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1. GIRIS

1.1.Genel Bilgiler

Iskemik bobrek yetmezligi oldukga sik karsilasilan ve genellikle %50 Sliimle
sonuglanan ciddi bir sorundur. Gerek iskemik hasarin gerekse reperfiizyon hasarinin
fizyopatolojisiyle ilgili pek ¢ok teori ve buna yonelik tedaviler ortaya konmus olsa da

heniiz yeterli degildir (Textor, 2004).

Eritropoietin (EPO); 165 aminoasitten olusan 30 kDa agirliginda glikoprotein
yapisinda eritropoezden sorumlu hormondur. EPO yapimi; plazma diizeyinden
bagimsiz olarak hipoksiyle uyarilir ve yine hipoksi oldugunda kan eritrosit sayisinin
yiiksek olmasi kan EPO diizeyini tamamen baskilayamaz ve hematopoez devam
eder. EPO; viicutta doku oksijenlenmesini kontrol eden ana hormondur.
Rekombinant formu (rHuEPO) biyolojik olarak dogal hormonla ayni ozelliklere
sahiptir ve giiniimiizde kronik bobrek yetmezligi silirecindeki hastalarin anemi
tedavisinde kullanilmaktadir. EPO’nun primer salinim ve yapim yeri bobreklerdir
(Winearls, 1998; Fisher ve Nakashima, 1992). Fakat bobrek disinda; gastrointestinal
sistem, akciger, genitoliriner sistem, santral sinir sistemi gibi pek ¢ok dokuda da EPO

yapimu ve reseptorleri gosterilmistir (Juul, 2000).

Son dénemde EPO’in iskemik hasardan koruyucu etkisi bulundugunu gosteren
caligmalar artmaktadir. EPO’nun; farkli doku ve hiicrelerde iskemi-reperfiizyon (I/R)
modellerinde uygulandiginda Onsartlanma benzeri etki yaratarak I/R hasarindan
koruyucu oldugu goriilmiistiir (Yang ve ark. 2003). EPO’nun akut bdbrek
yetmezliginde (ABY), sisplatin ile olusturulan akut tiibiiler toksisite modelinde
(Bagnis ve ark., 2001) ve renal I/R hasarinda anti-inflamatuvar, anti-apoptotik, anti-
oksidan etki gostererek koruyucu oldugu goriilmiistiir (Sharples, 2004). Jak2-STAT-
Bcl-2 yollart EPO’nun koruyucu etkisinde rol alan temel sinyal iletim yollaridir

(Sturiale, 2007).



Iskemik hasari takiben ilk cevap HIF-1a (hypoxia inducible factor) yapimudir.
HIF-1 a; vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF), glikolitik yol enzimleri gibi
molekiil ve enzimlerin ekspresyonunda artisa neden olur (Semenza 2002, Wenger
2002). iskemiye cevap olarak notrofiller, monositler iskemik alana hiicum ederek
TNF- a, IL-1pB, IL-6, IL-8 gibi inflamatuvar sitokinler salinmaya baglar. HIF-1 a’nin
dogrudan TNF- a salinimini arttirdigina dair yayinlar da mevcuttur. TNF- o’nin
inflamatuvar olaylar1 baslatic1 etkisini takiben salinan endotelin-1, prostaglandinler,
trombosit aktive edici faktor (PAF) ile vaskiiler vazokonstriksiyona neden olarak
glomertiler filtrasyon hizin1 (GFR) azaltmaktadir. Renal mezenkim hiicrelerinden de
TNF-a salinimi oldugu gosterilmistir (Donnahoo ve ark. 1999, Brines ve Cerami
2006). EPO’nun bobregi koruyucu etkisine TNF-o ve IL-6 gibi sitokin yapiminin

katiliminin olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir.

Midkin, retinoik asitle salinimi artan, heparine baglanan biiyiime faktoriidiir.
Bobrek ve beyin gelisiminde dnem tagimaktadir. Iskemik hasarda midkin yapimimin
artt1ig1 ve koruyucu oldugu gosterilmistir (Muramatsu, 2002). Midkinin renal I/R
hasarinda nétrofillerin infiltrasyonunda ve migrasyonunda énemli rolii oldugu

bulunmustur (Sato ve ark., 2001).

Iskemi ve I/R hasar1 bobrekte oldukca sik karsilasilan ve ciddi sonuglara neden
olabilen patolojik stire¢lerdendir. Bu siireclerde EPO ve ATP bagimli K (K-ATP)
kanallariin etkilesimine iliskin az sayida ¢alisma vardir; sadece in vitro myokard
iskemisi modeliyle yapilan bir ¢alisma mevcuttur. Invitro myokardiyal iskemi
modelinde EPO’in koruyucu oldugu ve bu koruyucu etkide K-ATP kanallarini aktive
olmasinin énemli rolii oldugu gosterilmistir (Joyeux-Faure, 2006). Bobrek I/R
modellerinde K kanal blokajmin etkisi ile ilgili de yayinlar vardir ama ¢eligkilidir. K-
ATP kanallari1; mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyerek 6zellikle 6nsartlanmada
onem tagirlar (Hai ve ark. 2005). iskemik &nsartlanmada K-ATP kanallarinin
aktivasyonunun ¢ok dnemli oldugunu gdésteren pek ¢ok yayin bulunmakla beraber;
ATP bagiml K kanal blokorii olan ve antidiabetik etkisi bulunan glibenklamidin
renal I/R hasarindan koruyucu etkisi olduguna dair ¢aligmalar da dikkat cekmektedir


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16448394&query_hl=12&itool=pubmed_docsum

(Han, 2002; Pompermayer, 2005). EPO’in renal I/R hasarindan koruyucu etkisinde
bu mekanizmanin da etkin olup olmadigi, son donemlerde 6zellikle kanser
calismalarinda yer almaya baslayan midkinin I/R hasarindaki rolii ¢eliskilidir ve

EPO’nin midkin diizeyine olan etkisiyle ilgili heniiz ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada EPO, K-ATP kanallarinin ve midkinin iskemi reperfuzyon
hasar1 iizerine olan etkileriyle ilgili molekiiler, inflamatuvar, anti-apoptotik

mekanizmalarin aragtirilmasi amaglanmaktadir.

1. 1. 1. iskemi Reperfiizyon Hasar1 Nedir? Renal iskemi ve Reperfiizyon

Hasar Gelisim Mekanizmalan :

Dokuda; sicak veya soguk iskemiyi takiben yeniden kanlanmanin saglanmasi
yani reperfiizyon ile beraber dokuya hizla oksijen ulagir. I/R hasari; cerrahide,
kardiyovaskiiler sistemde, transplantasyon sirasinda ve benzer alanlarda siklikla
karsilagilan morbiditenin hatta bazen mortalitenin sebebidir. I/R hasar1 sonrasi
gelisen mekanizmalar oldukc¢a komplekstir ve birbirlerini aktive ederler, bu nedenle
aslinda her bir mekanizmay1 tek tek inceleyerek ve tek bir mekanizmaya bagli genel
yorum yapmak bazen yanlis yorumlamalara neden olabilmektedir. Gelisen
mekanizma ne olursa olsun I/R hasarinin sonucu reversible veya irreversible hiicre
polarizasyonunda bozulma, apoptosis ve/veya hiicre 6liimii ile sonuglanir. I/R
hasarinin erken donemlerinde mitokondriyal fonksiyonlar 6nemli rol oynarken ileri
donemlerde inflamasyon, reaktif oksijen iirlinleri, kemokinlerin aktivasyonu,
membran lipidlerinin bozulmasi, apoptosis iliskili molekiillerin agiga ¢ikmasi daha

belirgin hale gelir.

Apoptosis gostergesi olan kaspaz-3 diizeyi de organda olusan I/R hasar
diizeyine bagli olarak artar, bu durum I/R sonras1 apoptosis ve hasarin fas veya
mitokondri aracili bir yolla gerceklestigini diisiindiirmektedir. Bununla beraber
organa spesifik cevaplar da olugsmaktadir; karacigerde Fas ligand aktivasyonu daha
belirginken kalpteki hasarda PK C /akt yolu aktivasyonu 6nem tasir (Cursia ve ark.
2005, Downey ve ark.2007).



1.1.2. Renal iskemi Reperfiizyon Hasar1 Olusum Mekanizmalar:

Akut bobrek yetmezligi; yiiksek morbitite ve mortalite ile giden ve klinikte sik
karsilasilan bir sorundur. ABY siirecinde; glomeriiler filtrasyon hizi saatler-haftalar
icerisinde azalmasi sonucunda kanda nitrojen yikim iiriinleri birikir. Prerenal (% 55-
60), renal (%35-40) ve postrenal (<%?35) olmak iizere 3 grupta incelenir. Prerenal
nedenler; bobrege gelen kan miktarinin azalmasiyla ilgili nedenlerdir. Bunlara
yetersiz dolasim, kardiak yetmezlikler, vaskiiler disfonksiyonlar, azalmis
intravaskiiler voliim sayilabilir. Renal nedenlerin ise en sik sebebi iskemik veya
toksik renal yetmezliktir. Genel olarak bakildiginda ABY patogenezinde bobrege
gelen kan akiminin yeterli olmamasinin énemli yer tuttugunu goriiliir. iskemik
bobrek yetmezligiyle ilgili pek ¢ok calisma yapilmis ve hala yapiliyor olmasina

ragmen tiim mekanizmalar heniiz tam olarak ag¢iklanabilmis degildir.

Bobrekte I/R hasari; kardiyak yetmezlikler, cerrahi miidaheleler sirasinda,
embolilerde, trombozlarin sonucu olarak , hipovolemi durumlarinda, sokta, ve organ
transplantasyonlar1 gibi pek ¢ok patolojik durumlarda gelisir. Bobrek viicutta en iyi
perfiize olan organ olmasi nedeniyle hipoperfiizyona da en ¢ok duyarli organlardan
biridir. Bobrege gelen kanin biiyiik ¢ogunlugu kortekse yonelerek glomeriiler
filtrasyon ve soliitlerin absorbsiyonunu optimize eder. Bunun aksine medullar
bolgede, kortekse gore daha ¢ok oksijen kullanimiyla devam eden osmotik dengenin
korunumu ve tiriner konsantrasyonun devami gibi olaylar daha az kan akimiyla

saglanir.

Genel olarak I/R hasar1 sonras1 kompleman sistemi aktive olur, sitokin ve
kemokin salinimi gerceklesir, notrofiller olay yerinde birikerek inflamasyon siirecini
arttirir. Vaskiiler endotel hasarinin da olaya eklenmesiyle de vaskiiler permeabilite
artar, kongesyon baslar, 6dem gelisir ve daha fazla inflamatuvar hiicre dokuda
birikmeye baslar (Donnahoo ve ark. 1999). Hiicre ici ve dis1 apoptotik yollar;

inflamatuvar sitokinler, artmig reaktif oksijen iirlinleri, mitokondriyal ATP’ deki



azalma ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu takiben H" gradientinin
bozulmasina bagli olarak aktive olurlar (Sekil 1.1). Hipoksik hasari takiben;
ATP’deki azalma mitokondriyal disfonksiyona neden olur ve hiicre i¢inde kalsiyum,
sodyum ve reaktif oksijen iirlinleri birikmeye baslar. Bunu proteazlar, nitrik oksit
sentazlar, fosfolipazlar, ve endoniikleazlar gibi pek ¢ok enzim sisteminin aktivasyonu
izler ve hiicre iskelet yapisinda bozukluga, membran hasarina, DNA degredasyonuna

ve sonug olarak da hiicre 6liimiine neden olur (Lopez-Neblina ve ark., 2005)
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Sekil 1.1: I/R hasaria cevap olarak aktive olan apoptotik siirecler: 1. Hiicre i¢inde
yapimi artmis olan ROS’ a kars1 uyarilmis internal yol, 2. Hiicre membraninda bulunan
reseptorlerin ortamdaki sitokin ve diger mediatorlere cevap olarak aktive olan yollar,
3.Hiicre i¢i kalsiyum saliiminin artmasina bagl pro-apototik aktivitenin artmasi, 4. NFxB
ve JNK gibi hiicre i¢i apoptotik yollarin olaya dogrudan veya dolayli katilimi, 5. p53” iin
pro-apoptotik protein BAX’ 1 aktive etmesi (Lopez-Neblina ve ark., 2005)



1.1.2.1.iskemik Faz:

Renal I/R bir dizi olayin sonucudur. Bébrege olan kan akimi dokunun
metabolik ihtiyaclarini karsilayamayacak diizeyde oldugunda renal tiibiiler
hiicrelerde baz1 patolojik olaylar baslar (Sekil 1.2, 1.3). Eger iskemik siire¢ uzarsa

dokuda ciddi hasarla sonuglanir.

Hiicresel diizeyde bakildiginda; iskemi intraselliiler ATP miktarinin
diismesiyle beraber aerobik metabolizmadan anerobik metabolizmaya gegisine neden
olur. ATP bagimli enzimlerin fonksiyon bozuklugu ile beraber Na-K ATP az gibi

onemli iyon transport sistemleri de etkilenir, hiicre i¢i kalsiyum birikimi baglar.

Hiicre i¢i kalsiyum artisi; hiicre i¢i yolaklarin aktivasyonu i¢in 6nemli bir
uyarandir, fosfolipazlar gibi kalsiyuma hassas enzimleri de aktive eder. Fosfolipaz
A2 aktivasyonu ile membran fosfolipidleri bozulmaya baslar; plazma ve
mitokondriyal membran bioenerjetikleri ve gegirgenlikleri de degisir. Bununla
beraber fozfolipaz A2 aktivasyonu prostasiklin ve PG 12 gibi metabolitlerin
yapimini arttirarak lokosit adhezyonunu inhibe ederek renal I/R hasarindan koruyucu
rol oynayabilir. ATP 6nce ADP ve AMP’ ye defosforile olur. Sonra adenosine,
takiben ksantin ve inosin ve hipoksantine doniisiir. Inosinden sonraki basamaklar ise

irreversibledir (McMichael ve Moore, 2004).

Sekil 1.2° de uygulanan iskeminin stiresine bagli olarak bobrek tiibiil

hiicrelerindeki degisimler ve hasarlanma dereceleri goriilmektedir.
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Sekil 1.2: Renal epitel hiicrelerinde zamana bagli hasarlanma: Renal epitel hiicrelerindeki
hasarlanma iskemi siiresinin uzunluguna gore degisir. 0 saatlik kisa stireli hasarlar hiicrede
apoptosis, polarizasyon kaybiyla giderken siire uzadik¢a 4-6 saatten daha fazla iskemiye
maruz kalmasiyla kalict hasar ve dokuda nekroz olusur (Atlas of Kidney Diseases).

Sekil 1.3 de ve Tablo 1.1’ de renal iskemik hasarlanmanin hiicresel diizeyde

yol actig1 degisiklikler ve bunlarin fonksiyonel sonuclar1 verilmektedir.

Tablo 1.1: Renal iskemik hasar: Renal iskemide en ¢ok etkilenen bolge tiibiillerdir.

Klinik faz Hiicresel faz
a. Prerenal azotemi, Hiicresel bitiinliik korunur
azalmis kan akimu, adaptasyon
azalmis GFR
b. Baslangi¢ ATP azalmasi, hiicresel hasar
inflamasyon
c. Adaptasyon Apoptosis, tiibiiler yapilarin

yenilenmesi, proliferasyon,
d. Iyilesme Cogalan hiicrelerin
farklilagmasi zaman iginde

gercgeklesir.
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Sekil 1.3: Renal iskemi sonrasi hiicresel degisimler: Iskemik hasar sonrasinda tiibiil
hiicrelerinde ATP azalmasi, ROS artmasina bagli olarak apikallerden baglamak tizere
polarite bozulmasi, hiicre iskeletinin bozulmasi ve hiicre dokiilmesine kadar giden hiicre
hasar asamalar1 olusur. Bu durum iskeminin siiresine ve siddetine gore gecici veya kalici
olabilir (Atlas of Kidney Diseases)

Iskemik hasarlanma sonrast tiibiiler hasarlanma dogrudan da olabilir, vaskiiler
yapidaki degisime bagl olarak da ortaya ¢ikabilir. Tablo 1.2°de her iki mekanizmada

yer alan molekiil ve mekanizmalar siralanmistir.



Tablo 1.2: Akut renal yetmezligin fizyopatolojisi: 2 kisimdan olusur:

Mikrovaskiiler ve tiibiiler hasarlanma:

1. Mikrovaskiiler Evre:

*Vazokonstriksiyonda artis:

—Renal sinirler

—Anjiotensin I

—Endotelin

*Vasodilatasyonun azalmas:

—Asetik kolin

—Bradikinin

—Nitrik oksit

sInflamasyon varlig::

—Lokosit-endotelial adhezyon

—Lokosit aktivasyonu ve inflamasyon-vaskiiler obstriiksiyon
*Prokoagulasyon artmasi:

—Thrombomodulin

—Doku plazminojen aktivator ve inhibitor—Aktif protein C, NO

*Komplement aktivasyonu

2. Tiibiiler Hasarlanma Evresi:

*Hiicre iskeleti yikimi

*Polaritenin bozulmasi

*Apopitoz ve nekroz

*Yasayan ve nekrotik hiicrelerde dokiilme
*Tiibiiler obstruksiyon

*Geri kagma
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1.1.2.2. Reperfiizyon Faz:

Iskemi reperfiizyon hasar siirecinde dokudaki ana hasarin reperfiizyon fazi
sirasinda oldugu kabul edilmektedir. Bu fazda reperfiizyon, yani iskemi sonrasi
aniden artmis kan akimina bagli siiperoksit iyonlari, hidrojen peroksit, ve hipoklorik
asit gibi serbest oksijen radikal yapimi artarak oksidatif hasar iyice
belirginlesmektedir. Paller ve ark. (1984) siiperoksit dismutaz enziminin reperfiizyon
hasar1 sirasinda ortamda bulunmasinin I/R hasarmni biiyiik 6l¢tide engelleyebildigini
gostererek oksidatif hasarin 6zellikle reperfiizyon fazinda 6nem tasidigini
vurgulamislardir. Daha sonraki yillarda ROS yakalayicilari olan glutatyon ve
desferoksamin, allopurinol gibi ksantin oksidaz inhibitdrleri ile yapilan ¢aligmalarin
sonugclar1 da Paller ve ark. (1984) goriisiinii desteklemistir. Toksik oksijen radikalleri;
dokuda parenkimal hiicreler, vaskiiler endotel, notrofiller, makrofajlar gibi pek ¢ok

hiicre tarafindan sentezlenebilmektedir.

Dokuda oksijen miktar1 azaldiginda baglayan ROS yapimi reperfiizyon
siirecinde ortamda oksijen radikallerinin artmasiyla daha da artar. Mitokondrinin
normal metabolizmasi sirasinda da bir miktar oksijen radikal olusumunun devam
ettigi goriilmistiir, fakat iskemi sirasinda azalmig ATP’ ye bagl olarak
mitokondrinin is yiikii artmakta ve ROS iiretimi de hizlanmaktadir. Reperflizyon
sirasinda ise iskemi sirasinda ortaya ¢ikan ROS radikalleri farkli toksik radikallere
doniiserek hasar iyice belirginlesir. Buna en belrigin 6rnek toksik radikal kaynagi
olanksantin dehidrojenazin iskemik siirecte ksantin oksidaza doniisiimii, reperfiizyon
sirasinda ise siiperoksit iyonun agiga ¢ikmasiyla beraber hipoksantin ksantin

olusumudur (Droge, 2002, Facundo ve ark., 2007).

