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SICANLARDA RADYOKONTRAST MADDE NEFROPATISINi
ONLEMEDE MONTELUKAST’IN NF-KB, NOX4 VE P22 PHOX
EKSPRESYONU ARACILI ETKIiSI
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OZET

Kontrast madde nefropatisi patofizyolojisinde, serbest oksijen radikallerinde
artis, inflamasyon ve apoptozis goézlenmektedir. NADPH oksidaz 4, daha ¢ok
bobrekte eksprese edilen, p22phox ile ko-lokalize ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretiminde regiilatér enzimdir. Montelukast, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-
apoptotik etkilere sahiptir. Bu g¢alismada, montelukast profilaksisinin siganlarda
kontrast madde nefropatisini dnlemede NF-kB, NOX4 ve p22 phox ekspresyonu
aracili etkisi arastirilmistir.

Nefropati modeli; 15 dakika ara ile sirasiyla 10 mg/kg indometazin, 10 mg/kg
NG-Nitro-L-arjinin metil ester ve 3 g I/kg ioheksol enjeksiyonlariyla 16 saatlik
susuzluk periyodu sonrasinda 6.glinde olusturulmustur. Siganlar 8. giinde tiyopental
sodyum anestezisi altinda sakrifiye edilmistir. Tiim enjeksiyonlar, intraperitoneal
olarak uygulanmistir. Nefropati modelinin uygulanmasindan sonra; serum KIM-1
seviyeleri, TNF-a, NF-xB, NOX4, p22phox ve KIM-1 mRNA ekspresyonlari, doku
ROS seviyeleri, tiibiiler hasar skoru ve apoptozis kontrol grubuna gore artmistir. 10
mg/kg montelukast uygulamasi, serum KIM-1 seviyelerini, TNF-a, NF-kB, NOX4,
p22phox ve KIM-1 mRNA ekspresyonlarini, doku ROS seviyelerini ve NF-kB p65
protein ekspresyonlarini azaltmistir.

Sonuglar montelukast profilaksisinin, kontrast madde nefropatisinde koruyucu
etkisi bulundugunu gostermektedir. Montelukast, kontrast madde nefropatisini
onlemede etkili olabilecek bir ajandir. Montelukast profilaksisinin etkililiginin
degerlendirilmesi i¢in ileri aragtirmalar gereklidir.

Anahtar Sozciikler: Kontrast madde nefropatisi, montelukast, oksidatif stres,
NOX4, p22phox
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PREVENTITATIVE EFFECT OF MONTELUKAST IN THE
RADIOCONTRAST INDUCED NEPHROPATHY IN RATS VIA NF-KB,
NOX4 AND P22 PHOX EXPRESSION
Master Thesis
Oguzhan SIMSEK
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Department of Pharmacology
ABSTRACT

In pathophysiology of contrast-induced nephropathy, reactive oxygen species
generation, inflammation and apoptosis are observed. NOX4 is mostly expressed in
the kidney, co-localized with p22phox and main regulatory enzyme for ROS
generation. Montelukast has antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic
properties. Therefore this study investigated the effect of montelukast pre-treatment
for preventing contrast-induced nephropathy in rats, via NF-kB, NOX4 and p22 phox
expressions.

Nephropathy model was initiated by administration of 10 mg/kg indomethacin,
10 mg/kg NG-Nitro-L-arginine methyl ester and 3 g I/kg iohexol at 15-minute
intervals after 16h of water deprivation on 6th day. Rats were sacrificed on the 8th
day under thiopental sodium anesthesia. All enjections are performed
intraperitoneally. After the initiation of nephropathy model; serum KIM-1 levels,
TNF-a, NF-kB, NOX4, p22phox and KIM-1 mRNA expressions, tissue ROS levels,
tubular injury score and apoptosis increased compared to control group.
Administration of 10 mg/kg montelukast, decreased serum KIM-1 levels, TNF-a,
NF-kB, NOX4, p22phox and KIM-1 mRNA expressions, tissue ROS levels and NF-
kB p65 protein expression.

These results suggest that montelukast pre-treatment has a protective effect in
contrast-induced nephropathy. It is possible that montelukast could be used as a
useful agent for preventing contrast-induced nephropathy. Further studies needed for
evaluating the efficacy of montelukast pretreatment in contrast-induced nephropathy.

Keywords: Contrast-induced nephropathy, montelukast, oxidative stress, NOX4,
p22phox

Page Number: 76

Advisor: Assoc. Prof. M. Aylin ARICI



ICINDEKILER

ICINDEKILER ......ooviviviiiiieeieieieteee ettt i
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .....oooviiiiiiccceeee e iii
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiiiiciecceeeteeeeee ettt iv
TABLOLAR DIZINT ..ottt v
1. GIRIS VE AMAC C .....cuiiiieciceeee e eesiete sttt es st an st s s e 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1 KONraSt MAUAE .......ocveeieeeiieiie e 3
2.1.1. Kontrast Maddelerin Yapist ve Siiflandirilmast..........ccoocevveiiiicinennn. 3
2.1.2. Kontrast Maddelerin Farmakokinetik Ozellikleri..........c.ccceveverrverererennnne. 4
2.1.3. Kontrast Maddelerin Yan EtKileri .........ccccooeiiiiiiiinniieieceseee e 5

2.2 Kontrast Madde NefropatiSi ..........ccccveieiieiieieieiiscseses e 6
2.2.1 Kontrast Madde Nefropatisinde Patofizyoloji...........cccceveriiiniiiiiiiienn, 8
2.2.2 NADPH OKSIHAZ ...evevieviiviiieieiisie ettt 12
2.2.3 NADPH OKsidaz 4 Ve P22 PhOX......cccocvieiieiiiie i, 14
2.2.4 Kontrast Madde Nefropatisinde Tedavi ve Profilaksi ...............cccccccueene.n. 15

2.3 MONTEIUKAST ...ttt 15
2.3.1 Montelukastin Farmakokinetik OzelliKIeri...........c.coceevevererererereeereeieeenne, 16
2.3.2. Montelukastin Advers Reaksiyonlart ..........cccocevvviiiiiiiiniiiiiicin, 17

3. GEREC VE YONTEM ......cooooiititieitieeeeeeeeeeeeetetete ettt 18
3.1 Aragtirmanin TIPT ..oceeceeriieeiieiiieese e 18
3.2 Arastirmanin Yeri V& ZamMaNI........ccureiruvreirueeesiueresiueeesseessseesssesssssesssssessnssees 18
3.3 Calisma Materyali .......c.ceieiiiieiie s 18
3.5 Arastirmanin DegiSKenleri ........cccociiiiiiiiiii e 19
3.6 Veri Toplama ATaClari..........cooeviviiiiiiiie s 19
3.6.1 KONEIOl GrubU.....ouviiiieiieee e 23
3.6.2 Kontrast madde nefropatiSi grubu ...........c.coeviriiieiene e, 24
3.6.3 MONTEIUKAST GrUDU ..ottt 24
3.6.4 Montelukast+kontrast madde nefropatisi grubu...........ccceevvieiveicciennenn, 24



ICINDEKILER (DEVAMI)

3.6.5 Biyokimyasal ve molekiiler analizler ..............ccccoveveiieieeii i, 25
3.6.6 Histolojik analizIer............cooviiiiiii e, 33

3.7 Arastirma Plant ve TaKVIMI ......c.cocciiiiiiiiiiiiiiiieiee e 37
3.8 Verilerin Degerlendirilmesi...........coiveiiiiiiiiiiiiiecicc e 38
3.9 Arastirmanin SInirlilKIArT .......ooooiiiiiii 38
4. BULGULAR ...t 39
4.1 Biyokimyasal ve Molekiiler Analizlerin Bulgulart .............cccooeiiiiinicinnnen 39
4.1.1 Serum ve idrar kreatinin dQzZeyleri ..........coccevireiiiiiiiiciicee e, 39
4.1.2 Serum KIM-1 dUZEYIETT.....c.uveviiiiiiieiiiieiieiese e 40
4.1.3 Doku reaktif oksijen tlirleri dUzeyleri........ccooovrviiieiiiiiiieiisene e 41
4.1.4 TNF-a, KIM-1, NF-xB, NOX4 ve p22 phox mRNA diizeyleri ................ 41
4.1.5 NF-kB Protein EKSPIeSYONU.......cccoveiviiiiiiiiiiinie e 46

4.2 Histolojik Analiz Bulgulart ...........cccooiiiiiiii e 47
4.2.1 Immiinhistokimyasal BUIGUIAT ..............ccccvreriveriveiiereiieeie e, 50

5. TARTISMA .. ot 52
6. SONUC VE ONERILER .......ccceoiitititiietcteteee ettt 59
7. KAYNAKLAR Lo 61
8. EKLER . e 73
9. KATKI s 74
10, OZGECMIS oottt 75



ACTB
APS
BT
cDNA
CysLT
DAB
DEUTF
DMSO
DUOX
ECL
Ex

Em

ET
GFR
HRP
HOCM
IL-6
i.a.

i.p.

V.
IOCM
kDA
KIM-1
KMN
L-NAME
LOCM
LTD4
MNH
NADP
NF-xB
NO
NOX
NSAIi
PBS
PCR
PVDF
RENOX
RNA
SDS
TBS
TBST
TEMED
TMB
TNF-a

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Beta aktin

Amonyum persiilfat

Bilgisayarli tomografi

Tamamlayici deoksiriboniikleik asit
Sisteinil 16kotrien

Diaminobenzidin

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Dimetilsiilfoksit

Dual oksidaz

Gelismis kemiliiminesans

Eksitasyon

Emisyon

Endotelin

Glomertiler filtrasyon hizi

Yabanturpu peroksidazi

Yiiksek ozmolar kontrast madde
Interlkin-6

Intraarteriyel

Intraperitoneal

Intravensz

[zoosmolar kontrast madde

Kilodalton

Bobrek Hasar Molekiilii-1 (Kidney Injury Molecule-1)
Kontrast madde nefropatisi

L-Nitro arjinin metil esteri (L-NG-Nitro arginine methyl ester)
Diisiik osmolar kontrast madde
Lokotrien D4

Mononiikleer Hiicre Infiltrasyonu
Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
Niikleer faktor kappa-B

Nitrik oksit

NADPH oksidaz

Nonsteroid anti inflamatuar ilag
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphate Buffer Saline)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Poliviniliden floriir

Renal oksidaz

Riboniikleik asit

Sodyum dodesil siilfat

Tris tamponlu salin

Tris-Tamponlu Salin-Tween 20
N,N,N,N’-Tetrametil etilendiamin
Tetrametilbenzidin

Tiimor nekrozis faktor-alfa



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Triiodobenzen tiirevi olan ioheksoliin kimyasal yapist..........ccccoeevriiinennnnn 3

Sekil 2. Kontrast madde nefropatisinde molekiiler mekanizmalarin degigimi.........11

Sekil 3. NOX4 ve P22 PhOX UN YaAPISTaueieruireriieeeiieeeieeesreeenereeessreesssreessrseesssneesssnees 14
Sekil 4. Montelukast sodyumun kimyasal yapiSi........ccccuvvvriiiiieeniieeiieeeeeeeiieeeee e 16
Sekil 5. Deneysel calismanin akis SEMAST........cevuieiiiiiiieiieiiie e 23
Sekil 6. Arastirma plant Ve takVimi.......oocieieiiiieiii e 37
Sekil 7. Deney gruplarinda serum KIM-1 diizeyleri..........cccevveiiiiiiiiieeniicee s 40
Sekil 8. Deney gruplarinda doku reaktif oksijen tiirleri diizeyleri...........ccccoveernennee. 41
Sekil 9. Deney gruplarinda TNF-a mRNA ekspresyon diizeyleri............ccocvvrnennnn. 42
Sekil 10. Deney gruplarinda NOX4 mRNA ekspresyon diizeyleri...........ccccovvvennen. 43
Sekil 11. Deney gruplarinda p22phox MRNA ekspresyon diizeyleri................o...... 44
Sekil 12. Deney gruplarinda KIM-1 mRNA ekspresyon diizeyleri..........c..ccocvvnnens 45
Sekil 13. Deney gruplarinda NF-kB mRNA ekspresyon diizeyleri..............c.ccce.. 46
Sekil 14. Deney gruplarinda, bobrek dokusuna ait homojenatlarda gosterilen niikleer
NF-kB p65 proteinin Western Blot goriintlileri..........cevverviviiiiiiiiniiiieee, 46
Sekil 15. Deney gruplarinda, bobrek dokusuna ait homojenatlarda gosterilen niikleer
NF-kB p65 protein ekspresyonu diizeyleri............oovveviiiiiiiiiiniiiiiinn, 47
Sekil 16. Deney gruplarinda bobrek dokusuna ait histolojik goriintiilemeler........... 48

Sekil 17. Deney gruplarinda bobrek dokusuna ait kaspaz-3 immiinhistokimyasal
boyama OrnekIeri..........oooiiiiiii e ene . D0

Sekil 18. Deney gruplarinda kaspaz-3 immiinhistokimyasal boyama skoru

(04 7:] 210012 1) PP 51



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tablo 1. Kullanimda olan kontrast maddelerin bazi fizikokimyasal dzellikleri......... 4
Tablo 2. Kontrast madde yan etkilerinin faktorleri ve karakteristikleri...................... 6
Tablo 3. Kontrast madde nefropatisi gelisimi agisindan risk faktorleri...................... 7
Tablo 4. NOX izoformlar1 ve eksprese edildigi doku ve hiicreler...............cc.cve.ee. 13
Tablo 5. Kullanilan Ciazlar............ocooiiiiiiiiiieee e 19
Tablo 6. Kullanilan sarf malzemeleri...........cocooveirierienienieniesececcceec s 20

TEVETSE SEKANSIATT.....eiiiiiiiiiiiee e 28
Tablo 8. Rutin doku takibi..............oo 34
Tablo 9. Hematoksilen-eozin boyama protokolti.................ccoevviniiiiiiiiiiinnnnn, 34
Tablo 10. Randomize edilen siganlarin bazal ve deney sonu agirliklart.................... 39
Tablo 11. Serum ve idrar kreatinin dGZeyleri..........cccovvreieiriinciiincceeceee, 40
Tablo 12. Histolojik skorlama tabloSu.............ccociiiiiiiiiiiiee s 49



1. GIRIS VE AMAC

Kontrast madde kullanimi, radyolojik goriintiileme tekniklerinin gelismesi ve
yeni kontrast madde ajanlarinin kullanima girmesi nedeniyle giinlimiizde oldukca
artmigtir. Kontrast maddelerin intravaskiiler uygulanmasi sonrasinda ani olarak
gelisen ve bobrek fonksiyonlarindaki ciddi azalma, kontrast madde nefropatisi

(KMN) olarak tanimlanmustir (1).

Kontrast madde nefropatisinde, serum kreatinin konsantrasyonu, normal
degerinden 0.5 mg/dL veya %25 daha fazla oldugunda nefropati gelisimi ydniinde
degerlendirilmektedir (2). Ayrica, serum kreatinin seviyeleri diginda sistatin C,
bobrek hasart molekiilii-1 (KIM-1), nétrofil jelatinaz lipokalin-2 (NGAL), interlokin-
18, beta-2 mikroglobulin (B,M) seviyelerinin daha hassas ve erken biyobelirtegler
olabilecegi ile ilgili bircok ¢aligma bulunmaktadir (3).

Kontrast madde nefropatisinin patofizyolojisi multifaktoriyel olup, birkag
mekanizma ile gelismektedir. Intravendz kontrast madde enjeksiyonu sonrasinda
endotelin aracili gerceklesen vazokonstriiksiyon, nitrik oksit (NO) aracili
vazodilasyonun inhibisyonu ve diiz kaslardaki intraselliiler kalsiyum seviyelerindeki
degisim siddetli vazokonstriiksiyonu tetikler. Renal kan akiminin vazokonstriiksiyon
nedeniyle azalmasi sonucunda bdobrek hasari, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
salinim1 ve kontrast maddenin tiibiiller iizerinde direkt toksik etkisi sonucu akut

tiibiiler hasar olugsmast ile gergeklesir (4,5).

NADPH oksidaz (NOX), membrana bagli olup, NADPH’den molekiiler
oksijene iki elektron transferi ile siiperoksit radikali olusumunu saglayan katalitik bir
enzimdir. NOX enzim ailesi; NOX1-5 ve Dual oksidaz (DUOX) 1-2 olmak fiizere
yedi adet izoformdan olusmaktadir (6). NOX4 bobrek dokusunda agirlikli olarak
bulunan izoform olup, cogunlukla tiibiiller, fibroblastlar, mesangial hiicreler ve
podositlerde eksprese edilmektedir (7). p22 phox, birgok NOX izoformunun
stabilizasyonu ve aktivasyonunda rol alan membran bagli olan bir proteindir (8).
Oksidatif strese bagli bobrekte NADPH oksidazin, bobrekte en yaygin bulunan
izoformu olan p22phox ile ko-lokalize olan NOX4 ekspresyonunda artis yani sira

inflamasyonla orantili olarak Niikleeer Faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonunda da



artig gozlenmektedir. Kontrast madde nefropatisinde, NOX4’iin aktivasyonuna bagl

gelisen oksidatif stres ile iliskili oldugu belirlenmistir (9).

