda renal fonksiyonlar diizelir. Bunula birlikte, siddetli hipoperfiizyon
velveya uzun siireli hipoperfiizyon olursa ATN’ye doniisebilir (postiskemik ATN).

Tablo 1°de prerenal azotemiye yol agabilen sebepler dzetlenmistir (25).

Tablo 1. Akut prerenal azotemi nedenleri

INTRAVASKULER VOLUM AZALMASI

v Hemoraji (travma, cerrahi, gasrointestinal sistem, postpartum)

v' Gastrointestinal kayiplar (kusma, nazogastrik aspirasyon, diyare)
v" Renal kayiplar (ditiretik, diabetes insipitus, adrenal yetmezlik)
v
v

Cilt ve miik6z membran kayiplar (yanik, hipertermi)
3. bosluga kayiplar (Crush sendromu, pankreatit, hipoalbliminemi)

KARDIYAK DEBI AZALMASI
v Miyokard, valviiller, perikard ve iletim sisteminin hastaliklar
Pulmoner hipertansiyon, pulmoner embolizm, pozitif basin¢l vent.
Sistemik vazodilatasyon
Ilaglar (antihipertansifler, anestezikler)
Sepsis
Karaciger yetmezligi
Anaflaksi

L ARS

RENAL VAZOKONSTRIKSIYON
Hepatorenal sendrom

Sepsis

Hiperglisemi

Noradrenalin,
Radyokontrast ajanlar
Hiperkalsemi

<\

AR NENEN

(21)



1.1.2.1.2. Renal-Intrinsik- ABY

Iskemik ya da nefrotoksik ATN; Renal ABY lerin %80-90 kadarlik kismini
olusturur. Bunun disinda glomeriiller-mikrodamarlar, tiibiilointersitisyum hastaliklari
ve biiyilk damar hastaliklar1 da intrinsik renal ABY ye yol acabilir. Tablo -2’de bu
hastaliklar 6zetlenmistir (25).

Tablo 2. Akut intrinsik renal azotemi nedenleri (25)

ATN
v’ Iskemik
v Nefrotoksik(Endojen, Ekzojen)

BUYUK DAMAR TUTAN HASTALIKLAR
v Renal Arter(tromboz, emboli, diseksiyon, vaskiilit)
v Renal Ven(tromboz, kompresyon)

GLOMERUL VE MIKROVASKULER TUTULUM
v' Inflamatuar(Akut GN, RPGN, allogreft rejeksiyon, radyasyon)
v Vazospastik(Malign HT, gebelik toksemisi, Skleroderma,
radyokontrtast ajanlar)
v' Hematolojik(DIC, TTP, HUS, hipervizkozite sendromlarr)

TUBULOINTERSITISYUMU TUTAN HASTALIKLAR
v' Allerjik Intersitsyel Nefrit(NSAID, Antibiyotikler)
v' Infeksiyonlar(viral, bakteriyel, fungal)
v Akut Selliiler Allogreft Rejeksiyon
v Infiltrasyon(L&semi, Lenfoma, sarkoid)
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Tablo 3. Akut tiibiiler nekroz nedenleri (25)

ISKEMI
v" Hemoraji, Hipotansiyon(kardiyak arrest)
v' Cerrahi

NEFROTOKSINLER
v’ Ekzotoksinler: radyokontrast ajanlar, nefrotoksik antibiyotikler,
kemoterapotik ilaglar.
v" Endotoksinler: rabdomyoliz, hemoliz, timér lizis

1.1.2.1.2.1. iskemik Akut Tiibiiler Nekroz

Iskemik akut tiibiiler nekroz ve prerenal ABY’nin her ikisi de bdbrek
perfiizyonundaki azalmaya baglh meydana gelen durumlardir. iskemik ABYde farkli
olarak ozellikle tiibiiler epitelyumun eslik ettigi bobrek parankiminde iskemik hasar
mevcuttur. En sik, major kardiyovaskiiler cerrahi geciren hastalarda, ciddi travmalar
ve yaniklarda, sepsis, ciddi kanamalar ve ciddi volim kayiplarinda goriiliir. (26)
Iskemik ABY olusumunda bircok faktdriin etkisi mevcuttur. Bunlar, hemodinamik

faktorler, endotel ve tiibiil hiicreleri ile iliskili faktorler ve inflamatuvar faktorlerdir
(27, 28)

1.1.2.1.2.1.1. Hemodinamik Faktorler

Iskemik bobrek hasarinin baslamasi ve devamu igin Bébrek kan akimindaki
azalma, kritik derecede Onemlidir. Proksimal tiibiil segment 3 kismi ve henlenin
¢ikan kalin kolu iskemik hasara en duyarli olan bolgelerdir. Bunun nedenleri sdyle
aciklanabilir. (i) Nefronlarin bu kisimlari, bobregin mediiller kismindadir. Renal kan
akiminin biiyiik kismi ise kortekse giderken, ¢cok az miktar1 mediiller bolgedeki vaza
rektaya ulasir. (i1) Bu boélgelere ulasan kandaki POz orani 10-15 mmHg olup cok
diisiik oranlardadir. Bu nedenle bu kisimlar kronik oksijen diisiislerine daha
duyarhidir. (iii)) Bu bolgelerde bazolateral membranda bulunan Na-K ATPase
aktivitesi mevcuttur ve bu nedenle de enerji ihtiyac1 ¢ok fazladir. Proksimal tiibiil
hiicrelerinde glikolitik aktivite ¢ok azdir ve ATP iiretiminin tama yakin oksidatif
fosforilasyon sayesindedir. Tam tersi olarak; Henlenin ¢ikan kalin kismu ise yliksek
glikolitik aktiviteye sahiptir. Bu nedenle henlenin bu kismi, hipoksik ve iskemik

olaylara kars1 proksimal tiibiil hiicrelerinden daha direnglidir (27, 29, 30).
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Bobrekte hemodinaminin bozulmasi iki sekilde olur:

1.1.2.1.2.1.1.1. Otoregiilasyon Mekanizmasinda Bozulma

Hipoperfiizyon durumlarinda GFH’yi korumak amaciyla bobrekte bulunan
otoregiilasyon mekanizmasi; ortalama arter basmnci (MAP) 80-180 mmHg
seviyesinde optinal olarak c¢alisir. Ancak MAP, 80 mmHg’ nin altina diistiigli zaman

bu mekanizma bozulur, iskemik hasar olugsmaya baglar ve GFH’de azalma olur (31).

1.1.2.1.2.1.1.2. intrarenal Vazokonstriiksiyon

Bobrekteki bir diger koruyucu sistem de tiibiiloglomeruler feedback
mekanizmasidir. Bu mekanizma ile distal tiibiilde bulunan, 6zellesmis epitel hiicresi
olan makiila densaya yiiksek konsantrasyonda Na“’un gelmesi halinde afferent
arteriyollerde vazokonstriksiyon meydana gelir. Buna ragmen bobrek hasari
durumunda, hasarlanan tiibiiler hiicreler tarafindan geri emilemeyen sodyumun
stirekli yliksek konsantrasyonlarda makiila densaya ulagmasi direncgli bir intrarenal
vazokonstriiksiyon gelismesine, boylece GFH’de diismeye ve iskeminin artmasina

sebebiyet verir (28, 32).

1.1.2.1.2.1.2. Endotel Hiicre Hasar1

Iskemi sonrasinda bébrek hiicrelerindeki harabiyet sadece tiibiiler hiicrelerle
sinirl1 olmaz. Reperfiizyona bagli olusan oksidan maddeler ya da renal iskemi,
endotel hiicrelerinde hasara sebebiyet verir. Endotel hiicrelerinde aktin hiicre iskeleti
ve hiicreler arasi baglantilarda bozulmalar baglar ve adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunda artis meydana gelir. Artan 16kosit-endotel etkilesimi sonucu olarak
endotel hasar1 ve hiicre sismesi daha da artar. Endotel hiicre fonksiyonlarmin
azalmasi sonucu nitrik oksid (NO) ve vazodilatatdr prostoglandinlerin saliniminda
azalma ve buna bagh olarak da bozulmus vazodilatasyon meydana gelir. Bunun
sonucunda mediiller kistmdaki peritubuler kapiller damarlarda (vasa recta) konjesyon
meydana gelir. Bu da proksimal tiibiil S3 segmenti ile henlenin ¢ikan kalin kolunda

hipoksik hasar1 daha da derinlestirir (27, 28, 32).

12



1.1.2.1.2.1.3. Tiibiiler Epitel Hasar1

Iskemi sonrasi hiicre ici enerji depolarinda (ATP) azalmaya sekonder ya da
toksik maddelerin direkt sitotoksik etkilerine bagli tiibiil hiicrelerinde hasarlar
meydana gelir. Akut iskemi sonucu olusan tiibiil hiicre hasar1 daha ¢ok reperfiizyon
sonrast olusan serbest oksijen radikalleri, intraselliiler kalsiyum artisi, nitrik oksid,
fosfolipaz A2 aracilig1 ile gerceklesir. Akut tiibliler nekrozda tiibiiler hiicrelerin
belirli bir kisminda nekroza bagli hiicre 6liimii gergeklesir. Tiibiil hiicrelerinin biiyiik
cogunlugu ise apopitozise gider (33).

Ayrica iskemi hiicre iskeleti elemanlarinin hasarlanmasina buna bagl olarak
da Nat+-K+ ATP ase pompasi ve diger proteinlerin bazolateral membrandan
stoplazmaya ya da apikal membrana yer degistirmesine yol agarak hiicrede polarite
kaybina sebebiyet verir. Hiicre polaritesindeki bu kayip proksimal tiibiillde Na+
emilimini azaltarak tiibiil i¢i Nat+ konsantrasyonunu artisa neden olur. Bu durum
tubuloglomerular mekanizmay aktiflestirerek direngli intrarenal vazokonstriiksiyonu
daha da derinlestirir. Aktin hiicre iskeletindeki hasar, tubuler hiicrelerin bazal
membrana baglanmasini saglayan integrinlerin de yer degistirmesine sebep olur ve
hiicreler bazal membrana tutunamayarak tiibiil limenine dokiiliirler. Bunun sonucu
olarak da tiibiil liimeninde tikaglar meydana gelir. Ayrica adhezyon molekiillerinin
(E-cadherin) ve hiicreler arasi baglanti (tight junction) proteinlerinin kaybi
sonucunda glomeruler filtrat, hiicreler arasi olusan zayif bolgelerden interstisyuma
dogru gegmeye baglar. Tiim bu mekanizmalar sonucunda GFH’de belirgin azalma
olusur (27, 28, 32, 34).