Polimorfoniikleer (PMN) hiicreler ve makrofajlar myeloperoksidaz (MPO) ve
NADPH oksidaz yoluyla ROS iiretebilirler. PMN hiicreler ve makrofajlar aktive
olduklarinda gerek inflamatuvar sitokin iiretimi ile gerekse artan ROS iiretimiyle I/R

hasarini arttirirlar.
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Vaskiiler gecirgenligin artmasiyla dokuya sizan PMN hiicre sayisi ve
aktivasyonu artar. Doku makrofajlar1 da aktive olur. Ortama sitokin salinimi baslar;
proinflamatuvar sitokinlerden TNF-o ve IL-1f salinir. Ortamdaki TNF-a; NFkb
yolunu uyarir, ayrica hiicre yilizeyindeki 6liim reseptdrlerini de aktive ederek hiicrede
apoptosisi baglatir. I/R hasari sirasinda doku makrofajlarinin da iskemiye maruz
kalmasiyla TNF-a salinimini uyarici genler aktive olur. Boylece hem endojen doku
makrofajlarinin etkisiyle hem de vaskiiler konjesyonla ortama gelen PMN hiicreler

ve monositlerle sitokin yapimi uyarilir ve salinimi artar (Donnahoo, 1999; Sekil 1.4).
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Sekil 1.4: Renal I/R hasarina sitokinlerin ve inflamatuvar siirecin katilimi (Donnahoo, 1999).
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Sekil 1.5: Renal iskemi sonrasi renal hemodinamideki degisimler. I/R hasar1
sonucunda olusan hiicresel hasar bobrek hemodinamigine ve fonksiyonlarina yansir.
Iskemi sirasinda renal kan akimi azalarak mediillaya perfiizyon azalir ve tiibiiler
hasarlanma olusur. Mezanjial kontraksiyon glomeriiler kan akiminin daha da
azalmasina neden olur. Reperfiizyonla beraber asir1 kan akimiyla ortamdaki ROS

artar ve hasar iyice belirginlesir (Atlas of Kidney Diseases).
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1.1.3. iskemi Reperfiizyon Hasarinda K-ATP Kanallarinin Rolii:

1.1.3.1. K Kanallari:

K" kanallar1, hem bitki hem de hayvan hiicrelerinde yaygin olarak bulunurlar
ve ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 kontrol ederler. K™ kanallari, membran potansiyelini
belirler, uyarilabilen hiicrelerde elektriksel uyarimlarin olugmasini saglar, hiicre
hacim ve hareketini kontrol ederler. Renal tiibiil epitel hiicrelerinde K" kanallar
sadece hiicre negatif potansiyelinin ve hiicre voliimiiniin diizenlenmesi gibi ana
fonksiyonlar1 diizenlemenin yanisira bobreklerde K sekresyonunda da 6nem tasir.
Glomertiler sirkiilasyonda vaskiiler tonun diizenlenmesinde ve tiibiiloglomertiler
feedback mekanizmalarina da katilir. Son dénemlerde renal K kanallariyla ilgili ok
sayida calismada bu kanallarin biyofiziksel 6zellikleri, regiilasyonu, molekiiler

yapilari ortaya konmustur (Jenkinson , 2006).

K" Kanallarinin Tipleri:

1.Voltaj kapili K kanallar1 (Kv): Biiyiik cogunlugu yavas ve gecikmis

aktivasyon gosterir.

2. Igeri (inward) rektifiye K kanallar1 (kir) : Genel olarak K’ u iceri alma
egilimindedirler. Kir kanallarinin aktivitesi, ¢ogunlukla, fosfotidilinozitol 4,5-
bifosfat (PIP2)’ a baglidir. Hiicre uyariminda énemlidirler ve hiicre dinlenim

potansiyelinin devamini saglarlar (MacKinnon, 2003).

1.1.3.2. Bobrekte K" Kanallarimin Fizyolojik Rolleri: K Homeostazina

Renal K' Transportunun Katihmi:

Viicudun K" dengesi intraselliiler ve ekstraselliiler sividaki esit olmayan K"

dagiliminin devamina ve renal K atilimina baghdir. Ekstraselliiler stvidaki diisiik
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konsantrasyonlu K™ havuzunun dengede olmasi ¢ok dnemlidir. Renal K* atilimu;
glomeriilden K un serbest klerensi, proksimal nefronlardan yogun geri absorbsiyonu
ve distal nefronlardan kontrollii sekresyonunu ile diizenlenir. K™ eksikliginde distal

segmentten de K™ geri emilimi olabilmektedir.

K" kanallar1; net K™ sekresyon ve absorbsiyonunun diizenlenmesinin yanisira
hiicre membran negatif potansiyelinin devamini da saglar. Bu sekilde dinlenim
potansiyeli saglanarak elektrojenik transport olaylar1 kolaylasir; tiibiil boyunca biiyiik
miktarlarda anyonun disari, katyonun ise iceri akimlart sirasinda membran
potansiyeli dengede kalir. Herhangi bir nedene bagli olarak gelisen hiicrede sismeyi
takiben hiicre hacminin yeniden diizenlenebilmesini saglar. Na"™-K'-2C1-
kotransporter ile uzun inen tiibiile (TAL) gecen K nin tiibiil stvisina geri donmesini
saglar ve basolateral membrandaki Na'-K'-ATPase etkilerine katilir (Herrera ve
ark., 2006). Pek ¢cok K" kanalinin molekiiler yapis1 tanimlanmus olsa da nefron
boyunca yerlesimleri ve renal epiteldeki fonksiyonlar1 hakkinda ileri ¢aligmalar

gereklidir.

K —ATP kanallar1; bobrekte proksimal tiibiil, henlenin kalin ¢ikan kolu,
kortikal toplayici kanal hiicrelerinde bulunmaktadir. Bu bdlgeler ayni1 zamanda
bobrekte kan oksijen diizeyinin de degerlendirildigi bolgelerdir. Intraselliiler ATP
konsantrasyonunda diisme bu hiicrelerde K-ATP kanallarinin agilmasina neden

olmaktadir (Jenkinson , 2006, Patel ve Honore 2001, Hebert ve ark., 2005).

Kalpte yapilan ¢aligmalarin aksine K-ATP kanallarinin bobrekteki etkisine
iliskin ¢alismalarin sonuglar celiskilidir. Iskemi sirasinda K-ATP kanallarinda
aktivasyon sonrasi renal K+ atiliminda degisiklik olmadigi gézlenmistir. K-ATP
kanallar1 n6trofillerde de yogun olarak bulunmaktadir. Glibenklamid genel K ATP
kanal inhibitor etkisi olan oral hipoglisemik ajandir. Glibenklamidin (20 mg/kg)
renal iskemi-reperfiizyon hasarindaki koruyucu etkisinin de gene K- ATP kanallari
tizerinden inflamatuvar hiicre aktivasyonunun inhibisyonu ve sitokin yapiminin

azalmasi seklinde agiklanmaktadir (Pompermayer, 2005).
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1.1.3.4. Mitokondriyal K-ATP Kanallar1:

Intraselliiler membranlarim tiimiinde oldugu gibi mitokondriyal membranlarda
da porin, katyon ve anyon selektif kanallar bulunmaktadir (MacKinnon, 2003).
Mitokondriyal iyon kanallar1 eksositoz, sinaptik iletim gibi 6nemli olaylarda rol
almaktadirlar (Jonas, 2004). Bir ¢ok ¢alisma mitokondriyal iyon kanallarinin iskemik
Onsartlanmada da 6nemli katkilara sahip olabilecegini gostermistir (Hanley ve Daut,

2005).

K-ATP kanallar1 ilk olarak kalpte tanimlanmistir, daha sonra basta pankreatik
hiicreler, beyin, bobrek, diiz kas ve iskelet kas1 olmak iizere pek ¢ok hiicre ve dokuda
yaygin olarak bulundugu gozlenmistir. Farmakolojik profil belirlemeye yonelik
olarak yapilan pek ¢ok calisma ve immiinfloresans ¢aligmalar mitokondriyal K-ATP
(mitoK otp) kanallarinin igeri rektifiye K (Kir 6x) kanal ailesinden oldugunu
diistindiirmektedir. mitoK s 1p kanallarinin dual fizyolojik rolleri oldugu ileri
siiriilmektedir (Szewczyk, 1998). 11k olarak bu kanallar K™ homeostazini devam
ettirmekte ve bu sekilde mitokondriyal voliim de kontrol edilmektedir (Halestrap,
1994). ikinci olarak K" alim1 ile mitokondrinin enerji kullanimi da elektrik yiik
transferinin kismen K ile karsilanmasiyla proton pompasinin yerine gegmekte ve
transmembran elektrik potansiyel boyunca pH gradient olusumu engellenmektedir.

(Czyz ve ark., 1995).

K-ATP kanallari, hiicrenin metabolik durumuyla kontrol edilen kanallardir
(Sekil 1.6). Bu kanallar intraselliiler ATP ile inhibe, MgADP ile aktive olurlar. Bu
durum, K-ATP kanallarinin hipoksi, iskemi, hipoglisemi gibi metabolik stres
durumlarina adaptasyonda dnemli rol aldigini diisiindiirmiistiir. Kalpte ve pankreasta
bu kanallar yogun olarak calisilmistir. Pankreatik hiicrelerde, artmis glukoz
konsantrasyonuna bagli artan ATP diizeyi ile K-ATP kanallar1 kapanir. Hiicre
membrani depolarize olur ve voltaj bagimli Ca kanallar1 agilir, hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artar. Hiicrelerden insulin sekresyonu saglanir. Talbutamid ve

glibenklamid gibi siilfoniliirea grubu antidiabetikler K-ATP kanallarin1 kapatarak


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15907927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15907927
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insulin salgis1 arttirirlar ve hipoglisemik etki gosterirler. Diazoksit gibi potasyum

kanal acgicilar ise insulin salgisini azaltirlar (Tang ve ark., 2004).

F:.I..'l &)
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Sekil 1.6: K-ATP kanallarinin hiicrede metabolik dengeye katilimi: Hiicrede K-
ATP kanallarinin aktivasyonu; hiicre i¢ci ATP/ADP, glukoz ve O,
konsantrasyonlarina bagli olarak diizenlenir. Bu kanallarin aktivasyonu hormon
sekresyonu, kaslarda aktivasyon, néronlarda eksitasyon, ve hiicrede koruyucu etki ile

sonuclanabilir (Tang ve ark., 2004).

K-ATP kanallarmin glukoz ve insulin dengesindeki roliiniin yanisira metabolik
stres sirasinda hiicresel fonksiyonlar1 da diizenledigi goriilmiistiir. Bu konuda ilk
calismalar kardiyovaskiiler sistemde yapilmistir. Kalpte , K-ATP kanallar1 K+ dis
akimi ve aksiyon potansiyelinin kisalmasinda rol alir. Her iki durum da

elektrofizyolojik bozukluklara neden olarak aritmilere yol acar (Bouchard, 2004).

Shi ve ark. (2004), izole kalp modelinde EPO’ nun myokardial iskemiden
koruyucu etkisinde MAP kinaz, PK C ve K- ATP kanallarinin rol aldigin
gostermiglerdir. K- ATP kanallari igeri rektifiye- Kir 6-x ailesindendir ve hiicrede
pek cok organelde bulunmaktadirlar. Mitokondriyal ve sarkolemma ise en ¢ok

bulundugu yerlerdir.
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PK C, 6nsartlanmanin olusumunda ve devaminda 6nemli rol alir. Myositlerin
PKC aktivatorii phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)’a maruz kalmasinin
diazoksitin etkilerini giiclendirdigi ve bu etkileri mitoKstp channel blokerii 5-
hydroxydecanoate (5-HD) nin inhibe ettigi gézlenmeistir (Sato ve ark. 1998). PK C
d-isoformun aktivasyonu mitoK s rp kanal 1n katildigi 6nsartlanmada 6nem
tasimaktadir. mitoKatp kanal blokorii olan 5-HD, PK C inhibitorleri olan
chelerythrine veya calphostin C kullanimi, diazoksitin iskemi-reperfiizyon

hasarindaki koruyucu etkisini tamamen bloke edebilmektedir (Wang ve ark., 1999).

Baska bir ¢alismada mitoKatp kanallar1 ve PK C sinyal iletimi ve adenosin
Al reseptorleri arasindaki iligki aragtirilmistir (Miura ve Tsuchida, 1999). Bu
caligmadan elde edilen sonuglarda mitoK,rp kanallarini,n PK C aktivasyonunun
devami oldugu, Adenosin Al ile enfarkt alaninin sinirlandirilmasinda rol aldig:
gozlenmistir. Enfarkt alaninda iskemiye tolerans artmakta ve iskemik hasardan

mitokondriyal fonksiyonlarin korunmasi saglanmaktadir .

Son donemlerde, iskemik Onsartlanmanin; aktin sitoskeleton ve mitoKatp
kanal arasindaki etkilesimle oldugu diisiiniilmektedir. Diazoksitin iskemi dncesi
verilmesinin koruyucu oldugu gézlenmistir. Benzer sekilde anisomycin, (p38/JNK
aktivator), enfarkt alanin1 azaltmakta, hem diazoksit hem de anisomycinin koruyucu
etkisi 5-HD ile bloke edilebilmektedir. ilging olarak, diazoksit veya pinacidil ile
Onsartlanma sonucunda elde edilen koruyucu etki; cytochalasin D kullanilarak hiicre
iskeletinin bozulmasiyla azalmaktadir. Bu sonuglar, hem mitoKatp kanali hem de
hiicre iskelet proteini aktinin dngartlanma ile koruyuculukta rol aldigini

gostermektedir (Baines ve ark., 1999).

Uzun siireli iskemide si¢can kalbinde mitokondriyal fonksiyonlarimin
korunmasinda diazoksitin rol aldig1 gézlenmistir. Hipoksi, mitokondriyal oksijen
tilketiminde yaklasik %40 lik azalmaya neden olmaktadir. Bu etki, glibenkilamid ve
5- HD ile azaltilabilmektedir. (Iwai ve ark., 2000).

mitoKa7p kanallarin nitrik oksitle etkilesimi de ¢aligilmistir (Sasaki ve ark.,
2000). NO donorii S-nitros-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP) , mitokondriyal

matriksi doza bagimli olarak okside etmektedir. Bu etkilesim sirasinda plazma
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membran Karp aktive olmamaktadir. SNAP-ile uyarilmis oksidasyon 5-HD ve NO
yakalayicilar ile bloke edilebilmektedir. NO dogrudan mitoK stp kanallarini1 aktive
etmekte ve diazoksitin etkisini arttirmaktadir. Diazoksid erken ve gecikmis anti-
iskemik etkide rol almaktadir. Her iki etkinin de NO bagimli oldugu bilinmektedir
(Ockalili ve ark., 1999).
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Sekil 1.7: K-ATPkanallarinin regiilasyonu: MgADP, PIP2 artmasi, protein
kinaz A ve C aktivasyonu, insulin, pH ve pO2 azalmasi, bradikinin, adenozin K-
ATPkanallarin1 aktive ederken; ATP, siilfoniliirea, anjiotensin II, endotelin,
vazopressin, kalsiondrin ve artan pO2 inhibe eder. Hiicre i¢inde artan ROS a bagh
Protein kinaz C aktivasyonu ile de dolayli yoldan K kanal aktivasyonu olmaktadir

(Hanley ve Daut, 2005).
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Sekil 1.8: Bobrekte tiibiiler hiicrelerde K kanallarimin katildigi olaylar: Cikan
kalin tiibiilde luminal Na-K-Cl kotransporter ve bazolateral Na-K- ATP az larin
regiilasyonu goriilmektedir. 20-HETE —20-hidroksi eikozatetranoik asit, PKC:
protein kinaz C, PKA: protein kinaz A, PKG: cGMP bagimli protein kinaz, PTK:
protein tirozin kinaz, CO: karbon monoksit, AA: arakidonik asit (Patel ve Honore

2001).

1. 1. 4. Iskemi Reperfiizyon Hasarina Proinflamatuvar Sitokinlerin

Katilimi:

Bobrekte I/R hasari, belirgin 16kosit infiltrasyonunun eslik ettigi tiibiiler epitel
nekrozu veya apoptozisiyle karekterize bir durumdur. Endotel fonksiyon
bozuklugunu ve hasarlanmasini takiben l6kosit infiltrasyonu artarak devam eder.
TNF-a, IL-1B, IL-6, TGF- B, IL-2, IFN-y, granulosit-makrofaj koloni stimule edici
faktor (GM-CSF) gibi pro-inflamatuvar maddelerin yapimi ve salinimi artar.
Ortamda artmis olan sitokinlerin etkisiyle intraselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-

1), makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-
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1) gibi adezyon molekiilleri ve kemokinler hasarlanmis organdan salinmaya baglar.
Lokosit adezyon molekiilleri; 16kositin adezyonu, migrasyonu gibi 16kosit-endotel
etkilesimi acisindan ¢ok dnemlidir. Ortamda inflamasyon yoksa l6kositler nadiren
endotele yapisirlar. Renal I/R hasarinda IL-1p miktar1 artsa da IL-1f reseptor
knockout farelerde iskemi reperfiizyon hasarinin azalmadigi gorilmiistiir

(Donnahoo,1999).

TNF-0; glomeruler kan akimini ve glomeruler filtrasyon hizini azaltir ve diger
proinflamatuvar mediyatdrlerin salinimin arttirir, glomertiler albiimin gegirgenligini
arttirir. TNF-a, mesenjiyal hiicreleri uyararak trombosit aktive edici faktor,
endotelin-1, prostaglandinler gibi vazokonstriktif ve adenosin, nitrik oksit
prostasiklin gibi vazodilatér molekiillerin salinimina neden olur. TNF-a, IL-1  gibi
diger endojen pirojenleri de salgilatir, reaktif oksijen iirlinlerinin yapimini arttirir. Bu
sitokinlerin saliniminin artmasi, sadece lokal degil sistemik reaksiyonlarin da
baslamasina neden olarak uzak organlarda da inflamatuvar siirecin baglamasina
neden olabilir. Bu molekiiller ve iirlinler inflamatuvar gen ekspresyonlarinin
artmasina yol acarak inflamatuvar siirecin ilerlemesine ve yayilmasina neden olurlar

(Lien ve ark., 2003, Donnahoo,1999 ) (Sekil 1.9).

Renal I/R hasarinda inflamatuvar sitokin yapiminin artmasina 3 ana

mekanizma aracilik eder:

1. Hiicresel ATP miktarinin azalmasi, ATP bagimli transport sistemlerinin
inhibisyonuna neden olur. Hiicrede iyon dengesinin bozulmasiyla beraber
hem hiicre hem de mitokondriyal membran hasari da olusmaya baslar.
Mitokondriden intermembran proteinler salinmaya baslar. Sitokrom C
saliimu ile bir dizi hiicre i¢i kaskad aktive olur ki bu durum ayni zamanda
hiicrede apoptozisin baglamas1 anlamina gelmektedir. Ortama ¢ikan kaspaz 1-
9 inaktive durumda bulunan IL-1 B’ nin da aktivasyonunu saglar

(Donnahoo,1999,Yang, 2005).
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2. Hipoksi ile uyarilabilen faktor-1 (HIF-1): HIF-1 hiicrede oksijenin
azalmasiyla aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1 normoksi
sirasinda stabil degildir ve pO,’ ye duyarli olarak yikilan bir parcaya sahiptir.
Iskemik inflamatuvar siirecte TNF-a ve IL-1 B’ nin sadece hiicrelerde
apoptosis dogrudan uyarmakla kalmayip ayn1 zamanda ortamda sentezi
artmis olan HIF-1" in hipoksi sirasinda renal tiibiiler hiicrelere baglanmasini
daha da arttirdig1 ve takiben bu hiicrelerde inflamatuvar siirece onciiliik ettigi

gbzlenmistir (Sandau,2001).

3. Iskemi reperfiizyon hasari sirasinda aciga ¢ikan hidrojen peroksitin (H,0,)
de hiicrelerde dogrudan p38 MAPK yolunu uyararak inflamasyonu aktive
ettigi gozlenmistir (Khadaroo, 2003).
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Sekil 2.9: TNF ve diger proinflamatuvar sitokinler hiicre yiizeyinde bulunan
reseptorleri aktive ederek eksternal apoptotik siireci baslatirlar, bu siire¢ kaspaz

bagimli veya bagimsiz olabilir (Lopez-Neblina ve ark., 2005).
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1.1.5. Onsartlanma Mekanizmalari

Iskemik &nsartlanma; dokunun iskemi-reperfiizyon hasarina karsi toleransinin
sublethal I/R ataklari ile saglanmasidir. Onsartlanma ilk kez 1986° da Murray ve ark.
tarafindan tanimlanmistir. Kopek kalbinde sol sirkiimfleks arteri 40 dk okluze ederek
uzun stireli iskemik hasar olusturduklarinda 6nsartlanma yapilmis hayvanlarda
olusan hasarin yapilmayanlarda goriilen hasarin sadece %25’ 1 kadar oldugunu

bulmuslardir.

Onsartlanma 2 asamadan olusmaktadir.
1. Erken &nsartlanma dénemi: Ilk 3 saatteki evredir.

