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OzeT

Otozomal dominant polikistik bobrek hastaligit (ODPBH), bobreklerin kistik genislemesi
nedeniyle erken hipertansiyon olusumu ile iligkilidir. Kist basinci, renin-anjiyotensin-
aldosteron sistem aktivasyonunu ve bobrek hipoksisini indiikler. LypoPolisakkarit (LPS) ile
tetiklenen toll-like reseptor (TLR) aktivasyonu artmuis siiksinat seviyeleri, hipoksi ile uyarilan
faktorlerin tetikledigi metabolik bozukluklara neden olur ve bu da IL1-B aktivasyonu yoluyla
inflamasyona neden olur. Aksi halde, ODPBH’'li hastalardan bagimsiz olarak renal
disfonksiyona bagli inflamasyon belirgindir. Biz bu hastaligin hem klinik seyri hem de iltihap
ve hipoksi roliinii aragtirmay1 amagladik. ODPBH ‘nin serumda ki siiksinat seviyeleri, kan ve
idrardan elde edilmis RNA’lardan HIF-1a ve IL-1-B gen ekspresyon ifadelerine bakilmistir.
Bu kesitsel ¢alismaya 100 polikistik bobrek hastalasindan ve 100 eslestirilmis saglikli kontrol
grubu dahil edilmistir. Tiim katilimcilara yirmi dort saatlik ambulatuvar kan basinci 6lgiimii
yapilmistir. Biyokimyasal parametreler, serumdaki siiksinat seviyesi, idrar RNA’ sindan HIF-
la gen ekspresyonu ve kan RNA’sindan IL1-f ifadesi 6l¢limii icin Kan ve idrar 6rnekleri 12
saat agliktan sonra alinmistir. Calismada yer alan100 hastanin 48'i erkek, yas ortalamasi 45,1
+ 12,9 yil idi. 100 kontroliin ortalama yas1 34,9 = 7,3, kontrol grubunun % 44 erkekti.
ODPBH hastalari ile kontrol grubu arasinda serumda ki HIF-1a, IL1-f mRNA ekspresyonu
ve siiksinat seviyelerinde anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Total kan RNA’sindan HIF-1a
gen ekspresyonu, IL1-f gen ekspresyonu ve serum da siiksinat seviyeleri, hipertansif ODPBH
hastalarinda normotansif olanlar ile karsilastirildiginda anlamli olarak farklilik gostermistir (p
<0.05). HIF-1a gen ekspresyonunun, ODPBH'li hastalarda saglikli bireylerle
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. ODPBH’li hastalarda yas arttikca,
diisiik eGFR’ninde, HIF-1a ve IL1-B mRNA ekspresyonundan bagimsiz olarak hipertansiyon
ile iligkisi bulunmustur. ODPBH'de hem inflamasyon hem de hipoksi, hipertansiyon ile iligkili
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi, siiksinat seviyeleri, HIF-
lo, ILI1-p



Abstract

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is associated with early
hypertension occurrence due to cystic expansion of the kidneys. Cyst pressure induces renin-
angiotensin-aldosterone system activation and kidney hypoxia. LypoPolysaccarite (LPS)
induced toll-like receptor (TLR) activation causes metabolic disturbances that is triggered by
increased succinate levels, hypoxia inducible factors, which results in inflammation via IL1-p
activation. Otherwise, inflammation is evident in patients with ADPKD independently from
renal dysfunction. Since we aimed to investigate the role of both inflammation and hypoxia
in clinical course of ADPKD, we measured serum succinate levels, blood and urine HIF-1a
MRNA gene expression and blood IL1-f mRNA gene expression in patients with ADPKD.
One hundred ADPKD patients and 100 matched healthy controls were enrolled to this cross-
sectional study. Twenty-four-hour ambulatory blood pressure monitoring was conducted in all
participants. Blood and urine samples were taken after 12-h fasting for the measurement of
biochemical parameters and serum succinate levels, blood and urine HIF1-o mRNA gene
expression and IL1-p mRNA gene expression. Briefly, of the 100 patients, 48 were male
with a mean age of 45,1 + 12,9 years. The 100 controls had a mean age of 34,9 + 7,3 years,
and 44 % of them were male. There were significant differences in blood HIF-1a, 1L1-B
MRNA gene expression and succinate levels between the ADPKD patients and the control
subjects. HIF-1a gene expression, IL1-f gene expression and succinate levels was also
significantly different in ADPKD patients with hypertension in comparison with
normotensive ones (p<0.05). HIF-1o. mRNA expression was increased in patients with
ADPKD than healthy subjects. Increased age, low eGFR, HIF-lo and IL1-f mRNA
expression were also independently associated with hypertension in ADPKD patients.
Inflammation and hypoxia are both relevant factors might be associated with hypertension in
ADPKD.

