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OZET

Elri T, Sisplatin Nefrotoksisitesine Kars1 Agmatine’in Koruyucu Etkisinin Tc-
99m DMSA Uptake’i ve Serum Sistatin C ile Degerlendirilmesi, Biilent Ecevit
Universitesi T1ip Fakiiltesi, Niikleer Tip Tezi. Zonguldak, 2013.

Amag: Sisplatin nefrotoksik etkisi oldugu bilinen, ancak kanser tedavisinde yaygin
kullanim alan1 olan etkili bir anti tiimor ajanidir. Nefrotoksik etkisini azaltici
ajanlarin gelistirilmesi ilgi duyulan bir aragtirma konusu olmaya devam etmektedir.
Boylelikle halen klinikte en c¢ok tercih edilen kemoterapoétik ilaglardan biri olan bu
ajanin giivenle ve daha etkin kullanimi miimkiin olacaktir.

Agmatin, hipoksik-iskemik beyin hasarinda, diger néronal hasarlarda ve akut
iskemiye bagli renal hasarda koruyucu etkisi gosterilmis bir ajandir. Ancak
literatiirde sisplatin nefrotoksisitesine karst koruyucu etkisinin arastirildigi bir
calismaya rastlanmamustir.

Calismamizin amaci sisplatin nefrotoksisitesinin erken tespitinde ve agmatinin bu
komplikasyona karst koruyucu etkisini degerlendirmede sintigrafik yontemin
katkisini, biyokimyasal yontemler ve histoljik bulgular esliginde degerlendirmektir.
Gere¢ ve Yontem: Wistar Albino cinsi ratlar her biri 8 hayvandan olusan 4 grupta
ayrilmistir: 1) Serum fizyolojik verilen, 2) Agmatin verilen, 3) Sisplatin verilen ve 4)
Sisplatin ile birlikte agmatin verilen. Ilag uygulama déneminin sonunda tiim
deneklerin kan 6rneklerinden plazma kreatinin, {ire ve serum sistatin ¢ diizeylerinin
Olglilmistiir. Tc-99m DMSA ile sintigrafik goriintiileme ve in vitro doku uptake
Olctimleri yapilmistir. Bu islemlerin sonunda ratlarin bobrekleri ¢ikarilarak
histopatolojik olarak incelenmistir.

Elde edilen sonuglarin istatiksel analizi yapilarak; sisplatinin sebep oldugu
nefrotoksisitenin erken tespitinde sintigrafik yontemlerin ve serum sistatin C
seviyelerinin etkinligi ile agmatinin sisplatin nefrotoksisitesine kars1 koruyucu etkisi
degerlendirilmistir.

Bulgular: Sisplatin uygulanan grupta biyokimyasal, sintigrafik ve histolojik bulgular
sisplatin nefrotoksisitesini desteklemekteydi. Bu grupta serum fire, kreatinin ve
sistatin ¢ diizeyleri anlamli olarak artmis; Tc-99m DMSA uptake’inin ise anlamh

derecede azalmis oldugu saptandi. Ayrica yaygin proksimal tiibiil hasarinin yani sira



glomeriiler hasar bulgular1 da gozlendi. Agmatin uygulanan grupta biyokimyasal,
sintigrafik ve histopatolojik olarak kontrol grubuna benzer sonuglar elde edildi.
Sisplatin ile beraber agmatin uygulanan grupta histopatolojik ve sintigrafik olarak
kontrol grubu ile anlamli istatistiksel farklilik saptanmamustir. Sisplatin grubu ile
kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli, biiyliik oranda diizelme izlenmistir.
Biyokimyasal indekslerden serum sistatin ¢ diizeylerinde de histopatolojik ve
sintigrafik bulgular ile paralel sonuglar elde edilmis olup sisplatin+ agmatin
grubunda kontrol grubuna gore hafif¢e artis gozlenmekle birlikte istatistiksel
anlamlilik saptanmamigtir. Serum kreatinin ve BUN degerleri ise sisplatin+ agmatin
uygulanan grupta kontrol grubundan farklilik gostermemekteydi.

Sonug: Bu ¢alismada agmatinin sisplatin nefrotoksisitesi tizerinde koruyucu etkisinin
oldugu Tc-99m DMSA uptake’i, histopatolojik ve biyokimyasal yontemlerle ortaya
konmustur. Ayrica sintigrafik yontem diisiik doz sisplatin uygulamasi sonrasi erken
donemde nefrotoksisiteyi saptamada basarili bulunmustur. Bu basit in vivo- in vitro
radyofarmasotik modelin sisplatin  gibi nefrotoksik ajanlara karsi potansiyel
renoprotektif ajanlarin etkinliginin degerlendirilmesinde 6nemli katkis1 olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, agmatin, Tc-99m DMSA, nefrotoksisite, sistatin C



ABSTRACT

Elri T, Evaluation of Protective Effect of Agmatine Against Cisplatin-Induced
Nephrotoxicity with Tc-99m DMSA Uptake and Serum Cystatin C, Biilent Ecevit
University, Faculty of Medicine, Thesis in Nuclear Medicine, Zonguldak 2013.
Objective: Cisplatin is a nephrotoxic but an effective anti-tumor agent which widely
used for treating cancer. There is still a great interest in developing new agents to
reduce it’s nephrotoxicity. So it will be provide to use safely and more effective of
this agent which is stil one of the most preferred chemotherapeutical drug clinically.
Agmatine is a molecule which has shown protective effect against hypoxic-ischemic
brain injury, other neuronal injuries and ischemic acute renal injury. But stil there is
no reported study has known about effect of agmatine against cisplatin-induced
nephrotoxicity. The aim of our study is assesment of Tc-99m DMSA uptake to early
detection of cisplatin-induced nephrotoxicity and protective effect of agmatine
against this complication with biochemical and histological findings.

Method: Wistar albino rats will be divided into four grous of eight animals each: 1)
Saline (control); 2) Agmatine (AGM; 10mg/kg intraperitoneally); 3) Cisplatin (CIS;
7.5mg/kg intraperitoneally); 4) Cisplatine plus agmatine (CIS+ AGM). Agmatine
will be injected 5 minutes before cisplatin and daily for 2 days alone in Group 4.
After drug administration period, blood samples will be obtained and stored at
optimal conditions. Tc-99m DMSA uptake and scintigraphy will be performed. Then
rats will be killed and the kidneys will be removed by dissection. Renal tissues will
be stored at optimal conditions for histopathological assesment. Renal function tests
will be assessed by serum blood urea nitrogen (BUN), creatinine levels, serum
cystatin C levels as well as scintigraphic and invitro ttissue radioactivity
measurements with Tc-99 m DMSA.

Obtained data will be analyzed statisticaly. Effectiveness of Tc-99m DMSA uptake
and serum cystatin-c level to early detect of cisplatin-induced nephrotoxicity and
protective effect of agmatine against this complication will be assesed.

Results: Scintigraphic, biochemical and histopathological findings were compatible
with nephrotoxicity in cisplatin administered group. Significant increase of serum

BUN, creatinine and cystatin ¢ and significant decrease of Tc-99m DMSA uptake,

Vi



extensive damage of proximal tubules and also signs of glomerular damage were
observed in this group. In agmatine administered group, all findings were similar
with control saline group. In agmatin with cisplatin administered group, scintigraphic
and histopathological findings were not completeley normal, but there was no
statistically significant difference between cisplatin+ agmatine and control saline
group. In this group statistically significant, largely improvement in scintigraphic and
histopathologic findings were observed in comparison with cisplatin group. In
cisplatin+ agmatine group, serum cystatin c¢ levels were slightly increased but there
was no statistically significant difference between cispaltin+agmatine group and
control group. It was also compatible with scintigraphic and histopathologic findings.
But there is no quantitative and statistically significant difference between cisplatin+
agmatine group and control group about serum BUN and creatinine levels.

Conclusion: In this study we showed protective effect of agmatine against cisplatin
nephrotoxicity with Tc-99m DMSA uptake supported by histopatological, and
biochemical findings. Additionally, this scintigraphic method has found succesfull to
early diagnose of cisplatin nephrotoxicity. We suggest that this simple in vitro- in
vivo radiopharmaceutical model can make a valuable contribution to assesment of

the efficacy of potential renoprotective agents.

Key Words: Cisplatin, agmatine, Tc-99m DMSA, nephrotoxicity, cystatin ¢
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1. GIRIS VE AMAC

Kemoterapiyle iliskili toksisite ve yan etkiler solid tiimorlerin tedavisinde, 6zellikle
tedavi olmus ve uzun siire hayatta kalmay1 basarmis hastalarda 6énemli bir kaygidir
(1). Sisplatin solid tiimorlerin tedavisinde etkin olarak kullanilan en Onemli
antineoplastik ilaglardan biridir (2). Testikiiler ve overyan kanserli hastalarin
kombine kemoterapi kiiriinde, osteosarkomda neoadjuvan tedavide, metastatik
gastrointestinal, lirogenital, akciger, bas ve boyun kanserlerinin palyatif tedavisinde
siklikla kullanilir (3,4).

Sisplatinin uzun donem, kismen geri donilisiimsliz yan etkileri icinde en
onemlileri nefrotoksisite, yiiksek tonda isitme kaybi ve periferal noropatidir (3,4).
Bobrekler sisplatini en ¢ok biriktiren organlar oldugundan, bunlar igerisinde
kullanimini kisitlayan en 6nemli yan etki nefrotoksisitedir (5).

Sisplatin nefrotoksisitesi ilizerinde yogun olarak caligmalar siirdiiriilmekle
beraber nefrotoksisite patogenezi tam olarak aydmlatilamamigtir.  Sisplatin
nefrotoksisitesine ait mekanizmalar apoptoz, nekroz, oksidatif stres, inflamasyon,
fibrogenez, mitokondriyal hasari igerir ve olduk¢a karmasiktir. Sisplatine ait
nefrotoksisiteyi azaltmak amaci ile bir¢ok strateji gelistirilmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda nefrotoksisite patogenezinde oksidatif hasarin 6nemli bir role sahip
oldugu anlagilmis ve nefrotoksisiteyi dnlemeye yonelik antioksidan ajanlarla yapilan
caligmalar artmustir (3,6,7). Sisplatin’in indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)
aktivasyonu ile nitrik oksit (NO) miktari ileri derecede artirdigi, artan NO’nun
oksijen radikalleri ile etkileserek bobrek ve diger organ hasarinda 6nemli bir yere
sahip oldugu 6ne stirtilmiistiir (8).

Literatiirde NOS inhibitorlerinin sisplatin’e bagli nefrotoksisite ve diger
organ toksisitelerine karst koruyucu etkisinin oldugunu gosteren ¢alismalar
mevcuttur (8, 9, 10, 11). Bunlardan biri olan agmatin, L-arjinin metaboliti, endojen
guanidoamin yapisinda norotransmiter-noromodiilatér bir molekiiliidiir. Agmatinin
hipoksik iskemik beyin hasarinda ve kanser tedavisinde kullanilan ifosfamidin neden
oldugu nefrotoksisteye karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (12,13,14).
Iskemik akut bobrek hasarinda renal kan akimimi ve GFR yi artirarak renoprotektif

etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica NO sentezini azalttigi, GFR’deki azalmay1



belirgin olarak onledigi, renal fonksiyonlar ve glomeriiler hiicreler iizerine olumlu
etkileri oldugu gosterilmistir (15, 16). Ancak agmatin’in sisplatin nefrotoksisine karsi
etkisinin aragtirildigr bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenlerle agmatin’in
sisplatin nefrotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin arastirilmaya deger bir konu
oldugunu diisiiniiyoruz.

Bu c¢alismada amacimiz, sisplatinin sebep oldugu nefrotoksisitenin erken
tespitinde sintigrafik ve biyokimyasal yontemlerin roliinii 6lgmek ve agmatinin
sisplatine bagli nefrotoksisiteyi dnlemede etkinligini degerlendirmektir. Bunun i¢in
bobregin parankimal fonksiyonlarini in vivo en dogru ve en erken tayin edebilen ve
bobrege zarart olmayan Tc-99m DMSA sintigrafi yontemi kullanilmistir. Ayrica
cikarilan bobrek dokusundan in vitro Tc-99m DMSA uptake’i hesaplanmis ve
bobrek dokusu 151k mikroskop ile incelenmistir. Serum BUN, kreatinin ve GFR’deki
azalmay1 gostermede yeni ve daha etkin bir parametre olarak gosterilen sistatin ¢
diizeyleri biyokimyasal olarak saptanmistir (17). Bobrek sintigrafisi ile boliinmiis
bobrek fonksiyonlarini hesaplamak ve viziiel degerlendirme yaparak bobreklerin
yerlesimi ve morfolojisini degerlendirmek, bobreklerde var olan olas1 diger
patolojileri de saptamak miimkiindiir. Kreatinin diizeyi ancak belirgin bdbrek
fonksiyon kayb1 sonrasinda yiikseldiginden nefrotoksisite gelisme riski olan
hastalarda bobrek fonksiyonlarinin takibinde sorun olusturmaktadir. GFR’deki
azalmay1 gostermede yeni ve daha etkin bir parametre olarak gosterilen serum
sistatin c ise az sayida hastada c¢aligilmasi maliyet etkin olmadigindan rutinde
kullanilmamakta ve her laboratuarda ¢alisiilmamaktadir.

Calismamizda sintigrafik goriintilemenin nefrotoksisiteyi gostermedeki
basarisi, biyokimyasal yontemlerle karsilagtirilmasi ve histolojik inceleme sonuglari
ile uyumu degerlendirilmis olacaktir.

Sisplatinle meydana gelen bobrek hasarinin Onlenmesi morbidite ve
komplikasyonlar1 azaltacak, hastanede kalma maliyetini diisiirecek, bu kanser

ilacinin daha yiiksek dozlarda daha etkin kullanilabilmesine izin verebilecektir (18).



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrekler

2.1.1. Bobreklerin Genel Yapisi

Bobrekler, retroperitoneal alanda, vertebral kolonun her iki yaninda torakal 12. ve
lomber 3. vertebra seviyeleri arasinda yerlesmistir. Erigkin insanda bir bobregin
uzunlugu yaklasik 12 cm, agirlig1 yaklasik olarak erkeklerde 150 g, kadinlarda 135 g
kadardir (19).