1.1.2.1.2.1.4. inflamatuvar Faktérler

Cesitli proinlamatuvar sitokinler (TNF alfa, IL-6, IL-1 beta) ve kemokinler
(mcp-1, IL-8, RANTES) bobrek hiicrelerinden ve iskemik bolgeye go¢ eden
l6kositlerden salinir. Epitel hiicrelerini bu mediatérlerden bazilarimi iiretmek ig¢in
harekete geciren etken hipoksidir. Ayrica iskemik hasar dogal immiin sistemin
elemanlart olan kompleman sistemini ve toll like reseptor 2 ve 4’ii ( TLR2 ve TLR4)
aktiflestirir. Aktive olan kompleman sistemi direkt olarak tiibiiler epitel hiicrelerinde
harabiyete sebep olur ve kompleman reseptorleri ile TLR’leri uyararak epitel

hiicrelerinden kemokin salinimini  saglar. Harabiyet bdlgesindeki notrofiller
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tarafindan olusturulan serbest oksijen radikalleri ve proteazlar da hasarin daha da

siddetlenmesine sebep olurlar (27).

1.1.2.1.2.2. Toksik Akut Tiibiiler Nekroz

Nefrotoksik ajanlar genellikle, yasli ve kronik bobrek hastaligi olan kisilerde;
hipovolemi durumlarinda ve\veya baska toksik ajanlarin birlikteliginde bobrek
hasarina sebebiyet verir (34).

Kontrast nefropatisi yasli, beraberinde komorbid durumlari olan, yiiksek doz
kontrast ajana maruz kalan, kardiyak cerrahi operasyon gegiren, NSAII kullanimi
olan, hipovolemi ya da anemisi olan hastalarda daha yiiksek siklikta ABY’ye neden
olur (34). Kontrast nefropatisi, kontrast maruziyetinden 24-48 saat sonra gelisir ve 4-
5 giinde pik yaparak 7-10 giin iginde iyilesebilir (27). Kontrast maddeye baglh gelisen
ABY genelde doz bagimlidir. Patogenezinde mediiller hipoksi ve direkt tiibiiler epitel
hiicre hasari rol alir. Kontrast maruziyeti sonrasi; baslangigta olusan vazodilatasyonu
takiben uzun siiren direngli bir vazokonstriksiyon olusur. Bununla birlikte; ozmotik
ditirez etkisi sonucunda henlenin ¢ikan kalin koluna daha yiiksek konsantrasyonlarda
sodyumun ulagmasina sebep olur. Boylelikle, sodyumun geri emilimi i¢in daha ¢ok
oksijene ihtiyag duyulur. Bu durum da mediiller hipoksiye sebep olarak mevcut
hasar1 daha da siddetlendirir. Bu mekanizmalara ek olarak kontrast maddenin tiibiiler
epitel hiicrelerine direkt harabiyet yapici etkisi de mevcuttur. Osmolalitesi yliksek
olan kontrast madde ile bu etkilenimler daha sik goriiliirken, diisiik osmolaliteli ve
noniyonik kontrast maddelerle ABY gelisim riski gorece olarak daha diisiiktiir (27,
34).

RKN’den korunma yollar1 sunlardir:

1-Diisiik ozmolariteli kontrast maddeler ve miimkiin olan en diisiik dozda
kullanilmalidir.

2-Sodyum bikarbonatli % 5 dekstroz ¢ozeltisi, 1 ml/kg/saat hizda, islemden
onceki ve sonraki 12 saat boyunca verilmelidir.

3-N-asetil sisteinin, islemden Onceki giin ve islemden sonraki 48-72 saat
boyunca giinde 2 kez 600 mg peroral verilmesi nefrotoksisite riskinin azaltilmasinda
yararli olabilir (35, 36).

Klasik hemodiyaliz islemi ile kontrast maddenin % 80-90 kadar1 viicuttan

uzaklastirilabilmektedir. Ne yazik ki, bu uygulama nefrotoksisite konusunda bir yarar
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saglamamaktadir. Bununla birlikte, uzun siireli yavas hemofiltrasyonun yiiksek riskli
hastalarda koruyucu olabilecegine dair diisiinceler de vardir. Dopamin, furosemid,
atriyal natriiiretik peptid, teofilin ve mannitol gibi ila¢ ugulamalarinin faydali
olmadig1 gibi, baz1 hasta gruplarinda nefropati riskini arttirdigi belirlenmistir (35,
36).

1.1.2.1.3. Postrenal ABY

Bilateral iireteral obstriiksiyon, mesane boynundan eksternal iiretral meatusa
kadar olan anatomik lokalizasyonda olan obstriiksiyon; ya da soliter bobrek veya
kronik bobrek yetmezlikli (KBY) hastalarda tek tarafli iireteral obstriiksiyon
durumlarinda olusabilir. En sik neden, mesane boynu obstriiksiyonudur ki; prostatik
hastalik (hipertrofi, neoplazi, prostatit), norojenik mesane ve antikolinerjik tedavi
sonrast meydana gelebilir. Daha az sebepleri; alt tiriner traktin tas, pihti, spazmh
iiretrit ile tikanmasidir. Ureter obstriiksiyonu intraliiminal (tas, piht1, renal papilla),
duvar infiltrasyonu (neoplazi) ya da eksternal basiya (retroperitoneal fibrozis,

neoplazi, abse, cerrahi ligasyon) bagl olaral olusabilir (25).

Tablo 4. Akut postrenal azotemi nedenleri (25)

I.  URETERLE iLISKiLI HASTALIKLAR
Tas

Piht1

Kanser

Disardan Basi

Retroperitoneal Fibrozis

ANENENENEN

II.  MESANE ILE ILISKILI HASTALIKLAR
Norolojik mesane

Prostat hipertrofisi

Tas

Kanser

Piht1

ANENENENEN

1. URETRA ILE ILISKILI HASTALIKLAR
Uretral Darlik

Konjenital Uretral Valv

v' Fimozis

ANAN
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1.1.3. AMINOGLIKOZIDLER

[Ik kez 1944 yilinda Streptomyces griseus’tan streptomisin izole edilmis ve
kullanilmaya baglanmistir. Sonra sirasiyla diger Streptomyces tilirlerinden neomisin,
kanamisin, paromamisin, tobramisin ayrilmis, bu arada Micromonospora
purpurae’den gentamisin izole edilmistir (37).

Suda iyi ¢oziiliirken, organik ¢oziiclilerde ¢oziinmezler, lipofilik 6zellikleri
cok azdir, bundan dolay1 yag igeren zarlardan smirli gegebilmektedir. Molekiiler
agirliklar1 445 ve 600 dalton arasindadir. Molekiiler yapilari, dondurulmaya ve 4 saat
boyunca 100°C de 1sitilmaya dayaniklidir. Fizyolojik pH’da (7,4) katyonik olup
olduk¢a fazla pozitif ylikii mevcuttur. Bu durum; ayni zamanda antimikrobiyal
aktivite ve toksisitesi ile de yakindan alakalidir. Antimikrobiyal aktivite alkalin

pH’da artarken, asidik pH’da azalmaktadir (38, 39).

1.1.3.1. Antimikrobiyal Aktivite Ve Etki Spektrumu

Gram negatif bakteri hiicre duvarinda lipopolisakkaridlere, fosfolipidlerin
polar baslarina ve dis membran proteinlerine baglanip, burada yarigmali olarak Mg*?
ve Ca*? iyonlarim yerlerinden kaldirirlar. Bunun sonucunda da hiicre duvarmin
normal gecirgenlik fonksiyonu bozulur (38). Bu sebeptendir ki diger protein
sentezini inhibe eden antimikrobiyaller bakteriyostatik etkiliyken, aminoglikozidler
bakteriyosidal etkilidirler (40).

Aminoglikozidlerin konsantrasyona bagli bakterisidal aktivitesi mevcuttur.
Aminoglikozidlerin en ciddi etkinlikleri pseudomonaslar basta olmak iizere gram
negatif aerop basiller (GNAB) {izerindedir. Bu ajanlarin gram pozitif bakterilere
etkinlikleri oldukga disiiktiir. Metisiline duyarli stafilokoklara genellikle etkili iken
metisilin direngli stafilokoklara etkili degildir. Listeria ve diger gram pozitif
basillerin biiyiik bir kismi1 aminoglikozidlere direnglidir. Haemophilus spp. ve
Neisseria spp. suslart genellikle duyarlidir. Streptomisin; M. tuberculosis’e,
kanamisin Mycobacterium avium intracellulare ve diger atipik mikobakterilere
etkilidir. Streptomisin ayrica Yersinia pestis enfeksiyonlarinda birinci tercih olarak
kullanilmaktadir. ~ Streptomisin ~ ve  gentamisinin  Francisella  tularensis
enfeksiyonlarinda etkisi iyidir. Streptococcus pneumoniae, Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacia, Bacteroides spp. Clostridium spp. ve diger

anaeroplara in vitro olarak etkisiz kabul edilirler (41).
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1.1.3.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Aminoglikozidler polar yapida olmasi sebebiyle ¢ok az lipofilik 6zelligi
mevcuttur. Bu nedenledir ki sindirim kanalindan emilimleri oldukg¢a diisiiktiir. Oral
ya da rektal uygulamalarda % 1 'den daha az oranda emilirler (40, 42). Neomisin;
Klinikte hepatik ensefalopatili hastalarda intestinal floranin baskilanmasina yonelik
kullanilmaktadir. Oral yoldan ve tekrarlayan yiiksek dozlarda uygulandiginda iilser,
enflamatuar barsak hastaligi veya hastada bobrek yetmezlik durumunda toksik
diizeylere ulagabilirler (38, 39).

Aminoglikozidlerin; inflamasyonlu deriye topikal olarak uygulanmasi
absorbsiyona sebep olmaz veya ¢ok az absorbe olur. Fakat genis yanikli hastalarda
ilag absorbe edilir ve toksisiteye neden olabilir (38, 42). Intravendz yoldan yaklasik
15-30 dakikada infiizyon edilmelidir. Intramiiskiiler uygulama intravendz uygulama
kadar iyi sonuglanir. Plazma proteinlerine ¢ok az baglanan aminoglikozitlerin suda
¢ozlinirliikleri fazla oldugu icin vaskiiler alana serbestge dagilirlar. Doku diizeyinde
ise intertisiyel alana dagilimlar1 kolaydir. Dagilim hacmi saglikli geng eriskinde
viicut agirhgmin % 25-30'udur. Plevra ve periton bosluklarina verildiginde hizla
emilirler (40).