Montelukast, astim tedavisinde kullanilan anti-inflamatuar ve antioksidan
Ozellikleri tanimlanmis bir sisteinil 16kotrien-1 (CysLT) reseptor antagonistidir (10).
Literatiirde, montelukastin siganlarda farkli akut ve kronik bobrek hasari
modellerinde antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik etkileri gosterilmistir (11—
13).

Bu calismada, sicanlarda kontrast madde uygulamasi sonrasinda gelisen
nefropatide, antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik etkileri bilinen montelukast
profilaksisinin  NOX4, p22 phox ve NF-xB ckspresyonlar1 aracili etkisi

arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Kontrast Madde

Kontrast maddeler, uzun yillardir anatomik smirlarin goriintiilenmesi Ve
normal/anormal fizyolojik bulgularin degerlendirilmesinde oldukc¢a yaygin olarak
kullanilan ajanlardir. Iyot igeren kontrast maddeler, X-1smlarinin absorbsiyonunu
artirarak viicuttaki yapilarin goriintiilenmelerine olanak verirler. Iyot iceren kontrast
maddenin, X-1sinlarin1 absorbe etme yetenegi, goriintiilenecek dokuda bulunan iyot
molekiillerinin sayisina baghdir ve goriintiileme i¢in kullanilan x-151n1 enerjisi ile ters
orantilidir. Kontrast maddeler, siklikla intravaskiiler, enteral ve direkt enjeksiyon

yollar1 ile uygulanirlar (14).

Iyot iceren kontrast maddeler ilk olarak 1950°li yillarda klinikte kullanima

girmis olup, giinlimiizde diinya ¢apinda yilda 75 milyon dozdan fazla kullanildig:
bilinmektedir (15).

2.1.1. Kontrast Maddelerin Yapisi ve Simiflandirilmasi

Giinlimiizde kullanilan kontrast maddeler 2,4,6-triiodobenzen tiirevlerinin
kimyasal modifikasyonudur. Kontrast maddeler fizikokimyasal yapilar1 dikkate

alinarak; iyonik ozellik, osmolarite ve molekiiler 6zellikler olmak iizere li¢ grupta

smiflandirilirlar (16).
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Sekil 1. Triiodobenzen tiirevi olan ioheksoliin kimyasal yapist (17).



Kontrast maddeler, iyonik 6zelliklerine gére iyonik veya non-iyonik olarak iki
alt grupta smiflandirilirlar. Kanin osmolaritesi dikkate alinarak (~290 mOsm/kg)
simiflandirildiginda yiiksek osmolar (HOCM: High Osmolar Contrast Media), diisiik
osmolar (LOCM: Low Osmolar Contrast Media) ve izoosmolar (IOCM: Isoosmolar
Contrast Media) olarak ii¢ alt grupta siniflandirilirlar. Yiiksek osmolar kontrast
maddelerin osmolaritesi, plazmadan 5-8 kat daha fazla, diisiik osmolar kontrast
maddelerin osmolaritesi plazmadan 2-3 kat daha az ve izoosmolar kontrast

maddelerin osmolaritesi plazma ile esittir.

Tablo 1. Kullanimda olan kontrast maddelerin bazi1 fizikokimyasal 6zellikleri (17).

Etken Madde lIyot Miktar Iyonik Yapisi Ozmolarite
(mg U/mL) Ozelligi
Diatrizoat 146 Iyonik Monomer HOCM
foksitalamat 300 fyonik Monomer HOCM
lopamidol 370 Non-Iyonik Monomer LOCM
loheksol 350 Non-Iyonik Monomer LOCM
lopromid 370 Non-Iyonik Monomer LOCM
loksaglat 320 Iyonik Dimer LOCM
lodiksanol 320 Non-iyonik Dimer IOCM

Tibbi goriintiileme yontemlerinin gelisimi ile su an rutinde kullanilan ¢ok
sayida kontrast madde vardir (18). Ideal bir kontrast madde, uygulama sonrasi

tamamen viicuttan atilmali ve hastada herhangi bir toksik etkiye neden olmamalidir.

2.1.2. Kontrast Maddelerin Farmakokinetik Ozellikleri

Intravaskiiler enjeksiyon sonrasinda kontrast maddeler, hizli bir sekilde
intravaskiiler ve interstisyel sivilara dagilim egilimindedir. Kontrast maddelerin
dagilim yar1 6mrii 2-30 dakika arasinda degisse de genellikle dakikalar igerisinde

gerceklesir. Sadece %1-3 kadar1 plazma proteinlerine baglanir (19).

Kontrast maddeler, metabolize edilmezler fakat hizli bir sekilde bobreklerden
glomertiler filtrasyon ile elimine edilirler. Eliminasyon yari Omiirleri 1-2 saat

arasinda degismektedir (19). Kontrast maddelerin intravaskiiler enjeksiyonu



sonrasinda bobrek fonksiyonlar: normal olan hastalarda tama yakin oranda idrar ile
atilirken, bobrek fonksiyonlarinda azalma olan hastalarda bu siire 40 saati

asabilmekte, kontrast maddeler alternatif olarak safra yoluyla atilabilmektedir (19).

2.1.3. Kontrast Maddelerin Yan Etkileri

Kontrast madde kullanimina bagli olarak yan etki insidansi, osmolaritesi
yiiksek kontrast maddelerde %5-12 iken, osmolaritesi diisiik kontrast maddelerde
%1-3’tiir (20). Kontrast maddelere kars1 gelisen advers reaksiyonlarin nedeni, tam
olarak anlagilamasa da birden ¢ok faktore bagli olmasi olasidir. Kontrast maddelere
bagli olarak gézlenen advers reaksiyonlar, anafilaktoid (idiosenkratik) tip ve diger

advers reaksiyonlar olarak siniflandirilabilir (18).

Anafilaktoid reaksiyonlar, hafif (kasinma, iirtiker, mide bulantisi, kusma),
orta (bronkospazm, dispne, tasikardi/bradikardi, laringal 6dem) ve siddetli (nobet,
senkop, ciddi aritmiler, hipotansiyon, siddetli bronkospazm ve o6lim) olarak
smiflandirilir (21). Ciddi ve 6liimciil komplikasyonlara neden olabilirler. Etiyolojileri
tam olarak agiklanamasa da, enzim indiiksiyonu, histamin ve serotonin gibi vazoaktif
maddelerin  salimimi, kompleman sisteminin  aktivasyonu ile gelistikleri
bildirilmektedir (22). Goriilme siklig1 astim hastalarinda (5 kat), kardiyovaskiiler ve
renal hastaliklar1 bulunan hastalarda, 6nceden kontrast maddeye karsi advers
reaksiyon gelisen hastalarda (4-6 kat) ve beta bloker kullanan hastalarda daha

yiiksektir.

Diger advers reaksiyonlar arasinda; sicak basmasi, metalik tat alma, mide
bulantisi, kusma, bradikardi, hipotansiyon, vazovagal reaksiyonlar ve ndoropati,
nobet, anksiyete, gogiis agris1 vardir. Bunlar, kontrast maddenin homeostazi
bozmasi sonucunda gergeklesir. Kontrast maddenin iyot igerip igermemesi,
osmolaritesi, uygulama yolu ve uygulama hacmi de advers reaksiyon gelisimi

acisindan 6nemlidir (1,18,23).



Tablo 2. Kontrast madde kullaniminda advers reaksiyon gelisme riski olan durumlar

ve karakteristikleri

Faktor Karakteristik

Yas Cocuklar ve 60 yasindan biiyiik
yetiskinler

Cinsiyet Kadinlarda erkeklere gore fazla

Komorbidite Astim, kalp hastaliklari, dehidrasyon,

renal hastaliklar, diyabet, Onceden
kontrast maddeye kars1 advers reaksiyon

gelisimi

Hematolojik Hastaliklar Myelom, orak hiicre anemisi ve
polisitemi

laclar Nonsteroid anti inflamatuar ilaglar

(NSAIl), interlokin-2 (IL-2), Beta
blokerler, biguanidler

Kontrast madde Hizlh enjeksiyon, intraarteriyel
enjeksiyon (i.a.), 20 mg’dan fazla iyot
enjeksiyonu

Bu advers reaksiyonlarin profilaksisinde ve tedavisinde kortikosteroidler
(prednison, hidrokortizon, metilprednisolon) ve antihistaminikler (difenhidramin)
kullanilir (24).

2.2 Kontrast Madde Nefropatisi

Kontrast Madde Nefropatisi (KMN), kontrast maddenin intravaskiiler
enjeksiyonundan 48-72 saat sonra meydana gelen, {iglincii ila besinci giin arasinda
pik yapan ve bazal serum kreatinin degerlerine kiyasla serum kreatinininde (sCr)
mutlak (0.3 veya 0.5 mg/dL) veya goreceli (% 25) bir artis olarak tanimlanir. Serum
kreatinin diizeyleri, 10-14 giin iginde bazal serum kreatinin diizeylerine doner (25).
KMN tanisi agisindan serum kreatinin seviyelerindeki degisimin yavas kinetigi ve
kreatininin yas, cinsiyet, kas kiitlesi, hidrasyon, diyet gibi faktorlerden etkilenmesi
nedeniyle KMN’nin tanisinda hassas ve erken tanida yardimci olabilecek farkli

biyobelirteclerin arastirilmasi devam etmektedir (26).



Erken tanida sistatin C, bobrek hasari molekiili-1 (KIM-1), nétrofil jelatinaz
lipokalin-2 (NGAL), interlokin-18, beta-2 mikroglobulin ($,M) seviyelerinin daha

hassas ve erken biyobelirtegler olabilecegi ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (3).

KMN’nde risk faktorleri, hasta iliskili ve kontrast madde iligkili olmak iizere
iki grupta incelenebilir. Hasta ile iliskili faktorler; kronik bobrek hastaligi, kontrast
madde uygulanmasi dncesi var olan hipoperfiizyon (hipotansiyon, dehidratasyon vb.)
kardiyovaskiiler hastaliklar (myokard infarktusu), anemi, metabolik sendrom,
hiperiirisemi ve nefrotoksik ila¢ kullanim1 olarak siralanabilir (27). Kontrast madde
iligkili faktorler ise; gorlintiilemede yliksek hacimlerde kontrast madde kullanimui,
yiiksek osmolar kontrast madde kullanimi, 72 saat igerisinde birden fazla kontrast
maddeye maruziyet ve goriintiileme teknigi olarak siralanabilir (27). Anjiografi
uygulamalarinda KMN gelisme olasilig1 Bilgisayarli Tomografi (BT) uygulamalarina
gore daha yiiksektir.

Tablo 3. Kontrast madde nefropatisi gelisimi agisindan risk faktorleri (27)

Hasta iliskili Faktorler e Renal yetmezlik
e  Diyabetik nefropati
e  Dehidrasyon
e  Hipotansiyon
e  Kardiyovaskiiler hastaliklar
e Anemi
e  Metabolik sendrom
e  Hiperiirisemi
e Nefrotoksik ilag kullanimi
(NSAII, antiviral ilaglar,
aminoglikozidler,  amfoterisin B,
furosemid vb.)

Kontrast Madde iliskili Faktorler e  Yiiksek hacimde kontrast madde
kullanimi

e  Yiksek osmolaritede kontrast
maddeye maruziyet

e 72 saat igerisinde kontrast
maddeye birden fazla kez maruziyet




2.2.1 Kontrast Madde Nefropatisinde Patofizyoloji

Kontrast madde nefropatisinin patogenezi multifaktoriyeldir. Temel olarak
kontrast maddeye bagli olarak renal arteriyel kan akiminda ve glomeriiler filtrasyon
hizinda (GFR) azalma ile renal tubuler hasar gozlenmektedir (28). Afferent
arteriyolde gelisen vazokonstriksiyon ve renal mediiller iskeminin de KMN’nin
patofizyolojisine katkida bulundugu bildirilmistir (29). Serum fizyolojik, voliim
genisletici etkisi ile tiibliler kan akimini artirmakta ve KMN’nde gelisen patolojileri
geri gevirmede faydali olmaktadir (30). Ayni1 zamanda kontrast madde nefropatisinde
vazopresin, anjiyotensin Il, dopamin, endotelin (ET) ve adenozin gibi renal
vazokonstriktorlerin  aktivitelerinde artma bildirilmektedir. Vazodilatorler ve
vazokonstriiktorler, bdbreklerdeki metabolik degisimlere karst cevap olarak
salinmakta ve mikrosirkiilasyonun ayarlanmasinda onemli rol oynamaktadirlar.
Endotelden salinan endotelin ve adenozin bdobrekte giiclii vazokonstriiksiyon
olustururken, Nitrik Oksit (NO) ve prostaglandin E, (PGE;) ise gigli
vazodilatorlerdendir (31,32).

Kontrast maddeler, bdbrek tiibiillerindeki transportu etkileyerek enerji
ihtiyacini arttirirlar. Adenozin trifosfat (ATP) bu ihtiyag sonucu once, adenozin
difosfat (ADP)’ye sonra adenozin monofosfata (AMP) yikilirlar. AMP,
5’niikleotidaz ile adenozine hidrolize edilir (33). Adenozin etkisini, A; ve A, olmak
lizere iki reseptorii iizerinden gosterir. Adenozin A; reseptoriiniin blokaji diatrizoat
enjekte edilen si¢anlarda renal kan akimini etkilememistir (34). Adenozin A,
reseptorleri ilizerinden renal mediillada NO salinimi aracili vazodilatasyona neden

oldugu gosterilmistir (35).

NO, hipoksi durumunda endotelden salinan ve asetilkolin, bradikinin, ET,
anjiotensin II salinimi ile stimiile edilen bir vazodilatordiir (31). KMN’nde 6ne
stiriilen bir mekanizmaya gore, kontrast maddeye bagli gelisen adenozin salinimina
bagl gelisen vazokonstriiksiyon, ksantin oksidaz aktivitesi ile agiga ¢ikan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) NO ile birlesmesi sonucu NO aracili vazodilasyonu inaktive
etmektedir (36). Renal mediiller hipoksiye bagl iiretilen ROS’un salinimi da NO

aracili vazodilasyonun ortadan kalkmasina neden olabilmektedir (5).



Kontrast madde infiizyonu ile, plazma ET ve atrial natriiiretik peptid (ANP)
seviyelerinin 5 dakika igerisinde yiikselmeye basladig1 ve 30 dakika icerisinde bazal
seviyesine dondiugi gosterilmistir  (4). Endotelin, ETa reseptorii araciligiyla
vazokonstriiksiyon, ETg reseptorii araciligiyla vazodilatasyona neden olan bir
peptiddir. Kontrast maddelerin, in vitro ve in vivo deneysel g¢alismalarda, ET
salimimin indiikledigi ve transkripsiyon seviyesinde ET mRNA diizeyleri artirdigi,
ve ETa reseptorii aracili vazokonstriksiyona neden oldugu gosterilmistir (37,38).
Ayrica endotelinin, endotelden prostasiklin ve NO salimi ile vazokonstriiktor etkiyi

baskiladig1 gosterilmistir (39).

Prostaglandinler, nefronlardan siklooksijenaz aktivitesi ile aragidonik asitten
sentezlenen medyatorlerdir (40). PGE;, G-proteini bagh 4 adet E-prostanoid (EP)
reseptorleri  ile etkilesmektedir. EP; reseptorine baglanma sonucu renal
vazokonstriiksiyon ve sodyum reabsorpsiyonunun inhibisyonu, EP; reseptoriine
baglanma sonucu, glomeriiler mikrosirkiilasyonda dilatasyon ve anjiotensin-II,
katekolaminler ve vazopresin aracili vazokonstriiksiyonu azaltma, EP3 reseptoriine
baglanma ile vazopresinin su ve tuz transportu {izerindeki etkilerini antagonize etme
ve EP; reseptoriine baglanma sonucu renal vazodilatasyon ve renin salinimi
gerceklesmektedir (40). Siganlarda yapilan bir ¢alismada, iotalamat sodyum (6
mL/kg) enjeksiyonu sonrasinda kortikal ve mediiller renal kan akiminda azalma,
beraberinde kortikal ve mediiller NO seviyelerinde azalma ve kortikal PGE,
seviyelerinde azalma gozlenmistir (32). Prostasiklin, endotelde prostasiklin sentaz
aracilifiyla prostaglandinlerden sentezlenmekte olup, yar1 omrii 3 dakika olan bir
vazodilatordiir (39). Prostasiklin analogu olan iloprostun, renal yetmezligi bulunan
hastalarda KMN riskini azalttigi bir klinik ¢aligmada gosterilmistir (41). Farkli bir
klinik ¢aligmada PGE; analogu mizoprostoliin, diyabetik ve NSAII kullanan
hastalarda kontrast maddeye bagli kreatinin seviyelerindeki yiikselmeyi azalttig
gosterilmistir (42). Prostaglandinler ve prostasiklinin kontrast madde nefropatisinde

koruyucu etkileri oldugu belirgindir.

