T.C.

MARMARA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI iC HASTALIKLARI ANABILIM DALI
NEFROLOJI BiLiM DALI

SIGANLARDA TEK TARAFLI OBSTRUKSIYON MODELINDE
APELIN VE APELIN RESEPTOR ANTAGONISTi ALA-APELININ
RENAL FiBROZiS UZERINE ETKILERI

DR. GURDAL BIiRDAL

YAN DAL UZMANLIK TEZi

Tez Danigmani

Prof. Dr. MEHMET KOG

ISTANBUL 2014



ICINDEKILER

Sayfalar
ONSOZ. ... i
(0 74 = L ii
INGILIZCE OZET ... i v
1. GIRIS VE AMAGC ... oottt 1
2. GENEL BILGILER . ...t 2-20
2.1. Kronik Bobrek Hastaligi ve Renal Fibrozis.............ccccoooiiiiiiiiiiieeee 2
2.2. Ureter Obstriiksiyonu ve Kronik Bobrek Yetmezligi ..............coceccveveurennne. 2-3
2.3. Bébrek Fibrozis Gelisimini incelemede Ureter Obstriiksiyon Modéeli.......... 3-4

2.4. UUO Modelinde Fibrozis Gelisiminde Patogenetik Mekanizmalar.............4-11

2.4.1. UUO Sirasinda Tubduler Epiteli Etkileyen Stres Faktorleri.................. 5-6
2.4.2. Tubuler Bazal Membran Degredasyonu.............cccuueeeeeeeeeeeeeeennnnnnnnns 7
2.4.3. UUO Modelinde Fibrozise Yol Agan Hucreler ve Medyatoérler........... 7-.11
2.4.3.1 Fibroblastlar, Myofibroblastlar ve EMT..........cccccooeeeiiiiinnn... 7-8
2.4.3.2 Lokal interstisyel Fibroblastlarin Aktivasyonu...................... 8-9
2.4.3.3 Monositler ve Makrofajlar..............cccoeis 9
2.4.3.4 Dendritik Hucreler ve Lenfatik Sistem ................coooiiiins 9-10
2.4.3.5. Mast HUCIEIeri ...t 10
24.3.6.Lenfositler...........oooiiiii 10
2.4.3.7. SHOKINIEL ... 11
2.4.4. UUQ'da Apoptozis ve Fibrozisle 1liSKiSi..........cccccoeevivriveeceeerieeinnnn 11-15
2.4.5. UUO Sonrasi Oksidatif Stres ve FIibrozis..............cooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 15-16
2.5. Apelin: Yapisi ve FONKSIYONIArT..........oouuuiiiiiiiieeeee e 16-20
3. GEREC VE YONTEM. ...ttt 21-26
4. BULGULAR. ... 27-38
5. TARTISMA VE SONUGLAR. ..o 39-43
B. K AY N AK G A o e e 44-54
7. ETIKKURUL ONAY L. ..ot 55



ONSOz

Asistanlik egitim sirem boyunca iyi bir klinisyen olmamiz igin ugrasan basta

Prof. Dr. i.Cetin Ozener hocama ve Prof. Dr. Serhan Tuglular hocama,

Tez galismam suresince her asamada destek olan, titiz ve disipilinli

calismasiyla degerli hocam Prof. Dr. Mehmet Kog'a,
Esprili calisma anlayisi ve destekleri icin Dog. Dr. i. Hakki Arikan’a,

Asistanligim boyunca destek olan Dog¢.Dr. Arzu Kahveci ve Dog¢. Dr.Ebru
Asicioglu’'na, calisma arkadaslarim Uzm. Dr.Derya Giller'e, Uzm. Dr. Dilek Atas

Barutgu'ya,
TUm hemsire, teknisyen ve personel arkadaslarima

Tez calismamin butlin asamalarinda ¢ok degerli katkilarini aldigim Fizyoloji
A.B.D.’ndan Prof. Dr. Berrak Yegen’e, doktora 6grencileri Zarife Nigar Ozdemir ve
Vet. Hek. Dilek Ozbeyli'ye, Histoloji A.B.D.’ndan Prof. Dr. Sule Cetinel ve doktora
ogrencisi Naziye Ozkan’a, Imminoloji A.B.D’indan Yrd. Dog. Dr. Aysin Tulunay’a,
Gastroenteroloji B.D’'ndan Prof. Dr. Nese imeryliz'e, i¢c Hastaliklari A.B.D. uzmanlk

ogrencisi Dr. Neslihan Tezcan’a tesekkur ederim.

Tdm hayatim boyunca kendilerini bana yardim etmeye adamis annem ve
aramizda olmayan babam basta olmak Uzere tum aileme, asistanlik sirasindaki
yogun ve yorucu galismamdan dolayi, birlikte gegirdigimiz vakitten en ¢ok caldigim,

bana hep destek olan esim Nilay, oglum Baris ve kizim Deniz'e

Ayrica essiz ve ¢ok degerli ulkemin agaclarina, suyuna, topragina, parklarina,
umudun simgesi tertemiz ¢ocuklarina ve o ¢ocuklarin gozlerindeki isiltiya sonsuz

tesekkulru, ddeyipte bitiremeyecedim bir borg bilirim.

4 Nisan 2014 Uzm.Dr. Gurdal BIRDAL



OZET

Siganlarda Tek Tarafli Obstriiksiyon Modelinde
Apelin ve Apelin Reseptor Antagonisti Ala-Apelinin
Renal Fibrozis Uzerine Etkileri
AMAC: Tek tarafli Ureter obstruksiyonu (UUQO) iyi bilinen bir renal fibrozis modeli olup
obstrikte bobrekte tubuler hasar ve interstisyel inflamasyonla karakterizedir.
Apelin, APJ reseptorunin endojen ligandi olarak tanimlanmis bir peptid olup
kardiyovaskuler sistemde anti-fibrotik etkilerinin oldugu, buna karsin APJ reseptor
blokajinin ise hepatik fibrozisi azalttigi ve anjiyogenesisi baskiladigi gosterilmistir.
Bununla birlikte apelin sisteminin  UUO modelindeki direk etkileri henuz
cahisiimamistir. Bu galismada, apelinin ve/veya APJ reseptor antagonisti ala-apelinin,
UUO modelinde inflamasyon ve fibrozis gelisimini baskilayip baskilamadigini
incelemeyi amacladik.
GEREC ve YONTEM: Erkek Wistar albino siganlara ketamin anestezisi (100 mg/kg;
intraperitoneal, ip) altinda sol Ureterleri baglanarak UUO yapildi. Bir grup sigana
ise sol Ureterlerine baglama yapilmaksizin abdominal inzsizyon yapildi (kontrol
grubu). Siganlara gunlik ip sderum fizyolojik (SF, grubu, n=8) veya apelin (50
Mg/kg/gun, apelin grubu, n=8) veya apelin reseptdor antagonisti ala-apelin (75
Mg/kg/gun, ala-apelin grubu, n=8) 7 gun sureyle uygulandi. Kontrol grubuna ise 7 gun
boyunca ip serum fizyolojik enjekte edildi. Yedinci gunun bitiminde UUO uygulanan
bobrek cikartilarak flow sitometrik analiz icin I6kositler izole edildi ve bobrek dokusu
histopatolojik degerlendirmeler igin ayrildi.
BULGULAR: Obstriikte bobregi infiltre eden CD3" T-lenfositler, CD4" T-lenfositler,
CD8" T-lenfositlerin yiizdesi ve CD3"/CD8" orani SF, apelin ve ala-apelin ile tedavi
edilen gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artti. CD4" T-lenfositlerin
ylizdesi apelin grubunda, CD3*/CD8" orani ise hem apelin hem de ala-apelin
grubunda SF grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi. a-SMA ekspresyonu SF
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamh olarak artti. Buna karsin, a-SMA
ekspresyonu apelin ve ala-apelin gruplarinda SF grubuna kiyasla anlamli olarak
baskilandi. Masson-trikrom boyasi ile belirlenen fibrozis skoru SF grubunda kontrol
grubuna kiyasla anlamh olarak artmakla birlikte apelin ve ala-apelin gruplarinda

fibrozis skorunda baskilanma izlenmedi.



SONUC: Bulgularimiz a-SMA ekspresyonunun apelin ve ala-apelin gruplarinda
baskilandigini gostermektedir. Apelin uygulanmasi yada APJ reseptorinun ala-apelin
ile blokajl UUO modelinde fibrozis gelisimini Oonlemedi. Buna karsin, apelin
uygulamasi ile CD4" T-lenfosit infiltrasyonunda izlenen baskilanma obstriiksiyona

baglh tubuler hasari 6nlemede potansiyel rol oynayabilir.

Anahtar kelimeler, tek tarafli Greter obstriksiyonu, renal fibrozis, apelin, ala-apelin,



INGILiZCE OZET
Effect of Apelin and Apelin Receptor Antagonist Ala-Apelin
on Renal Fibrosis in Unilateral Ureter Obstruction Model in Rats
BACKGROUNSD: 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 ug/kg/day, apelin group,
n=8) or the apelin receptor blocker ala-apelin (75 ug/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 o-
SMA expression was increased in SF group compared to sham-control group.
However, the scores of a-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 a-SMA expression was

decreased in both apelin and ala-apelin goups. However, neither apelin nor blockade
\'



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. GIRIS ve AMAC

Kronik bobrek yetmezligi ilerleyici bir tablo olup temel patofizyolojik mekanizma
bdbrek dokusunda izlenen inflamasyon ve bununla birlikte gelisen fibrozistir.
Fibrozisin 6nlenmesi kronik bdbrek yetmezligine bagli son dénem bdbrek
yetmezligi gelisimini, dolayisiyla da bir ¢ok hastada diyaliz tedavisi ihtiyacini
ortadan kaldirabilir. Tek tarafli Ureter obstruksiyon (UUQO) modeli renal fibrozis
mekanizmalarini ve olasi tedavi ajanlarinin etkinligini arastirmada kullanilan

modellerdendir.

Son yillarda yapilan hayvan deneylerinde apelinin anti-apoptotik ve anti-
inflammatuar etkilerinin oldugu, bdbrek ve kalp dokusunda iskemi reperflizyon
hasarini 6nledigdi rapor edilmistir. Buna karsin karaciger fibrozis modellerinde de
apelin reseptor (APJ) antagonisti olan ala-apelin uygulamasinin fibrozisi
baskiladigi rapor edilmektedir.

Ureter obstriiksiyon modelinde direk olarak apelin sisteminin uyarilmasini yada
baskilanmasinin fibrozis geligsimi Uzerine etkilerini inceleyen herhangi bir ¢calisma

bulunmamaktadir.

Bu g¢alismada UUO modelinde izlenen inflamasyon, apotozis ve fibrozisi dnlemede

apelin ve apelin antagonisti ala-apelinin etkileri arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Bobrek Hastaligi ve Renal Fibrozis

Fibrozis, ilerleyici organ hastaliginin karakteristik bulgusudur. Farkli etiyolojileri
olmasina ragmen renal hastaliklar, glomeruler skleroz ve interstisyel fibrozise bagl
olarak son donem bdbrek yetmezligine ilerler (1, 2). Ayrica etiyolojiden bagimsiz
olarak renal fibrozisin derecesi prognozu belirler (3, 4). Son donem bdobrek
yetmezligine sebep olan birgok hastalikta interstisyel fibrozis uyarilir. Renal
fibrozisin histolojisi tubuler atrofi ve dilatasyon, interstisyel I6kosit infiltrasyonu,
fibroblast birikimi ve artmig interstisyel matriks birikimi ile karakterizedir (5).
Tlbdulointerstisyel fibrozisin ilerlemesi, interstisyel matriks artigi, tubullerde baski
ve hasarlanmayla bodbrek fonksiyonlarinda bozulmayla sonuglanir (6). Ayrica
interstisyel fibrozis  tubdl hucrelerinin beslenmesinde ve oksijenlenmesinde
azalma ve tubuler hucrelerde epitelyal- mezenkimal tranzisyon (EMT) ve
apopitoza yol acar (7). Renal fibrozis gelisiminde monosit- makrofajlar,
miyofibroblastlar, EMT kaynakli fibroblastlar rol oynar (8-117). Bu suregte parankimi
infiltre eden lokositler tarafindan salgilanan inflamatuar medyatorler inflamasyonu,
tubul epitel hicre apoptozisini ve nekrozunu, matriks sentezini ve sonugta da
interstisyel fibrozisi uyarir. Glomeruler ve peritibuler kapiller yapi bozulur, gittikge
artan ekstraseluler matriks madde birikimi izlenir (5).

2.2. Ureter Obstriiksiyonu ve Kronik Bébrek Yetmezligi

Obstriiktif nefropati KBY etiyolojisinin yaklagik %2-4' Gnl olusturur. Ureter

obstriksiyonu Ureterde idrar akimina diren¢ olusturur. Obstriksiyon kismi veya

tam; Unilateral veya bilateral olabilir. Etiyolojisi dedisken ve genis kapsamldir.

Uretral darliklar ve benign prostat hipertrofisi tipik 6rnekleridir (Tablo 1).
Obstruksiyonun suresi, derecesi ve seviyesine gore siniflandirmasi yapilir.

