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ÖZET 
 

Sıçanlarda Tek Taraflı Obstrüksiyon Modelinde  

Apelin ve Apelin Reseptör Antagonisti Ala-Apelinin  

Renal Fibrozis Üzerine Etkileri 

AMAÇ: Tek taraflı üreter obstrüksiyonu (UUO) iyi bilinen bir renal fibrozis modeli olup 

obstrükte böbrekte tübüler hasar ve interstisyel inflamasyonla karakterizedir.  

Apelin, APJ reseptörünün endojen ligandı olarak tanımlanmış bir peptid olup 

kardiyovasküler sistemde anti-fibrotik etkilerinin olduğu, buna karşın APJ reseptör 

blokajının ise hepatik fibrozisi azalttığı ve anjiyogenesisi baskıladığı gösterilmiştir. 

Bununla birlikte apelin sisteminin UUO modelindeki direk etkileri henüz 

çalışılmamıştır. Bu çalışmada, apelinin ve/veya APJ reseptör antagonisti ala-apelinin, 

UUO modelinde inflamasyon ve fibrozis gelişimini baskılayıp baskılamadığını 

incelemeyi amaçladık. 

GEREÇ ve YÖNTEM: Erkek Wistar albino sıçanlara ketamin anestezisi (100 mg/kg; 

intraperitoneal, ip) altında sol üreterleri bağlanarak UUO yapıldı. Bir grup sıçana  

ise sol üreterlerine bağlama yapılmaksızın abdominal inzsizyon yapıldı (kontrol 

grubu). Sıçanlara günlük ip sderum fizyolojik (SF, grubu, n=8) veya apelin (50 

µg/kg/gün, apelin grubu, n=8) veya apelin reseptör antagonisti ala-apelin (75 

µg/kg/gün, ala-apelin grubu, n=8) 7 gün süreyle uygulandı. Kontrol grubuna ise 7 gün 

boyunca ip serum fizyolojik enjekte edildi. Yedinci günün bitiminde UUO uygulanan 

böbrek çıkartılarak flow sitometrik analiz için lökositler izole edildi ve böbrek dokusu 

histopatolojik değerlendirmeler için ayrıldı.  

BULGULAR: Obstrükte böbreği infiltre eden CD3+ T-lenfositler, CD4+ T-lenfositler, 

CD8+ T-lenfositlerin yüzdesi ve CD3+/CD8+  oranı SF, apelin ve ala-apelin ile tedavi 

edilen gruplarda kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak arttı. CD4+ T-lenfositlerin 

yüzdesi apelin grubunda, CD3+/CD8+  oranı ise hem apelin hem de ala-apelin 

grubunda SF grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldı. α-SMA ekspresyonu SF 

grubunda kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak arttı. Buna karşın, α-SMA 

ekspresyonu apelin ve ala-apelin gruplarında SF grubuna kıyasla anlamlı olarak 

baskılandı. Masson-trikrom boyası ile belirlenen fibrozis skoru SF grubunda kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı olarak artmakla birlikte apelin ve ala-apelin gruplarında 

fibrozis skorunda baskılanma izlenmedi.  
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SONUÇ: Bulgularımız α-SMA ekspresyonunun apelin ve ala-apelin gruplarında 

baskılandığını göstermektedir. Apelin uygulanması yada APJ reseptörünün ala-apelin 

ile blokajı UUO modelinde fibrozis gelişimini önlemedi. Buna karşın, apelin 

uygulaması ile CD4+ T-lenfosit infiltrasyonunda izlenen baskılanma obstrüksiyona 

bağlı tübüler hasarı önlemede potansiyel rol oynayabilir.  

 

Anahtar kelimeler, tek taraflı üreter obstrüksiyonu, renal fibrozis, apelin, ala-apelin,  
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İNGİLİZCE ÖZET 
Effect of Apelin and Apelin Receptor Antagonist Ala-Apelin  

on Renal Fibrosis in Unilateral Ureter Obstruction Model in Rats  

BACKGROUND: Unilateral ureteral obstruction (UUO) is a well-characterized fibrosis 

model exhibiting tubular injury and interstitial inflammation in the obstructed kidney. 

Apelin, a peptide identified as the endogenous ligand of the human orphan G-protein-

coupled receptor (APJ), is reported to have anti-fibrotic and anti-inflammatory actions 

in the cardiovascular system, while the blockade of APJ receptor was shown to be 

effective in reducing hepatic fibrosis and angiogenesis. However, the role of Apelin in 

the development of UUO model has not yet been elucidated. In this study, we aimed 

to determine the possible beneficial effects of of apelin or ala-apelin in renal fibrosis 

by using UUO model. 

METHODS: In male Wistar albino rats under ketamine anesthesia (100 mg/kg; 

intraperitoneally, ip) UUO was performed by ligating left ureters. The rats were 

injected ip with either saline (SF group, n=8) or apelin (50 µg/kg/day, apelin group, 

n=8) or the apelin receptor blocker ala-apelin (75 µg/kg/day, ala-apelin group, n=8) 

for 7 days. A sham operetaed but saline injected group served as control. On the 7th 

day, obstructed and non-obstructed kidneys were removed for the isolation of 

leukocytes by flow cytometry and for the assessment of histopathological and 

immunohistochemical changes.  

RESULTS: The percentages of CD3+ T-lymphocytes, CD4+ T-lymphocytes, CD8+ T-

lymphocytes and the ratio of CD3+/CD8+  T-lymphocytes infiltrating obstructed 

kidneys were increased in the SF, apelin and ala-apelin groups as compared to sham 

group. The percentages of CD4+ T-lymphocytes decreased in apelin group as 

compared to SF group. The ratio of CD3+/CD8+  lymphocytes infiltrating obstructed 

kidneys were decreased by both apelin and ala-apelin treatment. The scores of α-

SMA expression was increased in SF group compared to sham-control group. 

However, the scores of α-SMA expression decreased in both apelin and ala-apelin 

treatment groups as compared to SF group. Interstitial fibrosis score determined by 

Masson-trichrome staining was increased in saline treated group compared to sham-

control group. However, the fibrosis scores in the apelin and ala-apelin treated 

groups were higher than SF group. 

CONCLUSION: The present data demonstrate that α-SMA expression was 

decreased in both apelin and ala-apelin goups. However, neither apelin nor blockade 
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of APJ receptor with ala-apelin prevented fibrosis in UUO. However, apelin by 

decreaseing the infiltration of CD4+ T-lymphocytes may have a regulatory role in 

protecting against obstruction-induced tubular injury. 

 

Keywords, unilateral ureteral obstruction, renal fibrosis, apelin, ala-apelin 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Kronik böbrek yetmezliği ilerleyici bir tablo olup temel patofizyolojik mekanizma 

böbrek dokusunda izlenen inflamasyon ve bununla birlikte gelişen fibrozistir. 

Fibrozisin önlenmesi kronik böbrek yetmezliğine bağlı son dönem böbrek 

yetmezliği gelişimini, dolayısıyla da bir çok hastada diyaliz tedavisi ihtiyacını 

ortadan kaldırabilir. Tek taraflı üreter obstrüksiyon  (UUO)  modeli renal fibrozis 

mekanizmalarını ve olası tedavi ajanlarının etkinliğini araştırmada kullanılan 

modellerdendir. 

 

Son yıllarda yapılan hayvan deneylerinde apelinin anti-apoptotik ve anti-

inflammatuar etkilerinin olduğu, böbrek ve kalp dokusunda iskemi reperfüzyon 

hasarını önlediği rapor edilmiştir. Buna karşın karaciğer fibrozis modellerinde de 

apelin reseptör (APJ) antagonisti olan ala-apelin uygulamasının fibrozisi 

baskıladığı rapor edilmektedir.  

 

Üreter obstrüksiyon modelinde direk olarak apelin sisteminin uyarılmasını yada 

baskılanmasının fibrozis gelişimi üzerine etkilerini inceleyen herhangi bir çalışma 

bulunmamaktadır. 

 

Bu çalışmada UUO modelinde izlenen inflamasyon, apotozis ve fibrozisi önlemede 

apelin ve apelin antagonisti ala-apelinin etkileri araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kronik Böbrek Hastalığı ve Renal Fibrozis 

Fibrozis, ilerleyici organ hastalığının karakteristik bulgusudur. Farklı etiyolojileri 

olmasına rağmen renal hastalıklar, glomerüler skleroz ve interstisyel fibrozise bağlı 

olarak son dönem böbrek yetmezliğine ilerler (1, 2). Ayrıca etiyolojiden bağımsız 

olarak renal fibrozisin derecesi prognozu belirler (3, 4). Son dönem böbrek 

yetmezliğine sebep olan birçok hastalıkta interstisyel fibrozis uyarılır. Renal 

fibrozisin histolojisi tübüler atrofi ve dilatasyon, interstisyel lökosit infiltrasyonu, 

fibroblast birikimi ve artmış interstisyel matriks birikimi ile karakterizedir (5). 

Tübülointerstisyel fibrozisin ilerlemesi, interstisyel matriks artışı,  tübüllerde baskı 

ve hasarlanmayla böbrek fonksiyonlarında bozulmayla sonuçlanır (6). Ayrıca 

interstisyel fibrozis  tübül hücrelerinin beslenmesinde ve oksijenlenmesinde 

azalma ve tübüler hücrelerde  epitelyal- mezenkimal tranzisyon (EMT)  ve 

apopitoza yol açar (7). Renal fibrozis gelişiminde monosit- makrofajlar, 

miyofibroblastlar, EMT kaynaklı fibroblastlar rol oynar (8-11). Bu süreçte parankimi 

infiltre eden lökositler tarafından salgılanan inflamatuar medyatörler inflamasyonu, 

tübül epitel hücre apoptozisini ve nekrozunu, matriks sentezini ve sonuçta da 

interstisyel fibrozisi uyarır. Glomerüler ve peritübüler kapiller yapı bozulur, gittikçe 

artan ekstraselüler matriks madde birikimi izlenir (5). 

 

2.2. Üreter Obstrüksiyonu ve Kronik Böbrek Yetmezliği 

Obstrüktif nefropati KBY etiyolojisinin yaklaşık %2-4' ünü oluşturur. Üreter 

obstrüksiyonu üreterde idrar akımına direnç oluşturur. Obstrüksiyon kısmi veya 

tam; ünilateral veya bilateral olabilir. Etiyolojisi değişken ve geniş kapsamlıdır. 

Üretral darlıklar ve benign prostat hipertrofisi tipik örnekleridir (Tablo 1). 

Obstrüksiyonun süresi, derecesi ve seviyesine göre sınıflandırması yapılır. 

Obstrüksiyon, en sık olarak üreteropelvik bileşkede meydana gelir. Daha geniş bir 

terim olan "obstrüktif üropati", renal pelvis ve üretra arasında idrar akımında 

meydana gelen herhangi bir obstrüksiyonu göstermek için kullanılır. 

Tek taraflı üreter obstrüksiyonu (UUO) insidansı, erişkinlerde 1-2/1000 olarak 

bildirilmektedir. Üreter taşı en sık nedenidir ve akut obstrüksiyon, tipik olarak, 
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majör semptom olan ileri derece renal kolik ile kendisini gösterir. Böbrek 

fonksiyonu ve etkilenen böbreğin anatomik bütünlüğünün korunması önemlidir.  

 

Tablo 1. Üreter obstrüksiyonunun nedenleri 

Retroperitoneal fibrozis/malignite  

Lokal tümörlerin uzantıları 

Vezikal tümör (üreter orifisini içeren tip) 

Gebelik 

İyatrojenik 

Üreter darlığı (enfeksiyon/yaralanma sonrası) 

Erişkinlerde ve çocuklarda üreteropelvik bileşke obstrüksiyonu 

Taş 

Çocuklarda konstipasyon 

 

 

2.3. Böbrek Fibrozis Gelişimini İncelemede Üreter Obstrüksiyon Modeli 

Tek taraflı üreter obstrüksiyon modelinde 7-14 gün gibi kısa bir sürede fibrozis 

belirgin olarak gelişir. Bu nedenle renal hastalıklarda fibrozis gelişim pataogenezini 

incelemede UUO, oldukça pratik ve kolay uygulanabilir bir modeldir. Bu modelde 

ilk günden itibaren böbrek dokusuna lökosit infiltrasyonu başlar 3. günden itibaren 

belirgin bir hal alır. Bu dönemle birlikte fibroblast infiltrasyonu yada 

transformasyonu başlar ve 7. günde genelde belirgin fibrozis oluşur. Deney süresi 

2. hafta sonuna kadar uzatıldığında fibrozis daha da belirgin hale gelir.  

UUO modelinde üreter obstrüksiyonu ile başlangıçta nefron tübül 

segmentinde intralüminal basınç artar. Bu basınç 50-70 mmHg düzeylerine kadar 

özellikle ilk 3 saatlik dönemde yükselir. Bu sırada gerilimin indüklediği 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) aktivitesinde 

artışa bağlı olarak sentezi artan NO aferent arteriolde dilatasyon yapar ve GFR 

artmış olur. Artan GFR glomerül filtratını artırdığından tübüllerde bir göllenme olur. 

