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OZET

Bu tezde siklosporin A ile deneysel bobrek yetmezligi olusturulmus siganlarin
bobrek dokusunda Kaveolin gen ifadesini, bobrek MDA ve serum BUN ve kreatinin
degerlerini arastirmak amaciyla 20 adet Wistar cinsi disi sican kullanildi. Siganlar,
kontrol grubu ve deneysel kronik bobrek yetmezligi grubu olmak iizere iki gruba
ayrildilar. Deney grubundaki sicanlara kilogram viicut agirligt basmna 30 mg
siklosporin A deri alt1 uygulama yolu ile 28 giin boyunca verildi. Kontrol grubu
sicanlara ise Siklosporin A’nin ¢6ziildiigii tasit madde olan cremofor EL ¢ozeltisi 28
giin boyunca deri alt1 yolla uygulandi. Deney sonunda gruplardan alinan bobrek
dokularindan kaveolin gen analizi ve MDA analizi yapildi. Serumdan ise BUN ve
kreatinin analizleri yapildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda deney grubu
kaveolin gen ifadesinde istatistiki anlamli bir azalma bulunurken (P < 0,05), MDA
seviyesinde ise anlamli bir artig tespit edildi. (P < 0,05). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda deney grubu serum BUN ve kreatinin seviyesi anlamli olarak

yiikselmisti (P < 0,05).

Anahtar kelimeler: Kronik bobrek yetmezligi, kaveolin, siklosporin A, gen

ekspresyonu, RT-PZT, rat
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ABSTRACT

CAVEOLIN GENE EXPRESSION IN RATS MODEL OF CHRONIC RENAL
FAILURE

In this thesis, the gene expression profile of caveoline, kidney MDA, and
serum BUN and creatinine levels were investigated in experimentally induced renal
failure by cyclosporine A. 20 female Wistar rats were used for this purpose. Rats
were divided into two groups as control and experimentally induced chronic renal
failure group. In the experimental group, rats were injected with 30 mg/kg of
cyclosporin A via subcutaneous route for 28 days. In the control group, rats were
injected with cremophor EL, vehicle for cyclosporin A, for 28 days. Caveolin gene
analysis and MDA analysis in the kidney tissue as well as serum BUN and creatinine
analysis were performed at the end of the experiment. Caveolin gene expression of
experimental group was statistically significantly reduced (P < 0.05), while the MDA
level was significantly increased compared to those of control (P < 0.05). Serum
BUN and creatinine levels were significantly increased in the experimental group

compared to the control group (P < 0.05).

Key words: Chronic renal failure, caveolin, cyclosporine A, gene expression, RT-
PCR, rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

KBY : Kronik Bobrek Yetmezligi
CsA : Siklosporin A

Kav-1 : Kaveolin-1

Kav-2 : Kaveolin-2

Kav-3 : Kaveolin-3

cDNA : Tamamlayict DNA

DNA X Deoksiriboniikleikasit

Dnmtl : DNA metiltransferaz 1

dNTP : Deoksiriboniikleozid trifosfat
NO : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz

eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
iINOS : Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz
nNOS : Noronal nitrik oksit sentaz
MDA : Malondialdehit

mMRNA : Haberci RNA

PZT : Polimeraz zincir tepkimesi
RNA : Riboniikleikasit

RT-PZT : Gergek zamanl PZT

TBA : Tiyobarbitiirikasit
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Actinin, alpha 4

Transient receptor potential cation channel, subfamily C,

Phospholipase C, epsilon 1
CD2-associated protein

Inverted formin-2
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Diabetes mellitus

Son donem bobrek yetmezligi
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Fokal segmental glomeriiloskleroz

Proteinkinaz A

Niikleer faktor kappa B
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1. GIRIS
Kronik bobrek yetmezligi (KBY), li¢ aydan uzun siirede azotemi,

hiperfosfotemi, hipokalsemi gibi biyokimyasal bulgularla gbzlemlenen, geri

doniistimsiiz, ilerleyici bobrek fonksiyon bozuklugudur (1).

KBY ’nin nedenleri ve goriilme siklig1 iilkelere gore degismektedir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde son donem bobrek yetmezliginin (SDBY) % 44°i
diabetes mellitus (DM), % 28’in hipertansiyon ve % 7’si glomeriilonefrit nedeniyle
olugsmaktadir. ABD’de her yil bir milyon kisiden 348’inde KBY gelismektedir (2).
Ulkemizde ise yilda ortalama 15000 hastaya KBY nin son evresi olan SDBY tanisi
konulmaktadir. Tiirk Nefroloji Dernegi kayitlarina gore Tiirkiye’de milyon niifus
basma 390 kiside SDBY bulundugu belirtilirken 25000’in {izerinde hasta diyaliz
tedavisi ile yagsamini stirdiirmektedir (3). SDBY goriilme sikligi, 60-75 yas grubunda
bobrek hastaligi insidansinin artmasi ve mortalite oranlarinin hemen hemen sabit
kalmasina bagli olarak gegen on yilda yaklasik olarak %8 artmistir (3). Aslinda son
donem kronik renal yetmezlik tiim diinya genelinde artmakta ve gelismis iilkelerde

75-350 milyon insani etkilemektedir (4).

Kaveola hiicre plazma membraninin 50-100 nm boyutundaki flask sekilli
invajinasyonlart olup, ilk kez 1950°li yillarda elektron mikroskobu ile tespit
edilmistir. Kaveolin, kaveolalarda uzun tiibiiler yapilarda bulunan proteindir (5, 6).
Mezenkimal dokularin hiicre zarinin iskelet proteinlerinin bir grubunu olusturan
kaveolinlerin kaveolin-1, -2, -3 olmak iizere 3 ¢esidi vardir. Bu proteinler bobrek
distal tiibiil bazolateral membraninda ve bowman kapsiiliiniin paryetal hiicrelerinde,

endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde tespit edilmislerdir (7).

Kaveolin-1 (Kav-1) membranin 6nemli bir bilesenidir. Hayvanlar iizerinde
yapilan deneysel c¢alismalarda Kav-1’in adipositlerde, endotel hiicrelerinde,
pnomositler, fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinde ifade edildigi gosterilmistir (8).
Kav-1, makromolekiiler tasinim, patojenlerin endositozisi, lipid metabolizmasi ve

hiicresel sinyal iletimi gibi 6nemli hiicresel faaliyetlerde hizmet vermektedir (8).

Bu tezde, siklosporin A (CsA) ile deneysel kronik bobrek yetmezligi modeli

olusturulmus sicanlarda bobrek kaveolin gen ifadesinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Bobrek

Bobrekler karin arka duvarinda, vertebral kolonun her iki tarafinda
retroperitoneal olarak yerlesmislerdir. Bobregi igten disa dogru kapsula fibroz,
kapsula adipoz ve fasya renalis olmak {izere ti¢ kilif sarar. Agirliklar1 toplam viicut
agirliginin ancak % 0,5’ini olugturmaktadir (9). Her bobregin medial kesiminde renal
hilus denilen ve icinden renal arter, renal ven, renal pelvis, iireter, lenfatik ve
sinirlerin gegtigi bir yapt bulunur (Sekil 2.1). Renal hilus i¢ine renal arterler ve
sinirler girerken, renal venler, lenfatikler ve lireter bobregi buradan terkeder. Sag
bobrek iistte siirrenal bez, tist ve 6nde karaciger, hilus seviyesinde duodenum, alt ve
lateral kenarda kolon ile komsudur. Sol bobrek ise iistte siirrenal bez, dnde mide,

dalak, pankreas, jejunum ve desendan kolon ile komsudur (9).

Her bobregin mediyal kisminda hilum denen ¢ukur bir bolge bulunur. Eger
bobrekler en iist noktasi ile alt ucu arasindaki uzun ekseninden frontal planda ikiye
kesilecek olursa dis kisimda korteks, i¢ kisimda medulla denen iki ana bolge
ayirdedilir. Korteks, bobregin en kiiciik fonksiyonel iinitesi olarak bilinen nefronlarin
en Onemli kisimlarint olusturan glomeriil kapiller yumaklarimin tamaminin
bulundugu bolgedir (10). Korteks yer yer medulla i¢ine dogru uzantilar gdsterir ve
piramidler arasindaki bu korteks kesimlerine Bertin kolonlar1 ad1 verilir. Bobregin
medullasinda bobrek piramitleri denen koni bigimli ¢ok sayida doku kitleleri
bulunur. Piramitlerin tabani korteks ile medulla arasindaki sinirindan baslar ve
tireterin huni bi¢imli iist ucunun devamindan olusan bobrek pelvisine dogru uzanan
papillada son bulur. Bébrek tarafindan olusturulan idrarin papillalardan bosaltildig:
bu bolge, idrarin bobrekten sonra ulagsacagi mesaneye dogru yolunun ilk kismidir. Bu
bolime mindr kaliks denilmektedir. Bunu sirasiyla birkag minor kaliksin
birlesmesiyle olusan major kaliks ve 3-5 major kaliksin birlesmesinden olusan pelvis
renalis izler. Pelvis renalis, idrarin bobregi terk etmeden Once toplandigi son

bosluktur ve tireterle devam eder (11).



Renal papilla

Korteks renalis

Major kaliks

"~ Medulla renalis

Sekil 2.1. Bobregin genel yapisi (12).

Bobregin en kiiclik fonksiyonel iinitesi olan nefron glomertil kapiller yumak,
bowman boslugu, proksimal tiibiiliis, henle kulpu, distal tiibiiliis ve toplayici
kanallardan olusmaktadir. Herbir bobrekte yaklasik olarak 1,2 milyon nefron
bulunmaktadir. Her biri kendi basina idrar yapma yetenegine sahip olan nefron
stvinin kandan filtre edildigi bir glomertil ve filtre edilmis sivinin sonunda idrara
doniistiigli uzun ve yer yer kivrintili tiibiilden olusur (13). Nefronlar glomeriiler
filtrasyon, tiibiiler reabsorbsiyon ve tiibiiler sekresyon mekanizmalarin1 kullanarak
istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektedir. Glomeriiler filtrasyonda
glomertildeki kanin plazmasinin yaklasik 1/5’1 glomeriiler membrandan filtre edilir.
Filtre edilen s1v1 tiibiillerde ilerlerken su ve diger viicut i¢in gerekli olan maddeler
tiibliler reabsorpsiyon mekanizmasiyla geri emilir. Tiibiiler sekresyon ile de
plazmadaki baz1 maddeler tiibiilleri doseyen epitel hiicrelerince dogrudan tiibiiler sivi

igine sekrete edilir (14).

