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Adropin ve Speksin Peptitlerinin Kronik Renal Yetmezlik Modelinde Kardiyak COX ve
LOX Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

The Effect of Adropin and Spexin Peptides on Cardiac COX and LOX Gene Expressions in Chronic Renal
Failure Model

Burak YAZGAN?, Giilsiin MEMI?

oz
Bu ¢alismada adropin ve speksin peptitlerinin
siklooksijenaz (COX) ve aragidonat lipooksijenaz
(ALOX) gen ekspresyonlart tizerindeki etkisinin

kronik renal yetmezlik ekseninde gelisen kardiyak
hasarda incelenmesi amaglanmustir.

Sicanlarda Kronik Renal Yetmezlik (KRY) modeli
10 giin boyunca adenin hemisiilfat ¢ozeltisinin gavaj
yoluyla verilmesiyle olusturulmustur. Speksin tedavisi
icin 35 pg/kg ve adropin tedavisi i¢in 2,1 pg/kg
dozlarda peptitler 4 hafta boyunca intramuskiiler
olarak uygulanmistir. Renal fonksiyonlar otoanalizor
ile dlgiilmiistiir. Kardiyak dokudaki COX1, COX2,
ALOX12 ve ALOX15 mRNA ckpsresyonlar: total
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sonrasinda real
time PCR ile dlglilmiistiir.

Kontrol ve KRY grubu arasinda COX1 ve COX2
ekspresyonlarinda anlamli bir fark goézlenmemistir.
Kontrol grubuna kiyasla KRY grubunda ALOX12 gen
ekspresyonu azalirken, tam tersi ALOX15 artmustir.
Speksin tedavisi COX2 ve ALOX15 seviyelerini KRY
grubuna kiyasla azaltmistir. Buna ek olarak, adropin
tedavisi COX1 ekspresyonunu arttirirken, COX2 ve
ALOX15 miktarint  azaltmistir. Benzer olarak
uygulanan  adropin+speksin  tedavisinin  COX1
ekspresyonunu arttirirken, COX2 ve ALOXI15’1
azalttig1 gézlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular adropin ve
speksin peptitlerinin COX ve ALOX seviyelerini
etkileyerek  hem  kardiyorenal  fonksiyonlarin
diizenlenmesini hem de inflamatuvar stireglerin
modiilasyonunu sagladigint gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Adropin, Aragidonat
lipooksijenaz, Kronik renal yetmezlik, Siklooksijenaz,
Speksin.

ABSTRACT

In this study, it was aimed to examine the effects
of adropin and spexin peptides on cyclooxygenase
(COX) and arachidonate lipoxygenase (ALOX) gene
expressions in cardiac damage developing in the axis
of chronic renal failure.

The Chronic Renal Failure (CRF) model in rats
was established by gavage administration of adenine
hemisulfate solution for 10 days. Peptides were
administered intramuscularly for 4 weeks at doses of
35 ug/kg for spexin treatment and 2.1 pg/kg for
adropin treatment. Renal functions were measured
with an autoanalyzer. COX1, COX2, ALOX12 and
ALOX15 mRNA expressions in cardiac tissue were
measured by real time PCR after total RNA isolation
and cDNA synthesis.

There was no significant difference in COX1 and
COX2 expressions between the control and CRF
groups. While ALOX12 gene expression decreased in
the CRF group compared to the control group, on the
contrary, ALOX15 increased. Spexin treatment
reduced COX2 and ALOX15 levels compared to the
CRF group. In addition, adropin treatment increased
the expression of COX1 and decreased the amount of
COX2 and ALOX15. Similarly, it was observed that
adropin + spexin treatment increased the expression of
COX1 and decreased COX2 and ALOX15.

Our findings indicate that adropin and spexin
peptides affect COX and ALOX levels, providing both
the regulation of cardiorenal functions and the
modulation of inflammatory processes.

