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ACC
ACE
ADH
AHA
ALT
ANG I
AST
AT1
CK
CLDN
DKB
ENaC
Enho
eNOS
FeK
FeNa
GSH
HE

SIMGE VE KISALTMALAR

: American College of Cardiology

: Angiotensin converting enzyme (Anjiotensin dénustiricu enzim)
: Antididretik hormon

: American Heart Association

: Alanin aminotransferaz

: Anjiotensin Il

: Aspartat aminotransferaz

: Anjiotensin Il tip 1

: Creatine Kinase (Kreatin kinaz)

: Claudin (Klaudin)

: Diyastolik kan basinci

. Epitelyal sodyum kanal

- Enerji Homeostazisi ile iligkili Gen
: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Fraksiyonel potasyum atilimi

: Fraksiyonel sodyum atilimi

: Glutatyon

: Hematoksin-eozin



K+
KB

KVH
MAU
MDA

NO
NUCB2
OKB
RAAS
SKB
TBA

. iskemi reperfiizyon

: Potasyum

: Kan basinci

: Kardiyovaskuler hastaliklar
: Mikroalbuminri

: Malondialdehitin

: Sodyum

- Nitrik oksit

: NUkleobindin-2

: Ortalama kan basinci

: Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi
: Sistolik kan basinci

: Tiyobarbiturik asit



GIRIS VE AMAG

Sistemik arteriyel hipertansiyon, sistemik kan basincinda (KB) fizyolojik
olmayan kalici artis olarak tanimlanmaktadir (1). Hipertansiyonun, dinya ¢apinda
kardiyovaskuler hastaliklara (KVH), sakatliklara ve olumlere neden olan en dnemli
Onlenebilir risk faktért oldugu rapor edilmektedir. Dinya genelinde, yaklasik 1 milyar
yetigkin insani etkilemekte ve yilda 9 milyondan fazla 6lime sebep olmaktadir (2).
Birgok genetik, cevresel ve davranigsal faktdor hipertansiyon gelisiminde rol
oynamaktadir. Hipertansiyon; kalp ve damar hastaliklari, inme ve bdbrek hastaliklari
icin baslica nedensel risk faktorlerinden biri olarak tanimlanmaktadir. Hipertansiyonu
onlemek, tespit etmek, tedavi etmek ve kontrol etmek igin nedeninin anlagiimasina
yonelik yogun calismalar devam etmektedir (1).

Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi (RAAS) hucre digi sivi dengesinin
dizenlenmesinde ve kan basincinin ayarlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
RAAS'In esas mediatori olarak goérev yapan anjiotensin II'nin (ANG |I)
kardiyovaskuler sistemin diuzenlenmesinde onemli fizyolojik rolu vardir. ANG I
bdbrekler, adrenaller, hipofiz bezi, beyin, damar duz kaslari, kalp ve sempatik sinir
sistemi gibi genis bir hedef dokuyu etkilemektedir. ANG I, fizyolojik kosullarda damar
tonusu ve kan basincinin diuzenlenmesinin  yaninda; kalp yetmezligi ve
hipertansiyonun fizyopatolojisinde dnemli rol oynamaktadir (3-5).

Anjiotensin Il verilerek olusturulan deneysel hipertansiyon modeli,

preeklampsi, postmenopozal hipertansiyon, vaskuler yaslanma, neovaskularizasyon



ve vaskuler yeniden modellenme gibi patolojik durumlari gostermek amaciyla yaygin
olarak kullaniimaktadir (4).

Nesfatin-1, 82 amino asite sahiptir. Anoreksijenik etki gosterir, glikoz
homeostazisi ve kardiyovaskuler fonksiyonlarin duzenlenmesinde rol alir. Periferik
sinir sisteminde ve beyinde Nukleobindin-2 (NUCB2) proteininden elde edilir (6-9).
Beyinde uretilen nesfatin-1, siganlarda kan basincini ylkseltmek igin melanokortin-
3/4 reseptorleri Uzerinde etki etmektedir. Periferik nesfatin-1 uygulamasinin ise hem
si¢canlarda hem de farelerde kan basincini arttirdigi bildirilmigtir (10-12). Nesfatin-1’in
miyokardiyal performansi dogrudan etkilemekte, kalbi iskemi/reperfizyon hasarina
karsi korudugu ve kardiyovaskiler homeostazise katilabilecedi kabul edilmektedir
(13,14).

Adropin, enerji homeostazisi ile iliskiyi surdurmede gorevli yeni bir duzenleyici
peptittir. Enerji homeostazisi ile iligkili gen (Enho) tarafindan kodlanan 76 amino
asitten olusur. Adropin; karaciger, beyin, koroner arter ve umbilikal ven gibi birgok
dokuda eksprese edilmistir. Adropinin lipit metabolizmasinda ve instlin direncinde
kritik bir rol oynadigi ve kardiyovaskuler hastaliklar ile iligkili olabilecegi gésterilmistir
(15-17).

Adropinin ve nesfatin-1'in kan basincini duzenleyen mekanizmalar ile iligkisi
henliz netlesmemistir. Yodun arastirmalara ragmen, ANG Il kaynakli olusan
hipertansiyonun mekanizmasi da halen tam olarak anlasilamamistir. Calismamizda
ANG Il verilerek olusturulan deneysel hipertansiyon modelinde; nesfatin-1 ve adropin
duzeylerinin kan basinci, bobrek fonksiyonlari, bdbrek hasari ve klaudin 2 ile iligkisini

arastirmayi amacladik.



GENEL BILGILER

HIPERTANSIYON TANIMI

Kardiyovaskuler hastaliklar, dlinyadaki olumlerin bir numarali sebebi olarak
goOrulmektedir (18). Hipertansiyonda mortalite agisindan en yaygin kardiyovaskuler
bozukluk ve kardiyovaskuler hastaliklar igin bir numarah risk faktoru olarak kabul
edilmektedir (19). Hipertansiyon 2010 yilinda 9,4 milyon 6lime neden olmustur. Bu
sayl dinyada gorilen olumlerin %17,8’'ine karsilik gelmektedir. Dlinya genelinde
yuksek KB’nin inmenin yaklasik % 54’une ve iskemik kalp hastaliginin % 47'sine
sebep oldugu bildirilmistir. Yuksek gelirli Ulkelerde hipertansiyon prevalansi
duserken, dusuk ve orta gelirli Ulkelerde hipertansiyon prevalansinin arttigi rapor
edilmektedir (20).

Art arda yapilan en az iki 6lgimde sistolik kan basincinin (SKB) = 140 mm Hg
ve diyastolik kan basincinin (DKB) = 90 mm Hg olmasi durumu 2000’li yillarda
hipertansiyon olarak kabul edilmektedir (21). Yetiskinlerde hipertansiyonun
saptanmasi ve degerlendiriimesi icin KB duzeyleri Tablo 1'de gosterildigi gibi 2017
American College of Cardiology (ACC)/American Heart Association (AHA) kilavuzuna

gore siniflandiriimistir (22).



Tablo 1: Kan basincinin siniflandiriimasi

Kan Basinci Dluzeyleri Siniflandirma Klavuzu
SKB mm Hg DKB mm Hg 2017 ACC/AHA
<120 ve <80 Normal kan basinci
120-129 ve <80 Yukselmis kan basinci
130-139 ya da 80-89 Evre 1 hipertansiyon
=140 ya da =90 Evre 2 hipertansiyon

KAN BASINCININ DUZENLENMESI
Arteriyel kan basinci 6zel fonksiyonlari olan ve birbiriyle ilgili olarak caligan

bircok sistemle kontrol edilir. Bu sistemler U¢ gruba ayrilabilir (23).

1) Hizli olarak etki gdsteren basin¢ kontrol mekanizmalari (Saniyeler veya
dakikalar)

2) Orta surede etki gosteren basing kontrol mekanizmalari ( Dakika veya

saatler)

3) Uzun slrede etki gdsteren basing kontrol mekanizmalari ( Glnler, aylar ve

yillar)
1) Hizh olarak etki gosteren basing kontrol mekanizmalari

Arter duvarina yerlesmis sinir sonlari olan baroreseptdrler, aort yayinda ve
karotis sinusde yogun olarak bulunur. Baroreseptorler basincin artmasi ile gerilerek
uyarilirlar ve yuksek frekansta uyari gonderirler. Karotik sinusteki baroreseptorler
0-60 mm Hg arasindaki basin¢ degerlerinde uyarilamaz. 60-180 mm Hg basing
degerlerinde cevap giderek artar. Aortik baroreseptorler 30 mm Hg ve Ustindeki
basinglarda uyarilir. Bu uyarilar santral sinir sistemine tasinir, feedback uyarilar
otonom sinir sistemi yardimiyla dolagim sistemine gonderilir ve arter basinci normal

sinirlara iner (23).

Beyin sapinin altinda bulunan vazomotor merkezde serebral iskemi gorullrse
vazomotor merkezdeki vazokonstriktor ve kardiyoakselator noronlar iskemiye yanit
verirler ve gucglu bir sekilde wuyarilirlar. Bu sekilde arter basinci kalbin
pompalayabilecegi en yuksek seviyeye cikarilir. Serebral iskemiye yanit olarak

basincin artmasi merkezi sinir sisteminin iskemik yaniti olarak adlandirilir. Bu



mekanizma arter basincini 10 dakika icinde 250 mm Hg yukseltecek kadar etkilidir
(23).

Karotik sinis ve aort yayina yerlesmig karotid ve aortik cisimler bulunur. Bu
cisimler kandaki CO2, Oz ve pH degisikliklerini algilayan 6zellesmis yapilardir. Bu
yapilar kemoreseptdr olarak isimlendirilir. Arteryel kandaki PCO: yuksek, POz ya da
pH’In dusuk oldugu durumlar ile karotid ve aortik cisimlere ulagsan kan akimi azaldigi
durumlarda periferal kemoreseptorler uyarilir. Bu durumlarda kemoreseptorler
nikleus traktus solitariusa (NTS) daha c¢ok uyari gonderirler. NTS’ye gelen bu
uyarilar gucli periferal vazokonstriksiyona neden olarak arter basincini artirirlar.
Arter basinci 80 mm Hg altina diisene kadar cevap olusmaz. Kemoreseptor refleksler

duguk basinglarda basincin dusmesini engelleyici rol Ustlenirler (24).
2) Orta surede etki gosteren basing kontrol mekanizmalari

Renin, bobrek afferent arteriyollerindeki kan basincinin dismesi, sempatik
sistemin aktivasyonu ve makula densa hucrelerinin aktivasyonuna yanit olarak
afferent arteriyol duvarindaki grantler hicrelerden inaktif bir form olarak sentezlenir.
Renin anjiotensionojen Uzerine enzimatik bir etki ile anjiotensin | serbestlesmesine
neden olur. Anjiotensin | tum damarlarda ve yogun olarak kiguk akciger damarlari
endotelinde bulunan anjiotensin donustiriact enzim (ACE) tarafindan ANG IlI'ye
donustaralir. ANG Il arteriyollerde guglu bir daraltici etki gdsterir. Bir mikrogrami
insanda arter basincinda 50 mm Hg veya Uzerinde bir artma yapabilir. ANG II'nin en
onemli etkisi vicuttaki cogu arteriyole ayni anda nufuz ederek toplam perifer direncini
artirarak  kan basincini  ylUkseltmesidir. Bu nedenle, arter basincinin

dizenlenmesinde ANG Il 6nemli bir rol Ustlenir (23).

Kapillerlere sivi gegisi mekanizmasi, kapiller basing dustigu zaman hucreler
arasi sividan dolasima sivi gegisi olur. Bu durum kan hacminin artmasini saglayarak,
kan basincinin yukselmesine sebep olur. Tersi durumda ise, kapillerlerde basing
yukselir, sivi dolagim sisteminin digina ¢ikar ve kan hacminde meydana gelen

azalma nedeniyle kan basinci duger (23).
3) Uzun surede etki gosteren basing kontrol mekanizmalari

Aldosteron, adrenal kortekste anjiotensin Il tip 1 (AT1) reseptor yoluyla ANG I

tarafindan uyarilir.  Aldosteron nefronun distal kisimlarinda; sodyum ve su geri



emilimini ile potasyum ve magnezyumun sekresyonuna sebep olur, bdylece hlcre

disi sivi hacimi ve kan basincinin dizenlenmesinde rol oynar (26).

Antidiuretik hormon (ADH), ayni zamanda arginin vazopressin olarak da
adlandiriir. Kan volimia azaldigi ya da doku ozmolaritesinin arttiyi zaman hipofiz
arka lobundan salinir. Baglica gorevi bobrek su tutulumunu kontrol ederek hicre disi
sivi  hacmini duzenlemektir. Eger dolagimdaki miktari ¢ok ylkselmis ise

vazokonstriksiyona da neden olabilir (25).