Aminoglikozidlerle periton irrigasyonu o6nerilmez. Clinkii bu uygulamalarda
hizla emilerek noromiiskiiler blokaj yapar. Diger yandan; mesane irrigasyonu veya
inhalasyon seklinde kullaniminda boyle bir yan etki gozlenmemistir (40, 42).
Molekiil biiyiikliikleri, polikatyonik yiikleri ve lipidde ¢oOzlinememe o6zelligi
sebebiyle aminoglikozidlerin hiicre igine girisleri zordur. Buna ragmen renal tiibiiler
hiicrelerde ve i¢ kulak hiicrelerine 6zel bir mekanizma ile girerler, bu da
aminoglikozidlerin  nefrotoksik ve ototoksik etkilerini agiklayabilir (40).
Aminoglikozidler viicutta metabolize olmazlar ve parenteral uygulamadan sonra
%99'u degismeden bobrekler tarafindan viicuttan uzaklastirilir. Parenteral
uygulamadan sonras1 bir saat igerisinde idrar konsantrasyonlar1 plazma seviyelerinin
25-100 katin1 gegmektedir. [drarda yar1 omrii ise 48-200 saattir (38, 40, 42).

Yar1 Omir; atesli hastalik esnasinda kisalir. Bobrek fonksiyonlariin
azalmasina sebep olan olaylarda ise uzamaktadir. Yaslh popiilasyonda aminoglikozid
yart Omriiniin uzamasi; yasla ilgili olarak bobrek fonksiyonlarinin azalmasiyla

iligkilidir. Renal yetmezlikte; serum yar1t omrii 40-50 saate kadar c¢ikabilir (39).
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Tedavinin kesilmesinden 20 giin veya daha uzun siirede, idrarda diisiik seviyede ilag

saptanabilir (42).

1.1.3.3. Aminoglikozid Dozu Ve Yan Etkileri

[lacin yiikleme dozu renal fonksiyondan bagimsizdir ve hizla tedavi edici
diizeylere ulasmak i¢in verilir. Tedavi baslangicinda ilk 48 saatte ve 3-4 gilinde bir
olacak sekilde, aminoglikozidlerin etkin kan diizeyine ulagilmasi ve toksisitenin
takibi agisindan yiiksek ve diisiik diizeyleri Ol¢tilmelidir. Yiiksek diizeyi, dozdan 30
dakika sonra, diisiik diizeyi ise ikinci dozdan hemen 6nce alinan serum 6rneklerinden
bakilmalidir (43).

Aminoglikozidlerin  kan seviyelerinin  monitorize edilmesi pratikte
kullanilmaz. Klinik kullanimdaki yaklasim kreatinin = seviyeleri ile dozun
ayarlanmasidir. Klinik kullanimda kreatinin degeriyle, verilecek doz ya da dozlar
aras1 siire kabaca ayarlanabilir. Dozlar arasindaki siire (Dozlar arasi siire: Serum
kreatinin seviyesi x 8) uzatilabilir ya da verilecek doz miktar1 distirtilebilir
(Verilecek doz: Normalde Onerilen doz/Serum kreatinin  seviyesi) (37).
Aminoglikozidlerin giivenle kullanilabilecegi aralik ¢ok kiigliktiir ve kullanimlarinda
en onemli kisitlayic1 6zellik toksisite gdstermeleridir. En sik olarak nefrotoksisite,
ototoksisite, néromuskuler blokaj yaparlar. Nefrotoksisite tliim aminoglikozidlerde
olabilen ve aminoglikozid kullaniminda %5-10 oraninda saptanabilen bir yan etkidir
(37, 44).

Aminoglikozidler tromboksan B2 aracilig1 ile renal vazokonstriiksiyona yol
acarlar. Bilhassa ilaglar1 absorbe edip, lizozomda depolayan proksimal tubiilde
direkt hiicresel toksisite olustururlar. Boylelikle tubiiler nekroz, tubiiler atrofi,
intratubiiler myeloid cisimler ve interstisyel nefrit olusabilir (45). Sonucta, serum
tire, serum kreatinin artis1, proteiniiri ve genellikle nonoligiirik bobrek yetmezligi ile
sonuclanir. Toksik etki Ozellikle proksimal tubiilusta meydana gelir. Hiicre ici
fosfolipaz aktivitesini engellediginden toksisite olusmaktadir. Oligiirik donem
geligirse geri doniisiimsiiz bobrek hasari olabilir. Daha erken evrelerde ise geri
dontisim miimkiindiir. Nefrotoksik etki en fazla gentamisin kullanimiyla olusur.
Daha sonra ise sirasiyla tobramisin, amikasin ve netilmisin seklindedir. Nefrotoksik
etkiyi artiran, hastaya ve tedavi sekline ait bazi ozellikler mevcuttur. Soyle Ki;

aminoglikozidin serum diizeyi fazla ise, tedavi siiresi 10 giinden fazla siirerse,
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furosemid gibi bazi diiiretiklerle beraber kullanilmigsa, sikloserin, amfoterisin B,
vankomisin, sefalotin gibi diger nefrotoksik ajanlarla birlikte kullanilmissa
nefrotoksik etki daha fazla meydana gelir. Bunun yanisira yaslilarda, bobrek ve/veya
karaciger yetmezligi olanlarda, dehidratasyon durumunda nefrotoksik etki daha da
artar. Bu nedenlerle ozellikle toksisite bakimindan riski yliksek olan hastalarda

aminoglikozid serum diizeyinin izlenme ihtiyaci vardir (37, 44, 45).

1.1.4. GENTAMISIN

Gentamisin, organik polikatyon yapisinda bir antibiyotiktir (19, 46).
Micromonospora purpurea’dan izole edilmistir. Yapisal olarak benzeyen iig¢
gentamisin tiiriiniin (gentamisin C1,Cla ve C2) mozaigidir. Aminoglikozid gurubu
igerisinde amikasinden sonra, en genis spekturumu olan ve antibakteriyel etki giicii
en yiiksek olamdir. Bakterisidal etkilidir. Ozellikle Enterobateriaceae grubu (E. Coli,
Klebsiella, Aerobacter vb.) bakterileri ile Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif
basiller ve penisilin ve metisilin dayanikli Staph. aureus suslari i¢in etkindir. Plazma
proteinlerine ¢ok az bir miktarda baglanir. Viicuttan, degisime ugramadan bobrekler
tarafindan uzaklastirilir. idrarda, serumdaki konsantrasyonundan 10-100 kez daha
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Rezistans gelismesi, streptomisine karsi
oldugundan daha yavas ve daha diisiik derecededir. Diger aminoglikozid gurubu
antibiyotiklere (amikasin hari¢) rezistan olan bakteri suslarina gentamisin etkili
olabilir (47).

Gentamisin genellikle 1-2 mg/kg dozunda, 8 saatte bir (giinde 3 defa) i.m.
veya i.v. injeksiyon seklinde uygulanir. Idrar yolu infeksiyonlarinda daha diisiik
dozlarda da (0,3-1 mg/kg) etkin olabilmektedir. Lokal uygulama igin % 0,3’likk
oftalmik soliisyon veya % 0,1’lik merhem veya krem formu mevcuttur vardir.
Toksisitesinin fazla, terapotik indeksinin diisiik olmasi nedeniyle bobrek yetmezligi
bulunan hastalarda dozunun diizenlenmesi ve miimkiinse serumdaki ila¢ diizeyinin
takibi gereklidir (47).

Yan etkilerinden en 6nemli olani nefrotoksisitedir. % 5-15 arasinda saptanir.
Serum kreatinin seviyesinde, 0,4-0,5 mg/dI’lik artis anlaml1 olarak kabul edilir ve
nefrotoksisite olarak olarak tanimlanir. Genellikle nefrotoksisite olusan olgularda

oligiiri mevcut degildir. Nefrotoksisite (renal konsantrasyon bozuklugu, akut tiibiiler
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nekroz veya renal yetmezlik) ilacin renal kortekste birikmesinden dolay1
olusmaktadir.

Nefrotoksisite, ilacin dozu ve kullanim siiresiyle dogru orantilidir ve genelde
geri dontistimlidiir (48, 49).

Gentamisin iligkili nefrotoksisite, akut bobrek yetmezligi olgulariin %210-20
kadarindan sorumludur (50). Buna ek olarak, 7 giinden daha fazla bir siire,
gentamisin kullanilan hastalarin %30 kadarinda nefrotoksisiteye ait bulgular
saptanmakta ve bu da ilacin kullanimin1 kisitlandirmaktadir (51).

Gentamisin iliskili nefrotoksisite, Kan Ure Azotu (BUN) ve kreatinin
konsantrasyonundaki artis ve siddetli tiibiiler nekrozla birlikteliktedir (52).
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Sekil 3. Gentamisinin kimyasal yapis1  (53)

1.1.4.1 Gentamisin Nefrotoksisitesi Etki Mekanizmasi

Gentamisin toksisitesi tipik Klinik bulgusu nonoligurik ve hatta oligiirik
bobrek atilimi islev bozuklugudur (51- 57). Bununla birlikte; plazma creatinin
plazma iire ve diger metabolik iirlinlerin artis1, proteiniiri, glikoziiri, aminoasidiiri,
elektrolit degisiklikleri de eslik etmektedir (58, 59).

Gentamisin tiibiiler toksisitesi 2 yonliidiir: 1-) Ozellile proksimal tiibiil
hiicreleri olmak iizere tiibiiler epitelyal hiicreleri 6ldiiriir. 2-) Oldiiriicii 6zelligi
olmayan fakat su ve soliit transportuna engel olarak nefropatiyi artirir (60).

Yapilan calismalara gére gentamisinin tiibiiler toksisitesi; tiibiiler epitelyal
hiicrelerde apopitoz (61- 63) ve nekroz (64) ile olmaktadir. Glomeruller nefronun
kimyasal ajanla ilk olarak karsilagtigi yerdir. Gentamisin glomerulda mezengial
kontraksiyona neden (65) olarak GFR’yi azaltmaktadir (66, 67). Gentamisin ek

olarak mezengial proliferasyonu apopitoz ile paralel olarak artirir (65- 68).
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Gentamisin  glomerulda o6nemli derecede morfolojik degisiklikler
yaratmamasina ragmen; yiiksek doz tedavi rejimlerinde boyutta bir miktar artis
olmaktadir. Cember seklinde, yogunlukta degisme ve filtrasyon bariyerinde notrofil
infiltrasyonuna bagl sisme meydana gelmektedir (69). Patofizyolojik dnemi belirsiz
olmakla birlikte, negatif yiiklerin ndtralizasyonuna bagli olarak secgici gecirgenlik

bozulur bu da proteiniiriye katkida bulunur (70).