Keywords: Autosomal dominant polycystic kidney disease, Succinate levels, HIF-1a, IL1-



Giris

Otozomal dominat polikistik bobrek hastaligit (ODPBH), son donem bdbrek
yetmezliginin en yaygin goriilen kalitsal nedenidir ve tahminen 400 ila 1000 kiside 1
sikliginda goriiliir. Bu hastaliga plazma membranin1 kapsayan polikistin 1 ve polikistin 2
(PKD1 ve PKD2,sirastyla) kodlayan iki genin mutasyonlari neden olur (1). Hastaligin genetik
gecisi tanimlanmis olmasina ragmen, ilerlemesi tam olarak agiklanamamistir. ODPBH nin
belirgin 6zelligi bobrek ve kardiyovaskiiler belirtileri ile sonuglanan ilerleyici kistik bobrek
biliylimesidir. Hipertansiyon, renal fonksiyon diigmeden once hastalarin yaklagik % 60'inda
ortaya cikan ve hastanin hayatta kalmasini etkileyen yaygin bir bulgudur (2). Renin-
anjiotensin aldosteron sisteminin (RAAS) aktivasyonu hipertansiyon hastaliginin olugsmasinda
onemli rol oynamasina ragmen, sempatik hiperaktivite, endotel disfonksiyonu, inflamasyon,
oksidatif stres ve arteriyel sertlik gibi diger faktorler hipertansiyon olusumuna sebep olur
(2,3-5). Ustelik ODPBH populasyonunun klinik seyrinde ki degiskenlik, arastirmacilarin
hipertansiyon ve hastaligin ilerlemesi ile iligkili nedenleri aragtirmasina neden olmustur.

Dogustan bagisiklik sistemi, isgalci patojenlere karsi ilk savunma hatt1 gorevi tistlenir.
Toll-like reseptorler (TLR) kalip tanima reseptorleri adi verilen reseptorler ailesidir ve
reseptor patojen ile iligkili molekiiler kaliplarin yani sira konak tiirevi tehlike sinyallerini de
tanir (6). Kanitlar gosteriyor ki, TLR' lerin inflamasyon ve hasara kars1 inflamatuvar ve doku
onarimi tepkilerinin diizenlenmesi yoluyla bobrek hastaliklarinda 6nemli rolleri oldugunu
ortaya cikarmaktadir. Bu reseptorler konak¢i savunmasinda koruyucudur, ayni zamanda
inflamatuar ve immiin aracili bobrek hastaliklarinda kendiliginden var olan doku hasarinda
onemli bir rol oynamaktadir (7). TLR2 ve TLR4 reseptorleri renal fibroz patogenezinde farkl
roller oynamaktadir; TLR2 pro-inflamatuar yanitlar1 baslatirken, TLR4 hem pro-inflamatuar

hem de pro-fibrotik yolaklara aracilik eder (8).



“Warburg etkisi” olarak bilinen, degistirilmis mitokondriyal —metabolizma
derinlemesine arastirilmis ve son zamanlarda siiksinatin, HIFla aktivasyonuna yol agan,
Lypopolysakcarite (LPS) tarafindan TLR4'lin aktivasyonuna yanit olarak iiretilen bir sinyal
oldugu bilinmektedir. LPS tarafindan TLR4'iin etkinlestirilmesi, metabolizmada artmis
glikoliz ve pentoz fosfat yolaginda degisime yol agar. Buna ek olarak, LPS siiksinatta bir artig
olmasi i¢in trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinii degistirir. Bu durum, hem a-ketoglutarata
anapleroz hem de GABA sant1 araciligiyla glutamin metabolizmasinda degisiklige yol acar.
Suksinat daha sonra prolil hidroksilazlar1 (PHD) inhibe eder, HIF1a" arttirir, IL-1P ve diger
genlerin ifade olmasini destekler (9). Ancak, bu metabolik degisiklikler ODPBH hastalarinda
calisilmamigtir. ODPBH klinik seyrinde bobrek fonksiyonlarinda bozulma olmaksizin
inflamasyon varligt ve TLR'lerin olast rolii daha oOnceki g¢aligmalarimizla gosterilmistir
(10,11).

HIF-1a' nin bobrek hipoksisine metabolik yanitlara aracilik ettigi ve artmis hiicre
¢ogalmasi, anjiyojenez ve apoptoz ile iligkili oldugu gosterilmistir (12). Ayrica, gesitli bobrek
hastaliklarinda hipoksi ile uyarilan mekanizmalarin potansiyel roliinii aragtirmak icin son
zamanlarda HIF-1a'nin etkileri arastirilmaya baglanmistir (13-15). HIF-10, hipertansif kronik
bobrek hastaliginda (HKBH) tubulo interstisyel fibrozise bircok vazoaktif proteini kodlayan
genleri modifiye ederek baglanmistir (16). Dahasi, HIF-la gen ifadeleri endotel
hiicrelerindeki endotel glomertiler hasarlari, hipertansiyon ve HKBH ilerlemesini indiikler
(14). Hipoksi, polikistik bobreklerde kist genislemesine bagli yaygin bir sorundur. Bu
nedenle, polikistik bobrek hayvan modellerinde HIF-1a'nin potansiyel rolii aragtirilmistir (15).
HIF-1a'nin, polikistik bobrek sigan modellerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve
perikistik hipervaskiilariteyle iliskili oldugu goriilmiistiir (17). Bir bagka calismada ise, renal
kistlerde ki hipoksi, HIF-1a'ya bagimli kalsiyum aktive kloriir sekresyonu yoluyla kist

bliylimesine neden olur (18). Bu sonuglar gosteriyor ki, HIF-1a aktivasyonunun polikistik
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bobrek hastaligiminn ilerlemesinden sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir; fakat ODPBH
hastalarinda HIF-1oo mRNA gen ekspresyonu ile hipertansiyon arasinda iliski bulunmamustir.
Bundan dolayi, kistik basing, lokal bobrek iskemisi ve inflamasyonun hipoksi ile faktor 1 alfa
gibi indiiklenebilen lokal faktorler yoluyla hem hipertansiyon hem de bobrek yapisinda
bozulmaya neden olabilecegi hipotezi kurulmustur.

