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1. GIRIS ve AMAC

Kontrast madde tibb1 goriintiillemede viicuttaki yapilarin kontrastini artirmak
amacli kullanilan maddelerdir. Kontrast maddeler normal doku ile patolojik olan
dokular arasinda kontrast farki olusturmak icin kullanilir.Giiniimiizde bir¢ok tani
amactyla kontrast maddelerin kullanimlar1 giin gectik¢e artmaktadir.Ancak kontrast
maddelerin kullanim1 esnasinda ve sonrasinda bazi istenmeyen yan etkileri
mevcuttur.Kontrast maddelerin yan etkileri kasint1 gibi hafif bir rahatsizliktan hayati
tehtit eden bir acil duruma kadar degisebilir.Kontrast nefropatisi ilacin 1v veya 1a

kullanimi1 sonrast iyi bilinen bir yan etkisidir(1).

Literatiirde kontrast nefropatisinin olusmasi sonrasinda ve engellemek amagli
hidrasyon,N-asetil sistein gibi premedikasyonlar belirtilmis olsa da heniiz higbirinin
cok etkili oldugu sdylenemez.Bizde bu ¢aligmamizda dekspantenol’iin nefrotoksisite
tizerine SIRT 1,p53,Bcl2/Bax yolaklar1 iizerinden tedavi edici mekanizmalarini

aydinlatmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Anatomisi,Fonsiyonu ve Kanlanmasi

2.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler retroperitoneal boslukta solda ve sagda olmak {izere 2 adet ve

yetigkin insanlarda yaklasik 12 santimetre uzunlugundadir(2,3).

Batin igerisinde retroperitoneal olarak bulunurlar ve T12 ile L3'iin transvers
cikintilar1 seviyesi arasinda yer alirlar. Ust kutuplarin her ikisi de genellikle alt
kutuplara gore hafif medial ve posterior yonelimlidir.Bobrek iist kutuplari laterale
dogru yonelmisse, bu bir at nali bobrek diisiindiirebilir. Ayrica, karaciger sebebiyle

sag bobrek genellikle sol bobrege gore daha asagi konumdadir(4).

Bobrek iki bolgeden olusur(Sekil 2.1): Korteks ve medulla. Korteks renal
korpiiskiiller, diiz tiibiiller, toplayici tiibiiller, kivrimli tiibiiller, toplayici kanallardan
olusur. Diiz tiibiiller ve toplayict kanallardan olusan mediiller 1sinlar medulladan
kortekse uzanir. Medulla ayrica kars1 akim degisim sistemine entegre bir kilcal damar
ag1 olan vasa rekta'yi da igerir. Medullar piramitler medulladaki tiibiillerin
toplanmasiyla olusan konik yapilardir.Tabanlar1 kortekse ve uglari hiluma dogru
yonelmistir. Piramitlerin apekslerindeki papillalar mindr kalikslere uzanir ve
uclarindaki toplayict kanallar araciligiyla kribrosa bolgesine bosalir. Bir toplayici

kanal ve onun drene ettigi nefron grubu lobiil olarak adlandirilir(5).

Nefronlar bobregin iglevsel birimleridir.Yetiskin bobrek basina yaklasik 2
milyon nefron bulunmaktadir. Afferent bir arteriyol, c¢ift katmanli bir epitel olan
bowman kapsiilii ile ¢evrili glomeriil olarak adlandirilan bir kapiller ilmek agini
besleyerek topluca bir renal korpiiskiilii olusturur. Bir efferent arteriyol glomeriilii
drene eder ve renal tiibiilleri besleyen vasa rekta haline gelir. Bowman kapsiiliiniin
distalinde sirayla: proksimal kivriml tiibiil, proksimal diiz tiibiil veya henle kulbunun
kalin inen kolu, henle kulbunun ince inen kolu, henle kulbunun ince ¢ikan kolu, distal
diiz tibiil distal kivrimh tiibiil, toplayici tiibiil, kortikal toplayict kanal, mediiller

toplayict kanal, papiller kanal, minor kaliks, major kaliks, renal pelvis ve iireter.



Tiibiiller kortekste baslar, medullaya iner. Henle halkasinin ince kolunda bir doniis

yapar ve orijinal renal korpiiskiiliin yakininda kortekse dogru ytikselir(6,7).

Renal korpiiskiiliin glomeriiler filtrasyon bariyeri, glomeriiler kapillerlerin
fenestrali endoteli, glomeriiler bazal membran (GBM) ve kapillerlerin etrafinda
uzanan podositleri igeren bowman Kkapsiiliiniin viseral tabakasindan olusur.
Podositlerden uzanan yapilar birleserek aralarinda filtrasyon yariklar1 adi verilen ve
yarik diyaframi tarafindan kaplanan bosluklar birakir. GBM lamina rara eksterna,
lamina rara interna ve lamina densa'dan olusur. Bowman kapsiiliiniin parietal tabakasi
basit skuamoz epitelden olusur. Visseral tabakadan bowman boslugu ile ayrilir.
Mesangial hiicreler kapillerlerin disinda renal korpiiskiil boyunca bulunur.
Jukstaglomeriiler aparat, renal korpiiskiiliin disindaki 6zellesmis mezangial hiicreler,
jukstaglomertiler hiicreler ve makula densadan olusur. Kalin ¢ikan uzuv orijinal
glomeriiliine geri doner ve makula densa olarak adlandirilan afferent arteriyolii

gevreleyen 6zellesmis hiicreler olusturur(7-9).
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Sekil 2.1. Renal Anatomi



2.1.2. Bobrek Fonsiyonu

Bobrekler, amonyak ve iire gibi atik iritinlerin atilmasi, elektrolit regiilasyonu
ve asit-baz dengesi dahil olmak iizere bir¢ok Onemli islevi yerine getirir. Kan
basincinin  kontroliinde ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi araciligiyla
intravaskiiler hacmin korunmasinda hayati bir rol oynarlar. Amino asitlerin,
elektrolitlerin, kalsiyum, fosfat, su ve glukozun geri emiliminden ve kalsitriol ve

eritropoietin hormonlarinin salgilanmasindan sorumludurlar(5-7).

2.1.3. Bobregin Kanlanmasi

Bobrekler kani, dogrudan abdominal aorttan dallanan sol ve sag renal
arterlerden alir. Bobrekler yetiskin insanda kardiyak output’un yaklasik %20-25'ini
alir(10-12).

Her renal arter segmental arterlere dallanir ve daha sonra renal kapsiilii delen
ve renal piramitler arasindaki renal kolonlardan uzanan interlober arterlere ayrilir.
Interlober arterler daha sonra korteks ve medulla siirindan gegen arkuat arterlere kan
saglar. Her arkuat arter, glomeruli'yi besleyen aferent arteriollere beslenen birkag

interlober arteri besler.

Kan bobreklerden en sonunda inferior vena kavaya bosalir. Filtrasyon
gerceklestikten sonra kan, interlobiiler venlere birlesen kii¢iik bir damar ag1 (veniiller)
boyunca hareket eder. Arteriol dagiliminda oldugu gibi, damarlar da ayni Oriintiiyii
takip eder: Interlobiiler, arkuat venlere kan saglar ve daha sonra bdbrekten ¢ikan renal

venleri olusturmak iizere gelen interlober venlere geri doner.

2.2. Kontrast Maddeler

2.2.1. Kontrast Maddelerin Tanimi ve Amaci

Kontrast madde, goriintilleme tekniklerinde viicut dokular1 arasindaki
farkliliklar1 goriintiilerde artirmak igin kullanilir. Ideal kontrast madde, herhangi bir
olumsuz etki yaratmadan dokularda ¢ok yiiksek konsantrasyona ulagmalidir. Ne yazik
ki, bu simdiye kadar miimkiin olmamuistir ve tiim kontrast maddelerin olumsuz etkileri
vardir(13).



2.2.2. Kontrast Maddelerin Siniflandirilmasi

Radyografik kontrast maddeler pozitif ve negatif kontrast ajanlar olarak ikiye
ayrilir(Tablo 2.1). Pozitif kontrast maddeler viicut yumusak dokularindan daha fazla
X-1ginlarin1  atenliasyona ugratir ve suda ¢Oziinen iyot bazli ajanlar ve suda
¢ozlinmeyen baryum ajanlari olarak ikiye ayrilabilir. Negatif kontrast maddeler viicut

yumusak dokularindan daha az X-1gilarini ateniie eder.

Tablo 2.1. Kontrast Maddelerin Siniflamasi

TOMOGRAFI ULTRASON MR

T

POZITIF KONTRAST MADDELER NEGATIF KONTRAST MADDELER(H20,C02)

Y 7 S A

SUDA COZUNMEYEN BaSO4 IYOTLU KONTRAST MADDELER
SUDA COZUNMEYEN iYOTLU SUDA COZUNEN IYOTLU
KONTRAST MADDELER KONTRAST MADDELER

HEPATIK EKSKRESYONLU IYOPANOIK ASIT RENAL EKSKRESYON

YUKSEK OSMOLAR DUSUK OSMOLAR
[YONIK MONOMERLER  iYONIiK DIMERLER NONiYOMRLER NONIYONIK DIMERLER
iYOTA{AMAT IYOKSAGLIKASIT METRIZAMIT IYOTROL

DIATRIZOAT IYOSAMIK ASIT IYOHEKSOL IYOTROLAN

2.2.2.1. iyot Bazh Kontrast Maddeler

Tiim iyot bazli kontrast maddeler(iBKM) benzer bir fonksiyon grubuna
sahiptir: Ug iyotlu bir benzen halkasi (Sekil 2.2). Iyot, x-1sinlarinin zayiflatiimasinda

onemli bir rol oynar. Kovalent olarak baglanmis bir iyot atomunun atom yaricap1



yaklagik 133 pikometredir ve bu, x-1ginlarinin dalga boylar1 araligina girer.10 ila
10.000 pikometre, bu nedenle x-i1ginlart iyot atomlari tarafindan kolayca zayiflatilir.
Dahasi, bir benzen halkasina kovalent olarak baglanmis 3 iyot atomu 2 6nemli avantaj

sunar(14).