Keywords: Adropin, Arachidonate lipoxygenase,
Chronic renal failure, Cyclooxygenase, Spexin.
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KRY niifusun yaklasik %10-15’ini
etkileyen Onemli kiiresel problemlerden
birisidir. KRY’de tiibiiler hasar, sklerotik-
fibrotik hasar ve inflamatuvar siire¢ aktif
olarak rol oynamaktadir.! Aym zamanda
renal hasar en erken evrelerde bile
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk
faktoriidiir.? Kardiyovaskiiler  hastaliklar,
kronik renal yetmezligi olan hastalarda
olduk¢a yaygindir ve bu hastalarin
olimlerinin %50’sinden fazlasindan
sorumludur.® Kardiyovaskiiler hastaliklarmn
gelisiminde COX ve ALOX enzimleri 6nemli
rol oynamaktadir. COX ve ALOX’lar
aragidonik asitin farkli lipid mediyatorlere
donistiiriilmesinde gorevli olan enzimlerdir.
COX’lar arasidonik asitin prostaglandin
H2’ye (PGH2) doniistiiriilmesini saglayan ilk
enzimlerdir, sonrasinda ise PGH2 cesitli
sentaz enzimleri ile prostaglandinlerin farkl
tipleri (E-F-D), tromboksan ve prostasiklin
gibi biyolojik olarak aktif bir lipid ailesine
doniisiimiinii katalize eder.* ® Bu iiriinler
inflamasyon, oksidatif reaksiyonlar, hiicre
biiylimesi, vaskiiler gecirgenlik gibi etkilerin
yaninda lokal ve sistemik hemodinamiklerin
diizenlenmesi gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siireclere katilir.% !
Siklooksijenazlar, COX-1 ve COX-2 olarak
iki farkli izoform halinde bulunur. COX-1
normal  metabolik-fizyolojik  kosullarin
devamliligi i¢in iiretilen ana formdur. COX-2
ise daha ¢ok inflamasyon ve doku hasari
durumunda artis gostermektedir.3°
Siklooksijenaz tiirevleri  kardiyo-renal
sistemlerde, renal kan akisi, elektrolit
dengesi, renin salimimi ve trombosit
fonksiyonlar1 gibi homeostazlarin
korunmasinda rol oynamaktadir.®
Arasidonat lipooksijenaz  enzimlerinin
ALOXS, ALOX12 ve ALOX15 olmak tizere
tic izoformu  bulunmaktadir. ALOX5
arasidonik asidi 5-
Hidroperoksieikosatetraenoik asit (5-HpETE)
tizerinden 5-Hidroksieikosatetraenoik asit (5-
HETE) ve sonrasinda lokotrienlere (LTA,
LTB, LTC, LTE) doniisimiinii saglayan
enzimdir.  Trombosit  tipi  trombosit
lipooksijenaz  olarak da  adlandirilan

GIRIS

ALOX12 ise arasidonik asidi  12-
Hidroksieikosatetraenoik asite (12-HETE)
doniistiirir. ALOX15 ise arasidonik asidin
ozellikle 15- Hidroksieikosatetraenoik aside
(15-HETE) doniistiimiinii katalizleyerek farkli

lipid mediyatorlerin olusumunu
saglamaktadir.' > ALOX lar biyoaktif lipid
mediyatorlerin ~ diretimini  diizenleyerek

inflamatuvar siireci yonetmesinden dolay1
kalp hasar1 ve kardiyak yetmezlikte dnemli
Ozellikle bu

rol oynamaktadir. enzim
siifindan ALOX12 ve ALOXI15
eksikliginin, kardiyak hasar1 ve kalp

yetmezligini geciktirmek iizere notrofil ve
makrofajlar1 aktive etmek iizere lipidomik
yolag etkiledigi bilinmektedir.!* * Bunun
yaninda ¢alismalar ALOXI5 enziminin
vaskiiler diiz kas hiicreleri lizerine ve adrenal
hiicrelerde anjiotensin ile indiiklenen hiicre
biiyiimesinde rol aldigim1 gostermektedir.'®
LOX ve COX enzimleri substrat olarak
arasidonik asiti kullanir ve 25’ten fazla aktif
maddeyi etkileyerek bircok hiicresel ve
ekstraselliiler doku ve organi hedef alarak
etki gosterirler. Bu kadar etkisi olan bu iki
enzimin aktivitesi {izerine etki gosteren
ilaglar klinik olarak olduk¢a 6nemlidir.*®

