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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek hasar1 (ABH); bobrek islevlerinin ani kaybina bagli olarak, idrar ¢ikiginin
azalmasi, kanda Kkreatinin ve azotlu iriinlerin artmasi, bobregin sivi ve elektrolit dengesinin
diizenleme yeteneginin azalmasi ile karakterize bir hastaliktir (1).

Cesitli etiyolojik faktorler ile indiiklenen ABH’nin en 6nemli nedenlerinden biri iskemi
reperfiizyon (I/R) hasaridir. Yilda yaklasik 13,3 milyon hastayi etkileyen iskemi reperfiizyon
hasar1 nedeni ile gelisen ABH, yiiksek morbidite, mortalite ve saglik masraflariyla seyreden
toplumsal halk saglig1 sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir (2,3). Bu durum bdbrek
transplantasyon, kardiyovaskiiler cerrahi girisimler, sepsis, sok gibi ¢esitli klinik durumlarda
meydana gelmektedir (4).

Karmagik olarak bilinen bobrek I/R hasarmin patofizyolojisinde reaktif oksijen tiirleri
(ROS), reaktif azot tiirleri (RNS), piirin metabolitleri, vazoaktif peptidler anjiyotensin 1l (Ang
I1), Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE), néropeptidler (orexin-A, ndropeptit Y, endotelin,
trotensin II) olmak {izere birgok mediyatér rol almaktadir (5,6,7). Bu peptidler,
otokrin/parakrin mediator olarak bobrek dolasimini ve bobrek tiibiillerin fonksiyonunu
diizenledigi bilinmektedir (6,7). Boylelikle cesitli biyolojik aktif peptidler ve bunlarin
reseptorleri bobrek fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli fizyopatolojik rol oynadigi rapor
edilmistir (9).

Kisspeptin KISS1 geni tarafindan kodlanan biyolojik aktif peptidtir. Kisspeptin ve
reseptorlerinin 6nceden merkezi sinir sistemi, kalp, ovaryum ve plasentada eksprese edildigi
bilinmekteydi. Yapilan son ¢alismalarda Kisspeptin ve reseptorlerinin bébrek tiibiil hiicreleri
Ozellikle toplayici kanal hiicreleri ile damar diiz kas hiicrelerinde yapisal olarak bulundugu

ortaya konulmustur (8,10).



Glinlimiizde tiimor metastazini baskilamada ve tiremenin diizenlenmesinde biiyiik bir rolii olan
kisspeptinin adrenal korteksten aldosteron salinimini uyararak bir vazokonstriktor olarak rol
oynadig bildirilmektedir (8,11,12,13). Ayrica Shoji ve ark. tarafindan kronik bobrek hasarinin
fizyopatolojisinde kisspeptin ekspresyonunun rol oynadigi tespit edilmistir. Arastirmalarimiza
gore kisspeptinin  bobrek I/R  hasarindaki rolii ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya
rastlanmamaktadir. Calismamizda deneysel bobrek I/R hasarinda kisspeptinin bdbrek
fonksiyonlari, ANG II, ACE ve aldosteron ile iliskilerini ve bobrek fizyopatolojisindeki roliinii

arastirmay1 amacladik.



GENEL BiLGILER

AKUT BOBREK HASARI

Akut bobrek hasari, yiiksek mortalite ve morbidite ile seyreden kompleks bir klinik
hastaliktir. Giintimiizde ABH, yapilan yeni arastirmalara ve tedavideki yeni ilerlemelere
ragmen, O6nemli bir klinik sorun olmaya devam etmektedir (14). ABH'nin goriilebilen ve
Ol¢iilebilen semptomlar1 arasinda oligiiri, aniiri ve durumun ilerlemesiyle azotlu (iire ve
kreatinin) ve azotlu olmayan, bobrekler tarafindan normal olarak atilan iirtinlerin kanda birikimi
seklinde siralanabilir (15,16). Bobrek fonksiyon bozuklugunun siddetine ve siiresine bagli
olarak, metabolik asidoz, hiperkalemi gibi metabolik bozukluklar, viicut sivis1 dengesindeki
degisiklikler ve diger bir¢ok organ sistemi lizerindeki etkiler eslik etmektedir (16).

Giliniimiizde ABH’nin insidansint ve sonuglarini degerlendirmek, bdbrek hasarinin
siddetini belirlemek i¢in birkag siniflandirma sistemi (RIFLE, AKIN, KDIGO) mevcuttur. Akut
Diyaliz Kalitesi Girisimi Grubunun 2004 yilinda 6nerdigi RIFLE olarak adlandirilan standart
bir siniflandirma sistemi klinikte kullanilan ilk sistemdir. RIFLE siniflandirma sistemine gore
ABH siiflandirilmast serum kreatinin diizeyleri ve idrar c¢ikisi olmak {izere 2 kritere
dayanmaktadir. 5 kategorili siniflandirma sistemi olarak bilinen bu siniflandirma sisteminde
bobrek hasari siddetine gore 3 kategoriye: akut bobrek yetmezligi riski, bobrek yetmezligi ve
bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi; hasar sonucu ise, bobrek fonksiyon kaybi ve son donem
bobrek yetmezligi olmak iizere 2 kategoriye ayrilmaktadir. Akut Diyaliz Kalitesi Girisimi
Grubu 2007 yilinda RIFLE kriterlerini daha giivenilir hale getirmek igin, sistemde



bazi degisiklikler yaparak yeni AKIN sistemini onermistir. Son donemlerde Bobrek Hastalig1
Kiiresel Sonuglar1 lyilestirme Grubu (KDIGO) tip camiasinda bdbrek hasarmi smiflandirmada
yayginlikla kullanilan RIFLE ve AKIN sistemlerini birlestirerek KDIGO sistemini 6nermistir.
Tip i¢in yeni ve dnemli olan bu smiflandirma sistemi bobrek hasarini 48 saat i¢inde goriilen
kreatinin miktarindaki degisiklikleri veya 7 giin i¢inde goriilen glomeriiler filtrasyon hizindaki
(GFR) diisiisii goz oniine alarak siniflandirmaktadir (17-20).

Son donemlerde yapilan arastirmalarda hastanede hayatin1 kaybeden hastalarin
%20’sinin, yogun bakim {iinitelerinde yatan hastalarin %50’sinin nedeninin ABH oldugu
bildirilmektedir. ABH’na birgok faktdr neden olmaktadir. I/R hasar1 hastane kaynakli ABH
nedenleri arasinda 6nde gelmektedir (21). Akut bobrek iskemik hasarinin nedenlerinin iskemik
inme, bobrek transplantasyonu, travma, miyokard enfarktiisli, sok, sepsis, kardiyovaskiiler
hastaliklar oldugu bildirilmistir (22).

ABH nedenleri genellikle prerenal, intrinsik ve postrenal olmak {izere 3 major
kategoriye ayrilir (23). Bunlardan sadece intrinsik ABH'nin gergek bobrek hastaligini' temsil
ettigi, prerenal ve postrenal ABH nin ise, glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasina neden olan

ekstrarenal hastaliklarin sonucu oldugu rapor edilmistir (24,25).

Prerenal Akut Bobrek Hasar1

Prerenal ABH, yetersiz perflizyon sonucu gelisen, bobrek disfonksiyonunun geri
dontistimli bir formu olarak bilinmektedir (26). Prerenal ABH damar i¢i voliim kaybi, bobrege
gelen kan akiminda azalma, nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar veya ACE inhibitorlerine
baglh gelisebilmektedir (27). Bobrek prerenal ABH’da, normovolemiyi devam ettirmek adina
su (H20) reabsorbsiyonunu arttirip yiiksek miktarda sodyum (Na*) tutar. Bu sebeple fraksiyonel
sodyum ekskresyonu %1’in altindadir (28,29). Prerenal ABH’da bobrege yeterli derecede kan
akimi saglandig1 durumda bobrek fonksiyonlar1 24-48 saat icerisinde diizelmektedir, bobrek
perflizyon yetersizligi siddetli veya uzun siirdiigti durumlarda ise prerenal ABH intrinsik
ABH’na doniismektedir (28,30).

Intrinsik Akut Bobrek Hasar

Nefron ve bobrek parankimde hasar olusmasi ile karakterize intrinsik akut bobrek
hasari, ABH’nin yaklasik %25’inden sorumludur (31). Intrinsik ABH, nefrotoksik ilaglar,
sepsis, bobrek iskemi, glomeriilonefrit ve vaskiilit gibi inflamatuvar hastaliklara bagli olarak
gelismektedir (32). Intrinsik ABH tiibiiler hastalik, glomeriiler hastalik, vaskiiler hastalik ve

interstisyel hastalik olmak tizere dort major sebepten kaynaklanmaktadir (25,33).
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Postrenal Akut Bobrek Yetmezligi

Postrenal ABH, idrar akisini engelleyen klinik kosullardan kaynaklanmaktadir (31). Bu
durumlar genellikle bosaltim sisteminde meydana gelen timor veya tas olusumu Sonucu
obstriiksiyon ile goriilmektedir. Diisiik ¢Oziiniirliigli olan maddeler ile proteinlerin tiibiillerde
cokmesi, bu ¢okiintiilerin toplanarak tas olugsmasina, dolayisiyla toplama sistemini tikamasina
neden olmaktadir. Bobrek tas olugsmasina en sik sebep olanlar: iirik asit, struvit, sistein ve
kalsiyumdur. Bazi ilaglarin da idrarda nispeten diisiik ¢ozintrliigi vardir ve kristalleserek
toplama sistemini tikayabilmektedir (34,35). Postrenal ABH’nin sik karsilasilan nedenleri
arasinda bobrek taslari, tiimorler, benign prostatik hipertrofisi ve mesane boynu tikanikligi 6nde
gelmektedir. Postrenal bobrek yetmezligi tedavi edilmedigi durumlarda, bobrek kaybi ile

sonuglanabilmektedir (31).

BOBREK iSKEMI/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

Iskemi/Reperfiizyon hasari, kardiyopulmoner bypass, sepsis, kismi nefrektomi, bobrek
transplantasyonu gibi durumlarda gorilen ABH’nin gelisimine yol acan en yaygin
nedenlerinden biridir (27,36). Bir organa gelen kan akimmin kisitlanmasi nedeni ile
organ/dokunun oksijensiz kalmasina iskemi denilmektedir. Dokunun oksijensiz kalmasi hiicre,
adenosin trifosfat (ATP) diizeyinin diismesine, toksik metabolitlerin birikmesine, dolayisiyla
hiicre hasarina sonrasinda da hiicre 6liimiine yol agmaktadir (37,38). Enerji eksikligi nedeniyle
dogrudan veya dolayli olarak, hiicresel iyon homeostaz bozukluklari, hidrolazin aktivasyonu ve
hiicresel zarlarin gegirgenliginde arti gibi bazi (zararl) hiicre i¢i degisiklikler meydana gelir.
Zararl siireg ilerledikce, bu degisikliklerin birbirleri ile net bigimde baglanmasi geri doniisiimii
olmayan hiicre hasarina neden olmaktadir (39). Hiicre 6liimiiniin 6nlenmesi i¢in kan akimi
gerekmektedir. Iskemiye maruz kalan dokuya kan akimimin yeniden saglanmasina reperfiizyon
denilmektedir. Reperfiizyonun iskemik hiicrenin 6liimiinii 6nlemede onemli bir rol oynadigi
rapor edilmistir. Fakat reperflizyon ayni zamanda oksijen doniisiimii ile iligkili olan
‘reperfiizyon hasar1’ olarak bilinen hiicresel hasara katkida bulunmaktadir. Béylece iskemi
hasar1 dokuya gelen oksijen eksikligi (hipoksi) nedeni ile gelisirken, reperfiizyon hasari ise
hipoksiye maruz kalan dokuya oksijenin geri donmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Iskemi ile
reperfiizyon birlikteligi hayati tehdit eden durum ve hastaliklar ile iliskili olan major organ ve
dokularin fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir (40).

Iskemi sirasinda hiicresel diizeyde bobrek tiibiillerinde, glomeriilde, damarlarda

birtakim degisiklikler meydana gelmektedir (41). iskemi durumunda tiibiil hiicrelerinde ATP



diizeyinin azalmasi, hiicre membranindan iyon tasima mekanizmasinin bozulmasina, ATP’ye
bagimh Na*/K*-ATPaz pompasinin islev bozukluguna dolayisiyla hiicreye daha fazla Na" ve
H>O girmesine neden olmaktadir. Endotel hiicrelerinde benzer bir islev bozuklugu damar igi
bosluktan sivi kaybini meydana getirir bu da kan hiicrelerinin agregasyonu ile kan
viskozitesinin artmasini saglamaktadir. Kilcal damar tikanikligina ve kan akiminin olmamasina
sebep olan bu degisiklikler, reperfiizyon sirasinda bobrek mikrodolasiminin onarimina engel
oldugu bildirilmistir (40,42). ATP eksikligine bagli hiicrelerde gelisen bu hasarlara,
reperfiizyona bagli oksidan faktorler ile sitokinlerin salinimi, 16kosit ve inflamatuvar
mediatorlerin (interlokin, tiimor nekroz faktor o, trombosit aktive edici faktorler) gocii eslik
etmektedir (43).

Reperfiizyon, iskemik bobrek dokusunun sag kalimi ig¢in gerekli olsa da hasar
olusumuna yol agmaktadir (44). Iskemik hasarin bir efektdr fazi olan reperfiizyon hasari, ilk
iskemiden saatler veya giinler sonra gelisir. Iskemiden sonra onarim ve rejenerasyon
stireclerinin saglanmasi hiicresel apoptoz, otofaji ve nekroz ile birlikte ortaya ¢ikar (45). Bobrek
reperfiizyon hasarinin olusumunda rol alan hiicresel mekanizmalar, kalsiyum homeostazi,
oksidatif stres, fosfolipaz ve proteaz aktivasyonundaki islev bozukluklari, hiicresel pH'daki
degisiklikler ve inflamatuvar hiicrelerin postiskemik bdbrek dokulara infiltrasyonunu
kapsamaktadir. Bu mekanizmalar birbiriyle iligkili olup ciddi hiicresel hasara neden olur.
Ayrica bobrek I/R hasari, hasar gérmiis bobrekten dolasim i¢ine salinan mediatorler vasitasiyla
veya biyokimyasal degisikliklerden dolay1 bobrek dist diger organlarin uzaktan yaralanmasina
katkida bulundugu bilinmektedir (40).