Bu kadar yakin mesafede bulunan 3 biiyiilk atom, etkili molekiiler boyutu
artirir, boylece daha uzun dalga boylu X-1smlarini zayiflatir ve (15) kararli bir organik
fonksiyonel gruba yani, benzene kovalent baglanma, serbest iyodiirden kaynaklanan

toksik etki riskini azaltir.

R2 RS le

R A Ria Rie B
Sekil 2.2. Tyotlu Kontrast Maddelerin Temel Molekiiler Yapisal Birimi

IBKM’lerin temel molekiiler yapisal birimleri. A.Monomerik form. B. Dimerik
form. Benzen halkalar1 2, 4 ve 6 pozisyonlarinda iyot atomlari ile bagh
haldedir.Monomerik formda R1 bolgesinde veya dimerik formda Rla bdlgesinde
karboksilat (-COO-) igeren bir grupla yer degistirme “iyonik™ bilesiklerle sonuglanir.
Aksi takdirde, bu bolgede karboksilat icermeyen fonksiyonel grupla yer degistirme
“noniyonik” bilesiklerle sonuglanir. R2, R2a, R2b ve R3 bdlgeleri karboksilat

icermeyen fonksiyonel gruplara sahiptir.

Iki biiyiik kimyasal varyasyon 4 smif IBKM ile sonuglanir (Sekil 2). Bilesikler,
organik bir fonksiyonel grupla (yani dimerler) baglanmis 1 {i¢ iyotlu benzen
halkasindan (yani monomerler) veya 2 ii¢ iyotlu benzen halkasindan olusur. Ek olarak,
iyonik egilim, organik bir yan zincirde bulunan bir karboksilat (-COO-) fonksiyonel

grubunun varligi (yani iyonik) veya yoklugu (yani iyonik olmayan) tarafindan



yonetilir. Tipik olarak, karboksilat kism1 molekiile net bir negatif yilik eklediginden,
bu anyonik ajanlar genellikle sodyum, kalsiyum veya metilglukamin katyonlarinin
tuzlar1 olarak mevcuttur. Bu nedenle, 4 biiyiik iyotlu kontrast ajan sinifi(Tablo 2.2)

asagidaki gibidir:

1)iyonik Monomer: Karboksilat iceren bir benzen ikamesi olan tek ii¢ iyotlu

benzen halkasi.

2)iyonik Dimer: En az 1 karboksilat igeren grubun en az 1 benzen halkasi

tizerinde ikame edildigi 2 bagl {i¢ iyotlu benzen halkasi.

3)Iyonik Olmayan Monomer: Karboksilat igeren bir benzen ikamesi olmayan

tek ti¢ iyotlu benzen halkasi.

4)Iyonik Olmayan Dimer: Herhangi bir benzen ikamesi iginde karboksilat

fonksiyonel grubu icermeyen 2 bagl ii¢ iyotlu benzen halkasi.

Tablo 2.2. Iyotlu Kontrast Madde Siniflamasi
ido'ﬁ“«fﬁ Toimer OFel.  OSwdoite

4 gruptaki IBKM’ler(Tablo 2.3) farkli 6zelliklere, klinik kullanimlara ve
toksisite profillerine sahiptir ve bir dereceye kadar bu farkliliklar radyoloji boliimii
tarafindan belirli endikasyonlar igin hangi tip ajanlarm kullanildigimni etkiler. Ornegin,
yiiksiiz olan iyonik olmayan ajanlarin aksine, yliklii iyonik tiirler hiicre zarlarinin
elektrik potansiyelini bozma egilimindedir ve bu da artan toksisitelerinden

sorumludur(16).

Ayrica, iyonik monomerler x-1s1inlarin1 zayiflatma konusunda en az yetenege
sahiptir ve bu nedenle kanla (yaklastk ozmolarite = 280-290 mOsm/L)
karsilastirildiginda hiperozmolar (yaklasik ozmolarite = 1500-2000 mOsm/L) olan
yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmalar1 gerekir. Bu nedenle, iyonik monomerler
yiiksek ozmolariteli ajanlar olarak da adlandirilir. Diisiik ozmolariteli ajanlar arasinda

ozmolariteleri 290 ila 860 mOsm/L araliginda olan iyonik dimerler ve iyonik olmayan



monomerler bulunur. Noniyonik dimerler kanla izo-ozmolar olup ozmolariteleri 290
mOsm/L'dir.

Tiim IBKM’ler protein diisiik baglanma o6zelligi gosterir. Intravaskiiler
bolmeden beyin, karaciger ve bobrek gibi yliksek oranda perfiize organlara dagitim
hizlidir.Kemik ve yag gibi daha az perfiize organlara ve dokulara dagitim ise cok daha
yavagstir. Bu nedenle, intravaskiiler bdlmenin yeniden dagitimmin yart dmrii hala
hizlidir (¢ogu ajan i¢in 2-5 dakika). Su anda, mevcut hic¢bir ajan klinik olarak 6nemli
bir metabolizmaya ugramaz ciinkii hepsi bobrekler tarafindan glomeriiler filtrasyon

yoluyla 6nemli bir tiibiiler reabsorpsiyon olmadan degismeden atilir(17).

Cogu ajanin eliminasyon yari Omrii normal bdbrek fonksiyonuna sahip
hastalarda 90 ila 120 dakika araligindadir ve bobrek yetmezligi olan hastalarda

haftalarca siirebilir.

Tablo 2.3. Iyot Bazli Kontrat Maddelerin Siniflamasi

Diatrizoat

Iyotalamat
Iyodamid
Metrizoat
| NONIYONIKMONOMERLER |
Tyoheksol
Iyopamidol
Iyobitridol
Iyopentol
fyoversol
Iyomeprol
Iyopromid
Iyoksilan

Iyoksaglat
Iyodiksanol
Iyotrolan

Baryumlu Kontrast Maddeler

Gastrointestinal sistemi  goriintiilemek i¢in kullanilan baryum siilfat
preparatlari, bagirsaktan emilmeyen c¢oziinmeyen baryum siilfat pargaciklarinin bir

slispansiyonundan olusur.



2.2.3. Kontrast Maddelerin Yan Etkileri

Radyografik kontrast maddenin yan etkileri, kagint1 gibi hafif bir rahatsizliktan
yasami tehdit eden acil duruma kadar degisir . Kontrast kaynakli nefropati (KKN),
intravendz veya intra-arteriyel kontrast madde kullanimiyla iligkili 1yi bilinen bir yan
etkidir. Diger yan etki formlar1 arasinda gecikmis alerjik reaksiyonlar, anafilaktik

reaksiyonlar ve kutanoz reaksiyonlar bulunur(18).

2.2.4. Kontrast Madde Yan Etkilerinin Tedavisi

Kontrast maddeye kars1 onceki alerjik reaksiyonlar, kontrast maddelere karsi
istenmeyen reaksiyonlar gelistirme riskini artirir. Bu tiir risk faktorleri olan hastalarin
kortikosteroid ve difenhidramin ile 6n tedavisi, anafilaksi veya yasami tehdit eden acil
durum dahil olmak iizere alerjik reaksiyon sansini azaltir. Ilki i¢in prednizon (kontrast
enjeksiyonundan 1,7 ve 13 saat 6nce oral olarak 50 mg) veya hidrokortizon (kontrast
enjeksiyonundan 1 saat Once intravendz olarak 200 mg) veya metilprednizolon
(kontrast madde enjeksiyonundan 2 ve 12 saat once oral olarak 32 mg) kullanilir.
Difenhidramin  (kontrast  enjeksiyonundan 1  saat 6nce 50 mg

intravendz/intramiiskiiler/oral olarak) da kullanilir(19).

2.2.5. Kontrast Madde Nefropatisi

2.2.5.1. Kontrast Madde Nefropati Tanimi

KKN,IBKM uygulanmasindan sonra olusan ciddi bir komplikasyondur(20-
22).

KKN bobrek fonksiyonunun bozulmasi olarak tanimlanan, serum kreatinin
seviyesinde bazal degerden %25'lik bir artis veya intravendz kontrast uygulamasindan
sonraki 48-72 saat i¢inde bazal serum kreatinin degerinde 0,5 mg/dL'lik bir artis olarak
olgiilen bir durumdur(23).

Serum kreatinin genellikle kontrast madde uygulamasindan 3-5 giin sonra
zirveye ulasir ve 1-3 hafta i¢inde baslangig seviyesine veya baslangi¢ seviyesine yakin

bir seviyeye doner(24).



2.2.5.2. Kontrast Madde Nefropati Risk Faktorleri

Onceden var olan bobrek yetmezligi (glomeriiler filtrasyon hizi (€GFR) <60
ml/dak) ve diabetes mellitus en 6nemli risk faktorleridir. Digerleri arasinda >75 yas,
kontrolsiiz hipertansiyon, inotropik gerektiren hipotansiyon, konjestif kalp yetmezligi

, anemi, hipoalbiiminemi ve karaciger sirozu bulunur.

Yiiksek kontrast hacmi, ozmolalite veya viskozite ve 72 saat i¢inde kontrast
maddeye tekrarlanan maruziyetler bulunur. KKN riskini artirabilecek diger faktorler
arasinda diliretiklerin veya nefrotoksik ilaglarin (steroid olmayan anti-inflamatuar

ilaglar (NSAID'ler) ve aminoglikozitler) es zamanli kullanimi bulunur(25- 30).