Speksin, diger ismi ile ndropeptit Q,
Galanin/kisspeptin/speksin ailesinin  tiyesi
olan peptit yapisina sahip bir hormondur.
Speksin ilk olarak 2007 yilinda biyo-
informatik yontemlerin gelisimi ile Markov
modelleme teknigiyle Mirabeau tarafindan
kesfedilmistir.l”  Bu  peptit  hormonu
sifreleyen gen insanlarda kromozom 12
(C120rf39) lizerinde bulunmaktadir.
Oncelikle bu gen 116 amino asitten olusan
speksin pre-propeptidinin  sentezlenmesini
saglamaktadir. Sinyal peptitlerinin
kirpilmasiin ardindan molekiiler agirlig 1,6
kDa olan 14 amino asitlik aktif speksin
hormonu yapisin1 kazanmis olur. Speksin
hormonunun amino asit dizilimi farkli
canlilar arasinda biiyiik oranda benzerlik
gostermektedir.®® Ozellikle insanlarda ve
siganlarda deri, tiroid, beyin, kalp, ovaryum,
testis, akciger, mide, ince bagirsak, kolon,
karaciger, pankreas, bobrek, kas, adipoz doku
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ve adrenal bezlerde speksinin mMRNA-
protein diizeyinde ifadesi
gerceklesmektedir.® Speksin, G protein
bagimli reseptér (GPCR) ailesinin {iyeleri
olan Galanin reseptér 2 ve 3 (GALR2 ve
GALR3) ic¢in 6zgilin bir ligand olup ilgili
reseptorlere baglanarak hiicre igerisine sinyal
iletimini baslatir.?® Bu peptidin fizyolojik
olarak enerji dengesi, yag asidi alimi, glukoz
ve lipit metabolizmasmin modiilasyonunu
sagladigi, kan basinci, su-tuz dengesi ve
kardiyorenal = fonksiyonlar1  diizenledigi
belirtilmistir.”> Yapilan caligmalar speksin
seviyelerinin diyabet, obezite, metabolik
sendrom, alkol dis1 (non-alkolik) karaciger
yaglanmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar,
bobrek hastaliklart  ve polikistik over
sendromu gibi hastaliklarla  degistigini
belirtmektedir.?? Bu peptidin inflamatuvar
yolaklar1 diizenledigi belirtilse de COX ve
ALOXlar lizerine etkisi ile ilgili literatlirde
calisma bulunmamaktadir.

21

Adropin 2008 yilinda Kumar tarafindan
kesfedilen bir biyoaktif peptit hormondur.
Adropin enerji homeostaz1 iligkili gen
bolgesinden kodlanmaktadir ve bu gen
9.kromozom (9p13.3) lizerinde
bulunmaktadir.®> Bu peptidin yapis1 76
amino asitten olusmaktadir ve molekiiler
agirhgr 4,49 kDa’dur. Adropinin  doku
dagilimi  oldukg¢a genistir ve beyin,
serebellum, umbilikal ven, kalp, koroner

23

arter, gastrointestinal sistem, pankreas,
bobrek ve karaciger gibi bircok dokuda bu
hormonun iiretiminin oldugu bildirilmistir.?®
24 Bu peptit ozellikle viicudun enerji
dengesinin diizenlenmesi, glukoz, lipid ve
protein metabolizmasinin regiilasyonundan
sorumludur.?> 2 Yapilan son calismalara
bakildiginda adropin peptidinin 6zellikle
diyabet, diyabetik nefropati, kronik bobrek
hastaliklari, endotelyal disfonksiyon, kalp
yetmezligi ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi bir¢cok patolojik durumda koruyucu
oldugunu gostermektedir.?’*! Bunun yaninda
bazi calismalar adropinin antiinflamatuvar
etkilerinin oldugunu gostermistir.3! 32 Ancak
bu peptidin COX ve ALOX’lar iizerine
dogrudan etkileri ile ilgili literatiirde ¢aligma
bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda bu calismadaki
amacimiz adropin ve speksinin COX ve
ALOX gen ekspresyonlar1 lizerindeki etkisini
kronik renal yetmezlik ekseninde gelisen
kardiyak hasarda incelemektir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular;
adropin ve speksin peptitlerinin COX ve
ALOX  seviyelerini  etkileyerek  hem
kardiyorenal fonksiyonlarin diizenlenmesini
hem de inflamatuvar stireglerin
modiilasyonunu sagladigini gostermektedir.
Sonuglarimiz bu peptitlerin potansiyel bir

MATERYAL VE METOT

Arastirmanin Tiirii

Bu c¢alisma olgu-kontrol tipte bir

arastirmadir.
Hayvan Modeli

Bu c¢alismada kronik renal yetmezlik
modeli ~ Trakya  Universitesi ~ Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda uygun kosullar
olan 2242 °C oda sicakligi, %65-70 nem
orani ve 12 saat aydinlik-karanlik dongiisii
olan laboratuvar ortaminda
gerceklestirilmistir. Bu model kapsaminda
agirhiklart yaklagik 200-250 g agirliginda
degisen 25 adet wistar albino sican (Sprague
Dawley) kullanilmigtir. Hayvanlarin su ve

illagc  hedefi  olarak  kullanilabilecegini
gostermektedir.
yiyeceklere  erisimleri  simirsiz  olarak
saglanmstir.

