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SIMGE VE KISALTMALAR

: Angiotensin converting enzyme (Anjiyotensin donusttrici enzim)
: Antididretik hormon

: Alanin aminotransferaz

: Anjiyotensin |

: Anjiyotensin I

: Anjiyotensin 2 tip 1 reseptor

: Anjiyotensin 2 tip 2 reseptor

: Aspartat aminotransferaz

: Kemik morfogenetik protein reseptor tip2
: Diyastolik kan basinci

: 11-deoksikortikosteron asetat

: Glutathione (Glutatyon)

: Low density lipoprotein (DUsuk dansiteli lipoprotein)
: NG-nitro-L-arjinin

: NG-nitro-L-arjinin metil ester

: Nw-monometil-L-arjinin,

: N-iminoetil-L-ornitin

: malondialdenhit

: Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

- Nitrik oksit

- Nitrik oksit sentaz

: Peroksinitrit



RAAS : Renin anjiyotensin aldosteron sistemi

RNS : Reaktif nitrojen turleri
ROS : Reaktif oksijen tuarleri
SKB : Sistolik kan basinci

TBA : Tiyobarbiturik asit



GIRIS VE AMAG

Kan basinci, damar igerisindeki kanin damar ceperine uygulamis oldugu
basingtir. Kan basincinin duzenlenmesinde kardiyovaskuler, renal, endokrin
sistemler ve sinir sistemi rol oynamaktadir. Kan basincinin uzun zaman yuksek
seyretmesi zaman igerisinde organ hasarina neden olmakta, kalbe, bobreklere, goze
ve kan damarlarina zarar verebilmektedir. Kan basincinin normal degerlerinden
yuksek olmasi ise kronik bir durum olan hipertansiyona neden olmaktadir.
Hipertansiyon, ciddi komplikasyonlara neden olmasi ve toplumda sik gorulmesi
nedeniyle énemli bir halk sagligi sorunudur. Kan basinci periferik ve merkezi néral
mekanizmalar ile birlikte vaskuler faktorler, kisa ve uzun vadeli kontroller olmak lizere
bircok parametrenin birlikte ¢alismasiyla duzenlenmektedir. Sivi-elektrolit dengesinin
ve kan basincinin kontrolinde bdbregdin dnemli bir rolG vardir. Bu nedenle bdbrek
fonksiyon bozuklugu vicutta su ve sodyum tutulmasina, renin anjiyotensin aldosteron
sisteminde dengesizliklere yol agmakta ve bu da hipertansiyona sebep olmaktadir (1,
2).

Aldosteron adrenal korteksten salgilanan 6nemli bir mineralokortikoiddir,
sodyum ve su emilimini arttirarak sistemik kan basincinin dizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. insanlarda bu hormunun asiri salinimi hipertansiyona, konjestif
kalp yetmezligine ve fibrozise neden olmaktadir. AntidiGretik hormon (ADH),
arkahipofiz bezinden salgilanan, bdbrek distal tubul ve toplayici kanallarda sodyum
geri emiliminin duzenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. ADH’ In yarilanma
omrunun kisa olmasi nedeniyle serumdaki konsantrasyonu sabit degildir. Kopeptin

arka hipofiz bezinden ADH ile birlikte salinan ve ADH’In serum konsantrasyonunun
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belirlenmesinde 6nemli rol oynayan bir biyobelirtectir (3-6). Hipertansiyon
arastirmalarinda sican modelleri ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
arastirmalarda en ¢ok tercih edilen model nitrik oksit sentaz (NOS) inhibisyonu ile
olusturulan modeldir. Nitrik oksit (NO), endotelyal NOS (eNOS) tarafindan L-
arjininden sentezlenir ve damar basincinin azalmasini saglayarak kan basincinin
dizenlenmesinde aracilik eder. NOS enziminin kronik olarak inhibe edilmesiyle
vaskuler direncin arttigi ve sistemik hipertansiyon olustugu bildiriimektedir.
Siganlarda hipertansiyon gelistirmek icin NG-nitro-L-Arjinin (L-NNA) ve NG-nitro-L-
arjinin metil ester (L-NAME) gibi NOS aktivitesini inhibe eden ajanlar yaygin olarak
kullaniimaktadir (7-9).

Likopenin a ve B karotenden daha gug¢liu bir antioksidan oldugu, retinol, a-
tokoferol ve karotenoidlerin yaptigi gibi oksijen radikallerini yok ederek antioksidan
Ozelligi gosterdigi, sebze ve meyvelerde dogal olarak bulundugu rapor edilmektedir.
Likopenin oksidatif hasarlarda, doku iyilesmesi ve korunmasina katkida bulundugunu
gOsteren calismalar bulunmaktadir (10-12) Domates ve domates Urlnleri ile vicuda
alinan likopenin, islenmis domates (Urlnlerinde, ¢i§J domatese gbre biyo-
yararlaniminin daha yuksek oldugu ve oksidatif stresi azalttigi gosterilmigtir.
Likopenin hem prostat kanseri insidansini, kardiyovaskuler hastalik risklerini hem de
mide, kolon, gogus ve serviks kanseri risklerini azalttigi bildiriimektedir, hipertansiyon
uzerindeki etkilerini gosteren herhangi bir calismaya rastlaniimamistir (13).
Calismamizda L-NAME ile olusturulan deneysel hipertansiyon modelinde, likopen
tedavisinin kan basinci, bobrek fonksiyonlari ve bdbrek hasari tGzerinde tedavi edici
etkileri ile antidiuretik hormonun bir belirteci olan kopeptin, anjiyotensin 2 ve

aldosteron duzeyleri Uzerindeki olasi etkilerini aragtirmayir amacladik.



GENEL BILGILER

HIPERTANSIYON

Hipertansiyonun Tanimi ve Siniflandiriimasi

Hipertansiyon, dinya ¢apinda yetiskin nufusunun yaklasik %25’ini etkileyen ve
prevalansinin 2025 yilina kadar %60 oraninda artacagi tahmin edilen énemli bir halk
saghg! problemidir (14, 15). Kan basinci, kanin damar g¢eperine uygulamis oldugu
basing olup, periferik arteryel diren¢ ve kardiyak atim garpimi olarak tanimlanir. Kan
basincinin normal sinirlarin Uzerinde seyretmesi ya da kalp, beyin, bobrek ve g6z
gibi hedef organlarda hasar riskini artiracak sekilde yukselmesine ise hipertansiyon
denir (1, 16). Kan basinci genellikle sistolik ve diyastolik basing olmak Uzere iki
bilesenden olusur. Sistolik basing; kanin kalp kasildigi anda damar ¢eperine
uyguladigi basingtir, yasla birlikte artis gosterir. Diyastolik basing ise, bir sonraki
kasilmadan énce gevseme esnasindaki basinctir (17). insanlarda optimal degerler
SKB/DKB igin 120/80 mm Hg kabul edilmesine ragmen normal degerler 130/85 mm
Hg'dir. Erigkinlerde kan basinci degerlerinin siniflandiriimasi icin  ESH-ESC
(European Society of Hypertension - European Society of Cardiology: ESH-ESC)'nin
2013 yilinda yayinladigi klavuzlar yaygin olarak kullaniimaktadir (18).

Sistemik hipertansiyon birgok mekanizmanin neden oldugu heterojen bir
hastaliktir. Bununla birlikte kan basinci yuksekligi temelde primer ve sekonder

hipertansiyon olarak ikiye ayrilir. Hipertansiyon olgularinin yaklasik %95’i primer,



geriye kalan kismi ise nedeni bilinen sekonder (ikincil) hipertansiyon olarak
tanimlanmaktadir. Sekonder hipertansiyon nedenleri arasinda kronik bobrek

yetersizligi blyluk dnem tasimaktadir (19).

Tablo 1. Gilincel Avrupa Hipertansiyon Dernegi-ESC kilavuzu’na gore

hipertansiyon siniflamasi (19).

Sistolik (mm Hg) Diyastolik (mm Hg)
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Yuiksek Normal 130-139 85-89
Evre 1 Hipertansiyon 140-159 90-99
Evre 2 Hipertansiyon 160-179 100-109
Evre 3 Hipertansiyon > 180 =110
Izole Sistolik Hipertansiyon > 140 <90

Hipertansiyonun Epidemiyolojisi

Hipertansiyonun kardiyovaskuler hastalik i¢cin 6nemli bir risk faktoru oldugu,
topluma agir ekonomik yuk olusturdugu dusunulmektedir. Dinyada yayginlhiginin
yuksek olmasi, kardiyovaskuler morbidite ve mortalitenin neredeyse yarisini
olusturmasi sebebiyle halk saghgi icin buyuk bir sorundur. 2010 yilinda yapilan bir
arastirmaya gore Cin’deki 6lumlerin yaklasik 2 milyonu hipertansiyon kaynaklidir, bu
da toplam mortalitenin %25'’ini kapsamaktadir (20). Nayu lkeda ve arkadaslarinin
2013 yiiinda 35-49 yas araligindaki bireylerde yaptiklari calismada, hipertansiyon
prevalansinin dusuk gelirli Glkelerde (Azerbeycan, Bangledes, Ukrayna vs.) ortalama
%20.7, orta gelirli ulkelerde (Misir, Tayland, Turkiye vs.) %15.71 ve yuksek gelirli
Ulkelerde (ingiltere, Aimanya, Japonya vs.) %18.72 oldugu tespit edilmistir (21).

Hipertansiyon ulkemizde Saglk Bakanhgrnin 2012 yili verilerine bakildiginda,
15 yas ve Uzeri bireylerde %13.2 oraniyla ilk sirada yer almaktadir (22). Ulkemizde
yapilan bir diger ¢alismada ise 2003-2004 yillari arasinda Turkiye'de 7 bdlge ve 26
ilde, 18 yas Uzeri 4910 Kkisi ile yapilmis olup, hipertansiyon prevalansi %31.8
bulunmustur. Bu ¢alismada hipertansiyon prevalansi kadinlarda %36.1, erkeklerde

%27.7 olarak belirlenmigtir.  Hipertansif bireylerin  %40,7’si  hastaliklarinin
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farkindayken, hastalarin sadece %31,1’inin anti-hipertansif tedavi gordugu, tedavi
goOrenlerin ise sadece %20,7’sinde kan basincinin kontrol altinda oldugu tespit
edilmistir (23). Dlnya genelinde sistolik kan basinci degisiklikleri tlkelere gore sekil 1

ve 2’'de gosterilmistir.

Sistolik Kan Basinci Ortalamasi (mm Hg) .
| <120 1

I 120-1249
B 125-129.9

2130

1 Uygulanamaz

| Veri mevcut degil

Sekil 1. 2014 yili diinya ¢capinda 18 yas ve lzeri kadinlarda sistolik kan basinci

ortalamasi (24).

Hipertansiyon Fizyopatolojisi

Hipertansiyon en erken kaydedilen tibbi durumlardan biridir; modern tarihin
gidisatini sekillendiren ve miyokard enfarktusul, inme ve kalp yetmezligi gibi meydana
getirdigi hastaliklar nedeniyle de Onde gelen kuresel 6lum nedenidir. Yapilan
arastirmalara ragmen, hipertansiyonun etiyolojisi hala belirsizdir; ancak vakalarin
yaklasik %5'inin tanimlanabilir bir nedeni vardir. Kisinin kan basinci, kalp ve kan
damarlarinin  karmasik etkilesimine baghdir ve bu iligkinin anlagiimasi,
hipertansiyonun patofizyolojisini anlamak igin yeterlidir (25). Arteriyel kan basincinin
temel belirleyicileri fiziksel ve fizyolojik etkenler olarak ikiye ayrilir. Fiziksel etkenler
kanin akiskanliginin mekanik o6zellikleri ile iligkiliyken, fizyolojik etkenler canl
bireylerin kardiyovaskuler sistemlerinin nitelikleriyle iligkilidir. Arteriyel sistem statik,
elastik bir sistem oldugu igin temel kabul edilen fizyolojik faktorler, kardiyak debi (kalp

hizi x atim hacmine esittir) ve periferik direngtir (26). Kardiyak debi ve periferik direng
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Sekil 2. 2014 yili diinya ¢gapinda 18 yas ve uzeri erkeklerde sistolik kan basinci

ortalamasi (24).

arasindaki dengesizlik yuksek kan basinci tablosuna yol ag¢maktadir (27).
Hipertansiyon hastalarinda, periferik damar direnci artarak etkisini tim damar
yataklarinda gosterir. Kalp hizi yukselmigtir, ancak kardiyak indeks ve atim hacmi
normal ya da disuktir (25).

Hipertansiyon tek basina bir hastalik degil, bircok nedeni olabilen bir
sendromdur. Pek c¢ok durumda nedeni bulunamaz ve primer (esansiyel)
hipertansiyon adi altinda toplanir (28). Hipertansiyon gérilme orani yasa bagh olarak
artmakta; obezite, besin alimi, fiziksel aktivite ve diyabet gibi faktorlerle de iligkili

oldugu one surulmektedir (29).

Genetik Hipertansiyonda Baslica Rol Oynayan Faktorler

Kan basincinin  genetik gecigli olup olmadigi aile c¢aligmalariyla
belirlenmektedir. Bu galismalarin en degerli olanlari tek yumurta ikizleri ve evlat
edinilen gocuklardan elde edilmektedir. Evlat edinilen gocuklar gevresel etkiyi, tek
yumurta ikizleri ise genetik etkiyi arastirmak igin uygun denekleri olusturmaktadirlar.
Yapilan bu arastirmalar bazi genetik anormalliklerin hastaligin patogenezinde roli
oldugunu gostermektedir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda ebeveynlerden Dbiri
hipertansif ise, cocuklarinda gorilme olasihgr iki kat artmakta, evlat edinilen

cocuklarda ise olgularin %20-30’unda genetik yatkinlik oldugu belirlenmistir (30).
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Ailesel hipertansiyon hastalarinda, Gzerinde en ¢ok calisilan genlerden biri,
transforming growth faktor reseptor ailesinden olan “bone morphogenetic protein
receptor type 1I” (BMPR Ilydir. Bu gende mutasyonlar ailesel hipertansiyon
hastalarinin %70’inde gértulmektedir. Bone morphogenetic proteinlerin islevi kemik ve
kikirdak doku buyumesinin kontroludur (31). Bu genlere ek olarak anjiyotensinojen
geni, anjiotensin donusturacu enzim (ACE) geni, kromogranin A gen mutasyonlari,
sodyum kanallarinda meydana gelen mutasyonlar ve a-adducin geni gibi birgok
gendeki polimorfizmlerin hipertansiyonda rol oynadigini gdsteren calismalar
mevcuttur (32, 33).

insanlarda hipertansiyon ile iligkili olabilecek diger fizyopatolojik durumlar tablo
2'de verilmigtir. Bogmaca toksini duyarli G proteini geninde mutasyon ve 8 nolu
kromozomda olasi mutasyon, lipoprotein lipaz geninin komsulugunda olasi bir lokus
Ozellikle sistolik kan basinci ile iligkili gozikmektedir (34).

Hipertansiyonun monogenik ve poligenik formlari bulunmaktadir. monogenik
formlarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan nokta mutasyonlar, kan basincini
duzenleyen sistem genlerinde meydana geldiginde hipertansiyona neden olmaktadir,
bu form nadir gorulmektedir. Polimorfik formlarin ortaya ¢ikmasinda ¢ok sayida gen
bulunmaktadir. Gorulme sikligi ¢ok daha fazla oldugu dusunulen poligenik formda,
bircok sorun grubu ayni hastada gorulebilmektedir. Bunlar, tuza duyarl
hipertansiyon, idrarda artan kortizol, eritrosit membranindaki iyon transport
bozukluklari, barorefleks duyarliligi, asiri sempatik sinir sistemi aktivasyonu, renin
anjiyotensin sistem bozukluklari gibi birgok degisik sorun olarak siralanabilmektedir
(35, 36).

Cevresel Faktorler

Beslenme aliskanliklari, fiziksel aktivite ve alkol tiketimi de dahil olmak Uzere
cesitli cevresel kosullar kan basincini etkilemektedir. Birgok gida hipertansiyon ile
iliskilendirilmistir (37, 38). Asin kilolu hipertansiyonlu olan hastalarda beslenme
bozukluklari, sodyumu fazla, potasyum, kalsiyum, magnezyum, protein (6zellikle
sebzelerden), lif ve balk yaglarini yetersiz tUketmeleri sonucu kaynaklandigi
sdylenebilir. Epidemiyolojik ¢alismalarin birgogu, vicut kitle indeksi ile kan basinci

arasinda dogrudan iligki oldugunu kanitlamislardir (39-42).