Bu sırada antioksidan enzimlerin (örneğin katalaz) sentezi ve aktivasyonu 

baskılanır. Bu göllenmenin, intratübüler basınç artışının ve azalmış anti-oksidatif 

stres aktivitesinin yaptığı tübüler hasar sonucu nekroz ve apotozis gelişir. Renal 
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kan akımı azalır. Stres altındaki tübül epitelyum hücreleri tarafından TGF-β1, 

angiotensin-II (Ang II) gibi medyatörler salgılanır. Bu modelde üreter obstrüksiyonu 

ile oluşan mekanik güçler fibroblastları aktive eder. İnvitro şartlarda fibroblastlara 

gerilim uygulandığında α-SMA ekspresyonu artar, kollajen, laminin, fibronektin ve 

transforme edici büyüme faktörü-β (TGF-β) üretmeye başlarlar (12, 13).  

Fibroblastlar lokal interstisyel kökenli olabileceği gibi vasküler perisitlerden 

ve tübül epitel hücrelerden de köken alırlar. Iwano ve ark. yaptıkları çalışmada 

matriks üreten hücrelerin yaklaşık 1/3'ünün tübül epitel hücre kökenli olduğunu 

rapor etmişlerdir (8). Tübül epitel hücrelerinin fibroblastlara dönüşümünün (EMT) 

ilk evrelerinde epitel hücrelerini birbirine bağlayan E-cadherin ekspresyonu 

kaybolur (14). Ardından bu hücreler mezankimal hücre belirteçlerini eksprese 

etmeye başlarlar (15). Tübüler hasar inflamatuar cevabı da tetikler. Hasarlı tübül 

epitel hücreleri interlökin-1 (IL-1) salgılarlar. Bu inflamatuar sitokinler tübül epitel 

hücrelerinde interselüler adhezyon molekül-1 (ICAM-1), vasküler selüler adhezyon 

molekül-1 (VCAM-1) gibi adhezyon moleküllerinin ekspresyonunu arttırarak lökosit 

adhezyonunu kolaylaştırır. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve monosit 

koloni uyarıcı faktörde  (M-CSF), lökositlerin inflamasyon bölgesine göçünü 

kolaylaştırır. Makrofaj ve nötrofiller tarafından myeloperoksidaz salınımı 

gerçekleştirilir. Bu olaylar sonucu apoptozis ya da nekroz yoluyla tübül epitel hücre 

kaybı gerçekleşir.  

 

2.4. UUO Modelinde Fibrozis Gelişiminde Patogenetik Mekanizmalar 

Birçok hayvan çalışmasında, UUO sonrasında renal fibrozise yol açan 

mekanizmalar incelenmiş ve UUO genel patofizyolojisi ile ilgili pek çok 

değerlendirme yazısı yazılmıştır (16-18). Bu modellerde fibrotik yanıt, tübüler bazal 

membranda kalınlaşma ve tübülointerstisyel kompartmanda yaygın fiber birikimi ile 

karakterizedir. UUO, direkt olarak tübulointerstisyel fibrozise (TİF) neden olur. 

Üreterin tam obstrüksiyonu, hem sıçan hem de fare modellerinde hızla TİF'e yol 

açarken, tübülointerstisyel lezyon 3. günde belirginleşerek 10-14 gün içinde 

gelişimini tamamlar (19-21). Bu durum, uzun süren şiddetli ya da tam 

obstrüksiyonla kendisini gösteren insan obstrüktif üropati olgularındaki böbreğin 

durumuna benzer. Hücresel strese yanıt olarak, renal hücrelerde inflamasyon 

gelişimi ve ölümü tübülointerstisyal lezyon oluşumunda rol alır. 
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Stres altındaki hücreler, aynı zamanda, apoptozu indüklemek için otokrin ve 

parakrin yollarla etki eden mediyatörler üretirler. Fas-Fas ligand (FasL) 

etkileşimleri, Ang II ve TGF-β1 aktivitesindeki artışlar, UUO sonrasında erken 

dönemde tübüler hücrelerde otonom apoptotik hücre ölümünden sorumlu 

tutulmaktadır (22-24). Obstrükte böbrekte Ang II üretiminde artış, TGF-β1 

indüksiyonu ve oksidatif stresteki artış aracılığıyla tübüler hücre ölümüne katkıda 

bulunur (25) . İnsan obstrüktif üropati biyopsi örneklerinde TGF-β1 aşırı 

ekspresyonu olması, bunun böbrek hasarının patofizyolojisinde rolü olduğunu teyit 

etmektedir (26).  

Hasarlı tübüler hücreler, VCAM-1 ve ICAM-1 (27-29) gibi adezyon 

moleküllerinin ekspresyonu aracılığıyla, renal mikrovasküler yapıların 

yapışkanlığında artışa sebep olan interlökin-1 (IL-1) (30, 31) gibi pro-inflamatuvar 

sitokinler salgılarlar. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) (32) ve makrofaj 

koloni uyarıcı faktör (M-CSF) (33), aynı zamanda, tübüler hasar alanlarına 

inflamatuar hücrelerin yönelmesini kolaylaştırır. Bu da, etkilenmiş böbrekte hücre 

ölümü sinyallerini artırır. İnflamatuar yanıtın bir sonucu olarak meydana gelen 

hücre ölümünde, makrofajlar ve nötrofillerden, hipokloröz ve azot asitleri de dâhil 

toksik prooksidan maddelerin üretimini katalizleyen miyeloperoksidaz enzimi 

salınır (34). Ayrıca  TNF-α ve Fas-L’de aynı zamanda bu hücre tiplerinden ve 

sonra T hücre popülasyonlarının ortaya çıkışından köken alabilirler (35).  

 

2.4.1. UUO Sırasında Tübüler Epiteli Etkileyen Stres Faktörleri 

Tübüler epitelin mekanik gerilmesi ve deskuamasyonu, obstrükte üreterde 

peristaltik retrograd basınç transferi ve üriner stazın bir sonucu olarak ortaya çıkan 

erken olaylardır (36). Nitrik oksit (NO) üretimindeki lokal artışı takiben renal 

perfüzyon ve filtrasyondaki erken artış sonucu intratübüler basınç yükselir. Direkt 

basıncın (130 mmHg) tübüler epitel hücre kültürleri üzerindeki etkilerini inceleyen 

bir in vitro modelde, basınç transferinin başlamasından sonraki 60 dakika 

içerisinde NO üretimi ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunda 

artış olduğu gösterilmiştir (37). Hem iNOS ve hem de eNOS enzim aktivitesi, 

hasarlı tübüler epitel boyunca artış gösterir (37, 38). Nitrik oksit, doza bağımlı 

olarak afferent arteriolleri gevşetirken, glomerüler filtrasyon hızında artışa yol 

açarak idrarın göllenme etkisini artırır (39). Transfer edilen bu basınç, nefronları 
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saran epitel hücre örtüsünün düzleşmesine neden olur  (21). Bu primer hasarın 

kesilmesi, üreteropelvik bölgedeki kompliansta artışa ve obstrüksiyon sonrası ilk 

24 saat boyunca göllenen idrarın lokal lenfatiklere şant yapmasına bağlıdır (40). 

Obstrüksiyonun sonraki dönemlerinde, renal kan akımı belirgin şekilde azalır, GFR 

azalır ve göllenen idrar hacminin daha da artması engellenir (36, 41). Sonuçta, 

obstrüksiyondan sonra 3. saatte meydana gelen maksimum tübül içi basınç (50–

70 mmHg), obstrüksiyon sonrası normale yakın bir değere (30 mmHg) döner. 

Tübüler kompartmandaki bu ilk stres uyaranlarının hücre hasarı ve ölümüne 

neden olduğu bilinmektedir. Etkilenen hücreler, inflamatuar yanıtın üretilmesi için 

uyarı oluştururlar.  

UUO sırasındaki tübüler hücre ölümünün, esas olarak, programlanmış 

hücre ölümü (apoptozis) yoluyla meydana geldiği gösterilmiştir. Apoptozun majör 

efektörleri olan kaspazlar, sistein aspartata spesifik proteazlardır. Bu enzimler, 

proteolitik olarak, hücre dışı ve hücre içi sinyallerle aktive edilen enzimlerdir. Aktif 

enzimle, genomik DNA parçalanır ve hücreler düzenli bir şekilde ölür. In vitro 

çalışmalar, mekanik gerilmeye tepki olarak oluşan tübüler hücre ölümünün 

oksidatif stresteki artışla ilişkili olarak kaspaz-bağımlı apoptoz aracılığıyla 

gerçekleştiğini göstermektedir (42, 43).  24 saat süreyle proksimal tübüler epitel 

hücrelerinin mekanik gerilimi, gerilimin olmadığı kontrol kültürleri ile 

karşılaştırıldığında, endojen antioksidan katalaz mRNA ekspresyonu downregüle 

olmuştur (42). Hücresel katalaz aktivitesinin tükenmesi, mantıksal olarak, hidrojen 

peroksit detoksifikasyonunda azalmaya yol açar. Hasarlanmış alveoler epitel 

hücrelerinin kullanıldığı bir in vitro yara iyileşmesi modelinde, hidrojen peroksitin 

kaspaz-bağımlı apoptoz aracılığıyla hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiştir 

(44).  

Renal kan akımında azalma, böbrekte hipoksik bir ortam yaratarak tübüler 

hücre stresi ve ölümüne katkıda bulunur. Primer ve immortalize tübüler epitel 

hücrelerinin ölümü, in vitro hipoksi modellerindeki apoptoz aracılığıyla başlar (45, 

46).  
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2.4.2. Tübüler Bazal Membran Degredasyonu 

Tübüler epitel hücreleri EMT gelişimi sırasında birbirleri ile ve bazal membranla 

olan bağlarının kopmasından sonra interstisyel alana göç ederler.  Tübüler bazal 

membran bütünlüğünün korunması, obstrüktif yaralanma sonrasında tübüler 

EMT'yi önlediği ve böbreği fibrotik lezyonlardan koruduğu gözlemi, EMT'de bazal 

membran yıkımının önemini göstermektedir (47). Tübüler bazal membran 

yıkımının, matriks metaloproteinazlar (MMP) olarak bilinen çinko-bağımlı 

endopeptidazlar tarafından gerçekleştirildiği düşünülmektedir. UUO sonrasında 

obstrükte böbrekte MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon ve aktivitesinin azaldığı, ancak 

sham-opere hayvanların böbrekleriyle kıyaslandığında metalloproteinaz-1 doku 

inhibitörü ekspresyonunun belirgin şekilde arttığı bulunmuştur (48). Ancak, diğer 

yazarlar, MMP-2 ve MMP-7 aktivitelerinin UUO'dan kısa bir süre sonra arttığı ve 

daha sonra normale döndüğünü bildirmiştir (49, 50). Bu bulgular, EMT'nin 

meydana gelmesi sırasında, epitel hücrelerini çevreleyen bazal membran ve 

ekstraselüler matriksin (ESM) UUO'un erken dönemlerinde artış gösteren MMP 

aktivitesi sayesinde yıkıma uğradığını göstermektedir. Uzun vadede, interstisyel 

boşluktaki MMP aktivitesi inhibe edilir ve ESM birikimi artar.  

 

2.4.3. UUO Modelinde Fibrozise Yol Açan Hücreler ve Medyatörler  

 

2.4.3.1. Fibroblastlar, Myofibroblastlar ve EMT 

Alfa-düz kas aktin (α-SMA) gibi miyosit belirteçlerini eksprese eden fibroblast 

görünümüne sahip hücreler, üreter obstrüksiyonu sırasında interstisyel fibrozis 

oluşumu açısından önemli bir role sahiptir (51). Böbrekteki interstisyel hücreler; 

fibroblastlar, dendritik hücreler ve lenfosit-benzeri hücreleri içeren heterojen bir 

popülasyondur. İnterstisyel fibroblastların uzun süreli aktivasyonu, masif 

proliferasyon ve aşırı ESM birikimi ile sonuçlanır. İnterstisyel miyofibroblastların 

sayısı, tübülointerstisyel fibrozisin şiddeti ve böbrek yetmezliğinin ilerlemesi ile 

yakından ilişkilidir (52) .  

Renal fibroziste rol alan aktif fibroblastlar ve miyofibroblastlar, çeşitli 

kaynaklardan köken alırlar (51, 53). Yerleşik interstisyel fibroblastlar UUO 

sırasında fibrozise katkı yapar (54). Ayrıca, vasküler perisitler miyofibrobastlara 

farklılaşarak fibrozise katkıda bulunur (55). Endotelyal hücreler, endotelyal-
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mezenkimal geçiş aracılığıyla miyofibroblastlara dönüşebilir (56). Yine UUO'da 

obstrükte böbrekte bulunan miyofibroblastların, epitelyal mezankimal dönüşüm 

(EMT) yoluyla tübüler hücrelerin dönüşümünden kaynaklandığı bildirilmektedir (51, 

57). Renal tübüler progenitör hücreler de UUO sonrasında EMT'ye katkıda 

bulunur. Bu hücreler, üreter obstrüksiyonundan 3 gün sonra tübüler epitel hücreler 

arasında dağılır ve obstrükte böbrek interstisyumunda gözlenirken, kontralateral 

böbreğin interstisyumunda hiçbirine rastlanmamıştır (58). UUO sonrası kollajen 

sentezinde katkısı az görünse de, bazı miyofibroblastlar kemik iliğinden elde 

edilmektedir (59). EMT türevli miyofibroblastların UUO sonrası 7 güne kadar 

ortaya çıkmadığı düşünülürken, yerleşik fibroblastlar ve perivasküler perisitler 

UUO sonrası ilk saatlerde aktif fibroblast miyofibroblast majör kaynakları olabilir 

(55).  