Oksidatif stres, KMN’nde ana patojenik faktorlerdendir. ROS, bir veya birden
fazla eslenmemis elektron cifti igeren molekiillerdir. Kontrast maddeler, yiiksek

oksidasyon potansiyelleri ile endotelyal ve tiibiiler epitel hiicrelerde hasara neden



olan ROS olusumunu stimiile ederler. (43) ROS, KMN’nde bir¢ok molekiiler

mekanizma ile etkilestiginden 6nemli role sahiptir.

Antioksidan dengenin oksidanlar yoniine bozulmasi sonucunda mitokondrial
ve niikleer DNA hasari, lipid ve protein oksidasyonu ger¢eklesmektedir (43). ROS,
c-Jun N-terminal Kinazlar1 (JNK) ve p38 Mitojen-Aktive Edici Protein Kinazlar
(p38 MAPK) aktive ederek apoptozis ve olusan nekroza katkida bulunmaktadirlar
(44). Vazokonstriiksiyon nedeniyle mikrosirkiilasyonun azalmasi hipoksi yaratirken
hiicresel ROS gelisimi, iskemi/reperfiizyon hasarini derinlestirir (43). Yas ile birlikte
oksidatif hasar artmakta fakat antioksidan mekanizmalarin etkililigi azalmaktadir
(45). Kronik bobrek hastaligi ve diyabet gibi endotel disfonksiyonu,
vazokonstriiksiyon ve oksidatif stresin arttigi patolojilerde, diyabetik ve renal

yetmezlikli hastalarda KMN goriilme olasiligi olduk¢a artmaktadir (46).

Kontrast madde enjeksiyonuna bagli olarak 6zellikle medullada ROS artis,
biyolojik membran biitiinliigiinde, doku homeostazinda bozulma ve apoptozise neden
olmaktadir(47). Sodyum bikarbonatin ROS iiretimini azaltmak suretiyle KMN’nde
etkili olabilecegi belirtilmektedir (48,49).

NADPH oksidaz (NOX), ROS olusumu i¢in ana diizenleyici enzimdir. Renal
tiibiiler epitelyum ve vaskiiler endotelyal hiicre hasarinin da gostergesidir. NADPH
oksidaz ekspresyonu artist SOR olusumundaki artigla koreledir (50). Bu enzimin
NOX1, NOX2, NOX4 ve NOX 5 gibi farkli izoformlar1 bulunmaktadir. NOX4,
bobrekte en fazla eksprese edilen “RENOX” olarak da adlandirilan bir izoformdur.
NOX4 diger izoformlardan farkli olarak aktivasyon i¢in diger alt birimler ile
etkilesime girmez sadece membrana bagl alt {inite olan p22 phox ile ko-lokalizedir
ve bu haliyle yapisal olarak aktiftir. Bununla birlikte, NOX4’{in aktivasyonu i¢in
gerekli subunit olarak da tanimlanan p22 phox mRNA ve protein ekspresyonun
patolojik kosullarda (yiiksek glukoz, pro-inflamatuar sitokinler vb) arttig1 da
bildirilmektedir (51). Bazal membran ve mezensimal hiicrelerde yikim ve notrofil
kemotaksisi de ROS iiretimine katkida bulunmaktadir (52). Allopiirinol gibi ROS
temizleyiciler ya da siiperoksit dismutaz (SOD), kontrasta bagli GFR ve renal kan

akimindaki azalmay1 6nlemede etkili olmuslardir (53).
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Kontrast maddelerin timii (LOCM, IOCM ve HOCM), endotelyal ve renal
tiibiiler epitel hiicreleri lizerinde direkt toksik etkiye sahiptir. Kontrast maddelerin
tamaminin, hiicre kiiltiirii calismalarinda proliferasyonu azalttigi gosterilmistir (54).
Deneysel hayvan galismalarinda eslik eden iskemi/hipoksi olmadig: siirece kontrast
maddelerin tek basina nadiren hasar olusturdugu gozlenmistir (55). Sitotoksik etkinin
patofizyolojisi tam olarak agiklanamamis olsa da birka¢ potansiyel mekanizma
Onerilmistir. Kontrast maddenin apoptozis sinyal yolaginda bulunan Kaspaz-3,
Kaspaz-9 ve B-hiicreli lenfoma 2 (bcl2) yolagimi direkt olarak etkileyebilecegi
bildirilmektedir (56). Farkli bir mekanizma olarak da kontrast maddelerin,
mitokondriyal fonksiyonlar1 degistirerek kalsiyum regiilasyonunu bozabilecegi
bildirilmistir (57).

KMN’nin patogenezinde inflamasyonun rol oynadigi, deneysel modellerde,
bobrekte interlokin (IL)1-beta, IL-6 ve Monosit kemoatraktant protein (MCP)-1
ekspresyonlarinda artma, NF-kB aktivasyonunda artma ve serum ve bobrek doku
homejenatlarinda tiimor nekrozis faktor (TNF)-a, IL—6 artis1 ile gosterilmektedir
(58,59).

Vazokonsiriksiyon «— Adenozin —» Ksantin Oksidaz

Kaspaz 3, HipII':si \

Apoptozis Kaspaz 9 Mitokondriyal hasar ROS

Bax
(+) . i
JNK = _Apoptozis
p38 MAPK €———— KM 4| ERK1/2 Inflamasyon
/ MF-KEB (+) (-} ¢
\ COX2
Apoptozis (- l
inflamasyon
Prostaglandinler
bcl2
mRMNA

Vazodilatasyon

Sekil 2. Kontrast madde nefropatisinde molekiiler mekanizmalarin degisimi (60)
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2.2.2 NADPH Oksidaz
NADPH oksidaz (NOX), membrana bagli olup, NADPH’den molekiiler

oksijene iki elektron transferini ile siiperoksit radikali olusumunu saglayan katalitik
bir enzimdir. NOX enzim ailesi; NOX1-5 ve DUOX 1-2 olmak iizere yedi adet
izoformdan olugsmaktadir (6). NOX alt birimleri, heterodimerik flavositokrom b558
iceren gp91phox ve p22 phox integral membran proteinlerdir (61). Stimiile
edilmemis kosullarda, multidomain regiilatér alt tniteler p40phox, p47phox ve

p67phox sitozolde kompleks halinde bulunur (61).

NADPH oksidaz enzimin izoformlarinin agirlikli olarak eksprese edildigi
dokular ve hiicreler asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 4). NOX4 bobrekte agirlikli

olarak eksprese edilen izoformdur.
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Tablo 4. NOX izoformlar1 ve eksprese edildigi doku ve hiicreler (61)

NOX izoformu Eksprese Edilen Doku  Eksprese Eden Hiicreler

NOX2 Karaciger, iskelet kasi, Fagositler/graniilositler,
kardiyovaskiiler sistem hepatositler, hematopoetik
kok hiicreler, iskelet kas
hiicreleri,
kardiyomiyositler,
fibroblastlar

NOX4 Bobrek, karaciger, goz ve Mesangial hiicreler, diiz
beyin kas hiicreleri,

fibroblastlar,
keratinositler,  noronlar,

hepatositler

DUOX1 Lenfatik doku, tiroid, Tiroid hiicreleri, akciger

ileum, ¢cekum, akciger hiicreleri

13



2.2.3 NADPH Oksidaz 4 ve p22 phox

Fizyolojik kosullarda NOX4 bobrek proksimal tiibiiler hiicrelerinde en ¢ok
eksprese edilen NOX izoformudur ve bu dagilim g6z 6niine alindiginda renal oksidaz
(RENOX) olarak da adlandirilmaktadir (62). NOX4 eksprese eden diger hiicreler
kardiyomiyositler, osteoklastlar, endotel hiicreler, keratinositler ve diiz kas
hiicreleridir (8). NOX4’iin subselliiler lokasyonu hala tartigsmali olsa da endoplazmik
retikulum, mitokondri veya niikleer membranda lokalizasyonu tanimlanmistir (63).
p22 phox, 195 aminoasitten olusan, membran-baglit NOX alt birimidir. p22 phox,
gp91phox ile kompleks olusturarak proteinin olgunlastirilmasi ve stabilizasyonunda

gorev almaktadir (64).

NADPH NADP*

Sekil 3. NOX4 ve p22 phox’un yapisi (65)

Hipoksi, inflamasyon ve profibrotik faktdrler, NOX4 ekspresyonunda artiga
neden olmaktadir (66). Artan NOX4 ekspresyonu/aktivitesi oksidatif stres temelli
bircok patoloji ile iligkilendirilmistir. Bobreklerde eksprese edilen NOX4’iin
fizyolojik rolii hala tam olarak bilinmemektedir. Farelerde NOX4 delesyonu
herhangi bir patolojiye neden olmaz iken, insanlarda herhangi hastalik yaratan NOX4
mutasyonu belirlenmemis olup NOX4 varyantlarinin ise degisen homosistein
metabolizmast ve viicut uzunlugu ile ilgili oldugu iliskilendirilmistir (67-69).
NOX4’iin akut ve kronik bobrek hasarinda rol oynadigi birgok c¢alismada
gosterilmistir(9,70-73).
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2.2.4 Kontrast Madde Nefropatisinde Tedavi ve Profilaksi

Kontrast maddeye bagli nefropatide, intravendz (i.v.) izotonik sivi replasmani
(Laktatli Ringer veya %0.9 Serum fizyolojik) tedavisi O6nerilmektedir. Amerikan
Radyoloji Dernegi, yayimladigi kontrast madde kilavuzunda, KMN’nin tedavisinde,
protokol olarak infiizyon hizi 100 mL/saat olmak tizere 4-12 saatlik %0.9 Serum
fizyolojik (SF) tedavisi uygulanmasini onermistir (1). Nefropati gelisme riski
bulunan hastalarda da ayni protokol ile profilaktik olarak 6-12 saatlik hidrasyon
onerilmistir (1). Oral hidrasyonun da yararli olabilecegi belirtilse de i.v. hidrasyona

gore etkililiginin diisiik oldugu belirtilmistir.

KMN’nin tedavisinde, sodyum bikarbonat uygulamasinin %0.9 SF
uygulamasina gore etkin oldugu bazi g¢alismalarda belirtilse de, aksini gosteren
calisma sonuglart nedeniyle etkililigi tartismalidir (74). KMN’nde, N-asetilsisteinin
etkililigi ile ilgili de yeterli kanit yoktur. Bir ¢alismada, N-asetilsisteinin serum
kreatinin seviyelerini dusiirdigii ancak renal hasari onlemede etkili olmadig
bildirilmistir (75).

KMN’ni oOnlemede; statinler, atrial natriiiretik peptid, kalsiyum kanal
blokorleri, dopamin, endotelin reseptdr antagonistleri, fenoldopam, glutatyon,
mannitol, furosemid, L-arjinin, iloprost ve teofilinin, etkili oldugu bildirilse de,
etkililikleri ile ilgili yeterli kanit bulunmamasi nedeniyle klinikte kullanimlari

onerilmemektedir (76).
2.3 Montelukast

Montelukast, astim tedavisinde kullanilan antiinflamatuar ve antioksidan
Ozellikleri tanimlanmis bir sisteinil 16kotrien-1 (CysLT) reseptor antagonistidir (10).
Sisteinil l6kotrienler, arasidonik asitten 5-Lipoksigenaz enzimi araciligi ile esas
olarak mast hiicreleri, bazofiller, eozinofiller, makrofajlar, nétrofiller, trombositler,
lenfositler, endotel hiicreleri ve eritrositlerde sentezlenir ve kendi reseptdrleri

tizerinden etki gosterirler (77).

Montelukast, potent ve yliksek oranda selektif 6zellikli bir 16kotrien reseptor
antagonistidir. Montelukast, 16kotrien D4 (LTD4)’iin fizyolojik etkisini inhibe

etmekte ve reseptoriine herhangi bir agonistik etki gostermemektedir (78).
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Montelukastin, gentamisin ile indiiklenmis bir nefrotoksisite modelinde,
oksidatif hasar1 baskilayarak etkili oldugu ve bobrekte 16kotrienlerin, proinflamatuar
sitokinler ve oksidatif hasarin diizenlenmesinde rolii olabilecegi belirtilmistir (13).
Montelukastin, sicanlarda, kronik bobrek yetmezligi modelinde, nétrofil
infiltrasyonu ve apoptozisini Onleme, oksidan-antioksidan dengeyi koruma ve
proinflamatuar medyator tretimini diizenleme yoluyla koruyucu etkili oldugu
bildirilmistir (79). Sisplatin ile indiiklenmis farkli nefrotoksisite modellerinde de
oksidatif hasar ve inflamasyona bagli renal tiibiiler hasari iyilestirmede ve renal

hasardan koruyucu olarak montelukastin etkili oldugu saptanmistir (11).

Sekil 4. Montelukast sodyumun kimyasal yapis1 (80)

2.3.1 Montelukastin Farmakokinetik Ozellikleri

Montelukast, oral yolla alindiginda hizlica absorbe edilir. Erigkinlerde oral
yolla alinan 10 mg tablet sonrasinda montelukast plazma pik konsantrasyonuna
(Cpax) 3-4 saat igerisinde wulasir (81). Oral biyoyararlanimi %64 olup,
biyoyararlanomi  ve plazma pik  konsantrasyonu besinlerle  degisiklik

gostermemektedir (82).

Montelukast %99 oraninda plazma proteinlerine baglanmaktadir (81). Kararl
haldeki dagilim hacmi 8-11 L’dir. Kan-beyin bariyerini az miktarda gegtigi
bilinmektedir.

Montelukast, karacigerde CYP3A4 ve CYP2C9 mikrozomal enzimleri
tarafindan metabolize edilmektedir (82). Yapilan in vitro ¢alismalara gore CYP3A4,
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CYP2C9, CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19 veya CYP2C6’y1 inhibe etmedigi
gosterilmistir (82).

Montelukastin plazma yar1 Omrii saglikli eriskinlerde 2.7-5.5 arasinda
degismektedir (82). Plazma Kklirensi ortalama 45 mlL/dakikadir. Montelukast ve
metabolitlerinin eliminasyonu agirlikli olarak safra yoluyla ger¢eklesmektedir
(81,82).

2.3.2. Montelukastin Advers Reaksiyonlari

Montelukast, pediatrik ve erigskin hastalarda iyi tolere edilen bir ilagtir.
Advers reaksiyonlari, bas agrisi, yorgunluk, farenjit, st solunum yolu
enfeksiyonlari, kasinti ve gastrointestinal rahatsizliklar olarak tanimlanmistir (78).
Gida ve Ilag Dairesi (FDA), montelukast ve diger ldkotrien reseptdr antagonisti
kullanan hastalarda bazi psikiyatrik (depresyon, anksiyete, intihar egilimi) ve

psikiyatrik olmayan (tremor) yan etkiler raporlamistir (82).

Lokotrien reseptdr antagonisti kullanan hastalarda karaciger fonksiyon
testlerinin periyodik olarak takibi oOnerilmektedir. Mevcut karaciger hastaligi,
alkolizm, hepatit, ¢cok sayida ila¢ kullanimi gibi eslik eden faktorlerin varliginda,
montelukastin hafiften ciddi dereceye degisebilen karaciger fonksiyon bozukluguna

neden olabilecegi bildirilmektedir (82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanmin Tipi
Arastirma, deneysel bir hayvan ¢alismasidir.
3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmanin ilk basamagi olan, siganlarda kontrast madde nefropatisinin
olusturulmasi i¢in planlanan hayvan deneyleri calismalari; Eyliil 2020-Ekim 2020
tarinleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Laboratuvar
Hayvan Bilimleri Anabilim Dali’na ait konvansiyonel hayvan laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Hayvan deneyleri ¢alismalarindan elde edilen serum ve idrar
orneklerinden yapilan incelemeler; Ekim 2020-Ocak 2021 tarihleri arasinda Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda; bobrek dokularindan yapilan
molekiiler ve histolojik incelemeler; Aralik 2020-Mayis 2021 tarihleri arasinda;
[zmir Ekonomi Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari, Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali1 ile Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.3 Calisma Materyali

Arastirmada, agirliklar1 250-300 g arasinda degisen 28 erigkin erkek Wistar
Albino sican kullamlmustir. Siganlar, DEUTF Laboratuvar Hayvan Bilimleri
Anabilim Dali’ndan temin edilmistir. Si¢anlar, kontrollii kosullarda (22+2°C
sicaklik, 12 saat aydmlik/karanlik) DEUTF Laboratuvar Hayvanlari Bilim Dal1 sigan
barmmma odasinda standart yem ve su ile beslenmistir. Deney siiresince, hayvan
haklar1 ile ilgili olarak “National Institute of Health (NIH)’in belirledigi kriterler

(Principles of Laboratory Animal Care) esas alinmistir.

