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OZET

Giris: Kontrast madde kullanim1 ve buna bagli olarak kontrast nefropatisi sikliginin
artt1g1 glinlimiiz tibbinda, renal hasar gelisimini 6nledigi kesin olarak ispatlanmig bir
farmakolojik tedavi halen bulunmamaktadir. Kontrast nefropatisinin fizyopatolojik
mekanizmalart arasinda; renal mediiller hipoksi, endotel hasari, oksidatif stres ve
inflamatuar etkisiyle kontrast maddenin direkt tiibliler toksisitesi yer almaktadir.
Calismamizda alfa-7 nikotinik reseptor agonisi bir madde olan GTS-21’in kontrast
nefropatisi iizerine olan etkilerini gdstermeyi amagladik.

Yontem: Calisma kapsaminda SF-kontrol (n=8), GTS-21-kontrol (n=8), kontrast
(n=14) ve GTS-21+ kontrast (n=10) olmak iizere 4 grup olusturuldu. GTS-21, 3 giin
boyunca 4 mg/kg, giinde 2 kez intraperitoneal (i.p) uygulandi. GTS-21’in 25.
saatinde kuyruk veninden intravendz (i.v) olarak indometazin (10 mg/kg), L-NG-
Nitroarginine Methyl Ester (L-NAME, 10 mg/kg) ve yiiksek ozmolar kontrast madde
olan diatrizoat (Urografin %76, 6 ml/kg) dozunda verilerek model olusturuldu.
Kontrast verilmesinden sonra 48 saat dolmadan kaybedilen 7 sican sagkalim (siirvi)
analizine dahil edildi. Calisma sonunda serumda bdbrek fonksiyon testleri; doku
orneklerinde ise oksidatif stres parametreleri, sitokin diizeyleri ve histopatolojik

degisiklikler degerlendirildi.

Bulgular: Serum kreatinin ve BUN (kan {ire nitrojen) diizeyleri, kontrast grubunda
kontrollere kiyasla artig gostermis olup (iki grupta da p<0,05), GTS-21"in etkisiyle
bu artis azalmistir. myeloperoksidaz (MPO) degeri, kontrast grubunda SF kontrol
grubuna gore artip GTS-21+Kontrast grubunda azalma gosterse de istatistiksel olarak
gruplar benzerdi. Malondialdehit (MDA) kontrast alan gruplarda SF-kontrole gore
belirgin artmis iken (iki grupta da p<0,001), kontrast ile birlikte GTS-21 alan grupta
kismen azalmistir. Glutatyon (GSH) degeri, GTS-21+kontrast grubunda SF-kontrole
kiyasla artmustir (p<0,05). Interlokin (IL)-6 ekspresyonunda kontrast alan iki grupta
SF-kontrol grubuna gore yaklasik 6-9 kat arasi bir artis gosterilmis olup (sirasiyla
p<0,01 ve p<0,05), kontrasta GTS-21 eklenmesiyle IL-6 ekspresyonunun yaklagik
1,4 kat azaldig tespit edildi. IL-1B ekspresyonu gruplar arasi benzerdi. Transforme
edici biiyiime faktorii-p (TGF-B) ekspresyonu tek basina kontrast alan gruba kiyasla
GTS-21+kontrast grubunda belirgin sekilde artmistir (p<0,01). Kontrast grubunda
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SF-kontrol grubuna gore belirgin olarak artan histopatolojik hasarm (p<0,001),
kontrasta GTS-21 eklenmesiyle anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (p<0,001).

Sonu¢: Kontrast nefropatisi modelinde GTS-21 histolojik parametrelerde belirgin,
bobrek fonksiyonlarinda ise kismi diizelme saglamaktadir. Bu diizelme, anti-oksidan

ve anti-inflamatuar mekanizmalar {izerinden saglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kontrast nefropatisi, GTS-21, alfa7 nikotinik asetilkolin

reseptOr agonisti, kolinerjik anti-inflamatuar yolak
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INGILIiZCE OZET (ABSTRACT)

Background: The use of contrast agents and the incidence of contrast nephropathy
increase in today's medicine, there is still no proven pharmacological therapy to
prevent renal damage. Physiopathological mechanisms of contrast-induced
nephropathy include renal medullar hypoxia, endothelial injury, oxidative stress and
direct tubular toxicity of contrast agent due to inflammatory effect. In our study, we
aimed to demonstrate the effects of alpha-7 nicotinic receptor agonist, GTS-21 on
contrast induced nephropathy.

Methods: 4 groups were included within the scope of our study: saline-control
(n=8), GTS-21-control (n=8), contrast (n=14) and GTS-21+ contrast (n=10). GTS-
21 were administrated for 3 days, 4mg/kg twice a day intraperitoneal (i.p).
Indomethacin (10 mg/kg), L-NG-Nitroarginine Methyl Ester (L-NAME, 10 mg/kg)
and high osmolar contrast agent - diatrizoat (Urografin %76, 6 ml/kg) were
administered intravenously (i.v) from the tail vein at the 25" hour of the experiment
and the model was created. 7 rats that died after contrast administration in 48 hours
were included in survival analysis. Renal functions in the serums; oxidative stress
parameters, cytokine levels and histopathological investigations in the tissue
specimens were evaluated at the end of the study.

Results: Serum creatinine and BUN (Blood urea nitrogen) levels increased in the
contrast group compared to controls (p<0.05 for both groups), which decreased with
the effect of GTS-21. Although myeloperoxidase (MPO) value increased in contrast
group compared to saline-control group and decreased in GTS-21+contrast group,
the groups were statistically similar. While malondialdehyde (MDA) significantly
increased in contrast and GTS-21+contrast groups compared to saline-control group
(p<0.001 for both groups), it was partially decreased in the GTS-21+contrast.
Glutathione (GSH) value increased in GTS-21+contrast group compared to saline-
control group (p<0.05). Interleukin (IL)-6 expression in the two contrast groups
demonstrated a 6 to 9 fold increase compared to the saline-control group (p<0.01 and
p<0.05, respectively), and 1L-6 expression was reduced by about 1.4-fold with the
addition of GTS-21 to contrast. IL-1p expression was similar between all groups.
Transforming growth faktor-p (TGF-B) expression was significantly increased in

GTS-21+contrast group compared to the contrast group (p<0.01). Histopathological
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injury was significantly increased in contrast group compared to saline-control group
(p<0.001), the injury was significantly decreased with the addition of GTS-21 to the
contrast group (p<0.001).

Conclusions: In contrast nephropathy model, GTS-21 provides significant
improvement in histological parameters and partial improvement in renal function.
This improvement is achieved through anti-oxidant and anti-inflammatory

mechanisms.

Key Words: Contrast-induced nephropathy, GTS-21, alpha 7 nicotinic acetylcholine

receptor agonist, cholinergic anti-inflammatory pathway
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1. GIRIS VE AMAC

Kontrast nefropatisi igin ¢esitli tanimlamalar mevcut olup klinik ¢alismalarda
en ¢ok kabul goren tanim; farkli bir neden olmaksizin, kontrast madde verilmesinden
48-72 saat sonra serum kreatinin diizeyinin > 0,5 mg/dl veya bazal degerin > %25’1

oraninda artmasidir (1).

Kontrast nefropatisi hastane kaynakli akut bobrek hasarinin (ABH)
hipotansiyon ve ilaglardan sonra iigiincii en sik nedenidir. Insidans1 biiyiik Slciide
kontrast madde alimi Oncesindeki bozulmus bdbrek fonksiyonlarna, diyabetes
mellitus (DM) ve konjestif kalp yetmezligi (KKY) gibi kontrast nefropatisi gelisimi
kolaylagtiran risk faktorlerine bagli olarak artis gostermektedir (2). Goriintiileme
yontemleri ve girisimsel radyolojik islemlerin teknolojik gelismelere bagli olarak
artmasindan dolay1; giiniimiizde kontrast nefropatisi sikligi da buna paralel olarak
artmaktadir. Bu durum hastalarin morbidite, mortalitelerinde artisa neden olmakta ve

hastane maliyetlerini de olumsuz olarak etkilemektedir (3, 4).

KKY, DM, anemi, ileri yas, yiiksek yada diisiik molariteli kontrast madde
kullanim1 gibi faktorlere bagli olarak kontrast nefropatisi gelisimi riski %20-50
arasinda seyretmektedir. Buna kargin normal toplumlarda bu risk %1-6 arasindadir.
Hastanede yatmakta olan hastalarda gelisen ABH nin %10 kadar1 kontrast madde
kullanimina bagli olarak gelisir (5).

Kontrast nefropatisi fizyopatolojisi henliz yeterince aydinlatilamamastir.
Ancak kabul goren gorlise gore; nefrotoksisite gelismesinde, renal mediiller hipoksi
ve direkt hiicresel toksisite iki 6nemli mekanizma olarak one siiriilmektedir (4).
Kontrast maddenin direkt ve indirekt etkileri, renal perflizyon azalmasi ve tiibiiler
hiicrelerde toksisitedir (5). Kontrast maddenin apoptoz ve oksidatif stres yoluyla
yaptig1 direk tiibiiler toksisite, endotel disfonksiyonu ve renal mikrosirkiilasyondaki

degisiklikler patogenezde yeri oldugu diisiiniilen diger faktorlerdir (5, 6).

Kontrast nefropatisi gelisiminin Onceden tahmin edilmesinde risk
faktorlerinin 1yi tamimlanmasi gerekmektedir. Kontrast nefropatisi gelisiminden
korunmada bugiin i¢in bilinen en etkili yontem iyi hidrasyon saglanmasidir. Kontrast

nefropatisinden korunmada anti-oksidan ve vazodilatator ajanlar basta olmak {tizere;

1



nitrik oksit (NO) sentezini arttiran ajanlar, endotelin (ET) ve adenozin reseptor
antagonistleri ile endotel fonksiyonunu diizelten ajanlar denenmis ancak rutin
uygulamaya girecek kadar etkili bulunamamislardir (7). Uzerinde calisma yapilan
ajanlardan Ozellikle anti-oksidan etkileri bilinen N-asetil sistein (NAC) ve askorbik
asit bu amagla kullanilmis, ancak yapilan meta-analizlerde etkilerinin sinirli diizeyde
oldugu belirtilmistir. Kanit diizeyi diisilk olmakla birlikte NAC koruyucu olarak
onerilmektedir (8, 9).

GTS-21 (3-(2,4-dimetoksibenziliden) anabaseine (DMXB-A) bir selektif a7
nikotinik asetilkolin reseptdr (a7nAChR) agonistidir. GTS-21 vagus sinir temelli
inflamatuar reflekslerin 6zellikle efferent kolunda; makrofajlar, endotelial hiicreler ve

diger immiinokompetent hiicrelerde aktivator gérev almaktadir.

Vagal sinir uyarisinin (VNS) romatoid artirit (RA), inflamatuar bagirsak
hastaligi, sepsis gibi inflamatuar hastalik modellerinde; norolojik, immiinolojik,
hematopoetik, renal, gastrointestinal sistemler iizerine koruyucu etkileri
gosterildikten sonra a7nAChR agonistleri bircok bobrek modelinde kullanilmistir.
Renal iskemi/reperfiizyon hasar1 (IRH) modellerinde VNS ile TNF-o, IL-6, IL-10,
IL-15 gibi sitokinlerin azaldigi, kolinerjik anti-inflamatuar yolak aktivasyonunun
bobrek tizerine koruyucu etkileri oldugu ve dalagin da bu yolagin 6nemli bir parcasi
oldugu bilinmektedir. Inoue ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada a7nAChR-
pozitif makrofajlar ve Ach sentezleyen kolinasetiltransferaz (ChAT)-pozitif T-
hiicrelerinden olusan dalagin anti-inflamatuar yolag: ultrason (US) ve VNS ile aktive
edilirken splenektomi yapilmis olan gruplarda ise VNS ile gerceklesen bu
aktivasyonun ortadan kalktigi gosterilmistir. VNS ile hem afferent hem de efferent
aksonlar aktive edilip vazovagal refleksler olusmustur. Boylece LPS-induced TNF-a
azalmistir. Wildtipe farelere VNS uygulanmasindan bir giin sonra bu farelerden elde
edilen splenositlerin a7nAChR knockout farelere transferi ile bu farelerin IRH’dan
korundugu gosterilmistir. Sonugta kolinerjik sistemin 6nemli bir koordinasyon
merkezi olan dalagin; splenositlerinin immiin mekanizmalarla aktive olmasiyla IRH

azaldig1 gosterilmistir (10).

a7nAChR agonistlerinin anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve anti-oksidatif

etkileri cesitli modellerde gosterilmis olup kontrast nefropatisi patogenezinde bu



mekanizmalarin rolii oldugu gosterilmistir. Bu proje ile deneysel kontrast nefropatisi
modelinde a7nAChR agonisti olan GTS-21’in kontrast nefropatiyi dnleyici etkisinin

bulunup bulunmadigi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kontrast Nefropatisi

2.1.1. Tanim

Kontrast nefropatisi i¢in ¢esitli tanimlamalar mevcut olup klinik ¢alismalarda
en ¢ok kabul goren tanim; farkli bir neden olmaksizin, kontrast madde verilmesinden
48-72 saat sonra serum kreatinin diizeyinin > 0,5 mg/dl veya bazal degerin >%25’1
oraninda artmasidir (1). Hastalar genelde non-oligiirik olup kreatinin sevileri tipik
olarak kontrast kullanimindan 24 saat sonra ylikselmeye baslar ve genelde en yiliksek
degerine 3- 5 giin icinde ulasir ve baslangi¢ degerlerine de 7 — 10 giin i¢inde doner.
Bununla birlikte hastalarin fonksiyonlar1 diizelmeyebilir, diyaliz tedavisine ihtiyag

duyabilirler, hastanede yatis siireleri uzayabilir ve 6liim s6z konusu olabilir (5).

Kontrast maddeye bagli gelisen ABH ise 48 saat icerisinde serum kreatinin
degerinde > 0,3 mg/dI’lik artig, 7 giin igerinde bazal serum kreatinin degerinde % 50

artis veya 6 saatten uzun siiren oligiiri olmasi ile tanimlanir (11).

2.1.2. insidans

Kontrast nefropatisi hastane kaynaklt ABH nedenleri arasinda 3. siradadir.
Retrospektif olarak incelendiginde ilk siralarda hipotansiyon nedeniyle azalmis renal
perflizyonun, cerrahi girisimlerin ve nefrotoksik ajanlarin sik kullanimimin konrast
nefropatisi gelismesinde katkist oldugu gorilmiistir. 1976-1996 yillar1 arasinda
yapilan 15 prospektif ve retrospektif calismada kontrast nefropatisi insidansi %3.1-
%31 olarak saptanmistir. Kontrast nefropatisi goriilme sikligi; kullanilan kontrast
maddenin miktarina, kimyasal 6zelliklerine, hastanin mevcut risk faktorlerine ve
uygulanan profilaktik tedavilere bagli olarak degisebilmektedir (12).

Risk faktorii olmayan hastalarda, kontrast nefropatisi insidans1 %2’den daha
azdir. 60 yas iistli olan hastalarda kontrast nefropatisi insidanst %8- %16 arasinda
degismektedir. DM gibi risk faktorli olan hastalarda bu risk %9’a kadar ytikselir,
DM’s1 olup kronik bobrek hastaligi (KBH) olanlarda risk daha da artmaktadir (3).
McCullough ve ark. tarafindan yapilan bir calismada perkutan koroner

revaskiilarizasyon uygulanan 1826 hastanin %14.5’inde = ABH’nin



gelistigi, %0.8’inde hemodiyaliz (HD) ihtiyaci meydana geldigi, HD’e alinan
hastalarin %13’{inde ise kalici renal replasman tedavisi gerektigi saptanmistir; yine
ayn1 ¢alismada ABH gelismeyen hastalarda %1.1, ABH gelisenlerde %7.1, diyaliz

ithtiyact olanlarda ise %35.7 oraninda mortalite tespit edilmistir (3).

2.1.3. Risk faktorleri

Kontrast nefropatisi gelisiminden sorumlu en 6nemli risk faktorii; hastada
bilinen KBH olmasidir. KBH hastalarinda kontrast nefropatisi gelisme olasiligi
normal bireylere gore 20 kat daha fazladir, glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) < 30
ml/dk olanlar ise kontrast nefropatisi gelisimi agisindan en riskli gruptur (13). Diger
bilinen risk faktorleri ise; metabolik sendrom, DM, kullanilan kontrast maddenin
ozmolaritesi ve miktari, dehidratasyon, hipoalbuminemi, hipotansiyon, akut
miyokard infarktiisii, KKY, ileri yas (>75), hiperiirsemi, intra-aortik balon pompasi
olmasi ve es zamanl nefrotoksik ajan kullanimidir (13,14).

Manske ve ark. azotemili ve DM olan hastalarda kontrast nefropatisi gelisme
riskini %50 olarak saptamislardir (15). Kontrast nefropatisi gelisimi i¢in bir diger
risk faktorii kalp yetmezligidir. Bu hasta grubunda diiiretik tedavisine bagli damar
yataginda sivi hacmi azalmasi ve renal arterde goriilen vazokonstriiksiyon nefropati

gelisimine katkida bulunmaktadir (16,17).

Kontrast madde sonrasi nefropati gelisme olasiligin1 tahmin etmek igin,
birbirinden farkli modifiye edilmis risk skorlama yontemleri olusturulmustur.
Mehran ve arkadaslarimin perkiitan koroner girisimden sonra ortaya ¢ikabilecek

kontrast nefropatisi riskini skorlama yontemi Tablo 1°de gosterilmistir (18).



