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L-NAME ve Tuz ile Olusturulan Deneysel Hipertansiyon
Modelinde Bobrek Dokusunda Renin, AT1, AT2, ADE1,
ADE2, Aldosteron Diizeylerine Novokinin, Perindopril ve
Losartanin Etkileri

Amag: Bir anjiotensin tip 2 (AT2) reseptdér agonisti olan novokinin’in renin, anjiotensin
donusturict enzim 1 (ADE1), anjiotensin donustiriici enzim 2 (ADE2), anjiotensin tip 1 (AT1)
reseptor, anjiotensin tip 2 reseptér ( AT2), aldosteron gibi kardiyovaskiler ve renal patolojilerin
gelisiminde katilimci olan renin anjiotensin aldosteron sistemi komponentleri tzerine etkisinin
incelenmesi, bu etkilerinin klinikte kullanilan AT1 antagonisti losartan ve ADE inhibitdru
perindopril gibi RAAS blokérleri ilaglar ile karsilastirildiinda etkili olup olmadiginin
degerlendiriimesi amaclandi.

Gereg ve Yontem: 4 hafta boyunca intraperitoneal nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitéri, L-NAME
ve igcme suyuyla %1 tuz verilerek HT olusturuldu. Perindopril (2 mg/kg/glin), losartan (2
mg/kg/gin), novokinin (0.1 mg/kg/gin) son 2 hafta boyunca intraperitoneal uygulandi. Renin,
AT1, AT2, ADE1, ADE2, aldosteron diizeyleri bébrek dokusunda ELISA ile élgld(i.

Bulgular: Novokinin, perindopril ve losartan tedavisi alan gruplarda ADE2 ve AT2 reseptor
seviyesinde bdbrek dokusunda anlamli artis gbzlemlenirken aldosteron seviyesinde ise anlamli
azalma géruldu.

Sonug: AT2 reseptor agonist novokinin'in bobrek dokusu da koruyucu etkilerinin olabilecegi
dusunulebilir. Hipertansiyonun tedavisinde ve hedef organ hasarini 6nlemede AT2 agonistlerinin
potansiyel yararlarini sergileyebilmek igin daha fazla galismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Novokinin, renin anjiotensin sistem, anjiotensin tip 2 reseptér.

The Effects of Perindopril, Novokinin and Losartan on Renin, AT1, AT2, ACEL1,
ACE2, Aldosterone on Renal Tissue in Experimental Hypertension Model
Induced by L-NAME and Salt

Objective: In this study we investigated the effects of novokinin, an angiotensin type 2 (AT2)
receptor agonist, on RAAS components such as renin, angiotensin converting enzyme 1 (ACE1),
angiotensin converting enzyme 2 (ACE2), angiotensin type 1 (AT1) receptor,angiotensin type 2
(AT2) receptor, aldosterone which are associated with cardiovascular pathology. We compared
the effects of AT1R antagonist losartan, ACE inhibitor perindopril and AT2R agonist novokinin on
these parameters. We purposed to clarify how novokinin affects the parcipitant pathways which
lead to renal damage, and we also evaluated whether novokinin is effective compared to other
RAAS blockers.

Materials and Methods: L-NAME was administrated intraperitoneally, salt was given with
drinking water (1%) for 4 weeks. Perindopril (2mg/kg/day), losartan (2 mg/kg/day), novokinin (0.1
mg/kg/day), were administrated intraperitoneally for the last 2 weeks. Renin, ACE1, ACE2, AT1R,
AT2R, aldosterone were measured by ELISA in the renal tissue.

Results: In novokinin, perindopril and losartan-treated group ADE2 and AT2 receptor levels in
the renal tissue showed a significant increase while there was a significant decrease in the level
of aldosterone.

Conclusions: These findings have suggested that novokinin may exert a protective role in the
renal injury. Further experimental studies are needed to exhibit potential benefits of AT2 receptor
in hypertension and end organ damage.

Key Words: Novokinin, renin angiotensin system, angiotensin type 2 receptor.