Obstruksiyon, en sik olarak ureteropelvik bileskede meydana gelir. Daha genis bir

terim olan "obstruktif Gropati", renal pelvis ve Uretra arasinda idrar akiminda

meydana gelen herhangi bir obstriksiyonu gostermek icin kullanilir.

Tek tarafli Ureter obstruksiyonu (UUO) insidansi, erigkinlerde 1-2/1000 olarak

bildiriimektedir. Ureter tasi en sik nedenidir ve akut obstriiksiyon, tipik olarak,



major semptom olan ileri derece renal kolik ile kendisini gosterir. Bobrek

fonksiyonu ve etkilenen bobregin anatomik batinligunan korunmasi 6nemlidir.

Tablo 1. Ureter obstriiksiyonunun nedenleri

Retroperitoneal fibrozis/malignite

Lokal timorlerin uzantilari

Vezikal tumor (Ureter orifisini igeren tip)

Gebelik

lyatrojenik

Ureter darli§i (enfeksiyon/yaralanma sonrasi)

Erigkinlerde ve gocuklarda Ureteropelvik bileske obstruksiyonu

Tas

Cocuklarda konstipasyon

2.3. Bobrek Fibrozis Gelisimini incelemede Ureter Obstriiksiyon Modeli

Tek tarafli Ureter obstriksiyon modelinde 7-14 gun gibi kisa bir surede fibrozis
belirgin olarak geligir. Bu nedenle renal hastaliklarda fibrozis gelisim pataogenezini
incelemede UUO, oldukga pratik ve kolay uygulanabilir bir modeldir. Bu modelde
ilk gunden itibaren bobrek dokusuna I6kosit infiltrasyonu baslar 3. giinden itibaren
belirgin bir hal alir. Bu doénemle birlikte fibroblast infiltrasyonu yada
transformasyonu baslar ve 7. ginde genelde belirgin fibrozis olugur. Deney suresi
2. hafta sonuna kadar uzatildiginda fibrozis daha da belirgin hale gelir.

UUO modelinde ureter obstriksiyonu ile baslangicta nefron tubdl
segmentinde intraliminal basing artar. Bu basing 50-70 mmHg dizeylerine kadar
Ozellikle ilk 3 saatlik donemde yukselir. Bu sirada gerilimin indukledigi
indUklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) aktivitesinde
artisa bagh olarak sentezi artan NO aferent arteriolde dilatasyon yapar ve GFR
artmis olur. Artan GFR glomertil filtratini artirdigindan tibullerde bir géllenme olur.
Bu sirada antioksidan enzimlerin (6rnegin katalaz) sentezi ve aktivasyonu
baskilanir. Bu gollenmenin, intratibuler basing artiginin ve azalmis anti-oksidatif

stres aktivitesinin yaptigi tubuler hasar sonucu nekroz ve apotozis gelisir. Renal



kan akimi azalir. Stres altindaki tubul epitelyum hucreleri tarafindan TGF-$1,
angiotensin-Il (Ang Il) gibi medyatorler salgilanir. Bu modelde Ureter obstriksiyonu
ile olusan mekanik gicler fibroblastlari aktive eder. invitro sartlarda fibroblastlara
gerilim uygulandiginda a-SMA ekspresyonu artar, kollajen, laminin, fibronektin ve
transforme edici buyume faktoéru-p (TGF-B) Gretmeye basglarlar (72, 13).
Fibroblastlar lokal interstisyel kokenli olabilecegi gibi vaskuler perisitlerden
ve tubul epitel hicrelerden de koken alirlar. Iwano ve ark. yaptiklar ¢calismada
matriks Ureten hucrelerin yaklasik 1/3'Unun tabadl epitel hicre koékenli oldugunu
rapor etmislerdir (8). Tubull epitel hicrelerinin fibroblastlara déntsumuinin (EMT)
ilk evrelerinde epitel hucrelerini birbirine baglayan E-cadherin ekspresyonu
kaybolur (74). Ardindan bu hulcreler mezankimal hucre belirteclerini eksprese
etmeye baglarlar (15). Tubdller hasar inflamatuar cevabi da tetikler. Hasarli tubul
epitel hucreleri interlokin-1 (IL-1) salgilarlar. Bu inflamatuar sitokinler tlbul epitel
hdcrelerinde interselller adhezyon molekul-1 (ICAM-1), vaskuler selller adhezyon
molekul-1 (VCAM-1) gibi adhezyon molekdullerinin ekspresyonunu arttirarak I6kosit
adhezyonunu kolaylastirir. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve monosit
koloni uyarici faktorde (M-CSF), IO0kositlerin inflamasyon bdlgesine goginu
kolaylastirir. Makrofaj ve notrofiller tarafindan myeloperoksidaz salinimi
gerceklestirilir. Bu olaylar sonucu apoptozis ya da nekroz yoluyla tibul epitel hiicre

kaybi gercgeklesir.

2.4. UUO Modelinde Fibrozis Gelisiminde Patogenetik Mekanizmalar

Birgok hayvan calismasinda, UUO sonrasinda renal fibrozise yol acgan
mekanizmalar incelenmis ve UUO genel patofizyolojisi ile ilgili pek c¢ok
degerlendirme yazisi yazilmigtir (16-78). Bu modellerde fibrotik yanit, tubuler bazal
membranda kalinlagma ve tubulointerstisyel kompartmanda yaygin fiber birikimi ile
karakterizedir. UUO, direkt olarak tibulointerstisyel fibrozise (TIF) neden olur.
Ureterin tam obstriiksiyonu, hem sican hem de fare modellerinde hizla TiF'e yol
acgarken, tubulointerstisyel lezyon 3. glnde belirginleserek 10-14 gun iginde
gelisimini tamamlar (79-27). Bu durum, uzun slren siddetli ya da tam
obstruksiyonla kendisini gosteren insan obstruktif Uropati olgularindaki bobregin
durumuna benzer. Hulcresel strese yanit olarak, renal hicrelerde inflamasyon

gelisimi ve 6luma tlbulointerstisyal lezyon olusumunda rol alir.



Stres altindaki hucreler, ayni zamanda, apoptozu induklemek i¢in otokrin ve
parakrin yollarla etki eden mediyatorler Gretirler. Fas-Fas ligand (FaslL)
etkilesimleri, Ang Il ve TGF-B1 aktivitesindeki artiglar, UUO sonrasinda erken
dénemde tubuler hicrelerde otonom apoptotik hicre 6liuminden sorumlu
tutulmaktadir (22-24). Obstriukte bobrekte Ang Il Uretiminde artis, TGF-31
indUksiyonu ve oksidatif stresteki artis araciligiyla tubdler hucre 6lumune katkida
bulunur (25) . Insan obstriktif Gropati biyopsi orneklerinde TGF-B1 asiri
ekspresyonu olmasi, bunun bdbrek hasarinin patofizyolojisinde rolt oldugunu teyit
etmektedir (26).

Hasarli tubdler hicreler, VCAM-1 ve ICAM-1 (27-29) gibi adezyon
molekullerinin  ekspresyonu araciliiyla, renal mikrovaskuler yapilarin
yapiskanhginda artisa sebep olan interlokin-1 (IL-1) (30, 31) gibi pro-inflamatuvar
sitokinler salgilarlar. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) (32) ve makrofaj
koloni uyarici faktér (M-CSF) (33), ayni zamanda, tlbuler hasar alanlarina
inflamatuar hicrelerin yonelmesini kolaylastirir. Bu da, etkilenmis bobrekte hlcre
dlimi sinyallerini artirir. inflamatuar yanitin bir sonucu olarak meydana gelen
hicre olumunde, makrofajlar ve notrofillerden, hipoklordz ve azot asitleri de dahil
toksik prooksidan maddelerin Uretimini katalizleyen miyeloperoksidaz enzimi
salinir (34). Ayrica TNF-a ve Fas-L'de ayni zamanda bu hicre tiplerinden ve

sonra T hucre populasyonlarinin ortaya gikigindan koken alabilirler (35).

2.4.1. UUO Sirasinda Tubuler Epiteli Etkileyen Stres Faktorleri

Tabdller epitelin mekanik gerilmesi ve deskuamasyonu, obstrukte Ureterde
peristaltik retrograd basing transferi ve Uriner stazin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
erken olaylardir (36). Nitrik oksit (NO) uretimindeki lokal artigi takiben renal
perfuzyon ve filtrasyondaki erken artis sonucu intratubuler basing yukselir. Direkt
basincin (130 mmHg) tabdler epitel hucre kulturleri Gzerindeki etkilerini inceleyen
bir in vitro modelde, basing transferinin baslamasindan sonraki 60 dakika
icerisinde NO uretimi ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) ekspresyonunda
artis oldugu gosterilmistir (37). Hem iNOS ve hem de eNOS enzim aktivitesi,
hasarli tibuler epitel boyunca artis gosterir (37, 38). Nitrik oksit, doza bagimh
olarak afferent arteriolleri gevsetirken, glomeruler filtrasyon hizinda artisa yol
acarak idrarin gollenme etkisini artinir (39). Transfer edilen bu basing, nefronlar

5



saran epitel hicre ortustinin dizlesmesine neden olur (27). Bu primer hasarin
kesilmesi, Ureteropelvik bolgedeki kompliansta artisa ve obstriksiyon sonrasi ilk
24 saat boyunca gollenen idrarin lokal lenfatiklere sant yapmasina baglidir (40).
Obstruksiyonun sonraki donemlerinde, renal kan akimi belirgin sekilde azalir, GFR
azalir ve gollenen idrar hacminin daha da artmasi engellenir (36, 41). Sonucta,
obstruksiyondan sonra 3. saatte meydana gelen maksimum tubul igi basing (50—
70 mmHg), obstriksiyon sonrasi normale yakin bir degere (30 mmHg) doner.

Tlbuler kompartmandaki bu ilk stres uyaranlarinin hiicre hasari ve 6limune
neden oldugu bilinmektedir. Etkilenen hucreler, inflamatuar yanitin tretilmesi igin
uyari olustururlar.

UUO sirasindaki tibdler hicre o6liumundn, esas olarak, programlanmis
hicre 6lumuU (apoptozis) yoluyla meydana geldigi gdsterilmistir. Apoptozun major
efektorleri olan kaspazlar, sistein aspartata spesifik proteazlardir. Bu enzimler,
proteolitik olarak, hicre digi ve hucre igi sinyallerle aktive edilen enzimlerdir. Aktif
enzimle, genomik DNA pargalanir ve hicreler dizenli bir sekilde olur. In vitro
calismalar, mekanik gerilmeye tepki olarak olusan tubuler hicre o6lUmunin
oksidatif stresteki artigla iliskili olarak kaspaz-bagimli apoptoz araciligiyla
gerceklestigini gostermektedir (42, 43). 24 saat sureyle proksimal tlbuler epitel
hdcrelerinin - mekanik  gerilimi, gerilimin  olmadigi  kontrol  kultarleri ile
karsilastirildiginda, endojen antioksidan katalaz mRNA ekspresyonu downregtile
olmustur (42). Hucresel katalaz aktivitesinin tUkenmesi, mantiksal olarak, hidrojen
peroksit detoksifikasyonunda azalmaya yol acgar. Hasarlanmis alveoler epitel
hdcrelerinin kullanildigi bir in vitro yara iyilesmesi modelinde, hidrojen peroksitin
kaspaz-bagimli apoptoz araciliiyla hicre 6limine neden oldugu gdsterilmistir
(44).

Renal kan akiminda azalma, bdbrekte hipoksik bir ortam yaratarak tubuler
hiacre stresi ve olumine katkida bulunur. Primer ve immortalize tubuler epitel
hdcrelerinin 6lumda, in vitro hipoksi modellerindeki apoptoz araciligiyla baslar (45,
46).



2.4.2. Tubuler Bazal Membran Degredasyonu

Tabdler epitel hicreleri EMT gelisimi sirasinda birbirleri ile ve bazal membranla
olan baglarinin kopmasindan sonra interstisyel alana go¢ ederler. Tlbuler bazal
membran butinliglinin korunmasi, obstruktif yaralanma sonrasinda tubdler
EMT'yi onledigi ve bobregi fibrotik lezyonlardan korudugu go6zlemi, EMT'de bazal
membran yikiminin 6nemini gdstermektedir (47). Tubuler bazal membran
yikiminin, matriks metaloproteinazlar (MMP) olarak bilinen ¢inko-bagimli
endopeptidazlar tarafindan gergeklestirildigi dustnutlmektedir. UUO sonrasinda
obstrukte bobrekte MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon ve aktivitesinin azaldigi, ancak
sham-opere hayvanlarin bobrekleriyle kiyaslandiginda metalloproteinaz-1 doku
inhibitord ekspresyonunun belirgin sekilde arttigi bulunmustur (48). Ancak, diger
yazarlar, MMP-2 ve MMP-7 aktivitelerinin UUQ'dan kisa bir sure sonra arttigi ve
daha sonra normale dondugund bildirmistir (49, 50). Bu bulgular, EMT'nin
meydana gelmesi sirasinda, epitel hucrelerini ¢evreleyen bazal membran ve
ekstraseluler matriksin (ESM) UUQO'un erken dénemlerinde artis gésteren MMP
aktivitesi sayesinde yikima ugradigini géstermektedir. Uzun vadede, interstisyel
bosluktaki MMP aktivitesi inhibe edilir ve ESM birikimi artar.