Tablo 1: Mehran ve ark. kontrast nefropatisi risk skalasi

Risk faktorii Puan

KKY 5

Sistolik kan basinci < 80 mm/Hg 5

Intra-aortik balon pompasi olmasi 5

Yag >75 4 | Risk | Kontrast Diyaliz
skoru | nefropatisi riski

riski (%) (%)

Anemi ( Hct: Kadin< 36, Erkek<39 ) 3 |5 7,5 0,04

DM 3 |6-10 14 0,12

Serum kreatinin > 1,5 mg/dl 4 11-15 26,1 1,09

Kontast madde hacmi (her 100 ml igin) 1 |>16 57,3 12,6

GFR 40-59 ml/dk 2

GFR 20-39 ml/dk 4

GFR <20 ml/dk 6

Kullanilan kontrast maddenin kimyasal yapisi, dozu, ozmolalitesi ve iyot
miktar1 da nefropati gelisiminde rol oynamaktadir. Kontrast maddelerin 6zellikleri
Tablo 2’de gosterilmistir (14). Kontrast maddeler ozmolalitesine gore lice ayrilir;
yiiksek-ozmolar kontrast madde (YOKM): ozmolalite 1500 mOsm/kg iizerinde,
diisitk-ozmolar kontrast madde (DOKM): ozmolalite 550-850 mOsm/kg arasinda ve
izo-ozmolar kontrast madde (IOKM): ozmolalite 290 mOsm/kg (19). YOKM’larda
kontrast nefropati olugma riski daha fazladir. DOKM’ler arasinda kontrast nefropatisi
gelisme riski en yiiksek olan ioxaglate’dir, IOKM’ler arasinda ise en yiiksek riskli
olan Todixanol’dur (20). Yiiksek ozmolarite disinda kullanilan maddenin hacmi,
konsantrasyonu, viskozitesi ve kullanim siklig1 da kontrast nefropatisi gelisimi ile

yakindan iliskilidir (21).

Iyonik kontrast maddelerde iyonik olmayanlara gére artmis renal tubuler
sitotoksite  gozlenmektedir. Iyonik kontrast maddeler; idiyosenkratik ve
fizyokemotoksik olmak iizere iki ana yan etki sinifina sahiptir. Idiyosenkratik yan
etkiler, anafilaktoid reaksiyonlar olarak da bilinir. Doz bagimli degildirler; histamin
ve serotonin gibi vazoaktif maddelerin salinmasina neden olan enzim indiiksiyonu
sonrasinda kompleman sisteminin aktivasyonu yoluyla alerjik reaksiyonlar1 taklit
ederler. Fizyokemotoksik reaksiyonlar, iyonik kontrast maddelerin, Ozellikle de

dolasim sistemi olmak iizere viicudun homoeostatik mekanizmalarini bozmasindan



kaynaklanir.

Bu reaksiyonlar,

kontrast molekiillerinin fiziksel ve kimyasal

etkilerinden dolayidir ve doz bagimlidirlar. Kontrast nefropati fizyokemotoksik bir

yan etkidir (22).

Tablo 2: Kontrast maddelerin ozellikleri

Tip Iyonik/ Isim Ozmolalite Vizkosite
non- iyonik mOsm/kg 37°C’de
Iyonik Diatrizoate 1500-2000 1,4-19,5
YOKM Tyonik Metrizoate 2100 2,8-5
Iyonik Toxaglate 600 6-7,5
Non- iyonik Iohexol 322-844 1,5-10,4
DOKM Non- iyonik Metrizamide | 300-484 -
Non- iyonik lopromide 328-774 1,5-10
Non- iyonik Iopamidol 342-796 1,5-9,4
IOKM Non- iyonik Todixanol 290 6,3-11,8
Non- iyonik Iotrolan 270-320 3,9-8,1
Non- iyonik loseminol 273 6,3

Kontrast madde voliimii ile kontrast nefropatisi gelisimi dogru orantilidir
(23). Diyabetik nefropatisi veya 6nceden var olan bobrek yetmezligi olan hastalarda
diisiik dozlarda (<100 ml) kontrast madde kullanildiginda bile diyaliz ihtiyaci
olabilmekte hatta kalic1 bobrek yetmezligi dahi goriilebilmektedir. Herhangi bir risk
faktorli olmayan hastaya, ek olarak verilen her 100 ml kontrast madde i¢in kontrast

nefropatisi olasiligi %30 artmaktadir (15).

2.1.4. Patofizyoloji

Kontrast nefropatisi fizyopatolojisi heniiz yeterince aydinlatilamamistir.
Ancak nefrotoksisite gelisiminde, renal mediiller hipoksi ve direkt hiicresel toksisite
iki onemli mekanizma olarak one siiriilmektedir (4). Kontrast madde enjeksiyonu
sonrasi renal arter vazokonstriiksiyonuna bagli renal perfiizyon azalmasi sonucu
olusan mediiller hipoksi ve tiibiiler hiicrelerde olusan toksisite kontrast maddenin

direkt ve indirekt etkileri ile olusur (5).



Kontrast nefropatisi olusumunda muhtemel mekanizmalar (13,24)

A. Mediiller hipoksi sonucunda olusan renal tiibiiler nekroz

1. Reolojik degisim- vizkosite
2. Ozmotik yiik- artmig gereksinim
3. Vazoaktif maddelerin imbalansi
- Vazodilatator maddelerin saliniminin azalmasi
- Vazokonstriiktor maddelerin saliniminin artmasi
4. Sistemik hemodinamik instabilite
B. Direkt tiibiiler sitotoksite
1. Mitokondriyal yol ile olusan apoptoz
2. Reakif oksijen tiirevlerinin (ROT) iiretimi
3. Endotel hiicrelerden artmis adenozin tliretimi
4. Mediiller hipoksi
5. NO etkisi ile olugan vazodilatasyonun ROT tarafindan blokaji

6. ROT sonucu olusan vazokonstriiksyon

2.1.4.1. Hemodinamik degisiklikler

Kontrast maddeler bobrek kan akiminda iki fazli yanit olusturur, kisa siireli
vazodilatasyon periyodunu daha uzun siiren vazokonstriiksiyon siireci takip eder
(25). Renal kan akiminin regulasyonu ve tiibiiler fonksiyonun saglanmasinda ¢esitli
faktorler rol oynamaktadir. Renal perfiizyonun saglanmasi i¢in bu faktorlerin dengeli
olmasi1  gerekmektedir (24). Bu mekanizmalarda rol oynayan lokal
vazokonstriiktorler; ET-A, adenozin-A1, anjiotensin II, vasopressin, prostaglandin E;
(PGE2)-EP, ve PGE2-EPs; lokal vazodilatator ise nitrik oksit (NO), adenozin-A2,
dopamin, iirodilatin, ET-B, PGE2-EP, ve PGE2-EP, olarak sayilabilir.



Kontrast madde vaskiiler endotel hiicreleri indiikleyerek degisik faktorlerin
salimimina neden olur, bu faktorler renal medullada vazokonstriiksiyonu arttirip,
vazodilatasyonu azaltabilir. Sonug olarak hipoksiye neden olur. ET seviyeleri KBH
tanis1 olanlarda artar ve vazokonstriiktif etkiler daha belirgin olur. Ayrica ET
seviyeleri kontrast madde maruziyeti sonrast KBH tanililarda belirgin artig gosterir
ve 3. giinde baslangi¢ degerlerine geri doner (26). ET-A reseptor antagonisti BQ-123
siganlarda kontrast kullanimina bagli GFR azalmasini kismen onleyebilmistir (27).
Baska bir ¢alismada da indometazin kullanilarak yapilan bir kontrast nefropatisi
modelinde ET reseptor antagonistleri CP170687 ve SB 209670 kullanimi ile kontrast
sonrast azalan kan akimi belirgin olarak korunabilmistir (28).

Adenozin, adenozin-A2 reseptdr stimiilasyonu ile efferent arteriolde ve
mediiller kapillerlerde vazodilatasyona neden olur. Ancak bobrek dokusunda afferent
arteriolde adenozin-Al reseptoriiniin  dominant olmasi nedeniyle adenozin
vazokonstriiktif etki gosterir (36).

NO ve PG gibi vazodilatator komponentlerin bloke olmasi
vazokonstriksiyonu daha da siddetlendirmektedir (29). Myers ve ark. kontrast
madde enjeksiyonu sonrast PGE2 diizeylerinde baskilanma ile paralel olarak kortikal
ve mediiller kan akimlarinda azalma gostermislerdir. Bir prostosiklin analogu olan
iloprost koroner anjio yapilan KBH tanis1 olanlarda kontrast nefropatisi gelisimini
engellemistir. NO potent bir vazodilatér olup biitiin tliblil segmentleri boyunca
sodyum reabzorpsiyonunu azaltir. Boylelikle oksijen (O, kullanimini baskilayarak
mediiller hipoksi riskini azaltir. NO sentaz inhibitorii olan N-Nitro-L-Arjinin Metil
Esterleri(L-NAME) enjeksiyonu ile beraber kontrast madde verilmesi baslangicta
izlenen kisa siireli mediiller kan akimimni baskilamisti. Myer ve ark. ise kontrast
madde enjeksiyonu ile hem kortikal hem de mediiller NO sentaz aktivitesindeki
baskilanmaya bagli olarak endojen NO miktarinin baskilandigini géstermislerdir (30-
31). NO sentezinin L-NAME ve PG sentezinin indometazin ile bloke edildigi bir
calismada kontrast madde sonrasi medulla kan akiminin %]12’sine diistiigi,
GFR’de %74 azalma oldugu, henle kulpunda %49 nekroz goriildiigii bildirilmistir,
kontrast madde verilmeksizin indometazin veya L-NAME verildiginde ise bu
sonuglar gdzlenmemistir (32). Patogenezde yer alan renal vazokonstriiksiyonun etkisi

serum kreatinin diizeyinin ylikselmesinde tek basina yeterli degildir; esas onemli



olan bir diger faktor ise mediiller kan akiminin azalmasidir (33).

Bobrek derin dis renal medulla vaza rekta ile beslenmektedir, vaza rektadaki
kan basinci viskozite ile ters orantilidir. Kontrast madde glomeriilden gecerken renal
tiibiiler viskoziteyi arttirir, bu artis tiibiiler obstriiksiyona ve bobrek interstisyel
basincinin yiikselmesine neden olur. Ek olarak yiiksek plazma viskozitesi vaza
rektadaki kan rezistansini arttirarak medulla hipoksisine ve renal tiibiiler hasara
neden olur. Ayrica kontrast maddenin yiiksek ozmolaritesi nedeniyle eritrosit
membraninin bi¢gimi ve hacmi azalarak deforme olur bu da vaza rektadan ge¢isini
zorlagtirir (34). Medulla hipoksisi sistemik degisikliklerden de etkilenir, 6rnegin
kardiyak debi azalmasi, suboptimal pulmoner perfiizyon-ventilasyon azalmasi ve

hemoglobin oksijen affinite artis1 intrarenal hipoksiye neden olur (25, 35-37).

2.1.4.2. Renal tibiler hasar

2.1.4.2.1. Apoptoz

Kontrast nefropatisinin ne 6l¢iide direkt sitotoksiteye neden oldugu bilinmemektedir.
Bu konuda tiim bilgiler hayvan ¢aligmalarindan elde edilmistir. Kontrast maddeler,
ozellikle iyonik olanlar, bdbrek mezenkimal hiicreler, tiibiiler hiicreler ve endotel
hiicreler tizerine toksik etkiye sahiptir (38-39). Kutuplasmada, siki baglanti
bileskelerinde hasar, hiicre substrat adezyonunda kayip ve fircamsi kenarlarda
diizlesme yapip hiicre oliimii ve nekroza neden olur. Apoptoz ile olusan Oli
hiicrelerin ve bazi canli hiicrelerin de liimen i¢ine dokiilmesiyle tiibiiler obstriiksiyon

olusur (40) (Sekil 1).
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Sekil 1: Tiibiil hiicrelerine dogrudan toksik etki ile olusan nefropati
mekanizmasi
[Acute Renal Failure: Pathophysiology of Nephrotoxic Acut Renal Failure. Atlas of

Diseases of the Kidney, Rick G. Schnellmann and Katrina J. Kelly. Chapter 15,1-14.

(www.kidneyatlas.org)’dan alinmustir. ]

Kontrast madde proksimal tiibiil mitokondriyal aktiviteyi azaltabilir, adenozin
ve hipoksantin iiretimini arttirabilir ve hiicre proliferasyonunu bozabilir (41-42).
Hiicresel goriiniime bakildiginda; kontrast madde doz bagimli olarak vakuolizasyonu
arttirabilir (43). DOKM’ler ve IOKM’ler doz ve zaman bagimli olarak mitokondriyal
yollardan renal apoptozu indiikleyebilir. Bu yolda kaspaz-3 ve kaspaz-9’u arttirirken,
kaspaz-8 ve kaspaz-10’u arttirmaz (44).

2.1.4.2.2. Reaktif oksijen tiirevleri (ROT)

Kontrast madde verilmesi esnasinda ROT’un kaynaklari endotel hiicre

adenozini ve renal medulladaki hipoksidir (43). Oksidatif stres sirasinda ROT
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endojen olarak mitokondride iiretilir. En ¢ok bilinen ROT, oksijen radikal superoksit
(Ox), hidrojen peroksit (H,0O,) ve hidroksil radikali (OH ). O, ve OH daha fazla
reaktiftir ve hiicre membranindan daha fazla gecer. ROT ekstraselliiler sinyal
molekiilleridir ve vazokonstriiksiyonda ET-1, tromboksan A2, adenozin, anjiotensin
II ve norepinferin gibi rol oynayabilirler (43). O, hizli bir sekilde NO’yu temizler
ve boOylece NO bagimli renal vazodilatasyonu bloke ederek kontrast madde
nefropatisine neden olabilir (45). Yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikaller ve
tiriinleri, hiicresel elemanlara oksidatif stres olusturarak zarar verirler. Bunu lipid
peroksidasyonu, DNA ve protein hasari olusturarak yaparlar. Ancak paradoksal
olarak oksidasyon iirlinlerinin tiibiiler nekrozun diizelme sathasinda da rol aldigi
diistiniilmektedir (46). Hayvan modellerinde kontrast maddelerin ROT aracilig: ile
renal kortekste siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz gibi anti-oksidan enzim
aktivitelerinde azalmaya yol agtig1 gosterilmistir. Kontrast sonrasinda osmotik yiik ve
viskozite artar, renal medullada hipoksi olusur, post-iskemik siiregte serbest oksijen
radikallerinin iiretimi artar (47,48). NAC mitokondiyal yolla olusan apoptozu
baskilar (49). ROT u temizler, glutatyon sentezini uyarir ve anjiotensin doniistiiriicii

enzimi (ACE) inhibe edebilir (50).

2.1.4.3. Kalsiyum

Patogenetik  siirecin ~ vazokonstriiksiyon fazinda adenozin ve ET
salgilanmasma kalsiyum iyonlarinin da eslik ettigi gosterilmistir (25). Bu
hemodinamik degisiklikler kalsiyum kanal blokerlerinin kullanimi ile geri
dondiirillebilmistir  (51). Na'/Ca" degistirici inhibitorii uygulanmas1 ile de
intraselliiler Ca™ konsantrasyonu azaltilarak kontrast maddeye bagl ET iiretimi ve
vazokonstriiksiyon baskilanmistir (52). Kontrast madde kullanim1 sonrasinda gelisen
vazokonstriiksiyon diiz kas hiicrelerine olan direkt etki (53), lokal olarak salgilanan
adenozin (42) ve ET iiretimine de bagl olabilir (54).

intraselliiler Ca™ fizyolojisindeki degisiklikler vazokonstriiksiyon ve tiibiiler
renal hiicre apoptozu ile baglantilidir (55). Voltaj bagimli Ca™ kanallarimin yani sira
“ reverse mode NCX ” inhibisyonu intraselliller Ca™ yiiklenmesini ve ROT iiretimini

baskilayarak renal tiibiiler apoptozu onlemistir (56).
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2.1.5. Tedavi

Konrast nefropatisi i¢in hala 6zgiil bir tedavi yoktur. Oncelikle yapilmasi
gereken yiiksek riskli hasta grubunun tespit edilmesi ve koruyucu tedavinin
planlanmasidir. Konrast nefropatisi agisindan risk altinda olan bireylerde islemden
once ve islem sonrasi 24 - 96. saatlerde serum kreatinin diizeyleri olgiilmeli,

miimkiinse GFR hesaplanmalidir (57).

2.1.5.1. ilag kullanim

Kontrast madde kullanimi Oncesi kullanilmakta olan non steroid anti-
inflamatuar ilaglar (NSAII), siklooksijenaz (COX)-2 inhibitdrleri, aminoglikozidler,
siklosporin gibi nefrotoksik ajanlar en az 2 giin 6nceden kesilmelidir. Bobrek hasari
olan diyabetli hastalarda eger kullaniyorsa islemden 48 saat 6nce metforminin
kesilmesi Onerilmektedir. Bobrek fonksiyonu bozulmamis olan diyabetli hastalarda

metforminin kesilmesine gerek yoktur (58).

2.1.5.2. Non-farmakolojik tedaviler

Kontrast maddenin en diisiik dozda uygulanmasi onerilir. KBH ve DM olan
hastalarda IOKM olan iodixanol kullanmak DOKM’dan daha iyi bir tercihtir. Tiim
hastalarda IOKM veya DOKM (ioxhexiol, ioxaglate hari¢) kullanilmasi onerilir. Ek
olarak 72 saat igerisinde doz tekrarindan kagiilmalidir (59,60).

2.1.5.3. Farmakolojik tedaviler

2.1.5.3.1. Hidrasyon

Hidrasyon; renin anjiotensin aldosteron sisteminin (RAAS) aktivitesini
azaltir, ET gibi vazokonstriiktor hormonlarin seviyesini diisiirlir, sodyum diiirezini
artirir, tiibiiler glomertil feedbacki azaltir, kontrast maddenin tiibiilde diliie olmasini
saglayarak geri emilimini azaltir, kontrast maddenin tiibiiler hiicre iizerindeki toksik

etkisini azaltir, tiibiiler obstriiksiyonu engeller ve ROT iiretimini baskilar (61).

