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OZET

Bu c¢alisma, NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) ile olusturulan deneysel
hipertansiyon modelinde Rutin’in Chemerin (Chemerin chemokine-receptor 1-CMKLR1)
ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonlar1 {izerine etkisinin arastirilmasini
amaglamistir.

Arastirmada, eriskin 28 adet Spraque-Dawley erkek sican her grupta 7’ser adet olmak
tizere secilip toplam 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna; 21 giin boyunca giinliik 0.5 ml
zeytinyag1 oral gavajla verildi. L-NAME grubuna; 21 giin boyunca giinliik 50 mg/kg/BW
dozunda L-NAME zeytinyagi ile birlikte oral gavajla verildi. L-NAME+Rutin grubuna; 21
giin boyunca giinliik 50 mg/kg/BW dozunda L-NAME zeytinyagi ile birlikte ve akabinde
100 mg/kg/BW dozunda Rutin distile suyla siispanse hale getirilerek oral gavajla verildi.
Rutin grubuna; 21 giin boyunca giinliik 100 mg/kg/BW dozunda Rutin distile suyla
stispanse hale getirilerek oral gavajla uygulandi.

Tiim siganlarin ¢alismanin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde Sl¢iilen kan basinci degerleri
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik belirlendi (p<0.05). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda L-NAME grubu siganlarin sistolik kan basinct (SKB) degerlerinde
onemli bir artig oldugu (p<0.05) tespit edildi. L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin
grubunda ise SKB degerlerinde anlamli bir azalis oldugu (p<0.05) belirlendi. Kontrol
grubuna kiyasla L-NAME grubu siganlara ait bobrek ve aorta dokularinda belirgin
histopatolojik degisiklikler tespit edilirken, L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin
grubunda bu degisikliklerin hafifledigi belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla L-NAME grubu
siganlara ait bobrek ve aorta dokusunda artmis CMKLR1 ve azalmis eNOS
immiinoreaktiviteleri saptanirken (p<0.05), L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin
grubunda azalmig CMKLR1 ve artmis eNOS immiinoreaktiviteleri dikkati ¢ekti (p<<0.05).

Sonug olarak, Rutin’in deneysel hipertansiyon modelinde Chemerin ve eNOS
immiinoreaktiviteleri iizerine diizenleyici etkilerinin oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, rutin, chemerin, eNOS, sigan



ABSTRACT

Effect of Rutin on Chemerin and eNOS Expressions in an Experimental
Hypertension Model in Rats

This study aimed to investigate the effect of Rutin on Chemerin (Chemerin
chemokine-receptor 1-CMKLR1) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
expressions in the experimental hypertension model created with NG-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME).

In the study, 28 adult Spraque-Dawley male rats were selected, 7 in each group, and
divided into a total of 4 groups. Control group; 0.5 ml of olive oil was given daily by oral
gavage for 21 days. L-NAME group; L-NAME was given by oral gavage together with
olive oil at a daily dose of 50 mg/kg/BW for 21 days. L-NAME+Rutin group; L-NAME
was given together with olive oil at a daily dose of 50 mg/kg/BW for 21 days, and
subsequently Rutin at a dose of 100 mg/kg/BW was suspended in distilled water and given
by oral gavage. Rutin group; Rutin at a daily dose of 100 mg/kg/BW was suspended in
distilled water and administered by oral gavage for 21 days.

A significant difference was determined between the groups in terms of blood
pressure values of all rats measured on the Oth, 7th, 14th and 21st days of the study
(p<0.05). It was determined that there was a significant increase (p<0.05) in the systolic
blood pressure (SBP) values of the L-NAME group rats compared to the control group. It
was determined that there was a significant decrease in MBP values in the L-NAME+Rutin
group compared to the L-NAME group (p<0.05). While significant histopathological
changes were detected in the kidney and aorta tissues of L-NAME group rats compared to
the control group, these changes were found to be attenuated in the L-NAME+Rutin group
compared to the L-NAME group. While increased CMKLR1 and decreased eNOS
immunoreactivities were detected in the kidney and aorta tissues of L-NAME group rats
compared to the control group (p<0.05), decreased CMKLR1 and increased eNOS
immunoreactivities were noted in the L-NAME+Rutin group compared to the L-NAME
group (p<0.05).

As a result, it was concluded that Rutin had regulatory effects on Chemerin and
eNOS immunoreactivities in the experimental hypertension model.

Keywords: Hypertension, rutin, chemerin, eNOS, rat.



1. GIRIS

Yakin ge¢migte birbirinden ayri saglik problemleri olarak bilinen hipertansiyon,
diabetes mellitus (DM), dislipidemi, diabetik ve/veya hipertansif nefropati,
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin artik birbirleriyle siki bir iliski halinde
oldugu bilinmektedir. Bahsedilen bu problemlerin tamaminda esas roliin aslinda vaskiiler
sistemde yer aldigi ortaya konuldugundan dolayr uygulanacak tedavi stratejileri de
vaskiiler patolojiyi diizeltmeye yonelik olmaktadir (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006).

Bu hastaliklarin i¢inde yer alan hipertansiyon; beyin, kalp ve bobrekler ilizerindeki
hedef etkileri nedeniyle kardiyovaskiiler problemlere bagli mortalite ve morbidite
durumlart agisindan hayati bir risk faktorii olmaktadir. Mikrodolasimdaki yapisal
farkliliklar, hipertansiyon ile hedef organ hasari arasindaki asil iligskiyi olusturmaktadir.
Oksidatif stres, inflamasyon veya endotel disfonksiyonu gibi diger mekanizmalarin hedef
organ hasarinin patogenezinde Kilit bir géreve sahip oldugu ve bu nedenle tedavi igin
onemli birer asamay1 olusturduklar1 bilinmektedir (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006).

Insan ve hayvanlar iizerinde gergeklestirilen klinik ve deneysel ¢alismalarda
hipertansiyonun oksidatif stres olusumuna katki sundugu, benzer sekilde oksidatif stresin
de hipertansiyon olusumuna sebep oldugu belirtilmistir (Ozaras ve ark., 1998; Hamilton ve
ark., 2001, Hamilton ve ark., 2002; Sainz ve ark., 2005). Birgok arastirmada da arteriyel
hipertansiyon patogenezinde oksidatif stresin rol oynadigi kanitlanmistir (Chan ve ark.,
2006; Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006; Fiordaliso ve ark., 2006).

Hipertansiyon, reaktif oksijen radikallerinin artisi ile iligkili bir durum olarak
tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen radikallerinin esas kaynagi ise nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NAD(P)H) oksidaz, ksantin oksidaz, endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ve mitokondriyal solunum zinciri olarak bilinmektedir (Hamilton ve ark., 2001,
Hamilton ve ark., 2002; Sainz ve ark., 2005; Chan ve ark., 2006; Fiordaliso ve ark., 2006).
Glutatyonun tiikkenmesiyle beraber reaktif oksijen radikalleri diizeylerindeki artisin
hipertansiyona neden olabilecegi ifade edilmektedir. Bununla birlikte bazi antioksidan
bilesiklerin artmis reaktif oksijen radikalleri seviyeleri ile baglantili endotelyal
disfonksiyonu iyilestirdikleri ve hipertansiyon olusturulan sigan modellerinde kan basincini
azalttiklar1 bilinmektedir (Ozaras ve ark., 1998; Hamilton ve ark., 2001, Hamilton ve ark.,
2002; Sainz ve ark., 2005; Chan ve ark., 2006; Fiordaliso ve ark., 2006; Cohuet ve

Struijker-Boudier, 2006). Serbest oksijen radikalleri ve antioksidan enzimlerin ise
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norolojik temelli sorunlarin etiyopatogenezindeki etkileri gerceklestirilen deneysel ve
klinik caligsmalarla belirlenmistir (Kurusaki ve ark., 2005; Modi ve Lowder, 2006).
Toplumda yiiksek prevelansa sahip hipertansiyonun tedavisinde flavanoidler gibi
potansiyel yararli bilesenler 6nemli arastirma hedefleri arasinda yer almaktadir. Son
yillarda dolasimin diizenlenmesinde rol oynayabilecek regiilator peptidlerin varlig1 dikkati
¢ekmis ve bu peptidlerin mekanizmalarini ve salinimlarini etkileyen faktorlerin tam olarak
anlasilmasimin hipertansiyon da dahil olmak {izere metabolik bozukluklarin tani ve
tedavisinde yeni olanaklar saglayabilecegi iddia edilmistir. Fakat peptidler ve metabolik
hastaliklar arasindaki iliskinin altinda yatan spesifik mekanizmay1 aydinlatmak i¢in daha
fazla ¢aligmaya gereksinim bulunmaktadir. Dolayisiyla hipertansiyonu olusturan
faktorlerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in bazi peptidlerin molekiiler karakterizasyonu,
hiicresel sinyal yolaklar1 ve diizenleme kapasitelerinin daha kapsamli arastirilmasina
ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Sunulan tez ¢alismasi ile siganlarda olusturulan deneysel
hipertansiyon modelinde Rutin’in bobrek ve aorta dokusundaki Chemerin ve eNOS
ekspresyonlar1 iizerine etkilerini arastirmayr amaglayarak bu alanda gergeklestirilecek

deneysel ve klinik arastirmalara katki saglanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kan Basinci ve Hipertansiyon

Kan basinci, damar igerisinde bulunan kanin damar duvarina yapmis oldugu basing
olarak tanimlanmaktadir. Bu basing, periferik ve merkezi noral mekanizmalarla beraber
vaskiiler faktorlerin yani sira kisa ve uzun vadeli kontrol mekanizmalar1 olmak {izere
birgok Ol¢liniin beraber ¢alismasiyla diizenlenmektedir (Pacurari ve ark., 2014).
Kardiyovaskiiler sistemin yani sira renal ve endokrin sistemlerin kontrolii ile diizenlenen
kan basincinin, uzun siire yiiksek degerlerde bulunmasi zamanla bazi organlara hasar
vermektedir. Bu organlardan 6zellikle kalp, bobrek, g6z ve kan damarlart yiiksek kan
basincindan oldukga fazla etkilenmektedir (Preston ve ark., 2014; Guyton and Hall, 2013).
Kan basincinin normal degerlerinden yiiksek ¢ikmasi ise kronik hipertansiyona Yol
a¢gmaktadir (Lan ve ark., 2015).

