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SIMGE VE KISALTMALAR

: American College of Cardiology
: American Heart Association

: Alanin aminotransferaz

. Aspartat aminotransferaz

: Tetrahidrobiopterin

: Creatine Kinase (Kreatin kinaz)
: Diyastolik kan basinci

: Epitelyal sodyum kanal1

: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Fraksiyonel sodyum atilimi

: G proteinlerine bagl reseptdor-54
: Glutatyon

- Hidrojen peroksit

: Hemotoksilen eozini

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
: Kisspeptin reseptorii

. Kisspeptin

: NG-nitro-L-arjinin metil ester

: Mikroalbumintiri

: Malondialdehit
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- Nitrik oksit

- Nitrik Oksit Sentaz

: Niikleus traktus solitariusa
: Stiperoksit radikali

: Hidroksil radikali

: Ortalama arteriyel kan basincinin

: Peroksinitrit

: Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi
: Reaktif oksijen tiirleri

: Sistolik kan basinci

: Siiperoksit dismutaz



GIRIS VE AMAC

Kan basmcinin diizenlenmesi kardiyovaskiiler, bobrek, endokrin sistemler ile sinir
sistemi arasindaki etkilesimle dengelenmektedir. Uzun siire yiiksek seyreden kan basinci zaman
icinde organ hasarina neden olup, kalbe, kan damarlarina, bobreklere ve gozlere zarar
verebilmektedir (1,2).

Hipertansiyon ya da yiiksek kan basinci ortalama arter basincinin normal kabul edilen
degerin iizerinde olmasidir (3). Diinya Saglik Orgiitii'ne gdére hipertansiyon, prevalansimin
yiiksek olmasi sebebiyle, diinyada en dnde gelen 6liim nedenidir (4). Tiirkiye Istatistik Kurumu
ile Saglik Bakanhigi'min agikladign “Oliim Nedeni Istatistikleri” raporuna gore Tiirkiye'de
hipertansiyonun erkeklerde %10, kadinlarda ise %15,6 oraninda O6liim sebebi oldugu
bildirilmistir (5). Bu sayisal verilere paralel bir bigimde, Tirkiye’de Sosyal Giivenlik
Kurumu’nun 2008 yilindan bu yana en ¢ok harcama yaptigi tedavi kalemi esansiyel
hipertansiyon tedavisi olmustur. Hipertansiyon toplumda sik goriilmesi ve buna bagli olarak
yiiksek 0lim orani ile maliyeti nedeniyle 6nemli bir halk sagligi sorunudur (6). Bu sebeple
hipertansiyonu Onlemeye, tani ve tedavisinin anlagilmasina yonelik c¢alismalar devam
etmektedir.

Hipertansiyonun onlenmesi ve tedavisine yonelik arastirmalarda deneysel modeller
yaygin olarak kullanilmaktadir. Deneysel modeller i¢inde en ¢ok nitrik oksit sentaz’in (NOS)
inhibisyonuna bagli olusan hipertansiyon modeli iizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir (7). Nitrik
oksit (NO), L-arjininden NOS enzimi ile sentezlenir ve vazodilatasyona neden olarak kan
basincinin diizenlenmesine aracilik eder. NOS enziminin NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-
NAME) ile kronik olarak inhibe edilmesi glomertiler ve bobrek interstisyel hasarina neden olan

vaskiiler direng artis1 ve sistemik hipertansiyon ile sonuglandigi gosterilmistir (8).

1



NO bobrek kan akiminin diizenlemesi, glomeriiler kapiller dolagimin, bobrek sempatik
sinir aktivitesi ve tiibiiloglomeriiler geri bildirim mekanizmas1 gibi bobrek fonksiyonlarinda
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenlerden dolayi, L-NAME ile olusturulan deneysel
hipertansiyon modeli, insanlarda hipertansiyona bagli gelisen bobrek hasarini incelemek i¢in
siklikla kullanilmaktadir (9, 10).

Kisspeptinler (Kp), Kiss-1 geni tarafindan kodlanmaktadir. ilk olarak 1996 yilinda
kesfedilen Kiss-1 geni, melanoma ve goglis kanseri metastazini baskilama yetenegine sahip
olmasiyla, metastaz supressor geni olarak tamimlandi (11). Bu gen tarafindan kodlanan
proteinlerin baglandiklart reseptorleri onceleri G proteinlerine bagh reseptor-54 (GPR54)
olarak isimlendirilirken, giinimiizde Kisspeptin reseptorii (Kisslr) olarak adlandirilmaktadir.
Kisspeptinin ve reseptorlerinin su, elektrolit ve H* iyonlarinin tiibiiler tasmmasi gibi renal
tiibiiler fonksiyonda 6nemli bir rol oynadigi ile ilgili ¢alismalar rapor edilmektedir (12).
Serumda gebelik disinda kisspeptin diizeyinin oldukea diisiik oldugu bildirilmektedir. Yapilan
caligmalara gore hipertansif ve preeklamsili gebelerde kisspeptin diizeyleri azaldigi
bildirilmistir (13). Ancak siganlarda hipertansiyon modelinde kisspeptinin tedavi edici
etkilerinin incelendigi ¢alismalara, yaptigimiz arastirmalara gore literatiirde rastlanmamustir.
Mevcut calismamizda L-NAME ile deneysel hipertansiyon modeli olusturarak; hem
kisspeptinin diizeylerinin nasil bir degisim gosterdigini hem de kisspeptinin tedavi etkinligini
arastirmay1 amagladik. Bu amac¢ dogrultusunda kisspeptinin kan basinci, bobrek fonksiyonlari,
bobrekteki histopatolojik degisiklikleri, oksidatif stres ve NO mekanizmasi iizerindeki

etkilerini inceledik.



GENEL BIiLGILER

KAN BASINCI

Kanin damar ¢eperinin herhangi bir birim alanina uyguladigi basing kan basinci olarak
tanimlanmaktadir. Kan kalpten pompalandiginda atardamar duvarinda olusan en yiiksek basing
sistolik kan basincini, dinlenim durumunda olusan en diisiik basing ise diyastolik kan basincinm
meydana getirir. Kan basincinin uzun siireli yiiksek olmasi kalp, bobrek, goz ve kan

damarlarininda ig¢inde oldugu birgok organda hasara neden olmaktadir (1, 2).

KAN BASINCININ DUZENLENMESI

Kan basincinin diizenlenmesi kalp damar, bobrek, sinir ve endokrin sistemler arasindaki
etkilesimlerle dengelenmektedir. Kan basinci kisa ve uzun vadeli kontrol, periferik ve merkezi
sinir sistemi mekanizmalari, hiimoral kontrol ve damarlara bagl faktorler olmak tizere birgok
parametrenin  birlikte caligmasiyla diizenlenmektedir. Bu mekanizmalar iic grupta
siniflandirilabilir;

1-) Kusa stireli ve hizli olarak etki gosteren mekanizmalar (Saniyeler veya dakikalar)

2-) Orta siireli etki gosteren mekanizmalar ( Dakika veya saatler )

3-) Uzun siireli etki gosteren mekanizmalar ( Giinler, aylar ve yillar )

(1, 14).

Kisa siireli ve hizli olarak etki gosteren kan basinci kontrol mekanizmalari baroreseptor
ve kemoreseptér mekanizmalarini igermektedir. Karotid siniis ve aort yaymin arter duvarina
yerlesen baroreseptorler sinir sonlanmalaridir. Basincin artmasi ile baroreseptorler gerilerek

uyarilirlar ve yiiksek frekansta uyar1 gonderirler. Olusan uyarilar santral sinir sistemine taginir,



geribildirim ile otonom sinir sistemi yardimiyla dolasim sistemine gonderilir. Sonugta arter
basinct normal sinirlara iner (1, 15).

Kemoreseptorler arteryel kandaki PCO2’in yiiksek, pH’1n ya da PO2’nin diisiik oldugu
durumlarda ve ayrica aortik ile karotid cisimlere ulasan kan akimi azaldigi durumlarda
uyarilirlar. Bu durumlarda kemoreseptorler niikleus traktus solitariusa (NTS) daha fazla uyari
gonderirler. NTS’ye giden uyarilar giiglii bir periferal vazokonstriksiyon saglayarak arter
basincini artirirlar. Kemoreseptor refleksler kan basincinin azaldigi durumlarda basincin
azalmasimi engelleyici rol iistlenirler (16).

Orta siirede ve uzun siirede etki eden mekanizmalar ise renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemidir (RAAS).

RENIN-ANJIYOTENSIN-ALDOSTERON SiSTEMI

Kan basincinin ve sivi-elektrolit dengesinin kontroliinde bobregin 6nemli bir rolii vardir.
Bobrekler su ve sodyum geri emilimini diizenler. Bu sebeple bobrek fonksiyon bozuklugu
viicutta su ve sodyum tutulmasina yol acar ve yiiksek kan basincina yani hipertansiyona neden
olur. Aym1 zamanda bobrek Onemli bir endokrin organdir. Bobrekler renin anjiotensin
aldosteron sisteminin 6nemli bileseni olan renini salgilayarak kan basincini diizenlenmesinde
rol oynarlar (17).

Renin protein yapisinda kiiciik bir enzim olup kan basinci azaldiginda bobreklerden
salinir. Reninin inaktif formu olan prorenin bobreklerin jukstaglomeriiller hiicrelerinde (JG
hiicreler) sentezlenir ve depolanir. Glomertillerin hemen proksimalindeki afferent arteriyollelin
duvarinda bulunan JG hiicreler farklilasmis diiz kas hiicreleridir. Kan basincinin diismesi JG
hiicrelerde ¢ok miktarda prorenin molekiiliiniin parcalanmasina ve renin salinmasina yol agar.
Reninin bir kismi1 kan dolagimina girerek tiim viicuda yayilirken, kalan kismi1 da lokal s1v1 iginde
kalarak bobrek ici fonksiyonlarda gérev alir.

Vazoaktif bir madde olmayip kendisi enzim olan renin, plazma proteini olup globulin
yapisindaki renin substrati (veya anjiyotensinojen) iizerine enzimatik bir etki ile 10 amino
asitlik peptit yapisindaki anjiyotensin I’in olugmasina neden olur. Orta derecede
vazokonstriktor Ozelliklere sahip olan anjiyotensin | tek basma dolasim iginde anlamli
degisiklikler yapmaya yeterli degildir. Yaklasik 30 dakika kadar dolasimda bulunan renin
anjiyotensin I olusturmaya devam eder. Olusan anjiyotensin I, birka¢ saniye sonra iki amino
asidini kaybederek 8 amino asitli bir peptit olan anjiyotensin Il haline doniisiir. Bu doniisiim

akciger damarlariin endotelinde bulunan konverting adli bir enzim tarafindan katalizlenir.



Anjiyotensin II oldukga giiclii bir vazokonstriktdr etkiye sahiptir ve dolasim disinda da etkileri
bulunmaktadir (1, 18).

Anjiyotensin Il, sodyum/hidrojen degistirici 3, elektrojenik sodyum bikarbonat
kotransporter 1 ve Na*/ K*-ATPaz aktivitesini artirarak proksimal tiibiil i¢inde sodyum geri
emilimini artirir. Ayn1 zamanda aldosteron sentezini ve adrenal glomerulosadan salinimini
uyarir. Anjiyotensin Il endotel disfonksiyonu ile iligkilidir ve biiylik oranda oksidatif stresin
aracilik ettigi renal, kardiyak ve vaskiiler hasara yol agan pro-fibrotik ve pro-inflamatuar
etkilere sahiptir. Anjiyotensin Il, bu mekanizmalar yoluyla hipertansiyonda hedef organ
hasarinin gelismesi ile yakindan iligkilidir (19). Anjiyotensin II dolasimda birka¢ dakika
kaldiktan sonra degisik dokularda ve kanda bulunan anjiyotensinazlar tarafindan inaktive edilir
(20).

Anjiyotensin II’nin kan basincinin yiikselmesini su mekanizmalar ile saglamaktadir:

1. Anjiyotensin II dolasimda kaldig1 silire icinde damarlarda hizli bir sekilde
vazokonstriksiyonu saglar ve kan basicini artirir. Arteriollerde vazokonstriiksiyon daha giiglii
iken venlerde daha az oranda olusur. Arteriyollerin kasilmasi periferik direnci artirarak kan
basmcint artirir. Venlerde meydana gelen orta dereceli kasilma ile kalbe vendz doniis artar bu
da kalbin artan kan basincina kars1 pompalama giiciinii artirir.

2. Anjiyotensin II direkt olarak bobrekler iistiinde etki gosterip su ve sodyum atilimini
azaltarak bobreklerde su ve sodyum tutulmasini saglar. Sonunda ekstraseliiler sivi hacmi yavas
sekilde artar, bu da gilinler i¢inde kan basincinin yiikselmesine neden olur. Bu ekstraseliiler sivi
hacmi mekanizmalarina bagl olarak gelisen uzun siireli etki, akut vazokonstriiktor etkiden daha
gicliidiir.

3. Anjiyotensin II bobrek iistli bezlerinden aldosteron salgilanmasini saglayarak bobrek

tiibiillerinden su ve tuz geri emilimini saglar (21).

ALDOSTERONUN KAN BASINCININ DUZENLENMESINDEK{ ROLU

Aldosteron sekresyonunun en gii¢lii diizenleyicilerinden biri anjiotensin II’dir.
Anjiyotensin II bobrek iistii bezlerinden aldosteron salgilanmasina saglar ve bdbrek
tiibiillerinden su ve sodyum geri emilimini saglar. Bu sebeple renin-anjiyotensin sistemi aktive
oldugunda aldosteron salgilanma hizi da es zamanl olarak artar. Aldosteronun en onemli
fonksiyonlarindan biri, bobrek tiibiillerinden sodyum geri emilimini anlamli olarak artirarak
ekstraseliiler sodyum miktarini artirmasidir. Suyun tutulmasi ile birlikte ekstraseliiler stvi hacmi

artmakta ve uzun déonemde kan basincinin artisina yol agmaktadir (1).



Aldosteron hipertansiyonda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Mineralokortikoid reseptoriine
baglanarak, yaygin olarak epitelyal sodyum kanali (ENaC) olarak bilinen amilorite duyarl
sodyum kanalinin aktivasyonunu igerir ve toplayici kanallardaki esas hiicrelerde sodyum geri
emiliminin uyarilmasina neden olur. Aldosteron ayrica endotel disfonksiyonu,
vazokonstriiksiyon ve hipertansiyona katkida bulunan birgok nonepitelyal etkiye sahiptir.
Bunlar vaskiiler diiz kas hiicresi proliferasyonu, vaskiiler hiicre dis1 matriks birikimi, vaskiiler
yeniden bigimlenme, fibroz ve artan oksidatif stresi igerir (22, 23).

Kan basincinin artmasinda sodyum emilimindeki artis su alimindaki artisa oranla daha
etkilidir. Bunun nedeni suyun emilir emilmez bdbreklerden kolaylikla atilabilmesi ancak
sodyum ayni kolaylikta atilamamasidir. Viicutta sodyum biriktik¢e dolayli sekilde iki temel yol
ile ekstraseliiler s1viy1 arttirmaktadir;

1. Viicutta sodyum miktar1 arttiginda viicut sivilarinin osmolalitesi artar ve susama
merkezini uyarir. Bu durum ekstraseliller sodyum konsantrasyonunu normal seviyelere
diisiirmek i¢in kisinin fazla miktarda su igmesine neden olmaktadir. Boylece ekstraseliiler sivi
hacmi artmaktadir.

