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OZET

TiP 2 DIYABET ve DOCA-TUZ HIPERTANSIF SICANLARDA APEL iININ
ETKILERI

KURSUNLUOGLU AKCILAR, Raziye
Doktora Tezi, Fizyoloji A.D.
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Sebahat Turgut

Mart 2012, 126 sayfa

Adipoz doku basta olmak Uzere c¢aitli dokularda eksprese edilen apelinin etki
ve fonksiyonlari hala tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada, tip 2 diyabet ve
deoksikortikosteron asetat-tuz modeliyle hipertangion olusturulmus sicanlarda
apelinin kronik uygulamasinin etkilerini arastirdik. Calismamizda, 8-10 haftalik
erkek sicanlar kullanildi. Sigcanlar Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A),
Hipertansiyon  (HT), Hipertansiyon+Apelin  (HT+A), Diyabet (DM),
Diyabet+Apelin (DM+A), Hipertansiyon+Diyabet (HT+DM) ve
Hipertansiyon+Diyabet+Apelin (HT+DM) olmak Uzere 8 gruba ayrildi. Deneyin
baslangici ve sonrasi hayvanlarin kan basinclari, karglikoz dizeyleri ve vicut
agirhklar 6lctldd. Cali smanin sonunda anestezi altinda sicanlardan doku viean
ornekleri toplandi. Kalp ve damar doku Orneklerinde apelin ve APJ ekspresyon
dizeyleri belirlendi. Plazma 6rneklerinden apelin, insdlin, endotelin-1 (ET-1),
ACE 2, anjiotensinojen, ANG Il duzeyleri calsildi. Elde edilen verilerin analizi
icin SPSS 10.0 programi kullanilarak istatiksel dgerlendirme yapildi. K+A
grubunda K grubuna gore kan basinci ve plazma angtensinojen diizeylerinde
anlamh azalma saptanirken, total kalp &irligi/son vicut girh gl (TKA/SVA),
plazma ET-1 ve apelin seviyesinde anlamli agi saptandi. Bu grupta kalp
dokusunda apelin ve APJ ekspresyon diizeyi azalirken, damardapelin ve APJ
ekspresyon dizeyinin arttgl gozlendi. HT+A grubunda HT grubuna goére % vicut
agirhk arti s1 ve kan basinci diuzeylerinde anlamli azalma gozleken, plazma
apelin seviyesinde anlaml ary goruldd. Bu grupta kalp ve damar dokusunda
apelin ve APJ ekspresyon duzeylerinin arttgl gézlendi. DM+A grubunda diyabet
grubuna gore kan basinci, kan glikoz ve plazma insin duzeylerinde anlamli
azalma goOzlendi. Bu grupta plazma apelin dizeyindeanlamh bir fark
gOzlenmezken kalp ve damar dokusundapelin ekspresyon dizeyinin arttg ve
APJ ekspresyon duzeyinin azal@ saptandi. HT+DM+A grubunda HT+DM
grubuna goére kan basinci, kan glikoz, plazma ANG Il ET-1, angiotensinojen ve
insulin dizeylerinde anlamli azalma go6zlenirken, %VA ve TKA/SVA oraninda
anlamh bir arti s gorildd. Bu grupta plazma apelin diizeyinde anlamlibir fark
gOzlenmezken kalp ve damar dokusundapelin ve APJ ekspresyon dtizeylerinin
azaldgl saptandi. Sonug olarak; i.p. verilen apelinin kanbasincini digurdigu ve
diyabetli ve hipertansif diyabetli sicanlarda plazna insilin ve kan glikoz
dizeylerini azalttigini  soyleyebiliriz.  Hipertansiyon, tip 2 diyabet ve
hipertansiyon+tip 2 diyabet gibi durumlarinda apelinin tedavide kullanilabilecek
aday bir madde oldusunu distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler:  Apelin, Apelin Reseptér (APJ), Tip 2 Diyabet,
Deoksikortikosteron asetat-tuz, Hipertansiyon



ABSTRACT

THE EFFECTS OF APELIN IN TYPE 2 DIABETES MELLITUS A ND DOCA-
SALT HYPERTENSIVE RATS

KURSUNLUOGLU AKCILAR, Raziye
Ph D. Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Sebahat Turgut

March 2012, 126 pages

The effects and functions of apelin expressed in maus tissues including
adipose tissue are still not known exactly. In thistudy, we have investigated effects
of apelin’s chronic application on type 2 diabeteand deoksikortikosteron acetate-
salt hypertension rats. In our study, 8-10 week olanale rats were used. The rats
were divided into 8 groups: Control (C), Control+Apelin (C+A), Hypertension
(HT), Hypertension+Apelin (HT+A), Diabetes (DM), Diabetes+Apelin (DM+A),
Hypertension+Diabetes (HT+DM) and Hypertension+Dialetes+Apelin
(HT+DM+A). The blood pressures, blood glucose leveland body weights of the
animals were measured both at beginning and at thend of the study. The tissue
and blood samples were collected under anesthesieom rats at the end of the
experiment. mMRNA analysis was done from heart and ascular tissue samples.
Plasma apelin, insulin, endothelin-1 (ET-1), ACE 2anjiotensinojen, ANG Il levels
were analyzed. The statistical evaluation was donesing SPSS 10.0 programmes.
The low levels of the blood pressure and plasma aiogensinojen were found in
C+A group according to Controls, also TKA/SVA, plasna ET-1 ve apelin levels
were found high in the same group vs C. At this gnap, we observed that apelin
and APJ mRNA expression was decreased in heart tiss and increased in vascular
tissue. Blood pressure and % body weight were foundecreased in HT+A group
according to HT, while plasma apelin level was obseed significantly increased in
HT+A. Expressions of apelin and APJ in heart and vscular tissue increased in
HT+A vs HT. The plasma insulin, blood glucose, blad pressure levels in DM+A
group was found significantly low according to thediabetes group. There was no
statiscaly significant difference in plasma apelinevel between these groups, but
the difference between the groups for apelin and APmMRNA expression in heart
and vascular tissue was found significant. The blab pressure, blood glucose,
plasma ANG II, ET-1, angiotensinojen and insulin lgels in HT+DM+A group
were found significantly lower than HT+DM and increased % VA and TKA/SVA
were observed in HT+DM+A compared to HT+DM groups.We did not observe
significantly difference in plasma apelin level beteen HT+DM groups but low
apelin and APJ mRNA expression were determined indart and vascular tissue of
HT+DM+A according to HT+DM. As a result, we can saythat apelin reduce blood
pressure in DOCA-salt hypertansive rats and reduceplasma insulin and blood
glucose levels in diabetic and DOCA-salt hyperteng+diabetic rats. We think that
apelin can be used as a therapeutic agent in theemtment of hypertension, type 2
diabetes and hypertension+type 2 diabetes in thetfure.

Key words: Apelin, Apelin Receptor (APJ), Type 2 Diabetes, Bygmrticosterone
Acetate-salt Hypertension
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1. GRIiS

Diyabetes mellitus (DM) insulin salgisi yoflina veya dokularin insiline
duyarliliginda azalmaya I karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalanni
bozulmasini kapsayan bir sendromdur. Diyabetesutastin 2 tipi vardir.

1- Tip 1 diyabet, insulin salgisi yokiuna bgldir. insiline bgmli DM adini da
alir.

2- Tip 2 diyabet, hedef dokularin insulinin metaboékkilerine duyarliliklarinin
azalmasina k@ olarak gelgir ve insiline b@ml olmayan DM adini alir. Bu

azalms duyarhlga instlin direnci de denir.

Tip 2 diyabet, tip 1'den daha yaygin olup DMkalarinin yaklgk %90'ini
olusturmaktadir. Olgularin gaunda hastalik 30 gendan sonra siklikla 50-60 glarinda
ortaya cikar ve yawsabir sekilde ilerler. Bu nedenle bu sendroma sikliklgkeni tipi
diyabet adi da verilir. Bununla birlikte son yiliiar 20 yaindan daha kiiguk, daha genc¢
kisilerde tip 2 diyabette agtolmustur (Guyton ve Hall 2006).

Insulin direnci, hedef dokularin (kas, kagmei ve yg& dokusu) insiline olan
cevabinin azalmasidiinsiilin direncinin, tip 2 diyabet gelhesinin altinda yatan
primer defektlerden biri oldiu distintlmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinin %85’inde
insulin direnci mevcutturinsilin direncinin genetik komponentleregbaoldugu da
disunulmektedir. Ancak obezite, anma ve sedanter gam bicimi gibi edinilen
faktdrlerin, insilin direncinin galimine ve sonunda tip 2 diyabete katkida bulifuha
inaniimaktadir (Caro 1991)nsiilin direnci nedeniyle kasta glikoz kullanimi ilggh
olarak bozulur ve tokluk plazma glikoz konsantragdganda onemli yukselmeler
gorultr. Mevcut hiperinsulinemi ise aclik glikoz ngantrasyonlarini ve hepatik glikoz
yapimini normal sinirlar icinde tutabilir. Ancak siilin direncinin yeterince
agirlasmasiyla kompansatuar hiperinsulinemi, aclk glilkdizzeylerini normal sinirlar
icinde tutmak icin yeterli olmaz. Aclik ve toklukigergliseminin gelimesi -hicre
sekresyonunu daha da stimile eder ve ortaya cikzaritsilinemi insilin reseptor
sayisini azaltarak (down reguilasyon) ve postresepkdylarda insulinin etkilerini
bozarak insulin direncini daha da artirir (DeFronzo1997). Bazi kilerde daha cok
insulin salgilanmasi igirg-hicresinin devamli uyariimasi, beta-hiuicre fonksiyala



bozuklyza yol acar.insilin cevabi yetersiz hale gelirse, glikoz-tramspsistem
aktivitesi ciddi derecede bozulur ve glikoz metaobsindaki bazi 6nemli enzimatik
basamaklar baskilanir. Ek olarak, insulinin lipalizerindeki engelleyici etkisi ortadan
kalkar. Bu noktada plazma serbesg waitleri yikselir ve serbest yasidi oksidasyonu
artar. Serbest yaasitlerinin oksidasyonu intraselltler glikoz kuilenini bozar (Gedik
1996). Serbest yaasitleri karagierde trigliserid birikmesini uyarir. Serbestyasitleri
hem kas dokusunda glikoz alimini azaltmak hem decdkgerden glikoz cilgini
arttirmak yonunde insulin kati etkiler sergilerler (Shulman 2000). Bu durumda
plazmaya fazla miktarda asetoasetik asitpvieidroksibuitirik asit gibi keto asitlerin
gecki s0z konusudur. Boylece asit fazfaha ve idrar miktarinin artmasi sonucu gt
dehidratasyona kga olarak, hastadaiddetli metabolik asidoz ortaya cikar. Tedavi

edilmezse hizla diyabetik koma ve 6limle sonucléBuyton ve Hall 2006).

Sonu¢ olarak insulin yokdunun veya insulin direncinin glikoz metabolizmasina
baslica etkisi beyin hari¢c glikozun bircok hicre tarafan alinmasinin ve
kullaniimasinin engellenmesidir. Bunaghaolarak dokularin glikoz kullanimi giderek
azalir ve kan glikoz konsantrasyonu 300-1200 mgfl@@ yukselir. Bu artan plazma
glikoz dizeyi, vicutta glikozun idrarla kaybinakddiicrelerinde dehidratasyona, doku
hasarina, kan damarlariniglevlerinin bozulmasina, dokulara giden kan akiminin
yetersizlgi gibi bircok etkilere yol acar (Guyton ve Hall 280 Ayrica plazma glikoz
dizeyinin artmasiyla obesite, tip 2 diyabet, kadpadr hastaliklari, hipertansiyon,
nefropati, néropati, retinopati ve ayak Uulserleitoi komplikasyonlar nedeniyle felg,
gangren veya koroner hastaliklarin meydana gelnsdsni artmaktadir (Mc Kinlay ve
Marceau 1992).

Hipertansiyon surekli yuksek arteriyel kanibasile kendini gésteren sistemik bir
hastalik olup, ciddi komplikasyonlara yol agmasiteplumda sik gérilmesi nedeniyle
onemli bir sglik problemidir (Onat vd 1991)stirahat sirasinda, diyastolik arter basinci
90 mm-Hg ve sistolik arter basinci 140 mm-Hg'nieriizde olursa hipertansif bir ger
olarak kabul edilir (Guyton ve Hall 2006). Hipers&yon gunumizde morbidite ve
mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir veegekte halk sgligl Gzerinde daha da
blyuk etkisi olacg disiinilmektedir (Murray ve Lope 1996). Bmdan hipertansiyona

baglanabilecek morbidite ve mortaliteye ek olarak ygkskan basinci bireylerin ve



toplumun ceitli kardiyovaskuler hastaliklari gecirme olagihi artiran guglu bir risk
faktorudur (Kannel 1996).

Hipertansiyon bircok genetik ve cevresel faitbali olarak meydana gelebilen
kompleks ve multifaktoriyel bir hastaliktir (Sun vEhang 2005). Gunumuzde
hipertansiyon, dinyanin tum gmafi bolgelerini etkileyen ve ©Oncelikle e¢kin
populasyonu ilgilendiren bir epidemi halini aktmr. Epidemiyolojik veriler, 30’lu
yaslarda %20-25 olan hipertansiyon prevalansingtayhirlikte belirgin arty gostererek
60 ya ve uzerinde %50lere cilgini gostermgtir (Arict ve Ca&lar 2002).
Hipertansiyonun major klinik sonuclari, sadece kasinci yiukselmesinden gleayni
zamanda hipertansiyona karpatofizyolojik, fonksiyonel ve yapisal yanitlarda
kaynaklanir. Kardiyak hemodinamikte en erken gigiklikler blyuk 6lctde
kompansatuar olmasina graen, tedavi edilmemi hipertansif hastalarda, bunlar
cogunlukla kardiyak yapi ve fonksiyonlarda bozutdu yol acarlar. Sistolik ve
diyastolik kan basinci yukseldikce, 6zellikle koeorarter hastaliklari olmak Uzere,
kardiyovaskuler hastaliklarin alona riski surekli olarak artarmaktadir (Peggy vd @00
Sempatik sinir sistemi aktivitesinde asti endotelin ve tromboksan gibi
vazokonstriktorlerin ve sodyum tutucu hormonlagmairetimi, potasyum ve kalsiyum
aliminin yetersiz olmasi, artgnve uygunsuz renin sekresyonu, prostoglandinler ve
nitrik oksit gibi vazodilatatorlerin eksiklikleri,diren¢ damarlarinda konjenital
anomaliler, diyabetes mellitus, insilin direnci,ealte, damar biyume faktorlerinde
aktivite artgl ve hicresel iyon transportundagdene gibi birgcok patofizyolojik faktor,
hipertansiyon olgmasinda rol oynar (Burt vd 1995).

Hipertansiyon ve diyabet, kardiyovaskuiler weebrovaskuiler hastaliklar agisindan
onemli risk faktorleridir. Diyabet ve hipertansiyaa hedef organ hasari belirgin olarak
artar. Diyabetik hastada hipertansiyon, koronerels@l ve periferik vaskuler yaia
etkileyen ateroskleroz hastalik icin 6nemli bikrfaktorudir. Hipertansiyon, nefropati
ve retinopati gibi diyabetik komplikasyonlarin pregyonunu da hizlandirir (Barnett
1994).

Apelin kalp, akderler, testis, ovaryum, meme bezleri, beyin, kaegiiskelet kasi
ve bobrek dahil bircok géli dokularda bulunan (Medhurst vd 2003, Hosoya2@0)

ve apelin reseptoriine (APJ) yuksek afinitedgldrzan endojen bir ligand olarak



tanimlanmaktadir (Tatemoto vd 1998). G proteiniagitolan ve plazma membraninda
bulunan APJ reseptori 380 aminoasittersuwuAnjiotensin Il (ANG 1l) ve anjiotensin
tip 1 reseptdre (AT-1) homolog olan bir reseptordsirbirleriyle homolog olmasina
ragmen, anjiotensin I, APJ reseptorineglbamaz (O’'Dowd vd 1993). Apelin geni
Xq25-26.1'de lokalizedir ve 1.726 bp buyuglinde olup 3 ekson icermektedir. Apelin
gen Urind 77 aminoasitten e&n bir preproteindir (Lee vd 2000). Yapilan
calismalarda, apelinin; apelin 13 (65-77), apelin 17 <Bl), apelin 36 (42-77),
proglutamat form apelin 13 [(Pyrl) apelin-13] olaradlandirilan farkli izoformlari
bulunmutur (Ladeiras-Lopes vd 2008). Bu peptidlerin hefBU reseptoriine Beanir
ve ikincil haberci sinyal yolaklarini aktive ed@&aj vd 2008).

Apelinin, bircok organ sistemlerinde etkilidogu bildiriimektedir. Ozellikle kan
basinci ve vaskiler tonusun dizenlenmesi, kard@miréktilite, kalp hizi, anterior
hipofiz fonksiyonlari, anjiogenez, apoptoz, inflasyan, glikoz metabolizmasi, viicut
sivi ve enerji dengesi, aclik ve yemek aliminin esilenmesi gibi bircok onemli
mekanizmalarda rol alan multifonksiyonel bir nérppedir (Taheri vd 2002, Higuchi
vd 2007).

Apelinerjik sistem, bircok doku ve organlardaulunmasina g&nen etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Diinya ca@igaygin olarak gorulen kalp
yetersizlgi, obesite, tip 2 diyabet, miyokardiyal iskemi, rat&kleroz, kanser gibi
hastaliklarin patolojisinde viicudumuzun homeosilaizidlizenleyen major bir sistem
olarak bilinmektedir. Ayrica apelinin, bazi dokwar glikoz kullanimini arttirarak
kandaki glikoz konsantrasyonunu azgittve insilin direncinin dizenlenmesine katki
saladigl bilinmektedir. Ancak apelinin tip 2 diyabet vepbrtansiyon tzerindeki etkisi
heniliz tam olarak netlik kazanmagtm Bu bilgiler siginda apelinin tip 2 diyabet ve
hipertansiyonda koruyucu ve tedavi edici bir ajdabtecesini distinmekteyiz. Bu
calisma sistemik hipertansiyon ve tip 2 diyabet stlmulmus sicanlarda apelinin
etkisinin aratirilacagl ilk calismadir. Bu argtirmaylaDeoksikortikosteron Asetat ve tuz
(DOCA-tuz) hipertansiyon modelinde ve tip 2 diyab&isturulmus sicanlarda apelinin
dizenleyici ve tedavi edici olasi etkilerinin aydmmasina katkida bulunmayi

hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. TIP 2 DIABETES MELL iTUS

2.1.1. Tip 2 Diabetes Mellitus Tanimi:

Tip 2 diyabet sggl tehdit eden, gealebilecek komplikasyonlari ile yam kalitesini
bozan ve ygam suresini kisaltan ciddi bir hastaliktir. Tip abet gerek yaygirgi
gerekse neden olgu akut ve kronik komplikasyonlardan dolayr gunungizdhla en
onemli morbidite ve mortalite nedenlerinden biridKronik seyretmesi ve ciddi
komplikasyonlari nedeniyle uzun dénem Kkalitelggm beklentisi azalmakta ve gk

sistemlerine 6nemli bir yuk getirmektedir (TUrkeX0B).

Tip 2 diyabet patogenezinde beta hicre fonksiyonuklogu, insdlin direnci ve
hepatik glikoz Uretimi argl gibi metabolik bozukluklar yer almaktadir. Tipdiyabet
patogenezinde gortlen bu bozukluklarin salm nedenleri hentiz bilinmemektedir.
Ancak bunlar tGzerinde poligenik yatkinlk ve cewlefaktorlerin ortak rolleri oldgu
disunulmektedir (Yenigtin 2001). Asil nedeni insulimedici olgturmasina rgmen son
yillarda pankreastan instlin salinim bozkioun da tip 2 diyabetin ortaya giida
onemli old@gu bilinmektedir. Bunun yaninda yapilan galalarda beta hiicre fonksiyon
bozukluyzu ve instlin direnci arasinda kdrkl bir etkilesimin oldugu ve her ikisinin de
patogenezde birlikte rol akgh da ileri strilmektedir (Kahn 1993). Son vyillartia 2
diyabetin olgmasinda, primer bozukiun hiperinsilinemi oldgu ve insilin direncinin
hiperinsilinemiye bgi olarak olgtugu disinulmektedir. Buna gore merkezi sinir
sisteminde ventromedial hipotalamus, median eminvankBentz tanimlanamayan bazi
alanlardaki dgisiklikler gida alimi, termogenez ve sempatik singtem aktivitesinin
dizenlenmesinde rol alan noéropeptid Y ve/veygedinoéro-regulator peptidlerin
dretimini arttirarak vagus sinirini uyarmakta venbn da insdlin salgisini arttig
bilinmektedir. Ayrica sglkh bireylerde yapilan c¢ajmalarda kronik fizyolojik
oglisemik hiperinsilineminin insdlin  direncine nedeoldusu  gosterilmgtir.
Hiperinsulineminin kgide glikojen sentezini bozarak tipki tip 2 diyakeettidigu gibi
insulin direncine yol acabilegeileri sturilmektedir. Fakat tip 2 diyabetin gtnasinda



en dnemli faktorin insulin eksilgi ve insulin direnci oldgu bilinmektedir (Del Prato
1994).

2.1.2.insulin Direnci

Insilin direnci, glikoz homeostazisinde insilininklemen etkisinin bozulmasi ve
insuline verilen yanitta eksiklik olarak tanimlaia{Reaven 1988). Metabolik acidan
insulin direnci, insdlinin hiicre duzeyindeki metikmlaylara etkisinin azalmasi veya
hedef dokularin (kas, kargerr ve y& dokusu) insiline olan cevabinin azalmasi olarak
tarif edilebilir. Klinik agidan ise kinin gunlik metabolik glevlerini fizyolojik olarak
surdurebilmesi icin pankreastan salgilamak zorusidagu insilin miktarindan fazla

insulin Gretmek ya da kullanmak zorunda kalmag@arvey ve Birnbaum 1993)

Gunumuizde insilin direncine zemin hazirlayancdk edinsel faktor oldgu
bilinmektedir. Sanayilgne ve teknolojideki yeniliklerin beraberinde geigiddaha
sedanter y@m tarzi, sgliksiz beslenme akanligi ve 6zellikle bunlarin zemininde
geliserek cg&mizda adeta salgin haline gelen obezite, insiliendine yol acan en
onemli edinsel faktorlerdir. Bu patolojik nedenfegiani sira bazi fizyolojik sureclerde
de insilin direnci gedebilir (Turker 2006).

Normalde instlin karagerde glikoneogenezi ve glikojenolizi inhibe edehspatik
glikoz Uretimini baskilar. Ayrica glikozu kas ve gyalokusu gibi periferik dokulara
taslyarak burada ya glikojen depolanmasini ya da etiemek Gzere okside olmasini
saslar. Insilin direncinde insulinin kargggr, kas ve ya dokusundaki bu etkilerine
karsin direnc olgarak hepatik glikoz supresyonu bozulur. Kas v¢ glakusunda da
insilin aracilgi ile olan glikoz kullanimi azahr (Turker 200dpsdlin direncinin, tip 2
diyabetin ge§mesinin asil nedenlerinden biri oiglu disunilmektedir. Tip 2 diyabet
hastalarinin yakkak %85’inde insulin direnci vardir. Obezite, sf@ma, sedanter
yasam bicimi ve genetik faktorlerin, insilin direnainigelsimine ve sonucta tip 2

diyabet olgumuna neden olduklari bilinmekted§ekil 2.1) (Day ve Bailey 2011).
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TiP 2 DIABETES MELLITUS

Sekil 2.1 Tip 2 diyabet patogenezi, insulin direnci fehiicre disfonksiyonu (Day ve
Bailey 2011)

Insulin direncine reseptor diizeyinde defektler dieneolmaktadir. Bunlar;
1- Pre-reseptdr alandaki rezistans nedenleri: Raskibeta hicrelerinden defektif
insulin salinimi, glikozun ve instlinin hedef doke organlarinda kan akiminin yeterli
veya uygun olmamasi, insilinin hedef dokudaki eeldein tainmasinin bozuk olmasi
seklinde siralanabilir. Boylece insulin, insilin egsorlerine bglanamaz ve instlin

yanit dizisi balamaz §ahinkaya 2008).

2- Reseptor dizeyindeki rezistans nedenlénsilin reseptdor sayisinda azalma,
otofosforilasyonda azalma ve tirozin kinaz aktigitele bozukluk, 19. kromozom
Uzerinde bulunan insulin geninde gtgk tipte mutasyonlar ve insilin reseptor

antikorlarinin mevcudiyeti olabilitS@hinkaya 2008).

3- Post-reseptor alandaki rezistans nedenleri: wWabrsinyal transdiksiyonu ile
ili skilidir. Glikozun hicre icine tgnmasini sglayan glikoz talyici proteinlerden
(GLUT) en 6nemlisi olan GLUT 4’tin insulin ile akégyonunda bozukluk, glikozun
hiicre ici oksidatif olmayan metabolizmalarinda oginayan enzim aktivitelerindeki
bozukluklardir §ahinkaya 2008).



2.1.2.1.iskelet Kasindainsiilin Direnci

Salikli insanlarda glikoz kullaniminin %75-80’indeskelet kasinin sorumlu
oldugu bilinmektedir. Yapilan bircok camada Tip 2 diyabette insilin ile uyarikni
glikoz kullanimindaki bozuklgun en yg@un goruld@gu dokunun iskelet kasi oldu
gosterilmitir. Ozellikle beslenme sonrasinda insiilin direiciprimer yeri iskelet
kasidir (Kahn 1987).

insilin sinyal sisteminde cok sayida defekt tanimiasina rgmen, insilin
direncinde kastaki primer biyokimyasal defekt hi@an olarak acgikfia kavigmamstir.
Insilin reseptér Gganmasinda herhangi bir major bozukluk olmamasireseptor
tirozin kinaz aktivitesinde mindr azalmanin olmamseptorlerdeki bu d@esikliklerin
muhtemelen sekonder olarak gefiini gostermektedir. Bu nedenlerle kastaki insulin
direnci post reseptor diizeydedir (Yenigin 2001).

2.1.2.2. Y& Dokusundainsiilin Direnci

Insilin direnci ve ya dokusunda awg) tip 2 diyabet patogenezinde birligi icinde
gorinmektedirinsilin direncinde; bir yandan plazma lipoprotejrati (LPL) aktivitesi
azalip plazma trigliseridleri artarken, bir yandda karagierde LPL aktivitesinin
artmasi nedeniyle yilksek dansiteli lipoproteininD yikimi hizlanir. insilin
direncinin 6zelliklerinden biri de artmi plazma serbest ¥a asitleri (SYA)
konsantrasyonudur. SYA kargerde trigliserid birikmesini uyarir. Blylik miktarta
artan plazma SYA konsantrasyonlari insulin ile uyag glikoz tutulumunu
azaltmaktadir. Ustelik kronik olarak yikselriu esterlgmemsi yag asidi duzeyleri
beta hulcresinin insilin salgilama kapasitesi Ueemfumsuz etkide bulunmaktadir
(Yenigin 2001).

2.1.2.3. Karacgerde insiilin Direnci

Karacger aclk durumunda insulin direncinin primer bdiges Hepatik glikoz
uretimindeki arty aclik kansekerinin artmasina yol acar. Hatta aclik hiperghisenin
tamaminin karager glikoz yapimindaki aga bali oldugu kabul edilmektedir.

Karacgerden glikoz yapimi glikojenoliz veya glikoneogengaluyla gerceklgr.



Hepatik glikoneogenezdeki anim kesin mekanizmasi bilinmemekle beraber
hiperglukagonemi ve laktat, alanin ve gliserol giikoneojenik prekursorlerin asti
s6z konusudur. Hepatik glikoz tretimi ¢cok barizgdaikilde yikselmemekte ve 6zellikle,
hafif-orta derecedeki hiperglisemili hastalardalglila hiperglisemisini tek bana
aciklayamamaktadir. Ancakgia hiperglisemili vakalarda hepatik glikoz ggkada orta
derecedeki aglar kandaki glikozun yikselmesine neden olur; cuikétilen glikoz
Ozellikle normal olarak periferik dokular tarafimd&ullanilamamaktadir. Ayrica Tip 2
diyabetik hastalarda hepatik glikoz @ikuin normal olmasi karaggerin normal
metabolik fonksiyon gostergii anlamina gelmez; cunki hiperglisemgglsidi kisilerde
hepatik glikoz dretimini baskilar (Yenigtn 2001).

2.1.3. Tip 2 Diyabet Komplikasyonlari ve Organ Pattojisi

Gerek tip-1 gerekse tip-2 diyabette akut venks donem komplikasyonlari
gozukmektedir. Diyabetin akut dénemdeki en dnerminglikasyonlari hiperglisemi ile
hipoglisemi ve bunlara Iga olarak koma durumlaridir. Akut hipoglisemi deonomik
sendromlar (terleme, titreme, carpinti, aclik gilkgya noéroglikopenik sendromlar
(koordinasyon ve konsantrasyon zguugibi) gelsmektedir. Diyabetik ketoasidoz 20
yasin altindaki hastalarda olumcul olabilir. Diyabetketoasidoz klinikte susama,
polidri, mide bulantisi, kusma, dehidroksi, asikatefes, hipotermisaretleriyle glik
eden abdominal gmyla karakterizedir. Hiperosmolar non-ketoasidotitturum,
genellikle insuline baimh olmayan diyabette gorulir; glikozu fazla ickles, ditretik

tedavisi ve enfeksiyon bu durumun ghasini hizlandirmaktadir (Scobie 1998).

