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OZET

Amacg: Calismamizda Epo’'nun bdbreklerden sentezlenmesinin
nedeninin Epo’nun boébrekler icin yasamsal bir doku koruyucu oldugunu
One slrdik ve hipertansiyonda olusan bdbrek hasarinin baslica nedeni
olan TNF-a’nin blokaji ve TNF-a tarafindan sentezi baskilanan Epo’nun L-
NAME modeli ile hipertansiyon olusturulmus disi sicanlarda bébrek dokusu
harabiyeti Uzerindeki etkilerini sistemik, molekiler ve histolojik dizeyde
arastirmayi amacladik.

Materyal Metod: a) Doz calismasi: yetiskin disi sicanlara 20
mg/kg/gin L-NAME ile birlikte 10, 2,5, 0,5, 0,25, 0,1 pg/kg dozlarinda
Depo’yu 3 ginde 1 vererek gerceklestridigimiz doz calismasinda kan
parametrelerini dedistirmeyen en ylksek doz olarak 0,25 ug/kg Depo’yu
tedavi dozu olarak belirledik.

b) Tedavi gruplari igin altmis adet disi sican rastgele 6 gruba ayrildi,
enjeksiyonlar otuz gun boyunca devam etti; Kontrol: gunlik
intraperitoneal (i.p.) 1 ml/kg serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapildi; L:
gunlik yirmi mg/kg ip L-NAME enjeksiyonu yapildi; L+Depo: ayni dozda
yapilan L-NAME ile birlikte 3 gunde 1 ip 0,25 pg/kg Depo enjeksiyonu
yapildi; L+Rem: ayni dozda yapilan L-NAME ile birlikte TNF-a antikoru
olan Remicade 5 mg/kg dozunda ip enjeksiyonu yapildi; L+Depo+Rem:
ayni dozlarda hem L-NAME hem Depo hem de Remicade yapildi; Depo:
ayni dozda Depo tek basina yapildi. 30 ginlik enjeksiyonlarin ardindan
yapilan femoral arter kateterizasyonu ile kardiyovaskiler parametreler
Olclildi ve arteryel kandan kan sayim cihazi kullanilarak kan degerleri ve
plazma Epo ve TNF-a miktarlari ELISA yontemi kullanilarak 6lglldi. Sag
bébrek cikartilarak agirhgr olgtldld, sol bobrek cikartilarak uzun hattan
ikiye bolindl, yarnisi immunhistokimya teknigi ile TUNEL, ED-1 ve
NfKappaB boyamalarinin yapilmasi icin formolde diger vyarisi ise PCR
teknigi ile TNF-a, TNF-a reseptorleri olan TNFR1 ve TNFR2, Epo reseptori
olan EpoR mRNA d&lgimleri igin tripure sollisyonu iginde saklandi.

Bulgular: L-NAME verilen tim gruplarda sistolik kan basinci, diyastolik
kan basinci, nabiz basinci ve ortalama arter basinci artmistir. L-NAME ile
yukselen apoptotik hlicre orani tim tedavi gruplarinda kontrol grubu
seviyesine dismustlr. ED-1 ile dlgulen makrofaj birikimi L ve L+Rem
gruplarda yukselmistir. NfKappaB L+Rem grubu haric tim gruplarda
kontrole gére artmistir. ELISA sonuclarina goére ise, gruplar arasinda
istatistiksel bir farklihk goérilmese de Epo seviyeleri, L grubunda kontrole
gbre yar yariya dusmuls fakat L+Rem grubunda TNF-a’nin blokaji Epo
seviyesini tekrar kontrol dlzeyine yuUkseltmistir. Kan plazma TNF-a miktari
ve TNF-a mRNA dederleri L grubunda kontrole gobre vyaklasik 3 kat
artarken, L+Depo grubunda kontrol degerlerinin bile altina dismdistdr.
TNF-a’nin apoptotik etkilerine aracilik eden TNFR1‘in mRNA miktari gruplar
arasinda istatistiksel bir farkhlik gbéstermese de, L+Depo grubunda



kontrole gore yariyariya dismustir. Diger yandan TNF-a’nin antiapoptotik
etkilerine aracilik eden TNFR2'nin mRNA miktari ise L+Depo grubunda
kontrole goére anlamli derecede yilkselmistir. EpoR mRNA miktarlar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da L grubunda kismen artarken, Depo
verilen gruplarda diasmustar.

Sonuc¢: Depo injeksiyonu, L-NAME ile olusturulmus kronik
hipertansiyonda bdbrekte olusan apoptozisi, ylkselmis kan basinci
dlzeyini ve kontrol degeri dlizeyindeki kan parametrelerini etkilemeden
engellemistir. Bulgularimiz Depo’nun bu etkisini makrofaj birikimini
engelleyerek, apoptotik plazma TNF-a seviyesini ve TNF-a mRNA dlizeyini
ve TNFR1 reseptoriini azaltarak fakat antiapoptotik TNFR2 ifadelenmesini
uyararak gerceklestirdigini gostermektedir.

Sunulan cgalismanin sonuglari ve son yillarda yayinlanan cgalismalarin
Isiginda Epo ve vicutta hematopoetik bir organ olmasa da major Epo
Ureticisi bobrek dokusu ile Epo arasinda su hipotezi ileri suriyoruz: L-
NAME verilerek sicanlarda olusturulan kronik hipertansiyonda ortaya ¢ikan
bébrek dokusu hasari (apoptozis), artan TNF-a aktivitesine bagl olarak
kritik doku koruyucu seviyelerinin altina dusen endojen Epo
yetersizligindendir. Epo’nun hematopoetik etkisi cok dusuk
konsantrasyonlarda bile gergeklesirken, doku koruyucu etkisi Epo’ya daha
dusuk affiniteli bir sitokin reseptoérli ile Epo reseptdéri arasinda
heterodimerik bir badlanti yoladinin aktivasyonunu gerektirmektedir.
Bobrek dokusunun fizyolojik kosullarda fonksiyonlarinin sdrdurebilmesi
doku koruyucu ve hematopoetik etki seviyelerinin lizerinde Epo varligina
baglidir. Bobrek dokusunda Uretildigi icin bdbreklerde doku koruyucu
dizeyinde Epo saglanabilirken kan vyoluyla kemik iligine ulasabilen
pikomolar seviyelerine dismis Epo hematopoietik etki icin vyeterli
olabilmektedir. Sunulan c¢alismada disaridan takviye edilen Epo
hipertansiyonda azalan endojen Epo’nun azalan doku koruyucu etkisini
telafi ederek boébrek dokusunda hipertansiyonun vyol actigi TNF-a
aktivitesine bagl apoptozisi engellemistir.

Anahtar Kelimeler: Eritropoetin, Darbepoetin-a, Hipertansiyon, TNF-a,
Bdbrek Doku Hasari



SUMMARY

Aim: We hypothesis that Epo is secreted by kidneys because it has an
important protector role for kidneys and we aimed to study the effect of
TNF-alpha blockage that is the main cause of kidney damage in
hypertension and effect of Epo treatment which the synthesis of it is
depressed by TNF-alpha on kidney tissue damages by using histological,
and molecular techniques in L-NAME induced hypertensive female rats.

Material Method: a) Dose study: To detect the dose of Darbepoetin-
alpha (Depo), a long acting Epo analog, we randomly divided 60 female
adult rats into six groups; L-NAME alone, L-NAME+10 pg/kg Depo, L-
NAME+2,5 pg/kg Depo, L-NAME + 0,5 pg/kg Depo, LNAME+0,25 ng/kg
Depo, L-NAME+0,1 ug/kg Depo. According to survival and blood
parameters we detected 0,25 pg/kg Depo dose as the highest dose that is
not changing the blood parameters and used it as treatment dose.

b) Treatment study: We randomly separated 60 female adult rats into
6 groups and we injected drugs for 30 days, according to the group
protocol; Control: Daily i.p. (intra-peritoneal) 1mil/kg/day physiologic
serum injected; L-NAME: daily IP 20 mg/kg/day L-NAME injected; L-NAME
+Depo: the same dose of L-NAME and 0,25 pg/kg dose of Depo injected
once in 3 days i.p; L-NAME+REM: the same dose of L-NAME and Daily 5
mg/kg/day dose of Remicade (REM, TNF-alpha antibody) i.p injected; L-
NAME+Depo+REM: the same doses of each agent in the same way
injected; Depo: the same dose of Depo alone injected. After 30 days of
injection period, rat cardiovascular parameters were recorded under
anesthesia (50mg/kg Ketamine HCI+10 mg/kg Xylazine HCI) via PE 50 tip
intra-femoral catheterization and at the end of the experiment, arterial
blood samples were taken from CBC (all blood cell parameters) via cell
counter system and to measure TNF-alpha and Epo levels in the plasma
via ELISA technique. We removed right kidney and weighted. Then we
removed the left kidney, divided longitudinally into two pieces, half of it
was stored in formaldehyde for TUNEL, ED-1 and NfKappaB staining, , the
other half was stored in Tri pure solution for TNFalpha, TNFR1, TNFR2 and
EpoR MRNA detection.

The results: Systolic, diastolic, mean arterial and pulse pressures
increased in all the LNAME given groups and heart rate decreased in only
Depo treated with L-NAME groups. Apoptotic index increased in the L -
NAME group but decreased in all the treatment groups. Macrophage
accumulation, as measured by ED-1 staining, that causes TNF-alpha
increase, increased in L and L+ REM groups. NfKappaB increased in all
groups except L+REM group. Although ELISA results show no significant
difference among the groups, Epo decreased in half in the L group
compared with that of the control. However, TNF-alpha blockade in the L
REM group increased endogenous Epo up to the control level. The lack of
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Epo increase in Depo treated groups may be because of the insensitivity
of the Epo antibody used to Depo. TNF-alpha in the blood plasm value
detected by ELISA and the TNF-alpha MRNA amount detected by PCR
increased up to 3 folds in the L group compared with that of the control
and decreased even below the control level in the L Depo group. MRNA
amount of TNFR1 that stimulates apoptosis decreased to half in L-NAME
treated with Depo groups compared with that of the control group but this
result is not statistically significant. On the other hand MRNA amount of
TNFR2 that stimulates antiapoptotic pathways, increased significantly in
LNAME treated with Depo group. Apr MRNA amount increased partly in the
L group may due to increased Epo demand, but this demand was not seen
in Depo treated groups that EPOR MRNA also decreased although it is not
statistically significant.

Our results suggest that Epo shows its tissue protective activity by
blocking the accumulation of macrophages, depressing plasma TNF-alpha
level and kidney TNF-alpha mRNA amount, suppressing TNFR1, and
stimulating antiapoptotic TNFR2 expression. Apoptosis in the kidney tissue
resulted in L-NAME induced hypertension decreased endogenous EPO
levels below to the is induced by rising TNF-alpha activity and decreasing
below critical tissue protective levels of endogenous Epo during chronic
tissue injury.

Conclusion: The presented study is the first in-vivo data indicating
that the depo injection or TNF-alpha inhibition prevented apoptosis in rat
kidney occurred in L-NAME induced chronic hypertension without affecting
rat blood pressures and rat blood cell counts. We suggest that given
exogenous DEPO substituted TNF-alpha induced decrease in endogenous
renal tissue alpha production below of the critical tissue protective
concentrations even it may still enough for the hematopoietic actions.
Since Epo can show its hematopoietic influences, even in very low
concentrations via the homo dimeric Epo receptors, however its tissue
protective effects may depend on tissue-protective erythropoietin
receptor (EPOR- common receptor (CR) a currently defined another
receptor that requires higher Epo concentrations to activate heterodimeric
tissue protective receptor pathways that is a lower affinity to Epo.

Key Words: Erythropoietin, Darbepoetin-alpha, Hypertension, TNF-
alpha, Kidney Tissue Damage
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1. GIRIS VE AMAC

Hematopoezin hormonal bir yolla uyarildiginin tespit edildigi 1906
yilindan ve bu hormonun “Eritropoetin” olarak isimlendirildigi 1948
yilindan beri yaklasik 100 yildir pek ¢ok farkl arastirmanin konusu olan
Eritropoetin (Epo), pek cok canl tirtinde varligi gosterilmis pleotropik bir
hormondur. Son vyillarda sayilan gittikce artan ve buylk bir ilgiyle
karsilanan pek c¢ok arastirma sonucglarinin da gosterdigi gibi Epo
hematopoetik etkilerinin yaninda c¢ok 6nemli doku koruyucu etkileri de
bulunmaktadir. Diger yandan bobrekler uzun sireli kan basincinin
dizenlenmesinde mutlak gerekli bir organ olup, vicutta sentezlenen
Epo’'nun %90’ bébreklerin peritubuler bdélgesinde bulunan fibroblastlar
tarafindan yapilir ve kana verilir. Bdbrekler yasamin higbir déneminde
hematopoetik olmadigi halde Epo’nun neden bdbreklerde sentezlendigi
sorusu buglne kadar tam olarak agiklanamamistir. Kan basincinin
fizyolojik ihtiyaglara gore dlzenlenmesi bdbrek fonksiyonlarinin
sUrdilrilebilmesine baglidir. Bu nedenle bdbreklerin her tirli hasara karsi
korunmasi yasamsal éneme sahiptir(W. Jelkmann, 2007).

MO 2600 yilindan beri insanligin tedavi etmeye calisti§i hipertansiyon
bugln insan o6limlerine sebep olan hastaliklar arasinda birinci sirada
bulunmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir arastirmaya
gore her U¢ yetiskin Amerikalidan biri hipertansiftir ve hipertansiyon
kaynakl 6limler 1999'dan 2009 yilina kadar %17,1 oraninda artmistir.
Ulkemizde ise 2004 yili verilerine gére her dért dlimden birinin nedeni
hipertansiyondur. Bu hastaligin siklikla 6limlere yol agmasinin temel
sebebi kronik ylksek kan basincinin beyin, kalp, bdbrek gibi yasamsal
organlar (zerinde vyarattigi inflamasyon kaynakli dejenerasyondur
(Esunge, 1991; "High Blood Pressure - 2013 Statistical Fact Sheet," 2013;
"Turk hipertansiyon insidans calismasi," 2008).

Inflamasyonlu hastaliklarin ve de hipertansiyon gibi inflamatuvar bir
cevaba neden olan butln hastaliklarin basrol oyuncusu konumundaki TNF-
a’nin Epo’yu baskilayici 06zelligi oldugu bilinmektedir. Bu calismada
vicudun major vazodilatért olan nitrik oksiti (NO) sentezleyen nitrik oksit
sentaz enziminin L-NAME ile 4 hafta boyunca sistemik olarak blokaji
yoluyla olusturulmus kronik hipertansiyonlu sicanlarda in-vivo yéntemler,
histolojik ve molekiler teknikler kullanilarak TNF-a, Epo ve bébrek dokusu
harabiyeti arasindaki baglantilari analiz ederek hipertansiyonda gorilen
bobrek dokusu harabiyeti ve Epo’nun doku koruyucu etkisini arastirmak
amaclanmistir. Bu yéntemle Epo’nun bdbrek dokusunu koruyucu etkisini
gosterebilmek ayni zamanda Epo’nun neden bdbreklerden salgilandigina
dair de yeni bir yaklasim gelistirebilmemizi sagliyacaktir(La Ferla, 2002).



2.GENEL BILGILER

2.1. Eritropoetin

Yiksek irtifada oksijen yetersizligine bagh olarak, serumda bulunan
bir hormon tarafindan eritrosit sayisinin arttirildiginin bulunmasi ve bu
hormona hemopoetin adinin verilmesinin Uzerinden yaklasik ylz yildan
fazla sture gecmistir. Epo’nun izole edilmesi ve anemi hastalarinda tedavi
edici olarak kullanilmasi ise yaklasik 50 vyildir strmektedir. Epo ve
reseptoériinin kurbadalar, Japon baliklari gibi ilkel canlilarda da tespit
edilmesi ve bu canlilarda da benzer gdérevleri olmasi, Epo’nun canlilarin
evrimi icinde c¢ok eski zamanlardan beri varoldugunu gdstermistir.
(Aizawa et al., 2005; W. Jelkmann, 2007; Katakura, Katzenback, &
Belosevic, 2014).

Epo 34,4 kD adirliginda, 165 aminoasit ve dort glikan igerigi olan bir
glikoproteindir. Fetal donemde hepatositlerde Uretildigi bilinse de bdbrek,
kemik iligi ve dalakta az miktarda da olsa Epo mRNA’lari bulunmustur.
Dogumdan sonra Uretim vyeri ise renal korteksin peritubuler
fibroblastlandir. Uretilen Epo, kan dolasimi ile kemik iligine gelir, burada
kendisine spesifik reseptdéri EpoR araciligiyla eritrositlerin, kok
hicrelerden baskalasarak sentezlenmesini saglar ve de bu hicreleri
apotozdan koruyarak kan eritrosit miktarinin diizenlemesini saglar. EpoR;
57 kDa adirhginda, 484 amino asit iceren iki transmembran
glikoproteinden olusan bir homodimerdir. Epo’nun resepdtlrine
baglanmasi bu reseptérde konfirmasyonel bir degisiklige yol acar ve bu da
Janus Kinaz-2'nin (JAK-2) transfosforilasyonuna sebep olur. JAK-2 hiicre
icinde Fosfoiyonosit-3 Kinaz/Protein Kinaz-B (PI-3K/Akt), Mitojen-
Activated Protein Kinaz (MAPK), Protein Kinaz-C (PKC) ve Signal
Transducer and Activator of Transcription -1, 3, 5 (STAT) yolaklarini aktive
eder. Bobrekler disinda kardiyovaskiler sistem organlari, beyin, karaciger,
dalak ve testislerde de Epo mRNA’sina ve Epo reseptériine rastlanmis olsa
da Eponun bu organlardaki etkinligi hala tartismalidir (Dame, 1998; Ebert,
1999; W. Jelkmann, 2011; W. Jelkmann, Elliot, S., 2013; Koury, 1990;
Testa, 2004).

2.1.1. Epo Sentezinin Diizenlenmesi

In vivo ve in vitro ortamlarda yapilan deneyler ile Epo’nun sentezini
uyaran hipoksi gibi pek cok fizyolojik ve farmakolojik sinyalin oldugu
ortaya cikarimistir. Kan kaybi yoluyla anemi olusturulan farelerin
bobreklerinde Epo mRNA miktarinin 4-8 saat icerisinde 200 katina kadar
ciktigi gozlenmis ve bu etkinin aneminin derinligine bagl oldugu
bildirilmistir (Bondurant, 1986; Ebert, 1999).



Normoksik kosullarda Epo geninin promotor bdlgesi GATA-2'nin ve
NfKappaB’nin baskisi altindadir ve bu durum inflamatuvar hastaliklara
bagh gelisen anemilerin nedeni olarak gorilmektedir. Hipoksi kosullarinda
ise GATA-2 hizlica azalirken, hypoxia-inducible transcription factors (HIF)
adi verilen transkripsiyon proteinleri hipoksiye cevap olarak sentezlenen
pek cok baska proteinle birlikte ve en fazla Epo sentezini uyarir. HIF'ler
120 kDa agirliginda oksijene kararsiz bir a (1a, 2a, 3a izoformlarn vardir)
ve 90-95 kDa adirliginda kararh bir B alt tinitelerden olusur. Ilk kesfedilen
HIF-1 olsa da daha sonra kesfedilen HIF-2a’nin serum Epo seviyesinin
dizenlenmesinde temel aktdor oldugu bulunmustur (W. Jelkmann, 2011;
W. Jelkmann, Elliot, S.,, 2013; Tsuchiya, 1997; Warnecke, 2004).

HIF-a alt biriminin C-ucu, oksijen varlidina bagiml bir bozulma
bélgesi icerir ve HIF-a oksijen varlifinda 6zel bir Fe*? iceren pirolil
hidroksilaz (PHD-1, -2, -3) tarafindan indirgenir. Oksijen yoklugunda ise
HIF'ler p-300 ve CBP (cAMP response element-binding protein(CREB) co-
aktivatorliginde Epo mRNA'sinin transkripsiyonunu uyarir. PHD-2 ve
PHD-3'de birer HIF hedef genidir ve bu geri bildirim mekanizmasi kronik
anemi ya da uzun sireli ylksek irtifada bulunma gibi durumlarda sabit
kalan Epo miktarini agiklar (Sekil 2.1) (Bruick, 2001; W. Jelkmann, 2011;
Wenger, 2010).
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Sekil 2.1. Epo sentezinin dizenlenmesi. A) Hipoksiye cevap olarak Epo sentezleyen
hicrelerin artmasi. B) Epo sentezleyen hicrelerde hipoksi ile birlikte PHD’lerin HIF
Uzerindeki baskisinin kalkmasi ve HIF'lerin hiicre cekirdedine gecip Epo sentezini
uyarmasi. (Wenger, 2010)

2.1.2. Epo ve Bobrekler

Yukarida da belirtildigi gibi dogumdan sonra Epo’nun ana Uretim
merkezi bdbrekler haline gelir ve Epo'nun %901 bdbreklerde
jukstamedullar bédlgede bulunan fibroblastlardan sentezlenir. Yasamin
hicbir evresinde hematopoetik olmayan bdbreklerde Epo’nun neden
sentezlendigi ise heniiz tam olarak aciklanamamistir. Literatiirde gecgen
genel kabul bébreklerin kan oksijen doygunlugunu moniterize etmek igin
uygun bir organ oldudgu fikri etrafinda yodgunlasiyor. Buna gore oksijeni
monitdrize eden karotid cisim akcigerlerden gelen taze kandaki parsiyel
oksijen basincina duyarlidir ve parsiyel oksijen basincindaki degisikliklere
gore akcigerlerin hizli cevap vermesini; alveolar ventilasyonun artmasini
ya da azalmasini saglar. Bobreklerde ise medullaya yakin bélgede bulunan
fibroblastlara ulasan oksijen diffuzyonla ulasir. Bu sayede bu hlcreler



kandaki parsiyel oksijen basinci dedil dokulara ulasan oksijen miktarini
Olcerek Epo sentezi aracilidiyla kanin hemoglobinlerle oksijen tasima
kapasitesini artirir. Bu vyaklasim dodru ancak vyetersizdir; c¢lnki
bdébreklerin fizyolojik fonksiyonlarindan kaynakli benzer pek cok yaklasim
gelistirmek mumkinken Epo icin 6zel olan durumu aciklamamaktadir.
Bobreklerin tespit edebildigi kan basincinda ve kanin ozmolaritesindeki
degisiklikler gibi tim dedisikliklere bobrekler dogrudan cesitli
mekanizmalarla mudahale ederken Epo sentezlenmekte, dolasima
girmekte ve doku oksijenizasyonun karsl cevabi olan hematopoezi kemik
iliginde gerceklestirmektedir. Epo’ya 6zel olan bu duruma dair yeni ve
daha geliskin aciklamalar getirilmesi gerekmektedir(Wenger, 2010).

