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OZET

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basmcinin kalici olarak yiiksek
degerlerde seyretmesi ile kendini gosteren ve ciddi komplikasyonlara yol acan
onemli bir saglik problemidir. Hipertansiyon koroner kalp hastaliklarina, kalp
yetmezligine,  bobrek  hasarina, serebrovaskiiler = hastaliklara  zemin
hazirlamaktadir.  Etik  kaygillar nedeniyle insanlarda  hipertansiyonun
mekanizmasini, yan etkilerini ve tedavisini ortaya koyan c¢ok detayli caligmalar
yapilamamaktadir. Bu sebeple hipertansiyon mekanizmasiyla ilgili organa ait
spesifik c¢alismalar deney hayvanlarinda yapilmaktadir. Hipertansiyonun zarar
vermis oldugu en 6nemli organlardan olan kalp ve bdbrek dokusu ¢alismamizin
spesifik organlarini olusturmustur.

Deneysel calismamizda toplam 35 adet (hipertansif grubu: 20, kontrol
grubu: 15) Rattus norvegicus Wistar albino tiiri sican kullanilmistir.
Hipertansiyon modelimizi elde etmek amaciyla deney hayvanlarimiza igme suyu
ile birlikte alt1 hafta boyunca L-NAME verildi. Alt1 hafta sonunda deneysel
islemler sonlandirildi. Hipertansif ve kontrol grubuna ait kalp ve bobrek dokulari
elde edildi. Immiinohistokimyasal ve Western Blot protokolleri ile apelin ve
apelin reseptoriiniin (APJ) ekspresyonu gosterildi.

Hipertansif gruba ait kalplerin atriumlarinda genis bosluklar, septum
interventrikiilarede ve miyokardiyum dokusunda parcalanmalar ayrica koroner
arter ¢apinda da artis gbzlemlenmistir. Genel olarak hipertansif gruba ait bobrek
dokularimin korteks renalisindeki yapilarda daralma, medulla renalisindeki
yapilarda ise genislemeler goriilmiistiir.

Sonug olarak hipertansif olgularda kalp dokusundaki Apelin ve APJ
reseptorliniin - ekspresyonunda artis, bobrek dokusundaki Apelin ve APJ
reseptOriinlin ekspresyonunda ise azalma saptanmistir. Bulgularimizin hipertansif
ve apelin ile 1ilgili yapilacak deneysel veya klinik c¢aligmalara katki
saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Hipertansiyon, L-NAME, apelin, kalp, bobrek
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ABSTRACT

Hypertension is the important health problem that comes out by the
persistant high value of systemic blood pleusare and leads to serios complications.
Hypertension lays the groundwork for coronary heart diseases, cardiac
insufficiency, kidney damage and the cerebrovascular diseases. Because of the
ethical care, the studies which produce the mechanism of hypertension, the side
effect of hypertension and the treatment of the hypertension can not be done in the
human subject. Therefore this reason the spesific studies of the related organ in
mechanism of hypertension are done in rats. The tissue of the heart and the kidney
are one of the important organs that the hypertension leads to damage were
composed to our study’s specific organs.

In our experimental study were used 35 (hypertensive group: 20, control
group: 15) Rattus norvegicus Wistar albino rats. For the purpose of to get the
hypertensive model, the drinking water with L-NAME have been given for 6
weeks. At the end of the 6 weeks all the test was ended. The tissues of the heart
and the kidney were obtained in the both groups. Apelin ve expression of the
apelin reseptor (APJ) was shown the protocols of the immunohistochemically and
Western Blot.

Wide hole in the atrium, fragmentation in the tissue of the septum
interventriculare and the myocardium, beyond the rising of the diameter of the
coronary artery was found in the heart tissue of the hypertensive subjects. In
generally, in the kidney tissues of the hypertensive subcets, we found that the
cortex renalis was narrowing, medulla renalis was wide.

Consequently, in the hypertensive group, incrising of the apelin ve
expression of the apelin reseptor (APJ) was determined in the heart tissue. In
contrastly, in kidney tissue, decrasing of the apelin ve expression of the apelin
reseptor (APJ) was determined. We thought that our findings could be usefull for
the experimantal or clinic studies of the hypertension and the apelin.

Key words: Hypertension, L-NAME, apelin, heart, kidney



TESEKKUR

Yiiksek lisans calismam boyunca engin bilgi ve deneyimlerini benden
esirgemeyen, calismamin her asamasinda bana sabirla yol gosteren, bana her
zaman yanimda oldugunu hissettiren ve destekleyen, bana ve bu ¢alismaya degerli
katkilarda bulunan sevgili danisman hocam Dog¢. Dr. Nigar KELES’e, ayni siire
icerisinde desteklerini benden esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerini bana aktaran
Anatomi Anabilim Dali’'mizdaki tiim degerli 6gretim tiyelerimize tesekkiir
ederim. Bu calismanin gerceklesmesindeki katki ve yardimlarindan dolay1
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Ismail Ustiinel’e,
calismamin deneysel kisminda desteklerini benden esirgemeyen Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Uzm.Dr.Nuray ACAR’a ve arastirma gorevlisi Dr.
Filiz Tepekoy’e, ayrica tezimin tiim asamalarinda verdikleri destek, yardim ve
gosterdikleri dostluktan &tiirii Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
calisanlarina sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak hayatimin her agamasinda oldugu gibi, yine bu tez siiresince de

maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen, yasamimin bana verdigi en degerli
hediye olan canim aileme biitiin kalbimle sevgilerimi sunarim.
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GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon iizerine ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Bunun nedeni
etkiledigi populasyon yiizdesi ve uzun vadede yol actigi hasarlardir. Yapilan
arastirmalarda hipertansiyonun mekanizmasini ve tedavisini aydinlatmak i¢in ¢ok
farkli yaklagimlar uygulanmaktadir. Cesitli etik sorunlar sebebiyle hipertansiyon
arastirmalarinda genellikle deney hayvanlar1 kullanilmaktadir [1,2,3].

Hipertansiyon patofizyolojisinde yer alan periferal arteryal direncin artisi
ile nitrik oksit (NO) arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir [4, 5]. Nitrik oksit
sentetaz (NOS) enziminin kronik olarak inhibisyonu ile periferal arteryel direncin
artist ve dolayistyla sistemik hipertansiyon olusumu saptanmistir [5,6]. NO'in
vaskiiler tonus ve myokardiyal kontraktilite ile iligkisi bilinmektedir [4,7,8,9]. Bu
bakimdan, deneysel sistemik hipertansiyon modeli olarak NOS't inhibe eden N-
nitro-L-arginin metil esterin (L-NAME) kronik uygulanmasi sicanlarda tercih
edilmis metodlar arasinda yer almistir [5,10,11].

Apelin, renal hemodinamigin regiilasyonunda, sivi hemostazi ve
hipertansiyonda goérev almaktadir [12]. Apelinin miyokardiyum, kardiyak
endothelyum ve biiyiilk damarlarin endothelyumu, kiigiik damarlar ve arterlerde
aktif oldugunu belirtmek gereklidir [13-15]. Apelin periferik damar direncini
azaltirken koroner damarlarda vasodilator etki yapar. Bazi preklinik ve sinirl
klinik caligsmalarda apelinin kalp yetmezligi patolojisinde 6nemli bir role sahip
olabilecegi bildirilmistir [13,16]. Ayrica apelinin pozitif inotropik ve lusitropik
aksiyonda, kardiak remodelling ve iskemik kalp hastaliginda rolii bulunmaktadir
[17,18].

Ellinor ve ark. [12] apelin seviyelerinin ayrilan atrium kasilmasi olan
hastalarda diistiigiinii gostermistir ki bu, o peptitin serum konsantrasyonunun bu
tiir bir kalp ritim bozuklugu baslangicinda belirti bulunmayan bireylerde bir risk
endeksi olarak kullanabilecegini ifade eder. Apelin, atrial fibrilasyonun
gelisiminde belirleyici bir marker olarak kullanilabilir.

Kardiometabolik hastaliklarda plazmada apelin’in diisiik, asymetric
dymethyl arginine (ADMA) ise yiiksek oldugu belirtilirken [18-20] Sénmez ve
ark. [21] esensiyal hipertansiyonda plazmada apelin’in diisiik, ADMA’nin ise
yiikksek oldugunu rapor etmislerdir. Sonmez ve ark. [21] yapmis olduklar
calismada hipertansiyonlu hastalarin plazmadaki apelin seviyeleri belirlenmistir.
Projemizde ise daha spesifik olarak apelin ve APJ reseptoriiniin kalp ve bobrek
dokusundaki ekspresyonuna bakilacaktir.

Malyszkoj ve ark. [20] kronik bobrek hastaliginda apelin diizeylerinin
azaldigin1 rapor etmislerdir. Hemodiyalize giden koroner damar hastalarinda
apelin seviyelerinin azaldig1 bildirilmistir. Apelinin olast kardiyovaskiiler
hastaliklarin fizyo-patolojisinde bunun yani sira kronik bobrek yetmezliginde de
gorev aldig1 tahmin edilmektedir. Bu bilgilerin 1s181nda gelecekte apelinin, tiremik
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kardiyomiyopati i¢in bir tedavi yaklasimi olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir
[14].

Apelin  organizmada farkli sistemlerde ve ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir. Yapilan ¢calismalar ¢ogunlukla plazma diizeyindeki apelin seviyesi
ile ilgilidir. Hipertansif olgularda plazmadaki apelin seviyesinin dustigii
belirtilmektedir [21] fakat bu sonu¢ organizma icin genel sonugtur ve organlara
ait spesifik bir bilgi bulunmamaktadir.

Calismamizda L-NAME ile hipertansif yapilan ratlarda spesifik olarak
kalp ve bobrek dokusunda apelin ve apelin reseptoriiniin  ekspresyonu
immiinohistokimyasal ve Western Blot ile belirlemeyi amagladik. Apelinin
bulundugu organ ve dokulardaki spesifik fonksiyonlariin bilinmesinin bu konuda
yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalara katki saglayacagini diistinmekteyiz.



GENEL BIiLGILER

2.1.Hipertansiyon

Hipertansiyon giiniimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Tiim
diinyada goriilen mortalitenin en sik nedenleri arasinda olan kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklarin major risk faktoriidiir [22,23]. Hipertansiyonu olan
hastalarin yaklagik tigte biri hastaliginin farkinda degildir. ABD'de en fazla
hekime bagvurunun hipertansiyon tedavisiyle ilgili oldugu bildirilmektedir [23-
26] .

Diinya niifusunun 3.5 milyarinin erigkin niifiisu (20 yas tistii) temsil ettigi
ve ortalama hipertansiyon prevalansinin %20 oldugu kabul edilirse, tiim diinyada
yaklasitk 700 milyon insanin hipertansif oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Ulkemizde ise yaklagtk 15-18 milyon insanmn hipertansif oldugu tahmin
edilmektedir [27].

Literatiirde de hipertansif hastalarin yaklasgik 2/3’linde kan basinci
kontroliiniin saglanamadig1 belirlenmistir [28]. Kisilerin hipertansiyon hakkindaki
bilgi eksiklikleri, farkindaliklarim1 ve tutumlarini da etkilemekte ve bu durum
hastaligin kontrolii i¢in en 6nemli engeli olusturmaktadir [29].

65 yasin istiindekilerde, sistolik hipertansiyon veya hem sistolik hem
diastolik hipertansiyon birlikteligi % 50nin tizerindedir. Tirk Kardiyoloji
Dernegi’nin ¢alismasinda tiim yas gruplart dikkate alindiginda hipertansiyonun
prevalanst %33.7 olarak bulunmustur [24]. Bu yiiksek prevalansa ragmen
hastalarin ancak %8'nin hipertansiyonunun kontrol altinda oldugu gorilmiistiir
[23].

Bu durum hastaligin asemptomatik, tedavisinin uzun streli ve getirdigi
iyilik halinin hasta tarafindan bilinmemesinin sonucudur. Hipertansiyon yalnizca
kan basinci Olgiimii ile teshis edilir. Bu da diizenli kan basinci 6l¢limiiniin neden
bu kadar 6nemli oldugunu gosterir. Kan basincinin kontrol altina alinmasi, kalp
hastaliklar1 ve inme gibi serebrovaskiiler hastaliklar nedeni ile olan Oliimleri
azaltmakta, bobrek yetmezliginin ilerlemesini yavaslatmakta ve hipertansiyonun
daha da siddetlenmesini Onlemektedir. Hipertansiyon gelisiminde pek ¢ok risk
faktorii vardir. Hipertansiyon toplumlararas: farkliliklar gosterebildigi gibi daha
onemli farkliliklar ayni toplumun kendi bireyleri arasinda da goriilebilmektedir.
Stres, obezite, elektrolit alimi1 (tuz), is, alkol, aile yapisi, sehirlesme gibi ¢evresel
faktorler bunda rol oynar. [23-26].

Hipertansiyon beyin, bobrek ve kalbin de iginde oldugu sistemlerle bir ¢ok
basing mekanizmalarinin dogrudan ya da dolayh katkilar1 sonucu gelisen dinamik

bir sendromdur [30]. Sistolik kan basinc1 yiikselirse sistolik, diyastolik kan basinci
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yiikselirse diyastolik hipertansiyondan s6z edilir. Olgularin ¢ogunda her iki tiir
kan basincit da yiikselmektedir [31]. Sistolik kan basinci i¢in 120 mm Hg,
diyastolik kan basinct i¢in ise 80 mmHg alt smir olarak belirlenmistir.
Hipertansiyon tanis1 i¢in en az iki veya daha fazla Ol¢limiin ortalamasi
degerlendirilmelidir [32].

2.2. Tamm ve Patogenezi

Kan basinci yani tansiyon, damar yatagindaki kanin akim sirasinda damar
duvarlarina yaptigr basingtir. Kalp tarafindan pompalanan kan miktar1 ve
damarlarin bu akima kars1 olusturdugu dirence baglidir [26].

2.2.1. Kalp debisi artis1

Kan akimini saglamak igin gerekli basing, kalbin pompalama islevine
(kalp debisine) ve arterlerin tonusuna (veya periferik dirence) baghdir. Kalp
debisi artisinin hipertansiyon gelisimine katkisi One surilmustir. Geng veya
sinirda hipertansiyonlu hastalarda kalp debisi artis1 gozlenmistir. Bu artis iki yolla
olabilir. Birisi viicuttaki s1vi hacminin artmasi, digeri ise kalbin kasilabilirliginin
artmasidir [26].

2.2.2. Periferik direng artisi

Hipertansiyon gelisiminde kan basincini belirleyen etkenlerden biri olan
periferik diren¢ pek ¢ok faktorden etkilenir. Bunlardan en 6nemlisi damar ¢apidir.
Hipertansiyon gelisirken arttig1 sOylenen veya yerlesik hipertansiyonda artmis
olan periferik damar direncinden sorumlu olan olayin, kii¢iik direng arterlerindeki
ve arteriollerdeki ¢ap degisimidir. Damarlardaki media tabakasinin
kalinlagmasiyla artan "damar duvari/damar i¢ ¢ap1" orami daha biiylik bir duvar
stresine ve intraluminal basing artisina yol acar. Bununla birlikte esansiyel
hipertansiyonun erken donemlerinde daha biiyiik arterlerde de hipertrofi gozlenir.
Aslinda damar duvarindaki yapisal kalinlasma seklindeki bu yeniden yapilanma
(remodeling) ve gelisen islevsel vazokonstriksiyon hem periferik direng¢ artisina
yol acan bir sebep hem de hipertansiyonla ortaya c¢ikan bir sonu¢ olarak da
gorilebilir [26,33,34].

2.2.3. Sivi hacmi ve kan hacmi artisi

Kan hacmindeki artig, kalp debisi artisina neden olarak hipertansiyon
gelisimini uyarabilir. S1v1 hacmini veya kalbin "0n yukiini" arttiran etkenlerden
biri asir1 sodyum alimidir. Ayn1 zamanda sismanlikta da total kan hacmi artar.
Artan kalp debisi ile dokulara gerekenden fazla kan gider ve cevap olarak
damarlar kasilarak kan akimimi azaltirlar ve dengeyi saglamaya calisirlar. Boylece
periferik diren¢ artar ve hizli bir siirecle diren¢ damarlarinda yapisal kalinlasma
saglayarak kalic1 duvar direnci artisina yol agabilir [26,33,34].

2.2.4.Stres ve asir1 sempatik aktivite

Hipertansiyonun erken donemlerinde ve hipertansif ebeveynli normotansif
nesilde sempatik sinir aktivitesinin arttig1 ve bu bireylerin cogunda hipertansiyon
gelistigi gorulmustiir. Artan sempatik aktivitenin basing artisina katkisi renin-
anjiotensin sistemi ile olan etkilesimden kaynaklanabilir. Bunun yaninda 6zellikle
tekrarlayan psikojenik strese maruz kalan insanlarda, diger insanlara gore daha
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cok hipertansiyon goriiliir. Fakat stresin hipertansiyon gelisimindeki rolii kesin
olmamakla birlikte, etkisi stresin 6zelligine, birey tarafindan algilanmasina ve
bireyin duyarliligina baghdir [26,33,34].