Bobregin temel fonksiyonlar: ekskretuvar ve metabolik olmak lizere ikiye
ayrilir. Ekskretuvar fonksiyonlar; idrar olusumu, iire, tirik asit gibi metabolik artik
maddelerin, ilaglar ve toksinler gibi ekzojen maddelerin eliminasyonu, su dengesinin

korunmasi, elektrolit ve asit baz dengesinin korunmasidir (15). Metabolik



fonksiyonlar1 ise Renin, D vitamini, eritropoetin, prostoglandinler, kallikrein-kinin,
biiylime faktorlerinin sentezi, insiilin, glukagon, parathormon, kalsitonin, prolaktin,
bliylime hormonu, vazopressin, gastrointestinal hormonlar gibi peptid yapili
hormonlarin katabolizmasidir (13). Metabolizma sonrasi olusan zararli, artik
maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi, sivi-elektrolit, asit-baz dengesinin saglanmasi,
ilaglarin eliminasyonu ve detoksifikasyonu gibi metabolik gorevleri vardir. Bobrekler
bu metabolik gdrevlerini idrar olusturarak gergeklestirir. Idrar olusumu glomeriiler
filtrasyon ve tiibiiler transport asamalariyla olusur (16).

Viicutta kreatinin gibi bazi yikim iiriinlerinin itrah hizi filtrasyon hizina esit
olup glomeriillerden filtre olup tiibiillerden ne geri emilir ne de sekrete edilir.
Kandaki amino asitler, glikoz gibi organizma igin gerekli maddeler ise glomeriiler
kapillerden serbestce filtre edilir fakat biitiin filtre edilen miktar tiibiillerden kana geri
emildigi i¢in idrarla atilmaz. Plazmadaki serbest ilag fraksiyonlari serbestge
glomeriiler kapillerden filtre edilip geri emilmezken plazma proteine bagl ilag
fraksiyonlar1 peritiibiiler kapiller kandan bdbrek tiibulil icine salgilanarak kandan
kolayca uzaklagtirilir. Plazmadaki her maddenin itrahi i¢in, filtrasyon, geri emilim ve
sekresyonun sonucu 6zel bir hiz karisimi ortaya ¢ikar. Bir maddenin idrarla atilma

hizi filtrasyon, geri emilim ve sekresyon hizlarina baglidir (17).

Bobrek klirensi, birim zamanda maddenin tlimiinlin uzaklastirildig1r plazma
voliimiidiir. GFH (glomertl filtrasyon hizi) 6l¢iimiinde altin standart, inulin klirensi
olsa da pratikte yalnizca plazma kreatinin 6l¢iilmesi ve bunun GFH nin gostergesi
olarak kullanilmasi ¢ok yaygindir. Atilan kreatininin ¢ogunun tiibiiler filtrasyon ile
geri alindig1 i¢in plazma kreatinin konsantrasyonuyla GFH arasinda ters bir oranti

vardir (18).



2.2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY)

KBY, temelde yatan bobrek hastaliginin nedeni ne olursa olsun en az 3 ay
siiren bobrek hasar1 ve/veya GFH’nin 60 ml/dk/1,73 m®nin altina inmesi durumu
olarak tanimlanmaktadir. Bobrek hasarmin baglangicindan itibaren tiim hastalik
spektrumunu tanimlamak i¢in kronik bobrek hastaligi (KBH) ifadesinin kullanimi
onerilmektedir (19). KBH bobrek fonksiyonlarinin derecesine gore 5 evreye
ayrilmistir (Tablo 2.2.1) (20).

Tablo 2.2.1. KBH evreleri

EVRE TANIM GFH (mL/dk/1.73 m?)
1 Bobrek hasari (normal veya artmis GFH) >90
2 Bobrek hasar1 ve GFH’de hafif diisme 60-89
3 GFH’de orta diizeyde diisme 30-59
4 GFH’de belirgin diisme 15-29
5 Son Doénem Bobrek Yetmezligi <15 (veya diyaliz)

GFH: glomertil filtrasyon hizi, SDBY: son donem bobrek yetmezligi

Evre 1-4 KBH olan hastalarin sayis1 SDBY olan hastalardan yaklasik 50 kat
daha fazladir. SDBY ne ulasmadan once alinacak tedbirler ve tedavi stratejileriyle
hastaligin ilerleyici seyri yavaslatilabilir ya da durdurulabilir (1). Tiirkiye’de renal
replasman tedavisinin yillik maliyetinin yaklagik 500 milyon Amerikan dolar
civarinda oldugundan ve Tiirkiye’nin toplam saglik harcamalarinin yaklasik %35’ini
olusturmasi nedeniyle SDBY olan hastalarin takipleri énem kazanmaktadir (21).
ABD’de 372.000 hasta SDBY tanisi ile izlenmekte ve 2010 yilinda 661.000 SDBY’li
hasta olacagi tahmin edilmektedir (22). Diinyada her yil 1 milyon kisiden 50-250’si
SDBY ’ne girmektedir (23).

Tiirk Nefroloji Dernegi verilerine gore son 10 yilda lilkemizde son donem
bobrek yetersizligi insidansinda iki kat, prevalansinda ise bes kat artis gozlenmistir.
SDBY’nin 6nde gelen nedenleri yetiskinlerde diabetes mellitus ve hipertansiyon,

cocuklarda ise vezikoiireteral reflii hastaligi ve primer glomeriiler hastaliklardir (24).



ABD’de KBH ile iligkili dliimler 9. siray1r almaktadir ve her yil 80.000
hastaya KBY tanist konulmaktadir (25). Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2011 yilinin
sonunda elde ettigi verilerine gore iilkemizde 41352 hemodiyaliz, 3418 periton
diyaliz hastasi bulunmaktadir (26). Resmi olmayan veriler 2010 yilinda iilkemizde

diyalize giren hasta sayisinin 40.000°1 gectigini gostermektedir (27).

18 yas tizeri 10748 erigskinde yapilan ¢alismanin sonuglarina gore iilkemizde
yaklagik her 8 kisiden 1’inde KBH vardir. Bu ¢aligmadan elde edilen verilere gore
erigkin niifusta yaklasik 7 milyon insan kronik bobrek hastasidir (28).

2.2.2. Kronik Bobrek Yetmezligi Etkenleri

Gegmiste KBY’nin etiyolojisinde glomeriilonefrit 6nemli iken etkili tedavi
yontemleri sayesinde giiniimiizde artik yetmezliklerin altinda yatan etyoloji diabetik
ve hipertansif nefropatiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (29). Etiyolojide diabetes
mellitus (%30,5) ve hipertansiyon (%27,2) biyiik yer tutarken hastalarin
%13,7’sinde bobrek yetmezliginin nedeni bilinmemektedir (19).

Kronik glomeriilonefrit (KGN) ve diyabet en sik bilinen etiyolojik faktorler
olup, olgularin yine biiyiik bir kisminda sorumlu herhangi bir neden bulunamayabilir.
Fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS), KGN’lerin sik goriilen bir tipi olup
primer ve sekonder (enfeksiyon, ilaglar, hipertansiyon, vezikotireteral reflii,vb.)

olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (30).

SDBY ’nin etyolojisinde diinyada DM, KGN ve hipertansiyon bdlgeye gore
siralamas1 degismekle birlikte ilk 3 siray1 paylasmaktadirlar. Ulkemizde SDBY 'nin
etyolojisinde; diyabet %22,8’lik oranla birinci sirada, kronik glomeriilonefritler %15

oranla ikinci sirada yer almaktadir (31).

KBY hastalardaki bulgular bobrek yetmezliine spesifik olmamasiyla
beraber ya bobrek yetmezligine neden olan hastaligin ya da en ¢ok hangi sistem
etkilenmis ise o sisteme ait belirti ve bulgulardir. Hastalarin ¢ogunda bobrekte

eritropoietin sentezi azaldig1 igin anemi goriiliir. Immun sisteminin iiyelerinden



16kositlerin opsonizasyonu ve kemotaksisindeki azalma sonucu saglikli bir bireyde
rastlanmayacak enfeksiyonlar goriilmesine neden olur (19). Nétrofil ve kompleman
aktivasyonu, ¢6ziinen antioksidanlarin diyaliz ile uzaklastirilmasi, NO indiiksiyonu
sonucu olusan peroksinitrit formu kronik bobrek hastalarinda oksidatif stresin
artmasina neden olur (32). Vazodilatasyonunun bozulmasiyla organ perflizyonu
azalir ve olusan hidroksi radikallerinin neden oldugu hiicre hasari inflamasyonu
tetikler (32).

Serbest oksijen radikallerinin hiicrelerde indiikledigi lipid peroksidasyonun
son lrlinii olan malondialdehit (MDA) oksidatif stresin olusturdugu hasar diizeyini
gostermede kullanilmaktadir (33). Kronik CsA nefrotoksisitesi son dénem bobrek
yetmezligine yol agan renal fonksiyonlarin progresif bozulmasiyla iligkilidir (34).
Deneysel kronik CsA nefrotoksisitesinde bobrek MDA seviyelerinin yiikseldigini
bildirilmistir (35, 36).

2.3. Siklosporin A (CsA)

Kalsinérin inhibitorleri solid organ transplantasyonunda immiinsupresif
tedavi igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Siklosporin nefrotoksisite gibi bazi1 doza
bagli yan etkilere sahip olan bir kalsinorin inhibitoriidiir. Akut nefrotoksisite siklikla
ilacin yliksek kan diizeyleri ve afferent arteriolun vazospazmina bagli ani yiikselen
renal fonksiyon testleriyle baglantilidir. Genel olarak, akut toksisite dozun
azaltilmasi ile Onlenebilir. Buna karsin, kronik nefrotoksisite uzun siire diisiik ilag
diizeylerine maruz kalmayla olusur. Altta yatan morfolojik degisikliklerden dolayi,

nefrotoksisitenin kronik tipi doz azaltildiktan sonra diizelmez. (37).

CsA allograft doku reddini oOnlemede yaygin olarak kullanilan bir
immunsupresiftir. Bununla birlikte, renal vazokonstriksiyon ve arteriopati ve
tiibiilointerstisyal fibr6z gibi histolojik lezyonlarin gelismesiyle karakterize

nefrotoksik etkileriyle uzun siire kullanimi sinirlandirilmigtir (38).

Siklosporin, solid organ naklinde geleneksel immiin baskilayicilarla

karsilagtirildiginda 6nemli olgiide iyilesme ile sonuglanan nakillerle diinya ¢apinda



yeni bir donemin ag¢ilmasina neden olmustur. CsA’nin 1 yillik greft sagkalim yarari,
bobrek, kalp, karaciger ve kemik iligi nakli erken klinik uygulanmasindan sonra teyit
edilmistir. Tilney ve ark. (39) kadavra bobrek naklinden sonra % 48’den % 76’ya
yiikselen 2 yillik greft sagkalim oranlar1 bildirmislerdir. CSA, T lenfositlerin hiicre
membranlarindan kolaylikla gecen lipofilik bir peptittir. CsA, kalsindrinin enzimatik
aktivitesinin inhibe edilmesinden dolay1 sitozolik siklofilin protein ile kompleks

olusturmaktadir (39).