Deneysel protokoliin sonunda, si¢anlardan kan, idrar ornekleri ve bobrek
dokular1 toplanmistir. Toplanan kanlar, 4°C’de 10000 g’de santrifiijlendikten sonra
serumlar1 ayirilarak, idrar ornekleri 4°C’de 5000 g’de santrifiijlenerek tortularindan
arindirilarak DEUTF  Farmakoloji Anabilim Dali  Laboratuvari’nda -20°C’de,
saklanmistir. Deneysel protokol sonunda toplanan bobrek dokulari; histolojik

analizler i¢in formaldehit igerisine alinmis, molekiiler analizler i¢cin de hizli bir
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sekildle sivi  azotla dondurularak DEUTF Farmakoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda -80°C’de saklanmustir.
3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz Degiskenler: Montelukast (10 mg/kg) profilaksisinin etkililigi

Bagimh Degiskenler: Kontrast madde madde enjeksiyonu (3 g I/kg ioheksol)
ile olusan nefropati (histolojik degerlendirmeler ve biyokimyasal parametreler),
apoptozis, ROS olusumu, NF-«B translokasyonu ve NF-kB, TNF-a, KIM-1, NOX4

ve p22 phox gen ekspresyonlaridir.
3.6 Veri Toplama Araclari

Arastirma igerisinde kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler asagida tablo

olarak verilmistir (Tablo 5 ve 6).

Tablo 5. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Marka/Kod Kullanim Amaci
ELISA ve Western blot
Orbital Calkalayici Biosan/MR-1 inkiibasyonlarinin
yapilmast
Gergek Zamanh o
_ o _ gqRT-PCR deneylerinin
Polimeraz Zincir Biorad/CFXConnect '
) yiiriitiilmesi
Reaksiyonu Cihaz
Dikey Elektroforez Biorad/Mini-Protean Tetra Western blot deneylerinin
Sistemi Gel yiriitiilmesi
Kolorimetrik
Plaka Okuyucu ] ] _
Thermo Fischer/Multiskan  reaksiyonlarin
Spektrofotometre
absorbanslarmin 6l¢timii
Fluorometrik
Plaka Okuyucu

BioTek/Synergy HTX reaksiyonlarin
Fluorometre
emisyonlarinin 6l¢iimii
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Tablo 6. Kullanilan sarf malzemeleri (kimyasallar, Kitler vb)

Malzeme Ad1 Markasi/Kod Kullanim Amaci
Indometazin Santa-Cruz Biotechnology Nefropati modelinin
/sc-200503 olusturulmasi

L-NAME Biovision/2356-500 Nefropati modelinin
olusturulmasi

foheksol Opakim/Omnipaque IV Nefropati modelinin

enjeksiyon igin  ¢dzelti olusturulmasi
iceren flakon 300 mg I/mL,

Montelukast sodyum Bilim Ilag Nefropati modelinde
koruyuculugunun
gosterilmesi

Serum KIM-1 ELISA Invitrogen/ERHAVCR1 Serum KIM-1

Kiti

Reaktif Oksijen Tiirleri
Kiti

RNA izolasyon Kiti
cDNA Sentez Kiti

PCR MasterMix

PVDF Membran

Yagsiz Siit Tozu

Blotlama Kagidi

Kemiliiminesans

substrat

Cellbiolabs/STA-347

Thermo Fischer/K0732

ABM/G236

ABM/Mastermix-S

Thermo Fischer/88585

BioShop Canada/

SK1400.500

Thermo Fischer/88605

Cell Signaling/6883P3

seviyelerinin analizi
Doku

radikallerinin analizi

serbest  oksijen
gRT-PCR analizleri igin
RNA eldesi
gRT-PCR analizleri igin
cDNA eldesi
gRT-PCR reaksiyonunun

gerceklestirilmesi

Western Blot i¢cin
proteinlerin transferi
Western blot i¢in
membranlarin

bloklanmas1

Western Blot igin
proteinlerin transferi
Membran tizerindeki
protein bantlarmin
goriintiilenmesi
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Anti-ACTB Antikoru Cell Signaling/4970S Western Blot igin

sitozolik referans protein

Anti-Lamin B1 Invitrogen/PA5-42709 Western Blot i¢in niikleer
Antikoru referans protein

Anti-NF-xB p65 Cell Signaling/8242S NF-xB protein
Antikoru ekspresyonunun Western

blot ile gosterilmesi

Anti-Rabbit HRP Bagh Jackson Immuno Membrana baglanan

Sekonder Antikor Research/111-035-045 primer antikorlarin
goriintiilenmesi

Anti-Kaspaz-3 Antikoru BiossUsa/bsm-33199m Doku apoptozis
seviyesinin
immiinhistokimya ile
gosterilmesi

DAB Substrati Roche/011718096001 Immiinhistokimya

yontemi ile Caspase-3

seviyesinin gosterilmesi
Anti-Rat Biotin Bagh Sensitek/SHP125 Immiinhistokimya
Sekonder Antikor yontemi ile Caspase-3

seviyesinin gosterilmesi

Arastirmada, ioheksol (3 g I/kg) ile erkek Wistar albino siganlarda kontrast
madde nefropatisi modeli olusturulmustur (83). KMN’de montelukastin koruyucu
etkisi degerlendirilmistir (84,85) Siganlara sodyum tiyopental (125 mg/kg) anestezisi
altinda sakrifiye edilmislerdir (86).

Sicanlar dort gruba randomize edilmistir:

1. Kontrol grubu (K) (n=7)

2. Kontrast Madde Nefropatisi grubu (KMN) (n=7)

3. Montelukast grubu (M) (n=7)

4.  Montelukast tedavisi almig Kontrast Madde Nefropatisi grubu (M+KMN)
(n=7)
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Kontrast madde nefropatisi olusturulmasi

KMN ve M+KMN grubundaki sicanlara uygulanan nefropati protokolil

e 16 saat susuz birakma

e Prostaglandin inhibisyonu (indometazin, 10 mg/kg, i.p., Dimetilsiilfoksit
(DMSO) iginde ¢6ziinmiis)

e Nitrik oksit inhibisyonu (L-NAME, 10 mg/kg i.p., %0.9 sodyum kloriir i¢inde

¢Ozinmiis)

Bu ii¢ uygulama, ioheksoliin nefropati olusturabilmesini kolaylastiran ve
literatiirde yer alan uygulamalardir. Gilintimiizde siklikla kullanilan radyokontrast
maddeler (ioheksol gibi) daha ¢ok risk grubunda olan hastalarda (dehidratasyonu
olan hastalar, diyabet veya bobrek fonksiyonlarinda bozukluk olan hastalar gibi)

nefropati olustururlar.

K ve M grubundaki sicanlara uygulanan protokol

Kontrol grubu ve Montelukast grubundaki siganlar, susuz birakilmamuistir.
KMN ve M+KMN gruplarinda; sirasiyla indometazin, L-NAME ve ioheksol
uygulamalar1  yapilmistir. Kontrol ve Montelukast grubundaki siganlara,
uygulamalarin yapildigi zaman dilimlerinde 0.5 mL igerisinde %0.9 sodyum kloriir

uygulamalar1 yapilmstir.

Calismadan dislama kriterleri

Tiim deney gruplarinda, siganlarin baslangi¢ ve deney sirasindaki agirliklar

kaydedilmistir. Glinde iki kez suluklar1 ve yemleri kontrol edilmistir.

Bu siire icerisinde;
e Viicut agirhginin %]15’inden fazlasini kaybeden
e Enfeksiyon gelistigi diisiiniilen
e KMN grubunda histolojik ve biyokimyasal olarak nefropati bulgulari
gozlenmeyen

e Kontrol grubunda histolojik ve biyokimyasal olarak renal hasar gdsteren

sicanlar deney ve ¢alismadan dislanmaistir.
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Montel +
Kontrast Madde
Kontrol (n=T) . Montelukast (n=T) Kontrast Madde
Nefropati (n=T) .
Nefropatisi (n=T7)
Bazal Idrar Toplanmzs Bazal Idrar Toplanmzs Bazal Idrar Toplanmzs Bazal Idrar Toplanmzs:
4 v v h 2
%40.9 Sodyum klérir 940.9 Sodyum klérir 10 me/ks 10 me/ks
intraperitoneal (1.p.) intraperitoneal (1p.) Montelukast Montelukast
4 v v h 4
%0.9 Sodyum klrir %0.9 Sodyum klGrir 10 mg'kg 10 mg'kg
intraperitoneal (1.p.) intraperitoneal (1p.) Montelukast Montelukast
v v v h 4
%00.9 Sodyum klaric %00.9 Sodyum klaric 10 mg/kg 10 mg/kg
intraperitoneal (1.p.) intraperitoneal (ip.) Montelulast Montelulast
v v A 2 A 4
%0.9 Sodyum klaris %20.9 Sodyum klaris 10 mg/kg 10 mg/kg
intraperitoneal (ip.) intraperitoneal (ip.) Montelulast Montelulcast
Y Y Y Y
%0.9 Sodyum klarar 940.9 Sodyum klerar 10 mg/ks 10 mg/ks
intraperitoneal (i.p.) intraperitoneal (ip.) Montelukast Meontelukast
16 saat susuzluk 16 saat susnzluk
Y A 4 A 4 h 4
%20.9 Sodyum klérir 10 mg kg Indometazin, %20.9 Sodyum klérir 10 me kg Indometazin,
intraperitoneal (1.p.) 10 mgkg L-NAME, intraperitoneal (1.p.) 10 mg'kg L-NAME,
3 doz, 15 dakika ara ile 3 g Ukg Iohekzol 3 doz, 15 dakika ara ile 3 g Ikg lohekzol

Randomizasyon

Y

l

h 4

Tdrar Toplanmas: Tdrar Toplanmas: Tdrar Toplanmas: Tdrar Toplanmas:

Y

125 ma/kg Sodyum Tiyopental anestezisi |
g altinda sakrifikasyon N

v

Biyokimyasal, molelkiler ve histolojik
analizler icin kan ve dokularin elde edilmesi

Sekil 5. Deneysel calismanin akis semasi
3.6.1 Kontrol grubu

Bu grupta yer alan siganlara, protokoliin 1. giinii saat 16.30’da 0.5 mL
%0.9’luk sodyum kloriir enjekte edilmistir. %0.9 sodyum kloriir enjeksiyonlar1 geri
kalan 4 giin boyunca tekrarlanmistir. Siganlara, 6.giin sabahinda 3 kez, 15 dakika ara
ile 0.5 mL %0.9’luk sodyum kloriir enjekte edildikten sonra siganlar metabolizma

kafeslerine alinmistir.
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3.6.2 Kontrast madde nefropatisi grubu

Bu grupta yer alan siganlara, protokoliin 1. giinii saat 16.30’da 0.5 mL
%0.9’luk sodyum kloriir enjekte edilmistir. %0.9 sodyum kloriir enjeksiyonlar1 geri
kalan 4 giin boyunca tekrarlanmistir. 6.giin sabahinda KMN modelinin olusturulmasi
i¢in siras1 ile L-NAME (10 mg/kg), Indometazin (10 mg/kg) ve Ioheksol (3 g I/kg)
15 dakika ile arayla enjekte edildikten sonra siganlar metabolizma kafeslerine

alinmustir.
3.6.3 Montelukast grubu

Bu grupta yer alan siganlara protokoliin 1. giinii aksam1 0.5 mL Montelukast
(10 mg/kg) enjekte edilmistir. Montelukast enjeksiyonlar1 geri kalan 4 giin boyunca
tekrarlanmistir. 6.giin sabahinda 3 kez, 15 dakika ara ile 0.5 mL %0.9’luk sodyum

kloriir enjekte edildikten sonra siganlar metabolizma kafeslerine alinmistir.
3.6.4 Montelukast+kontrast madde nefropatisi grubu

Bu grupta yer alan si¢anlara protokoliin 1. giinii aksami 0.5 mL Montelukast
(10 mg/kg) enjekte edilmistir. Montelukast enjeksiyonlar1 geri kalan 4 giin boyunca
tekrarlanmistir. 6.giin sabahinda KMN modelinin olusturulmasi i¢in sirasi ile L-
NAME (10 mg/kg), Indometazin (10 mg/kg) ve Ioheksol (3 g I/kg) 15 dakika ile

arayla enjekte edildikten sonra sigcanlar metabolizma kafeslerine alinmistir.

Tiim gruplarda,

e Tiim enjeksiyonlar, intraperitoneal (i.p) uygulanmistir.

e Siganlar, 0.glin ve 6. giin, metabolizma kafesine konarak 24 saatlik idrarlar
toplanmustir.

e Sicanlar, 7. giiniin sabahi siganlar sodyum tiyopental (125 mg/kg) anestezisi
altinda sakrifiye edilmislerdir. Sakrifikasyon sonrasi sicanlarin batinlari
longitidiinal bir insizyonla agilmistir, Biyokimyasal ve molekiiler analizler
icin vena cava caudalis’ten alinan kanlarin serumlar1 ayrilarak analize dek -
80°C’de saklanmustir.

e Kan alma isleminden sonra her iki bobrek hizlica alinmistir. Sol bobrek,

histomorfolojik degerlendirmeler i¢in %10’luk formalin igerisine konmus,
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sag bobrek ise biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in soguk (+4°C) Fosfat
tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra sivi azot ile hizlica

dondurulmus ve analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
3.6.5 Biyokimyasal ve molekiiler analizler

Biyokimyasal ve molekiiler analizler serum, idrar ve doku homojenatlarinda

gerceklestirilmistir.
3.6.5.1. Serum ve idrar kreatinin analizleri

Serum ve idrar kreatinin analizleri Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. Oto analizor ile gergeklestirilen
Olciimde, endpoint up metoduyla kolorimetrik 6l¢lim gerceklestirilmistir. Alkali
ortamda, kreatininin pikrik asitle reaksiyonu sonucu olusan kreatinin-pikrat
kompleksinin 520/800 nm’de verdigi absorbanstaki artis kreatinin konsantrasyonu ile

dogru orantilidir. (Beckman Coulter, OSR6178).
3.6.5.2. Serum kidney injury molecule-1 (KIM-1) analizi

Serum Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) analizi, ticari ELISA Kkiti ile
gerceklestirilmistir (Invitrogen, ERHAVCR). Antikor kapli 96 kuyulu plaklar
lizerine seyreltilmis &rnekler ve kit standartlari 100 pl uygulanmustir. Ustii
kapatilarak 2.5 saat boyunca oda sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar dokiilerek 300 pl 1X yikama tamponu ile 4 kere yikanmistir. Yikama
sonrasinda 100 pl Biotin Konjugati eklenerek {istii kapali olarak 1 saat oda
sicakliginda hafifce ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Kuyucuklar dokiilerek 300 pl 1X
yikama tamponu ile 4 kere yikanmigtir. Yikama sonrasinda 100 pl Streptavidin-HRP
soliisyonu eklenerek iistii kapali olarak 45 dakika boyunca oda sicakliginda hafifge
calkalanarak inkiibe edilmistir. Kuyucuklar dokiilerek 300 pl 1X yikama tamponu ile
4 kere yikanmistir. Yikama sonrasinda 100 ul tetrametilbenzidin (TMB) substrati
eklenerek mavi renk olusumu gozlenmistir, kuyularin iistii kapatilarak 30 dakika
boyunca karanlikta hafifce ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. islem sonrasinda 50 ul
stop soliisyonu eklenerek mavi renkten sar1 renge degisim gozlenmistir. 30 dakika

icerisinde 450 nm’de absorbans Ol¢iilerek standart absorbans degerlerinden standart
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grafik ¢izilmistir. Olusturulan standart grafikten 6rneklerde bulunan KIM-1 miktar

hesaplanmistir. Hesaplamada diliisyon faktorii de ¢arpima eklenmistir.

3.6.5.3. Doku reaktif oksijen tiirleri (ROS) analizi

Doku reaktif oksijen tiirleri analizi, ticari fluorometrik kit ile
gergeklestirilmistir (Cellbiolabs, STA-347). 50 mg doku tartilarak PBS ile buzda
homojenizatér yardimiyla parcalanmistir. 10.000 g’de 5 dakika santriifiij edilerek
elde edilen homojenatlar dl¢iim icin kullanilmistir. Seyreltilmis 6rnekler ve hidrojen
peroksit standartlar1 siyah-geffaf dipli 96 kuyucuklu plakaya 50 pl pipetlenmistir.
Uzerine 50 pl Katalizor reaktifi eklenerek oda sicakliginda galkalanarak 5 dakika
inkiibe edilmistir. 100 pl diklorofluoresein soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 30
dakika karanlikta inkiibe edilmistir. 480 nm eksitasyon (ex) / 530 nm emisyon (em)
dalga boylarinda 6l¢iim gerceklestirilmistir. Standartlarin “Fluoresans Yogunluk”
degerleri ile hidrojen peroksit standart grafigi olusturularak, 6rneklerin pM cinsinden
icerdikleri ROS miktarlar1 hesaplanmistir. Hesaplamada diliisyon faktorii de ¢arpima

eklenmistir.