Tablo 2.4. Kontrast Maddeye Bagli Nefropati i¢in Risk Faktorleri

1)DEGISTIRILEMEZ FAKTORLER

Kronik bobrek yetmezligi(contrast maddeye bagli nefropati i¢in major risk faktorii)

Bobrek disfonksiyon varligi(GFR<60 ml/min/1.73 m2),diabetic nefropati,multipl

myelom iliskili nefropati
Konjestif kalp yetmezligi
Diabet

Tleri yas

Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu <40%

2)DEGISTIRILEBILIR FAKTORLER

Dehidratasyon

Nefrotoksik ajan kullanimi(amfoterisin B,aminoglikozid..)
Yiiksek doz kontrast madde

Yiiksek osmolarli contrast

Iyonik kontrast

Kontrast maddelerin kisa araliklarla tekrari
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2.2.5.3. Kontrast Madde Nefropati Etyopatogenezi

KKN’nin kesin mekanizmasi iyi anlasilmamis olsa da, birka¢ mekanizma

onerilmistir(Sekil 2.3).

Vazodilatorlerde (nitrik oksit veya prostaglandinler) azalma veya

vazokonstriktorlerde (adenozin ve endotelin) artis nedeniyle renal medulla hipoksisi.

Serbest radikallerin ve oksidatif stresin zararli etkileriyle iliskili olabilecek
dogrudan kontrast madde toksisitesi. Reaktif serbest radikaller tarafindan sitokin
kaynakli inflamatuar mediatorlerin aktivasyonunun sorumlu mekanizma oldugu

diistiniilmektedir(31-36).

Ek olarak, apoptozis de KKN gelisiminde rol oynayabilir(37,38).
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Sekil 2.3. Kontrast Madde Nefropati ve Kardiovaskiiler Hastalik Arasindaki Iliski

2.2.5.4. Kontrast Madde Nefropatisi icin Tedavi Ve Onlemler

KKN riskini azaltmak i¢in en yaygin strateji kontrast madde maruziyetinden
once diisiiniilmelidir. Kronik bobrek hastaligi olan hastalarda, islemden 6 ila 12 saat
once 1 ml/kg/saat hizinda %0,9 normal salin inflizyonu ile IV sivi baslatilarak ve

islemden sonra devam edilerek hidrasyon saglanmalidir.

Bikarbonat, serbest radikal hasarin1 6nleyerek renal tiibiiler siviyr alkalilestirir.

Bikarbonat ortami alkalilestirerek serbest radikal hasarina yol acacak olan Harber-
Weiss reaksiyonunu yavaslatir. Ayrica, peroksinitrit gibi NO'dan reaktif oksijen

tiirlerinin temizlenmesine yardimei olur.
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Bikarbonat, genellikle islemden bir saat 6nce 3 mL/kg/saat hizinda sodyum
bikarbonat infilizyonu olarak verilir ve alt1 saat boyunca 1 mL/kg/saat hizinda devam
ettirilir. Ancak, tam siire hala tartisma konusudur. Baz1 ¢alismalara gore, sodyum
bikarbonat ile hidrasyon, tek basmma %0,9 normal salin inflizyonundan daha

koruyucudur.

Klinik bir ¢aligmada, kardiyak kateterizasyon geciren hastalarda sodyum
bikarbonatin rutin uygulanmasini hakli ¢ikaracak anlamh bir fayda bulunamamustir.
Benzer sekilde, KKN i¢in N-asetilsistein denemesi, kontrast madde kaynakli néropati
veya diyaliz ihtiyacinin 6nlenmesinde N-asetilsistein ile plasebo arasinda bir fark

bulamamustir.

Kontrast madde kullanimindan 6nce hastalara yiliksek yogunluklu statin ile 6n
tedavi uygulanmasi1 uygun goriinmektedir. Bir meta-analiz, rosuvastatin ile on
tedavinin, kontrast madde kaynakli nefropatinin insidansini 6nemli o6lgiide
azaltabilecegini gozlemlemistir.Ancak rosuvastatin, elektif kardiyak kateterizasyon
geciren kronik bobrek hastaligindan muzdarip hastalarda kontrast madde kaynakli
nefropatinin 6nlenmesinde etkili goriinmemektedir(39).Asagida contrast maddde

nefropatisinde uygulanacak algoritma tablo seklinde verilmistir.(Tablo 2.5)

12



Tablo 2.5. Kontrast Madde Nefropatisinde Uygulanacak Algoritma

r

RiSK DEGERLENDIRMESI
Yas,diabet,eGfr,Anemi,akut

MI,KKY hipotansiyon

¥

N
DUSUK RiSK ORTA RISK YUKSEK RiSK
_—
N
Oral Hidrasyon Alternatif gdriintiileme modalitelerini diisiin J
J

2y

24 saat son ver,yiiksek doz statin diislin

Nefrotoksik ilaglara 48 saat ve metfortmine J

Iv prehidrasyon
NaCl 0.9% 1-1.5 ml/kg 12 saat boyunca

——4

Kontrast maddede en diisiik voliim }

kullan
<350ml veya <4ml/kg

\ l
4
Iv post hidrasyon

NaCl 0.9% 1-1.5 ml/kg 12 veya 24 saat
boyunca

; :

-

Serum kreatinini 48-72 saatte 6l¢
Serum kreatinin degeri %25’ten fazla veya
0.5 mg/dl artigmigsa CIN diisiin

~ l

s

Eger CIN tedavisi gerekirse AKI
guidelinenina gore yap
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2.3. Apopitoz

Hiicre 6liimii, canli sistemlerdeki dinamik dengenin kontrolii i¢in temel bir
stratejidir ve 1iki temelde farkli hiicre Olimii bicimi, apoptoz ve nekroz
tamimlanmustir(Tablo 2.6). Nekroz, hiicre zarmin erken bozulmasina ve siddetli
hipoksi/iskemi, asir1 sicaklik ve mekanik travma gibi siddetli ¢evresel bozulmalara
yanit olarak diizenli hiicre yapilarinin kademeli olarak bozulmasina neden olan pasif
bir siiregtir.Buna karsilik, apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii,siki bir sekilde
diizenlenen ve korunan enerji gerektiren bir hiicre i¢i mekanizmanin aktivasyonunu
igerir . Apoptoz, tipik olarak inflamatuar degisikliklerin yoklugunda tek hiicreleri es
zamanli olmayan bir sekilde etkiler . Embriyonik dokularin morfogenezinde ve
yetiskin organlarmn ve dokularm homeostazinda rol oynar. Ornegin, apoptozis fetal ve
dogum sonrast gelisim sirasinda akcigerin normal yapisal olgunlasmasia katkida
bulunur . Apoptozis ayrica organizmayi tehlikeye maruz birakan hiicreleri de ortadan
kaldirir. Ornegin, viral olarak enfekte olmus hiicreler veya hasarli DNA'ya sahip
hiicreler apoptozisle ortadan kaldirilir. Apoptotik hiicreler ilk olarak bir dizi tipik
morfolojik degisiklikle tanimlanmistir ve morfoloji hala altta yatan siirecin 6nemli bir
deneysel kanitidir. Baglangigta, hiicre zari biitiinligi korunurken, Ornegin
fosfatidilserin maruziyeti gibi ince degisiklikler meydana gelir. Apoptotik hiicrelerin
diger 6zellikleri arasinda hiicresel biiziilme, membran kabarmasi, niikleer kromatin
yogunlagsmasi ve pargalanma bulunur. Sonunda hiicre, fagositler (makrofajlar ve
dendritik hiicreler) tarafindan in vivo yutulan zarla ¢evrili pargalara (apoptotik

govdeler) ayrilir(40).
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Tablo 2.6. Hiicre Oliimii ve Alt Basliklar1
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2.4. Dekspantenol

2.4.1. Dekpantenoliin Kimyasi

Dekspantenol, B kompleks vitaminlerinin bir bileseni ve normal sekilde
isleyen bir epitelin temel bir bileseni olan pantotenik asidin bir alkol tiirevidir(Sekil
2.4). Dekspantenol, epiteldeki protein metabolizmasi i¢in 6nemli olan birgok
enzimatik reaksiyonda bir kofaktor gorevi goren Koenzim A'nin temel bir bileseni olan

pantotenik asidi olusturmak {izere enzimatik olarak parcalanir(41).

A
:\/\(VV\/OH

Sekil 2.4. Dekspantenol Molekiiler Yapisi
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2.4.2. Dekspantenoliin Etkileri

Iyi penetrasyonu ve yiiksek lokal konsantrasyonlar1 nedeniyle, dekspantanol,
kasintiy1 gidermek ve iyilesmeyi desteklemek i¢in dermatolojik durumlarin tedavisi
icin merhemler ve losyonlar gibi bir¢cok topikal iiriinde kullanilir. Dekspantenoliin
topikal kullaniminin dermatolojik etkileri arasinda fibroblast proliferasyonunun
artmasi ve yara iyilesmesinde hizlandirilmig yeniden epitelizasyon bulunur. Ayrica,
topikal bir koruyucu, nemlendirici olarak etki eder ve anti-inflamatuar 6zellikler

gOstermistir(42).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Plam

-SDU Deney Hayvanlarindan temin edilecek 32 adet disi Wistar Albino cinsi
300-350 gr arasi ratlarla caligildi.

-Deney hayvanlari her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi:

(1) Kontrol grubu; intraperitoneal (i.p.) olarak sag inguinal bolgeden 1 ml
serum fizyolojik (SF) 3 giin boyunca uygulandi. Ayrica sadece 3. giin sol inguinal
bolgeden 3-4 ml SF i.p. olarak uygulandi.

(I1) RCM grubu; 1 ml SF 3 giin boyunca giinde bir kez i.p uygulandi, deneyin
tiglincii glinii tek doz 10 ml/kg Urografin i.p. verildi(43).

