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Ozet: Bu galismanin amaci, kontrast madde (KM) tarafindan olusturulan kontrast madde nefropatisinde (KMN), kalpain inhibisyonunu saglayan
kalpain inhibitérti-1 (KAL-1)in karacider arginaz aktivitesi ile serum Ure ve kreatinin diizeyleri Gizerine etkilerini arastirmaktir. Calismada, 28
adet 8-10 haftalik Sprague Dawley cinsi disi ratlar kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi: Kontrol
grubu, KM verilen grup, KAL-1 verilen grup, KM ve KAL-1 verilen grup (KM+KAL-1). Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapiimadi.
Arginaz enzim aktivitesi Tiyosemicarbazid Diasetiimonoxim Ure (TDMU) metodu, serum kreatinin diizeyi Jaffe ydntemiyle, serum iire miktari
otoanalizérde Kinetik UV Assay yontemi ile yapildi. Karacider arginaz enzim aktivitesi KM, KAL-1 ve KM+KAL-1 uygulanan ratlarda kontrol
grubuna gore duslk bulundu (p<0.001). Tek basina ve KM ile birlikte KAL-1 uygulamasi, KM grubuna gére arginaz aktivitesinde daha fazla
dislse sebep olmustur. Serum Ure ve kreatininin degerleri KM grubunda, kontrol grubuna gére anlamli olarak ylksek saptandi (p<0.01).
Serum kreatininin ve Ure seviyesi KAL-1 ve KM+KAL-1 grubunda, KM grubuna gére dnemli dlglide dists gosterdi (p<0.01). Kreatinin ve lre
seviyesinin KM grubunda yliksek olmasi nefropatinin gelistigini, KAL-1 verilen grupta bu degerlerin normale yaklagsmasi ise nefropatiyi KAL-
1’den kaynaklandigini disindUrmustir. Arginaz enzim aktivitesinin ise KM grubunda énemli derecede dismesi, KAL-1 uygulanmasinin ise
bu dislsu engellememesi; serum Ure diizeyinde daha fazla artistan korunmak igin karacigerin daha fazla tre Gretmemesi amaci ile KAL-1’in
arginazin dususiint engellemedigi seklinde yorumlanabilir.
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Effects of Calpain Inhibition on Arginase, Creatinine and Urea in Experimental Contrast Medium- Induced Nephropathy

Summary: The purpose of this study is to investigate the activity of liver arginase and examine the effects on the levels of serum urea and
creatinine of calpain inhibition (CAL-1) in contrast medium nephropathy (CMN) developed by contrast medium. Twenty-eight Sprague Dawley
female rats aged 8-10 weeks were used. The experimental animals were divided into 4 groups where there were animals in each namely
control, group given contrast medium (CM), group given CAL-1 (CAL-1) and group given CAL-1 and contract medium (CAL-1 + CM). No
application was made to the control group. Arginase enzyme activity was measured by Tiyosemicarbazid Diacetylmonoxim Urea (TDMU)
method. The level of serum creatinine was performed by Jaffe method and the amount of serum urea was performed by kinetic UV assay
method in autoanalyzer. Liver arginase enzyme activity in rats given CM, CAL-1, CM + CAL-1 was found significantly low compared to the rats
in the control group (p <0.001). The CAL-1 alone or in combination with CM application led to further declines in arginase activity compared to
the CM group. The levels of serum creatinine and urea in the CM group were found significant higher than that of control group (p <0.01). The
levels of serum creatinine and urea in CAL-1 and CM + CAL-1 showed a significantly decrease compared to the CM group (p <0.01). That the
levels of creatinine and urea are high in the CM group showed the development of nephropathy, and that these values being closer to normal
in the CAL-1 group showed that CAL-1 reduced nephropathy. The significant decrease in the activity of the arginase enzyme in the CM group,
and the CAL-1 application not preventing this decrease may be interpreted as CAL-1 did not prevent the decrease of arginase because more
urea was not produced in the liver to avoid further increases in the level of serum urea.
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Giris Arginaz Il, mitokondrial formu olup, Ure dongulsu
bulunmayan extrahepatik dokularda bulunmaktadir.
Bu izoenzim proteinlerin yapisina katilan prolin ve
hidroksiprolinin sentezinin prekirséri olan ornitin
sentezinde (10, 11); poliaminlerin biyosentezinde;
immun cevap olusumunda; ayrica tumor biyolojisinde
de rol oynadigi saptanmistir (8, 13, 25). Kontrast
madde (KM), son yillarda klinik pratikte kullanimi
giderek artan ve taniya gitmede oldukga faydali olan
ajanlardir (18). Kontrast maddeler uygulandiktan
sonra tani igin oldukga fazla olan katkilari yaninda
celie T — viicutta istenmeyen etkileri de gobzlenebilmektedir.
oAl pions A Bu_etilerin bir kismi flag tedavisi gerekirmeyer

