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OZET

ADENININ INDUKLEDIGI KRONiK BOBREK YETMEZLIGINDE ADROPIN VE
SPEKSININ INFLAMATUVAR YOLAKLARA ETKISININ BELIRLENMESI

Filiz AVCI

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Temmuz 2021
Danmisman: Dr. Ogr. Uyesi Burak YAZGAN

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomeriiler filtrasyon hizindaki (GFH) azalmanin bir
sonucu olarak bobrek fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bir bozulma olarak tanimlanmaktadir.
KBY kronik inflamatuvar bir stirectir. IL-1p, IL-6, IL-17, IL-21 ve IL-33 gibi pro-inflamatuvar
sitokinler bobrek hasarimi arttirirken 1L-10, IL-13, TGF- gibi anti-inflamatuvar sitokinler
inflamatuvar siireci baskilayarak bobrek hasarini azaltirlar. Speksin, glikoz ve lipit metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir noropeptittir. Bunun yaninda kardiyo-renal fonksiyonlarin
diizenlenmesini de saglamaktadir. Adropin, glikoz ve lipid metabolizmasi ile iliskili bircok yolu
diizenleyen bir peptittir. Bu iki peptitin inflamasyon ile iliskili yollar1 diizenleyebilecegi
belirtilmistir. Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda; Adenin ile indiiklenen KBY modelinde speksin ve
adropin uygulanmasinin bobrek hasari ve inflamatuvar siire¢ iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaglanmaktadir. KBY modeli wistar albino si¢anlara adenin soliisyonu verilerek olusturulmustur.
Renal fonksiyon testleri otoanalizér ile Olglilmiistiir. Bobrekteki histopatolojik degisiklikler
hematoksileneozin boyama sonrasinda 1s1k mikroskobu ile degerlendirilmistir. Bobrek dokusunda
IL-1B, IL-10, IL-17A, 1L-18, IL-21, IL-33, KIM-1, NGAL, TNF-0, TGF-B, TIMP-1 genlerinin
ekspresyonlar1 ger¢ek zamanli PCR ile belirlenmistir. Adeninin indiikledigi KBY grubunda kontrol
grubuna kiyasla 24 saatlik idrar hacmi, serum kreatinin, BUN ve idrar protein diizeyleri artmistir.
Bunun yaninda renal hasar, TIMP-1 ve IL-33 diizeyleri KBY gelisimi ile artig gostermistir. Adropin
uygulanmasi 24 saatlik idrar hacmi ve idrar protein diizeylerini KBY grubuna kiyasla azaltmigtir.
Bunun yaninda renal hasar, NGAL, TIMP-1, IL-17A ve IL-33 diizeyleri adropin uygulanmasi ile
azalmigtir. Benzer olarak, speksin uygulanmasi 24 saatlik idrar hacmi ve idrar protein diizeylerini
KBY grubuna kiyasla azaltmistir. Bunun yaninda KIM-1, TIMP-1 ve IL-33 diizeyleri speksin
uygulanmasi ile azalmigtir. Adropintspeksin uygulanmasi KBY grubuna kiyasla renal hasar, KIM-
1, NGAL, TIMP-1, IL-1B, IL-17A, 1L-18, IL-33, TGF-B ve TNF-a seviyelerini azaltici etki
gostermistir. Bizim sonuglarimiz bu peptitlerin inflamasyon ve bobrek hasarinda koruyucu etkiye
sahip olabilecegini gostermektedir.
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Chronic renal failure (CRF) can be defined as a chronic and progressive loss of kidney function
as a result of a reduction in glomerular filtration rate (GFR). CRF is a chronic inflammatory process.
Pro-inflammatory cytokines such as IL-1p, IL-6, IL-17A, IL-21 and IL-33 also trigger renal damage,
however anti-inflammatory cytokines such as 1L-10, IL-13, TGF-B reduce the renal damage by
supressing the inflammatory process. Spexin is a neuropeptide involved in the regulation of glucose
and lipid metabolism. In addition, it also regulates cardio-renal function. Adropin is a peptide that
regulates many pathways associated with glucose and lipid metabolism. It has been noted that these
two peptides can regulate pathways associated with inflammation. In light of this information, our
study aims to determine the effects of specsin and adropin administration on kidney damage and
inflammatory process in adenine-induced CRF model. The CRF model was created by giving
adenine solution to Wistar albino rats. Renal function tests were measured with an autoanalyzer.
Histopathological changes in the kidney were evaluated by light microscopy after hematoxylene
eosin staining. Expression of I1L-1p, IL-10, IL-17A, 1L-18, 1L-21, 1L-33, KIM-1, NGAL, TNF-q,
TGF-B, TIMP-1 genes in kidney tissue were determined by real time PCR. 24-hour urine volume,
serum creatinine, BUN, and urine protein levels increased in the adenine-induced CRF group
compared to the control group. In addition, renal damage, TIMP-1 and IL-33 levels increased with
the development of CRF. Administration of Adropin reduced 24-hour urine volume and urine protein
levels compared to the CRF group. In addition, renal damage, NGAL, TIMP-1, IL-17A and IL-33
levels were reduced by administration of adropin. Similarly, administration of spexin reduced 24-
hour urine volume and urine protein levels compared to the CRF group. In addition, the levels of
KIM-1, TIMP-1 and IL-33 decreased with the application of spexin. Administration of
Adropin+spexin showed effect in reducing levels of renal damage, KIM-1, NGAL, TIMP-1, IL-1p,
IL-17A, IL-18, IL-33, TGF-p and TNF-a compared to CRF group. Our results suggest that these
peptides may have protective effects on inflammation and kidney damage.
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1. GIRIS

Bobrekler, insan viicudunun hayati organlarindandir. Metabolik faaliyetler sonucu
olusan fazla su ile zararli toksinler bobrekler tarafindan filtrelenerek viicuttan atilir. Bobrekle
ilgili veya bobrek dist bir nedene bagli olarak nefronlarin ilerleyici, geri doniigiimsiiz bir
sekilde kaybolmasi sonucunda sivi-elektrolit ve asit-baz dengesi bozulmakta ve kronik
bobrek yetmezligi (KBY) tablosu ortaya ¢ikmaktadir.

KBY c¢ok farkli nedenlerle gelisebilmekte yasa, cinsiyete, irka ve iilkeye gore
degisebilmektedir. U¢ aydan uzun siiren azotemi, uzun siireli iiremik belirti ve bulgular,
anemi, hiperfosfatemi, hipokalsemi, idrar sedimentinde genis silendirler ve radyolojik
incelemelerde bilateral kiiciik bobrekler kronik hastalik gostergeleridir [1]. Son donem
bobrek yetmezligi (SDBY)’nin en sik sebepleri, hipertansiyon, diyabet, glomeriilonefritler,
kronik interstisyel nefrit ve kardiyovaskiiler hastaliklardir. Ulkemizde gériilen en dnemli
etyolojik faktorler arasinda ise; diabetes mellitus, hipertansiyon, kronik glomerulonefrit ve
tirolojik hastaliklar gelmektedir [2].

KBY tedavisi yasam boyu devam eden bir hastalik olmasi nedeni ile diger kronik
hastaliklarda oldugu gibi hastalik ve tedaviye uyumda bireysel yonetim one ¢ikmaktadir.
Morbidite ve mortalitenin azaltilmasinda, diyet, tuz, siv1 kisitlamalarina ve ilag¢ tedavisine
hastalarin uyum saglamasi1 6nemli goriilmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda hastalarin
diyet, siv1 kisitlamalarina ve ila¢ tedavisine istenilen diizeyde uyum saglayamadiklar
belirtilmistir [1].

Tiirk Nefroloji Dernegi (TND), KBY’yi morbidite ve mortalitesi yiiksek olan, yasam
kalitesini olumsuz etkileyen ve biiylik ekonomik yiik getiren bir durum oldugu igin
Tiirkiye’nin biiyiik sorunu olarak tanimlamistir. Saglik Bakanlig1 ve Tiirk Nefroloji Dernegi
ortak raporuna (2017) gore Tirkiye’de 77,311 kronik bobrek yetmezligi hastasinin oldugu,
bu hastalarin 58,635’inin hemodiyaliz (HD), 3346’ inin periton diyalizi (PD), 15,330’unun
bobrek transplantasyon (Bobrek Tx) gibi renal replasman tedavisi aldigi ve bu saymnin
gittikce arttig1 belirtilmistir [2].

KBY, kronik inflamatuvar bir siiregtir. Bu hastalarda normal popiilasyona gore 10 kat
daha yiiksek serum pro-inflamatuvar protein diizeyleri goriilmektedir. SDBY olan hastalarda
pro-inflamatuvar sitokinler olan, interlokin 1 (IL-1), interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-o)) 'nin serum miktarlarinin arttigi bilinmektedir. Bunun yaninda bazi pozitif

akut faz reaktanlar1 olan C reaktif protein (CRP), serum amiloid A, ferritin, fibrinojen ve



haptoglobiilin’de bobrek hasarinin degerlendirilmesinde kullanilabilir [3]. Serum Kreatinin
ve kan iire azotu (BUN) renal yetmezlikte kullanilan 6nemli klinik parametreler olsada son
yillarda nefrotoksisitede kullanilabilecek bazi yeni biyo belirteclerin oldugu belirtilmektedir.
Bobrek yetmezliginde idrarda miktarlariin degisebilecegi bildirilen bazi belirtecler bobrek
hasar molekiilii-1(KIM-1), sistatin C, doku metallo peptidaz inhibitorii-1 (TIMP-1) ve
notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL)’dir [4].

Enerji metabolizmasimin diizenlenmesinde bir¢ok noropeptid rol almaktadir.
Bunlardan biri de 2007 yilinda kesfedilmis olan speksindir. Speksin; 14 aminoasitten olusan
C120rf29 geni tarafindan kodlanan bir peptiddir [5]. Glikoz ve lipit metabolizmasinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [6]. Balik ve memelilerde yapilan ¢alismalarda
speksin’in bobrek, beyin, kalp, karaciger, akciger, kas, adrenal bez, testis, pankreas ve mide
gibi organlarda eksprese edildigi goriilmistiir [7]. Speksinin hormonal etki altinda bobrek
tistli bezlerinde lokal olarak firetildigi, renal fonksiyon i¢in merkezi bir diizenleyici ve
bobrek hasari sonrasi steroid tiretiminde roli oldugu disiiniilmektedir [6]. Bunun yaninda
speksinin anti-inflamatuvar etkileri olabilecegi belirtilmektedir.

2008 yilinda Kumar ve arkadaslari tarafindan kesfedilmis olan adropin, 76 amino asit
kalintisindan olusan 7,927 kDa molekiiler agirliga sahip, glikoz ve lipid metabolizmas: ile
iliskili bir¢ok yolu diizenleyen peptid bir hormondur [7,8]. Adropin, bobrek dokusunda
glomeriil, peritiibiiller kapiller endotelyal hiicreler ve peritiibiiller interstisyel hiicreler
tarafindan lokal olarak eksprese edilir [9]. Bunun yaninda endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) genini aktive ederek nitrik oksit (NO) salgilanmasini arttirir ve endotelyal hasarin
azaltilmasini saglar. Ayrica bazi ¢alismalar bu peptitin anti-inflamatuvar etkilere sahip
olabilecegini belirtmektedir. Ancak bu konuda yapilan ¢aligmalar sinirli sayidadir.

Bu c¢alismada, adenin ile indiiklenen KBY modelinde speksin ve adropin
uygulanmasinin bobrek hasar1 ve inflamatuvar siire¢ iizerindeki etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Anatomisi

Bobrekler retroperitoneal bolgede bulunan her biri yaklagik 120-150 gram agirliginda
olup, metabolik faaliyetler sonucu olusan fazla su ve zararh toksinleri filtreleyerek idrar
olusturup viicuttan disar1 atan organlardir. Sag bdbrek karacigerin altina girdiginden
yerlesim olarak sol bobrege gore daha asagidadir. Her bobregin iizerinde birer adrenal bez
bulunur. Bobregin makroskobik incelemesinde en dista fibroz bir kapsiil, kapsiiliin altinda
korteks (kabuk), en i¢cte medulla (6z) bulunur. Kani siiziilmek tizere bobreklere tasiyan renal
arter ve filtre edilen kani renal venle tekrar dolasima donmesini saglayan damarlar vardir.
Ayn1 zamanda her iki bobrekte kanin siiziilerek zararli ve artik iiriinlerin atilmasini saglayan

nefron adi1 verilen kiigiik birimler bulunur (Sekil 2.1) [1,2].
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Sekil 2.1. Bobregin anatomik yapisi [10]

2.1.1. Nefronlarin temel islevi

Bobregin islevsel olan en kiigiik birimine ‘nefron’ adi verilir. insanin her iki
bobreginde toplam 1-1,2 milyona yakin sayida nefron vardir. Nefronlarin temel islevi kan
plazmasinin bobrekten gegerken istenmeyen maddelerden arindirilmasidir. Bir nefronda;
bowman kapsiilii, glomerulusa kan getiren afferent (getirici) damar, glomerulden kani
uzaklastiran efferent (gotiiriicii) damar, glomerulus ve tiibiiliisler bulunmaktadir. Tibiiliisler,

proksimal tiip, henle kulpu, distal tiip ve kollektorden (toplayici kanal) olusmaktadir. Her



nefronun proksimal ucunda ‘bowman kapsiilii’ bulunur. Bowman kapsiilii, yassi epitelle
désenmistir ve yarim kiire seklindedir. Bowman kapsiiliiniin i¢inde bulunan kilcal damar
agina ise ‘glomerulus’denir. Kanin siiziilme isi burada ger¢eklesir. Glomerulus, bowman
kapsiilii, proksimal tubulus ve distal tubulus bébregin korteksinde; henle kulpu ve toplayici
kanallar ise bobregin medullasinda yer almaktadir (Sekil 2. 2). Bobregin, idrar olusumu

disinda da birgok fonksiyonu vardir [1].
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Sekil 2.2. Nefronun yapisi [10]

Bobregin diger fonksiyonlart:

e Artik irlinlerin digar1 atilmasi

e Elektrolit ve s1vi dengesinin diizenlenmesi

e Asit - baz dengesinin diizenlenmesi

e Kan basincinin hormonal olarak diizenlenmesi

e Hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve disar1 atilmasi
e Peptit hormonlarin yikimi

e Ilaclar, toksinler ve metabolitlerin detoksifikasyonu ve atilimi



2.2. Kronik Bobrek YetmezIligi Tanimi

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH) azalma sonucu
bobregin sivi-soliit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik ve
ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir. KBY, kardiyovaskiiler hastalik ve erken 6liim
gibi olumsuz sonuglara yol agan diinya ¢apinda bir halk sagligi sorunudur [11].

KBY, ¢esitli hastaliklara bagl olarak nefronlarin ilerleyici ve geri doniisiimsiiz kaybi
ile karakterize bir sendromdur. Bobrek yetersizligi olan bir olguda; ii¢ aydan uzun siiren
azotemi, uzun siireli iiremik belirti ve bulgular, renal osteodistrofi belirti ve bulgulari, anemi,
hiperfosfatemi, hipokalsemi, idrar sedimentinde genis silendirler ve radyolojik
incelemelerde bilateral kii¢iik bobreklerin goriilmesi kronik hastalik gostergeleridir [12]. Bu
ozellikler KBY’yi akut bobrek yetmezliginden ayirir. KBY ye neden olan risk faktorleri
incelendiginde; yas, cinsiyet, irk, genetik yatkinlik, aile Oykiisii, altta yatan hastaliklar
(diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1), hareketsiz yasam tarzi, sigara,
alkol gibi kotii alisgkanliklar, diizensiz beslenme, metabolik sendrom ve obezite en fazla
sorumlu tutulan faktorlerdir [12,13].

National Kidney Foundation/Kidney Disease Improving Global Outcomes (NKF-
KDIGO) ¢aligmasinin 2013 yilinda yayinlanan kilavuzunda KBY tan1 kriterleri (Tablo 2.1.)
verilmistir [13].

Tablo 2.1. KBY tani kriterleri

KBY tani kriterleri (herhangi birinin > 3 ay varlig1)

Bobrek hasari a) Albuminiiri (Albumin atillm oram1 >30 mg/24 saat;
belirtecleri (bir ya da | Albuminkreatin oran1 >30 mg/g [>3mg/mmol] )

daha fazla) b)Bobrek nakli hikayesi GFH

c¢) Tiibiiler hasara bagh elektrolit ve diger bozukluklar

d) Histolojik patolojiler

e) Gorlintlileme ile saptanan yapisal bozukluklar

f) Idrar sediment patolojileri

Azalmis Glomeriiler | GFH<60 ml/dk/1.73 m?

Filtrasyon Hizi




2.2.1. Kronik bobrek yetmezligi prevalans ve etiyolojisi

KBY, bobreklerin islevlerini bozan herhangi bir nedenle ortaya ¢ikabilir. Tiirkiye’de
genel yetigkin popiilasyonundaki KBY oran1 %15,7°dir. Diger bir deyisle her 6 yetiskin
kisiden birisinde KBY vardir. Diisiik GFH (<60 ml/dk) olan hasta oran1 ise %5,1 olup her
20 yetiskinden birisinde kritik diizeyde KBY oldugu saptanmistir. Gelismis iilkelerdeki
SDBY prevalansindaki farkliliklarin temelinde etnik, irksal ve genetik farkliliklarin yani sira
diyabet ve hipertansiyon gibi hastaliklarin oranlariin degiskenliginin énemli roli oldugu
diistiniilmektedir [14-16]. En sik goriilen nedenleri hipertansiyon, enfeksiyonlar, glomerulo
nefritler, aterosklerozis ve diabetes mellitustur. Hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir
caligmaya gore 2017 yilindaki etiyolojik nedenlere gore dagilimi farklilik gostermektedir
(Tablo 2.2).

Diabetes mellitus: Genellikle, diyabet kaynakli bobrek hastaliginin ilk belirtisi
idrardaki proteindir. Glomeriiler filtrasyon bariyeri hasar goérdiigiinde albiiminiiri ve
proteiniiri goriilmektedir [1].

Hipertansiyon: Yiiksek kan sekeri gibi, yiiksek tansiyon da bobreklerdeki kan
damarlarina zarar verebilir. Yiiksek tansiyonu olan her 5 eriskinden yaklasik 1'inde KBY

vardir [1].

Tablo 2.2. RRT olarak HD'e baslayan hastalarin etiyolojik nedenlere gore dagilimi [2].

n %
Diabetesmellitus 658 38,03
Tipl DM 41 2,37
Tip2 DM 617 35,66
Hipertansiyon 475 27,46
Glomeriilonefrit 104 60,1
Polikistik bobrek hastaliklar: 53 3,06
Tiibiilointerstisyel nefrit 24 1,39
Obstriiktifnefropati 23 1,33
Renalvaskiiler hastalik 14 0,81
Diger 121 7,0
Etyolojisi bilinmeyen 258 14,91
Toplam 1730 | 100,00




Tiirkiye Kronik Bobrek Hastaligi Prevelansi Arastirmasi (CREDIT) c¢alismasinda
KBY ’nin kadinlarda (%18,4) erkeklere (%12,8) oranla daha fazla goriildiigii, yasla birlikte
riskin belirgin bir sekilde arttig1, kirsal kesimde yasayanlarda riskin daha fazla oldugu, ayrica
Marmara ve Giineydogu Anadolu bélgesinde yasayanlarda KBY riskinin daha fazla oldugu
bildirilmistir [14]. Kronik bdbrek yetmezliginin en sik gorildiigii iilkeler ise Meksika,
Tayvan, Japonya ve ABD’dir. Ulkeler arasinda goriilme sikligma bakildiginda Tiirkiye
listedeki ilk 10 tilke arasindadir [17].