1.1.5. ADROPIN

Adropin; lipit metabolizmasinin diizenlenmesine hizmet eden yeni bulunmus
bir hormondur. Bu hormon ilk defa 2008 yilinda Kumar ve arkadaslar1 tarafindan
karaciger ve beyin dokusundan izole edilmistir (7).

Enerji homeostazisini siirtidiiren bu hormon Energy Homeostasis Associated
Gene (Encho) tarafindan kodlanmaktadir. Ve alinan besin miktari ile regiile edilir.
Adropin molekiiliiniin beslenme regiilasyonu iizerine diizenleyici etkileri oldugunun
kaniti, Kumar ve arkadaslari tarafindan yapilan fare deneyinde kanitlanmustir (7).

Ilgili deney gdstermistir ki; zayif, yag oram diisiik farelerde yiiksek yagl
diyetle (HFD) beslenme sonrasi, adropin diizeylerinde kontrol grubuna gore hizli bir
artts meydana gelmistir. Bunun tersine, a¢ olan farelerde adropin sentezlenmesi
kontrol grubuna goére azalmistir (7). Metabolik stres sonucu sirkiilasyonda yiikselen
adropin degerleri, insiilin direncini ve glukoz intoleransini azaltir (7- 9). Serum
adropin seviyeleri; yas ve viicut kitle indeksiyle negatif korelasyon gdstermektedir
(72).

1.1.5.1 Adropin Immiinoreaktivitesi

Adropinin ilk olarak karaciger ve beyin dokusunda sentezlendigi bulunmustur
(7). Bu ilk bulgular adropinin karaciger siniizoitlerinde, vaskiiler boslukta pia
materde ve ndron hiicrelerinde immunoreaktivitesini sunan, Aydin ve arkadaslari
tarafindan da onaylanmistir (72).

Aragtirmacilar ayn1 calismada, adropinin vaskiiler bosluk, noroglial hiicre,
purkinye hiicreleri ve serebellumdaki graniiler tabakada immiinohistokimyasal
etkisini de gostermistir (72). Adropin immiinoreaktivitesi, bobrek dokusunda;
glomerul, peritiibiiler interstisyel hiicre ve peritubuler kapillerde; kalpte
endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyumda ve pankreas dokusunda da

saptanmistir. Adropin sentezinin karaciger dokusundaki immunohistokimyasal

21



sunumu saglanmistir (72). Adropin ayrica siitte, peynir proteininde ve siit ineklerinin
plazmasinda saptanmustir (73).

Streptozin ile olusturulan deneysel diyabetik ratlarda, ilgili dokularda adropin
immiinoreaktivitesinde bir artis tespit edilmistir (72). Ayn1 zamanda adropin

ekspresyonu umblikal ven ve koroner endotelyal hiicrelerde de gosterilmistir (74).

1.1.5.2. Adropinin Genel Etkileri
Tablo 5. Adropinin genel etkileri (75)

NITRIK OKSIT BIYOAKTIVITESINI DUZENLER.

LIPOJENIK GEN EKSPRESYONUNU AZALTIR.

DISLIPIDEMI VE HEPATOSTEATOZU AZALTIR.

BOZULMUS GLIKOZ TOLERANSINI AZALTIR.

INSULIN DIRENCINI AZALTIR.

ENERJI HOMEOSTAZISINI DUZENLER.

Adropinin insan fizyolojisi iizerine etkileri net bilinmemektedir. Yapilan bir
calismada bayanlarda diyette asir1 yag tiiketilmesi ile plazma adropin konsantrasyonu
arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (76).

Asagida bu regiilator molekiilin yapist ve terminolojisi agiklamasi

detaylandirilmistir.

1.1.5.3. Adropinin Yapisi Ve Terminolojisi

Adropin terminolojisi, 2 latin kokenli kelimenin ilk ti¢ harfi birlestirilerek
elde edilmistir: Kelimelerden ilki Adura olup atese vermek anlamina gelmektedir.
Ikinci kelime ise, pinquis olup; katt ya da sivi yaglar anlamindadir. Adropin;
(Encho) seklinde sembolize edilen Energy Homeostasis Associated Gene tarafindan
kodlanmaktadir (7). Adropin 76 aminoasit iceren ve molekiil agirhg: yaklasik 4500
dalton (Da) olan bir hormondur. insan, fare ve sican adropin aminoasit dizileri %100

Ozdestir.
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Sekil 4. Adropinin kimyasal yapis1  (75)

Adropin molekiiliiniin yar1 6émrii heniiz tespit edilememistir. Bununla birlikte
bu peptit yapili hormonun yar1 Omrii, birka¢ dakika kadar kisa oldugu
varsayllmaktadir. Ciinkli peptit yapilt hormonlarin yar1 émrii 3 ile 30 dakika
arasindan  degismektedir.  Adropinin  kandaki normal  konsantrasyonlari;
3,1+13ng/mL (8), 3,4-45ng/mL (77). Insan siitindeki normal adropin
konsantrasyonu 9-14,5 ng / mL arasinda de@ismektedir (77). Idrar adropin
konsantrasyonu ise, serumdaki adropin konsantrasyonuna gore yaklasik olarak 4 kat
daha fazladir. Normal adropin konsantrasyonlarindaki bu tutarsizlik uygunsuz 6rnek

toplama, isleme ya da tasima kaynakli olabilir (78).

1.1.5.4. Adropin ile Yapilmis Cesitli Cahsmalar

Adropin  hormonunu bulan Kumar ve ark. (7) ilk hayvan deneyini
gerceklestirmistir.

Otorlerin bu oncii ¢alismasindaki raporlara gore; Karaciger dokusunda
adropini kodlayan gen (ENCHO) beslenme tarafindan diizenlenmektedir. Ratlarla
yapilan bu caligmada, diyet bagimli obezite (DBO) olan ratlarda ve yiiksek yag
iceren diyetle (YYID) beslenen ratlarda ya da genetik bagimli obez ratlarda ENCHO
ekspresyonunda azalma saptanmistir (7).

Aragtirmacilar bu ratlara uygulanan sistemik adropinin, hepatik steatozu
azaltigimi bildirmistir. Lipogenezin major regiilatorii olan, adipoz dokudaki
peroksizom aktivator reseptor gama ve karaciger lipojenik gen ekspresyonu adropin

tarafindan diizenlenmektedir (7).
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Periferal ~ dokulardan  sentezlenen  protenlerin  lipit  metabolizma
diizenlenmesinde, insiilinin hedef hiicrelerinde anahtar rol oynadigi bilindigi gibi,
adropin de, lipit ve glikoz metabolizmasin1 diizenleyerek, hiperinsiilinemi iligkili
obezite ve hepatosteatoza karsi koruyucu etki sergilemektedir (7, 9, 79).

Bu durum adropin adli peptit yapili molekiilin, insilin duyarliligin
korumadaki Onemini agikga goOstermektedir (7, 79). Kumar ve ark’nin  (7)
caligmasina gore, diyet bagimli obezitesi olan ratlarda sistemik adropin yonetimi
hepatosteatozu azaltmaktadir.

2010 yilinda Lovren ve ark. (74) tarafindan yapilan ¢alismada; adropin ile
muamele edilmis endotelyal hiicrelerinde, biiyiik bir proliferasyon, migrasyon ve
daha az gecirgenlik gdsteren kapiller benzeri tiip formasyonu saptanmistir. Ayni
zamanda tiimiir nekroz faktor alfa (TNF-ALFA) ile indiiklenmis apopitoz tespit
edilmistir. Yine ayn1 ¢aligmada ¢alismacilar; adropinin endoteli korumada potansiyel
etkili oldugu goriisiinii savunmustular. Adropinin bu islevini muhtemelen; vaskiiler
endotelyal growth faktér (VEGF), reseptor 2 (VEGFR2) ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinaz yolagi ve VEGFR2 fosfoditil inositol 3 kinaz yolag: tizerinden
endotelyal NO sentaz upregiilasyonu sonucu olustugunu varsaymistilar (74).

Bir bagka c¢alismada gosterilmistir ki; farelerde yasam boyu kalori kisitlamast;
hepatik yag metabolizasinda yeniden programlanmaya ve metabolik adaptasyona
sebep olmaktadir (80). Bu metabolik adaptasyonun lipoliz ve ketogenezi arttirirken,
lipogenezi azalttigi saptanmistir. Bu ¢alismada adropinin lipoliz yapic1 etkisi
vurgulanmistir. Yasam boyu adropin seviyesinin yiiksek seyretmesi yasa bagl
karaciger yaglanmasini azaltmistir (80).

Baska bir calismada ise; streptozosin ile deneysel diyabet yapilan ratlarda;
beyin, serebellum, boébrek, kalp, karaciger ve pankreas dokularindaki adropin
degisiklikleri incelenmistir (72) . Bu ¢alisma gostermistir Ki; diyabetik ratlarda daha
fazla adropin sentezi meydana gelmistir. Bu ¢aligmaya gore adropin seviyeleri azalan
bir sekilde: pankreas>karaciger>bobrek>kalp>beyin>serebellar doku seklinde
olmustur (72). Baska bir ¢alismada ise maymunlara verilen balik yag ile fruktoz ile
indiiklenen metabolik molekiillerde artis (ApoC3, ApoE) ve adropin diizeylerinin

diisiisiinde engellenme goriilmiistiir (79).
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Lovren ve ark’nin (74) yaptig1 ¢alismada, adropin kardiyak koruyucu etkileri
arastirtlmis. Endotelyal fonksiyonlar1 diizelterek potansiyel bir kardiyak koruyucu
etkisi saptanmistir. Ayn1 zamanda adropinin, sinir sistemi gelisim i¢in de mevcut
etkileri saptanmustir (7, 81).