Renal korteks — Nefronlar

Renal
Medulla

Renal piramid

Renal pelvis

Sekil 1: Bobregin kesitsel anatomisi

Her bir bobrek en dista fibroz bir kapsiil ile sarilidir. Kapsiiliin altinda distan
ice dogru korteks ve en icte medulla tabakasi bulunur. Medulla tabani kortekse
oturan ve u¢ kisimlart (papilla) bobregin kaliksleri ig¢ine uzanan piramitleri
‘pyramides renalis’ olusturur. Piramitlerin arasinda renal korteksin uzantisi olan
bertini stitunlar1 ‘columna renalis’ yer alir. Bobregin ortasinda ise sinus renalis denen
bir bosluk vardir. Bu boslugun iginde 2-3 minér kaliksin birlesmesinden olusan
major kaliksler bulunur. Major kaliksler birleserek renal pelvisi olusturur ve renal

pelvis te lireterle birlesir. Sinus renaliste ayrica sinirler ve damarlar bulunur.



Insanda her bir bobrekte yaklasik bir milyon nefron vardir. Nefron,
plazmadan filtrasyon islevini gergeklestiren bir renal korpuskil ile glomeriiler
filtrattan sec¢ici emilim islevini gergeklestiren ve toplayici kanala agilan bir renal
tiibiil igerir (19-23).

Nefronun temel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir.
Bunun igin etkili olan temel mekanizmalar: a) Glomeriiler filtrasyon, b) Tiibiiler

reabsorbsiyon ve c) Tiibiiler sekresyondur (24).

Nefron

Distal tiibiil

Glomeriil
Peritiibiiler kapiller ag

i

S EE— |
Kanmn akis yonii / :

Arkuat
arter

Ak

Arkuat

Proksimal tiibiil S

Henle kulpu Toplayici kanal

Sekil 2: Nefronun kisimlari

Renal korpuskiil afferent ve efferent arteriollerden olusan bir kapiller yumag:
olan glomeriil ile bunu saran bir kapsiilden (glomeriiler kapsiil) meydana gelir.
Bowman kapsiilii de denen kadeh seklindeki bu yapi renal tiibiiliin kor ve genislemis
ucu tarafindan olusturulur ve renal tiibiiliin ilk kism1 olan proksimal kivrimli tiibiiliin
baslangicini olusturur. Renal tiibiiliin diger bilesenleri henle kivriminin ince ve kalin
uzantilari, distal tiibiil ve toplayici tiibiildir (19-21, 25).

Nefronlarin  %20-30 kadarimin glomeriilleri korteksin medullaya yakin
bolgesinde yerlesmistir ve jukstamediiller nefronlar olarak adlandirilir. Bu
nefronlarin uzun henle kivrimlar1 vardir, damarlar kortikal nefronlarinkinden farkl

yapidadir ve dis medullaya kadar uzanan efferent arteriyolleri vardir. Medullanin



derinliklerine dogru henle kivrimi ile yan yana seyreden vaza rekta denilen 6zel bir
peritiibiiler kapiller aga sahiptir. Medulladaki bu o6zellesmis kapiller ag idrarin
yogunlastirilmasinda 6nemli bir rol iistlenir (24).

Renal tiibiiliin ilk kism1 olan proksimal tiibiil nefronun metabolik olarak en
aktif bolimi olup glomeriiler filtrat hacminin %60-80’inin geri emilimini saglar.
Filtre edilmis sodyum, Klor, siilfat, fosfat, bikarbonat, glukoz ve potasyumun biiyiik
bir boliimiinilin geri emilimi burada gerceklesir. Proksimal tiibiil nce Henle’nin asagi
dogru inen ince kulpuna bosalir. Henle kulpunun ana gorevi hipotonik ve konsantre
idrar tretimini saglamaktir. Distal tiibiil yukar1 dogru ¢ikan Henle kulpunu toplayici
tiibiille birlestirir. Na*, K*, CI', H" atiliminda ve geri emiliminde gorev alir. Toplayici
tiibiiller s1viy1 renal tiibiilden papiller kanala tasir. Papiller ylizeyler ¢ok sayida minik

kanallar igerir (19-21).

2.1.2. Rat bobreginin yapisi

Ratlarda bir ¢ift bobrek dorsal abdominal kavitenin retroperitonealinde yerlesmistir.
Sol bobrek sag bobrekten biraz kaudaldedir. Rat bobregi tek papillalidir. Organ fibroz
bir kapsiil ile sarilmistir ve yag doku (kapsula adipoza) i¢inde gomiiliidiir. Her bir
bobrek korteks, medulla, papilla ve pelvis renalisten olusur. Korteste glomeruluslar ve
“kortikal labirintler” olarak isimlendirilen medullaya uzanan kivrimlar bulunur.
Glomeruluslar Bowman kapsiilii ile ¢evrelenmistir. Medulla, medullar radiuslar ve
daha alt kisimda papilladan olugmaktadir. Bu bélgede proksimal, intermediyer, distal
ve toplayici kanallar bulunmaktadir. Papillar kanallar pelvis renalise, 0 da lireterlere
acilir. Ratlarda bobregin besleyici damarlarinin organa giris ve seyir sekli diger memeli
tirleri ile benzerdir. Disilerde siklikla (%100’e yakin) kortikomedullar birlesim

bolgesinde minerilizasyon (nefrokalsinozis) gortiliir (26).

2.1.3. Bobregin fonksiyonlari (27)

a) Viicut siv1 ve elektrolit dengesinin korunmasi ve siirdiiriilmesi

b) Metabolik atik iiriinlerin (Ure, iirik asit, kreatinin) atilimi

¢) Ilaglar, toksinler ve bunlarin metabolitlerinin detoksifikasyonu ve atilimi
d) Ekstraselliiler s1vi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi

e) Hormon sentezi ve metabolizmasina katki: Eritropoetin, D vitamini



f) Peptid hormonlarinin (insiilin, glukagon) yikimi
g) Kiiciik molekiil agirlikli proteinlerin (B, - mikroglobulin) yikimi

h) Metabolik etki: Glukoneogenez, lipid metabolizmas:

Bobreklerin temel fonksiyonlarindan en Onemlisi potansiyel toksik atik
tirtinlerin viicuttan uzaklagtirilmas: ve metabolik atiklarin konsantre bir ¢ozeltisi olan
idrarin  olusumudur. Bodbreklerin atilm fonksiyonu glomeriillerden plazmanin
filtrasyonunu, tiibiiler liimenden kana suda ¢6ziinen maddelerin tasinmasini ve
tiibiiler hiicrelerden liimene madde taginmasini kapsamaktadir. Idrar, saghkh
bireylerde steril, agik sar1 renkte, hafif asit pH's1 ve karakteristik bir kokusu olan bir
stvidir. I¢inde ¢dziinmiis bilesiklere ek olarak hiicresel parcalar, tam hiicreler,
proteindz atiklar ve kristaller igerir (19). Idrar olusumunda ilk basamak
glomeriillerde bulunan plazma sivisinin filtrasyonudur. Filtre edilmis sivi ultrafiltrat
olarak adlandirilir ve igerigi temelde plazma ile aynidir. Glomeriillerden 24 saatte
yaklagik 170-200 L ultrafiltrat geger. Suyun ve ¢oziinmiis maddelerin tiibiillerin
degisik bolgelerinden geri emilimi total hacmi azaltir. Olusan filtratin yaklagik %1
kadar1 giinliik normal idrar miktarin1 (2000 mL) meydana getirir; filtratin %99'u geri
emilir (20).

Tibiiliin  degisik bolgeleri  belirli islevler igin 6zellik kazanmistir.
Glomeriillerden filtre edilen glukozun tiimii ve amino asitlerin ¢ogu buradan geri
emilmektedir. Normal kosullarda filtre edilen glukozun timii geri emildigi i¢in
idrarla glukoz atilmamaktadir. Henle kulplarinda CI” ve daha fazla su icermeyen Na*
geri emilerek seyreltik idrar olusturulur. Distal tiibiiller ve toplayici kanallardaki su
geri emilimi, vazopressin olarak ta bilinen antidiiiretik hormon (ADH) tarafindan
diizenlenir (19, 20).

Glukoz, amino asitler, diisiik molekiil agirlikli proteinler, trik asit, fosfat,
sodyum, magnezyum, kalsiyum, klor ve bikarbonat gibi maddelerin kan diizeylerine
ve viicudun ihtiyaglarina gore bobrekler tarafindan emilimi diizenlenmektedir. Su,
tire ve CI pasif geri emilim ile emilmektedir (20).

Bobrekler, viicut sivilarinin miktarini ve elektrolit igeriklerini diizenlemede
onemli rol oynamaktadir. Elektrolit fazlaliginda bunlarin idrarla atilimi saglanirken,

azhginda ise bobrekler tarafindan tutulmaktadir. Bobreklerde elektrolit dengesi



tiibliler geri emilim ile diizenlenmektedir. HCO3 geri emilim miktar: glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFR) ve H* salgilanma hizina baghdir. Geri emilen PO, miktari,
Ca*? konsantrasyonu ve kismen de parathormonun etkisiyle kontrol edilir. Glukoz ve
amino asitler hiicre igi aktif tasima sistemleri araciligiyla proksimal kivrimli tiibiilde
geri emilirler (19).

Viicut sivilarinin pH kontrolii akciger ve bobrekler tarafindan gergeklestirilir.
Bu organlar doku katabolizmasinin yan iiriinii olan fazla miktardaki H* atilimim
gergeklestirirler. Normal plazma pH'sint siirdiirmek icin distal tiibiil hiicreleri H*
sekresyonunu, amonyak (NH3) olusumunu ve Na'-H" degisimini azaltir ve HCO3
atilimint arttirirlar. Tibiiler sivida bulunan su igeriginin yaklasik % 70'i proksimal
tiibiilde, % 5'i Henle kulpunda, % 10'u distal tiibiilde, geriye kalani ise toplayici
kanallarda geri emilir (19, 28-30).

Protein metabolizmas: sonucu olusan iire, kreatinin ve irik asit bobrekler
tarafindan viicuttan uzaklastirihr. Amino asit deaminasyonu ile ortaya ¢ikan NH, iin
kanda toksik diizeylere ulasmasi karacigerde iire olusumu ile engellenmektedir.
Kandaki tire, kan iire azotu (BUN) olarak tanimlanir. Karacigerde fazla amino asit
metabolize edildiginde iire olusumu ve BUN diizeyleri artmaktadir. Kolay filtre olan
tirenin  %40-50 kadart proksimal tiibiillerde geri emilmektedir. Kreatinin iskelet
kasinda kreatinden enzimatik olmayan dehidrasyon ile olusur. Glomeriillerden
serbestge filtre olan kreatinin, tiibiillerden geri emilime ugramamaktadir. Bu
ozelliginden dolayr GFR tahmininde kreatinin Kklirensi kullanilir. Urik asit, piirin
bazlarinin oksidasyonu ile olusur ve plazma diizeyi degiskendir. Tamamen filtre edilen

plazma tiratlar1 proksimal tiibiillerde geri emilir ve distal tiibiillerden salgilanir (20).

2.1.4. Bobrek Fonksiyon Testleri

Bobreklerin konsantre ve diliie etme yetenekleri dlgtilerek renal fonksiyon bozuklugu
tespit edilebilir. Ayrica rutin idrar analizi, idrarda as-mikroglobulin, retinol baglayici
protein, gama glutamil transferaz (GGT), B.-mikroglobulin, Na* diizeylerinin 6l¢iimii
gibi testler de tiibiiler fonksiyon bozukluklarinin incelenmesinde kullanilan diger
parametrelerdir. Renal enzim atilimi tiibiiler hiicreler pargalandiginda veya tiibiiler
gegirgenligin bozuldugu durumlarda belirgin artis gosterir (19-20, 31-32). GGT, g-

glutamil grubunu bir peptid veya bu grubu tasiyan bir bilesikten bazi alicilara



aktarilmasini katalize eder. Bobrekte glutatyon sentezi GGT tarafindan dengelenir.
Idrarda artmis enzim aktivitesi, akut renal infeksiyonlarda ve renal doku hasarina yol
acan hastaliklarda goriiliir (33).

Glomeriiler kapillerler, proteinlere karsi gecirgen olmadigindan glomertler
filtrasyon sivisi esas olarak proteinsizdir ve eritrosit dahil hiicresel eleman igermez.
Plazma kalsiyumunun yaris: ve plazma yag asitlerinin gogu proteinlere baglidir ve bu
bagl: kisimlar glomeriiler kapillerlerden filtre olmaz (19, 34).

GFR o6l¢iimii tiim bobrek fonksiyonlart iginde en Onemlisidir ve her iki
bobrek nefronlarinda dakikada olusan glomeriiler filtrat hacmini ifade eder. Bobrek
plazma akiminin yaklasik %20'si glomeriillerden filtre olur. GFR'nin normal referans
araligi 70-145 mL/dak'dir. GFR ol¢iimil ile glomeriillerde harabiyet olup olmadigi,
varsa harabiyetinin derecesini belirlemek miimkiindiir. Total GFR, fonksiyon géren
biitiin nefronlarin filtrasyon hizlarinin toplamina esittir. Nefron Kitlesindeki azalma,
total GFR'yi digiiriir (20, 24).

Renal klerens, bir maddenin bobrekler tarafindan belirli bir zamanda
temizlendigi plazma hacmi olarak tanimlanir. Klerens 6lgiimii i¢in kullanilacak olan
madde dolasimda serbest¢e bulunmali, sabit hizda endojen iretilmeli; glomeriilden
serbestge filtre olmali, nefron boyunca sekrete edilmemeli, geri emilmemeli ve
kolaylikla olgiilebilir olmalidir. Klinikte klerens 6l¢iimiinde kreatinin, sistatin c, lire ve
diisiik molekiil agirlikl proteinler gibi endojen belirtegler ile iniilin klirensi ve iohekzol
Klirensi gibi ekzojen belirtegler 6rmek verilebilir (19, 20, 27, 35). GFR hizinin
Olglilmesinde en sik kullanilan yontem kreatinin klerensidir. Kreatinin daha ¢ok iskelet
kasinda bulunan kreatin ve fosfokreatinden olusur. Kreatin bobrekler, karaciger ve
pankreasta sentezlendikten sonra fosfokreatine doniistiiriilmek iizere kan yolu ile kaslara
ve beyine taginir. Fosfokreatin ve kreatinin birbirlerine doniisiimii, kas kontraksiyonu ile
ilgili metabolik olaylarin belirli bir 6zelligidir. Kastaki serbest kreatin ve fosfokreatin
toplaminin belli bir oran1 spontan ve geri doniisiimsiiz olarak anhidrit formu olan
kreatinine doniisiir. Serbest kreatinin tiim viicut sivilarinda, sekresyonlarda bulunur ve
serbest olarak glomeriiler filtrasyona ugrar. Kreatinin endojen olustugundan ve viicut
sivilarinda sabit bir hizla sahindigindan, plazma diizeyleri dar sinirlar iginde korunur ve
renal klerensi GFR'nin bir gostergesi olarak 6l¢iilmektedir. Kreatinin klerensini 6lgmek

icin kan ve idrar 6rnegi kullanilir (34, 36-40).