Sicanlar baslangicta karisik olarak kontrol
grubu (n=5) ve KRY (n=20) grubu olmak
iizere 1ki ana gruba ayrilmistir. Kontrol
grubuna oral gavaj yoluyla 10 giin boyunca
%5 karboksimetilselilloz (Sigma, kat no:
C5013) 1 mL/kg ve sonrasinda 4 hafta
boyunca intraperitonal olarak izotonik ¢ozelti
enjeksiyonu yapilmistir. KRY gruplarina ise
adenin hemisiilfat (Sigma, kat no: A9126)
600 mg/kg ve %S5 karboksimetilseliiloz (1
mL/kg) olacak sekilde oral gavaj yoluyla 10
giin boyunca verilerek yetmezlik modeli
olusturulmustur. Yetmezlik modelinin

1015



GUSBD 2022; 11(3): 1013 - 1023
GUIJHS 2022; 11(3): 1013 - 1023

Giimiishane Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi
Giimiishane University Journal of Health Sciences

Arastirma Makalesi
Original Article

dogrulanmasi i¢in adenin uygulamasinin
bitisinden sonra 5. giinde biyokimyasal
parametreler degerlendirilmistir. Dogrulama
sonrasinda KRY grubu kendi igerisinde 4
gruba ayrilmistir ve 4 hafta boyunca
belirtilen uygulamalar yapilmistir.  KRY
kontrol i¢in izotonik ¢ozelti, adropin grubu
icin 2,1 pg/kg/mL dozunda adropin peptidi
(Phoenix Pharmaceuticals, kat. no: 032-35),
speksin grubu igin 35 pg/kg/mL speksin
peptidi (PolyPeptide, kat no: SC1547) ve
adropin+speksin  grubu ig¢in adropin 2,1
ug/kg/mL+ speksin 35 pg/kg/mL dozlarinda
olacak sekilde peptitler 4 hafta boyunca
intramuskiiler enjeksiyon ile hayvanlara
uygulanmstir.

24 saatlik idrar ornekleri deney sonunda
metabolik kafes yardimiyla toplanmistir. Kan
ornekleri de deney sonunda pihti aktivatori
iceren vakumlu serum tiipline alinmistir.
Deney sonunda sicanlar ketamin 100
mg/kg/i.p ve ksilazin 12,5 mg/kgl/i.p
anestezisi altinda sakrifiye edilerek kalp
dokusu ve kan oOrnekleri alinmistir. Kan
ornekleri pihtilagmalar1 beklendikten sonra
2500 rpm’de santrifiij edildikten sonra
serumlar ependorf tiiplere alinarak —20 °C
derin  dondurucuda (Argelik) c¢alismalar
yapilana kadar saklanmistir. Kalp dokulari
ise fosfat tamponu (pH:7,4) ile yikanma
sonrasinda Once sivi azot ilizerine alinmig
sonrasinda real time PCR ¢alismalari
yapilana kadar —80 °C derin dondurucuda
(Thermo) saklanmustir.

Renal Fonksiyon Testleri

Serum kreatinin ve kan iire azotu (BUN)
seviyeleri ile 24 saatlik idrar 6rneklerinden
kreatinin ve protein seviyeleri  klinik
biyokimya otoanalizérii ile Ol¢lilmiistiir
(Architect C16000, Abbott Laboratories).
Idrar protein/kreatinin orani ise
hesaplanmastir.

Gen Ekspresyon Analizi

Kalbin sol ventrikiiliinden bistiiri ile ~ 200
mg doku kesilerek homojenizator (IKA)
yardimiyla homojenize edilmis ve GeneJET
RNA Purification Kit (Thermo Scientific,
Kat no: KO0731) kullanilarak total RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Orneklerdeki

total RNA konsantrasyonu ve safligi
spektrofotometre (Multiskan Go uDrop,
Thermo) kullanilarak belirlenmistir. cCDNA
sentezi 100 ng total RNA kullanilarak
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific, Kat no: K1671) ile
gerceklestirilmistir.  ¢DNA  6rneklerindeki
gen ekspresyon seviyeleri SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific,
Kat no: K0221) kit kullanilarak real time
PCR sistemi (PikoReal™ Real-Time PCR
System, Thermo Scientific) ile dlgilmustiir.
Cihaz ile olgiilen threshold cycle (CT)
degerleri kullanilarak ALOX-12, ALOX-15,
COX-1 ve COX-2’ye ait genlerin rolatif gen
ekspresyon diizeyleri 2722°T metoduna gére
kat degisimi olarak hesaplanmistir. Bu
yonteme gore asagidaki formiilasyonlar
kullanilmistir;

ACT = CT (hedef gen)-CT (pB-aktin)

A(ACT) = ACT (kontrol grubu)-ACT (tedavi
grubu).
Kat degisimi = 2"44CT

Calismada kullanilan primer dizileri
asagida verilmistir. Primerlerin hedef gene
olan spesifikligi NCBI Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) programi kullanilarak dogrulanmustir.