Bu nedenlerle bu ¢alismada, serum siiksinat seviyeleri, HIF-1a ve IL-1p gen ifadesi ile
gozlemlenen ODPBH klinik seyrinde inflamasyon ve hipoksinin olasi roliiniin arastirilmasi

amagclanmistir.

Yontem

Calisma Popiilasyonu

Calismamiza Erciyes Universitesi Nefroloji poliklinigi takibinde olan, herhangi bir
renal replasman tedavisi almayan, Pei ve arkadaglari tarafindan onaylanan ultrasonografik
(19) kriterlerle teyit edilmis olan ve aile hikayesi ile kanitlanmig 100 ODPB hasta ve 100 tane
saglikli birey secilmistir. Herhangi bir ila¢ kullanmayan goniillii grubu, bilgilendirilmis
goniilli onam formu alindiktan sonra ¢alismaya dahil edilmistir. Uriner sistem
inflamasyonlar1 ve iiriner sisteminde bobrek tasi olmayan hastalar secilmistir. Hastalarin
biyokimyasal parametreleri Kronik Bobrek Hastalari Birligi (CKD-EPI) denklemi
kullanilarak glomeriil filtrasyon hizlar1 hesaplanmistir (20). Kan Ornekleri, oturan bir
pozisyonda olan katilimcilardan 12 saatlik acliktan sonra antekiibital fossa damarindan, 20
dakikalik dinlenmenin ardindan alinmistir. Standart yontemlerle, kanda ki glikoz, kreatinin ve

lipid seviyeleri belirlenmistir.



RNA izolasyonu ve Gen ifadesi Calismalar
Idrar Ornekleri

Hastalardan ve kotrollerden alinan 10 ml idrar 6rnegi, 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilmis ve idrar hiicre pelleti yeniden siispansiyon yapilmustir. idrar ve

kandan RNA izole etmek igin, TriPure Isolation Reagent (Roche) kiti kullanilmustir.

Kan Ornekleri

Kantitatif gergek zamanli PCR gen polimorfizmi ¢alismak icin hastalardan ve kontrol
grubundan etilendiamin tetraasetik asitli (EDTA) tiip icerisine 2 mililitre (ml) vendz kan
ornegi almmistir. RNA izolasyonu ig¢in iireticinin talimatlarma gére EDTA'lW kan
orneklerinden TriPure Isolation Reagent (Roche) kiti kullanarak RNA elde edilmistir.

Idrar ve kan RNA'lar1 seyreltmek i¢in Nuclease Free Water (Qiagen, Almanya)
kulanilmistir. Biospec-Nano spectrofotometre (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan) kullanilarak
RNA'nin miktar1 ve Kalitesi 6l¢iilmiistiir. RNA 6rnekleri in-vitro kullanilana kadar —80°C'de
saklanmustir.
¢DNA izolasyonu ve HIF-1a and IL1-£ gen ekspresyonlar i¢in Ger¢cek Zamanh PCR

cDNA sentezi, seyreltilmis RNA’lardan 1 ug High Fidelity cDNA Synthesis Kiti
(Roche) kullanilarak yapilmistir. cDNA sentezi i¢in treticinin talimatlari uygulanmis ve f-
actin (ACTB) housekeeping gen olarak kullanilmistir. cDNA amplifiye edilme protokolii
sirastyla; 10 dakika 29°C, 60 dakika 48°C ve 5 dakika 85°C. HIF-10, IL1-p ve ACTB
genlerinin gercek zamanli PCR reaksiyonu yapilmasi i¢in Roche Light Cycler 480 cihazi
kullamlmistir. Déngii kosullar1 sirasiyla sunlardir; 10 dakika 95°C, 45 déngii 95°C’de 10
sn,60°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 dakikadir. Sonuncu sogutma basamagi ise 40°C’de 30
saniyedir. Tiim 6rnekler maniplasyondan dogacak hatalar1 6nlemek i¢in ¢ift calisilmistir. Cift

calisilan oOrneklerin istatistiksel hesaplamalari yapilabilmesi i¢in ortalamalari alinmastir.
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Kantitatif ger¢ek zamanli PCR sonuglar1 2™ 7 tiirev metodu kullanilarak normalize edilerek

hesaplanmustir.

Siiksinik Asit Seviyelerinin Olciilmesi

Hastalardan ve kontrol grubundan suksinik asit seviyesini belirlemek icin, biyokimya
tiiptine 2 ml vendz kan 6rnegi alinmistir. 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilip, serum 6rnekleri
elde edilmistir. Siiksinat seviyelerini O6lgmek igin Succinate Calorimetric Assay Kiti
(BioVision, ABD) kullamilmistir. Bu  prosediir ireticinin  talimatlarina  gore
gerceklestirilmistir. Her serum Ornegi i¢in siiksinik asidin seviyeleri, 450 nm absorbansda
GloMax-Multi Microplate Multimode Reader (Promega, ABD) kullanilarak olgtilmiistiir.
Uretici protokoliine gore; siiksinik asit seviye miktarlar1 hesaplanmustir.

Ambulatuvar Kan Basing Ol¢iimii

Yirmidort saatlik kan basinci izleme Del Mar Tibbi Ressurometre Modeli P6 (Del Mar
Reynolds, Irvine, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmis ve sonuglar iireticinin bilgisayar
yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Ambulatuvar, sabah saat 7°de baglayip aksam 11°e
kadar her 15 dakikada bir, aksam 11’den sabah 7’ye kadar ise her 30 dakikada bir 6l¢iim
yapilip, sonuclar kayit altina alinmistir. Elde edilen sonuglar, gece ve giindiiz verilerinin
ortalamasi alinarak degerlendirilmistir. Eger ortalama giinliik sistolik kan basincit 130 mm
Hg’dan biiyiik esit (=130 mmHg) ve/veya diyastolik kan basinct 80 mm Hg’dan biiyiik esit
ise (=80 mmHg) veya kisinin antihipertansif ila¢ kullandig1 durumlar var ise hipertansiyon
oldugu kabul edilmistir.

