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OZET

Bobrek hasart uzun dénem kalici izler birakan hala etyopatogenezi tam
olarak bilinmeyen bir siirectir. ~ Bobrek fibrozisinde asil hedef, siirecin
yavaslatilmast  durdurulmasi ve nihayetinde doku hasarmin  geriye
dondiiriilmesidir. Bu siiregten sorumlu olan molekiillerin tanimlanmasi bu ac¢idan
oldukca 6nemlidir. Son zamanlarda tanimlanmis ve renal sistemde sentezlendigi
bilinen yeni bir hormon olan Elabela (Ela) (Ela-32, Ela-21, Ela-11) adl1 proteinin
bu yolaklarda gorevli olabilecegi disiiniilmektedir. Caligmada sicanlarda
Doksorubisin (Dox) ile olusturulacak bobrek fibrozis hasarinda bu hormonun
degisiminin ve muhtemel etkisinin degerlendirilmesi amacglanmistir.

Toplam 28 adet wistar albino erkek sican; kontrol, Ela-21, Dox ve
Dox+Ela-21 olmak iizere, her grupta 7 hayvan olacak sekilde ayrildi. Kan ve
bobrek dokularinda Elabela, KIM-1, NGAL, IL-6, Smad3, Kollojen I ve III gen
ifadelerinin belirlenmesi i¢cin QRT-PCR, ELISA ve immiinohistokimya analizleri
kullanildi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; Ela-21 uygulamasinin Dox grubunda
artan serum IL-6, NGAL, Kim-1, MDA ve biyokimyasal parametreleri normalize
ettigi histolojik olarak bobrek tiibiil ve glomertil hasarini azalttig1 gosterilmistir.

Mevcut ¢alisma, temel olarak Ela-21 peptidinin, Dox ile olusturulan sigcan
bobrek hasart modelindeki etkilerinin molekiiler, histolojik ve biyokimyasal
olarak gosterildigi ilk ¢alismadir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, Ela’nin sigan
bobrek hasariin onarilmasi i¢in potansiyel aday olabilecegini gostermektedir.

Caligsma verilerinden yola ¢ikilarak, Ela-21 peptidinin etkinliginin baska

sigan bobrek hasar modellerinde calisilarak, mevcut verilerin desteklenmesine ve
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dogrulanmasina gereksinim vardir.
Anahtar Kelimeler: Fibrozis, Apela/Elabela/Toddler, bobrek hasari,

Doksorubisin
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ABSTRACT

(INVESTIGATION OF THE ROLE OF ELABELA HORMONE IN RAT
KIDNEY INJURY)

Renal injury is a process that is still unknown for its etiopathogenesis,
leaving long-term permanent marks. The main target in renal fibrosis is to slow
down the process and ultimately restore tissue damage. The identification of
molecules responsible for this process is very important in this respect. It is
thought that the protein named Elabela (Ela), which is a recently described
hormone known to be synthesized in the renal system, may be involved in these
pathways. The aim of this study was to evaluate the change and the possible effect
of this hormone in Doxorubicin (Dox) induced renal fibrosis damage in rats.

A total of 28 male wistar albino rats were divided into 7 animals in each
group that consists of control, Ela-21, Dox and Dox + Ela-21. For the
determination of Elabela, KIM-1, NGAL, 1L-6, Smad3, Collagen I and III gene
expressions in blood and kidney tissues were used qRT-PCR, ELISA and
immunohistochemistry analyzes.

Compared with the control group, Ela-21 practise was shown to normalize
increased serum IL-6, NGAL, Kim-1, MDA and biochemical parameters and
histologically reduce renal tubule and glomerular damage in the Dox group.

The current study is the first to demonstrate the protective effects of Ela-
21 peptide in rat Dox-induced renal injury model as molecularly, histologically
and biochemically. These data indicate that Ela may be a potential candidate for

the rehabilitation of rat kidney injury. Based on the study data, there is a need to
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support or confirm data by studying the efficacy of Ela-21 peptide in another rat
kidney injury models.

Keywords: Fibrosis, Apela/Elabela/Toddler, kidney injury, Doxorubicin
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1.GIRIS

Bobrekler; kami siizen ve kan dolasimindaki zararli maddelerin, fazla
suyun, bazi minerallerin ve iirenin idrar araciligiyla viicuttan disar1 atilmasini
saglayan organlardir. Temel gorevi idrar olugsmasini saglamaktir. Bu sayede viicut
siv1 ve elektrolit i¢eriklerinin normal sinirlar i¢erisinde kalmasini ve zararli olan
maddelerin viicuttan uzaklastirilmasini saglamaktadir. Bobregin en sik rastlanilan
hastaliklar1 bobrek iltihabi, bobrek tasi, nefrit, bobrek yetmezligi, iiremi, diyabet
ve yiiksek tansiyona bagli hipertansif nefroskleroz gibi bobrek hastaliklari
seklindedir.

Bobrek hasari, ciddi akut ve kronik hasarlar ile sonuglanan kompleks bir
patofizyolojik siire¢ olup; bobrek hasarinda iskemi/reperfiizyon ve renal fibrozis
olmak fiizere iki temel patoloji gozlenmektedir. Nefron, bobregin anatomik ve
fonksiyonel en kiiciik birimi olup, bilinyesindeki slizme islemi sirasinda, kan
hiicrelerinin ve proteinlerin idrara ge¢cmesini engellemektedir. Sistemin cesitli
nedenlerle bozulmasi sonucu asir1 protein kaybedilmesi ile ortaya ¢ikan durum
nefrotik sendrom olarak adlandirilmaktadir. Cogunlukla cocuklarda goriilen
yogun proteiniiri, O6dem, hiperlipidemi ve hipoalbiiminemi gibi bulgular;
glomeriiler filtrasyonda gegirgenlik artisina bagli olarak gelisir. Nefrotik
sendromda meydana gelen histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikleri
incelemek, yeni tedavi yontemleri bulmak ve ilag tedavileri denemek amaciyla,
cogunlukla fare ve sigan gibi deney hayvanlarinda toksik ve immiinolojik
uyaranlarla deneysel hayvan nefrotik sendrom modelleri olusturulmaktadir (1-5).

Bu amagla kullanilan toksik ajanlardan biri de doksorubisin (Dox, DXR, ticari



adiyla Adriamisin) kanser kemoterapisinde kullanilan bir ilag olan antrasiklin
tiirevi antibiyotiktir. Doksorubisin ile indiiklenen epitelyal hiicre hasar1 sonucunda
glomertilde kast olusumu ve proteiniiri gériilmektedir. Doksurubisinin indiikledigi
renal toksisite; tiibliler dilatasyon ve glomeriiler vakuolizasyona neden olmaktadir.
Son c¢alismalarda, epitelyal hiicre hasari, glomeriiler piiskiil (atrofi) - kapsiil
adezyonuyla karakterize glomeriil hasar gosterilmistir (6). Ayrica doksorubisin
nefropatisi renal fibrozis ve epitelyal sodyum kanali (ENaC)-bagimli voliim
retansiyonuna da yol acar (7). Doksorubisin ile olusturulan renal fibrozis, bobrek
parankiminde ilerleyici zararli bag dokusu birikimi ile karakterize edilir. Bu da
orjinal bobrek hasarina neden olan primer bdbrek hastaligindan bagimsiz olarak
bobrek fonksiyonlarinda bozulmaya neden olan zararli bir siire¢ gibi
goriinmektedir (7).

Fare ve sigan gibi deney hayvanlarinda yapilan farkli ¢alismalarda,
Apelin'in vazodilatér olarak damarlarda ve pozitif inotropik olarak ise kalp
tizerine etkisi oldugu gosterilmistir (8, 9). Santral sinir sisteminden salinan
Apelin'in, antiditiretik hormon ve baska aracilar yoluyla, bobregi ve cevre
dokular etkiledigi bildirilmistir (10, 11). Calismamizda ise, apelin reseptoriiniin
yeni kesfedilmis ligand1 olan ELA (Elabela/Toddler/Apela) hormonunun sigan
akut bobrek hasar1 modelleri tizerindeki etkileri arastirilacaktir.

Elabela, kardiyovaskiiler ve renal sistem gelisimini ve fonksiyonunu
diizenlemek icin apelin reseptoriinii (AR veya APJ) aktive eden, son zamanlarda
tanimlanmis olan bir peptid hormondur (12, 13). Kodlanmis protein, zebrafish'teki
(zebra balig1) kalp gelisimi i¢in gereklidir ve PI3K/AKT yolaginin aktivasyonu

yoluyla insan embriyonik kok hiicrelerinin kendini yenilemesini sagladig



gosterilmistir. Sican yetiskin bobrek dokusunda da Elabela geninin ifade edildigi
belirlenmistir. Ancak, bdbregin ¢esitli hastaliklarinda yeni tanimlanmis bu
hormonun rolii tam olarak bilinmemektedir. Insan ve fare hiicre hatlarindaki
deneyler, anjiyogenezde vaskiiler tonusunun diizenlenmesinin yanisira ilave
rollerine isaret etmektedir. APJ'nin aktivasyonu; siklin adenozin mono fosfat
(cAMP) baskilanmasi, protein kinaz B'min (Akt) , ERKI1/25 ve p70S6K6
fosforilasyonu, kalsiyum mobilizasyonu ve nitrik oksit sentaz (NOS) etkinligi
gibi genis bir biyokimyasal degisiklik spektrumuna neden olur (14-18).
Elabela’nin  bdbrek hasar1 {izerine 1iyilestici etkilerinin olup olmadig
bilinmemektedir. Bu baglamda c¢alismamizda hem fibrozis sonrasi Elabela
diizeyleri degerlendirilecek hem de Elabela hormonu uygulanarak muhtemel
tyilestirici etkiler ortaya konmaya calisilacaktir.

Bobrek hasari olusturulmasi i¢in farmakolojik yontemler siklikla
kullanilmaktadir (19). Calismamizda Elabela hormonu uygulanacaktir. Bobrek
hasar1 olusturulduktan sonra Elabela uygulamasinin, Elabela diizeylerinde
degisime neden olup olmadigi belirlenerek, Elabela'nin bobrek hasarinda bir

belirte¢ olarak kullanilabilirligi ve patofizyolojideki 6nemi arastirilacaktir.

1.1. Bobrekler

1.1.1.Bobregin Anatomik Yapisi ve Yerlesimi

Yetiskin bir insanda ortalama agirligt 130-150 g olan bobrek, insan
viicudunun en iyi korunmus organlarindan biridir. Yetigkin bir insandaki ortalama
boyutlar1 yaklagik 12 cm uzunluk, 8 cm en ve 3 cm derinlik seklindedir. Fasulye

bi¢imli, kirmizi-kahverengi renkli, bir c¢ift olarak bulunan bdobrekler idrar



olusumunda gorevlidirler. Anatomik olarak omurganin her iki yaninda
retroperitoneal yerlesimlidirler. Sag bobrek {istlinde bulunan karacigerin
baskisindan dolay1 sol bobrege gore biraz daha asagi seviyede bulunmaktadir.
Bobrek dokusu en distan kalin ve dayanikli bir zar olan bobrek kapsiilii ile
sarihidir. Ek olarak, bobrekleri travmalardan koruyan retroperitoneal yag dokusu
ile ¢evrilidir. Her bir bobregin orta kisminda hilum bulunur. Hilum bélgesinde
renal arter, lenfatikler ve sinirler giris yaparken, renal ven ve iireter ¢ikis yapar.
Bobrekler, icyapilar koruyan giiclii ve lifli bir kapsiil ile ¢evrilidir.

Sag bobrek; listte siirrenal, 6nde karaciger, hilum dolaylarinda duodenum,
vena kava inferior (VKI) ve altta ¢ikan kolon ve ince bagirsak ile komsu
durumdadir. Sol bobrek ise iistte siirrenal, dalak, damarlar ve mide ile hilum
dolaylarinda pankreas kuyrugu, 6n iistte jejunum ve inen kolonla komsudur (20).
Oniinde psoas kast ve arkada diyafram yapraklari iizerine yerlesmis

durumdadairlar.

1.1.2. Bébregin ic Yapisi

Bobrekler dikey kesildiginde dis tarafta korteks, orta tarafta medulla ve i¢
tarafinda ise kaliksler ile pelvis goriilmektedir. Bobrek medullasinda bobrek
piramidleri olarak da adlandirilan koni bi¢cimli ortalama 10 adet doku kitlesi
mevcuttur. Piramitlerin taban kismi medulla ve korteks arasindaki sinirdan
baslayip, huni bi¢gimdeki iist kisminin sonunda olusan bobrek pelvisine yonelen
papillada sonlanir. Pelvis dis hatt1 major kaliks denen agik yanlarda asagir dogru
uzanir ve papillalarda tiibiillerden idrar toplayan minor kalikslere ayrilir. Pelvis,
kaliks ve iireterlerin duvarlari; idrarin bosaltilincaya kadar depolandigr mesaneye

dogru yol almasini saglayan kasilabilir yapilar igerir.



Renal korteks

Renal medulla

Renal pelvis

Minor kaliks

Ureter

Renal kolonlar
Korteksten uranir

Bobrek kapsulu

Sag bobrek i¢ yapisinin fotograf Sag bobrek i¢ yapisinin resmi

Sekil 1. Bobrek i¢ yapist (181)

1.1.3.Nefron Yapisi

Bobrekler nefron olarak adlandirilan ve bobregin fonksiyonel en kiigiik
birimi olarak bilinen yapilardan olugmaktadir. Yaklasik olarak her bobrekte 1
milyon adet nefron bulunur. Siiperfisiyal, midkortikal ve jugstaglomeriiler
nefronlar olmak iizere ii¢ tip nefron vardir. Nefron, Bowman kapsiil icerisine
yerlesmis olup, kapiller damarlarin gevreledigi tiibiillerden ve glomeriil yumaktan
meydana gelir. Nefronlarin ortalama % 82’si korteksin orta ve dis katmanlarinda
bulunur. Bu nefronlarin henle kulpu daha kisadir. Nefronlarin yaklagik % 18'i ise
korteks-medulla birlesim yerinde bulunur. Bu nefronlar, jugstamediiller nefronlar
olarak adlandirilir ve bu nefronlarin, henle kulplar1 daha uzundur.
Nefronlar 5 boliimden olusur:

1- Glomeriil: Renal tiibiiliin genisletilmis sinir kismi olan Bowman

kapsiilii ile ¢evrili kapiller topaklardir. Kapiller yumak ve mezangium, podosit



denen epitelyal hiicrelerce sarilmistir. Bowman kapsiiliiniin katlar1 arasinda yer
alan ve tiibiiler alana agilan bolge ise, idrar boslugu veya Bowman boslugudur.
Vaskiiler kutbun zit yoniinde, Bowman kapsiilii tiibiiliin ilk kismina agilir.
Kapillerler glomeriiler mezangium denilen bir sap ile bir arada tutulur. Idrar
olusumu ultrafiltrasyon siireci ile glomeriiler filtrasyon bariyerinde baglar.
Glomeriiler filtrasyon bariyeri ii¢ tabakadan olusur; fenestrasyonlu endotel,
glomertiler bazal membran ve podosit olarak bilinen epitel hiicreleri (21, 22).

Niikleuslart mezangiyuma bitisik olan endotel hiicreleri, biiyiik
molekiillerin gec¢isine karst 6nemli bir engel olusturmazlar. Endotel yiizeyi
polianyonik glikoproteinler nedeniyle negatif yiikliidiir.

Orta tabakayr olusturan glomeriiler bazal membranin kollagen ve
glikoprotein elemanlarindan olustugu gosterilmistir.