SERBEST RADIKALLER

Atom orbitinde bagimsiz olarak bir veya daha fazla eslesmemis elektronu olan bir atom
veya molekiiller serbest radikaller olarak bilinmektedir. Eslesmeyen elektronlar1 sayesinde
serbest radikaller genellikle stabil olmayan, reaktivitesi yiiksek ve kisa dmiirlii olmaktadirlar
(46). Serbest radikaler diger molekiillere bir elektron verebilirler ya da bir elektron kabul
edebilirler, bundan dolay:1 oksidanlar ya da indirgeyiciler olarak davranabilmektedirler (47).
Oksijen iceren serbest radikaller, reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) ve reaktif azot tiirlerinden
(RNS) olusur. ROS siiperoksit anyon, hidroksi radikali, hipoklordz asit ve hidrojen peroksitten
olusurken, RNS’nin nitrik oksit (NO), azot dioksit, peroksinitrit, S-nitrosotiyol ve dinitrosil

demir komplekslerini igermektedir (48,49).



Serbest radikaller insan viicudundaki normal metabolik siire¢ gibi i¢ kaynakli
kaynaklardan ve X-iginlarina maruz kalma, sigara ve alkol kullanimi, hava ve su kirligi,
endiistriyel kimyasallar gibi dis kaynakli kaynaklardan olusabilmektedirler. Farkli yollar ile
viicuda niifuz eden dis kaynakli bilesikler pargalanarak serbest radikal hallerine metabolize
olmaktadir. Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlarin sonucu olarak hiicrelerde
serbest radikal olusumu siirekli olarak meydana gelir. Serbest radikal kaynagi olarak islev géren
enzimatik reaksiyonlar, solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom
P-450 sisteminde yer alanlar igerir. Serbest radikaller, oksijenin, organik bilesiklerle olan
enzimatik olmayan reaksiyonlarda oldugu kadar iyonlastirict reaksiyonlarla baslatilan

reaksiyonlarda da olusabilir (47,50,51).

Siiperoksit anyonu

Stiperoksit anyonu (O2'"), molekiiler oksijenin tek degerli indirgenmesi sonucu olusan
oksijen tiirevi bir serbest radikaldir (52). Biyolojik olarak, superoksit anyonu, ROS’un 6nemli
hiicresel kaynagi olarak bilinen mitokondriyal solunum zinciri ile fagositik nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazi olmak iizere iki ana kaynaktan iiretilmektedir. Bunedenle,
solunumun bir yan iriiniidiir ve bagisiklik savunma sisteminin énemli bir bileseni oldugu
bilinmektedir (53).

Siiperoksit anyon radikalinin olusumu:

2X+02 +H" ® »XH+ O
YH+O; +H* =Y +H;0, (54).

Aerobik organizmada oksijenin biiylik kism1 mitokondriyal solunum zincirinde suya
indirgenirken, oksijen molekiillerinin kii¢lik bir kismi siiperoksit anyon radikaline doniistiirtiliir.
Bu reaksiyonlar kompleks | (NADH: ubiquinone oksiderediiktaz) ve kompleks III (ubiquinol:
sitokrom c oksidorediiktaz) tarafindan solunum zincirinde goriiliir (54).

Stiperoksit anyon olusumunun bir diger 6nemli yolu demir, bakir gibi ge¢is metallerinin
oksidasyonu ile gerceklestirilmektedir. Demir deoksihemoglobinde demir (Fe II) haline
indirgenir ve oksijene baglandiginda ara bir yap1 olusur (27,54,55).

3 Heme Fe*2- 02— O + Heme Fe*3 (54).
Cu"+0,—+» Cu*™+0;" (27).

Hidrojen peroksit



Hidrojen peroksit (H202), ROS'lar arasinda en az reaktif molekiil olan ve metal
iyonlariin yoklugunda fizyolojik pH ve sicakligi dengede olan nétr bir molekiildiir. Yiiksek
oranda diffiizif olan H2O2 plazma membranini kolayca gegebilmektedir. Viicudumuzda bir¢ok
sayida reaksiyonlarla olusan H2O2, genelde siiperoksit anyonundan siiperoksit dismutaz ile bir
dismiitasyon reaksiyonu vasitasiyla tiretilmektedir. Bunun yani1 sira amino asit oksidaz ve
ksantin oksidaz gibi enzimler siiperoksit anyonundan H20O iiretirler (54,56).

Serbest bir radikal olmayan H.O2, nispeten diisiik konsantrasyonda hiicreye zarar
verdigi, yiiksek seviyelerde ise, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz gibi hiicresel enerji iireten
enzimler etkisiz hale getirdigi bildirilmistir. H2O2'nin DNA iizerinde dogrudan bir etkisi yoktur
ancak metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikali (OH-) iireterek DNA'ya zarar
verebilmektedir. H20.'yi ortadan kaldiran baslica antioksidan enzimler arasinda katalaz,

glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler bulunmaktadir (57).

Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OH"), cesitli organik veya inorganik molekiiller ve atomlardan bir
elektron ¢ikarabilme kapasitesine sahip olan oksijen igeren reaktif bir serbest radikaldir (58).
DNA, protein, lipid ve karbonhidratlar gibi organik ve inorganik molekiiller ile kuvvetli bir
sekilde reaksiyona girebilen OH ’nin hiicrelere saldirarak ¢ok ciddi hasar verdigi bilinmektedir
(57). OH ’nin ¢ok reaktif oldugunu 6ne siiren bilim adamlari, in vivo tiretilen OH ’nin, bir
mikrosaniyelik bile olmayacak kisa bir siire iginde yakin ¢evresindeki molekiiller ile hizla
birlestigini rapor etmislerdir (59).

Hidroksil radikali, H2O2'nin genellikle ferritin (demir depolayan bir hiicrei¢i protein),
seriiloplazmin gibi farkl1 proteinlerle kompleks halinde bulunan metal iyonlarryla (Fe* veya

Cu™) reaksiyona girdigi bir Fenton reaksiyonunda olusturulur (57).

M™ (Cu*, Fe?*, Ti%*, Co%) + H,0—» MO (Cu®, Fe¥, Ti**, Co®) + OH + OH™
(54).
Bunun yani sira hidroksil radikali Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan,

stiperoksit radikali ve H202 arasindaki reaksiyon da olusur (57).

02" +H0;—> OH+OH +0; (54).

Singlet oksijen
Singlet oksijen, biyolojik molekiilleri kolayca oksitleyen oldukca reaktif, kisa dmiirlii
bir reaktif oksijen tiiriidiir (60). Singlet oksijen, siiperoksit anyon ile yeniden islev goéren
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hidrojen peroksitten veya hiicrelerdeki ve dokulardaki HOCI veya kloraminlerden olusur (56).
Biyolojik sistemlerde 6nemli bir ROS olan singlet oksijen protein, lipit ve niikleik asitleri
oksitledigi bilinmektedir (61). Hiicre 6liimiine yol acan bu oksidasyon, bir enflamatuvar yanit
baglaminda viicudu mikroorganizmalarin istilasindan savunma agisindan yararhdir.
Gliniimiizde bu yontem bazi kanserlerin, hedef hiicrelerin 1518a maruz birakarak oldiiriilmesi ile

bilinen fotodinamik tedavisinde kullaniimaktadir (62).

OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMI

Serbest radikaller hem toksik hem de yararli bilesenler olarak ikili bir rol oynamaktadir.
Bu iki zit etki arasindaki hassas denge hayatin dnemli bir yoniidiir. Diisiik veya orta diizeyde
ROS ve RNS, gen ekspresyonu, hiicresel biiyiime, hiicresel yanitlar ve bagisiklik fonksiyonu
tizerinde faydali etkiler saglar. Yiiksek konsantrasyonlarda ise, niikleik asit, lipid, sinyal
yolaklari, proteinler dahil olmak iizere dnemli hiicre bilesenlerini ciddi sekilde etkileyerek
hiicre 6liimiine neden olan, zararli bir slire¢ olarak bilinen oksidatif stres olusmasina neden
olurlar (47,63).

Oksidatif stres, hiicreler asir1 serbest radikalleri yeterince yok edemediginde ortaya
cikmaktadirlar. Baska bir deyisle, oksidatif stres, ROS/RNS olusumu ve noétralizasyonu
arasindaki bir dengesizlikten kaynaklanir. Oksidatif stres diizenlenmedigi zaman, damar hasari,
kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, I/R'den kaynaklanan bobrek hasarinin
gelisiminde biiyiik rol oynamaktadir (47,63).

Oksidatif stres, bobrek I/R hasar ile iliskili patolojik degisikliklerde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bobrek I/R ile indiiklenen oksidatif stres hasari iskemi ve reperfiizyon evreleri
olmak iizere iki asamaya ayrilmaktadir. iskemi evresinde, O, yetersiz olmasi nedeniyle, asidoz
olusumuna ve hiicrelerin pH'nda bir diisiise neden olan anaerobik glikoliz hakim olur. ATP’nin
iskemi sirasinda kademeli olarak tiikenmesi ile, hiicre igi kalsiyum (Ca2*) konsantrasyonunda
bir artisa neden olan Na*/K* ATP az'm islevinde bozuklugun olusumuna neden olur. Ca* asir1
artimi, ksantin dehidrojenaz’in ksantin oksidaz’a kalsiyum tetiklemeli ve proteaz bagimli
doniistimiinii aktive eder. Ayn1 zamanda, iskemi sirasinda ATP'nin azalmasi, ksantin oksidaz
ile katalize edilen, O2"~ ve H;O> iireten oksitlenebilir bir substrat olan hipoksantin saglar.
Reperfiizyon asamasinda, kan akisinin saptanmasi ile iskemik dokunun reperfiizyonu, oksidatif
stres hasarini arttiran bir dizi olay1 tetikler. Reperfiizyon fazinda Kontrolsiiz ROS {iretimi,
endotel hiicre hasarina ve dolayisiyla endotel fonksiyonunun bozulmasina neden olur. Bu,

vazokonstriktorlerin saliniminin arttirilmasi ve vazodilatatorlerin azalmasi ile vazoaktif



maddelerin yerel bir dengesizligine neden olur. Oksidatif stres, bobrek tiibiiler hiicrelerdeki
lipid peroksidasyonu ve DNA mutasyonuna bagli hiicre hasar1 meydana getirir ve dolayisiyla
bobrek fonksiyon bozukluguna neden olur (64).

Insan viicudu normal fizyolojik kosullarda, oksidatif strese antioksidan iireterek kars
koyan bir¢ok mekanizmalara sahiptir (65). Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu inhibe
ederek veya serbest radikalin ¢ogalmasini keserek otomatik oksidasyonunu geciktiren bilesikler
veya sistemlerdir (66). "Serbest Radikal Temizleyiciler" olarak bilinen antioksidanlar, ROS'un
neden oldugu hasarlar1 6nleyerek veya onararak bagisiklik savunmasini gelistirmede ve hastalik
riskini diistirmede katkida bulunurlar (67-69). Antioksidan sistemi zincir kirici, onleyici,
temizleyici, onarici ve metal selatlayici etki olmak tizere 5 yolla etki gostermektedir (66,70).

Antioksidan sistemi giiniimiizde, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak 2 major gruba ayrilmaktadir. ROS'un nétralizasyonu ile direkt olarak
ilgilenen temel enzimatik antioksidanlar: Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz igerirler (67).

Enzimatik olmayan antioksidanlar metabolik ve besleyici antioksidanlar olarak 2’ye
ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlara ait metabolik antioksidanlar viicutta yag asidi,
glutatyon, L-arjinin, koenzim Q10, bilirubin ve albumin, ferritin, miyoglobin, transferrin gibi
metal baglayic1 proteinlerin metabolizmalar1 tarafindan iretilirken; ekzojen antioksidanlar
besin ile alinan E vitamini, C vitamini, karotenoidler, flavonoidler gibi besinler veya

takviyelerle saglanacak bilesikler ile tiretilir (67-69,71).

Glutatyon

Glutatyon tiim memeli dokularinda, oksidatif strese kars1 koruyan protein olmayan tiyol
olarak  bulunan  bir tripeptid, y-L-glutamil-L-sisteinil-glisindir.  Ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda hayati 6nem tastyan GSH, hiicre proliferasyonunu, apoptozu, bagisiklik
fonksiyonunu ve fibrogeneziyi modiile eden, redoks sinyalizasyonunun &nemli bir
belirleyicisidir (72). Glutatyonun tiyol indirgenmis (GSH) ve okside glutatyon (ox — GSH)
seklinde 2 formu vardir. Belirtilen bu glutatyon formlarindan GSH birgok hiicrelerde milimolar
konsantrasyonlarda bulunurken, ox — GSH ise % 1'den az bir miktarda bulunmaktadirlar (73).

Bagisiklik sistem aktivasyonu, serbest radikalleri stipiirme, proteinlerin temel tiyol
statlistinii korumak, sistein i¢in bir rezervuar saglamak, niikleotid metabolizmasi gibi birtakim
hiicresel iglevlerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan GSH'nun en 6nemli ve iyi bilinen

fonksiyonlarindan biri hiicreleri ROS ve RNS'in indiikledigi oksidatif hasara karsi korumaktir
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(74,75). GSH'nin bu antioksidan fonksiyonu genelde, GSH’nin glutatyon disiilfide okside
edildiginde, hidrojen peroksit ve lipit peroksidi azaltan GSH peroksidaz (GPx) -katalizor
reaksiyonlari ile gergeklesmektedir. ox — GSH, NADPH bagli olarak glutatyon rediiktaz (red —
GSH) tarafindan GSH'ye indirgenerek bir oksidasyon-rediiksiyon dongiisii olusturur (72).

Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), vaskiiler tonus, kan basinci, ndrotransmisyon, immiin yanit ve
oksidasyona duyarli mekanizmalar gibi bir¢ok fonksiyonu diizenleyen bir sinyal molekiiliidiir
(76).

Iki atomlu serbest radikal olarak bilinen NO, NO sentazlar (NOS) olarak adlandirilan
bir enzim ailesinin katalizledegi L-arjininden sentezlenir (77). NO, NOS’un néronal (nNOS),
indiiklenebilir (iNOS) ve endotel (eNOS) olmak tizere ti¢ farkli izoformlarindan iretilir (9,78).
Belirtilen izoformlarin her biri NADPH ve oksijen substratlari, tetrahidrobiyopterin kofaktorii
yardimlari ile L-arginini L-sitrulin ve NO'ya doniistirmektedir (46).