2. Meydana gelen ekstraseliiler s1vi osmolalitesindeki artis hipotalamik- arka hipofizer
salgl mekanizmasini da uyarir ve antidiiiretik hormon salinimini arttirir. Antiditiretik hormon
idrarla birlikte atilmadan once bobrek tiibiiler sivisindan yiiksek miktarlarda suyun geri

emilimine neden olur. Sonugta idrar miktar1 azalirken ekstraseliiler sivi hacmi artar (1).

HIPERTANSIYON

Hipertansiyon ya da yiiksek kan basinci ortalama arter kan basincinin normal kabul
edilen seviyenin iizerinde olmasi demektir. (1). Ofiste 6lgiilen kan basinci hipertansiyon tani,
tedavi ve izleminde halen altin standart Sl¢lim yontemidir. Yetiskinlerde hipertansiyonun
saptanmasi ve degerlendirilmesi i¢in kan basinci seviyeleri Tablo 1°de gosterildigi gibi 2017
American College of Cardiology (ACC)/American Heart Association (AHA) kilavuzuna gore
smiflandirilmistir (24).

Hipertansiyon, toplumda sik goriilmesi ve ciddi komplikasyonlara yol agmasi nedeniyle
onemli bir halk sagligi sorunudur. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde son yillarda ilag
tedavisinde saglanan 6nemli gelismelere ragmen hipertansiyon 6nemli saglik sorunlarindan biri
olmaya devam etmektedir. Cok sayida c¢alisma kardiyovaskiiler mortalitenin sistolik ve

diyastolik kan basinciyla siirekli bir iliski i¢cinde oldugunu gostermistir (2).



Tablo 1. Kan basinci degerlerinin siniflandirilmasi

Kan Basina Seviyeleri 2017 ACC/AHA Smiflandirma Klavuzu
Sistolik (mm Hg) Diyastolik (mm Hg) Kategori
<120 ve <80 Normal kan basinci
120-129 ve <80 Yiikselmis kan basinci
130-139 veya 80-89 Evre 1 hipertansiyon
> 140 veya >90 Evre 2 hipertansiyon
Epidemiyoloji

Ulkemizde hipertansiyon olduk¢a yaygmn goriilen bir sorundur. Tiirkiye’de
eriskinlerdeki hipertansiyon prevalansi, farkindaligi, tedavisi ile bunlar etkileyen faktorleri
belirlemek i¢in, ayrica 2003 yilinda yapilan ¢alisma sonuglart ile karsilagtirmak amaciyla 2012
yilinda 2. bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada hipertansiyon ve tedavisi ile iliskili tilkemizdeki
gelismeler belirlenmistir. 12 bolgede, yas grubu ve cinsiyet tabakalarinda 6rneklem ile ¢alisma
yapilmustir. Hipertansiyon prevalansi 18 yas {izeri tiim niifusta %30,3, kadinlarda %32,3 ve
erkeklerde %28,4’dir. Hipertansiyonun 18-29 yas grubunda %5,0, 30-39 yas grubunda %11,5,
40-49 yas grubunda %29,7, 50-59 yas grubunda %53,6, 60-69 yas grubunda %85,2 ve 80 yas
ve tizerinde %76,3 olarak saptanmistir. Normotansif olanlarin ortalama beden kitle indeksleri
26,2, hipertansiflerde ise 30,1°dir. Artan beden kitle indeksi hipertansiyon sikligin1 da
artirmaktadir. Antihipertansif ila¢ kullanma %47,4, kadinlarda %59,7 ve erkeklerde %33,5dir
(3).

Ulkemizde hipertansif kisilerdeki bobrek hasarina iliskin degerlendirmelerde, yaklagik
%6’sinda kronik bobrek hastaligi, %27’ sinde ise mikroalbuminiiri oldugu rapor edilmektedir.
Bobrek hastaligi ve diyabeti bilinenler diglandiginda, yalniz hipertansiyonu olan kisilerin %
9’unda mikroalbuminiiri goriildiigi bildirilmektedir. Bu sonuglar hipertansiyonun iilkemizde
yaygin bir sorun oldugunu ve bu sorunun farkinda olmadigimizi ve yeterince tedavi
edilmedigini goéstermektedir. Onlenebilir bir sorun olmas: bilinciyle hipertansiyonun
azaltilmasi i¢in bebeklik doneminden itibaren yasam stili degistirilmelidir. Hipertansiyonla
iligkili kardiyovaskiiler ve bobrek hasari ile diger hastalik risklerinin azaltilmasi da, topluma
getirecegi sosyoekonomik yiik agisindan hipertansiyonun {izerinde 6nemle durulmasi gereken

sorunlardan biri oldugunu gosterir (25).



Etyopatogenez

Kan basmcini belirleyen ve birbiriyle etkilesim iginde olan bircok faktdr olmasi
nedeniyle hipertansiyondan sorumlu tek bir etiyoloji ya da patofizyolojik mekanizma yoktur.
Bu nedenle hipertansiyonun patogenezi multifaktoriyeldir. Hipertansiyon patogenezinde
genetik faktorler, cevresel faktorler, sempatik sinir sistemi, RAAS, sodyum atilimi

bozukluklari, insiilin direnci ile intraseliiler sodyum ve kalsiyum rol oynar (26).

Etyolojisi

Hipertansiyon olusum mekanizmasina gore esansiyel (primer, idyopatik, birincil) ve
ikincil (sekonder) hipertansiyon olarak smiflandirilmaktadir. Olgularin yaklasik %95’ini
birincil hipertansiyon, %5’lik boliimiinii ise ikincil hipertansiyon olusturmaktadir. Esansiyel
hipertansiyon tanimi kisaca hipertansiyonun bilinmeyen nedenlerle ortaya c¢iktigini
belirtmektedir ve hastalarin ¢ogunda giiclii bir kalitsal yatkinlik bulunmaktadir. Esansiyel
hipertansiyonda; yas, genetik, sigara ve alkol alimi, serum kolesterolii, glukoz intoleransi ve
obezite 6nemli rol oynayan faktorlerdir (1, 27).

Ikincil hipertansiyon tanimlanabilir ve siklikla da tedavi edilebilir bir nedeni olan kan
basinci yiikselmesidir. Renovaskiiler hipertansiyon erigkinlerde gézlenen ikincil hipertansiyon
vakalarinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Renovaskiiler hipertansiyonda bir veya her iki
ana renal arterin veya dallarinin tikanmasina bagli olarak kan basinci yiikselir. Renovaskiiler
hipertansiyonun en sik goriilen nedeni, ana renal arterin ateroskleroza bagli stenozudur, geriye
kalan olgularin ¢ogu fibromuskiiler displazidir. Bunlarmn ilki daha cok ileri yas erkeklerde,

digeri ise 6zellikle geng kadinlarda goriiliir (28).

DENEYSEL HIPERTANSIYON MODELLERI

Hipertansiyon etiyolojisi tam olarak bilinmeyen pek ¢ok genetik ve ¢evresel faktoriin kompleks
etkilesiminden dogan multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Patogenezinde
birgok faktoriin etkin olmasi nedeniyle farkli hipertansiyon modelleri tizerinde arastirmalar
yapilmaktadir (29). Hipertansiyon arastirmalarinda kullanilacak ideal hayvan modeli
insandakine benzer 6zelliklere sahip olmalidir. Ayrica bir¢ok arastirmaci;

v" Maruz kalma siiresinde ve dozunda,

v Hayvan tiirlerinde ve cinsiyetlerinde,

v Maruziyet baglangicinda,



v' Hayvanlarin yaslarinda ve kan basinci monitdrizasyonunda kullanilan yontemlerde
caligmalar arasinda biiylik farkliliklar oldugunu bildirmistir (30). Hipertansiyon

modelleri 4 ana baslik altinda toplanmaktadir.

Genetik Hipertansiyon Modeli

Genetik hipertansiyon sican modelleri; spontan hipertansif sican modeli, dahl tuza
duyarli sigan modeli, transgenik hipertansiyon modeli, borderline (sinirda) hipertansif sigan
modelini icermektedir (31-33).

Renal Hipertensiyon Modeli
Renal hipertensiyon modelleri renovaskiilar hipertensiyon modeli ve renoprival

hipertensiyon modelini icermektedir (34).

Endokrin Hipertansiyon Modeli
Endokrin hipertansiyon modelleri icerisinde tuz ve mineralokortikoidler modeli,
psikososyal ve c¢evresel kaynakli hipertansiyon modeli, nérojenik hipertansiyon modeli,

Anjiotensin II kaynakli hipertansiyon modeli ile olusan hipertansiyon modellerini igermektedir
(35, 36) .

Nitrik Oksit Sentazin Kronik Inhibisyonuyla Meydana Gelen Hipertansiyon

Nitrik oksit tonik vazodilatator etkisi sayesinde sistemik vaskiiler direnci diizenlemede
onemli bir rol oynamaktadir. Bu model NO sentezini saglayan NOS inhibisyonu ile olusturulur
(37). NOS inhibitorii olarak N(w)-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), N(w)-monometil-L-
arjinin (LNMMA), N-iminoetil-ornitin (L-NIO) kullanilmaktadir. NO sentaz inhibitorii olan
L-NAME’nin kronik oral uygulamasi glomeriiloskleroz, glomeriiler iskemi ve interstisyel
infiltrasyonla karakterize bobrek hasarinin eslik ettigi vaskiiler dirence bagl hipertansiyona
neden olur. Bu hipertansiyon, periferal vazokonstriiksiyon ve bunu takip eden periferal vaskiiler
direngle iligkilidir. NOS inhibitoriiniin kronik uygulamasi sirasinda kardiyak ¢iktinin azaldigini
gosteren kanitlar mevcuttur. Biancardi ve ark. hipertansiyonun baslamasinda ve
devamliliginda, L-NAME’e yanit olarak gelisen ve sempatik tonus ile saglanan
vazokonstriiksiyonun 6nemli bir rol oynadigimi gostermislerdir (38). Benzer kan basinci
seviyeleri olan diger modellerle karsilastirildiginda, bu modelde kalp anomalileri goéreceli

olarak daha azdir. L-NAME’nin neden oldugu basing artis1 sol ventrikiilde ventrikiil kiitlesinde



artis olmaksizin, duvar kalinligr ile iligkili ventrikiil hacminin azalmasina yol agar. Bu model

insanlarda gelisen esansiyel hipertansiyon ile benzerlik gostermektedir (39).

OKSIDATIF STRES VE HIPERTANSIYON

Genel olarak oksidatif veya oksidan stres terimi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
antioksidan savunmalarin {iretimi arasindaki dengesizligi ifade eder. Bu DNA, proteinler ve
lipitler de dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel bilesenlere zarar verebilen ROS'un seviyelerinde
bir artisa yol acabilir. Mitokondri igindeki ROS iiretiminin lokalize degisimleri enerji
homeostazisini etkileyebilirken, niikleusta lokalize ROS iiretimi transkripsiyonel olaylart ve
epigenetik kontrolii etkileyebilir (40).

Reaktif oksijen tiirlerinin hipertansiyon patofizyolojisinde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. ROS normal hiicre fonksiyonu igin gerekli olmasina ragmen kronik
hipertansiyonun gelisiminde ve beyin, bobrek ve kan damarlarindaki patolojik hasarin
olugmasinda da 6nemli rol oynar. ROS, bir molekiiliin, bir alict molekiile transfer edilen bir
elektronun ayrilmasiyla indirgendigi oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari tarafindan
olusturulur. ROS 2 ana gruba ayrilabilir: serbest radikaller ve nonradikal tiirevler. Serbest
radikaller dis yoriingesinde eslesmeyen bir elektrona sahiptir, bu da onlar1 oldukea reaktif kilar.
Bunlar siiperoksit (02°), hidroksil radikali (OH"), lipit peroksi-radikalleri (LOO") ve alkoksi-
radikalleri (LO") igerir. Nitrik oksit ayn1 zamanda bir serbest radikaldir ve ¢ogu zaman reaktif
bir azot tiirii olarak adlandirilir. Radikal olmayan ROS hidrojen peroksit (H20.), peroksinitrit
(ONOO"), hipokloroz asit (HOCT) ve reaktif karbonillerdir. Bunlar eslenmemis elektronlara
sahip degildirler ve daha uzun bir yar1 omiir ile daha stabildirler fakat giiclii oksitleyici

ozelliklere sahiptirler (40).

REAKTIF OKSIJEN TURLERININ FIZYOLOJIK ROLU

Aslinda ROS hiicresel metabolizmanin toksik yan iirlinleri olarak kabul edilmesine
ragmen; ¢ogalma, farklilasma, yaslanma, konak savunmasi ve onarim siirecleri de dahil olmak
tizere normal hiicre fonksiyonu i¢in kritik olan sinyal rollerine de sahiptir. Son ¢alismalar H202
de dahil olmak {iizere ROS'un, yaslanma siirecinden korunma ve korunma sinyalleri
verebilecegini gostermektedir (41). Dogustan gelen bagisikligin bir pargasi olarak, ROS sadece
fagositlerdeki solunum patlamalar1 yoluyla konak savunmasina katkida bulunmaz, ayni
zamanda enflamatuar hiicrelerin kemotaksisini enfeksiyon veya yaralanma bolgelerine bildirir.
Bununla ilgili olarak ROS, matriks metalloproteinazlarin (MMPler) ekspresyonunu

indiikleyerek doku onarimina ve yeniden yapilanmaya da katilir (42). Normal hiicre fonksiyonu
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icin hayati olan bu yanitlar, hastalik durumlarinda abartili hale gelir ve patolojik siiregleri
destekler.

Serbest oksijen radikallerinin lipidler ile reaksiyona girmesi sonucu ¢esitli peroksitler,
aldehitler, alkoller gibi iirlinlerin agiga ¢iktig1 reaksiyonlara lipit peroksidasyonu denir. Spontan
olarak zincir reaksiyonu seklinde baglayan lipit peroksidasyonu en yaygin olarak bilinen
biyolojik serbest radikal reaksiyonudur. Lipit peroksidasyonun son iiriinii olan ve yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiobarbiitirik asitle 6l¢iilebilen malondialdehit (MDA) olusur. MDA, enzim
aktivitelerinde degisiklige yol agabilir ve membranlardan kolayca gecerek DNA yapisindaki
nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir. Bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik etkileri
vardir (43). MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir.
Fakat lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi korelasyon gosterdigi igin lipit hasarinin bir

belirteci ve hiicresel hasarin derecesinin 6lgiimiinde kullanilir (44).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidan hasari engellemek ve
detoksifikasyonu saglamak {izere viicutta gorevli savunma mekanizmasina antioksidan
savunma sistemi veya antioksidanlar denir. Antioksidanlar endojen kaynakli ve ekzojen
kaynakli antioksidanlar seklinde siiflandirilir. Endojen kaynakli antioksidanlar ise enzimsel
olanlar ve enzimsel olmayanlar olarak ikiye ayrilir. Enzimatik yapisinda olan antioksidanlar;
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzimlerdir. Enzimatik
olmayanlar ise glutatyon (GSH), askorbik asit, melatonin, iirat, tokoferol,  karoten, sistein,
seruloplazmin, transferrin ve albiimindir. Ekzojen antioksidanlara ise folik asit, oksiptirinol gibi
ksantin oksidaz inhibitorleri, soya fasiilyesi inhibitorleri, NAPDH oksidaz inhibitdrleri,

rekombinant siiperoksit dismutaz ve trolox-C 6rnek verilebilir (45).