ALOX 12 geni i¢in forward primer;
CCAACTGCAGGAGCTCCAAT ve reverse
primer; CTCGGGTAGCCAGATCATCG.
PCR {iriin uzunlugu: 296 baz ¢ifti (bg).

ALOX 15 geni i¢in forward primer;
CAAGATGGGTGTCTACCGCA ve
reverse primer;
AATTCTGCTTCCGAGTCCCG.

PCR iiriin uzunlugu: 150 bg.

B-aktin geni i¢in forward primer;
CTGTGTGGATTGGTGGCTCT ve reverse
primer;, CAGCTCAGTAACAGTCCGCC.
PCR firiin uzunlugu: 135 be.

COX1 geni i¢in forward primer;
AGGTGTACCCACCTTCCGTA ve reverse
primer; GCTGCTCGTCATCCCATGTA.
PCR firiin uzunlugu: 204 bg.

COX 2 geni i¢in forward primer;
CTCAGCCATGCAGCAAATCC ve reverse
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primer; GGGTGGGCTTCAGCAGTAAT.
PCR iiriin uzunlugu: 172 bg.

Verilerin Degerlendirmesi

Bu c¢alismada elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde GraphPad Prism 8.0
programi kullanilmistir. Gruplar arasindaki
istatistiksel farkliliklar Anova Testi ve Post-
Hoc Test olarak Mann Whitney U testi
kullanilarak  gerceklestirilmistir.  0,05’ten
kiigiik “p” degerleri anlamli olarak kabul
edilmistir. Veriler tablo ve grafiklerde
ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir.

Arastirmanin Etik Yonii

Bu c¢alismada hayvanlara uygulanan

deneysel  prosedirin  etik  kurallara

uygunlugu Trakya Universitesi Deney

Hayvanlart  Etik  Kurulu  tarafindan
BULGULAR

Adropin ve Speksin Peptitlerinin Renal
Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

Yapmis oldugumuz c¢alismada adenin
solisyonu ile olusturulan KRY modelinde
renal fonksiyon testleri degerlendirildiginde
Kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak
BUN miktarinin 2 kat, 24 saatlik idrar
hacminin 6 kat, idrar protein miktarinin 2 kat,
giinlik idrar protein kaybinin 8 kat ve
protein/kreatinin oranmnin 10 kat arttid
gozlenmistir (Tablo 1). Speksin tedavisi
verilen grupta KRY grubuna kiyasla idrar
kreatinin miktar1 yaklasik %80 oraninda
azalig gostermistir. Bunun yaninda adropin
tedavisi verilen grupta ise KRY grubuna
kiyasla 24 saatlik idrar hacminin yaklasik
%350 oraninda azaldigi gozlenmistir. Benzer
olarak adropin ve speksin kombine tedavisi
alan grupta da KRY grubuna kiyasla idrar
kreatininin %65, idrar protein miktarinin
%75 ve giinliik idrar protein kaybinin %50
oraninda azaldig1 gozlenmistir.

KRY, koétli prognoz ve yiiksek mortalite
ile iliskili bobreklerde parankimal
fonksiyonun kronik olarak kaybidir. Diinya
Saglik Orgiitii 2015 yil1 verilerine gore 1,2

28/12/2016 tarihi ve TUHADYEK-2016/51
numarasi ile onaylanmustir.

Destekleyen Kurulus

Bu calisma Amasya Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
(Proje No: FMB-BAP 19-0387) ve Trakya
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii  (Proje  No: 2018/118)
tarafindan desteklenmistir.
Arastirmanin Simirhihiklar:

Bu c¢alismada adropin ve speksin

peptitlerinin adenin ile olusturulan kronik
renal hasarin kardiyak dokudaki oksijenazlar
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu
peptitler enerji homeostazini diizenledikleri
icin diyabetik nefropati modeli olusturularak
da bu peptitlerin farkli bir bobrek hasari
modelinde denenmesi mekanizmalarin daha
net aydinlatilmasinda faydali olabilecektir.