Tablo 2. Genetik hipertansiyon sebebleri (43).

Kalitsal Hastalik Patogenez

Aldosteronizm Aldosteron artar

Adrenal Hiperplazi IV 11-beta hidroksilaz eksikligi
Adrenal Hiperplazi V 17-alfa hidroksilaz eksikligi
Alport sendromu Renal yetmezlik

Amiloidoz tip VIII Nefropati

Bartter Sendromu Hiperaldosteronizm

Fabry hastaligi Renal arterioler stenoz

Liddle sendromu Epiteliyal sodyum kanal bozuklugu
Ailesel feokromasitoma Polikistik Katekolamin artar

Bobrek hastaligi Renin artigi, renal yetmezlik
Psodohipoaldosteronizm Aldosteron reseptor eksikligi
Paragangliyoma Katekolamin artar

Arteriyel fibromuskuler displazi Renal arter stenozu, renin artar

Fiziksel aktivite ile kan basinci arasinda ters bir iligki vardir, kademeli egzersiz
testleri ile objektif olarak Olgllen fiziksel uygunluk, yasla birlikte kan basincinin
yukselmesine engel olarak hipertansiyon gelisimini dnlemektedir. Yaslari 20-90
arasinda degisen erkeklerde yapilan bir kohort galismada, denekler 3-28 yil arasinda
takip edilmis, daha yuksek fiziksel aktivite ile sistolik kan basincinda dusis ve

hipertansiyon gelisme suresinde ertelenme gozlemlenmistir (44).

HIPERTANSIYON GELIiSIMINDE BOBREKLERIN ROLU

Renin- Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi

Renin-Anjiyotensin-Aldosteron sistemi (RAAS) kan basincini dizenleyen
mekanizmalardan biridir. RAAS, sodyum-su dengesi ve periferik kan damarlarindaki
vaskuler direng Uzerindeki etkileri ile, kan basincini duzenleyerek hemodinamik
dengeyi saglamaktadir. RAAS’In devreye girebilmesi icin, kan kaybi ya da
dehidrasyon, ventrikullerin zayif pompalama yapmasi gibi kan hacminde azalmaya
neden olabilecek degisikliklerin meydana gelmesi gerekmektedir (45, 46). Renin

protein yapisinda bir enzimdir, arter basinci dustugunde bdbreklerden salinmaktadir.
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Renin daha sonra pek c¢ok yolla arter basincinin artisina neden olmakta ve

baslangictaki basing dusuklugunun duzeltimesine yardimci olmaktadir (Sekil 3) (47).

gb KanBasna |
Kan Hacmi |
| !

Sodyum Klorur

/ (makula densa)
Anjiyotensinojen /

|

Anjiyotensin | Aldosteron

~
W >
Anjiyotensin |l =) - /

Sekil 3. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sisteminin hemodinamik kontrol

mekanizmasi Clin Sci 2017°den uyarlanmistir (47).

Reninin inaktif formu olan prorenin bobreklerin jukstaglomertler hicrelerinden
sentezlenmekte ve burada depo edilmektedir. Bu hicreler, glomertllerin hemen
proksimalindeki aferent arteriyollerin duvarinda bulunan farklilasmis duz kas
hacreleridir. Arter basinci dustugunde, Jukstaglomertler hicrelerden birgok prorenin
molekull pargcalanmakta, renin olarak salinmaktadir. Renin dnce bdbrek, sonrasinda
sistemik dolasima gecmektedir. Bu enzim anjiyotensinojeni, anjiyotensin | (Ang I)’e
donustirmektedir, bu reaksiyon 30-60 dk arasinda renin dolasimda kaldi§i sure
boyunca devam etmektedir. Ang | hafif dizeyde vazokonstriktér olmasindan dolayi
tek basina etkili degildir. Ang |, olusumundan birka¢ saniye sonra iki amino asidini
kaybederek anjiyotensin Il (Ang Il) 'ye donusur, bu durum anjiyotensin donusturtcu
enzim (ACE) tarafindan katalizienmektedir. Bu reaksiyon buylk oranda kanin
akcigerlerden gectigi sirada buradaki damar endotellerinden salinan ACE ile

olmaktadir (48). Ang II'nin iki tip reseptdra vardir bunlar; AT1 ve AT2’dir. Ang II'nin
9



etkilerinin gogu AT1 Uzerinden gerceklesmektedir. Bunlar, periferik damarlarda
vazokonstriksiyon, aldosteron sentez ve salgilanmasi, renal tubullerden sodyum geri
emiliminin sempatik sinir sistem tarafindan aktivasyonu ve antiditretik hormon (ADH)
saliniminin uyarilmasidir (49). Bu sistemdeki bir veya daha fazla efektériin bozulmasi
kan basinci kontrolinde olumsuzluklara ve genellikle hipertansiyona neden
olmaktadir (50).

Poiseuille yasasina gore kan hacmi, damar genigligi ve kalbin pompalama
fonksiyonu, fizyolojik karsilikli etkilesim ile ¢alismaktadir. Bu 3 parametre fizyolojik
olarak dengede oldugu surece, kardiyovaskuler sistem i¢c dengede kalmaktadir (51).
RAAS'In anahtar hormonu Ang IlI, damar genisliginin dizenlenmesi ve sodyum/su
geri emiliminde basroli oynamaktadir. Ang II'nin gorevleri siralandiginda; ilk olarak
vaskuler duz kas hucrelerini uyararak arteriyolleri daraltarak, dolayli olarak, santral
sempatik uyariyla norepinefrin aracili vazokonstriksiyonu ve periferal norepinefrin
salinimina yardimci olmaktadir. Proksimal tubulde, epitelyal hicrelerin luminal ve
basolateral membranlarindan sodyum gecisine yardimci olmaktadir. Ang Il zona
glomerulozadaki adrenal kortikal hucrelerden aldosteron salinimini uyarmaktadir.
Aldosteron toplayici kanalin baglangi¢c kisminda ve geg¢ distal tubuldeki sodyum geri
emilimine aracilik etmektedir. Ayrica Ang Il, susamayi ve antidiuretik hormon (ADH)
salinimini uyarmaktadir. Son olarak, AT1 reseptor araciligiyla jukstaglomeriler
hicrelerden renin salinimina negatif geri bildirimine etki ederek, sekresyonu
engellemektedir (51, 52).

Antidiuretik Hormon

Vazopressin olarak da bilinen antidiGretik hormon, su ve elektrolit
homeostazisi icin onemlidir. ADH reseptorleri hucre igi sinyal yolaklarina gore V1 ve
V2 olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Antiditretik etkileri distal tubulde bulunan V2
reseptorleri ile olmaktadir (53-56). Toplayici kanal ve tubullerdeki ana hucrelerde V2
reseptér aracili aquaporin 2 (AQ2) aktivasyonu ile su geri emiliminin uyarilmasi,
antidiuretik mekanizmanin anahtar rolinu gostermektedir (57).

ADH, hipotalamusta supraoptik ve paraventrikiler cekirdeklerden, plazma
ozmolaritesine bagh olarak sentezlenmektedir. Normal kosullarda plazma ADH’|
insanlarda 0.5-5 pg/ml'lik bir konsantrasyonda bulunmaktadir, bu miktar bobrekte

onemli Olglude su geri emilimini surdirmek icin yeterli olmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
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10 pg/ml ve daha ylksek plazma ADH konsantrasyonlarinin, vaskuler duz kas
hucrelerinde bulunan V1 reseptor araciligiyla vasokonstriksiyona neden olabildigini
gOstermektedir. Yuksek sodyumlu diyetle beslenen siganlarda yapilan galismalar ise
plazma ADH seviyesinin 2-3 kat artis gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde ADH
seviyeleri, tuz kaynakh hipertansiyonun diger hayvan modellerinde de ylksek
bulunmustur (58-61).

DENEYSEL HIPERTANSIYON MODELLERI
Hipertansiyonun patofizyolojisinde bir¢ok etkenin yer almasi hipertansiyon
arastirmalarinda farkli deneysel hayvan modellerinin gelistiriimesine neden olmustur.
Deneysel hayvan modellerinde hipertansiyon gelisimi insandakine goére farkli
patojenez ve karakteristik 6zellikler gdsterebilmektedir. Bu sebeble, deneysel hayvan
calismalarindan elde edilecek bulgulari klinige uyarlayabilmek igin uygun deney
hayvani modelini secmek 6nemlidir. Hipertansiyon modelinde kullanilacak olan ideal
deney hayvaninin, kardiyovaskuler sistem yapisi ve anatomisi ile birlikte
hemodinamik ve fizyolojik &zellikleri acisindan insaninkine benzer 6zellikler
gostermesi gerekmektedir. Secilecek olan deney modeli, insanda gorulen
hipertansiyonun karakteristik 6zelliklerini ve komplikasyonlarini gostermekle birlikte,
kronik stabil hipertansiyon c¢alismalarina izin vermeli, hipertansiyonla ilgili
hemodinamik ve biyokimyasal parametrelerin élgimine olanak saglamalidir (62-66).
Genel olarak hipertansiyon olusturmak icin ideal deneysel hayvan modeli
asagidaki kriterleri tagimalidir:
e Kuguk hayvanlarda uygulanabilir olmali,
e Uygulanan ilacin olasi antihipertansif etkilerini degerlendirmek icin uygun
olmali,
e Uygulama kolay ve tekrarlanabilir olmali,

 Insanlarda gbzlenen hipertansiyon tiirleriyle karsilastirilabilir olmaldir (66).

Renovaskiler Hipertansiyon Modeli

En yaygin olarak kullanilan deneysel hipertansiyon modelidir. Bu modelde
renin anjiyotensin aldosteron sistemi énemli rol oynamaktadir. Goldblatt Yontemi de
denen bu ydntemde renal arterler daraltilarak hipertansiyon olusmasi

saglanmaktadir.Goldblatt yontemi,

11



e 2K-1C modeli (2-bdbrek, 1-klip),

e 1K-1C modeli (1-bdbrek, 1-klip),

e 2K-2C modeli (2-bobrek, 2-klip) olmak Uzere 3 gruba ayrilmistir (67,
68).

Renal Parenkimal Hipertansiyon Modeli

Kbépek, tavsan ve siganlara uygulanan bu hipertansiyon modeli Page ve
Grollman hipertansiyon modeli olmak Uuzere iki gruba ayrimaktadir. Page
hipertansiyon modelinde bobrek dokusunun etrafi selofan bir madde ile sariimaktadir.
Renal hilus etrafi ipek bir sutur ile gevsek bir sekilde baglanmaktadir. Birkag gun
sonra bobrek etrafinda olusan doku reaksiyonu fibrokollajen yapida bir kabuk
olusturmaktadir. Bu kabuk renal parenkimaya basin¢ uygulayarak renal vaskuler
basingta azalma meydana getirmektedir. Boylelikle periferik damar direncinde artis
ve bunun sonucunda da kan basincinda yukselmeye neden olmaktadir (69, 70).
Grollman modelinde de, benzer sekilde bobrek dokusu etrafi bir madde ile sarilarak

olusturulmaktadir (71).

Aort Koarktasyonu ile Olusturulan Hipertansiyon Modeli

Aorta baski yapilarak renal kan akimi azaltilabilmektedir. Koarktasyon, renal
arter ile superiyor mezenterik arter arasinda veya sag arter Uzerinden ve sol arterin
altindaki koarktasyon bdlgesinden uygulanabilmektedir. Sistolik basingtaki artis 2K-
1C modeliyle benzerlik gostermektedir, fakat bu modeli olusturmak icin tek bobrek

icin nefrektomi de yapilmasi gereklidir (69, 72, 73).

Diyet ile Olusturulan Hipertansiyon Modeli

Uzun sureli ve asir miktarlarda tuz, seker ya da yagli besinleri iceren diyetle
beslenme durumlarinda hipertansiyon gelisebildigi gosteren c¢alismalar mevcuttur
(74-76).

Mineralokortikoid ile Olugturulan Hipertansiyon Modeli

Endokrin kaynakli bu yontemde siganlara, aldosteronun oncul molekullu olan
11-deoksikortikosteron asetat (DOCA)In gunlik enjeksiyonlariyla olusturulan bu
yontem, siddetli hipertansiyon ve hipertrofi gelismesi nedeniyle uzun sureli galismalar
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icin uygun degildir. DOCA tuzu, su ve tuz geri emilimini arttirmaktadir. Boylelikle
plazma hacmi artmakta ve kan basinci yukselmektedir. DOCA ayni zamanda

vazopressin saliniminin artmasina neden olmaktadir (77-79).

Glukokortikoidler ile Olusturulan Hipertansiyon Modeli

Bu modelde hipertansiyon olusturmak icin deneklere fazla miktarda
glokokortikoid verilir. Renin anjiyotensin aldosteron sisteminin aktivasyonu ile
hipertansiyon olusur, fakat mineralokortikoidler kadar siddetli bir model degildir (80,
81).

Norojenik Hipertansiyon Modelleri

Bu model psikojenik ve sinoaortik baroreseptoérlerin denervasyonu ile
olusturulan hipertansiyon olmak Uzere iki baghga ayriimaktadir. Psikojenik modelde,
denekler surekli ya da kisa araliklarla strese maruz birakilmaktadir. Genellikle bu
modelde borderline siganlar kullaniimaktadir. Gunlik 20 ya da 120 dakikalik
olusturulan iki haftalik periyotlar sonucu hipertansiyonun gelistigi goértlmektedir (82).
Sinoaortik baroreseptor denervasyonu ile olusturulan modelde ise, karotid sinus
baroreseptorlerinin tam anlamiyla denervasyonu s6z konusudur. Bunun igin gift tarafli
vagotomi ve sonrasinda %5 fenol ve alkol uygulamasi yapiimaktadir. Boylelikle kan
basinci aniden artmis olacaktir. Artan kan basinci iki gtin icinde eski haline donecegi

icin bu model akut hipertansiyon modeli olarak kullaniimaktadir (83).

Anjiyotensin 2 ile Olusturulan Hipertansiyon Modeli

Renin anjiyotensin aldosteron sisteminin bir Grind olan anjiyotensin 2’'nin belirli
periyotlarla deneklere verilmesiyle olusturulan modeldir. Anjiyotensin 2, gugclu bir
vazokonstriktordur. Damar diz kas proliferasyonunu uyarmaktadir. Bu model,
deneklere takilan osmotik mini pompalar ile gunliuk 0,7 mg/kg’lik anjiyotensin 2

salinimi ile 4-8 hafta surede olusturulmaktadir (84, 85).
Kadmiyum ile Olusturulan Hipertansiyon Modeli

Bu model kadminyum kloririn 2 hafta sureyle 1 mg/kg ip uygulamasiyla

olusturulmaktadir. Kadminyum metali parsiyel agonist etki gOstererek, kalsiyumun
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yerine gecmektedir. Boylece damar duz kasi Uzerinde daraltici etki gOstererek

hipertansiyon olusumuna sebep olmaktadir (86).

Kronik Nitrik Oksit inhibisyonu ile Olusturulan Hipertansiyon Modeli

Damar duz kaslari i¢in 6nemli bir vazodilatator olan nitrik oksitin (NO) sentezini
saglayan nitrik oksit sentazin (NOS) inhibisyonu ile olusturulan bir modeldir. NO,
cGMP aracihdi ile hiicrede kalsiyum konsantrasyonunu azaltan kalsiyum pompasini
etkinlestirerek vazodilatasyona neden olmaktadir. NOS enzim inhibitért olarak; Nw-
monometil-L-arjinin  (L-NMMA), Nw-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) ve N-
iminoetil-L-ornitin (L-NI1O) kullaniimaktadir (87). Bu modelle olusturulan hipertansiyon,
periferik damar daralmasina neden olmaktadir, bu durum vaskuller direng ile
karakterizedir. Bu modelle olusan hipertrofi diger modellere kiyasla daha zayif
olmaktadir. L-NAME uygulamasiyla olusan hipertansiyon, artan adrenomeduller
sistem ve renin anjiyotensin aldosteron sistem aktivitesi ile kendini gostermektedir.
Bu hipertansiyon modeli butinuyle dusunuldiginde esansiyel hipertansiyon ile
benzerlik gostermektedir (66, 88, 89).