2.4.3. UUO Modelinde Fibrozise Yol Agan Hiicreler ve Medyatorler

2.4.3.1. Fibroblastlar, Myofibroblastlar ve EMT
Alfa-duz kas aktin (a-SMA) gibi miyosit belirteglerini eksprese eden fibroblast
gorunumune sahip hucreler, Ureter obstriksiyonu sirasinda interstisyel fibrozis
olusumu agisindan onemli bir role sahiptir (57). Bobrekteki interstisyel hucreler;
fibroblastlar, dendritik hlcreler ve lenfosit-benzeri hlcreleri iceren heterojen bir
populasyondur. Interstisyel fibroblastlarin uzun sireli aktivasyonu, masif
proliferasyon ve asiri ESM birikimi ile sonuglanir. interstisyel miyofibroblastlarin
sayisi, tubulointerstisyel fibrozisin siddeti ve bdbrek yetmezliginin ilerlemesi ile
yakindan iligkilidir (62) .

Renal fibroziste rol alan aktif fibroblastlar ve miyofibroblastlar, cesgitli
kaynaklardan koken alirlar (57, 53). Yerlesik interstisyel fibroblastlar UUO
sirasinda fibrozise katki yapar (54). Ayrica, vaskuler perisitler miyofibrobastlara
farkhlasarak fibrozise katkida bulunur (85). Endotelyal hucreler, endotelyal-
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mezenkimal gecis aracihigiyla miyofibroblastlara dénisebilir (56). Yine UUQO'da
obstrikte bobrekte bulunan miyofibroblastlarin, epitelyal mezankimal donusim
(EMT) yoluyla tibuler hicrelerin donusumunden kaynaklandigi bildirilmektedir (57,
57). Renal tubuler progenitor hucreler de UUO sonrasinda EMT'ye katkida
bulunur. Bu hucreler, Ureter obstriksiyonundan 3 gun sonra tubuler epitel hicreler
arasinda dagilir ve obstrukte bobrek interstisyumunda gozlenirken, kontralateral
bbobregin interstisyumunda higbirine rastlanmamistir (68). UUO sonrasi kollajen
sentezinde katkisi az gorinse de, bazi miyofibroblastlar kemik iliginden elde
edilmektedir (59). EMT tlurevli miyofibroblastlarin UUO sonrasi 7 gune kadar
ortaya c¢ikmadigi dusunulurken, yerlesik fibroblastlar ve perivaskuler perisitler
UUO sonrasi ilk saatlerde aktif fibroblast miyofibroblast majér kaynaklari olabilir
(55).

Pek c¢ok in vivo gcalismada EMT'nin UUO modelinde meydana geldigi

gOsterilmigtir. Ancak en kesin kanitlar, lwano ve arkadaslarinin yaptigi énemli
calismadan elde edilmistir (8). Genetik olarak etiketli proksimal tubul epitel
hicreleri  kullanarak, tubulointerstisyel bogsluktaki matriks Ureten huicrelerin
%36'sinin tubuloepitelyal kokenli oldugunu gostermistir (8).
EMT, epitelyal bileskelerin yikimi ve hlcre polarite kaybi ile karakterizedir (60).
Kluboidal hucre fibroblastoid sekle degisir, E-kaderin, zonula okludens ve
sitokeratin gibi epitelyal protein belirtegleri azalir ve Vimentin, a-SMA ve fibroblast
O0zgun protein-1 (FSP-1) gibi mezenkimal belirtegler artar (57). Son olarak
hacreler, bazal membrani pargalama ve tubuler bogluktan,  miyofibroblast
morfolojilerinin gelisecedi yer olan interstisyel bosluga go¢ etme kapasitesi
kazanirlar.

Hipoksi ve mekanik gerilme gibi UUOQ ile ilgili uyaranlarin da kultire edilen
hiacrelerde bu gecise neden oldugu gosterilmistir. Hipoksi, kultare edilen
hicrelerde TGF-B1 indlksiyonuna neden olurken (67-63), TGF-B1'in direkt olarak
kiltare tubuler epitel hicrelerinde EMT indUksiyonuna neden oldugu bilinmektedir
(64).

2.4.3.2. Lokal interstisyel Fibroblastlarin Aktivasyonu

Fibroblast 6zgln protein 1 (FSP-1), ekto-5"-nlkleotidaz, vimentin ve a-SMA, aktif

fibroblast belirtecleridir. Saglikli bir bobrekte, kortikal interstisyel fibroblastlar ancak
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ekto-5'-nukleotidaz ekspresyonu ile tespit edilirken bu hucrelerde a-SMA ko-
ekspresyonu goézlenmemistir (65) . UUO'nun 1 gun sonrasinda, interstisyumda
hem ekto-5'-nlkleotidaz hem de a-SMA eksprese eden hlcreler gérulmuastir ve bu
hicreler UOO sonrasi 4. gline kadar sayica artis gostermistir. Ekto-5'-nukleotidaz
ve a-SMA'nin es zamanl ekspresyonu, UUO sonrasi en az dérdincu gune kadar,
buradaki yerlegsik fibroblastlarin aktif fibroblastlarin kaynagi olabilecegini gosterir.
Fibroblastlarin mekanik gerilme ile aktivasyonu mekanik ve kimyasal
faktorler tarafindan regule edilmektedir. Mekanik gerilme, kultir ortaminda
fibroblastlarda a-SMA ekspresyonunu indukler ve bu gerilimin ortadan kaldiriimasi
ile a-SMA ekspresyonunu azalir (12). in vitro ortamda siklik gerilmeye maruz kalan

renal fibroblastlar kollajen, laminin, fibronektin ve TGF-§ uretir (13).

2.4.3.3. Monositler ve Makrofajlar

UUO modelinde inflamatuar ortamin olusmasi ile ortamda nétrofil, monosit-
makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu izlenir. Farelerde difteri toksininin ekspresyonu ile
CD11b" hiicrelerin ortadan kaldirildigi UUO modelinde monosit ve makrofajlarin
rolu incelenmistir (65, 66). Makrofajlaradan salinan bir molekul olan galektin-3
defektif farelerde UUO sonrasi fibrozis geligsiminin onlendigi rapor edilmistir (66,
67). UOO modelinde infiltre eden monositler M2 fenotipinde olup PDGF-B,
galectin-3,IGF-1, ve CCL22 gibi profibrotik faktorler salgilarlar (68).

2.4.3.4 Dendritik Huicreler ve Lenfatik Sistem
Dendritik hucreler tarafindan immun sistemin aktivasyonu akut ve kronik
inflamasyonun basglamasinda, sonraki asamada da fibrozis gelisiminde 6nemli rol
oynar. Nefrektomi ile olusturulan KBY modelinde tubul epitel hicrelerinden alinan
albdmin, interstisyumda bulunan dendritik hdcreler tarafindan lenf nodlarindaki
CD8" T hiicrelerine sunulmaktadir (69). Ovalbimin ile sensitize ediimis CD8" T
hiicreleri ve aktive CD4" T hiicreleri farelere enjekte edildiginde ise podositlerinde
ovalbimin eksprese edilen farelerde periglomeriler infiltrasyon gelismistir. Bu T
hucreleri tekrar tekrar enjekte edildiginde fibrozis artarak devam etmistir. (70)
Lenfanjiogenezi tetikleyen VEGF-C proksimal tubul epitel hucrelerinde ve

makrofajlarda bulunmustur (77). Lenfanjiogenez ise inflamatuar infiltrati



kolaylastirir (72, 73). TUbuUlointerstisyel fibrozisle birlikte lenfanjiogenez artarken,

(71, 74) peritubuler kapiller sayisi azalir.

2.4.3.5. Mast Hucreleri

Mast hacreleri  kazanilmig bagisikhkta (innate immunitede) ve kronik
inflamasyonda rol alirlar. Normal saghkli bir bobrekte mast hlcrelerine nadiren
rastlanilirken fibrotik bobreklerde bdbrek fonksiyonlari ile ters orantili olarak
sayilari artmistir (75-77). Buna karsin mast hucrelerinin olmadigi bir fare UUO

modelinde fibrozis gelisimi baskilanmistir (78).

2.4.3.6. Lenfositler

UUO modelinde salgilanan sitokinler lokal olarak I6kosit infiltrasyonuna neden
olurlar (79). Ornegin T-lenfositler ve makrofajlar (izerinde eksprese edilen kemokin
reseptor-1 (CCR1) tagsimayan farelere UUO modeli uygulandiginda interstisyumu
infiltre eden makrofaj sayisi %35 oraninda, lenfosit sayisi da %55 oraninda
azalma gostermis ve fibrozis gelisimi de 6nlenmistir (80).

Lokositlerin UUO modelinde fibrozis Uzerine etkileri ilk 6nce T ve B
lenfositleri bulundurmayan agir birlesik immun yetmezligi (severe combined
immunodeficiency, SCID) bulunduran farelerde galigiimis ve bu farelerde fibrozis
gelistigi gosterilmigtir (87). Niedermeier ve ark. da yaptiklari galigmada UUO
yapilan SCID farelerde fibrosit sayisinin azaldigini ve kollajen-1 depolanmasinin
azaldigini gostermiglerdir. Yine bu calismada bu kez normal farelere anti-CD4
antikoru verilerek CD4" hiicreleri yok edildigi (deplete) edildigi zaman obstriiksiyon
yapilan bobrekte fibrosit sayisinin azaldigini ve kollajen-1 depolanmasinin
azaldigini gostermiglerdir (82). Bu bulgular lenfositlerin ve ozellikle CD4™ T
lenfositlerinin - UUO  modelinde  gerceklesen fibroziste rol oynadigini
gOstermektedir. Tapmeier ve ark. ise RAG tasimayan farelerde (bu fareler
recombinase activating gene-1 tasimadiklarindan lenfosit ihtiva etmezler) fibrozis
belirgin olarak az izlenirken, UUO olusturulmadan hemen 6nce bu farelere normal
farelerden alinan CD4" T lenfositleri inflize edildigi zaman fibozis artmistir. CD8

inflzyonu ile fibrozis izlenmemistir (83).
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2.4.3.7. Sitokinler

TGF-B gibi sitokinler, platelet kdkenli bluyume faktori (84), fibroblast blyume
faktoru (85) fibronektin varyantlari, fibroblast aktivasyonu ve proliferasyonunda rol
alirlar (86). Infiltre olan I6kositler tarafindan salgilanan kemokinlerde, fibroblast
aktivasyonunun regulasyonuna katilir (87). TGF-B, Smad2 ve Smad3 yolaklari ile
a-SMA ekspresyonu araciligiyla direkt fibroblast aktivasyonuna neden olan major
bir blyume faktérudur. UUO, dzellikle siddetli TIF olan alanlarda, belirgin Smad2
ve Smad3 aktivasyonuna neden olur (88).

Demirbilek ve ark. uUreter obstriksiyonundan 10 gun sonra bdbrek
dokusunda TGF-B1 ve IL-1a, IL-6, ve TNF-a sitokinlerinin arttigini gostermiglerdir.
Yine bobrek dokularinda NF-k( ekspresyonu da artmistir (89).

Yine bobrek dokusuna lékosit infiltrasyonunda rol alan bir molekil de ICAM-
1’dir (90). Cheng ve ark. UUO modelinde ICAM-1 antisense oligonukleotidlerinin
kullanilmasi ile inflamatuar huicre infiltrasyonu ve ekstraseluler matriks birikimi
azalmigtir (97). Tubuler epitel hucrelerinde ICAM-1 ekspresyonunu 6zellikle 1L-1,
TNF-a, ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokinler induklemektedir (92) Farelerde UUO
sonrasi 3. gunden itibaren ICAM-1 eksprese etmeyen bobrek dokusunda, ICAM-1
ekspresyonu artmaktadir. UUO uygulanan bobrekte ICAM-1 ekspresyonunda
artigla birlikte IL-1B,ve IL-1R ekspresyonu da artmaktadir. Yine bu calismada
farelere genetigi oynanmis kemik iligi kokenli ve adeno viruslar araciligi ile IL-1ra
ekspresyonu arttirimig CD11b"CD18" hlcreler enjekte edildiginde ICAM-1 pozitif
interstisyumda (obstriiksiyon uygulanan) CD11b*IL-1ra” tasiyici hiicreler artarken
ICAM-1 negatif bobrekte (obstriiksiyon uygulanmayan) CD11b’IL-1ra+ hiicre
izlenmemistir. Farelere CD11b’IL-1ra* hiicrelere enjekte edildiginde obstrikte
bdbrek varliginda makrofaj infiltrasyonu, ICAM-1 ekspresyonu ve a-SMA
ekspresyonu IL-1ra eksprese etmeyen CD11b" hiicre enjeksiyonu yapilan
farelerin obstrukte bobreklerine kiyasla belirgin olarak azalmistir. Bu bulgular IL-
1’in de interstisyel fibrozis gelisiminde rol oynadigini gostermektedir (30).