Bu izoformlardan konstitiitif NOS (cNOS) olarak ifade edilen eNOS ve nNOS
izoformlar1 bobrek damar sisteminde, macula densa hiicrelerinde ve jukstaglomeriiler aparatta
tanimlandigi, indiiklenen NOS (iNOS) mezengial hiicreler ile proksimal tiibiillerinde tespit
edildigi bilinmektedir (79). Ca?*/kalmoduline bagiml aktive olan cCNOS kisa bir siire igerisinde
fizyolojik amaclar igin diisiik konsantrasyonlarda NO iiretirken, sitokinler ve endotoksin
tarafindan uyarilan INOS indiiklendiginde uzun siirede ve yiiksek konsantrasyonlarda NO
tiretebilmektedir. Giiniimiizde iNOS tarafindan iiretilen NO'nun toksik bir ajan oldugu, buna
karsilik nNOS ve eNOS'un koruyucu bir enzim oldugu bilinmektedir (3,80).

Nitrik oksit, damar tonusunun fizyolojik diizenlenmesi, trombosit agregasyonunun
inhibisyonu, l16kositin endotele yapismasinin zayiflatilmasi, oksijen tiirevi serbest radikallerin
temizlenmesi, diiz kas proliferasyonunun inhibisyonu yoluyla dokuya koruyucu bir sekilde etki
edebilmektedir (77).

Gilinlimiizde NO bobrek I/R hasarinin fizyolojik ve patolojik siireglerinin énemli bir
mediatorii olarak taninmaktadir (81). Bobrek I/R hasart cNOS ve iNOS ekspresyonunda ve
aktivitelerinde degisikliklere neden olmaktadir. Bobrek iskemi sirasinda hasara yanit olarak
bobrek fonksiyonu igin zararli olan, iNOS aktivitesi artmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda
INOS izoformundan iiretilen toksik ajan olarak bilinen NO, proksimal tiibiil hiicre hasarin
iceren bobrek patofizyolojisine katkida bulundugu bilinmektedir. I/R hasar1 sirasinda eNOS

ekspresyonu artmasina ragmen, I/R sirasinda hakim olan hipoksik kosullar ve asidoz, eNOS
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aktivitesini diismesine ve iINOS aktivitesinin artmasina boylece bobregin daha fazla hasara

ugramasina sebep oldugu rapor edilmistir (40).

BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON HASARINDA BiYOMARKERLERIN
ROLU

Biyomarkerler normal biyolojik ve patolojik siire¢lerin, terapotik miidahale verilen
farmakolojik yanitlarin bir gostergesi olarak olgiiliir ve degerlendirilir (82). Terapotik yaniti
degerlendirmek icin kullanilan bu biyolojik belirtegler ayn1 zamanda hastalik aktivitesinin
taranmasi, teshisi veya izlenmesi i¢in de klinikte sik¢a kullanilmaktadir (83).

Son zamanlarda gittikge yayginlasan ABH’nin, biiyiik oranda asemptomatik
olmasindan dolayr tani koymak giderek zorlagsmaktadir. Uzun zamandir klinikte ABH
tanimlamak i¢in temel laboratuvar parametreleri olarak serum kreatinin, kan iire azotu (BUN),
GFR kullanilmaktadir. Bu belirtecin ABH’1 ge¢ belirtmesinden ve giivenilir bir sonug
vermemesinden dolayi son yillarda ABH’1 erken belirlenmesinde yardimer olacak birgok

biyolojik belirtegler kesfedilmistir (84,85).

KIM -1
KIM-1, 38.7-kD agirliginda transmembran bir glikoproteindir. Protein, hiicre dis
kisminda N- glikozilasyon ve O-glikozilasyon bolgeleri olan musin ve Ig benzeri alanlari,

tirozin fosforilasyon alani olan bir transmembran alan1 Ve kisa bir hiicre i¢i alanin1 igermektedir

(84,86-91).

KIM — 1 Proteini

Ig benzeri alan Musin alani Sitoplazmik
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290 | 311 359
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% N- glikan Metalloproteinaz

Sekil 1. KIM -1 proteini (68).
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Bobrek epitel hiicrelerindeki bir fosfatidilserin reseptorii olan KIM-1, apoptotik
hiicreleri taniyarak onlar1 lizozomlara yonlendiren ve dolayisiyla proksimal tubiil hiicresini
fagosite ettigi rapor edilmektedir (92). Saglikli1 bobrek ve idrarda diisiik bir diizeyde ifade edilen
KIM-1 proteini, I/R hasarinin baglamasi ile aktive olur ve proksimal tiibiiliin epitel hiicrelerinin
hasar1 sonucu yiiksek seviyelerde eksprese edilir (88,92). Yiiksek seviyelerde ekspresse edilen
KIM-1 mRNA proteinin proksimal tiibiiliin en fazla hasar géren bolgesinin apikal zarinda
lokalize olur (92). Bobrek hasar1 sonrasi protein ektodomeni bir metalloproteinaz ile
pargalanarak idrarda goriiliir (84,86-91). Saglikli bireylerde normal degerleri 59-2146 pg / mL
arasinda degisen KIM-1 proteini enzim baglantili immunosorbent analizi ile idrarda 6lgiiliir

(93).

Mikroalbiiminiiri

Albiimin normal sartlarda glomeriiler filtrasyona ugramasindan sonra proksimal
tiibiillerden geri emilir. Diyabet, kalp hastaliklari, ABH gibi bir takim bozukluklar sonucu
goriilen glomeriiler ve tubuler hasar albiiminin geri emilimini engelleyerek mikroalbiiminiiriye
neden olmaktadir (94).

Mikroalbiiminiiri, albliminin idrarla anormal olarak atilmasina bagl olarak (30 ila 300
pg / ml) albiminin idrarda subklinik yiikselmesi olarak tanimlanir (95).

Gilinlimiizde mikroalbliminiiri, glomertiler yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi sonucu
meydana gelen bobrek anormalliklerin varligint sinyalini vermesi ile bobrek hastaliginin

gelisimi ve ilerlemesinde kritik bir tan1 araci olarak kabul edilmektedir (95,96).

RENIN ANJIYOTENSIN ALDOSTERON SiSTEMI

Renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS) kan basinct ve sivi dengesinin baglica
kontrol sistemlerinden biridir (97). RAAS aktivasyonu ve Angll seviyesinin yiikselmesi I/R
hasarmin 6nemli risk faktorlerinden biridir. RAAS sisteminin aktivasyonu sempatik sinir
stimiilasyonuna, oksidatif strese, proksimal tiibiillin endotelyal hiicrelerinin apoptoz
indiiksiyonuna, bobrek damarlarinin vazokonstriiksiyonuna yol agarak bobrek hasarina neden
oldugu bilinmektedir (3). RAAS bdbrek dokuda iltihabi, bu sistem tarafindan {iretilen biyolojik
acidan en aktif hormon olarak bilinen Ang Il yardimi ile modiile etmektedir. inflamasyon,
proliferasyon ve fibrozis gibi patolojik durumlart modiile ederek ABH’nin patogenezinde

katkida bulunan Ang Il bu eylemi, tiimoér nekroz faktorii ve transforme edici biiylime faktorii
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beta gibi pro-enflamatuvar ve pro-fibrotik sitokinlerin ekspresyonunu arttirarak
gerceklestirmektedir. Ang Il, AT1, AT2 gibi belirli reseptorlere baglanarak beyin, kalp, bobrek,
vaskiilatiir ve bagisiklik sistemi dahil olmak iizere viicudun neredeyse tiim sistemlerini
etkileyen genis bir biyolojik eylemleri tetikleyerek etkilerini gostermektedir. Ang Il bu etkisi
ACE / Angll / AT1 reseptorii yolag ile gerceklestirdigi rapor edilmistir (3,97,98,99).AT1
reseptOr yolagi sekil 2°de gosterilmistir.

Anijiyotensin II

1

AT1 reseptors
y Oksidatif Stres v
Vazokonstriksivon liuhap
= Instlin Direnci Dotk NO Uretimi KBH

Farklilagmam:§ Adipositler
Metabolik Hastaliklar

L

Vaskiler Hastalik ]

Metabolik Sendrom
Diabetes Mellitus

ih;

Endotel Disfonksivonu

h Ateroskleroz
' 2 '

[ Hipertansiyon H{ Inme ] Kalp-damar Hastalig: Bobrek Hastaligs

(Kalp Yetmezligi, Myokardival
£ )
I Kognitif Bozukluk .A ‘ v Bobrek Yetmezligi

[ Otom

Sekil 2. AT 1 reseptor yolag: (98).

Ang Il reseptorlerinin aktivasyonu, adrenal bezden bobrek hasarinin gelisiminde ve
ilerlemesinde rolii olan aldosteron sentezini uyarir (99,100). Aldosteron Na* ve hiicre dis1 sivi
metabolizmasiin diizenlenmesinde O6nemli bir role sahip, RAAS sisteminin 6nemli bir
mediatoriidiir (101). Aldosteron Ang II'ye, adrenokortikotropik hormona ve artmis serum
potasyum diizeylerine yanit olarak adrenal korteksin zona glomeriiloza hiicrelerinden
salgilanan, mineralokortikoid aktivitesi olan bir steroid hormondur. Aldosteron genellikle
etkilerini bobrekte yer alan niikleer reseptor 3 alt ailesinin bir iiyesi olan ve NR3C2 geni
tarafindan kodlanan sitozolik Mineralokortikoid Reseptoriine baglanarak gostermektedir (102).
Adosteronun en iyi bilinen fizyolojik fonksiyonlari, sodyum dengesi, potasyum homeostazi ve
hidrojen iyonlarinin atilim ile ilgilidir (103). Aldosteronun fizyolojik fonksiyonlart sekil 3°te

gosterilmistir.
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Aldosteron

Bébrek Damarlar: Glomeriiller Proksimal Tiibiiller interstisyvum
l | l l
Vazokonstriksivon Mesangial Podosit Yashlik Fibroblast
* Proliferasyon * Hasar Kollajen Sentezi
Yeniden Modelleme * Deformasyon + lyilesme ¢ I
* Diferansiyasyon N »
" \‘ Notrofil ,
l 7 S Birikimi 3

«

Iskemi

Sekil 3. Aldosteronun etki yollar: (104).

Giintimiizde aldosteron’un, oksidatif stres, inflamasyon, fibroz ve hipertrofiye neden
olarak kalp, damar ve bobregin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (105).
Aldosteron hiicre i¢i adezyon molekiilii 1'in , interlokin - 1B ve interlokin - 6, C-C motif
kemokin 2, osteopontin gibi glomeriiler inflamasyonda rol oynayan 6nemli inflamatuvar sitokin
ve kemokinlerin ekspresyonunu arttirmaktadir. Bunun yani sira birgok ¢aligmalar aldosteronun
bobrekte indirgenmis NADPH oksidaz aktivasyon yolu ile ROS iiretimi artirdigini, boylelikle
glomeriiler hasarin ilerlemesinde katkida bulundugunu rapor etmistir. Dolayisi ile podositlerin,
tiibiiler hiicrelerin hasar1 ve kaybina, bobrek iltihabina neden olan aldosteronun ABH’nin

gelisiminde biiyiik bir katkisi oldugu rapor edilmistir (102,104).

KISSPEPTIN

Kisspeptin - KiSS 1 geni tarafindan kodlanan, bir proteindir (106). KiSS1 geni ilk 1996
yilt belli bir timdr metastazlarin baskilayict gen olarak Dr. Danny Welch tarafindan
kesfedilmistir (107). Onceden merkezi sinir sistemi, kalp, ovaryum ve plasentada eksprese
edildigi bilinen kisspeptin ve reseptorlerinin yapilan son g¢alismalar sonucu bdbrek tiibiil
hiicreleri, toplayici kanal hiicreleri ile damar diiz kas hiicrelerinde yapisal olarak bulundugu
ortaya konulmustur (8,10).

Giintimiizde 4 izoformu mevcut olan kisspeptinlerin, 145 amino asidi kapsayan o6n
maddelerine preprokisspeptin denilmektedir (108). Bu preprokisspeptinler belirli bir yerlerden
ayrilarak 4 kisa peptide ayrilmaktadir. Bunlar: metastin olarak adlandirilan ve dolasim ile

dokulardaki en biiyiik olan1 Kisspeptin-54, metastinden kisa olan fragmanlar Kisspeptin-14,

15



Kisspeptin-13 ve Kisspeptin-10 (kisspeptin yanindaki sayilar ne kadar amino asit igerdigin

gosterir) (109). Kisspeptin izoformlar1 sekil 4’te gosterilmistir.

Sinyal

Peptidi

1 v 26 68 121 145
Kpld45 [ ] [54kDa

A A A
68
Kp54 )
(Metastin) NH; 5.9 kDa
108
Kp14 EEC—-NH, 1.7 kDa
109
Eplo EC1-NH, 1.6 kDa
112

Kpl0 C-NH, 1.3 kDa

Sekil 4. Kisspeptin izoformlari (110).

Farkli uzunluklarda olmalarina ragmen benzer giice sahip olan bu kisspeptin izoformlar1
reseptor ile baglanmada sorumlu olan, ortak karboksi terminal dekapeptit dizisini igerirler
(110). Tim bu kisspeptin izoformlari G- proteine bagli 54 (GPR54) reseptoriine baglanarak ile
etkisini gostermektedirler (109). Kisspeptinlerin reseptorlerine etki diizeyi uzunluklarina bagl
degismektedirler. Arastirmacilara gore bunlarin en uzun formlart yavas ve uzun siireli etki
ederken, en kisa formu maksimum diizeyde etki etmektedirler (11, 108).

Kisspeptinin fizyolojik etkileri:
1. Gonadotropin serbestleyici hormon (GnRH) salinimini stimiile eder (111).
2 Cinsel/Puberte gelisimini uyarir (111).
3 Anti — metastatik etki gosterir (112).
4. Insiilin salintimint artirir (113).
5 Bobrek gelisiminin diizenlenmesinde rol oynar (114).