2.2.2. Kronik bobrek yetmezligi patofizyolojisi

Kan akimindaki azalma sonrasinda olusan reperfiizyon ile birlikte bobrek dokusunda
cesitli derecelerde hasar olusmaktadir. Oncelikle bobrek dokusu, dolasimdaki zararli
maddeye (ilaglar vs.) maruz kalmis olabilir. Ikinci olarak, glomeriiler filtrasyon oldukga
yiiksek transglomeriiler basinca (fizyolojik kosullarda bile) bagimhidir ve bu durum
glomeriiler kilcal damarlart diger kilcal damar aglarinin aksine hemodinamik hasara karsi
savunmasiz hale getirir. Brenner ve arkadaslari, glomeriiler hipertansiyon ve
hiperfiltrasyonu kronik bobrek hastaliginin ilerlemesine en biiyiik katkida bulunanlar olarak
tanimlamaktadir. Ucgiinciisii, glomeriiler filtrasyon membrani, anyonik makromolekiilleri
geciktiren bir bariyer gorevi goren negatif yiiklii molekiillere sahiptir. Bu elektrostatik
bariyerdeki bozulma ile birgok glomeriiler hasar formunda oldugu gibi, plazma proteinleri
glomeriiler ultra filtrata gegmeye baslar. Bu nedenle, fonksiyonel bir birim olarak nefron
kavraminin anlagilmas1 Sadece bobrek fizyolojisi i¢in degil, aym1 zamanda bdbrek
hastaliklarinin patofizyolojisi i¢in de 6nemlidir [18].

Klinik uygulamada bobrek hasarinin saptanmasinda en yaygin kullanilan gosterge
albliminiiri veya proteiniiri’dir [1]. Proteiniiri, direkt tiibliler toksisiteye neden olur.
Proksimal tiibiilde asir1 protein reabsorbsiyonu lizozomal igleme kapasitesini asarak,
lizozomal riiptiire yol agabilir ve dogrudan tiibiiler toksisiteye neden olabilir [18]. Normal
kosullarda giinliik alblimin atilimi 30 mg’in, protein atilimi ise 150 mg’in altindadir. Bu
durumun {i¢ aydan daha uzun silirmesi bobrek hasarinin gostergesi olarak kabul edilir [3].
Klinik uygulamada albiiminiiri veya proteiniiri sabah ilk idrarda albiimin / kreatinin veya
protein / kreatinin orani ile basit ve dogruya oldukga yakin bir sekilde belirlenebilir. Bunlarin
yani sira yetersiz gida alimi, kronik inflamasyon, oksidatif stres gibi degiskenlerde KBY
patogenezinde rol almaktadir [19]. KBY patogenezinde etkili olan faktorler Sekil 2. 3’te
gosterilmistir [19].



Sekil 2.3. KBY patogenezi [19]

2.2.3. Kronik bobrek yetmezligi evrelendirme

Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) rehberleri kronik bobrek
hastaliklarint GFH’ye gore bes evrede siniflandirmaktadir:

Evrel: Mikroalbiiminiiri/proteiniiri, hematiiri veya histolojik degisikliklerin yansittigi
birkag bobrek zedelenmesi kaniti ile normal veya artmis GFH.

Evre 2: GFH’de hafif azalma ile (60-89 ml/dk/1.73 m?) bobrek zedelenmesi.

Evre 3: Orta derecede GFH azalmas1 (30-59 ml/dk). Ure ve kreatin degerlerinde artis.

Evre 4: GFH’de ciddi azalma (15-29 ml/dK).

Evre5: Yasami siirdiirmek i¢in diyaliz veya bobrek nakli gibi bir renal replasman
tedavisinin (RRT) g6z oniine alinmasinin gerektigi durumdur (GFH<15 ml/dk).

Evre 4 ve 5’te anemi, asidoz, hipokalsemi, hiperfosfatemi ve hiperkalemi gibi klinik

durumlar olugmaktadir [13].



2.2.4. Bobrek fonksiyonlarinin belirlenmesinde kullanilan parametreler

2.2.4.1. Kreatinin klirensi

Kreatinin klirensi, GFH hesaplanmasinda en sik kullanilan testlerden biridir. Kandaki
kreatinin hemen hepsi glomeriillerden siiziilerek bobrekler yoluyla atildigindan bobrek
fonksiyonlarinin 1yi bir gostergesidir. Kreatinin klirensi i¢in idrar 6rnegi genellikle 24 saat
boyunca toplanir. Ancak daha kisa siirede de (8 saat -12 saat vb.) toplanabilir. Kreatinin

klirensi 2 formiille hesaplanabilir [1].

FORMUL 1. 24 saat idrar toplanarak;

Kreatinin klirensi (ml/dakika) = (UxV) / (PxT)

U: Idrardaki Kreatinin (mg/dl) P: Plazma ya da kandaki kreatinin (mg/dl)
V: Idrar Hacmi (24 saatte/ml) T: Zaman

FORMUL 2.Cockcroft-Gault formiilii:

Kreatinin klirensi (ml/dakika) =
Hasta erkek ise: (140-Yas) x (ideal kilo) / (Serum kreatinin (mg/dl) x72)

Hasta kadin ise: [(140-Yas) x (Ideal kilo) / (Serum kreatinin (mg/dl) x72)] x 0.85 [1].

Normal bobrek fonksiyonu olan kisilerde kreatinin Klirensi ile GFH yaklasik %10 ile
%20, ilerlemis bobrek yetmezligi olan kisilerde %50 fazla hesaplanir [1].

2.2.4.2. BUN

Kan iire azotu (BUN) Karacigerde, protein ve amino asit katabolizmasi tarafindan
tiretilen azotlu son ftriindiir. Bobrek fonksiyonlarini degerlendirmede kullanilan en eski
testlerden birisidir ancak tek basina GFH’yi tahmin etmede yetersizdir. Glomeriillerden
serbestce filtre olmasina ragmen, tiibiillerden degisik derecelerde (idrar miktarina ve bobrek

kan akimina bagli) geri emilmesi nedeniyle GFH nin tespit edilmesinde ideal bir belirteg

degildir [20].
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2.2.5. Kronik bobrek yetmezliginde kullanilan biyobelirtecler

Genomik, epigenetik ve metabolomik teknolojilerin gelismesi bobrek hastaliklarinda
yeni biyobelirteglerin kesfedilmesine ve ileriki yillarda klinikte rutin test panellerine
eklenmesini saglayacaktir. Yapilan calismalarda 6zellikle sistatin C, bobrek hasar molekiilii-
1 (KIM-1), nétrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL) ve matriks metalloproteinaz doku
inhibitori (TIMP-1) gibi molekiillerin bobrek hasarini yansitmada onemli olabilecegini

bildirmektedir.

Sistatin-C

Sistatin-C, molekiiler agirlig1 13 kDa olan, 122 amino asitli nonglikozile bir proteindir.
Tiim gekirdekli hiicrelerden sentez edilir. Kana salinan bir sistein proteaz inhibitoriidiir.
GFH’deki en kiigiik degisikliklere bile yiiksek hassasiyet gosterir [21, 22]. Sistatin-C’nin
glomeriilden serbestce siiziilmesi ve viicut kas kitlesinden etkilenmemesi nedeniyle
GFH’nin degerlendirilmesi i¢in kreatininden daha duyarl bir parametre oldugu bildirilmistir
[22]. Bobrek glomeriillerinden serbestge siiziiliir ve proksimal tiibiillerde reabsorbe edilir,
bu ylizden sistatin C’nin plazma veya serum konsantrasyonlari bobrek fonksiyonunun

degerlendirilmesi i¢in iyi bir gosterge olabilir [22].

Notrofil Jelatinaz Iliskili Lipokalin NGAL)

Son zamanlarda NGAL renal hasarin erken tespitinde en fazla calisilan biyobelirtegtir.
NGAL 178 amino asitli, molekiil agirlig1 25 kDa agirliginda olan hidrofobik ligandlar (yag
asitleri, retinoidler gibi) tasiyan sitozolik proteinler olan lipokalin siiper ailesine ait bir
glikoproteindir [23]. NGAL, temel olarak nétrofiller tarafindan eksprese edilir, ancak bunun
yaninda proksimal ve distal tiibiilii igeren epitelyal hiicrelerde inflamasyon durumunda
indiiklenerek fazla miktarda sentezlenmektedir. Ozellikle bobrek hasarinda NGAL

seviyelerinin 6nemli miktarda yiikseldigi gosterilmistir [24,25].

Bobrek Hasar Molekiilii-1 (KIM1)
Insan KIM-1 geni kromozom 5p33.3 bulunmaktadir ve 14 ekzon igerir. KIM-1, 39

kDa molekiil agirliginda olan tip | membran glikoproteinidir. Normal bobrek dokusunda
saptanamayan ancak hasardan sonra farklilasmamis proksimal tiibiil epitel hiicreleri
tarafindan yiiksek seviyede eksprese edilen bir proteinidir. insan KIM-1 protein yaps1 sinyal

peptidi, IgV, miisin benzeri bolge, transmembran ve sitoplazmik alanlardan olusmaktadir.
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KIM-1'in yapist Sekil 2.4’te gosterilmistir [26]. IgV alani, metal iyona bagimli ligand
baglanma bolgesine (MILIBS) sahiptir. MILIBS, apoptotik hiicre zarinin dig kismina

fosfatidilserinin (PtdSer) ¢ikmasi i¢in PtdSer reseptorii olarak rol oynamaktadir.

20 125 299 311 359
N C
& v |

SP IgV cysteine Mucin T/SIP ™ ytoplasmicl

— A

Shedding
Sekil 2.4. KIM-1 proteininin yapisi [26]
KIM-1 molekiiliiniin 6zellikle kronik bobrek yetmezligi, akut bobrek yetmezligi,
polikistik bobrek hastaligi, nefropati, diyabetik nefropati ve bobrek kanseri gibi patolojik

birgok durumda Onemli oranda arttigi ve bobrek hasari ig¢in duyarli bir biyobelirteg

olabilecegi disiiniilmektedir [26, 27].

Metallopeptidaz Doku inhibitérii-1 (TIMP1)

TIMP-1, X kromozomu iizerinde lokalize olmus gen tarafindan kodlanir ve 184
aminoasit iceren bir polipeptit zincirinden olusur. Bu proteinin molekiiler agirhigi 28,4 ile 34
kDa arasinda degismektedir. Matriks metaloproteinaz (MMP) aktivitesinin inhibisyonu,
proliferasyonun diizenlenmesi ve apoptozun diizenlenmesi dahil olmak iizere genis bir
biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu sayede doku hasarinda dokunun yeniden diizenlenmesini
kontrol altinda tutmaktadir. Bobrek hasarinda TIMP-1 miktariin 6nemli Slgiide arttig
bildirilmistir. Bunun yaninda TIMP-1 artis derecesi ile bobrekte fibrozis derecesinin paralel

sekilde degistigi gosterilmistir [28].
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2.3. Inflamasyon

Inflamasyon, viicudun enfeksiyonlara ve doku hasarina kars1 koruyucu tepkisidir [29].
Mikroorganizmalarin veya toksinlerin hiicrelere zarar vermesinin onlenmesi ya da hasar
sonucu olusan 6l dokularin uzaklastirilmasi, organizmanin devamliligr icin gelistirilmis
koruyucu yanittir. Kan damarlar ve 16kositlerin 6nemli rol oynadigi karmagik bir olaydir.
Inflamasyon; uyaranin 6zelligine, olusan doku hasarma bagl olarak akut veya kronik
olabilir. Akut inflamasyon hizli bagslar, siiresi kisadir, 6nemli 6zelligi 6dem ve I6kositlerden
zengin doku infiltrasyonudur. Akut inflamasyonda yanitin yeterli olmadigi durumlarda
kronik inflamasyona doniisebilir. Kronik inflamasyon akut inflamasyon siireci olmadan
sessizce baglayabilir [30].

Inflamasyonun sistemik etkileri, inflamatuvar uyarilarla artan sitokinler 6zellikle akut
inflamasyon durumlarinda sistemik bulgulara neden olabilir. Bu akut faz yaniti ates, akut faz
proteinlerinde artis (CRP, fibrinojen, serum amiloid A proteini vs), l6kositoz gibi baz1 klinik

ve patolojik degisiklikleri igermektedir [31].

2.3.1. Kronik bobrek yetmezliginde inflamasyon

Inflamasyon, KBY'de sonucu tahmin edilen yaygin bir 6zelliktir. Kronik inflamasyon,
hem renal klirensin azalmasi hem de artmis sitokin tretiminin neden oldugu pro-
inflamatuvar sitokinlerin plazma seviyelerinde bir artig olarak tanimlanabilir. CRP, IL-6 ve
TNF-a diizeyleri inflamasyonun gostergesi olarak kullanilmaktadir. Inflamatuvar yanat,
slirecin baskilanmasmin gerceklesmedigi veya gecikmesi ile dokuda pro-inflamatuvar
medyatorlerin IL-1, IL-6, TNF-a birikimine ve doku hasarma neden olmaktadir [32].
Dokuda hasar meydana gelse dahi inflamatuvar siire¢ devam edebilmektedir. 1990" larin
sonlarindan bu yana, inflamasyonun ana sitokini olan IL-1’in monosit salinimi yoluyla
inflamatuvar siiregte rolii oldugu bilinmektedir. TNF-a, glomeriiler mezengiyal hiicreler,
tiibiiler epitel hiicreleri ve makrofajlar tarafindan tretilir. Serbest radikallerin birlikte
tiretilmeside bobrek hasarmi arttiran bir faktordiir. Bu da TNF-a seviyeleri ile ilerleyici
bobrek hasari arasinda anlamli iliski oldugunu gostermektedir. 1L-6 ise aktive edilmis T ve
B hiicrelerinin farklilasmasi ile monosit ve fibroblastlar tarafindan tretilen, TNF-a ile
birlikte inflamasyonda araci rol oynayan bir sitokindir [33-35].

Inflamasyon ve oksidatif stresin, bobrek fonksiyonlarinda orta derecede bozuklugu
olan hastalarda bile erken siirecte artis gostermektedir [32]. KBY de inflamasyona neden

olan diger etmenler; azalmis glomeriiler filtrasyon hizi, artmis pro-inflamatuvar sitokin
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tiretimi, voliim yiiklenmesi, oksidatif stres, karbonil stres, beslenme durumu, tiremik toksin,
enfeksiyon vegenetik faktorlerdir (Sekil 2.5). Glomeriiler hastaliklarda degisken derecede
tiibtilo interstisyel hasar goriiliir ve bu hasar genellikle tiibiillerin filtrelenmemis proteinlere
maruz kalmasi1 ve inflamasyon ile iliskilidir. Tubulo interstisyel inflamatuvar sizintilarin
olusumunda rol oynayan faktdrler; proteiniiri, immiin birikintiler, kemokinler, sitokinler,
kalsiyum fosfat, metabolik asidoz, iirik asit, lipidler, hipoksi ve reaktif oksijen tiirleridir [17,
18].

INFLAMASYON
ARTMIS INFLAMATUVAR SITOKINLER (IL-1, IL-6, TNF-a vb.)

— Azalmis glomeriiler filtrasyon hizi, — Azalmis aciklik veya artmis pro-

. N . inflamatuvar sitokin tiretimi,
— Voliim yiiklenmesi,

—Karbonil stres, —Oksidatif stres,

—Enfeksiyon —Genetik ve epigenetik faktorler

Sekil 2.5. inflamasyonun sematik gosterimi [17]

2.3.2. Sitokinler

Kronik bobrek yetmezliginin gelisiminde rol oynadig: diisiiniilen molekiil grubundan
birisi de sitokinlerdir. Sitokinler dogal ve kazanilmis bagisiklik hiicreleri tarafindan
salgilanan protein yapida moekiillerdir. Interlokinler, kemokinler, interferonlar, lenfokinler,
timor nekroz faktorii ve biiytime faktorleri gibi pek ¢ok sitokin tiirti vardir [35]. Birgok hiicre
popiilasyonu tarafindan iiretilirler ancak baskin tiretici hiicreleri yardimci T hiicreleri (Th)
ve makrofajlardir. Antijenler ve mikroplara kars1 yanit olarak tretilirler. Farkli sitokin tipleri
inflamatuvar siirecin diizenlenmesini saglamaktadir [36]. Sitokinler, protein yapida
olduklarindan hedef hiicrenin yiizeyindeki 6zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini
baglatirlar. Sitokinler birbirlerine karsi antogonist veya bazi durumlarda sinerjik etki
gosterebilirler [35].

Sitokinler inflamatuvar aktivitelerine gore pro-inflamatuvar (inflamasyonu tesvik
eden) ve anti-inflamatuvar (inflamasyonu bastiranlar) olmak iizere ikiye ayrilir. IL-1, IL-6,
IL-12, IL-18 ve TNF-a pro-inflamatuar sitokinler olarak bilinirken IL-4, IL-10, IL-13 ve
TGF-B gibi molekiiller anti-inflamatuvar sitokinler olarak kabul edilir. Pro-inflamatuvar
sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNF-a) o6zellikle hepatik CRP iiretimini arttirarak inflamatuvar
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yaniti artirmaktadir. Bobrek yetmezliginin patogenezinde inflamatuvar siirecin 6nemli bir
rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle yapilan ¢alismalarda IL-6, IL-1B ve TNF-a gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin miktarmin bobrek yetmezligi ile birlikte artis gosterdigi
bildirilmistir [37].

2.3.2.1. interlokin-1p

IL-1, 1972°de Igal Gery tarafindan kesfedilmistir.1985 yilinda ise IL-1a ve IL1-B
olmak tizere iki farkli formu tanimlanmistir. IL-1, katabolin olarak da bilinen, molekiil
agirligr 17,5 kDa olan interlokin 1 ailesinin pro-inflamatuvar bir sitokinidir [38, 39]. Hedef
hiicrelerde IL-1 reseptorlerine baglanarak etki gosterirler [40]. IL-1p’nin en dnemli etkisi
diger sitokinlerin tiretimini arttirmasidir. IL-1 diger sitokinlerden IL-18 ve IL-33 ile birlikte
Toll benzeri reseptorlere (TLR) ve birgok sitotoksik strese verilen yanita da aracilik
etmektedir. IL-1f3’nin 6zellikle niikleer faktor kappa B (NF-KB), c-Jun-N-terminal kinazlari
(JNK) ve p38 aktivasyonuna yol agarak hiicresel sinyalizasyonunu ger¢eklestirmektedir
[41].