Kronik donemin komplikasyonlari ise bircokteisi etkilemektedir. Bunlari kisaca
Ozetlersek; sinir sistemi, kardiyovaskuler sistesmdirim sistemi, bgaltim sistemi,
solunum sistemi, Ureme sistemi komplikasyonlari,yokimyasal, hematolojik
komplikasyonlar ve farmakokinetik ile ilag metalzotiasina igkin komplikasyonlardir
(Ozturk vd 1996).

Diyabetik noropati, kronik donemde en sik d@énikomplikasyonlardan biridir.
Diyabetik noropati, monondropati ve polinéropati aralk siniflandiriimaktadir.
Monondropati periferal ve kranial sinirleri etkilektedir. Polindropati ise duyu, motor

ve otonom sinir sistemini etkilemektedir. Ayricyabetik otonomik ndropati ggimi,
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kardiyovaskuler, gastrointestinal ve U(rogenital kikasyonlarin olgumunu
hizlandirmasi nedeniyle son derece 6nemli bir kliablodur (Ward 1989).

Kardiyovaskiler komplikasyonlar diyabette eddc gelisen komplikasyonlardan
biridir. Diyabetik hastalarda kardiyak hastaliktave oliumin artmasinin en dnemli
nedeni kardiyopatinin meydana gelmesidir (Irlbeck Zimmer 1996). Yapilan bazi
deneysel ¢caymalarda; alloksan ve streptozotosin diyabetik dagda miyokardina-
adrenerjik agonistlere veggiyaniti azalttgl bildirilmistir (Ramanadham 1986, Karasu
vd 1990). Bu yanit azalmasinin nedeni, kalptekdrenerjik reseptor sayisinin deneysel
diyabete bgh olarak azalmasidir (Williams 1983) Kalptakiadrenerjik yanitlardaki bu
azalma deneysel tip 2 diyabetik sicanlarda da giekledir (Ozliari 1993). Miyokardin
kalsiyuma verdii inotropik yanitlar da azalmaktadir. Buna nedearak, kalp kasi
hiicresi sarkoplazmik retikulumunun kalsiyumu yetee alamamasi ileri sturtlmektedir
(McNeil 1986). Ayrica diyabetik sican atriyumunuafi-adrenerjik cevaplari kontrole

gore artmaktadir ve adenozin yanitlari dgigleektedir (Lafci 1994).

Endotel fonksiyon bozukluklarinin diyabetik ndar hastaliklarinin patogenezinde
anahtar rol oynagi ve bunun bircok nederolabilecei bildirilmistir (De Vriese vd
2000). Yapilan bir camada diyabetin serebral arteriyollerin waziler arterlerin
genslemesini zayiflatil gosterilmgtir. Muskarinik reseptoérlerin aktivasyonunagha
olarak serebral kan akimindaki arwla diyabet ile zayiflamaktadir. Bazi deneysel
calismalarda ise nitrik oksit (NO) Uretiminin diyabett®rmal oldgu gosterilmgtir.
Son calgmalarda da hipergliseminin endoteliyal NO mRNA gegini, protein ve
enzim aktivitesini dgistirmedigi bildirilmistir. Bu durumda belki endotele §a
geweticilerin etkisi reaktif oksijen tirlerinin fazlalusmasiyla zayiflamaktadir (Faraci
ve Heistad 1998).

Diyabetik hastalarda, hasgah uzun sireli devaminda kronik renal bozukluklar
olabilmektedir. Bu etkileme hem idrar kesesi hemb@ereklerde ortaya cikmaktadir.
Ayrica diyabetik sicanlarda diyabetesbadlarak alinan sivi miktari, miksiyon siglive
her miksiyonda ¢ikan idrar volimunde gler gbzlenmgtir (Longhurst vd 1991).

Sindirim sistemi organ ve dokulari da diyabetétkilenmektedir. Alloksan diyabetik

sicanlarda yapilan deneysel galalarda, diyabete Bh olarak hem bazal hem de
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histamin ile olgturulan gastrik asid sekresyonlarinin azaldiaptanmytir (Ozcelikay
vd 1993). Uygulanan gghnis biyoistatistik yontemler sayesinde, histamin ilgaslarda
olusan gastrik asid saliniminin direkt etki ve vagélletes olmak tzere iki komponentin
de diyabete bz olarak azaldil saptanmgtir (Ozcelikay vd 1990, Oztirk 1991).

Ozetle, tip 2 diyabet yillarca farkedilmedesvadm edebilir cuinkii gériinen hastalik
semptomlari genellikle ya hafiftir, ya hic semptoroktur ya da ¢cok seyrektir ve
genellikle hi¢ ketoasidoz nébeti gorilmez. Ancakrkfna varilmayan tip 2 diyabet,
diyabetik nefropati sebebiyle bobrek yetmginle, caitli damar hastaliklarina (koroner
arter hastafn dahil), diyabetik retinopati sebebiyle gorme kangdy diyabetik noropati
sebebiyle duyu vegal hissinin azalmasina, non alkolik steatohepatiebiyle karag@er
hasarina ve diyabetik kardiyomiyopati sebebiylekdip yetmezlgine yol acabilir (Mc
Kinlay ve Marceau 1992).

2.1.4. Tip 2 Diyabet ve Endotelin 1

Endotelin-1 (ET-1) endotelden insilin vesati agonistlere yanit olarak salgilanan
potent bir vazokonstriktor peptittir. Kultire edignadipositlerde endotelinin glikoz
alimimini inhibe etfii gortlmistir. Insan ve hayvan cainalarinda ekzojen olarak
verilen endotelinin insdlin direnci geiimini uyardgl bulunmtur. Molekuler seviyede
ET-1 molekulinunfosfotidilinositol-3 (P1-3) kinaz yolunu inhibe efii gosterilmitir
(Jiang vd 1999). Hiperinsulinemi endotel hiicresm#8d-1 sentezini arttirmakta, artan
ET-1 dizeyi ile instlin direnci @rlasmakta ve endotel fonksiyonlari bozulmaktadir.
Instilin direncinde NO ve endotelin saliniminda dsimjé& vardir (Ak vd 2001).

2.1.5. Tip 2 Diyabet ve Renin Anjiotensin Sistem (RS)

Renin-anjiotensin sistemi komponentlerinin padi doku ve vaskuler endotelde
ekspresyonun gosterilmesi bu sistemin endokrin \sralpin sekilde vaskuler
disfonksiyona katkida bulungunu digundidrmigtir. Hayvan deneylerinde anjiotensin
[l inflzyonun insilin reseptdr substrati-1RS-1) ve fosfotidilinositol-3 PI-3) kinaz
arasindaki etkilgmi bozarak insulin direncine neden ofu gdésterilmgtir. Insan
calismalarinda ise anjiotensin Il (ANG ll) infizyonu ilesilin duyarliginda énemli

bir degisiklik gbzlenmezken, RAS blokaji ile insilin duydrginin arttgr gosterilmgtir.
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Anjiotensin 1l vazokonstriktor Ozelliklerinin yanda endotelden endotelin salinimini
uyarmakta ve vaskuler NADPH oksidaz yoluyla supsitokiretimini arttirmaktadir.
Ayrica anjiotensin Il, mitojen aktive edici protekmaz (MAPK) yolunu uyarmakta ve
insulinin hicre proliferasyonu ve plazminojen aktir inhibitér-1 (PAI-1) ekspresyonu
Uzerindeki etkisini guclendirmektedir (Zeng vd 2DOANG I, insulin direnci ve
pankreas hucrelerinde inhibitdr etki ile insulin salinimirbaskilayarak glikoz
intoleransina ve diyabetes mellitus patogenezinkatlada bulunur (Rakugi vd 2002).
Instilin direncinde, postranskripsiyonal mekanizmajaanjiotensin reseptorii 1 (AT-1)
upregulasyonu ve ANG II Uretim ve etkigihde arty meydana gelir (Sowers 2004).
ANG II'nin, insuline b&l olusan vazodilatasyonu ve glikoz transportunu inhibesiei
gOsteren pek cok kanit vardir (Begum vd 20003ulin direnci-hiperinsilinemi-AT-1
aracili artmg doku RAS aktivitesi etkigmleri sonrasi, hipertansiyon ve glikoz
metabolizmasinda bozulma ortaya cikar. Bahsedlildzere, RAS-insulin arasindaki
iliski, AT-1 Gzerinden gercekjenektedir. Yapilan ¢cajmalarda anjiotensin reseptor 2
(AT-2) aktivasyonunun kan basinci ve insilin etignlizerine olumlu etkilere yol
actgl gosterilmgtir. AT-2 stimulasyonu, AT-1 uyarisiyla alan MAPK yol&inin
aktivasyonunu zayiflatir, instlin tarafindan uyanilvaskiler diiz kas proliferasyonunu
azaltir, ayrica bu hucrelerde vazodilatator etkstgien bradikinin ve NO dretimini
indukler. Bu acidan AT-1 ve AT-2 reseptorlerininpsiilin  duyarhlgl, glikoz
metabolizmasi ve kan basinci Uzerine birbirineetkt yaptgl séylenebilir Suzuki vd
2002.

Diyabetli hastalar Uzerinde yapilansitle calismalarda ise %24 ile %40’k bir
boluminde angiotensin konverting enzim (ACE) dieegbe ary kaydedildgi
gozlenmgtir (Lieberman ve Aariona 1980). Marre ve arkddanin yapmy olduklari
bir calsmada, diyabetik nefropati ve retinopatisi olan &akstn ACE aktivitesi
retinopati ve nefropatisi olmayan hastalara gorbadsiksek oldgu bulunmgtur
(Marre vd 1994). Yine b&a bir calymada da diyabetle birlikte retinopatisi olan
hastalarin ACE duzeyi retinopatisi olmayan diyaddete oranla daha yuksek
bulunmutur (Letizia vd 1992).
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2.1.6. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabet kronik bir hastalik olup, uzun dénem incedter veri toplama agisindan ¢ok
vakit alac@ndan; hayvan modelleri Uzerinde e¢dimaktadir. Cok cgtli diyabet
modelleri vardir. Bunlardan hayvan diyabet modellgenelde insan diyabet
modellerine benzer yonlere sahipse de, kesinliklatp ayni dgildir. Bunlar; kimyasal
diyabet, cerrahi diyabet, spontan diyabet, virghtet, transgenik diyabettir (Pickup ve
William 2002). En cok tercih edilen yontem kimyasdajabettir. Deneysel camalarda
kullanilan ceitli kimyasallar ve ilaglar, diyabet benzeri tabfoyneden olurlar.
Bunlardan streptozotosin ve alloksan en spesiflkakuma sahip kimyasallardiirér ve
Alper 2004). Streptozotosin ve alloksan pankrefitikiicrelerine spesifik toksisiteleri
nedeniyle diyabetojenik ajan olarak kabul edilmdkter. Her iki ajan da kagekeri
seviyesinde u¢ fazl etki gfturmaktadir. Maddenin kullanimini izleyen 2 saatbde
kan sekeri karagier glikojeninin ani yikimi nedeniyle yiikseliikinci faz o6limle
sonuclanabilecek hipoglisemik fazdir. Bu siradaah@sgrayan hicrelerinden hizla
saliverilen insulinin plazma seviyesi hizla yiksellciinct faz, kalici hiperglisemik
fazdir. Bu noktadan Blyarak insilin seviyeleri, kullanilan diyabetojerdjanin dozu
ile iligkili olarak diser ve karsekeri yukselir (Harrison 2004).

2.1.6.1. Alloksanile Olusturulan Deneysel Diyabet Modeli

Alloksan (2,4,5,6 Tetraokzohekzahidropirimidin)jkiiasit turevi, antineoplastik bir
ajandir. Genellikle monohidrat tuzeklinde bulunur. Suda kolayca erir, toz hali 2-8
°C’de, soliisyon hali ise 2C'nin altinda saklanmalidir (Bell ve Hye 1983). édkan,
intraven®z, intraperitoneal veya subkutan olarakldigi zaman diyabetojenik etki
gOsterir. Uzun sureli diyabet aglurulmasi ve kronik komplikasyonlarin izlenmesi
gerektginde alloksan diyabeti daha avantajlidir. Diyabletstoirmak icin gerekli olan
alloksan miktari, hayvan turleri, beslenme dururewerilis sekline bghdir (Boylan vd
1992).

Alloksanin toksik etkisi 6zellikle pankrefishiicrelerine 6zgudur. Glikozla uyarilan
instlin salinimini inhibe eder; yiuksek dozlar {ehiicre nekrozu yapar. Alloksan
glikoz transport mekanizmasi ve glukoreseptorleeriizlen etki eder (Bell ve Hye

1983). B hicre fonksiyonu icin gerekli olan hekzokinaz, tpmo kinaz ve sulfidril
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enzimleri ile etkilgir; 6zellikle glukokinaz alloksan inhibisyonunagdrlerinden daha
duyarlidir. Glukokinazin sulfidril gruplari allokse primer intraselltler hedefi olabilir

ve bu yollaB hicre toksisitesine yol acabilir (Watkins vd 1979)

Alloksanin bir dier etki mekanizmasi da mitokondriyal transportesrderini inhibe
ederek htcre i¢i pH'In yukselmesine ve hiicre oluenyiol agmasidir. Alloksanin ayrica
serbest radikal hasari oturan etkisi de bulunmaktadir. Alloksanim vivo
dezavantajlari; fizyolojik pH'da stabil olmay) diyettekisekerlerin alloksanin etkisine
karsi koruyucu olabilmesi, yave tlre gore gemibir doz varyasyonu bulunmasi ve
yuksek dozlarda pankreassiddiger organlarda da toksik etkili aludur (Bell ve Hye
1983).

Bazi cakmalarda sicanlara alloksan verilerek yapilaiticedeneysel diyabet
modelleri gosterilmytir. Distile su veya serum fizyolojik igcerisinde ¢Ozulgnailoksan,
sicanlara intraperitonel olarak 120 mg/kg dozundgagin Ustlste uygulanir. Son
alloksan uygulamasindan ¢ gin sonra sicanlarduie @nce a¢ birakilarak sabahleyin
aclik kansekerleri dlculur. Kargekeri dizeyi 250 mg/dL’nin tGzerinde olanlar diydbet
kabul edilir (Jaouhari vd 2000). Deneysel diyabkistormada kullanilan B&a bir
yonteme gore serum fizyolojik soliisyonunda ¢ozilralioksan, 150 mg/kg dozunda
intraperitonel olarak bir kez uygulanir. Alloksaygulamasina kg olarak pankreastan
yogun insulin salgilanmaktadir. Bundan dolayi letdd@dtict) hipoglisemi gejmesi
olasilg! vardir. Bunu Onlemek igin sicanlara 4-6 saat &ds-20 mL kadar %20’lik
glikoz soliisyonu periton ic¢i yolla uygulanir. Bumd@onra sicanlara hipoglisemiyi
onlemek amaciyla 24 saat sireyle %5 glikoz solusy{gme suyuna katilarak) verilir.
Iki hafta sonra aclik kagekeri dlgiimu yapilir ve kagekeri diizeyi 200-260 mg/dL
olanlar ¢algmaya alinir (Prince vd 1998). Alloksanla glurulan baka bir deneysel tip
2 diyabet modeline gore, sicanlar 10 gun boyune& bazirlanmy yag cozeltisi (10
ml/kg) ile beslenir (Jing vd 2005) ve daha sonratildi su veya serum fizyolojik
icerisinde ¢6zulmgl alloksan, intraperitonel olarak 120 mg/kg dozurida ve 12.
gunlerde sicanlara uygulanir. 17. giinde $&eri olcimu yapilir ve kagekerleri 300
mg/dl ve Ustlinde olan sigcanlar tip 2 diyabetik atadeerlendirilir (Shu-Xiang vd
2010).
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2.2. HIPERTANSIYON

2.2.1. Hipertansiyonun Tanimi

Sistemik arteriyel kan basincinin kalici okargiiksek dgerlerde seyretmesi
hipertansiyon olarak tanimlanir. Kabul edilen norken basinci deerleri sistolik kan
basinci (SKB) icin 120 mmHg ve diyastolik kan basi(DKB) icin 80 mmHg'dir.
Kisaca SKB i¢in 140 mmHg'dan, DKB icin de 90 mmHapdyiksek dgerler yiksek
kan basinci deerleri olarak kabul edilir. Hem SKB hem de DKB’narttigi durum
kombine hipertansiyon olarak tanimlanirken, DKB’®@ mmHg altinda oldiu fakat
sadece SKB'nin yuksek olgu (SKB>140 mmHg) duruma ise izole sistolik

hipertansiyon denir (Kaplan 1998).

Hipertansiyonla ilgili kilavuzlarda tanim vansglama bakimindan vyillar icinde
surekli deisiklikler olmustur. 2007 yilinda yayinlanan ESH/ESC kilavuzundaingJ
National Commitee; JNC VII)'de O6nerilen hipertamsiy siniflamasi Tablo 2.1'de

gosterilmitir (Mancia vd 2007).

Tablo 2.1 ESH/ESC 2007'ye goére Kkinlerde Kan Basinci Siniflandiriimasi (Mancia \aD2)

Sistolik Kan Basinci Diyastolik Kan Basinci
Kan Basinci sinifi

mmHg mmHg
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Prehipertansiyon 130-139 85-89
Evre 1 Hipertansiyon 140-159 90-99
Evre 2 Hipertansiyon 160-179 100-109
Evre 3 Hipertansiyon >180 >110

Hipertansiyon, kardiyovaskuler patolojiler iceriden en sik rastlanan ve toplum
saliginl 6nemli derecede tehdit eden, tedavi maliyeiadan ise ekonomilere buyik
yuk getiren bir hastaliktir. Hipertansiyon ve hipesiyona bgl kardiyovaskiler

hastaliklar bircok Ulkede Olim sebepleri arasindand siradadir. Hipertansiyonda
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noérohumoral ve metabolik @mikliklerin 6nemli roli bulunmaktadir. Hipertansiyo
bircok genetik ve cevresel faktore ghaolarak meydana gelebilen kompleks ve
multifaktoryel bir hastaliktir (Sun ve Zhang 2005).

Klinik ve etiyolojik olarak kalici kan basingyikselmesiyle karakterize olan

hipertansiyon primer ve sekonder hipertansiyonaddaki bolime ayrilir.

1- Primer hipertansiyon kesin nedeni belirlenemeyen hipertansiyon turikir
hipertansif hastalarin yaklk %95’inde goérulir. Kan basinci artisistemik damar
direncindeki kalici arga ba&lidir ve bunun igin 6ne surilen pek ¢ok neden vaihlp
debisi artgl (Kaplan 1998), periferik diren¢ agti(Ross 1990), sivi ve kan hacmi grti
(Cooke ve Dzau 1997), stres werasempatik aktivite gibi (Kornitzer vd 1999) dtkii
barindiran mekanizmalarin yaninda renin-anjiyoterssteminin katkisi da tzerinde
durulan bir dger konudur (Kaplan 1998, Ross 1990). Bunun yaniedaotel
dokusunun glevindeki bozulma da esansiyel hipertansiyonun nkedie arasinda
sayllabilir. Endotelden salgilanan vazoaktif madddbkal kan akimi kontrolinde
onemlidir (Kornitzer vd 1999). Bunlardan biri ol&0O’nun azalmasi veya eksigiide
hipertansiyon olgumuna katkida bulunan etkenlerden biridir (DeAnmioave Gonzales
1999).

2- Sekonder hipertansiyonse baka bir hastafia ikincil olarak geken kalici kan
basinci artn olup tim hipertansiyon olgularinin %5’ini gturur. Balica nedenleri
arasinda renal, endokrin ve damar anomalileri ab§il. Genclerde veya hipertansiyon
hikayesi olmayan yefkinlerde hizli kan basinci agtigdzlendginde 6n plana gecen
ihtimal sekonder hipertansiyon vallir. Ayrica antihipertansif tedaviye cok zayif

cevap veren hipertansiyonlu bireylerde de bu ihtiddginulir (Kaplan 1998).

Basit bir hastalik olmayan hipertansiyon pek cotolmgik siirecin bglamasina yol
acar. Toplumlara goére ve toplumdakisygruplarina gore gorilme sigi farkhdir.
Yasla birlikte hipertansiyon riskinin artmasinagnaen ileri yg gruplari arasinda goze
carpan ari farklar yoktur. Buna goére 40 ya Uzerindekiler icin hipertansiyon sig
%15’in tzerindeyken 65 yandan sonra %20 gerini sar. Erkekler i¢in hipertansiyon
riski kadinlara goére fazlayken ileri gtaki kadinlarda, ayni yéaki erkeklere gére daha

onemli bir sg@lik sorunu olarak gortlir. Ayrica siyah irktaki amarda, incelenen ger
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toplumlara gore hipertansiyon gortulme sikiin yaklgik iki kat oldusu belirlenmgtir
(Kornitzer vd 1999). Eskin donemde hem kadinlar hem de erkeklerde sistadik
basinci kademeli olarak ytkselmglieni gostermektedir. Erken yakinlik déneminde,
sistolik kan basincinin ortalamagdeleri kadinlarda erkeklerden dahasidkiiir. Ancak,
daha sonraki kan basincinda grkadinlarda erkeklerdekinden daha yuksek orandadir
Sonug olarak, yave irk/etnik yapiya gore kadinlarin ortalama dikté&an basinci
oranlari erkekler icin karik gelen dgerler kadar yuksek ya da daha yuksektir (Burt vd
1995).

Hipertansiyon tibbi ve toplumsal 6nemi gideegtan bir hastalik haline gelmektedir.
Bunun en 6nemli nedenlerinden birisi nifusun gikegeslanmasidir. Her yda
rastlanabilen bir hastalik olmasina Bk hipertansiyonun sikyi yasla birlikte artar.
60-69 ya grubundaki kilerin yarisi ve 70 y@Uzerindekilerin de yakigk dortte gl
hipertansiyonludur (Burt vd 1995). Ustelik hipersayon yalilikta sadece bir hastalik
degil, ayrica koroner kalp hastgl| inme, kalp yetersizli ve atrial fibrilasyon icin de
en onemli risk faktorudir. Yéa birlikte sistolik kan basincinin artmaya devam
etmesine karnlik, diyastolik kan basinci ayni atigéstermemekte, aksine 50syae
Uzerindekilerde diimeye balamaktadir. Buna kanik, yasla artan kan basinci,
kardiyovaskuler morbidite ve mortalitedeki artda beraberinde getirmektedir. Hatta
daha yiksek ya ayni kan basinci dizeyinde daha yuksek risk ankargelmektedir.
Genel olarak 115/75 mmHg dizeyinden itibaren skstkbn basincinin her 20 ve
diastolik kan basincinin 10 mmHg artmasi kardiy&ubes riski iki katina cikartir
(Lewington vd 2002).

Hipertansiyon bir kan basinci regilasyonu tabsidir ve bircok nedenden dolayi
ortaya cikar. Kan basincinin kontroli b6breklemtisd sinir sistemi, periferik sinir
sistemi ve vaskiler endotel arasindaki kompleksligkiyle salanir. Adrenal bez ve
hipofiz de buna katkida bulunur. Kalp bu sistenti@rafindan yapilan g@gimlerin
coguna yanit veren organdir. Ayricagdr yerlerde uretilen maddelerle etkde lokal
ve sistemik etkili hormonlar da salgilayarak karsibainin kontroliine yardim eder.
Genetik olarak hipertansiyona yatkin olanlarda, kesincini dizenleyen sistemler
arasinda dengesizlik alur. Sempatik sinir sistemi, renin—angiotensin-aieam
sistemi, vazopressin, nitrik oksit ve kalp ilgeli farkli hiicrelerden (endotel ve vaskiler

duz kas hucreleri gibi) Uretilen peptidler ve emtiot adrenomedullin gibi vazoaktif
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peptidler hep birlikte sistemlerin yanitini dizemieek kan basincini optimum fiziksel
ve mental durum igin gerekli sinirlarda tutar. Bstesmler bobrgi etkileyerek Na ve su
tutulmasina yol acar ve kan basincinin primer kadiatbu yolla sglanmaktadir (Guyton
ve Hall 2006).

Y& ve cinsiyet etkenleri ginda genetik, psikososyal ve metabolik fakttrlekdkeci
kan basinci yikselmesine neden olabilir. Genetik Kmyullar ayni ailedeki
hipertansiyon gedim riskini genelde arttirir ve kalitsal ge@dz konusuduiSismanlik,
asir tuz alimi, insulin direnci ve uzun sdreli alktiketimi gibi sartlar metabolik
etkenler arasinda sayilabilir. Bu etkenler normamdr tonusunun dizenlenmesini
bozarak periferik direnc agtna yol acabilirler. Hipertansiyon gginine katkida
bulunan der durumlar ise sedanter hayat tarzi, devaml selresosyal stres ve
sempatik sinir sistemi aktivitesinin artmasi olars&yilabilir (Kornitzer vd 1999).
Sempatik sinir sistemi aktivitesinde artreya renin anjiotensin sistem aktivasyonu,
genetik faktorler tarafindan alan hipertansiyon, epizodiktir ve renal tuz kullanim

normaldir (Johnson ve Schreiner 1997).
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2.2.2. Hipertansiyon Komplikasyonlari ve Organ Pattjisi

Kalici kan basinci yiuksegiikalpte ve sistemik damarlardasié patolojilere neden
olur. Retinal ve renal glomeriler arterioller higgrsif vaskiler dejenerasyona 6zellikle
duyarhdirlar. Artan kan basinciyla arterlerde desdr olgabilir ve bundan sorumlu
olaylar endotelyal hiicre dsiklikleri, diz kas hucrelerinin buylmesi ve yeniden
yapilanmasidir (Kaplan 1997). Endotel hicrelerindddgisikliklerin hipertansiyonda
meydana gelen intimal kaligilmaya ve ateroskleroz ggiine katkisi olabilir.
Aterosklerozun uyarilmasi hipertansiyondaki paiklgonuclardan sadece biridir. Bu
patolojinin yali normotansif insanlarda da gozlenmesingnran hipertansiyonda daha
sik rastlanan damar lezyonlari farklilik gosteriebiGenel olarak, blyik damarlarda
intimada diz kas hicrelerinin birikimiyle ateroskiigk plak oluur, kiicik damarlarda
ise mediada hipertrofi, hiperplazi ve fibroz dokuisa go6zlenir. Hipertansiyonla
uyarilan bu olumsuz sirecler sonugta damar i¢ dapdaralmaya ve iskemi, damarda
yirtiima, anevrizmal geglieme gibi olaylara neden olur. Deimn sisteminin cgtli
yerlerindeki damarsal hipertrofi ve koroner hagtahipertansif kjilerde daha fazla
gorultr. Tedavi edilmeyen hipertansiyon ayni zanaarsbl ventrikil hipertrofisi,
konjestif kalp yetmez#ii ve koroner arter hastgli gibi patolojilerin gelmesine yol
acabilir (Ross 1990). Bunun yaninda aort anevrizwasortik diseksiyon gibi tehlikeli
blyuk damar anomalilerine neden olabilir. Beyin alwhinin elastik yapisi
bozuldgundan tedavi edilmeyen hipertansiyonda inme ris&lirpin olarak artar
(Kaplan 1997).

Hipertansiyondan olumsuz etkilenengati bir organ da bébrektir. Hipertansif
hastalarin, doku ve organlarinda yapisal skevsel bozukluklarin sik goérilgta 6ne
surdlur, fakat bazi agaricilar bunu altta yatan primer bir bobrek hagiab balar.
Orta dereceli hipertansiyonda hipertansif nefraskle olarak tanimlanan patoloji
afferent arteriollerin duvarindaki hiyalinizasyoe sklerozseklinde ortaya cikar. Yine
hipertansiyonda gbtzlenen mikroalbuminiri progrdsibrek hasarinin bir gostergesi
olabilir (Kaplan 1997).

Hipertansiyonun serebral arterlerde 6nemigigldikler olusturdusu ve bunun
sonucunda da o6nemli komplikasyonlara yol @ctbilinmektedir. Akut ve kronik

hipertansiyonda intrakranial damarlarda ateroskl@nohizlanmasina ek olarak kuguk
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arterlerde ortaya cikan dejenerasyon sonucu lakiafemktlar, blyuk arterlerde odan
aterosklerotik ve trombotik tikanmalar sonucundaigeerebral infarktlar meydana
gelmektedir. Klinikle ilgkili diger durumlar gecici iskemik ataklar, intraserebral
hemoraji, hipertansif ensefalopati, vaskiler demams vaskiler parkinsonizmdir
(Kaplan 1998). Hipertansiyonun neden @duorgan hasari uzun bir strede geli
Asamali kan basinci agtari tolere edilebildiinden bu stre¢ gizli olarak dar. Bu
yuzden hipertansiyonun erken dénemde tesbit etililaviye bganmasi buyik énem
tasir (Kilbas 2006).