Girig

Renin anjiotensin aldosteron sistemi (RAAS), kan basincinin ve ekstraselller sivi
volimunin duzenlenmesinde normotansif ve hipertansif kigilerde 6nemli bir
mediatordur (1, 2). Anjiyotensin donustirici enzim (ADE)/Anjiyotensin Il (Ang
Il)/Anjiyotensin tip 1 reseptér (AT1) ekseninin aktivasyonu vazokonstriksiyona,
antiditirezise, antinatrilirezise, aldosteron ve antidiliretik hormon salinimina neden
olmakta hipertansiyon, renal ve kardiyovaskuiler hastaliklarla sonuclanmaktadir (3).
ADE veya AT1 reseptdr blokaji kalp hastaliklari ve hipertansiyon tedavisinde oldukca
sik kullaniimaktadir (4).
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Ang II'nin diger bir reseptéri olan anjiotensin tip 2
(AT2) reseptérinin uyariimasi vazodilator,
antiproliferatif, proapoptotik, antihipertrofik, antiaritmik,
antitrombotik etkiler gésterir (5)

Aldosteronun AT1 reseptori gibi tek basina NADPH
oksidaz enzimi indukleyici ve organ patoloji gelisimini
provake edici etkileri oldugu belirtiimistir (6). Yine
aldosteronun NADPH oksidaz enzimini module ederek
proinlamatuvar ve profibrotik etkiler gosterdidi direkt
organ hasarina sebep olabildigi literatirde bildiriimektedir

(7).

Lokal Ang Il sentezinin kesfi, yeni Ang Il metabolit ve
reseptorleri renal ve kardiyovaskuler hastaliklarin
tedavisinde yeni terapodtik stratejilerin gelistiriimesinin
mimkiin olabilecegini ortaya koymaktadir. Ornegin
ADE2/Ang(1-7)/Mas ve Anijiotensin tip 2 (AT2) reseptor
ekseni, AT1 reseptor aktivasyonuyla meydana gelen
etkilere zit yonde etkiler gosterir (8).

ADE2 Angll'yi Ang(1-7)e geviren bir
monokarboksipeptidazdir. Ang Il'nin yikimini saglayarak
bu mediatérin AT1 reseptéru araciligiyla toksik etkilere
sebep olmasini engelleyebilmektedir. Ayrica ADE2 nin
urettigi  Ang(1-7), Mas reseptorini indikleyerek
vazodilatatér, natritiretik, antiproliferatif, antihipertrofik,
antifibrotik etkiler gostererek ve bradikinin NO sisteminin
stimulasyonuna sebep olarak AT1 reseptorinin zararli
etkilerini  antagonize  edebilmektedir (9). ADE2
vazokonstriktif, hipertrofik, proliferatif etkiler gosteren
Ang II'nin Ang(1-7)ye déniisimiinde esas roli almasina
bagl olarak bu enzimin hipertansiyon, kardiyovaskuler ve
renal hastaliklarin fizyopatolojisinde anahtar olabilecegi
ortaya atilmistir (10). Son deneysel ve klinik galismalar
serum veya idrardaki ADE2 dizeyinin kardiorenal
hastaliklarin diagnoz ve prognozunun tayininde yeni
biyomarker gibi kullanilabilecegini konusunda kanitlar
saglamistir.

Novokinin, AT2 reseptor agonisti, potent hipotansif
bir peptiddir (11). Novokinin’in spontan hipertansif
sicanlarda 0.1 mg/kg dozda oral uygulanarak kan
basincini anlamli gekilde duslrdigu goézlenmistir (12).
AT2 reseptor antagonisti PD123319 verildiginde
hipotansif etkisi bloke olmustur (12). Ayrica AT2 reseptor
defisit farelerde, novokinin hipotansif etki
gosterememistir. Novokinin spontan hipertansif sigan
mesenterik arterlerinde AT2 reseptéri araciliiyla
vazodilatér etki gdstermistir (12). Mesenterik arterlerdeki
vazodilatér etkisi PD123319, siklooksijenaz inhibitdri
indometazin ve prostaglandin reseptdér antagonisti
CAY10441 tarafindan anlamli sekilde bloke edilmistir
(12).

AT2 reseptor agonisti olan novokinin’in renin, ADE1,
ADE2, AT1, AT2, aldosteron gibi RAAS komponentleri
Uzerine  etkisini  inceleyen yeterince  arastirma
bulunmamaktadir. Bu galismada novokinin’in L-NAME ve
tuz uygulanan NO blokaji ve tuz yiklemesi ile HT
olusturulan. siganlarda renal dokuda RAAS
komponentleri Uzerine etkisinin arastiriimasi
amaglanmistir. AT1R antagonisti losartanin, ADE
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inhibitdrd perindoprilin ve AT2R agonisti novokinin’in bu
parametrelere etkisi karsilastirmali olarak incelendi.