Pek çok in vivo çalışmada EMT'nin UUO modelinde meydana geldiği 

gösterilmiştir. Ancak en kesin kanıtlar, Iwano ve arkadaşlarının yaptığı önemli 

çalışmadan elde edilmiştir (8). Genetik olarak etiketli proksimal tübül epitel 

hücreleri kullanarak, tübülointerstisyel boşluktaki matriks üreten hücrelerin 

%36'sının tübüloepitelyal kökenli olduğunu göstermiştir (8).  

EMT, epitelyal bileşkelerin yıkımı ve hücre polarite kaybı ile karakterizedir (60). 

Küboidal hücre fibroblastoid şekle değişir, E-kaderin, zonula oklüdens ve 

sitokeratin gibi epitelyal protein belirteçleri azalır ve Vimentin, α-SMA ve fibroblast 

özgün protein-1 (FSP-1) gibi mezenkimal belirteçler artar (51). Son olarak 

hücreler, bazal membranı parçalama ve tübüler boşluktan,  miyofibroblast 

morfolojilerinin gelişeceği yer olan interstisyel boşluğa göç etme kapasitesi 

kazanırlar. 

Hipoksi ve mekanik gerilme gibi UUO ile ilgili uyaranların da kültüre edilen 

hücrelerde bu geçişe neden olduğu gösterilmiştir. Hipoksi, kültüre edilen 

hücrelerde TGF-β1 indüksiyonuna neden olurken (61-63), TGF-β1'in direkt olarak 

kültüre tübüler epitel hücrelerinde EMT indüksiyonuna neden olduğu bilinmektedir 

(64).  

 

2.4.3.2. Lokal İnterstisyel Fibroblastların Aktivasyonu 

Fibroblast özgün protein 1 (FSP-1), ekto-5'-nükleotidaz, vimentin ve α-SMA, aktif 

fibroblast belirteçleridir. Sağlıklı bir böbrekte, kortikal interstisyel fibroblastlar ancak 
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ekto-5'-nükleotidaz ekspresyonu ile tespit edilirken bu hücrelerde α-SMA ko-

ekspresyonu gözlenmemiştir (65) . UUO'nun 1 gün sonrasında, interstisyumda 

hem ekto-5'-nükleotidaz hem de α-SMA eksprese eden hücreler görülmüştür ve bu 

hücreler UOO sonrası 4. güne kadar sayıca artış göstermiştir. Ekto-5'-nükleotidaz 

ve α-SMA'nın eş zamanlı ekspresyonu, UUO sonrası en az dördüncü güne kadar, 

buradaki yerleşik fibroblastların aktif fibroblastların kaynağı olabileceğini gösterir. 

Fibroblastların mekanik gerilme ile aktivasyonu mekanik ve kimyasal 

faktörler tarafından regüle edilmektedir. Mekanik gerilme, kültür ortamında 

fibroblastlarda α-SMA ekspresyonunu indükler ve bu gerilimin ortadan kaldırılması 

ile α-SMA ekspresyonunu azalır (12). İn vitro ortamda siklik gerilmeye maruz kalan 

renal fibroblastlar kollajen, laminin, fibronektin ve TGF-β üretir (13).  

 

2.4.3.3. Monositler ve Makrofajlar 

UUO modelinde inflamatuar ortamın oluşması ile ortamda nötrofil, monosit-

makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu izlenir. Farelerde difteri toksininin ekspresyonu ile 

CD11b+ hücrelerin ortadan kaldırıldığı UUO modelinde monosit ve makrofajların 

rolü incelenmiştir (55, 66). Makrofajlaradan salınan bir molekül olan  galektin-3 

defektif farelerde UUO sonrası fibrozis gelişiminin önlendiği rapor edilmiştir (66, 

67). UOO modelinde infiltre eden monositler M2 fenotipinde olup PDGF-B, 

galectin-3,IGF-1, ve CCL22 gibi profibrotik faktörler salgılarlar (68). 

 

2.4.3.4 Dendritik Hücreler ve Lenfatik Sistem  

Dendritik hücreler tarafından immün sistemin aktivasyonu akut ve kronik 

inflamasyonun başlamasında, sonraki aşamada da fibrozis gelişiminde önemli rol 

oynar. Nefrektomi ile oluşturulan KBY modelinde tübül epitel hücrelerinden alınan 

albümin, interstisyumda bulunan dendritik hücreler tarafından lenf nodlarındaki 

CD8+ T hücrelerine sunulmaktadır (69). Ovalbümin ile sensitize edilmiş CD8+ T 

hücreleri ve aktive CD4+ T hücreleri farelere enjekte edildiğinde ise podositlerinde 

ovalbümin eksprese edilen farelerde periglomerüler infiltrasyon gelişmiştir. Bu T 

hücreleri tekrar tekrar enjekte edildiğinde fibrozis artarak devam etmiştir. (70)  

Lenfanjiogenezi tetikleyen VEGF-C proksimal tübül epitel hücrelerinde ve 

makrofajlarda bulunmuştur (71). Lenfanjiogenez ise inflamatuar infiltratı 
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kolaylaştırır (72, 73). Tübülointerstisyel fibrozisle birlikte lenfanjiogenez artarken, 

(71, 74) peritübüler kapiller sayısı azalır. 

 

2.4.3.5. Mast Hücreleri  

Mast hücreleri kazanılmış bağışıklıkta (innate immünitede) ve kronik 

inflamasyonda rol alırlar. Normal sağlıklı bir böbrekte mast hücrelerine nadiren 

rastlanılırken fibrotik böbreklerde böbrek fonksiyonları ile ters orantılı olarak 

sayıları artmıştır (75-77). Buna karşın mast hücrelerinin olmadığı bir fare UUO 

modelinde fibrozis gelişimi baskılanmıştır (78). 

 

2.4.3.6. Lenfositler 

UUO modelinde salgılanan sitokinler lokal olarak lökosit infiltrasyonuna neden 

olurlar (79). Örneğin T-lenfositler ve makrofajlar üzerinde eksprese edilen kemokin 

reseptör-1 (CCR1) taşımayan farelere UUO modeli uygulandığında interstisyumu 

infiltre eden makrofaj sayısı %35 oranında, lenfosit sayısı da %55 oranında 

azalma göstermiş ve fibrozis gelişimi de önlenmiştir (80).  

Lökositlerin UUO modelinde fibrozis üzerine etkileri ilk önce T ve B 

lenfositleri   bulundurmayan ağır birleşik immün yetmezliği (severe combined 

immunodeficiency, SCID) bulunduran farelerde çalışılmış ve bu farelerde fibrozis 

geliştiği gösterilmiştir (81). Niedermeier ve ark. da yaptıkları çalışmada UUO 

yapılan SCID farelerde fibrosit sayısının azaldığını ve kollajen-1 depolanmasının 

azaldığını göstermişlerdir. Yine bu çalışmada bu kez normal farelere anti-CD4 

antikoru verilerek CD4+ hücreleri yok edildiği (deplete) edildiği zaman obstrüksiyon 

yapılan böbrekte fibrosit sayısının azaldığını ve kollajen-1 depolanmasının 

azaldığını göstermişlerdir (82). Bu bulgular lenfositlerin ve özellikle CD4+ T 

lenfositlerinin UUO modelinde gerçekleşen fibroziste rol oynadığını 

göstermektedir. Tapmeier ve ark. ise RAG taşımayan farelerde (bu fareler 

recombinase activating gene-1  taşımadıklarından lenfosit ihtiva etmezler) fibrozis 

belirgin olarak az  izlenirken, UUO oluşturulmadan hemen önce bu farelere normal 

farelerden alınan CD4+ T lenfositleri infüze edildiği zaman fibozis artmıştır. CD8 

infüzyonu ile  fibrozis izlenmemiştir (83).   
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2.4.3.7. Sitokinler 

TGF-β gibi sitokinler, platelet kökenli büyüme faktörü (84), fibroblast büyüme 

faktörü (85) fibronektin varyantları, fibroblast aktivasyonu ve proliferasyonunda rol 

alırlar (86). İnfiltre olan lökositler tarafından salgılanan kemokinlerde, fibroblast 

aktivasyonunun regülasyonuna katılır (87). TGF-β, Smad2 ve Smad3 yolakları ile 

α-SMA ekspresyonu aracılığıyla direkt fibroblast aktivasyonuna neden olan majör 

bir büyüme faktörüdür. UUO, özellikle şiddetli TIF olan alanlarda, belirgin Smad2 

ve Smad3 aktivasyonuna neden olur (88).  

Demirbilek ve ark. üreter obstrüksiyonundan 10 gün sonra böbrek 

dokusunda TGF-β1 ve IL-1α, IL-6, ve TNF-α sitokinlerinin arttığını göstermişlerdir.  

Yine böbrek dokularında  NF-κβ ekspresyonu da artmıştır (89).  

Yine böbrek dokusuna lökosit infiltrasyonunda rol alan bir molekül de ICAM-

1’dir (90). Cheng ve ark. UUO modelinde ICAM-1 antisense oligonükleotidlerinin 

kullanılması ile inflamatuar hücre infiltrasyonu ve ekstraselüler matriks birikimi 

azalmıştır (91). Tübüler epitel hücrelerinde ICAM-1 ekspresyonunu özellikle IL-1, 

TNF-α, ve IFN-γ gibi proinflamatuar sitokinler indüklemektedir (92) Farelerde UUO 

sonrası 3. günden itibaren ICAM-1 eksprese etmeyen böbrek dokusunda, ICAM-1 

ekspresyonu artmaktadır. UUO uygulanan böbrekte ICAM-1 ekspresyonunda 

artışla birlikte IL-1β,ve IL-1R ekspresyonu da artmaktadır. Yine bu çalışmada 

farelere genetiği oynanmış kemik iliği kökenli ve adeno viruslar aracılığı ile IL-1ra 

ekspresyonu arttırılmış CD11b+CD18+  hücreler enjekte edildiğinde ICAM-1 pozitif 

interstisyumda (obstrüksiyon uygulanan) CD11b+IL-1ra+ taşıyıcı hücreler artarken 

ICAM-1 negatif böbrekte (obstrüksiyon uygulanmayan) CD11b+IL-1ra+ hücre 

izlenmemiştir. Farelere CD11b+IL-1ra+ hücrelere enjekte edildiğinde obstrükte 

böbrek varlığında makrofaj infiltrasyonu, ICAM-1 ekspresyonu ve α-SMA 

ekspresyonu IL-1ra  eksprese etmeyen CD11b+  hücre enjeksiyonu yapılan 

farelerin obstrükte böbreklerine kıyasla belirgin olarak azalmıştır. Bu bulgular IL-

1’in de interstisyel fibrozis gelişiminde rol oynadığını göstermektedir (30).  

 

2.4.4. UUO'da Apoptozis ve Fibrozisle İlişkisi 

Obstrükte böbrekteki pek çok sitokinin artışı tübüler hücre apoptozu ile ilişkilidir. 

UUO'da apoptozise öncülük etme rolüne ek olarak, TGF-β1'in renal hasardaki en 

önemli profibrotik sitokinlerden birini temsil ettiği belgelenmiştir (19, 93, 94). Temel 
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fibroblast büyüme faktörü (bFGF), hem TGF-β1'i indükleyen hem de TGF-β1 

tarafından indüklenen ve UUO sonrasında fibroziste büyük öneme sahip olduğu 

gösterilen diğer bir profibrotik sitokindir (85, 95, 96). 

UUO sonrasında TGF-β1'in iki ana kaynağı  hasarlı tübülde meydana gelen 

erken otokrin olaylar ve UUO sonrası meydana gelen inflamasyondur. TGF-β1'in, 

in vivo ve in vitro modellerde renal hasarı takiben apoptozu teşvik ettiği 

bilinmektedir (37, 97). Renal hücrelerde, Ang II'nin pro-apoptotik etkilerine kısmen 

TGF-β1 'in indüksiyonu aracılık eder (25). TGF-β1'in direkt olarak renal tübüler 

hücre apoptozunu indüklemediği, bunun yerine diğer ölüm sinyallerine yanıt olarak 

apoptozisin öncülüğünü yaptığı kanıtlanmıştır. TGF-β1, pro-kaspaz-9'un kaspaz 

9'a dönüşümünü  hızlandırırken, bunu kaspaz 3'ün aktivasyonu takip etmiştir.  

TGF-β1'in en mükemmel profibrotik mediyatör olduğu kabul edilmektedir. 

Epitelyal hücreler, mesanjiyal hücreler ve fibroblastlarda kendi reseptörleriyle 

etkileşip, hücre dışı matris proteinlerinde (örneğin kollajen I, III ve IV ve fibronektin) 

artışa neden olabilmektedir (98, 99). Bu durum, hem doğrudan hem de dolaylı 

olarak, bağ dokusu büyüme faktörünün (CTGF) indüksiyonu ile ortaya çıkabilir 

(100). Buna ek olarak, TGF-β1, epitel hücreleri ve fibroblastlardaki çeşitli matriks 

metalloproteinazların (MMP) (101, 102) yanı sıra, endojen inhibitörlerinin 

bazılarının da [örn, metaloproteinaz-1'in doku inhibitörü (TIMP-1)] ekspresyonunu 

upregüle eder (103). TGF-1 aynı zamanda, matriksle etkileşen integrin 

moleküllerinin upregülasyonunu ve alt birimlerini indükler (104, 105). Böylece, lif 

miktarı, hücre motilitesi ve invazivliği artar. Bu da, kompartmana spesifik, patolojik 

matriks remodelingi ve skarlaşmaya yol açmaktadır. TGF-β1, kendi reseptör 

kompleksinin stimülasyonu ve esas olarak Smad yolağı olmak üzere çeşitli hücre 

içi yolakların downstream (aşağı akış) mobilizasyonu yoluyla bu etkileri gösterir 

(106, 107).  