Adropin ile yapilan bir insan c¢alismasi; Lian ve ark. (82) tarafindan yapilan
56 kalp hastas1 (KH), 20 saglikli insanla yapilmis bir ¢alismaydi. Bu kalp hastasi
olan hastalar New York kalsifikasyonuna gore 4 gruba ayrilmist. Ve bu hastalarin
plazma adropin seviyeleri Elisa yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Bu ¢aligmanin raporlarina
gore; plazma adropin seviyeleri kalp yetmezliginin siddetinin artmasina gore artis
gostermektedir. Buna karsilik, adropin seviyeleri ile sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonlar1 arasinda negatif korelasyon saptanmistir. Lian ve ark. (82) g¢alisma
sonunda kalp yetersizliginde adropinin asirt saliniminin hastalagin patogenezinde rol
oynadigini ileri siirmiistiiler.

Bu calismadan sonra yapilan bir ¢alismada; Roux-en-Y gastrik by-pass
sonrasi takibe alinan hastalarin plazma adropin seviyeleri 6l¢iilmiistiir. Bu ¢aligmada
ise operasyon sonrasi hastalarin plazma adropin seviyelerinde artig saptanmigtir. Bu
artis ameliyat sonrasi 3. ayda pik seviyesine ulagmistir (77). Bu c¢alismada
gosterilmistir ki diisiik plazma adropin seviyeleri; farelerde oldugu gibi artmais insiilin
rezisranst ile ilgkilidir (7, 83).

Yine bir ¢alismada; 20 gestasyonel diyabetli gebe ile 20 saglikli gebenin,
serum ve kord kanlar1 adropin diizeyi ol¢timii yapilmistir. Yapilan bu calismada;
gestasyonel diyabetli olan gebelerin adropin diizeyi dl¢timleri saglikli gebelere gore
disik  saptanmistir  (8). Bu c¢alismada, adropinin  diyabetis  mellitus
etyopatogenezinde rolii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Diger bir c¢alismada; anne siitiinde Olgiilen plazma adropin seviyeleri ise;
saglikli annelerin kolostrumunda 6lgiilen adropin seviyesi, olgun siit seviyesine gore
daha yiiksek saptanmistir. Gestasyonel diyabeti olan annelerin siitiinde ise daha
diisiik titrede adropin seviyesi saptanmistir (84). Bu caligmada, anne siitiindeki
adropin seviyeleri ile ayni annelerin serum adropin Sl¢iimleri birbiri ile orantili

bulunmustur (85).
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Wu ve ark. (86) 392 hastanin bulundugu bir ¢alismada, adropin seviyelerinin
koroner ateroskleroz ile uyumlu oldugunu tip 2 diyabeti olan ve diyabet olmayan
hastalarda tespit etmistiler. Bu ¢alismada otorler diisiik adropin seviyelerinin koroner
ateroskleroz icin yeni bir belirleyici olabilecegini 6ne siirmiistii.

Topuz ve ark. (87) 92 tip 2 diyabetis mellitus hastasinin oldugu bir ¢alismada,
endotelyal disfonksiyonu ve akim aracili dilatasyon degerlendirmistir. Ve endotelyal
disfonksiyon olan ve olmayan gruplarda plazma adropin seviyelerini 6l¢miisler.
Aragtirmacilar plazma adropin seviyeleri ile akim bagimli dilatasyon arasinda pozitif
korelasyonu saptamistir (87). Bu sonuglara gore otorler plazma adropin seviyelerinin,
endotelyal disfonksiyonu 6lgebilecek bir biomarker olabilecegini 6ne siirmiistiir (87)
Ayrica son zamanlarda alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi olanlarda
(NAYKH) serum adropin seviyeleri; non alkolik yagl karacigeri olmayanlara ve

kontrol grubuna gore anlamli olacak sekilde diisiikk saptanmustir (88).

26



2. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ ndan onay
alindiktan sonra Firat Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 tarafindan; Kasim
2015 tarihinde Frrat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’ nde
gerceklestirilmistir. Calisma igin Firat Universitesi bilimsel arastirma projeleri
biriminden TF.15.31 proje numarasiyla onay alimmis ve gerekli maddi destek

saglanmistir.

2.1. Deney Hayvanlar

Calismada 221-327 gr agirhiginda 28 adet wistar albino cinsi disi rat
kullanilmistir. Ratlar 23 + 2 °C oda 1s1sinda 12 saat 151k (7: 00-19: 00) ve 12 saat
karanlikta (19: 00-7: 00) tutulup 06zel olarak yaptirilan kafeslerde beslenmistir.
Yemler; ¢elik kaplarda, su ise; cam biberonlarda (normal gesme suyu) verilmistir.

Biitiin gruplardaki hayvanlar deneye baslanmadan once tartilmis ve calisma
bitiminde viicut agirliklart tekrar tartilmistir. Gruplarda bulunan biitiin ratlar ayni
ortamda gozetim altinda tutulmus olup hayvanlara su verilip, yiyecek alimlar

saglanmis ve hayvanlarin giinliik olarak altlar1 temizlenerek bakimlar1 yapilmistir.

2.2. Calisma gruplar
Grup | (n=7): Kontrol Grubu: Herhangi bir enjeksiyon yapilmadi

Grup Il (n=7): Adropin Grubu: Ratlara hergiin Spmol/kg/giin
adropin intraperitoneal enjeksiyon seklinde yapildi.10. giinde sakrifasyon
uygulandi.

Grup Il (n=7): Gentamisin Grubu: Ratlara hergiin 100mg/kg/gilin
gentamisin intraperitoneal enjeksiyon seklinde yapildi.10. giinde sakrifasyon
uygulandi.

Grup IV (n=7): Adropin+Gentamisin Grubu: Ratlara hergiin
Spmol/kg/giin  adropin  ve 100mg/kg/giin gentamisin intraperitoneal
enjeksiyon seklinde es zamanli yapildi.10. glinde sakrifasyon uygulanda.
Calismamizda hig rat kayb1 yasanmadi.

2.3. Nefropati Olusumu
Deney hayvanlari tartim islemi tamamlandiktan sonra ratlara gentamisin %0.9

luk NacCl soliisyonunda ¢6ziildiikten sonra intraperitoneal olarak uygulandi.
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2.4. Adropin Uygulanmasi
Adropin molekiilii, soguk zincir korunarak tedarik edildikten sonra iiretici
firmanin 6nerdigi sekilde ¢oziilerek ratlara 5 pmol/kg dozundan intraperitoneal yolla

toplam dokuz kez olacak sekilde verildi.

2.5. Sakrifasyon

Deney protokolii tamamlandiktan sonra gruplardaki sakrifasyon uygulanarak
anestezi altinda dekapite edildi. Abdominal boslugu agilan ratlarin bobrek dokular
cikarilarak  uygun  fiksatiflerle  tespit edilip ardindan histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve immiinolojik incelemeler i¢in bobrek doku ornekleri ve

biyokimyasal incelemeler i¢in kan 6rnekleri alindi.

2.6. Orneklerin Hazirlanmasi Ve Saklanmasi

Steril cerrahi araglarla dekapite edilen ratlardan alinan plazma ve serum
numuleri; yapilacak olan analizler igin sirasiyla aprotininli tiiplere ve biyokimya
tiiplerine konuldu. Alinan kanlar 4000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek serum ve
plazmalar1 ayrildi. Bu numuler numaralandirilmis bir sekilde eppendorf tiiplerine
yerlestirildi. Aprotininli tiiplere alman serum &rnekleri ELISA ¢alismasi igin ayrildi.
Ve tiim numuler ¢alisma giiniine kadar -80 °C ‘de saklandi. ELISA calismalarinda
kullanilma {izere ratlarin alinan bobrek dokular fosfat tamponu iceren ¢ozeltiden
gecirilip kan artiklarinda arindirildiktan sonra hizlica donduruldu. Calisma giinene

kadar -80 °C’de sakland.

2.7. Dokularim Homojenizasyonu

Calismaya baslamadan once dort grup i¢in toplamda 28 adet eppendorf
tiipleri ayr1 ayr1 numaralandirildi. Daha sonra bu numaralandirilmis eppendorf
tiiplerine 900 ml fosfat tamponu koyuldu. Dért gruba ait dokular; -80 °C’den
alindiktan sonra her bir ratin bobrek dokusu 100 mg olacak sekilde tartildi. Kesilen
bu dokular steril bistiiriler ile ince parcalara sekline getirildikten sonra eppendorf
tiiplerine yerlestirildi. Bunlarin iizerine de 100 mikrolitre 0,5 mm zirconyum oksit
boncuklar1 konuldu. Hazirlanan numuneler Bullet Blender homojenizasyon cihazinda
cihazin hiz1 8 olacak sekilde 3 dakika isleme alindi. 3 dakika sonunda yeterli
homojenizasyon olmadig1 diisiinlerek, cihazin hiz1 9 olacak sekilde 3 dakika daha

isleme alind1. siire sonunda cihazdan alman 6rnekler +4 °C’de 10000 rpm’de 10
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dakika santrifiij edildi. Siipernatanlar sirasi ile ependorflarma alindi ve ELISA

calismasi i¢in kullanildi.
2.8. Laboratuar incelemeleri

2.8.1. Biyokimyasal Parametlerin Ol¢iilmesi
Rutin biyokimyasal analizle Firat Universitesi Hastanesi merkez

labaratuarinda gergeklestirildi. serum tiire ve serum creatinin degerleri ¢alisildi.

2.8.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunsorbent Assay) Yonteminin Temel
Prensibi Ve Orneklerin Degerlendirilmesi

ELISA; serum, plazma, idrar, tiikriik, perikard, periton sivis1 gibi viicut
stvilarinda ve doku homojenizatlarinda antijenik yapida olan yada bir nedenle
antijenik yap1 kazandirilan biyolojik materyallarin seviye tespiti i¢in kullanilan bir
yontemdir. Elisanin asil prensibi antijen antikor etkilesimine bagli olarak olusabilen
bir reaksiyondur. Bu reaksiyon elisa okuyucusu bir cihaz tarafindan

degerlendirilmektedir.

2.8.3. Yehua ELISA Cahismasi
Ratlardan saglanan serum ve doku siipernatanlarin -80 °C’den ¢ikartildiktan

sonra, YEHUA marka ELISA kiti ile ¢alisilmustir.