2.1.3. Epo ve kardiyovaskiiler sistem

Wu H. ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, Epo veya EpoR geninin
susturuldugu (knockout edildigi) farelerde kalp ve damar sisteminde
gelisim bozukluklari gorulmidstir. Daha sonra bu calisma Kertsz N. ve
arkadaglan tarafindan da desteklenmigtir. Fakat Suzuki N. ve
arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise sadece hematopoetik
organlarda EpoR ifadelenmesinin engellenmesi ile fareler normal gelisim
gbstermislerdir. Bu Dbilgilerle birlikte EpoR’nin vaskiler endotelyal
hicrelerdeki fonksiyonel varligi protein diizeyinde heniiz gosterilemedigi
halen cok tartismahdir (W. Jelkmann, Elliot, S., 2013; Kertesz, 2004;
Suzuki, 2002; H. Wu, Lee, S.H., Gao, J., Liu, X., Iruela-Arispe, M.L.,,
1999).

Epo’nun kalpte dogrudan bir etkisinin olup olmadigi da benzer bir
sekilde tartismalidir. Literatlrde kalp rahatsizliklari olan hastalar tzerinde
yapilan deneylerde kullanilan Epo’nun olumlu etkilerinin yanisira etkisiz
oldugunu bildiren calismalar da mevcuttur (W. Jelkmann, Elliot, S., 2013).

Yiksek dozda verilen Epo’nun in-vitro kosullarda duz kaslar Gzerine
kontraktif etkilerinin olmasina ragmen in-vivo ortamda bu etkilerin
gbzlenmemesi Epo’nun damar endotelini gecememesinden
kaynaklanmaktadir (W. Jelkmann, Elliot, S., 2013).

Batdn bu bilgilerle birlikte, Epo ve EpoR’nin kalp damar dokularindaki
varliklari bu sistem Uzerindeki etkilerinin daha fazla arastirilmasi
gerektigini gostermektedir.

2.1.4. Epo ve Hipertansiyon

Kronik bobrek hastalarinda goérinen anemiye karsi tedavi olarak
verilen Epo’nun bu hastalarda birkac hafta ile birkag ay arasinda arteriyel
kan basincinda artisa ve hipertansiyona sebep oldugu gorilmustir. Benzer
bir durum kronik bodbrek hastaligi olusturulan sicanlarda birka¢ hafta
icinde gerceklesmistir. Ik bakista artan hematokrit seviyesine bagli kanin
vizkozite artigi ile iliskilendirilen bu durumun yapilan deneylerle hematokrit
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ile iliskili olmadigi gosterilmistir. Kronik boébrek hastalii modeli
olusturulan, demir eksikligi olan ve olmayan sicanlara verilen Epo’nun kan
basincini arttirdigi goridlmistir. Daha sonra eritrosit transflizyonu ile
benzer hematokrit seviyelerine ulastirilan kronik bdbrek hastalikh
sicanlarda ise kan basincinda herhangi bir artis gézlenmemistir (W.
Jelkmann, Elliot, S., 2013; Kertesz, 2004; Vaziri, 1999).

Henlz in-vivo ortamda ispat edilememis olsa da in-vitro ortamda
Epo'nun damar epitel ve duz kaslarinda DNA sentezi ve hicre
proliferasyonunu artirdigi gézlenmistir. Bu durum; daha sonra yapilacak
calismalarla in-vivo ortamda da gdsterilebilirse Epo’'nun damar
yapillanmasini artirarak hipertansiyona sebep oldugu soylenebilir (Vaziri,
1999).

Onemli bir vazodilatér olan NO’nun, kronik Epo uygulamalariyla
birlikte vazodilatdr etkisinde ciddi bir azalma oldugu ve bir direng ile
karsilastigi goézlenmistir. U¢ hafta boyunca Epo verilen sicanlarin
idrarlarinda NO metabolitlerinde bir artis gézlenmis ve bu durum fizyolojik
etkisini gésteremeyen NO’'nun vlcut tarafindan daha fazla sentezlenmeye
basladigini géstermistir. Epo’nun Ca** endoplazmik retikuluma geri alimini
artirici 6zelligi hem NO’ya karsi gelisen direnci hem de olusan yliksek kan
basincini anlatmaya katki sunmaktadir. Cinkli NO vazodilatdr etkisini
hicre ici Ca*" depolarini azaltarak gerceklestirmektedir. Ayrica Epo
uygulamalariyla birlikte artan hemoglobinin dnemli bir NO temizleyicisi
oldugu bilinmektedir. Tidm bu Dbilgiler 1siginda, Epo kaynakli
hipertansiyonu aciklamaya en vyakin teori bu fenomen olarak
gérinmektedir (Azarov, 2005; Moreau, 2000; Vaziri, 1999).

2.1.5. Epo ve Inflamasyon

Kronik bobrek hastaligi olan insanlarda olusan anemi, inflamasyon ve
Epo sentezi arasinda bir iliski olabilir mi sorusunu ortaya cikarmistir. Bu
hastalarda yapilan bir cgalisma, TNF-a blokajinin Epo seviyesi Uzerine
dogrudan bir etkisinin olmadigini gosterse de in-vivo, in-situ ve in-vitro
calismalar TNF-a’nin Epo sentezini baskiladigini gostermistir. Bu etki
Johnson C.S. ve arkadaslarinin farelerde yaptiklari gcalisma ile Jelkmann W.
ve arkadaslarinin izole bébrek ve insan hepatoma hicrelerinde yaptiklari
calismalarla ortaya konmustur. La Ferla K. ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ise TNF-a’nin Epo sentezini baskilayici etkisinin GATA-2 ve
NfKappaB’nin, Epo geninin promotor bdlgesinde yaptiklari blokaj ile
gerceklestigini 6ne sirmuslerdir (W. Jelkmann, Hellwig-Buergel, T., 1999;
Johnson, 1990; La Ferla, 2002)



2.1.6. Epo’nun Nonhematopoetik ve Doku Koruyucu Etkisi

Epo ve reseptérinin hem mRNA dlzeyinde hem de protein dlzeyinde
farkli organlardaki varligi halen bir tartisma konusu olsa da bu tartismanin
bir benzeri Epo’nun doku koruyucu etkisi Gzerinde yapilmaktadir. Bugin
pek c¢ok arastirmaci yayinladiklari makaleler ile Epo’nun doku koruyucu
etkisinin varhgini ispat etmeye calismaktadir. Beyinde astrositlerden
salinan Epo’nun doku koruyucu etkisi sinir bilimleri acisindan Gzerinde
yogun calisilan bir basliktir. Beyindeki etkisinden sonra ise en c¢ok calisilan
konu ise Epo’nun kardiyovaskiler sistem Uzerindeki doku koruyucu
etkisidir (M. Brines, Cerami, A., 2005; Nangaku, 2013; L. Wang, Zhang,
Z., Wang, Y., Zhang, R., Chopp, M., 2004).

Tada H. ve arkadaslari yaptiklari bir calismada, sadece non-
hematopoetik organlarda Epo reseptorinin baskilandigi bir fare modeli
kullanmiglardir (RES). RES farelerinde wild type (WT) farelere gore
hematokrit, viicut ve kalp agirliklari gibi parametreler ayni kalirken, RES
fareleri gorece daha fazla Epo sentezlemektedir. RES farelerinde
olusturduklari miyokardiyal iskemi/reperfizyon (I/R) sonrasinda infarkt
alani WT farelerde RES farelerine go6re anlamli olarak azalmig, WT
farelerde ayni zamanda apoptosis ve apoptosis mekanizmasinin énemli bir
proteini olan caspase3 proteini de RES farelerine gbére anlaml derecede
azalmistir. Bu bulgular Epo-EpoR etkilesiminin, non-hematopoetik
organlarda, caspase-3 aktivitesini baskilayarak, apopotzu engellemek
yoluyla doku koruyucu etkisi oldugu seklinde yorumlanmistir. (Tada,
2006).

Lipsic E. ve arkadaslarinin sicanlarda vyaptiklari bir miyokard
infarktiist.  (MI) modelinde, hematokrit seviyesini artiracak ve
artirmayacak iki farkli Depo dozunu denemislerdir. Hematokrit seviyesini
artirmayan disiuk doz, kardiyovaskiiler parametreleri ve MI operasyon
(sham) grubuna goére anlamli derecede artirirken caspase3 aktivitesini ise
ayni gruba gére anlamli derecede dusurmustur (Lipsic, 2006).

Sharples E.J. ve arkadaslarinin sicanlarda bodbrek I/R modeli
olusturarak yaptiklari bir calismada ise Epo, I/R uygulanan bébregi
Urodinamik parametreler, histolojik parametreler ve caspase3 aktivitesi
acisindan korumustur (Sharples, 2004).

Her ne kadar yapilan bir sepsis calismasinda Epo’nun NfKappaB'yi
baskiladigi iddia edilse de bu konuda calisan baska arastirmacilar Epo’nun
doku koruyucu etkisini NfKappaB'’yi aktive ederek ve bu yolla anti-
apoptotik  proteinlerin  sentezini uyararak gergeklestirdigini iddia
etmektedir (Sharples, 2004; Souza, 2012).

Yukaridaki calismalarin yaninda 6zellikle son yillarda éne ¢ikan gorus,
Epo’'nun klasik homodimer reseptérinin disinda, hematopoetik olmayan
organlarda IL-3 ve IL-5 ile birlikte heterodimerik beta-common reseptdre
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(BcR) de daha disik afiniteyle baglanabildigini ve bu reseptor Gzerinden
eritropoezi etkileyemezken doku koruyucu bir etki gosterdigidir. Coldewey
S. M. ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada sepsis ile akut bdbrek
hasari olusturulan farelerde Epo’nun doku koruyucu etkisi gézlenmis ve bu
etkinin BcR geni susturuldugunda ortadan kalktigi rapor edilmistir. Brines
M. ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada ise farkli organlardan kdken
alan htcre gruplarinda hem Epo’nun hemde Epo’nun eritropoetik olmayan
bir analogu olan Cepo benzer bicimde BcR geni susturuldugunda koruyucu
bir etki gosterememis fakat BcR varliginda doku koruyucu etki
gbéstermislerdir. Bu verilerle birlikte Brines M. ve Cerami A.'nin 2013
yilinda yazdiklari bir derlemede belirttikleri tGzere Epo’nu BcR Uzerinden
olan etkileri henliz Uzerinde daha fazla calismay! gerektirmektedir (M.
Brines, Cerami, A., 2005, 2013; M. Brines, Grasso, G., Fiordaliso, F.,
Sfacteria, A., Ghezzi, P., Fratelli, M., Latini, R., Xie, Q., Smart, J., Su-Rick,
C., Pobre, E., Diaz, D., Gomez, D., Hand, C., Coleman, T., Cerami, A. ,
2004; Coldewey, 2013).

2.1.7. Farkli Epo Analoglari

Farkli Epo analoglari arastirmalarinin iki temel sebebi oldugu
gorulmektedir; Epo’nun doku koruyucu etkisi Uzerinde c¢alisan
arastirmacilarin  ¢ézmeye c¢alistiklari  bir sorun olarak Epo’nun
hematopoetik etkilerini engellemek ve anemide kullanilan Epo tedavilerini
daha etkin hale getirmek.

Epo’'nun ekzojen olarak verildiginde ortaya cikan etkilerini
engelleyerek, doku koruyucu etkisini ortaya cikarmaya calisan arastiricilar,
Epo’nun yapisi ile oynayarak kemik iliginde bulunan EpoR’ye baglanmayan
bununla birlikte 6zellikle beyinde bulunan reseptérierine baglanan farkl
Epo mutantlari ortaya cikarmiglardir. Protienlerin sialic asit bilesimlerini
sialidaz enzimleriyle dizenleme islemi olan desializasyon islemi uygulanan
Epo (asialoEPO) EpoR’ye baglanmis ve bunun yaninda cok kisa bir plazma
yart 6mrd olmustur. Proteinlerin amino gruplarinin izosiyanik asit ile
tepkimesi anlamina gelen carbamilasyon islemi ile elde edilen CEPO ise
EpoR’ye baglanmamis ve vyapilan farkhh calismalarla doku koruyucu
etkisinin oldugu iddia edilmistir. EPO’'nun B helix akdz bdlgesinin taklit
edilmesi ile elde edilen 11 amino asit yapili helix B-surface peptid (HBSP),
CEPO gibi reseptorlere secici baglanmis ve doku koruyucu etki géstermistir
(M. Brines, Grasso, G., Fiordaliso, F., Sfacteria, A., Ghezzi, P., Fratelli, M.,
Latini, R., Xie, Q., Smart, J., Su-Rick, C., Pobre, E., Diaz, D., Gomez, D.,
Hand, C., Coleman, T., Cerami, A. , 2004; Leist, 2004; Roxborough,
1995; Stamatos, 2003; Ueba, 2010).

Kronik boébrek hastaligi (CKD) gibi uzun siiren bébrek hastaliklarinda
gbrulen anemi tedavisi icin rekombinant teknoloji ile gelistirilen pek cok
Epo Biyobenzeri (rekombinant human erythropoietin; rhEpo, Epoetin) ilag
bulunmaktadir. Bugln igin pek cok farkl ticari isim altinda epoetinler klinik
uygulamalar igin lisanslandirilmistir. Farkh hlcre gruplarn tarafindan ve
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farkli metodlarla Uretilen epoetinlerin yapisi da farkl olmaktadir ve bu
yapilara gore latince harfler sonlarina getirilerek; epoetin-a, epoetin-beta,
epoetin-kappa gibi isimlendiriimektedir. Epoetinlerin ylksek masrafli
Uretimleri, kisa yari émdurleri ve parenteral uygulanma zorunlulugu bu
ilaclarin olumsuz 0&zellikleridir. Bununla birlikte daha uzun yart édmurlG
dolayisiyla daha az wuygulanma gerektiren rhEpo’lar gunimuzde
kullanilmaktadir. Methoksi-polietlin glikol-epoetin beta’nin yari 6mri 120-
130 saatler arasindadir. Ulkemizde de CKD hastalarinda c¢ok yogun
kullanilan ve rhEpo’nun hiperglikoze bir mutanti olan Darbepoetin-a’nin
(Depo) ise deri alti enjeksiyondan sonra 70-105 saattir. Depo’nun 2
haftada 1 veya ayda 1 uygulanmasi CKD hastaligindaki aneminin tedavisi
icin yeterli olabilmektedir. Bununla birlikte yapilan pek c¢ok calisma
Depo’nun siganlarda da etkin oldugunu gdéstermis ve bu calismalari yapan
arastirmacilar Epo gibi Depo’nunda doku koruyucu etkileri oldugunu 6ne
surmuglerdir (Sekil 2.2) (Frenay, 2012; W. Jelkmann, 2014; MacDougall,
2007).

Plasma ESA (ng/mL)

Methoxy-PEG-Epostin beta (QM)

100 - ——== Darbepoetin alia (QW)
Epoetin (TIW)

0.01%
T T T T T
0 12 24 36 48 Days

Sekil 2.2. Benzer adirliktaki insanlara verilen esdeder dozdaki Methoksi-polietlin
glikol-epoetin beta, Depo ve Epoetin arasindaki plazma konsantrayon karsilastirmasi(W.
Jelkmann, 2014).

2.2. Hipertansiyon

Hipertansiyon; istirahat halinde ortalama arter basincinin 110
mmHg’'nin Ustline gikmasi ya da sistolik kan basincinin 135-140 mmHg,
diyastolik kan basincinin 90mmHg’'nin lzerinde olmasi durumunun kronik
olarak seyretmesi olarak tanimlanmaktadir. Amerika Ulusal Sadglk
Enstitisi’ne gore sistolik kan basinci 120 mmHg’'nin altinda normal, 120-
139 mmHg arasi prehipertansiyon, 140-159 mmHg aras! birinci basamak
hipertansiyon ve 160 mmHg Uzeri ise ikinci basamak hipertansiyon olarak
siniflandirimaktadir. Buna ilaveten, hipertansiyon primer (esansiyel) ve
sekonder olarak da siniflandiriilmaktadir. Sekonder hipertansiyon bdbrek
hastaligi, adrenal timor, ilac tedavisi veya diyabet gibi birincil bir neden
sonucu ortaya c¢ikan hipertansiyondur. Esansiyel hipertansiyon ise
yukarida sayilan hastaliklar gibi bir nedene bagh olmadan ortaya cikan
hipertansiyondur. Esansiyel hipertansiyon, tim hipertansiyon vakalarinin



%95'ini olusturmaktadir (Carretero, 2000; Guyton, 2007;
"http://www.nhlbi.nih.gov/health/health-topics/topics/hbp/," ; Mullins,
2006; Widmaier, 2014).

Genellikle esansiyel hipertansiyonun nedenleri tam  olarak

aciklanamamis gibi gbézikse de olusumunda rol oynayan pek cok faktér
hakkinda cesitli bilgiler vardir. Esansiyel hipertansiyonun gelisimine
katildigini bildigimiz patofizyolojik faktorler; yogun fiziksel stres kaynakh
artmis sempatik sinir sistemi aktivitesi; vazokonstriktér ve sodyum geri
emilimini artirict hormonlarin yogun salinimi; potasyum ve kalsiyumun
diyetle yetersiz alinimi; ylksek ya da kontrolsiiz renin salinimina bagdli
artan angiotensin II ve aldosteron Uretimi; natritretik peptit, nitrik oksit
ve prostasiklin gibi vazodilatoérlerin eksikligi, vaskiler tonls ve
boébreklerden tuz alimini etkileyen kallikrein-kinin sistemi
ifadelenmesindeki degisiklikler; direng damarlarindaki anormallikler;
diabetes mellitus; insilin direnci; obezite; vaskiler blylume faktérlerinin
aktivitelerinde artig; kalp hizini, kalbin ionotropik bilesimini ve vaskiler
tonusunu artiran adrenerjik reseptérierdeki degisikliklerdir (Sekil 2.1.)
(Oparil, 2003).

Kan Basinci= Kalp Debisi*Periferal Damar Direnci
Hipertansiyon= Yiikselmis Kalp Debisi ve/veya Yiikselmis Periferal Damar Direnci

i\
[ |

I | Kontraktilite 'N | Fonksiyonel Kasilma Yapisal L
A A Hipertrofi -~
r A
| Sivi Hacmi 1" | Hacim dagilimi |
N N
Bébrekten @i?tarlargﬁon
Na emilimi |~ YUzeyiy | Hiperinsulinemi |
\
N
Art N sempatik Sistemin > zi?ilylf’]otensin ;;Jl::i:la
mis Na Asiri Uyaril -~ -
Girisi il yarll\mam Artisi Bozulma | Obezite |
N
Genetik [
Bozukluk |Stress I Endotel
Genetik Kaynakli
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Sekil 2.3. Hipertansiyonun patogenezi.
2.2.1. Hipertansiyon Tedavisinde Kullanilan Yéntemler

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan ydntemler ginimizde yasam
kosullarini  degistirmenin (sigara aliskanhdini  birakma, obeziteden
kurtulma, dusuk tuz diyetleri...) yani sira farmakolojik tedavi yontemleriyle
kan basincini belirli sinirlar altinda tutmaya yoneliktir. Kullanilan bazi ilag
gruplari asagida tablo olarak verilmistir;
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Tablo 2.1. Antihipertansif ilaclarin siniflandinimasi(Buylkoztirk, 1999)
Antihipertansif ilaglarin siniflandiriimasi

a) Dilretikler

b) Adrenerjik sinir sistemi antagonistleri

I.Merkezi etkililer II. Periferik etkililer III. Adrenerjik reseptor
blokerleri
Adrenerjik néron blokerleri a reseptor blokerleri
Ganglion blokerleri B reseptoér blokerleri
a ve B reseptor blokerleri
(karma etkililer)

c) Renin-angiotensin sistemini etkileyen ilaclar

I. ACE inhibitérleri II. Angiotensin II tip 1 reseptér
antagonistleri

d) Damar duz kasinda etkili ilaglar

I.Kalsiyum kanal II. Potasyum  kanal III. Dogrudan damar diz
blokerleri acicilar kasini gevsetici ilaclar
e) Yeni gelistirilmekte olan ilaglar

I.N6tral endopeptidaz II. Endotelin I III. Renin inhibitorleri
peptid(NEP) reseptor ve digerleri
inhibitorleri antagonistleri

Hipertansiyon tedavisinde kullanilan bu ilaglarin kan basincini
dusirme o6zelliklerinin yaninda pek ¢ok yan etkileri de mevcuttur. Dilretik
tedavisinin vicut elektrolit dengesi ve potasyum metabolizmasi Uzerine
olan bozucu etkisi, beta blokdrlerin kalbin islevsel parametreleri lizerine ve
bununla birlikte sinir ve solunum sitemleri, lipid ve karbonhidrat
metabolizmalarl Uzerine olan etkileri, kalsiyum kanal blokérlerinin bas
agrisi, ylzde kizariklik, bas dénmesi, sicaklik basmasi, géz agrisi, kulak
cinlamasi, ileti bozukluklari, bradikardi, ayak bilegi 6demi, hipotansiyon,
sedasyon, dis eti hipertrofisi, bazi cilt doklUntlleri gibi etkileri bildirilmistir
(Buyukoztirk, 1999).

Her ne kadar hipertansiyon tedavisine ulkeler ¢cok buyuk kaynaklar
ayirsa ve bu konuda halen ¢ok yogun bilimsel calismalar yapiliyor olsa da
hipertansiyon hastalarinin kan basinglari halen tamamen kontrol altina
alinmis degildir. 35-64 yas arasi hipertansiyon hastalarinin ABD’de %66’sI
Kanada’da %49'u, Avrupa’da ise %23-38'i 160/95 mmHg dederlerinde
kontrol edilebilmektedir. 140/90 esiginde ise hipertansiyon hastalarinin
ABD’'de %29, Kanada'da %17 ve Avrupa’da %10’dan dusltk bir kesimi
kontrol edilebilmektedir (Wolf-Maier, 2004).

