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OzET
Sicanda endotoksemiye bagl coklu organ hasarinda
kolinerjik anti-inflamatuvar yolun roli

Amag: Sicanda sepsise bagli ¢oklu organ hasarinda kolinerjik anti-inflama-
tuvar yolun rollini arastirmak ve patojenezde indiiklenebilir nitrik oksit sen-
taz (INOS) ve siklooksijenaz (COX)-2 enzimlerinin etkilesimini incelemektir.
Yontemler: Sprague-Dawley sicanlara lipopolisakkarid (LPS) (10 mg/kg;
intraperitoneal) uygulanarak sepsis olusturuldu. Tedavi gruplarina, LPS
oncesi 3 giin sureyle nikotin (0.1 mg/kg; intraperitoneal) tek basina veya
nikotinik reseptor antagonisti mekamilamin (3 mg/kg; subkutan), selektif
iNOS inhibitori aminoguanidin (8 mg/kg; intraperitoneal) veya selektif
COX-2 inhibitéri nimesulid (8 mg/kg; intraperitoneal) ile birlikte uygu-
landi. LPS'den 6 saat sonra dekapite edilen sicanlarin karaciger, bobrek ve
akciger orneklerinde malondialdehid (MDA), glutatyon (GSH), myelope-
roksidaz (MPO) aktivitesi, kemiluminisans dlctimleri ve hasar skorlamasi
yapildi. Kanda alanin transaminaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST)
ve Ure azotu (BUN) 6l¢uld.

Bulgular: Sepsis kanda ALT (p<0.05), AST (p<0.01) ve BUN (p<0.001)
duizeylerinde artisa, karaciger, bobrek ve akcigerde MDA'da yiikselmeye
(sirasi ile, p<0.01, p<0.05 ve p<0.05), MPO'da artisa (sirasi ile, p<0.01,
p<0.05 ve p<0.001), GSH'da azalmaya (karaciger icin p<0.01, bébrek icin
p<0.01) ve kemiluminisansta artisa (luminol her li¢c doku icin p<0.001;
lusigenin karaciger icin p<0.001, bdbrek ve akciger icin p<0.01) neden
oldu. Nikotin ALT, AST ve BUN diizeylerindeki ylkselmeyi (her ¢ para-
metre icin p<0.05), karaciger ve bobrekte MDA artisini (siras ile, p<0.05
ve p<0.05), GSH'daki azalmayi (siras! ile, p<0.01 ve p<0.01), doku hasarini
(sirasi ile, p<0.05 ve p<0.05) ve MPO artisini (karaciger icin p<0.05, bob-
rek icin p<0.01 ve akciger i¢in p<0.01) engelledi. Nikotinin yararli etkileri
diger tedaviler varliginda devam etme egilimi gosterdi.

Sonug: Nikotin tedavisi sepsise bagli karaciger, bobrek ve akciger hasarini
olasilikla iNOS ve COX-2 enzim sistemlerinden bagimsiz mekanizmalarla
korumaktadir.

Anabhtar sozciikler: Sepsis, sican, kolinerjik anti-inflamatuvar yol, nikotin,
inflamasyon

ABSTRACT
Role of the cholinergic anti-inflammatory pathway in
endotoxemia-induced multi-organ damage in the rat

Objective: To investigate the role of the cholinergic anti-inflammatory
pathway and interaction of inducible nitric oxide (iNOS) and
cycloxygenase (COX)-2 in organ dysfunction in rat sepsis.

Methods: Lipopolysaccharide (LPS) (10 mg/kg; intraperitoneally) was
given to Sprague-Dawley rats to induce sepsis. Groups were treated
with nicotine alone or with nicotinic receptor antagonist mecamylamine
(3 mg/kg; subcutaneously), selective iNOS inhibitor aminoguanidine
(8 mg/kg; intraperitoneally) or selective COX-2 inhibitor nimesulide (8
mg/kg; intraperitoneally). Six hours after LPS, liver, kidney and lung
samples were obtained for malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH),
myeloperoxidase (MPO), chemiluminescence assays and microscopic
evaluation and blood was obtained for alanine transaminase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST) and blood urea nitrogen (BUN) assays.
Results: Sepsis increased ALT (p<0.05), AST (p<0.01) and BUN (p<0.001),
tissue MDA (p<0.01 for liver and p<0.05, for kidney and lung), tissue
MPO (p<0.01, for liver; p<0.05, for kidney; p<0.001, for lung) and
chemiluminescence (luminol p<0.001, for all tissues; lucigenin p<0.001
for liver and p<0.01 for kidney and lung) while decreasing GSH (p<0.01,
for liver and kidney) compared to control. Nicotine prevented the
increase in ALT, AST and BUN (p<0.05, for each), increase in liver and
renal MDA (p<0.05, for each), consumption of GSH (p<0.01, for liver and
kidney), injury score (p<0.05, for liver and kidney) and increased MPO
(p<0.05, for liver and p<0.01, for kidney and lung). Beneficial effects of
nicotine seemed to persist in the presence of other therapies.
Conclusions: Nicotine in sepsis protects the tissues partially via activation
of the cholinergic anti-inflammatory pathway independently of the iNOS
and COX-2.

Key words: Sepsis, rat, cholinergic anti-inflammatory pathway, nicotine,
inflammation

GiRiS
Sepsis, hemodinamik ve metabolik degisikliklerle karak-
terize coklu organ hasarina ve 6liime yol acabilen klinik bir

tablodur (1). Siddetli enfeksiyona karsi immiin sistem ve
noéroendokrin sistemlerin cevabi sepsisin patogenezinde
onemli rol oynar (2). Mikrovaskiiler disfonksiyon sepsisle
iliskili dolasim yetmezligi ve organ disfonksiyonu icin 5nem-
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li bir faktor olarak kabul edilmektedir (3). Sepsise bagh ola-
rak gelisebilen sok tablosu; azalmis vaskiler direng ve miyo-
kardiyal kontraktilite sonucunda olusan hipotansiyon kay-
nakli kan akimi ve oksijen dagitiminda yetersizlik, doku
hipoksisi, organ hasari ve yetmezligiyle karakterizedir.