Spironolakton’in kronik CsA nefrotoksisitesinde renal hasari onledigi ve
yapisal hasar1 azalttigt kanitlanmistir (36). Bobrek damarlarinin  tonusunun
diizenlenmesinde  aldosteronun  etkisini  arastirmak  i¢in, kronik  CsSA
nefrotoksisitesindeki renokortikal vazoaktif yoldaki mRNA seviyeleri incelenmis ve
prorenin ve adenozin reseptorlerinde gen ifade degisiklikleri ile anjiotensinojen,
anjiotensin reseptorlerinin (AT1A,AT1B) mRNA seviyelerinde azalma oldugu
bildirilmistir (38).

2.4. Kaveola

Ik kez Palade ve Yamada tarafindan 50-100 nm biiyiikliigiinde klatrin kaplt
olmayan plazmalemmal vezikiilleri olarak tanimlanan kaveola, bir¢ok hiicresel

fonksiyonun diizenlendigi plazma membranindaki invajinasyonlardir (40, 41).

1950’lerin baslarindaki kesfinden beri kaveola’nin fonksiyonel Gnemi ile
ilgili bircok varsayim ileri siiriilmiistiir. Her ne kadar yapilan detayli morfolojik
incelemeler, bunlarin fonksiyonlart hakkinda bir fikir verse de, bu organellerin

gercek dogast ve dnemi kaveolin zarf proteinlerinin kesfiyle gergeklesmistir (42, 43).

Kaveola ilk kez fare safra kesesi kilcal damar endotel hiicreleri ve epitel
hiicrelerinde tespit edilmistir. Kaveolanin adipositlerde, endotel hiicrelerinde, akciger
pnémositlerinde, ¢izgili ve diiz kas hiicrelerinde bol bulundugu rapor edilmistir (42).
Adipositlerin ultrastriiktiirel analizi toplam plazma zarinin %20’si kadarinin kaveola

tarafindan isgal edildigini gostermistir. Boylece hiicre zarinda olusturdugu girintiler



ve c¢ikintilar sayesinde kaveolanin ¢ok sayida hiicre tipinin yiizey alanini biyiik
Ol¢iide artirdigi gosterilmistir. Bu 6zellesmis lipid sallar1 hiicre sinyalizasyonunu ve
vezikiil ulasim kinetigini hiicresel fizyolojiyle son derece entegre bir bigimde
saglamigtir. Kaveola iizerindeki hiicresel sinyalizasyon; sinyal molekiilleri ve

reseptor kiimeleri ile etkin sinyal doniisiimiine imkan saglamaktadir (Sekil 2.4.1).

Makromolekiillerin tasimasi i¢in birden fazla kaveola, trans-endotelyal

kanallar ve vezikiiler organeller olusabilmektedir (42).

Kaveola -« ! \yy
g > ‘g’@
— GPI baglantih kolesterol
Glikosfingolipid protein fosfolipid

" tirozin fosforilasyon
bélgesi(src)

src ailesi kinaz

Kaveolin-1 proteinkinazCalfa

Sekil 2.4.1. Kaveolanin Yapisi (44).

Kaveola kilif proteinleri olan kaveolinler, farkli hiicre tiplerinde ozel
fonksiyonel rollere sahiptir. Bu kilif proteinlerden kaveolin-1 (Kav-1), kaveolin-2

(Kav-2) ve kaveolin-3 (Kav-3), kaveolanin major yapisal komponentleridir (45).

178 amino asitten olusan ortalama 22 kD biiyiikliigiinde bir integral membran
proteini olarak Kav-1 ilk kez 1953’te bulunmustur (Sekil 2.4.2) (46). Kaveolin
proteini 1992 yilinda Rothberg ve ark. (47) tarafindan kaveolanin sitoplazmik

yiizeylerinde ¢izgili tabaka olusturan filamentler olarak tespit edilmistir. Kav-1, Kav-
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2 kardiovaskiiler sistemin ¢ogu hiicre tipinde bulunurken Kav-3 o6zellikle diiz kas,
kalp ve iskelet kasinda ifade edilmektedir. Kav-1 ve Kav-3 ifadesi kaveola olusumu
icin gerekli iken Kav-2 ifadesi gerekli degildir. Endotelyal Kav-1, kardiovaskiiler
sistemi doseyen endotel boyunca kaveola olusumundan sorumludur. Kav-1, NO
{iretimini, mikrovaskiiler ~ gegirgenligi, hiicresel Ca*® girisini, vaskiiler

remodellenmeyi ve anjiogenezisi diizenlemektedir (48).

Kaveola olusumunda Kav-2’nin rolii heniiz belirgin degildir. Kav-2; akciger
endotelyumunda veya adipoz dokusunda kaveolae olusumu i¢in gerekli degildir ve
Kav-2 neredeyse her zaman Kav-1 ile birlikte ifade edilmektedir (49). Kav-2 plazma
membranina bagli kaveola ve serin 36 fosforilasyonuyla Kav-1 ile birlikte mitozu
diizenler (50). eNOS diizenlenmesi ve kaveola olusumununda kritik bir roli olan
sarkolemmada bulunan Kav-3 ¢izgili kaslarda yiiksek oranda ifade edilmektedir (51).
Kanser, kas erimesi ve tip Il diyabet dahil olmak {izere ¢ok sayida insan
hastaliklarinin patogenezinde kaveolin gen ailesinin etkilendiginin kanit1 artmaktadir

(52, 53).

ASPE2Y /

AMET1
”

por” |
ARG101 L
Caveolin-1 M1-1178

Sekil 2.4.2.Kaveolin-1’in U¢ Boyutlu Yapisi (54).
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Kaveolin gen ailesinin de ilk kesfedilen gen, tiirler arasinda dizisi ve yapisi
korunmus ii¢ ekzondan olusan daha sonra Kav-1 olarak adlandirilan kaveolindir

(Sekil 2.4.3).

-2kb ~10kb

Y
Kav-1 {0}
30bp 165 bp 342bp
383 bp
D m Y
Kav-2 . { '—
150 bp 330 bp
>8 kb
Y
Kav-3 L { }——
114 bp 342 bp

Sekil 2.4.3. Kaveolin gen ailesi (53) .

Kav-1 prostat, over, bobrek kanserlerinde heterozigosite yokluguyla iligkili
hassas bir bolge olan 7. kromozomun uzun kolunda lokalizedir (7q31.1). Bir timor
baskilayici gibi davranan Kav-1 yoklugunda farelerde gogiis kanseri (55), renal
kalsiyum absorsiyonu sonucu hiperkalsiniiri gozlenmistir. Kav-1 yoklugu, gozde
genetik bir bozukluk olan retinitis pigmentozumun fenotipine benzer bir goz
hastaligina neden olmaktadir. Kav-3 yoklugunda kardiomiyopatiler ve duchenne kas

distrofisi benzeri kas hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir (55, 56).

Kav-1 ve Kav-2’in kromozom iizerindeki lokalizasyonu D7S522 lokusuna
yakindir. Onceki galismalar 7. kromozomun g31 bolgesinin delesyonunun (D7S522
mikrosatellite tekrar marker) prostat kanseri, renal hiicreli kanser ve over kanseri gibi
birgok neoplazi ile iliskili oldugunu kanitlamistir. Bununla beraber Kav-1 D7S522
lokusundaki tiimor baskilayici genin bir tipi gibi davranarak dokularin malign

proliferasyona yonelmesini 6nlemektedir (55).

Kav-1 gen ifadesinin azalmasi gogiis ve kolon kanser hiicrelerinde
gosterilmistir. Diger yandan prostat adenokarsinom, renal hiicreli karsinomunda

yiikselmis Kav-1 seviyeleri rapor edilmistir (57). Kav-1 gen ifadesindeki artigin,
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prostat kanseri, akciger adenokarsinomu ve 6zofagus skuamoéz hiicreli karsinomda

kot prognoz ile iliskili oldugu kanitlanmistir (7).

Insan kanser hiicre hatlarinda ve tiimor Srneklerinde Kav-1 ekspresyonu
cesitli calismalarda belgelenmistir. Kav-1 ifadesi timor tipi ve evresine baghdir.
Bir¢ok durumda Kav-1 ifadesinin diizenlenmesi azalirken, bircok sarkomda ve bazi

adenokarsinomlarinda Kav-1 ifade diizeyleri yiiksek bulunmustur (58).

2.5. Kronik Bobrek Yetmezliginde Goriilen Gen Ifade Degisiklikleri

Oksidatif stres kronik bobrek yetmezliginde onemli bir rol oynar. Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) biiyiik bir boliimii protein, niikleik asit ve lipidler gibi
organik molekiillerde hasar riskini tetikler. Bu yiizden ROT’un uyardig1 doku hasari
kronik bobrek yetmezliginde ciddi komplikasyonlar (ateroskleroz, hipertansiyon,

anemi ve erektil disfonksiyon) gelisimine katkida bulunabilmektedir (59).

Nefronofthisis (NPHP) yasamin ilk otuz yilinda goriilen KBH’nin en sik
genetik nedenidir. NPHP’ye neden olan dokuz farkli resesif gende (NPHP1-NPHP9)

mutasyon tanimlanmistir (60).

Otozomal dominant polikistik bobrek hastaliginda (ODPKBH) renal tiibiiler
hiicre farklilasmasinda 6énemli rol oynayan polisistin-1 ve polisistin-2 ‘yi kodlayan
PKDI ve PKD2 geni mutasyona ugramistir. PKHDI1 genindeki iki resesif
mutasyonun siddetine bagli olarak ergenlik veya ¢ocukluk doneminde dogrudan
KBH gelisir. ODPBH’mmin molekiiler genetik tanisi dondr transplantasyonuyla

baglantili olarak klinik karar verme agamasinda yardimci olmaktadir (61).

Genetik mutasyonlari1 ¢ocuklarda nefrotik sendrom ve SDBY ’ne neden olan
PTPRO (protein tirozin phosphatase receptor type O) geninin kesfi bobrekte idrarla
protein atilimini 6nleyen mekanizmalar1 olusturan yapisal proteinlere bir yenisini
eklenmistir. Bu kesif genetik taninin hastaligin tedavisindeki 6nemini artirmistir. Su
ana kadar tedaviye direngli nefrotik sendromda podosit fonksiyonunu bozan genlerde
(NPHS1, NPHS2, ACTN4, TRPC6, PLCE1, CD2AP, INF2) mutasyon saptandiginda
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tedavi sonlandirilmasi uygun bulunmustur (62). Dializ ve bobrek nakil planlamalari
yapilirken PTPRO mutasyonu saptanan hastalarda ise daha yogun tedavinin faydal
olacagi bildirilmistir (62).

