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II1. OZET

Sicanlarda Renal Iskemi Sonras1 Biyokimyasal Parametreler ve Demir
Metabolizmasindan Sorumlu Hepsidin ve Hepsidin Bagimh Genlerin (BMP6,
GDF-15, HJV) Incelenmesi

Dr. Recep DOKUYUCU
Uzmanlik Tezi, Fizyoloji Anabilim Dal1
Tez Danigsmani: Yrd. Dog. Dr. Tuncer DEMIR
Aralik -2012

Amag: Demir homeostazisinin diizenlemesinde merkezi bir rol {istlenen peptid yapida
kii¢iik bir hormon olan hepsidinin viicut savunmasinda, inflamasyonda araci olarak
gorev aldig1 bulunmustur. Hepsidinin demir homeostazisi ile anemi ve anemiye sebep
olan hastaliklarla olan iligkisini belirlemek amaciyla myokardial ve karaciger
iskemi/reperfiizyon (I/R) modelleri iizerinde ¢alismalar yapilmistir, ancak renal i/R
modeli iizerinde bir ¢alisma yapilmamustir. Calismanizda renal I/R yapilarak serum
biyokimyasal belirteclerin [tam kan sayimi, eritropoetin seviyesi, retikiilosit sayimu,
demir (Fe), transferrin (Tfr), solubl transferrin reseptorii (sTfR), hepsidin ve IL-6]
Olciimii degerlendirilecektir. Gilinlimiizde artis gésteren anemi, renal hastaliklar ve diger
inflamasyonla iligkili hastaliklarin tan1 ve tedavisine 151k tutmasi amaci ile yukarida ismi
gecen parametrelerle birlikte hepsidin bagimli genlerin (GDF-15, BMP-6, HJV/HFE?2)
ekspresyonlar1 Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) teknigi kullanilarak gosterilmistir.
Ayrica dokular histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem: Calisma i¢in toplam 20 adet Wistar Albino sigan esit olarak 2 gruba
ayrildi. Grup I=kontrol grubu (n: 10), Grup II= I/R grubu (60 dakika iskemi+48 saat
reperflizyon) (n: 10). 1. grup kontrol grubu olarak planlandi. 2. grupta deneysel olarak
sol bobrekte I/R olusturulmasi planlandi. mRNA ¢alismasimda I/R yapilacak olan
bobregin cevaplarmin gercek olabilmesi ve genetik farkliliklarin goz ardi edilebilmesi
icin I/R grubundaki siganlarin referans bobregi olarak iskemi yapilmayan sag bobregi
kullanildi. Daha sonra 2. gruptaki tiim siganlarn bdbreginden sol renal arterin (I/R
olusturulan kistm) I/R alaninmn ¢ikarilmasi planlandi. Ayni sekilde gruplardaki her bir
siganin sag renal arter kismindan da normal dokunun alinmasi planlandi.
Bulgular-Sonug: Bdbrek  fonksiyon bozuklugu ve I/R  sonucu biyokimyasal
parametlerde yapilan ¢alismalarin sonuglarina gére Hgb (p=0.593), RBC (p=0.842),
demir (Fe) (p=0.364), Ret % (p=0.402), Tfr (p=0.849), sTfR (p=0.895), Epo (p=0.283),
IL-6 (p=0.111) ve hepsidin (p=0.149) degerlerinde yapilan istatistiki analize gore
anlamlilik goriilmemistir. Trombosit (p=0.043) degerinde istatistiki olarak anlamlilik
goriilmiistiir (p<0,05). Yapilan gen seviyesi sonuglarina gére I/R grubunda GDF-15
(p=0,126), BMP-6 (p=0,420) ve Hjv/Hfe2 (p=0,673) genlerinin ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamlilik goriilmedi. Histopatolojik sonuclarimizda, hematoksilen
eosin (HE) ile yapilan genel doku degerlendirilmesinde ise kontrol grubu (Grup I) ile
I/R grubunun (Grup II) iskemik ve non-iskemik bobrek skorlamasi karsilastirildiginda
I/R grubundaki bobrek dokusunda hipoksik — iskemik belirtiler anlamli bulundu. Ayrica
I/R grubunda iskemi yapilan bobrek ile iskemi yapilmayan bobrek dokusu arasinda da
hipoksik — iskemik belirtiler anlamli bulundu.

Anahtar Kelimeler: Renal Iskemi/Reperfiizyon, Hepsidin, Solubl Transferrin
Reseptorii (sTfR), BMP-6, GDF-15, HIV/HFE?2
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IV. ABSTRACT

Investigation of Biochemical Parameters In Rats After Renal Ischemia and
Hepcidin Linked Genes (BMP6, GDF-15, HJV) Which Are Responsible For The

Iron Metabolism

Dr. Recep DOKUYUCU
Thesis, Department of Physiology
Thesis Advisor: Assist. Prof. Dr. Tuncer DEMIR
December -2012

Purpose: As well as its central role in regulation of iron homeostasis hepsidin also
plays significant role in the body’s defense mechanism and inflammation. In order to
determine association of hepsidin with iron homeostasis, anemia and diseases that
causes anemia was investigated on myocardial and liver ischemia/Reperfusion (I/R)
models, but there has not been a study on the renal I/R model. In this study, the level of
serum biochemical markers [complete blood count, erythropoietin levels, reticulocyte
count, iron (Fe), transferrin (TfR), solubl transferrin receptor (sTfR), hepcidin and IL-6]
was evaluated after renal I/R. Also, in order to shed light on the diagnosis and treatment
of anemia, renal disease, and the other inflammatory disorders the expression levels of
hepsidin linked genes (GDF-15, BMP-6, HJV/HFE2) was investigated by using RT-
PCR technique. In addition, the histopatology of tissues were evaluated.

Materials & Methods: A total of 20 Wistar albino rats were equally divided into 2
groups. Group I: control group (n = 10), Group II = I/R group (60 minutes ischemia
+ 48 hours of reperfusion) (n = 10). First group was control group and noting was done
and second group was experimental group therefore, in the left kidneys of these rats I/R
was performed. For the expression studies right kidney of the experimental group was
used as a reference. Then, in the second group I/R generated parts of left renal arteries
was removed. Likewise right renal arteries of the all rats were removed. Furthermore,
normal tissues of I/R generated kidneys were taken as a control.

Findings-Results: As a result of renal dysfunction and I/R no significant association
was found in terms of biochemical parameters hgb (p=0.593), RBC (p=0.842), iron (Fe)
(p=0.364), Ret % (p=0.402), Tfr (p=0.849), sTfR (p=0.895), Epo (p=0.283), IL-6
(p=0.111) and hepcidin (p=0.149). However, platelet (p=0.043) values were statistically
significant (p<0,05). Furthermore, expression levels of GDF-15 (p=0,126), BMP-6
(p=0,420) and HIV/HFE2 (p=0,673) genes were not statistically significant. In addition,
the evaluation of the general tissue histopathology was performed by using
hematoxylineosin (HE) and in terms of hypoxic-ischemic signs histopathology results
showed significant associations between control group and I/R group of ischemic and
non-ischemic kidney scoring. In addition, hypoxic-ischemic signs were also significant
between I/R group of kidneys without ischemia and I/R group of kidneys with ischemia.

Key Words: Renal Ischemia/Reperfusion, Hepcidin, Soluble Transferrin
Receptor (sTfR), BMP-6, GDF-15, HIV/HFE2
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1. GIRIS VE AMAC

Demir, biiyiiyen ve gelisen biitiin canli organizmalar i¢in esansiyel bir elementtir
ve yasamsal Oneme sahiptir. Insanlarda demirin yaklasik {icte ikisi hemoglobin
yapisinda, kalan1 miyoglobinde, solunum zinciri enzimlerinde ve hepatik ferritin olarak
depo halinde bulunur. Elektron alip verme 0zelligi nedeni ile oksijen tasinmasi
(hemoglobin ve miyoglobin), bagisiklik sistemi (nikotinamid adenin diniikleotid,
laktoferrin, oksidaz), enerji lretimi (sitokromlar), riboniikleik asit (RNA),
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein sentezinde yer alir. Pek ¢ok enzimin yapisi ve
fonksiyonu i¢in gereklidir [1].

Demirin azlig1 da fazlalig1 da canli organizmalarda bir¢ok metabolik bozukluga
yol agmaktadir. Bu 6neminden dolayi, demir homeostazinin diizenlenmesi ve belli
seviyelerde tutulmasi canli organizmalar i¢cin Onem arzetmektedir ve demir
metabolizmasmin tam olarak anlasilabilmesi i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Son
yillarda hiicresel diizeyde yeni proteinlerin kesfi ile molekiiler kontrol, emilim,
depolanma ve organizma demir dongiisiiniin molekiiler yollar1 ile ilgili demir
metobolizmasinda ¢ok bliylik degisiklikler ve ilerlemeler olmustur [2]. Yapilan
calismalar sonucunda, demir hemostazinin diizenlenmesinde rol alan yeni molekiillerin
tanimlanmas1 ile demir metabolizmas1 hakkinda yeni bilgilere ulagilmistir. Peptid
yapisinda  kiicik bir hormon olan hepsidinin, demir metabolizmasmin
diizenlenmesinde, viicut savunmasinda ve inflamasyonda araci olarak goérev aldiginin
kesfi ile birlikte demir bagimli hastaliklarin patogenezine 151k tutulmus ve
patofizyolojisine bakis degismistir [3, 4]. Hepsidin, cogunlukla karacigerden sentez
edilir, fakat az da olsa bobreklerden, kalpten, iskelet kasindan ve beyinden de sentez
edildigi gosterilmistir. Bobreklerin sadece hepsidin sentezinde rol oynamadigi ayrica
bu peptidin atilmasinda da rol oynadigmni ileri stirmiislerdir [5].

Hepsidin, demir metabolizmasinda ana kontrol merkezi konumunda olmasmin
yaninda demir metabolizmas: ile inflamasyon ve immiin sistem arasindaki bagi
saglayan molekiildiir. Hepsidin hepatik akut faz proteinidir; akut ve kronik
inflamasyonda (IL-6), inflamatuar-enfeksiydz hastaliklarda, iskemik — hipoksik
durumlarda, travma ve malignensilerde miktar1 artar. Hepsidin, antibakteriyel ve

antifungal etkiye de sahiptir. Hepsidin gibi bir¢cok 6nemli homeostatik mekanizmalar,
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duodenumdan asir1 demir emilimini onlemekte ve makrofajlardan demir salinim hizini
diizenlemektedir [6]. Demir emiliminin bozuldugu, ihtiyactan daha fazla demirin
emildigi ve total viicut demirinin normalden 5-10 kat arttig1 hemokromatozis gibi asiri
demir yiiklenmesi olan hastaliklarda asir1 demir, yaygin organ hasarina yol agmaktadir
[6]. Diger yandan demir miktarmin ¢ok oldugu ortamlarda bakteriler hizh
cogaldigindan, asir1 demir yiiklenmesi olan hastalar patojenlere kars1 savunmasizdir ve
demir alimindaki orta dereceli artis bile enfeksiyona karsi viicut direncini azaltmaktadir
[7]. Hepsidinin demir homeostazisinde anahtar rol oynamasmin kesfinden sonra,
hepsidin  yapimin1  etkileyen fizyolojik mekanizmalar  (iskemi/reperfiizyon,
inflamasyon, vb.) ve genetik yolaklar (BMP6, GDF15, HIV/HEF2, sTfR, FPN, vb.)
iizerinde bir¢ok calisma yapilmaistir.

Iskemi ve reperfiizyon (I/R), kanser yada inflamasyon gibi hemen hemen tiim
tibbi disiplinleri ilgilendiren; klinik yada molekiiler bircok basamagi yeterince
aydmlatilamamis genis bir patofizyolojik siirectir [8]. Bir dokuya yada organa gelen
kan akimminin azalmasi veya durmasina iskemi adi verilir. Reperflizyon ise, iskemi
olusan dokuda enerji ihtiyacinin karsilanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi
icin dokuya yada organa kan akiminin yeniden baslamas1 olayidir [9, 10]. Reperfiizyon,
sadece iskemi sonucu olusan hasara gore doku yada organlarda daha ciddi hasara neden
olur [11]. Iskemik periyod siiresince; dokuda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
degismesi, adenozin trifosfat (ATP) azalmasi, hiicre ici Ca™ artis1 ve hiicre iskeleti ile
membran fosfolipitlerinin bozulmasina onciilik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive
olmas1 sonucu asir1 miktarda serbest oksijen radikali (SOR) olusarak oksidatif strese
neden olur [12, 13]. Reperfiizyon sirasinda SOR ve siiperoksit radikalleri endotelyal
hasar, artmis mikrovaskiiler permeabilite ve doku 6demine neden olmaktadir [7].
Ayrica aktive olan adezyon molekiilleri ve sitokinler sistemik inflamatuvar yaniti
baslatabilir. Bu yanitlar I/R hasar1 olarak tanimlanir [14].

I/R hasari, kalp, kas, karaciger, akciger, bobrek ve barsaklarda sik rastlanan ve
ciddi patolojilere yol acan bir¢ok olaya neden olur [15]. Karaciger ve bobrek viicutta
homeostasisi diizenler ve toksik {iriinlerin zararsiz hale getirilip atilmasini saglar [16].
Bobrek veya karaciger dokusunda olusan hasar birbirlerini etkileyebilir. I/R’nin
baslangicta iskemik hasara ugramayan organlar iizerine de yikici etkisi oldugu rapor
edilmistir [17]. Bébrek kan akiminin azalmasi veya durmasi sonucu olusan I/R ile
birlikte kan akimmm kesildigi bolgede hasar oldugu gibi, uzak organlarda da cesitli

derecelerde hasarlar meydana gelebilmektedir [18]. Karaciger, renal I/R tarafindan



oksidatif stres etkisi altinda kalip hasara ugrayabilir ve karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonu artabilir [19]. I/R’ye sebep olan hastaliklarin hepsidin iiretimine ve
metabolizmasina olan etkisinin fizyolojik ve genetik mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Bununla birlikte patogenezi tam olarak aciklanamayan bobrekteki
I/R hasari, klinik 6nemi ve goriilme siklig1 dolayisiyla halen iizerinde yogun olarak
calisilan bir konudur. Demir eksikligiyle veya fazlaligiyla seyreden hastaliklar1 (demir
eksikligi anemisi, inflamasyon anemisi, talasemiler, hemokromatozis tipleri, vaskiiler
ve organ nakli cerrahisi vs.) yakindan ilgilendiren renal I/R hasarinda, bébreklerde
bolgesel kan akiminda bozulma, endotelyal/epitelyal disfonksiyon, inflamasyon ve
tiibiiler tikaniklik gibi fizyopatolojik degisikler meydana gelmektedir [20, 21]. Ek
olarak, bobrekten iiretilen Eritropoetin seviyelerinin hepsidin transkripsiyonunun
(Hamp) kontroliinde rol oynadig1 yapilan calismalarda gosterilmistir. Hepsidinin demir
homeostazisi ile diger anemi ve anemiye sebep olan hastaliklarla olan iligkisini
belirlemek amaciyla miyokard ve karaciger I/R modelleri iizerinde c¢alismalar
yapilmistir, ancak renal I/R modeli {izerinde herhangi bir calisma yapilmamustir.

Bizim c¢alismamizda renal I/R yapilarak bdbrek fonksiyon bozuklugu ve
yaralanma, serum biyokimyasal belirteclerin 6l¢limii (tam kan sayimi, eritropoetin
seviyesi, retikiilosit sayimi, demir (fe), transferrin, solubl ransferrin reseptorii, hepsidin
ve IL-6) degerlendirilecektir. Giinlimiizde artis gosteren anemi, renal hastaliklar ve
diger inflamasyonla iligkili hastaliklarin tan1 ve tedavisine 151k tutmasi amaci ile
yukarida ismi gecen parametrelerle birlikte hepsidin bagimli genlerin (GDF-15, BMP-6,
HJV/HFE2) ekspresyonlar1 Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) teknigi kullanilarak

gosterilmistir. Ayrica bulgular histopatolojik olarak desteklenmeye caligilacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bobrek Anatomisi ve Fizyolojisi

2.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, karmm arka duvarinda vertebral kolonun her iki yaninda,
retroperitoneal olarak yerlesmislerdir. Ust uglar1 12. torakal vertebra {ist seviyesine, alt
uclar1 2. Lomber vertebra alt seviyesine kadar uzanir. Karaciger nedeni ile sag bobrek
sola gore asagidadir. Bobrekler mobil organlardir. Solunumla ve pozisyonla yaklagik 4
cm. kadar yer degistirebilirler [22]. Her biri 150-200 gr agrliginda, 12-13 cm
uzunlugunda, 6-7 cm eninde ve 2.5-3 cm derinligindedir. Bobrekler fasulye seklinde
olup, 6n ve arka olmak iizere iki yiizii, orta ve yan olmak tlizere iki kenary, iist ve alt
olmak iizere iki de ucu vardir. Bobregi igcten disa dogru kapsula fibrosa (bobregi distan
saran, ince fakat saglam fibroz kilif) kapsula adiposa (kapsula fibrosa’yr digtan saran
yag tabakasi) ve fasya renalis (karm duvarindaki fasia subserosa’nin kapsula adiposa’y1
distan saran boliim) olmak iizere li¢ kilif sarar. Sag bobrek iistte siirrenal, {ist ve onde
karaciger, hilus seviyesinde duodenum, altta ve lateral kenarda kolon ile sinirli iken, sol
bobrek ise iistte siirrenal bez, 6nde mide, dalak, pankreas, jejunum, ve desendan kolon
ile smirlandirilmigtir. Her iki bobrek arkada diafragma, kuadratus lumborum ve psoas
kaslarina dayanir. Bobrekler icten disa dogru; fibroz kapsiil, perirenal yag dokusu,
Gerota fasyast ve pararenal yag dokusu ile sarilmistir. Her bir bobregin 6n ve arka
yiizeyleri, i¢ ve dis kenarlari, iist ve alt polleri vardir ve {ist polleri alt pole gore orta
hatta 1 cm daha yakindirr. Dis kenar konkav, i¢c kenar ise konveks seklindedir. I¢
kesimde renal hilus denilen ve ig¢inden renal arter, renal ven, renal pelvis, iireter,
lenfatiklerin ve sinirlerin gectigi bir yarik bulunur. Renal hilus bobrek i¢inde, 2.5 cm
derinliginde olan ve iginde renal pelvis, renal kaliks, renal damarlar ve sinirler ile
degisik miktarlarda yag dokusunun bulundugu renal siniis olarak devam eder [23, 24].
Sol bobrek 11. ve 12. kostalarla komsuluk yaparken, sag bobrek yalnizca 12. kosta ile
komsudur (Sekil 1). Sol bdobrek pankreas kuyrugu, kolon, duodenum ve glandula
suprarenalis ile komsudur [22].

Bobrekler karm arka duvarina korpus pararenalis adi verilen yag dokusu
araciligl ile oturmuslardir. Gerota fasiyasi bobrek kaynakli patolojik durumlari
siirlayan ¢ok 6nemli bir anatomik bariyerdir. Ayrica bobrekleri her yonden perinefrik

yag dokusu sarar. Bobrek kismen renal fasya tarafindan tutulur [25].
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Vena cava

Right kidney

Costovertebral
angle

Sekil 1. Bobreklerin 6nden ve Arkadan goriiniimii [26].

2.1.1.1. Bobregin genel yapisi:

Bobrek, kapsula fibrosa ile sarilmistir. Bu kapsiil bol fibroz lifler, daha az sar1
elastik lifler ve ¢ok az da diiz kas lifleri igerir. Bobregin i¢ tarafinda, bobrege giren ve
¢ikan damarlardan ve pelvisden meydana gelen topluluga hilus denir [25].

Onde: Vena (V.) renalis, Ortada: Arteria (A.) renalis; Arkada: Pelvis renalis

= Papilla of pyramid
o B Coyx
Renal pelvis
Renal artery
Renal vein

Interiobar
artery
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— Ureter

Sekil 2. Bobregin anatomisi; Onde renal ven, ortada renal arter ve arkada renal pelvis yer
almaktadir [27].



Sinus renalis: Hilus’un merkezi girintisidir. Buraya papilla renalisler acilir. Sinus
icinde pelvis renalis 2-3 adet kaliks majoris’e ayrilir. Bunlarda 7-13 tane kaliks
minoris’lere ayrilirlar. Bunlari her birine bir veya {i¢ papilla renalis agilir. Papillalarin
cevresindeki kaliks duvari bobrek kapsiiliine yapisiktir. Bobrek icte medulla, dista
korteks’den olugsmustur.

Medulla: Bobregin i¢ kismidir. Koni, piramit seklinde ¢ok sayida uzantilardan olusur.
Konilerin taban1 kortekse, tepesi hilusa bakar. Koniler birbirlerinden korteksin uzantisi
kolumna renalisler ile ayrilir. Sadece tiibuluslar1 igerir. 8-18 tane piramitten meydana
gelmistir. Her bir piramid kendini saran korteks boliimii ile birlikte bir bobrek lobunu
olusturur.