Yiiksek kan basinci bir diger degisle hipertansiyon ortalama arter basincinin
referans degerin lizerinde olmasi olarak tanimlanmaktadir (URL-1, 2024). Kan basinci
genellikle sistolik ve diyastolik basing olmak tizere iki bilesenden olusmaktadir. Kanin,
kalp kasildig1 anda damar duvarina yaptigi basing olarak bilinen sistolik kan basinci (SKB)
yasin ilerlemesiyle birlikte artis gostermektedir. Diyastolik kan basinc1 (DKB) ise bir
sonraki kasilmadan 6nce gevseme esnasindaki basing olarak tanimlanmaktadir (Onder ve
Akilli, 1998). Yetiskinlerde kan basinci degerlerinin siniflandirilmasi igin ESH-ESC
(European Society of Hypertension - European Society of Cardiology: ESH-ESC)’nin
2013 yilindaki klavuzlart kriter olarak kabul edilmektedir (Mancia ve ark., 2013).
Insanlarda optimal degerler SKB/DKB i¢in 120/80 mm Hg kabul edilmesine ragmen
normal degerler 130/85 mm Hg olarak bilinmektedir. 18 yas ve istii eriskin bireylerde
tekrarlanan arteriyel kan basinci dlglimleri sonucunda SKB’nin 140 mmHg, DKB’nin 90
mmHg degerlerinden daha yiiksek oldugu durum hipertansiyon olarak tanimlanmaktadir
(Tablo 2.1) (URL-2, 2024).

Genel hipertansiyon bir¢gok mekanizmanin sebep oldugu heterojen bir hastalik
olarak tamimlanmaktadir. Yiiksek kan basinci, temelde primer ve sekonder hipertansiyon
olarak iki kisima ayrilmaktadir. Hipertansiyon vakalarmin yaklasik % 95’ini primer

(birincil), geriye kalan kismin1 ise sekonder (ikincil) hipertansiyon olgulari



olusturmaktadir. Sekonder hipertansiyon sebepleri igerisinde yer alan kronik bobrek
yetmezligi ise klinikte olduk¢a 6nem arz etmektedir (Schocken ve ark., 2008).

Tablo 2.1. 18 yas ve iistii yetiskinler i¢cin kan basinci siniflandirilmasi (URL-2, 2024).

Gruplar Sistolik Kan Basinci Diyastolik Kan Basinci
(mmHg) (mmHg)

Ideal (optimal) <120 <80

Normal 120-129.9 80-84.9

Yiiksek Normal 130-139.9 85-89.9

Evre 1 Hipertansiyon 140-159.9 90-99.9

Evre 2 Hipertansiyon 160-179.9 100-109.9

Evre 3 Hipertansiyon >180 >110

izole Sistolik Hipertansiyon >140 <90

2.1.1. Bobrek aktivitesi

Bobregin kan basincinin ve sivi-elektrolit dengesinin kontrol edilmesinde anahtar
bir goérevi bulunmaktadir. Bundan dolayr bobrek disfonksiyonu viicutta su ve sodyum
tutulmasina, renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminde (RAAS) dengesizliklere neden
olarak hipertansiyona yol agmaktadir (Pacurari ve ark., 2014). RAAS kaskad1 karacigerden
salgilanan bir protein olan anjiyotensinojen ile baslamaktadir. Bobreklerden salgilanan
renin enzimi bu substrati anjiyotensin I’ye (A-I) doniistirmektedir. A-1 daha sonra
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) yolu ile anjiyotensin II'ye (A-II) gevrilerek A-1l
reseptOrlerine baglanmaktadir. Bunun neticesinde vazokonstriksiyon yoluyla kan basinci
artmakta, renal tubuler ve glomeriiler fonksiyon degismekte, kalpte hipertrofi, fibrozis ve
vazokonstriksiyon ortaya ¢ikmaktadir (Hall ve Hall, 2020).

Gergeklestirilen bobrek transplantasyon c¢alismalarinda bobregin  tuz tutucu
karakteristiginin hipertansiyon olsumunda anahtar bir rol aldigi ve bu kalitsal defektin
bobrek tubulus hiicrelerinde gozlendigi ortaya koyulmustur. Bununla beraber, renal
sodyum atilim bozuklugunun yani sira renin ve nefron heterojenligi, nefron sayisinin
azligina bagli basing natriiirezisinin yeniden ayarlanmasinin ve genetik mekanizmalarin da
hipertansiyon olusumunda etkin rol oynadigi bilinmektedir (Kaplan, 1998).

Hipertansiyonun siiresi ve siddeti ile eslik eden metabolik bozukluklara bagli olarak da



bobreklerdeki hem yapisal ve hem de islevsel bozukluklarin artabilecegi ortaya

konulmustur (Ozgen, 2010).

2.1.2. Hipertansiyonun klinik 6nemi

Hipertansiyon, etiyolojisinde genetik etkenleri ve cevresel faktorleri barindiran,
kalp-damar hastaliklar1 igerisinde en sik karsilasilan heterojen, ¢ok faktorlii bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Bu durum, diinya genelinde gériilme sikliginin yiiksek olmasi ve
nihai organ hasarlarina yol agmasi sebebiyle biiyiik 6nem arz etmektedir (Monassier ve
ark., 2006). Asemptomatik bir Sekilde herhangi ciddi bir belirti olusturmadan basta
bobrekler olmak tizere kalp ve diger organlara mithim hasarlar verebilen bu hastalik kalp
rahatsizliklarina bagh 6liimlerin yaklasik % 45’inden, felge baglh 6liimlerin ise yaklasik %
51’inden dogrudan sorumlu tutulmaktadir (Unver ve ark., 2020). Bununla beraber ileri yas,
obezite, diyet aligkanligi, fiziksel aktivite eksikligi ve diyabet gibi risk faktorleri ile
hipertansiyon olusumu arasinda 6nemli bir korelasyonun bulundugu bilinmektedir
(Ventura ve Lavie, 2019).

Hipertansiyon sikliginin ayrica irksal ve bolgesel degisim gosterdigi bildirilmistir.
Amerika Birlesik Devletleri ve pek ¢ok Avrupa iilkesinde yetiskin niifusun yaklasik % 25-
30’unda hipertansiyon goriildiigii ifade edilmistir (Ventura ve Lavie, 2019). Tiirk
Hipertansiyon Prevalans Caligmasi verilerine gore (URL-2 2024) iilkemizde yetigkin yas
grubunda hipertansiyon prevalanst % 31.8 olarak bildirilmistir. Ayrica, hipertansiyonlu
hastalarin sadece % 40.7’sinin hastaliklarinin farkinda oldugu tespit edilmis, % 31.1’inin
antihipertansif tedavi aldigi ve tedavi alanlarin sadece % 20.7’sinin kan basinci

degerlerinin kontrol altinda tutuldugu rapor edilmistir (Kiligkap ve ark., 2018).

2.1.3. Hipertansiyon patogenezi

Hipertansiyon, 6dnemli komplikasyonlara sebep olmasinin yani sira toplumda fazla
goriilmesi nedeniyle 6ne ¢ikan bir halk saglig1 problemi olarak kabul edilmektedir. Kalp,
beyin ve bobrekler gibi 6nemli organlar iizerindeki etkileri nedeniyle kardiyovaskiiler
problemlere bagli mortalite ve morbidite a¢isindan ciddi bir risk faktorii olan
hipertansiyonun (Cohuet ve Struijker-Boudier, 2006) ¢ok faktorlii temellere dayanan
patogenezinde, sodyum (Na) hipotezi ve endotelyum disfonksiyonu en kabul edilen

yaklagimlar olarak bilinmektedir. Cevresel damar direnci artisiyla seyreden hipertansiyon,
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nitrik oksit (NO) ve prostasiklin gibi endotelyum kaynakli vazodilatator sistemlerin
zaafiyetiyle iligkilendirilmektedir (Y1lmaz ve ark., 1987). Cok giiclii bir vazodilatator olan
NO’in arteriyel kan basinci ile bolgesel kan akiminin diizenlenmesinde anahtar rolii oldugu
ve NO sentez ve/veya salimiminin azalmasmin hipertansiyon patogenezinden sorumlu
tutulabilecegi bildirilmektedir (Rochette ve ark., 2013).

NO organizmada, L-arjininin L-sitriiline doniisiimii esnasinda ortaya ¢ikmakta ve
bu reaksiyonu nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ger¢eklestirmektedir. Tepkimeyi
katalizleyen NOS’un tip 1 formu; néronal NOS (nNOS), tip 2 indiiklenebilir NOS (iNOS)
ve tip 3 endotelyal NOS (eNOS) ii¢ izoformu bulunmaktadir. Ayrica nNOS ve eNOS’a
birlikte yapisal NOS da denilebilmektedir. Kalsiyuma bagimli olan nNOS ve eNOS,
stirekli olarak az miktarda sentezlenmektedir. Makrofajlar, miyositler, diiz kas hiicreleri ve
hepatositlerde bulunan iNOS, bazi sitokinlerin uyarisiyla NO tiretmektedir (Onat ve ark.,
2002; Giirdol ve Ademoglu, 2005).

2.1.4. NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)

Nitrik  oksit, NOS enzimleri tarafindan L-arjinin’den sentezlenmekte ve
vazodilatasyona yol acarak kan basincinin diizenlenmesine aracilik etmektedir. Diger
taraftan, NG-nitro-L-arjinin (L-NNA) ve NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) gibi L-
arjinin analoglarinin NOS enzimlerinin kronik inhibisyonuna sebep olarak arteriyel kan
basmcinin artmasina ve hipertansiyon gelismesine yol agtigi da bilinmektedir (Landmesser
ve ark., 2003). Hipertansiyon ¢alismalarinda sigan modellerinin sikga tercih edilmesinden
dolay1 (Schwerg ve ark., 2017) L-NAME tarafindan indiikklenen hipertansiyon, yiiksek
memelilerde siklikla kullanilan bir model olarak bildirilmektedir. L-NAME ile tedavi
edilen sicanlarin kan damarlarinda eNOS protein ekspresyonunun ve plazma NO
seviyelerinin tiikkenmesinin down-regiilasyonu neticesinde sistemik vazokonstriksiyona,
artan vaskiiler dirence ve yliksek kan basincina yol acildig: ifade edilmistir (Romero ve
Reckelhoff, 1999). Ayrica bu enzim inhibisyonunun glomeriiler ve interstisyel renal hasara
yol acan vaskiiler direng artis1 ve sistemik hipertansiyon ile sonuglandigi bildirilmistir
(Ribeiro ve ark., 1992).