(111) RCM+DEKS grubu; 3 giin boyunca her giin, giinde bir kez 500 mg/kg
DEKS (BEPANTHEN® 500mg/2ml Ampul) i.p. uygulandi. Deneyin tiglincii giinii
DEKS uygulamasindan 30 dakika sonra 10 ml/kg i.p. Urografin uygulandi (44).

(IV) DEKS grubu; 3 giin boyunca her giin giinde bir kez 500 mg/kg DEKS

i.p. uygulandi. Ayrica sadece 3. giin sol inguinal bolgeden 3-4 ml SF i.p. uygulandi.

RCM uygulamasindan 24 saat dnce tiim ratlara su kisitlamasi uygulandi. Son
ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra biitiin ratlara 90 mg/kg Ketamin ve 8-10 mg/kg
Xylazin anestezisi uygulandi. Anesteziyi takiben abdominal insizyon yapilan ratlarin
kanlar Vena Cava Inferiordan aliarak cerrahi egzanguinasyon yontemi ile 6tenazi
yapildi. Ratlarin bobrek dokulari alindi. Bobrek dokularinin yarisi esit porsiyonlanarak
ependorf tiiplerine konuldu. Porsiyonlarin birisi biyokimyasal analizler i¢in -
20°C’ye, digeri genetik analizler i¢in -80°C ‘ye kaldirildi. Dokularin diger yarilari ise
histopatolojik olarak Hematoksilen Eozin boyama, immunhistokimyasal olarak TNF-
a, Caspase 3 gibi inflamatuar ve apoptotik parametrelerin degerlendirilmesi igin
%10’luk formaldehit igerisine koyuldu. TAS, TOS, OSI biyokimyasal olarak
spektrofotometrik yontem ile bakildi. SIRT 1, p53, Bcl2/Bax gibi hiicre i¢i yolaklarin
gen ekspresyon incelenmesi i¢in qRT-PCR yontemi uygulanmak {iizere ilgili birime
iletildi. Kanda ise kan iire azotu (BUN) ve kreatinin diizeyleri incelendi. Histopatolojik

analizler bir medikal firmadan hizmet alimi seklinde yapilda.
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Resim 3.1. Ratlara Enjeksiyon Yapilirken
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Resim 3.2. Ratlarin Bobrek Dokular1 Ekarte Edilirken
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3.2. Histopatolojik Degerlendirme

Bobrek doku ornekleri %10° luk tamponlu nétral formaldehit soliisyonu ile
tespit edildi. Bobrek doku 6rneklerden fiksatoriin uzaklastirilabilmesi i¢in dokular 6-
8 saat akarsu altinda birakilarak yikama islemi gergeklestirildi. Yikamanin ardindan
dokular, rutin histolojik doku takip basamaklarindan gegirildi ve dokular parafin
icerisinde bloklandi (Tablo 3.1). Bloklardan mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler
alindi. Bobrek dokusunun genel histolojisinin goriintiilenmesi i¢in Hematoksilen-
Eozin ile boyanarak incelendi (Tablo 3.2). Tim preparatlar Eclipse E-600 Nikon,
Japan fotomikroskopta ve goriintii analiz sistemi (NIS Elements Nikon, Japan) ile

incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

Histopatolojik incelemelerde atrofik glomeriil ve renal cisimcikler, kolajendz
madde birikimi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, piknotik g¢ekirdek, proksimal ve
distal tiibiillerde dilatasyon, tiibiillerde atrofiye gore skorlamalar 20’lik objektif altinda
yapildi ve degerlendirme i¢in 0-3 arasinda degerler kullanildi. Elde edilen sonuglar

istatistik analizler ile degerlendirildi.

Tablo 3.1. Doku Takibi Protokolii

%70’lik alkol 1 saat
%80’lik alkol 1 saat
%96’k alkol 30 dk
%100’ lik alkol 30 dk
Ksilol-alkol 30 dk
Ksilol-I 1 saat
Ksilol-I1T 1 saat
Parafin (60°C etiivde eriyen sert parafin) 4 saat

Blok gomme
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3.3 Hematoksilen- Eozin Boyama

Histokimyasal analizler i¢in 5 pm kalinhiginda kesilen 6rnekler, parafinin
uzaklagtirilmasi i¢in 3 saat siireyle 60°C'de bir etiivde bekletildi. Parafin

uzaklastirildiktan sonra kesitler tablodaki protokole gore boyandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Ksilol 30 dk
Ksilol-alkol 30 dk
%100 alkol 5dk
%96’k alkol 5dk
%380’lik alkol 5dk
% 70’lik alkol 5dk
Distile su 1 dk
Hematoksilen 3 dk
Asit+Alkol 10 sn
Yikama (akarsu) 10 dk
Eozin 2 dk
Distile su 5dk
%70’lik alkol 1 dk
%80’lik alkol 1 dk
%96’k alkol 1 dk
%100’luk alkol 1 dk
Ksilol 30 dk

Kapatma (entellan)
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3.4. immunohistokimyasal Analiz

Immunohistokimyasal yontemle inceleme yapmak igin parafin bloklardan
histopatolojik inceleme igin kesitler alinirken 3 seri kesitte kesitler polilizinli lamlara
alind1. Parafin bloklardan 5p kalinliginda kesitler alindiktan sonra 45°C sicakhiktaki
etiivde bir gece boyunca tutularak kesitlerin lam tzerine daha iyi yapismas: ve
kurumas: saglandi. Daha sonra ksilolde 10 dk bekletildi ve azalan alkol serilerinden
(%100-%96-%90-%80-%70) gecirilerek distile su icerisine alind.
Immunohistokimyasal inceleme i¢in Kaspaz-3 ve TNF-a antikorlar1 oda sicakligina
alind1 ve tretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi. TNF-o (5c-52746, Santa
Cruz) antikoru igin 1:100 dilisyon yapilirken, Kaspaz-3 (FNab01289, Fine Test)
antikoru icin 1:200 diliisyonu yapildi. TNF-o ve Kaspaz-3 ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi i¢in streptavidin-biyotin kompleks peroksidaz yontemi kullanilarak
boyandi. Kesitler sitrat tamponunda mikro dalgada orta seviyede 2x5 dk tutuldu
(Ph:6). Daha sonra oda sicakligina alinarak sogutulmasi saglandi. Soguyan kesitler
fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 3x5 dk yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini
yok etmek amaciyla H202 (TA-060-HP, Lab Vision Corporation)’de 20 dk bekletildi.
PBS ile 3x5 dk yikandi. Ultra V Block (TA-125-UB, Thermo Scientific) soliisyonu ile
5 dk muameleden sonra tizerine primer antikorlar; TNF-a (sc-52746, Santa Cruz) ve
Kaspaz-3 (FNab01289, Fine Test) damlatildi ve 60 dk. inkiibe edildi. Kesitler tekrar
PBS ile 3x5 dk yikandi ve sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent TP-
125-BN, Thermo Scientific) damlatilarak 30 dk bekletildi. Kesitler PBS ile 3x5 dk
yikand1 ve Strepavidin HRP (Horse radish peroksidaz) (TS-125-HR, Thermo
Scientific) ile 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3x5 dk yikandi ve
DAB (3,3’-diaminobenzidine) (TA-125 HD, Thermo Scientific) soliisyonundan sonra
Harris hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular entellan ile kapatildi. Tiim
preparatlar Eclipse E-600 Nikon, Japan fotomikroskopta ve goriintii analiz sistemi

(NIS Elements Nikon, Japan) ile incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

Immiin boyanmanm siddeti (0, -) negatif boyanma, (1, +) fokal ve zayif
boyanma, (2, ++) yaygin ve normal boyanma ve (3, +++) yogun ve gii¢lii boyanma
olacak sekilde semi-kantitatif olarak skorlandi. Skorlara istatistiksel analiz yapilarak
gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Immunohistokimyasal skorlamalar i¢in Image

J 1.46r (National Institutes of Health, Bethesda MD) programi kullanildu.
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Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA izolasyonu

Elde edilen dokular DNaz/RNaz ve pirojen igermeyen Onceden etiketli
ependorf tiiplerine Kkonularak prosediir uygulanincaya kadar -80°C de derin
dondurucuya kaldirilmistir. Calisma giinlinde oda 1suna getirilen doku 6rnekleri
ornekleri iizerine 1000 uL Geneall RiboEXTM soliisyonu (Seul/Kore) konularak
sonikatorde diisiik hizda homojenize edildi. RNA izolasyonu GeneAll Ribospin RNA
izolasyon kiti (Seul/Kore) ile asagidaki protokole uygun olarak yapildi.

1. Homojenize edilen ornekler oda 1sisinda 2 dk inkiibe edildi ve

tizerlerine 200 pL kloroform ilave edilerek 15 sn vortekslendi.

2. Siipernatanin tizerine %70 lik etanolden 1-1 hacimde olacak sekilde

eklendi ve santrifiij edilmeden pipetajla karistirildi.

3. Karigim 12.000 g’de 15dk santrifiij edilir. Bu adim sonunda ii¢ faz

olustu:
Alt faz (Renkli)
Orta faz (Ince Beyaz Opak)
Ust faz (Renksiz Seffaf)

4. En st seffaf faz (yaklasik 450 pl) pipetle dikkatlice alinip EzPure
Filtresine (Sar1 Renkli) aktarildi. 10.000 g’de 30 sn santrifiijlendi.

5. Spin kolondan gegen sivi bosaltildi ve geri kalan Lizat+RBI karisimi da
Mavi Renk Type W spin kolona tekrar aktarildi.

6. 10.000 g’de 30 sn santrifiijlenip Spin kolondan gegen s1vi uzaklastirildi.

7. Spin Kolon iizerine 500 pul RBW ilave edilip, 10.000 g ‘de 30sn

santrifiijlendi ve alta gegen s1v1 atildu.

