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1. GİRİŞ 

1.1.Genel Bilgiler 

 

İskemik böbrek yetmezliği oldukça sık karşılaşılan ve genellikle %50 ölümle 

sonuçlanan ciddi bir sorundur. Gerek iskemik hasarın gerekse reperfüzyon hasarının 

fizyopatolojisiyle ilgili pek çok teori ve buna yönelik tedaviler ortaya konmuş olsa da 

henüz yeterli değildir (Textor, 2004).  

 

Eritropoietin (EPO); 165 aminoasitten oluşan 30 kDa ağırlığında glikoprotein 

yapısında eritropoezden sorumlu hormondur. EPO yapımı; plazma düzeyinden 

bağımsız olarak hipoksiyle uyarılır ve yine hipoksi olduğunda kan eritrosit sayısının 

yüksek olması kan EPO düzeyini tamamen baskılayamaz ve hematopoez devam 

eder. EPO; vücutta doku oksijenlenmesini kontrol eden ana hormondur. 

Rekombinant formu (rHuEPO) biyolojik olarak doğal hormonla aynı özelliklere 

sahiptir ve günümüzde kronik böbrek yetmezliği sürecindeki hastaların anemi 

tedavisinde kullanılmaktadır. EPO’nun primer salınım ve yapım yeri böbreklerdir 

(Winearls, 1998; Fisher ve Nakashima, 1992). Fakat böbrek dışında; gastrointestinal 

sistem, akciğer, genitoüriner sistem, santral sinir sistemi gibi pek çok dokuda da EPO 

yapımı ve reseptörleri gösterilmiştir (Juul, 2000).   

 

 Son dönemde EPO’in iskemik hasardan koruyucu etkisi bulunduğunu gösteren 

çalışmalar artmaktadır. EPO’nun; farklı doku ve hücrelerde iskemi-reperfüzyon (I/R) 

modellerinde uygulandığında önşartlanma benzeri etki yaratarak I/R hasarından 

koruyucu olduğu görülmüştür (Yang ve ark. 2003). EPO’nun akut böbrek 

yetmezliğinde (ABY), sisplatin ile oluşturulan akut tübüler toksisite modelinde 

(Bagnis ve ark., 2001) ve renal I/R hasarında anti-inflamatuvar, anti-apoptotik, anti-

oksidan etki göstererek koruyucu olduğu görülmüştür (Sharples, 2004). Jak2-STAT-

Bcl-2 yolları EPO’nun koruyucu etkisinde rol alan temel sinyal iletim yollarıdır 

(Sturiale, 2007).  
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İskemik hasarı takiben ilk cevap HIF-1α (hypoxia inducible factor) yapımıdır. 

HIF-1 α; vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF), glikolitik yol enzimleri gibi 

molekül ve enzimlerin ekspresyonunda artışa neden olur (Semenza 2002, Wenger 

2002). İskemiye cevap olarak nötrofiller, monositler iskemik alana hücum ederek 

TNF- α, IL-1β, IL-6, IL-8 gibi inflamatuvar  sitokinler salınmaya başlar. HIF-1 α’nın 

doğrudan TNF- α salınımını arttırdığına dair yayınlar da mevcuttur. TNF- α’nın 

inflamatuvar olayları başlatıcı etkisini takiben salınan endotelin-1, prostaglandinler, 

trombosit aktive edici faktor (PAF) ile vasküler vazokonstriksiyona neden olarak 

glomerüler filtrasyon hızını (GFR) azaltmaktadır. Renal mezenkim hücrelerinden de 

TNF–α salınımı olduğu gösterilmiştir (Donnahoo ve ark. 1999, Brines ve Cerami 

2006). EPO’nun böbreği koruyucu etkisine TNF-α ve IL-6 gibi sitokin yapımının 

katılımının olup olmadığı henüz bilinmemektedir. 

 

Midkin, retinoik asitle salınımı artan, heparine bağlanan büyüme faktörüdür. 

Böbrek ve beyin gelişiminde önem taşımaktadır. İskemik hasarda midkin yapımının 

arttığı ve koruyucu olduğu gösterilmiştir (Muramatsu, 2002). Midkinin renal I/R 

hasarında nötrofillerin infiltrasyonunda ve migrasyonunda önemli rolü olduğu 

bulunmuştur (Sato ve ark., 2001). 

 

 İskemi ve I/R hasarı böbrekte oldukça sık karşılaşılan ve ciddi sonuçlara neden 

olabilen patolojik süreçlerdendir. Bu süreçlerde EPO ve ATP bağımlı K (K-ATP) 

kanallarının etkileşimine ilişkin az sayıda çalışma vardır; sadece  in vitro myokard 

iskemisi modeliyle yapılan bir çalışma mevcuttur. İnvitro myokardiyal iskemi 

modelinde EPO’in koruyucu olduğu ve bu koruyucu etkide K-ATP kanallarını aktive 

olmasının önemli rolü olduğu gösterilmiştir (Joyeux-Faure, 2006). Böbrek I/R 

modellerinde K kanal blokajının etkisi ile ilgili de yayınlar vardır ama çelişkilidir. K-

ATP kanalları; mitokondriyal fonksiyonları düzenleyerek özellikle önşartlanmada 

önem taşırlar (Hai ve ark. 2005). İskemik önşartlanmada K-ATP kanallarının 

aktivasyonunun çok önemli olduğunu gösteren pek çok yayın bulunmakla beraber; 

ATP bağımlı K kanal blokörü olan ve antidiabetik etkisi bulunan glibenklamidin 

renal I/R hasarından koruyucu etkisi olduğuna dair çalışmalar da dikkat çekmektedir 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16448394&query_hl=12&itool=pubmed_docsum
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(Han, 2002; Pompermayer, 2005). EPO’in renal I/R hasarından koruyucu etkisinde 

bu mekanizmanın da etkin olup olmadığı, son dönemlerde özellikle  kanser 

çalışmalarında yer almaya başlayan midkinin I/R hasarındaki rolü çelişkilidir ve 

EPO’nin midkin düzeyine  olan etkisiyle ilgili henüz çalışma bulunmamaktadır.  

 

Bu çalışmada EPO, K-ATP kanallarının ve midkinin  iskemi reperfuzyon 

hasarı üzerine olan etkileriyle ilgili moleküler, inflamatuvar, anti-apoptotik 

mekanizmaların araştırılması amaçlanmaktadır. 

 

1. 1. 1. İskemi Reperfüzyon Hasarı Nedir? Renal İskemi ve Reperfüzyon 

Hasar Gelişim Mekanizmaları : 

 

Dokuda; sıcak veya soğuk iskemiyi takiben yeniden kanlanmanın sağlanması 

yani reperfüzyon ile beraber dokuya hızla oksijen ulaşır. I/R hasarı; cerrahide, 

kardiyovasküler sistemde, transplantasyon sırasında ve benzer alanlarda sıklıkla 

karşılaşılan morbiditenin hatta bazen mortalitenin sebebidir. I/R hasarı sonrası 

gelişen mekanizmalar oldukça komplekstir ve birbirlerini aktive ederler, bu nedenle 

aslında her bir mekanizmayı  tek tek inceleyerek ve tek bir mekanizmaya bağlı genel 

yorum yapmak bazen yanlış yorumlamalara neden olabilmektedir. Gelişen 

mekanizma ne olursa olsun I/R hasarının sonucu reversible veya irreversible hücre 

polarizasyonunda bozulma, apoptosis ve/veya hücre ölümü ile sonuçlanır. I/R 

hasarının erken dönemlerinde mitokondriyal fonksiyonlar önemli rol oynarken ileri 

dönemlerde inflamasyon, reaktif oksijen ürünleri, kemokinlerin aktivasyonu, 

membran lipidlerinin bozulması, apoptosis ilişkili moleküllerin açığa çıkması daha 

belirgin hale gelir. 

 

 Apoptosis göstergesi olan kaspaz-3 düzeyi de organda oluşan I/R hasar 

düzeyine bağlı olarak artar, bu durum I/R sonrası apoptosis ve hasarın fas veya 

mitokondri aracılı bir yolla gerçekleştiğini düşündürmektedir. Bununla beraber 

organa spesifik cevaplar da oluşmaktadır; karaciğerde Fas ligand aktivasyonu daha 

belirginken kalpteki hasarda PK C /akt yolu aktivasyonu önem taşır (Cursia ve ark. 

2005, Downey ve ark.2007).  
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1.1.2. Renal İskemi Reperfüzyon Hasarı Oluşum Mekanizmaları: 

 

Akut böbrek yetmezliği; yüksek morbitite ve mortalite ile giden ve klinikte sık 

karşılaşılan bir sorundur. ABY sürecinde; glomerüler filtrasyon hızı saatler-haftalar 

içerisinde azalması sonucunda kanda nitrojen yıkım ürünleri birikir. Prerenal (% 55-

60), renal (%35-40) ve postrenal (<%5) olmak üzere 3 grupta incelenir. Prerenal 

nedenler; böbreğe gelen kan miktarının azalmasıyla ilgili nedenlerdir. Bunlara 

yetersiz dolaşım, kardiak yetmezlikler, vasküler disfonksiyonlar, azalmış 

intravasküler volüm sayılabilir. Renal nedenlerin ise en sık sebebi iskemik veya 

toksik renal yetmezliktir. Genel olarak bakıldığında ABY patogenezinde böbreğe 

gelen kan akımının yeterli olmamasının önemli yer tuttuğunu görülür. İskemik 

böbrek yetmezliğiyle ilgili pek çok çalışma yapılmış ve hala yapılıyor olmasına 

rağmen tüm mekanizmalar henüz tam olarak açıklanabilmiş değildir. 

 

Böbrekte I/R hasarı; kardiyak yetmezlikler, cerrahi müdaheleler sırasında, 

embolilerde, trombozların sonucu olarak , hipovolemi durumlarında, şokta, ve organ 

transplantasyonları gibi pek çok patolojik durumlarda gelişir. Böbrek vücutta en iyi 

perfüze olan organ olması nedeniyle hipoperfüzyona da en çok duyarlı organlardan 

biridir. Böbreğe gelen kanın büyük çoğunluğu kortekse yönelerek glomerüler 

filtrasyon ve solütlerin absorbsiyonunu optimize eder.  Bunun aksine medullar 

bölgede, kortekse göre daha çok oksijen kullanımıyla devam eden osmotik dengenin 

korunumu ve üriner konsantrasyonun devamı gibi olaylar daha az kan akımıyla 

sağlanır. 

 

Genel olarak I/R hasarı sonrası kompleman sistemi aktive olur, sitokin ve 

kemokin salınımı gerçekleşir, nötrofiller olay yerinde birikerek inflamasyon sürecini 

arttırır. Vasküler endotel hasarının da olaya eklenmesiyle de vasküler permeabilite 

artar, kongesyon başlar, ödem gelişir ve daha fazla inflamatuvar hücre dokuda 

birikmeye başlar (Donnahoo ve ark. 1999). Hücre içi ve dışı apoptotik yollar; 

inflamatuvar sitokinler, artmış reaktif oksijen ürünleri, mitokondriyal ATP’ deki 
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azalma ve mitokondriyal fonksiyon bozukluğunu takiben H+ gradientinin 

bozulmasına bağlı olarak aktive olurlar (Şekil 1.1). Hipoksik hasarı takiben; 

ATP’deki azalma mitokondriyal disfonksiyona neden olur ve hücre içinde kalsiyum, 

sodyum ve reaktif oksijen ürünleri birikmeye başlar. Bunu proteazlar, nitrik oksit 

sentazlar, fosfolipazlar, ve endonükleazlar gibi pek çok enzim sisteminin aktivasyonu 

izler ve hücre iskelet yapısında bozukluğa, membran hasarına, DNA degredasyonuna 

ve sonuç olarak da hücre ölümüne neden olur (Lopez-Neblina ve ark., 2005) 

 

 

 

 
 

Şekil 1.1: I/R hasarına cevap olarak aktive olan apoptotik süreçler: 1. Hücre içinde 
yapımı artmış olan ROS’ a karşı uyarılmış internal yol, 2. Hücre membranında bulunan 
reseptörlerin ortamdaki sitokin ve diğer mediatörlere cevap olarak aktive olan yollar, 
3.Hücre içi kalsiyum salınımının artmasına bağlı pro-apototik aktivitenin artması, 4. NFκB 
ve JNK gibi hücre içi apoptotik yolların olaya doğrudan veya dolaylı katılımı, 5. p53’ ün 
pro-apoptotik protein BAX’ ı aktive etmesi (Lopez-Neblina ve ark., 2005) 
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1.1.2.1.İskemik Faz:  

 

Renal I/R bir dizi olayın sonucudur. Böbreğe olan kan akımı dokunun 

metabolik ihtiyaclarını karşılayamayacak düzeyde olduğunda renal tübüler 

hücrelerde bazı patolojik olaylar başlar (Şekil 1.2, 1.3). Eğer iskemik süreç uzarsa 

dokuda ciddi hasarla sonuçlanır. 

 

Hücresel düzeyde bakıldığında; iskemi intrasellüler ATP miktarının 

düşmesiyle beraber aerobik metabolizmadan anerobik metabolizmaya geçişine neden 

olur. ATP bağımlı enzimlerin fonksiyon bozukluğu ile beraber Na-K ATP az gibi 

önemli  iyon transport sistemleri de etkilenir, hücre içi kalsiyum birikimi başlar.  

 

Hücre içi kalsiyum artışı; hücre içi yolakların aktivasyonu için önemli bir 

uyarandır, fosfolipazlar gibi kalsiyuma hassas enzimleri de aktive eder. Fosfolipaz 

A2 aktivasyonu ile membran fosfolipidleri bozulmaya başlar; plazma ve 

mitokondriyal membran bioenerjetikleri ve geçirgenlikleri de değişir. Bununla 

beraber fozfolipaz  A2 aktivasyonu prostasiklin ve PG I2 gibi metabolitlerin 

yapımını arttırarak lökosit adhezyonunu inhibe ederek renal I/R hasarından koruyucu 

rol oynayabilir. ATP önce ADP ve AMP’ ye defosforile olur. Sonra adenosine, 

takiben ksantin  ve inosin ve hipoksantine dönüşür. İnosinden sonraki basamaklar ise 

irreversibledir (McMichael ve Moore, 2004).  

 

 Şekil 1.2’ de uygulanan iskeminin süresine bağlı olarak böbrek tübül 

hücrelerindeki değişimler ve hasarlanma dereceleri görülmektedir.  
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Şekil 1.2: Renal epitel hücrelerinde zamana bağlı  hasarlanma:  Renal epitel hücrelerindeki 
hasarlanma iskemi süresinin uzunluğuna göre değişir. 0 saatlik kısa süreli hasarlar hücrede 
apoptosis, polarizasyon kaybıyla giderken süre uzadıkça 4-6 saatten daha fazla iskemiye 
maruz kalmasıyla kalıcı hasar ve dokuda nekroz oluşur (Atlas of Kidney Diseases). 

 

Şekil 1.3 de ve Tablo 1.1’ de renal iskemik hasarlanmanın hücresel düzeyde 

yol açtığı değişiklikler ve bunların fonksiyonel sonuçları verilmektedir.  

 

Tablo 1.1: Renal iskemik hasar: Renal iskemide en çok etkilenen bölge tübüllerdir. 

 

Klinik faz    Hücresel faz 

a. Prerenal azotemi,  Hücresel bütünlük korunur 

   azalmış kan akımı,    adaptasyon 

   azalmış GFR 

b. Başlangıç    ATP azalması, hücresel hasar 

     inflamasyon 

c. Adaptasyon    Apoptosis, tübüler yapıların      

        yenilenmesi, proliferasyon, 

d. İyileşme    Çoğalan hücrelerin       

        farklılaşması zaman içinde      

        gerçekleşir. 
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Şekil 1.3: Renal iskemi sonrası hücresel değişimler: İskemik hasar sonrasında tübül 

hücrelerinde ATP azalması, ROS artmasına bağlı olarak apikallerden başlamak üzere 
polarite bozulması, hücre iskeletinin bozulması ve hücre dökülmesine kadar giden hücre 
hasar aşamaları oluşur. Bu durum iskeminin süresine ve şiddetine göre geçici veya kalıcı 
olabilir (Atlas of Kidney Diseases) 

 

 

 

İskemik hasarlanma sonrası tübüler hasarlanma doğrudan da olabilir, vasküler 

yapıdaki değişime bağlı olarak da ortaya çıkabilir. Tablo 1.2’de her iki mekanizmada 

yer alan molekül ve mekanizmalar sıralanmıştır. 
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Tablo 1.2: Akut renal yetmezliğin fizyopatolojisi: 2 kısımdan oluşur:  

 

Mikrovasküler ve tübüler hasarlanma: 

1. Mikrovasküler Evre:   

•Vazokonstriksiyonda artış:  

–Renal sinirler 

–Anjiotensin II 

–Endotelin 

•Vasodilatasyonun azalması: 

–Asetik kolin 

–Bradikinin 

–Nitrik oksit 

•İnflamasyon  varlığı: 

–Lökosit-endotelial adhezyon 

–Lökosit aktivasyonu ve  inflamasyon-vasküler obstrüksiyon 

•Prokoagulasyon artması: 

–Thrombomodulin 

–Doku plazminojen aktivatör ve inhibitör–Aktif protein C, NO 

•Komplement aktivasyonu  

 

2. Tübüler Hasarlanma Evresi: 

•Hücre iskeleti yıkımı 

•Polaritenin bozulması 

•Apopitoz ve nekroz 

•Yaşayan ve nekrotik hücrelerde dökülme 

•Tübüler obstruksiyon 

•Geri kaçma 
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1.1.2.2. Reperfüzyon Fazı: 

 

İskemi reperfüzyon hasarı sürecinde dokudaki ana hasarın reperfüzyon fazı 

sırasında olduğu kabul edilmektedir. Bu fazda reperfüzyon, yani iskemi sonrası 

aniden artmış kan akımına bağlı süperoksit iyonları, hidrojen peroksit, ve hipoklorik 

asit gibi serbest oksijen radikal yapımı artarak oksidatif  hasar iyice 

belirginleşmektedir. Paller ve ark. (1984) süperoksit dismutaz enziminin reperfüzyon 

hasarı sırasında ortamda bulunmasının I/R hasarını büyük ölçüde engelleyebildiğini 

göstererek oksidatif hasarın özellikle reperfüzyon fazında önem taşıdığını 

vurgulamışlardır. Daha sonraki yıllarda ROS yakalayıcıları olan glutatyon ve 

desferoksamin, allopurinol gibi ksantin oksidaz inhibitörleri ile yapılan çalışmaların 

sonuçları da Paller ve ark. (1984) görüşünü desteklemiştir. Toksik oksijen radikalleri; 

dokuda parenkimal hücreler, vasküler endotel, nötrofiller, makrofajlar gibi pek çok 

hücre tarafından sentezlenebilmektedir.  

 

Dokuda oksijen miktarı azaldığında başlayan ROS yapımı reperfüzyon 

sürecinde ortamda oksijen radikallerinin artmasıyla daha da artar. Mitokondrinin 

normal metabolizması sırasında da bir miktar oksijen radikal oluşumunun devam 

ettiği görülmüştür, fakat iskemi sırasında azalmış ATP’ ye bağlı olarak 

mitokondrinin iş yükü artmakta ve ROS üretimi de hızlanmaktadır. Reperfüzyon 

sırasında ise iskemi sırasında ortaya çıkan ROS radikalleri farklı toksik radikallere 

dönüşerek hasar iyice belirginleşir. Buna en belrigin örnek toksik radikal kaynağı 

olanksantin dehidrojenazın iskemik süreçte ksantin oksidaza dönüşümü, reperfüzyon 

sırasında ise süperoksit iyonun açığa çıkmasıyla beraber hipoksantin ksantin 

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

 

Polimorfonükleer (PMN) hücreler ve makrofajlar myeloperoksidaz (MPO) ve 

NADPH oksidaz yoluyla ROS üretebilirler. PMN hücreler ve makrofajlar aktive 

olduklarında gerek inflamatuvar sitokin üretimi ile gerekse artan ROS üretimiyle I/R 

hasarını arttırırlar. 
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Vasküler geçirgenliğin artmasıyla dokuya sızan PMN hücre sayısı ve 

aktivasyonu artar. Doku makrofajları da aktive olur. Ortama sitokin salınımı başlar; 

proinflamatuvar sitokinlerden TNF-α ve IL-1β salınır. Ortamdaki TNF-α; NFkb 

yolunu uyarır, ayrıca hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerini de aktive ederek hücrede 

apoptosisi başlatır. I/R hasarı sırasında doku makrofajlarının da iskemiye maruz 

kalmasıyla TNF-α salınımını uyarıcı genler aktive olur. Böylece hem endojen doku 

makrofajlarının etkisiyle hem de vasküler konjesyonla ortama gelen PMN hücreler 

ve monositlerle sitokin yapımı uyarılır ve salınımı artar (Donnahoo, 1999; Şekil 1.4).  
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Şekil 1.4: Renal I/R hasarına sitokinlerin ve inflamatuvar sürecin katılımı (Donnahoo, 1999). 
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Şekil 1.5: Renal iskemi sonrası renal hemodinamideki değişimler. I/R hasarı 

sonucunda oluşan hücresel hasar böbrek hemodinamiğine ve fonksiyonlarına yansır. 