RENIN ANJIOTENSIN ALDOSTERON SiSTEMi

Renin anjiotensin aldosteron sistemi, deneklerde gesitli RAAS blokerlerinin
kullaniimasi ile KB'nin azaldigi goésterilerek kanitlanmis, belki de vicudun en guglu
hormon sistemidir. RAAS'In bircok bileseni olmasina ragmen, KB dizenlenmesi
uzerindeki en onemli etkisini, hem kisa sureli hem de uzun sureli arteriyel basing
kontrolline katilan ANG Il araciligiyla gergeklestirildigi bildirilmistir. Anjiotensin Il akut
kan hacmi azalmasi, sodyum azalmasi veya kalp yetmezligi gibi durumlarda KB'yi
korumaya yardimci olan gugli bir vazokonstriktordar. Bununla birlikte, ANG 1I'nin KB
uzerindeki uzun donem etkilerini, bobrekler Uzerinden sivi  dengesinin

dizenlenmesine katki saglayarak gosterdigi rapor edilmigtir (27).

Renin anjiotensin aldosteron sisteminin genellikle sodyum tikenmesi, kanama
veya kalp yetmezligi gibi, bobreklerin yetersiz kanlanmasina neden olan kosullarda
fizyolojik aktivasyonu artar. ANG II'nin yapiminin artmasi, tuz ve su tutulmasina
neden olarak bdébrek perflzyonunu dizeltmeye yardimci olur ve bu da KB'deki
azalmayi engellemeye caligir. Anjiotensin |l, aldosteron sekresyonunu uyarmasi
sayesinde, epitelyal transport Uzerine dogrudan etkileri ve hemodinamik etkileri ile

bdbrek sodyum geri emilimini artirarak tuz ve su tutulumuna neden olur (27).

Anjiotensin 1I'nin efferent arteriolleri daraltmasi, boébrek kan akimini ve
peritibuler kapiler hidrostatik basincini azaltir ve artmis filtrasyon fraksiyonunun bir
sonucu olarak peritibller kolloid ozmotik basinci arttirir. Bu degisiklikler tubuler
epitelyal hucreler boyunca sivi geri emilimini artirir. Efferent arteriollerdeki daralma ya
da ANG II'nin vaza rektaya dogrudan etkisi ile bobrek meduller kan akimindaki
meydana gelen azalmalar da henle kulpunda ve toplama kanallarindaki geri emilimi
arttirabilir (28). Cok dusuk ANG Il konsantrasyonlarinda, ANG |l dogrudan tubuler
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sodyum emilimini uyarir. Proksimal tabuller icinde, ANG Il limen membran Uzerindeki
Na*-H* degistiriciyi ve Na*-K*-ATPaz aktivitesini uyarir ayrica bazolateral membran
Uzerinde sodyum bikarbonat kotransportunu arttirir. Bu etkiler kismen adenil siklazin
inhibisyonu ve artmig fosfolipaz C aktivitesinin aracilik etmesinin bir sonucudur (27-
30).

Anjiotensin Il ayrica henle kulpu, makula densa ve nefronun distal
segmentlerinde sodyum geri emilimini uyarir. Fizyolojik konsantrasyonlarda ANG I,
henle kulpunun c¢ikan kalin kolunda bikarbonat geri emilimi ile Na*-K*-2Cl es
tasiyicisini uyarir. ANG I, nefronun distal kisimlarindaki H*-ATPaz aktivitesini artirir
ve kortikal toplayici kanallarindaki epitelyal sodyum kanal (ENaC) aktivitesini de
uyarir (29,30).

Anjiotensin |l bdébreklerde de gugli bir vazokonstriktordlir, ancak fizyolojik
kosullarda esas olarak efferent arteriyollerde daralmaya sebep olur. Bu durumda
efferent arteriyollerdeki daralma bobrek perfUzyonunun azalmasina badli olarak
glomertler filtrasyon hizindaki azalmanin Onlenmesi igin tibuloglomerller geri
bildirim ile miyojenik aktivite gibi otoregllatér mekanizmalarla birlikte hareket eder
(28,31). Anjiotensin lI'nin afferent damarlardaki zayif daraltici etkisi, bu damarlarin,
prostaglandinler ve endotelyal kaynakli NO gibi mediyatorler tarafindan korunmasiyla
iligkilidir. Ornegin nonsteroidal anti-enflamatuar ilaglar ve kronik vaskiler hastaliklar
(6rn, ateroskleroz) bdbreklerin bu mediyatorleri Uretme kabiliyetini azaltir, bunun
sonucunda ANG Il dizeyinin artmasi, afferent arteriyolleri daraltarak GFR'yi
azaltabilir (27). Klinik ve deneysel c¢alismalar, RAAS blokerlerinin KB’de diger
antihipertansif ajanlara benzer azalma yapmasinin yani sira, glomeruler hasari
Onlemede diger antihipertansif ajanlardan daha etkili oldugunu bildirilmistir. ANG I
etkilerinin inhibe edilmesi, efferent arteriyollerde direnci ve arteriyel basinci azaltarak,
glomeruler hidrostatik basinci dusurir ve glomeruler hiperfiltrasyon hizini azaltir
(27,32-34).

Aldosteronun nefronun distal kisimlarindaki esas hucrelerde sodyum geri
emilimini saglayarak basing natrilirezi ve KB duzenlenmesi Uzerinde onemli etkileri
vardir. Aldosteronun temel etkisi, distal tubldl ve toplayici kanallardaki esas
hicrelerde sodyum geri emilimini ve potasyum salgilanmasini uyarmasidir.
Aldosteron, hicre i¢i melanakortin reseptorlere (MR) baglanir ve hedef genler

tarafindan transkripsiyonu aktive eder. Bu da, bazolateral epitelyal membran



uzerindeki Na*-K*-ATPaz pompasinin sentezini ve epitelyal zarin luminal tarafindaki
sodyum kanallari ile potasyum kanallarinin aktivasyonunu artirir. Bu etkiler genomik
etkiler olarak adlandirilir ve aldosteron uygulamasindan sonra 60-90 dakika surer
(27,35). Aldosteron ayrica kardiyovaskuler ve bobrek sistemlerinde hizli nongenomik
etkiler gosterir. Aldosteron, esas hucrelerdeki sodyum kanali aktivasyonunu artirici
etkilerini artirarak Na*-H* degistirici aktivitesini de artirir (27,35,36).

NESFATIN 1

Nesfatin-1, Oh ve ark (37) tarafindan 2006 yilinda tanimlanan, 82 amino aside
sahip yeni tanimlanmis bir peptittir ve NUCB2 geni tarafindan kodlanan nikleobindin
2 (NUCB2) proteininden elde edildigi rapor edilmistir (38). NUCB2 toplam 396 amino
asitten olusan sigan, fare ve insan turleri arasinda ¢ok ylksek amino asit dizisi
benzerligine sahip bir proteindir. NUCB2 prohormon konvertaz enzim tarafindan
parcalanarak nesfatin-1 (1-82 amino asit), nesfatin-2 (85-163 amino asit) ve nesfatin-

3 (166-396 amino asit) olmak Uzere ug farkl artin olusturur (39).

Nesfatin-1; 6n beyin, arka beyin, beyin sapi, omurilik, adipoz dokular da dahil
olmak Uzere cesitli dokulardan eksprese edilir (40). Anoreksijenik bir etkiye sahiptir
ve gida alimini, enerji homeostazisini, su alimini ve vicut isisini duzenleyen
hipotalamik yollarda 6nemli bir rol oynar (41,42). Ayrica kardiyovaskiler ve
hipertansif etkiler gosterdigi bildirilmistir (43). Glikoz, insulin metabolizmasi ve iskemi
reperfiizyon (iR) ile yakindan iligkilidir. Bircok calismada, nesfatin-1'in viicut kitle
indeksi, IR, diyabet, hipertansiyon ve polikistik over sendromunda inflamatuar uyari
ile iligkili oldugu bildirilmistir (43-46).

Kemirgenlerde ve insanlarda, plazma, sinoviyal sivi, tikirik ve anne situ gibi
vucut sivilarinda nesfatin-1'in varhgi gosterilmistir. Yag dokusu, mide mukozasinin
endokrin hucreleri, pankreas B-adacik hucreleri, onikiparmak bagirsagi, yemek
borusu, karaciger, ince bagirsak, kolon, testis, yumurtalik, rahim, eklem kikirdagi,

akciger ve kalp gibi cesitli cevresel dokular tarafindan dretildigi bildirilmistir (47).

Nesfatin-1’in, kardiyovaskuler fonksiyonu duzenlemede kritik rol oynayan
merkezi melanokortin sistemi ile etkilesim yoluyla gida alimini duzenlemesi

nedeniyle, ortalama kan basincini (OKB) degistirdigi bildirilmektedir (48).



Intravendz nesfatin-1 uygulamasinin nitrik oksit (NO) Uretimini inhibe ederek
vazokonstriksiyona yol actigl ve yuksek KB’'ye neden oldugu gosterilmistir. Ayada ve
ark. (49) yaptigi bir calismada, kronik periferik nesfatin-1'in 6zellikle kronik kisitlama
stresli siganlarda plazma endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) dizeyini azalttigi
gOsterilmigtir. Nesfatin-1’in uzun sureli etkisinde eNOS aktivitesini azaltarak NO
dizeyini azalttigi ve bunun sonucunda vazokonstriksiyona sebep olarak KB'yi

yukselttigi rapor edilmektedir (50).

ADROPIN

Yeni kesfedilen peptit hormonu olan adropin, enerji homeostazi ile iligkili gen
(Enho) tarafindan kodlanir ve karaciger ve beyinde bol miktarda eksprese edilir (51).
Adropin, insan ve kemirgen turleri arasinda tam bir homoloji sergileyen 76 amino
asitli bir peptittir. Adropinin 6zellikle glikoz ve lipit metabolizmasinin yani sira insulin
duyarlihgini didzenleyerek enerji homeostazinda 6nemli bir rol oynadidi rapor
edilmektedir (51,52). Literatlr bilgilerine goére, adropin endokard, epikardiyum ve
miyokardda Uretilir (53) ve insan endotel hucrelerinde ekprese edilmektedir.
Adropinin endotel fonksiyonlarini dizenledigi, anjiojenik etki ve kalp koruyucu etki
gOsterdigi bildirilmigtir (38,54). Ayrica adropinin eNOS aktivasyonunu dnemli élgtide
artirarak NO dizeyini artirdigi bildiriimektedir. Bu nedenle hipertansiyon
fizyopatolojisinde roli oldugu duasunulmektedir (54,55). Adropinin kardiyovaskuler

fonksiyonlarin dizenlenmesindeki etkileri halen bilinmemektedir (38).

KLAUDINLER

Klaudinler (CLDN), iyon ve suyun paraselluler gecisinde rol oynayan
transmembran proteinlerdir (56). ilk olarak 1998 yilinda Japon arastirmacilar Furuse
ve ark. (57) tarafindan bulunmustur. insanda CLDN’ler 21-34 kilodalton (kDa)
agirhiginda olup, 207 ila 305 amino asit igerir. CLDN’ler Sekil 1’de gosterildigi gibi 4
transmembran alana, iki hicre disi halkaya (ECL 1-ECL 2) sitoplazmik bdlgede
amino ve karboksi terminal alana sahiptir. CLDN ailesinin en az 27 uyesi
tanimlanmistir. Bu proteinler genellikle epitelyal ve endotelyal hicreler tarafindan
eksprese edilir. Ekspresyonlari diger siki baglanti proteinlerinden farklh olarak doku

ve hicre tipine gore gesitlilik gosterir (56,58,59).
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Sekil 1. Klaudin (CLDN) protein modeli (59)

Uzerinde c¢alisilmis CLDN tiplerinin gogunlugu bobrekte eksprese edilir.
CLDN'’lerin 06zel kombinasyonlarinin, her nefron segmentinde 6nemli paraselller
gegirgenlik Ozelliklerini belirledigine inaniimaktadir. Bdbrekte bulunan CLDN’lerin
farkli fonksiyonlari ve lokalizasyonlari vardir. Ornegin, yiksek iletken katyon
g6zenekleri olusturan CLDN 2, proksimal tubdl ve Henle’nin inen ince kolunda
eksprese edilir. CLDN 2 proksimal tubuldeki paraseliler Na* geri emiliminden
sorumludur. Aksine, CLDN 4 ve CLDN 8 esas olarak katyon bariyerleri olarak iglev
gorurler ve genel olarak nefronun distal kisimlarinda eksprese edilir. CLDN 10’un;
CLDN 10a ve CLDN 10b olmak Uzere iki ¢cesidi vardir. Bu iki CLDN farkli hicre digi
alanlara ve farkh fonksiyonel oOzelliklere sahiptir. Anyon segici olan CLDN 10a,
korteksteki nefron tubdlleri icinde daha yogun bulunurken, katyon secici CLDN 10b
medullada daha fazla bulunur. Bébrek tlbuli boyunca CLDN lokalizayonu Sekil 2’de

verilmistir (60).