Nabiz Dalga Hiza

Sessiz, sakin ve sicaklik kontrolii olan bir odada hasta ve kontrol grubuna yatar

pozisyonunda vaskiiler incelemeler yapilmistir. Sistolik ve diyastolik kan basinglari, yari

otomatik, non-invaziv bir osilometrik sfigmomanometre kullanilarak, 10 dakikalik bir
11



dinlenme periyodunu takiben, iki kere olarak olcililmiistiir. Karotid ve femoral arterlerde
Olclilen nabiz dalga hizi, iiretici firmanin tavsiyelerine uygun olarak, nabiz dalga hizi (NDH)
makinesi (Micro Medical Pulse Trace, Rochester, UK) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Transdiiserler daima viicudun sag tarafinda ki karotid ve femoral arterlerin iizerine
yerlestirilmistir. NDH, karotis ve femoral arterler arasinda nabiz dalgasi gegme zamanini
Olcerek otomatik olarak hesaplanmistir. Tiim Ol¢iimler hastalarin gruplarmma gore tek bir
operator tarafindan 15 kalp atimi {izerinden gerceklestirilmistir.
Ekokardiyografi

Tiim katilimcilar, 2.5-MHz doniistiiriicii ve harmonik goriintiileme ile Vivid 7 aletleri
(GE Medical Systems, Milwaukee, WI, ABD) kullanilarak incelenmistir. Ekokardiyografiler,
yerel ekokardiyografik laboratuvarda kardiyoloji uzmam tarafindan ve Amerikan
Ekokardiyografi Dernegi'nin tavsiyelerine gore gerceklestirilmistir. Ekokardiyografik
incelemeler sol tarafa lateral dekubit pozisyonda, parasternal uzun ve kisa aks, apikal
goriintilileri elde edilmistir. Siniis ritminde en az 3 ardisik atim kaydedilmis ve ortalama
degerler alinmistir. Uzun eksen goriintiisiinde elde edilen sol ventrikiil diyastol sonu ¢api, sag
ventrikiil sistol sonu ¢ap1 (LVEDD, LVESD) ve interventrikiiler septal ve posterior duvar
kalinliklart (IVSd ve LPWd) imle¢ mitral kapakgiklarin ucuna yerlestirilerek M-Mod
cthazindan goriintiileri alinmistir. Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu (LVEF) su denklem
kullanilarak hesaplanmistir; LVEF % = (LVEDV-LVESV) / LVEDV x100. Sol ventrikiil
agirligi (LVM) su denklemi kullanarak hesaplanmistir; LVM = 0.8 x (1.04 [(IVSd + LVEDD
+ LPWd) *— (LVEDD) %)) + 0.6 g (21).
Endotel Fonksiyon Testi

Endotel disfonksiyonu, Celemajer ve ark. tarafindan tarif edilen metoda gore
degerlendirilmistir (20). Olgiimler, 12-Mhz probu olan bir ATL 5000 ultrason sistemi

(Advanced Technology Laboratories Inc., Bothell, WA, ABD) kullanilarak tek bir gdzlemci
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tarafindan yapilmistir. Kisi muayene baslamadan en az 15 dakika Once sirtiistii pozisyonda
dinlendirilmistir. Herkesin sag kolundaki antekiibital fossadan 2-4 cm yukarida bulunan
brakiyal arterin glivenilir bir sekilde kayit edilmesini saglamak i¢in uzatilmis konumda
rahatlikla hareketsiz birakilmistir. Diyastol sonu brakiyal arter ¢api birbirini takip eden ii¢
Olctimle 2 boyutlu tek kare olarak yapilmistir. Tim ultrason goriintiileri daha sonraki
korlestirilmis analiz i¢in Sitiper Video Ev Sistemi (S-VHS, Japonya) video kaydediciye
kaydedilmistir. Maksimum akim aracili vazodilatasyon (flow-mediated vasodilation,FMD)
caplari, hiperemi sonrasi ii¢ ardisitk maksimum brakiyal arter ¢ap Ol¢iimiiniin ortalamasi
aliarak hesaplanmistir. Daha sonra, hesaplanan FMD istirahat halindeki brakiyal arter

capiyla karsilastirildiginda degisim yiizdesi hesaplanmaistir.

Istatistiksel Analiz

Verilerin normalligini degerlendirmek i¢in Shapiro-Wilk testi, histogram ve Q-Q plot
incelenmistir. Varyans homojenligini test etmek i¢in Levene testi kullanilmistir. Kategorik
degiskenler arasindaki farklar1 karsilastirmak icin Pearson'in %2 analizi ve Fisher'in ki kare
testt uygulanmugtir; stirekli degiskenler arasindaki farklar1 karsilastirmak icin bagimsiz
orneklem t-testi ve Mann-Whitney U testleri uygulanmistir. Kovaryansin tek yonli analizi, p
degerlerini yasa gore ayarlayarak verileri analiz etmek i¢in yapilmistir. ODPBH hastalarinda
hipertansiyonun risk faktorlerini belirlemek i¢in tek degiskenli ve coklu lojistik regresyon
analizleri uygulanmistir. Tek degiskenli analizler hem ham verilere hemde yasa gore
eslestirilerek gerceklestirilmistir. Goreceli olasiliklar oranlar1 (Odds), % 95 giiven araliklar
(GA) ile hesaplanmistir. Coklu modelde 0.25 diizeyinde onemli degiskenler diisiintilmiis ve
geriye dogru eleme, Wald istatistigi kullanilarak uygulanmistir. ODPBH hastalarinda
hipertansiyonun belirlenmesinde bir belirteg olarak HIF-1ao mRNA ekspresyonu ig¢in alici