İskemi sırasında renal kan akımı azalarak medüllaya perfüzyon azalır ve tübüler 

hasarlanma oluşur. Mezanjial kontraksiyon glomerüler kan akımının daha da 

azalmasına neden olur. Reperfüzyonla beraber aşırı kan akımıyla ortamdaki ROS 

artar ve hasar iyice belirginleşir (Atlas of Kidney Diseases). 
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1.1.3. İskemi Reperfüzyon Hasarında K-ATP Kanallarının Rolü:  

1.1.3.1. K Kanalları:  

K+ kanalları, hem bitki hem de hayvan hücrelerinde yaygın olarak bulunurlar 

ve çok önemli fonksiyonları kontrol ederler. K+ kanalları, membran potansiyelini 

belirler, uyarılabilen hücrelerde elektriksel uyarımların oluşmasını sağlar, hücre 

hacim ve hareketini kontrol ederler. Renal tübül epitel hücrelerinde K+ kanalları 

sadece hücre negatif potansiyelinin ve hücre volümünün düzenlenmesi gibi ana 

fonksiyonları düzenlemenin yanısıra böbreklerde K+ sekresyonunda da önem taşır. 

Glomerüler sirkülasyonda vasküler tonun düzenlenmesinde ve tübüloglomerüler 

feedback mekanizmalarına da katılır. Son dönemlerde renal K+ kanallarıyla ilgili çok 

sayıda çalışmada bu kanalların biyofiziksel özellikleri, regülasyonu, moleküler 

yapıları ortaya konmuştur (Jenkinson , 2006).  

 

K+ Kanallarının Tipleri:  

 

1.Voltaj kapılı K+ kanalları (Kv):  Büyük çoğunluğu yavaş ve gecikmiş 

aktivasyon gösterir.  

 

2. İçeri (inward) rektifiye K+ kanalları (kir) : Genel olarak K’ u içeri alma 

eğilimindedirler. Kir kanallarının aktivitesi, çoğunlukla,  fosfotidilinozitol 4,5-

bifosfat (PIP2)’ a bağlıdır. Hücre uyarımında önemlidirler ve hücre dinlenim 

potansiyelinin devamını sağlarlar (MacKinnon, 2003). 

1.1.3.2. Böbrekte K  Kanallarının Fizyolojik Rolleri: + K  Homeostazına +

Renal  K  Transportunun Katılımı:  +

Vücudun K+ dengesi intrasellüler ve ekstrasellüler sıvıdaki eşit olmayan K+ 

dağılımının devamına ve renal K+ atılımına bağlıdır. Ekstrasellüler sıvıdaki düşük 
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konsantrasyonlu K+  havuzunun dengede olması çok önemlidir. Renal K+  atılımı; 

glomerülden K+ un serbest klerensi, proksimal nefronlardan yoğun geri absorbsiyonu 

ve distal nefronlardan kontrollü sekresyonunu ile düzenlenir. K+  eksikliğinde  distal 

segmentten de K+  geri emilimi olabilmektedir.  

 

K+ kanalları; net K+ sekresyon ve absorbsiyonunun düzenlenmesinin yanısıra 

hücre membran negatif potansiyelinin devamını da sağlar. Bu şekilde dinlenim 

potansiyeli sağlanarak elektrojenik transport olayları kolaylaşır; tübül boyunca büyük 

miktarlarda anyonun dışarı, katyonun ise içeri akımları sırasında membran 

potansiyeli dengede kalır. Herhangi bir nedene bağlı olarak gelişen hücrede şişmeyi 

takiben hücre hacminin yeniden düzenlenebilmesini sağlar. Na+-K+-2Cl– 

kotransporter ile uzun inen tübüle (TAL) geçen K+ nin tübül sıvısına geri dönmesini 

sağlar ve basolateral membrandaki  Na+-K+-ATPase etkilerine katılır (Herrera ve 

ark., 2006). Pek çok K+ kanalının moleküler yapısı tanımlanmış olsa da nefron 

boyunca yerleşimleri ve renal epiteldeki fonksiyonları hakkında ileri çalışmalar 

gereklidir.  

 

K –ATP kanalları; böbrekte proksimal tübül, henlenin kalın çıkan kolu, 

kortikal toplayıcı kanal hücrelerinde bulunmaktadır. Bu bölgeler aynı zamanda 

böbrekte kan oksijen düzeyinin de değerlendirildiği bölgelerdir. İntrasellüler ATP 

konsantrasyonunda düşme bu hücrelerde K-ATP kanallarının açılmasına neden 

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

 

Kalpte yapılan çalışmaların aksine K-ATP kanallarının böbrekteki etkisine 

ilişkin çalışmaların sonuçları çelişkilidir. İskemi sırasında K-ATP kanallarında 

aktivasyon sonrası renal K+ atılımında değişiklik olmadığı gözlenmiştir. K-ATP 

kanalları nötrofillerde de yoğun olarak bulunmaktadır. Glibenklamid genel K ATP 

kanal inhibitör etkisi olan oral hipoglisemik ajandır. Glibenklamidin (20 mg/kg) 

renal iskemi-reperfüzyon hasarındaki koruyucu etkisinin de gene K- ATP kanalları 

üzerinden inflamatuvar hücre aktivasyonunun inhibisyonu  ve sitokin yapımının 

azalması şeklinde açıklanmaktadır (Pompermayer, 2005). 
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1.1.3.4. Mitokondriyal K-ATP Kanalları:  

 İntrasellüler membranların tümünde olduğu gibi mitokondriyal membranlarda 

da porin, katyon ve anyon selektif kanallar bulunmaktadır (MacKinnon, 2003). 

Mitokondriyal iyon kanalları eksositoz, sinaptik iletim gibi önemli olaylarda rol 

almaktadırlar (Jonas, 2004). Bir çok çalışma mitokondriyal iyon kanallarının iskemik 

önşartlanmada da önemli katkılara sahip olabileceğini göstermiştir (Hanley ve Daut, 

2005). 

 

K-ATP kanalları ilk olarak kalpte tanımlanmıştır, daha sonra başta pankreatik 

hücreler, beyin, böbrek, düz kas ve iskelet kası olmak üzere pek çok hücre ve dokuda 

yaygın olarak bulunduğu gözlenmiştir. Farmakolojik profil belirlemeye yönelik 

olarak yapılan pek çok çalışma ve immünfloresans çalışmalar mitokondriyal K-ATP 

(mitoKATP) kanallarının içeri rektifiye K+ (Kir 6x) kanal ailesinden olduğunu 

düşündürmektedir. mitoKATP kanallarının dual fizyolojik rolleri olduğu ileri 

sürülmektedir (Szewczyk, 1998). İlk olarak bu kanallar K+ homeostazını devam 

ettirmekte ve bu şekilde mitokondriyal volüm de kontrol edilmektedir (Halestrap, 

1994). İkinci olarak K+ alımı ile mitokondrinin enerji kullanımı da elektrik yük 

transferinin kısmen K+ ile karşılanmasıyla proton pompasının yerine geçmekte ve 

transmembran elektrik potansiyel boyunca pH gradient oluşumu engellenmektedir. 

(Czyż ve ark., 1995). 

 

 K-ATP kanalları, hücrenin metabolik durumuyla kontrol edilen kanallardır 

(Şekil 1.6). Bu kanallar intrasellüler ATP ile inhibe,  MgADP ile aktive olurlar. Bu 

durum, K-ATP kanallarının hipoksi, iskemi, hipoglisemi gibi metabolik stres 

durumlarına adaptasyonda önemli rol aldığını düşündürmüştür. Kalpte ve pankreasta 

bu kanallar yoğun olarak çalışılmıştır. Pankreatik hücrelerde, artmış glukoz 

konsantrasyonuna bağlı artan ATP düzeyi ile  K-ATP kanalları kapanır. Hücre 

membranı depolarize olur ve voltaj bağımlı Ca kanalları açılır, hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonu artar. Hücrelerden insulin sekresyonu sağlanır. Talbutamid ve 

glibenklamid gibi sülfonilürea grubu antidiabetikler K-ATP kanallarını 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 salgısı arttırırlar ve hipoglisemik etki gösterirler. Diazoksit gibi potasyum 

kanal açıcılar ise insulin salgısını azaltırlar (Tang ve ark., 2004).  

 
 

Şekil 1.6: K-ATP kanallarının hücrede metabolik dengeye katılımı: Hücrede K-

ATP kanallarının aktivasyonu; hücre içi ATP/ADP, glukoz ve O2 

konsantrasyonlarına bağlı olarak düzenlenir. Bu kanalların aktivasyonu hormon 

sekresyonu, kaslarda aktivasyon, nöronlarda eksitasyon, ve hücrede koruyucu etki ile 

sonuçlanabilir (Tang ve ark., 2004).   

 

K-ATP kanallarının glukoz ve insulin dengesindeki rolünün yanısıra metabolik 

stres sırasında hücresel fonksiyonları da düzenlediği görülmüştür. Bu konuda ilk 

çalışmalar kardiyovasküler sistemde yapılmıştır. Kalpte , K-ATP kanalları K+ dış 

akımı ve aksiyon potansiyelinin kısalmasında rol alır. Her iki durum da 

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

 

Shi ve ark. (2004), izole kalp modelinde EPO’ nun myokardial iskemiden 

koruyucu etkisinde MAP kinaz, PK C ve K- ATP kanallarının rol aldığını 

göstermişlerdir. K- ATP kanalları içeri rektifiye- Kir 6-x ailesindendir ve hücrede 

pek çok organelde bulunmaktadırlar. Mitokondriyal ve sarkolemma ise en çok 

bulunduğu yerlerdir.  
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PK C, önşartlanmanın oluşumunda ve devamında önemli rol alır. Myositlerin 

PKC aktivatörü phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)’a maruz kalmasının 

diazoksitin etkilerini güçlendirdiği ve bu etkileri mitoKATP channel blokerü  5-

hydroxydecanoate (5-HD) nın inhibe ettiği gözlenmeiştir (Sato ve ark. 1998). PK C 

δ-isoformun aktivasyonu mitoKATP kanal ın katıldığı önşartlanmada önem 

taşımaktadır.  mitoKATP kanal blokörü olan 5-HD, PK C inhibitörleri olan  

chelerythrine veya calphostin C kullanımı, diazoksitin iskemi-reperfüzyon 

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

Başka bir çalışmada mitoKATP kanalları ve PK C sinyal iletimi ve adenosin 

A1 reseptörleri arasındaki ilişki araştırılmıştır (Miura ve Tsuchida, 1999). Bu 

çalışmadan elde edilen sonuçlarda mitoKATP kanallarını,n PK C aktivasyonunun 

devamı olduğu, Adenosin A1 ile enfarkt alanının sınırlandırılmasında rol aldığı 

gözlenmiştir. Enfarkt alanında iskemiye tolerans artmakta ve iskemik hasardan 

mitokondriyal fonksiyonların korunması sağlanmaktadır . 

Son dönemlerde, iskemik önşartlanmanın; aktin sitoskeleton ve mitoKATP 

kanal arasındaki etkileşimle olduğu düşünülmektedir.  Diazoksitin iskemi öncesi 

verilmesinin koruyucu olduğu gözlenmiştir. Benzer şekilde anisomycin, (p38/JNK 

aktivator), enfarkt alanını azaltmakta, hem diazoksit hem de anisomycinin koruyucu 

etkisi 5-HD ile bloke edilebilmektedir. İlginç olarak, diazoksit veya pinacidil ile 

önşartlanma sonucunda elde edilen koruyucu etki; cytochalasin D kullanılarak hücre 

iskeletinin bozulmasıyla azalmaktadır. Bu sonuçlar, hem mitoKATP kanalı hem de 

hücre iskelet proteini aktinin önşartlanma ile koruyuculukta rol aldığını 

göstermektedir (Baines ve ark., 1999). 

 Uzun süreli iskemide sıçan kalbinde mitokondriyal fonksiyonlarının 

korunmasında diazoksitin rol aldığı gözlenmiştir. Hipoksi, mitokondriyal oksijen 

tüketiminde yaklaşık %40 lık azalmaya neden olmaktadır. Bu etki, glibenkilamid ve 

5- HD ile azaltılabilmektedir. (Iwai ve ark., 2000). 

mitoKATP kanalların nitrik oksitle etkileşimi de çalışılmıştır (Sasaki ve ark., 

2000). NO donörü S-nitros-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP) , mitokondriyal  

matriksi doza bağımlı olarak okside etmektedir. Bu etkileşim sırasında plazma 
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membran KATP  aktive olmamaktadır. SNAP-ile uyarılmış oksidasyon 5-HD ve  NO 

yakalayıcılar ile bloke edilebilmektedir. NO dogrudan mitoKATP kanallarını aktive 

etmekte ve diazoksitin etkisini arttırmaktadır. Diazoksid erken ve gecikmiş anti-

iskemik etkide rol almaktadır. Her iki etkinin de NO bağımlı olduğu bilinmektedir 

(Ockaili ve ark., 1999). 

 

 

 
 

Şekil 1.7: K-ATPkanallarının regülasyonu: MgADP, PIP2 artması, protein 

kinaz A ve C  aktivasyonu, insulin, pH ve pO2 azalması, bradikinin, adenozin K-

ATPkanallarını aktive ederken; ATP, sülfonilürea, anjiotensin II, endotelin, 

vazopressin, kalsionörin ve artan pO2 inhibe eder. Hücre içinde artan ROS a bağlı 

Protein kinaz C aktivasyonu ile de dolaylı yoldan K kanal aktivasyonu olmaktadır 

(Hanley ve Daut, 2005).  
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Şekil 1.8: Böbrekte tübüler hücrelerde K kanallarının katıldığı olaylar: Çıkan 

kalın tübülde luminal Na-K-Cl kotransporter ve bazolateral Na-K- ATP az ların 

regülasyonu görülmektedir. 20-HETE –20-hidroksi eikozatetranoik asit, PKC: 

protein kinaz C, PKA: protein kinaz A, PKG: cGMP bağımlı protein kinaz, PTK: 

protein tirozin kinaz, CO: karbon monoksit, AA: arakidonik asit (Patel ve Honore 

2001). 

1. 1. 4. Iskemi Reperfüzyon Hasarına Proinflamatuvar Sitokinlerin 

Katılımı: 

Böbrekte I/R hasarı, belirgin lökosit infiltrasyonunun eşlik ettiği tübüler epitel 

nekrozu veya apoptozisiyle karekterize bir durumdur. Endotel fonksiyon 

bozukluğunu ve hasarlanmasını takiben lökosit infiltrasyonu artarak devam eder. 

TNF-α, IL-1β, IL-6, TGF- β, IL-2, IFN-γ, granulosit-makrofaj koloni stimule edici 

faktör (GM-CSF) gibi pro-inflamatuvar maddelerin yapımı ve salınımı artar. 

Ortamda artmış olan sitokinlerin etkisiyle intrasellüler adezyon molekülü-1 (ICAM-

1), makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-
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1) gibi adezyon molekülleri ve kemokinler hasarlanmış organdan salınmaya başlar. 

Lökosit adezyon molekülleri; lökositin adezyonu, migrasyonu gibi lökosit-endotel 

etkileşimi açısından çok önemlidir. Ortamda inflamasyon yoksa lökositler nadiren 

endotele yapışırlar. Renal I/R hasarında IL-1β miktarı artsa da IL-1β reseptör 

knockout farelerde iskemi reperfüzyon hasarının azalmadığı görülmüştür 

(Donnahoo,1999).  

 

TNF-α; glomeruler kan akımını ve glomeruler filtrasyon hızını azaltır ve diğer 

proinflamatuvar mediyatörlerin salınımını arttırır, glomerüler albümin geçirgenliğini 

arttırır. TNF-α, mesenjiyal hücreleri uyararak trombosit aktive edici faktör, 

endotelin-1, prostaglandinler gibi vazokonstriktif ve adenosin, nitrik oksit 

prostasiklin gibi vazodilatör moleküllerin salınımına neden olur. TNF-α, IL-1 β gibi 

diğer endojen pirojenleri de salgılatır, reaktif oksijen ürünlerinin yapımını arttırır. Bu 

sitokinlerin salınımının artması, sadece lokal değil sistemik reaksiyonların da 

başlamasına neden olarak uzak organlarda da inflamatuvar sürecin başlamasına 

neden olabilir. Bu moleküller ve ürünler inflamatuvar gen ekspresyonlarının 

artmasına yol açarak inflamatuvar sürecin ilerlemesine ve yayılmasına neden olurlar 

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

 

Renal I/R hasarında inflamatuvar sitokin yapımının artmasına 3 ana  

mekanizma aracılık eder:  

 

1. Hücresel ATP miktarının azalması, ATP bağımlı transport sistemlerinin 

inhibisyonuna neden olur. Hücrede iyon dengesinin bozulmasıyla beraber 

hem hücre hem de mitokondriyal membran hasarı da oluşmaya başlar. 

Mitokondriden intermembran proteinler salınmaya başlar. Sitokrom C 

salınımı ile bir dizi hücre içi kaskad aktive olur ki bu durum aynı zamanda 

hücrede apoptozisin başlaması anlamına gelmektedir. Ortama çıkan kaspaz 1-

9 inaktive durumda bulunan IL-1 β’ nın da aktivasyonunu sağlar 

(Donnahoo,1999,Yang, 2005).  
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2. Hipoksi ile uyarılabilen faktör-1 (HIF-1): HIF-1 hücrede oksijenin 

azalmasıyla aktive olan bir transkripsiyon faktörüdür. HIF-1 normoksi 

sırasında stabil değildir ve pO2’ ye duyarlı olarak yıkılan bir parçaya sahiptir. 

İskemik inflamatuvar süreçte TNF-α ve  IL-1 β’ nın sadece hücrelerde 

apoptosis doğrudan uyarmakla kalmayıp aynı zamanda ortamda sentezi 

artmış olan HIF-1’ in hipoksi sırasında renal tübüler hücrelere bağlanmasını 

daha da arttırdığı ve takiben bu hücrelerde inflamatuvar sürece öncülük ettiği 

gözlenmiştir (Sandau,2001).  

 

3.  İskemi reperfüzyon hasarı sırasında açığa çıkan hidrojen peroksitin (H2O2)  

de hücrelerde doğrudan p38  MAPK yolunu uyararak inflamasyonu aktive 

ettiği gözlenmiştir (Khadaroo, 2003). 

 

 
 

Şekil 2.9: TNF ve diğer proinflamatuvar sitokinler hücre yüzeyinde bulunan 

reseptörleri aktive ederek eksternal apoptotik süreci başlatırlar, bu süreç kaspaz 

bağımlı veya bağımsız olabilir (Lopez-Neblina ve ark., 2005). 
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1.1.5. Önşartlanma Mekanizmaları 

İskemik  önşartlanma; dokunun iskemi-reperfüzyon hasarına karşı toleransının 

sublethal I/R atakları ile sağlanmasıdır. Önşartlanma  ilk kez 1986’ da Murray ve ark. 

tarafından tanımlanmıştır. Köpek kalbinde sol sirkümfleks arteri 40 dk okluze ederek 

uzun süreli iskemik hasar oluşturduklarında önşartlanma yapılmış hayvanlarda 

oluşan hasarın yapılmayanlarda görülen hasarın sadece %25’ i kadar olduğunu 

bulmuşlardır.  