8. Spin kolon tizerine 500 ul RBN ilave edilip, 10.000 g ‘de 30 sn santrifiij

sonrasinda alta gecen sivi1 atildi.

9. Spin kolonda kalabilecek alkoliin tamaminin uzaklagmasi i¢in 11.000 g

de 3 dk santrifiij edildi.
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10.  Spin kolon yeni 1,5mL lik DNaz/RNaz ve pirojen icermeyen ependorf
tiiplere aktarildi ve tizerine 30 ul RNAase-free su ilave edildi.

11. 2 dk oda sicakhiginda bekletilip 10.000 g’de 30 sn santrifiij edilerek
RNA o6rnekleri elde edildi.

Elde edilen RNA o6rnekleri cDNA sentezinde kullanilmak iizere nanodrop
cihaz1 ile miktar ve saflik tayini yapilmistir. 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde
edilen Gl¢timlerin birbirine orani (260 nm / 280 nm) RNA safligin1 gostermektedir.
Saflig1 1,8-2,0 arasinda olan RNA numulerinin miktar tayinleri cDNA sentezinde
kullanilmak tizere not edilmis, saflig1 bu oranlar disinda olan 6rneklerin RNA’lar1
tekrar izole edilmistir. izole edilen her bir RNA 6rneginin konsantrasyonu 1000
ng/pl“de standardize edilmis ve cDNA sentez asamasinda kullanilmak tizere -80° C’ye

kaldirilmastir.
cDNA Sentezi

cDNA sentezi, A.B.T. ™ c¢DNA Sentez Kit (Atlas Biyoteknoloji, Tiirkiye)
protokoliine gore termal dongii cihazinda gergeklestirilmistir. Her 6rnek igin total
reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde 0.2 ml’lik PCR tiiplerine buz tizerinde asagidaki
konsantrasyonlarda karisim hazirlanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. 20 pl Revers Transkriptaz Reaksiyon Karigimi

10X reaksiyon tamponu 2 ul
dNTP karsimi (2.5 mM) 1l
Random hekzamer (50 pM) 2 ul
Revers Transkriptaz (200 U/ul) 1l
RNaz inhinitor 0.5l
RNaz igermeyen su 3.5ul
RNA 6rnegi 10 pl

Hazirlanan karisim termal dongii cihazina (Thermo scientific/USA)
yerlestirilmis ve asagidaki kit protokolii kullamilmigtir (Tablo 3.4). Elde edilen
cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.4. Revers Transkriptaz Termal Dongii Protokolii

RT basamaklari Sicaklik °C Siire Siklus
1. Basamak 25 10 dak 1
2. Basamak 37 120 dak 1
3. Basamak 85 5 dak 1
4. Basamak 4 0 1

Primer Tasarimi ve Hazirlanmasi

Primer tasarmmlari, NCBI internet sitesi kullanilarak spesifik mRNA
dizilimlerinin saptanmasi ve olasi primer dizilimlerinin denenmesi ile yapilmistir.
Ekspresyon agamasinda kullanilan genler ve spesifik primer dizilimleri Tablo 3.5’te

verilmistir.

Dizayn1 yapilan primerler ticari olarak sentezlettirilmis, liyofilize olarak temin
edilmistir ve DNaz/RNaz ve pirojen igermeyen, ticari olarak satilan hazir steril su ile
stok 100 uM olacak sekilde sulandirilmistir. Daha sonra stok primer soliisyonu
kantitatif ger¢cek zamanli PCR prosediiriinde, kit iireticisi firmanin talimatlarina gore

son hacimde 500 nM olacak sekilde tekrar sulandirilmistir.

Tablo 3.5. Genler ve Genlere Ait Spesifik Primer Dizilimleri

Gen Spesifik Primer Dizilimi Uriin Erigim Nosu
Forward (F)-Revers (R) uzunlugu

SIRT1 F: GGTAGTTCCTCGGTGTCCT 152 bp NM_001414959.
R: ACCCAATAACAATGAGGAGGTC 1

P53 F: CTCCTCTCCCCAGCAAAAG 151 bp NM_001429996.
R: CCTGCTGTCTCCTGACTCCT 1

BCL2 F: CATCTCATGCCAAGGGGGAA 284 bp NM_016993.2
R: TATCCCACTCGTAGCCCCTC

BAX F. CACGTCTGCGGGGAGTCAC 419 bp NM_017059.2
R: TAGAAAAGGGCAACCACCCG

GAPDH F: AGTGCCAGCCTCGTCTCATA 248 bp NM_017008.4

(HouseKe | R: GATGGTGATGGGTTTCCCGT

eping)
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Ekspresyon seviyelerinin ol¢iilmesi

Ekspresyon seviyeleri A.B.T.™ c¢DNA Synthesis Kit with RNase (Atlas
Biyoteknoloji/ Tiirkiye) kitleri kullanilarak Biorad CFX96 (California/USA) gercek
zamanli PCR cihazinda olglilmiistiir. CONA sentezi yapilan ornekler ¢alismadan 10
dakika Once +4°C*“de ki blok iizerine alinarak bir siire bekletilmistir. Calismada
GAPDH geni housekeeping gen olarak kullanilmis ve normalizasyon i¢in bu genin Ct
degerleri kullanilmistir. Cihazda 0.1 m1’lik per tiipleri kullanilmis reaksiyon son hacmi
20 uL olarak ayarlanmistir. Reaksiyon karisimu iiretici protokoliine gore asagidaki gibi
hazirlanmistir (Tablo 3.6). Reaksiyonun cihaza yiiklemeden baslamasini engellemek

icin prosediir buz iizerinde strdiiriilmiistiir.

Tablo 3.6. PCR Reaksiyon Karigimi

Hacim Final konsantrasyon
A.B.T.™ 2X qPCR SYBR- 10 pl 1X
Green MasterMix (without
ROX)
Forward Primer (10 pM) 1ul 1 uM
Reverse Primer (10 uM) 1l 1 uM
cDNA 2 ul 2 ul
DNaz/RNaz igermeyen su 6 ul 6 ul

Elde edilen reaksiyon karigimi kit {ireticisinin protokoliine gore belirlenen
termal dongii (Tablo 3.7) ile gergek zamanli qPCR cihazina yelestirilmis ve her bir

ornek 3 tekrarli olarak calisilmistir.

Tablo 3.7. Gergek Zamanli PCR Dongiisii

PCR basamaklar1 Sicaklik (°C) Siire Siklus
Basglangi¢ denaturasyonu 95 300 sn 1
Denaturasyon 95 15sn

Primer baglanmasi / 60-65 30sn 40
Uzama

Melt-Curve Analizi 65-95 2-5sn/basamak | 1
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Elde edilen Ct degerleri ekspresyon seviyesinin degerlendirilmesi i¢in her bir
ornek ve grup i¢in ayr1 ayr1 not edilmistir. Normalize edilen 6rneklerin verilerine 2 ~
AACt formiilii uygulanmis ve elde edilen ham veriler kullanilacak olan istatistik

calismasina uygun hale getirilmistir,

3.5. Biokimyasal Analiz
Numunelerin Alimisi ve Hazirlanmasi:

Ratlardan aliman venoz kan Ornekleri biyokimya tiiplerine alindiktan sonra
Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvari’nda 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen serum numuneleri
eppendorf tliplerine ayrilarak -80°C’de ¢alisma giinline kadar saklandi. Sicanlarin
bobrek dokulart ise pH 7.4 olan fosfat tamponu ile dolu cam tiiplere konuldu. Her bir
doku tartilarak fosfat tamponu ile 10 kat dilue edildi. Janke & Kunkel Ultraturrax T-
25 (Almanya) marka doku pargalayici ile ve daha sonra UW-2070 Bandelin Electronic
(Almanya) marka sonikatér ile homojenizasyon tamamlandi. Doku Ornekleri,
Eppendorf 5415-R (Almanya) santrifiij ile 10000 devir/dk, 10 dk. santrifiij edilerek ve

siipernatant1 alinarak eppendorf tiiplerinde ¢alisma zamanina kadar saklandi.
Serum Parametrelerinin Calisma Prensibi:

Serum iire ve kreatinin diizeyleri Beckman Coulter AU5800 (Beckman

Coulter, ABD) otoanalizdriinde spektrofotometrik yontemle dl¢iildii.
TAS ve TOS Seviyelerinin Calisma Prensibi

Orneklerdeki TAS(Total antioksidan kapasitesi) diizeyleri, Rel Assay ticari
kitler kullanilarak belirlenmistir. Ol¢iim ydntemi, tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS katyonik radikalini indirgemesi ve renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmas1 prensibine
dayanmaktadir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢0zlniir bir analogu
kullanilmistir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/gr protein olarak ifade edilmistir

(45).

Orneklerdeki TOS (Total oksidan kapasitesi) diizeyleri, Rel Assay ticari kitler

kullanilarak belirlenmistir. Bu 06lgiim testi i¢in, Ornekteki oksidan molekiillerin
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miktarint belirlemek amaciyla molekiillerin ferroz iyonunu ferrik iyona kiimiilatif
olarak oksitlemesine dayanan bir kolorimetrik yontem kullanilmigtir. Sonuglar pmol

H202 Equivalent/gr protein olarak ifade edilmistir (46).
OSI Hesaplanmasi

Orneklerden OSI(Oksidatif stres indeksi) hesaplanirken TAS degerleri 10 ile
carpilarak TOS ile birimler esitlendi. Daha sonra asagidaki formiil kullanilarak OSI
hesaplanmistir (47). Sonuglar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edilmistir.