2.2.5. Renin-anjiotensin sisteminin katkisi

Normal ve hipertansif populasyonlarda plazma renin seviyesi degiskendir.
Plazma renin aktivitesinin hipertansiyon patogenezinde rolii olabilecek bir etken
olarak gorilebilir. Hipertansiyona egilimli ve genetik predispozisyonu olan
kisilerde yiiksek plazma anjiotensinojen degerleri saptanmistir. Bobrekte renin
tireten jukstaglomeriiler graniiler hiicreler, hipertansiyonda yiiksek perfiizyon
basincina maruz kaldiklarindan plazma renin aktivitesinin diisiik olmas1 beklenir.
Fakat ¢ogu hipertansiyon hastasinda renin aktivitesi diisiik degildir ve primer
hipertansiyonlu hastalarin ¢ogunda bu mekanizma anormal olarak aktif
gortlebilir. Yiksek reninli hastalarda arteriolar vazokonstriksiyondan sorumlu
olan ajan anjiotensin iken diigiik reninli hastalarda s1vi hacmi artis1 daha 6nemli
olabilir [26,33-35].

2.2.6. Endotelyal disfonksiyon

Kan basincinin lokal kontroliinde endotel ve endotelden kaynaklanan
vazoaktif maddeler Onemli role sahiptir. Bu maddelerden biri endotelindir.
Hipertansiyon gelistirme riski daha biiyiik olan siyah irktaki insanlarda plazma
endotelin diizeyleri beyaz irktakine gore yliksek bulunmustur. Bazi hipertansif
hastalarda ise kiiclik diren¢ arterlerindeki endotel hiicrelerinde endotelin geni
ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir ve bu bulgular endotelinin hipertansiyon
gelisimindeki muhtemel roliinii desteklemektedir [26,33-35].

Endotelden salinan ve damar tonusunun belirlenmesinde onemli katkisi
olan baska bir ajan da NO'dur. Bazal sartlarda viicuttaki NO iiretimi
hipertansiyonlu  hastalarda  bozulmustur.  Bozulmus NO  iretiminin
hipertansiyonda ve aterosklerozda rolii olabilir. Hipertansif hastalarn NO
uyaricilarina verdikleri vazodilator yanitlar1 da genelde bozuk bulunmugtur. NO
tiretimi i¢in prekiirsor olan L-arginin bol bulunan ve geri doniisiimlii bir substrattir
ve hipertansiyonda azalan NO {retiminin substrat Uretimine bagli olmadig:
savunulmaktadir. Bunun yaninda hipertansiyonda NO yikimi da artar ve etkinligi
azalabilir [35-36].

2.3. Hipertansiyonun Epidemiyolojisi

Hipertansiyon 1k, cografya, yas ve cinsiyete gore degisen bir siklikta
goriilmektedir. Diinya tizerinde yaklasik 1 milyar bireyin hipertansiyon tehdidi
altinda bulundugu ve her yil ortalama 7.1 milyon kiside 6liime sebep oldugu
tahmin edilmektedir [37]. Hipertansiyon gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
erigskin niifusun yaklasik % 20’sinde goriilmektedir [38]. Hastalik 40 yasin altinda
seyrek gorulirken, 40 yasin ustiinde gorilme sikligr yas ile orantili bir sekilde
artmakta, 65 yasin lzerinde ise %50’yi ge¢mektedir. Genel olarak
hipertansiyonun gortilme sikligir erkeklerde kadinlara oranla 55 yasina kadar
yiiksek seyrederken, bu yasin iizerinde kadinlarda da artmaktadir [39]. Kadinlarin
menopoz sonrast diisen hormon diizeyleri (0strojen, progesteron) hipertansiyon
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goriilme sikligin arttirmaktadir. Tirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklar
Dernegi’nce 2003 yilinda yapilan “Tiirk Hipertansiyon Prevalans Caligmasi”’na
gore iilkemizde hipertansiyonun goriilme sikligi, % 31.8 olarak kaydedilmistir. Bu
oran kadinlarda (% 36.1) erkeklerden (% 27.5) daha yiiksek bulunmustur [40].

2.4. Hipertansiyonun Etiyolojisi

Hipertansiyon'un %90-94’{iniin nedeni bilinmez. Bu tip hipertansiyona
esansiyel yada idyopatik hipertansiyon denilmektedir. Aile Oykiisii, aralikli kan
basinci artisi esansiyel hipertansiyonun lehinedir. Yine yatar pozisyondan ayakta
pozisyona gecerken diastolik basing artarsa bu esansiyel hipertansiyon lehinedir
Hipertansiyonun nedeni bilinirse buna sekonder hipertansiyon denmektedir.
Sekonder hipertansiyon genellikle 35 yastan once veya 55 yastan sonra baslar.
Antihipertansif kullanmayan bir hastada yatar pozisyondan ayakta pozisyona
gecerken diastolik basingta diisme olursa sekonder hipertansiyon lehinedir [35-
36,41-43].

2.4.1. Hipertansiyonun Etiyolojisine Gore Simiflandirilmasi

2.4.1.1. Primer (Esansiyel) Hipertansiyon

Primer hipertansiyonun etyopatogenezinde kabul edilen genel goriis
multifaktoryel oldugudur. Primer Hipertansiyon'da sug¢lanan mekanizmalar
sunlardir [26,33-36,41-43]:

. Genetik faktorler

. Fazla sodyum alimi, renal sodyum atiliminda defekt
. Obezite

. Insiilin rezistans1

. Renin-anjiotensin sisteminin rolii

. Sempatik sinir sistemi roli

. Diistik dogum agirhig

. Endotelyal disfonksiyon

. Bliylime faktorleri

O 01NN B~ Wik —

2.4.1.2. Sekonder Hipertansiyon

Sekonder hipertansiyon, damar sertligi veya bdobrek yetmezligi gibi
bilinen bir etyolojiden kaynaklanmaktadir [44]. Neden olan hastalik tedavi
edildiginde hipertansiyon diizelebilir [45].

Sekonder hipertansiyon genel olarak cesitli ilag ve kimyasal maddelerin
kullanimi1 ve hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sekonder
hipertansiyonun gelisiminde kortikosteroidler, adrenokortikotropik hormon
(ACTH), ostrojen, oral kontraseptifler, antidepresanlar, eritropoetin gibi ilaglarin
ve sodyum kloriir, alkol, agir metaller, lityum tuzlar1 gibi kimyasal maddelerin
kullaniminin; kronik bobrek hastalifi, renovaskiiler hastaliklar, primer
hiperaldosteronizm, Cushing sendromu, feokromositoma, tiroid ve paratiroid ile
iligkili hastaliklarin rol oynadig bildirilmektedir [46].



2.4.2. Hipertansiyonun Hedef Organ Hasarina Gore Siniflandirilmasi

Daha ¢ok klinik uygulamada kullanilan bu siniflamada hastalar kan basinci
diizeyine gore degil, yasamsal Onemi olan bazi organlardaki degisikliklerin
varligina ve siddetine gore gruplanir [47]. Buna gore;

Birinci evre hipertansiyon: Organlarda herhangi bir degisiklik yoktur.

Ikinci evre hipertansiyon: Kalp, géz dibi ya da bobreklerde hafif
degisikliklerin oldugu gruptur. Yani kalpte myokard infarktiisi, géz dibinde
arterlerde incelme, hafif kreatinin yiikselmesi ve proteiniiri gibi bulgulardan
herhangi birinin oldugu hastalar bu gruba girer.

Ucgiincii evre hipertansiyon: Organlarda daha ileri degisiklikler vardir. Sol
ventrikiil yetmezligi ya da koroner yetmezlik, gz dibi kanamalari, eksudalar
hatta papilla 6demi ile intrakranial kanama, tromboz, serebrovaskiiler hastalik ve
bobrek yetmezligi bulgular1 bulunabilir.

2.5. Hipertansiyonun Komplikasyonlari

Hipertansiyon seyri sirasinda semptom olusturmadan ilerlemekte ve
ozellikle beyin, kalp, damar, bobrekler ve goz gibi hedef organlarda olumsuz
etkiler meydana getirmektedir. Uzun siire devam eden hipertansiyonda goriilen
hedef organ hasarinin biiyiik bir boliimiinden mikrosirkiilasyondaki yapisal
degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Ciinkii, mikrosirkiilasyon yani arteriyol,
venlll ve kapillerler gibi kiiciik damarlardaki kan dolagimi, damar direncini ve
sonugta arteriyel basinct kontrol eden esas vaskiiler kisimdir. Bu sebeple,
olusabilecek  mikrovaskiiler —degisikliklerin  hipertansiyon aracilt  organ
hasarlarinda rol oynadig diistiniilmektedir [22,48].

2.5.1. Kardiyak Komplikasyonlar

2.5.1.1.Sol Ventrikiil Hipertrofisi ve Kalp Yetmezligi

Hipertansif hastalarda en c¢ok karsilasilan organ hasar1 sol ventrikiil
hipertrofisidir (SVH). Yiikselmis sistemik damar direncine cevap olarak gelisen
hipertrofinin belli bir noktaya kadar kompensatér mekanizma ile koruyucu oldugu
diistiniilmektedir. Bu noktanin 6tesinde ise, SVH kontraktilite artisi, artmig rolatif
duvar kalinligi, sistolik ve diyastolik fonksiyon bozuklugu gibi ciddi kalp damar
hasarina sebep olan giiclii bir etmen halini almaktadir [49]. Tlk olarak Framingham
caligmasinda agir hipertansiyonlu hastalarin yiiksek kan basinci ile iligkili olarak
sol ventrikiil kitlelerinde artig egilimi oldugu gosterilmistir [50]. Ekokardiyografi
ile saptanabilecek kadar sol ventrikiil hipertrofisi olustugunda yas, kan basinci,
hiperlipidemi, sigara gibi faktorlerden bagimsiz olarak oliim orani ydniinden
onemli bir risk faktorii olusturdugu arastirmacilar tarafindan ileri stiriilmektedir
[51,52].



2.5.1.2. Anjina ve Miyokard Infarktiisii

Anjina pektoris, miyokarda gecici olarak yetersiz oksijen gitmesine bagl
(miyokard iskemisi), nobetler halinde kendini gosteren gogiis agrist olarak
tanimlanmaktadir. Miyokard iskemisi acisindan arteriyel hipertansiyon 6nemli bir
risk faktoriinii teskil etmektedir [22,53]. Gelisiminde, ateroskleroza bagli olarak
koroner arterlerin daralmast veya tikanmasi ve daha ileri asamalarda
aterosklerotik plaklarin kopmasiyla miyokard infarktiisiine yol ag¢masi rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, koroner arterlerde goriilen yapisal farkliliklar
veya kalbin mikrovaskiilaritesindeki degisikliklerle gizlice ilerleyen iskemiye
bagli olarak da gelisme gostermektedir [54,55]. Hipertansiyona bagli olarak kiigiik
arterler ve arteriyollerde kalinlagma olmasi ve yine hipertansif kalp hastaliklarinda
kapiller dansite ve kapillerler arasi1 uzaklik gibi parametrelerin degisiklik
gbstermesi hipertansiyon ile iskemi arasindaki iliskiye agiklik getirmektedir [48].

2.5.1.3. Koroner arter hastahgi

Hipertansiyon koroner arter hastaliklar1 acisindan ilk sirada yer alan bir
risk faktorudiir. Hipertansif hastalarda koroner arterler saglam bulunsa dahi, sol
ventrikiil koroner rezervinin belirgin olarak azaldigi saptanmistir. Bu azalma
koroner anjiyogram ile gosterilemeyen kiiciik koroner arterlerin muhtemelen
organik veya fonksiyonel daralmasi ile; yani mikroanjiopati ile ilgilidir. Koroner
ateroskleroz gorilme siklig1 da hipertansiflerde normotansiflere oranla ¢cok daha
yiksektir. Azalmis olan koroner arter rezervi, hipertansif hastalarda anjinal
agrilarin ortaya ¢ikisini hizlandirmaktadir [56].

2.5.2. Serebrovaskiiler Komplikasyonlar

2.5.2.1. inme ve Gegici Iskemik Atak

Inme, serebral infarktiis (iskemik inme) ve intrakraniyal hemoraji (beyin-
i¢ci kanama) olmak iizere iki grupta incelenmektedir. Serebral infarktlarda neden,
kalpten gelen pihtinin beyin damarlarini tikamasi veya beyin damarlarinda
aterotromboz gelisimidir. Intrakraniyal hemoraji inme olgularinm % 15-20’sini
kapsamaktadir. Beyin icindeki belirli kiigiik kan damarlarinda meydana gelen
tikaniklik ise lakiiner inme olarak bilinmektedir ve genellikle kronik hipertansiyon
kaynaklidir [57]. Gegici iskemik atak (GIA) ise; kan akimu yetersizligine bagli
olarak gelisen, akut, fokal serebral fonksiyon bozukluguna ait kisa siireli
semptomlarla karakterize olan klinik bir sendromdur. Iskemik inmeye yol acan
tiim etiyolojik faktdrler GIA nedeni de olabilir. Altta yatan neden ¢cogunlukla arter
duvarindan kopan aterosklerotik plaklarin damarlarda tikaniklik olusturmasidir
[22].

2.5.2.2. Demans

Demans, kisinin kognitif fonksiyonlarinda ilerleyici bozukluga neden
olan hafiza, zihin, dikkat ve sosyal adaptasyon kayb1 gibi semptomlari
tamimlamak icin kullanmilan ortak bir ifadedir. Demansin nedenleri arasinda,
Alzheimer, Hungtington, Parkinson gibi baglica noérodejeneratif bozukluklar,
enfeksiyon, kanser ve fiziksel hasarlar bulunmaktadir. Nedenler ayrica, vaskiiler
(multi-infarkt, Binswanger sendromu) veya enflamatuar (multipl skleroz, vaskiilit)
kokenli olabilmektedir. Hipertansiyon serebrovaskiiler hastaliklarin baglica risk
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faktorlerinden biri olmakla birlikte, bir¢ok epidemiyolojik ¢aligma yasamin ileri
donemlerinde kan basinci diizeyi ile kognitif bozukluk veya demans arasinda bir
iliski oldugunu ortaya koymaktadir [58,59].

2.5.3. Renal Komplikasyonlar

Hipertansif renal hasar; sistemik kan basinct yiikseklginin (sistolik,
ortalama diyastolik, nabiz basinci ve kan basinci degiskenligi) etkisiyle baslayan
veya hizlanan bobrek harabiyeti olarak tanimlanmaktadir [60]. Esansiyel
hipertansiyonda olusan bobrek hasari, renal arterlerde sertlesme, glomeriillerde
fibrinoid yapilasma ve proteiniiri seklinde olmaktadir. Sistemik hipertansiyonun
bobrek damar yatagindaki etkisi mikrosirkiilasyon derecesine bagli iken; bununla
birlikte pre-glomeriiler otoregiilatér mekanizma bdbrekte kan akimi ve basincini
saglamada yetersiz kaldiginda renal hasar olusumu hizlanmaktadir [61].

2.5.4. Vaskiiler Komplikasyonlar

Hipertansiyon komplikasyonlarini biiylik arterler ve 0Ozellikle aortada
siklikla gostermektedir. Damar i¢i basing artis1 arter duvarinda hem fonksiyonel
hem de yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Hiicreler arasi baglantilarin
bozulmas1 sonucu artan hiicre gegirgenligi, endotel yilizeyin hasarina ve diiz kas
hiicrelerinin biliylimesine neden olmaktadir. Arter duvarindaki katmanlarda
meydana gelen bu olumsuz yapisal degisiklikler hipertansif vakalarda goriilen
periferik direncin artisina neden olmaktadir [62]. Aterosklerozun hizlanmasi da
yiiksek kan basincinin patolojik sonuglarindan biridir. Aterosklerotik aort
anevrizmalari, aort diseksiyonu, periferik arter hastaligi hipertansiyon etkisiyle
gelisimi hizlanan diger damar lezyonlarina 6rnek olarak verilebilir.

2.5.5. Gézle Iliskili Komplikasyonlar

Hipertansif retinopati, kontrol edilmeyen kronik hipertansiyon yani kan
basincinin devamli yiiksek olmasi durumunda retinal arteriyollerde ve retinanin
mikrosirkiilasyonunda olusan degisikliklere bagli olarak hipertansif retinopati
gelismektedir. Hipertansif retinopatinin belirtileri siklikla 40 yas ve iizerinde ve
non-diyabetik kabul edilen popiilasyonun % 2-14’tiinde tanimlanmaktadir. Bu
belirtiler, diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak, inme, konjestif kalp
yetmezligi ve 6liim oraninin tahmininde belirleyici rol oynamaktadir [63].

2.6. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Hipertansiyonun etkiledigi populasyon yiizdesi ve uzun vadedeki mortalite
ve morbiditeye etkisi goz Oniline alindiginda, bu konuda yapilan arastirma
sayisinin neden fazla oldugu anlasilacaktir. Hipertansiyonun mekanizmasini ve
tedavisini aydinlatmak i¢in yapilan aragtirmalarda ¢ok farkli yaklasimlar
uygulanmaktadir. Hipertansiyon arastirmalarinda yiiksek kan basinci degerleri
olan insanlarin yaninda kendiliginden hipertansif sicanlar veya hipertansif hale
getirilen deney hayvanlar1 da fizyopatolojik ve tedaviye yonelik aragtirmalarda
kullanilmaktadir. Asagida deney hayvanlarinda kullanilan hipertansiyon
modellerinin en 6nemlilerinden s6z edilecektir.