IL-1B endotel ve mononiikleer hiicrelere etki ederek l6kositlerin aktivasyonuna yol
acan eden kemokinlerin sentezini de arttirmaktadir. Bunun yaninda IL-1p, hipotalamusu da
uyararak kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH) salinmasina neden olur. CRH’de
adrenokortikotropik hormon (ACTH) salinimimi saglayarak adrenal korteksi uyarir ve
kortikosteroidlerin salinimini arttirir.  Kortikosteroidlerin  salinimi TNF-o. ve IL-1’in
salinimini inhibe eder. Bu in vitro veriler IL-1’in glomeriiler inflamasyonun patogenezindeki

olas1 rollerini isaret etmektedir [42].

2.3.2.2. interlokin- 6

IL-6, 212 amino asitten olusan ileri glikozilasyona ugramis 21-26 kDa molekiiler
agirh@inda pro-inflamatuvar bir sitokindir. Aktive olmus T ve B hiicreleri, monosit ve
fibroblast hiicreleri tarafindan iiretilmektedir [43].

IL-6, inflamatuvar siirecte hepatik akut faz protein cevabinin temel diizenleyicisidir.
IL-6 artis1 iki ana akut faz proteini olan CRP ve serum amiloid A’nin 1000 kata kadar
artmasina neden olabilmektedir. Etkilerini spesifik IL-6 reseptéor ve gpl30 olarak
adlandirilan alt tinitesinden olusan reseptér kompleksi tizerinden gostererek janus kinaz

(JAK) / sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) ve mitojen aktif protein kinaz
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(MAPK) aktivasyonuna yol acar. IL-6, membrana bagli IL-6R'ye ya da ¢oziiniir IL-6R
(soluble IL-6R)’ye baglanarak hiicresel sinyalizasyonu baslatabilir (Sekil 2. 6) [44].

Diyaliz ve diyaliz 6ncesi hastalarda serum kreatinin diizeyinin, plazma IL-6 seviyesini
yansitmada tek basina belirleyiciligi oldugu gosterilmis, bunun renal klirens bozukluguna
bagli oldugu diislinlilse de plazma IL-6 diizeyi yliksek olan KBY hastalarinda
kardiyovaskiiler ve diger tiim nedenlere bagli mortalite oranlar1 yliksek bulunmustur.

IL-6’ nin bu hastalarda mortaliteyi belirlemede CRP, TNF-a ve albiiminden daha iyi
bir belirte¢ oldugu ifade edilmistir [44].

e —)

I sIL-6R

i T R

Proteasome

soCcs-3 SOCsS-3

Nucleus

Sekil 2.6. IL-6' nin hiicresel sinyalizasyon mekanizmasi [44]

2.3.2.3. Interlékin- 10

IL-10 geni 1. kromozomun uzun kolu iizerinde bulunmaktadir [47]. Bu gen, 5
ekzondan olugmaktadir ve 160 amino asitten olusan molekiiler agirlig1 22-38 kDa arasinda
olan IL-10u kodlamaktadir. IL-10’un biyolojik etkileri, IL—10 reseptdr kompleksi araciligi
ile gergeklesir. Bu kompleks, IL-10 reseptor 1 (IL-10Ra) ve IL-10 reseptor 2 (IL-10-Rp)
olmak tizere iki alt birimden olusmaktadir. IL-10R, JAK/STAT reseptor ailesine aittir ve bu

yolun aktivasyonu ile hiicresel etkilerini gosterir. IL-10, makrofajlar ve diizenleyici T
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lenfositleri tarafindan salinmaktadir. Bu sitokin uyarilmis makrofajlari ve dendritik hiicreleri
bloke ederek anti-inflamatuvar etkileriyle dogal ve edinsel immiin sistemin diizenlenmesini

saglamaktadir [46].

2.3.2.4. Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)

Pro-inflamatuvar sitokinlerden biri de molekiiler agirligi 17 kDa olan TNF-o’dir [47].
Mononiiklear fagositik hiicreler, dogal oldiiriicii hiicreler ve T lenfositler tarafindan
tiretilmektedir. TNF siiper ailesi, hiicrenin hayatta kalmasi, 6liimii ve farklilagsmasi gibi
sinyal yolaklarini aktive etmektedir. Bu etkilerini timor nekroz faktor reseptorii (TNFR)
aracilifiyla gostermektedir. Tiimdr nekroz faktorii Fas ile iligkili 6lim domaini (FADD) ve
TNFR ile iligkili 6liim domaini (TRADD) {izerinden hedef hiicrelerin apoptotik 6liimiine yol
acabilir [48].

2.3.2.5. Transforme edici biiyiime faktorii p (TGF-B)

TGF-B, 390 amino asitten olusan ve molekiiler agirligi 25 kDa olan bir sitokindir.
TGF-B geni 19. kromozomda bulunmaktadir. TGF-f' nin bes farkli izoformu bulunurken
bunlardan TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 memeli hiicrelerinde {iretilmektedir. TGF-B1
makrofajlar da dahil olmak iizere bir¢cok hiicre tarafindan salgilanmaktadir. Bu sitokin
ozellikle doku igerisinde kollajen metabolizmasinda diizenleyici bir rol oynamaktadir.
Bunun yaninda T ve B lenfositler, makrofajlar ve dogal 6ldiirticii hiicreler {izerinde inhibe
edici etki gosterek pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimi azaltarak anti-inflamatuvar etki
gostermektedir. TGF-B1 yara iyilesmesi, immiinoregiilasyon, anjiyogenez ve kanser
patogenezi gibi bir¢ok durumda rol oynamaktadir. Bunun yaninda kronik bdbrek
hastaliginda tiibiiler, glomeriiler ve/veya vaskiiler zedelenme basamaklarinda patolojik
isleve sahip olup bobrek hasarindan sonra farklilagsmis proksimal tiibiil hiicreleri tarafindan
tiretilmektedir. TGF-B’nin asir1 ekspresyonu renal fibrozis ve inflamasyonda rol alir. TGF-
B aktivasyonu Ozellikle renin-anjiotensin sistemi olmak tizere bir¢ok hormon ve sitokin
sistemininde mediyatoriidir [49,50]. TGF-B1 biyolojik etkilerini, Smad2 ve Smad3'ii aktive
ederek gosterir. Fibroz durumunda, Smad3’iin aktive olarak hiicrelerin apoptoza

yonlenebilecegi bunun yaninda doku arasinda kollajen yikiliminin arttigi belirtilmektedir
[51].
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2.3.2.6. C reaktif protein (CRP)

CRP, serum amiloid P bileseni (SAP) ile birlikte pentraksin ailesine ait bir plazma
proteinidir. Molekiiler agirligi 106 kDa olan ve 206 aminoasit igeren bir pozitif akut faz
reaktanidir  [52]. Inflamasyon ve doku nekrozu ile baglantili olarak CRP
konsantrasyonununda 6nemli dlgiide arttigi ve hiicre hasariin bulundugu alanlarda biriktigi
de gosterilmistir [53]. CRP diizeylerinin, agir KBY (GFH<30 ml/dk) hastalarinda hafif ve
orta KBY (GFH 30 ile 90 ml/dk arasinda) hastalarina kiyasla daha yiiksek oldugu
belirtilmistir [54].

2.3.2.7. Interlokin-17A

IL-17A, 155 aminoasitten olusan vemolekiiler agirligi 35 kDa olan pro-inflamatuvar
bir sitokindir. IL-17A, biiyiik 6l¢iide bellek T lenfositleri tarafindan tiretildigi gibi dogustan
gelen bagisikligi ve konak¢1 savunmasini da uyarir [55]. IL-17; I1L-6, IL-8, IL-10, IL-1a,
TNF-a ve TGF-B2 gibi bir¢ok inflamatuvar mediyatoriin iiretimini arttirmaktadir [56]. IL-
17, tip I hiicre yiizeyi reseptorii IL-17R tizerinden hedef hiicrelerde etkisini gostermektedir.
IL-17A’nin, hipertansiyon ve bobrek hastaligi dahil olmak iizere immiin ve kronik

inflamatuvar hastaliklarda umut verici bir sitokin oldugu belirtilmektedir [57,58].

2.3.2.8. Interlokin-18

IL-1 ailesinin bir iiyesi olan IL-18, 193 amino asitten olusan ve molekiiler agirlig1 18
kDa olan pro-inflamatuvar bir sitokindir. Bu sitokini kodlayan gen 11. kromozomda
bulunmaktadir. Makrofajlar, monositler, proksimal tiibiiler epitel hiicreler, dendritik hiicreler
ve keratonositler de dahil olmak {izere ¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. IL-18
ozellikle TNF-a, IL-1B, IL-8 ve IFN-y iretimini uyararak pro-inflamatuvar siireci
desteklemektedir [59, 60].

IL-18, bu etkilerini IL-18R’e baglanarak gergeklestirir. IL-18R' nin aktivasyonu,
sirastyla IL-1 reseptor ile iliskili kinaz (IRAK) sinyal yolunu aktiflestirerek pro-inflamatuvar
genlerin aktivasyonunu saglamaktadir (Sekil 2.7). Bobrek hasari olan hastalarin idrar, doku

ve serumlarinda IL-18 diizeylerinin arttig1 bildirilmistir [60, 61] .
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Sekil 2.7. IL-18’in hiicresel sinyal mekanizmasi [61]

2.3.2.9. interlokin-21

IL-21, 131 amino asitten olusan ve 15 kDa agirhiginda olan pro-inflamatuvar bir
sitokindir. Th17 ve Th2 hiicreleri tarafindan 6nemli oranda iiretilmektedir [62]. Hedef
hiicrelerdeki etkilerini IL-21 reseptorii iizerinden gostermektedir. IL-21 (IL-21R), T ve B
lenfositler, makrofajlar, dendritik hiicreler ve keratinositlerde bulunmaktadir [63]. Ligand
ile baglanma JAK/STAT aktivasyonuna yol agarak dendritik hiicrelerin maturasyonu, dogal
oldiirticii hiicrelerin etkinliginin arttiritlmasi, T hiicrelerin aktivasyonu ve farklilasmalari, B
lenfositlerin aktivasyonu ve antikor izotip degisimleri gibi etkilere aracilik etmektedir (Sekil

2. 8) [64, 65].
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Sekil 2.8. IL 21’in hiicreler tizerindeki etkisi [65]

2.3.2.10. Interlokin- 33

IL-33 geni 9. (9p24.1) kromozomda yer almaktadir. Insan IL-33’{i, 270 aminoasitten
olugsmaktadir ve molekiiler agirligi 30 kDa olan bir pro-inflamatuvar sitokindir [66]. Doku
hasarinda gelisen nekrotik hiicre 6liimii ve mekanik hasar varliginda 1L-33 ekspresyonu
artarak hiicre dis1 bosluga salinir ve inflamatuvar yaniti baglatir [67]. IL-33 mide, akciger,
kalp, tonsilla, deri ve tiikriikk bezleri gibi bircok dokuda tespit edilmistir. IL-33 endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri, epitelyum hiicreleri, fibroblastlar, adipositler, dendritik hiicreler
ve aktive makrofajlardan eksprese edilmektedir. IL-33 6zellikle IL-1, IL-6, IL-13 ve TNF-a
gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin salinimini arttirmaktadir [68, 69].

IL-33R1 sinyal iletimi IL-1R ve IL-18R gibi diger IL-1 reseptor ailesi iyeleri
tarafindan paylasilan adaptor molekiilleri araciligiyla gergeklesmektedir. Artmis serbest yag
asitleri, oksidatif stres ve inflamasyon gibi faktorlerin sebep oldugu doku hasar1 hiicre
nekrozuna ve biyolojik olarak aktif IL-33 salinimina yol agabilmektedir [70]. 1L-33, IL-1
sitokin ailesinin bir iiyesidir. Bu ylizden IL-33’iin hiicre i¢i sinyalizasyonu, IL-1’e benzerdir.
IL-33 NF-KB ve MAPK' lerin (p38, JNK ve ERK) aktivasyonuna yol acararak inflamatuvar

sureci desteklemektedir.
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Akut ve kronik bobrek hastaliklarinda ozellikle IL-33 sitokininin {iretiminin artarak

renal fibrozis gelisimini tegvik ettigi gosterilmistir (Sekil 2.9) [70, 71].

IL-18 IL-33 IL-18

(L-33R«

L-1R AcP

MyD88

TRAF6 IRAK

Nucleus

Sekil 2.9. IL-33’1in sinyal iletim mekanizmasi [71]

2.4. Adropin

Adropin, ilk olarak 2008 yilinda Kumar ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis peptid
yapilt bir hormondur. Olgun adropin 76 amino asitten olusmaktadir ve 7,927 kDa molekiil
agirhgindadir. Bu peptid beyin, kalp, karaciger, bobrek ve gastrointestinal sistem olmak

tizere bircok dokuda tiretilmektedir (Sekil 2.10) [72, 73, 74].
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Sekil 2.10. Adropinin eksprese edildigi dokular [75].

9. kromozomda bulunan enerji homeostazi iliskili gen (Enho) bdlgesinden kodlanan
bu peptid hedef dokularda G protein reseptor 19 (GPR19) aktivasyonuna yol agarak enerji
balansi, protein, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde Snemli rol
oynamaktadir [75,78]. Adropin Fosfatidilinozitol 3 fosfat kinaz (P13K-AKT) ve
ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2) yollarin1 aktive ederek endotelyal eNOS
ve NOS miktarini arttirarak endotel hiicreler lizerinde koruyucu etki gostermektedir (Sekil

2.11.) [74, 76].
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Sekil 2.11. Adropin peptidinin endotel hiicrelerdeki etkisi [76]

Farelerde yapilan deneylerde adropinin sistemik uygulamasinin glukoz intoleransini
ve insiilin direncini azalttigi, intramuskuler enjeksiyonun eNOS ve vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii 2 (VEGFR2) seviyeleri ile birlikte neovaskiilerizasyonu artirdigi
gosterilmistir. Bunun yaninda adropinin diiz kas hiicre proliferasyonunu, apoptozis ve
inflamasyonu inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica diisiik adropin diizeylerinin kardiyak X
sendromunun gelisiminde etkili oldugu belirtilmektedir. Ozellikle birgok calisma diisiik
adropin seviyelerinin kardiyovaskiiler hastaliklar, KBY, diyabet ve diyabetik nefropati gibi
hastaliklarin patogenezinde etkili oldugunu gdstermektedir Adropinin 6zellikle aterogenez
ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da koruyucu etkisinin oldugu diistiniilmektedir [76, 77].

Topuz ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢alismada endotel disfonksiyonu olan
diyabetik hastalarda serum adropin seviyesinin endotel disfonksiyon olmayan diyabetik
hastalara gore O6nemli diizeyde diisiik oldugunu gostermislerdir. Bu sonu¢ adropinin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini

gostermektedir [79].
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2.5. Speksin

Speksin ilk olarak 2007 yilinda tanimlanmis noropeptid Q (NPQ) olarak da
adlandirilan bir peptitdir. Insanda 12. kromozomun 39. kolunda bulunan gen bdlgesi 6
ekzon-5 introndan olusur ve 116 amino asitten olusan pre-propeptiti kodlar. Aktif speksin
14 amino asitten olugmaktadir ve molekiiler agirlig1 1,6 kDa’dur [80, 81]. Speksin adrenal
bezler, serebral korteks, retina, mide, bobrek, pankreas, plasenta, yumurtaliklar ve
hipotalamus olmak tizere bir¢ok dokuda eksprese edilmektedir [80]. Speksin hedef
hiicrelerde etkilerini Galanin 2 ve 3 (GALR2/3) reseptorlerini aktive ederek gostermektedir
[82].

Speksinin metabolizma iizerine etkisine dair bulunan sinirh bilgiler bu peptidin enerji
dengesi, yag asidi alimi, glukoz ve lipit metabolizmasinin modiilasyonunu sagladigi
hakkinda ipuglar1 vermektedir. Bunun yaninda yapilan ¢alismalar, speksinin intestinal diiz
kas hiicrelerinin kasilmasini uyararak bagirsak hareketliligini artirmak, adrenokortikal hiicre
proliferasyonunu inhibe etmek, agr duyarhiligimi azaltmak, renal/kardiyovaskiiler
fonksiyonlar1 diizenlemek, istah kontrolii, ireme ve gastrointestinal fonksiyonu
diizenlenmek gibi olas1 etkilere sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Speksinin organizma
tizerindeki metabolik etkilerine daha detayli bakildiginda, genetik manipiilasyon yoluyla
speksin geni silinen zebra baliklarinin normal olanlara gore istah ve yem tiikketiminin arttigi,
serum glukoz, trigliserit ve kolesterol diizeylerinin yiikseldigi, ayni baliklara speksin
enjeksiyonun ise bu olumsuz etkileri pozitif anlamda diizenledigi bildirilmistir [83-86].

Yapilan ¢aligmalar birgok hastaligin patogenezinde speksin hormonunun miktarinda
onemli degisiklikler oldugunu gostermektedir. Fruktoz ile deneysel obezite modeli
olusturulan farelerin epididimal adipoz dokusunda TNF-o, IL-1B ve IL-6 gibi pro-
inflamatuvar sitokin diizeylerinin on haftalik speksin enjeksiyonu sonrasinda obezite
grubuna oranla 6nemli oranda azalig gosterdigi bildirilmistir [87]. Benzer sekilde yiiksek
yagl diyetle bobrek hasar1 olusturulmus sicanlarda speksin enjeksiyonunun bdbrek
dokusunda NF-KB diizeylerini azalttig1 ve bu azalmanin GALR?2 iizerinden gergeklestigi
belirtilmistir [88].

Bu bulgular, metabolik fonksiyon bozuklugu ile karakterize inflamatuvar kosullarin
iyilestirilmesinde speksinin terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir

(Sekil 2. 12) [89].
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Sekil 2.12. Speksinin genel fonksiyonlart [89]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Caliysmada kullamilan ekipmanlar
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Calismada kullanilan ekipmanlarin model ve kullanim amaglar1 Tablo 3.1.’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan ekipman marka ve kullanim amaglari

Ekipman Tiirii Marka Kullanim Amaci

Hassas Terazi OHAUS/AdventurePRO | Doku ve kimyasal maddelerin
AV264C tartilmasi

Homojenizator IKA T25D digital Ultra | Dokularin par¢alanmasi
Turrax rpmx1000

Vortex IKA Vortex 4 digital Karistirma islemleri
rpmx3000

Pipet takimi Thermo pipet/10-200- Orneklerin ve kimyasal maddelerin
1000 pl pipetlenmesi

Spektrofotometre (u | Thermo Scientific Izole edilen total RNA’larin miktar

Drop) Multiskan GO tayini ve kalitelerinin belirlenmesi

Santrifiij cihazi

Hermle/Z216 MK

Coktlirme islemlerinin
gerceklestirilmesi

Real Time PCR

Thermo Scientific
Pikoreal 96

Gen ifadesinin belirlenmesi

Termal Cycler

Thermo Scientific
Thermal cycler

Primerlerin sicaklik
optimizasyonlarinin yapilmasi

Mini Santrifiij

IKA Mini G Santrifiij

Coktiirme iglemlerinin
gerceklestirlmesi

UV Goriintiilleme
Cihaz1

FUSION FX5 VILBER
LOURMAT

Agarozjel goriintiilerinin incelenmesi

Calkalayic

IKA KS 260 Basic

Calkama islemlerinde




26

Derin dondurucu(-
20°C)

Vestel

Doku ve kitlerin saklanmasinda

Derin dondurucu (-
80°C)

Thermo Scientific

Doku ve kitlerin saklanmasinda

Saf su cihazi

Millipore Direct.Q8 UV

Saf su eldesinde

Ceker ocak Boyama islemlerinin yapilmasinda
Buz makinasi Hoshizaki Dokularin pargalanmasinda

Etiiv Memmert Inkiibasyon islemlerinde
Biyokimya Architect 16000 Abbot | Biyokimyasal parametrelerin
otoanalizorii

Olciilmesinde

Elektroforez sistemi

Agarozjel elektroforezi ile

Thermo o

ve gii¢ kaynagi PCR o6rneklerinin ayrilmasinda

Mikrotom Leica Dokulardan kesit alinmasinda

Mikroskop Leica Histolojik degerlendirmelerin
yapilmasinda

Blok 1s1tic1 Inkiibasyon islemlerinin
yapilmasinda

Otoklav HMC Hiramaya Sterilizasyon islemlerinin
yapilmasinda

pH metre Thermo Tamponlarin pH’nin ayarlanmasinda

Buzdolabi (+4 °C) Vestel Tamponlarin saklanmasinda

3.1.2. Calismada kullamilan kimyasallar ve sarf malzemeler

1.