isletim karakteristigi (AIK) egrisi de olusturuldu. AIK egrisi altindaki alan % 95 GA ile
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hesaplanmistir. Youden indeksi, duyarlilik, 6zgiilliikk, pozitif ve negatif prediktif degerler
kullanilarak bir kesme degeri belirlenmis ve pozitif ve negatif olasilik oranlart % 95 giiven
araliklariyla hesaplanmustir. Analizler, kolay AIK
(http://www.biosoft.hacettepe.edu.tr/easyROC/) ve R 3.2.0 (www.r-project.org) yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. P degerinin % 5'in altinda olmasi istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
Bulgular

Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen demografik 6zellikler ve ekspresyon verileri
Tablo 1'de gosterilmektedir. Kisaca, 100 hastanin 48'i erkek; ortalama yas 45,1 + 12,9 yil.
Kontrol grubunun yas ortalamas1 42.11 + 11.55, kontrol grubunun % 44'i erkektir. ODPB
hastalar1 ile kontrol grubu arasinda kan HIF-loo mRNA ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli tespit edilmistir (p<0.001). ODPB hastalar1 ile kontroller arasinda ortalama kan
basinci, PWV, FMD ve LVM acisindan da anlamli farkliliklar ortaya ¢cikmistir (p <0.001).

Ek olarak, kan HIF-lo mRNA ekspresyonu agisindan hipertansiyonlu ve
hipertansiyonlu olmayan hastalar arasinda anlamli farklilik tespit edilirken [1,8 (1.27-3.29) vs.
0.85 (0.52-2.16) p<0.05, sirastyla] (Sekil 1, Tablo 2). Serum iirik asit seviyeleri hipertansiyon
grubunda anlaml: olarak artmis bulunmustur (p<0.05) (Tablo 2).

ODPB hastalarinda HIF-1a gen ifadesi diizeylerine gore laboratuar ve demografik
ozelliklerin karsilastirilmasi Tablo 3'te gdsterilmistir. Kan basinci ve proteiniiri, diisiikten
yiiksek seviyeli HIF-1o. mRNA gen ifadesine kadar anlamli derecede artarken, FMD tersine
anlamli olarak azalmistir.

Korelasyon analizi HIF-1a. mRNA ekspresyonunun sirasiyla FMD, PWV, LVM ve
eGFR ile iliskili oldugunu gostermistir (Tablo 4). Yapilan istatistiksel analizler dogrultusunda

HIF-1ao mRNA ifadesinde artisin, hipertansiyon riskini 1.73 kat artirdig1 tespit edilmistir (p
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<0.05) (Tablo 5). Ek olarak, ODPBH hastalarinda yas, IL-1p mRNA ekspresyonu ve
eGFR'nin hipertansiyonu belirlemede bagimsiz risk faktorleri oldugu tespit edilmistir.
Son olarak, ODPBH hastalarinda hipertansiyonun 6ngoriilmesinde HIF-1oo mRNA

ekspresyon degerleri igin ROC analizi Sekil 2'de verilmistir.
Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alisma ODPB hastalarinin klinik seyrinde serum stiksinat diizeyleri, IL-1 mRNA
ekspresyonu, kan ve idrar HIF-1o. mRNA ekspresyonunun potansiyel roliinii arastirmak i¢in
yapilmustir. Bu ¢alisma ile ODPBH hastalarinda ii¢ énemli bulgu elde edilmistir. ilk olarak
kan HIF-1la ve IL-1p mRNA ekspresyonu ODPBH hastalarinda saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda belirgin sekilde artmustir. ikincisi, HIF-1a ve IL-1B mRNA ekspresyonu
hipertansif ODPBH hastalarinda normotansif olanlar ile karsilastirildiginda artis géstermistir.
Ucgiincii olarak artan HIF-1o. mRNA ekspresyonu, IL-1B mRNA ekspresyonu, eGFR yas: ve
diisiisii bagimsiz olarak hipertansiyon ile iligkili bulunmustur.

Hipertansiyonun erken gelisimi, ODPBH hastalarinda goriilen 6nemli klinik
problemlerden biridir ve genellikle hastalara teshis koymada yardime1 olur (1). Hipertansiyon,
esansiyel hipertansiyonlu hastalarla (ortalama 45 vyas) karsilastirildiginda, ODPBH
hastalarinda (erkekler i¢in ortalama 32; kadinlarda 34 yas) daha erken yasta goriiliir (23).
Hipertansiyon, son donem bdbrek hastaliginda hizli ilerleme ve artmis kardiyovaskiiler
hastalik riski ile de iligkilidir (24, 25). Hipertansif ODPBH hastalar1 normotansifler ile
karsilastirildiginda daha biiyiik bobrekleri vardir (26). Kistik genisleme ve bozulmamis
nefronlarda kistlerin basinci, esasen hipertansiyon olusumuna atfedilen renin-anjiyotensin-
aldosteron sistem aktivasyonunu indiikler (2). Bununla birlikte, yaygin olarak kabul goren
mekanizma olasi yerel renal iskemi nedeniyle RAAS aktivasyonudur. Sempatik hiperaktivite,
endotel disfonksiyonu, oksidatif stres, intrarenal renin anjiotensin sistemi aktivasyonu ve

inflamasyon gibi diger faktorler hipertansiyon patogenezine neden olur (3-5,27). ODPBH
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hastalarinda hipertansiyon hala potansiyel olarak tedavi edilebilir degisken olarak
kalmaktadir. Ayrica, arastirmacilar, hastaligin ilerlemesindeki 6nemli rollerinden dolay1
sirastyla ODPBH popiilasyonunda sistogenezis ve hipertansiyonda iki tetikleyici patogenetik
mekanizmaya odaklanmiglardir.