2.4.4. UUO'da Apoptozis ve Fibrozisle iligkisi

Obstrukte bobrekteki pek ¢ok sitokinin artisi tubdler hicre apoptozu ile iligkilidir.
UUQ'da apoptozise dnculik etme roline ek olarak, TGF-B1'in renal hasardaki en
onemli profibrotik sitokinlerden birini temsil ettigi belgelenmistir (79, 93, 94). Temel
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fibroblast blyime faktéri (bFGF), hem TGF-B1'i indikleyen hem de TGF-f1
tarafindan induklenen ve UUO sonrasinda fibroziste buyuk dneme sahip oldugu
gosterilen diger bir profibrotik sitokindir (85, 95, 96).

UUO sonrasinda TGF-B1'in iki ana kaynagi hasarli tiblilde meydana gelen
erken otokrin olaylar ve UUO sonrasi meydana gelen inflamasyondur. TGF-B1'in,
in vivo ve in vitro modellerde renal hasari takiben apoptozu tesvik ettigi
bilinmektedir (37, 97). Renal hicrelerde, Ang II'nin pro-apoptotik etkilerine kismen
TGF-B1 'in indUksiyonu aracilik eder (25). TGF-B1'in direkt olarak renal tubuler
hicre apoptozunu indiklemedigi, bunun yerine diger 6lum sinyallerine yanit olarak
apoptozisin onculigunu yaptigi kanittanmistir. TGF-B1, pro-kaspaz-9'un kaspaz
9'a donlusUmunit hizlandirirken, bunu kaspaz 3'Un aktivasyonu takip etmigtir.

TGF-B1'in en mukemmel profibrotik mediyatér oldugu kabul edilmektedir.
Epitelyal hucreler, mesanjiyal hucreler ve fibroblastlarda kendi reseptorleriyle
etkilegip, hucre digi matris proteinlerinde (6rnegin kollajen |, Il ve IV ve fibronektin)
artisa neden olabilmektedir (98, 99). Bu durum, hem dogrudan hem de dolayl
olarak, bag dokusu blyume faktorinin (CTGF) induksiyonu ile ortaya cikabilir
(700). Buna ek olarak, TGF-B1, epitel hicreleri ve fibroblastlardaki ¢esitli matriks
metalloproteinazlarin (MMP) (701, 102) yani sira, endojen inhibitorlerinin
bazilarinin da [0rn, metaloproteinaz-1'in doku inhibitora (TIMP-1)] ekspresyonunu
upregule eder (703). TGF-1 ayni zamanda, matriksle etkilesen integrin
molekullerinin upregulasyonunu ve alt birimlerini indukler (704, 105). Boylece, lif
miktari, hucre motilitesi ve invazivligi artar. Bu da, kompartmana spesifik, patolojik
matriks remodelingi ve skarlasmaya yol agmaktadir. TGF-B1, kendi reseptor
kompleksinin stimllasyonu ve esas olarak Smad yolagi olmak Uzere ¢esitli hiicre
ici yolaklarin downstream (asagi akis) mobilizasyonu yoluyla bu etkileri gosterir
(106, 107).

Sicanlarda UUQO'dan 1 gun once ve UUO sonrasi 13 gun boyunca 2 gun
araliklarla TGF-B1-nétralizan antikor veriimesinin TIiF siddetini azalttigi
gorulmastur (24). Bu deneyin ilk asamasinda, notralizan antikor, tubuler
reproliferasyon hizindaki rastlantisal bir artis ile beraber tubuler apoptozu bluyuk
Olcide azaltmigtir. Apoptozdaki azalma, tedavi uygulanmayan Kkontrollerle
kargilastirildiginda mitokondriyal Bcl-2 lokalizasyonunun korunmasi ve p53
ekspresyonunun azalmasi ile iligkilendirilmigtir. Ayni ¢alismada, mekanik gerilme,
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NRK-52E hucrelerinde anlamli bir sekilde apoptozu induklemigtir. Ancak bu yanit,
TGF-B1-noétralizan antikor varliginda tamamen inhibe edilmistir. Bu c¢aligsmada,
TGF-B1 direkt profibrotik rolinin inhibisyonunun da meydana gelmesi
muhtemeldir. Noétralizan antikorun hem antiapopitotik hem de direkt antifibrotik
etkisinin TIF gelisimini 6nlemek igin sinerjik bir sekilde galismasi muhtemeldir.

TNF-a, UUQO'yu takiben tubuler hucre 6lumunde rol oynadigr dusundlen
diger bir sitokindir. Cozunebilir tip-1 TNF-a reseptérinin pegile formu uygulanarak
TNF-a biyolojik aktivitesinin engellenmesi, obstriksiyonla indiklenen kaspaz
aktivitesi ve tiibller hiicre apoptozunu anlaml olarak azaltmistir (7108). ilging bir
sekilde, tip-1 TNF-a reseptort nakavt edilmis farelerde, UUQO'yu takiben
tubulointerstisyel fibroziste azalma go6rulmius. Bu durum TNF-a aktivitesi
araciligiyla apoptoz ve fibrozis arasinda bir baglanti olabilecedini gostermektedir
(109).

Renal Ang Il Uretimi, obstrukte bobrekte artmakla beraber, in vitro
calismalar, patofizyolojik olarak esdeger dozlarda uygulandigi zaman tubuler epitel
hidcre kulturlerinde apoptozis indukledigini gostermistir (25). UUO hayvan
modellerinde, ACE inhibitorleri ve ANG Il tip 1 reseptor delesyonunun erken
apoptoz ve ge¢ donem fibrozda bir azalmaya neden oldugu ortaya konmustur (20,
23).

Tam tersine, bazi faktorlerin artmasiyla tlbller apoptozdaki azalma
sonrasinda UUO ilgili fibrozun gelisimini artirdigi gosterilmistir. TGF-B1 nétralizan
antikora benzer bir etki, hepatosit buyume faktoru (HGF) transgen bazli tedavi
uygulanan siganlarda gdézlenmistir (770). Bu siganlarda, hlicre ¢ogalmasinda bir
artis ve tam UUO'yu takiben tubuler apoptozda inhibisyon olmustur. TGF-B1-
notralizan antikorda oldugu gibi, HGF-transfekte UUO olan siganlarda
mitokondrideki Bcl-2 ekspresyonu korunmustur. HGF'Un TGF-B1 sinyallemesini
antagonize ettigi gosterilmis olup bu HGF ekspresyonu ve TGF-31 nétralizasyonu
ile elde edilen benzer sonuglari agiklayabilir.
insiilin-benzeri biiyliime faktori-1'in (IGF-1), UUO ile indiiklenen renal hasari
iyilestirdigi gosterilmistir. IGF-1 tedauvisi, tubuler apoptozu %38, renal interstisyel
kollajen igerigini %44 oraninda azaltmistir .

BMP-7, akut bdbrek hasari ve diyabetik nefropatide downregtle olan,
nefrogenezisde tlbller gelisim ve olgun renal tibll epitel hicrelerinde
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diferansiyasyon saglayan bir buyime faktoriadir (771, 112). BMP-7 aktivitesinin
TGF-B1bagimli bir mekanizma yoluyla renal hicrelerde inhibe edildigini gosteren
kanitlar bulunmaktadir; TGF-B1 uygulanan tubuler epitel hucrelerinde BMP-7 ve
Alk3 ekspresyonunun azaldigi ve endojen bir BMP-7 antagonisti olan gremlinin
ekspresyonu artmaktadir (772). Ayni calismada, yalniz basina BMP-7
ekspresyonu kaybinin, profibrotik gen ekspresyonunu artirdigi belirtiimistir. UUO
sirasinda ve daha sonraki her gin BMP-7 uygulanmasi, tubuler apoptoz hizindaki
artigi engellemigtir (773). Ayrica tubuler dejenerasyon, atrofi tubulointerstisyel
inflamasyon ve fibrozis progresyonu inhibe edilmigtir. BMP-7, nefrotoksik serum
nefriti modelinde EMT, TIF ve bdbrek fonksiyon bozuklugunu tersine gevirmistir
(10, 109). 3 gunluk UUO giderildikten sonra BMP 7 verilmesi, UUO'ndan 7 gun
sonra fibrozisi azalttigi ve GFR ve renal kan akimini korudugu gorulmustar (774).
EGF ve reseptorunun (EGF-R) uyariimasinin, UUO hayvan modellerinde,
apoptoz derecesine ve fibroz olusumuna karsi koruyucu oldugu ortaya konmustur.
EGF'nin genellikle Akt yolaginin aktivasyonu ile proliferasyonun artmasina ve
apoptozise olan duyarliigin azalmasina yol actigi belirtimektedir (775). UUO
sonrasinda, renal tubullerde, EGF, mRNA ekspresyonu ve protein seviyelerinde
bir azalma oldugu gosterilmigtir (776). UUO sonrasinda, eriskin Sprague-Dawley
sicanlarina rekombinan EGF uygulanmasi, 3. guinde DNA merdiveni ve apoptotik
gbvde olusumu dahil olmak Uzere, apoptoz belirteclerinde bir azalmaya yol agar
(117). Chevalier ve ark. galigmasinda EGF, tubuler proliferasyonu %76 artirirken,
tubuler apoptozu da %80 azaltmistir. Bu durum, tubuller atrofi ve dilatasyonla,
TGF-B1 duzeylerinde azalma ve kantitatif TIF olgimundeki %50'lik azalma ile
iligkili bulunmustur (778). Obstriksiyon giderildikten sonra EGF tedavisi, serum
fizyolojik uygulanan siganlarla kiyaslandiginda, vimentin ve clusterin ve tubuler

hasar belirteclerinde azalma ve tubuler atrofide % 50 azalmayla iligkilidir (76).

Osteopontin, UUO sirasinda siganlarin renal tibuler hiicrelerinde ve in vitro
ortamda siganlarin tbuler epitel hiicre hattinda Ang Il ya da kombine TGF-B1 ve
EGF ile stimllasyon sonrasinda upregule edilen bir glikoproteindir (179-121). UUO
sonrasinda, osteopontin bulunmayan farelerde tubuler apoptoz oraninda artigin
yani sira, makrofaj akini, TGF-B1 ekspresyonu ve aktivitesi ve kollajen | ve 1V'Un
interstisyel depolanmasinda azalma oldugu goérdlmastir (722). Bu durum,

14



farelerde, bazi antiapoptotik sinyaller ve fibrozis gelisimi arasinda ters bir iligki
olabilecegini gostermektedir.

2.4.5. UUO Sonrasi Oksidatif Stres ve Fibrozis
Tubduler epitel hucre kulturlerindeki mekanik gerilmenin oksidatif stres ve apopitoza
neden oldugu bilinmektedir.

Oksidatif stres reaktif oksijen tlrevlerinin (ROS) Uretimindeki artistan,
anti*oksidan sistemin bozulmasindan veya her ikisinden birden kaynaklanir.
Sonugcta superoksid anyonu olusur. Bu anyon daha sonra superokisid dismutaz
enzimi araciligi ile hidrojen perokside (H2O;) donusturalir. ROS’un kaynagi;
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz ve siklooksijenaz gibi enzimlerin aktive olmasidir.

Oksidatif stresin derecesi ve daha sonra gelisen renal fibrozisin derecesi
uretilen ROS derecesi ile anti-oksidan sistemin arasindaki dengesizlik onemli rol
oynar. Kawada ve ark. UUO modelinde obstrikte bobreklerde oksidatif stresin
artigini rapor etmistir (723). Iki anti-oksidan enzim, katalaz ve glutatyon
peroksidaz H,O,'yi su ve oksijene pargalar. Bu reaksiyonlarda goérev alan ilk enzim
glutatyon peroksidaz iken ikincisi de katalazdir. Bu sistemlerden katalaz sistemi
dusuk afiniteli ancak yuksek kapasiteli bir sistem olup UUO modelinde fibrozis
uzerine etkileri katalaz bulundurmayan farelerde incelenmigtir. Kontrol farelerine
kiyasla katalaz enzimi bulundurmayan farelerde hasar daha fazla olmustur. Lipid
peroksidasyon Urunlerinden 4-hidroksi-2-hekzenal, malondialdehid ve 4-hidroksi-2-
nonenal katalaz enzimi bulundurmayan farelerin tubuler epitel hucrelerinde 4.
gunden itibaren anlaml olarak artmistir. Yine bu farelerin dilate tubullerinde bir
apoptosis indukleyicisi olarak kaspaz-9 aktivitesi de artmistir. Yedinci glnden
itibaren ise glutatyon peroksidaz aktivitesi artmistir (724). Yine bir bagka
caismada UUO modelinde katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin
aktivitelerinin azaldigi gosterilmistir (42).

Proapoptotik faktorlerin mitokondriden ilk saliniminin  hicre iginde
prooksidan ortamin olusmasina bagh oldugunu gdsteren kanitlar bulunmaktadir.
Bu nedenle, antioksidanlar, potansiyel olarak stres altindaki tubuler hicrelerde
apoptoz inhibitorleri olarak etki edebilir. Katalaz tasimayan farelerde artan
ROS’lerin tubul eptel hucrelerini apotozise daha sensitize ettigi gosterilmistir (724).
Yine fluvastatin ve a-tokoferol gibi diger pek ¢ok stratejinin oksidatif stresi azalttigi
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ve UUO sonrasinda tubulointerstisyel fibrozisi gelisimini onledigi gosterilmistir
(125-127). Yine katalaz tasimayan farelerde telmisartanla yapilan bir baska
calismada ise NADPH ekspresyonunun baskilanmasi sonucu ROS ve lipid
peroksidasyon Urlnleri, apotozis ve kollajen tip-1 ve tip4 ekspresyonu
baskilanmistir (728). Bu bulgular oksidatif stresin baskilanmasinin UUO modelinde

fibrozis geligsimini dnlemede etkin olacagini gostermektedir.