2. Geg dngartlanma doénemi: Iskemiyi takiben 12-72 saatlik evredir.

Iskemik Ongartlanmada yer aldigi bilinen pek ¢ok mekanizma ve molekiil
mevcuttur; adenosin, asetil kolin, bradikinin, liposakkarid (LPS), opioidler, nitrik
oksit vs bunlardan sadece bir kagidir. Aslinda bu molekiiller ve mekanizmalar1 hiicre
icinde aktive olduklarindan primer aktivasyonun kaynagini birbirinden ayirtetmek
zordur. Sonugta farkli basliyor gibi goriinen mekanizmalar benzer sinyal yollarini
aktive ederek etki gdstermektedir. Ornegin asetil kolin, LPS, bradikinin nitrik oksit
tizerinden etki gosterir. LPS; uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) yapimu igin gii¢lii
bir uyaran iken digerleri yapisal nitrik oksit sentaz (¢cNOS) aktivasyonu yaparlar. Bu
cNOS oncelikle endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) formdadir ve ilk kez 1986 da
Furchgott tarafindan endotelden koken alan gevsetici faktor olarak tanimlanmustir.
Pek ¢ok kardiyovaskiiler hastalikta, atherosklerozda, hipertansiyon fizyopatolojisinde
Oonemli role sahiptir. Bu hastalik siirecleri diginda hiicresel hasar ve hatta normal
hiicre homeostazindan da Onemlidir. Tabloda iskemik Onsartlanmada yer alan

molekiiller ve etki yollar1 verilmistir (Devarajan, 2006) (Tablo 1. 3)
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Tablo 2.3: iskemik dnsartlanmada rol alan mediatdrler ve etki mekanizmalar1

(Downey, 2007, Bake, 2005, Miura, 1999, Rundback, 2002,McMicheal, 2004).

Mediator

Adenosin

Asetil kolin

Opioidler —6rn morfin

Norepinefrin

Nitrik oksit

Serotonin

Sitokinler (IL-1p, IL-2, TNF)
Interferon (IFN)

Reaktif oksijen tirlinleri

LPS

Monophorphoryl lipid A (MLA)

Farmakolojik ajanlar

K kanal acgicilar

Mekanizmasi

Adenosin A2 reseptor aktivasyonu ve takiben
PK C ve tirozin kinaz ileti yolu

Protein kinaz aktivasyonu

S opioid reseptor aktivasyonu (Gi/o protein
aracili)

a adrenerjik reseptor aracili protein kinaz
aktivasyonu

K-ATPkanal aktivasyonu

bilinmiyor

INOS aktivasyonu

iNOS aktivasyonu

Is1 sok protein 60 (HSP 60) ekspresyonu artisi
iINOS aktivasyonu

c-jun, c-fos mRNA ekspresyon artis1

katalaz ve Mn igeren siiperoksid dizmutaz
enzim mRNA ekspresyon artisi

LPS ile ayn1 mekanizmalar

K-ATP kanallarini dogrudan agmaktadir.

Her ne kadar 6nsartlanma ile ilgili pek ¢cok mekanizma 6ne stiriilse de hala

bunlara yenileri eklenmeye devam etmektedir, ama genel olarak calismalardan elde
edilen sonuglar nitrik oksitin rolii ile Karp kanallarinin ag¢ilmasini isaret etmektedir.
Bu durum hem erken hem ge¢ 6nsartlanma i¢in de aynidir. NO yapim artis1 daha ¢ok
iNOS iizerinden gelismekte ve NFkb uyarimiyla devam etmektedir. Dual etkisi olan
NFkb duruma gore iNOS sentezini azaltarak veya arttirarak iNOS miktarini

diizenlemektedir (Sasaki, 2000, Chuanyu, 2002, Li, 2004).



25

HIF ve EPO uyarimi ve yapimi da iskemiye cevap olarak aktive olan ilk genler

ve yapimi artan ilk molekiillerdir. Bu nedenle d6nsartlanmada ¢ok dnem tasiyan

molekiiller olarak kabul edilmektdirler (Semenza, 2006).

1.1.5.1. Hipoksi ile Uyarilabilen Faktor (HIF)

Hipoksi veya diisiik O, diizeyleri pek ¢ok patolojik siirecte ortaya ¢ikabilir ve
farkli hiicresel olaylari, doku ve sistemik yanitlar1 uyarir. Iskemiden ilk olarak ve en
cok endotel hiicreleri etkilenir. Iskeminin diizeyine gore hasar boyutu da degisir,
vaskiiler yap1 bozulur, permeabilite artar, 6dem gelisir. Hipoksi sirasinda pek ¢ok
gen aktive olur, fakat hipokside aktive olan ilk ve en 6nemli gen HIF-1’ dir. Hiicresel
farklilasmada rol alan pek ¢ok gen dogrudan veya dolayl1 olarak hipokside aktive
olur. Bunlardan baslicalari; EPO, laktik dehidrojenaz A -LDH-A, endotelin-1,
transferin, transferin reseptor, VEGF, flk-1, flt-1, trombositten kdken alan biiyiime
faktorii (PDGF), fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ve glikolitik yoldaki genlerdir
(Lee ve ark., 2004, Semenza, 2002, Wenger, 2002, Haase, 20006).

Doku hipoksisi sadece patolojik kosullarda olusan bir durum degildir, bu
nedenle HIF-1 normal embryo gelisim siirecinde de kritik bir molekiildiir. HIF-1 ve 2
oksijene hassas, oksijen salinimini ve hiicrenin oksijen yetersizligine adaptasyonunu
diizenleyen biyolojik siirecleri kontrol eden transkripsiyon faktorleridir. HIF-1;
oksijen diizeyine hassas bir a alt biriminden ve yapisal olarak eksprese edilen bir 3
alt biriminden olusur. HIF-1 B; enerji metabolizmasina, anjiojeneze, eritropoeze ve
demir metabolizmasina, hiicre ¢cogalmasina, apoptosise ve diger biyolojik siireglere
katilan genlerin ekspresyonunu diizenleyen kisimdir. Normal PO, kosullarinda HIF-
1 o hidroksile olur ve Von Hippel Lindau (VHL) E3-ubiquitin ligaz ile pargalanir.
Hiicrelerde hipoksi olustugunda HIF-1 o ; HIF-1 B ile dimerize olarak veya baska

proteinlerle etkileserek stabilize olur ve oksijen sensdr mekanizmalarin aktivasyonu
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devam eder ve takip eden sinyal iletim yollarinin aktivasyonu baslar (Semenza,

2004).

HIF-1 ubiquinle birlesir ve normoksik durumda 5 dk i¢inde pargalanir.
Yayinlarda oksijen diizeyini belirleyen ¢ok sayida molekiilden bahsedilse de
hiicrelerin oksijen diizeyini ilk olarak nasil algiladiklar1 aslinda hala agik degildir.
PVHL; von Hippel Lindau hastaligindan sorumlu timor siipressor genidir ve O2
sensor sistemde HIF-1 ile birlikte bulunur, HIF-1 in ubiquitin degredasyonuna
yardimci olur. Benzer sekilde, F-box iceren proteinler ubiquitin ligazin substratlarini
tanir ve onlar1 fosforilasyon bagimli ubiquitinasyona ve proteozomal degredasyona
yonlendirir . F-box proteinler WD40 veya Ser/Thr baglanma 6zelligi olan 16sinden
zengin pargalar igerirler. Ubiquitin ligazlara yardim eden ikinci protein ailesi SOCS-
box (suppressor of cytokine signaling proteins) dur. Diisiik O2 (<%5 02)
konsantrasyonlarinda; HIF-1 stabilize olur, ARNT (Aril hidrokarbon reseptor niiklear
translokator protein- HIF-1 ) ile fonksiyonel bir transkripsiyonel faktér kompleksi
olusturur. Bu kompleks oksijen dengesinin ana diizenleyicisidir ve anjiojenez,
eritropoez ve glukoz metabolizmasinda rol alan gen agini uyarir (Semenza, 2004,

Wenger, 2002).
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Sekil 1.10: Hipoksik uyariya bagh HIF aktivasyonu: Normokside HIF VHL-E3-
ubiquietin kompleksi ile degrede olurken; hipoksi durumunda prolyl hidroksilazlar inaktifdir
ve HIF degredasyonu inhibe olur. HIF 1n hedefi olan EPO, VEGF, glukoz transport-
1(GLUT-1) genlerinin ekspresyonu artar (Semenza, 2004).

Aktif durumdaki HIF; c-Myc, P53 gibi genlerle de biyokimyasal reaksiyona
girer. Nitrik oksit, reaktif oksijen {iriinleri, siiksinat, fumarat gibi Krebs sikliisii
metabolitleri, kobalt ve desferoksamin gibi demir baglayicilar HIF prolil-4-
hidroksilazi inhibe ederler(Semenza, 2004, Ratcliffe ve ark., 1999).

Hipoksik aktivasyon diginda nitrik oksit, TNF-a, IL-1B, angiotensin II ve
epidermal biiylime faktorii (EGF), insulin, insulin benzeri biiytime faktorleri de HIF
aktivitesinde artisa neden olurlar. Nitrik oksit, ROS, v-Src ve aktive Ras HIF

aktivasyonunu inhibe eder (Ebert ve Bunn, 1999).

HIF-1 a; hemen hemen her hiicrede eksprese olurken; HIF-2 a; hepatositlerde,
renal interstisyel fibroblast benzeri hiicrelerde, kardiyomyositlerde, glial hiicrelerde,

tip II pnomositlerde ve endotel hiicrelerinde eksprese olmaktadir (Haasse, 2006).

HIF ile regiile olan genlerin sayis1 konuya iligkin arastirmalar giderek arttik¢a
daha da yiikselmektedir. Simdiye kadar yapilan ¢aligsmalarin sonuglarina gore, gok
sayida molekiiliin ekspresyonu HIF bagimlidir. HIF’ 1n hiicresel olaylara katilimi
farkli kosullara gore degisiklik gostermektedir. Glukoz ve enerji metabolizmasi,
anjiojenez, eritropoiez, demir homeostazi, hiicre migrasyonu, hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerinde yer alan molekiillerin regiilasyonunda HIF ¢ok énemlidir.
Heme oksijenaz (HO-1), VEGF, plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1); doku
metalloproteinaz-1 inhibitorii (TIMP-1), konnektif doku biiytime faktorii (CTGF),
EPO, Wilms tiimdr siipressor geni gibi dogrudan HIF ile aktive olan genler
mevcuttur. HIF akut ve kronik renal yetmezlik patogenezinde yer almaktadir

(Ratcliffe ve ark., 1999).
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Sekil 1.11: Bébrekte HIF bagimh aktive olan genler: HIF-1 renal hiicrelerin
¢ogunda eksprese olurken, HIF-2 , endotel hiicreleri ve renal interstitial fibroblast benzeri
hiicrelerde eksprese olmaktadir. HIF-1, papillar ve i¢ medullar interstitial ve endotel
hiicrelerinde de eksprese olurken dis medulla ve korteksin interstisyel ve endotel
hiicrelerinde eksprese olmaz. ANP; atrial natriiiretik faktor; Bnip-3, BCL2/adenovirus E1B
19-kDa- protein 3 (proapoptotik BH3 domain; sadece BCL-2 ailesi iiyesi); c-Met, SF/HGF
hepatosit biiyitime faktorii i¢in tirozin kinaz reseptorii ; CXCR4, kemokin reseptorii 4;
CTGF, konnektif doku biiytime faktorii; EC, endotel hiicreleri; ECM, ekstraseliiler matriks;
eNOS, endoteliyal nitrik oksit sentaz; FLT-1, fetal karaciger tirozin kinaz-1 (VEGF reseptor-
1); IC, interstisyel hiicre; IGFBP-1, insulin bilyiime faktor baglayan protein-1; iNOS,
uyarilabilir nitrik oksit sentaz; PAI-1, plazminojen aktivator inhibitor-1; RTEC, renal tiibiilar
epitel hiicresi; TIMP-1, metalloproteniaz-1 in doku inhibitorii (Haasse, 2006)

HIF; embryo gelisimi sirasinda nefrojenezde de 6nem tasimaktadir. HIF veya

VHL gen knockout farelerde renal gelisimin tamamlanamadigi gosterilmistir.

Akut ve kronik renal hipokside rolii olan devreye giren en 6nemli mekanizma
HIF ile ilgidir. Akut hipokside renal tiibiiler hiicrelerde HIF par¢alanmasi durur. HIF
aktivasyonu devam eden hipoksik hiicrelerde glukoz metabolizmasinin devam ettigi
gozlenmistir. Akut hipokside HIF sonras1t HO-1, EPO ve VEGF ekspresyonlarindaki
artis belirgindir. Kronik hipokside ise HIF etkisi koruyucu olmaktan uzaklasarak
renal patoloji gelisimini tetikleyici ve arttirici rol alabilmektedir (Stockmann ve

Fandrey, 2006) .
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HIF’ a bagh kronik iskemide 3 yol aktive olur: (1) Fibroziz, (2) Matriks

proteinlerinde degisim ve (3) Inflamasyonda artis.

1. Fibroziz: Hipoksi, renal epitel hiicrelerinde kollajen-1 in yapimini arttirirken
matriks metalloprotein-1 in yapimini azaltir. TGF-1 ile sinerjik etki gostererek
VEGF, EPO ve endoglin yapimini arttirir. Bunu renal kollajen artis1 izler. HIF in
renal fibrojenezde dogrudan rol aldig1 gosterilmistir. SMAD3 ve trombospondin

bagimli TGF aktivasyonunu da arttirarak fibrojeneze katkida bulunur.

2. Matriks proteinleri arasindaki etkilesime etkisi : HIF; E-kadherinlerin
bozulmasina, hiicre maktriks adhezyonunda organizasyon bozukluguna, hiicre
motilitesinde artisa ve hiicre iskeletinde aktinin yeniden organizasyona neden olur.
Hiicre yapisi degismeye baglar, mezenkimal belirteg tagiyan fibroblast benzeri hiicre

sayis1 artar, gecis hiicrelerde de artisa neden olur.

3. Inflamasyon: HIF tiibiilointerstitial hastaliklarda inflamatuvar cevabi
diizenleyerek yer almaktadir. HIF-1, myeloid aracili inflamasyonun baglamasinda
hiicresel ATP kullanimini etkiler. HIF-1 inaktive oldugunda myeoid hiicre
aggregasyonu, motilitesi, invazyonu inhibe olur. Ozellikle T lenfosit fonksiyonlarmin

HIF —1 ile regule olabildigi ileri siiriilmektedir (Haasse, 2006).

1.1.6. iskemi ve Reperfiizyon Hasarinda Oksidatif ve Nitrosatif Stres

Nitrik oksit (NO), oldukca reaktif bir molekiil olup gii¢lii endojen bir
vazodilatatordiir. Temel olarak kan akimina cevap olarak salinir ve
mikrosirkiilasyonu dilate durumda tutmaya c¢alisir. NO; endotel hiicrelerinden salinan
vazokonstriktor maddelerin etkilerini yok etmeye calisir, 16kositlerin ve
trombositlerin adhezyon ve aggregasyonunu bloke eder. NO; heme ve siilfidril
gruplari igerir, bu gruplara serbest radikallerin baglanmasiyla NO etkisi bloke olur.

I/R hasarinda hasarlanmig vaskiiler alanda olusan serbest radikaller ile NO inhibe



30

edilir, 16kositler adhere olur, vazokonstriksiyon baslar, vaskiiler permeabilite artar,

lokal 6dem olusur.

Diisiik doz NO olugsumu I/R hasarindan korur. NO dondrleri veya L-arjinin
kullaniminin kardiyak I/R hasarinda koruyucu oldugu goézlenirken, renal I/R
hasarinda NO’ nun ve L-arjinin infliizyonunun koruyucu etki gostermedigi
goriilmiistiir. iINOS aktivasyonu durumunda inflamatuvar stire¢ aktive olmaktadir.
eNOS un aksine iNOS vazokonstriksiyona neden olur, 16kositleri aktive eder. iNOS
ve eNOS reperflizyon hasarinda 6nemlidir. iNOS asir1 aktivasyonu hiicresel hasari

arttirir (Walker ve ark., 2001).

Reaktif nitrojen metabolitleri (RNM; NO2, ONOOH, N203, HNO2) DNA
bazlarinin nitrozlanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RNM etkisi ile
sitozinden urasil, guanin-den ksantin ve adeninden hipoksantin olusmaktadir.
ONOO- guaninden 8-nitroguanin ve hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA
yapist i¢inde dayaniksiz oldugundan spontan olarak depiirinasyona ugrar ve abazik
alanlarin olusmasina neden olur. Oksidasyona ugrayan lipidler de, serbest radikal
olusturarak hiicresel makromolekiillere hasar verebilmektedir. Membranin integral
veya periferal proteinlerine ve DNA’ya ¢ok yakin mesafede bulunan lipidlerden
olusan lipid alkoksil ve lipid peroksil radikalleri, hiicrenin kritik 6nem tastyan
molekiillerine OHe radikalinden daha etkin olarak hasar yapabilmektedir (Aust ve
Eveleigh, 1999). OHe radikaline gore daha diisiik reaktiviteye sahip olduklari i¢in
hiicreler ve dokular arasinda taginabilecek kadar uzun yar1 6miirlii olan lipid
hidroperoksidler ve karbonil bilesikleri, baslamis olan serbest radikal reaksiyonlarini
ilerletme ve oksidatif stresi hiicre/dokuda yayginlagtirma potansiyeline sahiptirler.
Ksantin oksidaz, hipoksantin ve ksantin gibi O2e— radikali olusturan sistemler ve
aktive notrofiller hiicre membranindan kolaylikla diffiize olan H,O, olusumuna
neden olarak hiicrelerde yaygin DNA hasar1 yapmaktadirlar (Lisa ve ark., 2001,
Walker ve ark., 2001, Droge, 2002, Li ve Jackson, 2002).
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Sekil 1.12: Oksidatif enzimler (A) ve artan ROS un etkileri (B) (Droge,
2002)

1.1.7. Eritropoietin

EPO 165 aminoasitten olusan 30.000 MW agirliginda glikoprotein yapisinda
bir hormondur. EPO, yetiskinde primer olarak bobrek peritiibiiler kapiller yataktaki

interstisyel hiicrelerden ve karacigerdeki perivendz hepatositlerden yapilir; fetusta ise
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as1l yapim yeri karacigerdir. Beyin, iireme sistemi, GIS gibi diger organlarda da lokal
EPO yapimi oldugu goriilmiistiir. EPO yapimi primer olarak hipoksi ile uyarilir.
EPO’in depolanmaz ve plazma EPO diizeyi aktif hormon diizeyini gosterir (Ebert ve

Bunn, 1999, Winearls, 1998).

1.1.7.1. Eritropoietinin Hematopoezde Rolii:

Eritropoez, genel olarak, primitif eritroid oncii hiicrelerinin olgun hiicrelere
dontistiigii siirekli bir olaydir. IL-3, graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF), stem hiicre faktor (SCF), IGF-1 gibi bazi hematopoetik biiylime
faktorleri de eritropoiezi etkiler ama en 6nemlisi EPO’dir. EPO, primer olarak koloni
olusturan birim eritrosit (CFU-E) hiicrelerinin proeritroblastlara doniigiimiinii uyarir.
Ayrica hipoksi siirecinde kan EPO diizeyinin yiiksek olmas1 sonucunda
proeritroblastlarin farkl eritroblastik evreleri normalden daha hizli gegmelerine
neden olmaktadir. Ayrica EPO tedavisi goren hastalarin eritrositlerinin mriiniin
daha kisa oldugu gozlenmistir. EPO eritroid 6ncii hiicreleri i¢in sadece bir mitojen
degil ayn1 zamanda da yasamsal faktordiir. Eritrositlerin farklilasmasini kolaylastirir

(Winearls, 1998).

1.1.7.2. Eritropoietin Yapimu:

EPO yapimi plazma EPO diizeyinden bagimsiz olarak hipoksiyle uyarilir ve
hipoksi varliginda kan eritrosit diizeyinin yiiksek olmasi kan EPO diizeyini tamamen
baskilayamamaktadir (Fisher ve Nakashima, 1992). Siyanotik kalp hastaliklarinda
polisitemi varligina karsin hipoksi devam ettigi i¢in oldukea yiiksek EPO diizeyleri
saptanir. Normal sartlarda Hb diizeyi 10,5 %g altina diistiigiinde doku hipoksisi
baslar EPO yapimi 2-3 kat artar.