Kolinerjik anti-inflamatuvar yol, vagus siniri ve reseptor-
leri aracihigiyla pro-inflamatuvar sitokin salinimini inhibe
eden noral bir mekanizma olarak tanimlanmaktadir. Koli-
nerjik anti-inflamatuvar yolun elektriksel olarak vagus siniri-
nin uyariimasiyla aktivasyonunun, yanik hasari olusturul-
mus sicanlarda karaciger inflamasyonu (4), iskemi/reper-
fuzyon hasari (5), hemorajik sok (6), septik peritonit (7)
modellerinde artmis serum tiimor nekroz faktori (TNF)-a
seviyelerini azalttigi gosterilmistir. Kolinerjik sinirler ile
immiin sistem arasindaki iletisim icin a bungaratoksin-
duyarh kolinerjik nikotinik reseptdr olan a7nAChR’lerin
gerekli oldugu ve bu reseptoriin makrofajlarda ve diger
immun hucrelerde eksprese edildigi gosterilmistir (8).
a7nAChR agonistlerinin hem TNF-a hem de interldkin (IL)-
1, IL-6 ve IL-8 serbestlenmesini inhibe ettigi farkli modeller-
de gosterilmistir (9-11). Sinyal transdiiksiyonu olasilikla
sitokin eksprese eden hiicrelerdeki a7nAChR reseptor ara-
cihgiyla janus kinaz (JAK)2 fosforilasyonu ile sinyal transdi-
ser ve transkripsiyon faktori (STAT)-3'tin aktivasyonu sonu-
cunda niikleer faktor (NF)-kB translokasyonunda azalma ile
gerceklesmektedir (11).

Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi nitrik oksit (NO)'in ve sik-
looksijenaz (COX) enzimi de prostaglandinlerin sentezinde
gorev alan enzimlerdir. Her iki enzimin de yapisal ve indiik-
lenebilir izoformlart mevcuttur (12,13). NOS yapisal olarak
endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS) ve indiiklene-
bilir NOS (iNOS) izoformlarina sahiptir (14). Néronal NOS ve
eNOS tarafindan sentezlenen NO'nun genel olarak fizyolojik
stireclerde rol oynadigi, iNOS kaynakli NO'nun ise peroksi-
nitrit, nitrojen dioksit gibi tiirevleri yoluyla reaktif oksijen
molekiilleri gibi hasar verici oldugu kabul edilmektedir (15).
COX enziminin de COX-1 ve COX-2 olmak (izere iki izoformu
bulunmaktadir. COX-1 bircok dokuda yapisal olarak sentez-
lenirken COX-2 cesitli pro-inflamatuvar mediyator ve uyari
ile indiiklenerek sentezlenen izoformdur (16). NO'nun sepsis
ve septik sokla iliskili vaskuler degisikliklerde ve organ dis-
fonksiyonunda 6nemli bir mediyatér olarak rol oynadig
bilinmektedir (17,18). NO kapiller perflizyonda ve oksijen
ulagiminda bozulmalar ve doku hipoksisi ile karakterize olan
sepsisin erken doneminde kan akiminin diizenlenmesinde

etkilidir ve agirt NO Uretimi sepsis sirasinda mikrodolagimsal
bozukluklarda 6nemli rol oynamaktadir (19,20). Diger taraf-
tan, sepsiste COX-2 ekspresyonunun arttigi, COX-1 diizeyle-
rinin ise degismedigi gosterilmistir (21). Endotoksemi ile
artan COX-2'nin reaktif oksijen tiirlerinin Gretimini artirabile-
cegi iddia edilmis, COX-2 blokaji ile endotel kaynakli gevse-
menin tekrar saglandigi gosterilmistir (21).

Yukaridaki bilgilerin 151g1 altinda bu ¢alismada, deneysel
sepsis modeli kullanilarak ¢coklu organ hasarinda kolinerjik
anti-inflamatuvar yolun rollinl arastirmak ve bu yolun
patogenezinde yer aldigi diisiinlilen iNOS ve COX-2 enzim-
leri ile etkilesimini incelemek amaglanmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Galismada her iki cinsiyetten esit sayida Sprague-Daw-
ley sicanlar (200-250 gr) kullanildi. Sicanlar 1s1 (22+1°C), nem
(%65-70) ve 151k kontrolii saglanmig ortamda standart sican
yemi ile beslendiler. Deney siiresince 151k dongisii 12 saat
aydinhk, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Calisma
protokolii icin Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan onay alind.

Deneysel Sepsis Modeli

Sicanlar sepsis olusturmak lzere gece achgini takiben
her grupta 8 hayvan olacak sekilde kontrol grubu; sepsis
grubu; sepsis + nikotin grubu; sepsis + mekamilamin +
nikotin grubu; sepsis + aminoguanidin + nikotin grubu ve
sepsis + nimesulid + nikotin gruplarina ayrildi. Hayvanlara
sepsis olusturmak Uzere lipopolisakkarid (LPS; E. coli endo-
toksin serotip 0111:B4) 10 mg/kg dozunda intraperitoneal
olarak uygulandi. Kontrol grubuna, ayni yolla LPS'nin ¢6zi-
cusu fizyolojik tuzlu su (1 ml/100 g) uygulandi. Tedavi grup-
larina, LPS uygulanmasindan énce 3 giin siireyle nikotin
(0.1 mg/kg; intraperitoneal) tek basina veya nikotinik resep-
tor antagonisti mekamilamin (3 mg/kg; subkutan), selektif
iNOS inhibitorii aminoguanidin (8 mg/kg; intraperitoneal)
veya selektif COX-2 inhibitori nimesulid (8 mg/kg; intrape-
ritoneal) ile birlikte uygulandi. Sicanlarin timi LPS veya
¢6zlictsliniin uygulamasindan 6 saat sonra dekapite edildi.
GOvde kani toplandi, karaciger, bobrek ve akciger dokular
ctkarnldi. Serumda karaciger fonksiyon testlerinden alanin
transaminaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) dlzeyi
6lcim, bobrek fonksiyon testlerinden kan ire azot (BUN)
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diizeyi 6l¢limi yapildi. Dokularda ise, lipid peroksidasyo-
nun gostergesi olan malondialdehid (MDA) 6l¢ciimi, endo-
jen antioksidan glutatyon (GSH) diizeyi 6l¢imd, notrofil
infiltrasyonunun gostergesi olan myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi 6lcim, kemiluminisans yontemiyle oksidan mik-
tari 6lclimii ve histolojik skorlama yapild.