Korteks: Piramid’ler arasma kolumna renalis’ler girer. Iki piramid basisi arasinda
kalan, iki kolumnay1 birlestiren korteks boliimiine, kapsiilii ile birlikte lobus kortikalis
denir.

Nefron bobregin fonksiyonel iinitesidir. Her bobrek yaklasik olarak bir milyon nefron
icerir. Her bir nefron; renal korpuskiil (glomeriil + bowman kapsiilii) + tubulus
renalislerden olugsmustur. Tubulus renalis =Tubulus proksimalis + henle kulpu + tubulus

distalis’ den olugmaktadir (Sekil 3) [28].

Proximal tubule Cortex

Distal tubule\ /Connectlng tubule

/BOWmanIS Capsule
Macula densa —ﬁ

—— Cortical
collecting tubule

Loop of Henle: Medulla
Thick segment of
ascending limb

Thin segment of — Medullary
ascending limb collecting tubule

Descending limb —

—— Collecting duct

Sekil 3. Nefronun bolimleri [28].



2.1.1.2. Bobregin Fizyolojik Anatomisi

Iki bobrekte yaklasik 2.000.000 nefron vardir ve her bir nefron kendi basma
idrar yapma yetenegine sahiptir. Bir nefron temel olarak, sivinin filtre edildigi glomertil
ile filtre edilen sivinin bdbrek pelvisine akarken idrar niteliklerini kazandig1 uzun bir
tiibulusdan olusmustur. Kan afferent arteriyolle glomeriile girer ve efferent arteriyoller
ondan ayrilir. Glomeriil 50 kadar paralel dala ayrilip anastomozlar yapan kapillerlerden
olusmustur. Epitel hiicreleri ile doseli olan kapiller yumak, bowman kapsiilii i¢inde yer
alir. Glomertildeki kan basinci, bowman kapsiilii i¢ine sivinin siiziilmesini saglar. Sivi
buradan da korteksde glomeriillerin yaninda yer alan proksimal tiibiillere akar.
Proksimal tiibiillerden s1vi, bobrek kitlesi i¢ine bazen bobrek medullasinin dibine kadar
uzanan henle kivrimina gecer. Her bir kivrim, inen kol ve ¢ikan kol olmak {izere iki
kisimdan olusur.

Stv1 henle kivrimindan gectikten sonra proksimal tiibiil gibi bobrek korteksinde
yer alan distal tiibiile girer. Korteks diizeyinde 8 kadar tiibiil birleserek toplayici tiibiilii
olusturur. Bu tiibiiliin ucu donerek, tekrar korteksten medullaya dogru asagiya inip
orada toplayici kanala doniistir. Daha sonra toplayici kanal, bobrek papillasinin ucundan
bobrek pelvisine agilir. Bu papillalar, medullanin bobrek kaliksleri i¢cine dogru
yaptiklari ¢ikintilardan ibarettir. Bobrek pelvisinin girintileri bu kaliksleri olusturur. Her
bir bobrekte bulunan 250 kadar ¢cok genis toplayict kanalin her biri yaklasik 4000 kadar
nefrondan gelen idrart iletir.

Glomeriiler filtrat tiibiillerden akarken suyun % 99’u ve i¢indeki maddelerin
degisik miktarlar1 tekrar absorbe olur ve bazi maddelerde tiibiillerde sekresyona ugrar.
Tiibiillerden gelen su ve icindeki erimis olan maddeler de idrar1 olusturur. Nefronun
temel gorevi, bobrekten gecerken kan plazmasini istenmeyen maddelerden temizlemek
yada arindirmaktir. Arindirilmasi gerekli maddeler 6zellikle iire, kreatinin, iirik asit,
dratlar gibi metobolizma artiklaridir. Ayrica nefronun plazmayr sodyum, potasyum,
kloriir, hidrojen iyonlar1 gibi viicutta birikme egilimi gosteren maddelerden arindirma

gorevi de vardir [29] (Sekil 4).
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Sekil 4. a) Nefronun anatomik organizasyonu b) Nefronun birbirini izleyen boliimleri [29].

2.1.1.3. Bobregin kan dolasimi

Her bobrek kani renal arterden alir. Renal arter organa girmeden once genellikle
iki dala ayrilir. Dallardan biri bobregin 6n boliimiine girerken digeri arka kisma uzanir.
Kortikomediiller sinir diizeyinde interlober arterler arkuat arterleri olusturur. Arkuat
arterlerden dik acilarla dallanan interlobiiler arterler, bobrek kapsiiliine dik sekilde
korteks iginde ilerler. Glomeriil kapillerine kan tasiyan afferent arteriyoller interlobiiler
arterlerden ayrilir. Kan buradaki kapillerden gegerek efferent arteriyollere aktarilir.
Efferent arteriyoller, proksimal ve distal tiibiilleri besleyecek ve diisiitk molekiil agirlikl
maddelerle iyonlar1 dolagim sistemine tastyacak olan peritiibiiler kapiller ag1 olusturmak
iizere bir dal verir [30]. Jukstamediiller nefronlarla iligkili olan efferent arteriyoller ince,
uzun kapiller damarlar1 olusturur. Medullada diiz bir yol izleyen ve sonra yeniden
kortikomediiller sinra dogru geriye kivrilan bu kapiller damarlara vaza rekta yada diiz
damarlar adi verilir. Glomeriilden siiziilen kani tasiyan bu damarlar medullanin
beslenmesini ve oksijen ihtiyacini saglarlar. Dis korteksteki ve bobrek kapsiiliindeki

kapillerler interlobiiler venlere bosalan yildizs1 venleri olusturmak {tizere birlesirler.
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Venler de arterlerle ayn1 yolu izler. Kan interlobiiler venlerden arkuat venlere ve oradan

da interlober venlere akar. Interlober venler renal veni olusturmak iizere birlesir,

buradan kan bobregi terk eder [30] (Sekil 5).
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Sekil 5. Bobregin kan dolasimi [31].

2.1.1.4. Bébregin innervasyonu

Bobrekler, otonom sinir sisteminin etkisi altindadir. Sinirleri pleksus renalis adi
verilen sinir agmdan (T10-12) hilum renalis yolu ile gelirler. Sempatik etki, bobrek
damarlarin1  daraltarak idrar olusumunu azaltir. Parasempatik liflerin etkisi

bilinmemektedir [32].

2.1.2. Bobregin Fizyolojisi
Bobrekler filtrasyon, aktif emilim, pasif emilim ve salgilama islevlerini
kapsayan karmasik bir dizi islem araciligi ile i¢ ortamin kimyasal bilesimini diizenler.

Filtrasyon, kan plazmas1 ultrafiltratinin olustugu glomeriilde gergeklesir. Nefronlarin



temel islevi, istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir. Bu islem i¢in kullanilan
mekanizmalar sunlardir:

1) Glomeriiler Filtrasyon: Glomeriildeki kanin plazmasinin bir boliimii (yaklasik 1/5 1)
glomeriiler membrandan filtre edilir.

2) Tibiiler Reabsorpsiyon: Filtre edilen sivi, tiibiillerde ilerlerken su ve diger gerekli
maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler geri emilmez ve idrar olusumuna
katkida bulunur.

3) Tiibiiler Sekresyon: Plazmadaki baz1 maddeler tiibiilleri doseyen epitel hiicrelerince
dogrudan tiibiiler s1vi1 i¢ine sekrete edilir [24, 32].

Iki bobrek dakikada 125 ml filtrat iiretir; bu miktarm 124 ml’si emilir ve yalmz 1
ml’si idrar olarak kalikslere salinir. Her 24 saatte ortalama 1500 ml idrar olusmaktadir.
Eriskin bir kiside her iki bobrege gelen kan dakikada 1,2 — 1,3 litreyi bulur. Bu durum
viicutta dolasan biitliin kanin her 4-5 dakikada bir bobrekten ge¢mesi anlamini tasir.
Kanin hidrostatik basncina yanit olarak glomeriiler filtrat olusur. Glomeriil filtratin
kimyasal bilesimi kan plazmasma benzer ancak makromolekiiller glomeriil duvarim
gecemedigi i¢in hemen hig¢ protein icermez. Glomeriil kapillerlerinin endotel hiicreleri
pencerelidir; (70-90 nm ¢apinda) ¢ok sayida aciklik bulunurken diafram icermezler, bu
sayede endotel ge¢irgenligi artar [32].

Proksimal kivrimli tiibiiller filtrattaki glukoz ve aminoasitlerin tiimiinii, suyun ve
sodyum kloriiriin % 85’ini ve ayrica fosfat ve kalsiyumu emer. Biitiin bunlara ek olarak
proksimal kivriml tiibiiller kreatinin gibi maddeleri ve paraaminohippurik asit, penisilin
ve iodopyracet (kontrast madde) gibi viicuda yabanci olan maddeleri idrara salgilar. Bu
maddelerin sekresyon hizinin belirlenmesi bobrek islevlerinin  klinik agidan
degerlendirilmesinde yardimcidir [30].

Henle kanali, su tutma isleminde rol oynar. Burada toplayici kanallardan gegen
idrarin  konsantrasyonunu etkileyen mediiller interstisyumdaki hipertonik gradyam
olusturur.

Distal kivrimli tiibiillerde 1yon degisimi gerceklesmektedir. Aldosteron
konsantrasyonu yeterince yiliksek oldugunda distal kivrimhi tiibiillerde sodyumun
emildigi, potasyum iyonlarmin disar1 verildigi bir iyon degisim bdlgesi bulunur. Burasi
viicuttaki total su ve tuzlari kontrol eden diizenegin bulundugu bdlgedir. Distal tiibiil
ayn1 zamanda tiibiildeki idrara hidrojen ve amonyum iyonlarimm saglar. Bu etkinlik

kandaki asit- baz dengesinin korunmasinda ¢ok 6nemlidir [30].
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Toplayic1 kanallarin epiteli arka hipofizden salgilanan antiditiretik hormona
duyarhidir. Su alimi azaldiginda ADH salgilanir ve toplayict kanallarm epiteli suya

gecirgen hale gecer [30].

Bobregin temel fonksiyonlar1 s6yle 6zetlenebilir [24, 32]:
1) Viicut su ve elektrolit dengesinin korunmasi: Su, sodyum, potasyum, hidrojen,
bikarbonat, kalsiyum, fosfor, magnezyum dengesi gibi.
2) Metabolik atiklarmn atilimi: Ure, iirik asit, kreatinin gibi
3) Ilaglar, toksik maddeler ve metabolitlerin detoksifikasyonu ve atilimi.
4) Ekstraselliiler s1vi hacminin ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi:
Renin- anjiotensin sistemi, Renal prostaglandinler, Renal kallikrein-kinin sistemi.
5) Hormon iiretimi ve metabolizmasi: Hepsidin, Eritropoietin, D vitamini gibi
6) Peptit yapili hormonlarin yikimi: Insiilin, glukagon, parathormon, kalsitonin, biiyiime
hormonu vb.
7) Kiicik molekiil agirlikli proteinlerin yikim ve atilimi: Hafif zincirler, beta2-
mikroglobiilin gibi.
8) Metabolik etki: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi gibi...

2.2. Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Iskemi ve reperfiizyon (I/R), tibbin pek ¢ok alaninda sik karsilasilan klinik bir
tablodur. Hipovolemik sok, yanik, sepsis, pankreatit, parsiyel nefrektomi ameliyatlari,
koroner arter bypass greftleme ve iirolojik bir takim girisimler, kardiyovaskiiler
cerrahide aortik yada periferik arteriyel klemp uygulamasi sonrasinda, vaskiiler,
ortopedik ve rekonstriiktif cerrahide kullanilan turnike uygulamasi sonucu iyatrojenik
olarak, kanser yada enfeksiyon gibi hemen tiim tibbi disiplinleri ilgilendiren I/R; klinik
yada molekiiler olsun bircok basamagi yeterince aydmnlatilmamis genis patofizyolojik
bir siirectir. Akut yada kronik dolasim bozukluklari, organ perfiizyonlarmnimn etkilendigi
hastalilk  durumlari, flep cerrahisi sonrast1 iskemik sorunlar, solid organ

transplantasyonunun hemen her basamagi bu siirecten en ¢ok etkilenen patolojilerdir

[8].

2.2.1. iskemi
Bir organa gelen kan akiminin c¢esitli nedenlerle (Hipovolemik sok, yanik,

sepsis, pankreatitve diger hipoksik hastaliklar) yetersiz hale gelmesi veya durmasi
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sonucunda organlarin kanlanamamasi yani oksijen ve besin maddelerinin dokulara
yeterli diizeyde ulasamamasi ve bu siiregte olusan atik {iriinlerin yine dolasim tarafindan
uzaklagtirilamamasi iskemi olarak tanimlanir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir
ve hipoksik doku hasar1 da ortaya ¢ikar. Iskemi, hiicrede enerji diizeyinin diismesine ve
toksik metabolitlerin birikmesine yol agarak hiicrenin fonksiyon kaybma, hiicre
biitlinliigiiniin bozulmasina ve sonucta hiicre 6liimiine neden olur [11, 33].

Dokularmn iskemiye karsi dayaniklhliklar1 birbirinden farklhdir. Iskelet kaslari
iskemiye uzun siire dayanabilir fakat noronlarda ise dakikalar i¢inde geri doniisiimsiiz
yikim olusabilir. iskemiye ugramayan bolgelerde de oksidatif hasar olusabilir. Kan
akiminin kesildigi bolgelerde lokal doku hasar1 olusurken bu alanlar disindaki
bolgelerde de uzak organ hasar1 meydana gelebilir [18, 34].

Iskemi, organ veya dokuya gelen kan akimindaki yetersizlige bagl olarak geri
dontistimlii veya doniistimsiiz hiicre ve/veya doku zedelenmesine neden olabilmektedir

[35].

2.2.1.1. Geri doniislii zedelenme

Hiicresel fonksiyonlar oksijen varliginda ve yiiksek enerjili fosfat baglari
gerektigi i¢cin aerobik metabolizma ile gerceklesir. Hipoksinin ilk zarar verdigi yer
hiicrenin aerobik solunumudur. ATP iiretimi yavaslar ve durur. Ozellikle de hiicre
zarmin ATP aktivitesinin azalmasi1 zarda aktif sodyum pompasinin yetersizligine yol
acarak hiicre i¢i sodyum birikimine ve hiicreden potasyumun disar1 atilimina yol acar.
Hiicresel ATP azligi1 adenozin monofosfat artimi ile devam eder. Sonugta
fosfofriiktokinaz enzimi uyarilir ve anaerobik glikoliz hiz1 artarak glikojenden ATP
olusumu ile birlikte hiicre enerji kaynaklar1 korunur. Anaerobik metabolizmanin
devreye girmesiyle birlikte laktik asit, Inorganik fosfat ve toksik metabolitlerin birikimi
ile asidoz ortaya ¢ikar ve hiicre i¢ci pH diiser. Graniillii endoplazmik retikulumdan
ribozomlar ayrilir ve polizomlar monozomlara parcalanir [36]. Adenozin trifosfat
bagimli ¢ahsan diger bir pompa ise ekstraselliiler ve intraselliler Ca™u
dengelemektedir [38] (Sekil 6). Hiicre icerisindeki Ca* miktarindaki artis I/R hasarinda
ilk olarak gdze ¢arpan olaylardan biridir ve iskeminin siiresi ile yakindan iligkilidir [39].
Hiicre i¢i Ca™’un artmas1 potansiyel zararli etkilere sahip ¢ok sayida enzimin aktif hale
gelmesine neden olur. intraselliiler Ca™ artig1 ile fosfolipazlar ve proteolitik enzimler
aktive olur. Fosfolipaz A2 aktivasyonu ile membran fosfolipidleri bozulmaya baslar;

plazma ve mitokondriyal membran biyoenerjetikleri ve gecirgenlikleri de degisir [40].
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Sekil 6. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artiginin sebepleri ve sonuglari [37].

Arasidonik asit fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu olusur. Arasidonik asit, direkt
etkiyle mitokondriyal enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu artirir [38].
Serbest oksijen radikallerinin ilk olusani ve Onciisii genellikle stabil olmayan ve
hidrojen peroksit (H,O,) ile oksijene doniisen siiperoksit (O,-) radikalidir [41].
Fagositoz gorevi yapan makrofaj, nétrofil ve monositler tarafindan enzimatik olarak
diretilirler. Hidrojen peroksit hiicre membranlarindan kolaylikla gecebilen, endotelyal
hiicreleri hasarlayabilen giiclii bir sitokindir. Hidroksil radikali, bilinen serbest
radikaller i¢inde en giiclii olan ve doku hasarinda sorumlu ana radikaldir [42]. Bu
radikalin en 6nemli 6zelligi, hidrojen atomlarmi hiicre membranindaki ¢oklu doymamais
yag asitlerinden ayrmasidir. Lipid peroksidasyonunu ile hiicre membraninda ¢oziilme
ve buna baglh hiicre o6limi olur [43]. Hidroperoksil radikali ise O,- radikalinin
protonlanmasiyla olusan ve siiperoksitten daha giiclii olan bir ajandir. Biyolojik
membranlardan kolay gecebilme ve yag asitleriyle direkt olarak reaksiyona girebilme

dzelligi vardir [44] (Sekil 7).
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Sekil 7. Serbest oksijen radikalinin dokudaki dogrudan ve dolayl etkileri [45].

Hipoksi devam ederse, membran gecirgenligi artarak mitokondrilerin fonksiyonlar1
azalmaya baglar ve mitokondriler normal, sismis yada gercekten yogunlasmis hale
gelirler. Endoplazmik retikulum genisler ve tiim hiicre belirgin olarak siser. Bu
bozukluklarin tiimii oksijen verilince geri doniisliidiir. Eger iskemi devam ederse geri

dontissiiz zedelenme meydana gelir [36].

2.2.1.2. Geri Doniissiiz Zedelenme

Mitokondri ve mitokondri kristalarinda meydana gelen asir1 vakuolizasyon,
plazma zarinda asir1 zedelenme, lizozomlarda sisme geri doniistimsiiz zedelenmeye yol
acan hasarlardir [46]. Geri donilistimsiiz hasarin ortaya ¢ikmasinda en 6nemli morfolojik
degisiklik hiicre membrani hasar1 ve bu hasar ile ilgili baz1 mekanizmalardir. Membran
hasar1 sonucu Ca™* yiiksek yogunlukta bulundugu hiicre i¢inden hiicre disma geger ve
iskemik dokuda reperflizyon saglanirsa kitlesel kalsiyum alinimi olur. Mitokondriler
tarafindan kolayca alman amorf kalsiyumdan zengin yapilar mitokondri matriksinde
gelisir ve kalici mitokondri hasarina yol agar. Proteinler, temel koenzimler, RNA ve
hiicre i¢i yiiksek enerjili fosfatin yapiminda kullanilacak ATP’nin yeniden olusumu i¢in
yasamsal oneme sahip olan metabolitler asir1 gegirgen zarlardan siirekli kaybedilir.
pH’nin diismesi lizozom zarlarinin zedelenmesine ve enzimlerinin sitoplazmaya

gecmesine ayrica, asit hidrolazlarin aktiflesmesiyle sitoplazmik ve ¢ekirdek yapilarinin
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sindirimine neden olur. Hiicre Oliimii ile hiicre organelleri devamli parcalanir ve
hiicresel enzimler hiicre disma salinirlar. Sonu¢ olarak o6lii  hiicreler miyelin
olusumlarma ve fosfolipidden olusan biiylik kitlelere doniistirler. Bunlar daha sonra
diger hiicreler tarafindan ya fagosite edilir yada yag asitlerine pargalanirlar. Daha sonra
lizozomal membran hasar1 sonucu bunlarin enzimleri serbestlesip hiicrede sindirimi

baslatarak hiicrenin 6liimiinii gergeklestirirler [47] (Sekil §).
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Sekil 8. iskemi sonrasi geri doniislii ve geri doniissiiz zedelenme sirasinda gerceklesen hiicresel
ve humoral olaylar dizisi [48].

2.2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemi sonucu dokuda ortaya ¢ikan enerji ihtiyacinin karsilanmasi
ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi icin dokuya yada organa gelen kan akiminin
yeniden baglamasidir [10]. Iskemik dokunun reperfiizyonu iskemik hasara gore
paradoksik olarak daha fazla hasara yol agmaktadir. [49]. I/R hasarmm fizyopatolojisi
ile 1lgili ¢esitli faktorler ileri siirtilmiistiir. Bunlar birbiriyle iligkileri karmasik, hiicresel

ve humoral olaylar serisidir [34].
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Ozellikle;

1) Serbest oksijen radikalleri,

2) Polimorf niiveli 16kositler (PMNL),

3) Kompleman sistemi,

4) Endotel hiicreleri olmak iizere baglica dort faktor hasarin nedenleri arasinda yer
almaktadir.