Bobrek dokusu EPO’ nun primer yapim yeri oldugu i¢in bobrek parenkimal

hasar1 da EPO diizeyini olumsuz etkileyecektir.Plazma kreatinin diizeyi %1,5 mg
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tizerine ¢iktig1 zaman plazma EPO ve Hb arasindaki korrrelasyon bozulur, normal
sagilikli bireylerde Hb diizeyi sik1 bir sekilde kontrol edilirken kronik bébrek
yetmezlikli hastalarda bu kontrol mekanizmasi etkinligini kaybeder. Karacigerde
hepatoma 3B ve Hep G2 hiicrelerinde heme proteini ile oksijen diizeyi kontrol
edilmektedir. Bilirubin diizeyi 2 mg iizerine ¢iktiginda yapimin kontrolii
bozulmaktadir (Spivak, 1998). Normal insanlarda ve son donem bobrek yetmezlikli
hastalarda EPO yar1 dmrii 4-12 saattir. Sicanlarda ise EPO’ nun yar1 6mrii 1,5-2,5
saattir (Spivak ve Hogans, 1989). Losemik hastalarda kan EPO diizeyi diigiik
seyrederken kemoterapi sonrasi remisyonla beraber EPO diizeyinin artmasi, kemik
hipoplazisi olan hastalarda EPO yar1 6émriiniin daha yiiksek olmasi; yikiminin
hematopoetik hiicreler tarafindan yapildigini diisiindiirmektedir. Bununla beraber
EPO yikiminin kemik iligi hiicrelerinden bagimsiz olarak karaciger ve bobrekte
gergeklestigine dair yayinlarin olmasi ise de giinlimiizde kabul edilen tiim yapilarin
olaya katildigidir. Hepatoselliiler karsinoma, serebellar hemanjiblastoma gibi bazi
tiimoral hastaliklarda tiimor hiicrelerinden EPO salinimi nedeniyle kan EPO diizeyi
yiikselir ve eritrositoz gelisebilir. Kobalt, nikel, mangan, glukokortikoidler, tiroid
hormonlari, biiylime hormonu, vazopressin, testosteron, eikosanoidler ve
desferoksamin gibi bazi endojen ve farmakolojik maddeler EPO salinimi ve
yapimina neden olurken; karbonmonoksit, NO, nitroprussid, H,O,, TNF-a ve IL-1B
gibi baz1 inflamatuvar sitokinler, forbol esterleri, siklosamid gibi protein sentaz

inbitorleri EPO gen ekspresyonunu azaltmaktadir (Ebert ve Bunn, 1999).

1.1.7.3. Eritropoietin ve Bobreklerde Oksijen Algilayic1 Mekanizmasi:

EPO diger hematopoetik faktdrlerden farklidir, ¢linkii EPO kemik iliginde
degil biiylik oranda bobreklerde yapilir. Normal sartlarda eritrosit yapimi doku
oksijen gereksinimi ile orantilidir. EPO ilk yillarda HIF-1 olarak adlandirilmistir.
Fakat daha sonra bu iki molekiiliin farkli olduklar1 anlasilmistir (Winearls, 1998).
Bobrek ekstraselliiler sivi hacmi ve oksijen basincini kontrol eden bir 6l¢iim cihazi
gibidir. EPO yapimiyla kirmiz1 hiicre miktar1 ve dolasimdaki konsantrasyonlar1 da

diizenlenir. EPO, renin anjiotensinojen sistemiyle etkileserek tuz ve su atilimini
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kontrol eder, plazma voliimiinii kontrol altinda tutar ve hemotokrit % 45 civarinda bir
degerde sabitlenir. Bu hemotokrit degeri genel viicut dolasimindaki oksijen miktar1
icin optimal bir degerdir. Bobreklerin agirligi, tim vucut agirligimin %1°1 oldugu
halde kalp debisinin % 20’sinden fazlasini alirlar. Ayrica bobrekler kendilerine gelen

oksijenin de sadece % 8-10’luk kismini kullanirlar.

Bobrekte baglica EPO yapim yeri, juktamedullar kortikal labirentlerin ucudur.
Bu bolge kanlanmasi diger bobrek bolgelerine gore daha az olan bir bolgedir ve
tiibiillerdeki metabolik olaylar ayn1 zamanda viicudun gereksinimlerini de yansitmasi
acisindan 6nemlidir; drnegin Na'/H' transport mekanizmalarinin aktif ¢alismasi
oksijen tiiketiminin artmasi demektir. Bunu EPO yapimi ve dokulara kan akiminin
artmasi takip eder. Proksimal tiibiilde her bir sodyum bir ATP kullanilarak geri
emilirken henlenin ¢ikan kolunda ti¢ ATP kullanilir. Proksimal tiibiildeki oksijen
konsantrasyonu ayni zamanda doku oksijenasyonunu da yansitir (Fisher ve

Nakashima, 1992, Donnely, 2003, Hir ve ark., 1991).

Dokuda oksijen konsantrasyonu azaldiginda ise jukstaglomeruler hiicreler
uyarilarak anjiotensinojen II (ANG II) yapimi diizenlenir. ANG II’de dogrudan EPO
yapimuni uyarabilir (Nowicki ve ark., 1993), bu uyartya cGMP, cAMP, intraselliiler

kalsiyum artiginin aracilik ettigi diigiiniilmektedir.

1.1.7.4. Eritropoietin Reseptorleri:

EPO reseptorleri (EPO R); prolaktin, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7,
makrofaj/granulosit koloni stimiile edici faktor, trombopoietin, biiyiime hormonu ile
ayni grupta yer alan homodimer yapida tirozin kinaz aktivitesi gdsteren reseptorlerdir
ve EPO (veya ephrin) reseptor ailesi olarak adlandirilirlar. EPO R fosforilasyonu
takiben STATS ve JAK2’ yi aktive ederek bir seri intraselliiler olaylar1 baslatir. Shpl
gibi peptid yapidaki baz1 maddeler JAK2 kismina baglanarak EPO R aktivitesini
inhibe ederler. Noron biiylime faktoriiniin (NGF) de EPO R’ nii aktive edebilme
ozelligi vardir. EPO; cGMP, IPs, intraselliiler Ca™ gibi bazi hiicre i¢i habercileri de
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kullanmaktadir (Meredith ve Barbara, 1991, Lacombe ve Mayeux, 1999,
Klingmiiller, 1997).

EPO R uyarilmasi aktive oldugu hiicre tipi ve ¢evre kosullarina gore sitokin

aktivasyonu, apoptosis, mitojenik aktivite artigina neden olur.

Sekil 1.13: EPO R aktivasyonu ile baslayan sinyal iletim yollar1: JAK aktivasyonu ile
dimer olusturan EPO R aktive olduktan sonra mitojenik akvitesinde 6nemli rolii olan
fosfolipaz C ve STAT yolu aktive olur. (http://www.grt.kyushu-
u.ac.jp/spad/pathway/epo.html).

1.1.7.5. Eritropoietinin iskemi Reperfiizyon Hasarinda Koruyucu Etkisi

Bilindigi tizere dokularda iskemiye ilk cevap EPO yapiminin artigidir. EPO’
nun yaklasik %90 1 bobreklerde peritiibiiler interstitial hiicrelerde sentezlenmekte ve

dolasima gegmektedir. insanda bazal serum EPO konsantrasyonu 15 ile 25 U/L
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arasindadir ve kisiden kisiyede farkliliklar gosterebilir. Ortamda O, konsantrasyonu
azaldiginda hiicrelerden EPO sekresyonu baglamaktadir (Spivak ve Hogans, 1989,
Ratlicffe ve ark., 1998).

EPO’nun hipoksiye cevap olarak salgilandig1 1970’lerden beri bilindigi halde
sadece endokrin fonksiyon gostermedigi ve hematopoietik etkilerinin yanisira gerek
sistemik gerekse lokal etkiyle hiicrede koruyucu ve antiapoptotik etkilerinin de
bulunduguna dair ¢aligmalar son 10 yilda artmaya baslamistir (Juul, 2000). EPO’ nun
iskemik hasardan koruyucu oldugunu gosteren ilk ¢caligsmalar daha ¢ok kardiyak
iskemi ve inme modelleridir. Myokardiyal iskemi ¢alismalarinin ¢ogunda EPO;
iskemi baglamadan 6nce verilmistir (Fliser ve ark., 2006). Yetiskinlerde kardiyak
operasyonlardan once veya ¢ocuklarda konjenital kalp hastaliklarinin tedavisine
yonelik operasyonlardan 6nce EPO tedavisi uygulandiginda mekanik fonksiyonlarin
geri doniisii ve enfarkt alanlarinda iyilesme daha fazla oldugu gozlenmistir.
EPO’nun, anjioplasti veya trombolitik tedavi dncesinde, yani reperfiizyon 6ncesinde
verildiginde iskemiye bagli apoptosisi azalttig1 gosterilmistir (Jones ve ark., 2005,
Shaddy, 1995). Kardiyak iskemide EPO tedavisinin JAK/STAT yolunu aktive
ederek protein kinaz aktivasyonu ile myokardiyal iskemiye toleransi arttirdigi
gozlenmistir (Rafiee ve ark., 2005). EPO’nun sicanlarda deneysel olarak
olusturulmus kardiak iskemik hasardaki koruyucu etkisinde K kanallarinin
aktivasyonu dnemli bir rol oynarken NOS aktivasyonunun ger¢eklesmedigi
gosterilmistir (Joyeux-Faure, 2006). Noronal iskemi modellerinde de EPO’nun anti-
inflamatuvar, anti-apoptotik, antioksidan etki gdstererek iskemik, hidrojen peroksit,

glutamat toksisitesine karst koruyucu oldugu bulunmustur (Sakanaka, 1998).

Deneysel ve klinik akut ve kronik iskemik veya toksik renal yetmezlik
calismalarinda 300-5000 IU/kg EPO’nun koruyucu oldugu goriilmiistiir. Bu etki
ndronal etkilere benzerdir. EPO; renal I/R hasarinda sitokin yapimini, 16kosit
adhezyonunu, migrasyonunu azaltarak anti-inflamatuvar etki gostermektedir (Ates ve
ark, 2005, Imamura ve ark., 2007, Sarples ve ark., 2004, Furuichi ve ark., 2002).
EPO’ nun cisplatin, siklosporin toksisitesinden koruyucu oldugu gosterilmistir.

EPO’nun akut koruyucu etkisi sirasinda Hb konsantrasyonu degismemektedir bu
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nedenle bu etkinin dokuya spesifik dogrudan etki oldugu diisiintilmektedir. Erken
donemde EPO tedavisi baglanan predializ hastalarinin kronik yetmezlige
ilerlemesinin daha yavas oldugu gézlenmistir. Bu hastalarda Hb konsantrasyonu
EPO tedavisi almayan hastalara gore daha yiiksek bulunmustur (Sharples ve Yaqoob,
2006).

EPO yapisinda yiiksek oranda glikolize ve sialik asit yapis1 bulundurur. Bu
yapida bulunan oligosakkaridler kolay parcalanabildiginden serum EPO
konsantrasyonu ¢ok kisa siirede diismektedir. EPO’ nun alfa, beta, karbamile ve
asialo gibi farkli rekombinant formlar1 bulunmaktadir. AsialoEPO serum 6mrii cok
kisa olan fakat sitoprotektif etkisi ¢ok yiiksek olan formudur (Imamura ve ark.,
2007). Bu nedenle ¢alismalarda secilen ve kullanilan EPO tiirii deney sonucunu ve

koruyuculuk diizeyini etkileyebilmektedir.

EPO reseptorii yap1 olarak tip I sitokin reseptorii formundadir. Fakat iskemik
hasarlarda EPO tedavisi TNF-a, IL-6 diizeyini diislirerek anti-inflamatuvar etki

gosterir (Liu ve ark., 2006).

EPO’ nun doku koruyucu etkisinde 3 temel yolun aktif olugu diisliniilmektedir
(sekil 1.14):

1. JAK2-STAT-Bcl yolu: Bu yol EPO’nun eritropoezi uyarmasini takiben
aktive olan yoldur. Eritroid serisinde EPO, JAK/STAT yolu ile mitojenik
aktiviteyi arttirir, Bel geninin aktivasyonunu arttirir, Bax gen yapimini ise

azaltir.
2. Akt /Protein Kinaz C yolu: EPO ile aktive olan diger yasamsal yol akt
yoludur. Protein kinaz C ile de aktive olabilen bu yol, protein kinaz B,

fosfoinasitol 3 kinaz, Ras/mitojen aktive kinaz yollarin1 da kapsar.

3. NFkb yolu: JAK2 ile aktive olan bu yol dual etki gosterir.
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Hipoksi sirasinda dokularda akt, STAT2, ekstraselliiler sinyal ile iliskili kinaz
yapiminda azalma oldugu, dokuda olusan hasarinda bu molekiillerdeki azalma ile

korele oldugu bulunmustur (Brines ve Cerami, 2006, Ghezzi ve Brines, 2004).
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Sekil 1.14: EPO’ nun antiapoptotik ve sitoprotektif etkisine katilan molekiiller ve sinyal
iletim yollar1 (Ghezzi ve Brines, 2004).

1.1.7.6. Eritropoietin ve K-ATP Kanallar

Tavsan kalbiyle yapilan ¢caligmalarda EPO ile olusan 6nsartlanmada K-ATP
kanallarinin agilmasinin yer aldig1 goriilmiistiir. Sarkolemmal K-ATP kanal blokorii
HMR 1098 ile ve mitokondriyal K-ATP kanal blokorii 5-hydroxydecanoate ile
yapilan ¢alismada bu kanal blokoérlerinin EPO’ nun koruyucu etkisini bloke ettikleri
gosterilmistir. PK C aktivasyonunun hem sarkolemmal hem de mitokondriyal K
kanallarinin agilmasini sagladig bilinmektedir. EPO’ nun giiglii bir PK C aktivatorii
oldugu diisiiniildiigiinde EPO etkilerinde dogrudan K kanallarinin degil de PK C
aktivasyonunun rol aldig1 diistiniilmiistiir. PK C ag¢ilim1 ayn1 zamanda MAPK kinaz

aktivasyonunu da saglamaktadir (Joyeux-Faure ve ark., 2006).
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K-ATP kanallar1 disinda i¢ mitokondriyal membranda ve sarkolemmal
membranda kalsiyum ile aktive olan bir potasyum kanali daha mevcuttur. Kardiak
iskemik hasarda bu kanalarin agilmasinin da kalbe koruyucu etki sagladig:
gosterilmistir. Kalsiyum ile aktive olan K kanal blokorii paxilline ile yapilan
calismalarda da EPO’ ya bagli dnsartlanma etkisinin azaldigi goézlenmistir (Joyeux-

Faure ve ark., 2006, Baker, 2005) (Sekil 1.15).

]

+
K-ATP K'a ® K Ca kanah

kanaly
e | N
sitozol \} K K
+ o
P13 ldnar Plfﬁ _.:__-.-._..-'.-.-

Alit inaz MAP ldnaz

£ro ' | iskemiye direnc |
1

iskemiye
direng

Sekil 1.15: EPO ve K-ATP kanallari: Hiicrede EPO ile aktive olan K kanallart:
EPO R aktivasyonunu takiben aktive olan ileti yollarinin hiicre membranindaki ve
mitokondirial K kanallariyla etkilesimi ve iskemik hasara direng gelisimi goriilmektedir
(Joyeux-Faure ve ark., 2000).
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1.1.8. Midkin ve Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Midkin ailesi, heparine baglanan biiytime faktérii midkin ve pleiotrophinden
olugsmaktadir. Pleiotrophin; heparin baglayan biiyiime iliskili molekiil (HB-GAM),
osteoblast stimiile edici faktdr (OSF-1), heparin baglayict néronal faktér (HBNF)
olarak da adlandirilmaktadir. Midkin ve pleiotrophin arasinda %45 yapisal benzerlik
vardir. Midkin ve pleoitrophin néronal gelisimden mitojenik aktiviteye kadar pek ¢ok

yola katilmaktadir (Mitsiadis ve ark., 1995, Muramatsu, 2002).

Midkin; 13 kDa agirliginda, ¢ogunlukla bazik proteinlerden olusan bir
molekiildiir ve retinoik asite cevap veren bir genin iirliniidiir. Midkin; heparine
baglanan biiylime ve farklilagma faktorii olarak bilinmektedir. Midkin disulfid
baglartyla birbirine baglanmis 2 parcadan olusur, her bir parga birbirine paralel

olmayan 3 seritten olugmaktadir (Muramatsu, 2002) (Sekil 1.16).
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Sekil-1.16: Midkinin yapisi: C parcasindaki heparin baglanan 2 kisim isaretlemistir.
(Muramatsu, 2002).

Midkin; hiicre yiizeyinde pek ¢ok reseptoriin aktive olmasina neden olur.
protein tirozin fosfataz z (PTP z), diisiik molekiiler agirlikli lipoprotein reseptor

iliskili protein (LRP), anaplastik 16semi kinaz (ALK) ve transmembran heparan
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sulfat proteoglikan ailesinden syndecanlarin midkin sinyal sisteminde yer aldig1

bulunmustur (Muramatsu, 2002, Owada ve ark., 1999). (Sekil 1.17)

ALK j
Syndscans Mucleolin, Laminin-
= binding protein precursor,
Chaperones,Splicing

factor Pro@

--------

LA [".I]I MHTNITAOA IIIUII 11

 Sre7

P13 kinase

MAP kinase

Sekil 1.17: Midkinin Reseptor Tipi (Muramatsu, 2002).

Midkin; fare embryogenezinin midgestasyonel doneminde, 6zellikle epitelial-
mezenkimal iligkilerin olustugu bolgelerde, néronal dokunun farklilagsmasi sirasinda,
mezenkimal dokularin yeniden yapilanmasi sirasinda yogun olarak
sentezlenmektedir (Midsiadis ve ark., 1995). Bu embryolojik gelisimin en tipik
orneklerinden biri de akciger gelisimidir. Kan damarlarinin endotelial hiicreleri, bazi
organlarin mukoz epiteli midkin ekspresyonunun yogun yapildigi kisimlardir.
Dokuda hasarlanma olustugunda lokal midkin yapimi veya mevcut ekspresyonu artar

(Kaplan ve ark., 2003, Matsuura ve ark., 2002).

Midkin ekspresyonu oncelikle embrojenik kokenli karsinomlar olmak tizere
pek cok tiimoral olusumda artmaktadir.Ozafagus, mide, kolon, hepatoselliiler,
akciger, meme, tiroid, prostat, mesane, koloanjiokarsinom néroblastom, glioblastom,
Hodgkin hastalig1 ve Wilms tiimdriinde midkin yapiminin ¢ok arttig1 goriilmiistiir

(Muramatsu, 2002).
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Midkinin; farkli hiicreler iizerinde

1. Anjiojenetik (Choudhuri ve ark., 1997)

2. Fibrinolitik (Horiba, 2000)

3. Mitojenik (Muramatsu, 2002)

4. Anti-apoptotik (Michikawa, 1999)

5. Transforme edici (Kurtz ve ark., 1995)

6. Kemotaktik 6zelliklerinin (Sato ve ark., 2002) oldugu gosterilmistir.

Midkinin; notrofil ve makrofajlarin migrasyonunu arttirdigi, immiin
hiicrelerden sitokin yapimini arttirdigina dair az sayida yayin bulunmaktadir. Midkin
knockout farelerde renal iskemik hasarin daha az oldugu gdosterilmistir. Normalde
bobrekte midkin ekspresyonu karacigere gore daha azdir. I/R hasarindan sonra
midkin ekspresyonunun 6zellikle proksimal tiibiillerde ve yakin alanda arttig1
gozlenmistir. Midkin olmamasinin I/R hasarindaki inflamasyonu azalttigi ve gene
midkin knockout farelerde MIP-2 ve MCP-1 diizeylerinin daha az oldugu
bulunmustur (Sada ve ark., 2001, Lien ve ark., 2003). Her ne kadar bu yayinlara
baktigimizda midkin I/R hasarini arttirici bir sitokin roliinde goriilse de Wada ve ark.
(2002), postmortem insan iskemik beyin otopsilerinde midkin expresyonunun
arttigin1 goriimiisler, fakat ilging olan midkin ekspresyonunun fazla oldugu

bolgelerde dokularin daha iyi korundugunu gézlemlemislerdir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler:

2.1.1. Deney Hayvanlari:

Deneylerde Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Arastirma ve
Gelistirme Birimi, hayvan laboratuvarinda iiretilen yetigkin erkek 250-300 g.
agirhginda Sprague-Dawley cinsi sicanlar kullanilmistir. Sicanlar standart
kosullarda, standart sican sanayi yemleri ve ¢cesme suyu ile ad libitum beslenmistir.
Tiim galigmalar Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’ nun izni
alindiktan sonra saat 10.00-15.00 arasinda giin 1s181nda Molekiiler Biyoloji Aragtirma

ve Gelistirme Birimi in vivo arastirma laboratuvarinda yapilmistir.