Gereg ve Yontem

Arastirmada 220-260 g agirhiginda Spraque-Dawley
cinsi erkek sicanlar (n=35) kullanildi. Siganlar standart

sartlarda (12 saat ginisi§i, 12 saat karanlik,
havalandirmali, sabit sl odalarda) kafeslerde
barindinidi.

Her bir grupta 7 sican olacak sekilde 5 gruba ayrildi
(n=35).

1. Grup: Kontrol; serum fizyolojik (0.5 cc/gun i.p. 4
hafta boyunca)

2. Grup: Hipertansiyon (HT); Sicanlara 4 hafta
boyunca igme suyunda %1 tuz ve 40 mg/kg/giin dozda
L-NAME i.p. verildi.

3. Grup: HT + perindopril; Sicanlara 4 hafta boyunca
icme suyunda %1 tuz ve 40 mg/kg/giin dozda L-NAME
i.p. verildi. Ikinci haftadan sonra perindopril 2 mg/kg/giin
i.p. 2 hafta verildi (13, 14).

4. Grup HT + Losartan; Siganlara 4 hafta boyunca
icme suyunda %1 tuz ve 40 mg/kg/gin dozda L-NAME
i.p. verildi. Ikinci haftadan sonra losartan 2 mg/kg/giin i.p.
2 hafta boyunca uygulandi (14-15).

5. Grup HT + Novokinin; Siganlara 4 hafta boyunca
icme suyunda %1 tuz ve 40 mg/kg/gin dozda L-NAME
i.p. verildi. ikinci haftadan sonra novokinin 0.1 mg/kg/giin
i.p. 2 hafta boyunca uygulandi (11).

Biyokimyasal Analizler: Renin (Eastbiopharm
Katolog No: CK-E30226), ADE1 (Eastbhiopharm Katolog
No: CK-E30669), ADE2 (Sun Red Katolog No: 201-11-
0814), Aldosteron (Cusabio Katolog No: CSB-607025),
AT1 (Sunred Katolog No: 201-11-1635), AT2
(Eastbiophram Katolog No: E90206) duizeyleri bobrek
dokusunda ELISA ile élguildi.

Kullanilan Kimyasallar: L-NAME, Perindopril,
Losartan, novokinin (Sigma Aldrich Inc.St. Louis, MO.
A.B.D) firmasindan satin alindi.

istatistiksel Analiz: Elde edilen veriler ortalama (ort)
+ standart hata (SH) olarak belirtildi. Ortalamalar
arasindaki farklarin istatistiksel anlamhlik dizeylerini
belilemek icin paket istatistik programi kullanildi.
Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-way ANOVA”
ve ‘“independent-t” testleri ile hesaplandi. Ayni grubun
farkli zaman noktalarindaki degerleri arasindaki fark
degerlendirmek igin “paired t test” kullanildi. Elde edilen
sonuglarin yorumlanmasinda P<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Bobrek dokusunda Renin, ADE1, ADE2,
Aldosteron, AT1, AT2 dizeyleri: AT2 reseptor
dlzeyleri perindopril, novokinin ve losartan tedavisi alan
gruplarda kontrole gére artis gosterdi (Sekil 1).
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ADE2 enzim duzeyleri perindopril, novokinin ve
losartan tedavisi alan gruplarda hipertansiyona gore
anlamli yiksekti (Sekil 2).

Hipertansiyon grubunda aldosteron diizeyi kontrole
gore artis gostermekle birlikte istatistiksel anlamlihida
ulagamadi. Aldosteron duzeyleri novokinin perindopril ve
losartan uygulanan gruplarda hipertansiyona gore
anlamli dusuktd (Sekil 3).

ADEA1, renin ve AT1 reseptor diizeylerinde gruplar
arasi anlaml fark goériimedi.
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Tartigma

AT2 reseptdr agonisti novokinin’in L-NAME ve tuz
uygulanan siganlarda bébrek dokusunda ADE2 ve AT2
reseptdr dizeyini artirdidi aldosteronu ise azalttidi ilk kez
bu arastirmada belirlenmistir.