NiTRIK OKSIT

Nitrik Oksit, endotel kaynakli gevsetici faktor olarak tanimlanir, kan akiminin
ve cesitli reseptorlere olan yanitin olusturuldugu yipratici hasara cevap olarak
endotel htcrelerinden salinir (90). NO, NOS tarafindan oksijen, tetrahidrobiyopterin
ve indirgenmis nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) kofaktorltiginde L-
argininden sentezlenmektedir (91). NOS’'un noéronal (nNNOS), endotelial (eNOS) ve
indUklenebilir (iINOS) olmak Uzere 3 izoformu bulunmaktadir. Kalsiyum bagimli
izoformlar olan eNOS ve nNOS’un, yarilanma omurleri olduk¢a kisadir bu nedenle
dusuk konsantrasyonlarda NO Uretmektedirler. Kalsiyumdan badimsiz olan izoform
INOS, sitokinler, endotoksinler ve hipoksi ile olusan oksidatif stresle
indUklenmektedir. Dolasimdaki NO’nun buyldk bir kismi iINOS tarafindan
uretilmektedir. NO, hicresel dizeyde guanilat siklazi aktive ederek, hilcre ici siklik
monofosfatin artmasi ve bu yolla protein kinaz G’nin aktive edilerek duz kas
hdcrelerinin gevsemesine yol agmaktadir (92, 93).

NO kisa etki suresiyle, gugli bir vazodilatér, trombosit adezyon ve

agregasyonunu inhibe edici ve yuksek penetrasyon ozelligi olan bir gazdir. Damar
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duvarindaki gerilim ve akima bagli mekanik degisliklikler gibi birgok uyarana yanit
olarak endotel hucrelerinden salgilanmaktadir. Boylelikle sistemik kan basinci
regulasyonunda rol oynamaktadir. NO, kan basincini ve organlarin perfiizyonunu
saglayan dengeleyici bir maddedir. Yapilan deneysel c¢alismalarda kan basinci
farmakolojik olarak yukseltildiginde NO udretimi uyariimakta, aksine kan basinci
dusuruldigunde ise baskilanmaktadir (92).

NO, birka¢ inflamatuvar ve anti-inflamatuvar yol ile belirli enzimleri aktive ve
inaktive ederek hiicresel yaniti dizenlemektedir. Ornegin; guanilat siklaz ve
cGMP’nin yaninda, superoksit anyon radikaline baglanarak peroksinitrit (ONOQO")
olusumuna neden olmaktadir. Oksidasyon yoluyla peroksinitrit ise, DNA baz hasarina
ve sonrasinda apoptoza, lipid peroksidasyonuna ve hucre zarinin zarar gérmesine
neden olabilmektedir, ayrica nitrasyon yoluyla protein modifikasyonlarina neden
olabilmektedir (94, 95).

GunUumuzde, azalmis NO biyoyararlaniminin, esansiyel hipertansiyon, inme,
ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, perkitan transluminal koroner anjiyoplasti
sonrasli iskemide agregasyon, iskemi/reperfliizyon hasari ve diger sistemik hastaliklar
gibi bircok kardiyovaskuler bozuklugun patogenezinde ve ilerlemesinde katki

sagladigi bildirilmigtir (96).

OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, biyolojik sistemler igerisinde, antioksidan faktorler arasinda
denge bozucu olarak tanimlanmaktadir. Bu denge bozulmasi, serbest radikallerin
agin uretiimesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum antioksidan sistemlerin yetersiz
kalmasiyla seyretmektedir. Boylelikle serbest oksijen radikalleri hucre icinde artig
gOsterir ve fonksiyonlarin olumsuz etkilenmesine neden olur, bu durumuna oksidatif
stres denilmektedir (97). Reaktif oksijen turleri (ROS) gibi serbest radikaller kararlidir,
fakat eslesmemis bir valans elektronu olan turler son derece reaktif bilesiklerdir. Bir
defa olustuktan sonra ROS, hedef molekilde degisikliJe ve hasara neden olur.
Lipidler, proteinler ve diger biyomolekullerin bulundugu komsu turlerle hizli bir sekilde
tepkime vererek iglevlerini bozmaktadir. Ardindan, ikinci serbest radikali olusturmak
icin eslesmeyen elektrona gegmektedirler. Olusan ikincil serbest radikal, bitisik

turlerle reaksiyon vererek hasar dongusunu surdirmeye devam etmektedir (98).
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Reaktif oksijen turlerinin spesifik 6zelligi eslesmemis serbest elektronlarinin
varhgidir, bunlarin en énemlileri; superoksit (O2), hidroksil (OH), nitrik oksit (NO),
nitrojen dioksit (NOz2), peroksil (ROO), lipid peroksil (LOO) ve alkoksil (RO) radikalleri
olarak siralanabilir. ROS, normal hicresel aerobik metabolizmanin bir yan Grlnu
olarak mitokondride oksidatif fosforilasyon sirasinda olugsmaktadir, cesitli
mekanizmalar tarafindan Uretilebilmektedir. Serbest radikaller genellikle oksijen veya
azot merkezlidirler. Azot merkezli olanlara reaktif nitrojen tarleri (RNS) denilmektedir.
ROS ve RNS’ler radikal olmayan diger reaktif tlrlere kolaylikla donusebilmektedirler.
Genel adiyla oksidanlar olarak isimlendirilen hidrojen peroksit (H202), ozon (O3),
singlet oksijen (1O2), hipokloréz asit (HOCI), nitrik asit (HNO2), peroksinitrit (ONOO"),
dinitrojen trioksit (N203) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest radikaller arasinda yer
almazlar. Bu tlrler patolojik ve fizyolojik durumlarda canlilar tarafindan Gretilmekte ve
canlilarda kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina neden olabilmektedirler (99-102).

Dusuk konsantrasyonlarda ROS ve RNS’nin faydali olduklarindan s6z
edilebilmektedir. Hlcresel yanitlarda fizyolojik bir fonksiyon olarak birgok hticrede Oz
, H202 ve NO Uretilmektedir. Biyoyararlanimlari: fagositoz aracili enfeksiyonlara kargi
savunma, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar ile kanser hucrelerini 6ldirme, sitokrom
p450 ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride ATP Uretimi, hucre
biyUmesi ve dusuk konsantrasyonda mitojenik yanitlara neden olma, nukleer
transkripsiyon faktoér aktivasyonu, hicre igi kalsiyum salinimi, tirozin amino asidinin
fosfatlanma  aktivasyonu, non-reseptor tirozin kinaz aktivasyonu olarak
siralanabilmektedir (103).

Serbest radikallerin lipidlerle reaksiyona girmesi ile sekillenen lipid
peroksidasyonu zararl etkilere yol agabilmektedir. Cok fazla toksik yan Griinin agiga
cilkmasi ve bu Urdnlerin ikincil haberci gibi davranmasi, hicre fonksiyonlarinin
bozulmasina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonunun, hicre membran
aktivitesinde azalma, kalsiyum pompasini bloke etme ve solunum zincirinde elektron
tasima ve ATP Uretimi arasindaki iliskinin zayiflamasini da iceren birgok etkisi oldugu
raporlanmigtir (103). Lipid peroksidasyonu en yaygin olarak bilinen biyolojik serbest
radikal reaksiyonudur. Peroksidasyon drunleri (-eliminasyon reaksiyonu gibi
malondialdehit (MDA) ya da 4-hidroksinonenal dreten farkli reaksiyonlara maruz
kalabilirler (104).
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MDA, lipid peroksitlerin en ¢ok bilinen aldehid formudur. Arasidonik asid
oksijenasyonu ya da yag asitlerinin oksidatif yikimiyla agiga ¢ikmaktadir (105, 106).
Hucre zari iyon gecirgenliklerinde ve enzim aktivitelerinde degisiklige yol acgtigi ve
intrensek membran oOzelliklerini bozdugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur. MDA
dokulardaki lipid hasarinin bir belirteci olarak ve hicresel hasarin derecesini dlgmek
icin kullanilabilmektedir (107, 108).

Oksidatif stresin etkilerinden biri de protein yikimi, birgok savunma
mekanizmasina ragmen aerobik hucresel metabolizmanin dogal bir etkisidir ve
biyomolekullerin oksidasyonuna neden olmaktadir. Stres olustugunda proteinlerdeki
tiyol gruplari oksidasyon gruplarina girmektedir (104). Proteinlerde meydana gelen
oksidatif degisiklikler, yapi ve fonksiyonel farkliliklara neden olmaktadir. Bu protein
artnlerinin birikimi, hlicrede fonksiyonel bozukluk meydana getirdigi gibi, 6lime de
neden olabilmektedir. Birgok hastalik patogenezinde protein modifikasyonlarinin etkili
oldugu bildiriimektedir (109).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

ROS’un meydana gelmesini engellemek, bu maddelerin neden oldugu
hasarlari 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak icin vicutta gorevli savunma
sistemlerine “antioksidan” denilmektedir (110). Antioksidanlar, peroksidasyon
tepkimelerini engelleyerek ya da ROS’lar toparlayarak lipid peroksidasyonuna engel
olmaktadirlar. Ayni zamanda, oksidatif hasarin DNA Uzerindeki etkilerini ve hicre
bélinmesinde meydana gelen kontrolsuz c¢ogalmayl azaltarak kansere karsi
koruyucu rol oynamaktadirlar (111, 112). Literatirde tartismali olarak farkli
antioksidan siniflandirma kriterleri bulunmaktadir. Bunlar enzimatik ve non-enzimatik,
Onleyici ya da onarim sistemleri, endojen ve ekzojen, primer ve sekonder, dogal veya
sentetik olanlar gibi farkli sekillerde siniflandinimiglardir (113). Endojen ve eksojen
antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini surdirmek igin serbest radikalleri
etkisiz hale getirmektedirler (114). Antioksidanlarin endojen ve eksojen olarak
yapilan siniflandiriimlari Tablo 3’'te verilmistir.

Antioksidanlar, serbest radikaller Gzerindeki etkilerini, serbest radikali daha
zayif bir radikale donustlrerek aktivitesini azaltarak yok etme, aktivitesini azaltma

veya inaktif hale donlUstirme; serbest radikale baglanip etkisiz hale getirme ve
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serbest radikallerin meydana getirdikleri hasari onarma olmak Uzere 4 yolla
gerceklestirirler (115-118).

Tablo 3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (110).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Superoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Urik Asit a-lipoik Asit
Glutatyon Redlktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Vitamin Eksojen Antioksidanlar llag Olarak Kullanilan Eksojen
Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri

A-Tokoferol (E Vitamini) (allopuirinol,  oksiplrinol, pterin aldehit,
tungsten)
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
B-Karoten (A Vitamini) anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,

nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik Asit (C Vitamini) Rekombinant stperoksit dismutaz

Folik asit (B9 Vitamini) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx  aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

(mannitol, alblmin)

Demir redoks dongulsu inhibitorleri

(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbittratlar

Demir selatorleri

18




Glutatyon Okaryotik hucrelerde sentezlenen, hucrenin redoks halini
surdirmede, detoksifikasyonunda rol alan, hucre sinyal mekanizmasinda, gen
ekspresyonunda antioksidan olarak islev goéren bir molekuldir (119). Glutatyonun en
onemli iglevi elektrofilik doganin endojen ve egzojen toksinlerini detoksifikasyonunu
saglamak ve ROS ile RNS’lere kargi koruyucu etki gostermektir. Diger iglevleri
arasinda, proteinlerin temel tiyol durumunu korumak, huicre ve organlar arasi transfer
icin sistein depolanmasini saglamak, Ostrojen, I0kotrien ve prostoglandinlerin
metabolizmasina katilmak, bakir ve demir transferi gibi bircok fonksiyonda yer
almaktadir (120).

Glutatyon peroksidaz, hucrede hem sitosol hem de mitokondride
bulunmaktadir. Glutatyon peroksidazlar, ROS ve RNS inaktivasyonlarini
katalizlemektedir. Glutatyon peroksidazlar, hidroksiperoksitleri su ya da alkole
katalizlemektedirler. Bu suregte glutatyon dénemli bir elektron vericisi olarak islev
gormektedir (113, 121).

LIKOPEN

Likopen, tekli-oksijen ve serbest radikalleri temizleyen, ROS’un neden oldugu
DNA hasarini azaltabilen, antikanserojen aktivite gdsteren guglu bir antioksidandir
(122, 123). Bu ozelliklere ek olarak likopenin, noéroprotektif, antiproliferatif ve
hipokolesterolemik bilesik olarak rol oynadigi belirtiimistir (124, 125). Likopen asiklik
CaoHss yapisindadir, bu 11 konjuge ve 2 nonkonjuge ¢ift bagh asiklik, agik zincir Sekil
4’te gosterilmistir (126).

Sekil 4. Likopenin molekiiler yapisi (127).

islenmemis domatese kiyasla domates sosu ve salgasi (33—-68 mg/100 Q)
likopence zengin kaynaklardir. Bunlarin disinda karpuz, greyfurt, kayisi, papatya gibi

meyve, sebzeler ve Urunlerinde de bulunmaktadir. Domates islendiginde likopenin
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kimyasal yapisi sicakliga bagl olarak degisiklik gostermektedir. Bu sekilde sindirimle
absorbsiyonu da kolaylasmaktadir. Genellikle 1s1 ile gidalarin iglenmesi besin
kalitesini dislrmektedir, fakat likopenin biyoyararlihdinin arttigi raporlanmistir. Buna
sebep olarak, 1si ile domates hucrelerinin enzimatik parcalanmasi gosterilmektedir
(128-130).

Likopen, dogada bulunan 600 karotenoidden biridir. Likopen serbest
radikallere karsi koruyucu etkisi ile en yuksek antioksidan aktivite goOsteren
karotenoiddir. insanlarda prostat, akciger ve mide kanserlerinin cesitli tiplerinde
potansiyel koruyucu etkinligi bulunmaktadir. Likopenin ayni zamanda, toksisiteyi,
oksidatif hasari, yaslanmayi, kalp damar hastaliklarini Onleyici etkileri ve
antiinflamatuar biyolojik aktivitesi bulunmaktadir (131-133).

Likopenin antioksidan bir molekll olmasi en énemli 6zelliklerinden biridir. Bu
Ozelligi ile tumor olugsumunu azaltmada etkili oldugu dusunulmustar. Likopen
kullaniminin birgok kanser turiine karsi koruyucu etkilerinin arastirildigli ¢ok sayida
epidemiolojik, in vitro ve klinik arastirmalar mevcuttur (129, 130, 134-136).
Giovanucci ve ark. domates Urlnlerinin, haftalik 1,5 porsiyondan daha az tiketenler
ile 10 porsiyondan fazla tuketen erkekleri kiyasladiklarinda prostat kanseri gelisme
ihtimalinin %35 daha az oldugunu tespit etmislerdir (137). Rousseau ve ark prostat
kanseri teghisi alan hastalarda, ameliyattan 3 hafta once ile gunde 30 mg likopen
verdiklerinde, kan likopen seviyelerinin 2 kat, timoér dokusunda 3 kat artis oldugunu
tespit etmislerdir. Ameliyat ile ¢ikarilan tumor dokulari likopen verilmeyen grup ile
kiyaslandiginda, dokularin belirgin bir bicimde kuguldugunu raporlamiglardir (138).

Damar sertligi ve koroner kalp hastaligi, dengesiz beslenme ve sedanter
yasam tarzi ile artig gosteren yasami tehdit eden tehlikelerin basinda gelmektedir. Bu
hastaliklarin tetiklenmesinde oksidatif stresin de roli bulunmaktadir. Likopen agirlikli
diyetle beslenen kigilerde oksidatif stresin azaldigi, ilaveten, kolesterol
metabolizmasindaki enzimleri engelledigi ve bu sekilde serum kolesterol duzeylerini
dusurdigu tespit edilmistir. Serum likopen seviyesi dusilk olan hastalarda, miyokard
infarktisU ve inme gibi hastaliklarin daha sik goéruldigu, karotis atardamar duvarinin
kalinlasmasi ve bunun sonucu esnekligini kaybettigi bildirilmistir. Yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda koroner arter hastaliginin dnlenmesinde likopenin etkisi
oldugunu gosteren arastirmalar mevcuttur (139-142). Fuhrman ve ark. yaptiklar bir

diyet destekleme ¢alismasinda, 6 saglikli erkegin 3 ay boyunca ginde 60 mg likopen
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almasini saglamiglar ve bu tedavi surecinin sonunda plazma LDL kolesterol
duzeylerinde %14’luk anlamh bir dugus tespit etmiglerdir. Rao ve arkadaslarinin,
saglikh bireylerde sigara ve diyetin, serum likopen seviyesi ve lipit peroksidasyonu
Uzerindeki etkilerini arastirdiklar bir ¢galismada, likopenden yoksun diyet uygulanan
bireylerin serum lipid peroksidasyon duzeyinde %25 artis, likopen seviyesinde de
%50 azalma oldugunu raporlamiglardir (143, 144).