Oksidatif stresin, hipertansiyonda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arttirtlmis
biyoyararlanimi ile kategorize edilen hayvan ve insanlarda hipertansiyon etiyolojisine

katkida bulundugu kabul edilmektedir. L-NAME kaynakli hipertansiyon ile oksidatif stres



gostergeleri arasinda bir iliskinin oldugu ifade edilmistir. Ozellikle L-NAME’in yiiksek
dozda (40 mg/kg/giin) vaskiiler siiperoksit (O2e¢—), plazma malondialdehit ve plazma
protein karbonil gibi oksidatif stres belirteclerinin seviyelerini yiikselttigi belirtilmistir
(Romero ve Reckelhoft, 1999). Yiikseltilmis ROS seviyelerinin, vaskiiler diiz kas hiicresi
cogalmasini uyardigi ve NO mevcudiyetini azaltarak arteriyel direnci arttirdigi, bunun da
vaskiiler gevsemenin zarar gormesine neden oldugu bildirilmistir (Parslow ve ark., 2005).
Renovaskiiler hipertansiyonda meydana gelen ROS, bobrek ve damarlarda oksidatif
zarar olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, deneysel hipertansiyon modellerinde
ve klinik hipertansiyonda, siiper oksit anyon ve hidrojen peroksit olusumunun fazlalastig1,
NO sentezinin ve antioksidanlarin biyoyararliliginin azaldig1 ortaya konulmustur (Tasar ve
ark., 2014). Dolayisiyla, ROS olusumunun azaltilmasi veya antioksidanlarin arttirtlmasi ile
serbest radikallere kars1 amaglanan tedavilerin vaskiiler hasar1 ve bobrek disfonksiyonunu
azaltabilecegi ve boylece hipertansif organ hasarini engelleyerek veya mevcut hasari

gerileterek faydali olabilecegi one siiriilmiistiir (Touyz, 2004).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna engel olmak ve sebep olduklari hasarlar
onlemekle birlikte detoksifikasyonu gergeklestirmek tizere viicutta gorevli olan savunma
sistemlerine antioksidan adi verilmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016). Antioksidanlar,
radikalik zincir tepkimelerinin baslamasin1 veya yayilmasin1 engelleyerek diger
molekiillerin oksidasyonlarini geciktiren veya durduran bilesikler olarak bilinmektedirler
(Velioglu ve ark., 1998). Peroksidasyon tepkimelerine engel olarak ya da ROS’lar
toparlayip lipid peroksidasyonuna engelleyen antioksidanlar ayni zamanda, oksidatif
hasarin DNA iizerindeki etkilerini ve hiicre boliinmesinde ortaya c¢ikan kontrolsiiz artisi
azaltarak kansere karsi koruyucu rol oynamaktadirlar (Ozdem ve Sadan, 1994; Erisir ve
ark., 2010). Antioksidanlar; enzimatik ve non-enzimatik, engelleyici ya da onarim
sistemleri, endojen ve ekzojen, primer ve sekonder, dogal veya sentetik olanlar gibi farkli
bicimlerde simiflandirilmaktadir (Pisoschi ve Pop, 2015). Endojen ve eksojen
antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini devam ettirmek icin serbest radikalleri
etkisiz hale getirmektedirler (Sen ve Chakraborty, 2011).

Antioksidanlar, serbest radikaller lizerindeki etkilerini, serbest radikali daha zayif

bir radikale donistiirerek aktivitesini azaltarak yok etme, aktivitesini azaltma veya inaktif



hale doniistiirme, serbest radikale baglanip etkisiz hale getirme ve serbest radikallerin
meydana getirdikleri hasar1 onarma olmak iizere 4 temel yol araciligiyla
gerceklestirmektedir (Takenaka ve ark., 1991; Traber ve Packer, 1995; Durak ve ark.,
1996).

2.2.1. Rutin

Bitki tiriinleri ve aktif bilesenleri, doku ve organlari1 oksidatif stresten koruyabilen
dogal antioksidan kaynaklaridir (Joshi ve ark., 2017). Zamanimizda geleneksel olarak
kullanilan bitkisel maddelerin bir¢ogunun ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu ve
bu 6zelliklerin temelde flavonoid bilesiklerinden kaynaklandigi bilinmektedir (Khan ve
ark., 2012; Nafees ve ark., 2015). Bitki tibbinda gozlenen giincel gelismeler, flavonoidlerin
birgok hastaligin tedavisine yardimci olabilecegini gostermektedir (Oyagbemi ve ark.,
2020). Flavonoidler, serbest radikallerin detoksifikasyonunda anahtar rol oynayan ve
meyve, sebze ve tibbi bitkilerde belirgin bir sekilde bulunan polifenol bilesiklerin biiyiik
bir grubu olarak tanimlanmaktadir (Khan ve ark., 2012; Nafees ve ark., 2015). Meyve ve
sebzelerin yan1 sira mantarlarda ikincil metabolitler olarak bulunan flavonoidler;
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar, flavanoller ve antosiyanidinler olarak
siiflandirilmaktadirlar (Budzynska ve ark., 2019).

Rutin adi1 biinyesinde rutin etken maddesi bulunduran Ruta graveolens bitkisinden
gelmektedir (Ganeshpurkar ve Saluja, 2017). Rutoside olarak da adlandirilan Rutin (3, 3/,
4', 5, 7-pentahidroksiflavon-3-rhamnoglucoside), flavonol kuersetin ile disakkarit
rutinozunu birbirine baglayan glikozittir. Bu flavonoid glikozit, ¢ok cesitli bitkilerde
bulunmakta ve giinliik diyette tiiketilen ve bircok gida maddesi, sebze ve icecekte bulunan
onemli flavonoidlerden biri olarak dikkati ¢ekmektedir (Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl,
2014). Kimyasal formiilii, Cy7H30016 olan Rutin’in kimyasal yapis1 Sekil 2.2°de
gosterilmektedir (Ganeshpurkar ve Saluja, 2017). Ozellikle narenciye, dut, kizilcik ve
karabugdayda bulunan Rutin’in (Singh ve ark., 2018) ¢ok cesitli biyolojik ve farmakolojik
ozellikleri ile olaganiistii bir degerlendirmeye sahip beslenme biyoflavonoidi oldugu ifade
edilmistir (Sampson ve ark., 2002). Diger biyoflavonoidlere gore daha az toksik etkilere
sahip olmasi, oksitlenmeyen molekiiler 6zellikler tasimasi nispeten giivenli ve etkili bir

antioksidan olabilecegini gostermektedir (Qu ve ark., 2019).



Rutin’in antioksidan, antikarsinojenik, antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar,
antiplatelet, sitoprotektif, noroprotektif, kardiyoprotektif ve vazoprotektif 6zellikleri tespit
edilmistir (Sheu ve ark., 2004; Choi ve ark., 2006; Ganeshpurkar ve Saluja, 2017). Ayrica
oksidatif stres, inflamasyon, lipogenez ile glikoz ve lipid modiilasyonu neticesinde
karaciger ve yag dokusunda metabolizma tizerine pozitif etkisi de kanitlanmigtirr (Choi ve
ark., 2006; Wu ve ark., 2011). Ek olarak, birgok arastirma Rutin’in iskemi/reperfiizyon
renal hasarda bobrekleri koruma tizerine 6nemli etkisi oldugunu géstermistir (Korkmaz ve
Kolankaya, 2010; Korkmaz ve Kolankaya, 2013).

Sekil 2.1. Rutin’in kimyasal yapisi (Ganeshpurkar ve Saluja, 2017).

2.3. Adipokinler

Adipoz doku, enerjinin depo edildigi bir doku olmasinin yani sira endokrin bir
organ gibi metabolizmay1 diizenleyen dinamik bir yapiya sahiptir (Coelho ve ark., 2013).
Bu dokuda, adipositler ve adipositler arasindaki bag dokudan otokrin, parakrin ve endokrin
etkileri bulunan ‘adipokin’ ya da ‘adipositokin’ denilen proteinler salgilanmaktadir
(Gimble, 2003). Yag dokusu tarafindan salgilanan bu adipokinlerden bazilarinin
hipertansiyonun da dahil oldugu metabolik sendrom patogenezinde 6nemli bir rol

oynadiklar1 bilinmektedir (Lehr ve ark. 2012).

2.3.1. Chemerin

1997°de psoriatik cilt lezyonlarinda ilk olarak kesfedilen Chemerin (Nagpal ve ark.,
1997) 2003 yilinda kemotaksiste rol oynayan bir protein olarak ortaya konulmustur. 2007

yilinda adipogenez ve adiposit metabolizmasini diizenledigi; adiposit farklilasmasi, glikoz ve



lipid metabolizmasinda rol aldig1 gosterilerek bir adipokin olarak siniflandirilmistir (Bozaoglu
ve ark., 2007; Roh ve ark., 2007). Insan ve fare adipositlerinden elde edilen Chemerin’in
kemokin reseptorii 1’in (CMKLR1) dogal bir ligant1 oldugu (Roh ve ark., 2007; Booth ve
ark., 2015) ve her ikisinin de beyaz adipoz dokudan (WAT) salgilandigi bilinmektedir
(Colhoun ve ark., 2003; Pearson ve Manolio, 2008). CMKLRI1 reseptorii, Chem R23 veya
DEZ olarak da ifade edilmektedir (Nagpal ve ark., 1997). Retinoik asit reseptorii yanitlayici
protein 2 (RARRES2) geni tarafindan kodlanan Chemerin, in vivo olarak otokrin, parakrin ve
hatta endokrin rolleri olan adipokinlerden biri olarak tanimlanmaktadir (Rourke ve ark.,
2013). Gergeklestirilen arastirmalarin 1siginda yag dokusunun Chemerin sinyali i¢in hem
tiretim yeri hem de hedefi oldugu diistiniilmektedir (Roh ve ark., 2007; Booth ve ark., 2015).

Chemerin, 163 aminoasitten ibaret preprochemerin formunda sentezlendikten sonra
serin ve sistein proteazlarca bir dizi enzimatik siirecten geg¢ip viicuttaki esas
fonksiyonlarimi yerine getirmesini saglayan chemerineF, chemerineK ve chemerineS gibi
izoformlarina doniismektedir. Bu izoformlar gesitli reseptorlere baglanarak viicutta hayati
gorevleri yerine getirmektedir (Mattern ve ark., 2014; Li ve ark., 2020). Chemerin’in yag
dokusu, akciger, deri, kardiyovaskiiler sistem, iireme sistemi, sindirim sistemi, iskelet ve
eklemler gibi ¢oklu organlarda inflamatuar ve metabolik hastaliklarin patogenezinde cesitli
roller gosterdigi bildirilmistir (Helfer ve Wu, 2018). Chemerin’in metabolik etkileri Sekil
2.3’de gosterilmektedir.

—
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Chemeri
—1—1
AT I O
T oo ©
IR O
/ b Chemerin \
Deigmis WAT
farklilagmsa fonksivons,
inflamasyon
Pro-tnflamatear, ¢ [nflamasyon,
Pro-diyabetik Degiymis Ghikoz Alum
adipokinler ve Vaskiiler Fonksivon
@ 7 7:.—7/‘:
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J

Sekil 2.2. Chemerin’in metabolik etkileri (Celik ve Sogiit, 2019).
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Chemerin reseptorii CMKLR1’in vaskiiler endotelyal hiicrelerde eksprese edildigi
ve ekspresyon seviyesinin Tiimoér Nekrozis Faktor-o (TNF-o), Interlokin-18 (IL-1B) veya
Interlokin-6 (IL-6) dahil olmak iizere inflamatuar sitokinler tarafindan diizenlendigi
kesfedilmistir (Kaur ve ark., 2010). Bu nedenle, Chemerin’in vaskiiler endotel hiicrelerinin
inflamatuar durumunda bir rol oynamasi muhtemeldir ve bu nedenle obezite ile iliskili

arteriyel hipertansiyonun patogenezinde rol oynayabilecegi diisliniilmektedir (Yamawaki,
2011).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvani

Bu calismada; Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’'nden (FUDAM)
temin edilen 8-10 haftalik 28 adet eriskin Spraque-Dawley cinsi erkek si¢an (200-250 )
kullanildi. Sicanlar, ¢alisma siiresince Munzur Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezi’ndeki (MUDAM) standart laboratuvar sartlarinda (% 40-60 nem,
2443 °C sicaklik, 12 saat aydinlik:12 saat karanlik dongiisii) barindirilarak beslendi.
Sicanlar {izerinde gergeklestirilen tiim prosediirler, Laboratuvar Hayvanlar1 Bakim ve
Kullanim Saglik Rehberi Ulusal Enstitiileri kapsaminda ve Munzur Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (MUHADYEK) tarafindan onaylanan etik kurul izini (Etik
Kurul Karart: 07.02.2022/2022-02/220211-01) alinarak yiiriitildi.