Sıçanlarda UUO'dan 1 gün önce ve UUO sonrası 13 gün boyunca 2 gün 

aralıklarla TGF-β1-nötralizan antikor verilmesinin TİF  şiddetini azalttığı 

görülmüştür (24). Bu deneyin ilk aşamasında, nötralizan antikor, tübüler 

reproliferasyon hızındaki rastlantısal bir artış ile beraber tübüler apoptozu büyük 

ölçüde azaltmıştır. Apoptozdaki azalma, tedavi uygulanmayan kontrollerle 

karşılaştırıldığında mitokondriyal Bcl-2 lokalizasyonunun korunması ve p53 

ekspresyonunun azalması ile ilişkilendirilmiştir. Aynı çalışmada, mekanik gerilme, 
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NRK-52E hücrelerinde anlamlı bir şekilde apoptozu indüklemiştir. Ancak bu yanıt, 

TGF-β1-nötralizan  antikor varlığında tamamen inhibe edilmiştir. Bu çalışmada, 

TGF-β1 direkt profibrotik rolünün inhibisyonunun da meydana gelmesi 

muhtemeldir. Nötralizan antikorun hem antiapopitotik hem de direkt antifibrotik 

etkisinin TİF gelişimini önlemek için sinerjik bir şekilde çalışması muhtemeldir. 

TNF-α, UUO'yu takiben tübüler hücre ölümünde rol oynadığı düşünülen 

diğer bir sitokindir. Çözünebilir tip-1 TNF-α reseptörünün pegile formu uygulanarak  

TNF-α biyolojik aktivitesinin engellenmesi, obstrüksiyonla indüklenen kaspaz 

aktivitesi ve tübüler hücre apoptozunu anlamlı olarak azaltmıştır (108). İlginç bir 

şekilde, tip-1 TNF-α reseptörü nakavt edilmiş farelerde, UUO'yu takiben 

tübülointerstisyel fibroziste azalma görülmüş. Bu durum TNF-α aktivitesi 

aracılığıyla apoptoz ve fibrozis arasında bir bağlantı olabileceğini göstermektedir 

(109).  

Renal Ang II üretimi, obstrükte böbrekte artmakla beraber, in vitro 

çalışmalar, patofizyolojik olarak eşdeğer dozlarda uygulandığı zaman tübüler epitel 

hücre kültürlerinde apoptozis indüklediğini göstermiştir (25). UUO hayvan 

modellerinde, ACE inhibitörleri ve ANG II tip 1 reseptör delesyonunun erken 

apoptoz ve geç dönem fibrozda bir azalmaya neden olduğu ortaya konmuştur (20, 

23).  

Tam tersine, bazı faktörlerin artmasıyla tübüler apoptozdaki azalma 

sonrasında UUO ilgili fibrozun gelişimini artırdığı gösterilmiştir. TGF-β1 nötralizan 

antikora benzer bir etki, hepatosit büyüme faktörü (HGF) transgen bazlı tedavi 

uygulanan sıçanlarda gözlenmiştir (110). Bu sıçanlarda, hücre çoğalmasında bir 

artış ve tam UUO'yu takiben tübüler apoptozda inhibisyon olmuştur. TGF-β1-

nötralizan antikorda olduğu gibi, HGF-transfekte UUO olan sıçanlarda 

mitokondrideki Bcl-2 ekspresyonu korunmuştur. HGF'ün TGF-β1 sinyallemesini 

antagonize ettiği gösterilmiş olup bu HGF ekspresyonu ve TGF-β1 nötralizasyonu 

ile elde edilen benzer sonuçları açıklayabilir. 

İnsülin-benzeri büyüme faktörü-1'in (IGF-1), UUO ile indüklenen renal hasarı 

iyileştirdiği gösterilmiştir. IGF-1 tedavisi, tübüler apoptozu %38, renal interstisyel 

kollajen içeriğini  %44 oranında azaltmıştır . 

BMP-7, akut böbrek hasarı ve diyabetik nefropatide downregüle olan, 

nefrogenezisde tübüler gelişim ve olgun renal tübül epitel hücrelerinde 
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diferansiyasyon sağlayan bir büyüme faktörüdür (111, 112). BMP-7 aktivitesinin 

TGF-β1bağımlı bir mekanizma yoluyla renal hücrelerde inhibe edildiğini gösteren 

kanıtlar bulunmaktadır; TGF-β1 uygulanan tübüler epitel hücrelerinde BMP-7 ve 

Alk3 ekspresyonunun azaldığı ve endojen bir BMP-7 antagonisti olan gremlinin 

ekspresyonu artmaktadır (112). Aynı çalışmada, yalnız başına BMP-7 

ekspresyonu kaybının, profibrotik gen ekspresyonunu artırdığı belirtilmiştir. UUO 

sırasında ve daha sonraki her gün BMP-7 uygulanması, tübüler apoptoz hızındaki 

artışı engellemiştir (113). Ayrıca tübüler dejenerasyon, atrofi tübülointerstisyel 

inflamasyon ve fibrozis progresyonu inhibe edilmiştir. BMP-7, nefrotoksik serum 

nefriti modelinde EMT, TİF ve böbrek fonksiyon bozukluğunu tersine çevirmiştir 

(10, 109). 3 günlük UUO giderildikten sonra BMP 7 verilmesi, UUO'ndan 7 gün 

sonra fibrozisi azalttığı ve GFR ve renal kan akımını koruduğu görülmüştür (114).  

EGF ve reseptörünün (EGF-R) uyarılmasının, UUO hayvan modellerinde, 

apoptoz derecesine ve fibroz oluşumuna karşı koruyucu olduğu ortaya konmuştur. 

EGF'nin genellikle Akt yolağının aktivasyonu ile proliferasyonun artmasına ve 

apoptozise olan duyarlılığın azalmasına yol açtığı belirtilmektedir (115). UUO 

sonrasında, renal tübüllerde, EGF, mRNA ekspresyonu ve protein seviyelerinde 

bir azalma olduğu gösterilmiştir (116). UUO sonrasında, erişkin Sprague-Dawley 

sıçanlarına rekombinan EGF uygulanması, 3. günde DNA merdiveni ve apoptotik 

gövde oluşumu dahil olmak üzere, apoptoz belirteçlerinde bir azalmaya yol açar  

(117). Chevalier ve ark. çalışmasında EGF, tübüler proliferasyonu %76 artırırken, 

tübüler apoptozu da %80 azaltmıştır. Bu durum, tübüler atrofi ve dilatasyonla, 

TGF-β1 düzeylerinde azalma ve kantitatif TIF ölçümündeki %50'lik azalma ile 

ilişkili bulunmuştur (118). Obstrüksiyon giderildikten sonra EGF tedavisi, serum 

fizyolojik uygulanan sıçanlarla kıyaslandığında, vimentin ve clusterin ve tübüler 

hasar belirteçlerinde azalma ve tübüler atrofide % 50 azalmayla ilişkilidir (16).  

 

Osteopontin, UUO sırasında sıçanların renal tübüler hücrelerinde ve in vitro 

ortamda sıçanların tübüler epitel hücre hattında Ang II ya da kombine TGF-β1 ve 

EGF ile stimülasyon sonrasında upregüle edilen bir glikoproteindir (119-121). UUO 

sonrasında, osteopontin bulunmayan farelerde tübüler apoptoz oranında artışın 

yanı sıra, makrofaj akını, TGF-β1 ekspresyonu ve aktivitesi ve kollajen I ve IV'ün 

interstisyel depolanmasında azalma olduğu görülmüştür (122). Bu durum, 
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farelerde, bazı antiapoptotik sinyaller ve fibrozis gelişimi arasında ters bir ilişki 

olabileceğini göstermektedir.  

 

2.4.5. UUO Sonrası Oksidatif Stres ve Fibrozis 

Tübüler epitel hücre kültürlerindeki mekanik gerilmenin oksidatif stres ve apopitoza 

neden olduğu bilinmektedir.   

Oksidatif stres reaktif oksijen türevlerinin (ROS) üretimindeki artıştan, 

anti*oksidan sistemin bozulmasından veya her ikisinden birden kaynaklanır. 

Sonuçta süperoksid anyonu oluşur. Bu anyon daha sonra süperokisid dismutaz 

enzimi aracılığı ile hidrojen perokside (H2O2) dönüştürülür. ROS’un kaynağı; 

ksantin oksidaz, NADPH oksidaz ve siklooksijenaz gibi enzimlerin aktive olmasıdır.  

Oksidatif stresin derecesi ve daha sonra gelişen renal fibrozisin derecesi 

üretilen ROS derecesi ile anti-oksidan sistemin arasındaki dengesizlik önemli rol 

oynar. Kawada ve ark. UUO modelinde obstrükte böbreklerde oksidatif stresin 

arttığını rapor etmiştir (123). İki anti-oksidan enzim,  katalaz ve glutatyon 

peroksidaz H2O2’yi su ve oksijene parçalar. Bu reaksiyonlarda görev alan ilk enzim 

glutatyon peroksidaz iken ikincisi de katalazdır. Bu sistemlerden katalaz sistemi 

düşük afiniteli ancak yüksek kapasiteli bir sistem olup UUO modelinde fibrozis 

üzerine etkileri katalaz bulundurmayan farelerde incelenmiştir. Kontrol farelerine 

kıyasla katalaz enzimi bulundurmayan farelerde hasar daha fazla olmuştur. Lipid 

peroksidasyon ürünlerinden 4-hidroksi-2-hekzenal, malondialdehid ve 4-hidroksi-2-

nonenal katalaz enzimi bulundurmayan farelerin tübüler epitel hücrelerinde 4. 

günden itibaren anlamlı olarak artmıştır. Yine bu farelerin dilate tübüllerinde bir 

apoptosis indükleyicisi olarak kaspaz-9 aktivitesi de artmıştır. Yedinci günden 

itibaren ise glutatyon peroksidaz aktivitesi artmıştır (124). Yine bir başka 

çalışmada UUO modelinde katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin 

aktivitelerinin azaldığı gösterilmiştir (42).  

Proapoptotik faktörlerin mitokondriden ilk salınımının hücre içinde 

prooksidan ortamın oluşmasına bağlı olduğunu gösteren kanıtlar bulunmaktadır. 

Bu nedenle, antioksidanlar, potansiyel olarak stres altındaki tübüler hücrelerde 

apoptoz inhibitörleri olarak etki edebilir. Katalaz taşımayan farelerde artan 

ROS’lerin tübül eptel hücrelerini apotozise daha sensitize ettiği gösterilmiştir (124). 

Yine fluvastatin ve α-tokoferol gibi diğer pek çok stratejinin oksidatif stresi azalttığı 
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ve UUO sonrasında tübülointerstisyel fibrozisi gelişimini önlediği gösterilmiştir 

(125-127). Yine katalaz taşımayan farelerde telmisartanla yapılan bir başka 

çalışmada ise NADPH ekspresyonunun baskılanması sonucu ROS ve lipid 

peroksidasyon ürünleri, apotozis ve kollajen tip-1 ve tip4 ekspresyonu 

baskılanmıştır (128). Bu bulgular oksidatif stresin baskılanmasının UUO modelinde 

fibrozis gelişimini önlemede etkin olacağını göstermektedir.  

 

 

2.5. Apelin: Yapısı ve Fonksiyonları 

O’Dowd ve arkadaşları 1993 yılında özgün bir orphan G protein çiftli (G protein 

coupled) bir reseptör olarak APJ reseptörünü tanımlamışlardır (129). Tatemoto ve 

ark. ise 1998 yılında sığır midesinden APJ reseptörüne bağlanan 36 amino asit  

büyüklüğündeki peptidi ilk kez tanımlamışlar ve apelin-36 olarak adlandırmışlardır 

(130).  

Insan X kromozomunun uzun kolunda bulunan apelin geni, daha kısa aktif 

peptitlere ayrılacak olan 77 amino asitlik bir preproproteini kodlar (130-132). Tam 

uzunluktaki matür peptitler, 36 amino asitten (apelin-36) oluşur ve ilk olarak sığır 

hayvan midesi ekstresinden izole edilmiştir. Sığır kolostrumun jel filtrasyon 

kromatografisi apelin-36 ile birlikte, 13 amino asitli bir peptide (apelin-13) karşılık 

gelen ikinci bir aktivite zirvesi göstermiştir . 13 amino asitli peptidin N-terminalinde 

ki  piroglütamat  değişimi, peptidi enzimatik bölünmeye dirençli hale getirir. 