Hipoksinin bobrek hastaliklarinda ortak bir arabulucu oldugu hipotezi, ilk olarak yirmi
yil Once bildirilmistir (28). Eszamanli c¢alismalar hipoksinin her tiirli kronik bobrek
hastaliginda fibrozise neden oldugunu géstermistir (29-31). Daha yakin zamanlarda, Luo ve
ark. endotel hiicrelerinde HIF-la geninin uyarilmasinin bobrek hasarinin gelisimi,
hipertansiyon ve Kronik Bobrek Hastaligi (KBH)' nin ilerlemesi agisindan zararli oldugunu
gostermistir (14). KBH' nin en yaygin goriilen kalitsal nedeni olan ODPBH dir, bobreklerin
kistik genislemesiyle bobrek hipoksisine giiglii bir sekilde baglanmigtir. Bernhardt ve ark.
once insan ODPBH'sinin PBH siganlarinda ve bobrek 6rneklerinde HIF' ler arasindaki iliskiyi
arastirmistir. HIF birikiminin perikistik hipervaskiilarite ile iliskili oldugunu ve ODPBH!'li
bireylerin bobrek 6rneginde HIF-1a'nin histolojik ifadesini bulduklarini géstermiglerdir (17).

Bagka bir ¢alismada, Belibi ve ark. PBH sicanlarinda HIF-1a gen ifadesi ve otofaji
calismistir. HIF-1a'nin PBH 'nin geg evrelerinde yiiksek oranda ifade edildigini ve benzer bir
paternde otofaji ile korele oldugunu gostermislerdir (15). Son olarak, Buchholz ve ark. HIF-
la ve kist genislemesi arasindaki iliskiyi gostermistir. Caligmanin ilging sonuglari, HIF-
la'nin kistlerde kalsiyum ile aktive edilen kloriir salinimini indiikledigini ve bunun kist
bliylimesine katkida bulunabilecegini gostermistir (18). Yukaridaki caligmalarin sonuglari,
farkli patogenetik mekanizmalar yoluyla PBH' da HIF-1la'nin roliinii gostermistir. Bununla
birlikte, klinik calismalarla ilgili veriler, ODPBH' nin klinik seyrinde HIF-1a'nin potansiyel
rollinii gdstermek i¢in yetersizdir. Bu nedenle, bu calismada hipertansif ve normotansif
ODPBH hastalarinda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda serum ve idrar HIF-1ao mRNA

ekspresyonunun rolii arastirilmigtir.  Klinik olan bu ¢alismada, HIF-la mRNA
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ekspresyonunun ODPBH hastalarinda hipertansiyondan bagimsiz olarak éngorildiigi ilk kez
gosterilmistir.

Diger bir durumda, kisa siire 6nce ODPBH hastalarinin klinik seyrinde TLR gen
ifadesinin olasi rolii iizerinde ¢alisilmis ve ayrica TLR-2 ve TLR-4 gen ifadelerinin hizli
hastalik ilerlemesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (10). Ayrica, son gelismeler arastirmacilari,
bagisiklik sistemi aktivasyonu yoluyla inflamasyon ile fibroz siirecine neden olabilecek
hipoksi arasindaki muhtemel etkilesimi arastirmaya yoneltmistir.

TLR'ler, ozellikle TLR4'ln aktivasyonu, bagisiklik hiicrelerinde oksidatif
fosforilasyondan glikolize gegise neden olur. Makrofajlar, gram negatif bakteri {irlinii olan
lipopolisakkarid (LPS) tarafindan aktive edilir ve metabolizmay1 oksidatif fosforilasyondan
glikolize ¢evirirler (32,33). Tannahill ve ark. LPSnin, ara siiksinat dongisiinii arttirdigi
bildirmistir. LPS ile indiiklenen suksinat da HIF-1a' y1 stabilize etmigstir. LPS ile uyarilan IL-
1B protein ifadesinin hipoksi altinda ¢arpici bir sekilde arttigini tespit etmisler ve siiksinatin
bu nedenle inflamasyon sirasinda artmis IL-1B {retimine neden olan bagisiklik
sinyalizasyonunda bir metabolik olay olarak tanimlandigina karar vermislerdir (34). Bu
bulgular inflamasyonun glikolize yol actifina ve artan suksinatin HIF-la ve IL-1fB
aktivasyonuyla iligkili olabilecegine isaret etmistir. Bu ¢alisma, ODPBH ve hipertansiyonu
olan hastalarin normotansif olanlara kiyasla hem siiksinat diizeyleri hem de IL-1p gen ifade
diizeylerinin daha yiliksek oldugunu ortaya koymustur. Calisma sonuglarimiz, inflamasyon ile
hipoksi arasindaki potansiyel iliskiyi gostermistir.