Iki tip epitelyal hiicre vardir. Biri glomeriiler filtrasyon bariyerinin dis
tabakasini olusturan visseral epitelyum hiicreleri podosit denilen ayaks1 uzantilarla
bazal membrana dayanirlar. Albiimin gibi negatif yliklii makromolekiilleri iterek
filtrasyona engel olurlar (23). Digeri pariyetal epitel hiicresi olup Bowman
kapstiliiniin dis kismindadir. Bowman kapsiilii denince de bu tabaka anlasilir ve
proksimal tiibiiliis hiicresi ile devam eder.

Mezangiyumda fagositik yetenegi olan ve olmayan iki tip hiicre bulunur.
Mezangial hiicreler govdelerinden glomertiler bazal membrana dogru uzanan ¢ok
sayida uzantilar1 bulunan ve yogun mikrofilament bantlar igeren hiicrelerdir (24).
Fagositik olmayan hiicreler ¢ogunlukta olup diiz kas hiicreleri gibi davranir ve
ozellikle anjiotensin-2 veya vazopressin etkisi ile kontraksiyon yaparlar.

Kontraksiyon ile filtrasyon ylizeyini degistirerek glomeriiler kan akiminin ve



filtrasyonun ayarlanmasinda 6nemli rol oynarlar. Ayrica gesitli tipte kollagen
sentezlerler. Ikinci tip mezangiyum hiicreler ise fagositer fonksiyona sahip

makrofajlardir (25).

2- Proksimal Tiibiil: Korteks yerlesimlidir.

3- Henle Lupu: Kortikomediiller birlesim yerine yerlesimlidir.
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Distal Tiibiil: Korteks i¢indedir.

5- Toplayici Kanal: iki ya da ikiden fazla distal tiibiilden olusur.

Kortikal nefronlarin glomeriilleri korteksin dis kismindadir. Sadece Henle
kivrimi dis medullaya kadar iner. Efferent arteriolil tiibiiller etrafinda peritiibiiler
kapiller ag olusturur. Jukstamediiller nefronlarin glomeriilleri korteks ile medulla
arasindadir. Henle kivrimi medullanin derinliklerine kadar iner. Efferent arteriolii
Henle kivrimi ile yan yana seyreden ve medullanin derinliklerine kadar inen farkli

bir kapiller ag olusturur. Bu organizasyon idrarin yogunlastirilmasinda énemlidir

(26).
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Sekil 2. Nefron yapis1 (27)

1.1.4.Bobregin Kan Dolasim

Bobrekler, birinci lomber vertebra hizasinda aortadan ¢ikan tek arterle
kanlanir. Renal arter cogunlukla anterior ve posterior olarak iki dala ayrilir ve bu
dallar da daha sonra {ist, orta ve alt lobar dallara ayrilmaktadir.

Bobrek kan akimi, normal olarak kalp atimmin %?20-25’1 kadardir.
Yaklasik dakikada 1.2 It’dir (28-30). Bobrek arteri parankime girince interlobar

arter ismini alir, mediiller piramidlerin kenarlarindan kortekse dogru ilerleyerek



piramidlerin tabanindaki arkuat arterler ile devam ederler. Arkuat arterlerden dik
olarak cikan interlobiiler arterler korteks i¢cinde perifere dogru ilerler. Bu arterden
glomeriile giden afferent arterioller ¢ikar. Ozellesmis kapiller yumak olan
glomeriiliin kani, vaskiiler polden c¢ikan afferent arteriol ile tasinir. Efferent
arteriolller hemen dallanarak korteksteki tiibiiliislerin ¢evresini saran peritiibiiler
kapiller agin1 olusturur. Jukstamediiller glomertillerin arteriollerinden ¢ikan
kapiller vasa recta, medullanin derinliklerine dogru iner. Vasa rekta kapiller bir
agdir ve henle kulpunun asagi kisimlarinin ¢evresinde uzanir. Vasa rekta idrarin
yogunlastirilmasinda ve diliie edilmesinde henle kulpu ile birlikte 6nemli bir
isleve sahiptir. Peritiibiiler kapiller ag1, ven olarak bobrekteki diger kiiciik venlerle

birleserek vena renalisi meydana getirir ve bobrekten cikar.

= Afferent
SN _arteriol

Sekil 3. Bobrek damar yapisi ve kan akisi (28)



1.1.5. Bobregin Fonksiyonlar: (31)
1- Viicut s1vi, elektrolit, asit ve baz dengesinin korunumu ve devamliligi
2- Metabolik atik tiriinleri olan iirik asit, iire, kreatinin uzaklastirilmasi
3- ilag, toksin ve zararli metabolitlerinin detoksifiksyonu ve uzaklastirilmasi
4- Viicut s1vi miktar1 ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi
5- Hormon {iretimi ve metabolizmaya katki: eritropoetin, renin, vitamin-D3 aktif
formu gibi hormonlarin iiretimi ve metabolizmasi
6- Insiilin, glukagon, parathormon ve bilyiime hormonu gibi peptid hormonlarinin
yikimi
7- Molekiil agirlig kiigiik olan proteinlerin ( Ornegin; B2-Mikroglobulin) yikimi

8- Glukoneogenez ve lipid metabolizmasi gibi metabolik etki

1.1.5.1. idrar Olusumu

Bobrekler kani siiziip idrart meydana getirir. Idrar iireterler yardmmi ile
mesanede toplanir, iiretrayla disar1 atilir. Idrar, nitrojen igeren iire ve iirik asit
metabolizma iirlinlerini viicut disina atar. Nitrojen atiklarinin en 6nemli kaynagi
protein ve piirin bazlaridir. Piirin bazlarinin yikim iiriinii tirik asit, proteinlerin
parcalanmasiyla olusan iiriin ise amonyaktir. Amonyak, hiicreler i¢in oldukca
toksik bir madde oldugundan karacigerde iireye doniistiiriiliir ve bobrek tarafindan
atilir (32).

Idrar olusumu 3 asamada olusmaktadir:

A-Filtrasyon: Afferent arteriol ile glomertiler kapiller yumaga ulasan kan
proteinleri ve hiicreleri digindaki biitiin elemanlar Bowman kapsiiliine siiziiliir ve
icerigi proteinler disinda plazmanin yapisi ile es deger sayilabilir. Birim zamanda

siiziilen plazma miktar1 Glomeril filtrasyon hizi (GFH) olarak tanimlanir
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(ortalama deger 120-130 ml/dk). Bobrekler normalde dakikada 120-130 ml arasi
yani giinde 180 litre plazmay filtre eder. Bobreklerde filtre edilen plazma miktar
180 litre gibi yiiksekken, bir giin icinde ¢ikarilan idrar ortalama 1,25 litre kadardir.
Glomeriiler filtrasyon hizi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilir. Glomeriiller
kapiller igindeki kanin hidrostatik basincinin azalmasi filtrasyonu azaltir,
yiikselmesi ise artirmaktadir. Kapillerdeki hidrostatik basing, afferent arteriol
daralmasinda, bobrege gelen kan miktarinin azalmasi sonucu (arteriyel kan
basincinin diismesi ve kan kayiplar1 gibi kosullarda) diiser. Buna karsi efferent
arteriol daralmasi basinci yilikseltmektedir. Glomertiil kapillerindeki gegirgenlik
artislar1 glomeriiler filtrasyon hizin1 (GFH) artirir. Bowman kapsiil i¢indeki sivi
basincinin artmasi durumunda filtrasyon azalir.

B-Geri Emilim (Reabsorbsiyon): Filtratin i¢inde olan su ve maddeler basit
diffiizyon ve aktif tasinma ile Once tiibiiliis hiicrelerine, buradan da kana geri
emilirler. Maddelerin geri emilimleri organizmanin gereksinimi dogrultusunda
diizenlenmektedir. Geri emilimin 10 da 9’u proksimal tiibiiliis alaninda
yapilmaktadir. Tiibiiliislerde geri emilemeyen madde miktarinin artmasi suyun
geri emilimini azaltarak ditireze (idrar atimi1) neden olur (32).

Kanin glukoz konsantrasyonu normal oldugunda, glomeriillerden siiziilen
glukozun tamami proksimal tiibiil bolgesinde aktif tasima ile yeniden emilir ve
idrarda glukoz salinmaz. Kan glukoz konsantrasyonu normalden yiiksek
oldugunda, fazla glukoz tekrar emilemez ve idrar ile glukoz atilir. Tiibiil sivisinda
kalan ve tekrar emilemeyen asir1 glukoz, suyu beraberinde siiriikleyerek ozmotik
kuvvete neden olur ve poliliri olusur. Poliiiri, belirli bir siire boyunca biiyiik

miktarlarda idrarin liretimi ve bertarafidir (32, 33).
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C-Salgilama (Sekresyon): Idrar olusurken, bazi maddeler tiibiiler epitel
hiicreleri tarafindan dogrudan tiibiillerin i¢ine salgilanir. Penisilin, bu tiir
maddelere iyi bir 6rnektir. Baz1 maddeler hem glomeriiler filtrasyon hem de atilim

yoluyla idrara ¢ikar. Bu tiir maddelerin en iyi 6rnegi kreatinindir (32, 33).

1.1.6.Bobrek Hastaliklar:

1.1.6.1. Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi (ABY) ani ve hizli bobrek fonksiyonlari kayb ile
karakterize bir sendromdur. Bu bozulma sonucu nitrojen artik iirlinleri olan iire
(BUN) ve kreatinin (Cr) kanda ve idrarda birikmektedir. Giinlimiizde ABY
patofizyolojisine bagli olarak prerenal, renal (intrinsik) ve postrenal olmak iizere
ic sinifa ayrilmaktadir. Prerenal ABY, ABY nin yaklasik % 57’lik oranla en sik
goriilen ¢esididir. Renal perflizyon bozuklugu neticesinde gelisen ve bobrek
parankim biitiinliigiiniin korundugu bir durumdur. Renal (intrinsik) ABY, biitiin
olgularin yaklasik % 37’sinde goriilmektedir. Nefrotoksik veya iskemik vakalar
sonucunda olusan akut tiibiiler nekroz, intrinsik renal ABY’lerin % 91 ve daha
fazlasini olusturur. Postrenal ABY, {iriner traktinin akut tikanmasinin beraber
goriildiigii hastaliklar sonucu gelisir ve tiim ABY olgularinda yaklasik % 5 ve
daha azinda goriilmektedir (34).

Bobreklerin, ilaca bagl toksisitenin birincil hedefi oldugu bilinmektedir.
Kan iire azotu (BUN) ve serum kreatinin (sCr) temel olarak klinik ve preklinik
olarak bobrek hasarini izlemek i¢in uzun siiredir kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu yontemin duyarhilik eksikligi, bobrek hasarini bobrek epitel kitlesinin

% 70 ile % 80'i kaybolana kadar aciklayamamakta ve bu biiyilik bir sorun teskil
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etmektedir. Bobrekteki yaralanma bolgesine bagli olarak bobrek hasarini izlemek
amactyla uygun bir takim belirtecler mevcuttur. Bu biyobelirtegler 6rnekler olarak
KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1), NGAL (neutrophil gelatinase-associated
lipocalin), IL-6 (Interleukine-6), Urik asit, kolesterol, Na (Sodium), C1 (Chlor), K
(Potasium) ve Ca (Calsium) verilebilir. Bu belirtecler ve Akut bobrek hasarin
(ABH) da degisimleri asagida detayli bir sekilde agiklanmustir.

Yakin zamanlarda yapilan c¢alismalarda idrar ve plazmada NGAL
diizeylerinin ylikselmesinin ABH nin taninmasinda ¢ok 6nemli bir belirte¢ oldugu
bildirilmistir (35). NGAL bobrekte iskemik hasar sonrasi diizeyi en fazla artan
molekiillerdendir. NGAL diizeylerinin hayvan iskemik ve nefrotoksik ABH
modellerinde bobrek tiibiil hiicrelerinde, plazmada ve idrarda arttig1 gosterilmistir
(33-39).

KIM-1 bir immiinoglobulin ve miisin alani igeren tip 1 trans-membran
proteinidir. KIM-1 ekspresyonunun, iskemik sican bobreginde proksimal tiibiil
icinde belirgin bir sekilde arttifi belirlenmistir. KIM-1'in insan akut bobrek
yetmezliginde bir biyobelirte¢ olarak kullanildigini ortaya koymaktadir (40).

Sitokin ailesinin bir tiiyesi olan interlokinler, viicudun travma ve
enfeksiyona karst immiin ve metabolik tepkisinde rol oynayan makrofajlardan ve
lenfositlerden salgilanan proteinlerdir. Bu seriden interlokin-6 (IL-6), konagin
enfeksiy0z veya enflamatuar bir uyarana kars1 akut tepkisine katilan bir aracidir.
IL-6, akut faz proteinlerinin salgilanmasinda da 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda
diyabetik nefropatide IL-6’nin arttig1 tespit edilmistir (41).

Yukarida belirtilen onaylanmis biyobelirteclere ek olarak, bobrek

toksisitesinin izlenmesi i¢in ¢cok sayida biyobelirtec rapor edilmistir (42-46).
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1.1.6.2. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi (CRF; Chronic renal failure), glomeriler
filtrasyon degerindeki diisiisiin bir sonucu olarak, bobregin sivi ¢oziinen
dengesinin ayarlanmasi ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik ve
ilerleyici bozulma olarak tanimlanabilir. Kronik bobrek hastaligi diinyada oldugu
gibi iilkemizde de yasami tehdit eden Onemli bir saglik sorunudur. Bobrek
yetmezligine, en sik basta yliksek tansiyon, diyabet, obezite, 60 {izeri yas, sigara
aliskanligi, tek bobrekli dogma ve ailesel bobrek hastaligi neden olabilmektedir.

Glomertiler hiicreler, monositler, makrofajlar, nétrofiller, trombositler,
kompleman ve pihtilasma sistemi, sitokinler, biiylime faktorleri, trombosit aktive
edici faktor (PAF), anjiyotensin II, endotelin, nitrik oksit (NO) ve serbest oksijen
radikalleri (SOR) gibi arabulucularin bobrek hasarinin gelisiminde rol oynadig:
diisiiniilmektedir. SOR, enerji {retimini ve bobrek hiicrelerinin tasinma
fonksiyonlarini bozabilir. Ayrica morfolojik lezyonlarin olusumundan ve
proteinlere kars1 glomeriiler gecirgenligin artmasindan sorumludur. PAF,
tromboksan, prostaglandin gibi vazoaktif lipidlerin saliniminda rol oynadiklar1 da
One siiriilmektedir (47,48).

Hayvan bobrek hasart modellerinin indiiklenmesi i¢in genel olarak
Puromisin aminoniikleosid (PAN), gentamisin siilfat tuzu (GEN), sisplatin (CSP),
2-bromoetilamin hidrobromid (BEA) veya doksorubisin (Dox) kullanilir.
Calismamizda sican akut bobrek hasari modeli olusturulmast amaciyla

doksorubisin kullanilmistir.
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1.2. Doksorubisin

1.2.1. Doksorubisin Yapis1

Doksorubisin, antrasiklin tiirevi kemoterapdtik bir ilactir. Antrasiklinler,
1963°de bir mantar tiirli olan Streptomyces peucetirus variete caesiu kiiltiiriinden
iretilmistir (49,50). Molekiil, tetrasiklik ¢ekirdek ve aminosekerden (daunosamin)

olusmaktadir.