NITRIK OKSIT

Nitrik oksitin, vaskiiler tonusun modiilasyonunu igeren kardiyovaskiiler fonksiyon
tizerinde, kan basinci, sempatik etki, bobrek renin salimi ve bobrek sodyum atilimi dahil olmak
tizere bircok fonksiyonu vardir. NOS enzimleri, memeli hiicrelerinde endojen NO
kaynaklaridir. Onemli bir kofaktér olan tetrahidrobiopterin (BH4) veya substrat L-arjinin
olmadiginda NOS enzimleri ayrilmazlar ve NO yerine Oz {retirler. Bu duruma NOS
kenetsizlenmesi denir. NOS kenetsizlenmesi hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet gibi
hastaliklarda ve iskemi/reperflizyon hasarindan sonra ROS kaynagi olarak belgelenmistir. Bu

hastaliklarin bircogunda BH4'lin oral destegi NOS'un kenetsizlenmesini tersine cevirir ve
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endotel fonksiyonunu iyilestirir. Onemli olarak oral BH4’iin hayvanlarda, anjiyotensin II ve
tuzla uyarilan hipertansiyonda, kan basincinin yiikselmesini engelledigi ve hipertansiyonu olan
insanlarda kan basincini diisiirdiigii gdsterilmistir (46). Inflamatuar monositler ile NO'nun asir1
iretimi ile NOS'un endotelyal hiicre izoformunun kenetsizlenmesi arasinda karsilikli bir
etkilesim oldugu bildirilmektedir (47). Buna ilaveten, BH4'lin uygulanmasi, endotel
disfonksiyonunun, vaskiiler inflamasyonun ve bozulmus kan akimi tarafindan indiiklenen
aterosklerozun gelismesini de Onledigi rapor edilmistir (48). NOS'un kenetsizlenmesinin
baslica nedeni tetrahidrobiopterinin peroksinitrit gibi oksidanlarla oksitlenmesidir. Ilging bir
sekilde NADPH oksidaz tarafindan iiretilen ROS bu islemde rol oynar ve NADPH oksidazi
olmayan fareler, hipertansiyon durumunda tetrahidrobiopterin oksidasyonuna karsi korunurlar
(49).

KIiSSPEPTIN

Kisspeptinler (Kp), Kiss-1 geni tarafindan kodlanan gen iiriinleridir. ilk olarak 1996
yilinda kesfedilen Kiss-1 geni, melanoma ve gogiis kanseri metastazini baskilama yetenegine
sahip olmasiyla, metastaz supressor geni olarak tanimlanmistir (11). Kiss-1 gen bolgesi
Pensilvanya Hershey’de kesfedildigi i¢cin bu kentin iinlii bir ¢ikolata markas1 olan “Kiss’’ten
‘Ki’ 6n ekini, “supresor sekansi” anlamini tagiyan “SS” harflerini alarak “’Kiss-1"" gen adi
verilmistir (50). Bu gen tarafindan kodlanan proteinlerin baglandiklari reseptorler 6nceleri G
proteinlerine baglh reseptor-54 (GPR54) olarak ifade edilirken, giintimiizde kisspeptin reseptorii
(Kisslr) olarak tanimlanmaktadirlar (51, 52). Kisspeptin biiyiik bir peptid grubu olan RF
amidlerinin bir {iyesidir. RF amidleri lireme, beslenme, kan basinci regiilasyonu ve agri
modiilasyonunda (en ¢ok iireme ve enerji dengesi gibi) genis rollere sahiptirler (24).

Aktif peptid Ozelligindeki en biiyiik kisspeptin formu Kp-54, kanser ile ilgili
caligmalarda metastazi baskilamasindan dolayr metastin olarak da adlandirilmistir (53). En
kiiciik Kisspeptin formu olan Kp-10 reseptor aktivasyonu igin yeterli C-terminal amino asit
uzunluguna sahiptir. Bu amino asit yapisinin diger kisspeptin formlarinin hepsinde ortak olarak
bulundugu belirtilmektedir. Bu nedenle Kisspeptin 10, 13, 14, 54 formlarinin reseptore

baglanma ve hiicre igi aktiviteleri benzerdir (54, 55).
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Sekil 1. Kisspeptin Formlarimin Isimleri (56)

Gottsch ve ark. 2004 yilinda Kiss-1 mRNA’larinin, beynin GnRH salinimimi kontrol
eden Arc niikleus, periventrikiiler niikleus (PeN) ve anteroventralperiventrikiiler niikleus
(AVPV) bolgelerinde eksprese edildigini gostermislerdir (57). Hipotalamustaki GnRH
noronlarinda bulunan Kissl reseptorlerine kisspeptinlerin baglanmalari ile meydana gelen
sinyaller medyan eminenslerden portal hipofizyel dolagima girerek GnRH salinmasin1 saglar.
Salinan GnRH hipofizden gonadotropinlerin (FSH, LH) salinimin1 gergeklestirir (58).

Kisspeptin reseptdriiniin tahribati sonucunda normal cinsiyet gelisimi ger¢eklesemez.
GnRH néronlarindan GnRH normal diizeylerde sentez edilse dahi LH/FSH saliniminin
gerceklesmedigi bildirilmistir. Ayrica hipofiz gonadotropik hiicrelere disaridan verilen GnRH’a
kars1 yanitsiz kaldigi vurgulanmaktadir (59). Kiss-1, Kisspeptin ve Kisslr sisteminin hipofiz ve
gonadal eksen tizerindeki merkezi etkilerinin yaninda, kardiyovaskiiler kontrol, kanser bilimi,
plasenta da ve enerji metabolizmasi alanlarinda da etkilerinin oldugu belirtilmektedir (60-62).
Kisspeptin-10’un siganlara doza bagiml sekilde intravendz verilmesiyle in vitro ve in vivo
insiilin seviyesinin artmasina yol agtigi, Kisspeptin-13’iin ise bazal insiilin seviyelerini
degistirmedigi tespit edilmistir (48, 63). Kisspeptinin merkezi sinir sistemi ile birlikte testis,
ovaryum, bagirsaklar, pankreas, karaciger, kalp, akcigerler, kas, bobrekler ve plasentada
sentezlendigi gosterilmistir (64).

Kisspeptinin ve reseptorlerinin bobrek fonksiyonunda énemli bir rol oynadig ile ilgili
ilk kanit Shoji ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada gosterilmistir. Kisspeptin su, elektrolit ve H*
iyonlarinin tiibiiler tasinmasi gibi renal tiibiiler fonksiyonda biyolojik rollerinin olabilecegi
bildirilmektedir. Bu bulgular, kisspeptinlerin ve reseptorlerinin bobrek fonksiyonunun lokal
diizenlemesinde ve kronik bobrek yetmezligi patofizyolojisi ile iligkili olabilecegi yoniindeki

ihtimalleri artirmaktadir (12).
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Son zamanlarda kisspeptin ailesinin {yelerinin de vazoaktif aktiviteye sahip
olabilecekleri ileri siiriilmiistiir. KP-10, insan umbilikal ven endotel hiicrelerinin gogiinii ve
daha sonra vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) sinyalizasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (61).

Intrauterin gelisme geriligi ve preeklampsi olan kadinlarda dolasimdaki kisspeptin
diizeyleri azalmakta ve diisik maternal diizeyler erken dogum riski ve diislik ile
iliskilendirilmektedir. Bu nedenle, fonksiyonel plasental dokunun bir endokrin markeri olan
kisspeptin ciddi obstetrik komplikasyonlarla iliskili olabilir (65).

Serumda gebelik disinda kisspeptin diizeyinin oldukga diisiik oldugu bildirilmektedir.
Kisspeptin reseptorlerinin fetal adrenal bezin neokorteksinde yiiksek oranda eksprese oldugu
bildirilmistir. Bu sonuglar, fetal adrenalinin, gebelik sirasinda goriilen yiiksek diizeydeki
metastin i¢in bir hedefi temsil edebilecegini gostermektedir (66).

Yapilan son c¢aligmalar kisspeptinin kan basinci {iizerine etkisinin olabilecegi
yoniindedir. Ancak kisspeptinin kan basinci iizerine olan etkisini in vivo olarak arastiran

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen 290-320 g agirliginda erkek Sprague-Dawley cinsi siganlar
kullanildi. Standart laboratuvar kosullarinda (22 = 1 'C ve 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda)
tutulan bu siganlara yem ve su ad libitum olarak verildi. Calisma i¢in Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Ek-1) onay alindu.

Tiim hayvanlar randomize olarak, her grupta 10 sican olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Deneye baglamadan Once tiim gruplardaki siganlarin kan basinci 6l¢iimleri yapildi.

1. Kontrol (K): Siganlara intravendz fizyolojik serum enjeksiyonundan 1 hafta sonra
yani ¢alismamizin 2. haftasindan itibaren deri alt1 yerlestirilen ozmotik mini pompalarla
(Alzet, AP2002) 2 hafta boyunca fizyolojik serum verildi. Bu gruptaki siganlara musluk suyu
verildi.

2. Kisspeptin (KP ): siganlara intravendz fizyolojik serum enjeksiyonundan 1 hafta
sonra yani ¢alismamizin 2. haftasindan itibaren deri alt1 yerlestirilen ozmotik mini pompalarla
(Alzet, AP2002) 2 hafta boyunca 50 nmol/ giin dozunda kisspeptin verildi. Bu gruptaki
sicanlara musluk suyu verildi.

3. Hipertansiyon (H ), hipertansiyon gelistirmek i¢in si¢anlara tek doz intravendz L-
NAME (1,5 mg/100 g viicut agirligina) enjeksiyonundan sonra igme suyu ile L-NAME (150
mg/L) ad libitum 3 hafta verildi. Intravenéz L-NAME verildikten 1 hafta sonra yani
calismamizin 2. haftasindan itibaren deri altina yerlestirilen ozmotik mini pompalarla (Alzet,
AP2002) 2 hafta boyunca fizyolojik serum verildi.

4. Hipertansiyon+Kisspeptin (H+ KP), Hipertansiyon gelistirmek igin sicanlara tek

doz intravenéz L-NAME (1,5 mg/100 g viicut agirligina) enjeksiyonundan sonra i¢me suyuna
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L-NAME (150 mg/L) ad libitum 3 hafta verildi. intravenéz L-NAME verildikten 1 hafta sonra
yani ¢alismamizin 2. haftasindan itibaren deri alt1 yerlestirilen ozmotik mini pompalarla (Alzet,

AP2002) 2 hafta boyunca 50 nmol/ giin dozunda kisspeptin verildi.

Ozmotik Mini Pompalarin Yerlestirilmesi

Deneylerde on dort giin stireyle 0,5 pl/saat infiizyon yapma o6zelligine sahip mini
ozmotik pompalar (Alzet 2002, Kanada) kullanildi. Ozmotik pompalar, pompa seti i¢erisinde
birlikte gelen ucu kiint 6zel bir igne yardimiyla (K ve H gruplar1 i¢in fizyolojik serum, KP ve
H+KP gruplar icin ise 50 nmol kisspeptin) hava kabarcigr kalmayacak sekilde dolduruldu.
Infiizyon kitine baglanan metal kaniillii bir kapak parcasi yerlestirildi. Ozmotik mini pompalar
steril tiiplere alinarak salinim noktalar1 yukarida olacak sekilde fizyolojik serum igerisinde 37°C
etlivde, implantasyon zamanina kadar 12 saat bekletildi. Siganlara cerrahi islem yapilmadan
once 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin anestezisi uygulandi. Iki skapulanin arasi tras
edildi ve batikon ile cerrahi bolge temizlendi. Ardindan orta noktasina insizyon yapildi ve
ozmotik mini pompalar subkutan olarak yerlestirildi kesi bolgesi dikildi. Dikisler atildiktan
sonra sicanlara sirastyla 6nce batikon ardindan % 5 lidokain iceren anestol siiriildii. Siganlar
anestezinin etkisinden ¢ikana kadar 37°C 1sitilmis masada bekletildi. Siganlara 14 giin boyunca
50 nmol/ giin dozunda kisspeptin salinim yapmasi saglandi.

Sicanlarin ilk haftadan itibaren her hafta tail cuff pletismografisi yontemiyle kuyruktan
kan basinci Ol¢iimii yapildi. Her dort gruptaki sicanlar 3. hafta son giin 24 saatlik idrarlar
toplandiktan sonra; 10 mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda sol ventrikiilden
kanlar1 ve her iki bobregi alinarak 6tenazi uygulandi.

Bobreklerin kapstilii alindiktan sonra bisturi yardimi ikiye boliinerek bir yarisi patolojik
inceleme i¢in % 10’luk formalin soliisyonuna konuldu. Diger parcalar buzlu fosfat tamponu
icine konulup daha sonra kurutma kagidi ile kurutulup eppendorflara alindiktan hemen sonra
stv1 azot i¢erisine konuldu. Kit prosediirlerine gore sag bobregin bir parcast 0.01 M PBS (pH
7.2) tamponu i¢inde homojenize edildi ardindan 5000 g 5 dk +4°C’de santrifiij edilerek
hazirlandi. Analizler yapilincaya kadar —80°C’de saklandi. Kit ¢alisilacak serum 6rnekleri oda
1s1sinda 2 saat siire ile bekletildikten sonra 1500 g 15 dk +4°C’de santrifiij edilerek elde edildi.
Diger kan ve idrar 6rnekleri tiiplere alinarak sogutmali santrifiij ile +4°C’de 3000 devirde 15
dk santrifiij edildi ve siipernatantlar1 ependorf tiiplerine alinarak analiz yapilana kadar kadar —

80 °C’ne konuldu.
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Kan Basmcinin Olgiilmesi

Tiim gruplardaki siganlara her hafta tail-cuff pletismografi yontemi ile kuyruktan kan
basinci 6l¢iimii yapildi (Resim 1). Kan basinci dlgiimlerine baglanmadan 6nce 1s1 kabinlerinin
ortam 1s1s1 yiikseltildi, siganlar restreinera alindi ve uyum saglamasi, sakinlesmesi igin 15-30
dk lik bekleme siireleri belirlendi. Bu siire sonunda kuyruk arterinin dilatasyonu saglanmis ve
Olctimlere hazir hale getirilmis oldu. Tiim siganlardan sistolik, diyastolik ve ortalama kan
basinci 6l¢iimleri yapildi. Her hayvandan 1’er dakikalik araliklarla toplam 5 adet olacak sekilde

Olcim yapildi, en yiliksek ve en diisiik 2 Ol¢lim cikarilarak, kalan 3 Ol¢iimiin ortalamalari

alinarak degerlendirmeler yapildi. Ortalama arteriyel kan basincinin hesaplanmast:
OKB = DKB + (SKB - DKB)/3
OKB: Ortalama kan basinc1
SKB: Sistolik kan basinci
DKB: Diyastolik kan basinci

-~

Sekil 2. Tail-cuff pletismografi yontemi

Kullanilan Gerecler
Kullanilan Cihaz ve Aletler
Kan basinci 6lgtim cihazi  : MAY NIBP250, Tiirkiye

Otoanalizor : Abbot Architect c16, Amerika

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios o, Ingiltere
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre
Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre
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Otomatik pipetler
Vorteks

pH metre

Manyetik karistirici
Orbital galkalayici
Su banyosu

Cam malzemeleri
Elisa plaka okuyucu

Elisa plaka yikayict

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiyobarbitiirik asit

Sodyum dodesil siilfat
Butanol

NG-nitro-L-arjinin metil ester
Piridin

NaOH

Asetik asit

KCI

DTNB

NaCl

NND

CuSO4

EDTA

KH2PO4

Na2HPO4

Glisin

Kisspeptin

Nitrik oksit ELISA kit
Mikroalbuminuri ELISA kit
Aldosteron ELISA kit
Kisspeptin ELISA kit
Okside Glutatyon ELISA kit
Rediikte Glutatyon ELISA kit

: Eppendorf Multipipette/Repeate(Xstream), Almanya
: Heidolp, Almanya

: InoLab, Level 1, Almanya

: Biosan MSH-300,Litvanya

: Biosan PSU — 10i, Letonya

: Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere
: Deney tiipleri, beherler vb.