 

Önşartlanma 2 aşamadan oluşmaktadır.  

1. Erken önşartlanma dönemi: İlk 3 saatteki evredir. 

2. Geç önşartlanma dönemi: İskemiyi takiben 12-72 saatlik evredir.  

 

İskemik önşartlanmada yer aldığı bilinen pek çok mekanizma ve molekül 

mevcuttur; adenosin, asetil kolin, bradikinin,  liposakkarid (LPS), opioidler, nitrik 

oksit vs bunlardan sadece bir kaçıdır. Aslında bu moleküller ve mekanizmaları hücre 

içinde aktive olduklarından primer aktivasyonun kaynağını birbirinden ayırtetmek 

zordur. Sonuçta farklı başlıyor gibi görünen mekanizmalar benzer sinyal yollarını 

aktive ederek etki göstermektedir. Örneğin asetil kolin, LPS, bradikinin nitrik oksit 

üzerinden etki gösterir. LPS; uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) yapımı için güçlü 

bir uyaran iken diğerleri yapısal nitrik oksit sentaz (cNOS) aktivasyonu yaparlar. Bu 

cNOS öncelikle endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) formdadır ve ilk kez 1986 da 

Furchgott tarafından endotelden köken alan gevşetici faktör olarak tanımlanmıştır. 

Pek çok kardiyovasküler hastalıkta, atherosklerozda, hipertansiyon fizyopatolojisinde 

önemli role sahiptir. Bu hastalık süreçleri dışında hücresel hasar ve hatta normal 

hücre homeostazından da önemlidir. Tabloda iskemik önşartlanmada yer alan 

moleküller ve etki yolları verilmiştir (Devarajan, 2006) (Tablo 1. 3) 
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Tablo 2.3: İskemik önşartlanmada rol alan mediatörler ve etki mekanizmaları 

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

Mediatör             Mekanizması 

Adenosin Adenosin A2 reseptör aktivasyonu ve takiben 

PK C ve tirozin kinaz ileti yolu  

Asetil kolin  Protein kinaz aktivasyonu 

Opioidler –örn morfin S opioid reseptör aktivasyonu (Gi/o protein 

aracılı) 

Norepinefrin  α adrenerjik reseptör aracılı protein kinaz 

aktivasyonu 

Nitrik oksit K-ATPkanal aktivasyonu 

Serotonin bilinmiyor 

Sitokinler (IL-1β, IL-2, TNF) iNOS aktivasyonu 

                 İnterferon (IFN) 

Reaktif oksijen ürünleri iNOS aktivasyonu 

LPS Isı şok protein 60 (HSP 60) ekspresyonu artışı 

 iNOS aktivasyonu 

 c-jun, c-fos mRNA ekspresyon artışı 

 katalaz ve Mn içeren süperoksid dizmutaz 

enzim mRNA ekspresyon artışı 

Monophorphoryl lipid A (MLA) LPS ile aynı mekanizmalar 

Farmakolojik ajanlar  

K kanal açıcılar K-ATP kanallarını doğrudan açmaktadır. 

 

 

 Her ne kadar önşartlanma ile ilgili pek çok mekanizma öne sürülse de hala 

bunlara yenileri eklenmeye devam etmektedir, ama genel olarak çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar nitrik oksitin rolü ile KATP  kanallarının açılmasını işaret etmektedir. 

Bu durum hem erken hem geç önşartlanma için de aynıdır. NO yapım artışı daha çok 

iNOS üzerinden gelişmekte ve NFkb uyarımıyla devam etmektedir. Dual etkisi olan 

NFkb duruma göre iNOS sentezini azaltarak veya arttırarak iNOS miktarını 

düzenlemektedir (Sasaki, 2000, Chuanyu, 2002, Li, 2004).  
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HIF ve EPO uyarımı ve yapımı da iskemiye cevap olarak aktive olan ilk genler 

ve yapımı artan ilk moleküllerdir. Bu nedenle önşartlanmada çok önem taşıyan 

moleküller olarak kabul edilmektdirler (Semenza, 2006).  

 

1.1.5.1. Hipoksi ile Uyarılabilen Faktör (HIF)  

Hipoksi veya düşük O2 düzeyleri pek çok patolojik süreçte ortaya çıkabilir ve 

farklı hücresel olayları, doku ve sistemik yanıtları uyarır. Iskemiden ilk olarak ve en 

çok endotel hücreleri etkilenir. Iskeminin düzeyine göre hasar boyutu da değişir, 

vasküler yapı bozulur, permeabilite artar, ödem gelişir.  Hipoksi sırasında pek çok 

gen aktive olur, fakat hipokside aktive olan ilk ve en önemli gen HIF-1’ dir. Hücresel 

farklılaşmada rol alan pek çok gen doğrudan veya dolaylı olarak hipokside aktive 

olur. Bunlardan başlıcaları; EPO, laktik dehidrojenaz A -LDH-A, endotelin-1, 

transferin, transferin reseptör, VEGF, flk-1, flt-1, trombositten köken alan büyüme 

faktörü (PDGF), fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve glikolitik yoldaki genlerdir 

(Lee ve ark., 2004, Semenza, 2002, Wenger, 2002, Haase, 2006).  

 

Doku hipoksisi sadece patolojik koşullarda oluşan bir durum değildir, bu 

nedenle HIF-1 normal embryo gelişim sürecinde de kritik bir moleküldür. HIF-1 ve 2 

oksijene hassas, oksijen salınımını ve hücrenin oksijen yetersizliğine adaptasyonunu 

düzenleyen biyolojik süreçleri kontrol eden  transkripsiyon faktörleridir. HIF-1; 

oksijen düzeyine hassas bir α alt biriminden ve yapısal olarak eksprese edilen bir β 

alt biriminden oluşur. HIF-1 β; enerji metabolizmasına, anjiojeneze, eritropoeze ve 

demir metabolizmasına, hücre çoğalmasına, apoptosise ve diğer biyolojik süreçlere 

katılan genlerin ekspresyonunu  düzenleyen kısımdır. Normal PO2 koşullarında HIF-

1 α hidroksile olur ve Von Hippel Lindau (VHL) E3-ubiquitin ligaz ile parçalanır.  

Hücrelerde hipoksi oluştuğunda HIF-1 α ; HIF-1 β ile dimerize olarak veya başka 

proteinlerle etkileşerek stabilize olur ve oksijen sensör mekanizmaların aktivasyonu 
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devam eder  ve takip eden sinyal iletim yollarının aktivasyonu başlar (Semenza, 

2004).  

 

HIF-1 ubiquinle birleşir ve normoksik durumda 5 dk içinde parçalanır. 

Yayınlarda oksijen düzeyini belirleyen çok sayıda molekülden bahsedilse de 

hücrelerin oksijen düzeyini ilk olarak nasıl algıladıkları aslında hala açık değildir. 

PVHL;  von Hippel Lindau hastalığından sorumlu tümör süpressör genidir ve O2 

sensör sistemde HIF-1 ile birlikte bulunur, HIF-1 in ubiquitin degredasyonuna 

yardımcı olur. Benzer şekilde, F-box içeren proteinler ubiquitin ligazın substratlarını 

tanır ve onları fosforilasyon bağımlı ubiquitinasyona ve proteozomal degredasyona 

yönlendirir . F-box proteinler WD40 veya Ser/Thr bağlanma özelliği olan lösinden 

zengin parçalar içerirler. Ubiquitin ligazlara yardım eden ikinci protein ailesi  SOCS-

box (suppressor of cytokine signaling proteins) dur. Düşük O2 (<%5 O2) 

konsantrasyonlarında; HIF-1 stabilize olur, ARNT (Aril hidrokarbon reseptör nüklear 

translokator protein- HIF-1 β ) ile fonksiyonel bir transkripsiyonel faktör kompleksi 

oluşturur.  Bu kompleks oksijen dengesinin ana düzenleyicisidir ve anjiojenez, 

eritropoez ve glukoz metabolizmasında rol alan gen ağını uyarır (Semenza, 2004, 

Wenger, 2002).  
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Şekil 1.10: Hipoksik uyarıya bağlı HIF aktivasyonu:  Normokside HIF VHL-E3-
ubiquietin kompleksi ile degrede olurken; hipoksi durumunda prolyl hidroksilazlar inaktifdir 
ve HIF degredasyonu inhibe olur. HIF ın 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 ürünleri, süksinat, fumarat gibi Krebs siklüsü 

metabolitleri, kobalt ve desferoksamin gibi demir bağlayıcılar HIF prolil-4-

hidroksilazı inhibe ederler(Semenza, 2004, Ratcliffe ve ark., 1999).  

 

Hipoksik aktivasyon dışında nitrik oksit, TNF-α, IL-1Β, angiotensin II ve 

epidermal büyüme faktörü (EGF), insulin, insulin benzeri büyüme faktörleri de HIF 

aktivitesinde artışa neden olurlar. Nitrik oksit, ROS, v-Src ve aktive Ras HIF 

aktivasyonunu inhibe eder (Ebert ve Bunn, 1999).  

 

HIF-1 α; hemen hemen her hücrede eksprese olurken; HIF-2 α; hepatositlerde, 

renal interstisyel fibroblast benzeri hücrelerde, kardiyomyositlerde, glial hücrelerde, 

tip II pnömositlerde ve endotel hücrelerinde eksprese olmaktadır (Haasse, 2006). 

 

HIF ile regüle olan genlerin sayısı konuya ilişkin araştırmalar giderek arttıkça 

daha da yükselmektedir. Şimdiye kadar yapılan çalışmaların sonuçlarına göre, çok 

sayıda molekülün ekspresyonu HIF bağımlıdır. HIF’ ın hücresel olaylara katılımı 

farklı koşullara göre değişiklik göstermektedir. Glukoz ve enerji metabolizması, 

anjiojenez, eritropoiez, demir homeostazı, hücre migrasyonu, hücre-hücre ve hücre-

matriks etkileşimlerinde yer alan moleküllerin regülasyonunda HIF çok önemlidir. 

Heme  oksijenaz (HO-1), VEGF, plazminojen aktivatör inhibitör-1 (PAI-1); doku 

metalloproteinaz-1 inhibitörü (TIMP-1), konnektif doku büyüme faktörü (CTGF), 

EPO, Wilms tümör  süpressor geni gibi doğrudan HIF ile aktive olan genler 

mevcuttur. HIF akut ve kronik renal yetmezlik patogenezinde yer almaktadır 

(Ratcliffe ve ark., 1999). 
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Şekil 1.11: Böbrekte HIF bağımlı aktive olan genler: HIF-1 renal hücrelerin 
çoğunda eksprese olurken, HIF-2 , endotel hücreleri ve renal interstitial fibroblast benzeri 
hücrelerde eksprese olmaktadır. HIF-1, papillar ve iç medullar  interstitial ve endotel 
hücrelerinde de eksprese olurken dış medulla ve korteksin interstisyel ve endotel 
hücrelerinde eksprese olmaz. ANP; atrial natriüretik faktör;  Bnip-3, BCL2/adenovirus E1B 
19-kDa- protein 3 (proapoptotik BH3 domain; sadece BCL-2 ailesi üyesi); c-Met, SF/HGF 
hepatosit büyüme faktörü için  tirozin kinaz reseptörü ; CXCR4, kemokin reseptörü 4; 
CTGF, konnektif doku büyüme faktörü; EC, endotel hücreleri; ECM, ekstraselüler matriks; 
eNOS, endoteliyal nitrik oksit sentaz; FLT-1, fetal karaciğer tirozin kinaz-1 (VEGF reseptor-
1); IC, interstisyel hücre; IGFBP-1, insulin büyüme faktör bağlayan protein-1; iNOS, 
uyarılabilir nitrik oksit sentaz; PAI-1, plazminojen aktivator inhibitor-1; RTEC, renal tübülar 
epitel hücresi; TIMP-1, metalloproteniaz-1 in doku inhibitörü (Haasse, 2006) 

 

HIF; embryo gelişimi sırasında nefrojenezde de önem taşımaktadır. HIF veya 

VHL gen knockout farelerde renal gelişimin tamamlanamadığı gösterilmiştir.  

 

Akut ve kronik renal hipokside rolü olan devreye giren en önemli mekanizma 

HIF ile ilgidir. Akut hipokside renal tübüler hücrelerde HIF parçalanması durur. HIF 

aktivasyonu devam eden hipoksik hücrelerde glukoz metabolizmasının devam ettiği 

gözlenmiştir. Akut hipokside HIF sonrası HO-1, EPO ve VEGF ekspresyonlarındaki 

artış belirgindir. Kronik hipokside ise HIF etkisi koruyucu olmaktan uzaklaşarak 

renal patoloji gelişimini tetikleyici ve arttırıcı rol alabilmektedir (Stockmann ve 

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

proteinlerinde değişim ve (3) İnflamasyonda artış.  

 

1. Fibroziz: Hipoksi, renal epitel hücrelerinde kollajen-1 in yapımını arttırırken 

matriks metalloprotein-1 in yapımını azaltır. TGF-1 ile sinerjik etki göstererek 

VEGF, EPO ve endoglin yapımını arttırır. Bunu renal kollajen artışı izler. HIF ın 

renal fibrojenezde doğrudan rol aldığı gösterilmiştir. SMAD3 ve trombospondin 

bağımlı TGF aktivasyonunu da arttırarak fibrojeneze katkıda bulunur. 

  

2. Matriks proteinleri arasındaki etkileşime etkisi : HIF; E-kadherinlerin 

bozulmasına, hücre maktriks adhezyonunda organizasyon bozukluğuna, hücre 

motilitesinde artışa ve hücre iskeletinde aktinin yeniden organizasyona neden olur. 

Hücre yapısı değişmeye başlar, mezenkimal belirteç taşıyan fibroblast benzeri hücre 

sayısı artar, geçiş hücrelerde de artışa neden olur.  

 

3. İnflamasyon: HIF tübülointerstitial hastalıklarda inflamatuvar cevabı 

düzenleyerek yer almaktadır. HIF-1, myeloid aracılı inflamasyonun başlamasında 

hücresel ATP kullanımını etkiler. HIF-1 inaktive olduğunda myeoid hücre 

aggregasyonu, motilitesi, invazyonu inhibe olur. Özellikle T lenfosit fonksiyonlarının 

HIF –1 ile regule olabildiği ileri sürülmektedir (Haasse, 2006).  

1.1.6. İskemi ve Reperfüzyon Hasarında Oksidatif ve Nitrosatif Stres 

Nitrik oksit (NO), oldukça reaktif bir  molekül olup güçlü endojen bir 

vazodilatatördür. Temel olarak kan akımına cevap olarak salınır ve 

mikrosirkülasyonu dilate durumda tutmaya çalışır. NO; endotel hücrelerinden salınan  

vazokonstriktör maddelerin etkilerini yok etmeye çalışır, lökositlerin ve 

trombositlerin adhezyon ve aggregasyonunu bloke eder. NO; heme ve sülfidril 

grupları içerir, bu gruplara serbest radikallerin bağlanmasıyla NO etkisi bloke olur.  

I/R hasarında hasarlanmış vasküler alanda oluşan serbest radikaller ile NO inhibe 
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edilir, lökositler adhere olur, vazokonstriksiyon başlar,  vasküler permeabilite artar, 

lokal ödem oluşur.  

 

Düşük doz NO oluşumu I/R hasarından korur. NO donörleri veya L-arjinin 

kullanımının kardiyak I/R hasarında koruyucu olduğu gözlenirken, renal I/R 

hasarında NO’ nun ve L-arjinin infüzyonunun koruyucu etki göstermediği 

görülmüştür. iNOS aktivasyonu durumunda inflamatuvar süreç aktive olmaktadır. 

eNOS un aksine iNOS vazokonstriksiyona neden olur, lökositleri aktive eder. iNOS 

ve eNOS reperfüzyon hasarında önemlidir. iNOS aşırı aktivasyonu hücresel hasarı 

arttırır (Walker ve ark., 2001).  

 

Reaktif nitrojen metabolitleri (RNM; NO2, ONOOH, N2O3, HNO2) DNA 

bazlarının nitrozlanmasına veya deaminasyonuna neden olmaktadır. RNM etkisi ile 

sitozinden urasil, guanin-den ksantin ve adeninden hipoksantin oluşmaktadır. 

ONOO- guaninden 8-nitroguanin ve hipoksantin oluşturabilir. 8-nitroguanin DNA 

yapısı içinde dayanıksız olduğundan spontan olarak depürinasyona uğrar ve abazik 

alanların oluşmasına neden olur. Oksidasyona uğrayan lipidler de, serbest radikal 

oluşturarak hücresel makromoleküllere hasar verebilmektedir. Membranın integral 

veya periferal proteinlerine ve DNA’ya çok yakın mesafede bulunan lipidlerden 

oluşan lipid alkoksil ve lipid peroksil radikalleri, hücrenin kritik önem taşıyan 

moleküllerine OH• radikalinden daha etkin olarak hasar yapabilmektedir (Aust ve 

Eveleigh, 1999). OH• radikaline göre daha düşük reaktiviteye sahip oldukları için 

hücreler ve dokular arasında taşınabilecek kadar uzun yarı ömürlü olan lipid 

hidroperoksidler ve karbonil bileşikleri, başlamış olan serbest radikal reaksiyonlarını 

ilerletme ve oksidatif stresi hücre/dokuda yaygınlaştırma potansiyeline sahiptirler. 

Ksantin oksidaz, hipoksantin ve ksantin gibi O2•− radikali oluşturan sistemler ve 

aktive nötrofiller hücre membranından kolaylıkla diffüze olan H2O2 oluşumuna 

neden olarak hücrelerde yaygın DNA hasarı yapmaktadırlar (Lisa ve ark., 2001, 

Walker ve ark., 2001, Droge, 2002, Li ve Jackson, 2002).  
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 B 

 

Şekil 1.12: Oksidatif enzimler (A) ve artan ROS un etkileri (B) (Droge, 

2002) 

1.1.7. Eritropoietin 

EPO 165 aminoasitten oluşan 30.000 MW ağırlığında glikoprotein yapısında 

bir hormondur. EPO, yetişkinde primer olarak böbrek peritübüler kapiller yataktaki 

interstisyel hücrelerden ve karaciğerdeki perivenöz hepatositlerden yapılır; fetusta ise 
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asıl yapım yeri karaciğerdir. Beyin, üreme sistemi, GIS gibi diğer organlarda da lokal 

EPO yapımı olduğu görülmüştür. EPO yapımı primer olarak hipoksi ile uyarılır. 

EPO’in depolanmaz ve plazma EPO düzeyi aktif hormon düzeyini gösterir (Ebert ve 

Bunn, 1999, Winearls, 1998). 

1.1.7.1. Eritropoietinin Hematopoezde Rolü:  

Eritropoez, genel olarak, primitif eritroid öncü hücrelerinin olgun hücrelere 

dönüştüğü sürekli bir olaydır. IL-3, granülosit makrofaj koloni stimüle edici faktör 

(GM-CSF), stem hücre faktör (SCF), IGF-1 gibi bazı hematopoetik büyüme 

faktörleri de eritropoiezi etkiler ama en önemlisi EPO’dir. EPO, primer olarak koloni 

oluşturan birim eritrosit (CFU-E) hücrelerinin proeritroblastlara dönüşümünü uyarır. 

Ayrıca hipoksi sürecinde kan EPO düzeyinin yüksek olması sonucunda 

proeritroblastların farklı eritroblastik evreleri normalden daha hızlı geçmelerine 

neden olmaktadır. Ayrıca EPO tedavisi gören hastaların eritrositlerinin ömrünün 

daha kısa olduğu gözlenmiştir. EPO eritroid öncü hücreleri için sadece bir mitojen 

değil aynı zamanda da yaşamsal faktördür. Eritrositlerin farklılaşmasını kolaylaştırır 

(Winearls, 1998).  