2
3
4.
5

Adeninhemi siilfat (SigmaAldrich)

. Adropin (Phoenix pharmaceuticals) Katalog no: 032-35
. Agaroz (Prona)
Borik asit (SigmaAldrich)
. CDNA sentez Kkiti: Maxima First StrandcDNAsynthesis kit for RT-

gPCRwithdsDNase K1671(ThermoScientific)



© © N o

26.
27.
28.
29.
30.
31.

DNA marker 1000 bp (Fermantas)

Di sodyum hidrojen fosfat (SigmaAldrich)
EDTA (SigmaAldrich)

Etanol (Merck)

. Etidyum Bromiir (Merck)
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

Eozin (SigmaAldrich)
Formaldehit (Merck)

Glasiyel asetik asit (Merck)
Hematoksilen (SigmaAldrich)
Idrar toplama kab1 (BD)
Karboksi metil seliiloz (SigmaAldrich)
Ksilen (Merck)

Lam (ISOLAB)

Lamel (ISOLAB)

2B Merkaptoetanol (Merck)
Nester (PlusMED)

Nitril Eldiven (Eco)

Parafilm (ISOLAB)

Parafin (SigmaAldrich)
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Real Time PCR kiti: Maxima SYBR Green Master Mix (2X) (ThermoScientific)

K0221

Serum tiipii (BD)

Sodyum di hidrojen fosfat (Merck)
Sodyum kloriir (Merck)

Speksin (PolyPeptide) Katalog no:SC1547

Total RNA izolasyon kiti: GeneJET RNA purification kit KO731 (ThermoScientific)

Tris(SigmaAldrich)



28

3.1.3. Cozeltiler
0,5 M Disodyum etilendiamintetraasetat (EDTA)

18,61 g etilendiamintetraasetat tartilarak beher icine alindi ve 50 mL ddH20
eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. pH’1 sodyum
hidroksit ile 8,0’e ayarlandi ve bir balon jojeyealinan ¢ozelti ddH20 ile 100 mL’ye

tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak sterilize edildi.

10 mM Sodyum dihidrojen fosfat
0,78 g sodyum dihidrojen fosfat tartilarak balon jojeye alind1. Uzerine 100 mL ddH20

ilave edildikten sonra manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢6ziinmesi saglandi. ddH2O ile

500 mL’ye tamamlandi.

10 mM Disodyum hidrojen fosfat

1,79 g disodyum hidrojen fosfat tartilarak balon jojeye alind1. Uzerine 100 mL ddH20
ilave edildikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢ziinmesi saglandi ve ddH20 ile 500

mL’ye tamamlandi.

10 mM Fosfat tampon soliisyonu (PBS-phospatbuffersaline)

10 mM disodyum hidrojen fosfat iizerine 10mM sodyum dihidrojen fosfat pH’s1 7,4’e
gelene kadar eklendi. Cozeltinin her 100 mL’si i¢in 0,9 g NaCl eklendi. Hazirlanan ¢6zelti

otoklavlanarak sterilize edildi.

Tris-glasiyal asetik asit-etilen diamin tetra asetat (TAE) tamponu (x50)

24,2 g Tris baz balon jojeye alind1 iizerine 50 mL ddH20 eklendikten sonra manyetik
karistirict yardimiyla ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 5,71 mL glasial asetik asit ve 1,85 g etilen
diamintetra asetat (EDTA) eklendi. ddH20 ile 100 mL’ye tamamlandi.

9%2,4’liik Agaroz jelin hazirlanmasi

2,4 g agaroz tartilarak erlene alindu. Uzerine 100 mL 1X TAE cozeltisi eklenerek,
mikrodalga firin yardimiyla ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra kiivete dokiilerek tarak

yerlestirildi ve jel sogumaya birakildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Sicanlarda bobrek yetmezligi modelinin olusturulmasi

Deney hayvanlar1 prosediirii, Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Biriminde
standart kosullar olan 23+1 -C oda sicakligi, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/karanlik
laboratuvar ortaminda siirdiiriilmiistiir. Hayvanlara uygulanan yontemlerin etik kurallara
uygunlugu Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 28/12/2016 tarihi
ve TUHADYEK-2016/52 numarasi ile onaylanmustir.

Calismada agirliklar1 200-250 gr olan 25 adet Wistar albino erkek si¢an (Sprague
Dawley) kullanilmigtir. Siganlar kontrol grubu ve KBY grubu olmak {izere iki ana gruba
ayrildiktan sonra KBY kendi i¢inde kontrol, adropin, speksin ve adropin+speksin olarak dort
gruba ayrilmistir. KBY grubundaki siganlara giinde 1 defa 600 mg/kg/giin olacak sekilde 10
giin slireyle adenin siispansiyonu (%5 Karboksi metil seliiloz soliisyonu iginde 100 mg/mL
adeninhemi siilfat, oral gavaj) uygulanarak kronik bobrek yetmezligi olusturulmustur.
Adenin 6-aminopurin deneysel kronik bdbrek yetmezligi modeli olusturmak igin
kullanilabilen bir kimyasaldir. Siganlarda oral olarak kullanildiginda 2,8- dihidroksi adenine
metabolize olur ve tiibiillerde kristaller halinde ¢okerek KBY’ye sebep oldugu gosterilmistir.
KBY olusturulmasini takiben adropin (2,1 ug/kg, haftada 5 giin/ 4 hafta) ve/veya speksin
(35 ug/kg, haftada 5 giin/ 4 hafta) enjeksiyonlar1 4 hafta boyunca uygulanmistir. Kontrol
grubundaki hayvanlara diger gruplara uygulama yapildig: siiregte kafeslerin temizligi
yapilarak ellenmeleri saglanmis ve serum fizyolojik uygulanmistir (haftada 5 giin/4 hafta)
(Tablo 3.2).



Tablo 3.2. Deney gruplari ve uygulamalari
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Deney Gruplar

Uygulamalar

Kontrol grubu

Deney siiresince deney gruplariyla ayni
ortamda tutulmus ve serum fizyolojik

uygulanmistir (haftada 5 giin/4 hafta).

KBY Gruplan
KBY Grubu

Adenin siispansiyonu (600 mg/kg/giin, 10
giin, p.o) ile KBY olusturulmus ve
sonrasinda serum fizyolojik uygulanmigtir

(haftada 5 giin/4 hafta).

KBY+Adropin Grubu

Adenin siispansiyonu (600 mg /kg/ giin, 10
giin, p.o) ile KBY olusturulmus, adropin
(2,1 pg/kg, haftada 5 gin / 4 hafta)

enjeksiyonlar1 uygulanmistir.

KBY+Speksin Grubu

Adenin siispansiyonu (600 mg/kg/giin, 10
giin, p.o) ile KBY olusturulmus, speksin (35
ng/kg, haftada 5 giin/4 hafta) enjeksiyonlart

uygulanmustir.

KBY+Adropin+Speksin

Adenin siispansiyonu (600 mg/kg/ giin, 10
giin, p.o) ile KBY olusturulmus, adropin
(2,1 pg/ kg, haftada 5 giin/4 hafta)
vespeksin (35 pg/kg, haftada 5 giin / 4 hafta)

enjeksiyonlar1 uygulanmistir.

Tedavi siirecinin sonunda metabolik kafeste 24 saatlik idrar 6rnekleri toplanmistir.

Deney sonunda si¢anlar ketamin 100 mg/kg/i.p ve ksilazin 12,5 mg/kg/i.p anestezisi altinda

kardiyak exanguinasyon ile sakrifiye edilerek bobrek dokusu ve kan ornekleri alinmustir.

Kan 6rnekleri biyokimyasal analizlerin yapilmasi i¢in kuru tiipe alinmis ve 2000 rpm’de

santrifiijlenerek serumlar1 ayrilmistir. Bobrek dokusunun bir kismi bistiiri yardimiyla
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kesilerek histolojik degerlendirmeler i¢in %10 tamponlanmis formaldehit i¢ine alinmistir.
Kalan bobrek dokusu fosfat buffer ile yikandiktan sonra total RNA izolasyonu i¢in dncelikle

s1v1 azot tizerine alinarak hemen -80°C derin dondurucuya kaldirilmistir.

3.2.2. Bobrek fonksiyon testleri

Sicanlardan adeninhemi siilfat uygulamasini takiben tedavilerin 4. haftasi sonunda 24
saatlik idrar ve kan drnekleri toplanmistir. idrar drneklerinden protein ve kreatinin dlgiimii
ilealinan kan orneklerinden rutin analizler olan kreatinin ve BUN degerleri biyokimya
otoanalizori ile 6l¢tilmiistiir (Architect C16000 Abbott). Protein/kreatinin orani ve Kreatinin

Klirensi degerleri ise hesaplanmuistir.

3.2.3. Hematoksileneozin boyama protokolii

Bobrek doku ornekleri %10 tamponlanmig formalin iginde 4 saat tespit edildikten
sonra yiikselen alkol serilerinden gegirilerek sular1 alindi. Daha sonra 30’ar dakika 2 kere
ksilenle muamele edildikten sonra 1 gece 60 °C’de erimis parafin i¢inde bekletildi ve daha
sonra parafine gomiildi. Mikrotom (Leica) yardimiyla 5 pum kalinliginda kesitler alind1 ve
deparafinizasyon islemi i¢in 30 dk 60°C’ lik etiivde birakildi. Ardindan ilki 20 dk (etiivde),
diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli periyotta ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon
islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol serilerinden gegcirilerek,
kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen ile boyandi. Boyamanin
ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akan suda yikanan
kesitler, 2 dakika eozin ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri
absolli alkolden gecirilen kesitler, seffaflastirma amaciyla 20 dakikax3 degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan ile kapatilarak 11tk mikroskobunda (Leica) incelendi. Tiibiiler
nekroz gelisimi histopatolojik olarak degerlendirilerek Grade 0-5 olarak skorlanmustir.
Grade 1 tiibiiler nekrozun <%10, Grade 2 tibiiler nekrozun %10-25, Grade 3 tiibiler
nekrozun %25-50, Grade 4 tiibiler nekrozun %50-75 ve Grade 5 tiibiiler nekrozun %75’den

fazla oldugu durumlar olarak skorlanmuistir.
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3.2.4. Bobrek dokusundan total RNA izolasyonu ve miktarinin belirlenmesi

Total RNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET RNA Purification kit kullanilarak
Kit protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Bobrek doku 6rneklerinden yaklasik

olarak 300 mg 6rnek tartilarak steril bir tiip igerisine alinmustir.
Protokole gore;

Tiiplere alinan drnekler tizerine lizis buffer eklenerek homojenizator yardimiyla 60 sn

X 25000 rpm’de homojenizasyon islemi gerceklestirilmistir.

1. 10 pl proteinaz K, 590 pl TE buffer hazirlanarak tiiplere pipetlendi ve 5sn
vortekslendikten sonra 37 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildu.

2. Lizat mikrosantrifiij tiiptine alindi. 10 dk/12000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant yeni

bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alind1.
3. 450 pl etanol eklendi ve pipetaj ile iyice karistirildi.

4. Bir toplama tiipiine yerlestirilmis olan Genejet RNA saflagtirma kolonuna 700 ul lizat
aktarildi. Kolon >12000 x rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Kolon temiz 2 mI’lik yeni bir toplama
tiipiine yerlestirildi.

5. 700 ul wash buffer 1 eklendi ve kolonu >12000 x rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Tiip
dibindeki eliisyon atild1 ve kolon tiipe yerlestirildi.

6. 600 ul wash buffer 2 eklendi ve kolon >12000 X rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Tiip dibindeki

eliisyon atild1 ve kolon tiipe yerlestirildi.

7. Ardindan 250 pl wash buffer 2 (etanollii) eklendi ve kolonu >12000 x rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Tiip dibindeki eliisyon atild1 ve kolon temiz 1,5 ml’lik tiipe yerlestirildi.

8. Genejet RNA kolonunun membran merkezine 50 ul niikleaz igermeyen su (steril su)
eklendi ve >12000 x rpm’de 1 dk santrifiijlenerek tiipiin dibinde total RNA igeren eliisyon
elde edildi.

9. Elde edilen total RNA’larin pDrop spektrofotometre (Thermo Multiscan Go) kullanilarak
260 nm’de absorbans degerleri okunmus ve konsantrasyonlar1 oOlclilmiistiir. Ayrica
orneklerdeki Azsor2g0 oranlart dlgiilerek RNA’larin safliklart belirlenmistir. Asagida verilen

formiilasyona gore total RNA konsantrasyonlar1 hesaplanmigtir.

RNA konsantrasyonu (pg/mL) = sulandirma katsayis1 x Aze0 X 40
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Total RNA 6rnekleri komplementer zincir sentezi yapilana kadar -20 °C’desaklanmastir.

3.2.5. Komplementer zincir (cDNA) sentezi

Total RNA'lardan cDNA sentezi Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR kiti kullanilarak gerceklestirilmistir.

Protokole gore;

1.Total RNA o6rnekleri 100 ng olacak sekilde uygun hacimde PCR tiipiine pipetlendi.
Uzerine oligodT 18 primerden 1 ul eklenerek total hacim 12 ul olacak sekilde niikleaz
icermeyen su ile tamamlanmustir. Tipler Termal cycler’a konularak 5 dk 65°C’de
bekletilmistir.

2.5X Reaksiyon tamponun’dan 4 puL, RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL)’den 1 pL,
10 mM dNTP karisimindan 2 pL ve RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) enziminden 1 puL
eklenmistir. Toplam hacim 20 pL olacak sekilde ornekler pipet ile yavasca karistirilmistir.

Sonrasinda tiipler Thermal cycler’a konularak Tablo 3. 3° deki program c¢alistirilmistir.

Tablo 3.3. cDNA sentezi igin kullanilan termal cycler programi

Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
50 °C 30 dakika
85 °C 5 dakika

Sentezlenen cDNA’lar, Real Time PCR analizine kadar -20°C derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.

3.2.6. Primer baglanma sicakliklarinin optimizasyonu
Primer baglanma sicakliklarinin optimizasyonu i¢in DreamTaq master mix PCR Kiti
(Thermo) kullanildi. Kit igerisindeki protokole gore asagidaki oranlarda mix hazirlandi ve

termal cycler’da gradiyent PCR islemi 51-63 °C 1 derece araliklarla gergeklestirildi.



Dream Taq 10 ul
Forwerd primer 0,5 ul
Revers primer 0,5 ul
cDNA 2 ul
Niikleaz free water +7 ul
20 pl
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PCR calismalarinda kullanilan Aktin, IL-1p3, IL-10, IL-17-A, IL-18, IL21, IL-33,
KIM-1, NGAL, TNF-a, TIMP-1, ve TGF-B genlerine 6zgii primer dizileri NCBI primerblast

program1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) kullanilarak tasarlanmis ve

hedef genler icin spesifikligi dogrulanmistir. Bu genler ile ilgili primer dizileri Tablo 3.4.’te

gosterilmistir.

Tablo 3.4. Genler igin primer dizilimleri

Gen Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (5°-3°) Urin Ta (°C)
uzunlugu
B -Aktin | CTGTGTGGATTGGTGGCTCT CAGCTCAGTAACAGTCCGCC 135 bp 62
IL-1B GACTTCACCATGGAACCCGT CAGGGAGGGAAACACACGTT 200 bp 61
IL-10 CCTGGTAGAAGTGATGCCCC GATGCCGGGTGGTTCAATTT 281 bp 53
IL-17A TCCTCTATTGTCCGCCATGC ATTTGTATCCCCTCTGCGCC 194 bp 53
IL-18 CTGTATCCCAGGGTGCAGTTT CTGGGCCAAGAGGAAGTGATT 155 bp 63
IL-21 GCACGAAGCTTTTGCCTGTT GGCATTTAGCCATGTGCCTC 152 bp 55
IL-33 AGCGTTTGCTGCATCAGTTG CTCGTAGTAACGGAGTAGCACC | 187 bp 55
KIM-1 TTTGGATCTGTACCCAGTGCT GGCCAGCCCTCTAATGGTAA 211 bp 61
NGAL CAAGTGGCCGACACTGACTA CATTGGTCGGTGGGAACAGA 200 bp 57
TGF-p1 GACTCTCCACCTGCAAGACC GGACTGGCGAGCCTTAGTTT 100 bp 55
TIMP-1 AGACACGCTAGAGATACCACG | CCAGGTCCGAGTTGCAGAAA 142 bp 61
TNF-a AGAACTCAGCGAGGACACCA TCTGCCAGTTCCACATCTCG 200 bp 63

3.2.7. Agaroz jel elektroforezi ile PCR iiriinlerinin ayrilarak goriintiilenmesi
Hazirlanan %2,4’liik agaroz jel izerine donduktan sonra 100-150 ml jeli gececek kadar
TAE tamponu eklendi. Orneklere ve markera 6X loadingdye boya eklendi. 15 ul marker ve
20ul ornek kuyulara yiiklendi. 100 V’da 60 dakika elektroforez yapildi. Sonrasinda jel
niikleik asit boyasiyla (etidyum bromiir) 20 dakika boyandi. Thermo Fusion FX5

goriintiileme cihazinda UV 151k altinda bantlarin analizi yapilda.
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3.2.8. Real Time PCR analizi

Sentezlenen cDNA 6rneklerinden Real Time PCR analizi Maxima SYBR Green gPCR
Master Mix (2x) (Thermoscientific, K0221) kit kullanilarak yapilmistir. 0,2 ml’lik PCR
tiiplerine Sybr Green Master Mix 5 ul, Forwerd primer 0,5 ul, Revers primer 0,5 pl, niikleaz
free su 3ul ve cDNA 1 ul olacak sekilde pipetlendi. Ornekler pipet ile karistirilarak 10ul’lik
karisim cihaza uygun 96’lik plate kuyularina konuldu. Plate Real Time PCR cihazina (Piko
Real Thermo) yerlestirilerek Tablo 3.5 deki program kuruldu.