2.6.1. Spontan Hipertansif Sicanlar

Bu hayvanlar normalin iizerinde kan basinct degerlerine sahip siganlarin
en az birkag nesil boyunca kendi aralarinda ¢iftlestirilmesiyle elde edilir. Boylece,
basta normotansif olmalarina karsin yasi arttikga sistolik kan basinglart 190
mmHg {izerine c¢ikan hayvanlar {retilebilir [64]. Genetik predispozisyon
nedeniyle kendiliginden gelisen sicanlardaki bu hipertansiyon, insanlardaki
esansiyel hipertansiyon olusumunu andirir [65].

2.6.2. DOCA- Tuz Hipertansiyon Modeli

Bir bobregi alinmis siganlara, cerrahi miidahalenin iyilesme siirecini
takiben, DOCA'nin (deoxycorticosterone-Acetate) periyodik cilt alt1 enjeksiyonu
ile ve igme suyu olarak %! 'lik sodyum kloriir ¢6zeltisi verilmesiyle hayvanlarin
kan basinc1 ylikselir [66].

2.6.3. Goldblatt Hipertansiyon Modeli

Sicanlarda hipertansiyon olusturmak i¢in kullanilan diger bir yontem
gilimiis bir klips yardimiyla bobrek arterlerine yapilan girisimlerdir. Her iki bobrek
saglamken bir renal arter klipsle daraltilirsa "iki bobrek bir klips" modeli olarak
adlandirilir [67]. Bununla birlikte bobreklerden birinin alinmasi ve kalan bobregin
arterine klips yerlestirilmesiyle "bir bobrek bir klips" modeline uyan hayvanlar
elde edilir ve bunlarda da kan basinci artar [68].

2.6.4. Dahi-Tuz Hipertansiyon Modeli

Dahi ve ark. tarafindan, genetik ozellikleri farkli iki ayr1 sigan soyu
gelistirilmistir. Bunlar tuza direncli ve tuza duyarl alt tiirlerdir. Tuza duyarlh olan
siganlarda normalin iizerinde tuz alimi hipertansiyon olusumunu uyarir [69].

2.6.5. NOS Blokajiyla Olusan Hipertansiyon Modeli

[k defa 1992 yilinda iki ayr1 arastirma grubu kronik NOS inhibisyonunun
yeni bir arterial hipertansiyon modeli olarak kullanilabilecegini bildirmistir. Bu
bulgu, NO'nun kan basincinin uzun donem diizenlenmesinde gerekli oldugu
verileriyle uyumludur. Siganlarda farkli dozlarda verilen NOS inhibitoriiniin
hipertansiyona yol agmasinin yaninda yiiksek dozlar1 daha agir hipertansiyona ve
bobrek hasarina neden olur [70]. Bu verilerin degisik arastiricilar tarafindan
dogrulanmasi kronik NOS inhibisyonunun yeni bir arterial hipertansiyon modeli
olarak yerlesmesini saglamistir. Sicanlarda hipertansiyon olusturmak i¢in
kullanilan ilk NOS inhibitorii bir L-arginin analogu olan L-NAME'dir [70,71]. L-
NAME'nin suda ¢oziinmesi ve igme suyuyla kolayca hayvanlara verilebilmesi,
son yillarda bu modelin yaygin olarak kullanilmasina yol acti. Bunun disinda L-
NAME'nin intraperitoneal injeksiyonuyla da siganlarda  hipertansiyon
olusturulabilir [72]. 1k defa Baylis ve ark. L-NAME'in sekiz hafta boyunca 5
mg/kg/giin'lik dozda verilmesiyle siganlarda stabil hipertansiyon ve
glomertiloskleroz gelisimine neden oldugunu bulmustur [70,71]. L-NAME’nin bir
litre igme suyu i¢inde 600mg dozunda verilmesiyle birkag¢ giin i¢cinde ratlarin kan
basinci ylikseltmektedir. L-NAME’nin 21 giin siire ile bu sekilde uygulanmasi
“deneysel kronik hipertansiyon modeli” ni olusturmaktadir. Yine ayni y1l Ribeiro
ve ark. calisma grubu L-NAME'nin 70 mg/kg/gilin'liik dozunun daha agir bir
hipertansiyona neden oldugunu ve buna glomeriiler iskemi, glomeriiloskleroz gibi
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patolojilerin eslik ettigini gozlemistir [70-72]. Calismalarinda siganlardaki L-
NAME hipertansiyon modelini kullanan arastiricilar bu inhibitoriin  degisik
dozlardaki ve uygulama siirelerindeki etkisini de incelemistir. Arastirmalarda
degisik kan basinci degerleri saptanmasinin yaninda gozlenen net etki kan
basinglarini1 anlamli olarak yiikselten, uygulama siiresine ve doza bagimli bir
etkidir. Fakat yine de ayni1 veya yakin yastaki siganlara L-NAME'in yakin
dozlarinin verilmesiyle ¢ok benzer veriler elde edilmemistir. Siganlarda ayni
dozda uygulanan L- NAME farkli soylarda degisik hipertansif cevaplara yol acar .
Bu farkli kan basinci artiglarina ragmen kronik olarak uygulanan yiiksek dozdaki
L-NAME'nin daha biiyiik vaskiiler ve renal patolojilerin gelismesine neden
oldugu bilinen bir durumdur [70-72].

2.7. Deney Hayvanlarinda Kan Basmcinin Olgiimii ve Takibi

Hayvanlarda gelisen hipertansiyonun belirlenmesi ve periyodik takibinin
saglanmasi i¢in deneyin siiresine ve sartlarina bagli olarak kan basincinin ¢esitli
yontemlerle 6l¢timii gerceklestirilmektedir. Kan basinci dl¢iimii sirasinda anestezi
kullanimi, sadece hayvanin immobilizasyonunda giicliikk yasandigi durumlarda
tavsiye edilmektedir. Anestezi, kan basinci tayinini ve dogru 6l¢iim alabilmeyi
kolaylastlrmakta fakat baska degiskenlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Omegin; yapilan bazi calismalar anestezik ajanlarin kan basinci degerini ve
kardiyovaskiiler refleksleri degistirdigini ortaya koymustur [73].

Deney hayvanlarinda kan basinci direkt (invazif) veya indirekt
(noninvazif) yontemlerle Olciilmektedir. Secilecek yontemin uygunlugu biiyiik
Olclide ¢aligmanin konusuna baglidir. Arastirmaci acisindan 6nemli olan nokta,
deney tasarimina gore en kesin ve en giivenilir veriyi saglayabilecek yontemin
secilmesidir.

2.7.1. Direkt Ol¢iim Yontemleri

i. Radyotelemetri
i1. “Fluid-filled” kateter-transdiiser sistemi
1i1. Transdiiser uclu kateter kullanimi

i. Radyotelemetri

Biiyilk (maymun, kopek) ve kiiciik (sican, fare) deney hayvanlarina
uygulanabilen bir yoOntemdir. Anestezi gerektirmemesi ve hareketin
kisitlanmamasi en 6nemli avantajlarindan biridir. Radyotelemetrik transmitterler
araciligiyla kan basincini siirekli olarak kaydetmek miimkiindiir. Ancak ¢ok kiiciik
hayvanlarda (viicut agirhigir <25 g) biiyiik transmitterler ( >2 g) stres olusturabilir.
Ozellikle kiigiik deney hayvanlari iizerinde cerrahi islem yapabilecek diizeyde
egitim ve yetenek gerektirebilir ve diger yontemlere kiyasla pahali bir sistemdir.

ii.  “Fluid-filled” kateter-transdiiser sistemi:

En eski ve en yaygm olarak kullanilan arteriyel kan basincit Olgiim
yontemidir. Bu yontemde heparinlenmis sivi ile doldurulmus bir kateter, arter
icine yerlestirilirken, kateterin 6teki ucu ise kalibre edilmis bir basing trandiiserine
baghdir. Kan basinci 6l¢iimii i¢in ¢ogunlukla karotid veya femoral arter
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kullanilmaktadir. Anestezi altindaki deney hayvanlarinda akut Glgiimler ya da
bilinci agik hayvanlarda kan basincinin uzun siireli takibi i¢in kullanilabilir. Kan
basincinin siirekli takip edilmedigi kronik calismalarda kateterin disarida kalan
boliimii uygun sekilde korunarak transdiiserden ayri tutulabilir ve gerektiginde
baglanarak Ol¢limler alinabilir. Uzun siireli ve siirekli kayit alinmasi1 gerektigi
durumlarda ise deney hayvaninin kafes icinde serbest olarak dolagimimi
saglayacak uygun ekipmanlar (Swivel-tether sistemi) kullanilmaktadir. Swivel-
tether sistemi ile damar i¢ine kimyasal madde ya da ila¢ infiizyonu yapmak da
miimkiindiir.

ii. Transdiiser uclu kateter kullanima:

Farkli Olgililerde bulunmalart nedeniyle fare ve daha biiyiikk memelilerde
rahatlikla  kullanilabilirler.  Fluid-filled  kateter-transdiiser  sistemi  ile
karsilastirildiginda daha iyi frekans yanit1 saglarlar.

2.7.2. Indirekt Ol¢iim Yéntemleri (“Kuyruk-manson [Tail-cuff]” Yéntemi)

Kuyruk-manson (tail-cuff) yontemi 6zellikle rodentlerde (genellikle sigan)
kan basincinin olgiimii ve takibinde halen en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu
yontemde deney hayvaninin sistolik kan basinci degeri 6l¢iilmektedir. Sistolik kan
basinci; kuyruga yerlestirilmis olan mansonun sisirilmesi ve bosaltilmasi s
rrasinda kan akiminda degisikligin oldugu andaki manson basinci oOlgiilerek
belirlenmektedir. Ol¢iim kuyruktaki kaudal arterin pulsatil kan akisinin izlenmesi
esasmna dayanir. Cerrahi uygulama gerektirmez ve kisa ya da uzun siireli
caligmalarda anestezi yapilmaksizin deney hayvanlarinda sistolik kan basincinin
tekrarlanarak Olc¢lilmesine olanak saglar. Fakat giinlilk ortalama sistolik kan
basincini 6lgmek miimkiin degildir ve tekrarlanan ol¢limlerde 6nemli farkliliklar
goriilebilir [74]. Olgiim éncesinde deney hayvaninin bir 1s1 pedi iizerinde veya 1s1
cemberi icinde 1sitilmasi gereklidir. Aksi takdirde pulsatil kan akim
Olctilemeyebilir [75].

2.8.  Nitrik Oksit

Basit bir gaz molekiili olan NO’nun dogada varligi ¢ok eskiden beri
bilinmektedir. NO atmosferin iist tabakalarinda bulunmasinin yani sira; tasit
egzoslarinda, elektrik trafolarinda ve asit yagmurlarinda da zehirli bir gaz olarak
ortaya c¢ikabilmektedir. Organizmadaki rolii 1980'Ierde ortaya konabilmistir. ilk
olarak Furchgott ve Zawatzki asetil kolinin yol ac¢tig1 endotele bagimli damar
gevsemelerinden EDRFnin  sorumlu oldugunu  goéstermislerdir. Damar
endotelinden saliverilen bu faktoriin, daha sonra yapilan ¢alismalarda NO oldugu
anlagilmistir. Ancak EDRFnin sadece NO'den ibaret olmadigi, EDHF'nin
(endothelium-Derived Hyperpolarising Factor) de, EDRF i¢inde yer aldigina dair
bulgular bulunmaktadir [76,77].

NO hem bazal sartlarda salgilanarak stirekli damar tonusunu
diizenlemektedir, hem de g¢esitli egzojen ve endojen uyarilarla
salgilanabilmektedir. Asetilkolin, ADP, ATP, anjiotensinll, noradrenalin,
arasidonik asit, substans P, histamin, bradikinin, serotonin, endotelin, trombin,
vazopressin, NO salgilanmasini uyaran etkenlerdendir. NO'in yar1 émrii oldukca
kisadir. Saniyeler i¢inde (2-30 sn) inaktive olmas1 nedeniyle etkisi lokaldir ve kisa
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siirmektedir. NO'in bir ¢ok etkisi bildirilmistir. Vasodilatatér, venodilatator, (-)
inotrop, antiagregan, hiicre koruyucu, norotransmitter, noromodiilator, immiin
modiilatér, mikroorganizma ve tiimor hiicresi oldiiriicii etkileri ortaya konmustur
[76,77].

NO organizmada, L-argininin L-sitrilline doniislimii sirasinda agiga
citkmakta ve bu reaksiyonu nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi
gerceklestirmektedir. Tepkimeyi katalizleyen NOS'un ti¢ izoformu bulunmaktadir.
Tip 1 formu; néronal NOS (nNOS), tip 2 indiiklenebilir NOS (iNOS) ve tip 3
endotelyal NOS (eNOS). Bazen nNOS ve eNOS’a beraber yapisal NOS da
denilebilmektedir. Kalsiyuma bagimli olan ndronal ve endotelyal NOS, stirekli
olarak az miktarda sentezlenmektedir. Makrofajlar, miyositler, diiz kas hiicreleri
ve hepatositlerde bulunan iNOS, belirli sitokinlerin uyarisiyla NO iiretmektedir
[76,77].

2.8.1. Nitrik Oksit ve Hipertansiyon

Nitrik oksit bazal uyarilmis durumda sistemik kan basmcinin
regiilasyonunda rol oynamaktadir. Ancak NO'in hipertansiyondaki rolii heniiz tam
olarak aciklanamamistir. Hipertansiyonda azalan NO'in hipertansiyonun nedeni
mi yoksa sonucu mu oldugu da, heniiz anlasilamamaistir. Spontan hipertansif sican
aortalarinin endotele bagimli gevsemeleri, normal siganlarinkinden daha diisiik
bulunmasina karsin, mesenterik yataktaki direncli arterin gevsemeleri
hipertansiyonda kontrolden farkli degildir. Insan deneylerinde hipertansif kisilerin
on kol kan akimmin pletismografik olarak O6lclilmesi yontemi kullanilmaktadir.
Hipertansiyonlu hastalarda 6n kol kan akiminin asetil kolin ile artist
normotansiflerden daha diisiiktiir ve hem normotansif hem de hipertansiflerde
yasla birlikte azalmaktadir. L-arginin normotansiflerin asetil kolin cevaplarini
artirirken, hipertansiflerin asetil kolin cevaplarini etkilememistir. Endotelden
bagimsiz olarak NO aracili gevseme yapan sodyum nitroprussit cevabi iki grupta
farkli degildir ve L-arginin cevaplarida sodyum nitroprussit ile degismemistir.
Diger yandan, NO'in yikim iirlinleri olan nitrit ve nitratin 24 saatlik idrardaki
diizeyir hipertansiyonlu hastalarda daha dugtktir. Ayrica NO sentez
inhibitorlerinin akut sistemik verilisi, sistemik kan basinci etkilenmeden tuz
itrahinda renal kapasiteyi azaltmaktadir ve renovaskiiler direnci artirmaktadir.
Uzun siire NO sentezinin engellenmesi, sistemik kan basincini ylikseltmekte ve
renovaskiiler parankimal hasara yol agmaktadir. NO sentezi blokajina
renovaskiiler yatak, sistemik dolasimdan daha duyarhidir. NO sentez
inhibisyonunun renal kan akimini ve glomertiil filtrasyon hizin1 azaltmasi, renal
NO'nun bobrek dolasimiiigin yasamsal 6nemini gostermektedir. NO eksikliginin
genetik bozukluktan kaynaklanabilecegi disiiniilmustiir. Genetik olarak eNOS
geni silinmis homozigot ve heterozigot farelerde; sistemik kan basinci normalden
daha ytiksektir ve plazma renin diizeyli homozigot farelerde normalin iki kati
kadar bulunmustur. Ancak insan c¢alismalarinda eNOS geni ile hipertansiyon
arasinda iliski bulunamamistir. Genel dolasimda NO'in azalmasi yaninda, endojen
NO inhibitorii olan asimetrik dimetilarginin (ADMA)'in artis1 da s6z konusudur.
Antioksidanlarin hipertansiyonda azalan endotel islevlerini diizeltebilmesi, artan
oksidan stresin NO azalmasina neden olabilecegini akla getirmistir. Endotel
kaynakl1 prostasiklin, EDHF ve NO vasodilatator; endoperoksitler, TXA2 ve
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endotelin vasokonstriiktordiir. Endotel kaynakl1 vazokonstriktorler
hipertansiyonda artmaktadir. Siklooksijenaz inhibisyonunun hipertansiyonda
azalan endotele bagimli gevseme cevaplarini diizeltebilmesi; hipertansiyonun
damarda kasic1 ve gevsetici ajanlarin dengesizliginden kaynaklanabilecegini
gostermektedir. Antihipertansif tedaviyle endotel islevlerinin diizeltilmesi,
hipertansiyondaki endotel islevlerindeki bozukluklarin, hastalifin nedeni degil
sonucu oldugu fikrini ortaya koymustur. Ancak hipertansiyondaki patolojiden
sorumlu olan damar diiz kasi biiyiiylip boliinmesi ¢esitli etkenlerle
uyarilabilmektedir. FBF, TKBF, noradrenalin, A-II, endotelin, damar diiz kasi
bliylimesini etkileyen ajanlardan bazilaridir. Endotel hiicresi ise bliylime
engelleyen heparin-heparan siilfat, TBF-B, NO ve prostasiklin salgilamaktadir.
Diiz kasta RAS’mn etkisiyle remodeling hipertrofi gelismektedir. ACE
inhibitoriilerinin uzun siireli kullanim1 vaskiiler "remodeling"i diizeltmektedir.
Lokal veya sistemik renin-anjiyotensin sistemi hipertansiyon etyopatolojisinde
onemlidir ve renin salgilanmasinin NO tarafindan engellenmesi, NO azalmasinin
hipertansiyonun sonucu degil nedeni olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.
Sistemik  hipertansiyonda gozlenen bu bulgular NO'in hipertansiyon
patogenezinde rol oynadigini ortaya koymustur. Nedeni heniiz kesin olarak
bulunmamakla birlikte bu veriler, hipertansiyonda NO sisteminde bir bozuklugun
oldugunu ve nedenin NO'nun salgilanmasindaki azalmayla birlikte, NO
biyoyararlaniomindaki azalmadan da kaynaklanabilecegini dislindiirmektir
[78,79].