10



Makula
densa

inen ince
kol

Bowman
kapsuli

"y

Cikan
ince kol

Cikan

Proksimal tabul kalin kol

[T GF ve renin
selresyonu
sinyalleri

Glomeriler NaCl ile GlerCa

filtrat bariyeri

-M-_m_

Na, Cl, HCO; , glikoz ve su
emilimi

Meduller interstisyel
gradyani dretimi

ve Mg geri emilimi

CLDI
CLDN4

CLON10
CLDN14
CLDN16
CLDN18
CLDN19

Distal tibl

Elektrontral NaCl ile
paraselller Ca ve Mg geri
emilimi

CLDN7

Toplayici kanal

Elektrojenik Na*, K ve H*
sekresyonu, AVP bagimh
su geri emilimi

CLDN4

CLDN18

Sekil 2. Bobrek tiibultindeki klaudin (CLDN) lokalizayonu

CLDN 2, bébregin proksimal tibuli ve bagirsak kriptalari dahil olmak Gzere
epitelyal dokularda yiuksek oranda eksprese edilir. Epitelyal hicre dizilerinde asiri
eksprese edildiginde, katyona gegirgen paraselluler gozenek gibi davranir. Bobrekte,
farelerde CLDN 2'nin bloke edilmesi, proksimal tibul S2 segmentlerinin Na*
iletkenliginde bir azalmaya sebep olmus ve Na* ve suyun geri emilmesinde azalmaya
yol agtigi bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada CLDN 2'nin bloke edilmesi ile hiperkalsitri

gbzlenmistir. Bu sonuglar CLDN 2'nin Na*, Ca?* geri emilimini sagladigini ve suyun

emilmesine katkida bulundugunu dusundirmektedir (59).

11



GEREG VE YONTEMLER

Calismamizda T.U Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Birimi'nde standart
laboratuvar kosullarinda (22+1°C isida, %50-60 nem orani, 12 saat gece—12 saat
gunduz 1s1k periyodu olan ortamda) yetistirilen saghkl 240-260 gram agirhiginda 16
adet Spraque-Dawley turu erkek sigan kullaniimistir.

Gruplar randomize olarak 8’er adet sicandan olusacak sekilde 2 gruba ayrildi.

Kontrol grubu: Ozmotik mini pompalara (1 ul/saat, Alzet 2001 model) ANG I
¢b6zucusu (0,01 N asetik asit serum fizyolojik (SF) icerisinde) konuldu. Ozmotik mini
pompalar steril tUplere alinarak salinim noktalari yukarida olacak sekilde SF
icerisinde 37°C etlivde, implantasyon zamanina kadar 12 saat bekletildi. Siganlar
cerrahi iglem yapilmadan 6nce 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi
uygulandi. iki skapulanin arasi tras edildi ve batikon ile cerrahi bélge temizlendi
ardindan orta noktasina insizyon yapildi ve ozmotik mini pompalar yerlestirilerek
dikildi. Dikisler atildiktan sonra siganlara sirasiyla 6nce batikon ardindan % 5 lidokain
iceren anestol suruldd. Siganlar anestezinin etkisinden ¢ikana kadar 37°C isitiimis

masada bekletildi. Kontrol grubu deney protokoll S$ekil 3'de gosterilmistir.
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Ozmotik Mini Pompa (0.01 N asetik asit)

Siganlar her giin tartild.

| Metabolik
kafese
yerlestirildi.
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Kan Basinci Olgiimii

Otenazi

Sekil 3. Kontrol grubu deney protokolii

Hipertansiyon grubu: Ozmotik mini pompalarina (1 pl /saat Alzet model
2001) 0,01 N asetik asitte ¢ozilen ANG Il konuldu. Ozmotik mini pompalar steril
tiplere alinarak salinim noktalari yukarida olacak sekilde SF icerisinde 37°C etlivde,
implantasyon zamanina kadar 12 saat bekletildi. Siganlar cerrahi islem yapilmadan
dnce 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin anestezisi uygulandi. iki skapulanin
aras| tras edildi ve batikon ile cerrahi bolge temizlendi ardindan orta noktasina
insizyon yapildi ve ozmotik mini pompalar yerlestirilerek dikildi. Dikisler atildiktan
sonra siganlara sirasiyla dnce batikon ardindan % 5 lidokain igeren anestol suraldu.
Sicanlar anestezinin etkisinden c¢ikana kadar 37°C isitilmis masada bekletildi.
Sigcanlara 7 gun boyunca 0,7 mg/kg/giin dozunda ANG Il salinimi yapmasi saglandi.

Hipertansiyon grubu deney protokolu Sekil 4'de gosterilmigtir.

Ozmotik Mini Pompa (0,7 mg/kg/giin dozunda Anjiotensin 2)

Siganlar her giin tartildi.

| Metabolik
kafese
yerlestirildi.
0. 1: 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin

Kan Basinci Olgiimii

T

Otenazi

Sekil 4. Hipertansiyon grubu deney protokolu
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Her iki grup igin 8:50-9:00 saatleri arasinda kilo 6lgimu ve deneyin 1. gun, 3.
gun, 5. gun ve 7. gunlerinde saat 9:00-11:30 arasinda tail cuff pletismografisi
yontemiyle kuyruktan kan basinci dlgumu yapildi. Tum hayvanlar i¢cin deneyin son
glnuU 24 saatlik idrarlari toplandiktan sonra; 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin
anestezisi altinda kanlari ve her iki boredi alinarak eksanguinasyon yontemiyle
Otenazi uygulandi. Bobrekler uzunlamasina ikiye bolunerek sag bobregin bir yarisi
patolojik inceleme igin % 10’luk formalin solisyonuna konuldu. Diger parcalar buzlu
0,01 M fosfat tamponu ile yikandiktan sonra kurutma kagidi ile kurutulup tiplere
alinarak sivi azot igerisine konuldu ve cerrahi islemin sonuna kadar bekletildi. Tum
islemlerin ardindan numuneler —80°C’de analizler yapilincaya kadar saklandi. Kan
ornekleri tuplere alinarak oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra sogutmali
santriflj ile +4°C’de 1000 g’de 15 dk, idrar 6rnekleri +4°C’de 1000 g’de 20 dk santrifj

edildikten sonra laboratuvar galismalari yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Kullanilan Cihazlar

Kan basinci 6lgum cihazi : MAY NIBP250, Turkiye

Sogutmali santrifd; : MPW 350R, Polonya

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
Hassas terazi - Mettler Toledo, AB204-S, Isvigre
Vorteks : Heidolp, Almanya

Elisa Yikama Cihazi : Biotek, USA

Elisa Okuyucu : Biotek, USA

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios a, ingiltere
Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, ingiltere
Otomatik pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, isvicre
pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistirici : Biosan, Letonya

Homojenizator : Polytron Kinematica AG, isvicre
Otoanalizor : Kanelab Prime 60i, Finlandiya

Distile su cihazi : Millipore, Fransa
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Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Val® anjiotensin Il

: Sigma, Amerika

Tiyobarbitlrik asit : Sigma, Almanya
Sulfanilamid : Sigma, Almanya

DTNB : Sigma, Almanya

NacCl : Sigma, Almanya

NND : Sigma, Almanya

CuSOa4 : Panreac, ispanya

EDTA : Merck, Almanya

Piridin : Merck, Almanya

Sodyum dodesil silfat : Merck, Almanya

NaOH : Merck, Almanya

KH2PO4 : Merck, Almanya
NazHPO4 : Merck, Almanya

Glisin : Merck, Almanya

KCI : Merck, Almanya

HCI : Merck, Almanya

Asetik asit : Merck, Almanya

Na2COs3 : Riedel de Haen, Almanya
Butanol : Riedel de Haen, Almanya
Etanol : Riedel de Haen, Almanya

Ozmotik mini pompa : Alzet Katalog no: AP 2001

Rat AD(Adropin) Elisa Kit : Katalog No: E-EL-R2566

Rat Ang 2 (Angiotensin 2) Elisa Kit : Elabscience katolog no E-EL-R1430
Rat MAU (Microalbuminuria) Elisa Kit : Elabscience katolog no E-EL-R0025
Rat Nesfatin-1 Elisa Kit : Elabscience katalog no: E-EL-R2514
Anti-CLDN2 / Claudin 2 Antibody . Lifespan katalog no:LS-C353134

Kan Basinci Olgiimleri

Bilinci yerinde olan siganlarin sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci ve
kalp hizi 6lgumleri kuyruktan indirekt olarak tail-cuff pletismografi yontemi ile yapildi.
Olglimler igin siganlar énce restrainera yerlestirildi. Restrainera alinan siganlarin
kuyruguna cihazin kaf ve sensoru vyerlestirildi ve 15-20 dakika kuyruk arter

dilatasyonu saglanip, Olcim icin duzenli sinyaller alinana kadar isitma kabininde
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isitildi. Olgiimler sessiz ve sakin laboratuvar ortaminda yapildi. Olgiim yapabilmek
icin siganlarin sakin ve hareketsiz olmasi gerektiginden dolaylr olgim boyunca
siganlar surekli gozlendi. Goézlem slresince sinyallerin dizenli ve denedin sakin
oldugu anlarda oOlcim alinarak deftere kaydedildi. Her 6lgimden sonra 1 dakika
beklendi. Her bir sigan i¢in 5 adet dizguin kan basinci ve kalp hizi 6lgum degerleri
bilgisayara kaydedildi. Daha sonra her bir si¢an igin, sicanlarin 5 6lgim degerinden
en buyuk ve en kuguk degerler ¢ikarilarak geriye kalan 3 degerin ortalamalari alindi.
Deney boyunca kan basinci ve nabiz élgim islemleri ayni ¢alismaci tarafindan
gerceklestirildi. Ortalama kan basinci agagidaki formule gore hesaplandi.

OKB = DKB + (SKB — DKB)

3

OKB: Ortalama kan basinci

SKB: Sistolik kan basinci

DKB: Diyastolik kan basinci

Biyokimyasal Caligmalar

Serum o6rnekleri oda i1sisinda 2 saat sure ile bekletildikten sonra 1000 g 15 dk
+4°C’de santriflj edilmis, idrar érnekleri deneyin son gunu 24 saatlik idrarlari toplanip
1000 g 20 dk +4°C’de santriflj edilerek elde edilmistir. Serum; Ure, kreatinin, sodyum
(Na*), potasyum (K*), kreatin kinaz (CK), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST); idrar; kreatinin, Na*, K* ve protein dizeyleri Trakya
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvar’nda bulunan
otoanalizor ile olgulda.
Kreatinin klirensi standart klirens formuline gore hesaplandi (61).

idrar kreatinin (mg/dl) x Gunliik idrar hacmi

Kreatinin klirensi (ml/dk) =
Serum kreatinin (mg/dl) x 1440
Fraksiyonel sodyum atilimi (FeNa) % asagidaki formule gore hesaplandi.
idrar Na (mmol/L) x Serum kreatinin (mg/dl)
FeNa (%) = x 100

idrar kreatinin (mg/dl) x Serum Na (mmol/L)
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Fraksiyonel potasyum atilimi (FeK) % olarak hesaplandi.
idrar K (mmol/L) x Serum kreatinin (mg/dl)
FeK (%) = x 100
idrar kreatinin (mg/dl) x Serum K (mmol/L)

Doku Orneklerinin Homojenizasyonu

Tdm gruplardan elde edilen bobrek dokulari ¢alisma yapilincaya kadar -80
°C’de saklandi. malondialdehitin (MDA) ve glutatyon (GSH) dizeyleri igin 0.15 M KCI
solusyonu, NO duzeyleri icin 0.01 M PBS (pH 7.2) tamponu %10’luk (w:v) olacak
sekilde hazirlandi. Tupler buz Uzerinde tutularak homojenizator ile homojenize
edilerek hazirlanan homojenatlar 1500 g 15 dk +4°C’de santrifij edilerek
supernatantlar elde edildi. Elisa caligmalarinda kullanilan doku homojenatlari ise 0.01
M PBS (pH 7.2) tamponu ile %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlanarak 5000 g 5 dk
+4°C’de santrifuj edilerek hazirlandi.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin sicak ve asidik ortamda
tiyobarbittirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi neticesinde ortaya ¢ikan pembe renk
spektrofotometrik yontemle odlguldu (62,63).

Cozeltiler

1. %8.1’lik Sodyum dodesil sulfat (SDS)

2. %20'lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5 olarak ayarlandi)
3. %0.8'lik Titobarbiturik asit (TBA)

4. N-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin yapiligi: 0.2 ml doku homojenati; 0.2 ml %8.1’lik SDS, 1.5 ml %20’lik
asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karisim 1 saat sire
ile 95 °C’deki sicak su banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra
uzerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin eklenerek 1 dABHka vorteksle
karigtinldi.  Organik fazin ayrilmasi igin 4000 rpm’de 10 dk santrifuj edildi.
Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda ayirac korine karsi absorbanslar
okundu.

Sonugclarin hesaplanmasi;
A x Vt x 10°

C (nmol/ml) =
ExVsxLx103
17



A : Absorbans

Vt : Total reaksiyon hacmi

10°: Moliin nanomole cevrilmesi

Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune sayisi

E : Tiketim katsayisi (1.56 10° Mtcm™)

L : Kivet ¢api

102 Litrenin mililitreye cevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Olgiimii

Ellman ayiraci ile doku homojenatlarindaki serbest sulfidril gruplarinin
olusturdugu rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi glutatyon dizeyinin
belirlenmesi icin kullanildi (62, 63).