Akut hipoksi veya toksik tiibiiler hasar plazma membraninda kaveolin
ifadesini degistirmektedir (63). Akut tiibiiler hasardan sonra hiicresel iyilesme
stiresince ¢esitli bliyiime faktorleri ve sitokinlerinin tibiiler yenilenmeye katki

sagladig1 rapor edilmistir (64).

Kronik bobrek yetmezligi ile iliskili bir diger gen de kronik bobrek
yetmezligindeki hastalarda ifadesinde anlamli diisme gelisen klotho genidir (65).
Anjiotensin II'nin klotho gen ifadesinin diizenlenmesini azalttigi gosterilmistir ve
bunun hizlanmisg anjiyotensin II iligkili bobrek hasarina neden olabilecegi

savunulmustur (66).

Gliserol ve iskemi aracili bobrek hasarinda akut hasar karsisinda proksimal
tiibiillerden idrara kaveolin salinmis ve kaveolin proteinin akut tubiiler hasarda

kullanislt bir belirteg olabilecegi ileri siirtilmiistiir (67).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Gerecler

Biorad-MyCycler marka PZT cihazi, Roche marka LC480 model gercek
zamanli PZT cihazi, Denver Instrument marka terazi, Biorad marka elektroforez gii¢
kaynagi,Jenco marka 6173 model pH metre, Hettich-zetrifugen marka micro 200
model masaiistii santrifiij cihazi, Ultra turrax T 25 model homejenizasyon cihazi,
Biohit marka hassas otomatik pipetler ve uglari, Labart marka vorteks, Yellow line

marka manyetik karistiric

3.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Siklosporin A ( CeH111N1101; FW: 1202.61; Novartis, Sandimmun IV
ampul), Cremofor EL ( CAS:61791-12-6 Sigma-Aldrich), EDTA ( C1oH14N2Na,Os.
2H,0; FW: 372.24; Sigma no: E5134), Tris Baz ( C4H11NO3; FW: 121.14 ; Sigma
no: T6066), Borik asit (HsBO3; FW:61.83 ; Sigma no: B6768), Etidyum Bromir (
C21H20N3.Br; FW: 394.32; Sigma no: E8751), Agaroz (Sigma No: 5093), Sodyum
Sitrate tribasik dihydrat (Na3CsHs07.2H,0; FW:294.1; Sigma no: C8532), Guanidin
Tiyosiyanat ( CHsN3.CHNS; FW:118.16; Sigma no: G9277), Sodyum Hidroksit
(NaOH; FW:40.00; Sigma no: S8045), Hidroklorik asit ( HCI; FW:36.46; Sigma no:
H1758-1 1), DEPC-O(COOC;Hs),; FW: 162.14; sigma no:D5758), Beta-
merkaptoetanol ( C,HgOS; FW: 78.13; Sigma no: M3148), Sodyum Kilorit ( NaCl;
FW: 58.44; Sigma no: S3014), Amonyum Siilfat ((NH4),SO4; FW132.14; Sigma no:
A4915), dNTP (Invitrogen), Superscript Il (Invitrogen), Primer (Operon veya
Midland, Teksas, USA), Taq polimeraz (Sigma), RNA mini saflastirma kiti (Qiagen),
1,1,3,3” tetrametoksipropan ( (CH30),CHCH,CH(OCHj3),. FW: 164.20; Sigma no:
102-52-3), Tiyobarbutirik asit (TBA; C4H4N,0,S; FW:144.15; Sigma no: 504-17-6),
n butanol (CH3(CHy)3;OH;FW: 74.12; Sigma no: 71-36-3), fosforik asit(HsPO,4 ;


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=102-52-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=504-17-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=71-36-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
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FW:98.00; Sigma no: 7664-38-2), Diisiik sodyumlu yem (MBD Yem Ticareti,
Kocaeli)

3.3. Sicanlarin Temini ve Bakinm

Bu arastirma icin, indnii Universitesi T1ip Fakiiltesi deney hayvanlar1 yerel
etik kurulundan 09/06/2011 tarihli ve 2011/A-54 protokol no’lu karar1 ile etik onay
alindi. Arastirmada 8-10 haftalik disi siganlar kullanildi. Kontrol grubundaki
sicanlarin agirlik ortalamalar1 237,90 + 15,9 gr iken (n=10) deneysel KBY grubundaki
sicanlarin agirlik ortalamalar1 249,80 + 33,5 gr (n=9) idi. Arastirmada kullanilan disi
Wistar albino siganlar, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilerek kullanildi. Calisma biitgesinin tamami Inonii
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’niin 2011/150 no’lu
projesinden karsilandi. Deney siiresince siganlar sicakhigin 21° C ve ortam neminin
%55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri), 12 saat karanlik uygulanan
odalarda tutuldu ve ad libitum olarak diisiik sodyumlu yemle beslendiler (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Diisiik Sodyumlu Yem Igerigi

Yemi olusturan maddeler Yemdeki oram
Ham Protein %20
Ham Seliiloz %6,39
Ham Kiil %7,01
Ham Yag %2,90
Kalsiyum %0,90
Total Fosfat %0,54
Lizin %0,96
Metionin %0,36
Met-Cys %0,66
Sodyum %0,04

Metabolik Enerji(Kcal/Kg) 2650


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7664-38-2&interface=CAS%20No.&lang=en&region=TR&focus=product
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3.4.Gruplarin Olusturulmasi

Kronik bobrek yetmezligi modeli kiigiik modifikasyonlar ile Andoh ve ark.
(68) metoduna gore olusturuldu. Biitiin deney siiresince hayvanlarin agirliklart
tartildi. Arastirmada kullanilan siganlar kontrol (n=10) ve deney (n=9) grubu olarak
ikiye ayrildi. Kontrol ve deney grubundaki si¢anlar deney baslamadan 1 hafta
oncesinde diisiik sodyumlu yemle beslendiler (% 0,04 Na). Daha sonra siganlar 28
giin boyunca diisik sodyumlu yem ile beraber 1 ml hacminde giinliik olarak
siklosporin A’nin tasit ¢ozeltisi olan cremofor EL ¢ozeltisini deri alt1 yolla aldilar.
Deney (KBY) grubundaki siganlar 28 giin boyunca diisiik sodyumlu yem ile beraber
kg viicut agirligi basmna 30 mg siklosporin A (Novartis, Sandimmun IV ampul)
subkutan yol ile aldilar. Diisiik sodyumlu yem ile besleme kronik bdbrek

yetmezligini siddetlendirmesi amaciyla kullanild1 (69).

3.5. Dokularin Alinmasi ve Orneklerin Analizleri

Deney sonunda kontrol ve deney grubundaki hayvanlar ksilazin-ketamin
anestezisi altinda (ketamin hidrokloriir, Parke- Davis. Eczacibasi, Istanbul, 75 mg/kg
ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid Rompun, Bayer Ilag) dekapite edildi ve bobrek
dokular1 alindi. Kaveolin mRNA seviyelerinin tespiti i¢in, gruplardan alinan bobrek
dokulari, steril sartlarda ve buz iizerinde kiiciik parcalar halinde kesildi ve RNA
saklama ¢ozeltisi icinde -35° C derin dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi. Bu
dokulardan Qiagen firmasinin trettigi RNeasy mini kit kullanilarak toplam RNA
saflagtirilmas1 yapildi ve gergek zamanli PZT da gruplarin gen ifadesi olgiildii. Geri
kalan dokulardan spektrofotometreyle MDA analizi yapildi. Deney baglangicinda ve
sonunda hayvanlardan alinan kanlarin serumlarindan kan tire nitrojen (BUN) ve

kreatinin degerleri otoanalizatérde 6lgiildi.
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3.6. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

3.6.1. Kontrol Grubu Tasitinin Hazirlanmasi

2 ml cremophor EL solusyonu 1 ml %33’luk etanol ile karigtirtldi. Bu karigim
%0,9 NaCl ile 1:5 oraninda dilue edilip 28 giin boyunca tasit grubundaki sicanlara
her giin 1 ml deri alt1 olarak uygulandi (70).

3.6.2. Siklosporin A’nin hazirlanmasi

Her 1 mI’de 50 mg siklosporin A igeren ampul iizerine % 0,9 NaCl eklenerek
1:5 oraninda dilue edildi. Hazirlanan bu stok ¢ozelti sicanlara kg basina 30 mg

siklosporin A olacak sekilde deri alt1 olarak uygulandi (70).

3.6.3. RNA Saklama Soliisyonu

70 gr Amonyum Siilfat 100 ml dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 suda ¢6ziildii.
Uzerine 10 mM EDTA (pH=8) ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5,2) eklenip DEPC’li

ile iglenmis bidistile su ile 150 ml’ye tamamlandi ve pH 5,2’ye ayarland.

3.6.4. RNA Denatiire Soliisyonu (RLT Cozeltisi)

4M Guanidin Tiyosiyanat, 25 mM Sodyum Sitrat (pH=7), % 0,5 Sarkosil
igeren ¢ozelti hazirlandi ve kullannmdan hemen 6nce son konsantrasyon % 1 olacak

sekilde beta-merkaptoetanol eklendi.
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3.6.5. 5X TBE Cozeltisinin Hazirlanmasi

04 M Tris baz, 04 M Borik asit, 20 mM EDTA bu tamponun
hazirlanmasinda kullanildi. 1000 ml 5X TBE ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 54 gr Tris baz,
27,5 gr Borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA ¢ozeltisi hazirlanarak 900 ml bidistile su
igerisinde manyetik karistiricida karistirildi. Cozelti pH 8,0 oluncaya kadar HCI

eklendi. Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

3.7. Total RNA Saflastirmasi (Qiagen Kit Protokolii)

Bu islem icin Qiagen RNA mini saflastirma kiti, asagida verilen sekliyle
kullanildi. Yaklagik 100 mg doku parcast alindi ve % 5 (w/v) doku olacak sekilde
RLT ¢ozeltisi igine kondu. Numune homojenizatérde 13.500 rpm hizda, buz lizerinde
1 dakika homojenize edildi. Homojenattan 600 pl alindi, 10 dakika 18.000 rpm’de
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantanta %70 etanol (DEPC’li bidistile su ile
hazirlandi) eklendi. Cozeltinin 600 pl’si filtreye kondu ve altindaki tiiple beraber
10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Kitte bulunan RWI soliisyonundan 700 pl
eklendi ve 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. 500 ul RPE soliisyonu ilave
edildi ve 15 saniye 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Tekrar 500 ul RPE eklendi ve 2
dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi. 50 ul RNAaz igermeyen bidistile su eklendi ve
1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Bu basamak tekrarlanarak 50 ul RNAaz
icermeyen bidistile su konularak tekrar 1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi, alt
tiipteki saf toplam RNA hemen -35 °C’de saklandi.