Likopen, cesitli etkenlerle olusan oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest
radikallerin etkisiz hale getiriimesinde 6nemli bir antioksidan bilegsiktir. Likopen,
hucreleri serbest radikal hasarindan korumasinin yaninda, hucreler arasi baglari
guglendirmekle birlikte ve hicre metabolizmasini dizenlemektedir. Bu antioksidan
Ozellikleri ile kanser, kalp rahatsizliklari, yaslanma, kemik ve cilt saghgi agisindan
koruyucu etkiler gostermektedir. Kan basinci Uzerinde domatesin etkileri ile ilgili
bircok calisma bulunmaktadir (141-144). Ancak domatesin yapisinda yogun bulunan
likopenin, kan basinci ve kan basinci artigsina bagll olarak gelisen bdbrek hasarina
kars! tedavi edici etkileri ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Likopenin
tim bu etkileri gz onune alindiginda, deneysel hipertansiyon modelinde likopenin
kan basinci, bobrek fonksiyonlari ve patofizyolojisi Uzerindeki etkilerini arastirmayi

amacladik.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu galismada yerel etik kurul onayi alinarak Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir (Ek 1).

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22+1°C 1sida, %50-
60 nem orani, 12 saat gece — 12 saat glindiz i1sik periyodu olan ortamda) tutulan,
310-350 g agirhginda Spraque-Dawley erkek sicanlar kullanildi. Siganlar rastgele
secilerek, her biri 8’erli dort grup olusturuldu. Tek doz uygulama olacak sekilde: 1. ve
2. Grup sicanlara 1 ml/kg hacminde, L-NAME ¢ozicusu olan (iv) fizyolojik serum
(FS), diger gruplara ayni hacimde (iv) L-NAME (15 mg/kg) verildi. Hipertansiyon
olusturulan gruplarin icme sularina 150 mg/L dozunda L-NAME katildi (145).

1. Grup (Kontrol) sicanlara FS (iv) enjeksiyonundan bir hafta sonra, 2
hafta boyunca her gin likopenin ¢dzlicusu olan misir yagi 1 ml/kg hacminde gavaj
yolu ile verildi.

2. Grup (Kontrol + Likopen) sicanlara FS (iv) enjeksiyonundan bir hafta
sonra, 2 hafta boyunca her giin gavaj yolu ile 10 mg/kg dozunda likopen verildi.

3. Grup (Hipertansiyon) sicanlara L-NAME (iv) enjeksiyonundan bir hafta
sonra, 2 hafta boyunca her gun misir yagi 1 ml/kg hacminde gavaj yolu ile verildi.

4. Grup (Hipertansiyon + Likopen) sicanlara L-NAME (iv)
enjeksiyonundan bir hafta sonra, 2 hafta boyunca her giin gavaj yolu ile 10 mg/kg

dozunda likopen verildi.
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Tdm gruplardaki sicanlar gavaj uygulamasindan hemen sonra metabolik
kafeslere alinarak son 24 saatteki idrar ornekleri toplandi. Deney protokolu, siganlar
anestezi altinda intrakardiyak kan alinmasi ve doku g¢ikariimasi iglemi ile
sonlandirildi. Eksanguinasyon o6ncesi; rompun (10 mg/kg), ketamin (50 mg/kg) im
olarak anestezi amagcli verildi. Ardindan bobrek dokulari gikarildi. Buz kalibi Gzerinde,
bobrek kapsulu siyrildiktan sonra bisturi yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye ayrildi.
Sag bobregdin bir yarisi histopatolojik incelemeler icin %10’luk formalin solisyonuna
alindi, diger yarisi ve sol bobregin her iki yarilari buzlu 0,01 M fosfat tamponu ile
yikandiktan sonra paketlenerek laboratuvar ¢alismalari yapilincaya kadar -80°C’de
saklandi. Metabolik kafeslerde toplanan idrar hacimleri belirlendikten sonra +4°C’de
3000 rpm’de 20 dk sureyle, kan 6érnekleri oda isisinda 2 saat bekletildikten sonra
+4°C’de 3000 rpm’de 15 dk sureyle santrifij edildi. Elde edilen érnekler mikrosantrifij

tuplere alinarak laboratuvar ¢alismalari yapilincaya kadar -80°C’de sakland.

Kullanilan Cihazlar
Kan basinci 6lgum cihazi : MAY NIBP250, Turkiye

Elisa Okuyucu : Biotek, USA

Elisa Yikama Cihazi : Biotek, USA

Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios q, ingiltere
Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, isvigre
Sogutmali santrifd; : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, ingiltere
Otomatik pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, isvicre
Vorteks : Heidolp, Almanya

pH metre : InoLab, Level 1, AlImanya

Manyetik karistirici : Biosan, Letonya

Homojenizator : Polytron Kinematica AG, isvicre
Otoanalizor : Kanelab Prime 60i, Finlandiya

Distile su cihaz : Millipore, Fransa
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Kullanilan Kimyasal Malzemeler

NG-nitro-L-arjinin metil ester

Likopen
Tiyobarbiturik asit
Sulfanilamid
DTNB

NaCl

NND

CuSO4

EDTA

Piridin

Sodyum dodesil silfat
NaOH

KH2PO4
Naz2HPOa4

Glisin

KCI

HCI

Butanol

Etanol

Asetik asit
Na2COs3

Kan Basincinin Olgiilmesi

Tdm gruplardaki sicanlardan her hafta tail-cuff pletismografi yontemi ile
kuyruktan 6lgiim yapildi (Sekil 5). Olglimlere baglanmadan 6nce 1si kabinlerinin ortam
Isisini yukseltmesi, siganlarin restrainera uyum saglamasi gibi suregler igin 15-20 dk
k bekleme sureleri belirlendi. Bu slre sonunda siganlarin sakinlesmeleri sonucu
kuyruk arterinin dilatasyonu saglanmis ve Olgumlere hazir hale getirilmig oldu. Tum
si¢canlardan sistolik, diyastolik ve ortalama kan basinci olgumleri yapildi. Her
hayvandan 1’er dakikalik araliklarla 5 adet olacak sekilde dlgim yapildi, en yliksek
ve en dusuk 2 oOlgum cikarilarak, kalan 3 Olgumun ortalamalari
degerlendirmeler yapildi. Ortalama kan basincinin hesaplanmasi:

: Sigma, Isvigre

: Sigma, Amerika

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Panreac, Ispanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya

: Riedel de Haen, Almanya
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OKB = DKB + (SKB — DKB)/3

OKB: Ortalama kan basinci
SKB: Sistolik kan basinci
DKB: Diyastolik kan basinci

Sekil 5. Tail-cuff pletismografi yontemi olgiim cihazi

Biyokimyasal Galigmalar

Serum Ornekleri oda i1sisinda 2 saat sure ile bekletildikten sonra 1500 g 15 dk
+4°C’de santrifij edilerek elde edildi. Serum Ure, kreatinin, sodyum, potasyum, lityum
dlzeyleri ile alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), CK ve
LDH aktiviteleri; idrar kreatinin, sodyum, potasyum ve lityum Olgimleri Trakya
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvar’nda bulunan
otoanalizér ile dlguldi. Kreatinin  klirensi standart klirens formulline goére

hesaplanarak kg/vicut agirligina bélindd.
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Idrar kreatinin (mg/dl) x Ginluk idrar hacmi

Kreatinin klirensi (ml/dk) =
Serum kreatinin (mg/dl) x 1440

Fraksiyonel sodyum atimi % olarak hesaplandi.

idrar Na (mmol/L) x Serum kreatinin (mg/dl) x 100

FeNa (%) =

Idrar kreatinin (mg/dl) x Serum Na (mmol/L)

Doku Orneklerinin Homojenizasyonu

Tdm gruplardan elde edilen bobrek dokulari ¢alisma yapilincaya kadar -80
°C’de saklandi. 0.15 KCL solusyonu, MDA ve GSH duzeyleri i¢in; 0.01 M PBS (pH
7.2) tamponu NO dulzeyleri igin %10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Tupler buz
uzerinde tutularak homojenizator ile homojenize edilerek hazirlanan homojenatlar
1500 g 15 dk +4°C'de santrifij edilerek supernatantlar elde edildi. Elisa
¢alismalarinda kullanilan doku homojenatlari ise 0.01 M PBS (pH 7.2) tamponu ile
%10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlanarak 5000 g 5 dk +4°C’de santriflj edilerek

hazirlandi.

Malondialdehit Miktar Tayini
Lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin sicak ve asit ortamda
tiyobarbittirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi neticesinde ortaya ¢ikan pembe renk
spektrofotometrik yontemle ol¢ildi (146).
Cozeltiler:
1. %8.1’lik Sodyum dodesil sulfat (SDS)
2. %20'lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5 olarak ayarlandi)
3. %0.8'lik Titobarbiturik asit (TBA)
4. N-Butanol/Piridin (15:1)
Deneyin yapiligi: 0.2 ml doku homojenati; 0.2 ml %8.1’lik SDS, 1.5 ml %20’lik
asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karisim 1 saat sire

ile 95 °C’deki sicak su banyosunda tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra
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uzerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin eklenerek 1 dABHka vorteksle
karigtinldi. Organik fazin ayrilmasi igin 4000 rpm’de 10 dk santrifuj edildi.
Spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda ayirag korine karsi absorbanslar
okundu.

Sonugclarin hesaplanmasi;

A x Vt x 10°

C (nmol/ml) =
ExVsxLx103

A : Absorbans

Vt : Total reaksiyon hacmi

10°: Moliin nanomole gevrilmesi

Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune sayisi
E : Tiketim katsayisi (1.56 10° M-1cm?)
L : Kavet capi

103: Litrenin mililitreye gevrilmesi

Sonuglar MDA nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Olgiimii
Ellman ayiraci ile doku homojenatlarindaki serbest sdlfidril gruplarinin
olusturdugu rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi glutatyon duzeyinin
belirlenmesi igin kullanildi (147).
Cozeltiler:
1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g
sodyum-EDTA atrtildi ve 400 ml distile suda ¢ozuldu.
2. 0.3 M Disodyum fosfat (NazHPO4),
3. 1 mM Ellman ayiraci: 4 mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit, DNTB), 10 ml
%1’lik sodyum sitrat ¢dzeltisinde ¢dzuld.
Deneyin yapilisi: 0.25 ml doku homojenati tGzerine 0.75 ml 0.15 M KClI ve 1.5
ml proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 20 dk 3000 rpm’de santrifuj edildi.
0.5 ml sUpernatant Uzerine 2 ml 0.3 M disodyum silfat ve 0.5 ml ellman ayiraci
eklendi. Spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda ayirag korine Kkarsi

27



absorbanslar okundu. Ekstinksiyon katsayisi (301.36 104 M- cm™) kullanilarak GSH
duzeyleri hesaplandi. Sonuglar GSH/mg protein olarak bildirildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cartos ve Wakid yontemi kullanilarak spektrofotometrik
olarak olg¢uldu (148).

Cozeltiler:

Kadmiyum grandulleri: 0.1 mol H2SO4 iginde saklandigi surece 9 ay stabildir.

Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oézuldu. 2 mol NaOH
cOzeltisi ile pH’s1 9.7’ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 1 ay 0-8 “C’de stabildir.

Sulfanilamid: 5 g sulfanilamid 3 mol sicak HCI icinde ¢6zUlir ve daha sonra
sogumaya birakildi. 1 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

N-naftiletilen diamin (NNDA): 50 g NNDA 250 ml distile su i¢inde ¢ozuldu. 2 ay
0-8 ‘C’de stabildir.

Cinko sulfat (ZnSO4): 75 mM; 10.8 g alinip 500 ml’'ye tamamlandi .

Bakir sulfat (CuSOa4): 5 mM; 250 mg alinip 200 ml'ye tamamlandi .

Sodyum hidroksit (NaOH): 55 mM; 1.1 g alinip 500 ml ye tamamland.

Standartlar: NaNO2 standardi 10 mM’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde
hazirlandi (69 mg NaNO32, 380 mg borat (Na2B40O7.10H20) 100 ml i¢cinde ¢6zulda).

KNOs standardi: 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mM’lik 100 ml sodyum tetra
borat icinde ¢ozuldu.

Deneyin yapilisi:

Deproteinizasyon: Test tuptne 0.5 ml distile su, 2 ml ZnSO4, 2.5 ml NaOH
ilave edilip 10 dakika oda isisinda beklettikten sonra 4000 g’de 20 dakika santrifij
edildi.

Kadmiyum grandullerinin aktivasyonu: Granuller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2
dakika icinde CuSOu iginde galkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip
10 dakika i¢inde kullaniimak Gzere kurutma kagidi ile kurutuldu.

Sonucun hesaplanmasi: KNOs'Gin 10 milimolarlik ¢ozeltisinden 1; 5; 10; 25; 50;
75; 100; 200 milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve numunelere uygulanan tim
islemler standartlara da uygulandi. Tum taplere 1 ml glisin-NaOH tamponu konuldu.

1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan alindi. 2.5 g tartilan ve
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aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan tum taplerin Uzerine konuldu. 90

dakika oda i1sisinda karistirilarak beklendi.

Nitrit Olgiimii

Bu tuplerden 90 dklik sure sonunda 2’'ser ml alinarak Uzerine 1 ml
sulfanilamid ve 1 ml N-napthiletlen diamin (NNDA) ilave edildi. Karistirildi ve 45
dakika beklendikten sonra 545 nm’de okuma yapildi.

Direkt nitrit olguimu: NaNO:2 standartlari 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri dilisyonlar hazirlandi ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile
reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml alinarak ayri tiiplere konuldu. Uzerine 1
ml sulfanilamid ve 1 ml NNDA eklendi. 45 dakika sonra 545 nm’de okuma yapildi
(Sekil 6).

Nitrat Aktivitesinin Hesaplanmasi
Nitrit degerleri bulunan nitrat degerlerinden c¢ikarildiktan sonra sulandirma
faktord olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktoér ile ¢arptiktan

sonra ¢ikan sonug¢ pmol/mg protein olarak hesaplandi.

2,5

Absorbans
=
= wu N

0,5
0 / | . | |

0 20 40 60 80 100

konsantrasyon (nM)

Sekil 6. NO standart galigmasi regresyon grafigi.
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Bébrek Doku Protein Diizeyinin Lowry Yéntemi ile Olgiilmesi

Doku protein duzeyleri, alkali bakir tartarat ayiracinin peptid baglar ile
kompleks yapmasi prensibine dayanan Lowry yontemi ile saptandi (149). Her 7 yada
8 amino asit artigi 1 bakir atomunu baglar. Fenol ayiraci; bakir ile muamele edilmig
karisima ilave edildiginde mavi-mor renk olusur. Olusan renk 660 nm’'de
spektrofotometrik olarak olguldu.

Cozeltiler:

Fenol ayiracl: 2 N folin ayiracindan 2.5 ml alinarak distile su ile 45 mlye
tamamlanir. Bu ayira¢ her kullanim igin taze hazirlanmahdir.

Alkali bakir ayiraci: 10 g Na2CO3, 0.25 g Na-K Tartarat, 0.05 g CuSO4; ayri
ayri tartilarak 0.5 N NaOH iginde balon jojede ¢ozullr ve ¢ozelti 0.5 N NaOH ile 100
ml'ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 4°C’de 1 ay saklanabilir.

%5 mg’lik Albumin standardi: %5 mg’lik albumin standardi hazirlamak igin
mevcut 5 g/dl' lik albumin standardi kullaniimigtir. Albumin solisyonundan 0.1 ml
alinarak ve distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak %5 mg’lik albumin standardi elde
edilmis olur. Deneyde kullanilacak standart protein konsantrasyonu %2 mg olarak
belirlendiginden, stok protein standardi sulandirilarak istenilen konsantrasyon elde
edildi.