Endotel hiicrelerinin damarlardaki strajetik konumu onun c¢esitli risk
faktorlerine dogrudan, siirekli ve en erken maruz kalmasina neden olmaktadir.
Esansiyel hipertansiyonda periferal, koroner ve renal vaskiiler yataklardaki
endotel hiicresinin islevlerindeki bozukluklar ortaya konmustur. Bozuklukta NO
salgilanmasinin veya etkenliginin azalmasi en 6nemli noktay1 olusturmaktadir. Bu
nedenle esansiyel hipertansiyon tedavisinde kan basincinin diisiiriilmesi yaninda,
endotel islevlerinin (NO sentezinin) iyilestirilmesi son zamanlarda tedavi prensibi
olarak kabul gérmektedir [35,76,77].

2.9. Apelin

2.9.1. Tarihce, Yag Dokusu ve Apelin

Yetiskin memelilerde yag dokusu kitlesi biiyiilk oranda adiposit olarak
adlandirilan lipid dolu hiicrelerin gevsek olarak baglanmasi ile olusmaktadir. Yag
dokusundan kaynaklanan adipokinlerin obezitenin komplikasyonlar1 olan
hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon, aterosklerozis ve kalp yetmezligi gibi
hastaliklarin patogenezinde rol oynadiklar1 bilinmektedir [80].

Apelin ters farmakoloji ile kesfedilmis bir adipokindir. Oncelikle reseptérii
tespit edilmis, ardindan bu reseptoriin endojen ligandi olarak apelin molekiilii
izole edilmigstir [81]. Apelin transkripsiyonu ve immiinreaktivitesi santral sinir
sistemi, kalp, akciger ve meme dokusu gibi bir¢ok periferik dokuda gézlenmistir.
Bu yaygin periferik ekspresyon nedeniyle, apelinin endotel hiicresi kaynakli
olabilecegi diistiniilmiistiir [82].
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2.9.2. Apelin Reseptorii

1993 yilinda O’Dowd ve ark. [83] anjiyotensin tip 1 reseptor geniyle
oldukca biiyiik dizilis benzerligi gosteren bir gen kesfetmislerdir. Bu yeni gen,
APJ olarak isimlendirilerek G protein bagl reseptér olarak kodlanmistir [83].
APJ, Tatemoto ve ark. [84] 1998 yilinda apelini tanimlayana kadar “Orphan”
olarak isimlendirilmistir. APJ (apelin reseptorii, AR, anjiyotensin 1 benzeri
reseptOr) orjinal olarak insan genomik DNA’sindan polimeraz zincir reaksiyonu
yoluyla izole edilmistir. 380 aminoasitten olusan bu reseptoriin geni 11.
kromozomun ql2.1 kisminda yerlesmistir [83]. Bu reseptor, AGTRL1, AP]J,
APJR ve FLJ90771 gibi birka¢ isme de sahiptir (96). APJ fare, sigan, maymun,
inek, zebra ve kurbaga gibi diger birkag¢ tiirde de tanimlanmistir [85]. APJ
ekspresyonu, si¢anlarda hemen hemen tiim perifer dokularda gosterilmistir ancak
kalp ve akcigerlerde en yiiksek oranda bulunmustur [86]. Daha diisiik seviyede
sican bobrek, hipofiz bezi ve iskelet kasinda ve ayrica endokardiyal ve endotelyal
hiicrelerde eksprese edilmektedir [87-90].

Insanlarda ise APJ mRNA; karaciger, mide, pankreas, vaskiiler endotelyal
ve diiz kas hiicreleri, plasenta, adipoz doku, akcigerler, kalp, timus, prostat, testis,
ovaryum, dalak, barsaklar ve beyin olmak iizere bir¢ok merkezi ve perifer
dokularda bulunmustur [87-93]. Ayrica biyiikk c¢apli kan damarlarinda
otoradyografiyle apelin bagli boliimlerin varligi belirlenmistir [94]. Beyinde APJ
ekspresyonu, beyaz maddenin glial hiicrelerinde [95] serebral korteks, epifiz bezi,
hipofiz bezi, hipokampiis, piriform korteks, dentat girus, lateral olfaktor traktus
niikleuslar1, dorsal rafe niikleuslarinda ve hipotalamusta [88,90,95] gosterilmekle
birlikte beyindeki en yogun ekspresyon bdlgeleri hipotalamustaki paraventrikiiler
ve supraoptik niikleuslar olarak tespit edilmistir [87,93]. Fare apelin reseptorii 377
aminoasitten olugsmustur ve insan apelin reseptoriiyle % 91 dizilis benzerligi
vardir. Sican apelin reseptorii ise 377 aminoasitten olusmustur ve insan
reseptoriiyle % 89 dizilis benzerligi vardir [85]. APJ ile Angiotensin II (AT2)
reseptor arasinda onemli yapisal benzerlik (aminoasit dizilisi yoniiyle % 30—40
benzerlik gosterir) olmasina ragmen AT2, APJ ile etkilesme girmemektedir. Her
iki reseptor arasinda tiim aminoasit dizisinde 115 aminoasit (% 30) [96] ve
transmembran bdlgede 86 aminoasit (% 54) aymidir [83], ayn1 zamanda doku
ekspresyonunda yiiksek oranda benzerlik vardir [88]. Bu benzerliklere ragmen
AT2, apelin reseptoriine baglanmadig1 gibi, apelin de ATl reseptore
baglanmamaktadir [93,97].

2.9.3. Apelinin Fizyolojik Etkileri

Apelin bircok sistemi etkilese de en ©Onemli etkisini kardiyovaskiiler
sistem, santral sinir sistemi ve renin anjiotensin-aldesteron sistemi iizerinden
gostermektedir. Diiz kas hiicrelerine dogrudan etki ederek vazokonstriiksiyon ve
pozitif inotropik etki yapmaktadir. Ayrica endotel hiicrelerinden nitrik oksit
salimimmin1 uyararak vazodilatasyon yapmakta ve kan basmcini diisiirmektedir.
Apelin farkli bir etki mekanizmasi ile de vazodilatasyon olusturmaktadir [98].
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2.9.4. Apelinin Kardiyovaskiiler Etkileri

Apelinin fizyolojik etkilerine bakildiginda heniiz agiklanmasi gereken
noktalarin oldugu goriilmektedir. Apelin-APJ yolu glukoz metabolizmasini,
termoregiilasyonu ve sivi dengesini de igeren cesitli fizyolojik islevlere katkida
bulunmaktadir. Ancak apelinin 6nemli fizyolojik etkilerinin kardiyovaskiiler
sistem {lizerine oldugu disiiniilmektedir [99]. Apelin’in AJP reseptorlerinin
kalpteki lokalizasyonlar1 nedeniyle apelin direkt miyokardiyal -etkiler
gostermektedir. Apelin, izole fare kalbinde subnormal konsantrasyonlarda
kasilmay1 arttirmaktadir. Normal ve kalp yetmezliklerinin her ikisinde de
kardiyomiyositlerinde sarkomer kisalmasina neden olmaktadir. Ayrica kalp
yetmezligi olan fare kalplerindeki izole sag ventrikiiler trabekiillerde
kontraktiliteyi arttirmaktadir [100-102].

Iwanaga ve ark. [103]sicanlarda deneysel bir kalp yetmezligi modelinde
Apelin/APJ ve angiotensin I/angiotensin II sistemleri arasindaki karsilikli
etkilesimi tarif etmislerdir. Apelin ve onun APJ mRNA reseptorii; kalp yetmezligi
olan siganlarda onemli derecede diisiise ge¢mis ve downregiile olmustur. Bu
deneyde, kalp yetmezligi olan si¢anlar bir anjiotensin reseptdr blokorii olan
telmisartan ile tedavi edildiklerinde klinik gelisme gostermislerdir. Bunun yani
sira apelinin ve APJ'nin salinmasinda artig goOstermislerdir. Bu da kalp
yetmezligindeki RAAS sistemi ile apelin dongiisiintin iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir [99,100,103].

Apelin/APJ sisteminin miyokard kasilmasindaki etkisini gosteren onceki
calismalar, apelinin pozitif inotropik etkilerini de acik¢a gostermislerdir. Szekodi
ve ark. [103] Apelinin myokard gerilimini uyarmada inotropik cevabin %69'na
denk yiikseltme kapasitesi ile bilinen en potent inotroplardan biri oldugunu
bildirmislerdir. Apelin’in adrenomedullin ve endotelin gibi potent inotrop oldugu
ve etkisinin uzun Omirli oldugu saptanmistir. Apelin inotropik etkisini
intraselliiler alkalizasyonu saglayarak, yani intraselliiler kasilma cisimcigindeki
Ca duyarligmm arttirarak ve hiicre i¢i Ca artisina yol acgarak yapmaktadir. Bu
mekanizmay1 agiklamak i¢in hala calismalar devam etmektedir. Kronik apelin
uygulanmasinin kardiyak atimda 6nemli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir.
Yapilan ¢aligmalar kardiyak atim ve kasilmadaki artigin kardiyak hipertrofi ile
iliskili olmadigin1 géstermistir. Bu sonuglar apelinin kalp yetmezligi tedavisinde
kullanim olasiligini ortaya koymaktadir [104,105]. Apelin-APJ salinimi kronik
kalp yetmezligi olan hastalarda biraz daha farklidir. Bulgular gstermistir ki, kalp
yetmezliginin erken evrelerinde plazma apelin konsantrasyonlar1 hafifce
artmaktadir. Halbuki ilerlemis kalp yetmezliginde apelin diizeyi azalmaktadir.
Literatiirde ileri KKY olan hastalardaki plazma apelin diizeylerinin diistiigiinii
gosteren bir¢cok calisma mevcuttur [106-108]. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore
apelin salinimi farkl etkenlere baglidir;

a) Hipoksi/iskemiye cevap olarak apelin salinimi artmaktadir.

b) Kronik basing asir1 yliklenme ve kalp yetmezliginin erken evrelerinde apelin
diizeyi korunur ya da yiikselebilir.

¢) Siddetli kalp yetmezliginde ise apelin salinimini1 azaltmaktadir.
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Siddetli kalp yetmezliginde apelinerjik salinimda azalmaya katkida bulunan
muhtemel faktorler; artmis RAAS aktivasyonu ve myokardiyal gerginliktir. Bu
degisiklikler geri donlsimli olabilir. Sol ventrikiilin mekanik bogalimi
sonrasinda kardiyak apelin ve APJ artis1 olabilmektedir [99]. Weir ve ark. [109]
yaptig1 bir calismada apelin konsantrasyonlarinin MI sonrasi sol ventrikiil sistolik
disfonksiyonlu kalp yetmezligi olmayan hastalarda saglikli kontrol grubuna gore
distiigiini gostermislerdir. Bu c¢alismada plazma apelin diizeyi zaman iginde
tekrar ylikselse de 24. haftada hala diisiik kalmistir. Ayrica bu ¢alismada apelinin
plazma diizeyinin sol ventrikiil voliimii, kiitlesi veya fonksiyonu ile iligskisinin
bulunmadig1 ve remodellingi etkilemedigi bildirilmistir [109].

2.9.5. Apelinin Kan Basinci ve Vaskiiler Tonus Uzerine Etkisi

Siganlarda 10 nmol/kg dozunda intravendz olarak uygulanan apelin kisa
siirede (1dk) ortalama arteryel basingta bir diisiise yol agmaktadir. Bu etki gegici
bir etki olup 3-4 dakika siirmektedir. Gelisen hipotansiyon bilingli ve anestezi
yapilmamis hayvanlarda kalp hizinda hafif bir artisa yol agmaktadir. Apelinle
indiiklenmis olan tasikardi baroreseptor refleksin etkisi ile orataya ¢ikan sempatik
sinir sisteminin stimiilasyonu yoluyla olmaktadir [110]. In vivo calismalarda
apelinin apelinin kalsiyum antogonistlerinden, isoprenalinden ve nitrogliserinden
cok daha etkili oldugu tespit edilmistir. Apelin kan basincini periferik arterlerden
ziyade cogunlukla periferik venleri dilate edip, 6n yiikii azaltarak diistirmektedir
[111].Apelinin hipotansif etkisi endotel kaynakli nitrik oksit araciligiyla
olmaktadir. Bunun yaninda apelinde nitrik oksit metabolitlerinin plazma diizeyini
arttirmaktadir. Fare endotel kiiltiirlerinde apelinin endotel kaynakli nitrik oksit
sentetaz enziminin fosforilasyonunu arttirdig: tespit edilmistir. Ancak buna karsit
olarak apelinin saglam endotel dokusunda nitrik oksit bagimli vazodilatasyon
yaparken, hasarli endotelde endotelden bagimsiz, direkt diiz kas hiicreleri
izerinden vazokonstruksiyon yapmaktadir. APJ reseptorii bulunmayan transgenik
farelerde (APJ-/-) bazal tansiyon degerleri ve kalp hiz1 digerlerindeki gibi normal
olsa da, apelin-13 normal farelerde tansiyonu diisiirlirken APJ-/- olan farelerde
tansiyon diisliriicii etkisi olmadig1 anlagilmistir. Buradan da APJ reseptorlerinin
apelinin hipotansif etkisine yardime1 oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir [112].

2.9.6. Apelin’in Diger Etkileri

Apelin kardiovaskiiler sistemin yani sira diger bazi1 organlar iizerine de
etkilere sahiptir. Kronik hastaliklar ve apelin iliskilerini inceleyen ¢aligmalarda
apelin ile ilgili ¢cok farkli sonuglar tespit edilmistir. Apelin’nin organlar {izerine
olan etkileri kisaca sunlardir: Apelin kalpte; pozitif inotropik etki gosterir.
Damarlarda vazodilatasyon (saglam endotel), vasokontriiksiyon (hasarli endotel),
NO salinmmi1 ve anjiogenez {izerine etkilidir. Beyinde sempatik uyari,
adrenokortikotropik hormon (ACTH), gonadotropin ve troid stimiilan hormon
(TSH) saliniminda artis, beslenmede artis ve su dengesini (antidiiiretik hormonu
azaltarak) saglar. Pankreasta insiilin sekresyonunu azaltirken kolesistokinin
salmimini arttirir. Direk bobrek {izerine etkisi ile dilirez saglar. Yag dokusunda
insiilinin etkisini arttirir ve TNF-"y1 azaltir [99,100,106]. Apelin’in farkli dokular
tizerine olan etkileri ve etki mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamustir.
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2.10. Kalbin Histolojisi

Kalp kasi hiicreleri (Myocytus cardiacus) ortada yerlesik tek c¢ekirdekli
hiicrelerdir. Kalp kasi hiicrelerinde miyofibriller enine ¢izgilenme ve bantlasma
gosterirler. Kalp kasi hiicreleri dallanir ve bu dallar araciligr ile birbirleriyle
baglant1 kurarak 3 boyutlu bir kas ag1 olustururlar. Kas hiicrelerinin tek ¢ekirdek
icermeleri ve bu ¢ekirdeklerin liflerin merkezine yerlesik olmasiyla da diiz kaslara
benzer [113-115].

Kalp kasi lifleri hiicre zarlar1 disinda oldukca iyi gelismis bir bazal
membran ile ¢evrelenmisglerdir. Ritmik ve otomatik olarak ¢alisan kalp kas1 6zel
bir bi¢imde uyarilir. Uyarim {ireten ve ileten 6zel bir sistemi vardir. Bu sistem de
kalp kast liflerinden yapilmistir, esas gorevleri kalbin kasilmasi i¢in uyar1 tiretmek
ve iletmektir. Yapilar1 kalbin kasilmasinda islev alan hiicrelerden biraz farklidir.
Bu lifler miyofibrillerden yoksun sarkoplazmadan zengin olan liflerdir.
Miyofibriller liflerin kenarlarinda bulunurlar. Bu liflerden bir kismi kalbin uyarim
tireten merkezleri olan sinoatriyal ve atrioventrikiiler diiglimleri olustururlar. Bu
merkezlerde bulunan kas lifleri kalp kasi liflerinden daha kiigiiktiir. Merkezlerden
cikan ve gittikce irilesen kas lifleri his demetlerini olustururlar. Bu demetlerdeki
kas lifleri kalp kas1 liflerine yaklastik¢a daha da irilesirler. Bunlara purkinje lifleri
denir [114-115].