Yukaridaki bulgular gdéstermektedir ki; hipertansiyon hastalari,
medikal tedavi altinda olsalar bile kullandiklari ilaglarin yan etkilerine
maruz kalmakta, yine de hastalarin &énemli bir bélimu kontrol
edilememekte, yani vicutlari kronik ylksek kan basincinin pek c¢ogu
olimcul agir doku hasarlarina maruz kalmaktadir.
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2.2.2. Hipertansiyon ve Inflamasyon

Esansiyel hipertansiyon, her ne kadar yukarida sayillan nedenlerle
iliskilendirilse de son vyillarda yapilan calismalar lokal ve sistemik
inflamasyon yanitlarinin hipertansiyonun gelismesinde ve derinlesmesinde
onemli bir rol oynadidini gdstermektedir. Inflamasyon, kalp
fonksiyonlarinda degisikliklere, periferik damarlarda direng gelismesine ve
bobreklerin plazma elektrolit ve hacim dlizenlemesinde bozukluklara sebep
olabilmektedir. Hipertansiyon gelisimi icin en 06énemli organ sayilan
bobreklerde ise renal vazokonstriksiyon ve iskemi olusturabilmektedir.
Yapilan deneysel bir calismada, hipertansiyonlu hastalarin kanlarindan
izole edilen monositlerin lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmasi sonucu
saglkli bireylerin monositlerine gére cok daha yodun interleukin-1B ve
daha da yogun olmak Uzere TNF-a sentezlendigi gorilmistir. Navarro-
Gonzalez J.F. ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise yeni teshis
konmus hipertansiyonlu ve sol ventrikilinde hipertrofi olan hastalarin
idrarlarinda TNF-a’nin artmis oldugu goérilmis ve hipertansiyonda TNF-
a’nin boébreklerde yogun olarak Uretildigi yorumu yapilmistir. Baska bir
calismada ise hipertansiyonlu hastalar kalp, bébrek ve damar duvan gibi
organ hasar veya hasarlarina goére gruplandiriimis, interleukin-6, sTNF-R1
ve sTNF-R2 organ hasari olmayan hastalara gére organ hasari sayisina da
bagli olarak artis gdstermislerdir. Henliz esansiyel hipertansiyonu Kkalici
olarak tedavi etmekten uzak olunsa da hipertansiyonla birlikte gelisen
inflamasyonun etkilerinin 6nline gecilebilecegini bildiren bazi calismalar
bildirilmistir (Sekil 2.2.) (Dorffel, 1999; Montecucco, 2011; Morillas, 2012;
Navarro-Gonzales, 2008)

Bobreklerin hacim ve
elektrolit

diizenlemsinde
bozukluk

i Kalp fonksiyonlarinda
inflamasyon

Periferik damarlarda
direng

e

Sekil 2.4. Kalp bdbrek ve periferik damarlar lizerine inflamasyon etkileri ile kan
basincinin yikselmesi (orijinal gizim)
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2.2.3. Hipertansiyon ve Apoptozis

Antik Yunanca’da sonbaharda disen vyapraklara vyapilan bir
benzetmeyle dismek anlaminda kullanilan apoptozis terimi,
programlanmis hilicre o6liumint ifade etmek Uzere 1970'li vyillarda
kullanilmaya baslanmis ve gunimize kadar fizyolojik ve patolojik
mekanizmalarin aciklanmasi konusunda pek c¢ok yeni vyaklagsimlar
sunmustur. Apoptozis; birinci asamasinda hicre icinde inaktif form olan
prokaspaz halinde bulunan kazpazlarin aktive olmasiyla baslayan, selale
dizeni seklinde c¢alisan proteolitik aktiviteler hucrenin  klgUltp
yogunlasmasina, DNA'nin ve hicre iskeletinin parcalanmasina ve hiicre
ylizeyinin bozulmasina neden olur. Ikinci asamasinda ise makrofajlar
apoptoz olan hucrenin zarina tutunarak hcreyi sindirir ve apoptotik
hicrenin ortadan kalkmasina neden olur (Guyton, 2007; Han, 2013;
Hung, 1997).

o Hicre apoptoza
' A ugramaya baslar ® Yy

,‘ | - - ,
‘.J. § l e'\'g' ;

Kaspazlar aktif
hale gelir ve hicre

' zarinda
\ bozulmalar baslar
) ; d

o & (;eklrdek ve DNA
e 9 ." pargalanir, hticre
1 fa® 2 makrofajlari harekete
" \ ‘ gegciren sinyaller
yollamaya baslar
2 ~ 4
(a) 2
-~ . L4 E
Huicre iskeleti ve zari R ~
pargalanir 9

Makrofajlar hiicreyi sindirir ve
ortadan kalmasina neden olur

Sekil 2.5. Apoptoz mekanizmasi(Edmonds, 2010)

Apoptozis fizyolojik olarak, 6érnegin bagirsak epitellerinin yenilenmesi
sirasinda surekli gerceklesmesine ragmen hipertansiyon gibi hastaliklarda
da patolojik olarak ortaya cikmaktadir. Hipertansiyon modellerinde yapilan
deneylerde, kalp, bébrek ve beyinde apoptozun gerceklestigi gézlenmis ve
bunun damar endotel hiicrelerinde nekrozdan daha yogun oldugu tespit
edilmistir. Yine cesitli calismalar, TNF-a’'nin apoptozu baslatan 6nemli
sitokinlerden biri oldugunu gostermistir (Gobe, 1997; Pavel, 1995; C. Y.
Wang, Mayo, M.W., Korneluk, R.G., Goeddel, D.V., Baldwin, A.S., 1998).
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2.2.4. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Hastaliklar Gzerine yapilan bilimsel calismalarda deney hayvanlari
Uzerinde cesitli yollarla bu hastaliklari olusturma ve deney hayvan
modelleri Gzerinde hastaliklara yeni tedaviler bulmaya calismak cok eski
zamanlardan beri bilim adamlarinin  basvurdugu bir ydntemdir.
Hipertansiyon calismalarinda da pek cok avantajlarindan dolay! o6zellikle
sican ve fare Uzerinde olusturulan modeller siklikla kullanilmaktadir.
Bunlar:

1. Goldblatt metodu: bu metod Ug farkli yolla yapilabilir;

iki bébrek bir klip: bébreklerden birinin renal arteri bir klip aracihgiyla
daraltilir, artan renin-anjiyotensin aktivitesine bagli hipertansiyon

gelisir.

Bir bobrek bir klip: bobreklerden biri cikarilirken digerinin renal
arterine klip takilidir, artan kan hacmi nedeniyle birkag saat iginde
hipertansiyon gelisir.

Iki bébrek iki klip: aorta ya da her iki renal arter klip ile daraltilir,
artan renin-anjiyotensin aktivitesine bagli hipertansiyon gelisir.

2. Kagit yontemi: bir selofan kagidi bébregin etrafina sarilir ve ipek
iplikle bobrege sikica baglanir. 3-5 gin igerisinde bodbredin
etrafindaki selofan kagida karsi olusan fibrokollajen doku bdbrek
parenkimine baski yaparak bobrek damar basincini disirir ve
ekstraseliler sivi hacminin artmasina, dolayisiyla kan basincinin
yukselmesine neden olur.

3. Grollman ydéntemi: bdbreklerden birini ¢ikararak ya da
cikarmayarak digerine bir ip ile sekiz seklinde diigiim atilmasiyla
gerceklesir.

4. Aortanin daraltilmasi yontemi: abdominal aortanin, renal
arterlerin hemen yukarisindan ya da renal arterlerin arasindan
bir lastik bant ile daraltilmasi yoluyla bobrek kan akiminin
azaltilmasi sonucu hipertansiyon gergeklesir.

5. Diyet yoluyla hipertansiyon: icme suyuna % 1-2 tuz eklenmesi
sonucu 9-12 ay igerisinde hipertansiyon gelisir.

6. Mineralokortikoid kaynakl hipertansiyon: Aldesteronun
preklirsdéri olan deoksikortikosterone (DOCA) aldesteron’a
benzer mekanizmalarla, vazopressin salinimini  artirarak
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boéreklerden tuz su emilimini artirnir, renin-anjiyotensin-
aldosteron sistemini (RAAS) bozarak sempatik aktiviteyi de
artirir ve bu yolla hipertansiyon gelisir.

7. Psikojenik hipertansiyon: iki hafta boyunca glnlik 20 dakika ya
da 120 dakika jet ucagi similasyonu ile olusturulan gurilti
stresine  maruz kalan sicanlarda hipertansiyon gelistigi
gbézlenmistir.

8. Genetik hipertansiyon: spontan hipertansif sicanlar olarak da
adlandirilan bu siganlar higbir cerrahi, farmakolojik veya
fizyolojik etkiye ihtiyac duymadan hipertansiftirler ve bunu
genetik olarak alt kusaklara aktarirlar.

9. Obezite kaynakl hipertansiyon: obez Zucker sicanlari ile Wistar
Kyoto sicanlarinin ¢caprazlamasi (melezlenmesi) ile olusan Wistar
Fatty sicanlarinda dogumdan sonraki 16. haftada hiperinstlinemi
ve hipertansiyon gelisir.

10. Kolinomimetik ilaglarla hipertansiyon: bir kolinesteraz
inhibitéri olan physostigmine (10-80 pg/kg, iv) veya muskarinik
kolinerjik agonist olan oksotremorine (20-40 pg/kg, iv) doza
bagimli olarak hipertansiyona sebep olur. Kolinomimetik ilaglarla
gelisen hipertansiyonun, kolinerjik mekanizma ve periferik
sempatik sistem aktivitesi tarafindan olusturuldugu tespit
edilmigstir.

11. Anjiyotensin-II kaynakli hipertansiyon: anjiyontensin-II'nin
(0,7 mg/kg/gliin) bir mini pompa aracihdiyla derialti inflizyonu,
dort-sekiz hafta arasinda hipertansiyona sebep olur.

12. NO sentezinin kronik inhibisyonu yolu ile hipertansiyon:
damar diz kaslarinda gevsemeyi saglayan énemli bir vazodilator
olan NO'nun sentezlenmesini nitrik oksit sentaz (NOS) sadlar.
Bu enzim L-arjinin amino asidini deaminize ederek NO’yu
sentezler. L-arjinin analogu olan N®-monometil-L-arjinin (L-
NMMA), N-iminoetil-L-ornitin ve N®-nitro -L-arjinin metil ester
(L-NAME) L-arjinin ile yarisa girerek NO sentezini baskilar ve
hipertansiyon gelisimine neden olur.

Hipertansiyon model calismalar icin gecmiste kedi ve kopek
kullanilmis olsa da glinimuzde daha ¢ok sican ve bunun yani sira fare de
kullanilmaktadir. Sican modelleri icinde, gelisen genetik teknoloji ile
spontan hipertansif sicanlar 6zellikle doksanl yillarda c¢ok daha yodgun
kullanilmaya baslanmistir. Spontan hipertansif sicanlarda gelisen kardiyak
hipertrofi, bobrek ve kalp yetmezligi gibi sorunlar bu modelin
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dezavantajlaridir. Yine cok sik kullanilan DOCA ve tuz diyeti yontemi de
kardiyak hipertrofi ve renal yetmezlige neden olmaktadir. Cerrahi
yontemlerle yapilan hipertansiyon modelleri, bizim calismamizda oldugu
gibi bobrek dokusuna odaklanan calismalar icin uygun degildir. L-NAME ile
olusturulan hipertansiyon modelinde ise yukarida bahsedilen kalp ve
bdbrek yan etkileri heniz literatiire gegmediginden, bobrege dogrudan bir
etkide bulunmadigindan ve de uygulanmasi kolay oldugundan
calismamizda tercih ettigimiz bir yontem olmustur (Badyal, 2003;
Hacioglu, 2002; Johns, 1996; Kaur, 2011; Pinto, 1998).

2.2.5. Hipertansiyon modelinde kullandigimiz SD sicanlarin
fizyolojik degerleri

Yetiskin disi SD cinsi siganlarin fizyolojik parametreleri igin referans
olusturmak Uzere yapilan farkli calismalar literatirde ve SD sican Uretimi
yapan buyik firmalarin kataloglarinda mevcuttur. Bu galismalarin sundugu
veriler asadida tablo olarak derlenmistir(Aleman, 1998; "Hsd: Sprague
Dawley," 2008; Probst, 2006; "Sprague Dawley Rat,").

Tablo 2.2. SD siganlarin fizyolojik degerleri

Aleman C.L. ve arkadaslari

Ortalama agirlik | 200-350 gr Hematokrit 43.79+2.35 %

13. hafta

Hemoglobin 13.67+1.27 Sag bobrek adirligi | 0.35+0.03 %
g/100ml Toplam vicut

agirhdina gore %

Probst R.]J. ve arkadaslari

Ortalama adirhk 11 | 244 + 21 g Hematokrit ~38%
haftalik

Harlan Lab. Inc. ABD

Ortalama adirhk 37,5-212,6 gr
1-11 hafta arasi

Taconic Biosciences ABD

Alyuvar 7.7 £0.3X10%/uL Akyuvar 6.0 £1.5x10%/uL
Hemoglobin 16.1 £ 0.6 gr/dl Sag bobrek agirhgi 0.85 = 0.08 gr
Hematokrit 51.2+£2.6% Adirlik 8. hafta 209.71 gr

MCH 21.0 = 1.1pG Agirlik 10. hafta 241.11 gr

2.3. Nitrik Oksit

Kiguk, radikal gaz molekdli olan NO’nun damar tonusunu
dizenlemek, merkezi ve periferik sinir sisteminde noérotransmitter olarak
calismak ve badisiklik sisteminde rol oynamak gibi pek c¢ok o6nemli
fizyolojik gorevleri bulunmaktadir. Beyinde, beyine 6zel cNOS’larin uyarisi
ile sentezlenen NO’nun hafiza ve 6drenmede o6nemli rol oynayan bir
nérotransmitter oldugu dusidnilmektedir. Damar endotel hiicrelerinde
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eNOS tarafindan sentezlenen NO ise damarlarin gevsemesini ve
proliferasyonunu saglamaktadir. Dokularda gorilen hipokside de NO bu
ozelligiyle gorev almaktadir. Makrofaj kaynakli NO'nun antiinflamatuvar
etikisinin yani sira INOS tarafindan sentezlenen NO, mitokondriyel
solunumu baskilar ve serbest oksijen atomlariyla yaptigi tepkime sonucu
etkili bir oksidan ajan olan peroksinitritin olusmasina neden olur, bdylece
doku hasarinda rol oynar. (Calapai, 2000; Moncada, 2006; C. Nathan,
1992; C. Nathan, Xie, Q., 1994; Pacher, 2007; X. Q. Wang, Vaziri, N.D.,
1999)

L-Citrulline 0;

L Monomert ——!

Sekil 2.6. L-argininden NOS enzimi ile NO sentezi(Kleinert, 2007).

2.3.1. NO Sentezinin fizyolojik diizenlenmesi

Sinir hicrelerinde sentezlenen nNOS ve endotel hicrelerinden
sentezlenen eNOS, temel olarak makrofajlardan sentezlenen iNOS’a gére
daha fazla kalsiyum- kalmodulin (CaM) bagimli enzimlerdir. Hicre
membranina bagli durumdaki eNOS ve iNOS kalsiyumun htcre igindeki
konsantrasyonunun yilkselmesiyle aktif hale gelir. CaM varligi NADPH
Uzerinden enzimatik reaksiyonu hizlandirir. iNOS proinflamatuvar
sitokinler olan TNF-a, interferon-y (INF-y) ve interleukin-1B’'ya (IL-1PB)
bagimlidir ve iNOS’un sitoplazmada tespit edilebilir dizeyde ortaya
citkmasi ancak bu sitokinlerin uyarisi ile olusmaktadir. iINOS tarafindan
Uretilen NO c¢ok hizh bir sekilde nanomolar hatta mikromolar dlzeyine
cikar ki bu miktar diger NOS’lar tarafindan sentezlenen NO’ya gobre cok
yuksek bir miktardir. Sentezlenen NO’nun NOS’larda bulunan Heme
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bélgesine badglanmasi NOS aktivitesini durduran bir geri bildirim
mekanizmasidir (Kleinert, 2007; C. Nathan, Xie, Q., 1994).

2.3.2. L-NAME'in NO Blokaji1 Yéontemi ile Olusturulan
Hipertansiyon Modeli

Sicanlarda NO’nun L-NAME ile kronik inhibisyonu yoluyla olusturulan
hipertansiyon literatirde c¢ok sik kullanilan deneysel hipertansiyon
modellerinden biridir. Chao-Yu M. ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada, ortalama 307 gr olan SD sicanlarinin, icme suyuna 1gr/kg
dozunda ilave edilen L-NAME, agirlik kaybina, 2. hafta itibariyle sicanlarda
hipertansiyona neden olmus ve bu hipertansiyon 3. ve 4. haftalarda
ilerleyerek gelismistir. Ayni galismada kan basinci dalgalanmasina bakilmig
ve L-NAME verilen sicanlarin kontrole gére daha cok degiskenlik gosterdigi
ayrica L-NAME verilen sicanlarin plazma NO dlizeylerinin anlamli derecede
distiglu gozlenmistir. Tanir, H.M. ve arkadaslarinin vyaptiklari bir
calismada L-NAME’'nin 50 mg/kg ip uygulanmasi ile disi sicanlarda pre-
eklampsiya modeli olusturulmus ve 18. glnden itibaren hipertansiyon
gb6zlenmistir. Ayrica bu sicanlarda gelisen oksidatif hasara karsi SOD ve
MDA gibi antioksidanlar ylkselmis ve proteiniri kontrol grubuna gére daha
yuksek bulunmustur. Paulis, L. ve arkadaslarinin yaptiklari baska bir
calismada ise 5 hafta boyunca verilen 40mg/kg dozundaki L-NAME'nin
etkilerini L-NAME vermeyi kestikten sonraki 3 hafta daha takip edilmistir.
Burada yikselen kan basincinin baslangictan itibaren 8. haftaya dogru
hafif bir diisliis gostermesine ragmen hipertansif sinirlar igerisinde kaldigi
gosterilmistir (Paulis, 2008; Tanir, 2005).

L-NAME ile olusturulan hipertansiyon modeli yukarida belirtilen
Ozelliklerinden dolay! hipertansiyonun organ hasarina odaklanan kronik
calismalar icin tercih edilen bir modeldir.

2.4. Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a)

1893 yilinda Dr. B. Coley, bir hastasinin dizinde olusan ameliyata
uygun olmayan sarkoma timadéridnln, pes pese gelen iki erisipela (yilancik)
atagi ile iyilestigini gérmistlr. Bunun sebebi olarak erisipela hastaliginin
sebebi olan streptokoklarin sarkomayi tedavi edici bir madde salgiladiklari
One strmustur. Daha sonra 1962 yilinda LPS ile uyariimis fare serumunun,
timorlerde hemorajik nekrozise sebep oldugunu belirtmis ve benzer
calismalarla bu fenomen desteklenince o yillarda heniz izole edilememis
olan proteinin adi bu fenomen Uzerinden konulmustur: timoér nekroz
faktor (TNF-a). Ilk defa 1984'te izole edilen TNF-a kisa sirede yizlerce
makalenin konusu olan ve bugilin halen (zerinde yodun calisilan bir
proteindir. Bunun temel sebebi; inflamasyon, kaseksi, septik sok ve doku
yaralanmasinda dncu rolinin yani sira halen arastiriilmakta olan pek cok
fonksiyonudur. TNF-a bulundugu ortamdaki konsantrasyonu, dokudaki
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lokalizasyonu, TNF-a’ya badlanan proteinlerin lokal aktivitesi, hormonal
ortam gibi faktorlere bagh olarak vyararh ya da zararli etkiler
gbsterebilmektedir. Lipopolisakkaritler (LPS) gibi bakteriyel uyarilar ya da
romatoid artrit gibi hastaliklarda harekete gecen TNF-a, immun yanitin
olusmasinda 6nemli gdrevler almaktadir. Kandaki TNF-a miktar asiri
ylkseldiginde ise septik sok, coklu organ hasari ve oOlim gibi etkiler
gbstermektedir (Bemelmans, 1996; Tracey, 1993).

2.4.1.TNF-a Sentezi

En fazla makrofajlardan olmak U(zere, T-lenfositlerden, NK-
hlicrelerinden, Kupfer hicrelerinden, diz kas, sinir, endotelyal ve bazi
timor hicrelerinden  sentezlenmektedir. Sentezlenmesinin en  guglu
uyarani gram negatif bakterilerin hicre membraninda bulunan LPS’dir.
Ayrica TNF-a’'nin kendisi, bazi interleukinler, immun kompleksler, C5a,
virtsler ve iskemi reperflizyon hasari TNF-a’nin sentezini uyarabilmektedir
(Bemelmans, 1996; Tracey, 1993).

TNF-a geni 6. kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir. TNF-a pro-
hormon seklinde 233 amino asit olarak sentezlenir ve daha sonra 76
amino asitten olusan artik bir parcanin uzaklasmasiyla 17 kDa agirhgindaki
olgun protein ortaya ¢ikar (Bemelmans, 1996; Tracey, 1993).

2.4.2. TNF-a Reseptorleri

TNF-a 55 kDa adirliginda (TNFR1) ve 75 kDa adirhdinda (TNFR2)
olmak (zere iki reseptor araciligiyla fonksiyonlarini yerine getirmektedir.
Her ne kadar TNFR2'nin TNF-a’ya baglanma afinitesi daha ylksek olsa da
TNFR1‘in TNF-a fonksiyonlarinda daha baskin rol aldigi distndlmektedir.
TNFR1 uyarilinca htcre iginde proteinkinazC, fosfolipaz A2, sfingomiyelinaz
ve fosfatidilkoline 06zel fosfolipaz C araciligiyla fonksiyonunu yerine
getirmektedir (Bemelmans, 1996; Hierro, 2012; Medvedev, 1996;
Puimege, 2014; Tracey, 1993)

TNF-a’nin karmasik gorevlerini nasil yerine getirdigi konusundaki en
onemli olasilik; iki ayr reseptorin hicre iginde farkl yollaklar kullanarak
farkli sonuglar ortaya cikmalaridir. TNFR1, apoptozis signal-regulating
kinase (ASK) ve c-Jun N-terminal kinase (JNK) aktivasyonu ile apoptozise,
TNFR2 ise epitelyal tirozin kinazi uyararak hicre proliferasyonuna neden
olur (Kishore, 2011).

2.4.3 Anti-TNF Tedavisi

Romatizmal artrit hastaliginin tedavisinde glnimizde kullanilan 5
ayri TNF-a antikoru bulunmaktadir (Sekil 2.3.). Bu antikorlardan infliximab
ilk sentezlenen ve en yaygin kullanilanidir. Infliximab, insan sabit bélge ve
kemirgen degisken bdlgenin (murine variable region) bilesiminden olusur.
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Bunun disinda diger antikorlardan golimumab ve adalimumab rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak Gretilen tam insan antikorudur. Etanercept ise
insan immunoglobulin 1’'in Fc parcasi ile iki TNFR2'nin bilesiminden olusan
bir  flzyon proteinidir.  Certolizumab, insanlastinimis Fab ve
polietilenglikol’den olusur. Yapilan arastirmalar bu 5 ayr antikor arasinda
klinik etkinlik ya da yan etkiler konusunda herhangi bir major fark
géstermemis olsa da infliximab'in etanercept alan hastalara goére
tedavilerinin daha kisa slrdigl, infliximabin etanercepten iki kat daha
immunojenik oldugu bilinmektedir (Sekil 2.3.) (Thalayasingam, 2011).