Deneysel iglemler: Doku siipernatantlari 1/20 oraninda serum fizyolojik ile
sulandirilip vorteks yardimi ile iyice karigtirilarak protein olgimu icin elverigli hale
getirildi. Numaralandiriimis deney, kor ve standart tupleri hazirlandi. Deney tupune
1/50 oraninda sulandiriimis olan supernatanttan 0.5 ml standart tupline %Z2’lik
standarttan 0.5 ml ve kor tipune de 0.5 ml distile su konuldu. Ardindan her tipe 0.5
ml alkali bakir ayiraci ilave edildi. TUpler vortekslenerek iyice karismalari saglandi. 10
dakika oda isisinda bekletildikten sonra her tipe 2 ml fenol ayiraci eklendi ve tekrar
vortekslendi. 30 dakika 37°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra; tuplerin kore

kargl absorbanslari 660 nm. dalga boyunda spektrofotometre ile okundu.

Protein Diizeyinin Hesaplanmasi

Protein degerlerinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formal kullaniimistir:

Deney absorbansi x 20 x 2 x 2

Protein miktari (% mg protein) =
0.042
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20: Supernatantin serum fizyolojik ile sulandirilma katsayisi

2: Supernatantin 1 ml' ye tamamlanma katsayisi

2: Protein standardinin konsantrasyonu

0.042: Standart proteinin absorbansi

Protein miktari (% mg protein) = Deney Absorbansi x 1904,76 olarak formule
edildi. Elde edilen % mg protein, 100 ml'deki protein degeridir. Sonu¢ 100’e

bdllinerek protein miktari mg/ml olarak hesaplandi.

Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim Aktivitesinin Olgiimii

Serum ve idrar orneklerinde yapilan ACE olgumleri Elabscience Rat ACE
ELISA (katalog no: E-EL-R2401) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel
calismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak c¢ozeltiler
oda isisina getirildi. Kit prosedurinde belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 100 uL pipetlendi. Nazik¢e karistirildiktan sonra 37°C’de 90 dk etlvde
bekletildi. Bu surenin sonunda plaka icerigi dikkatli bir sekilde bosgaltilarak,
psedurunde belirtildigi gibi 100 kat dilte edilen biotinlenmig antikor 100 yL hacminde
ornek ve standartlar olmak tUzere tum kuyucuklara pipetlendi, nazikge karistirildiktan
sonra 37°C’de 1 saat inkube edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik
plaka yikama cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedirde
belirtildigi gibi 100 kat dilie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 uL
olacak sekilde pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inklbe
edildi. Ardindan otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yilkama
yapildi. Yikamanin ardindan 90 pL substrat solUsyonu pipetlenerek, nazikge
kanstirildiktan sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her
kuyucuga 50 pL stop solUsyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de
elisa reader cihazinda absorbans okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon

grafigi Sekil 7°da verilmigtir.
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Sekil 7. ACE standart ¢calismasi regresyon grafigi.

Aldosteron Olgiimii

Serum ve idrar érneklerinde yapilan aldosteron olgimleri Elabscience Rat ALD
ELISA (katalog no: E-EL-R0554) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel
calismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak ¢ozeltiler
oda isisina getirildi. Kit prosedurinde belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 50 pL pipetlendi. Kit prosedurinde belirtildigi Gzere 100 kat dilue edilen
biotinlenmis antikor 50 pL hacminde oOrnek ve standartlar olmak Uzere tim
kuyucuklara pipetlendi, nazikgce karistiriildiktan sonra 37°C’de 45 dk etlivde
inkibasyona birakildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikama
cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedurde belirtildigi gibi
100 kat dilie edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak sekilde
pipetlenerek, nazikce karistirildiktan sonra 37°C’'de 30 dk inkibe edildi. Ardindan
otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez ylkama yapildi.
Yikamanin ardindan 90 pL substrat solisyonu pipetlenerek, nazikge karistirildiktan
sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 uL stop
solusyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de elisa reader cihazinda
absorbans okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 8'da

verilmigtir.
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Sekil 8. Aldosteron standart calismasi regresyon grafigi.

Anjiyotensin-2 Olgiimii

Serum ve idrar érneklerinde yapilan anjiyotensin-2 élgimleri Elabscience Rat
ANG Il ELISA (katalog no: E-EL-R1430) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel
calismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak ¢ozeltiler
oda isisina getirildi. Kit prosedirinde belirtilen 6érnek ve standartlar hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 50 L pipetlendi. Kit prosedurunde belirtildigi Uzere 100 kat dille edilen
biotinlenmis antikor 50 pL hacminde oOrnek ve standartlar olmak Uzere tim
kuyucuklara pipetlendi, nazikge karistiriildiktan sonra 37°C’de 45 dk etlvde
inkibasyona birakildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka ylkama
cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedurde belirtildigi gibi
100 kat dilue edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak sekilde
pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’'de 30 dk inkube edildi. Ardindan
otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yikama yapildi.
Yikamanin ardindan 90 pL substrat solusyonu pipetlenerek, nazikge karigtirildiktan
sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 uL stop
solusyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de elisa reader cihazinda
absorbans okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 9'da

verilmigtir.
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Sekil 9. Anjiyotensin 2 standart calismasi regresyon grafigi.

Kopeptin Olgiimii

Serum ve idrar drneklerinde yapilan kopeptin dlgimleri Elabscience Rat CPP
ELISA (katalog no: E-EL-R1440) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel
calismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak c¢ozeltiler
oda isisina getirildi. Kit prosedurinde belirtilen 6érnek ve standartlar hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 50 pL pipetlendi. Kit prosedurinde belirtildigi Gzere 100 kat dilue edilen
biotinlenmis antikor 50 pL hacminde oOrnek ve standartlar olmak Uzere tum
kuyucuklara pipetlendi, nazikce karistiriildiktan sonra 37°C’de 45 dk etlvde
inkibasyona birakildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik plaka yikama
cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedurde belirtildigi gibi
100 kat dilue edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 pL olacak sekilde
pipetlenerek, nazikce karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan
otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez ylkama yapildi.
Yikamanin ardindan 90 pL substrat solisyonu pipetlenerek, nazikge karistirildiktan
sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 uL stop
solusyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de elisa reader cihazinda
absorbans okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 10’da

verilmigtir.
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Sekil 10. Kopeptin standart caligsmasi regresyon grafigi.

Mikroalbiiminiiri Olgiimii

idrar 6rneklerinde yapilan mikroalbiimin olgimleri Elabscience Rat MAU
ELISA (katalog no: E-EL-R0025) ticari test kiti kullanilarak yapildi. Deneysel
calismalar yapilincaya kadar -80°C’de saklanan ornekler ve kullanilacak c¢ozeltiler
oda 1sisina getirildi. Kit prosedurinde belirtilen 6rnek ve standartlar hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 100 uL pipetlendi. Nazik¢e karistirildiktan sonra 37°C’de 90 dk etlvde
bekletildi. Bu surenin sonunda plaka icerigi dikkatli bir gsekilde bosaltilarak,
psedurunde belirtildigi gibi 100 kat dilte edilen biotinlenmig antikor 100 yL hacminde
ornek ve standartlar olmak Uzere tum kuyucuklara pipetlendi, nazik¢e karistirildiktan
sonra 37°C’de 1 saat inkube edildi. Ardindan laboratuvarimizda bulunan otomatik
plaka yikama cihazi ile kitte belirtilen kosullarda 3 kez yikama yapildi. Prosedlrde
belirtildigi gibi 100 kat dilue edilen HRP-Konjugat antikoru her kuyucuga 100 uL
olacak sekilde pipetlenerek, nazikge karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dk inklbe
edildi. Ardindan otomatik plaka temizleyici ile kitte belirtilen kosullarda 5 kez yilkama
yapildi. Yikamanin ardindan 90 pL substrat solUsyonu pipetlenerek, nazikge
kanstirildiktan sonra 37°C’de 15 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her
kuyucuga 50 pL stop solUsyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de
elisa reader cihazinda absorbans okumalari yapildi. Calismanin standart regresyon

grafigi Sekil 11’da verilmigtir.
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Sekil 11. MAU standart ¢caligmasi regresyon grafigi.

Histolojik Caligsmalar

Istk mikroskobik inceleme: Sagital olarak ikiye bdlinen sag boébrek
dokularinin birer yarisi %10’luk tamponlu formalin solisyonunda 24 saat boyunca
fikse edildi. Dokular parafin bloklara gémulerek, 5 um kalinliginda kesitler alindi. Bu
kesitler 151k mikroskobunda patolojik degerlendirme igin hematoksilen-eozin ile
boyandi. Renal hasarin derecesini degerlendirmek icin semikantitatif bir skala ile
skorlama yapildi. Renal hasarin derecesi; tubuler hicre nekrozu, sitoplazmik vakuol
olusumu, tubuler dilatasyon degerlendirilerek belirlendi. Skala dederlendirmesi:

0: Normal bdbrek

1: Minimal hasar (%0-5 tutulum)

2: Hafif dereceli hasar

3: Orta dereceli hasar (%25-75 tutulum)

4: Siddetli hasar (%75-100 tutulum) olarak degerlendirilmigtir.

Ek olarak kast gbzlenen tubuller % cinsinden ifade edildi. Toplayici kanallarin
olanmadigi alanlarda sayim yapilmasi goz 6nunde bulundurularak sadece proksimal

ve distal tubullerin bulundugu alanlarda sayim yapilmistir (150).

immiinohistokimyasal ¢alismalar: Bu ¢alismada aranacak proteine karsi
gelistirilmis isaretli poliklonal ya da monoklonal antikorlar kullanildi. Tum gruplardaki
%10’luk formoline fikse edilen parafine gémullu doku bloklarindan 2 mikronluk kesitler
alinarak, poly-L-lysine (PLL) ile kaplanmis lamlara alindi. 37 °C’lik etivde bir gece

bekletildi. iki kez 15 dakikalik siirelerle ksilol ile deparafinize edildi. Kesitler saf
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alkolden baglayarak %90-80-70’lik alkollerden gegirildikten sonra distile su ile
yikandi. Boylece deparafinizasyon islemi tamamlanmis oldu. Kesitler daha sonra
tampon solusyon iginde mikrodalga firinda 4 kez 5 dk kaynatildi ve oda isisinda 20
dk sogumaya birakildi. Bu islemden sonra distile su ile yikanan kesitler tris-buffer
solusyonuna atildi. Endojen peroksit kaynakli non-spesifik zemin boyamasini
azaltmak igin %3’'luk hidrojen peroksit ile 20 dk muamele edildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra tekrar tris-buffer solisyonuna atildi. Non-spesifik zemin
boyanmasini 6nlemek i¢in 5 dk oda isisinda Ultra V-Blok (protein blokaji) uygulamasi
yapildi. Daha sonra anjiyotensin Il tip 1 primer antikoru ile 30 dk inkuibe edildi. Tris-
buffer ile 3 kez yikanan kesitler biotinyalated sekonder antikorlar ile 20dk, enzim
isaretli streptavidin ile 20 dk inklbe edildi. Tris-buffere alinan kesitler amino-
etilkarbazol (AEC) kromojen’de 20’ser dk tutuldu. Kesitler distile su ile yikandiktan
sonra Mayer’'s Hematoksilen ile 3 dk inkibe edilerek zit boyama yapildi. Kesitler su
ile bolca yikandiktan sonra aqueous-mount jel ile kapatildi. Her bir olgu igin
hazirlanan kesitler 1sik mikroskobunda incelendi. immiin boyamanin spesifikliginin
kontrollinde, pozitif kontrol amaciyla antikor Uretici firma verilerine uygun olarak sigan
bobrek kesitleri kullanildi. Olgular sitoplazmik boyamanin yayginligi ve yogunlugu
acisindan degerlendirildi. Boyama yayginhigi epitelyal komponent yuzdesi esas
alinarak yapildi. Boyanma olmamasi 0, <%25 boyanma +1, %25-50 boyanma +2,
%50-75 boyanma +3, >%75 boyanma +4 olarak skorlandi. Boyanma yodunlugu ise,
doku kesitlerinde sitoplazmik boyanma gosteren hucrelerin kromojen ile boyanma
yogunlugunu yansitmakta olup, hi¢ boyanma gdézlenmeyen olgularda 0, hafif
boyanan olgularda +1, orta yodunlukta boyanan olgularda +2, kuvvetli boyanan
olgularda +3 olarak skorlandi. Toplam immunohistokimyasal skorlama, boyanma

yayginligi ve yogunlugu skorlarinin ¢arpilmasi ile elde edildi (151).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda saglanan verilerin istatistiksel analizii, SPSS 20.0 (Lisans
no:10240642) paket programi kullanilarak vyapildi. Sonuglar ortalamatstandart
sapma olarak verildi. Gruplar arasi farkhligi saptamada Mann-Whitney U testi

kullanildi. Elde edilen "p” degerleri 0.05’den kuguk oldugunda istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Siganlarda L-NAME uygulamasiyla olusturulan deneysel hipertansiyon modeli,
4 grupta 32 spraque dawley sigan turu ile galisildi. Deney protokolunin 21. ginunde
anestezi altinda siganlarin kan ve doku ornekleri alindi. Deney boyunca gruplarda
herhangi bir kayip yaganmadi.

Tdm gruplara ait doku MDA duzeyi nmol/mg protein, GSH duzeyi pmol/mg
protein, NO duzeyi umol/mg protein; serum aldosteron, anjiyotensin 2, kopeptin
dizeyleri pg/ml, ACE dizeyi ng/ml, NO dizeyi pmol/L, lityum ve Na* dizeyi mmol/L,
K*, Ure, kreatinin dlzeyleri mg/dL, kreatinin kinaz, ALT ve AST duzeyleri U/L; idrar
aldosteron, anjiyotensin 2, kopeptin duzeyleri pg/ml, ACE duzeyi ng/ml, NO duzeyi
pmol/L, Na* dizeyi mmol/L, MAU duizeyi ug/ml, kreatinin klirensi standart klirens
formuline goére hesaplanip kg/vicut agirhdgina bolindld. Fraksiyonel sodyum atilimi
(FeNa) ve fraksiyonel potasyum atihmi (FeK) % olarak hesaplandi. Gruplara ait
biyokimyasal veriler Tablo 4, 5 ve 6’da verilmigtir.

Gruplar arasi sistolik kan basinglari degerlendirildiginde K ve HT gruplar
arasinda 1, 2 ve 3. haftalarda p<0.001dizeyinde anlamli bir artis gézlendi. Bu durum
L-NAME ile olusturulan hipertansiyon modelinin olustugunun bir gostergesidir. K ve
K+L gruplari arasinda anlamli bir farkhlik gézlenmemistir. HT ve HT+L gruplari
kiyaslandiginda 3. hafta meydana gelen azalmanin p<0.006 duzeyinde anlamh

oldugu goézlendi (Sekil 12).
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Tablo 4. Calisma gruplarinin serum degiskenlerine iligskin sonug ve

karsilagtirmalari

Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon + | P (p<0.05
Gruplar ORTxSD ORT%SD (H) Likopen (HL) Ise
ORT#SD ORT#SD anlamh)