: Bio Tek Instruments, Inc (USA)

: Bio Tek Instruments, Inc (USA)

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Isvigre

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Panreac, Ispanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma Aldrich (M2816)

: Enzo (ADI-917-020)

: Elabscience (E- EL- R0025)
: Elabscience (E- EL- R0554)
: Elabscience (E-EL-R2530)
: Elabscience ( E-BC-K098)
: Elabscience ( E-BC-K030)
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Kisspeptin reseptor antikoru : Lifespan Biosciences (LS-B15332)
Ozmotik mini pompa . Alzet Katalog no: AP 2002

Biyokimyasal Calismalar

Serum Ornekleri oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra iire, kreatinin, sodyum, potasyum,
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), CK; idrar kreatinin ve sodyum
olgiimleri Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari’nda
bulunan otoanalizdr ile 6l¢iildii. Kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gére hesaplanarak

kg/viicut agirhigina boliindii.

Idrar kreatinin (mg/dl) x 24 saatlik idrar hacmi

Kreatinin klirensi (ml/dk) =
Serum kreatinin (mg/dl) x 1440 dakika

Fraksiyonel sodyum atilim1 % olarak hesaplandi.

Idrar Na (mmol/L) x Serum kreatinin (mg/dl) x 100

FeNa (%) =
Idrar kreatinin (mg/dl) x Serum Na (mmol/L)

Doku Orneklerinin Homojenizasyonu

Tiim gruplardan elde edilen bobrek dokulari ¢aligma yapilincaya kadar -80 °C’de
sakland1. 0.15 KCL soliisyonu, MDA ve GSH diizeyleri i¢in; 0.01 M PBS (pH 7.2) tamponu
NO diizeyleri i¢in %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Tiipler buz iizerinde tutularak
homojenizator ile homojenize edilerek hazirlanan homojenatlar 1500 g 15 dk +4°C’de santrifiij
edilerek siipernatantlar elde edildi. ELISA ¢alismalarinda kullanilan doku homojenatlari ise
0.01 M PBS (pH 7.2) tamponu ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlanarak 5000 g 5 dk

+4°C’de santrifiij edilerek hazirlandi.
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Malondialdehit Miktar Tayini
Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin sicak ve asit ortamda
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucunda ortaya ¢ikan pembe renk

spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii (67, 68).

Cozeltiler

%8.1°1ik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

%20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5 olarak ayarlandi)
%0.8’lik Titobarbitiirik asit (TBA)

N-Biitanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapihsi: 0.2 ml doku homojenati; 0.2 ml %8.1°1ik SDS, 1.5 ml %20’lik asetik
asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karigtirildi. Karigim 1 saat siire ile 95 °C’deki
sicak su banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra {izerine 1 ml distile su
ve 5 ml butanol/piridin eklenerek 1 dakika vorteksle karistirildi. Organik fazin ayrilmasi i¢in
4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda ayira¢ koriine

kars1 absorbanslar okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi;

A x Vtx 10°

C (nmol/ml) =
E x Vs x L x 10

A : Absorbans

Vt : Total reaksiyon hacmi

10% Moliin nanomole ¢evrilmesi

Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune sayist
E : Tiiketim katsayisi (1.56 105 M-1 cm-1)
L :Kivet cap1

103 : Litrenin mililitreye cevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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Glutatyon Diizeyinin Olciimii
Ellman ayiraci ile doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin olusturdugu

rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi glutatyon diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanildi

(69).

Cozeltiler

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum-
EDTA atrtild1 ve 400 ml distile suda ¢oziildii.

0.3 M Disodyum fosfat (Na2HPO4),

1 mM Ellman ayiraci: 4 mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit, DNTB), 10 ml %1°lik

sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

Deneyin yapilisi: 0.25 ml doku homojenati iizerine 0.75 ml 0.15 M KCl ve 1.5 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 20 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi. 0.5 ml
siipernatant lizerine 2 ml 0.3 M disodyum siilfat ve 0.5 ml ellman ayiraci eklendi.
Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda ayira¢ koriine karsi absorbanslar okundu.
Ekstinksiyon katsayist (3.01.36 104 M-1 cm-1) kullanilarak GSH diizeyleri hesaplandi.
Sonuglar GSH/mg protein olarak bildirildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini
Nitrat ve nitrit tayini Cartos ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak
olgiildi (70).

Cozeltiler

Kadmiyum graniilleri: 0.1 mol H2SO4 i¢inde saklandigi siirece 9 ay stabildir.

Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢6ziildi. 2 mol NaOH ¢ozeltisi
ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

Siilfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol sicak HCI i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra sogumaya
birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.

N-naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su i¢inde ¢oziildii. 2
ay 0-8 °C’de stabildir.

Cinko siilfat (ZnSO4): 75 mM; 10.8 g alinip 500 ml’ye tamamlandi.

Bakir siilfat (CuSO4): 5 mM; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.

Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mM; 1.1 g alinip 500 ml ye tamamlandi.
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Standartlar: NaNO2 standardi 10 mM’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi i¢cinde hazirland1
(69 mg NaNO2, 380 mg borat (Na2B40O7.10H20) 100 ml i¢inde ¢oziildii).
KNO3 standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mM’lik 100 ml sodyum tetra borat

i¢inde ¢oziildii.

Deneyin yapilisi:

Deproteinizasyon: Test tiipiine 0.5 ml distile su, 2 ml ZnS04, 2.5 ml NaOH ilave edilip
10 dakika oda 1s1sinda beklettikten sonra 4000 g’de 20 dakika santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dakika
icinde CuSO4 iginde ¢alkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dakika i¢inde
kullanilmak tizere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNO3’{in 10 milimolarlik ¢6zeltisinden 1; 5; 10; 25; 50; 75;
100; 200 milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve numunelere uygulanan tiim islemler
standartlara da uygulandi. Tim tiiplere 1 ml glisin-NaOH tamponu konuldu. 1’er ml
deproteinize numunelerden ve standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve aktivasyon isleminden
gecirilen kadmiyumlardan tiim tiiplerin lizerine konuldu. 90 dakika oda 1sisinda karistirilarak

beklendi.

Nitrit Olciimii

Bu tiiplerden 90 dk’lik siire sonunda 2’ser ml alinarak {izerine 1 ml siilfanilamid ve 1
ml N-napthiletilen diamin (NNDA) ilave edildi. Karistirildi ve 45 dakika beklendikten sonra
545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit 6l¢iimii: NaNO2 standartlar1 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik seri
dilisyonlar hazirland1 ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile reaksiyona sokmadan direkt
olarak 2’ser ml alinarak ayr1 tiiplere konuldu. Uzerine 1 ml siilfanilamid ve 1 mI NNDA eklendi.
45 dakika sonra 545 nm’de okuma yapildi (Sekil 2).

Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmasi
Nitrit degerleri bulunan nitrat degerlerinden ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii olan
20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan sonra ¢ikan sonug

umol/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 3. NO standart cahismasi regresyon grafigi.

Bébrek Doku Protein Diizeyinin Lowry Yontemi ile Olgiilmesi

Doku protein diizeyleri, alkali bakir tartarat ayiracinin peptid baglar1 ile kompleks
yapmasi prensibine dayanan Lowry yontemi ile saptandi (71). Her 7 yada 8 amino asit artig1 1
bakir atomunu baglar. Fenol ayiraci; bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mavi-

mor renk olusur. Olusan renk 660 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Cozeltiler:

Fenol ayiraci: 2 N folin ayiracindan 2.5 ml alinarak distile su ile 45 ml’ye tamamlanir.
Bu ayirag her kullanim i¢in taze hazirlanmalidir.

Alkali bakir ayiracti: 10 g Na2CO3, 0.25 g Na-K Tartarat, 0.05 g CuSO4; ayr1 ayri
tartilarak 0.5 N NaOH i¢inde balon jojede ¢oziiliir ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100 ml’ye
tamamlanir. Bu ¢6zelti 4°C’de 1 ay saklanabilir.

%35 mg’lik Albumin standardi: %5 mg’lik albumin standardi hazirlamak i¢in mevcut 5
g/dl’ lik albumin standard1 kullanilmigtir. Albumin soliisyonundan 0.1 ml alinarak ve distile su
ile 100 ml’ye tamamlanarak %35 mg’lik albumin standardi elde edilmis olur. Deneyde
kullanilacak standart protein konsantrasyonu %2 mg olarak belirlendiginden, stok protein

standardi sulandirilarak istenilen konsantrasyon elde edildi.

Deneysel islemler: Doku siipernatantlart 1/20 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilip

vorteks yardimi ile iyice kanistirilarak protein Ol¢iimi ic¢in elverigli hale getirildi.
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Numaralandirilmis deney, kor ve standart tiipleri hazirlandi. Deney tiipiine 1/50 oraninda
sulandirilmis olan siipernatanttan 0.5 ml standart tlipine %2’lik standarttan 0.5 ml ve kor
tiiptine de 0.5 ml distile su konuldu. Ardindan her tiipe 0.5 ml alkali bakir ayiraci ilave edildi.
Tipler vortekslenerek iyice karismalar1 saglandi. 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra
her tiipe 2 ml fenol ayiraci eklendi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika 37°C’lik su banyosunda
bekletildikten sonra; tiiplerin kore karst absorbanslar1 660 nm. dalga boyunda spektrofotometre

ile okundu.

Protein Diizeyinin Hesaplanmasi
Protein degerlerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiil kullanilmigtir:

Deney absorbanst x 20 x 2 x 2

Protein miktar1 (% mg protein) =
0.042

20: Siipernatantin serum fizyolojik ile sulandirilma katsayisi

2: Siipernatantin 1 ml’ ye tamamlanma katsayis1

2: Protein standardinin konsantrasyonu

0.042: Standart proteinin absorbansi

Protein miktar1 (% mg protein) = Deney Absorbansi x 1904,76 olarak formiile edildi.
Elde edilen % mg protein, 100 ml’deki protein degeridir. Sonug 100’e boliinerek protein miktari

mg/ml olarak hesaplandi.

Mikroalbuminuri Diizeylerinin Ol¢iimii

Idrar orneklerinde yapilan mikroalbiimin Sl¢iimleri Elabscience Rat MAU ELISA
(katalog no: E-EL-R0025) ticari test Kiti kullanilarak yapildi. Deneysel ¢alismalar yapilincaya
kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak c¢ozeltiler oda 1sisina getirildi. Kit
prosediiriinde belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 100 pL pipetlendi.
Nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 90 dk etiivde bekletildi. Bu siirenin sonunda plaka igerigi
dikkatli bir sekilde bosaltilarak, psediiriinde belirtildigi gibi 100 kat diliie edilen biotinlenmis
antikor 100 uL hacminde 6rnek ve standartlar olmak tizere tiim kuyucuklara pipetlendi, nazikce
kanistirildiktan sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan
otomatik plaka yikama cihaz ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosediirde
belirtildigi gibi 100 kat diliie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak
sekilde pipetlenerek, nazikce karigtirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan

otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin
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ardindan 90 pL substrat sollisyonu pipetlenerek, nazikc¢e karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu pipetlenerek
reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de ELISA reader cihazinda absorbans okumalar1 yapildi.

Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 4. Mikroalbuminiiri (MAU) standart caliymasi regresyon grafigi

Aldosteron Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum ve idrar 6rneklerinde yapilan aldosteron dlgiimleri Elabscience Rat ALD ELISA
(katalog no: E-EL-R0554) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel ¢alismalar yapilincaya
kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak c¢ozeltiler oda 1sisina getirildi. Kit
prosediiriinde belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 50 pL pipetlendi.
Kit prosediiriinde belirtildigi tizere 100 kat diliie edilen biotinlenmis antikor 50 pL hacminde
ornek ve standartlar olmak tizere tiim kuyucuklara pipetlendi, nazik¢e karistirildiktan sonra
37°C’de 45 dk etiivde inkiibasyona birakildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik
plaka yikama cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosediirde belirtildigi
gibi 100 kat diliie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak sekilde
pipetlenerek, nazikce karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan otomatik
plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 90
uL substrat soliisyonu pipetlenerek, nazikce karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu
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ve 450 nm’de elisa reader cihazinda absorbans okumalar1 yapildi. Calismanin standart

regresyon grafigi Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 5. Aldosteron standart ¢calismasi regresyon grafigi

Kisspeptin Diizeyinin Ol¢iilmesi

Serum, idrar ve doku Orneklerinde Kisspeptin diizeyinin degerlendirilmesi igin
Elabscience markali ELISA (Cat. No: E-EL-R2530) kiti kullanildi. Calisma 6nce -80C’de
muhafaza edilen serum, idrar ve doku ornekleri ve ayrica kit prosediiriine uygun olarak
muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Kit prosediiriinde belirtilen 6rnek ve
standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 100 pL pipetlendi ve 37°C’de 90 dk etiivde
inkiibasyona birakildi. Ardindan kuyucuklardaki fazla ¢ozelti uzaklastirild: ve kit prosediiriinde
belirtildigi tizere 100 kat diliie edilen biotinlenmis antikor 100 pL hacminde 6rnek ve
standartlar olmak {izere tiim kuyucuklara pipetlendi, nazikce karistirildiktan sonra 37°C’de 60
dk etiivde inkiibasyona birakildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikama
cihaz ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosediirde belirtildigi gibi 100 kat
diliie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak sekilde pipetlenerek, nazikge
karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan otomatik plaka temizleyici ile kitte
belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 90 pL substrat soliisyonu
pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun

ardindan her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de
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elisa reader cihazinda absorbans okumalar yapildi. Caligmanin standart regresyon grafigi Sekil

5’te verilmistir.
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Sekil 6. Kisspeptin standart calismasi regresyon grafigi

Histolojik Calismalar

Isik mikroskobik inceleme: Sagital olarak ikiye boliinen sag bobrek dokularin birer
yarist %10’luk tamponlu formalin soliisyonunda 24 saat boyunca fikse edildi. Dokular parafin
bloklara gomiilerek, 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler 151k mikroskobunda patolojik
degerlendirme icin hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi. Renal hasarin derecesini
degerlendirmek icin semikantitatif bir skala ile skorlama yapildi. Renal hasarin derecesi,
tiibiiler hiicre nekrozu, sitoplazmik vakuol olusumu, tiibiiler dilatasyon degerlendirilerek
belirlendi. Skala degerlendirmesi:

0: Normal bobrek

1: Minimal hasar (%0-5 tutulum)

2: Hafif dereceli hasar

3: Orta dereceli hasar (%25-75 tutulum)

4: Siddetli hasar (%75-100 tutulum) olarak degerlendirilmistir.