mindr reaksiyonlar iken, bir kismi medikal destek

* Bu gahsma IV. Ulusal Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji | k I kal h | d
Kongresinde poster bildirisi olarak sunulmustur. oimaksizin, engellenemeyen kalicl hasarlara neden

Ure donglisli; amino asitlerin, aminlerin ve nikleik
asitlerin  katabolizmasiyla olusan  amonyagin
detoksifikasyonunda  sorumlu  bir  déngldur.
Doénglnin son basamaginda fonksiyon goéren
arginaz (L-arginin amidinohidrolaz, EC 3.5.3.1),
L-argininin Ure ve ornitine hidrolizini saglayan
bir enzimdir (17). iki izoenzime sahiptir. Arginaz
I, sitozolik formu olup karacigere yerlesmistir ve
amonyagin detoksifikasyonundan sorumludur.
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olabilen ciddi komplikasyonlardir (12). Bunlardan en
Onemlisi kontrast madde nefropatisi (KMN)’ dir (14).
Kontrast madde nefropatisinin spesifik bir tanisal
belirleyicisi olmamasina ragmen halen en ¢ok kabul
goren ve ekonomik tani KM verildikten sonra serum
kreatininin ve Ure degerlerinin dlgliimesi ile yapilir (1,
18). Tedavisinin ise metabolizmayi desteklemek ve
koruyucu onlemlerin alinmasi gelisecek nefropatiyle
micadelede daha énemli bir yer almaktadir (18, 21).
Kalpain inhibisyonu, KMN’i nleme anlaminda olduk¢a
onem arz etmektedir. Calismalar, hem kalpain hem
de kaspazlarin proksimal tibdullerde hipoksiyle veya
toksik ajanlarla indtklenen hiicre membran hasarinda
rol oynadiklarini géstermektedir (4, 5, 19). Kalpainlerin
beyin, karaciger, kalp ve bdbrek hiicrelerinde hipoksik
/ iskemik hasarin mediyatorleri olduklari gosterilmis
olup, bunlarin inhibisyonuyla hasarin azaltilabilecegi
hatta Onleyebilecegini bildiren ¢alismalar mevcuttur
(20, 23). Bir duzineden fazla kalpain inhibitéru
bilinmektedir. Bunlar gegis bdlgesi inhibitorleri,
irreversibl inhibitorler, kalmodulin antagonistleri ve
poliaminlerdir (23). Kalpain inhibitér-1 -Acetyl-Leu-
Leu-norleucinal peptid aldehit ve keton yapisinda
olan gegis bolgesi inhibitdrlerinden olup, kalpainin
aktif bdlgesine geri donusumsuz olarak baglanir.
Kalpain inhibitdr-1 (KAL-1)'in katarakt, iskemik
serebrovaskuler olay, miyokard infarktisi gibi cesitli
patolojik durumlarda kalpain aktivitesini azalttigi tespit
edilmistir (3). Kalpain inhibitor-1 ile saglanan kalpain
inhibisyonunun ratlarda olusturulan renal hipoksi
modelinde proksimal tlibul hicrelerindeki sitoprotektif
etkileri gosterilmistir (2)

Bu calismada, KMN’de KAL-1 ile olusturulan kalpain
inhibisyonunun serum Ure ve kreatinin duzeyleri
Uzerine etkisinin arastiriimasi yaninda hem arginaz
enziminin hem de ure doénglsunin bulundugu tek
doku olan karaciger dokusunda, Urenin olusmasinda
gérev alan arginaz enziminin aktivite duizeylerinin
Olgulmesi de amaglanmistir.