Kalbin duvar yapist 3 katmandan olusur. Bunlar i¢te endokardiyum, ortada
miyokardiyum ve dista perikardiyum’dur [116-118].

PERIKARDIYUM:

F:::;:: o s / MYOKARDIYUM
P 4 (kas tabakas1)
Serdz

perikardiyum

(pa.ryeﬁl ﬁ.ba.ka.)

ENDOKARDIYUM
(trabekiiller1 &rten
15 endotelyal tabaka)

Seroz
perikardiyum
(vissera.l tabaka,
epikardiyum)

Sekil 2.1. Kalp duvar yapisinin sematik gosterimi

Endokardiyum endotel, subendotel, miyoelastik ve subendokardial
katmanlardan olusmustur. Endotel, kalbin i¢ bosluklarin1 déseyen tek katli yassi
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epiteldir. Tek katli epiteli olusturan hiicreler bir sira halinde bazal membran
lizerine oturmus, ince ya da algak boylu poligonal hiicrelerden olusmustur.
Hiicreler ince oldugundan ¢ekirdekleri limene dogru ¢ikint1 yapar. Tek katli yassi
epitel madde gecisine olanak verdiginden hiicre sitoplazmalarinda bol miktarda
vezikiil bulunur. Endotel katman kandaki besinlerin tiim dokulara iletiminde ilk
ve en Onemli engel oldugundan biyolojik ve patolojik olarak 6nemlidir.

Miyokardiyum tabakalarin en kalinidir ve baslica kalp kas1 hiicrelerinden
olusur. Uyar ileten sistem ve kalp iskeletinin baz1 boliimlerini i¢erir. Damarlarin
tunika medias1 ile esdestir. Miyokardiyum’un kalbin farkli bdlmelerindeki
kalinlig1 degiskenlik gosterir. Ventrikiillerde, atriumlara karsin daha kalindir, en
kalin oldugu yer sol ventrikiildiir. Kalp kas1 hiicreleri 2 grupta siniflandirilir:
Kasilabilen hiicreler ve kalp atimini saglayan elektrik uyarisini iireten ve ileten
iletici hiicreler.

Epikardiyum (visseral perikardiyum) kalbi saran seréz zardir. Kalbin en
ince katmanidir. En dis tabaka tek katli mezotel hiicreleri, altinda ince bir bazal
lamina ve epikardi miyokarda baglayan subepikardial bag dokusundan olusur. Bu
tabakada ayrica koroner damarlar, sinirler, yag hiicreleri ve ganglionlar bulunur.

Kalbin merkezindeki fibroz bolge, fibroz kalp iskeleti hiicrelerinin
kokenini aldig1 ve yerlestigi bir alan olmasinin yani sira kapakgiklarin da temelini
olusturur. Fibroz iskelet yogun bag dokusundan yapilmistir. Baglica bilesenleri;
septum membranaseum, trigonum fibrozum ve annuli fibrozidir. Septum
membranaseum, interventrikiiler septumun st fibroz kismidir. Burada kollajen
lifler birbirlerine kosut diizenlenmistir. Kalbin tabaninda atriumlar ile
ventrikiillerin arasinda bulunan deliklerin ve damarlarin ¢ikig deliklerinin
¢evresinde bulunan fibréz dokudur. Annuli fibrosi ise fibroz iskeletin deliklerin ve
damarlarin ¢evresini saran kisimdir. Burada kikirdak doku adalar1 bulunur . Bu
yapilar degisik yonlere dogru giden kalin kollajen liflere eslik eden yogun bag
dokusundan olusmaktadir. Baz1 yerlerde fibroz kikirdak nodiilleri gozlemlenir.
Kalp kapakgiklar1 her iki yiizde endotel katmani iceren yogun bag dokusundan
yapilmistir. Buradaki bag dokusu elastik ve kollajen lifler kapsar. Kapakgiklarin
tabani fibr6z iskeletin annuli fibrozuslarina baglanmigstir [116-119].

2.11. Bobregin Histolojisi

Bobrek ince fakat kollajen fibrillerden zengin oldugu i¢in saglam fibroz bir
kapstil ile ortiilmiistiir. Kapstilde az sayida elastik fibrilde bulunur. Yasla birlikte
kapsiiliin kalinlig1 ve elastik fibrillerin sayis1 artar. Kapsiiliin organdan kolayca
soyulmasi arada septum olmadigini gosterir. Fibroz kapsiil bobregin hilus denilen
i¢ biikkey kismindan organin igine girer. Hilustan arteria renalis girer, vena renalis
ve iireter ¢ikar. Ureterin {ist ucu hilusu dolduran bir genisleme (pelvis renalis)
gbsterir. Biitiin bu bag doku kisimlar1 intersitisyum olarak isimlendirilir. I¢
kisimda ise nefron ve toplayici borucuklarin oldugu bdlge paransim olarak
adlandirilir. Parankim iiniteleri ve intersitisyum bobrekte kendine 6zgii bir yayilis
gosterirler. Buna gore bobrekte iki bolge ayirt edilir. Bunlar korteks ve
medulladir. Korteks i¢erdigi olusumun iyi boyanmasi nedeniyle koyu, medulla ise
icerdigi birbirine parelel borucuklar nedeniyle c¢izgili ve acik renkte boyanir.
Korteks ve medulla arasindaki sinir iki elin parmaklar1 birbirine ge¢mis gibi
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girintili ¢ikintilidir. Nefron ve toplayici borucuklar boliimlemesi icinde yer alan
tiniteler sunlardir [120-124];

----Nefron

- Korpuskulum renis (Malpigi cisimcigi)
- Tubulus proksimalis

- Henle kulpu

- Tubulus distalis

- Tubulus konnektivus

----Toplayict borucuklar

- Tubulus kollektivus

- Duktus papillaris

eferent renal koepuskul peritubuler
Kortikal arteriol - l kapiller
aferent
arteriol
jukstaglomer]ler
nefron
p Tubulus
kollektivus
(a) nefronlarin bobekte pexim_buler
yerlesimi ve genel goriinimii kapiller
henle
kulpu
(b) kortikal nefron
) peritubuler
proksimal kapiller
tubul
distal
glomerulus tubul
vasa
Tubulus rekta
™ Kollektivus
Tubulus
kollektivus
renal
papilla henle
kulpu
ikt illari (c) jukstaglomeruler nefron
s papillaris

Sekil 2.2. Nefron ve toplayici borucuklar (123)
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2.11.1. Korpuskulum renis (malpigi cisimcigi)

Nefronun baglangi¢ kismi olan malpigi cisimcigi kortekste bulunur. Her
korpuskulum renis ortada yerlesik damar yumagi (glomerulus) ve g¢evrede
bulunan membran6z yapidan (bowman kapsiilii) olusur. Sayilar1 kedilerde 200-
300 bin, insanda 1-4 milyon arasidir. Arteria interlobularis korteks icine sagli
sollu dallanarak her biri afferent arteriolii yapar. Afferent arteriol 6zel arteriyel
kilcala doniisiir ve kendi tizerine kivrimlar olusturarak glemerulus denilen yapiy1
olustururlar. Damar aginin devaminda glemerulustan efferent arteriol adiyla
Bowman kapsiiliinii terk ederek tubuluslar ve henle kulbuna dogru uzanir. Malpigi
cisminde iki kutup vardir. Afferent arteriolun girip, efferent arteriolun ciktigi
vaskiiler kutup (damar kutbu) ile proksimal tubul limeni ve Bowman kapsiil
araliginin baglandig1 bolge idrar kutbu olarak adlandirilir [120-125].

Bowman kapsiilii iki yapraklidir. Glomeriile bakan visseral yaprak
(glomertiler epitel), dis duvarn ise paryetal yapraktir (kapsiiler epitel). Paryetal
yaprak, retikiilerfibrilleri igeren ince bir bazal laminaya oturmus tek katli yassi
epitel hiicrelerinden olusur. Idrar kutbunda yassi epitelyum proksimal tubulus
epiteline doniislir. Visseral yaprak ise kalin bazal bir laminaya oturmus podosit
(episit) denilen hiicrelerden olusur. Podosit hiicrelerin sitoplazmalarindan radiyal
olarak uzanan primer uzantilarin olmasi nedeniyle yildiz seklindedir. Primer
uzantilardan ayrilan ¢ok sayida sekonder uzanti (pedisel) arasinda yarik seklinde
filitrasyon araliklar1 bulunur [125].

2.11.2. Tubulus proksimalis

Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginin devami seklinde (yassi epitel)
idrar kutbundan baglar kiibik epitel ile devam eder. Bu kisma boyun denilse de
gercek bir daralma yoktur. Nefronun en uzun, en kivrimli ve ¢api en genis kismi
pars kontortus (kontortus=kivrimli) ve pars rekta kisimlar1 vardir. Pars kontortus
bobregin kapstiller ylizeyine dogru genis bir ans yapar. Preparatlarda oblik ya da
transvers kesitleri gortiliir. Ultrafitratin reabsorbsiyonunun % liik kismin1 saglayan
boliimdiir. Bunun duvarim olusturan ve asit boyalarla koyu eosinofilik boyanan
tek katli tepesi kesik pramit ya da kiibik hiicrelerdir. Stoplazmada bol miktarda
peroksizom ve lizozom bulunur.

Hiicrelerin apikal yiizleri emilim yiizeyini arttirmak i¢in mikrovillusludur.
Bazallerinde ise bazal labirintler (membran katlantilar) vardir. Ozellikle su,
glikoz, kiiglik molekiillii proteinler ve bazi iyonlarin geri emilimini saglar. Pars
rekta ise baslangic kismi spiral daha sonra diiz seyreden elektron mikroskobu
incelemelerinde mikrovilluslarin daha kisa boylu ve az sayida oldugu goriiliir. Bu
bulgular pars rektanin transelliiler transportta pars kontortus kadar katilmadigina
isaret etmektedir. Pars rekta henle ansinin inen kolunu olusturur [120-125].

2.11.3. Henle kulpu (tubulus intermedius)

Proksimal ve distal tubuller arasinda yer alan U harfi bi¢iminde tubuler
boliimdiir. inen henle (proksimal tubulun pars rektasi), ince kisim (henle ansi) ve
cikan henle (distal tubulun pars rektasi) olarak ii¢ kisimda incelenir. Bobregin
medulla kisminda bulunurlar. inen henlenin duvari tek katli yassi hiicrelerden
olusur. Bu hiicrelerin membran1 fazla miktarda su gecisi icin elverislidir. Cikan
henlenin ise cap1 daha genistir ve duvari kiibik epitel hiicrelerinden olusur. Inen
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henlenin tersine su yerine suda eriyen maddeler (tuz, lire vb.) i¢in geg¢irgendir
[120-123].

2.11.4. Tubulus distalis

Cikan henlenin devami seklinde kortekse girer, burada kivrim olusturarak
(tubulus konkortus distalis) kendi malpigi cisimcigine yaklasir, aferent arteriole
dirseklendigi yerde yiiksek prizmatik epitel hiicreleri bir plak seklinde makula
densay1 olustururlar. Tubulus proksimalisten daha kisadir ve histolojik kesitlerde
asit boyalar ile daha agik sekilde boyanir ve liimeni seyrek mikrovillusludur.
Tubulus distalisi olusturan hiicreler iyon gegisine elverisili bazal membran
girintilerine ve mitokondriyumlara sahiptir. Distal tubul ayn1 zamanda tubuldeki
idrara hidrojen ve amonyum iyonlar1 salar. Bu etkinlik kandaki asit-baz
dengesinin korunmasinda o6nemlidir. Tubulus distalisler kisa baglanti kollari
(tubulus konnektivus) ile toplayici borucuklara baglanir.

2.11.5. Toplayici tubuller

Tubulus kollektivus ve duktus papillaris olarak iki kisimda incelenir.
Tubulus kollektivus, medullanin korteksine komsu olan medullar radiyustan
basglar. Baglangigta basik prizmatik pelvis renalise dogru yiiksek prizmatik
hiicreler vardir. Stoplazmalar1 az sayida organel icerir ve elektron gecirgendir.
Ozellikle su reabsorbsiyonunda gérevli yapidir. Toplayici kanallarin epiteli arka
hipofiz tarafindan salinan arginin, vazopressin ya da anti ditiretik hormona (ADH)
tepki verirler. Ark bi¢imli kolektdr tubuller bosaltict duktus sisteminin
baslangicini olusturur. Bunlar diiz seyirli kolektor tubuller izler. Boylece ark
bicimli kolektdr kanallar, tubulus konkortus distalisleri diiz seyirli kolektor kanala
baglar. Duktus papillaris, tubulus kollektivuslarin birlesmesi ile sekillenir. Yiiksek
prizmatik epitel yapida biiylik gevis getirenlerde degisken epitel yapidadir.
Mikroviluslar ¢ok kisa boylu ya da hi¢ olmadigindan liimen diizglindiir. Olusan
idrar duktus papilaristen kaliks renalise ve/veya pelvis renalise ve oradan
uireterlerle idrar kesesine aktarilir [120-125].

2.12.Hipertansiyon ve Kalp

Hipertansiyon, miyokard enfarktiisi ve ani oliim dahil olmak {izere
semptomatik KAH riskini iki kattan fazla, konjestif kalp yetmezligi riskini ise ii¢
kattan fazla artirmaktadir. Artmis yiikklenmeye karst LVH gelismesi ve
aterosklerozun artmis hizi HT’ nin kalp {iizerine etkilerini dogurmaktadir.
Hipertansiyonda olusan en sik kardiyak hasar LVH’ dir. Sol ventrikiilde gelisen
hipertrofi geometrik yapisina gore “ekzantrik ve konsantrik” tanimlariyla
siniflandirilmaktadir. Ekokardiyografi (EKO) ile sol ventrikiilin artmis duvar
kalinlig1 veya kitle artis1 (erkeklerde >125 g/m? kadinlarda >110 g/m?) objektif
olarak saptanabilmektedir [126-130].

Sol atriyal (LA) dilatasyon ve LVH hipertansif hastalarda gozlenen en sik
yapisal degisikliklerden olsa da bunlar semptomlarin sebebi degildir. Sol ventrikiil
diyastolik relaksasyon ve kompliyans bozuklugu en sik ve en erken goriillen HT
bagimli kardiyak fonksiyon bozuklugudur. Kalp yetersizligi nedeniyle tedavi
edilen hastalarin yaklasik % 40’inda diyastolik disfonksiyon (DD) oldugu daha
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dogru bir terimle sistolik fonksiyonlarin korunmus oldugu saptanmistir [131-132].
Hipertansif hastalarda sol ventrikiiliin relaksasyonu ve kompliyansi azalmistir. Bu
iki ozelligin genellikle birlikte bozulmasi, pulmoner konjesyonla sonug¢lanan
artmis sol ventrikiil diyastol sonu basinci ve artmig sol atriyal ve pulmoner venz
basinca neden olur. Hipertansiyona bagli gelisen iskemi ve vaskiiler onyiik
artisinin da diyastolik fonksiyon bozuklugu olusumuna katkisi unutulmamasi
gereken dnemli bir noktadir [131].

Hipertansiyonun sol ventrikiiler genisleme ve KAH’ yi indiklemesi
sonucu sistolik fonksiyonlar da bozulabilmektedir. Bozulmus sol ventrikiil sistolik
fonksiyonu, sol ventrikiil EF’nin %40’tan az olmasi1 ile karakterize, koti
kardiyovaskiiler prognoz ve tiim nedenlere bagli 6liim riskinde artis ile iligkilidir.
Sistolik fonksiyon bozuklugunun onlenmesinde en Oonemli nokta erken tani ve
tedavi ile kan basincinin etkin bir bigimde kontrol altina alinmasidir. Renin-
anjotensin-aldesteron sistemi blokerleri tedavide kullanilabilecek oOncelikli
ilaglardir. Hipertansiyon KAH i¢in en Onemli risk faktorii olup koroner
perflizyonu azaltarak ve miyokardin kanlanma ihtiyacini artirarak dengeyi kolayca
bozabilir. Hipertansiyonda biiyiik koroner arterlerin aterosklerotik daralmasinin
hizlanmasi, endotel bagimli vazodilatasyonun bozulmasi, koroner rezervin
siirlanmast artmig KAH riskini beraberinde getirir. Hipertansif hastalarda
koroner iskemi, miyokard enfarktiisii ve ani 6liimler normotansiflere gore daha sik
goriilmektedir [133].