3.2. Kimyasallar

Nw-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) (CAS-No: 51298-62-5)
ve Rutin hydrate (CAS-No: 207671-50-9) Sigma-Aldrich, Co., (USA)’dan temin edildi.

3.3. Calisma Diizeni

Sicanlar, istatistiksel ve metodsal olarak minimum popiilasyon sayis1 baz alinarak
her grupta 7’ser adet olmak tizere rastgele secilip toplam 4 gruba ayrildi. Calismanin 0., 7.,

14. ve 21. giinlerinde canli agirliklar tartilarak kaydedildi (Resim 3.1).

Grup | (Kontrol): Siganlara 21 giin boyunca giinliik 0.5 ml zeytinyagi oral gavajla
uygulandi.

Grup Il (L-NAME): Sicanlara 21 giin boyunca giinlik 50 mg/kg/BW dozunda L-
NAME zeytinyag ile birlikte oral gavajla uygulandi (Raju ve ark., 2019).

Grup Il (L-NAME+Rutin): Sicanlara 21 giin boyunca giinliik 50 mg/kg/BW
dozunda L-NAME zeytinyag: ile birlikte ve akabinde 100 mg/kg/BW dozunda Rutin

(Oyagbemi ve ark., 2020) distile suyla slispanse hale getirilerek oral gavajla uygulandi.
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Grup IV (Rutin): Siganlara 21 giin boyunca giinliik 100 mg/kg/BW dozunda Rutin

distile suyla siispanse hale getirilerek oral gavajla uygulandi.

Resim 3.1. Siganlarin canli agirliklarinin tartilarak kaydedilmesi

3.4. Kan Basmcimin Olgiilmesi

Calismanim 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde; siganlarin kuyruk veninden non-invaziv
kan basinci yiikseltici sistemi (ADInstruments, PowerLab26T, NIBP MLT125, Avustralya)
kullanilarak tail-cuff metoduyla kan basmci &lgiimleri yapildi (Resim 3.2). Olgiimlere
baglamadan ortam 1sisinin yiikselmesi ve siganlarin restrainera uyum gostermesi amaciyla
15-20 dk’lik bekleme zamani olusturuldu. Tiim si¢anlarin sistolik kan basinci 6lgiimleri
gerceklestirildi. Her sicandan 5’er dakikalik araliklarla 5 adet olacak sekilde Olg¢iimler

yapild1 ve ortalamalar1 alinarak degerlendirmeler yapildi.
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Resim 3.2. Siganlarin kuyruk veninden non-invaziv kan basinci dlgtimii

3.5. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Siganlar, son uygulamadan 24 saat sonra anestezi altinda dekapite edilip laparatomi
yapildi. Hizlica bobrek ve aorta dokular1 alinarak histopatolojik ve immunohistokimyasal

incelemeler i¢in tespit sollisyonuna birakildi.

3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Sicanlardan alinan bobrek ve aorta dokulari histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler i¢in % 10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda (Tablo 3.1) immersiyon
yontemi ile 24-30 saat siireyle tespit edildi. Akabinde akarsu altinda yikanan dokular rutin
histolojik takip prosediirleri i¢in % 70, % 80, % 96’lik ve % 100’lik dereceli alkol
serilerinden gegirilerek dehidratasyon iglemi tamamlandi. Daha sonra saydamlastirma
islemi i¢in ksilol serileri ile muamele edilen dokular ksilol-parafin karisiminda 45 °C’lik
etlivde 1 gece bekletildi. Bu siire sonunda dokular ii¢ farkli parafin serisinde birer saat
bekletilerek parafin bloklar1 hazirlandi. Elde edilen parafin bloklardan mikrotom (Thermo
Scientific, HM325) ile 5 mikrometre (um) kalinliginda kesitler alindi. Alinan doku kesitleri
histopatolojik incelemeler i¢in hematoksilen-eozin (H&E) boyama ydntemine gore
boyandi (Sahin ve Aydin, 2013). Doku kesitleri Zeiss’in ZEN 3.5 blue edition yazilimina

sahip Axiocam 208 color dijital kamera ile donatilmis, Zeiss’in Axiolab 5 mikroskobu
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(Carl Zeiss Ltd.) ile 20x biiylitmede incelendi. Bobrek dokusundaki glomeruler, tubuler ve
interstisyel dokunun histopatolojik degerlendirmeleri Abdel-Rahman ve ark. (2017)’na
gore yapilirken aorta dokusunun duvar yapisina katilan katmanlarinin histopatolojik
degerlendirmeleri Kanthlal ve ark. (2020)’na gore gergeklestirildi. Histopatolojik
degisikliklerin yar1 niceliksel analizleri; (-) puan (negatif puan): yapisal degisiklik yok, (+)
puan (1 pozitif puan): hafif, (++) puan (2 pozitif puan): orta, (+++) puan (3 pozitif) puan) :
onemli bir yapisal degisiklik olarak belirlendi.

Tablo 3.1. % 10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunun hazirlanmasi (Suvarna ve

ark., 2018).
Kimyasal Miktar
Cesme suyu 900 mL
Formaldehid (% 37) 100 mL

Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat 4 g

Sodyum fosfat, dibazik, anhidroz 6.5¢9

pH: 7.2-7.4 arasinda olmalidir.

3.7. Immunohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimya boyama prosediirii Avidin-biotin-peroksidaz  kompleksi
yontemine gore gerceklestirildi (Hsu ve ark., 1981). Alinan doku kesitleri, ksilol ile
deparafinize edildikten sonra azalan dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidratasyon
islemi uygulandi. Daha sonra, kesitler antijen maskelenmesinin ortadan kaldirilmasi i¢in
sitrat tampon soliisyonu (pH:6) igerisine daldirilarak, mikrodalgada, 15 dakika siire ile
kaynatildi. Bu iglemden sonra, kesitler oda 1sisinda yaklasik olarak 20 dakika sogutuldu.
Daha sonra kesitler Phosphate Buffered Saline (PBS) soliisyonu (Sigma-Aldrich Chemical
Co., USA) ile 3’er kez tekrarlanarak 5’er dakika yani toplam 15 dakika boyunca yikandi.
Akabinde, kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in H,O, blok soliisyonu
(Hydrogen Peroxide Block, TP-015-HA, Thermo Fisher Scientific Co., USA) ile 15 dakika
inkiibe edildi. PBS ile 3x5 dakika yikanan kesitlere spesifik olmayan baglanmalari
onlemek i¢in 10 dakika Ultra V Block (TP-015-HA, Thermo Fisher Scientific Co., USA)
soliisyonu uygulandi. Gergeklestirilen bu islemlerden sonra kesitler, Anti-CMKLR1
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(Katalog no: STJ92262, diliisyon oranit 1/100; St John’s Laboratory, UK) ve eNOS
(Katalog no: bs-0163R, diliisyon orani 1/100; Bioss, USA) poliklonal antikorlari ile 1 gece
boyunca +4 C°’de nemli ortamda inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine
PBS soliisyonu damlatildi.

Dokular primer antikor uygulamalarindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanarak
sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (anti-mouse/rabbit 1gG), TP-015-HA,
Thermo Fisher Scientific Co., USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildi. Akabinde, dokular tekrar PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TP-
015-HA, Thermo Fisher Scientific Co., USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra dokular tekrar PBS ile yikandi. Dokulara 3,3'-
diaminobenzidin (DAB) chromogen ve substrate (TP-015-HD, Thermo Fisher Scientific
Co., USA) iceren sollisyon damlatildi ve 1sik mikroskobunda goriintii isareti alininca
dokular c¢esme suyu ile yikandi. Dokularin zit boyamasi Mayer hematoksilen ile
yapildiktan sonra dokular tekrar ¢esme suyundan gecirilerek boyama iglemi tamamlandi.
Kesitler uygun kapatma soliisyonu (Aqua Mount, Thermo Fisher Scientific Co., USA) ile
kapatildi.

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda incelendi ve kesitlerdeki boyama
miktart beg farkli mikroskop sahasinin taranmasiyla degerlendirildi. “Boyamalar O=negatif,
0.5=eser, 1=hafif, 2=orta ve 3=yogun olmak iizere 0-3 arasinda sayisal bir puanlama ile
hesaplandi. Negatif alanlara 0, <% 25 boyama alanlarina 0.1, % 26-50 boyama alanlarina
0.4, % 51-75 boyama alanlarma 0.6 ve % 76-100 boyama alanlarina 0.9 degerleri verildi.
Nihai histoskor hesaplamasi: histoskor=alanxyogunluk formiilii kullanilarak yapild1”

(Aydin ve ark., 2016).

3.8. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel verilere IBM SPSS/PC (Siirtim 21.0, IBM Co., North Castle, New
York, ABD) yazilim programi kullanilarak normallik Shapiro Wilks testi uygulandi.
Parametrik olmayan veriler ise Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri ile
karsilagtirildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi ve p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Canh Agirhik Bulgularn

Tiim si¢anlarin ¢alismanin baslangicinda ve sonunda 6lgiilen canli agirlik degerleri

bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0.05).