\‘_‘/AJman Fab \ _.-/AJman Fab
humanised Fab
| human Fc I

I I human Fc ﬁ

adalimumab Golimumab Certolizumab
Murine variable
region \\\\ ,,’[ ‘ !human TNFR2

human constant human Fc
region

Infliximab Etanercept

PEG

Sekil 2.7. TNF-a antikorlar (Thalayasingam, 2011)

2.4.4. Infliximab’in Deney Hayvanlarinda Kullanimi

Her ne kadar insan TNF-a ile kemirgen TNF-a %71-%92 arasinda
homoloji gdsterse de yukarida sayilan antikorlarin deney hayvanlarinda
kullanimi konusunda literatlirde infliximab kullanimi digerlerine gore cok
yaygin  gorilmektedir. Bunun temel sebebi; infliximabin diger
antikorlardan farklh olarak kemirgen dedisken bdlgesinin olmasi ve bu
antikorun deney hayvanlarinda etkin oldugunu gosteren pek c¢ok
calismanin bulunmasidir. Bu konuda Papaconstantinou I. ve arkadaslarinin
sican badirsak anastomoz calismasinda infliximabin iyilestirici etkisinin
gosterilmesi ile Filho A.G. ve arkadaslarinin yaptigi spontan hipertansif
sican aortasinda infliximabin AKT/eNOS yoladini kullanarak sistolik basinci
disurdiginia go6steren calisma Ornek olarak gosterilebilir. Bugin
infliximab ticari olarak en cok Remicade (Rem) ismiyle kullaniimaktadir
(Filho, 2013; Papaconstantinou, 2014).
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2.5. EPO, TNF ve Hipertansiyon

Hipetansiyon ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmasina ragmen kan basinci
halen kalici olarak fizyolojik sinirlara c¢ekilememistir. Bununla birlikte
hipertansiyonda artan TNF-a’nin blokaji 6zellikle bobreklerde olusan doku
hasarini 6nleyebilir. Yapilan ¢alismalar, tartismalari ortadan kaldirmasa da
Epo'nun bobrek dokusunda koruyucu bir etkisinin olabilecegini
gb6stermistir. TNF'nin Epo Uzerindeki baskilayici etkisi Epo’nun bdébrek
dokusu Uzerindeki koruyucu etkisini de baskiliyor olabilir. Bu bilgiler 1s1g1
altinda, TNF’'nin bir antikorla baskilanmasi ve Epo’nun ekzojen olarak
verilmesi hipertansiyonda olusan bdbrek hasarini 6nleyecek, hastalarin
yasam  kalitelerini artiracak ve hipertansiyonun derinlesmesini
engelleyecektir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezinde yetistirilen 200-250 gr agirhiginda eriskin
disi Wistar sicanlar kullanilmigtir. Sicanlar enjeksiyonlarin devam ettigi 30
giin boyunca Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezinde standart kosullarda, standart sican sanayi yemleri
ve gesme suyu ile ad libitum beslenmistir. Tum deney hayvani calismalari
Hayvan Etik Kurulu’nun izni (302-1 dosya kayit ve karar numarasi ile)
alindiktan sonra saat 9.00-14.00 arasinda gln isiginda Fizyoloji Anabilim
Dali in-vivo arastirma laboratuvarinda yapilmistir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

a) Darbepoetin-a (Aranesp 50 pgr AMGEN): 0,1, 0,25, 0,5, 2,5 ve 10
Hgr/kg/ml olacak sekilde SF igerisinde sulandirildi.

b) Infliximab (Remicade 100 mg Schering-Plough Co.): 5 mg/kg/ml olacak
sekilde SF icerisinde sulandirildi.

c) L-NAME (% =98 powder SIGMA): 20 mg/kg/ml olacak sekilde SF
icerisinde sulandirildi.

d) Ketamin (Ketalar 50 mg/ml Pfizer): 50 mg/kg dozunda ip olarak
kullanildi

e) Xylazine (Rompun 25 ml BAYER): 10 mg/kg dozunda ip olarak
kullaniimistir.

f) Heparin (SIGMA): 100 IU/ml olacak sekilde SF icerisinde sulandirildi

3.1.2. Kullanilan Cerrahi Aletler

a) Genel amagli cerrahi makas
b) Damar makaslari

c) Egri doku forsepsi

d) Egri iris forsepsi

e) Sivri uclu forsepsler

f) Hemostatik forsepsler

3.1.3. Diger Aracg ve Geregler

a) Data Acquisition ve analiz sistemi (MP 100 Biopac, ABD)

b) Otomatik kontrolli klicik hayvan operasyon masasi 37+0,5 °C
(Commat-Tlrkiye)

c) Basing Transduseri (Biopac, ABD)

d) Inflizyon pompasi (Commat, Tirkiye)

e) Polietilen PE 50 tip kandul

f) Polietilen ip 5/0
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g) Cesitli ebatlarda enjektorler

3.1.4. Deney Protokolii

Deneyde 100 adet sican rastgele 10 gruba ayrildi (n=10). Deney
hayvanlari agirliklari dlclilerek deneye alindi ve 30 ginlik ip enjeksiyon
periyotlari baslatildi. Gruplara goére enjeksiyon periyotlarn asagidaki gibidir:

Kontrol grubu (Kontrol): 30 gin boyunca gunlik 1 mil/kg dozunda serum
fizyolojik verildi

Sham grubu (L): 30 gin boyunca glnlik 20 mg/kg dozunda L-NAME
verildi

Depo 0,1 grubu (L+Depo0,1): 30 guin boyunca gunlik 20 mg/kg dozunda
L-NAME ile birlikte gunlik 0,1 pgr/kg dozunda Depo verildi

Depo 0,25 grubu (L+Depo0,25-L+Depo): 30 gin boyunca gunlik 20
mg/kg dozunda L-NAME ile birlikte 3 ginde bir 0,25 ugr/kg dozunda Depo
verildi

Depo 0,5 grubu (L+Depo0,5): 30 guin boyunca gunlik 20 mg/kg dozunda
L-NAME ile birlikte 3 gtinde bir 0,5 pgr/kg dozunda Depo verildi

Depo 2,5 grubu (L+Depo2,5): deney baslangicindan itibaren yasam
sureleri boyunca 20 mg/kg dozunda L-NAME ile birlikte 3 gunde bir 2,5
Hgr/kg dozunda Depo verildi

Depo 10 grubu (L+Depo10): deney baslangicindan itibaren yasam stireleri
boyunca 20 mg/kg dozunda L-NAME ile birlikte 3 gunde bir 10 ugr/kg
dozunda Depo verildi

Remicade grubu (L+Rem): 30 glin boyunca gunlik 20 mg/kg dozunda L-
NAME ile birlikte 3 glinde bir 5mg/kg dozunda Rem verildi

Rem+Depo grubu (L+Depo+Rem): 30 gin boyunca ginlik 20 mg/kg
dozunda L-NAME ile birlikte 3 ginde bir 0,25 pgr/kg dozunda Depo ve
gunltik 5 mg/kg dozunda INF verildi

Depo 0,25 kontrol grubu (Depo): 30 gin boyunca 3 gltnde bir 0,25 pgr/kg
dozunda Depo verildi.

Depo’nun sicanlarda kronik kullanimi konusunda literatirde yeterli
bilgi gorilmedigi icin calismamizda farkh dozlar denedik. Bu dozlardan
hematokrit seviyelerine etkide bulunmayan en ylksek doz olan 0.25 pg/kg
dozu tedavi doz olarak L+Depo+Rem ve Depo gruplarinda kullandik.
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3.1.5. Anestezi ve Operasyona Hazirlik

Sicanlarin 30 ginlik enjeksiyon periyotlari sonunda, agirliklari dlgtltp
ip olarak 50 mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Xylazine karisimi anestezi igin
verildi. Anestezi derinligi enjeksiyondan 5 dk sonra goz refleksi ve “agrili
stimulusa yanit” (forsepsle sican ayaginin sikistiriimasi) ile belirlenmistir.

Anestezi edilen hayvanlar 37+0,5 °C si kontrolli operasyon
masasina alinip ekstremitelerinden birer flaster ile tespit edilip,
dezenfektan madde (Betadin) ile islem alanlari temizlenmistir. Kan alimi
ve kan basing takibi icin sol femoral arter kateterizasyonu; sivi infuzyonu
(%0,85 naCl, 50 ml/dk) icin sol femoral ven kateterizasyonu (PE50 tip)
yapllmistir. Deneye giris ve deney sonrasi adirliklari kontrol edilerek tim
deney boyunca ekstraseliler kayip olmadigi teyit edilmistir.

3.1.6. Femoral Arter ve Ven Kateterizasyonu

Sol inguinal alanda kulglk bir insizyon yapilarak kint diseksiyonla
genisletilmis ve deriyi ekstremite kaslarina yapistiran bag dokusu karin
duvarina dogru forsepsin iki ucu ile acilarak ameliyat alani tamamen
ortaya cikarilmistir. Arter ve ven Uzerindeki zar ince pensler yardimi ile
uzaklastirilip, ikisi birbirinden izole edilmistir. Uygun uzunlukta izole edilen
arter ve ven etraflarindan bir vicut bir de ekstremite tarafindan olmak
tzere ikiser 5/0 tip ip gecirilmistir. Once ven kateterizasyonu yapilacagi
icin vendz damar hafifce gerilecek sekilde iki ip arasinda forseps yardimi
ile askiya alinmistir. Bu sekilde vucut tarafindaki ip ile hemostatik etki
uygulanmis ve damar Uzerinde islem kolaylastirilmis olur. Damar Uzerine
yarisindan fazla olmayacak sekilde kiclk, edik (45°) bir kesi yapilarak,
cok ince bir forsepsle acgik tutulabilecek bir gentik olusturulup ici heparinli
SF ile doldurulmus PE-50 tip polietilen kandl 2-3 cm damar igine itilerek
yerlestirilmistir. Kanll damar Gzerinden ip ile baglanarak tespit edilmistir.
Kanin pihtilasmasini édnlemek igin kanulin serbest ucundan heparinli SF ile
dolu enjektér yardimi ile 0,2 cc verilmistir. Bundan sonra sol femoral
arterin kateterizasyonu ayni yol izlenerek yapilmistir.

Kateterizasyon operasyonunun bitmesini takip eden ilk 30 dk’hk
stabilizasyon periyodunun ardindan kan basinci dederleri 6lgtlda. Sistolik
basing, diyastolik basing, ortalama arter basinci, nabiz basinci ve kalp hizi
ardi ardina 3 kez Olgllerek, bunlarin ortalamasi degerlendirmeye
alinmistir.

Olctimlerin hemen ardindan icinde EDTA bulunan kan alma tiiplerine 2
cc arteriyel kan alindi. Sag bobrek tartiimak Uzere cikarildi ve hizlica
tartildi. Sol bébrek de cikarildi ve longitudinal hattan ikiye bdélindl, yarisi
histolojik degerlendirmeler icin hizlica formaldehit icerisine konulurken,
diger yarim RNA analizi icin Tripure solisyonunun igine konuldu, Tripure
icindeki dokular izolasyon islemine kadar -80°C’de saklandi.
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Sekil 3.1. Femoral arter ve ven kateterizasyonu

3.2. Kan Parametrelerinin Olciilmesi

Operasyon sonrasinda EDTA’l tiplere alinan kanlar 5 dakika boyunca
karistircida karistirildiktan sonra hayvan kan sayim cihazinda total
hemogram parametreleri (alyuvar, hematokrit, hemoglobin, MCH,
akyuvar) yonunden analiz edildi (Abcus Junior Vet Blood Analysis System,
Diatron, Macaristan).

3.3. Real-Time PCR Teknigi ile TNF-a, TNFR1, TNFR2
ve EpoR mRNA Miktarlarinin Relatif Olglilmesi

Bobrek dokusundan izole edilen total mRNA’lardan hedef
mMRNA’larimiz olan TNF-a, TNFR1, TNFR2, EpoR mRNA’larinin relatif
rakamsal dederlerini tespit etmek icin gercek zamanli reverse-transkriptaz
PCR teknigi kullanildi.

3.3.1 Total RNA Izolasyonu

Triplre icinde saklanan dokulardan total RNA kloroform yéntemiyle
izole edilmistir. Yontem su sekildedir;

1. Doku 6rnegi metal boncuklarin oldugu tlplere aktarildi. Frekans 30
Herz olacak sekilde 4 dk homojenize edildi.

2. Boncuklar alindi ve 6rnek baska bir tipe aktarilarak tGzerine 200 pl
kloroform eklendi ve vortekslendi.

3. 12000 g'de ve +2 - +8°C ‘de 15 dk santriftj edildi.

4. 3 faz olustu: Ust faz: RNA; Orta faz: DNA; Alt faz: Protein

5. Ustteki RNA fazi alindl.

6. Alinan RNA fazinin tGzerine 500 ul izopropanol eklendi ve alt st
edildi (Izopropanol presipitasyon icin kullanilir).

7. RNA presipitasyonu icin oda sicakliginda 15 dk inklibe edildi.
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8. 12000 g'de ve 2 - 89C ‘de 10 dk santriftj edildi.

9. Slpernatant atildi ve pelet kaldi.

10. %75’lik ethanolden 1 ml eklendi. RNA peleti ethanol iginde
vortekslenerek yikandi.

11. 7500 g'de ve 2 - 8°C ‘de 5 dk santriflij edildi.

12. Slpernatant atildi.

13. RNA peletinden ethanoll uzaklastirmak icin kurumaya birakildi.
14. RNA peletinin Gzerine RNAaz free water eklendi.

15. RNA peleti birkag kez pipetajla ¢6zuldu.

16. 55°C’de 15 dak inktbe edildi.

17. Ependorf tupl icerisinde elde edilen RNA -80°C’de saklandi.

3.3.2. Total mRNA’lardan cDNA sentezi

RNA'nin miktari ve safligini belirlemek amaciyla izole ettigimiz total
RNA’dan 1,5 pl Nanodrop kullanilarak (Thermo Scientific, USA) 260 nm
dalga boyunda optik dansite Olcllerek hesaplandi. cDNA asadidaki
yontemle sentezlendi;

1. Total RNA (500 ng) + ddH20= 9,4 pul olacak sekilde karistirildi.
2. Uzerine 1 pyl random primer, 1 pl oligo-dt eklendi. Total: 11.4 pl
3. 65°C’de 10 dakika inkibe edildi.

Komponent hazirlandi:

Buffer 5x 1 4l
Reverse transkriptaz : 1,1 pl
Protektor RNAase inhibitér : 0,5 pl
Deoksinukleotit mix 1 2 i
DTT : 1l

Total : 8.6 pl

4. 11,410k total G(zerine 8,6 pl komponentten dagitildi ve
vortekslendi.
5. cDNA sentezi igin PCR sartlari

29°C’de 10 dakika

48°C’de 60 dakika

85°C’de 5 dakika
6. Cikan ornekler 2 — 8°C'de 1-2 saat; (-15) ila (-25) °C’de daha uzun
sure saklandi.

3.3.3. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

TNF-a, TNFR1, TNFR2, EpoR (hedef genler) ve B-aktin (referans gen)
primer dizileri Roche, Almanya tarafindan dizayn edildi.
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3.3.4. Real-Time PCR

TNF-a, TNFR1, TNFR2, EpoR ve B-aktin mRNA dlzeyleri, Dual Label
(Tagman prob) kullanilarak Roche Nano Lightcycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) ile olglldid. RT-PCR icin Tablo 3.1.'deki karisim
hazirlanip reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 3.1. RT PCR icin karisim igerigi.

Karisim Miktar ( pl )
Reconstituted primer /probe miks (TNF-a, TNFR1, TNFR2,

k 1
EpoR ve B-aktin)
2X gPCR Mastermiks 10
PCR-Grade water 4
cDNA 5
Toplam 20

Toplam 20 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gerceklestirildi:

95° C'de
95° C'de
55° C'de
72° C'de

Calismanin sonuclari

10 dk
20 sn
30 sn
20 sn

50 déngl

LightCycler® Nano Software’den alinan ct

dederleri ile 2722 relatif kuantifikasyon yéntemiyle degerlendirildi.

3.4. ELISA Yontemi ile Kan Plazmasindan TNF-a ve
EPO miktarn Tayini

Arteryel kandan ayristirdigimiz plazmalarda bulunan Epo ve TNF-a
miktarlarinin tayini icin ELISA ydnteminden yararlandik.

1. Sicanlarda EDTA’li tipe alinan kanlar 4100 G devirde 15 dk santrif(j
edildi, Gst fazda kalan plazmalar bir pipet yardimiyla steril tiplere alindi
ve deney tarihine kadar -20°C’de saklandi.

2. Deney gunu plazmalar oda isisinda erimeleri beklendi ve vorteks ile
karistirildi. Epo tayini Eastbiopharm Rat Erythropoietin kiti (Hangzhou,
Cin) kullanim klavuzu dogrultusunda kit dahilinde ki plate sistemine 1/5
oraninda sulandirilarak o6rnekler yilklendi. TNF-a igin eBioscience
Platinum ELISA Rat TNF-a kiti (Affymetrix, ABD) kullanim klavuzu
dogrultusunda %2 sulandirildi ve plate sistemine ylklendi.
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3. Standartlar Epo icin 27 IU/L, 18 IU/L, 9 IU/L, 6 IU/L, 3 IU/L, 1,5 IU/L
ve 0,75 IU/L konsantrasyonarinda, TNF-a igin 2500 pg/ml, 1250 pg/ml,
625 pg/ml, 312,5 pg/ml, 156,3 pg/ml, 78,1 pg/ml ve 39,1 pg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi ve her bir konsantrasyondan iki kere
olmak Uzere plate sistemine yuklendi. Her bir kit icin ayrica kor
ornekler hazirlandi, bunlarda yuklendi.

4. 1k inkiibasyon periyotlarindan sonra plateler yikandi ve HRP boyasi
yiiklendi. Ikinci inkiibasyon periyotlarindan sonra substrat yiiklendi, 10-
15 dk sonrasinda stop solution ylUklendi ve hedef proteinin
yogunluguna gore ortaya cikan renk degisimi plate reader sisteminde
450 nm dalga boyu ile okundu (Rayto RT-2100C - Cin).

5. Standart c¢ozeltilerden elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
Microsoft Office Excel programinda bir X-Y dagihm grafigi olusturuldu.
Grafik Gzerinde egilim gizgisi ve buna ait denklem(polinom) gosterildi
egilim cizgisi ve polinom R? dederi 1'e yakinsayinca dogru kabul edildi.
Orneklerin absorbans dederleri elde edilen formiile konarak
konsantrasyonlar hesaplandi.

3.5. Histolojik Yontemlerle Doku Hasari ve Protein
Tayini

Bdrek dokusundan yapilan kesitlerde doku hasari, apoptoz, makrofaj
birikimi ve NfKappaB aktivitesi tayini igin histolojik ve immunhistokimyasal
boyamalar ve bunlarin analizleri yapildi.

Eksize edilen sol bdbrek dokulari %10’luk ndtral-tamponlu formalin
solisyonunda fikse edildi. Bo6brek dokulari dereceli alkollerde dehidre
edildi, parafine gomildi ve 3 pm kalinliginda kesit alindi. Kesitler
hematoxylin-eosin (H&E) boyasi ile boyandi. Kesitler glomertller hasar,
tibuler hasar, vaskuller hasar ve interstisyel inflamasyon acgisindan korteks
ve medullada incelendi. Glomerller hasar; glomertler hipertrofi,
glomerduler fibrozis, glomerulosklerozis ve fibrinoid nekrozu igerir. Tubuler
hasar; protein cast, tubller epithelial hicrelerde doklilme, tlubuler
dilatasyon, tubuler atrofi ve tibdler vakuolizasyonu igerir. Vaskller hasar;
arteriolar hyalin kalinlasma, arteriolar ve arterial limende daralma ve
belirgin glomeriiler buziilmeyi icerir. Interstisyel inflamasyon; I5kosit
infiltrasyonunu icerir. Sonuglar her bir sican igin semikantitatif olarak O:
hasar yok, 1: minimal hasar, 2: orta hasar, 3: siddetli hasar seklinde
skorlandi.

3.5.1. Periodic Acid Schiff’'s (PAS) Boyamasi

Bobrek kesitleri periodic acid Schiff’'s (PAS) boyasi ile epitelyal
tibuler membranlarda polisakkaritleri, ndétral mukopolisakkaritleri ve
glikoproteinleri gostermek ve glomerullosklerozisi belirlemek icin boyandi.
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Kesitlere 5 dk periodic acid uygulandi ve distile su ile yikandi. Daha sonra,
kesitler Schiff's reagent ile 15 dk inkibe edildi ve hematoxylin ile 30 s zit
boyama vyapildi. Tubller hasar; glomeruler ve tubller basal membran
kalinlasmasi, tubuler epitelyal hicrelerin bazal membrandan ayrilmasi,
tibdler dilatasyon, cizgili kenar kaybi ve tiblllerde hyalin cast varhgi
acisindan belirlendi. Sonuglar kortekste her bir sican icin semikantitatif
olarak, 0: yok, 1: hafif, 2: orta, ve 3: siddetli seklinde skorlandi.

3.5.2. Masson’s Trichrome Boyamasi

Bdbrek kesitleri Masson’s trichrome ile boyanarak, kollajenden zengin
alanlar mavi ve hicresel elementler kirmizi olarak goésterildi. Kollajen
birikimi; mavi boyanmis alanlarin yogunlugu ve biylkligine gore
semikantitatif olarak; 0: yok, 1: hafif, 2: orta, ve 3: siddetli seklinde
skorlandi.

3.5.3. Immunohistokimyasal Boyamalar

Kesitlerde ED-1 boyamasi igin formalin ile fikse edilmis ve parafine
gdmulmuis dokulardan 5 pm’lik kesitler alinip, antijen retrieval sonrasinda
avidin-biotin kompleksi ile boyama yapildi. Endojen peroksidaz aktivitesi;
%10’luk at serumu ile bloke edildi (Scy Tek Laboratories, Logan, UT).
Makrofaj infiltrasyonunu dederlendirmek icin, kesitler 2 saat monoclonal
mouse anti-rat ED1 antibody (1:200, Serotec, Raleigh, NC) ile ve 30 dk
LSAB+horseradish peroxidase (Dako, Carpenteria, CA) ile inkibe edildi.
Immun kompleks 3-amino-9-ethyl carbazole ve hematoxylin zit boyamasi
ile géruntllendi. Pozitif boyanan hulcreler tim alanda incelendi. Sonuclar
perivaskiler ve peritibller alanlarda; 0: yok, 1:hafif dagihm, 2:orta
dagilim ve 3:siddetli dagihm seklinde semikantitatif olarak skorlandi.