13



Kontrast nefropatide etkili oldugu konusunda birgok otoriin birlestigi tek
tedavi yontemi hidrasyondur. Intravendz (i.v) sivi replasmanmi hastanin klinik
durumuna gore degismekle birlikte %0.9 NaCl 1 ml/kg/saat hizinda, tetkik ya da
islemden 12 saat once baslanip, kontrast madde uygulamasini takip eden 12-24 saat
sonrasina kadar gidecek sekilde yapilabilir. Buna ek olarak oral alim igin yetersiz
zaman, s1v1 kisitlanmasina gidilen durumlar gibi acil sartlardaki ve artmis aspirasyon
riskinden dolay1 sedasyon gerektiren durumlardaki hastalar diginda bol sivi igmeleri
icin tesvik edilmelidir, tek basina oral hidrasyon verilmesi kontrast nefropatisini

engellemek icin yetersizdir (62).

2.1.5.3.2. Sodyum Bikarbonat (NaHCOs3)

Renal tiibiiler siviyr alkali ederek serbest oksijen radikallerin iiretimini
azaltmaktadir (63). Tipik olarak hastalara kontrast madde verilmesinden bir saat 6nce
bolus olarak 3 ml/kg/saat infiizyon hiziyla 154 mEq/L NaHCO3 verilmeli ve
islemden sonra 6 saat boyunca saatte 1 ml/kg olacak sekilde devam edilmelidir (64).
Yakin zamanda yapilan biiylik meta-analiz calismalarda, NaHCO; ‘mn sodyum
kloritten daha yararli oldugu, ancak 6liimii ve renal replasman tedavisi ihtiyacin
anlaml derecede azaltmadig1 gosterilmistir (65-66). 119 hasta ile yapilan NaHCO;
ve serum fizyolojik (SF) inflizyonunun karsilastirildigi bir calismada; NaHCO3
kontrast nefropatisi gelisimini Onlemede SF’ten anlamli olarak daha iistiin
bulunmustur (67). 7977 hastanin incelendigi retrospektif bir kohort ¢calismada sadece
NaHCOj; verilen hastalardaki kontrast nefropatisi sikligi, profilaksi almayan veya
sadece NAC ya da NAC+NaHCOs alanlara gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gorilmistir (68). 19 c¢alismayr inceleyen baska bir meta-analizde kontrast

nefropatisinin dnlenmesinde NaHCO; ve SF arasinda fark olmadigi saptanmistir (69).

2.1.5.3.3. N-Asetil Sistein (NAC)

NAC, ROT’u temizleyen giiclii bir anti-oksidan olmasi nedeniyle oksidatif
doku hasarimi engelleyerek kontrast nefropatisi gelisimini dnleyebilmektedir (70).
Ayrica kontrast maddenin olumsuz hemodinamik etkilerini, nitrik oksit sentaz (NOS)

yolu ile renal vazodilatasyon yaparak engellemektedir (71).
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Standart doz, islem giiniinde ve islemden bir giin dnce oral olarak 2x600 mg
verilmesidir (72). Yapilan bazi c¢aligmalarda NAC 2x600 mg ile 2x1200 mg
karsilastirilmis olup yiiksek dozun daha etkili oldugu goriilmistiir (72-73). Bu
konudaki en iyi veriler %70°1 KBH tanis1 olan 1677 hasta i¢eren bir meta-analizden
elde edimistir Bu meta-analizde yilksek doz NAC ve kontrol grubu
karsilastirilmistir.  Yiiksek doz giinlik >600 mg veya islemden once tek doz
NAC >600 mg olarak tanimlanmistir. Kontrast nefropatisi gelisme riski; yiliksek doz
NAC alanlarda almayanlara gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (74).

Bir¢ok ¢alismada NAC’in kontrast nefropatisini dnlemede c¢eliskili sonuglar
elde edilmistir, yiiksek riskli hastalarda kombine tedavi (NaHCO3, NAC, sivi
replasmani) tartistlmaktadir (75). 264 hastamin  alindigr  bir ¢alismada,
NAC+NaHCO3, NAC+HSF ve sadece SF hidrasyonu karsilastirilmis; birinci grupta
kontrast nefropati siklig1 anlamli oranda az goriiliirken ikinci ve son grup arasinda
fark olmadig bildirilmistir (76). 2308 hastay1 kapsayan bir ¢alismada anjiografi
islemi oncesi ve sonras1t NAC (2x1200 mg giinliik) veya plasebo verilmis, hastalarda
yas >70, KBH, DM, KKY, sok gibi risk faktorlerinden en az biri olup kontrast
nefropatisi gelisme riski acisindan iki grup arasinda fark saptanmamistir. Islemden
48-96 saat sonra serum kreatinin diizeyinde %25’lik bir artis gézlenmistir, 6liim ve

HD agisindan ihtiyaci her iki grupta fark saptanmamistir (77).

Diisiik maliyetli, kullanim1 kolay ve iyi tolere edilebilen bir ila¢ olmasi
nedeniyle yiiksek riskli hastalara hidrasyona ek olarak 2x600 mg veya 2x1200 mg

dozunda islemden 24 saat 6nce NAC baslanmasi 6nerilmektedir (8).

2.1.5.3.4. Diiretikler: Furosemid ve Mannitol

Furosemid, henlenin ¢ikan kalin kolundaki Na-K-Cl, kotransportunu inhibe
ederek etki gosterir. Nefronun bu segmenti, diisiik O, sunumu ve yiiksek metabolik
ihtiyac nedeniyle iskemik hasara en duyarli boliimdiir. Burada aktif iyon
transportunun inhibe edilmesi ile O, kullannminin azalabilecegi ve dolayisiyla
kontrast maddeye bagli vazokonstriikksiyon olusturarak  nefrotoksisitenin

Onlenebilecegi diislintilmiistiir (78).
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Solomon ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada 78 stabil, ortalama
serum kreatinin(Cr) 2,1 mg/dl olan KBH tanil1 hastada koroner anjiografi o6ncesi 3
grupa ayrilmis; birinci gruba %0,45 NaCl (1mg/kg/saat) islemden 12 saat Once
baslanip islemden 12 saat sonrasina kadar devam edilmistir, ikinci gruba %0,45 NaCl
ve 25 gr mannitol inflizyon islemden Once bir saat siire ile verilmistir, ticlincii gruba
ise %0,45 NaC ve 80 mg furosemid infiizyon islemden 6nce 30 dakika (dk) stire ile
verilmis olup SF alan grupta serum Cr diizeyinde artis en diisiik diizeyde
saptanmistir. Mannitol fayda saglamamis, furosemid ise diisiilk miktarda ABH riskini
artirmistir - (79).  Yapilan baska bir c¢alismada SF, mannitol, furosemid
karsilastirilmis; ortalama serum Cr 2,8 mg/dl olan 92 KBH’l1 hasta incelenmistir.
Plasebo ile kiyaslaninca mannitol ve furosemid alan grupta ABH’in daha fazla
gelistigi goriilmiistiir (80). Baska bir calismada ise koroner anjiografi dncesi ortalama
Serum Cr 2,5 mg/dl ve yaris1 DM olan 50 KBH’I1 hasta degerlendirilmis, rastgele
hastalara SF, dopamin, mannitol ve atriyal natritiretik peptit (ANP) verilmistir. SF
grubunda renal fonksiyon bozulma insidansi %40 olarak saptanmistir. Dopamin,
mannitol ve ANP verilen diyabetik hasta gruplarinda renal fonksiyonu bozulma
insidans1 %75-83 iken diyabetik olmayanlarda kontrast toksisitesi goriillmememistir.
Ayrica mannitolun fayda saglamadigi gibi komplikasyonlar1 arttirdigi bazi

caligmalarda gosterilmistir (81).

2.1.5.3.5. Statinler

Koroner arter hastalii (KAH) olan hastalarda statinler trombiis olusumu,
plak stabilizasyonu ve anti-inflamatuar olumlu etkileri nedeniyle kullanilir.
Statinlerin renoprotektif etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir, literatiirdeki veriler
celiskilidir.

Perkiiten koroner anjiografi yapilan KAH hastalarinda kontrast nefropatisi
degerlendirilmis, statin alan hastalarda kontrast nefropatisi gelisme insidanst % 4,37
iken statin almayanlarda %35,93 olarak saptanmistir (82). 4734 hastanin
degerlendirildigi bir meta-analizde hastalarin LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein)
kolestrolu diisiik olmasina ragmen kisa siireli statin verilip, kontrast nefropatisi
gelisme insidansina bakilmistir. Kisa siireli statin verilen grubun %3,3 {inde, statin
almayan grubun ise %6,4’linde kontrast nefropatisi gelismistir (83). Bagka bir meta-

16



analizde, bobrek fonksiyonlari normal insanlarda elektif perkiiten koroner anjiografi
islemi Oncesi rosuvastatinin kontrast nefropatisi insidansini azalttigi, ancak KBH
tanililarda etkili olmadig1 goriilmiistiir (84). Baska degisik caligmalarda statinlerin

kontrast nefropatisini 6nlemede fayda saglamadig1 gosterilmistir (85).

2.1.5.3.6. Diger tedaviler

Hidrasyonu tolere edemeyen hastalar i¢in baska tedaviler denenmektedir.
Diger tedaviler [0zellikle ET antagonisti, adenozin antagonisti (teofilin), ANP,
selektif dopamin-A1l agonisti (fenildopam) ve Ca kanal bloker gibi] kontrast madde
etkisi ile olusan vazokontriiksiyonu bloke etme, vazodilatasyonu arttirma ve uyarilan
ROT’u azaltma etkileri iizerine odaklanmistir. Bu maddeler kanit yetersizligi olmasi
ve kesin faydalar1 saptanamadigi i¢in giiniimiizde Onerilmemektedir. Ek olarak

askorbik asidin kontrast nefropatisi 6nlemede fayda saglayamadigi goriilmiistiir (85).

2.1.5.4. Kontrast maddeyi temizlemede kullanilan teknolojiler

Perkiiten koroner anjiografi sirasinda sag femoral ven iizerinden koroner
siniise katater takilarak kontrast madde dolasima ge¢meden temizleyen bir teknik
mevcuttur. Bu teknikle ortalama temizlenen kontrast madde  %49,4 olarak
hesaplanmistir. Bu teknik kontrast nefropatisi riskini azaltmak ic¢in fayda ve gilivenli
bir yontem olabilir ancak iler1 teknoloji gerektirmesi ve ortalama basarisizlik

orant %57 olmas1 nedeniyle giinlimiizde klinikte kullanim1 sinirlidir (86,87).

2.1.5.5. Diyaliz

Bobrek yetmezligi olan hastalarda kontrast madde atilimi gecikmistir. Bir

seans HD %60- %90 oraninda kontrast maddeyi kandan temizler (88).

Kontrast maddeler orta biiyiikliikte molekiillerdir. Kontrast maddeyi daha
hizli bir sekilde temizlemek i¢in yliksek akim membrani olan hemofiltrasyon veya
hemodiyofiltrasyon modelleri kullanilir. Diyaliz inflamatuar reaksiyonlar: aktif

ederek ve vazoaktif maddelerin salinimina neden olup hipotansiyonu uyarir ve sonug
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olarak renal fonksiyonlar1 bozulur (85,86).

Giincel bir meta-analizde diyalizin diger tedavi yontemlerine gore kontrast
nefropatisini azaltmadigi gibi insidansini arttirdigi goriilmiistir (89). Baska
analizlerde de evre 3 KBH olanlarda kétiilestirici etkisi goriilmistiir (85,89).
Profilaktik HD Onerilmemektedir, yiiksek riskli KBH olan hastalarda kontrast

nefropatisine sekonder bobrek fonksiyonlari bozuldugunda 6nerilmektedir (85).

Periton diyalizi alan hastalarda kontrast maddenin rezidual bdbrek
fonksiyonlar1 iizerindeki etkilerini inceleyen az sayida calisma mevcuttur (90).
Kontrast madde etkin bir sekilde periton diyalizle (intermitten periton diyalizi,
otomatik periton diyalizi ve siirekli ambulatuar periton diyalizi) temizlenir (88).
Periton diyalizi hastalarinda kontrast madde kullanimi sonrasinda hemen periton

diyalizinin baglanmasi gerekmektedir (14).

2.2. Hayvan Deneylerinde Kontrast Nefropatisi Modelleri

Renal yapilart duyarli hale getirerek kontrast nefropatisi olusumunu
indiiklemek amaciyla, kontrast madde vermeden Once sicanlart belirli bir siire
dehidrate birakmak, tek tarafli nefrektomi yapmak veya furosemid enjekte etmek gibi
cesitli yontemler kullanilmaktadir (91,92). Bu yontemlerle ile yapilan ¢aligmalarda
basarili sonuclar elde edildigi gibi kontrast nefropatisi olusumu saglanamayan
bildiriler de yaymlanmistir (93,94). Ozellikle Sun ve ark. tarafindan siganlarda etkin
kontrast nefropatisi modelini tespit etmek iizere dort farkli teknik uygulanmistir. Bu
uygulamalardan 1. ve 4. gruptaki siganlar 72 saat, 2. gruptaki sicanlar 24 saat, 3.
gruptaki sicanlar ise 48 saat dehidrate birakildiktan sonra kontrast madde verilmistir.
1. grup hari¢ diger gruplara kontrast madde verilmeden 20 dk 6nce furosemid enjekte
edilmigtir. Literatiirdeki yaygin sonuglarin tersine bu gruplardan sadece 4.grupta

kontrast nefropatisi modelinin olusabildigi vurgulanmistir (94).

Ik kez 1994 yilinda Agmon ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise farkli bir
model uygulanmistir. Kontrast nefropatisi patogenezinde onemli bir yeri olan ve
endotelden salinan en etkili vazoaktif mediyatdrlerin NO ve PG olmasi nedeniyle
kontrast nefropatisi deneysel modeli olusturmak i¢in kontrast madde verilmeden

once bu maddelerin inhibisyonu saglanmistir. Bu modeli inceleyecek olursak;
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deneklerin femoral veni kateterize edilerek 0. dk’da indometazin 10 mg/kg dozunda
i.v, 15. dk’da L-NAME 10 mg/kg dozunda i.v ve son olarak da 30. dk’da kontrast
madde 6 ml/kg dozunda i.v uygulanmistir. Lazer-doppler kullanilarak intrarenal kan
akimi Olgiilerek farmakolojik inhibisyon sonrasi kontrast madde verilmesi ile
mediiller kan akiminin %14 azaldig1 saptanmistir. Ayn1 ¢alismada renal fonsiyon
parametrelerinde anlamli oranda bozulma ile birlikte bobrekler histopatolojik olarak
incelenmis, mediiller alanda %50 selektif nekroz goriildiigii rapor edilmistir (95).
Sonraki donemlerde siklikla bu teknikle kontrast nefropatisi modeli olusturulmaya
karar kilinmis ve profilakside dnerilen tedaviler bu model {izerinden denenmistir (96-
98). Yine bu model iizere Gong ve ark. tarafindan yapilan calismada uygulanan
indometain, L-NAME ve kontrast madde i.v yerine intraperitoneal (i.p) verilerek de

basarili bir model olusturulabilmistir (99).

2.3. Kontrast Nefropatisi ve inflamasyon

Son yillarda yapilan ¢alismalarda sepsis gibi inflamatuar durumlarda kontrast
nefropatisi riskinin arttig1 gosterilmistir. Inflamatuar mediyatdrlerin pro-trombotik
etkileri ve kontrast madde uygulanmasi sirasinda gelisen vazokonstriksiyon
nedeniyle kontrast nefropatisi riskinin artacagi diisiiniilmektedir (100). Multiple
myelom, maligniteler, sepsis gibi pro-trombotik inflamatuar durumlarda artan IL-
6'nin, ozellikle C-reaktif protein (CRP) basta olmak {izere akut faz reaktani liretimini
arttirdigt bilinmektedir. CRP, inflamasyonun baglangicindan 6 saat sonra normal
smirlarin lizerine ¢ikar, 48. saatte zirve yapar ve inflamasyon durdugunda hizli diiser.
Kwasa ve ark. tarafindan yapilan bir kohort ¢alismada CRP degeri normal grupta
kontrast nefropatisi insidanst %6,25 iken, CRP degeri yiiksek olan grupta
ise %13,5’e cikmaktadir. Ayni calismada, inflamasyonu olan hastalarda kontrast

nefropatisi gelisme riskinin iki kat arttig1 gosterilmistir (22).

Bir kontrast madde olan sodyum diatrizoatin insan renal proksimal tiibiiler
hiicrelerden IL-8 salgilanmasina neden oldugu ve bu da inflamasyonun kontrast
nefropatisi gelisiminde 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, bircok hayvan
calismasinda niikleer faktor (NF) -kB'nin kontrast nefropatisinde bobrek inflamatuar
yanit1 ile iligkili oldugu gdsterilmistir. NF-kB’in transkripsiyon, DNA onarimi gibi
bircok gorevi olup; hiicre hasarinda dokulardaki monosit ve makrofajlardan
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salgilanan pro-inflamatuar bir sitokin olan High mobility group box-1 (HMGB-1)
kontrast nefropatisinde ve iskemi/reperfiizyon hasar1 (IRH), diyabetik nefropati,
granulomatdz nefrit gibi bir¢ok bobrek hastaliginda énemli rol almaktadir. Kontrast
madde uygulanmasi sonrasinda renal tiibiiler epitel hiicrelerinden salinan HMGB-1;
inflamatuar reseptorler olan Toll benzeri reseptor (TLR)-2 ve ozellikle kemotaksisde
gorevli C-X-C kemokin reseptorii (CXCR4)’i aktive edip inflamasyonu tetiklemesi
kontrast nefropatisi gelismesinde 6nemlidir. Kontrast nefropatide; TLR2 ve CXCR4,
HMGB-1 bagimli yolak ile NF-kB aktivasyonu, IL-6 ve Monosit kemotaktik protein
(MCP)-1 salinimut ile inflamasyon tetiklenmektedir (101).