Sonug olarak, bu ¢calismada azalmis eGFR, yas artis1 ve en onemlisi artmis HIF-1a ve
IL-1B gen ifadesinin ODPBH' de hipertansiyon ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle,
ilag gelistirme ve ODPBH' de epigenetik durumun modiile edilmesiyle HIF-1la yoluyla
inflamasyon ve hipoksiyi hedef alan potansiyel terapdtik yaklasimlar ilgi ¢eken bir arastirma

alan1 haline gelebilir.
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Sekil 1. HIFla. mRNA gen ifadesinin hipertansif ve normatansif ODPBH hastalariyla

karsilastirilmasi

Sekil 2. HIF1a mRNA gen ifadesi degerlerinin hipertansif ODPBH hastalarinda ROC analizi

Tablo 1. ODPB hastalan ile kontrol gruplan arasindaki demografik ve laboratuvar ozelliklerin
karsilastirilmasi

Degiskenler Gruplar p
ODPBH Kontrol
(n=100) (n=100)
Yas (yil) 45.14+12.94 42.11+11.55 0.088
Cinsiyet (erkek) (%0) 48 44 0.667

eGFR?, ml/min/1.73 m? 81(46-106) 101 (94-117) <0.001
BMI (kg/m?) 26.41+5.45 25.04+4.23 0.250
Albumin(g/dl) 4.35+3.84 3.94+0.37 0.592
Hemoglobin (g/l) 13.93+1.7 14.22+1.57 0.444
Glikoz (mg/dl) 87.5(80-96) 86(80-90) 0.405

Proteiniiri (g/day)

0.43(0.1-0.97)

0.13(0.05-0.18)
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0.018

BUN (mg/dl) 16(13-27) 13(12-17) 0.035
Kalsiyum (mg/dl) 9.36+0.48 9.25+0.42 0.278
Fosfor (mg/dl) 3.35+0.53 3.240.49 0.196
Kan HIF-1a mRNA 1.65(1.15-3.29) 0.61(0.35-0.88) <0.001
Idrar HIF-1a mRNA 0.91(0.38-2.50) 0.88(0.33-1.92) 0.323
IL1-f mRNA 0.82+0.24 0.42+0.11 <0.001
Siiksinat (ug/pl) 0.00089+0.00028 0.00054+0.00011 <0.001
Mean BP (mm Hg)

24 hour 88(84-91) 81(78-82) <0.001

Daytime 95(91-98) 88(83-90) <0.001

Nighttime 82(79-85) 77(73-79) <0.001
PWV/(m/sec) 7.45+1.02 6.15+0.53 <0.001
FMD(%b) 7.26+1.06 8.98+1.22 <0.001
LVM(g) 147.5+£14.9 132.54£9.15 <0.001
Uric acid (mg/dl) 5.75(4.4-7) 4.9(3.8-6.1) 0.011
LDL Cholesterol (mg/dl) 121.29436.01 119.17+29.98 0.761
Total Cholesterol (mg/dl) 197.66+39.26 185.16+32.35 0.146

Anti-hypertensive medication

ACEI/ARB

14
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CCB 4 -

Beta blocker 1 -
Diuretic 2 -
ACEI/ARB+ CCB 4 -
ACEI/ARB+Diuretic 6 -

Degerler, n (%), ortalama + standart sapma veya ortanca (1.-3. ceyrekler) olarak ifade
edilmistir.

Tablo 2. Ortalama sistolik basin¢ olarak tammmlanan, hipertansiyonu olan ve olmayan ODPBH
hastalar arasindaki laboratuvar 6zelliklerinin karsilastirilmasi1 > 130 mm Hg ve / veya ortalama
diyastolik basin¢ > 80 mm Hg

Degiskenler Hipertansiyon
Yok Var p
(n=31) (n=69)

Yas (Y1) 34.21+11.25 50.02+10.48 <0.001
Cinsiyet (Erkek) (%0) 37.9 49.2 0.879
eGFR?, (ml/min/1.73 m?) 110.7(98.2-117.9) 58.1(30-90.3) <0.001
BMI (kg/m?) 23.91+5.3 27.55+5.16 0.143
Albumin(g/dl) 4.12+0.3 4.46+4.62 0.859
Hemaoglobin (g/l) 14.17+£1.28 13.83+1.86 0.578
Glikoz (mg/dl) 81(78-92) 90(83-99) 0.540
Proteiniiri (g/day) 0.20(0.08-0.29) 0.36(0.11-0.57) 0.511
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BUN (mg/dl) 13(12-15) 20(14-32) 0.086
Kalsiyum(mg/dl) 9.43+0.41 9.34+0.5 0.227
Fosfor (mg/dl) 3.4+0.57 3.32+0.51 0.885
IL1-f mRNA 0.52+0.10 1.12+0.44 <0.001
Kan HIF-1e. mRNA 0.85(0.52-2.16) 1.8(1.27-3.29) 0.010
idrar HIF-1a mRNA 0.57(0.36-2.58) 1.2(0.43-2.40) 0.210
Siiksinat (ug/pl) 0.00073+0,00019 0.00094+0,00037 0.031
Mean BP (mm Hg)
24 hour 83(81-86) 89(87-94) <0.001
Giindiiz 89(87-92) 96(93-100) <0.001
Gece 78(76-80) 84(81-89) <0.001
Urik asit (mg/dl) 4.5(3,9-5,6) 6.4(5,2-7,8) 0.005
0.955
LDL Kolesterol (mg/dl) 115.25+£37.87 124.08+£35.08
Toplam Kolesterol (mg/dl) 188.09+43.66 202.07+36.59 0.776