3.6.5.4. TNF-a, KIM-1, NF-kB, NOX4 ve p22 phox genlerinin gercek
zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

Total RNA izolasyonu ticari kit ile gergeklestirilmistir (Thermo Scientific,
KO0731). 30 mg doku tartilarak PBS ile buzda 30 saniye boyunca homojenizator
yardimiyla parcalanmustir. Uzerine 600 ul Proteinaz K eklenerek vortekslenerek oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. 12.000 g’de 10 dakika santrifiijlendikten
sonra siipernatant yeni steril tiipe aktarilmistir. Stipernatantlara 450 pl  %100’lik
etanol eklenerek karigtirllmistir. Kit igerisinde bulunan kolonlara 700 pl aktarilarak
12.000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Tiim siipernatant kolona aktarilana kadar bu
islem tekrarlanmis ve kolonun alt kismina gegen faz atilmistir. Bu islemden sonra,
700 pl yikama tamponu-1 eklenerek 12.000 g’de 1 dakika santrifiijlenmistir ve
kolonun alt kismina gegen faz atilmistir. Kolona 600 ul yikama tamponu-2 eklenerek
12.000°de 1 dakika santrifiijlenmistir ve kolonun alt kismima gegen faz atilmstir.
Kolona 250 pl yikama tamponu-2 eklenerek 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edilmis
ve alt kisimda bulunan tiip atilarak, kolonlar 1.5 mL’lik steril tiiplere aktarilmistir.

Son olarak kolonlara 100 pl steril su eklenerek 12.000 g’de 1 dakika santrifiijlenmis
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ve kolona baglanan RNA eliie edilmistir. Kolonlar atilarak, alt faz saklanmistir. RNA
miktar1 (ug/uL) ve izolasyon verimi spektrofotometrik A260/A280/A230 oranlari ile
hesaplanarak belirlenmistir. Elde edilen total RNA -80°C’de saklanmustir.

Elde edilen ve miktar1 bilinen RNA’lardan cDNA sentezi ticari kit ile
gerceklestirilmistir (ABM, G236). 4 ul RT Tamponu, 1 ul ANTP, 1 ul Oligo(dT), 1
ul OneScript® Plus RTase ve 1 pg’a karsilik gelecek RNA miktar1 eklenerek
reaksiyon hacmi 20 ul’ye steril su ile tamamlanmistir. Karigim pipet yardimi ile
karistirilarak reaksiyonun baslamasi i¢in termal dongii cihazina yerlestirilmistir. 50-
55°C’de 15 dakikada reaksiyon gergeklestirilmistir. Reaksiyonu durdurmak igin
85°C°de 5 dakika inkiibasyon yapilmistir. Tipler buzda sogutularak -20°C’de

saklanmustir.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) igin, 96 kuyulu PCR
plakasina 6.25 pl 2X MasterMix (ABM, MasterMix-S), 1ul cDNA, 1.5 ul ilgili
genin Forward-Reverse Primer karigimi eklenerek reaksiyon hacmi steril su ile 25
ul’ye tamamlanmistir. 96 kuyulu PCR plakasmin iistii uygun sekilde kapatilarak
cihaza yerlestirilmistir. TNF-a, KIM-1, B-aktin, NF-kB, NOX4 ve p22 phox’un

forward ve reverse primer dizileri ilgili tabloda yer almaktadir (Tablo 7).
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Tablo 7. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ig¢in ilgili genlerin forward ve

reverse sekanslar

Hedef Forward Sekans (5°—3°) Reverse Sekans (5°—37)
Gen
NOX4 GTGAACGCCCTGAACTTCTC TTCTGGGATCCTCATTCTGG

p22 TGTTGCAGGAGTGCTCATCTGTCT AGGACAGCCCGGACGTAGTAATTT
phox

B-aktin TGCAGAAGGAGATTACTGCC CGCAGCTCAGTAACAGTCC
TNF-a AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC
KIM-1 ACTCCTGCAGACTGGAATGG CAAAGCTCAGAGAGCCCATC
NF-«xB CAAAGCTCAGAGAGCCCATC CCAGGTCATAGAGAGGCTCAA
Reaksiyon basamaklari; 95°C’de 10 dakika polimeraz

aktivasyonu/denatiirasyon, 95°C’de 15 saniye, amplifikasyon agamasinda TNF-a i¢in
56°C’de 60 saniye, B-aktin i¢in 51°C’de 60 saniye, KIM-1, NF-kB, NOX4 ve p22
phox ig¢in 58°C’de 60 saniye (40 dongii) ve son olarak dissosiyasyon asamasinda
65°C’den baglayarak 5 saniyede 0,5°C’lik artiglarla 95°C’ye yiikselistir. p-aktin
normalizasyon i¢in pozitif kontrol gen olarak kullanilmis ve elde edilen Cq degerleri

ile gen ifadelenmesinin degisimi -2 yontemi ile hesaplanmistir.
3.6.5.5. Western Blot Yontemi ile NF-kB Translokasyonunun Gosterilmesi

NF-xB translokasyonunun gosterilmesi i¢in kit (Biovision, K266) yardimi ile
sitozolik/niikleer fraksiyonlama gerceklestirilmistir. Bobrek dokulart 200 mg
tartilarak tizerine 1 mL soguk PBS eklenmistir. Homojenizatér yardimiyla
pargalanan dokular, 500 g’de 3 dakika santrifiijlenmistir. Ust faz atilarak, pellet
tizerine 200 ul sitozol ekstraksiyon tamponu-A (CEB-A) eklenmistir. 15 saniye
yilksek  hizda  vortekslendikten sonra 10 dakika buzda inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Siire sonunda, 11 pl sitozol ekstraksiyon tamponu-B eklenerek 5
saniye yiiksek hizda vortekslendikten sonra 1 dakika buzda inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tekrardan 5 saniye yiiksek hizda vorteksleme
sonrasinda 5 dakika 16.000 g’de santrifiij ger¢eklestirilmistir. Ust faz izl bir sekilde

onceden sogutulmus tiiplere aktarilarak sitozolik fraksiyon elde edilmistir. Kalan
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pellet 100 pl niikleer ekstraksiyon tamponu ile resiispanse edilerek 15 saniye
boyunca yiiksek hizda vortekslenmis ve buza alinmistir. Bu iglem 40 dakika boyunca
her 10 dakikada tekrardan gerceklestirilmistir. Islem sonras1 10 dakika 16.000 g’de
santrifiijlenmistir. Ust faz hizli bir sekilde 6nceden sogutulmus tiiplere aktarilarak
niikleer fraksiyon elde edilmistir. Tiim sitozolik ve niikleer drnekler protein tayini

oncesi -80°C’de saklanmustir.

Protein tayini ticari kolorimetrik kit (Thermo Fischer, 23225) ile
gerceklestirilmistir. Tiim &rnekler ve standartlar iki tekrarli galisilmistir. Ornekler
distile su ile 20 kat seyreltilerek 96 kuyuculuklu plakaya 25 pl pipetlenmistir.
Standartlar 2 mg/mL s18ir serum alblimini igeren flakonlardan uygun seyreltmeler ile
hazirlanmistir. Kit talimatlarinda Onerilen standart aralik kullanilmistir. Calisma
reaktifi kit talimatlarinda belirtilen 50:1 oraninda sirasi ile Reaktif A ve Reaktif B
birbirine karistirilarak hazirlanmistir. Orneklerin {izerine kit talimatlarinda belirtilen
1:8 oraninda 200 pl calisma reaktifi eklenmistir. Standartlara da aynmi islem
uygulanmistir. 96 kuyucuklu plaka kapagi kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Siire sonunda oda sicakliinda sogumasit beklendikten sonra
spektrofotometre yardimi ile 562 nm’de absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Elde edilen

absorbanslardan standart grafik ¢izilerek orneklerdeki protein miktar1 belirlenmistir.

Gerekli tamponlarin hepsi 10X olarak hazirlanarak, kullanim sirasinda 1X

olacak sekilde seyreltilmistir.

e 10X Yiiriitme (Running) Tamponu: 30 gram Tris, 144 gram Glisin, 10
gram SDS tartilarak 1L distile suda ¢oziilmiistiir.1L 1X olarak kullanimi igin
100 mL 10X yiiriitme tamponundan alinarak 900 mL distile su eklenerek
seyreltilmistir.

e 10X Transfer Tamponu: 58 gram Tris, 29,13 gram Glisin, 3,7 gram SDS
tartilarak 1 L distile suda ¢oziilmiistiir. 1L 1X olarak kullanimi i¢in 100 mL
10X transfer tamponu, 200 mL metanol ve 700 mL distile su ile birbirine
karistirllmistir. 1X transfer tamponu 4°C’de saklanmustir.

e 10X Tris-Tamponlu Salin (TBS): 24.23 gram Tris ve 80.06 gram sodyum

kloriir tartilarak 900 mL distile suda ¢oziilmiistiir. pH metre yardim ile
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¢ozelti pH’s1 7,6’ya ayarlanarak 1 L’ye tamamlanmistir. Bloklama tamponu
hazirlamak i¢in kullanilmistir.

e 1X Tris-Tamponlu Salin-Tween 20 (TBST): 100 mL 10X tris-tamponlu
salin, 900 mL distile su ile seyreltilmistir. 1 L’lik ¢ozeltiye 1 mL Tween-20
eklenerek manyetik bar yardimiyla karistirilmistir.

o  %5’lik Yagsiz Siit Tozu: 5 gram yagsiz siit tozu tartilarak 100 mL TBST ile
¢ozilmistir. Bu ¢ozelti primer-sekonder antikor hazirlanmasi ve bloklama
asamalarinda kullanilmistir.

e %20’lik sodyum dodesil siilfat (SDS): 10 gram SDS tartilarak 50 mL distile
suda ¢Ozllmiistiir. Bu c¢oOzelti poliakrilamid jellerin hazirlanmasinda
kullanilmastir.

e %10’luk amonyum persiilfat (APS): 1 gram APS tartilarak 5 mL distile
suda ¢Oziilmustiir. Cozelti 500 ul olacak sekilde alikatlanarak -20°C’de
saklanmigtir. Bu ¢6zelti poliakrilamid jellerin hazirlanmasinda kullanilmistir.

e 0.5 M Tris Tamponu (pH: 6.8): 6 gram Tris 80 mL distile suda ¢6ziilerek
pH’s1 hidroklorik asit ile 6.8’e ayarlanmistir. Bu ¢6zelti poliakrilamid jellerin
hazirlanmasinda kullanilmistir

e 1.5 M Tris Tamponu (pH: 8.8): 18 gram Tris 80 mL distile suda ¢oziilerek
pH’s1 hidroklorik asit ile 8.8’e ayarlanmistir. Bu ¢ozelti poliakrilamid jellerin

hazirlanmasinda kullanmustir.

Calisilan proteinlerin molekiiler agirliklar1 (NF-kB: 65 kDA, B-actin: 45 kDA,
Lamin B: 64 kDA) dikkate alinarak ayrim (seperating) jelinin yiizdesi %10 olarak
belirlenmistir. Paketleme (stacking) jel yiizdesi ise sabit oran olan %4 olarak
secilmistir. P-aktin sitozolik referans protein olarak, Lamin B niikleer referans

protein olarak kullanilmigtir. My

Jeller hazirlanirken 1.0 mm camlar kullanilmistir. Jel standinda cam plakalar
yerlestirilerek sizdirmazliklar1 distile su ile kontrol edilmistir. Ilk olarak ayrim
(seperating) jeli hazirlanmigtir. Ayrim jeli i¢in; 7.275 mL distile su, 3.75 mL 1.5 M
Tris Tamponu (pH: 8.8), 75 ul %20’lik SDS, 3.75 mL %40’lik
akrilamid/bisakrilamid kiiclik bir beher icerisinde 5 dakika manyetik bar yardimiyla
karistirilmasi saglanmistir. Bu karisima hizli bir sekilde 150 ul %10°luk APS ve 15
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ul TEMED eklenerek kisa siire karigmasi saglanmistir. Daha sonrasinda serolojik
pipet yardimiyla 1.0 mm’lik camlar arasma 5 mL bu karisim dokiilerek iistii
izopropanol ile kapatilmistir. Jellesme belirli siirelerle kontrol edilmistir. Jellesme

gerceklestikten sonra pegete yardimi ile izopropanol uzaklagtirilmistir.

Ikinci olarak paketleme jeli hazirlanmistir. Paketleme jeli igin; 3.20 mL distile
su, 1.25 mL 0.5 M Tris Tamponu (pH: 8.8), 25 ul %20’lik SDS, 470 pl %40°lik
akrilamid/bisakrilamid kiiciik bir beher icerisinde 5 dakika manyetik bar yardimiyla
karigtirilmasi saglanmistir. Bu karisima hizli bir sekilde 50 pul %10’ luk APS ve 5 ul
TEMED eklenerek kisa siire karismast saglanmistir. Daha sonrasinda serolojik pipet
yardimiyla 1.0 mm’lik camlar arasina 5 bu karisim dokiilerek iizerine yiikleme
kuyularinin olusmast i¢in 10’luk taraklar hafif¢e yerlestirilmistir. Jellesme
gerceklestiginde kullanima hazir hale gelen jeller, stanttan ¢ikarilarak tank igerisine

yiiklemeye hazir hale gelmistir.

Protein miktarlar1 belirlenen 6rnekler, tiim kuyulara es olacak sekilde 50 pg
degeri belirlenerek yiiklenmistir. Orneklerin kuyulara yiiklenmesi i¢in, Laemmli
tamponu hazirlanmistir. Ornekler son hacimde 50 pg olacak sekilde, 4X Yiikleme
Tamponu (SDS, gliserol, bromfenol mavisi ve Tris iceren) ile 4:1 oraninda
karistirilarak igerisine son hacimde %S5 olacak sekilde f-merkaptoetanol eklenmistir.

Bu karigim 95°C’de 10 dakika 1sitilarak kullanim i¢in hazir hale getirilmistir.

Western Blot Protokolii

Yiirlitme tanki 1X yiiriitme tamponu ile gerekli ¢izgiye kadar doldurulmustur.
Jeller dikey aparat igerisinde dikkatli ve siki sekilde yerlestirilerek aradaki
boslugunda yiirtitme tamponu ile doldurulmasi saglanmistir. Kuyu taraklar1 tek
hamlede ve dikkatlice c¢ikarilarak, 1ilgili  kuyulara o6rnek yiiklemesi
gerceklestirilmistir. Molekiil agirligr belirli proteinlerden olusan protein belirteci de
yiiklenerek sistemin kapagi kapatilarak ve gili¢ kaynagindan sabit voltaj ayari
secilerek ilk 30 dakika 70 V, sonrasinda 100 V’ta yiiriitme gerceklestirilmistir.
Protein belirteci ile gerekli ayrim periyodik olarak takip edilmistir. Gerekli ayrim
gerceklestiginde sistem durdurularak jeller dikey aparattan ¢ikarilmistir. 1X transfer

tamponu i¢eren derin bir kap icerisine yerlestirilmistir.
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Transferde 1slak transfer yontemi kullanilmistir. poliviniliden floriir (PVDF)
membran, dnce metanol ile 1slatilarak daha sonrasinda 5 dakika derin kap igerisinde
1X transfer tamponu igerisinde aktive edilmistir. Jeller, iki cam arasi dikkatlice
acilarak serbest birakilmistir. Blotlama kagitlar1 ve siingerler de transfer tamponu
icerisinde 1slatildiktan sonra transfer paketleri hazirlanmigtir. Transfer paketleri;
gozenekli kaset igerisinde, siyah tarafindan baslanarak sirasi ile siinger, blotlama
kagidi, jel, PVDF membran, blotlama kagidi ve siinger olacak sekilde paketlenmistir.
Hava kabarciklarina dikkat edilerek jel ve membranin {izerinden hafifce gecilmistir.
Kasetler kapatilarak dikey tutucuya yerlestirilmistir. Yiriitme tankinin igi
bosaltilarak, igerisine soguk 1X transfer tamponu ve buz akiileri yerlestirilmistir.
Dikey tutucu tankin igerisine yerlestirildikten sistemin kapagi kapatilarak ve daha
sonra gili¢ kaynagindan sabit akim secilerek 250 mA’de 2 saat transfer islemi soguk
odada gergeklestirilmistir. Islem sonunda kasetler acilarak transfer islemi kontrol

edilmistir.

Transferi tamamlanan membranlar kurumadan hizlica bloklama asamasi igin
kutular igerisinde %5’lik yagsiz siit tozuna alinmistir. Membranin iizerinden tiim
cozelti gectiginden emin olunacak sekilde 1 saat boyunca orbital calkalayicida
inkiibe edilmistir. Kutu igerisindeki siit tozu dokiilerek tizerine ilgili primer antikorun
siit tozundaki diliie c¢ozeltisi eklenerek ve membranin iizerinden tamamen
gectiginden emin olunarak gece boyu soguk odada inkiibe edilmistir. Daha sonra
primer antikor toplanarak, membranlar 1X TBST ile 5’er dakika 3 kez yikanmustir.
Membranlarin lizerine HRP-bagli sekonder antikorun siit tozundaki diliie ¢ozeltisi
eklenerek ve membranin iizerinden tamamen gectiginden emin olunarak 2 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra sekonder antikor toplanarak, membranlar 1X TBST ile
5’er dakika 3 kez yikanmistir. Goriintiileme, kemiliiminesans substrat (ECL) Kiti ile
gerceklestirilmistir (Cell Signaling, 6883P3). Membranlar goriintiileme cihazina
yerlestirilerek, 1:1 oraninda iki kit reaktifi karistiritlarak membranlarin ilgili
bolgelerine damlatilmistir. Cihazda bantlarin net ve uygun goriintiileri otomatik ve
manuel olarak alinarak, ilgili bant yogunlugu analizleri (Biorad, Image Lab)

yapilmustir.
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3.6.6 Histolojik analizler

Sol  bobreklerden alman  Orneklerde  histolojik  degerlendirme  ve

immiinohistokimyasal incelemeler gergeklestirilmistir.
3.6.6.1. Histolojik degerlendirme

Bobrek dokular %10' luk tamponlanmig notral formalin icerisinde 3 giin siireyle
tespit edilerek rutin doku takip islemi baslatilmistir. Tespit maddesinin uzaklastirilmasi
icin 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra, 60°C de etlivde 20" ser dakika sirasiyla
%70, %80, %96 artan etil alkol serilerinden gegirilmistir. Daha sonra 60°C de etiivde
20’ ser dakika dort degisim asetonda dehidrate edildi. Seffaflandirma amaciyla 60°C
de etiivde 30" ar dakika iki kez ksilolde bekletilmistir. 60°C' lik etiivde iki degisim
halinde 1’er saat parafin ile immersiyonu saglanarak parafin bloklar igerisine
gémillmiistiir (Tablo 8). Rotary mikrotom (RM 2255, Leica, Germany) araciligi ile 5
pm'lik kesitler alinmistir. Her denege ait kesitler dokunun genel histomorfolojik

ozelliklerini degerlendirmek i¢in hematoksilen-eozin ile boyanmustir.