Reperflizyon hasarinin olusmasinda esas iki mekanizma s6z konusudur.
Bunlardan ilki SOR’un agiga ¢ikmasi, digeri ise hidrolitik bir enzim olan fosfolipaz A2’
nin iskemik donemde Ca™ etkisiyle aktive olarak membranlardaki yag asidlerini
parcalamasidir [50]. Reperfiizyon sonucu dokuya kan ve oksijen saglanir. Dokuda
iskemi siiresince biriken hipoksantin atilmaya calisilir. Oksijen varliginda ksantin
oksidaz enzimi aktive olarak SOR’u olusturur [51]. Artan SOR’un baslattig1 lipid
peroksidasyonu ve protein hasari1 sonucu hiicre fonksiyonlar1 bozularak doku nekrozu
ortaya ¢ikar [52]. Serbest oksijen radikalleri hem dokuya dogrudan zarar vermekte hem
de PMNL ’nin hasarli dokuda birikmesine yol agmaktadir. Dokuya gelen aktive PMNL,
myeloperoksidaz (MPO), elastaz, proteaz, kollajenaz gibi enzimleri agiga ¢ikarirlar. Bu
enzimler dokudaki hasari arttirirken daha fazla SOR olusmasimna neden olurlar (Sekil 9)

[53].
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Sekil 9. Iskemi reperfiizyon hasarinda goriilen olaylar dizisi [34].

2.2.3. iskemi Reperfiizyon Hasarmin Bébreklere Etkisi

Bobreklerdeki I/R hasarmimn mekanizmasi multifaktdriyel olup hipoksi, serbest
radikal hasar1 ve inflamatuvar cevaplarla iliskilidir (Sekil 10) [54]. Hayvan ve insan
modellerinde iskemi sonucu renal kan akiminda ve glomeriiler filtrasyon hizinda (GFH)
azalmayla sonuglandig1 gosterilmistir [55]. Iskemik akut renal yetersizlik, yetersiz kan
akimiyla baglar. Yetersiz kan akimi da azalmis kardiyak debinin eslik ettigi renal arter
stenozu yada tikaniklig1 veya intrarenal kiiciik damarlarin ateroskleroz, ateroemboli,
vaskiilit gibi nedenlerle hasarlanmas1 sonucu gelisir [56]. Iskemik b&brekte
vazodilatator maddelerin etkisine kars1 bir direng, vazokonstriktor maddelerin etkisine
kars1 da asir1 duyarlilik olusur. Oksijenlenmenin bozulmast ile artan intraselliiler Ca™

birikimi sonucu afferent arteriyollerde direng artig1 olur [57].
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Sekil 10. Iskemik ve akut tiibiiler nekroz (ATN) patogenezinde rol oynayan faktorlerin sematik
goriniimii [58].
NO: Azot Monoksit , AT-II: Anjiyotensin, ROS: Serbest Oksijen Radikalleri

Normal fizyolojik sartlarda korteksten medullaya dogru inildik¢e oksijen
parsiyel basmnci azalmaktadir. Bobrekte meydana gelen I/R hasar1 dncelikle bobregin
hipoksiye duyarli oldugu medullasindan baslar. Bobrege gelen kan akimmin biiyiik
kism1 renal korteksten geger ve renal medullanin kanlanmasini saglayan vaza rektaya
cok az kan gider; bu da renal mediillay1 hipoksiye daha duyarli hale getirir [59]. Iskemik
hasar tiibiiler disfonksiyona ve sodyum geri emiliminde azalmaya neden olur;
dolayistyla distal kisimlara giden sodyum miktar1 artar, glomeriiler vazokonstriiksiyon
ve glomertiler filtrasyonda azalmaya sebep olan “tiibiiloglomeriiler feedback™ denen
refleksin aktiflesmesi saglanir. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji depolarinin
azalmasma, endotel ve diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin bozulmasina
neden olur. Bu da hiicresel sisme ve ¢evre dokularda hipoksinin artmasina yol agar [60].
Hipoksi sirasinda intraselliiler Ca™ konsantrasyonu artisma bagl kalpain (Ca™ bagimli
ndtral sistein proteaz) aktivitesinde artis gdzlenir. iskemik renal hasar srasmnda da

spektrin ve ankirin gibi aktin baglayict proteinlerin bazolateral membrandan
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sitoplazmaya yoneldigi ve sonra da bu proteinlerin yikiminin arttigr goriilmiistiir.
Tibiiler hiicrelerde izlenen bu degisiklikler proksimal tiibiil hiicrelerinin fircamsi
kenarlarinin bazal membrandan koparak tiibiil lLimenine dokiilmesine ve tiibiil
liimeninde tikanmaya sebep olur [57, 60].

Thbiiler hasar gelisimindeki bir diger mekanizma da oksidatif strestir. Proksimal
tiibiil hiicrelerinin metabolik a¢idan yogun ve aktif olmalari, ATN sirasinda
mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik Ca' artis1 nedeniyle, oksidatif molekiiller fazla
miktarlarda olusur [57, 61].

Preglomeriiler vazokonstriiksiyon, glomeriiler filtrasyon hizmin azalmasmdaki
en Oonemli nedendir. Norohormonal cevabin uyarilmasi ile renin anjiyotensin (AT-II)
aldosteron sistemi aktive olur. Sempatik sinir sistemi de nérohumoral uyar ile aktive
olur ve vazopressin salgilanmasi artar. Afferent ve efferent arteriyollerde vaskiiler
rezistans artar. Glomeriiler plazma akimi, %30-50 oraninda azalir. Katekolaminlerin,
AT-II'nin ve endotelinin seviyeleri artar. Bunun sonucunda vazokonstriksiyon gelisir.
Vazokonstriiksiyonun erken doneminde kompansatuvar mekanizmalar da olusur.
Baslangicta, lokal myenterik refleks, AT-II ve prostaglandin sentezi ile renal kan akimi
kompanse edilmeye c¢aligilir [57].

Hipoksinin devam etmesi ve inflamatuvar cevap, akut bobrek yetersizliginin
(ABY) uzama fazinda rol oynar. Akut tiibiiler nekrozun baslangicindaki iskemik olay
diizelse bile kan akimi bozukluklari ATN gelistikten sonra da devam etmektedir.

Reperflizyon sirasinda kan akiminda % 40-50 oraninda azalma devam eder. Kan
akimimdaki bu azalma tam agiklanamamakla birlikte endojen vazokonstriiktorlere karsi
antagonistler kullanildigi zaman kan akiminin diizeldigine dair bulgular rapor edilmistir.
Hayvan modellerinde endotel gecirgenliginin iskemik ABY sonrasinda arttigi da
bilinmektedir. Gelisen interstisyel 6dem kan akimini, medulladaki damarlara basi
uygulayarak daha da bozabilmektedir. Bu durum lokositlerin endotel hiicreleri ile
karsilagmas1 olasiligini arttirmaktadir. Eritrositler ve lokositlerin medullada biriktikleri

deney hayvanlarinda gosterilmistir [57, 62-64].

2.3. DEMIRIN ONEMIi ve DEMiR METABOLIZMASI
2.3.1. Demirin 6nemi

Demir, insanlar ve tiim memeli hiicreleri i¢in esansiyel bir element olup
yasamsal oneme sahiptir. Elektron alip verme 6zelliginden dolay1 oksijen tagimasinda

(hemoglobin ve miyoglobin), enerji yapmminda rol alan bircok enzimin
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katalizlenmesinde (sitokromlar), bagisiklik sisteminde (nikotinamid adenin diniikleotid,
fosfat oksidaz, laktoferrin), deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA) ve
protein sentezi gibi yagamsal dneme sahip olaylarda rol alir. Demirin kolay degisebilen
redoks Ozellikleri ve oksijenle girdigi etkilesimler, demirin hem yasamsal 6neme sahip
olmasmna, hem de proteinlere baglanmadan dolasimda serbest olarak bulunmasi
durumunda hiicre ve dokularda zedelenme yapabilmesine neden olmaktadir. Demirin
eksikliginin yaninda fazlaligi da ciddi hastaliklara sebep olmaktadir. Bu ylizden

viicuttaki demirin miktar1 cok hassas mekanizmalar ile ayarlanmaktadir [65].

2.3.2. Demir Dagilim

Insan viicudundaki ortalama demir miktar1 4-5 gramdir. Bu miktar diyetteki
demir alim1 ve kayiplar arasindaki hassas bir denge ile saglanmaktadir. Viicuttaki demir
havuzunun biiyiik ¢cogunlugu (yaklasik 2,7 gr) kemik iligi eritroid Onciillerinde ve
dolasimdaki eritrositlerde bulunmaktadir. Giinliik eritrosit yapimi i¢in gerekli demir
miktar1 25 mg’ dir. Besinlerle alinan demirin 1- 2 mg/giin kadar1 bagirsaklardan absorbe
edilmektedir. Bagirsaklardan emilen miktarin azlig1 gostermektedir ki eritropoez i¢in
gerekli olan demirin 6nemli bir kismi var olan demir depolarindan saglanmaktadir.
Yenidogan ve ergenlik donemi gibi biiyiime hizinin yiiksek oldugu donemlerde demir

gereksinimi artmaktadir [66].

2.3.3. Demir Emilimi

Demir emilimi, temelde duedonum ve proksimal jejunumdan gerceklesir.
Mideden de eser miktarda demir emilimi olmaktadir. Demir emilimi; hem ferrik (+3)
hem de ferr6z (+2) sekilde olur. Diyette demir, hemoglobin ve miyoglobinden
kaynaklanan organik hem demiri ve et dis1 kaynaklardan alinan hem kaynakli olmayan
demir (inorganik demir) seklindedir. Bu demirin, %90°1 hem kaynakli olmayan demiri,
%10’u hem demiri formundadir. Bu iki demirin emilim yollar1 birbirinden farklhidir [67].
Hem kaynakli olmayan demir emilimi i¢in bu demirin mide asidiyle temas1 gerekir.
Besinlerde bulunan oksalat, fosfat, fitat ve taninler demir ile suda ¢oziinmeyen bilesikler
olusturarak emilimini azaltirken, askorbik asit ve aminoasitler emilimini arttirir. Diyetle
alman non-hem demirin %35 gibi ¢cok az bir kism1 emilir Demir emilimi, diyetteki demir
miktarma, degerliligine, kullanilabilirligine, diyetin igerigine ve viicudun

gastrointestinal faktorlerine bagl olarak artar ve azalir [68].
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Insanlarda demir, yaslanan eritrositlerden (yaklasik 20-30 mg/giin) ve diger
kaynaklardan geri doniisiim ile siki bir sekilde korunmaktadir. Dengeli beslenme ile
gidalarla birlikte ortalama olarak giinde 20-25 mg demir alinmasina ragmen bunun 1-2
mg’1 absorbe edilir. Yasam siiresini tamamlamig eritrositlerin yikilmasi ile her giin
yaklagik 20 - 30 mg kadar demir agiga cikar ve 2,5 mg kadar demir tekrar hemoglobin
yapisma girer. Giinliik demir kaybi ise, giinde sadece 1-2 mg demirin absorbe olmasi ile
karsilanacak kadar azdir. Biiyiik bir boliimii duodenumda gerceklesen demir emilimi,
ferrik demirin (Fe™) ferroz demire (Fe™?) indirgenmesi, apikal alim, hiicre ici depolama
veya hiicreler arasi etkilesim ve bazolateral salinimi gibi ¢esitli basamaklardan
olusmaktadir. Diyetle alinan (hem kaynakli olmayan demir) Fe™, duodenumun fircams1
kenarinda Dcytb (duodenal ferric reductase) ile Fe™’ye indirgenmekte ve DMTI
(divalent metal transporter 1) araciligi ile firgamsi kenar membranindan enterositlere
almmaktadir. Fe™ hiicrede ferritin olarak depolanip, dokiilen enterositlerle birlikte
atilmakta yada ferroportin (FPN) araciligi ile bazolateral membrandan plazmaya
transfer olmaktadir. Demiri absorbe eden enterositlerin bazolateral ylizeyinde yer alan
seruloplazmin benzeri bir transmembran proteini olan hepfaestin ile ii¢ degerlikli
demire okside edilir. Dolayisiyla hefaestin, ferroportin yoluyla saliman demiri okside

ederek demirin enterositlerden ¢ikisini kolaylastirir [69] (Sekil 11).

DMTI

(divalan metal tagiyic 1)

Firgamsi | | T
kenar f

Enterosit

Bazolateral
membran

| Ferroportin |

| HOLO-TF (Diferrik | Fe™? k"--___-f'/ re*?

Sekil 11. Duedonumdan demir emilimi [70].
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Hem demiri iki degerliklidir ve barsak epitel hiicresi iizerindeki heme-carrier
protein-1; hem tasiyici protein-1 (HCP-1) ile hiicre i¢ine alinir ve hem oksijenaz-1 (HO-
1) ile serbest demire ve biliverdine ayrisir. Hem demirinin %30’u emilir ve diyetsel
faktorlerden ve mide asiditesinden emilim etkilenmez [71].

HCP-1 ile serbestlenen hem demiri ve DMT1 ile emilen hem kaynakli olmayan
demir aynm1 yolu izleyerek ferritin seklinde depolanir yada demir ihtiyacina gore
enterosit bazolateral membraninda bulunan insandaki tek demir aticis1 olan ferroportin
ile transferrine tagmir [72]. Seruloplazmin (plazmada bulunur) makrofajlarda benzer bir
rol oynayarak Fe™ (ferrdz demirin) Fe™ (ferrik demire) oksidasyonuyla demirin

transferine baglanabilmesini saglar (Sekil 12).
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Sekil 12. Hem Kaynakli Demir Emilimi [70].

2.3.4. Demir Emilimini Diizenleyen Mekanizmalar:

1. Diyetle alinan demirin oranina bagli olarak enterositlerde direng gelisebilir. Buna
‘mukozal blok’ denir. Ozellikle hiicre i¢i demir birikimine bagli olarak demir emilimi
ayarlanir [73].

2. Toplam viicut demiri ile diyetle aliman demir arasindaki dengeye baghdir. Buna ‘depo

diizenlenmesi’ denir . Demir emilimi kapasitesi, demir eksikliginde 2—3 kat artar [74].
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Depo diizenlenmesi, duedonum mukozal hiicre diizeyinde gergeklesir. Molekiiler
diizeyde mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Ancak Tfnin demir satiirasyonuna
gore ayarlandigr disiiniilmektedir. Apikal diizeydeki demirin tasmmmasinda DMTI1
sorumlu olup, demir eksikliginde, demirden zayif diyette enterositlerde DMT]I
artmaktadir [75].

3. Eritropoetik diizenlemedir. Bagirsak demir emiliminde, eritropoez demir
depolarindan bagimsiz olarak intestinal demir emilimini etkilemektedir [74]. Kemik
iliginde eritropoetik  aktivitenin artmast durumunda eritropoetik regiilatorler,
hemopoetik kemik iliginden duedonuma sinyal gondererek intestinal demir emilimini
artirirlar. Hemoraji, hemoliz, yiiksek irtifa, talasemi, konjenital diseritropoetik anemi,
sideroblastik anemi gibi inefektif eritropoezde intestinal demir emilimi artar. Fakat orak
hiicreli anemi, herediter sferositoz, otoimmiin hemolitik anemi gibi hastaliklarda demir
emilimi artmaz. Sonu¢ olarak demir emilimini belirleyen en 6nemli etkenler; viicut

demir depolari, eritropoez hizi, alinan demirin biyoyararlanimi olarak siralanabilir.

2.3.5. Demirin Tasinmasi, Hiicrelere Girisi ve Depolanmasi

Demirin enterosit, hepatosit, eritroid prekiirsor hiicrelerinden ve makrofajlardan
cikisim saglayan tek protein olan ferroportin aracili salinimi, demir homeostazinda
onemli bir basamaktir (Sekil 12). Hephaestin (Heph) araciligi ile Fe™ formunda
dolasima salinan demir transferrine baglanmakta ve demir ihtiyaci olan hiicrelerin
yilizeyinde bulunan transferrin reseptorii 1 (TfR1) araciligr ile hiicrelere alinmaktadir
[70]. Transferrine bagh demir hiicre i¢ine transferrin reseptorii (TfR) araciligiyla alinir.
Hiicre i¢ine demir alinimi TfR araciligiyla diizenlenir. Gérevi Tf ye baglanarak reseptor
bagimli endositozla demiri hiicre i¢ine almaktir. Viicuttaki demirin % 80’inden fazlasi
eritropoezis i¢in kullanildigindan, viicuttaki total TfR nin % 75- 80’1 kemik iligi eritroid
serisinde bulunmaktadir [76]. Hiicre ylizeyindeki TfR sayis1 demir ihtiyacini belirler.
TfR sayist hiicrenin biiyiime hizina ve demir ihtiyacma gore degisir. Iki ayr1 genle
kodlanan, TfR1 ve transferrin reseptor 2 (TfR2) seklinde iki farkli TfR vardir. TfR1
enterosit kript bazolateral kisminda ve demiri transferrinden alan tiim hiicrelerde en ¢ok
ta kemik iligi eritrosit Onciillerinde eksprese edilirken, TfR2 en ¢ok karacigerde, kan
hiicrelerinde, duodenal kript hiicrelerinde eksprese edilmektedir. TfR2, transferrine
pH’a bagimli olarak ve TfR1’den 25-30 kez daha diisiik afiniteyle baglanir [77]. Hiicre

ve dokularin demir ihtiyacinin olup olmadigi bu reseptorlerin sinyalleri araciligiyla
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anlagilir. Transferine bagli demirin reseptor bagimsiz emilimi de s6z konusudur [78]

(Sekil 13).
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Sekil 13. Duedonal enterosit, hepatosit, eritroblast ve makrofajlardaki demir metabolizmas1
[71].

Normal kosullarda transferrinin demirle satiirasyonu %30 oranindadir.
Transferrinin demir baglama kapasitesi tamamen doldugunda plazmada NTBI olusur
[79]. Bu demir o6zellikle karaciger, kalp hiicresi ve endokrin hiicrelere kolaylikla
girebilir. Karaciger hiicresi tarafindan DMT-1 ve Zrt-Irt-like protein 14 (ZIP-14)
araciligiyla hiicreye alinirken (Sekil 14), kalp kasi hiicresine kalsiyum kanallar1

araciligiyla girmektedir [78, 80].
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Diferric transfermrin Non-transferrin-bound iron

Sekil 14. Karaciger hiicresine transferrine bagl olan ve olmayan demirin alinma yollar1 [78].

Serbest demir eritrosite gecemez. Transferrin (Tf), Eritrosit ylizeyindeki spesifik
reseptorlere baglanarak demiri eritrosite verir. Demir, hiicre icine TfR araciligiyla
endositoz yoluyla alinir. Bu metabolik olay plazmada dolasan monoferrik veya diferrik
transferrinin hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanmasi ile baglar. Tf-Fe molekiiliiniin
hiicre yiizeyindeki reseptore baglanmasindan sonra TfR-Tf/Fe kompleksi klatrin kaph
cukurcuklarm invajinasyonuyla endozom seklinde hiicre i¢ine alinir ve adenozin
trifosfata (ATP) bagimli proton pompasi tarafindan endozom i¢indeki pH 5.5’lere
disiiriilir. Buradaki asit ortamda transferrinin demire karsi afinitesi azalir ve demir
transferrinden ayrilir [71]. Ferrik (Fe™) demir endozomda bulunan bir metallorediiktaz
olan six-transmembran epitelyal antijen prostat protein (STEAP) ailesinden olan
STEAP3 tarafindan ferr6z demire dontstiiriilir ve DMT-1 ile sitoplazmaya salmnir
(Sekil 15). Yapilan ¢alismalarda askorbat bagimli duodenal sitokrom b (DCytb)’si
olmayan farelerde viicut demir depolarinin etkilenmedigi gosterilmis ve baska
ferrireduktazlarin etkin olabilecegi diisliniilmiistiir. En olas1 aday da STEAP olarak

gosterilmistir [81].
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Sekil 15. Endostatik transferrin dongiisii [82].

Sitoplazmaya salinan demir ya mitokondride hem sentezine ya ferritin seklinde
depolanmaya yada diger metabolik islerde kullanilmaya gider. Bunun i¢in hiicre
icindeki demirin tek aticis1 olan ferroportin ile hiicre dismna c¢iktiktan sonra
seruloplazmin ile ferrik demire doniistiiriiliip transferrine baglanir. Apotransferrin-
reseptor kompleksi ise endozom ile birlikte tekrar hiicre ylizeyine transfer edilir. Hiicre
yiizeyindeki nétral pH ile temas sonucu apotransferrin reseptore afinitesini kaybeder ve
membrandan ayrilir [77] (Sekil 13). Transferrin ve transferrin reseptorii endozomda
yikima ugramaz. Tf-T{R kompleksi, hiicre yiizeyine geri doner T{, yeniden demir atomu
baglamak tizere dolasimda serbest kalir [83].