VE TARTISMA

milyon insanin bobrek yetmezliginden dolayi
hayatin1  kaybettigi belirtilmektedir ve bu
durum  nifusun  %6-12°lik  kisminin
etkilenmesine  sebep  olmaktadir.®®*  Bu
hastalik, diinya ¢apinda hem aileler hem de
toplum iizerinde agir bir ekonomik yiik
olusturmaktadir. Olusan renal tiibiiler hasar
sekonder olarak kardiyak dokuda hasara
neden olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelismesine zemin hazirlamaktadir. Renal
hasarin  belirlenmesinde 6zellikle BUN,
serum kreatinin, GFR, sistatin C, proteiniiri
ve inflamatuvar mediyatorler
degerlendirilmektedir.

Bizim yapmis oldugumuz bu ¢aligsmadaki
amacimiz adropin ve speksinin COX ve
ALOX gen ekspresyonlari lizerindeki etkisini
kronik renal yetmezlik ekseninde gelisen
kardiyak hasarda incelemektir. Bu kapsamda
adenin hemisiilfat uygulayarak
olusturdugumuz renal hasar modelinde BUN,
24 saatlik idrar hacmi, idrar proteini, giinliik
idrar protein kayb1 ve protein/kreatinin orani
gibi hasar1 gosteren belirteglerin  6nceki
caligmalarimizda arttigin1 géstermistik. Renal
hasar modelinin dogrulanmas1 i¢in Onceki
yayinlarimizda kullandigimiz bobrek
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fonksiyon testleri bu yayin kapsaminda Tablo
1’de tekrardan gosterilmistir. Uyguladigimiz

alan grupta da idrar kreatininin, idrar protein
ve giinliik idrar protein kaybinin azaldigi

speksin tedavisinin idrar kreatinin miktarini gozlenmistir. Bu sonuglar adropin ve
azaltict etki gosterdigi, bunun yaninda speksinin ~ renal  fonksiyonlar  iizerine
adropin tedavisi verilen grupta 24 saatlik koruyucu etkilerinin oldugunu
idrar hacminin azaldig1 gozlenmistir. Benzer gostermektedir.34 3
olarak adropin ve speksin kombine tedavisi
Tablo 1. Adropin ve Speksin Peptitlerinin Renal Fonksiyonlar Uzerindeki Etkisi
Kontrol KRY KRY+S KRY+A KRY+A+S
(30.giin) (30.giin) (30.giin) (30.giin) (30.giin)
BUN (mg/mL) 53,33+3,88  111,8+33,55™ 117442736 116,3+25,47  142,2+29.45
Serum Kkreatinin 0,26+0,05 0,4+0,17 0,6+0,26 0,56+0,13 0,5+0,07
(mg/mL)
idrar kreatinin 7000£1560  1566+£529,9™  326,5+1954%*"  649,7+913,5 547,3+488,1*
(mg/mL)
24 saatlik idrar 8,41+2,85 50,17+10,89™ 55,67+8,59 27+£7,55%  44,20+20,81
hacmi (mL)
idrar proteini 223,2459,81 461,6+276,6" 221,0+151,7 152,9466,92  125,3+£37,38"
(mg/mL)
idrar protein kaybi 1920+886,4  16701+4006™" 1279246839 10143+4489  8694+3190**
(mg/giin)
Kreatinin  klirensi 3,33£1,71  66,75+40,79™" 44,11435,86  59,79+45,77"  51,21+46,92
(mL/dakika)
Protein/kreatinin 0,0323+0,006 0,293+0,17" 1,21£1,53 0,62+0,40  0,237+0,113

orani

Serum kreatinin ve BUN seviyeleri ile 24 saatlik idrar 6rneklerinde kreatinin ve protein miktarlar1 klinik kimya otoanalizorii ile 6lgiilmiistir.
Kreatinin klirensi ve idrar protein/kreatinin orani ise hesaplanmustir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir. Degerlendirme i¢in
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ***p<0,001 ve **p<0,01. KRY grubu ile karsilastirildiginda
++p<0,01 ve +p<0,05. (n=5). KRY, Kronik Renal Yetmezlik; S, Speksin; A, Adropin.

Adropin  ve Speksinin  COX  Gen
Ekspresyonlar1 Uzerindeki Modiilasyonu
COX1 gen  ekspresyon  sonuglart

degerlendirildiginde Kontrol ve KRY grubu
arasinda anlamli bir fark goézlenmemistir
(Sekil 1). Benzer olarak speksin tedavisi de
bu genin ekspresyonun da KRY grubuna
kiyasla anlamli  bir de8isime sebep
olmamistir.  Ancak uygulanan adropin
tedavisi COX1 seviyelerini KRY grubuna

kiyasla yaklasik olarak 14 kat arttirmustir.
Benzer olarak adropin ve speksin kombine
tedavisi de bu genin ekspresyonunda yaklasik
olarak 19 kat artisa sebep olmustur. Sonuglar
Sekil 1’de ortalama + standart sapma olarak
belirtilmistir. Degerlendirme i¢in Mann-
Whitney U testi kullanmilmistir. KRY grubu
ile karsilastirildiginda ++++p<0,0001 ve
++p<0,01. (n=5).
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Sekil 1. Adropin ve Speksin Peptitlerinin COX1 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