K-L =0,834
Aldosteron | 431,99+ 117,73 | 544,90 + 375,96 | 931,18 £512,00 | 956,51 +619,37 |[KH =0,027
(pg/ml) H-HL = 0,916
K-L =0,016
Kopeptin | 763,34 + 126,93 | 588,32 + 133,74 | 808,86 + 158,79 | 749,96+ 134,92 |K-H =0,834
(pg/ml) H-HL = 0,674
K-L =0,401
AnjiyotensinZ | 16492 + 66,34 | 232,63 + 177,55 | 419,92+ 264,97 | 410,27 +298,04 |K-H =0,036
(pg/ml) H-HL = 1,000
K-L =0,528
ACE 14,25 + 3,05 13,56 + 3,01 12,36 + 4,34 9,83 £ 3,23 K-H =0,248
(ng/ml) H-HL = 0,294
K-L =0,046
NO 1,87 £0,86 3,09 1,20 1,82+£1,25 1,91+1,48 K-H =0,875
(umol/L) H-HL = 0,916
K-L =0,034
Sodyum 142,00+ 4,04 | 131,38+11,75 | 136,13 + 13,59 143,00+ 2,73  |K-H =0,340
(mmol/L) H-HL = 0,245
K-L =0,833
Potasyum 5,61+ 0,62 5,68 + 1,10 5,61+ 0,86 560077  [K-H =0,958
(mg/dL) H-HL = 0,832
] K-L =0,040
Ure 4413 +5,77 38,38+4,50 | 35261549 3763+074  |K-H =0073
(mg/dL) H-HL = 0,751
K-L =0,015
Kreatinin 0,29 + 0,04 0,23 +0,05 0,26 £ 0,07 0,29 £ 0,04 K-H =0,295
(mg/dL) H-HL = 0,295
K-L =0,401
CK (U/L) 1686,74 + 2384,50 + 1503,00 + 1452,75 + K-H =0208
788,37 274458 611,63 455,95 H-HL = 0,753
K-L =0,875
ALT (U/L) 6138+7,44 | 9600£70,77 | 69,88+ 11,41 6363+11,78 |K-H =0172
H-HL = 0,318
K-L =0,529
AST (U/L) 243,88 + 261,375 + 217,625 201,375 K-H =0,401
56,76 197,55 45,38 27,55 H-HL = 0,636
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Tablo 5. Galisma gruplarinin idrar degiskenlerine iligkin sonug ve

karsilagtirmalari

Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | P (P<0.05

Gruplar | ORT#SD | ORT%SD (H) + Likopen Ise

ORT4SD (HL) anlamli)
ORT*SD

KL =0,713
Aldosteron 2594,56 + 2861,207 + 2403,5469 + 24153271+  |K-H = 0528
(bg/mi) 1011,15 1574,55 1090,36 1500,15 H-HL = 0,958
K-L =0,124
Kopeptin 302051 + 3169,72 + 2930,29 + 297711+  |K-H =0,099
(pg/ml) 97,47 194,81 116,27 203,91 H-HL = 0,712
K-L =00916
Anjiyotensin2 1484,02 + 1494,55 + 137319 122082+  |K-H =0,563
(bg/m) 370,87 582,02 453,68 519,33 H-HL = 0,713
K-L =0,005
ACE 7,49 +3,33 2,61+ 1,11 4,20 +1,24 649+524  [K-H =0027
(ng/mi) H-HL = 0,462
K-L =0,401
NO 160,92 + 36,94 | 140,82 +34,65 | 127,52 + 61,31 115,64 + 26,58 |K-H =0,461
(umol/L) H-HL = 0,916
K-L =0,010
Sodyum 152,3+9597 | 79,00 27,76 | 115,63 30,50 1085+1331 |K-H =0,793
(mmol/L) H-HL = 0,172
K-L =0,027
POIaSYUM | 34> 75437,54 | 288,88+57,39 | 283,89+10470 | 23889+11937 |KH =0115
(mg/dL) H-HL = 0,462
B K-L =048
Kreatlnin | 40454+ 19,21 | 11829+27,39 | 93,53+13,53 93,63+3044 [K-H =0,345
(mg/dL) H-HL = 0,401
K-L =0,006
MaU 31,06 + 12,47 13,74 + 4,12 22,38 + 8,54 23,78 + 9,96 K-H =0,141
(ug/ml) H-HL = 0,529
Kreatini_n K-L =0,021
Klirensi 3,34 £ 0,59 4,44 £ 0,89 3,88+ 1,11 336+073  [KH =0345
(ml/clk) H-HL = 0,431
K-L =0,016
Fe Na 0,29+0,13 0,13+ 0,06 0,25+ 0,11 026010  |K-H =1,000
(%) H-HL = 0,753
K-L =0,003
Fe K 17,25 + 3,64 10,29 £ 3,70 14,32 £ 6,77 1524879  |K-H =0529
(%) H-HL = 0,674
_ T KL =0831
\drar hacimler | 4 63 + 2,26 9,94 + 2,96 11,88 +2,13 1225288  |K-H =0422
(mb) H-HL = 0,673
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Tablo 6. Calisma gruplarinin bobrek degiskenlerine iligkin sonug ve
karsilagtirmalari

Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | P (p<0.05

Gruplar | ORT+SD | ORT#SD (H) + Likopen ise
ORT%SD (HL) anlamh)
ORT*SD

MDA K-L =002
(nmol/mg | 0,008+ 0,003 | 0,006+ 0,001 0,006 + 0,003 0,009+0,003 |K-H =0,168
prot.) H-HL = 0,051
GSH K-L =0,002
(umol/mg | 33374277 40,4 + 4,06 38,15 + 4,04 3604671 |K-H =0027
prot.) H-HL = 0,294
NO KL =0,772
(umol/mg | 4487 +16,05 | 49,14 +28,88 21,99 + 13,02 23,08+27,53 |K-H =0,010
prot.) H-HL = 0,495

Tablo 7. Calisma gruplarina ait sistolik kan basinci ortalama ve karsilagtirmalari

Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | P (p<0.05
Gruplar | ORT+SD ORT+SD (H) + Likopen (HL) ise
ORT#SD ORT#SD anlamit)
K-L =0,208
1. hafta 126,44 + 5,77 130,78 + 5,99 131,35+ 4,79 12953+561  |K-H =0.115
H-HL = 0,401
K-L =0,172
2 hafta 125,05 + 5,48 128,72 +5,99 141,18 + 3,10 139,37£6,19  |K-H =0,001
H-HL = 0,600
K-L =0,115
3. hafta 128,25 + 3,09 131,45 + 4,87 144,99 + 2,84 14437£390  |K-H =0,001
H-HL = 0,916
K-L =0,563
4. hafta 131,77 + 4,26 133,43 +3,20 147,15 + 2,06 137,37+866  |K-H =0,001
H-HL = 0,006
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Tablo 8. Calisma gruplarina ait diyastolik kan basinci ortalama ve

karsilagtirmalari

Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | p (p<0.05
Gruplar ORT%SD ORT%SD (H) + Likopen (HL) Ise
ORT#SD ORT#SD anlamit)
K-L =0,563
1. hafta 9344 £9.44 90,33 + 5,40 95,00 + 7,49 89,23+526  |K-H =1,000
H-HL = 0,115
K-L =0,462
2. hafta 87,58 £ 7,30 89,58 £ 7,73 104,22 + 10,99 101,29 +1388 |K-H =0,002
H-HL = 1,000
K-L =0,834
3. hafta 90,86 10,56 | 89,34 %1243 101,75 + 13,15 11514+878  |K-H =0,115
H-HL = 0,021
K-L =0,074
4. hafta 97,92 +8,57 102,32 + 1,87 112,30 £ 5,18 104,69+ 484 |KH =0,003
H-HL = 0,005
Tablo 9. Galisma gruplarina ait ortalama kan basinci ortalama ve
karsilagtirmalari
Kontrol (K) Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | P (P<0.05
Gruplar | ORT%SD ORT%SD (H) + Likopen (HL) ise
ORT%SD ORT%SD anlamli)

K-L =0,916
1. hafta 104,44 + 7,70 105,80 £ 4,68 107,10 + 5,98 102,68 +4,14 |K-H =0,916
H-HL = 0,093
K-L =0,431
2.hafta | 100,08+549 | 102,64+ 6,46 116,55 + 7,81 113,98+ 1067 |K-H =0,001
H-HL = 0,674
K-L =0,753
3.hafta | 10334 +7,98 103,39 + 8,65 116,18 + 8,73 12488+695 |K-H =0012
H-HL = 0,074
K-L =0,208
4.hafta | 109,20 + 6,63 112,70 + 2,14 123,91 + 3,80 11559+ 429  |K-H =0,001
H-HL = 0,003

Gruplar arasi diyastolik kan basinglari degerlendirildiginde K ve HT gruplar

arasinda 1. hafta p<0.002, 3. hafta p<0.003 dlzeylerinde anlamli bir artis gézlendi. K

ve K+L gruplari arasinda anlamli bir farklilk gézlenmedi. HT ve HT+L gruplari

kiyaslandiginda 2. hafta p<0.021, 3. hafta p<0.005 duzeylerinde azalma oldugu

go6zlendi (Sekil 13). Gruplar arasi ortalama kan basinglari degerlendirildiginde K ve

HT gruplar arasinda 1 ve 3. hafta p<0.001, 2. hafta p<0.012 duzeylerinde anlamli bir

artis gézlendi. K ve K+L gruplari arasinda anlamh bir farklilk gbézlenmedi. HT ve

HT+L gruplan kiyaslandiginda 3. hafta p<0.003 dizeyinde bir azalmanin oldugu
go6zlendi (Sekil 14).
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Sekil 12. Ortalama sistolik kan basinci diizeylerinin gruplar arasi
karsilagtinimasi, a: kontrol ile, b: hipertansiyon grubu ile
karsilastirildiginda, *: p<0.05, **: p<0.001
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Sekil 13. Ortalama diyastolik kan basinci diizeylerinin gruplar arasi
karsilagtinnimasi, a: kontrol ile, b: hipertansiyon grubu ile
karsilastirildiginda, *: p<0.05, **: p<0.001
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Sekil 14. Ortalama kan basinci diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi,
a: kontrol ile, b: hipertansiyon grubu ile karsilastirildiginda, *: p<0.05,
**:p<0.001

Gruplar arasi ortalama kan basinglari degerlendirildiginde K ve HT gruplar
arasinda 1 ve 2. hafta sirasiyla, p<0.002, p<0.021 duzeylerinde anlamli bir artis
gozlendi. K ile K+L ve HT ile HT+L gruplar arasinda anlamh bir farkhlik gézlenmedi.
(Sekil 15).

Gruplar arasi serum aldosteron dizeyleri degerlendirildiginde hipertansiyon
grubunda kontrol grubuna kiyasla p<0.027 duzeyinde anlamh bir artisin oldugu
gOzlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir farkliik gézlenmedi (Sekil 16).

Gruplar arasi serum ACE duzeylerinde istatistiksel olarak anlamh bir farklilk
g6zlenmedi (Sekil 17).

Gruplar arasi serum Ang2 dlzeyleri kiyaslandiginda hipertansiyon grubunda
kontrol grubuna kiyasla p<0.036 duzeyinde anlaml bir artisin oldugu gézlendi. Diger
gruplar arasinda anlamli bir farklihk gézlenmedi (Sekil 18).

Gruplar arasi serum kopeptin dizeyleri degerlendirildiginde likopen grubunda
kontrol grubuna kiyasla p<0.016 duzeyinde anlamli bir azalmanin oldugu goézlendi.

Diger gruplar arasinda anlamli bir farklihk gézlenmedi (Sekil 19).
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Sekil 15. Ortalama kalp hizi diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
a: kontrol ile, b: hipertansiyon grubu ile karsilastiriidiginda, *: p<0.05,
**: p<0.001
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Sekil 16. Ortalama serum Ald diizeylerinin gruplar arasi kargilastiriimasi
a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.

45



X
T

-
()]
1

Serum ACE (ng/mL)
@ 3

o
1

K K+L HT HT+L

Sekil 17. Ortalama serum ACE duzeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

Serum Anjiotensin 2 (pg/mL)
S
g

K K+L HT HT+L

Sekil 18. Ortalama serum Ang2 diizeylerinin gruplar arasi karsilastirnimasi,
a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi serum NO dlzeyleri deg@erlendirildiginde likopen grubunda
kontrol grubuna kiyasla p<0.046 dizeyinde anlaml bir artisin oldugu, diger gruplar

arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi goézlendi (Sekil 20).
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Sekil 19. Ortalama serum KPP diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi,
a: kontrol ile karsilastirildiginda, *: p<0.05.

Serum NO (pM/L)
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Sekil 20. Ortalama serum NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
a: kontrol ile kargilasgtirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi serum sodyum duzeyleri degerlendirildiginde likopen grubunda
kontrol grubuna kiyasla p<0.034 dizeyinde anlamli bir azalmanin oldugu gdézlendi.

Diger gruplar arasinda anlamli bir farklihk gézlenmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. Ortalama serum Na* diizeylerinin gruplar arasi kargilagtiriimas..
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi serum potasyum duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklihk gozlenmedi (Sekil 22).
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Sekil 22. Ortalama serum K* diizeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
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Gruplar arasi serum ure duzeyleri kiyaslandiginda likopen grubunda kontrol
grubuna kiyasla p<0.040 duzeyinde anlamli bir azalmanin oldugu gozlendi. Diger

gruplar arasinda anlamli bir farklihk gézlenmedi (Sekil 23).
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o
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Sekil 23. Ortalama serum lire diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi serum kreatinin dizeyleri kiyaslandiginda likopen grubunda
kontrol grubuna kiyasla p<0.015 duzeyinde anlamh bir azalmanin oldugu gozlendi.
Diger gruplar arasinda anlamli bir farklihk gozlenmedi (Sekil 24).

Gruplar arasi serum kreatinin kinaz duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklihk gozlenmedi (Sekil 25).

Gruplar arasi serum ALT ve AST dizeylerinde istatistiksel olarak anlamh bir
farkhlik goézlenmedi (Sekil 26-27).
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Sekil 24. Ortalama serum kreatinin duzeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi,
a: kontrol ile karsilastirildiginda, *: p<0.05.
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Sekil 25. Ortalama serum CK diizeylerinin gruplar arasi karsilastirnimasi
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Sekil 26. Ortalama serum ALT diizeylerinin gruplar arasi kargilastiriimasi
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Sekil 27. Ortalama serum AST duzeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Gruplar arasi MDA duzeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir farklilk
g6zlenmedi (Sekil 28).

Gruplar arasi GSH duzeyleri kiyaslandiginda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
hipertansiyon grubunda p<0.027 dizeyinde, likopen grubunda p<0.002 dizeyinde
anlamli bir artisin oldugu gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir farklihk
g6zlenmedi (Sekil 29).
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Sekil 28. Ortalama MDA duzeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
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Sekil 29. Ortalama GSH duzeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi bobrek NO duzeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla
hipertansiyon grubunda p<0.010 duzeyinde anlamh bir azalmanin oldugu gdézlendi.
Diger gruplar arasinda anlamli bir farklihk gézlenmedi (Sekil 30).
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Sekil 30. Ortalama bobrek NO diizeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi idrar kreatinin dizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir farklilik
g6zlenmedi (Sekil 31).
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Sekil 31. Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Gruplar arasi idrar sodyum duzeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna
kiyasla likopen grubunda p<0.010 dizeyinde anlamli bir azalmanin oldugu gozlendi.

Diger gruplar arasinda anlaml bir farkhlik gdzlenmedi (Sekil 32).
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Gruplar arasi idrar potasyum duzeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna
kiyasla likopen grubunda p<0.027 dizeyinde anlamli bir azalmanin oldugu gozlendi.

Diger gruplar arasinda anlamli bir farkllik gézlenmedi (Sekil 33).
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Sekil 32. Ortalama idrar Na* duizeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi kreatin klirens duzeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna
kiyasla likopen grubunda p<0.021 duzeyinde anlamli bir azalmanin oldugu gozlendi.
Diger gruplar arasinda anlamli bir farkllik gézlenmedi (Sekil 34).

Gruplar arasi mikroalbumindri duzeylerinde kontrol ve likopen gruplari
arasinda p<0.006 dizeyinde anlamh bir artis gozlendi. Diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlenmedi (Sekil 35).
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Sekil 33. Ortalama idrar K* diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.
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Sekil 34. Ortalama idrar kreatinin klirens diizeylerinin gruplar arasi
karsilastiriimasi
a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi idrar aldosteron dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik gézlenmedi (Sekil 36).
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Sekil 35. Ortalama idrar mikroalbumin diizeylerinin gruplar arasi
karsilastiniimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.
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Sekil 36. Ortalama idrar aldosteron duzeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

Gruplar arasi idrar ACE duzeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuyla yapilan
kiyaslamada likopen grubunda p<0.005 duzeyinde, hipertansiyon grubunda p<0.027
duzeyinde anlamli bir azalmanin oldugu gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamh bir
farklihk goézlenmedi (Sekil 37).
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Sekil 37. Ortalama idrar ACE duzeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.

Gruplar arasi idrar Ang2 ve KPP duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik gézlenmedi (Sekil 38-39).

N N
(=] [3)]
(=] o
o o
1 1

1500+

1000+

500+

idrar Anjiotensin 2 (pg/mL)

o
L

K K+L HT HT+L

Sekil 38. Ortalama idrar Ang2 diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
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Sekil 39. Ortalama idrar KPP diizeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

Fraksiyonel sodyum atilimi hesaplandiginda; gruplar arasi farkliliklar
degerlendirildiginde kontrol ve likopen grubu arasinda p<0.016 dizeyinde anlaml bir

azalmanin oldugu goézlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir farkllik gézlenmedi
(Sekil 40).
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Sekil 40. Ortalama FeNa* diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
a: kontrol ile karsilastirildiginda, *: p<0.05.
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Fraksiyonel potasyum atilimi hesaplandiginda; gruplar arasi farkhliklar
degerlendirildiginde kontrol ve likopen grubu arasinda p<0.003 diuzeyinde anlaml bir
azalmanin oldugu goézlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir farkhlik gbézlenmedi
(Sekil 41).

30+

K K+L HT HT+L

Sekil 41. Ortalama FeK™ duzeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
a: kontrol ile kargilastirildiginda, *: p<0.05.