2.9. Histopatolojik incelemeler (immiinohistokimya)

Parafin bloklardan 46 pum kalimliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden geg¢irilip antigen
retrieval icin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatildi. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklasik 20 dakika sogutmak icin
bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA)
ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek igin
hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi (Hydrogen Peroxide
Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanana
dokulara zemin boyasini engellemek icin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab
Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda dilue
edilen adropin primary antibody (Rabbit polyclonal Anti-Adropin antibody, ab12800
Abcam, Cambridge, UK) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildi.
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Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan
sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit
IgG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda
1isisinda inkiibe edildi. Dokular, sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS ile
3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation,
USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS igerisine
alindi. Dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chromogen
(AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision
Corporation, USA) solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali
alindiktan sonra es zamanl olarak PBS ile yikamaya alindi. Negatif kontrol igin
Rabbit IgG kullanildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS
ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount,
TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Leica DM500 mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi (Leica
DFC295). Skala bar: 20pm.

Boyamada immiinreaktivitenin yaygmlig: (0.1: <%25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-
75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢cok az, +1:az, +2: orta, +3:siddetli) esas
alinarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yayginlik x siddet

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢cin SPSS version 22 programi kullanildi. One-way ANOVA ve posthoc
tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

2.10 TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 6). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Leica
DM500) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele se¢ilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
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500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere

oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’1 hesaplandi.

Tablo 6. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece

2 Xylol 3X15 dakika

3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika

4 PBS 5 dakika

5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izili. .

6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika

7 PBS 3X5 dakika

8  Endojen peroksidaz blokaji (% 3 H202) 3 dakika

9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Caligma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 60 dakika

37°C’de

12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika

18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

2.11. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Calismamizda biitiin istatistiksel verile SPSS for Windows version 21.0
programi kullanilarak yapilmistir. Sayisal veriler ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. Gruplar aras1 degerlendirme igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanildi. Post-hoc degerlendirme i¢in Tukey’s testi uygulandi. Ayrica gruplar arasi
ikili karsilastirmalar Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik
i¢in p<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Gentamisin ile nefropati olusturdugumuz ¢alismamizda, ¢alisma siiresince rat
kayb1 yasanmadi. Calismamizda elde edilen viicut agirhigi degisimi, serum creatinin
ve serum iire diizeyi, serum ve doku diizeyinde ELISA yontemi ile dl¢iilen Adropin
diizeyleri, histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemelerden elde edilen

bulgular asagida verilmistir:

3.1. VOCUT AGIRLIGI DEGiSiMi

Calismada 221-327 gr agirligt arasinda winstar albino cinsi ratlar
kullanilmistir. 4 grup olacak sekilde gruplandirilan ratlar homojen olarak
dagitilmistir. Calismaya dahil edilen ratlarin ortalama agriliklari 276 gr’dir.
Calismamizin baslangicinda homojen dagilimina dikkat ederek segtigimiz gruplarin,
birbiri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigint ANOVA testi ile saptandi.
(P>0,05)

Calisma tamamlandiginda; yani 10. giin sonunda yapilan agirlik 6lgtimlerinin
karsilastirilmasinda ise, kontrol ve adropin grubunda agirlik artisi; gentamisin ve
adropintgentamisin grubunda agirlik azalmasi tespit edildi. Kontrol grubunun
calisma sonundaki agirlig ile calisma baslangicindaki agirhigr arasinda 10,3+8,4
olacak sekilde yaklasik %4 liik bir agirlik artis1 tespit edildi ki bu deger istatistiksel
olarak anlamliydi. (p<0,05) Adropin grubunda ise yaklasik 3,6 gramlik bir artis
saptandi. Ancak istatistiksel olarak anlam tespit edilmedi.(p>0,05)

Gentamisin grubunda ise baslangic agirligina goére 19,7+10,1 gramlik bir
azalma tespit edildi. Baslangi¢ viicut agirlifina gore yaklasik %7 kadar viicut agirlig
kayb1 saptandi. Bu deger kaybi istatistiksel olarak anlamliydi. (p<0,05)

Adropintgentamisin verilen grupta da agirhik kaybi saptandi. Baslangic
agirhgna gore yaklasik %4,5 kadar olacak sekilde viicut agirhigi kaybr tespit
edildi.(12,448,5) Bu deger istatistiksel olarak anlamlidir. (p<0,05)
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Tablo 7. Caligmanin baslangig, bitis agirliklart ve grup ici degisimleri

Gruplar

Parametreler

Kontrol Adropin gentamisin Adropin+gentamisin --P--
Baslangig 263,00+25,21 276,29+30,74 289,14+28,31 275,57+16,89 0,332
Agirhigi, gr
Bitis Aglrhgl, ar 273,29+31,32 279,86+35,55 269,43+23,77 263,14+15,11 0,718
Grup i¢i -10,2868,460 -3,571+6,528 19,714+10,095 12,429+8,482
degisim, gr*
P 0,018 0,198 0,002 0,008
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Sekil 5. Gruplarin ortalama agirlik degisimi
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Tablo 8. Calisma sonunda gruplar arasi 6l¢tim degerleri karsilastrilmasi

Gruplar

Parametreler

Kontrol Adropin Gentamisin Adropin+gentamisin --P--
Bobrek agirhg (gr) 2.43+0,138 2,61+0,195 3,08+0,323 2,82+0,335 0,001
Doku elisa
slciimii(pg/ml) 7830,45+697,76 8374,97+484,49 6330,43+2058,90 8236,15+586,35 0,011
Serum elisa
Serum  ire  diizeyi
Sleiimii(mg/dl) 60,57+4,23 56,42+4,96 153,42+105,56 130,85+113,65 0,0001
Serum creatinin
Sleiimii(mg/d] 0,30+,043 0,26+0,18 1,33+1,05 1,22+1,08 0,0001
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3.2. Bobrek Agirhiklar:
Calismada mevcut olan 4 grubun bobrek agirliklari ortalamasini ve gruplar

arasindaki degisiklikler Sekil 6°da gdsterilmistir.

4
3,5
3
= 25
£
o
o)) 2
D
= 15
~ 1
o
:-g 0,5
o
0
kontrol AD GEN AD+GEN
|ESeri1 2,428571429 2,614285714 3,085714286 2,828571429

Sekil 6. Gruplarin ortalama bobrek agirliklar:

Kontrol grubu ile (2,43+£0,139) adropin grubu (2,61+0,196) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir.(p>0,05) Gentamisin grubunda
ise bobrek agirliklart ortalamasi 3,08+0,324 tespit edilmis olup, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. (p<0,05).
Adropint gentamisin verilen grubun bobrek agirlik ortalamasi 2,83+0,335 olarak
tespit edilmis olup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir. (p<0,05)

Adropin+gentamisin verilen grup (2,83+0,335 ) ile gentamisin (3,08+0,324)
verilen grup arasinda karsilastirma yapildiginda ise istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmedi. (p>0,05) Adropin verilen grup (2,61+0,196) ile gantamisin
(3,08+0,324) verilen grup arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmedi. (p>0,05)
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3.3. Doku Elisa Ol¢iimii
Calismada mevcut olan 4 grubun ELISA yontemi ile doku diizeyinde
Adropin 6l¢iimii ortalamasini ve gruplar arasindaki degisiklikleri gosteren Sekil 7

asagida verilmistir.

10000
9000

8000

7000 -

6000 -
5000 -
4000

3000 -
2000 -
1000 -

O -
kontrol AD GEN AD+GEN

|Seri 1 7830,45 8374,97 5818,77 8236,15

M Seril

Sekil 7. Doku adropin diizey elisa 6l¢iimleri ortalamasi

Dokuda adropin diizeyleri bakildiginda; kontrol gurubunda doku adropin
diizeyi ortalamasi 7830,45+697,76 olup adropin gurubunda 8374,97+484,49
gentamisin gurubunda 5818,77+1699,36 adropintgentamisin gurubunda ise ortalama
deger 8236,15+586,35 olarak saptanmistir. Doku adropin diizeyleri guruplar arasinda
karsilagtirildiginda ise kontrol gurubu ile adropin gurubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamsizdir (p>0.05). Kontrol gurubu ile gentamisin gurubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir. (p<0.05) Kontrol gurubu ile adropin+gentamisin
gurubu arasi fark istatistiksel olarak anlamsizdir. (p>0.05) Adropin ile gentamisin
arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamlidir. (p<0.05) Adropin gurubu ile
ardopintgentamisin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdir.(p>0.05)
Gentamisin gurubu ile adropin+gentamisin gurubu arasindaki fark anlamlidir.
(p<0.05)
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3.4. Serum Elisa Ol¢iimii
Calismada mevcut olan 4 grubun ELISA yontemi ile serum diizeyinde

Adropin 6l¢iimii ortalamasini ve gruplar arasindaki degisiklikleri gosteren Sekil 8

asagida verilmistir.
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elisa serum diizey Slgiimii(pg/ml)

0
kontrol AD GEN AD+GEN

|ESeri 1| 547,4471429 616,6828571 427,93 570,3628571

Sekil 8. Serum adropin diizeyleri elisa 6lgiim ortalamasi

Kontrol grubuna (547,5+133,6) gore Adropin verilen (616,7+65,6) ve
Adropin+Gentamisin verilen (570,4+135,6) gruplarda serum adropin diizeyi 6lgiimii
daha yiliksek saptanmistir. Ancak bu durumun istatistiksel olarak anlami tespit
edilmemistir. (p>0,05) Gentamisin verilen grupta (427,9+£79,7) serum adropin
Olclimii, kontrol grubuna gore daha diisiik tespit edilmistir. Ancak bu diisiikliigiin
istatistiksel olarak anlami1 saptanmamustir.

Adropin grubu ile gentamisin grubu arasinda, Elisa yontemi ile serum adropin
Ol¢timlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir. (p<0,05)
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3.5. Serum Ure Diizeyi
Calismada mevcut olan 4 grubun, calisilan biyokimyasal parametrelerinden

serum lre Ol¢limiiniin(mg/dl) ortalamasini ve gruplar arasindaki degisimini gdsteren

Sekil 9 asagida verilmistir.
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0
KONTROL AD GEN AD+GEN

| M Seril| 60,57142857 56,42857143 153,4285714 130,8571429

Sekil 9. Guruplarin serum iire diizey 6l¢lim Ortalamasi

Serum iire diizeyleri, Kontrol grubuna goére (60,57+4,24), Adropin verilen
grupta (56,43+4,96) daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ancak bu diisiiklik
istatistiksel olarak anlamli degildir. (p>0,05).

Gentamisin verilen grup (153,43+£105,57) ile Adropin+Gentamisin verilen
(130,86+113,66) gruplarda serum iire diizeyi, adropin grubuna gore (56,43+4,96)
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek tespit edilmistir. (p<0,05).