OSI = [(TOS, umol H202 Equiv. / L.) / (TAS, mmol trolox Equiv. / L.) ] X
100

Kullanilan malzeme ve cihazlar

1. Derin dondurucu : Kirsch Bosch -80°C (Almanya)

2. Santrifiij cihazi : Niive NF 1200 R model sogutmali (Tiirkiye)

3. Otomatik pipetler : Ependorf (Almanya), Gilson (Fransa)

4. Vorteks cihazi : Niive NM 100 (Tiirkiye)

5. Janke & Kunkel Ultraturrax T-25 (Almanya) homojenizator

6. UW-2070 Bandelin Electronic (Almanya) sonikator

7. Beckman Coulter AU5800 Biyokimya Otoanalizorii (Beckman Coulter,
ABD)

8. Santrifiij cihazi : Eppendorf 5415 R eppendorf (Almanya)

28



4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Incelemeler

Tablo 4.1. Bobrek Hasarinin Histolojik Skor Tablosu
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Yukarida (Tablo 4.1)bobrek hasarinin histopatolojik skor tablosu verilmistir.

Kontrol grubundaki tiim rat bobrek dokularinin normal doku histolojisine sahip
oldugu gozlendi (Resim 4.1 ve 4.2).

Resim 4.1. Kontrol Grubundaki Bir Ratin Normal Bobrek Goriinimu

(HE, X20)

30



Resim 4.2. Kontrol Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Normal
Gortinimi
(HE, X40)
RKM grubundaki biitiin sicanlarin bdbreklerinde kolajenéz madde birikimi,
tiibiillerde dilatasyon ve atrofi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve atrofik glomeriil,

renal cisimcikler gozlendi(Resim 4.3 ve 4.4).

Resim 4.3. URO Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Goriiniimii

(HE, X20).(Normal gériiniimlii glomeriil ve renal cisimcik: Siyah ok, atrofik
glomeriil ve renal cisimcikler: Yesil ok, kolajendz madde birikimi: Mavi ok, tiibiillerde

dilatasyon: Siyah yildiz, atrofik tiibiiller: Siyah ok basi)
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Resim 4.4. URO Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Goriiniimii

(HE, X40).
(Atrofik glomeriil ve renal cisimcik: Yesil ok, kolajenz madde birikimi: Mavi ok,
tiibiillerde dilatasyon: Siyah yildiz)

DEKS+URO grubundaki siganlarda iirografinin neden oldugu hasar kismen
dekspantenol tarafindan engellendi(Resim 4.5 ve 4.6).
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Resim 4.5. Uro+Deks Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Gortiniimii

(HE, X20). (Normal goriiniimlii glomeriil ve renal cisimcik: G, bazi glomeriillerde
asidofilik yapilar: Siyah ok, Proksimal tiibiil: PT, Distal tiibiil: DT, mononiikleer hiicre
ilfiltrasyonu: Mavi ok, piknotik ¢ekirdek: Yesil ok basi, tiibiillerde dilatasyon: Siyah
yildiz)

Resim 4.6. URO+DEKS Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Gortiniimii

(HE, X40).
(Baz1 glomeriillerde asidofilik yapilar: Siyah ok, Proksimal tiibiil: PT, Distal tiibiil:
DT, mononiikleer hiicre ilfiltrasyonu: Mavi ok, piknotik ¢ekirdek: Yesil ok basi,

tiibiillerde dilatasyon: Siyah yildiz)
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DEKS grubundaki biitiin siganlarin bobrekleri normal goriinimdeydi(Resim
4.7 ve 4.8).

Resim 4.7. DEKS Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Goriinimii

(HE, X20).
(Glomeriil: G, Proksimal tiibiil: PT, Distal tiibiil: DT, Makula Densa: MD)
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- - -

Resim 4.8. DEKS Grubuna Ait Rat Bobreginin Korteks Bolgesinin Goriiniimii

(HE, X40).
(Glomeriil: G, Proksimal tiibiil: PT, Distal tiibiil: DT)
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4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Tablo 4.2. Bobrek Hasarmin immunohistokimyasal Skor Tablosu

KONTROL RKM RKM+DEKS DEKS

Kaspaz-3 0 +3 +2 0
+1 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +3 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +3 0

TNF-a 0 +3 +3 0
0 +2 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

0 +3 +2 0

4.2.1. Kaspaz-3 immunohistokimysal Bulgular

Gruplara gore kaspaz-3 ekspresyonlart incelendiginde kontrol grubunda
negatif veya hafif ekspresyon oldugu goriilmistiir (Resim 4.9 ve4.10).URO grubunda
ise glomeriil ve tiibiil epitelinde kaspaz-3 ekspresyonu artmistir ve +3 siddetindedir
(Resim 4.11). URO+DEKS grubunda glomeriil ve tiibiil epitelinde kaspaz-3
ekspresyonu +2 siddetinde olmas1 dikkat ¢ekmistir (Resim 4.12). DEKS grubunun ise

kontrol grubuyla benzer oldugu, negatif ekspresyon oldugu goriilmiistiir (Resim 4.13).
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Resim 4.9. Kontrol Grubuna Ait Rat Bobreginde Negatif Ekspresyon Streptavidin
Biyotin Peroksidaz Y ontemi

DAB X40

Resim 4.10. Negatif Kontrol
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Resim 4.11. URO Grubuna Ait Rat Bobreginin Glomeriil ve Tiibiil Epitellerinde
Belirgin Ekspresyon (Oklar). Streptavidin Biyotin Peroksidaz Y 6ntemi

DAB X40

Resim 4.12. URO+DEKS Grubuna Ait Rat Bobreginin Glomeriil ve Tiibiil
Epitellerinde Azalmis ve Hafif Siddette Ekspresyon (Oklar)
Streptavidin Biyotin Peroksidaz Yontemi

DAB X40
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Resim 4.13. DEKS Grubuna Ait Rat Bobreginde Negatif Ekspresyon Streptavidin
Biyotin Peroksidaz Y 6ntemi

DAB X40

4.2.2. TNF-a immuonohistokimyasal Bulgu Sonuglar1

Gruplara gore TNF-a ekspresyonlart incelendiginde kontrol grubunda negatif
ekspresyon oldugu goriilmiistir (Resim 4.14 ve 4.15). URO grubunda ise
glomeriillerde, tiibiil epiteli ve bazal memnraninda TNF-a ekspresyonu artmistir ve +3
siddetindedir (Resim 4.16). URO+DEKS grubunda glomeriillerde, tiibiil epiteli ve
bazal membraninda TNF-o ekspresyonu +2 siddetinde olmasi dikkati ¢ekti (Resim

4.17). DEKS grubunda ise negatif ekspresyon oldugu goriilmiistiir (Resim 4.18).
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Resim 4. 14. Kontrol Grubuna Ait Rat Bobreginde Negatif Ekspresyon

Streptavidin biyotin peroksidaz yontemi, DAB X40

Resim 4.15. Negatif Kontrol.
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Resim 4.16. URO Grubuna Ait Rat Bobreginin Glomeriil, Tiibiil Epiteli ve Tiibiil
Bazal Membraninda Belirgin Ekspresyon.

URO grubuna ait rat bobreginin glomertil (kirmizi ok), tiibiil epiteli (siyah ok) ve tiibiil
bazal membraninda (yesil ok) belirgin ekspresyon. Streptavidin biyotin peroksidaz
yontemi, DAB X40

Resim 4.17. URO+DEKS Grubuna Ait Bobregin Glomeriil, Tiibiil Epiteli ve Tiibiil
Bazal Membraninda Orta Siddette Ekspresyon.

URO-+DEKS grubuna ait bobregin glomeriil (kirmiz1 ok), tiibiil epiteli (siyah ok) ve
tiibiil bazal membraninda (yesil ok) orta siddette ekspresyon. Streptavidin biyotin
peroksidaz yontemi, DAB X40
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Resim 4.18. DEKS Grubuna Ait Bobreginde Negatif Ekspresyon

Streptavidin biyotin peroksidaz yontemi, DAB X40
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Sekil 4.1. Hiicresel Diizeyde Atrofik Glomeriil ve Renal Cisimcik Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol HE: Hematoksilen Eozin AG-RC:Atrofik Glomeriil ve Renal Cisimcikler.
**%p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
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URO+DEKS verilen grup ile yalnizca URO verilen grup karsilastirildiginda
hiicresel diizeyde anlamli olarak atrofik glomeriil ve renal cisimciklerde azalma

izlenmemistir(Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. Hiicresel Diizeyde Kollajen6z Madde Birikim Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol HE: Hematoksilen Eozin KMB:Kollajen6z Madde Birikimi. ***p<0.001,
**p<0.01, *p=<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalnizca URO verilen grup karsilastirildiginda
hiicresel diizeyde anlamli olarak kollajendz madde birikiminde azalma

izlenmistir(Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Hiicresel DiizeydePiknotik Cekirdek Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol HE: Hematoksilen Eozin PC:Piknotik Cekirdek. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalnizca URO verilen grup karsilastirildiginda
hiicresel diizeyde anlamli olarak piknotik c¢ekirdeklerde azalma izlenmemistir(Sekil
4.3).
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Sekil 4.4. Hiicresel Diizeyde Mononiikleer Hiicre Infiltrasyon Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol HE: Hematoksilen Eozin MHI:Mononiikleer Hiicre infiltrasyonu. ***p<0.001,
**p<0.01, *p<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalnizca URO verilen grup karsilastirildiginda
hiicresel diizeyde anlamli olarak monontikleer hiicre infiltrasyonunda azalma

izlenmemistir(Sekil 4.4).