2.13. Hipertansiyon ve Bobrek

Hipertansif hastalarda renal fonksiyon bozuklugu hem yapisal hem de
fonksiyonel olarak siklikla mevcuttur. Iki klinikopatolojik g¢esit tanimlanmustir.
Biri malign nefroskleroz olup malign HT ile birliktedir. Fibrinoid nekroz ve
myointimal hiperplazi ile karakterizedir [134-135]. Antihipertansif tedavideki
gelismeler nedeniyle malign nefroskleroz giiniimiizde seyrek olarak goriiliir.
Digeri ise benign nefroskleroz olup histopatolojik olarak preglomeriiler damar
duvarlarinin hyalinizasyonu ile birlikte mikrovaskiiler degisikliklerle, intimanin
kalinlagsmasiyla ve interlobar ve arkuat arterlerin i¢ elastik laminalarinin
duplikasyonu ile birliktedir. Bu degisiklikler glomeriiler hasar, glomeriiloskleroz,
tiibliler atrofi ve interstisyel fibrozise gotiirebilmektedir. Hipertansif hastalarda
alblimin atilimindaki artisin intraglomeriiler basing artist ve glomeriler
bariyerdeki filtrasyon degisikliklerinden kaynaklandigi diistintilmektedir [136-
139].
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MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda toplam 35 adet disi, geng, 250-300 g agirhiginda Rattus
norvegicus Wistar albino tiirli sigan kullanildi. Denekler iki gruba ayrildi. Kontrol
grubu olan birinci grupta 15, Hipertansif grubu olusturan ikinci grupta ise 20
sican bulunmaktaydi.

a) Kontrol grubu (K, n=15)
b) Hipertansif grup (H, n=20)

Denekler Akdeniz Universitesi Deney Unitesi laboratuvarinda kafesler
igerisinde (standart kosul :12 saat giin 15181, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit
1s1l1 odalarda) bakima alindilar.

Calisgmanin ilk on dort giinlinde siganlara, beslenmeleri i¢in standart ticari
sigan yemi ve igme suyu olarak da ¢esme suyu verildi. Bu on dort gilinliik stire
icerisinde hayvanlarin normal giinliik su tiiketiminin takibi yapildi. Hayvanlara
beslenme ve su tiikketimlerinde bir sinirlandirilma yapilmadi, sicanlarin istedikleri
kadar yem ve su tiiketmelerine izin verildi. Boylece ne kadar su tiikettikleri
belirlendi. Siganlarin agirlik degisimleri ise elektronik tartt ile c¢alisma
baslangicindan itibaren on giinliik araliklarla 6lgiildii. Bu ¢alismalarin tiim
prosediirleri ve calisma protokolii Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurul Yonetmeligine uygun olarak yapildi.

3.2.  Hipertansiyonun Olusturulmasi

Calismanin on besinci giiniinde hayvanlarin igme sularma L-NAME
(CTHISNS504-HCI) ilave edilmeye baslandi. Kullanilan L-NAME’nin dozu
hayvanlardaki icme suyu tiikketimi belirlenerek hesaplandi ve bdylece amaglanan
dozun alinmasi saglandi. L-NAME’li igme suyu 2 giinde bir tazelendi . Bu sekilde
hipertansif gruplardaki siganlar 6 hafta boyunca artan agirliklart géz Oniine
aliarak giinliik 25 mg/kg dozunda L-NAME aldilar.

3.3.  Kan Basmc Olgiimii

Deneydeki hayvanlarin kan basinglar1 kuyruk arterlerinden tail-cuff
yontemiyle Olgiildii. Hayvanlarin kuyruguna takilan halka seklindeki basing
probuyla sinyaller alimip MP 150 veri toplama sistemi (BIOPAC Systems, CA-
USA) ve MAY-BPHR 9610-PC (Commat Ltd, Ankara) {initesi araciligiyla
bilgisayara aktarildi. Yapilan bu Olciimler Acknowledge paket programiyla
cizdirilen basing traseleri iizerinden yapildi. Iki haftada bir yapilan dlgiimlerle
hayvanlarin deney sonuna kadar kan basinci takibine devam edildi. Kuyruktaki
arterlerden gecen kan akiminin kisa bir siireligine kesilmesi i¢in, halka seklindeki
havayla sisirilebilen bir manset (cuff) kullanildi. Istenen basing diizeyi olustuktan
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sonra sisirilen mangetin otomatik olarak yavasca sondiiriilmesiyle kan akiminin
tekrar baglamasi saglandi. Boylece, halka seklindeki basing probuyla
belirlenebilen pulsasyonun basing degeri saptandi. Her sigcan i¢in en az {i¢ basing
trasesi periyodik ol¢iimler sirasinda kaydedildi. Belirlenen degerlerin ortalamasi
alinarak o giinkii kan basinc1 degerleri hesaplandi.

3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

Alt1 haftalik deney siiresinin sonunda tiim hayvanlar etik kurallara gore
uyutularak sakrifiye edildi, kalp ve bobrek doku ornekleri fizyolojik serum
icerisine alinarak temizlendi. Daha sonra doku Ornekleri immiinohistokimyasal
islemler i¢in % 10 luk formalin soliisyonuna, SDS — Page Western Blot islemi i¢in
ise s1v1 nitrojene alinarak -80 °C deki derin dondurucuya yerlestirildi.

3.5. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Alinan kalp ve bébrek érnekleri Holland fiksatifinde (1000 ml distile suda %
40’k 100 ml formalin + 5 ml glasiyel asetik asit + 40 gr pikrik asit + 2,5 gr
bakir asetat) 4-12 saat tespit edildi. Daha sonra 6-7 saat musluk suyunda
yikanan dokular sira ile %70, %80, %90 ve %100’luk alkol serilerinde 24’er
saat tutularak dehidrasyon isleminden gegirildi. Ksilol igcinde 3 defa 2-3'ser
dakika bekletilerek seffaflastirildi. 58°C’ye ayarli etiivde dokular 3 defa 1’er
saatlik parafin banyosunda tutulduktan sonra etliv disinda temiz erimis
parafinle bloklandi. Parafin bloklardan alinan 5 mikrometre kalinligindaki
kesitlere rutin 11k mikroskopik HE (Hematoksilen- eozin boyamasi igin) ve
immunohistokimyasal teknikler uygulandi.

3.6. Immiinohistokimyasal Protokol

Polilizin ile kapli lamlara alman 5 mikrometre kalinligindaki parafin
kesitler 1 gece boyunca 56°C’ye ayarlanmis etlivde tutuldu. Deparafinizasyon ic¢in
3 defa 10’ar dakika ksilolden gegirildi. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol
serilerinin her birinde 5’er dakika (%100, %90, %80, %70) bekletildi. Distile suda
5 dakika calkalandi. Dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi i¢in
kesitler, 200 ml sitrat tamponu (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) i¢ine
alind1 ve mikrodalga firinda (931 watt) iki defa 5’er dakika tutuldu. Bu islemden
sonra sitrik asit soliisyonu icerisinde 20 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi ve
dokularin cevresi hidrofobik kalemle cizildikten sonra 3 defa 5’er dakika fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisinden (PBS; pH: 7.2-7.4) gecirildi. Bir sonraki basamakta
dokulardaki hidrojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in kesitler 30
dakika boyunca hidrojen peroksit soliisyonu (13,5 ml metanol igerisinde 1,5 ml
H202) ile muamele edildi. Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’te yikandiktan sonra
dokulardaki 06zgiil olmayan antikor baglanmasint Onlemek amaciyla oda
sicakliginda bloklama serumu (Ultra UV Block, LabVision Corporation TA-
125UB) ile 5 dakika muamele edildi. Hemen sonrasinda, serumun fazlasi alinarak
primer antikorlarla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Kontrol kesitlerine
uygun serum ya da izotip IgG uygulandi. Primer antikorlar, apelin reseptorii
[BIOSS, kat no: bs-2430] ve Apelin [NOVUS, kat no: NBP1-07130] igin
sirastyla, 1:200 ve 1:250 oraninda diliie edilmis olarak uygulandi. Kesitlere
inkiibasyondan sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikama islemi yapildi. Daha
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sonra sirastyla 20 dakika biyotinli sekonder antikor (VECTOR, BA1000) ve 20
dakika streptavidin-peroksidaz kompleksi (DAKO, LSAB-2 system HRP code
n0:K0609) ile inkiibe edildi. Her iki uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er
dakika yikama yapildi. Ardindan sinyali gelistirmek i¢in dokular amino etil
karbozol (AEC) kromojeni (Lab Vision Corporation, TA-125-UD) ile ortalama 3-
5 dakika muamele edildi. Daha sonra kesitler distile suya alindi ve hematoksilen
ile zit boyama yapildi. Distile suda ¢alkalandiktan sonra 1-2 dakika akar musluk
suyunda yikandi. Kaiser’s glycerol gelatine (MERCK, OB 514196, Darmstadt,
Germany) marka kapatma soliisyonu ile kapatilan kesitler Axioplan
mikroskopunda (Zeiss, Almanya) incelendi ve fotograflandirildu.

3.7. SDS - Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Western Blot Metodu

Kontrol ve hipertansif olusturulmus sigcanlara ait bobrek ve kalp doku
ornekleri, 0.2 gr dokuya 600 ml “lysis buffer” ve 10 ml proteaz inhibitor kokteyli
(Boehringer) olacak sekilde inkiibe edilerek homojenize edildi. Numuneler, 15000
g’de, +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlari —20°C’de
saklanmak {izere hazirlandi. Numunelerin protein konsantrasyonlarini belirlemek
icin BCA (Bicinchoninic Acid) Assay Kit (Sigma Aldrich, Kat No B9643)
kullanildi. Her numunede var olan protein miktari, standartlarla karsilastirilarak
tespit edildi. Jele yiikklenen numunelerin her birinin esit protein miktar1 tagimasi
saglanacak sekilde hesaplandi. Elektroforezden oOnce numuneler 5 dakika
100°C’de suda kaynatildi. Orneklerin hedef proteinlerinin molekiiler agirliklarina
uygun olarak, apelin reseptorii i¢in % 10’luk, apelin i¢in %18’lik poliakrilamit
jeller hazirlandi. BCA testine gore yapilmis protein konsantrasyonu hesaplamalari
baz alinarak her bir antikor icin yliklenecek protein konsantrasyonu belirlendi.
Apelin ve apelin reseptorii  i¢in 100 mg protein yliklendi. Her kuyucuga 20
mikrolitre numune, protein miktarlar1 esit olacak sekilde yiiklenerek Mini protean
sistem III (Biorad) tankinin igine yerlestirildi. Mini protean sistem III tankina
“yiirtitme solusyonu” eklenerek tank gilic kaynagina baglandi. Proteinler giic
kaynag1 araciligr ile 80 Volt, 30 Miliamperde 90-100 dakika elektroforez edildi.
Bu sirada, PVDF membran (Biorad), {istte ve altta 3’er adet filtre kagidi olacak
sekilde sandvi¢ biciminde hazirlandi. Jelde vyiiriitilen proteinler, hazirlanan
sandvicte PVDF membranin lizerine alinarak tekrar mini protean III sistemindeki
tank blot icerisine alindi. Mini protean III tankina “transfer sollisyonu” eklenerek
+4 °C’de gece boyu proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi. Proteinlerin
PVDF membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda 1si1sinda pH’s1
7.2-7.4 olan 0.14 mol/l tris tuz soliisyonu (TBS) ile hazirlanan ve ek olarak % 0.1
Tween-20 (Sigma) ilave edilen (TBS-T), %S5 lik yagsiz kuru siit tozu (Biorad) ile
bloklandi. Membranlar, Apelin reseptorii [BIOSS, kat no: bs-2430] ve Apelin
[NOVUS, kat no: NBP1-07130] igin sirastyla, 1:1000 ve 1:100 oraninda bloklama
soliisyonu ile dilue edilmis antikorlarla gece boyu, +40C’de, karistirici tizerinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 5’er dakikada bir
TBS-T soliisyonu yenilenerek, yikama yapildi. Membranlar, 1:5000 oraninda
bloklama soliisyonu ile dilue edilmis, peroksidazla isaretlenmis anti-fare IgG ve
peroksidazla isaretlenmis anti-tavsan IgG (Vector, BA1000) sekonder antikorlarla
oda sicakliginda karistiric: {izerinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
TBS-T ile 30 dakika boyunca 5’er dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek
yikama yapildi. Membranlar SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat
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sistemi (Pierce) ile 5 dakika inkiibe edildikten sonra karanlik oda igerisinde
hiperfilme (Amersham Pharmacia 46 Biotech) aktarildi. Film goriintiileme
amaciyla developer ve fiksatiften gecirildi ve distile su ile yikanarak kurutuldu.
Internal kontrol olarak, fare monoklonal Beta-aktin antikoru [Abcam, Kat No
Ab6276] kullanildi. Western blot sonuglarinin kantitatif degerlendirmelerini
yapmak amaciyla DigiDoc 1000 programi kullanildi.
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BULGULAR

4.1. Viicut Agirh@

Kontrol grubunun viicut agirliklar1 deney sonunda ortalama 238 + 6,54 g,
hipertansif grubun ise 242,9 49,64 g olarak bulundu. Viicut agirliklar1 yoniinden
gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

4.2. Kan Basinci

6 haftalik deney stireci boyunca 2 haftalik araliklarla toplam 4 kez o6lgiilen
sistolik kan basinci degerleri Sekil 1°de gosterilmistir. Bazal kan basinct degerleri
gruplar arasinda farkli degildi. Hipertansif gruptaki degerler 2. haftadan itibaren
kontrol grubuna gore yiiksekti. Olgiimlerin istatiksel analizinde iki ortalama
arasindaki farkin anlamlilik testi uygulanmistir. Kontrol grubu ve hipertansif
grubun birinci Ol¢limlerinde istatiksel olarak anlamlilik bulunmazken ( p=8.99),
ikinci , liglincii ve dordiincii 6l¢limler arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
vardir. [ sirastyla (p<0.05) , (p<0.05), (p<0.05)] ( Sekil 4.2.)

S 170
E 160 —=8
e
s 140
2 130
c -/ _ -
£ 120 * o .
=
§ 110
7]
» 100

1 2 3 4

haftalar
—e—kontrol —#— hipertansiyon

Sekil 4.2. Deney gruplarindaki sistolik kan basinci degerleri (mmHg)
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4.3.Hematoksilen-Eozin Bulgulari

Hematoksilen-Eozin boyama teknigi uygulanan kontrol ve hipertansif
kalp dokusu oOrnekleri 151k mikroskobik olarak incelendi. Hematoksilen-Eozin
boyamasindan sonra kontrol grubuna ve hipertansif gruba ait atriumlarda
morfolojik olarak farkliliklar gézlendi. Hipertansif grubun atriumlarinda kontrol
grubuna gore daha genis bosluklar olustugu tespit edildi (Sekil 4.3.1a-1d,1b-1e).
Hipertansif gruba ait interventrikiiler septumda ise kontrol grubundan farkli
olarak yer yer dokuda parcalanmalar goriildii (Sekil 4.3.1c-1f).

Hematoksilen- Eozin ile Boyanmis Atrium ve Septum interventrikiilare

Kontrol

Hipertansif

Sekil 4.3.1a-f Kontrol ve hipertansif  kalpte atrium ve septum interventrikiilarenin
Hematoksilen- Eozin boyanmasi. a)Kontrol grubu- atrium biiyiitme: 5 X b)
Kontrol grubu- atrium -bilyiitme : 10 X c¢) Kontrol grubu -septum
interventrikiiler biiylitme 5 X d)Hipertansif grup -atrium biyiitme: 2.5X e)
Hipertansif grup -atrium bilyiitme : 5 X f) Hipertansif grup- interventrikiiler
septum —biiyiitme: 5 X
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Hematoksilen- Eozin ile Boyanmis Koroner Arterler

Kontrol grubuna ve hipertansif gruba ait koroner arterlere morfolojik
olarak bakildiginda hipertansif gruptaki koroner arter genisliginin daha fazla
oldugu gozlemlendi (Sekil 4.3.2a-f).

Kontrol

Hipertansif

Sekil 4.3.2a-f Kontrol ve hipertansif kalpte koroner arterlerin Hematoksilen-Eozin boyanmasi.
a)Kontrol grubu -koroner arter bilyiitme: 10 X b) Kontrol grubu- koroner arter -
biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu -koroner arter biiylitme 40 X koroner arter (ok
isareti) d)Hipertansif grup -koroner arter biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup -

koroner arter biiylitme : 20 X f) Hipertansif grup -koroner arter-bilyiitme 40 X
koroner arter (ok isareti)
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Hematoksilen- Eozin ile Boyanmis Miyokardium

Kontrol grubuna ve hipertansif gruba ait miyakardium tabakasina
bakildiginda morfolojik olarak hipertansif gruba ait miyakardiumda daha fazla
pargalanmalarin olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.3.3a-f).

Sekil 4.3.3a-f Kontrol ve hipertansif grup kalpte miyokardiyumun Hematoksilen Eozin
boyanmasi. a)Kontrol grubu miyokardium biiyilitme: 10 X b) Kontrol grubu
miyokardium biiyiitme : 20 X c) Kontrol grubu miyokardium biiyiitme 40 X
d)Hipertansif grup miyokardium bilyiitme: 10 X e) Hipertansif grup
miyokardium bilyiitme : 20 X f) Hipertansif grup miyokardium biiyiitme 40
X
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Hematoksilen- Eozin ile Boyanmis Kortex Renalis

Kontrol grubuna ve hipertansif gruba ait bobrek kortexine bakildiginda
morfolojik olarak farkliliklar gézlemlendi. Sadece hipertansif grupta glomerul
aparatin hacminde boyuna daralma gozlendi (Sekil 4.3.4a-f). Bunun yani sira

ayn1 sekilde proksimal ve distal tiibiillerde de daralmalar tespit edildi (Sekil
4.3.4c, 4.3.41).