Serum ALT, AST ve BUN Diizeyleri Olgiimleri

Serum AST, ALT ve BUN dlizeyleri otomatize olarak cali-
sildi (Cobas 8000 Modular Analytics, Roche Diagnostics,
Almanya). AST ve ALT 6l¢limi icin International Federation
of Clinical Chemistry tarafindan 6nerilen pridoksal fosfat
aktivasyonlu yontem kullanildi. BUN testi ureaz ve glutamat
dehidrogenaz kullanilarak tre 6l¢limii olarak gerceklestiril-
di ve mg/dL olarak elde edilen sonuglar 0.467 ile carpilarak
ifade edildi.

Dokuda MDA ve GSH Diizeyi Olciimii

Doku 6rnekleri agirliklarinin 10 katina denk gelen mik-
tarda %10’luk triklorasetik asit (TCA) ile homojenizasyonu
takiben 3,000 devir ve 4°C'de 15 dakika suireyle santrif(j edil-
di. Stipernatan ayrilip 15,000 devirde 8 dakika daha santrifij
edildi ve lipid peroksidasyonu diizeyi 1.56x10° M cm™ kat-
sayisi kullanilarak MDA cinsinden spektrofotometrik 6l¢iim-
le ifade edildi (22). GSH &l¢timleri modifiye Ellman yontemi
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi (23).

Dokuda MPO Aktivitesi Ol¢iimii
Doku 6rnekleri %0.5'lik HETAB (50 mM potasyum fosfat

tamponu icinde; pH: 6) homojenize edildikten sonra, 12,000
rpm'de 10 dakika 4°C ‘de santrifiij edildi. Stipernatan uzak-

Tablo 1: Doku hasarinin mikroskobik skorlama kriterleri

lastinldiktan sonra, pellet 50 mM potasyum-fosfat tamponu
icinde tekrar homojenize edildi. 50 mM potasyum-fosfat
tamponu + o-dianisidin. 2HCI (20 mg/ml) + H,0, (20 mM) +
ornek iceren tlipler oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi
ve reaksiyon %2’lik sodyum azid ile durduruldu. Absorbans
degerleri 460 nm'de okundu (24).

Dokuda Kemiluminisans Ol¢iimii

Dokuda kemiluminisans 6l¢imi 0.2 mM luminol veya
lusigenin problari kullanilarak luminometre ile yapildi. Tim
Olctiimler 15 saniyelik intervaller seklinde 5 dakika streyle
yapildi ve sonuglar mg doku bagsina egri altindaki alan sek-
linde ifade edildi (25).

Dokunun Mikroskopik Olarak Degerlendirilmesi

Akciger, karaciger ve bobrek dokulari %10’'luk formalin
ile fikse edildi. Rutin parafine gdmme protokolii sonrasi 5
pum kalinligindaki kesitler hematoksilen ve eosin (H&E) ile
boyanarak fotomikroskopta (Olympus BX51, Japonya)
degerlendirildi. Her deney grubunda 6-8 preparat ve her
preparatta da rastgele secilen 5 alan x20 biy{itmede deger-
lendirildi ve Tablo 1'de gosterilen semikantitatif kriterlere
gore skorlandi (26).

istatistiksel Analiz

Mikroskobik skor verileri ortalama * standart sapma ve
medyan (minimum-maksimum degerler), diger veriler ise
ortalama * standart hata olarak ifade edildi. Verilerin anali-
zinde mikroskobik skor verileri icin Mann-Whitney U non-
parametrik test, diger parametreler icin Student’s t testi kul-
lanildi. p<0.05 dizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edil-

Doku Goriiniig
Akciger Vaskdler konjesyon ve interstisyel 6dem
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
Alveolar yapida bozulma
Karaciger Hepatositlerde vakuolizasyon ve piknotik hepatositler
Sintizoidal genisleme ve konjesyon
Kupffer hiicre aktivasyonu ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
Bobrek Glomeriilde hasar ve Bowman boslugunda genisleme

Proksimal ve distal tiiblllerde hasar

interstisyel &dem ve vaskiiler konjesyon

Her kriter 0-3 arasinda (0:yok; 1:hafif derecede; 2: orta derecede; 3: siddetli) skorlandi. Maksimum skor=9
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di. Analizler icin Instat analiz programi (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) kullanildi.

BULGULAR
Serum ALT, AST ve BUN Diizeyleri

Tedavisiz sepsis grubunda ALT, AST ve BUN diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek olarak bulun-
du (sirasiile, p<0.05, p<0.01 ve p<0.001). Nikotin uygulama-
si tek basina ALT, AST ve BUN diizeylerindeki bu yiikselmeyi
onemli ol¢lide engelledi (sirasi ile, p<0.05, p<0.05 ve
p<0.05). Nikotin ile birlikte mekamilamin, aminoguanidin
veya nimesulid tedavilerinin de ALT, AST ve BUN'daki artis-
lari benzer sekilde engelledikleri gozlendi (Tablo 2).

Doku MDA Diizeyleri

Karaciger, bobrek ve akciger 6rneklerinde LPS uygula-
masi dokuda lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA

diizeylerinde artisa yol acti (sirasi ile, p<0.01, p<0.05 ve
p<0.05). Nikotin tedavisi karaciger ve bobrekte sepsise bag-
I MDA artisini engellerken (sirasi ile p<0.05 ve p<0.05) akci-
ger dokusundaki etkisi istatistiksel anlamliliga ulagmadi.
Karaciger ve bobrek dokularinda nikotinin bu yararli etkisi
nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin varhiginda
ortadan kalkarken, iNOS ve COX-2 inhibisyonu ile degisme-
di (Sekil 1).