Hiicre yiizeyine transferin reseptorleri eksprese olmaktadir. Bu yapiya solubl
transferrin reseptorii (sTfR) ad1 verilmektedir [84]. Eritroid proliferasyonunun derecesi
sTfR diizeyi ile degerlendirilir. Demir eksikligi anemisinde (DEA), sTfR sayis1 artar
[84]. Preanemik donemde subklinik demir eksikliginin tanimlanmasinda ve
eritroblastlar tarafindan gii¢li bir sekilde eksprese edildiginden eritropoetik
fonksiyonun tespitinde kullanilmaktadir. DEA’da sTfR diizeyinin artmasi Ozellikle
serum ferritin diizeyi ile gosterilebilen viicut demir depolarinin azaldigi donemde
gerceklesmektedir. Biyokimyasal demir eksikligi doneminde sTfR diizeyleri normalin
1,3 katma kadar artabilmekte iken, ilerlemis anemide bu artis 1,3 - 5,8 kat

olabilmektedir. TfR1, matiir eritrositler disinda tiim hiicrelerde eksprese edilir. Bu
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ekspresyon en yiiksek eritroblastlar, sinsityotrofoblastlar ve hizli proliferasyon gosteren
hiicrelerde belirgindir. TfR ekspresyonu, demir yanitli elementler; iron responsive
elements (IRE)-demir diizenleyici proteinler; iron regulatuar proteins (IRP) sistemi
tarafindan intraselliiler demir seviyelerine gore diizenlenir. Hiicre ic¢inde demir
konsantrasyonu diiserse IRP-1 IRE’ye baglanir. Bu durum apoferritin mRNA’sinin
translasyonunu engellerken, transferrin reseptoriiniin yapimini arttirir. Bdylece hiicre
icine girecek demir miktart arttirilmis olur. Demir diizenleyici proteinler demir
hemostazini ferritin, transferrin, divalent metal transporter (DMT1) gibi proteinlerin
DNA’larinin promotorlarindaki IRP motiflerine baglanarak yapar. IRP’lerin en
bilinenleri mobilferrin, integrin, paraferritin, hephaestin, ferroportindir. Ferroz (Feﬂ)
formun hiicre i¢i zarar verici etkisi oldugu i¢in tasmmmasmda bu proteinlerin dnemi
artmaktadir [85]. Hem demirinin dogrudan hiicre i¢cine gegtigi yol, mobilferrin-f33-
integrin- paraferritin yolu (IMP) ve divalent metal transporter, Nramp 2 yolu (DMT1)
olmak tizere demir emilimi ii¢ yolla olmaktadir.Diisiik intraselliiler demir diizeylerinde
artarken, yiiksek demir seviyelerinde azalma olur [78].

Karaciger ve retikiiloendoteliyal (RE) makrofajlar temel demir depolar1 olarak
islev gormektedir. RE makrofajlar, demir dongiisiiniin siirdiiriilmesinde ana rolii
oynayan hiicrelerdir. Makrofajlar demiri TfR1 araciligiyla veya yaslanan eritrositlerin
fagositozu ile elde etmektedir. HO-1 ile agiga ¢ikan demir, ferritin olarak depolanmakta
yada gerektiginde ferroportin araciliiyla plazmaya salinmaktadir (Sekil 13) [71, 86].

Karaciger demir metabolizmasinda, dolasimdaki demirin depolanmasi ve tekrar
kullanilmasinda santral bir rol oynar. Karaciger, insanlarda plazma demir dongiisiiniin
yaklasik %8’inden sorumludur ve bunun c¢ogunlugu hepatositler tarafindan
gerceklestirilir [77]. Karacigerdeki demirin %80’1 ferritin veya hemosiderin seklinde
kupfer hiicrelerinde depo edilirken %51 transferrine bagli, %2’si hem demiri kalan1 ise
labil yada transit demir havuzunda bulunur. Histolojik olarak, demir karacigerin
periportal bolgelerinin etrafinda dagilmis halde bulunur ve daha az bir kismi ise
sentrilobiiler bolgelere dogru dagilmistir. Asirt demir yiiklenmesi hastaliklarinda
sentrilobuler kisim daha baskin hale gelir [87].

Ferritin suda eriyen 24 subunitten olusmus, 4500 demir atomu igeren bir
molekiildiir. Her bir ferritin, molekiil agirhigi 21 ve 19 kilodalton olan hafif ve agir
subunitten birini icerir [78]. Bu subunitlerin orani, hiicre tipine gore farklhidir. Karaciger,
dalak ve plesentada daha ¢ok hafif formda ferritin (L-ferritin) icerirken; kalp, eritrositler

ve monositlerde baglica agir subunit (H-ferritin) igerir [88]. Ferritin sentezi hiicre i¢i
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demir yiiksekliginde artarken, demir azliginda azalir. Bu diizenleme IRE-IRP ile
yonlendirilir. Hemosiderin, suda erimeyen bir molekiil olup genellikle apoferritin
sentezinin ve demiri tutusunun maksimal oldugu asir1 demir yiiklenmesi hallerinde
olusur ve mikroskobik olarak saptanir. Hemosiderin agirhgmm %35’ini Fe™ olusturur;
fakat hemosiderinden demirin mobilizasyonu yavastir. En ¢ok kemik iligi ve karaciger

kupffer hiicrelerinde lizozomlarda bulunur [89].

2.3.6. Demir Dengesinin Diizenlenmesi

Homeostazisteki bir viicutta normalde transferinin ti¢te biri demir ile doymustur
( Fe/TIBC:33%’tiir) [90, 91]. Transferrin satlirasyonunun (TSAT) azalmasi, demir
depolarmin azaldigini1 gosterir ve makrofajlardan plazmaya demir verilmesine neden
olur (demir eksikligi anemisi, kronik hastalik anemisi ve ferroportin mutasyonu vb.).
Ayrica agir1 demir alimina sebep olan durumlarda da artar (aplastik anemi, sideroblastik
anemi, hemokromatozis, karaciger hastaligi ve ineffektif eritropoez vb.).

Transferrin reseptorleri hepatositlerde, ince barsagin epitelyal hiicrelerinde ve
duedenal kriptlerde bulunur. Bunlar viicuttaki demir seviyesinin durumuna gore
sayilarmi arttirarak veya azaltarak demir dengesinin diizenlenmesine katkida bulunurlar
[92, 93]. Her bir reseptor iki transferin molekiiliinii baglar ve sonrasinda endositoz ile
vakuollere alinir ve asidifiye edilmek suretiyle Fe serbestlestirilerek depolamir(dért Fe™
atomu) [94]. Ferritin, demirin hiicresel depo proteinidir. Ferritin ayn1 zamanda akut faz
proteini olup, transferin ve transferrin reseptorii ile birlikte hipoksi, inflamasyon ve
strese kars1 hiicresel savunmanin diizenlenmesinde rol oynayan protein ailesinin de bir
iiyesidir [95]. Ferritinin serum diizeyi; tiim demir depolarini yansitir [96]. Genel olarak
kabul edilen goriise gore, demir homeostazisi gastrointestinal sistemden diyetle alinan
demirin emilimi ile kontrol edilir. Demir emiliminin regulasyonu; viicut demir depolari,
kemik iligindeki eritropoietik aktivite, hemoglobin konsantrasyonu, kan oksijen
satiirasyonu ve sistemik inflamasyon tarafindan diizenlenir. Diyetle alinan demir +3
degerliklidir. Enterosit fircams1 kenar membrani +2 degerlikli metal tasiyict (DMT1)’ya
bagli oldugundan oncelikle deytb (ferrikrediiktaz) ile Fe™, Fe™ye indirgenir.
Sonrasinda enterosit bazolateral membrani boyunca tasmnarak demirin transferrine
baglanabilmesi i¢in 6nce hefastin araciligiyla Fe (ferroz demirin) tekrar Fe™ (ferrik
demire)’e okside olarak bir membran transporteri olan ferroportin/Iregl tarafindan

dolasima verilir [97].
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Demir depolari, demir emilim oranin1 kontrol eder. Ayrica barsak hiicrelerindeki
mobilferrin, demiri doygunluk durumunda tutmaya c¢alisir. Mukozal hiicreler
dokiilmeye basladigimda bu protein kaybolur [98]. Insan viicudundan demir atilimmnm
0zel bir mekanizmas1 yoktur. Demirin kaybi terleme, deri hiicrelerinin dokiilmesi ve
mide-barsaktan kayipla yaklasik olarak giinde 1 mg civarinda olur. Bunlara ek olarak
kadinlarda menstruasyon kanamasiyla giinliik 1-2 mg/giin demir kayb1 olur. Bundan
dolay1 viicuda giinliik olarak sadece kii¢iik miktarlarda demir giris-¢ikis olur [5].

Demirin biiyiik bir kismu retikiiloendotelyal sistemdeki makrofajlar tarafindan
fagosite edilmis yaslanmis eritrositlerin yikimiyla ortaya ¢ikar ve yeniden kazanilir.
Ancak son zamanlarda bobregin de demir metabolizmasina katkida bulundugu
gosterilmistir. Son zamanlarda kesfedilmis kiictik, sisteinden zengin katyonik bir peptid
olan hepsidin, insan idrarindan ve kanindan izole edilmistir [99, 100]. Kulaksiz ve
arkadaslar1 bobregin yam sira karacigerde de sentezlendigini ayrica hepsidinin yikimina
da katildigmi gostermislerdir. Ustelik bobrekteki toplayici kanallarda ve proksimal
tubiilde Nramp2 (Dcytb)’in bolca ekspresyonu vardir. Bu da muhtemelen bobreklerde

var olan demir atilimini, reabsorbsiyonunu engelleyerek arttirir [5].

2.4. Hepsidin
2.4.1. Tarihgesi

Hepsidin, son yillarda kesfedilen kiictlik, sisteinden zengin katyonik bir peptid
olup birbirinden bagimsiz iki arastiric1 grup tarafindan insan idrarindan ve serumundan
yeni bir antimikrobiyal peptid olarak izole edilmistir. Hepsidin 2000 yilinda Krause ve
ark. [99] tarafindan bulunmustur ve LEAP-1(liver expressed antimicrobial peptid) ismi
verilmistir. Es zamanl1 olarak ayn1 molekiil, 2001 yilinda Park ve ark [100] tarafindan
insan idrarindan saflastirilarak elde edilmis, karacigerde sentezlenmesi (Hep) ve
antimikrobiyal 6zelliklerinden (-sidin) dolay1 bu isim (Hep atic bacteri cid al prote in)
verilmistir. Hepsidinin bir¢ok ismi mevcuttur:

HEPC
HEPC-HUMAN
Hepcidin

HFE2B
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LEAP-1 (Liver-expressed antimicrobial peptide)

PLTR (Putative liver tumor regressor)

Demir metabolizmasiyla hepsidinin baglantisin1 Nicolas ve arkadaglar1 [101] ile
Pigeon ve arkadaglar1 [102] omurgalilarda goéstermislerdir. Nicolas ve arkadaslari,
farelerde hepsidin geninin demir metabolizmasinda rol oynadigmi, glikoz
metabolizmasina bagh transkripsiyon faktor USF2 (upstream stimulatory factor 2)’yi
nakavt fareler {izerinde calisirken beklenmedik bir sekilde demirin asir1 yliklenmesi
oldugunu farkederek bu farelerde UFS2 geni yerine hepsidin geninin bozuldugunu
bulmuslardir [101]. Pigeon ve arkadaslar1 ise demir upregulasyon genini arastirirlarken
farelerde demir eksikliginde azalan ve demir yiliklenmesinde artan hepsidin mRNA’y1
farelerden exprese etmislerdir [102].

Glinlimiizde hepsidin, bagirsaklardaki demir emiliminin, makrofajlardaki demir
dongiisiiniin ve hepatik depolardan demir saliniminin temel homeostatik diizenleyicisi

olarak tanimlanmaktadir [70].

2.4.2. Hepsidin Yapisi

Hepsidin 84’aa’lik Oncii protein olarak pre-prohepsidin seklinde 19q13.1
kromozomundaki HAMP geni tarafindan kodlanmistir. Enzimatik olarak 64 aa’lik pro-
hepsidine doniisiir ve endoplazmik retikulum limenine aktarilir. Daha sonra 39 aa’lik
oncii peptidin post-translasyonel olarak ayrilmasi sonucu, 25 aa’lik biyoaktif hepsidin-
25 olusur [100, 103]. Bu aminoasit dizisinde 8 sistine 4 distilfid bagi ile bagl bulunur
[100, 103] (Sekil 16). Idrarda ve serumda yapilan incelemede 3 adet ana hepsidin
molekiiliinden bahsedilmistir: 20, 22, 25 aminoasitten olusan Hepc20 ve Hepc22,
Hepc25. Biyolojik aktif formu olan Hepc25, Hepc20 ile birlikte hem serumda hem de
idrarda bulunabilirken, Hepc22 sadece idrarda bulunur [104]. 25 aa’lik peptidin N-
terminali biyolojik olarak aktif olan kismudir [105]. Hepsidin molekiiliine demir
baglandig1 zaman molekiiliin ii¢ boyutlu yapis1 degismektedir. Bu konformasyonel
polimorfizm hepsidinin demir metabolizmasindaki diizenleyici rolii ile iligkilidir [106].
Diger antimikrobiyal ve antifungal peptidler gibi hepsidin de amfipatik yapidadir ve
disiilfid baglar1 mevcuttur.

Hepsidinin antibakteriyal aktivitesi i¢cin viicutta dlgiilen konsantrasyonlarmdan

10 kat daha fazla olmasi gerekmektedir [99, 100]. Hepsidinin kismi eksikliginden
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kaynaklanan herediter hemokromatoziste Vibrio, Yersinia ve Listeria gibi atipik

mikroorganizmalar ile enfeksiyonlarda artis goriilebilmektedir.
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Sekil 16. 25 aa’ten olusan hepsidin molekiiliiniin primer yapis1 ve sistin aminoasitleri arasindaki
disiilfid baglar1 [99, 100].

2.4.3. Hepsidin Uretimi

Hepsidin ¢ogunlukla karacigerden sentez edilir, fakat az da olsa bobreklerden,
kalpten, iskelet kasindan ve beyinden de sentez edildigi gosterilmistir. Kulaksiz ve
arkadaslari, karacigerde yiiksek hepsidin konsantrasyonunun siniizoidlere ve merkezi
venlere dogru azaldigini, hepatositlerin periportal bdlgesinde yogunlastigini
gostermislerdir. Bu durum hormonal tip diizenlemeyle tutarli durumdadir. Bébreklerin
sadece hepsidin sentezinde rol oynamadigi ayrica bu peptidin atilmasinda da rol
oynadigini ileri stirmiislerdir [5]. Kulaksiz ve ark. [107] yine yaptiklar1 baska bir
calismada memelilerin bobreginde toplayict kanal ve tiibiillerin epitelyal hiicrelerinde
intrensek peptid olarak hepsidinin tretildigini ve idrara luminal olarak salinabildigini
rapor etmislerdir. Bobrekte hepsidinin renal tiibiiler sistem i¢inde demir tasiyicisi olan
DMT1 ile iligkili oldugu bulunmustur. DMT-1 ekspresyonunun distal tiibiil ve toplayici
kanal epitelyal hiicrelerin apikal kutbunda en yiikksek oldugu ve bu bolgelerde
hepsidinin de bulundugu gosterilmistir. Kulaksiz ve ark. [107] hepsidinin bobrekte
demir transportunun diizenlenmesinde karmasik bir rol oynadigini ortaya koymuslar ve
yaptiklar1 RT-PCR deneysel calismalarinda hepsidinin bobrekte intrensek olarak

iiretildigini gostermislerdir.

2.4.4. Hepsidinin etki mekanizmasi ve fonksiyonlar

Hepsidinin etki mekanizmasini tam olarak anlayabilmek i¢in bir¢cok arastirma
yapilmistir. Su ana kadar bilinenler hepsidinin baslica fonksiyonunun demir
metabolizmasmin homeostatik diizenlemesinde basrol oldugu, inflamasyon ve konak
savunmasinda da arac1 oldugudur. Insan hepsidini in vitro olarak, 10-30 pM gibi ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda antibakteriyal ve antifungal dzellikler gdstermektedir. idrar
hepsidin konsantrasyonlar1 3-30 nM (10-100 ng/mL) araligindadir ve infeksiyonlar
sirasinda 10 kata kadar artabilmektedir. Bu yiizden Bu yiizden hepsidinin idrarda
antimikrobiyal etki gostermesi olas1 degildir [4].
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Hepsidin, etkisini  hepatositlerde, enterositlerin  bazolateral ucunda,
retikiiloendotelyal makrofajlarda, eritrosit prekiirsorlerinde ve plesantal trofoblastlarin
ylizeyinde yogun bir sekilde bulunan bazolateral bir transmembran proteini olan
ferroportin iizerinden gosterir [108]. Hepsidin ferroportine baglandiginda, onun
internalizasyonuna ve lizozomal degradasyonuna, sonu¢ olarak ta ferroportinin
membrandan kaybina yol agmaktadir [82] (Sekil 17). Bu sekilde demirin plazmaya
gecisi engellenir. Demir depolar1 yeterli veya yiiksek oldugunda, karacigerde hepsidin

iiretimi artar, demir depolar1 diisiik oldugunda ise hepsidin tiretimi azalir [72].
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Sekil 17. Hepsidinin hormonunun makrofaj, enterosit ve karaciger hiicresinde, demir
metabolizmasi lizerine etkileri. (A) Diyetle alinan demir duodenum fir¢ams1 kenarindaki DcytB
ve Dmtl araciligi ile enterositlere alinmaktadir ve daha sonra ferroportin/iregl yolu ile
dolasimdaki transferine baglanir. Yine makrofaj ve hepatositlerdeki ferritinden salinan demir,
hiicre membranindaki ferroportin/iregl araciligl ile transferine baglanir. (B) Hepsidinin
ferroportin/iregl ile birlesmesi sonucu olusan kompleks hiicre ig¢ine alinip lizozomlarda
degredasyona ugrar. Bu nedenle de demirin makrofaj, karaciger ve barsak epitel hiicresinden
dolasima salinimi bloke olur ve sonugta serum demir konsantrasyonu azalir [109].

Cogunlukla karacigerden sentezlenen hepsidin sayesinde demir emilimi ve salinimi
kontrol altinda tutulurken bobreklerde, makrofajlarda, yag hiicrelerinde ve kalp kasi

hiicrelerinde hepsidin yapimini gosteren calismalar da mevcuttur [110-112]. Bu durum
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hepsidinin demir mekanizmasini kontrol etmek i¢in viicuttaki birgok mekanizma ile i¢

ice oldugunu gostermektedir.

2.4.5. Hepsidinin Kinetigi

Biiyiik bir kismi karacigerden salinan ve serumda o-2 makroglobuline bagl
olarak tasman hepsidinin atilim yolu idrardir [113]. Farelere intraperitoneal hepsidin
enjeksiyonu sonrasinda serum demir seviyeleri 1. saatte % 80 azalma gdstermekte ve bu
durum 48 saatten uzun siirmektedir. Hepsidinin de ferroportin ydniinden zengin
organlar olan karaciger, dalak ve proksimal duodenumda biriktigi goézlenmistir [114].
IL-6 veya lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu sonrasinda 6. saatte akut faz reaktani
benzeri maddeler idrarda pik degere ulasirken, sonrasinda ise diizenli bir azalma ile
karsilagilmaktadir [115, 116]. Ayrica 3 giinliik oral demir aliminin 24 saat sonrasinda
iiriner hepsidin miktarinda siddetli bir artis olurken sonrasinda demir aliminin devamina
ragmen normal degerlere diismektedir. Bu durum, idrardaki hepsidinin yiliksek degerlere
ulasmasmin kandan hepsidinin hizla uzaklastirildigim gosterirken, demir emilimindeki

inhibitor etkisinin devam ettigini gostermektedir [116].

2.4.6. Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Hepsidin homeostatik olarak viicuttaki demir miktari(karaciger, iskelet kasi ve
dolasimdaki), anemiye sebep olan hastaliklar, inflamasyon, sitokinler, hipoksik
durumlar ve eritropoetik aktivite(kemik iliginden gelen sinyaller) tarafindan regiile
edilmektedir. Demir fazlaligi durumunda hepsidin ekspresyonu uyarilir ve diyetten
demir emilimi azalir, demir eksikligi durumunda ise hepsidin ekspresyonu baskilanir ve
diyetten demir emilimi artar. Hepsidinin eritroid oncii hiicrelerinin ¢ogalmalarini ve
yasam siirelerini azalttig1 ve eritropezi bozdugu gosterilmistir [117].