Gereg ve Yontem
Kontrast Madde Nefropatisi Olusturulmasi

Arastirmacilar ratlarda deneysel olarak kontrast
madde nefropatisi indliksiyonu igin ¢esitli yontemler
kullaniimaktadirlar. Tum yontemlerdeki ortak nokta
kontrast madde enjeksiyonu Oncesi renal hasara yol
acip KMN icin predispose bir duurm olusturmaktir
(24). Calismalarda en sik kullanilan yéntem belirli
bir sure dehidratasyon sonrasinda kontrest madde
enjeksiyonu olup, ¢calismada bu yéntem uygulandi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu galisma igin, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu (FUHADEK) 25.05.2010 tarihli 2010/9
toplanti sayili ve 49 karar numarasi ile etik kurul onayi
alindi. Calisma, standart deneysel hayvan galismalari
etik kurallarina uygun olarak, Firat Universitesi
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Deneysel Arastirma Merkezinde FUDAM vyapildi.
Deneysel calismalar, agirliklari 150- 200 gr olan,

8- 10 haftalik toplam 28 adet Sprague Dawley irki rat

Uzerinde gercgeklestirildi. Ratlar dort gruba ayrildi:

1. Kontrol grubu (n=7): 7 gunlik deney suresince
herhangi bir iglem yapilmadi ve normal laboratuar
kosullarinda yasatildilar. Calisma sonunda ratlardan
anestezi altinda kan ve karaciger dokusu alindi.

2. Kontrast madde grubu (KM, n=7): Bu gruptaki
ratlar kontrast madde verilmeden 6nce 3 giin slreyle
susuz birakildiktan sonra kuyruk venalarindan 6 mi/kg
diatrizoate verildi (24). Kontrast madde uygulandiktan
24 saat sonra kontrol grubunda oldugu gibi érnekler
alindi.

3. Kalpain inhibitér-1 grubu (KAL-1, n=7): Ratlar 3 glin
susuz birakildiktan sonra 10 mg/kg dozunda KAL-1
intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. KAL-1 uygulandiktan
1 saat sonra 6 ml/kg % 0.9 sodyum Klortr kuyruk
venalarindan verildi. KAL-1 uygulandiktan 24 saat
sonra kontrol grubunda oldugu gibi érnekler alindi.

4. Kontrast madde+Kalpain inhibitér-1 grubu
(KM+KAL-1, n=7): Dordlincu gruptaki ratlara, 3
gun sureyle susuz birakildiktan sonra ikinci grupta
uygulanan sekilde diatrizoate verildi. Diatrizoate
verilmesinden 1 saat dnce KAL-1 10 mg/kg olacak
sekilde i.p. olarak verildi ve 24 saat sonra diger
gruplarda oldugu gibi érnekler alindi.

Arastirmada kullanilan kanlarin hemen serumlari
ayrildi. Serum kreatinin 6lgimu Jaffe yontemiile serum
Ure 6lgimu otoanalizérde kinetik UV assay yontemiile
yapildi. Sonuglar mg/dl olarak ifade edildi. Karaciger
dokulari %0.9’luk NaCl igcinde en kisa zamanda
laboratuara getirildi. Alinan dokular iki slizge¢ kagidi
arasinda kurutulduktan sonra distile su (1/10, w/v)
ile sulandirilarak homojenize (Ultra turax T-25) edilip
homojenatlar sogutmali santrifijde +4°C’de (Sorvall
RC-5B) 16000xg’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra Uste kalan supernatant alinarak enzim kaynagi
olarak kullanildi. Enzim aktivitesi tiyosemicarbazid
diasetilmonoxim tre (TDMU) metodu ile dlgtldu (9).