St
.-
)
=
<
b=
-

Sekil 4.3.4a-f Kontrol ve hipertansif bobrekte kortex renalisin Hematoksilen Eozin boyanmasi.
a)Kontrol grubu -kortex biiyiitme: 10 X b) Kontrol grubu -kortex -biiyiitme : 20
X ¢) Kontrol grubu -kortex biiylitme 40 X distal tiibiil (ok bas1) proksimal tiibiil
(ok) d)Hipertansif grup -kortex biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup- kortex
biiylitme : 20 X f) Hipertansif grup- kortex -biiyiitme 40 X -distal tiibiil (ok bas1)
-proksimal tiibiil (ok)
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Hematoksilen- Eozin ile Boyanmus Medulla Renalis
Kontrol grubuna ve hipertansif gruba ait bobrek medullasina bakildiginda

morfolojik olarak hipertansif gruba ait toplayici tiibiillerin ve henle kulbunun
hacminde kontrol grubuna gore bir artis gozlemlendi (Sekil 4.3.5a-f).

Sekil 4.3.5a-f Kontrol ve hipertansif bobrekte medulla renalisin Hematoksilen Eozin
boyanmasi. a)Kontrol grubu medulla biiyiitme: 10 X b) Kontrol grubu
medulla -biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu medulla biiyiitme 40 X
toplayict tiibiil (t.t.)henle kulbu (ok) d)Hipertansif grup medulla biiyiitme:
10 X e) Hipertansif grup medulla biiyilitme : 20 X f) Hipertansif grup
medulla -biiyiitme 40 X toplayict tiibiil (t.t.) henle kulbu (ok)
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Hematoksilen- Eozin ile Boyanmis Papilla Renalis

Hipertansif gruba ait toplayict tiibiillerin ve henle kulbunun hacminde
kontrol grubuna gore bir artis gézlemlendi (Sekil 4.3.6a-f).

Kontrol

Hipertansif

Sekil 4.3.6a-f Kontrol ve hipertansif bobrekte papilla renalisin Hematoksilen Eozin
boyanmasi a)Kontrol grubu papilla renalis biiyiitme: 10 X  b) Kontrol
grubu papilla renalis -biiylitme : 20 X c¢) Kontrol grubu papilla renalis
biiyiitme 40 X toplayici tiibiil (t.t.)henle kulbu (ok isareti) d)Hipertansif
grup papilla renalis biiylitme: 10 X e) Hipertansif grup papilla renalis

biiytitme : 20 X f) Hipertansif grup papilla renalis -biiyiitme 40 X toplayic1
tiibiil (t.t.) henle kulbu (ok isareti)
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4.4.Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve hipertansif gruplara ait kalp ve bobrek dokularinda apelin ve
apelin reseptOriiniin immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlar1 semikantitatif
olarak degerlendirildi ( Tablo 4.4.1- 4.4.4.).

4.4.1.Kalpteki Apelin Ekspresyonu

Kontrol ve hipertansif gruplara ait kalp dokularinda apelinin
immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlar1 semikantitatif olarak degerlendirildi
ve Tablo 4.4.1°de gosterildi.

APELIN EKSPRESYONU
Kontrol Grubu
Hipertansif Grup
ATRIUM
Endotel + ++
VENTRIKUL
Endokardium miyositleri ++ +++
Miyokardium miyositleri ++ +++
Epikardium miyositleri ++ +++
Endotel ++ +++

Tablo 4.4.1.: Kontrol ve hipertansif gruplarda kalpteki atrium ve ventrikiiler bélgelerde apelin
ekspresyon yogunlugunun semikantitatif degerlendirilmesi (0: negatif. +: pozitif,
++: yogun pozitif , +++: ¢ok yogun pozitif)
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4.4.1.1.Apelinin Endokardium Tabakasindaki immiinoboyanma Sonuclari

Endokardium miyositlerindeki apelin ekspresyonu kontrol grubunda yogun
pozitif, hipertansif grupta ise ¢cok yogun pozitif olarak tespit edilmistir (Tablo
4.4.1 )(Sekil 4.4.1.1a-f).

Sekil 4.4.1.1a-f Kontrol ve hipertansif kalplerde endokardiyumun apelin immiinboyanmasi
a)Kontrol grubu endokardiyum biiyiitme: 10 X interventrikiiler septum (mavi
ok) b) Kontrol grubu endokardiyum - biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu
endokardiyum  biiyiitme 40 X endokardiyum miyositleri (siyah ok)
d)Hipertansif grup endokardiyum -biiylitme: 10 X e) Hipertansif grup

endokardiyum biiyiitme : 20 X f) Hipertansif grup endokardiyum -biiyiitme 40
X endokardium miyositleri (siyah ok)

Kontrol

Hipertansif



4.4.1.2.Apelinin Miyokardium Tabakasindaki Immiinboyanma Sonuclar

Miyokardium miyositlerindeki apelin ekspresyonu kontrol grubunda
yogun pozitif, hipertansif grupta ise ¢ok yogun pozitif olarak gézlemlendi (Tablo
4.4.1 )(Sekil 4.4.1.2a-f).

Sekil 4.4.1.2a-f Kontrol ve hipertansif kalplerde miyokardiyumun apelin immiinboyanmas.
a)Kontrol grubu miyokardium biiyiitme: 10 X b) Kontrol grubu miyokardium
-biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu miyokardium bilyiitme 40 X miyokardium
miyositlerinde (ok isareti) d)Hipertansif grup miyokardium -biiyiitme: 10 X
e) Hipertansif grup miyokardium biiylitme : 20 X f) Hipertansif grup
miyokardium -biiylitme 40 X miyokardium miyositlerinde (ok isareti)

Kontrol

Hipertansif



4.4.2. Kalpteki Apelin Reseptoriiniin Ekspresyonu
Kontrol ve hipertansif gruplara ait kalp dokularinda apelin reseptoriiniin

immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlart semikantitatif olarak degerlendirildi

ve Tablo 4.4.2.’de gosterildi.

APELIN RESEPTORU (AP))

Kontrol Grubu Hipertansif
Grup
ATRIUM
Endotel + ++
VENTRIKUL
Endokardium miyositleri ++ +++
Miyokardium miyositleri ++ +++
Epikardium miyositleri ++ +++
Endotel ++ +++

Tablo 4.4.2.: Kontrol ve hipertansif gruplarda kalpteki atrium ve ventrikiiler bolgelerde apelin
reseptorii (APJ) ekspresyon yogunlugunun semikantitatif degerlendirilmesi (O:
negatif. +: pozitif , ++: yogun pozitif , +++: ¢ok yogun pozitif)
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4.4.2.1. Apelin Reseptoriiniin Atriumdaki Immiinboyanma Sonuclar:
Atrium miyositlerindeki apelin reseptoriiniin ekspresyonu kontrol

grubunda pozitif , hipertansif grupta ise yogun pozitif sekilde gézlendi (Tablo
4.4.2 )(Sekil 4.4.2.1.a-f).

Sekil 4.4.2.1a-f Kontrol ve hipertansif kalplerde atriumun apelin reseptdrii immunboyanmast.
a)Kontrol grubu atrium biiyiitme: 10 X mast hiicresi (ok isareti) b) Kontrol
grubu atrium -biiyliitme : 20 X c¢) Kontrol grubu atrium biiyiitme 40 X
d)Hipertansif grup atrium -biiylitme: 10 X e) Hipertansif grup atrium biiyiitme
:20 X f) Hipertansif grup atrium -biiyiitme 40 X

Kontrol

l1|ertalslf
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4.4.2.2. Apelin Reseptoriiniin Endokardiyumdaki Immiinboyanma Sonuglar

Endokardiyum miyositlerindeki apelin reseptoriiniin ekspresyonu kontrol
grubunda yogun, hipertansif grupta ise ¢ok yogun pozitif sekilde goriilmiistiir
(Tablo 4.4.2 )(Sekil 4.4.2.2a-f).

Sekil 4.4.2.2a-f Kontrol ve hipertansif kalplerde endokardiyumun apelin  reseptorii
immiinoboyanmas1 a)Kontrol grubu endokardiyum biiyiitme: 10 X b)
Kontrol grubu endokardiyum -biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu
endokardiyum biiylitme 40 X d)Hipertansif grup endokardiyum -
biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup endokardiyum biiyiitme : 20 X f)
Hipertansif grup endokardiyum -biiyiitme 40 X

Kontrol

H1|ertals1f
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4.4.2.3. Negatif Kontrol Sonuclari

Yaptigimiz negatif kontrol kesitlerde apelin (Sekil 4.4.2.3a-f) ve apelin
reseptorii  (Sekil 4.4.2.4a-f) immiinreaksiyonu goézlenmedi. Elde edilen bu
sonuglar antikorlarimizin spesifik olarak ¢alistigini gdstermektedir.

Sekil 4.4.2.3.a-f Kontrol ve hipertansif kalpte miyokardiyumun apelin negatif kontrol
immiinboyanmasi. a)Kontrol grubu miyokardiyum-biyiitme: 10 X b)
Kontrol grubu miyokardiyum-biiylitme :20 X ¢) Kontrol grubu
miyokardiyum-biiyiitme 40 X d)Hipertansif grubu miyokardiyum-bilyiitme:
10 X e) Hipertansif grubu miyokardiyum-biiylitme : 20 X f) Hipertansif
grubu miyokardiyum-biiyiitme 40 X

Kontrol

Hipertansif




Kontrol

Sekil 4.4.2.4.a-f Kontrol ve hipertansif kalpte miyokardiyumun apelin reseptorii negatif kontrol
immiinboyanmasi. a)Kontrol grubu miyokardiyum -biiyiitme: 10 X b) Kontrol
grubu miyokardiyum -biiylitme : 20 X c¢) Kontrol grubu miyokardiyum-
bliyiitme 40 X d)Hipertansif grubu miyokardiyum-biiyiitme: 10 X e)
Hipertansif grubu miyokardiyum-biiyiitme : 20 X f) Hipertansif grubu
miyokardiyum-biiyiitme 40 X

Hipertansif

42



4.4.3. Bobrekteki Apelin Ekspresyonu
Kontrol ve hipertansif gruplara ait bobrek dokularinda apelinin

immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlari semikantitatif olarak degerlendirildi
ve Tablo 4.4.3.”de gosterildi.

APELIN
Kontrol Grubu Hipertansif

Grup

BOLGELER
Distal tiibiil +++ ++
Proksimal tiibiil _ _
Toplayici tiibiil +++ ++
Henle kulbu +++ ++
Glomerul pariyetal yaprak +++ ++
Glomerul visseral yaprak +++ ++
Endotel +++ ++

Intersial hiicreler

Tablo 4.4.3.: Kontrol ve hipertansif gruplarda bobrekteki korteks ve medulla bélgelerindeki
apelin ekspresyon yogunlugunun semikantitatif degerlendirilmesi (0: negatif. +:
pozitif , ++: yogun pozitif , +++: ¢ok yogun pozitif )
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4.4.3.1. Apelinin Bébrek Korteksindeki Immiinboyanma Sonuclar

Kontrol grubundaki Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapragindaki apelin
ekspresyonunun, visseral yapraga gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda kapiller endotel hiicrelerinde ve daha az olmak iizere tiibiil hiicrelerinin
bazolateral membranlarinda da reaksiyon goriilmiistiir. Boyanmalarin kontrol
grubunda ¢ok yogun pozitif, hipertansif grupta ise yogun pozitif oldugu
gbzlemlenmistir ( Tablo 4.4.3. )(Sekil 4.4.3.1.a-f).

Kontrol

Hipertansif

Sekil 4.4.3.1.a-f Kontrol ve hipertansif bobreklerde korteksin apelin immiinboyanmasi.
a)Kontrol grubu korteks-biiyiitme: 10 X b) Kontrol grubu korteks-biiyiitme :
20 X c¢) Kontrol grubu korteks-biiyiitme 40 X Glomerul pariyetal yaprak (p)
Glomerul visseral yaprak (v) toplayict tiibiil (t.t.) bazolateral membran (siyah
ok) d)Hipertansif grup korteks-biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup korteks-
biyiitme : 20 X f) Hipertansif grup korteks-biiyiitme 40 X Glomerul
pariyetal yaprak (p) Glomerul visseral yaprak (v) toplayici tiibiil (t.t.)endotel
hiicreleri (ok bas1)
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4.4.3.2. Apelinin Bébrek Medullasindaki immiinboyanma Sonuclar

Kontrol grubu bobreklerdeki toplayici tiibiil ve henle kulbunda ¢ok yogun
pozitif reaksiyon gozlenirken, hipertansif grupta yogun pozitif reaksiyon goriildii
(Tablo 4.4.3.) (Sekil 4.4.3.2.a-f).

Sekil 4.4.3.2.a-f Kontrol ve hipertansif bobreklerde medullanin apelin immiinboyanmasi
a)Kontrol grubu medulla-biiyiitme: 10 X b) Kontrol grubu medulla-biiyiitme
: 20 X ¢) Kontrol grubu medulla-biiylitme 40 X toplayic tiibiil (t.t.) henle
kulbu (ok) d)Hipertansif grup medulla-biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup

medulla-biiylitme : 20 X f) Hipertansif grup medulla-biiyiitme :40 X
toplayic tiibiil (t.t.)

Kontrol

Hipertansif



4.4.4. Bobrekteki Apelin Reseptoriiniin Ekspresyonu

Kontrol ve hipertansif gruplara ait bobrek dokularindaki apelin

reseptOriiniin  immiinboyanma  yogunluk  dagilimi

degerlendirildi ve Tablo 4.4.4.’de gdsterildi.

APELIN RESEPTORU (APJ)

semikantitatif  olarak

Kontrol Grubu Hipertansif
Grup
BOLGELER
Distal tiibiil ++ +
Proksimal tiibiil _ _
Toplayici tiibiil ++ +
Henle kulbu ++ +
Glomerul pariyetal yaprak _ _
Glomerul visseral yaprak _ _
Endotel ++ +
Intersial hiicreler ++ +

Tablo 4.4.4. Kontrol ve hipertansif gruplarda bobrek dokularinda apelin reseptdrii (APJ)
ekspresyon yogunlugunun semikantitatif degerlendirilmesi (0: negatif. +: pozitif ,

++: yogun pozitif , +++: ¢ok yogun pozitif)
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4.4.4.1.Apelin  Reseptoriiniin  Bobrek Kortexindeki Immiinboyanma
Sonuclar:
Kontrol grubuna ait bobreklerde distal tiibiillerde yogun pozitif bir
reaksiyon gozlemlenirken hipertansif gruba ait distal tiibiillerde ise pozitif
reaksiyon gozlemlendi (Tablo 4.4.4.) (Sekil 4.4.4.1a-f).

Sekil 4.4.4.1a-f Kontrol ve hipertansif bobreklerde korteksin apelin reseptorii
immiinboyanmasi. a)Kontrol grubu korteks-biiyiitme: 10 X b)
Kontrol grubu korteks-biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu korteks-
biiyiitme 40 X distal tiibiil (dt) d)Hipertansif grup korteks-bilyiitme:
10 X e) Hipertansif grup korteks-biiyiitme : 20 X f) Hipertansif grup
korteks-biiyiitme 40 X distal tiibiil (dt)

Kontrol

Hipertansif
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4.4.4.2.Apelin Reseptoriinin Bobrek Medullasindaki Immiinboyanma
Sonuclart
Kontrol grubuna ait bobrek medullasinda distal tiibiillerde yogun pozitif

bir reaksiyon gozlemlenirken hipertansif gruba ait distal tiibiillerde ise pozitif
reaksiyon gozlemlendi (Tablo 4.4.4.)(Sekil 4.4.4.2a-f).

b~ |
w
=
<
£
-]
=
=

Sekil 4.4.4.2a-f Kontrol ve hipertansif bobreklerde medullamin apelin reseptorii
immiinboyanmasi. a)Kontrol grubu medulla-biiyiitme: 10 X  b)
Kontrol grubu medulla-biiylitme : 20 X c¢) Kontrol grubu medulla-
biiyiitme 40 X toplayicr tiibiil (t.t.) henle kulbu (hk) d)Hipertansif
grup medulla-biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup medulla-bilyiitme

: 20 X f) Hipertansif grup medulla-biiyiitme 40 X toplayici tiibiil
(t.t.) henle kulbu (hk)
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4.4.4.3. Apelin Reseptoriiniin Bobrek Papillasindaki Immiinboyanma

Sonuglari

Kontrol grubundaki toplayici tiibiillerde, henle kulplarinda, intersisyal
hiicrelerde ve damar endotelinde pozitif reaksiyon gozlemlenirken ayni yapilar
hipertansif grupta pozitif reaksiyon gostermistir (Tablo 4.4.4.) (Sekil 4.4.4.3.a-f).