Cozeltiler

1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g

sodyum-EDTA atrtildi ve 400 ml distile suda ¢6zuldu.
2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na2HPOa),
3. 1 mM Ellman ayiraci: 4 mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit, DNTB), 10 ml
%1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢dzuldu.

Deneyin yapiligi: 0.25 ml doku homojenati tzerine 0.75 ml 0.15 M KCl ve 1.5
ml proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 20 dk 3000 rpm’de santrifij edildi.
0.5 ml supernatant Uzerine 2 ml 0.3 M disodyum sulfat ve 0.5 ml ellman ayiraci
eklendi. Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda ayirag korline Kkarsi
absorbanslar okundu. Ekstinksiyon katsayisi (3>01.36 104 M1 cm™) kullanilarak GSH
dizeyleri hesaplandi. Sonuglar GSH/mg protein olarak bildirildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cartos ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik
olarak Ol¢uldu (64).

Cozeltiler

Kadmiyum grandulleri: 0.1 mol H2SO4 iginde saklandigi surece 9 ay stabildir.

Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢ozuldu. 2 mol NaOH

cOzeltisi ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.
Sulfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol sicak HCI iginde ¢6zulur ve daha sonra
sogumaya birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.
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N-naphthylethylene diamine (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su iginde
¢Ozulda. 2 ay 0-8 °C’de stabildir.

Cinko sulfat (ZnS0O4): 75 mM; 10.8 g alinip 500 ml'ye tamamlandi.

Bakir sulfat (CuSQOa4): 5 mM; 250 mg alinip 200 ml'ye tamamlandi.

Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mM; 1.1 g alinip 500 ml ye tamamlandi.

Standartlar: NaNO2 standardi 10 mM’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi i¢inde
hazirlandi (69 mg NaNOz, 380 mg borat (Na2B40O7.10H20) 100 ml i¢cinde ¢dzulda).
KNOs3 standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mM’lik 100 ml sodyum tetra

borat iginde ¢ézuldu.
Deneyin yapilisi:
Deproteinizasyon: Test tiptne 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO4, 2.5 ml NaOH

ilave edilip 10 dakika oda isisinda beklettikten sonra 4000 g’de 20 dakika santrif(j
edildi.

Kadmiyum granullerinin aktivasyonu: Granuller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2

dakika icinde CuSOu iginde calkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip
10 dakika i¢inde kullaniimak tzere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNO3’Un 10 milimolarlik ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50;

75; 100; 200 milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve numunelere uygulanan tim
islemler standartlara da uygulandi. Tum tuplere 1 ml glisin-NaOH tamponu konuldu.
1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve
aktivasyon isleminden gegcirilen kadmiyumlardan tum tdplerin Gzerine konuldu. 90
dakika oda i1sisinda karistirilarak beklendi.

Nitrit Olgiimii

Bu tuplerden 90 dklik sure sonunda 2’'ser ml alinarak Uzerine 1 ml
sulfanilamid ve 1 ml N-napthiletilen diamin (NNDA) ilave edildi. Karistirildi ve 45
dakika beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit 6lcumu: NaNO:2 standartlar 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200

milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile

reaksiyona sokmadan direkt olarak 2'ser ml alinarak ayri tiiplere konuldu. Uzerine 1
ml sulfanilamid ve 1 ml NNDA eklendi. 45 dakika sonra 545 nm’de okuma yapildi
(Sekil 5).
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Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmasi
Nitrit degerleri bulunan nitrat degerlerinden ¢ikarildiktan sonra sulandirma
faktord olan 20 ile ¢arpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan

sonra ¢gikan sonug¢ pmol/mg protein olarak hesaplandi.

2,5

Absorbans
=
= wn

o
o 8]

0 20 40 60 80 100

konsantrasyon (nM)

Sekil 5. NO standart galigmasi regresyon grafigi

Bobrek Doku Protein Diizeyinin Olgiilmesi

Doku protein duzeyleri, alkali bakir tartarat ayiracinin peptid baglar ile
kompleks yapmasi prensibine dayanan Lowry yontemi ile saptandi (65). Her 7 yada 8
amino asit artigi 1 bakir atomunu bagdlar. Fenol ayiraci; bakir ile muamele edilmis
karisima ilave edildiginde mavi-mor renk olusur. Olusan renk 660 nm’de
spektrofotometrik olarak olguldu.

Cozeltiler:

Fenol ayiracl: 2 N folin ayiracindan 2,5 ml alinarak distile su ile 45 ml'ye
tamamlanir. Bu ayira¢ her kullanim igin taze hazirlanmahdir.

Alkali bakir ayiraci: 10 g Na2COs, 0.25 g Na-K Tartarat, 0.05 g CuSOg; ayri
ayri tartilarak 0.5 N NaOH icinde balon jojede ¢ozulir ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100
ml’'ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 4°C’de 1 ay saklanabilir.

Albumin standardinin hazirlanmasi: %5 mg’lik albumin standardi hazirlamak
icin mevcut 5 g/dl’ lik albumin standardi kullaniimistir. Albumin solusyonundan 0.1 ml

alinarak ve distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak %5 mg’lik albumin standardi elde
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edilmis olur. Deneyde kullanilacak standart protein konsantrasyonu %2 mg olarak
belirlendiginden, stok protein standardi sulandirilarak istenilen konsantrasyon elde
edildi.

Deneysel islemler: Doku siipernatantlari 1/20 oraninda serum fizyolojik ile
sulandinlip vorteks yardimi ile iyice karigtirilarak protein dlgima igin elverisli hale
getirildi. Numaralandiriimis deney, kor ve standart tupleri hazirlandi. Deney tlipune
1/50 oraninda sulandiriimis olan supernatanttan 0.5 ml standart tipine %Z2’lik
standarttan 0.5 ml ve kor tupune de 0.5 ml distile su konuldu. Ardindan her tipe 0.5
ml alkali bakir ayiraci ilave edildi. TUpler vortekslenerek iyice karismalari saglandi. 10
dakika oda isisinda bekletildikten sonra her tipe 2 ml fenol ayiraci eklendi ve tekrar
vortekslendi. 30 dakika 37°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra; tlplerin kore
kargi absorbanslari 660 nm. dalga boyunda spektrofotometre ile okundu.

Protein Diizeyinin Hesaplanmasi

Protein degerlerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formal kullaniimistir:

Deney absorbansi x 20 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =
0.042

20: Supernatantin serum fizyolojik ile sulandiriima katsayisi

2: Supernatantin 1 ml' ye tamamlanma katsayisi

2: Protein standardinin konsantrasyonu

0.042: Standart proteinin absorbansi

Protein miktari (% mg protein) = Deney Absorbansi x 1904,76 olarak formule
edildi. Elde edilen % mg protein, 100 ml'deki protein degeridir. Sonu¢ 100’e

bollinerek protein miktari mg/ml olarak hesaplandi.

Nesfatin-1 olgumdi

Serum, idrar ve bdbrek homojenat 6rneklerinde yapilan nesfatin-1 olgimleri
Elabscience Rat NES1 (Nesfatin 1) ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R2514) ticari test
kiti kullanilarak yapildi. Deneysel galismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan
ornekler ve kullanilacak ¢oOzeltiler oda isisina getirildi. Kit prosedurinde belirtilen
ornek ve standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 100 pL pipetlendi. Nazikge
karistirildiktan sonra 37°C’de 90 dk etluvde bekletildi. Bu slrenin sonunda etivden

cikarilan plaka igerigi dikkatli bir sekilde bosaltilarak, prosedurinde belirtildigi gibi
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100 kat dilte edilen biotinlenmis antikor 100 yL hacminde 6rnek ve standartlar olmak
uzere tum kuyucuklara pipetlendi, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 1 saat
inkube edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikama cihazi ile
kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedurde belirtildigi gibi 100 kat
dilie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 uL olacak sekilde pipetlenerek,
nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkube edildi. Ardindan otomatik plaka
temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 90
ML substrat solisyonu pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu
pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de elisa reader cihazinda absorbans

okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 6'da verilmigtir.
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Sekil 6. Nesfatin-1 standart ¢caligmasi regresyon grafigi

Adropin oél¢giimu

Serum, idrar ve bdbrek homojenat drneklerinde yapilan nesfatin-1 olglimleri
Elabscience Rat AD (Adropin) ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R2566) ticari test Kkiti
kullanilarak yapildi. Deneysel c¢alismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan
ornekler ve kullanilacak ¢oOzeltiler oda isisina getirildi. Kit prosedurinde belirtilen
ornek ve standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 100 pL pipetlendi. Nazikge
karigtinldiktan sonra 37°C’de 90 dk etlvde bekletildi. Bu slUrenin sonunda etlivden

cikarilan plaka igerigi dikkatli bir sekilde bosaltilarak, prosedurtiinde belirtildigi gibi
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100 kat dilte edilen biotinlenmis antikor 100 yL hacminde 6rnek ve standartlar olmak
Uzere tum kuyucuklara pipetlendi, nazikge karisgtirildiktan sonra 37°C’de 1 saat
inkube edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikama cihazi ile
kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedurde belirtildigi gibi 100 kat
dilie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak sekilde pipetlenerek,
nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkube edildi. Ardindan otomatik plaka
temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 90
ML substrat solisyonu pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop sollisyonu
pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de elisa reader cihazinda absorbans

okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 7°de verilmigtir.
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Sekil 7. Adropin standart galigmasi regresyon grafigi

Anjiotensin Il Olgiimii

Serum, idrar ve bdbrek homojenat drneklerinde yapilan nesfatin-1 olglimleri
Elabscience Rat Ang-ll (Angiotensin II) ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R1430) ticari
test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel c¢alismalar yapilincaya kadar -80°C’de
saklanan ornekler ve kullanilacak ¢ozeltiler oda isisina getirildi. Kit prosedirinde
belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 50 uL pipetlendi. Nazikce
karistirildiktan sonra 37°C’de 45 dk etlivde bekletildi. Bu silrenin sonunda etlivden

cikarilan plaka igerigi dikkatli bir sekilde bosaltilarak, prosedurtiinde belirtildigi gibi
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100 kat dilte edilen biotinlenmis antikor 100 yuL hacminde 6rnek ve standartlar olmak
uzere tum kuyucuklara pipetlendi, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dakika
inkube edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikama cihazi ile
kitte belirtilen kosullarda 3 kez yilkama yapildi. Prosedurde belirtildigi gibi 100 kat
dilie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 uL olacak sekilde pipetlenerek,
nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkube edildi. Ardindan otomatik plaka
temizleyici ile kitte belirtilen kogullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 90
ML substrat solisyonu pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop sollisyonu
pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de elisa reader cihazinda absorbans

okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 8'de verilmigtir.
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Sekil 8. Anjiotensin Il standart galismasi regresyon grafigi

Mikroalbuminiiri (MAU) Olgiimii

Serum, idrar ve bdbrek homojenat 6rneklerinde yapilan nesfatin-1 olgumleri
Elabscience Rat MAU (Microalbuminuria) ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R0025) ticari
test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel c¢alismalar yapilincaya kadar -80°C’de
saklanan ornekler ve kullanilacak ¢ozeltiler oda isisina getirildi. Kit prosedirinde
belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili kuyucuklara 100 pL pipetlendi.
Nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 90 dk etlivde bekletildi. Bu slrenin sonunda

etivden cikarilan plaka icerigi dikkatli bir sekilde bosaltilarak, prosedirinde
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belirtildigi gibi 100 kat dilue edilen biotinlenmig antikor 100 yL hacminde 6rnek ve
standartlar olmak Uzere tim kuyucuklara pipetlendi, nazikge karigtirildiktan sonra
37°C’de 1 saat inklbe edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka
yikama cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedurde
belirtildigi gibi 100 kat dilie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL
olacak sekilde pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inklube
edildi. Ardindan otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kogullarda 5 kez yikama
yapildi. Yikamanin ardindan 90 pL substrat solisyonu pipetlenerek, nazikge
karstirildiktan sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her
kuyucuga 50 pL stop solusyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm'de
elisa reader cihazinda absorbans okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon

grafigi Sekil 9’da verilmisgtir.
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Sekil 9. Mikroalbuminiiri (MAU) standart ¢galigmasi regresyon grafigi

Histolojik Caligsmalar

Istk mikroskobik inceleme: Sagital olarak ikiye bdlinen sag boébrek
dokularinin birer yarisi %10’luk tamponlu formalin solisyonunda 24 saat boyunca
fikse edildi. Dokular parafin bloklara gémulerek, 5 um kalinliginda kesitler alindi. Bu
kesitler 1s1ik mikroskobunda patolojik degerlendirme igin hematoksilen-eozin (HE) ile
boyandi. Renal hasarin derecesini degerlendirmek i¢in semikantitatif bir skala ile
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skorlama yapildi. Renal hasarin derecesi; tubuler hicre nekrozu, sitoplazmik vakuol
olusumu, tubuler dilatasyon degerlendirilerek belirlendi. Skala degerlendirmesi:

0: Normal bobrek

1: Minimal hasar (%0-5 tutulum)

2: Hafif dereceli hasar

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

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

Ek olarak kast gozlenen tubuller % cinsinden ifade edildi. Toplayici kanallarin
olmadigi alanlarda sayim yapilmasi goéz énunde bulundurularak sadece proksimal ve
distal tubdllerin bulundugu alanlarda sayim yapilmistir.

immiinohistokimyasal ¢alismalar: Bu calismada aranacak proteine karsi
gelistirilmis isaretli poliklonal ya da monoklonal antikorlar kullanildi. Tum gruplardaki
%10’luk formoline fikse edilen parafine gomullu doku bloklarindan 2 mikronluk kesitler
alinarak, poly-L-lysine (PLL) ile kaplanmig lamlara alindi. 37 °C’lik etuvde bir gece
bekletildi. iki kez 15 dakikalik siirelerle ksilol ile deparafinize edildi. Kesitler saf
alkolden baglayarak %90-80-70’lik alkollerden gegirildikten sonra distile su ile
yikandi. Boylece deparafinizasyon islemi tamamlanmis oldu. Kesitler daha sonra
tampon solusyon iginde mikrodalga firinda 4 kez 5 dk kaynatildi ve oda isisinda 20
dk sogumaya birakildi. Bu islemden sonra distile su ile yikanan kesitler tris-buffer
solisyonuna atildi. Endojen peroksit kaynakli non-spesifik zemin boyamasini
azaltmak i¢in %3’lUk hidrojen peroksit ile 20 dk muamele edildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra tekrar tris-buffer solusyonuna atildi. Non-spesifik zemin
boyanmasini dnlemek icin 5 dk oda isisinda Ultra V-Blok (protein blokaji) uygulamasi
yapildi. Daha sonra “Claudin 2 Antibody (C-Terminus)” antikoru ile 30 dk inkibe
edildi. Tris-buffer ile 3 kez yikanan kesitler biotinyalated sekonder antikorlar ile 20dk,
enzim isaretli streptavidin ile 20 dk inklbe edildi. Tris-buffer'’e alinan kesitler amino-
etilkarbazol (AEC) kromojen’de 20’ser dk tutuldu. Kesitler distile su ile yikandiktan
sonra Mayer’'s Hematoksilen ile 3 dk inkube edilerek zit boyama yapildi. Kesitler su
ile bolca yikandiktan sonra aqueous-mount jel ile kapatildi. Her bir olgu igin
hazirlanan kesitler 1sik mikroskobunda incelendi. immin boyamanin spesifikliginin
kontrolinde, pozitif kontrol amaciyla antikor Uretici firma verilerine uygun olarak sigcan
bdbrek kesitleri kullanildi. Olgular sitoplazmik boyamanin yogdunlugu agisindan
degerlendirildi. Boyanma yogunlugu, doku kesitlerinde sitoplazmik boyanma gdsteren
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hdcrelerin kromojen ile boyanma yogunlugunu yansitmakta olup, hi¢ boyanma
g6zlenmeyen olgularda 0, hafif boyanan olgularda +1, orta yogunlukta boyanan

olgularda +2, kuvvetli boyanan olgularda +3 olarak skorlandi.

istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen bulgular ortalamazstandart sapma olarak ifade
edildi. Gruplar arasi farklihgi kargilastirmada Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05
istatistiksel anlamliik sinir degeri olarak kabul edildi. Korelasyon analizi igin
Spearman rho testi kullanildi. Korelasyon degerlerinin yorumlanmasinda; 0-(x0.25)
¢cok zayif veya hicbir korelasyon yok, £(0.25-0.50) zayif korelasyon, +(0.50-0.75) orta
diizeyli korelasyon, ve >+0.75 yiiksek korelasyon, olarak degerlendirildi. istatistiksel
analizlerde SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Calismamizda 16 adet 240-260 gram agirliginda Spraque-Dawley tiru erkek
siganlar kullanildi. Her grupta 8’er adet sigan olacak sekilde kontrol ve hipertansiyon
olmak Uzere 2 adet gruba ayrildi. Deneyin son gunu 24 saatlik idrarlari toplanan
sigcanlara anestezi verilerek kan ve doku drnekleri alindi. Gruplarda herhangi bir 6lim
gorulmezken, hipertansiyon grubunun 6 numarall hayvaninda deneyin son gunu

bacaklarda fel¢ gozlendi.

Kan Basinci Bulgulari

Her iki grup i¢cin SKB, DKB, OKB ve nabiz degerleri 0. gin, 1. gun, 3. gun 5.
glin ve 7. gunlerde tail-cuff pletismografi yontemi ile o6lguldi. Gruplara ait kan
basincinin ve nabiz sayisinin ortalama (ORT)zstandart sapma (SD) degerleri ile

Mann-Whitney U testinin istatistiksel sonuglari Tablo 2-5'de gdsterildi.
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Tablo 2. Gruplarin sistolik kan basinci (mm Hg) bulgulan

KONTROL HIPERTANSIYON
Olglim Gunleri GRUBU GRUBU p degeri
ORT+SD ORT+SD
0. GUN 130,80+2,06 127,41+2,94 =0,053
1. GUN 130,38+5,02 151,71+11,46 <0,001
3. GUN 132,41+3,08 166,85+22,60 =0,002
5. GUN 131,99+2,97 199,66+21,72 <0,001
7. GUN 131,99+4,44 208,26+21,30 =0,001
Tablo 3. Gruplarin diyastolik kan basinci (mm Hg) bulgulari
L KONTROL HIPERTANSIYON
Olgiim Gunleri GRUBU GRUBU p degeri
ORT+SD ORT+SD
0. GUN 107,73+4,20 104,7945,36 =0,302
1 GUN 94,79+6,18 125,75+12,50 <0,001
3 GUN 97,99+7,31 140,05+19,65 =0,001
5 GUN 102,28+7,50 172,15+17,27 <0,001
7 GUN 97,70+10,65 181,36+17,56 =0,001
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Tablo 4. Gruplarin ortalama kan basinci (mm Hg) bulgulari

L KONTROL HIPERTANSIYON .
Olgim Gunleri GRUBU GRUBU p degeri
ORT+SD ORT+SD
0. GUN 115,4242,50 112,3313,98 =0,121
1. GUN 106,65+4,63 134,40£11,52 <0,001
3 GUN 109,4715,44 148,98+20,23 =0,002
5 GUN 112,1815,20 181,32+£18,12 <0,001
7. GUN 109,13+7,53 190,32+18,23 =0,001
Tablo 5. Gruplarin nabiz sayisi (atim/dk) bulgulari
KONTROL HIPERTANSIYON
Olgiim Gunleri GRUBU GRUBU p degeri
ORT+SD ORT+SD
0. GUN 377,08+31,39 392,08+19,21 =0,245
1. GUN 378,34+29,17 369,38+32,21 =0,563
3. GUN 383,48+33,42 359,27+44,66 =0,208
5. GUN 375,12+12,06 383,87+51,76 =0,462
7. GUN 392,68+25,39 411,77+89,71 =0,298

Kontrol grubuna goére hipertansiyon grubunda SKB degerleri 0. gun oOl¢gimleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi
(p>0,05); 1.glin (p<0,001), 3.gin (p<0,01), 5.gun (p<0,001) ve 7.gin (p<0,01)
Olcimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. SKB degerleri Sekil 10'da

gOsterildi.

30




2501

= —o Kontrol

o *kk . i
c -#- Hipertansiyon
(/1)
B o 200- -
g =
Q E *kk
X E 5
§ .
K T 3
(7))

100

0.gin 1.giin 3.gin 5.glin 7.giin

Sekil 10. Gruplar arasi sistolik kan basinci degerlerinin karsilastiriimasi
(**p< 0,01; ***p< 0,001)

Kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda DKB degerleri 0. gun olgumleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0,05); 1.gun (p<0,001), 3.gin (p<0,01), 5.gun (p<0,001) ve 7.glin (p<0,01)
Olcimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. DKB degerleri $ekil 11'de

gOsterildi.
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Sekil 11. Gruplar arasi diyastolik kan basinci degerlerinin
karsgilastiriimasi (**p< 0,01; **p< 0,001)

Kontrol grubuna goére hipertansiyon grubunda OKB degerleri 0. glin olgimleri

karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi
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(p>0,05); 1.gin (p<0,001), 3.guin (p<0,01), 5.gun (p<0,001) ve 7.gun (p<0,01)
Olcimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. OKB degerleri Sekil 12°'de

gOsterildi.
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Sekil 12. Gruplar arasi ortalama kan basinci degerlerinin karsilagtiriimasi
(**p< 0,01; ***p< 0,001)

iki grubunda nabiz sayilari tim élciim ginleri icin karsilastirildig istatistiksel
olarak anlaml bir fark gozlenmedi (p>0,05). Nabiz sayisi degerleri Sekil 13’'de

gOsterildi.
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Sekil 13. Gruplar arasi nabiz sayisi degerlerinin karsilagtiriimasi

Biyokimyasal Bulgular
32



Gruplara ait serum sodyum, potasyum, Ure, Kreatinin, CK, ALT, AST, NO,
adropin, nesfatin-1 ve ANG II; bobrek MDA, GSH, NO, adropin, nesfatin-1, ANG II;
idrar kreatinin, total protein, sodyum, potasyum, NO, adropin, nesfatin-1, ANG I,
MAU, fraksiyonel sodyum atilimi, fraksiyonel potasyum atilimi, kreatinin klirensi ve
idrar hacmi degiskenlerine ait verilerin, ortalama (ORT)tstandart sapma (SD)

sonuglari ve istatistiksel degerlendiriimeleri Tablo 6-8'de gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplarin serum degiskenlerine ait bulgular

KONTROL HIPERTANSIYON
PARAMETRELER GRUBU GRUBU p degderi
ORT+SD ORT+SD
Na* (mmol/L) 129,6319,74 130,63+8,58 =0,916
K* (mmol/L) 4,75+0,35 3,76+0,55 =0,002
Ure (mg/dl) 38,38+3,07 67,001£22,37 <0,001
Kreatinin (mg/dl) 0,24+0,05 0,33+0,07 =0,020
CK (U/L) 1277,63+324,36 1376,13£531,81 =0,753
ALT (U/L) 50,25+7,15 50,0049,29 =0,713
AST (U/L) 182,25+26,92 210,50451,71 =0,345
NO (umol/L) 6,26+0,81 8,91+2,50 =0,014
Adropin (ng/ml) 0,13+0,09 0,19+0,09 =0,208
Nesfatin-1 (pg/ml) 34,58+23,70 33,04+18,69 =0,916
ANG II (pg/ml) 96,12+14,95 92,29+21,30 =0,600

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK: Kreatin kinaz;

ANG II: Anjiotensin II; Na*: Sodyum; K*: Potasyum; NO: Nitrik oksit
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Tablo 7. Gruplarin bobrek degiskenlerine ait bulgular

KONTROL HIPERTANSIYON
PARAMETRELER GRUBU GRUBU o degeri
ORT+SD ORT+SD
MDA (umol/mg 2.92+0,60 3.79+0,04 =0,016
protein)
GSH (umol/mg 20,97+1.96 32,29+3.74 =0,115
protein)
NO (umol/mg protein) 2,34+1,06 1,74+0,51 =0,141
Adropin (ng/mg 0,54+0.05 0,58+0.06 =0,401
protein)
Nesfatin-1 (pg/mg 104,60+13,65 95,75+14.22 -0,345
protein)
ANG II (pg/mg protein) 0,74+0,26 0,72+0,41 =0,753

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Nitrik oksit; ANG IlI: Anjiotensin I
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Tablo 8. Gruplarin idrar degiskenlerine ait bulgular

KONTROL HIPERTANSIYON
PARAMETRELER GRUBU GRUBU p degderi

ORT+SD ORT+SD
Kreatinin (mg/dl) 75,68+11,38 34,14+20,08 =0,001
Total Protein (mg/dl) 183,49+33,15 214,51+152,21 =0,401
Na* (mmol/L) 232,38+30,28 102,38+65,51 =0,003
K* (mmol/L) 389,13153,69 167,25+103,66 =0,002
NO (umol/L) 368,98+60,95 109,75+77,46 =0,001
Adropin (ng/ml) 0,89+0,67 1,88+2,65 =0,462
Nesfatin-1 (pg/ml) 36,29+27,48 55,52+58,76 =0,674
ANG Il (pg/ml) 989,19+50,66 646,35+236,93 =0,006
MAU (ug/ml) 31,07+26,36 34,71+34,10 =1,000
Fraksiyonel Sodyum _
Atiimi (%) 0,57+0,15 0,76+0,28 =0,172
Fraksiyonel Potasyum _
Atlimi (%) 25,941+6,45 41,52+13,39 =0,009
Kreatinin Klirensi 2,5610,53 1,47£0,59 =0,006
(ml/dk)
drar Hacmi (mi/24 11,3842,07 22,5047,99 =0,002

saat)

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; MAU: MikroalbliminUri;
ANG II: Anjiotensin II; Na*: Sodyum; K*: Potasyum; NO: Nitrik oksit

Gruplar arasi

serum sodyum duzeylerinin karsilastiriimasi

Sekil

14’de

gosterildi. Gruplar arasi serum sodyum dlzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gorulmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 14. Gruplar arasi serum sodyum duzeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar arasi serum potasyum duzeylerinin karsilastirimasi Sekil 15°de
gosterildi. Gruplar arasi serum potasyum duzeyleri karsilastirildiginda, hipertansiyon
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdézlendi

(p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 15. Gruplar arasi serum potasyum duizeylerinin kargilastiriimasi
(**p< 0,01).
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Gruplar arasi serum Ure duzeylerinin kargilastiriimasi Sekil 16’de gosterildi.
Gruplar arasi serum ure duzeyleri karsilastirildiginda, hipertansiyon grubunda kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,001).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 16. Gruplar arasi serum lire diizeylerinin karsilastiriimasi
(***p< 0,001).