Histopatolojik Sonuglar
Isik Mikroskobik inceleme
Calismamizda bobrek dokularinin histopatolojik incelemesinde, her bir sigan

icin bobrek hasar derecesi ve % kast dederleri 100 alanda tarama yapilarak
belirlendi. Kast degerleri 0-4 arasi skorlanarak, peritibuler fibrozis ve
glomeruloskleroz degerleri pozitif alanlarin ylizdesi olarak hesaplandi. Hesaplanan
bu degerler Tablo 10da gosterilmigtir. Gruplar arasi tubuler hasarin skor
degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlenmedi (Sekil 42).
Gruplar arasi histopatolojik incelemede peritubller fibrozis, glomeruiloskleroz
ve % kast olugsumlarn degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla hipertansiyon

grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artmanin oldugu gorulda (Sekil 43-45).
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Tablo 10. Gruplarin histopatolojik sonucglari ve ortalama degerleri.

Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | P (p<0.05
Gruplar | ORT+SD | ORT#SD (H) + Likopen (HL) | ise anlamli)
ORTxSD ORT1SD
Tabdler K-L =1,000
hasar skoru | ¢ 13+ 0,35 0,13+0,35 0,50 + 0,53 050+053  |K-H =0117
(%) H-HL = 1,000
Peritubdler K-L =1,000
fibrozis 0,25 + 0,46 0,25 + 0,46 8,75+ 2,31 875+231  |K-H =<0,001
(%) H-HL = 1,000
K-L =1,000
Glomerulo- | ¢ 25 + 0,46 0,25 + 0,46 11,13+ 1,25 11,13+125  |K-H =<0,001
skleroz H-HL = 1,000
K-L =0,563
Kast (%) 0,63 +0,92 0,38 + 0,74 1,50 £ 0,53 1,50+053  |KH =0,045
H-HL = 1,000
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Sekil 42. % Tubiiler hasar skorunun gruplar arasi karsilastiriimasi,

a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.

Siganlara ait hematoksin-eozin (HE) bobrek kesitleri  1s1k

mikroskobunda incelendiginde, kontrol ve kontrol+likopen gruplarindaki mikroskobik

boyall

kesitlerde tlibul ve glomertllerin dizenli yapida oldugu izlendi, herhangi nekroz veya
kast olusumu izlenmedi (Sekil 46-47). Mikroskobik incelemelerde mavi ok, proksimal
kirmizi ok, vaskuler yapiyi; ile gosterilen kisim glomerulleri

tubalu; yildiz

gOstermektedir. Hipertansiyon gruplarindaki mikroskobik kesitlerde hafif dereceli
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gorulen glomeruler skleroz yesil ok ile gosterildi, peritubuler fibrozis ve kast

miktarinda artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (Sekil 48-49).
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Sekil 43. % Peritiibiler fibrozis degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi,
a: kontrol ile karsilastirildiginda, *: p<0.05.

15-
S
N
S 10-
-
2]
9
=
Q S-
=
=
O
0-

K K+L HT HT+L

Sekil 44. % Glomeruloskleroz degerlerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.
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Sekil 45. % Kast degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi,
a: kontrol ile karsilagtirildiginda, *: p<0.05.
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Sekil 46. Kontrol grubunun hematoksilen-eozin ile boyanmig bébrek
kesiti (HEx400)
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Sekil 47. Kontrol+Likopen grubunun hematoksilen-eozin ile boyanmig
bobrek kesiti (HEx400)
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48. Hiperfasiyon grubunun hematoksilen-eozin ile boyanmisg
bobrek kesiti (HEx400)

Sekil
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9. Hip
boyanmis bobrek kesiti (HEx400)

immiinohistokimyasal Degerlendirme
bobrek

degerlendiriimesinde; sitoplazmik boyanmanin yayginhdi ve yogunlugu baz alinarak

Calismamizda dokularinin immunohistokimyasal olarak
degerlendirildi. Boyanmanin yogunlugu ise, boyamanin olmadidi preparatlarda O,
hafif boyamanin goruldugu preparatlarda +1, orta yogunlukta boyanmanin goruldigu
preparatlarda +2, kuvvetli boyanmanin oldugu preparatlarda +3 olarak skorlandi,
Tablo AT1

degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda istatistiksel olarak

sonuglar 11’de verilmistir. Gruplar arasi reseptor aktiviteleri

anlamli duzeyde aktivite artigi oldugu goruldu (Sekil 50).

Tablo 11. Gruplarin immiinohistokimyasal sonuglari ve ortalama degerleri.

Gruplar | Kontrol (K) | Likopen (L) | Hipertansion | Hipertansiyon | P (p<0.05
ORT%SD ORT%SD (H) + Likopen (HL) | ise anlaml)
ORT*SD ORT*SD
K-L =1,000
AT1 1,13 0,35 1,13+0,35 2,13+0,64 2,13 + 0,64 K-H =0,004
H-HL = 1,000
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Sekil 50. AT1 aktivitesinin gruplar arasi karsilastiriimasi,
a: kontrol ile karsilastirildiginda, *: p<0.05.

immiinohistokimyasal olarak AT1 antikoru ile boyali sican bobrek kesitleri 151k
mikroskobu ile incelendiginde, kontrol ve kontrol+likopen gruplarina ait mikroskobik
kesitlerde glomerullerde hafif/orta dereceli boyanma izlendi (Sekil 51-52).

Isik mikroskobu ile incelenen immunohistokimyasal olarak AT1 antikoru ile
boyali sican bobrek kesitlerlerinde, hipertansiyon ve hipertansiyon+likopen
gruplarinda bobrek glomerullerinde daha yogun olarak boyandigi, bu boyanmanin

hipertansiyon grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (Sekil 53-54).
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Sekil 52. Kontrol+Likopen grubuna ait bobrek kesitlerinde AT1
reseptor aktivitesi (x400)
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Sekil 53. Hipertansiyon grubuna ait bobrek kesitlerinde AT1 reseptor
aktivitesi (x400)

£ E B - . s &

Sekil 54. Hipertansiyon+Likopen grubuna ait bobrek kesitlerinde AT1
reseptor aktivitesi (x400)
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TARTISMA

Hipertansiyon, ylksek prevalansi ile bobrek ve kardiyovaskuller hastaliklara
neden olan dinya genelinde 6nemli bir halk saghgi sorunudur. Yuksek mortalite
orani ile 3. sirada yer almaktadir (15). Ylksek kan basinci tek basina bir hastalik
degil, bircok nedene bagh olarak gelisebilen bir sendromdur. Gorilme sikligi yasa
baglh olarak artmaktadir. Ancak obezite, besin alimi, fiziksel aktivite azligi veya
yoklugu ve diyabet gibi faktorlerlerinde gelisiminde énemli rol oynadigi bildiriimektedir
(29). Hipertansiyon gelisimi ve tedavisinde etkili ilag arayiglari deneysel hayvan
modellerinin gelisimine neden olmustur. Bircok Deneysel hipertansiyon modeli
gelistirmesine ragmen insanda gelisen hipertansiyon modeline en uygun kronik
hipertansiyon modelinin NOS inhibitora kullanilarak olusturulan model oldugu ve
yaygin olarak kullanildigi bildiriimektedir. Bu modeli gelistirmek icin NOS enzim
inhibitori olarak; L-NMMA, L-NAME ve L-NIO kullaniimaktadir (87). Bu NOS
inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyon modeli, periferik damar daralmasina neden
olmakta ve vaskuler direnci arttirmaktadir. L-NAME uygulamasiyla olusan
hipertansiyon, artan adrenomedauiller sistem ve renin anjiyotensin aldosteron sistem
aktivitesi ile kendini goOstermektedir. Bu hipertansiyon modeli buatlunuyle
dusunuldagunde esansiyel hipertansiyon ile benzerlik gosterdigi rapor edilmektedir
(66, 88, 89).

Bu calismada sicanlara L-NAME verilmesiyle olusturdugumuz deneysel
hipertansiyon modelinde likopen tedavisinin etkileri incelendi. Bu amagla kontrol,

kontrol+likopen, hipertansiyon ve hipertansiyon+likopen gruplari olusturuldu.
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Tum gruplardaki siganlarin, her hafta tail-cuff pletismografisi yontemi ile sistolik,
diyastolik ve kalp hizi dlgumleri yapildi. Sistolik kan basinglari, kontrol grubuna goére
hipertansiyon grubunda ilk haftadan itibaren anlamli yikselme goértldl. Hipertansiyon
grubuna goére hipertansiyon+likopen grubunda 3. haftada anlamli olarak azalma
goruldu. Diyastolik kan basinglari, kontrol grubuyla kiyaslandiginda hipertansiyon
grubunda 1. ve 3. haftalarda artis oldugu saptandi, 2. haftada gorulen artis anlaml
degildi. Hipertansiyon grubuna goére; hipertansiyon+likopen grubunda 2. ve 3.
haftalarda anlamli azalma géruldi. Ortalama arteriyal kan basinglari incelendiginde,
1. haftadan sonra kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda anlamli duzeyde bir
artis saptandi. 3. haftada hipertansiyon grubuna gore ortalama arteriyal kan basinci
hipertansiyon+likopen grubunda anlamli azalma saptandi. L-NAME ile indUkleyerek
olusturdugumuz hipertansiyon modelinde, kontrol grubuna kiyasla hipertansiyon
gruplarinda kan basincinin anlaml bir sekilde yukseldigi goruldu. Bu sonuglarimiz
deneysel hipertansiyon modelinin olustugunu gosterdi. Kan basincinda goérulen artis
literatirde L-NAME ile olusturulan deneysel hipertansiyon modelleri ile uyumluluk
gosterdi (152-156).

Diyetle yaygin olarak alinan domates likopenin ana kaynagidir. Karotenoidler
arasinda gugclu bir antioksidan oldugu rapor edilmektedir. Domates suyu igen tip 2
diyabetli hastalarda plazma likopen dizeyinin arttigi, distuk dansiteli lipoprotein
duzeyinin azaldigi ve kan basincinin azaldigi rapor edilmigtir. Ayrica domates
ekstrakti verilen hipertansif hastalarda plazma likopen dizeylerinin arttigi bildirilmigtir.
Plazma likopen duzeyi ile kan basinci dusukligl arasinda bir korelasyon oldugu
saptanmistir. Bu ¢calismalarda domates ekstraktinin kan basincinda dusuklige sebep
olmasina ragmen tedavi edici etkinliginin olmadigi belirtiimistir (156, 157). Bu
calismada 12 hafta suresince domates ekstraktinin verilmesinin NO goéstergesi olan
plazma nitrat seviyesinde artisa neden oldugu rapor edilmistir. Calismamizda saglikli
siganlara likopen verilmesinin serum NO duzeylerinde anlaml artisa neden oldugu
goéruldu. Bu sonuglarimiz hipertansiyon hastalarina domates ekstraktl verilen
gruplarda gorulen nitrat duzeyi artigi ile benzerlik gostermektedir (156). Bizim
calismamizda hipertansiyon+likopen tedavisinde serum NO duzeyindeki ylkselme
anlamli olmamasina ragmen, kan basincinda 4. haftada gorulen azalmanin likopenin
NO dizeylerinde yaptigi artis sonucu olabilecegini disinmekteyiz. Yoshimura ve
arkadaslarinin  siganlarda olugturduklari  hipertansiyon modelinde spontane
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hipertansif siganlara 2-10 g/kg dozlarinda taze domates ekstraktinin verilmesinin
sistolik kan basinglarini azalttigi rapor edilmistir. Domates dinyada en ¢ok tuketilen
taze ve konserve sebzelerden biridir. Domates igerisinde en yogun olarak bulunan
karotenoidlerden biri de likopendir. Bu calismada da taze domates verilmesinin
spontane hipertansif sicanlarda gorulen sistolik kan basincindaki azalmanin likopene
bagl gelistigi dusunulmastir (158). Angelica ve arkadaslar hipertansif hastalara 4
hafta boyunca standart domates ekstrakti verilmesinin yiksek kan basinci degerlerini
azalttigi, kardiyovaskuler risk faktorleri Gzerinde de olumlu etki gosterdigini rapor
etmiglerdir (159).

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi, sivi elektrolit dengesi ve kan basincinin
dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ang 2, Ang tip 1 reseptdrine baglanarak
vaskuler diz kaslarda vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Sodyum geri emilimine
sebep olarak kan basincinin yukselmesinde rol oynamaktadir. Ayrica Ang 2 adrenal
bezde AT1 reseptdrine baglanarak aldosteron salgilanmasini arttirir ve bu da
nefronun toplayici kanallarinda esas hucreleri etkileyerek, sodyum geri emilimini
arttirmaktadir.  RAAS aktivasyonu hipertansiyon ve bobrek doku hasarinin
fizyopatolojisinde o6nemli rol oynamaktadir (159). Birgcok calismada RAAS
aktivitesindeki artisin proteinuri ve bdbrek hasariyla iligkili oldugu rapor edilmistir. AT
1 reseptor blokorlerinin  koruyucu rol oynadigi da gosterilmistir (160, 161).
Calismamizda serum aldosteron ve anjiyotensin 2 duzeyleri kontrol grubuna gore
hipertansiyon grubunda anlamli dlizeyde arttiyi saptandi. ACE duzeylerindeki
degisiklik ise anlamli degildi. idrar aldosteron ve anjiyotensin 2 dizeylerindeki
degisiklik anlamh olmamasina ragmen, ACE duzeylerinin hipertansiyon grubunda
anlamh olarak azaldigi goéruldu. L-NAME ile olusturulan deneysel hipertansiyon
modelinde aldosteron ve Ang 2 dulzeylerindeki artis mevcut literatlr bulgulariyla
uyumluluk gosterdi (162-164). Calismamizda likopen tedavisi uyguladigimiz grupta
serum ACE aktivitesinde meydana gelen azalma anlamli degildi. Diger taraftan
hipertansiyon grubuna gore hipertansiyon+likopen grubundaki aldosteron ve Ang2
dizeyindeki degisikliklerde anlaml farklihk saptanmadi. Khan ve arkadaslarinin
hiperlipidemi olusturduklari siganlarda serum ACE dlzeylerinde anlaml dizeyde
artis goruldugu, haftada 2 kez likopen verilmesinin serum ACE dlzeylerinde ve
bobrek dokusu ACE gen ekspresyonunda anlamhi bir farklihk olusturmadigi
bildirilmigtir (165). Bu sonuglar galismamiz sonuglari ile uyumluluk goéstermektedir.
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Ozmutlu ve arkadaglarinin deneysel diyabet modelinde vyiikselmis olan ACE
aktivitesini 28 gin 10 mg/kg dozunda likopen verilmesinin inhibe ettigi gosterilmistir
(166). Bu cgalisma sonuglarinin bizim sonuglarimizdan farkli olmasinda deneysel
model ve likopen verilme suresinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Aldosteron
hdcre disi sivi hacmi ile kan basincinin dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Aldosteron dizeylerinin yukselmesi, bobrek tarafindan sodyum ve suyun tutulmasini
saglayarak hicre disi sivi hacminin artmasina katkida bulunmaktadir. Ang 2 patolojik
kosullarda vazokonstriktor etki, sodyum dengesinde bozukluklar, fibrozis, hicre
proliferasyonu ve inflamasyonun gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu etkilerini
Ang 2 tip 1 reseptor Uzerinden gosterdigi rapor edilmektedir (167). Calismamizda
bdbreklerde gorilen peritibuler fibrozis, glomertler sklerozis ve kast miktarindaki
artis Ang 2’nin artisiyla iliskili olabilir. Ayrica bdbreklerde immunohistokimyasal olarak
AT1 reseptorlerinin degerlendirildigi ¢calismamizda hipertansiyon grubunda anlamli
dizeyde artis saptandi. Bu sonucglarimiz mevcut literatir ile uyumluluk
gOstermektedir (168-170).