Tablo 3.5. Real Time PCR amplifikasyon programi

Reaksiyon Sicaklik Siire Dongii
Basamag
Baslangig 95 °C 10 dakika 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Primer Baglanmasi 51-63 °C 40
(Baglanma 1sis1) } 30 saniye
Primer Uzamasi 72 °C 30 saniye
Final Uzamasi 72 °C 10 dakika

Analiz sonrasinda elde edilen Cq (Cycle quantification) degerleri kullanilarak Livac
yontemine gore ACT, AACT ve nispi kat degisimi (fold change) hesaplanmistir. Bu
hesaplama yapilirken housekeeping gen olarak Aktin geni kullanilmistir. Bu yonteme gore
asagidaki formiilasyonlar kullanilmistir;

ACT = Ct (Hedef gen) — Ct (B-Aktin geni)
AACT = ACt (Kontrol grubu) — ACt (Tedavi grubu)

Gen ifadelerinin artis veya azalist 2"2ACT degerlerinin hesaplanmasiyla kat degisimi
olarak hesaplanmistir. Bunun disinda cihazdan alinan erime egrisi (melt curve) analiz

sonuglari ile primerlerin gen i¢in olan 6zgiinliigii gosterilmistir.

3.2.9. Istatistiksel analiz
Bu ¢alismanin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 6.0 programi kullanilarak

yapilmugtir. Istatistiksel degerlendirmelerde gruplar arasi farkliliklar Anova Testi ve Post-
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Hoc Test olarak Mann WhitneyU testi kullanilmistir. 0.05’ten kiigiik “p” degerleri anlamli

olarak kabul edilmistir. Veriler ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Renal Fonksiyonlarin Degerlendirilmesi

4.1.1. 24 Saatlik idrar voliimii

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda 24 saatlik idrar voliimiiniin
onemli diizeyde artis gdsterdigi bulunmustur (p<0,001). Bunun yaninda KBY grubu ile
KBY+Adropin grubu karsilastirildiginda 24 saatlik idrar voliimiiniin 6nemli oranda azaldig1
gbzlenmistir (p<0,05). Ancak KBY grubu ile KBY + Speksin ve KBY + Adropin+Speksin
gruplart  karsilastirildiginda 24 saatlik idrar volimiinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir (Sekil 4.1).

24 saatlik idrar voliimii

70 1

* ok %

60 - T

50 +

__ 40 - +

E30-
20 +

10 o

o |l

Kontrol KBY KBY+Adropin KBY+Speksin KBY+A+S

Sekil 4.1. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda 24 Saatlik idrar voliimii. Kontrol
grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda ***p<0,001, KBY grubu ve KBY-+Adropin
grubu kiyaslandiginda ise +p<0,05, ortalama + standart sapma, n=5.

4.1.2. Idrar kreatinin

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda idrar kreatinin degerinde
anlamli derecede azalma gorillmiistiir (p<0,001). KBY grubu ile KBY+Speksin grubu
karsilastirildiginda kreatinin miktarlarinin 6nemli dl¢lide azaldigi gézlenmistir (p<0,001).
KBY grubu ile KBY+Adropin ve KBY+Speksint+Adropin gruplari karsilastirildiginda

anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4. 2).
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90 idrar Kreatinin
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Kontrol KBY KBY+Adropin KBY+Speksin KBY+A+S

Sekil 4.2. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda idrar kreatin diizeyleri. Kontrol
grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda ***p<0,001, KBY grubu ve KBY+Speksin
grubu kiyaslandiginda ise +++p<0,001, ortalama + standart sapma, n=>5.

4.1.3. Serum Kreatinin

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda serum kreatinin miktarinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Benzer olarak KBY grubu ile KBY+Adropin, KBY+Speksin ve
KBY+Adropin+Speksin grubu karsilastirildiginda serum kreatin miktarinda anlaml bir fark

gozlenmemistir (Sekil 4. 3).

11 Serum Kreatinin
0,9 -
0,8 -
0,7 +
_ 06 -
505 -
E 0,4 -
0,3 1
0,2 s
0,1 s
0 v
Kontrol KBY+Adrop|n KBY+Speksm KBY+A+S

Sekil 4.3. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda serum kreatinin diizeyleri. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir, p>0,05, ortalama +
standart sapma, n=>5.
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4.1.4. BUN

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda BUN miktarinin anlaml
bir sekilde artis gosterdigi bulunmustur (p<0,01). Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin,
KBY+Speksinve KBY+Adropin+Speksin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (Sekil 4. 4).

200 = BUN

150 +
o
S 100 o
S

N .

0 T
Kontrol KBY+Adrop|n KBY+Speksm KBY+A+S

Sekil 4.4. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda BUN diizeyleri. Kontrol grubu ve
KBY grubu kiyaslandiginda **p<0,01, ortalama + standart sapma, n=5.

4.1.5. Kreatinin klirensi

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda kreatinin klirensi 6nemli
oranda artis gostermistir (p<0,001). Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin, KBY+Speksin
ve KBY+Adropin+Speksin gruplar1 karsilastirildiginda KBY’ ye oranla kreatinin
klirensinde herhangi bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4. 5).

120 - Kreatinin Klirensi

100 +

80 +
X
2 60 -
S

40 +

20 +

0 E— v
Kontrol KBY+Adrop|n KBY+Spek5|n KBY+A+S

Sekil 4.5. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda kreatinin klirens diizeyleri. Kontrol
grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda ***p<0,001, ortalama =+ standart sapma,
n=>s.
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4.1.6. Idrar protein

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda idrar protein miktar1 nemli
diizeyde artis gostermistir (p<0,001). Bunun yaninda KBY grubu ile KBY+Adropin ve
KBY+Speksin grubu karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlenmezken, KBY ve
KBY+Adropin+Speksin gruplan karsilastirildiginda idrar protein miktarinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulunmustur (p<0,01) (Sekil 4. 6).

* ok idrar Protein

++

B

Kontrol KBY KBY+Adropin KBY+Speksin  KBY+A+S

Sekil 4.6. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda idrar protein diizeyleri. Kontrol
grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda ***p<0,001, KBY grubu ve
KBY+Adropin+Speksin grubu kiyaslandiginda ise ++p<0,01, ortalama =+ standart
sapma, n=5.
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4.1.7. Protein/Kreatinin oram

KBY grubunda Protein/kreatinin orani kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde artis gostermistir (p<0,001). Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin, KBY+ Speksin
ve KBY-+Adropint+Speksin grubu karsilastirildiginda KBY’ye oranla protein/kreatinin

oraninda anlamli bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.7).

70 1 Protein/Kreatinin Oram
60 -
50 -
g4
E50 |
20 +o
10 +
o NN

Kontrol KBY+Ad ropin KBY+SpekS|n KBY+A+S

Sekil 4.7. Adeninin indiikledigi kronik bdbrek hasarinda protein/kreatin orani diizeyleri.
Kontrol grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda ***p<0,001, ortalama + standart
sapma, n=5.

4.1.8. Bobrek dokusunun 151k mikroskobu ile incelenmesi

Kontrol grubundaki si¢anlarin bdbrekleri hematoksileneozin  boyama ile
incelendiginde herhangi bir patolojik degisikligin olmadigi normal glomeriiler yapilar ve
uniform tiibiller yap1 gozlendi. KBY grubuna bakildiginda ise glomeruler siskinlik,
glomeriiler hipertrofi, tiibiiler dilatasyon ve tiibiiler nekroz gibi patolojik degisiklikler
gozlenmistir (Resim 4.1).
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Resim 4.1. Her deney grubunu temsil eden bir sigan bobreginin hematoksileneozin boyama
sonrasi 151k mikroskobu fotograflari. Kontrol (A), KBY (B), KBY+Adropin
(C), KBY+Speksin (D) ve KBY+Adropin+Speksin (E), (x200), ( Kirmiz1 ok:
Glomeriiler alan, Mavi ok: Tiibiiler nekroz).
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Bunun yaninda kantitatif olarak hesaplanan tiibiiler nekroz indeksi 6zellikle KBY’de
onemli diizeyde artig gostermistir (p<0,001) (Sekil 4.8). Bunun yaninda 6zellikle adropin ve
adropintspeksin uygulanmasinin tiibiiler nekrozu KBY grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml sekilde azalttig1 gdzlenmistir.

Tiibiiler nekroz

4 - * 5k

3,5 1 [
3 4

2,5 1 ++ T
15 1
1 +
0,5 9
0 v v v T y

KONTROL KBY KBY+Adropin KBY+Speksin  KBY+A+S

Grade
N

Sekil 4.8. Adeninin indiikledigi kronik bobrek hasarinda tiibiiler nekroz indeksi. Kontrol
grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda ***p<0,001, KBY grubu ile KBY+Adropin
ve KBY+Adropin+Speksin gruplar kiyaslandiginda ise ++p<0,01 ve +p<0,05,
ortalama + standart sapma, n=>5.

4.1.9. Bobrek dokusundan izole edilen total RNA miktarn ve saflik diizeyleri
Bobrek dokusundan izole edilen total RNA miktar1 ve saflik diizeyleri pDrop
kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen total RNA &rneklerinin konsantrasyonlari ve saflik

diizeylerini gésteren A 2601280 oranlari Tablo 4.1°de gosterilmistir.



Tablo 4.1. Total RNA &rneklerinin konsantrasyonlart ve A 2607280 oranlari
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Total RNA (ng/ul) A 260/280
Kontrol 1 226,4 1,94
Kontrol 2 95,69 1,905
Kontrol 3 31,76 1,935
Kontrol 4 188,1 1,92
Kontrol 5 124,3 1,868
KBY1 468,7 1,85
KBY2 145,3 1,89
KBY3 129,3 1,956
KBY4 117,3 1,924
KBY5 218,3 1,977
Speksinl 42,5 2,1
Speksin 2 250 1,979
Speksin 3 140,6 2
Speksin 4 167,4 1,98
Speksin 5 173 1,956
Adropin 1 87,53 1,93
Adropin 2 160,2 1,871
Adropin 3 146 1,876
Adropin 4 163,1 1,854
Adropin 5 24,86 2,069
Adropin+Speksinl 39,53 1,973
Adropin+ Speksin2 239,5 1,98
Adropin+Speksin3 139,2 1,975
Adropin+Speksin 4 66,98 1,996
Adropin+Speksinb 222,3 1,886
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4.1.10. Primer baglanma sicakhiklarmin optimizasyonu

Her gen i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan reaksiyonlar 51-63 °C arasinda gradiyent PCR yapildi
ve sonrasinda agaroz jel elektroforezi ile bu iiriinler ayrildi. Etidyum bromiir boyas: ile
boyanan jeller U.V 151k altinda goriintiileme cihazinda degerlendirilerek en uygun sicakliklar

secildi. Genlere ait gradiyent PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri Resim 4.2- Resim 4.5°’te

gosterilmistir.

- ——
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Resim 4.2. TIMP-1 ve NGAL gradiyent PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii
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Resim 4.3. KIM-1 ve TNF-a gradiyent PCR iiriinlerinin agaroz jel gorintiisii
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59 60 61 62 63 M 5657 y58+-59.60 61 62 63

L T

Resim 4.4. IL1-B ve IL-18 gradiyent PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

M 56 57 58 59 60 61 62 63

Resim 4.5. Aktin, IL-17A, TGF-B ve IL-21 gradiyent PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri

Elektroforez sonunda primer baglanma sicakliklari igin;
Aktin 62°C, KIM-1 61°C,TIMP-1 61°C, NGAL 57°C, IL1-B 61°C, TNF-a 63 °C,
TGF-B 55°C, IL-17A 53°C, IL-18 63 °C, IL-21 55°C ve IL-33 55 °C olarak belirlenerek

Real Time PCR programlari kuruldu.
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4.1.11. Kontrol geni olarak kullamlan aktin genine ait Cq ve melting curve degerleri
Diger genlerin relative kantifikasyon degerlerinin  kat degisimi olarak
hesaplanabilmesi i¢in aktin genine ait Cq degerleri her 6rnek igin dl¢iilmiistiir. Nonspesifik

bantlarin varligi melt curve ile belirlenmistir (Sekil 4. 9 ve Sekil 4. 10).
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Sekil 4.10. Aktin genine ait Melting Curve analiz sonuglari
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4.1.12. KBY’de adropin ve speksinin KIM-1 gen ekspresyon diizeylerine etKisi
Bobrek dokusunda KIM-1 gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 11 ve Sekil 4. 12 de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. KIM-1 genine ait Melting Curve analiz sonuglar1
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Kontrol ve KBY grubu karsilagtirildiginda KIM-1 gen ekspresyonunda anlamli bir
fark gozlenmemistir. KBY grubu ile KBY+Speksin grubu karsilagtirildiginda KIM1 mRNA
ekspresyonunun yari yartya azaldigi ve KBY+Adropin+Speksin grubu karsilastirildiginda
ise %75 oraninda azaldig1 gozlenmistir (p<0,05) (Sekil4. 13).

14 - KIM-1 mRNA Ekspresyonu

j Bma

Kontrol KBY+Ad ropln KBY+SpekS|n KBY+A+S

Kat degisimi
o (=] (=] =
EAN D [00) = N

o
N

Sekil 4.13. KBY’de adropin ve speksinin KIM-1 gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY
grubu ile KBY+Speksin ve KBY+Adropin+Speksin grubu kiyaslandiginda
+p<0,05, ortalama + standart sapma, n=5.

4.1.13. KBY’de adropin ve speksinin NGAL gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda NGAL gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 14 ve Sekil 4. 15°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.14. Bobrek dokusunda NGAL genine ait Cq sonuglari
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Sekil 4.15. NGAL genine ait Melting Curve analiz sonuglari

Kontrol ve KBY grubu karsilagtirildiginda NGAL gen ekspresyonunda anlamli bir

fark gozlenmemisgtir. Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin grubu karsilastirildiginda NGAL

MRNA ekspresyonunun yaklasik %75 ve KBY+AdropintSpeksin grubu karsilagtirildiginda

ise yar1 yariya bir azalma oldugu gozlenmistir (p <0,01) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. KBY deadropin ve speksinin NGAL gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY
grubu ile KBY+Adropin ve KBY+Adropin+Speksin grubu kiyaslandiginda
++p<0,01, ortalama =+ standart sapma, n=>5.
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4.1.14. KBY’de adropin ve speksinin TIMP-1 gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda TIMP-1 gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile
belirlenmistir. Orneklere gére Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Bobrek dokusunda TIMP-1 genine ait Cq sonuglari
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Sekil 4.18. TIMP-1 genine ait Melting Curve analiz sonuglari
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Kontrol ve KBY grubu Kkarsilagtirildiginda KBY grubunda TIMP-1 mRNA
ekspresyonunun yaklagik olarak 6,5 kat artig gosterdigi bulunmustur (p <0,01). Bunun
yaninda KBY grubu ile KBY+Adropin, KBY+Speksin ve KBY +Adropin+Speksin gruplari
karsilastirildiginda TIMP-1 mRNA ekspresyonunun 6nemli oranda azaldigi gozlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4.19).

12 *%  TIMP-1 mRNA Ekspresyonu

Kat degisimi
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Kontrol KBY+Ad ropin KBY+Speksin KBY+A+S

Sekil 4.19. KBY’de adropin ve speksinin TIMP-1 gen ekspresyon diizeylerine etkisi.
Kontrol grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda **p<0,01, KBY grubu ile
KBY+Adropin, KBY+Speksin ve KBY+Adropin+Speksin  gruplari
kiyaslandiginda ise +p<0,05, ortalama =+ standart sapma, n=>5.
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4.1.15. KBY’de adropin ve speksinin TNF-a gen ekspresyon diizeylerine etKkisi
Bobrek dokusunda TNF-a gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 20 ve Sekil 4. 21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. TNF-a genine ait Melting Curve analiz sonuglari
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Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda TNF-oo mRNA ekspresyonlarinda anlamli
bir fark gézlenmemistir. Bunun yaninda KBY grubu ile KBY+Adropin ve KBY+Speksin
grubu karsilastirildiginda TNF-o mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir fark gozlenmemistir.
Ancak KBY grubu ile KBY +Adropin+Speksin grubu karsilastirildiginda TNF-o. mRNA
ekspresyonunun % 60 oraninda azaldig1 gozlenmistir (p <0,05) (Sekil 4.22).

16 - TNF-a mRNA Ekspresyonu
14 -
1,2 o
E 1
% 08 -
3 06
0,4 +
0,2 + -
0

Kontrol KBY+Ad ropln KBY+Speksm KBY+A+S

Sekil 4.22. KBY de adropin ve speksinin TNF-a gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY
grubu ile KBY+Adropin+Speksin gruplari kiyaslandiginda +p<0,05, ortalama +
standart sapma, n=>5.

4.1.16. KBY’de adropin ve speksinin IL-1B gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda IL-1p gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’te gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Bobrek dokusunda IL-1p genine ait Cq sonuglari
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Sekil 4.24. IL-1B genine ait Melting Curve analiz sonuglari

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda IL-18 mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Bunun yaninda KBY grubu ile
KBY+Adropin ve KBY+Speksin grubu karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamastir.
Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin+Speksin grubu karsilastirildiginda ise IL-1 mRNA
ekspresyonunun yaklasik %75 oraninda azaldigi gézlenmistir (p<0,05) (Sekil 4. 25).

IL-18 mRNA Ekspresyonu

18 1
16 4
14 4
12 4

1 s
0,8 1
0,6 -
04 -
0,2 -

0

Kontrol KBY+Ad ropm KBY+Speksm KBY+A+S

Kat degisimi

Sekil 4.25. KBY’de adropin ve speksinin IL-1p gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY
grubu ile KBY+Adropin+Speksin gruplari kiyaslandiginda +p<0,05, ortalama +
standart sapma, n=>5.
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4.1.17. KBY’de adropin ve speksinin TGF-p gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda TGF- gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 26 ve Sekil 4. 27°de gosterilmistir.

Cycle

Sekil 4.26. Bobrek dokusunda TGF-f genine ait Cq sonuglari

Temperature (°C)

Sekil 4.27. TGF-B genine ait Melting Curve analiz sonuglari
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Kontrol ve KBY grubu karsilagtirildiginda KBY grubunda TGF-f mRNA
ekspresyonunda anlamli bir fark goézlenmemistir. Benzer olarak KBY grubu ile
KBY+Adropin ve KBY+Speksin grubu Kkarsilastirildiginda da anlamli  bir fark
gbzlenmemistir. Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin+Speksin grubu karsilastirildiginda
TGF-B mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir azalis gézlenmistir (p<0,05). Bunun yaninda
KBY+Adropin ve KBY+Adropin+Speksin grubu karsilagtildigindada TGF-f mRNA
ekspresyonunun yaklasik yari yartya azaldigi gozlenmistir (p <0,05) (Sekil 4. 28).