2. 1. 2. Kullanilan Madde ve Aletler

2. 1. 2. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Heparin (sigma) — 100 IU/ml olacak sekilde SF i¢inde sulandirildi.
Ketamin HCI (Parke-Davis, 50 mg/ml)

Rompun %2 (Bayer)

% 10 NaOH (Sigma)

Sulfanamid (Merck)

NEDD (Merck)

H;PO4 (Merck)

Sodyum nitrit (Sigma)

Nitrit/nitratsiz distile su

Notral fosfat tamponati



EPO (rHuEPO: Rekombinant insan EPO’1; Eprex, Santa Farma 4000 TU/2 ml
sollisyon)
Glibenklamid (Sigma)
CaCl, (Applichem)
Tris/Cl (Applichem)
Propil alkol (Applichem)
Etil alkol (Applichem)
NaCl (Merck)
Na,HPO4 (Merck)
NaH,;PO4 (Merck)
Taq DNA Polimerase (Metis)
10X PCR Buffer (Fermentas)
10 mM dNTP set (Fermentas)
25mM MgCl, (Fermentas)
Agarose (Applichem)
Ethidium Bromide (AMRESCO)
Primerler (Metis)
DNA molekiiler biiytikliik belirteci (DNA Micromarker Code E84, AMRESCO,)
Rat TNF ELISA gelistirme kiti (R&D)
Streptavidin-HRP (Sigma)
Substrat solusyonu (1:1 oraninda H,O,+ Tetrametilbenzidin) (KPL)
Stop solusyonu( 2N H2S0O4) (KPL)
Rat IL-6 ELISA gelistirme kiti (R&D)
Anti-human midkin (Peprotech)
Rekombinant insan midkin (Peprotech)
Biotinylated anti-human midkin (Peprotech)
Tween 20 (Sigma)
Saf su

BCA (bicinchoninic acid) Protein 6l¢tim kit (Pierce)
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2. 1. 2. 2. Kullanilan Gerecler:

2. 1. 2. 2.1. Cerrahi Malzemeler

Genel amagcli cerrahi makas
Damar makaslari

Egri doku forsepsi

Egri iris forsepsi

Sivri uglu forsepsler
Nontravmatik buldog klemp

Hemostatik forsepler

2.1.2.2.2. Diger Gerecler

Sican rektal problu, infraruj 1sitma sistemi; Commat
Manyetik karistirici-Torrey Plus Scientific

Shaker PSU-2T plus; Biosan

Spectromax M2-Molecular Devices-spektrometre-florimetre
Kodak Image Station 4000 MM- invivo invitro goriintiileme cihaz
PCR gene amplifier 9700 Applied Biosystems- PCR

Heto Ultrafreeze —80°C

Milli RO plus 60 su aritma sistemi

Nanopure infinity- su aritma sistemi

ELISA washer Biotek- ELISA plak yikayicist

Corning pHmeter-pH metre

Kuyruktan kan basinci dl¢iim cihazi; BIOPAC,
Vorteks-Stuart Scientific

Mikrosantrifiij (Elektro-Mag)

Infiizyon pompas1 (Commat)
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Polietilen PE 100 tip kaniil

Polietilen PE 50 tip kaniil

Polietilen 2 ml lik pastor pipetleri

Mikrosantrifiij 0,5-1,5 ml lik kapakl: tiipler
RNA-DNA free 0.2, 0.5, 1.5 ml lik kapakl1 sentrifuj tiipleri
Steril ve nonsteril 10, 100, 1000 ul lik pipet uglar
Polietilen ip 5/0

Cam tiipler (5 ml)

Otomatik mikropipetler (10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl)
96 ve 384 kuyucuklu ELISA plaklar1 (Greiner)
Homojenizator (Ultra thorax)

Hamilton sirngast 100 pl lik

2.2. Cerrahi Islem ve Deney Protokolii

2.2.1. Anestezi ve Operasyona Hazirhk:

Deneye alinan sicanlarin anestezisi intraperitoneal (i.p.) olarak verilen 50
mg/ml/kg Ketamin ve 10 mg/kg Rompun ile yapilmistir. Anestezi derinligi
injeksiyon sonrast 5 dk beklenerek g6z refleksi ve “agrili stimulusa yanit” (forsepsle

sican ayaginin sikistirilmasi ) ile belirlenmistir.

Anestezi edilen hayvanlar operasyon masasina alinip ekstremitelerinden birer
flaster ile tespit edilip, dezenfektan madde (Betadin) ile islem alanlar1 temizlenmistir.
Kan alim1 i¢in i¢in sol femoral ven kateterizasyonu (PESO0 tip); zamanli idrar
toplamalari i¢in idrar kesesi (PE100) kateterize edilmistir. Deney boyunca deney
hayvaninin viicut sicakligi rektal probe araciligiyla kontrol edilerek, 1sitmali

operasyon masast ile 37+ 0,5° C de tutulmustur.
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2.2. 2. Femoral Ven Kateterizasyonu:

Sol inguinal alanda kiigiik bir insizyon yapilarak kiit disseksiyonla
genigletilmis ve deriyi ekstremite kaslarina yapistiran bag dokusu karin duvarina
dogru forsepsin iki ucu agilarak ameliyat alan1 tamamen ortaya ¢ikarilmistir. Arter ve
ven tizerindeki zar ince pensler yardimi ile uzaklastirilip, ikisi birbirinden izole
edilmistir. Uygun uzunlukta izole edilen ven etraflarindan bir viicut bir de ekstremite
tarafindan olmak tizere ikiser 5/0 tip ip gecirilmistir. Ven damar1 hafifce gerilecek
sekilde iki ip arasinda forseps yardimu ile askiya alinmistir. Bu sekilde viicut
tarafindaki ip ile hemostatik etki uygulanmis ve damar tlizerindeki islem
kolaylastirilmistir. Damar iizerine yarisindan fazla olmayacak sekilde kiigiik, egik
(45°) bir kesit yapilarak, cok ince bir forsepsle agik tutulabilecek bir ¢entik
olusturulup i¢i heparinli SF (100 [U/ml) ile doldurulmus PE-50 tip polietilen kantil 2-
3 cm damar igine itilerek yerlestirilmistir. Kaniil ip ile baglanarak tespit edilmistir.
Kanin pihtilasmasini 6nlemek i¢in kaniiliin serbest ucundan heparinli SF ile dolu

injektor yardimi ile 0,2 cc verilerek sican heparinlenmistir.

2.2. 3. Idrar Kesesi Kateterizasyonu:

Zamanli idrar toplanmasi i¢in idrar kesesi kateterizasyonu yapilmistir. Bunun
i¢cin pubis bolgesinde orta hatta 0,5 mm lik insizyon yapilip, kiit disseksiyon ile
periton i¢ine girilip idrar kesesine ulasilmistir. Periton i¢inden kivrik u¢lu pens
yardimi ile idrar kesesi disar1 alinarak kaverndz damarlarin az oldugu apeks
bolgesinden kiigiik bir kesi yapilmistir. Idrar kesesine polietilen IE 100 tip kaniil
yerlestirilip tespit edilmistir. Pens yardimu ile idrar kesesi tekrar periton igine
alimmistir. Sigana sol yan pozisyonu verilerek idrarin graviteye bagl serbest akisi
saglanmustir. Idrar kaniil ucunda yerlestirilen daras1 alinmis santrifiij tiipleri i¢ine

toplanmustir.
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Sigan viicut sicakligl (37+0.5 °C) sabit tutulmak i¢in, sicana uygun 1s1 kontrollii
operasyon masasi kullanilmistir. S1v1 kaybini azaltmak i¢in kaniilasyon bdlgelerine

SF ile 1slatilmis gazli bez kullanilmistir.

2.2. 4. Renal Arter ve Ven Iskemisi:

Periton orta hattan insize edilerek barsaklar yana alinmig bobrek damarlari
aciga cikarilmistir. Her iki bobrek arter ve venleri deney prosediiriine uygun olarak
nontravmatik vaskiiler buldog klempler yardimiyla okliize edilmistir. Cerrahi
islemlerden sonra sigan 15 dk lik stabilizasyon perioduna birakilmistir. Islem
sirasinda abdominal kanama olmamasina dikkat edilmis; cerrahi sirasinda sorun

yasanan hayvanlar deneyden ¢ikarilmstir.

2.3. 5. Deney Protokolii:

Calisma kapsaminda siganlarda deneysel iki tarafli renal IR modeli
olusturulmustur. EPO’ nun I/R hasarindaki etkisi belirlenmis ve bu etkinin K-ATP
kanal inhibitorii glibenklamid ile inhibe edilip edilemedigi arastirilmistir. Calisma;
200-250 gr agirliginda her iki cinse ait 100 adet Spraque-Dawley tiirii sican ile 10
grupta (n=10/grup) gergeklestirilmistir.

Grup I: Sham opere, saline enjekte ip, (sham)

Grup II: Sham opere+ 500 IU/kg EPO, (shamepo)

Grup III: Sham opere+glibenklamid (40 mM/kg), (shamgli)

Grup IV: Sham opere+EPO+glibenklamid, (shamepogli)

Grup V: Kontrol. I/R yapilmis salin enjekte, (IR)

Grup VI: I/R +500 IU/kg EPO, (IRepo)

Grup VII: I/R+06nsartlanma, (pre)

Grup VIII: I/R+ glibenklamid, (IRgli)

Grup IX: IR+EPO+glibenklamid, (IRepogli)

Grup X: IR+06nsartlanma+glibenklamid (pregli)
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Deneyde EPO; daha onceki yayinlarda renal I/R hasar1 tedavisinde kullanilan
ve etkinligi gosterilmis olan 500 IU/kg dozdan verilmistir. Glibenklamid dozu da
onceki yayinlarda renal I/R hasarinda koruyucu oldugu gosterilmis olan dozdan (40
mM/kg) verilmistir. Bu doz ayn1 zamanda mitokondriyal K-ATP kanal
inhibisyonunda kullanilan dozla ayn1 miktardadir. Glibenklamid toz seklinde
bulunmaktadir. Serum fizyolojik i¢inde tam olarak ¢6ziinmemektedir, maddenin
DMSO veya metanol i¢inde tam ¢oziinmesi miimkiindiir. Fakat bu maddelerin deney
seyrini etkileyebilecegi diigiiniilerek glibenklamid serum fizyolojik i¢inde
sulandirilarak hazirlanan solusyon i.p. olarak enjekte edilmistir. Tiim deney
gruplarina es zamanl olarak ve glibenklamidin sulandirildigi miktarda serum

fizyolojik i.p. olarak verilmistir.

Sicanlar 50 mg/kg ip ketamin ve rompun ile anestezi edildikten sonra aseptik
kosullarda femoral ven kateterizasyonu (PE50 kaniil ile) ve takiben orta hat

abdominal insizyonu yapilarak mesaneye PE100 kaniil yerlestirilmistir. Deney

boyunca viicut sicakligi rektal probla kontrollii 1sitmali deney masasinda 37+0.5 ©C
de sabit tutulmustur. Stabilizasyon periyodunu (15 dk) takiben protokole gore her iki
renal arter non travmatik vaskiiler klemple 45 dakika okliize edilmistir. Klempler
cikarilarak bobreklere kan akiminin yeniden gelmesi saglanmistir. Dort saatlik
reperflizyondan sonra her iki bobrek histopatolojik, biyokimyasal ve molekiiler

analizler i¢in ¢ikarilmistir.

Ilaglar grup protokollerine uygun olarak iskemiden 30 dk &nce verilmistir.
Onsartlanma 45 dk Iik iskemiden 30 dk dnce 5 dk iskemi ve takiben reperfiizyon
yapilarak olusturulmustur. ilaglar protokollerine uygun sekilde 5 dk iskemiyle

eszamanli olarak verilmektedir.

Deney boyunca mesane ve femoral ven kateterizasyonu yapilarak dakikalik
idrar akim hiz1 ve kreatin klerensi ile glomeriiler filtrasyon degerlendirilmek {izere
kan ve idrar 6rnekleri toplanmistir. Femoral vendeki kateter deney boyunca kan

aliminda kullanilmistir. Stabilizasyon periyodunu takiben kan glukoz diizeyini
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belirlemek amaciyla 0.2 ml’yi gegmeyen kan 6rnegi alinmistir. Deney sonu glukoz
Olclimii ise deney sonlandirilirken alinan kan 6rnegi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Kan
ornekleri 3000 devirde 4 °C de 10 dk santrifuj edildikten sonra serumlar1 alinarak
daha sonra 6l¢iim yapmak {izere temiz santrifuj tiiplerine konulmustur. Deney
boyunca toplanan idrar ve serum numuneleri mikrosantrifiij tiiplerde —80 °C lik derin

dondurucuda analiz zamanina kadar saklanmistir.

Kan basinci ve kalp hizi degerleri; reperfiizyon doneminde kuyruktan dlgiilerek

elde edilmistir.

Deney bitiminde ¢ikarilan ve homojenize edilen dokular ve kan 6rnekleri

sentrifiij edilmis; slipernatanlari alinarak yapilacak 6l¢iim yontemine uygun olarak —

80'C’de dondurucuda degerlendirmeler yapilana kadar saklanmigtir.

2. 3. 6.Tez Kapsaminda Degerlendirilen Parametreler:

a.Histopatolojik degerlendirme: Kortikal ve medullar bolgede glomertiler ve tiibiiler
yapilarin 151k mikroskopisiyle degerlendirmesi

b. Apoptosis degerlendirmesi i¢in bobrek dokusunda kaspaz-3 diizeyi

c. Renal fonksiyonlarin degerlendirilmesi: GFR ve tiibiiler fonksiyon acisindan
serum ve idrardan Na ve K diizeyi 6l¢iimii yapilarak Fraksiyone Na, K ¢ikist
degerlendirmesi, dakikalik idrar akim hizi, kreatinin klerensi tayini

d. Kan glukoz duzeyi baslangic ve deney sonu

e. Deney boyunca kuyruktan kan basinci kontrolii

f. Bobrek dokusunda HIF-1 alfa mRNA ekspresyonu

g. Bobrek dokusu TNF-alfa, IL-6 , nitrit diizeyleri

h. Bobrek dokusunda midkin diizeyleri
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2. 4. Analiz Yontemleri:

2. 4. 1. Histopatolojik inceleme:

% 10 formaldehit i¢inde fikse edilen dokular 5 um eninde kesitler alindiktan
sonra parafine gomiilmiis ve H&E ile boyanmustir. Kesitler Zeiss axioskop
fotomikroskopisi ile fotograflanmistir. Doku 6rneklerinin degerlendirilmesinde
Chatterjee ve ark. nin (2000; Kidney Int. ) Mc Winnie ve ark. modifiye methodu
kullanilarak bobrek hasari skorlanmistir. Rastgele alanlar segilerek kortikal bolge
X20 biiylitmede 25 alana bakilmis ve her bir alana diisen tiibiiler yap1
degerlendirilmistir. Sonugta her bir bobrek total 100 (en kétii) olarak skorlanmistir.

Degerlendirme yapilirken 4 skorlama kullanilmistir:1,2,3,4.

Skor 1: Normal histoloji

Skor 2: Tiibiiler hiicre sismesi, fircams1 kenar kaybi, niikleer yogunlasma, tiibiillerin
iist 1/3 iinde niikleer kayip

Skor 3: Skor 1 ile ayn1 parametreler fakat bulgular tiibiillerin st 2/3 {inde

Skor 4: Tiibiillerin iist 2/3 linden fazlasinda hasarlanma ve niikleer kayip olmasi

durumu.

2. 4. 2. Apoptosis Degerlendirilmesi:

Bobrek dokusunda apoptosis degerlendirilmesi i¢in kaspaz-3 diizeyi
kolorometrik olarak dl¢iilmiistiir. Doku protein diizeyi Bradford yontemi ile
Olciilerek; 100 g protein iceren doku 6rnegi, kaspaz-3 diizeyi i¢in
degerlendirilmistir.100 pg protein, assay tamponu ile dilue edilmistir (50 mM
HEPES, pH 7.4, 100 mM NacCl, % 0.1 CHAPS, 10 mM DTT, 2 mM EDTA, 2 mM
EGTA, %0.1Triton X-100). Kolormatik substratlarla (Ac-DEVD-pNA, Ac-YVAD-
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pNA, IETD-pNA, or LEHD-pNA..) 25° C’de inkiibe edilmistir. Final konsantrasyonu
pNA boyast’nin 405 nm de absorbansinin degerlendirilmesiyle belirlenmistir.
Sonuglar bilinen p-NA (pNitroanilin) konsantrasyonuna karsilik pM substrat/ dk/ pg

protein olarak verilmistir.

2. 4. 3. Doku Sitokin ve Midkin Diizeyi Ol¢iimii:

Bobrek doku 6rneklerinden elde edilen protein ekstreler1 proteaz inhibitorii
igeren (aprotinin, leupeptine, pepstatine, PMSF- her birinden 2 mg/ml) birj 150 lizis
soliisyonu (tris 1 M, EDTA 0.5 M, NaCl 5M, % 10 brij 96, % 10 NP40 suda) i¢inde
dokular buz igerisinde homojenize edilerek elde edilmistir. Homojenizasyon
sirasinda doku agirliklar: tartilarak lizis soliisyonundan 6rnek agirliginin 2 kati
olacak sekilde eklenmistir (Powergen homojenizator 125, Fisher Scientific).

Olgiimler yapilincaya kadar homojenatlar —80 ° C de dondurucuda saklanmustir.

Doku ve serum Ornekleri, kit prosediirlerine uygun olarak TNF-a
degerlendirilmek iizere ELISA yontemiyle 6l¢iilmiistiir. Yonteme gore TNF capture
antikoru (100ug/ml) 1ug/ml olucak sekilde 1 ml PBS i¢inde hazilanarak her bir
kuyucuga 100 pL konmustur. 16 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Takiben
PBS-Tween ile plak 2 defa yikanip her kuyucuga 200 uL bloklama solusyonu (%1
BSA; PBS i¢inde) konarak yarim saat 37 C °de yarim saatte oda sicaklginda
bekletilmistir. Bloklamay1 takiben 6rnekler ve TNF-a standartlar1 100 pL
kuyucuklara konulmustur. Standart 4ng/ml’den baslanip /2 %1 BSA PBS i¢inde
diliie dilmistir. Bu sekilde oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklar
PBS-Tween ile 4 defa yikanarak TNF detection antikoru (0.25 ug/ml %1 BSA
icinde) 100 uL konulmustur. Tekrar plak PBS-Tween ile 4 defa yikanip
Streptavidin-HRP 1/200 sulandirilarak her welle 100 uLL konmus ve yarim saat
inkiibe edilistir. Takiben PBS-Tween ile plak 4 defa yikanip her kuyucuga 100 uL
substrat soliisyonundan konularak renklenme olusuncaya kadar yaklasik 15 dakika
beklenmistir. Daha sonra her kuyucuga 50 ul stop solusyonu konup 450 nm’de

ELISA okuyucuda okutulmustur.
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IL-6 ve midkin diizeyleri de ayn1 konsantrasyonlardan baglanarak ve ayni

protokolle sadece uygun antikorlar kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

2. 4. 4. BCA (bicinchoninic acid) Protein Ol¢iim Kiti ile Protein Miktar
Tayini

BSA standarti hazirlanmasi: 2 mg/ml BSA ana stogu hazirlanir.

A----- 0 hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 300 ul stok

B-----125ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 375 ul stok

C-----325ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 325 ul stok

D-----175ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 175 ul B epedorfundaki soliisyondan
E-----325ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 325 ul C epedorfundaki soliisyondan
F-----325ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 325 ul E epedorfundaki soliisyondan
G-----325ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 325 ul F epedorfundaki soliisyondan
H----1400ul hacimde diliient (%0.9 NaCl) + 0

Final BSA konsantrasyonlart A (2000ug/ml), B (1500ug/ml), C (1000ug/ml), D
(750ug/ml),
E (500ug/ml), F (250ug/ml), G (125ug/ml), H (Oug/ml) olacak sekilde standartlar

hazirlanmistir.

ELISA plagina her standarttan ve orneklerden 25 ul konularak tizerine 200 ul
WR (¢alisma reaktani= 50A soliisyonu:1 B soliisyonu) eklenerek 3 saniye kadar
calkaliyici da plaka ¢alkalanmistir. Daha sonra 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilip 562
nm’de ELISA okuyucu da okutulmustur.
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2. 4. 5. Nitrit Ol¢iimii

Biyolojik sistemlerde NO nun in vivo olarak direkt 6l¢iimii, diisiik miktarlarda
olugmas1 ve olustuktan sonra hizla oksijen ile etkileserek reaksiyona girmesi
nedeniyle olduk¢a zordur. Bu nedenle, NO indikatdrii olarak onun stabl tirlinleri olan
nitrit ve nitrat 6l¢timii siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Diazotizasyon
yontemiyle nitrit miktar1 NO miktarin1 6l¢gmek amaciyla kullanilmustir.
Diazotizasyon yontemi, nitritin asidik ortamda primer bir aromatik aminle
(stilfanamid) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etidiamin (NEDD) ile renkli bir azo
tiirevi olugturmasi esasina dayanir (Griess Reaksiyonu). Sonugta olugan bilesik 545-
555 nm dalga boyundaki 15181 absorblayabilen mor bir azo boyasidir (Tunctan ve

Abacioglu, 1998).