Ek olarak kast gozlenen tiibiiller % cinsinden ifade edildi. Glomertiler skleroz yiizde

(%) olarak, peritiibiiler fibrozis ise ortalama pozitif boyama alani ile degerlendirildi.
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Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal inceleme igin, formalin tesbitli, parafine gomiilii dokulardan
hazirlanan 4 pm kalinliktaki kesitler kullanildi. Doku kesitleri, elektrostatik yiiklii lamlara alind1 ve 70
°C'de en az 1 saat kurutuldu. Deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma islemleri de dahil
olmak fiizere tiim Iimmiinohistokimyasal boyama siireci tam otomatik immiinhistokimya
boyama cihazinda (Ventana BenchMark Ultra, Ventana Medical System, Tucson, AZ)
gerceklestirildi. Islem i¢in uygun, biyotinsiz, HRP multimer bazli, hidrojen peroksit substrat ve
3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kromojeni i¢eren hazir kit (ultraViev Universal
DAB Detection Kit, Cat: 760-500) kullanildi. Olgulara gore farklilik gostermekle birlikte tani
ve ayiricl tant igin uygulanan immiinohistokimyasal antikor paneli (KISS1R / GPR54, LS-
B15332, iNOS Spring REF E3744, eNOS Neomarkers RB-9279-P) ve sitokeratini
icermekteydi. Zit boyamasi boyama cihazinda, hematoksilen ve mavilestirici soliisyon ile
tanimlanan kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile seffaflandirilmasi ve lamel ile kapatilmasi
asamalari elde yapilarak islem sonlandirildi. Tiim immiinopozitif hiicreler, 10 biiyiik biiyiitme
alaninin (x200) rastgele bir boliimiinde degerlendirildi. Her vaka i¢in boyanmis hiicreler
puanlandi ve yiizde olarak verildi. Boyama yayginligi 0 (% 0-5), 1 (% 6-24), 2 (% 25-49), 3 (%
50-74) ve 4 (>% 75) olarak derecelendirildi. Boyanma yogunlugu, 0 (negatif), 1 (hafif), 2 (orta)
ve 3 (giiclli) olarak derecelendirildi. 0-300 arasinda immiinoreaktivite skoru almak igin iki

deger garpildi (72-75).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak gosterildi. Niceliksel verilerin normal dagilim
uygunlugu Shapiro Wilk test ile incelendi. Calismada 4 grup bulunmasina karsin tiim gruplarin
2°1i karsilagtirmalariyla ilgilenilmediginden ANOVA dizaynlar1 yerine Kontrol — Kisspeptin,
Kontrol — Hipertansiyon ve Hipertansiyon — Hipertansiyon + Kisspeptin gruplari arasinda
normal dagilim gosteren degiskenlerin karsilastirilmasinda Student t testi, normal dagilim
gostermeyen degiskenlerin karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi kullanildi. P<0.05 degeri
istatistiksel anlamlilik sinir degeri olarak kabul edildi. Istatistiksel analizler Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibb1 Bilisim Anabilim Dalinda SPSS20.0 ( Lisans No:
10240642 ) paket programi kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

Calismamizda siganlara L-NAME verilmesiyle olusturdugumuz deneysel hipertansiyon
modelinde 4 grupta 40 adet Spraque-Dawley erkek sigan ile ¢alisildi. Deney protokoliiniin 21.
giinlinde anestezi altinda sicanlardan kan ve doku 6rnekleri alindi. Calisma boyunca gruplarda
herhangi bir 6liim goriilmedi. Ancak hipertansiyon grubundan bir sigandan son giin kan basinci
Olctimii alinamadi, anestezi altinda gogiis bolgesi acildiktan sonra i¢ kanama gecirdigi goriildii.
Bu sicanin verileri istatistiksel analizlerde kullanilmadi.

Gruplara ait bobrek dokusu GSH diizeyi umol/mg protein, MDA diizeyi nmol/mg
protein, NO diizeyi pmol/mg protein; serum ve idrar kisspeptin, aldosteron diizeyleri pg/ml,
NO diizeyi pmol/L, sodyum, potasyum diizeyi mmol/L, iire, kreatinin diizeyleri mg/dl, ALT,
AST ve CK diizeyleri U/L, kreatinin diizeyr mg/dl, MaU diizeyi pg/ml, kreatinin klirensi
standart klirens formiiliine gore hesaplandi. Fraksiyonel sodyum atilimi (FeNa) % olarak
hesaplandi. Deney gruplarina ait biyokimyasal veriler Tablo 2, Tablo 3 ve Tablo 4’te

verilmistir.
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Tablo 2. Gruplarin serum parametrelerine ait verileri

Gruplar Kontrol (K) Kisspeptin Hipertansiyon | Hipertansiyon p<0,05 ise
(n=10) (KP) (H) + Kisspeptin anlamh
(n=10) (n=9) (H+KP)
(n=10)
Parametreler Ort+SD Ort£SD Ort+SD Ort=SD
K-KP =0,103
Kisspeptin 102,77 +47,87 | 73,99 +22,77 90,86 + 20,21 85,09 +28,49 | K-H=0,486
(pg/ml) H - H+KP =0,103
K-KP =0,121
Aldosteron | 219,02 + 34,35 | 292,49 + 105,33 | 235,43+97,91 | 320,88 £ 144,27 | K-H=0,424
(pg/ml) H- H+KP = 0,155
K-KP =0, 206
NO 46,80 + 7,74 42,55+ 6,73 38,89 £ 6,78 25,20 +2,58 K-H = 0,030
(nmol/L) H-H+KP = 0,000
K-KP =0,818
Sodyum 143,20+0,92 | 141,90+5,11 143,44 + 4,03 142,00 £ 5,27 | K-H = 0,407
(mmol/L) H-H+KP = 0,457
K-KP =0,139
Potasyum 5,82 +£0,66 5,49 £ 0,64 5,71 £ 0,42 5,00+ 0,36 K-H = 0,789
(mmol/L) H-H+KP = 0,002
) K-KP = 0,456
Ure 36,90 + 5,11 35,20 + 4,87 37,89+ 2,57 40,00+ 6,53 | K-H = 0,608
(mg/dl) H-H+KP = 0,364
K-KP =0,576
Kreatinin 0,27 £ 0,09 0,27 £ 0,05 0,24 +£ 0,05 0,25 £ 0,05 K-H=0,678
(mg/dl) H-H+KP = 0,814
K-KP =0,481
ALT (U/L) | 66,00+11,35 | 62,10+ 12,82 72,11 + 4,20 76,80+ 8,27 | K-H = 0,140
H-H+KP = 0,137
K-KP =0,519
AST (UIL) | 199,30+29,17 | 209,60 +39,99 | 208,67+ 2535 | 187,40 +20,87 | K-H = 0,464
H-H+KP = 0,061
K-KP = 0,744
CK (U/L) 1311,30 + 1247,00 + 1419,56 + 1162,00 + K-H = 0,589
503,00 349,74 346,30 256,76 H-H+KP = 0,081
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Tablo 3. Gruplarin bobrek dokusu parametrelerine ait verileri

Gruplar Kontrol Kisspeptin Hipertansiyon | Hipertansiyon p<0,05 ise
(K) (KP) (H) + Kisspeptin anlamh
(n=10) (n=10) (n=9) (H+KP)
(n=10)
Parametreler Ort+£SD Ort+£SD Ort+£SD Ort+SD
MDA K-KP=0,151
(nmol/mg protein) 0,18 +£0,05 0,15 +0,03 0,33 £0,07 0,17 £0,01 K-H=0,001
H-H+KP=0,000
GSH K-KP=0,934
(umol/mg protein) | 8,54 %3,73 8,40 + 3,82 11,50 + 4,37 18,92+ 6,49 | K-H=0.141
H-H+KP=0,011
NO K-KP=0, 461
(umol/mg protein) | 196,98 21,21 | 188,89 26,49 | 193,99+ 19,62 | 190,04+ 27,94 | K-H=0,755
H-H+KP=0,724
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Tablo 4. Gruplarin idrar parametrelerine ait verileri

Gruplar Kontrol Kisspeptin Hipertansiyon | Hipertansiyon
(K) (KP) (H) + Kisspeptin p<0,05 ise
(n=10) (n=10) (n=9) (H+KP) (n=10) anlamh
Parametreler Ort+£SD Ort+SD Ort+£SD Ort+SD
K-KP=0,595
Kisspeptin 54,03 £21,15 | 60,44+29,88 64,30+47,50 51,09+43,74 K-H=1,000
(pg/ml) H-H+KP=0,145
1732,84 1877,49 1728,08 2031,21 K- KP =0,538
Aldosteron 4 + + + K-H=0,986
(pg/ml) 565,97 459,85 604,21 565,02 H-H+ KP =0,538
K-KP=0,086
NO 263,32453,93 | 221,07+49,8 | 211,71+62,81 206,91441,54 | K-H=0,071
(nmol/L) 5 H-H+KP=0,845
K-KP=0,683
MaU 21,34+14,60 | 16,86+7,13 19,08+16,94 21,80+16,91 | K-H=0744
(ng/ml) H-H+KP=0,568
K-KP=0,939
Kreatinin 89,89+10,56 | 90,28+11,89 87,39+22,98 93,95+15,44 K-H=0,760
(mg/dl) H-H+KP=0,939
K-KP=0,607
Sodyum 164,60+£33,51 153,90+55,3 148,67+50,86 143,60+19,09 K-H=0,439
(mmol/L) 3 H-H+KP=0,607
K-KP=0,307
Kreatinin 3,37+0,98 2,94 £0,85 3,44+1,18 3,55+0,95 K-H=0,891
klirensi H-H+KP=0,307
(ml/dk)
K-KP=0,715
FeNa (%) 0,35+0,16 0,32+0,12 0,27+0,04 0,27+0,09 K-H=0,171
H-H+KP=0,715
K-KP=0,204
idrar 13,55+ 1,76 | 12,20 +2,29 13,22 +1,95 13,15+2,19 | K-H=0, 263
hacimleri H-H+KP=0,617
(mi)
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Tablo 5. Gruplarin sistolik kan basinc1 parametrelerine ait verileri

Gruplar Kontrol (K) Kisspeptin | Hipertansiyon | Hipertansiyon p<0,05 ise
(n=10) (KP) (H) + Kisspeptin anlamh
(n=10) (n=9) (H+KP)
(n=10)
Parametreler Ort+£SD Ort+SD Ort+SD Ort+£SD
K-KP =0, 544
1. giin 130,63 + 3,96 | 130,60+ 3,34 | 146,19+2,19 | 145,83 6,99 K-H =0,000
H-H+KP = 0,870
K-KP = 0,344
1. hafta 127,30 £ 2,63 | 128,03+ 1,91 | 149,22 +5,40 | 152,07 +8,87 K-H =0, 000
H-H+KP = 0,513
K-KP = 0,569
2. hafta 127,97 £2,73 | 128,37+ 1,95 | 158,00+ 9,56 | 143,37 + 6,66 K-H = 0,000
H-H+KP = 0,002
K-KP =0,128
3. hafta 126,07 +2,17 | 128,10+ 1,22 | 167,52+9,00 | 151,83+ 16,68 | K-H = 0,000
H-H+KP = 0,022
Tablo 6. Gruplarin diyastolik kan basinci1 parametrelerine ait verileri
Gruplar Kontrol (K) Kisspeptin Hipertansiyo | Hipertansiyon p<0,05 ise
(n=10) (KP) n (H) + Kisspeptin anlamh
(n=10) (n=9) (H+KP)
(n=10)
Parametreler Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+£SD
K-KP =0, 677
1. giin 109,40 £8,72 | 108,10+ 7,71 | 121,0£5,70 | 121,13+ 9,79 | K-H = 0,004
H-H+KP = 0,806
K-KP =0, 520
1. hafta 102,57+ 5,86 | 103,63 +4,66 | 123,40 8,69 | 121,46 11,34 K-H = 0,001
H-H+KP = 0,935
K-KP =0,449
2. hafta 100,17 7,58 | 102,80 £ 4,24 | 128,11+ 14,24 | 119,77 £ 9,25 K-H = 0,000
H-H+KP = 0,253
K-KP =0,173
3. hafta 104,83 +3,71 | 100,93 +6,93 | 139,56 + 9,88 124,22 + 14,45 K-H = 0,000
H-H+KP = 0,017
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Tablo 7. Gruplarin ortalama arteriyel kan basinci1 parametrelerine ait verileri

Hipertansiyon

o Kontrol (K) Kisspeptin Hipertansiyon + Kisspeptin p<0,05 ise
plar (KP) (H)
(n=10) (n=10) (n=9) (H+KP) anlamh
(n=10)
Parametreler Ort£SD Ort£SD Ort+SD Ort=SD
K-KP =0,760
1. giin 116,48 £+ 6,98 | 115,60 +5,59 129,42 +4,16 129,37 +8,51 | K-H =0,000
H-H+KP = 0,986
K-KP =0, 599
1. hafta 110,81+ 4,43 111,77 £ 3,51 132,01+ 7,20 131,67+10,43 | K-H =0,000
H-H+KP = 0,34
K-KP =0, 381
2. hafta 10943 +£5,74 | 111,32+3,37 | 138,07 +12,47 127,63 £8,16 | K-H = 0,000
H-H+KP = 0,052
K-KP =0,472
3. hafta 111,91+ 2,86 109,99 + 4,89 148,88 £ 9,22 136,54 £ 18,88 | K-H = 0,000
H-H+KP = 0,034
Tablo 8. Gruplarin kalp hiz1 parametrelerine ait verileri
Gruplar Kontrol (K) Kisspeptin Hipertansiyon Hipertansiyon p<0,05
(n=10) (KP) (H) + Kisspeptin ise anlaml
(n=10) (n=9) (H+KP)
(n=10)
Parametreler Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
K-KP=0,650
1. giin 346,27 £26,96 | 352,23 +£21,00 | 312,15 +20,41 307,30 +20,50 | K-H=0,007
H-H+KP=0,683
K-KP=0,307
1. hafta 345,37 +£26,16 | 349,23 £2227 314,15+ 25,86 312,70 +£19,84 | K-H=0,010
H-H+KP=0,653
K-KP=0,070
2. hafta 328,50 +£29,37 | 345,57 + 14,37 312,41 £ 16,00 325,53 £25,22 | K-H=0,050
H-H+KP=0,253
K-KP=0,880
3. hafta 347,57+32,34 | 352,23 £10,32 353,63 +£25,82 336,27 £25,53 | K-H=0,838
H-H+KP=0,165

Sistolik kan basinglar1 gruplar arasi1 degerlendirildiginde K ve H gruplari arasinda 1.,2.

ve 3. haftalarda p= 0, 000 diizeyinde anlamli bir artig goriildii. Gozlenen bu artis L-NAME ile

deneysel hipertansiyon modeli olustugunu gostermektedir. K ve KP gruplar1 arasinda anlaml

bir fark goriilmemistir. H ve H+KP gruplar1 arasinda ise 3. hafta p=0,022 diizeyinde anlaml1 bir

azalma gozlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Gruplara ait sistolik kan basinci degerlerinin dagilimi

*:p<0,05, **: p<0,001; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma

Gruplar aras1 diyastolik kan basinglar1 degerlendirildiginde K ve H gruplar1 arasinda 1.
hafta p = 0,004 diizeyinde, 2.hafta p = 0, 001 diizeyinde, 3. ve 4. hafta p = 0, 000 diizeyinde
anlamli bir artig gozlendi. K ve KP gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. H ve H+KP

gruplar1 arasinda ise 4. hafta p = 0,017 diizeyinde anlaml1 azalma gozlendi (Sekil 8).