1.1.7.2. Eritropoietin  Yapımı:  

EPO yapımı plazma EPO düzeyinden bağımsız olarak hipoksiyle uyarılır ve 

hipoksi varlığında kan eritrosit düzeyinin yüksek olması kan EPO düzeyini tamamen 

baskılayamamaktadır (Fisher ve Nakashima, 1992). Siyanotik kalp hastalıklarında 

polisitemi varlığına karşın hipoksi devam ettiği için oldukça yüksek EPO düzeyleri 

saptanır. Normal şartlarda Hb düzeyi 10,5 %g altına düştüğünde doku hipoksisi 

başlar EPO yapımı 2-3 kat artar.  

 

Böbrek dokusu EPO’ nun primer yapım yeri olduğu için böbrek parenkimal 

hasarı da EPO düzeyini olumsuz etkileyecektir.Plazma kreatinin düzeyi %1,5 mg  
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üzerine çıktığı zaman plazma EPO ve Hb arasındaki korrrelasyon bozulur, normal 

sağılıklı bireylerde Hb düzeyi sıkı bir şekilde kontrol edilirken kronik böbrek 

yetmezlikli hastalarda bu kontrol mekanizması etkinliğini kaybeder. Karaciğerde 

hepatoma 3B ve Hep G2 hücrelerinde heme proteini ile oksijen düzeyi kontrol 

edilmektedir. Bilirubin düzeyi 2 mg üzerine çıktığında yapımın kontrolü 

bozulmaktadır (Spivak, 1998). Normal insanlarda ve son dönem böbrek yetmezlikli 

hastalarda EPO yarı ömrü 4-12 saattir. Sıçanlarda ise EPO’ nun yarı ömrü 1,5-2,5 

saattir (Spivak ve Hogans, 1989). Lösemik hastalarda kan EPO düzeyi düşük 

seyrederken kemoterapi sonrası remisyonla beraber EPO düzeyinin artması, kemik 

hipoplazisi olan hastalarda EPO yarı ömrünün daha yüksek olması; yıkımının 

hematopoetik hücreler tarafından yapıldığını düşündürmektedir. Bununla beraber 

EPO yıkımının kemik iliği hücrelerinden bağımsız olarak karaciğer ve böbrekte 

gerçekleştiğine dair yayınların olması ise de günümüzde kabul edilen tüm yapıların 

olaya katıldığıdır. Hepatosellüler karsinoma, serebellar hemanjiblastoma gibi bazı 

tümöral hastalıklarda tümör hücrelerinden EPO salınımı nedeniyle kan EPO düzeyi 

yükselir ve eritrositoz gelişebilir. Kobalt, nikel, mangan, glukokortikoidler, tiroid 

hormonları, büyüme hormonu, vazopressin, testosteron, eikosanoidler ve 

desferoksamin gibi bazı endojen ve farmakolojik maddeler EPO salınımı ve 

yapımına neden olurken; karbonmonoksit, NO, nitroprussid, H2O2, TNF-α ve IL-1Β 

gibi bazı inflamatuvar sitokinler, forbol esterleri, siklosamid gibi protein sentaz 

inbitörleri EPO gen ekspresyonunu azaltmaktadır (Ebert ve Bunn, 1999). 

1.1.7.3. Eritropoietin ve Böbreklerde Oksijen Algılayıcı Mekanizması: 

EPO diğer hematopoetik faktörlerden farklıdır, çünkü EPO kemik iliğinde 

değil büyük oranda böbreklerde yapılır. Normal şartlarda eritrosit yapımı doku 

oksijen gereksinimi ile orantılıdır. EPO ilk yıllarda HIF-1 olarak adlandırılmıştır. 

Fakat daha sonra bu iki molekülün farklı oldukları anlaşılmıştır (Winearls, 1998). 

Böbrek ekstrasellüler sıvı hacmi ve oksijen basıncını kontrol eden bir ölçüm cihazı 

gibidir. EPO yapımıyla kırmızı hücre miktarı ve dolaşımdaki konsantrasyonları da 

düzenlenir. EPO, renin anjiotensinojen sistemiyle etkileşerek tuz ve su atılımını 
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kontrol eder, plazma volümünü kontrol altında tutar ve hemotokrit % 45 civarında bir 

değerde sabitlenir. Bu hemotokrit değeri genel vücut dolaşımındaki oksijen miktarı 

için optimal bir değerdir. Böbreklerin ağırlığı, tüm vucut ağırlığının %1’i olduğu 

halde kalp debisinin % 20’sinden fazlasını alırlar. Ayrıca böbrekler kendilerine gelen 

oksijenin de sadece % 8-10’luk kısmını kullanırlar.  

 

 Böbrekte başlıca EPO yapım yeri, juktamedullar kortikal labirentlerin ucudur. 

Bu bölge kanlanması diğer böbrek bölgelerine göre daha az olan bir bölgedir ve 

tübüllerdeki metabolik olaylar aynı zamanda vücudun gereksinimlerini de yansıtması 

açısından önemlidir; örneğin Na+/H+ transport mekanizmalarının aktif çalışması 

oksijen tüketiminin artması demektir. Bunu EPO yapımı ve dokulara kan akımının 

artması takip eder. Proksimal tübülde her bir sodyum bir ATP kullanılarak geri 

emilirken henlenin çıkan kolunda üç ATP kullanılır. Proksimal tübüldeki oksijen 

konsantrasyonu aynı zamanda doku oksijenasyonunu da yansıtır (Fisher ve 

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

 

Dokuda oksijen konsantrasyonu azaldığında ise jukstaglomeruler hücreler 

uyarılarak anjiotensinojen II (ANG II) yapımı düzenlenir. ANG II’de doğrudan EPO 

yapımını uyarabilir (Nowicki ve ark., 1993), bu uyarıya cGMP, cAMP, intrasellüler 

kalsiyum artışının aracılık ettiği düşünülmektedir.  

1.1.7.4. Eritropoietin Reseptörleri: 

EPO reseptörleri (EPO R); prolaktin, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, 

makrofaj/granulosit koloni stimüle edici faktör, trombopoietin, büyüme hormonu ile 

aynı grupta yer alan homodimer yapıda tirozin kinaz aktivitesi gösteren reseptörlerdir 

ve EPO (veya ephrin) reseptör ailesi olarak adlandırılırlar. EPO R fosforilasyonu 

takiben STAT5 ve JAK2’ yi aktive ederek bir seri intrasellüler olayları başlatır. Shp1 

gibi peptid yapıdaki bazı maddeler JAK2 kısmına bağlanarak EPO R aktivitesini 

inhibe ederler.  Nöron büyüme faktörünün (NGF) de EPO R’ nü aktive edebilme 

özelliği vardır. EPO; cGMP, IP3, intrasellüler Ca+2 gibi bazı hücre içi habercileri de 
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kullanmaktadır (Meredith ve Barbara, 1991, Lacombe ve Mayeux, 1999, 

Klingmüller, 1997). 

 

EPO R uyarılması aktive olduğu hücre tipi ve çevre koşullarına göre sitokin 

aktivasyonu, apoptosis, mitojenik aktivite artışına neden olur. 

 

 

Şekil 1.13: EPO R aktivasyonu ile başlayan sinyal iletim yolları: JAK aktivasyonu ile 
dimer oluşturan EPO R aktive olduktan sonra mitojenik akvitesinde önemli rolü olan 
fosfolipaz C ve STAT yolu aktive olur.  (http://www.grt.kyushu-
u.ac.jp/spad/pathway/epo.html).  

        1.1.7.5. Eritropoietinin İskemi Reperfüzyon Hasarında Koruyucu Etkisi 

Bilindiği üzere dokularda iskemiye ilk cevap EPO yapımının artışıdır. EPO’ 

nun yaklaşık %90 ı böbreklerde peritübüler interstitial hücrelerde sentezlenmekte ve 

dolaşıma geçmektedir. İnsanda bazal serum EPO konsantrasyonu 15 ile 25 U/l. 
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arasındadır ve kişiden kişiyede farklılıklar gösterebilir. Ortamda O2 konsantrasyonu 

azaldığında hücrelerden EPO sekresyonu başlamaktadır (Spivak ve Hogans, 1989, 

Ratlicffe ve ark., 1998).  

 

EPO’nun hipoksiye cevap olarak salgılandığı 1970’lerden beri bilindiği halde 

sadece endokrin fonksiyon göstermediği ve hematopoietik etkilerinin yanısıra gerek 

sistemik gerekse lokal etkiyle hücrede koruyucu ve antiapoptotik etkilerinin de 

bulunduğuna dair çalışmalar son 10 yılda artmaya başlamıştır (Juul, 2000). EPO’ nun 

iskemik hasardan koruyucu olduğunu gösteren ilk çalışmalar daha çok kardiyak 

iskemi ve inme modelleridir. Myokardiyal iskemi çalışmalarının çoğunda EPO; 

iskemi başlamadan önce verilmiştir (Fliser ve ark., 2006). Yetişkinlerde kardiyak 

operasyonlardan önce veya çocuklarda konjenital kalp hastalıklarının tedavisine 

yönelik operasyonlardan önce EPO tedavisi uygulandığında mekanik fonksiyonların 

geri dönüşü ve enfarkt alanlarında iyileşme daha fazla olduğu gözlenmiştir. 

EPO’nun, anjioplasti veya trombolitik tedavi öncesinde, yani reperfüzyon öncesinde 

verildiğinde iskemiye bağlı apoptosisi azalttığı gösterilmiştir (Jones ve ark., 2005, 

Shaddy, 1995).  Kardiyak iskemide EPO tedavisinin JAK/STAT yolunu aktive 

ederek protein kinaz aktivasyonu ile myokardiyal iskemiye toleransı arttırdığı 

gözlenmiştir (Rafiee ve ark., 2005). EPO’nun sıçanlarda deneysel olarak 

oluşturulmuş kardiak iskemik hasardaki koruyucu etkisinde K kanallarının 

aktivasyonu önemli bir rol oynarken NOS aktivasyonunun gerçekleşmediği 

gösterilmiştir (Joyeux-Faure, 2006). Nöronal iskemi modellerinde de EPO’nun anti-

inflamatuvar, anti-apoptotik, antioksidan etki göstererek iskemik, hidrojen peroksit, 

glutamat toksisitesine karşı koruyucu olduğu bulunmuştur (Sakanaka, 1998). 

 

Deneysel ve klinik akut ve kronik iskemik veya toksik renal yetmezlik 

çalışmalarında 300-5000 IU/kg EPO’nun koruyucu olduğu görülmüştür. Bu etki 

nöronal etkilere benzerdir. EPO; renal I/R hasarında sitokin yapımını, lökosit 

adhezyonunu, migrasyonunu azaltarak anti-inflamatuvar etki göstermektedir (Ateş ve 

ark, 2005, Imamura ve ark., 2007, Sarples ve ark., 2004, Furuichi ve ark., 2002). 

EPO’ nun cisplatin, siklosporin toksisitesinden koruyucu olduğu gösterilmiştir. 

EPO’nun akut koruyucu etkisi sırasında Hb konsantrasyonu değişmemektedir bu 
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nedenle bu etkinin dokuya spesifik doğrudan etki olduğu düşünülmektedir. Erken 

dönemde EPO tedavisi başlanan predializ hastalarının kronik yetmezliğe 

ilerlemesinin daha yavaş olduğu gözlenmiştir. Bu hastalarda Hb konsantrasyonu 

EPO tedavisi almayan hastalara göre daha yüksek bulunmuştur (Sharples ve Yaqoob, 

2006).  

 

EPO yapısında yüksek oranda glikolize ve sialik asit yapısı bulundurur. Bu 

yapıda bulunan oligosakkaridler kolay parçalanabildiğinden serum EPO 

konsantrasyonu çok kısa sürede düşmektedir. EPO’ nun alfa, beta, karbamile ve 

asialo gibi farklı rekombinant formları bulunmaktadır. AsialoEPO serum ömrü çok 

kısa olan fakat sitoprotektif etkisi çok yüksek olan formudur (Imamura ve ark., 

2007). Bu nedenle çalışmalarda seçilen ve kullanılan EPO türü deney sonucunu ve 

koruyuculuk düzeyini etkileyebilmektedir. 

 

EPO reseptörü yapı olarak tip I sitokin reseptörü formundadır. Fakat iskemik 

hasarlarda EPO tedavisi TNF-α, IL-6 düzeyini düşürerek anti-inflamatuvar etki 

gösterir (Liu ve ark., 2006). 

  

EPO’ nun doku koruyucu etkisinde 3 temel yolun aktif oluğu düşünülmektedir 

(şekil 1.14): 

 

1. JAK2-STAT-Bcl yolu: Bu yol EPO’nun eritropoezi uyarmasını takiben 

aktive olan yoldur. Eritroid serisinde EPO, JAK/STAT yolu ile mitojenik 

aktiviteyi arttırır, Bcl geninin aktivasyonunu arttırır, Bax gen yapımını ise 

azaltır. 

 

2. Akt /Protein Kinaz C yolu: EPO ile aktive olan diğer yaşamsal yol akt 

yoludur. Protein kinaz C ile de aktive olabilen bu yol, protein kinaz B, 

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

 

3. NFkb yolu: JAK2 ile aktive olan bu yol dual etki gösterir.  
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Hipoksi sırasında dokularda akt, STAT2, ekstrasellüler sinyal ile ilişkili kinaz 

yapımında azalma olduğu, dokuda oluşan hasarında bu moleküllerdeki azalma ile 

korele olduğu bulunmuştur (Brines ve Cerami, 2006, Ghezzi ve Brines, 2004). 

 

 

 

 

 

 
Şekil 1.14: EPO’ nun antiapoptotik ve sitoprotektif etkisine katılan moleküller ve sinyal 
iletim yolları (Ghezzi ve Brines, 2004). 

1.1.7.6.  Eritropoietin ve K-ATP Kanalları 

Tavşan kalbiyle yapılan çalışmalarda EPO ile oluşan önşartlanmada K-ATP  

kanallarının açılmasının yer aldığı görülmüştür. Sarkolemmal K-ATP  kanal blokörü 

HMR 1098 ile ve mitokondriyal K-ATP  kanal blokörü 5-hydroxydecanoate ile 

yapılan çalışmada bu kanal blokörlerinin EPO’ nun koruyucu etkisini bloke ettikleri 

gösterilmiştir. PK C aktivasyonunun hem sarkolemmal hem de mitokondriyal K 

kanallarının açılmasını sağladığı bilinmektedir. EPO’ nun güçlü bir PK C aktivatörü 

olduğu düşünüldüğünde EPO etkilerinde doğrudan K kanallarının değil de PK C 

aktivasyonunun rol aldığı düşünülmüştür. PK C açılımı aynı zamanda MAPK kinaz 

aktivasyonunu da sağlamaktadır (Joyeux-Faure ve ark., 2006).   



  39 

 

K-ATP  kanalları dışında iç mitokondriyal membranda ve sarkolemmal 

membranda kalsiyum ile aktive olan bir potasyum kanalı daha mevcuttur. Kardiak 

iskemik hasarda bu kanaların açılmasının da kalbe koruyucu etki sağladığı 

gösterilmiştir. Kalsiyum ile aktive olan K kanal blokörü paxilline ile yapılan 

çalışmalarda da EPO’ ya bağlı önşartlanma etkisinin azaldığı  gözlenmiştir (Joyeux-

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

 

 

 
 

Şekil 1.15: EPO ve K-ATP  kanalları: Hücrede EPO ile aktive olan K kanalları: 
EPO R aktivasyonunu takiben aktive olan ileti yollarının hücre membranındaki ve 
mitokondirial K kanallarıyla etkileşimi ve iskemik hasara direnç gelişimi görülmektedir 
(Joyeux-Faure ve ark., 2006).   
.  
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1.1.8. Midkin ve Iskemi Reperfüzyon Hasarı 

Midkin ailesi, heparine bağlanan büyüme faktörü midkin ve pleiotrophinden 

oluşmaktadır. Pleiotrophin; heparin bağlayan büyüme ilişkili molekül (HB-GAM), 

osteoblast stimüle edici faktör (OSF-1), heparin bağlayıcı nöronal faktör (HBNF) 

olarak da adlandırılmaktadır. Midkin ve pleiotrophin arasında %45 yapısal benzerlik 

vardır. Midkin ve pleoitrophin nöronal gelişimden mitojenik aktiviteye kadar pek çok 

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

 

Midkin; 13 kDa ağırlığında, çoğunlukla bazik proteinlerden oluşan bir 

moleküldür ve retinoik asite cevap veren bir genin ürünüdür. Midkin; heparine 

bağlanan büyüme ve farklılaşma faktörü olarak bilinmektedir. Midkin disulfid 

bağlarıyla birbirine bağlanmış 2 parçadan oluşur, her bir parça birbirine paralel 

olmayan 3 şeritten oluşmaktadır (Muramatsu, 2002) (Şekil 1.16 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil-1.16: Midkinin yapısı: C parçasındaki heparin bağlanan 2 kısım işaretlemiştir. 
(Muramatsu, 2002). 
 

Midkin; hücre yüzeyinde pek çok reseptörün aktive olmasına neden olur. 

protein tirozin fosfataz z (PTP z), düşük moleküler ağırlıklı lipoprotein reseptör 

ilişkili protein (LRP), anaplastik lösemi kinaz (ALK) ve transmembran heparan 



  41 

sulfat proteoglikan ailesinden syndecanların midkin sinyal sisteminde yer aldığı 

bulunmuştur (Muramatsu, 2002, Owada ve ark., 1999). (Şekil 1.17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.17: Midkinin Reseptör Tipi (Muramatsu, 2002).  

 

Midkin; fare embryogenezinin midgestasyonel döneminde, özellikle epitelial-

mezenkimal ilişkilerin oluştuğu bölgelerde, nöronal dokunun farklılaşması sırasında, 

mezenkimal dokuların yeniden yapılanması sırasında yoğun olarak 

sentezlenmektedir (Midsiadis ve ark., 1995). Bu embryolojik gelişimin en tipik 

örneklerinden biri de akciğer gelişimidir. Kan damarlarının endotelial hücreleri, bazı 

organların muköz epiteli midkin ekspresyonunun yoğun yapıldığı kısımlardır. 

Dokuda hasarlanma oluştuğunda lokal midkin yapımı veya mevcut ekspresyonu artar 

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

 

Midkin ekspresyonu öncelikle embrojenik kökenli karsinomlar olmak üzere 

pek çok tümoral oluşumda artmaktadır.Özafagus, mide, kolon, hepatosellüler, 

akciğer, meme, tiroid, prostat, mesane, koloanjiokarsinom nöroblastom, glioblastom, 

Hodgkin hastalığı ve Wilms tümöründe midkin yapımının çok arttığı görülmüştür 

(Muramatsu, 2002). 
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Midkinin; farklı hücreler üzerinde  

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 özelliklerinin (Sato ve ark., 2002) olduğu gösterilmiştir. 

 

Midkinin; nötrofil ve makrofajların migrasyonunu arttırdığı, immün 

hücrelerden sitokin yapımını arttırdığına dair az sayıda yayın bulunmaktadır. Midkin 

knockout farelerde renal iskemik hasarın daha az olduğu gösterilmiştir. Normalde 

böbrekte midkin ekspresyonu karaciğere göre daha azdır. I/R hasarından sonra 

midkin ekspresyonunun özellikle proksimal tübüllerde ve yakın alanda arttığı 

gözlenmiştir. Midkin olmamasının I/R hasarındaki inflamasyonu azalttığı ve gene 

midkin knockout farelerde MIP-2 ve MCP-1 düzeylerinin daha az olduğu 

bulunmuştur (Sada ve ark., 2001, Lien ve ark., 2003). Her ne kadar bu yayınlara 

baktığımızda midkin I/R hasarını arttırıcı bir sitokin rolünde görülse de Wada ve ark. 