Sulfanamid: H;POj ‘lin % 85 lik ¢ozeltisinden % 2.5 lik ¢ozeltisi suda
hazirlanir. % 2.5 lik H3PO4i¢inde % 1 lik siilfanamid hazirlanir. NEDD: % 2.5 lik
H3POjsicinde %0.1 lik NEDD ¢o6zeltisi hazirlanir. Standart i¢in sodyum nitritin saf
suda 0.25-50 uM araliginda diliisyonlar1 hazirlanir. Bu yontemde 6l¢iimii yapilacak
olan 6rnekten 100 pL alinir, 6l¢imde kullanilacak olan kuyucuklu kiiltiir plaklarina
yerlestirilir. Ornek iizerine 50 pL siilfanamid ¢dzeltisi ve 50 uL NEDD c¢ozeltisi
eklenir. Oda sicakliginda 15 dk bekleyen kiiltiir plaklar1 spektrofotometreye
yerlestirilir ve 6rneklerin verdigi absorbanslar 620 nm referans degere kars1 550 nm
de okunur. Cesitli diliisyonlarda sodyum nitrit hazirlanarak absorbans degerleri
okunur ve standart degerleri ile kalibrasyon denklemleri elde edilir. Orneklerde
okunan absorbans degerlerinden , bu kalibrasyon denklemler kullanilarak

orneklerdeki nitrit miktarlar1 hesaplanir.

2. 4. 6. Doku mRNA Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi:

Referans protokollerine uygun olarak bobrek dokusundan total RNA;
guanidinium thiocyanate fenol kloroform ekstraksiyon yontemiyle elde edilmistir.

Orneklerdeki RNA miktar1 UV spektrometre ile OD260 de 6lgiilerek; RNA larin
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degradasyonu ve biitlinliigii agaroz (%1,5 TAE) jelde degerlendirilmistir. DNA
kontaminasyonunu engellemek i¢in 6rnekler DNA ase ile muamele edilmistir.
Konsantrasyon hesabi yapilarak, her bir 6rnekten 1pugr RNA kullanilarak cDNA
sentez kiti ile 20 uL cDNA ya ¢evrilmistir. cDNA 6rnekleri daha sonraki HIF-1 o
mRNA diizeyinin degerlendirilmesinde kullanilmak {izere derin dondurucuda -80 °C
de saklanmugtir.

PCR protokollerinde her bir degerlendirme i¢in 1 pL. cDNA, 1uL reverse
primer, 1 uL forward primer, 0.5 pL tag polimeraz, 5 pL MgCI2, 5 uL PCR
tamponu kullanilmistir. Internal kontrol olarak B-aktin geninin mRNA’s1
kullanilmistir. Elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip
dansitometrik analizi yapilmis ve kontrol gruplari ile karsilastirilarak ekspresyon

ifadelerindeki degisim gosterilmistir.

mRNA ekspresyonlarinda kullanilan primer dizileri:

HIF-1 a forward 5’-TGC TTG GTG CTG ATT TGT GA-3’
HIF-1 areverse 5°-GGT CAG ATG ATC AGA GTC CA-3’
3-Actin

Forward, 5'-GTAGCCATCCAGGCTGTGTT-3*

Reverse 5-CCCTCATAGATGGGCACAGT-3'

PCR protokol: 94 0C de 30 saniye, 60 0C 1 dk, 70 0C 2 dk seklinde 34 sikliiste
degerlendirilmistir (Powell ve ark., 2002).

2. 4. 7. Ure, Kreatinin, Glukoz, Na, K Ol¢iimii

2. 4.7.1. Glomeruler Filtrasyon Hizi, Fraksiyone Na ve K Atilimi

Hesaplanmasi

Deney sonlandirildiginda hem sitokin analizleri i¢cin hem de deney siiresince
glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlar1 degerlendirebilmek i¢in kan 6rnegi alinmistir.

Deney siiresinde mesaneye yerlestirilen kateter yardimiyla idrar 6rnekleri
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toplanmustir. Total idrar voliimii katederden takip edilmis ve glukoz, kreatinin, Na,
K, iire diizeyleri idrar ve serum 6rneklerinde otoanalizér (Roche 900 otoanalizdr) ile
uygun kitler kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler kreatinin klerensi,

fraksiyone Na ve K atilim1 hesaplanmasinda kullanilmistir.

Kreatinin KlirenSi = (Idrar Konsantrasyonu X j:drar VOlﬁmﬁ / (Plazma Konsantrasyonu X

zaman)

FeNa (%) = (Idrar Na X plazma kreatinin) / (Idrar kreatinin X Plazma Na) X 100

FeK (%) = (Idrar K X plazma kreatinin) / (Idrar kreatinin X Plazma K) X 100

2.5. istatistiksel Analiz:

Parametrik sonuglarin analizi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
yapilmistir. Deney sonuclarina gore gerekli goriildiiglinde uygun istatistiksel islemler
de eklenmistir. Grup ortalamalar1 farkli bulunan sonuglara Tukey testi uygulanmistir.
Sonuglar ortalamat+ SEM olarak verilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

3. BULGULAR

Calisma kapsaminda siganlarda deneysel iki tarafli renal IR modeli
olusturulmustur. EPO’ nun IR hasarindaki etkisi belirlenmis ve bu etkinin K-ATP
kanal inhibitorii glibenklamid ile inhibe edilip edilemedigi arastirilmistir. Calisma;
200-250 gr agirliginda her iki cinse ait 100 adet Spraque-Dawley tiirii si¢an ile 10
grupta (n=10/grup) gergeklestirilmistir.

Grup I: Sham opere, saline enjekte ip,



57

Grup II: Sham opere+ 500 IU/kg EPO ip,

Grup III:Sham opere+glibenklamid (K-ATP kanal blokorii-40 mM/kg),
Grup IV: Sham opere+EPO+glibenklamid ip,

Grup V: Kontrol. I/R yapilmis salin enjekte,

Grup VI: I/R +500 IU/kg EPO ip,

Grup VII: I/R+06nsgartlanma,

Grup VIII: I/R+ glibenklamid,

Grup IX: IR+EPO-+glibenklamid,

Grup X: I/R+06nsartlanma+glibenklamid.

3.1. Histopatolojik Degerlendirme:

Bobrek dokularindaki hasarlanma degerlendirilirken rastgele alanlar segilerek
kortikal bolge X20 biiylitmede 25 alana bakilmig ve her bir alana diisen tiibiiler yap1
degerlendirilmistir. Orneklerde 4 skorlama kullanilmistir: 1,2,3,4 (Sekil 3.1).

Skorl: Normal histoloji

Skor 2: Tiibiiler hiicre sismesi, firgamsi1 kenar kaybi, niikleer yogunlasma,
tiibiillerin iist 1/3 tinde niikleer kayip

Skor 3: Skor 1 ile ayn1 parametreler fakat bulgular tiibiillerin {ist 2/3 iinde

Skor 4: Tiibiillerin st 2/3 iinden fazlasinda hasarlanma ve niikleer kayip

olmasi durumu.
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Sekil 3.1: Gruplarin degerlendirilmesinde kullanilan skorlamaya 6rnek bobrek

dokular1. A: normal histoloji, B: skor 1, C: skor 2, D: skor 3

Sham grubunun doku skorlar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir.
Glibenklamid verilen grupta doku hasar skoru artmis olsa da istatistiksel olarak

anlamli ¢ikmamustir.

I/R grubunun tiibiiler hasar skorlari; sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artmis bulunmustur (p<0.001). I/R-EPO, I/R-glibenklamid (I/Rgli), I/R-
Onsartlanma (pre), I/R-glibenklamid-6nsartlanma (pregli) gruplarinda tiibiiler hasar
skorlar1 sham grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0.001). I/R hasar1 déncesi EPO
tedavisi, Onsartlanma (p<0.001) ve glibenklamid tedavisi (p<0.05); I/R ye bagh
bobrek hasarini azaltmistir. Glibenklamid tedavisi; hem EPO tedavisine hem de
Ongartlanmaya bagli diizelmeyi azaltmaktadir (p<0.001) (Sekil 3.2). (Sham: 7,1+0,7;
shamepo: 6,440,9; shamgli: 8,3+0,9; shamgliepo: 7,6+0,7; IR: 86,6+3,7; IRepo:
15,4+1,7; IRgli: 67,8£3,9; IRepogli: 23,6+2,3; pre: 11,9+1,7; pregli: 44,3+4,7 ).
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Sekil 3.2: Histopatolojik inceleme sonucunda her bir gruptan elde edilen skorlar.

Sonuglar ortalama = SEM olarak verilmistir (n=6)

* Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamli farklar1 olan gruplari ifade

etmektedir
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3.2. Apoptosis Sonuglari:

I/R hasar1 sonras1 bobrek dokusunda kaspaz-3 diizeyi artmistir (p<0.001,
n=10). EPO, glibenklamid tedavisinin tek baslarina ve kombine kullanimlar1 ve

Onsartlanma I/R sonrasi hasar1 belirgin sekilde azaltmigtir (p<0.000).

EPO tedavisi ve ongartlanma I/R sonrasi hasar kontrol diizeyine yaklagmistir

(p<0.05).

Glibenklamid tedavisi; I/R sonrasi hasari azaltmis olmasina ragmen; EPO ve

Onsartlanma grubundaki koruyucu etkiyi de azaltmis bulunmustur (p<0.001).

Sham grubuna EPO, glibenklamid, EPO ve glibenklamid beraber
uygulanmasinin bobrek apoptosisine etkisi anlamli bulunmamistir. Sham: 8+0,9;
shamepo: 11+0,8; shamgli: 13£1,9; shamgliepo: 12+1,7; IR: 195+3,7; IRepo:
18+1,8; IRgli: 112+5,9; IRepogli: 3242.9; pre: 17+1,1; pregli: 56+4,2 (Sekil 3.3)

250
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Sekil 3.3: I/R hasar sonucu apoptosis degerlendirilmesi, gruplarin doku kaspaz-3
diizeyleri: Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir (n=10). Sham grubu ile istatistiksel
olarak anlamli farklar1 olan gruplar * p<0.001, ** p<0.05 olarak gosterilmistir.
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3.3. Doku Sitokin Diizeyleri:

3.3.1.TNF-a Diizeyi

I/R hasar1 sonrasi, bobrek dokusunda proinflamatuvar sitokin TNF-a diizeyi
artmistir (p<0.001, n=10). EPO tedavisi ve ongartlanma I/R sonras1 TNF-a diizeyi
artisim1 belirgin sekilde azaltmistir (p<0.001), bu gruplar ve kontrol grubu arasinda
ise istatistiksel fark bulunamaistir. Glibenklamid tedavisi; I/R sonras1 TNF-a
diizeyini azaltmis olmasina ragmen; EPO ve Onsartlanma grubundaki TNF-a diizeyi

artmasina neden olmustur (p<0.001).

Sham grubuna EPO, glibenklamid, EPO ve glibenklamid beraber
uygulanmasinin bobrek TNF-a diizeyine etkisi istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (Sekil 3.4). (Sham: 386+£38; shamepo: 411+42; shamgli: 465+47;
shamgliepo: 489+52; IR: 5053+183; IRepo: 721+30; IRgli: 2898+101; IRepogli:
1275+88; pre: 717+75; pregli: 1418+62 pg/ml).
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Sekil 3.4: Doku TNF-q diizeyleri . Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir.
Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamli farklar1 olan gruplar1 ifade
etmektedir
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3.3.2. Doku IL-6 Diizeyleri:

I/R hasar1 sonrasi bobrek dokusunda proinflamatuvar sitokin IL-6 diizeyi
artmistir (p<0.001, n=10). EPO tedavisi ve dngartlanma I/R sonras1 IL-6 diizeyi
artisgin1  belirgin sekilde azaltmistir (p<0.001). Glibenklamid tedavisi; I/R sonras1 IL-
6 diizeyini azaltmis olmasina ragmen; EPO ve Ongartlanma grubundaki IL-6 diizeyi

artmasina neden olmustur (p<0.001).

Sham grubuna EPO, glibenklamid, EPO ve glibenklamid beraber uygulanmasinin
bobrek IL-6 diizeyine etkisi goriilmemistir. EPO tedavisi ve 6ngartlanma sonrasi
doku IL-6 diizeyleri sham grubu diizeylerine yaklasik degerlere diigsmiistiir. (Sham:
716+66; shamepo: 700+47; shamgli: 595+39; shamgliepo: 663+65; IR: 3050+246;
IRepo: 868+47; IRgli: 1850+78; [Repogli: 1786+72; pre: 577+£74; pregli: 180652
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Sekil 3.5: Doku IL-6 diizeyleri . Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir.
Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamli farklar olan gruplar ifade etmektedir.
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3.4. Doku Midkin Diizeyleri:

EPO ve glibenklamid uygulanan hayvanlarin bobrek dokularinda midkin
diizeyleri kontrole gore anlamli farkli bulunmamustir. I/R hasar1 dokuda midkin
diizeyini arttirmistir (p<<0.001). EPO uygulanan I/R grubunda midkin diizeyi artarken
(p<0.001), glibenklamid uygulamasi I/R sonrasi midkin diizeyini azaltmistir
(p<0.001). Onsartlanma grubunda da EPO grubuna benzer etkiyle I/R grubuna gore
midkin diizeyi artmis ve artis da glibenklamid uygulamasi ile azalmistir (p<<0.001).
Sekil 3-6° de tiim gruplara ait bobrek dokusu midkin diizeyleri goriilmektedir.
(Sham: 766+41; shamepo: 786+51; shamgli: 596+71; shamgliepo: 731+61; IR:
2552498; IRepo: 4697+271; IRgli: 1840+128; [Repogli: 2486+376; pre: 3755+248;
pregli: 1552486 pg/ml).
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Sekil 3.6: Doku midkin diizeyleri . Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir.
Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamli farklar1 olan gruplar ifade
etmektedir.
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3.5. Doku Nitrit Diizeyleri:

EPO verilen saglikli hayvanlarda bobrek dokusu nitrit diizeyi kontrole gore
artmis, glibenklamid verilen grupta ise azalmis bulunmustur (p<0.05). I/R uygulanan
grupta doku nitrit diizeyi sham grubuna gore belirgin sekilde artmistir (p<<0.000).
hem EPO tedavisi hem de glibenklamid uygulamasi doku nitrit diizeyini azaltmistir,
bu etki glibenklamid grubunda daha belirgindir (p<0.001). Sekil 3.7’ de tiim gruplara
ait bobrek dokusu nitrit diizeyleri goriilmektedir. (Sham: 2496+26; shamepo:
3191+43; shamgli: 1626+22; shamgliepo: 1601£31; IR: 5003+121; IRepo: 3505+42;
IRgli: 2296+33; IRepogli: 2296+37; pre: 3681+72; pregli: 2771+£39 uM/g doku).

[e2]
o
o
o

5000

4000 -

3000 -

2000 -

-0l

nitrit dizeyleri (MikroM/g wt)

o

Sekil 3.7: Doku nitrit diizeyleri : Sonuclar ortalama + SEM olarak verilmistir.
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3.6.Doku mRNA Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi:

Sekil 3.8: Sham grubu bobrek dokusunda HIF-1a ve B-aktin mRNA ekspresyonlari ve
molekiiler agirlik standarti. HIF-1a ve B-aktin mRNA ekspresyonlari yaklagik olarak
sirastyla molekiiler agirlik standartinin 200 ve 500 bp a denk gelen bolgelerinde goriilmiistiir.

sham I/R sham S-EPO I/R I/Repo Sham Pre I/R Pregli

Sekil 3.9: Dokularda HIF-1a m RNA ekspresyonlar1 (n=3): I/R hasar1 bobrek dokusundan
HIF-1a mRNA ekspresyonunu azaltirken EPO ve 6nsartlanma HIF-1a ekspresyonunu
arttirmistir. Glibenklamid uygulamasi her iki tedavinin HIF-1a. mRNA {izerindeki arttiric
etkisini azaltmistir. Sekil 3.8’de sham, sham-EPO, I/R-EPO, 6nsartlanma, énsartlanma
glibenklamid gruplarindaki HIF-1a mRNA ekspresyonlar1 goriilmektedir.
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3.7. Kardiyo- Renal Fonksiyonlarin Degerlendirilmesi:

Deney boyunca kuyruktan sistolik kan basinci tayini ve kalp hizi1 6l¢timii 4 kez
yapilmistir,  ortalamast  alinarak  degerlendirilmeye  katilmistir.  Deney
sonlandirildiginda glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlar1 degerlendirebilmek i¢in kan
ornegi alinmis ve deney siiresince toplanan idrar 6rnekleri ile beraber {ire, kreatinin,
Na, K, diizeyleri 6l¢iimiinde kullanilmistir. Elde edilen degerler kreatinin klerensi,

fraksiyone Na ve K atilim1 hesaplanmasinda kullanilmistir.

3.7.1. Gruplara Gore Sistolik Basing¢, Kalp Hizi, Kan Glukoz Diizeyleri:

Sham grubunda EPO ve glibenklamid uygulamasi sistolik kan basinci (SP) ve
kalp hiz1 (HR) lizerinde degisiklik yaratmamistir. I/R grubunda, SP ve HR sham
grubuna gore belirgin sekilde artmistir (p<0.01). I/R sirasinda EPO tedavisi yiikselen
kan basincini ve artmis kalp hizini azaltmistir (p<0.05). Onsartlanma; I/R ya bagli SP
ve HR degerlerini sham grubuna yaklastirmisken, glibenklamid uygulamasi hem

EPO’ nun hem de 6nsartlanmanin SP ve HR iizerindeki etkisini azaltmistir.

Kan glukoz diizeyi EPO uygulamasinda degisiklik gdstermemis olmasina
ragmen glibenklamid tedavisi sonrasi diismiistiir (p<0.05). I/R grubunda deney
sonunda kan glukoz diizeyi kontrole gore yliksek bulunmustur (p<0.001). I/R
sonrasindaki artan kan glukoz diizeyi; EPO, glibenklamid, 6nsartlanma uygulamasi
ile azalma gostermistir (p<0.05). Gruplarin SP, HR ve serum glukoz diizeyleri tablo

4 de verilmistir.
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Tablo.4: Gruplara gore sistolik basing, kalp hizi, kan glukoz diizeyleri: Sonuclar

ortalama+ SD olarak verilmis, p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Grup Sistolik basing Kalp hizx

SP (mmHg) HR (atim/dk) Glukoz (mg/dl)

120+13 270+33 210£23
Sham
Sham-EPO 117114 256126 234445
Sham-gli 123+16 285438 134127
Sham-EPO-gli 121£19 271£26 194145
I/R 195+17 420136 478143
I/R-EPO 146+12 345+44 286+38
I/R-gli 171£13 401+36 312434
I/R-EPO-gli 148+12 396443 297143
Onsartlanma 135+21 370+40 27656
Onsartlanma-gli | 181416 412445 321465

3.7.2. Glomeriiler ve Tiibiiler Fonksiyonlarin Degisimleri:

Sham opere gruba EPO uygulanmasi serum tire ve kreatinini anlamli olarak
degistirmedigi halde glomeriiler filtrasyon hizin1 (GFR) arttirmistir (p<0.05). Ayni
gruba glibenklamid tek basina uygulandiginda ise serum iire ve kreatinin diizeyleri
artmis, GFR ise azalmis bulunmustur (p<0.05). EPO ve glibenklamid beraber

uygulanan sham grubunda ise bobrek fonksiyonlar: normale yakin bulunmustur.

I/R sonras1 bobrekteki hasarlanma bobrek fonksiyonlarina da yansimustir.
Serum {ire, kreatinin diizeyi kontrole gore yaklasik 2-3 kat artmistir (p<<0.001). GFR

sham grubuna gore azalmistir (p<<0.001). I/R hasarindan 6nce EPO uygulanmasi
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serum iire, kreatinin diizeylerini kontrol grubuna yakin degerlere ulastirmis, GFR
diizeyini de istatistiksel olarak anlamli arttirmistir. I/R hasar1 6ncesi glibenklamid
uygulanan grupta serum iire diizeyi ve GFR diizeyi I/R grubuna gore farklilik
gostermedigi halde serum kreatinin diizeyi azalmis bulunmustur (p<0.05).
Onsartlanma I/R ye bagli serum iire ve kreatinindeki artis1 azaltmis, I/R sonrast GFR’
deki azalmay1 da kontrole yakin degerlere getirmistir (p<<0.001). Glibenklamid
uygulamas1 hem I/R 6ncesi EPO uygulamasinin hem de 6nsartlanmanin etkilerini

azaltmistir.