45



HE AT
% % %
%k %k %k
| \ —
S % %k %k * % %k
o) 1 > 1
- o)
z 2.5+ * % - < 3 % % % % % %
o) T = b
L 2.0 ane o0 ©
2 g % e
o) ©
k7 1.5 = —_—
c » 1-
fas) =
@ 1.0 ® e ° =
@ T
o % O - @D --occrereeneens -
é 0.5 j
2 o
m 0.0 ——ep— T e— g -1 T T T T
> (o) ) 9 a8} > O ) )
o o
& §F & & & & & &
{. ox {. X
N Na

Sekil 4.5. Hiicresel Diizeyde Atrofik Tiibiil Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol HE: Hematoksilen Eozin AT:Atrofik Tiibiil. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalnizca URO verilen grup karsilastirildiginda

hiicresel diizeyde anlamli olarak Atrofik Tiibiillerde azalma izlenmemistir(Sekil 4.5).
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Sekil 4.6. Hiicresel Diizeyde Tiibiillerde Dilatasyon Skoru
Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol HE: Hematoksilen Eozin TD:Tiibiillerde Dilatasyon. ***p<0.001, **p<0.01,
%
p<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalnizca URO verilen grup karsilastirildiginda

hiicresel diizeyde anlaml1 olarak tiibiillerde dilatasyonda azalma izlenmistir(Sekil 4.6).
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Sekil 4.7. TNF-ALFA Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol TOS: Toplam oksidan seviyesi. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalmzca URO verilen grup karsilastirildiginda
anlamli olarak TNF alfa’da azalma izlenmistir(Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. Kaspaz 3 Skoru

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol TOS: Toplam oksidan seviyesi. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

URO+DEKS verilen grup ile yalmzca URO verilen grup karsilastirildiginda

anlamli olarak kaspaz 3’de azalma izlenmistir(Sekil 4.8).

4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Kan Parametreleri

Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek amaciyla kanda iire ve kreatinin
seviyeleri biyokimyasal olarak incelendi. Hem iire hem de kreatin diizeyleri URO
grubunda ve DEKS+URO grubunda anlaml farklilik saptanmamustir(Sekil 4.9 ve
4.10).
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Sekil 4.9. Kandaki URE Degerleri

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol ***p<0.001, **p<0.01,
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Sekil 4.10. Kandaki Kreatinin Degerleri
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Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol ***p<0.001, **p<0.01,

4.3.2. Oksidatif Stres Gostergeleri

Oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla spektrofotometrik olarak TOS ve
TAS seviyeleri olgiildi ve OSI degeri hesaplandi. TOS ve OSI seviyeleri
degerlendirildiginde hasar grubu olan URO grubunun seviyeleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek saptanmustir (sirasiyla;p<0.05 ve p<0.01).URO tedavisi
uygulanan URO+DEKS grubunda TOS degerleri anlamli ¢ikmamis olup OSI
degerlerinde anlamli bir azalma saptanmistir (p<0.05). TAS degerleri ise yine aym
gruptaURO+DEKS grubu ile URO Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak yiiksek
saptanmistir (p<0.05). Sadece DEKS kullanilan grubun degerlerine bakildiginda ii¢
degerin de kontrol grubuna yakin oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gostermedigi belirlendi (Sekil 4.11 , 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.11. Bobrek Dokusunda Toplam Oksidan Seviyeleri

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol TOS: Toplam oksidan seviyesi. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

51



TAS

TAS
1.5 1.1 : 2
- 1r 1 > 1.0q f
Z 10 mp ® . i <~ T o
i % o903 = x =
3 °® S 0.9- B S I
o - |
8 & 0.8 -
€
0.0 T T T T 0.7 T T T T
» O 9 9 » O ) )
O @& o F L & & F
*.o& N\) ’9@ OQ’ o& N\) xo"o o@
N Nj

Sekil 4.12. Bobrek Dokusunda Toplam Antioksidan Seviyeleri

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin,
DEKS: Dekspantenol, TAS: Toplam antioksidan seviyesi.
#4%p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
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Sekil 4.13. Bobrek Dokusunda Oksidatif Stres Indeks Degerleri

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO: Urografin
DEKS: Dekspantenol, ***p<0.001, **p<0.01, *p=<0.05
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4.4. Genetik Bulgular

Apoptoz ve inflamasyonla iligkili hiicresel yollarin molekiiler incelemesinde,
SIRT1, p53, Bax, Bcl-2 mRNA ekspresyonlart incelendi. URO grubunun
degerlendirilmesinde, kontrol ve DEKS grubuna kiyasla Bax ve P53 degerleri
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanirken hem SIRT1 hem de Bcl2

ekspresyonlarinda anlamli bir azalma gozlenmistir (hepsi i¢in p<0.001).

SIRT1 ve Bcl2 ekspresyonlarinin tedavi grubu olan URO+DEKS grubunda
hasar grubu olan URO gruplarina gére tedavi ile anlamli bir artis gosterdigi ya da
azalmanin engellendigi gozlendi (her ikisi de p<0.001). SIRT1 ekspresyonlarinin yine
sadece ila¢ uygulanan DEKS grubunda, URO+DEKS grubuna gore anlaml yiiksek
saptanmistir (p<0.001). Ayni tedavi grubunda P53 ve Bax ekspresyonlari hasar

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik saptanmistir (her ikisi de p<0.001).

(Sekil 4.14, 4.15 ,4.16 ,4.17).
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Sekil 4.14. SIRT1 mRNA Ekspresyonlarinin Goreceli Kat Degisimleri
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Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi.
URO:Urografin DEKS: Dekspantenol, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
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Sekil 4.15. p53 MRNA Ekspresyonlarinin Goéreceli Kat Degisimleri

mRNA goreceli kat degisimi
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Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA ve Tukey testi yapildi. URO: Urografin
DEKS: Dekspantenol, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
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Sekil 4.16. Bax mRNA Ekspresyonlarinin Goreceli Kat Degisimleri

mRNA goreceli kat degisimi
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Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO:Urografin
DEKS: Dekspantenol, ***p<0.001, **p=<0.01, *p<0.05
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Sekil 4.17. Bcl2 mRNA Ekspresyonlarinin Goreceli Kat Degisimleri

Degerler ortalama + SD olarak temsil edilir. One-Way ANOVA Tukey testi yapildi. URO:Urografin
DEKS: Dekspantenol, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, iirografinin neden oldugu bobrek hasarina karsi dekspantenoliin
koruyucu ve iyilestirici etkileri, histopatolojik, immiinohistokimyasal, biyokimyasal
ve genetik diizeyde kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Bulgular, tirografinin
bobrek dokusunda belirgin yapisal ve fonksiyonel bozukluklara yol agtigini, ancak
dekspantenol tedavisinin bu hasar1 anlamli Olgiide azalttigini gdstermektedir.
Radyokontrast ajanlarin nefrotoksik etkileri, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz
gibi mekanizmalar tizerinden ger¢eklesmektedir (48). Bu baglamda, dekspantenol gibi
antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip ajanlarin bobrek dokusunu koruma
potansiyeli klinik ac¢idan biiylikk 6nem tagimaktadir. Calismamizda elde edilen
bulgular, literatiirdeki benzer aragtirmalarla tutarlilk  gOstermektedir ve
dekspantenoliin  bdbrek hasarin1  Onlemede etkin bir ajan olabilecegini

desteklemektedir.

Histopatolojik degerlendirmeler, iirografin uygulanan grupta ciddi yapisal
bozukluklarin ortaya ¢iktigini gostermistir. Bobrek dokusunda kolajenéz madde
birikimi, tiibiil dilatasyonu, atrofi ve glomeriiler yap1 bozukluklar1 gibi bulgular
gozlenmistir. Bu durum, {iirografinin 6zellikle tiibiil hiicrelerinde neden oldugu
dogrudan toksik etkilerle iliskilendirilebilir. Literatiirde, radyokontrast ajanlarin
tiibiiler nekroz ve glomertiler hasar olusturdugu yaygin olarak rapor edilmistir (49).
Ornegin, Zager ve arkadaslari (2005), radyokontrast ajanlarin tiibiil hiicrelerinde
apoptoza neden oldugunu ve bunun bobrek fonksiyonlarni ciddi sekilde bozdugunu
bildirmistir(50). Dekspantenol tedavisi uygulanan grupta ise tiibiiler hasar ve
kolajen6z madde birikimi gibi bulgularin belirgin 6lgiide azaldigi goriilmiistiir. Bu
durum, dekspantenoliin antioksidan ozellikleriyle oksidatif stresi baskiladigi ve
dokusal iyilesmeyi destekledigi goriislinii gliclendirmektedir. Ayrica, dekspantenoliin
fibroblast aktivitesini artirarak doku rejenerasyonuna katkida bulundugu daha 6nceki
caligmalarda da gosterilmistir (51). Bu histopatolojik bulgularin immiinohistokimyasal
diizeydeki yansimalarini anlamak i¢in inflamasyon ve apoptoz belirtegleri detayli

olarak incelenmistir.
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Immiinohistokimyasal analizler, iirografinin bdbrek dokusunda apoptozu
tetikledigini ve inflamatuar siiregleri artirdigini agikga gostermektedir. Kaspaz-3
ekspresyonundaki artis, trografinin pro-apoptotik etkisini dogrularken, TNF-a
diizeylerindeki yiikselis inflamatuar siireglerin aktivasyonuna isaret etmektedir.
Literatiir, radyokontrast ajanlarin TNF-o gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini
artirarak renal hiicre hasarina neden oldugunu desteklemektedir (52). Bu siireclerin,
bobrek dokusunda hem akut hem de kronik hasara yol agabilecegi daha once yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Dekspantenol uygulamasi ise bu etkileri anlamlhi
Olgiide azaltmis ve kaspaz-3 ile TNF-a ekspresyonlarinin belirgin sekilde diistiigii
gbzlenmigtir. Dekspantenoliin anti-inflamatuar 6zellikleri, 6zellikle sitokin {iretimini
baskiladigi ve apoptoz yolaklarin1 diizenledigi bilinen mekanizmalarla
iliskilendirilebilir (53). Inflamasyonun kontrol altina almmasi ve oksidatif stresin
baskilanmasi, bobrek dokusunda hiicresel fonksiyonlarin korunmasinda kritik bir rol

oynamaktadir ve bu durum biyokimyasal bulgularla desteklenmektedir.