Sistatin C, sistein proteinaz inhibitorlerinden sistatin iist ailesine ait 13 kDa
molekiil agirligina sahip endojen bir proteindir. Tiim ¢ekirdekli hiicrelerde siirekli ve
sabit bir hizda {retilir. Kayda deger tiibiiler sekresyona ugramaksizin glomeriilde
serbestce filtre edilir. Bu nedenle serum seviyesi kas kitlesi, yas, 1irk ve cinsiyet gibi
degiskenlerden etkilenmez. Bir ¢ok arastirmada bir GFR belirteci olarak serum
sistatin C’nin, kreatinine istiin oldugu gosterilmistir. Serum sistatin C ile GFR’deki
hafif azalmalar1 tespit etmek, serum kreatinin seviyesi ile yapilan Gl¢limlere goére
daha kolaydir. Ciinkii serum sistatin C diizeyi GFR’deki azalmanin daha erken
doneminde yiikselmeye baglar. Bu nedenle hastaligin erken donemlerinde ve
Ozellikle bobrek fonksiyonlarindaki etkilenmenin az veya minimal oldugu

durumlarda teshis degerinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (40-43).

2.2. Sisplatin

Sisplatin (sis-diaminodikloroplatinum (11)) ilk kez 1968’te antitiimoral etkinligi bir
hayvan modeli iizerinde gosterilmis, 1971’de faz | klinik c¢aligmalarinda kanser
hastalarinda kullanilmaya baglanmis ve 1978’de Amerikan Gida ve llag
Uygulamalart Kurumu’ndan onay almistir. Sisplatin testis tiimorlerinde, metastatik
over tiimorlerinde, servikal tiimorlerde, akciger kanserlerinde, ilerlemis mesane
kanserinde, bas ve boyunun skuamoz hiicreli karsinomlarinda ve bazi ¢cocukluk cagi
tiimdrlerinin tedavisinde kullanim alani bulmaktadir. Genellikle solid tiimorlerin
tedavisinde diger kemoterapétik ajanlarla kombine kullanilir. Tek basina veya
radyoterapi ile birlikte kullanildig1r durumlar da vardir. Sisplatinin tedavi basarisi doz
artisi ile birlikte belirgin olarak artar (2, 44).

Sisplatinin kemoterapotik etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir.
Sitotoksik etkilerinden molekiiliin DNA ile ¢apraz baglar olusturarak DNA sentez ve
replikasyonunu bozmas1 ve bunun sonucunda c¢esitli sinyal iletim yolaklarinin aktive
olmasinin sorumlu oldugu seklindedir. Olusturulan capraz baglar kanser hiicrelerinde
oldugu gibi hizl1 béliinen hiicrelerde tamir edilemeyen ileri derecede DNA hasarina
sebep olabilir (44). Geri doniisiimsiiz olan bu durum mitokondriyal hasara, hiicre
siklusunun duraklamasina, hiicre transport sistemlerinde aksakliklara ve neticede

apoptoz, inflamasyon, nekroz ve hiicre 6liimiine neden olur (2, 45).



Gastrointestinal sistemden absorbe edilmediginden peroral kullanimi yoktur
(46). Intravendz, intraperitoneal, intraarteriyel veya intravezikal yolla kullanilir (46-
49). Plazma proteinlerine %90 oraninda ve kismen geri doniisiimsiiz olarak baglanir.
Uygulama sonrasi bobrek, karaciger ve prostatta en yiiksek seviyelere ulagsir.
Sisplatin dokulara da baglanabilir ve bobrek dokusunda 4-6 ay siire ile sisplatin
bulunabilir (50). Cogunlukla idrar ile atilir (renal klerensi %90’dir). Yariomrii 43
dakika olup, yaklasik 4’1 ilk 24 saat igerisinde elimine edilir. Cok az miktarda
hepatobiliyer ve gastrointestinal atilimi vardir (47, 50-51).

Sisplatinin bir kismi doz kisitlayici olan bir¢ok yen etkisi vardir. En 6nemli
doz kisitlayict yan etkisi nefrotoksisitedir (52, 53). Doz kisitlayict diger yan etkileri
myelosiipresyon, ototoksisite ve ndrotoksisitedir. Etkiler genellikle doz bagimli ve
kiimiilatiftir (49). Yapilan ¢aligmalar sisplatin enjeksiyonu sonrasinda bobrek kan
akiminda ve GFR’de belirgin azalma izlendigini gosterilmistir. GFR’deki azalma
kiimilatif doz ile iligkili olabilecegi gibi tek doz sisplatin uygulamasindan sonra da
olabilir (5, 53). Tek doz sisplatin verilen hastalarin yaklasik {i¢te birinde
nefrotoksisite ve geri doniisiimsiiz bobrek yetmezligi gelisir (5, 54-55). ilk defa
sisplatin kullanan hastalarin %25-42’sinde kismen geri dontisiimlii renal hasar gelisir
(56). Tekrarlanan dozlar bobrek yetmezligi sikligi ve siddetini artirir (49, 55).
Sisplatinin viicuttan atillminda esas organ olan bobreklerdeki fazla birikimi

nefrotoksisite gelisimine katkida bulunur (5, 7, 57).

2.3. Sisplatin Nefrotoksisitesi

Sisplatin nefrotoksisitesinin patofizyolojik temeli uzun yillardir yapilan ¢aligmalara
ragmen tam olarak aydinlatilamamistir. Birbiriyle baglantili ve oldukca karmagsik
yapida bir¢ok mekanizmanin bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Bunlar arasinda oksidatif
stres, apoptoz, nekroz, inflamasyon, fibrozis ve mitokondriyal hasar sayilabilir (7).
Bobrek hiicresinde en yiiksek sisplatin konsantrasyonu sitozol, mitokondri,
niikleus ve mikrozomlarda bulunur. Sisplatin uygulamasindan 48-72 saat sonra
proksimal ve distal tiibiiler reabsorbsiyonda ve vaskiiler direncte artis izlenir (55, 58-
59). Proksimal tiibiilde sodyum reabsorpsiyonu, distal tiibiilde de sodyum ve su
reabsorpsiyonu artigt ile su ve sodyum atilimi artar. Poliiiri genellikle sisplatin

uygulamas: ile birlikte goriilir ve iki farkli fazda goriiliir. Birinci faz ilacin
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uygulanmasindan 24-48 saat sonra gerceklesir. Idrar ozmolalitesi azalir ancak
GFR’de degisiklik gozlenmez. Bu fazin prostoglandin araciligi ile oldugu
diistiniilmektedir ve vazopressin ve aspirin ile engellenebilir. Erken fazda politiri
kendiliginden diizelir. Ikinci faz ise ila¢ uygulamasindan 72-96 saat sonra gergeklesir
ve GFR’de azalma ile karakterizedir. Bu fazda mediiller tonisitede azalma ve
proksimal tiibiil ve Henle kulpunun ¢ikan kolunda NaCl transportunda bozulma
goriilir. Bu faz herhangi bir ilagla engellenemez. idrarla sodyum, potasyum,
magnezyum ve kalsiyum kaybi ile ortostatik hipotansiyon goriiliir (7). Renal asidoz,
hipomagnazemi, hipofosfatemi, hiponatremi veya hipokalemi gibi renal tiibiiler
bozukluklar normal glomeriiler fonksiyon ile birlikte goriilebilir. Hipomagnezemi

tetaniye neden olacak kadar siddetli olabilir (50).

SISPLATIN
Sisplatinin renal tlibil hiicreleri s Vaskdiler
/ tarafindan alinmasi hasar
TNF-a ROS /
l P53 —— [——p21 Iskemi
MAPK
inflamasyon /
\ Renal tiibiiler hiicre hasari

l

Renal doku hasari

l

GFR'de azalma

Akut bobrek yetmezligi

Sekil 3: Sisplatin nefrotoksisitesinde patafizyolojik olaylar (64).

Sisplatin nefrotoksisitesi dncelikle tiibiilointersitisyel lezyonlara neden olur
(7). Hayvan modellerinde sisplatinin proksimal tiibiiliin 6zellikle S3 segmentini
etkiledigi saptanmistir (3, 5, 7). Proksimal tiibiil hiicrelerinde nekroz, apoptoz,
sitoplazmik vakiiolizasyon, lizozomlarda degisiklikler, karyopiknozis ve tiibiillerde
silendirler izlenmistir. Ayn1 zamanda bazi proksimal tiibiil hiicrelerinde apikal hiicre
membraninda firgcamsi kenar mikrovillus hasar1 saptanmistir. Distal tiibiillerde de

sitoplazmik vakiiolizasyon, apoptoz, mitokondriyal sisme ve niikleer solukluk
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meydana geldigi gosterilmistir (60-62). Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda glomeriiler
morfoloji ve ultrastruktiirel yapi intakt olarak tanimlanmakla beraber glomeriiler
hasarin saptandigi calismalar da bildirilmistir (60-63). Gentamisin ve sisplatin
nefrotoksisitesinin incelendigi bir ¢alismada hem sisplatin hem de sisplatin ve
gentamisin verilen ratlarda tiibiiler hiicrelerin yanisira glomeriilerde de Onemli
morfolojik degisiklikler saptanmistir (63).

Insanlarda sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilmis az sayida calisma
mevcuttur. Bu c¢alismalarda hasar proksimal, distal tiibiillerde ve diger toplayici
kanalllarda saptanmigtir. Doza ve biyopsi zamanina bagl olarak degisik yerlerde
etkilenme gdzlenmistir. Ilag verildikten sonraki 3-60 giin icinde yapilan biyopsilerde
segmental dejenerasyon, nekroz, proksimal tiibiiliin pars konvoliita ve pars rekta
kisimlarinda epitel hiicrelerin deskuamasyonu saptanmigtir. Akut bobrek yetmezligi
olan hastalarda ise proksimal kivriml tiibiillerde belirgin nekroz izlenir. Intersitisyel
nefrit goriilmez. Kronik nefrotoksisite olan hastalarda ise atipik niikleus ve mitotik
figiirlerle, hyalin silindiri iceren yassi epitelle dosenmis kistik dilate tiibiiller
gozlenmistir. Uzun siireli sisplatin tedavisi tiibiillerde kist olusumuna ve interstisyel
fibrozise neden olabilir (7).

Viicutta serbest radikaller ve radikal olmadigi halde serbest radikallere
doniigiim potansiyeli olan maddeler reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak tanimlanir.
Oksidatif stres ise bu reaktif oksijen tiirlerinin yapimi ve uzaklagtirilmasi arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine bozulmus oldugu durumu tanimlar. Bu durum
oksidan triinlerin asir1 liretimi veya antioksidan mekanizmalarin tiiketilmesinden
kaynaklanabilir. Hiicrede oksidatif streste ksantin-ksantin oksidaz, mitokondri ve
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ROS i¢in kaynak teskil eder.
Sisplatin tiim bu yolaklar1 aktive ederek ROS {iretimini artirir. Olusan bu oksidan
molekiiller ise DNA, protein ve lipid gibi hiicre komponentleri iizerinde dogrudan
etki gostererek yapilarini bozar (65).

Sisplatin ile tedavi edilmis deneklerin bobreklerinde siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinin artmis oldugu saptanmistir (66-68).
Stiperoksit anyonu genellikle respiratuar zincirde oksijen molekiiliine bir elektron
eklenmesiyle meydana gelir. Ancak ksantin oksidaz, NOS ve NADPH gibi

enzimlerce de endojen olarak {iretilebilir. Hidrojen peroksit ise hiicre i¢inde bazi
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enzimlerce siiperoksit anyonuna bir elektron eklenmesiyle meydana gelir. Hidrojen
peroksit kendisi radikal olmadigi halde Fenton reaksiyonu olarak bilinen ve metal
iyonlartyla katalizlenen bir reaksiyon ile hidroksil radikalini olusturur. Ayrica
myeloperoksidaz tarafindan hipoklorik aside doniistirilir. Sisplatin  verilen
hastalarda gelisen bobrek hasarinda oksidatif stresin aktif rol aldigi bilinmektedir.
Sisplatin 6zellikle potent bir radikal olan hidroksil radikalini olusumunu artirir.
Sisplatin ayrica mitokondriyal hasar ile stiperoksit salinimini artirir. Stperoksit
anyone siiperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen peroksite ¢evrilir. Sisplatin sitokrom
P450°den demirin katalitik olarak salinimini indiikleyerek hidrojen peroksitten
fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali olusumunu kolaylastirir (69-70). Hidroksil
radikali hiicre i¢i antioksidan depolarini tiiketerek ve diger serbest radikallerde
oldugu gibi dogrudan lipid, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerinin yapilarin
bozarak oksidatif strese neden olur (71-72). Sisplatin hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini
artirarak NADPH oksidaz1 aktive eder ve hasar gérmiis mitokondri tarafindan ROS
tiretimini uyarir (65).

Bir¢ok arastirmada sisplatinin antioksidan enzim aktivitesini ve intraseliiler
glutatyon (GSH) konsantrasyonu azaltarak renal epitelyal hiicrelerde ROS’u
indiikledigi gosterilmistir (73). Sisplatinin SOD, Glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin renal aktivitesinde azalmaya neden
oldugu gozlenmistir (74-77). Cesitli antioksidanlarin sisplatin nefrotoksisitesinde
koruyucu etkilerini gosteren bulgular elde edilmistir (73). Ratlarla yapilan
calismalarda SOD, dimetiltiyolire ve GSH gibi ajanlarin sispaltin ile birlikte
verildiginde renal yetmezligin derecesini ve hiicre hasarini azalttigi gosterilmistir
(78-80).

Sisplatin verilmis ratlarda peroksinitrit ve NO gibi reaktif nitrojen tiirlerinin
bobrekte artis gosterdigi saptanmistir (9, 81). Peroksinitrit protein yapilarda
bozulmaya, lipid peroksidasyonuna ve DNA’nin kimyasal yikimina neden olur.
Ancak NO’nun sisplatin nefrotoksisitesindeki rolii tartismalidir. Baz1 c¢aligmalarda
NO’nun nefrotoksisite gelisiminde rol alip NOS inhibitorlerinin nefrotoksisiteyi
azaltict etkisinden bahsederken bazi calismalarda da tam tersi etkiden s0z
edilmektedir (66). Sirvastata ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada sisplatin ile tedavi edilmis

ratlarda karaciger ve bobreklerde iNOS seviyesinin belirgin sekilde arttigi
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gosterilmistir. Bir baska calismada ise selektif iNOS inhibitorii ve ayn1 zamanda bir
agmatin derivesi olan aminoguanidinin sisplatin nefrotoksistesine karsi koruyucu etki
gosterdigi tespit edilmistir (8). Ancak baska bir ¢alismada NO’nun sisplatin
nefrotoksistesindeki koruyucu roliine dair bulgular elde edilmistir. Buna gore bir
NOS inhibitorii olan 2-amino-4-methylpyridine verilmesinin ratlarda sisplatin
nefrotoksisitesinin siddetini artirdigi gozlenmistir (82).