4.2. Ortalama Sistolik Kan Basinci Bulgular:

Tilim siganlarin ¢alismanin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde 6lgiilen kan basinci degerleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlendi (p<0.05).
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda L-NAME grubu sicanlarin SKB degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu (p<0.05) tespit edildi. L-NAME grubuna kiyasla
L-NAME+Rutin grubu siganlarin SKB degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis
oldugu (p<0.05) belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarina ait ortalama sistolik kan basinci (SKB) degerleri

Gruplar 0. giin 7. giin 14. giin 21. giin

Kontrol 125.05+4.51 126.19+3.12° 125.28+2.43° 131.30+4.77°
Rutin 130.22 +5.49 127.75+6.20° 131.53+4.45° 129.80 +3.92°
L-NAME 128.37+4.26 149.83+2.86° 156.40+3.87* 162.43+5.88°
L-NAME+Rutin  126.44+3.99 142.61+573" 127.75+6.19° 137.39+6.21°

Veriler her grup i¢in ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p<0.05). a, b, c: Ayn1 siitunda farkli
harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark anlamlidir. L-NAME: NG-nitro-L-arjinin-metil ester

4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Bobrek dokusuna ait histopatolojik bulgular

Tiim gruplarin histopatolojik skor sonuglari Tablo 4.2°de verildi. Kontrol (Sekil
4.1) ve Rutin (Sekil 4.2) grubu siganlara ait bobrek dokusunun H&E ile boyanan kesitleri
151k mikroskobu altinda incelendiginde korteks bolgesinde Bowman boslugu ile ¢evrili
Bowman kapsiillerinde normal glomerulus ile renal histomorfoloji gozlendi. Renal tubuller
ve tubuler hiicreler de normal goriiniim sergiledi. Buna karsilik, kontrol grubuna kiyasla L-

NAME grubu siganlara ait bobrek dokusunda belirgin histopatolojik degisiklikler tespit
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edildi. Bu degisikler; glomerulusta dejenerasyon ve atrofi ile bazal membranda kalinlasma
ile birlikte anormal goriinim olarak saptandi. Proksimal ve distal tubullerin epitel
hiicrelerinde vakuolizasyon, dejenerasyon ve nekroz ile bu tubullerin liimeninde birikmis
dejenere ve deskuame epitel hiicreleri belirlendi. Ayrica tubul liimeninde 6dem ve hiyalin
dokiintiiler ile intertubuler alanda hemoraji ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptandi
(Sekil 4.3, 4.4, 4.5). Diger taraftan, L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu
siganlara ait bobrek dokusunun glomerulus ve renal tubullerinde hafif histopatolojik
lezyonlar gozlendi. Tubuler epiteldeki dejeneratif ve nekrotik degisiklikler hafif iken
tubuler liimendeki hiyalin dokintiler ile intertubuler alandaki inflamatuar hiicre

infiltrasyonlari da azalmist1 (Sekil 4.6).

Tablo 4.2. L-NAME indiikli hipertansiyonda bobrek dokusundaki histopatolojik
degisiklikler iizerine Rutin’in etkisinin skorlanmasi

Gruplar Glomertiler Tubuler Tubul Intertubuler Inflamatuar
dejenerasyon, vakuolizasyon  liimeninde hemoraji hiicre
atrofi, anormal ,dejenerasyon, 6dem ve infiltrasyonu
bazal membran  deskuamasyon hiyalin
dokiintii
Kontrol - - - - -
Rutin - - - - -
L-NAME +3 +3 +3 +2 +1
L-NAME+Rutin +1 +1 +1 - -

(-) puan (negatif puan): yapisal degisiklik yok, (+) puan (1 pozitif puan): hafif, (++) puan (2 pozitif puan):
orta, (+++) puan (3 pozitif puan): ciddi bir histopatolojik degisikligi ifade etmektedir. L-NAME: NG-nitro-L-
arjinin-metil ester
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Sekil 4.1. Kontrol grubu bobrek dokusunda normal histolojik goriiniim. gl: glomerulus, dt:
distal tubul, pt: proksimal tubul (H&E X20)

Sekil 4.2. Rutin grubu bobrek dokusunda normal histolojik gériiniim. gl: glomerulus, dt:
distal tubul, pt: proksimal tubul (H&E X20)
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Sekil 4.3. L-NAME grubu bobrek dokusunda histopatolojik degisiklikler. gl: glomerulus,
dt: distal tubul, pt: proksimal tubul, siyah yildiz: dejenerasyon ve atrofi, kalin

siyah ok: hiyalin dokiintii, ince siyah ok: dejenerasyon, beyaz ok: dejenere ve
deskuame epitel hiicreleri (H&E X20)

Sekil 4.4. L-NAME grubu bobrek dokusunda histopatolojik degisiklikler. gl: glomerulus,
dt: distal tubul, pt: proksimal tubul, siyah ok: bazal memranda kalinlagsma, kalin

beyaz ok: vakuolizasyon, ince beyaz ok: nekroz, siyah yildiz: inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (H&E X20)
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Sekil 4.5. L-NAME grubu bobrek dokusunda histopatolojik degisiklikler. gl: glomerulus,
dt: distal tubul, pt: proksimal tubul, kalin siyah ok: 6dem, ince siyah ok:
hemoraji (H&E X20)

Sekil 4.6. L-NAME+Rutin grubu bobrek dokusunda hafif histopatolojik degisiklikler. gl:
glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (H&E X20)
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4.3.2. Aorta dokusuna ait histopatolojik bulgular

Tiim gruplarin histopatolojik skor sonuglari Tablo 4.3’de verildi. Kontrol (Sekil
4.7, 4.8) ve Rutin (Sekil 4.9, 4.10) grubu sigcanlara ait aorta dokusunun H&E ile boyanan
kesitleri 151k mikroskobu altinda incelendiginde duvar yapisinin igten disa dogru intima,
media ve adventisya tabakalari ile normal goriiniim sergiledigi tespit edildi. Buna ragmen,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-NAME grubu siganlara ait aorta dokusunda belirgin
histopatolojik degisiklikler tespit edildi. Bu degisikler; tim duvar kalinliginda ve media
tabakasindaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde artis ile anormal goriiniim seklinde saptandi
(Sekil 4.11, Sekil 4.12). Ote yandan, L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu
sicanlara ait aorta dokusunun duvar kalinliginin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin azaldig

dikkati cekti (Sekil 4.13, 4.14).

Tablo 4.3. L-NAME indikli hipertansiyonda aorta dokusundaki histopatolojik
degisiklikler {izerine Rutin’in etkisinin skorlanmasi

Gruplar Duvar kalinliginda artis Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde artis
Kontrol - -
Rutin - -
L-NAME +3 +3
L-NAME+Rutin +1 +1

(-) puan (negatif puan): yapisal degisiklik yok, (+) puan (1 pozitif puan): hafif, (++) puan (2 pozitif puan):
orta, (+++) puan (3 pozitif puan): ciddi bir histopatolojik degisikligi ifade etmektedir. L-NAME: NG-nitro-L-
arjinin-metil ester.
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Sekil 4.7. Kontrol grubu aorta dokusunda normal histolojik goriiniim (H&E X4)

[~ To0um

Sekil 4.8. Kontrol grubu aorta dokusunda normal histolojik goriiniim. Siyah ok: intima
tabakasi, y1ldiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakas1 (H&E X10)
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Sekil 4.9. Rutin grubu aorta dokusunda normal histolojik goriiniim (H&E X4)

™ 100um |

Sekil 4.10. Rutin grubu aorta dokusunda normal histolojik goriinim. Siyah ok: intima
tabakasi, y1ldiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakas1 (H&E X10)
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Sekil 4.12. L-NAME grubu aorta duvar kalinliginda artis. Siyah ok: intima tabakasi, yildiz:
media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakas1 (H&E X10)
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Sekil 4.13. L-NAME+Rutin grubu aorta dokusunda hafif histopatolojik degisiklikler (H&E
X4)

Sekil 4.14. L-NAME+Rutin grubu aorta duvar kalinliginda azalig. Siyah ok: intima
tabakasi, y1ldiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakasi (H&E X10)
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4.4. iImmiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Bobrek dokusuna ait immiinohistokimyasal bulgular

4.4.1.1. CMKLR1 ekspresyonu

Tiim gruplarin CMKLR1 immiinoreaktivite histoskorlarinin sonuglar1 Tablo 4.4°de
verildi. Kontrol (Sekil 4.15) ve Rutin (Sekil 4.16) grubu si¢anlara ait bobrek dokusunun
immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitleri 151k mikroskobu altinda incelendiginde
CMKLR1 immiinore aktivitesine rastlanmadi. Buna karsilik, kontrol grubuna kiyasla L-
NAME grubu siganlara ait bobrek dokusunun glomeruluslarinda ve distal tubullerinde
CMKLR1 immiinoreaktivitesinin arttigi gozlendi (Sekil 4.17). Diger taraftan, L-NAME
grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu sicanlara ait bobrek dokusunun glomerulus ve
distal tubullerinde CMKLR1 immiinoreaktivitesinin azaldigi dikkati g¢ekti (Sekil 4.18).
Negatif kontrol dokusunda ise CMKLR1 pozitifligi gozlenmedi (Sekil 4.19).

Tablo 4.4. L-NAME indikli hipertansiyonda bobrek dokusundaki CMKLR1
immunoreaktivitesi tizerine Rutin’in etkisinin skorlanmasi

Gruplar CMKLR1
Kontrol 0.05+0.42°
Rutin 0.05+0.37°
L-NAME 2.65+0.51°
L-NAME+Rutin 1.18 +£0.33"

Veriler her grup i¢in ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p<0.05). a, b, c: Ayn1 siitunda farkli
harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark anlamhidir. L-NAME: NG-nitro-L-arjinin-metil ester,
CMKLR1: Chemerin’in kemokin reseptori 1.
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Sekil 4.15. Kontrol grubu bobrek dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi. gl:
glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen
X20)

[_Soum_]|

Sekil 4.16. Rutin grubu bobrek dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi. gl: glomerulus,
dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen X20)
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Sekil 4.17. L-NAME grubu bobrek dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi (oklar). gl:
glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen
X20)

Sekil 4.18. L-NAME+Rutin grubu bobrek dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi
(oklar). gl: glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s
haematoksilen X20)
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Sekil 4.19. Negatif kontrol bobrek dokusu (Mayer’s haematoksilen X20)

4.4.1.2. eNOS ekspresyonu

Tim gruplarin eNOS immiinoreaktivite histoskorlarinin sonuglar1 Tablo 4.5’de
verildi. Kontrol (Sekil 4.20) ve Rutin (Sekil 4.21) grubu siganlara ait bobrek dokusunun
glomeruluslarinda ve distal tubullerinde eNOS immiinoreaktivitesine rastlandi. Buna
ragmen, kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-NAME grubu sicanlara ait bdbrek
dokusunda eNOS immiinoreaktivitesinin azaldig1 belirlendi (Sekil 4.22). Ote yandan, L-
NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu si¢anlara ait bobrek dokusunun glomerulus
ve distal tubullerinde eNOS immiinoreaktivitesinin arttig1 géze carpti (Sekil 4.23). Negatif
kontrol dokusunda ise eNOS pozitifligi gézlenmedi (Sekil 4.24).