O OH O

O
(L Jor

H
0 O OH O,.0

H

OH
NH,

Sekil 4. Doksorubisin kimyasal yapisi (51)

Tetrasiklik c¢ekirdek ilaca kirmizi rengini vermektedir. Grubun tiim
tiyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplar1 vardir (51).
Antrasiklinler, kat1 planer 4 halkali yap1 ve bunu tamamlayan D halkasinda bir
glukozidik subsittiisyonu ile A ve D halkalarinda degisik yan gruplarn igerirler.
Planer yapi, antrasiklinin DNA zinciri arasina interselasyonunu saglar ve bu

interselasyonun antrasiklinlerin DNA sentez inhibisyonundan sorumlu oldugu
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ifade edilmektedir. C halkasindaki quinon, Fe++ gibi metallerin varliginda
oksidasyon/rediiksiyon dongiisiine girerek oksijen ve/veya lipidlerde serbest
radikaller olusturur (52). Bu serbest radikallerin kardiak toksisiteden sorumlu
oldugu ifade edilmektedir. Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil
grubu almasi ile doksorubisin meydana gelir (Sekil 4). Doksorubisin,
daunorubisin’in hidroksi tiirevi olan ve ayni1 kaynaktan elde edilen bir antrasiklin
bilesigidir. Fakat daunorubisin gibi bu ila¢ da hiicreler iizerindeki etkinligini S

(sentez) fazinda gergeklestirmektedir (53).

1.2.2. Doksorubisin Etki Mekanizmasi

Doksorubisin, hiicrede 4 farkl sekilde etki gostermektedir (55, 56):

A- Deoksiriboniikleik aside (DNA) baglanma:

Antrasiklinler, DNA eslenme basamagi olan DNA sarmalinin
¢Oziilmesinde gorev alan topoizomeraz Il (Topoll) enzimine baglanip, onu inhibe
ederek etkilerini gosterirler. Topoll DNA’ya baglanir ve ¢ift sarmal kirilmasi
meydana getirerek sarmal gevsemesini saglar (54). DNA topoizomeraz
I[I+DNA+antrasiklin kompleksi DNA eslenmesi ve RNA (riboniikleik asit)
sentezini inhibe eder. DNA kiriklarina da neden olur (57). Sonug olarak molekiile
maruz kalan hiicre DNA’sinda kimyasal ve oksidatif hasar olusur (63).

B- DNA ve RNA polimerazlarin inhibisyonu: DNA ve RNA
polimerazlarin fonksiyonlarii engelleyerek DNA eslenmesini ve RNA sentezini
bozar.

C- Hiicre membrani iizerine etkileri: Hiicre zarma baglanarak zar
fonksiyonunu bozar (58, 59).

D- Serbest radikal olusturma: Mikrozomlardaki sitokrom P-450 rediiktaz
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enzimi ile reaksiyona girerek serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumuna ve
apoptozise neden olur (60-62). Sicanlarda Dox’a baghi hepatotoksitite
olusturuldugunda antioksidan enzimlerin azaldig1 gosterilmistir (64). Antioksidan
kullaniminin ise karaciger ve bobrekte Dox’un neden oldugu apoptozisi azalttigi
gosterilmistir (65). Srdjenovic ve ark. Dox uyguladiklar1 siganlarin testis, akciger
ve bobrek dokularini incelediklerinde, antioksidan uygulama oncesi lipid
peroksidasyon artis1 ve antioksidan enzim aktivitelerinde degisikliklerin
oldugunu, antioksidan uygulama sonrasinda ise oksidatif hasarin geriledigi

gostermistir (66).
1.2.3. Doksorubisin Farmakokinetigi

Ik iki antrasiklin olan daunorubisin ve doksorubisin 1960’1 yillarda
gelistirilmistir. Asit ortamda stabil olmamasi oral yolla kullanilmasini engeller.
Doku hasarima neden oldugundan intramuskiiler ve subkutan kullanimi da
miimkiin degildir (58, 59, 67). Doksorubisin 6nemli oranda metabolizmaya
katilmaz. Doksorubisin, daunorubisinle karsilastirildiginda bobrekte birikir, ama
ayni1 zamanda karacigerde, kalpte ve incebagirsakta da bulunur (68). Bu durum
doksorubisinin, daunorubisinle karsilastirildiginda daha fazla nefrotoksisiteye ve
daha genis terapotik indekse sahip olmasmi agiklamaktadir. Doksorubisin,
gastrointestinal sistemden absorbe edilmez, yalniz parenteral uygulanir (69).

Doksorubisin intravendz (IV) uygulanimdan sonra hizla parcalanir.
Doksorubisinol ve daunorubisinol olusur (70). Bunlar ana bilesikten daha az
aktiftir. Intravendz uygulamadan sonra kalp, karaciger, dalak, miyokard gibi
dokularda birikir ve plazmadan 5-10 kat daha yiiksek konsantrasyona ulasir.

Tiimor dokusu en yiiksek doku konsantrasyonuna sahiptir (71).
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Dokulardaki birikim, karacigerde hizli metabolize edilmesine ragmen,
dokulardan yavas saliverildiginden viicutta kalis1 ve etkisi uzun siirelidir ve biiyiik
kismi safra icinde itrah edilir. Hidroliz sonucu viicutta kismen serbest kalan
aglikon kismi etkinlik gostermez (53). Karacigerde biyotransformasyona ugrar,
safradan sekresyonla doksorubisinol ve daunorubisinol olarak atilir. Karacigerde
once indirgenme gergeklesir ve ardindan karbonil kokii ayrilir. Esas olarak
karacigerden safra yoluyla elimine edilmesine ragmen, az bir miktar1 da
bobreklerden (% 3-10) ve diskiyla (% 40-50) atilir. Bobreklerde ise 6nce karbonil
kokii ayrilir, sonra indirgenme gerceklesir (72). Ilag uygulamasi yapildiktan 1-2
giin sonra idrarin gecici bir siire i¢in kirmiziya boyanmasina neden olur ancak
bunun klinik 6nemi yoktur (69). Diskiyla atilan kismi degismemis ilag
bicimindedir. Bu nedenle karaciger fonksiyon bozukluklarinda veya karaciger
metastazinin  bulundugu durumlarda primer tiimorde eliminasyon yavaglar.
Karaciger fonksiyon bozuklugu olanlarda doz ayarlamasi gerekirken, bobrek

yetmezligi olanlarda dikkatli kullanilmalidir (73).

1.2.4. Doksorubisinin Yan Etkileri

1.2.4.1. Genel Yan Etkiler

Antineoplastik ilaglarin pek¢ogu, diger alanlarda kullanilan ilaglara gore
fazla toksik ilaclardir. Fakat bunlarin kanser gibi son derece ciddi ve halen 6nemli
bir 6liim nedenini olusturan durumlarda yararli olmalari, bu sakincalarin 6nemini
azaltir (53). Doksorubisinin klinikte daha 6nemli olan yan etkileri Tablo 1’de

gosterilmistir (56).
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Tablo 1. Doksorubisinin klinikte siklikla goriilen yan etkileri

Yan etki Patogenezi

Alopesi Antibiyotik etki

Kemik iligi supresyonu Antibiyotik etki

Mukozit Antibiyotik etki

Ekstravazasyon Lokal toksisite

Radyosensitizasyon En ¢ok etkilenen organ kalptir. 200 rad tizeri
radyasyonda toksisitete hizla gelisir

Nefrotoksisite Serbest radikal aracili hasar

Kardiyotoksisite Birden ¢ok mekanizma ile

Doksorubisin verilen hastalarin neredeyse tamaminda alopesi (sa¢
dokiilmesi) goriiliir ve uygulama bitiminden 2-3 ay sonra normale ddner. Cok
hizli verildigi takdirde yiizde flushing (lekelenme) ortaya ¢ikar. Fotosensitiviteye
neden olabilir. Tirnak yataginda hiperpigmentasyon veya bantlasma meydana
gelebilir  (69). Doksorubisinin kemik iligi supresyonudur. En sik doz
ayarlanmasina neden olan yan etkisi 16kopeni, uygulamanin 2. haftasinda ortaya
cikar ve 4. haftanin sonlarinda hiicreler yiikselir. Toksik etkisi ilacin dozuna ve
kemik iliginin rejenerasyon kapasitesine bagli olarak degisir (74). Trombositopeni
ve anemi de goriilebilir (75,76).

llag bir ka¢ giin siireyle verildiginde mukozit riski artar. Genellikle
uygulamanin 2. haftasinda meydana gelir ve 3-7 giin iginde geriler (74). Ates,
dokiintii ve lirtikere neden olabilir. Nadiren anaflaksi meydana gelebilir (69).

Doksorubisine bagli hipersensitivite reaksiyonlarinin sikligt % 3-21 arasinda
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bildirilmistir (77).

Doksorubisin uygulamasi gonadlar1 baskilayarak; oligospermi, azospermi
veya amenoreye neden olabilir (69). Gastrointestinal sistemde bulanti, anoreksiye
ve ishale neden olabilir, kolonda iilserasyonlar ve nekroz ortaya ¢ikabilir (69).

Doksorubisinin damar disina kacist ciddi ve geri doniisiimsiiz doku
hasarina sebep olur (78). Ekstravazasyon olarak adlandirilan bu durum; yanma,
agr1 ve lokalize inflamasyondan tam kat nekroz ve {ilserasyon gibi ciddi hasara
kadar degisen siddette bulgulara neden olabilir (79). Doksorubisine bagl toksisite
patogenezinde; serbest radikal olusumu, antioksidan enzimlerde azalma ve lipid
peroksidasyonunda artma rol oynamaktadir (80, 81). Patogenezde sorumlu olan
serbest radikaller 027, OH ve nitrik oksittir. malondialdehit (MDA) gibi serbest
radikallerin olusturdugu lipid peroksidasyon iirlinlerinin de patogeneze katkida
bulundugu gosterilmistir (81, 82). Antrasiklinlerdeki kinon ve hidrokinon

gruplari, peroksitleri ve serbest radikalleri aktif edecek potansiyele sahiptir (83).
1.2.5 Doksorubisine Bagh Nefrotoksisite

Nefrotoksisite; hem toksik kimyasal maddeler hem de tedavi amaciyla
kullanilan bazi ilaglarin, bdobrekler {izerine zehirli etkisi olarak tanimlanir.
Doksorubisin kaynakli bobrek hasarmmin molekiiler mekanizmasini inceleyen
farkl1 calismalar mevcuttur. Doksorubisin, glomeriiler ATP’az aktivitesini
azalttig1 tespit edilmistir. Doksorubisinin bu etkisi, su gecirgenliginde goriilen
azalma ile iligkilidir ki bu azalma, stlfidril vericisi N-asetilsistein tarafindan
tersine g¢evrilen bir etkidir. Ayrica Dox verildikten sonra, karaciger, bobrek ve
kalpteki glutatyon diizeyleri azalmis ve lipid peroksit diizeyleri artmistir (84).

Dox’un, miyelotoksisite (85) hepatotoksisite (86) ve kardiyomiyopati (87) gibi
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diger organlara olan etkisi, potansiyel olarak Dox kaynakli nefropatiye de katkida
bulunmaktadir. Nefropati, mikrovaskiiler bir komplikasyondur, bébrek yetmezligi
ile sonuglanir.

Jeansson ve ark. (88) yaptiklar1 ¢alismada; Dox’un, glomeriiler bariyerin,
ozellikle boyut ve yiik seciciliginin kaybina neden oldugunu tespit etmislerdir.
Dox’a maruz birakilan hayvanlarin, glomeriiler endotelyal ylizey tabakasi veya
glikokaliks kayb1 oldugu ve glikokaliksin normalin yalnizca % 20’si kadar kaldig:
saptanmistir. Ayni zamanda glomeriilden izole edilen ¢esitli proteoglikanlarin
azalmis oldugu gozlenmistir. Dox’un, proteoglikan sentezini azaltarak glomeriiler
glikokaliksin kalinligin1 ve glomeriiler segiciligi degistirdigi belirtilmistir. Bu
bulgularin proteiniirik (idrara anormal miktarda protein atilimi) renal hastaliklarin
patogenezinde glomeriiler endotelin roliinii destekledigi ifade edilmistir. Dox,
glomeriiler endotelyum incelmesi ve podositlerin yok olmasi ile plazma
proteinlerinin siiziilmesini engelleyerek boyut ve yiik 06zellikli bariyerlerin
kaybina neden olmaktadir. Bu degisiklikler Dox enjeksiyonundan sonra en erken
1-2 hafta igerisinde goriiliir ve 4 haftaya kadar da siddetlenmektedir. Sicanlarda
serum kreatinindeki artig, kreatinin atilimindaki diisiis, azalan serum albiimini,
dislipidemi ve idrarla atilan protein miktarinin artmasi seklinde gézlemlenen renal
fonksiyonlardaki azalma, kronik bobrek hastaligi ve nefrotik sendromla tutarhidir.

Erkek sicanlar, Dox’un indiikledigi nefropatiye, disi sicanlardan daha
duyarhidir. Sham operasyonu geciren siganlarla karsilastirildiginda, kastrasyon
yapilan erkek sicanlarin daha az duyarl olmasi, Dox’un indiikledigi renal hasarin
patogenezine cinsiyet hormonlarinin katkida bulundugunu gostermektedir. Renal

hasar modeli olarak Dox nefropatisi kullanilacaksa, deneyin dizayn edilmesinde
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cinsiyet se¢imi onemli bir faktordiir, ¢linkii renal hasar siddetinde cinsiyete bagl
olarak farklilik olusmaktadir (89).

Wang ve ark. (90) erkek farelerde olusturdugu Dox nefropatisinde asikar
proteiniiri 5. glinde goriilmiistiir ve ¢alisma boyunca oldukga yiiksek olarak
kalmistir. Birinci ve ikinci haftada tiibiiler hiicrelerde reabsorbsiyon damlaciginda
artis olmustur ve iki hafta sonra ¢esitli intraluminal kastlar olusmustur. Dort ile
alt1 haftada glomertiler vakuolizasyon ve orta derecede fokal segmental skleroz
belirginlesmistir. Orta derecede interstisyel genisleme ve siddetli inflamasyonla
birlikte fokal ve tam global glomeriiler skleroz yaygilasmustir. Ikinci haftada
interstisyum ve glomeriiliin her ikisinde de Onciill makrofaj infiltrasyonu
belirginlesmistir ve bunu CD4+ (claster of differentiation 4) ve CD8+ (claster of
differentiation 8) T hiicrelerinin her ikisinin, interstisyumda birikmesi izlenmistir.
Glomeriilde ise birikme olmamustir.

Dox uygulandiktan sonra bobrek korteks ve medullasinda CD4" ve CD8"
hiicre miktariin artiyor olmasi, renal hasar olusumunda bu hiicrelerin dogrudan
rolii oldugunu disiindiiriir (91). Wang ve ark., (92, 93) makrofaj integrin
CDI11b/CD18‘e kars1 direkt monoklonal antikorunu (ED7), Dox’tan Once
uyguladiklarinda makrofajlarda deplesyon olustugu ve DOX’a bagl olarak
siganlarda olusturulan nefrozisde yapisal ve fonksiyonel hasarin azaldigi tespit
edilmistir. ED7 antikoru, Dox nefrozisinde dolasimdaki ve renal korteksdeki
makrofajlar1 kismen azaltmaktadir. Bu da ED7 pozitif makrofajlarin Dox
nefrozisinde onemli rolii oldugunu diisiindiirmiistiir. Dox, bobrekte direkt toksik
etkiyle glomeriiler hasara, tiibiiler dilatasyona, atrofiye ve renal fibrosize neden

olur. Glomeriiler endotel hiicreleri, bazal membran ve podositlerin yer aldigi
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glomertiler filtrasyon bariyerinde degisikliklere neden olur. Glomeriiler hiicrelerde
proteoglikan ve glukozaminoglikan sentezinde azalma sonucu glikokaliks
kalinlig1 azalir, glomeriiler endotel hiicre porlarinin ¢api artar, glomeriiler segicilik
azalir, podosit hiicrelerinde fiizyon meydana gelir (83). Dox’un indiikledigi
glomertilopatide epitelyal hiicre hasar1 ve proteiniiri goriilmektedir. Ayrica
Dox’un indiikledigi renal toksisite; kast formasyonu, glomeriiler vakuolizasyonu
ve tlibiiler dilatasyonu icermektedir. Kapiller loop’un segmental okliizyonu ve
epitelyal hiicre hasari, glomertiler tuft-kapsiil adezyonuyla karakterize glomertil
hasar1 gosterilmistir (94,95).