(2002), postmortem insan iskemik beyin otopsilerinde midkin expresyonunun 

arttığını görümüşler, fakat ilginç olan midkin ekspresyonunun fazla olduğu 

bölgelerde dokuların daha iyi korunduğunu gözlemlemişlerdir.  
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. Gereçler: 

2.1.1. Deney Hayvanları:  

Deneylerde Ankara Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Moleküler Biyoloji Araştırma ve 

Geliştirme Birimi, hayvan laboratuvarında üretilen yetişkin erkek 250-300 g. 

ağırlığında Sprague-Dawley cinsi sıçanlar kullanılmıştır. Sıçanlar standart 

koşullarda, standart sıçan sanayi yemleri ve çeşme suyu ile ad libitum beslenmiştir. 

Tüm çalışmalar Ankara Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Hayvan Etik Kurulu’ nun izni 

alındıktan sonra saat 10.00-15.00 arasında gün ışığında Moleküler Biyoloji Araştırma 

ve Geliştirme Birimi in vivo araştırma laboratuvarında yapılmıştır. 

2. 1. 2. Kullanılan Madde ve Aletler 

2. 1. 2. 1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Heparin (sigma) – 100  IU/ml olacak şekilde SF içinde sulandırıldı. 

Ketamin HCl (Parke-Davis, 50 mg/ml) 

Rompun %2 (Bayer) 

% 10 NaOH (Sigma) 

Sulfanamid (Merck) 

NEDD (Merck) 

H3PO4 (Merck) 

Sodyum nitrit (Sigma) 

Nitrit/nitratsız distile su 

Nötral fosfat tamponatı 
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EPO (rHuEPO: Rekombinant insan EPO’i; Eprex, Santa Farma 4000 IU/2 ml 

solüsyon) 

Glibenklamid (Sigma) 

CaCl2 (Applichem) 

Tris/Cl (Applichem) 

Propil alkol (Applichem) 

Etil alkol (Applichem) 

NaCl (Merck) 

Na2HPO4 (Merck) 

NaH2PO4 (Merck) 

 Taq DNA Polimerase (Metis) 

10X PCR Buffer (Fermentas) 

10 mM dNTP set (Fermentas) 

25mM MgCl2 (Fermentas) 

Agarose (Applichem) 

Ethidium Bromide (AMRESCO) 

Primerler (Metis) 

DNA moleküler büyüklük belirteci (DNA Micromarker Code E84, AMRESCO,) 

Rat TNF ELISA geliştirme kiti (R&D) 

Streptavidin-HRP (Sigma) 

Substrat solusyonu (1:1 oranında H2O2+ Tetrametilbenzidin) (KPL) 

Stop solusyonu( 2N H2SO4) (KPL) 

Rat IL-6 ELISA geliştirme 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 ölçüm kit (Pierce) 
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2. 1. 2. 2. Kullanılan Gereçler: 

2. 1. 2. 2.1. Cerrahi Malzemeler 

Genel amaçlı cerrahi makas 

Damar makasları 

Eğri doku forsepsi 

Eğri iris forsepsi 

Sivri uçlu forsepsler 

Nontravmatik buldog klemp 

Hemostatik forsepler 

 

2.1.2.2.2. Diğer Gereçler 

Sıçan rektal problu, infraruj ısıtma sistemi; Commat 

Manyetik karıştırıcı-Torrey Plus Scientific 

Shaker PSU-2T plus; Biosan 

Spectromax M2-Molecular Devices-spektrometre-florimetre 

Kodak Image Station 4000 MM- invivo invitro görüntüleme cihazı 

PCR gene amplifier 9700 Applied Biosystems- PCR 

Heto Ultrafreeze –80oC 

Milli RO plus 60 su arıtma sistemi  

Nanopure infinity- su arıtma sistemi  

ELISA washer Biotek- ELISA plak yıkayıcısı 

Corning pHmeter-pH metre 

Kuyruktan kan basıncı ölçüm cihazı; BİOPAC,  

Vorteks-Stuart Scientific 

 Mikrosantrifüj (Elektro-Mag) 

İnfüzyon pompası (Commat) 
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Polietilen PE 100 tip kanül 

Polietilen PE 50 tip kanül 

Polietilen 2 ml lik pastör pipetleri 

Mikrosantrifüj 0,5-1,5 ml lik kapaklı tüpler 

RNA-DNA free 0.2, 0.5, 1.5 ml lik kapaklı sentrifuj tüpleri 

Steril ve nonsteril 10, 100, 1000 μl lik pipet uçları 

Polietilen ip 5/0 

Cam tüpler (5 ml)  

Otomatik mikropipetler (10 μl, 20 μl, 100 μl, 1000 μl) 

96 ve 384 kuyucuklu ELISA plakları (Greiner) 

Homojenizatör (Ultra thorax) 

Hamilton şırıngası 100 μl lik 

 

2.2. Cerrahi İşlem ve Deney Protokolü 

2.2.1. Anestezi ve Operasyona Hazırlık: 

Deneye alınan sıçanların anestezisi intraperitoneal (i.p.) olarak verilen 50 

mg/ml/kg Ketamin ve 10 mg/kg Rompun ile yapılmıştır. Anestezi derinliği 

injeksiyon sonrası 5 dk beklenerek göz refleksi ve “ağrılı stimulusa yanıt” (forsepsle 

sıçan ayağının sıkıştırılması ) ile belirlenmiştir. 

 

Anestezi edilen hayvanlar operasyon masasına alınıp ekstremitelerinden birer 

flaster ile tespit edilip, dezenfektan madde (Betadin) ile işlem alanları temizlenmiştir. 

Kan alımı için için sol femoral ven kateterizasyonu (PE50 tip); zamanlı idrar 

toplamaları için idrar kesesi (PE100) kateterize edilmiştir. Deney boyunca deney 

hayvanının vücut sıcaklığı rektal probe aracılığıyla kontrol edilerek, ısıtmalı 

operasyon masası ile 37± 0,5º C de tutulmuştur. 
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2.2. 2. Femoral Ven Kateterizasyonu: 

Sol inguinal alanda küçük bir insizyon yapılarak küt disseksiyonla 

genişletilmiş ve deriyi ekstremite kaslarına yapıştıran bağ dokusu karın duvarına 

doğru forsepsin iki ucu açılarak ameliyat alanı tamamen ortaya çıkarılmıştır. Arter ve 

ven üzerindeki zar ince pensler yardımı ile uzaklaştırılıp, ikisi birbirinden izole 

edilmiştir. Uygun uzunlukta izole edilen ven etraflarından bir vücut bir de ekstremite 

tarafından olmak üzere ikişer 5/0 tip ip geçirilmiştir. Ven damarı hafifce gerilecek 

şekilde iki ip arasında forseps yardımı ile askıya alınmıştır. Bu şekilde vücut 

tarafındaki ip ile hemostatik etki uygulanmış ve damar üzerindeki işlem 

kolaylaştırılmıştır. Damar üzerine yarısından fazla olmayacak şekilde küçük, eğik 

(45˚) bir kesit yapılarak, çok ince bir forsepsle açık tutulabilecek bir çentik 

oluşturulup içi heparinli SF (100 IU/ml) ile doldurulmuş PE-50 tip polietilen kanül 2-

3 cm damar içine itilerek yerleştirilmiştir. Kanül ip ile bağlanarak tespit edilmiştir. 

Kanın pıhtılaşmasını önlemek için kanülün serbest ucundan heparinli SF ile dolu 

injektör yardımı ile 0,2 cc verilerek sıçan heparinlenmiştir.  

2.2. 3. İdrar Kesesi Kateterizasyonu: 

Zamanlı idrar toplanması için idrar kesesi kateterizasyonu yapılmıştır. Bunun 

için pubis bölgesinde orta hatta 0,5 mm lik insizyon yapılıp, küt disseksiyon ile 

periton içine girilip idrar kesesine ulaşılmıştır. Periton içinden kıvrık uçlu pens 

yardımı ile idrar kesesi dışarı alınarak kavernöz damarların az olduğu apeks 

bölgesinden küçük bir kesi yapılmıştır. İdrar kesesine polietilen IE 100 tip kanül 

yerleştirilip tespit edilmiştir. Pens yardımı ile idrar kesesi tekrar periton içine 

alınmıştır. Sıçana sol yan pozisyonu verilerek idrarın graviteye bağlı serbest akışı 

sağlanmıştır. İdrar kanül ucunda yerleştirilen darası alınmış santrifüj tüpleri içine 

toplanmıştır. 
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 Sıçan vücut sıcaklığı (37±0.5 ˚C) sabit tutulmak için, sıçana uygun ısı kontrollü 

operasyon masası kullanılmıştır. Sıvı kaybını azaltmak için kanülasyon bölgelerine 

SF ile ıslatılmış gazlı bez kullanılmıştır. 

2.2. 4. Renal Arter ve Ven Iskemisi: 

Periton orta hattan insize edilerek barsaklar yana alınmış böbrek damarları 

açığa çıkarılmıştır. Her iki böbrek arter ve venleri deney prosedürüne uygun olarak 

nontravmatik vasküler buldog klempler yardımıyla oklüze edilmiştir. Cerrahi 

işlemlerden sonra sıçan 15 dk lık stabilizasyon perioduna bırakılmıştır. Işlem 

sırasında abdominal kanama olmamasına dikkat edilmiş; cerrahi sırasında sorun 

yaşanan hayvanlar deneyden çıkarılmıştır.  

2.3. 5. Deney Protokolü: 

Çalışma kapsamında sıçanlarda deneysel iki taraflı renal IR modeli 

oluşturulmuştur. EPO’ nun I/R hasarındaki etkisi belirlenmiş ve bu etkinin K-ATP  

kanal inhibitörü glibenklamid ile inhibe edilip edilemediği araştırılmıştır. Çalışma; 

200-250 gr ağırlığında her iki cinse ait 100 adet Spraque-Dawley türü sıçan ile 10 

grupta (n=10/grup) gerçekleştirilmiştir.   

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 yapılmış salin enjekte, (IR) 

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

Grup VII: I/R+önşartlanma, (pre) 

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

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

Grup X: IR+önşartlanma+glibenklamid (pregli) 
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Deneyde EPO; daha önceki yayınlarda renal I/R hasarı tedavisinde kullanılan 

ve etkinliği gösterilmiş olan 500 IU/kg dozdan verilmiştir. Glibenklamid dozu da 

önceki yayınlarda renal I/R hasarında koruyucu olduğu gösterilmiş olan dozdan (40 

mM/kg) verilmiştir. Bu doz aynı zamanda mitokondriyal K-ATP  kanal 

inhibisyonunda kullanılan dozla aynı miktardadır. Glibenklamid toz şeklinde 

bulunmaktadır. Serum fizyolojik içinde tam olarak çözünmemektedir, maddenin 

DMSO veya metanol içinde tam çözünmesi mümkündür. Fakat bu maddelerin deney 

seyrini etkileyebileceği düşünülerek glibenklamid serum fizyolojik içinde 

sulandırılarak hazırlanan solusyon i.p. olarak enjekte edilmiştir. Tüm deney 

gruplarına eş zamanlı olarak ve glibenklamidin sulandırıldığı miktarda serum 

fizyolojik i.p. olarak verilmiştir. 

 

 Sıçanlar 50 mg/kg ip ketamin ve rompun ile anestezi edildikten sonra aseptik 

koşullarda femoral ven kateterizasyonu (PE50 kanül ile) ve takiben orta hat 

abdominal insizyonu yapılarak mesaneye PE100 kanül yerleştirilmiştir. Deney 

boyunca vücut sıcaklığı rektal probla kontrollü ısıtmalı deney masasında 37±0.5 oC 

de sabit tutulmuştur. Stabilizasyon periyodunu (15 dk) takiben protokole göre her iki  

renal arter non travmatik vasküler klemple 45 dakika oklüze edilmiştir. Klempler 

çıkarılarak böbreklere kan akımının yeniden gelmesi sağlanmıştır. Dört saatlik 

reperfüzyondan sonra her iki böbrek histopatolojik, biyokimyasal ve moleküler 

analizler için çıkarılmıştır.  

 

İlaçlar grup protokollerine uygun olarak iskemiden 30 dk önce verilmiştir. 

Önşartlanma 45 dk lık iskemiden 30 dk önce 5 dk iskemi ve takiben  reperfüzyon 

yapılarak oluşturulmuştur. İlaçlar protokollerine uygun şekilde 5 dk iskemiyle 

eşzamanlı olarak verilmektedir.  

 

Deney boyunca mesane ve femoral ven kateterizasyonu yapılarak dakikalık 

idrar akım hızı ve kreatin klerensi ile glomerüler filtrasyon değerlendirilmek üzere 

kan ve idrar örnekleri toplanmıştır. Femoral vendeki kateter deney boyunca kan 

alımında kullanılmıştır. Stabilizasyon periyodunu takiben kan glukoz düzeyini 
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belirlemek amacıyla 0.2 ml’yi geçmeyen kan örneği alınmıştır. Deney sonu glukoz 

ölçümü ise deney sonlandırılırken alınan kan örneği kullanılarak ölçülmüştür. Kan 

örnekleri 3000 devirde 4 ˚C de 10 dk santrifuj edildikten sonra serumları alınarak 

daha sonra ölçüm yapmak üzere temiz santrifuj tüplerine konulmuştur. Deney 

boyunca toplanan idrar ve serum numuneleri mikrosantrifüj tüplerde –80 ˚C lik derin 

dondurucuda analiz zamanına kadar saklanmıştır. 

 

Kan basıncı ve kalp hızı değerleri; reperfüzyon döneminde kuyruktan ölçülerek 

elde edilmiştir. 

 

  Deney bitiminde çıkarılan ve homojenize edilen dokular ve kan örnekleri 

sentrifüj edilmiş; süpernatanları alınarak yapılacak ölçüm yöntemine uygun olarak –

80
0
C’de dondurucuda değerlendirmeler yapılana kadar saklanmıştır. 

2. 3. 6.Tez Kapsamında Değerlendirilen Parametreler: 

a.Histopatolojik değerlendirme: Kortikal ve medullar bölgede glomerüler ve tübüler 

yapıların ışık mikroskopisiyle değerlendirmesi 

b. Apoptosis değerlendirmesi için böbrek dokusunda kaspaz-3 düzeyi 

c. Renal fonksiyonların değerlendirilmesi: GFR ve tübüler fonksiyon açısından 

serum ve idrardan Na ve K düzeyi ölçümü yapılarak Fraksiyone Na, K  çıkışı 

değerlendirmesi, dakikalık idrar akım hızı, kreatinin klerensi tayini 

d. Kan glukoz duzeyi baslangıc ve deney sonu 

e. Deney boyunca kuyruktan kan basıncı kontrolü 

f. Böbrek dokusunda HIF-1 alfa mRNA ekspresyonu 

g. Böbrek dokusu TNF-alfa, IL-6 , nitrit düzeyleri 

h. Böbrek dokusunda midkin düzeyleri 
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2. 4. Analiz Yöntemleri:  

2. 4. 1. Histopatolojik İnceleme: 

% 10 formaldehit içinde fikse edilen dokular 5 μm eninde kesitler alındıktan 

sonra parafine gömülmüş ve H&E ile boyanmıştır. Kesitler Zeiss axioskop 

fotomikroskopisi ile fotograflanmıştır. Doku örneklerinin değerlendirilmesinde 

Chatterjee ve ark. nın (2000; Kidney Int. ) Mc Winnie ve ark. modifiye methodu 

kullanılarak böbrek hasarı skorlanmıştır. Rastgele alanlar seçilerek kortikal bölge 

X20 büyütmede 25 alana bakılmış ve her bir alana düşen tübüler yapı 

değerlendirilmiştir. Sonuçta her bir böbrek total 100 (en kötü) olarak skorlanmıştır.  

 

Değerlendirme yapılırken 4 skorlama kullanılmıştır:1,2,3,4. 

 

Skor 1: Normal histoloji 

Skor 2: Tübüler hücre şişmesi, fırçamsı kenar kaybı, nükleer yoğunlaşma, tübüllerin 

üst 1/3 ünde nükleer kayıp 

Skor 3: Skor 1 ile aynı parametreler fakat bulgular tübüllerin üst 2/3 ünde  

Skor 4: Tübüllerin üst 2/3 ünden fazlasında hasarlanma ve nükleer kayıp olması 

durumu. 

 

2. 4. 2. Apoptosis Değerlendirilmesi: 

Böbrek  dokusunda apoptosis değerlendirilmesi için kaspaz-3 düzeyi 

kolorometrik olarak ölçülmüştür. Doku protein düzeyi  Bradford yöntemi ile 

ölçülerek; 100 µg protein içeren doku örneği, kaspaz-3 düzeyi için 

değerlendirilmiştir.100 µg protein, assay tamponu ile dilue edilmiştir (50 mM 

HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, % 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 inkübe edilmiştir. Final konsantrasyonu 

pNA boyası’nın 405 nm de absorbansının değerlendirilmesiyle belirlenmiştir. 

Sonuçlar bilinen p-NA (pNitroanilin) konsantrasyonuna karşılık pM substrat/ dk/ µg 

protein olarak verilmiştir. 

2. 4. 3. Doku Sitokin ve Midkin Düzeyi Ölçümü: 

Böbrek doku örneklerinden elde edilen protein ekstrelerı proteaz inhibitörü 

içeren (aprotinin, leupeptine, pepstatine, PMSF- her birinden 2 mg/ml) birj 150 lizis 

solüsyonu (tris 1 M, EDTA 0.5 M, NaCl 5M, % 10 brij 96,  % 10 NP40 suda)  içinde 

dokular buz içerisinde homojenize edilerek elde edilmiştir. Homojenizasyon 

sırasında doku ağırlıkları tartılarak lizis solüsyonundan örnek ağırlığının 2 katı 

olacak şekilde eklenmiştir (Powergen homojenizatör 125, Fisher Scientific). 

Ölçümler yapılıncaya kadar homojenatlar –80 ° C de dondurucuda saklanmıştır.  

 

Doku ve serum örnekleri, kit prosedürlerine uygun olarak TNF-α 

değerlendirilmek üzere  ELISA yöntemiyle ölçülmüştür. Yönteme göre TNF capture 

antikoru (100ug/ml) 1ug/ml olucak şekilde 1 ml PBS içinde hazılanarak her bir 

kuyucuğa 100 μL konmuştur. 16 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Takiben 

PBS-Tween ile plak 2 defa yıkanıp her kuyucuğa 200 μL bloklama solusyonu (%1 

BSA; PBS içinde) konarak yarım saat 37 C ode yarım saatte oda sıcaklğında 

bekletilmiştir. Bloklamayı takiben örnekler ve TNF-α standartları 100 μL 

kuyucuklara konulmuştur. Standart 4ng/ml’den başlanıp ½ %1 BSA PBS içinde 

dilüe dilmiştir. Bu şekilde oda sıcaklığında 2 saat inkübe edilmiştir. Kuyucuklar 

PBS-Tween ile 4 defa yıkanarak TNF detection antikoru (0.25 ug/ml %1 BSA 

içinde) 100 μL  konulmuştur. Tekrar plak PBS-Tween ile 4 defa yıkanıp 

Streptavidin-HRP 1/200 sulandırılarak her welle 100 μL konmuş ve yarım saat 

inkübe ediliştir. Takiben PBS-Tween ile plak 4 defa yıkanıp her kuyucuğa 100 μL 

substrat solüsyonundan konularak renklenme oluşuncaya kadar yaklaşık 15 dakika 

beklenmiştir. Daha sonra her kuyucuğa 50 ul stop solusyonu konup 450 nm’de 

ELISA okuyucuda okutulmuştur. 
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IL-6 ve midkin düzeyleri de aynı konsantrasyonlardan başlanarak ve aynı 

protokolle sadece uygun antikorlar kullanılarak ölçülmüştür.  

2. 4. 4. BCA (bicinchoninic acid) Protein Ölçüm Kiti ile Protein Miktar 

Tayini 

BSA standartı hazırlanması: 2 mg/ml BSA ana stoğu hazırlanır. 

 

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

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

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

D-----175ul hacimde dilüent (%0.9 NaCl) + 175 ul B epedorfundaki solüsyondan 

E-----325ul hacimde dilüent (%0.9 NaCl) + 325 ul C epedorfundaki solüsyondan 

F-----325ul hacimde dilüent (%0.9 NaCl) + 325 ul E epedorfundaki solüsyondan 

G-----325ul hacimde dilüent (%0.9 NaCl) + 325 ul F epedorfundaki solüsyondan 

H----1400ul hacimde dilüent (%0.9 NaCl) + 0 

 

Final BSA konsantrasyonları A (2000ug/ml), B (1500ug/ml), C (1000ug/ml), D 

(750ug/ml),  

E (500ug/ml), F (250ug/ml), G (125ug/ml), H (0ug/ml) olacak şekilde standartlar 

hazırlanmıştır.  