Yukarida siralanan fizyolojik etkilere ek olarak son zamanlarda yapilan literatiir
taramas1 sonucunda kisspeptinin adrenal korteksten RAAS sistemi iiyesi olan aldosteron
salmmmin1 uyararak, bir vazokonstruktor olarak hareket etttigi ile ilgili caligmalar
bulunmaktadir (8,11,12). Kisspeptinin bobrek fonksiyonunda dnemli bir rol oynadigr ile ilgili
ilk kanit Shoji ve ark. 2010 yili yaptig1 ¢alismasinda rapor edilmistir. Kisspeptin ve Kissl
reseptoriiniin sigan bobreklerinin tiibiil hiicreleri, toplayici kanal hiicreleri ve damarin diiz kas
hiicrelerinde bulundugunu agiklayan Shoji ve ark. kronik bobrek yetmezliginde Kiss1r protein
seviyelerinin biiyiik Ol¢iide diistiigiinii saptamustir. Bu bulgular kisspeptinlerin, H2O veya

elektrolitlerin tasinmasi gibi bobrek tiibiil fonksiyonlari tizerinde dnemli bir rolii olabilecegini
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ortaya c¢ikarmigtir. Bobrek vaskiiler diiz kas hiicrelerinde eksprese edilen kisspeptinin
otokrin/parakrin vazokonstriktor faktorler olarak etkide bulunabilecegi rapor edilmistir (112).
Literatiirdeki diger ¢alismalara baktigimizda Gpr54 olarak bilinen kisspeptin reseptoriiniin
silinmesi embriyonik dallanma morfogenezinde defekte, glomeriiler gelisminde gerilige ve
yetigkin bobrekte glomeriiler sayisinin diismesine, boylelikle bobrek yetmezligine yol agtigini
rapor etmislerdir. Buna ek olarak Gpr54 reseptoriiniin bobreklerin dogru gelismesi i¢in anahtar
rol oynayan Bmp7 ekpresyonunu diizenledigini belirtmisler bdylece Kkisspeptin ve

reseptorlerinin bobrek fonksiyonu ve gelisimindeki 6nemini vurgulamiglardir (114).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen 300-350 g agirliginda erkek Sprague-Dawley siganlar1 kullanildi.
Standart laboratuvar kosullarinda (22 = 1 'C ve 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan
bu siganlara yem ve su ad libitum olarak verildi. Calisma i¢in Trakya Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Ek-1) onay alindi.

Tiim hayvanlar randomize olarak, her grupta 8 sican olacak sekilde 2 gruba ayrildi.
Deneyde kullanilan siganlara anestezi yapmak amaci ile intramiiskiiler olarak 10 mg/kg
Xylazine (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 90 mg/kg Ketamin (Ketasol, Richterpharma AG, Wels-
Austria) uygulandi. Aneztezi sonras1 37 °C 1sitilmis deney masasi iizerine yatirilan siganlarin
karm bolgeleri tras edildi. Traglanan bdlgeye betadin stiriilerek orta hattan insizyon agilmasi ile
i¢ organlar steril gazli bez iizerine alind1 ve sag ve sol bobrek damarlari agiga ¢ikarildi. Taklit
operasyonu uygulanan kontrol grubu si¢anlarinin bobrek damarlari agia ¢ikarildi ve klemp
uygulanmadan 60 dk sonunda insizyon kapatildi. I/R grubu siganlarmin aciga ¢ikarilan sag ve
sol bobrek damarlar1 atravmatik mikrovaskiiler klemp uygulanarak, 60 dk siire ile kan akimi1
engellendi. 60 dk siire ile uyguladigimiz iskemi sonunda klempler alinarak 48 saat reperfiizyon
uygulandi. Deney siiresince, zorunlu kaybedilen siviy1 yerine koymak i¢in viicut agirliginin %

5°i oraninda 37 °C’deki steril fizyolojik serum batin icine verildi.
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Sham Metabolik kafes
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Sekil 6. I/R grubunun deneysel protokolii

Tim denekler insizyon kapatildiktan yani reperfiizyonun 24. saatinde metabolik
kafeslere yerlestirildi. Sicanlar metabolik kafeslerde 24 saat tutularak siire sonunda idrar
ornekleri alindu.

48 saatlik reperflizyon sonunda deneklere 10 mg Rompun ve 50 mg/kg Ketamin
uygulanarak anestezi altinda her iki bobrek alindi. Kalpten kan alinarak ekssanguinasyon
yontemi ile Gtenazi uygulandi. Bobreklerin kapsiilii alindiktan sonra bisturi yardimi ile
uzunlamasina 2 parc¢aya ayrildi; soguk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra kurutma kagitlari
ile kurutulup ependorf tiiplerine konuldu. Devaminda da doku homojenizasyonu yapildi.
Calisma oncesi MDA analizi igin 0,15 KCI, rediikte glutatyon, okside glutatyon, arginin, NO,
kisspeptin analizleri i¢in 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.4) hazirlandi. Analizler i¢in gerekli
tampon soliisyonlar hazirlandiktan sonra, dokular kesilip tartildi. Tartilan bobrek dokular1 buz
kaliplar1 {izerinde steril bistiiri ucu ile kii¢iik pargalara ayrild1 ve tliplere yerlestirildi. Dokulara
analiz i¢in uygun tampon soliisyonlari eklenmesiyle homojenator ile homojenize edildi.
Hazirlanan homojenatlardan +4 C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek elde edilen
supernatantlar MDA, NO diizeylerinin 6l¢imiinde, 5000xg’de 5 dk santrifiij edilerek elde
edilen supernatantlar kisspeptin diizeylerinin 6l¢iimiinde, 5000 devirde 15 dk santrifiij edilerek
elde edilen supernatantlar arginin, okside glutatyon, rediikte glutatyon diizeylerinin 6lgiimiinde
kullanildi.
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Kalpten alinan kan tiiplere konuldu ve kan pihtilagmasini 6nlemek adina 4-5 kere alt iist
edilerek karistirildi. Kan 6rnekleri 2 saat bekletildikten sonra, idrar 6rnekleri direkt santrifiij
edildi. Kan ve idrar 6rnekleri sogutmali santrifiijide + 4 °C’de 3000 devirde kan drnekleri 15

dk, idrar 6rnekleri 20 dk olacak sekilde santrifiij edildi ve ependorf tiiplerine alinarak analiz

yapilana kadar kadar —80 °C’ne konuldu.

Kullanilan Geregler

Tablo 1. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Cihaz Ad1 Cihaz marka ve modeli

Otoanalizor Kamelab Prime 60i, Finlandiya

Derin dondurucu Thermo Elektron Corporation, USA
Spektrofotometre Spectronic Unicam Helios a, Ingiltere
Homojenizator Polytron Kinematica AG, Isvicre

Sogutmal1 santrifiij

MPW 350R, Polonya

Hassas terazi

Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

Otomatik pipetler

Eppendorf Multipipette/Repeate(Xstream), Almanya

Vorteks Heidolp, Almanya

pH metre InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistirici Biosan MSH-300, Letonya

Orbital galkalayici Biosan PSU — 10i, Letonya

Su banyosu Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Cam malzemeleri

Deney tiipleri, beherler vb.

Elisa plaka okuyucu

Bio Tek Instruments, Inc (USA)

Elisa plaka yikayici

Bio Tek Instruments, Inc (USA)

Tablo 2. Kullamlan kimyasal maddeler

Kimyasal adi Kimysalin marka ve katolog numaralari
Tiyobarbitiirik asit Merck, Almanya
Sodyum dodesil siilfat Merck, Almanya
Butanol Merck, Almanya
Piridin Merck, Almanya
NaOH Merck, Almanya
Asetik asit Merck, Almanya
KCI Merck, Almanya

Okside Glutatyon ELISA kit

Mybiosource (MBS752665), ABD

Rediikte Glutatyon ELISA kit

Mybiosource (MBS724319), ABD

Rat KIM-1 ELISA Kiti

Mybiosource (MBS564137), ABD

Nitrik oksit ELISA kit Enzo (ADI-917-020)
Mikroalbuminuri ELISA kit Elabscience (E- EL- R0025)
Aldosteron ELISA kit Elabscience (E- EL- R0554)

ACE ELISA kit Elabscience (E- EL- R2401)

ANG II ELISA kit Elabscience (E- EL- R1430)
Arginin ELISA kit Mybiosource (MBS751058), ABD

Rat KISS1 (Kisspeptin) ELISA kit

Elabscience (E-EL-R2530)
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Biyokimyasal Calismalar

Serumda sodyum (Na*), potasyum (K¥), Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat
aminotransferaz (AST) ve Kreatin kinaz (CK) aktiviteleri ile iire, kreatinin diizeyleri, idrarda
kreatinin, Na* ve K* diizeyleri Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez

Laboratuvari’nda otoanalizor cihazi ile dlgtildii.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin sicak ve asit ortamda
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi neticesinde ortaya c¢ikan pembe renk
spektrofotometrik yontemle olgtildii (115,116).

Cozeltiler:

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

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5 olarak ayarlandi)

3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

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

Deneyin yapilisi: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis 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. Karigim 1
saat siire ile 95 °C’deki sicak su banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra
tizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek 1 dk vorteksle karigtirildi. 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edilerek organik faz ayrildi. Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda
homojenat icermeyen ayira¢ koriine kars1 absorbanslar okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi

A X Vtx 10°
C (nmol/ml) =

E xVsxLx10°

A: Absorbans

Vt: Total reaksiyon hacmi

10%:Moliin nanomole gevrilmesi

Vs: Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi

E: Tiiketim katsayis1 (1.56 10° Mt cm™)

L: Kiivet ¢ap1

10%: Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g doku olarak ifade edildi.
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Okside Glutatyon Diizeyinin Olciimii

Bobrek homojenatinda ox - GSH diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in Mybiosource
markali ELISA (Cat. No: MBS752665) kiti kullanildi. Calisma &nce -80C’de muhafaza edilen
bobrek homojenatlar1 ve ayrica kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler
oda sicakligima getirildi. Mevcut Kit proseduriine uygun olarak Blank, standart ve numune
kuyucuklar belirlendi. Standart konsantrasyonlar1 0, 125, 250, 500, 1000, 2500 pg/ml. Blank
kuyucuguna 100 pl PBS, standart kuyucuklarina ise 100 upl kitte hazir olarak bulunan
standartlardan, numune kuyucuklaria ise 100 pl bobrek homojenati pipetlendi. Ardindan
numune kuyucuklarina 10 pl balans soliisyonu pipetlendi. Blank kontrol kuyucugu hari¢ her
kuyucuga 50 ul konjugate pipetlendikten sonra iyice karistirildi. Bu asamadan sonra plakanin
{istii kapatilarak 37°C 1 saat siireyle inkiibe edildi. Ardindan kit kullanim kilavuzuna uygun
olarak hazirladigimiz yikama soliisyonunu kullanarak otomatik plaka yikama cihazinda 5 kez
yikama yapildi. Yikama sonrasinda blank dahil tiim kuyucuklara 50 pl substrat A soliisyonun
ardindan 50 pl substrat B soliisyonundan pipetlendi. ELISA plakas1,10-15 dk 370C derecede
beklendikten sonra 50 pl stop soliisyonu pipetlenerek reaksyon sonlandirildi. ELISA plaka
okuyucusunda 450 nm’de okuma gerceklestirildi. Calisma grafigi sekil 7°de sunulmustur.
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Sekil 7. Okside Glutatyon standart egri grafigi

Rediikte Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

Bobrek homojenatinda red — GSH diizeylerinin degerlendirilmesi i¢cin Mybiosource
markali ELISA (Cat. No: MBS724319) kiti kullanildi. Calisma énce -80C’de muhafaza edilen
bobrek homojenatlar1 ve ayrica kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler
oda sicakligina getirildi. Mevcut Kit proseduriine uygun olarak Blank, standart ve numune
kuyucuklart belirlendi. Standart konsantrasyonlart 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 ng/ml’dir. Blank
kuyucuguna 100 pul PBS standart kuyucuklarina ise 100 pl kitte hazir olarak bulunan
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standartlardan, numune kuyucuklarina ise 100 pl bobrek homojenati pipetlendi. Blank kontrol
kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pl konjugat pipetlendikten sonra iyice karistirildi. Bu
asamadan sonra plaka iistii kapatilarak 37°C 1 saat siire ile inkiibe edildi. Kuyucuklarin
aspirasyonunu takiben kit kullanim kilavuzuna uygun olarak hazirladigimiz yikama
soliisyonunu kullanarak otomatik plaka yikama cihazinda 5 kez yikama yapildi. Ardindan tiim
kuyucuklara 50 pl substrat A soliisyonundan sonrasinda 50 pl substrat B soliisyonu pipetlendi.
Plakanin iistii kapatilarak giines 1s18indan sakimarak 10-15 dk siire ile 37°C inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben 50 pl stop soliisyonu pipetlenerek reaksyon sonlandirildi. ELISA plaka
okuyucusunda 450 nm’de okuma gerceklestirildi. Calisma grafigi sekil 8’de sunulmustur.
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Sekil 8. Rediikte Glutatyon standart egri grafigi

KIM-1 Diizeylerinin Ol¢iimii

Idrar KIM — 1 diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in Mybiosource markali ELISA (Cat.
No: MBS564137) kiti kullanildi. Calisma 6nce derin dondurucuda muhafaza edilen idrar
ornekleri ve ayrica kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina
getirildi. Kit kilavuzuna uygun olarak hazirlanan standarlar ilgili kuyucuklara 100 pL
pipetlendi. Ornek kuyucuklarina ise 100 pL idrar drnekleri pipetlendi. Plakanin iistii kapatilarak
120 dk boyunca oda sicakliginda orbital karistiricida inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan kit metadolojisine uygun olarak labaratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikayict
ile toplamda 4 kez yikama yapildi. Yikama sonrasi kuyucuklarin nemli olmamasina dikkat
edildi. Uygun sekilde diliie edilmis belirleme antikoru her kuyucuga 100 uL olacak sekilde
pipetlendi ve oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dk boyunca orbital karistiricida inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan kit metadolojisine uygun olarak labaratuvarimizda bulunan
otomatik plaka yikayici ile toplamda 4 kez yikama yapildi. Yikama sonrasi kuyucuklarin nemli

olmamasina dikkat edildi. Uygun sekilde diliie edilmis HPR-streptavidin her kuyucuga 100 uLL
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pipetlendi ve daha sonra oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dk boyunca orbital karistiricida
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kit metadolojisine uygun olarak
labaratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikayici ile toplamda 4 kez yikama yapildi. Yikama
sonrasi kuyucuklarin nemli olmamasina dikkat edildi. Ardindan her kuyucuga 100 uL TMB
pipetlendi ve daha sonra oda sicakliginda karanlik ortamda 10 dk boyunca orbital karigtiricida
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 100 uL reaksiyonu sonlandirma
soliisyonu pipetlendi. ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda idrar KIM 1 diizeyleri dl¢iildii.

Calisma grafigi sekil 9°da sunulmustur.
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Sekil 9. KIM-1 standart egri grafigi

Nitrik Oksit Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum, idrar ve dokuda NO diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in Enzo markali ELISA
(Cat. No: ADI-917-020) kiti kullanildi. Calisma 6nce -80C’de muhafaza edilen serum, idrar ve
doku ornekleri ve ayrica kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tim reaktifler oda
sicakligina getirildi. Kullanilacak kuyucuk sayis1 dnceden belirlendi. Blank kuyucuklarina 200
reaksiyon tamponu pipetlendi. 1’den 6’ya kadar olan standart kuyucuklarina 50 pL standartlar
pipetlendi. Standartlar deneysel protokolde belirtildigi gibi, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125
konsantrasyonlarda olup cift ¢alisildi. Zero standart olarak 50 pL reaksiyon buffer pipetlendi.
Ardindan serum, idrar ve bobrek numunelerinden 50 pL almarak o6rnek kuyucuklarina
pipetlendi. Tiim zero standart, standart ve drnek kuyucuklarina nitrat rediiktaz final enzim
dilisyonundan 25 puL pipetlendikten sonra plakanin yan tarafindan tutularak dikkatli bir sekilde
karistirildi sonrasinda 37°C 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan blank kuyucugu harig
her kuyucuga once 50 puL Griess Reagent I sonrasinda 50 puL Griess Reagent Il pipetlendi.