COX2 mRNA ekspresyon sonuglarina
bakildiginda Kontrol ve KRY grubunda
anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 2).
Ancak uygulanan speksin tedavisi ve
adropin tedavileri KRY grubuna kiyasla
COX2 seviyelerini yaklasik olarak %75
oraninda azalmistir. Benzer olarak adropin
ve speksin kombine tedavisi de KRY

grubuna kiyasla COX2 gen ekspresyonunu
yaklagik olarak %80 oraninda azaltmistir.
Sonuglar Sekil 2’de ortalama + standart
sapma olarak belirtilmistir. Degerlendirme
icin Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
KRY grubu ile karsilagtirildiginda +p<0,05.
(n=5).
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Sekil 2. Adropin ve Speksin Peptitlerinin COX2 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

COX ve ALOX enzimleri bir yag asidi
olan arasidonik asiti metabolize ederek
prostaglandin, tromboksan, prostasiklin ve
l6kotrienler  gibi  lipid mediyatorlerin
tretimini saglamaktadir. Bu mediyatorlerin
Ozellikle fibrotik siire¢ ve inflamatuvar
yanit1 diizenledigi belirtilmektedir. Bu
durum kardiyak hasar gelisiminde bu
enzimlerin aktif  rol alabilecegini

diisiindiirmektedir.>1%?  COX1  enzimi

ozellikle fizyolojik kosullarin
diizenlenmesini saglayan bir enzimdir ve
kardiyorenal fonksiyonlarin

diizenlenmesinde oldukca 6nemlidir.® COX2
ise daha ¢ok inflamatuvar siireci
yonetmektedir. Yapilan bir ¢calismada COX2
geni olmayan ratlarin kalp krizi gegirme
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riskinin  arttifit  ve  kardiyak  enerji
metabolizmasinin bozuldugu bulunmustur.®®

Yapmis oldugumuz ¢alismamizda COX1
ve COX2 gen ekspresyonun Kontrol ve
KRY grubu arasinda anlamli bir degisime
ugramadigi bulunmustur. Benzer olarak
speksin tedavisi de bu genin ekspresyonun
da KRY grubuna kiyasla anlamh bir
degisime  sebep  olmamistir.  Ancak
uygulanan adropin ve adropin+speksin
kombine tedavisinin COX1’i dnemli oranda
arttirdigZt  bulunmustur. COX2  gen
ekspresyonuna bakildiginda ise speksin,
adropin ve kombine tedavinin KRY grubuna
kiyasla COX2 gen ekspresyonunu Onemli
oranda azaltici etki gostermistir. Bu sonuglar
Ozellikle adropinin hem COXI1 {izerinden
kardiyo-renal fonksiyonlari1 diizenleyici etki
gosterdigini hem de COX2 {izerinden
inflamatuvar siireci diizenledigini
diisiindirmektedir. Speksinin ise ozellikle
COX2 iizerinden inflamatuvar yanitin
diizenlenmesinde daha aktif rol aldigim
gostermektedir.

1,8 -
1,6 A
1,4 -
1,2 ~

0,8 -
0,6 1 L
0r4 I ::::: *%

11 e

mRNA ekspresyonu (kat degisimi)

Adropin ve Speksinin ALOX Gen

Ekspresyonlar1 Uzerindeki Diizenleyici
Etkisi
ALOX12 gen ekspresyon sonuglari

degerlendirildiginde KRY grubunda Kontrol
grubuna kiyasla bu genin ekspresyonunun
yaklasik olarak %90 oraninda azaldig
bulunmustur (Sekil 3). Ancak uygulanan
speksin ve adropin tedavileri bu genin
ekspresyonunda anlamli  bir degisiklige
sebep olmamistir. Adropin ve speksinin
birlikte uygulandig1 tedavide ise KRY
grubuna kiyasla yaklasik olarak 3 kat arttig1
gozlenmistir.  Ayrica  speksin  grubuna
kiyasla da yaklasik 2 kat artis bulunmustur.
Sonuglar Sekil 3’te ortalama =+ standart
sapma olarak belirtilmistir. Degerlendirme
icin Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
*#p<0,01. KRY grubu ile karsilastirildiginda
+p<0,05. Speksin grubu ile
karsilastirildiginda #p<0,05. (n= 5).