Sisplatin nefrotoksisitesinde patolojik degisiklikler g¢ogunlukla bdbrekte
iskemiye olduk¢a duyarli olan dis medullar bolgenin dis kesiminde proksimal
tiibiilin S3 segmentinde meydana gelir ve diger toksik akut bobrek yetmezligi
modellerinde de bu bdlgede hasar olusur. Sisplatin nefrotoksisitesiyle ilgili yapilan
bir ¢alismada dis medullar bolgeden elde edilen seri kesitlerin analizi hipoksik
hiicrelerin 6nemli bir kisminin proksimal tiibiil hiicreleri oldugunu gdstermistir. Bu
bulgu hipoksinin ve sonrasinda gelisen mitokondriyal hasarin sisplatin
nefrotoksisitesinde 6nemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Bu da muhtemelen
sisplatin nefrotoksisitesinde renal kan akiminda azalmanin izlendigi erken fazda
gerceklesir (83-84).

Sisplatin uygulamasini takiben renal tiibiillerde hem nekroz hem de
apoptozun arttig1 yapilan in vivo hayvan calismalarinda gosterilmistir (85-87).
Tiibiiler hiicrelerde apoptozu 6nlemeye yonelik alinan tedbirlerin ayn1 zamanda renal
fonksiyon kaybinda da iyilesme sagladigi goriilmistir (73). Hiicre kiiltiri
caligmalari, uygulanan sisplatin dozunun nekroz ya da apoptoza gidisi belirledigini
gostermistir. Yiiksek doz sisplatin konsantrasyonu proksimal tiibiil hiicrelerinde
nekroza yol acarken daha diisiik konsantrasyonlarin apoptoza yol acar (88).

Yapilan son c¢aligmalar sisplatine bagli bobrek hasarinda inflamasyonun
o6nemli bir rolii oldugunu gostermislerdir. Sisplatin TNF-a’nin renal ekspresyonunu
arttirir. TNF-o renal hasarda da merkezi bir rol oynar; apoptozu indiikler, ROS
tiretimine katkida bulunur, bobrekte bir ¢ok kemokin ve sitokinin aktivasyonunu
koordine eder. Calismalar TNF-a inhibitorlerinin sisplatine bagli renal disfonksiyonu
%50 oraninda diizelttigi ve yapisal hasari azalttigin1 gostermistir (7).

Sisplatin, etkilenmis tiibiiller etrafinda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun
da gozlendigi fibrozise neden olur. Yapilan bir ¢alismada bir hafta boyunca her giin 2

mg/kg sisplatin enjeksiyonu alan siganda bir hafta gibi kisa siirede kortikomediiller
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bileskede fibrotiklezyonlarin olustugu ve bes haftada maksimuma ulastigi gézlenmis,
sisplatin uygulamas: kesildikten sonra ise yaklagik 19 haftalik gozlem siiresi
igerisinde fibrotik dokularin azaldig: ve renal tiibiillerin rejenere oldugu gézlenmistir
(89). Ayni zamanda BUN ve kreatinin seviyelerinde de diisme goriilmiistiir. Bir ¢ok
kez sisplatin kemoterapisi almis insanlarda yaygin renal tiibiilointersitisyel nefroz
gosterilmistir (90).

Serum fizyolojik (SF) ile bol hidrasyon ve sisplatin uygulamasi ile birlikte,
oncesinde ve sonrasinda mannitol verilmesi sisplatin nefrotoksisitesini belirgin
derecede azaltir (91). SF uygulamasinin koruyucu etkisinin mekanizmalar1 tam
olarak ac¢iklanamamistir. SF veya hipertonik SF ile voliim ekspansiyonu sisplatinin
atilm hizin1 artirtyor olabilir (92). Ayrica SF verilmesi yiiksek klorid iyon
konsantrasyonu saglayarak klorid iyonlarinin platin molekiiliinden ayrilmasini onler.
Bu da reaktif, hidrolize sisplatin tiirlerinin olusumunu azaltir (93). Alternatif olarak
Na® iyonlarmin da koruyucu etkisinin olabilecegi ileri siiriilmiistiir. SF
uygulamasinin sisplatinin hiicresel birikimini degistirmedigi fakat hiicrede sisplatin
duyarliligin1 modifiye eden bir stres yanitini tetikledigi gosterilmistir. Ozmotik stres
yanit1 sisplatinin DNA ile etkilesimini azaltir, proksimal tiibiil hiicrelerinin apoptoza
kars1 direng gelistirmesini saglar ve nefrotoksinlerin metabolik aktivasyonlarini
degistirir. Ne varki bu silire¢ tiimorosidal etkileri bloke ederek sisplatinin
antineoplastik aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilir (94).

Simetidin, sistein, metiyonin, N-asetilsitein ve DL-homosisteinin proksimal
tiibtil hicrelerinin S1, S3 kismi ve distal toplayici tiibiillerde sisplatin alimini
engelledigi gosterilmistir (95, 96).

Prokainamidin bobrekte biriktikten sonra sisplatin ile reaksiyona girerek daha
az toksik birkompleks olusmasini sagladigi ve siganlarda sisplatin toksisitesini
azalttig: gosterilmistir (97).

Nefrotoksisite patogenezinde oksidatif hasar 6nemli bir rol oynadigindan
nefrotoksisiteyi onlemeye yonelik ¢ok sayida antioksidan ajan calisilmistir (7).
Yapilan hayvan c¢alismalarinda antioksidan &zelliklere sahip olan glutamin,
kaspaisin, silmarin, erdostein, edavorone, ebselen, allopiirinol, N-asetilsistein,
Vitamin C ve Vitamin E gibi ajanlarin nefroprotektif 6zellikleri saptanmistir (3, 7,
98-100).
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Siilfiir igeren bilesenlerle yapilan ¢ok sayida ¢alismada da bu ajanlarin
sisplatinin antitiimoral etkinligini etkilemeden nefrotoksisiteyi azalttigi yoniinde
kanitlar elde edilmistir (7).

Bir organik tiyofosfat olan amifostinin malign hiicrelere segici olan bir
ozellikle tiyol grubu bagislayarak sisplatin toksisitesini azalttigi gosterilmistir.
Amifostin, sisplatin alan ileri evre overyen ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli
hastalarda kiimiilatif renal toksisiteyi azaltmaya yonelik Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi’nin kullanimin1 onayladig: tek ilagtir (101). Ancak yan etkileri ve maliyeti
nedeni ile sinirli kullanimt mevcuttur (7).

Sisplatin toksisitesinin gelistirildigi rat modellerinde yiiksek doz salisilat
kullantminin - TNF-o  dretimini  zayiflattigi  ve renal inflamasyonu azalttig
gosterilmistir (85). Hayvan modellerinde TNF-a iiretimini baskilayan a- melanosit
uyarict hormon ‘a- melanocytestimulating hormone’(a-MSH) ve interlokin 10’un
sisplatine bagli renal hasari azalttigi gozlenmistir (102). In vitro modellerde
fibratlarin, sitratlarin mitokondriden ¢ikisin1 ve bax proteinlerinin sitoplazmadan
mitokondriye gegisini dnlemek sureti ile serbest yag asidi olusumunu engelledigi ve
apoptozu baskiladigi bildirilmistir. Fibratlarin sisplatin nefrotoksisitesini azalttig
hayvan c¢alismas: ile desteklenmistir (103). Ancak bu ajanlarin nefrotoksisiteyi

Onleyip 6nlemedigini ortaya ¢ikarmak i¢in insan ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir.
2.4. Agmatin

Agmatin, L-arginin’in arginin dekarboksilaz (ADC) ile dekarboksilasyonu sonucu
olusan, endojen guanidoamin yapisinda bir molekiildiir. Ilk kez 1910°da Kossel
tarfindan balik sperminde tespit edilmis ve tanimlanmis olup bakterilerde, bitkilerde
ve bazi omurgasizlarda sentezlendigi gosterilmistir (104). Bakterilerde agmatin
tirehidrolaz tarafindan son iriin olarak piitresine metabolize edildiginden piitresin
prekiirsorii olarak tanimlanmistir (105). 90’11 yillara kadar agmatinin memelilerde
sentezlenmedigi diisiiniiliiyordu. 1994 yilinda imidazolin reseptdrleri i¢in endojen
ligand calismalarinda beyin dokusunda bulunan molekiiliin ayrintili analizler
sonucunda agmatin oldugu tespit edilmistir. Bu calismada agmatinin beyinde
sentezlenen endojen bir madde oldugu ve antihipertansif olarak bilinen klonidini
baglandigi bolgeden uzaklastirdigi gozlenmistir (106). 90’li yillardaki bu kesif

sonrasinda agmatinin fizyolojik Ozelliklerini tespit etmeye yonelik ¢ok sayida
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caligma yapilmistir. Bugiin agmatinin glutamatin N-Metil D-aspartat ‘N-Methyl-D-
aspartate’ (NMDA) reseptor antagonisti ve NOS inhibitér aktivitesi olan bir
norotransmiter-néromodiilator oldugu bilinmektedir (104).

Agmatin c¢esitli doku, organ ve yapilarda farkli diizeylerde dagilim gosterir.
Mide, aorta, ince barsak, adrenal bez, kalp, beyin, kalin barsak ve plazmada yaygin
dagilim gosterir (104). Bobrek, karaciger ve beyin agmatin sentezinde gorevli enzim
olan ADC aktivitesinin yliksek oldugu dokulardir. Benzer sekilde agmatin varligi
plazmada, ¢ok sayida doku ve hiicre tipinde gosterilmistir (15, 107-108). Agmatin
plazmada mikromolar diizeyde salinirken bobreklerinde i¢inde yer aldigi organ ve
hiicrelerde daha yiiksek diizeylere ulasabilir (109). Beyindeki konsantrasyonu nispeten
diistik bulunmustur ancak diger bazi norotransmiterlerle kiyaslanabilir diizeydedir
(106). Agmatin beyinde primer olarak akson ve akson terminallerindeki sinaptik
vezikiillerde bulunur. Agmatin beyinde sentezlenir, sinaptik vezikiillerde depolanr,
uptake ile vezikiillere alinir ve depolarizasyon ile salmir. Imidazolin reseptérlerinin ve
a2 adrenerjik reseptorlerin tiim alt siniflarinin baglanma bolgelerine yiiksek afinite ile
baglanir ve NMDA basta olmak iizere ligand kapili katyon kanallarin1 bloke eder. L-
arjininden arjinaz araciligi ile {ire, ornitin ve son iriin olarak da putresin ve diger
poliaminler olusurken nitrik oksit sentaz araciligiyla NO ve sitrulin olusur. Bu
sentezdeki t¢iincii yolak ise L-arjininden dekarboksilasyonla agmatin olusmasi ve
olusan agmatinin agmatinaz enzimiyle poliaminlere ve iireye, daimin oksidazla ise
guanido butanoik aside dontismesidir (104).

Beyin dokusundaki biyolojik inaktivasyonu enerjiye bagimli mekanizmalarla,
tekrar sinaptozomlar i¢ine alinarak, akson terminallerinden salinan ve mitokondrial
matriks i¢inde bulunan agmatinaz ile enzimatik degredasyonu sonucu olusur. Bu
enzimatik degredasyon ile poliamin sentezinin diamin prekiirsorleri olan putresin ve
iire’ye metabolize olur. Agmatin’in diger bir metabolize olma yolu, diamin oksidaz
(DAO) ile y-guanidino butirilaldehid’e oksidasyonu ve daha sonra y-
guanidinobutirat’a dehidrojenasyonu sonucu olusur. (104)

Dekarboksile arjinin olan agmatin bobreklerde de sentezlenir, renal
vazodilatasyon ve plazma akiminda artis saglayarak nefron ve bobrek filtrasyon
hizin1 artirir (15, 110). Normal bir bobrekte agmatin sentezinin argininin ornitine

dontistiiriilmesi esnasinda ve daha fazla olarak ta sitriiline doniistiiriilmesi esnasinda
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gerceklestigi gosterilmistir. Agmatin bobreklerde DAO ile metabolize olur. DAO
bobrekte, esas olarak ta glomeriillerde bulunur (15).

Yapilan ¢alismalarda agmatin sentezi ile sonuglanan alternatif arginin
metabolik yolagmin renal fonksiyonlar iizerinde fizyolojik oneme sahip oldugu
yoniinde bulgular elde edilmistir. Bir ¢alismada agmatinin inflizyonunun nefron
glomeriiler filtrasyon hizindaki ‘single nephron filtration rate’(SNGFR) 1liml
azalmay1 tamamen Onledigi gosterilmistir (15).

Iskemik akut bobrek yetmezligi gelisen ratlarda intravendz agmatin

enjeksiyonu iskemi reperflizyon hasarina bagli renal disfonksiyonu doza bagimli
olarak énlemistir. iskemi reperfiizyon hasarinda iskemik peryotta artis gdsteren renal
sempatik sinir aktivitesinin (RSNA) IV agmatin enjeksiyonu ile doza bagimli olarak
belirgin sekilde baskilandig1 gézlenmistir. Ayrica iskemi reperflizyonun indiikledigi
renal hasarda histopatolojik degisiklikleri de 6nledigi gosterilmistir (12).
Agmatinin intravendz uygulamasinin santral sinir sisteminde oldugu kadar bazi
periferik mekanizmalar vasitasiyla salinan norepinefrini de baskiladigi belirtilmistir.
Bir¢ok arastirmaci agmatinin her ikisi de sempatik sinir uclarindan NE salinimiyla
ilgili oldugu bilinen imidazolin I1 ve adrenalin alfa2 reseptorlerine yiliksek afinite ile
baglandigini gostermistir (106, 111).

Agmatinin renal mikroperfiizyonunun GFR’yi artirmasinin alfa2 reseptorleri
degil NO formasyonu ile iliskili bir mekanizma tizerinden oldugu belirtilmistir (110).
Bagka bir calismada agmatinin GFR’yi artirmasimin bir imidazolin 12 agonisti
tarafindan taklid edildigi ve agmatinin bu etkisinin renal denervasyondan
etkilenmedigi ortaya konmustur (12).