 

ELISA plağına her standarttan ve örneklerden 25 μl konularak üzerine  200 μl 

WR (çalışma reaktanı= 50A solüsyonu:1 B solüsyonu) eklenerek 3 saniye kadar 

çalkalıyıcı da plaka çalkalanmıştır. Daha sonra 30 dakika 37 oC’de inkübe edilip 562 

nm’de ELISA okuyucu da okutulmuştur.  
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2. 4. 5. Nitrit Ölçümü 

Biyolojik sistemlerde NO nun in vivo olarak direkt ölçümü, düşük miktarlarda 

oluşması ve oluştuktan sonra hızla oksijen ile etkileşerek reaksiyona girmesi 

nedeniyle oldukça zordur. Bu nedenle, NO indikatörü olarak onun stabl ürünleri olan 

nitrit ve nitrat ölçümü sıklıkla kullanılmaktadır. Bu çalışmada Diazotizasyon 

yöntemiyle nitrit miktarı NO miktarını ölçmek amacıyla kullanılmıştır. 

Diazotizasyon yöntemi, nitritin asidik ortamda primer bir aromatik aminle 

(sülfanamid) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etidiamin (NEDD) ile renkli bir azo 

türevi oluşturması esasına dayanır (Griess Reaksiyonu). Sonuçta oluşan bileşik 545-

555 nm dalga boyundaki ışığı absorblayabilen mor bir azo boyasıdır (Tunctan ve 

Abacıoglu, 1998).  

 

Sulfanamid: H3PO4 ‘ün % 85 lik çözeltisinden % 2.5 lik çözeltisi suda 

hazırlanır. % 2.5 lik H3PO4 içinde % 1 lik sülfanamid hazırlanır. NEDD: % 2.5 lik 

H3PO4 içinde %0.1 lik NEDD çözeltisi hazırlanır. Standart için sodyum nitritin saf 

suda 0.25-50 μM aralığında dilüsyonları hazırlanır. Bu yöntemde ölçümü yapılacak 

olan örnekten 100 μL alınır, ölçümde kullanılacak olan kuyucuklu kültür plaklarına 

yerleştirilir. Örnek üzerine 50 μL sülfanamid çözeltisi ve 50 μL NEDD çözeltisi 

eklenir. Oda sıcaklığında 15 dk bekleyen kültür plakları spektrofotometreye 

yerleştirilir ve örneklerin verdiği absorbanslar 620 nm referans değere karşı 550 nm 

de okunur. Çeşitli dilüsyonlarda sodyum nitrit hazırlanarak absorbans değerleri 

okunur ve standart değerleri ile kalibrasyon denklemleri elde edilir. Örneklerde 

okunan absorbans değerlerinden , bu kalibrasyon denklemler kullanılarak 

örneklerdeki nitrit miktarları hesaplanır. 

2. 4. 6. Doku mRNA Ekspresyonlarının Değerlendirilmesi: 

Referans protokollerine uygun olarak böbrek dokusundan total RNA; 

guanidinium thiocyanate fenol kloroform ekstraksiyon yöntemiyle elde edilmiştir. 

Örneklerdeki RNA miktarı UV spektrometre ile OD260 de ölçülerek; RNA ların 
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degradasyonu ve bütünlüğü agaroz (%1,5 TAE) jelde değerlendirilmiştir. DNA 

kontaminasyonunu engellemek için örnekler DNA ase ile muamele edilmiştir. 

Konsantrasyon hesabı yapılarak, her bir örnekten 1µgr RNA kullanılarak cDNA 

sentez kiti ile 20 µL cDNA ya çevrilmiştir. cDNA örnekleri daha sonraki HIF-1 α 

mRNA düzeyinin değerlendirilmesinde kullanılmak üzere derin dondurucuda -80 oC 

de saklanmıştır.  

PCR protokollerinde her bir değerlendirme için 1 µL cDNA, 1µL reverse 

primer, 1 µL forward primer, 0.5 µL  tag polimeraz, 5 µL MgCl2, 5 µL PCR 

tamponu kullanılmıştır. İnternal kontrol olarak β-aktin geninin mRNA’sı 

kullanılmıştır. Elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde yürütülüp 

dansitometrik analizi yapılmış ve kontrol grupları ile karşılaştırılarak ekspresyon 

ifadelerindeki değişim gösterilmiştir. 

 

mRNA ekspresyonlarında kullanılan primer dizileri: 

HIF-1 α forward  5’-TGC TTG GTG CTG ATT TGT GA-3’  

HIF-1 α reverse   5’-GGT CAG ATG ATC AGA GTC CA-3’  

ß-Actin  

Forward,  5'-GTAGCCATCCAGGCTGTGTT-3‘ 

Reverse    5'-CCCTCATAGATGGGCACAGT-3' 

PCR protokol: 94 oC de 30 saniye, 60 oC 1 dk, 70 oC 2 dk şeklinde 34 siklüste 

değerlendirilmiştir (Powell ve ark., 2002).  

2. 4. 7. Üre, Kreatinin, Glukoz, Na, K Ölçümü 

2. 4. 7.1. Glomeruler Filtrasyon Hızı, Fraksiyone Na ve K Atılımı 

Hesaplanması 

Deney sonlandırıldığında hem sitokin analizleri için hem de deney süresince 

glomerüler ve tübüler fonksiyonları değerlendirebilmek için kan örneği alınmıştır. 

Deney süresinde mesaneye yerleştirilen kateter yardımıyla idrar örnekleri 
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toplanmıştır. Total idrar volümü katederden takip edilmiş ve glukoz, kreatinin, Na, 

K, üre düzeyleri idrar ve serum örneklerinde otoanalizör (Roche 900 otoanalizör) ile 

uygun kitler kullanılarak ölçülmüştür. Elde edilen değerler kreatinin klerensi, 

fraksiyone Na ve K atılımı hesaplanmasında kullanılmıştır.  

 

Kreatinin Klirensi = (İdrar Konsantrasyonu X İdrar volümü / (Plazma Konsantrasyonu X 

zaman) 

 

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

 

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

2.5. İstatistiksel Analiz:  

Parametrik sonuçların analizi tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile 

yapılmıştır. Deney sonuçlarına göre gerekli görüldüğünde uygun istatistiksel işlemler 

de eklenmiştir. Grup ortalamaları farklı bulunan sonuçlara Tukey testi uygulanmıştır. 

Sonuçlar ortalama± SEM olarak verilmiştir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. 

 

 

 

3. BULGULAR 

 

 

Çalışma kapsamında sıçanlarda deneysel iki taraflı renal IR modeli 

oluşturulmuştur. EPO’ nun IR hasarındaki etkisi belirlenmiş ve bu etkinin K-ATP  

kanal inhibitörü glibenklamid ile inhibe edilip edilemediği araştırılmıştır. Çalışma; 

200-250 gr ağırlığında her iki cinse ait 100 adet Spraque-Dawley türü sıçan ile 10 

grupta (n=10/grup) gerçekleştirilmiştir.  

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

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

Grup IV: Sham opere+EPO+glibenklamid ip, 

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

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

Grup VII: I/R+önşartlanma, 

Grup VIII: I/R+ glibenklamid, 

Grup IX: IR+EPO+glibenklamid, 

Grup X: I/R+önşartlanma+glibenklamid. 

3.1. Histopatolojik Değerlendirme: 

Böbrek dokularındaki hasarlanma değerlendirilirken rastgele alanlar seçilerek 

kortikal bölge X20 büyütmede 25 alana bakılmış ve her bir alana düşen tübüler yapı 

değerlendirilmiştir. Örneklerde 4 skorlama kullanılmıştır: 1,2,3,4 (Şekil 3.1). 

 

Skor1: Normal histoloji 

Skor 2: Tübüler hücre şişmesi, fırçamsı kenar kaybı, nükleer yoğunlaşma, 

tübüllerin üst 1/3 ünde nükleer kayıp 

Skor 3: Skor 1 ile aynı parametreler fakat bulgular tübüllerin üst 2/3 ünde  

Skor 4: Tübüllerin üst 2/3 ünden fazlasında hasarlanma ve nükleer kayıp 

olması durumu. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                          A                                                                   B 
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                                                          C                                                                   D 

 

Şekil 3.1: Grupların değerlendirilmesinde kullanılan skorlamaya örnek böbrek 

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

 

 

Sham grubunun doku skorları arasında anlamlı fark bulunmamıştır. 

Glibenklamid verilen grupta doku hasar skoru artmış olsa da istatistiksel olarak 

anlamlı çıkmamıştır.  

 

I/R grubunun tübüler hasar skorları; sham grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı artmış bulunmuştur (p<0.001). I/R-EPO, I/R-glibenklamid (I/Rgli), I/R-

önşartlanma (pre), I/R-glibenklamid-önşartlanma (pregli) gruplarında tübüler hasar 

skorları sham grubuna göre yüksek bulunmuştur (p<0.001). I/R hasarı öncesi EPO 

tedavisi, önşartlanma (p<0.001) ve glibenklamid tedavisi (p<0.05); I/R ye bağlı 

böbrek hasarını azaltmıştır. Glibenklamid tedavisi; hem EPO tedavisine hem de 

önşartlanmaya bağlı düzelmeyi azaltmaktadır (p<0.001) (Şekil 3.2). (Sham: 7,1±0,7; 

shamepo: 6,4±0,9; 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 ). 

 

 



  59 

0

30

60

90

120

sh
am

sh
am

ep
o

sh
am

gli

sh
am

gli
ep

o IR
IR

ep
o

IR
gli

IR
ep

og
li

pre
pre

gli

do
ku

 s
ko

rla
rı

*

*

*

*

* *

 

Şekil 3.2: Histopatolojik inceleme sonucunda her bir gruptan elde edilen skorlar. 

Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiştir (n=6) 

* Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamlı farkları olan grupları ifade 

etmektedir 
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3.2. Apoptosis Sonuçları:  

I/R hasarı sonrası böbrek dokusunda kaspaz-3 düzeyi artmıştır (p<0.001, 

n=10). EPO, glibenklamid tedavisinin tek başlarına ve kombine kullanımları ve 

önşartlanma I/R sonrası hasarı belirgin şekilde azaltmıştır (p<0.000).  

 

EPO tedavisi ve önşartlanma I/R sonrası hasar kontrol düzeyine yaklaşmıştır 

(p<0.05).  

 

Glibenklamid tedavisi; I/R sonrası hasarı azaltmış olmasına rağmen; EPO ve 

önşartlanma grubundaki koruyucu etkiyi de azaltmış bulunmuştur (p<0.001).  

 

Sham grubuna EPO, glibenklamid, EPO ve glibenklamid beraber 

uygulanmasının böbrek apoptosisine etkisi anlamlı bulunmamıştır. 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: 32±2,9; pre: 17±1,1; pregli: 56±4,2 (Şekil 3.3) 
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Şekil 3.3: I/R hasar sonucu apoptosis değerlendirilmesi, grupların doku kaspaz-3 
düzeyleri: Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiştir (n=10). Sham grubu ile istatistiksel 
olarak anlamlı farkları olan gruplar * p<0.001, ** p<0.05  olarak gösterilmiştir. 
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3.3. Doku Sitokin Düzeyleri:  

3.3.1.TNF-α Düzeyi 

I/R hasarı sonrası, böbrek dokusunda proinflamatuvar sitokin TNF-α düzeyi 

artmıştır (p<0.001, n=10). EPO tedavisi ve önşartlanma I/R sonrası TNF-α düzeyi 

artışını  belirgin şekilde azaltmıştır (p<0.001), bu gruplar ve kontrol grubu arasında 

ise istatistiksel fark bulunamaıştır.  Glibenklamid tedavisi; I/R sonrası TNF-α 

düzeyini azaltmış olmasına rağmen; EPO ve önşartlanma grubundaki TNF-α düzeyi 

artmasına neden olmuştur (p<0.001).  

 

Sham grubuna EPO, glibenklamid, EPO ve glibenklamid beraber 

uygulanmasının böbrek TNF-α düzeyine etkisi istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (Şekil 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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Şekil 3.4: Doku TNF-α düzeyleri . Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiştir.  
Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamlı farkları olan grupları ifade 
etmektedir 
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3.3.2. Doku IL-6 Düzeyleri:  

I/R hasarı sonrası böbrek dokusunda proinflamatuvar sitokin IL-6 düzeyi 

artmıştır (p<0.001, n=10). EPO tedavisi ve önşartlanma I/R sonrası IL-6 düzeyi 

artışını  belirgin şekilde azaltmıştır (p<0.001). Glibenklamid tedavisi; I/R sonrası IL-

6 düzeyini azaltmış olmasına rağmen; EPO ve önşartlanma grubundaki IL-6 düzeyi 

artmasına neden olmuştur (p<0.001).  

 

Sham grubuna EPO, glibenklamid, EPO ve glibenklamid beraber uygulanmasının 

böbrek IL-6 düzeyine etkisi görülmemiştir. EPO tedavisi ve önşartlanma sonrası 

doku IL-6 düzeyleri sham grubu düzeylerine yaklaşık değerlere düşmüştür. (Sham: 

716±66; shamepo: 700±47; shamgli: 595±39; shamgliepo: 663±65; IR: 3050±246; 

IRepo: 868±47; IRgli: 1850±78; IRepogli: 1786±72; pre: 577±74; pregli: 1806±52 

pg/gr) 
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Şekil 3.5: Doku IL-6 düzeyleri . Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiştir.  
Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamlı farkları olan grupları ifade etmektedir. 
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3.4. Doku Midkin Düzeyleri: 

EPO ve glibenklamid uygulanan hayvanların böbrek dokularında midkin 

düzeyleri kontrole göre anlamlı farklı bulunmamıştır. I/R hasarı dokuda midkin 

düzeyini arttırmıştır (p<0.001). EPO uygulanan I/R grubunda midkin düzeyi artarken 

(p<0.001), glibenklamid uygulaması I/R sonrası midkin düzeyini azaltmıştır 

(p<0.001). Önşartlanma grubunda da EPO grubuna benzer etkiyle I/R grubuna göre 

midkin düzeyi artmış ve artış da glibenklamid uygulaması ile azalmıştır (p<0.001). 

Şekil 3-6’ de tüm gruplara ait böbrek dokusu midkin düzeyleri görülmektedir. 

(Sham: 766±41; shamepo: 786±51; shamgli: 596±71; shamgliepo: 731±61; IR: 

2552±98; IRepo: 4697±271; IRgli: 1840±128; IRepogli: 2486±376; pre: 3755±248; 

pregli: 1552±86 pg/ml). 
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Şekil 3.6: Doku midkin düzeyleri . Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiştir.  
Sham grubu ile p<0.001 istatistiksel olarak anlamlı farkları olan grupları ifade 
etmektedir. 
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3.5. Doku Nitrit Düzeyleri:  

EPO verilen sağlıklı hayvanlarda böbrek dokusu nitrit düzeyi kontrole göre 

artmış, glibenklamid verilen grupta ise azalmış bulunmuştur (p<0.05). I/R uygulanan 

grupta doku nitrit düzeyi sham grubuna göre belirgin şekilde artmıştır (p<0.000). 

hem EPO tedavisi hem de glibenklamid uygulaması doku nitrit düzeyini azaltmıştır, 

bu etki glibenklamid grubunda daha belirgindir (p<0.001). Şekil 3.7’ de tüm gruplara 

ait böbrek dokusu nitrit düzeyleri görülmektedir. (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 μM/g doku). 
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Şekil 3.7: Doku nitrit düzeyleri : Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiştir. 
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3.6.Doku mRNA Ekspresyonlarının Değerlendirilmesi: 

            
 

Şekil 3.8: Sham grubu böbrek dokusunda HIF-1α ve β-aktin mRNA ekspresyonları ve 
moleküler ağırlık standartı. HIF-1α ve β-aktin mRNA ekspresyonları yaklaşık olarak 
sırasıyla moleküler ağırlık standartının 200 ve 500 bp a denk gelen bölgelerinde görülmüştür.  
 

 

 

        
sham    I/R   sham   S-EPO   I /R     I/R epo     Sham    Pre    I/R    Pregli 
 
Şekil 3.9: Dokularda HIF-1α m RNA ekspresyonları (n=3): I/R hasarı böbrek dokusundan 
HIF-1α mRNA ekspresyonunu azaltırken EPO ve önşartlanma HIF-1α  ekspresyonunu 
arttırmıştır. Glibenklamid uygulaması her iki tedavinin HIF-1α mRNA üzerindeki arttırıcı 
etkisini azaltmıştır.  Şekil 3.8’de sham, sham-EPO, I/R-EPO, önşartlanma, önşartlanma 
glibenklamid gruplarındaki HIF-1α mRNA ekspresyonları görülmektedir.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  66 

3.7. Kardiyo- Renal Fonksiyonların Değerlendirilmesi: 

 

Deney boyunca kuyruktan sistolik kan basıncı tayini ve kalp hızı ölçümü 4 kez 

yapılmıştır, ortalaması alınarak değerlendirilmeye katılmıştır. Deney 

sonlandırıldığında glomerüler ve tübüler fonksiyonları değerlendirebilmek için kan 

örneği alınmış ve deney süresince toplanan idrar örnekleri ile beraber üre, kreatinin, 

Na, K, düzeyleri ölçümünde kullanılmıştır.  Elde edilen değerler kreatinin klerensi, 

fraksiyone Na ve K atılımı hesaplanmasında kullanılmıştır. 

3.7.1. Gruplara Göre Sistolik Basınç, Kalp Hızı, Kan Glukoz Düzeyleri: 

  Sham grubunda EPO ve glibenklamid uygulaması sistolik kan basıncı (SP) ve 

kalp hızı (HR) üzerinde değişiklik yaratmamıştır. I/R grubunda, SP ve HR sham 

grubuna göre belirgin şekilde artmıştır (p<0.01). I/R sırasında EPO tedavisi yükselen 

kan basıncını ve artmış kalp hızını azaltmıştır (p<0.05). Önşartlanma; I/R ya bağlı SP 

ve HR değerlerini sham grubuna yaklaştırmışken, glibenklamid uygulaması hem 

EPO’ nun hem de önşartlanmanın SP ve HR üzerindeki etkisini azaltmıştır.  

 

 Kan glukoz düzeyi EPO uygulamasında değişiklik göstermemiş olmasına 

rağmen glibenklamid tedavisi sonrası düşmüştür (p<0.05). I/R grubunda deney 

sonunda kan glukoz düzeyi kontrole göre yüksek bulunmuştur (p<0.001). I/R 

sonrasındaki artan kan glukoz düzeyi; EPO, glibenklamid, önşartlanma uygulaması 

ile azalma göstermiştir (p<0.05). Grupların SP, HR ve serum glukoz düzeyleri tablo 

4 de verilmiştir. 
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Tablo.4: Gruplara göre sistolik basınç, kalp hızı, kan glukoz düzeyleri: Sonuçlar 

ortalama± SD olarak verilmiş, p<0.05 istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

 

Grup Sistolik basınç 

SP (mmHg) 

Kalp hızı 

HR (atım/dk) 

 

Glukoz (mg/dl) 

Sham 
120±13 270±33 210±23 

Sham-EPO 117±14 256±26 234±45 

Sham-gli 123±16 285±38 134±27 

Sham-EPO-gli 121±19 271±26 194±45 

I/R 195±17 420±36 478±43 

I/R-EPO 146±12 345±44 286±38 

I/R-gli 171±13 401±36 312±34 

I/R-EPO-gli 148±12 396±43 297±43 

Önşartlanma  135±21 370±40 276±56 

Önşartlanma-gli 181±16 412±45 321±65 

3.7.2. Glomerüler ve Tübüler Fonksiyonların Değişimleri:  

Sham opere gruba EPO uygulanması serum üre ve kreatinini anlamlı olarak 

değiştirmediği halde glomerüler filtrasyon hızını (GFR) arttırmıştır (p<0.05). Aynı 

gruba glibenklamid tek başına uygulandığında ise  serum üre ve kreatinin düzeyleri 

artmış, GFR ise azalmış bulunmuştur (p<0.05). EPO ve glibenklamid beraber 

uygulanan sham grubunda ise böbrek fonksiyonları normale yakın bulunmuştur.  