3.8. RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme Islemleri

Bobrek oOrneklerinden saflastirilan toplam RNA’lar, %1°lik agaroz jel
tizerinde, elektroforezde 100 mV’da kosturuldu. 28S ve 18S keskin ribozomal RNA
bantlarinin elde edildigi ve herhangi bir yikimin olmadigi RNA’lar cDNA isleminde
kullanildi (Sekil 4.3.1.). Orneklerin RNA miktarlar1 spektrofotometrede 260 nm UV
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spektrumda okundu. RNA miktar hesaplanmasinda 260 nm deki OD x Sulandirma
faktorii x 40/1000 formiili kullanildi. RNA miktar1 pg/pl cinsinden bulundu.

3.9.cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasinin irettigi SuperScript III ters
transkriptaz enzim kiti kullanildi. cDNA sentezi firmanin 6nerdigi sekilde yapildi.
Kisaca, 100 pl’lik PZT tiipiine 1 pg toplam RNA, 1 ul primer (4 pmol gen spesifik
primer veya 100 pmol PoliT-18 primeri), 1 ul ANTP (10 mM) ve toplam hacim 13
ul olacak sekilde ddsu eklendi, karistirild1 ve 65 °C’de 15 dakika PZT makinesinde
1s1tildi. Bu karisim tizerine 4 pl 5x First Strand tamponu, 2 pul DTT, 1 pl ddH20, 1 pl
SuperScript III ters transkriptaz enzimi eklendi ve karigtirildi ve PZT makinesinde 50
°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 15 dakika 1sitild1, daha sonra da -20 °C de analize kadar

saklandi.

3.10. Gercek Zamanh PZT Protokolii

Gergek zamanli PZT cihazi Roche LC480 modeli oldugu icin ROCHE gerg¢ek
zamanli 2X “syber green” boyasi igeren PZT kit karistmi (Roche 04707516001)
kullanildi ve veriler 2**“"metoduna gore analiz edildi. Reaksiyonlar 20 ul toplam
hacimde yapildi. Bunun i¢in 10 pl SYBR Green | ana karisimi1 (Enzim, dNTP, Mg,
tampon ve su), 1 pul cDNA, 1 pl ileri ve 1 pl geri primerler (10 pmol/ul) ve 7 pl
bidistile su olacak sekilde hazirlandi. Primerlerin optimizasyonu sonrasi PZT sartlart;
ilk denatiirasyon, 10 dakika 95 °C, denaturasyon 20 saniye 95 °C, baglanma 60°C“de
20 saniye ve polimerizasyon 70°C’de 30 saniye olarak olusturuldu ve dongii sayisi
45 olarak kullanmildi. Tiim gercek zamanli PZT caligmalari, kantitatif dogrulugunu
saglamak i¢in ayni giin i¢inde {i¢ kopya halinde yapilda.

Tablo 3.10° de dizilimleri ve biiyiikliikleri verilen primerler kaveolin gen

ifadesinin analizinde kullanildi (71).
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Tablo 3.10. Primer dizilimleri

Genler Primer dizilimleri Uriin biiyiikliigii (b¢)

B-Aktin-ileri 5’-CATCACTATCGGCAATGAGC-3’ 159
B-Aktin-geri 5’-GACAGCACTGTGTTGGCATA-3’
Kaveolin-ileri 5’-TCTACAAGCCCAACAACAAGG-3’ 304

Kaveolin-geri 5’-AGGAAAGAGAGGATGGCAAAG-3’

3.11. Biyokimyasal Analizler

3.11.1 MDA Analizi

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA, Uchiyama and
Mihara’nin yontemine gore ¢alisildi (72). Sigan bobrek numunesi, % 1,15’lik KCI
cozeltisi icinde, % 10'luk homojenat olusturacak sekilde, 15000 devir/dakikada, 1
dakika siireyle buz iizerinde homojenize edildi. Bu homojenat dogrudan MDA

analizinde kullanildi.

Tablo 3.11.1. Analizin yapilisi

Numune
Homojenat 250 ul
% 1’lik fosforik asit 1500 pl

% 0,6 ik TBA 1500 pl
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Hazirlanan ¢ozeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve tiipler kaynar
suda (en az 95 derecede) 1 saat bekletildi. Cesme suyunda sogutulan tiiplere 2 ml n-
butanol eklendi ve 5 dakika boyunca vortekslendi. Daha sonra numuneler 3000xg’de
10 dakika santrifiij edildi. Spektrofotometrede siipernatantin absorbansi butanol
koriline karsgt 535 nm ve 520 nm’de okunarak, numunelerin MDA konsantrasyonlari
1,1°,3,3’ tetrametoksipropan ile hazirlanan standart grafikten degerlendirildi ve sonug

nmol/gram yas doku (gyd) olarak gosterildi.

3.11.2. Serum Ure ve Kreatinin Analizleri

Hayvanlardan alinan kan ornekleri oda sicakliginda 20 dakika bekletildi,
santrifiijde 3,000 rpm de 15 dakika santrifiij edilerek numunelerin serumlarinin her
hangi bir antikoagiilan igermemesine dikkat edilerek serum ayrildi. Daha sonra elde
edilen bu serumlardan iire ve kreatinin seviyeleri, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyokimya laboratuvarinda, Abbott Architect c8000 otoanalizatoriinde 6lgtildi
(Abbott Laboratories. Abbott Park, Illinois, U.S.A.).

3.12. istatistiksel Analizler

Istatistik incelemede, SPSS for Windows 9.05 istatistik paket programi
kullanildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi oncelikle Shapiro-Wilk
testiyle degerlendirildi ve verilerin normal dagilima sahip oldugu tespit edildi (P >
0,05). Gen ifadelerinin ve bobrek MDA degerlerinin istatistiki karsilastiriimalari
bagimsiz orneklem t testi ile yapildi. Hayvanlarin deney Oncesi ve sonrasi agirlik,
serum BUN ve kreatinin degerlerinin istatistiki karsilastiritlmasi esli t testi ile yapildi.
Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. P degerinin 0,05 den kiigiik oldugu

degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Agirhik Degerleri

Deney baslangict (0. Giin) ve deney sonunda (35. Giin) kontrol grubu
sicanlarin viicut agirliklar karsilagtirildiginda istatistiki olarak herhangi anlamli bir
fark tespit edilemedi (P > 0,05). Deneysel KBY olusturulan gruptaki hayvanlarda ise
0. glin ve 35. giin viicut agirliklari arasinda istatistiki karsilastirma yapildiginda KBY
grubundaki hayvanlarin viicut agirliklarinin 35. giinde, 0. giine gore anlamli bir
azalma gosterdigi tespit edildi (P < 0,05) (Tablo 4. 1).

Tablo 4.1.Gruplarda dlgiilen sicanlarin agirhik degerleri (gr).

Gruplar (ort + ss)
Giinler Kontrol (n=10) Deney(n=9)
0.giin 237,90 + 15,9° 249,80 + 33,5°
35.giin 231,22 + 17,9° 210,22 +25,2°

Siutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlaml

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).

350 +
300 A
250 +

200 -
m Kontrol

150 B Deney

100 -

Sicanlarin canh agirliklari (gr)

0.gln 35.gln

Sekil 4.1.Kontrol ve deney grubu si¢anlarin agirliklar (gr).
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Bobrek MDA seviyesi

Deney grubu hayvanlarin bobrek MDA degerlerinin kontrol grubu
hayvanlarin bobrek MDA seviyesine gore istatistiki olarak anlamli bir artis
gosterdigi tespit edildi (P < 0,05). (Tablo 4.2.1).

Tablo 4.2.1. Gruplarda 6lgiilen MDA degerleri (nmol/gyd).

Gruplar MDA
(ort £ ss)
Kontrol (n=10) 54,52+ 10,1°
Deney(n=9) 165,09+8,3 °

Sutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlamli

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).

240 -
220 -
200 -
180 A
160 -
140 A
120 A
100 A
80 A
60 -
40 A
20 A

Sicanlarin babrek MDA sevivesi
(nmol/gyd)

Kentral Mernew

Sekil 4.2.1.Kontrol ve deney grubu sicanlarin bobrek MDA seviyeleri.
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4.2.2. Hayvanlarin Serum BUN Degerleri

Kontrol grubu hayvanlarin 0. giin ve 35. giin’de serum BUN degerleri
karsilagtirildiginda istatistiki olarak herhangi anlamli bir fark tespit edilemedi (P >
0,05). Deneysel KBY olusturulan hayvanlarda ise 0. giin ve 35. giin serum BUN
degerleri arasinda istatistiki karsilastirma yapildiginda KBY grubundaki hayvanlarin
serum BUN degerlerinin 35. giinde, 0. giine gore anlamli bir artig gosterdigi tespit
edildi (P < 0,05) (Tablo 4. 2.2).

Tablo 4.2.2.Gruplarda dl¢iilen serum BUN degerleri (mg/dl).

Gruplar (ort + ss)
Giinler Kontrol (n=10) Deney(n=9)
0.giin 19,25+ 2,7 17,55+ 1,6
35.giin 17,50 + 1,6 32,22+6,7°

Siutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlaml

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -

25 m Kontrol

20 - B Deney
15 -
10 -

5 -

Sicanlarin serum BUN degerleri (mg/dl )

0 .

0.gln 35.gln

Sekil 4.2.2.Kontrol ve deney grubu sigcanlarin serum BUN degerleri (mg/dl).
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4.2.3. Hayvanlarin Serum Kreatinin Degerleri

Kontrol grubu si¢anlarin serum kreatinin degerlerinde 0. giin ve 35. giin
arasinda istatistiki olarak herhangi anlamli bir fark tespit edilemedi (P > 0,05).
Deneysel KBY olusturulan hayvanlarda ise 0. giin ve 35. giin serum Kreatinin
degerleri arasinda istatistiki karsilastirma yapildiginda serum kreatinin degerlerinin
35. giinde, 0. giine gore anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi (P < 0,05) (Tablo
4.2.3).

Tablo 4.2.3 Gruplarda dl¢iilen serum Kreatinin degerleri (mg/dl).

Gruplar (ort £ ss)
Giinler Kontrol (n=10) Deney(n=9)
0.giin 0,48+ 0,03° 0,47 + 0,037
35.giin 0,50 + 0,067 0,59 +0,07"

Sutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlamli

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).