Zhao ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada, bdbreklerden salinip
katekolaminleri azaltan, kan basincim1 ve kardiyak fonksiyonlar1 diizenleyen bir
monoamin oksidaz olan renalazin ROT, oksidatif stresi, makrofaj infiltrasyonunu,
caspase-3 aktivitesini suprese edip renal apoptozisi ve inflamasyonu azaltarak
kontrast nefropatisine karst potansiyel terapatik olabilecek koruyucu etkileri

oldugunu gosterilmistir (102).

ERK (ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz), P38, NH,-terminal kinase
(JNK)’nin de i¢inde oldugu MAPK (mitojen aktive c-Jun protein kinaz) ailesi hiicre
farklilasmasi, ¢ogalmasi ve Oliimiinde Onemli bir serin-tirozin kinaz grubudur.
MAPK vyolag1 ve Hsp27 (1s1 sok protein) tiimor nekroz faktorii TNF-a, IL-103, IL-6
ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir. Xuyu He ve ark.
sicanlarda atorvastatinin JNK/p38/Hsp27 yolaklar1 iizerinden inflamasyonu ve
apoptozu azaltarak kontrast nefropatisini Onlemede koruyucu oldugunu
gostermiglerdir (103). Benzer sekilde Deng ve ark. diyabetik sigan modelinde
rozuvastatinin inflamasyonu ve apoptozisi baskilayarak, oksidatif stresi ve
p38/MAPK yolagini inhibe ederek kontrast nefropatisini azalttiginm1 gostermislerdir
(104).

Kontrast nefropatisi gelismesinde 6nemli risk faktorlerinden biri olan
hipertansiyonun (HT) patogenezinde inflamasyon tam olarak aydinlatilmayan
mekanizmalarla da olsa oldukc¢a 6nemlidir. HT ile inflamasyon arasindaki iliskide
vagus siniri onemli bir rol oynamaktadir. Hipertansif hastalarda vagal tonusun ve

fonksiyonlarin azalmasiyla olusan sempatovagal dengesizlik inflamasyonun nedeni
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olarak goriilmektedir (105). 2-bobrek 1-klip (2KIC) modeliyle c¢alisilan
renovaskiiler HT’lu sicanlarda; vagal fonkiyonlari yansitan ve kardiyak vagal
tonusun klasik bir gostergesi olan ‘atropine tasikardik yanit’in azaldigi, aort ve
bobrekte a7nAChR downregulasyonunun oldugu, serum TNF-a arttig1 gosterilmistir.
RAAS, anjiotensin 2 ve renin seviyelerini arttirip, inflamasyonu uyararak, vaskiiler
remodelling, renal fibrozis ve disfonksiyon gibi son-organ hasarina katkida
bulunmaktadir (106). Spontan hipertansif si¢anlarin, a7nAChR agonisti PNU-
282987 ile kronik tedavisinin son-organ hasarini ve pro-inflamatuar sitokinlerin doku

diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (107).

2.4. Kolinerjik Sistem Aktivasyonunun Anti-inflamatuar Etkileri

Kolinerjik anti-inflamatuar yolak, vagus siniri ve reseptorleri araciligtyla pro-
inflamatuar sitokin salinimimi inhibe eden ndral bir mekanizma olarak
tanimlanmaktadir.  Vagus sinirinin ana norotransmiteri asetilkolin (Ach)’dir.
Kolinerjik anti-inflamatuar yolak; vagus sinirinin efferent kolu, Ach ve
a7nAChR’den olugsmaktadir. Hasarli dokudan inflamasyona sekonder olarak iiretilen
pro-inflamatuar sitokinler merkezi sinir sisteminde (MSS) vagus sinirinin efferent
kolunu aktive edip periferal dokularda Ach salinimina neden olmaktadir. Kolinerjik
anti-inflamatuar ~ yolun elektriksel olarak vagus sinirinin  uyarilmasiyla
aktivasyonunun, yamk hasar1 olusturulmus siganlarda karaciger inflamasyonu, IRH
(108), hemorajik sok (109), septik peritonit (110) modellerinde artmis serum TNF-a
seviyelerini azalttig1 gosterilmistir. Kolinerjik sinirler ile immiin sistem arasindaki
iletisim i¢in o bungaratoksin (0-BTx) duyarli kolinerjik nikotinik reseptor olan
a7nAChR’lerin gerekli oldugu ve bu reseptdriin MSS, otonom sinir sistemi ve
vaskiiler sistemdeki noronal hiicreler disinda; makrofajlar, nétrofiller, endotelyal
hiicreler, dendritik hiicreler basta olmak iizere diger bircok immiin hiicrede de
eksprese edildigi gosterilmistir (111). a7nAChR knockout farelerde, tek basina VNS
ile TNF-a diizeyinin azalmadig1 gosterilmis olup kolinejik anti-inflamatuar yolakta

a7nAChR mutlaka gerekli oldugu anlasilmistir (112).

a7nAChR  agonistlerinin; post-transkripsiyonel bir mekanizmayla
endotoksinle uyarilmis insan makrofajlarinda TNF-a, IL-1, IL-6, IL-18, HMGB-1
gibi pro-inflamatuar sitokinlerin serbestlesmesini inhibe edip IL-10 ve transforme
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edici biiyiime faktorii-beta (TGF-B) gibi anti-inflamatuar sitokinleri ise inhibe
etmedigi farkli modellerde gosterilmistir (108-112). Bu nedenle Crohn, psoriazis,

astim, sepsis, RA ve DM gibi hastaliklarin tedavisinde denenmektedirler (111-113).

Sinyal transdiiksiyonu sitokin eksprese eden hiicrelerdeki a7nAChR
araciligiyla janus kinaz (JAK)-2 fosforilasyonu ile sinyal doniistliriicii ve
transkripsiyon  faktérii =~ (STAT)-3’iin  aktivasyonu  sonucunda  NF-kB
translokasyonunda azalma ile ger¢eklesmektedir.  NF-«xB immiin hiicrelerin
aktivasyonunda ve pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda diizenleyici olarak
rol oynamaktadir (Sekil 2) (114).

JAK/STAT iyeleri tirozin kinaz enzimleri ve transkripsiyon faktorleridir.
Dort JAK enzimi iginde vaskiiler ve noronal sistemde nikotin iliskili etkileri en
bilinen JAK-2’dir. Reseptor aktivasyonu sonrasinda, ilgili JAK proteini STAT-3
reseptoriin sitoplazmik kismimin SH2 bolgesini fosforile eder, boylece JAK proteini
tarafindan fosforile edilen ve niikleusta transloke olan STAT-3 goreve baslar. PI3K
(fosfatidilinositol 3-kinaz) ve AKT'nin (protein kinaz B) aktive edilip hiicre yasam
dongiistinde anti-apoptotik olarak JAK-2’nin anahtar rolii bulunmaktadir. a7nAChR
agonistlerinin  noroprotektif etkileri bu yolak sayesindedir. Anti-inflamatuar
aktiviteleri igin alternatif bir mekanizma da AGE (ileri glikasyon son firiinleri) 2-3
aracili monosit aktivasyonu ve ICAM (intraseliiler adezyon molekiilii)-1 araciliklidir

(Sekil 2) (115-116).
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Sekil 2: a7nAChR odakh anti-inflammatuar etkiler

a7nAChR agonistleri JAK-2 aktivasyonuna sebep olurlar. Bu aktivasyon sonucunda

1) PI3K iizerinden Akt aktivasyonu ve anti-apoptotik yolak aktive olur 2) STAT-3
fosforilasyonu ve NF-kB inhibe olur 3) RAGE-iliskili ICAM-1 upregiilasyonu ve
TNF/ IFN-y iiretimi inhibe olur. Bu yolaklarin aktive olmasi ile hem inflamasyon
hem de apoptozis a7nAChR agonistleri ile tedavi edilen hiicrelerde inhibe edilebilir
(Marrero MB, et al. Application of Alpha7 Nicotinic Acetylcholine Receptor
Agonists in Inflammatory Diseases: An Overview. Pharm Res (2011) 28: 413-
416’den uyarlanmustir).

Fosforile STAT-3 NF-kB ve kilit diizenleyicisi olan IkB ile arasindaki
ayrismay1 baskilayip NF-kB aktivasyonunu inhibe eder. Aktive STAT-3; anti-
inflamatuar reaksiyon igin gerekli olan Sitokin sinyali supresorii (SOCS)-3 ve
interlokin-1 reseptdr iliskili kinaz (IRAK)-M ekspresyonunu arttirir. IRAK-M;
myeloid farklilasma faktorii (MyD)’den IRAK 1 ve 4 ayrigmasini engelleyerek TLR
aktivitesini diizenler. TNF reseptor iliskili faktér (TRAF)-6 ile baglanip NF-xB
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tizerinden pro-inflamatuar sitokinleri baskilar. Mitokondri de o7nAchR eksprese
etmektedir, mitokondrial inflamasom ve PI3K-AKT yolag: iizerinden de pro-

inflamatuar sitokin salinimin1 azaltmaktadirlar (Sekil 3) (116).

sinaps

1 a7nAchR agonistleri

sitoplazma

| mitokondri v
- e
- l 'm” 1L-6 z ]
<-.,"n'.'2“"8'.ﬂ: " IL-1p
‘--'.;:._,__ <= HMGRI
\\_‘ [L-1p t cekirdek
HMGE]

Sekil 3: Anti-inflamatuar yamitta a7nAchR’un intraseliiler sinyal yolag:
(Ren C et al. The Protective Effect of Alpha 7 Nicotinic Acetylcholine Receptor
Activation on Critical lllness and Its Mechanism. Int J Biol Sci. 2017 Jan 1;13(1):46-

56’dan alinmistir.)

2.5. Alfa-7 Nikotinik Asetilkolin Reseptoriiniin Yapisi1 ve Fonksiyonlar:

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (AchR); A ve C y-aminobiitirik asit, glisin
ve tip 3 serotonin (5-hidroksitriptamin) reseptorlerini igeren Cys-loop ligand-gated
iyon kanali siiper ailesine ait bir reseptor ailesidir (117). En az 17 farkl alt birimin
hetero veya homo pentamer kombinasyonlarindan olusur. Her alt birim farkh

ozellikler gosterir, 6rnegin [ altbirimleri Ach’e o’dan daha diisiik affinite gosterir.
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Bunlarin gesitli kombinasyonlar farkli fonksiyonlar gosterir. Ornegin Ach’e yiiksek
affinite gosteren 042 reseptorleri norodejeneratif hastaliklarda ¢alisilmigtir (116).
MSS’de AChR'leri iki ana alt sinifa aittir (117).

1-a-BTx’e (kompetatif antagonist) yiiksek afinite ile baglayip nikotine diisiik
affinite gosteren reseptorler (0rnegin a7 igeren reseptorler)

2- Nikotini yiiksek afinite ile baglayip a-BTx'e diislik affiniteli reseptorler
(6rnegin 04p2 iceren reseptorler)

Klasik a7nAchR, bes 6zdes a7 alt birimden ve Ca™ icin yiiksek gecirgenlige
sahip merkezden olusan bir homomerik pentamerdir. Nikotin, GTS-21, PNU-282987
ve PHA-568487 gecici Ca™ akisiyla o7nAchR'i aktive edebilen o7nAchR
agonistleridir. Dinlenme durumunda, kap1 kapali ve Ca' iyon akisi engellenmistir,
Gegici Ca'™ akist sonrasinda reseptor aktive olur. Aktive edilmis  a7nAchR, a-BTx
metillikakonitin gibi a7nAchR antagonistleri tarafindan engellenip bagisiklik
hiicrelerinin islevi etkilenebilir (Sekil 4) (116).

° \ / . .
nikotin/GTS-21/ =X a-BTx

PNU-282987/ III a7nAchR Metillikakonitin
PHA-568487 T .
' & &)
Endositoz Th1 farklilasmasi ve
Fagositoz aktivasyonu
Reaktif Oksijen Yiizey molekdlleri Th17 aktivasyonu
Fagositoz, I firavlan MHC-2,CD80-86 Th2 aktivasyonu
W42 polanizasyony Th2 poIarizasyonu[ Treg aktivitesi

Sekil 4: Aktive a7nAChR’nin sirasiyla makrofaj, notrofil, dendritik hiicre ve T
lenfosit iizerine etkileri
(Ren Chao, et al. The Protective Effect of Alpha 7 Nicotinic Acetlcholine Receptor

Activation on Critical Illness and Its Mechanism. Int J Biol Sci. 2017 Jan 1;13(1):46-

56’dan uyarlanmaistir.)
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2.5.1. a7nAChR ve immiin fonksivonlari

Kolinerjik anti-inflamatuar yolak, dogal (innate) ve adaptif (kazanilmis-
edinsel) immiin sistemi ve bu sistemlerin birbiriyle olan iliskilerini diizenler.

Makrofajlar inflamatuar mediyatorlerin ana kaynagidir.
Inflamasyonun baslangi¢ evrelerinde makrofajlar aktive olur; mikroplari, iliskili
metabolitleri ve apoptotik hiicreleri yok etmek i¢in hedef lezyonlara go¢ ederler.
Aktive makrofajlar daha fazla makrofaji aktive etmek i¢in MIP-la (makrofaj
inflamatuar protein-1a) ve IL-8 salgilar. M1 makrofajlar proinflamatuar mediyatorler
tiretirken, M2 makrofajlar anti-inflamatuar fonksiyonlara sahip olup yara iyilesmesi
ve fibrozis ile iliskilidir. Fagositoz, apoptozis ve polimerizasyonun M2 fazinda
makrofajlarin  birgok gorevi bulunmaktadir. a7nAChR uyarilmasiyla makrofaj
aktivasyonu ve apoptozis azalirken, fagositoz ve M2 polarizasyonu artmaktadir
(Sekil 4) (116).

Notrofiller dogal immiin yanitin 6nemli elemanlaridir ve akut inflamasyonda
erken donemden itibaren nétrofil gociiyle, kemotaksis, apoptozis gibi Onemli
gorevleri vardir. a7nAChR uyarilmasiyla bunlar azalarak anti-inflamatuar etkilerine
katkida bulunur (Sekil 4) (116).

Dendritik  hiicreler (DC) antijen sunan hiicrelerdir ve Th hiicre
polarizasyonunu indiikleyerek dogal ve adaptif immiin sistemler arasinda koprii
gorevi yapmaktadir. Matiir hale geldiklerinde; CD80, CD86 ve CD40 dahil
kostimulatuar molekiilleri ve MHC (major doku uygunluk kompleksi)-1, MHC-II’yi
eksprese ederler. Calismalar, immatiir DC'lerin a7nAChR aktivasyonundan sonra
endositoz ve fagositozu azalttigi; matiir DC’lerin ise MHC-2, CD80, C86 gibi yiizey
molekiil ekspresyonunu azalttigini géstermektedir (sekil 4) (116).

Adaptif immun sistemin 6nemli pargalart olan T hiicreleri; yardimer T
hiicreleri (Th), sitotoksik T hiicreleri (Tc) ve regiilatuar T hiicreleri (Treg) olmak
tizere ¢ tiptir. Th hiicreler ise Thl, Th2 ve Thl7 alt gruplarindan olusmaktadir.
CD4" T hiicreler ve bu hiicrelerin a7nAChR ile etkilesimi, kolinerjik anti-
inflamatuar yolak i¢in olduk¢a onemlidir. a7nAChR agonistlerinin anti-inflamatuar

etkisinin nude farelerde TNF-a iiretimini baskilamadg, CD4'CD25 lenfosit
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transferiyle bu etkinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (118). Ach, otokrin veya parakrin
tarzda T hiicreleri tarafindan sentezlenip ve salinir, bu da fonksiyonel homeostazin
korunmasinda T hiicrelerinin self-regiilatuar etkisini gostermektedir. Caligmalarda
a7nAChR aktivasyonunun Thl farklilasmasi ve aktivasyonunu, Th17 aktivasyonunu
azalttigi, Th2 farklilasmasi ve Treg aktivitesini [CTLA (sitotoksik T lenfosit iliskili
antijen)-4 ve Foxp3 (forkhead box protein p3) ekspresyonunu arttirip, IL-2 seviyesini
azaltma] arttirdig1 gosterilmistir (Sekil 4) (116). a7nAChR” hayvan modellerinde T
hiicreleri Th1’¢ farklilasmaya meyillidirler (119).

2.5.2. a7nAChR ve dalak

Dalak; karin boslugunun solunda bulunan en biiyiik lenfoid organdir. Diger
lenfatik dokulardan farkli olarak dogrudan kan dolasimina baghidir. Dalagin
parankimi kirmiz1 ve beyaz pulpa olmak iizere iki kisma ayrilir. Antijen sunma ve
immiin cevabi baslatma; B ve T lenfositlerin aktivasyonu, proliferasyonu, antikor
tiretimi ve makromolekiiler antijenlerin kandan ayrilmasi gibi immiin fonksiyonlarimni
beyaz pulpa iistlenmektedir. Anormal, yash ve hasarli eritrositler ve plateletlerin
yikimi; Hb’den Fe’in alinmasi, erken fetal yasamda eritrositlerin olusumu ve kanin
depolanmas1 gibi hematopoetik fonksiyonlari ise kirmizi pulpada olmaktadir.

Dalak, a7nAChR-pozitif makrofajlart ve Ach ireten ChAT-pozitif T
lenfositleri ile kolinerjik anti-inflamatuar yolakta kritik bir organdir ve immiin aracili
hastaliklar i¢in potansiyel bir terapdtik hedeftir. Splenik sempatik sinirden salinan
norepinefrin, yakindaki ChAT eksprese eden splenik hafiza T hiicreleri ve B
hiicreleri lizerinde P2-adrenerjik reseptorlere baglanir. Splenik ACh direten T
hiicrelerinin bu alt kiimesi, splenik makrofajlar {izerindeki a7nAChR'in uyarimiyla
makrofajlar1 aktive edip makrofajlardan LPS (lipopolisakkarit) ile indiiklenen TNF-a

basta olmak tizere pro-inflamatuar sitokin salinimini azalttirlar (10).