Doku GSH Diizeyleri

Karaciger ve bobrek dokusunda LPS ile endojen anti-
oksidan GSH dizeylerinde belirgin bir azalma go6zlenirken
(sirastile, p<0.01 ve p<0.01) akcigerde bu etki gorilmedi.
Karaciger ve bobrek 6rneklerinde sepsise bagh azalan
GSH nikotin tedavisi ile kontrol diizeylerine geri dondi
(sirasi ile, p<0.01 ve p<0.01). Karaciger dokusunda meka-
milamin 6n tedavisi nikotinin olumlu etkisini anlamli
diizeyde engellerken (p<0.05), aminoguanidin ve nimesu-
lid 6n tedavileri bu etkiyi degistirmedi. Bobrek dokusunda

Tablo 2: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis gruplarinda serum ALT, AST ve BUN duzeyleri

ALT (U/L) AST (U/L) BUN (mg/dl)
Kontrol grubu 54.88+7.80 208.60+17.69 14.25+0.65
Sepsis grubu 1093.00+388.80* 1103.004£299.20** 46.88+2.53%**
On-tedavili sepsis gruplari
Nikotin 138.80+60.83* 337.30+70.98* 35.75+3.25*
Nikotin + Mekamilamin 130.70+70.34* 389.30+153.90* 35.14+£3.99"
Nikotin + Aminoguanidin 64.50+10.23* 345.40+42.59* 33.13£3.85**
Nikotin + Nimesulid 54.13+£6.61* 409.30+34.58* 16.38+3.55*
*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001, kontrol grubuna kiyasla; *p<0.05, *p<0.01 ve ***p<0.001, tedavisiz sepsis grubuna kiyasla
Karacigjer Bibrek Akcider
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Sekil 1: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis (LPS) gruplarina ait karaciger, bébrek ve akciger doku érneklerinde malondialdehid (MDA) diizeyleri.
*p<0.05, **p<0.01: kontrol grubuna kiyasla, *p<0.05, **p<0.01: LPS grubuna kiyasla. LPS: lipopolisakkarid, NIC: nikotin, MEC: mekamilamin,

AG: aminoguanidin, NIM: nimesulid.
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nikotinin sepsise bagh azalan GSH lizerine yararh etkisi
mekamilamin, aminoguanidin ve nimesulid varliginda
devamlilik gosterdi (Sekil 2).

Doku MPO Aktivitesi

Dokuya nétrofil infiltrasyonunun bir gdstergesi olarak
kabul edilen MPO aktivitesi sepsisli gruba ait karaciger,
bobrek ve akciger dokularinda belirgin sekilde artig goste-
rirken (sirasiile, p<0.01, p<0.05 ve p<0.001), nikotin tedavisi
bu artislari anlamli sekilde azaltti (karaciger icin p<0.05,
bobrek icin p<0.01 ve akciger icin p<0.01). Karaciger ve
bobrek dokularinda nikotinin etkisi mekamilamin varligin-

da anlamli sekilde engellenirken (karaciger icin p<0.05;
bobrek icin p<0.001) iINOS ve COX-2 inhibisyonu ile devam-
hhk gosterdi. Akciger 6rneklerinde ise, nikotinin etkisi diger
tedavilerin varliginda 6nemli dlctide bir degisiklik goster-
medi (Sekil 3).

Doku Kemiluminisans Degerleri

Dokuda hidroksil radikali, hidrojen peroksit, hipoklorit
ve peroksinitrit varligini gosteren luminol kemiluminisans
ve sUperoksit radikali varlhiginin gdstergesi olan lusigenin
kemiluminisans degerleri, her li¢ dokuda da sepsis gru-
bunda kontrol grubuna gére 6nemli 6lgtide ylUksek bulun-

Karaciger Bibrek Akcider
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Sekil 2: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis (LPS) gruplarina ait karaciger, bobrek ve akciger 6rneklerinde glutatyon (GSH) diizeyleri.
**p<0.01: kontrol grubuna kiyasla, *p<0.01: LPS grubuna kiyasla, ®p<0.05: nikotin tedavili LPS grubuna kiyasla. LPS: lipopolisakkarid,

NIC: nikotin, MEC: mekamilamin, AG: aminoguanidin, NIM: nimesulid.
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Sekil 3: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis (LPS) gruplarina ait karaciger, bobrek ve akciger 6rneklerinde myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
diizeyleri. *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001: kontrol grubuna kiyasla, *p<0.05, *p<0.01: LPS grubuna kiyasla, ®p<0.05, 4¥p<0.001: nikotin tedavili
LPS grubuna kiyasla. LPS: lipopolisakkarid, NIC: nikotin, MEC: mekamilamin, AG: aminoguanidin, NIM: nimesulid.
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Tablo 3: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis gruplarina ait karaciger, bobrek ve akciger kemiluminisans degerleri

Karaciger Bobrek Akciger
Luminol Lusigenin Luminol Lusigenin Luminol Lusigenin
Kontrol grubu 8.58+0.79 8.94+1.09 9.48+1.69 8.02+1.02 9.64+1.05 11.26+0.59
Sepsis grubu 21.84+1.65%** 16.23+0.66%** 16.78+0.61%** 14.39+1.01** 20.60+1.64%** 20.53+£1.77*%*
On-tedavili sepsis gruplari
Nikotin 11.66+1.46" 10.21+0.89*+ 7.93+0.63+++ 10.41+1.03* 10.26+1.33*+ 10.49+1.21++
Nikotin + Mekamilamin 9.37+1.54+ 10.19+1.19*+ 11.33+1.29 11.33+1.06** 11.40+1.16*+ 11.51+0.73*+
Nikotin + Aminoguanidin 8.03+0.96*** 10.90+1.12* 9.94+0.52+ 8.91+ 0.62*+ 9.85+1.54+ 7.94+0.62+
Nikotin + Nimesulid 9.61+0.87+ 7.36+£0.44* 8.35+0.98** 10.34+0.76** 8.88+£1.19* 9.95+1.60**

**p<0.01,***p<0.001, kontrol grubuna kiyasla; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, tedavisiz sepsis grubuna kiyasla

Tablo 4: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis (LPS) gruplarina ait karaciger, bobrek ve akciger 6rneklerinde mikroskobik lezyon skoru degerleri.
Veriler ortalamazstandart sapma ve medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir.