=)

= 160+ a**b*

S o - K
% 140 . i = KP
e 1 a a -+ H
o -+ H+KP
m 1204

c

T

X

X 1004

b2,

@

_2" 80 T | 1 1 L)

- 0.saat 1.glin 1.hafta 2.hafta 3.hafta

Sekil 8. Gruplara ait diyastolik kan basinci degerlerinin dagilim

*:p<0,05, **: p<0,001; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma
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Ortalama arteriyel kan basinglar1 gruplar aras1 degerlendirildiginde K ve H gruplari

arasinda

1., 2., 3. ve 4. Hafta p =0, 000 diizeyinde anlaml1 bir artis gozlendi. H ve H+KP

gruplar1 kiyaslandiginda 4. hafta p = 0,034 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. Gruplara ait arteriyel kan basinci degerlerinin dagilim

*: p<0,05, **: p<0,001; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma

Kalp hiz1 gruplar arasi karsilagtirildiginda K ve H gruplari arasinda 1. hafta p = 0,007

ve 2. hafta p = 0,01 diizeyinde anlaml1 azalma gozlendi. K ve KP gruplar1 ile H ve H+KP

gruplari

Kalp Hizi (Atim/dk)

arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 10).
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Sekil 10. Gruplara ait kalp hiz1 degerlerinin dagilim

*: p<0,05; a: kontrol ile karsilastirma
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Gruplar arast serum kisspeptin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 11).
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Sekil 11. Gruplara ait serum kisspeptin degerlerinin dagilim

Gruplar aras1 serum aldosteron diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 12).
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Sekil 12. Gruplara ait serum aldosteron degerlerinin dagilimi
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Gruplar arast serum NO diizeylerinde K ve H gruplar1 arasinda karsilagtirma
yapildiginda H grubunda p = 0,03 diizeyinde anlamli bir azalma go6zlendi. H ve H+KP gruplar

arasinda p = 0,000 diizeyinde anlamli bir azalma goézlendi. (Sekil 13).
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Sekil 13. Gruplara ait serum NO degerlerinin dagilimi

*: p<0,05, **: p<0,001; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma

Gruplar arast serum sodyum diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 14).
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Sekil 14. Gruplara ait serum sodyum degerlerinin dagilimi
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Gruplar arast serum potasyum diizeylerinde H ve H+KP gruplar1 arasinda H+KP
grubunda p = 0,002 diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (Sekil 15).
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Sekil 15. Gruplara ait serum potasyum degerlerinin dagilim

*: p<0,05; b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma

Gruplar aras1 iire diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi (Sekil

16).
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Sekil 16. Gruplara ait iire degerlerinin dagilim
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Serum kreatinin diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 17).
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Sekil 17. Gruplara ait serum kreatinin degerlerinin dagilimi

ALT ve AST diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 18 ve Sekil 19).
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Sekil 18. Gruplara ait ALT degerlerinin dagilim
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Sekil 19. Gruplara ait AST degerlerinin dagilinm

Kreatin kinaz diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 20).
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Sekil 20. Gruplara ait kreatin kinaz degerlerinin dagilimi
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MDA diizeylerinde K ve H gruplar1 arasinda karsilagtirma yapildiginda H grubunda p =
0,001 diizeyinde anlaml1 bir artma gozlendi. H ve H+KP gruplar1 arasinda H+KP grubunda p =
0,000 diizeyinde anlamli bir azalma goézlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. Gruplara ait bobrek MDA degerlerinin dagilimi
*: p<0,05, **: p<0,001; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma

GSH diizeylerinde H ve H+KP gruplar1 arasinda H+KP grubunda p =0,011 diizeyinde

anlamli bir artma gozlendi. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 22).
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Sekil 22. Gruplara ait bobrek GSH degerlerinin dagilim
*: p<0,05; b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma
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Bobrek NO diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 23).
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Sekil 23. Gruplara ait bobrek NO degerlerinin dagilim

Idrar kisspeptin diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 24).
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Sekil 24. Gruplara ait idrar kisspeptin degerlerinin dagilinm
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Idrar aldosteron diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 25).
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Sekil 25. Gruplara ait idrar aldosteron degerlerinin dagilim

Idrar NO diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 26).
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Sekil 26. Gruplara ait idrar NO degerlerinin dagilimi
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Idrar mikroalbiiminiiri diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gozlenmedi (Sekil 27).
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Sekil 27. Gruplara ait idrar mikroalbiiminiiri degerlerinin dagilim

Idrar kreatinin diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 28).
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Sekil 28. Gruplara ait idrar kreatinin degerlerinin dagilim
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Idrar sodyum diizeylerinde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 29).
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Sekil 29. Gruplara ait idrar sodyum degerlerinin dagilimi

Kreatinin klirensi diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmedi (Sekil 30).
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Sekil 30. Gruplara ait kreatinin klirensi degerlerinin dagilimi
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Fraksiyonel sodyum atilimi diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlenmedi (Sekil 31).

0.6

FeNa (%)

K P H H+KP

Sekil 31. Gruplara ait fraksiyonel sodyum atilinm degerlerinin dagilimi

Idrar hacimleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlenmedi (Sekil 32).
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Sekil 32. Gruplara ait idrar hacim degerlerinin dagilinm
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Histopatolojik Sonuclar

Bobrek dokularmin 11k mikroskobu altinda incelemesinde, her bir siganin bobrek hasar
derecesi ve % kast degerleri i¢cin 100 alanda tarama yapildi. Kast degerleri O ila 4 arasinda
skorlanarak hesaplanirken; glomeriiler skleroz yiizde (%) olarak, peritiibiiler fibrozis ise
ortalama pozitif boyama alani ile degerlendirildi. Hesaplanan bu degerler Tablo 9‘da ve Sekil
33, Sekil 34, Sekil 35 ve Sekil 36°da gosterilmistir.

Kontrol ve kisspeptin gruplarinda diizenli yapida glomertiller ve tiibiiller izlendi.
Vaskiiler polde damarda patolojik bulgu izlenmedi. Hipertansiyon grubunda tiibiiler hasar,
peritiibiiler fibrozis, glomeriiler skleroz ve kast bulgulari izlendi Mikroskobik incelemelerde
kirmizi ok, glomeriilleri, siyah ok ile gosterilen kisim proksimal tiibiilii gostermektedir.
Mikroskobik kesitlerde hipertansiyon grubunda kirmizi ok ile gosterilen glomeriillerde kapiller
konjesyon ve hafif dereceli skleroz ile siyah ok ile gosterilen kast ve peritiibiiler fibrozis
miktarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu saptandi. Hipertansiyon+kisspeptin
grubunda tiibiiler hasar ve kast olusumunda anlamli bir azalma gozlendi. Gruplarin 151k

mikroskobu goriintiileri Sekil 37, Sekil 38, Sekil 39 ve Sekil 40’da gosterildi.

Tablo 9. Gruplarin histopatolojik parametrelerine ait verileri

Gruplar Kontrol Kisspeptin Hipertansiyon | Hipertansiyon
(K) (KP) (H) + Kisspeptin p<0,05
(n=10) (n=10) (n=9) (H+KP) .
(n=10) ise anlamh
Parametreler | Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
K-KP= 0,542
Tiibiiler 0,20+0,42| 0,10£0,31 0,67 = 0,50 0,20+ 0,42 | K-H=0,045
hasar skoru H-H+KP= 0,04
K-KP= 1,000
Peritiibiiler | 0,20+0,42 | 0,20 +0,42 5,56 +£3,91 6,00 +3,94 | K-H=0,003
fibrozis H-H+KP= 0,793
K-KP= 0,542
Glomeriiler | 0,20+0,42 | 0,10 +0,31 9,11+ 1,05 9,20+1,03 | K-H= 0,000
sklerozis H-H+KP= 0,849
K-KP= 0,866
Kast (%) 0,60+ 0,84 | 0,60+ 0,70 1,67 0,50 0,50+ 0,53 | K-H= 0,009
H-H+KP= 0,001
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Sekil 33. Gruplara ait tiibiiler hasar skoru degerlerinin dagilim

*: p<0,05; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilagtirma
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Sekil 34. Gruplara ait peritiibiiler fibrozis degerlerinin dagilim

*: p<0,05; a: kontrol grubu ile karsilastirma
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Sekil 35. Gruplara ait glomeriiler sklerozis degerlerinin dagilinm

*: p<0,05; a: kontrol grubu ile karsilastirma
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Sekil 36. Gruplara ait kast degerlerinin dagilimi

*: p<0,05, **: p<0,001; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirma
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eozin ile boyanmis kontrol grubunun bébrek kesiti (HEx200)

Sekil 37. Hematoksilen

eozin ile boyanmis Kisspeptin grubunun bobrek kesiti (HEx200)

Sekil 38. Hematoksilen-
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Sekil 39. Hematoksilen-eozin ile boyanmis hipertansiyon grubunun bébrek kesiti
(HEx200)

Sekil 40. Hematoksilen-eozin ile boyanmis hipertansiyon+kisspeptin grubunun
bobrek kesiti (HEx200)
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Bobrek Dokusu immiinoreaktivite Sonuclar:

Tim gruplara ait eNOS, iNOS ve kisspeptin reseptor immiinreaktivite degerlerini

gosteren sonuglar1 Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Gruplarin immiinohistokimyasal parametrelerine ait verileri

Gruplar Kontrol (K) | Kisspeptin (KP) | Hipertansiyon | Hipertansiyon
(n=10) (n=10) (H) + Kisspeptin p<0,05 ise
(n=9) (H+KP) anlamh
(n=10)
Parametreler Ort+£SD Ort+SD Ort+£SD Ort+SD
eNOS K-KP=0,86
198,00 +25,30 | 195,00 +£21,21 | 291,11 £26,19 | 258,00+ 28,98 | K-H= 0,000
H-H+KP= 0,022
iINOS K-KP=0,93
35,00 + 8,50 36,00 + 10,75 231,67+29,15 | 214,50+ 30,04 | K-H=0,000
H-H+KP=0,209
Kisspeptin K-KP=0,69
Reseptor 186,00+ 12,65 | 184,00+ 15,06 | 271,11+ 26,19 | 273,00 +26,27 | K-H= 0,000
H-H+KP= 0,897

eNOS Degerlendirmesi

Gruplara ait eNOS degerlerini gosteren histopatolojik sonuglart ve ortalama degerleri

Tablo 10’da ve Sekil 41°de gosterildi. Tiim gruplarda glomeriil kapillerlerinde ve proksimal

tubillerde

kiyaslandiginda hipertansiyon+tkisspeptin grubunda hafif dereceli

boyanma

izlenmistir,

hipertansiyon ve

hipertansiyon-+kisspeptin

grubu

boyanma azalmasi

goriilmiistiir. Gruplarin eNOS immiinreaktivitesine ait resimler Sekil 42-45’de gosterildi.
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Sekil 41. Gruplara ait eNOS degerlerinin dagilimi

*: p<0,05; a: kontrol, b: hipertansiyon grubu ile karsilagtirma
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Sekil 42. Kontrol grubu eNOS immiinreaktivitesi (X200)

Sekil 43. Kisspeptin grubu eNOS immiinreaktivitesi (X200)
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Sekil 45. Hipertansiyon+Kisspeptin grubu eNOS immiinreaktivitesi (X200)

iNOS Degerlendirmesi

Gruplara ait iNOS degerlerini gosteren histopatolojik sonuglar1 ve ortalama degerleri
Tablo 10’da ve Sekil 46°da gosterildi. Tiim gruplarda distal kivrimli tiibiillerde boyanma
izlenmistir kontrol ve kisspeptin gruplarinda fokal ve hafif dereceli boyanma izlenirken,
hipertansiyon ve hipertansiyon+kisspeptin gruplarinda yaygin ve kuvvetli boyanma goriildii.

Gruplarin iINOS immiinreaktivitesine ait resimler Sekil 47-50’de gosterildi.
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Sekil 46. Gruplara ait iNOS degerlerinin dagilim

*: p<0,05; a: kontrol grubu ile karsilagtirma

Sekil 47. Kontrol grubu iNOS immiinreaktivitesi (X200)
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Sekil 49. Hipertansiyon grubu iNOS immiinreaktivitesi (X200)
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Sekil 50. Hipertansiyon+Kisspeptin grubu iNOS immiinreaktivitesi (X200)

Bobrek Dokusunda Kisspeptin Reseptor Immiinreaktivitesi

Sicanlarin bobrek kesitleri immiinohistokimyasal olarak kisspeptin reseptor antikoru ile
boyandi ve 151k mikroskobunda degerlendirildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmeler
tiibiillerde ve kapillerlerde hedef hiicrelerin boyanmasinin yogunluguna gore yapildi. Sonuglar
Tablo 10°da ve Sekil 51°de gosterildi.

Glomertil kapilerlerinde ve kapillerlerde kontrol ve kisspeptin gruplarinda fokal ve
hafif dereceli boyanma izlenirken, hipertansiyon ve hipertansiyon+kisspeptin gruplarinda
yaygin ve kuvvetli boyanma goriildii (kirmizi ok). Tiibiillerde belirgin boyama goriilmezken,
intersitisyumda zayif boyanma goriildii. Gruplarin kisspeptin reseptor immiinreaktivitesine ait

resimler Sekil 52-55te gosterildi.
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Sekil 51. Gruplara ait kisspeptin reseptorii degerlerinin dagilinm

*: p<0,05; a: kontrol grubu ile karsilastirma

Sekil 52. Kontrol grubu Kkisspeptin reseptor immiinreaktivitesi (X200)
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Sekil 54. Hipertansiyon grubu Kisspeptin reseptor immiinreaktivitesi (X200)
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Sekil 55. Hipertansiyon+Kisspeptin grubu kisspeptin reseptor immiinreaktivitesi (X200)
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TARTISMA

L-NAME ile deneysel hipertansiyon modeli olusturdugumuz ¢alismamizda
hipertansiyon grubunda; 1) Bobrek dokusu kisspeptin reseptorii immiinreaktivitesinde anlaml
bir artig goriildii ancak serum ve idrar kisspeptin diizeylerindeki farklilik anlamli degildi. 2)
Artan ortalama arteriyel kan basinci lizerinde kisspeptin tedavisi anlamli bir azalma gésterdi.
3) Bobrek histopatolojik incelemesinde tiibiiler hasar, glomeriiler skleroz, peritiibiiler fibrosis
ve kast olusumunda anlamli artislar goriildii. 4) Kisspeptin tedavisi bobrek tiibiiler hasar ve kast
olusumu {iizerinde anlamli azalma saptandi. 5) Glomeriiler fonksiyonlarinda anlaml bir fark
goriilmedi. 6) Lipit peroksidasyonunun belirteci olan MDA diizeylerinde meydana gelen
anlamli artis kisspeptin tedavisi ile anlamli azalma gosterdi. 7) Bobrek GSH diizeyinde anlaml
bir fark yok iken kisspeptin tedavisinde anlamli bir artig saptadik. 8) Bobrek NO diizeylerinde
anlamli bir fark yok iken serum NO diizeylerinde anlamli bir azalma vardi. 9) Bobrek eNOS ve
iINOS immiinreaktivitesinde anlamli artis goriiliirtken kisspeptin  tedavisi eNOS
immiinreaktivite diizeyinde anlamli azalma gosterdi. 10) Serum ve idrar aldosteron
diizeylerinde anlamli bir fark goriilmedi.