Dox nefropatisi, insan fokal segmental glomerulosklerozuna benzer
olusturulan kemirgen modelinde, glomeriil filtrasyon hizinda azalma, proteiniiri,
glomeriil filtrasyon bariyerinde degisimle iligskili glomeriiloskleroz ve
tiibtilointerstisyel fibrozisle karakterizedir (96). Siganlarda, Dox’un indiikledigi
nefrozis patogenezinde, renal Angiotensin II (Ang II) [muhtemelen Angiotensin II
tip I (ATI) reseptor araciligiyla], Hiicreler Aras1 Yapisma Molekiilii 1 (ICAM-1),
monosit/makrofaj infiltrasyonu, oksidatif stres ve proteiniiri gibi Onemli

proinflamatuar etkiler rol oynamaktadir (97).

1.2.6. Deneysel Model Olarak Doksorubisin ile Olusturulan Akut

Bobrek Hasar

Doksorubisin kaynakli glomeriiler ve interstisyel fibrozis modeli fareler
tizerinde ilk olarak Wang ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Calismalarda farelere
doksorubisin 1.V. olarak 10-11 mg/kg dozunda uygulanmistir. Uygulamada 1., 2.,
4. ve 6. hafta sonundaki etkiler incelenmistir (98). Antineoplastik bir ajan olan

Dox, 4-6 hafta icerisinde hafif derecede renal yetmezlikle birlikte giden nefrotik
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sendrom tablosuna neden olmaktadir (99-102). Deneysel akut bobrek hasari
modeli olarak Dox nefropatisi birkag gii¢lii yone sahiptir. Oncelikle, bobrek hasari
icin oldukca elverisli bir modeldir. Doku hasarinin siddetli oldugu durumlarda
bile diisiik oranda mortalite (< %5) gériilmektedir. Ilacin uygulandig: ilk bir kag
giin icerisinde bobrek hasar1 basladigindan, hasarin olusma zamani ve siddeti
onceden tahmin edilebilir. Bu agidan bobrek hasarmmin daha kotiiye gitmesine
neden olacak ya da bundan korunmayi saglayacak miidahalelerin denenmesi
acisindan faydalidir. Hasarin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri insanlarda goriilen
kronik proteiniirik renal hastalikla benzerlik gosterir. Sicanlar ve fareler kisa
iireme donemleri, kolay (ve ucuz) yoldan elde edilebilen denekler olmalar1 ve
genetik manipiilasyona uyumluluklariyla Dox ile indiiklenen akut bobrek hasari
icin uygun deney hayvanlaridir (103).

Doksorubisin nefropatisinin deneysel model olarak kullanilmasinin bazi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Dox, dar bir terapdtik indekse sahiptir, bu
sebeple optimum dozdan daha az verilmesi renal hasarin olugmamasina ya da
daha fazla verilmesi 6liimle sonuglanan toksisiteye yol acabilmektedir. Tutarli ve
kolay tretilebilen bir model olmasina ragmen, ilaca verilen cevapta bazi bireysel

degisiklikler ayni tiir kemiricilerde dahi olusabilmektedir (104).

1.3.Apelin

Adipositler ve adipositler arasinda bulunan bag dokusu hiicrelerinden
salgilanan proteinlerin (adipokinler) otokrin, parakrin ve endokrin etkileri oldugu
tespit edilmistir (105). 1998 yilinda Tatemato ve ark. tarafindan sigir mide

O0zsuyundan izole edilen apelin, adipoz doku ailesinin yeni bir iiyesi olarak
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tanimlanmistir (106). Apelin, kendisinden daha 6nce 1993 yilinda tanimlanmis
olan G-protein kenetli (APJ) reseptoriiniin endojen bir ligandidir ve etkilerini
APJ’ye baglanarak ortaya koymaktadir (106, 111). Yapilan caligmalar; apelinin
kardiyovaskiiler ~fonksiyonlar (107), o6n hipofiz fonksiyonlar1 ve sivi
homeostazisinin diizenlenmesi lizerinde roliiniin oldugu (108), ayrica apoptozun
baskilanmasinda gorev aldigr (109) ve insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)
enfeksiyonunda da bir koreseptor olarak iglev gordiigiinii (110) ortaya koymustur.

Insanda Xq25-26.1 iizerinde lokalize olan apelin geni (112), 77 amino
asitlik bir preproapelini kodlar ve bu preproapelin farkli kisimlarindan
pargalanarak apelin-10, apelin-11, apelin-12, apelin-13,apelin-15, apelin-17,
apelin-19 ve apelin-36 olarak adlandirilan farkli biiytikliiklere sahip fragment
formlarini1 olusturur (Sekil 5). Apelin reseptoriin aktivasyonunu saglayan apelin
formlari, karboksil (C) ucunda en az 12 karbonluk rezidii icerir (113-115).
Apelinin biyolojik aktivitesi ve reseptére baglanmasinda preproapelinin C ucu
bliylik 6nem tasimaktadir. Karboksil ucunda 12 karbon i¢eren amino asit formu,
aktif olan en kisa siradir. Bundan daha kisa peptidler (apelin-11, apelin-10) ise
inaktiftir (106, 115). Apelin formlarinin N-terminal ucu (N) kismi ise, peptidin
reseptore baglanmasinda anahtar rol oynamaktadir (106). Apelin, etkilerini,
fragmentlerine bagl olarak farkli sekillerde gdsterebilmektedir. 13 ve 17 amino
asitten olusan apelinin, 36 amino asit igeren apelin formundan daha gii¢lii bir
biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (106). Apelin-13, N-ug
piroglutamat rezidiilerine sahip oldugu i¢in biyolojik aktivitesi diger apelin
formlarina oranla daha yiiksektir. Apelin-13’iin apelin-17’den 8 kat, apelin-36’dan

ise 60 kat daha etkin oldugu ileri siiriilmektedir (106). Apelin-13’iin yiiksek
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biyolojik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle arastirmalar apelinin bu formu iizerine
yogunlasmistir. Her ne kadar biyolojik olarak en aktif form apelin-13 olarak kabul
edilmis olsa da, apelin-36’nin APJ’ye baglanma affinitesinin apelin-13’ten ¢ok
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (116). Plazmada bulunan asil apelin formlarinin
apelin-13, apelin-17 ve apelin-36 (apelin-13’e gore daha az oranda) oldugu
diisiiniilmektedir (111). Peptidin insanlardaki plazma seviyesinin 89.8+5,3 pg/ml
(117), dolagimdaki yarilanma Omriniin ise yaklasitk 8 dakikada oldugu
bildirilmistir (118). Ancak, apelinin plazmadaki konsantrasyonu diger dokulara
gore oldukca azdir. Bu da apelinin dolasimda bir endokrin faktér olmasinin
yaninda, norotransmiter olarak da parakrin bir etkiye sahip olabilecegini

diistindiirmektedir (116).

1.3.1.Apelin Reseptorii

O’Dowd ve ark. tarafindan 1993 yilinda Anjiyotensin II tip I reseptor
geniyle %31 dizi benzerligine sahip bir gen tanimlandi (119). Bu gen, ilk APJ
olarak isimlendirildi ve 1998 yilinda Tatemato ve ark. tarafindan endojen ligandi
tanimlanincaya kadar orfan reseptdr olarak anildi (106). 380 amino asitten
meydana gelen APJ, yedi transmembran bolgeden olusan G protein kenetli
reseptor ailesindendir (119). Apelinin, APJ ifade eden hiicrelerde fosfokolinle
indiiklenmis siklik adenozin monofosfat (cAMP) yapimini, inhibitéor G
proteinlerine baglanarak inhibe ettigi gosterilmistir (120). Pitkin ve ark. fare ve
siganlardaki apelin reseptoriiniin 377 amino asitten olustugu ve insanlardaki
APJ’nin amino asit dizilimiyle biiyiik benzerlik gosterdigini rapor etmislerdir
(122). Birgok canli tiirtinde ve viicut dokusunda apelin reseptoriiniin genis

dagilim goOstermesi, apelinin viicutta bircok fizyolojik mekanizmada rol
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oynayabilecegini diislindlirmektedir.
1.3.2. APJ’nin Lokalizasyonu

Insan, sican ve fareler iizerinde yapilan deneysel calismalarla apelin ve
APJ’nin varligi bircok dokuda gosterilmistir. Insan ve ratlarda Apelin ve APJ
mRNA’larinin serebellum, damar endoteli, kalp, akciger ve bobrek gibi dokularda
yiilksek konsantrasyonlarda oldugu tespit edilmistir (106, 115, 116, 123).
Sicanlarin  bobrek, hipofiz bezi, over dokusu ve iskelet kaslarinda APJ
mRNA’sinin diisiik seviyede oldugu belirlenmistir (110). Foldes ve ark. insanda
apelinin periferik lokalizasyonunun en fazla mide epitel hiicreleri ve miyokardda
oldugunu ortaya koymuslardir (117). APJ’nin ratlarda periferik dokular haricinde
hipokampus, serebellum, striatum ve hipotalamusta da varlig1 belirlenmistir (108,
121). Hipotalamusta apelin immiinoreaktif noronlarin yogun olarak bulundugu
(125) ve ozellikle de supraoptik (SON) ve paraventrikiiler cekirdekte (PVN)
apelin ve APJ ekspresyonunun ratlarda ¢ok daha belirgin oldugu gosterilmistir
(125, 126). Apelin, vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) (126) gibi bir
vaskiiler kemoatraktan (kimyasal ¢ekici madde) molekiil olarak hareket eder ve
timorlerin ilerlemesinde anjiyogenezi uyarir (121, 122, 124). VEGF’nin
sinyalizasyon ile aktivasyonu, biiylimekte olan tiimor i¢in yeni damar olusumunu
uyarir (116). APJ'nin ligandlarindan birisi olan Apelin’in APJ’ye dokularda
yaygin olarak baglanmasi; kardiyovaskiiler gelisim ve fonksiyonu (116, 117), kan
basinct (118, 119), sivi dengesi (120), anjiyogenez (121) ve iireme gibi birgok

fizyolojik islemin diizenlenmesinde yer aldiginin gostergeleridir.
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1.3.3. Apelinin Siv1 Elektrolit Dengesi Uzerine Etkileri

Hipotalamusun SON ve PVN ndronlarmin  sivi  dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli roller ustlendikleri bilinmektedir (122). Merkezi sinir
sisteminde saliverilen apelin, antidiiiretik hormonu (ADH) ve baska aracilar
yoluyla da ¢evre dokular1 ve bobregi etkilemektedir (127, 128). Raux ve ark.
yaptig1 calismada susuz birakilan farelerde intraserebroventrikiiler (icv) apelin-13
uygulamasinin su aliminda artisa neden oldugu ve bdylece apelin-13’lin sivi
dengesini diizenleyici bir fonksiyonunun olabilecegini ileri slirmiiglerdir (108).
Sicanlarda intraperitoneal (ip) ve icv apelin-13 enjeksiyonunun su tiiketimini
arttirdig1 bildirilmigtir (123, 129). Tobin ve ark. tarafindan hipotalamik SON icine
mikrodiyaliz ~ yontemiyle apelin-13  uygulamasinin ADH  ndronlarinin
elektrofizyolojik aktivitesini uyardigi ve somatodendritik ADH saliverilmesini
uyardigr gosterilmistir (130). Bu bulgular, apelinin su tiiketimini arttirdigini

ortaya koymakta ancak mekanizmalar hakkinda detayl1 bilgi vermemektedir.

1.4. Elabela / Apela/ TODDLER

Apelin ilk olarak APJ’nin tek ligandi olarak tanimlanmasina ragmen,
yapilan calismalar, APJ’nin fonksiyonel farkliliklar gdsterdigini gostermistir.
Buna dayanarak, APJ’nin baska bir ligandinin olabilecegi hipotezi ortaya
konulmustur. Reversade ve grubu, Elabela olarak adlandirilan yeni bir peptit
tanimlamiglardir. Bundan birkac¢ ay sonra ikinci bir grup, ayni dizilere sahip bir
peptidi tanimlamis ve Toddler olarak adlandirmistir. Son zamanlarda HUGO Gen
Nomenklatér Komitesi, Elabela’yr kodlayan geni Apela olarak yeniden

adlandirmistir. Insanda, Elabela’yr kodlayan bu gen, 4q32.3 iizerinde lokalize
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olup iic adet ekzon igerir. Omurgalilarda Elabela geni, 54 amino asitlik bilgi
iceren mRNA kodlar. mRNA’daki bilgiye gore sentezlenen polipeptit, yliksek
oranda korunmus olup, en ugtaki son 13 amino asitlik kalinti, tiim omurgali
tiirlerinde aymidir. Sentezlenen proteinin C-u¢ bolgesi de yiiksek oranda
korunmustur. Polipeptit 32 amino asitlik bir olgun peptide kesilmektedir. Bu
polipeptit, Elabela-32 olarak adlandirilmaktadir. Elabela-32’deki N-u¢ GIn
kalintis1 apelin-13’e benzer sekilde bir proglutamik asit (pyr) kalintistyla yer
degistirir. Elabela-32, Elabela-21 veya Elabela-11 gibi birka¢ fragment meydana
getirebilir. Elabela mRNA’s1 gec blastula ve gastrula agamalar1 boyunca yiiksek
oranda ifade edilir. Yetiskinlik doneminde ise prostat ve bobrek dokularinda
sentezlendigi bulunmustur. Elabela’nin 6zellikle yetiskin bobreginde renal distal
toplama tiiplerinde yiiksek oranda sentezlendigi gosterilmistir. Yetiskinlik
doneminde kardiyovaskiiler sistem ve akcigerlerde diisiik diizeylerde diisiik
diizeylerde oldugu tespit edilmistir. Elabela ifadesinin, arterlerde venlere gore
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Elabela’nin saglikli insan plazmasindaki
konsantrasyonu 0.03+ nmol/L’dir. Diger kisa peptitlere benzer sekilde, Elabelanin
plazmadaki yar1 dmriiniin birka¢ dakika oldugu saptanmaistir.