Biyolojik olarak 12 amino asitten kısa parçalar etkisizdir. Apelin-36'nın apelin-19, 

apelin-17, apelin-16 ve apelin-12 içeren sentetik C-terminal fragmanları APJ 

reseptörünü aktive eder (130, 132-137). Kısa apelin izoformları daha büyük 

bağlanma afinitesi ve biyolojik etki gösterir. En etkili form, aktif biyolojik ligandı 

temsil edebilen piroglutamatlanmış apelin-13 formudur (132, 134, 135). Apelin gen 

ekspresyonu, hipoksi ile indüklenen faktör-1 regülasyonu altında hipoksiye yanıt 

olarak artar (138). ACE-2, hem apelin-13 hem de apelin-36'yı hidrolize eder ve  

bilinen tek parçalanma yolağıdır (139).  

APJ reseptörü AT1 reseptörü ile yakın benzerlikler göstermesine rağmen 

anjiotensin-II bağlamamaktadır (130) . Bu reseptör, 380 amino asit uzunluğunda 

olup, yedi transmembran domaininden oluşur ve aynı zamanda hücreye özgü 

olabilecek bir özellik olan agonistden bağımsız nükleer bir lokalizasyona izin veren 
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bir sinyal dizisi içerir (140). GPKR'ler, klinik olarak kullanılan tüm mevcut ilaçların 

neredeyse yarısının hedefidir (141) ve sinyal iletim mekanizmasının önemli bir 

bileşenidir (142). Apelinin APJ'ye bağlanması, G proteinleri ile eşleşme sonrasında 

ikinci mesajcı sinyalleme kaskadını aktive ederken, bu durum, mitojenle aktive 

olan protein kinazlar (MAPK'ler) ve çoklu biyolojik cevapları teşvik etmekle sorumlu 

olan PI3K/AKT yolağı gibi santral sinyalleme moleküllerinin aktivasyonu ile 

sonuçlanır (136, 143, 144).  

Apelin eksprese eden hücreler üzerinde yapılan deneylerle apelin-36’nın 

fragmanı olan apelin-13 ve apelin-17’nin, apelin-36 dan sırasıyla 54 ve 8 kez daha 

kuvvetli olduklarını göstermişlerdir (130). APJ bağlayan bölgeler ve/veya APJ 

kodlayan mRNA akciğer, kalp, arter, ven, iskelet kası, böbrek, beyin, karaciğer ve 

over gibi birçok insan ve sıçan dokusunda gösterilmiştir (131, 134, 145, 146). 

Bundan başka apelin mRNA’sı veya immünoreaktif apelin mide, beyin, kan 

damarları, akciğer, testis, uterus, meme dokusunda tespit edilmiştir (130, 131, 

134, 145-147). Yine Klein ve ark. çalışmasında insanlardan elde edilen taze 

dokularda apelin benzeri immuno reaktiviteyi kalp, böbrek, akciğer ve adrenal bez 

damar endotel hücrelerinde göstermişlerdir (148).  

Hus-Citharel ve ark. sıçanlarda yaptıkları deneyde apelin reseptörünün 

böbrek dokusunda dağılımını incelemişlerdir (149). Apelin mRNA’sının medullanın 

en fazla iç katmanında daha sonra da sırasıyla dış katman, iç medulla ve kortekse 

doğru gitikçe azalarak eksprese olduğunu göstermişlerdir. Nefron segmenti 

boyunca ise en yoğun apelin mRNA düzeyleri glomerülde tespit edilmiştir. Aynı 

çalışmada apelinin fonksiyonel etkilerini böbrek damarlarında incelediklerinde ise, 

anjiyotensin II ile jukstamedüller glomerüler afferent arteriyollerde oluşturulan 

konstriksiyonun apelin ile gerilediğini göstermişlerdir. Apelin bu etkisini 

anjiyotensine bağlı olarak artan intraselüler Ca+2 konsantrasyonlarını süratle 

düşürerek yapmıştır. Apelinin bu etkileri L-NAME kullanılmasıyla ortadan 

kalkmıştır. Endoteli çıkartılmış afferent arteriyoller kullanıldığında ise apelin bu 

etkilerini gösterememiştir. Bu nedenle apelinin reseptörlerinin endotele lokalize 

olduğu sonucuna varılmıştır. Tek başına apelin sağlam afferent ve efferent 

arteriyollere uygulandığında, Ca+2 konsantrasyonları anlamlı olarak artmıştır. Bu 

artış afferent arteriyollerde, efferent arteriollerden daha fazla olmuştur (149). Hem 

apelin hem de apelin mRNA ekspresyonu, beyinde yaygın bir dağılım 



18 
 

göstermektedir. Bu peptidler, özellikle de magnoselüler nöronların bir alt 

kümesinde vazopressin (AVP) ile birlikte lokalize oldukları yer olan supraoptik ve 

paraventriküler hipotalamik nükleuslarda, yüksek düzeyde eksprese edilmektedir 

(147, 150, 151). AVP sentezi ve salınımındaki artışlarla karakterize olan 

laktasyondaki sıçanlarda, apelinin santral enjeksiyonu, AVP nöronlarının fazik 

elektriksel aktivitesini inhibe eder, plazmadaki AVP düzeylerini düşürür ve aköz 

diürezi artırır (152). Ayrıca, sistemik AVP salınımını artıran ve hipotalamik AVP 

deposunda azalmalara neden olan su kısıtlaması, plazmadaki apelin 

konsantrasyonunda azalmaya yol açmış ve hipotalamusta peptid toplanmasını 

indüklemiş olup, bu durum, AVP ve apelinin, sistemik AVP salınımını 

kolaylaştırmak üzere tam tersine regüle edildiğini ve böylece böbrek düzeyinde 

ilave su kaybını önlediğini göstermektedir. Birlikte ele alındığında, bu veriler, 

AVP'nin etkileri ile mücadele ederek vücut sıvı dengesinin korunmasında santral 

apelinin oynadığı önemli rolü vurgulamaktadır. Sıçan böbreğinde apelin reseptörü 

mRNA ekspresyonu (132, 146) bulunduğu için ve insan toplayıcı (153) 

kanallarında apelin immünoreaktivitesi tespit edildiği için, apelinin su diürezi 

üzerindeki etkisi, sadece santral bir etkiyi kapsamayıp, aynı zamanda intrarenal 

reseptörlere bağlanma yoluyla periferik ve/veya intrarenal bir hemodinamik etkiyi 

kapsamaktadır. 

Sıçanlara apelin 10, 20 ve 40 nmol/kg dozlarında ve 10-12 dakika aralıklarla 

uygulanmasının kan basıncını doza bağlı olarak düşürdüğü ve kalp hızını da 

arttırdığı gösterilmiştir. Gangliyon blokajı yapılan sıçanlarda ise apelinin yine doza 

bağlı olarak kan basıncını ve ortalama dolum basıncını kalp hızında değişiklik 

olmaksızın düşürmüştür (145).  Bir başka çalışmada da spontan olarak hipertansif 

olan farelere yapılan apelin-13 ve apelin-12 (15 mcg/kg) enjeksiyonları ile, 

ortalama arteryel kan basıncında sırasıyla yaklaşık % 60 ve %15'lik sistolik ve 

diastolik kan basıncı düşürülmüştür. Apelin-13 (13[D-Phe]) tedavisi, etkinlik ve 

süre açısından apelin-12’den farklı bulunmamışken, ala-apelin-13 (F13A) 

fonksiyon kaybına yol açmıştır. Bununla birlikte, ala-apelin-13'ün (F13A) (30 

mcg/kg) birlikte uygulanması, apelin-13 (15 mcg/kg)'ün hipotansif etkisini önlerken, 

bu durum ala-apelin-13 (F13A)'ün apeline-spesifik bir antagonist olarak 

davrandığını ortaya koymaktadır (136).   



19 
 

Apelinin nitrik oksit-arjinin sistemini aktive ederek vazodilatasyona sebep 

olduğunu gösteren yayınlar da bulunmaktadır. Anestezi almış sıçanlarda, apelin 

kan basıncını düşürürken, plazma nitrit/nitrat konsantrasyonları artmış ve apelinin 

bu etkisi bir nitrik oksit sentaz inhibitörü olan NG-nitro-L-arginin metil ester 

tarafından engellenmiştir (135). Apelinin izole kalpte inotropik etkisi olduğu da 

rapor edilmiştir (137). Apelin-12’nin ise apelin-13 ve apelin-36’dan daha kuvvetli bir 

kan basıncı düşürücü etkisinin olduğu gösterilmiştir (135). Apelin sıçanlarda 

kardiyak kontraktiliteyi de G protein eşlikli fosfolipaz C, protein kinaz-C ve 

sarkolemma Na+–Ca2+ ve Na+–H+ transport sistemini aktive ederek arttırmaktadır 

(137). Bu bilgiler ışığında apelinin farklı doku ve organlarda ikincil mesaj 

sistemlerini aktive ettiğini görmekteyiz.  

Bir başka çalışmada ise apelinin oksidatif stresi azalttığı gösterilmiştir (154). 

Szokodi ve ark. ise basınç yüklenmesine bağlı kalp yetmezliği geliştiren farelerden 

elde edilen kardiyak fibroblastlar, kültür ortamında apelin ile inkübe edildiklerinde, 

TGF-β tarafından indüklenen α-SMA ve kollajen üretiminin inhibe olduğu 

görülmüştür. Yine bu çalışmanın in vivo kısmında farelere aort ligasyonu 

yapılmadan 2 hafta önce apelin uygulanması ile de myosit hipertrofisi, kardiyak 

fibrozis ve ventriküler disfonksiyon önlenebilmiştir (137, 155) . Bir başka çalışmada 

da aort anevrizma modeli kullanılmış ve apelin infüzyonu ile inflamatuar cevap 

baskılanmış ve anevrizma gelişimi önlenmiştir (156).  

Diğer taraftan apelinin fibrozise sebep olabileceğini gösteren yayınlarda 

bulunmaktadır. Apelin-APJ reseptör kompleksinin anjiyogenez ve inflamasyonda 

önemli işlevlere sahip olduğunu gösteren yayınlarda bulunmaktadır. Sirotik 

insanlardan elde edilen hepatik stellat hücrelerde (HSH) apelin ekspresyonunun 

arttığı ve bu hücrelerin profibrojenik moleküllerden anjiotensin II (AII) ve endotelin-

1 (ET-1) ile inkübe edilmeleri ile kollajen-I ve platelet-kökenli büyüme faktör 

reseptör-β (PDGF-β) sentezinin arttığı gözlenmiştir. Apelin reseptörü, apelin 

antagonisti F13A ile bloke edildiğinde ise bu artışlar baskılanmıştır.  Yine bu 

çalışmada fibrotik sıçanlara AII veya ET-1 reseptör antagonisti uygulandığında 

hepatik apelin sentezinin azaldığı bulunmuştur. Bu bulgular apelinin, AII ve ET-1'in 

tetiklediği fibrojenik etkilere aracılık ettiğini ve apelinin insan karaciğer hastalığında 

fibrogenezisin önemli bir mediyatörü olduğunu düşündürmektedir (157). Yine 

sıçanlarda CCl4 ile indüklenen siroz modelinde is APJ reseptörü F13A ile bloke 
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edildiğinde fibrotik alanların daha az olduğu gösterilmiştir. Fibrozis gelişiminin 

önlenmesi, karaciğer dokusunda damarlanmanın azalması, makrofaj infiltrasyonun 

azalması, apoptotik hücrelerin (TUNEL pozitif) azalması ve kaspaz-3 

yoğunluğunun baskılanması ile sağlanmıştır. Yine bu çalışmada PDGF-β, α-SMA, 

MMP2 ve TIMP1 genlerini ekspresyonu F13A tedavisi ile baskılanmıştır (158). 

Bu bilgiler ışığında, üreter obstrüksiyon modelinde fibrozis gelişiminde 

apelin ekspresyonu fibrozis gelişimine olumlu yada olumsuz yönde katkıda 

bulunuyor olabilir. Bu etkilerini; NO sentezini arttırarak (12) atheroskleroz 

modelinde olduğu gibi anjiotensin II etkilerini baskılayarak gösteriyor olabilir (159, 

160). Dolayısıyla UUO modelinde artan inflamatuar cevap da, apelin 

ekspresyonunu arttırarak inflamatuar ve fibrotik cevabı sınırlandırarak koruyucu bir 

etki gösteriyor olabilir. Diğer taraftan aort anevrizma modelinde apelin infüzyonu ile 

inflamatuar cevap baskılanmış ve anevrizma gelişimi önlenmiştir (156). Dolayısıyla 

apelin inflamatuar cevabı baskılayarak da koruyucu etki gösteriyor olabilir. Bu 

veriler eşliğinde apelin veya apelin antagonistinin UUO modelinde fibrozis ve 

inflamasyon üzerine etkilerinin tespit edilmesi, yeni tedavi girişimlerinin 

geliştirilmesine katkıda bulunabilir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

Kullanılan Deney Hayvanları ve Deney Protokolü 

Marmara Üniversitesi Tıp Fakültesi, Deneysel Araştırma ve Hayvan Laboratuvarı, 

Deney Hayvanı Araştırma Etik Kurulu’na etik ilkelere uygunluk açısından 

değerlendirilmek üzere başvuruldu. 29 şubat 2012 tarihli, 28.2012.mar protokol 

kodlu belge ile onay alındı. 

Çalışmada Marmara Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma 

Merkezi tarafından temin edilen 300 – 350 gram ağırlığında erkek Wistar albino 

türü sıçanlar kullanıldı. Tüm denekler için gerçekleştirilen uygulamalar 

‘‘Laboratuvar Hayvanları Kullanımı ve Bakımı Kılavuzu’’na uygun olarak planlandı. 