0,8 -

0,7 -

0,6 -

0,5 -

04 - m Kontrol
B Deney

0,3 -

0,1 -

Sicanlarin serum kreatinin degerleri (mg/dl)

0.gln 35.gln

Sekil 4.2.3. Kontrol ve deney grubu sicanlarin serum kreatinin degerleri (mg/dl)
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4.3. Molekiiler Genetik Bulgular

RNA’lar saflastirildiktan sonra %1 lik agaroz jele yiiklenerek incelendiler.
Sekil 4.3.1.’de her gruptan secilen saflagtirllmis RNA’larin %1°lik agaroz jelde
kosturulmus resmi goriilmektedir. Sekilde de goriildigii tizere saflastirilan
RNA’larda herhangi bir yikilim olmadig: gibi; 28S ve 12S’lik iki ribozomal bant da
biiytik saflikta elde edildi (Sekil 4.3.1) .

—> 28S

K

—> 18S

Sekil 4.3.1. Qiagen RNeasy saflastirma Kkiti ile bobrek 6rneklerinden saflastirilan

toplam RNA’nin UV-transilluminatdr altindaki jel goriintiisti (% 1 agoroz jel).

Poly-T18 primeri kullanilarak tiim 6rneklerden cDNA sentezi gergeklestirildi.
Bir sonraki basamakta da, B —aktin ve kaveolin genlerine 6zgii primerler kullanilarak
gercek zamanli PZT ile kaveolin gen ifadesindeki degisim [ —aktin genine oranla
belirlendi. Daha sonra da kontrol grubu ve deney grubu kaveolin/ B —aktin gen
ifadeleri karsilastirildi. (Sekil 4.3.2).
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Sekil 4.3.2. Kaveolin gen ifadesinin ger¢ek zamanli PZT ile analizi. ‘SYBR Green’

kimyast kullanilarak deneysel KBY grubunun ve kontrol grubunun p-aktin ve

Kaveolin mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin gergek zamanli PZT ile ¢ogaltimi

siras1 ¢gogalim (A) ve erime egrileri (B).
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B-aktin ve kaveolin’lerin cDNA’lar1 kullanilarak yapilan gercek zamanh PZT
sonras1 Agaroz jelinde drnekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgilligii kontrol
edildi. Analiz sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir DNA bandi

olusturdugu goriildii (Sekil 4.3.3).

Kontrol grubu Caveolin
Deney Grubu Caveolin
Kontrol grubu pB-Aktin
Deney grubu B-Aktin

Negatif Kontrol

1
o
X
|
©
2
<
=
(@]

Sekil 4.3.3. B-aktin ve Kaveolin’lerin c¢cDNA’larinin PZT deki ¢ogaltiminin agaroz
jel elektroforezi. Kullanilan DNA Markeri 100 bp DNA Markeri’dir (Fermentas).

Kontrol ve KBY grubu siganlarin bobrek Kaveolin/pB-aktin mRNA seviyeleri
karsilastirildiginda, KBY grubu Kaveolin/B-aktin mRNA seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma tespit edildi (P < 0,05).

Tablo 4.3. Gruplarda 6l¢iilen bobrek Kaveolin/p Aktin mRNA seviyelerinin orani.

Gruplar Kaveolin/f Aktin
(ort + s5)

Kontrol (n=10) 0,00496+ 0,0008°

Deney(n=9) 0,00387 = 0,0006"

Siutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlaml

farklilig1 ifade eder (P < 0,05).
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Bobrek Caveolin mRNA sinyal orani

Kontrol Deney

Sekil 4.3.4. Kontrol ve deney grubu siganlarin bobrek kaveolin mRNA seviyeleri

oranlari.
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5.TARTISMA

Bu tezde, siganlarda diisiik sodyum diyeti destekli CsA ile olusturulan
deneysel kronik bobrek yetmezligi modelinde, bobrek Kav-1 gen ifadesi, bobrek
MDA seviyesi ve serum kreatinin ve kan iire nitrojeni degerlerinin incelenmesi
amaglandi. Arastirmamizda hayvanlar kontrol ve deney olmak iizere iki gruba
ayrildilar. 35 giinliik deney siiresinin sonunda kontrol grubuna gore deneysel kronik
bobrek yetmezligi olan grubun bobrek Kav-1 gen ifadesinin istatistiki olarak anlamli
seviyede azaldigi (p < 0,05), bobrek MDA degerlerinin kontrol grubuna gére deney
grubunda anlamli bir artis gosterdigi (p < 0,05), serum kreatinin ve kan iire nitrojenin

ise deney grubunda anlamli olarak yiikseldigi ( p < 0,05) tespit edildi.

Kaveolinler; kaveolayr olusturan ve mezenkimal, epitelyal ve ndronal
dokularda ifade edilen kaveolanin temel yapisal proteinlerindendir (58). Kaveolalar,
hiicre membranimin %20’sini olusturan kiigiik sise benzeri girintilerdir. Kaveola
kolesterol tasinimi, konakg¢i hiicrelere patojenlerin girisinde kullandigi yol olan
klatrin bagimsiz endositoz gibi hiicresel transport siireglerinde aracilik etmektedir.
Hiicresel kaveolalar enzimlerin fonksiyonu ve reseptér sinyalizasyonun
diizenlenmesini saglar (73). Kaveolinler, farkli hiicre tiplerinde 6zel fonksiyonel
rollere sahiptir. Kaveolinlerin, Kav-1, Kav-2 ve Kav-3 olmak {izere ii¢ tipi
bulunmaktadir (45). Kav-1 ifadesi 6zellikle insan bobreginin distal tiibiiliinde ve
pariyetal endotel hiicrelerinde tanimlanmaktadir. Ayn1 zamanda Kav-1 ifadesinin
kapiller tubiil sekillenmesiyle iligkili oldugu da saptanmistir (74). Taugner ve ark.
(75) jukstaglomeriiler hiicrelerde renin graniillerinin kaveolin igerdigini
bildirmiglerdir. Kav-1 i¢ plazma membraninda ¢oklu sinyal molekiillerinin
aktivitesinin diizenlenmesinde elzem bir molekiil olup (76), hiicre sinyalizasyonunu,
dogrudan protein etkilesimiyle reseptor diizeyinde veya gen ifadelerini
transkripsiyonel ~ diizeyde  transkripsiyon  faktorleriyle kontrol eder.
Her2/neu/ErbB2/ras/raf/ERK kaskadi gibi biiylime faktorlerini igeren birgok
reseptor, proinflamatuvar sitokinler, sitozolik tirozin kinazlar, nitrik oksit sentaz
(NOS), G-proteinleri Kav-1 etkilesimiyle inhibe olmaktadir. Bu etkilesim sonrasi

proliferasyon, vazodilatasyon ve inflamasyon sinirlandirilmaktadir (58). Kav-1, IGF-
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I/Insulin/PI3/AKT nin posttranskripsiyonel regiilasyonunu ve niikleer faktor kappaB
(NF-kB) sinyal yolag: gibi bir¢ok antiapoptotik yolaklar1 (58) ve epidermal biiyiime
faktor reseptoriiniin (EGFR) tirozin kinaz aktivitesini de diizenlemektedir (77). Kav-
1 ayn1 zamanda bir tiimd6r baskilayici veya birgok farkli timorde promotor gibi de
davranmaktadir. Muhtemelen tiimor gelisim boyunca farkli etkilesim partnerleri
oldugundan dolay1 bu sekilde davrandigi bildirilmistir (76). Kav-1’in in vivo olarak
timorlerde doku ve satha spesifik diizenleyici rol oynadigi one siiriilmektedir (76).
Kav-1 hiicresel yaslanmayi diizenlemesiyle hiicre donilisimii ve timoér olusumu
tizerinde negatif diizenleyici olarak gorev yaparken, ayni zamanda prostat kanserinin
olusumuna neden olabilecegi, bu farkliliklarin plazma membraninda veya
sitoplazmada bulunan Kav-1’in lokalizasyonuyla alakali oldugu ileri stirilmiistiir
(78). Kav-1 birgok protoonkogenin fonksiyonel sinyalizasyonunu inhibe ederek
hiicrelerin transformasyon siireglerini sekteye ugratan bir tiimor baskilayici protein

olarak da gorev yapmaktadir (79).

Yapilan gesitli arastirmalarda bobrek yetmezliginde Kav-1 ifadesindeki
degisimler incelenmistir. Arastirma bulgularimiza benzer olarak, Bai ve ark. (80)
sican bobreginde NOS, Kav-1, AKt, ¢oziinebilir guanilat siklaz ifadeleri iizerine
renal hasar uyarili ndrojenik hipertansiyon modelinin etkilerini arastirdiklar
caligmalarinda, sicanlara tek doz fenol enjekte ederek hipertansiyon modeli
olusturmuslar ve hipertansif bobrekte Kav-1 ifadesinde onemli bir azalis tespit
etmislerdir. Arastirmacilar, Kav-1 ifadesindeki azalmanin nedenini tam olarak

aciklayamamiglardir.

Yine bir baska ¢alismada, Yang ve ark. (76) kalsiyum diizeyinin Kav-1 gen
ifadesine transkripsiyonel seviyede olan etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar,
BALB/c farclerden yiiksek miktarda Kav-1 gen ifadesine sahip olan FBJ-S1 viriis
indiiksiyonlu metastatik fare osteosarkom hiicre hatlar1 hazirlamiglardir. Yiiksek
seviyede Kav-1 ifade eden FBJ-S1 hiicrelerini kalsindrin inhibitorii olan siklosporin
A ile muamele ettiklerinde, bu hiicrelerde Kav-1 gen ve Kav-1 protein ifadelerinin
azaldigin1 bildirmislerdir. Arastirmacilar bu bulguyla kaveolin-1 gen ifadesinin

pozitif olarak transkripsiyonel seviyede L-tipi kalsiyum kanal / Ca*? / kalsinérin /
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NFAT aracili yeni bir kalsiyum sinyal yolagi ile diizenlenebilecegini ifade

etmislerdir.

Li ve ark. (102) sicanlarda kalitimsal obezitenin bobrek NO sentaz, Kav-1,
Akt, Guanilat siklaz ve kalmodulin ifadeleri {izerine etkilerini incelemek amaciyla 22
haftalik erkek obez olan ve olmayan sicanlari kullanmiglar, western blot analizi
sonucunda Kav-1 bobrek protein ifadesinin ve bobrek doku eNOS ve nNOS
ifadelerinin obez siganlarda azaldigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar obez
siganlarda albuminuri tespit etmisler ve bobrek glomerulosklerozun olustugunu

ortaya koymuslardir.