Enzim kaynaklart 4 mM’lik MnCl, ile 55 °C’'de 10
dakika preinklbasyona tabii tutuldu. Deney ortami
icin; pH’lan 9.7 olan L-argininden (50 mM) 0.3
ml, karbonat tamponundan (75 mM) 0.4 ml ve
Uzerine preinkibe edilmis enzim kaynagindan 0.3
ml konularak 37 °C’de 10 dakika calkalamali su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Daha sonra
3 ml asit ayiraci (sulfirik ve fosforik asit karisimi)
konularak reaksiyon durduruldu ve 2 ml renk ayiraci
(tiyosemikarbazid ve diasetiimonoxim karigimi) ilave
edilerek 10 dakika kaynar su hamaminda bekletilip
520 nm’de absorbanslar okundu.

Orneklerin absorbanslarindan sifir zaman korlerinin
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Tablo 1. Kontrast madde nefropatisinde KAL-1’in karaciger arginaz aktivitesi ile serum Ure ve kreatinin duzeyleri

Uzerine etkisi

Kontrol KM KAL-1 KM + KAL- Onem Kontrolii
n —
Xisy Xisy X sy . X (ANOVA)
14.17£1.29°
Arginaz (U) 7 20.43+2.312 11.77+1.04b° 8.03+1.11¢ P <0.001
Ure (mg/dL) 7 39.85+1.952 46+2.44° 41.28+1.79° P <0.01
41.14+2.192
0.67+0.03°
Kreatinin (mg/dL) 7 0.50+0.042 0.520.032 0.4810.032 P <0.01

abe: Ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi farklilik istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

absorbanslari (zero time blank) g¢ikarilarak re
miktarlari Gnite olarak degerlendirildi (UNITE: umol
ure/mg protein x saat). Protein miktari ise Lowry
Metodu ile dl¢ildu (15).

istatistiksel analiz

Deneme gruplari arasinda arginaz, Ure ve kreatinin
duzeyleri arasindaki farkin kontrolinde SPSS 12.0
paket programi kapsaminda varyans analizi ve
Duncan testinden faydalanildi ve sonuglar ortalama
+ standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindaki
farkliliklar 6nem seviyesi p<0.05 esas alinarak
degerlendirildi.

Bulgular

Kontrast madde nefropatisinde, KAL-1’in karaciger
arginaz aktivitesi ile serum Ure ve kreatinin
dlzeyleri Uzerine etkisi Tablo 1'de verildi. Karaciger
arginaz enzim aktivitesi KM, KAL-1 ve KM+KAL-1
uygulanan ratlarda kontrol grubuna goére o6nemli
olarak disuk bulundu. Tek basina ve KM ile birlikte
KAL-1 uygulamasi, KM grubuna goére arginaz
aktivitesinde daha fazla azalmaya sebep oldugu
ve bu azalmanin ise KM+KAL-1 grubunda istatistik
olarak énemli oldugu bulundu (p<0.001). KM grubu
ile diger gruplar karsilastirildiginda, serum Ure ve
kreatinin duzeylerinde istatistik olarak anlamli artis
saptandi (p<0.01). Tek basina ve KM ile birlikte
KAL-1 uygulamasi KM grubuna gére serum Ure
ve kreatinin dizeylerinde anlamli azalmaya sebep
oldugu (p<0.01), bodylece serum Uure ve kreatinin
dlzeyleri kontrol degerlerine yaklastigi goézlendi.
KAL-1 grubu ve KM+KAL-1 grubu kendi aralarinda
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark
saptanmadi (Tablo 1).