Gruplar arasi serum kreatinin dizeylerinin karsilastirilmasi Sekil 17’de
gosterildi. Gruplar arasi serum kreatinin duzeyleri kargilastirildiginda, hipertansiyon
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir artis saptandi
(p<0,05).
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Serum Kreatinin (mg/dl)

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 17. Gruplar arasi serum kreatinin diizeylerinin karsilagtiriimasi
(*p< 0,05).

Gruplar arasi serum kreatin kinaz (CK) duzeylerinin karsilastirimasi $Sekil
18’de gosterildi. Gruplar arasi serum CK duzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gértlmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 18. Gruplar arasi serum CK diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar arasi serum ALT duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 19'da gosterildi.
Gruplar arasi serum ALT duzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak anlaml bir
degisiklik goérulmedi (p>0,05).

38



_ 60-
=
=2
B 40-
<
£
=
) 20-
n

0-

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 19. Gruplar arasi serum ALT duizeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar arasi serum AST duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 20’de gosterildi.
Gruplar arasi serum AST duzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gortilmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 20. Gruplar arasi serum AST diizeylerinin kargilastiriimasi

Gruplar arasi serum NO duzeylerinin karsilastirimasi Sekil 21’de gosterildi.
Gruplar arasi serum NO duzeyleri kargilastirildiginda, hipertansiyon grubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 21. Gruplar arasi serum NO duzeylerinin karsilagtiriimasi
(*p< 0,05)

Gruplar arasi serum adropin duzeylerinin karsilastirimasi  Sekil 22’de
gosterildi. Gruplar arasi serum adropin dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gértlmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 22. Gruplar arasi serum adropin duzeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar arasi serum nesfatin-1 duzeylerinin karsilastirimasi Sekil 23'de
gosterildi. Gruplar arasi serum nesfatin-1 duzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gértlmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 23. Gruplar arasi serum nesfatin-1 dlizeylerinin kargilagtiriimasi

Gruplar arasi serum ANG Il dizeylerinin karsilastiriimasi Sekil 24’de gosterildi.
Gruplar arasi serum ANG Il dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gortilmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 24. Gruplar arasi serum ANG Il dlizeylerinin karsilastiriimasi
Gruplar arasi bébrek MDA duzeylerinin karsilastinimasi Sekil 25’de gosterildi.
Gruplar arasi bébrek MDA duzeyleri karsilastinldiginda, hipertansiyon grubunda

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,05).
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MDA (umol/mg protein)

Kontrol Hipertansiyon
Sekil 25. Gruplar arasi bobrek MDA diizeylerinin karsgilagtiriimasi

(*p< 0,05).

Gruplar arasi bobrek GSH duzeylerinin kargilastiriimasi Sekil 26'da gosterildi.
Gruplar arasi bobrek GSH duzeyleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml bir
degisiklik goérilmedi (p>0,05).

40+

Boébrek GSH
(Mmol/mg protein)
3 8

—
o
1

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 26. Gruplar arasi bobrek GSH diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar arasi bobrek NO duzeylerinin karsilastirimasi Sekil 27'de gosterildi.
Gruplar arasi bébrek NO dlzeyleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml bir
degisiklik goérulmedi (p>0,05).
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(Mmol/mg protein)
N

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 27. Gruplar arasi bobrek NO duizeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar arasi bobrek adropin duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 28'de
gosterildi. Gruplar arasi bobrek adropin dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gorulmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 28. Gruplar arasi bobrek adropin duzeylerinin karsilagtiriimasi
Gruplar arasi bobrek nesfatin-1 dizeylerinin karsilastinimasi Sekil 29'da
gosterildi. Gruplar arasi bobrek nesfatin-1 dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gértlmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 29. Gruplar arasi bobrek nesfatin-1 duzeylerinin karsilagtiriimasi.

Gruplar arasi bobrek ANG Il dizeylerinin karsilastirimasi Sekil 30’da
gosterildi. Gruplar arasi bobrek ANG Il dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gorulmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 30. Gruplar arasi bobrek ANG Il duzeylerinin karsilagtiriimasi

Gruplar arasi idrar kreatinin dizeylerinin karsilastiriimasi Sekil 31’da gosterildi.
Gruplar arasi idrar kreatinin dizeyleri karsilagtirildiginda, hipertansiyon grubunda

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 31. Gruplar arasi idrar kreatinin diizeylerinin karsilastiriimasi

(**p<0,01)
Gruplar arasi idrar total protein duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 32’de

gosterildi. Gruplar arasi idrar total protein dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gértlmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 32. Gruplar arasi idrar total protein diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar arasi idrar sodyum duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 33’de gosterildi.
Gruplar arasi idrar sodyum duzeyleri karsilastinldiginda, hipertansiyon grubunda

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlendi (p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 33. Gruplar arasi idrar sodyum diizeylerinin karsilastiriimasi
(**p<0,01)

Gruplar arasi idrar potasyum duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 34’de
gOsterildi. Gruplar arasi idrar potasyum duzeyleri karsilastirildiginda, hipertansiyon
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlendi
(p<0,01).

500- >
| ]
-y
3 400'
£
E 300
£
-
»  200-
S
o
~ 100
o
e
0-

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 34. Gruplar arasi idrar potasyum duizeylerinin karsilastiriimasi
(**p<0,01)
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Gruplar arasi idrar NO duzeylerinin kargilastirimasi Sekil 35°de gosterildi.
Gruplar arasi idrar NO duzeyleri karsilastirildiginda, hipertansiyon grubunda kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 35. Gruplar arasi idrar NO diizeylerinin karsilastiriimasi
(**p< 0,01)

Gruplar arasi idrar adropin dizeylerinin karsilastirilmasi Sekil 36’da gosterildi.
Gruplar arasi idrar adropin dizeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak anlamh bir

degisiklik gorilmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 36. Gruplar arasi idrar adropin diizeylerinin karsilastiriimasi
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Gruplar arasi idrar nesfatin-1 duzeylerinin kargilastiriimasi $Sekil 37'da
gosterildi. Gruplar arasi idrar nesfatin-1 duzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gértlmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 37. Gruplar arasi idrar nesfatin-1 dizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar arasi idrar ANG Il duzeylerinin karsilastirilmasi Sekil 38’de gosterildi.
Gruplar arasi idrar ANG Il duzeyleri karsilastinildiginda, hipertansiyon grubunda

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi (p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 38. Gruplar arasi idrar ANG Il diizeylerinin karsilastiriimasi
(**p<0,01)
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Gruplar arasi idrar MAU duzeylerinin kargilastiriimasi Sekil 39°da gosterildi.
Gruplar arasi idrar MAU duzeyleri incelendiginde, istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik goérilmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 39. Gruplar arasi idrar MAU diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar arasi fraksiyonel sodyum atiimi didzeylerinin karsilastiriimasi Sekil
40’da gosterildi. Gruplar arasi fraksiyonel sodyum atilimi duzeyleri incelendiginde,

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gérulmedi (p>0,05).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 40. Gruplar arasi fraksiyonel sodyum atilimi diizeylerinin

karsilastiriimasi
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Gruplar arasi fraksiyonel potasyum atilimi duzeylerinin karsilastiriimasi Sekil
41'de  gosterildi. Gruplar arasi fraksiyonel potasyum atilimi  dizeyleri

karsilastirildiginda, hipertansiyon grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlaml bir artis saptandi (p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 41. Gruplar arasi fraksiyonel potasyum atilimi diizeylerinin

karsgilagtirimasi (**p< 0,01)

Gruplar arasi kreatinin klirensi duzeylerinin karsilastirimasi Sekil 42’de
gOsterildi. Gruplar arasi kreatinin klirensi duzeyleri karsilastirildiginda, hipertansiyon

grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi

(p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 42. Gruplar arasi kreatinin klirensi diizeylerinin karsilastiriimasi
(**p<0,01)

Gruplar arasi idrar hacmi diuzeylerinin karsilastiriimasi Sekil 43'de gosterildi.
Gruplar arasi idrar hacmi duzeyleri karsilastirildiginda, hipertansiyon grubunda

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 43. Gruplar arasi idrar hacmi diizeylerinin karsilastiriimasi
(**p<0,01)

51



NESFATIN-1 VE ADROPIN DUZEYLERi iLE BOBREK FONKSIiYON
PARAMETRELERiI ARASINDA KORELASYON

Serum nesfatin-1 ve adropin duzeyleri ile bobrek fonksiyon parametreleri
arasinda korelasyon gorulmedi. Bobrek adropin duzeyi ile kreatinin klirensi arasinda
negatif yonde zayif korelasyon (r= -0,341) gdzlenirken istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05). Bobrek adropin dlzeyi ile FeK arasinda istatistiksel olarak anlaml
olmayan (p>0,05) pozitif ydonde zayif korelasyon gozlendi (r= 0,359). Bobrek nesfatin-
1 dlzeyi ile FeK atilimi arasinda negatif yonde zayif korelasyon (r=-0,265) izlenirken
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). idrar nesfatin-1 diizeyi ile FeNa arasinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0,05), negatif yonde zayif korelasyon gézlendi
(r=-0,391). Diger bdbrek, idrar adropin ve nesfatin-1 dizeylerinin bobrek fonksiyon
parametreleri arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi. Korelasyon sonuclari

Tablo 9’da gosterildi.

Tablo 9. Nesfatin-1 ve adropin parametreleri ile bobrek fonksiyon parametreleri

arasindaki korelasyon bulgulari

Kreatinin Klirensi

0 0
ml/dk FeNa% FeK%

Parametreler

Serum Adropin

-0,250 0,350 0,171 0,528 0,185 0,492
ng/ml

Serum Nesfatin-

-0,156 0,564 -0,150 0,579 0,121 0,656
1 pg/ml

Bobrek Adropin

: -0,341 0,196 -0,029 0,914 0,359 0,172
ng/mg protein

Bobrek Nesfatin-

: 0,235 0,380 -0,091 0,737 -0,265 0,322
1 pg/mg protein

idrar Adropin

-0,085 0,753 -0,232 0,387 -0,026 0,922
ng/ml

idrar Nesfatin-1

pg/ml 0,165 | 0542 | -0,391 | 0,134 | -0,009 | 0,974
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Histopatolojik Sonuglar

Isik Mikroskobik inceleme

Calismamizda siganlarin bébrek kesitlerinin histopatolojik incelemesi, % kast

degerleri ve bobrek hasar dereceleri 100 alanda tarama yapilarak belirlendi. Kast

degerleri O ila 4 arasinda skorlanarak hesaplanirken; glomertloskleroz ve peritibuler

fibrozis degerleri pozitif alanlarin yuzdesi olarak hesaplandi. Kontrol ve hipertansiyon

grubu icin hesaplanan bu degerler Tablo 10’da gosterildi.

Tablo 10. Gruplarin histopatolojik sonuglarina ait bulgular

KONTROL GRUBU HIPERTANSIYON
PARAMETRELER GRUBU p degeri
ORT+SD ORT+SD

TUbuller Hasar _
Skoru (%) 0,00 0,00 0,75 0,46 =0,003
Peritibuler _
Fibrozis (%) 0,63 0,92 3,50 1,60 =0,002
Glomeruloskleroz

Skoru (%) 0,13 0,35 12,50 4,63 <0,001
Kast (%) 0,13 0,35 1,50 0,53 <0,001

Hipertansiyon grubunda kontrol

grubuna kiyasla tubdler

hasar skoru

(p=0,003), peritubdler fibrozis (p=0,002), glomertloskleroz skoru (p<0,001) ve kast

(p<0,001) degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamh artis saptandi. Gruplarin

histopatolojik sonuglarina ait grafikler Sekil 44-47°da gosterildi.
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 44. Gruplar arasi tubller hasar skoru karsilastiriimasi

(**p< 0,01).
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 45. Gruplar arasi peritubiiler fibrozis karsilastiriimasi
(**p<0,01)
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Kontrol Hipertansiyon

Sekil 46. Gruplar arasi glomeriloskleroz skoru karsilasgtiriimasi
(***p< 0,001)

2.5- *k*

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 47. Gruplar arasi kast karsilagtiriimasi
(***p< 0,001)

Sican bobreklerine ait hematoksilen-eozin boyali bdbrek kesitleri 1g1k
mikroskobu altinda incelendiginde, kontrol grubundaki mikroskobik kesitte proksimal
tubdl ve glomerullerin duzenli yapida oldugu izlendi, herhangi nekroz veya kast
olusumu rastlanmadi (Sekil 48). Mikroskobik incelemelerde siyah ok, proksimal

tubull; kirmizi ok ile goésterilen kisim glomertlleri gostermektedir. Hipertansiyon
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grubundaki mikroskobik kesitlerde glomerullerde kapiller konjesyon ve hafif dereceli
skleroz kirmizi ok ile gosterildi; siyah ok ile gosterilen peritibuler fibrozis ve kast

miktarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu saptandi (Sekil 49).