Bizim arastirma sonuglarimizdan farkli olarak, Sindhu ve ark. (81) deneysel
kronik bobrek yetmezligi modelinde kronik bobrek yetmezliginin bobrek Kav-1
protein ifadesine olan etkilerini aragtirmak amaciyla, siganlarin sol bobreginin 5/6’s1
aldiktan 4 glin sonra sag bobreklerini alarak kronik bobrek yetmezligi
olusturmuslardir. Alt1 hafta takip edilen si¢anlarin bobrek, torasik aorta ve karaciger
dokularinda immunoblot analiziyle Kav-1 proteinin arttigini kalp dokularinda ise
degismedigini tespit etmislerdir. Calisma sonunda kronik bdbrek yetmezligi
grubundaki siganlarin agirliklarinin (358+ 8) kontrol grubuna (404+5) kiyasla 6nemli
miktarda azaldigini, kronik bobrek yetmezligi grubundaki siganlarin plazma kreatinin
diizeylerinin (0.77+0,05) kontrol grubuna (0.47+0,01) gére Onemli miktarda
yiikseldigini bulmuslardir. Arastirmacilar kronik bobrek yetmezliginin Kav-1 protein
seviyesinde bir artisa neden oldugunu, artan Kav-1 proteinin eNOS’u inhibe ettigini
ve boylece NO miktarini azalttigini ve bunun sonucunda da bdbrek yetmezliginde
meydana gelen hipertansiyona ve kardiovaskuler hastaliklara neden olabilecegini

bildirmislerdir.

Iskemik akut bobrek Yetmezligi patogenezinde Kav-1 roliinii arastirmak
amaciyla yapilan bir bagka arastirmada, si¢anlarda in vivo olusturulan otuz dakika
bilateral renal iskemiyi takip eden reperflizyon modeli olusturulmus ve Kav-1 ve
tiibiiler hasar arasindaki iligski incelenmistir. Bu arastirmada Kav-1 protein ifadesi
iImmunohistokimyasal ve immunblot yontemiyle incelenmis, iskemik renal
yetmezligi olan hayvanlarin bobreklerinin hasarlanmis proksimal tubullerinde Kav-1

protein ifadesinin arttigi tespit edilmistir. Arastirmacilar, apoptotik hiicrelerde ¢ok
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yogun Kav-1 protein ifadesine rastlanmasindan dolayi, akut bobrek yetmezliginde
hiicre hasarinin artan Kav-1 protein ifadesine bagli olarak membran adhezyon kaybi,
apoptozis veya nekrozis nedeniyle hiicre 6liimiinden kaynaklanabilece§i yorumunu

getirmislerdir (82).

Bir bagka arastirmada ise sicanlarin bobrek proksimal tiibiillerinde ¢ok diisiik
bazal seviyedeki Kav-1 ve Kav-2 ifadelerinin, gentamisin enjeksiyonuna cevap
olarak onemli derecede arttigi ortaya konulmustur (83). Bu arastirmalarin bizim
calismamizdan farklilik gdstermesinin nedeni hepsinin de akut donemde bobrek
hasarlart modellemesi yapmis olmalarindan ve Kav-1 ifadesini yalnizca protein

kaynakl1 6l¢miis olmalar1 nedeni ile olabilir.

Kav-1 gen ifadesinin ii¢ bagimsiz yolak ile transkripsiyonel seviyede
diizenlenmesinin azaldig1 bildirilmistir. Bu yolaklar Ras-p44/42 MAPK, reseptor
olmayan tirozin kinazlar ve protein kinaz A’dir. Kav-1 ifadesi bir mitojen sensitif
promotorun bazal transkripsiyonel aktivasyonu ve Ras/MAPK aracili olarak inhibe
edilebilmektedir. Kav-1 gen ifadesi dogrudan p44/42 MAP kinaz kaskadinin
aktivasyonuyla diizenlenmektedir (84). Arastirmamizda azalan Kav-1 gen ifadesi,
hiicre i¢i artan Ras-p44/42 MAPK aktivitesinden veya PKA aktivitesinden
kaynaklanmig olabilir. Engelman ve ark. (84) H-Ras (G12V), v-Abl, ve v-Src- ile
dontismiis NIH 3T3 ve CHO hiicrelerinde Kav-1 ifadesinin diizenlenmesi ile ilgili
yaptiklar1 aragtirmada, Ras veya Raf ile transforme olmus NIH 3T3 hiicrelerini MEK
inhibitorleriyle (PD 98059 ) muamele ederek Kav-1 protein ifadesini arastirmislardir.
Ayni zamanda bu ¢alismada arastirmacilar v-src ve v-abl ile transforme olmus NIH
3T3 hiicrelerini de bu inhibitorlerle muamele etmislerdir. H-Ras ve K-Ras ile
transforme olmus NIH 3T3 hiicrelerinin MEK inhibitorii ile muamele edilmesi Kav-1
ifadesini tekrar diizenlerken v-src ve v-abl ile transforme edilmis NIH 3T3
hiicrelerinin  MEK inhibitoriiyle muamele edilmesinin Kav-1 ifadesini tekrar
diizenlemedigini tespit etmislerdir. H-Ras (G12V) ile doniismiis NIH 3T3 hiicreleri,
MEK inhibitorii olan PD 98059 ile muamele ettiklerinde Kav-1 ifadesinin arttigini ve
p44/42 MAP kinaz aktivasyonu inhibe edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu
caligmanin sonucunda azalan Kav-1 ifadesinde iki veya ii¢ yolagin etkin oldugunu

sOylemiglerdir. Bunlardan bir tanesi p44/42 MAP kinaz bagimli, digerleri p44/42
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MAP kinaz bagimsiz ve reseptorii olmayan tirozin kinazlardir. Aragtirmacilar ayni
zamanda protein kinaz A (PKA) yolaginin farmokolojik ajanlar (IBMX and
forskolin) tarafindan aktivasyonun veya asir1 ifade edilmesinin Kav-1 promotor
aktivitesi ve protein ifadesinin diizenlenmesini azalttigin1 gostermislerdir. Bu
yiizden, Ras-p44/42 MAP Kinaz, reseptor olmayan tirozin kinazlar (NRTKs) ve PKA
olmak iizere li¢ tane bagimsiz sinyal yolagi transkripsiyonel olarak Kav-1 gen

ifadesinin diizenlenmesini azaltabilecegini ileri siirmiislerdir (84).

Arastirmamizda, azalan Kav-1 ifadesinin bir diger nedeni hiicre igi
kalsiyumun, CsA tarafindan azaltilmasina bagli olarak meydana gelmis olabilir.
Yang ve ark. (76) transkripsiyonel seviyede kalsiyumun Kav-1 gen ifadesini nasil
diizenledigini arastirdiklar1 ¢alismalarinda BALB/c farelerden yiiksek miktarda Kav-
1 gen ifadesine sahip olan FBJ-S1 viriis indiiksiyonlu metastatik fare osteosarkom
hiicre hatlar1 hazirlamiglardir. Arastirmacilar yiiksek seviyede Kav-1 ifade eden FBJ-
S1 hiicrelerini kalsinorin inhibit6rii olan siklosporin A ile muamele ettiklerinde bu
hiicrelerde kaveolin-1 gen ifadesinin ve Kav-1 protein diizeylerinin azaldigini
bildirmislerdir. Hiicre i¢indeki kalsiyum konsantrasyonunundaki artis kalmodulini
aktive edip kalsinorinin aktivasyonuna neden olur. Siklosporin A ise kalsindrin
aktivasyonunu bloke ederek hiicre ici kalsiyum miktarmi diisiirmekte, bu da Kav-1
gen ifadesini azaltmaktadir. Arastirmacilar bu bulguyla Kav-1 gen ifadesinin pozitif
olarak transkripsiyonel seviyede L-tipi kalsiyum kanal/Ca*® / kalsinérin / NFAT

aracilt yeni bir kalsiyum sinyal yolag: ile diizenlenebilecegini bildirmislerdir (76).

Bobrek Kav-1 gen ifadesinin azalmasmin bir diger nedeni oksidatif stres
kaynakli olabilir. Fakhrzadeha ve ark. (92) giicli bir oksidan olan ozon
inhalasyonuna fareleri maruz birakarak alveolar makrofajlarda Kav-1 ifadesinin
azaldigim1  bildirmiglerdir. Arastirmacilar bu ¢alismada TNF-o’nin NF«B
aktivasyonunda ve toksisitede onemli bir rol oynadigini, TNF-a sinyalizasyonun
NF«B aktivasyonunda 6nemli olan p44/42 MAPkinaz enzim yolaginda ise karistigini
ve ozon inhalasyonunun p44/42 MAPkinaz’in hizli ve gegici bir yiikselisine neden
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar sonu¢ olarak TNF-a'min o6zellikle
makrofajlarda NO iiretimini sitiimiile ettigini bununda ozon kaynakli oksidatif doku

hasarinin patogenezinde ise karistigini ve akabinde Kav-1 ifadesinin baskilandigini
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ifade etmisler ve azalan Kav-1 ifadesinin, p44/42 MAP kinaz yolu ile TNF-a
tarafindan Kav-1 fosforillenmesinin Kav-1’de konformasyonel degisime yol agarak
olabilecegini bildirmislerdir. Ger¢ektende bu bulgularimizi destekler nitelikte olarak
serbest radikal kaynakli hasarin dokudaki belirte¢lerinden biri olan MDA seviyesinin
kronik bobrek yetmezligi olan grupta yiikseldigini tespit ettik. Arastirma
sonuclarimiza benzer olarak bir¢cok c¢aligmada kronik bobrek yetmezliginde artan
lipid peroksidasyonuna dikkat c¢ekilmistir. Yiikselen MDA degeri, CsA kaynakl
olusan serbest oksijen radikallerinden kaynaklanmis olabilir. CsA’nin ROT ve lipid
peroksidasyonunu artirarak dogrudan nefrotoksik oldugu ve antioksidan kullaniminin
siklosporinin yan etkilerini azalttigi gosterilmistir (85). L-karnitin tedavisi KBY de
MDA firiinlerini inhibe ederek eritrosit antioksidan enzim aktivitelerini diizeltmistir
(85). Vaziri ve ark. (86) erkek Sprague Dawley si¢anlarda sol bobregin 5/6’sini ve 4
giin sonra ise sag bobregi alarak olusturduklar1 kronik bobrek yetmezligi modelinde,
deney ve kontrol grubunu alt1 hafta takip etmislerdir. Alt1 hafta sonunda serum ve
bobrek, kalp, torasik aorta ve beyin dokularindan yaptiklari analiz sonucu plazma
MDA seviyelerinde artis, doku Cu,Zn-SOD seviyelerinde azalis tespit etmislerdir.
Benzer olarak Sener ve ark. (59) Kronik bobrek yetmezligi grubunda doku MDA
seviyelerinde artis bulurken, GSH seviyelerinde diisme oldugunu bildirmislerdir. Bir
basgka arastirmada Ural ve ark. (87) CsA ile si¢anlarda nefrotoksisite olusturmus ve
serbest radikal kaynakli bobrek hasarini antioksidan 6zelligi olan vitamin C ve
vitamin E tedavisiyle diizeltmislerdir. Yine Rezzani ve ark. (88), CsA’nin si¢anlarin
bobrek dokusunda artmis lipid peroksidasyon iiriinlerine ve bobrekte tiibiiler fibroze
neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer olarak CsA uygulamasinin sigcanlarin bobrek

korteksinde lipid peroksidasyon liriinii olan MDA ’y1 yiikselttigi gosterilmistir (89).