2.2.3. Hipertansiyon ve Endotelin 1

Endotel hiicreleri tarafindan salinan 21 ansitla peptid olan endotelin 1 (ET-1)
bilinen en gucli vazokonstriktor ajandir. Dglada c¢ok kiguk konsantrasyonda
(nanomolar/pikomolar) bulunur (Scneider vd 2000nd&elin reseptérleri G protein
reseptor ailesinden olup endotelin A (ET-A) ve eertio B (ET-B) olmak lzere iki
izoformu mevcuttur. ET-A reseptdorleri, diz kas teleri ve kalp hiicrelerinde, ET-B ise
daha ¢cok damar endotelinde, az bir kismi ise di&HKerelerinde bulunur. Duz kas
hicrelerinde ET-A ve ET-B reseptorlerinin etkgrteesi vazokonstriksiyon, hicre
proliferasyonu ve hipertrofiye neden olurken entotklcrelerindeki ET-B
reseptorlerinin uyariimasi nitrik oksit, prostasikgibi vazodilatattrlerin salinmasini
saglayarak vazodilatasyona ve hiperproliferasyonurkib@smasina yol acarak, ET-1'in
zararh etkilerini dengeleyebilir (D'Orleans-Juste 2002, Bohm vd 2003). Hipertansif
hastalarda yapilan bir cgtnada damarlarda vazokonstriktor cevabin @rite bunun
nedeni de ET-1 seviyesindeki a#iba&lanmstir (Schiffrin vd 1997). Orta vesal
hipertansif hastalarda kictk arter endotelinde nor&d -1 mRNA ekspresyonu belirgin
olarak arty gostermektedir (Rossi vd 1999). Bu durum hipeiteomgla kiguk
arterlerdeki hipertrofik yeniden yapilanmada veagddiyla kan basinci yukseginde
ET-1'in rol oynadgini géstermektedir (Elijovich vd 2001). Bir gahada tuz duyarli
hipertansiflerde genellikle plazma renin aktivitesi daha dgik olduzu ve bunlara
sodyum yuklemesi yapilginda plazma katekolamin seviyesi ile birlikte erediot
cevabinda daha cok agrbldugu goralmigtir (Deedwania 2000). Bu durumda sempatik
sistem, sodyum sensivitesi, endotelin cevabi veldeamnnci yiksekdi arasinda bir ikki
ortaya cikmaktadir. Ozet olarakiddetli yiksek hipertansiyonda ve tuz duyarli

hipertansiyonda endotelin sistem aktivasyonu orégim{Scheider vd 2000). Schiffrin
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ve arkadglarinin yaptgl calsmada spontan hipertansif ratlarda ET-1 gen
ekspresyonunun artmag ve ET-1'in vaskuler hipertrofi belirleyicisi olndgg
gosterilmitir.  Ancak DOCA-tuz yiklenmesiyle (spontan hipedigona) malign
hipertansiyonla birlikte damarlarda vaskuiler hip#itve ET-1'in &ir1i yapimi ortaya
ctkmistir (Schiffrin vd 1995).

2.2.4. Hipertansiyon ve Renin Anjiotensin SistemiRAS)

Renin-anjiotensin  sistemi  kan basinci ve etdkt metabolizmasinin
dizenlenmesinde rol oynar. Renin salgilanmasinironiemli dizenleyicisi bobpen
kan basincinda ve kan hacminde azalmadir. Bobrek kasincinda azalma
jukstaglomertler aparatta bulunan baroreseptortesgedilir ve hemen renin salgilanir.
Kanama veya kan hacminde azalma kalbe gelen vesing¢ta azalmaya bu da kalbin
atrial duvarindaki reseptorlerin uyariimasina yghra Bu uyari kraniyal sinirler ile
medulla oblongatadaki vazomotor merkeze, adrenesjikirlerle jukstaglomeruler
hiicrelere ulgarak renin salgilanir (Killga 2006). Jukstaglomeriler aparatustan
salgilanan renin, major kay@a karacger olan anjiyotensinojene  doyiii.
Anjiotensinojen ise, aktif olmayan dekapeptid yapdaki anjiotensin I'e doniir.
Anjiotensin | ise karboksipeptidaz yapisindaki atgnsin dongtarict enzim ile
RAS’nin etkin molekull olan oktapeptid yapisindakjiotensin Il (ANG Il1)’'ye cevrilir.
Vazokonstriktor etkiye sahip olan ANG Il, surraredzden aldosteron salinimina yol
acarak renal proksimal tubulustan belirgin sodyum su reabsorbsiyonu yapar,
potasyum atihimini artiririnsanlarda ANG |l Anjiotensin Il (ANG 1lI) ‘e cevrilir.
ANG lll, aldosteron olgumunun guclu bir uyaricisidir, ANG 1l dizeyi ANG'dlen 4
kat fazladir (Kilba 2006).

2.2.4.1. Hipertansiyon ve Anjiotensinojen

RAS, komponentlerinin  @o  hipertansiyonun potansiyel belirleyicisidir.
Anjiotensinojenin plazma seviyesi, bu anlamda lirkaedene b#i 6zel 6nem
tasimaktadir. Bazi hastalarda, plazma seviyesi ileastglik kan basinci arasinda
korelasyon, bazi ailelerde ise plazma seviyeshipertansiyon arasindasgki oldugu
gosterilmitir. Anjiotensinojen ile hipertansiyon arasindaki biski anjiotensinojen

genindeki varyasyonlarin esansiyel hipertansiyonatkigligli etkileyebilecgini
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disundurmgtar. Kanin plazmasinda bulunan ve normalde kandiastdgy halde higbir
sekilde etkisi olmayan bir protein olan anjiotengerobiyik oranda kargg@rde sentez
edilir ve bircok dokuda anjiotensinojenin mRNA dyirele eksprese edilmektedir. Kan
basinci ve elektrolit homeostasisinde gorevli AN@in oncti maddesidir (Fruhbeck
2001).

2.2.4.2. Hipertansiyon ve Anjiotensin Dongtlrict Enzim 2 (ACE 2)

RAS'In bir parcasi olan anjiotensin dgtiiitici enzim (ACE), kan basincinin
dizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir ve angisite I'i guclu bir vazokonstriktor
olan angiotensin II'ye donturdr. Bu enzimin inhibisyonu antihipertansif bitkige
neden olur. ACE; Kininase Il ya da peptidil dipejaiz A olarak da adlandirilan yiksek
molekdl &irligina sahip yapisinda fruktoz, galaktoz, mannoz asilg( asit bulunduran
bir enzimdir. Bir ¢inko metalopeptidaz olan ACEnii iki formu vardir: Endotel,
epitelyum ve néronal hicrelerde bulunan yiksek kidlegirlikh formu (170 kDA),
germinal hiucrelerde bulunangik molekdl girlikh formu (90 kDA). Akcigerler bata
olmak Uzere beyin, testis, bobrek vb. dokulardazpla, semen gibi fizyolojik sivilarin
yani sira, makrofajlar ile kan damarlarinda dnesréinda bulunur (Bernstein vd 1992).
ACE’nin ancak %10 luk kismi plazmada bulunurken %%0@okulardadir. Kalpde en
fazla sg atriumda bulunmaktadir. ACE’nin akut etkilerindplazma ACE aktivitesi,
kronik etkilerinden ise doku ACE aktivitesi sorurdlu. Doku ACE aktivitesi damarda,;
vazodilatasyon ve vazokontstriksiyon, blyumeninriiyasi ve 6nlenmesi, pro ve
antiinflamatuar faktorler, trombotik ve fibrinokiidengenin sglanmasinda gibi gdli
etkilere sahip oldgu bilinmektedir (Kurusaki vd 2005). ACE 2 ve bradik damar diz
kas hiucrelerinin  proliferasyonunu ©6ner ve nitrik sibk prostasiklin  gibi
vazodilatatorlerin endotelden salinmasini inhibeeredPelc vd 1991). ACE,
vazodilatator bradikinin inaktivasyonunda primet aynadgi icin ve bu olayin kan
basinci ile elektrolit homeostazisindeki 6nemi maege, ACE inhibisyonunun
hipertansiyon ve konjestif kalp yetmeilitedavisinde onemli oldiu bilinmektedir.
Tdam bunlarin  neticesinde ACE kardiyovaskiler sistenve kan basincinin
dizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Turgu@20
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2.2.4.3. Hipertansiyon ve Anjiotensin Il

Kan basinci bircok karmi@x ve i¢c ice gecmsi biyolojik sistemlerin kontroli
altindadir. Anjiotensin Il, RAS’nin etkin bir hormadur. Hipertansiyon ggiminde
vaskiler tonusu, sivi hacmini ve elektrolit dengesdizenleyerek 6nemli rol
oynamaktadir. ANG Il sentezi, kargerde bir alfa 2 globulin olan anjiotensinojenin
aretimi ile balar. ANG II, AT-1 ve AT-2 olarak adlandirilan ikiipt reseptérlere
baglanarak etki eder. ANG II'nin fizyolojik etkileri @gunlukla AT-1 Uzerinden
gerceklemektedir. Bu etkiler vazokonstriksiyon, aldostersalinimi, antiditretik
hormon sentezi, sempatik aktivasyon ve bdbrek tébidtlen tuz emilimi olarak
sayllabilir. Tum bu etkiler hipertansiyon g@tine neden olmaktadir (Unger 2000).
Hipertansiyon gefiminde en onemli etki, anjiotensin II'nin arteryelliz kaslar
tzerindeki direkt kontraksiyon etkisidir. Bunlark elarak kalp Uzerindeki pozitif
inotropik etkisi, az da olsa kan basincinin yukssme katkida bulunmaktadir.
Anjiotensin Il, ayni zamanda endotel hiicrelerindeanhsizlik, medial hipertrofi ve ga
dokusunda anfa sebep olarak ateroskleroza neden olur. ANG Ilp Keasinda
miyozitlerde buyimeye, sol ventrikil hipertrofisime kalp yetmezii gelisimine sebep
olur (Unger 2000).

2.2.5. Hipertansiyon, Tip 2 Diyabet vdnsiilin Direnci

Insiline bgimli olmayan Tip 2 diyabet, hipertansiyon ve obeatklikla bir arada
bulunan ve birbiriyle ikkili gorinen, toplumda sik rastlanan hastaliklardNieden
olduklar renal ve kardiyovaskuler komplikasyonkmd6tiri ¢ok ciddi morbidite ve
mortalite artyini beraberinde getirmekle kalmayip, tedavilerasinda ortaya cikan
onemli bir ekonomik gider yukunu de toplumun satisindiren bu 6nemli ve yaygin
hastaliklari birbiriyle ilgkili kilan bag ise insilin direncidir. Tip 2 diyabet hastalarinda
hipertansiyonun da bulunmasi, kardiyovaskuiler kakaglonlari ve mortalite riskini
daha da artirmaktadir (Goa vd 1997) Tum dunyadallikie de sanayilgmis bati
toplumlarinda ileri ygla orantili olarak hipertansiyon ve Tip 2 diyabeprevalansi

giderek artmaktadir (Arauz-Pacheco vd 2002).

Hipertansiyon, tim diyabetli hastalarin %20u@0 etkiler ve %30 oraninda
dislipidemi ve obezite bunasl& eder. Diyabetik hastalarda hipertansiyon gkl
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salikh kisilere gore 2-3 kat daha fazladir. Tip 2 diyabetdstalarin en az %70’inde
hipertansiyon gey§mektedir. Tip 2 diyabeteskk eden hipertansiyonla ilgili bu oran ve
sayllar toplumun etnik yapisi ve gatiislik diizeyine gore de bir miktar gamektedir.

Bu iki hastalgin birlikteliginin ciddiyeti ve hastalar icin s6z konusu risklson yillarda
daha iyi anlgilmigtir. Diyabetik yalilarin neredeyse %86’sinin 6lum nedeni sadece
kardiyovaskuler hastaliklarin komplikasyonlaridwifigart 1995). Hipertansiyon ve
diyabet birliktelgi, inme ve kardiyovaskiler 6lum riskini 2 kat amtti Hipertansiyon
nedeniyle o6lenlerin %4,4'inde diyabet,geli yandan diyabet nedeniyle 6lenlerin
%210’unda hipertansiyon tespit ediktir (Goa vd 1997).

Hipertansif hastalarda 6zellikle glikoz int@asi ve vaskuler hastaliklarlgzamanli
olarak koagulasyon ve fibrinolitik sistem bozulgtur. Diyabetik ve hipertansif
hastalarda yutksek okside giilx dansteli lipoprotein (LDL), diilk HDL seviyesi ve
hipertrigliseridemi ile karakterize dislipidemi daktir. Ayrica platelet aktivasyon,

agregasyon ve adezyonuda bozujtau(Carretero ve Oparil 2000).

Tip 2 diyabetik hipertansiflerde nabiz basmde arty daha sik gorulir ve bu basing
artisl kardiyovaskuler mortalitede agtile direkt iligkilidir. Yine bu grup hastalarda
nokturnal hipertansiyon daha sik gorulir. Bu durlsardiyovaskiler ve renal hastalik
prevalansinda agh neden olmaktadir. Ayrica, bu hastalar ortostdifgotansiyon
ataklarina daha yatkindir ki bu durum hastalarmsiteonlarini kontrol altina almayi
guclestirmektedir. Yine egzersiz esnasinda bu hastalaansiyonu daha c¢ok
yukselmektedir. Kan basincinin otoregilasyonu bstat@arda bozulmyiur (Brenner
2002).

Tip 2 diyabette gelen hipertansiyonun patogenezinde temel olarak imslitenci
ve hiperinsulinemi rol oynamaktadir (Cooper 2008prumlu oldguna inanilan
mekanizmalardan birisi artsmsempatik aktivitedir. Japonya’da yapilan bir galda
esansiyel hipertansiyonu olan ve olmayan iki gragiilin direnci ile kardiyak sempatik
aktivite iligkisi agisindan karlastiriimis ve anlamli sonuclar elde edilgnihipertansif
hastalarda insdlin direncinin sempatik aktiviteytirahigl gortlmtiar (Watanabe vd
1999). Hiperinsulineminin sempatovagal denge veli@sinci Gzerine olan etkileri hala
hipergliseminin etkisinden tam anlamiyla ayirt edilmis degildir. Bu nedenle tip 2

diyabetiklerin birinci derece yakinlarindan obez digabetik olmayan; fakat insilin
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direncli olanlar tzerinde bir ¢caina yapilmg ve bu kgilerde sempatik aktivitenin artgi
oldugu gorulmigtar (Frontoni vd 2005). Ayrica hipertansif hayvaodellerinde yapilan
calismalar neticesinde hipertansiyonun asla insilin ndiree yol acmagh; insilin
direncinin sempatik aktivite agti tzerinden hipertansiyona yol agtidistinilmisttr
(Ruggeri vd 2006). Sonug¢ olarak insilin direnci sempatik aktivite arginin
hipertansiyondan o6nce ggligi dusunidlmektedir (Frontoni vd 2005). Normalde
insulinin  vazokonstriktor ve vazodilator etkilerioldsimda dengededir. Ancak;
hipertansiyonda ve obezitede bu denge vazokonstikdehine dgisir. Sonucta volim
gengler ve vaskuler rezistans artar. Tip 2 diyabet yeettansiyon birliktelsi cogu kez
insulin direnci zemininde galnekte ve ciddi anlamda artgnkardiyovaskiler riskleri
de beraberinde getirmektedir (Frontoni vd 2005, geuigvd 2006).

2.2.6. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Hipertansiyonun etkilegii populasyon yizdesi ve uzun vadedeki mortalite ve
morbiditeye etkisi goz 6nune alinarak, bu konudailga bircok argtirma oldgu
bilinmektedir. Hipertansiyonun mekanizmasini veatgsini aydinlatmak icin yapilan
argtirmalarda cok farkli yakkamlar uygulanmaktadir. Hipertansiyon gtremalarinda
yuksek kan basinci derleri olan insanlarin yaninda kengifiden hipertansif sicanlar
veya hipertansif hale getirilen deney hayvanlarfidgopatolojik ve tedaviye yodnelik
aratirmalarda kullaniimaktadir (Kil3e2006).

2.2.6.1. Spontan Hipertansif Sicanlar

Bu hayvanlar normalin tGizerinde kan basingederine sahip sicanlarin en az birkac
nesil boyunca kendi aralarinda ciftieilmesiyle elde edilir. Boylece, kta normotansif
olmalarina kayin yagl arttikca sistolik kan basinglari 190 mmHg Uzerigian
hayvanlar dretilebilir (DeArtinano vd 1999). Gelketpredispozisyon nedeniyle
kendiliginden gelen sicanlardaki bu hipertansiyon, insanlardaki sigah

hipertansiyon olgumunu andirir (Kulics vd 1999).
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2.2.6.2. Goldblatt Hipertansiyon Modeli

Sicanlarda hipertansiyon glurmak icin kullanilan dier bir yontem gutinmibir klips
yardimiyla bébrek arterlerine yapilan gimlerdir. Her iki bobrek sglamken bir renal
arter klipsle daraltilirsa "iki bobrek bir klips" adeli olarak adlandirilir (Volpe vd
1986). Bununla birlikte bobreklerden birinin alinenave kalan bobgen arterine klips
yerlestiriimesiyle "bir bébrek bir klips" modeline uyarajivanlar elde edilir ve bunlarda
da kan basinci artar (Yu vd 1993).

2.2.6.3. Dahi-Tuz Hipertansiyon Modeli

Dahi ve ark. tarafindan, genetik 6zelliklearidli iki ayri sican soyu gatirilmi stir.
Bunlar tuza direncli ve tuza duyarl alt tirlerdiuza duyarh olan sicanlarda normalin

Uzerinde tuz alimi hipertansiyon elumunu uyarir (Chandler ve Dicario 1998).

2.2.6.4. Nikrik Oksit Sentez (NOS) Blokajiyla Olgan Hipertansiyon Modeli

Ik defa 1992 yilinda iki ayri agarma grubu kronik nitrik oksit sentaz (NOS)
inhibisyonunun yeni bir arterial hipertansiyon mibdelarak kullanilabilecgini
bildirmistir (Roberto ve Baylis 1998). Bu bulgu, nitrik olsi kan basincinin uzun
donem duzenlenmesinde gerekli didu verileriyle uyumludur. Sicanlarda farkh
dozlarda verilen NOS inhibitérintin hipertansiyonal yc¢cmasinin yaninda yuksek
dozlari daha @r hipertansiyona ve bobrek hasarina neden olubéRo ve Baylis
1998). Bu verilerin dgsik arsstiricilar tarafindan dgrulanmasi kronik NOS
inhibisyonunun yeni bir arterial hipertansiyon mbhd#arak yerlemesini sglamistir.
Sicanlarda hipertansiyon gturmak icin kullanilan ilk NOS inhibitéra bir L-angin
analgu olan L-NAME'dir (Gardiner vd 1992). L-NAME'nin da ¢Ozinmesi ve igcme
suyuyla kolayca hayvanlara verilebilmesi takip egélarda bu modelin yaygin olarak
kullaniimasina yol acti. Bununginda L-NAME'nin intraperitoneal injeksiyonuyla da

sicanlarda hipertansiyon gturulabilir (Sakuma vd 1994).
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2.2.6.5. DOCA-tuz Hipertansiyon Modeli

11-Deoksikortikosteron (veya Deoksikortikosterveya 21-hidroksiprogesteron),
elektrik ve su metabolizmasini etkileyen minerahtikoid aktiviteye sahip, adrenal
korteksin zona fasiculata tabakasindan sentez nedséeroid bir hormondur.
Aldosteronun yaklgk %5'i kadar etki goOsterir.isminden de angadig gibi
progesteronun 21-hidroksi gigkeni ya da kortikosteronun 11-deoksigd#éeni olarak
bilinmektedir. Progesterondan gan 11-deoksikortikosteron (DOC), surrenal kortekste
hem kortikosteronun hem de aldosteronun 6n maddegithemli glukokortikoid
aktiviteye sahip d&ldir. 11-Deoksikortikosteron, aldosteron Uretingin bir prekirsor
molekildur (Kathlenn 2005). DOC yaklk aldosteron ile ayni oranda salinmakla
birlikte kortizola benzersekilde yaklgik timi kortikosteroid b#ayici globuline
baglanir, ancak %5 kadarn serbest formda bulunur. ¢&geade tetra
hidrodeoksikortikosterona dostiartltr, glukouronik asitle konjuge edilir ve idiar
atiir. idrarda serbest olarak DOC hemen hemen saptanarkaydizzeydedir.
Aldosteron ve DOC mineralokortikoid reseptorlenigiit affiniteye sahiptirler, kabaca
esit konsantrasyonlarda bulunurlar, ancak aldostegok daha fazla 6neme sahiptir.
Bunun nedeni aldosteronun ¢ok daha fazla serbé&t# balunmasidir (Edwards 2001).

DOCA-tuz hipertansiyonu farmakolojik olarakugibirulan hipertansiyon modelinin
tipik bir 6rnezidir. DOCA-tuz hipertansiyon modeli deneysel hipagiyon modelleri
arasinda ndérohumoral ve metabolilgdelikleri taklit edebilen elvegli bir yontemdir.
Deney hayvaninda DOCA-tuz hipertansiyon modelidigum sureci kronik malignant
bir patoloji olwturmakta ve bu sirec icerisinde 0zellikle damadarinksiyon

bozukluklarina yol agmaktadir (Sun 2005).

DOCA-tuz modeli, hipervolemiye yol acan reriatle azalmasi ve yuksek tuz
alimina bgli olan diger deneysel modellerle aynidir. DOCA miktarininreasi, distal
tubulde sodyum ve suyun geri emiliminin artmasiemgde renal sodyum kullaniminda
bir dengesizite neden olmaktadir. Bu durum ekstraseltler siplaema hacminde bir
artisa yol acan renal kitlenin azaltilmasi veyariatuz alimi ile ary gostermektedir
(Haack vd 1977)
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DOCA-tuz hipertansiyonu diik reninli ve hacim yuklemeli bir hipertansiyon
ornezidir. Hipertansiyonlu hastalarin %20’sindesdld renin aktivitesi saptanmaktadir.
DusUk renin aktivitesi Kklinik olarak kan basincinirz&uduyarli oldgunu ve didretik
tedaviye cevap alinage ifade etmektedir. Bu hastalar hipokalemik olnad&ia
beraber artmgi ekstrasellller sivi hacmine sahiptirler. Bu hastid tedaviye cevap
normal ya da yuksek renin aktiviteli hipertansiya@iae daha iyidir (Altindal 2006).

DOCA-tuz hipertansiyonunun glum ve geljiminde vazopresinin roli olguna
dair kanitlar bildirilmitir. Artmis sempatik sinir aktivitesinin renal sinirler yolaytenal
fonksiyonlari etkileyebilegg, bébresin denervasyonunun hipertansiyonurglaagicini
geciktirdigi ve hastalgin siddetini azaltabileca bildiriimektedir (Sun 2005).

Hayvanlarda hipertansiyon efturmak icin DOCA-tuz hipertansiyon modeliyle
yapilan c¢eitli metod ve cakmalar vardir. Yapilan bir metoda gore yaka100 g
agirhgindaki sicanlara 10 mg/kg DOCA, susanglyiginde ¢cozdurulerek haftada iki kez
subkutan olarak 43 gin boyunca verilerek ve aymnarala icme sularinda %2’lik
sodyum Klortr (NaCl) konularak hipertansiyon glurulabilmektedir (Rathod 1997).
Yapilan dger bir DOCA hipertansiyon modeli ise, unilateralfrektomi yapilan
sicanlara 25 mg/kg DOCA, pamuk tohumwiy&inde c¢ozdurulerek haftada iki kez
subkutan olarak 5 hafta boyunca verilerek yapilmeikt (Katholi ve Naftilon 1980).
Bunun yaninda nefroktomi yapilan sicanlara silik@aucuk iceren DOCA pelletleri
(200 mg) deri altina yed#rilerek de hipertansiyon elde edilebilmektedir
(Ammarguellat vd 2001).

2.3. APELIN

2.3.1. Tarihgesi

1993'te O’'Dowd ve arkadéari tarafindan yapilan cainada, yedi transmembran
domaini iceren G-proteinine plareseptore ve Angiotensin Il tip 1 reseptorind (B
homolog olan bir gen tanimlandi (O’'Dowd vd 1998)pelin reseptori(APJ) olarak
adlandirilan bu gen, 1998’e kadar ‘orphan’ olarakimlandi ve Tatemoto ve ark.
tarafindan yapilan ¢camada selektif endojen bir ligandi olan apelin isimpéptid
kesfedildi (Tatemoto vd 1998).
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2.3.2. Apelin Nedir?

Apelin, G-proteinine i apelin reseptorine yiksek afinite baslanan endojen bir
ligand ve buyume faktori olan bir peptiddir. Apelit®98'de ilk kez inek mide
dokusundan izole edilgtir (Tatemoto vd 1998)Apelin insan ve farelerde izole edilen,
olgun adipositler tarafindan sekrete edilen ve iléretyeni bir adipositokin olarak

tanimlanmaktadir (Rayalam vd 2008).

Apelin mRNA’sI kalp, karagier, akcgerler, testis, ovaryum, bobrek adipoz doku
gibi periferal sican dokularinda (Habata vd 1999 spinal kord, hipokampus,
hipotalamus, pineal bez, hipofiz bezi ve serebrailtdks gibi sican merkezi sinir
sisteminin cgitli bolgelerinde eksprese edilmektedir (Medhurst 2003). insanda
kaudat nukleus, hipokampus, amigdala, hipotalartalamus, bazal 6n beyin, frontal
korteks, substansiya nigra, spinal kord, korpudokam gibi santral sinir sisteminin
(Lee vd 2000) yanisira kalp, agerler, bébrek, testis, plesanta, uterus, iskelst gii
cesitli periferal doku ve organlarda dapelinin mRNA diizeyinde eksprese edgdi
bilinmektedir (Medhurst vd 2003).

2.3.3.Apelin Geni

Apelin geni Xq25-26.1'de lokalizedir ve 1.726 bp buy@ldde olup, 3 ekson
icermektedir. Apelin gen Grind 77 aminoasittensatu bir pre-proproteindir. Apelin
geni, 77 aminoasitten alan bir pre-proprotein kodlar ve bu pre-proproteimin
terminal bolgesinde sinyal peptidi bulunur. Endapi& retikulumda parcalanarak, 55
aminoasitten olgan bir pro-proteine donir (Tatemoto vd 1998)Bu pro-proteinin
biyolojik etkinliginden C terminal bolgesinde yer alan 13 a.a’'liklio@lin sorumlu
oldugu disunidimektedir (Kawamata vd 2001). Endojen apelirep&® agonistlerinin
amino asit dizisi apelin-36, apelin-17, (Pyrl) apdl3 ve apelin-13 peptidleridiekil
2.3'de goruldgu gibi a.a. dizilimleri verilen bu peptidlerdekiigenkli olan bdlgeler,
tum peptidlerde aynidirSekil 2.3) (Pitkin vd 2010). Bu peptidlerin hepsi AP
reseptoriine kganirlar ve ikinci haberci sinyal yolaklarini aktivederler (Tatemoto vd
1998). Ayrica bu peptidler, N terminal bélgede ligand mde etkilisiminin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar (Hosoy&0a0).
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Sekil 2.3 Apelin Geni (Pitkin vd 2010)

Apelin-13 peptidi, apelin geninin en aktif faomlarindan biridir ve APJ sinyalinin
tam aktivasyonunu gamada yeterlidirApelin geninin uzun izoformlarinin fizyolojik
onemi tam olarak bilinmemektedir. Kuggmsapelingeninde uzun apelin-17 ve apelin-36
peptidleri farkliyken, apelin-13 peptidinin glgmeden kaldii gosterilmgtir. Uzun
izoformlarla ortak olan dgsmeyen aminoasit kisimlari proteolitik bolinme p&aga
olarak bilinmektedir. Bu yuzden apelin-13, fizyokojolarak apelin geninin 6nemli
baslica protein Urinuddr. Evrimsel korunmanin olngady6z ontine alindinda, apelin-
13 aktif hale gelene kadar apelin-36, bazi biy&lgktivitelerde fonksiyon yapabilir
(Kélin vd 2007). Apelin-36 vapelin-13 cgtli fonksiyonlarin diizenlenmesinde farkli
Ozelliklere ve etkilere sahiptir. Apelin-36, biygloaktiviteyi sinirlayan bir dncul peptid
olarak rol oynamaktadir. Apelin-13 ise, biyolojilonksiyonlari korur ve enzim
diUsUstnG onler ve ¢ok etkili biyolojik form oldiu bilinmektedir (Kleinz ve Davenport
2005). Plazmada bulunan ana apelin peptidleri adedive daha az olarak apelin-17'dir
(Beltowski 2006). A&irlikh olarak kalp ve ak@erlerde gortulmekle birlikte viicudun her
yerinde yaygin olarak bulunsalar da hentiz fonkdgmoriam olarak ankalamamstir.
Duz kas uUzerine dpudan etki ederek vazokonstriksiyon ve pozitif iapt yaptgl,
endotele bamli olarak da vazodilatasyon yagtbilinmektedir. Kalp kontraktilitesinin
bilinen en gucli stimulatérlerinden birisidir (FatePires 2005, Chen vd 2003).