Denekler deney öncesinde iki haftalık sürede laboratuar koşullarına (22 oC  ±  2, 

12 saat aydınlık, 12 saat karanlık) alıştırıldıktan sonra deney protokolüne göre 

gruplara ayrıldılar. 

 

Tek Taraflı Üreter Obstrüksiyon Modeli ve Renal Fibrozis 

Dokuz – on iki haftalık sıçanlar bir hafta süreyle laboratuar ortamında tutularak 

ortama alışmaları sağlandı. Bütün işlemler ‘’Helsinki Deklerasyonu’’ ve ‘’Hayvan 

Bakım ve Klavuzlarına’’ göre yapıldı.  

Cerrahi işlemler öncesinde sıçanlarda intraperitoneal ketamin (100 mg/kg) 

ve klorpromazin (0.75 mg/kg) enjeksiyonu ile genel anestezi oluşturuldu. Sonra 

sıçanların bir kısmına düşük abdominal insizyon uygulanarak sol üreter distali 2.0 

mersilenle iki kez bağlandı. Kontrol grubuna ise sadece düşük abdominal insizyon 

yapılarak üreterlere ulaşıldı ancak üreterlere ligasyon yapılmadı.  

 

Deney Grupları 

Sıçanlar aşağıdaki gruplara ayrıldı: 

1. Kontrol grubu (n=8): Kontrol grubunda alt karın insizyonu yapılarak üreterlere 

ulaşıldı ancak üreterlere ligasyon yapılmadı. Operasyon günü başlamak üzere 7 

gün süreyle apelin çözücüsü olan saline (hacim 1 ml/kg/gün) günlük intraperitoneal 

olarak uygulandı.  

2. Saline (SF) grubu (n=8): Bu grupta alt karın insizyonu yapılarak sıçanların sol 

üreterleri distalinden 2.0 mersilenle iki kez bağlandı. UUO işleminin hemen 
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ardından başlamak üzere 7 gün süreyle apelin ve ala-apelin çözücüsü olan saline, 

(hacim 1 ml/kg/gün) günlük olarak uygulandı.   

3. Apelin grubu (n=8): Alt karın insizyonuyla sol üreter distalinden 2.0 mersilenle 

iki kez bağlandı. UUO işleminin hemen ardından başlamak üzere 7 gün süreyle 

apelin-13, 50 µg/kg (hacim 1 ml/kg/gün) dozunda günlük olarak uygulandı. 

4. Ala-apelin grubu (n=8): Alt karın insizyonuyla sol üreter distalinden 2.0 

mersilenle iki kez bağlandı. UUO işleminin hemen ardından başlamak üzere 7 gün 

süreyle APJ reseptör antagonisti olan ala-apelin (apelin-13Ala), 75 µg/kg (hacim 1 

ml/kg/gün) dozunda günlük olarak uygulandı. 

 

Böbrek Dokusu Örneklerinin Alınması  

UUO modeli oluşturulduktan 7 gün sonra, sıçanlardan eter anestezisi ile üreterine 

ligasyon uygulanan sol böbrekler tüm gruplarda çıkartılıp uygun parçalara 

bölündükten sonra böbreklerin bir kısmı hemen lökosit izolasyonu için kullanıldı, 

bir kısmı %10 formol içinde saklanıp, daha sonra parafin blokları içine gömüldü, bir 

kısmı da direk olarak -80 C’de donduralarak saklandı.  

 

Değerlendirme Parametreleri 

Böbrek dokusunda myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ölçümü 

Dokular ilk önce 20 Mm  K2HPO4 (pH=7.4) çözeltisi ile sulandırılıp Ultra Turrax 

T25 doku homojenizatöründe (Janke&Kunkel, IKA-Labortechnik) homojenize 

edildikten sonra 12.000 devirde 10 dakika süreyle 4 0C'de santrifüje (Universal  

16R, Hettich Zentrifugen) edildi. Pellet, aynı hacimde %0.5'lik 

heksadesiltrimetilamonyum hidroksit içeren 50 mM K2HPO4 ile yeniden 

homojenize edildi. MPO aktivitesi, o-dianizidin 2HCl'nin H2O2'e bağımlı 

oksidasyonunun spektrofotometrik (Pharmacia LKB-Ultraspec III ) ölçülmesi ile 

saptandı. Bir ünite enzim aktivitesi, 460 nm’de 3 dakika boyunca absorbansta 

değişikliğe neden olan MPO miktarı olarak tanımlandı. MPO aktivitesi Ünite/gram 

olarak ifade edildi. Bir ünite MPO aktivitesi 25 0C’de dakikada 1 mmol H2O2 

indirgenmesi olarak tanımlandı (161).  
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Lipit peroksidasyon (MDA) ölçümü 

Doku örneklerinden 150–300 miligram alındı ve % 10’luk trikloroasetik asit (TCA) 

ile  % 10’luk homojenat hazırlandı. Bu homojenatlar dakikada 3000 devirde, 4 

°C’de 15 dakika süre ile santrifüj edildi. Süpernatanlar baska bir tüpe alınarak 

dakikada 15.000 devirde, 4°C’de 8 dakika süre ile tekrar santrifüj edildi. 

Süpernatan örnekleri % 0.67’lik tiyobarbitürik asit (TBA) ile 100°C’deki su 

banyosunda 15 dakika kaynatılarak inkübe edildi ve absorbans değerleri 535 nm 

dalga boyunda köre karşı spektrofotometrede okundu. Lipit peroksidasyon düzeyi 

nmol MDA/gr doku şeklinde ifade edildi (161).  

 

Glutatyon (GSH) ölçümü 

Hücre içi önemli bir antioksidan olan glutatyonun düzeyinin ölçümü için lipit 

peroksidasyonu ölçümünde ayrılan süpernatanlar kullanıldı. Aynı süpernatan 

örneklerine 0.3 M Na2HPO4 ve Ellman ayıracı (DTNB ve sodyum sitrat tamponu) 

eklendi. Karanlıkta 10 dakika bekletilen tüpler spektrofotometrede 412 nm dalga 

boyunda köre karşı okundu. Sonuçlar nmol GSH/gr doku şeklinde ifade edildi 

(161).  

 

Lenfositlerin izolasyonu ve flow sitometrik analiz 

Böbrek dokuları 6 cm çaplı hücre kültür plaklarında 10 ml %10 fetal kalf serum 

ilave edilmiş RPMI solüsyonu içerisinde mekanik olarak parçalandı. Daha sonra bu 

solüsyona kollajenaz enzimi (catalog no: C0130, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

USA) eklendi. Bir saat süreyle 37 °C’de inkübasyondan sonra debriler süzülerek 

uzaklaştırıldı. Daha sonra hücreler Ficoll üzerine yayılarak santrifüje edildi ve 

mononükleer hücreler izole edildi. Bu işlemden sonra %0.9 salin (SF) ile 2 kez 

yıkama yapıldı. Ardından elde edilen hücre süspansiyonu üzerine PE işaretli 

mouse anti-rat CD45 (catolog no:554878), APC işaretli mouse anti-rat CD3 

(catolog no:557030), FITC işaretli mouse anti-rat CD4 (catolog no:554843), ve 

PerCp işaretli mouse anti-rat CD8 (catolog no:558824) eklendi. Bütün antikorlar 

BD Pharmingen, San Jose, CA, USA’den temin edildi. Bu işlem sonrası, hücreler 

üç kez yıkanıp Üniversitemiz İmmünoloji Bilim Dalı Laboratuarında bulunan Becton 

Dickinson FACS cihazı (Becton Dickinson)  ile CD45, CD3, CD4 ve CD8 hücre 

popülasyonları belirlendi (162).  
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Histolojik İncelemeler 

Işık mikroskopi incelemeleri için böbrek dokusu örnekleri %10 nötral-tamponize 

formalin ile fikse edilip parafin bloklara gömüldü. Histokimyasal boyamalar 

sırasında parafin bloklardan alınan 5 µm kalınlığındaki kesitler seri olarak alkol ile 

dehidrate edildi. Ardından kesitler H&E ve Gomori tek basamaklı Trikrom boyaları 

ile boyandı. Tübüler hasar skoru ödem, konjesyon, hyalinizasyon, tübüler 

dejenerasyon ve tübüler dilatasyon skorlarının toplamı ile elde edildi. Her bir 

parametre için lezyonlar 0 – 4 arasında skorlandı. Bu skorlama da derecelndirme 

şu şekilde yapıldı; 0=normal; 1= hafif ve kortikal alanının <%25 alanının 

etkilenmesi; 2=,orta derecede ve kortikal  alanın %25-50 etkilenmesi; 3=ağır ve 

kortikal  alanın %50-75 etkilenmesi; 4=yaygın ve kortikal  alanın >75 etkilenmesi 

(163).    

Mikroskop altında 400 kez büyütme ile 5 farklı kortikal bölgede interstisyel kollajen 

birikimi skorlandı. Kesitlerin incelemesi ve skorlaması her böbrekte kör yöntemle 

iki kişi (Dr. Naziye Özkan ve Prof. Dr. Şule Çetinel) tarafından değerlendirildi. 

Morfolojik hasar (epitelyal nekroz, luminal nekrotik debris ve tübülar dilatasyon) 

her bir böbrekte 3-4 kesitte ve her kesit için 10-12 alanda etkilenen kesit yüzeyine 

göre şu ölçek kullanılarak tespit edildi (0=yok, 1= <%25, 2=%25-50, 3%50 ) 

kullanılarak değerlendirildi (164).  

 

Dokularda İmmunohistokimyasal Yöntemle Belirteçlerin Tayini  

Bütün immünhistokimyasal çalışmalar parafin bloklarından yapıldı. 

İmmünhistokimyasal boyamalarda streptavidin-biotin peroksidaz metodu kullanıldı 

(165). Kısaca, parafin bloklardan alınan 5 µm kalınlığındaki kesitler pozitif yüklü 

lamlara yapıştırıldı. Bu kesitler gece boyunca 37°C’de kurutuldu, xylen içinde 

deparafinize edildi ve alkolde hidrate edildi (166). Endojen peroksidaz aktivitesi 

dokuların %3 H2O2 (metanol içinde dilüe edildi) ile 20 dakika inkübe edilmesi ve 

ardından su ile yıkanması sonrası bloke edildi. Antijenleri açığa çıkartmak 

amacıyla slaytlar 10 mM sitrat tamponu içinde (pH 6.0) mikrodalga fırnında 20 

dakika süre ile tutuldu. Daha sonra dokular fosfat tamponlu salinle  (PBS, pH 7.4)  

yıkandı. Endojen biyotin aktivitesi, ‘’avidin-biotin blokaj kiti’’ (catolog no:04303, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanılarak bloke edildi.  Spesifik olmayan 

boyanmayı azaltmak amacıyla dokular ‘’Super Block’’ (SensiTek HRP Anti-
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Polyvalent DAB Staining System kiti, ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile 10 dk 

süreyle inkübe edildi. Dokular daha sonra α-SMA’e karşı poliklonal antikorla 

(catolog no: NCL-SMA, Novocastra, Davie, IL, USA) 60 dk boyunca inkübe 

edildiler. PBS ile yıkama sonrası, biyotinli sekonder antikorla inkübe edildiler. 

Tekrar yapılan yıkama sonrası peroksidaz konjuge streptavidine (SensiTek HRP 

Anti-Polyvalent DAB Staining System, ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile 

inkübasyon yapıldı. Boyanma 3.3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ile 

sağlandı. Mayer hematoxylin boyası ile nükleer zıt boyanma yapıldı. Dokulardaki 

damar boyanmaları pozitif kontrol olarak kullanıldı.  

            α-SMA aktivitesi tübülointerstisyumda şu şekilde skorlandı: 0: boyanma 

yok, 1: zayıf ve fokal boyanma, 2: orta derecede ve fokal boyanma, 3: güçlü ve 

fokal boyanma ya da zayıf ancak yaygın boyanma, 4: güçlü ve yaygın boyanma 

(166).  

 

Böbrek Dokusunda Apoptozis Tespiti ve Skorlaması 

Apoptozis skoru parafin dokuda terminal deoxynucleotidyl transferase aracılı 

dUTP nick end-labeling (TUNEL assay) yöntemi (Millipore, catalog no:S7101; 

Temecula, CA, USA) ile yapıldı. Böbrek dokusu kesitleri deparafinize edilip 

rehidrate edildi. Kesitler daha sonra 20 mg/ml proteinaz K ile oda havasında 10 

dakika süreyle inkübe edildi. Endojen peroksidaz aktivitesi dokuların %3 H2O2 

(PBS içinde, pH 7.4) ile 5 dakika inkübe edilmesi ortadan kaldırıldı. Ardından 37 

ºC’de 60 dakika süreyle inkübasyon ile nükleotidlerin enzimatik inkorporasyonu 

gerçekleştirildi. Ardından inkübasyon işlemi durdurularak iki kez PBS ile yıkama 

yapıldı. Kesitler, ardından Anti-digoxigenin-peroxidase ile 30 dk süreyle inkübe 

edilip yıkandı. Ardından preperatlar 3,3 9-diaminobenzidine tetrahydrochloride ile 6 

dakika süreyle oda havasında inkübe edildi. Yıkama işleminden sonra % 0.5 metal 

yeşili ile de boyama yapılarak ışık mikroskopisi altında 5 kesitte toplam 20 

interstisyel bölgedeki TUNEL-pozitif hücreler sayıldı. Tüm alanlardaki toplam 

apoptotik hücre sayısı apoptotik indeks olarak rapor edildi (167).  