2.5. Apelin: Yapisi ve Fonksiyonlari

O’Dowd ve arkadaglari 1993 yilinda 6zgun bir orphan G protein c¢iftli (G protein
coupled) bir reseptor olarak APJ reseptorunu tanimlamiglardir (729). Tatemoto ve
ark. ise 1998 yilinda sidir midesinden APJ reseptdrine baglanan 36 amino asit
bayukligundeki peptidi ilk kez tanimlamiglar ve apelin-36 olarak adlandirmiglardir
(130).

Insan X kromozomunun uzun kolunda bulunan apelin geni, daha kisa aktif
peptitlere ayrilacak olan 77 amino asitlik bir preproproteini kodlar (730-732). Tam
uzunluktaki matur peptitler, 36 amino asitten (apelin-36) olugur ve ilk olarak sigir
hayvan midesi ekstresinden izole edilmigtir. Sigir kolostrumun jel filtrasyon
kromatografisi apelin-36 ile birlikte, 13 amino asitli bir peptide (apelin-13) karsilik
gelen ikinci bir aktivite zirvesi gostermistir . 13 amino asitli peptidin N-terminalinde
ki piroglitamat degisimi, peptidi enzimatik bdlinmeye direngli hale getirir.
Biyolojik olarak 12 amino asitten kisa pargalar etkisizdir. Apelin-36'nin apelin-19,
apelin-17, apelin-16 ve apelin-12 iceren sentetik C-terminal fragmanlari APJ
reseptorunt aktive eder (7130, 132-137). Kisa apelin izoformlari daha buyuk
baglanma afinitesi ve biyolojik etki gdsterir. En etkili form, aktif biyolojik ligandi
temsil edebilen piroglutamatlanmis apelin-13 formudur (132, 134, 135). Apelin gen
ekspresyonu, hipoksi ile induklenen faktor-1 regulasyonu altinda hipoksiye yanit
olarak artar (7138). ACE-2, hem apelin-13 hem de apelin-36'y! hidrolize eder ve
bilinen tek pargalanma yolagidir (739).

APJ reseptoru AT1 reseptoru ile yakin benzerlikler gostermesine ragmen
anjiotensin-Il baglamamaktadir (730) . Bu reseptér, 380 amino asit uzunlugunda
olup, yedi transmembran domaininden olusur ve ayni zamanda hlcreye 6zgu
olabilecek bir 6zellik olan agonistden bagimsiz nikleer bir lokalizasyona izin veren
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bir sinyal dizisi igerir (140). GPKR'ler, klinik olarak kullanilan tim mevcut ilaglarin
neredeyse yarisinin hedefidir (7471) ve sinyal iletim mekanizmasinin 6énemli bir
bilesenidir (742). Apelinin APJ'ye baglanmasi, G proteinleri ile eglesme sonrasinda
ikinci mesajci sinyalleme kaskadini aktive ederken, bu durum, mitojenle aktive
olan protein kinazlar (MAPK'ler) ve ¢oklu biyolojik cevaplari tesvik etmekle sorumlu
olan PI3K/AKT yolagi gibi santral sinyalleme molekullerinin aktivasyonu ile
sonuglanir (136, 143, 144).

Apelin eksprese eden hucreler Uzerinde yapilan deneylerle apelin-36'nin
fragmani olan apelin-13 ve apelin-17’nin, apelin-36 dan sirasiyla 54 ve 8 kez daha
kuvvetli olduklarini gostermislerdir (730). APJ baglayan bdlgeler ve/veya APJ
kodlayan mRNA akciger, kalp, arter, ven, iskelet kasi, bobrek, beyin, karaciger ve
over gibi birgok insan ve sigan dokusunda gosterilmistir (131, 134, 145, 146).
Bundan bagka apelin mRNA'si veya immunoreaktif apelin mide, beyin, kan
damarlari, akciger, testis, uterus, meme dokusunda tespit edilmistir (730, 1317,
134, 145-147). Yine Klein ve ark. galismasinda insanlardan elde edilen taze
dokularda apelin benzeri immuno reaktiviteyi kalp, bobrek, akciger ve adrenal bez
damar endotel hicrelerinde gostermiglerdir (748).

Hus-Citharel ve ark. siganlarda yaptiklari deneyde apelin reseptorinun
bdbrek dokusunda dagihimini incelemiglerdir (749). Apelin mRNA’sinin medullanin
en fazla i¢ katmaninda daha sonra da sirasiyla dis katman, i¢ medulla ve kortekse
dogru gitikce azalarak eksprese oldugunu gostermiglerdir. Nefron segmenti
boyunca ise en yogun apelin mRNA duzeyleri glomerulde tespit edilmigtir. Ayni
calismada apelinin fonksiyonel etkilerini bobrek damarlarinda incelediklerinde ise,
anjiyotensin 1l ile jukstameduller glomeruler afferent arteriyollerde olusturulan
konstriksiyonun apelin ile geriledigini gdstermislerdir. Apelin bu etkisini
anjiyotensine bagli olarak artan intraseliiler Ca* konsantrasyonlarini siiratle
dusurerek yapmistir. Apelinin bu etkileri L-NAME kullaniimasiyla ortadan
kalkmistir. Endoteli ¢ikartiimis afferent arteriyoller kullanildidinda ise apelin bu
etkilerini gosterememigtir. Bu nedenle apelinin reseptoérlerinin endotele lokalize
oldugu sonucuna varimigtir. Tek basina apelin saglam afferent ve efferent
arteriyollere uygulandiginda, Ca*? konsantrasyonlari anlamli olarak artmistir. Bu
artis afferent arteriyollerde, efferent arteriollerden daha fazla olmustur (749). Hem
apelin hem de apelin mRNA ekspresyonu, beyinde yaygin bir dagilim
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gOstermektedir. Bu peptidler, Ozellikle de magnoseluler noéronlarin bir alt
kimesinde vazopressin (AVP) ile birlikte lokalize olduklari yer olan supraoptik ve
paraventrikuler hipotalamik nukleuslarda, yiksek dizeyde eksprese edilmektedir
(147, 150, 151). AVP sentezi ve salinimindaki artiglarla karakterize olan
laktasyondaki si¢anlarda, apelinin santral enjeksiyonu, AVP néronlarinin fazik
elektriksel aktivitesini inhibe eder, plazmadaki AVP duzeylerini dagurir ve akoz
didrezi artirir (152). Ayrica, sistemik AVP salinimini artiran ve hipotalamik AVP
deposunda azalmalara neden olan su kisitlamasi, plazmadaki apelin
konsantrasyonunda azalmaya yol agcmis ve hipotalamusta peptid toplanmasini
indiklemis olup, bu durum, AVP ve apelinin, sistemik AVP salinimini
kolaylastirmak Uzere tam tersine regulle edildigini ve boylece bdbrek dizeyinde
ilave su kaybini dnledigini gostermektedir. Birlikte ele alindiginda, bu veriler,
AVP'nin etkileri ile micadele ederek vucut sivi dengesinin korunmasinda santral
apelinin oynadigi 6nemli rolu vurgulamaktadir. Sigan bobreginde apelin reseptoru
MmRNA ekspresyonu (7132, 146) bulundugu icin ve insan toplayici (753)
kanallarinda apelin immuanoreaktivitesi tespit edildigi icin, apelinin su dilrezi
uzerindeki etkisi, sadece santral bir etkiyi kapsamayip, ayni zamanda intrarenal
reseptorlere baglanma yoluyla periferik ve/veya intrarenal bir hemodinamik etkiyi
kapsamaktadir.

Siganlara apelin 10, 20 ve 40 nmol/kg dozlarinda ve 10-12 dakika araliklarla
uygulanmasinin kan basincini doza badli olarak duisltrdigl ve kalp hizini da
arttirdigi gosterilmistir. Gangliyon blokaji yapilan siganlarda ise apelinin yine doza
bagli olarak kan basincini ve ortalama dolum basincini kalp hizinda degisiklik
olmaksizin duagurmustar (745). Bir baska calismada da spontan olarak hipertansif
olan farelere yapilan apelin-13 ve apelin-12 (15 mcg/kg) enjeksiyonlari ile,
ortalama arteryel kan basincinda sirasiyla yaklagsik % 60 ve %15'lik sistolik ve
diastolik kan basinci dusuralmustar. Apelin-13 (13[D-Phe]) tedavisi, etkinlik ve
sure acgisindan apelin-12’den farkli bulunmamisken, ala-apelin-13 (F13A)
fonksiyon kaybina yol agmistir. Bununla birlikte, ala-apelin-13'in (F13A) (30
mcg/kg) birlikte uygulanmasi, apelin-13 (15 mcg/kg)'un hipotansif etkisini onlerken,
bu durum ala-apelin-13 (F13A)'Un apeline-spesifik bir antagonist olarak
davrandigini ortaya koymaktadir (136).
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Apelinin nitrik oksit-arjinin sistemini aktive ederek vazodilatasyona sebep
oldugunu gosteren yayinlar da bulunmaktadir. Anestezi almis siganlarda, apelin
kan basincini duslrurken, plazma nitrit/nitrat konsantrasyonlari artmis ve apelinin
bu etkisi bir nitrik oksit sentaz inhibitéri olan NG-nitro-L-arginin metil ester
tarafindan engellenmigtir (735). Apelinin izole kalpte inotropik etkisi oldugu da
rapor edilmigstir (137). Apelin-12’nin ise apelin-13 ve apelin-36’dan daha kuvvetli bir
kan basinci dusurucu etkisinin oldugu gosterilmistir (735). Apelin siganlarda
kardiyak kontraktiliteyi de G protein eslikli fosfolipaz C, protein kinaz-C ve
sarkolemma Na*-~Ca®* ve Na*-H" transport sistemini aktive ederek arttirmaktadir
(137). Bu bilgiler 1siginda apelinin farkli doku ve organlarda ikincil mesaj
sistemlerini aktive ettigini gormekteyiz.

Bir bagka ¢alismada ise apelinin oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir (7154).
Szokodi ve ark. ise basing yuklenmesine bagl kalp yetmezligi gelistiren farelerden
elde edilen kardiyak fibroblastlar, kultir ortaminda apelin ile inklbe edildiklerinde,
TGF-B tarafindan indiklenen a-SMA ve Kkollajen uretiminin inhibe oldugu
gOrulmustir. Yine bu calismanin in vivo kisminda farelere aort ligasyonu
yapillmadan 2 hafta dnce apelin uygulanmasi ile de myosit hipertrofisi, kardiyak
fibrozis ve ventrikller disfonksiyon dnlenebilmistir (137, 155) . Bir baska ¢alismada
da aort anevrizma modeli kullaniimis ve apelin infuzyonu ile inflamatuar cevap
baskilanmis ve anevrizma geligsimi onlenmistir (756).

Diger taraftan apelinin fibrozise sebep olabilecegini gdsteren yayinlarda
bulunmaktadir. Apelin-APJ reseptor kompleksinin anjiyogenez ve inflamasyonda
onemli islevlere sahip oldugunu gosteren yayinlarda bulunmaktadir. Sirotik
insanlardan elde edilen hepatik stellat hicrelerde (HSH) apelin ekspresyonunun
arttig1 ve bu hicrelerin profibrojenik molekullerden anjiotensin Il (All) ve endotelin-
1 (ET-1) ile inkUbe edilmeleri ile kollajen-l ve platelet-kOkenli buylime faktor
reseptor-p (PDGF-B) sentezinin arttigi gozlenmistir. Apelin reseptorl, apelin
antagonisti F13A ile bloke edildiginde ise bu artislar baskilanmistir. Yine bu
calismada fibrotik sicanlara All veya ET-1 reseptdr antagonisti uygulandiginda
hepatik apelin sentezinin azaldigi bulunmustur. Bu bulgular apelinin, All ve ET-1'in
tetikledigi fibrojenik etkilere aracilik ettigini ve apelinin insan karaciger hastaliginda
fibrogenezisin onemli bir mediyatori oldugunu duasundurmektedir (157). Yine
si¢canlarda CCly ile induklenen siroz modelinde is APJ reseptéri F13A ile bloke
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edildiginde fibrotik alanlarin daha az oldugu gosterilmigtir. Fibrozis geligiminin
onlenmesi, karaciger dokusunda damarlanmanin azalmasi, makrofaj infiltrasyonun
azalmasi, apoptotik hucrelerin  (TUNEL pozitif) azalmasi ve kaspaz-3
yogunlugunun baskilanmasi ile saglanmistir. Yine bu ¢alismada PDGF-$3, a-SMA,
MMP2 ve TIMP1 genlerini ekspresyonu F13A tedavisi ile baskilanmigtir (758).