EPO ve/veya glibenklamid uygulamasi sham grubunda fraksiyone Na (Frak Na
(%)) ve K atilim yiizdelerinde (Frak K (%)) anlaml1 degisiklik yaratmamistir. I/R
hasar1 hem Frak Na hem de K yiizdelerini arttirmistir. I/R 6ncesi EPO uygulamasi
her iki degeri de diisiiriirken (p<0.05), glibenklamid uygulanan grupta I/R
degerleriyle benzer sonuglar elde edilmistir. Onsartlanma sonras1 normal degerlere
yaklasan fraksiyone Na ve K atilimini glibenklamid uygulamasi I/R degerlerine

benzer sekilde arttirmistir.

Tibiiler ve glomeriiler fonksiyonlardaki degisim tablo.5 de gdsterilmistir.
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Tablo 5: Gruplara gore renal fonksiyonlarin degerleri: Sonuglar ortalama+ SD

olarak verilmis, p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Grup Ure Kreatinin GFR (ml/dk) |Frak Na (%) |Frak K (%)
Sham 34413 0.86+0.33 0.99+0.33 0.89 £0.76 2345
Sham-EPO 27114 0.71+0.26 1.48+0.26 0.93 £0.36 2716
Sham-gli 54+16 1.3440.38 0.54+0.38 1.12 £0.56 2148
Sham-EPO- (41+19 0.9840.26 0.9840.26 1.03+0.37 22+6
gli

I/R 75+17 2.3210.36 0.32+0.36 2.751+0.98 4315
I/R-EPO 5612 1.15+0.44 0.7510.44 1.34+0.83 33+8
I/R-gli 66x13 1.87+0.36 0.37+0.36 2.934+0.58 4519
I/R-EPO-gli | 68+12 1.45+0.43 0.45+0.43 1.89+0.33 3716
Onsartlanma |45+21 1.12+0.40 0.82+0.40 1.331£0.21 3316
Onsartlanma- | 61416 1.42+0.45 0.62+0.45 2.1310.33 37+8

gli
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4. TARTISMA

Eritropoietinin hematopoezdeki rolii ve dolasimdaki EPO’ nun baslica
kaynaginin bobrek oldugu ve endokrin fonksiyonlar: uzun yillardir bilinmektedir.
EPO yapiminin ve reseptorlerinin bobrek disi dokularda da oldugunun
gosterilmesiyle beraber EPO’nun baska etkileri olabilecegi diisiiniilerek endokrin
etkilerinin yanisira parakrin etkileri de ¢alisilmaya baglanmistir. Hipoksiyle ve
metabolik stresle yapimi uyarilan EPO’nun koruyucu etkisinin gosterildigi en énemli
mekanizma I/R hasaridir. EPO’nun kardiak, gastrointestinal, néronal sistem gibi pek
cok doku ve hiicrede iskemik, metabolik ve oksidatif hasarda koruyucu oldugu
bulunmustur. Son yillarda bu koruyucu etkinin renal sistem iizerinde de gegerli
oldugu gosterilmistir. EPO tedavisi iskemiden 6nce tek doz kullanildiginda dahi
renal toksititede, akut iskemik yetmezliklerde ve iskemi-reperfiizyon hasarinda
koruyucu bulunmustur (Bagnis ve ark. 2001, Vesey ve ark. 2004, Spandou ve ark.
2006). Yeni calismalarla gerek iskemi-reperfiizyon hasari olus mekanizmalarina
gerekse EPO’nun bu siiregteki koruyucu etkisini agiklamaya yonelik yeni bilgiler
eklenmektedir. Bu konuda tartismali olan mekanizmalardan birisi K kanallarinin
iskemik olaya katilimidir. EPO’nun kardiyak I/R hasarinda koruyucu etkisinde K-
ATP kanallarinin aktivasyonunun énemli oldugu bulunmustur (Joyeux-Faure ve ark.
2006, Hanley ve Daut 2005), oysa renal I/R hasarinda K-ATP kanal inhibitorii
uygulamasinin I/R hasarindan koruyucu olduguna dair ¢alismalar mevcuttur
(Pompermayer ve ark. 2005). Bu ¢alismanin amaci I/R hasar1 6ncesi tek doz EPO
uygulamasinin renal I/R hasarina etkisi, bu etkide K-ATP kanallarinin katkisinin

aci8a ¢ikarilmasidir.

Calismada kisa siireli (45 dk) iskemi renal arter ve ven iki tarafl
klemplenerek uygulanmis ve hayvanlar reperfiizyondan sonra 4 saat takip edilmistir.
EPO, 6nsartlanma ve/ veya glibenklamid uygulamasi; I/R hasarindan 30 dk once
yapilmustir. Kirk bes dk siireli iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon renal dokuda tiibiiler

hasar olusturmaya yeterli olmustur. Histopatolojik ve biyokimyasal olarak
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degerlendirildiginde I/R grubunda doku hasar1 artmis bulunmustur. EPO tedavisi
uygulanmasi ile sham grubunda histopatolojik incelemeler ve sitokin diizeyleri
arasinda fark bulunmadig: halde bu grupta SP ve HR degismeksizin GFR artmis
bulunmustur. EPO verilen grupta doku nitrit diizeyleri de diger gruplara gore daha
yiiksektir. Vaziri ve ark. (1995) normal si¢anlarda tek doz EPO enjeksiyonu sonrasi
kardiovaskiiler ve renal parametrelerde degisiklik bulamamis Tojo ve ark. (1996)
1000 IU/kg EPO enjeksiyonunun hipertansif si¢ganlarda vazokonstriksiyona ve kan
basinci artisina neden oldugunu, normal si¢anlarda kan basincinda hafif bir diisme
yaparken GFR’ de degisiklik yapmadigin1 bulmuslardir. Panzacchi ve ark. (1997) ise
EPO tedavisinin renal kan akiminda artisa neden olarak GFR’ de artisa yol acgtigini
gostermislerdir. del Castillo ve ark. (1995) EPO uygulamasinin endotelde ve
bobrekte NOS yapimini arttirdigini gostermislerdir. Daha 6nce yapilan ¢aligmamizda
(Uzuner ve Yazihan, 2004) tek doz EPO uygulamasinin GFR’ de artisa neden
oldugu, bu etkinin NOS blokorii L-NAME ve NMDA R blokéri ketamin ile bloke
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Her iki
calismada da bobrek nitrit diizeyleri artmigtir. Nitekim bu ¢alismada sham grubunda
EPO uygulanan grupta GFR’ deki artis doku nitrit diizeylerindeki artis ile korele

bulunmustur.

I/R grubunda doku nitrit diizeyi diger gruplara gore anlamli artis gostermistir.
Bu grupta pro-inflamatuvar sitokin TNF-a ve IL-1f diizeyleri de yiikselmistir.
Artmis inflamasyon I/R hasar1 gelisiminde 6nemli mekanizmalardandir. I/R’ ye bagh
dokuya kan akimui artis1 ve endotel hasar1 gelisimiyle beraber dokuya 16kosit
ekstravazasyonu da artmaktadir. Ortamda biriken 16kosit ve makrofajlar aktive
olmakta, dokuda nitrit yapimi ve sitokin salinimi artmaktadir. Bu durum birbirlerini
tetikleyen olaylarin aktive olmasin ve siirekliligini saglamaktadir. Vazodilator etkisi
bulunan NO’ daki artis da, reperfiizyon sirasinda kan akiminin artmasina neden

olarak I/R hasarinda artisa katkida bulunabilir.

Doku nitrit diizeyleri gerek EPO verilen grupta gerekse onsartlanma
uygulanan gruplarda I/R grubuna gére daha diisiik olmasina ragmen, glibenklamid

uygulanan gruba gore daha yiiksektir. I/R hasarindan énce EPO ve 6nsartlanma
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grubunda glibenklamidin beraber uygulanmasi her iki grupta da doku nitrit
diizeylerinin azalmasina neden olmustur. K-ATP kanallar1 ayn1 zamanda hipokside
aktive olan iyon kanallardir. Hipoksik ve hipoglisemik kosullarda olusan
vazodilatasyona K-ATP kanallarinin aracilik ettigi gosterilmistir. I/R hasarindan
once glibenklamid uygulanan grupta K-ATP kanallarinin blokajina bagh reperfiizyon
sirasindaki vazodilatasyon da azalmis olabilir. Bu durum ortamda inflamatuvar
hiicrelerin toplanmasini ve dolayisiyla pro-inflamatuvar sitokin diizeyini azaltmis
olabilir. Olasilikla buna bagli olarak doku nitrit diizeyi de I/R grubuna goére daha
diisiikk bulunmustur. Glibenklamid uygulanan I/R grubundaki rolatif iyilesme nedeni
K-ATP kanal blokajina bagli vazokonstriksiyon nedeniyle olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu grupta kaspaz-3 diizeyi de I/R grubuna goére daha az

bulunmustur.

NO’ nun; vazodilatasyon yaparak, hipoksik dokuya kan akimini arttirmasinin
yanisira dokuda HIF-1 aktivasyonunu inhibe edici etkisi de mevcuttur. HIF-1 hiicre
icine glukoz transportunu stimiile eder. Hipoksik kosullarda hiicrenin enerji
gereksiminde oksidatif fosforilasyondan ziyade glikolitik yola gidis s6z konusudur.
Bu olay hiicrenin hipoksiye adaptasyonunda olduk¢a 6nemlidir (Faton ve ark. 2000).
NO bobrekte oksijen kullaniminin kontroliinde ve bobregin kimyasal islerinin
diizenlenmesinde dnem tagir. NO sentezini uyaran maddelerin bobrek tubullerinde
her bir Na+ emilimi i¢in gerekli olan ATP miktarini azalttig1 da gosterilmistir. NO
si¢an kalp ve iskelet kas mitokondrilerinde sitokrom c aktivitesini inhibe etmektedir
(Laycock ve ark. 1998). Bobrekte Na+-K+ ATP az aktivitesi en ¢ok enerji gerektiren
olaydir. Sodyumun geri alimi igin gerekli enerji ve yapilan is dogrudan bdbregin sarf
ettigi oksijen miktartyla iligkilidir ve bobregin oksijen gereksimini belirler.
Noradrenalin ve bradikinin gibi bobrekte NO salinimina neden olan maddeler,
kortikal ve medullar O, kullanimin1 azaltirken , L-NAME gibi NOS blokdrleri her bir
Na+ i¢in harcanan ATP miktarini arttirmaktadirlar (Blantz ve ark. 2002, Laycock ve
ark. 1998). EPO ve 0nsartlanma uygulamasi sirasinda beliren koruyucu etkide, artan
NO’ nun bobrek tiibiil fonksiyonlarinda enerji kullanimini diizenleyici etkisinin

katkisi olabilir.



73

Kaspaz-3, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasini takiben
sitokrom ¢ yapiminin artmasi ve sitozolde diizeyinin artmasiyla aktive olan apoptotik
yolun en dnemli gdstergelerindendir. I/R grubunda apoptosis gostergesi olan kaspaz-
3 diizeyi de sham grubuna ¢ok yiiksek bulunmustur. I/R hasar1 siirecinde hem EPO
tedavisi uygulamasinin hem de K kanal inhibitorii olan glibenklamid uygulamasinin
kazpaz-3 diizeyini diisiirmiis olmasi ve diger parametreleri de kontrol grubuna
yaklastirmig olmasi ilgingtir. Onsartlanma uygulanan grupta da I/R grubuna gore gok
belirgin diizelme gozlenmistir. EPO ve 6nsartlanma tedavisinin I/R sonrasi hasara
etkisi benzer diizeylerdedir. Glibenklamid uygulanmasi tek basina I/R hasarini
azaltmigsa da bu diizey EPO ve 6nsartlanma gruplarinda oldugu kadar belirgin
degildir , ayrica glibenklamid uygulamas: EPO ve dngartlanma ile beraber

uygulandiginda her iki gruptaki diizelmeyi de inhibe ettigi gozlenmistir.

HIF-1a ; iskemiye adaptasyonu saglayan VEGF, glukoz metabolizmasinda
yer alan enzimler gibi ¢ok sayida genin aktivasyonu, pek ¢ok molekiiliin
ekspresyonunun baslamasinda rol alan 6nemli bir molekiildiir. EPO uygulanan ve
onsartlanma uygulanan gruplarda HIF-1a mRNA ekspresyonu da artmugtir. I/R
grubunda ise HIF-1a mRNA ekspresyonu sham grubuna gore azalmis bulunmustur.
EPO yapim ve uyariminin HIF-1a sekresyonu sonrasi aktive oldugu ve bu sekilde
iskemik hasara kars1 koruyucu diisiiniilmektedir. Onsartlanmada da EPO/HIF yolu
cok dnemlidir. Noronal hipoksik hasarda EPO yapimini takiben JAK2’ nin fosforile
oldugu ve NFkb bagimli endojen anti-apoptotik XIAP ve cIAP-2 genlerinin
yapiminin artti1 gosterilmistir (Digicaylioglu ve Lipton 2001).

EPO ve Onsartlanmanin iskemik hasardan koruyucu etkisinde sadece NFkb
degil protein kinaz B ve akt/ PI3K hiicre i¢i sinyal yollar1 da katilmaktadir. K-ATP
kanallar1; akt/ PI3K sinyal yollarinin aktivasyonunda ¢ok énemlidir (Rafiee ve ark.
2005). EPO ve dnsartlanma sonrasi koruyucu etkinin ve HIF-1o. mRNA
ekspresyonun glibenklamid uygulamasi ile azalmasi bu etkide K-ATP kanal
blokajinin 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir. K kanallar1 6zellikle K-ATP kanallar
Onsartlanmada aktive olan 6nemli mekanizmalardan biridir. Calismamiz sirasinda da

Onsartlanmanin renal I/R hasarinda koruyucu oldugu, bu etkinin K-ATP kanal
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blokorii glibenklamid ile inhibe oldugu bulunmustur. Bu etki hem histopatolojik
bulgularla, hem inflamatuvar sitokin diizeylerindeki degisimlerle hem de glomeriiler

ve tiibiiler fonksiyon degerlendirmeleriyle desteklenmistir.

Ozellikle tiibiiler fonksiyonlar1 diisiiniildiigiinde oksijene ¢ok hassas olan bu
hiicreler ortamin pH’1, metabolik artiklar, ATP miktar1 ve en 6nemlisi PO, de
degisimlerden 6nemli derecede etkilenirler. K kanallarinin hiicrede etkileri hiicre
membraninda olmasina veya mitokondriyal membranda yer almasina gore degisir.
Hiicre membranindaki K kanallarinin kapanmasi ile hiicre depolarize olur ve hiicre
i¢i kalsiyum miktar1 artarken, mitokondriyal K kanallar1 mitokondrinin i¢
membraninda bulunup matriks volumii, matriks kalsiyum miktar1 ve solunum hizini
kontrol eder. (Hanley ve Daut, 2005). EPO’ nun 6nsartlanma benzeri bir etki
gostererek renal I/R hasarindan koruyucu etkisinde ATP bagimli K kanallar1 etkin

olabilir.

Midkin heparin baglayan multifonksiyonel faktordiir. Bobregin I/R hasarinda
onemli rolleri oldugu gosterilmistir. Midkin, hiicre yasamini uzatir, mitojenik etki
gosterir, néronlarin, nétrofillerin ve makrofajlarin migrasyonunu uyarir, fibrinolitik
aktiviteyi arttirir (Sato ve ark., 2001). Bobrekte I/R hasar1 olusturuldugunda
proksimal tiibiillerde midkin ekspresyonunun ii¢ kat arttig1 bulunmustur. Midkin -/-
farelerde I/R hasarinin daha az olduguna dair yayinlar olsa da; inmeye bagl 6len
hastalarin postmortem c¢alismalarinda midkin ekspresyonunun daha fazla oldugu
alanlardaki dokularin diger alanlara gore daha iyi durumda oldugu bu nedenle de
midkin ekspresyonunun iskemik ve inflamatuvar hasardan koruyucu olabilecegi
diisiiniilmistiir (Lien ve ark., 2003, Wada ve ark., 2002). Bu ¢aligsmalar;
I/Rhasarindan giinler sonra yapilan degerlendirmelerdir. Calismada midkin +/+
farelerde MCP-1 ve IL-8 gibi kemokin ve kemoatraktan molekiillerin diizeyi daha
yiiksek bulunmusken, midkin -/- farelerde bu molekiil diizeyleri daha diisiik
bulunmustur (Sato ve ark., 2002). Bizim ¢alismamizda da I/R hasar1 olan bobrek
dokusunda midkin diizeyinin kontrol gruplarina gore I/R hasarini takiben 4 saat
icinde artmis oldugu bulunmustur. EPO tedavisi ve 6nsartlanma uygulanan gruplarda

ise bu artig daha belirgindir. Glibenklamid uygulamasi bu gruplarda midkin doku
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diizeyini azaltmistir. Bu durum I/R sirasindaki doku midkin artisinin sadece notrofil
ve makrofaj aktivasyonu degil, dokularda anti-apoptotik etki de gostererek koruyucu
olabilecegini de diisiindiirmektedir. Fakat ¢calismamizda I/R sonrasi uzun dénem
takip yapilmamustir. Ilging olan bobrek dokusunda normal kosullarda da yogun
midkin sekresyonunun varliginin gézlenmesidir. Midkinin farkli dokularda, normal

ve patolojik kosullardaki etkileriyle ilgili ¢alisma yok denecek kadar azdir.

Sato ve ark. (2001); bobrek proksimal tiibiil hiicre kiiltiirii caligsmalarinda 5
mM H,0; uygulamasinin midkin sekresyonunu bir saat i¢inde arttirdigini
gostermislerdir. Benzer sekilde insan hepatosit hiicre dizisi Hep3B ile yaptigimiz
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda 100pM H,0O, uygulamasi sonrasinda hiicrelerden
midkin saliniminin arttig1 ve bu artisinda K-ATP kanal blokaji ile inhibe oldugu
bulunmustur. Gene ayni ¢alisma kapsaminda 100pM H,O, uygulanan gruba farkl
dozlarda midkin uygulandiginda midkin uygulanan gruplarda H,O, ‘ ye bagli hasarin
daha az oldugu bulunmustur. Midkin uygulamasi bu hiicrelerde anti-apoptotik etki
gsoOtermistir (Yazihan ve ark, 2007). Bu durum midkinin oksidatif hasardan hiicreyi
koruyucu oldugunu diistindiirmiistiir. I/R hasar1 sirasinda artmis oksidatif hasar

dokudan midkin sekresyonunu arttirmis olabilir.

Inflamatuvar siire¢ I/R hasarmin gelisiminde 6nemli bir mekanizmadir. Daha
once yapilmis pek ¢ok ¢alismada EPO’ nun, I/R hasarindan anti-apoptotik, anti-
inflamtuar etki gostererek koruyucu oldugu gosterilmistir (Brines ve Cerami, 2005).
Ornegin serebral korteks I/R hasarinda, EPO’nun etkisinin TNF-o, yaprmini azaltarak
primer hasar1 azalttig1, bu sekilde de inflamasyonu baskilayarak ileri donemde
sekonder hasar1 engelledigi gosterilmistir. Bagka iskemi ve inflamatuvar deney
modellerinde de EPO’nun dogrudan inflamatuvar sitokin yapimini azalttigi
saptanmistir. TNF-a ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin yapim artis1 renal I/R
hasar1 olus mekanizmasinda 6nem tasimaktadir. Bu ¢calismada; dokuda bazal bir
sitokin sekresyonunun oldugu, bu diizeyin sham grubuna EPO ve/veya glibenklamid
uygulamasiyla degismedigi fakat I/R hasarini takiben dokuda TNF-a ve IL-6
diizeylerinin belirgin arttig1 bulunmustur. EPO, renal I/R hasarinda da TNF-a ve IL-6

diizeylerini azaltarak anti-inflamatuvar etki gdstermektedir. Onsartlanma uygulanan



76

grupta da benzer sonuclar elde edilmis ve her iki grubun anti-inflamatuvar etkisi K-
ATP kanal blokajiyla inhibe edilmistir. Akt ve PK C hiicre i¢i iletim yollar1 K-ATP
kanal aktivasyonuyla yakindan iligkili yollardir. Hiice i¢indeki mekanizmalar aktive
oldugunda bagka yollar1 da aktive edebilmektedir. Jak2/STAT yolu ve takiben NFkb
uyarimi da bunlara dahildir. Her iki sinyal iletiminin EPO ve Onsartlanma ile aktive
oldugu bilinmektedir. K-ATP blokaji, EPO ve 6nsartlanmaya bagh anti-inflamatuvar
etkiyi bu yollarin blokajiyla yapiyor olabilir.