14

1,2 = TGF-p mRNA Ekspresyonu
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0,4 -
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Kontrol KBY+Ad ropln KBY+Speksm KBY+A+S

Kat degisimi

Sekil 4.28. KBY’de adropin ve speksinin TGF-B gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY
grubu ile KBY+Adropin+Speksin gruplari kiyaslandiginda +p<0,05, KBY +
Adropin ile KBY+Adropin+Speksin gruplari kiyaslandiginda #p<0,05, ortalama
+ standart sapma, n=5.
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4.1.18. KBY’de adropin ve speksinin IL-10 gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda I1L-10 gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da gosterilmistir.

Cycle

Sekil 4.29. Bobrek dokusunda I1L-10 genine ait Cq sonuglari
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Sekil 4.30. IL-10 genine ait Melting Curve analiz sonuglari
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Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda IL-10 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. KBY grubu ile KBY+Adropin, KBY+Speksin ve KBY+ Adropin + Speksin
gruplari karsilastirildiginda IL-10 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir fark gozlenmemistir
(Sekil 4. 31).

16 1 IL-10 mRNA Ekspresyonu
14 4

1,2 +

0,8 o
0,6 o

0,4 9
0 T

Kontrol KBY+Ad ropln KBY+SpekS|n KBY+A+S

Kat degisimi

Sekil 4.31. KBY’de adropin ve speksinin IL-10 gen ekspresyon diizeylerine etkisi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir, p>0,05, ortalama +
standart sapma, n=>5.
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4.1.19. KBY’de adropin ve speksinin IL-17A gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda IL-17A gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile
belirlenmistir. Orneklere gére Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 32 ve Sekil 4. 33°de

gosterilmistir.

1 5 10 15 2 5 K] k) )]
Cycle

Sekil 4.32. Bobrek dokusunda IL-17A genine ait Cq sonuglari
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Sekil 4.33. IL-17A genine ait Melting Curve analiz sonuglari
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Kontrol ve KBY grubu karsilagtirildiginda IL-17A mRNA ekspresyonlarinda anlamli
bir fark gozlenmemistir. Benzer olarak KBY grubu ile KBY+Speksin grubu
karsilastirildiginda IL-17A mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin grubu karsilastirildiginda %40 oraninda (p <0,05) ve
KBY grubu ile KBY+Adropin+Speksin grubu karsilagtirildiginda ise IL-17A mRNA
ekspresyonlarinin yaklasik %65 civarinda azaldigi gézlenmistir (p<0,001) (Sekil 4. 34).

IL-17A mRNA Ekspresyonu
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Kontrol KBY KBY+Adropin KBY+Speksin KBY+A+S

Kat degisimi

Sekil 4.34. KBY’de adropin ve speksin IL-17A gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY
grubu ile KBY+Adropin ve KBY+Adropin+Speksin gruplar kiyaslandiginda
+p<0,05 ve +++p<0,001, ortalama =+ standart sapma, n=5.

4.1.20. KBY’de adropin ve speksinin IL-18 gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda IL-18 gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 35 ve Sekil 4. 36’da gosterilmistir.
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Sekil 4.36. IL-18 genine ait Melting Curve analiz sonuglari

Kontrol ve KBY grubu karsilagtirildiginda IL-18 mRNA ekspresyonlarinda anlamli
bir fark gozlenmemistir. Benzer olarak KBY grubu ile KBY+Speksin ve KBY+Adropin
grubu karsilastirildiginda IL-18 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin+Speksin grubu karsilastirildiginda ise IL-18 mMRNA
ekspresyonunun %50 oraninda anlamli bir sekilde azaldigi gozlenmistir (p<0,01) (Sekil

4.37).
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IL-18 mRNA Ekspresyonu

N

Kontrol KBY+Adr0p|n KBY+Speksin  KBY+A+S

Kat degisimi
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o

Sekil 4.37. KBY’de adropin ve speksin IL-18 gen ekspresyon diizeylerine etkisi. KBY grubu
ile KBY+Adropin+Speksin gruplari kiyaslandiginda ++p<0,01, ortalama =+
standart sapma, n=>5.

4.1.21. KBY’de adropin ve speksinin IL-21 gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda IL-21 gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 38 ve Sekil 4. 39°da gosterilmistir.
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Sekil 4.38. Bobrek dokusunda IL-21 genine ait Cq degerleri sonuglari
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Sekil 4.39. IL-21 genine ait Melting Curve analiz sonuglari

Kontrol ve KBY grubu karsilagtirildiginda IL-21 mRNA ekspresyonlarinda anlaml
bir fark gézlenmemistir. Benzer olarak KBY grubu ile KBY+Adropin, KBY+Speksin ve
KBY+Adropin+Speksin gruplar1 karsilagtirildiginda IL-21 mRNA ekspresyonlarinda
anlaml1 bir fark gézlenmemistir (Sekil 4. 40).

1,8 IL-21 mRNA Ekspresyonu
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Kontrol KBY+Adrop|n KBY+Speksm KBY+A+S

Sekil 4.40. KBY de adropin ve speksinin IL-21 gen ekspresyon diizeylerine etkisi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir, p>0,05, ortalama +
standart sapma, n=5.
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4.1.22. KBY’de adropin ve speksinin IL-33 gen ekspresyon diizeylerine etkisi
Bobrek dokusunda IL-33 gen ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile belirlenmistir.
Orneklere gore Cq degerleri ve melt curve grafigi Sekil 4. 41 ve Sekil 4. 42°de gosterilmistir.

Sekil 4.41. Bobrek dokusunda 1L-33 genine ait Cq sonuglari
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Sekil 4.42. IL-33 genine ait Melting Curve analiz sonuglari

Kontrol ve KBY grubu karsilastirildiginda KBY grubunda IL-33 mRNA
ekspresyonunun anlamli bir sekilde yaklasik olarak 3 kat artis gosterdigi bulunmustur
(p<0,01). Ancak KBY grubu ile KBY+Adropin grubu karsilastirildiginda %60 (p<0,01),
KBY +Speksin grubu ile karsilastirildiginda %50 (p<0,05) ve KBY +Adropin+Speksin grubu
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ile kargilastirildiginda IL-33 mRNA ekspresyonunun yaklasik olarak %75 oraninda azaldig:
gozlenmistir (p< 0,001) (Sekil 4.43).

35 1 *k IL-33 MRNA Ekspresyonu
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Sekil 4.43. KBY de adropin ve speksinin 1L-33 gen ekspresyon diizeylerine etkisi. Kontrol
grubu ve KBY grubu kiyaslandiginda **p<0,01, KBY grubu ile KBY +Adropin,
KBY+Speksin ve KBY+Adropin+Speksin grubu kiyaslandiginda ise
+p<0,05,++p<0,01 ve +++p<0,001, ortalama + standart sapma, n=5.
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5. TARTISMA

Kronik bobrek yetmezligi GFH’de azalma sonucu bobregin sivi-soliit dengesini
ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak
tanimlanabilir. Kronik bobrek yetmezligi, kardiyovaskiiler hastalik ve erken 6liim gibi
olumsuz sonuglara yol acan diinya ¢apinda bir halk sagligi sorunudur [11]. Tiirk Nefroloji
Dernegi (TND), KBY’yi morbidite ve mortalitesi yiiksek olan, yasam kalitesini olumsuz
etkileyen ve biiyiik ekonomik yiik getiren bir durum oldugu i¢in Tiirkiye’nin biiyiik sorunu
olarak tanimlamigstir. Saglik Bakanlig1 ve Tiirk Nefroloji Dernegi ortak raporuna (2017) gore
Tiirkiye’de 77,311 kronik bobrek yetmezligi hastasinin oldugu, bu hastalarin 58,635 inin
hemodiyaliz (HD), 3346’simin periton diyalizi (PD), 15,330’ unun bobrek transplantasyon
(Bobrek Tx) gibi renal replasman tedavisi aldigi ve bu saymin gittikge arttigi belirtilmistir
[2]. Renal hasarin saptanmasinda en yaygin kullanilan gosterge albiiminiiri veya
proteiniiri’dir [1]. Proteiniiri, direkt tiibiiler toksisiteye neden olmaktadir. Proksimal tiibiilde
asir1 protein reabsorbsiyonu lizozomal isleme kapasitesini asarak, lizozomal riiptiire yol
acabilir ve dogrudan tiibliler toksisiteye neden olabilir [18].  Olusan toksisite
glomeruloskleroz, tiibiiler nekroz ve tiibiiler dilatasyon gibi durumlara sebep olabilmektedir.
Normal kosullarda giinliik albimin atilim1 30 mg’1n, protein atilimi ise 150 mg’1n altindadir.
Bu durumun ii¢ aydan daha uzun siirmesi bobrek hasarinin gostergesi olarak kabul edilir [3].
Klinik uygulamada albliminiiri veya proteiniiri, sabah ilk idrarda albiimin/kreatinin veya
protein/kreatinin orani ile basit ve dogruya oldukc¢a yakin bir sekilde belirlenebilir. Bunun
yaninda 24 saatlik idrar hacmi ve BUN miktarida bobrek hasari hakkinda fikir vermektedir.

Calismamizda, siganlarda adenin ile indiiklenen kronik bobrek yetmezligi modelinde
bobrek hasarinin inflamatuvar gen ekspresyonlari tizerine nasil etki ettigi, speksin ve adropin
peptitlerinin bu etki {izerindeki roliiniin arastirilmasi planlanmigtir. Siganlara adenin
uygulanmas1 sonrasinda renal fonksiyon testleri otoanalizor ile Ol¢iilerek KBY gelisimi
degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda KBY grubunda 24 saatlik idrar
hacminin 6 kat, BUN miktarinin 2,5 kat, kreatinin Klirensinin 20 kat, idrar proteininin 2 kat
ve protein/kreatinin oraninin 9 kat arttigi gozlenmistir. Bunun yaninda idrar kreatinin
miktarinin KBY grubunda 6nemli oranda azaldig1 gézlenirken serum kreatinin seviyelerinde
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

Rutinde kullanilan renal fonksiyon testlerin yaninda sistatin ¢, KIM-1, NGAL ve
TIMP-1 gibi biyobelirteglerin renal hasar hakkinda fikir verebilecegi belirtilmektedir.
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Takaharu ve arkadaslar1 yapmig olduklari ¢alismada, KIM-1 proteininin bobrek hasarinda
insan ve kemirgen epitelyum hiicrelerinde eksprese edildigini, KIM-1'in aracilik ettigi
apoptotik hiicrelerin fagositozunu sagladigi ve KIM-1 seviyelerinin bobrek hasarinda
arttigini belirtmislerdir [90]. Yapilan baska bir ¢alismada Musial ve Zwolinska, TIMP-1
konsantrasyonlariin evre 2-3 KBY olan ¢ocuklarda degismeden kaldigini, ancak evre 4-5
KBY olan ¢ocuklarda ise TIMP-1 seviyesinin kontrol grubuna gore 6énemli oranda arttigin
gostermislerdir [91]. Bunun yaninda diger belirteg¢ olan NGAL’de KBY gelisimi ile artig
gostermektedir. Devarajan yaptig1 calismada NGAL seviyelerinin KBY hastalarinda kontrol
grubuna kiyasla dnemli derecede arttigini géstermis ve NGAL’in bobrek hasarini yansitan
onemli bir belirte¢ oldugunu bildirmistir [92].

Calismamizda, adenin uygulanmasi sonrasinda bdbrek dokusunda olusan
histopatolojik degisimler hematoksilen-eozin boyama sonrasinda i1sik mikroskobisi ile
degerlendirilmistir. Kontrol grubundaki siganlarin bobrekleri hematoksilen-eozin boyama
ile incelendiginde herhangi bir patolojik degisikligin olmadig1 normal glomeriiler yapilar ve
uniform tiibiiller gézlenirken KBY grubunda glomeriiler sigkinlik, glomeriiler hipertrofi,
tiibiiler dilatasyon ve tiibiiler nekroz gibi patolojik degisiklikler g6zlenmistir. Bunun yaninda
kantitatif olarak hesaplanan tiibiiler nekroz indeksinin KBY grubunda kontrol grubuna gore
onemli diizeyde artis gosterdigi bulunmustur. Bobrekteki patolojik degerlendirmenin
dogrulanmasi i¢in bdobrek hasar belirtecleri olan KIM-1, NGAL ve TIMP-1 mRNA
ekspresyonlar1 real time PCR ile Olcililmistir. Kontrol grubu ile KBY grubu
karsilagtirildiginda KIM-1 ve NGAL mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisim
gozlenmezken, TIMP-1 mRNA ekspresyonunun KBY grubunda 7 katlik bir artig gosterdigi
bulunmustur. Bu sonuglar adenin uygulanmasinin bobrek dokusu iizerinde hasara sebep
olarak KBY gelisimini indiikledigini gostermektedir.

Inflamasyon, KBY'de sonucu tahmin edilen yaygin bir dzelliktir. KBY siirecinde
kronik inflamasyon, hem renal klirensin azalmasi hem de artmis sitokin {iretiminin neden
oldugu pro-inflamatuvar sitokinlerin plazma seviyelerinde bir artig olarak tanimlanabilir.
CRP, IL-1, IL-6 ve TNF-o diizeyleri inflamasyonun gostergesi olarak sik¢a
kullanilmaktadir. Inflamatuvar yanit, siirecin baskilanmasmin gerceklesmedigi veya
gecikmesi ile dokuda pro-inflamatuvar mediyatorlerin IL-1, IL-6, TNF-o birikimine ve doku
hasarma neden olmaktadir [32]. Bu siiregte 1L-4, 1L-10 ve TGF-B gibi anti-inflamatuvar
sitokinlerin ise azaldig1r diisliniilmektedir [37]. Yapilan caligmalarda kronik bdbrek

yetmezIligi modelinde IL-10 eksikliginin bobrekte inflamasyonu ve fibroz gelisimini
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siddetlendirdigini, ortamda IL-10’un artmasinin ise inflamasyonun baskilanarak bobrek
fonksiyonlart iizerine iyilestirici etkiye sahip oldugu bildirilmistir [93]. Bunun aksine Gauer
ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢calismada kronik bobrek hastaligi veya nefrotik sendromu
olan insanlarda IL-18 seviyesinin 6nemli diizeyde arttigini gostermislerdir [94]. Benzer
olarak Homsi ve arkadaslart kronik bobrek hastaligi olan kisilerde IL-1B ve IL-18
seviyelerinin saglikli kisilere kiyasla 6nemli oranda arttigint bulmuslardir [95]. Ayrica
Pawlak ve arkadaslari, hemodiyaliz hastalarinda IL-21 konsantrasyonlarinda anlamli bir
degisim gozlemezken, IL-6 ve TNF-a miktarlarinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede
yiiksek oldugunu bulmuslardir [96]. Bir diger sitokin olan IL-17 iizerine yapilan bir
calismada, bobrek hasarinda glomeriillerde ve tiibiilo interstitiumda ¢ok sayida IL-17
eksprese eden IL-17 (+) hiicre tespit etmislerdir ve IL-17 seviyelerinin bobrek hasariyla
birlikte artig gdsterdigini belirtmislerdir [97]. Bunun yaninda Giingdr ve arkadaglar1 yapmis
olduklar1 ¢calismada, KBY'li hastalarda IL-33 seviyesinin kontrol grubuna gore kiyasla daha
yiiksek oldugunu gostermislerdir [98].

Calismamizda, KBY gelisiminin belirlenmesinden sonra inflamatuvar siirecle iligkili
genler olan IL-1p, IL-10, IL-17-A, IL-18, IL-21, IL-33, TNF-a ve TGF-f’nin mRNA
ekspresyonlart real time PCR ile Olgiilmistir. Kontrol grubu ile KBY grubu
karsilagtirildiginda 1L-1B, 1L-10, IL-17-A, IL-18, IL-21, TNF-a ve TGF-B mRNA
ekspresyonlarinda anlamli bir degisim gézlenmezken, IL-33 mMRNA ekspresyonunun KBY
grubunda yaklasik olarak 3 kat arttigi gozlenmistir. Bu sonuglar 6zellikle adeninin
indiikledigi KBY gelisiminin renal fibrozda 6nemli bir rol oynayan IL-33 {izerinden
gerceklesebilecegini gostermektedir.

Kumar ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda tanimlanan adropin beyin, kalp,
karaciger, bobrek ve gastrointestinal sistem gibi bircok dokuda iiretilen bir peptittir ve bu
peptid ENHO geni tarafindan kodlanmaktadir [72]. Bu peptit hedef dokularda GPR19
aktivasyonuna yol acarak enerji balansi, protein, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [73-75]. Ozellikle bir¢ok ¢alisma diisiik adropin
seviyelerinin kardiyovaskiiler hastaliklar, KBY, diyabet ve diyabetik nefropati gibi
hastaliklarin patogenezinde etkili oldugunu gostermektedir. Adropinin 6zellikle aterogenez
ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da koruyucu etkisinin oldugu diisiiniilmektedir [76, 77].
Adropinin 1islevleri iizerine yapilan caligmalar genellikle metabolik bozukluklar ve
kardiyovaskiiler hastaliklar iizerinde yogunlasmustir [72]. Ozellikle adropin VEGFR2 ve
PISBK/AKT ve ERK 1/2 aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu sayede adropin eNOS’un
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ekspresyonunu arttirarak kariyovaskiiler sistemin korunmasini saglamaktadir [99]. Yapilan
bazi ¢aligmalarda, adropin seviyeleri ile BUN ve serum kreatin seviyeleri negatif korelasyon
gosterirken GFH ile pozitif korelasyon gostermektedir [100, 101]. Bunun yaninda adropin
ininflamatuvar yanitida etkiledigi belirtilmektedir, ancak bu konuda sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Satove arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢aligmada adropin tedavisinin insan
umbilikal ven endotel hiicrelerinde TNF-o’nin aktive ettigi THP1 monosit adezyonunu
baskilayarak anti-inflamatuvar bir etki gosterdigini bulmuslardir [102]. Yapilan bagka bir
calismada Ibrahim ve arkadaslar1 diyabetik nefropatirat modelinde serum adropin
seviyelerinin inflamatuvar markerlar olan 1L-6 ve TNF-a ile negatif korelasyona sahip
oldugunu gostermislerdir [103]. Benzer olarak Gao ve arkadaslari AdrKO farelerde
olusturulan adropin yoksunlugunun IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-33 ve TNF-a gibi sitokinlerin
iiretiminin artisina sebep oldugunu goéstermislerdir [104].

Calismamizda, KBY siirecinde adropin uygulanmasinin bobrek hasari ve inflamatuvar
genleri nasil etkiledigi degerlendirilmistir. 4 hafta boyunca adropin uygulanmasi sonucunda
KBY grubuna goére 24 saatlik idrar hacminin 6nemli oranda azaldigi gézlenmistir. Ancak
diger renal fonksiyon testleri olan BUN, idrar kreatinin, serum Kreatinin, kreatinin klirensi,
idrar proteini ve protein/kreatinin oraninda anlamli bir fark olmadig1 gézlenmistir. Bobrek
dokusunda patolojik degisiklikler incelendiginde adropin uygulanmasimin tiibiiler nekroz
indeksini KBY grubuna kiyasla onemli diizeyde azalttigi bulunmustur. Bunun yaninda
bobrek hasar belirteclerinden NGAL ve TIPM-1 gen ekspresyon diizeyleri KBY grubuna
kiyasla Onemli oranda azalirken, KIM-1 gen ekspresyonunda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Bu sonuclar adropin uygulanmasinin bobrek hasarinda koruyucu bir role
sahip oldugunu isaret etmektedir. Bobrek hasarindaki koruyucu etkinin inflamatuvar siire¢
ile iligkisi degerlendirildiginde IL-17A ve IL-33 gen ekspresyonlarmimn KBY gurubuna
kiyasla adropin uygulanmasiyla 6nemli oranda azaldig1 gozlenirken, diger inflamatuvar
genler olan IL-1p, IL-10, IL-18, IL-21, TNF-a ve TGF-f seviyelerinde anlaml1 bir degisiklik
gbzlenmemistir.