 

I/R sonrası böbrekteki hasarlanma böbrek fonksiyonlarına da yansımıştır. 

Serum üre, kreatinin düzeyi kontrole göre yaklaşık 2-3 kat artmıştır (p<0.001). GFR 

sham grubuna göre azalmıştır (p<0.001). I/R hasarından önce EPO uygulanması 
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serum üre, kreatinin düzeylerini kontrol grubuna yakın değerlere ulaştırmış, GFR 

düzeyini de istatistiksel olarak anlamlı arttırmıştır. I/R hasarı öncesi glibenklamid 

uygulanan grupta serum üre düzeyi ve GFR düzeyi I/R grubuna göre farklılık 

göstermediği halde serum kreatinin düzeyi azalmış bulunmuştur (p<0.05). 

Önşartlanma I/R ye bağlı serum üre ve kreatinindeki artışı azaltmış, I/R sonrası GFR’ 

deki azalmayı da kontrole yakın değerlere getirmiştir (p<0.001). Glibenklamid 

uygulaması hem I/R öncesi EPO uygulamasının hem de önşartlanmanın etkilerini 

azaltmıştır.  

 

EPO ve/veya glibenklamid uygulaması sham grubunda fraksiyone Na (Frak Na 

(%))  ve K atılım yüzdelerinde (Frak K (%)) anlamlı değişiklik yaratmamıştır. I/R 

hasarı hem Frak Na hem de K yüzdelerini arttırmıştır. I/R öncesi EPO uygulaması 

her iki değeri de düşürürken (p<0.05), glibenklamid uygulanan grupta I/R 

değerleriyle benzer sonuçlar elde edilmiştir. Önşartlanma sonrası normal değerlere 

yaklaşan fraksiyone Na ve K atılımını glibenklamid uygulaması I/R değerlerine 

benzer şekilde arttırmıştır.  

 

Tübüler ve glomerüler fonksiyonlardaki değişim tablo.5 de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  69 

 

Tablo 5: Gruplara göre renal fonksiyonların değerleri: Sonuçlar ortalama± SD 

olarak verilmiş, p<0.05 istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

 

Grup Üre Kreatinin GFR (ml/dk) Frak Na (%) Frak K (%) 

Sham 34±13 0.86±0.33 0.99±0.33 0.89 ±0.76 23±5 

Sham-EPO 27±14 0.71±0.26 1.48±0.26 0.93 ±0.36 27±6 

Sham-gli 54±16 1.34±0.38 0.54±0.38 1.12 ±0.56 21±8 

Sham-EPO-

gli 

41±19 0.98±0.26 0.98±0.26 1.03±0.37 22±6 

I/R 75±17 2.32±0.36 0.32±0.36 2.75±0.98 43±5 

I/R-EPO 56±12 1.15±0.44 0.75±0.44 1.34±0.83 33±8 

I/R-gli 66±13 1.87±0.36 0.37±0.36 2.93±0.58 45±9 

I/R-EPO-gli 68±12 1.45±0.43 0.45±0.43 1.89±0.33 37±6 

Önşartlanma  45±21 1.12±0.40 0.82±0.40 1.33±0.21 33±6 

Önşartlanma-

gli 

61±16 1.42±0.45 0.62±0.45 2.13±0.33 37±8 
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4. TARTIŞMA 

 

 

 

Eritropoietinin hematopoezdeki rolü ve dolaşımdaki EPO’ nun başlıca 

kaynağının böbrek olduğu ve endokrin fonksiyonları uzun yıllardır bilinmektedir. 

EPO yapımının ve reseptörlerinin böbrek dışı dokularda da olduğunun 

gösterilmesiyle beraber EPO’nun başka etkileri olabileceği düşünülerek endokrin 

etkilerinin yanısıra parakrin etkileri de çalışılmaya başlanmıştır. Hipoksiyle ve 

metabolik stresle yapımı uyarılan EPO’nun koruyucu etkisinin gösterildiği en önemli 

mekanizma I/R hasarıdır. EPO’nun kardiak, gastrointestinal, nöronal sistem gibi pek 

çok doku ve hücrede iskemik, metabolik ve oksidatif hasarda koruyucu olduğu 

bulunmuştur. Son yıllarda bu koruyucu etkinin renal sistem üzerinde de geçerli 

olduğu gösterilmiştir. EPO tedavisi iskemiden önce tek doz kullanıldığında dahi 

renal toksititede, akut iskemik yetmezliklerde ve iskemi-reperfüzyon hasarında 

koruyucu bulunmuştur (Bagnis ve ark. 2001, Vesey ve ark. 2004,  Spandou ve ark. 

2006). Yeni çalışmalarla gerek iskemi-reperfüzyon hasarı oluş mekanizmalarına 

gerekse EPO’nun bu süreçteki koruyucu etkisini açıklamaya yönelik yeni bilgiler 

eklenmektedir. Bu konuda tartışmalı olan mekanizmalardan birisi K kanallarının 

iskemik olaya katılımıdır. EPO’nun kardiyak I/R hasarında koruyucu etkisinde K-

ATP kanallarının aktivasyonunun önemli olduğu bulunmuştur (Joyeux-Faure ve ark. 

2006, Hanley ve Daut 2005), oysa renal I/R hasarında K-ATP kanal inhibitörü 

uygulamasının I/R hasarından koruyucu olduğuna dair çalışmalar mevcuttur 

(Pompermayer ve ark.  2005). Bu çalışmanın amacı I/R hasarı öncesi tek doz EPO 

uygulamasının renal I/R hasarına etkisi, bu etkide K-ATP  kanallarının katkısının 

açığa çıkarılmasıdır.  

 

Çalışmada kısa süreli (45 dk) iskemi renal arter ve ven iki taraflı 

klemplenerek uygulanmış ve hayvanlar reperfüzyondan sonra 4 saat takip edilmiştir. 

EPO, önşartlanma ve/ veya glibenklamid uygulaması; I/R hasarından 30 dk önce 

yapılmıştır. Kırk beş dk  süreli iskemi ve  4 saatlik reperfüzyon renal dokuda tübüler 

hasar oluşturmaya yeterli olmuştur. Histopatolojik ve biyokimyasal olarak 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16448394&query_hl=12&itool=pubmed_docsum
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değerlendirildiğinde I/R grubunda doku hasarı artmış bulunmuştur. EPO tedavisi 

uygulanması ile sham grubunda histopatolojik incelemeler ve  sitokin düzeyleri 

arasında fark bulunmadığı halde bu grupta SP ve HR değişmeksizin GFR artmış 

bulunmuştur. EPO verilen grupta doku nitrit düzeyleri de diğer gruplara göre daha 

yüksektir. Vaziri ve ark. (1995) normal sıçanlarda tek doz EPO enjeksiyonu sonrası 

kardiovasküler ve renal parametrelerde değişiklik bulamamış Tojo ve ark. (1996) 

1000 IU/kg EPO enjeksiyonunun hipertansif sıçanlarda vazokonstriksiyona ve kan 

basıncı artışına neden olduğunu, normal sıçanlarda kan basıncında hafif bir düşme 

yaparken GFR’ de değişiklik yapmadığını bulmuşlardır. Panzacchi ve ark. (1997) ise 

EPO tedavisinin renal kan akımında artışa neden olarak GFR’ de artışa yol açtığını 

göstermişlerdir. del Castillo ve ark. (1995) EPO uygulamasının endotelde ve 

böbrekte NOS yapımını arttırdığını göstermişlerdir. Daha önce yapılan çalışmamızda 

(Uzuner ve Yazihan, 2004) tek doz EPO uygulamasının GFR’ de artışa neden 

olduğu, bu etkinin NOS blokörü L-NAME ve NMDA R blokörü ketamin ile bloke 

olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiştir. Her iki 

çalışmada da böbrek nitrit düzeyleri artmıştır. Nitekim bu çalışmada sham grubunda 

EPO uygulanan grupta GFR’ deki artış doku nitrit düzeylerindeki artış ile korele 

bulunmuştur.   

 

I/R grubunda doku nitrit düzeyi diğer gruplara göre anlamlı artış göstermiştir. 

Bu grupta pro-inflamatuvar sitokin TNF-α ve IL-1β düzeyleri de yükselmiştir. 

Artmış inflamasyon I/R hasarı gelişiminde önemli mekanizmalardandır. I/R’ ye bağlı 

dokuya kan akımı artışı ve endotel hasarı gelişimiyle beraber dokuya lökosit 

ekstravazasyonu da artmaktadır. Ortamda biriken lökosit ve makrofajlar aktive 

olmakta, dokuda nitrit yapımı ve sitokin salınımı artmaktadır. Bu durum birbirlerini 

tetikleyen olayların aktive olmasını ve sürekliliğini sağlamaktadır. Vazodilatör etkisi 

bulunan NO’ daki artış da, reperfüzyon sırasında kan akımının artmasına neden 

olarak I/R hasarında artışa katkıda bulunabilir.   

 

Doku nitrit düzeyleri gerek EPO verilen grupta gerekse önşartlanma 

uygulanan gruplarda I/R grubuna göre daha düşük olmasına rağmen, glibenklamid 

uygulanan gruba göre daha yüksektir. I/R hasarından önce EPO ve önşartlanma 
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grubunda glibenklamidin beraber uygulanması her iki grupta da doku nitrit 

düzeylerinin azalmasına neden olmuştur. K-ATP kanalları aynı zamanda hipokside 

aktive olan iyon kanallardır. Hipoksik ve hipoglisemik koşullarda oluşan 

vazodilatasyona K-ATP kanallarının aracılık ettiği gösterilmiştir. I/R hasarından 

önce glibenklamid uygulanan grupta K-ATP kanallarının blokajına bağlı reperfüzyon 

sırasındaki vazodilatasyon da azalmış olabilir. Bu durum ortamda inflamatuvar 

hücrelerin toplanmasını ve dolayısıyla pro-inflamatuvar sitokin düzeyini azaltmış 

olabilir. Olasılıkla buna bağlı olarak doku nitrit düzeyi de I/R grubuna göre daha 

düşük bulunmuştur. Glibenklamid uygulanan I/R grubundaki rölatif iyileşme nedeni 

K-ATP kanal blokajına bağlı vazokonstriksiyon nedeniyle olabileceğini 

düşündürmektedir. Bu grupta kaspaz-3 düzeyi de I/R grubuna göre daha az 

bulunmuştur.  

 

NO’ nun; vazodilatasyon yaparak, hipoksik dokuya kan akımını arttırmasının 

yanısıra dokuda HIF-1 aktivasyonunu inhibe edici etkisi de mevcuttur. HIF-1 hücre 

içine glukoz transportunu stimüle eder. Hipoksik koşullarda hücrenin enerji 

gereksiminde oksidatif fosforilasyondan ziyade glikolitik yola gidiş söz konusudur. 

Bu olay hücrenin hipoksiye adaptasyonunda oldukça önemlidir (Faton ve ark. 2000). 

NO böbrekte oksijen kullanımının kontrolünde ve böbreğin kimyasal işlerinin 

düzenlenmesinde önem taşır. NO sentezini uyaran maddelerin böbrek tubullerinde 

her bir Na+ emilimi için gerekli olan ATP miktarını azalttığı da gösterilmiştir. NO 

sıçan kalp ve iskelet kas mitokondrilerinde sitokrom c aktivitesini inhibe etmektedir 

(Laycock ve ark. 1998). Böbrekte Na+-K+ ATP az aktivitesi en çok enerji gerektiren 

olaydır. Sodyumun geri alımı için gerekli enerji ve yapılan iş doğrudan böbreğin sarf 

ettiği oksijen miktarıyla ilişkilidir ve böbreğin oksijen gereksimini belirler. 

Noradrenalin ve bradikinin gibi böbrekte NO salınımına neden olan maddeler, 

kortikal ve medullar O2 kullanımını azaltırken , L-NAME gibi NOS blokörleri her bir 

Na+ için harcanan ATP miktarını arttırmaktadırlar (Blantz ve ark. 2002, Laycock ve 

ark. 1998). EPO ve önşartlanma uygulaması sırasında beliren koruyucu etkide, artan 

NO’ nun böbrek tübül fonksiyonlarında enerji kullanımını düzenleyici etkisinin 

katkısı olabilir.  
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Kaspaz-3, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasını takiben 

sitokrom c yapımının artması ve sitozolde düzeyinin artmasıyla aktive olan apoptotik 

yolun  en önemli göstergelerindendir. I/R grubunda apoptosis göstergesi olan kaspaz-

3 düzeyi de sham grubuna çok yüksek bulunmuştur. I/R hasarı sürecinde hem EPO 

tedavisi uygulamasının hem de K kanal inhibitörü olan glibenklamid uygulamasının 

kazpaz-3 düzeyini düşürmüş olması ve diğer parametreleri de kontrol grubuna 

yaklaştırmış olması ilginçtir. Önşartlanma uygulanan grupta da I/R grubuna göre çok 

belirgin düzelme gözlenmiştir. EPO ve önşartlanma tedavisinin I/R sonrası hasara 

etkisi benzer düzeylerdedir. Glibenklamid uygulanması tek başına I/R hasarını 

azaltmışsa da bu düzey EPO ve önşartlanma gruplarında olduğu kadar belirgin 

değildir , ayrıca glibenklamid uygulaması EPO ve önşartlanma ile beraber 

uygulandığında her iki gruptaki düzelmeyi de inhibe ettiği gözlenmiştir.  

 

HIF-1α ; iskemiye adaptasyonu sağlayan VEGF, glukoz metabolizmasında 

yer alan enzimler gibi çok sayıda genin aktivasyonu, pek çok molekülün 

ekspresyonunun başlamasında rol alan önemli bir moleküldür. EPO uygulanan ve 

önşartlanma uygulanan gruplarda HIF-1α mRNA ekspresyonu da artmıştır. I/R 

grubunda ise HIF-1α mRNA ekspresyonu sham grubuna göre azalmış bulunmuştur. 

EPO yapım ve uyarımının HIF-1α sekresyonu sonrası aktive olduğu ve bu şekilde 

iskemik hasara karşı koruyucu düşünülmektedir. Önşartlanmada da EPO/HIF yolu 

çok önemlidir. Nöronal hipoksik hasarda EPO yapımını takiben JAK2’ nin fosforile 

olduğu ve NFkb bağımlı endojen anti-apoptotik XIAP ve cIAP-2 genlerinin 

yapımının arttığı gösterilmiştir (Digicaylioglu ve Lipton 2001).  

 

EPO ve önşartlanmanın iskemik hasardan koruyucu etkisinde sadece NFkb 

değil protein kinaz B ve akt/ PI3K hücre içi sinyal yolları da katılmaktadır. K-ATP 

kanalları; akt/ PI3K sinyal yollarının aktivasyonunda çok önemlidir (Rafiee ve ark. 

2005). EPO ve önşartlanma sonrası koruyucu etkinin ve HIF-1α  mRNA 

ekspresyonun glibenklamid uygulaması ile azalması bu etkide K-ATP kanal 

blokajının önemli olduğunu düşündürmektedir. K kanalları özellikle K-ATP kanalları 

önşartlanmada aktive olan önemli mekanizmalardan biridir. Çalışmamız sırasında da 

önşartlanmanın renal I/R hasarında koruyucu olduğu, bu etkinin K-ATP kanal 
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blokörü glibenklamid ile inhibe olduğu bulunmuştur. Bu etki hem histopatolojik 

bulgularla, hem inflamatuvar sitokin düzeylerindeki değişimlerle hem de glomerüler 

ve tübüler fonksiyon değerlendirmeleriyle desteklenmiştir.  

 

 Özellikle tübüler fonksiyonları düşünüldüğünde oksijene çok hassas olan bu 

hücreler ortamın pH’ı, metabolik artıklar, ATP miktarı ve en önemlisi PO2 de 

değişimlerden önemli derecede etkilenirler.  K kanallarının hücrede etkileri hücre 

membranında olmasına veya mitokondriyal membranda yer almasına göre değişir. 

Hücre membranındaki K kanallarının kapanması ile hücre depolarize olur ve hücre 

içi kalsiyum miktarı artarken, mitokondriyal K kanalları mitokondrinin iç 

membranında bulunup matriks volumü, matriks kalsiyum miktarı ve solunum hızını 

kontrol eder.  (Hanley ve Daut, 2005). EPO’ nun önşartlanma benzeri bir etki 

göstererek renal I/R hasarından koruyucu etkisinde ATP bağımlı K kanalları etkin 

olabilir.  

    

 Midkin heparin bağlayan multifonksiyonel faktördür. Böbreğin I/R hasarında 

önemli rolleri olduğu gösterilmiştir. Midkin, hücre yaşamını uzatır, mitojenik etki 

gösterir, nöronların, nötrofillerin ve makrofajların migrasyonunu uyarır, fibrinolitik 

aktiviteyi arttırır (Sato ve ark., 2001). Böbrekte I/R hasarı oluşturulduğunda 

proksimal tübüllerde midkin ekspresyonunun üç kat arttığı bulunmuştur. Midkin -/- 

farelerde I/R hasarının daha az olduğuna dair yayınlar olsa da; inmeye bağlı ölen 

hastaların postmortem çalışmalarında midkin ekspresyonunun daha fazla olduğu 

alanlardaki dokuların diğer alanlara göre daha iyi durumda olduğu bu nedenle de 

midkin ekspresyonunun iskemik ve inflamatuvar hasardan koruyucu olabileceği 

düşünülmüştür (Lien ve ark., 2003, Wada ve ark., 2002). Bu çalışmalar; 

I/Rhasarından günler sonra yapılan değerlendirmelerdir. Çalışmada midkin +/+ 

farelerde MCP-1 ve IL-8 gibi kemokin ve kemoatraktan moleküllerin düzeyi daha 

yüksek bulunmuşken, midkin -/- farelerde bu molekül düzeyleri daha düşük 

bulunmuştur (Sato ve ark., 2002). Bizim çalışmamızda da I/R hasarı olan böbrek 

dokusunda midkin düzeyinin kontrol gruplarına göre I/R hasarını takiben 4 saat 

içinde artmış olduğu bulunmuştur. EPO tedavisi ve önşartlanma uygulanan gruplarda 

ise bu artış daha belirgindir. Glibenklamid uygulaması bu gruplarda midkin doku 
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düzeyini azaltmıştır. Bu durum I/R sırasındaki doku midkin artışının sadece nötrofil 

ve makrofaj aktivasyonu değil, dokularda anti-apoptotik etki de göstererek koruyucu 

olabileceğini de düşündürmektedir. Fakat çalışmamızda I/R sonrası uzun dönem 

takip yapılmamıştır.  Ilginç olan böbrek dokusunda normal koşullarda da yoğun 

midkin sekresyonunun varlığının gözlenmesidir. Midkinin farklı dokularda, normal 

ve patolojik koşullardaki etkileriyle ilgili çalışma yok denecek kadar azdır. 

 

 Sato ve ark. (2001); böbrek proksimal tübül hücre kültürü çalışmalarında 5 

mM H2O2 uygulamasının midkin sekresyonunu bir saat içinde arttırdığını 

göstermişlerdir. Benzer şekilde insan hepatosit hücre dizisi Hep3B ile yaptığımız 

hücre kültürü çalışmalarında 100μM H2O2 uygulaması sonrasında hücrelerden 

midkin salınımının arttığı ve bu artışında K-ATP kanal blokajı ile inhibe olduğu 

bulunmuştur. Gene aynı çalışma kapsamında 100μM H2O2 uygulanan gruba farklı 

dozlarda midkin uygulandığında midkin uygulanan gruplarda H2O2 ‘ ye bağlı hasarın 

daha az olduğu bulunmuştur. Midkin uygulaması bu hücrelerde anti-apoptotik etki 

gsötermiştir (Yazıhan ve ark, 2007). Bu durum midkinin oksidatif hasardan hücreyi 

koruyucu olduğunu düşündürmüştür. I/R hasarı sırasında artmış oksidatif hasar 

dokudan midkin sekresyonunu arttırmış olabilir.  