Karaciger

Bobrek

Akciger

Kontrol grubu

Sepsis grubu

On-tedavili sepsis gruplari

Nikotin

Nikotin + Mekamilamin
Nikotin + Aminoguanidin

Nikotin + Nimesulid

0.01+0.04
0.00 (0.00-0.10)
8.25+1.25%**
9.00 (6.00-9.00)

6.42+0.66"
6.00 (6.00-7.50)

6.92+1.88
6.75 (4.50-9.00)

4.31+1.25*

4.50 (3.00-6.00)

6.86+0.80"
7.50 (6.00-7.50)

0.02+0.04
0.00 (0.00-0.10)
7.00£1.82%**
6.75 (4.50-9.00)

4.50+0.95*
4.50 (3.00-6.00)
5.25+1.26
4.50 (4.50-7.50)
5.00+1.22*
5.25 (3.00-6.00)
4.71+1.04*
4.50 (3.00-6.00)

0.02+0.06
0.00 (0.00-0.15)
8.50+1.22%**
9.00 (6.00-9.00)

7.75x1.47
8.25 (6.00-9.00)
6.50+1.55
6.00 (4.50-9.00)
6.94+2.11
6.75 (3.00-9.00)
6.21+1.82
6.00 (4.50-9.00)

***p<0.001, kontrol grubuna kiyasla; *p<0.05, **p<0.001, LPS grubuna kiyasla.
LPS: lipopolisakkarid

du (luminol her {i¢ doku i¢in p<0.001; lusigenin karaciger
icin p<0.001, bobrek ve akciger icin p<0.01). Her ii¢ doku-
da sepsise bagl artan luminol ve lusigenin kemilumini-
sans degerleri tek basina veya diger tedavilerle birlikte
nikotin uygulanmasi ile anlamh sekilde azalma gdsterdi
(Tablo 3).

Mikroskobik Degerlendirme

Sepsis grubunda karaciger, bobrek ve akciger dokula-
rinda mikroskobik hasar skoru kontrol grubuna kiyasla
belirgin sekilde yiiksekti (sirasi ile, p<0.001, p<0.001 ve
p<0.001). Tek basina nikotin tedavisi karaciger ve bobrek-
teki hasarda anlamli azalmaya yol acti (sirasi ile, p<0.05 ve
p<0.05). Karaciger ve bobrekte nikotinin bu etkisi amino-
guanidin varliginda devam etti (sirasi ile, p<0.001 ve
p<0.05). Benzer sekilde, nimesulid varliginda nikotinin
karaciger ve bobrekteki hasar tzerine yararli etkisi devam

etti (sirasi ile, p<0.05 ve p<0.05). Ancak akcigerde sepsise
bagh hasarin tek basina veya diger tedavilerle birlikte
nikotin varliginda anlamli bir degisiklik gostermedigi goz-
lendi (Tablo 4).

Karaciger, bobrek ve akciger 6rneklerinin morfolojik
incelemesinde, sepsise bagli olarak karacigerde ciddi
hepatosit hasari, sinuzoidlerde genisleme, konjesyon ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu; bébrekte ciddi glome-
ril hasari, Bowman boslugunda genisleme, proksimal ve
distal tibullerde hasar, orta diizeyde vaskiler konjesyon
ve interstisyel 6dem ve akcigerde alveol yapisinda
bozulma, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, vaskiler
konjesyon ve interstisyel 6dem gozlendi. Tek basina
nikotin uygulanan ve nikotin ile birlikte mekamilamin,
aminoguanidin veya nimesulid tedavisi uygulanan sep-
sis gruplarina ait her iic dokuda da morfolojik hasarin
onemli 6l¢lide gerilemekle birlikte devam ettigi izlendi
(Sekil 4, 5 ve 6).
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Sekil 4: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis gruplarina ait akciger
orneklerinin H&E boyama sonrasi mikroskobik gortintiileri. Kontrol
grubunda (A) normal akciger parenkim morfolojisi; sepsis grubunda
(B) alveol yapisinda bozulma, inflamatuvar hicre infiltrasyonu (ok
basi), vaskiiler konjesyon (ok) ve interstisyel 6dem (¥*) goriilmektedir.
Tek basina nikotin (C), nikotin + mekamilamin (D), nikotin +
aminoguanidin (E) ve nikotin + nimesulid (F) tedavisi alan sepsisli
gruplarda alveol yapisinda bozulma, vaskiler konjesyon (ok) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun (ok basi) ve interstisyel 6demin
(*) azalmakla birlikte devam ettigi gorilmektedir.

Tvi
R
ch
. Y
: [ —_— 2
o T
o
C < i -~
¥ ~ ~
il . X
ERE SR F

Sekil 5: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis gruplarina ait karaciger
orneklerinin H&E boyama sonrasi mikroskobik gorinttleri. Kontrol
grubunda (A) normal karaciger parenkim morfolojisi; sepsis grubunda
(B) sintizoidal konjesyon ve kanama (ok) ve hasarli hepatositler (ok
basi) gorilmektedir. Tek basina nikotin (C), nikotin + mekamilamin
(D), nikotin + aminoguanidin (E) ve nikotin + nimesulid (F) tedavisi
alan sepsisli gruplarda sintizoidal konjesyon ve kanama (ok) ve
hasarli hepatositlerde (ok basi) azalma izlenmektedir.
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Sekil 6: Kontrol, tedavisiz ve tedavili sepsis gruplarina ait bobrek
orneklerinin H&E boyama sonrasi mikroskobik goériintiileri. Kontrol
grubunda (A) normal bobrek korteks morfolojisi; sepsis grubunda
(B) Bowman boslugunda genisleme ve glomeriiler konjesyon (¥),
vaskiiler konjesyon ve kanama (ok) ve tiibul epitelinde hasar (ok bas)
gorulmektedir. Tek basina nikotin (C), nikotin + mekamilamin (D),
nikotin + aminoguanidin (E) ve nikotin + nimesulid (F) tedavisi alan
sepsisli gruplarda Bowman boslugunda genisleme ve glomeriiler
konjesyon (*), vaskuler konjesyon ve kanama (ok) ve tiibul epiteli
hasarinda (ok basi) 6nemli 6lctide azalma izlenmektedir.