Hiicresel stres doneminde uyarilabilir nitrik oksit sentazdan (iNOS) yiiksek
diizeyde NO iiretilmesinin sitostatik ve sitotoksik etkilere sebebiyet verdigi
bilinmektedir. Bunu onarim fazini baglatan ornitin sentezi takip eder (112). In vitro
sartlarda agmatinin INOS sentezini ve biyoamin sentezinde hiz kistlayici enzim olan
ornitin dekarboksilazi (ODC) baskiladigi ve poliamin transportunu inhibe ettigi
gosterilmistir (16, 113). Agmatin ODC inhibisyonu ile diiz kas hiicre proliferasyonu
inhibe eder (114). Bu bilgiler agmatinin inflamatuar olaylarda NO {iretimi ve hiicre

proliferasyonu tizerine 6nemli etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (16).
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Deneysel olarak mezengial proliferatif nefrit (Thy-1 nefriti) olusturulan
ratlarda agmatinin renal fonksiyonlar ve glomeriiler hiicreler lizerine olumlu etkileri
oldugu gosterilmistir. Buna gore agmatin verilmesi bdbrekteki baslangic hasar
seviyesini degistirmeksizin GFR’deki azalmayi belirgin olarak Onlemistir (16).
Ayrica agmatin ile tedavi edilmis Thy-1 + ratlarda NO sentezinde azalma tespit
edilmistir. Agmatin NOS (cNOS) ve ryanodin kanali bagimli mekanizmalar
lizerinden vazodilatasyona bagli olarak bobrekte SNGFR’yi artirmak gibi
fonksiyonel etkilere sahiptir (10, 12).

Agmatinin eNOS gibi fonksiyon gordiigiinii gosteren ¢aligmalar vardir (115).
Agmatinin renal interstisyum i¢ine veya ylizeyel nefronlarin iiriner mesafesi igerisine
mikroperfiizyonunun nefron filtrasyon hizinda artis sagladigt bunun da
vazodilatasyon nedeniyle plazma akiminda artisla gergeklestirildigi gosterilmistir
(12). Agmatinin bu etkilerinin beraberinde verilen nonselektif NOS blokerleri ile
Onlenmesi agmatinin neden oldugu vazodilatasyonun 6&zellikle NOS iligkili
mekanizmalara bagli oldugunu distindiirmiistir (110). Lipopolisakkarit modeli
(LPS) tlizerinde yapilan bir ¢alismada agmatin ile yapilan 6n tedavinin kan basinci ve
GFR’deki azalmay: onledigi gosterilmistir (113). Bu bilgiler glomeriilonefrit gibi
yiilksek NO seviyesi ile iligkili patolojilerde agmatinin eNOS benzeri etki
gosterdigini diistindiirmiistiir (16). Agmatinin 6zellikle iNOS inhibisyonu ile bir
noromodiilator olan NO {iretiminin azalmasini sagladigi (116), hipoksik-iskemik
beyin hasarinda NO iiretimini baskilayarak hasar1 azalttigi ve astrositlerde iNOS’un
transkripsiyonu siiprese ettigi (13, 117), L-arjinin’den L-sitriilin olusumuyla dl¢iilen
NOS aktivasyonuna gore agmatin’in 6zellikle iNOS formuna karst potent inhibitor
ozelligi oldugu gosterilmistir (118).

Bunlarin diginda agmatinin ¢ogu santral sinir sistemi iizerine olmak {izere birgok
fizyolojik ve patolojik siirecte kritik rolii bulunmaktadir. Bu kiiciik endojen aktif
molekiiliin antinosiseptif, antiinflamatuar, nordprotektif, antikonviilsan, antidepresan,
anksiyolitik, morfin bagimlilig1 semptomlarinin inhibisyonu gibi cok genis spektrumda
farmakolojik etkileri gosterilmistir. Ayrica agmatinin 6grenme ve bellek gibi biligsel
fonksiyonlarin  gergeklestirilmesinde gorev aldigit  ve kognitif bozukluklar

diizeltebilecegi ile ilgili ¢alismalar giiniimiizde giderek artmaktadir (104).
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2.5. Statik Bobrek Sintigrafisi

Statik bobrek sintigrafisi (Renal kortikal sintigrafi) bobrek parankiminin yapisal
(atnal1 bobrek vb.) ve fonksiyonel olarak degerlendirildigi bir tetkiktir. En sik idrar
yolu enfeksiyonlarina(6zellikle veziko ureteral reflilye) bagl renal kortikal hasarin
tespitinde ve takibinde kullanilir. Kortikal hasar1 géstermede USG ve IVP’ye oranla
daha duyarli bir yontemdir. Statik bobrek sintigrafisi akut enfeksiyon ve kronik
hasarin gosterilmesinde en uygun tetkik olarak kabul edilmektedir (119, 120).
Ozellikle akut pyelonefritte izlenen reversibl defektlerin ve kalict parankim
hasarlarinin (skar) tanimlanmasinda 6nemlidir. Bunun i¢in belli araliklarla yapilan
goriintiilemeler  Onerilmektedir. Kullanilan radyofarmasoétiklerin - bobreklerde
tutulumu kan akimi ve fonksiyoneparankim ile orantili oldugundan, diferansiye renal
fonksiyonlar da hesaplanabilir (121). Statik bdbrek sintigrafisinin  baslica
endikasyonlart sunlardir:

a) Akut pyelonefrit tanisi

b) Aku pyelonefrit sonrasi kalict parankim hasarinin tespiti

c) Ektopik bobreklerin lokalizasyonu

d) At nali bobrek, atrofik bobrek, ¢ift toplayici sistem, displastik bobrek gibi

parankim anomalilerinin tanisi
e) Transplante bobregin degerlendirilmesi
f) Bobrekte yer isgal eden olusumlarin (Kist, kitle vb) tespiti, lokalizasyonu
ve fonksiyonel durumlarinin degerlendirilmesi
g) Diferansiye bobrek fonksiyonlarinin hesaplanmasi
h) Renal korteksin ve parankim fonksiyonunun degerlendirilmesini

gerektiren diger durumlar

Statik bobrek sintigrafisi i¢in en yaygin kullanilan radyofarmasoétik Tc-99m
DMSA (Tc-99m dimercaptosuccinic acid) dir. intravendz enjeksiyondan sonra %90
oraninda plazma proteinlerinde, %35 oraninda eritrositlere baglanir. Plazmadan
temizlenmesi oldukc¢a yavas olup tekli eksponansiyel bir egri gosterir. Enjeksiyondan
2 saat sonar enjekte edilen dozun %40-%65’1 proksimal tubuler hiicrelere baglanir.
Geri kalan kismi bagta karaciger ve dalak olmak iizere diger organlar tarafindan

elimine edilir. Ortalama plazma yarilanma 6mrii 56 dakika olup enjeksiyondan 14
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saat sonra enjekte edilen dozun %6-9 u kanda bulunur. Enjekte edilen dozun yaklagik
%65°1 glomeriiler filtrasyona, %35’ ise tiibiiler sekresyona ugrar. Tibiler
reabsorbsiyonu yoktur. Kiimiilatif iiriner ekskresyonu 1. saatte %6, 2. saatte %10-12,
14, saatte ise %25 olarak bildirilmistir (121-124).

Bir¢ok ¢alismada renal Tc-99m DMSA tutulumunun renal kan akimi ve/veya
bobrek kitlesinin miktari ile uyumlu oldugu gosterilmistir. Tc-99m DMSA tutulumu
efektif renal plazma akimmnin da (ERPF) iyi bir gostergesidir. ERPF konjenital
tiibiiler asidoz gibi nadir patolojilerde ve daha sik olarak goriilen kemoterapiye bagl
renal toksisite de tiibiiler disfonksiyonun bir belirteci olarak kullanilabilir (121, 123).

Ticari olarak satisa sunulan formunda DMSA %90 oraninda meso-izomer,
%10 oraninda d,I-izomer icerir. Her vialde DMSA ve liyofilize formda stannéz
klorid dihidrat bulunur. Vial igerisine uygun miktarda Tc-99m PO4 eklendikten
sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek kullanima hazir hale getirilir. Kit
hazirlandiktan sonra ince tabaka kromatografisi ile baglanma yiizdesi kontrol
edilmelidir. Baglanma verimliligi %90’nin {izerinde olmalidir. Baglanma yiizdesi ne
kadar fazla ise kitin stabilitesi ve kullanim stiresi o kadar fazla olur (125).

Kitin hava ile temas etmemesine ve hazirlandiktan sonra 30 dakika iginde
kullanilmasma dikkat edilmelidir. Aksi takdirde stabilitesi olumsuz yoOnde
etkilenerek goriintiilerde bobrek disi tutulumun yiiksek olmasina neden olur.
Hazirlanan kit oda sicakliginda (15-30°C) ve 1s18a karst hassas oldugundan
karanlikta bekletilmelidir.

Tc-99m DMSA intravendz olarak verilir. Eriskin dozu 2-5 mCi’dir.
Hastalarin agirligina goére verilen aralikta doz diizenlemesi yapilabilir. Cocuklarda
ise viicut agirligr veya viicut ylizey alanina gore doz hesaplamasi yapilir. Viicut
agirhigina gore yapilan hesaplamada 0.05 mci/kg formulii kullanilir. En fazla

radyasyon maruziyeti bobreklerde goriilmektedir (Tablol.).

Tablo 1. Tc-99m DMSA sintigrafisi i¢in ¢ocuklarda radyasyon dozimetresi (123).

Radyofarmasotik Aktivite En Fazla Doz Effektif Doz
’ (MBa/kg) (mGy/mBaq) (MSv/mBaq)
0.45
Tc-99m DMSA 1.5-1.9 (Bobrekler) 0.0039
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Eger hastalar sedatize edilmeyecekse testin yapilmasindan o6nce 6zel bir hasta
hazirligina gerek yoktur. Sedasyon kii¢lik ve/veya uzun siire hareketsiz duramayacak
koopere olamayan c¢ocuklarda yapilabilir. Goriintileme Oncesi bazi bilgiler
edinilmesi sintigrafinin dogru yorumlanmasinda énem tasir. Bunlar, idrar yollarina
ait cerrahi, konjenital iiriner anomaliler (¢ift toplayici sistem, ektopik renal doku,
renal flizyon vs), idrar yolu obstriiksiyonu ve kitle varliginin sorgulanmasi vb. Ayrica
onceki radyografik, USG ve radyoniiklid ¢alismalarin bilinmesi ¢ok énemli katkilar
saglar. Tetkik bir haftalik yeni dogan déneminde yapilabilir, ancak yenidogan
doneminde tiibiiler fonksiyonun olgun olmadigi goéz oniinde bulundurulmalidir.
Ayrica renal tiibiiler asidozlu hastalarda azalmig tiibiler Tc-99m DMSA
konsantrasyonu ve artmig idrar ekskresyonu gosterecektir (126).

Goriintiileme islemi enjeksiyondan 2-5 saat sonra yapilir (124). Hidronefroz,
obstriiksiyon ve/veya renal fonksiyonlarin azalmig oldugu durumlarda 24. saatte geg
goriintli alinmasi uygun olur. Goriintiileme planar, pinhol veya SPECT goriintiilleme
teknikleriyle yapilabilir. Yaygin olan uygulama yiiksek ¢oziiniirliiklii paralel delikli
kolimatdr ile planar goriintiileme seklindedir. Infantlarda ve kiiciik cocuklarda,
biiyiiterek goriintii elde etmeye imkan veren pinhol goriintiileme yapilmalidir.
SPECT goriintiilemede gama kameranin hasta etrafinda 360° donmesi esnasinda elde
edilen goriintiiler iic boyutlu olarak degerlendirilir. SPECT goriintiileme planar
goriintiilemeye gore daha dogru sonuglar verir ve Ozellikle renal skarlagmanin
degerlendirilmesinde faydalidir (121). Multidedektor kamera sistemi ile yapilacak
SPECT goriintiilemede konvansiyonel planar veya pinhol kolimatdr tekniklerine gore
renal lezyonlar1 saptama orani daha yiiksektir (127).

Statik goriintiileme icin hasta supin pozisyonda yatirilir. Paralel delikli
yiksek ¢oziiniirlikkli kolimator ile 256x256 matriks formatinda; posterior, anterior,
her iki posterior oblik ve her iki lateral pozisyonlarda goriintiiler elde edilir. Her bir
projeksiyonda 5-10 dakika siireli veya 300.000-500.000 sayim alinir. SPECT
goriintilleme 128x128 matrikste, 360 derece rotasyon ile hasta sirtiistii pozisyonda
yatarken elde edilmelidir. Nispeten uzun goriintiileme zamaninin hareket artefakti ve
normal goriiniimleri dahi patolojik okumak gibi sorunlar1 beraberinde getirecegi goz
oniinde bulndurulmalidir. Pinhole kolimator ile goriintiilleme yapmak miimkiindiir.

Hasta yiiziikoyun konumda da bulunabilirve 150.000 sayim (minimum 10 dk) almak
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gerekir. Transplante bobrekte veya bobrekte yerlesim veya rotasyon anomalisi
mevcut ise anteriordan da goriintii alinmalidir.

Her iki bdbrek igin posterior pozisyonda alinan goriintlii iizerinde bobrek
sinirlar1 boyunca ilgi alan1 (ROI) gizilir. Split renal fonksiyonlarin dogru
hesaplanmas: i¢in bdbrek disinda kiigiik bir alanda background ROI ¢izilirek zemin
aktivitesi diizeltmesi yapilir. Rotasyon anomalilerinde ayni islem anterior pozisyonda
alman goriintiide de yapilarak geometrik hesaplama yapilmahdir. Kantitatif
degerlendirme i¢in gerekli bu islemler gama kamera sisteminin c¢alisma
istasyonlarindaki programlar vasitasiyla gergeklestirilir. Viziiel olarak bobreklerin
sayis1, yerlesimi, ebatlari, morfolojisi ve bolgesel renal parankim fonksiyonlart
degerlendirilmelidir (123).

Daha dogru bir degerlendirme i¢in dncelikle normal varyasyonlart ve olasi
artefakt nedenlerini bilmek ve diglamak gerekir.Hasta hareketi goriintiilerde artefakta
neden olabilir. Gerekli durumlarda hareket artefakti izlenen goriintiiler
tekrarlanmalidir. Dehidratasyon varliginda bobrek/karaciger aktivite tutulum oram
azalabilir. Bu nedenle hastanin hidrasyonu korunmalidir (125). Ayrica TC-99m
DMSA kitinin hazirlanmasindan enjeksiyon yapilmasina kadar gegen siire ile orantili
olarak kitin stabilitesini kaybetmesine bagli olarak yine karaciger/bobrek aktivite
tutulumu azalabilir. Bu sorunun 6niine ge¢cmek igin kit hazirlandiktan sonra kisa siire
icerisinde enjeksiyonlar tamamlanmalidir. Sol boébregin siiperolateralinde dalak
basisina bagli olarak diizlesme izlenebilir (127). Bobreklerin tist pollerinde dalak ve
karaciger kaynakli ateniiasyon nedeniyle gorece daha diisiik diizeyde aktivite
izlenebilir. Bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda bobrekler liggen seklinde goriilebilir.
Fetal lobiilasyon izlenebilir (128, 129).