Alman kesitler deparafinizasyon islemi icin 2 saat 60°C’lik etiivde
birakilmistir. Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik {i¢ farkh
ksilene tabi tutulmustur. Daha sonra rehidratasyon iglemi i¢in 2 degisim absolii alkol
ve %96’dan %70’e azalan alkol serilerinden gegirilmistir. Kesitler distle su ile
calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter
Borough, Cambridgeshire) ile boyanmistir. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin
dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika Eozin
(01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyanmustir.
Boyamadan sonra sirasityla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkol serilerinden
gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika {i¢ degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatilmistir
(Tablo 9).
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Tablo 8. Rutin doku takibi

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk Formaldehit 3 giin
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 Gece
Dehidratasyon %70’lik Alkol 20 Dakika
Dehidratasyon %80’lik Alkol 20 Dakika
Dehidratasyon %96’k Alkol 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 1 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 2 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 3 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 4 20 Dakika
Seffaflandirma Ksilol 1 30 Dakika
Seffaflandirma Ksilol 2 30 Dakika
Parafin 1 60 Dakika
Parafin 2 60 Dakika
Bloklama Parafin
Tablo 9. Hematoksilen-eozin boyama protokolii
Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda Isisinda) 10 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 10 Dakika
Rehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Rehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 96 Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 80 Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 70 Alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 10 Dakika
Boyama Eosin 2 Dakika
Yikama % 70 Alkol Calkalama
Dehidratasyon % 80 Alkol Calkalama
Dehidratasyon % 96 Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflagtirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan
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Kesitlerden elde edilen goriintiilerin incelenmesinde bilgisayarli video kamera
esaslt goriintii analiz yontemi kullanilmistir (UTHSC Image software). Tiim kesitler
analize edilerek; sadece boyamaya bagli belirgin artefaktlar1 olan kesitler
degerlendirme dis1 tutulmustur. Boyama tamamlandiktan sonra kesitler 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX-51 Tokyo, Japan) incelenerek, goriintiiler yiiksek
¢coziinlirliige sahip kamera yardimiyla bilgisayara aktarilarak degerlendirilmistir

(Olympus DP-71, Japan). Biitiin kesitler dijital olarak fotograflanmustir.

Deney gruplarina ait bobrek dokusu kesitlerinde 1s1ik mikroskopik olarak;
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (MNH), eritrosit ekstravazasyonu, kapiller
dilatasyon, renal korpiiskiil morfolojisi, proksimal tiibiiluslarda vakuolizasyon,
firgams1 kenar kaybi, tiibiiler dilatasyon ve kast formasyonu degerlendirilmistir.
Kesitlerden elde edilen goriintiler degerlendirilirken semikantitatif olarak
tiibiilointertisyel hasar icin (tiibiiler fircamsi1 kenar kaybi, tiibiiler dilatasyon, kast
formasyonu, vakuolizasyon, MNH, eritrosit ekstravazasyonu, renal Kkorpiiskiil

morfolojisi gibi parametreler igin) skorlama yapilmustir.

Skorlama

(0) Normal

(1) <%25 hasar

(2) %25-%50 hasar
(3) %650-%75 hasar
(4) %75-%100 hasar

Degerlendirmeler iki histolog tarafindan numaralandirilmis Ornekler ile
yapilmistir. Degerlendirenlere oOrneklerin hangi gruptan olduguna dair bilgi

verilmemistir. Degerlerin ortalamalar1 ve standart hatalart alinmistir (87).
3.6.6.2. Immiinohistokimyasal degerlendirme

Aktif Kaspaz-3 immunhistokimyasal inceleme igin kesitler deparafinize ve
rehidrate edilmistir. Aktif Kaspaz-3 immiinohistokimya uygulanacak kesitler
mikrodalgada 5 dakika 10 mM sitrat buffer (Bio-Optica, 15-M103, Milano, ITA)
tabii tutulmustur. Ttim kesitler PBS ile yikandiktan sonra doku endojen peroksidazini

inhibe etmek amaciyla 10 dk %3 H,0; ile oda 1sisinda bekletilmistir. Tekrar PBS ile
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yikama yapilarak 30 dakika oda 1sisinda serum bloklama soliisyonunda
bekletilmistir. Rat spesifik anti-aktif kaspaz-3 antikoru 1:100 (AB3623, Millipore,
Temecula, CA, USA) ile +4°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Ardindan 30’ar dakika
biotinlenmis sekonder antikor ve peroksidaz konjuge streptavidin uygulanmistir
(Histostain Plus Kit, 85-9043 San Francisco, USA). Immunohistokimyasal
reaksiyonu gorlinlir hale getirmek icin DAB (Roche, Darmstadt, Almanya) ile
boyanmis ve Mayer’s hematoksilen kullanilarak artalan boyamasi yapilmistir. Artan
alkol ve ksilol serilerinden gecirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Germany) ile kapatilmis ve 151k mikroskobunda degerlendirilmistir.

Immiinohistokimyasal skorlamalar degerlendirmenin standart olmas1 amaciyla
bobrek dokusu kesitlerinde farkli bolgelerden 5 standart alan segilerek yapilmustir.
Pozitif boyanmanin derecesi, yogunluk ve dagilim acisindan 0'den 3'e kadar olan bir

gosterge ¢izelgesi kullanilarak semikantitatif skorlama ile degerlendirilmistir.

Skorlama
(0)-Boyanma yok
(1)-Az boyanma
(2)-Orta boyanma
(3)-Siddetli boyanma

Degerlendirmeler iki histolog tarafindan numaralandirilmis Ornekler ile
yapilmstir. Degerlendirenlere Orneklerin  hangi gruptan olduguna dair bilgi
verilmemigtir. Degerlendirme sonucu elde edilen sonuglarin ortalamalar1 alindi ve

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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3.7 Arastirma Plan1 ve Takvimi

Arastirma planlanmasi ve takvimi asagidaki akis semasinda kronolojik olarak

gosterilmistir (Sekil 6).

Literatiir Tarama ve Proje Yazimi (Mart 2019-May1s 2019)

BAP Bagvurusu ve Etik Kurul Onay: (Mayis 2019)

BAP Bagvurusunun Onaylanmas: (Kasim 2019)

Kullanilacak Malzemelerin Temini (Kasim 2019-Eylil 2020)

Deney Hayvanlarinin Temini ve Modelin Uygulanmasi (Ekim 2020)

A4 A 4

Biyokimyasal ve Molekiiler Histolojik Analizlerin
Analizlerin Tamamianmasi (Kasim| Tamamianmasi (Kasim 2020-
2020-Mayis 2021) May1s 2021)

Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi (Ekim 2020-Haziran 2021)

Tezin Yazilmasi (Mart 2021-Haziran 2021)

Sekil 6. Arastirma plani ve takvimi

37



3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Gruplar arasindaki parametrik degerlerin karsilastirilmasi igin varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc Tukey testi uygulanmistir. Parametrik olmayan verilerin
analizinde gruplar arasi farklilik Kruskal-Wallis ve post hoc Mann-Whitney-U testi
ile analiz edilmistir. Istatistiksel analiz i¢in GraphPad (GraphPad Prism 5, La Jolla,
USA\) isimli bilgisayar programi kullanilmistir. Caligmadaki tiim degerler, ortalama +

standart hata olarak sunulmustur. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
3.9 Arastirmanin Simirhiliklar:

Arastirmanin sinirliliklari;

e Montelukastin tek doz uygulanmasi (10 mg/kg), diisiik ve yiiksek dozlarda
montelukastin koruyucu etkililiginin arastirillamamis olmasi.

e Kullanilan KMN modelinin 24 saatlik nefropati modeli olmasi, daha geg
donemde nefropatiye bagli olabilecek etkilerin ve montelukastin etkisinin
degerlendirilememesi.

e TNF-a, IL-6 gibi inflamatuar parametrelerin Gl¢limlerinin yapilamamis

olmasi
3.10 Etik Kurul Onay1

“Siganlarda Radyokontrast Madde Nefropatisini Onlemede Montelukast’n NF-
kB, NOX4 ve p22 phox Ekspresyonu Aracili Etkisi” isimli aragtirmamiz igin
22.05.2019 tarihinde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan (HADYEK) 23/2019 protokol numarasi ile onay alinmistir
(Ek 1).
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4. BULGULAR

Dort gruba randomize edilen siganlarda, deney sonu dl¢iilen agirliklar sirast ile
kontrol (K) grubu 304.0 &+ 15.0 gram, kontrast madde nefropatisi (KMN) grubu 297.5
+ 23.2 gram, montelukast (M) grubu 297.7 £ 19.4 gram ve montelukast+kontrast
madde nefropatisi (M+KMN) grubunda 308.4 + 16.6 gramdi. Deney sonu agirliklar
karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p=0.704) (Tablo 10).

Tablo 10. Randomize edilen sicanlarin bazal ve deney sonu agirliklari

Grup Bazal Agirlik (g) Deney Sonu Agirhik (g)
K 290.5 + 8.7 304.0 £ 15.0
KMN 291.7+8.3 297.5+23.2
M 287.8£8.4 297.7+19.4
M+KMN 285.8+5.1 308.4+£16.6

4.1 Biyokimyasal ve Molekiiler Analizlerin Bulgular:
4.1.1 Serum ve idrar kreatinin diizeyleri

Serum kreatinin diizeyleri K grubunda 0.27 £ 0.01 mg/dL, KMN grubunda
0.32 + 0.02 mg/dL, M grubunda 0.26 + 0.02 mg/dL, M+RKN grubunda 0.26 + 0.02
mg/dL olarak olgiildii. KMN grubunda serum kreatinin diizeyleri diger gruplarla
karsilastirlldiginda yiiksek olsa da gruplar arasinda serum kreatinin diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p=0.091).

Idrar kreatinin diizeyleri, K grubunda 63.4 = 8.1 mg/dL, KMN grubunda 78.8 +
5.4 mg/dL, M grubunda 73.1 = 9.1 mg/dL ve M+RKN grubunda 69.1 = 11.4 mg/dL
olarak Olciildi. Gruplar karsilastirildiginda idrar kreatinin diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik saptanamadi (p=0.701) (Tablo 11).
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Tablo 11. Serum ve idrar kreatinin diizeyleri (B:bazal, S:deney sonu)

Kontrol KMN M

M+KMN (n=6

(n=1) (n=5) (n=5) (n=9)
Serum
Kreatinin 0.27 £ 0.01 0.32+0.02 0.26 + 0.02 0.26 + 0.02
(mg/dL)
idrar B 63.8+5.9 78.8+3.9 82.5+14.2 71.4+£54
Kreatinin
(mg/dL) S 63.4+8.1 78.8+54 73.1+£9.1 69.1+114

4.1.2 Serum KIM-1 diizeyleri

Serum KIM-1 diizeyleri, K grubunda 65.2 £ 11.9 pg/mL, KMN grubunda
109.4 + 9.0 pg/mL, M grubunda 46.6 + 10.1, M+KMN grubunda 50.0 £+ 7.9 pg/mL

olarak olguldii.

Serum KIM-1 diizeyleri KMN grubunda K grubu ve M grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksekti (p<0.05 ve p<0.001).
M grubunda serum KIM-1 diizeyleri K grubu ile karsilagtirildiginda iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir (p>0.05). M+KMN grubunda
serum KIM-1 diizeyleri, KMN grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli olarak azalmistir (p<0.01) (Sekil 7).
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Sekil 7. Deney gruplarinda serum KIM-1 diizeyleri (K: Kontrol, KMN:
Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN: Montelukast+Kontrast
madde nefropatisi (¥), p<0.05, K grubuna gore (1), p<0.01 ve (1), p<0.001 KMN

grubuna gore anlamlilig1 géstermektedir)
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4.1.3 Doku reaktif oksijen tiirleri diizeyleri

Doku reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeylerinde, K grubuna gore relatif olarak
KMN grubunda 1.69 + 0.20 kat artig, M grubunda 1.07 = 0.16 kat artis ve M+KMN
grubunda 0.63 + 0.07 kat artis gézlenmistir.

Doku ROS diizeyleriy KMN grubunda K grubu ve M grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksekti (p<0.05). M grubunda
ise K grubu ile karsilagtirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0.05). M+KMN grubunda doku ROS diizeyleri, KMN
grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 8).
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Sekil 8. Deney gruplarinda doku reaktif oksijen tiirleri diizeyleri (K: Kontrol, KMN:
Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN: Montelukast+Kontrast
madde nefropatisi (*), p<0.05, K grubuna gore (1), p<0.05 ve (f11), p<0.001 KMN

grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir)

4.1.4 TNF-0, KIM-1, NF-kB, NOX4 ve p22 phox mRNA diizeyleri

TNF-o mRNA ekspresyon diizeyleri K grubu ile karsilastirildiginda KMN
grubunda 8.17 + 0.71 kat, M grubunda 1.11 £ 0.19 kat ve M+KMN grubunda 2.06 +
0.38 kat artmustir.

KMN grubundaki TNF-a mRNA ekspresyonu, K grubuna ve M grubuna gére
anlamli olarak artmistir (p<0.001). M grubunda TNF-a mRNA ekspresyonunda artis,
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K grubuna gore farkli olarak saptanmamuistir (p>0.05). M+KMN grubundaki TNF-a
MRNA ekspresyonu KMN grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.001).
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Sekil 9. Deney gruplarinda TNF-o mRNA ekspresyon diizeyleri (K: Kontrol, KMN:
Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN: Montelukast+Kontrast
madde nefropatisi (***), p<0.001, K grubuna gore (11), p<0.001 KMN grubuna

gore anlamliligr gostermektedir)

NOX4 mRNA ekspresyon diizeyleri K grubu ile karsilagtirildiginda KMN
grubunda 3.56 + 0.52 kat, M grubunda 1.51 + 0.27 kat ve M+KMN grubunda 1.31 +
0.18 kat artmistir.

KMN grubundaki NOX4 mRNA ekspresyonu K grubuna ve M grubuna gore
anlamli olarak artmistir (p<<0.001). M grubunda NOX4 mRNA ekspresyonunda artis,
K grubuna gore farkli bulunmamistir (p>0.05). M+KMN grubundaki NOX4 mRNA
ekspresyonu KMN grubuna gére anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 10).
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Sekil 10. Deney gruplarinda NOX4 mRNA ekspresyon diizeyleri (K: Kontrol, KMN:
Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN: Montelukast+Kontrast
madde nefropatisi (***), p<0.001, K grubuna goére (111), p<0.001 RKN grubuna

gore anlamlilig1 gostermektedir)

p22 phox mRNA ekspresyon diizeyleri, K grubu ile karsilagtirildiginda KMN
grubunda 3.75 £ 0.30 kat, M grubunda 1.60 £+ 0.40 kat ve M+RKN grubunda 1.79 +
0.34 kat artmistir.

KMN grubundaki p22 phox mRNA ekspresyonu K grubuna ve M grubuna
gore anlamli olarak artmistir (p<0.001). M grubunda p22 phox mMRNA
ekspresyonunda artig, K grubuna gore farklilik bulunmamigtir (p>0.05). M+KMN
grubundaki p22 phox mRNA ekspresyonu KMN grubuna gére anlamli olarak
azalmistir (p<0.001) (Sekil 11).
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Sekil 11. Deney gruplarinda p22 phox mRNA ekspresyon diizeyleri (K: Kontrol,
KMN: Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN:
Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (***), p<0.001, K grubuna gore (}17),
p<0.001 RKN grubuna goére anlamlilig1 gostermektedir)

KIM-1 mRNA ekspresyon diizeyleri, K grubu ile karsilastirildiginda, KMN
grubunda 5.39 + 0.64 kat, M grubunda 1.14 £ 0.29 kat ve M+KMN grubunda 1.32 +
0.40 kat artmistir.