Artmig eritropoetik aktivite ise hepsidin iiretimini baskilamaktadir. Bu durum
demir emiliminden ziyade, hepatositlerde ve makrofajlarda bulunan depolanmis demirin
hizlica salinmasima yol agmaktadir. Hepsidin ayrica inflamasyon ve infeksiyona sebep
olan durumlarda artmaktadir. Bu artisin mikroorganizmalarin demir gereksinimlerini

engellemeye yardimci oldugu diistiniilmektedir (Sekil 18).
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Sekil 18. Hepsidin diizeyini azaltan ve artiran faktorler ve viicut demirine etkisi [118].

Hepsidin sentezinin regiilasyonu BMP (Bone Morphogenic Protein), SMAD
(Drosophilia protein [MAD] ve C.elegans protein [SMA]’nin kombinasyonu) ile
gergeklesen BMP/SMAD sinyali ve IL-6 ile sinyal transdiisirlar1 ve transkripsiyon
aktivatorii 3 (STAT3) arasinda gerceklesen 1L-6/STAT3 sinyali ile saglanmaktadir
(Sekil 19). Bu sinyaller arasinda baglant1 mevcuttur [119].

Inflamasyonda hepsidin artis1 IL-6/STAT yolu ile olmaktadir. Inflamasyon
oldugunda IL-6 salinir ve reseptdriine baglanir. IL-6 ligand-reseptor iliskisi Janus
kinazlarin aktivasyonuna yol acar. Bunlar da STAT proteinlerinin fosforilasyonuna
sebep olur. Ozellikle fosforile olan STAT3, hiicre ¢ekirdeginde HAMP promoterindeki
regililatuar elemente baglanarak hepsidin mRNA ekspresyonunun artmasina yol acar
[120] (Sekil 19).
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Sekil 19. Hepsidin sentezinin regiilasyonu [121].

Hepsidin regiilasyonunun diger sekli BMP/SMAD yolag: iledir. BMP’ler
Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-beta) ailesinin bir iiyesidir ve hiicre
proliferasyonunda, farklilagsmasinda, apopitoziste ve dokulara migrasyonda anahtar rol
oynarlar. Parakrin veya otokrin hormonlar gibi etki gosterebilirler [120]. Hemojuvelin
(HJV) ise BMP’nin ko-reseptorii olarak gorev yapar ve BMP sinyalini artirir. HJIV
mutasyonunda BMP sinyali bozulur ve hepsidin ekspresyonu olmadigi i¢in ¢ok erken
yasta baslayan demir birikimi ortaya ¢ikar. Tiim BMP’ler, BMP reseptorleri tip I ve tip
II’ye baglanarak sinyalizasyon yaparlar, bu sinyalizasyon RSmad denilen intraselliiler
proteinin fosforilasyonunu saglar. Bunlar ana mediator olan Smad-4 ile iligski kurar ve

bu protein niikleusuna tasinarak hepsidin gen transkripsiyonunu artirir [122] (Sekil 20).
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Sekil 20. Hepsidin regiilasyonunda BMP/SMAD yolaginin rolii [122].

2.4.6.1. Hepsidinin Regiilasyonunda Demirin Rolii

Farelerde oral veya parenteral demir yiiklemesi hepatik hepsidin mRNA
ekspresyonunu arttrir. Insanlarda tek doz oral demir (65 mg FeSO4) saatler igerisinde
iriner hepsidin ekspresyonunu arttirir [123]. Hepsidin diger yandan demir ihtiyacinin
oldugu anemiler, hipoksi ve eritroid hiicrelerin gelismesi gibi durumlarda demirin
mobilizasyonuna ve emilimine izin vermek i¢in azalmaktadir [ 124, 125].

Hepsidinin demirle olan regiilasyonuyla ilgili en 1iyi1 bilgiler herediter
hemokromatozis gen ¢alismalarindan elde edilmistir. Hiicresel(Hem demiri) ve hiicre
dis1 demire(diyet demiri) duyarli molekiiller farkli gibi goriinmelerine ragmen ikisinde
de ortak olan yolak kemik morfogenik proteindir (Bone morfogenik protein= BMP).
Birgok BMP invitro [126, 127] ve invivo [122] olarak hepsidini stimule ederken,
ozellikle BMP6’nin demir fazlalig1 durumlarinda hepsidinin stimule edilmesinde 6nemli
rolii vardir. BMP’ler BMP reseptoriine (BMPR) baglanarak etki goserirler [128]. Bu
baglanma sitoplazmik Smad1-5-8’in fosforilasyonuna o da Smad-4’iin fosforilasyonuna
sebep olur. Smad-4 ¢ekirdege gecerek transkripsiyon faktorii olarak rol oynar [122].
Karacigere spesifik Smad-4’iin farelerde ablasyonu (tahribi) hepsidin ekspresyonundaki
azalmaya bagli olarak demir yiiklenmesi ile sonug¢lanmistir [129]. HJV molekiilii
mutasyona ugramis veya HJV’si ¢ikarilmis farelerde hepsidinin yokluguna bagli olarak
demir fazlalig1 goriilmektedir [130].

BMP ve HJV yolagina ek olarak hepsidinin demir tarafindan regiilasyonu i¢in

Tfye ihtiya¢ vardir. Bu molekiilii Tf reseptorii-2 (TfR2) ve HFE olusturur. Bunlarin
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mutasyonu sonucu herediter hemokromatozisin eriskin formlar1 ortaya c¢ikar [131].
TfR2’nin benzeri olan T{R1, eritrositlerin demir-Tf kompleksinin uptake’i i¢in gerekli
bir reseptordiir ve ¢ogu hiicrelerde de bulunur. TfR2, primer olarak karacigerde
sentezlenir ve bu proteinin mRNA ekspresyonu demir seviyelerinden bagimsizdir [132].
Demirin TfR2 molekiiliine baglanmasi ile stabilize oldugu diisiiniilmektedir [133].

HFE demir baglayan proteinler olan TfR1 ve TfR2 ile interaksiyona giren
yapisal olarak MHC tip2 proteinlerine benzer. HFE TfR1 ve TfR2 reseptorleri arasinda
serum demir-Tf konsantrasyonuna bagli olarak gel-git yapar [134]. Demir-Tf
konsantrasyonu az oldugunda HFE TfRI1 ile iliskiye girerken, demir-Tf TfR1’e
baglandiginda yani ¢ok miktarda bulundugunda HFE ayrilir ve TfR2 ile iliskiye girer.
Demir-Tf kompleksine yanit olarak hepsidinin salgilanmasi i¢in HFE ve TfR2
gereklidir [135]. HFE/TfR2’nin hepsidini indiikledigi net olmamakla birlikte iki hipotez
one siirtilmiistiir. Birinci hipotezde HFE-TfR2 kompleksinin BMP yolagini kullandig1
diistiniilmektedir. BMP inhibitorleri (noggin ve sHJV) hepsidin mRNA artigini, invitro
Fe-Tf tedavisi alan hastalarin hepatositlerinde engellemektedir [136]. Demir-Tf
kompleksinin TfR1’den TfR2’ye kaymas1 HFE, TfR2, HIV ve BMP reseptorlerinden
olusan bir siiperkompleks ile olustugu diisiiniilmektedir. Bu sliperkompleksin
SMAD’lar1 aktive etmesi sonucunda hepsidin ekspresyonu olmaktadir. Ikinci hipotezde
ise HFE/TfR2 MAPK/ERK yolagini kullanarak hepsidin ekspresyonuna sebep oldugu
diistiniilmektedir [137].

HJV  GPl-¢apali bir proteindir ve c¢oziinebilir formu olan sHIJV’ye
dontisebilmektedir [138]. sHJV salinimi, demir ve hipoksi tarafindan regiile
edilmektedir {139, 140]. Membrana bagli HIV’nin aksine sHJV demire bagli hepsidin
iiretimini inhibe etmekte, farelere enjekte edildiginde ise Smadl,5,8 seviyelerini azaltip,
serum demir miktarmi arttirdigir gosterilmistir [122]. sHJV’nin hepsidini inhibe etme
mekanizmasi hala net olarak bilinmemektedir.

Hepsidin ekspresyonu, Demir-Tf kompleksinden baska hiicre i¢i demir
tarafindan da regiile edilmektedir. Hiicre i¢i demir diizenlenmesinde BMP6’nin rol
aldig1 diisiiniilmektedir [141]. BMP6’nin mRNA ekspresyonu 3 hafta boyunca diisiik (<
3 ppm), normal (200 ppm) ve yiiksek demir (8300 ppm) diyeti alan farelerde
incelendiginde diyetteki demir miktar1 ile BMP6 arasinda dogru oranti bulunmus.
Ayrica BMP6’nin direkt olarak HJV ile interaksiyona girdigi de gosterilmistir.
Farelerde BMP6’ nin yikimi ise diisiik hepsidin ekspresyonu, agir demir ytikii diginda bir

patoloji gostermemektedir. Bu durumlar BMP6’nin hepsidinin regiilasyonundaki roliinii
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gostermektedir. BMP6 nin demir tarafindan nasil regiile edildigi ise heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

HIJV ile iliskiye girip molekiiler yapisini degistiren bagska molekiiller de
mevcuttur. Ornegin bir proteaz olan TMPRSS6 [142] ve biiyiilk multifonksiyonel
transmembran proteini olan neogenin [143]. Bu molekiillerin demir diizeyleri ile iligkisi

de heniiz bilinmemektedir.

2.4.6.2.Hepsidinin Regiilasyonunda Anemi ve Hipoksinin Rolii

Diyetle alinan veya hemoglobin yikimi sonucu tekrar dolagima katilan demirin
cogu kirmizi kan hiicrelerinin yapimi i¢in yonlendirilmektedir. Nicolas ve arkadaslari,
hepsidini kodlayan genin anemi, hipoksi ve inflamasyon tarafindan diizenlendigini

bulmuslardir [125] (Sekil 21).
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Sekil 21. Hepsidin salmimini etkileyen faktorler [118].

Hipoksi tek basina hepsidin sentezinin downregiilasyonunu tetikleyebilir ve
5500m yiiksekligi taklit eden hipobarik hipoksi odalarinda barindirilan farelerde
hepsidinin hizli bir sekilde azaldig1 gdosterilmistir. Oksijen kullanim yollarindaki
enzimlerin ¢ogu demir bagimhdir. Bundan dolayr hipoksi benzeri olaylarda
organizmalarin demir igeriginin diisiik oldugu bulunmustur [118]. Ayrica, Hipoksi

yetigkin bobregi ve fetiis karacigeri tarafindan yapilan eritropoietin liretimi i¢in birincil
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diizenleyici sinyaldir. Eritropoetinin karaciger hepsidin gen sentezini downregiile ettigi
rapor edilmistir[118].

hepsidin gen ekspresyonunu diizenleyen muhtemel bir hipoksi ile indiiklenen faktoriin
(HIF) yer aldigi doku hipoksisi ve transferrin doygunlugunun azalmasi sonucu
eritropoezin uyarilarak indirekt olarak hepsidin sentezinin baskilanmasidir. Hangi yolla
olursa olsun, hepsidin sentezi talasemiler gibi inefektif eritropoezle giden hastaliklara
eslik eden demir yiiklenmesine ragmen azalmig olarak bulunur. Bu durum hepsidin
dretiminin anemi ile baskilanmasinmn, hepsidin sentezinin demir yiiklenmesi ile
uyarilmasma kiyasla daha giiclii bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir[7]. Bu
hastalardaki diisiik hepsidin diizeyleri, demirin asir1 emilimine ve organ hasari ile
sonuclanan sistemik demir yiiklenmesine sebep olmaktadir. Talaseminin ciddi
formlarinda, tekrarlanan kan transfiizyonlar1 demir yiikiinii arttirir. Bunun sonucunda
hastalarda goreceli hepsidin eksikligi, demiri toksik olmayan makrofa; havuzundan,
demir toksisitesine karsi savunmanm daha az etkili oldugu diger hiicre tiplerine ve

dokulara dagitarak, demir toksisitesini arttirir [144].

2.4.6.3.Hepsidin Regiilasyonunda inflamasyonun Rolii

Hepsidin viicut savunmasi, inflamasyon ve demir metabolizmas1 arasinda 6nemli
bir bag olusturmaktadir ve hepsidini kodlayan gen ayni zamanda inflamasyon tarafindan
diizenlenmektedir. Karaciger, konak savunmastyla ilgili akut faz proteinlerinin sentez
artisindan sorumludur. Akut faz proteinlerinden inflamasyon siirecinde, en azindan %25
oraninda plazma konsantrasyonlar: artanlar “pozitif akut faz proteinleri”, veya azalanlar
“negatif akut faz proteinleri” olarak tanimlanir [145]. Akut faz cevabi inflamasyona
eslik eden ana patofizyolojik fenomendir. Akut faz cevabi hem akut hem de kronik
inflamatuar durumlarda etkilidir. Bunlar enfeksiyon, travma, infarkt, glomeruloneftit,
inflamatuar artritler ve neoplazmlar gibi durumlardir. Hepsidin sentezi inflamasyon ve
enfeksiyon siiresince belirgin olarak artar ve serum demiri azalir [125]. Inflamasyon
siirecini takiben sitokinler baslica makrofajlar ve monositler tarafindan yapilir. Bunlar
interlokin (IL)-6, IL-1, timdr nekrozis faktdr (TNF), interferon ve transforming growth
faktordiir (TGF). IL- 6’nin varlig1 akut faz reaktanlarinin baslica indiikleyicisi olup akut
faz protein yapimini1 stimule eder [146]. Hepsidin sentezinin artisgindan IL-6’nin
sorumlu uyarici oldugu cesitli hayvan ve insan calismalarinda gosterilmistir. IL-6

inflizyonu yapilan goniillii kisilerde saatler icerisinde idrarda hepsidin atiliminin 7,5 kat
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arttigi, bu artisa serum demirinde ve transferrin saturasyonunda %30 azalmanin eslik
ettigi gorilmiistiir [147]. Benzer sekilde subkutan turbentin (terbentin, neft yagi)
enjeksiyonu ile olusan inflamasyon sirasinda, normal farelerin serum demirinde belirgin
bir azalma goriiliirken, hepsidinden yoksun ve IL-6’dan yoksun farelerde bu cevabin
kayboldugu gozlenmistir [148].

Nemeth ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada infeksiyonu ve inflamatuvar
hastaligi olan ve transflizyonla demir yiiklenmesi tedavisi yapilmis olan hastalarda
idrarda hepsidinin atilimmin belirgin olarak artti§1, invitro IL-6 ile hepsidin
mRNA’smin belirgin olarak indiiklendigi gozlenmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen
sonuglar, insan hepsidinin bir tip 2 akut-faz proteini oldugunu gostermistir [149].
Kemna ve arkadaslar1 ise 10 saglikli goniilliiye lipopolisakkarid enjeksiyonu yaparak
olusturduklar1 invivo insan endotoksemi modelinde, enjeksiyon sonrasi 3. saatte IL-6
diizeylerinin, 6. saatte idrar hepsidin diizeylerinin arttigini ve bunu takiben serum demir
diizeylerinin belirgin olarak azaldigmi gozlemlemislerdir [115]. Ayrica insanlarda IL—6
inflizyonu, hepsidin artisiyla birlikte demir azalmasi ile sonuclanmis ve Transferrin
saturasyonu (TSAT) %30’dan daha fazla diismiistiir [116].

Wrighting ve Andrews’in yaptiklar1 ¢alismada, inflamasyonda IL—-6 nin direkt
olarak hepsidini indiikledigi ve STAT-3’lin aktivasyonunu diizenledigini gdstermislerdir
[150]. Inflamasyon oldugunda IL-6 salmnir ve reseptoriine baglanir. IL-6 ligand-reseptor
iliskisi “Janus kinazlarn” (JAK) aktivasyonuna yol agmaktadir. Bunlar da STAT
(Sinyal Transdusirlar1 ve Transkripsiyon Aktivatdrleri) proteinlerinin fosforilasyonuna
sebep olmaktadirlar. Ozellikle fosforile olan STAT3 hiicre c¢ekirdegine giderek hedef
genlerinin transkripsiyonuna yol ag¢maktadir. IL-6, hepsidinin geni olan HAMP
(9.kromozomda) transkripsiyonunu STAT3 iizerinden yapmaktadir ve bu molekiiliin
HAMP promotorundaki regiilatér elemente baglanmasi sonucu hepsidin ekspresyonu
indiiklenmektedir. Yani inflamasyonda hepsidin artis1 IL-6/STAT yolu ile olmaktadir.
inflamasyon anemisinde hepsidinin IL-6 ile artmas1 yaninda bazi1 malignitelerde oldugu
gibi sitokinlerin artmadigi durumlarda da karacigerdeki STAT3 teki degisikliklerin
hepsidin artisina yol agmasmi ve anemiye neden olmasini agiklamaktadir. Ayrica
hepsidinin enflamasyon durumlarinda artmasinda STAT3’iin anahtar rol oynadigi,
STAT3 inhibe edildiginde hepsidinin artmadigi da gosterilmistir[ 151].

Inflamasyon anemisi olan hastalarda inflamatuar sitokinlerin (IL- 1, TNF- a, IL-
6, IFN- v) hepsidinden bagimsiz olarak eritropoetini baskiladigi veya dogrudan kemik

ilig1 iizerinden eritropoezi etkilyebildigi gosterilmistir. Ayrica hepsidinin eritroid oncii
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hiicrelerinin c¢ogalmalarin1 ve yasam siiresini azaltti§1 ve eritropoezi bozdugu da
gosterilmistir[117]. Inflamasyon sirasinda artan hepsidin diizeyleri, makrofajlar,
hepatositler ve duodenal enterositlerde ferroportinin hiicre i¢ine almimini ve yikimini
uyarmakta, boylece demirin bu hiicrelerde tutulmasina ve plazmaya demir akisinin
onlenmesine yol agmaktadir. Saatler igerisinde, gen¢ eritrositler tarafindan demirin
siirekli kullanilmasi plazma demirini azaltarak, hipoferremiye yol a¢maktadir[144].
Insan karaciger hiicre kiiltiirleri, fareler ve goniilliilerle yapilan bir ¢calismada IL-6’nin
enflamasyon smrasinda hepsidin iiretimi i¢in gerekli bir sitokin oldugu ve IL-6 ile
hepsidin aksinin inflamasyondaki hipoferremiden sorumlu oldugu gosterilmistir [152].
Bu calismalardan elde edilen sonuclar IL-6 — hepsidin aksmnin hipoferremik cevapta
kritik bir 6neme sahip oldugunu ve hepsidinin inflamasyondaki hipoferrimide rol alan
temel araci oldugunu gostermektedir[ 153]. Enfeksiyon, enflamasyon anemisinde olusan
hipoferrinemi hastanin savunma mekanizmalarindan biridir. Bu durumdan sorumlu
hormon da hepsidindir. IL-6 ve diger sitokinlerle hepsidinin arttigi, hemoglobin sentezi
ve eritropoez i¢in kullanilacak demiri, demir emilimini engelleyerek ve
retikuloendotelyal sistemde demir blokaji yaparak azalttigi, hepsidinin artti1 biitiin
durumlarda anemi oldugu klinik durumlarda gosterilmistir [154, 155]. Talasemi major
hastalarinda da Triner hepsidin diizeyi transfiizyondan sonra Onemli derecede
artmaktadir [156].

Hepsidinin anahtar rolii juvenil (genclige ait) hemokromatozisi olan iki ailede
homozigot olarak etkilenmis hepsidin gen mutasyonu ile dogrulanmustir. Inflamasyon
anemisinde hepsidin yiiz kat artis gdstermektedir ve makrofajlarda demir sekresyonunda
ve bu tir anemilerin tespitinde Olglilebilmektedir. Hepsidinin kesfi ve demir
metabolizmasindaki roliiniin tespiti, inflamasyon anemisinde ve hemokromatoziste yeni
tedavi yaklagimlarinda yol gosterici olabilmektedir [7]. Kronik inflamasyonlarda
demirin makrofajlara gecisi Ozellikle eritrofagositosis ve protein divalent metal
transporter 1 (DMT-1) transmembran proteini yoluyla ger¢eklesmektedir [157].