ADH'In kan damarlari Uzerindeki vazokonstriktif etkisinin hipertansiyon
gelisiminde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan g¢alismalarda, ADH'In V1
reseptor aracili aktivasyonunun hipertansiyon Uzerinde herhangi bir katkisi oldugunu
tam olarak kanitlanamamistir (169). ADH’in V2 reseptor aracili sodyum geri emilimini
uyararak tuz bagimh hipertansiyonda rol oynadidi ileri strilmektedir. Toplayici
kanallarda, V2 reseptorlerin uyarilmasi (Aquaporin-2 Uzerindeki etkisi ile) su
gegirgenligini arttirmasinin yaninda, epiteliyel sodyum kanallarini aktive ederek
sodyumun gecirgenligini arttirdigi1 bildirilmektedir (171). Kopeptin, ADH’In o6ncul
moleklli olup, C terminalden ADH ile birlikte salgilanmaktadir. Bdylece ADH
seviyelerini dogrudan yansitmaktadir, plazma ve serumda ADH’tan daha stabil
oldugu bilinmektedir (172). Calismamizdaki serum kopeptin dizeylerine bakildiginda
hipertansiyon gruplarinda, serumlarda meydana gelen artis anlamli bulunmadi. Bu
bulgularimiz mevcut literatir ile benzerlik gostermektedir (173-175). Calismamizin
serum kopeptin duzeylerinde kontrol grubuna kiyasla likopen grubunda anlamli bir
azalmanin oldugu tespit edildi. Bu bulgu likopenin kopeptin Uzerindeki inhibitdr
etkisinin  gosterildigi ik calismadir. Calismamizda kontrol grubuna gore;
kontrol+likopen grubunda Ure ve kreatinin dizeylerinin azalmasi, kreatinin klirensinde

gorulen anlamli artig likopenin kopeptin Uzerindeki inhibitor etkisi sonucu olabilir.
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Calismamizda glomeriler fonksiyon bozuklugunun godstergesi olan serum ure ve
kreatinin duzeylerinin, Li ve arkadagslarinin diyabet modeli olusturarak yaptiklari
calismada likopenin kreatinin ve Ureyi anlamh bir sekilde disurmesi bizim
bulgularimiz ile uyumluluk géstermektedir (176).

Serum ve idrar sodyum duzeylerinin, kontrol grubuna gore likopen grubunda
anlamli olarak azaldigi goéruldu. Tubuler fonksiyonun bir belirteci olarak kullanilan
fraksiyonel sodyum dizeylerine bakildiginda ise, kontrol grubuna gére likopen verilen
grupta anlaml bir disusun oldugu saptandi. Ategsahin ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada likopen verilen saglikl grupta serum kreatinin ve sodyum duzeylerinde
meydana gelen azalmalar bizim bulgularimiz ile benzerlik gostermektedir (177).
Calismamizda gorilen sodyum dizeyindeki azalma da yine likopenin dilrretik etkisi
sonucu olabilir. idrar albiimin diizeylerinin, kontrol grubuna gére likopen grubunda
anlamli olarak azaldigi belirlendi. Bu sonuglar likopenin glomertler filtrasyon hizini
arttirmasi sonucu olabilir.

Likopen, kirmizi meyve ve sebzelerde (papaya, domates, kirmizi biber, karpuz
ve benzeri) bulunan ve tetraterpen karotenoid ailesine ait doymamis bir hidrokarbon
fitokimyasaldir. Pismis domates Urunlerin tiketimi, dinyada gunlik diyetin %80'ini
olusturmaktadir. Bunun yaninda bati dinyasinda bireysel farkliliklara ragmen,
ortalama gunluk likopen tiketimi 5-7 mg arasinda degismektedir. Likopenin serbest
radikalleri nétralize etme etkilerinin yaninda kanser, ateroskleroz, diyabet ve bazi
inflamatuvar hastaliklara karsi koruyucu rol oynadigi bildiriimektedir. Artan
epidemiyolojik calismalar, likopen tlketiminin c¢esitli kronik hastaliklarin risklerinin
azalmasiyla iligkili oldugunu gosterirken, ayrica bir dizi in vitro ve in vivo galismada
antioksidan bir aktivite gostermektedir (178). Yakin zamanda Jacques ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, likopen almi ile, miyokard enfarktisl, anjina
pektoris ve koroner yetmezlik insidansi arasinda gugli bir ters iliski oldugu
raporlanmigtir  (179). Birgcok arastirmaci tarafindan hipertansiyon, miyokard
enfarktlisl, inme ve aterosklerozlu hastalarda plazma likopen seviyelerinin duisuk
seyrettigi saptanmigtir. Likopen ile tedavi edilen hastalarda plazma oksidatif stres
belirteclerinin ve kolesterolin dustigu, karotis arter intima-media kalinliginda
azalmanin oldugu, HDL'nin yukseldigi gibi sonuglarin birgok ¢alismada tekrarlandigi
bilinmektedir. Kronik vaskuler hastaliklarin farkli hayvan modellerinde yapilan
calismalarda likopenin; endotelyal nitrik oksit sentaz aktivitesinin artmasi ile NO
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seviyesinin normal duzeylere gelmesi, endotel fonksiyonun iyilesmesi, enflamatuar
hasarin zayiflamasi, kolesterol biyosentezinin inhibisyonu gibi etkilerinin oldugu
gOsterilmigtir (178, 180-182).

Normal bdbreklerde NO, renal hemodinamikler ve renal tlbuler fonksiyonlar
uzerinde etkilidir. Afferent ve efferent arteriyoler direnci azaltir ve renal proksimal
tubullerde Na-K ATPaz aktivitesini azaltarak sodyum geri emiliminin dismesine
neden olur (183). Bu ¢alismada bébrek NO dlzeyleri incelendiginde, kontrol grubuna
g6re hipertansiyon grubunda anlamli bir azalma oldugu saptandi. Bu azalmanin NOS
inhibitord olan L-NAME verilmesinin sonucu oldugu dusunulmektedir. Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda kontrol+likopen grubunda serum NO duzeyinde anlamli artis
saptandi. Bu bulgumuz literatirdeki diger in vivo modellerde likopenin NO dizeyleri
Uzerindeki etkisi ile benzerlik gostermektedir (184-186).

Bobrek dokusunda GSH duzeyleri, kontrol grubuna goére likopen ve
hipertansiyon gruplarinda anlamli dizeyde artma oldugu saptandi. Diger taraftan
kontrol grubuna gore hipertansiyon grubunda da anlamli olarak arttigi saptandi. Bu
bulgularimiz mevcut literatlrlerle benzerlik géstermektedir (177, 187). Calismamizda
total glutatyon duzeylerini 6lgmemiz nedeniyle bu artisin okside glutatyon duzeyi ile
mi ya da redukte glutatyon duzeyindeki artis sonucu oldugu saptanamadi.

Bobrek MDA duzeylerine bakildiginda kontrol grubuna goére likopen ve
hipertansiyon gruplarinda meydana gelen azalmalar anlamh degildi. Li ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada, diyabet ile yukselen MDA duzeylerinin likopen ile
anlamli bir sekilde dustugu raporlanmigtir (176).

Likopenin yukarida bahsedilen c¢alismalarda oldugu gibi birgok deneysel
calisma modelinde antioksidan, antiinflamatuvar, antikanserojen ve kalp damar
hastaliklarini onleyici etkileri oldugu rapor edilmigtir. Ayrica bobreklerin de iginde
oldugu bircok dokuda vazodilatator etki gosterdigi bildiriimektedir (130-134). Ayrica
bdbrekte NO duzeyini arttirarak, bobrek fonksiyonlarinin dizenlenmesinde ve bdbrek
hasarinin azaltilmasinda onemli rol oynadigi laboratuvarimizda da gosterilmigstir
(188). Calismamizda hipertansiyon+likopen tedavisinin 4. haftada kan basincinda
azalmaya sebep olmasina ragmen, incelenen parametreler Gzerinde istatistiksel
olarak anlaml tedavi edici etkiler olugsturmamasinin birka¢ nedeni olabilir. Bunlar 1)
likopenin verilis yolu, 2) dozu, 3) verilime siuresi ve deneysel L-NAME ile
hipertansiyon olusma mekanizmasinda etkili faktoérlerin diger deneysel modellerden
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farkh olmasinin bir sonucu olabilir. Batin bu bulgular ve literatirdeki c¢alismalar
birlikte dederlendirildiginde, L-NAME ile olusturulan deneysel hipertansiyon
modelinde likopenin etki mekanizmasini gostermek igin calismamizda incelenen
parametrelerin farkli ¢alismalarla desteklenmesi gerektigini distinmekteyiz. L-NAME
ile olusturulan hipertansiyon modelimizde ¢ok az bdbrek hasar olustugu goéraldu. Bu
modelde literatlr ile uyumlu bir sekilde hipertansiyonun bdbrek Uzerindeki etkilerinin
arastinimasi amaciyla daha uzun sureli hipertansiyon modelinde farkh dozlarda
likopen tedavisinin  verilerek sonuglarinin izlenmesinin  uygun olacagini
dusunmekteyiz. Ayrica likopenin dozu, verilis yolu, verilis zamani ve verilme
suresinde yapilan duzenlemeler ile nitrik oksit metabolizmasi Uzerindeki etkilerinin
molekller duzeyde arastiran daha kapsamli caligmalarin yapilmasi gerektigi
disincesindeyiz. Ayrica ¢calismamizda gorilen likopenin glomertiler filtrasyon hizini

arttinici etkisinin mekanizmasinin arastiriimaya deger oldugu goérigindeyiz.
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SONUGLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim Dal’'nda yaptigimiz
calismamizda L-NAME uygulamasiyla olusturdugumuz deneysel hipertansiyon
modelinde likopenin, bobrek dokusunda nitrik oksit, glutatyon, malondialdehit
duzeyleri idrar ve serumda aldosteron, anjiyotensin Il, anjiyotensin donusturicu
enzim, kopeptin, sodyum, potasyum, kreatinin dizeyleri ile serum dre, ALT, AST, CK
aktiviteleri ve kreatin klirensi, fraksiyonel sodyum ve potasyum atilimi incelendi.
Bobrek dokusunda hematoksilen-eozin boyamasi ile histopatolojisi ve anjiyotensin 2
tip 1 reseptor aktiviteleri immunohistokimyasal olarak incelendi. Yapilan literatur
arastirmalari sonucuna goére bu calisma deneysel hipertansiyon modelinde likopenin
etkilerinin arastirildigi ilk calismadir. incelemeler sonucunda asagidaki veriler elde
edilmigtir:

1 ve 2. grup karsilastirildiginda; serum sodyum, Ure, kreatinin, NO duzeyleri,
bdébrek GSH aktiviteleri, idrar sodyum, potasyum, ACE ve mikroalbumin, kreatin
klirensi ve fraksiyonel sodyum ve potasyum atiliminda istatistiksel olarak anlamli
farklihklar gozlendi.

1 ve 3. grup karsilastirildiginda; serum aldosteron ve anjiyotensin |l duzeyleri,
idrar ACE aktiviteleri, bdobrek NO ve GSH aktiviteleri, sistolik kan basinci
Olcimlerinde 2. 3. ve 4. hafta, diyastolik kan basinci dlgiimlerinde 2 ve 4. hafta,
ortalama kan basinci hesaplamalarinda 2. 3. ve 4. hafta ve kalp atim hiz
Olcimlerinde 2. ve 3. hafta dlgulen de@erler arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar gézlendi.
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3. ve 4. grup karsilastirildiginda; bobrek MDA aktiviteleri, sistolik kan basinci
Olcimlerinde 4. haftada, diyastolik kan basinci olgumlerinde 3. ve 4. haftada,
ortalama kan basinci hesaplamalarinda 4. haftada istatistiksel olarak anlaml
duzeylerde farkhliklar goézlendi.

Batin bu bulgular bir arada ele alindiginda likopenin kan basinci Uzerinde
potansiyel dusuricli roli olabilecegi goruldi. Ancak bulgularimizin  etki
mekanizmasini kesin olarak gostermek icin farkli calismalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Likopenin bu modeldeki etkisinin agiklanabilmesi icin dozu, verilis
yolu ve surelerinde vyapilacak duzenlemeler ile daha kapsamh ve ayrintil

calismalarin yapilmasi gerektigini dusunmekteyiz.

76



OZET

Hipertansiyon, prevalansinin ylksek olmasi, kardiyovaskuler olumlerin
basinda gelmesi sebebiyle dnemli bir halk saglhgi sorunudur. Domates ve urunleriyle
vicuda alinan majoér karotenoidlerden biri olan likopenin, antioksidan ve
kardiyovaskuler hastaliklara kargi koruyucu oldugu bildirilmistir. Calismamizda
likopen tedavisinin Nw-Nitro-L-arginine metil ester hidroklorid (L-NAME) ile
olusturulmus hipertansiyon gelisimindeki rolinu ve bdbrek fonksiyonlari Gzerindeki
etkilerini aragtirmayi amagcladik.

Calismamizda 32 adet erkek Spraque-Dawley sican Kontrol (K), Kontrol +
Likopen (K+L), Hipertansiyon (HT) ve Hipertansiyon + Likopen (HT+L) olmak Uzere 4
gruba ayrildi. K ve K+L gruplarina fizyolojik serum, HT ve HT+L gruplarina 15 mg/kg
L-NAME intravenéz ve 150 mg/L dozunda (L-NAME) icme sularinda 3 hafta boyunca
verildi. K+L ve HT+L gruplarina 10 mg/kg/giin dozunda likopen, K ve HT gruplarina
ise likopenin ¢ozucusu olan misir yagl 1 ml/kg dozunda 2 hafta boyunca gavaj yolu
ile verildi. Her hafta tail-cuff pletismografisi yontemi ile kan basinci dlgimua yapildi.
Deneyin 21. gununde siganlarin 24 saatlik idrarlari toplandiktan sonra anestezi
altinda kan ve bobrekleri alinarak 6tenazi uygulandi.

Kontrol grubuna gére Kontrol+Likopen grubunda likopen uygulamasinin;
serum sodyum, Uure, kreatinin, kopeptin, anjiyotensin doénlstluricid enzim ve
mikroalbumin dizeylerinin azaldidi, kreatinin klirensinin arttigi ve fraksiyonel sodyum
atiliminin azaldigi saptandi (p<0,05). Hipertansiyon grubunda Kontrol grubuna

kiyasla sistolik, diyastolik ve ortalama kan basinci, serum aldosteron, anjiyotensin 2
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duzeylerinin arttigi, likopen tedavisinin kan basinci Uzerinde anlamli bir dususe
neden oldugu saptandi (p<0,05).

Bulgularimiz; likopenin L-NAME ile olusturulan hipertansiyon modelinde kan
basinci Uzerinde potansiyel dusurtclu etkilerine ragmen, likopenin dozu, verilis yolu
ve surelerinde yapilacak duzenlemeler ile daha kapsaml arastirilmasi gerektigini

dusunmekteyiz.

Anahtar Kelimler: Hipertansiyon, likopen, bébrek, aldosteron, anjiyotensin 2.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LYCOPENE ON
EXPERIMENTALLY HYPERTENSION-INDUCED RATS

SUMMARY

Hypertension is an important public health problem due to the high prevalence
of cardiovascular deaths. Lycopene, one of the major carotenoids taken with the
tomato and tomato products, has been reported to protect against antioxidants and
cardiovascular diseases. We aimed to investigate the role of lycopene treatment in
the development of hypertension and its effects on renal function in our study. We
aimed to investigate the role of lycopene treatment in the development of
hypertension induced by Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME)
and its effects on renal function.

In our study, 32 male Spraque-Dawley rats were divided into 4 groups as
Control (C), Control + Lycopene (C+L), Hypertension (HT) and Hypertension +
Lycopene (HT+L). HT and HT+L groups were given 15 mg / kg Nw-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME) intravenously, followed by 150 mg/L L-NAME in
the drinking water for 3 weeks to induce experimental hypertension; C and C + L
groups were given physiological serum intravenously. Rats in groups 2 and 4 were
given lycopene at a dose of 10 mg/kg/day via gavage and groups 1 and 3 were also

given 1 ml/kg/day corn oil which was a vehicle for lycopene for 2 weeks. Blood
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pressure measurements by the tail-cuff plethysmography performed every week. The
24-hour urine, blood and both kidneys of the rats were collected on the 21st day of
the experiment.

Comparing to C group, serum sodium, urea, creatinine, copeptin, angiotensin
converting enzyme and microalbumin levels and fractional sodium excretion
decreased, and creatine clearance increased in C + L group (p<0.05). Systolic,
diastolic and mean arterial blood pressure values, serum aldosterone, angiotensin 2
levels were increased in hypertension group compared to control group, and
lycopene treatment caused a significant decrease blood pressure (p<0,05).

Our findings; we success that lycopene should be further investigated in the
model of hypertension induced by L-NAME, with the regulations to be made on the
way of dosing, administration and duration of lycopene, despite the potential effects

on blood pressure.

Keywords: Hypertension, lycopene, kidney, aldosterone, angiotensin 2.
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