 

İstatistiksel Analiz:  

Veriler ortalama ± standart hata olarak ifade edildi. İstatistiksel analizler için 

GraphPad Software istatistik programı kullanıldı. Verilerin gruplar arasında 
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karşılaştırılmasında sırasında Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testleri 

kullanıldı. P<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

 

Çalışmaya alınan sıçanların vücut ağırlıkları çalışma sonunda kontrol, SF, apelin 

ve ala-apelin gruplarında sırasıyla 282 ± 28 gr, 316 ± 9 gr, 324 ± 15 gr ve 286 ± 11 

gr olmak üzere benzerdi (Şekil 1).  
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UUO modeli uygulanan sıçanlarda çalışma bitiminde hepsinde üreter 

obstrüksiyonun geliştiği ve hidronefroz geliştirdikleri görüldü (Resim 1).    

  

 

 

Şekil 1: Çalışma gruplarının vücut ağırlıkları  

Resim 1: Tek taraflı üreter obstrüksiyonu uygulana böbrekte 

üreterde ve renal pelviste ditasyon 
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Nötrofil İnfiltrasyonu, Oksidatif Stress ve Glutatyon Seviyeleri 

Üreter obstrüksiyonu sırasında interstisyel bölgeye nötrofil infiltrasyonu 

olabilmektedir. Nötrofil infiltrasyon belirteci olarak doku lizatlarında MPO 

aktivitesine baktığımızda SF grubunda MPO aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla 

artış göstermesine rağmen bu artışın istatistiksel anlamaulaşmadığını tespit ettik 

(10.3 ± 0.9 U/g doku vs 23.8 ± 8.1 U/g doku, p>0.05). Bu değerler apelin grubunda 

30.0 ± 5.5 U/g doku olmak üzere kontrol grubundan anlamlı olarak yüksekti 

(p<0.01). Ala-apelin tedavisi ile bu değer 20.3 ± 5.1 U/g doku olmak üzere kontrol 

grubundan farklılık göstermedi. Apelin ve ala-apelin tedavileri MPO değerlerini SF 

grubuna kıyasla anlamlı olarak değiştirmedi (Şekil 1). 
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Şekil 2: Çalışma gruplarında MPO değerleri  

*p<0.01 vs kontrol grubu 
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Çalışmamızda oksidatif stres belirteci olarak böbrek dokusunda MDA düzeylerini 

inceledik. MDA düzeyleri SF grubunda kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak 

yükseldi (17.1± 1.7 nmol/g doku vs 28.0 ± 3.8 nmol/g doku, p<0.05). MDA değerleri 

apelin ve ala-apelin gruplarında sırasıyla 26.8 ± 3.8 nmol/g doku ve 23.3 ± 4.4 

nmol/g doku, olmak üzere kontrol grubu ve SF grupları ile istatistiksel olarak 

benzerdi (Şekil 3).  
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Doku GSH seviyeleri incelendiğinde ise kontrol, SF, apelin ve ala-apelin 

gruplarında sırasıyla 2.8 ± 0.3 µmol/g doku, 2.2 ± 0.2 µmol/g doku, 2.8 ± 0.2 

µmol/g doku, 2.5 ± 0.2 µmol/g doku olmak üzere GSH gruplar arasında istatistiksel 

olarak benzer bulundu (Şekil 4).   

Şekil 3: Çalışma gruplarında MDA seviyeleri 

*p<0.05 vs kontrol grubu  
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Apoptozis skorunu incelediğimizde SF grubunda apoptozis skoru kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı olarak yükseldi (7.7 ± 1.4 vs 12.4 ± 2.1, p<0.05). Apelin (14.2 ± 

1.4) ve ala-apelin tedavileri ile (16.3 ± 2.8) bu skorlar kontrol grubundan anlamlı 

olarak yüksek olmakla birlikte SF grubuna kıyasla anlamlı bir farklılık göstermedi 

(Resim 2, Şekil 5).   
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Şekil 4: Çalışma gruplarında GSH seviyeleri 

Şekil 5: Çalışma gruplarında apoptosis skorları 

*p<0.05 vs kontrol grubu  
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Lenfomononükleer hücre infiltrasyonunu incelediğimizde SF grubunda 

kontrol grubuna kıyasla CD3+ lenfosit infiltrasyonunun arttığını tespit ettik (%48.2 ± 

3.3 vs %19.4 ± 4.7, p<0.001). CD3+ hücre infiltrasyonu apelin (%37.8 ± 4.5, 

p<0.05) ve ala-apelin tedavileri gruplarında da (%62.4 ± 2.2, p<0.001) olmak üzere 

kontrol grubundan anlamlı olarak yüksekti. Apelin grubundaki CD3+ hücre 

infiltrasyonu SF grubuna kıyasla bir miktar azalmakla birlikte bu azalma anlamlı 

değildi. Buna karşın ala-apelin grubundaki CD3+ hücre infiltrasyonu saline grubuna 

kıyasla anlamlı olarak artış gösterdi (p<0.01) (Şekil 6).   

Böbrek dokusunu infiltre eden lenfosit alt hücre tipleri incelendiğinde konrol 

grubunda %6.6 ± 3.6 olan CD4+ hücre oranı SF grubunda %27.2 ± 6.2’ye yükseldi 

Resim 2: Çalışma gruplarında böbrek dokusunda UUO gerçekleştirildikten 7 

gün sonra TUNEL tekniği ile belirlenen apoptozis skoru  

A:Kontrol grubu; B:SF grubu; C:apelin grubu; D:ala-apelin grubu.  

Kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda apoptotic hücrelerin (bkz oklar) sayısı 

anlamlı olarak arttı.  
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(p<0.001). Bu değerler apelin grubunda %17.7 ± 8.4 (p<0.01) ve ala-apelin 

grubunda da %31.1 ± 5.5 olmak üzere kontrol grubundan anlamlı olarak yüksekti 

(p<0.001). Apelin tedavisi ile CD4+ hücre oranı SF grubuna kıyasla anlamlı olarak 

azalma gösterdi (p<0.05). Ala apelin grubunda ise değişim izlenmedi (Şekil 6).  

Böbrek dokusunu infiltre eden CD8+ hücre oranları incelendiğinde konrol 

grubunda %12.2 ± 3.5 olan CD8+ hücre oranı SF grubunda %20.4 ± 2.2’ye 

yükseldi (p<0.001). Bu değerler apelin grubunda %18.5 ± 2.4 olmak üzere kontrol 

grubuna benzer ve ala-apelin grubunda da %30.7 ± 1.6 olmak üzere kontrol 

grubundan anlamlı olarak yüksek bulundu (p<0.001). Apelin tedavisi ile CD8+ 

hücre oranı SF grubuna kıyasla anlamlı bir değişiklik göstermez iken ala-apelin 

tedavisi ile CD8+ hücre oranları anlamlı olarak artış gösterdi (p<0.01) (Şekil 6).  

Lenfosit alt hücre gruplarının infiltrasyonunu daha iyi gösterebilecek bir 

parametre olarak CD4/CD8 hücre oranlarına baktımızda bu oranın kontrol grubuna 

kıyasla SF grubunda  (0.64 ± 0.09 vs 1.54 ± 0.16, p<0.001), anlamlı olarak 

yükseldiğini tespit ettik. Apelin tedavisi ile CD4/CD8 hücre oranı anlamlı olarak 

azaldı (1.54 ± 0.16 vs 0.94 ± 0.12, p<0.05). Buna karşın ala-apelin tedavisi ile bu 

farklılık anlama ulaşmadı (1.54 ± 0.16 vs 1.04 ± 0.09, p>0.05) (Şekil 6).  
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Şekil 6: Çalışma gruplarında lenfosit düzeyleri 

*p<0.05 vs kontrol grubu, **p<0.001 vs kontrol grubu, †p<0.05 vs SF grubu, ‡ 

p<0.05 vs SF grubu 
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UUO geliştirilen sol böbreklerin ağırlıklarının 100 gram vücut ağırlığı başına 

oranlarının kontrol, SF, apelin ve ala-apelin gruplarında sırasıyla 328 ± 19 mg, 587 

± 23 mg, 544 ± 28 mg ve 609 ± 23 mg olduğu görüldü. SF, apelin ve ala-apelin 

gruplarının UUO uygulanan böbrekleri kontrol grubundan anlamlı olarak ağırdı 

(p<0.001). Buna karşın apelin ve ala-apelin gruplarının UUO uygulanan 

böbreklerinin ağırlıkları SF grubu ile benzerdi (Şekil 7).  
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Şekil 7: Çalışma gruplarında üreter obstrüksiyonu uygulanan böbreklerin ağırlıkları 

 *p<0.001 vs kontrol grubu 
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H&E boyaması ile skorlanan ve interstisyel ödem, konjesyon, hyalinizasyon, 

tübüler dejenerasyon ve tübüler dilatasyon skorlarının toplamı ile elde edilen 

tübüler hasar skoru kontrol, SF, apelin ve ala-apelin gruplarında sırasıyla 10.6 ± 

1.2, 10.2 ± 0.6, 9.7 ± 1.8, 12.2 ± 0.6 olmak üzere gruplar arasında benzer bulundu 

(Resim 3, Şekil 8).   
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Trikrom boyaması ile elde interstisyel fibrozis skoru SF grubunda kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı olarak yükselme gösterdi (1.67 ± 0.17 vs 2.35 ± 0.15, p<0.05). 

Apelin ve ala-apelin gruplarında elde edilen skorlar sırasıyla 2.64 ± 0.10 ve 2.38 ± 

0.18 olmak üzere kontrol grubundan farklı değildi (Resim 3, Şekil 9).  
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Şekil 9: Çalışma gruplarında trikorm boyası ile elde edilen fibrosis skorları 

*p<0.05 vs kontrol grubu 

Şekil 8: Çalışma gruplarında trikrom boyası ile elde edilen fibrosis skorları 
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Resim 3: Çalışma gruplarında böbrek dokusunda UUO gerçekleştirildikten 7 gün 

sonra alınan böbrek dokularında H&E ve trikrom boyaları.  H&E boyaması ile 

tübüler hasar ve trikrom boyaması ile fibrozis skorlaması yapıldı.  

A: Kontrol grubu; B: SF grubu; C: apelin grubu; D: ala-apelin grubu.  

Kontrol grubuna kıyasla tüm gruplarda tübüler dilatasyon, hücre infiltrasyonu ve 

tübüler nekroz anlamlı olarak belrginleşti (bkz. oklar). H&E boyalarına komşu 

resilerde görüldüğü üzere trikromla tespit edilen fibrozis skorları kontrol grubuna 

kıyasla SF, apelin ve ala-apelin anlamlı olarak yükseldi. 
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İnterstisyel fibrozisin bir başka belirteci olarak α-SMA aktivitesini incelediğimizde 

kontrol grubunda aktivite izlemezken (0.0 ± 0.0), SF grubunda bu skorun 2.2 ± 0.2 

yükseldiğini (p<0.001) gördük. Apelin tedavisi ile bu skor 1.5 ± 0.2 olmak üzere 

anlamlı olarak geriledi (p<0.05). Benzer şekilde ala-apelin tedavisi ile de bu skor 

(1.1 ± 0.1) anlamlı olarak geriledi (p<0.05) (Resim 4, Şekil 10).    
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Şekil 10: Çalışma gruplarında α-SMA ekspresyonu 

*p<0.001 vs kontrol grubu, † p<0.05 vs SF grubu, ‡ p<0.05 vs SF grubu 



38 
 

 

 
Resim 4: Çalışma gruplarında böbrek dokusunda UUO gerçekleştirildikten 7 

gün sonra α-SMA skoru.  

A: Kontrol grubu; B: SF grubu; C: apelin grubu; D: ala-apelin grubu. 

 Kontrol grubunda sadece damar duvarında α-SMA aktivitesi izlenirken, SF 

grubunda α-SMA aktivitesi anlamlı olarak azaldı. α-SMA aktivitesi apelin ve 

ala-apelin gruplarında  ise control grubuna kıyasla artmakla birlikte SF 

grubuna kıyasla anlamlı olarak azalma gösterdi.  
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TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

 

UUO modelinde kısa sürede fibrozis gelişir. Bu nedenle bu model fibrozis 

mekanizmalarını ve fibrozis tedavisinde kullanılabilecek ajanların etkinliğini kısa 

sürede değerlendirebilmek için sıklıkla kullanılan bir modeldir. Çalışmamızda 

apelin sisteminin renal fibrozis gelişimindeki rolünü UUO modelinde apelin ve APJ 

reseptör antagonisti ala-apelin kullanarak inceledik. Sonuçlarımızı 

değerlendirdiğimizde apelin uygulanmasının böbrek dokusuna T lenfosit 

infiltrasyonunu baskıladığını, ala-apelin uygulanması ile bu etkinin ortadan 

kalktığını, dokuyu infiltre eden lenfosit alt grubunun ise CD4+ T hücreleri olduğunu 

ve yine ala-apelin uygulanması ile CD4+ hücre infiltrasyonunun tekrar arttığını 

gösterdik. α-SMA aktivitesi ise gerek apelin ve gerekse de ala-apelin uygulanması 

ile baskılanırken trikrom boyaması ile tespit ettiğimiz fibrozis derecesinde herhangi 

bir değişim izlemedik.  