Son zamanlarda Apelin ve Elabela’nin her ikisinin de APJ reseptorii
yoluyla benzer fonksiyonlar gdsterdikleri belilenmistir. Elabela ve APJ, erken
kardiyovaskiiler gelisim icin temel sinyal yolagi olup gastriilasyondan &nce
endotel hiicrelerde ifade edilirler. Aksine Apelin, gastriilasyonun ortasina kadar
ifade edilmez. Apelin nakavt fareler anlamli bir konjenital kardiyak displazi
fenotipi gostermezler. Ancak APJ nakavt fareler, bu fenotipi gosterirler. Bununla

birlikte Elabela geninin yoklugunda kardiyak morfogeneziste defektler meydana
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geldigi ve bir rudimenter kalp veya kalbin olmadigi embriyolarin olusmasina
neden oldugu gosterilmistir. Siirpriz bir sekilde bu fenotip, Apelin reseptor nakavt
farelerin fenotipik kopyasidir. Elabela aym1 zamanda insan embryonik kok
hiicrelerinde de sentezlenmektedir. Ancak bu hiicreler, APJ reseptoriinii
sentezlemezler. Bu bulgu APJ’nin, Elabela’nin tek reseptorii olmadiginin
gostergesidir

Elabela’nin merkezi sinir sisteminde; beyin, korteks, serebellum ve tibial
sinirde, kas dokusunda; kalp, arter kaslar1 ve iskelet kasinda, internel olarak ise
ince bagirsak, kolon, yag dokusu adipositleri, bobrek, karaciger, akciger, mide,
dalak, ozafakus ve mesanede, sekretuar olarak pankreas, tiroit, tlikrilk bezi,
pituiter, meme ve deride, lireme organlarinda ise ovaryum, iiterus ve testiste ifade
oldugu belirlenmistir. Elabela’nin bobrek, meme, deri ve tiikriikk bezinde yiiksek
diizeyde ifade oldugu; beyin, ince bagirsak, kolon, yag dokusu, karaciger, akciger,
mide, pankreas, tiroit ve adrenal bezlerde daha diisiik diizeylerde ifade oldugu

belirlenmistir (12,131,148,178).
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Elabela-54

Elabels-32

Elabela-21

Elabela-11

Apelin-55

Apelin-36

Apelin-17

Apelin-13

Pyr-apelin

Sekil 5. Farkli Apelin ve Elabela formlarmin amino asit dizileri. Apelin-55,
Apelin36-, Apelin-17, apelin-13, Elabela-54, Elabela-32, Elabela-21 ve Elabela-
11. Apelin ve Apela’nin C ucu korunmugtur. Tiim peptitlerde bu ortak korunmus

bolgeler, mavi renk ile gosterilmistir (131).

1.4.1. Apelin ve Elabela’nin Uyardig: Sinyaller

Apelin’e benzer sekilde Elabela’nin C-u¢ kalintisinin, APJ reseptoriine
baglanma ve sinyalizasyonda 6nemli oldugu belirlenmistir. Apela ve Apelin’in
her ikisi APJ reseptorii yoluyla rol oynarlar. Klasik bir G protein reseptorii olan

APJ, hiicre icerisinde farkli heterotrimerik G proteinleri araciligiyla farkli hiicre



tiplerinde pek ¢ok hiicreler arasi sinyal yolagini uyarabilir. Trimerik G proteinler
a, B ve y olarak adlandirilir. Ga alt birimlerinden en iyi tanimlanmis olanlar1 Gas,
Gai/o, Gag/11 ve Gal2/13’tiir. Ornegin; Gas, adenilsiklaz1 (AC) aktive edebilir,
siklik AMP firetilir ve protein kinazin aktivasyonu indiiklenir. Gai/o ise bunun
tam tersi etkilere sahiptir. Gag/11, fosfolipaz c, B aktivasyonu ve artmis hiicreler
arasi kalsiyum ile iliskilidir. Gal2/13 alt tipleri, aktin iskeleti diizenleyen kiigiik

GTPazlarin Rho ailesini diizenler.

1.4.1.1. Gai/o

Bu alt iinite, pertussis toksin duyarli bir G proteini olup tercihen APJ’ye
baglanir. Gai/o; ERK aktivasyonu, AKT sinyalizasyonu protein kinaz A’nin
inaktivasyonu yoluyla siklik AMP dretiminin azalmasint igeren sinyal
yolaklarinda aracidir. Gai/o’nun iligkili oldugu B ve y alt birimleri ise fosfolipaz
cB, potasyum kanallari, adenil siklaz ve fosfoinozitol 3 kinaz ile dogrudan
etkilesirler. Bu alt iiniteler ayn1 zamanda ERK aktivasyonunu uyaran kii¢iik bir

GTPaz olan Ras’1 dolayl olarak uyarir (131).

1.4.1.2. Gag/11

Diger bir pertussis toksin duyarsiz G protein olan Gag/11, APJ’ye
baglanir. Kardiyomiyositlerde Apelin’in APJ bagimli inotrofik etkisinde Gaq/11
aracilt PLCB-PKC yolag1 gorev yapar. APJ ile Gaq/11’in birlikteliginin, Na-H ve
Na-Ca degistiricilerini uyardigt ve bu uyarinin Apelin’in sican kalbindeki

inotrofik etkilerini uyardig1 gosterilmistir (131).
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1.4.1.3. p-arrestin

Apelin, APJ klatrin bagimli endositozda APJ reseptoriiniin hiicre igerisine
alinmasinda ve [-arrestinin sitoplazmik birlesimini ve toplanmasin1 uyarir.
Mekanik uyaranlar tarafindan APJ’nin aktivasyonu, kardiyomiyosit hiicre
blytikliglnii artirir ve hipertrofi iligskili molekiiler belirtegleri uyarir. APJ’nin

gerilme yoluyla aktivasyonu sadece B-arrestin yolagiyla baglantilidir.

1.4.2. Elabela Sinyalizasyonu

Elabela’nin C-terminal kalintilari, sinyalizasyon ve baglanmada 6nemlidir.
N-terminal kismi1 mutasyona ugramis olan Elabela’nin, yabanil tip Elabela ile
benzer baglanma afinitelerine sahip oldugu gdsterilmistir. Bu bulgu, Elabela’nin
N-terminal ucunun, reseptore baglanma yetenegine sahip oldugunu, ancak
sinyalizasyon i¢in kritik bir faktor olmadigin1 gostermektedir (131). Elabela’nin
tamamina yakin daha uzun N ug dizilerinin, B-arrestin sinyal yolagini uyarmada
daha etkili oldugu gosterilmistir. Ornegin; Elabela-32, Elabela-21 ve Elabela-
14°in FElabela-11’e gore p-arrestini daha yiiksek oranda aktive ettikleri
gosterilmistir. Elabela’nin ERK1/2 fosforilasyonunu uyarma yetenegi, Apelin’den

iki kat daha gii¢lidiir (131).
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tiabela/Apelm Mekanlk Stres

/ / Geri don:u
@ Gagii o e /lnternallzasyon

VAV«

RhoGEF PLCB PI3K Adenil
l / \ l siklaz
l -
RheA  pre Ca2+ AKT cAMP ERK ' Diger yolaklar
ERK NOS l

PSTOSEK

Sekil 6. Elabela/Apelin ve APJ etkilesimi. Elabela/Apelin, APJ'yi aktive edebilir
ve ¢esitli hiicre i¢i sinyal yolaklarini uyarabilir. APJ'nin asag1 akis etkisi, farkli Ga
alt birimlerinden (Gai/o, Gaqg/11 ve Gal2/13) etkilenir. Gai/o PI3K/AKT sinyal
yolaklarini aktive edebilir ve hem adenilil siklaz (AC) aktivitesini hem de cAMP
{iretimini inhibe edebilir. Gag/l11 hiicre i¢i Ca** ve protein kinaz C (PKC)
aktivasyonunu artirabilir. B-arrestin, Kardiyopulmoner Resiisitasyonu (CPR) geri
dontigiimiinii baslatabilir. Yesil ok uglar1 aktivasyonu ve kirmizi bloklu oklar
inhibisyonu gosterir (131).

1.4.3. Viicut Siv1 Dengesinin Diizenlenmesinde Elabelanin ve Apelinin

Rolleri

Daha oOnce yapilan ¢aligmalar, Elabela ve Apelin’in merkezi sinir
sisteminde ¢esitli mekanizmalar yoluyla viicut sivilarini dengeleyebildigini
gostermistir (131). APJ nakavt fareler anormal sivi dengesine sahiptir. Farkli
Apelinlerin viicut sivi dengesini korunmasinda farkli ozellikler sergiledikleri
bulunmustur. Apelin-13’iin intraventrikiiler enjeksiyonunun, si¢canlarda su alimini
azalttig1 rapor edilmistir. Benzer bir fenomen farelerde de gosterilmistir. Apelin’in
intraperitoneal enjeksiyonunun su alimini artirdigi, bununla beraber farelerde

Apelin-17’nin intraserebroventrikiiler alimimin arginin vasopressin (AVP)
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salinimini baskiladigi ve ditiretik bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Siganlarda
Apelin-17°nin benzer sekilde aliminin diiirezise yol actig1 gosterilmistir. Elabela
da benzer sekilde yetiskin sicanlarda dilirezisi ve su alimini artirarak sivi
dengesini etkilemektedir. Diger bir c¢alismada intraserebroventrikiiler Elabela
enjeksiyonunun, AVP’yi aktive etttigi gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan bir
calismada ise Elabela’nin kan AVP’sini degistirmeksizin deneysel sepsis boyunca
sivi dengesini uyarabildigi gosterilmistir. Hem Apelin hem de Elabela diiiretik
olarak rol oynayabilir. Her ikisi de vazopressini inhibe ederek viicut sivi dengesini
etkilerler. Boylece diiirezise neden olurlar. Bununla beraber, bobrekte Elabela
ifadesi Apelin’den yaklasik olarak 10 kat daha fazladir. Elabela’nin yiiksek ifade
diizeyleri, yetiskin bobreginin renal distal koleksiyon tiiplerinde goriilmektedir.
Ilaveten Elabela’nin intravendz enjeksiyonu {iriner ozmolarite ve elektrolit
atitlmim1 (Na-K) anlamli olarak azaltmaktadir. Elabela’nin diiirezis ve su alinimi
diizenlemedeki potansiyeli, Apelin’den bes kat daha fazladir. Bu veriler
Elabela’nin, sivi dengesinin diizenlenmesinde ve bobrek fonksiyonlarinda kritik
bir role sahip oldugunu isaret etmektedir (131). Bu bilgiler dogrultusunda
bobrekte yiiksek diizeyde ifade olan Elabela-21 peptidinin Dox ile olusturulan
sigan akut bobrek hastaliginda (ABH) koruyucu etkilerinin olabilecegi ifade
edilmektedir.

Mevcut ¢alismada sigan akut bobrek hasart modelinde Elabela’nin roliiniin
arastirtlmas1 ve intraperitoneal Elabela-21 peptid enjeksiyonunun muhtemel
etkilerinin molekiiler, histolojik ve biyokimyasal yoOntemlerle arastirilmasi

amaclanmustir.
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2.GEREC ve YONTEM

2.1.Calisma Gruplarimin Tanim

Calismada denek olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edilen 10 haftalik 230-250 gr wistar albino 1rki,
toplam 28 adet erkek sican kullanildi. Sicanlar yaklasik 23°C ortam sicakliinda,
12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortamda, su ve yemleri verilerek, iist kismi
1zgaral1 polikarbonat (50cmx30cm>20cm) koloni kafeslerinde yasatildi.

Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanliginin
05.05.2017 tarihli, 9. toplantt ve 111 no’lu onay1 alindiktan sonra baslatildi.
Deney gruplar1 ve uygulamalar asagida verildigi sekilde yapilmistir. Caligmada
her grupta 7 sigcan olacak sekilde 4 grup olusturuldu.

Calismanin bu kisminda wistar albino siganlar bobrek hasari olusturulmasi
icin kullanildi. Caligmada farmakolojik bir ajan olan doksorubisin ile bobrek
hasar1 olusturuldu. Deney toplam 14 giin siirmektedir.

2.1.1. Kontrol grubu (n=7) (K): Normal sartlarda biiyiitiilen siganlar
kullanildi. Calisma boyunca intraperitoneal olarak serum fizyolojik (SF) verildi.

2.1.2. Elabela-21 grubu (n=7) (Ela-21): Bu gruptaki hayvanlara 6. giine
kadar 1.0 ml/kg/giin SF uygulanip, ardindan 7-14. giin arast 39 mcg/kg/giin
elabela-21 (I.p.) uyguland.

2.1.3. Doksorubisin grubu (n=7) (Dox): ilk giin 10 mg/kg tek doz
doksorubisin ip enjeksiyon yapildi. Deney 14 giin igerisinde tamamlandi. Bu

gruplardaki siganlar, 14. giinde giyotinle dekapite edilip, ¢calisma sonlandirildi.
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Dekapitasyon sonrasi batin acilarak bébrekler ¢ikartildi. immiinohistokimyasal
analizler i¢in bobrek korteks ve medulla doku 6rnekleri %10 nétral tamponlu
formaline alindi. Molekiiler genetik analizleri i¢in aliman bobrek dokulari, sivi
azotta dondurularak, kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

2.1.4. Doksorubisin+Elabela-21 grubu (n=7) (Dox+Ela-21): Ilk giin 10
mg/kg tek doz doksorubisin ip enjeksiyon yapildi. Ardindan 7- 14. giinler arasi
39 mcg/kg/giin dozunda olmak iizere ip olarak Elabela-21 uygulandi (132).

Hayvan deneyleri hari¢ yapilacak diger tiim analizler Firat Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda yiiriitiildii.

2.3.Kullanilan Araclar-Geregler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri:

2.3.1. Kullanilan Araclar-Geregler ve Kimyasallar

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna

e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centrifiige Tube, Meksika

e Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
Katalog No: BBY24M, ABD

e Homojenizatéor Boncugu: Next Advance, GBO05-RNA 0.5mm Dia,
RNaseFree Glass Beads, Katalog No: GB0OS, ABD

e ELISA cihazi: Biotek, ELX800, ABD

e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Isvicre

e PCR ve Qubit tiipleri (0.6ml): Neptune, Katalog No: 3737.S.X, Biotix
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Laboratory Media, Ingiltere 37

Plate Yapistirici: Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive Film,
Katalog No: 4311971, ABD

Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction
Plate With Barcode (0,1 mL), Katalog No: 4346906, Singapur

Termal Dongii Cihazi: Biometra, Almanya

Real Time-PCR cihazi: Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

Santrifiij: Sigma 3K30, Almanya

Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

Mastronano Spectrophotometer

ELA-21 (Rat) Peptide: Phoenix Pharmaceuticals. Inc. Cat No: 007-26,
A.B.D.

Doxorubicin (hydrochloride): Cayman Chemical, Cat No:15007, A.B.D.
Tri Reagent 200 ml, MRC, Bioshop, Katalog No: TR 118, Kanada
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, Thermo Fisher Cat No:4311235

The High Capacity RNA-tocDNA™ Kit, Applied Biosystems, Katalog
No: 4387406

Taq PCR Master Mix Kit, Qiagen, Cat No: 201443, Almanya

RT? gPCR Primer Assay for Rat, Qiagen, Almanya

2.4. Molekiiler Genetik Analizler

14 giinliik deney siiresi bitiminde hayvanlar dekapite edilerek bobrek
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https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/rt2-qpcr-primer-assays/?catno=PPR06557B

dokusu hizlica alindi. Real Time PCR c¢alismalar i¢in alinan bobrekler sivi azot

icerisinde dondurularak kullanilincaya kadar -80°C’de saklandir (133, 134).

2.4.1 Kantitatif Real time PCR

2.4.1.1 RNA izolasyonu:

Ornekler -80°C’den cikartilarak oda sicakligina getirildikten sonra standart
Tri Reagent izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu yapildi. Protokol detaylari
asagida verilmistir. Ornekler trizole alindiktan sonra doku parcalayicisi ile
homojenize edildi ve RNA izolasyonu yapildi. RNA miktar1 nanodrop cihazinda
Olculdii.