Arastirmamizda gozledigimiz artan bobrek MDA degeri CsA’nin bobrekte
afferent arteriyolde yaptigi vazokonstriikksiyon ve buna bagli olarak olusan serbest
radikaller nedeni ile meydana gelmis olabilir. Kronik CsA uygulamasini takiben
bobrek MDA seviyesindeki artis CsA’nin yapmis oldugu nefrotoksik etkinin
muhtemel patofizyolojik mekanizmalarindan birinin serbest radikal kaynakl
hasardan dolay1 olusan oksidatif stres olabilecegini gostermektedir. CsA’nin
stiperoksit radikal tiretimini artirdigr bildirilmistir (91). Bobrek MDA seviyesindeki

artisin bir diger nedeni azalan Kav-1 ifadesine bagli olabilir. Kav-1’i yetersiz olan
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stromal hiicrelerde oksidatif stresin iki antioksidan belirte¢i olan peroksiredoksin 1
ve katalaz’in aktivitesinin reaktif oksijen tiirlerinin tretimiyle artti1 bildirilmistir
(90). Stromal Kav-1’1n ifadesinin kayb1 oksidatif stresi uyarabilmektedir. Bu hipotez
dogrultusunda Pavlides ve ark. (90) Cav-1 (-/-) eksik stromal hiicrelerde normalde
oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile baglantili olan iki antioksidan

proteinin (peroksiredoksin 1 ve katalaz) ifadesinde artis oldugunu gostermislerdir.
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6.SONUC ve ONERILER

Sonug olarak CsA ile olusturulan kronik bobrek yetmezliginin muhtemel
nedeni Kav-1 ifadesindeki azalmadan kaynaklanabilir. Bu azalmanin muhtemel
sebepleri arasinda; CsA kaynakli hiicre i¢i kalsiyum azalmasi, aktivitesi artan p44/42
MAPK veya PKA kaynakli veya artan oksidatif stres nedeni olabilir. Son ¢alismalar
Kav-1’in inflamasyon ve hiicresel strese karsi genel koruyucu protein olmasini
destekler niteliktedir (58). Kav-1 proteini sinyal kaskadlarimin Src, epidermal
biiylime faktor reseptorii, Raf, MEK, ERK, G proteini a subiiniteleri, adenilat siklaz
ve PKA gibi genel kaveolin baglayici motifin taninmasiyla kaveola membraninda
lokalize olan bir¢ok molekiiliin inhibitérii gibi davranabilmektedir (84). Kav-1,
sinyal iletiminde olduk¢ca etken rol oynayan kaveolanin biitiinliigliniin
stirdiiriilmesinde elzem bir molekiil olup (93), azalan Kav-1, kaveolanin biitiinleyici
yapisinin  bozulmasina neden olarak bobrek hasarmin olusumunda temel
mekanizmalardan biri olarak karsimiza cikabilir. Aktive olmus onkogenlerin bir
cesitiyle ( b-abl, bcr-abl, H-ras (G12V) ) transforme olmus NT-3T3 hiicrelerinde
Kav-1 mRNA ve protein ifadesi azalmis veya tamamen yok olmustur ve bu

transforme hiicrelerde ise kaveola tamamen yok olmaktadir (84).

Kav-1 ayrica, p44/42 MAP kinaz kaskadini inhibe ederek mitojenik sinyalin
diizenlenmesini azaltmaktadir. Kav-1 ifadesinin azalmasiyla birlikte artan p44/42
MAP kinaz yolagi hiicresel doku biiylime faktorlerini tetikleyerek renal fibrozise yol
acabilir. Bobrek yetmezligindeki ana etkenlerden bir tanesi olan fibrozis bobrek
hastaliklarinda son donem bobrek yetmezliginin tanimlanmasinda genel yolaktir.
TGF-B1 bobrek fibrozisinin ana mediatorii olarak gérev yapan pleiotropik sitokindir.
TGF-B1-uyartli MKK3-p38 MAPK kaskadmin aktivasyonunun tip | kollajen ifade
edilmesine neden oldugu bildirilmistir (94). MAPK kaskadi hiicre biiylimesinin,
farklilasmasinin  apoptozisin ve c¢evresel streslere karsi hiicresel cevabin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Crean ve ark. (95), primer insan mezenkimal hiicrelerinde konnektif doku
biiyime faktori (CTGF) wuyarisiyla ilk 10 dakikada p44/42 MAPK’in
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fosforilasyonunun en yiiksek seviyeye ulastigini bildirmiglerdir. Konnektif doku
bliylime faktorli, doku tamiri ve farklilagmasi siiresince devam eden kompleks
biyolojik siirecleri koordine eden erken gen iiriinleri ailesinin bir {yesidir.
Nefropatilerde glomerulosklerozisin patogenezinde 6nemli bir mediator olarak gorev
yaparlar. CTGF’in ortama eklenmesi primer mezangial hiicrelerde fibronektin

tiretimini, hiicre gocii ve sitoiskelet yeniden yapilanmasini uyarmaktadir (95).

CsA’nin bozdugu oksidan-antioksidan denge sonucu ve bobrekte olusturdugu
vazokonstriksiyon sonrasi baglayan inflamatuvar siiregte Kav-1 ifadesinin azalmasi
antiinflamatuvar siireci sekteye ugratabilmektedir. Antiinflamatuvar sistem iizerinde
pozitif etkisi olan Kav-1’in ifadesinin azaldiginda bu siire¢ inflamasyona dogru yon
degistirebilmektedir. Wang ve ark. (96) bunu destekler nitelikte doku
makrofajlarinda Kav-1’in ifadesinin yeterli oldugu sartlarda interlokin-10 (IL-10)
tiretiminin artti@ini, TNF-o ve interlokin-6 (IL-6) ‘y1 azalttigi ve bunun sonucunda
inflamatuvar uyar iizerine antiinflamatuvar etkiler olustugunu bildirmislerdir (97).
Gergektende Fakhrzadeha ve ark. (92) TNF-o’nin mevcudiyetinde oksidatif stresin

arttigin1 ve Kav-1 ifadesinin azaldigini bildirmislerdir.

CsA uygulamasi ile azalan bobrek Kav-1 ifadesi ve NO iiretiminin bozulmasi
bobrekte goriilen yetmezligin bir diger nedeni olarak karsimiza ¢ikabilir. NO, bobrek
vaskuler direncin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve bdbrek kan akisi,
glomerul filtrasyon hizi, bobrek kan akist ve bobrek vaskuler direncinin
diizenlenmesine katkida bulunur (99). Ayrica NO, dogrudan sodyum geri emilimi
baskilamasiyla ve dolayli olarak bobrek medullar kan akisinin diizenlenmesiyle
sodyum salinimini yonetir (100). Lungu ve ark. (101) CsA’nin, kaveoladaki
kolesterol igerigini azaltarak endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesini inhibe ettigini,
CsA tarafindan kaveoladaki kolesterol azalmasinin CsA indikli endotelyal
bozulmanin ve hipertansiyonun Onemli bir patojenik mekanizmalardan biri

olabilecegini bildirmislerdir.

Bizim sonuglarimiz gostermektedir ki kronik bobrek yetmezligi modelinde
Kav-1 gen ifadesi azalmasi beraberinde Kav-1 protein {irlinlerinin ¢ogunlukla
kaveola membraninda yerlesmis olan src, EGFR, ras, G protein a subiinitesi, adenilat

siklaz ve PKA gibi sinyal yolaklarinin bir¢ok elementinin regulasyonunda gérev
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alamayacagin1 gostermektedir (84). Garcia ve ark. (98) tarafindan Kav-1’in neonatal
obstruktif nefropati siirecinde renal fibrozisin giiclii bir biyolojik belirte¢i olabilecegi
ileri stirtilmiistiir. Birgok arastirma fibroziste goriilen diisiik Kav-1 ifadesi nedeni ile
Kav-1’in terépatik hedef olarak kullanilmasimi onermistir. CsA kaynakli kronik
bobrek yetmezligi modelinde azalan Kav-1 gen ifadesinin tekrar diizenlenmesi

bobrek dokusunda hasar mekanizmalarini 6nleyebilecegi kanaatini tagimaktayiz.
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Sican kaveolin geninin 2468 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve

primerlerin dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No. NM_031556.2
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Sigan beta aktin geninin 1293 bazdan olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No. NM_031144.3
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Ek 3: Deney Hayvanlar: Etik Kurulu Karan

INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :09-06-2011

Toplant1 Yeri : Tip.Fak.Toplant: Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su :2011/A-54

Deneyde Kullanlacak Hayvanin Tiirii : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu :Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti :JE [Op IXI Farketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi : 20 adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yast ve Agirligi : 8-12 haftalik/200-250 gram

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden ~ Dog. Dr. Yilmaz CIGREMIS’in yiiriitiiciisii oldugu
“Ratlarda Kronik Bibrek Yetmezligi Modelinde Kaveolin Gen Ekspresyonu” isimli
2011/A-54 Protokol no.lu ¢aligmanin dosyas: incelendi.

Adi gegen aragtirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, Inonii- Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi'nde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumluluk arastiricilara ait olmak iizere ¢alismamin yapilmasinda herhangi bir etik sakinca
bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.
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OZGECMIS

Denizli dogumlu. ilk ve orta dgretimini Malatya’nin Hekimhan ilgesinde tamamladi.
Turgut Ozal Siiper Lisesi’nden 2001°de béliim ikincisi olarak mezun oldu. Ayni yil
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibb1 Biyolojik Bilimler Béliimii’nii
kazand1. Lisans doneminde biyokimya, mikrobiyoloji ve deney hayvanlari
laboratuarindaki c¢aligmalara katildi. Bipolar Bozukluklarin Genetik Temelleri adli
derleme teziyle mezun oldu. 2010-2011 giiz déneminden inénii Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibb1 Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda yiiksek lisansa basladi.