TARTISMA

Bu calismanin verileri, sicanda endotoksin uygulanma-
sina bagli olarak gelisen sepsisin karaciger, bébrek ve akci-
gerde 6nemli 6l¢lide hasara yol actigini ve bu hasarin niko-
tin tedavisi ile belirgin derecede azaldigini géstermektedir.
Nikotinin yararli etkisi nikotinik reseptdr antagonisti 6n
tedavisi ile kismen engellenirken iNOS ve COX-2 inhibisyo-
nu ile degisme gdstermemistir.

Sepsisin enfeksiyon odaginin uzagindaki organlarda
ilerleyici hasar gelisimine yol actigi bilinmektedir (27). Sep-
sis ile indliklenen bu ¢oklu organ hasarinin gelisiminde
oksidatif stresin dGnemli rolii oldugu gosterilmistir (28). Bak-
terilerden endotoksin serbestlenmesi sepsis gelisimindeki
ilk basamaktir. Endotoksin inflamatuvar hiicreleri aktive
ederek inflamatuvar yanitin daha da siddetlenmesine yol
acan pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-q, IL-1f gibi) ser-
bestlenmesine neden olmaktadir. Bu inflamatuvar kaskad
I6kositlerin gesitli organlara infiltrasyonuna ve buna bagli
olarak vaskiiler ve parenkimal hiicre disfonksiyonuna yol
agmaktadir (27). Caismamizda, tedavisiz sepsisli grupta
karaciger, bobrek ve akciger 6rneklerinde mikroskobik
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dizeydeki hasarin lipid peroksidasyonda artis ve endojen
antioksidan glutatyonda azalma ile birlikte oldugu goriil-
mektedir. Bu bulgularin yani sira dokuda oksidan varliginin
dogrudan gosterilmesini saglayan kemiluminisans yonte-
miyle elde edilen veriler, sepsise bagli olarak her li¢ dokuda
oksidan hasarin varligina isaret etmektedir. Ek olarak, ince-
lenen dokulardaki oksidan hasar MPO aktivitesi artisi ile
paralellik géstermistir ve bu bulgu da dokularda hasara
neden olan oksidan kaynaklari arasinda nétrofillerin bulun-
dugunu diisiindirmektedir.

Vagus siniri kaynakli sinyallerin uyariimasinin, yiksek
dozda endotoksin uygulanan sicanlarda TNF-a serbestlen-
mesini anlamli sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (29). Daha
sonra yapilan calismalar, vagus siniri sinyallerinin deneysel
sepsis, iskemi/reperfiizyon, hemorajik sok, ileus, deneysel
artirit ve pankreatitte sitokin aktivitesini inhibe ettigini ve
hastalik sonlanimlarini diizelttigini ortaya koymustur (29-
37). Vagus sinirinin uyarilmasina bagli sitokin sentezindeki
inhibisyonun mekanizmasi, vagus sinirinin ana noérotrans-
miteri olan asetilkoline atfedilmistir (28,38,39). Sitokin ser-
bestleyen makrofajlar ve diger inflamatuvar hiicreler asetil-
kolin reseptorii eksprese ederler ve bu da sitokin sentezini
ve serbestlenmesini baskilayan intraselliler sinyali tetikler
(38,39). Sitokinleri inhibe ettigi en iyi sekilde karakterize
edilmis olan kolinerjik reseptor, nikotinik asetilkolin resep-
torlin a7 alt birimi (a7 nAChR)'dir. Calismamizda, bu resep-
torilin uyaricisi olarak verilen nikotin olasilikla bu mekaniz-
may! hareket gecirerek sepsise bagli 6zellikle karaciger ve
bobrekte ve daha az oranda akcigerde oksidan strese bagli
gelisen hasarda yararli etki gdstermistir. Nikotin bu dokular-

KAYNAKLAR

1. Hotchkiss RS, Karl IE. The pathophysiology and treatment of sepsis. N
Engl J Med. 2003; 348: 138-150.

2. Klijn E, Den Uil CA, Bakker J, Ince C. The heterogeneity of the
microcirculation in critical iliness. Clin Chest Med. 2008; 29: 643-654.

3. Cauwels A. Nitric oxide in shock. Kidney Int. 2007; 72: 557-565.

4, Bernik TR, Friedman SG, Ochani M, DiRaimo R, Susarla S, Czura CJ,
Tracey KJ. Cholinergic anti-inflammatory pathway inhibition of tumor
necrosis factor during ischemia reperfusion. J Vasc Surg. 2002; 36(6):
1231-1236.

5. Guarini S, Altavilla D, Cainazzo MM, Giuliani D, Bigiani A, Marini H,
Squadrito G, Minutoli L, Bertolini A, Marini R, Adamo EB, Venuti FS,
Squadrito F. Efferent vagal fiber stimulation blunts nuclear factor-
kappa B activation and protects against hypovolemic hemorrhagic
shock. Circulation. 2003; 107: 1189-1194.