Hipertansiyon, ciddi komplikasyonlara yol agmasi ve toplumda sik gériilmesi nedeniyle
onemli bir halk sagligi sorunudur. Birgok genetik ve gevresel faktoriin kompleks etkilesiminden
olusan hipertansiyon multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilmektedir (14).
Hipertansiyonla iligkili kardiyovaskiiler hastalik ve bobrek hasari risklerinin azaltilmas: da,
topluma getirecegi yiik agisindan hipertansiyonun iizerinde 6nemle durulmasi gereken bir sorun
oldugunu gosterir. Birgcok faktoriin hipertansiyonun patogenezinde etkin olmasi nedeniyle,
hipertansiyon modelleri ¢ok ¢esitlidir. Ancak esansiyel hipertansiyona daha ¢ok benzerlik

gosteren model NOS inhibitorii ile olusturulan hipertansiyon modelleridir. NOS inhibitorii
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olarak N(w)-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), N(®)-monometil-L-arjinin (LNMMA), N-
iminoetil-ornitin ~ (L-NIO) kullanilmaktadir. Bu hipertansiyon modeli, periferal
vazokonstriiksiyon ve bunu takip eden periferal vaskiiler direngle iliskilidir. NO sentaz
inhibitorii olan L-NAME’nin kronik oral uygulamasi glomeriiloskleroz, glomeriiler iskemi ve
interstisyel infiltrasyonla karakterize bobrek hasarmin eslik ettigi hipertansiyona neden olur.
Calismamizda sicanlara L-NAME 1,5 mg/100 g tek doz intravendz ve igme suyunda 150 mg/L
dozunda 3 hafta boyunca verilerek deneysel hipertansiyon modeli olusturuldu ve bu modelde
Kisspeptinin etkileri incelendi. Sistolik ve diyastolik kan basinglar1 ile ortalama arteriyel kan
basinci degerleri kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda 1. haftadan itibaren anlaml
yiikkselme gosterdi. L-NAME’i sicanlara vererek olusturdugumuz deneysel hipertansiyon
modelinde hipertansiyon grubunda kontrol grubuna gore kan basincit degerlerinin anlaml
yiikselme gosterdigini bulduk. Elde ettigimiz kan basincindaki artig sonuglarimiz literatiirde L-
NAME ile benzer doz ve siirede olusturulan hipertansiyon modeli sonuglari ile uyumluluk
gostermektedir (76, 77).

Hipertansiyon grubuna goére hipertansiyontkisspeptin grubunda sistolik ve ortalama
arteriyel kan basinci degerleri 3. haftadan itibaren anlamli diisme gosterirken; diyastolik kan
basinct 4. haftada anlamli diigme gosterdi. Tiim diinyada gebeliklerin %10°da goriilen
hipertansif bozukluklar gelismekte olan ve gelismis iilkelerde gebelikte en sik goriilen
komplikasyonlaridir (78). Nijher ve ark. (13) yaptigi calismaya gore saglikli erkeklere
Kisspeptin-54’tin 0, 0.5, 1, 2, 4 pmol/ kg/min dozunu ve saglikli kadinlara kisspeptin-54’iin O,
0.8, 2.4, 6.4 nmol/ kg dozunu intravendz inflizyon olarak uyguladiklarinda sistolik ve diyastolik
kan basinglari ile kalp hizlarinin, test edilen dozlarin herhangi birinde degisikliklerle neden
olmadig1 rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada saglikli gebeler ile gebelige bagli hipertansiyon
gelisen ve preeklampsili kadinlarda plazma kisspeptin konsantrasyonlari ile sistolik ve
diyastolik kan basinci degerleri incelenmistir. Gebeligin ti¢lincli trimesterinde dolasimdaki
kisspeptin konsantrasyonlarinin gebe olmayan kadinlara gore yaklasik 7000 kat arttigi
bildirilmistir. Ancak saglikli gebe kontrollerinde, gebelige bagli hipertansiyonlu kadinlarda ve
preeklampsili kadinlarda plazma kisspeptin konsantrasyonlari ile diyastolik veya sistolik kan
basincit arasinda korelasyon olmadigi rapor edilmistir. L-NAME ile hipertansiyon
gelistirdigimiz caligmamizda tedavi amaciyla kisspeptin verdigimiz grupta sistolik kan basinci
ve ortalama arteriyel basingta anlamli azalma goriildii. Adali ve ark. (79) normotansif gebelerle
preeklampsili gebelerin maternal plazma kisspeptin diizeylerinin inceledigi ¢alismalarinda
preeklampsili gebelerde maternal plazma kisspeptin diizeylerinin belirgin olarak diisiik oldugu

bulunmustur. Bu ¢alismada gebelikte yiiksek plazma Kkisspeptin konsantrasyonlarinin
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hipertansiyon gelisiminde rolii olmadigini ileri stirmiislerdir. Bu sonuglarimiz kisspeptinin
hipertansiyonun uzun siireli tedavi stratejilerinde kullanilabilecegini ve bu amagla 6n klinik
caligmalara yapilmasi gerektigini diistindiirtmektedir.

Bir¢ok fizyolojik siire¢ reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri olarak bilinen
dengesiz ve yiiksek derecede reaktif kimyasal molekiiller iiretir. Oksitleyici 6zelliklere sahip
reaktif molekiillerin tiretiminin artmasi hiicresel antioksidan kapasitesini bozarak oksidatif stres
gelisimine neden olur. Bu da molekiiler ve hiicresel doku hasarma, ciddi metabolik
bozukluklara ve hipertansiyon gibi patolojik bozukluklara neden olur. Hipertansiyon ve
endotelyal hasarin patofizyolojisinde artmis pro-oksidan iiretim ve azalmig antioksidan
biyoyararlanimin 6nemli rol oynadigini gosteren bir¢ok calisma bulunmaktadir. Radikal aracili
toksisiteyi onlemek i¢in, glutatyon (GSH) gibi antioksidan maddeler reaktif tiirleri ortadan
kaldirir  ve hiicresel redoks dengesinin korunmasma yardimer olur. Glutatyon
metabolizmasindaki  bozukluklar  hipertansiyonla iliskilidir. ~ Yapilan ¢alismalarda
hipertansiyonda dokuda rediikte glutatyon seviyeleri azalirken, okside glutatyon seviyelerinin
arttig1 gozlemlenmistir (80). Calismamizda hipertansiyon grubunda bobrek dokusu total GSH
diizeyinde anlamli degisiklik goriilmedi kisspeptin tedavisi verilen H+KP grubunda H grubuna
gore anlamli artma saptandi.

Calismamizda serbest radikal hasarinin bir gostergesi ve lipid peroksidasyonun son
tirtinii olan bobrek dokusu MDA diizeylerinde hipertansiyon grubunda anlamli artis saptandi.
MDA diizeyindeki bu artis antioksidan enzimlerin {istesinden gelemeyecegi kadar bobrekte
fazla radikal olustugunu gostermektedir. Biz de ¢alismamizda daha 6nce yapilan deneysel
hipertansiyon ¢alismalarinda oldugu gibi sigan bobreklerinde MDA seviyesinde anlamli artis
saptadik (81). Aslan ve ark. uterus iskemi ve reperfiizyonunda kisspeptinin etkisini
incelemislerdir. Kisspeptin iskemi reperfiizyonda yiikselen MDA diizeylerini anlaml sekilde
diisiiriirken, iskemi reperfiizyonda azalan GSH diizeylerini anlamli sekilde artirmistir. Bu
sonuglar  kisspeptinin ekzojen uygulama ile antioksidan etkilerinin olabilecegini
diistindiirmektedir (82). Benzer sekilde biz de calismamizda kisspeptin tedavisi uyguladigimiz
hipertansiyonlu siganlarda MDA’ ’nin azaldigint GSH’mn arttigin1 bulduk. Caligmamizda kan
basincinda goriilen azalmalar kisspeptinin oksidatif stresi azaltmasi sonucu olabilir.

Calismamizda bobreklerin  histopatolojik  degerlendirilmesinde tiibliler hasar,
glomeriiler skleroz, peritiibiiler fibrosis ve kast olusumunda anlamli diizeyde artis saptandi.
Yapilan calismalarda L-NAME verilerek olusturulan hipertansiyon modelinde peritiibiiler
fibrosis, intersitisyel hasar ve glomertiler skleroz olustugu bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizin

histopatolojik sonuglari literatiir ile uyum gostermektedir (83). Kisspeptin tedavisi bobrekte
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meydana gelen tiibiiler hasar ve kast ylizdesini azaltmaktadir. Bu da kisspeptinin bobrek
hasarinda iyilestirici etkisinin olabilecegi yoniindeki kanitlar1 artirmaktadir. Shoji ve ark.
yaptig1 calismada, Kisspeptin ve reseptoriiniin sigan bobreginin toplayici kanal hiicreleri ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerde cksprese edildigini gostermislerdir. Ayrica Kisspeptin
reseptorlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek;
ancak kisspeptin reseptoriiniin protein ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulmuslardir (84). Biz de hipertansiyon grubunda bobrek kisspeptin reseptor
immiinreaktivitesinde artis saptadik. Bu bulgular, kisspeptin ve reseptoriiniin bobrek
fonksiyonunun lokal diizenlemesinde, bdbrek fizyolojisi ve patofizyolojisi ile iliskili
olabilecegi yoniindeki ihtimalleri artirir.

Calismamizda bobrek tiibiiler islev bozuklugunun bir gostergesi olan fraksiyonel
sodyum atiliminda hipertansiyon grubunda anlamli bir farkliik goriilmedi. Glomertiler
filtrasyon hizin1 gosteren kreatin klirensinde de gruplar arasi fark goriilmedi. Ancak serum
sodyum diizeylerinde anlamli farklilik goriilmemesine ragmen potasyum diizeylerinde
hipertansiyon+kisspeptin grubunda hipertansiyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma goriildii. Bu azalma hipertansiyon+kisspeptin grubunda serum aldosteron diizeyindeki
anlamli olmayan artistan kaynaklanabilir. Serum ALT, AST ve CK diizeylerinde gruplar arasi
anlaml: farklilik olusmadigr saptandi. ALT diizeylerinin yiikselmesinin karaciger hasari ile
iliskili oldugu rapor edilmistir (85). Bu nedenle ALT diizeylerinde anlaml1 farklilik olugsmamasi
bize karaciger hasarinin olusmadigini diisiindiirmektedir

RAAS sistemine ragmen, kan basinci regiilasyonunda L-arginin NO yolag1 6nemli rol
oynar. Endotelden tiiretilmis vazodilatator faktor NO, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siiregte yer
alan yaygin bir biyolojik araci ve vaskiiler tonun 6nemli bir diizenleyicisidir. NO stirekli olarak
endotelden salinir ve vaskiiler ton diizenlemesine katilir (81). Viicutta gesitli fonksiyonlarda
gorev alan ve yaygin olarak bulunan NOS enzimlerinin, {i¢ farkli izoformu bulunmaktadir.
Bunlar indiiklenmis NOS (iNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve néronal NOS (nNOS)’dur.
Fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli NO eNOS ve nNOS tarafindan sentezlenmektedir. iNOS,
diger NOS izoformlarina gore, uzun siireli ve daha ¢cok miktarda NO sentezlenmesine sebep
olur. Bu da NO’nun fizyolojik etkilerini artirir ve inflamatuar siireglerde hemen hemen biitiin
hiicreler iNOS araciligi ile yiiksek diizeyde NO iiretirler. Fazla iiretilen NO ya bu radikalin
stabil son iirlinleri olan nitrit ve nitrata doniisiir ya da siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu
peroksinitriti olusturur. Boylece NO fizyolojik etkisi inhibe edilir ve sonugta oksidatif etkisi
ortaya ¢ikar. Siiperoksit ve nitrik oksit arasindaki fizyolojik denge Vaskiiler toniisiin

diizenlenmesi i¢in onemli oldugu rapor edilmektedir. Peroksinitrit nitrik oksit toksisitesinin
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baslica sorumlusudur. Kisaca NO ve siiperoksit iiretiminin fazla oldugu siireglerde peroksinitrit
olusumu kaginilmazdir (86, 87). Kontrol ve hipertansiyon grubunun NO diizeyleri
karsilastirildiginda serum NO anlamli bir azalma gdstermektedir. Immiinohistokimya
sonuglarindan eNOS ve iNOS aktivasyonun kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda
anlamli bir artis gosterdigi saptadik. L-NAME uygulamasinin NO sentezini bloke ettigi
diisiiniildiigiinde, belirli dokularda ex vivo bulunan yiiksek NOS aktivitesinin, yiiksek seviyede
NOS gen ekspresyonundan kaynaklandigini varsayabiliriz. Ger¢ekten de, L-NAME'in varligi,
NOS ekspresyon regiilasyonunda anahtar faktér olan NO ve transkripsiyon faktorii niikleer
faktor kB (NF-kB) arasindaki dengeyi etkileyerek, hem iNOS hem de eNOS ekspresyonunun
hizin1 artirmaktadir. NO'nun, NF-kB aktivasyonunu veya NF-kB inhibitoriinii indiikleyip
stabilize ettigi ve bdylece NOS transkripsiyonunun hizin1 modiile ettigi diistiniilmektedir. Bu
anlamda, L-NAME’nin NOS inhibisyonu ile olusan NO seviyesindeki azalma, NF-kB
aktivasyonuna ve dolayisiyla NOS ekspresyonunun artmasina yol agabilir. Paradoksal olarak,
L-NAME uygulamasinin in vivo NOS ekspresyonu iizerindeki etkisinin tedavi siiresine ve
arastirilan dokuya bagli olarak degisebilecegi bildirilmektedir (88). 4 hafta boyunca 40
mg/kg/giin L-NAME, Sprague-Dawley sican kavernéz dokusunda eNOS ve iNOS
ekspresyonunu ve Wistar siganlarda kalp ve bobreklerinde eNOS'u artirdigi, ancak beyin
dokusunda eNOS ekspresyonunu etkilemedigi gosterilmistir (89). Bununla birlikte, ayn1 L-
NAME dozu, 5 haftalik tedaviden sonra Wistar si¢anlarda aortada eNOS veya iNOS
ekspresyonunu etkilemedigi, 7 haftalik tedavide ise kalpte eNOS ekspresyonunu artirdigt ve
tersine beyinde eNOS ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (90). Biz de g¢alismamizda
hipertansiyon grubunda bobrek dokusunda eNOS ve iNOS immiinreaktivitesinde anlamli artis
saptadik bu bulgu literatiir bulgularin1 desteklemektedir. Kisspeptin tedavisi eNOS
immiinreaktivitesinde anlamli bir azalma sagladu.

Farelerde, kisspeptin enjeksiyonlarinin nNOS'un katalitik aktivitesini etkiledigi ve NO
salinimimn1 dogrudan kisspeptin tarafindan etkilenebilecegini rapor etmislerdir (91, 92).
Hipertansiyon+Kisspeptin grubunda serum NO diizeylerindeki anlamli azalma NO salinimu ile
kisspeptin arasindaki etkilesimden kaynaklanabilir. Bu veriyi desteklemek i¢in daha fazla
caligmaya ihtiya¢ oldugu diislincesindeyiz.

Sivi-elektrolit dengesinin ve kan basincinin kontroliinde Renin-Anjiotensin- Aldosteron
sistemi Onemli rol oynamaktadir. Anjiyotensin II olduk¢a giiglii bir vazokonstriktor etkiye
sahiptir ve dolasim disinda da etkileri bulunmaktadir. Aldosteron sentezini ve adrenal
glomerulozadan salinimini tesvik ederek, proksimal tiibiil iginde sodyum geri emilimini arttirir.