Plakanin yan tarafindan tutularak dikkatli bir sekilde karigsmasi saglandi ve ardindan oda

24



sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir ve son olarak ELISA cihazinda NO diizeyleri 6lciildii.
Calisma grafigi sekil 10°da sunulmustur.

07

06

05

Absorbance

04
03 > s

02

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100

Concentration

Sekil 10. Nitrik Oksit standart egri grafigi

Mikroalbuminiiri Diizeylerinin Ol¢iimii

Idrarda Mikroalbuminuri diizeylerinin degerlendirilmesi icin Elabscience markali
ELISA (Cat. No: E- EL- R0025) kiti kullanildi. Calisma &nce -80C’de muhafaza edilen idrar
ornekleri ve ayrica kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina
getirildi. Reaktifler kit kullanim kilavuzuna uygun olarak hazirlandi. Kit kilavuzuna uygun
sekilde standart kuyucuguna 6nceden hazirlanmis 100 pL standarlardan, numune kuyucuklarina
ise 100 uL numune pipetlendi ve nazikce karistirildiktan sonra 37 © C'de 90 dakika inkiibe
edildi. Devaminda plate igerigi dikkatli sekilde bosaltildi ve tiim kuyucuklara 100 pL
Biyotinylated Detection AB soliisyonundan pipetlendi ve nazikg¢e karistirildiktan sonra 37 ©
C'de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonunu ile otomatik plaka yikama
cihazinda 3 kez yikama yapildi. Ardindan tiim kuyucuklara 100 pLL HPR konjugate pipetlenerek
nazik¢e karistirildi ve 37°C 30 dk siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda otomatik plaka yrkama
cihazinda 5 kez yikama yapildi. Yikama ardindan tiim kuyucuklara 90 uLL Substrate Reagente
pipetlenerek iyice karistirildi ve 37°C 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim
kuyucuklara 50 pL stop soliisyonunda pipetlendi ve ELISA plaka okuyucusunda 450 nm’de

okuma gerceklestirildi. Caligma grafigi sekil 11°de sunulmustur.
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Sekil 11. Mikroalbuminiiri standart egri grafigi

Aldosteron Diizeylerinin Ol¢iimii

Serumda Aldosteron diizeylerinin degerlendirilmesi igin Elabscience markali ELISA
(Cat. No: E- EL- R0554) kiti kullanildi. Calisma 6nce -80C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri
ve ayrica kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.
Ilk 6nce, 6nceden belirlenmis standart kuyucuklarma 100 pL standartlardan, numune
kuyucuklarina da 100 puL serum 6rnekleri pipetlendi. Tiim kuyucuklara 50 uL Biyotinylated
Detection AB soliisyonu pipetlendikten sonra nazikge karistirldi ve plaka iistii kapatilarak 37°C
45 dk siire ile inkiibe edildi. Kuyucuklarin aspirasyonunu takiben kit kullanim kilavuzuna
uygun olarak hazirladigimiz yikama soliisyonunu ile otomatik plaka yikama cihazinda 3 kez
yikama yapildi. Ardindan 100 pL HPR konjugate pipetlendi ve nazikce karistirildiktan sonra
37°C 30 dk siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitmesi ile otomatik plaka yrkama
cihazinda 5 kez yikama yapildi. Yikama sonras1 90 pL Substrate Reagent pipetlendi ve iyice
karistirldiktan sonra 37°C 30 dk siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara
50 uL stop soliisyonunda pipetlendi ve ELISA plaka okuyucusunda 450 nm’de okuma
gerceklestirildi. Calisma grafigi sekil 12°de sunulmustur.
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Sekil 12. Aldosteron standart egri grafigi

ACE Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum ACE diizeylerinin degerlendirilmesi icin Elabscience markali ELISA (Cat. No:
E- EL- R2401) kiti kullanildi. Caligma 6nce -80C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri ve ayrica
kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. I1k olarak
standart kuyucuklarina ve numune kuyucuklarina 100 pL standartlard ve serum ornekleri
pipetlendikten sonra nazikge karistirildi ve plaka iistii kapatilarak 37°C 90 dk siire ile inkiibe
edildi. inkiibasyon sonras: plate icerigi dikkatli sekilde bosaltild1 ve tiim kuyucuklara 100 pL
Biyotinylated Detection AB soliisyonundan pipetlendi. Plaka {istii kapatildiktan sonra nazikge
karistirlarak 37°C 60 dk siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonunu ile
otomatik plaka yikama cihazinda 3 kez yikama yapildi. Ardindan tiim kuyucuklara 100 uL. HPR
konjugate pipetlenerek nazikce karistirildi ve 37°C 30 dk siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda
otomatik plaka yikama cihazinda 5 kez yikama yapildi. Yikama ardindan tiim kuyucuklara 90
uL Substrate Reagente pipetlenerek iyice karistirildi ve 37°C 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonunda pipetlendi ve ELISA plaka okuyucusunda
450 nm’de okuma gerceklestirildi. Calisma grafigi sekil 13’te sunulmustur.
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Sekil 13. ACE standart egri grafigi

ANG |1 Diizeyinin Ol¢iimii

Serum ANG II diizeyinin degerlendirilmesi i¢in Elabscience markali ELISA (Cat. No:
E- EL- R1430) kiti kullanildi. Calisma 6nce -80C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri ve ayrica
Kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Kit
kullanim kilavuzunda belirtilen 6rnek ve standartlar kilavuza uygun sekilde hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 50 pL pipetlendi. Kit proseduriinde belirtildigi iizere 100 kat diliie edilen
biotinlenmis antikor 50 pL hacminde 6rnek ve standartlar olmak {izere tiim kuyucuklara
pipetlendi, nazik¢e karistirildiktan sonra 37°C’de 45 dk etiivde inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda otomatik plaka yikama cihazi ile kitte belirtildigi gibi 3 kez yikama yapildi.
Kilavuzda agiklandigr gibi 100 kat diliie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL
olacak sekilde pipetlenerek, nazik¢e karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.
Devaminda da kilavuzda belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi. Yikamanin ardindan 90 pL
substrat sollisyonu pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu
ve ELISA plaka okuyucusunda 450 nm’de okumalar1 yapildi. Calisma grafigi sekil 14’te

sunulmustur.
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Sekil 14. ANG 11 standart egri grafigi

Arginin Diizeyinin Ol¢iilmesi

Serum Arginin diizeyinin degerlendirilmesi i¢in Mybiosource markali ELISA (Cat. No:
MBS751058) kiti kullanildi. Calisma 6nce -80C’de muhafaza edilen serum 6rnekleri ve ayrica
kit proseduriine uygun olarak muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Mevcut
Kit proseduriine uygun olarak Blank, standart ve numune kuyucuklar: belirlenmistir. Standart
konsantrasyonlar1 0, 12.5, 25, 50, 100, 250 ng/ml’dir. Blank kuyucuguna 100 pL PBS, standart
kuyucuklarma ise 100 pL kitte hazir olarak bulunan standartlardan, numune kuyucuklarina ise
100 puL serum ve bobrek homojenati pipetlendi. Bobrek homojenat 6rnekleri olan kuyucuklara
10 uLL Balans ¢6zeltisini pipetlendi ve karistirildi. Blank kontrol kuyucugu hari¢ her kuyucuga
50 puL Konjugat pipetlendikten sonra plaka iistii kapatilarak 37°C 1 saat siire ile inkiibe edildi.
Kuyucuklarin aspirasyonunu takiben kit kullanim kilavuzuna uygun olarak hazirladigimiz
yikama soliisyonunu kullanarak otomatik plaka yikama cihazinda 5 kez yikama yapildi.
Ardindan blank kontrol kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklara 50 pL hem substrat A
soliisyonundan sonrasinda 50 pL substrat B soliisyonu pipetlendi ve nazikge karistirildi.
Sonrasinda plakanin iistii kapatilarak karanlik ortamda 10-15 dk siire ile 37°C inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben blank konrol kuyucugu dahil tiim kuyucuklara 50 puL stop soliisyonu
pipetlenerek reaksyon sonlandirildi. ELISA plaka okuyucusunda 450 nm’de okuma
gerceklestirildi. Calisma grafigi sekil 15°te sunulmustur.
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Sekil 15. Arginin standart egri grafigi

Kisspeptin Diizeyinin Ol¢iilmesi

Serum, idrar ve doku Orneklerinde Kisspeptin diizeyinin degerlendirilmesi igin
Elabscience markali ELISA (Cat. No: E-EL-R2530) kiti kullamldi. Calisma &nce -80C’de
muhafaza edilen serum, idrar ve doku ornekleri ve ayrica kit proseduriine uygun olarak
muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Onceden belirlenmis ilgili kuyucuklara
100 pL standart, numune kuyucuklarma ise 100 pL serum Ornekleri pipetlendi ve {istii
kapatilarak etiivde 37°C 90 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi plate iceri bosatild:
ve yikama yapilmadan 100 pL Biyotinylated Detection AB soliisyonu pipetlendi ve plate
nazikge karistirildiktan sonra iistii kapatilarak 37°C 45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
yikama sollisyonunu ile otomatik plaka yikama cihazinda 3 kez yikama yapildi. Ardindan tiim
kuyucuklara 100 uL HPR konjugate pipetlenerek nazikce karistirildi ve 37°C 30 dk siire ile
inkiibe edildi. Sonrasinda otomatik plaka yikama cihazinda 5 kez yikama yapildi. Yikama
ardindan tiim kuyucuklara 90 pL Substrate Reagente pipetlenerek iyice karistirildi ve 37°C 15
dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonunda pipetlendi ve
ELISA plaka okuyucusunda 450 nm’de okuma gergeklestirildi. Caligma grafigi sekil 16’da

sunulmustur.
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Sekil 16. Kisspeptin standart egri grafigi
ISTATISTIKSEL ANALIZ
Calismamizda elde edilen bulgular ortalama+standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar
arasi farkliligi karsilastirmada Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel anlamlilik

sinir degeri olarak kabul edildi. Istatistiksel analizlerde SPSS 20.0 (Lisans No: 10240642) paket

programi kullanildz.
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BULGULAR

Calismamizda siganlara 60 dakika iskemi ve 48 saat reperfiizyon uygulayarak
olusturdugumuz deneysel iskemi ABH modelinde, toplam 16 adet sigan ile galisildi. Siganlar
her grupta sekiz adet olacak sekilde Kontrol ve I/R grubu olarak iki gruba ayrildi. 48 saat
reperfiizyon sonrasi siganlara anestezi verilerek, kan ve doku 6rnekleri alindi. Deney siirecince
herhangi bir kayip goriilmedi.

Calismadaki tiim 16 si¢anin

Dokuda: Kisspeptin diizeyi pg/mL, MDA diizeyi nmol/g doku, red-GSH ng/mL ve ox-
GSH pg/mL diizeyleri, Arginin uM/L diizeyi, NO pmol/mg protein diizeyleri; Serumda:
Kisspeptin pg/mL, Aldosteron pg/mL, ACE ng/mL, Ang 2 pg/mL diizeyleri, Sodyum (Na*)
mmol/L ve Potasyum (K*) mmol/L diizeyleri, Ure mg/dl, Kreatinin mg/dl, Alanin
aminotransferaz (ALT) U/L ve Aspartat aminotransferaz (AST) U/L diizeyleri, Kreatin kinaz
(CK) U/L, Arginin uM/L ve NO pmol/L diizeyleri; Idrarda: Kisspeptin pg/mL, KIM-1 ng/mL,
Mikroalbumintiri pg/mL, Kreatinin mg/dl, NO umol/L, sodyum (Na") mmol/L ve potasyum
(K*) mmol/L diizeyleri lgiildii. Kreatinin klirensi = idrar kreatin miktar x giinliik idrar miktari/
serum kreatinin x 1440 formiilii ile hesaplandi. Fraksiyonel sodyum atilimi (FeNa) =[ idrar Na
miktari x serum kreatinin / idrar kreatin x serum Na miktar1 ] X 100 formiilerine gore hesaplandi.