Yapilan ¢alismanin énemli bir bulgusu; L-NAME ve
tuz alan grupta bobrek dokusunda ADE2 diizeyininin
azalma egiliminde oldugu goézlemlenirken, novokinin,
perindopril ve losartan uygulamasinin ADE2 dizeyini
yiikseltmesiydi. Onceki arastirmalar ADE2 enziminin
bdbrek dokusunda yiksek seviyede eksprese oldugunu,
ozellikle tubuler epitelyal hiicrelerde, glomeruler epitelyal
hiicrelerde ve renal damarlarda lokalize oldugunu ortaya
ctkarmistir (16). ADE2 aktivitesinin diabetik bdbrek
hastaliklari, hipertansif bobrek hastaliklarinda ve farkl
renal hasar modellerinde degistigi gosterilmistir. Spontan
hipertansif siganlarda yapilan bir calismada bobrek
ADE2 ekspresyonun dugtk oldugu belirlenmistir (17).
Bagka bir arastirmada ADE2 nin bdébrek dizeyinin
hipertansiyon baslangicindan 6nce degistigi rapor
edilmistir  (18). Deneysel hipertansiyon modelinde
ARB’lerin ve ADE inhibitorlerinin herikisinde renal kortikal
dokuda  ADE2  ekspresyon  dizeyini  artirdigi
g6zlemlenmistir  (19). 2 bdbrek 1 klip modelliyle
olusturulan hipertansif siganlarda, renal ADE2 mRNA
dizeyinin ve aktivitesinin dustugu, buna karsin ADE
ekspresyonun arttigi, bu artisin ise Ang Il yapimini
yukselterek ADE2 dizeyinde dustse sebep oldugu
belirtiimistir (20). Yiksek tuz diyeti alan obez si¢canlarda
yapilan bir calismada ise ADE2/AT2R/MasR
ekspresyonunun renal kortikal dokuda dustigu buna
karsin Ang Il seviyesinin ise arttigi
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bildirilmistir (21). ADE2 ekspresyonundaki dususin
belirgin Angll/AT1 duzeyindeki artisa bagh olabilecegi
sonucuna varilmigtir. Bernardi ve ark. (20) tarafindan
yapilan bir calismada ise ylksek tuz diyetinin glomeruler
ADE/ADE2 mRNA ve protein dizeyini arttigi, bu artigin
ise tuz diyetinin sebep oldugu oksidatif stresle iligkili
olabilecegi ayrica ADE/ADE2 oraninin tuza bagh renal
hasarlarin degerlendiriimesinde kullanilabilecegi kabul
edilmigtir. Bu calismada da hipertansif grupta ADE2
dizeyinin azalmasi L-NAME ve tuzun neden oldugu
oksidatif stres artiginin sonucuna bagli oldugu &énceki
calismalar 1s1dinda dnesurilebilir.

ADE2 Angll'yi Ang(1-7)e ceviren bir
monokarboksipeptidazdir. Ang IlI'nin yikimini saglayarak
bu mediatérin AT1 reseptort araciligiyla toksik etkilere
sebep olmasini engelleyebilmektedir. Ayrica ADE2 nin
urettigi Ang(1-7) Mas reseptorini  indikleyerek
vazodilatator, natriuretik, antiproliferatif, antihipertrofik,
antifibrotik etkiler gostererek ve bradikinin NO sisteminin
stimulasyonuna sebep olarak AT1 reseptorinin zararli
etkilerini antagonize edebilmektedir (9). Bu baglamda
ADE2 enzimi organ koruyucu etkide kritik role sahiptir
(22). Bizim galismamizda perindopril ve losartan RAAS’|
baskilayarak bu sistemin zararli komponentlerinin ADE2
dlzeyini azaltmasini engellemis oldugu sodylenebilir.
ilaveten perindopril ve losartanin oksidatif stresi
azaltmasininda ADE2 seviyesinin ylkselmesinde bir
etken oldugu kabul edilebilir. Perindopril ve losartanin
ADE2 seviyesini artirmasi bu ilaglarin organ koruyucu
efektivitesinde 6nemli rol oynayabilecegini 6nceki
calismalarla bizim bulgularimizi birlestirerek ortaya
koyabiliriz. Ayrica novokinin de renal ADE2 enzim
seviyesini anlamh artirmigtir. Bu bulgununda yapilan
arastirmanin ortaya koydugu yeni ve farkh sonuglardan
biri  oldugu sOylenebilir. AT2 reseptér agonisti
novokinin’in antioksidan etkisinin bulunmasi renal ADE2
dizeyini artirmasi igin bir neden oldugu 6ne sirulebilir.
Novokinin ADE2/Ang(1-7)/Mas reseptor yolagini yani
RAAS’In faydali kismini indikleyerek AT1 reseptor
aracihigiyla meydana gelen toksik etkileri bozabilir ve
bdylece organ koruyucu etki saglayabilir.