Kontrol

ertansif

=

Sekil 4.4.4.3a-f

Kontrol ve hipertansif bobreklerde papillanin apelin reseptorii
immiinboyanmasi. a)Kontrol grubu papilla bilyiitme: 10 X b) Kontrol
grubu papilla -bilyiitme : 20 X c) Kontrol grubu papilla biiyiitme 40 X
toplayici tiibiil (t.t.) damar endoteli (kirmizi ok) intersisyal hiicreler
(siyah ok) henle kulbu (ok basi) d)Hipertansif grubu papilla -biiylitme:
10 X e) Hipertansif grubu papilla -bilyiitme : 20 X f) Hipertansif
grubu papilla -biiyiitme 40 X toplayici tiibiil (t.t.) intersisyal hiicreler
(siyah ok) henle kulbu (ok bas1)



4.4.4.4. Negatif Kontrol Sonuclar:

Bobrekteki negatif kontrol kesitlerde apelin (Sekil 4.4.4.4.1a-f) ve apelin
reseptorii (Sekil 4.4.4.4.2a-f) immiinreaksiyonu gozlenmedi. Elde edilen bu
sonuglar antikorlarimizin spesifik olarak ¢alistigini gdstermektedir.

Kontrol

Hipertansif

Sekil 4.4.4.4.a-f Kontrol ve hipertansif bobreklerde korteksin negatif ~ kontrol
immiinboyanmasi. a)Kontrol grubu korteks-biiyiitme: 10 X b) Kontrol
grubu korteks-biiylitme : 20 X c¢) Kontrol grubu korteks-biiylitme 40 X
d)Hipertansif grup korteks-biiyiitme: 10 X e) Hipertansif grup korteks-
biiyiitme : 20 X f) Hipertansif grup korteks-biiyiitme 40 X
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Kontrol

Hipertansif

Sekil 4.4.4.5.a-f Kontrol ve hipertansif bobreklerde apelin reseptorii negatif  kontrol
immiinboyanmasit a)Kontrol grubu korteks-biiyiitme: 10 X  b) Kontrol
grubu korteks-biiyiitme : 20 X c¢) Kontrol grubu korteks-bilyiitme 40 X
d)Hipertansif grup korteks-biiylitme: 10 X e) Hipertansif grup korteks-
biiyiitme : 20 X f) Hipertansif grup korteks-biiyiitme 40 X




4.5.SDS-PAGE Western Blot Sonuclari

Immiinohistokimyasal bulgularimizi desteklemesi amaciyla yapmayi
planladigimiz Western Blot c¢alismalarimizda deney prosediirii tamamen
uygulanmasina ragmen apelin antikoru calismadi. Apelin diizeyini gostermeyi
amagladigimiz bantlar1 ortaya koyamadik.

4.5.1.Bobrekteki Apelin Reseptoriiniin Ekspresyonu

Apelin reseptoriiniin bobrek dokularindaki ekspresyonunu Western Blot
yontemi ile inceledigimizde kontrol grubu kalplerdeki apelin reseptorii/beta
aktinin matematiksel degeri 2,401+ 0,290 iken; hipertansiyon grubunda 0,913+
0,0714 oldugu bulundu. Bu degerlere istatistiksel analiz-student’s t-test-
uygulandiginda aralarinda anlamli bir istatistiksel farklilik oldugu goézlendi (p =
<0,001). Sonug olarak kontrol grubundaki apelin reseptorii/beta aktinin hipertansif
gruptan fazla oldugu goézlendi.

K K H H H H
Apelin reseptor bobrek EG_—_G_—-_————— ."-
K K H H H H H H H

M-

Beta actin bobrek

K: Kontrol grubu  H:Hipertansif grup

3,0

I Kkontrol bobrek
[ hipertansif bobrek

2,5 4

2,0 A

1,5 *

1,0 -

0,5 A

APELIN RESEPTORU/BETA AKTIN

0,0 T

Sekil 4.5.1. Bobrekteki Apelin Reseptériiniin Ekspresyonu
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APELIN RESEPTORU/BETA AKTIN

4.5.1.Kalpteki Apelin Reseptoriiniin Ekspresyonu

Kalp dokularindaki apelin reseptoriiniin ekspresyonunu Western Blot
yontemi ile inceledigimizde kontrol grubunda apelin/beta aktinin matematiksel
degeri 0,273+ 0,00218 , hipertansiyon grubunda 0,287+ 0,0183 olarak bulundu.
Bu degerlere istatistiksel analiz-student’s t-test-uygulandiginda aralarinda
istatistiksel bir farklilik olmadig1 gozlendi (p = 0,857).

K H H H H

Apelin reseptor kalp “—“ "

K H H H H H H H
Beta actin kalp

K: Kontrol grubu  H:Hipertansif grup

0,35

I kontrol kalp
0,30 A ‘|' 1 hipertansif kalp

0,25 A

0,20 A

0,15 4

0,10 A

0,05 A

0,00 T

Sekil 4.5.2. Kalpteki Apelin Reseptoriiniin Ekspresyonu
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TARTISMA

Hipertansiyonun koroner kalp hastaligi, kalp yetmezligi ve renal
hastaliklar gibi 6nemli hasarlara yol ac¢tig1 bilinmektedir. Hem insanlarda hem de
hayvanlarda esansiyel hipertansiyonun etiyolojisiyle ilgili énemli hipotezlerden
birisi de hipertansiyonun endotelyal disfonksiyona sebep olabilecegidir [26].
Hipertansiyon patogenezinde endotel disfonksiyonu onemlidir ve obezitede yag
dokusundan salinan inflamatuar sitokinler endotel {izerinde etki eder ve vaskuler
kontraktiliteyi etkiler [140]. Adipoz dokudan salinan adipokinler arasinda yeni bir
peptit olan apelin, viicudun bir¢ok yerinde eksprese olmaktadir [141]. Apelin
yaygin olarak periferde endotel hiicreleri tarafindan da sentezlenmektedir [143].
Ozellikle son zamanlarda yapilan ¢alismalar kalp, beyin, damar endoteli, bobrek,
akciger, retina, mide, meme, pankreas gibi farkli organlar ile oldukca dikkat
cekmistir [82,111].

Yeni kesfedilen ve adipositokin olarak da tanimlanan apelin daha ¢ok
beyaz adipoz dokuda iiretilir, ayrica bobrek ve kalpteki kahverengi adipoz dokuda
da tretilmektedir [144]. Apelin organizmada farkli sistemlerde yaygin olarak
bulunmaktadir. Miyokardiyum, kardiyak endotelyum ve biiyilk damarlarin
endotelyumu, kii¢iik damarlar ve arterlerde aktif oldugu bildirilmistir [13-15].Baz1
klinik ¢aligmalarda apelinin kalp yetmezligi patolojisinde de 6nemli bir role sahip
olabilecegi bildirilmistir [13,16]. Yapilan c¢alismalar ¢ogunlukla plazma
diizeyindeki apelin seviyesi ile ilgilidir [18,21]. Hipertansif olgularda plazmadaki
apelin seviyesinin diistiigii belirtilmektedir [21]. Fakat bu sonug¢ organizma igin
genel sonuctur ve organlara ait spesifik bir bilgi bulunmamaktadir.

Etik kaygilar nedeniyle insanlarda hipertansiyonun mekanizmasini, yan
etkilerini ve tedavisini ortaya koyan cok detayli caligmalar yapilamamaktadir. Bu
sebeple hipertansiyon mekanizmasiyla ilgili, organa ait spesifik caligmalar deney
hayvanlarinda yapilmaktadir. Hipertansiyonun zarar vermis oldugu en Onemli
organlardan olan kalp ve bobrek dokusu calismamizin spesifik organlarimi
olusturmustur. Bu amagla c¢alismamizda deneysel hipertansiyon modeli elde
etmek amaciyla L-NAME kullanilmistir. Elde edilen hipertansif deneklerde kalp
ve bobrek dokusundaki apelin ekspresyonu detayli bir sekilde gdosterilmeye
calisiimistir.

Apelin, kardiyovaskiiler sistem iizerine farkli etkileri olan nispeten yeni
bir adipokindir. Kardiyovaskiiler sistemde; Apelinin hipotansif etkisi endotel
kaynakli nitrik oksit aracilifiyla olmaktadir [145-148]. Bu hipotansif etki
farelerde ve sicanlarda nitrik oksit sentetaz inhibitorii olan L-NAME ile ortadan
kalkmaktadir. Bunun yaninda apelin de nitrik oksit metabolitlerinin plazma
diizeyini arttirmaktadir. Fare endotel kiiltiirlerinde apelinin endotel kaynakli nitrik
oksit sentetaz enziminin fosforilasyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Diger
yandan, endotel kaynakl nitrik oksit sentetaz aktivitesi bu yolagin disinda birgok
farkli yolla (leptin ve insiilin gibi) artmaktadir. Bu nedenle apelinin saglam
endotel dokusunda nitrik oksit bagimli vazodilatasyon yaparken, hasarli endotelde
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endotelden bagimsiz, direkt diiz kas hiicreleri iizerinden vazokonstriiksiyon
yaptig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir [145-149].

Apelin, kalp yetmezligi sirasinda kardiyak yiikii azaltirken, kalbin
kompliyansini1 ve kontraktil rezervini arttirmasi, iskemik kalp hastalig1 ve kalp
yetmezliginde teropatik 6zellik gostermektedir [18].

Bulgularimiza goére hipertansif gruba ait atriumlarda genis bosluklar,
miyokardium ve septum interventrikularede ise parcalanmalar seklinde morfolojik
degisiklikler saptanmistir (Sekil 4.3.1-3).

Ellinor ve arkadaglar1 apelin seviyelerinin atrium kasilmasi olan hastalarda
diistiigiini gostermistir ki bu, o peptitin serum konsantrasyonunun bu tiir bir kalp
ritim bozuklugu baslangicinda belirti bulunmayan bireylerde bir risk endeksi
olarak kullanabilecegini ifade eder [12]. Apelin, atrial fibrilasyonun gelisiminde
belirleyici bir marker olarak kullanilabilir. Apelinin pozitif inotropik ve lusitropik
aksiyonda, kardiak remodelling ve iskemik kalp hastaliginda rolii bulunmaktadir
[17-18]. Foldes ve arkadaglari iskemik kalp hastalar1 ve saglikli kisilerdeki
atriumlara baktiklarinda apelin seviyesinin hasta kisilerde daha fazla oldugunu
rapor etmisglerdir [150]. Calismamizda ise hipertansif grubun atrium ve ventrikul
dokularinda ki apelin ekspresyonu yogun/¢ok yogun pozitif olarak saptanmustir.
Ayrica hipertansif grupta kalp dokusundaki apelin reseptorii/ beta aktinin protein
ekspresyonunun da arttigin tespit ettik. Sonuglarimiz hipertansif gruptaki apelin
ekspresyonununda artig oldugunu gostermektedir.

Apelin periferik damar direncini azaltirken koroner damarlarda vasodilator
etki yapar [13,16]. Li Z ve ark. ise koroner arter hastaliginda, apelin diizeylerinin
azaldigin1 bildirmislerdir. Buna karsin Lee ve arkadaslart konjestif kalp
yetmezliginde,  Iglesias ve arkadaslar1 koroner arter hastaliginda apelin
diizeylerinin arttigin1  bildirmislerdir [18,151]. Calismamizda Iglesias ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilen bilgilere paralel olarak hipertansif grupta
apelin ekspresyonunun  arttigin1 saptadik. Hipertansif grupta artan apelin
ekspresyonunun yani sira koroner arterlerde de genisleme oldugunu tespit ettik.

Hipertansiyonun bobrek damar yatagindaki etkisi mikrosirkiilasyon
derecesine baglidir. Pre-glomertiler otoregiilatér mekanizma bobrekte kan akimi
ve basincini saglamada yetersiz kaldiginda renal hasar olusumu hizlanmaktadir
[61]. Deneysel olarak olusturdugumuz hipertansif olgularin bobrek dokularinda
bahsedilen bu bilgilerle uyumlu olarak c¢esitli morfolojik degisiklikler
gozlemlenmistir. Bulgularimizda glomerul aparat, proksimal ve distal tiibiillerde
boyuna daralma gozlemlenirken toplayic tiibiillerin ve henle kulbunun hacminde
ise belirgin bir artig goriilmiistiir. Saptanan bu morfolojik degisiklikler sonucunda
renal hasarin olustugunu ifade edebiliriz.

Apelin, renal hemodinamigin regiilasyonunda, sivi hemostaz1 ve
hipertansiyonda gorev almaktadir [12]. Kronik bobrek yetmezligi ve diyaliz
hastalarinda apelin diizeyinin arttigi ve azaldig1 yoniinde c¢esitli calismalar
mevcuttur [12,152,153]. Kardiyovaskiiler hastaliklarin fizyo-patolojisinde ve
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bunun yani sira kronik bobrek yetmezliginde Apelin ve apelin reseptdriiniin gérev
aldig1 bildirilmektedir [152,153,154].

Hipertansif olgularin bobrek dokusundaki apelin ekspresyonuyla ilgili
yeterli literatiir bilgisi yok denecek kadar azdir. Bu sebeple bulgularimizi tam
anlamiyla tartisabilecegimiz bir aragtirmaya ulasamadik. Bunun yani sira
MalLyszko] ve ark. kronik bobrek hastaliginda apelin diizeylerinin azaldigim
rapor etmislerdir [12].. Aymi sekilde caligmamizda hipertansif gruba ait
bobreklerde apelin ve apelin reseptOriiniin ekspresyonunda azalma oldugunu
saptadik. Ayrica sunulan bulgularimizi destekleyici sekilde hipertansif grupta
apelin reseptorii/beta aktinin protein ekspresyonunda da azalma tespit ettik
(p<0.001).

Hus-citharel ve arkadaslar1 rapor ettikleri calismada sadece apelin
reseptori calismislardir. Bu calismalarinda apelin reseptoriiniin 6zellikle bobrek
korteksinde ve medullanin i¢ kisimlarinda yer aldigini, proximal ve distal
tiibiillerde ise bulunmadigini belirtmislerdir [155]. Rapor edilen bu bilgilerle
uyumlu olarak ¢alismamizda bobrek korteks ve medullasinda apelin reseptorii
ekspresyonu pozitif gozlemlenmistir. Proksimal tiibiillerde de Hus-citharel ve
arkadaslari ile ayn1 sonug elde edilmistir. Farkli bir sonug olarak distal tiibiillerde
de apelin reseptoriiniin ekspresyonu tespit ettik.

Calismamizda L-NAME ile hipertansif yapilan ratlarda spesifik olarak
kalp ve bobrek dokusundaki apelin ve APJ reseptoriiniin ekspresyonu
immiinohistokimyasal ve Western Blot ile incelenmistir. Sonug olarak hipertansif
olgularda kalp dokusundaki Apelin ve APJ reseptoriiniin ekspresyonunda artis,
bobrek dokusundaki Apelin ve APJ reseptoriiniin ekspresyonunda ise azalma
saptanmistir. Bulgularimizin hipertansif ve apelin ile ilgili yapilacak deneysel
veya klinik ¢aligmalara katk: saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Alt1  hafta boyunca L-NAME vererek hipertansiyon olusturmaya

calistigimiz deneklerimizden iki hafta ara ile toplam dort kez sistolik kan basinci
dl¢iimleri almmustir. Ikinci, {i¢iincii ve dordiincii 8l¢iimler sonucunda deney grubu
(hipertansif) ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik ortaya c¢ikmustir.
Sonug olarak amacladigimiz hipertansif denekler elde edilmistir.

Hipertansif ve kontrol grubuna ait dokulardaki (kalp- bobrek ) apelin ve apelin
reseptor ekspresyonunun sonuglart asagidaki gibidir:

1-

Hematoksilen — Eozin boyama ile goriilen morfolojik degisiklikler;

-Hipertansif gruba ait olgularin atriumlarinda genis bosluklar, septum
interventrikiilarede ve miyokardiyum dokusunda parcalanmalar ayrica
koroner arter ¢capinda da artis gozlemlenmistir.

-Genelolarak hipertansif gruba ait dokularn korteks renalisindeki yapilarda
daralma, medulla renalisindeki yapilarda ise genislemeler goriilmiistiir.

Apelin ve apelin reseptorii immiin boyama yogunlugu hipertansif grubun
atrium dokularinda yogun pozitif olarak tespit edilmistir.

Apelin ve apelin reseptorii immiin boyama yogunlugu hipertansif grubun
ventrikiil dokularinda ise ¢ok yogun olarak goriilmiistiir.

Kalp dokusundaki apelin reseptorii/ beta aktinin protein ekspresyonunun
hipertansif grupta arttig1 saptanmistir (p=0.857).

Bobrek dokusundaki apelin ekspresyonu genel olarak hipertansif grupta
yogun pozitif, kontrol grubunda ise ¢ok yogun pozitif olarak izlenmistir.
Sonug olarak bobrekte hipertansif gruptaki apelin ekspresyonunda azalma
goriilmiistiir.

Bobrek dokusundaki apelin reseptdriiniin ekspresyonu genel olarak
hipertansif grupta pozitif, kontrol grubunda ise yogun pozitif olarak
izlenmistir. Sonug olarak bdbrekte hipertansif gruptaki apelin reseptoriiniin
ekspresyonunda azalma goriilmiistiir.

Bobrek dokusundaki apelin reseptorii/beta aktinin protein ekspresyonunun
hipertansif grupta azaldig1 saptanmistir (p<0.001).
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