2.4.1.1.1. Tri Reagent ile RNA izolasyonu:
1. 30-40 mg doku alind1, ependorf tiiplere konularak tizerlerine 500 pl Tri Reagent
eklendi.
2. Homojenizasyon boncuklarindan doku miktar1 kadar eklendi.
3. Homojenizatoriin 8. hiz kademesinde 5 dk homojenize edildi.
4. 5 dk oda sicakliginda bekletildi.
5. Tipler icindeki homojenizatdr boncuklar ile birlikte 12.000 x g’de 2 dk
santrifiij edildi.
6. Siipernatant kisimlar yeni tliplere aktarildi iizerine 100 pl kloroform eklenip
yaklagik 15 sn vortekslendi.
7. Tipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi.
8. 12.000 x g’de 2-4°C’de 15 dk santrifiij edildi.
9. Santrifiij isleminden sonra 3 faza ayrilan sivinin en iist faz1 bagka tiipe alindi.
10. 250 pl izopropil alkol eklendi.

11. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
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12. 12.000 x g’de 2-4°C’de 10 dk santrifiij edildi.

13. Siipernatant kisim dokiildii.

14. Pellet tizerine 500 pl % 75’lik etanol eklendi.

15. Vortekslendi ve 7500 x g’de 2-4°C’de 5 dk santrifiij edildi.

16. Siipernatant atildi1 ve etanol ile yikama islemi tekrarlandi.

17. Siipernatant atild1 ve tiipler bir miiddet oda sicakliginda bekletilerek etanoliin
uc¢masi saglandi.

18. Kuruyan tiiplerin iizerine dietilpirokarbonatlhi (DEPC) su eklendi ve pipetaj
yapildi.

19. izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandi.

2.4.1.1.2. RNA Olgiimii:

RNA 6lgiimiine baslamadan 6nce kor olarak distile su okutulmasiyla cihaz
kalibre edildi. Maestronano Spektrofotometre cihazinin dlgiim alanina 2 ul RNA
konularak RNA miktar1 ng/ul olarak oOlgiildii. Her 6rnek okumasiin ardindan
cihaz temizlenerek 1 dakika bekletildi. Komplementer DNA (cDNA) sentezinde
esit RNA miktarlarinda ¢alisilabilmesi i¢in okunan en diisiik RNA degeri standart
olarak alindi. Kontrol Grubu, Dox Grubu, Elabela Grubu, Dox + Ela Grubu olmak

tizere toplamda 4 RNA havuzu olusturuldu.

2.4.1.2. Komplementer DNA Sentezi

Reverse transkripsiyon i¢in iki mikrogram RNA kullanildi (final hacmi 20
uL). Amplifikasyon i¢in cDNA elde edilip, genlere spesifik primerler kullanilarak

ilgili gen bolgeleri gogaltildi.
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RT-PCR’1 i¢in kullanilacak ¢cDNA’larin hazirlanmasinda havuz yapilan
RNA ornekleri kullanildi. Bunun ig¢in her 6rnekten 5 pl RNA alindi. cDNA
sentezi toplam 10 pl hacimde gergeklestirildi (Tablo 2). Sentez i¢in 5ul RNA
ornegi, 1 pul 5XRT random primer, 1 ul 10xRT buffer, 0,4 pul 25xdNTP mix, 2.1 pl
niikleaz icermeyen su ve en son olarak 0,5 pl MultiScribe™ Reverse
Transcriptase enzimi kullanildi (Tablo 2). Ornekler termal dongii cihazina
yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve en son sicaklik 4°C
olacak sekilde cihazda bekletildi(Tablo 3). Olusan ¢cDNA ornekleri -20°C’de
saklandi.

Tablo 2. cDNA karisim miktart (10ul’lik reaksiyon)

Bilesik Hacim(ul)
10x RT tamponu 1.0

25x dNTP karisimi (100mM) 0.4
Reverse Transkriptaz (50U/ul) 0.5

10x RT Random Primer 1.0
Niikleaz icermeyen su 2,1

RNA 0Ornegi 5

Toplam reaksiyon 10

Tablo 3. cDNA sentezi PCR program

PCR 1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25 °C 37 °C 85 °C 4 °C
Zaman 30 dk 120 dk 5 dk 0
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2.4.1.3. Gercek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

cDNA Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile
amplifiye edildi. Deneklerin Bobreklerinden Tablo 4’te verilen genlerin ifade
diizeyleri incelendi. qRT-PCR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki
farkliliklarin hesaplanmasinda 2-AACT metodu kullanildi.

Tablo 4. Bobrek dokusunda qRT-PCR ile calisilan sigan genleri

Gen Gen Ile Ilgili Primerin Katalog Numarasi

Elabela/apela/toddler | AT02437631

Smad3 PPR06494A-200
Collal PPR42922A-200
Col3al PPR43017A-200

Gapdh (housekeeping) | PPR06557B-200

Real Time-PCR ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Plate kuyucuklarina
cDNA orneklerinden 0,5 pl koyuldu. Her bir 6rnek i¢in 1ul Eva Green Master
Mix, 3 pl niikleaz icermeyen su ve 0,5 pl primer hibridizasyon probu ornek
sayisia gore bilesen miktarlar1 hesaplanarak mikrosantrifiij tiiplerine konuldu ve
vortekslendi. Plate’deki cDNA Orneklerinin iizerine hazirlanan karisimdan 4,5 pl
pipet ile konularak plate’in {izeri optik filmle kapatildi (Tablo 5). Plate 6rneklerin
tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini plate

spin cithazinda 1 dakika siire ile santrifiij edildi.
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Tablo 5. gqRT-PCR ig¢in kullanilan bilesikler

Bilesikler Hacim (ul) X
Cdna 0.5
Primer-prob 0.5

Green Master Mix 1

Niikleaz icermeyen su 3

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR

sistemi ile Olciildii. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak

kullanildi. Ist kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye

ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 6).

Tablo 6. RT-PCR program

RT-PCR 1. Adim 2. Adim 3.Adim 4. Adim
Sicakhik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2 dk 10 dk 15sn 1 dk

2.5.Immiinohistokimyasal Boyamalar

Bobrek dokularinda hematoksilen eosin boyamast ile bobrek hasari

degerlendirilmesi yapildi. Elabela gen ifadesi immiinohistokimyasal ydntemle

degerlendirildi. Immiinohistokimya analizler 6zellikle gRT-PCR sonucuna gére

gruplar arasinda anlaml farkliliklar tespit edilen genler i¢in yapildi.
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2.5.1. Hematoksilen - Eozin Boyamasi

Bobrek dokular1 bouin soliisyonunda fikse edildikten sonra sirasiyla artan
dereceli etanol serilerinden gegirilerek yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik
takip basamaklarindan (Tablo 7) gecirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan
sonra ksilolde parlatilip parafine (P3558-1kg Sigma-Aldrich Paraplast
Embedding Media, U.S.A) gomiildii. Parafin bloklardan 5 um kalinliginda
kesitler rodajli ve polilizinli lamlara alindi. Rodajli lamlara hazirlanan
preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Isik mikroskobunda
(Olympus CH-BI45-T-S) degerlendirilip fotograflandi (Toupcam
UCMOSOS5100KPA).

Tablo 7. Histolojik Takip Basamaklari

SIRA ISLEM SURE

1 % 70 Alkol Gece boyu
2 % 80 Alkol 1 saat

3 % 96 Alkol 1 saat

4 % 96 Alkol 1 saat

5 % 100 Alkol 1 saat

6 % 100 Alkol 1 saat

7 Ksilol 1 I saat

8 Ksilol IT 1 saat

9 Sert Parafin (Etiivde) Gece boyu
10 Gomme
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Renal morfolojinin degerlendirilmesi:

Glomerulosklerozis: El nahas ve ark. skorlama sisteminin
modifikasyonuna gore tayin edildi (11, 27, 28).

SkorO: Normal glomerulus,

Skorl: Bazal membranda incelme,

Skor2: Orta ve ciddi hyaluronozis,

Skor3: Diffiiz hyaluronozis,

Skor4: toplam kiime tikaniklig1 ve ¢okmesi. Her bir hayvanin glomerular
skoru 100 glomerulusun sayimiyla gerceklestirildi.

Tubulointersitisyel hasar: Tubuluintersitisyel degisimlerden etkilenen
alanin yiizdesi seklinde semikantitatif bir skala ile tayin edildi.

Skor(Q: Normal tubuler ve intersitisyum.

Skorl: Goriis Alaninin <25% inde tubular dilatasyon ve fir¢a kenar kaybi.

Skor2: Goriis Alaninin <50% inde Tubular atrofi, dilatasyon ve kastlarin
varligi,

Skor3: Goriis Alaninin <75% inde Tubular atrofi, dilatasyon ve kastlarin
varligi,

Skor4: Goriis Alaninin <75% inde Tubular atrofi, dilatasyon, kastlarin

varligi ve fibrosis (135,136).
2.5.2. immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal analizler Elabela hormonunun bébrek dokusundaki
varliginin ve lokalizasyonun belirlenmesi i¢in ve siipheli qRT-PCR sonuglarinin
dogrulanmasi i¢in yapildi. Dekapitasyonun ardindan siganlarin ilgili dokular1 hizla

cikarilip %10 formaldehitle tespit edildikten sonra doku takip isleminden gegirildi
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ve histokimyasal incelemeler i¢in parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5—
6 mm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen
dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antijen geri kazanimi ig¢in sitrat
tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika tutuldu.
Zemin boyasii engellemek i¢in Ultra V Block soliisyonu ile muameleden sonra
primer antikor ile 60 dakika inkiibe edildi. Dokular, primer antikor
uygulanmasindan sonra sirasiyla sekonder antikor (30 dakika), Streptavidin
Alkaline Phosphatase (30 dakika) ve Fast Red Substrate System ile inkiibe edildi.
Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular Fosfat salin tamponu
(PBS) ve distile sudan gecirilip uygun kapatma solusyonu ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar Olympus BX50 151k mikroskobunda incelenip fotografi

cekildi.

2.6.Eliza Analizleri

Kesim sonrast serumu ayirmak i¢in kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar ayrildi.

Asagida adlar belirtilen Elisa kitleri kullanilarak, serum elabela diizeyleri
belirlendi:

Rat Elabela (ELABELA) (Shanghai YL Biont Co.Ltd. Cat No:
YLAI445RA, Cin),

Rat Interleukin 6 (IL-6) (Shanghai YL Biont Co.Ltd. Cat No:YLAOO3IRA,
Cin),

Rat Kidney injury molecule 1 (Kim-1) (Shanghai YL Biont Co.,Ltd. Cat

No:YLAO396RA, Cin),

46



Rat Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (Shanghai YL
Biont Co.Ltd. Cat No:YLA0394RA, Cin)

Bobrek fonksiyonlarinin diizenli islediginin gostergesi olan biyokimyasal
parametrelerin (glukoz, BUN, Kreatinin, Urik Asit, Kolestrol, Na++ Cl- K+ ve
Ca++) analizleri serumlarda c¢alisildi (Beckman Coulter 480). Sonug¢ olarak
gruplardaki bobrek hasarinin diizeyi yukaridaki parametreler degerlendirilerek

gruplar arasinda karsilagtirildi.

2.6.1. Eliza Testi

Serum Orneklerinden Elabela, Kim-1, I1-6 ve NGAL seviyelerinin tayini
icin ELISA testleri yapildi. Yontemin uygulanabilmesi icin dekapite edilen
siganlarin kanlar1 aprotininli tiiplere toplandi. Santrifiij (3500 RPM’de, 5 dk)
islemi uygulandiktan sonra supernatant kisim alinarak ELISA testinde kullanildi.
Calisma protokolii asagida detayli olarak verilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yikama Tamponu: Kitte bulunan konsantre yikama soliisyonundan 30 ml
alind1 ve tizerine 750 ml deiyonize distile su koyuldu.

Standart Soliisyonu: Her kitin protokoliine bagli kalinarak 6 farkl
konsantrasyonda standart hazirlandi.

Biotin-Etiketli Antikor Calisma Soliisyonu: Her bir numune i¢in 1 pl
Biotin-etiketli antikor iizerine 99 ul antikor seyreltme tamponu eklendi (Orn:
Numune sayisi*1 pl Biotin-etiketli antikor ve numune sayis1*99 pl antikor

seyreltme tamponu).
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2.6.1.1 Eliza Prosediirii

1. Standart solusyonundan 50 ul ve numunelerden 40 ul her bir kuyucuga
koyuldu. Orneklerin kuyucuklardaki yerleri kaydedildi.

2. Kuyucuklardaki standart ve numunelerin iizerine 50 pl Biotin-Etiketli Antikor
Calisma Soliisyonu ve 10 ul antikorlar eklendi. Plate koruma membrani ile
kapatilip 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak her
kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile yikandi. Kuyucuklarda yikama tamponu 1 dk
bekletilip dokiildii ve yeniden eklendi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.

4. Yikama isleminin ardindan ilk olarak her bir kuyucuga 50 pl Kromojen A daha
sonra 50ul Kromojen B calisma soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile
kapatilip 37 °C’de 10 dk karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.
5.Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi (Mavi renk
hemen sar1 renge doniistii).

6. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.

7. Hesaplama islemi gergeklestirildi.

2.7.istatistik Analizler

Elde edilen veriler ortalamatstandart hata (SH) olarak belirtildi.
Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-way ANOVA” ve “independent
student-t” testleri ile hesaplandi. Aymi grubun farkli zaman noktalarindaki
degerleri arasindaki farki degerlendirmek i¢in “paired student-t test” kullanildi.
Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Sican Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Gruplar arasinda deneyin ilk giinlinde sigan agirliklart agisindan anlamli
farklilik bulunmamistir (p=0.204). Deney sonunda sigan agirliklar1 gruplar
arasinda karsilagtirildiginda kontrol ve Ela-21 grubuna gore Dox grubunda
anlamli azalma (p=0.012 ve p=0.011, sirasiyla) oldugu gozlendi. Yine deney
sonunda kontrol ve Ela grubuna goére Dox+Ela-21 grubunda agirlik azalmasinin
anlamli degisim gdstermedigi belirlendi (p=0.369 ve p= 0.269, sirasiyla).

Tablo 8. Deney gruplarinda deneyin ilk giin ve son giin agirlik dl¢timleri

Gruplar Ik agirhik (gr) Son agirhk (gr)
K 330.83 +49.33 339.83 +46.95
Ela-21 331.50 +46.29 351.00 +44.96
Dox 330.20 +33.03 249.40 F40.88*"
Dox+Ela-21 289.66 +15.22 298.83+18.89
F ve P degeri 1.704 ve 0.204 6.903 ve 0.003

“Kontrol  grubuna  gore karsilastinldiginda.  "Ela-21  grubuna  gbre
karsilastirildiginda. “Dox grubuna gore karsilagtirildiginda. p<0.05 anlaml olarak

degerlendirildi. Degerler, ortalama + standart sapma olarak verildi.
3.2. Elisa Testi Verilerinin Degerlendirilmesi

3.2.1. Serum Elisa Verilerinin Degerlendirilmesi

Serum elabela seviyeleri (Tablo 9) gruplar arasinda karsilastirildiginda

Elabela’nin kontrol grubuna gére hem Dox hem de Dox+Ela grubunda anlamli
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olarak azaldigr goriilmiistir (P=0.012 ve P=0.005, sirasiyla). Ela-21 ve Dox
grubuna grubuna gore Dox+Ela-21 grubunda anlamli azalma oldugu gézlenmisti
(P=0.031 ve p=0.043, sirastyla).