Bobrek dokusunda AT2 reseptdr dizeyleri perindoril
ve losartan uygulanan gruplarda artis gosterdi.
ADE/Angll/AT1 reseptor ekseniyle ADE2/Ang(1-7/Mas
ve AT2 reseptér ekseni arasinda negatif korelasyon
oldugu bilinmektedir. Perindopril  ve  losartan
ADE/ANngllI/AT1 reseptor eksenini yani RAAS'In zararl
tarafini baskilayarak ADE2/Ang(1-7/Mas ve AT2 reseptor
eksenini yani RAAS’In faydali kisminin dizeyini artirmis
olabilir. Novokinin oksidatif stres ve RAAS’In toksik
bilesenlerin yerel aktivasyonunu azaltabilir, bdylece
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novokinin bdbrek dokusunda AT2 reseptér dizeyini
artirabilir. Bu bulgu, kardiyak ve bdbrek hastaliklarinda
novokinin terapétik degeri olup olmadidinin tespiti icin
Onemli olabilir.

Mevcut galismanin diger bulgusu L-NAME ve tuz
alan grupta, bdbrekte aldosteron seviyesi yukselmesi,
perindopril, novokinin ve losartan tedavisi alan grupta bu
artis 6nlenmesidir. L-NAME ve tuz indUkli hipertansiyon
modeliyle RAAS  aktivasyonu arasindaki  pozitif
korelasyon ele alindiginda, aldosteron seviyesindeki
yukselme literatirdeki diger arastirmalarla paralel bir
sonu¢ olarak goérilmektedir. AT2 reseptorinin
antioksidan etkisi (23, 24) dolayisiyla novokinin RAAS’In
yerel aktivasyonunu engellemis ve bdbrek dokusundaki
aldosteron seviyesini dusurmus olabilir. Bu sonu¢ mevcut
calismanin bir diger ©6nemli bulgusu olabilir. Clinki
aldosteron reaktif oksijen Urlnleri (ROS) Uretimi igin
gerekli olan NADPH oksidaz enziminin bulyuk altbirim
olan p22phox seviyelerinde artisi indikledigi, oksidatif
stres Uzerine dogrudan etkisi oldugu tespit edilmistir (6).
Aldosteron pro-enflamatuar ve pro-fibrotik etki gosterir;
NADPH oksidaz aktivasyonu ile aldosteronun neden
oldugu oksidatif stres hedef hiicre ve organ hasarina
sebep olabilmektedir (7). Novokinin aldosteron seviyesini
azaltma yeteneg@i sayesinde oksidatif stresi ve bobrek
hasari gelisimini azaltabilir. Benzer sekilde perindopril ve
losartanin aldosteron seviyesini distirmesi de bu ilaglarin
organ koruyucu etkisindeki diger bir faktdér oldugu
sdylenebilir.

Hipertansiyon kaynakli kardiyovaskiler ve bdbrek
hastaliklari tim dinyada en yaygin 6lum nedenidir.
RAAS bu hastaliklarin tedavisinde ©nemli bir hedef
olmustur. Bununla birlikte, ADE inhibitérleri veya ARB’ler
ile RAAS blokaji yapilmakta ancak karsit duzenleyici
mekanizmalar nedeniyle yeterli basari
saglanamamaktadir. Bu nedenle RAAS ile iligkili yeni
farmakolojik  yaklagimlar  denenmektedir.  Ornegin
novokinin gibi AT2 reseptor agonistleri bobrek gibi hedef
organlarda koruma saglayabilir. AT2 reseptor agonistleri
ADE inhibisyonu veya AT1 reseptdr blokorleri ile
kombine edilebilir; Ang Il ve aldosteron Uretimini, AT1
reseptor aracil toksik etkileri bozabilirler.

AT2 reseptor agonisti olan novokinin’in L-NAME ve
tuz uygulanan siganlarda renin, ADE1, ADE2, AT1, AT2,
aldosteron seviyelerine bobrek dokusundaki etkisi bu
calismada arastinlmistir. Calisma sonuglarina gore
novokinin ADE2 ve AT2 seviyesini artirirken aldosteron
dlzeyini ise dusurmustir. Bu sonuglar yeni ¢alismalara
ihtiyag olmakla birlikte novokinin’in bébrek dokusu da
koruyucu etkilerinin olabilecegini diisindirmektedir.
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