 

İnflamatuvar süreç I/R hasarının gelişiminde önemli bir mekanizmadır. Daha 

önce yapılmış pek çok çalışmada EPO’ nun, I/R hasarından anti-apoptotik, anti-

inflamtuar etki göstererek koruyucu olduğu gösterilmiştir (Brines ve Cerami, 2005). 

Örneğin serebral korteks I/R hasarında, EPO’nun etkisinin TNF-α yapımını azaltarak 

primer hasarı azalttığı, bu şekilde de inflamasyonu baskılayarak ileri dönemde 

sekonder hasarı engellediği gösterilmiştir. Başka iskemi ve inflamatuvar deney 

modellerinde de EPO’nun doğrudan inflamatuvar sitokin yapımını azalttığı 

saptanmıştır. TNF-α ve IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin yapım artışı renal I/R 

hasarı oluş mekanizmasında önem taşımaktadır. Bu çalışmada; dokuda bazal bir 

sitokin sekresyonunun olduğu, bu düzeyin sham grubuna EPO ve/veya glibenklamid 

uygulamasıyla değişmediği fakat I/R hasarını takiben dokuda TNF-α ve IL-6 

düzeylerinin belirgin arttığı bulunmuştur. EPO, renal I/R hasarında da TNF-α ve IL-6 

düzeylerini azaltarak anti-inflamatuvar etki göstermektedir. Önşartlanma uygulanan 
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grupta da benzer sonuçlar elde edilmiş ve her iki grubun anti-inflamatuvar etkisi K-

ATP kanal blokajıyla inhibe edilmiştir. Akt ve PK C hücre içi iletim yolları K-ATP 

kanal aktivasyonuyla yakından ilişkili yollardır. Hüce içindeki mekanizmalar aktive 

olduğunda başka yolları da aktive edebilmektedir. Jak2/STAT yolu ve takiben NFkb 

uyarımı da bunlara dahildir. Her iki sinyal iletiminin EPO ve önşartlanma ile aktive 

olduğu bilinmektedir. K-ATP blokajı, EPO ve önşartlanmaya bağlı anti-inflamatuvar 

etkiyi bu yolların blokajıyla yapıyor olabilir. 

 

Glibenklamid uygulanan grupta I/R sonrası inflamatuvar sitokin düzeyleri 

azalmıştır. K-ATP kanalları nötrofil ve makrofaj aktivasyonunda önemlidir. 

İnflamatuvar hücre aktivasyonu ile sitokin yapımı artmakta ve hücresel hasar 

belirginleşmektedir. Glibenklamidin nötrofil aktivasyonunu azalttığı gösterilmiştir. 

İnflamatuvar olaylardaki diğer dolaylı bir etkisi de vazokonstriksiyon yaratarak 

vasküler permeabiliteyi azaltarak, dokuya geçen inflamatuvar hücre sayısını 

düşürmesidir. Vasküler permeabilitede azalma ve vazokonstriksiyon ; reperfüzyona 

bağlı oksidatif stresi de azaltmaktadır. Aynı mekanizma renal I/R hasarında da 

geçerlidir. Pompermayer ve ark. (2005) glibenklamid uygulamasının renal I/R 

hasarını antioksidan ve anti-inflamatuvar etkiyle azalttığını ve bu etkide NFkb 

translokasyonunun inhibisyonunun da yer aldığını göstermişlerdir. Bu çalışma bizim 

çalışmamızda elde edilen bulguları destekleyicidir.  

 

Renal I/R hasarı sırasında iskemi döneminde böbrek korteks ve medullasına 

olan kan akımı kesilmekte, reperfüzyonu takiben doku kanlanması hızla 

sağlanmaktadır. Fakat reperfüzyon sırasında böbrek dokusunda her bölgede eşit 

kanlanma olamamakta, bazı bölgeler iskemik kalırken bazı bölgelerde konjesyon ve 

ödem gelişimi gözlenmektedir. Böbrek dokusundaki hemodinamik bozulma, 

vazomotor aktivitede de denge bozukluğuna neden olmaktadır. I/R hasarlı dokuda 

lokalize veya jeneralize cevaplar oluşarak, endotelin-1 , PAF, prostaglandinler gibi 

bazı vazokonstriktör maddelerin yapımının artmasının yanısıra; inflamatuvar sitokin , 

kemokinler, NO gibi moleküller de devreye girerek yer yer vasküler konjesyonlar 

oluşabilmektedir. Endotel hasarının artmasıyla da ödem gelişimi hızlanmaktadır 

(Devarajan, 2006).  
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 Oksijen yetersizliğine bağlı olarak tübüler hücrelerde ATP yapımı azalarak 

AMP düzeyi artmaktadır. Hasarlanan hücrelerden adenin nükleotidler hücre dışına 

çıkmaya başlamaktadır. Özellikle reperfüzyon sırasında hipoksantinin ksantine 

dönüşümü de artmaktadır ve oksidatif stres artmaktadır. Hasarlanan dokuda hücre içi 

kalsiyum düzeyinin artması vasküler fonksiyonları olumsuz etkilemektedir. I/R 

hasarı oluşturulan grupta GFR belirgin şekilde düşmektedir(Devarajan, 2006). 

Tübüler hücrelerde polarizasyon I/R hasar derecesine göre bozulmaya başlamaktadır, 

hücreler arasındaki adezyon ortadan kalkarak hücreler dökülmektedir. Özellikle 

hücre yüzeyinde bulunan Na-K-ATP az enzim fonksiyonları ilk etkilenen bölgelerdir 

ve bu nedenle I/R hasarında  tübüler Na ve K atılımı da bozulmaktadır (Kwon ve 

ark., 1998). Çalışmamızda I/R grubunda hem glomerüler fonksiyonların hem de 

tübüler fonksiyonların bozulduğu görülmüştür. EPO uygulaması ve önşartlanma; 

tübüler hasarı düzelterek Na ve K atılımını normal değerlere yaklaştırmıştır. 

Beraberlerinde glibenklamid uygulamasının ise her iki gruptaki olumlu etkiyi inhibe 

ettiği gözlenmiştir. Tek başına glibenklamid uygulaması sham ve I/R gruplarında 

glomerüler ve tübüler fonksiyonlarda anlamlı değişim yapmamıştır. EPO’ nun ve 

HIF-1α’nın, iskemi sırasında, tübüler enerji ihtiyacını düzenleyerek dengede tuttuğu 

bilinmektedir. Bu etkiye Na-K-ATP az enzim aktivitesinin düzenlenmesi de 

katılmaktadır (Coux ve ark., 2001). EPO doğrudan veya HIF-1α’nın ekspresyonunu 

arttırarak tübüler fonksiyonları düzenliyor olabilir. EPO’ nun glomerüler ve tübüler 

fonksiyonları düzenleyici etkisinde bu hücrelerde antiapoptotik etki göstererek doku 

hasarını engellemiş olması olasıdır. Tübüler hücrelerin korunması renal K+ ve H+ 

dengelerini de düzenleyecektir.  

 

Sonuç olarak, renal I/R hasarı inflamatuvar sürecin aktivasyonu, apoptosisin 

artmasıyla seyreden ve böbrek fonksiyonlarının da durumdan ciddi boyutta 

etkilendiği bir patolojik olaydır. Önşartlanma ve EPO tedavisi renal I/R hasarını anti-

inflamatuvar, antiapoptotik etki göstererek azaltmaktadır. Bu etkide K-ATP kanalları 

rol oynamaktadır. Inflamasyon ve mitojenik olaylarda yer aldığı görülen midkinin; 

EPO ve önşartlanmaya bağlı koruyucu etkide yeraldığı dikkat çekmektedir. Renal I/R 

hasarında EPO’ nun koruyucu etkisinde K-ATP kanallarının ve midkin yapımının 
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katılımı yeni bir bulgudur. I/R hasarı oluş mekanizmasında, K kanalları ile midkinin 

rolü konularında olaya katılan olası reseptörlerin ve hücre içi sinyal iletim 

yollarındaki değişimlerin ileri çalışmalarla açığa çıkarılması gerekmektedir. Bu 

çalışmanın, ileride yapılacak çalışmalara katkıda bulunabilecek bir rehber çalışma 

olması umudu taşınmaktadır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

 

1. Çalışma kapsamında sıçanlarda deneysel iki taraflı renal IR modeli 

oluşturulmuştur. EPO nun I/R hasarındaki etkisi belirlenmiş ve bu etkinin K-

ATP  kanal inhibitörü glibenklamid ile inhibe edilip edilemediği 

araştırılmıştır. Çalışma; 200-250 gr ağırlığında her iki cinse ait 100 adet 

Spraque-Dawley türü sıçan ile 10 grupta (n=10/grup) gerçekleştirilmiştir.  

  

Grup I: Sham opere, saline enjekte ip,  

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

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

Grup IV: Sham opere+EPO+glibenklamid, 

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

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

Grup VII: I/R+önşartlanma, 

Grup VIII: I/R+ glibenklamid, 

Grup IX: IR+EPO+glibenklamid, 

Grup X: IR+önşartlanma+glibenklamid. 

 

 

2. EPO ve/veya glibenklamid uygulanan sham gruplarında histopatolojik olarak 

bir fark görülmemiştir. I/R yapılan grupta böbrek dokusunda belirgin 

hasarlanma gözlenmiştir. EPO tedavisi ve önşartlanma uygulaması I/R 

hasarını histopatolojik olarak düzeltmiştir. K-ATP kanal blokajı; EPO ve 

önşartlanma uygulamasının koruyucu etkilerini inhibe etmiştir. I/R grubunda 

sadece glibenklamid uygulaması I/R hasarını kısmen düzeltmiştir.  

 

3. Doku apoptosis göstergesi kaspaz-3 düzeyleri; EPO ve/veya glibenklamid 

uygulanan sham gruplarıyla sham grubu arasında fark göstermemiştir. I/R 

hasarı dokuda kaspaz-3 düzeyini belirgin bir şekilde arttırmıştır. EPO tedavisi 
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ve önşartlanma uygulaması I/R hasarına bağlı apoptosisi azaltmış,  K-ATP 

kanal blokajı; EPO ve önşartlanma uygulamasının anti-apoptotik etkisini 

inhibe etmiştir. I/R grubunda sadece glibenklamid uygulaması I/R hasarına 

bağlı apoptosisi kısmen düzeltmiştir.  

 

4. Doku pro-inflamatuvar sitokin düzeyleri; EPO ve/veya glibenklamid 

uygulanan sham gruplarıyla sham grubu arasında fark göstermemiştir. I/R 

hasarı dokuda TNF-α ve IL-6 düzeylerini belirgin bir şekilde arttırmıştır. 

EPO tedavisi ve önşartlanma uygulaması I/R hasarına bağlı proinflamatuvar 

sitokin yapımını azaltmış,  K-ATP kanal blokajı; EPO ve önşartlanma 

uygulamasının anti-inflamatuvar etkisini inhibe etmiştir. I/R grubunda sadece 

glibenklamid uygulaması I/R hasarına bağlı inflamasyonu kısmen 

düzeltmiştir.  

 

5. Doku nitrit düzeyleri; sadece EPO verilen grupta artmış bulunmasında 

rağmen glibenklamid uygulanan sham gruplarıyla sham grubu arasında fark 

göstermemiştir. I/R hasarı dokuda nitrit  düzeyini belirgin bir şekilde 

arttırmıştır. EPO tedavisi ve önşartlanma uygulaması doku nitrit düzeyini I/R 

grubu kadar olmasa da arttırmıştır. K-ATP kanal blokajı; hem I/R grubundaki 

hem de I/R sırasında EPO ve önşartlanma uygulamasına bağlı nitrit yapımını  

inhibe etmiştir.  

 

6. Doku HIF-1 α mRNA ekspresyonu; EPO ve/veya glibenklamid uygulanan 

sham gruplarıyla sham grubu arasında fark göstermemiştir. I/R hasarı dokuda 

HIF-1 α mRNA ekspresyonu belirgin bir şekilde azaltmıştır. EPO tedavisi ve 

önşartlanma uygulaması I/R hasarı sonrası HIF-1 α mRNA ekspresyonunu 

arttırmıştır. K-ATP kanal blokajı; HIF-1 α mRNA ekspresyonunu inhibe 

etmiştir.  

 

7. Kontrol grubunda EPO ve/veya glibenklamid uygulaması hayvanlarda SP, 

HR düzeylerini değiştirmemiştir. I/R sırasında hayvanlarda SP belirgin 

şekilde artmış, HR hızlanmıştır. I/R öncesi  EPO tedavisi ve önşartlanma 
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uygulaması SP ve HR düzeyini kontrol değerlerine yaklaştırmıştır. K-ATP 

kanal blokajı uygulanan I/R grubunda SP ve HR yüksek devam etmiştir. 

Glibenklamid uygulaması I/R sırasında EPO ve önşartlanma uygulamasına 

bağlı SP ve HR’ deki azalmayı engellemiştir.  

 

8. Kan glukoz düzeyi EPO verilen gruplarda değişmezken, glibenklamid 

uygulanan sham grubunda azalmıştır. I/R hasarı sonrası serum glukoz düzeyi 

belirgin şekilde artmış bulunmuştur. I/R sırasında EPO ve/veya glibenklamid 

uygulaması serum glukoz düzeylerini düşürmüştür.  

 

9. Sham grubunda glibenklamid uygulaması glomerüler fonksiyonlarda 

değişiklik yapmazken, EPO uygulaması GFR değerini arttırmıştır. I/R hasarı 

sonrasında böbrek glomerüler fonksiyonları belirgin şekilde bozulmuştur. I/R 

hasarı uygulanan hayvanların serum üre, kreatinin düzeyleri sham grubuna 

göre anlamlı artmış, GFR değerleri düşük bulunmuştur. EPO tedavisi ve 

önşartlanma uygulaması böbrek fonksiyonlarını sham grubuna yaklaştırırken  

K-ATP kanal blokajı; I/R öncesinde EPO ve önşartlanma uygulamasına bağlı 

GFR artışını  inhibe etmiştir. I/R öncesinde glibenklamid uygulanan grupta 

serum üre, kreatinin düzeyleri de yüksek bulunmuştur.  

 

10. Sham grubunda EPO ve/veya glibenklamid uygulaması tübüler fonksiyon 

göstergesi olan fraksiyone Na ve K atılımlarında değişiklik yapmamıştır. I/R 

hasarı sonrasında böbrek tübüler fonksiyonları belirgin şekilde bozulmuştur. 

I/R hasarı uygulanan hayvanların fraksiyone Na ve K atılımlarında belirgin 

artış gözlenmiştir. I/R öncesi EPO tedavisi ve önşartlanma uygulaması 

böbrek tübüler fonksiyonlarını sham grubuna yaklaştırırken  K-ATP kanal 

blokajı; I/R öncesinde EPO ve önşartlanma uygulamasına bağlı fraksiyone Na 

ve K atılımlarında artışın devam etmesine neden olmuştur. I/R öncesinde 

glibenklamid uygulanan grupta fraksiyone Na ve K atılım düzeyleri de 

yüksek bulunmuştur. 
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11. Doku hasarı ve apoptosis düzeyleri hem sham grubunda hem de 

I/Rgruplarında doku pro-inflamatuvar sitokin TNF-α düzeyleri ile pozitif 

korele bulunmuştur. 

 

12.  Kontrol gruplarında doku nitrit düzeyindeki artış GFR düzeyleriyle pozitif 

korele bulunmuştur. Aynı korelasyon  I/R gruplarında bulunamamıştır.  

 

13. Doku midkin düzeyleri I/R grubunda doku TNF-α düzeyleri ile pozitif korele 

bulunmuştur. 

 

14. Doku midkin düzeyleri ile doku kazpaz-3 düzeyleri I/R grubunda pozitif 

korele iken sham gruplarında korelasyon bulunamamıştır.  
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ÖZET 

 

Renal İskemi Reperfüzyon Hasarında Eritropoietinin Koruyucu Etkisine 

K-ATP Kanallarının Katılımı 

 

Eritropoietin (EPO) hipoksiye cevap olarak yapılan ve salınan sitoprotektif bir 

sitokindir. EPO reseptörleri böbrek de dahil olmakla beraber pek çok dokuda bulunur. 

EPO’nun koruyucu etkisi farklı iskemi reperfüzyon (I/R) hücre ve doku modelleriyle 

gösterilmiştir. Midkin son dönemlerde I/R hasarı oluşum mekanizmasında yer aldığı 

düşünülen anti-apoptotik ve mitojenik etkili eski bir moleküldür. Bu çalışmada in vivo sıçan 

renal I/R modelinde EPO’nun etkisi, bu etkide ve EPO’nun anti-apoptotik etkisinde rol 

alması olası mekanizmaların araştırılması hedeflenmiştir.   

 

Erkek Spraque-Dawley sıçanlar 45 dk renal iskemiye maruz bırakıldıktan sonra 4 

saatlik reperfüzyon sonrası deney sonlandırılmıştır. Deney gruplarına uygun olarak I/R 

hasarından 30 dk önce 5 dk iskemi, EPO (500 U/kg, i.p.) ve/veya glibenklamid (40 mM/kg ) 

uygulanmıştır Sham opere grup kontrol olarak kabul edilmiştir. Deney sonunda; renal 

disfonksiyon ve doku hasarlanması histolojik doku hasarı derecelendirmesi, serum 

biyokimyasal göstergeleri (üre, kreatinin, K ve Na düzeyleri) ile değerlendirilmiştir. 

Apoptosis doku kaspaz-3 düzeyleri ve histopatolojik olarak değerlendirilmiştir.    

 

Bu çalışmada iskemi öncesi  tek doz sistemik EPO uygulanmasının sıçanlarda renal 

I/R hasarından koruyucu olduğu bulunmuştur. Özellikle EPO ve önşartlanma glomerüler 

disfonksiyonu, tübüler hasarı (biyokimyasal ve histolojik değerlendirmeler ile) belirgin 

şekilde düzeltmektedir. EPO, in vivo kaspaz-3 aktivasyonunu da engelleyerek anti-apoptotik 

etki göstermektedir. EPO; I/R sonrası inflamatuvar cevabı; proinflamatuvar sitokinler olan 

TNF-α ve IL-6 yapımını azaltarak göstermektedir. EPO ve önşartlanmanın anti-apoptotik ve 

anti-inflamatuvar etkilerinde ATP bağımlı K kanal aktivasyonunun katıldığı görülmüştür. 

EPO tedavisi ve önşartlanma renal dokuda HIF-1 α mRNA ekspresyonunu da arttırmaktadır. 

ATP bağımlı K kanal blokajı HIF-1 α mRNA ekspresyonunu inhibe etmektedir. Midkin 

sekresyonu renal I/R hasarını takiben artmaktadır. EPO ön tedavisi doku midkin düzeyinde 

daha fazla artışa neden olmakta ve bu artış glibenklamid ile inhibe olmaktadır.  
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Sonuç olarak; EPO renal I/R hasarı sırasında anti-apoptotik, anti-inflamatuvar etki 

göstererek koruyucu etki göstermektedir. EPO’nun koruyucu etkisi önşartlanma benzeri bir 

etki olup ATP bağımlı K kanal blokajı ile inhibe olmaktadır.  HIF-1 α mRNA ekspresyonu 

ve  midkin sekresyonu da bu koruyucu etki de yer alıyor gibi görünmektedir. Midkin ve 

EPO’ nun renal I/R hasarındaki etkilerinin belirlenmesi ve aradaki bağlantının bulunabilmesi 

için daha fazla çalışmaya gerek vardır.   

 

 

 

Anahtar Sözcükler: Renal iskemi reperfüzyon hasarı, eritropoietin, midkin, ATP bağımlı K 

kanalları, HIF-1, TNF, IL-6, nitrit, apoptosis, kaspaz-3, glomerüler filtrasyon hızı (GFR), 

tübüler 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 I/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-α 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 α mRNA expression  during renal I/R injury and ATP 

dependent K channel blockage inhibits HIF-1 α 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 α 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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