Bu bilgiler 1g1ginda, uUreter obstruksiyon modelinde fibrozis gelisiminde
apelin ekspresyonu fibrozis gelisimine olumlu yada olumsuz yonde katkida
bulunuyor olabilir. Bu etkilerini; NO sentezini arttirarak (72) atheroskleroz
modelinde oldugu gibi anjiotensin Il etkilerini baskilayarak gdsteriyor olabilir (159,
160). Dolayisiyla UUO modelinde artan inflamatuar cevap da, apelin
ekspresyonunu arttirarak inflamatuar ve fibrotik cevabi sinirlandirarak koruyucu bir
etki gosteriyor olabilir. Diger taraftan aort anevrizma modelinde apelin inflzyonu ile
inflamatuar cevap baskilanmis ve anevrizma gelisimi dnlenmistir (756). Dolayisiyla
apelin inflamatuar cevabi baskilayarak da koruyucu etki gosteriyor olabilir. Bu
veriler esliginde apelin veya apelin antagonistinin UUO modelinde fibrozis ve
inflamasyon Uzerine etkilerinin tespit edilmesi, yeni tedavi girisimlerinin

geligtirimesine katkida bulunabilir.
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3. GEREG ve YONTEM

Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Protokoli

Marmara Universitesi Tip Fakdltesi, Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuvari,
Deney Hayvani Arastirma Etik Kurulu'na etik ilkelere uygunluk agisindan
degerlendiriimek Uzere basvuruldu. 29 subat 2012 tarihli, 28.2012.mar protokol
kodlu belge ile onay alindi.

Calismada Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi tarafindan temin edilen 300 — 350 gram agirhginda erkek Wistar albino
turd sicanlar kullanildi. Tim denekler icin gergeklestirilen uygulamalar
“Laboratuvar Hayvanlari Kullanimi ve Bakimi Kilavuzu”na uygun olarak planlandi.
Denekler deney oncesinde iki haftalik siirede laboratuar kosullarina (22 °C + 2,
12 saat aydinlik, 12 saat karanlk) aligtinldiktan sonra deney protokoline gore

gruplara ayrildilar.

Tek Tarafli Ureter Obstriiksiyon Modeli ve Renal Fibrozis

Dokuz — on iki haftalik sicanlar bir hafta sureyle laboratuar ortaminda tutularak
ortama aligmalari saglandi. Butun islemler “Helsinki Deklerasyonu” ve “Hayvan
Bakim ve Klavuzlarina” gore yapildi.

Cerrahi islemler 6ncesinde siganlarda intraperitoneal ketamin (100 mg/kg)
ve klorpromazin (0.75 mg/kg) enjeksiyonu ile genel anestezi olusturuldu. Sonra
siganlarin bir kismina diguk abdominal insizyon uygulanarak sol ureter distali 2.0
mersilenle iki kez baglandi. Kontrol grubuna ise sadece dusuk abdominal insizyon

yapilarak Ureterlere ulasildi ancak ureterlere ligasyon yapiimadi.

Deney Gruplari

Siganlar asagidaki gruplara ayrildi:

1. Kontrol grubu (n=8): Kontrol grubunda alt karin insizyonu yapilarak Ureterlere
ulasildi ancak ureterlere ligasyon yapilmadi. Operasyon gunu baslamak Uzere 7
gun sureyle apelin ¢ozucusu olan saline (hacim 1 ml/kg/gun) gunluk intraperitoneal
olarak uygulandi.

2. Saline (SF) grubu (n=8): Bu grupta alt karin insizyonu yapilarak siganlarin sol
ureterleri distalinden 2.0 mersilenle iki kez baglandi. UUO isleminin hemen
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ardindan baglamak tUzere 7 gun sureyle apelin ve ala-apelin ¢ézucusu olan saline,
(hacim 1 ml/kg/gun) gunlik olarak uygulandi.

3. Apelin grubu (n=8): Alt karin insizyonuyla sol Ureter distalinden 2.0 mersilenle
iki kez baglandi. UUO igleminin hemen ardindan baslamak Uzere 7 gln sureyle
apelin-13, 50 pg/kg (hacim 1 ml/kg/gin) dozunda gunluk olarak uygulandi.

4. Ala-apelin grubu (n=8): Alt karin insizyonuyla sol Ureter distalinden 2.0
mersilenle iki kez baglandi. UUO isleminin hemen ardindan baslamak Gzere 7 gun
sureyle APJ reseptdr antagonisti olan ala-apelin (apelin-13Ala), 75 ug/kg (hacim 1

ml/kg/gun) dozunda gunluk olarak uygulandi.

Bobrek Dokusu Orneklerinin Alinmasi

UUO modeli olusturulduktan 7 glin sonra, siganlardan eter anestezisi ile Ureterine
ligasyon uygulanan sol bdbrekler tim gruplarda c¢ikartilip uygun parcgalara
bolundukten sonra bobreklerin bir kismi hemen I6kosit izolasyonu igin kullanildi,
bir kismi %10 formol icinde saklanip, daha sonra parafin bloklari icine gémuldu, bir

kismi da direk olarak -80 C’de donduralarak saklandi.

Degerlendirme Parametreleri

Bobrek dokusunda myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi olglimi

Dokular ilk énce 20 Mm Ky;HPO4 (pH=7.4) ¢ozeltisi ile sulandiriip Ultra Turrax
T25 doku homojenizatérinde (Janke&Kunkel, IKA-Labortechnik) homojenize
edildikten sonra 12.000 devirde 10 dakika siireyle 4 °C'de santrifiije (Universal
16R, Hettich  Zentrifugen) edildi. Pellet, ayni  hacimde  %0.5'lik
heksadesiltrimetilamonyum hidroksit iceren 50 mM K;HPO, ile yeniden
homojenize edildi. MPO aktivitesi, o-dianizidin 2HCI'nin HyO.'e bagimh
oksidasyonunun spektrofotometrik (Pharmacia LKB-Ultraspec Ill ) Olglulmesi ile
saptandi. Bir Unite enzim aktivitesi, 460 nm’de 3 dakika boyunca absorbansta
degisiklige neden olan MPO miktari olarak tanimlandi. MPO aktivitesi Unite/gram
olarak ifade edildi. Bir Ginite MPO aktivitesi 25 °C’de dakikada 1 mmol H,0-

indirgenmesi olarak tanimlandi (7167).
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Lipit peroksidasyon (MDA) ol¢ciimu

Doku orneklerinden 150-300 miligram alindi ve % 10’luk trikloroasetik asit (TCA)
ile % 10’luk homojenat hazirlandi. Bu homojenatlar dakikada 3000 devirde, 4
°C’de 15 dakika sure ile santriflj edildi. Stpernatanlar baska bir tipe alinarak
dakikada 15.000 devirde, 4°C'de 8 dakika sure ile tekrar santrifuj edildi.
Supernatan ornekleri % 0.67’lik tiyobarbiturik asit (TBA) ile 100°C’deki su
banyosunda 15 dakika kaynatilarak inklbe edildi ve absorbans degerleri 535 nm
dalga boyunda kore karsi spektrofotometrede okundu. Lipit peroksidasyon dizeyi
nmol MDA/gr doku seklinde ifade edildi (167).

Glutatyon (GSH) ol¢iimu

Hucre igi dnemli bir antioksidan olan glutatyonun dizeyinin olgimu igin lipit
peroksidasyonu Olgimunde ayrilan supernatanlar kullanildi. Ayni supernatan
orneklerine 0.3 M Na2HPO4 ve Ellman ayiraci (DTNB ve sodyum sitrat tamponu)
eklendi. Karanlkta 10 dakika bekletilen tupler spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda koére karsi okundu. Sonuglar nmol GSH/gr doku seklinde ifade edildi
(161).

Lenfositlerin izolasyonu ve flow sitometrik analiz
Bdbrek dokulari 6 cm c¢apli hicre kultir plaklarinda 10 ml %10 fetal kalf serum
ilave edilmis RPMI sollsyonu igerisinde mekanik olarak pargalandi. Daha sonra bu
solusyona kollajenaz enzimi (catalog no: C0130, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) eklendi. Bir saat sureyle 37 °C’de inkUbasyondan sonra debriler suzilerek
uzaklastirildi. Daha sonra hucreler Ficoll Uzerine yayilarak santrifije edildi ve
mononukleer hucreler izole edildi. Bu iglemden sonra %0.9 salin (SF) ile 2 kez
yikama yapildi. Ardindan elde edilen hucre suspansiyonu uUzerine PE isaretli
mouse anti-rat CD45 (catolog no:554878), APC isaretli mouse anti-rat CD3
(catolog no:557030), FITC isaretli mouse anti-rat CD4 (catolog no:554843), ve
PerCp isaretli mouse anti-rat CD8 (catolog n0:558824) eklendi. Butln antikorlar
BD Pharmingen, San Jose, CA, USA’den temin edildi. Bu iglem sonrasi, hucreler
Ug kez yikanip Universitemiz Immdinoloji Bilim Dali Laboratuarinda bulunan Becton
Dickinson FACS cihazi (Becton Dickinson) ile CD45, CD3, CD4 ve CD8 hicre
populasyonlari belirlendi (762).
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Histolojik incelemeler

Isik mikroskopi incelemeleri igin bobrek dokusu ornekleri %10 noétral-tamponize
formalin ile fikse edilip parafin bloklara gémuldid. Histokimyasal boyamalar
sirasinda parafin bloklardan alinan 5 ym kalinligindaki kesitler seri olarak alkol ile
dehidrate edildi. Ardindan kesitler H&E ve Gomori tek basamakli Trikrom boyalari
ile boyandi. Tudbuler hasar skoru oOdem, konjesyon, hyalinizasyon, tubuler
dejenerasyon ve tubuller dilatasyon skorlarinin toplami ile elde edildi. Her bir
parametre igin lezyonlar 0 — 4 arasinda skorlandi. Bu skorlama da derecelndirme
su sekilde yapildi; O=normal; 1= hafif ve kortikal alaninin <%25 alaninin
etkilenmesi; 2=,orta derecede ve kortikal alanin %25-50 etkilenmesi; 3=agir ve
kortikal alanin %50-75 etkilenmesi; 4=yaygin ve kortikal alanin >75 etkilenmesi
(163).

Mikroskop altinda 400 kez buyutme ile 5 farkli kortikal bolgede interstisyel kollajen
birikimi skorlandi. Kesitlerin incelemesi ve skorlamasi her bobrekte kor yontemle
iki kisi (Dr. Naziye Ozkan ve Prof. Dr. Sule Cetinel) tarafindan degerlendirildi.
Morfolojik hasar (epitelyal nekroz, luminal nekrotik debris ve tubullar dilatasyon)
her bir bobrekte 3-4 kesitte ve her kesit icin 10-12 alanda etkilenen kesit yuzeyine
gore su Olgek kullanilarak tespit edildi (0=yok, 1= <%25, 2=%25-50, 3%50 )
kullanilarak degerlendirildi (764).

Dokularda immunohistokimyasal Yontemle Belirteglerin Tayini

Batun immunhistokimyasal  c¢alismalar  parafin bloklarindan  yapildi.
Immdinhistokimyasal boyamalarda streptavidin-biotin peroksidaz metodu kullanildi
(165). Kisaca, parafin bloklardan alinan 5 ym kalinligindaki kesitler pozitif yuklu
lamlara yapistirildi. Bu kesitler gece boyunca 37°C’de kurutuldu, xylen iginde
deparafinize edildi ve alkolde hidrate edildi (766). Endojen peroksidaz aktivitesi
dokularin %3 H20, (metanol icinde dilue edildi) ile 20 dakika inkube edilmesi ve
ardindan su ile yikanmasi sonrasi bloke edildi. Antijenleri aciga c¢ikartmak
amaciyla slaytlar 10 mM sitrat tamponu i¢inde (pH 6.0) mikrodalga firninda 20
dakika sure ile tutuldu. Daha sonra dokular fosfat tamponlu salinle (PBS, pH 7.4)
yikandi. Endojen biyotin aktivitesi, “avidin-biotin blokaj kiti” (catolog no:04303,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak bloke edildi. Spesifik olmayan
boyanmay! azaltmak amaciyla dokular “Super Block” (SensiTek HRP Anti-
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Polyvalent DAB Staining System kiti, ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile 10 dk
sureyle inkube edildi. Dokular daha sonra a-SMA’e karsi poliklonal antikorla
(catolog no: NCL-SMA, Novocastra, Davie, IL, USA) 60 dk boyunca inklbe
edildiler. PBS ile yikama sonrasi, biyotinli sekonder antikorla inktbe edildiler.
Tekrar yapilan yikama sonrasi peroksidaz konjuge streptavidine (SensiTek HRP
Anti-Polyvalent DAB Staining System, ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile
inkiibasyon yapildi. Boyanma 3.3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ile
saglandi. Mayer hematoxylin boyasi ile nukleer zit boyanma yapildi. Dokulardaki
damar boyanmalari pozitif kontrol olarak kullanildi.

a-SMA aktivitesi tubulointerstisyumda su sekilde skorlandi: 0: boyanma
yok, 1: zayif ve fokal boyanma, 2: orta derecede ve fokal boyanma, 3: gugclu ve
fokal boyanma ya da zayif ancak yaygin boyanma, 4: gug¢li ve yaygin boyanma
(166).