Kesitler formalinde fikse edilip, parafine goémuldi ve NfKappaB
immunohistokimyasal analizi yapildi. Kisaca; kesitler deparafinize edilip,
rehidre edildikten sonra, endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin,
30 dk metanolde %3’lik hidrojen peroksitte immerse edildi. Daha sonra
kesitler 60 dk goat serum ile inklbe edildi (dilue 1:5; Dakopatts, Milan,
Italy), daha sonra +4°C’ta bir gece NfKappaB (rabbit polyclonal, diluted
1:50; Santa Cruz Biotechnology) birakildi. Kesitler 0,1M ve pH 7,4'teki Tris
buffer solisyonunda vyikandi ve avidin-biotin horseradish peroxidase
kompleksi ile inkibe edildi (ABC kit; Dakopatts). Kesitler %0,05, 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride ve ©9%0,03 hidrojen peroksit
solisyonunda immersiyonla boyandi. Tim Kkesitlere hematoxylin ile zit
boyama yapildi, dehidre edildi ve kapatildi. Kontrol reaksiyonlar primer
antikorun vyokluguna gore dederlendirildi. Glomerilde, tibidl epitel
hlcrelerinde, infiltre hlicrelerde ve endotel ve damar duvarinda goérilen
hicresel dagihm; 0: yok, 1:hafif dagilm, 2:orta dagihm ve 3:siddetli
dagihm seklinde semikantitatif olarak skorlandi.
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3.5.4. TUNEL Yontemi

Apoptozis sirasinda genomik DNA'nin kesilmesi, sablondan bagimsiz
bicimde serbest 3'-OH uclarinda etiketli nikleotidlerin polimerizasyonunu
katalizleyen terminal deoksinlkleotidil transferaz (TdT) ile etiketlenebilen
cift sarmalli, disik molekdl adirligina sahip DNA sarmali parcgalarini
verebilir (TUNEL reaksiyonu). Apoptotik hicre 6limundn kantitesi, in situ
hicre o6lum belirleme kiti (Cat. no.S57101; Chemicon International-
ApopTag Plus Peroxidase Kits, USA) kullanilarak degerlendirildi. Once seri
kesitler ksilolde 3 kez deparafinize edildi. Azalan dereceli alkollerden
gecirilerek rehidre edilen kesitler, PBS (phosphate-buffered saline)’te
yikandi. Daha sonra, kesitlere oda isisinda 15 dakika proteinase K (20
Mg/ml) (Merck) sindirimi saglandi ve 2 kez PBS’te yikandi. Daha sonra
kesitler oda i1sisinda ekilibrasyon tamponunda inkiibe edildi. Dokular nem
cemberinde ve karanlikta 37°C’de, 60 dakika TUNEL reaksiyon karisiminda
(%70 reaksiyon tamponu, %30 TdT enzimi) inkUibe edildi. Kesitler oda
Isisinda, 10 dakika durdurma/ylkama tamponunda inkibe edildi.
Inkiibasyondan sonra, kesitler 3 kez PBS’te yikandi. Daha sonra kesitlere
anti-digoxigenin konjugati uygulandi ve oda isisinda 30 dakika nem
cemberinde inkUbe edildi. 4 kez daha PBS’te yikanan kesitlere, 10 dakika
DAB (diaminobenzidine) uygulandi. Daha sonra kesitler distile suda 3 kez
yikanarak, kurumaya birakildi. Sag bdbrekten elde edilen 4 pm’lik
kesitlerdeki tubuler epitelyal nikleuslar TUNEL ydntemi ile isaretlendi.
Kahverengi boyanmis olan nulkleuslar TUNEL (+) olarak kabul edildi.
Korteksteki TUNEL (+) nukleuslar x40’lik objektifte ve rastgele secgilmis 10
optik alanda sayildi. Sayilan nikleuslarin apoptotik indeksi (Al) hesaplandi
(AI=TUNEL ydéntemi ile isaretlenen tibiler epitelyal nikleuslarin
sayisi/toplam tubller epitelyal ntkleuslarin sayisi)

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel dederlendirme icin GrapPad Prism6 programi kullanildi.
Gruplar 6nce Shapiro-Wilk Normality Test kullanilarak normal dagihm
gOsterip gostermedigine gore analiz edildi. Normal dagihm goésteren veriler
tek yonli ANOVA testi ile dederlendirildikten sonra gruplar arasindaki
farklar Tukey testi ile dederlendirildi. Normal dagihm gdstermeyen veriler
Kruskal-Wallis testi ile dederlendirildikten sonra gruplar arasindaki
farkhliklar Dunn testi ile dederlendirildi. P dederi 0.05'den kugik olanlar
anlamli kabul edildi. Sonucglar x, £SEM olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkli Dozlarda Kullanilan Darbepoetin-a’nin
Sican Yasam Siireleri Uzerine Etkileri

L-NAME tek basina verilen sicanlarda 30 gin icinde istatistiksel olarak
anlamh bir kayip yasanmazken, Depo’nun L-NAME ile birlikte 10 pg/kg
verildigi sicanlar ortalama 15,25 gln, 2,5 pg/kg verildigi sicanlar ise 17,1
gin yasamislardir. Denenen dozlar icinde 0,5 ug/kg, 0,25 ug/kg, 0,1
Hg/kg dozlarindaki Depo 30 glin boyunca bir kayba neden olmamislardir
(Sekil 4.1.; Tablo 4.1.).

Yasam Sireleri
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Sekil 4.1. Tek basina L-NAME verilen siganlara gére L-NAME ile birlikte farkli
dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarin yasam streleri (gin). 10 ug/kg ve 2,5 ug/kg
dozlarinda Depo verilen siganlarin ortalama yasam sdreleri sirayla 15,25 ve 17,1 gln
olmustur ve tek basina L-NAME verilen sicanlara gore anlamli derecede dismaustir.
(Degerler X+SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.1. L-NAME verilen guruba gére L-NAME ile birlikte cesitli dozlarda Depo
verilen disi yetiskin sicanlarda yasam silreleri ve istatistiksel analiz sonucglari. (Gruplar
Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin dederlendirilmesi
Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25, %75 ve p<0,05 anlaml farkhlik olarak
ifade edilmistir. F degeri= 94,6)

Yagam Sdreleri (glin)
Median | %25 | %75 L'ye karsi p degerleri

L-NAME 30 30 30

L+Depo10 12,5 11,25 |18,75 |< 0,001***
L+Depo2,5 16 15 20,25 |< 0,001***
L+Depo0,5 30 30 30 > 0,9

L+Depo0,25 |30 30 30 > 0,9

L+Depo0,1 30 30 30 > 0,9
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4.2. Farkli Dozlarda Kullanilan Darbepoetin-a’nin
Sican Kan Parametreleri Uzerine Etkisi

30 gun boyunca SF verilen ya da L-NAME tek basina verilen sicanlara
gére L-NAME ile birlikte Depo verilen sicanlarda alyuvar sayilari,
hematokrit ylizdesi ve hemoglobin miktari verilen Depo’nun dozuna bagh
olarak artmistir. Bununla birlikte bu artis sadece 0,5 ug/kg Depo verilen
sicanlarda istatistiksel olarak anlaml derecede farkhdir, yine ayni grupta
ortaya cikan degerler her 3 parametre icin fizyolojik sinirlarin Gstindedir
(Sekil 4.2.a., 4.2.b., 4.2.c.; Tablo 4.2.a., 4.2.b., 4.2.c.). Alyuvar basina
hemoglobin konsantrasyonunu ifade eden MCV dederi acisindan gruplar
arasinda herhangi bir farklihk g6ézlenmemistir (Sekil 4.2.d.; Tablo 4.2.d.).
Alyuvar, hematokrit ve hemoglobin degerleri sonucu tedavi dozu olarak
belirlenen 0,25 pg/kg dozundaki darbepoetin-a, diger tedavi gruplariyla
birlikte kontrol grubuna karsi 16kosit sayilar agisindan degerlendirildiginde
gruplar arasinda bir fark gértlmemistir (sekil 4.2.e.; Tablo 4.2.e.).
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4.2.1. Alyuvarlar

Alyuvarlar
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Sekil 4.2.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte cesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarda Alyuvar sayilar
(x10E6/ul). L+Depo0,5 grubunun dederleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
ylkselmistir (Degerler x, £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.2.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte cgesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarda alyuvar sayilan ve
istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farkliliklarin degerlendirilmesi Tukey testi ile yapilmistir. Dederler x, £SEM
ve p<0,05 anlamli farklilik olarak ifade edilmistir. F=17,1)

Alyuvar (x10E6/mL)
X = SEM Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 7,498 £ 0,1054
L-NAME 7,954 £ 0,1542 | =0,6427
L+Depo0,1 |8,303 +£ 0,1006 |=0,0901 =0,7336
L+Depo0,25|8,388 £ 0,3565 |=0,0657 =0,6040
L+Depo0,5 |9,922 £ 0,2319 | < 0,001*** < 0,001%*x*
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Alyuvarlar-2
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Sekil 4.2.b. SF verilen kontrol grubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin siganlarda alyuvar sayilan
(x10E6/ul). L+Depo+Rem ve Depo gruplarinin dederleri kontrol grubuna goére anlamli
derecede ylUkselmistir (Dedgerler x, SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.2.b. SF verilen kontrol grubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda alyuvar sayilari ve
istatistiksel analiz sonuclari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar
arasi farkhliklarin degerlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25, %75
olarak ifade edilmistir. F= 10,75)

Alyuvarlar-2 (x10E6/ul)
Kontrol 7,520 |7,180(7,778
L-NAME 8,185 |7,395|8,465 > 0,9
L+Depo 8,690 |7,740|9,235 =0,0631 =0,9301
L+Rem 8,530 |8,175|8,675 =0,2103 > 0,9
L+Depo+Rem |9,710 |9,175/|10,15 < 0,001 %** < 0,001%*x*
Depo 8,865 |[8,253|9,183 =0,0299* =0,4381
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4.2.2. Hematokrit

Hem atokrit
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Sekil 4.2.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte gesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin siganlarda hematokrit degeri
(%). L+Depo0,5 grubunun dederleri kontrol grubuna gore anlamh derecede ylkselmistir
(Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001)

Tablo 4.2.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte gesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarda hematokrit degeri ve
istatistiksel analiz sonuglar. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar
arasi farkliliklarin dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %75,
%25 ve p<0,05 anlaml farkhlik olarak ifade edilmistir. F= 31,1)

Hematokrit (%)
Median| %25 %75 Kontrovle karsl p L'ye karsi p degerleri
degerleri
Kontrol 40,55 (38,33 |42,56
L-NAME 43 38,65 |44,98 > 0,9
L+Depo0,1 43,31 |41,6 45,49 =0,5067 > 0,9
L+Depo0,25 (46,46 (43,66 |47,44 =0,0560 > 0,9
L+Depo0,5 53,96 |51,76 |56,71 < 0,001 **x* < 0,001 %**
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Sekil 4.2.d. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda hematokrit degeri
(%).L+Depo+Rem ve Depo gruplarinin dederleri kontrol grubuna goére anlamh derecede
ylkselmistir (Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.2.d. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda hematokrit
dederi (%) ve istatistiksel analiz sonuglar. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis
sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin degerlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler
median, %25, %75 ve p<0,05 anlamli farklilik olarak ifade edilmistir. F=16,62).

Hematokrit-2 (%)
Kontrol 40,55 |(38,33|42,56
L-NAME 43,00 |38,65|44,98 > 0,9
L+Depo 46,46 |43,66 (47,44 =0,2428 > 0,9
L+Rem 44,88 |43,23|46,97 =0,3579 > 0,9
L+Depo+Rem |51,86 |49,66|55,13 < 0,001 *** < 0,001 ***
Depo 47,98 |45,01|51,84 =0,0059** =0,0669
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4.2.3. Hemoglobin

Hemoglobin
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Sekil 4.2.e. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte gesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarda hemoglobin degeri
(gr/dl). L+Depo0,5 grubunun dederleri kontrol grubuna goére anlamli derecede
ylkselmistir (Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001)

Tablo 4.2.e. SF verilen kontrol gurubuna gore L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte gesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarda hemoglobin degeri
ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farklhliklarin dederlendirilmesi Dunn testi ile yapiimistir. Degerler median,
%25, %75 ve p<0,05 anlamli farklihk olarak ifade edilmistir. F=10,06)

Hemoglobin (gr/dl)
Median| %25 | %75 | Kontrole karsi p degerleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 14,40 | 13,90 | 15,20
L-NAME 15,65 | 14,20 | 16,40 | > 0,9
L+Depo0,1 15,95 | 15,45 | 16,45 | =0,1254 >0,9
L+Depo0,25 | 16,60 | 12,90 18 |=0,1395 > 0,9
L+Depo0,5 19,25 | 18,40 | 20,53 | < 0,001 *** <0,001***

37



Hemoglobin-2

251
. oK 4y
T
— T =
o 15
(2]
10 A
5
0- T T T
AN v (]
o Q <& <& o
0\5 oe. P xq_'?a OQQ
o x x
+ v v <°

Sekil 4.2.f. SF verilen kontrol gurubuna goére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda hemoglobin dederi
(g/dl).L+Depo+Rem ve Depo gruplarinin dederleri kontrol grubuna goére anlamli derecede
ylkselmistir (Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.2.f. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda hemoglobin dederi
(g/dl) ve istatistiksel analiz sonuglar. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis
sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler
median, %25, %75 ve p<0,05 anlamli farklilik olarak ifade edilmistir. F=13,65).

Hemoglobin-2 (g/dl)
Kontrol 14,40 |13,90|15,20
L-NAME 15,65 [14,20|16,40 >0,9
L+Depo 16,95 |14,93|18,43 =0,0489 =0,8886
L+Rem 15,90 |15,65|16,55 > 0,9 > 0,9
L+Depo+Rem |19,10 |18,20|19,85 < 0,001**x* < 0,001%*x*
Depo 17,75 116,50|18,58 =0,0038** =0,0985
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4.2.4. MCH
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Sekil 4.2.g. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte cesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin siganlarda eritrosit basina
disen hemoglobin konsantrasyonunu gosteren MCH dederi (pg). Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farklihk gozlenmemistir. (Dederler x £SEM olarak ifade
edilmistir, n=10)

Tablo 4.2.g. SF verilen kontrol gurubuna gore L-NAME tek basina verilen ya da L-
NAME ile birlikte cesitli dozlarda Depo verilen disi yetiskin sicanlarda eritrosit basina
disen hemoglobin konsantrasyonunu gosteren MCH dederi ve istatistiksel analiz
sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi
farklihklarin degerlendirilmesi Tukey testi ile yapilmistir. Dederler x, £SEM olarak ifade
edilmigstir. F= 0,5437)

MCH (pg)
x + SEM Kontrole karsi p degerleri L'ye karsi p degerleri
Kontrol 19,06 + 0,2426
L-NAME 18,57 + 0,1107 |> 0,9
L+Depo0,1 |14,07 + 0,2198|> 0,9 > 0,9
L+Depo0,25|19,57 + 0,3645 | = 0,8776 > 0,9
L+Depo0,5 |21,14 + 0,2347|> 0,9 >0,9
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Sekil 4.2.h. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda eritrosit basina
disen hemoglobin konsantrasyonunu goésteren MCH dederi (pg). Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farklihk gozlenmemistir. (Dederler x £SEM olarak ifade
edilmistir, n=10)

Tablo 4.2.h. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda eritrosit basina
disen hemoglobin konsantrasyonunu gosteren MCH dederi (pg) ve istatistiksel analiz
sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi
farklilklarin degerlendirilmesi Tukey testi ile yapilmistir. Dederler x, £SEM olarak ifade
edilmistir. F= 2,302)

MCH-2 (pg)
x £SEM Kontrole karsi p degerleri ;del:laeﬁl P

Kontrol 19,28+0,2426

L-NAME 19,33+0,1107|> 0,9

L+Depo 19,60+0,3645|=0,9302 =0,9711
L+Rem 19,00+0,148 |=0,9649 =0,9359
L+Depo+Rem |19,50+0,3207|=0,9854 =0,9964
Depo 20,11+0,1895|=0,1641 =0,2507
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4.2.5. Akyuvarlar
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Sekil 4.2.i. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda akyuvar degeri
(x10°/mm?). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
(Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10)

Tablo 4.2.i. SF verilen kontrol gurubuna gore L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin siganlarda akyuvar dederi ve
istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farklihklarin dederlendirilmesi Tukey testi ile yapilmistir. Dedgerler x, £SEM
olarak ifade edilmistir. F=3,097)

Akyuvarlar (10%/ mm?)

x £ SEM Kontrole karsi p dederleri| L'ye karsi p degerleri
Kontrol 7,918 +0,8836
L-NAME 6,450 + 0,5028 | = 0,7358
L+Depo 5,509 £0,4757| = 0,2309 > 0,9
L+Rem 7,413 +£0,3524|> 0,9 > 0,9
L+Depo+Rem|9,239 +£+1,153 |=0,8112 = 0,1368
Depo 6,153 +0,8499| = 0,5627 > 0,9
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4.2.6. Trombositler
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Sekil 4.2.j. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda trombosit degeri
(x10%/ml). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkliik gdzlenmemistir.
(Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10)

Tablo 4.2.j. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda trombosit dederi
(x10%/ml) ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis
sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin dedgerlendiriimesi Tukey testi ile yapilmistir.
Dederler x, £SEM olarak ifade edilmistir. F= 2,228)

Trombositler (103/ mm?)
x £ SEM Kontrole karsi p dederleri| L'ye karsi p degerleri
Kontrol 913,5+41,06
L-NAME 1000 £ 55,56 | > 0,9

L+Depo 828,8+181,4(> 0,9 = 0,6315

L+Rem 1145 + 55,67 | = 0,1939 = 0,7070
L+Depo+Rem | 1051 +44,31 | = 0,7205 >0,9
Depo 929,4 +59,07|> 0,9 >0,9
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4.3. Tedavi Gruplari Arasinda Agirlik Degisimleri

Tedavi gruplar arasinda baslangicta herhangi bir fark goértlmese de
deney bitis adirliklart acgisindan tek basina 0,25 pg/kg dozunda
darbepoetin-a verilen grupta anlamli bir artis gdézlenmistir. Bdbrek
agirhklari acisindan ise herhangi bir grupta herhangi bir degisim
gb6zlenmemistir (Sekil 4.3.a., 4.3.b., 4.3.c.; Tablo 4.3.a., 4.3.b., 4.3.c.).

4.3.1. Baslangi¢c Viicut Agirligi

Baslangig Viicut Agirhig:
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Sekil 4.3.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deneyin
baslangicinda kaydedilen viicut adirlik dederi (gr). Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkllik gézlenmemistir. (Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10)

Tablo 4.3.a. SF verilen kontrol gurubuna gore L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deneyin
baslangicinda kaydedilen vicut adirlik dederi ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar
Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkhliklarin dederlendirilmesi
Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25, %75 olarak ifade edilmistir. F= 2,588)

Baslangig¢ Vicut Adirlidr (gr)
Kontrol 216 215 |224,5
L-NAME 225 207,8|239,5 > 0,9
L+Depo 247 216 | 248 > 0,9 > 0,9
L+Rem 211 205 215 > 0,9 > 0,9
L+Depo+Rem |207,5 [(201,5|215 > 0,9 > 0,9
Depo 239 212,8(241,5 > 0,9 > 0,9

39



4.3.2. Bitis Viicut Agirligi

Bitis Viicut Agirhg:
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Sekil 4.3.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
olgllen vicut agirlik dederi (gr). Depo’nun tek basina verildigi grubunun deney sonunda
Olglilen agirlik dederi kontrol grubuna goére anlamh derecede ylikselmistir (Dederler x
+SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001)

Tablo 4.3.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
Olclilen vicut agirlik dederi ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile
analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin degerlendiriimesi Tukey testi ile
yapiimistir. Dederler x£SEM ve p<0,05 anlaml farklilk olarak ifade edilmistir. F=16,04)

Bitis Vlcut Agirligi (gr)

X £SEM Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 216,3+5,473
L-NAME 204,3+3,069 | = 0,5847
L+Depo 233,3+3,221|= 0,2535 = 0,0048**
L+Rem 203,1+2,939 | = 0,5508 > 0,9
L+Depo+Rem |213,8+3,936|> 0,9 = 0,7818
Depo 257,4+8,656 | < 0,001*** < 0,001 %**
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4.3.3. Bobrek Agirhigi

Bobrek Agirhgi
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Sekil 4.3.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deneyin sonunda
kaydedilen sol bobrek adirlik dederi (gr). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
farklilk gézlenmemistir (Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10).

Tablo 4.3.c. SF verilen kontrol gurubuna goére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deneyin
sonunda kaydedilen sol bobrek agirlik degeri ve istatistiksel analiz sonuglar (Gruplar One
Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkhliklarin dederlendirilmesi
Tukey testi ile yapilmistir. Dederler x£SEM olarak ifade edilmistir. F= 1,493).

Bobrek Agirlik (gr)

x £ SEM Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 0,9696 = 0,06043
L-NAME 0,9514 + 0,04003|> 0,9
L+Depo 1,011 £ 0,05795 |> 0,9 > 0,9
L+Rem 0,8507 + 0,02746 | =0,5995 =0,7489
L+Depo+Rem|1,018 £ 0,07246 |> 0,9 > 0,9
Depo 1,013 +£ 0,04237 |> 0,9 > 0,9
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4.4. Tedavi Gruplari Arasinda Kardiyovaskiiler
Parametreler

L-NAME verilen tim gruplarda kan basincinin arttigi gozlenmistir. L-
NAME ile birlikte verilen Depo sistolik basincta L grubuna goére hafif bir
disis, Rem ise yine L grubuna goére hafif bir artisa sebep olsa da bu
istatistiksel olarak anlamli bir degisim olmamistir. Diyastolik basing
acisindan da tablo sitolik basingla aynidir. Kalp hizi ise L-NAME ile birlikte
Depo verilen gruplarda anlamli derecede azalmistir. Sistolik basingtan
diyastolik basinci cikartarak elde edilen ve kalbin yaptigi is olarak
degerlendirilen nabiz basinci verilerine gore ise yine L-NAME verilen tim
gruplar kontrol grubuna gb6re istatistiksel olarak anlamli bir artis
gostermistir (Sekil 4.4.a., 4.4.b., 4.4.c., 4.4.d.; Tablo 4.4.a., 4.4.b.,
4.4.c., 4.4.d.).
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4.4.1. Sistolik Kan Basinci

Sistolik Kan Basinci
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Sekil 4.4.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
femoral arterden dlcllen sistolik kan basinci (mmHg). L-NAME verilen tim gruplarda
sistolik kan basinc kontrol grubuna gére anlamli derecede artmistir. Darbepoetin-a’nin
tek basina verildigi grupta hafif bir artis goriilse de bu artis istatistiksel olarak anlaml
degildir (Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.4.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
femoral arterden dlgllen sistolik kan basinci ve istatistiksel analiz sonuglar. (Gruplar
One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin dederlendirilmesi
Tukey testi ile yapilmistir. Dederler xxSEM ve p<0,05 anlamli farklihk olarak ifade
edilmistir. F=50,29)

Sistolik Kan Basinci (mmHg)

x £ SEM Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 102,3+ 2,76
L-NAME 194,5+7,855 | < 0,001 %%
L+Depo 179,317,429 | < 0,001 *** =05422
L+Rem 216,8+3,439 | < 0,001*** =0,1555
L+Depo+Rem | 183+9,514 < 0,001*** =0,7897
Depo 125,9+4,29 |=0,0958 < 0,001**x*
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4.4.2. Diyastolik Kan Basinci

Diyastolik Kan Basinci
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Sekil 4.4.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
femoral arterden odlgilen diyastolik kan basinci (mmHg). L-NAME verilen tim gruplarda
diyastolik kan basinci, kontrol grubuna goére anlamli derecede artmistir. Darbepoetin-
a’nin tek basina verildigi grupta hafif bir artis gorilse de bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildir (Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.4.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
femoral arterden 6lgllen diyastolik kan basinci ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar
One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farklilklarin dederlendirilmesi
Tukey testi ile yapilmistir. Dederler xxSEM ve p<0,05 anlaml farkhlik olarak ifade
edilmistir. F=28,42)

Diyastolik Kan Basinci (mmHg)

Xx£SEM Kontorle karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 72,14+4,578
L-NAME 121+5,146 | < 0,001***
L+Depo 120,4+3,964 | < 0,001 *** > 0,9
L+Rem 124,841,365 | < 0,001 *** >0,9
L+Depo+Rem |124,9+5,872|< 0,001*** > 0,9
Depo 88,13+3,613|=0,1101 < 0,001 *x**
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4.4.3. Nabiz Basinci

Nabiz Basinci

150 7
ok k
- 100 - T
z T *xx okk
£
50
—
0 "- T T T
‘o\ v &° & & L
o‘\\ onc xq_z xq'0 o°
+ ~v v QO
e
)

Sekil 4.4.d. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
Olgulen sistolik basinctan diyastolik basincin cikartilmasiyla hesaplanan nabiz basinc
dederi (mmHg). L-NAME verilen tim gruplarda nabiz basinci, kontrol grubuna gore
anlamli derecede artmistir. Depo’nun tek basina verildigi grupta hafif bir artis gorilse de
bu artis istatistiksel olarak anlamli dedildir (Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir,
n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.4.d. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
Olgulen sistolik basingtan diyastolik basincin cikartilmasiyla hesaplanan nabiz basinc
dederi ve istatistiksel analiz sonucglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis
sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin dederlendiriimesi Tukey testi ile yapilmistir.
Dederler x+SEM ve p<0,05 anlaml farklilik olarak ifade edilmistir. F=35,91)

Nabiz Basinci (mmHg)

«+SEM Kontrovle karsl L’yeukarsl_p Kontrolf_ gbre L'ye gj_éjfe %
p degerleri degerleri % degisim degisim

Kontrol 30,13+£2,901
L-NAME 73,46+£4,966 | < 0,001 *** %244
L+Depo 58,87+5,479| < 0,001 *** =0,1073 %195 %80
L+Rem 91,96+2,693 | < 0,001 *** =0,0198* %305 %125
L+Depo+Rem | 58,1£4,18 < 0,001 %** =0,0790 %193 %79
Depo 37,73+1,34 | =0,7073 < 0,001%** 104125 %51
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4.4.4. Ortalama Arter Kan Basinci

Ortalama Arter Kan Basinci
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4.4.e. SF verilen kontrol gurubuna gore L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda ortalama arter kan
basinct (mmHg). L-NAME verilen tim gruplarda ortalama arter kan basinci, kontrol
grubuna gore anlamh derecede artmistir. Depo’nun tek basina verildigi grupta hafif bir
artis gorilse de bu artis istatistiksel olarak anlamh dedildir (Dederler x £SEM olarak ifade
edilmistir, n=10, ***p<0,001).