Gruplara ait veriler Tablo 3-4’te, degiskenlere ait ortalamalar ise Tablo 5,6,7°de

verilmistir.
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Tablo 3. Kontrol grubunun biyokimyasal verileri

SN | Serum | Serum | Serum Serum ALT AST CK Serum Serum Serum Serum Serum Serum NO
Na* K* Ure Kreatinin Aldosteron | ACE ANG Il KiSS Arginin

1 |14 4 31 0,3 42 285 1577 1009,40 5,18 593,39 106,08 81,96 | 40,37

2 |138 4,6 38 0,3 49 280 1402 1456,04 6,32 948,69 85,44 66,89 | 42,33

3 124 4,4 42 0,3 57 390 2730 655,59 6,78 438,98 107,80 72,37 48,55

4 | 122 4,6 30 0,2 50 273 2145 1001,63 7,83 602,29 75,13 70,09 | 42,84

5 135 5,6 42 0,3 48 265 2229 2588,21 8,11 1322,94 114,69 63,70 45,83

6 125 5 39 0,3 57 289 2679 732,21 5,77 392,91 106,08 79,68 42,57

7 ]143 6 36 0,3 52 255 1639 8445,28 4,61 2165,35 121,58 46,63 | 69,08

8 | 123 53 35 0,3 56 313 2445 7389,94 8,62 1643,70 80,28 98,86 | 41,35

SN: Sira numarasi; Na*: Sodyum; K*: Potasyum; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK: Kreatin kinaz; ACE: Anjiyotensin doniistiiriici enzim;
ANG II: Anjiyotensin 11; KISS: Kisspeptin; NO: Nitrik oksit;
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Tablo 3. Kontrol grubunun biyokimyasal verileri (devam)

SN Bobrek MDA red- Bobrek Bobrek idrar idrar idrar idrar . s idrar
Kiss GsH | OGS Arginin NO | KiM-1 | Kreatinin | MAU O e

1 411,87 0,003 0,06 181,27 1,58 15,89 0,06 155,75 6,43 169 309 11,85 52,80
2 371,05 0,012 0,07 93,46 1,12 15,79 0,01 108,68 17,53 139 293 13,21 71,69
3 376,56 0,011 0,06 39,25 0,89 14,31 0,04 103,53 22,35 146 324 8,04 23,65
4 383,79 0,010 0,07 24,15 0,34 13,88 0,05 101,15 15,99 106 251 9,4 28,79
5 337,53 0,010 0,07 38,76 0,38 14,96 0,03 77,91 32,57 122 167 14,43 28,79
6 346,25 0,012 0,06 106,04 0,22 15,70 0,05 98,4 6,65 147 353 8,99 61,38
7 363,27 0,011 0,06 23,11 0,08 13,81 0,01 97,41 15,41 96 298 10,08 54,52
8 356,37 0,010 0,06 37,59 0,50 13,76 0,05 122,22 19,01 187 340 10,62 37,36

SN: Sira numarasi; KISS: Kisspeptin; MDA: Malondialdehit; red-GSH: Glutatyon rediiktaz; Ox-GSH: Okside glutatyon; NO: Nitrik oksit; KIM-1: Bobrek hasar molekiilii-

1; MAU: Mikroalbuminiiri; Na*2: Sodyum; K*: Potasyum;
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Tablo 4. IR grubunun biyokimyasal verileri

SN | Serum | Serum | Serum Serum ALT AST CK Serum Serum Serum Serum Serum Serum
Na* K* iire kreatinin Aldo ACE ANG 2 KISS Arginin NO
1 ]133 4,9 389 4 65 364 1193 428,17 40,57 357,85 107,80 38,49 | 42,98
2 | 116 55 426 54 60 342 1728 444,68 29,59 357,85 68,25 28,37 | 50,59
3 | 132 51 324 2,8 77 447 2088 943,11 48,93 602,29 92,32 28,49 | 70,85
4 | 121 4,5 356 39 74 486 1981 481,08 28,25 521,53 82,00 33,37 | 65,55
5 | 115 4,1 346 3,8 66 449 1140 909,54 45,62 764,74 102,64 16,54 47,19
6 | 144 4.2 267 2,3 91 480 993 483,25 26,94 514,37 112,97 40,12 71,66
7 |132 6,1 428 4.8 192 621 2489 755,01 20,95 480,73 76,84 20,47 73,16
8 | 130 7.8 470 6 94 436 1564 604,37 19,32 274,20 88,88 37,44 | 55,62

SN: Sira numarasi; Na*: Sodyum; K*: Potasyum; ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotranferaz; CK: Kreatin kinaz; ACE: Anjiyotensin doniistiiriicii
enzim; ANG I1: Anjiyotensin Il; KISS: Kisspeptin; NO: Nitrik oksit;
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Tablo 4. IR grubunun biyokimyasal verileri (devam)

SN | Bobrek MDA red- 0X- Bobrek | Bobrek idrar idrar idrar idrar Idrar idrar Idrar
KiSS GSH GSH Arginin | NO KiM-1 Kreatinin | MAU Na* K* NO KISS
1 167,72 0,021 0,09 144,93 0,79 12,65 0,41 21,19 34,03 36 55 53,18 56,23
2 105,34 0,010 0,10 164,27 0,82 12,82 0,28 9,53 49,38 61 37 83,36 63,10
3 159,20 0,006 0,09 136,99 0,49 13,38 0,43 22,26 49,63 33 43 55,21 133,65
4 136,00 0,010 0,09 133,33 0,22 14,55 0,39 25,94 47,17 47 57 74,79 130,20
5 30,21 0,008 0,09 134,00 0,61 12,01 0,37 15,01 80,37 31 48 70,98 159,53
6 101,09 0,021 0,09 139,62 0,12 13,67 0,43 29,61 51,34 28 48 62,69 69,97
7 82,70 0,013 0,09 147,57 0,29 12,98 0,34 11,52 40,34 35 40 81,86 95,76
8 152,87 0,012 0,10 173,67 1,17 13,30 0,38 8,74 49,48 57 30 63,24 102,64

SN: Sira numarasi; KISS: Kisspeptin; MDA: Malondialdehit; red-GSH: Glutatyon rediiktaz; Ox-GSH: Okside glutatyon; NO: Nitrik oksit; KIM-1: Bobrek hasar molekiilii-
1; MAU: Mikroalbuminiiri; Na*?: Sodyum; K*: Potasyum;
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Tablo 5. Gruplarin bobrek degiskenlerine ait ortalama+SD verileri

pg/mg protein

| Grup 1. Kontrol Grup 2. I/R
Parametreler - degeri
Ort+SD Ort+ SD P - degeri
pl\t/ln?cf\l/mg protein 0,99 +£0,29 1,26 + 0,56 p>0,05
;Z‘jﬁgsgotem 0,06 0,004 0,09 £ 0,006 p<0.001
ox-GSH
_ 67,95 + 55,38 146,80 + 14,76 p<0,05
pg/mg protein ’
Arginin
0,64 +0,51 0,56 + 0,36 p>0 05
pmol/mg protein ’
NO
umol Miprotein 14,76 £ 0,94 13,17 £0,75 p<0.01
Kiss 368,34 + 23,34 116,89 + 46,44 p<0.001

MDA: Malondialdehit; red-GSH: Glutatyon rediiktaz; Ox-GSH: Okside glutatyon; NO: Nitrik oksit; KISS:

Kisspeptin;

Tablo 6. Gruplarm serum degiskenlerine ait ortalama+SD verileri

Grup 1. Kontrol Grup 2. I/IR

Parametreler OrEsD O ZSD P- degeri
ALT U/L 51,38+ 5,24 89,88 £43,00 p<0.001
AST U/L 293,75 + 42,56 453,13 £ 85,04 p<0.01
CKU/L 2105,75 £ 513,09 1647,00 + 523,63 p>0,05
Ure mg/dl 36,63 + 4,53 375,75 + 65,57 p<0.001
Kreatinin mg/dl 0,29+ 0,35 4,13+ 1,25 p<0.001
Na* mmol/L 131,38 £38,77 127,88 £ 9,85 p>0,05
K" mmol/L 4,94 + 0,67 528 £1,22 p>0,05
Aldosteron pg/mL 2909,79 + 3162,41 631,15+ 210,86 p<0.01
ACE pg/mL 6,65 + 1,44 32,52 +11,16 p<0.001
ANG 11 pg/mL 1013,53 + 641,95 449,12 + 108,52 p<0,05
Kiss pg/mL 99,64 + 17,05 91,46 + 15,60 p>0,05
Arginin umol/L 72,52 £15,21 30,41 + 8,59 p<0.001
NO pumol/L 46,61 + 9,45 59,70 + 12,06 p<0.05

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

ACE: Anjiyotensin

dontstiiriicii enzim; ANG 11: Anjiyotensin 11; Na*: Sodyum; K*: Potasyum; KISS: Kisspeptin; NO: Nitrik oksit;
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Tablo 7. Gruplarin idrar degiskenlerine ait ortalama+SD verileri

Grup 1. Kontrol Grup 2. IR
Parametreler P - degeri
Ort+SD Ort +SD
Na" mmol/L 139,00 + 30,58 41,00 + 12,46 p<0.001
K* mmol/L 291,88 £ 59,38 44,75+ 9,10 p<0.001
Kreatinin mg/dl 108,13 +22.86 17,98 £ 7,88 p<0.001
rﬁ:fjg”i” Klirensi 2,76 + 0,61 0,15+ 0,10 p<0.001
FeNa % 0,29 +0,08 11,67 £ 11,62 p<0.001
NO pmol/L 10,85+ 2,19 68,16 + 11,44 p<0.001
KIM-1 ng/mL 0, 04 + 0,02 0,38 + 0,05 p<0.001
Kiss pg/mL 44,87 + 17,61 101,39 + 37,37 p<0.01
Idrar Hacmi ml 10,73 +£2,35 39,88 +5,93 p<0.001

Na*2: Sodyum; K*: Potasyum; ; Fena: Fraksiyonel sodyum atilimi; NO: Nitrik oksit; KIM-1: Bébrek hasar
molekiili-1; KISS: Kisspeptin;

Gruplar aras1 bobrek MDA diizeyleri degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistik
olarak anlaml1 bir degisiklik gézlemlenmedi p>0,05. Gruplar aras1 bobrek MDA diizeylerinin
dagilimlar sekil 17°de sunulmustur.

2.0

1.5

MDA (umol/mg protein)
.

KONTROL IIR

Sekil 17. Gruplar arasi ortalama MDA diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 bobrek red - GSH diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol grubu siganlarinin
bobrek red - GSH diizeylerine gore I/R grubu siganlarinin bobrek red - GSH diizeylerinde
p<0,001 diizeyinde istatistik olarak anlamli bir artis saptanmistir. Gruplar aras1 bobrek red —

GSH diizeylerinin dagilimlar sekil 18’de sunulmustur.

0.15- el

0.10-
N i_
0.00

IR

KONTROL

Bobrek red-GSH (ng/mg protein)

Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu ***p<0.001
Sekil 18. Gruplar arasi ortalama red - GSH diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar arast bobrek ox - GSH diizeyleri incelendiginde, bobrek ox - GSH degerleri
Kontrol grubuna gore I/R grubunda p<0,05 diizeyinde istatistik olarak anlamli sekilde yiiksek

bulundu. Gruplar arasi bobrek ox - GSH diizeylerinin dagilimlart sekil 19°da sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu *p<0.05
Sekil 19. Gruplar arasi ortalama ox- GSH diizeylerinin karsilasririlmasi
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Gruplar aras1 bobrek Arginin diizeyleri karsilastirildiginda her iki grup siganlarinin
bobrek Arginin diizeylerinde istatistik olarak anlamli bir degisiklik gériilmedi p >0,05. Gruplar

aras1 bobrek Arginin diizeylerinin dagilimlar: sekil 20°de sunulmustur.
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Sekil 20. Gruplar arasi ortalama Arginin diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar aras1 bobrek NO diizeyleri degerlendirildiginde, Kontrol grubu siganlarinin
bobrek NO diizeylerine gére I/R grubu siganlarinin bobrek NO diizeylerinde p<0,01 diizeyinde
istatistik olarak anlamli diigiis saptanmistir. Gruplar aras1 bobrek NO diizeylerinin dagilimlari

sekil 21°de sunulmustur.

N
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* %
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KONTROL IIR

Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu **p<0.01
Sekil 21. Gruplar arasi ortalama bobrek NO diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 bobrek KIiSS diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol grubu siganlarinin
bobrek KISS diizeylerine gére I/R grubu sicanlarinin bobrek KISS diizeylerinde p<0,001
diizeyinde istatistik olarak anlamli bir azalma saptanmustir. Gruplar arasi bobrek KiSS

diizeylerinin dagilimlart sekil 22’de sunulmustur.

500 xxx

400+

3004

2004

100 4

KONTROL I/IR

Bobrek Kisspeptin (pg/mg protein)

Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 22. Gruplar arasi ortalama bobrek Kisspeptin diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar arast serum ALT diizeyleri incelendiginde istatistik olarak anlamli bir degisim
goriilmustiir. Akut bobrek hasar1 olusturulan I/R grubunun siganlarinin serum ALT diizeyleri
sham operasyonu uygulanan Kontrol grubunun siganlarinin serum ALT diizeylerine p<0,001
diizeyinde anlamli sekilde arttigi gortilmistiir. Gruplar arasi serum ALT diizeylerinin

dagilimlan sekil 23’te sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 23. Gruplar arasi ortalama serum ALT diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar arasi serum AST diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol grubu siganlarinin serum
AST diizeylerine gore I/R grubu si¢anlarinin serum AST diizeylerinde p<0,01 diizeyinde
istatistik olarak anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur. Gruplar arasi serum AST diizeylerinin

dagilimlarn sekil 24’°te sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu **p<0.01
Sekil 24. Gruplar arasi ortalama serum AST diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arasi serum Kreatin Kinaz diizeyleri degerlendirildiginde, gruplar arasinda
istatistik olarak anlamli bir degisiklik gozlemlenmedi p>0,05. Gruplar aras1 serum Kreatin

kinaz diizeylerinin dagilimlari sekil 25°te sunulmustur.
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Sekil 25. Gruplar arasi ortalama kreatin kinaz diizeylerinin karsilastirilmasi.
Gruplar aras1 serum {ire diizeyleri incelendiginde, Kontrol grubu siganlarinin serum {ire
diizeylerine gore I/R grubu siganlarinin serum iire diizeylerinde p<0,001 diizeyinde istatistik
olarak anlamli bir sekilde arttig1 saptanmistir. Gruplar arasi serum tiire diizeylerinin dagilimlar

sekil 26’da sunulmustur.
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Serum Ure (mg/dL)

Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu ***p<0.001
Sekil 26. Gruplar arasi ortalama serum Ure diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 serum kreatinin diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol grubu siganlarinin
serum kreatinin diizeylerine gore I/R grubu siganlarinin serum kreatinin diizeylerinde p<0,001
diizeyinde istatistik olarak anlaml1 bir sekilde arttig1 saptanmistir. Gruplar arasi serum kreatinin

diizeylerinin dagilimlar sekil 27°de sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 27. Gruplar arasi ortalama serum kreatinin diizeylerinin karsilastirilmasi

Sham operasyonu uygulanan Kontrol grubu siganlari ile akut bobrek hasari olusturulan
I/R grubu si¢anlarinin serum Na® diizeyleri incelendiginde istatistik olarak anlamli bir

degisiklik goriilmedi p>0,05. Gruplar aras1 serum Na® diizeylerinin dagilimlart sekil 28°de

sunulmustur.
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Sekil 28. Gruplar arasi ortalama serum Na™ diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar aras1 serum K" diizeyleri karsilastirildiginda her iki grup siganlarinin serum K*
diizeylerinde istatistik olarak anlaml bir degisiklik goriilmedi p >0,05. Gruplar aras1 serum K*

diizeylerinin dagilimlar sekil 29°da sunulmustur.
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Sekil 29. Gruplar arasi ortalama serum K* diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar arasi serum ACE diizeyleri karsilastirildiginda, serum ACE degerleri Kontrol
grubuna goére I/R grubunda p<0,001 diizeyinde anlamli sekilde yiiksek bulundu. Gruplar arasi

serum ACE diizeylerinin dagilimlar sekil 30°da sunulmustur.