Bakteriler konak oksijen radikallerine karsi siiperoksit dismutaz yapimi i¢in
demir gereksinimine ihtiyag¢ duyarlar [158]. Ancak ¢evredeki demir konsantrasyonunun
azalmas1 konagin mikroorganizma saldirisina karsi kendini savunmasi ve ideal sartlarda
yasamini slirdlirmesi i¢in yeterli degildir. Bu durum hem bakterinin hem de konagin
istesinden gelmesi gereken bir problemdir. Bakteri gelistirdigi siderophor’lar (yliksek
affiniteli demir baglayict molekiiller) sayesinde konaktaki laktoferrin veya

transferrindeki demiri tekrar ele gecirir. Konagm gelistirdigi savunma mekanizmalari,
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demir baglayici protein yapimini arttirmak (6rnegin: transferrin), diyetle alman demir
absorbsiyonunu diistirmek, mikroorganizma saldirisina karsi demir sekestre eden
notrofillerden apolaktoferrin  salgilamas1  yapmaktir. Hepsidin, makrofajlardan
apolaktoferrin salgilanmasmi indiikler, bu molekiil bakteriden demiri c¢alar. Kanda ve
hiicre i¢cindeki bakteri zayif diisebilir veya biyofilmler gelismeyebilir [159]. Hepsidin
diger savunma amacgli olan antimikrobiyal peptidlere benzer. Bakterilerle karsilastiginda
oldiirticii bir antimikrobiyal peptiddir. Ancak diger savunuculardan bazi yapisal
farkliliklar1 vardir. Ornegin karaciger tarafindan yapilir ve kemotaktik o6zellikleri
bulunmaz [29]. Bdylece hepsidin infeksiyonlarin etkisini azaltir, kismen antimikrobiyal
etkisi olan, bir akut faz proteini olup demirin azalmasina neden olur [160]. Farelerde
hepsidin geninin bir NFkB baglayici bélgesi tanimlanmistir. Sonug olarak inflamasyon
siireci, enfeksiyon ve muhtemelen kanser gibi olaylar hepsidini yiikseltir ve enterositler,
hepatositler ve makrofajlardan demir salgilanmasm azaltir (Sekil 22). Serum
demirindeki diisiis bakteri ve tiimor hiicreleri i¢in kullanilabilir demirin azalmasia yol
acar. Hepsidin reseptorlerinin artmasi tiimor hiicrelerinin demir achigindan 6lmelerini
indiikleyen tek mekanizma olabilir. Ancak uzun donemde hepsidin tarafindan

indiiklenen bu demirin azalmasi kronik hastalik anemisiyle sonuglanir [161].

= vaslanan hiicrelerin geri déniigiimii *
Eritrosit ve | Ferroportin.  Nakrofaj
diger demir iri “+i

= Plazrma Demiri I Ferroportin o i
kullamicilan _
| Ferroportin Hepatosit
: Demir
_6202
Hepsidin

Mikrobik Hepatosit
uvart

Sekil 22. Plazma hepsidin diizeyinin demir diizeyi, anemi ve hipoksi ile diizenlenmesi [123].

2.4.6.4. Hepsidin Regiilasyonunda Eritropoetik Aktivitenin Rolii

Hepsidin, inefektif eritropoezin eslik ettigi anemilerde (demir eksikligi anemisi,
hemolitik anemi gibi) azalmistir ancak hepsidinin azalmasina yol acan molekiiler
mekanizmalar ayni1 olmayabilir. Yolaklarin molekiiler detaylar1 net olmamakla birlikte

kemik iliginde gelismekte olan eritroblastlar tarafindan salman solubl proteinler,

42



azalmis demir sirkiilasyonu, depo demiri veya hipoksinin rol oynadig1 diisiintilmektedir
[162]. Kanama veya hemoliz yapilarak olusturulan fare anemi modellerinde hepsidin
supresyonu normal eritropoetik aktiviteye bagimlhidir. Eritropoetik aktivite sitotoksik
ajanlar veya radyosyona bagli olarak inhibe edildiginde ciddi anemiye ragmen hepsidin
mRNA’da azalma goriilmemektedir [162]. Inefektif eritropoezdeki hepsidin
supresyonundan eritroid prekiirsorleri tarafindan olusturulan growth differentiation
factor 15 (GDF15) ve twisted gastrulation protein 1 (TWSG1) sorumlu tutulmaktadir
[163]. GDF15 TGF-B’nin ailesindendir. GDF15’1 ¢ikarilmig farelerde herhangi bir
demir anomalisi goriilmemekte iken yiiksek doz GDF15 invitro olarak hepsidin mRNA
iretimini suprese etmektedir. Bu dozlar B-talesemide, konjenital diseritropoetik anemi
tip 1 gibi anemilerdeki yiliksek doz GDF15 ile kiyaslanabilecek diizeydedir [163].
TWSGI, eritroblastlarin matiirasyonu sirasinda BMP-baglayict protein olarak rol alir.
Ayrica in-vitro olarak hepsidini baskilar. Talasemi hastalarinda TWSG1’in
ekspresyonunun farelerde arttigini bilmekteyiz [164].

Hipokside hepsidin azalmaktadir [125]. Hipoksi ile uyarilabilir faktor (HIF)
yolagindaki degisiklikler hepsidin ekspresyonunu etkilemektedir. HIF’in direkt hepsidin
iizerine etkisi bilinmemektedir. Bu konuda birbiri ile celisen ¢alismalar mevcuttur.
Hipoksinin indirekt etkileri 6nemli olmaktadir. Hipoksi ile indiiklenen EPO, hepsidin
iretimini suprese ederken, EPO tarafindan stimiile edilen eritroblaslardan salgilanan

maddeler demirin hemoglobin sentezi i¢in kullanimini saglamaktadir.

2.4.7. Hepsidinin Hastahklar ile iliskisi

Hepsidinin eksikligi veya yoklugu demir yiiklenmesi ile seyreden hastaliklar
(herediter hemokromatozis tipleri, karaciger hastaliklari, demir fazlalig1 ile giden
anemiler, hepatit C vb.) ile iliskili iken fazlalig1 ise demir yoksunlugu ve anemi
(inflamatuvar anemiler, kronik bobrek hastaliklari, demire direngli demir eksikligi
anemisi, hemoliz vb.) ile iliskilidir.

Hepsidinin eksikliginde veya yoklugunda asmr1 demir emilimi ile seyreden
hastaliklar goriiliir. Hepsidinin eksikliginde enterositlerin bazolateral yiizlerindeki
ferroportin molekiilii artar, bu da diyetle alinan demirin plazmaya gecisi ile sonuglanar.
Bununla birlikte makrofajlarin yilizeylerindeki ferroportin artigina da yol acar ve demirin
disa transportuna neden olur. Artmis plazma demiri ise basta karaciger olmak {izere
demir depolayan hiicrelerde demir birikimine sebep olur. Karaciger transferrin (Tfr) ile

bagli olmayan serbest demiri plazmadan aldig1 i¢in demirin depolandig1 baslica organ
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olmaktadir. Juvenil hemokromatozis ve talesemi intermedia gibi hizli demir birikimi
goriilen hastaliklarda kalpte ve bazi endokrin organlarda kalict demir depolanmasi
goriilmektedir. Herediter hemokromatoziste hepsidin yoklugu, hepsidini kodlayan
gendeki mutasyondan veya hepsidin  regiilatorlerini  kodlayan  genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Hemokromatozisin ¢ok nadir goriilen bir formu ise
hepsidin eksikliginden degil de ferroportinin hepsidine rezistansindan kaynaklanir.
Hemokromatoziste hepsidin regiilatorlerinin mutasyonlar1t HFE, TfR2, ve HJV’dir.
Hastaligin agirhigi ile hepsidinin yoklugu arasinda korelasyon vardir. TfR2 ve HFE
mutasyonlart1 daha hafif klinikle karsimiza ¢ikar. Beta talesemi ve konjenital
diseritropoetik anemiler gibi demir birikimi olan anemilerde sistemik demir birikimine
ragmen serum ve idrar hepsidin seviyelerinde azalma mevcuttur [116]. Hepsidin
supresyonunun sebebi yiiksek eritropoetik aktivite etkisinin demir yliksekliginin
etkisine gore hepsidini daha fazla baskilamasidir. GDF15 ve TWSGI hepsidin
supresyonuna yol agtig1 diistiniilmektedir. Transflizyonlarin hepsidin seviyesinde diisiise
yol agmasinin, eritropoezin azalmasi ve demir artisma bagli oldugu diistiniilmektedir.
Ilging olarak talasemi intermedia hastalarmin karacigerlerindeki demir konsantrasyonu,
diizenli transfiizyon yapilan talesemi major hastalari ile ayn1 diizeydedir ancak hiicresel
dagilim acisindan farklilik gosterir. Talasemi intermedia hastalarinda herediter
hemokromatozis hastalarindaki gibi karacigerde demir depolanmasi goriiliir ancak
Talesemi majordaki yliksek hepsidin diizeylerine bagli esas birikim makrofajlarda
goriiliir. Bu hastalarda terapotik amacli hepsidin kullanim1 makrofajlardan daha az
toksik olan parankimde demir depolanmasini saglayabilir.

Hepsidinin asir1 Uretimi, fare deneylerinde hipoferrinemi ve anemi ile
sonuglanmustir [165]. Intraperitoneal hepsidin enjeksiyonu farelerde 1 saat iginde
hipoferritinemi ile sonuclanmis ve bu durum 3 giin siirmistiir [114]. Gebelik
donemindeki farelerde yapilan calismada hepsidinin fazla iiretimi intrauterin ciddi
hipokromik mikrositer anemi ile sonuglanmistir [166]. Insanlarda hepsidinin fazlalig
nedeni ile ortaya ¢ikan anemi kronik hastalik anemisine, kronik bobrek hastaligina
(KBY, Glomerulonefrit vb.), hepsidin iireten hepatik adenomlara, demire refrakter
demir eksikligi anemisine yol agmaktadir. Inflamatuar hastaliklarda hepsidin iiretimi
sitokinler ile 6zellikle de IL-6 ile saglanmaktadir. Hepsidin romatolojik hastaliklarda,
inflamatuar barsak hastaliklarinda ve multiple myelomda da yiikselmektedir ancak
hepsidinin bu hastaliklarda ortaya ¢ikan anemide esas faktor olup olmadig: heniiz belli

degildir. Farelerde yapilan deneylerde artmis hepsidin, demir eksikliginin yaninda
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eritropoetine karsi ortaya ¢ikan yanit1 azaltmaktadir ki bu da kronik hastalik anemisinde
karsimiza ¢ikar. Hepsidin, inflamasyona bagli ortaya ¢ikan anemide eritrosit dmriinii
etkilememektedir. Hepsidinin EPO supresyonundaki mekanizmas: hala agikliga
kavusmus degildir. Inflamasyon durumunda hepsidinin etkisini a¢iga ¢ikarmak icin
hepsidine selektif bir inhibitoriin kullanilmasi i¢in ileri caligmalar gereklidir. Hepsidin
iiretiminin pozitif ve negatif regiilatorleri, sinyal yolaklar1 ve olusturduklar1 hastaliklar

tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Hepsidin iiretiminin pozitif ve negatif regiilatorleri, sinyal yolaklar1 ve olusturduklari
hastaliklar.

Hepsidin’in Pozitif | Sinyal Yolag Hastahk
Regiilatorleri

Inflamasyon STAT-3 Kronik hastalik anemisi
(IL-1, IL-6)

Demir depolar1 fazlalig1 BMP’ler/SMADA4 Hemokromatozis
(mHJV)

Demir depolar1 | BMP’ler/SMAD4 Hemokromatozis
(HFE,T{R2)

Karaciger metabolik | C/EBPa -

aktivitesi

Oksijenazlar ? -

Hepsidinin Negatif | Sinyal yolag: Hastahk
Regiilatorleri

Hipoksi HIF-1 -

(HIF1, sHJV, ROS) BMP’ler/SMAD

Oksijenaz inhibisyonu

(GDF15 ve digerleri?)

inhibisyonu ve digerleri

Demir depolar1 azlig1 | BMP’ler/SMAD DDDEA, demir eksikligi
(matriptaz-2, sHJV, | inhibisyonu

GDF15)

Eritropoezis BMP’ler/SMAD Talasemi, KDA1

Eritropoetin?

C/EBPa blokaji

Oksidatif stres (ROS)

C/EBPa, STAT3 blokaji

Hepatit C ve viral-alkolik
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Oksijenaz inhibisyonu karaciger hastalig1

HDAC aktivasyonu

DDDEA:demire direngli demir eksikligi anemisi, KDAT1: konjenital diseritropoetik
anemi tip1 [120, 139, 162, 163, 167-177].

2.4.7.1. Hepsidinin Bobrek Hastahklaryla iliskisi

Bobrek fonksiyonlarmin ileri derecede azalmasiyla birlikte eritropoietin liretim
eksikligine bagl olarak yavas yavas anemi gelisir. Eritrosit dmriiniin kisalmasi da
(hemoliz, kanama ve artmis oksidatif stresin yol actig1) bu siirece katkida bulunur.
KBY’de kronik inflamatuar bir siire¢ vardiwr. Bu inflamatuar siirece enfeksiyon
insidansinda artig, iiremik ortam, proinflamatuar sitokin diizeylerinin ylikselmesi ve
siklikla yaygin aterosklerozun bulunmasi gibi ¢ok sayida faktor eslik eder. SDBY’de
eritropoetin tedavisine ragmen diren¢li aneminin olmasi inflamasyon iizerine ilginin
odaklanmasma yol agmistir. Bobrek fonksiyonun bozulmasi her tiir inflamatuar cevabi
arttiracaktir. Bunun nedeni inflamasyonla iligkili direkt veya indirekt etkili faktorlerin
bobreklerden temizlenmesinin azalmasidir. Ornegin; proinflamatuvar sitokinlerden IL-
6, CRP, TNF-a ve IL-1 gibi serum yar1 omiirleri bobrek fonksiyon bozuklugu olan
hayvanlarda artmistir [178]. Bobrek yetersizliginde hem endotelyal disfonksiyon ve
aterosklerozis goriiliir hem de kardiyovaskiiler komplikasyonlarin sikligi artmistir.
Bobrek yetersizliginin tek bagina aterosklerozis ve kardiyovaskiiler hastalik i¢in bir risk
faktorii oldugu da rapor edilmistir. Bu duruma aym1 zamanda inflamasyon da yol
acabilir. Demir eksikligi veya fonksiyonel demir eksikligi tanis1 6zellikle akut veya
kronik inflamatuar durumu olan hastalarda zordur. Ciinkii demir metabolizmasindaki
biyokimyasal belirteclerin ¢ogu akut faz proteinidir. Allen ve arkadaslarmin ileri
stirdiigli hipotez bu hastalarda artmis inflamatuar aktivite ve sitokin diizeyi nedeniyle
daha yiiksek dozlarda eritropoetine ihtiyaglar1 oldugudur [179]. Bu nedenle
proinflamatuar sitokinlerle hepsidinin etkilesimi bu hastalarda fonksiyonel demir
eksikligine aracilik eder. Bu durum hastalardaki yiikselmis ferritinin, kotii demir

emiliminin ve makrofajlardan demir saliniminin bozuklugunu agiklar (Sekil 23).
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Sekil 23. KBY’de anemi ve hepsidinin muhtemel rolil.

Hepsidin, KBY’deki anemide ve kronik hastalik anemisi (KHA)’si olan hastalarda
yiiksek diizeylerde bulunmustur [149]. KBY’ye bagli Demir eksikligi ve kronik
inflamasyonun tedavisinde ekzojen verilen eritropoetine cevabi azaltan sebepler
arasinda; KBY’li hastalarin eritropoietin ile tedavisinde siklikla sergilenen durum
fonksiyonel demir eksikligidir. Ornegin TSAT diisiikliigii ile birlikte serum ferritin
diizeyi normal veya yiiksektir. Bunun nedeni muhtemelen CRP yiiksekligidir. Deneysel
calismalar gostermistir ki, inflamasyonu indiikleyen degisiklikler oncelikle hepatik
hepsidin sentezini arttirir bdylece serum TSAT 1n diismesine neden olur. Inflamasyona
bagli anemisi olan hastalarda hepsidinin ne serumda ne de idrarda serum ferritin ile
korelasyonu gosterilememistir [ 149]. Hepsidin, hepatik demir depolar1 ve hemoglobinle
korelasyon gosterir, fakat hepatit C’li hastalardaki inflamasyonla korelasyonu
gosterilememistir [180]. Ekzojen eritropoetin ile tedavi edilen hastalarda, mutlak demir
eksikligi, demir disardan verilmedik¢e hizla gelisir. Bobrekten ve karacigerden yapilan
hepsidin benzer Ozellikler gosterir. Eritropoietin ile tedavi edilen hemodiyaliz
hastalarinda gergeklestirilen bir ¢alismada, serum prohepsidin diizeylerinin saglikli

goniilliilerle karsilastirildiginda belirgin yliksek oldugu gortilmiistiir [5].7

47



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyin Kurgulanmasi

Bu ¢aligma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
onay1 (26.12.2011/57) alindiktan sonra Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda yapildi. Histopatolojik incelemeler ise Gaziantep
Universitesi T1ip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. RNA izolasyonu
ve RT-PCR calismalar1 Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Egitim ve
Arastirma Hastanesi Molekiiler Genetik Tami1 Laboratuvarinda bulunan cihazlar
kullanilarak yapildu.
Bu calismada toplam 20 adet eriskin 200-250 gram agirliginda Wistar Albino erkek
sican kullanildi. Deney 6ncesi tiim hayvanlar tel kafeslerde 12 saat gece 12 saat giindiiz
sirkadiyan ritimde, ortam sicakligr 24-26 °C ve nem orani %50-60 olacak sekilde
tutuldu. Siganlarin beslenmesinde standart ticari pellet yemi ve sehir igme suyu

kullanildz.

Grup I: Kontrol grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi. Kontrol
grubu olarak degerlendirildi. Bu deneklere anestezi sonrasi laparotomi uygulanarak kan
ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi.

Grup II: i/R Grubu: Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi verilmedi. Laporotomi
sonrasi tek tarafli renal arterlere atravmatik vaskiiler klemp konarak 60 dk. boyunca
iskemi uyguland1 [181]. Deneklerin tiimii 48 saatlik reperflizyon sonrasinda tekrar
laporotomi yapilarak kan ve bobrek dokusu 6rnekleri alindi. Genetik analizlerde, iskemi
grubundaki sicanlarda iskemi yapilan sol bobrek ile ayni sicanin iskemi yapilmayan sag

bobregi kontrol alinarak karsilastirilmastir.

3.2. Bobrek I/R Modeli

Biitiin denekler 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 40 mg/kg ketamin
(Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi intraperitonal (i.p) olarak uygulandi ve deney
masasina alndi. Her iki gruptaki deneklerin abdominal bolgeleri tiras edilip %10
polivinilpirolidon iyot kompleksiyle (Batticon, Adeka) sterilize edildi. Abdominal
bolgeye orta hat {izerinde yaklasik 3 cm’lik cilt kesisi yapildi. Karmn i¢i goriintir hale
getirildikten sonra karmn i¢i organlar kenarlara dogru cekildi. Boylece renovaskiiler

yatak goriiniir hale getirildi. Kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmaksizin, I/R
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grubunda sol bobrek pedinkiilii ortaya konulduktan sonra bir adet atravmatik klemp 60
dakika boyunca uygulandiktan sonra klemp kaldirildi. Klemp uygulamasi sonrasi
bobrekte renk degisikligi gozlendi. Tiim gruplarda 60 dakikalik iskemi siiresince agikta
kalan karm bolgesi tizerine 1lik serum fizyolojik ile 1slatilmis span¢ konuldu. 48 saatlik
reperflizyon uygulanacak deneklerin ise iskemi islemi tamamlandiktan sonra laparotomi
insizyonu primer 3/0 ipek iplikle kapatildi. Bu deneklere 48 saat sonra tekrar anestezi
islemi uygulanarak laparotomi insizyonlar: tekrar agildi. Her gruptan klemp uygulamasi
yapilan sol bobrek dokusu ile kontrolii olarak sag bobrek dokusu alindi ayn1 zamanda
biyokimyasal parametler i¢in kalpten de kan alindi. Alinan bobrek dokusu kapsiil
styrildiktan sonra bisturi yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye ayrildi, bir pargasi
histopatolojik inceleme i¢in % 10’ luk formalin soliisyonuna konuldu ve diger kismi ise

RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’de sakland1i. (Resim 1.)

Resim 1. Bébrekte /R Modeli. A) Anestezi sonrasi deney masasina alman siganlar %10
polivinilpirolidon iyot kompleksiyle sterilize edildi ve abdominal boélgeleri tirag edilip
laparatomi yapilarak karin i¢ bolgesi goriiniir hale getirildi B) Deneklerin sol bobrek dokusu
ortaya cikarildi. C) Renal arter ve vene klemp uygulamasi yapildi D) 60 dakika boyunca klemp
uygulamasina devam edildi. E ve F) 60 dakika iskemi sonrasi laparotomi insizyonu primer 3/0
ile kapatild.
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3.3. Bobrek Histopatolojik Preparatlarinin Hazirlanmasi

Histopatolojik analiz i¢in %10’luk formalin iginde tespit edilen bobrek Ornekleri
fiksasyon sonrasi rutin histolojik parafin takip metodu kullanilmak suretiyle alkol ve
ksilen serilerinden gegirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklara gomiilen dokulardan
mikrotom (Leica Rotary) yardimi ile 5 um kalinlhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak x100 biiylitme ile 151k mikroskobunda
incelenerek fotograflari ¢ekildi.