Tablo 4.4.e. SF verilen kontrol gurubuna gore L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda ortalama arter
kan basincl ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis
sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin dedgerlendiriimesi Tukey testi ile yapilmistir.
Dederler x+SEM ve p<0,05 anlaml farklilik olarak ifade edilmistir. F=37,54)

Ortalama Arter Kan Basinci (mmHg)

x+SEM | Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 84,51+3,819
L-NAME 147,1+5,200 | < 0,001 %**
L+Depo 142,1+4,660 | < 0,001 %** > 0,9
L+Rem 156,6+1,824 | < 0,001 %** =0,7129
L+Depo+Rem | 147,1£7,012 | < 0,001 *** >0,9
Depo 103,4+3,980| =0,0599 < 0,001**x*
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4.4.5. Kalp Hizi

Kalp Hizi
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Sekil 4.4.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin siganlarda kalp hiz
(vuru/dakika). L-NAME ile birlikte Depo verilen gruplarda kalp hizi istatistiksel olarak
anlamli derecede vyavaslamistir (Dederler x =*SEM olarak ifade edilmistir, n=10,
*p<0,05).

Tablo 4.4.c. SF verilen kontrol gurubuna goére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda kalp hizi ve
istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farklhiliklarin dederlendiriimesi Tukey testi ile yapilmistir. Dederler x+SEM,
n=10 ve p<0,05 anlaml farkllik olarak ifade edilmistir. F=2,761)

Kalp Hizi (vuru/dakika)

x+SEM Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p dederleri
Kontrol 262,5+13,33
L-NAME 230+13,09 =0,4461
L+Depo 211+5,877 |=0,0453* =0,8854
L+Rem 217,1+13,4 |=0,1255 > 0,9
L+Depo+Rem|211,6%+7,892 | =0,0495%* =0,8989
Depo 212,9+18,74|=0,0738 >0,9
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4.5. Immunhistokimya Sonuclari

H&E boyama ile kontrol grubunda goérilmeyen glomerulonekrozis,
tibdl epitel hicrelerinde dokilme ve protein cast varligi tim tedavi
gruplarinda dedisen oranlarda tespit edilmistir. Masson’s Trichrome
boyama ile kontrol grubunda gdériulmeyen kollajen birikimi tim tedavi
gruplarinda degisen oranlarda tespit edilmistir. PAS boyama ile kontrol
grubunda goérilmeyen bazal membrandan ayrilma, hyalin cast ve bazal
membran kalinlasmasi tedavi gruplarinda dedisen oranlarda tespit
edilmistir. Apoptotik indeks analizi TUNEL boyama ydntemi sonucunda ise
L-NAME bdbrek hucrelerinde apoptozisi anlamli derecede artirmis fakat
ayri ayri ya da birlikte Depo ve Rem tedavisi bu etkiyi engellemistir.
Makrofaj birikimini analiz eden ED-1 boyama teknigi sonucu L grubunda
kontrol grubuna gére anlamli derecede artmis; L+Rem grubunda makrofaj
birikimi daha da ¢ok artmistir. Depo verilen tim gruplarda Makrofaj
birikimi kontrol seviyesinde kalmistir. NfKappaB boyamasi ile yapilan
analizde tum tedavi gruplarn kontrole gére artmis ve bu artis L+Rem grubu
disindakilerde anlami derecelerde olmustur. (Sekil 4.5.a., 4.5.b., 4.5.c.,
4.5.d.,4.5.e.,4.5.f.,,4.5.9., 4.5.h., 4.5.i.; Tablo 4.5.a., 4.5.b., 4.5.c.).

4.5.1. H&E Boyama

Sekil 4.5.a. H&E, a) Kontrol grubunda bobrek korteksi normal gériiniim. b) L
grubunda kortekste glomerilosklerozis (yildiz), protein cast (ok basi) ve tabil epitel
hicrelerinde ddkilme (ok). ¢) L+Depo grubunda protein cast (yildiz) ve tibul epitel
hiicrelerinde doékilme (ok). d) L+Rem grubunda tibul epitel hiicrelerinde dékilme (ok)
ve protein cast (yildiz). e) L+Depo+Rem grubunda tibil epitel hicrelerinde dékilme (ok)
ve tabdler vakuolizasyon (ok basi). f) Depo grubunda tibdul epitel hiicrelerinde dékllme
(ok basi) ve protein cast (yildiz). Kontrol grubu disindaki tim gruplarda H&E boyamasi ile
tespit edilebilen doku hasari parametreleri dedisen oranlarda gorilebilmektedir. 40X
blyutme, Scale Bar 10 pm.
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4.5.2. Masson’s TrlchromeBoyama

Sekil 4.5.b. Masson’s Trichrome. a) Kontrol grubunda bdbrek korteksi normal
gérianim. b) L grubunda kollajen birikimi (ok). ¢) L+Depo grubunda kollajen birikimi
(ok). d) L+Rem grubunda kollajen birikimi (ok). e) L+Depo+Rem grubunda kollajen
birikimi (ok). f) Depo grubunda kollajen birikimi (ok). Kontrol grubu disindaki tim
gruplarda kollajen birikimi dedisen oranlarda gorilebilmektedir. 20X biyutme, Scale Bar
20 pm.

4.5.3. PAS Boyama

’*o vt 5

Sekil 4.5.c. PAS, a) Kontrol grubunda bobrek korteksi normal gériiniim. b) L
grubunda bazal membrandan ayrilma (ok basi) ve hyalin cast (yildiz). c) L+Depo
grubunda bazal membrandan ayrilma (ok basi), hyalin cast (yildiz) ve bazal membran
kalinlasmasi (ok). d) L+Rem grubunda hyalin cast (yildiz), bazal membrandan ayrilma
(ok basi) ve bazal membran kalinlasmasi (ok). e) L+Depo+Rem grubunda bazal
membrandan ayrilma (ok). f) Depo grubunda bazal membrandan ayrilma (ok) ve bazal
membran kalinlasmasi (ok basi). Kontrol grubu disindaki tim gruplarda PAS boyamasi ile
tespit edilebilen doku hasari parametreleri dedisen oranlarda gorilebilmektedir.40X
blyltme, Scale Bar 10 pm.
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4.5.4. TUNEL Boyama
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Sekil 4.5.d. TUNEL. a) Kontrol grubunda bdébrek korteksi normal gériiniim. b) L
grubunda kortekste apoptotik hiicreler (ok). c) L+Depo grubunda kortekste apoptotik
hicreler (ok). d) L+Rem grubunda kortekste apoptotik hticreler (ok). e) L+Depo+Rem
grubunda kortekste apoptotik hticreler (ok). f) Depo grubunda kortekste apoptotik
hicreler (ok), 20X blyttme, Scale Bar 20 pm.
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dokok
.
< 41
.
. T
AY
{_o“\‘o i J‘°°Q° Vx‘?’& o,ﬂ'f o“Qo

Sekil 4.5.e. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bébrek dokusu
kesitlerinden yapilan TUNEL boyama sonucu elde edilen apoptotik hticre indeksi (%).L-
NAME'nin tek basina verildigi grupta apoptotik hicre indeksi anlamh kontrol grubuna gére
derecede ylkselirken L-NAME ile birlikte verilen Darbepoetin-a ve Remicade ya da her
ikisi birlikte apototik hlicre indeksi degerini dislirmuslerdir (Dederler x £SEM olarak ifade
edilmistir, n=10, ***p<0,001).
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Tablo 4.5.a. SF verilen kontrol gurubuna gbére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bobrek
dokusu kesitlerinden yapilan TUNEL boyama sonucu elde edilen apoptotik hlicre indeksi
ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farklihklarin dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median,
%25, %75 ve p<0,05 anlaml farklik olarak ifade edilmistir. F=37,42.)

TUNEL apoptotik hiicre indeksi (%)
Median| %25 %75 Kontrovle karjsl p L'ye karsi p degerleri
degerleri

Kontrol 0,0671]0,0298 |0,2593

L-NAME 4,971 |4,123 6,984 < 0,001***

L+Depo 1,983 |1,520 3,435 =0,0921 < 0,001%*x*

L+Rem 0,1686|0,0292 |0,740 > 0,9 < 0,001%x*
L+Depo+Rem|0,1369 (0,836 [0,3384 |> 0,9 < 0,001 %**

Depo 0,2892(0,1806 |0,4174 |=0,9994 < 0,001%*x*

4.5.5. ED1 Boyama

Sekil 4.5.f. ED1, a) Kontrol grubunda peritibller alanda hafif dagilim gdsteren
ED1(+) hicreler (ok). b) L grubunda peritiibller alanda orta dagilim gosteren ED1(+)
hicreler (ok). c) L+Depo grubunda peritibller alanda hafif dagiim gésteren ED1(+)
hicreler (ok). d) L+Rem grubunda peritibller alanda siddetli dagiim g6steren ED1(+)
hicreler (ok). e) L+Depo+Rem grubunda perittibiler alanda hafif dagihm goOsteren
ED1(+) htcreler (ok). f) Depo grubunda perittibiler alanda orta dagilim gosteren ED1(+)
hicreler (ok), 40X blyldtme, Scale Bar 10 pm.

51



ED-1

ok ke

*k

Puanlama
N
L

» £\
N QQO 0& e’& QQO
o 9 . Q
+ v v °
R
Q

Sekil 4.5.g. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bébrek dokusu
kesitlerinden yapilan ED-1 boyamasinin puanlama grafigi. Kontrol grubuna gére L-NAMe
verilen ve L-NAME ile birlikte Remicade verilen gruplarda makrofaj hicre birikimi anlaml
derece artmistir(Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10, **p<0,01 ***p<0,001).

Tablo 4.5.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bobrek
dokusu kesitlerinden yapilan ED-1 boyamasinin puanlama dederi ve istatistiksel analiz
sonuglari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkliliklarin
dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25, %75 ve p<0,05 anlaml
farklilik olarak ifade edilmistir. F= 23,7)

ED-1(0-4 aras! puanlama)

Median| %25 | %75 | Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri
Kontrol 1 1 1
L-NAME 2 2 2 =0,0055%**
L+Depo 1 1 2 > 0,9 =0,3473
L+Rem 3 2,75 |3 < 0,001** > 0,9
L+Depo+Rem |1 1 1,25 [>0,9 =0,0655
Depo 2 1 2 =0,1893 > 0,9
Kontrole karsl % degisim L'ye karsi % degisim

%200

%140 %70

%280 %140

%120 %60

%170 %85
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4.5.6. NfKappaB Boyama

Sekil 4.5.h. NfKappaB; a) Kontrol grubunda glomerilde (ok basi) ve tibul epitel
hicrelerinde (ok) siddetli dagihm gosteren NfKappaB (+) hicreler. b) L grubunda ttbul
epitel hucrelerinde orta dadilim gosteren NfKappaB (+) hicreler (ok). c) L+Depo
grubunda tlbdl epitel hiicrelerinde siddetli dagilim gésteren NfKappaB (+) hticreler (ok).
d) L+Rem grubunda tubull epitel hlcrelerinde orta dagilim gosteren NfKappaB (+)
hicreler (ok). e) L+Depo+Rem grubunda tubil epitel hicrelerinde siddetli dagilim
gosteren NfKappaB (+) hicreler (ok). f) Depo grubunda tibil epitel hicrelerinde orta
dagilim gésteren NfKappaB (+) hticreler (ok), (40X, Scale Bar 10 um).
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Sekil 4.3.i. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bébrek dokusu
kesitlerinden yapilan NfKappaB boyamasi puanlama grafigi. L-NAME tek basina verilen, L-
NAME ile birlikte hem Depo verilen hem de Depo ile birlikte Rem verilen ve Depo tek
basina verilen gruplarda makrofaj birikimi NfKappaB yodunlugu anlamli derecede artmis
fakat bu artis L-NAME ile birlikte Rem verilen grupta tespit edilememistir. (Dederler x
+SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001)
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Tablo 4.5.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bobrek
dokusu kesitlerinden yapilan NfKappaB boyamasi puanlama dederi ve istatistiksel analiz
sonuglari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkhliklarin
dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25, %75 ve p<0,05 anlaml
farkhlik olarak ifade edilmistir. F=25,81)

NfKappaB (0-4 arasi puanlama)

Median | %25 | %75 | Kontrole karsi p dederleri| L'ye karsi p dederleri
Kontrol 0 0 1,25
L-NAME 3 2,75 |3 < 0,001%**
L+Depo 3 2 3 < 0,001%** > 0,9
L+Rem 2 2 3 =0,2298 =0,4179
L+Depo+Rem |3 2 3 < 0,001%*x* >0,9
Depo 3 2 3 < 0,001%** > 0,9
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4.6. ELISA Sonuglari

ELISA sonuglarina goére olglilen Epo ve TNF-a miktarlari gruplar
arasinda anlamli bir farkliik gdstermezken, TNF-a miktari L-NAME ile
birlikte kontrol grubuna goére iki kattan daha fazla oranda artmis ve tedavi
gruplarinda bu artis kontrol seviyesine cekilmistir (Sekil 4.6.a., 4.6.b.;
Tablo 4.6.a, 4.6.b.)

4.6.1. Epo ELISA

EPO ELISA
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Sekil 4.6.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
alinan kan plazmasindan ELISA yontemi ile 6lglilen Epo miktar (IU/L). Gruplar arasinda
herhangi bir anlaml farklihk gérilmese de L-NAME ile birlikte Depo veilen grupta kontrol
grubuna gore %50 civarinda bir azalma go6zlenmistir. (Dederler x£SEM olarak ifade
edilmistir, n=10)
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Tablo 4.6.a. SF verilen kontrol gurubuna goére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
alinan kan plazmasindan ELISA yontemi ile Olglilen Epo miktari ve istatistiksel analiz
sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi
farklhiliklarin degerlendiriimesi Tukey testi ile yapilmistir. Dederler xxSEM olarak ifade
edilmistir. F=0,9705)

Epo ELISA (IU/L)
x£SEM Kontrole karsi p degerleri| L'ye karsi p degerleri
Kontrol 0,3913+0,1348
L-NAME 0,2287+0,06651 |=0,8043
L+Depo 0,1805+0,06021 |=0,5851 > 0,9
L+Rem 0,3845+0,07734 |> 0,9 =0,8305
L+Depo+Rem | 0,281+0,09368 > 0,9 > 0,9
Depo 0,3747+0,0955 > 0,9 =0,865
Kontrole karsi % degisim L grubuna karsi % dedisim
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4.6.2. TNF-a ELISA

TNF-alfa ELISA
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Sekil 4.6.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
alinan kan plazmasindan ELISA yoéntemi ile &lglilen TNF-a miktan (pg/ml). Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmese de L grubunda tespit edilen
TNF-a miktari kontrol grubuna gore iki kat, diger gruplara gore ise daha yiksek oranda
fazla gortlmustiar (Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10).
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Tablo 4.6.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda
alinan kan plazmasindan ELISA yontemi ile olglilen TNF-a miktar ve istatistiksel analiz
sonuglari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar arasi farkhliklarin
dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25, %75 olarak ifade
edilmistir. F=5,673)

TNF-a ELISA (pg/ml)
Median | %25 | %75 |Kontrole karsi p dederleri | L'ye karsi p degerleri

Kontrol 4595 |26,54|53,67
L-NAME 110,7 102,6 |127,7 |>0,9
L+Depo 17,15 [12,81/36,89 |>0,9 =0,1081
L+Rem 18,18 13,12 59,64 |>0,9 =0,2435
L+Depo+Rem |17,28 |8,425|61,89 |>0,9 =0,1623
Depo 39,35 12,33(79,52 |>0,9 =0,6945
Kontrole karsi % degisim | L grubuna karsi % dedisim

%270

%53 %20

%78 %29

%69 %26

%104 %38
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4.7. PCR Sonuglari

TNF-a mRNA dlzeyinde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
gbstermemektedir. Bununla birlikte L grubunda artan TNF-a mRNA
miktarinin tedavi gruplarinda kontrol seviyesine distigd godzlenmektedir.
TNF-a reseptorleri acisindan R1 gruplar arasinda herhangi bir farkhhk
gbstermezken R2 Depo tedavisi gboren gruplarda artmis ve bu artis L-
NAME ile birlikte Depo verilen gruplarda istatistiksel olarak anlamlh
olmustur. Epo reseptort acisindan ise mRNA miktarlari gruplar arasinda
istatistiksel bir farkhlik gbéstermezken Depo tedavisi gbéren gruplarda
hafifce azaldigi gorilmektedir (Sekil 4.7.a., 4.7.b., 4.7.c., 4.7.d.; Tablo
4.7.a.,4.7.b., 4.7.c., 4.7.d.).

4.7.1. TNF-a PCR

TNF-alffa mRNA
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Sekil 4.7.a. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda sag
bébrek dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigdi ile dlglilen TNF-a mRNA
miktari (relatif kat artisi). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dedisim
gorilmese de L-NAME verilen grupta tespit edilen TNF-a mRNA miktan kontrol grubuna
gore iki kat diger gruplara gore ise daha da fazla artmistir (Dederler x £SEM olarak ifade
edilmistir, n=10).
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Tablo 4.7.a. SF verilen kontrol gurubuna goére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bdbrek
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile 6lglilen TNF-a mRNA miktari ve
istatistiksel analiz sonuglarn (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda gruplar
arasi farklihklarin dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median, %25,%75
olarak ifade edilmistir. F=3,212).

TNF-a mRNA (relatif kat artisi)
Median| %25 %75 Kon;;cggrrjrzsl p L'ye karsi p degerleri
Kontrol 0,3369(0,1231 /0,887
L-NAME 0,6951(0,1312 2,571 |> 0,9
L+Depo 0,0793]0,0671|0,1693|> 0,9 =0,2768
L+Rem 0,0564 (10,0289 1,117 |> 0,9 =0,3911
L+Depo+Rem |0,1333|0,0684 |0,9503 (> 0,9 > 0,9
Depo 0,1931/0,0747|0,3691|> 0,9 > 0,9
Kontrole karsl % degisim L'ye karsi % degisim

%286

%24 %8

%91 %32

%85 %30

%46 %16

4.7.2. TNFR1 PCR

TNFR1 mRNA

Relatif Kat Artisi
L

Sekil 4.7.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bobrek
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile dlglilen TNFR1 mRNA miktari
(relatif kat artisi). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik gériilmese de
L-NAME ile birlikte Depo verilen L+Depo ve L+Depo+Rem gruplarinda TNFR1 miktari yar
yariya azalmistir (Dederler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10).
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Tablo 4.7.b. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bdbrek
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile 6lgiilen TNFR1 mRNA miktari
ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar Kruskall-Wallis ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farklihklarin dederlendirilmesi Dunn testi ile yapilmistir. Dederler median,
%25, %75 olarak ifade edilmistir. F=0,9637)

TNFR1 mRNA (relatif kat artisi)
Median| %25 %75 Kondt:glgrr:rrisl p L'ye karsi p degerleri

Kontrol 0,9083|0,5481 (1,394
L-NAME 0,9261(0,5342|1,382 (> 0,9
L+Depo 0,477210,4341/0,565 (> 0,9 > 0,9
L+Rem 0,5907|0,5683 (2,206 |> 0,9 > 0,9
L+Depo+Rem | 0,3487|0,1895|0,808 |=0,4516 > 0,9
Depo 0,9174|0,8866|0,9252|> 0,9 > 0,9
Kontrole karsi % degdisim L'ye karsi % degisim

%95

%49 %52

%123 %129

%47 %49

%91 %96

4.7.3. TNFR2 PCR

TNFR2 mRNA
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Sekil 4.7.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda deney sonunda sag
bébrek dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile dlglilen TNFR2 mRNA
miktar (relatif kat artisi). L-NAME ile birlikte Depo verilen L+Depo ve L+Depo+Rem
gruplarinda TNFR2 ifadelenmesi anlaml derecede artmistir. Depo’nun tek basina verildigi
Depo grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da TNFR2 kontrole gére 3 kat artmistir
(Dederler x+SEM olarak ifade edilmistir, n=10, ***p<0,001).
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Tablo 4.7.c. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bdbrek
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigi ile Olglilen TNF-a R1 mRNA
miktar ve istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis
sonrasinda gruplar arasi farkhliklarin dederlendirilmesi Tukey testi ile yapilmistir.
Dederler xtSEM ve p<0,05 anlamli farkhlik olarak ifade edilmistir. F=16,5)

TNFR2 mRNA (relatif kat artisi)

_ Kontrole L'ye karsi p Kontrole L ‘ye ‘Il<'a_r§| %
x+SEM kavr§| P degerleri kats_l _% degisim
degerleri degisim
Kontrol 1,194+0,2908
L-NAME 1,014+0,2735 |[> 0,9 %85
L+Depo 8,499+0,5887 |< 0,001%** | < 0,001%** | %712 %838
L+Rem 0,8392+0,1281|> 0,9 > 0,9 %70 %383
L+Depo+Rem | 8,153+2,4 < 0,001*** | < 0,001%*** | %683 %804
Depo 3,404+1,929 |=0,451 =0,3933 %285 %336

4.7.4. EpoR PCR

EpoR mRNA

Relatif Kat Artisi
N

Sekil 4.7.d. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME ile
birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo hem
de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag boébrek
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknidi ile 6lgilen EpoR mRNA miktari
(relatif kat artisi). Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir dedisim gérilmese de
Depo verilen tim gruplarda epo reseptér mRNA ifadelenmesi oldukca azalmis, Depo’nun
tek basina verildigi Depo grubunda bu azalma PCR teknidi ile tespit edilebilecek en alt
seviyelere kadar dusmustur (Degerler x £SEM olarak ifade edilmistir, n=10).
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Tablo 4.7.d. SF verilen kontrol gurubuna gére L-NAME tek basina verilen, L-NAME
ile birlikte Depo verilen, L-NAME ile birlikte Rem verilen, L-NAME ile birlikte hem Depo
hem de Rem verilen ya da Depo tek basina verilen disi yetiskin sicanlarda sag bdbrek
dokusundan izole edilen total mRNA’lardan PCR teknigdi ile 6lgilen EpoR mRNA miktari ve
istatistiksel analiz sonuglari. (Gruplar One Way Anova ile analiz edilmis sonrasinda
gruplar arasi farkliliklarin dederlendirilmesi Tukey testi ile yapilmistir. Degerler x+SEM
olarak ifade edilmistir. F= 1,72).