2.5.3. a7nAChR’lerin sistemik etkileri

Kontrolsiiz inflamasyon ve immiin hiicre disfonksiyonuyla giden bir¢ok kritik

hastalikta a7nAchR aktivasyonunun faydalar1 gosterilmistir (Tablo3) (116).
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Tablo 3: Kritik hastaliklarda a7nAchR aktivasyonunun etkileri

Kritik Hastahk Tipi

a7nAchR Etkileri

Yanik/Travma

Hiicre 6liimiinden koruma

Notrofil gogiiniin, lokal ve sistemik inflamasyonun
ve sonugta organ hasarmin azaltiimasi

Bagirsak bariyerini koruma

Sagkalimi arttirma

Sepsis

Bakteriyal klirensin arttirilmasi

Notrofil ~ goglinlin,  pro-inflamatuar  sitokin
ekspresyonunun, kemokin {iretiminin, sistemik
inflamasyonun ve  sonucta organ hasarmin
azaltilmasi

Sagkalimi arttirma

Akut Akciger Hasart

Akciger 6demini azaltma

Notrofil birikimini, TNF-a salinimint ve pulmoner
apoptozu azaltma

Alveoler arterin gradientini diisiirme

Pulmoner endotelin biitiinliigiinii koruma

Renal IRH

Serum TNF-a ve HMGBI diizeyinin azaltilmasi
Renal fonksiyonlarin iyilestirilmesi

Tiibiiler hiicre nekrozunun azaltilmasi

Enfarkt hacminin azaltilmasi

Notrofil infiltrasyonunu azaltma

Stiperoksit radikal {iretimini baskilama
Oksidatif stresi azaltma

Sistemik inflamatuar yanit1 inhibe etme

Akut Pankreatit

Pankreatik notrofil infiltrasyonunu inhibe etme
Plazma TNF-a, IL-6, amilaz ve lipaz diizeyini
azaltma

Deneysel pankreatitin siddetini azaltma
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Bernik ve ark. tarafindan sicanlarda aortik okluzyon yapilarak olusturulan
miyokard enfarktiis modelinde VNS ile serum, kalp ve karacigerdeki TNF-o
diizeylerinin ve fatal aritmilerin azaldig1 gosterilmistir (108). a7nAChR aktivasyonu
sadece inflamasyonu, apoptozu ve oksidatif stresi inhibe etmekle kalmayip aym
zamanda anjiyogenezini de destekler. Vagal fonksiyonlar1 diizenleyen ve o6zellikle
kardiyovaskiiler hastaliklarda bozulan en 6énemli mekanizma arteriyal baroreflekstir.
Yu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada; arteriyal barorefleks disfonksiyonunun
a7nAChR araciligi ile iskemi sonrasi anjiogenezi azalttig1 gosterilmis olup miyokard
enfarktiisiinde barorefleks, vagal aktivite ve a7nAChR’liin 6nemli rolii oldugu

anlasilmis ve bunlara yonelik tedavi stratejileri arastirilmaktadir (120).

Son yillarda bazi nikotinik agonistler, kolinerjik sistem aktivasyonu
saglayarak cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilma asamasina gelmistir. Ornegin
a4p2 agonistlerden ABT-418 Alzheimer, Parkinson, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugunda; ABT-594 analjezik olarak; TC-1734 hafiza ve Ogrenme iizerinde;
GTS-21 Alzheimer, sizofreni, sigara bagimliligi, dikkat eksikligi ve hiperaktivite
tedavisiyle 1ilgili ¢aligmalarda; vareniklin sigara bagimliligi tedavisinde

kullanilmaktadir.

2.5.4. a7nAChR aktivasvonunun cesitli bobrek modellerinde kullanimi

Vagal sinir uyarisinin RA, inflamatuar bagirsak hastaligi, sepsis gibi
inflamatuar hastalik modellerinde; norolojik, immiinolojik, hematopoetik,
gastrointestinal sistemler lizerine koruyucu etkileri gosterildikten sonra a7nAChR

agonistleri bir¢ok bobrek modelinde de kullanilmustir.

Iskemi/reperfiizyon hasar1 beyin, kalp, karaciger, bobrek ve bagirsak gibi
bircok organi etkiler. Iskemik hasarlanma ile ROT iiretimi artar, bu hiicre ici Ca*?
birikimine ve endotel hasarma neden olur. Daha sonraki reperfiizyon asamasi,
siddetli doku hasari, kontrolsiiz sistemik inflamasyon ve ¢oklu organ yetmezligi ile
karakterizedir (116). Renal IRH modellerinde VNS ile serum TNF-a, IL-6, IL-8, IL-
15 gibi sitokinlerin azaldigi, kolinerjik anti-inflamatuar yolak aktivasyonunun bobrek
tizerine koruyucu etkileri oldugu ve dalagin da bu yolagin 6nemli bir par¢asi oldugu

bilinmektedir. Inoue ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada o7nAChR-pozitif
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makrofajlar ve Ach sentezleyen ChAT-pozitif T-hiicrelerinden olusan dalagin anti-
inflamatuar yolagi US ve VNS ile aktive edilirken splenektomi yapilmis olan
gruplarda ise VNS ile gerceklesen bu aktivasyonun ortadan kalktigi gosterilmistir.
Wild tip farelere VNS uygulanmasindan 1 giin sonra bu farelerden elde edilen
splenositlerin a7nAChR knockout farelere transferi ile bu farelerin IRH’dan
korundugu anlagilmistir. Sonugta kolinerjik sistemin 6nemli bir koordinasyon
merkezi olan dalagin; splenositlerinin immiin mekanizmalarla aktive olmasiyla IRH
azaldig1 gosterilmistir (10). Bir baska calismada miyokardiyal IRH sirasinda
a7nAChR aktivasyonunun, serum TNF-o ve HMGB-1 seviyesini baskiladigi,
ndtrofil birikimini Ve tiibiiler nekrozu azaltarak renal IRH'da koruyucu oldugu tespit
edilmistir (121).

Silva ve ark. tarafindan yapilan; tek tarafli iireter obstriikksiyon modelinde
vagal sinir uyarisiyla Ach salgilayan vesikiiler asetil kolin transporter (VAChT)
baskilanmis sicanlarda fibrozisin arttigi, buna karsin VAChT ekspresyonu normale
yakin olan sicanlarda fibrozisin azaldig1 gosterilmistir (122).

Chatterjee ve ark tarafindan yapilan bir ¢aligmada; antineoplastik bir ajan
olan sisplatin 20 mg/kg, i.p. verilerek yapilan sisplatin nefrotoksisitesi modelinde
GTS-21 (4 mg/kg, giinde 2 kez i.p) kullanilmigtir. GTS-21 ‘in oksidatif stresi, ATP
tiikketimini, doku hasarini ve apoptozisi, renal inflamasyonu (IL-6, IL-13,CXCL-1) ve
myeloperoksidaz (MPO) ile degerlendirilen renal nétrofil infiltrasyonunu azalttig1 ve
bunu yaparken de sisplatinin anti-tiimor etkisini azaltmadigi gosterilmistir (123).
Bircok solid tlimoriin tedavisinde kullanilan platin bilesigi bir kemoterapotik ajan
olan sisplatinin en énemli yan etkisi olan nefrotoksisite inflamasyon, ROT, tiibiiler
hiicre hasar1 ve sonunda hiicre 6liimiine yol agarak renal proksimal tiibiiler hiicreler
tizerindendir. Renal COX-2, inflamasyonu artirarak sisplatin iliskili ABH’nda rol
oynar. COX-2 arasidonik asitten PG olusumunda rol alan, bir¢cok anti-inflamatuar
ilacin hedefi olan bir enzimdir. COX-2 inhibisyonu ile inflamatuar hiicreler azalir ve
sisplatin iliskili ABH’a kars1 korur (124). Sisplatin iliskili ABH nin IRH ve sepsis
iligkili ABH’dan fark: sisplatin birikimi ve DNA (deoksiribo niikleik asit) hasari
oldugundan irreversibl olusudur. Amifostine, sisplatin nefrotoksisitesine karsi

koruyucu etkileri olan tek FDA onayl ilagtir (123).

Sepsis  sirasinda  iretilen  pro-inflamatuar mediyatorler, intrarenal
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hemodinamik degisiklikler, endotelyal disfonksiyon, l6kosit infiltrasyonu ve hasarli
doku inflamasyonuyla bobrek yetmezligine neden olurlar. Gram negatif bakterilerin
ana endotoksini olan LPS tarafindan indiiklenen deneysel endotoksemi, septik ABH
icin en sik kullanilan modeldir. Chatterjee ve ark tarafindan yapilan baska bir
calismada LPS ile septik ABH modelinde; nikotin (1 mg/kg) ve GTS-21 (4 mg/kg,
giinde 2 kez i.p) kullanilmistir. GTS-21’in MPO ile degerlendirilen renal l6kosit
infiltrasyonunu, serum BUN (kan iire nitrojen), TNF-a, CCL-2 (C-C kemokin
ligand1), kemokinlerden CXCL-8, CXCL-10 seviyesini, NF-kB aktivasyonunu ve
proteozom aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (125).

Sekonder hipertansiyonun en sik nedenlerinden biri olan renovaskuler HT
sicanlarda 2K1C modelinde calisilmaktadir. Bu modelde RAAS’nin uygunsuz
aktivasyonu; inflamatuar yanit1 tetkikleyip hemodinamik, metabolik anormalliklere
sonucta da bobrek, beyin, kalp, damarlar basta olmak {izere son-organ hasarina neden
olmaktadir. Chen ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada; 2K1C ile sekonder HT
modeliyle vagus sinir fonksiyonu, a7nAChR ekspresyonu ve kolinerjik yolaktaki
degisiklikler degerlendirilmistir. 2K1C cerrahiden sonra vagus sinir fonksiyonunun
azaldigi, aort ve bobrekte a7nAChR down-regulasyonunun oldugu ve 2KIC
hipertansiyon modelinde serum TNF-a arttig1 gosterilmistir (106).

2.6.  GTS-21 Yapis1 ve Fonksiyonlari

GTS-21 (3-(2,4-dimetoksibenziliden) anabasein (DMXB-A) selektif bir
a7nAChR agonistidir. Ik tanimlanan alkaloidlerden biri olan anabasein; 6zellikle
noromiiskiiler (al,B1yd (embriyojenik); al,Blye) ve o-BTx ile inhibe edilen
a7nAChR’ler olmak tizere ¢esitli reseptorleri uyarmaktadir.

Anabasein genis bir spektrumlu nikotinik agonist olsa da, son yirmi yilda
sentezlenen c¢ok cesitli (> 200) anabaseinlerin a7nAChR iizerinde selektif agonistik
etkileri oldugu goriilmiistiir.

3- (2,4-dimetoksibenziliden) -anabasein'in (DMXB-A) ; farmasdtik adi
GTS-21; Gainesville (Florida Universitesi) and Tokushima (Taiho Pharmaceuticals)

(Scientists) bilimadamlar tarafindan iiretilen 21.bilesik olmasindan gelmektedir.
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Kimyasal ismi:  (3E)-3-[(2,4-dimetoksifenil)metilen]-3, 4, 5, 6-tetrahidro-2,3'-
bipiridin, dihidroklorid

Kimyasal formula: C19H20N202 * 2HCI1 (Sekll 5)

Molekiiler agirligi: 381,3 g/mol

Nikotin Anabasein DMXB-A

Sekil 5: Nikotin, Anabasein ve onun sentetik tiirevi olan GTS-21’in (3-(2,4-
dimetoksibenziliden anabasein (DMXB-A)) kimyasal yapisi

Nikotin, a22, a4p2, a3p2, a4p4, a2p4, a3p4, and a7 alt-birimlerine
baglanirken, selektif partial bir agonist olan GTS-21, a7 ve a4pf2 nAChR'leri
baglanir. Bununla birlikte, GTS-21 sadece a7nAChR'leri aktive eder. Ayrica, GTS-
21, insan a7nAChR'lerine gore kemirgen a7nAChR'leri i¢in daha yiiksek bir
affiniteye sahiptir (124).

a7 reseptorler lizerine anabasein full agonist iken; GTS-21 parsiyel agonist,
nikotin ise zayif parsiyel agonisttir (117).

GTS-21; lipofilik bir bilesik oldugundan gastrointestinal sistem ve kan-
beyin bariyeri de dahil biyolojik membranlari kolaylikla gecebilir ve ¢ok kisa siirede
kan ve beyindeki pik konsantrasyonlarina ulasir.

Sizofreni, Parkinsonizm ve Alzheimer hastaliginda oldugu gibi kognisyon

problemlerinin olasi tedavisi i¢in klinik testlere giren ilk a7 agonistidir.
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2.6.1. GTS-21 ve immiin fonksivonlari

GTS-21 vagus sinir temelli inflamatuar reflekslerin o6zellikle efferent
kolunda; makrofajlar, endotelial hiicreler ve diger immiinokompetent hiicrelerde
aktivator gorev almaktadir. GTS-21'in LPS'nin neden oldugu makrofajlarin
proliferasyon arrestini hafiflettigi bildirilmistir (126). Ravikumar ve arkadaslari,
GTS-21 uygulandiktan sonra artan makrofaj fagositozu ile iliskili olan hiperoksiden

dolay1 makrofajlarda bakteriyel eradikasyonun arttigini belirtmislerdir (127).

GTS-21, polimorfoniikleer nétrofillerin (PMN) aktivasyonu ve birikimini
diizenler. a7nAChR™ fareler, wild tip farelere kiyasla kontrolsiiz PMN infiltrasyonu
ve asirt TNF-a ve CXCL-1 iiretiminin oldugu gosterilmistir (128). Nikotinin, CXCL-
1 ve IL-8 seviyelerini diisiirerek notrofil infiltrasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir
(129).

GTS-21 Thl proliferasyonunun kolaylastiriimasinda 6énemli olan TBX-21
(Th1 spesifik T-box transkripsiyon faktorii) ekspresyonunu 6nemli 6l¢tide azaltmigtir
(130). GTS-21 birgok ¢alismada gosterildigi tizere anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve

anti-oksidatif 6zellikleri mevcuttur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Protokolii

Calisma oncesi gerekli onam Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’ndan alind1 (Tarih: 05.03.2018, protokol kodu: 24. 2018.mar) (Ek-1).

Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Arastrma ve Egitim Merkezi
Laboratuvari’nda yetistirilen 17-20 haftalik, agirliklar1 ise 280-420 gram araliginda
olan Sprague-Dawley tiirli yetiskin erkek sicanlar calismaya dahil edildi. Calisma
stiresince siganlar; sicaklik (22 = 3°C), nem (%55-60) ve 151k (12 saat aydinlik, 12
saat karanlik) bakimindan esit kosullarda barindirildi, calisma boyunca standart sican
diyetiyle smirlama olmadan beslendi. Gruplar olusturulduktan sonraki ilk 24 saat
siganlarin ortamlara alisma siiresi olarak belirlendi, deneyin basinda ve sonunda
viicut agirliklart hesaplandi. Deneylere baslamadan kuyruk veninden bazal BUN, Cr
degerleri i¢in kan alinip deneyin 0, 1 ve 2. giinlerinde; 2 gruba GTS-21 4 mg/kg,
giinde 2 kez i.p; diger iki gruba ise SF 1 ml/kg, giinde 2 kez i.p olarak uygulandi.
Deneyin 1. giiniinde, kuyruk lateral veninden i.v katater takilip kontrast nefropatisi
modeli olusturuldu. Kontrast verilmesinden sonra 48 saat dolmadan kaybedilen 7
sican sagkalim (siirvi) analizine dahil edildi. Geriye kalan tiim gruplardaki 33 sigan
1.v kontrast veya SF wverilmesinin 48. saatinde sakrifiye edildi (Tablo 4).
Sakrifikasyon Oncesi eter anestezisi ile intrakardiyak yolla kan alinmasi ve her iki
bobreginin ¢ikarilmast ile deney sonlandirildi. Deney sonunda serum orneklerinde
bobrek fonksiyon testleri (BUN, Cr); bobrek dokularinda biyokimyasal olarak
oksidatif stres parametreleri [myeloperoksidaz aktivitesi (MPO), malondialdehit
(MDA) ile degerlendirilen lipit peroksidasyonu (LP) ve glutatyon (GSH) diizeyi],
dokuda RT-PCR (Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) ile sitokin gen
ekspresyon diizeyleri (IL-6, IL-1B, TGF-B) ve doku orneklerindeki histopatolojik
degisiklikler degerlendirildi.
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3.1.1. ilaclar ve doz belirlenmesi

GTS-21: Cayman Chemical firmasindan edilmis olup (Katalog no:
21570), >%98 safliktadir. Deneyden bir giin 6nce SF igerisinde ¢oziilerek -20°C’de
karanlik ortamda saklandi. Literatiir ile uyumlu dozda 4 mg/kg, giinde 2 kez i.p
(123,125) olarak kontrast-Oncesi, kontrast giinii ve kontrast sonrast olmak iizere

toplam 3 giin uygulandi.

L-NAME: Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmis olup (Katalog no:
N5751-5G), >%98 safliktadir. Calisma boyunca -20°C’de saklandi, deney giinii ise

SF igerisinde ¢oziilerek siganlara 10 mg/kg, 1.v uygulandi.

Indometazin: Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmis olup (Katalog no:
17378-5G), >%99 safliktadir. Calisma boyunca +4 C’de saklandi, deney giinii ise
NaHCOj; igerisinde ¢oziilerek sicanlara 10 mg/kg, i.v uygulandi.