Apelinin uzun formu olan apelin-36, HIV enfeksiyorun inhibisyonunda cok
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etkiliyken, apelin-13 gibi kisa peptidler kardiyskiiler fonksiyonlarinin
dizenlenmesini gtarlar. Yemek ve su aliminin kontroli yaninda (®untd 2003)
apelinin, kardiyovaskiler sistemin santral ve pedaf dizenlenmesi, hormon ve
noropeptidlerin salinmasi (Reaux vd 2001), immunk$&dyonlarin diizenlenmesinde
onemli rollere sahip oldiu bildiriimektedir (Horiuchi vd 2003).

2.3.4. Apelin Reseptori (APJ)

Apelin reseptori (APJ reseptort), apeliglbgan, G protein gikli bir reseptordir.
Plazma membraninda bulunan APJ reseptori 380 asiiteraolgur. Anjiotensin Il
tip 1 reseptore (AT-1) homolog olan bir reseptordiiPJ reseptort ve AT-1 reseptori
arasinda homolog benzerlik, total bolgenin %30’'uid® aminoasit, transmembran
bblgenin %54’Unde 86 aminoasit icermesidir. Bu méeleapelin, APJ reseptoriine
baglanan endojen bir liganddir ve angiotensin Il - ATeseptorine gganmaz. APJ ve
AT-1 birbirleriyle homolog olmasina gmen, anjiotensin Il de APJ reseptorine
baglanmaz (O’'Dowd vd 1993)insanda APJ reseptori ileskili genler sican, fare,
maymun, balik ve kurlgalarda tanimlanmgiir. Bu gen, erkeklerde 11. kromozomun
11912.1 bandinda lokalizedir. Moleki@idigl 42,660 kDa'dur (Kleinz 2005).

InsandaAPJ mRNA'sI, dalak, timus, prostat, testis, ovaryuraydak ve beyin gibi
bircok santral ve periferik dokularda ekspresereditedir (Edinger vd 1998). Ratlarda
APJ mRNA'sI, akcgerler ve kalp gibi periferik dokularda ytksek selgrde
bulunurken (Hosoya vd 2000), bobrek, hipofiz bexaryum ve iskelet kasinda dik
seviyelerde bulunmaktadir (O’Carroll vd 2000). ARseptorl, serebral korteks,
hipokampus, hipofiz bezi, hipotalamus (6zelliklepdtalamusun paraventrikiler ve
supraoptik niklusu), serebellum, striatum gibi s#lrdokulardan eksprese edilmektedir
(Lee vd 2000). Ayrica insan beyninde, APJ resepéfispreseyonu ndoronlar,
oligodentrositler ve astrositlerde gosterilirkenakrofaj ve mikroglia gibi hicrelerde
gosterilememtir (Choe vd 2000).

APJ reseptor etkirg, protein kinaz C (PKC) yoluyla ekstraselller diiegici
kinazlarin (ERKs) Ras lgamsiz aktivasyonuyla gtanir. APJ reseptdriine apelinin
baglanmasi, hiicresel sinyal yollarinin gku etkilemez (Reaux vd 2001). Aktivasyonu,

adenilat siklaz inhibisyonu (Habata vd 1999), iséléaler kalsiyum argi (Choe vd
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2000) ve ekstraseluler sinyal duzenleyici kinanaktivasyonu gibi ggtli intraseliler
effektorlerin dizenlenmesine @alir (Masri vd 2006). Endotel hicrelerde eksprese
edilen APJ reseptérinin, endotel hiicreleri Uzegasili etkileri bildirilmi stir (Devic

vd 1999). Endotelyal hicrelerden nitrik oksit gibiazodilatator maddeleri
serbestlemesiyle endotelyumghavazodilatasyona sebep olmasi (Tatemoto vd 2001)
yaninda angiogenik bir faktor olarak rol oynar (Gak2006).

2.3.5. Apelinerjik Sistemin Etki Mekanizmasi

Apelin ve APJ reseptori santral sinir sistemi, géuder, beyin, kalp, meme bezi ve
gastrointestinal sistem dahil kemirgen ve insanuthoknda yaygin bigekilde eksprese
edilmektedir (Medhurst vd 2003). Apelin ve APJ mSe sistemi, bircok organ
sistemlerinde kan basinci ve vaskuler tonusun démeresi, kardiak kontraktilite, kalp
hizi, anterior hipofiz fonksiyonlar, anjiogenez, opfoz, inflamasyon, glikoz
metabolizmasi, vicut sivi ve enerji dengesi, aghkyemek aliminin dizenlenmesi gibi
cesitli etkilere sahip oldgu bildirilmektedir (Taheri vd 2002). Apelinerjik sstem
kardiyovaskuler patofizyoloji rol alan ndrohumorhklr sistemdir. Kardiyovaskdiler
sistemde, apelin endotelenli, nitrik oksit araciliglyla gelsen vazodilatasyonu gkar
ve arteriyel kan basincini azaltir. Ayrica, apegid¢lii ve uzun 6murli pozitif inotropik

aktivite sergiler (Chandrasekaran vd 2008).

Beyinde apelin ve APJ reseptdr sistemi, viicut Bomeostasisi ve hipotalamustan
vasopressin saliniminin dizenlenmesinde énembywoamaktadir (De Mota vd 2004).
Anjiogenik rolu vardir. Vazopressini inhibe ederdikiretik etki gosterir (Kralisch vd
2005). APJ reseptori, sivi ve elektrolid dengesihizenlenmesinde rol alan beyin
nikleuslarinda bulungw gibi ayni zamanda vazopressin gibi mediatorleluyla
bobrek aktivitesinin diizenlenmesinde etkili olabjKleinz ve Davenport 2005).

Gastrik hicre proliferasyonu ve kolesistokig@CK) salinimini sglar (Berkoz vd
2008). Mide de apelin reseptori, azalan gastrik askresyonu stimule edici
enterokromaffin hicrelerinde eksprese edilir (Laacht vd 2001). Apelin reseptori
kolonda epitelyal gedimi dizenleyebilir (Han vd 2007). Pankreas ve iskélasinda
apelin reseptdor ekspresyonu, insulin plazma sesiyelve glikoz aliminin

dizenlenmesine Badir (Sérhede Winzell vd 2005). Apelin sinyali esblast Gretimini
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(Xie vd 2007) ve T lenfositleri tarafindan sitokekspresyonunu arttirir (Habata vd
1999). Apelinerjik sistem etkileri, hipertansiyokalp yetersizlgi, obesite, glikoz
intolerans, tip 2 diyabet, HIV infeksiyonu, gastrikser, osteoporosis gibi patolojik

sartlarda gosterilmektedir (Masri vd 2005).

2.3.6. Apelinin Kardiyak Etkileri

Kalpte, APJ reseptbri yuksek konsantrasyonlarda unpodktadir ve
kardiyomiyositlerde (Kleinz ve Skepper 2005), erfloe vaskuler dius kas hiicrelerinde
eksprese edilir (Kleinz ve Davenport 2004). Apeleseptori kalbin embriyonik
formasyonu sirasinda eksprese edilmektedir (Scalt 2007). Ekspresyonlari
yetiskinlerin kardiyomiyositlerinde de bulunngtur. Kardiyak kontraktilitenin en gucli
stimilatort  olarak bilinmektedir ve kardiyak dokueggikliginde onemli rol
oynamaktadir (Berry vd 2004). ¥Ya knockout farelerde, apelinin, kardiyak
kontraktilitenin zayiflamasina sebep ofgugosterilmgtir (Kuba vd 2007). Apelin, kan
basinci ve kan akimi dahil kardiyovaskiler kontnoldir mediatéri olarak gorev
yapmaktadir. Apelin seviyeleri kronik kalp yetetgiz olan hastalarin sol
ventrikullerinde, ayrica kronik karamr hastalii olan kkilerde ve obezlerde de
artmaktadir (Principe vd 2008).

2.3.6.1. Apelinin Vaskuler Tonus Uzerine Etkileri

Apelin, vaskiler tonusun dizenlenmesinde, igakdkontraktil fonksiyonu ve sivi
dengesinin dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynanthktén vivo olarak apelin vendz
ve arteriyel dilatatordur. Ayrica sicanlar Uzeryapilan bir caymada intraven6z olarak
enjekte edilen apelinin ortalama arteryel basimaltagr ve kalp hizini arttirg
gosterilmitir. Ayrica apelin bu ratlarda hafif gikardiye de sebep olmaktadir ve bunun
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak vagkinin azalmasi ya da sempatik

aktivasyon yoluyla olgabilecesi dustnilmektedir (Cheng vd 2003).

Apelin, endotelyal hicrelerden nitrik oksit bigi vazodilatator maddeleri
serbestlemesiyle endotelyum gha vazodilatasyona sebep olmaktadir. Apelin,
endotelyal nitrik oksit sentazin aktivasyonu vefdogasyonunu sglar. NO, siklik
guanozin monofosfat (cGMP) miktarini arttirarak kider diz kas hucrelerinde
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guanilat siklazi aktive eder ve dilatasyona neddur. oEndotel hiicre fonksiyon
yoklugunda, apelin direkt olarak vaskuler diz kas uUzekndAPJ reseptorine
baglanarak reseptoru aktive eder ve vazokontriksiyoeden olur §ekil 2.4) (Ladeiras-
Lopes vd 2008).

#
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Sekil 2.4 Apelinin Vaskiiler Diiz Kas Uzerine Etkileri (Ladesrhopes R, 2008).

Vaskuler tonus Uzerine apelinin etkileri, apele APJ reseptdr sistemi ve
angiotensinojen-AT-1 arasinda dinamik etiilee bali olabilir. Hipertansif
sicanlarda, G protein reseptdr sinyalini dizenlegkrrans retinoik asit (atRA), kan
basincini azaltir ve aortada APJ reseptori-apédgpresyonunu arttirir (Zhong vd
2005). Bu, NO sentezinde artma ve AT-1 ekspresydawazalmayla igkilidir. Apelin
sican portal venlerinde tonusu direkt olarak ethde. Boylece endotelyum vatina
bakilmaksizin apelin, NO Banli mekanizma yoluyla ANG II'ye gh vazokonstriktor
cevabi ortadan kaldirir (Gurzu vd 2006). Hastallcudhunda, apelin ve ANG I
arasindaki normal etkgendeki degisme vaskiler hast@a sebep olabilir. Diyabetik
db/db farelerin aort dokusunda apelin ve APJ réséptin mRNA ve protein
dizeyinde ekspresyonlarinin azgldive fareler apelinle tedavi edifidnde aort
dokusunda Akt ve NOS enzim fosfarilasyonunun @rigosterilmgtir. Ayrica apelin,
NO sentezinin aktivasyonu sebebiyle diyabetik dbi@ielerin aortunda ANG II'nin
vazokonstriktor cevaptaki agtni azalttgr ve bozulan endotelyal pamli
vazodilatasyonu duzenleggli yapilan bu cadmada gosterilmtir (Grisk 2007).
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Vaskuler tonusun dizenlenmesinde apelinin  roli, k&éasincinin  santral
duzenlenmesindeki etkileriyle gkili olabilir (Kagiyama vd 2005). Apelinin etkilemin,
vaskiler yatgin yeri, parca uzunfu ve tipine de bz olabilecesi bildiriimektedir
(Seyedabadi vd 2002).

Reseptorin vaskuler ekspresyonu kan basinckontrolinde 6nemlidir ve
aktivasyonlari yeni kan damarlarinin ghmunu sglar (Cox vd 2006). Apelinin
hipotansif etkileri, endotelyal hicrelerin yluzeyhele eksprese edilen reseptérinin
aktivasyonuyla g#anir (Devic vd 1999). Bu aktivasyon, arteryal dumadiiz kas
hicrelerinin  geyemesini  sglayan gucli  bir vazodilatatér olan NO'in
serbestlenmesiyle gercekile(Tatemoto vd 2001).

2.3.6.2. Apelinin Kontraktil Etkileri

Apelin gicla inotropik etkiye sahiptirin vivo olarak apelin, s#ikli normal
farelerde ventrikuler hipertrofiye neden olmaksikardiyak output'u arttirmaktadir
(Ashley vd 2005). Kalp yetersiginde apelin inflzyonu kardiyak kontraktilitenin
gelisimini sglar ve kalp yetersiz#inin tedavisinde Onemli bir rol oynagl
bilinmektedir (Berry vd 2004). Apelinin inotropik tkeleri nitrik oksit sentazin
inhibisyonu, adrenerjik sinyalin antogonizmi yaetadotelin reseptoérlerinin blokajindan
etkilenmez ve kardiyak innervasyona dalbalegillerdir. Apelinin inotropik etkileri,
miyofilamentlerin kalsiyuma duyarlginin artmasindan ziyade intraseltler kalsiyum
konsantrasyonunun artmasina glochr.  Kontraktilitedeki bu arfi miyokardiyum

yetersizlginde ¢ok etkili olabilir (Dai vd 2006).

Kalsiyum L-tipi kalsiyum kanallari (L-C§ yoluyla hiicreye girer ve ryanodin
reseptoriiniin (RyR) aktivasyonuyla sarkoplazmikkmtimdan (SR) C& salinimi
baslar. Bu C&? serbestlenmesi kontraktil stireclerisladir. Kas geyemesi sirasinda
Ca'? geri alimi, enerji gerektiren sarkoendoplazmilkiéim Ca?-adenozin trifosfataz
(SERCA,) ve fosfolamban (P) yoluyla ganir. Apelin, serkolemma Uzerinde gorev
alan protein kinaz C (PKC) and fosfolipaz C (PLQ)tive eder ve NaH" degistiricisi
(NHE) yoluyla intraseliiler Nakonsantrasyonu artirir. R&Ca* degistiricisi (NCX)

yoluyla Na+ hiicre gina cikarken kalsiyum hiicre icine giree intraseliller C&
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konsantrasyonu artar. Bu mekanizma kardiyak kotititali icin sitosolik C&”da
artma sglar (Sekil 2.5) (Szokodi vd 2002).

APJ NHE NCX' Sarcolemma
T4
T-tubu
PKC and PLC H* Nat Ca?*
Ca* Ca2*
Ca?* Ca**

a2+ a2+
S Actin and myosin e

Ca’_’+
Sekil 2.5 Kardiyak Kas Kontraktilitesinde Apelinin EtkilerSgokodi 2002).

2.3.7. Apelin ve Tip 2 Diyabet

Apelin, insulin hormonu ve obezitenin regiktige ve adipositlerden salinan bir
adipokinindir. Adiposit farklilamasinda ekspresyonu artar. Buna gore, plazma apelin
seviyeleri obezitede insulin direnci ve hiperine@hi ile bglantili olarak artmaktadir
(Beltowski vd 2006).

Apelin, obez ve hiperinstlinemik insan ve farde artan yeni bir adipokin olarak
tanimlanmaktadir (Boucher vd 2005). Plazma apedwiysleri ve vicut kitle indeksi
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir (Heien vd 2005). Apelin farelerde
insulin sekresyonunu inhibe eder ve apelinin glikemmeostasisin dizenlenmesinde
onemli bir rol oynayabilegg dustinilmektedir. Ancak insilin sekresyonu Uzerine
apelinin inhibitor etkilerinin mekanizmasi tam al&r bilinmemektedir (Sérhede vd
2005).

Dolgimdaki apelin konsantrasyonu direkt olarak insuiamafindan arttirilirken

glukokortikoidler tarafindan azaltilmaktadir (Boectvd 2005)instilin apelin tretimini



37

stimile etmek icin direkt olarak adipositler Uzerietki eder (Sérhede vd 2008)pelin
ve insilin sekresyonu arasinda gucli biglaati bulunmaktadirinsulinoma (INS-1)
hiicrelerinde glikoz stimile eden insilin sekresydmarine apelinin inhibitor etkileri
bulunmaktadir ve pankreatiR hicrelerinde apelinin direkt etkileri bulunmaktadi
Apelinin konsantrasyon etkileri bifaziktir. Apelmiytksek konsantrasyonu insulin
sekresyonunda daha az etkilidir (Guo vd 2009).

Apelin, INS-1 huicrelerinden insulin sekresyoda etkili olan glukagon-benzeri
peptit-1'i (GLP-1) inhibe eder. Apelin, artgnintraseluler siklik adenozin monofosfati
(cAMP) baskilayarak insulin sekresyonunu inhiberg@uo vd 2009). Fosfodiesteraz
3B (PDE3B), pankreatik hiicrelerinde plasma membraninda bulunmaktadirAR:
arttiran GLP-1 gibi faktorler tarafindan etkili kalgetirilen insilin sekresyonunu
dizenlemektedir. PDE3B aktivitesi apelin tarafindantiriir (Harndahl vd 2002).
Apelin tarafindan insilin sekresyonunun azalmade®B®nin fosfotidilinositol 3-kinaz
(P13-kinaz) b@&mli aktivasyonu sebebiyle olg@u bilinmektedir. PDE3B ya da PI3-
kinazin inhibitorleri, apelinin bu etkilerini blokeedecgi dustnulmektedir. Bu
inhibitorler, apelinin sebep olgu cAMP’deki azalmay! da dnler. Apelin tarafindan
insulin  sekresyonu ve intraseliler cAMP’nin azalmasadenilat siklazin
inhibisyonundan ziyade PDE3B’Un aktivasyonu selebgtduysu bilinmektedir (Guo
vd 2009).
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3. MATERYAL- METOD

3.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar:

Calsmada Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Deneysaktirma Biriminden
saglanan 2 aylik, 180-300 ggdiginda 80 adet, Wistar cinsi erkek sicanlar kullanild
Sicanlar ¢cahma siresince standagartlar altinda havalandirmali, sabit 1sili odalarda
%50+5 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik—karanliklusu bulunan laboratuar
kosullarinda barindirildi. Siganlar veteriner hekimnkolu altinda bakildi ve 0Ozel
hazirlanmg kafeslerde tutuldu. Tim deney prosedirlerinde “Bdle Universitesi

Tip Fakultesi Etik Kurulu” prensiplerine titizlikleyuldu.

3.2. Deney Gruplarinin Olwturulmasi:

Sicanlar rastgele secilerek sekiz ayrisga grubu olsturuldu.

Grup 1: Normal kontrol siganlar (K), (n=10),

Grup 2: Apelin verilen kontrol siganlar (Kontrol+&ln= K+A), (n=10),

Grup 3: DOCA-tuz verilerek okturulan hipertansif sicanlar (HT), (n=9),

Grup 4: Apelin verilen DOCA-tuz Hipertansif sican(&8iT+A), (n=8),

Grup 5: Tip 2 Diyabetik sicanlar (DM), (n=9),

Grup 6: Apelin verilen Tip 2 Diyabetik sicanlar (M), (n=8),

Grup 7: Tip 2 Diyabetik ve DOCA-tuz Hipertansif angar (HT+DM), (n=9),

Grup 8: Apelin verilen Tip 2 Diyabetik ve DOCA-tl#ipertansif sicanlar (HT+DM+A)
(n=9)

3.3. Hipertansiyon olwturma:

Sicanlarda hipertansiyon, deoksikortikosteron &setee tuz (DOCA-tuz)
hipertansiyon modeli kullanilarak gluruldu. Sicanlara 25 mg/kg DOCA 0.4 ml
dimethylformamide iginde c¢ozdurulerek haftada ildzksubkutan olarak dort hafta
suresince verildi. Ayni zamanda icme sularina %I1slodyum klorir (NaCl) cozeltisi

konuldu (Bhatia vd 2011). Hipertansiyon gluwrulmayacak hayvanlara icme suyu
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olarak normal ¢gne suyu verildi ve subkutan olarak 4 hafta boyu@icga ml serum
fizyolojik enjekte edildi.

3.4. Kan basinci dlgme yontemi:

Kan basinci dl¢umleri, sicanlarin bilinci acik ikBowerlab/8SP veri kayit cihazi
kullanilarak kuyruktan indirekt kuyruk mgonu yontemi ile yapildi. Sicanlarin kan
basinci 6lciimleri DOCA uygulamayagtemadan 6nce (0.giin) ve DOCA uygulamaya
basladiktan sonra 14, 21, 28. gunlerde 3 hafta surégiédu. Her bir denek tek baa
olarak muhafaza edici bir kutuya kondu ve sonraegiankuyruguna tail-cuff cihazinin
cuff ve sensoérl yerérildi. Sicanlarin kuyruklari dizenli sinyal seg pulse (atim)
alana kadar 37C'de 10-20 dakika sureyle ile isitildi. Olglimlerssig ve sakin
laboratuvar ortaminda siganlarin rahat ve sakingoiddizenli sinyal sesinin alirg
anda yapildi ve derler bilgisayara kaydedildi. Her bir, sicandanagn5 dl¢iim alinip
bu deerlerden en yiksek ve en gk olanlari c¢ikarilarak geri kalan 3 ghin

ortalamalari alinarak kan basinci hesaplandi.

3.5. Yg Cozeltisi Hazirlama ve Tip 2 Diyabet Olgturma:

20 g terey@, 1 g thyreostat, 5 g kolesterol, 1 g sodyum ghaf 5 g sukroz, 5 g
sakkaroz, 20 ml Tween 80, 30 ml propylene glik@repn 100 ml ya ¢ozeltisi distile
suya eklenerek hazirlandi ve kullanilacak zamardarkka4 °C’de saklandi (Jing vd
2005).

Diyabet olgturulacak olan hayvanlar daha 6nceden hazirlamtan ve oral olarak
verilen y& cozeltisi (10 ml/kg) ile on gin boyunca beslenmedeglandi. Daha sonra
11 ve 12. gunlerde hayvanlara intraperitonel (igdgrak 120 mg/kg Alloxan enjekte
edildi (Shu-Xiang vd 2010). Kontrol grubu ise notrbasinlerle beslendi ve i.p. 1 ml %
0.9'luk serum fizyolojik enjekte edildi. On yedingiin sonunda kan glikoz duzeyleri
sicanlarin kuyruklar kesilerek alinan kanda gluktnede glukostix stripleri kullanarak
Olculdu. Kan sekerleri 300 mg/dl ve Ustinde olan sicanlar tip igaldetik olarak

deserlendirildi ve bu karekeri dgerine ulamayan sicanlar ise deneye alinmadi.
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3.6. Apelin Uygulamasi:

Tip 2 diyabet, hipertansiyon ve hem diyabet henetignsiyon olan sicanlara, giinde
bir kez 200 ug.kg olmak tizere 17 giin boyunca proglutamat apelins-pP13]
peptidi i.p. olarak uygulandi (Falcao-Pires vd 2007

3.7. Orneklerin Toplanmasi:

Deneyin bginda ve sonrasinda tum sicanlargrleklari, kan basinglari ve kan
glikoz diuzeyleri olculdu. Tum deneysel periyodumwada Ketamin HCI/Xylazine HCI
(75 mg/kg/10 mg/kg) anestezisi uygulanan sicanlabtominal aortalarindan alinarak
etilendiamin tetra-asetik asit iceren tlplere kanwen6z kan ornekleri, +4 °C’de 5,000
rom’de 15 dakika spin edilerek plazmalarina ayriBlu plazmalar analiz edilinceye
kadar -80°C’de donduruldu. Butiin plazma 6rnekleri ELISA plagader kullanarak
okundu. Bu plazma drnekleri analizin yapilgcaamana kadar -86C’de saklandi.
Sicanlarin kanlari alindiktan hemen sonra her igausn kalp ve damar dokusu etraf
bag ve ya dokulardan temizlenip standart bekilde total olarak cikarildi vegaliklar
tartildi. Kalbin interventriktler septumu dizguracék sekilde kesilerek save sol
ventriktle ayrildi ve bunlaringaliklar tartildi. Tiam bu glemler sonrasinda kalp ve
damar doku 6rnekleri alinarak serum fizyolojik yi&kandi. Cikarilan bu taze kalp ve
aort doku orneklerinden ayni gun icersinde totalAHkblasyonlari ve cDNA sentezleri

yapildi.

3.8. Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi:

Etilendiamin tetra-asetik asit iceren tupleonulan venoz kan ornekleri, +4 °C'de
5,000 rpm’'de 15 dakika spin edilerek plazmalarineuléd. Bu plazmalar analiz
edilinceye kadar -80°C’de donduruldu. Butiin plazma ornekleri ELISA okayu

kullanilarak okundu.

Apelin (Raybiotech, Cat No EIA-APC-1), Anjiotenskonverting enzim 2 (ACE2)
aktivitesi (Cusabio Biotech, Cat No CSB-E14308mxdilin (SPI Bio, Cat No A05105),
endotelin 1 (Cusabio Biotech, Cat No CSB-E1503m)iotensinojen (Cusabio Biotech,
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Cat No CSB-E08565r) ve angiotensin 2 (Cusabio BloteCat No CSB-E04494r)
plazma dizeyleri uygun ELISA kitleri kullanilaralc@ldi.

3.8.1. ACE2, Endotelin 1, Anjiotensinojen, Angiotesin 2 ELISA Kit Protokoli:

ACE 2, Endotelin 1 ve Angiotensin 2 plazma duzeglarélcimu icin plazma
ornekleri calgilacak parametreye uygun dilisyon solusyonu ilek&0 diltie
edildi. Anjiotensinojen ELISA icgin ise plazma Orel o©rnek dilient
kullanilarak ile 400 kat diliie edildi. Bundan sddrdasamaklar, ACE 2,
Endotelin 1, Angiotensin 2 ve Anjiotensinojen ELISA birbirleriyle aynidir.
Her bir ELISA icin uygun olan standartlar hazirland

Mikropleytin ilk kuyularina hazirlanan bu standartan 10Qul eklendi. Dier
kuyulara ise 10@ul dilie edilen plazma 6rnekleri koyuldu. Pleyt, yil&apatici
ile kapatilarak 37 °C’de 2 saat boyunca inkiibededil

Yikama yapmadan her bir kuyuya 10D"“Biotin Antikor” calisma solliisyonu
eklendi. 37 °C’de 1 saat boyunca inkibe edildi.

Her bir kuyu, 20Qul “Yikama Tamponu” ile 3 kez yikandi.

Her bir kuyuya 10Qul “HRP-avidin” calsma soltisyonu eklendi ve 3T'de 1
saat boyunca inktbe edildi.

Her bir kuyu, 20Qul “Yikama Tamponu” ile 5 kez yikand.

Her bir kuyuya 9Qul “TMB substrat” eklendi ve 37 °C’de 30 dakika kah&ta
inklibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi her bir kuyuya 50 “Stop solusyonu” eklendi. Bu
solisyonun eklenmesiyle kuyadaki acik mavi renk sange dongtd. 15
dakika bekletildi.

Bir mikroplate reader yardimiyla her bir kuyunurtibglansite (OD) dgeri 450
nm dalga boyunda okutuldu.

3.8.2. Apelin ELISA Kit Protokol:

Apelin plazma dizeyi 6lcimi icin, plazma 6rneklkitle sglanan “Assay
Dilient A” ile 4 kat dilue edildi.
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* Her bir kuyuya 100ul “anti-Apelin C Terminus Antikoru” eklendi ve 1-2
devir/sn sallayarak 1.5 saat oda sigakbla inktibe edildi.

* Her bir kuyu, 20Qul “Yikama Tamponu” ile 5 kez yikandi.

* Protokolde belirtilen pleyt tzerindeki kuyulara 100standart, 10Qul pozitif
kontrol, 100ul plazma 6érnekleri eklendi. Uzeri pleyt kapati@ Kapatilarak 4
°C’de gece boyunca inkube edildi.

* Her bir kuyu, 20Qul “Yikama Tamponu” ile 4 kez yikandi.

 Her bir kuyuya, 100ul “HRP-Streptavidin” solisyonu eklendi ve oda
sicaklginda 45 dakika inkibe edildi.

* Her bir kuyu, 20Qul “Yikama Tamponu” ile 5 kez yikandi.

* Her bir kuyuya, 10Ql “TMB One-step Substrat Reagent” eklendi ve kaidal
oda sicakiiinda 30 dakika inkibe edildi.

* Her bir kuyuya, 5Qul “Stop solisyonu” eklendi ve 15 dakika bekletildi.

* Mikroplate reader yardimiyla her bir kuyunun optiansite (OD) dgeri 450

nm dalga boyunda okutuldu.

3.8.3.insulin ELISA Kit Protokoli:

* Plazma insulin duizeyi olgimu icin kitle birlikte nen pleytte 6zel olarak
adlandirilan belirli kuyulara 6zellikle protokoldelirtiien non-specific binding
kuyusuna 10@l, Max. binding kuyusuna 5@ “EIA Buffer” eklendi.

» Standart kuyusuna, 50 standart eklendi.

» Kalite kontrol ve sample kuyularina, p0“Kalite kontrol” ve plazma 6rnekleri
eklendi.

* Blank kuyusu hari¢ her bir kuyuya p0“rat instilin AChe tracer” eklendi.

* Blank kuyusu ve non-specific binding kuyusu harey bir kuyuya 50ul “rat
insulin antiserum” eklendi. Pleyt tzeri pleyt kapaile kapatilarak 4 °C’de 16-
20 saat inkiibe edildi.

* Her bir kuyu, 30Qul “Yikama Tamponu” ile 5 kez yikandi.