Tartisma

KMN’nin spesifik bir tanisal belirleyicisi olmamasina
ragmen halen en cok kabul géren ve ekonomik
tani yontemi KM verildikten sonra serum kreatinin
ve Ure degerlerinin 6élgimuine dayanir (1, 18). KM
uygulamasini takiben ilk 24 saat iginde serum
kreatinin seviyelerinin yukselmesi KMN tanisi igin
gereklidir (22). Deneysel hayvan modelleriyle
yapilan c¢alismalarda tek basina KM verilerek

nefropati olusturulmasi gii¢ goriinmektedir. Deneysel
kontrast nefropatisini indiklemek i¢in dehidratasyon,
ditretikler, nefrektomi, gliserol gibi farkh yontemler
kullanmaktadirlar (23). Parvez ve ark. (16), 24 saat
dehidratasyon sonrasi KM verilmesi ile renal hasar ve
serum kreatinin duzeylerinde yikselme gdzlenmemis,
gliserol injeksiyonu veya indometazin ile birlikte KM
uygulandiginda KMN oldugu saptamislardir. Toprak
ve ark. (22) ise 72 saatlik dehidratasyon stiresi sonrasi
intraven6z olarak uygulanan 6 mil/kg diatrizoatin
kontrol grubuna gére anlamli olarak serum kreatininin
ve MDA seviyelerini ylkselttigini gdstermislerdir. Bir
glnluk dehidratasyon sonrasi 10 ml/kg KM ile renal
hasarlanma ve serum kreatinin degerlerinde yikselme
g6zlendigi bildirilmistir (26). Kontrol grubuna gére, KM
grubunun ure ve kreatinin degerleri anlamli olarak
yuksek saptanmasi (p<0.01) bu galismalarla paralellik
gOstermektedir. KM grubundaki serum kreatinin
seviyelerindeki ylikselme KMN’nin tani ve klinik seyri
ile benzerlik gostermektedir (1, 12, 14, 18).

Calismalar, hem kalpain hem de kaspazlarin
proksimal tubdllerde hipoksiyle veya toksik
ajanlarla indiklenen hiucre membran hasarinda rol
oynadiklarini géstermektedir (4-7, 19). Bu calismada
da KM grubu ile karsilastirildiginda KAL-1 alanlarda
serum kreatininin ve Ure degerleri anlamli olarak
disuk saptanmistir (p<0.01). Serum Ure ve kreatininin
degerlerinin  KM+KAL-1 grubunda KM grubuna
gore anlamli o6lglide dusuk saptanmasi KAL-1’in
renal fonksiyonlar Uzerine koruyucu etkisi oldugunu
desteklemektedir.

Amonyagin detoksifikasyonunda gorevli olan Ure
dongisinin, son basamaginda fonksiyon goren
arginaz, L-argininin Ure ve ornitine hidrolizini saglayan
bir enzimdir. Karaciger, hem arginaz enziminin hem
de Ure doéngusunin bulundugu tek dokudur (17).
Bu calismada, nefropatiye bagli karaciger arginaz
aktivitesinde azalma kaydedilmis, ayrica KAL-1’in
karaciger arginaz aktivitesini azaltici etkisinin oldugu
ilk olarak gosteriimis olup KM ile birlestiginde bu
etkinin daha belirgin oldugu saptanmistir (Tablo 1).
Arginaz enzim aktivitesinin ise KM grubunda énemli
derecede dusmesi, KAL-1 uygulanmasinin ise daha
fazla duslse sebep olmasi; serum ure dizeyinde
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daha fazla artistan korunmak igin karacigerin daha
fazla ure Uretmemesi amaci ile KAL-1’in arginazin
distsunl engellemedigi seklinde yorumlanabilir.

Sonug olarak KM grubunda serum kreatinin ve ure
seviyesinin yuksek olmasi nefropatinin gelistigini,
KAL-1 verilen grupta bu degerlerin normale
yaklagmasi ve ayrica karaciger arginaz aktivitesini de
azaltarak serum Ure dizeyinin artmasini engellemesi
KAL-71’in nefropati lizerine olumlu etkisinin oldugunu
gostermektedir
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