Normal goriintiilerde kortekste oldukg¢a homojen bir dagilim gozlenir (121).
Renal konturlar diizgiin olarak izlenir (127). Santralde kaliksler ve papiller
piramitlere bagli olarak rolatif azalmis tutulum izlenebilir. Bununla birliktr renal
piramitlerin arasindaki kortikal dokular olan Bertini kolonlarindaki hiperaktif
(normal) tutulum nedeniyle bu bdlge gorece heterojen olarak izlenebilir.
Obstriiksiyon varligi disinda toplayici sistemlerde aktivite izlenmez (121). Her iki
bobregin yaklasik olarak ayni ebatta ve aymi yogunlukta aktivite tutmus olarak

izlenmesi beklenir. Karcigerde diisiik diizeyde TC-99m DMSA tutulumu goriiliir.
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Split renal fonksiyonlarin degerledirilmesinde %45-55 araligi normal olarak kabul
edilir (123).

Akut pyelonefritte voliim kaybinin ve renal konturlarda deformasyonun eslik
etmedigi tek veya ¢ok sayida bolgesel fokal fotopenik alan izlenir. Alternatif olarak
Tc-99m DMSA tutulumunda difiiz azalma ve 6deme bagli olarak bobrek ebatlarinda
artma ile karakterize tiim bobregin etkilenmesi seklinde kendini gosterebilir. Akut
pyelonefritte izlenen defektler tipik olarak 6-12 ay iginde diizelir. Bu nedenle skar
ayrimi i¢in 6 ay sonra sintigrafik kontrolii onerilir. Ancak akut ve kronik pyelonefrit
veya skarlagsma her zaman statik bobrek sintigrafisi ile ayirtedilemeyebilir. Kronik
pyelonefrit ve skarlasmada renal kontur kaybi, kortikal retraksiyonlar ve voliim
kaybinin eslik ettigi defektler en sik izlenen patolojik bulgulardir. Kama seklinde,
ovoid ve kortikal diizlesmeye neden olan, kortikal kaybin eslik ettigi defektler
kortikal skar1 isaret eder. Vakalarin %10-20’sinde unilateral veya bilateral renal
atrofi vardir. Bobrek yetmezliginde hepatobiliyer eliminasyon 6n planda olacagindan
bobrek tutulumunda azalma ile birlikte karaciger, safra kesesi ve barsak tutulumunda
artis izlenir. Bertini kolonlarmin say1 ve ebatlariin kisiden kisiye farklilik

gostermesi yanlis degerlendirmeye neden olabilir (121, 125, 129-130).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan 30.05.2012 tarih ve 59 sayil1 etik kurulu onay1 alindi.

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada her biri 230-280 g agirliginda olan 32 adet Wistar tiirii Albino susu disi
sicanlar kullanildi. Denekler Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi. Calisma boyunca siganlar
12’°ser saatlik 151k/ karanlik esasimna gore aydinlatilan, sicaklik kontrollii (20£2°C)
standart laboratuar sartlarinda barindirildi. Standart pelet yemi ve ¢esme suyu ile
beslendi. Sicanlarin ¢alisma boyunca suya serbestge ulasmalar1 saglandi. Caligma
sonunda, anestezi altinda iken siganlardan intrakardiyak kan 6rnekleri alinip sakrifiye
edildikten sonra bobrekleri ¢ikarildi.

Deney hayvanlar1 rastgele secilerek, her birinde 8 sican bulunan 4 grup
olusturuldu:

Grup 1 (n=8): Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu

Grup 2 (n=8): Sisplatin uygulanan grup

Grup 3 (n=8): Agmatin uygulanan grup

Grup 4 (n=8): Agmatin verildikten sonra sisplatin uygulanan grup

3.2. Serum Fizyolojik ve ilaclarin Uygulanmasi

Sicanlarda nefrotoksisite olusturmak igin sisplatin (CISPLATIN-Ebewe ® Flakon
50mg/100 mL, Liba ilag) kullanildi. Sisplatin ¢alismanin birinci giinii 7.5 mg/kg
dozunda, intraperitoneal tek doz olarak verildi. Nefrotoksisiteyi engellemek amaciyla
agmatin (Sigma®™) kullanildi. Agmatin, ¢alismanin birinci, ikinci ve tgiincii
giinlerinde, bir doz olarak, intraperitoneal enjeksiyon (3mg/ml konsantrasyonda
10mg/kg doz) seklinde uygulandi. Plasebo olarak sisplatin ve agmatin ile esit
hacimde serum fizyolojik (%0.9 NaCl) soliisyonu kullanildi. Serum fizyolojik

calismanin birinci, ikinci ve Ugiincti giinlerinde 5 ml/kg/dozunda, intraperitoneal
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enjeksiyon seklinde uygulandi. Deney hayvanlarina serum fizyolojik ve ilaglarin

uygulanmasi Tablo 2.’ de gosterilmistir.

Tablo 2. Deney hayvanlarina serum fizyolojik ve ilaglarin uygulanmasi

Uyg. Zamam 1. giin 2. giin 3. giin

Grup1 0. dak. SF SF SF
(SF) 15. dak. SF S SF
30. dak. SF
Grup 2
(Sisplatin®) 15. dak. SF SF SF
30. dak. Sisplatin
0. dak. SF SF SF
Grup 3 _ _ _
(Agmatin®) 15. dak. Agmatin  Agmatin  Agmatin
30. dak. SF
Grup 4

15. dak. Agmatin  Agmatin Agmatin
30. dak. Sisplatin

(Agmatin+Sisplatin)

"5 ml/kg, IP olarak verildi
#7.5 mg/kg doz ve 0.5 mg/ml konsantrasyonda, IP olarak verildi
#10 mg/kg doz ve 3 mg/ml konsantrasyonda, IP olarak verildi

3.3. Anestezi Uygulamasi

Sintigrafik goriintiileme, deneklerin bobreklerinin ¢ikarilmasi ve kan o6rneklerinin
alinmas1 anestezi altinda yapildi. Anestezi 0.15 cc ketamin hidroklorid (Ketalar®
50mg flakon, Pfizer) ve 0.06 cc ksilazin hidroklorid (Rompun® %2 enj. ¢ozelti,

Bayer) intramuskiiler verilerek gerceklestirildi.
3.4. Tc-99m DMSA Sintigrafisi

3.4.1. Radyofarmasétigin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Tc-99m DMSA radyofarmasétigini hazirlamak igin Mo-99/Tc-99m jeneratoriinden
(Ultra-TechneKow ® FM, Covidien, Nepha Tibbi Cihazlar San. ve Tic. A.S.
Istanbul, Tiirkiye) sagim yapilarak elde edilen Tc-99m radyoniiklidi ile ticari olarak
satin alinan DMSA kiti (Renocis ®, CIS bio international Filiale de SCHERING
S.A., Radmed Saglik iiriinleri ve Cihazlar1 Pazarlama Ithalat San. ve Tic. A.S.
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Ankara, Tirkiye) kullanildi. 5 ml SF igerisinde bulunan 20 mCi Tc-99m, DMSA
kitine eklendikten sonra 15 dk siireyle oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Ardindan ince kagit kromotografi yontemiyle kalite kontrol islemleri yapilarak
baglanma etkinligi %95’in iizerinde oldugu goriilen kit kullanildi.

Anestezi uygulanmig sicanlarin kuyruk veninden, 24 G kaniil yoluyla, 400
nCi Tc-99m DMSA intravendz olarak verildi.

3.4.2.Sintigrafik goriintiileme

Radyofarmasétik enjeksiyonundan 4 saat sonra cift dedektorlii gama kamera
(Siemens marka Symbia S model) ile sintigrafik goriintiiler elde edildi. Anterior
detektore pinhole, posterior detektore paralel hole (LEHR) kolimator takildi. Siganlar
prone pozisyonda sabitlendikten sonra bobrekler goriintii alanina girecek sekilde
gama kamera altina yerlestirildi. 256x256 matriks ve +2 biiyiitme uygulanarak her

bir denekten 5 dakikalik statik imajlar (posterior pinhole ve anterior planar) alindi.

3.4.3.Sintigrafik degerlendirme

Elde edilen sintigrafik goriintiller lizerinde bdbrek ve bobrek disi (background)
ortalama sayimlar1 gama kameranin is istasyonundaki software programi vasitasiyla
otomatik  olarak  hesaplandi.  Bobreklerin  parankim  fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde sag ve sol bobrek i¢in ayr1 ayr1 bobrek Tc-99m DMSA uptake’i
(bobrek /bobrek dist ortalama sayim orani) kullanildi. Total fonksiyon
degerlendirilirken ise sag ve sol bobrekler icin elde edilen oranlarin aritmetik

ortalamasi kullanildi. Hesaplamalar su formiiller iizerinden yapilmustir;

total sayim (count)

tal =
ortalama sayim (cpp) piksel say1st

} _ bébrek ROI ortalama sayimi (cpp)
bobrek Tc — 99m DMSA uptake’i =

background ROI ortalama sayimi (cpp)
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Sekil 4. Sintigrafik goriintiiler tizerinde bobrek uptake’inin hesaplanmasi. Posterior
pozisyonda pinhole kolimatdr ile alinan statik goriintiilerde sol bdbrek (LK), sol
bobrek background’u (LB), sag bobrek (RK) ve sag bobrek background’una (RB) ait
ROI ¢izimi goriilmektedir.

3.5. Ratlarin Sakrifiye Edilmesi, Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Ratlar anestezi altindayken torakotomi ile g6giis duvart agilarak intrakardiyak 4-8 ml
kan alinip hipovolemi olusturularak sakrifiye edildi. Sonrasinda vertikal abdominal
insizyon ile karin 6n duvari agilarak her iki bobrek cerrahi olarak ¢ikarildi. Cikarilan
sol bobrek dokulart histopatolojik ¢alismalar i¢in formaldehid soliisyonuna konuldu
ve -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal g¢aligmalar i¢in kanlar santrifiij cihazinda
(NF800, Niive) 15 dk. siire ile 3000 devirde santrifiije edildiktien sonra kuru tiipte -
20 °C’de saklandi.

3.6. Tc-99m DMSA Uptake’inin In Vitro Ol¢iimii
Alman sol bobrek dokusundan ve lomber bélgeden alinan yumusak dokudan gamma
counter cihazinda (LB 2111-LBIS, EG&G Berthold) 140 keV ve %20 pencere

araliginda sayim yapildi. Her bir 6rnekten 60 sn’lik sayimlar elde edildi. Tim

orneklerin agirlik 6lgtimleri hassas bir terazi kullanilarak (High-precision Analytical
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Electronic Balance, AFR-220CE Vibra, Shinko Denshi, Japan) yapildi. Elde edilen
sayimlar (cpm), dokularin agirliklarina boliinerek gram bagina dakikalik sayim
(cpm/g) hesaplandi. Sonrasinda gram basina bobrek sayimi gram basina bobrek disi
yumusak doku sayimina boliinerek bobrek/bobrek disi Tc-99m DMSA tutulum
(uptake) orani hesaplandi. Degerlendirme i¢in bu parametre kullanildi (131). Yapilan

hesaplamalar asagidaki gibi formiilize edilmistir;

bobrek dokusunun sayimi (cpm)

b bobrek =
gram bagiha bobrek saytmi bobrek dokusunun net agirhigi (g)

yumusak doku sayimi (cpm)

b k dok =
gram basina yumusax doku saytmi yumusak dokunun net agirligi (g)

. ,. gram basina b6brek sayimi
bobrek Tc — 99m DMSA uptake'i =

gram basina yumusak doku sayimi

3.7. Serum Bun, Kreatinin ve Sistatin C Diizeylerinin (")lg:iilmesi

Serum BUN ve kreatinin seviyeleri kolorimetrik yontemle Advia 2400 (Siemens
Diagnostics, Tarrytown, NY, USA) otoanalizér cihazinda ayni markali kitlerle
calisildi. Serum sistatin C diizeyleri ise ticari rat sistatin C kiti (ICL, Portland, USA)

kullanilarak caligildi.

3.8. Histolojik Degerlendirme

Isik mikroskopik incelemeler i¢in bobrek dokusuna ait biyopsi materyalleri, Biilent
Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Rutin
Laboratuarinda, %10’luk formol fiksatoriinde fikse edilip, parafin inkliizyonu
yapilarak bloklandi. Bu bloklardan alinan 5 mikron kalinligindaki kesitlere, bobrek
dokusunun histolojik yap1 6zelliklerini ortaya koyacak hematoksilen-eozin (H-E)
boyast uygulandi. Carl Zeiss Axio Lab Al model 151tk mikroskobunda bulgular

gortintilendi.
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Morfometrik incelemer i¢in, H-E ile boyanmis parafin kesitler
degerlendirildi. Her bir sigan i¢in, bir kesit tizerinde 20 glomertil rastgele se¢ildi. Her
bir glomeriiliin en genis ve en dar olmak {izere iki farkli ¢ap1 6lgiildii, daha sonra
ortalamalar1 alinarak glomeriil gaplar1 hesapland1 (132). Morfometrik 6l¢iimlerden

elde edilen veriler min + maks seklinde gosterildi.

3.9. Istatistiksel Yontem

Istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler ortanca (minimum-
maksimum) olarak ifade edildi. Biyokimyasal, histolojik ve sintigrafik degiskenler
bakimindan dort grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanild1. Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastirilmasi
ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile yapildi. Iki sayisal degisken
arasindaki iliski Spearman korelasyon analizi ile incelendi. Sonuclar % 95 giiven

araliginda degerlendirildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Deneklerin ortalama kreatinin, BUN ve sistatin ¢ degerleri Tablo 3’te gosterilmistir.
Ortalama serum kreatinin degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
bulunmaktayd: (p<0,001). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmada Grup 1 ve
Grup 4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ancak her iki grupta da serum
kreatinin diizeyleri normal sinirlardaydi. Grup 2’de ise ortalama serum kreatinin
degeri diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek bulundu (Grafik 1.).

Ortalama serum BUN degerleri agisindan gruplar arasinda anlamh farklilik
izlendi (p=0,001). ikili karsilastirmalar sonucunda Grup 2’de ortalama serum BUN
degeri diger li¢ gruptan anlamli derecede yiiksek bulundu. Diger ikili grup
karsilastirmalarinda ise anlamli fark elde edilmedi.