Meglumine/sodium diatrizoate (Urografin 76%): Bayer-Schering firmasi
tarafindan saglanmis olup igeriginde sodium amidotrizoate 0,1 g/ml, meglumine
amidotrizoate 0.66 g/ml ve iyot 370 mg/ml oranlarinda bulunmaktadir. 30°C’nin
altinda ve karanlik ortamda muhafaza edildi. S1v1 halde bulunan yiiksek ozmolar

kontrast madde direkt olarak siganlara 6 ml/kg, i.v uygulandi.
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3.1.2. Kontrast nefropatisi modeli olusturulmasi

Kontrast nefropatisi olusturabilmek i¢in predispozan etkisi oldugu bilinen L-
NAME, indometazin ve yiiksek ozmolariteli meglumine/sodium diatrizoate
(urografin %76) literatiir bilgileri ve 6n deney calismalari ile doz tespiti yapilarak
sirastyla 10 mg/kg, 10 mg/kg ve 6 ml/kg i.v olarak verilmistir (95-98). Bu deneyde
siganlara i.p anestezi (Ketamin (100 mg/kg), klorpromazin (3-5 mg/kg) uygulanmasi
sonrasinda kKuyruk lateral veninden katater takilarak 0, 15 ve 30. dk’da sirasiyla
indometazin 10 mg/kg, L-NAME 10 mg/kg ve urografin %76 6 ml/kg i.v olarak
uygulandi.

3.1.3. Deney gruplari

SF-Kontrol Grubu (n=8): Deneyin 0,1 ve 2. giinlerinde 1 ml/kg, 12 saatte bir olmak
tizere glinde 2 kez SF i.p olarak uygulandi. Deneyin 1. giiniinde sicanlarin kuyruk
lateral veninden i.v kateter takilip 0, 15 ve 30. dk’larda sirasiyla; 10 ml/kg, 10 ml/kg
ve 6 ml/kg SF i.v olarak verildi.

GTS-21-Kontrol Grubu (n=8): Deneyin 0, 1 ve 2. giinlerinde 4 mg/kg, 12 saatte bir
olmak {lizere giinde 2 kez GTS-21 ip olarak uygulandi. Deneyin 1. giinlinde
siganlarin kuyruk lateral veninden i.v kateter takilip 0, 15 ve 30. dk’larda sirasiyla;
10 ml/kg, 10 ml/kg ve 6 ml/kg SF 1.v olarak verildi.

Kontrast Grubu (n=14): Deneyin 0, 1 ve 2. giinlerinde 1 ml/kg 12 saatte bir olmak
tizere glinde 2 kez SF i.p olarak uygulandi. Deneyin 1. giiniinde sicanlarin kuyruk
lateral veninden i.v kateter takilip 0, 15 ve 30. dk’larda sirasiyla; indometazin 10

mg/kg, L-NAME 10 mg/kg ve Urografin %76 6 ml/kg i.v olarak verildi.

GTS-21+Kontrast Grubu (n=10): Deneyin 0, 1 ve 2.giinlerinde 4 mg/kg, 12 saatte
bir olmak iizere giinde 2 kez GTS-21 i.p olarak uygulandi. Deneyin 1. giliniinde
siganlarin kuyruk lateral veninden i.v kateter takilip 0, 15 ve 30. dk’larda sirasiyla;
indometazin 10 mg/kg, L-NAME 10 mg/kg ve Urografin %76 6 ml/kg 1.v olarak

verildi.

Tiim gruplar ve yapilan uygulamalar Tablo 4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4: Gruplara ve giinlere gore deneyin uygulanis semasi

GTS-21-Kontrol
grubu (n=8)

SF-Kontrol
grubu (n=8)

Kontrast grubu
(n=14)

GT521+Kontrast
grubu(n=10)

0.gin Bazal kan alinmasi
0.5 SFip GTS-211.p SFi.p GTS-2110.p
1252 SFip GTS-211.p SFi.p GTS-211.p
L.giin SFip GTS-211.p SFi.p GTS-2110.p
24.53
25.53at I.p anestezi

L.v katater takilmas
0.dk SFi.v SFi.v Indometazini.v | indometazini.v
15.dk SFiv SFiwv L-NAME i.v L-NAME i.v
30.dk SFiv SFiv Urografini.v Urografini.v
36.53 SFip GTS-211p SFi.p GTS-2110p
2.giin SFi.p GTS-21i.p SFi.p GTS-21i.p
48.53
60.5a SFi.p GTS-21i.p SFi.p GTS-21i0.p

4EX 1EX

3.g0n B - B - B . B
- BN [ BN | BN | e
18, 5a) akrifikasyon

3.2. Kan ve Bobrek Doku Orneklerinin Alinmasi

Eter anestezisi ile sedatize edilen siganlarin, intrakardiyak kanlari alindi.
Santrifiij edilip BUN ve Cr bakildiktan sonra kalan serum o&rnekleri -80 °C’de
saklandi. Siganlarin sag ve sol bobrekleri ¢ikartildi. Bobrekler Sekil 6’da sematize
edilen parcalara ayrildi. Doku 1, %10 formol iginde saklanip, daha sonra parafin
bloklar i¢ine gomiildii. Diger dokular ise oksidatif belirtecler ve RT-PCR ¢alisilmak

uizere, -80 °C’de donduralarak saklandi.
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DOKU 1

HISTOLON | gy
| X\

DOKU 4

DOKU 2

DOKU 3 ooy

SOL BOBREK SAG BOBREK

Sekil 6: Bobrek doku orneklerinin hazirlanma semasi

3.3. Degerlendirme Parametreleri

3.3.1. Bobrek fonksivonlarinin belirlenmesi

Tim gruplardan kan ornekleri heparinle yikanmis enjektor araciligiyla
herhangi bir katki maddesi icermeyen poliproplen bos tiiplere alindi. Soguk zincir
protokoliinde nakil ve 4000 devirde 10 dk santrifiij islemlerinden gecirildikten sonra

elde edilen plazmanin bir kism1 serum BUN ve Cr 6l¢limleri i¢in kullanildi.

Serum BUN ve Cr dlgiimleri MUTF biyokimya laboratuvarinda Beckman
Coulter, AU680 marka otoanalizérde rutin hazir kitler kullanilarak yapildi. Kontrast
nefropatisi modeli, kontrol grubuna kiyasla kontrast grubundaki serum Cr diizeyinde

en az 0,5 mg/dl veya %25’lik artis olarak kabul edildi.

3.3.2. Bobrek dokusunda MPO aktivitesi o6lciimii

Calismanin objektif olmasi i¢in gruplara neler uygulandigi belirtilmeksizin,
daha 6nce kodlanmis olan bobrek dokulari, ilk 6nce 20 Mm K,HPO4 (pH=7,4)
¢ozeltisi ile sulandirilip Ultra Turrax T25 doku homojenizatoriinde (Janke&Kunkel,
IKA-Labortechnik) homojenize edildikten sonra 12000 devirde 10 dk siireyle 4
°C’de santrifiije (Universal 16R, Hettich Zentrifugen) edildi. Pellet, aym
hacimde %0,5’lik heksadesiltrimetilamonyum hidroksit igeren 50 mM K,HPO; ile
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yeniden homojenize edildi. MPO aktivitesi, o-dianizidin 2HCl'nin H,O,’e bagimli
oksidasyonunun spektrofotometrik (Pharmacia LKB-Ultraspec III ) oOlciilmesi ile
saptandi. Bir {inite enzim aktivitesi, 460 nm’de 3 dk boyunca absorbansta degisiklige
neden olan MPO miktar1 olarak tanimlandi. MPO aktivitesi Unite/gram olarak ifade

edildi (131).

3.3.3. Bobrek dokusunda GSH ve MDA olciimii

Hiicre i¢i 6nemli bir anti-oksidan olan GSH diizeyinin 6l¢iimii i¢in doku
agirliklarimin 9 katina denk gelen miktarda %10’luk triklor asetik asit (TCA)
soliisyonu ile Ultra Turrax T25 doku homojenizatoriinde (Janke&Kunkel, IKA-
Labortechnik) homojenizasyonu takiben 3000 devir ve 4 °C’ de 15 dk siireyle
santrifiije edildi. Suipernatanlar ayrilip 10000 devirde 5 dk daha santrifiije edilip
siipernatan ornekleri elde edildi. Siipernatan 6rneklerine 0,3 M Na2HPO4 ve Ellman
ayiract (40 mg DTNB ve 100ml %1 sodyum sitrat tamponu, aliiminyum folyo ile
kaplanip 1siktan korundu) eklendi. Oda 1sisinda karanlikta 10 dk bekletilen tiipler
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda kore (blank) karsi okundu. Blankte
slipernatan Ornegi yerine %10’luk trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu konuldu.
Sonuglar nmol GSH/gr doku seklinde ifade edildi (131).

Oksidan hasarin bir gostergesi olan dokudaki LP miktar1 6l¢limii i¢in doku
agirliklarmin 9 katina denk gelen miktarda %10’luk triklor asetik asit (TCA)
solisyonu ile Ultra Turrax T25 doku homojenizatoriinde (Janke&Kunkel, IKA-
Labortechnik) homojenizasyonu takiben 3000 devir ve 4°C’ de 15 dk siireyle
santrifiijje edildi. Siipernatanlar ayrilip 10000 devirde 5 dk daha santrifiije edildi.
Islem oncesi taze hazirlanmis olan %0,67’lik thiobarbitiirik asit(TBA) eklenip cam
tiiplerde 100 °C’de 15 dk kaynatildi. Sogutulduktan sonra 3-4 dk santrifiij edilip 535
nm dalga boyunda kore(blank) karsi okundu. Blankte siipernatan 6rnegi yerine TCA
soliisyonu konuldu. MDA absorbans katsayisi (1.56x10° M cm™) kullamlarak
MDA konsantrasyonu hesaplandi. Her gram protein basina nmol olarak ifade edildi
(nmol MDA/g protein) (131).
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3.3.4. Doku orneklerinde RT- PCR ile sitokin genlerinin tespiti

IL-6, IL-1B, TGF-B ve beta aktin genleri i¢in kantitatif RT-PCR
Tagman Universal Master Mix Il Kit kullanilarak gergeklestirildi. 10 pL reaksiyon
hacmi igerisinde 2,5 pL ¢cDNA kullanildi. Tiim reaksiyonlar duplike ¢alisilirken beta
aktin housekeeping gen olarak kullanildi. Kantitasyon ve analiz LightCycler 480
software kullanilarak yapildi. Relatif kantitasyon delta delta Ct yontemi ile IL-6, IL-
1B ve TGF-B ekspresyonu beta aktine gére normalize edildi.
1- 96 kuyulu RT-PCR plate’inin her bir kuyusuna 2 uL su, 5 uL Universal Master
Mix 11, 0.5 uL TagMan™Gene Expression Assay 20X (IL-6, IL-1B, TGF-$3 ve beta
aktin i¢in ayr1 ayr1) ve 2,5 uLL cDNA eklenir, 1500 x g ’de 2 dk santrifiij edildi.
2- Kantitasyon islemi cihaz talimatlarina uygun olarak gerceklestirildi ve Ct degerleri
Olcldii.

Primer ve problardan alinan 1simanin sinir degeri astig1 noktaya Ct ya da
Cp degeri adi1 verilmektedir. Es zamanli kantitatif PCR reaksiyonu ile kantitasyon
yapilmasina yonelik ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan siklikla kullanilani
goreceli kantitasyon yontemidir. Yontem kabaca, belirli sartlar altinda ekspresyonu
degismeyen, her doku ya da hiicrede bazal diizeyde ve hiicreler arasi varyasyon
gostermeden eksprese edilen bir housekeeping” gen ekspresyonunun hedef gen
ekspresyonu ile kiyaslanmasina dayanir. Bu yonteme delta delta Ct ad1 verilmektedir.
Bu yontem, hedef DNA molekiilii ve standart olarak kullanilan DNA molekiiliin ayn
verimlilik ile amplifiye oldugunu kabul ederek asagidaki formiilasyona dayali

kantitasyon  yapar.

ACP, _(kontrol-6mek)
neded

( Lhedef)
(E...)

rel

Oran =

ACP,_; (kontrol-6mek)

Formiilde gegen oran; hedef gen ekspresyonunun kontrol orani, E: verimlilik, A Cp
ise Ct degerleri farkin1 ifade etmektedir. Hedef gen ve kontrol geninin PCR
verimlilikleri birbirine ve 2’ye esit kabul edildiginde yeni formiilasyon asagidaki gibi

olacaktir. Kantitasyonda AA CP metodu kullanilmistir.

Oran = 2 44¢P
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3.3.5. Bobrek histopatolojisi

Sakrifikasyon sonrasi sag bobregin iist polii alinarak %10’luk formalinde
fikse edildi. Preparatlar MUTF Histoloji Anabilim Dali laboratuvarinda kér yontemle
Dr. Ozlem Tugge Cilingir Kaya tarafindan degerlendirildi. Tiim deney gruplarindan
alman bobrek dokulart 151k mikroskopik incelemeler i¢in %10 formaldehit
sollisyonunda en az 24 saat siireyle immersiyon fiksasyonu ile tespit edildi. Dokulara
rutin histolojik doku takibi prosediirii uygulandi. Ozetle, artan alkol serilerinden
(%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edilen dokular daha sonra toluen ile
saydamlastirildi ve parafine gomiilerek bloklandi. Doku bloklarindan mikrotom ile
(Leica RM2125RT) lam iizerine yaklasitk 5 pm’lik kesitler alindi. Tim doku
kesitlerine histopatolojik incemeler i¢in Hematoksilen-eozin (H&E) boyasi
uygulandi. Hazirlanan preperatlarin timii kamera atagmanli 151k mikroskobunda
incelenerek fotograflandi (Olympus CX-41). Tim doku kesitlerinde, x200
biiylitmede 5 alan tiibiiler epitelyal hasar, tiibiiler dilatasyon, interstisyal alanda
O0dem/inflamasyon, konjesyon ve glomeriiler hasar parametreleri ac¢isindan
semikantitatif olarak degerlendirildi. Histopatolojik skorlama, her bir parametre i¢in,
0: yok, 1: hafif, 2: orta derecede, 3: yogun seklinde yapildi (98). Toplam hasar skoru;
tiibiiler epitelyal hasar, tiibiiler dilatasyon, interstisyal alanda 6dem/inflamasyon,

konjesyon ve glomeriiler hasar parametrelerinin toplamu ile ifade edildi.

3.4. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler i¢in GraphPad Software istatistik programi kullanilds.
Gruplardaki sican sayis1 ve bagimsiz degiskenlerin karsilastirilmasit nedeniyle
Kruskal-Wallis testi ile gruplarin verileri arasinda farklilik arastirilip, gruplarin
verileri Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Sagkalim (siirvi) analizi
yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler ortalama +
standart hata (SEM) degeri olarak gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan siganlarin bazal viicut agirliklar1 gruplar arasinda benzer
saptand1 (p= 0,39).

Kontrast grubunda 5 sigan, GTS-21+Kontrast grubunda ise 2 si¢an i.v
kontrast tedavisinden 24 — 40 saat sonra, deney sonlanmadan kaybedilmistir. Deney
sonlandiginda kontrast grubunda sagkalim orani %64,3 iken GTS-21+Kontrast
grubunda ise %80°dir. Her iki grubun siirvisinde farklilik saptanmamistir (p=0,46)
(ki-kare=0,5350) (Sekil 7). Degerlendirmeler SF-Kontrol grubu 8, GTS-21-Kontrol

grubu 8, kontrast grubu 9 ve GTS-21+Kontrast grubu 8 sican olarak yapilmistir.

100 | o SF-Kontrol
| & GTS-21-Kontrol
S 757 o~ Kontrast
£ -+ (GTS-21+Kontrast
S 50-
©
>.
25+
0 1 1 1 1
0 12 24 36 48

Saat

Sekil 7: Cahisma gruplarinda sagkalim (siirvi) analizi

42



4.1. Cahisma Gruplarinda Serum Kreatinin Degerleri

Deney baslangicinda serum kreatinin Olglimleri gruplar arasinda benzer
saptandi. Deney sonrasi SF-Kontrol (0,26 + 0,01 mg/dl) ve GTS-21-Kontrol (0,26 +
0,02 mg/dl) gruplarinin kreatinin degerleri benzerdi. Kontrast madde uygulamasiyla
kreatinin diizeyleri kontrast grubunda (0,60 = 0,19 mg/dl); kontrol gruplarina kiyasla
anlamli artis gostermistir (p<0,05). GTS-21+Kontrast grubunda, tedavi sonrasi
kreatinin degeri (0,40 + 0,08 mg/dl) kontrast grubundan daha diisiik olmakla birlikte
istatistiksel farklilik saptanmadi (p=0,75). Buna karsin, GTS-21+Kontrast grubunun
kreatinin degerleri kontrol gruplariyla benzerdi (Sekil 8).
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Sekil 8: Calisma gruplarinda deney sonunda serum Kkreatinin degerleri

* p<0,05 SF-Kontrol grubuna gore anlamlilik degeridir.
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4.2. Cahisma Gruplarinda Serum BUN Degerleri

Deney baglangicinda serum BUN degerleri gruplar arasinda benzerdi.
Deney sonunda SF-Kontrol (20,5 £+ 0,9 mg/dl) ve GTS-21-Kontrol (19,4 + 0,7 mg/dl)
gruplarinda BUN diizeyleri benzer bulundu. Serum BUN degerlerinin; kontrol
gruplaria kiyasla kontrast grubunda (73,6 £ 28,0 mg/dl) anlamli sekilde arttig
gozlendi (p<0,05). GTS-21+Kontrast grubunda (49,9 = 18,9 mg/dl) BUN degerleri,
kontrast grubuna gore diislik olsa da aralarinda anlamli derecede farklilik saptanmadi
(p=0,52). Buna karsin GTS-21+Kontrast grubunun BUN degerleri kontrol
gruplariyla benzerdi (Sekil 9).
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Sekil 9: Calisma gruplarinda deney sonunda serum BUN degerleri

* p<0,05 SF-Kontrol grubuna gore anlamlilik degeridir.
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4.3. Cahsma Gruplarinda Notrofil Infiltrasyonu Belirteci Olarak MPO

Degerleri

Notrofil infiltrasyon belirteci olarak doku lizatlarinda doku MPO aktivitesi SF-
Kontrol (19,6 + 1,6 U/g doku) ve GTS-21-Kontrol (17,4 + 3,0 U/g doku) gruplarinda
benzer bulundu. Kontrol gruplarina kiyasla MPO degerleri kontrast (23,3 + 4,4 U/g
doku) grubunda daha yiiksek saptansa da istatistiki anlamliliga ulagilamadi (p= 0,90).
GTS-21+Kontrast grubunun (18,2 £ 1,8 U/g doku) MPO degerleri kontrast grubuna
gore diisiik olsa da aralarinda anlamli farklilik saptanmadi (p= 0,75) (Sekil 10).
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Sekil 10: Calisma gruplarinda MPO aktivitesi diizeyleri
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4.4. Cahsma Gruplarinda Oksidatif Stres Belirteci Olarak MDA ve GSH

Degerleri

Oksidan hasarin bir gostergesi olan dokudaki lipit peroksidasyonunun son
iriinii MDA diizeyleri, SF-Kontrol (9,5 = 1,5 nmol/g) ve GTS-21-Kontrol (12,4 + 1,4
nmol/g) gruplarinda benzer bulundu. MDA degerleri kontrast grubunda (33,8 + 2,2
nmol/g) kontrol gruplarindan yiiksek saptanmistir (p<0,001).