Yine benzer sekilde; Gentamisin verilen grup (153,43+105,57) ile
Adropin+Gentamisin verilen (130,86+113,66) gruplarda serum iire diizeyi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek tespit edilmistir.
(p<0,05). Buna karsilik Adropin+Gentamisin verilen (130,86+113,66) grupta serum
iire diizeyi Olglimii, Gentamisin verilen gruba gore (153,43+£105,57) daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu diisiikliiglin istatistiksel olarak anlami yoktur.
(p>0,05)

39



3.6. Serum Creatinin Diizeyi
Calismada mevcut olan 4 grubun, calisilan biyokimyasal parametrelerinden
serum creatinin Slgimiiniin(mg/dl) ortalamasin1 ve gruplar arasindaki degisimini

gosteren Sekil 10 asagida verilmistir.
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1,5

serum creatinin diizeyi(mg/dl)

0,5

N

KONTROL AD GEN AD+GEN
|ESeri 1| 0,302857143 0,258571429 1,33 1,228571429

Sekil 10. Guruplarin serum kreatinin diizey 6l¢lim ortalamasi

Serum creatinin diizeyleri, Kontrol grubuna gore (0,30+0,04), Adropin
verilen grupta (0,26+0,02) daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ancak bu diistikliik
istatistiksel olarak anlamli degildir. (p>0,05).

Gentamisin verilen grup (1,33£1,07) ile Adropin+Gentamisin verilen
(1,23+1,08) gruplarda serum creatinin diizeyi, adropin grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde yiiksek tespit edilmistir.(p<0,05).

Yine benzer sekilde; Gentamisin verilen grup (1,33%£1,07) ile
Adropint+Gentamisin verilen (1,23+1,08) gruplarda serum creatinin diizeyi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek tespit edilmistir.
(p<0,05) Buna karsilik Adropin+Gentamisin verilen (1,23+1,08) grupta serum
creatinin diizeyi Ol¢limii, Gentamisin verilen gruba gore (1,33+1,07) daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu dislikliigiin istatistiksel olarak anlami
yoktur.(p>0,05)
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3.7. Serum Immiinohistokimyasal Bulgular (Adropin Immiinreaktivitesi)

Adropin immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; Adropin immiinreaktivitesi bobrek
dokusunda glomeriillerde (siyah ok) gozlendi.

Bobrek dokusunda Adropin immiinreaktivitesi; Kontrol (Sekil 11) ve
Adropin (Sekil 12)  gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
Adropin immiinreaktivitesi Gentamisin grubunda (Sekil 13) istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmig bulundu. (p<0.05) Gentamisin grubuyla kiyaslandiginda
ise adropin immiinreaktivitesi Gentamisin + adropin grubunda (Sekil 14) belirgin
olarak artmist1 (p<0.05) ve kontrole yakin gozlendi.

Tablo 9. Adropin histoskor

GRUP Histoskor
Kontrol 1.31+0.39
Adropin 1.41£0.77
Gentamisin 0.21+0.072
Gentamisin + adropin 1.20+0.75°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Gentamisin grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 12. Adropin grubuna ait bobrek dokusunda adropin immiinreaktivitesi
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Sekil 14. Gentamisin + Adropin grubunun bobrek dokusu adropin immiinreaktivitesi
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3.8. TUNEL Bulgular1

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi bdbrekte tiibiil
hiicrelerinde (siyak ok) go6zlendi.

Bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 15) ve Adropin (Sekil
16) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda TUNEL pozitifligi
Gentamisin grubunda (Sekil 17) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis
bulundu. (p<0.05) Gentamisin grubuyla kiyaslandiginda ise TUNEL pozitifligi
Gentamisin + adropin grubunda (Sekil 18) belirgin olarak azalmisti (p<0.05) ve
kontrole yakin gozlendi.

Tablo 10. Apoptotik indeks (%)

GRUP Apoptotik indeks (%)
Kontrol 2.33+1.03
Adropin 2.83+1.83
Gentamisin 12.16+2.92%
Gentamisin + adropin 2.50+0.83°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b Gentamisin grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 16. Adropin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
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Glomerul

Sekil 18. Gentamisin + Adropin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif
hiicreler
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4. TARTISMA

Diinyada ve iilkemizde ¢ok ciddi boyutlarda hasta konforunu bozan,
hastalarda ciddi morbidite ve mortalite nedeni olan bobrek yetmezligi, 6nemli bir
saglik sorunudur. Bobrek yetmezligi ile sonuglanan nedenleri 6grenmek, bu
nedenleri ortadan kaldirarak hastalarin son donem bobrek yetmezligine olan
gidisatin1 durdurmak veya son donem bobrek yetmezligi gelismisse son donem
bobrek yetmezliginin tedavisini saglamak bilim insanlarinin yaptig1 ve yapacagi
calismalarin temelini olusturmaktadir. Bu nedenledir ki; ayn1 amagla ¢alismamiz
tamamlandi.

Tamamlamis oldugumuz c¢alismada, gentamisin ile deneysel olarak
olusturulan nefropati modelinde adropin adli molekiilin biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal olarak terapotik etkisi incelenmistir. Yaptigimiz ¢alismada
adropin molekiiliiniin gentamisin nefrotoksisitesine karsi koruyucu etkileri tespit
edilmistir.

Baslangi¢ aninda, viicut agirliklaria gore homojen olarak dagitilan gruplarda
caligmanin tamamlandigi 10. giinde gentamisin grubunda viicut agirlik kaybi tespit
edilmis olup istatistiksel olarak anlamdir (p<0,05). Bu durum nefropati gelisen
ratlarda viicut agirhigimin  beklenen agirhiktan daha diisilk olabilecegini
diigiindiirmekte olup; ilag iliskili nefropatiye bagl olarak bobrek hasari ile viicut
agirhigindaki azalmanin dogru orantili oldugu izlenemini vermektedir. Daha once
Erdem ve ark’nin (89) yapmis oldugu calismada da gentamisinin neden oldugu
nefropati de ratlarin viicut agirlik kayiplari bildirilmistir. Yine baska bir ¢alismada da
gentamisinin katabolik etkileri nedeniyle viicut agirlik kaybi yaptigi gosterilmistir
(90). Bizim galismamizda tespit etmis oldugumuz viicut agirhgi kaybi da, bu
bahsettigimiz calismalarla uyumluluk gostermektedir.

Gentamisin ile adropin birlikte verilen ratlarda ise; sadece gentamisin verilen
gruba gore viicut agirhik kaybi daha diisiik saptanmistir. Ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Ratlarin viicut agirlik kaybinin renal inflamasyon ve bobrek
hasar1 ile dogru orantili olacak sekilde arttig1 diistiniilmektedir. Khan ve ark’nin (91)
yapmis oldugu c¢alismaya gore, gentamisinin neden oldugu reaktif oksijen
radikallerinin ~ bobrege  zararli  etkileri  gentamisin  nefropatisinin  etki

mekanizmalarindan birini olusturmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri sayesinde
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derinlesen renal hasarin bir sonucu olarak ratlarda daha fazla viicut agirlik kaybi
yasandig1 disiiniilmektedir. Gentamisin ile adropin birlikte verilen grupta sadece
gentamisin verilen gruba oranla daha diisiik oranda viicut agirlik kaybi1 meydana
gelmesi, bize adropinin olasi antioksidan mekanizmasina bagli olarak renal hasari
azaltmis olabilecegini diisindiirmektedir. Ancak muhtemeldir ki, yiiksek dozlarda
verilecek olan Adropinin bu protektif etkisinin daha net bir sekilde ortaya ¢ikisi
goriilebilecektir.

Adropin verilen grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda; kontrol grubuna
gore adropin gurubunun viicut agirlik artis1 daha az meydana geldigi saptanmistir. Bu
durumun sebebinin ise adropinin; insiilin direnci ve glukoz intoleransini azaltici,
lipid metabolizmas1 iizerine katabolik etkileri ve lipojenik gen ekspresyonunu
azaltmasi nedeniyle kaynaklandigi disiiniilmektedir. Aydin (75) tarafindan yapilan
calismada da adropinin bu etkileri gosterilmistir.

Calisma sonunda ratlarin bobrek dokulart tartildiginda; gentamisin verilen
grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda, gentamisin verilen ratlarin bobrek doku
agirliklar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek saptanmistir (p<0,05).
Gentamisin verilen ratlarda viicut agirlik kaybina ragmen saptanan bu bobrek dokusu
agirlhik artiginin, gentamisinin neden oldugu nefropatiye sekonder gelisebilecegi
diistiniilmiistiir. Zira Greko ve ark.’nin (92) yapmis oldugu bir ¢alismada kopeklerde
gentamisin nefrotoksisitesinin neden oldugu mikroskobik ve histopatolojik
degisiklikleri agiklanmistir. Bu ¢alismada proksimal tiibiillerde, koagiilatif nekroz,
cok sayida karyorektik cekirdek, sitoplazmik sisme ve vakualizasyon meydana
geldigi saptanmistir. Ayni1 arastirmacilar tarafindan intersitisyumun 6demat6z oldugu
da tespit edilmistir. Calismamizda saptamis oldugumuz bobrek boyut ve agirlik
artisinin, Greko ve ark’nin ¢alismasina benzer olacak sekilde renal dokuda olusan
hasara ikincil olarak meydana gelen hidropik sisme ve olusan inflamasyona ikincil
meydana gelen doku 6demi neticesinde olustugunu bize diisiindiirmektedir.

Gentamisin ile birlikte adropin verilen rat grubunun bdbrek doku
agirliklarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis
saptanmistir. Ancak sadece gentamisin verilen grup ile karsilagtirildiginda ise daha
diisiik bobrek agirlik artisi tespit edilmistir. Bu farkliligin istatistiksel olarak anlami

saptanmamigtir. Mevcut durumun adropinin muhtemel renoprotektif etkisinden
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kaynakli olabilecegi, sonraki caligmalarda daha yiliksek dozdan verilecek olan
adropinin bu etkisinin daha net bir sekilde olusabilecegini diisiindiirmektedir.