Histopatolojik incelemeye alinan doku ornekleri genel doku kompozisyonu goz
ontinde bulundurularak semikantitatif degerlendirme sonucu skorlandi. Alinan bdbrek
orneklerinin patolojik incelemesinde, firgams1 kenar kaybi, ekstravazasyon,, tubuler cast
yapilari, tubul epitel hiicrelerinde niikleus kaybi, tubuler dilatasyon ve intersitisyel
lenfosit birikimi, tubuler nekroz parametreleri 0-5 arasinda skorlama yapilarak normal
bobrekle I/R yapilmis bdbrekle karsilastirildi. Bu skorlama daha énce bdbrekte I/R
modelinde yapilan benzer skorlama caligmalar1 referans alinarak (0: normal doku, 1:
sismis tiibliler epitelyum hiicreli alanlar, vakuoler bozulmalar, nekroz alanlar1 %25’den
az, 2: nekroz alanlar1 %25-50 arasi, 3: nekroz alanlar1 %50-75 aras1 4: nekroz alanlar1

%75 den fazla 5: tam kortikal nekroz) skorlandi [182].

3.4. Total RNA izolasyonu

I/R deney siiresi sona erdiginde her bir gruba ait sicanlar anestezi sonrasi
laparotomi kesisi acilarak her iki bobrek dokusu hizli bir sekilde ¢ikarildi. 25 mg doku
orneklerinden alinarak homogenizatérde Qiagen Tissue Lyser (Hilden Germany)
homogenize edilmistir. QIAGEN QIAcube (Almanya) model cihaz da RNA izolasyonu
icin gerekli ayarlamalar yapilarak homogenize edilen orneklerin bulundugu tiipler bu
cithaza yerlestirilmistir. RNA izolasyonu i¢in gerekli program ayarlanarak RNA elde
islemi tamamlandi. Elde edilen RNA lar spektrofotometrede oSlgiildiikten sonra -80

°C’de saklanmistir.

3.5. cDNA eldesi

Izole edilen RNA’ lar ¢alisma yapilacag: ana kadar -80°C de bekletildi. Daha sonra
spektrofotometre de Sl¢climii yapilan RNA’ larmm yogunluguna gore 0,2 lik polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) tiiplerine konularak ilk basta denatiirasyon asamasi yapildi.

Denatiirasyon asamasi: 65°C de 5 dakika Denatiirasyon asamasindan sonra tiipler hemen
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buz blogu iizerine alindi. Daha sonra ¢cDNA asamasi i¢in her hasta i¢in karigim
hazirland1.
cDNA karisiminin hazirlanmast:

Reverse Transkriptase 10x buffer = 2,5 ul

dNTP =2,5ul
Random nanomer =5,25 ul
RNAse inhibitor =0,5ul
Reverse Transkriptase =0,5ul

Hazirlanan karisim denatiire olmus RNA’ lar iizerine toplam hacim kadar dagitildi ve
geri kalan kissm d H»O ile tamamland: (toplam hacim dH,O ile birlikte 25 pl ye
tamamlandi). PCR cihazma yerlestirilerek ¢cDNA asamasi yapildi. cDNA protokolii:
42°C de 60 dakika, 85 °C de 5 dakika, 4 °C de o olarak kullanildi.-20°de saklands.,

3.6. PCR ile cDNA’larin Cogaltilmasi

PCR i¢in hazirlanan PCR karisimlart ABI 9700 Thermal cycler cihazi ile
calisiimistir. PCR ¢alismasma PCR karisimlar: 94 °C°de 5 dakika bekletilerek basland.
Daha sonra 94 °C’de 30 saniye, her primer ¢ifti igin belirlenen sicaklikta 30 saniye ve
72°C’de de 30saniye bekletilen toplam 37 dongii ile cogaltilmislardir. 37 dongii
sonunda tekrar 72 °C’de 2 dakika bekletildikten sonra PCR iriinleri +4°C’de
bekletilmislerdir (Tablo 2.).

Tablo 2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim igerigi

Karnisim Miktar( pl
10X Buffer RT 2,5
MgCl, 2,5
Deoksinukleotid 2,5

Random-dT Primer ( 10uM ) | 2,5
RNase inhibitor ( 10 tinite/pl) | 1

AMYV Transcriptase 0,8
RNase Free Water 0,2
cDNA 2

TOPLAM 14
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c¢DNA tepkime kosullari;
25°C’de 10 dk

42° C’de 60 dk

99° C’de 5 dk

+4° C’de 5 dk

Uygulanan karisim ve tepkime kosullari sonucunda RNA’ dan cDNA elde islemi
tamamlanmis oldu. Elde edilen cDNA’lar -20 °C de saklanmak iizere buzdolabina
kaldirilda.

3.7. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan gen boélgelerine ait primer dizi bilgileri tablo 3. de

belirtilmistir.

Tablo 3. Caligmada kullanilan gen bolgelerine ait primer dizi bilgileri

— Tm | UZUNLUK
GEN pizi
() (bp)
atpg | Semse: S"CGACACCACAAGGAGTTCAAS’ 58.05 207
"0 I"Anti-sense 5-ACCTCGCTCACCTTGAAGAA-3" | 58.95
GDF-15 Sen'se: 5 -CC’CAGCTGTCCGGATACTC-3 : 59,26 628
Anti-sense 5’-ATCATAAGTCTGCAGTGACA-3 54,09
Sense: 5- CCATGGCAGTCCTCCAACTCTAS | 61.48
. Anti-sense 5’-
Hjv/Hfe2 | ) G ACGCAGGATTGGAAGTAGGC-3’ 62,37 1037

3.8. RT-PCR (Revers-Transkriptaz PCR)

RT-PCR asamasindan Once analizi yapilacak genlerin primerlerinin dizayni
sonucunda elde edilen %GC, Tm (Melting Temperature-Erime sicaklig1) ve her gene ait
baz uzunluk degerleri g6z Onlinde bulundurularak, her gen bdlgesine 6zgii optimum
PCR sartlar1 belirlendi. Optimum sartlarin belirlenmesi i¢in yapilan Gradient PCR
asamasi Corbett Research (Model: RG-600, Avustralya) ile gerceklestirildi. Her gene ait
belirlenen PCR kosullar1 ise Applied Biosystem GeneAmp” PCR System 9700 PCR
cihazi ile gergeklestirildi. Her gene ait PCR kosullar1 asagida gosterilmistir.
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3.9. Gen bdolgelerinin calisma kosullan
3.9.1. BMP-6

BMP-6 genine ait RT-PCR karisim igerigi, RT-PCR reaksiyonu kosullar1 ve
Gradient PCR sonuglar1 tablo 3., tablo 4. ve resim 2. de belirtilmistir.

Tablo 3. BMP-6 genine ait RT-PCR karigim igerigi.

Karisim Miktar (pl)
ddH,O 14,9

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,5
dNTPs 2,5
Forward Primeri 0,2
Revers Primeri 0,2

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2.0
Toplam 25

Tablo 4. BMP-6 genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullari

Basamak Sicakhk | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95 5 dk. 1
2.denatiirasyon 95 45 sn

Baglanma

A ngneling) 59 45 sn 35

Uzama (Elongation) 72 45 sn
Son Uzama (Final
Elongation) 72 7 dk 1

Resim 2. BMP-6 genine ait Gradient PCR sonuglari
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3.9.2. GDF-15
GDF-15 genine ait RT-PCR karisim igerigi RT-PCR reaksiyonu kosullar1 ve
Gradient PCR sonuglar1 tablo 5, tablo 6. ve resim 3. de belirtilmistir.

Tablo 5. GDF-15 genine ait RT-PCR karisim igerigi.

Karisim Miktar (pl)
ddH,O 13,4
10x Buffer 2.5
Mng 2,0
dNTPs 2,0
Forward Primeri 0,2
Revers Primeri 0,2
Taq DNA Polimeraz 0,1
Q soliisyonu 2,5
cDNA 2.0
Toplam 25

Tablo 6. GDF-15 genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullar1

Basamak Sicakhik | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 5 dk. 1
2.denatiirasyon 94 45 sn

Bagl

aglatima 53-63 | 45sn 35

(Anneling)

Uzama (Elongation) 72 45 sn
Son Uzama
2 k 1
(Final Elongation) ! 7d

Resim 3. GDF-15 genine ait Gradient PCR sonuglar1
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3.93. HV
Hjv genine ait RT-PCR karisim icerigi, RT-PCR reaksiyonu kosullar1 ve
Gradient PCR sonuglar1 tablo 7., tablo 8. ve resim 4. de belirtilmistir.

Tablo 7. Hjv genine ait RT-PCR karigim icerigi.

Karisim Miktar (pl)
ddH,O 16,5

10x Buffer 2.5
MgCl, 2

dNTPs 1,5
Forward Primeri 0,2
Revers Primeri 0,2

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2.0
Toplam 25

Tablo 8. Hjv genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullari

Basamak Sicakhk | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95 5 dk. 1
2.denatiirasyon 95 45 sn

Bagl

a5 an'ma 61 45 sn 30

(Anneling)

Uzama (Elongation) 72 45 sn
'Son Uzama' 7 7 dk !
(Final Elongation)

Resim 4. Hjv genine ait Gradient PCR sonuglari

55




3.9.4. p-Actin (Housekeeping gene= Ekspresyonu degismeyen temel gen)

p-Actin genine ait RT-PCR karisim igerigi, RT-PCR reaksiyonu kosullar1 ve gradient
PCR sonuglar1 tablo 9. tablo 10. ve resim 5. de belirtilmistir.

Tablo 9. p-Actin genine ait RT-PCR karigim igerigi.

Karisim Miktar (pl)
ddH,O 16,5

10x Buffer 2.5
MgCl, 2,5
dNTPs 1,5
Forward Primeri 0,2
Revers Primeri 0,2

Taq DNA Polimeraz 0,1
cDNA 2.0
Toplam 25

Tablo 10. S-Actin genine ait RT-PCR reaksiyonu kosullari.

Basamak Sicakhk | Siire | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95 3 dk. 1
2.denatiirasyon 95 45 sn

Bas

aglanma 59 | 45sn 35

(Anneling)

Uzama (Elongation) 72 45 sn
'Son Uzama' 7 7 dk !
(Final Elongation)

Resim 5. f-Actin genine ait Gradient PCR sonuglari
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3.10. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Gériintiilenmesi
RT-PCR sonucu c¢alisilan genlerin ¢cDNA’sindan gergeklestirilen PCR’lar
sonucunda elde edilen PCR firiinleri, PCR tepkimesinin calismis oldugunun teyit
edilmesi amaciyla % 2 ‘luk olarak hazirlanan agaroz jelde 150 Volt’ta 30 dakika
yiiriitiildii. Jel goriintiileri daha sonra degerlendirilmek iizere UVP goriintiileme sistemi
ile goriintiileme islemi yapildi ve Image J (IJ 1.45 m) programi kullanilarak ¢alisilan

genlerin ekspresyon diizeyleri 6l¢iildii.

3.11. Biyokimyasal Testler

Deney sonunda sicanlardan intrakardiyak yontemle EDTA ve biyokimya tiiplerine
sirastyla 2 mL ve 3 mL kan alindi. Biyokimya tiipiine alinan kanlar pihtilagmanin tam
gerceklesmesi icin oda sicakliginda 30 dk siireyle bekletildi. Pihtilasma sonrasi 4000
rpm de 10 dk siireyle +4 ¢ santrifiij edildi. Elde edilen serum numuneleri porsiyonlara
ayrilarak caliyma giinii gelinceye kadar -80 ¢ de saklandi.
EDTA’L tiiplere alinan kanlardan ayni giin tam kan ve retikulosit sayimlar1 Becman
Coulter LH780 cihazinda gergeklestirildi.
Fe parametresi Architech c16000 otoanalizoriinde spektrofotometrik olarak caligildi.
Diger biyokimyasal parametrelerden EPO, IL-6 ve sTfR (R&D systems Europe, Ltd.,
UK.) diizeyleri Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile,
serum Transferrin (Assaypro LLC., Missouri, USA. ) ve hepsidin (EIAab Science Co.,
Ltd., Wuhan, CHINA) diizeyleri kantitatif immiinassay teknik ile ELx 800 (Biotek
Inc, USA) cihazinda ¢alisildi.

3.12.Istatistiksel Degerlendirmeler

Gen ifadesi ve biyokimyasal sonuclarmin istatistiksel degerlendirilmesi igin
‘Graphpad Prism 5’ istatistik programi kullanilmistir (GraphPad Software, ABD).
Elde edilen gen ifade diizeylerinden BMP6 ve GDF15’in kantitatif degerleri ¢ift yonlii
non-parametrik wilcoxon testiyle, HJV 'nin kantitatif degerleri ise ¢ift yonlii bagiml
student t testiyle degerlendirilmistir. Biyokimyasal parametrelerden Fe, Tfr ve
trombositin kantitatif degerleri ¢ift yonlii non-parametrik test (Mann-Whitney U testi),
diger parametreler ise c¢ift yonlii bagimsiz student t testiyle degerlendirilmistir. P

degerinin 0.05’den kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada kontrol ve I/R yapilmak iizere 2 gruba ayrilmis toplam 20 siganda
renal I/R modeli olusturuldu. Daha sonra cikarilmis bobrek dokularindan elde edilen
RNA ve bu RNA’lardan elde edilen cDNA 6rnekleri ile BMP6, GDF-15 ve HJV olmak
iizere 3 gen bdlgesinin gen ifade diizeylerine RT-PCR teknigi ile bakildi. Ayrica
sicanlardan alinan kan orneklerinden tam kan sayimi (Hgb, RBC, trombosit), demir
(Fe), Ret %, Tfr, sT{R, Eritropoetin, IL-6 ve hepsidin biyokimyasal parametrelerinin
degerlerine bakildi.

Elde edilen bobrek dokularmin ayrica genel histolojik degerlendirilmesi icin ise

5 basamakl: bir derecelendirilme kullanilarak skorlanmasi yapildi.

4.1. Gen Ifadesi Sonuclan

RT-PCR sonucu agaroz jelde yiiriitiilen her gene ait sonuglarin bilgisayarda
Olciimii sonrasi yapilan istatistiki analize gore ¢alisilan ti¢ genden BMP6 (p=0.118),
GDF-15(p=0.065) ve HJV (p=0.272) genlerinde anlamlilik goriilmemistir (Tablo 11.).

Tablo 11. Calisilan ii¢ genin gen ifadesi sonuglarmin istatistiki verileri (Genetik analizlerde,
iskemi grubundaki siganlarda iskemi yapilan sol bobrek ile ayn1 sicanin iskemi yapilmayan sag

bobregi kontrol alinarak karsilastirilmistir.)

Standart
GEN GRUP Ortalama
Sapma
Iskemi Kontrol bobrek
BMP-6 ) ) 0.257 +0.309
(Non-iskemi=sag bobrek)
Iskemik bobrek
0.370 +0.317 0.420
(sol bobrek)

Iskemi Kontrol bobrek
GDF-15 . . 0.420 +0.379
(Non-iskemi=sag bobrek)
Iskemik bobrek

(sol bobrek)

0.660 +0.202  0.126
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Iskemi Kontrol bobrek

HJV . . 0.406 0.266
(Non-iskemi=sag bobrek)
Iskemik bobrek
0.454 0.227 0.673
(sol bobrek)

BMP-6 geninin gen ifadesinin kontrol iskemi (Non-iskemi=sag bdbrek) grubuyla
karsilastirildiginda Iskemi (sol bobrek) grubunda istatistiksel olarak anlamlilik
goriilmese de sayisal olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 11 ve Sekil 24.).

GDF-15 geninin gen ifadesinin kontrol iskemi (Non-iskemi=sag bdbrek) grubuyla
karsilastirildiginda Iskemi (sol bobrek) grubunda istatistiksel olarak anlamlilik
goriilmese de sayisal olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 11 ve Sekil 24.).

HJV geninin gen ifadesinin kontrol iskemi (Non-iskemi=sag bobrek) grubuyla
karsilastirildiginda Iskemi (sol bobrek) grubunda istatistiksel olarak anlamlilik

goriilmese de sayisal olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 11 ve Sekil 24.).
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Sekil 24. Gen ifadesi diizeylerine bakilan genlerin iskemi ve non-iskemi gruplarmin
histogramlari.

4.2. Biyokimyasal Parametre Sonuclari

Sicanlardan alinan kan 6rneklerinden bakilan biyokimyasal parametrelerden Hgb
(p=0.593), RBC (p=0.842), demir (Fe) (p=0.364), Ret % (p=0.402), Tfr (p=0.849), sTTR
(p=0.895), Eritropoetin (p=0.283), IL-6 (p=0.111) ve hepsidin (p=0.149) degerlerinin
yapilan istatistiki analize gore anlamlilik goriilmemistir. Trombosit (p=0.043) degerinde

istatistiki olarak anlamlilik goriilmiistiir (Tablo 12).
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Tablo 12. Calisilan biyokimyasal parametrelerin sonuglarinin istatistiki verileri.

Standart
Parametreler GRUP Ortalama
Sapma

Hepsidin Kontrol Grubu 139.5 +33.48

I/R Grubu 167.2 +47.60 0.149
Transferrin (Tfr) Kontrol Grubu 0.985 +0.106

I/R Grubu 1.045 +0.203 0.849
1L-6 Kontrol Grubu 6.169 +1.914

I/R Grubu 7.432 +1.426 0.111
Eritropoetin (Epo) Kontrol Grubu 102.4 +14.88

I/R Grubu 111.5 +21.40 0.283
Trombosit Kontrol Grubu 549.1 +304.9

I/R Grubu 749.2 +159.4  0.043*
Hemoglobin (Hgb) Kontrol Grubu 12.18 +0.518 0.593

I/R Grubu 11.98 +1.041
Demir (Fe) Kontrol Grubu 130.5 +25.86 0.364

I/R Grubu 118.1 +23.49
sTfR Kontrol Grubu 6.36 +1.569 0.895

I/R Grubu 6.25 +1.886
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Eritrosit (RBC) Kontrol Grubu 6.92 +0.562 0.842
I/R Grubu 6.87 +0.521

Retikiilosit (Ret %) Kontrol Grubu 4.27 +1.162 0.402
I/R Grubu 3.83 £1.153

*(p< 0.05)

Serumda seviyelerine bakilan biyokimyasal parametlerden Hepsidin, Epo, IL-6 ve

Tfi’nin kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda istatistiksel olarak anlamlilik

goriilmese de sayisal olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 12 ve Sekil 25).

Trombosit seviyelerinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir artig goriilmiistiir (Tablo 12 ve Sekil 25).

Serumda seviyelerine bakilan biyokimyasal parametlerden demir (Fe), Hgb, RBC, sTfR

ve Ret % seviyelerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda istatistiksel

olarak anlamlilik goriilmese de sayisal olarak azaldigi goriilmiistiir (Tablo 12 ve Sekil

25).
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Sekil 25. Serumda seviyelerine bakilan biyokimyasal parametlerin kontrol ve I/R gruplari
arasinda karsilastirilmig histogramlari.
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4.3. Histopatoloji Sonug¢lar

Histopatolojik incelemeye aliman doku ornekleri genel doku kompozisyonu goz
ontinde bulundurularak semikantitatif degerlendirme sonucu skorlandi. Alinan bdbrek
orneklerinin patolojik incelemesinde, firgamsi kenar kaybi, ekstravazasyon,, tubuler cast
yapilari, tubul epitel hiicrelerinde niikleus kaybi, tubuler dilatasyon ve intersitisyel
lenfosit birikimi, tubuler nekroz parametreleri dikkate alinarak 0-5 arasinda skorlama
yapilarak normal bobrekle I/R yapilmis bobrek karsilastirildi. Bu skorlama tablosuna

gore yapilan analiz sonucu ortaya ¢ikan sonug tablo 13. de gosterilmistir.