Bobrek Dokusunda Apoptozis Tespiti ve Skorlamasi

Apoptozis skoru parafin dokuda terminal deoxynucleotidyl transferase aracili
dUTP nick end-labeling (TUNEL assay) yontemi (Millipore, catalog no:S7101;
Temecula, CA, USA) ile yapildi. Bobrek dokusu kesitleri deparafinize edilip
rehidrate edildi. Kesitler daha sonra 20 mg/ml proteinaz K ile oda havasinda 10
dakika sureyle inkube edildi. Endojen peroksidaz aktivitesi dokularin %3 H2O,
(PBS icinde, pH 7.4) ile 5 dakika inkibe edilmesi ortadan kaldirildi. Ardindan 37
°C’de 60 dakika sureyle inkubasyon ile nukleotidlerin enzimatik inkorporasyonu
gerceklestirildi. Ardindan inkubasyon iglemi durdurularak iki kez PBS ile yilkama
yapildi. Kesitler, ardindan Anti-digoxigenin-peroxidase ile 30 dk sureyle inkibe
edilip yikandi. Ardindan preperatlar 3,3 9-diaminobenzidine tetrahydrochloride ile 6
dakika sureyle oda havasinda inkube edildi. Yikama igleminden sonra % 0.5 metal
yesili ile de boyama vyapilarak 1sik mikroskopisi altinda 5 kesitte toplam 20
interstisyel bdlgedeki TUNEL-pozitif hicreler sayildi. Tum alanlardaki toplam

apoptotik hucre sayisi apoptotik indeks olarak rapor edildi (767).

istatistiksel Analiz:
Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. istatistiksel analizler igin
GraphPad Software istatistik programi kullanildi. Verilerin gruplar arasinda
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kargilastiriimasinda sirasinda Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testleri
kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan siganlarin vicut agirliklari ¢alisma sonunda kontrol, SF, apelin
ve ala-apelin gruplarinda sirasiyla 282 + 28 gr, 316 + 9 gr, 324 £ 15 gr ve 286 + 11

gr olmak Uzere benzerdi (Sekil 1).
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Sekil 1: Caligma gruplarinin vicut agirliklan

UUO modeli uygulanan sigcanlarda c¢alisma bitiminde hepsinde ureter

obstruksiyonun gelistigi ve hidronefroz gelistirdikleri goruldu (Resim 1).

Resim 1: Tek tarafli Ureter obstriksiyonu uygulana bobrekte

ureterde ve renal pelviste ditasyon
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Nétrofil infiltrasyonu, Oksidatif Stress ve Glutatyon Seviyeleri

Ureter obstriiksiyonu sirasinda interstisyel boélgeye nétrofil infiltrasyonu
olabilmektedir. Notrofil infiltrasyon belirteci olarak doku lizatlarinda MPO
aktivitesine baktigimizda SF grubunda MPO aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla
artis gostermesine ragmen bu artigin istatistiksel anlamaulasmadigini tespit ettik
(10.3 £ 0.9 U/g doku vs 23.8 + 8.1 U/g doku, p>0.05). Bu degerler apelin grubunda
30.0 £+ 5.5 U/g doku olmak uzere kontrol grubundan anlamli olarak yuksekti
(p<0.01). Ala-apelin tedavisi ile bu deger 20.3 + 5.1 U/g doku olmak Uzere kontrol
grubundan farklilik gostermedi. Apelin ve ala-apelin tedavileri MPO degerlerini SF

grubuna kiyasla anlamli olarak degistirmedi (Sekil 1).
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Sekil 2: Calisma gruplarinda MPO degerleri
*p<0.01 vs kontrol grubu
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Calismamizda oksidatif stres belirteci olarak bobrek dokusunda MDA duzeylerini
inceledik. MDA duzeyleri SF grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
yukseldi (17.1+ 1.7 nmol/g doku vs 28.0 + 3.8 nmol/g doku, p<0.05). MDA degerleri
apelin ve ala-apelin gruplarinda sirasiyla 26.8 + 3.8 nmol/g doku ve 23.3 + 4.4
nmol/g doku, olmak Uzere kontrol grubu ve SF gruplar ile istatistiksel olarak
benzerdi (Sekil 3).
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Sekil 3: Calisma gruplarinda MDA seviyeleri
*p<0.05 vs kontrol grubu

Doku GSH seviyeleri incelendiginde ise kontrol, SF, apelin ve ala-apelin
gruplarinda sirasiyla 2.8 + 0.3 uymol/g doku, 2.2 + 0.2 ymol/g doku, 2.8 £ 0.2
pmol/g doku, 2.5 £ 0.2 uymol/g doku olmak tUzere GSH gruplar arasinda istatistiksel

olarak benzer bulundu (Sekil 4).
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Sekil 4: Calisma gruplarinda GSH seviyeleri

Apoptozis skorunu inceledigimizde SF grubunda apoptozis skoru kontrol grubuna
kiyasla anlaml olarak yukseldi (7.7 £ 1.4 vs 124 + 2.1, p<0.05). Apelin (14.2 £
1.4) ve ala-apelin tedavileri ile (16.3 + 2.8) bu skorlar kontrol grubundan anlamli
olarak yuksek olmakla birlikte SF grubuna kiyasla anlamh bir farklilik géstermedi
(Resim 2, Sekil 5).
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Sekil 5: Calisma gruplarinda apoptosis skorlari

*p<0.05 vs kontrol grubu
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Resim 2: Calisma gruplarinda bdbrek dokusunda UUO gergeklestirildikten 7
gun sonra TUNEL teknigi ile belirlenen apoptozis skoru

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

Kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda apoptotic hiicrelerin (bkz oklar) sayisi

anlamli olarak artti.

Lenfomonontukleer hicre infiltrasyonunu inceledigimizde SF grubunda
kontrol grubuna kiyasla CD3" lenfosit infiltrasyonunun arttigini tespit ettik (%48.2 +
3.3 vs %19.4 + 4.7, p<0.001). CD3" hiicre infiltrasyonu apelin (%37.8 + 4.5,
p<0.05) ve ala-apelin tedavileri gruplarinda da (%62.4 + 2.2, p<0.001) olmak Uzere
kontrol grubundan anlamli olarak yiiksekti. Apelin grubundaki CD3" hiicre
infiltrasyonu SF grubuna kiyasla bir miktar azalmakla birlikte bu azalma anlamh
degildi. Buna kargin ala-apelin grubundaki CD3" hiicre infiltrasyonu saline grubuna
kiyasla anlamli olarak artis gdsterdi (p<0.01) (Sekil 6).

Bobrek dokusunu infiltre eden lenfosit alt hicre tipleri incelendiginde konrol
grubunda %6.6 + 3.6 olan CD4" hiicre orani SF grubunda %27.2 + 6.2’ye yiikseldi
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(p<0.001). Bu degerler apelin grubunda %17.7 + 8.4 (p<0.01) ve ala-apelin
grubunda da %31.1 = 5.5 olmak uzere kontrol grubundan anlamli olarak yuksekti
(p<0.001). Apelin tedavisi ile CD4" hiicre orani SF grubuna kiyasla anlamli olarak
azalma gosterdi (p<0.05). Ala apelin grubunda ise degisim izlenmedi (Sekil 6).

Bobrek dokusunu infiltre eden CD8" hiicre oranlari incelendiginde konrol
grubunda %12.2 + 3.5 olan CD8" hiicre orani SF grubunda %20.4 + 2.2'ye
yukseldi (p<0.001). Bu deg@erler apelin grubunda %18.5 + 2.4 olmak tzere kontrol
grubuna benzer ve ala-apelin grubunda da %30.7 £ 1.6 olmak Uzere kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Apelin tedavisi ile CD8"
hicre orani SF grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gostermez iken ala-apelin
tedavisi ile CD8" hiicre oranlari anlamli olarak artis gosterdi (p<0.01) (Sekil 6).

Lenfosit alt hlcre gruplarinin infiltrasyonunu daha iyi gdsterebilecek bir
parametre olarak CD4/CD8 hucre oranlarina baktimizda bu oranin kontrol grubuna
kiyasla SF grubunda (0.64 + 0.09 vs 1.54 £+ 0.16, p<0.001), anlamh olarak
yukseldigini tespit ettik. Apelin tedavisi ile CD4/CD8 hicre orani anlamli olarak
azaldi (1.54 + 0.16 vs 0.94 £ 0.12, p<0.05). Buna karsin ala-apelin tedavisi ile bu
farklihk anlama ulagsmadi (1.54 + 0.16 vs 1.04 + 0.09, p>0.05) (Sekil 6).
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UUO geligtirilen sol bobreklerin agirliklarinin 100 gram vacut agirhdr basina
oranlarinin kontrol, SF, apelin ve ala-apelin gruplarinda sirasiyla 328 + 19 mg, 587
+ 23 mg, 544 + 28 mg ve 609 + 23 mg oldugu goéruldia. SF, apelin ve ala-apelin
gruplarinin UUO uygulanan bdbrekleri kontrol grubundan anlamli olarak agirdi
(p<0.001). Buna karsin apelin ve ala-apelin gruplarinin UUO uygulanan

bobreklerinin agirliklart SF grubu ile benzerdi (Sekil 7).
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Sekil 7: Calisma gruplarinda iireter obstriiksiyonu uygulanan bobreklerin agirliklan

*p<0.001 vs kontrol grubu
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H&E boyamasi ile skorlanan ve interstisyel 6dem, konjesyon, hyalinizasyon,
tubuler dejenerasyon ve tubuler dilatasyon skorlarinin toplami ile elde edilen
tubuler hasar skoru kontrol, SF, apelin ve ala-apelin gruplarinda sirasiyla 10.6 +
1.2,10.2 £ 0.6, 9.7 + 1.8, 12.2 £ 0.6 olmak Uzere gruplar arasinda benzer bulundu
(Resim 3, Sekil 8).
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Sekil 8: Calisma gruplarinda trikrom boyasi ile elde edilen fibrosis skorlari

Trikrom boyamasi ile elde interstisyel fibrozis skoru SF grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak yukselme gosterdi (1.67 + 0.17 vs 2.35 + 0.15, p<0.05).
Apelin ve ala-apelin gruplarinda elde edilen skorlar sirasiyla 2.64 + 0.10 ve 2.38 +

0.18 olmak Uzere kontrol grubundan farkli degildi (Resim 3, Sekil 9).
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Sekil 9: Calisma gruplarinda trikorm boyasi ile elde edilen fibrosis skorlari

*p<0.05 vs kontrol grubu
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Resim 3: Calisma gruplarinda bébrek dokusunda UUO gergeklestirildikten 7 gin
sonra alinan bobrek dokularinda H&E ve trikrom boyalari. H&E boyamasi ile
tubdler hasar ve trikrom boyamasi ile fibrozis skorlamasi yapildi.

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

Kontrol grubuna kiyasla tim gruplarda tubuler dilatasyon, hiicre infiltrasyonu ve
tubuler nekroz anlamli olarak belrginlesti (bkz. oklar). H&E boyalarina komsu
resilerde goruldigu Uzere trikromla tespit edilen fibrozis skorlari kontrol grubuna

kiyasla SF, apelin ve ala-apelin anlamli olarak yukseldi.
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interstisyel fibrozisin bir baska belirteci olarak a-SMA aktivitesini inceledigimizde
kontrol grubunda aktivite izlemezken (0.0 £ 0.0), SF grubunda bu skorun 2.2 + 0.2
yukseldigini (p<0.001) gorduk. Apelin tedavisi ile bu skor 1.5 £ 0.2 olmak Uzere
anlamli olarak geriledi (p<0.05). Benzer sekilde ala-apelin tedavisi ile de bu skor

(1.1 £ 0.1) anlamh olarak geriledi (p<0.05) (Resim 4, Sekil 10).

3
=3 sF
*
Z2A Apelin (50 ug/k
- -- pelin (50 ng/kg)
= XX Ala-apelin (75 ug/kg)
o 21 t
X
7)
<
=
? 14
3
o
Kontrol Uuo

Sekil 10: Calisma gruplarinda a-SMA ekspresyonu
*p<0.001 vs kontrol grubu, Tt p<0.05 vs SF grubu, £ p<0.05 vs SF grubu
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Resim 4: Calisma gruplarinda bdbrek dokusunda UUO gercgeklestirildikten 7
gun sonra a-SMA skoru.

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

Kontrol grubunda sadece damar duvarinda a-SMA aktivitesi izlenirken, SF
grubunda a-SMA aktivitesi anlaml olarak azaldi. a-SMA aktivitesi apelin ve
ala-apelin gruplarinda ise control grubuna kiyasla artmakla birlikte SF

grubuna kiyasla anlamli olarak azalma gosterdi.
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TARTISMA ve SONUCLAR

UUO modelinde kisa surede fibrozis gelisir. Bu nedenle bu model fibrozis
mekanizmalarini ve fibrozis tedavisinde kullanilabilecek ajanlarin etkinligini kisa
surede degerlendirebilmek icin siklikla kullanilan bir modeldir. Calismamizda
apelin sisteminin renal fibrozis gelisimindeki rolind UUO modelinde apelin ve APJ
reseptdor  antagonisti ala-apelin kullanarak inceledik. Sonuglarimizi
degerlendirdigimizde apelin uygulanmasinin bobrek dokusuna T Ilenfosit
infiltrasyonunu baskiladigini, ala-apelin uygulanmasi ile bu etkinin ortadan
kalktigini, dokuyu infiltre eden lenfosit alt grubunun ise CD4" T hicreleri oldugunu
ve yine ala-apelin uygulanmasi ile CD4" hiicre infiltrasyonunun tekrar arttigini
gosterdik. a-SMA aktivitesi ise gerek apelin ve gerekse de ala-apelin uygulanmasi
ile baskilanirken trikrom boyamasi ile tespit ettigimiz fibrozis derecesinde herhangi
bir degisim izlemedik.