daki hasarda mikroskobik diizeyde gerileme saglarken
dokulardaki nétrofil infiltrasyonunu ve oksidan metabolit-
lerdeki artisi da engellemistir. Bu etkilerine paralel olarak
sepsise bagl dokulardaki GSH iceriginde tikenme de niko-
tin tedavisi ile 6nemli 6l¢lide engellenmistir. Bu bulgular
deneysel sepsis modelinde, nikotin uygulamasinin olasilik-
la dokuya notrofil go¢linii azaltarak oksidatif stresi azalttigi-
ni distindiirmektedir. Nikotinin etkilerinin nikotinik resep-
tor antagonisti mekamilamin ile kismen geri dénmesi niko-
tinin a7nAcR'den bagimsiz mekanizmalar araciligi ile etkisi-
ni gosterebildigi seklinde aciklanabilmektedir. Diger taraf-
tan, nikotin ile birlikte selektif iNOS veya COX-2 inhibitorle-
rinin uygulandigi sepsisli gruplarda ortaya ¢ikan yararl etki-
lerin (tiim parametreler icin) nikotinin tek basina uygulandi-
g1 gruptaki etkilere benzer diizeyde oldugu da dikkat ¢ek-
mektedir. Nikotinin sepsise bagh gelisen hasar lzerine
koruyucu etkilerinin selektif iINOS veya COX-2 inhibisyonu
varhiginda degisiklik gdstermemesi nikotinin bu etkilerinin
bu enzim sistemleriyle etkilesimden bagimsiz oldugunu
diustindlrmektedir. Dokularin morfolojik olarak degerlen-
dirilmesi, nikotin tedavisi alan sepsisli grupta hasarin kis-
men &nlenebildigini ortaya koymustur; bu da sepsisten
once 3 glinltk nikotin tedavisinin koruyuculuk agisindan
yeterli olmadigini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, calismanin bulgulari sepsis 6ncesi yapilan
nikotin 6n tedavisinin kolinerjik anti-inflamatuvar yolu akti-
ve ederek karaciger, bobrek ve akciger dokularindaki sepsi-
se bagli hasari kismen korudugunu ve bu etkinin olasilikla
iNOS ve COX-2 enzim sistemlerinden bagimsiz olarak ger-
ceklestigini ortaya koymaktadir.

6. van Westerloo DJ, Giebelen IA, Florquin S, Daalhuisen J, Bruno MJ, de
Vos AF, Tracey KJ, van der Poll T. The cholinergic anti-inflammatory
pathway regulates the host response during septic peritonitis. J
Infect Dis. 2005; 191(12): 2138-2148.

7. Wang H, Yu M, Ochani M, Amella CA, Tanovic M, Susarla S, Li JH,
Wang H, Yang H, Ulloa L, Al-Abed Y, Czura CJ, Tracey KJ. Nicotinic
acetylcholine receptor alpha7 subunit is an essential regulator of
inflammation. Nature. 2003; 421: 384-388.

8. Su X, Lee JW, Matthay ZA, Mednick G, Uchida T, Fang X, Gupta N,
Matthay MA. Activation of the alpha7nAChR reduces acid-induced
acute lung injury in mice and rats. Am J Respir Cell Mol Biol. 2007;
37(2): 186-192.

9. Bencherif M, Lippiello PM, Lucas R, Marrero MB. Alpha7 nicotinic
receptors as novel therapeutic targets for inflammation-based
diseases. Cell Mol Life Sci. 2011; 68(6): 931-949.

28 Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 5, Sayr: 1, 2015 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 5, Number: 1, 2015 - http:/musbed.marmara.edu.tr




M. Kolgazi, F. Ozgiir, O. Beyazoglu, A. Kocagbz, M. Celik, M. Acikel-Elmas, M. Yuksel, F. Ercan, i. Alican

20.

21.

22.

23.

24.

. Li J, Mathieu SL, Harris R, Ji J, Anderson DJ, Malysz J, Bunnelle WH,

Waring JF, Marsh KC, Murtaza A, Olson LM, Gopalakrishnan M.
Role of a7 nicotinic acetylcholine receptors in regulating tumor
necrosis factor-a (TNF-a) as revealed by subtype selective agonists. J
Neuroimmunol. 2011; 239(1-2): 37-43.

. deJonge WJ1, van der Zanden EP, The FO, Bijlsma MF, van Westerloo

DJ, Bennink RJ, Berthoud HR, Uematsu S, Akira S, van den Wijngaard
RM, Boeckxstaens GE. Stimulation of the vagus nerve attenuates
macrophage activation by activating the Jak2-STAT3 signaling
pathway. Nat Immunol. 2005; 6: 844-851.

. Moncada S, Palmer RM, Higgs EA. Nitric oxide: physiology,

pathophysiology and pharmacology. Pharmacol Rev. 1991; 43: 109-
142,

. Dubois RN, Abramson SB, Crofford L, Gupta RA, Simon LS, Van De

Putte LB, Lipsky PE. Cyclooxygenase in biology and disease. The
FASEB J. 1998; 12: 1063-1073.

. Napoli C, Crimi E, Williams-Ignarro S, Nigris F, Ignarro LJ. Chapter 23.

Nitric Oxide, Oxidative Stress, Inmune Response and Critical Care.
In: Ignarro LJ, eds. Nitric Oxide: Biology and Pathobiology. Academic
Press; 2009. p. 755-772.

. Awad SS. State-of-the-art therapy for severe sepsis and multisystem

organ dysfunction. Am J Surg. 2003; 186: 23-30.

. Virdis A, Colucci R, Fornai M, Blandizzi C, Duranti E, Pinto S,

Bernardini N, Segnani C, Antonioli L, Taddei S, Salvetti A, Del
Tacca M. Cyclooxygenase-2 inhibition improves vascular endothelial
dysfunction in a rat model of endotoxic shock: role of inducible nitric-
oxide synthase and oxidative stress. J Pharmacol Exp Ther. 2005;
312(3): 945-953.

. Levy RM, Prince JM, Billiar TR. Nitric oxide: a clinical primer. Crit Care

Med. 2005; 33: 492-495.

. Ellis CG, Jagger J, Sharpe M. The microcirculation as a functional

system. Crit Care. 2005; 9: 3-8.

. Bateman RM, Sharpe MD, Ellis CG. Bench-to-bedside review:

microvascular dysfunction in sepsis —-hemodynamics, oxygen
transport, and nitric oxide. Crit Care. 2003; 7: 359-373.

Trzeciak S, Cinel |, Philip Dellinger R, Shapiro NI, Arnold R, Parrillo
JE, Hollenberg SM, Microcirculatory Alterations in Resuscitation and
Shock (MARS) Investigators. Resuscitating the microcirculation in
sepsis: the central role of nitric oxide, emerging concepts for novel
therapies, and challenges for clinical trials. Acad Emerg Med. 2008;
15:399-413.