Enerji homeostazinda rol oynadigi diigiiniilen ve Noropeptid Q olarak da bilinen
speksin 14 amino asitten olusan bir néropeptiddir. Speksin adrenal bezler, serebral korteks,
retina, mide, bobrek, pankreas, plasenta, yumurtaliklar ve hipotalamus olmak {izere bir¢ok
dokuda eksprese edilmektedir [80]. Speksin hedef hiicrelerde etkilerini Galanin 2 ve 3
(GALR2/3) reseptorlerini aktive ederek gostermektedir [82]. Speksin peptidi enerji dengesi,

yag asidi alimi, glukoz ve lipit metabolizmasinin modiilasyonunu saglamaktadir [82]. Bunun
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yaninda yapilan ¢alismalar, speksinin intestinal diiz kas hiicrelerinin kasilmasini uyararak
bagirsak hareketliligini artirmak, adrenokortikal hiicre proliferasyonunu inhibe etmek, agri
duyarliligimmi azaltmak, renal/kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenlemek, istah kontrolii,
iireme ve gastrointestinal fonksiyonunu diizenlenmek gibi olasi etkilere sahip oldugunu
ortaya koymaktadir [83-86]. Yapilan ¢alismalar bir¢cok hastaligin patogenezinde speksin
hormonunun miktarinda 6nemli degisiklikler oldugunu gostermektedir. Gu ve arkadaslari
speksinin tip 2 diyabet hastalarinda glukoz ve lipit metabolizmasinda 6nemli bir role sahip
olabilecegini ileri stirmiistiir [105]. Speksinin hem KBY hem de inflamasyon iizerine olan
etkileriyle ilgili literatiirde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Toll ve arkadaslar1 yapmis
olduklar1 ¢alismada speksinin intra serebro ventrikiiler olarak uygulanmasinin idrar
olusumunu azalttifin1 ve bdbrek hasarinda koruyucu olabilecegini belirtmislerdir [85].
Fruktoz ile olusturulan obezite modelinde farelerin epididimal adipoz dokusunda TNF-a, IL-
1B ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokin diizeylerinin on haftalik speksin enjeksiyonu
sonrasinda obezite grubuna oranla 6nemli oranda azalis gosterdigi bildirilmistir [87]. Benzer
sekilde yiiksek yagl diyetle bobrek hasari olusturulmus si¢anlarda speksin enjeksiyonunun
bobrek dokusunda NF-KB diizeylerini azalttifi ve bu azalmanin GALR2 iizerinden
gerceklestigi belirtilmistir [88]. Kumar ve arkadaslari yapmis olduklari ¢alismada obezite
gelisiminde speksin miktarinin azalarak 1L-6 ile negatif korelasyona sahip oldugunu
gostermistir [106]. Baska bir calismada benzer olarak obezite gelisiminde speksin
seviyelerinin azaldig1 ve inflamatuvar bir belirte¢ olan hs-CRP ile negatif korelasyona sahip
oldugu gosterilmistir [107]. Behrooz ve arkadaslari yapmis olduklari ¢alismada obez
cocuklarda IL-10, IL-1B vehs-CRP seviyelerinin speksin diizeyleri yakindan iliskili
oldugunu belirtmislerdir [108].

Calisgmamizda, KBY siirecinde speksin uygulanmasinin bobrek hasari ve inflamatuvar
genleri nasil etkiledigi degerlendirilmistir. 4 hafta boyunca speksin uygulanmasi sonucunda
KBY grubuna gore idrar kreatinin miktarinin 6nemli oranda azaldigi gézlenmistir. Ancak
diger renal fonksiyon testleri olan 24 saatlik idrar hacmi, BUN, serum kreatinin, kreatinin
klirensi, idrar proteini ve protein/kreatinin oraninda anlamli bir fark bulunamamustir. Bébrek
dokusunda patolojik degisiklikler incelendiginde speksin uygulanmasinin tiibiiler nekroz
indeksinde KBY grubuna kiyasla anlamli bir farka neden olmadig1 bulunmustur. Bununla
beraber bobrek hasar belirtegleri degerlendirildiginde KIM-1 ve TIMP-1 gen ekspresyon
diizeylerinin KBY grubuna kiyasla 6nemli dl¢lide azaldigi bulunmustur, ancak NGAL gen

ekspresyonununda KBY grubuna kiyasla anlamli bir fark bulunamamistir. Bu sonuglar
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speksinin renal hasarda koruyucu etkilerinin olabilecegine isaret etmektedir. Bobrek
hasarindaki koruyucu etkinin inflamatuvar siireg ile iliskisi degerlendirildiginde IL-17A ve
IL-33 gen ekspresyonlarinin KBY gurubuna kiyasla speksin uygulanmasiyla 6nemli oranda
azaldig1 gozlenirken, diger inflamatuvar genler olan IL-1p, IL-10, IL-18, IL-21, TNF-a ve
TGF-p seviyelerinde anlamli bir degisiklik gdozlenmemistir.

Buna ek olarak bu iki peptidin KBY siirecinde kombine olarak uygulanmasinin bobrek
hasar1 ve inflamatuvar genleri nasil etkiledigi degerlendirilmistir. 4 hafta boyunca kombine
olarak adropintspeksin uygulanmasinin KBY grubuna gore idrar kreatinin ve idrar protein
miktarlarinin 6nemli oranda azaldig1 gézlenmistir. Bobrek dokusunda patolojik degisiklikler
incelendiginde adropint+speksin uygulanmasinin tiibiiler nekroz indeksini KBY grubuna
kiyasla 6nemli diizeyde azalttigi bulunmustur. Bunun yaninda bobrek hasar belirtegleri
degerlendirildiginde KIM-1, NGAL ve TIMP-1 gen ekspresyonlarinin KBY grubuna kiyasla
adropin+speksin uygulanmasiyla Onemli oranda azaldigi bulunmustur. Bu sonuglar
adropint+speksin uygulanmasinin renal hasarda koruyucu bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Bobrek hasarindaki koruyucu etkinin inflamatuvar siire¢ ile iliskisi
degerlendirildiginde IL-1p, IL-17-A, IL-18, IL-33, TNF-a ve TGF- gen ekspresyonlarinin
KBY gurubuna kiyasla adropintspeksin uygulanmasiyla Onemli oranda azaldigi
gozlenirken, diger inflamatuvar genler olan IL-10 ve IL-21 seviyelerinde anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu sonuglar 6zellikle adropin ve speksin peptitlerinin kombine olarak

uygulandiginda 6nemli diizeyde anti inflamatuvar etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERI

Yapmis oldugumuz caligmada elde edilen bu sonuglar dogrultusunda; Bobrek
yetmezligi gelisimi ile artig gosteren hasar genleri ve tiibliler hasar, adropin ve speksin
peptitlerinin uygulanmasi ile azalmistir. Bunun yaninda KBY gelisimi ile artan pro-
inflamatuvar gen ekspresyonlari adropin ve speksin uygulanmasi ile azalmistir. Bu bulgular
adropin ve speksin peptitlerinin anti-inflamatuvar etkileriyle kronik bobrek yetmezligi

stirecinde bobrek hasarina kars1 koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir.



74

KAYNAKLAR

. Yirtgen, B., G6kdogan, F. ve Nural N. (2015). Diyaliz Teknikerleri i¢in Diyaliz El
Kitabr. Istanbul: Akademisyen Yayievi.

. Turk Nefroloji Dernegi, (2017). Yillik Rapor.

. Tamura, M. K., Tam, K., Vittinghoff, E., Raj, D., Sozio, S. M., Rosas, S. E., Makos, G.,
Lora, C., He, J., Go, A.S. and Hsu, C. Y. (2017). Inflammatory Markers and Risk for
Cognitive Decline in Chronic Kidney Disease. Kidney International Reports, 2(2), 192-
200.

. Won, A. J., Kim, S., Kim, Y. G., Kim, K. B., Choi, W. S., Kacew, S., Kim, K.S., Jung,
J.H., Lee, B.M., Kim, S. and Kim, H. S. (2016). Discovery of Urinary Metabolomic
Biomarkers for Early Detection of Acute Kidney Injury. Molecular Biosystems, 12(1),
133-144.

. Walewski, J. L., Ge, F., Lobdell IV, H., Levin, N., Schwartz, G. J., Vasselli, J. R., Pomp,
A., Dakin, G. and Berk, P. D. (2014). Spexin is a Novel Human Peptide that Reduces
Adipocyte Uptake of Long Chain Fatty Acids and Causes Weight Loss in Rodents with
Diet-Induced Obesity. Obesity, 22(7), 1643-1652.

. Ma, A., Bai, J., He, M. and Wong A. O. L. (2018). Spexin as a Neuro Endocrine Signal
with Emerging Functions. General and Comparative Endocrinology, 265, 90-96.

. Porzionato, A., Rucinski, M., Macchi, V., Stecco, C., Malendowicz, L. K. and De Caro,
R. (2010). Spexin Expression in Normal Rat Tissues. The Journal of Histochemistry and
Cytochemistry: Official Journal of the Histochemistry Society, 58(9), 825-837.

. Kumar, K. G., Trevaskis, J. L., Lam, D. D., Sutton, G. M., Koza, R. A., Chouljenko, V.
N., Kousoulas, K. G., Rogers, P. M., Kesterson, R. A., Thearle, M., Ferrante, A. W., Jr,
Mynatt, R. L., Burris, T. P., Dong, J. Z., Halem, H. A., Culler, M. D., Heisler, L. K.,
Stephens, J. M., and Butler, A. A. (2008). Identification of Adropin as a Secreted Factor
Linking Dietary Macronutrient Intake with Energy Homeostasis and Lipid Metabolism.
Cell Metabolism, 8(6), 468-481.

. Aydin, S. and Kuloglu, T. (2014). Immuno Histochemical Expressions of Adropin and
Inducible Nitricoxide Synthase in Renal Tissues of Rats with Streptozotocin-Induced
Experimental Diabetes. Biotechnic and Histochemistry, 89, 104-110.

10. Arnsoy, T., Giingor, O. ve Kogyigit 1. (2017). Bébrek Fizyopatolojisi Kitabi. Tiirkiye:

Reaktif.

11. Akpolat, T., Utas, C. ve Siilleymanlar G. (2011). Nefroloji El Kitabi, Kronik Bébrek

Yetmezligi. Istanbul: Giizel Sanatlar Matbaasi, 273-305.

12. Prigent, A. (2013). Monitoring Renal Function and Limitations of Renal Function Tests.

Seminars in Nuclear Medicine, 38(1), 32-46.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

75

KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of
Chronic Kidney Disease, (3),1.

Siileymanlar, G. (2010). Tirkiye Kronik Bobrek Hastaligi Prevelansi Arastirmasi,
Chronic Renal Disease in Turkey CREDIT.

Levey, A. S., Coresh, J., Balk, E., Kausz, A. T., Levin, A., Steffes, M. W., Hogg, R. J.,
Perrone, R. D., Lau, J. and Eknoyan, G. (2003). National Kidney Foundation. National
Kidney Foundation Practice Guidelines for Chronic Kidney Disease: Evaluation,
Classification and Stratification. Annals of Internal Medicine, 139(2), 137-147.

Tanriverdi, M. S., Karadag, A. ve Hatipoglu, E. S. (2010). Kronik Bobrek Yetmezligi.
Konuralp Tip Dergisi, 2(2),27-32.

Siileymanlar, G., Utas, C., Arinsoy, T., Ates K., Altun, B., Altiparmak, M., Ecder, T.,
Yilmaz, M., Camsari, T., Basc¢1, A. and Serdengecti, K. (2010). A Population-Based
Survey of Chronic Renal Disease in Turkey the CREDIT Study. Nephrology Dialysis
Transplantation, 26(6), 1862-1871.

Matovinovi¢, M. S. (2009). 1. Pathophysiology and Classification of Kidney Diseases.
EJIFC, 20(1), 2-11.

McClellan, W. M. and Flanders, W. D. (2003). Risk Factors for Progressive Chronic
Kidney Disease. Journal of the American Society of Nephrology, JASN, 14(7-2), 65-70.

Yenigerioglu, Y., Giingér, O. ve Arici, M. (2019). Nefioloji Kitabi. Ankara: Giines Tip
Kitabevleri Ltd. Sti.

Randers, E. and Erlandsen, E. J. (1999). Serum Cystatin C as an Endogenous Marker of
the Renal Function--A Review. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 37(4),
389-395.

Erdogan, M. B., Demirpenge, O. ve Yildirim, M. (2016). Kardiyovaskiiler Cerrahi
Sonras1 Gelisen Akut Bobrek Yetmezliginin Tanisinda Kullanilan Erken Doénem
Belirtecler. Act Badem Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi, 1,14-19.

Kjeldsen, L., Johnsen, A. H., Sengelov, H. and Borregaard, N. (1993). Isolation and
primary Structure of NGAL, a Novel Protein Associated with Human Neutrophil
Gelatinase. The Journal of Biological Chemistry, 268(14), 10425-10432.

Mori, K. and Nakao, K. (2007 ). Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin as the
Real-Time Indicator of Active Kidney Damage. Kidney International, 71(10), 967-970.

Hvidberg, V., Jacobsen, C., Strong, R. K., Cowland, J. B, Moestrup, S. K. and
Borregaard, N. (2005). The Endocytic Receptor Megalin Binds the Iron Transporting
Neutrophil-Gelatinase-Associated Lipocalin with High Affinity and Mediates Its
Cellular Uptake. FEBS Letter, 579(3), 773-777.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

76

Song, J., Yu, J., Prayog, G. W., Weidong C., Wu, Y., Jia, Z. and Zhang, A. (2019).
Understanding Kidney Injury Molecule 1: A Novel Immune Factor in Kidney
Pathophysiology. American Journal of Translational Research, 11(3), 1219-1229.

Joseph, V. B. (2009). Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1): A Urinary Biomarker and
Much More Nephrology Dialysis Transplantation. European Renal Association, 24(11),
3265-3268.

Hornebeck, W., Lambert, E., Petitfrére, E. and Bernard, P. (2005). Beneficial and
Detrimental Influences of Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1 (TIMP-1) in Tumor
Progression. Biochimie, 87(3-4), 377-83.

Zhang, H., and Sun, S. C. (2015). NF-KB in Inflammation and Renal Diseases. Cell
and Bioscience, 5, 63.

Sentiirk, N. (2013). Kiitandz Inflamasyon. Tiirkderm, 47(1), 28-36.

Cheung, W. W., Paik, K. H. and Mak, R. H. (2010). Inflammation and Cachexia in
Chronic Kidney Disease. Pediatric Nephrology, 25(4), 711-724.

Pecoits-Filho, R., Sylvestre, L. C. and Stenvinkel, P. (2005). Chronic Kidney Disease
and Inflammation in Pediatric Patients: From Bench to Play ground. Pediatric
Nephrology, 20(6),714-20.

Amdur, R. L., Feldman, H. I., Gupta, J., Yang, W., Kanetsky, P., Shlipak, M., Rahman,
M., Lash, J. P., Townsend, R. R., Ojo, A., Roy-Chaudhury, A., Go, A. S., Joffe, M., He,
J., Balakrishnan, V. S., Kimmel, P. L., Kusek, J. W. and Raj, D. S. (2016). Inflammation
and Progression of CKD: The CRIC Study. Clinical Journal of the American Society of
Nephrology, 11(9), 1546-1556.

Mihai, S., Codrici, E., Popescu, I. D., Enciu, A., Albulescu, L., Necula, L. G., Cristina,
M., Anton, G. and Tanase, C. (2018). Inflammation-Related Mechanisms in Chronic
Kidney Disease Prediction, Progression and Outcome. Journal of Immunology
Research, 2018, 2180373.

Akdogan, M. ve Yontem, M. (2018). Sitokinler. Online Tiirk Saglik Bilimleri Dergisi,
3(1), 36-45.

Abbas, A., Lichtman, A. H. and Pober, J. S. (2000). Cytokine in Cellular and Molecular
Immunology. Philadelphia, 4(7), 235-2609.

Zhang, J. M. and An, J. (2007). Cytokines, Inflammation and Pain. International
Anesthesiology Clinics, 45(2), 27-37.

Graves, D. T. and Cochran, D. (2003). The Contribution of Interleukin-1 and Tumor
Necrosis Factor to Periodontal Tissue Destruction. Journal of Periodontology, 74(3),
391-401.



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

77

Cakmak, H. ve Marakoglu, 1. (2015). Interlokin 1 ve Periodontal Hastalik
Patogenezindeki Rolii. Atatiirk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 2002(2).

Dinarello, C. A. and Savage, N. (1989). Interleukin-1 and Its Receptor. Critical Reviews
in Immunology, 9(1), 1-20.

Weber, A., Wasiliew, P. and Kracht, M. (2010). Interleukin-1 (IL-1) Pathway. Science
Signaling, 19(3), 105.

Agelaki, S., Tsatsanis, C., Gravanis, A. and Margioris, A. N. (2002). Corticotropin-
Releasing Hormone Augments Proinflammatory Cytokine Production from
Macrophages in Vitro and in Lipopolysaccharide-Induced Endotoxin Shock in Mice.
Infection and Immunity, 70(11), 6068—-6074.

Sellner, J., Sitte, H. H. and Rommer, P. S. (2021). Targeting Interleukin-6 to Treat
Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders: Implications from Immunology. The Fcrn
Pathway and Clinical Experience. Drug Discovery Today, S1359-6446(21)00154-9.

Magno, A. L., Herat, L. Y., Carnagarin, R., Schlaich, M. P. and Matthews, V. B. (2019).
Current Knowledge of IL-6 Cytokine Family Members in Acuteand Chronic Kidney
Disease. Biomedicines, 7(1), 19.

Verma, R., Balakrishnan, L., Sharma, K., Khan, A. A., Advani, J., Gowda, H., Tripathy,
S. P., Suar, M., Pandey, A., Gandotra, S., Prasad, T. S. and Shankar, S. (2016). A
Network Map of Interleukin-10 Signaling Pathway. Journal of Cell Communication and
Signaling, 10(1), 61-67.

Ji, J. D., Kim, H. J., Rho, Y. H, Choi, S. J, Lee, Y. H., Cheon, H. J, Sohn, J. and Song,
G. G. (2005). Inhibition of 1L-10 Induced STAT3 Activation by 15-Deoxy-"12,14-
Prostaglandin J2. Rheumatology, 44(8), 983-988.

Tomas, P. S., Pennington, D. W., Schreck, R. E., Levine, T. M. and Lazarus, S. C.
(1996). Authentic 17 Kda Tumour Necrosis Factor Alpha is Synthesized and Released
by Canine Mast Cells and Up-Regulated by Stem Cell Factor. Journal of the British
Society for Allergy and Clinical Immunology, 26(6), 710-718.