Tablo 4.5. L-NAME indiikli hipertansiyonda bobrek dokusundaki eNOS
immiinoreaktivitesi lizerine Rutin’in etkisinin skorlanmasi

Gruplar eNOS

Kontrol 2.69 £ 0.48°
Rutin 2.70 £ 0.41°
L-NAME 0.98 + 0.56°
L-NAME+Rutin 1.91+0.53°

Veriler her grup i¢in ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p<0.05). a, b, c: Aym siitunda farkli
harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark anlamlidir. L-NAME: NG-nitro-L-arjinin-metil ester, eNOS:
endotelyal nitrik oksit sentaz.
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Sekil 4.20. Kontrol grubu bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (oklar). gl:
glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen X20)

Sekil 4.21. Rutin grubu bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (oklar). gl:
glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen
X20)
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Sekil 4.22. L-NAME grubu bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (oklar). gl:
glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen X20)

Sekil 4.23. L-NAME+Rutin grubu bobrek dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (oklar).
gl: glomerulus, dt: distal tubul, pt: proksimal tubul (Mayer’s haematoksilen
X20)
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Sekil 4.24. Negatif kontrol bobrek dokusu (Mayer’s haematoksilen X20)

4.4.2. Aorta dokusuna ait immiinohistokimyasal bulgular

4.4.2.1. CMKLR1 ekspresyonu

Tim gruplarin CMKLR1 immiinoreaktivite histoskorlarinin sonuglart Tablo 4.6°da
verildi. Kontrol (Sekil 4.25) ve Rutin (Sekil 4.26) grubu siganlara ait aorta dokusunun
immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitleri 151k mikroskobu altinda incelendiginde
hafif CMKLR1 immiinoreaktivitesine rastlandi. Bununla birlikte, kontrol grubuna kiyasla
L-NAME grubu siganlara ait aorta dokusunun ozellikle intima tabakasindaki endotel
hiicrelerinde, media katmanindaki diiz kas hiicrelerinde ve adventisya katmaninda
CMKLR1 immiinoreaktivitesinin arttigi gozlendi (Sekil 4.27). Fakat L-NAME grubuna
kiyasla L-NAME+Rutin grubu siganlara ait aorta dokusunun katmanlarinda CMKLR1
immiinoreaktivitesinin azaldigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.28). Negatif kontrol dokusunda ise

pozitiflik gozlenmedi (Sekil 4.29).
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Tablo 4.6. L-NAME indiikli hipertansiyonda aorta dokusundaki CMKLR1
immiuinoreaktivitesi izerine Rutin’in etkisinin skorlanmasi

Gruplar CMKLR1
Kontrol 0.06 £ 0.40°
Rutin 0.05+0.31°
L-NAME 2.60 +0.59°
L-NAME+Rutin 1.17 +£0.38"

Veriler her grup i¢in ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p<0.05). a, b, c: Ayn siitunda farkli
harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark anlamlidir. L-NAME: NG-nitro-L-arjinin-metil ester,
CMKLR1: Chemerin’in kemokin reseptori 1.
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Sekil 4.25. Kontrol grubu aorta dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi. Siyah ok: intima
tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakasi (Mayer’s
haematoksilen X10)
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Sekil 4.26. Rutin grubu aorta dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi. Siyah ok: intima
tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakasi (Mayer’s
haematoksilen X10)
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Sekil 4.27. L-NAME grubu aorta dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi (kirmizi oklar).
Siyah ok: intima tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakasi
(Mayer’s haematoksilen X10)

Sekil 4.28. L-NAME+Rutin grubu aorta dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesi (kirmizi
oklar). Siyah ok: intima tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya
tabakas1 (Mayer’s haematoksilen X10)
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Sekil 4.29. Negatif kontrol aorta dokusu (Mayer’s haematoksilen X10)

4.4.2.2. eNOS ekspresyonu

Tim gruplarin eNOS immiinoreaktivite histoskorlarinin sonuglar1 Tablo 4.7°de
verildi. Kontrol (Sekil 4.30) ve Rutin (Sekil 4.31) grubu siganlara ait aorta dokusunun
katmanlarinda eNOS immiinoreaktivitesine rastlandi. Buna ragmen, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda L-NAME  grubu siganlara ait aorta dokusunda eNOS
immiinoreaktivitesinin azaldigi ortaya konuldu (Sekil 4.32). Ote taraftan, L-NAME
grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu siganlara ait aorta dokusunda 6zellikle endotel
hiicrelerinde eNOS immiinoreaktivitesinin arttigi gozlendi (Sekil 4.33). Negatif kontrol
dokusunda ise pozitiflik gozlenmedi (Sekil 4.34).

Tablo 4.7. L-NAME indiikli  hipertansiyonda aorta dokusundaki eNOS
immunoreaktivitesi tizerine Rutin’in etkisinin skorlanmasi

Gruplar eNOS

Kontrol 2.70 + 0.52°
Rutin 2.70 £ 0.39°
L-NAME 0.99 + 0.46°
L-NAME+Rutin 1.99 +0.45°

Veriler her grup i¢in ortalama + standart sapma olarak verilmistir (p<0.05). a, b, c: Ayni siitunda farkli
harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark anlamlidir. L-NAME: NG-nitro-L-arjinin-metil ester, eNOS:
endotelyal nitrik oksit sentaz.
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Sekil 4.30. Kontrol grubu aorta dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (kirmizi oklar).
Siyah ok: intima tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya
tabakasi (Mayer’s haematoksilen X10)

Sekil 4.31. Rutin grubu aorta dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (kirmizi oklar). Siyah
ok: intima tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya tabakasi
(Mayer’s haematoksilen X10)
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Sekil 4.32. L-NAME grubu aorta dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (kirmizi oklar).
Siyah ok: intima tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya
tabakasi (Mayer’s haematoksilen X10)

Sekil 4.33. L-NAME+Rutin grubu aorta dokusunda eNOS immiinoreaktivitesi (kirmizi
oklar). Siyah ok: intima tabakasi, yildiz: media tabakasi, beyaz ok: adventisya
tabakas1 (Mayer’s haematoksilen X10)
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Sekil 4.34. Negatif kontrol aorta dokusu (Mayer’s haematoksilen X10)

Hipertansiyon, ilk olarak Irvine Paige tarafindan yiiksek kan basincinin genetik,
cevresel, anatomik, adaptif, noral, endokrin, humoral ve hemodinamik faktorler dahil
olmak {izere bir¢ok unsur arasindaki etkilesimi igerdigini one siirdiigii mozaik teorisinde
tanimlandig1 gibi karmasik, ¢ok faktorlii ve ¢ok sistemli bir hastaliktir (Oparil ve ark.,
2018). O zamandan bu yana hipertansiyonun altinda yatan ¢ok sayida bileseni birbirine
baglayan molekiiler ve hiicresel siireclerin kesfedilmesinde biiyiik ilerleme kaydedilmistir.
2013 yilinda David Harrison, Paige’in mozaik teorisini yeniden gdzden gecirerek,
hipertansiyonda ¢esitli hiicresel olaylar1 ve organ sistemlerini koordine eden ana faktorler
olarak ortak molekiiler mekanizmalari, Ozellikle oksidatif stres ve inflamasyonu
vurgulamistir (Harrison, 2013).

Oksidatif stres, asirt ROS iretimi ve degisen oksidasyon-rediiksiyon (redoks)
durumuyla karakterize edilmektedir. Bu molekiiler olaylar, hipertansiyonda bozulmus
vaskiiler fonksiyona, kardiyovaskiiler yeniden yapilanmaya, bdbrek fonksiyon
bozukluguna, bagisiklik hiicresi aktivasyonuna ve sempatik sinir sistemi uyarilmasina
katkida bulunan 6nemli siirecler olan inflamasyona, proliferasyona, apoptoza, migrasyona
ve fibroza yol agan protein oksidasyonunu ve diizensiz hiicre sinyalini indiiklemektedir

(Harrison, 2013; Harvey ve ark., 2015; Oparil ve ark., 2018; Stanley ve ark., 2019).
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Kardiyovaskiiler ROS un 6nemli bir kaynagi fagositik olmayan NADPH oksidaz
ailesidir (kemirgenlerde Nox1, Nox2 ve Nox4 ve insanlarda Nox1, Nox2, Nox4 ve Nox5)
(Lassegue ve Clempus, 2003; Knock, 2019). Nox izoformlarinin ekspresyonu ve
aktivasyonu hipertansiyonda artmakta ve hipertansiyonla iliskili hedef organ hasarinda
kardiyovaskiiler, renal ve immun hiicrelerde oksidatif stresin olasi bir nedeni olarak
bildirilmektedir (Touyz ve Schiffrin, 2001; Lassegue ve Clempus, 2003; Montezano ve
ark., 2011). ROS’un diger enzimatik kaynaklar1 arasinda mitokondriyal oksidazlar, ksantin
oksidaz, endoplazmik retikiiler oksidazlar ve baglanmamis NOS bulunmaktadir.

Oksidatif stres, genetik hipertansiyon (spontan hipertansif siganlar ve felce egilimli
spontan hipertansif siganlar), endokrin kaynakli hipertansiyon (A-Il, aldosteron,
deoksikortikosteron asetat), cerrahi olarak indiiklenen hipertansiyon (2 bobrek 1 klip,
aortik bantlama), diyet kaynakli hipertansiyon (tuz, yag, ¢inko), ndrojenik hipertansiyon,
pulmoner hipertansiyon ve preeklampsi dahil olmak iizere hipertansiyonun gesitli deneysel
modellerinde artan kan basinciyla nedensel olarak iligkilendirilmistir (Touyz ve ark.,
2020).

Deneysel hayvan modellerinin gelisimi esas olarak hipertansiyon gelisimi ve
tedavisinde etkili ila¢ arayislarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. Bir¢ok deneysel
hipertansiyon modeli gelistirilmesine ragmen, insanlarda ortaya ¢ikan hipertansiyon ile en
uyumlu olan modelin L-NAME gibi NOS inhibitorlerinin kullanilmasiyla olusturuldugu ve
bu modelin yaygin olarak kullanildig1 bildirilmistir (Shepherd ve Katusic, 1991). NOS
inhibitorleri ile indiiklenen hipertansiyon modelinin periferik vaskiiler daralmaya sebep
oldugu ve damar direncini arttirdigi bilinmektedir (Biancardi ve ark., 2007).