Wu KK. Inducible cyclooxygenase and nitric oxide synthase. Adv
Pharmacol. 1995; 33: 179-207.

Casini A, Ferrali M, Pompella AS, Maellaro E, Comporti M. Lipid
peroxidation and cellular damage in extra hepatic tissues of
bromobenzene intoxicated mice. Am J Pathol. 1986; 123: 520-531.

Aykac G, Uysal M, Yalcin AS, Kocak-Toker N, Sivas A, Oz H. The effect
of chronic ethanol ingestion on hepatic lipid peroxide, glutathione
peroxidase and glutathione transferase in rat. Toxicology. 1985; 46:
71-76.

Bradley PP, Preibat D, Christerser RD, Rothstein G. Measurement of
cutaneous inflammation: estimation of neutrophil content with an
enzyme marker. J Invest Dermatol. 1982; 78: 206-209.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Haklar G, Ulukaya-Durakbasa C, Yuksel M, Dagli T, Yalcin AS. Oxygen
radicals and nitric oxide in rat mesenteric ischemia-reperfusion:
modulation by l-arginine and N-nitro-L-arginine methyl ester. Clin
Exp Pharmacol Physiol. 1998; 25: 908-912.

Sener G, Toklu H, Kapucu C, Ercan F, Erkanli G, Kagmaz A, Tilki M,
Yegen BC. Melatonin protects against oxidative organ injury in a rat
model of sepsis. Surg Today. 2005; 35(1): 52-59.

Neviere RR, Cepinskas G, Madorin WS, Hoque N, Karmazyn M, Sibbald
WJ, Kvietys PR. LPS pretreatment ameliorates peritonitis-induced
myocardial inflammation and dysfunction: role of myocytes. Am J
Physiol. 1999; 277: H885-892.

Sato M, Maulik N, Das DK. Cardioprotection with alcohol: role of
both alcohol and polyphenolic antioxidants. Ann NY Acad Sci. 2002;
957:122-135.

Borovikova LV, lvanova S, Zhang M, Yang H, Botchkina Gl, Watkins LR,
Wang H, Abumrad N, Eaton JW, Tracey KJ. Vagus nerve stimulation
attenuates the systemic inflammatory response to endotoxin. Nature
2000;405: 458-462.

Bernik TR, Friedman SG, Ochani M, DiRaimo R, Ulloa L, Yang H, Sudan
S, Czura CJ, lvanova SM, Tracey KJ. Pharmacological stimulation of
the cholinergic antiinflammatory pathway. J Exp Med. 2002; 195:781-
788.

Mioni C, Bazzani C, Giuliani D, Altavilla D, Leone S, Ferrari A, Minutoli
L, Bitto A, Marini H, Zaffe D, Botticelli AR, lannone A, Tomasi A,
Bigiani A, Bertolini A, Squadrito F, Guarini S. Activation of an efferent
cholinergic pathway produces strong protection against myocardial
ischemia/reperfusion injury in rats. Crit Care Med. 2005; 33: 2621-
2628.

Altavilla D, Guarini S, Bitto A, Mioni C, Giuliani D, Bigiani A, Squadrito
G, Minutoli L, Venuti FS, Messineo F, De Meo V, Bazzani C, Squadrito
F. Activation of the cholinergic antiinflammatory pathway reduces
NF-kappa b activation, blunts TNF-alpha production, and protects
against splanchic artery occlusion shock. Shock. 2006; 25: 500-506.

Guarini S, Altavilla D, Cainazzo MM, Giuliani D, Bigiani A, Marini H,
Squadrito G, Minutoli L, Bertolini A, Marini R, Adamo EB, Venuti FS,
Squadrito F. Efferent vagal fibre stimulation blunts nuclear factor-
kappaB activation and protects against hypovolemic hemorrhagic
shock. Circulation. 2003; 107: 1189-1194.

De Jonge WJ, van der Zanden EP, The FO, Bijlsma MF, van Westerloo
DUJ, Bennink RJ, Berthoud HR, Uematsu S, Akira S, van den Wijngaard
RM, Boeckxstaens GE. Stimulation of the vagus nerve attenuates
macrophage activation by activating the Jak2-STAT3 signaling
pathway. Nat Immunol. 2005; 6: 844-851.

Borovikova LV, Ivanova S, Nardi D, Zhang M, Yang H, Ombrellino
M, Tracey KJ. Role of vagus nerve signaling in CNI-1493-mediated
suppression of acute inflammation. Auton Neurosci. 2000; 85: 141-
147.

van Westerloo DJ, Giebelen IA, Florquin S, Bruno MJ, Larosa GJ,
Ulloa L, Tracey KJ, van der Poll T. The vagus nerve and nicotinic
receptors modulate experimental pancreatitis severity in mice.
Gastroenterology. 2006; 130: 1822-1830.

Saeed RW, Varma S, Peng-Nemeroff T, Sherry B, Balakhaneh D,
Huston J, Tracey KJ, Al-Abed Y, Metz CN. Cholinergic stimulation
blocks endothelial cell activation and leukocyte recruitment during
inflammation. J Exp Med. 2005; 201: 1113-1123.

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 5, Sayt: 1, 2015 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 5, Number: 1, 2015 - http://musbed.marmara.edu.tr 29




Sicanda endotoksemiye bagh coklu organ hasarinda kolinerjik anti-inflamatuvar yolun rolG

38. WangH, YuM, Ochani M, Amella CA, Tanovic M, Susarla S, Susarla S, Li 39. Wang H, Liao H, Ochani M, Justiniani M, Lin X, Yang L, Al-Abed Y,

JH, Wang H, Yang H, Ulloa L, Al-Abed Y, Czura CJ, Tracey KJ. Nicotinic Wang H, Metz C, Miller EJ, Tracey KJ, Ulloa L. Cholinergic agonists
acetylcholine receptor alpha7 subunit is an essential regulator of inhibit HMGB1 release and improve survival in experimental sepsis.
inflammation. Nature. 2003;421: 384-388. Nat Med. 2004; 10: 1216-1221.

30

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 5, Sayr: 1, 2015 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 5, Number: 1, 2015 - http:/musbed.marmara.edu.tr