Degerler, n (%), ortalama + standart sapma veya ortanca (1.-3. ceyrekler) olarak ifade

edilmistir.
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Tablo 3. ODPBH hastalarinda kan HIF-1o mRNA diizeylerinin gore laboratuvar ve demografik

ozelliklerin karsilastirilmasi

Degiskenler Kan HIF-Ia mRNA
Diisiik ifade Orta diizey ifade Yiiksek ifade p
(<0.52)
(n=34) (n=33)
Yas (y1) 47.13+11.41 45.34+13.68 42.94+13.66 0.445
Cinsiyet (erkek) (%) 13(41.9) 14(43.8) 16(51.6) 0.718
Mean BP (mm Hg)

24 hour 85(81-88) 88(85-90)" 93(88-100)° <0.001
Giindiiz 91(88-93)° 94(92-96)° 100(94-107) ¢ <0.001
Gece 80(76-82)° 82(79.5-85)" 87(81-95)° <0.001
eGFR?, (ml/min/1.73 m? 72.5(48-108) 91(41-111) 73.5(26-95.5) 0.255
BMI (kg/m?) 27.76+6.08 26.06+4.84 25.23+5.11 0.184
Albumin(g/dl) 3.92+0.50 4.1+0.55 4.2+0.37 0.387
Hemoglobin (g/l) 13.8+1.5 13.4+1.8 12.04+1.9 0.920
Glikoz (mg/dl) 86(79-96) 91(85-98) 83(78-96) 0.108
Proteiniiri (g/day) 0.14(0.09-0.21)® 0.16(0.10-0.25)* 0.34(0.11-0.74)" | 0.038
BUN (mg/dl) 17(13-26) 16(12-28) 18(13-30) 0.465

9.39 +0.43 9.32+0.53
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Kalsiyum (mg/dl) 9.38+0.47 0.842
Fosfor (mg/dl) 3.22+0.58 3.39+0.49 3.53+0.50 0.259
IL1-# mRNA 0.52+0.11 0.79+0.19 1.09+0.29 0.018
Siiksinat (ng/nl) 0.00077+0.00022 0.00084+0.00034 0.00104+0.00041 | 0.029
PWV(m/sec) 7.26+0.94 7.35+0.91 7.75+1.30 0.138
FMD(%) 7.27+1.11% 7.61+0.90° 6.88+1.06 0.021
LVM(g) 144.87+13.39 147.07+15.79 149.94+16.85 | 0.543
Uric acid (mg/dI) 5.9(4.6-6.6) 5.55(4-7.1) 5.9(4.7-7.9) 0.587
LDL Cholesterol (mg/dl) 128.6+£33.8 118.6+30.6 116.7+42.8 0.396
Total Cholesterol (mg/dl) 207.2+38.8 193+33.6 192+44 .4 0.270

p’: yasa gore ayarlanmmus anlamhhk degeri. Degerler, n (%), ortalama + standart sapma veya
ortanca (1.-3. ¢eyrekler) olarak ifade edilmistir.

27




Table 4-Kan / idrar HIF 1-a ve secilen degiskenler arasindaki korelasyon analizi

Variable Age BMI(kg/m?) | Serum HIF-Ia | Urine HIF-Ia PWV(m/sec) LVM(qg) FMD(%0) eGFR BUN(mg/
(years) mMRNA mMRNA (ml/min/1.73 dL)
m?)

Yas (y1l) 1.000 0.145* -0.052 0.098 0.156* 0.182* -0.351** -0.387** 0.241**

BMI (kg/m?) - 1.000 -0.084 -0.015 0.147* 0.113 -0.200** -0.119 0.279**

Kan HIF-1a - - 1.000 0.094 0.271** 0.270** -0.259** -0.282** 0.097

expression

idrar HIF-1a - - - 1.000 0.130 0.094 -0.063 -0.127 0.102

expression

PWV - - - - 1.000 0.443** -0.497** -0.542** 0.323**

LVM(g) - - - - - 1.000 -0.343** -0.454** 0.287**

FMD(%) - - - - - - 1.000 0.604** -0.389**

eGFR (ml/min/1.73 - - - - - - - 1.000 -0.293**
2

m°)

BUN(mg/dL) - - - - - - - - 1.000

*p<0.05; **p<0.01.
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Tablo 5. 100 ODPBH hastasinda oldugu gibi, hipertansiyonu éngoren tek degiskenli ve coklu
lojistik regresyon modelleri.

Degiskenler Univariate Multiple OR(95% CI)
Crude OR(95% CI)
Yas (yil) 1.14(1.08-1.21) 1.10(1.02-1.19)

Cinsiyet (erkek)

ns

Kan HIF-1a mRNA

1.60(1.09-2.36)

1.73(0.99-3.22)

idrar HIF-1a mRNA

ns

eGFR(mI/min/1.73 m?)

0.93(0.90-0.96)

1.03(0.93-1.14)

Kalsiyum (mg/dl) ns -
IL1-f mRNA 1.11(1.08-1.18) 1.07(1.06-1.13)
Fosfor (mg/dl) ns -
Albumin(g/dl) ns -
Urik asit (mg/dl) ns -
LDL Kolesterol (mg/dl) ns -
Toplam Kolesterol (mg/dl) ns -
Glikoz (mg/dl) ns -
Proteiniiri (g/day) ns -

": yasa gore ayarland. # ya da iliskili degiskenler 10 birim artisa gore hesaplandi.
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