* Her bir kuyuya, 20Qu “Ellman’s reagent” ilave edildi ve aliminyum fayile
pleyt kapatildi. Orbital bir kagtirici ile karstirildi ve oda sicakiinda
karanlikta gece boyunca inktbe edildi.
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Bir mikroplate reader yardimiyla her bir kuyunurgele 405 nm dalga boyunda

okutuldu.

3.9. Kalp ve Damar Dokularindan Total RNATzolasyonu ve cDNA Sentezi

3.9.1. Kalp ve Damar Dokularindan Total RNAizolasyonu

Calsmaya dahil edilen kalp ve aortr doku 6rneklerinttgial RNA izolasyonu ticari
kit (RNeasy Mini kit, Cat No 74104, Qiagen) yardiieiyapildi. Total RNA izolasyonu

icin uygulanan protokolde temel basamakkageda verilmitir:

[EEN
1

Doku oOrnekleri (her biri en fazla 30 mg) alindikthemen sonra, kitle birlikte
sglanan 600 ul “RLT tamponunda [§-merkaptoetanol ekleng)r
homojenizator (rotor-stator homogenizer) yardirei ihaksimum hizda 90-120
sn lize ve homojenize edilerek, steril, RNaz-frperedorf tiplerine aktarildi.
Homojenize edilen bu doku drneklerinin tzerine @®RNaz-free su ve 1Ql
proteinaz K ilave edilerek, 55°C’de 10 dk inkubdehd

Ependorf tipundeki bu karm 14.000 rpm’de 3 dk santrifilj edildi ve Ustekiisi
pipetle alinip, yeni bir steril ependorf tlipe akthr

Bu tupe, toplam hacim kadar %70’lik etanol ilavel@idve mikropipet yardimi
ile homojenize edildi.

Bu kargimdan 70Qul alindi ve 2 ml’lik toplama tiplne yesk&ilmis olan spin
kolona aktarildi ve 11.000 rpm’de 15 sn santrifdijdikten sonra toplama ttpu
degistirildi.

Spin kolona 35Ql “Tampon RW1” ilave edildi ve 11.000 rpm’de 15 satrifuj
edildikten sonra toplama tupu yenidergidarildi.

Her bir 6rnek icin 80ul “DNase | kargimi” (Her bir érnek icin 70ul “RDD
Tampon” ve 1Qul “DNaz | stok soltsyonu” eklenerek 80 Dnaz | kargimi elde
edildi) tum kolona kaplayacagekilde spin kolona eklendi ve oda sicgkida
15 dk inkibe edildi.

Her bir spin kolona 35@l “Tampon RW1” ilave edildi ve 11.000 rpm’de 15 sn
satrifuj edildikten sonra, toplama tapuggdgirildi.

Her bir spin kolona 5001 “RPE Tamponu” ilave edildi ve 11.000 rpm’de 15 sn
satrifuj edildikten sonra, toplama tipugggirildi.
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10-Her bir spin kolona 50Ql “RPE buffer” tekrar eklendi ve 11.000 rpm de 2 dk
satrifuj edildi. Toplama tupu yenidengigtirildi.

11-Alternatif olarak, her spin kolon tekrar 14.000 rdm1 dk santriftj edildi. Her
bir spin kolon steril, RNaz-free 1.5 ml'lik epenfldiipiine yerlsgtirildi ve
tzerine 5Qul RNaz-free su eklenerek, 11.000 rpm’de 1 dk sanptedildi.

12-Elde edilen total RNA 6rnekleri, ayni giin cDNA senihde kullanildi.

3.9.2. Total RNA Konsantrasyonlarinin ve Saflik Degcelerinin Belirlenmesi

Calsma grubuna ait 72 adet kalp ve 72 adet damar dokekieri olmak Uzere,
toplam 144 adet dokudan izole edilen total RNA &heienin konsantrasyonlari ve
safliklari, spektrofotometrik yontemle (BiophotometEppendorf) belirlendi. Olgtimler

sirasinda disposable spektrofotometre kuvetlenpéagorf) kullanildi.

Konsantrasyon dlcimu yapiimadan 6nce, 0.5ikmfilikrosantrifiij tiplerinde total
RNA o6rneklerinin 1/50 oraninda sulandirmalari Hamdi. Daha sonra, 1/50 oraninda
sulandirilan RNA o6rnekleri, disposable spektrofottra kivetlerine aktarildi ve
spektrofotometrenin ssRNA programinda konsantrasgosaflik dereceleri belirlendi.
Tam o6rneklerin “Konsantrasyon, A260, A280, A260/28an1” deerleri kaydedildi ve

her bir 6rngin “stok konsantrasyonlar1” hesaplandi.

3.9.3. Total RNA Orneklerinden cDNA Sentezi

izole edilen total RNA 6rneklerinden cDNA senteiati kit (QuantiTect Reverse
Transcription Kit, Qiagen) yardimi ile yapildi. cBNsentezi icin uygulanan protokolde
temel basamaklaagida verildi:

1. Genomik DNA'nin eliminasyonu amaciyla, her érnek igsagidaki reaksiyon

karisimi hazirlandi:
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Komponent Miktar

gDNA wipeout tamponu| 2 pl
Template RNA 1 pg (her 6rnek icin 3.9.2.’de bédigi sekilde stok

konsantrasyonu hesaplandr)

RNaz-free su x pI (her 6rnek icin hesaplandr)

Toplam hacim 14 pl

2. Hazirlanan reaksiyon kammi 42 °C’de 2 dk inkiibe edildi.
3. Reverse transkripsiyon amaciyla, her ornek igiagi@aki reaksiyon kagimi

hazirlandi:

Komponent Miktar

Reverse transkriptaz (RT) 1l

RT tamponu 4 ul

RT primer kargimi 1l

Template RNA 14 pl (bir 6nceki basamaktan eldéealli
Toplam hacim 20 pl

Hazirlanan reaksiyon karmi 42 °C’de 15 dk inkiibe edildi.
Reverse transkriptazi inaktive etmek icin, 6rnellgrrC’de 3 dk inkibe edildi.

Bu agamalarin sonunda 30 miktarinda cDNA elde edildi.

A A

Ornekler, gercek-zamanli PCR ile analiz edilmeké&z20 °C’de saklandi.

3.9.4. Gercek-zamanli Kantitatif PCR

APJ (hedef gen)apelin (hedef gen) ve&-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon
analizi, gercek-zamanl PCR sistemi (LightCycleO48ercek-zamanhh PCR Sistemi,
Roche Diagnostics) kullanilarak yapildi. Hedef geinl mRNA diizeyinde ekspresyon
analizi icin kullanilan primer setlerinin dizaynagldi ve sentezletildi. Hedef genlerin
MRNA dizeyinde ekspresyon analizi icin kullanilaokgarinin dizilimleri, “Universal
Probe Library (UPL)"den (Roche) segcildi. Referames ggin, hem 6zgun probu hem de
primer setini iceren “Mouse B-aktin Single Assay” (Assay ID: 500152, Roche)
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kullanildi. Gergek-zamanli kantitatif PCR analizndkullanilan hedef ve referans

genlere 6zgun prob numaralari ve primer setledi@iimleri Tablo 3.1’de verilmtir.

Tablo 3.1 APJ apelin ve aktin mRNA ekspresyon analizinde kullanilan 6zgin
problarinin ve primer setlerinin dizilimleri (5 3")

APJ

Primer seti 5- CACCAAGACCCAGTGCTACAT -3 (Farard)
5'- AGGCCCACTCTGAGTTTGAA -3’ (Reverse)

UPL numarasi Probe no: #49 (04 688 104 001)

Apelin
Primer seti 5- CTATGTTGACTGGGCCCTTG —3'(Forward)
5-CCACTCTCCTTCCTTTCTTCG -3’ (Reverse)

UPL numarasi Probe no: #58 (04 688 554 001)

B-aktin

Single assay

ID: 500 152 (Cat. REF. 05 532@Hl)

APJve apelininmRNA dizeyinde ekspresyonlarini kantite etmek, iber iki hedef
gen icin de optimize edilen gercek-zamanl PCRskarive protokoll uygulandi (Tablo
3.2 ve 3.3). Her bir hedef gene ait PCR protokoftii Zzamanda referans gen icin de

uygulandiSekil 1'de calsmada kullanilan érneklere 6zgun, bir pleyt @ineerilmistir.

Tablo 3.2 APJ apelin ve -aktin genlerinin mRNA diizeyinde kantitasyonu amaci ile
hazirlanan reaksiyon kami

APJ ve Apelin
icerik Hacim Final konsantrasyon
Forward primer | 0.5ul 0.5 uM
Reverse primer | 0.5 pl 0.5 uM
UPL probu 0.2 ul 0.2 uM
Master kagimi* | 10 pl 2X
PCR4grade su 4.8 ul -
CcDNA 06rnesi 4 ul -
3-Aktin
Single assay 1l -
Master kagimi* | 10 pl 2X
PCR4grade su 5 ul -
CcDNA 0rnesi 4 ul -

*. Master kargimi olarak, “LightCycler 480 Probes Master” kitillanild1.
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Tablo 3.3 APJ apelin ve Faktin geninin mRNA dizeyinde kantitasyonu amaci ile
uygulanan gergcek-zamanl PCR protokoli*

Analiz Modu Déngu Segment Isi Sire IsI arki Kazanim
Modu
Pre-inkiibasyon
1 95°C 10 dk 4.4 -
Amplifikasyon
Denatirasyon  95°C 10 sn 4.4 -
45 Annealing 60°C 30 sn 2.2 -
Ekstensiyon 72°C 1sn 4.4 Tek okuma
Saqgutma
1 40°C 30 sn 2.2 -

*.  Gergek-zamanli PCR ProtokolUPre-inkiibasyon Enzim aktivasyonu ve kalip cDNA'nin
denatirasyonuAmplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile galtiimasi ve 6zgun problar
yardimi ile Urindn belirlenmesiSggutma: Sistemde yer alan rotorun @dgulmasi basamaklarini
icermektedir.

KK1 | KK2
5 6
KK5 | KK6
17 18
KK9 | KD1
29 30
KD4 | KD5
KD8 | KD9
53 54
HK3 | HK4
65 66
HK7 | HK8
77 78
HD2 | HD3
89 90

Sekil 3.1 Hedef genlerin mRNA ekspresyonlarinin kantitatifabizlerinde kullanilan bir pleyt orige
(Kirmizi: 31 adet doku oOrrgine ait APJ hedef geni igin reaksiyon kamni, 31 adet doku
ornegine aitApelin hedef geni icin reaksiyon kammi, Yesil: 31 adet doku orrgine ait S-aktin referans
geni igin reaksiyon kagimi; KK: Kontrol grubu kalp doku or@ KD: Kontrol grubu damar doku
ornezi, HK: Hipertansiyon grubu kalp doku 6rgie HD: Hipertansiyon grubu damar doku 6gneNTC:
Negatif template kontrol (cDNA orgeyerine PCR-grade su kullanilghr).
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Optimize edilen protokollerle 6rneklerin gekeaamanh PCR gamalari tamamlandi
ve “relatif kantitatif” olarak drneklerin ekspresyaliizeyleri belirlendi. Bu amagla, her
bir 6rnezin hedef gene ait MRNA ekspresyon dizeyi, ayni @meeferans gen olap-
aktin (ayni zamanda, relatif kantitasyonda eksternahdsted) ekspresyon dizeyi
gercek-zamanli PCR sisteminde varolan yazilim pmogr (LightCycler Relatif
Kantitasyon Yazilim Programi) kullanilarak hesagiave relatif olarak kantite edildi.
Eksternal standart, ayni zamanda gercek-zamanliiled@antitasyon sirasinda hedef ve
referans cDNA miktarlari arasindaki farkgl) 6rnek yiklemedeki varyasyonlari ve

PCR inhibitorlerinin etkisini dengelemede yardirmanasi amaci ile de secildi.

3.10.istatiksel Analiz:

Istatiksel dgerlendirmeler SPSS (Stastistical Package for Sds@énces) 10.0
paket programi kullanarak yapilghr. Butin dgerler ortalama + standart sapma
seklinde verilmitir. ikiden fazla gruplar arasi kalastirmalar Kruskal-Wallis testi ile,
ikili gruplarin kasilastiriimasi ise Mann-Whitney U testi ile yapigtr, p<0,05’den
kicuk deerler istatiksel olarak anlamli kabul ediktm. Bunun yaninda gruplar
arasinda korelasyon olup olmguhi anlamak igin Pearson korelasyon testi yagtimi
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4. BULGULAR

Hipertansiyon, Tip 2 diyabet ve Hipertansiy®ip-2 diyabetli sicanlarda apelinin
etkilerinin aratirildigi bu calsmada, gruplarin % vicut galiklari (%VA), kan
basinclar1 (KB), total kalp garligi/son vicut girhg (TKA/SVA), sol ventrikil
agirhgi/son vacut girh g (LVA/SVA) dizeyleri arasindaki farkliliklar kgutastirildi. K,
K+A, HT ve HT+A gruplarina ait sonuclar Tablo 4.&,dDM ve DM+A gruplarinin
sonugclarl Tablo 4.2’de, HT+DM ve HT+DM+A gruplanmsonuclari ise Tablo 4.3'de

verildi.

Kontrol, K+A, HT ve HT+A gruplarinin % vicutgaliklarl karilastirildiginda
aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamli gidugérildi (p=0.033) (Tablo 4.1).
Ayrica ikili karsilastirmalarda, K gurubunda K+A grubuna goére % vigcitlgklarinda
anlamh bir dgisim go6zlenmezken, HT+A grubunda K grubuna goére % uvic
agirhginda istatistiksel olarak anlamh gig gorildi (p=0.009). HT+A grubunu K+A
grubuyla kagilastirildiginda HT+A grubunda % vicutgaligindaki azalma istatiksel
olarak anlamli idi (p=0.027). HT ile HT+A gruplafo vicut &irligi agisindan
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatiksel olarak anlamliumalu (p=0.046) (Tablo
4.1).

Kontrol, K+A, HT ve HT+A gruplari, TKA/SVA, LWASVA bakimindan
birbirleriyle kaslilastirildiginda, gruplar arasinda sadece TKA/SVA dizeyi again
anlamh fark bulundu (p=0.000). TKA/SVA diuzeyleralbamindan gruplar ikili olarak
karilastirildiginda, K+A, HT ve HT+A gruplarinda K grubuna goére AMSVA
duzeyleri anlaml olarak yuksek bulundu, bu anlakiar sirasiyla (p=0.000, p=0.000
ve p=0.016)eklindedir. Bunun yaninda K+A grubuna gére, HT VEHA gruplarinin
TKA/SVA dizeylerinin anlamli olarak giik olduzu goruldu (sirasiyla p=0.043 ve
p=0.004) (Tablo 4.1). Aynsekilde K ile kasllastirilan K+A, HT ve HT+A gruplari
arasinda LVA/SVA oranlart acisindan anlamhlik dorézken, HT+A grubunda,

LVA/SVA degerinin, HT grubuna gore anlamli olaraksdlkk olduzu gozlendi (p=0.01).

Yaptgimiz calsmada, deneye blamadan 6nce tim gruplardaki hayvanlarin kan
basinclarini élctik ve aralarinda anlaml bir fgizlemedik. Deneyin sonunda kontrol,

K+A, HT ve HT+A gruplarinin kan basincglari arasindtatiksel olarak anlaml fark
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oldugu gozlendi (p=0.000)ikili karsilastirmalarda, K ve K+A gruplarina gére, HT ve
HT+A gruplarinin kan basinci gerlerinin daha yuksek olgu goéraldi (p=0.000).
Bunun yaninda K+A grubunun kan basincinda, K grabgdre anlamli diils oldugu
gozlendi (p=0.043). Ayngekilde apelin verilen hipertansiyon grubunda kasibanin,
HT grubuna gore anlamh olarak azgidsaptandi (p=0.000) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Kontrol, Kontrol+Apelin, Hipertansiyon ve Hipertsigon+Apelin gruplarinda kan basinci, %
vicut girligl ve kalp &irliklari ile ilgili parametrelerinin kaulastiriimasi

K K+A HT HT+A

Gruplar (n=10) (n=10) (n=9) (n=8) P

% VA 288+460 27.2+6.47 262+49% 19.1+6.88° 0.033

TKAISVA 5 201018 341+06% 3.06+0.18 2.91+018 0.000
(mg/q)
LVAISVA 5 151265  1.28+029 153+0%23 1.25+0.14 0.103
(mg/g)
KB 1224 +4.48 1150+6.8% 1763+2.31 1484+1.97 0.000
(mm-Hg)

p: Gruplar arasindaki anlamihifade eder (Kruskal Wallis).

abe Ayni satirda, ayni harfi gayanlar arasindaki istatiksel fark p<0.05 dizeyirdgamlidir (Mann
Whitney U test).
TKA/SVA : Total Kalp Asirhgi/Son Vicut Zirli g, LVA/SVA : Sol Vetrikil Agirligi/Son Vicut &irli g

Kontrol, K+A, DM, DM+A gruplar arasinda % wiic ggirhklari bakimindan
istatiksel olarak anlamli bir fark gorildu (p=0.0q@ablo 4.2).ikili karsilastirmalarda
K grubuna gére, DM ve DM+A gruplarinin % vicugiiginda anlamli bir dgme
bulundu (sirasiyla p=0.000 ve p=0.001). Ayekilde DM ve DM+A gruplarinin K+A
grubuna goére % vicutgalgindaki azalma istatiksel olarak anlamli idi (siyées!
p=0.001 ve p=0.003) (Tablo 4.2).

Kontrol, K+A, DM ve DM+A gruplan birbirleriy¢ kagilastirildiginda, TKA/SVA,
LVA/SVA duzeyleri aralarinda istatiksel olarak amia farklilar bulundu (p=0.003 ve
p=0.002). Ikili karsilastirmalarda kontrol grubu ile DM grubu arasinda, TEXA
dizeyleri bakimindan anlamli bir fark yokken, DMigunda LVA/SVA dizeyinde, K
grubuna goére anlamh bir azalma gozlendi (p=0.MDW+A grubunda, K grubuna goére
TKA/SVA dizeyi, anlaml olarak yiksek bulundu (p800) (Tablo 4.2).
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Kontrol gruplari ve Tip 2 diyabet gruplarinkarsilastiriimasinda kan basinclari
acisindan aralarinda anlamli bir fark gldw6zlendi (p=0.026). Ayrica K grubu ile DM
ve DM+A gruplar arasinda yapilan ikili kalastirmalarda kan basinci dizeylerinde
herhangi bir dgisme gozlenmedi. Ancak K+A ile DM gruplari arasinda
kargilastirildiginda DM grubunun K+A grubuna gore kan basincindanaln bir artg
goraldia (p=0.008). Aynsekilde DM grubuna goére DM+A grubunun kan basincina

istatiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p£Q) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Kontrol, Kontrol+Apelin, Tip 2 Diyabet, Tip 2 Diyeet+Apelin gruplarinda kan basinci, %
vicut &irlig ve kalp &irliklari ile ilgili parametrelerinin kaslastiriimasi

K K+A DM DM+A

Gruplar (n=10) (n=10) (n=9) (n=8) P

% VA 28.8+460° 272+64% 151+5631 11.9+10.1% 0.000

TKAISVA  570+016° 341+0638 290+1.17 3.36+0.33 0.003
(ma/g)
LVAISVA 5 154068 1284029 101+0.f6 1494028 0.002
(ma/g)
KB 122.4+4.48 1159+ 6.8% 1234+18% 119.3+529 0.000
(mm-Hg)

p: Gruplar arasindaki anlamihifade eder (Kruskal Wallis).

abed Avni satirda, ayni harfi $ayanlar arasindaki istatiksel fark p<0.05 diizeyirtgamiidir (Mann
Whitney U test).

TKA/SVA : Total Kalp Asirhgi/Son Vicut Zirli g, LVA/SVA : Sol Vetrikil Agirligi/Son Vicut &irli g

Yaptgimiz bu ¢amada, K, K+A, HT+DM ve HT+DM+A gruplarint % vicut
agirhklan kawilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamiddzlendi
(p=0.001) (Tablo 4.3)ikili karsilastirmalarda HT+DM ve HT+DM+A gruplarinda K
grubuna gore % vucuggaliklarinda anlamh bir azalma gozlendi (sirasipk0.000 ve
p=0.035). Aynisekilde HT+DM grubunda K+A grubuna goére % vic@irhginda

istatiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p80) (Tablo 4.3).

Kontrol, K+A, HT+DM ve HT+DM+A gruplar birbleriyle kasilastirildiginda,
TKA/SVA, LVA/SVA duzeylerinde istatiksel olarak ahli bir farkhlik bulundu
(sirasiyla p=0.000 ve p=0.000) HT+DM grubu, kontgolibu ile kagilastirildiginda,
LVA/SVA duzeylerinde anlamli bir azalma géruldu (p=600).
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HT+DM grubu, K+A grubu ile kamlastirildiginda ise, TKA/SVA diuzeylerinde ve
LVA/SVA duzeylerinde anlamli bir azalma gozlendirésiyla p= 0.000 ve p= 0.001)
(Tablo 4.3).

HT+DM+A grubu, K grubu ile karastirildiginda; TKA/SVA duzeylerinde (p=
0.002) anlamli bir argibulunurken, LVA/SVA dizeylerinde ise (p= 0.001)anli bir
azalma goraldia. HT+DM+A grubu, K+A grubu ile kdastirildiginda ise, LVA/ISVA
dizeylerinde (p= 0.028) anlamli bir azalma saptaAgini sekilde, HT+DM+A grubu,
HT+DM grubu ile kagilastirildiginda ise; TKA/SVA dizeylerinde (p= 0.003) anlaml
bir artiy gbzlendi (Tablo 4.3).

Diger gruplarda oldgu gibi, K, K+A, HT+DM, HT+DM+A gruplar
kargilastirildiginda kan basinci gerlerinde anlamli bir dgsme goraldi (p= 0.000)
Burada K ve K+A gruplari ile, sirayla HT+DM ve HTMX*A gruplarinin kan basinci
degerleri kagilastirildiginda, HT+DM ve HT+DM+A gruplarinin gderlerine gore kan
basinci dgerlerinin daha yuksek olgu gorialdi (p=0.000). Ayrica HT+DM+A
grubundaki kan basinci geri, HT+DM grubuna gore belirgigekilde daha dgiiktt
(p=0.000) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Kontrol, Kontrol+Apelin, Hipertansiyon+Tip 2 Diyal, Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin
gruplarinda kan basinci, % vicgr g ve kalp @irliklari ile ilgili parametrelerinin kaulastiriimasi

K K+A HT+DM HT+DM+A

Gruplar (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

% VA 28.8+460° 272+6.47 11.8+53% 18.7+12.08 0.001

TKAISVA  570+016° 341+06% 272+0.18 332+03%4 0.000
(mg/g)
LVAISVA - 5154268 1284028 079+01% 0944038 0.000
(mg/g)
M8 1224$448 1159:6.8% 1748+253 146.1+257 0.000
(mm-Hg)

p: Gruplar arasindaki anlamghifade eder (Kruskal Wallis).

abed  Avni satirda, ayni harfi gayanlar arasindaki istatiksel olarak anlamlilik B® diizeyinde
anlamlidir (Mann Whitney U test).
TKA/SVA : Total Kalp Asirligi/Son Vicut Zirhgi, LVA/SVA : Sol Vetrikal Agirligi/Son Vicut &irhi gl
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4.1. Kan Glikoz Duzeyleri

Calsmamizda, K (114.1 + 22.03 mg/dl) , K+A (117.3 +& fag/dl), HT (119.4 +
14.4 mg/dl) ve HT+A (124.0 + 12.23 mg/dl) gruplarasinda kan glikoz dtzeylerinde
istatiksel olarak anlamh bir farklihk g6zlenmezké=0.635) kontrol ve K+A gruplari
ile diger gruplar arasinda kageker dizeyleri acisindan istatiksel olarak anlaml
farkhliklar gozlendi §ekil 4.1A, Sekil 4.1B).

Kontrol, K+A, DM ve DM+A gruplari kaulastirildiginda, kanseker duzeyleri
arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli gidug6zlendi (p=0.000)Sekil 4.1A’'da
goruldigu gibi DM (436.7 £ 101.35 mg/dl), DM+A (332.0 + 87mg/dl) gruplarin kan
seker seviyelerinde K, K+A gruplarina gore istatikskarak anlamli bir argi saptandi.
Yine DM ile DM+A gruplari kendi aralarinda kalastirildiginda ise DM+A grubunun
kan seker seviyesinin DM grubuna gore istatiksel olaedaldgl gozlendi (p=0.05)
(Sekil 4.1A).
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Kan Glikoz Dizeyi (mg/dl

Gruplar

Sekil 4.1A Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Tip 2 DiyabetM), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A)
gruplarinda kan glikoz dizeyleri

": K grubu ile dger gruplar arasindaki anlamili(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T; K+A grubu ile dger gruplar arasindaki anlam@ii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; DM ile DM+A grubu arasindaki anlamfili (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol, K+A, HT+DM ve HT+DM+A gruplari karlastirildiginda, kanseker
diuzeyleri arasindaki farkin istatiksel olarak arlaotdugu gozlendi (p=0.000)Sekil
4.1B’de goruldigu gibi HT+DM (396.5 + 48.73 mg/dl), HT+DM+A (3068 103.25
mg/dl) gruplarin kanseker seviyelerinde K, K+A gruplarina gore istatikedarak
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anlamh arty saptandi. Yine HT+DM ile HT+DM+A gruplar kendi aarinda
kargilastirildiginda ise HT+DM+A grubunun kageker seviyesinin HT+DM grubuna
gore istatiksel olarak azafgligozlendi (p=0.040)Sekil 4.1B).
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Sekil 4.1B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Hipertansiyon+ip 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) gruplada kan glikoz dizeyleri

", K grubu ile dger gruplar arasindaki anlamii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T; K+A grubu ile dger gruplar arasindaki anlam@ii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; HT+DM ile HT+DM+A grubu arasindaki anlamfili (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.2. Plazmainstlin Konsantrasyonu

Plazma insilin duzeylerinin K (0.60 + 0.36%A(0.52 + 0.40), HT (0.65 = 0.32) ve
HT+A gruplari (0.54 £ 0.21) arasindaki kdastirmada istatiksel olarak anlaml bir fark
gorilmedi (p=0.691). Ayrica ikili kadastirmalarda da gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi $ekil 4.2A)
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Gruplar

Plazma insiilin (ng/ml)

Sekil 4.2A Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), HipertansiyonHT), Hipertansiyon+Apelin (HT+A)
gruplarinda; plazma insilin konsantrasyonu
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K, K+A, DM (0.89 £ 0.49) ve DM+A (0.25 = 0.13jruplarinin plazma insulin
dizeyinin kagilastiriimasinda gruplar arasinda anlamli bigigme saptandi (p= 0.036).
ikili karsilastirmalarda, K+A grubunda K grubuna gore insiilin eliiade dguklugin
ve DM grubunda K grubuna gore insilin seviyesindghkkseklgin istatiksel olarak
anlamh olmadii g6zlendi. DM+A grubunda ise DM grubuna gore insidizeyinde
anlamh birsekilde azalma saptandi (p=0.015gkil 4.2B).
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Sekil 4.2B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Tip 2 Diyabet@M), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A)
gruplarinda; plazma insilin konsantrasyonu

" DM ile DM+A gruplari arasindaki anlamigi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol, K+A, HT+DM (0.52 + 0.15) ve HT+DM+AQ(34 £ 0.33) gruplarinin ¢oklu
karsilastirilmasinda plazma insilin dizeyleri acisindanpfu arasinda anlamli fark
g6zlenmedi.lkili karsilastirmalarda sadece HT+DM+A ile HT+DM grubu arasinda
plazma insilin seviyeleri bakimindan anlamli faekpit edildi (p=0.021)Yekil 4.2C).
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Gruplar

Sekil 4.2C Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), HipertansiyonHp 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) gruplada; plazma instlin konsantrasyonu

" HT+DM ile HT+DM+A gruplari arasindaki anlamigh (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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4.3. Plazma ACE2 Konsantrasyonu

Calsmamizdagruplarin plazma ACE2 konsantrasyonlariskastirildiginda K (32.1
+ 30.10), K+A (27.1 + 13.06), HT (28.5 + 11.60) tA+A (24.3 + 13.48) gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gozledin (p=0.967). Ayrica ikili
karsilastirmalarda da bu gruplar arasinda herhangi birnaimlaezisme saptanmadi.
Kontrol, K+A, DM (77.2 £ 40.07) ve DM+A (48.3 £ 3&1) gruplari kaglastirildiginda,
plazma ACE2 konsantrasyonlari arasindaki farkiatilstel olarak anlamli oldiu
gozlendi (p=0.015). K ve K+A grubu ile ayrn ayrirkidastirildiginda; DM grubunun
plazma ACE2 konsantrasyonunda (sirasiyla p= 0.02pw 0.001) istatiksel olarak
anlamh artg vardir §ekil 4.3A).
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Sekil 4.3A Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Tip 2 DiyabetM), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A)
gruplarinda; plazma ACE2 konsantrasyonu

" K ile DM grubu arasindaki anlamigi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T K+A ile DM grubu arasindaki anlamigh (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol, K+A, HT+DM (53.9 + 25.03) ve HT+DM+A54.2 + 18.53) gruplar
karsilastirildiginda, plazma ACE2 konsantrasyonlari arasindakirfaidtatiksel olarak
anlamh oldgu gozlendi (p=0.036). Aymngekilde HT+DM grubunda K+A grubuna gore
ve HT+DM+A grubunda K+A grubuna goére ACE2 konsasyanunda istatiksel olarak
anlamh bir arty oldugu gorulda (sirasiyla p=0.015 ve p=0.019¢Kil 4.3B).
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Sekil 4.3B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Hipertansiyon+fa 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) gruplada; plazma ACE2 konsantrasyonu

", K+A ile HT+DM ve HT+DM+A gruplari arasindaki anfailig (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U
test).