Holbrook, J., Lara-Reyna, S., Jarosz-Griffiths, H. and McDermott, M. (2019). Tumour
Necrosis Factor Signalling in Health and Disease. F1000Research, 8,1000.

Clark, D. A. and Coker, R. (1998). Transforming Growth Factor-Beta (TGF-Beta). The
International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 30(3), 293-298.

Lopez-Hernandez, F. J. and Lopez-Novoa, J. M. (2012). Role of TGF-B in Chronic
Kidney Disease: An Integration of Tubular, Glomerular and Vascular Effects. Cell and
Tissue Research, 347(1), 141-154.

Lan, H. Y. and Chung, A. C. (2012). TGF-B/Smad Signaling in Kidney Disease.
Seminars in Nephrology, 32(3), 236-243.



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

78

Pepys, M. B. And Hirschfield, G. M. (2003). C-reactive Protein: A Critical Update. The
Journal of Clinical Investigation, 111(12), 1805-1812.

Gewurz, H., Mold, C., Siegel, J. and Fiedel, B. (1982). C-reactive Protein and the Acute
Phase Response. Advances in Internal Medicine, 27, 345-372.

Schwedler, B. S., Guderian, F., Dammrich, J., Potempa, L. A. and Wanner, C. (2003).
Tubular Staining of Modified C-Reactive Protein in Diabetic Chronic Kidney Disease,
Nephrology Dialysis Transplantation, 18(11), 2300-2307.

Kolls, J. K. and Lindén, A. (2004). Interleukin-17 Family Members and Inflammation.
Immunity, 21(4), 467-76.

Khan, D. and Ansar Ahmed, S. (2015). Regulation of IL-17 in Autoimmune Diseases
by Transcriptional Factors and Micrornas. Frontiers in Genetics, 14(6), 236.

Cortvrindt, C., Speeckaert, R., Moerman, A., Delanghe, J. R. and Speeckaert, M. M. (
2017). The Role of Interleukin-17A in the Pathogenesis of Kidney Diseases. Pathology,
49(3),247-258.

Orejudo, M., Rodrigues-Diez, R. R., Rodrigues-Diez, R., Garcia-Redondo, A., Santos-
Sanchez, L., Randez-Garbayo, J., Cannata-Ortiz, P., Ramos, A. M., Ortiz, A., Selgas,
R., Mezzano, S., Lavoz, C. and Ruiz-Ortega, M. (2019). Interleukin 17A Participates in
Renal Inflammation Associated to Experimentaland Human Hypertension. Frontiers in
Pharmacology, 10, 1015.

Gracie, J. A., Robertson, S. E. and Mclnnes, I. B. (2003). Interleukin-18. Journal of
Leukocyte Biology, 73(2), 213-224.

Yaribeygi, H., Stephen, L., Sahebkar, A. (2019). Interleukin-18 and Diabetic
Nephropathy: A Review. Journal of Cellular Physiology, 234(5), 5674-5682.

Dinarello, C. A., Novick, D., Kim, S. and Kaplanski, G. (2013). Interleukin-18 and IL-
18 Binding Protein. Frontiers in Immunology, 8(4), 289.

Di Carlo, E., Comes, A., Orengo, A. M., Rosso, O., Meazza, R., Musiani, P., Colombo,
M. P. and Ferrini, S. (2004). IL-21 Induces Tumor Rejection by Specific CTL and IFN-
Gamma-Dependent CXC Chemokines in SyngeneicMice. The Journal of Immunology,
172(3), 1540-7.

Akdis, M., Burgler, S., Crameri, R., Eiwegger, T., Fujita, H., Gomez, E., Klunker, S.,
Meyer, N., Mahony, L., Palomares, O., Rhyner, C., Quaked, N., Schaffartzik, A., Veen,
W. V., Zeller, S., Zimmermann, M. and Akdis, C. A. (2011). Interleukins, from 1 to 37
and Interferon- y: Receptors, Functions and Roles in Diseases The Journal of Allergy
and Clinical Immunology, 127(3), 701-21.e270.

Habib, T., Senadheera, S., Weinberg, K. and Kaushansky, K. (2002). The Common
Gamma Chain (Gamma C) is a Required Signaling Component of the 1L-21 Receptor



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

79

and Supports IL-21-Induced Cell ProliferationVia JAK3. Biochemistry, 41(27), 8725—
8731.

Skak, K., Kragh, M., Hausman, D., Smyth, M. J., and Sivakumar, P. V. (2008).
Interleukin 21: Combination Strategies for Cancer Therapy. Drug Discovery, 7(3), 231-
240.

Schmitz, J., Owyang, A., Oldham, E., Song, Y., Murphy, E., McClanahan, T. K.,
Zurawski, G., Moshrefi, M., Qin, J., Li, X., Gorman, D. M., Bazan, J.F. and Kastelein,
R. A. (2005). IL-33, an Interleukin-1-Like Cytokine that SignalsVia the IL-1 Receptor-
Related Protein ST2 and Induces T Helper Type 2-Associated Cytokines. Immunity,
23(5), 479-490.

Mitchell, P. D., Salter, B. M., Oliveria, J. P., EI-Gammal, A., Tworek, D., Smith, S. G.,
Sehmi, R., Gauvreau, G. M., and O Apos Byrne, P. M. (2018). IL-33 and Its Receptor
ST2 After Inhaled Allergen Challenge in Allergic Asthmatics. International Archives of
Allergy and Immunology, 176(2), 133-142.

Moussion, C., Ortega, N. and Girard, J. P. (2008). The IL-1-Like Cytokine IL-33 is
Constitutively Expressed in the Nucleus of Endothelial Cells and Epithelial Cells In
Vivo: A Novel 'Alarmin'?. Plos One, 3(10), 3331.

Smithgall, M. D., Comeau, M. R., Yoon, B. R., Kaufman, D., Armitage, R. and Smith,
D. E. (2008). IL33 Amplifies Both Th1- and Th2-Type Responses Through Its Activity
on Human Basophils, Allergen-Reactive Th2 Cells, Inktand NK Cells. International
Immunology, 20(8), 1019-1030.

Miller, A. M. (2011). Role of IL-33 in Inflammation and Disease. Miller Journal of
Inflammation, 8(1), 22.

Imai, Y. (2019). Interleukin-33 in Atopic Dermatitis. Journal of Dermatological
Science, 96(1), 2-7.

Kumar, K. G., Trevaskis, J. L., Lam, D. D., Sutton, G. M., Koza, R. A., Chouljenko, V.
N., Kousoulas, K. G., Rogers, P. M., Kesterson, R. A., Thearle, M., Ferrante, A. W.,
Mynatt, R. L., Burris, T. P., Dong, J. Z., Halem, H. A., Culler, M. D., Heisler, L. K.,
Stephens, J.M. and Butler, A. A. (2008). Identification of Adropin as A Secreted Factor
Linking Dietary Macronutrient Intake with Energy Homeostasis and Lipid Metabolism.
Cell Metabolism, 8(6), 468-481.

Zhao, L. P., Xu, W. T., Wang, L., You, T., Chan, S. P., Zhao, X. and Yang, X. J. (2015).
Serum Adropin Level in Patients with Stable Coronary Artery Disease. Heart, Lung and
Circulation, 24(10), 975-979.

Li, L., Xie, W., Zheng, X. L., Yin, W. D. and Tang, C. K. (2016). A Novel Peptide
Adropin in Cardiovascular Diseases. Clinica Chimica Acta; International Journal of
Clinical Chemistry, 453, 107-113.



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

80

Marczuk, N., Cecerska-H. E., Jesionowska, A. and Dolegowska, B. (2016). Adropin-
Physiological and Pathophysiological Role. Postepy Higieny | Medycyny
Doswiadczalnej (Online), 70(0), 981-988.

Niepolski, L. and Grzegorzewska, A. E. (2016). Salusins and Adropin: New Peptides
Potentially Involved in Lipid Metabolismand Atherosclerosis. Advances in Medical
Sciences, 61(2), 282-287.

Kuloglu, T. and Aydin, S. (2014). Immunohistochemical Expressions of Adropin and
Inducible Nitric Oxide Synthase in Renal Tissues of Rats with Streptozotocin-Induced
Experimental Diabetes. Biotechnic and Histochemistry: Official Publication of the
Biological Stain Commission, 89(2), 104-110.

Zhang, S., Chen, Q., Lin, X., Chen, M. and Liu, Q. (2020). A Review of Adropin as the
Medium of Dialogue Between Energy Regulation and Immune Regulation. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2020, 3947806.

Topuz, M., Celik, A., Aslantas, T., Demir, A. K., Aydin, S. and Aydin, S. (2013). Plasma
Adropin Levels Predict Endothelial Dysfunction Like Flow-Mediated Dilatation in
Patients with Type 2 Diabetes. Journal of Investigative Medicine: The Official
Publication of the American Federation for Clinical Research, 61(8), 1161-1164.

Mirabeau, O., Perlas, E., Severini, C., Audero, E., Gascuel, O., Possenti, R., Birney, E.,
Rosenthal, N. and Gross, C. (2007). Identification of Novel Peptide Hormones in the
Human Proteome by Hidden Markov Model Screening. Genome Research, 17(3), 320—
327.

Wong, M. K., Sze, K. H., Chen, T., Cho, C. K., Law, H. C., Chu, I. K. and Wong, A. O.
(2013). Goldfish Spexin: Solution Structure and Novel Function as a Satiety Factor in
Feeding Control. American Journal of Physiology. Endocrinology and Metabolism,
305(3), 348-366.

Walewski, J. L., Ge, F., Lobdell, I. V., H., Levin, N., Schwartz, G. J., Vasselli, J. R.,
Pomp, A., Dakin, G. and Berk, P. D. (2014). Spexin is a Novel Human Peptide that
Reduces Adipocyte Uptake of Long Chain Fatty Acids and Causes Weight Loss in
Rodents with Diet-Induced Obesity. Obesity, 22(7), 1643-1652.

Rucinski, M., Porzionato, A., Ziolkowska, A., Szyszka, M., Macchi, V., De Caro, R.
and Malendowicz, L. K. (2010). Expression of the Spexin Gene in the Rat Adrenal
Glandand Evidences Suggesting that Spexin Inhibits Adrenocortical Cell Proliferation.
Peptides, 31,676-682.

Liu, Y., Sun, L., Zheng, L., Su, M., Liu, H., Wei, Y., Li, D., Wang, Y., Dali, C., Gong,
Y., Zhao, C. and Li, Y. (2020). Spexin Protects Cardiomyocytes from Hypoxia Induced
Metabolic and Mitochondrial Dysfunction. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of
Pharmacology, 393(1), 25-33.

Toll, L., Khroyan, T. V., Sonmez, K., Ozawa, A., Lindberg, I., McLaughlin, J. P., Eans,
S.0., Shahien, A. A. and Kapusta, D. R. (2012). Peptides Derived from the Prohormone



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

81

Pro NPQ/spexin are Potent Central Modulators of Cardiovascular and Renal Function
and Nociception. The FASEB Journal, 26(2), 947-954.

Kim, E., Jeong, I., Chung, A. Y., Kim, S., Kwon, S. H., Seong, J. Y. and Park, H. C.
(2019). Distribution and Neuronal Circuit of Spexin 1/2 Neurons in the Zebrafish CNS.
Scientific Reports, 9(1), 5025.

Gambaro, S. E., Zubiria, M. G., Giordano, A. P., Portales, A. E., Alzamendi, A., Rumbo,
M. and Giovambattista, A. (2020). Spexin Improves Adipose Tissue Inflammation and
Macrophage Recruitment in Obese Mice. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)
Molecular and Cell Biology of Lipids,1865(7),158700.

El-Saka, M. H., Abo El Gheit, R. E., El Saadany, A., Alghazaly, G. M., Marea, K. E.
and Madi, N. M. (2021). Effect of Spexin on Renal Dysfunction in Experimentally
Obese Rats: Potential Mitigating Mechanisms Via Galanin Receptor-2. Archives of
Physiology and Biochemistry, 1-10.

Ma, A., Bai, J., He, M. and Wong, A. O L. (2018). Spexin as a Neuroendocrine Signal
with Emerging Functions. General and Comparative Endocrinology, 265, 90-96.

Ichimura, T., Asseldonk, E. J., Humphreys, B. D., Gunaratnam, L., Duffield, J. S. and
Bonventre, J. V. (2008). Kidney Injury Molecule-1 is a Phosphatidylserine Receptor
that Confers a Phagocytic Phenotype on Epithelial Cells. The Journal of Clinical
Investigation, 118(5), 1657-1668.

Musiat, K. and Zwolinska, D. (2011). Matrix Metalloproteinases (MMP-2,9) and Their
Tissue Inhibitors (TIMP-1,2) as Novel Markers of Stress Response and Atherogenesis
in Children with Chronic Kidney Disease (CKD) on Conservative Treatment. Cell
Stress And Chaperones, 16, 97-103.

Devarajan, P. (2008). Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL): A New
Marker of Kidney Disease. Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory
Investigation. Supplementum, 241, 89-94.

Jin, Y., Liu, R., Xie, J., Xiong, H., He, J. C. and Chen, N. (2013). Interleukin-10
Deficiency Aggravates Kidney Inflammation and Fibrosis in the Unilateral Ureteral
Obstruction Mouse Model. Laboratory Investigation; a Journal of Technical Methods
and Pathology, 93(7), 801-811.

Gauer, S., Sichler, O., Obermuller, N., Holzmann, Y., Kiss, E., Sobkowiak, E.,
Pfeilschifter, J., Geiger, H., Muhl, H. and Hauser, I. A. (2007). IL-18 is Expressed in
the Intercalated Cell of Human Kidney. Kidney International, 72(9), 1081-1087.

Homsi, E., Janino, P. and De Faria, J. B. (2006). Role of Caspases on Cell Death,
Inflammation and Cell Cycle in Glycerol-Induced Acute Renal Failure. Kidney
International, 69(8), 1385-1392.

Pawlak, K., Mysliwiec, M. and Pawlak, D. (2011). Interleukin-21 in Hemodialyzed
Patients: Association with the Etiology of Chronic Kidney Disease and the



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

82

Seropositivity Against Hepatitis C Virus Infection. Clinical Biochemistry, 44(17-18),
1416-1420.

Velden, J., Paust, H. J., Hoxha, E., Turner, J. E., Steinmetz, O. M., Wolf, G., Jabs, W.
J., Ozcan, F., Beige, J., Heering, P.J., Schroder, S., KneiBller, U., Disteldorf, E.,
Mittriicker, H. W., Stahl, R. A., Helmchen, U. and Panzer, U. (2012). Renal IL-17
Expression in Human ANCA-Associated Glomerulonephritis. Renal Physiology,
302(12), 1663-1673.

Gungor, O., Unal, H. U., Guclu, A., Gezer, M., Eyileten, T., Guzel, F. B., Altunoren,
O., Erken, E., Oguz, Y., Kocyigit, I. And Yilmaz, M. I. (2017). IL-33 and ST2 Levels
in Chronic Kidney Disease: Associations with Inflammation, Vascular Abnormalities,
Cardiovascular Events and Survival. Plos One, 12(6), 0178939.

Lovren, F., Pan, Y., Quan, A., Singh, K. K., Shukla, P. C., Gupta, M., Al-Omran M.,
Teoh, H. and Verma, S. (2010). Adropin is a Novel Regulator of Endothelial Function.
Circulation, 122(11), 185-192.

Hu, W. and Chen, L. (2016). Association of Serum Adropin Concentrations with
Diabetic Nephropathy. Mediators of Inflammation, 2016, 6038261.

Li, B., Tian, X., Guo, S., Zhang, M., Li, J., Zhai, N., Wang, H. and Zhang, Y. (2020).
Pentraxin-3 and Adropin as Inflammatory Markers of Early Renal Damage in Type 2
Diabetes Patients. International Urology and Nephrology, 52(11), 2145-252.

Sato, K., Yamashita, T., Shirai, R., Shibata, K., Okano, T., Yamaguchi, M., Mori, Y.,
Hirano, T. and Watanabe, T. (2018). Adropin Contributesto Anti-Atherosclerosis by
Suppressing Monocyte-Endothelial Cell Adhesion and Smooth Muscle Cell
Proliferation. International Journal of Molecular Sciences,19(5),1293.

Ibrahim, E. M. and Moursi, M. M. S. (2018). Serum Adropin Level and Kidney
Functions in Type-Il Diabetic Rat Model with and with Out Pioglitazone Treatment.
Al-Azhar Medical Journal, 47, 109-128.

Gao, F., Fang, J., Chen, F., Wang, C., Chen, S., Zhang, S., Lv, X., Zhang, J., He, Q.,
Weng, S., Liu, Q. and Lin, X. H. (2016). Enho Mutations Causing Low Adropin: A
Possible Pathomechanism of MPO-ANCA Associated Lung Injury. EBioMedicine, 9,
324-335.

Gu, X., Li, H., Zhu, X., Gu, H., Chen, J., Wang, L., Harding, P. and Xu, W. (2015).
Inverse Correlation Betweenplasma Adropin and ET-1 Levels in Essentialhy
Pertension: A Cross-Sectional Study. A Cross-Sectional Study. Medicine, 94(40),
1712.

Kumar, S., Hossain, J., Nader, N., Aguirre, R., Sriram, S. and Balagopal P. B. (2016).
Decreased Circulating Levels of Spexin in Obese Children. The Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism,101(7), 2931-2936.



107.

108.

83

Kumar, S., Hossain, M., Javed, A., Kullo, I. J. and Balagopal, P. B. (2018).
Relationship of Circulating Spexin with Markers of Cardiovascular Disease: A Pilot
Study in Adolescents with Obesity. Pediatric Obesity,13(6),374-380.

Behrooz, M., Vaghef-Mehrabany, E. and Ostadrahimi, A. (2020). Different Spexin
Level in Obese vs Normal Weight Children and Its Relationship with Obesity Related
Risk Factors. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases, 30(4), 674-682.



EKLER

84



EK-1. Etik Kurul Raporu

Ny ™

4
T ==

£ T.C.
TRAKYA ONIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(Trakya University, Local Ethics Committee of Animal Experiments)

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 2016/13 Karar Tarihi: 28.12.2016
KARAR NO: 2016.13.02

Yiirftaetlogint Amasya Oniversitesi Merkezi Arastirma Uygulama Laboratuvan Uygulama ve
Arsstirma Merkezi 0gretim clemamt Uzm. Dr. Burak YAZGAN'm yapugy, TOHADYEK-2016/52
protokol nolu “Kronik bibrek yetmezliginde adropin ve spexinin koruyucu etkilerinin ve
sinyal yolaklurindaki hedeflerinin transkriptom analizi ile belirlenmesi' baghkl: galisma
gorigiildld. Arastirmamn amag, yaklapim, gere¢ ve yontemleri dikkate alinarak incelenmesi
sonucunda; Hayvan deneyleri yerel etik kurulu yonergesinde belirtilen ilke ve kurallarn uygun
bulunarak, calismanin yapilabilecefine meveudun oy birligi ile karar verilmigtir.

85