50- * %k
T 40-
2
— 30-
w
&)
< 20-
£
=~
o 10-
? -
0
KONTROL

Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu ***p<0.001
Sekil 30. Gruplar arasi ortalama serum ACE diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arast siganlarin serum Aldosteron diizeyleri incelendiginde istatistik olarak
anlaml bir degisiklik gozlemlenmistir. I/R grubu si¢anlarnin serum Aldosteron diizeylerinde
Kontrol grubu siganlarmin serum Aldosteron diizeylerine gore p=0,006 (p<0,01) diizeyinde bir
anlamli azalma gozlemlendi. Gruplar arasi serum Aldosteron diizeylerinin dagilimlan sekil

31’de sunulmustur.
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Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu **p<0.01
Sekil 31. Gruplar arasi ortalama serum Aldosteron diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar arast serum ANG II diizeyleri karsilastirildiginda, serum ANG II degerleri
Kontrol grubuna gore I/R grubunda p=0,031 (p<0,05) diizeyinde istatistik olarak anlamli bir

azalma bulundu. Gruplar aras1 serum ANG II diizeylerinin dagilimlar sekil 32°de sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu *p<0.05
Sekil 32. Gruplar arasi serum ANG II diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arast serum KISS diizeyleri degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistik
olarak anlaml bir degisiklik gézlemlenmedi p>0,05. Gruplar arasi1 serum KISS diizeylerinin

dagilimlar sekil 33’te sunulmustur.
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Sekil 33. Gruplar arasi ortalama serum Kisspeptin diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar aras1 serum Arginin diizeyleri incelendiginde, serum Arginin degerleri Kontrol
grubuna gore I/R grubunda p<0,001 diizeyinde istatistik olarak anlamli bir azalma bulundu.

Gruplar arast serum Arginin diizeylerinin dagilimlart sekil 34’te sunulmustur.
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Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu ***p<0.001
Sekil 34. Gruplar arasi ortalama serum Arginin diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arast serum NO diizeyleri karsilagtirildiginda, serum NO degerleri Kontrol
grubuna gore I/R grubunda p<0,01 diizeyinde istatistik olarak anlamli bir artis saptandi. Gruplar

arast serum NO diizeylerinin dagilimlar sekil 35’te sunulmustur.
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Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu **p<0.01
Sekil 35. Gruplar arasi ortalama serum NO diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar aras1 idrar Na diizeyleri degerlendirildiginde Kontrol grubu siganlarinin idrar
Na diizeylerine gore I/R grubu siganlarinin idrar Na diizeylerinde p<0,001 diizeyinde istatistik
olarak anlamli bir azalma saptanmustir. Gruplar arasi idrar Na diizeylerinin dagilimlar sekil

36’da sunulmustur.

200_ % e

1504

1004

idrar Na* (mMoliL)
3

0-

KONTROL IR

Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile IR grubu ***p<0.001
Sekil 36. Gruplar arasi ortalama idrar Na diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arasi idrar K* diizeyleri karsilastirildiginda, idrar K* degerleri Kontrol grubuna
gore I/R grubunda p<0,001 diizeyinde anlamli sekilde diisiik bulundu. Gruplar arasi idrar K*

diizeylerinin dagilimlar sekil 37°de sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 37. Gruplar arasi ortalama idrar K diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar arasi idrar Kreatinin diizeyleri incelendiginde Kontrol grubu siganlarinin idrar
Kreatin diizeylerine gore I/R grubu si¢anlarimin idrar Kreatinin diizeylerinde p<0,001
diizeyinde istatistik olarak anlamli bir azalma saptanmistir. Gruplar arasi idrar Kreatinin

diizeylerinin dagilimlan sekil 38’de sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 38. Gruplar arasi ortalama idrar Kreatinin diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arasi kreatinin klirens diizeyleri karsilastirildiginda, kreatinin klirens degerleri
Kontrol grubuna gore I/R grubunda p<0,001 diizeyinde anlamli derecede diistiigii saptanmustir.

Gruplar arasi serum ACE diizeylerinin dagilimlar sekil 39°da sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 39. Gruplar arasi ortalama Kreatin Klirens diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar arasi Fraksiyonel Na® atilim diizeyleri incelendiginde Kontrol grubu
siganlarmin fraksiyonel Na* atihm diizeylerine gore I/R grubu siganlarinin fraksiyonel Na*
atilim diizeylerinde p<0,001 diizeyinde istatistik olarak anlamli bir artig saptanmistir. Gruplar

arasi fraksiyonel Na* dagilimlar sekil 40’da sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 40. Gruplar arasi ortalama FE Na diizeylerinin karsilastirilmasi
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Gruplar arasi idrar NO diizeyleri karsilastirildiginda, idrar NO degerleri Kontrol

grubuna gore I/R grubunda p<0,001 diizeyinde istatistik olarak anlamli bir artis saptandi.

Gruplar arasi idrar NO diizeylerinin dagilimlari sekil 41’de sunulmustur.
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Karsilagtirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 41. Gruplar arasi ortalama idrar NO diizeylerinin karsilastirilmasi

Gruplar arasi idrar KIM - 1 diizeyleri incelendiginde, Kontrol grubu siganlarinin idrar

KIM -1 diizeylerine gére I/R grubu siganlarinin idrar KiM -1 diizeylerinde p<0,001 diizeyinde

istatistik olarak anlamli bir artis saptanmustir. Gruplar arasi idrar KIM -1 diizeylerinin

dagilimlar sekil 42°de sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 42. Gruplar arasi ortalama idrar KiM -1 diizeylerinin karsilastirnlmasi
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Gruplar arasi idrar KISS diizeyleri karsilastirildiginda, Kontrol grubu siganlarmin idrar
KIiSS diizeylerine gore I/R grubu sicanlarmin idrar KiSS diizeylerinde p<0,01 diizeyinde
istatistik olarak anlamli bir artis saptanmistir. Gruplar aras1 idrar KiSS diizeylerinin dagilimlari

sekil 43°te sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu **p<0.01
Sekil 43. Gruplar arasi ortalama idrar Kisspeptin diizeylerinin karsilastirilmasi
Gruplar arasi siganlarin idrar hacimleri karsilastirildiginda, Kontrol grubu siganlariin
idrar hacimlerine gore I/R grubu siganlarinin idrar hacimleri p<0,001 diizeyinde istatistik olarak
anlamli bir artig gosterdigi bulunmugstur. Gruplar aras1 idrar hacimlerinin dagilimlar sekil 44°te

sunulmustur.
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Karsilastirmalar: Kontrol grubu ile I/R grubu ***p<0.001
Sekil 44. Gruplar arasi ortalama idrar hacim diizeylerinin karsilastirilmasi
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TARTISMA

Giincel tibbin 6nemli bir problemi olan ABH, son zamanlarda sik goriilen ve potansiyel
olarak hayati tehlike olusturan bir durumdur. Kompleks bir hastalik olarak bilinen ABH’nin en
yaygin nedenlerinin biri I/R hasaridir (117,118). Bébrek I/R hasar ile indiiklenen ABH, yiiksek
morbidite ve mortaliteye neden olan, bobrek fonksiyonunda ani bir azalma ile karakterize bir
sendromdur (119). Yapilan arastirmalar sonucu bobrek I/R’ye bagli gelisen ABH bobrek
vaskiiler cerrahisi, bobrek nakli, kardiovaskuler hastaliklar ve sok gibi bir¢ok nedenle ortaya
cikmaktadir (120). Bobrek I/R hasari, doku inflamasyonu, tiibiiler epitel apoptozu ve
mikrovaskiiler bozulma gibi ¢ok c¢esitli zararl etkilere neden olur. Giiniimiizde I/R’ye bagh
gelisen ABH olan hastalar i¢in bobrek transplantasyonu ve destekleyici tedavilerin yani sira,
spesifik tedaviler bulunmamaktadir. Bu nedenle, ABH sonucu gelisen bobrek yetmezligi ve
bobrek islevsel diigiisiin korunmasi igin yeni bir tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(119). Tedavideki bu agig1 kapatmak amaci bilim insanlar1 deney hayvanlari iizerinde ABH
modellerini olusturarak bircok deneysel calisma yapilmaktadir. Indiiksiyon yéntemine baglh
yapilan bu deneysel ABH modelleri cesitlilik gostermektedir. Biz ¢alismamizda sikga
kullanilan bilateral bobrek I/R ile olusturulan ABH modelini kullandik.

Sicanlarin her iki bobrek damarlaria 60 dk iskemi ve 48 saat reperfiizyon uygulanmasi
ile olusturdugumuz deneysel ABH modelinde, bobrek islevlerinin bozuldugu, bobrek proksimal
tiibiil hasarmin bir biomarkeri olan KIM 1 diizeylerinin ve oksidatif stresin arttig1 goriildii. Elde
ettigimiz bu veriler I/R na bagli olarak ABH modelinin olustugunu gostermektedir. Yapilan
deney sonucu bobrek hasarinin olugsmasinda iskemi siiresi ¢ok dnemli bir rol oynar. Giiniimiizde

ABH olusturmak i¢in farkl siirelerde I/R uygulayan birgok ¢alismalar bulunmaktadir.
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Deneysel I/R modelinde hem distal hem proksimal tiibiillerde hasar olusmasi igin
bobrek damarlarina 60 dk boyunca iskemi uygulanmasi gerektigini belirtmislerdir (121,29). Biz
de ¢alismamizda bu yiizden 60 dk iskemi siiresini sectik ve 48 saat reperfiizyon sonrasinda
bobrek patofizyolojisinde kisspeptinin bobrek fonksiyonlari, oksidatif stres, aldosteron ve NO
ile iligkisini aragtirmay1 amacladik.

Calismamizda sigan bobrek damarlarina I/R hasar1 uyguladigimiz I/R grup verilerini
Kontol grubu verileri ile kiyasladigimizda red — GSH, ox — GSH, serum ALT, serum AST, iire,
kreatinin, serum ACE, serum NO, Fraksiyonel Na*, idrar NO, idrar KIM — 1 diizeyleri ve idrar
hacimlerinde anlamli bir artis goriildii. MDA, bobrek Arginin, Kreatin kinaz, serum Na* , serum
K" diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmedi. Bobrek NO, serum
aldosteron, serum ANG II, serum arginin, idrar Na*, idrar K*, idrar kreatinin, kreatinin klirens
diizeylerinde anlamli bir azalma goriildii. Calismamizda I/R hasari olusturdugumuz grupta
Kontrol grubuna gore idrar Kisspeptin diizeylerinde artis, bobrek kisspeptin diizeylerinde
azalma goriildi. Serum kisspeptin diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik goriilmedi. Yapilan
literatiir arastirmalarimiza gore ¢calismamiz ABH’da kisspeptin réliinii inceleyen ilk ¢alismadir.

Idrarda Kim 1 proteinin goriilmesi, bobrek proksimal tiibiil hasarlarinin bir gdstergesi
olarak kabul edilmektedir. Peng ve ark. (122) 60 dk iskemi ve farkli siirelerde reperfiizyon
uygulayarak yaptiklari ¢alismalarinda, idrar Kim 1 biyomarker diizeyinin en ¢ok 24 saatlik bir
reperfiizyon uyguladiklar1 siganlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu bildirilmistir,
Soljancic ve ark. (123) 40 dk iskemi 24 saat reperfiizyon uyguladigi, Yoshida ve ark. (124) 45
dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon uyguladiklari ¢alismalarinda da Kontrol grubu ile kiyasla I/R
grubunda idrar Kim 1 diizeyinde istatistik olarak anlamli bir artis goriildiiglinii rapor
etmislerdir. Calismamizda 60 dk iskemi ve 48 saat reperfiizyon uyguladigimiz I/R grubunda
bobrek hasarmin olustugunu belirten idrar Kim 1 diizeyinin artmasi yukarida belirtilen ¢alisma
sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Glinlimiizde RAAS sistemi I/R yaralanmasinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Literatirde RAAS sistemi ve I/R iliskisi ile ilgili bir ¢ok c¢aligmalar
bulunmaktadir. Rami'rez ve ark. (125), Meji'a-Vilet ve ark. (126) 20 dk iskemi ve 24 saat
reperfiizyon uygulayarak yaptiklari caligmalarinda serum Aldosteron diizeyinin Kontrol
grubuna gore I/R grubunda anlamli diizeyde arttig1 rapor edilmistir. A. Fouada ve ark. (127) 30
dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulayarak yaptiklar1 c¢alismada, IR grubunda serum
aldosterone diizeyinde istatistik olarak anlamli bir artis goriildiiglinii rapor etmistir. \Wang ve

ark. (128) 45 dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon uyguladiklari I/R grubunda serum Ang II
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diizeyinde artig gortldigiinii, Kontogiannis ve ark. (129), Efrati ve ark. (130) 60 iskemi ve
cesitli zamanlarda reperfiizyon uygulayarak yaptiklari ¢aligmalarinda, bobrek ve serum Ang I1
diizeylerinin en ¢ok 24 saatlik reperfiizyon uyguladiklar1 I/R grupta anlamli olarak attigini
belirtmisler. D. da Silveira ve ark. (131) ¢calismasinda 45 dk iskemi, farkli zaman periyodlarinda
reperfiizyon uyguladiklar: IR gruplarinda Kontrol grubu ile kiyasla bobrek ACE diizeyinin
azaldigini rapor etmistir. Yukarida belirtilen ¢aligsmalardan I/R siiresinin farkli olmasi ile ayirt
edilen ¢alismamizin sonuglarinda serum Aldosteron, serum ANG II diizeylerinin diismesi,
serum ACE diizeylerinin artmasi ile farkli sonuglar gostermektedir.

Bobrek I/R hasari sonucu genellikle, bobrek tiibiil ve glomeriillerinde hasar ve
fonksiyon bozukluklari gorilmektedir (132). Calismamizda I/R grubu si¢anlarinda serum iire
ve serum kreatinin miktarlarinda artis ve kreatinin klirensinde azalma goriilmesi glomeriiler
islev durumunun bozuldugunu gostermektedir. Buna ek olarak I/R grubu siganlarinda bobrek
tiibiil islev bozuklugunun bir gostergesi olan fraksiyonel Na* atiliminda, kas hasar1 derecesini
anlamak icin kullanilan serum AST ve ALT diizeylerinde bir artig goriildi. Bobrek tiibiil
hiicrelerinde bulunan AST enziminin serumda artmasi tiibiiler hasar olustugunu, FeNa
diizeylerinin artmasi ise tilibliler hasar olustugunu ve tiibiil fonksiyonun bozuldugunu
gostermektedir (27). Calismamizin bu bulgular1 daha 6nce yapilan Chatterjee ve ark. (133),
Malek ve ark. (134), Uyanoglu ve ark. (135), Khastar (136), Seifi ve ark.(137), Tripatara ve
ark. (138), Aydogdu ve ark. (139) ¢alisma bulgulart ile uyumluluk gostermektedir.