Serum ve idrar aldosteron diizeylerini inceledigimiz ¢alismamizda; serum aldosteron diizeyinde
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hipertansiyon grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan artis
gozlendi. Literatiirde NO’nun, zona glomerulosa hiicrelerinde steroidogenezi azaltarak ve
angiotensin 1 reseptorlerini downregiile ederek, aldosteron sekresyonunu dogrudan
baskiladigin1i 6ne siirmiiglerdir. L-NAME verilerek NOS inhibisyonu ile olusturulan
hipertansiyonda aldosteron salinimindaki artis NO diizeyindeki azalma sonucu olailir (93-95).

Kisspeptinin gebelik disinda serumda diizeyinin oldukga diisiik oldugu bildirilmektedir.
Kisspeptin reseptorlerinin fetal adrenal bezin neokorteksinde yiiksek oranda eksprese oldugu
bildirilmistir. Normotansif gebelikte hem plazma renin aktivitesinin hem de aldosteron
diizeylerinin giderek arttig1 ve gebe olmayan, normotansif kadinlara gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar Kisspeptinin hem fetal adrenal hiicrelerde hem de hiicre
kiiltiirii adrenal hiicrelerinde aldosteron {iiretimini artirdigini gdstermistir. Bu nedenle fetal
ve/veya maternal dolasimda goriilen yiiksek diizeydeki plasental tirevli kisspeptin,
aldosteronun fetal ve/veya maternal adrenal tiretimini etkileyebilir (66). Biz de ¢alismamizda
Kisspeptin verdigimiz gruplarda serum aldosteron diizeylerinde anlamli olmayan artig saptadik.

Yapilan calismalarda kisspeptin 10’un intravendz veya subkutan uygulamasinda, 55
saniyelik bir yar1 6miir gosterdigi bildirilmistir (96). Chan ve ark. (97) insan plazmasina in vitro
kosullarda kisspeptin-10 inflizyonundan sonra 37 ©°C'de inkiibe ettikleri ¢aligmalarinda
kisspeptinin 60 dakikadan daha uzun siire 37 °C'de inkiibe edilen numunelerde kantitatif
siirmin (0.5 ng / ml) altina diistiiglinli ve in vitro yari Omriiniin ¢ok kisa oldugunu
bildirmislerdir. Thompson ve ark. ¢alismalarinda kisspeptin-10, Kisspeptin-14 ve kisspeptin-
54" akut subkutan 0.1, 0.3, 1, and 50 nmol dozlarinda uygulamislardir. Kisspeptin-10 ve
Kisspeptin-14’tin plazma LH {izerinde istatistiksel olarak anlamli fark olusturmadigini, ancak
Kisspeptin-54’iin plazma LH iizerinde anlamli bir artig olusturdugunu gostermislerdir. 0.1, 0.3,
1, and 50 nmol Kisspeptin-54 dozu plazma total testosteron iizerinde anlamli bir artis
gosterdigini bildirmiglerdir. Yine ayn1 ¢alismada yeni hazirlanmis 1 nmol kisspeptin-54’iin akut
subkutan uygulamasi ile 37 °C'de inkiibe edilmis 1 nmol kisspeptin-54’iin alzet mini ozmotik
pompayla 14 giin boyunca verilmesinde plazma LH ve toplam testosteronu anlamli sekilde
arttirdigin1 gostermisler. Yeni hazirlanmis kisspeptin-54 ile alzet pompasinda 14 giin boyunca
verilen Kkisspeptin-54’iin plazma LH veya total testosteron {izerine etkisi arasinda anlamli bir
fark olmadigim1 bildirmislerdir. Ancak 50 nmol / giin kisspeptin-54'iin kronik subkutan
uygulamasinda plazma inhibin B'yi 6nemli 6lgiide azalttigini, plazma aktivin A, plazma
testosteron ve plazma LH ve FSH fizerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigini rapor etmislerdir (98). Yapilan bagka bir ¢alismadada kisspeptinin yaglanma

nedeniyle yumurtalik folikiiler gelisimi tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in, kisspeptin ve
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Kisspeptin antagonisti P234'i 28 giin boyunca ovaryuma salinimi i¢in mini-ozmotik bir pompa
yerlestirmislerdir. intraovarian kisspeptinin iireme yaslanmasinda folikiiler gelisim ve
yumurtlamanin diizenlenmesinde yerel bir rol oynadigimi belirterek gostermislerdir (99).
Ozmotik mini pompalarla normal viicut sicaklig1 37,5-38,5 °C olan sigcanlara 14 giin siire ile
kisspeptin verilen ¢alismamizda aktivitenin azalmasina neden olabilecegini diislindiirmektedir.
Aktivite azalmasi; calismamizda gruplar arasinda kisspeptin diizeylerinde anlamli farklilik
goriilmemesinin nedeni olabilir. Calismamizdaki kisspeptin dozunu (50 nmol/giin) literatiirdeki
calismalarin dozuna uygun olarak belirledik(100). Kisspeptin dozu ile ilgili veriler sinirlidir,
farkl1 yontemler ve 6n analitik yontemlerin yetersizligi nedeniyle sonuglarin agik olmadigi
rapor edilmektedir (56). Kisspeptinin iireme islevlerindeki rolii bilinmesine ragmen, diger
hastaliklarin tedavilerindeki roliinli arastirmak icin daha ¢ok deneysel ve klinik calismalara
ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Ayrica kisspeptinin 10 nun etkilerinin doz, verilis zaman1 ve
stiresi, verilme seklinde gerekli diizenlemelerin yapilarak arastirilmast  gerektigine
inanmaktayiz.

Literatiir ile birlikte tim bulgular degerlendirildiginde L-NAME ile olusturulan
deneysel hipertansiyon modelinde kisspeptinin artan kan basincini azalttigi goriildii. Ancak
kisspeptinin kan basinci tizerindeki etki mekanizmasini géstermek igin ileri ¢calismalara ihtiyag
oldugu goriisiindeyiz. Soyleki; bu konuda deneysel hipertansiyon modelinde bdbrek
fonksiyonlarininda bozulmasi i¢cin L-NAME’nin doz ve siiresinin arttirilmasi gerektigini
diistinmekteyiz. Bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu bir tabloyu iceren deneysel hipertansiyon
modelinde tedavi amaciyla verilecek kisspeptinin dozu, verilis sekli, verilme zamani ve
stiresinde gerekli diizenlemelerin yapilmasinin gerektigine inanmaktayiz. Ayrica yapilacak bu
diizenlemelerle birlikte bobrek fonksiyonlar i¢in bobrek kan akimu, nitrik oksit metabolizmast
tizerindeki etkileri ve oksidatif hasar derecesini gosteren parametreleri molekiiler diizeyde

aragtiran daha detayl1 ¢caligmalar yapilmas1 gerektigini diislinmekteyiz.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yaptigimiz
calismamizda L-NAME ile olusturulan hipertansiyon modelinde, serumda kisspeptin,
aldosteron, iire, sodyum, potasyum, kreatinin, NO, AST, ALT, CK aktiviteleri; bobrek
dokusunda NO, glutatyon, MDA diizeyleri; idrarda Kisspeptin, aldosteron, NO, MAU,
kreatinin, sodyum ve kreatin klirensi, fraksiyonel sodyum atilimi incelendi. Ayrica bobrek
dokusu histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak iNOS, eNOS ve kisspeptin reseptor
aktiviteleri incelendi. Incelemeler sonucunda elde ettigimiz veriler asagida verilmistir.

Kontrol ve kisspeptin gruplar1 karsilagtirildiginda; incelenen parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir faklilik saptanmadi.

Kontrol ve hipertansiyon gruplar1 karsilastirildiginda; hipertansiyon grubunda serum
NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma, bobrek dokusu MDA diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artma saptandi. Sistolik kan basinci, diyastolik kan basinct ve
ortalama arteriyel basimct degerleri 1. giin, 1. hafta, 2. hafta ve 3. hafta istatistiksel olarak
anlamli bir artma, kalp hiz1 degerleri ise 1. giin ve 1. hafta istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma
gosterdi. Kan basinci diizeylerinde meydana gelen bu artis deneysel hipertansiyon modelinin
olustugunu gostermektedir. Histopatolojik bulgularda hipertansiyon grubu bobrek kesitlerinde
tiibiiler hasar, peritiibiiler fibrozis, glomeriiler skleroz ve kast bulgular1t izlendi. eNOS
immiinreaktivitesinde  glomeriill kapillerlerinde ve proksimal tiibiillerde, iNOS
immiinreaktivitesinde distal kivrimli tiibiillerde yogun boyanma izlenmistir. Kisspeptin
reseptor immiinreaktivitesi glomeriil kapilerlerinde ve proksimal tiibiillerde yaygin ve kuvvetli

boyanma gozlenmistir.
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Hipertansiyon =~ ve  hipertansiyon+kisspeptin gruplari karsilagtirildiginda;
hipertansiyon+kisspeptin grubunda serum potasyum diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma, bobrek dokusu MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma, GSH diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artma, sistolik kan basinci 2. hafta ve 3. hafta istatistiksel olarak
anlamli bir azalma, diyastolik kan basinci ve ortalama arteriyel basinci degerlerinde 3. hafta
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdi. Histopatolojik bulgularda ise tiibiiler hasar ve
kast olusumunda anlamli bir azalma gozlendi. eNOS immiinreaktivitesinde glomertil
kapillerlerinde ve proksimal tiibiillerde hafif dereceli boyanma azalmasi1 goriilmiistiir.

Tiim bu sonuclar bir arada degerlendirildiginde kisspeptinin kan basimci iizerinde
potansiyel bir diisiiriicii etkisi oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak bu diisiiriicii etkinin altinda
yatan mekanizmayi acgiklayabilmek i¢in farkli caligsmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bu
konuda kisspeptinin dozu, verilme sekli, verilme zamani ve siiresinde yapilan diizenlemeler ile
bobrek fonksiyonlarini, nitrik oksit metabolizmasi tlizerindeki etkileri ile oksidatif hasar
miktarini gosteren parametreleri molekiiler diizeyde arastiran daha detayli calismalar yapilmasi

gerektigini diisiinmekteyiz.
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OZET

Ilag tedavisinde saglanan son yillardaki onemli gelismelere ragmen, hipertansiyon
toplumda sik goriilmesi ve ciddi komplikasyonlara yol agmasi nedeniyle 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. L-NAME ile deneysel hipertansiyon modeli olusturdugumuz ¢alismamizda
Kisspeptinin kan basinci, bobrek fonksiyonlari tizerindeki etkileri, etki mekanizmasi ile
bobrekteki histopatolojik degisiklikleri incelemeyi amacladik.

Deneysel hipertansiyon modelinde kisspeptinin etkilerini arastiran ¢alismamizda, 40
adet erkek  Spraque-Dawley  sigan;  kontrol,  kisspeptin,  hipertansiyon  ve
hipertansiyon+kisspeptin gruplarina ayrildi. Hipertansiyon gruplarina tek doz intravendz 15
mg/kg L-NAME enjeksiyonundan sonra i¢gme suyu ile 150 mg/L oraninda L-NAME ad libitum
3 hafta verildi. Caligmanin ikinci haftasinda kisspeptin ve hipertansiyon+kisspeptin gruplarina
kisspeptin (50 nmol/giin) iki hafta boyunca verildi. Her hafta kuyruktan kan basinci dl¢timii
yapildi. Calismanin 21. giinii siganlardan 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Daha sonra anestezi
altinda kanlar1 ve her iki bobregi alinarak 6tenazi uygulandi.

Kontrol ve hipertansiyon gruplari karsilastirildiginda hipertansiyon grubunda serum NO
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma; bobrek dokusu MDA diizeyinde, sistolik kan
basinci, diyastolik kan basinct ve ortalama arteryel basinci degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artma gosterdi. Histopatolojik bulgularda hipertansiyon grubu bobrek kesitlerinde
tiibiiler hasar, peritiibiiler fibrozis, glomeriiler skleroz ve kast bulgulari izlendi. eNOS
immiinreaktivitesinde  glomeriill kapillerlerinde ve proksimal tiibiillerde, iNOS
immiinreaktivitesinde distal kivrimli tiibiillerde yogun boyanma izlenmistir. Kisspeptin
reseptor immiinreaktivitesi glomertil kapilerlerinde ve proksimal tiibiillerde yaygin ve kuvvetli

boyanma gozlenmistir (p<0,05). Hipertansiyon ve hipertansiyontkisspeptin = gruplari
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karsilastirildiginda serum potasyum diizeyinde, bobrekdokusu MDA diizeyinde, sistolik kan
basinci, diyastolik kan basinci ve ortalama arteriyel kan basinci degerlerinde anlamli bir azalma
gosterdi. GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artma saptandi. Histopatolojik
bulgularda ise tiibliler hasar ve kast olusumunda anlamli bir azalma gozlendi. eNOS
immiinreaktivitesinde glomertil kapillerlerinde ve proksimal tiibiillerde hafif dereceli boyanma
azalmasi goriilmiistiir (p<0,05).

Kisspeptinin kan basincini azaltici etkisinin saptandigi daha baska deneysel ve 6n klinik
caligmalara ihtiyag¢ oldugu diisiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Hipertansiyon, Kisspeptin, Bobrek, Nitrik oksit, Oksidatif stres
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF KISSPEPTIN ON BLOOD
PRESSURE IN EXPERIMENTAL HYPERTENSIVE MODEL IN RATS

SUMMARY

Despite the significant advances in drug treatment in recent years, hypertension is an
important public health problem because of its serious complications and its prevalence in the
community. In our study, we aimed to investigate the effects of kisspeptin on blood pressure,
renal function, mechanism of action and renal histopathological changes in L-NAME-induced
experimental hypertension model.

In our study investigating the effects of kisspeptin in an experimental hypertension
model, 40 male Spraque-Dawley rats; control, kisspeptin, hypertension and hypertension +
Kisspeptin groups. Hypertension groups were given a single dose of 15 mg / kg L-NAME
intravenous injection. Afterwards, L-NAME ad libitum was given at 150 mg / L for 3 weeks.
In the second week of the study, kisspeptin and hypertension + kisspeptin groups were given
kisspeptin (50 nmol / day) for two weeks. Blood pressure was measured from the tail every
week. On the 21st day of the experiment, 24 hour urine samples were collected and blood was
taken under anesthesia and both kidneys were euthanized.

A statistically significant reduction in serum NO levels compared to control and
hypertension groups; MDA level, systolic blood pressure, diastolic blood pressure and mean
arterial pressure were significantly increased. Histopathological results revealed tubular
damage, peritubular fibrosis, glomerular sclerosis and caste findings in renal sections of

hypertension group. eNOS immunoreactivity showed intense staining in glomerular capillaries
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and proximal tubules with distal coiled tubules in INOS immunoreactivity. Kisspeptin receptor
immunoreactivity revealed widespread and strong staining in glomerular capillaries and
proximal tubules (p <0.05).When hypertension and hypertension + Kkisspeptin groups were
compared, there was a statistically significant decrease in serum potassium level, renal tissue
MDA level, systolic blood pressure, diastolic blood pressure and mean arterial blood pressure.
There was a statistically significant increase in GSH levels. Histopathological findings showed
a significant decrease in tubular damage and caste formation. There was a slight decrease in
glomerular capillaries and proximal tubules in eNOS immunoreactivity (p <0.05).

We believe that there is a need for further experimental and preliminary clinical studies
in which the blood pressure reducing effect of kisspeptin is determined.

Keywords: Hypertension, Kisspeptin, Kidneys, Nitric oxide, Oxidative stress
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