Calismamizda nétrofil ve makrofajlarin dokulara infiltrasyonunu gosteren bir
parametre olarak MPO aktivitesinin gruplar arasinda farklilik géstermedigini tespit
ettik. Bu bulgumuz literatur bulgusu ile uyum gostermemektedir. Demirbilek ve ark.
yaptiklari c¢aligmalarinda UUQO uygulayip salin verdikleri gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla MPO aktivitesinin arttigini gostermiglerdir (89). Yine bu grup
sulfasalazine uyguladiklari c¢alismalarinda fibroziste baskilanma ve MPO
aktivitesinde azalma ile birlikte lenfosit ve makrofaj hicre infiltrasyonunda da
azalma rapor etmiglerdir. Calismamizda gerek apelin gereksede ala-apelin ile
MPO aktivitesinde azalma olmamasi her iki molekulin de parankimi infiltre eden
noétrofil ve makrofaj sayisini baskilayamadigini dusundirmektedir.

UUO modelinde idrarin geri dogru akisi ve artmis intrarenal basing
bdbreklerde iskeminin de gelismesine neden olur. iskemik tablonun devami ile
oksidatif fosforilasyon azalir ve ATP Uretimi azalir, ROS Uretimi artar (768). UUO
sirasinda katalaz, glutatyon peroksidaz ve superoksid dismutaz gibi oksidatif stresi
bertaraf eden enzimler tlbul epitel hicrelerinde baskilandigindan oksidatif hasar
daha belirgin hale gelir (169). Calismamizda oksidatif stres belirteci olarak bir lipid
peroksidasyon urunu olan MDA duzeylerini kullandik ve apelin ve ala-apelin
tedavileri ile MDA dizeylerinde dizelme izlemedik. Buna karsin apelinin oksidatif
stresi azalttigi bildiriimektedir (754). Bulgularimizin aksine Zeng ve ark. kardiyak
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iskemi reperfUzyon hasari modelinde apelin uygulanmasi ile anti-oksidan
enzimlerin indUklendigini gostermislerdir (7170). Day ve ark. ise diyabetik nefropati
modelinde apelin uygulanmasi ile baskilanmig olan katalaz enzim ekspresyonunun
duzeldigini gostermislerdir (1717).

Calismamizda UUO olugturulmasi ile (SF grubu) mononukleer hucre
infiltrasyonunda literatirle uyumlu olarak artis saptadik (5). Flow sitometrik
analizde gerek SF grubunda gerekse de apelin ve ala-apelin gruplarinda CD3"
hicre infiltrasyonunun arttigi gézlendi. Apelin grubunda SF grubuna kiyasla CD3"
hicre infiltrasyonu bir miktar azalsa da bu azalma anlaml degildi ve bu azalma
ala-apelin uygulamasi ile SF grubuna kiyasla anlamli bir artisa donustd. Bu
bulgular apelinin dokulara olan T lenfosit hicre infiltrasyonunu baskilayamadigini
ancak ala-apelin uygulamasi ile artan hicre infiltrasyonu apelinin UUO modelinde
yine de mononukleer hucre infiltrasyonunu kismen de olsa baskilayabilecegini
dusundurmektedir.

Calismamizda apelin tedavisi ile CD4" hicre infiltrasyonu azalmis ve bu
azalma ala-apelin tedavisi ile tersine donmustir. Tapmeier ve ark. yaptiklari
calismalarinda CD4" hiicre deplesyonu ile obstrikte bobrekte fibrozis
gelismedigini gostermislerdir (82). Son yillarda yapilan ¢alismalarla apelinin anti-
inflamatuar etkileri oldugu gosterilmektedir. Hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir
calismada apelin seviyeleri ile IL-6, TNF-a ve hsCRP seviyeleri arasinda ters
oranti bulunmustur (772). Shah ve ark. fare monosit ve makrofajlarinda APJ
eksprese edildigini gdstermiglerdir. Ozellikle makrofajlarin  aktive edildigi
durumlarda APJ ekspresyonunun arttigi ve bu makrofajlara apelin ile inktbe
edildiklerinde TNF-a, MCP-1, IL-6, MIP-1 ekspresyonunun baskilandigi
gosterilmigtir (173). Bir baska ¢alismada da aort anevrizma modeli kullaniimis ve
apelin inflzyonu ile inflamatuar cevap baskilanmigs ve anevrizma geligimi
Onlenmistir (756). Biz ise c¢alismamizda makrofaj infiltrasyon skorumuzu
belirlemedik. Bu sitokinlerin baskilanmasi c¢alismamizda buldugumuz bdbrek
dokusunu infiltre eden yardimci-T hilcre sayisindaki azalma ile uyumlu olabilir.
Calismamizda yardimci T hucrelerinin sayilarinin azalmasi ile inflamasyonun
baskilanmasini bekleyebilirdik. Ancak calismamizda hdcre infiltrasyonu disinda
inflamasyonu tespit etmek amaciyla TNF-a, IL-1B8, IL-6 gibi sitokinlerin
ekspresyonuna bakamadik. Beklentilerin aksine c¢alismamizda fibrozisi
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baskilanmis olarak tespit edemedik. Bu durum ise apelinin anti-inflamatuar
etkilerinin endotel ve duz kas hucrelerinde gosterilememesi ile agiklanabilir (174).

Calismamizda SF grubunda kontrol grubuna kiyasla apoptozi skoru
artmigtir. Bu bulgu literatar bulgulari ile uyumludur (37, 175). Apelin ve ala-apelin
uygulamalari ise apoptozis skorunu galismamizda azaltmamistir. Tao ve ve ark.
kardiyak iskemi reperfizyon hasari modelinde apelin ugulanmasi ile apoptozisin
baskilandigini gostermiglerdir (776). Buna karsin hepatik fibrozis modelinde ala-
apelin uygulanmasinin apoptotik hlcre sayisini ve kaspaz-3 ekspresyonu
baskiladigi rapor edilmigtir (758). Calismamizda sitokin seviyelerini henuz
dlcemedik. Ancak calismamizda CD4" lenfositler azalmistir. CD4" hiicrelerin
Ozellikle Th1 alt grubu IL-6, TNF-a gibi ‘proinflamatuar’ sitokinlerin salgilanmasini
arttirirlar. Bu molekullerden TNF-a ve makrofajlardan salgilanan TGF-B1 gibi
sitokinler apoptozis indukleyicileridir (777). Calismamizda bu molekullerin azalip
azalmadiklarini bilmiyoruz. Bu nedenle her ne kadar T hucre ve Ozellikle de
yardimci T-hucre infiltrasyonu apelin tedavisi ile azalsa da inflamatuar yanit
dzellikle sitotoksik T hiicreleri (CD8" hiicreler) lizerinden devam ediyor olabilir. Bu
nedenle apoptosis skorunda olabilecek kismi baskilanma c¢alismamizda
gerceklesmemis olabilir. Ayrica 6nemli apoptosis indukleyicilerinden ROS’de
calismamizda azalmadi. Bu faktdorde c¢alismamizda apelin ve ala-apelin
gruplarinda apoptozisi tetiklemeye devam etmis olabilir (17).

Calismamizda a-SMA aktivitesi gerek apelin gerekse de ala-apelin alan
gruplarda anlamli olarak azalmistir. Ancak bu bulgunun aksine fibrozis gelismi
baskilanmamistir. Fibroblastlar aktive olduktan sonra kollajen, laminin, finbronektin
ve TGF-B1 uretirler (178). Bu molekullerden TGF- B1 fibroblast aktivasyonunda
direk rol alir ve a-SMA ekspresyonunda artisa neden olur. Renal iskemiden
yaklagik 45 dakika sonra mezangial hucrelerde a-SMA aktivitesi ve bu belirteci
tasiyan hucreelrin proliferasyonu artarken diger modellerde a-SMA fibroblast
gogund inhibe etmektedir (179). Literatirde a-SMA ekspresyonunda artigla fibrozis
arasinda bir birliktelik s6z konusudur (5, 74). Buna kargin Takeji ve ark. ise a-SMA
tasimayan farelerde fibrozisin daha fazla oldugunu rapor etmiglerdir. Bu farelerden
elde edilen fibroblastlar kultur ortaminda a-SMA tasiyan farelerden elde edilen
fibroblastlardan daha fazla tip-l prokollajen sentezlemiglerdir. Yine a-SMA
tasimayan fibroblastlarin hareketleri de daha fazla olmustur (780). Yine bu
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calismada a-SMA ekspresyonu adenovirus transfeksiyonu ile saglandiginda
fibrozis  gerilemistir.  Dolayisi ile c¢alismamizda buldugumuz  a-SMA
ekspresyonundaki azalma ile fibrozis arasinda bir ilgkinin olmamasi literatur ile
uyumlu olabilir.

Caligmamizda obstruktif bobrekte trikrom boyasi ile belirledigimiz
interstisyel fibrozis artarken tubuller atrofi skoru artig gosterdi. Miyajima ve ark.
calismasinda ise 13. Gunde siganlar sakrifiye edildiklerinde interstisyel fibrozisle
birlikte tibuler atrofi de belirginlesmistir (24). Calismamizda apelin ve ala-apelin
alan gruplarda trikrom ile belirlenen interstisyel fibrozis skoru SF ile tedavi edilen
gruptan farklihk gostermemistir. Apelinin ve ala-apelinin renal fibrozis Gzerine
etkileri gerek glomerilonefrit gerekse de UUO modellerinde galisiimamistir. Ancak
diyabetik nefropati modelinde apelin uygulanmasi ile diyabetik nefropatinin
ilerlemesi  onlenmistir (777). Bu modelde glomeriler hipertrofi, monosit
kemoatraktan protein-1, vaskuler adhezyon molekul,1, NF-KB aktivasyonu,
monosit infiltarsyonu gibi inflamasyon parametreleri baskilanmistir. Alti aylik tedavi
sonunda da proteinlri azalmis ve katalaz enzim aktivitesindeki baskilanma (down
regulasyon) geri cevirilmigtir. Buna karsin karbon tetra klorurle olugturulan
karaciger fibrozis modelinde ise ala-apelin (F13A) kullanilarak fibrozis Uzerine
etkileri incelenmistir. F13A tedavisi ile fibrozis gelisimi anlamh olarak
baskilanmistir. Fibrozis Uzerine olumlu etkiler olusurken karacigeri infiltre eden
CD68" makrofaj hiicre sayisi, apoptotik hiicre sayisi azalmis ve caspase-3
ekspresyonu da baskilanmistir (71568). Diger taraftan ala-apelin uygulanmasinin da
fibrozisi 6nledigine dair yayinlar da bulunmaktadir. Reichenbach ve ark. yaptigi
calismada ala-apelin tedavisi ile karaciger dokusunda makrofaj infiltrasyonu
baskilanmistir (158).

APJ reseptoru ile AT-1 reseptoru arasindaki homoloji oOzelligi AT-1
reseptori blokajinin apelin tarafindan APJ reseptoru Uzerinden saglanmasinin
Ang Il etkilerini ortadan kaldirdigi bilinmektedir (787). Nitekim bir calismada apelin
kullanimi ile Ang Il tarafindan induklenen kardiyak fibrozis onlenmistir (782). Bu
bilgilere paralel olarak Nishida ve ark. apelin sisteminin etkisini UUO modelinde
indirek olarak incelemiglerdir ve literatirdeki tek calisma da budur. Ancak bu
calismada apelin sisteminin UUO modelindeki fibrozis zerine etkileri indirek olarak
incelenmigtir  (7181). Bu c¢alismada UUO uygulanmasi ile apelin gen
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ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Yine bu ¢alismada bir gruba AT-1 reseptor
antagonisti losartan verildiginde fibrozis gelisimin 6nlendigi goriimus. Bir bagka
grupta ise losartan ve F13A (ala-apelin) birlikte kullanildi§i zaman fibrozis tekrar
artmistir. Bu c¢alismada losartanla birlikte ala-apelin verildiginde Akt/eNOS
yolaginin baskilanmasi sonucu e-NOS ve Akt proetin ekspresyonu bobrek
dokusunda baskilanmis ve makrofaj infiltrasyonu da artmistir (787). Bu bulgu
indirek olarak apelinin nitrik oksid sistemi Uzerinden fibrozisi UUO modelinde de
Onleyebilecegdini disundurebilir. Ancak UUO modelinde tek basina apelin veya ala-
apelin verilen bir grubun oldugu bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonug olarak ¢calismamizda apelin verilmesi ile CD3 ve 6zellikle de CD4 T
hicre infiltrasyonunu ile birlikte a-SMA ekpsresyonu azalsa da hem apelin hem de
apelin antagonisti ala-apelin verilmesinin  UUO modelinde renal fibrozisi

onleyemedigi gosterilmigtir.
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