Sekil 48. Kontrol grubunun hematoksilen-eozin ile boyanmig bébrek
kesiti (HEx400)

Sekil 49.Hipertansiyon grubunun hematoksilen-eozin ile boyanmisg
bobrek kesiti (HEx400)
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Bébrek Dokusunda Klaudin-2 immiinreaktivitesi

Sigcanlarin bobrek kesitleri immunohistokimyasal olarak CLDN-2 antikoru ile
boyandi ve IStk mikroskobunda  degerlendirildi. immiinohistokimyasal
degerlendirmeler hedef hicrelerin boyanmasinin yodunluguna goére yapildi ve

sonuglar Tablo 11 gosterildi.

Tablo 11. Gruplarin klaudin-2 (CLDN-2) immiunreaktivitesine ait bulgular

KONTROL GRUBU |HIPERTANSIYON GRUBU L
PARAMETRELER ORT+SD ORT+SD p degeri
Klaudin-2 2,38 0,52 1,38 0,52 0,005

Hipertansiyon grubu bobrek kesitlerinin proksimal tibul bazal membranlarinin
CLDN-2 duzeylerinde, kontrol grubuna kiyasla boyanma yogunlugunda istatistiksel
olarak anlamli azalma goézlendi (**p< 0,01). Gruplarin CLDN-2 immunreaktivitesine

ait grafik ve resimler Sekil 50-52’de gosterildi.

4_ *%x

Klaudin-2 immiinreaktivitesi
N

Kontrol Hipertansiyon

Sekil 50. Gruplar arasi klaudin-2 (CLDN-2) immunreaktivitesi
karsilastiriimasi (**p< 0,01)
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Sekil 52.Hipertansiyon grubu klaudin-2 (CLDN-2) immiuinreaktivitesi
(X400)
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TARTISMA

Hipertansiyonun dinya genelinde kardiyovaskuler hastaliklar nedeniyle
gOrulen 17 milyon dlumun yaklasik olarak yarisini olusturdugu ve dinyada 25 yasin
ustindeki yetiskinlerin yaklasik %40'nin hipertansiyon hastasi oldugu rapor
edilmektedir. Yapilan arastirmalarda hipertansiyonun 2011-2015 yillari arasindaki
maliyetinin 3,76 trilyon dolar oldugu tahmin edilmektedir (66). Insanlar Uzerinde
hipertansiyonun nedenlerini ve sonuglarini arastiran ¢alismalar etik kaygilar
sebebiyle yapillamamaktadir. Bu nedenle ¢esitli deneysel hipertansiyon modelleri
kullaniimaktadir. Arastirmamizda kullandigimiz hipertansiyon modeli, ozmotik mini
pompa yardimi ile ANG Il 0,7 mg/kg/gun dozunda 7 gun sureyle verilerek olusturuldu
(67,68). ANG II, AT1 ve AT2 reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir (69).
Bobreklerde ANG II'nin glomeriler hidrostatik basinci ve sodyum geri emilimini
artirarak periferik arterlerde AT1 reseptort araciligiyla olusturdugu vazokonstriktor
etki nedeniyle arteriyel hipertansiyon olusumuna sebep oldugu bildirilmistir (69,70).

Calismamizda kullandigimiz ANG Il ile uyarilan hipertansiyon modelinde
siganlarda non-invazif bir ydontem olan tail cuff pletismografisi yontemi ile deneyin 1.
gun, 3. gun, 5. gun ve 7. gunlerinde kuyruktan kan basinci dlgumu yapildi. Deneyin
1. gundnden itibaren sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci ve ortalama kan
basinci degerlerinin hipertansiyon grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamh bir sekilde arttigi saptandi. Aizawa ve ark. (67)'nin mevcut

calismamizla ayni doz ve sure ile ANG |l vererek yaptiklari calismalarinda
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bizim sonuglara benzer sekilde sistolik kan basinci ve diyastolik kan basinci
degerlerinde 1. gunden itibaren hipertansiyon grubunda kontrol grubuna gore anlamli
bir artis oldugu bildirilmistir. Bizim calismamizda nabiz sayisi délgumleri arasinda
anlamli farklihk goérilmemesine ragmen Aizawa ve ark. (67) birinci ginden itibaren
kontrol grubuna kiyasla hipertansiyon grubunda anlamli bir artis oldugunu rapor
etmiglerdir. Ishizaka ve ark (68)’nin ayni doz ve sureyle yaptiklari ¢alismalarinda SKB
deg@erlerinin galismamiz ile uyumlu olarak 1. gunden itibaren istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu bildirilmigtir. Diger taraftan Saito ve ark. (71)’nin ayni doz ve
surede yaptiklari ¢alismalarinda 7. gun SKB’nin galismamiz sonuglari ile benzer
sekilde arttigi goruldu. Literatir incelendiginde ayni doz ve sure olarak benzer
calismalarda genellikle nabiz sayisinin verilmedigi goérildid. Ueda ve ark. (72)
tarafindan 2 mg/kg/gin dozunda iki hafta sures ile ANG Il verilmesinin nabiz
sayisinda istatistiksel olarak anlamli farklihk olusturmadigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
ANG Il dozu yuksek ve sure fazla olmasina ragmen nabiz Olgim sonuglari ile
calismamiz sonuglari benzerlik gostermektedir.

Calismamizda hipertansiyon grubunda glomertler fonksiyon bozuklugunun bir
gOstergesi olan serum Uure ve kreatinin duzeylerinde artis kreatinin klirensi
dizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli azalma goruldu. Calismamiz ile benzer
doz ve surede ANG Il verilen Aizawa ve ark. (67) calismalarinda da serum ure ve
kreatinin duzeylerinin arttigi bildirilmistir ayrica glomerler filtrasyon hizinin bir
gOstergesi olan kreatinin klirensinin de ¢alismamizda oldugu gibi azaldigi rapor
edilmistir. Calismamizda hipertansiyon grubu siganlarda serum Ure ve kreatinin
diuzeylerindeki artis ile kreatinin klirensinde gorilen azalma glomeruler fonksiyonun

bozuldugunu gostermektedir.

Ayrica hipertansiyon grubunda bobreklerde tubuler iglev bozuklugunun bir
goOstergesi olan fraksiyonel sodyum atiiminda gértlen artis anlamh dedgildi.
Hipertansiyon grubunda idrar hacmindeki artisa ragmen glomerduler filtrasyon hizinda
yani kreatinin klirensinde azalma goruldu buna karsin fraksiyonel sodyum atiliminda
anlamli  degisiklik olmamasi tubuler mekanizmalar sonucu olabilir. Tubuler
fonksiyonun diger bir belirteci olan fraksiyonel potasyum atiiminda ise anlamh
dizeyde bir artis saptandi. Diger taraftan serum sodyum duzeylerinde anlamli
farkhlik gorilmemesine ragmen potasyum duzeylerinin istatistiksel olarak anlamli

dizeyde azaldigi goéruldi. Gordish ve ark (73) tarafindan 80 pl/giin dozunda ANG
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I’'nin 4 hafta boyunca verilmesinin 1. haftadan itibaren kan basincini anlamli duzeyde
artirdigi bildirilmigtir. Bu ¢alismada fraksiyonel sodyum atiliminda anlamh farklilik
olmadidi bildirilmistir. Bu sonug stre ve doz farkliligina ragmen bizim sonuglarimiz ile
uyumludur. Ancak ayni galismadaki kreatinin klirensi sonuglari bizim sonuglarimizdan
farkh olarak anlaml degildi. Li ve ark. (74) tarafindan 40 ng/dk dozunda 2 hafta
boyunca ANG Il verilmesinin SKB ve fraksiyonel sodyum atihmini artirdigini,
fraksiyonel potasyum atiliminda ise anlamli farklilik olusturmadigini rapor etmistir. Bu
sonuglarin sonuglarimizdan farklh olmasinin verilen ANG Il dozu ve suresindeki
farkhlik sebebiyle oldugu dusunuldd. Serum potasyum duzeyindeki anlamli azalma
ile fraksiyonel potasyum atilimindaki anlamh dizeyde artis ANG |l inflzyonu
nedeniyle artan aldosteron dizeyi sonucu olabilir. Serum CK, ALT ve AST duzeyleri
de kontrol grubu ile kiyaslandiginda hipertansiyon grubunda anlamh farklilik
olusmadigr saptandi. ALT baslica karacigerde uUretiimesine ragmen; AST Kkalp,
bdbrek ve kas dokularindan kaynaklanmaktadir. Yikselmis olan ALT duzeylerinin
karaciger hasari ile iligkili oldugu rapor edilmistir (75). Diger taraftan ALT
dizeylerinde anlamli farklihk olusmamasi karaciger hasarinin olusmadigini
dugundurmektedir. Bobrek tubdl hicrelerinde bulunan AST enziminde gorulen
anlamli olmayan artis tubller hasar derecesinin belirlenmesinde bir parametre olarak

kullanilabilecegini dusundirmektedir.

NO bodbreklerde kan akiminin ve tubuler fonksiyonlarin dizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Ayrica NO’nun afferent ve efferent arteriyoldeki direnci
azaltarak GFR'yi azaltti§i ve proksimal tubullerde Na-K-ATPaz aktivitesini azaltarak
sodyum geri emiliminin de azalmasina neden oldugu bildiriimektedir (76).
Calismamizda hipertansiyon grubunda serum NO duzeyinde gorulen artis bu grupta
kreatinin klirensinin azalmasinin bir nedeni olabilir. Diger taraftan hipertansiyon
grubunda gorulen idrar NO dizeyindeki azalma da GFR hizinin azalmasi sonucu
olabilir. Sasser ve ark (77) tarafindan 400 ng/dk dozunda ANG II'nin 6 hafta boyunca
verilmesinin OKB'yi arttirdigi bobrek ve idrar NO atiimini anlamli dizeyde azalttigi
bildirilmistir. Bu calismada idrar NO atiliminin mevcut calisma sonuglarimizia uyumlu
oldugu ancak bdbrek korteksi NO duzeylerinin bizim ¢alismamizin sonuglariyla
paralellik gostermedigi goruldi. Bu calismada gorilen bobrek NO duzeyindeki
anlamli azalma ANG Il verilme suresi ve dozunun farklihgi ile NO duzeyinin bdbrekte

sadece kortekste incelenmesi sonucu olabilir.
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Birgok calismada oksidatif stresin hipertansiyon gelisiminde o6nemli rol
oynadigi gosterilmigtir. Oksidatif stresin NO oksidasyonu ve inaktivasyonunun
artirlmasi yoluyla hipertansiyona neden olabilecedi rapor edilmektedir (78,79). Bu
calismamizda endojen guglu bir antioksidan olan bobrek glutatyon duzeyleri arasinda
anlamli bir farkhlik olmadigr goruldd. Fizyolojik kosullar altinda normal metabolizma
sureclerinde Uretilen serbest radikaller antioksidan savunma sistemi ile etkisiz hale
getirilirler. Bununla birlikte patolojik kosullarda artmig serbest radikal olusumu veya
antioksidan kapasitenin azalmasi oksidatif strese neden olur. Serbest radikaller lipit
peroksidasyonuna, DNA hasarina ve protein modifikasyonuna sebep olarak hucre
hasar olustururlar (80-82). Calismamizda lipit peroksidasyonun son Urinu olan ve
oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA dizeylerinin hipertansiyon grubunda anlamli

duzeyde arttigi saptandi.

Renin anjiotensin aldosteron sistemi sivi elektrolit dengesi ve kan basincinin
dizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. ANG II, AT1 reseptoriine baglanarak
damar diz kaslarinda daralmaya sebep olur ve Na* geri emilimini artirarak kan
basincinin ylkselmesinde aktif rol oynamaktadir. Ayrica ANG Il aldosteron
salinimina sebep olarak nefron toplayici kanallarininda esas hucreleri etkileyerek Na
geri emilimini daha da arttirmaktadir. Anjiotensin 1l bobrek doku hasari ve
hipertansiyonun fizyopatolojisinde onemli rol oynamaktadir (83). Bir¢cok calismada
RAAS aktivitesindeki artisin proteinuri ve bdbrek hasarinin gelisimi ile iligkili oldugu
gOsterilmistir (84,85). Calismamizda serum ve bobrek ANG Il dizeyleri arasindaki
farkhlik anlamh olmamasina ragmen idrar ANG |l dizeylerinin hipertansiyon
grubunda anlamli olarak azaldigi goruldl. Birgok calismada hipertansiyon sonucu
proteintri gorulmesine ragmen calismamizda MAU duzeyleri gruplar arasinda

anlamli farkhlik gértlmedi. Ayrica total protein duzeylerindeki artis da anlamli degildi.