4.4. Plazma Angiotensinojen Konsantrasyonu

Kontrol (485435.5 + 181880.8), K+A (287831.291904.1), HT (383642.6 +
123084.8) ve HT+A (167806.0 + 135375.7) gruplaasanda plazma angiotensinojen
dizeyi acisindan anlaml fark gozlendi (p=0.001yriga ikili karsilastirmalarda, K
grubuna gére K+A, HT ve HT+A gruplarinda plazma iatensinojen seviyelerinin
anlamh olarak dgttigt gorulda (sirasiyla p=0.008, p=0.003 ve p=0.08ekil 4.4A).
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Sekil 4.4A Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Hipertansiyon (M), Hipertansiyon+Apelin (HT+A)
gruplarinda; plazma angiotensinojen konsantrasyonu

" K ile diger gruplar arasindaki anlamfili(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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Kontrol, K+A, DM ve DM+A gruplarin plazma armggensinojen diizeyleri arasinda
anlamh farklihklar belirlendi (p=0.001). DM grubda K+A grubuna goére plazma
angiotensinojen konsantrasyon dizeylerinde iswtikelarak anlamh bir fark
gorulmezken, K grubuna gore ise plazma angiotejeminkonsantrasyon diizeylerinde
anlamh bir azalma gozlendi (p=0.001). DM+A grubande K ve K+A grubuna gore
plazma angiotensinojen konsantrasyon diuzeylerisid¢iksel olarak anlamli bir azalma
saptandi (sirasiyla p=0.003 ve p=0.GlgKil 4.4B).
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Sekil 4.4B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Tip 2 Diyabet@M), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A)
gruplarinda; plazma angiotensinojen konsantrasyonu

" K ile diger gruplar arasindaki anlamgii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T K+A ile DM+A gruplari arasindaki anlamlgh (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol, K+A, HT+DM ve HT+DM+A gruplarinin plama angiotensinojen
duzeyleri kagilastirildiginda gruplar arasindaki farkin anlamh qtdu gorulda
(p=0.001).ikili karsilastirmalarda HT+DM+A grubunda K, K+A ve HT+DM gruplaa
gore plazma angiotensinojen konsantrasyonunun dégigk oldusu gozlendi (sirasiyla
p=0.001, p=0.05 ve p=0.008yekil 4.4C).
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Sekil 4.4C Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Hipertansiyon+fi 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) grupilada; plazma angiotensinojen konsantrasyonu

" K ile K+A ve HT+DM+A gruplari arasindaki anlamfil (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T; K+A ile HT+DM+A gruplar arasindaki anlamgli (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; HT+DM ile HT+DM+A grubu arasindaki anlamfili (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.5. Plazma Angiotensin-Il Konsantrasyonu

Kontrol (3.62 £ 2.03), K+A (4.81 £ 3.29), H5.84 + 1.86) ve HT+A (5.60 + 2.19)
gruplarinin plazma angiotensin-ll seviyeleri ardsinanlamli bir fark goézlenmedi
(p=0.147). Ancak ikili kagilastirmalarda HT ve HT+A grubunda K grubuna gore
plazma angiotensin-Il dizeyinde anlamli bir @arsaptandi (sirasiyla p=0.031 ve
p=0.046). K+A ile K, HT ve HT+A gruplari ve HT ileT+A gruplar arasinda plazma
angiotensin-Il duzeyleri agisindan anlamli bir fgdzlenmedi §ekil 4.5A).
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Sekil 4.5A. Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), HipertansiyonHT), Hipertansiyon+Apelin (HT+A)
gruplarinda; plazma angiotensin-1l konsantrasyonu

" K ile HT ve HT+A gruplari arasindaki anlamiili(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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Kontrol, K+A, DM (5.49 = 3.62) ve DM+A (6.07 #.06) gruplarin plazma
angiotensin-Il duzeylerinin kgitastirlmasinda anlamli  bir farklihk bulunmadi
(p=0.749). K ile K+A grubu arasinda plazma angisiesll diizeyleri acisindan anlamli
bir fark gbzlenmezken; HT+DM grubunda (11.75 £+ 9.K33.62 + 2.03), K+A (4.81
3.29) ve HT+DM+A (4.63 + 2.86) grubuna gore yukdaklundu. Bu yukseklikler
istatistiksel olarak anlamlidir, sirasiyla p=0.0p80.015, p=0.031Sgkil 4.5B).
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Sekil 4.5B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Hipertansiyon+fi 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) gruplada; plazma angiotensin-1l konsantrasyonu

", K ile HT+DM gruplari arasindaki anlamigl (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T; K+A ile HT+DM gruplari arasindaki anlamfili(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; HT+DM ile HT+DM+A grubu arasindaki anlamfili (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.6. Plazma Endotelin-1 Konsantrasyonu

Gruplarin plazma endotelin-1 duzeyleri shagtinidiginda, K (3132.46 + 3219.7),
K+A (8057.1 £ 4121.3), HT (10571.3 + 9567.1) ve N §7179.2 + 4974.3) gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli farkhlik goérén (p= 0.087). Ancak ikili
kargilastirmalarda K grubuna goére K+A, HT ve HT+A gruplatan endotelin-1
duzeylerin yuksek oldiu saptandi (sirasiyla p= 0.028, p=0.05, p=0.986ki{ 4.6A).
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Sekil 4.6A Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), HipertansiyonHT), Hipertansiyon+Apelin (HT+A)
gruplarinda; plazma endotelin-1 konsantrasyonu

", K ile diger gruplar arasindaki anlamgii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

Kontrol, K+A, DM (18285.9 + 8964.8) ve DM+A 3B71.7 £ 17032.4) gruplari
karsilastirildiginda plazma endotelin-1 duzeylerinin gruplar am@aianlaml farklilik
gOsterdgi tespit edildi (p=0.003)ikili karsilastirmalarda, DM grubunda, K ve K+A
grubuna gore plazma endotelin-1 dizeyinde anlamarbs saptandi (sirasiyla p=0.000
ve p=0.013). DM+A grubunda DM grubuna gore endotélidizeyindeki azalmanin

istatiksel olarak anlamli olmaglig6zlendi §ekil 4.6B).
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Gruplar

Sekil 4.6B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Tip 2 DiyabetM), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A)
gruplarinda; plazma endotelin-1 konsantrasyonu

" K ile K+A ve DM gruplar arasindaki anlamfili(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T; K+A ile DM gruplar arasindaki anlamfili (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
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Kontrol, K+A, HT+DM (10651.3 + 4623.2) ve HTADrA (5733.6 + 3675.6)
gruplarinin plazma endotelin-1 dizeyi §astirilmasinda gruplar arasindaki farkgim
anlamh oldgu goruldi (p=0.014). HT+DM grubunda K ve HT+DM+Aumuna gore,
plazma endotelin-1 dizeyinde anlamh bir agézlendi (sirasiyla p=0.003 ve p=0.05)
(Sekil 4.6C).
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Sekil 4.6C Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Hipertansiyon+fo 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) gruplada; plazma endotelin-1 konsantrasyonu

" K ile K+A ve HT+DM gruplari arasindaki anlamfili(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
t; HT+DM ile HT+DM+A gruplari arasindaki anlamfili (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.7. Plazma Apelin Konsantrasyonu

Kontrol (0.16 + 0.07), K+A (0.26 £+ 0.13), HD.09 + 0.05) ve HT+A (0.17 + 0.06)
gruplarinin plazma apelin duzeylerinin kéastirilmasinda gruplar arasindaki farkin
anlamli oldgu gorildi (p=0.003) Sekil 4.7A). ikili karsilastirmalarda ise K+A
grubunda, K grubuna gére plazma apelin duzeyintigiksel olarak anlamli bir asti
saptandi (p= 0.043). HT grubunda, K, K+A ve HT+Aigarina gére plazma apelin
seviyesinde anlamli biekilde dilsis gozlendi (sirasiyla p=0.05, p=0.000 ve p= 0.027)
(Sekil 4.7A).
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Sekil 4.7A Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), HipertansiyonHT), Hipertansiyon+Apelin (HT+A)
gruplarinda; plazma apelin konsantrasyonu
", K ile K+A ve HT gruplari arasindaki anlamii(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

T; K+A ile HT gruplar arasindaki anlamfli(p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
$; HT ile HT+A gruplari arasindaki anlamgili (p<0.05) ifade eder

Tip 2 diyabet (0.20 £ 0.02), DM+A (0.20 + 0)0X ve K+A gruplarinin ¢oklu
karsilastirmasinda, plazma apelin duzeyleri bakimindanrmahigark gorilmedi. Kontrol

ile K+A grubu plazma apelin duzeyleri hari¢ ikilakilastirmalarda gruplar arasinda
anlamh bir fark g6zlenmedBekil 4.7B).
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Sekil 4.7B Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), Tip 2 DiyabetM), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A)
gruplarinda; plazma apelin konsantrasyonu

" K ile K+A gruplari arasindaki anlamigh (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

HT+DM (0.20 £ 0.04), HT+DM+A (0.17 + 0.05), K& ve K gruplarinin coklu
karsilastirmalarinda gruplar arasinda anlamli bir fark d¢oedi. Ancak ikili

kargilastirmada K+A ile HT+DM+A grubu arasindaki fark anladmr (p=0.043) Sekil
4.7C).
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Sekil 4.7C Kontrol (K), Kontrol+Apelin (K+A), HipertansiyonHp 2 Diyabet (HT+DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A) gruplada; plazma apelin konsantrasyonu

" K ile K+A gruplari arasindaki anlamigh (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
T; K+A ile HTDM+A gruplari arasindaki anlamigh (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).

4.8. Kalp ve damar dokularinda apelin ve APJ reseptdorgeni mRNA ekspresyon

duzeyleri

Calsmaya dahil edilen gruplara ait kalp ve damar dokneklerindeapelin ve APJ
geni mMRNA ekspresyon dlzeylefiaktin geni mRNA diizeyine gore relatif olarak
belirlendi.Sekil 4.8.1'de hipertansiyon grubu kalp dokusundatiekantitasyon sonrasi
apelin mMRNA ekspresyon dizeyinde artma ve azalma bedired adet olguya ait

amplifikasyon @risi 6rnesi yer almaktadir.

Amplification Curves
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Sekil 4.8.1 Hipertansiyon grubundapelin ve g-aktin mRNA’larina 6zgin amplifikasyongesi.

(a) ApelinmRNA ekspresyonunda artma belirlenen olguyapélin genine 6zgin amplifikasyorgesi,
(b) ApelinmRNA ekspresyonunda artma belirlenen olguyg-aktin genine 6zgin amplifikasyorgesi,
(c) Apelin mRNA ekspresyonunda azalma belirlenen olguyapaktin genine 6zgin amplifikasyon
egrisi, (d) ApelinmRNA ekspresyonunda azalma belirlenen olguyagelin genine 6zgiin amplifikasyon
egrisi, (e) Apelin genine 6zglin reaksiyona ait negatif kontrol, f#ktin genine 6zgun reaksiyona ait
negatif kontrol.
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Sekil 4.8.2, kalp ve damar dokusunda K, HT, DM ve#®M gruplarindakiapelin
MRNA duzeylerini goéstermektedir. Kalp dokusu icingkubunda ortalama diizey 0.051
+ 0.021 (aralik: 0.022-0.092), HT grubunda ortaladizey 0.026 + 0.005 (aralik:
0.018-0.035), DM grubunda ortalama dizey 0.120 #29.(aralik: 0.038-0.363) ve
HT+DM grubunda ortalama dizey 0.360 + 0.190 (ar&liR87-0.596) olarak belirlendi.
Damar dokusu igin kontrol grubunda ortalama diuzé&)2@ + 0.013 (aralik: 0.0075-
0.0137), HT grubunda ortalama diizey 0.0078 + 0.0@k&hk: 0.0061-0.011), DM
grubunda ortalama diizey 0.130 %= 0.145 (aralik: ®7/6®.330) ve HT+DM grubunda
ortalama diizey 0.092 + 0.094 (aralik: 0.019-0.2%&)ak belirlendi.
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Sekil 4.8.2 Kalp ve damar dokusunda Kontrol (K), Hipertansiy@dT), Tip 2 Diyabet (DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet (HT+DM) gruplarindg@elin mRNA ekspresyon dizeyledpelin mRNA
ekspresyon dizeylef-aktin (referans gen) ekpresyon diizeylerine gore redédifak gosterilmtir.

Apelin verilen gruplar icin de, benzegekilde apelin mMRNA duzeyleri belirlendi.
Buna gore kalp dokusu icin K grubunda ortalama di@®4515 = 0.024 (aralik:
0.0082-0.095), HT grubunda ortalama diizey 0.1883t0 (aralik: 0.027-0.971), DM
grubunda ortalama diizey 1.1695 = 1.610 (aralik3D2.308) ve HT+DM grubunda
ortalama diizey 0.058 £ 0.046 (aralik: 0.013-0.1k€&), damar dokusu icin K grubunda
ortalama diizey 0.02205 = 0.016 (aralik: 0.0055-B)0BIT grubunda ortalama diuzey
0.131 + 0.183 (aralik: 0.019-0.571), DM grubundsalama dizey 0.165 + 0.137
(aralik: 0.0075-0.260) ve HT+DM grubunda ortalanteely 0.0135 + 0.0007 (aralk:
0.013-0.014) idi $ekil 4.8.3).
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Sekil 4.8.3 Kalp ve damar dokusunda Kontrol+Apelin (K+A), Hifmsiyon+Apelin (HT+A), Tip 2
Diyabet+Apelin (DM+A), Hipertansiyon+Tip 2 DiyabeApelin (HT+DM+A) gruplarindaapelin mRNA
ekspresyon diuzeylerApelin mRNA ekspresyon diuzeylefFaktin (referans gen) ekpresyon diizeylerine
gore relatif olarak gosterilngtir.

Sekil 4.8.4 kalp ve damar dokusunda K, HT, DM ve HT+DM gruptaiaki APJ
MRNA duzeylerini gostermektedir. Kalp dokusu igin gfubunda ortalama dizey
0.0902 + 0.018 (aralik: 0.064-0.121), HT grubundtalama diizey 0.0398 + 0.018
(aralik: 0.020-0.080), DM grubunda ortalama diz€ys8 + 0.163 (aralik: 0.038-0.415)
ve HT+DM grubunda ortalama dizey 0.141 + 0.104 lifared.048-0.329) olarak
belirlendi. Damar dokusu i¢in K grubunda ortalanieely 0.05 + 0.03 (aralik: 0.010-
0.077), HT grubunda ortalama dizey 0.0148 + 0.0(@lk: 0.0052-0.022), DM
grubunda ortalama diizey 0.182 * 0.222 (aralik: 2860.610) ve HT+DM grubunda
ortalama diizey 0.227 + 0.336 (aralik: 0.017-0.948&8)ak belirlendi.
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Sekil 4.8.4 Kalp ve damar dokusunda Kontrol (K), Hipertansiy{iiT), Tip 2 Diyabet (DM),
Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet (HT+DM) gruplarindsPJ mRNA ekspresyon diizeylerAPJ mRNA
ekspresyon duzeylef-aktin (referans gen) ekpresyon diizeylerine gore radtdifak gosterilnytir.
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Apelin verilen gruplar i¢in de, benzgekilde APJreseptorgeni mRNA duzeyleri
belirlendi. Buna gore kalp dokusu icin K grubundd@alama dizey 0.069 + 0.043
(aralik: 0.027-0.168), HT grubunda ortalama diz&p6 + 0.019 (aralik: 0.036-0.094),
DM grubunda ortalama diizey 0.030 + 0.019 (aralh@18-0.052) ve HT+DM grubunda
ortalama dizey 0.0212 + 0.0092 (arahk: 0.037-0.0k&n, damar dokusu igin Kl
grubunda ortalama dizey 0.061 + 0.044 (aralk: ®©@247), HT grubunda ortalama
dizey 0.024 £ 0.005 (aralik: 0.013-0.031), DM gmubau ortalama dtizey 0.133 + 0.178
(aralik: 0.0075-0.260) ve HT+DM grubunda ortalam#&ely 0.067 + 0.051 (aralik:
0.019-0.160) idigekil 4.8.5).
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Sekil 4.8.5 Kalp ve damar dokusunda Kontrol+Apelin (K+A), Hifansiyon+Apelin (HT+A), Tip 2
Diyabet+Apelin (DM+A), Hipertansiyon+Tip 2 DiyabeApelin (HT+DM+A) gruplarindaapelin mRNA
ekspresyon duzeylerAPJ mRNA ekspresyon duzeylef-aktin (referans gen) ekpresyon dizeylerine
gore relatif olarak gosterilrgtir.

Apelin icin, K grubu ile kagilastirildiginda; kalp dokusunda HT grupta mRNA
ekspresyonunda 2 kat azalma gozlenirken, DM ve HWl+gpubunda sirasiyla 2.3 kat
ile 7 kat artgin oldusu belirlendi. Benzersekilde apelin igin, K grubu ile
karsilastirildiginda; damar dokusunda HT grupta mRNA ekspresyonQrikat azalma
gozlenirken, DM ve HT+DM grubunda sirasiyla 7 Kat5 kat artgin olduzu belirlendi
(Sekil 4.8.6).
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Sekil 4.8.6 Kalp ve damar dokusunda Kontrol (K) grubuna goétipertansiyon (HT), Tip 2 Diyabet
(DM), Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet (HT+DM) grupladaapelin mMRNA ekspresyon diizeylerinin katli
artis/azalg grafigi.

Apelinicin, K+A grubu ile kagilastirildiginda; kalp dokusunda, HT+A, DM+A ve
HT+DM+A grubuna gére mRNA ekspresyon dizeyindessyta 4 kat, 26 kat ve 1,3
kat artma oldgu gozlendi. Benzer sekilde apelin igin, K+A grubu ile
karsilastirildiginda; damar dokusu mRNA ekspresyon dizeyinde, HV€ADM+A
grubunda sirasiyla 6 kat ve 7.5 kat sagorulirken, HT+DM+A grubunda 1.7 kat
azalma oldgu gozlendi §ekil 4.8.7).
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Sekil 4.8.7 Kalp ve damar dokusunda Kontrol+Apelin (K+A) grulau gore Hipertansiyon+Apelin
(HT+A), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A), Hipertansiyorfip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A)
gruplarindaapelin mRNA ekspresyon duzeylerinin kath aféizalg grafigi.
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APJ reseptorticin, K grubu ile kagilastirildiginda kalp dokusu mRNA ekspresyon
dizeyinde, HT grubunda 2.3 kat azalma gozlenirkekl ve HT+DM gruplarinda
sirasiyla 1.5 kat ve 1.6 kat artgdzlendi. Benzerekilde APJ icin, K grubu ile
karsilastirildiginda, damar dokusu mRNA ekspresyon diizeyinde, kibuwrda 3.4 kat
azalma gozlenirken, DM ve HT+DM gruplarinda sir&si$.6 kat ile 4.5 kat asti
gozlendi Sekil 4.8.8).
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Sekil 4.8.8 Kalp ve damar dokusunda Kontrol (K) grubuna gdéiipertansiyon (HT), Tip 2 Diyabet
(DM), Hipertansiyon+Tip 2 Diyabet (HT+DM) gruplada APJ mRNA ekspresyon diizeylerinin katli
artis/azalg grafigi.

APJ icin, K+A grubu ile kagilastirildiginda kalp dokusu mRNA ekspresyon
dizeyinde, HT+A, DM+A ve HT+DM+A grubunda sirasijl&® kat, 2.3 kat ve 3.3 kat
azalma go6zlendi. Benzeekilde APJ icin, K+A grubu ile kagilastirildiginda damar
dokusu mRNA ekspresyon diizeyinde, DM+A grubunda KaP arty gozlenirken,
HT+A ve HT+DM+A gruplarinda sirasiyla 2.5 kat v®2 kat azalma oldiu belirlendi
(Sekil 4.8.9).
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Sekil 4.8.9 Kalp ve damar dokusunda Kontrol+Apelin (K+A) grulau goére Hipertansiyon+Apelin
(HT+A), Tip 2 Diyabet+Apelin (DM+A), Hipertansiyorfip 2 Diyabet+Apelin (HT+DM+A)
gruplarindeAPImRNA ekspresyon dizeylerinin katl arazalg grafigi.
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5. TARTISMA

Apelin, bircok organ sistemlerinde etkili ofgu bildiriimektedir. Ozellikle kan
basinci ve vaskiler tonusun dizenlenmesi, kard@airéktilite, kalp hizi, anterior
hipofiz fonksiyonlar, angiogenez, apoptosis, infieayon, glikoz metabolizmasi, vicut
sivi ve enerji dengesi, aclik ve yemek aliminin ehlenmesinde rol alan
multifonksiyonel bir noropeptid oldiw disinulmektedir. Apelin, bircok doku ve
organlarda bulunmasinagraen etki mekanizmasi ve gercek fizyolojik rolleerfiiz
tam olarak saptanamaghr. Bu ba&lamda apelinin tip 2 diyabet ve hipertansiyonda
koruyucu ve tedavi edici bir ajan olabilgoa dustinerek planlagamiz bu ¢agmada,
sicanlarda hipertansiyon ve tip 2 diyabet saltduk ve apelin vererek etkilerini

gozlemledik.

Calgmamizda, DOCA-tuz hipertansiyon modeliyle hiperigms olusturulmus
sicanlarinda, K grubuna gore kan basincinda, pla&N@ Il, endotelin-1 seviyelerinde,
TKA/SVA oraninda anlamh agigoérdik. Ayrica bu hayvanlarda, %1’lik NaCl iceren
sivi tiketiminin art gozlenmgtir. Bu sonuclar, sicanlarda hipertansiyonsalgunun
bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Hipertarmiygruplarinda, plazma ACE 2 dizeyi
degsismezken, plazma angiotensinojen dizeyinde anlamii dikis gorulmdtar.
Hipertansiyon olsumunun plazma ANG Il ve endotelin-1 diuzeylerindektistan
kaynaklandgini gostermektedir. Larouche ve ark. tarafindan BQ@z hipertansiyon
modeliyle hipertansif hale getirilen sicanlarda Eii vaskller ekspresyonunun agit
gosterilmitir. Ayni calsmada kalp dahil farkh organlarin kan damarlarin@aET-1
ekspresyonlarinda agtibildirilmistir (Larouche ve Schiffrin 1999). Uzun zamandir
hipertansiyon olgumunda 6nemli bir role sahip olgiunu bilinen ET-1'in plazma
dizeylerinin art@l, aort ve mesenterik arterlerind€l-1 mRNA seviyelerin artgi
DOCA-tuz hipertansif siganlarinda yapilan ska bir calgmada gdsterilngtir
(Veeramani vd 2011). Bizim ¢amamizda kan basinci yuksebrgruplarda ET-1'in
artms olmasi onceki cajmalarla uyumludur. Hipertansiyonun, vazodilatasyon
olusumunu sglayan G protein gikli reseptorleri kodlayan genlerin delesyonu scuu
ya da ANG Il ve ET-1 gibi vazokonstriktér maddeferartmasi sonucu ajtugu
bildiriimektedir (Raij 2001). Literattr bilgileringgére; ANG II'nin fizyolojik etkileri
cogunlukla AT-1 Gzerinden gercekimektedir. Bu etkiler vazokonstriksiyon, aldosteron

salinimi, antiditretik hormon sentezi, sempatikwagyon ve bébrek tabdllerinden tuz
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emilimi olarak sayilabilir. Tum bu etkiler hipertsigon gelsimine neden olmaktadir
(Unger 2000). Hipertansiyon ggininde en dnemli etki, ANG II'nin arteryel duz kasl
Uzerindeki direkt kontraksiyon etkisidir. Bunlark elarak kalp Uzerindeki pozitif
inotropik etkisi, kan basincinin yikselmesinde azotba katkida bulunmaktadir. ANG
II, kalp kasinda miyozitlerde buyimeye, sol venitikipertrofisine ve kalp yetmeazii
olusmasina sebep olmaktadir (Unger 2000). {f@dmizda ANG Il seviyesinin artmasi
hipertansiyon olgumunu destekler niteliktedir. ANG IlI, vazokonstiktozelliklerinin
yaninda endotelden ET-1 salinimini uyarmakta veitas NADPH oksidaz yoluyla
superoksit dretimini arttirmaktadir (Zeng vd 2004ANG 1l in vivo olarak vaskuler
blylme ve hipertansiyonu stimile eder ve vaskuleid Eloku dizeyini arttirir. Ayni
zamanda ANG II'nin endotelyal hiicrelerinBd-1 mRNA ekspresyonunu stimule gti
bilinmektedir Moreau vd 1997). Rakugi ve ark. tarafindan yapbancalsmada, ET-
1l'in sicanlarin mezenterik arterlerinden ANG |l Isestlenmesini aktive egini
gostermglerdir (Rakugi vd 1990). Ayni zamanda ET-1, jukstaglomerilécrelerden
renin salinimini inhibe effi ve zona glomerulosa hicrelerinden aldosteromsaini
stimile ettgi bilinmektedir (Rossi ve Sacchetto 1999, Schiff@601). Bu bilgiler
Isiginda calgmamizda hipertansiyon gruplarinda ET-1 ve ANG lizelderindeki
artisgin, ET-1 ile ANG Il arasindaki etkijen ve birbirlerini aktive etmesi sonucu

olabilecgini gérmekteyiz.

Bizim calsmamizda hipertansiyon gruplarinda, total kalprlgsinin son vicut
agirligina gore artngi oldugunu gozlemledik. Onceki caimalarda normotensif kontrol
grubuna gore, DOCA-tuz hipertansif sicanlarda rfekatlp agirliginin vicut @irhgina
orani yuksek olmasi bizi destekler niteliktedir (hache ve Schiffrin 1999, Gémez-
Guzmén vd 2012).

Hipertansiyon okturulmus sicanlara apelin verilginde, HT grubuna goére kan
basincinda anlamli bir azalma tespit edstimi Ancak apelin verilmesi HT+A grubunun
kan basincini, K ve K+A grubunda ofglu gibi tamamen normal sinirlara
disirmemitir. Kontrole gore apelin verilen K+A grubunda k&asincinin dgmus
oldugunu gordik. Ancak bu grupta kontrole gore ACE 2 ARG Il diuzeyleri
degsismezke, angiotensinojen duzeyleri anlamh olaralndi ve ET-1 duzeyleri
anlamh olarak artmgtir. Endotelin-1 dizeyindeki agg rggmen kan basincindaki
dismeden angitensinojen azalmasinin sorumlu @idudisiinilebilir.  Onceki
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calismalarda ET-1 aginin boébrekten renin salgilanmasini azaltosterilmgtir (Rossi
vd 1999, Schiffrin 2001). Her ne kadar bu galada renin dizeylerine bakiimawsa
da, angitensinojen dudkliginin muhtemel nedeni ET-1 artida azalmy renin
sekresyonu olabilegeni dusinmekteyiz. Ancak ayni grupta kontrole gore plazma
apelin miktarinin anlamli olarak artgmoldugunu goérduk. Apelin ve ET-1 arasindaki
ili skiyi gosteren litaratlr bilgisi oldukca sinirlidiSadece pulmoner hipertansiyonla
ilgili yapilan bir calsmada bu ikki gosterilmitir ve bu calgmada artmy endojen apelin
dizeyinin, normooksik sicanlarin pulmoner artenge ET-1 ve ANG II'nin
vazokonstriktor etkilerini inhibe efii bildiriimektedir. Ayrica normooksik sicanlarda
gosterilen apelinin ET-1 ve ANG Il Uzerindeki inhdy etkilerinin hipoksik sicanlarda
ortadan kalkg@l yine ayni cakmada gosterilngtir (Andersen vd 2009). Yukaridaki
calismadan farkli olarak bizim c¢amamizda sicanlara i.p. apelin verildi ve bu
parametreler tzerine etkisi analdi. Ancak bizim ¢cakmamizda hem K+A grubunda
hem de hipertansiyon gruplarinda kontrole gore ETDUzeyi artmgtl. Sadece
hipertansiyon gruplarina ET-1 seviyesi agnulsaydi bunun nedenini DOCA-tuz
uygulamasindan kaynaklaniyor diyebilirdik. Clinki O®tuz modelinde ET-1 agina
bagli hipertansiyon gegimi dnceki calgmalarda gosterilmgtir (Veeramani vd 2011).
Kontrol gruplarina apelin verilmesinin ET-1 duzayiarttirmi olmasi yaninda
hipertansiyon durumunda apelinin ET-1'in azalmasebep olmasi ilgingtir. Kontrole
gore K+A hayvanlarin kalp dokusundapelin ve APJ mRNA ekspresyonu hafif
azalirken damarda ekspresyonlari agtmi Yine bu grupta plazma apelin dizeyinin
kontrole gore artngioldugunu belirtmstik. Bu gruptaki hayvanlarinin kan basinglarinin
kontrole gore dgmis olmasi, olasilikla artrgidamar apelin aktivitesi sonucunda NO
seviyesinin arfina ve buna k@ olarak gelsen vazodilatasyondan kaynaklagmi
olabilir. Her ne kadar bu ¢caimada NO duzeyi belirlenmegsie de, 6nceki ¢aimalarda
1.v verilen apelinin NO seviyesini artigglive bu yolla vazodilatasyona yol agarak kan
basincini azaltsh goOsterilmgtir (Tatemoto vd 2001, Lee vd 2005). Apelinin bu
baskilayici etkileri normotensif kontrollere goérgpdrtansif hayvanlarda daha fazla
arttigi  bildiriimektedir (Lee vd 2005). Apelin-APJ taraflan NO (retiminin
stimilasyonu icin bazi faktorler vardir. Bunlardami, apelin endotelyal hicrelerde
NOS aktivitesini artirir ve APJ, NO serbestlenmesaslayan NOS aktivitesinin
apeline bal fosforilasyonunun olgmasini sglar. ikincisi, fosfolipaz C/protein kinaz C
yolunu aktive eder (Raij 2001). Ashley ve ark. tardan yapilan bir caimada apelinin,

Akt'nin fosforilasyonunu aktive efii ve intraselller kalsiyum konsantrasyonunun
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artmasini sgadigl gosterilmgtir. Bu yolaklar Uzerinden apelin renal arterlerde
vazodilatasyon ogumunu sglayan mekanizmasi gosterilgtir (Ashley ve Chun 2006).