KIM-1 diizeylerinin, kontrol grubuna gére Dox ve Dox+Ela-21 grubunda
anlamli olarak arttig1 gorilmiistiir (P=0.019 ve 0.018, sirastyla). Yine Kim-1
serum diizeylerinin Ela-21 grubuna goére Dox ve Dox+Ela grubunda anlamli
olarak arttig1 gozlenmistir (p=0.021 ve p=0.020, sirasiyla). Kim-1 diizeyleri
acisindan Dox grubuna gore Dox+ Ela-21 grubunda anlamli bir farklilik olmadig:
gbzlenmistir (P>0.05).

Serum NGAL seviyeslerinin kontrol grubuna gore gruplarda anlaml
degisim gdstermedigi belirlenmistir (P>0.05).

Serum IL-6 seviyesi kontrol grubuna gére hem Dox hem de Dox+Ela-21
gruplarinda anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir (P=0.048 ve P=0.046, sirasiyla).
Serum II-6 seviyeleri agisindan Dox ve Dox+Ela-21 gruplart arasinda anlamli bir
farklilik olmadigi belirlenmistir (p=0,193).

MDA diizeyleri agisindan, diger gruplarla kiyaslandiginda, Dox grubunda
anlamli bir artma oldugu gozlendi (p=0.001 ve p=0.003, sirasiyla). Yine Dox
grubuna gore Dox+Ela-21 grubunda MDA diizeylerinin azaldigi, kontrole benzer

diizeylere geldigi gozlenmistir ( p=0.001).
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Tablo 9. Serum Eliza Sonuglari

GRUPLAR
Parametre | Kontrol Ela-21 Dox Dox+Ela-21 F P
ELABELA [10.77+ 1.19 [14.20+ 0.67* [ 15.47+ 0.73* [ 11.42+0.78" [8.34 [0.001
KiM-1 0.09+0.04 |0.58+0.03* |0.15+0.01*" | 0.15+ 0.004*" |8.30 |0.001
NGAL 14+0.17 |1.44£0.13 [1.81£0.06 |[1.75£0.13  [2.64 |0.083
IL-6 0.37£0.04 |0.37+£0.02 |0.53+0.03*" |0.48+0.03** |5.43 |0.008
MDA 7.87£0.82  [8.10+4.15 |16.79+4.14*°[7.93+1.62°  [12.290.000
“Kontrol  grubuna  gére  karsilastirildiginda.  °Ela-21  grubuna  gore

karsilastirildiginda. “Dox grubuna gore Karsilastirildiginda. p<0.05 anlamli olarak
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma veya standart hata olarak

verildi.

3.3.Biyokimya Verilerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve Ela-21 gruplarina gore kan Glukoz diizeyleri Dox ve Dox+Ela-
21 gruplarinda anlamli olarak artmistir (P=0.000 ve P=0.000, sirasiyla). Dox
grubuna gore Dox+Ela gruplarinda anlamli olarak azalma gortilmiistiir (P=0.000).
Ela grubuna gore Dox+Ela grubunda anlamli bir degisim gdzlenmemistir
(P=0.965).

Kan Ure diizeyleri agisindan gruplar karsilastirildiginda anlamli bir
degisim olmadig1 gdzlenmistir (p>0.05).

Kontrol ve Ela-21 gruplarma gore serum Urik Asit diizeyleri Dox

grubunda anlamli olarak artmistir (P=0.000 ve p=0.000; sirasiyla). Dox grubuna
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gore serum iirik asit diizeylerinin Dox+Ela-21 grubunda anlamli olarak azaldig
goriilmiistiir (P=0.000). Serum Urik Asit diizeyleri acisindan Ela-21 grubuna gore
Dox+Ela-21 grubunda anlamli degisim gozlenmemistir (P=0.965).

Serum Kreatinin diizeyleri Kontrol ve Ela-21 grubuna gére DOX grubunda
anlamli olarak artmisti (P=0.000 ve p=0.000; sirasiyla). Dox grubuna gore
Dox+Ela grubunda anlamli olarak azalma goriilmiistiir (P=0.035).

Serum kolesterol diizeyleri hem Kontrol hem de Ela grubuna gére Dox
grubunda anlamli olarak artmistir (p=0.000 ve p=0.000; sirasiyla). Serum
kolesterol diizeylerinin Dox grubuna gore Dox+Ela-21 grubunda anlamli olarak
azaldig1 gozlanmistir (p=0.035). Diger grup i¢i karsilastirmalarda anlamli bir fark
olmadig1 gozlenmistir (P>0.05).

Kan Kalsiyum, Sodyum ve Klor diizeyleri tiim gruplarda anlamli degisim
gostermemistir (P>0.05).

Kan Potasyum diizeyleri Kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli bir
degisim gostermemistir (P>0.05). Ancak Ela grubuna gore Dox grubunda

potasyum diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir (P=0.012).
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Tablo 10. Biyokimyasal parametreler

GRUPLAR

Serum Kontrol Ela-21 Dox Dox+Ela-21 F P

Glukoz 119.70+3.66 122.75+2.40 283.12+36.07*" 138.10+3.15°  27.36 0.000
Ure 103.70+£2.76 102.37+1.25 106.25+4.10  101.40+1.10 0.47 0.708
Urik Asit 1.65+0.08  2.08+0.08 6.89+0.94*" 1.79+0.07° 41.41 0.000
Kreatinin 0.25+0.05  0.31+0.03 0.45+0.11*" 0.25+0.03° 13.31 0.000
Kolesterol 39.58+2.01 50.1243.13  186.12+48.92*" 105.90+13.09*"° 14.36 0.000
Kalsiyum 10.20+0.27 10.82+0.14  11.24+0.60 10.58+0.15 1.875 0.150
Sodyum 138.70+£3.59 139.37+1.63 145.62+5.82 140.80£1.57 0.619 0.607
Potasyum 7.53£0.25 8.13+0.37 6.40+0.44° 7.67+0.12 4.524 0.008
Klor 103.70+£2.76 102.37£1.25 106.25+4.10 101.40£1.10 0.465 0.708

“Kontrol  grubuna gére  karsilastirildiginda.  "Ela-21  grubuna  gore

karsilastirildiginda. “Dox grubuna gore karsilagtirildiginda. p<0.05 anlaml olarak
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma veya standart hata olarak

verildi.

3.4. qRT-PCR Verilerinin Degerlendirilmesi

Gruplar arasinda kontrole gore Elabela gen ifade diizeylerinin sadece
Dox+Ela-21 grubunda anlamli olarak azaldigi gozlenmistir (p=0.016).
Degerlendirilen SMAD3, CollAl ve COL3A1 gen ifadeleri agisindan gruplar

arasinda anlamli bir farklilik olmadigi belirlenmistir (p>0.05).
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Tablo 11. Bobrek Dokusunda mRNA Kat Degisimi

\ Gruplar
ELA-21 DOX DOX+ ELA-21
Genler F P F P F P
GAPDH 1 0 1 0 1 0

SMAD3 0.9395 0.81448 1.1567 0.57817 0.6417 | 0.14539

COL1Al 0.6242 | 0.13698 1 0.99577 1.0943 | 0.72885

COL3Al 0.7792 | 0.36994 0.9075 0.70138 0.8409 | 0.50037

ELABELA | 0.6373 0.14962 0.5434 | 0.07648 0.2994 | 0.01663

JoJ3uoy
TZ-B|3 +xoQ

xoq
1Z-83

COL1AL i
[ SMAD3
| [——————————COL3Al
Y APELA
Magnitude of gene expression

min avg max

Sekil 7. Bobrek dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin clustergram
haritalamasi.

3.6. Renal Histopatolojik Bulgular

3.6.1. Hematoksilen Eosin Boyama Verilerinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu, epitelyal desquamasyon gibi normal veya hafif
degisiklikler gosterdi. Glomeruli ve firga kenar yapilar1 saglam olarak gozlendi.
Ela-21 grubu kontrol grubunda goézlendigi gibi benzer morfolojik degisiklikler

gostermesinin yani sira bazi alanlarda tiibiiler hasarlarin varlig1 dikkat cekiciydi.
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En belirgin hasar, DOX grubundaki tiibiiler degisiklikler ve glomeriiloskleroz idi.
DOX grubunda glomeriiller, glomeriiler kilcal yumaklarin obliterasyonu ve
glomeriiler yumaklarin kapsiiler adezyonunun varligiyla karakterizeydi. Ayrica,
bu grupta belirgin tiibiiler nekroz, tiibiiler epitel hiicrelerinde sisme ve etkilenen
tiibiillerde firga kenarmin yaygin sekilde kaybi gozlendi. Ote yandan,
glomerulosklerozun DOX + ELA-21 grubunda hafifledigi gozlense de,
lezyonlarin tamamen iyilesmedigi belirlendi (Sekil.8). Tablo.11°de yar1 kantitatif
skorlama yontemleri kullanilarak, glomeriiloskleroz ve tiibiiler hasarin ortalama

degerleri belirlendi.

Kontrol

_Dox +Ela-21

ALEIS

0

Sekil 8. Bobrek dokularindan elde edilen kesitlere yapilan Hematoksilen&Eosin
boyama goriintiileri. Kontrol: Bobrek dokusunun normal morfolojik 6zelleikleri
gozlenmistir. Ela-21: Belirli oranda tiibliler hasar. DOX: glomeriiler kilcal
yumaklarin obliterasyonu, glomeriiler yumaklarin kapsiiler adezyonu, tiibiillerde
belirgin nekroz, tiibiiler epitel hiicrelerde sigsme, firgamsi kenar kaybi. DOX+Ela-
21: Dox grubunda goriilen bozulmalar daha hafif sekilde goriilemektedir.
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Kontrol sican bdbreginin histopatolojik degerlendirmesi; normal bobrek
veya minimal tiibiiler ve glomeriiler hasar oldugunu gosterdi. Kontrol siganlarina
gore ela-21 grubunda glomerular ve tubuler hasarin oldugu, bu hasarin kontrole
gore anlamli diizeyde arttigi gozlenmistir (p=0.001). Kontrole gére DOX
grubunda glomeriiler hasar anlamli olarak daha yiiksekti (p=0.000). Dox grubuna

gore Dox+Ela-21 grubunda hasarin anlamli olarak azaldigi gosterildi (p=0.000).

Tablo 12. Gruplarda glomerulosklerozis ve renal tiibliler hasarinin
ciddiyetinin karsilastirilmasi.

Gruplar Hasarsiz Glomerulosklerozis Tiibiiler hasar

glomerulus (%)

Kontrol 91+4.33 0.07+0.005 0.00+0.00
Ela 75.66+4.50° 0.36+0.05° 1.21£0.10°%
Dox 40.33+5.00™ 0.73+0.06™ 2.62+0.42%
Dox+Ela 57.33+12.1* 0.63+0.04" 1.83+0.31°™
P ve F degeri P=0.000 P=0.000 P=0.000
F=104.10 F=247.7 F=101.9

Veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak gosterilmistir. Bobrek hasarmin
farkli gruplardaki degisikliklerinin istatistiki analizinde One Way ANOVA testi
uygulanmustir. * Kontrol grubuna kiyasla; " Ela-21 grubuna kiyasla; € Dox grubuna
kiyasla; ¢ Dox+Ela-21 grubuna kiyasla istatistiki olarak anlamli farkhihgi (p <

0.05) ifade etmektedir.
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3.6.2. immiinreaktivite Verilerinin Degerlendirilmesi

Ela’nin bobrekte yliksek oranda ifade oldugu goézlendi. Apelanin baskin
olarak renal tiibiiler epitelial hiicrelerde 6zellikle tiibiillerin liimen kisminda ifade
oldugu gozlendi. Glomeriiler boyanmanin olduk¢a zayif oldugu belirlendi. Ayrica
toplama  kanallarnin ~ boyandigi  gosterildi. Bobrek  dokusunda  Ela
immiinreaktivitesi, kontrol grubuyla kiyaslandiginda DOX ve DOX+Ela-21

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmisti (p < 0.001).

Sekil 9. Bobrek dokularindan elde edilen kesitlere yapilan immiin boyama
goriintiileri
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4. TARTISMA

Antrasiklik antibiyotiklerin kanser tedavisinde etkili olmasina ragmen bu
ilaglarin klinik kullanimlar1 sirasinda bobregi de igeren ¢esitli organlarda toksisite
meydana gelmektedir. Antrasiklin tiirevi kemoterapotik bir ilag olan Doksorubisin
(Dox, DXR, Adriamisin), renal fibrozise yol agan proteinilirik nefropatinin
kemirgen modeli olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (137). Genel olarak
podositlerde gergeklesen ilk hasarin, proteiniiriye neden oldugu kabul edilmekle
birlikte, Dox'un neden oldugu nefropatinin kesin patolojisi tam olarak
anlagilmamistir (138). Siirekli inflamasyon ve oksidatif stresin rolii (139, 140,
141), Dox nefropati modelleri (142-145) dahil olmak iizere bir¢ok deneysel renal
fibroz modelinde gosterilmistir. Literatiir tarama verilerimize goére mevcut
calisma, Ela-21 peptidinin Dox’un indiikledigi sigan nefropati modelindeki
etkilerinin biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve molekiiler diizeyde gosterildigi
ilk calismadir.

ELA’nin promoter ve enhancer dizileri; Tcfcp2LL1, Myc, Nanog, Sox2 ve
Oct4 gibi bobrek gelisiminde goérevli ana transkripsiyon faktorleri icin pek ¢ok
baglanma bolgesine sahiptir. Bu veri, Ela peptidinin bobrekte yliksek oranda
ifade edildigini aciklamaktadir (146, 147). Son zamanlarda Deng ve ark., Ela-32
ve Apelin-13 peptidlerinin Fosfo-Ekstraseliiler sinyalle Diizenlenen Kinaz (p-
ERK) diizeyleri ve sivi homeostazisi iizerine etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda; sigcanlarda diilirezis ve su aliminin diizenlenmesinde ve ERK
fosforilasyonun uyarilmasinda, apelin-13 ile karsilastinlldiginda, ELA-32
peptidinin daha ytiksek potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir (182). Chen ve

ark. (148) Ela’nin hipoksi veya iskemi ile uyarilan bobrek hasarinda artan TGF-$1
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ve azalan inflamasyon diizeyini bulmuslardir. Ayn1 calismada Ela -32 ve Ela-11
(0.3 ile 3uM) konsantrasyonlarinin APJ endositozu ve ERK fosforilasyonunu
indiikledigini gostermislerdir. Su ana kadar Ela’min APJ disinda reseptorii
tanimlanmamis olmasina ragmen, APJ bagimsiz fonksiyonlara sahip oldugu
gosterilmistir. Bu bulguyu destekleyecek sekilde APJ ifadesi goériinmeyen insan
embriyonik kok hiicrelerinde kendini yenileme siirecinin stirdiiriilmesinde Ela’nin
endojen bir ligand olarak gorev yaptig1 bildirilmistir (15). Bu bulgu renal hasarda
Ela peptidinin es zamanli kullaniminin, tedavi iizerindeki etkilerini arastirmak i¢in
yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. Mevcut ¢alismada Dox
ile uyarilan bobrek hasarinda Ela diizeylerinin arttigi, ancak ilging bir sekilde
Dox+Ela-21 grubunda Ela-21 seviyelerinin kontrole benzer oldugu gézlenmistir.
Hamada ve ark. Dox ile uyarilan kardiotoksisite modelinde hem Apelin hem de
Apelin reseptdr ifadesinin azaldigini ifade etmislerdir (179). Calismamizda
Dox+Ela-21 grubunda elde etigimiz diisiik ifadenin altinda eger APJ reseptoriinde
bir azalma oldugu farzedilirse Ela’nmin farkli bir reseptor kullanarak iyilestirici
etkiler meydana getirdigi diisiiniilebilir. Ancak su ana kadar Elabela’nin ek
reseptorleri oldugu ifade edilmesine ragmen Elabela’ya 6zgii bir reseptor heniiz
tanimlanmamugtir.