GTS-21+Kontrast grubunun (26,7 £ 3,2 nmol/g) MDA degerleri, kontrast
grubuna gore diisiik olsa da aralarinda anlamli farklilik saptanmadi (p=0,11); kontrol

gruplarindan ise belirgin olarak yiiksekti (sirasiyla p<0,001 ve p<0,01) (Sekil 11).
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Sekil 11: Calisma gruplarinda MDA diizeyleri

#%% <0001 SF-Kontrol grubuna gdre, = p<0,01 GTS-21-Kontrol grubuna gdre

anlamlilik degerleridir.
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Calismamizda oksidatif stres belirteci olarak bobrek dokusunda GSH
diizeyleri incelendiginde; kontrast grubuna (1,6 = 0,3 pumol/g doku) kiyasla GTS-
21+Kontast grubunun (2,0 = 0,1 pmol/g doku) GSH degerleri daha yiiksek olsa da
aralarinda anlamli derecede farklilik saptanmadi (p=0.13). GTS-21+kontrast
grubunun GSH degeri SF-Kontrol grubundan (1,0 =+ 0,8 pmol/g doku) belirgin
sekilde yiiksekti (p<0,05). Kontrast ve kontrol gruplarinin GSH diizeyleri benzer
saptanmustir (Sekil 12).
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Sekil 12: Calisma gruplarinda GSH diizeyleri

" p<0,05 SF-Kontrol grubuna gore anlamlilik degeridir.
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4.5. Cahsma Gruplarinda RT-PCR ile Sitokin Gen Ekspresyon Diizeyleri

Kontrol gruplarimin  IL-6 gen ekspresyonlar1 benzerdi. IL-6 gen
ekspresyonunun kontrast grubunda (9,2 + 3,9), SF-Kontrol grubuna (1,0 £ 0,06) gore
yaklagik 9,1 kat, GTS-21-Kontrol grubuna (0,8 + 0,2) gore ise yaklasik 10,8 kat
daha yiiksek oldugu bulunmustur (sirastyla p<0,01 ve p<0,001). GTS-21+Kontrast
grubunda (6,8 = 4,0), SF-Kontrol grubundan yaklasik 6,7 kat, GTS-21-Kontrol
grubundan ise yaklasik 8 kat daha yiliksek oldugu saptanmistir (sirasiyla p<0,05 ve
p<0,01). Kontrasta GTS-21 eklenmesiyle IL-6 ekspresyon diizeyinde yaklasik 1,4 kat

diisme olmasma ragmen istatistiki farklilik tespit edilmemistir (Sekil 13).
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Sekil 13: Caliyma gruplarimin IL-6 ekspresyon diizeyleri

" p<0,05 ** p<0,01 SF-Kontrol grubuna; ++ p<0,01 +++ p<0,001 GTS-21-Kontrol
grubuna gore anlamlilk degerleridir. Istatistiki anlamliik ACt degerleri ile

degerlendirilmistir. Gen ekspresyon diizeyi grafigi, 2° ARCE gormiiliindeki sonuglarla

olusturulmustur.
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IL-1B gen ekspresyon diizeyi kontrast grubunda (1,6 + 0,3) SF-Kontrol
grubundan (1,0 + 0,1) yaklasik 1,5 kat artmis olup aralarinda farklilik saptanmamigtir
(p=0,49). GTS-21+ Kontrast (1,3 = 0,2) grubunda ise GTS-21-Kontrol (1,6 = 0,3) ve
kontrast gruplarina gore hafif azalsa da istatistiki bir iligki saptanmamistir. GTS-

21+Kontrast grubu SF-kontrol grubuyla benzerdi (Sekil 14).
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Sekil 14: Calisma gruplarimin IL-1p ekspresyon diizeyleri

[statistiki anlamlilik ACt degerleri ile degerlendirilmistir. Gen ekspresyon diizeyi

grafigi, 2° ARCP pormiiliindeki sonuglarla olusturulmustur.
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TGF-B gen ekspresyonu kontrol gruplarinda birbirine benzerdi. TGF-3 gen
ekspresyonu kontrast grubunda (0,7 + 0,1), SF-Kontrole kiyasla (1,0 = 0,1) yaklasik
1,5 kat, GTS-21-Kontrole kiyasla (1,2 + 0,1) ise yaklasik 1,8 kat azalma saptanmistir
(swrastyla p<0,05 ve p<0,01). Kontrasta GTS-21 eklenmesiyle (1,1 + 0,1) TGF-B gen
ekspresyonunda yaklasik 1,6 kat artig saptanmistir (p<0,01). GTS-21+Kontrast grubu
kontrol gruplarina benzerdir (Sekil 15).
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Sekil 15: Calisma gruplarinin TGF-p ekspresyon diizeyleri

) p<0,05 SF-Kontrol grubuna; ++ p<0,01 GTS-21-Kontrol grubuna ve ¢ p<0,01
kontrast grubuna gore anlamlilik degerleridir. Istatistiki anlamlilik ACt degerleri ile

degerlendirilmistir. Gen ekspresyon diizeyi grafigi, 2 AACP formiiliindeki sonuglarla

olusturulmustur.
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4.6. Calisma Gruplarinda Histolojik Skorlama

Tiibiiler epitelyal dejenerasyon skoru; SF-Kontrol (0,6 = 0,1) ve GTS-21-
Kontrol (1,0 = 0,1) gruplarinda benzerdi. Bu skor, kontrast grubunda (2,0 + 0,2);
kontrol gruplarina kiyasla anlamli artis gostermistir (sirasiyla p<0,001 ve p<0,01).
GTS-21+Kontrast (1,0 = 0,1) grubunda ise tek basina kontrast alan gruba gore
anlamli sekilde daha diisiik olup (p<0,001), GTS-21-Kontrol grubuyla benzer
saptanmustir (Sekil 16A).

Tiibiiler dilatasyon skoru, GTS-21-Kontrol grubunda (1,0 £ 0,1), SF-
Kontrol (0,5 = 0,1) grubuna kiyasla anlamli sekilde yiliksek saptanmistir (p<0,05).
Kontrast grubunda (1,9 + 0,3); kontrol gruplarina kiyasla belirgin artis izlenmistir
(sirastyla p<0,001 ve p<0,05). GTS-21+Kontrast (1,0 + 0,1) grubunda ise kontrast
grubunda izlenen yiikselme baskilanmistir (p<0,01). GTS-21 verilen kontrol ve
kontrast gruplar1 benzer saptanmistir (Sekil 16B).

Odem/inflamasyon skoru, GTS-21-Kontrol grubunda (1,0 =+ 0,1), SF-
Kontrol (0,2 £ 0,02) grubuna kiyasla anlamli sekilde yiliksek saptanmistir (p<<0,01).
Kontrast grubunda (1,6 + 0,2); kontrol gruplarina kiyasla anlaml artis gosterilmistir
(sirastyla p<0,001 ve p<0,05). GTS-21+Kontrast (0,7 + 0,07) grubunda tek basina
kontrast alan gruba gore anlamli sekilde daha diistik iken (p<0,001), SF-Kontrol
grubundan anlaml sekilde yiiksektir (p<0,001) (Sekil 16C).

Konjesyon skoru ise GTS-21-Kontrol grubunda (1,0 + 0,2), SF-Kontrol
(0,2 = 0,07) grubuna kiyasla belirgin bigimde yiiksektir (p<0,01). Kontrast ve GTS-
21-Kontrast gruplarinda (1,0 + 0,2), SF-kontrol grubuna kiyasla anlamli ytikseklik
mevcuttur (sirastyla p<0,01 ve p<0,05) (Sekil 16D).

Glomertiler dejenerasyon skoru, GTS-21-Kontrol grubunda (0,7 = 0,1), SF-
Kontrol (0,4 £ 0,1) grubundan belirgin sekilde yiiksek saptanmistir (p<0,05).
Kontrast grubunda (2,0 £ 0,4); kontrol gruplarmma kiyasla anlamli artis tespit
edilmistir (sirastyla p<0,001 ve p<0,01). Glomeriiler hasar, GTS-21+Kontrast (1,0 +
0,1) grubunda tek basina kontrast alan gruba gore daha diisik olup (p<0,001);
kontrol gruplarindan ise belirgin sekilde yiiksektir (sirasiyla p<0,001 ve p<0,05)
(Sekil 16E).
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Sekil 16: Cahsma gruplarinda histopatolojik skorlama (A) Tiibiiler epitelyal
dejenerasyon (B) Tiibiiler dilatasyon (C) Odem/inflamasyon (D) Konjesyon ve
(E) Glomeruler dejenerasyon skorlari
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Bes parametrenin puanlarinin toplamiyla ifade edilen toplam hasar skoru,
GTS-21-Kontrol grubunda (4,5 £ 0,4), SF-Kontrol (2,0 £ 0,3) grubuna kiyasla
anlaml sekilde yiikksek saptanmistir (p<0,01). Kontrast grubunda (8,5 = 0,9);
kontrol gruplarina gore belirgin hasar gosterilmistir (sirasiyla p<0,001 ve p<0,01).
Kontrasta GTS-21 eklenmesiyle (4,3 + 0,3) toplam hasarin anlamli sekilde azaldig:

tespit edilmistir (p<<0,001), bu grupta hasar SF-Kontrol grubundan belirgin olarak
yiiksekti (Sekil17).
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Sekil 17: Calisma gruplarinda histolojik toplam hasar skoru

*% p<0,01 *** p<0,001 SF-Kontrol grubuna , ++ p<0,01 GTS-21-Kontrol grubuna

ve Q@ p<0,001 kontrast grubuna gore anlamlilik degerleridir.
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Sekil 18: Hematoksilen-eozin boyasi ile boyanan kesitlerin 1s1k mikroskopisi

degerlendirilmesi
(A) SF-Kontrol grubu-normal histoloji (B) GTS-21-Kontrol grubunda hafif derecede tiibiiler

epitelyal hasar, tiibiiler dilatasyon, interstisyal alanda 6dem/inflamasyon, konjesyon, glomeriiler hasar
(C) Kontrast grubunda agir derecede tiibiiler epitelyal hasar, tiibiiler dilatasyon, interstisyal alanda
Odem/inflamasyon, konjesyon, glomeriiler hasar (D) GTS-21+Kontrast grubunda hafif derecede
tibliler epitelyal hasar, tiibiiler dilatasyon, interstisyal alanda o6dem/inflamasyon, konjesyon,
glomeriiler hasar (mavi ok>tiibiiler dilatasyon ve konjesyon, turuncu ol>glomeriiler hasar,

yesil ok>interstisyal inflamasyon)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada deneysel kontrast nefropatisi modelinde selektif bir a7nAChR
agonisti olan GTS-21’in kontrast nefropatisi gelisimini Onlemedeki etkinligi
arastiritlmistir. GTS-21’in anti-inflamatuar, anti-oksidatif ve anti-apoptotik etkileri
g6z oniinde bulunduruldugunda kontrast nefropatisini dnleyebilecegi diistintilmiistiir.
Bilgilerimiz dahilinde literatiirde GTS-21’in kontrast nefropatisinde etkinligini

arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda, deney sonunda bakilan serum BUN ve kreatinin diizeylerinin
kontrast grubunda, kontrol gruplarina gore anlaml sekilde arttifi goriilmiistiir. Bu
durum kontrast nefropatisi modelinin ¢alismamizda basar1 ile gelistirildigini
gostermektedir. Kontrasta GTS-21 eklenmesiyle, tek basina kontrast alan gruba gore
BUN ve kreatinin diizeylerinde diisiis olmakla birlikte istatistiksel farklilik
saptanmamustir. Kontrast grubunda 5 sigan, GTS-21+Kontrast grubunda ise 2 sigcan
deney sonlanmadan kaybedilmistir. Deney sonlandiginda sagkalim, kontrast
grubunda %64,3 iken GTS-21+Kontrast grubunda ise %80’dir. Kaybedilen si¢anlarin
BUN ve kreatinin diizeyleri degerlendirilememistir, ancak kontrast nefropatisi
gelistirip ABH nedeniyle kaybedildikleri diisiiniilmektedir. Kontrast madde sonrasi
goriilen histolojik bozulmalarda da GTS-21 verilmesi ile belirgin iyilesme saglandi.

Histolojik iyilesme, kismi fonksiyonel iyilesme olarak izlendi.

Calismamizda MPO aktivitesi diizeyleri notrofil infiltrasyonunun bir belirteci
olarak kullanilmistir. Kontrast madde verilen siganlarda MPO aktivitesinde artis
tespit ettik. Kontrast madde ile birlikte GTS-21 verilenlerde ise MPO aktivitesinin
bir miktar diisiis gosterdigini saptadik. Travma, aortik bypass cerrahisi, hemorajik
sok ve renal transplantasyon gibi klinik durumlarda karsilasilan bir durum olan renal
IRH'm temel alan deneysel bir modelde 45 dk iskemi ve sonrasinda 1 saat
reperfiizyon yapilan grupta MPO aktivitesinde IRH sonrasinda anlamli bir yiikselme
oldugu, koruyucu ajan olarak GTS-21 ve nikotin eklendiginde ise MPO aktivitesinin
belirgin sekilde azaldigi tespit edilmistir (134). Bir baska ¢alismada miyokardiyal
IRH sirasinda a7nAChR aktivasyonunun, MPO diizeyini azaltti§1i gosterilmistir
(121). LPS iligkili septik ABH modelinde; GTS-21 ve nikotinin MPO degerlerini

azalttig1 gosterilmistir (125). TNF-a bagimsiz mekanizmalarla LPS ile indiiklenen
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inflamatuar yanitlar1 degerlendiren bir calismada peritoneal lavaj sivisinda
hemositometre ile yapilan notrofil sayiminda LPS grubuna kiyasla, GTS-21 verilen
grupta notrofil sayisinda anlamli sekilde azalma oldugu tespit edilmistir (135).
Sisplatin nefrotoksisitesi modelinde ise GTS-21in MPO aktivitesini azalttig1 bunu
yaparken de sisplatinin anti-tiimor etkisini azaltmadigi gosterilmistir (123). Anti-
inflamatuar  6zelligi bilinen GTS-21’in, MPO ile degerlendirilen n&trofil
infiltrasyonunu azaltic1 etkisi, calismamizda literatiirle benzer seyir izlemesine
ragmen, bir¢ok c¢alismada gosterilen istatistiki anlamliliga ulagilamamustir.

MDA, oksidatif hasarin gostergesi olan dokudaki lipit peroksidasyonunun son
triiniidiir. Arastirmamizda, yalnizca kontrast madde verdigimiz siganlarin bobrek
dokusunda; MDA diizeylerinin, kontrol gruplarina gore belirgin bir artis gosterdigini
tespit ettik. MDA diizeylerindeki bu artis kontrast maddelerin nefrotoksik etkilerini
aciklamada, oksidatif stresin de rol aldiginin bir gostergesidir. Kontrast madde
verilmesiyle olusan reaktif oksijen radikallerinin ¢esitli reaksiyonlar sonrasi hiicre
zar1 fosfolipitlerinin poliansature yag asitlerinde lipit peroksidasyonuna neden olup,
membran gecirgenligini ve enzim aktivitesini olumsuz etkileyerek sitotoksik hasari
tetikledigi gosterilmistir (136). Vankomisin (137), sisplatin (138) , doksorubisin
(139) ve gentamisin (140) gibi bircok ajanin nefrotoksik etkisi ile oksidatif stres
arasindaki iligkiyi gostermede MDA diizeylerini degerlendiren ¢ok sayida literatiir
mevcuttur. Bu c¢aligmalarin hepsinde nefrotoksik ajan grubunda MDA diizeyleri
yiiksek bulunurken, anti-oksidan etkili koruyucu ajan verilen gruplarin bazilarinda
MDA diizeyinin azaldigi tespit edilmistir (137-140). Calismamizda ise GTS-
21+Kontrast grubunda MDA degerleri, kontrast grubuna gore diisiik olsa da
aralarinda anlaml bir iliski saptanmamistir. Bu durum GTS-21’in oksidatif hasari
azaltic1 6zelligi oldugunu diistindiirmektedir.