KMN grubundaki KIM-1 mRNA ekspresyonu K grubuna ve M grubuna gére
anlamli oranda artmistir (p<0.001). M grubunda KIM-1 mRNA ekspresyonunda
artig, K grubuna farkli bulunmamustir (p>0.05). M+KMN grubundaki KIM-1 mRNA
ekspresyonu KMN grubuna gére anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 12).
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Sekil 12. Deney gruplarinda KIM-1 mRNA ekspresyon diizeyleri (K: Kontrol,
KMN: Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN:
Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (***), p<0.001, K grubuna gore (77,
p<0.001 KMN grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir)

NF-«xB mRNA ekspresyon diizeyleri, K grubu ile karsilastirildiginda; KMN
grubunda 4.48 £ 0.30 kat, M grubunda 1.20 = 0.11 kat ve M+KMN grubunda 1.02 +
0.07 kat artmustir.

KMN grubunda NF-xB mRNA ekspresyonu K grubuna ve M grubuna gore
anlamli olarak artmistir (p<0.001). M grubunda NF-kB mRNA ekspresyonunda artis,
K grubuna gore farkli bulunmamistir (p>0.05). M+KMN grubundaki NF-kB mRNA
ekspresyonu KMN grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 13).
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Sekil 13. Deney gruplarinda NF-kB mRNA ekspresyon diizeyleri (K: Kontrol,
KMN: Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN:
Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (***), p<0.001, K grubuna gore (}17),
p<0.001 KMN grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir)

4.1.5 NF-xB Protein Ekspresyonu

Niikleer NF-xB p65 protein ekspresyonu, K grubunda 0.38 + 0.10, KMN
grubunda 0.87 + 0.21, M grubunda 0.07 + 0.03 ve M+KMN grubunda 0.36 £+ 0.07

olarak belirlenmistir.
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Sekil 14. Deney gruplarinda, bobrek dokusuna ait homojenatlarda gosterilen
niikleer NF-kB p65 proteinin Western Blot goriintiileri. Gruplar, A: Kontrol (K), B:
Kontrast madde nefropatisi (KMN), C: Montelukast (M) D: Montelukast+Kontrast
madde nefropatisi (M+KMN).
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KMN grubunda NF-«xB protein ekspresyonu artis1 gozlenmistir fakat bu artis K
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.109). M-+KMN
grubunda NF-«B protein ekspresyonu azalist KMN grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (p=0.044). Sitozolik NF-kB p65 protein ekspresyonu,
orneklerde  beklenenin  miktarin  altinda  protein  bulunmasi  nedeniyle

gosterilememistir (Sekil 14, 15).
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Sekil 15. Deney gruplarinda, bobrek dokusuna ait homojenatlarda gosterilen niikleer
NF-kB p65 protein ekspresyonu diizeyleri (K: Kontrol, KMN: Kontrast madde
nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN: Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (),
p<0.05 ve (1), p<0.01 KMN grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir)

4.2 Histolojik Analiz Bulgular

K grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde normal morfolojik 6zellikler
gozlenmistir. Korteksin disinda fibroz kapsiiliin saglam olarak yer aldigi, korteks ve
medulla ayrimmin rahatlikla yapilabildigi saptanmistir. Korteksteki renal
korpiiskiillerin normal yapida oldugu, bowman kapsiiliiniin pariyetal ve visseral
yapraginin normal histolojik yapida oldugu belirlenmistir. Proksimal tiibiil ve distal
tiibiil, henle kulbu, kollektor tiibiillerde yapilarin normal oldugu gozlenmistir. Epitel
hiicreleri karakteristik yap1 ve Ozelliklerini korumaktaydi. Herhangi bir hiicre
infiltrasyonu ve firgamsi kenar kayb1 gézlenmemistir (Sekil 18A).

KMN grubunda, peritiibiiler alanda az miktarda mononiikleer hiicre (MNH)
infiltrasyonu, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon, ve vakuolizasyon gdzlenmistir. Bazi

tiibiillerde proteindz madde birikimi ile birlikte kast formasyonu ve tiibiil limeninde
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hiicre debrisleri izlenmistir. Korteksteki bazi bolgelerde, damarlarda vazodilatasyon

ve eritrosit ekstravazasyonu saptanmustir. (Sekil 18B).

M grubunda az miktarda eritrosit ekstravazasyonu ve Kkapiler dilatasyon,
tubuler hasar disinda kontrol grubuna benzer sekilde normal morfolojik 6zellikler
gozlenmistir (Sekil 18C).

M+KMN grubunda kortikal bdlgede 0Ozellikle peritiibiiller alanda MNH
infiltrasyonunda, tiibiil hiicrelerinde gézlenen dejenerasyonlarda ve kortekste eritrosit
ekstravazasyonunda KMN gubuna gore azalma gézlenmistir. Tiibiiluslarda gézlenen
tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon, vakuolizasyon, tiibiillerde protein6z madde birikimi

ile birlikte tiibiil limenine hiicre debrisleri daha az saptanmistir (Sekil 18D).

Sekil 16. Deney gruplarinda, bobrek dokusuna ait histolojik goriintiilemeler. Gruplar,
A: Kontrol (K), B: Kontrast madde nefropatisi (KMN), C: Montelukast (M) D:
Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (M+KMN).

Eritrosit ekstravazasyonu ( =) ), tiibiiler dilatasyon ( % ) ve tiibiiler hiicre
debrisleri (=), H-E x40
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Histolojik skorlamalarda tiim gruplarda glomeriiler hasar saptanmamuistir.
Eritrosit ekstravazasyonu ve kapiler dilatasyon skorlamasinda kontrol grubunda
herhangi bir hasar gézlenmemis olup, KMN grubunda skor 0.83 + 0.31, M grubunda
skor 0.17 = 0.17, M+KMN grubunda skor 0.33 = 0.21 olarak belirlenmistir. KMN ve
M gruplarinda K grubu skorlamasi ile karsilastirildiginda artan skor istatistiksel

olarak anlamli bulunamamuistir (sirasiyla; p=0.067, p=0.540).

MNH skorlamasinda K ve M grubunda herhangi bir hasar gézlenmemis olup,

KMN ve M+KMN grubunlarinda skor 0.17 + 0.17 olarak belirlenmistir.

Tiibiiler hasar skorlamasinda K grubunda herhangi bir hasar gézlenmemis olup,
KMN grubunda skor 1.17 £ 0.17, M grubunda skor 0.33 + 0.21, M+KMN grubunda
skor 0.50 £ 0.22 olarak belirlenmistir. KMN grubunda tubuler hasar K grubuna gore
anlamli oranda artmustir (p=0.006) (Tablo 12).

Tablo 12. Histolojik skorlama tablosu (K: Kontrol, KMN: Kontrast madde
nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN: Montelukast+Kontrast madde nefropatisi,

(**), p<0.01, K grubuna gére anlamlilig1 géstermektedir)

K KMN M M+KMN
(n=4) (n=6) (n=6) (n=6)

Eritrosit 0.00 0.83 +£0.31 0.17+0.17 0.33+£0.21
Ekstravazasyonu ve

Kapiler Dilatasyon

Mononiikleer 0.00 0.17+0.17 0.00 0.17+0.17
Hiicre Infiltrasyonu

Tiibiiler Hasar 0.00 1.17+0.17" 0.33+0.21 0.50 + 0.22
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4.2.1 immiinhistokimyasal bulgular

Sekil 17. Deney gruplarinda, bobrek dokusuna ait kaspaz-3 immiinhistokimyasal
boyama ornekleri. Gruplar, A: Kontrol (K), B: Kontrast madde nefropatisi (KMN),
C: Montelukast (M) D: Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (M+KMN). Aktif
kaspaz-3 immun pozitif hiicreler (=), x40

Kaspaz-3 immiin boyama skorlamasinda; K grubunun skoru ortalamasi 1.0 +
0.0, KMN grubunun skor ortalamasi 2.67 = 0.21, M grubunun skor ortalamasi 1.33 +
0.21, M+KMN grubunun skor ortalamasi1 1.67 + 0.21 olarak belirlenmistir.

KMN grubunda kaspaz-3 skor ortalamasi K grubuna ve M grubuna goére
anlaml1 olarak artmistir (p<0.01 ve p<0.05). M grubunda skor ortalamasi, K grubuna
gore farkli saptanmamuistir (p>0.05). Kaspaz-3 skor ortalamalari a¢isindan M+KMN
grubu ile KMN grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p>0.05) (Sekil 17, 18).
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Sekil 18. Deney gruplarinda kaspaz-3 immiinhistokimyasal boyama skoru ortalamasi

K: Kontrol, KMN: Kontrast madde nefropatisi, M: Montelukast, M+KMN:

Montelukast+Kontrast madde nefropatisi (**), p<0.01, K grubuna gore, (1), p<0.05

KMN grubuna gore anlamlilig1 géstermektedir)
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5. TARTISMA

Kontrast madde nefropatisi (KMN), radyolojik goriintiillemede kullanilan
kontrast maddelerin infiizyonundan 48-72 saat sonrasinda goézlenen ani olarak bobrek
fonksiyonlarinin azalmasi ile seyreden akut bobrek hasaridir. Hastalarda ileri yas,
diyabet, kalp hastaligi, enfeksiyon gibi ¢esitli risk faktorlerinin bulunmasi KMN
riskini arttirmaktadir. KMN patofizyolojisinde, oksidatif stres agirlikli olmak iizere
eslik eden inflamasyon ve apoptozis yer almaktadir. Montelukastin farkli akut bobrek
hasar1 modellerinde antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik etkileri
gosterilmistir. Bu ¢alismada, sicanlarda olusturulan KMN modelinde, montelukast
profilaksisinin KMN’yi o6nlemede bobrekteki NF-kB, NOX4 ve p22 phox

ekspresyonu aracili etkisi aragtirilmigtir.

foheksol diisiik ozmolariteli, non-iyonik bir kontrast maddedir. Toksisitesi
diger kontrast maddeler ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugundan radyolojik
goriintiilemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. ioheksol; saglikli ve hidrate
bireylerde bobrek hasari olugturmamasina karsin risk grubunda olan yasli, diyabetik,
dehidrate ve bobrek fonksiyonlar: bozuk olan hastalarda nefropati gelisimine neden
olabilmektedir. Bu ¢alismada yaygin kullanim1 nedeniyle KMN modeli olusturmada
ioheksol kullanilmistir. KMN modelinde, nefropati gelisimini 6nleyebilecek bir

tedavi alternatifi olarak montelukast profilaksisinin etkililigi degerlendirilmistir.

Calismada, KMN modelinin olusturulmasinda 3 g I/kg ioheksol kullanilmistir
(88). Iohekzol uygulamasi oncesi, 16 saat susuz birakilan siganlara, sirasi ile
prostaglandin sentezinin inhibisyonu i¢in indometazin ve nitrik oksit sentazin
inhibisyonu i¢in L-NAME uygulanmistir. Olusturulan nefropatinin siddeti ve
nefropati modelinde montelukast profilaksisinin etkililigi, histolojik, biyokimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. Molekiiler incelemeler ile
gelisen nefropatinin molekiiler mekanizmalar1 ve montelukast profilaksisinin bu

molekiiler mekanizmalar {izerine etkisi incelenmistir.

Deneysel protokoliin sonunda si¢anlardan alinan kanlardan 6lgiilen serum
kreatinin diizeyleri ve deneysel protokoliin basinda ve sonunda metabolizma

kafesleri ile toplanan idrarlarda Slgiilen 24 saatlik idrar kreatinin diizeylerinde K ve
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KMN gruplar1 arasinda istatiksel olarak bir farklilik bulunmamustir. Literatiirde
bulunan deneysel calismalarda, serum kreatinin diizeylerinde birbiri ile ¢eligkili
yanitlar goriilmektedir. Bu yanitlarin nedeni secilen kontrast madde, uygulanan
kontrast madde dozu, deney protokolii siiresi, model i¢in kullanilan hayvan tiirii ve
hayvanlarin bireysel yanitlarindaki farkliliklar gibi faktorlerle iliskili olabilir.
Almeida ve arkadaslarinin (2016), Wistar tiirii siganlarda ioheksol ile olusturduklari
24 saatlik deneysel KMN modelinde, KMN grubunda K grubuna goére serum
kreatinin seviyelerinde %207 oraninda artis1 gosterilmistir (89). Zhao ve
arkadaslarinin (2016), Sprague-Dawley tiirii sicanlarda ioversol ile olusturduklar1 24
saatlik deneysel KMN modelinde, KMN grubunda K grubuna gore serum kreatinin
seviyelerinde anlamli artis gosterilmistir (90). Barlak ve arkadaslarinin (2010),
Wistar tiirii siganlarda iotalamat ile olusturduklar1 48 saatlik KMN modelinde,
histolojik olarak orta ve siddetli bir hasar saptanmasina karsin, gruplar arasinda
serum kreatinin seviyelerinde istatistiksel anlaml bir farklilik saptanamamistir (91).
KMN modeli olusturulmast ile ilgili bir arastirmada, ioheksole bagli olarak
sicanlarda bobrekte akut fonksiyon degisikligine diren¢ nedeniyle serum kreatinin
diizeylerinde artis gozlenmedigi bildirilmistir (92). Serum kreatinin seviyelerinin,
akut bobrek hasarinin tanisinda duyarli bir parametre olmadigi, geri doniisiimsiiz bir
hasar varliginda serum kreatinin seviyelerinde artisin belirgin oldugu bildirilmistir
(93). Kontrast maddelerin bobrek tiibiillerinde hasara neden oldugu bilinmektedir.
Caligmamizda histolojik olarak bobrek tiibiillerinde gelisen hasar skorlamasinda,
KMN grubunda K grubuna gore yaklasik %25 oraninda fazla hasar saptanmistir.
Olusturulan hafif-orta diizeyde bobrek hasari nedeniyle serum kreatinin seviyelerinde

anlaml bir yiikselis saptanmamus olabilir.

Akut bobrek hasarinda, hasar sonrasinda proksimal tiibiillerde eksprese edilen
ve saglikli bobrekte bulunmayan KIM-1 seviyelerinin arttigi bilinmektedir. Bu
calismada da, sicanlardan alinan kanlardan olgiilen serum KIM-1 seviyelerinde,
KMN grubunda K ve M gruplarina gore anlamli artis saptanmistir. Serum KIM-1
diizeylerinin KMN grubunda kontrole gore artist KMN gelisimini dogrulamaktadir
(94). Biiget ve arkadaslarinin (2014) ¢alismasinda, yogun bakimda yatan akut bobrek
yetmezligi gelisen hastalarda serum KIM-1 diizeylerinin arttigi saptanmistir (95).

Diger bir ¢alismada da akut tubuler nekroz gelismis olan hastalardan alinan boébrek
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biyopsilerinde de KIM-1 ekspresyonlarinda artis saptanmistir (96). KIM-1
ekspresyonlarinin histolojik olarak akut tubuler hasari gosteme acisindan degerli
oldugu, tiriner ve serum KIM-1 diizeylerinin ise klinik olarak akut tubuler nekroz

gelisimini gosterme agisindan énemi belirtilmektedir (97).

Kontrast maddelerin bobrek iizerine etkileri, direk ve indirek yolla olmaktadir.
Direk nefrotoksik etki ile apoptozise, nekroz gelisimine ve tubuler hasara, indirek
etki ile renal hemodinamiklerde degisme sonucu intrarenal vazokonstriksiyon ile
meduller hipoksi ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile nefropati ve bobrek
fonksiyonlarinda bozukluga neden olmaktadir (98). KMN’de gerc¢eklesen mediiller
hipoksi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine katkida bulunmaktadir. Uretilen
ROS, nefropati ve bdbrek fonksiyonlarinda bozulmaya neden olmaktadir. Bu
caligmada, bobrek dokularinda 6lgiilen ROS seviyelerinin KMN grubunda K ve M
gruplarina gore anlamli olarak arttigi belirlenmistir. Bu bulgu, in vitro ve in vivo
deneysel KMN modellerindeki bulgular ile uyumludur. Toprak ve arkadaslarinin
(2008), Wistar tiiri sicanlarda diatrizoat olusturduklar1 24 saatlik KMN modelinde,
malondialdehit (MDA) seviyelerinde artis gézlenmistir (99). Liang ve arkadaslarinin
(2018), HK2 hiicre hattinda ioversol ile olusturduklar1 deneysel in vitro KMN
modelinde, ioversoliin MDA seviyelerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (100).
Ko ve arkadaglarinin (2016), C57BL/6] tiirii farelerde ioheksol ile olusturduklar1 24
saatlik KMN modelinde, KMN grubunda K grubuna gére MDA seviyelerinde
anlamli artig gosterilmistir (101). Otaibi ve arkadaglarinin (2012), Sprague-Dawley
tiri siganlarda ioheksol ile olusturduklar1 24 saatlik KMN modelinde, lipid
peroksidasyonunda artig, rediikte glutatyon seviyelerinde azalma, myeloperoksidaz
seviyelerinde artts ve MDA seviyelerinde artis gézlenmistir (102). KMN’de ROS
tiretiminde artig ve antioksidan kapasitede azalma pek cok deneysel c¢aligmada
gosterilmistir. Bu ¢alismada olusturulan KMN modelinde, bobrek dokusunda

saptanan ROS artis literatiirdeki calismalarla uyumludur.