Sunulan tez calismasinda sicanlara 21 giin boyunca 50 mg/kg/BW dozunda L-
NAME verilmesiyle olusturdugumuz deneysel hipertansiyon modelinde 100 mg/kg/BW
dozunda Rutin uygulamasinin etkileri incelendi. Bu amagla kontrol, L-NAME, L-
NAME+Rutin ve Rutin gruplar olusturuldu. Calismanin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde tiim
sicanlarin kuyruk veninden tail-cuff metoduyla 6lgiilen kan basinci degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlendi (p<0.05). Kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda L-NAME grubu sicanlarin SKB degerlerinde anlamli bir artigin
oldugu (p<0.05) tespit edildi. Mevcut sonug¢larimiz deneysel hipertansiyon modelinin
gerceklestigini gostermektedir. Kan basincinda gézlenen artigin literatiirde L-NAME ile
olusturulan deneysel hipertansiyon modelleri ile uyumluluk gosterdigi belirlendi (Paredes

ve ark., 2018; Ntchapda ve ark., 2020; Panthiya ve ark., 2022).
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Flavonoidler, tipik besleyici degerden yoksun olsalar da, giderek daha ¢ok koroner
kalp hastaligi, kanserler ve inflamatuar bagirsak hastaligi gibi cesitli hastaliklara karst
muhtemel koruyucular olarak hareket eden degerli diyet bilesenleri olarak kabul
edilmektedir. Bunlar, bir¢ok hidroksil/fenolik gruba sahip, yiiksek antioksidan ozellikler
gosteren, naturel yapidaki sekonder metabolitlerdir. Yapilan caligmalar incelendiginde,
flavonoidlerin sahip olduklar1 etki mekanizmalari ile oksidatif stres olusumunu azalttiklar:
ve antioksidan savunma sistemini destekleyerek oksidan/antioksidan dengeyi antioksidan
tarafa dogru yonlendirdikleri anlasilmaktadir (Ileriturk ve ark., 2021a; Ileriturk ve ark.,
2021b). Turunggillerden elde edilen Rutin ¢esitli antioksidan, anti-inflamatuar, anti-ilser,
anti-alerjik, anti-kanserojen ve anti-mutojenik aktiviteler gostermesinin yani sira
farmakolojik ozelliklerinden dolay1 olaganiistii derecede Onem kazanmis bir besinsel
flavonoid olarak bilinmektedir (Kandemir ve ark., 2020). Calismamizda L-NAME grubuna
kiyasla L-NAME+Rutin grubu sicanlarin SKB degerlerinde anlamli bir azalisin oldugu
(p<0.05) Dbelirlendi. Rutin uygulanmasiyla L-NAME hipertansif siganlarin kan
basincindaki azalis1 gosteren sonuglarimizin literatiir ile uyumluluk gosterdigi belirlendi
(Raju ve ark., 2019; Oyagbemi ve ark., 2020). Raju ve ark. (2019), 21 giin boyunca 50
mg/kg dozunda L-NAME uygulanmasiyla indiiklenmis hipertansif siganlarda 200 ve 400
mg/kg/BW doz seviyelerinde oral yolla uygulanan Rutin’in L-NAME kontrol grubuyla
karsilastirildiginda SKB’n1 6nemli Ol¢lide azaltarak antihipertansif etki gosterdigini rapor
etmistir. Calismacilar, bu etkiyi L-NAME kaynakli NO sentezinin inhibisyonuna bagli
olarak Rutin uygulamasiyla ACE aktivitesinin inhibisyonundan kaynaklanabilecegini ifade
etmistir. Ayrica Oyagbemi ve ark. (2020) da 40 mg/kg dozunda L-NAME uygulanmis
sicanlara 100 mg/kg/BW dozunda verilen Rutin’in antioksidan ve anti-inflamatuar
aktivitesine dikkati ¢cekmistir. Arastirmacilar, Rutin’in antihipertansif etki mekanizmasinin
renal ACE ve mineralokortikoid reseptdr inhibisyonu yoluyla gercgeklestigini One
surmustir.

Hiicresel diizeyde, ROS’un diizenlenmis iiretimi metabolizma i¢in 6nemliyken asiri
miktarda ROS birikimi hiicre hasar, DNA mutasyonlar1 ve hatta programlanmis hiicre
oliimii (apoptoz) gibi birgok patolojik durumu tetikleyebilmektedir (Bayr, 2005; Yang ve
ark., 2019). ROS gibi serbest radikaller direkt olarak hiicresel yapilara saldirabilmekte ve
hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 etkileyerek bobrek hasarma yol acan sistemik yanitlart
tetiklemektedir. ROS ozellikle niikleer faktor kappa B (Nf-xB), p53, protein kinaz C
(PKC) gibi birgok 6nemli hiicresel sinyal molekiillerini etkileyerek (Li ve Gobe, 2006;
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Yuan ve ark., 2015; Zhang ve Sun, 2015) inflamasyon, apoptoz ve DNA hasar1 gibi
stirecleri baglatmakta ve bobrek dokusunda disfonksiyona neden olmaktadir. Bobrek
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ve sivi-elektrolit dengesinin korunmasinda énemli bir
rol oynayan arteriyollerde, glomeriiler ve tubuler hiicrelerde, makula densa ve podositlerde
ROS’a daha ¢ok rastlanmaktadir (Mennuni ve ark. , 2014). Ayrica bobrekte oksidatif
stresten etkilenen bir baska yapi olan proksimal tubullerdeki artan ROS iiretimi, Na+/H+
degistirici (NHE3) aktivitesini azaltarak Na+ geri emilimini diisiirerek apoptoz ve nekroz
gibi hiicresel hasar mekanizmalarini tetikleyebilmektedir (Ratliff ve ark., 2016).

Hipertansiyonun bdbrek damar yatagindaki etkisinin mikrosirkiilasyon derecesine
bagli oldugu bilinmektedir. Bobrekteki kan akimi ve basmcini saglamada gorevli
preglomeriiler otoregiilator mekanizmanin yetersizligi sonucunda da renal hasar
olusumunun hizlandig1 ifade edilmektedir (Bidani ve Griffin, 2004). Gergeklestirilen
deneysel modeller, bobrekteki ROS iiretimindeki artisin yiiksek kan basinciyla dogru
orantilt oldugunu ve hipertansiyonun ilerlemesini hizlandirdigin1 gostermistir. Yiiksek
0O2+— seviyeleri, hem vaskiiler hem de tubuler elemanlarda islev bozukluguna yol agarak
H,0,, basing natriiirezinin modiilasyonunda rol almaktadir. Bu modiilasyon, preglomeriiler
vaskiiler reaktivitenin azaltilmasini ve mediller kan akiginin artmasini igermektedir
(Araujo ve Wilcox, 2014; Yang ve ark. , 2018).

Sunulan tez calismasinda L-NAME verilmesiyle olusturdugumuz deneysel
hipertansiyon modelinde sicanlarin bdbrek ve aorta dokularinda cesitli morfolojik
degisiklikler gbzlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla L-NAME grubu siganlarin bobrek
dokularinda glomerulusta dejenerasyon ve atrofi ile bazal membranda kalinlasma ile
birlikte anormal goriiniim gozlenirken proksimal ve distal tubullerin epitel hiicrelerinde
vakuolizasyon, dejenerasyon ve nekroz ile bu tubullerin liimeninde birikmis dejenere ve
deskuame epitel hiicreleri belirlendi. Ayrica tubul limeninde 6dem ve hiyalin dokiintiiler
ile intertubuler alanda hemoraji ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu saptandi. Belirlenen bu
morfolojik degisiklikler neticesinde bobrek hasarinin olustugunu ifade edebiliriz. Bobrek
yapisinda gozlenen histopatolojik degisikliklerin literatirde L-NAME ile indiiklenen
deneysel hipertansiyon calismalart ile uyumluluk gosterdigi belirlendi (Greish ve ark.,
2020; Nagarajan ve ark., 2023). Ayrica calisma sonuglarimiz, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda L-NAME grubu siganlara ait aorta dokusunda belirgin histopatolojik
degisikliklerin oldugunu gosterdi. Bu degisikler; tim duvar kalinhifinda ve media

tabakasindaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde artis olarak saptandi. Bulgularimizin
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literatiirde L-NAME ile gergeklestirilen deneysel hipertansiyon calismalari ile uyumluluk
sergiledigi tespit edildi (Kanthlal ve ark., 2020; Panthiya ve ark., 2022; Maneesai ve ark.,
2023).

Pagoda agacinin ¢igeklerinde, meyvelerinde ve karabugday tohumlarinda biiytlik
miktarlarda bulunan Rutin (Lova ve ark., 2021), oksidatif hasar1 azaltabilen etkili bir dogal
antioksidan olarak bilinmektedir (Choi ve ark., 2021). Rutin’in, hidrojen atomlarini oksijen
radikallerine, siiperoksit anyon radikallerine ve hidroksil radikallerine bagislayarak klasik
bir hiicre hasarlayicist olan (Yang ve ark., 2019) ROS’u temizleyerek gorev yaptigi rapor
edilmistir (Caglayan ve ark., 2019a). Rutin’in ayrica antioksidan savunma sisteminin
aktivitelerini 6nemli 6l¢iide iyilestirmesinin yan1 sira azaltilmis glutatyon (GSH) igerigini
de yeniledigi ifade edilmistir (Caglayan ve ark., 2019b). Sunulan galismada L-NAME
grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu sigcanlara ait bobrek ve aorta dokularindaki
histopatolojik degisikliklerin hafifledigi gozlendi. Rutin uygulanmasiyla L-NAME
hipertansif siganlarin bobrek dokularindaki histopatolojik degisikliklerin azalisini gosteren
sonuglarimiz, literatiirde kisitli olarak yer alan Rutin’nin kullanildigi deneysel
hipertansiyon c¢aligmalar1 ile uyumluluk gosterdi (Oyagbemi ve ark., 2020). Bununla
beraber, ¢alisma sonuglarimiz L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin grubu si¢anlara
ait aorta dokularindaki histopatolojik degisikliklerin hafifledigini ortaya koydu. Bahsedilen
bulgularimizin tartisilacagi Rutin’nin kullanildigi hipertansiyon aragtirmalar literatiirde
tespit edilemedginden sunulan tez ¢calismasinin ilk ¢alisma oldugu sdylenebilir.

Renal anjiyotensin sistemiyle uyumlu normal kan akisi, fizyolojik hemostazin
stirdliriilmesinde ve kan basincinin ayarlanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. NOS’un
endotelyal izoformunun (eNOS) normal renal hemodinamiklerin stirdiiriilmesindeki 6nemi
iyi bilinmektedir (Desjardins ve Balligand, 2006). Endotel fonksiyonu temel olarak eNOS
tarafindan iiretilen NO’nun {retimine ve biyoyararlanimma bagli olmaktadir. Deneysel
hayvan modellerinde, NO seviyesinin azalmasi birgok hipertansif modelin ortak paydasidir
(Nishimoto ve ark., 2002) ve intrarenal NO’nun dogrudan inhibisyonu kan basincinda bir
artisa neden olmaktadir (Baylis ve ark., 1992). Endotelyal NO olusumunun bozulmasi,
hipertansiyon ve aterosklerozla iliskili, ilerleyici bobrek hasarina neden olan 6nemli
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Harrison, 1997). Ek olarak, eNOS ekspresyonu
ve NO’nun biyoyararlanimi gesitli sinyal iletim molekiilleri, biiylime faktorleri reseptorleri
ve sitokinler tarafindan degistirilebilmektedir (Herrera ve Garvin, 2005). Deneysel

hipertansiyon modelinin olusturuldugu sunulan tez ¢aligmasinda, siganlarin bobrek ve aorta
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dokularinda eNOS ekspresyonlart agisindan immiinohistokimyasal degisiklikler
belirlenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda L-NAME grubu siganlara ait bobrek
dokusunda eNOS immiinoreaktivitesinin azaldigi belirlendi (p<0.05). Bulgularimizin
literatiirde L-NAME ile gergeklestirilen deneysel hipertansiyon ¢alismalar1 ile uyumluluk
sergiledigi tespit edildi (Abdel-Rahman ve ark., 2017; Abdel-Zaher ve ark., 2018). Ek
olarak calismamizda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-NAME grubu siganlara ait
aorta dokusunda da eNOS immiinoreaktivitesinin azaldigini ortaya koydu (p<0.05). Aorta
dokusundaki bu azalisin literatiirde L-NAME ile indiiklenen deneysel hipertansiyon
calismalari ile uyumluluk gosterdigi belirlendi (Sharma ve ark., 2012; Hong ve ark., 2021).