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid tabakasmin peroksidasyonu ile sonuglanan
serbest radikal tiretimi ve viicudun anti-oksidan mekanizmalar ile kendini savunmasi
arasindaki orantisizlik olup; en Onemli anti-oksidan enzimler SOD, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalazdir. Nonenzimatik, tripeptit yapida bir anti-
oksidan olan GSH, tiim memeli canli hiicrelerinde bulunup hiicreleri serbest radikal
ve toksik metabolitlerine kars1 koruyan bir thiol bilesigidir. Hayvan modellerinde

kontrast maddelerin serbest oksijen radikalleri araciligiyla oksidatif stres olusturarak
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renal kortekste anti-oksidan enzim aktivitelerinde azalmaya ve ortamdaki
glutatyonun tiikkenmesine neden oldugu gosterilmistir (46-48). Yine kontrast etkisiyle
medullada hipoksi olusur, post-iskemik siirecte serbest oksijen radikallerinin iiretimi
artar ve paradoksal olarak oksidasyon iirlinlerinin tiibiiler nekrozun diizelme
sathasinda da rol aldig1 diisiiniilmektedir (46). Calismamizda kontrast gruplarinda,
literatiirde bildirilen anti-oksidan kapasitede azalma g6zlenmeyip, kontrast ve kontrol
gruplarinda GSH diizeyleri benzer saptanmistir. Literatiirde oksidatif stresin 6nemli
rolii olan DM’te anti-oksidan enzim aktivitelerinin arttig1, azaldig1 veya degismedigi
celiskili sonuglar bildirilmistir. Bu farkliliklar; diyabetin siiresinden, enzim
aktivitesinde zamana bagl gecici degisikliklerden, calisilan enzim ve dokudan
kaynaklanmaktadir (141). Oksidatif stres varliginda adaptif bir mekanizmayla anti-
oksidan savunma enzimlerinin aktivitelerinin arttig1 bilinmektedir. Diger yandan; bu
enzimlerin serbest oksijen radikalleri ile inaktivasyonu sonucu aktivitelerinin
azaldig1 da bildirilmistir (142-144). Streptozosin ile yapilan, tim DM gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan GFR diisiislinlin saptandig1 deneysel diyabetik
nefropatide irbesartan ve anti-oksidan (lipoik asit, karnitin) tedavilerin
karsilastirildigi bir baska calismada, renal dokuda SOD ve GSH degerleri arasinda
anlaml bir farklilik gériilmemistir (145). Ilging olarak bir baska calismada da, Wistar
cinsi sicanlarda karbontetrakloriir (CCl4) ile yapilan bir bobrek hasart modelinde,
kontrole kiyasla GSH diizeyinin arttig1, koruyucu ajan verildiginde ise bu artigin
azaldig1 gosterilmistir (146). CCl4’ilin karaciger toksisitesinin belirlenmesi amaciyla
yapilan diger bir ¢calismada, CCl4 grubunda GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore
arttig1 saptanmistir. GSH diizeyindeki artisa uzun siire (8 hafta, haftada iki kez, oral)
CCl4 uygulamasinin sebep olabilecegi belirtilmistir (147). Calismamizda, GTS-
21+Kontrast grubu, SF-Kontrol grubuyla kiyaslandiginda belirgin GSH yiiksekligi
tespit edilmesine karsin; kontrast grubundan kismen yiiksek olup aralarinda anlaml
farklilik saptanmamistir. Kontrast grubunda GSH seviyesindeki artmanin nedent,
hasarla olusan adaptif mekanizmayla antioksidan enzimlerin artmasina ragmen,
enzim aktivitelerinin ROT ile bloke olmasindan dolay1 GSH tiiketiminin azalmasiyla
iliskili olabilir. GTS-21 ile hem kontrol hem de kontrast grubunda artis saptanmasi
GTS-21’in GSH sentezini uyarmasindan olabilir. GTS-21’in anti-oksidan etkisinin

yeterli olup olmadiginin, kontrast nefropatisi modelinde 24-48-72. saat gibi farklh
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zamanlarda GSH bakilmas1 durumununda diizeylerinin ne sekilde degiseceginin ve
kullanilan ~ GTS-21  dozunun arttirilmasiyla  anti-oksidan  etkilerin  artip
artmayacaginin belirlenmesi i¢in doz-zaman degiskenli calismalar gereklidir.

IL-1B ates gelisimi,endotel adezyon molekiilii sentezi ve gegirgenliginin
arttirllmasi, IL-6 ve 8 sentezi, T lenfosit aktivasonu, immiin regiilasyonu; IL-6 ise B
lenfosit erginlesmesi ve farklilagmasi, akut faz protein sentezi gibi dnemli biyolojik
olaylara katilan iki 6nemli pro-inflamatuar sitokindir. TGF-B ise inflamasyonun
durdurulmasi, kollajen sentezinin ve iyilesme siirecinin baslatilmasinda 6nemli bir
anti-inflamatuar sitokindir. Kontrast nefropatisi 6nemli bir inflamatuar siire¢
oldugundan GTS-21’in anti-inflamatuar etkilerinin kontrast nefropatisinde koruyucu
rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu etkilerin degerlendirilebilmesi i¢in deneyimiz
sirasinda bobrek dokusundan RT-PCR ile IL-6, IL-1B ve TGF-B mRNA diizeyleri
Olciilmiistiir. Calismamizda IL-6 gen ekspresyonuna baktigimizda; kontrast alan iki
grupta da kontrol gruplarina kiyasla yaklasik 6-10 kat arasi belirgin bir artig
oldugunu goérmekteyiz. Bu durum kontrast hasar1 gelisiminde IL-6’nin 6nemli bir
pro-inflamatuar bir sitokin oldugunu diislindiirmektedir. Kontrasta GTS-21
eklenmesiyle IL-6 ekspresyon diizeyinde yaklasik 1,4 kat diisme olmasina ragmen
istatistiki farklilik tespit edilmemistir. Bu durum, GTS-21’in anti-inflamatuar etkisini
desteklemekle birlikte kontrast nefropatisindeki etkilerinin daha kesin degerlerle
aciklanmast i¢in genis capli calismalara gereksinim vardir. Calismamizda IL-1P
ekspresyonunun kontrast grubunda SF-Kontrol’e gore artma seyri gosterip, kontrasta
GTS-21 eklenmesiyle hafif azaldig: tespit edilse de istatistiki olarak gruplar benzer
saptanmistir. Calismamizdaki IL-1B bu benzerlik, kontrast nefropatisi modelinin
indiiklenebilmesi icin kullandigimiz L-NAME’in ve indometazinin prostoglandin
sentezi ve e-NOS aktivasyonu engelleyici etkisine bagli olabilir (148).

Cisplatin nefrotoksisitesi modelinde ise cisplatin uygulanmasi sonrasi artan
lokal inflamatuar belirtecler olan IL-6, IL-13, CXCL-11 ve Ptgs2 (COX-2) mRNA
ekspresyonunu GTS-21 tarafindan azaltildigi gosterilmistir (123). Faubel ve ark.
tarafindan yapilan cisplatin nefrotoksisitesi modelinde cisplatin alan grupta IL-6, IL-
1B ve IL-18 ekspresyonunun arttigi, tek basina IL-1p antagonisti verilmesi ile yada
IL-6" farelerde cisplatinin nefrotoksisite gelisimini onlemedigi gosterilmistir (149).

LPS ile indiiklenen sepsis modelinde, plasma IL-6 diizeyinde LPS grubuna kiyasla
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GTS-21 verilen grupta anlamli bir azalma tespit edilmistir (135). Benzer sekilde,
Yeboah ve ark. tarafindan yapilan renal IRH modelli bir hayvan ¢alismasinda bizim
calismamizda degerlendirmedigimiz onemli bir diger pro-inflamatuar sitokin olan
TNF-a bobrek dokusunda RT-PCR ile 6lgiiliip, IRH sonrasinda TNF-o diizeyinde
anlamli bir yiikselme oldugu, koruyucu ajan olarak GTS-21 ve nikotin eklendiginde
ise TNF-a diizeyinin anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir (134). GTS-21,
radyasyon iligkili akciger hasari modelinde calisilmis olup akcigere inflamatuar
infiltrasyonu, RT-PCR analizinde IL-6, IL-1B, TNF-a seviyelerini ve TLR 4,
HMGB-1, MyD88’ i azalttig1 gosterilmistir (150). Bir diger ¢alismada yanik hasari
modelinde calisilmis olup, yanik hasarini, yanik hasart olusturulan siganlarda kas
kitlesini kaybini ve tibialis anterior kasinda kantitatif RT-PCR ile bakilan IL-6, IL-
1B, CXC-2, fosforile STAT 3, NF-kB diizeylerini azalttig1 gosterilmistir (151).
a7nAChR agonistlerinin; post-transkripsiyonel bir mekanizmayla endotoksinle
uyarilmig insan makrofajlarinda IL-6, IL-1, TNF-o, IL-18, HMGB-1 gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin serbestlesmesini inhibe edip IL-10 ve TGF-f gibi anti-
inflamatuar sitokinleri ise inhibe etmedigi IRH, hemorajik sok ve septik peritonit gibi
farkli modellerde gosterilmistir (108-112). IRH modellerinde artan inflamatuar
belirteglerin; US ile VNS sonrasinda IL-6, TNF-a, IL-10, IL-15 gibi sitokinler basta
olmak iizere azaldigi, kolinerjik anti-inflamatuar yolak aktivasyonunun bobrek
tizerine koruyucu etkileri oldugu ve dalagin da bu yolagin 6nemli bir pargast oldugu
bilinmektedir. Inoue ve ark. tarafindan yapilan IRH modelinde, splenektomi yapilmus
gruplarda VNS ile gerceklesen kolinerjik anti-inflamatuar yolak aktivasyonun
ortadan kalktig1 gosterilmistir. Wildtipe farelere VNS uygulanmasindan 1 giin sonra
bu farelerden elde edilen splenositlerin a7nAChR knockout farelere transferi ile bu
farelerin IRH’dan korundugu, IL-6, TNF-a, IL-10, IL-15 diizeyinin azaldig
gosterilmistir (10). Calismamiz1 kontrast nefropatisi modelinde GTS-21’1in etkisine,
hem kolinerjik anti-inflamatuar yolak hem de innate ve adaptif immiin sistem i¢in
onemli bir organ olan dalak iizerinden genisletmeyi diistinmekteyiz. Kontrast
nefropatisi modelinde splenektomi ve sham cerrahisi yaparak 6zellikle dogal (innate)
immiin sistemi bloke edip GTS-21 olasi etkilerini degerlendirmeyi planlamaktayiz.
TGF-B mezangiyal ve epiteliyal hiicrelerde ekstraselliiler matriks sentezini

uyaran basta fibrozis olmak iizere hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, adezyonu,
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yara iyilesmesi ve apoptoz gibi hiicresel siirecleri diizenleme yetenegine sahip
onemli bir anti-inflamatuar sitokindir (152). Calismamizda, TGF-f gen
ekspresyonunda kontrast grubunda kontrol gruplarina kiyasla yaklasik 1,5 kat azalma
saptanip, kontrasta GTS-21 eklenmesiyle bu azalmanin anlamli bir sekilde ortadan
kalmistir. Bu durum, GTS-21in anti-inflamatuar 6zelligi olmasiyla iligkili olabilir.
TGF-B pleiotropik bir sitokindir. Bobrek iizerine etkilerine baktigimizda renal
fibrozisi arttirip KBH, diyabetik nefropati, glomeriiloskleroz gibi durumlara yol
acabildigi gibi inflamasyonu azaltip otofajiyi indiikleyerek renal koruyucu o6zellikler
de gosterebilmektedir (153). TGF-B1, TGF- B2, and TGF- B3 olan 3 izoformu da
bobrekte bulunmaktadir, 2 ve B3 glomeriilde, B1 ise tiibiilde bulunmaktadir (153).
TGF-B1’in tek tarafli lireter obstriiksiyonu (154,155), diyabetik nefropati (156) ve
hipertansif nefropati (157) modellerinde TGF-f reseptorii icin Onemli sinyal
transdiiser protein olan SMAD-2 ve SMAD-7’nin negatif feedback etkisiyle
profibrotik siiregleri tersine cevirip renal koruyucu oldugu gosterilmistir. Anti-
inflamatuar etkisini ise farelerde yapilan kresentik glomeriilonefrit (158) ve tek
tarafli lireter obstriikksiyonu modellerinde (159) NF-xB aktivasyonunu suprese edip

SMAD-7 iizerinden etkisiyle géormekteyiz.

Calismamizda, biyokimyasal analizlerin yani sira bobrek dokusundaki
histopatolojik degisiklikleri ve buna karst GTS-21’in koruyucu roliinii de arastirdik.
Kontrast grubunda; tiibiiler epitelyal hasar, tiibiiler dilatasyon, interstisyal alanda
O6dem/inflamasyon, konjesyon ve glomeriiler hasar parametrelerinin her biri ve
toplam hasar skoru anlamli sekilde artmis olup; kontrast ile birlikte verilen GTS-
21’in etkisiyle konjesyon skoru haricindeki tiim parametrelerde anlamli azalma
saptanmistir. GTS-21 ile GTS-21+Kontrast grubu glomeruler hasar digindaki tiim
skorlarda benzer saptanmistir. Bu durum, GTS-21’in kontrast nefropatisini dnlemede,
biyokimyasal ve inflamatuar belirteglere erken donemde tam olarak yansimasa da
histolojik olarak faydali oldugunu gostermektedir. Calismamizda GTS-21
uygulanmasi ile TGF-f gen ekspresyonundaki artig histolojik diizelmelere katkida
bulunmus olabilir. Ote yandan sasirtic1 sekilde GTS-21-Kontrol grubunda tiibiiler
epitelyal dejenerasyon disindaki histolojik parametrelerin ve toplam hasar skorunun
SF-Kontrole gore belirgin sekilde kotiilestigini gérmekteyiz. Bu durum SF-Kontrol

ile kiyaslandiginda GTS-21-Kontrol grubunda istatiksel a¢idan anlamli olmayan
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MDA ve IL-1f artisindan kaynaklanmig olabilir.

Renal disfonksiyon ve inflamasyonla karakterize bilateral IRH modelinde,
tiim histolojik parametrelerin ve toplam tiibiiler nekroz skorunun arttigi; GTS-21
verilen grupta bu degisikliklerin anlamli oranda baskilandig1 dikkati ¢ekmistir (134).
Sisplatinin bobrek tutulumunun erken safhalarinda histolojik olarak ozellikle distal
ve toplayic tiibiilleri etkileyen, tiibiillerde dilatasyon ve kast olusumu ile giden fokal
akut tiibiiler nekroz olusur. Proksimal tiibiillerde ise 6zellikle S3 segmentinde doza
bagimli nefrotoksisite goriiliir (160). Farelerde sisplatin nefrotoksisitesi modelinde
GTS-21"in tiibiiler hasar1 azalttigi gosterilmistir (123). Radyasyon iligkili akciger
hasar1 modelinde, radyasyona maruz kalmayan grupta tek basina GTS-21’in 1, 3, 7,
14 ve 21. giinlerde verilmesiyle akcigerde minimal histolojik degisiklikler oldugu ve
6. ayda hidroksiprolin ile gosterilen fibrozis skorunda istatistiki anlami olmayan hafif
artis oldugu saptanmistir. Radyasyona maruz birakilan grupta ise GTS-21 ile
histolojik olarak 21. giin inflamatuar hiicre infiltrasyonunda ve 6.ayda fibrozis
skorunda azalma oldugu gosterilmistir (150). Bir baska calismada, GTS-21’in
Masson trikrom boyasi ve hidroksiprolin seviyesiyle siddeti gosterilen bleomisin
iligkili akciger fibrozunu azalttigi gosterilmistir (161). Kolajen kaynakli artirit
modelinde de GTS-21’in histolojik skoru ve eklem kikirdaginin yikimini gosteren
TRAP (tartrat direncli asit fosfataz) pozitif boyali hiicreleri azalttig1 tespit
edilmistir (162). Calismamizda fibrozisi degerlendirmedik, TGF-B’nin anti-
fibrotik etkilerinin histolojik diizelmeye katkisini arastirmak i¢in calismamiz
genisletip GTS-21’in bobrek iizerindeki olasi anti-fibrotik etkileri SMAD2 ve
SMAD?7 iizerinden degerlendirilebilir.

Kontrast madde uygulamalarinin, dokuda apoptozu uyararak hasara sebep
oldugu bilinmektedir. Romano ve arkadaglar1 kontrast madde verilmesinin ardindan,
hiicre viabilitesinde azalma ve kaspaz 3, 8, 9, 10 aktivitelerinde artis saptayip ve bu
etkinin daha cok distal tiibiiler hiicrelerde goriildiigiinii gozlemlemislerdir (163).
Literatiirde GTS-21" in anti-apoptotik etkileri sisplatin nefrotoksisitesi modeli (123),
bleomisin-iligkili apoptoz gibi hiicre kiiltiirii caligmalar1 (164), sepsis iligkili
miyokardiyal (165) ve renal (166) hasar modellerinde gosterilmistir. Calismamizda,

GTS-21’in kontrast nefropatisinde anti-apoptotik etkilerinin histolojik diizelmeye
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katkisin1 arastirmak i¢in ¢calismamizi genisletip 6zellikle kaspazlar {izerinden anti-
apoptotik etkilerini degerlendirmeyi planlamaktay1z.

Sonu¢ olarak; kontrast nefropatisi modelinde GTS-21 histolojik
parametrelerde belirgin, bobrek fonksiyonlarinda ise kismi diizelme saglamaktadir.
Bu diizelmenin, anti-oksidan ve anti-inflamatuar mekanizmalar {izerinden
saglandigin1  diisiinmekteyiz. GTS-21’in  kontrast nefropatisi profilaksisindeki
etkinliginin ve koruyucu mekanizmalariin belirlenebilmesi i¢in ilave g¢alismalar

yapilabilir.
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