EpoR mRNA (relatif kat artisi)
. Kontrole karsi | L'ye karsi sontrole L'ye karsi
XESEM p dederleri | p dederleri Karsi % | o degisim
degisim

Kontrol 1,142+0,3321
L-NAME 1,799+0,6087 =0,8534 %158
L+Depo 0,5758+0,3225 > 0,9 =0,5673 %50 %32
L+Rem 0,9002+0,4005 > 0,9 =0,6577 %79 %50
L+Depo+Rem |0,2791+0,2764 =0,8445 =0,3376 %24 %16
Depo 0,000869+0,000247 | =0,6358 =0,1820 %0,07 %0,04
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5. TARTISMA

Yapilan yogun arastirmalara ragmen hipertansiyon hastalarinin
%95‘inden fazla olan esansiyel hipertansiyona bagl yaygin doku
hasarlarini 6nlemek halen hipertansiyon tedavi kliniklerinin ¢bzmeye
calistigi 6nemli problemlerden biridir. Kliniklerde esansiyel hipertansiyonda
yaygin olarak kullanilan doku koruyucu cesitli tedavi protokolleri cok
basarili degildir ve bircok istenmeyen vyan etkilere sahiptir. Batdn
dinyada o6lumlerin ve sakathklarin birinci nedeni olarak 6éne sirllen
hipertansiyonun tedavisinde bulunacak mekanizmalar ve tedavi edici
ilaclarin kesfi blylk ©6nem arzetmektedir. Hipertansiyona bagli doku
hasarindan ileri derecede etkilenen organlardan biri de bébrekler ve renal
sistemdir. Bobrek fonksiyon bozukluklari hipertansiyona bagh doku
hasarlarinda en sik karsilasilan ve ciddi problemlere yol acan bir
durumdur. Yaygin doku hasarn ve apoptozise yol acan olaylara
inflamasyona bagli TNF-a seviyelerinde artis eslik eder. L-NAME verilerek
sicanlarda olusturulan kronik hipertansiyonda ortaya ¢ikan boébrek dokusu
hasari (apoptozis), artan TNF-a aktivitesine bagh olarak kritik doku
koruyucu seviyelerinin altina disen endojen Epo vyetersizligindendir.
Epo’nun hematopoetik etkisi ¢ok dustk konsantrasyonlarda bile
gerceklesirken, doku koruyucu etkisi Epo’ya daha disiuk affiniteli bir
sitokin reseptori ile Epo reseptorli arasinda heterodimerik bir baglanti
yolaginin aktivasyonunu gerektirmektedir. Bobrek dokusunun fizyolojik
kosullarda fonksiyonlarinin strdirebilmesi doku koruyucu ve hematopoetik
etki seviyelerinin (zerinde Epo varligina baghdir. Bobrek dokusunda
Uretildigi icin bobreklerde doku koruyucu diizeyinde Epo saglanabilirken
kan yoluyla kemik iligine ulasabilen pikomolar seviyelerine diismis Epo
hematopoietik etki igin yeterli olabilmektedir. Calismamiz Epo’nun
%90'Iinin sentezlendidi ve hipertansiyonda en énemli organlardan bir olan
bobreklerde Epo’nun doku koruyucu etkilerini aciklamaya calisirken
Epo’nun neden bdébreklerden salgilandigi sorusuna da yeni bir yaklasim
gelistirmistir. Hipertansiyonda ytkseldigi bilinen, dnemli bir proinflamatif
ajan olan TNF-a ve reseptorlerini, TNF-a’nin inflamasyon bdlgelerinde
artmasini saglayan makrofaj hicrelerini, hicre icinde farkl etkiler
gosteren pek c¢ok proteinin transkripsiyonunu sadlayan NfKappaB'yi ve
dokudaki apoptozis miktarini, Epo’nun doku koruyucu etkileri tartisabilmek
Uzere arastirdik.

Calismamizin sonuglarina gére 4 hafta 20 mg/kg/gun ip injekte edilen
L-NAME ile olusturulan kronik hipertansiyonlu yetiskin SD disi sicanlarda,
arteriyal kan basinci parametrelerini ve kan hlicre degerlerini etkilemeyen
0,25 pg /kg/ Gg glnde bir ve dort hafta ip verilmesi renal doku hasarlarini
engellemigtir.

Uzun vyillardir Gzerinde calisilan bir protein olan Epo’nun siganlarda

degisik sire ve modellerde kullanilan dozlari konusunda vyeterli sayida
literatir olsa da daha yeni bir Epo analogu olan Depo icin ayni seyi
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sOylemek mimkin degildir. Lipsic E ve arkadaslarinin yaptiklar bir
calismada iki ayri grupta 40 ug/kg ve 0,4 ug/kg dozunda Depo 3 haftada 1
doz kullanilarak 9 haftalik slirecte miyokardiyal infarktlise karsi koruyucu
etkileri arastiriimis ve hematokrit seviyesinin ylksek kullanilan dozda 4.
haftada yukseldigi gozlenmistir. Calismamiz acisindan kan parametrelerini
degistirmeyen en yiksek dozu bulmamiz énem arz etmektedir. Bu acidan
Lipsic E. ve arkadaslarinin yaptigi calismanin verileriyle birlikte, 10 pg/kg
dozundan baslayarak 5 farkh Depo dozunda (10 pg/kg, 2,5 pg/kg, 0,5
Hg/kg, 0,25 ug/kg, 0,1 pg/kg) L-NAME ile birlikte yasam sulrelerini
inceledik. L-NAME ile birlikte verilen en ylksek iki doz grubunda ( 10
Mg/kg, 2,5 ng/kg) hematokrit seviyeleri onuncu gliinde c¢ok ylkselmis ve
bu gruplardaki sicanlar yasayamamistir. Calismamiz sonucunda, denenen
dozlardan, yasam silreleri sadece L-NAME verilen gruba gdre farkli
olmayan 3 doza (0,5 pg/kg, 0,25 ug/kg, 0,1 pg/kg) ulastik (sekil 4.1.)
(Lipsic, 2006).

Epo’nun eritropoetik etkilerinin doza ve zamana bagli sonuglari
konusunda pek cok bilgi vardir. Bullard A.J.ve Yellon D. M.'nin yaptiklar
bir calismada 5000 IU/kg dozunda Epo, sicanlara U¢ hafta boyunca
haftada tek doz verildiginde hematokrit artmistir ve ayni doz (¢ hafta
boyunca haftada (¢ doz olarak verildiginde ise daha da cok artmistir.
Wang L. ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada ise sicanlara 5000 IU/kg
ile 10000 IU/kg dozunda Epo 7 glin boyunca verilmis, verildigi sire
boyunca ve sonraki 7 gin boyunca hematokrit degerleri anlamh derecede
artmis, 14. gunde ylksek doz Epo’nun dlsUk doza gére de anlamli derece
hematokrit seviyesini  yUkselttigi gordlmustir. Frenay A.R. ve
arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, spontan hipertansif rat modeli ve
Spraque Dawley ratlar kullaniimistir, bizim de calismamizda kullandigimiz
Darbepoetin-a 40 pg/kg dozunda 9 hafta boyunca 3 haftada bir doz,
toplam UU¢ doz olarak kullanilmistir. Spontan hipertansif siganlarda
hematokrit ve hemoglobin dederlerinde bir dedisiklik olmazken Spraque
Dawley sicanlarinda bu dederlerin anlamh derece yikseldigi gézlenmistir.
Gao E. ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada ise sicanlara 2, 7, 11 ve
30 pg’kg dozunda Darbepoetin-a verilmis, 72 saatin sonunda 11 ve 30
Mg/kg dozlarinda hematokrit seviyesinin arttigi gézlenmistir (Erhe, 2007;
Frenay, 2012; L. Wang, Zhang, Z., Wang, Y., Zhang, R., Chopp, M.,,
2004).

L-NAME'nin kan parameterleri Uzerine etkisi hakkinda MacKendrick W.
ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada sicanlarda ytkselen hematokrit
dederinin L-NAME'nin dozuna badgll bir cevap oldugunu 6ne strilmustir.
Iadecola C. ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada ise 96 saat sonunda
NO blokajinin hematokrit seviyesinde herhangi bir dedisiklige neden
olmadigi gozlenmistir. Yaptigimiz literatlr arastirmasinda L-NAME'nin ya
da daha genel NO blokajinin hematokrit dederi, eritrosit sayisi,
hemoglobin miktari degerlerini baskilayici etkisini gdsteren herhangi bir
calismaya rastlanmamistir.
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Kan parametrelerini degistirmeyen en ylksek dozu tespit etmek icin
yaptigimiz calismada denedigimiz 3 doz icinde L-NAME ile birlikte
kullanildiginda 0,5 pg/kg eritrosit miktarini, hematokrit degerini ve
hemoglobin miktarini artirmistir. 0,25 upg/kg dozu ise hicbir parametrede
herhangi bir dedisiklik yapmayarak kan parametrelerini degistirmeyen en
yuksek Darbepoetin-a dozu olarak tespit edilmistir. 0,25 pg/kg
Darbepoetin-a dozu calismamizin geri kalaninda tedavi dozu olarak
kullanilmistir. Ayrica bu bilgi literatir icin de yeni bir bilgi olmasi nedeniyle
onemlidir (Sekil 4.2.a., 4.2.b., 4.2.c.).

Morley J.E. ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma ile NO'nun merkezi
sinir sisteminde istahi kontrol eden temel bilesenlerden biri oldudu iddia
edilmistir. Bu iddiay! kanitlar sekilde NO'nun periton ici ya da oral yolla
verilen L-NAME ile blokaji sonucunda sicanlarda ve farelerde adirhk
kayiplari gorilmustir. Soszynski D.’nin yaptidi bir calismada, LPS ile
septisemi modeli olusturulan sicanlarda L-NAME'nin agirlik tGzerine kontrol
grubundan farkh bir etkisinin olmadigi gézlenmistir. Bu da NO’'nun adirhk
kaybettiren etkisinin baslangi¢c agirhgina ve doza bagl bir etki olabilecegini
distndldrmektedir. Soszynski D. ‘nin kullandigi siganlar 270-350 gram
arasindadir, bu haliyle agirhkta disis gorilen calismalara goére yliksek bir
baslangic adirligidir ve doz (50 mg/kg ip) baska calismalarda adirlik
kaybina neden olan dozla aynidir (Morley, 2011; Soszynski, 2002).

Epo’nun adirlik (zerine etkisinin literatirde farkh sonucglara isaret
etmesi Epo’nun bu etkisinin doza, slireye ve cinsiyete bagli oldugunu
gostermektedir. Fatouros M. ve arkadaslarinin yaptigi calismada Epo
verilen gruplardaki sicanlar 12 ginin sonunda digerlerine goére anlamli
derecede agirlik kazanmistir. Bu calisma da kullanilan gtnlik 500 IU/kg
dozundaki rHUEpo hematokrit seviyesinide yikseltmistir. Eshraghi-Jazi F.
ve arkadaslarinin yaptigi 8 glinlik calismada ise sicanlar Epo ile birlikte
kullanilan ilactan bagimsiz olarak kilo vermis ancak bu calismada son
glinlere dogru disi sicanlarin kilo verme hizlarinda bir azalma goézlenmistir.
Odelia K. ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise eritropoetini yogun
sentezleyen bir sican modeli diger sicanlara gore daha fazla yem tiketmis
ve daha cok agirhk kazanmistir (Fatouros, 1999; Jazi, 2013; Odelia,
2010).

Epo’nun agirlik Gzerine olan etkilerinin tersine TNF-a’nin 6lcildigu ya
da bloke edildigi benzer calismalarda gdstermistir ki TNF-a agirhik kaybina,
ayni anlama gelmek lzere blokaji agirhk kazanilmasina sebep olmaktadir
(Kouhata, 2001; Krugel, 2013).

Calismamizda Epo’'nun ya da infliximabin L-NAME ile birlikte
verildiginde sican adirliklari Uzerinde herhangi bir degisiklige neden
olmamasi bu maddelerin NO blokajindan kaynakli adirlik kaybini
dengelemeleri sayesinde oldugu seklinde degerlendirilebilir. Depo
grubunda Darbepoetin-anin vyalniz basina verildiginde adirhk artisina
neden olmasi bu goérisu desteklemektedir (Sekil 4.3.a., 4.3.b., 4.3.c.).
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L-NAME daha 6nce yapilan calismalarda da uygun olarak kan basincini
anlamli derecede yukseltmis ve hipertansiyona neden olmustur. Epo’nun
kardiyovaskdller sistem Uzerine en 6nemli etkisi kan basincini ylkseltmesi
ve hipertansiyona neden olmasidir. Epo’nun bu etkisi, anemi tedavi edici
dozunda uzun sireli kullanima bagli olarak ortaya cikmaktadir. Meziri F. ve
arkadaslarinin yaptigi ve sicanlarda L-NAME ile olusturulan hipertansiyon
modelinde Epo’nun (100 U/kg rHUEPQO) kan basincini yikselttigi ve bu
etkinin egzersiz ile daha da arttigi goézlenmistir. Yine ayni calismada
Epo’'nun mezenterik arterde asetilkoline karsi gevseme ve vazodilatasyon
cevaplarini azalttigi gorilmustir. Ruschitzka F.R. ve arkadaslarinin Epo’yu
asirl ifade eden transgenik fare modelinde L-NAME verilmesi Uzerine sekiz
fareden UcU 6lUyor ve geri kalanlarda ise L-NAME'nin hipertansif etkilerine
karsi bir etki gb6zlenmiyor. Her iki c¢alismada da hematolojik
parametrelerde  bir degisim oldugu  go6zlenmistir. Hematolojik
parametrelerde degisiklige neden olmayan bir doz araliginda Epo’nun kan
basincina etkisini gorebilecegimiz herhangi bir calismaya literatlirde heniz
rastlanmamistir. Calismamizda kullandigimiz doz olan 0,25 pg/kg
Darbepoetin-a L-NAME ile gelisen hipertansiyona karsi herhangi bir etki
gostermemistir. Deneyimizde Darbepoetin-anin tek basina kullanildig
Depo grubunda kontrole karsi hafif bir yikselme gézlense de bu yulkselme
istatistiksel olarak anlamh degildir. Calismamizin ortaya gikardigi sonuca
gore kullandigimiz Depo dozu kan basinci parametrelerine herhangi bir
etkide bulunmamistir ve bu durum Epo’nun kan basincini ylkselten
etkisinin doza bagimh bir etki oldugu sonucunu gdstermektedir (Meziri,
2011; Ruschitzka, 2000) (Sekil 4.4.a., 4.4.b., 4.4.c.).

Epo’nun kardiyovaskdller sistem Uzerindeki koruyucu etkileri Gzerine
yapilan pek ¢ok calismada kalp hizlari ile ilgili farkh sonuglar bildirilmistir.
Parsa C.] ve arkadaslarinin yaptiklar calismada, miyokardiyal I/R yapilan
tavsanlarda Epo uygulamasi kalp hizinda hafif bir dlistise neden olsa da bu
dlsUs istatistiksel olarak anlamh degildir. Mancini D.M. ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada da Epo uygulamasinin sicanlarda ayni sekilde
istatistiksel olarak anlaml olmayan bir disise neden oldugu belirtilmistir.
Van der Meer P. ve arkadaslarinin yaptiklar calismada ise sicanlarda Epo
uygulamasi kalp hizini hafifce dusirmis fakat bu dlslste istatistiksel
olarak anlamli olmamistir. Literatirde gegen calismalarla
karsilastirdigimizda, bizim calismamizda Depo’nun kalp hizini istatistiksel
olarak anlamli derece dlsidrmesinin, uygulanan dozun slresine bagh
oldugunu sdyleyebiliriz. Diger calismalarda kalp hizinda bir egilim olarak
gorulen dusus bizim calismamizin 30 glin sldren kronik modelinde
istatistiksel olarak anlaml bir sonuca ulagsmistir. Epo’nun ya da Depo’nun
kalp miyositleri Gzerine olan koruyucu etkisini gésteren baska calismalarin
sonuglarina bakarak, Depo’nun bu etkisinin kalbin kontraksiyon gilclnde
bir artisa ve dolayisiyla kalp hizinda bir disise neden oldugunu
soyleyebiliriz. (Mancini et al., 2003; Parsa et al., 2004; van der Meer et
al., 2005).
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Hipertansiyonda yukselen Anjiyotensinll, aldesteron ve mekanik
stress Reaktif Oksijen Turlerininin (ROS) artmasi neden olur. ROS'larin
neden oldugu endotelyal hasar sonucunda dolasimdaki lipoproteinler
subendotelyal bdlgeye girebilmekte ve burada okside olabilmektedir.
Bunun sonucunda ise T hlcrelerinde bulunan Toll Like Reseptdér 4 (TLR4)
uyarihr ve T hucrelerinden interferonlar salgilanir. Salgilanan interferonlar
makrofajlarin aktive olmasini ve dokuda birikmesini saglar. Bu yolla artan
TNF-a dokuda inflamasyona ve apoptozla sekillenen bir doku hasarina
neden olur. Tubller hasarin belirtisi; renal hasarin histolojik skoru ile
belirlenir. Morfolojik kriterler ve TUNEL ydntemi ile belirlenen tubduler
epiteliyal hucrelerin 6limi; nekroz ve apoptozun bir kombinasyonu
seklinde karsimiza c¢ikar. L-NAME ile olusturdugumuz hipertansiyon
modelinde ortaya cikan doku hasari apoptozisi DNA kiriklarini boyayarak
tespit eden TUNEL yontemine goére L-NAME'nin sebep oldugu apoptozis
tim tedavi gruplarinda engellenmistir. Literatirde Depo’nun doku
koruyucu etkisini TUNEL ydntemiyle gdsteren bir makale bulunmamasina
ragmen Epo ile yapilan calismalar mevcuttur ve bu calismalarda da
Epo’nun apoptotik indeksi dlsiurdigli gozlenmistir.  TUNEL verileri,
calismamizin, hem Epo hem de Remicade tedavisi sonucunda, L-NAME ile
olusturulan hipertansiyon modelinde ortaya c¢ikan doku hasarini
engelledigini gostermistir. (Sekil 4.5.d, 4.5.e.; Tablo 4.5.a.). (Krlgel,
2013; Pinto, 1998; Suzuki, 2002)

Hem hipertansiyonlu hastalarda hem de hipertansiyon modeli ile
yapilan deneysel calismalarda kronik olarak kan basincinin yikselmesinin
inflamasyona neden oldugu ve hipertansiyonda ortaya ¢ikan coklu organ
hasarinin temel sebebinin inflamasyon oldugu literatliirde gosterilmistir.
Gonzalez J. F. ve arkadaslarinin yaptiklari c¢alismada sol ventrikul
kalinlasmasi olan hipertansiyon hastalarinin idrarlarinda, yuksek miktarda
tespit edilen TNF-a, hipertansiyonda boébreklerden yogun miktarda TNF-a
sentezlendigi sonucunu ortaya cikarmistir. Dorffel Y. ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada ise hipertansiyonlu hastalardan izole edilen
monositlerin saglikli bireylerden izole edilenlere gére LPS uyarimina karsi
cok daha yogun TNF-a sentezledigi gbézlenmistir. Bizim calismamizda da
ELISA ile 6lctilen plazma TNF-a miktari ve PCR ile dlgilen TNF-a mRNA
miktari istatistiksel olarak anlamli olmasa da kath olarak yuksek cikmistir.
Hipertansiyonun inflamasyon kaynakli apoptoza neden olan mekanizmasi
ile birlikte disunuldiginde, tek basina L-NAME verilen grupta apoptotik
indeksin ylksek olmasinin, kronik ylksek kan basincina bagl oldugunu
sOyleyebilmekteyiz (Dérffel, 1999; Navarro-Gonzales, 2008).

Bir hipertansiyon modeli olarak L-NAME ile vicudun major
vazodilatérid olan NO’yu bloke etmemizin ortaya cikan doku hasarina
katkisinin inflamasyonun katkisini perdeleyecek diizeyde olup olmadigi
onemlidir. NO mikrodolasimda kilcal damarlarinda gevsemesini saglayarak
doku perflzyonunu artirarak ve inflamasyonu dlzenleyerek doku
korumasina katildigi bilinmektedir. Bununla birlikte NO, siperoksit (0>7)
ile reaksiyona girerek vicut savunmasinda sitotoksit etkisi olan
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peroksinitritin olusumuna neden olur ve makrofajlardan salgilanan yogun
miktardaki NO'nun bu sekilde doku hasarina neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica Wang C. N. ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada endotoksemi
esnasinda makrofajlardan ve endotel hiicrelerinden asiri salgilanan NO'nun
adrenokortikal hicrelerde mitokondriyal oksidatif strese ve adrenal
yetersizlige neden oldugu bildirilmistir. NO'nun bu c¢ok yonli etkilerinin
blokaji ile ortadan kaldirilmasi, hipertansiyonda ortaya c¢ikan doku
hasarina odaklanan bizim calismamiz acisindan dogru bir yaklasim
sunmaktadir. Bu sayede L-NAME ile olusturdugumuz hipertansiyonda
ortaya c¢ikan doku hasarinin NO kaynakl degil, inflamasyon kaynakli
oldugunu ileri sltrebilmekteyiz(Radi, 2001; C. N. Wang, Duan, G.L., Liu,
Y.J., Yu, Q., Tang, X.L., Zhao, W., Li, X.H., Zhu, X.Y., Ni, X., 2015).

EpoR mRNA seviyesinin Depo verilen tim gruplarda kath olarak
azalmasinin  nedeni, ekzojen olarak verilen Depo’nun EpoR'yi
downreglilasyona udgratmis olmasidir. Bununla birlikte Depo grubunda
EpoR tespit edilebilecek en alt diizeyde gikmasina ragmen bu grupta kan
parametrelerini ylkseltmis olmasina dayanarak soéyleyebiliriz ki, EpoR
downreglle olmasina ragmen islevsel dlizeyde halen bulunmaktadir.