ALOX-12

m,&,%,

Kontrol KRY

KRY+S KRY+A KRY+A+S

Sekil 3. Adropin ve Speksin Peptitlerinin ALOX12 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

ALOX15 mRNA ekspresyon sonuclarina
bakildiginda KRY  grubunda  Kontrol
grubuna kiyasla yaklasik olarak 1,5 katlik
bir artig gozlenmistir (Sekil 4). Tam tersi
speksin  tedavisi sonrasinda ise KRY
grubuna kiyasla ALOX15’in yaklasik olarak
%60 oraninda azaldigi bulunmustur. Benzer
olarak adropin uygulanmasi ve kombine
olarak verilen adropin+speksin tedaviside

ALOX15 gen ekspresyon seviyelerinde
KRY grubuna kiyasla %75 oraninda anlamli
bir azalisa yol agmistir. Sonuglar Sekil 4°te

ortalama + standart sapma olarak
belirtilmistir. Degerlendirme i¢in Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Kontrol

grubu ile karsilastirildiginda *p<0,05. KRY
grubu ile karsilastirildiginda ++p<0,01 ve
+p<0,05. (n= 5).
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Sekil 4. Adropin ve Speksin Peptitlerinin ALOX15 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

ALOX enzimleri  ozellikle c¢esitli
l16kotrienlerin  {iretimini saglayarak yine
inflamatuvar yanitta rol oynamaktadir.
Yapilan caligmalarda ALOX12’nin
ateroskleroz ve bobrek yetmezligi gibi
durumlarda azaldigt  bulunmustur.3” 38
ALOX12’nin  aksine, hem ALOX15
enziminin hem de bu enzim iiriinii olan 15-
HETE’nin iskemik kalp hastaliklarinda
artarak kardiyovaskiiler hastalik gelisimine
zemin hazirladigr  yapilan caligmalarda
bulunmustur.®

ALOX12 sonuglaria bakildiginda KRY
grubunda Kontrol grubuna kiyasla bu genin
ekspresyonunun 6nemli oranda azaldigi
bulunmustur. Speksin ya da adropin
tedavileri bu genin ekspresyonunda anlamli

bir degisiklige sebep olmazken ozellikle
adropin ve speksinin birlikte uygulandigi
kombine tedavide ise KRY grubuna kiyasla
onemli oranda arttigi bulunmustur. Bu
sonuglar ALOX12’nin kombine tedavi ile
arttigt  bu durumun ise kardiyoprotektif
ozellikleri giiclendirebilecegini
gostermektedir. ALOXI15 mRNA
ekspresyon sonuglarina bakildiginda KRY
grubunda Kontrol grubuna kiyasla onemli
bir artis gdzlenmistir. Aksine speksin,
adropin  ve kombine adropin+speksin
tedavilerinin hepsi ALOX15 seviyelerinde
KRY grubuna kiyasla 6nemli bir azalisa yol
acmistir. Bu tedavilerin hepsi ALOX15
miktarin1  azaltarak  kardiyak  dokunun
korunmasini saglamaktadir.

SONUC VE ONERILER

Kardiyovaskiiler hastaliklar giliniimiizde
halen en 6nemli Olim sebebidir. Kardiyak
hasar stirecinde COX ve ALOX enzimleri
hem doku yeniden diizenlenmesini hem de
inflamasyonda rol alan birgok lipid
mediyatoriin iliretiminden sorumlu oldugu
icin bu hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir
rolii vardir. Adropin ve speksin karbonhidrat,
lipid ve protein metabolizmalarint kontrol
ederek enerji regiilasyonunu saglamaktadir.
Bu peptitlerin COX ve ALOX’lar tizerindeki
etkileri ile ilgili literatiirde yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak 6zellikle adropin
peptidinin endotelyal disfonksiyon, kalp krizi

ve hipertansiyon gibi  kardiyovaskiiler
problemlerde koruyucu role sahip oldugu
belirtilmektedir.*® Bu calisma ile adropin ve
speksin peptitlerinin kardiyak dokuda COX
ve ALOX gen ekspresyonlarint Onemli

oranda  diizenledigini  gosterdik.  Elde
ettigimiz veriler bu peptitlerin
kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde

potansiyel  birer terapotik ajan  gibi
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak bu
peptitler ile ilgili hem diger kardiyo-renal
hasarmn olusturuldugu hayvan modellerindeki
caligmalara hem de bunun yaninda insan
calismalarina ihtiyag vardir.
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