Epidemiyolojik c¢aligmalar, diyetteki flavonoid alimi artiginin, kardiyovaskiiler
hastalik riskindeki azalmayla iliskili oldugunu gostermistir (Arts ve Hollman, 2005).
Flavonoidlerin kardiyovaskiiler koruyucu etkilerine birden fazla mekanizma aracilik
edebilirken olas1 bir yol olarak, eNOS ekspresyonunun ve NO sentezinin arttirilmasi ifade
edilmektedir. Daha yiikksek eNOS seviyeleri tarafindan {iretilen artan NO’in endotel
disfonksiyonuna ve ateroskleroza yol agan yolaklar1 engelleyebildigi One siiriilmiistiir
(Appeldoorn ve ark., 2009). Ugusman ve ark. (2014), Rutin’in eNOS mRNA
ekspresyonunu, protein sentezini ve eNOS aktivitesini indiikleyerek Insan Umbilikal Ven
Endotelyal Hiicrelerinde (HUVEC) NO f{iretimini destekledigini rapor etmistir. Deneysel
hipertansiyon modelinin olusturuldugu sunulan tez ¢aligmasinda, siganlarin bobrek ve aorta
dokularinda eNOS ekspresyonlart agisindan immiinohistokimyasal degisiklikler
belirlenmistir. L-NAME grubu ile karsilastirildiginda L-NAME+Rutin grubu siganlara ait
bobrek ve aorta dokusunda eNOS immiinoreaktivitesinin arttigi dikkati ¢ekti (p<0.05).
Rutin verilmesiyle L-NAME hipertansif siganlarin bobrek ve aorta dokularindaki eNOS
immiinoreaktivitesinin artigin1 gosteren bulgularimizin tartisilacagr Rutin’in kullanildig:
hipertansiyon arastirmalari literatiirde tespit edilemediginden sunulan tez ¢alismasimin ilk
calisma oldugu ifade edilebilir.

Chemerin, kardiyovaskiiler sistemdeki metabolik bozukluklarin ve inflamatuar
hastaliklarin patogenezinde bir¢ok rolii olan bir adipokindir (Macvanin ve ark., 2022). Bu
adipokininin sistemik diizeyleri; beden kitle indeksi (BKI), insiilin direnci ve serum
trigliseridleri gibi obezite ile iliskili fenotiplerle pozitif korelasyon gostermekte ve bu da
onun metabolik hastaliklardaki islevini diisiindiirmektedir (Rourke ve ark., 2013). Ozellikle
renal Chemerin ekspresyonunun bobrek hasarina bagli inflamasyon ve fibrozis stirecleriyle

iligkili oldugu rapor edilmistir (Mocker ve ark., 2019). Bununla birlikte koroner arter
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hastaligt varligi ile serum Chemerin diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon
gbzlenmesinden dolayr bu adipokin diizeylerinin koroner lezyonlarin siddetini belirledigi
de ileri siiriilmiistiir (Dong ve ark., 2011; Yan ve ark., 2012). Ozellikle perivaskiiler
dokudaki Chemerin sekresyonunun aort ve koroner ateroskleroz ile pozitif korelasyon
gosterdigi ifade edilmistir (Spiroglou ve ark., 2010). Ote yandan primer hipertansiyonu
olan yetigkin hastalarin, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek
serum Chemerin konsantrasyonlarina sahip oldugu gozlenmistir (Ji ve ark., 2014).
Reseptorii CMKLR1’in kan damarlarinin endotelinde ve diiz kas katmanlarinda
tanimlanmis olmasi, vaskiiler tonusu ve diiz kas kasilmalarini hafiflettigi i¢in Chemerin’in
hipertansiyon gelisiminde onemli bir rol oynadigimni gostermektedir (Ferland ve Watts,
2015).

Sunulan tez ¢alismasinda L-NAME ile olusturdugumuz deneysel hipertansiyon
modelinde siganlarin bobrek ve aorta dokularinda CMKLR1 ekspresyonlar1 agisindan
immiinohistokimyasal degisiklikler tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla L-NAME
grubu siganlara ait bobrek dokusunda CMKLR1 immiinoreaktivitesinin arttigi gézlendi
(p<0.05). Sonuglarimizin literatiirde kisith olarak yer alan deneysel hipertansiyon
calismalar1 ile uyumluluk gosterdigi tespit edildi (Mocker ve ark., 2019). Ayrica
calismamizda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-NAME grubu siganlara ait aorta
dokusunda da CMKLR1 immiinoreaktivitesinin arttigi belirlendi (p<0.05). Literatiirde
kisitli olarak yer alan deneysel hipertansiyon modelleri ile aorta dokusundaki bu artigin
uyumluluk gosterdigi belirlendi (Weng ve ark., 2013).

Yapilan arastirmalar, obezite ve iliskili anormallikleri azaltmak igin potansiyel
hedefler olarak diyet polifenollerinin uygulanmasina odaklanmaktadir (Aloo ve ark.,
2023). Bu diyet polifenollerinden bazilarinin, obeziteyi ve inflamasyon dahil obeziteyle
iliskili komplikasyonlar1 hafifletmek icin gerekli biyolojik 6zellikleri sergiledigi gdsterilen
curcumin ve resveratrol igerdigi bildirilmektedir (Kang ve ark., 2010; Wang ve ark., 2014).
Beyaz yag dokusu (WAT), inflamasyonun siddetlenmesi sirasinda ayrilmaz bir rol
oynadigindan (Villarroya ve ark., 2018), inflamasyonu hafifletmek ve metabolik
komplikasyonlarla miicadele etmek icin polifenollerin kahverengilesmeyi uyarmadaki
terapotik etkilerini kesfetmeye giiglii bir ihtiya¢ duyulmaktadir (Silvester ve ark., 2019;
Mazibuko-Mbeje ve ark., 2020). Ilging biyoaktif bilesiklerden biri olan Rutin, gesitli
biyolojik ve terapdtik etkileri nedeniyle biiyiiyen bir aragtirma grubu olan dogal bir

flavonoid olarak bilinmektedir (Yuan ve ark., 2017). Mevcut kanitlar, Rutin’in WAT
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kahverengilesmesini uyarabildigini ve genel enerji metabolizma mekanizmalarini tegvik
edebildigini gostermektedir (Yuan ve ark., 2017; Ma ve ark., 2022). Kemirgenlerde ve
insanlarda obeziteyle daha da artan, yeni tanimlanmis bir adipokin olan Chemerin ve onun
fonksiyonel reseptorii olan CMKLR1’in WAT tarafindan yapisal olarak bol miktarda
eksprese edildigi bilinmektedir (Helfer ve Wu, 2018). Cok yakin zamanda, Muvhulawa ve
ark. (2023) Rutin’in, TNF-o’'nin neden oldugu inflamasyonu hafiflettigini ve 3T3-L1
adipositlerinde yag kahverengilesmesini baslattigini ifade ederek anti-obezite tedavisi igin
potansiyel terapotik ¢ikarimlara sahip oldugunu ifade etmistir.

Deneysel hipertansiyon modelinin olusturuldugu sunulan tez c¢alismasinda,
sicanlarin  bobrek ve aorta dokularinda CMKLR1 ekspresyonlar1 agisindan
immiinohistokimyasal degisiklikler belirlenmistir. L-NAME grubu ile karsilastirildiginda
L-NAME+Rutin grubu sicanlara ait bobrek ve aorta dokusunda CMKLR1
immiinoreaktivitesinin azaldigi dikkati ¢ekti (p<0.05). Rutin verilmesiyle L-NAME
hipertansif siganlarin bobrek ve aorta dokularindaki CMKLR1 immiinoreaktivitesinin
azalisint  gbsteren bulgularimizin  tartisilacagi  Rutin’in - kullanildigr  hipertansiyon
arastirmalart literatiirde tespit edilemediginden sunulan tez galismasinin ilk ¢alisma oldugu

sOylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda sicanlara 21 giin boyunca 50 mg/kg/BW dozunda L-NAME
verilmesiyle olusturdugumuz deneysel hipertansiyon modelinde 100 mg/kg/BW
dozunda Rutin uygulamasinin etkileri incelendi. Bu amagla kontrol, L-NAME, L-
NAME+Rutin ve Rutin gruplar1 olusturuldu.

Calismamizin 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde tiim siganlarin kuyruk veninden tail-cuff
metoduyla 6l¢iilen kan basinci degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiki agidan
anlamli bir farklilik izlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-NAME grubu
siganlarin OKB degerlerinde 6nemli bir artisin oldugu (p<0.05), L-NAME grubuna
kiyasla L-NAME+Rutin grubu sicanlarin OKB degerlerinde 6nemli bir azaligin
oldugu (p<0.05) belirlendi.

L-NAME verilmesiyle olusturdugumuz deneysel hipertansiyon modelinde
sicanlarin bobrek ve aorta dokularmin 151k mikroskobik incelemesiyle cesitli
morfolojik degisiklikler tespit edildi. L-NAME grubuna kiyasla L-NAME+Rutin
grubu siganlara ait bobrek ve aorta dokularindaki histopatolojik degisikliklerin ise
hafifledigi gozlendi.

L-NAME ile olusturdugumuz deneysel hipertansiyon modelinde siganlarin bobrek
ve aorta dokularinda CMKLR1 ekspresyonlari acisindan immiinohistokimyasal
degisiklikler tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla L-NAME grubu si¢anlara ait
bobrek ve aorta dokularinda CMKLR1 immiinoreaktivitesinin arttigi (p<0.05), L-
NAME grubuna kiyasla L-NAME-+Rutin grubu sicanlara ait bobrek ve aorta
dokularinda ise CMKLR1 immiinoreaktivitesinin azaldig1 géze ¢arpti (p<0.05).
Calismamizda si¢anlarin bobrek ve aorta dokularindaki eNOS ekspresyonlari
acisindan immiinohistokimyasal degisiklikler belirlenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda L-NAME grubu sicanlara ait bobrek ve aorta dokularinda eNOS
immiinoreaktivitesinin azaldig1 (p<0.05), L-NAME grubu ile karsilastirildiginda L-
NAME+Rutin grubu siganlara ait bobrek ve aorta dokularinda ise eNOS
immiinoreaktivitesinin arttig1 dikkati ¢ekti (p<0.05).

Tez calismamizdan elde edilen tiim bu bulgular degerlendirildiginde Rutin’in
hipertansiyon sonucu indiiklenen kan basinci artis1 ve histopatolojik degisiklikler
tizerinde potansiyel rolleri olabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica Rutin’in

hipertansiyonla iligkili yolaklar olduklar1 diistinilen CMKLR1 ve eNOS
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immiinoreaktivitesini de modiile edebilecegi One siirlilmektedir. Ancak
bulgularimizin etki mekanizmasini net olarak gostermek icin ¢esitli caligmalarla
desteklenmesi ve Rutin’in bu modeldeki etkisinin ifade edilebilmesi i¢in daha

kapsamli1 ve ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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