Seo ve arkadkr tarafindan yapilan ¢camada ET-1'in etkisini Endotelin A (ET-A)
ve endotelin B (ET-B) olmak uzere iki spesifik rp&el ile gosterdi ve
reseptorlerinin damarlarin diz kas dokusunda buwigumdbildirilmistir. Endotelinin ET-
A reseptoriine ganmasi, vazokonstriksiyona ve sodyum geri emilansebep olarak
kan basincinin artmasinigar. ET-B reseptorleri ise damarlarin ic yluziunised@n
endotelde bulunur. Endotelin ET-B reseptorunegldaiginda, natrilireze ve idrar
atiliminda arga neden olur. Vaskiler endotel hicrelerinde ET-8ep&oru ile ET-1
etkilesimi NO ve PGI2 salgilanmasina yol acarak vazodiitaa neden olur ve kan
basinci diger (Seo vd 1994). Bizim ¢ainamizda K grubuna gére K+A grubunda ET-1
artisgina rgmen kan basincindaki gligiin bir nedeni de ET-1'in ET-B resepttru ile
daha fazla etkigme girerek NO salinimini arttirmasi olabilir. Bumyaninda damar
apelinve APIJmRNA ekpresyonunda ve plazma apelin diizeyindekiiarET-1'in ET-

A reseptori yerine ET-B reseptorii ile daha fazl&ileaime girmesinde roli

olabilecegini disinmekteyiz.

Kontrole grubuna gére K+A grubunda angioteomn dizeyindeki azalma anlamh
bulunmutur. Angiotensinojenin apelin ile gkisini gosteren bir literatir bilgisine
rastlamadik. Bulgularimizi katastirma olangina sahip d@liz. Apelin verdigimiz tim
gruplarda angiotensinojenin azalmasinin nederiaikil sekilde olabilir. Bunlardan biri
apelinin direkt olarak angiotensinojen Uretiminskdamasi olabilirikincisi ise apelin
verilen grupta artgIET-1'in renin dizeyinde azalmaya sebep olarak aegsinojen
seviyesinin azalmasina neden olabilmesidir. ACE afelin ilskisini gosteren bir
literattr bilgisine rastlanmamakla birlikte apeB6-ve apelin-13’'Un hidrolizinde ACE
2'nin etkili oldugu gosterilmgtir (Vickers vd 2002). Yinen vitro yapilan cakmalarda
ACE 2'nin apelin C terminal phenylalanin bdlgeset&i ederek apelin-13’ln reseptér
aktivitesinde azalmaya neden ofdugdsterilmgtir (Medhurst vd 2004, De Mota vd
2000).

Hipertansiyon ve apelin verilen hipertansiynbunda plazma ACE 2 diizeylerinde
hem kontrol hem de K+A gruplarina goére azalma @lothw ama bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmadi gozlemledik. Onceki ¢agimalarda
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hipertansiyon modellerinde ACE 2 mRNA ve proteinigeleri azaldgl gosterilmg ve
bu azalmanin ANG Il seviyesinin artmasiylasklli olabilecesi ve bununda kan
basincinin artmasina neden olabifgcbildirilmi stir (Crackower vd 2002). HT ve
HT+A gruplarimizda K grubuna goére sicanlarin plazhNG 11 dizeylerindeki anlaml
artis yukarndaki cakmayla uyumludur. Yani ACE 2 duzeyindeki azalmadaNGAll
sorumludur diyebiliriz. Yine ¢aymamizda HT ve HT+A gruplari arasinda ACE 2
seviyeleri acisindan anlaml bir fark yoktur. Apelieriimesinin plazma ACE 2 (izerine
etkisine yonelik literatirde cama bulunmamaktadir. Bu nedenle bulgularimizi
tartisma olangina sahip d@liz. ANG Il seviyesi hipertansiyon gruplarinda kavilere
gore anlamh olarak artgtir. DOCA-tuz hipertansiyon modelinde ANG Il ve HT-
artisl bekledgimiz bir bulgudur ve literatiirle uyumludur (Unge®@, Veeramani vd
2011). Apelin verilen grupta veriimeyen HT grubugéare ANG Il dizeylerinde
degsisme gorulmemgtir.  Angiotensinojen ve ET-1 dizeylerinde HT grobugotre
azalma gozlenngiir ancak bu azalma istatiksel olarak anlamigildizr. Bu bulgulara
gore apelin verilen HT grubundaki kan basincsndéisinden bu parametrelerdeki
azalmanin katkisi olabilir ancak teksb@ sorumlu oldgunu sdyleyemeyiz. Ancak bu
sonugclar apelinin, kan basincinin dizenlenmesirg&abyolaklarla etkili oldgunu
disindurmektedir. Apelin ve ET-1 arasindakiskiyi gosteren cafma sinirhdir ve
sadece pulmoner hipertansiyonla ilgili yapiland¢ahsma bulunmaktadir. Bu ¢camada
artms endojen apelin dizeyinin, normooksik sicanlaritmmuner arterlerinde ET-1 ve
ANG II'nin vazokonstriktor etkilerini inhibe egii bildirilmektedir. Ayrica normooksik
sicanlarda gosterilen apelinin ET-1 ve ANG Il Gmdgki inhibitor etkilerinin hipoksik
sicanlarda ortadan kalltl yine ayni cakmada gosterilmgtir (Andersen vd 2009).
Apelin/APJ sistem Anjiotensin Il tip 1 reseptoriykeT-1) aminoasit dizilimlerinin bazi
bolgeleri bakimindan birbirleriyle homolog 06zeléké sahiptir. APJ ve AT-1
birbirleriyle homolog olmasina ganen, anjiotensin I, APJ reseptorineglamamaz
(O'Dowd vd 1993). Ishida ve ark. tarafindan yapilgadsmada, APJ eksikli olan
knockout farelerde ANG II'nin vazopressor cevabiada® oldugu gosterilmgtir. Buna
gore apelin/APJ sisteminin, ANG II'nin vazokonstik etkileri inhibe ederek kan

basincinin dizenlenmesinde 6nemli bir rol oypelildiriimektedir (Ishida vd 2004).

Calsmamizda, HT grubunun plazma apelin dizeyinin, KAk~ HT+A gruplarina
gore anlamli olarak azafgl gozlendi. Yani, hipertansiyon grubunda plazmaliape

dizeyi azalmgtir. Ayrica HT grubunun kalp ve damar dokusunda #ibgna gore
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apelinve APJ mRNA ekspresyon duzeylerinin aza@ohi tespit ettik. Bu bilgilere goére
hipertansif sicanlarda plazma ANG-II ve ET-1 dueeyldeki artma sebebiyle
vazokonstriksiyon cevapta artolabilecgi ve 0Ozellikle artmy ANG Il nedeniyle
plazma apelin dizeyinde vapelinin mMRNA ekspresyonlarinda azalmaya yol agmi
olabilir. Daha 6nce spontan hipertansiyonlu sigal@ayapiimg olan bir calmada
sicanlarin aort ve kalp dokusunédJ ve apein mRNA ve protein ekspresyonunun
azaldgl ve ANG I[I-AT1 mRNA ve protein ekspresyonunun ig@ttgosterilmitir.
Ayrica bu sicanlarda apelin-APJ ekspresyon yaikhala AT1 reseptor seviyesi ve kan
basincinda agigorilmektedir (Zhong vd 2005). Ayrica bizim bulgumiz ve literatur
Isiginda plazma apelin yiksegine ET-1'in ET-B reseptoriyle daha fazla etkiee
girerek ve muhtemelen NO yg@ai kullanarak vazodilatatér cevapta satisebep
olacaini ileri surmigtik. Azalmg plazma apelin ve apelin mRNA ekspresyon
dizeyinde ise apelinin ET-1 Uzerindeki bu etkisiomadan kalkarak ET-1'in ET-A
reseptoru ile etkilgme girmesine yol acarak vazokonstriktor etkinimaga ¢ikmasina
sebep olmgtur. Endotelin 1'in ET-B reseptoriyle etkjtesinde calsgan NO yolginin
bu durumda etkingi azalmstir (Seo vd 1994).

HT+A grubunda plazma apelin seviyesinde K veéAKgrubuna gore dgsme
gozlenmezken, HT grubuna gore plazma apelin diudeysnlamh bir argl goraldu.
Ayrica K+A grubuna gore apelin verilen bu hiperigoa grubunun kalp ve damar
dokusundaapelin mMRNA ekspresyonu artarkenAPJ ekspresyonunun azaggimi
gorduk. Kosmala ve ark. tarafindan yapilan spgahda, esansiyel hipertansiyonlu
hastalarda dotamdaki apelin seviyesinin azafdigdosterilmgtir ve bu plazma apelinin
azalmasi sol ventrikil sistolik ve diyastolik fonk@n bozuklgundan
kaynaklanabilec# bildirilmi stir (Komsala vd 2011). Ayrica hipertansiyon glurulmus
hayvan modellerinde, miyokardiyal ve vaskuler dekdh apelin ve APJ
ekspresyonunun ve plazma apelin seviyelerinin agadisterilmgtir (Zhang vd 2006).
Zhong ve ark. tarafindan yapilan bir galada, spontan hipertansif sicanlarin aort ve
kalp dokusundaAPJ ve apelin mRNA ve protein ekspresyonunun azgidve AT1
MRNA ve protein ekspresyonunun aittigosterilmgtir. Bu sigcanlarda apelin-APJ
ekspresyon yoklgunda AT1 reseptor seviyesi ve kan basincindg gdrilmektedir
(Zhong vd 2005). Bu vyapilan cginalarda apelin  dizeyindeki gsiklikler
calismamizla uyumludur ve kan basinci Uzerindeki etkiledestekler niteliktedir.

Calismamizda HT grubuna gore apelin verilen hipertamsignubunun kan basincinda
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azalma oldgunu belirtmgtik. Kan basincinin azalmasinin nedeni bu gruptaganlarin
HT gore plazma apelin dizeyinin ve kalp ve dam&udanda mRNA ekspresyonunun
artisl NO seviyesini arttirngi olabilir ve buna bgll olarak gelgen vazodilatasyon
geliserek kan basinci dinstir. Nitrik oksit artginin nedeni de damar apelin
ekspresyonunda ve plazma apelin dizeyindekgiartyiksek olan ET-1'in ET-A
reseptoru yerine ET-B reseptori ile daha fazldesikne girmesi olabilir. Sonug olarak
calismamizda sicanlara i.p verilen apelin, hipertangigodmus olan apelin dizeyini
artirarak bir hipertansiyon etkeni olan ET-1 yuks#knasina rgmen kan basincini

dUstrmistar.

Calsmamizda HT ve HT+A gruplari arasinda TKA/SVA orankgisindan anlamli
bir fark gbzlenmedi. Ancak kontrole gére bu grugkaarty varken K+A grubuna gére
anlamh digus gozlenmgtir. Apelin ve kalp &irligi arasindaki ikkiyi gosteren bir
literattr bilgisi olmamasi nedeniyle sonuglarinkarsilastirma olangina sahip dgliz.
Calismamizda apelin verilen kontrol grubunun % vicgtrlk artisindaki azalma
anlamh dgilken, HT+A grubunda K, K+A ve HT grubuna gére anla disuk
oldugunu gb6zlemledik. Yiyecek alimiyla ilgili Sunter vark. tarafindan yapilan
calismada, hem a¢ hem de tok sicanlarin lateral serebnalikillerine 1-3 nmol apelin-
13 verilmesi durumunda bu hayvanlarda 24 saat yeaheknin azaldiini géstermiler
(Sunter vd 2003). Hem a¢ hem de tok sicanlaravietrdz olarak 10 nmol apelin-13
enjekte edilmesinde ise, hayvanlarda 24 saat bayweenek aliminda herhangi bir
degisiklik olmadigi gozlenmgtir (Sunter vd 2003). Q’Shea ve ark. tarafindan yapilan
baska bir calgmada ise sicanlarin lateral serebral ventrikileeril® nmol apelin-12
enjekte edilmesi durumunda sicanlarin giin boyu feshenin arttgl ancak gece yemek
aliminin azaldi bildiriimektedir (Q’'Shea vd 2003). Yapilan faa bir calsmada 3.
serebral ventrikiile 10 giin boyunca apelin-13 infimysi¢canlarda kilo agtive yemek
aliminda arga neden oldgu bildirilmistir (Vale vd 2008). Sicanlara i.p apelin
verilmesinin vicut @girh gl Gzerine herhangi bir etkisinin olmg@dibaska bir calsmada
gosterilmitir (Higuchi vd 2007). Bu konuda yapilgnionceki cagmalar ve bizim
calismada apelinin verilmeekli, uygulanan dozlar birbirlerinden farkhlik gi@rmekte
ve sonuclardaki farkliliklarda bu durumdan kaynaklailir.

Calsmamizda yall diyet ve alloksan modeliyle tip 2 diyabet giurulmus

sicanlarda K ve K+A grubuna gore, % vucgtriaginda anlamh azalma, kan glikoz
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dizeylerinde anlamli artma gorilgtir ve plazma insulin diizeylerinde gorilen hafif
artma olmasina pmen bu art istatiksel olarak anlamli @édir. Bulgularimiz diyabet
modeliyle uyumludur. Ayrica ¢alna boyunca bu hayvanlardairaidrar ¢iksl ve sivi
tuketiminin arttgini gozlemledik. Yapilan bir ¢cgmada 6 gin boyunca i. p alloksan
(200 mg/kg) verilerek okturulan tip 2 diyabetik sicanlarda kan glikoz diizesu
alinimi ve serum insulin dizeyinde artma ve yemdiniada azalma oldiu
gozlenmgtir (Contarteze vd 2009). Bu bilgi bizim gahamizla uyumlu ve destekler
niteliktedir. Yapilan bgka calsmada ise, intraperitonel alloksan verilerekstloulan
diyabet modelinde vicut, kalg@i gl ve plazma insilin dizeyinde anlamli bir azalma

ve kan glikoz seviyesinde anlamli bir adidugu gosterilmgtir (Das vd 2012).

Diyabet grubumuzda plazma ACE 2 dizeyinde KKw&\ grubuna gére anlamli
olarak arty gozledik. Diyabetli hastalar tGzerinde yapilagittiecalismalarda %24 ile
%40’lik bir boluminde ACE 2 dizeylerinde arkaydedildgi gozlenmitir (Lieberman
ve Aariona 1980). Yapilan lea calsmada protein ACE 2 seviyesi diyabetik sicanlarin
pankreasinda argn gosterilmgtir (Tikellis vd 2004). ACE 2 eksik#i olan knockout
farelerde glikoz homeostasisindeki bozgkln arttgl ve ilk faz insilin sekresyonunun
azaldgl gosterilmgtir (Niu vd 2008). Yapilan bir kka calsmada, diyabetik farelerde
ACE 2 ekspresyonunun artmasi bozulan glikoz dengesdizenlenmesinde ve
pankretik B hiicre fonksiyon bozukfunun gelsimini dnleyebilecgi bildiriimektedir.
Ayrica ACE 2 ekspresyonunun artmasi hiperglisemirzalmasi, § huicre
proliferasyonu ve insulin sekresyonunun artmasmilgkilidir (Bindom vd 2010).
Bobrek hastafi olan diyabetik hastalarda ACE 2 ekspresyonu aasina rgmen renal
hasari bulunmayan diyabetiklerin erken safhalariA@& 2 ekspresyonunun agini
gosteren bir cagma bulunmaktadir (Ye vd 2004). Bu gatiaya gore 6-8 haftalik genc
db/db farelerde ACE 2 aktivitesi ve ekspresyonuatritgl ve erken safhada bu arh
bobrekte koruyucu bir 6zeffe sahip olabilegg gosterilmitir (Ye et al. 2004). Yapilan
calismalar ACE 2'nin diyabette bozulmwlan glikoz dengesini diizenleme ydninde

artms olac&inin ifade etmekte ve bizim bulgularimizda bunueldsr niteliktedir.

Calsmamizda diyabet grubumuzda plazma angiotensinojeeyihde K grubuna
gore anlamli olarak azalgini bulduk. Diyabet ve angiotensinojen arasindékkiyi
gosteren cagmalar sinirhdir. Yapilan c¢ainada, obesite, tip 2 diyabet gibi insilin

direncinde plazma angiotensinojen seviyesinin g@rgosterilmgtir. Ayrica insulinin
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adipoz dokuda angiotensinojen gen ekspresyonunittigzayag, karacger dokusunda
glikoza kisa sureli maruz kalirfginda ise angiotensinojen gen ekspresyonungartti
bildiriimektedir. Yine bu cakmada hiperinsulinemi, zayif hayvanlarda angiotesjsim
gen ekspresyonunu azaltirken obez hayvanlarda t@ngiaojen gen ekspresyonu aitti
gosterilmitir (Gabriely vd 2001). Sicanlar Gzerinde yapilan ¢alismada glikozun,
bobrek tibul hiicrelerinde angiotensinojen gen essmmunu arttirgg gosterilmgtir
(Hsieh vd 2002). Yapilan bkka bir calgmada tip 2 diyabetik hastalarin karotid
arterlerinde angiotensinojen mRNA ve protein seegein arttigl gosterilmgtir. Yine
bu calgmada tip 2 diyabetik hastalarin vaskiler duz kasdié@rinde MAP kinaz ve P13
kinaz yollari arasinda insulin reseptor sinyalinddkngesizlik sonucu ofan tip 2
diyabetiklerde artan angiotensinojen dizeyinde caddAP kinaz yolginin etkili
oldugu gosterilmgtir. Tersine ERK Map kinaz ve PI3 kinaz yollar swrada insilin
reseptor sinyalindeki dengesizlik sonucu salu tip 2 diyabetiklerde artan
angiotensinojen diuzeyinde ise sadece ERK1 MAP kywasinin etkili olduysu ayni
calismada bildirilmektedir (Hodroj vd 2007). Bizim ¢ghamizda diyabetli sicanlarda
angiotensinojen seviyesi azaktm. Bu d@ukligin iki nedeni olabilir. Birincisi
diyabetli hayvanlardakisar kilo kaybi olabilir. Daha 6nceki ¢camalarda tip 2 diyabetli
obez hayvanlarda angiotensinojen artarken zayivdragrda azalgh gosterilmgtir
(Gabriely vd 2001).ikincisi ise bu hayvanlarda artyniET-1 yiizinden azalmi

olabilecek renin aktivitesine pa olarak plazma angiotensinojenstiesidir.

Diyabet grubumuzda plazma ANG Il diizeyinde & K+A grubuna gore artg
ancak bu ar§i anlamli dgildir. ANG Il vazokonstriktér 6Ozelliklerinin yanira
endotelden endotelin-1 salinimini uyarmakta ve #askNADPH oksidaz yoluyla
superoksit Uretimini arttirmaktadir. Ayrica ANG Hjitojen aktive edici protein kinaz
(MAPK) yolunu uyarmakta ve insilinin htcre prolidsyonu ve PAI-1 ekspresyonu
Uzerindeki etkisini guclendirmektedir (Zeng vd 2DOANG I, insulin direnci ve
pankreas hucrelerinde inhibitér etki ile insulin salinimirbaskilayarak glikoz
intoleransi ve diyabetes mellitus patogenezine at&i#a bulunur (Rakugi vd 2002).
Insulin direncinde, postranskripsiyonal mekanizniajaanjiotensin reseptorii 1 (AT-1)
upregulasyonu ve anjiotensin Il Gretim ve etkimde arty meydana gelir (Sowers
2004). ANG II'nin, insiline bgli olusan vazodilatasyonu ve glikoz transportunu inhibe
ettigini gosteren pek ¢ok kanit vardir (Begum vd 20@3zim calsmamizda da artri

ANG Il duzeyi anlaml olmasa da insulinin antn engellemy olabilir. Sadece tip 2
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diyabet olan sigcanlarda insulin duzeyi ile ANG Hasinda pozitif bir korelasyon
olmasina rgmen bu anlamli dgldir (r=0,43 p=0.24).

Diyabet grubumuzda plazma ET-1 dizeyinde K v&kKrubuna gore anlamli olarak
artis goOzledik. Diyabet ve ET-1 arasindakiskilyi gosteren cok sayida csina
bulunmaktadir. Yapilan bir caginada plazma ET-1 seviyeleri tip 2 diyabetli hastida
arttigi  gosterilmgtir (Ak vd 2001). ET-1'in salikh bireylerde instlin direncini
(Ottosson-Seeberger vd 1997) ve periferal glikoltakumini azaltgg bildirilmektedir
(Ahlborg vd 1994). Bgka calsmada ET-1, tirozin fosforilasyon ve insulin resepto
substrati-1 (IRS-1) ekspresyonunun azalmasiyla oadiggokudan insulin sinyalinin
bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica tip 2 diyaleeith adipoz dokusunda IRS-1
protein miktarinin azalmasi ET-1 ve MAPK aktivasyoan artmasi sebebiyle olglu
gosterilmitir (Irving vd 2001). ET-1 plazma membraninaghamekanizmalarla
insuline b&h glikoz alimmi inhibe eti ve ET-1 adipositlerde GLUT4
translokasyonunun bozulmasina neden @ldubildiriimektedir (Strawbridge ve
Elmendorf 2006). Molekiler seviyede vaskiler dig kécrelerinde ET-1 molekulinin
fosfotidilinositid-3 (PI-3) kinaz yolunu inhibe €it gosterilmitir (Jiang vd 1999).
Diyabetiklerde ET-1 diuzeylerindeki antindikleyen en énemli metabolik glgiklikler
hiperglisemi ve mevcut ise hiperinsilinemidir. Ylapi calgmalarda ylksek glikoz
konsantrasyonunun protein kinaz C yplaizerinden ET-1 ekspresyonunu artggrdi
bulunmutur (Park vd 2000)nsiilin direnci ve hiperinsilinemiye glaET-1 artslarini
gosteren cajmalar dginda ET-1'inde insilinin vaskuler duz kas hicreldaki
fonksiyonlarini etkileyerek glikoz kullanimini veQNuaretimini azalt@&ini disiindtren
calismalar vardir (Jiang vd 1999). Diyabetik hastalapii@zma ET-1 duzeylerindeki
artisin mekanizmasini aciklayan yeni bir galada glikoz konsantrasyonu yiksek
kaltar ortaminda hibrid endotel hicreleri ve inaamblikal ven endotel hicrelerinde
endotelin dongtlriict enzim-1'in ekspresyonunun gtttisaptannstir (Keynan vd
2004). Wu ve ark. tarafindan diyabetik hayvan miedielde yapilan cajmada ET-1'in
vaskiler duz kas hicreleri Gzerindeki ET-A resdptaracilgiyla aorta potent ve
devamh kontraksiyona neden ofilu gostermglerdir. Ayrica bu c¢akmada,
hiperinsilinemik, insulin direncli obez Zucker saw@da ET-1'in plazma duzeylerinin
normal sicanlara goére farklihk gostermgdancak aorta ve mezenterik arterlerde ET-A
ve ET-B reseptdrlerinin normal ratlara gore befirgrttgini gézlenmgtir (Wu vd

2000). Alloksan ile diyabetik hale getirilmiawanlarda yapilan bir ¢cgimada diyabetin
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6. ayinda tasanlarin bobreklerinde korteks ve medullada ET-A BE-B reseptor
baglanma alanlarinin arfit saptannytir (Khan vd 1999). Takahashi ve arkgldanin
1990 yilinda yayinlanan bir ¢gitnasinda hem tip 1 hem de tip 2 diyabetiklerde ptazm
ET-l seviyelerinin yuksel@i gosterilmitir (Takahashi vd 1990). Tip 2 diyabetik
hastalarda, retinopati ggini ile ET-| diizeylerinin artfii gosterilmgtir (Kawamura vd
1992). Haak ve arkaglarinin 152 tip 1 ve tip 2 diyabetik hastada gelegkdigi bir
calismada ise yine ET-| diizeylerinde bir artrtaya konmstur (Haah vd 1992)insan
ve hayvan cajmalarinda ekzojen olarak verilen endotelinin insidirenci gekimini
uyardgl bulunmuytur. Hiperinsillinemi endotel hiicresinden ET-1 seimiearttirmakta,
artan ET-1 duzeyi ile insulin direnci g@lasmakta ve endotel fonksiyonlari
bozulmaktadir (Irving vd 2001). Butiin bu bulgulatigmamizda diyabet grubunun ET-

1 diizeyindeki ar§ini destekler niteliktedir.