Gilinlimiizde NO, I/R aracil1 bobrek hasarin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigini
gosteren birgok galisma mevcuttur. Nitrik oksit, nitrik oksit sentazlar (NOS) araciligr ile L-
arginin'in L-sitrulin'e doniistiiriilmesi sirasinda olusmaktadir (140). Bobrekte NO glomeriiler
hemodinamigin diizenlenmesi, Mitokondriyal solunumun diizenlenmesi, tiibiiloglomeriiler
geribildirim mekanizmasi, renin salgilanmasi dahil olmak tizere Na*,Cl" ve H2O atilimi gibi
bir¢ok olaylarda rol oynadig: bilinmektedir (141,142). Yapilan cesitli literatiir arastirmalarinda
iskemik bobreklerde iNOS ekspresyonu ve aktivitelerinde artis, cNOS aktivitelerinin de azalma
oldugu bildirilmistir (141). Deneysel I/R hasar1 aracili akut bobrek hasari olusturdugumuz
modelde sicanlarin bobrek NO diizeylerinde azalma, serum NO ve idrar NO diizeylerinde
anlamli bir artis goriildii. Calismamizin bu sonuglar1 daha 6nce yapilan Kog ve ark. (143), Liu
ve ark. (144) calismalar1 gibi birgok ¢alismala sonuglari ile benzerlik gosterdi.

Iskemi sirasinda serbest radikaller diizeyinin artis1 hiicrelerde hasar olusmaktadir. Bu
durum ilk olarak hiicre zarindaki lipidleri etkilemektedir. Hiicre zarindaki lipidler serbest

radikaller tarafindan oksitlendiginde bir takim reaksiyonlar baglamakta ve ortaya son iiriin
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olarak MDA ¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu zar gecirgenliginin bozulmasina ve dolayisiyla
hiicre yikimina neden olmaktadir. Tiibiiler hiicrelerde de meydana gelen bu olaylar, bobrek
hasarmin olusmasinda en biiyiik nedenlerin biri olarak bilinmektedir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda bobrek I/R hasari ile olusturulan akut bobrek hasar modellerinde I/R grubunda
MDA diizeyinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (140), (145), (146),
(147). Bizim ¢alismada MDA diizeyinde kontrol grup ile I/R grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmazsada, I/R grubunda kontrol grubuna gére daha yiiksek diizeyde oldugunu
saptadik. Calismamizda 60 dk iskemiden sonra 48 saat reperfiizyon uygulamanin MDA
diizeyinde anlamli farkliligin goriilmemesinin bir nedeni olabilir. Bu sonuglar I/R grubunda
oksidatif hasarin arttigin1 gdstermektedir. I/R siiresinde meydana gelen oksidatif hasar sonrasi
gorev viicudumuzdaki GR, katalaz, glutatiyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz gibi antioksidan
enzimlerin istiine diismektedir. Daha 6nce yapilan bir¢ok benzer galismalarda Bagcioglu ve
ark. (145), Walker ve ark. (148), Singh ve ark. (149), Korkmaz (150) kontrol grubu si¢anlarina
gore I/R uyguladiklar1 siganlarin bobrek red — GSH diizeylerinde azalma, ox — GSH
diizeylerinin ise arttigini rapor etmisler. Bu ¢alismada bobrek red — GSH ve ox — GSH diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Yaptigimiz caligmada ise I/R uyguladigimiz sigan bdbreklerinde ox — GSH
diizeyleri yukarida belirtilen galigma sonuglari ile uyumlu bir sekilde artis gosteririken, red —
GSH diizeyinin ilging bir sekilde arttigi saptandi. Sonuglarda ki bu farkliligin sebebi sican
bobreklerine uyguladigimiz I/R siiresindeki farklilik ile reperfiizyon siiresinin uzun olmasi
hiicresel antioksidan savunma sisteminin artisina neden olabilir.

Giiniimiizde bobreklerden bobregin fizyolojik ve patofizyolojik siireclerinde rol
oynadig1 bilinen ¢esitli peptid ve reseptorler bobrekte eksprese edilmektedir (8). Kisspeptin
GPR 54 reseptoriinii aktive ederek Kiss 1 geni tarafindan kodlanan bir peptidtir (11). Son
zamanlarda kisspeptinin direkt ve dolayli olarak urogenital sistemin fizyolojisi ve
patofizyolojisi ile iliskisi oldugu rapor edilmektedir (151). Yi ve ark. (153) yaptig
calismalarinda, bobrek gelisimi ve morfojenezini diizenledigi bilinen kisspeptinin bobrek
gelisimi ve bobrek hastaliklarinda tiibiiler hasarin onarimi iglemlerinde 6nemli rol oynayan
bmp7 ekspresyonunu da kontrol ettigini bildirmisler (152,153). Ancak giiniimiizde halen
kisspeptinin bobrek ve bobregin cesitli patolojik durumlart ile ilgili iliskisi hakkinda bilgi
smirlidir  dolayisiyla  Kisspeptinin - akut bobrek hasarinda da fizyopatolojik rolleri
bilinmemektedir.

Yapilan literatiir aragtirmalarimiza gore ¢alismamiz ABH’da kisspeptin degisimini

inceleyen ilk calismadir. Calismamizda iskemi reperfiizyona bagl gelisen akut bobrek hasarina
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yanit olarak kisspeptin ekspresyonundaki degisiklikleri degerlendirdik. Yapilan ¢aligsma sonucu
Kontrol grubuna gore deneysel akut bébrek hasarini olusturdugumuz I/R grubunda bébrek
kisspeptin diizeylerinde azalma, idrar kisspeptin diizeylerinde ise artis goriildii. Serum KISS
diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik gériilmedi. Shoji ve ark. 5/6 nekrektomi uygulayarak
gelistirdikleri kronik bobrek hasari modelinde; kontrol grubu ile kiyasladigimizda iskemi
grubunda kisspeptin mRNA diizeylerinin 3. giinlerde anlamli fark géstermedigi, 56. glinde ise
azaldig1 gostermistir. Ayrica 56. giinde Kispeptin immunoreaktivitesinde anlamli artma oldugu
bildirilmistir. Bobreklerde kisspeptin reseptorlerinin mRNA diizeylerinde; 3. glinde anlamli
farklilik gostermedigi 14 ve 56 giinlerde anlamli artig oldugu bildirilmektedir. Kronik bdbrek
hasar1 gelistirilen bu c¢alismada; kisspeptin ve reseptorlerinin bobrek fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde ve kronik bdbrek hasarinin fizyopatolojisinde rol oynadigi rapor edilmistir
(8). Bizim uyguladigimiz modelde serum kisspeptin diizeylerinde anlamli farklilik
goriilmemesinin nedeni, reperfiizyon siiresinin az olmasindan kaynaklanabilir.

Sawyer ve ark. (154) Ang Il ile hipertansiyon olusturduklari ¢aligsmalarinda istatistiksel
olarak anlamli olmazsada kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda kisspeptin mRNA
diizeyinin arttigini, kisspeptin konsantrasyonunun ise diistiigiinii rapor etmislerdir.

Kisspeptinin normal olarak (hamilelik hari¢) serumda diizeyinin oldukga diistik oldugu
bildirilmektedir. Kispeptinin reseptorlerinin fetal adrenal bezindeki diizeyinin eriskin adrenal
bezindeki diizeyinden 50 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Kisspeptinin fetal adrenal
kortekste aldosteron diizeyini 2 kat arttirdig1 rapor edilmistir. Ayrica kisspeptinin Ang II
diizeyini arttirarak aldosteron salgilanmasina neden oldugu bildirilmektedir. Hamilelik siiresi
boyunca dramatik diizeyde kisspeptin konsantrasyonun arttig1 ki bunun sonucu olarakta fetal
adrenal bezinde aldosteron diizeyini arttirdig1 rapor edilmistir (155,156). Bizim ¢alismamizda
I/R grubunda serum kisspeptin diizeylerinde goriilen azalma anlamli degildir, ancak serum Ang
II ve aldosteron diizeylerinde anlamli azalma oldugu saptandi. ACE diizeyinde ise anlamli bir
artma gorildii.

Ten ve ark. (157) anestezi edilmis sicanlarda merkezi kisspeptin verilmesinin Na*
atilmin1 ve idrar hacmini azalttigi, plazma antidiiiretik hormon diizeylerini arttirdig1 rapor
edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgularimiz ile literatiirdeki bilgileri birlikte
degerlendirdigimizde kisspeptinin serum diizeylerinde anlamli farklilik goériilmemesi
reperfiizyon siiresinin kisa olmasi sonucu olabilir. Calismada elde ettigimiz bulgular ile literatiir
sonuglar1  bir arada degerlendirildiginde  kisspeptinin  deneysel I/R  hasarimin

fizyopatolojisindeki roliinii gostermede yetersiz kalmaktadir.
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Kisspeptinin bobrek fonksiyonlari ve bobrek hasari ile iligkisini aragtirmak amaciyla
farkli reperfiizyon siireleride kisspeptinin bobrek mRNA konsantrasyonu ile kisspeptin
reseptorlerinin mRNA diizeylerinin incelenmesi gerektigi diisiincesindeyiz. Ayrica farkli
dozlarda kisspeptin verilerek bobrek kan akimi, bobrek fonksiyonlari, oksidatif hasar derecesini
gosteren parametreleri ile NO metabolizmasi iizerindeki etkilerinin incelendigi daha kapsamli

caligsmalara ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.

58



SONUCLAR

Calismamizda bobrek damarlarina klemp yardimi ile I/R uygulayarak olusturdugumuz
ABH’da kisspeptinin bobrek fonksiyonlari, Ang II, ACE ve aldosteron ile iligkilerini ve bobrek
fizyopatolojisindeki roliinii inceledik. Arastirma sonucunda;

I/R grup verilerini Kontrol grup verileri ile karsilastirdigimizda red — GSH, ox — GSH,
bobrek fonksiyon belirtegi olan serum tire ve kreatinin, serum NO, tiibiiler fonksiyon durumunu
gosteren Fraksiyonel Na atiliminda, proksimal tiibiil hasarmi gosteren idrar KiM — 1
diizeylerinde anlamli bir artig goriildii. Bobrek NO, idrar kreatinin, glomeriiler filtrasyon
belirteci olan kreatinin klirensi diizeylerinde anlamli bir azalma goriildii. Bu veriler siganlarda
ABH modelinin olustugunu gostermektedir.

Ayrica Kontrol grup verilerine gore I/R grup verilerinde serum ACE ve idrar kisspeptin
diizeylerinde artig, serum aldosteron, serum ANG Il ve bobrek kisspeptin diizeylerinde azalma
goriildii. Serum kisspeptin diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Bulgularimiz, kisspeptinin akut bobrek hasar1 ve bdbrek fonksiyonlarmin
fizyopatolojisi ile iligkili olabilecegini gosterdi. Kisspeptinin bobrek fonksiyonu ve bobrek
hasart ile iligkilerinin agiklanabilmesi icin kisspeptin ve reseptorlerinin mRNA konsantrasyonu
ile diizeylerini, kisspeptinin bobrek fonksiyonu ve hasarinda etkilerini arastiran daha kapsamli

ve ayrintili galigmalarin yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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OZET

Kisspeptin, KISS1 geni tarafindan kodlanan, bébrek tiibiil, damar ve toplayici kanal
hiicrelerinde  yapisal olarak bulunan, tiimér metastazini baskilamada, {iremenin
diizenlenmesinde ve vazokonstriktor olarak ©Onemli rol oynayan aktif bir peptidtir.
Calismamizda deneysel bobrek I/R hasarinda kisspeptinin bobrek fonksiyonlari, ANG II, ACE
ve aldosteron ile iliskilerini ve bobrek fizyopatolojisindeki roliinii arastirmayi amagladik.

Calismamizda 300-350 gr agirliginda 16 adet Spraque-Dawley erkek sigcan Kontrol ve
I/R grubu olmak iizere 2 gruba ayrildi. Grup 1 si¢anlarin bébrek damarlari diseksiyon ile ayrildi
ve insizyon 60 dakika sonra kapatildi. Grup 2'deki renal damarlar diseksiyon ile ayrildi ve 60
dakika iskemiden 48 saat sonra mikrovaskiiler klemp reperfiize edildi. 24 saat idrar toplandiktan
sonra si¢anlar anestezi altinda sakrifiye edildi. Kan ve bobrek dokusu 6rnekleri toplandi.

Calismamizda Kontrol grubuna gore I/R grubunda serum AST, ALT, iire, kreatinin,
ACE (p<0.01), idrar Kim-1 diizeylerinde artma (p<0.05), fraksiyonel sodyum atiliminda,
kreatinin Klirensi, serum aldosteron ve ANG Il diizeylerinde azalma goriildi (p<0.05). Serum
kispeptin diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmamasina ragmen, bdbrek kisspeptin
diizeylerinin azaldig1 ve idrar kisspeptin diizeylerinin arttigi saptanmistir (p<0.05).

Sonug olarak bulgularimiz, kisspeptinin akut bobrek hasar1 ve bobrek fonksiyonlarinin
fizyopatolojisi ile iligkili olabilecegini gostermistir. Kisspeptinin bu iliskisinin mekanizmasinin

ayrintili olarak arastirilmasi gerektigini diistiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Kisspeptin, akut bobrek hasari, iskemi/reperfiizyon
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INVESTIGATION OF KISSPEPTIN ROLE IN EXPERIMENTAL
KIDNEY ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY

SUMMARY

Kisspeptin is an active peptide encoded by the KISS1 gene that is structurally found in
the kidney tubule, vascular and collecting duct cells, plays an important role in suppressing
tumor metastasis, regulating the uremia, and acting as a vasoconstrictor. in our study we aimed
to investigate the role of kisspeptin in kidney I/R injury, kidney function, ANG II, ACE and
Aldosterone, and its role in renal pathophysiology.

In our study, 16 groups of Spraque-Dawley male rats weighing 300-350 gr and 2 groups
of I/R groups were separated. The kidney vessels of group 1 rats were separated by dissection
and the incision was closed after 60 minutes. Renal vessels in group 2 were separated by
dissection and microvascular clamp was reperfused 48 hours after 60 minutes of ischemia. After
24 hours of urine collection, the rats were sacrificed under anesthesia. Blood and kidney tissue
samples were collected.

Serum AST, ALT, urea, creatinine, ACE (p<0.01), urine Kim-1 levels (p<0.05),
fractional sodium excretion, creatinine clearance, serum aldosterone and ANG Il levels
decreased in the I/R group according to the control group (p<0.05). Although there was no
significant change in serum kisspeptin levels, kidney kisspeptin levels decreased and urine

Kisspeptin levels increased (p <0.05).
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In conclusion, our findings have shown that kisspeptin may be associated with acute
renal damage and renal function physiopathology. We think that the mechanism of this

association of the kisspeptin should be investigated in detail.

Key words: Kisspeptin, acute kidney injury, ischemia/reperfusion
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