Dox nefropatisi, glomeriiler gecirgenlikteki degisikliklerden sorumlu olan
glomertiler yap1 lizerindeki dogrudan toksisite yoluyla, asamali olarak proteiniiri
gelisimi ile karakterize edilmis, interstisyel fibrozis i¢in 1yi bir modeldir. Farklh
calismalarda akut bobrek hasar1 olusturmak i¢in Dox, farkli dozlarda ve farkh
stirelerde kullanmilmistir. Yagmurca ve ark., 20mg/kg/giin dozundaki Dox’un tek

bir dozunun histolojik olarak tiibiiler ve glomeriiler hasara neden oldugunu
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gostermislerdir (149). Jathav ve ark. da benzer sekilde Dox nefrotoksisitesinin
tiilbiiler ve glomeriiler hasar gibi histolojik etkilerini gostermislerdir (150).
Lenderink ve ark, 8-10 haftalik siganlarda 10-11 mg/kg/giin Dox’u tek bir doz
uygulamislar ve hayvanlar1 4-5 hafta sonra sakrifiye etmislerdir (183). Histolojik
olarak glomeriiler sklerozis, tiibiiler dilatasyon, tubulo insterstisyel ve
inflamasyon bulgularint elde etmislerdir. Veening ve ark. 7.5mg/kg/giin
dozundaki Dox’un tek intravendz dozunun verildigi siganlarda glomeriiler
epitelyal hiicrelerde sisme ve vakuolizasyon oldugunu gozlemlemislerdir (184).
Dziegiel ve ark, bir hafta araliklarla Dox’un 3mg/kg/giin dozunun histolojik
olarak glomeriiler skleroz, glomeriiler vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon, tiibiilar
antrofil interstisyel ve lenfositik infiltrasyon gibi histolojik bulgular
gbzlemlemislerdir (151). Saad ve ark. Dox’un 25mg/kg/giin dozunun bobreklerde
fokal tiibiiler atrofiye neden oldugunu gostermislerdir (152). Boonsanit ve ark,
Dox’un 7.5 mg/kg/giin intraven6z uygulanmasinin glomeriiler, kapiller ve tiibliler
dilatasyona neden oldugunu ifade etmislerdir (153). Park ve ark, Dox’un 7.5
mg/kg/giin tek doz uygulamasindn 21 saat sonra sakrifiye edip histolojik olarak
tibiiler dilatasyon, tiibiiler liimende eozonifilik material, glomeriiler
vakuolizasyon bowman kapsiiliinde incelme ve edhezyon varligini tespit
etmislerdir (143). Mansour ve ark. 15 mg/kg/giin tek bir Dox alinimindan sonra
24-48 saat igerisinde total protein ve albumin diizeylerinin keskin bir sekilde
azaldigim serum {ire diizeylerinin artigin1 gostermislerdir (154). Bertani ve ark.
Dox’un 7.5mg/kg/giin tek bir Dox dozunun ip enjeksiyonundan sonraki 4-5 giinde
proteiniiri varligini tespit etmislerdir (155). Khames ve ark. 3 hafta i¢inde haftada

2 kez 3 mg/kg/giin Dox’un ip uygulanmasinin serum {lre, kreatinin ve lirik asit
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diizeylerinin anlamli olarak artirdig1 gostermislerdir. Ayni ¢alismada sildenafil ve
febuxostat uygulnamasinin nefrotoksisite markerlarinda, inflamatoar aracilarda
anlamli azalmalara neden oldugu ve renal kaspas-3 expresyonu ile oksidatif stress
biyo-markerlarinin normallesmesini sagladigin1 gostermislerdir. Ayn1 ¢alismada
sildenafil ve febuxostat uygulamasinin Dox ile indiiklenen histolojik degisiklikleri
de iyilestirdigi gosterilmistir (156). Ozetle; farkli galismalarda DOX’un 7.5-25
mg/kg/glin aras1 dozlarda intraperitoneal veya intravendz uygulanmasinin doza
bagli olarak bobreklerde farkli diizeylerde hasara neden oldugu gosterilmistir.
Mevcut calismada Dox 10mg/kg/giin dozunda tek doz olarak uygulamasinin
bobreklerde histolojik diizeyde glomeriiler ve tubuler hasara neden oldugu, Ela-21
peptid uygulamasinin bu hasar1 belirli diizeyde iyilestirdigi gosterilmistir.

Bobrek fonksiyon belirteclerinden olan kreatinin ve kan iire azotu (BUN)
(157), Dox uygulamasinda belirgin bir artis gostermektedir (158). Khalil ve ark.,
Dox ile uyarilan sican bobrek hasarinda tipik olarak renal bobrek hasari
gostergeleri olan iire ve kreatinin diizeylerinde anlamli artiglar oldugunu ifade
etmislerdir (185). Calismamizda da benzer sekilde iirik asit ve kreatinin
diizeylerinin Dox grubunda anlamli olarak artti§1, Ela-21 uygulanmasinin ise bu
artis1 normellestirdigi gosterilmistir. El sait ve ark., yaptig1 bir ¢alismada Dox’un
indiikledigi renal hasarda serum {ire, kreatinin ve bobrek agirliginin anlamli olarak
arttigini, serum albumin ve c¢alisma sonundaki sigan vucut agirliginda ise anlamli
olarak azaldigim1 gostermislerdir (159). Mevcut c¢alismada da benzer sekilde
serum Ure, ilirik asit, kreatinin, kolesterol ve glukoz diizeylerinin Dox si¢an
nefrotoksisite modelinde arttig1, Ela-21 uygulamasinin ise bu degerleri normalize

ettigi gosterilmistir.
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KIM-1’in, bobrek hasari durumunu izlemek icin klinik oncesi ve klinik
caligmalarda bobrek toksisitesine karsi oldukca duyarli bir biyobelirteg oldugunu
kanitlanmistir (160). KIM-1 genellikle normal saglikli dokuda saptanamayan
tiibiiler bir trans-membran proteinidir. Hem akut bobrek hasari (ABH) hem de
kronik bobrek hasarinda (KBH) asir1 ifade edilir (160, 161, 162). Ichimura ve ark.
(163) bobrek hasarindan sonra yeniden iyilesme siirecinde bobrek tiibiiliindeki
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin fagositozunda KIM-1'in gorev aldigimi ortaya
koymuslardir. KIM-1, bdbrekte apoptotik tiibiiler epitelial hiicreler tarafindan
ifade edilen apoptotik hiicre yiizey spesifik epitoplar olan fosfatidilserin ve
oksidize lipopproteinleri 6zgiil olarak taniyabilmektedir. Bu nedenle Kim-1, hasar
ve renal tamir kapasitesinden sonra yeniden modellemede rol oynayabilir. Ayrica,
renal Kim-1 diizeyleri idrarla atilan Kim-1 diizeyleriyle yakindan iliskilidir. Bu
veriler Kim-1'in erken tiibiiler hasar i¢in bir belirte¢ olarak ve bobrek koruyucu
miidahaleyi yonlendirmek ve bireysellestirmek i¢in  kullanilabilecegini
gostermektedir (164). Daha onceki raporlarla tutarli olarak, yapmis oldugumuz
calismamizda Dox wuygulamasi yapilan grupta yiiksek Kim-1 seviyeleri
gozlemlenmistir.  Ancak Ela-21 uygulamasinin Kim-1 diizeylerini normalize
edemedigi goriilmiistiir.

Doksorubisine bagli toksisitenin patogenezinde; antioksidan enzimlerde
azalmanin, serbest radikal olusumunda ve lipid peroksidasyonunda artmanin rol
oynayabilecegini gostermektedir (165). Tulubas ve ark. (166) yaptiklari
calismada, doksorubisini 30 mg/kg tek doz ip vermisler ve kontrol grubu ile
karsilastirdiklarinda  siganlarda serum, karaciger ve bobrek dokularinda,

superoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve rediikte Glutatyon
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(GSH) diizeylerinde azalma ve MDA diizeylerinde ise artis meydana geldigini
gostermislerdir. Cetin ve ark. (167) doksorubisin ile olusturulan bobrek
hasarindan sonra omega-3 yag asitlerinin kullaniminin; artmis serum, bobrek ve
karaciger MDA seviyelerinde anlamli azalma sagladigimi ve GSH, SOD ve GSH-
Px diizeylerinde ise anlaml1 bir artis oldugunu gostermislerdir. Kalaiselvi ve ark.
(168) yaptiklar1 benzer bir calismada, 10 mg/kg i.v doksorubisin uygulamasi
sonrasinda enzimatik antioksidan seviyelerinde (SOD, Katalaz (CAT), GSH Px,
GSH rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve GSH-S-transferaz)
onemli derecede diisiis ve MDA seviyesinde ise artis oldugunu saptamislardir.
Koul ve ark. (169)yaptiklart ¢alismada Doksorubisinin  indiikledigi
nefrotoksisitenin bobrek dokularinda, GSH, GSH Px, GSH rediiktaz ve Katalaz
(CAT) aktivitelerinde énemli bir azalmaya neden oldugunu, likopenin bu enzim
aktivitelerinde belirgin artisa yol agtigim1 gostermislerdir. Khan ve ark., wistar
siganlarda naringenin kullaniminin, Doksorubisin (Dox;10 mg / kg) kaynakl
nefrotoksisitenin neden oldugu oksidatif stres, kan tlire azotu (BUN), kreatinin,
laktat dehidrojenaz (LDH) ve bobrek hasari molekiilii-1 (KIM-1) diizeylerindeki
artist normalize ettigini gostermislerdir (170). Altinkaynak ve ark., Sprague
Dawley sicanlarda Dox (20 mg/kg) ile olusturulan bobrek nefrotoksisite
modelinde, L-Theanine kullaniminin, artmis doku ve plazma glutation-distilfid
(GSSG), Gama-glutamiltransferaz 1 (GGT1), niikleer faktor kappa B p65 (NF-xB
p65) seviyelerini ve doku apoptoz indekslerini (Al%), 6nemli 6l¢lide azalttigini
ortaya koymuslardir (171). Mevcut ¢alismada da DOX’un bobrek dokusunda
MDA diizeylerini anlaml1 bir sekilde artirdigi, Ela-21 uygulamasinin ise bu artist

normalize ettigi gosterilmistir.
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Uriner NGAL atilimi, sadece akut bdbrek hasarin duyarli bir gdstergesi
olmayip (172, 173), ayn1 zamanda Proteiniiri ile iligkili interstisyel fibroz ve
tiibiiler atrofi (IFTA) (174) sirasinda da tiibiiler hasarin duyarli bir gostergesidir.
Szalay ve ark., Charles Dawley (CD) ve Rowett, Black Hooded (BH) sicanlarda
10 mg/kg Dox’un nefrotoksik etkilerini 8 hafta boyunca goézlemislerdir (175).
BH'de Dox uygulamasindan sonra diisiik tiibiiler hasar, daha az idrar NGAL
atitlmi ve CD susundakine gore daha az proteiniiri oldugunu gostermislerdir. Bu
bulgulara, daha az bobrek hasar1 ve daha az proteintiri, daha iyi korunmus viicut
agirlign ve BH sicanlarinda 6nemli 6l¢iide uzun siireli sagkalim eslik etmistir.
Ayn1 c¢alismada NGAL’in 4 hafta civarinda anlamhi diizeyde arttigini
gostermislerdir. Calismamizda sicanlar ilk 14 giin icerisinde kesildigi i¢in Ngal
diizeylerinin bu kadar kisa slirede serumda anlamli olarak artmamis olmasi
muhtemeldir.

Zhang ve ark. (176) dioscinin hem in vivo hem de in vitro Dox kaynakl
hiicre hasarim1 6nemli Ol¢iide azalttigini, agik¢a in vitro reaktif oksijen tiirleri
(ROS) seviyesini diisiirdiigiinii ve belirgin sekilde BUN, Cr, MDA seviyelerini
diisiirdiigiinii ve sicanlarda SOD, GSH ve GSH-Px seviyelerini belirgin sekilde
arttirdigin1  gostermistir. Ek olarak, dioscinin, Nikleer faktor-«B (NF-B) ve
Yiiksek Hareketlilik Grubu Kutu 1’in (HMGB1) niikleer yer degistirmesini
baskiladig1 ve daha sonra iltihaplanmaya kars interlokin-1 (IL-1), IL-6 ve Timor
nekrozis faktor-alfa’nin (TNF-a) mRNA seviyelerini diisiirdiigli gosterilmistir.
Wang ve ark. (177) Doksorubisin enjeksiyonundan 7, 14, 28 ve 42 giin sonra
nefropati grubunda kontrol grubundakilere gore idrarda protein atiliminin anlaml

olarak arttigini, idrar ve bdbrek dokularinda ise IL-6 ekspresyonunun
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doksorubisin enjeksiyonundan 7, 14, 28 ve 42 giin sonra kontrol grubuna gore
anlaml sekilde arttigin1 gostermislerdir. Ma ve ark., Dox ile olusturulan sican
bobrek hasarinda fibronektin (FN) mRNA, kollajen III (Col III) mRNA, TNF-alfa
ve IL6 seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini ortaya koymuslardir (186). Mevcut
calismada DOX grubunda artmis olan serum IL-6 seviyelerinin Ela-21 peptidi
tarafindan normalize edilmedigi gosterilmistir.

Ela 19 ve Ela-32 amino asitlik peptidlerin baglanma afinitelerinin birbirine
benzer oldugu ve APJ reseptoriine baglanmak i¢in apelin-13 peptidi ile yaristiklar
gosterilmistir (180). Elabela’nin intravendz enjeksiyonunun iiriner ozmolarite ve
elektrolit atilimim1 (Na-K) anlamli olarak azalttigi gdsterilmistir (131). Ancak
calismamizda serum Na veya K diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik olmadig:
gbzlenmistir. Bu farkli bulgunun ana nedeninin c¢alismamizda kullandigimiz
dozdan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Murza ve ark., calismalarinda Ela-
13, 6,6 nM dozda verildiginde, Gail ’nin aktive oldugunu ancak 45 nM ve fiistl
dozda Ela-13 verildiginde B-arrestinin aktive oldugunu ifade etmislerdir (180).
Mevcut ¢aligmada kullanilan 39 nM’lik Ela-21 dozunun sadece Gail yolagim

aktive etmesi muhtemeldir.
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SONUC VE ONERILER

Mevcut ¢aligsma temel olarak Ela-21 peptidinin sicanda Dox ile olusturulan
bobrek hasar modelinde onarici etkilerinin molekiiler, histolojik ve biyokimyasal
olarak gosterildigi ilk caligmadir. Bu veriler, Ela’nin sigcan bdbrek hasarimin
lyilestirme i¢in potansiyel aday olabilecegini gostermektedir. Calisma
verilerinden yola ¢ikilarak, Ela-21 peptidinin etkinliginin muhtemel onarici
etkisinin, baska sican bobrek hasar modellerinde ¢alisilarak, mevcut verilerin

dogrulanmasina gereksinim oldugu kanaati olusmustur.
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