Diyabet grubunda kontrole gére kan basincimel@angi bir d@isiklik olmamistir.
Tip 2 diyabetik db/db farelerde vaskuler hiperaikévle iliskili bazi ¢calsmalar (Sowers
ve Stump 2004) olmasinagraen bu diyabetik modellerde in vivo kardiyovaskuler
degisiklikler Gzerine yapilan ¢aijmalar sinirhidir. Bu ¢cagmalara gore tip 2 diyabetik
db/db farelerde kan basincinin ait{iBagi et al. 2005), azalgli (Kosugi et al. 2006) ya
da degismedisi (Moriyama et al. 2004) gosterilgtir. Insanlarda yapilan bir ¢cgtnada
normotansif nondiyabetiklere gére normotansif datéb hastalarinin ortalama sistolik
ve diyastolik kan basinci hafif yiksek olmasingmian tim bu hastalarin normotansif
olduzgu ve serum insulin duzeyleri bakimindan da anlamih fark olmadg
gosterilmitir  (Turker 2006). Sheu ve arkag@inin yapnmg oldusu calsmada
normotansif diyabetikler ile kontroller arasindaiifin diuzeyi bakimindan anlamli bir
fark bulunmamy; diyabetiklerde insulin direnci daha fazla bulugnwe normotansif
diyabetiklerde kan basincinin kontrollerden dahksgl seyretfii goralmustir (Sheu
vd 1996). Yapilan bir caimada diyabetiklerde ET-1 dizeylerindeki @rindikleyen
en dnemli metabolik dgsiklikler hiperglisemi ve hiperinsulinemi olgu gosterilmgtir
(Park vd 2000)Diyabetik sicanlarimizin plazma ET-1 dizeylerindettia rggmen kan
basinclarinda dgsme godzlenmemgtir. Ancak bu gruptaki sicanlarin damar ve kalp
dokusundaapelin ve APJ mRNA ekspresyonlarindaki agtoldugunu ancak plazma
apelin duzeyindeki agin anlamli olmadiini tespit ettik. Yapilan bir ¢caimada obez
hiperinsilinemik farelerde plazma apelin konsaytvas ve adipositapelin mMRNA

seviyelerininde ar§i gérulmdtir. Ayrica insilin eksikfii olan farelerde kontrollere
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goreapelinmRNA seviyelerinin azalmasi ayni gahada gosterilmngtir (Castan-Laurell
vd 2005). Endotel fonksiyon bozuldu diyabetik vaskuiler patofizyolojinde sorumlu
olan vazodilatasyon 6zelinin azalmasi ile okur (Endemann ve Schiffrin 2004).
Diyabette vazodilatatér cevapta azalmayilagan mekanizmada ANG Il Uretimi artar,
NO uretimi ve apelin-APJ ekspresyonu azalir (Lee2086). Apelin tedavisi yapilan
diyabetik db/db farelerin aortunda Ser473—-Akt vel3@&7—-eNOS fosforilasyonunda
artis gosterilmgtir. Bu artsta aortik vaskiler tonusun diizenlenmesinde rol ogisaida
vd 2004). Buna ilaveden APJ reseptor ekgiktilan farelerin endotelyal hiicrelerinde,
apeline bgli eNOS fosforilasyon aktivasyonu bozulur ve APSe@6r ekspresyonunun
azalmasi diyabetik db/db farelerin aortunda SerAkB—ve Serll77-eNOS
fosforilasyonu azaltir. Boylece apelin, Ser473—&tSer1177—eNOS fosforilasyonunu
artirmasiyla ANG II'nin tersine anormal aortik véskr tonusun dizenlenmesini
sglayan onemli bir peptid olarak gorev adbildiriimektedir. Bu etkilerinden dolayi
diyabette koruyucu bir role sahip ofgluileri strtlmektedir (Ishida vd 2004, Masri vd
2006). Yapilan bir caymada db/db farelerin aort dokusunda apelin, APJ ARM
protein ekspresyonunun az@dve fareler apelinle tedavi edifinde aort dokusunda
Akt ve eNOS fosfarilasyonunun agii gosterilmgtir. Ayrica apelin, NO sentezinin
aktivasyonu sebebiyle diyabetik db/db farelerint@da ANG II'nin vazokonstriktor
cevaptaki aryini azalttgl ve bozulan endotelyal panh vazodilatasyonu dizenlexli
yapilan bu caymada gosterilngtir (Grisk 2007).Insanlarda yapilan bir canalarda,
yeni teshis edilen ve tedavi edilmeyen tip 2 diyabetli latetda plazma apelin dizeyi
azaldgl (Erdem vd 2008) glikoza intoleransli, tip 2 digdik zayif bireylerde (Li vd
2006) ve tip 2 diyabetli obez hastalarda gmti bildiriimektedir (Soriguer vd 2009).
Baska bir calgmada insulin direncli yiksek ya diyetle beslenen farelerin adipoz
dokusundaapelin ve APJ ekspresyonunun ardi gosterilmitir. iskelet kasinda apelin
ekspresyonu kontrol ve yuksekgyadiyetle beslenen farelerde ayniyken db/db fadsle
azalmstir. APJ ekspresyonu ise hem db/db farelerde hem de ylksgk diyetle
beslenen farelerde azaidiayni calgmada gozlenngtir (Dray vd 2010). Bizim bu
calismamizda diyabet grubumuzda plazma insilin ve apilreyinde kontrollere gore
artis gozlenmg ancak bu argi anlamli dgildir. Sonuclarimiz artmgi instlline cevapta
artms apelin dizeylerini gosteren gahalarla paralellik gostermektedir. ET-1, ACE

2 ve ANG plazma seviyelerindeki gdl rggmen kan basincinda her hangi bir sart
gorilmemesinin nedeni damar ve kalptakielin mMRNA ekspresyonlarindaki agtve

yuksek plazma apelin seviyeleri nedeniyle §rolabilir.
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Diyabet olgturulmus sicanlara apelin verilginde (DM+A) ise DM grubuna gore
kan glikoz dizeyinde anlamli bir azalma tespit redilir. Ancak apelin verilmesi
DM+A grubunun kan glikoz dizeyini, K ve K+A grubumdldigu gibi tamamen
normal sinirlara diiirmemitir. K ve K+A gruplari birbirleriyle kagilastirildiginda kan
glikoz duzeylerinde anlamh bir fark gézlenmedi banyaninda K+A grubunda plazma
instlin duzeyi K grubuna gore azalnfakat bu azalma istatiksel olarak anlamli
degildir. Fareler Uzerine yapilan bir ¢cgnada apelinin insilin sekresyonunu inhibe
ettigi ve glikoz homeostasisin dizenlenmesinde 6nemlirbl oynayabilecgi ileri
surtlmektedir. Ancak insulin sekresyonu Uzerine liape inhibitor etkilerinin
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (S6rhede2085). Apelin verilen kontrol
sicanlarimizda plazma apelin duzeyleri yikselmesiiryda insilin seviyeleri gints

ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamgildé .

Diyabet olgturulmus sicanlara apelin verilginde, DM grubuna gére kan basincinda
anlamh bir azalma tespit edilgtir. Diyabet grubunda plazma ACE 2 dizeylerinde hem
kontrol hem de K+A gruplarina gore anlamli olarakagken apelin verilen diyabet
grubunda plazma ACE 2 duzeylerindeki aristatistiksel olarak anlamli ggdir.
Onceki calgmalarda db/db diyabet farelerde ACE 2 ekspresyaamiaktivasyonunun
arttigl gosterilmgtir (Wysocki vd 2006). DM ve DM+A gruplarimizda Kupuna gére
sicanlarin plazma ACE 2 duzeylerindeki gstukaridaki cakmayla uyumludur. Yine
calsmamizda DM grubuna gore DM+A grubunun ACE 2 seviydski azalmanin
istatiksel olarak anlaml olmagini gordik. intraperitonel apelin verilmesinin plazma
ACE 2 uzerine etkisine yonelik literatirde eaia bulunmamaktadir. Bu nedenle
bulgularimizi targma olangina sahip dgliz. ANG Il seviyesi diyabet gruplarinda
kontrollere gore yuksek ol@gu fakat bu arty istatiksel olarak anlamh g@édir. Ayrica
DM ve DM+A gruplar arasinda ANG Il seviyeleri aqidan da anlamli bir fark yoktur.
Yine DM+A grubunda angiotensinojen ve ET-1 duzeyde DM grubuna gore azalma
var ancak bu azalma istatiksel olarak anlam@ilde. Bu bulgulara gére apelin verilen
DM grubundaki kan glikoz ve kan basincisdiesinden bu parametrelerdeki azalmanin

katkisi olabilir ancak tek kana sorumlu oldgunu séyleyemeyiz.

Calsmamizda, DM+A grubunun plazma apelin dizeyinde, K&A ve DM

gruplarina gére anlaml bir fark gézlenmedi. Buryaminda K+A grubuna gore DM+A
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grubunun kalp dokusundaapelin mRNA ekspresyonu artarken APJ mMRNA
ekspresyonunun azafgly damar dokusunda isapelin ve APJ mRNA ekspresyon
diuzeylerinin artggini tespit ettik. Yapilan bir ¢glnada obez hiperinsilinemik farelerde
plazma apelin konsantrasyonu ve adipoapelin mRNA seviyelerininde agl
gorulmistar. Ayrica insulin eksiklii olan farelerde kontrollere gore apelin mRNA
seviyelerinin azalmasi ayni gahada gosterilmgtir (Castan-Laurell vd 2005). Yapilan
bir calsmada db/db farelerin aort dokusundgpelin, APJ mRNA ve protein
ekspresyonunun azafgive fareler apelinle tedavi ediffinde aort dokusunda Akt ve
eNOS fosfarilasyonunun agttigosterilmsgtir. Ayrica apelin, NO sentezinin aktivasyonu
sebebiyle diyabetik db/db farelerin aortunda ANGhili vazokonstriktér cevaptaki
artisini azalttgl ve bozulan endotelyal pamh vazodilatasyonu dizenlgdiyapilan bu
calismada gosterilngtir (Grisk 2007). Caklmamizda DM grubuna goére apelin verilen
diyabet grubunun kan glikoz dizeyinde ve kan basda azalma oldiunu
belirtmistik. Bu gruptaki sicanlarin damar dokusurajaelin mMRNA ekspresyonunun
artisi DM grubuna goére daha fazlahPJ mRNA dlzeyi ise daha dik oldysu
gozlenmgtir. Bunun yaninda apelin verilen DM grubunda nar®® grubuna gore
kalplerinde artmy apelin mMRNA yaninda azalmiAPJ reseptormRNA ekspresyonu
gozlenmgtir. Artmis apelin ekspresyonuna gaen ve APJ mRNA ekspresyonunun
azalmasi nedeniyle tek dma apelinin NO (zerinden vazodilatasyon etkisini
gosterdgini soylemek giic. Onceki caialarda i.v verilen apelinin NO seviyesini
artirdgl ve bu yolla vazodilatasyona yol acarak kan basinazalttgl gosterilmgtir
(Tatemoto vd 2001, Lee vd 2005). Busdge anlamli olmasa da angiotensinojen, ACE
2 ve ET-1 seviyelerinde meydana gelen azalmadadatkulunmg olabilir. Bunun
yaninda apelinin guclu didretik etkiye sahip dldwe buna bg olarak ta su kaybina
neden oldgu bildiriimektedir (Reaux-Le vd 2004). Bu dilretdtkisiyle kan hacminde
azalmaya sebep olarak kan basincindaigiineden olmg olabilir. Sonucgta garidan
apelin verilmesi diyabetli sicanlarda kan basindigiirmisttr.

DM+A grubumuzdaki sicanlarin kan glikoz dizew plazma insilin dizeyi DM
grubuna gore anlamli olarak azagtm Yine bu grupta K ve K+A grubuna gore plazma
insulin duzeyindeki azalmanin ve plazma apelin gimkeki artsin anlamli olmadi
gorildi ancak kalp ve damar dokusunda apelin mRksoresyonu artmgtir. in vitro
calismalarda apelinin adipoz dokuda Uretiidve bir adipositokin olarak glikoz ve lipid

metabolizmasinin duzenlgdibildiriimektedir. Yapilan bir camada apelin eksikdi
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olan hayvan modellerinde insulin duyagihin azaldg ve bu durum ekzojen apelin
verilmesiyle duzeltilebilegg goOsterilmitir. Buna gére ekzojen apelin, artan plazma
glikoz konsantrasyonunu azaltabilir. Bu etkilersitin direncli hayvanlarda koruyucu
olabilir. Bu artan glikoz alinimina pl olan selliler mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Apelin, Akt gibi insilin gaml yollarin fosforilasyon kompanentleri
sayesinde glikoz alinimini arttiggh bilinmektedir (Soérhede vd 2005). Dray ve ark.
tarafindan yapilan camada intravendz verilen apelinin kontrol, obez wesiiin
direncli farelerin adipoz doku ve iskelet kasindiiay kullanimini sgladigi ve glikoz
dengesinin duzenlenmesinde dnemli bir peptid gldgdsterilmgtir (Dray vd 2008).
Yue ve ark. tarafindan yapilan bir gatada yiksek y#i diyetle beslenen fakat apelin
eksikligi olan farelerde insulin direncinin azaidibildiriimektedir (Yue vd 2010).
Apelin ve insilin arasindaki gkiyi gosteren cgtli calismalar bulunmaktadir. Apelin
farelerde insulin sekresyonunu inhibe eder ve gpeliglikoz homeostasisin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabil@cedisintlmektedir. Ancak insilin
sekresyonu Uzerine apelinin inhibitdr etkilerinin ekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (Sérhede vd 2005). Ancakska bir calgmada apelin ile instlin
sekresyonu arasinda gugcla bir glaaati bulundgunu ileri strmektedir. Guo ve
arkadalarinin yaptgl bu calsmada apelin insulinoma (INS-1) hicrelerinde insilin
sekresyonunda etkili olan glukagon-benzeri peptitGLP-1) inhibe ederek insilin
sekresyonu azalfhn goOsterilmgtir (Guo vd 2009). Apelin tarafindan insdlin
sekresyonunun azalmasi Fosfodiesteraz 3B (PDE3BYosfoinositol 3-kinaz (PI3-
kinaz) b&imli aktivasyonu sebebiyledir. Clinkli PDE3B ya da-Khazin inhibitérleri,
glikoz Uzerindeki apelinin inhibitor etkilerini ke eder ve apelinin sebep ofdu
cAMP’deki azalmayi ©nler. Dolayisiyla apelin tarafan insilin sekresyonu ve
intraseliler cAMP’nin azalmasi, adenilat siklazimmhibisyonundan ziyade PDE3B
aktivasyonuyladir (Guo vd 2009). Pankreafikhlcrelerinin plazma membraninda
bulunan PDE3B'nin insulin  sekresyonunun dizenlemmaes gorevli oldgu
bilinmektedir (Harndahl vd 2002)insilinin apelin Uzerine etkilerine yonelik
calismalarda, insilinin adipositlere direkt etki ederaelin Gretimini stimile et
gosterilmitir (Boucher vd 2005, Sorhede vd 2005 ). gahmizda DM+A grubunun
kan glikoz ve insilin duzeylerinde DM grubuna g@mamli olarak dgmistir. Bu
grupta plazma apelin seviyelerinde anlamlisaslmamasina ganen dsaridan apelin

verilmesi insulin ve glikoz dizeyini sicanlardasdimstar.
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Calsmamizda DM grubunda K ve K+A grubuna gore TKA/SVemari acgisindan
anlamh bir fark gézlenmedi. Ancak DM+A grubundankmle gére TKA/SVA orani
anlaml olarak artarken K+A grubuna gore anlamiiféaik yoktur. Ancak apelin ve kalp
agirh g1 arasindaki ikkiyi gosteren bir literatr bilgisi olmamasi nedgaisonuclarimizi
karsilastirma olangina sahip dgiliz. Calismamizda apelin verilen, DM+A grubunda K,
K+A grubuna goére % vucut galik artisindaki azalmanin anlamh olgunu
gozlemledik. Higuchi ve ark. tarafindan yapilanigabhda ise 14 gin boyunca i.p.
olarak 0.1 pmol/kg apelin verilen farelerin yeméknanda dgisiklik olusturmamasina
ragmen beyaz y&adokusunun miktari, serum insilin ve trigliserivigeleri azalmgtir
(Higuchi vd 2007). Ayni zamanda hem normal hem d@ grani yuksek diyetle
beslenen farelerde de vicuttakigyarani, serum insulin ve trigliserit seviyeleri de
azalmstir. Nedeni ise, i.p. olarak verilen apelin kahvegieyas dokusunda uncoupling
protein-1’in ekspresyonunu, vicut isisini, oksifgiketimini arttirirken ve solunum
katsayisini azaltir (Higuchi vd 2007Bunun yaninda apelinin guclu ditretik etkiye
sahip oldgu ve buna bgl olarak ta su kaybina neden olarak kilo kaybswitduzunu
bildiren calsma var (Reaux-Le vd 2004). Gahamizda dsaridan apelin verilmesi
K+A ve DM+A grubunda K’e gore TKA/SVA orani artgtir. Bu da apelinin pozitif
inotropik etkisinden kaynaklanan bir durum olabilbaha 6nce yapilan cginalarda
apelinin gacli ve uzun é6marla pozitif inotropik laktiviteye sahip oldgu bildirilmistir
(Chandrasekaran vd 2008).

Calgmamizda hem DOCA-tuz hem degliadiyet ve alloksan verilerek afturulmus
hipertansiyon-tip 2 diyabetli sicanlarda K grubugdre, % vicut @arlik artisinda
anlamh azalma, kan basinci, plazma ANG II, endotklseviyelerinde ve kan glikoz
dizeylerinde anlamli bir agti gorirken plazma apelin, insulin, ACE 2 ve
angiotensinojen seviyelerinde anlamli bir gg&klik olmamistir. Ayrica calsma
boyunca bu hayvanlardagia idrar ¢iksl ve % 21’'lik NaCl iceren sivi tuketiminin
arttigini gézlemledik. Bu sonuclar sicanlarda hipertamsiyip 2 diyabet olgtugunun
bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Son yilaryapilan bir ¢cadmada diyabetik
hipertansif sigcanlarda, vicugldigl ve trigliserit duzeyi farklihk gbzlenmezken kan
basinci, plazma glikoz, insulin ve serbesg wsitlerinin arttg1 gosterilmgtir (Lu vd
2011). Yapilan bgka bir calgmada, streptozocin ve icme sularina % 1’lik NaCl
verilerek hipertansiyon+diyabet glurulmws sicanlarda kan glikoz dizeyi ve kan

basincinin art@i, kan plazma ET-1 ve ANG Il seviyelerinde audidugu gosterilmgtir.
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Ayrica bobreklerde angiotensinojen ve aort dokuaymeproendotelin gen ekspresyon
dizeylerinin artfi ayni calgmada gozlenngtir (Zhang vd 2009). Bunun yaninda
diyabetik spontan hipertansif sicanlarda ortalamarygel basing ve vicutgalig
azalirken kan glikoz, renal NADPH oksidaz aktivitesttigi gosterilmgtir. Ayni
zamanda bu hayvanlarda ET-1, ANG Il ve norepinefdiazeylerinin de arg
bildirilmi stir (Benter vd 2008) Bu bilgiler bizim bulgularimizi destekler nitelddir.

Hipertansiyon+diyabet grubumuzda plazma AC#&l2eyindeki arly kontrole gore
anlamh dgilken K+A grubuna gore istatiksel olarak anlamlid@iunu go6zledik.
Diyabetik hipertansif olgularda ACE 2 aktivitesigosteren literatir c¢ainalari
sinirhdir. Yapilan bir cajmada diyabetik hipertansif sicanlarda serum aldostee
ACE aktivitesinin artifi gosterilmgti. (Mohamed vd 2010). Bu bilgi bizim
calismamizla uyumlu ve bizi destekler niteliktedir. Agai bu grupta angiotensinojen
dizeyinde K+A grubuna gore anlamli bir grtoulunmaktadir. Bu fark kontrol
hayvanlarina dgaridan apelin verilmesi sonucunda angiotensinoj&viyssinde
meydana gelen dineden kaynaklanmaktadir. Tum eaia gruplarimizda apelin

verilmesi angiotensinojeni darmustir.

Hipertansiyon+diyabet grubunda kontrole ve Kgfubuna gore kan basincinda
anlamh bir arg tespit ettik. Sonuclarimiz bu gruptaki sicanlaida basincindaki
artisin sebebi plazma ANG Il ve endotelin-1 diuzeylerkidertistan kaynaklangiini
gostermektedir. Literatur bilgilerine gore; ANG fih fizyolojik etkileri ¢azunlukla
AT-1 Uzerinden gercekjenektedir. Vazokonstriksiyon, aldosteron salinimijditiretik
hormon sentezi, sempatik aktivasyon ve bdbrek tébitlen tuz emilimi gibi etkilere
sahip olan ANG II, kan basincinin amia neden olmaktadir (Unger 2000). DOCA-tuz
hipertansif sicanlarda yapilan bir galada ET-1'in plazma diizeylerinin agfti aort ve
mesenterik arterlerinde ET-1 mRNA seviyelerin grtigosterilmgtir (Veeramani vd
2011). Yapilan cagmalarda ANG I, endotelden endotelin 1 salinimipardg gibi
(Zeng vd 2004ET-1'de sicanlarin mezenterik arterlerinden ANGsérbestlenmesini
aktive ettgi gosterilmitir (Rakugi vd 1990). Ayni zamanda ET-1, jukstaglomartle
hicrelerden renin salinimini inhibe eder ve zomangkulosa hiicrelerinden aldosteron
salinimini stimtle et bilinmektedir (Rossi ve Sacchetto 1999, Schif201).
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Calgmamizda, K grubuna gore, HT+DM grubunun plazma iapdlizeyindeki
artmanin anlamh olmagh gozlendi. Ayrica HT+DM grubunun kalp ve damar
dokusunda K grubuna gompelin ve APJ mRNA ekspresyon dizeylerinin agiimi
tespit ettik. Diyabet ve hipertansiyon giurulmws sicanlardaapelin ve APJ mRNA
ekspresyon duzeylerinin caldigl literatirdeki ilk c¢alyma olmasi nedeniyle
bulgularimizi kagilastirma olangina sahip dgiliz.

Hipertansiyon+diyabet ofturulmus sicanlara apelin verilginde, HT+DM grubuna
gore kan basincinda ve kan glikoz dizeyinde anlbmhzalma tespit edilrgtir. Ancak
apelin verilmesi HT+DM+A grubunun kan basincinikan glikoz dizeyini, K ve K+A
grubunda oldgu gibi tamamen normal sinirlara sdiimemstir. Apelin verilen
hipertansif diyabetik sicanlarda plazma ACE 2 dirmski artg kontrole gére anlaml
degilken, K+A grubuna gore istatiksel olarak anlamldugu gorildil. intraperitonel
apelin verilmesinin plazma ACE 2 Uzerine etkisindstgren literatirde cama
bulunmamaktadir. Ayni sican grubunda ANG Il ve ETBdviyesi kontrollere goére
anlamh dgilken, HT+DM grubuna gére anlamli olarak azgldi gorduk. Yine K,
K+A ve HT+DM grubuna gore, HT+DM+A grubunda plazmengiotensinojen
dizeyindeki azalma istatiksel olarak anlaml @glagorildi. Bizim bulgularimiza gore
HT+DM sicanlara apelin verilmesi kan basincingidinektedir. Kan basincindaki bu
disUsiin nedeni apelin verilmeyen HT+DM sicanlara goére druptaki sicanlarin

ANGII, angiotensinojen ve endotelin-1 dizeylerimdeydana gelen azalma olabilir.

Calsmamizda, HT+DM+A grubunun plazma apelin dizeyindeAKgrubuna goére
anlamh bir azalma g6zlenirken, K ve HT+DM gruptai gére anlamli bir fark
bulunmadi. Bunun yaninda K+A grubuna gore HT+DM-+Ailnun kalp dokusunda
apelin mRNA ekspresyonu artarkeAPJ mRNA ekspresyonunun azaidi damar
dokusunda isapelin ve APJ mRNA ekspresyon dizeylerinin azgjohi tespit ettik.
Bunun yaninda HT+DM grubuna gére HT+DM+A grubunddpkve damar dokusunda
hem apelin hem deAPJ mRNA ekspresyon dizeyleri azaktm. Bizim calsmamiz
buna yonelik literatiirde yapilmilk ¢calismadir. Kosmala ve ark. tarafindan yapilan
calismada, esansiyel hipertansiyonlu hastalardasduotdaki apelin seviyesinin azagl
gosterilmitir ve bu plazma apelinin azalmasi sol ventrikistaik ve diyastolik
fonksiyon bozuklgundan kaynaklanabilegebildirilmi stir (Komsala vd 2011). Ayrica

hipertansiyon olgturulmus hayvan modellerinde, miyokardiyal ve vaskiler dakia



88

apelin ve APJ ekspresyonunun ve plazma apelin seviyelerinindagmabosterilmgtir
(Zzhang vd 2006). Zhong ve ark. tarafindan yapilancllismada, spontan hipertansif
sicanlarin aort ve kalp dokusund#&J ve apelin mMRNA ekspresyonunun azaidive
AT1 mRNA ve protein ekspresyonunun attgosterilmgtir. Bu sicanlarda apelin-APJ
ekspresyon yoklgunda AT1 reseptor seviyesi ve kan basincindg gdrilmektedir
(Zhong vd 2005). Diyabetik db/db fareler Gzeringgyan bir cakmada, bu farelerin
aort dokusundaapelin, APJmRNA ve protein ekspresyonunun azgidve fareler
apelinle tedavi edilginde aort dokusunda Akt ve eNOS fosfarilasyonunuttiga
gosterilmitir. Ayrica apelin, NO sentezinin aktivasyonu sablkeb diyabetik db/db
farelerin aortunda ANG II'nin vazokonstriktor cevaki artgini azalttgl ve bozulan
endotelyal bgimli vazodilatasyonu dizenledliyapilan bu cabmada gosterilntir
(Grisk 2007). Bska bir calsmada insulin direncli yiksek ga diyetle beslenen
farelerin adipoz dokusundipelin ve APJ ekspresyonunun argti gosterilmitir. Iskelet
kasinda apelin ekspresyonu kontrol ve yukseliydiyetle beslenen farelerde ayniyken
db/db farelerde azalwgtir. APJ ekspresyonu ise hem db/db farelerde hemgi#teek
yagli diyetle beslenen farelerde azgidayni calgmada gozlenngtir (Dray vd 2010).

HT+DM+A grubumuzdaki sicanlarin kan glikoz éyz HT+DM grubuna gore
anlamh olarak azalmgiir. Yine bu grupta K ve K+A grubuna gore plazmaidiin
dizeyindeki azalma anlamli glikken, HT+DM grubuna gore azalmanin anlamli @du
goruldd. Apelinin insulin sekresyonunu inhibe @tti gosteren ¢agmalar mevcuttur.
Yapilan bir cagmada apelin eksilgi olan hayvan modellerinde instlin duyagiihin
azaldgl ve bu durum ekzojen apelin verilmesiyle duzdiiiecezi gosterilmitir. Buna
gore ekzojen apelin, artan plazma glikoz konsaptmrasnu azaltabilir. Bu etkileri
insulin direncli hayvanlarda koruyucu olabilir. Bartan glikoz alinimina Igh olan
hiicresel mekanizmalar tam olarak bilinmemektedpelin, Akt gibi instlin bgimli
yollarin fosforilasyon kompanentleri sayesinde gikalinimini arttirdyi bilinmektedir
(Sorhede vd 2005).

Calgmamizda HT+DM grubunda K grubuna gore TKA/SVA oseanlagisindan
anlamh bir fark gozlenmezken, K+A grubuna goOreaamll olarak azalgy saptandi.
Ayrica HT+DM+A grubunda kontrole goére TKA/SVA oraanlamli olarak artarken
K+A grubuna goére anlaml bir fark yoktur. Ancak &peve kalp &irligi arasindaki

iliskiyi gosteren bir literatir bilgisi olmamasi nedgai sonuclarimizi karastirma
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olangina sahip dgliz. Calismamizda apelin verilen, HT+DM+A grubunda K grubuna
gore % viucut @rlik artisindaki azalmanin anlamh olgunu go6zlemledik.
Calsmamizda dyaridan apelin verilmesi K+A ve HT+DM+A grubunda Kigbre
TKA/SVA orani artmgtir. Bu da apelinin pozitif inotropik etkisinden yeaklanan bir
durum olabilir. Daha 6nce yapilan gahalarda apelinin gicli ve uzun émdarlt pozitif
inotropik bir aktiviteye sahip oldiw bildirilmistir (Chandrasekaran vd 2008).
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6. SONUC

Sonug olarak agarmamizda:

1. Apelin verilen gruplarda kendi kontrollerine goérark basinci azalstir. Bu
sonugclara gore i.p. uygulamasinin kan basincigiirdiizgtint soyleyebiliriz.

2. Calsmamizda % VA artt kendi kontrollerine gore apelin verilen kontrol,
diyabet gruplarinda gegsmems, HT azalmg ve HT+DM artmgtir. Buna gore
degisik kosullarda apelinin girlik artisi Gzerine etkilerinin farkh olabilegi
soyleyebiliriz. Yine bu cajmada TKA/SVA orani kendi kontrollerine gore
apelin verilen K ve HT+DM artrg) HT ve DM de dgismemitir. Bunun
yaninda K’e gore apelin verilen tim gruplarda TK¥ASorani artmgtir. Buna
gore ekzojen apelin verilmesinin TKA artirici etkagddugunu soyleyebiliriz.

3. Plazma ET-1 seviyeleri kendi kontrollerine gore lapeerilen K'de artmg,
HT+DM azalmg, HT ve DM gruplarinda dgsmemgtir. Plazma ACE 2
seviyeleri kendi kontrollerine gbre apelin verilgruplarda dgismemitir.
Plazma ANG Il seviyeleri kendi kontrollerine gor@edin verilen HT+DM
grubunda azalirken gr gruplarda d&smemstir. Plazma angiotensinojen
duzeyleri kendi kontrollerine gore apelin verilerwn& HT+DM azalirken HT ve
DM gruplarinda dgismemsitir. Tam apelin gruplarinda kontrole gore
angitensinojen duzeyi azalgtir.

4. Kan glikoz ve insulin dizeyi apelin verilen K ve HI& kendi kontrollerine gore
desismezken, DM ve HT+DM durumunda azajtm. Sonuclarimiza gore
disaridan apelin verilmesinin 6zellikle diyabet durumda kan glikozunu ve
insulini azalttgini sdyleyebiliriz.

5. Apelin verilen gruplarda kendi kontrolleriyle kaestirildiginda plazma apelin
seviyeleri K ve HT grubunda artgndiger gruplarda dg@smemstir. Bu durumda
Ozellikle diyabette daridan verilen apelinin plazma apelin seviyesini
etkilemedgini soOyleyebiliriz. Plazma apelin dizeyi apelin Nmeyen HT
grubunda kontrole gore azalirkergel gruplarda dasmemitir.

6. Ayrica kalp ve damar dokusundaipelin mMRNA ekspresyonu garidan apelin
verilmesi durumunda kendi kontrollerine gore K v&+#DM grubunun kalp
dokusunda azalirken HT ve DM grubunun kalp dokuauartingtir. Yine apelin
verilen HT+DM grubunun damar dokusundgpelin mMRNA ekspresyonu

azalirken dier apelin verilen gruplarda artgtir. Apelin verilen gruplarda APJ
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reseptor ekspresyonu HT grubunun kalp dokusundakart dger gruplarda
azalmstir. Damar dokusunda ise apelin verilen K ve HTpigunda artarken
DM ve HT+DM grubunda azalrtir.

. Apelin verilmem§ HT grubunda kontrole gore kalp dokusurajzelin mRNA
ekspresyonu azalirken DM ve HT+DM grubunda agtmi Damar dokusunda
ise DM ve HT+DM grubunda artarken HT gruburageelin mRNA ekspresyonu
azalmstir. Yine apelin verilmeyen HT grubunun kalp ve dandokularinda
kontrole géreAPJmMRNA ekspresyonu azalgdiger gruplarda artrgtir.

. Bu sonuclarimiza gore hipertansiyondpelin ve APJ mRNA ekspresyon
miktari azalirken diyabette ise artmaktadir. Bufeveten dgaridan apelin
verilmesi dgisik kosullardaapelin ve APJ mRNA dlzeyleri tzerine etkilerinin

farkli olabilecgini sdyleyebiliriz
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