Calisma sonunda rat seumlarindan ve bobrek dokusu kesitlerinde fikse
edilerek ELISA yotemi ile olgiilen adropin seviyeleri karsilastirilmistir. Sadece
adropin verilen grup ile sadece gentamisin verilen grup arasinda, bobrek dokusu
adropin ELISA o6lgtimleri birbiri ile mukayese edildiginde; gentamisin verilen grubun
doku ELISA o6l¢iimleri, istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik oldugu
saptanmigtir. Daha Once bobrek yetmezligi olusturulan ratlarda serum ve doku
adropin diizeyi ile yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak metabolik
olarak adropine benzer sekilde etkileri bulunan irisin adli molekiil ile Ebert ve ark.
(93) yapmis oldugu calismada kronik bobrek yetmezligi bulunan hastalarda serum
irisin Ol¢iimii yapilmistir. Ve yapilan bu c¢alismada nefropati derecesiyle dogru
orantilt olacak sekilde serum irisin seviyesinin anlamli olacak sekilde diisiik oldugu
tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada da; bu calismaya benzer olacak
sekilde, hem serum adropin Gl¢iimii hem de fikse edilen doku kesitlerinde Slgiilen
adropin diizeyinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak kadar
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Adropin ve gentamisin birlikte verilen grup ile sadece gentamisin verilen
grup Kkarsilagtirlldiginda da gentamisin verilen grubun doku diizeyi oOl¢iimleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik tespit edilmistir. Bu durum da adropinin
muhtemel renoprotektif etkilerinden kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir.
Sadece adropin verilen grup ile adropin ve gentamisin verilen gruplarin doku elisa
diizeyleri karsilagitirilmistir. Adropin ve gentamisinin birlikte verildigi grupta doku
adropin oOlgiimleri daha diisikk saptanmigtir. Ancak bu durumun istatistiksel olarak
anlamliligi saptanmamustir.

Doku adropin diizeyi dl¢iimiine ek olarak, serum adropin diizey 6l¢timleri de
calisgtlmigtir. Serum adropin diizey Ol¢timleri de doku diizey oOlglimlerine benzer
oranlarda tespit edilmistir. Sadece adropin verilen grup ile sadece gentamisin verilen
grup arasinda serum adropin elisa Olgiimleri birbiri ile mukayese edilmistir.
Gentamisin verilen grubun serum elisa 6l¢timleri, istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde diisiik oldugu saptanmistir. Bu tablo nefrotoksisite durumunda serum adropin
seviyelerinde diisme olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Adropin ve gentamisin

birlikte verilen grup ile sadece gentamisin verilen grup karsilastirildiginda da doku
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diizeyi Olciimlerinin aksine istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilememistir. Sadece adropin verilen grup ile adropin ve gentamisin verilen
gruplarin serum elisa diizeyleri karsilasitirilmistir. Adropin ve gentamisinin birlikte
verildigi grupta serum adropin seviyeleri daha diisik saptanmigtir. Ancak bu
durumun istatistiksel olarak anlamlilig1 saptanmamustir.

Calisma bitiminde ratlarin serum iire diizeyleri karsilastirildiginda; serum iire
diizeyi sadece adropin verilen grupta kontrol grubuna gore daha diisiik tespit
edilmistir. Ancak tespit edilen bu diislikligiin istatistiksel olarak anlamlilig
saptanmamistir. Gentamisin verilen grupla kontrol grubu karsilastirildiginda
gentamisin verilen grubun serum iire diizey Olciimii istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek saptanmistir. Daha 6nce Harpur ve ark’lar1 (58) tarafindan yapilan
calismalarda gosterildigi lizere gentamisin serum {ire seviyesinde artisa Sebep
olmaktadir. Yapmis oldugumuz calisma da, bu c¢alismay1 destekler niteliktedir.
Martinez ve ark’nin (65) yapmis oldugu c¢alismaya goére gentamisin tarafindan
uyarilan ¢esitli etkenlere bagli olarak hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde artig
saptanmistir. Bu artis da mezengial hiicrelerde kontraksiyona neden olmustur. Bu
durum da gentamisin nefrotoksisitesine katkida bulunmaktadir. Adropin ile birlikte
gentamisin verilen ratlarin, serum {ire 6l¢limii kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli bir sekilde yiiksek tespit edilmistir. Sadece gentamisin verilen grup ile
karsilastirildiginda serum iire diizeyi adropin ile birlikte gentamisin verilen grupta
daha diistik tespit edilmistir. Ancak bu diistikliik istatistiksel olarak bir anlam teskil
etmemektedir. Bu durum adropinin muhtemel protektif etkisi olabilecegini, belki de
verilecek daha yiiksek dozlarda bu etkinin daha agik bir sekilde ortaya ¢ikabilecegini
diistindiirmektedir. Duque ve ark’nin (94) yapmis oldugu bir ¢alismada gosterilmistir
ki gentamisin nefrotoksisitesinin nedenlerinden bir tanesi de, gentamisinin reaktif
oksijen radikallerini artirarak hiicrelerde apopitozu anlamli olacak sekilde
artirmasindandir. Adropin ile gentamisin verilen grupta serum fire Ol¢iimlerinin,
sadece gentamisin verilen gruba gore diisiik saptanmasinin bir nedeni de; adropinin
reaktif oksijen radikallerini azalarak oksidatif hasar1 onleyici etkisi olabilecegini
distiniilmektedir.

Calisma bitiminde ratlarin serum creatinin diizeyleri karsilagtirilmistir. Serum
creatinin diizeyi serum iire diizeyine benzer olacak sekilde, sadece adropin verilen

grupta kontrol grubuna gore daha diisiik tespit edilmistir. Ancak tespit edilen bu
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diisiikligiin istatistiksel olarak anlami saptanmamistir. Gentamisin verilen grubun
serum creatini diizeyi, kontrol grubu serum kreatinin diizeyi ile karsilastirildiginda;
gentamisin verilen grupta serum creatinin diizeyi 6l¢imii istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek saptanmistir. Caligsmada tespit ettigimiz sonug, Priyamvada ve ark’lar
(59) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu gelmistir ve gentamisinin nefrotoksik
etkilerini destekler nitelikte oldugu diisliniilmektedir. Yine bagka bir ¢alismada da
gentamisinin nefrotoksik etkilerine bagl olarak plazma creatinin diizeylerini artirdig
gosterilmektedir (95). Adropin ile birlikte gentamisin verilen ratlarin, serum creatinin
diizeyi 0l¢timii kontrol grubu ratlarinin serum creatinin 6l¢limii ile karsilastirildiginda
anlamli bir sekilde yiiksek tespit edilmistir. Sadece gentamisin verilen grup ile
karsilastirildiginda ise; serum creatinin diizeyi adropin ile birlikte gentamisin verilen
grupta daha diisiik tespit edilmistir. Ancak bu diigiikliiglin istatistiksel olarak anlami
saptanmamuigtir. Morales ve ark’nin (96) yapmis olduklar1 ¢alismada goésterilmistir ki
gentamisin nefrotoksisitesinin bir yolagi da; vazodilatdr ajanlarin azalmasi buna
karsilik vazokonsriktor ajanlardan endotelin-1’in artmasidir. Yine diger ¢aligmalarda;
vazokonsriktdr ajanlardan PAF, prostaglandin ve tromboksan A2’nin gentamisin
nefrotoksisitesinde rol oynadigi belirtilmistir (97- 99).

Yine yapilmis baska bir caligmada da gentamisin ile nefropati olusturulan
ratlara NO sentaz inhibitorii olan L-NAME oral yolla verilmis ve bu ratlarda
creatinin klirensi azalmasi ve serum kreatinin artis1 sadece gentamisin verilen ratlara
oranla daha fazla olmustur (100). 2010 yilinda Lovren ve ark.’nin (74) yapmis
oldugu c¢alismada; adropinle tedavi edilmis endotelyal hiicrelerde; artmis
proliferasyon, migrasyon ve kapiller benzeri tiip bicimlenme saptanmis. Buna ek
olarak azalmis gegirgenlik ve azalmig TNF alfa iliskili apopitoz tespit edilmistir. Ve
bu calismada ek olarak adropinin potansiyel bir endotel koruyucu molekiil
olabilecegine deginilmistir. Bunun sebebi ise vazodilator bir ajan olan NO sentezini
upregiile etmesinden kaynakli olabilecegine deginilmistir. Yukarida séz ettigimiz
caligmalar gentamisin nefropatisi durumunun vazodiltadr bir ajan olan NO seviyesine
bagli olarak degisebilecegini gostermektedir. Adropin ise NO upregiilasyonu
saglamas1 nedeniyle gentamisin nefropatisinde protektif etkili olabilecek kapasiteye
sahip oldugu diisiiniilmektedir. Topuz ve ark’nin (87) yapmis oldugu bir ¢alismada
Ise; arastirmacilar plazma adropin seviyesi ile akim-aracili dilatasyon arasinda pozitif

bir korelasyon saptamistir. Oyle ki arastirmacilar ¢alisma sonuglarina gére, adropinin
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endotelyal fonksiyon bozuklugu miktarmi belirlemek igin yeni bir biomarker
olabilecegini 6nermistir. Her iki ¢alisma sonuglarinda adropinin endotelyal koruyucu
etkisi irdelenmistir. Bundan dolayr muhtemeldir ki adropinin daha yiiksek dozlarda
gentamisin nefropatisinde endotel hastarin1 azaltarak, koruyucu etkisi asil olarak
ortaya ¢ikabilecektir.

Ratlardan elde edilen bobrek doku 6rneklerinin, immiinhistokimyasal tutulum
acisindan ise gentamisin grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gentamisin
grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir disiiklik tespit edilmistir.
Gentamisin+adropin gurubunda ise gentamisin grubuna gore immiinreaktivite daha
fazla saptanmistir. Bu sonu¢ bize renal yetmezlikte doku diizeyinde adropin
seviyesinde azalma oldugunu diisiindiirmektedir.

Daha dnce bahsettigimiz gibi, gentamisinin nefrotoksisite mekanizmalarindan
bir tanesi de apopitozu indiikleyerek sitotoksik etki aktivasyonu ile olmaktadir. Renal
hiicrelerde apoptozu arttirdigt daha Onceki ¢alismalarda da gosterilmistir (94).
Bunlarla beraber TUNEL pozitifligine bakildiginda adropin ve kontrol guruplarinda
TUNEL pozitifligi birbine benzerken gentamisin gurubunda ise istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde artis saptanmustir. Gentamisin ile birlikte adropin verilen
gurupta ise sadece gentamisin verilen guruba kiyasla istatistiksel olarak anlaml
olacak bir sekilde azalma saptanmis olup, bu azalmanin kontrol gurubuna yakin
degerde olmasi; adropinin gentamisin nefrotoksisitesine bagli olarak olusan

apopitozisi onleyici 6zellikte oldugunu géstermektedir.
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