ELISA ydntemiyle O0lglulen plazma Epo miktar gruplar arasinda
istatistisksel olarak anlamh bir farkhlik géstermemistir. Bununla birlikte tek
basina Depo verilen grup ile kontrol grubu dederlerinin %96 dizeyinde
benzerlik géstermesi kulanilan kit Gzerinde soru isaretleri ortaya
clkarmistir. Her ne kadar Darbepoetin-a ile Epo 6nemli miktarda homoloji
gosterse de kullandigimiz kit Darbepoetin-a’ya karsi hassas olmayabilir.
Bu durum Kkitin Ureticisi firma tarafindan da bilinmemektedir. Yine de kan
plazmasindan ELISA ile 6lctigimiz Epo miktarinin L grubunda kontrole
gbre yari yartlya dismus olmasi yine ELISA ile dlglilen plazma TNF-a
miktarinin ve PCR ile dlglilen TNF-a mRNA miktarinin artisi ile ilgilidir.
Hipertansiyona cevap olarak olusan inflamasyonda artan TNF-a endojen
Epo sentezi baskilamistir. TNF-a’yi Remicade ile blokladigimiz L+Rem
grubunda plazma Epo seviyesinin tekrar kontrol grubu dizeyine
yukselmesi de bu gérisimuz desteklemektedir.

Epo’nun doku koruyucu etkisi hakkinda siren tartismalarda 6nemli
nokta, hematopoetik olmayan dokularda Epo’nun ve reseptdrinin
mRNA’sl  bulunmasina ragmen protein olarak varliginin glvenilir
yontemlerle tespit edilememis olmasidir. Jelkmann ve Elliot''n 2013 tarihli
derlemesinde Epo ve reseptorinun tayininde kullanilan antikorlar
Gzerinden yapilan galismalarin glvenilirligi tartisiimistir. Benzer bir sonug
Ali-Hassan-Sayegh S. ve arkadaslarinin yaptiklari 2014 tarihli bir meta
analizde MI hastalarina verilen disik doz Epo’nun herhangi bir etkisinin
olmadigi savunulurken ylksek doz Epo’nun bir etkisinin olabilecegi bir
savunulmustur. Buna karsin Gholamzadeh A. ve arkadaslarinin yaptiklar
bir calismada Epo tedavisinin MI sonrasi aritmileri azalttigi o6ne
suralmastar. Jun J. H. ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada ise Epo
hipoglisemik sicanlarda olusturulan miyokardiyal iskemi-reperflizyon
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modelinde apoptotik hlicre sayisini anlamh derecede azaltmistir(Ali-
Hassan-Sayegh, 2015; Gholamzadeh, 2015; W. Jelkmann, Elliot, S.,
2013; Jun, 2014).

Klasik bilgiye gbére makrofajlarin aktivasyonu codunlukla T
hicrelerinden sentezlenen interferonlar araciligiyla gerceklesir. Aktive olan
makrofajlar TNF-a’nin en o6nemli kaynadidirlar. Cravedi P. ve
arkadaslarinin  yaptiklari  bir calismada Epo’nun T hicrelerinin
proliferasyonunu baskilayarak immun yanitin olusumunu engelledigini
gbéstermisler ve bdbrek transplantasyonunda Epo’nun koruyucu rollnin bu
yolla gergeklestigini iddia etmislerdir. Kan sayim sonuglarina goére
lenfositlerde gruplar arasinda herhangi bir farkhlik tespit edememis olsak
da ED-1 boyamasi ile tespit ettigimiz makrofaj birikimi sonuglarina goére L
grubunda ve L+Rem grubunda makrofaj birikmesinin kontrol grubuna goére
daha yogun oldugunu goézlemekteyiz. Ayni zamanda TNF-a’nin miktarini
belirledigimiz ELISA sonuglarina gére L grubunda TNF-a miktarinin arttigini
tespit ettik ve PCR teknigi ile Olctiigimiz TNF-a mRNA miktari da bu
sonuglar desteklemektedir. L-NAME ile olusturulan hipertansiyon modeli
makrofaj htcrelerinin bobrek dokusunda birikmesi ile TNF-a miktarini
artirmakta, Darbepoetin tedavisi ise makrofaj birikimini ve aktivasyonunu
engelleyerek anti-inflamatif bir etki gostermekte ve TNF-a miktarini
kontrol seviyesine gekmektedir. Darbepoetin-anin bu etkisi Remicade ile
birlikte uygulandigi L+Depo+Rem grubunda da goézlenmekte fakat L-NAME
ile remicade verilen L+Rem grubunda makrofaj hlcre birikimi
gozlenmektedir. Depo’nun kullanilmadigi L+Rem grubunda gézlenen
birikim Remicade’in dogrudan TNF-a Uzerine etki etmesi ve makrofajlar
Uzerinde herhangi bir etkisinin bulunmamasiyla iliskilidir. Bununla birlikte
bir TNF-a antikoru olan Remicade’in beklendigi gibi bu grupta da TNF-a
miktarini protein dizeyinde dusurmdustur. (Sekil 4.5.f., 4.6.b., 4.7.a.).
(Daniel P. Stites, 1991; Roitt, 1986)

D

T Hucreleri interferonlar Makrofajlar TNF-alfa

Sekil 5.1. Inflamasyonda gérev alan T hiicreleri salgiladiklari interferonlarla
makrofajlarin aktive olmasini saglar. Aktive olan makrofajlar TNF-a’nin en 6nemli
kaynadidir. Yapilan calismalar Epo’nun T hicrelerinin proliferasyonunu baskiladiklarini
godstermistir (orijinal gizim).
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Makrofajlarin aktivasyonunun Depo ile engellenmesinin yaninda ED-1
ile tespit ettigimiz makrofaj birikimi, dolasimdaki monositlerin gesitli
uyarilarla dokuya gecmesi (kemotaksi) ve doku makrofajlarina déntsmesi
anlamina gelen karmasik bir mekanizmayr da glindeme getiriyor.
Monositlerin dolasimdan cikip iskelet dedistirerek makrofaj haline
gecmesini l6kotrienler, komplemet faktoérleri ve cesitli kemokinler uyarir.
Wang J. ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada streptozotocin ile
diyabet olusturulan sicanlarin aortalarinda, hematopoetik etkinin altindaki
dozda kullanilan Epo, diyabetle birlikte ifadelenmesi artan cesitli adhezyon
molekdllerinin ifadelenmesini baskilayarak makrofaj birikimini
engellemistir. Villa P. ve arkadaslarinin yaptiklari bir baska calismada ise
beyin I/R modelinde Epo, monositlerin kemataksisini dolayisi ile doku
makrofajlarina dénldsimini uyaran &nemli bir sitokin olan monosit
kemoatraktant protein-1‘i (MCP-1) baskilayarak anti-inflamatif bir etki
gbstermistir. Epo’'nun makrofajlar la olan etkilesimi Uzerinde calisiimayi
gerektiren bir konudur. Calismamiz bir hipertansiyon modelinde, bdbrek
dokusunda Epo’nun makrofaj birikimini engelledigini ilk defa
gbstermistir(G.E., 2000; Pia Villa, 2003; j. Wang, Toba, H., Morita, Y.,
Nakashima, K., Noda, K., Tian, W., Kobara, M., Nakata, T., 2013).

NfKappaB; pleitropik bir transkripsiyon faktérid olup; apoptoz, hiicre
yasami ve bilylmesi, innate immunite, hicresel farklilasma ve stress,
hipoksi ve iskemiye karsl hicresel yanitin dlizenlenmesinde etkilidir.
NfKappaB aktivasyonu; hipertansiyonun erken déneminde baslar, immun
hicre infiltrasyonunu baskilar ve hipertansiyonun dnlenmesine yardimci
olur. Bu durum; hipertansiyonun patogenezinde 6nemli bir yer tutar.
Oksidatif stres; apoptoz ve NfKappaB aktivasyonunu uyarir. NfKappaB;
hasarli bobrekte belirgin olarak artar. Hipertansiyon, NfKappaB duzeyini
arttinr. Yiksek NfKappaB, yodun apoptozun bir sonucudur. Hicre
apoptoza girdiginde; yeni proteinleri sentezleme yetenegini de kaybeder.
NfKappaB’nin antiapoptotik roli de goésterilmistir. NfKappaB'nin hicre
6lim yolagini inhibe/aktive eden dual rollinin, hlicre tipi ve uyarana bagli
olarak  dedisen yolaklarla yaptigi dislinidlmektedir. NfKappaB;
antiapoptotik etkiyi, caspase-8'in aktivasyonunu baskilayarak
yapar(Iturbe, 2005; Quiroz, 2003; Spandou, 2006; K. S. Wu, Schmid-
Schonbein, G.W., 2011).

Epo’nun inflamasyon ve TNF-a Uzerine olan etkisi literatirde genel
kabul goren bir basliktir. La Ferla K. ve arkadaslarinin yaptiklari calisma ile
TNF-a’nin NfKappaB’nin Epo genini baskilamasi yoluyla Epo sentezini
azalttigini géstermistir. Bu etkinin iki yonli oldugunu gdsteren bir baska
calisma Nairz M. ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilmis ve izole edilen
makrofaj hlcrelerinde Epo’nun NfKappaB'yi baskilayarak TNF-a sentezini
disurdiginia gostermislerdir. Ayni calismada farelerde Epo tedavisinin
Salmonella enfeksiyonundaki etkilerine bakilmig ve Epo’nun
proinflamatuvar sitokinleri baskilamasi sonucu Salmonella hasarinin tedavi
grubunda kontrole gore daha yiksek oldugu goridlmuistir. Buna karsin
Bittorf T. ve arkadaslarinin vyaptiklari bir calismada EpoR’nin Epo
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tarafindan uyarilmasi ayni zamanda proinflamatuvar sitokinlerin
sentezinde &6nemli roli olan NfKappaB'yi aktive etmistir ve bu veri
calismanin yazarlan tarafindan NfKappaB’nin TNF-a kaynakl apoptozu
engelledigi bildirilen baska calismalarla aciklanmistir (Bittroff, 2011; La
Ferla, 2002; Nairz, 2011; Van Antverp, 1998).

NfKappaB'nin literatirde gecen pek c¢ok farkli ve birbirinin tersi
sonuglari doguran fonksiyonlari vardir. Bunlardan en ¢ok Uzerinde durulan
fonksiyonlarindan biri TNF-a’nin sentezinde énemli bir roli oynamasidir. L-
NAME verilen grupta yuksek tespit edilen NfKappaB ile yine bu grupta
yuksek tespit edilen TNF-a mRNA’sI ve plazma protein miktar arasinda ki
iliski bu bilgiyle birlikte degerlendirilebilir. NfKappaB TNF-a sentezini
uyararak inflamasyon yanita katilsa ve TNF-a kaynakli apoptozda rol alsa
da ayni zamanda apoptozu engelleyen bir gorevi oldugu bilinmektedir.
Depo verilen gruplardaki NfKappaB artisi ise NfKappaB’nin bu ters etkisi ile
iliskilidir. Digicaylioglu M. ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada
Epo’nun sinir hicrelerini koruyucu etkisinin NfKappaB aracilidiyla
gerceklestigi gosterilmistir. NfKappaB’nin Depo verilen gruplardaki artisi,
TUNEL boyamasi ile gérllen, Depo’nun apoptozu baskilayici etkisinin bizim
calismamizda da NfKappaB araciligiyla gerceklesmis olabilecegini
gostermistir (Digicaylioglu, 2001) (Sekil 4.5.h., 4.5.i., 4.7.d.).

TNF-a reseptoérlerinden TNFR1, hicre iginde apoptotik mekanizmalari
harekete gecirirken TNFR2 koruyucu ve proliferatif bir etki gdésterir. Ji, W.
ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada TNFR2'nin bu etkisinde
NfKappaB’ninde rol aldigi gosterilmistir. Kelly, M.L. ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada ise fare kalbinde olusturulan I/R modeli
mezensimal kdk hucre ile tedavi edilmeye cgalisiimig, TNFR1 geni
susturulmus farelerden alinan kdk hicreler WT farelerden alinan kok
hicrelere gore daha iyi bir koruma sagladigi gértlmustir. PCR sonuglarina
gére TNFR1 mRNA dilzeyleri, L+Depo ve L+Depo+Rem gruplarinda
azalmisken TNFR2 mRNA dlzeyleri artmistir. Bu gruplarda NfKappaB’'de
kontrol grubuna goére yutksek bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglara gore
Darbepoetin a ve Remicade’in doku koruyucu etkisinin TNF-a
reseptorlerinin yogunlugunu TNFR2 lehine degistirerek ortaya cikardigini
soyleyebiliriz (Ji, 2012; Kelly, 2010). (Sekil 4.7.b., 4.7.c.).
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Sekil 5.2. Calismamizda bir L-arjinin analogu olan L-NAME ile vicudun temel
vazodilator maddesi olan NO sentezi engellenmis ve hipertansiyon olusturulmustur.
Hipertansiyon Anjiyotensin II, Aldesteron ve 6zellikle artan mekanik stress sonucu ROS
ile, NOS ve NADPH oksidaz enzimlerini harekete gegirir. ROS’larin MSS’de sempatik
uyarimi artirmak, damarlarda vazokonstrikstiiyon yapmak, bébreklerde Na ve su emilimini
artirmak, NfKappaB aktivasyonu yapmak ve endotelyal hasara neden olmak gibi etkileri
vardir. Bu etkiler icerisinden hipertansiyon kaynakli inflamasyonun en biyidk nedeni
olarak endotelyal hasar goérilmektedir. Endotelyal hasar sonucu subendotelyal bdlgeye
giren lipoproteinler burada okside olurlar ve bu da TLR4 Uzerinden T hlcre aktivasyonuna
neden olur. T hicrelerinden salgilanan interferonlar ise makrofajlarin aktive olmasina ve
inflamasyon bélgesinde birikmesine neden olur ve bunun sonucunda dokuda makrofajlar
tarafindan sentezlenen TNF-a miktar artar. TNF-a TNFR1 araciliiyla apoptoza neden
olurken, TNFR2 araciligiyla doku koruyucu bir etki gostermektedir. TNF-a’nin hem Epo
hem de Remicat ile blokaji ya da Epo’nun NfKappaB aktivasyonu, T hiicre inhibisyonu,
makrofaj aktivasyonu ve birkiminin engellenmesi, TNF-a reseptérlerinden TNFR1
ifadelenmesini inhibe ederken TNFR2 ifadelenmesini uyarmasi yollariyla doku koruyucu
etki géstermistir.

Bu calismada evrimsel olarak c¢ok iyi korunmus bir pleotropik
hormon olan eritropoietin( EPO) anologu olan darbepoietin anin doért hafta
sureyle sistemik kan basinci ve kan hicrelerine etkili olmayan dozunun
(0,25 pgr/kg/uc gunde bir) ve Remikadla (5 mg/kg/gin) yapilan TNF-a
blokajinin, 20 mg/kg/gun L-NAME ile NO blokaji yapilarak olusturulan
kronik hipertansiyonun, sican bdbrek dokusu hasar UGzerine in vivo etkileri
histolojik ve molektller dizeyde incelenmistir. Sonuclarimiz disi yetiskin
sicanlarda, L-NAME ile olusturulan hipertansiyonu ve kan hicre dluzeylerini
etkilemeyen Depo tedavisinin, bobrek dokusunda olusan apoptozisi
reseptort araciligiyla ve 6zellikle son yillarda 6nemli bir arastirma konusu
olan heterodimer doku koruyucu reseptért BcR Uzerinden, ilkénce JAK2'yi
aktive ederek ve buradan baslatilan ikincil sinyal yolaklari; MAPK, PI3K,
NfKappaB ve STATS5 aktiasyonu ile gerceklestirmis olabilir. Hem bu
yolaklarin tetikledigi ikincil sinyal yolaklari hem de hipertansiyonda doku
hasarina neden olan, artmis TNF-a etkisiyle artan kaspazlarin apoptotik
etkileri dogrudan ya da indirekt olarak antiapoptotik proteinlerle
engelleyerek doku hasarlari korunur. Kaspazlar apoptozisin anahtar
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medyatdrleridir  ve antiapoptotik proteinlerin parcalanmasindan
sorumludur. Doku koruyucu eritropoietin reseptéri  kaspazlarin
aktivasyonu ile en 6nemli hlcre 6lUumuU belirleyicisi olan, mitochondrial
permeability transition pore aktive eden glikojen sentaz kinaz 3 beta’yi
(GSK3beta) inhibe eder. Eritropoietin ayni zamanda PLC Uzerinden
kalsiyum kanallarini  aktivitesini etkileyerek uyarici noérotransmitter
salinlmini azaltir ve endotel kaynakh nitrik oksit UGretimini artinr.
Eritropoietinin diger anti-apoptotik, BAD, BCL2-baglantili 6lim proteini
(BCL2-associated death protein); kB nin inhibitéri olan IkB; PKB (Akt),
protein kinaz B gibi yolaklarla da ilgilidir. Literatlirde gecen calismalara
dayanarak calismamizda ortaya cikan doku koruyucu etkinin hicre ici
mekanizmasi bu sekilde aciklanabilmektedir (M. Brines, Cerami, A., 2005).

Calismamiz literatirde bugiine kadar tam olarak agiklanamamis olan
Epo’nun neden bdbreklerden salgilandigi sorusuna da yeni bir yaklasim
getirmektedir. Yasamin higbir doneminde hematopoetik gdérevi olmayan
bobrekler Epo’nun %90in1 salgilamaktadir. Uzun sureli kan basinc
dizenlenmesinde yasamsal dnemi olan bdbrekler ayni zamanda yuksek
kan basinci kaynakli ortaya cikan inflamasyondan etkilenmektedir. Ortaya
cikan inflamasyon Epo sentezini de baskilamaktadir ve bu durum bébrek
hasarinin derinlesmesine neden olmaktadir. Epo c¢alismamizda da
gosterdigimiz gibi bobregi inflamasyon hasarina karsi korumaktadir ve
béreklerde sentezlenmesinin nedeni bu olabilir.

73



A 2

PKB/Akt

A

NfKappaB

2

Diizenlenmesi

Gen

EpoR BcR

(___,,.J JAK2
PI3K -

STAT-3,5

MAPK

‘—

Kaspaz
Aktivasyonu

Proliferasyon

Mitokondriyel
Permeabilite

A
00

—
Th TNF-a blokaji

L-NAME

No Blokaji

Hipertansiyon

>

Makrofaj
Aktivasyonu

Sekil 5.3. Epo'nun doku koruyucu etkisinin BcR heterodimer reseptori araciligyla
gerceklestirdigine dair son yillarda ortaya cikan énemli calismalar bulunmaktadir. Epo
hicre icinde reseptorleri aracilidiyla uyardigi JAK2 ve STAT3-5’lerle baslayan
mekanizmasi BCL-XL Uzerinden apoptotik proteinlerin baskilanmasi, MAPK (zerinden
Kaspaz aktivasyonunun baskilamasi, PI3K, PKB/AKT ve NfKappaB yoladi lizerinden
gendlizenlenmesi ile proliferasyonu uyarmasi yoluyla doku koruyucu etkisini gosterir. Epo
BcR lzerinden PLC Gzerinden endoteltal NO'nun artmasina ve bu yolla mikrodolasimin
artmasini saglar. Yine BcR Uizerinden GSK-3B araciliiyla mitokondriyel permeabilite
artisini baskilar ve bu yolla apoptozu engeller.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu Doktora tez calismasinda, hipertansiyonda olusan bdébrek
hasarinin baslica nedeni olan TNF-alfa’nin blokaji ve TNF-alfa tarafindan
sentezi baskilanan Epo’nun, L-NAME modeli ile hipertansiyon olusturulmus
disi sicanlarda bobrek dokusu harabiyeti Uzerindeki etkileri in-vivo
sistemik, molekiler ve histolojik dlizeyde arastiriimistir.

Kan parametrelerini ve tansiyonu etkilemeyen Depo injeksiyonu
(0,25 ng/kg/ic glnde bir ve 30 gun boyunca), L-NAME ile olusturulmus
kronik hipertansiyonda bdbrekte olusan apoptozisi engellemistir.
Bulgularimiz Depo’nun bu etkisini makrofaj birikimini engelleyerek,
apoptotik plazma TNF-alfa seviyesini ve TNF-alfa mRNA dizeyini ve TNFR1
reseptorinl azaltarak fakat antiapoptotik TNFR2 ifadelenmesini uyararak
gerceklestirdigini gostermektedir.

Sunulan galismanin sonuglari ve son yillarda yayinlanan calismalarin
Isiginda, vicutta yasamin higbir evresinde hematopoetik bir organ olmasa
da major Epo Ureticisi bobrek dokusu ile Epo arasinda su hipotezi ileri
suruyoruz: L-NAME verilerek sicanlarda olusturulan kronik hipertansiyonda
ortaya c¢ikan bobrek dokusu hasari (apoptozis), hipertansiyonda artan
TNF-alfa aktivitesine bagh olarak, kritik doku koruyucu seviyelerinin altina
disen endojen Epo vyetersizligindendir. Bu hipotez Epo'nun neden
bébreklerden salgilandidi tartismasina yeni bir yaklasim getirmektedir.

Ayrica, bu tez calismasiyla Darbepoetin-a'nin sicanlarda 10 pg/kg,
2,5 ug/kg, 0,5 pg/kg, 0,25 ug/kg ve 0,1 pg/kg dozlarn denenerek; Bu
gruplardan otuz gin boyunca vyasayabilen ve kan hiicre degerlerini
degistirmeyen en yiksek doz olan 0,25 pg/kg Depo tedavi dozu olarak ilk
defa tespit edilmistir,

Epo'nun plazma TNF-alfa seviyesi ve bébrek dokusu TNF-alfa mRNA,
TNFR1 ve TNFR2 reseptérleri UGzerine etkileri ilk defa sicanda in-vivo
deneysel kosullarda gdsterilmistir,

Sunulan calismada 6lgilmek istenildigi halde numune, doku ya da kit
kayiplari nedeniyle GFR, FENa+ oOlcumleri ve Kaspaz aktivitesi
yapilamamistir. Bu 6élciimler L-NAME ile olusturulan kronik hipertansiyonda
bébrek dokusu harabiyetinin fonksiyonel boyutlari ve apoptotik yolagin
daha iyi anlasiimasi icin dnemli olacaktir.

Yapilacak cesitli seviyedeki yeni calisma ve deneysel modellerle;
basta bobrek olmak Uizere Epo reseptéori bulunan cgesitli dokularda
hipertansiyona badli ortaya c¢ikan doku hasarlari ve fonksiyonel
bozukluklarda kan-doku epo seviyelerindeki degisiklikler, epo reseptor
duyarhhklarindaki farklihiklar ve disaridan epo tedavisinin doku koruyucu
ve fonksiyon duzeltici etkilerinin mekanizmalarinin ortaya cikarilmasi hala
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dinyada 6lum ve sakatlklarin birinci nedeni olmaya devam eden
hipertansiyonun anlasilmasi ve tedavisinde yeni ufuklar acabilecektir.
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