NADPH oksidazlar (NOX), ROS {iretiminde 6nemli kaynaklar olup, NOX4
bobrekte yaygin olarak bulunan izoformdur. NOX4 bazal ve patolojik durumlarda
ROS iiretimine neden olmaktadir ve c¢esitli bobrek hasar1 ve hastaliklarinda

indiiklendigi gosterilmistir. p22 phox ise, NOX Katalitik alt birimlerinin
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stabilizasyonu ve aktivasyonunda gorev almaktadir. Bu ¢alismada, NOX4 ve p22
phox MRNA ekspresyonlart KMN grubunda K grubuna gore anlamli oranda
yiikselmistir. Jeong ve arkadaslarinin (2018), HK2 hiicrelerinde ve ioheksol ile
olusturduklar: in vitro KMN modelinde, NOX4’tiin ROS olusumu ile iligkisi ve
NOX4 mRNA ile NOX4 protein ekspresyon artisi gosterilmistir (9). Demir
maruziyetine bagli NOX4 ve p22 phox ekspresyonlarinda artis, iki bobrek tek klipsli
sigan modelinde nebivololiin NOX4 ve p22 phox ekspresyonlarini azaltarak
koruyucu etkisi ve siklosporine bagli NOX4 ve p22 phox ekspresyonlarindaki artig
gosterilmistir (103-105).

KMN’de oksidatif strese, inflamasyon ve apoptozisin eslik ettigi bilinmektedir.
Bu calismada, KMN grubunda, K ve M gruplarina gére TNF-a ve NF-xB mRNA
ekspresyonlarinda anlamli artis saptanmistir. KMN grubunda K grubuna gére NF-«B
p65 protein ekspresyonlarinda artis gozlenmis olsa da bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. M+KMN grubunda KMN grubuna gére NF-kB p65 protein
ekspresyonlarinda anlamli bir azalis gozlenmistir. TNF-o’nin farkli birgok bdbrek
hasart modellerinde arttig1 bildirilmektedir. Zhang ve arkadaslar1 (2019), Sprague-
Dawley tiirii siganlarda hipoksi ile indiiklenmis bobrek hasart modelinde TNF-a, IL-
6 ve NF-kB mRNA ekspresyonlarindaki artisi gostermistir (106). Topaloglu ve
arkadaslar1 (2019), Wistar tiirii siganlarda diatrizoat ile olusturulan KMN modelinde,
KMN grubunda K grubuna gére TNF-a ve NF-kB mRNA ekspresyonlarinda artig
bildirmislerdir (107). Saritemur ve arkadaslari (2015), Wistar tiirii si¢anlarda
ioheksol ile olusturduklart KMN modelinde, KMN grubunda K grubuna gére TNF-a,
IL-1B, TGF-1B ve Kaspaz-3 mRNA ekspresyonlarindaki artis1 gostermislerdir (108).
Ioheksole bagl farelerde gelisen kontrast madde nefropatisinde, TNF-a, ICAM-1,
monosit kemoatraktant protein gibi gesitli pro-inflamatuar medyatorlerin mRNA
ekspresyonlarinda artis oldugu bildirilmistir (109). Bu ¢alismada da KMN grubunda,
NF-kB mRNA ekspresyonunda kontrole gore artis saptanmistir. Serum TNF-a
diizeyleri ise bu ¢aligmada 6l¢iilememis ancak bobrek dokusunda TNF-a ekspresyon
diizeylerinin artis1 ile NF-kB mRNA ekspresyonunda artigin orantili olmasi ioheksole

baglh gelisen inflamasyonu destekler niteliktedir.
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KMN’de kontrast maddelerin direkt nefrotoksik etkisine bagli olarak apoptozis
goriilmektedir. Apoptozis sinyal yolaklar ile iliskili Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve bcl2’nin
KMN’de indiiklendigi bilinmektedir. Bu c¢alismada apoptozis, aktif Kaspaz-3
immiinboyamasi ile yari-kantitatif skorlanarak degerlendirilmistir. KMN grubunda
aktif Kaspaz-3 boyanma skoru K grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
artmistir. Ma ve arkadaslarinin (2019), Sprague-Dawley tiirii diyabetik sicanlarda
diatrizoat ile olusturduklari KMN modelinde, KMN grubunda K grubuna gore
Kaspaz-3 immiin pozitif hiicre sayisinda anlamli artis1 gostermislerdir (110). Gong
ve arkadaglar1 (2019), Sprague-Dawley tiirli sicanlarda ioheksol ile olusturduklari
KMN modelinde, KMN grubunda K grubuna gére Kaspaz-3 protein ekspresyonunda
anlamli artist Western blot yontemi ile gostermislerdir (111). Rollins ve arkadaslar
(2017), Balb/c tiirii farelerde ioheksol ile olusturduklari KMN modelinde, KMN
grubunda K grubuna gore Kaspaz-3 ve TUNEL immiin pozitif hiicre sayisinda
anlaml artis1 gostermislerdir (112). Bu modelde de, kaspaz-3 immiinboyamasi ile

ioheksole bagli olarak gelisen apoptozis, literatiirle uyumlu olarak dogrulanmstir.

Montelukast, 16kotrien reseptdr antagonisti, antioksidan o6zelliklere sahip bir
anti-inflamatuardir. Cesitli bobrek toksisite modellerinde, antioksidan ve anti-
inflamatuar etkileri ile koruyuculugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, siganlarda
olusturulmus KMN modelinde montelukast profilaksisinin etkililigi ve etkililiginde
aracilik eden molekiiler mekanizmalar aragtirilmistir. 10 mg/kg ve 5 giinliik
Montelukast profilaksisi uygulanmis olan KMN modeli gelistirilmis siganlarda,
KMN grubuna gore histolojik skorlamada istatistiksel anlamlilik saptanmasa da
bobrek korteksinde peritiibiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu, tiibiil hiicrelerinde dejenerasyon, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon,
tiibiillerde proteindz madde birikimi, KMN grubuna goére daha az olarak
saptanmistir. Ancak serum KIM-1 diizeyleri, montelukast profilaksisi uygulanan
KMN grubunda anlamli oranda diisiik bulunmustur. KMN grubunda, bobrek
dokusunda mRNA ekspresyonu artan KIM-1 ise montelukast profilaksisi uygulanan

grupta KMN grubuna gore anlamli oranda azalmistir.

Montelukastin tek basina bobrekte histolojik hasara neden olmadigi

gozlenmistir. Benzer sekilde doksorubusine bagli olarak bobrekte gelisen
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glomeriiloskleroz ve tiibiiler hasar montelukast tedavisi ile iyilesme goOstermistir
(113). Sisplatine bagli bobrekte olusan histolojik degisikliklerin montelukast
profilaksisi ile kontrol grubuna gerilemedigi ancak montelukast tedavisinin sisplatine
bagli bobrekte gelisen tiibiiler dejenerasyon iizerine olumlu etkileri oldugu
gozlenmistir (11). Gentamisine bagli gelisen nefrotoksisitede gelisen tubular
dejenerasyon ve tubuler nekroz montelukast profilaksisi ile iyilesme gostermistir
(13).

KMN’nde gelisen patofizyolojik mekanizmalardan olan oksidatif stres
gostergesi KMN grubunda artan ROS diizeyleri de montelukast profilaksisi
uygulanan grupta anlamli oranda disiik bulunmustur. Montelukast tedavisi ile
bobrekte olusturulan iskemi-reperfiizyon hasarinda, sepsis modelinde, sisplatin ve
gentamisine bagli akut bobrek hasarinda; azalan glutatyon diizeylerinde artma, artan
MDA diizeylerinde azalma bildirilmistir (11,13,114,115). Amikasine bagli bobrek
hasar modelinde ve E.coli ile olusturulan piyelonefrit modellerinde de bobrek
dokusunda artan MDA, myeloperoksidaz diizeyleri montelukast tedavisi ile anlamli
oranda azalmistir (116,117). Doksorubisine bagli kardiyotoksisite modelinde kalp
dokusunda artan ROS diizeyleri, montelukast ile normale donmiistiir (118).
Literatiirdeki caligmalarda, bu caligma ile uyumlu olarak montelukastin antioksidan
etkileri ile farkli toksisite modellerinde 1yilestirici etkileri bildirilmektedir. Bu
caligmada oksidatif stres gelisimine ek olarak, ROS olusumunun molekiiler
mekanizmalar1 da arastirilmistir. KMN grubunda artan NOX4 ve p22 phox mRNA
ekspresyonlar: da montelukast profilaksisi uygulanan grupta azalmistir. Radyasyona
bagl kardiyomyositlerde gelisen ROS artisinin ve NOX4 mRNA ekspresyon
artisinin, montelukast tedavisi ile azaldigi gosterilmistir (119). Basgka bir 16kotrien
reseptor antagonisti olan pranlukastin 5-fluorourosil ile bdbrekte mikrozomal
glutatyon-S-transferazi indiiksiyonu ve NOX4 translokasyonunu oOnleyerek fare
bobreginde oksidatif hasara karst koruyucu oldugu gosterilmistir  (120).
Doksorubusine bagli nefrotoksisite modelinde montelukast profilaksisinin ve
tedavisinin  oksidatif stres parametrelerini iyilestirdigi  bildirilmistir  (113).
Asetaminofen ile farelerde olusturulan hepatotoksisite modelinde de, artan ROS
diizeyleri, montelukast profilaksisi ile azalmistir (121). Bu ¢alismada da bu

bulgularla uyumlu olarak NOX4 ckspresyon artisinin montelukast profilaksisi ile
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azaldig1 ve membranda ko-lokalize oldugu p22 phox ekspresyonlarindaki degisimin

de bu bulgu ile uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.

KMN’nde patofizyolojik mekanizmalardan biri de inflamasyon gelisimidir.
KMN grubunda, bobrek dokusunda mRNA ekspresyonlar1 artan TNF-a ve NF-xB
ise montelukast profilaksisi uygulanan grupta KMN grubuna goére anlamli oranda
azalmistir. Benzer sekilde deneysel olarak olusturulmus bobrek iskemi-reperfiizyon
hasarinda da artan pro-inflamatuar sitokinler TNF-a, IL-1, IL-6 ve LTB4 mRNA
ekspresyonlarinin montelukast ile azaldig1 gosterilmistir (114). E.Coli ile olusturulan
piyelonefrit modelinde de montelukast tedavisi ile artan TNF-a diizeyleri azalmistir
(117). Montelukastin THP-1 hiicrelerinde doza bagli olarak NF-kB aktivasyonunu
inhibe ettigi, yiiksek dozlarda IL-6, TNF-a ve MCP-1 iiretimini modiile ettigi
gosterilmistir (122). Olusturulan KMN modelinde gelisen inflamasyonun belirtegleri
olan serum TNF-oa ol¢iilememis olsa da montelukast profilaksisi ile bobrek
dokusunda mRNA ekspresyonlarinin azalmasi KMN’ye bagli bobrekte gelisen

inflamasyon ilizerine montelukastin antiinflamatuar etkisini destekler niteliktedir.

Kontrast maddelerin direkt nefrotoksik etkisi ile indiiklenen apoptozisin,
montelukast profilaksisi alan grupta istatistiksel anlamlilik saptanmasa da azalma
egiliminde oldugu belirlenmistir. Akdemir ve arkadaslarinin (2012), Sprague-Dawley
tirli siganlarda iskemi-reperfiizyon ile indiiklenmis over hasar1 modelinde,
montelukastin kaspaz-3 araciligiyla apoptozisi azalttigi immiinhistokimyasal olarak
gosterilmistir (123). Montelukastin si¢anlarda spinal kord hasarinda apoptozisi
Kaspaz-3 araciligiyla azalttigi Western Blot yontemi ile gosterilmistir (124).
Sicanlarda prednizolon ile indiiklenmis hepatik hasar modelinde montelukastin
Kaspaz-3 aktivitesinde azalmaya neden olarak apoptozisi azalttigt ELISA yontemi ile
gosterilmistir (125). Bu ¢alismada da literatiirde yer alan bulgularla uyumlu olarak
KMN’de Kaspaz-3 aracili apoptozisin montelukast profilaksisi ile azaldig1 sonucuna

varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma, kontrast madde enjeksiyonu sonrasinda gelisen KMN olgularinda
antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik etkileri bulunan sisteinil 16kotrien-1
reseptor antagonisti montelukast profilaksisinin si¢anlarda olusturulmus KMN
modelinde, NOX4, p22 phox ve NF-kB ekspresyonlar1 aracilifiyla etkililiginin
gosterildigi ilk caligsmadir.

Bu arastirmada, si¢anlarda iohekzol ile olusturulan KMN’de, biyokimyasal
belirtegler (serum ve idrar kreatinin seviyeleri, serum KIM-1 seviyeleri ve ROS
seviyeleri), molekiiler belirtecler (TNF-a, KIM-1, NF-kB, NOX4, p22 phox mRNA
ekspresyonlart ve NF-xB protein  ekspresyonlari), apoptozis (Kaspaz-3

immiinboyama) ve nefropatik hasara bagli histolojik bulgular degerlendirilmistir.

Serum ve 24 saatlik idrardan olgililen kreatinin seviyeleri agisindan gruplar
arasinda anlaml bir fark bulunamamigtir. Serum kreatinin seviyelerinin kas kitlesi,
yas, cinsiyet gibi degiskenlerden etkilendigi ve nefropatik hasarda 48-72 saat
arasinda seviyelerinin belirgin olarak yiikseldigi bildirilmektedir. Serum kreatinin
seviyelerinin, KMN grubunda K grubuna gore anlamlililk saptanmasa da artis
egiliminde oldugu dikkati ¢ekmektedir. KMN grubunda serum KIM-1 seviyeleri
anlamli olarak artmig, montelukast tedavisi alan grupta ise anlamli olarak azalmistir.
KIM-1 mRNA ekspresyonlarinda KMN grubunda anlamli bir artis goriilmiistiir,
montelukast tedavisi alan grupta ise KIM-1 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir

azalma gorilmistiir.

Doku reaktif oksijen tiirleri seviyeleri degerlendirildiginde, KMN’de ROS
seviyeleri anlaml olarak artmis, montelukast tedavisi alan grupta ise anlamli olarak
azalmistir. NOX4 ve p22 phox mRNA ekspresyonlarinda KMN grubunda anlamli bir
artis meydana geldigi goriilmiis ve montelukast tedavisi alan grupta NOX4 ve p22
phox mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir azalisin meydana geldigi belirlenmistir.
p22 phox protein ekspresyonlarinda M ve M+KMN gruplarinda anlamli ve

beklenmeyen bir artis gozlenmistir.

TNF-0o mRNA ekspresyonu degerlendirildiginde, KMN grubunda anlamli bir

artisin meydana geldigi goriilmiis ve montelukast tedavisi alan grupta TNF-a mRNA
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ekspresyonunda anlamli bir azalisin meydana getirdigi belirlenmistir. NF-kB mRNA
ekspresyonlarinda KMN grubunda anlamli bir artig gergeklesirken, montelukast
tedavisi alan grupta NF-«xB mRNA ekspresyonlarinda ise anlamli bir azalis
gozlenmistir. NF-kB p65 protein ekspresyonunda KMN grubunda artis goézlense de
bu artig anlamli bulunmamistir fakat montelukast tedavisi alan grupta NF-kB p65

protein ekspresyonunda anlamli bir azalis meydana gelmistir.

Histolojik bulgular degerlendirildiginde, tiim gruplarda glomeriiler hasar
saptanmamustir. Eritrosit ekstravazasyonu ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamigstir. Montelukast
mononiikleer hiicre infiltrasyonuna herhangi bir etkide bulunmamaistir. Tiibiiler hasar
degerlendirilmesinde KMN grubunda anlamlilik bulunmustur, fakat montelukast
tedavisi alan grupta tiibiiler hasar azalmis olsa da bu azalis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Kaspaz-3 immiinboyama sonuglari degerlendirildiginde KMN
grubunda anlamli bir apoptozis artis1 gézlenmistir, montelukast tedavisi alan grupta

apoptozis azalmis olsa da bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonuglarimiz, kontrast madde nefropatisinde NOX4, p22 phox ve NF-«xB
ekspresyonlar1  lizerinden, 5 gilinlik montelukast profilaksisinin etkililigi
degerlendirildiginde, hafif derecede bobrek hasarmi dnleme agisindan umut vaat
edici oldugunu disiindiirmektedir. Montelukast profilaksisinin etkiligi daha fazla

hasar olusturulmus ve daha uzun siireli KMN modellerinde de arastirilmalidir.

Sonug olarak sicanlarda ioheksol ile olusturulan KMN modelinde, montelukast
profilaksisi, serum KIM-1 diizeylerinde, bdbrek dokusundan olgiilen ROS
diizeylerinde, TNF-0, KIM-1, NF-kB, NOX4, p22 phox mRNA diizeylerinde
azalmaya neden olmustur. Sicanlarda olusturulan KMN modelinde montelukast
profilaksisi NOX-4, p22phox ekspresyonlarmmi azaltmak suretiyle bobrek

dokusundan 6l¢iilen ROS diizeylerinde azalma yapmustir.
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