Tablo 13. Histopatoloji skorlama sonuglari

KONTROL I/R I/R
GRUBU non-iskemik iskemik
BOBREK BOBREK
(SAG) (SOL)
1. 0 1 3
2. 0 2 4
3. 0 2 4
4. 0 2 4
5. 0 2 4
6. 0 2 4
7. 0 1 3
8. 0 1 3
9, 0 1 3
10. 0 1 3
= 0+0.0 1.5+0.1 3.5+0.1

Calismaya alman I/R grubundaki siganlarm iskemik sol, non-iskemik sag bdbrekleri ve

kontrol grubunda normal bobrek hiicre histolojisi goriilmiistiir (Tablo 13 ve Resim 6).
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Resim 6. Calisilan Gruplarm histopatoloji goriintiisii x100 (A: Kontrol Grubu, B: I/R grubu

Non-iskemik sag bébrek, C: I/R grubu iskemik sol bobrek).
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5. TARTISMA

Calismamizda, sicanlarda renal I/R modeli (60 dk. Iskemi- 48 saat reperfiizyon)
yapilarak bobrek fonksiyon bozuklugu ve I/R sonucu demir metabolizmasinin
diizenlenmesinden sorumlu hepsidin ve hepsidinle iliskili biyokimyasal parametlerin
[tam kan sayimi (RBC, Hgb, trombosit), eritropoetin seviyesi, retikiilosit sayimi, demir
(Fe), transferrin, solubl transferrin reseptorii ve IL-6] serumdaki seviyeleri ile hepsidin
regiilasyonunda rol alan BMP6, HJV/HFE2 ve GDFI5 genlerinin ekspresyonlari
molekiiler a¢idan Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) teknigi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bununla birlikte bobrekte I/R hasar1 sonrasi diger bobrekteki uzak
organ hasar1 histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

I/R hasari, kalp, kas, karaciger, akciger, bobrek ve barsaklarda sik rastlanan ve
ciddi patolojilere yol agan bir¢cok olaya neden olur [15]. Karaciger ve bobrek viicutta
homeostasisi diizenler ve toksik lriinlerin zararsiz hale getirilip atilmasini saglar [16].
Bobrek veya karaciger dokusunda olusan hasar birbirlerini etkileyebilir. I/R’nin
baslangicta iskemik hasara ugramayan organlar ilizerine de yikici etkisi oldugu rapor
edilmistir [17]. Bobrek kan akiminin azalmasi veya durmasi sonucu olusan I/R ile
birlikte kan akiminin kesildigi bolgede hasar oldugu gibi, uzak organlarda da ¢esitli
derecelerde hasarlar meydana gelebilmektedir [18]. Karaciger, renal I/R tarafindan
oksidatif stres etkisi altinda kalip hasara ugrayabilir ve karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonu artabilir [19]. I/R’ye sebep olan hastaliklarin hepsidin iiretimine ve
metabolizmasina olan etkisinin fizyolojik ve genetik mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanamanustir. Bununla birlikte patogenezi tam olarak agiklanamayan bobrekteki I/R
hasari, klinik 6nemi ve goriilme siklig1 dolayisiyla halen lizerinde yogun olarak ¢alisilan
konudur. Bobrekteki I/R hasarinda hepsidinin nasil bir rol iistlendigine veya degistigine
dair literatiirde herhangi bir ¢calismaya rastlamadigimizdan dolay1 ¢alismamizi hepsidin
iizerine yogunlastirdik.

Hepsidinin gorevi, sentezi ve demir metabolizmasindaki regiilasyonuyla ilgili

yakin zamana kadar bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bunlardan bazilari;
1) Hepsidinin ¢ogunlukla karacigerden sentez edildigi, fakat az da olsa

bobreklerden, kalpten, iskelet kasindan ve beyinden de sentez edildigi

gosterilmistir, bununla birlikte bobreklerin sadece hepsidin sentezinde rol
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2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

oynamadig1 ayrica bu peptidin atilmasinda da rol oynadigi ileri siiriilmiistiir
[5].

Kulaksiz ve arkadaglarinin [107] yaptiklar1 bir c¢alismada memelilerin
bobreginde toplayicit kanal ve tiibiillerin epitelyal hiicrelerinde intrensek
peptid olarak hepsidinin tiretildigini ve idrara luminal olarak salmabildigini
rapor etmiglerdir. Bobrekte hepsidinin renal tiibiiler sistem i¢cinde demir
tastyicis1 olan DMTI1 (Divalan Metil Transfer 1) ile iligkili oldugu
bulunmustur.  Ayrica  hepsidinin ~ bobrekte  demir  transportunun
diizenlenmesinde karmasik bir rol oynadigini ve yaptiklar1 RT-PCR deneysel
calismalarinda  hepsidinin ~ bobrekte  intrensek  olarak iiretildigini
gostermislerdir.

Farelere intraperitoneal hepsidin enjeksiyonu sonrasinda serum demir
seviyelerinin 1. saatte % 80 azalma gosterdigini ve bu durumun 48 saatten
uzun siirdiigii gosterilmistir. Hepsidinin de ferroportin yoniinden zengin
organlar olan karaciger, dalak ve proksimal duodenumda biriktigi
gozlenmistir [114].

IL-6 veya lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu sonrasinda 6. saatte akut faz
reaktan1 olarak idrarda pik degere ulasirken, sonrasinda ise diizenli bir
azalma ile karsilasilmistir [115, 116].

3 gilinliik oral demir alimmin 24 saat sonrasinda lriner hepsidin miktarinda
siddetli bir artis olurken sonrasinda demir aliminin devamina ragmen normal
degerlere diigmiistiir. Bu durum, idrardaki hepsidinin yiiksek degerlere
ulasmasmin kandan hepsidinin hizla uzaklastirildigimi gosterirken, demir
emilimindeki inhibitor etkisinin devam ettigini gostermistir [116].

Hepsidinin eritroid Oncii hiicrelerinin ¢ogalmalarmi ve yasam siirelerini
azalttig1 ve eritropezi bozdugu gosterilmistir [117].

Beyinde 60 dk iskemi/ 24 saat reperflizyon sonrasin serebral korteks,
hipokampus ve korpus striatumta hepsidin seviyelerinin anlamli bir artis
gosterdigi bulunmustur [183].

Sicanlarda karacigerde 45 dk. Iskemi- 60 dk reperflizyon sonucu hepsidin
mRNA ekspresyonu ve serum hepsidin seviyesinin kontrol grubuna gore /R

grubunda anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir [ 184].
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9) Sicanlarda kalp ve karacigerde hipoksi inflamasyon modeli yapilarak
hepsidin ekspresyonu ve serumdaki seviyelerinin ve IL-6 seviyesinin anlamli
bir sekilde arttig1 gosterilmistir [111].

10) Sicanlarda miyokardiyal infarktus yapilan kalpte iskemiden 6 saat sonra
iskemik ve non-iskemik miyokardiyumda hepsidin mRNA ekspresyonun
arttigin1 fakat sonraki saatlarde hemojuvelin ekpresyonunun degismedigi
gosterilmistir. Bununla birlikte iskemiden 24 saat sonra serum hepsidin
seviyesinin anlaml bir sekilde arttig1 gosterilmistir [185].

11) Hipoksi araciligiyla karaciger ve bobrekten artmig eritropoetin iiretiminin
kemik iliginde eritropoezisi indiiklemesi sonucunda demir ihtiyacindan
dolay1 hepsidin sentezinin suprese edildigi, bununla birlikte barsaklardan ve
demir depolarindan demirin ferroportin araciligiyla serumdaki seviyesinin
arttig1 gosterilmistir. Yine bu c¢alismada HIF (hypoxia induced factor) nin
hepsidini suprese edici etkisinin Epo sentezinin indiiksiyonuyla birlikte
olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica Epo indiiksiyonun serum GDF-15
seviyesinin artistyla iligkili oldugu bulunmustur [186].

12) Rekombinant Epo (rHuEpo) tedavisi verilen sicanlarda eritropoezis
stimiilasyonun arttig1 ve serum demir konsantrasyonun azaldigi bulunmustur.
Duodenumda hefastin ve DMT1 ekpresyonlarmin arttigi ve buna karsilik
hepatik hepsidin ekpresyonunda azalma oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla,
rekombinant Epo tedavisi demir emilimini duodenumda DMT1 ve hepsidin
ekspresyonunu arttirarak demir emiliminin diizenlenmesinde rol aldigi
sonucuna varilmistir [187].

13) Hipoksinin tek basma hepsidin  sentezinin  downregiilasyonunu
tetikleyebildigi ve 5500 m yiiksekligi taklit eden hipobarik hipoksi
odalarinda barindirilan farelerde hepsidinin hizli bir sekilde azaldig:
gosterilmistir.  Oksijen kullanim yollarindaki enzimlerin ¢ogu demir
bagimhidir. Bundan dolay1 hipoksi benzeri olaylarda organizmalarin demir
iceriginin diisiik oldugu bulunmustur [118]. Ayrica, hipoksi yetiskin bobregi
ve fetlis karacigeri tarafindan yapilan eritropoietin {iretimi ic¢in birincil
diizenleyici sinyaldir. Eritropoetinin karaciger hepsidin gen sentezini
downregiile ettigi rapor edilmistir [118].

14) Hepsidin sentezinin talasemiler gibi inefektif eritropoezle giden hastaliklara

eslik eden demir yiiklenmesi olan hastaliklarda azalmis oldugu bulunmustur.
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Dolayisiyla hepsidin  iiretiminin anemi ile baskilanmasinin, demir
yiiklenmesi ile uyarilmasina kiyasla daha giiglii bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir [7].

15) Hepsidin sentezinin inflamasyon ve enfeksiyon siiresince (IL-6, IL-1, TNF
artistyla) belirgin olarak artti§1 ve sonucta serum demirinin azaldigi
gosterilmistir [125].

16) Subkutan turbentin (terbentin, neft yagi) enjeksiyonu ile olusan inflamasyon
sirasinda, normal farelerin serum demirinde belirgin bir azalma goriiliirken,
hepsidinden yoksun ve IL-6’dan yoksun farelerde bu cevabin kayboldugu
gozlenmistir [148].

17) Eritroid proliferasyonunun derecesi sTfR diizeyi ile de degerlendirildigi ve

Demir eksikligi anemisinde sT{R sayis1 arttig1 gosterilmistir [84].

Ayrica sTfR, Preanemik donemde subklinik demir eksikliginin tanimlanmasinda
ve eritroblastlar tarafindan giicli bir sekilde eksprese edildiginden eritropoetik
fonksiyonun tespitinde kullanildig1 i¢in aneminin erken teshisinde 6nemli bir parametre
olarak kullanilabilir.

Calismamizda bobrekte 60 dk iskemi/ 48 saat reperflizyondan sonra hepsidinin
serumdaki seviyesinin kontrol grubuna gore I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli
bir artis olmamasina karsin (p=0.149) rakamsal olarak artis gosterdigini bulduk.
Hepsidinden yola c¢ikarak literatiirde yapilan diger calismalar1 da gbz Onilinde
bulundurarak bizim ¢alismamizda,;

Hepsidin artist demirin emilimini ve depolardan plazmaya salinmasini
engelleyeceginden dolayr serum demir (Fe) seviyesinin rakamsal olarak azaldigmi
(p=0.364) gordiik. Demir, eritropoetik aktiviteler ve hemoglobin yapimi i¢in gerekli
oldugundan, dolayisiyla demir eksikliginde serum RBC (p=0.842), Hgb (p=0.593) ve
Ret % (p=0.402) seviyelerinin de rakamsal olarak azaldigmi gordiikk. Eritroid
proliferasyon azaldigindan dolay1 da serumdaki sTfR (p=0.895) seviyelerinin rakamsal
olarak azaldigini da gosterdik. Ancak istatistiksel olarak anlamlilik yoktur.

Serumdaki demir azaldiginda hiicre i¢ine daha fazla demir tasiyabilmek igin
serum transferrin diizeyi arttirilir. Buna paralel olarak bizim g¢alismamizda serum
transferrinin (Tfr) rakamsal olarak arttigmi (p=0.849) gosterdik. I/R siiresince hipoksi
ve inflamasyona bagli olarak IL-6 seviyesinin rakamsal olarak arttigini (p=0.111) ve

hipoksiye bagli olarak Epo’nun da rakamsal olarak arttigini (p=0.283) gosterdik.
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Bilindigi tizere Epo, RBC iiretiminde merkezi rol iistlenen ¢ogunlukla (%90) bobrek
olmak tlizere karacigerden de iiretilen bir hormondur. Yukarida acikladigimiz 2012
yilinda yapilmig bir c¢alismayla bizim calismamiz ilk bakista Epo ile hepsidin
korelasyonu noktasinda c¢elisse de hipoksi aracilifiyla karaciger ve bobrekten artmis
eritropoetin iiretiminin kemik 1iliginde eritropoezisi indiikklemesi sonucunda demir
ithtiyacindan dolay1 hepsidin sentezinin suprese edildigi gosterilmistir. Fakat calismanin
devaminda eritropoezisin farmakolojik olarak inhibe edildiginde Epo’nun hepsidin
supresyonunun kisa siirdiigli ve hepsidin ekpresyonunun tekrar arttigi, dolayisiyla
Epo’nun hepsidini indirekt olarak suprese ettigini ve bunu da Epo-aracili eritropoezis
aracilifiyla etkileyebilecegi belirtilmistir. Ancak bu etkilesimin molekiiler fizyolojik

mekanizmasi halen tam olarak agiklanamamuistir.

Calismamizda biyokimyasal parametlerden platelet seviyesinin kontrol grubuna
gore I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigmi (p= 0.043) bulduk.
Bunun nedeni muhtemelen I/R hasar1 sonucu 48 saat sonrasinda bdbreklerde var olan
hasarm onarmmi i¢in renal tubuler hiicrelerden salgilanan, hiicresel proliferasyon ve
migrasyonda 6nemli bir rol alan PDGF-b (platelet-derived growth factor ) sayesinde
olabilecegini diisiindiik [188]. Calismamizin molekiiler fizyolojik basamaginda
hepsidin regiilasyonunda gorev alan BMP6, HJV/HFE2 ve GDFI5 genlerinin
sonuglarinin agiklamasmi anlasilir bir sekilde yapabilmek i¢in 6ncelikle literatiirde s6z

konusu genlerin hepsidinle birlikte olan ¢alismalarindan bahsetmek istiyorum;

1) BMP’ler invitro [126, 127] ve invivo [122] olarak hepsidini stimule ederken,
ozellikle BMP6’nin demir fazlaligt durumlarinda hepsidinin stimule

edilmesinde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir [ 128].

2) Hepsidin ekspresyonunun, Demir-Tfr kompleksinden baska hiicre i¢ci demir
tarafindan da regiile edildigi ve hiicre i¢i demir diizenlenmesinde BMP6 nin
rol aldig1 distiniilmektedir. BMP6 nin mRNA ekspresyonu, 3 hafta boyunca
diisiik (< 3 ppm), normal (200 ppm) ve yiiksek demir (8300 ppm) diyeti alan
farelerde incelendiginde diyetteki demir miktar1 ile BMP6 arasinda dogru
orantt bulunmustur. Ayrica BMP6’nin direkt olarak HJV ile interaksiyona
girdigi de gosterilmistir [141].
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3) 2012 yilinda yapilan bir calismada BMP6 ve HJV nin karacigerden hepsidin
sentezinde merkezi rol {stlendigi, ancak makrofajlardaki hepsidin
ekspresyonundan sorumlu olmadigi gosterilmistir [189].

4) 2009 yilinda yapilan bir calismada BMP6 ekspresyonun arttirilmis farelerde
karacigerde, pankreas asiner hiicrlerinde kalpte ve renal tiibiil hiicrelerinde
asir1 demir birikiminin oldugu gosterilmistir [ 190].

5) Hipoksi araciligiyla karaciger ve bdbrekten artmis eritropoetin iiretiminin
kemik iliginde eritropoezisi indiiklemesi sonucunda demir ihtiyacindan
dolay1 hepsidin sentezinin suprese edildigi, bununla birlikte barsaklardan ve
demir depolarindan demirin ferroportin araciligiyla serumdaki seviyesinin
arttig1 gosterilmistir. Yine bu caligmada HIF (hypoxia induced factor)nin
hepsidini suprese edici etkisinin Epo sentezinin indiiksiyonuyla birlikte
oldugunda olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica Epo indiiksiyonun serum
GDF-15 seviyesinin artigiyla iligkili oldugu bulunmustur [186].

6) Sicanlarda kalpte I/R hasar1 sonucu TGF-b ailesinin bir {iyesi olan GDF-
15’in kalp dokusunu I/R hasarmdan korudugu gosterilmistir [191].

7) 2011 yilinda yapilan bir calismada sebebi bilinen ve bilinmeyen anemik
kisilerle anemisi olmayanlarda Epo, GDF-15, IL-6, hepsidin ve testosteron
seviyelerine bakilmistir. GDF-15 diizeylerinin kontrol grubuna gére nedeni
bilinmeyen anemisi olan ve bobrek hastasi olan kisilerde anlamli bir sekilde
arttig1 gorilmiistiir [192].

8) GDFI15’1 cikarilmis farelerde herhangi bir demir anomalisi goriilmemekte
iken yiiksek doz GDFI15 invitro olarak hepsidin mRNA iiretimini suprese
etmistir. Bu dozlarin B-talesemide, konjenital diseritropoetik anemi tip 1 gibi
anemilerdeki yiiksek doz GDF15 ile kiyaslanabilecek diizeyde oldugu
gosterilmistir [163].

9) Inefektif eritropoezdeki hepsidin supresyonundan eritroid prekiirsrleri
tarafindan olusturulan growth differentiation factor 15 (GDF15) ve twisted
gastrulation protein 1 (TWSG1) sorumlu tutulmustur [163].

Literatiirdeki ¢alismalara paralel olarak ¢calismamizda bobrekte 60 dk iskemi/ 48
saat reperfiizyondan sonra hepsidinin sentezi ve regiilasyonundan sorumlu genlerden
BMP6 ekspresyonunun, kontrol grubuna gére I/R grubunda istatistiksel olarak

olmamasina karsin rakamsal olarak arttigini (p=0.420) bulduk. BMP6’nin Ko-reseptorii
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olan HJV’nin de rakamsal olarak arttigin1 (p=0.673) gordik. Ancak GDF-15
ekpresyonunun hepsidin regiilasyonundaki rolii literatiirde de heniiz tam olarak
aciklanamamis olmasindan dolay1 istatistiksel olarak anlamli olmamasma karsin
rakamsal olarak arttigimi (p=0.126) gordiik. GDF15’in hepsidin supresyonuna yol agtig1
disiiniilmektedir. Ancak tam olarak agiklanamamistir. Muhtemelen literatiire gore
hepsidin supresyonunun sebebi yiiksek eritropoetik aktivite etkisinin demir
yiiksekliginin etkisine gore hepsidini daha fazla baskilamasidir veya bobrekteki GDF-15
ekpresyonu, hipoksi (HIF), eritropoezis, Epo ve farkli tip anemilerin oldugu
durumlardaki ekspresyon siddetinin hepsidin sentezini farkli sekillerde (direkt veya
indirekt) etkilemesinden kaynaklanabilir. GDF-15’in asir1 ekprese oldugu durumlarda
hepsidini suprese ettigini diisiinmekteyiz. GDF15 ile hepsidin arasindaki mekanizmanin
bobrekte, karacigerde veya diger organlarda farkli olabilecegini ve nasil oldugunu
aciklama konusunda yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ oldugunu diistinmekteyiz.

Histopatolojik sonuclarimiza baktigimizda alinan bobrek orneklerinin patolojik
incelemesinde, fircamsi1 kenar kaybi, ekstravazasyon, tubuler yapilar, tubul epitel
hiicrelerinde niikleus kayb1, tubuler dilatasyon ve intersitisyel lenfosit birikimi, tubuler
nekroz parametreleri dikkate alinarak 0-5 arasinda skorlama yapilarak normal bobrekle
I/R yapilmis bobrek karsilastirildi. Skorlama sonuglarma gére I/R sol bobrek ile kontrol
grubu arasinda belirgin fark oldugunu gordiik. Ayrica I/R grubunda iskemi yaptigimiz
sol bobrekle non-iskemik sag bobrek arasinda da kontrol grubu kadar olmasa da
histopatolojik olarak farkliliklar gérdiik. Dolayisiyla, Bir organda I/R gerceklesmesinin,
uzaktaki ayn1 veya baska bir organda da hasara sebep olabildigini gosteren calismalarla
da sonuglarimiz uyumluydu. Bununla birlikte, Renal I/R hasarmin, sadece diger
bobrekle smirli kalmayip beraberinde karacigerde de hasara neden oldugu bazi

arastiricilar tarafindan bildirilmistir [193].
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu deneysel g¢alismada demir homeostazisinin diizenlemesinde
merkezi bir rol iistlenen peptid yapida kiiciik bir hormon olan hepsidin ve hepsidin
bagimli biyokimyasal parametler ile birlikte baz1 genlerin ekspresyonlarini
degerlendirerek bobrekte I/R hasarinin kronik etkilerini arastirdik ve tartistik.
Literatiirde de hepsidin ve bobrek I/R konusunda ilk ¢alisma katkida bulunacak yeterli
sayida calisma olmamasindan dolayr hepsidin mekanizmasin1 tam olarak
aciklayamadik. Hepsidinin demir metabolizmasindaki 6neminin tam olarak ac¢iklanmasi
ve giinlimiizde artis gosteren anemi, renal hastaliklar ve diger inflamasyonla iliskili
hastaliklarin tanm1 ve tedavisine 151k tutmasi amaciyla daha kapsamli ve bdbrekte I/R
hasarinin  hepsidin ve bagimhi biyokimyasal parametler ve genlerin arasmdaki
mekanizmanin akut (0. 2. 4. 6. 12. ve 24. saatler) etkilerini inceleyecek ¢aligmalara

ithtiya¢ vardur.
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