Biyokimyasal analizler, tirografinin bobrek dokusunda oksidatif stresin artigina
neden oldugunu gostermistir. TOS ve OSI seviyelerinin iirografin uygulanan grupta
anlamli derecede yiiksek, TAS seviyelerinin ise diisiik oldugu tespit edilmistir.
Oksidatif stresin, hiicresel hasar mekanizmalarini tetikledigi ve hiicrelerin antioksidan
savunma sistemlerini baskiladigi bilinmektedir(54).Urografinin neden oldugu
oksidatif stres, hiicre zarinda lipid peroksidasyona yol agarak bobrek hiicrelerinin
yapisal biitiinliigiinii bozabilir. Dekspantenol tedavisi ise TOS ve OSI seviyelerinde
anlaml bir azalma saglarken TAS degerlerini artirmistir. Literatiirde, dekspantenoliin
glutatyon diizeylerini artirarak ve lipid peroksidasyonu azaltarak oksidatif stresi
onledigi belirtilmektedir (55). Bu bulgular, dekspantenoliin nefrotoksik hasara karsi
koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak oksidatif stresin
genetik diizeydeki etkilerini anlamak, bu mekanizmalarin daha ayrintili incelenmesi

acgisindan énemlidir.

Genetik analizler, lirografinin apoptoz ve inflamasyonla iliskili genlerin
ekspresyonunu anlamli 6l¢iide degistirdigini ortaya koymustur. Pro-apoptotik Bax ve
pS53 genlerinin ekspresyonunun artmasi, Urografinin hiicresel diizeyde apoptotik
stirecleri aktif hale getirdigini gostermektedir. Bununla birlikte, anti-apoptotik SIRT1

ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonundaki azalma, tirografinin hiicresel onarim ve yasam
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mekanizmalarmi baskiladigint isaret etmektedir. Literatiir, oksidatif stresin p53
araciligiyla apoptozu artirabilecegini ve Bcl-2 ekspresyonunu baskilayabilecegini
dogrulamaktadir(56). Dekspantenol tedavisi, bu genlerin ekspresyon diizeylerini
kontrol altina almis ve SIRT1 ile Bcl-2 ekspresyonlarini artirarak hiicresel onarimi
desteklemistir. Ozellikle SIRT1’in oksidatif stres ve inflamasyon iizerindeki
diizenleyici  etkisi, dekspantenoliin  terapotik  potansiyelini  artirmaktadir.
Dekspantenoliin, apoptoz ve inflamasyon yolaklar1 tizerindeki etkileri, bu ¢alismanin

genetik diizeydeki en c¢arpici bulgularini olusturmaktadir.

Sonug olarak, dekspantenoliin iirografin kaynakli bobrek hasarini azaltma
potansiyeli, histopatolojik, immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve genetik diizeyde
kamtlanmistir. Ozellikle genetik bulgular, dekspantenoliin hiicresel diizeyde apoptoz
ve inflamasyonu baskilama mekanizmalarini anlamak i¢in 6nemli bir temel
sunmaktadir. Bu bulgularin literatiirdeki benzer c¢aligsmalarla karsilagtirilmasi,
dekspantenoliin klinik uygulamalarda kullanim potansiyelini artirabilir ve gelecekteki
arastirmalar icin yol gosterici olabilir. Klinik uygulamalar ve ileri diizey deneysel
calismalar, dekspantenoliin farkli dozlarda ve uzun donem etkilerinin daha iyi

anlasilmasina olanak saglayabilir.
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6.SONUC ve ONERILER

Giliniimilizde birgok taniya ulasabilmek icin goriintiileme cihazlar1 ve
tirografin gibi kontrast maddeler kullanilmakta olup kullanilan tirografinin KKN’ye
sebep oldugu bilinmekte ve giliniimiizde gelisen teknolojilere ragmen olusan KKN’ye
karst veya  KKN’den  Kkoruyucu  herhangi  bir madde literatiirde
bulunmamaktadir.Yapilan c¢alismalarda tirografin’in apopitozu indiikleyici etkisi
mevcuttur.Ayrica yapilan ¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda da iirografin verilen
grup ile tirografintdekspantenol verilen grup karsilastirildiginda dekspantenol verilen
grupta SIRT-1’de artis ,p53’te azalma ,Bax’ta azalma,bcl-2’de artma, TAS ‘ta
artisa,0SI’de azalmaya sebep olmus ve TOS,BUN ,Kreatinin degerlerinde ise anlaml
farkliliga sebebiyet vermemistir.Buradan c¢ikacagi iizere hiicresel diizeyde
dekspantenol anti apopitotik 6zellik gostermekte olup kontrast madde nefropatisini

azaltmak amaciyla proteftif amagl kullanilabilir.
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OZET

Dekspantenol’iin Diatrizoat Sonras1 Olusmus Kontrast Nefropatisine Kars1 Sirt
1, P53, Bcl2/Bax Yolaklar1 Uzerinden Tedavi Edici Etki Mekanizmalarinin
Aydinlatilmasi

Kontrast maddeler giiniimiizde birgok taniy1 koymak ve tedaviye yol
gostermek agisindan tibbi goriintiilemede kullanilmakta ve normal doku ile patolojik
olan arasinda kontrast farki saglamaktadir.Bu sebeple giin gectikge daha da sik
kullanilmaktadir. Ancak kontrast maddelerin insan viicudunda kullanim sirasinda veya
kullanim1 sonrasinda istenmeyen yan etkilere sebep olabilmektedir.Ancak bazi
istenmeyen yan etkileri ciddi sonuglar dogurabilmekte olup biz bunlar arasinda en
ciddi yan etkiler arasinda olan kontrast nefropatisi hakkinda calistik.Giiniimiizde
bir¢ok ¢alisma yapilmakla birlikte hentiz kontrat nefropatisinin olugsmasini engellemek
veya tedavi eden bir metot literatiirde mevcut degildir. Bizde ¢alismamizda deneysel
olarak ratlarda konstrast nefropatisi modeli olusturup kontrast nefropatisini 6nlemede
veya tedavi edici etkisi hakkinda dekspantenol ile calistik.Calismamizda 32 adet disi
Wistar Albino cinsi rat ile her grupta 8 adet hayvan olacak sekilde ilk grup kontrol
grubu,ikinci grup radyokontrast grubu,riigiincii grup radyokontrast ve dekspantenol
grubu ve dordiincii grup dekspantenol grubu oalcak sekilde 4 gruba
ayirdik.Gruplarimizdaki  ratlardan  bobrek dokularindan  histopatolojik
,immiinohistokimyasal incelemeler ve kan dokularindan ise BUN-Kreatinin analizleri
yapilmistir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda bulgularimizda kratinin ve iire degerlerinde {iro
grubu ile tiro+deks gruplart arasinda anlamli farklilik saptanmamuis,iiro grubu ile
trot+deks grubu karsilastirildiginda renal hasarin iiro+deks grubunda histopatolojik
diizeyde belirgin azaldigy,iiro grubu ile tiro+deks grubu karsilastirildiginda tiro+deks
grubunda p53°te anlamli azalma,bcl-2’de anlamli artis, SIRT-1’de anlamli artig,bax’ta
anlamli azalma, TNF-a’da anlaml1 azalma,kaspaz 3’te anlamli azalma mevcuttur.

Bulgulardan elde edilen verilere gore iiro grubunda genetik, histopatolojik
,Jimmiinohistokimyasal diizeylerde saptanan renal hasarin dekspantenol ile
Onlenebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelime: Apopitozis, Dekspantenol, Diatrizoat, Kontrast, Nefropatisi,
Oksidatif Stres
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SUMMARY

Elucidation of the Therapeutic Mechanisms of Dexpanthenol Against

Diatrizoate-Induced Contrast Nephropathy via Sirt 1, P53, Bcl2/Bax Pathways

Contrast agents are now employed in medical imaging to facilitate numerous
diagnoses, guide treatment, and provide contrast between normal and pathological
tissue. Consequently, their utilization is increasing. However, contrast agents may
induce undesirable side effects during or after application in the human body. Some of
these adverse effects may have severe consequences, and our research focuses on
contrast nephropathy, which is among the most serious side effects. Despite the
numerous studies conducted, no method exists in the literature to prevent or treat
contrast nephropathy.In our study, we developed a model of contrast nephropathy in
rats and investigated the preventive or therapeutic effect of dexpanthenol on contrast
nephropathy. The experimental model comprised 32 female Wistar Albino rats, which
were divided into four groups of eight animals each. The first group served as the
control group, the second group was exposed to radiocontrast, the third group was
exposed to radiocontrast and dexpanthenol, and the fourth group was administered
dexpanthenol. A comprehensive array of histopathological and immunohistochemical
examinations was conducted on kidney tissues, complemented by BUN-Creatinine
analysis of blood tissues.

The findings of our study revealed no statistically significant differences
between the uro group and the uro+index groups with respect to creatinine and urea
values. However, when the uro group was compared with the uro+index group, a
significant reduction in renal damage was observed at the histopathologic level in the
uro+index group. In contrast, when the uro group was compared with the uro+dex
group, a significant decrease in p53, a significant increase in Bcl-2, a significant
increase in SIRT-1, a significant decrease in Bax, a significant decrease in TNF-a, and
a significant decrease in caspase 3 was observed in the uro+dex group.

The findings suggest that dexpanthenol can prevent renal damage detected at
genetic, histopathologic, and immunohistochemical levels in the uro group.

Keywords: Apopitosis, Contrast Nepropathy, Dexpanthenol, Diatrizoate, Oxidative
Stress
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