ANG Il vazokonstriktor etki, sodyum geri emiliminde artis, bébreklerde fibrozis,
hicre proliferasyonu ve inflamasyon gelisiminde AT1 reseptorleri araciligiyla énemli
rol oynamaktadir (86). Calismamizda bobreklerin histopatolojik degerlendiriimesinde
peritibller fibrozis, glomeriler skleroz ve kast miktarinda anlamli dizeyde artis
saptandi. Bu artisin ANG Il inflzyonu ile iligkili olabilece@i bildirilmigtir (87) ve

sonuglarimiz ile mevcut literatur sonuglarinin uyumluluk gosterdigi goruldu.

Klaudin-2 proksimal tubullerde sodyum, klor ve su geri emilimde 6nemli rol
oynamaktadir. Klaudin-2'ler yuksek duzeyde proksimal tubulde eksprese edilirler.
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Calismamizda CLDN-2 immunreaktivitesinin hipertansiyon grubunda kontrol grubuna
gore azaldigi saptandi. CLDN-2 inhibe edilen farelerde idrar hacmi ve idrar
ozmolaritesinde artis goruldigu rapor edilmistir (59,88). Calismamizin sonuglari idrar
hacmi artisinin CLDN-2 ekspresyonundaki azalmanin bir sonucu olabilecegini
dusundurmektedir. Yatabe ve ark. (89) tarafindan 8 hafta boyunca %8 NaCl diyeti
uyguladig1 wistar-kyoto siganlarda CLDN-2 mRNA duzeylerinde artma olmasina
ragmen CLDN-2’nin western blot protein duizeylerinde ve bobrek korteksindeki
CLDN-2 immdunreaktivitesinde azalma oldugu rapor edilmigsti. CLDN-2
immunreaktivitesindeki azalma mevcut c¢alismamizdaki sonuglarla uyumluluk

gOstermektedir.

Nesfatin-1'in erkek siganlarin lateral serebroventrikill icine merkezi olarak
enjeksiyonunun, OKB'yi doza bagli bir sekilde arttirdigi bildirilmistir. Erkek Sprague
Dawley sicanlarinda melanokortin  3/4 reseptér antagonisti SHU9119'un
uygulanmasinin, nesfatin-1’in arteriyel basinci artirma yetenegini inhibe ettigi
gosterilmigtir ve bu durum nesfatin-1'in hipertansif etkisinin, fonksiyonel merkezinin
melanokortin 3/4 reseptorlerine bagh oldugu rapor edilmistir (48). Ayrica, OKB'de
nesfatin-1 kaynakl artislara aracilik eden kortikotropin salgilatici hormon ve oksitosin
reseptori Ureten noéronlari iceren bir néronal yolla etki ettigi gosterilmistir (90).
Siganlarda, nesfatin-1’in kronik periferik infUzyonunun kan basincinda artisa neden
oldugu (49) ve yuksek nesfatinin-1 duzeyine uzun sdreli maruz kalmanin
hipertansiyona neden oldugu rapor edilmistir. Sicanlara 7 gun boyunca 0,7
mg/kg/giin  dozunda ANG Il vererek olusturdugumuz deneysel hipertansiyon
modelinde sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci ve ortalama kan basinci 1.
gunden itibaren anlamli bir sekilde artmasina ragmen, kontrol ve hipertansiyon
gruplarimiz arasinda serum, bdbrek, idrar nesfatin-1 seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml bir farklihk goézlenmedi. Akcilar ve ark. (91) DOCA-tuzu ile hipertansiyon
olusturduklari deneysel hipertansiyon modelinde; hipertansiyon grubunda kontrol
grubuna kiyasla plazma nesfatin-1 seviyesinde istatistiksel olarak anlamh artig
oldugunu bildirmiglerdir. Calismamizda nesfatin-1 dizeylerinin anlamli olmamasi
deneysel hipertansiyon modelimizin farkh fizyopatolojik mekanizmalara sahip

olmasindan kaynaklanabilir.

Beyinde ve karacigerde yeni kesfedilen bir peptit hormon olan adropinin, ener;ji

homeostazisi Uzerine etkilere sahip oldugu bildirilmistir (92). Calismamizin sonuglari
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hipertansiyon grubunda kontrol grubuna goére serum adropin seviyelerinde artig
gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmedi. Bébrek adropin ve
idrar adropin duzeylerinde de benzer sekilde gruplar arasinda anlamh farkhlik
saptanmadi. Gu ve ark. (93) tarafindan 123 katilimci tGzerinde yapmis olduklari klinik
calismada hipertansiyonlu kigilerde normotansif kigilere kiyasla plazma adropin
seviyeleri anlamli derecede dusuk bulunmus ve azalmis plazma adropin seviyesinin
kan basinciyla iligkili oldugu bildirilmistir. Celik ve ark. (94) yapmis olduklari
calismada ise hipertansiyon grubu hastalarin kontrol grubuna gbre serum adropin

seviyesinin istatistiksel olarak daha yuksek oldugu bildirilmigtir.

Nesfatin-1, adropin ve CLDN-2'nin kan basincini dizenleyen mekanizmalarla
iligkisini incelemek amaciyla yapilan ¢alismamizda; hipertansiyon grubunda CLDN-2
immunreaktivitesindeki azalma ile gruplar arasinda anlamli farkhlik olmayan nesfatin-
1 ve adropin dlzeylerinin bobrek fonksiyonlari ve bobrek hasar ile iligkisini
arastirmak amaciyla farkli doz ve slrelerde ANG Il verilerek molekuler dizeyde
incelenmesi gerektigi dusuncesindeyiz. Ayrica farkh dozlarda nesfatin-1 ve adropin
verilerek bobrek kan akimi, bobrek hasari ve oksidatif stres hasar derecesini
gOsteren parametreler ile NO metabolizmasinin incelendigi daha kapsamli

¢alismalara ihtiyag oldugu dusuncesindeyiz.

64



SONUGLAR

Trakya Universitesi Tip Fakdltesi Fizyoloji Anabilim Dal’nda yaptigimiz
calismamizda ANG Il ile olusturulan hipertansiyon modelinde alinan &rneklerin
bdbrek dokusunda; NO, glutatyon, MDA, nesfatin 1, adropin, anjiotensin IlI; serum
NO, nesfatin 1, adropin, Ure, kreatinin, Na*, K*, NO, CK, alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST), anjiotensin IlI; idrar kreatinin, Na*, K,
mikroalbuminudri (MAU), anjiotensin Il ve protein duzeyleri Olguldu. Ayrica bobrek
dokusu histopatolojik olarak hematoksilen-eozin boya ile immunohistokimyasal olarak
incelendi ve CLDN-2 immunreaktivitesine bakildi.

Hipertansiyon grubunda kontrol grubuna goére SKB, DKB ve OKB degerleri 1.
gun, 3. gun, 5. gin ve 7. gun olguimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmistir. 7. gun oOlgimlerinde kontrol grubu SKB degeri 131,99+4,44 mm Hg, DKB
degeri 97,70£10,65 mm Hg iken hipertansiyon grubunda SKB degeri 208,26+21,30
mm Hg, DKB degeri 181,36+17,56 mm Hg'ye kadar ylkselmistir. Bu veriler ANG Il ile
olusturulan hipertansiyon modelinin olustugunu gostermektedir. Arastirmamiz
sonucunda serum ure, kreatinin, NO; bobrek MDA, idrar fraksiyonel potasyum atilimi
ve idrar hacminde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artma goézlendi. Ayrica
kontrol grubuna kiyasla hipertansiyon grubunda serum potasyum; idrar kreatinin,
sodyum, potasyum, NO, anjiotensin Il ve kreatinin klirensi dlzeylerinde istatistiksel
olarak anlamli azalma godzlendi. Histopatolojik sonuglarda hipertansiyon grubu

bdbrek kesitlerinde hafif tibuler hasar, glomerillerde sklerozis, peritibuler fibrozis ve
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kast miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh artig saptandi.
CLDN-2'nin immunreaktivitesinde hipertansiyon grubunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli azalma goruldu.

Farkli doz ve surelerde ANG Il verilerek nesfatin-1 ve adropin duzeyleri ile
bobrek fonksiyonlari ve bobrek hasari arasindaki iligkinin molekuler duzeyde
arastinimasi gerektigi distuncesindeyiz. Ayrica eksojen farkli dozlarda nesfatin-1 ve
adropinin verilerek bdbrek kan akimi, bobrek hasari ve oksidatif stres hasar
derecesini gosteren parametreler ile NO metabolizmasinin incelendigi daha kapsamli

calismalara ihtiyag oldugu dusuncesindeyiz.
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OZET

Hipertansiyon kalp ve damar hastaliklari, inme, kalp yetmezligi ve bdbrek
hastaliklari gibi bircok hastaligin fizyopatolojisinde dnemli rol oynamaktadir. Enerji
homeostazi ve metabolizmasinda rol oynayan adropin ve nesfatin-1’in kan basincini
duzenleyen mekanizmalar ile iligkisi hentiz netlesmemigtir. Calismamizda deneysel
hipertansiyon modelinde; nesfatin-1 ve adropin dizeylerinin kan basinci, bdbrek
fonksiyonlari, bdbrek hasari ve klaudin-2 ile iligkisini arastirmayi amacladik.

Calismamizda 240-260 gram agirhginda erkek Spraque Dawley tirl sigan
Kontrol ve hipertansiyon olmak Uzere iki gruba ayrildi. Ozmotik mini pompalar deri
altina yerlestirildi. Hipertansiyon grubu sigcanlara 0,7 mg/kg/gun dozunda 7 gun
boyunca anjiotensin Il verildi. Deneyin 1. gun, 3.gln, 5. glin ve 7. glnlerinde her iki
grup icin tail cuff pletismografisi yontemiyle kuyruktan kan basinci élgimu yapildi. 24
saatlik idrarlar toplandiktan sonra, anestezi altinda kan ve doku ornekleri alinarak
Otenazi uygulandi.

Hipertansiyon grubunda: Sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci, ortalama
kan basinci; serum Ure, kreatinin, NO; bébrek MDA; idrar fraksiyonel potasyum
atiimi ve idrar hacminde istatistiksel olarak anlamli artma saptandi (p<0,05).
Hipertansiyon grubunda serum potasyum, idrar kreatinin, sodyum, NO, anjiotensin II,
kreatinin klirensi ve CLDN-2 immunreaktivitesi dizeylerinde istatistiksel olarak
anlamh azalma goruldid (p<0,05). Nesfatin-1 ve adropin duzeylerinde istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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Farkli deneysel hipertansiyon modellerinde, farkli doz ve surelerde nesfatin-1

ve adropinin etkilerini inceleyen yeni galismalara ihtiya¢ duyuldugu disuncesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, adropin, nesfatin-1, klaudin-2, anjiotensin 2.
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INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN NESFATIN 1
AND ADROPIN IN RENAL FUNCTION IN THE MODEL OF
EXPERIMENTAL HYPERTENSION INDUCED BY ANGIOTENSIN I

SUMMARY

Hypertension plays an important role in the physiopathology of many diseases
such as cardiovascular diseases, stroke, heart failure and kidney diseases. The role
of adropin and nesfatin-1 in regulating blood pressure, which play a role in energy
homeostasis and metabolism, has not yet been clarified. In this study, investigation of
effects of nesfatin-1 and adropin on blood pressure, renal function, kidney damage
and claudin-2 were aimed in a hypertension model.

In our study, male Sprague Dawley rats weighing 240-260 grams were divided
into two groups, control and hypertension. Osmotic mini pumps were placed under
the skin. The hypertension group received angiotensin Il for 7 days at a dose of 0.7
mg/kg/day. On the 1st, 3rd, 5th, and 7th days of the experiment, blood pressure
measurements were made by tail cuff plethysmography for all groups. After 24-hour
urine collection, blood and tissue samples were taken under anesthesia and rat were
euthanized.

In hypertension group: Systolic blood pressure, diastolic blood pressure, mean
blood pressure; serum urea, creatinine and NO concentrations; kidney MDA levels;

urinary fractional potassium excretion and urine volume were found to be statistically
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significant (P<0.05). There was a statistically significant decrease in the levels of
serum potassium, urine creatinine, sodium, NO, angiotensin Il, creatinine clearance
and CLDN-2 immunoreactivity in the hypertensive group (P<0.05). Nesfatin-1 and
adropine levels were not statistically significant (P> 0.05).

It has been concluded that new studies which examine the effects of nesfatin-
1 and adropin at different doses and durations in different experimental hypertension

models are required.

Keywords: Hypertension, adropin, nesfatin-1, claudin-2, angiotensin 2.
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