Tablo 3. Gruplarin ortalama serum kreatinin, BUN, sistatin ¢ degerleri

Grup Kreatinin (mg/dl) BUN (mg/dl) Sistatin ¢ (mg/L)
Ortanca (minimum-maksimum)
Grup 1 (n=8) 0,55 (0,5-0,7) 17,0 (13-30) 3,31 (1,62-6,03)
Grup 2 (n=8) 1,90 (1,5-2,6) 105,0 (81-200) 7,96 (5,27-8,98)
Grup 3 (n=8) 0,60 (0,4-0,7) 19,0 (12-23) 4,78 (2,63-6,67)
Grup 4 (n=8) 0,65 (0,6-0,8) 17,5 (10-25) 4,69 (3,50-6,11)
p< 0,001 p=0,001 p= 0,001

Ortalama serum sistatin ¢ degerleri acgisindan degerlendirildiginde gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhiydi (p=0,001). Yapilan ikili
karsilastirmalarda Grup 2’de ortalama serum sistatin ¢ degeri diger gruplardan
anlamli derecede yiiksek bulundu. Diger gruplar arasinda ise anlamli farklilik

izlenmedi.
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Grafik 3. Gruplarin ortalama serum sistatin ¢ degerleri (ortanca degerler)

4.2. Tc-99m DMSA Uptake Bulgulari

Sol bobrek icin hesaplanan ortalama Tc99m-DMSA uptake degerleri agisindan
gruplar arasinda anlamli  farklilik bulundu (p<0.001) (Tablo 4.). ikili
karsilastirmalarda Grup 2 ile Grup 4 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bu gruplarin (Grup 2 ve Grup 4) ortalama bobrek/bobrek dist uptake orani
degerleri diger gruplardan (Grup 1 ve Grup 3) anlamli farklilik géstermekteydi. Grup

1 ve Grup 3 arasinda ise anlamli farklilik saptanmadi (Grafik 4.).

Tablo 4. Sol bobrek igin gruplarin in vitro Tc-99m DMSA uptake’i

Grup Sol bobrek Tc-99m DMSA uptake’i (cpm/mg)
Ortanca (minimum-maksimum)
Grup 1 (kontrol) (n=8) 536,10 (246,78-721,55)
Grup 2 (sisplatin) (n=8) 60,01 (16,63-124,56)
Grup 3 (agmatin) (n=8) 442,06 (256,42-712,25)
Grup 4 (agmatin + sisplatin) (n=8) 213,50 (33,14-453,22)
p< 0,001
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Grafik 4. Sol bobrek igin gruplarin in vitro bobrek Tc-99m DMSA uptake’i (ortanca
degerler)

4.3. Sintigrafik Bulgular

Sol bobrek, sag bobrek ve her iki bobregin toplami (total) icin ayr1 ayri Tc-99m
DMSA uptake’inin bir gostergesi olarak bobrek-background ortalama sayimi oranlari
hesaplanmis ve bu orana gore istatistiksel degerlendirme yapilmstir.
Buna gore sol bobrek i¢in Tc-99m DMSA uptake’i acisindan gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi. Gruplarin ikili karsilagtirmalarinda Grup 2’de Tc-99m
DMSA uptake’i diger gruplardan anlamli derecede diisiik bulundu. Diger gruplar
arasinda ise anlamli farklilik izlenmedi. Sag bobrekte Tc-99m DMSA uptake’i
acisindan gruplar arasinda anlamli farklihk bulunmaktaydi. Gruplarm ikili
karsilagtirmalarinda Grup 2°de Tc-99m DMSA uptake’i diger gruplardan anlaml
derecede diisiik bulundu. Diger gruplar arasinda ise anlamli farklilik saptanmadi.
Gruplar arasinda her iki bobrek igin (total) ortalama Tc-99m DMSA uptake’i
yoniinden anlamli farklilik saptandi. Yapilan ikili karsilagtirmalarda Grup 2’nin
ortalama Tc-99m DMSA uptake’i diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiiktii. Diger gruplarin karsilastirmalarinda anlamli farklilik yoktu (Tablo

5). Grup 1-4’¢ ait birer sintigrafi goriintiisii Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5: Pinhol kolimator ile posterior pozisyonda alinan Tc-99m DMSA goriintiileri.
Kontrol (A) ve agmatin (C) grubuna ait sintigrafik goriintiilerde benzer bobrek ve
bobrek disit tutulum paterni izlenmekte. Sisplatin (B) grubuna ait sintigrafik
goriintiide bilateral bobrek tutulumunda azalma ve background aktivitede belirgin
artis dikkati cekmektedir. Sisplatint agmatin grubuna ait goriintiide ise bobrek
tutulumu hafif azalmis olmakla birlikte kontrol ve agmatin grubuna yakin diizeyde
oldugu goriilmektedir.

Tablo 5. Gruplarin in vivo (sintigrafik) bobrek Tc-99m DMSA uptake’i

Grup Sol Bobrek Sag Bobrek Total
Ortanca (minimum-maksimum)
Grup 1 (n=8) 32,48 (21,15-39,72) 28,01 (18,17-47,28) 30,29 (24,08-34,22)
Grup 2 (n=6) 12,13 (5,05-14,90) 9,45 (6,92-11,54) 10,42 (5,98-12,87)
Grup 3 (n=8) 28,67 (26,07-47,45) 29,58 (15,52-40,50) 31,47 (22,05-40,95)
Grup 4 (n=8) 22,88 (5,05-49,75) 24,27 (7,27-37,92) 25,57 (6,23-43,84)
p= 0,009 p= 0,006 p= 0,005
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Grafik 5. Sol, sag ve her iki bobrek igin gruplarmn in vivo (sintigrafik) bobrek Tc-
99m DMSA uptake’i (ortanca degerler)

4.4. Histolojik Bulgular

Gruplarin histopatolojik degerlendirme sonuglar1 ve istatistiksel karsilastirmalar
Tablo 6°da gosterilmistir. Buna goére kontrol grubu sicanlarin bobrek dokusunda
yapilan 151k mikroskopik incelemeler sonucu glomeriil yapisi, bowman kapsiili,
bowman aralig1, interstisyel alan, proksimal ve distal tiibiiller histolojik agidan
normal morfolojik 6zellikler tasiyordu (Sekil 6, 7).

Grup 2’nin bdbrek korteksine ait preparatlari incelendiginde, en ¢arpici
degisikliklerin tiibiillerde oldugu gozlendi. Korteks bolgesinde liimenleri genislemis,
oval, uzun ve spiral sekilli tiibiiller gézlendi. Tiibiiler dejenerasyon alanlari, apoptoz
ve nekrozun bir bulgusu olarak piknotik ¢ekirdekli tiibiil hiicreleri ve bazi tiibiillerde
kistik olusumlarin ortaya ¢iktigi gozlendi (Sekil 8, 9, 10). Glomeriiler yapist kismen
veya tamamen bozulmus, bowman aralifi genislemis ve bu sebeple normal
goriiniimiinii kaybetmis ¢cok sayida bobrek cisimcigine rastlandi (Sekil 8).

Grup 3’e ait preparatlarda yapilan incelemeler sonunda; bobrek korteksine ait
yapilarin kontrol grubuna benzer histolojik yap1 gosterdigi izlendi (Sekil 11, 12).

Sisplatin ile agmatin uygulanmis siganlarin bobrek korteksleri incelendiginde,
bobrek cisimciklerinin ¢ogunun normale yakin bir biiyiikliikte olmasina karsin,

glomeriilii hasarlanmig birka¢ bdbrek cisimciginin oldugu gozlendi. Tibiillerdeki
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dejenrasyonun kismen azaldig1 gézlendi. Ancak sadece sisplatin uygulanan gruptaki
gibi tiibiillerde kistik yapilarin varligi saptandi (Sekil 13, 14, 15).

Morfometrik bulgulara bakilarak ortalama glomeriil cap1 i¢in yapilan
istatistiklerde, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamasina karsin, ortalama
glomerul alani i¢in; gruplar arasindaki fark anlamli (p<0.05) bulunmustur. Kontrol
grubuna kiyasla cisplatin grubunda glomeriil alan1 olduk¢a azalmistir. Yapilan ikili
karsilastirmalarda Grup 2’de glomeriil alan1 degeri diger gruplardan anlamli derecede
diisiik bulundu. Diger ikili grup karsilastirmalarinda ise anlaml fark elde edilmedi
(Tablo 6).

Tablo 6. Gruplarin ortalama glomeriil ¢cap1 ve alani

Grup Ortalama Glomeriil Cap1 Ortalama Glomeriil Alam
Ortanca (minimum-maksimum)
Grup 1 (n=8) 108,0 (99,3-127,5) 8934,74 (8207,13-12667,54)
Grup 2 (n=8) 99,5 (93,0-110,1) 7328,94 (6732,40-9273,63)
Grup 3 (n=8) 109,4 (96,0-129,1) 9158,36 (7275,36-12841,12)
Grup 4 (n=8) 108,5 (97,2-114,5) 9070,44 (7671,70-10452,13)
p=0,077 p= 0,042
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Sekil 6. Kontrol grubuna ait sigan bobreginden histolojik bir goriiniim. Glomeriiller
(G), proksimal (P) ve distal tiibiiller (D)’in normal goriiniimde oldugu
izlenmekte. H-E.

Sekil 7. Kontrol grubuna ait sigan bobreginde makula densa ve bowman boslugu.
Glomeriiliin damar kutbunda Makula densa (*) izlenmekte. Kontrol grubuna
ait bobrek korteksinden gecen kesitte bowman boslugu (ok), distal tiibiil (D)
ve proksimal tiibiil (P) olagan bir gortinimde. H-E.
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Sekil 8. Sisplatin grubuna ait sican bobreginde korteks. Tiibiiler dejenerasyon
alanlar1 (*) ve tiibiiler dilatasyonlar (ok) izlenmekte. H-E.

-

- 4 Y - o

Sekil 9. Sisplatin grubuna ait sigan bobreginde glomeriil ve tiibiiler yapilarin durumu.
Glomeriiler dejenerasyon (*), tiibiiler nekroz (ok), tiibiiler limende kistik
yapilar (ok bas1) goriilmekte. H-E.
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Sekil 10. Sisplatin grubuna ait sigan bobreginden histolojik bir goriiniim. Piknotik
cekirdekli tiibiil hiicreleri (ok) ve tiibiillerdeki kistik yapilar belirgin olarak
izlenmekte. H-E.

durumu. Glomeriiller (G), distal tiibiil (D) ve proksimal tiibiiller (P)
normale yakin bir yapida izlenmekte. H-E.
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Sekil 12. Agmatin grubuna ait sican bobreginden histolojik bir goriinim.
Glomertiliin paryetal yapragi (ok) ve bowman boslugu (*) goriilmekte.
Distal Tiibiil (D) ve Proksimal Tiibiil (P) normal histolojik yapida
izlenmekte.

Sekil 13. Sisplatin+agmatin grubuna ait sigan bobreginden histolojik bir goriinim.
Tiibliler dejenarasyonlarin ve tiibiiler dilatasyonlarin azalmasina karsin,
interstisyel alanda vaskiiler konjesyonlar ve tiibiillerdeki kistik yapilarin
varlig1 izlenmekte. H-E.
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Sekil 14. Sisplatin+agmatin grubuna ait sican bdbreginde korteks. Tiibiillerdeki
kistik yapilar goriilmekte. Glomeriilller normale yakin bir goriiniim
sergilemekte. H-E.

Sekil 15. Sisplatint agmatin grubuna ait sican bdbreginde glomeriil ve tiibiiler
yapilar. Piknotik c¢ekirdekli tiibiil hiicrelerinin azaldig1 goriilmekte.
Vaskiiler konjesyonlar ve tiibiiler kistik yapilar belirgin. H-E.
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Grafik 6. Sigan gruplarinin ortalama glomeriil alan1 (ortanca degerler).
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Grafik 7. Sigan gruplarinin ortalama glomertil ¢ap (ortanca degerler).
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5. TARTISMA

Sisplatin solid tiimorlerin tedavisinde kullanilan en 6nemli antineoplastik ilaglardan
biridir. En 6nemli doz sinirlayict yan etkisi nefrotoksisitedir. Sisplatin hiicre igi
bircok sinyal ileti yolagim aktive ederek apoptoz, nekroz ve inflamasyona neden
olur. Oksidatif hasar, hipoksi ve mitokondriyal hasar sisplatin nefrotoksisitesinin
patogenezinde yer alan 6nemli olaylardandir. Biitiin bu mekanizmalarin yani sira
sisplatin bobrekte vaskiiler hasara yol agarak iskemiye, renal doku hasarina ve
GFR’de azalma sureti ile akut bobrek yetmezligine neden olabilir (7, 64).

Sisplatin nefrotoksisitesi iizerinde yogun calismalar yapilmakla beraber
patogenez tam olarak aydinlatilamamistir. Nefrotoksisitesinin onlenmesinde yeni
¢oziimler bulunmasi kanser tedavisinde etkinligi kanitlanmis, yaygin kullanim alanm
bulunan sisplatinin daha etkin dozlarda ve giivenle kullanimina katkida bulunacaktir.
Nefrotoksisitenin 6nlenmesi ile ilgili; ilacin etki mekanizmas: ve patogenez g6z
ontinde bulundurularak birgok yaklasim denenmistir. Patogenezde oksidatif hasar
onemli bir rol oynadigindan bunu onlemeye yonelik ¢ok sayida antioksidan ajan
caligilmastir (3,7,65).

Agmatin L-arjinin’in dekarboksilasyonu sonucu olusan NOS inhibitor
aktivitesi olan, endojen guanidoamin yapisinda norotransmiter-néromodiilator bir
molekiildiir. Renal vazodilatasyon ve plazma akiminda artis saglayarak nefron ve
bobrek filtrasyon hizini artirdigi, farkli organlarda iskemi-reperfiizyon hasarinda ve
sisplatin gibi nefrotoksik bir kemoterapdtik ajan olan ifosfamidin neden oldugu
bobrek hasarma karsi koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (12-15, 104-105, 118).
Agmatinin bdbrekler ilizerinde bahsedilen miispet etkileri nedeniyle sisplatin
nefrotoksisitesine karst koruyucu etki gosterebilecegi diisiiniilmiis ve bu ¢alismada
agmatinin sisplatin nefrotoksisitesi {izerindeki etkisinin sintigrafik, biyokimyasal ve
histolojik yontemlerle gosterilmesi amaglanmustir.

Sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili daha 6nce yapilan hayvan calismalarinda
biyokimyasal nefrotoksisite indeksleri atmis bulunmus, serum BUN ve kreatinin
oranlarinda yiikseklik saptanmistir (60-61). Calismamizda sisplatin uygulanan grupta
serum kreatinin, BUN ve sistatin ¢’nin artmasi biyokimyasal olarak bobrek hasarini

kanitlamaktadir. Serum fizyolojik ve agmatin uygulanan kontrol gruplarinda ise
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serum kreatinin ve BUN degerlerinin normal sinirlarda oldugu goézlenmistir.
Agmatin tek basina uygulandiginda bobrek fonksiyonlarini  degistirmemesi
literatiirdeki bulgular ile uyumluydu (14). Sisplatin uygulanan grupta sisplatin
nefrotoksisitesine ait bulgular saptanmis olup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
ortalama serum kreatinin degeri yaklasik 3 kat, ortalama serum BUN degeri ise
yaklastk 6 kat yiiksek bulunmustur. Sisplatint agmatin uygulanan grupta ise
ortalama serum kreatinin ve ortalama serum BUN degerleri kontrol grubuna yakin
diizeydeydi. Iki grup kendi arasinda karsilastirildiginda ise ortalama serum BUN ve
kreatinin degerinin sisplatin uygulanan grupta sisplatin+agmatin uygulanan gruba
gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptanmustir. Sisplatin uygulanan grupta
ortalama serum sistatin ¢ diizeyi kontrol grubuna goére yaklasik 2 kat yiiksek
bulunmustur. Tek basmna agmatin ve sisplatint agmatin uygulanan gruplarda ise
ortalama serum sistatin ¢ diizeyleri kontrol grubuna gore biraz artmis olsa da bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonu¢ olarak serum BUN, kreatinin ve sistatin ¢ diizeyleri sisplatin
uygulanan grupta belirgin olarak artmasina ragmen agmatint sisplatin uygulanan
grupta kontrol grubuna yakin diizeyde bulunmustur. Buna gore biyokimyasal
parametreler agmatinin sisplatin nefrotoksisitesine karst bobrek fonksiyonlarini
anlamli derecede korudugunu gostermektedir.

Tibiler hiicre Olimii ile karakterize renal doku hasari sisplatin
nefrotoksisitesinin histopatolojik 6zelliklerinden biridir. Bu c¢aligmada sisplatin
nefrotoksisitesinde gerceklesen histopatolojik degisiklikler ve agmatinin bunlar
tizerindeki etkisi de arastiriimustir.

Serum fizyolojik ve agmatin uygulanan kontrol gruplarinda bdobrek
morfolojisi tamamen normaldi. Sisplatin uygulanan grupta saptanan histopatolojik
degisiklikler ise literatiirle uyumlu olarak proksimal tiibiilde daha belirgindi (3, 5, 7,
60-61). Isik mikroskobisi ile yapilan incelemede sisplatin uygulanan grupta
proksimal tiibiillerde liimenleri genislemis, oval, uzun ve spiral sekilli tiibiiller
goriildii. Tlbliler dejenerasyon alanlari ve bazi tiibiillerde izlenen kistik olusumlar ise
bu grupta goriilen diger bulgulardi. Sisplatin+ agmatin uygulanan grupta ise
proksimal tiibiil hasar1 daha az olup, bazi proksimal tiibiillerde mikrovilliis kayb1

mevcuttu. Sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan c¢alismalarda glomeriiler
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morfoloji cogunlukla saglam tanimlanmakla beraber glomeriiler hasarin oldugu
calismalar da bildirilmistir (61-63). Bu ¢alismada sisplatin, yaygin proksimal tiibiil
hasarinin yani sira glomeriiler hasara da yol agmustir. Kontrol grubuna kiyasla
cisplatin grubunda glomeriil alaninin oldukg¢a azaldig1 goriilmistiir. Ancak sisplatin+
agmatin uygulanan grupta glomeriillerin biiyiik oranda korundugu gézlenmistir. Tiim
bu bulgular histopatolojik diizeyde de agmatinin sisplatine bagli boébrek hasarin
azaltici etkisi oldugunu gostermektedir. Literatiirde sisplatin nefrotoksisitesinde
agmatinin etkisini arastiran 151k mikroskobi ile yapilmis bir ¢alismaya
rastlanmadigindan bu sonug¢ énemlidir.

Sintigrafik goriintiiler iizerinden hesaplanan ortalama bdbrek Tc-99m DMSA
uptake’i tek basina agmatin uygulanan grupta serum fizyolojik uygulanan kontrol
grubuna gore anlaml farklilik gdstermemistir. Tek basina sisplatin uygulanan grupta
ise bu deger diger gruplara gore anlamli derecede diisiiktii. Buna goére sisplatinin
neden oldugu nefrotoksisite sintigrafik goriintiiler tizerinden semikantitatif
degerlendirme ile biyokimyasal ve histopatolojik bulgularla uyumlu olarak basariyla
gosterilmistir. Bu durum literatiirdeki bulgular ile de uyumlu bulunmustur. (133)

Sisplatin + agmatin uygulanan grupta ortalama bobrek Tc-99m DMSA
uptake’inin sadece sisplatin uygulanan grup ile karsilagtirildiginda anlamli derecede
yiikksek oldugu saptandi. Bu grupta hesaplanan deger kontrol grubu ve sadece
agmatin uygulanan gruba gore daha diisiik diizeyde bulunmus ancak farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonuglara gére agmatinin sisplatin
nefrotoksisitesinde sintigrafik olarak goriilen degisiklikleri biiyiik oranda azalttigi
saptanmugtir. Literatiirde sisplatin nefrotoksisitesinde agmatinin etkisini arastiran
baskaca bir ¢alismaya rastlanmadigindan bu sonu¢ 6nemlidir. Ancak bu konuda daha
fazla denek ile yapilacak caligmalarla sonuglarimizin desteklenmesi gerektigi
kanaatindeyiz.

Sintigrafik degerlendirmede her iki bobrek icin ayr1 ayri degerlendirme
yapilabilmistir. Bu degerlendirmenin sonucunda sol ve sag bobrekte etkilenmenin
beklendigi gibi birbirine yakin diizeyde oldugu goriilmistiir. Ortalama bobrek-
bobrek disi sayim orani tiim deney gruplarinda sol bobrekte saga gore minimal
yiiksek bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan bu farkin muhtemelen

sag bobrek cevresindeki dokularda tutulumun Tc-99m DMSA’nin biyodagilim
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ozellikleriyle iligkili olarak gorece daha yiiksek diizeyde olmasindan kaynaklandigi
distiniilmistiir.

Calismamizda gamma counter ile in vitro Ol¢iim sonucuna gore sisplatin
verilen grupta ortalama Tc-99m DMSA uptake’inin (bobrek-bobrek disi uptake
orani) kontrol grubuna kiyasla anlaml1 derecede diisiik oldugu goriilmistiir. Bu bulgu
sisplatin grubunda elde edilen histopatolojik bulgular ve biyokimyasal gostergelerle
uyum gostermektedir. Ayrica literatlirde sisplatin ile yapilan ¢alisma sonuglari ile de
uyumlu oldugu gorilmiistiir (133). Tek basina agmatin uygulanan grupta ortalama
Tc-99m DMSA uptake’i serum fizyolojik uygulanan kontrol grubuna yakin diizeyde
bulunmustur. Sisplatint agmatin uygulanan grupta ise ortalama Tc-99m DMSA
uptake’i sisplatin uygulanan gruba goére belirgin olarak daha yiiksek diizeyde
olmasina ragmen fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durumun
calismamizda denck sayisinin az olmasi ve sisplatin+agmatin uygulanan grupta
bobreklerin kontrol grubuna gore kismen de olsa etkilenmesiyle ilgili olabilir.

Sisplatin ile beraber agmatin uygulanan grupta histopatolojik ve sintigrafik
olarak tamamen normal bulgular goriilmese de sisplatin grubu ile kiyaslandiginda
biiyiilk oranda diizelme izlenmistir. Biyokimyasal indekslerden serum sistatin c
diizeylerinde de histopatolojik ve sintigrafik bulgular ile paralel sonuglar elde
edilmistir. Ancak ortalama serum kreatinin ve BUN degerleri sisplatin+ agmatin
uygulanan grupta kontrol grubundaki gibi tamamen normal diizeyde bulunmustur.

Tek basina agmatin uygulanan ve sisplatint agmatin uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gore ortalama serum sistatin ¢ diizeyinin ortalama serum BUN ve
kreatinin degerlerinin aksine nispeten artmis olmasini sistatin c¢’nin  bdbrek
fonksiyonlarindaki ~ degisikligi =~ gostermede  daha  hassas  olmasindan
kaynaklanabilecegini diislindiik. Zira literatiirde serum kreatinin ve serum sistatin ¢
nin karsilastirildigi ¢aligsmalarda sistatin ¢’nin bobrek fonksiyonlarindaki azalmaya
daha erken donemlerde yiikselerek yanit verdigi ve serum kreatinin’e iistiin oldugunu
gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (40-43). Ayrica serum sistatin ¢ degerlerinin
histopatolojik bulgular ile uyumlu olmasi bu durumu destekler niteliktedir. Yine
histopatolojik bulgular referans alindiginda sintigrafinin serum BUN ve kreatinin

degerlerine gore daha dogru sonug verdigini soylemek miimkiindiir.
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Literatiirde sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda sisplatinin
IP olarak farkli dozlarda (5-20mg/kg) uygulanmis oldugu goriilmektedir (52, 134-
140). Calismamizda sisplatin 7,5 mg/kg dozda verilmistir. Bu deger simdiye dek
yapilan bir ¢cok calisma ile kiyaslandiginda diisiik doz sayilabilecek diizeydedir. Bu
durum ulastigimiz sonuglart daha da anlamli kilmaktadir. Ayrica ¢aligmamizin bir
diger amact olan nefrotoksisitenin erken donemde tespiti icin sintigrafik,
biyokimyasal ve histolojik degerlendirme sisplatin verildikten 3 gilin sonra
yapilmistir. Zira sisplatin uygulamasindan sonra bdbrek fonksiyonlarinda
bozulmanin gostergesi olarak GFR’de azalma en erken 3. giinde baslar (7). Buna
gore calismamizda elde ettigimiz sonuglar Tc-99m DMSA uptake’inin diisiik doz
sisplatin uygulamasindan sonra erken dénemde nefrotoksisiteyi saptamada basarili
oldugunu gostermektedir. Ayrica ¢alismada kullanilan deneklerin bazal bobrek
fonksiyonlart kontrol grubu ile birlikte diigiiniildiiglinde normal kabul edilebilir.
Ancak klinik uygulamalarda her iki bobrek fonksiyonlari esit olmayabilir. Bu
durumda sintigrafik goriintiileme ile hastanin bazal bobrek fonksiyonlarinin ayri ayri
degerlendirilebilmesi sisplatin tedavisi uygulanmasi diisiiniilen hastalarda tedavi
kararmi1 ve takibini biyokimyasal parametrelere gore daha dogru olarak
yonlendirebilir.

Sonu¢ olarak bu aragtirmada sisplatin uygulamasi ile beraber agmatin
uygulamasimin sisplatin  nefrotoksisitesi lizerinde koruyucu etkisi oldugu
histopatolojik, sintigrafik ve biyokimyasal yontemlerle ortaya konmustur. Bu
sonucun klinikte tiimor tedavisinde sik¢a kullanilan sisplatin tedavisine agmatinin
eklenip eklenmemesine karar vermede fayda saglayacagimi dusiinmekteyiz.
Literatiirde sisplatin nefrotoksisitesinde agmatinin etkisini arastiran bir ¢aligmaya
rastlanmadi@indan sisplatin+agmatin uygulanan gruplarda elde edilen biyokimyasal,
sintigrafik ve histolojik degerlendirme sonuglari bu alanda ilk veriler olup ayrica
onemlidir. Bunlarin disinda Tc-99m DMSA sintigrafisi iizerinde bobrek-bobrek disi
ortalama sayim oranini hesaplamak suretiyle yapilan bu in vivo- in vitro
radyofarmasdtik modeli ile sisplatin gibi nefrotoksik ajanlara karsi potansiyel

renoprotektif ajanlarin degerlendirilebilecegi gosterilmistir.
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6. SONUCLAR

Histopatolojik bulgulara gore sisplatin nefrotoksisitesini 6nlemede agmatinin faydali
oldugu goriilmektedir. Sisplatin+ agmatin uygulana grupta ise glomeriiler hasar ve
proksimal tiibiil hasar sisplatin uygulanan gruba gore daha azdir.

Sisplatin+agmatin uygulanan grupta, serum BUN, kreatinin ve sistatin c
degerlerinde sisplatin uygulanan gruba gore anlamli derecede daha diisiik izlenmesi
agmatinin sisplatin nefrotoksisitesinde bobrek fonksiyonlari itizerindeki koruyucu
etkisini gostermektedir.

Sisplatin grubunda kontrol grubuna ve sisplatin+agmatin uygulanan gruba
gore Tc-99m DMSA uptake’i nispeten anlamli derecede diisiik bulunmstur. Buna
gore parankimal fonksiyonun bir gostergesi olan Tc-99m uptake’i ile agmatinin
sisplatin  nefrotoksisitesi {izerindeki koruyucu etkisi sintigrafik olarak da
gosterilmistir.

Bu sonuglar agmatinin insanlarda sisplatin nefrotoksisitesinde hasarin
azaltilmasia yardimci bir secenek olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak sisplatin
nefrotoksisitesini Onlemeye yonelik arastirilan maddelerin antitiimor etkinligi
olumsuz yonde etkileyebilmesi onemli bir sorundur. Ayrica bilindigi kadartyla
literatiirde agmatinin sisplatin nefrotoksisitesi iizerine etkilerini aragtiran bagka bir
calisma bildirilmemistir. Bu nedenle bu sonucun bagka ¢alismalarla desteklenmesi ve
ileri ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. UlastiZimiz bu sonucun bu alanda
yapilacak yeni ¢alismalara yon verebilecegini diisiiniiyoruz.

Tc-99m DMSA sintigrafisi goriintiileri lizerinde semikantitatif olarak bobrek-
bobrek dist ortalama sayim oranini hesaplamak suretiyle uygulanan bu sintigrafik
yontem diisiik doz sisplatin uygulamasi sonrasi erken donemde nefrotoksisiteyi
saptamada basarili bulunmustur. Sintigrafinin ek olarak her iki borekle ilgili ayr1 ayri
yerlesim, morfoloji, split fonksiyonlar ve diger patolojiler hakkinda da bilgiler
vermesi diger avantajlaridir.

Ayrica bu basit radyofarmasétik hayvan modelinin sisplatin gibi nefrotoksik
ajanlara karsi potansiyel renoprotektif ajanlarin etkinliginin degerlendirilmesinde

kullanilabilecegini diisiinyoruz.
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