Çalışmamızda nötrofil ve makrofajların dokulara infiltrasyonunu gösteren bir 

parametre olarak MPO aktivitesinin gruplar arasında farklılık göstermediğini tespit 

ettik. Bu bulgumuz literatür bulgusu ile uyum göstermemektedir. Demirbilek ve ark. 

yaptıkları çalışmalarında UUO uygulayıp salin verdikleri gruplarında kontrol 

grubuna kıyasla MPO aktivitesinin arttığını göstermişlerdir (89). Yine bu grup 

sulfasalazine uyguladıkları çalışmalarında fibroziste baskılanma ve MPO 

aktivitesinde azalma ile birlikte lenfosit ve makrofaj hücre infiltrasyonunda da 

azalma rapor etmişlerdir. Çalışmamızda gerek apelin gereksede ala-apelin ile 

MPO aktivitesinde azalma olmaması her iki molekülün de parankimi infiltre eden 

nötrofil ve makrofaj sayısını baskılayamadığını düşündürmektedir.  

UUO modelinde idrarın geri doğru akışı ve artmış intrarenal basınç 

böbreklerde iskeminin de gelişmesine neden olur. İskemik tablonun devamı ile 

oksidatif fosforilasyon azalır ve ATP üretimi azalır, ROS üretimi artar (168). UUO 

sırasında katalaz, glutatyon peroksidaz ve süperoksid dismutaz gibi oksidatif stresi 

bertaraf eden enzimler tübül epitel hücrelerinde baskılandığından oksidatif hasar 

daha belirgin hale gelir (169). Çalışmamızda oksidatif stres belirteci olarak bir lipid 

peroksidasyon ürünü olan MDA düzeylerini kullandık ve apelin ve ala-apelin 

tedavileri ile MDA düzeylerinde düzelme izlemedik. Buna karşın apelinin oksidatif 

stresi azalttığı bildirilmektedir (154). Bulgularımızın aksine Zeng ve ark. kardiyak 
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iskemi reperfüzyon hasarı modelinde apelin uygulanması ile anti-oksidan 

enzimlerin indüklendiğini göstermişlerdir (170). Day ve ark. ise diyabetik nefropati 

modelinde apelin uygulanması ile baskılanmış olan katalaz enzim ekspresyonunun 

düzeldiğini göstermişlerdir (171).  

Çalışmamızda UUO oluşturulması ile (SF grubu) mononükleer hücre 

infiltrasyonunda literatürle uyumlu olarak artış saptadık (5). Flow sitometrik 

analizde gerek SF grubunda gerekse de apelin ve ala-apelin gruplarında CD3+ 

hücre infiltrasyonunun arttığı gözlendi. Apelin grubunda SF grubuna kıyasla CD3+ 

hücre infiltrasyonu bir miktar azalsa da bu azalma anlamlı değildi ve bu azalma 

ala-apelin uygulaması ile SF grubuna kıyasla anlamlı bir artışa dönüştü. Bu 

bulgular apelinin dokulara olan T lenfosit hücre infiltrasyonunu baskılayamadığını 

ancak ala-apelin uygulaması ile artan hücre infiltrasyonu apelinin UUO modelinde 

yine de mononükleer hücre infiltrasyonunu kısmen de olsa baskılayabileceğini 

düşündürmektedir.  

Çalışmamızda apelin tedavisi ile CD4+ hücre infiltrasyonu azalmış ve bu 

azalma ala-apelin tedavisi ile tersine dönmüştür.  Tapmeier ve ark. yaptıkları 

çalışmalarında CD4+ hücre deplesyonu ile obstrükte böbrekte fibrozis 

gelişmediğini göstermişlerdir (82). Son yıllarda yapılan çalışmalarla apelinin anti-

inflamatuar etkileri olduğu gösterilmektedir. Hemodiyaliz hastalarında yapılan bir 

çalışmada apelin seviyeleri ile IL-6, TNF-α ve hsCRP seviyeleri arasında ters 

orantı bulunmuştur (172). Shah ve ark. fare monosit ve makrofajlarında APJ 

eksprese edildiğini göstermişlerdir. Özellikle makrofajların aktive edildiği 

durumlarda APJ ekspresyonunun arttığı ve bu makrofajlara apelin ile inkübe 

edildiklerinde TNF-α, MCP-1, IL-6, MIP-1 ekspresyonunun baskılandığı 

gösterilmiştir (173). Bir başka çalışmada da aort anevrizma modeli kullanılmış ve 

apelin infüzyonu ile inflamatuar cevap baskılanmış ve anevrizma gelişimi 

önlenmiştir (156). Biz ise çalışmamızda makrofaj infiltrasyon skorumuzu 

belirlemedik. Bu sitokinlerin baskılanması çalışmamızda bulduğumuz böbrek 

dokusunu infiltre eden yardımcı-T hücre sayısındaki azalma ile uyumlu olabilir. 

Çalışmamızda yardımcı T hücrelerinin sayılarının azalması ile inflamasyonun 

baskılanmasını bekleyebilirdik. Ancak çalışmamızda hücre infiltrasyonu dışında 

inflamasyonu tespit etmek amacıyla TNF-α, IL-1β, IL-6 gibi sitokinlerin 

ekspresyonuna bakamadık. Beklentilerin aksine çalışmamızda fibrozisi 
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baskılanmış olarak tespit edemedik. Bu durum ise apelinin anti-inflamatuar 

etkilerinin endotel ve düz kas hücrelerinde gösterilememesi ile açıklanabilir (174).  

Çalışmamızda SF grubunda kontrol grubuna kıyasla apoptozi skoru 

artmıştır. Bu bulgu literatür bulguları ile uyumludur (37, 175). Apelin ve ala-apelin 

uygulamaları ise apoptozis skorunu çalışmamızda azaltmamıştır. Tao ve ve ark. 

kardiyak iskemi reperfüzyon hasarı modelinde apelin ugulanması ile apoptozisin 

baskılandığını göstermişlerdir (176). Buna karşın hepatik fibrozis modelinde ala-

apelin uygulanmasının apoptotik hücre sayısını ve kaspaz-3 ekspresyonu 

baskıladığı rapor edilmiştir (158). Çalışmamızda sitokin seviyelerini henüz 

ölçemedik. Ancak çalışmamızda CD4+ lenfositler azalmıştır. CD4+ hücrelerin 

özellikle Th1 alt grubu IL-6, TNF-α gibi ‘proinflamatuar’ sitokinlerin salgılanmasını 

arttırırlar. Bu moleküllerden TNF-α ve makrofajlardan salgılanan TGF-β1 gibi 

sitokinler apoptozis indükleyicileridir (177). Çalışmamızda bu moleküllerin azalıp 

azalmadıklarını bilmiyoruz. Bu nedenle her ne kadar T hücre ve özellikle de 

yardımcı T-hücre infiltrasyonu apelin tedavisi ile azalsa da inflamatuar yanıt 

özellikle sitotoksik T hücreleri (CD8+ hücreler) üzerinden devam ediyor olabilir. Bu 

nedenle apoptosis skorunda olabilecek kısmi baskılanma çalışmamızda 

gerçekleşmemiş olabilir. Ayrıca önemli apoptosis indükleyicilerinden ROS’de 

çalışmamızda azalmadı. Bu faktörde çalışmamızda apelin ve ala-apelin 

gruplarında apoptozisi tetiklemeye devam etmiş olabilir (17).  

Çalışmamızda α-SMA aktivitesi gerek apelin gerekse de ala-apelin alan 

gruplarda anlamlı olarak azalmıştır. Ancak bu bulgunun aksine fibrozis gelişmi 

baskılanmamıştır. Fibroblastlar aktive olduktan sonra kollajen, laminin, finbronektin 

ve TGF-β1 üretirler (178). Bu moleküllerden TGF- β1 fibroblast aktivasyonunda 

direk rol alır ve α-SMA ekspresyonunda artışa neden olur. Renal iskemiden 

yaklaşık 45 dakika sonra mezangial hücrelerde α-SMA aktivitesi ve bu belirteci 

taşıyan hücreelrin proliferasyonu artarken diğer modellerde α-SMA fibroblast 

göçünü inhibe etmektedir (179). Literatürde α-SMA ekspresyonunda artışla fibrozis 

arasında bir birliktelik söz konusudur (5, 14). Buna karşın Takeji ve ark. ise α-SMA 

taşımayan farelerde fibrozisin daha fazla olduğunu rapor etmişlerdir. Bu farelerden 

elde edilen fibroblastlar kültür ortamında α-SMA taşıyan farelerden elde edilen 

fibroblastlardan daha fazla tip-I prokollajen sentezlemişlerdir. Yine α-SMA 

taşımayan fibroblastların hareketleri de daha fazla olmuştur (180). Yine bu 
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çalışmada α-SMA ekspresyonu adenovirüs transfeksiyonu ile sağlandığında 

fibrozis gerilemiştir. Dolayısı ile çalışmamızda bulduğumuz α-SMA 

ekspresyonundaki azalma ile fibrozis arasında bir ilşkinin olmaması literatür ile 

uyumlu olabilir.  

Çalışmamızda obstrüktif böbrekte trikrom boyası ile belirlediğimiz 

interstisyel fibrozis artarken tübüler atrofi skoru artış gösterdi. Miyajima ve ark. 

çalışmasında ise 13. Günde sıçanlar sakrifiye edildiklerinde interstisyel fibrozisle 

birlikte tübüler atrofi de belirginleşmiştir (24). Çalışmamızda apelin ve ala-apelin 

alan gruplarda trikrom ile belirlenen interstisyel fibrozis skoru SF ile tedavi edilen 

gruptan farklılık göstermemiştir.  Apelinin ve ala-apelinin renal fibrozis üzerine 

etkileri gerek glomerülonefrit gerekse de UUO modellerinde çalışılmamıştır. Ancak 

diyabetik nefropati modelinde apelin uygulanması ile diyabetik nefropatinin 

ilerlemesi önlenmiştir (171). Bu modelde glomerüler hipertrofi, monosit 

kemoatraktan protein-1, vasküler adhezyon molekül,1, NF-KB aktivasyonu, 

monosit infiltarsyonu gibi inflamasyon parametreleri baskılanmıştır. Altı aylık tedavi 

sonunda da proteinüri azalmış ve katalaz enzim aktivitesindeki baskılanma (down 

regülasyon) geri çevirilmiştir. Buna karşın karbon tetra klorürle oluşturulan 

karaciğer fibrozis modelinde ise ala-apelin (F13A) kullanılarak fibrozis üzerine 

etkileri incelenmiştir. F13A tedavisi ile fibrozis gelişimi anlamlı olarak 

baskılanmıştır. Fibrozis üzerine olumlu etkiler oluşurken karaciğeri infiltre eden 

CD68+ makrofaj hücre sayısı, apoptotik hücre sayısı azalmış ve caspase-3 

ekspresyonu da baskılanmıştır (158). Diğer taraftan ala-apelin uygulanmasının da 

fibrozisi önlediğine dair yayınlar da bulunmaktadır. Reichenbach ve ark. yaptığı 

çalışmada ala-apelin tedavisi ile karaciğer dokusunda makrofaj infiltrasyonu 

baskılanmıştır (158).  

APJ reseptörü ile AT-1 reseptörü arasındaki homoloji özelliği AT-1 

reseptörü blokajının apelin tarafından APJ reseptörü üzerinden sağlanmasının 

Ang II etkilerini ortadan kaldırdığı bilinmektedir (181).  Nitekim bir çalışmada apelin 

kullanımı ile Ang II tarafından indüklenen kardiyak fibrozis önlenmiştir (182). Bu 

bilgilere paralel olarak Nishida ve ark. apelin sisteminin etkisini UUO modelinde 

indirek olarak incelemişlerdir ve literatürdeki tek çalışma da budur. Ancak bu 

çalışmada apelin sisteminin UUO modelindeki fibrozis zerine etkileri indirek olarak 

incelenmiştir (181). Bu çalışmada UUO uygulanması ile apelin gen 
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ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir. Yine bu çalışmada bir gruba AT-1 reseptör 

antagonisti losartan verildiğinde fibrozis gelişimin önlendiği görülmüş. Bir başka 

grupta ise losartan ve F13A (ala-apelin) birlikte kullanıldığı zaman fibrozis tekrar 

artmıştır. Bu çalışmada losartanla birlikte ala-apelin verildiğinde Akt/eNOS 

yolağının baskılanması sonucu e-NOS ve Akt proetin ekspresyonu böbrek 

dokusunda baskılanmış ve makrofaj infiltrasyonu da artmıştır (181). Bu bulgu 

indirek olarak apelinin nitrik oksid sistemi üzerinden fibrozisi UUO modelinde de 

önleyebileceğini düşündürebilir. Ancak UUO modelinde tek başına apelin veya ala-

apelin verilen bir grubun olduğu bir çalışma bulunmamaktadır.  

Sonuç olarak çalışmamızda apelin verilmesi ile CD3 ve özellikle de CD4 T 

hücre infiltrasyonunu ile birlikte α-SMA ekpsresyonu azalsa da hem apelin hem de 

apelin antagonisti ala-apelin verilmesinin UUO modelinde renal fibrozisi 

önleyemediği gösterilmiştir.  
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