Glibenklamid uygulanan grupta I/R sonrasi inflamatuvar sitokin diizeyleri
azalmistir. K-ATP kanallar1 nétrofil ve makrofaj aktivasyonunda 6nemlidir.
Inflamatuvar hiicre aktivasyonu ile sitokin yapimi artmakta ve hiicresel hasar
belirginlesmektedir. Glibenklamidin nétrofil aktivasyonunu azalttig1 gosterilmistir.
Inflamatuvar olaylardaki diger dolayl bir etkisi de vazokonstriksiyon yaratarak
vaskiiler permeabiliteyi azaltarak, dokuya gegen inflamatuvar hiicre sayisini
diisiirmesidir. Vaskiiler permeabilitede azalma ve vazokonstriksiyon ; reperfiizyona
bagli oksidatif stresi de azaltmaktadir. Ayn1 mekanizma renal I/R hasarinda da
gecerlidir. Pompermayer ve ark. (2005) glibenklamid uygulamasinin renal I/R
hasarini antioksidan ve anti-inflamatuvar etkiyle azalttigini ve bu etkide NFkb
translokasyonunun inhibisyonunun da yer aldigin1 gostermislerdir. Bu ¢calisma bizim

calismamizda elde edilen bulgular1 destekleyicidir.

Renal I/R hasar1 sirasinda iskemi déneminde bobrek korteks ve medullasina
olan kan akimi kesilmekte, reperfiizyonu takiben doku kanlanmasi hizla
saglanmaktadir. Fakat reperflizyon sirasinda bobrek dokusunda her bolgede esit
kanlanma olamamakta, bazi bolgeler iskemik kalirken bazi bolgelerde konjesyon ve
O0dem gelisimi gozlenmektedir. Bobrek dokusundaki hemodinamik bozulma,
vazomotor aktivitede de denge bozukluguna neden olmaktadir. I/R hasarli dokuda
lokalize veya jeneralize cevaplar olusarak, endotelin-1 , PAF, prostaglandinler gibi
baz1 vazokonstriktor maddelerin yapiminin artmasinin yanisira; inflamatuvar sitokin ,
kemokinler, NO gibi molekiiller de devreye girerek yer yer vaskiiler konjesyonlar
olusabilmektedir. Endotel hasarinin artmasiyla da 6dem gelisimi hizlanmaktadir

(Devarajan, 2006).
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Oksijen yetersizligine bagl olarak tiibiiler hiicrelerde ATP yapimi azalarak
AMP diizeyi artmaktadir. Hasarlanan hiicrelerden adenin niikleotidler hiicre disina
¢ikmaya baslamaktadir. Ozellikle reperfiizyon sirasinda hipoksantinin ksantine
doniigiimii de artmaktadir ve oksidatif stres artmaktadir. Hasarlanan dokuda hiicre igi
kalsiyum diizeyinin artmasi vaskiiler fonksiyonlar1 olumsuz etkilemektedir. I/R
hasar1 olusturulan grupta GFR belirgin sekilde diismektedir(Devarajan, 2006).
Tiibiiler hiicrelerde polarizasyon I/R hasar derecesine gore bozulmaya baslamaktadir,
hiicreler arasindaki adezyon ortadan kalkarak hiicreler dokiilmektedir. Ozellikle
hiicre ylizeyinde bulunan Na-K-ATP az enzim fonksiyonlari ilk etkilenen bolgelerdir
ve bu nedenle I/R hasarinda tiibiiler Na ve K atilimi da bozulmaktadir (Kwon ve
ark., 1998). Calismamizda I/R grubunda hem glomeriiler fonksiyonlarin hem de
tiibiiler fonksiyonlarin bozuldugu goriilmiistiir. EPO uygulamasi ve dnsartlanma;
tiibiiler hasar1 diizelterek Na ve K atilimini normal degerlere yaklastirmistir.
Beraberlerinde glibenklamid uygulamasinin ise her iki gruptaki olumlu etkiyi inhibe
ettigi gozlenmistir. Tek bagina glibenklamid uygulamasi sham ve I/R gruplarinda
glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlarda anlamli degisim yapmamistir. EPO’ nun ve
HIF-1a’nin, iskemi sirasinda, tiibiiler enerji ihtiyacini diizenleyerek dengede tuttugu
bilinmektedir. Bu etkiye Na-K-ATP az enzim aktivitesinin diizenlenmesi de
katilmaktadir (Coux ve ark., 2001). EPO dogrudan veya HIF-1a’nin ekspresyonunu
arttirarak tiibiiler fonksiyonlar1 diizenliyor olabilir. EPO’ nun glomeriiler ve tiibiiler
fonksiyonlar1 diizenleyici etkisinde bu hiicrelerde antiapoptotik etki gostererek doku
hasarini engellemis olmasi olasidir. Tiibiiler hiicrelerin korunmasi renal K™ ve H'

dengelerini de diizenleyecektir.

Sonug olarak, renal I/R hasar1 inflamatuvar siirecin aktivasyonu, apoptosisin
artmasiyla seyreden ve bobrek fonksiyonlarimin da durumdan ciddi boyutta
etkilendigi bir patolojik olaydir. Onsartlanma ve EPO tedavisi renal I/R hasarini anti-
inflamatuvar, antiapoptotik etki gostererek azaltmaktadir. Bu etkide K-ATP kanallari
rol oynamaktadir. Inflamasyon ve mitojenik olaylarda yer aldig1 goriilen midkinin;
EPO ve dnsartlanmaya bagli koruyucu etkide yeraldig: dikkat ¢cekmektedir. Renal I/R

hasarinda EPO’ nun koruyucu etkisinde K-ATP kanallarinin ve midkin yapiminin
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katilimi1 yeni bir bulgudur. I/R hasar1 olus mekanizmasinda, K kanallar1 ile midkinin
rolii konularinda olaya katilan olasi reseptorlerin ve hiicre i¢i sinyal iletim
yollarindaki degisimlerin ileri calismalarla agiga ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu
calismanin, ileride yapilacak ¢aligmalara katkida bulunabilecek bir rehber ¢alisma

olmas1 umudu taginmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Calisma kapsaminda sicanlarda deneysel iki tarafli renal IR modeli
olusturulmustur. EPO nun I/R hasarindaki etkisi belirlenmis ve bu etkinin K-
ATP kanal inhibitorii glibenklamid ile inhibe edilip edilemedigi
aragtirtlmistir. Calisma; 200-250 gr agirliginda her iki cinse ait 100 adet
Spraque-Dawley tiirii sigan ile 10 grupta (n=10/grup) gerceklestirilmistir.

Grup I: Sham opere, saline enjekte ip,

Grup II: Sham opere+ 500 1U/kg EPO,

Grup III: Sham opere+glibenklamid (K-ATP kanal blokorii-40 mM/kg),
Grup IV: Sham opere+EPO+glibenklamid,

Grup V: Kontrol. I/R yapilmis salin enjekte,

Grup VI: I/R +500 IU/kg EPO,

Grup VII: I/R+6nsartlanma,

Grup VIII: I/R+ glibenklamid,

Grup IX: IR+EPO+glibenklamid,

Grup X: IR+06nsartlanma+glibenklamid.

2. EPO ve/veya glibenklamid uygulanan sham gruplarinda histopatolojik olarak
bir fark goriilmemistir. I/R yapilan grupta bobrek dokusunda belirgin
hasarlanma gozlenmistir. EPO tedavisi ve Onsartlanma uygulamasi I/R
hasarin1 histopatolojik olarak diizeltmistir. K-ATP kanal blokaji; EPO ve
Onsartlanma uygulamasinin koruyucu etkilerini inhibe etmistir. I/R grubunda

sadece glibenklamid uygulamasi I/R hasarini1 kismen diizeltmistir.

3. Doku apoptosis gostergesi kaspaz-3 diizeyleri; EPO ve/veya glibenklamid
uygulanan sham gruplariyla sham grubu arasinda fark gostermemistir. I/R

hasar1 dokuda kaspaz-3 diizeyini belirgin bir sekilde arttirmistir. EPO tedavisi
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ve Ongartlanma uygulamasi I/R hasaria bagli apoptosisi azaltmig, K-ATP
kanal blokaji;; EPO ve Onsartlanma uygulamasinin anti-apoptotik etkisini
inhibe etmistir. I/R grubunda sadece glibenklamid uygulamasi I/R hasarina

bagli apoptosisi kismen diizeltmistir.

. Doku pro-inflamatuvar sitokin diizeyleri; EPO ve/veya glibenklamid
uygulanan sham gruplariyla sham grubu arasinda fark gdstermemistir. I/R
hasar1 dokuda TNF-a ve IL-6 diizeylerini belirgin bir sekilde arttirmustir.
EPO tedavisi ve Onsartlanma uygulamasi I/R hasarina bagl proinflamatuvar
sitokin yapimini azaltmis, K-ATP kanal blokaji;; EPO ve Onsartlanma
uygulamasinin anti-inflamatuvar etkisini inhibe etmistir. I/R grubunda sadece
glibenklamid uygulamas1 /R hasarina baglh inflamasyonu kismen

diizeltmistir.

. Doku nitrit diizeyleri; sadece EPO verilen grupta artmis bulunmasinda
ragmen glibenklamid uygulanan sham gruplariyla sham grubu arasinda fark
gostermemistir. I/R hasar1 dokuda nitrit  diizeyini belirgin bir sekilde
arttirmistir. EPO tedavisi ve onsartlanma uygulamasi doku nitrit diizeyini I/R
grubu kadar olmasa da arttirmistir. K-ATP kanal blokaji; hem I/R grubundaki
hem de I/R sirasinda EPO ve dngartlanma uygulamasina bagli nitrit yapimini

inhibe etmistir.

. Doku HIF-1 a mRNA ekspresyonu; EPO ve/veya glibenklamid uygulanan
sham gruplariyla sham grubu arasinda fark gostermemistir. I/R hasar1 dokuda
HIF-1 a mRNA ekspresyonu belirgin bir sekilde azaltmistir. EPO tedavisi ve
Ongartlanma uygulamasi I/R hasar1 sonrast HIF-1 o mRNA ekspresyonunu
arttirmistir. K-ATP kanal blokaji; HIF-1 o mRNA ekspresyonunu inhibe

etmistir.

. Kontrol grubunda EPO ve/veya glibenklamid uygulamasi hayvanlarda SP,
HR diizeylerini degistirmemistir. I/R sirasinda hayvanlarda SP belirgin

sekilde artmig, HR hizlanmistir. I/R oncesi EPO tedavisi ve Onsartlanma
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uygulamasi SP ve HR diizeyini kontrol degerlerine yaklagtirmistir. K-ATP
kanal blokaji uygulanan I/R grubunda SP ve HR yiiksek devam etmistir.
Glibenklamid uygulamasi I/R sirasinda EPO ve Onsartlanma uygulamasina

bagli SP ve HR’ deki azalmay1 engellemistir.

Kan glukoz diizeyi EPO wverilen gruplarda degismezken, glibenklamid
uygulanan sham grubunda azalmistir. I/R hasar1 sonrasi serum glukoz diizeyi
belirgin sekilde artmis bulunmustur. I/R sirasinda EPO ve/veya glibenklamid

uygulamasi serum glukoz diizeylerini diigiirmiistiir.

Sham grubunda glibenklamid uygulamasi glomeriiler fonksiyonlarda
degisiklik yapmazken, EPO uygulamas1 GFR degerini arttirmistir. I/R hasart
sonrasinda bobrek glomeriiler fonksiyonlari belirgin sekilde bozulmustur. I/R
hasar1 uygulanan hayvanlarin serum iire, kreatinin diizeyleri sham grubuna
gore anlamli artmig, GFR degerleri diisiik bulunmugstur. EPO tedavisi ve
Ongartlanma uygulamasi bobrek fonksiyonlarini sham grubuna yaklastirirken
K-ATP kanal blokaji; I/R dncesinde EPO ve dnsartlanma uygulamasina bagli
GFR artisin1 inhibe etmistir. I/R oncesinde glibenklamid uygulanan grupta

serum iire, kreatinin diizeyleri de yiiksek bulunmustur.

Sham grubunda EPO ve/veya glibenklamid uygulamasi tiibiiler fonksiyon
gostergesi olan fraksiyone Na ve K atilimlarinda degisiklik yapmamustir. I/R
hasar1 sonrasinda bobrek tiibiiler fonksiyonlar1 belirgin sekilde bozulmustur.
I/R hasar1 uygulanan hayvanlarin fraksiyone Na ve K atilimlarinda belirgin
artis gozlenmistir. I/R Oncesi EPO tedavisi ve Onsartlanma uygulamasi
bobrek tiibiiler fonksiyonlarini sham grubuna yaklastirirken K-ATP kanal
blokaji; I/R 6ncesinde EPO ve Onsartlanma uygulamasina bagl fraksiyone Na
ve K atilimlarinda artisin devam etmesine neden olmustur. I/R Oncesinde
glibenklamid uygulanan grupta fraksiyone Na ve K atilim diizeyleri de

ylksek bulunmustur.
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Doku hasar1 ve apoptosis diizeyleri hem sham grubunda hem de
I/Rgruplarinda doku pro-inflamatuvar sitokin TNF-a diizeyleri ile pozitif

korele bulunmustur.

Kontrol gruplarinda doku nitrit diizeyindeki artis GFR diizeyleriyle pozitif

korele bulunmustur. Ayni korelasyon I/R gruplarinda bulunamamustir.

Doku midkin diizeyleri I/R grubunda doku TNF-a diizeyleri ile pozitif korele

bulunmustur.

Doku midkin diizeyleri ile doku kazpaz-3 diizeyleri I/R grubunda pozitif

korele iken sham gruplarinda korelasyon bulunamamustir.
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OZET

Renal iskemi Reperfiizyon Hasarinda Eritropoietinin Koruyucu Etkisine

K-ATP Kanallarimin Katihhm

Eritropoietin (EPO) hipoksiye cevap olarak yapilan ve salinan sitoprotektif bir
sitokindir. EPO reseptorleri bobrek de dahil olmakla beraber pek ¢ok dokuda bulunur.
EPO’nun koruyucu etkisi farkli iskemi reperfiizyon (I/R) hiicre ve doku modelleriyle
gosterilmistir. Midkin son donemlerde I/R hasar1 olusum mekanizmasinda yer aldig1
diisiiniilen anti-apoptotik ve mitojenik etkili eski bir molekiildiir. Bu ¢aligmada in vivo sican
renal I/R modelinde EPO’nun etkisi, bu etkide ve EPO’nun anti-apoptotik etkisinde rol

almasi olast mekanizmalarin arastirilmasi hedeflenmistir.

Erkek Spraque-Dawley siganlar 45 dk renal iskemiye maruz birakildiktan sonra 4
saatlik reperfiizyon sonrasi deney sonlandirilmistir. Deney gruplarina uygun olarak I/R
hasarindan 30 dk 6nce 5 dk iskemi, EPO (500 U/kg, i.p.) ve/veya glibenklamid (40 mM/kg )
uygulanmigtir Sham opere grup kontrol olarak kabul edilmistir. Deney sonunda; renal
disfonksiyon ve doku hasarlanmasi histolojik doku hasar1 derecelendirmesi, serum
biyokimyasal gostergeleri (iire, kreatinin, K ve Na diizeyleri) ile degerlendirilmistir.

Apoptosis doku kaspaz-3 diizeyleri ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmada iskemi 6ncesi tek doz sistemik EPO uygulanmasinin siganlarda renal
I/R hasarindan koruyucu oldugu bulunmustur. Ozellikle EPO ve énsartlanma glomeriiler
disfonksiyonu, tiibiiler hasar1 (biyokimyasal ve histolojik degerlendirmeler ile) belirgin
sekilde diizeltmektedir. EPO, in vivo kaspaz-3 aktivasyonunu da engelleyerek anti-apoptotik
etki gostermektedir. EPO; I/R sonrasi inflamatuvar cevabi; proinflamatuvar sitokinler olan
TNF-a ve IL-6 yapimim azaltarak gostermektedir. EPO ve onsartlanmanin anti-apoptotik ve
anti-inflamatuvar etkilerinde ATP bagimli K kanal aktivasyonunun katildig1 goriilmiistiir.
EPO tedavisi ve Onsartlanma renal dokuda HIF-1 o mRNA ekspresyonunu da arttirmaktadir.
ATP bagimli K kanal blokaji HIF-1 o« mRNA ekspresyonunu inhibe etmektedir. Midkin
sekresyonu renal I/R hasarini takiben artmaktadir. EPO 6n tedavisi doku midkin diizeyinde

daha fazla artisa neden olmakta ve bu artig glibenklamid ile inhibe olmaktadir.
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Sonug olarak; EPO renal I/R hasari sirasinda anti-apoptotik, anti-inflamatuvar etki
gostererek koruyucu etki gostermektedir. EPO’nun koruyucu etkisi dnsartlanma benzeri bir
etki olup ATP bagiml K kanal blokaj1 ile inhibe olmaktadir. HIF-1 a mRNA ekspresyonu
ve midkin sekresyonu da bu koruyucu etki de yer aliyor gibi goriinmektedir. Midkin ve
EPQO’ nun renal I/R hasarindaki etkilerinin belirlenmesi ve aradaki baglantinin bulunabilmesi

icin daha fazla ¢aligmaya gerek vardir.

Anahtar Sozciikler: Renal iskemi reperfiizyon hasari, eritropoietin, midkin, ATP bagimhi K
kanallari, HIF-1, TNF, IL-6, nitrit, apoptosis, kaspaz-3, glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR),
tiibiiler fonksiyon .
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SUMMARY

Involvement of ATP Dependent K Channels To Protective Role Of Eritropoietin

During Renal Ischemia Reperfusion Injury

Erythropoietin (EPO) is upregulated by hypoxia. EPO receptors are expressed in
many tissues, including the kidney. Protective effects of EPO have been demonstrated in
various tissues and experimental models of ischaemia-induced injury. Midkine is an old
molecule but recently it starts to take part in ischemia induced injury mechanisms. It has
anti-apoptotic and mitogenic effects. In the present study, we investigated the effect of EPO
on an in vivo rat model of renal ischaemia/reperfusion (I/R) injury and the possible

mechanisms implicated in the EPO-mediated anti-apoptotic action.

Male Spraque-Dawley, subjected to renal ischaemia for 45 min, were administered
either saline or EPO (500 U/kg, i.p.) and/or glibenclamide (40 mM/kg ) 30 min prior to I/R.
Short term (5 min) ischemia and/or glibenclamide applied 30 min prior to /R group to
evaluate the role of preconditioning during I/R injury. A sham-operated group served as the
control. At the end of 4 h of reperfusion, the renal dysfunction and injury was assessed by
measurement of serum biochemical markers (urea, creatinine, Na, K) and histological

grading. Apoptosis was assessed by the tissue caspase-3 levels and morphological criteria.

Here it is shown that a single systemic administration of EPO preischemia I/R
injury in the rat kidney. Specifically, EPO and preconditioning reduced glomerular
dysfunction and tubular injury (biochemical and histologic assessment) and prevented
caspase-3 activation in vivo and reduced apoptotic cell death. EPO attenuated inflammatuary
response to I/R injury in rats by decreasing TNF-a and IL-6 production. The anti-apoptotic
and anti-inflammatuary effects of EPO and preconditioning were dependent on ATP
dependent K channel activation during renal I/R injuries of the rats. EPO treatment and
preconditioning increased HIF-1 o mRNA expression during renal I/R injury and ATP
dependent K channel blockage inhibits HIF-1 o mRNA expression . Midkine secretion was
induced by renal I/R damage, EPO pretreatment caused further increase in tissue midkine

levels of I/R group. ATP dependent K channel blockage inhibits midkine secretion.
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As a conclusion; EPO is an anti-apoptotic, anti-inflammatuary molecule during renal
I/R damage of rats. ATP dependent K channel activation, HIF-1 & mRNA expression and
midkine takes part in its cytoprotective effects. Further studies are needed to evaluate role

and mechanisms of midkine during I/R injury and its relationship with EPO.

Key words: Renal ischemia reperfusion injury, erythropoietin (EPO), midkine, ATP
dependent K channels, HIF-1, TNF, IL-6, nitrite, apoptosis, caspase-3, glomerular filtration
rate (GFR), tubular function .
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