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OZET

Iskemi/Reperfiizyon (I/R) siirecinde dokularda olusan ciddi hasar nedeniyle birden
fazla hiicre 6liim mekanizmasinin ¢alistigi belirlenmistir. Bu hiicre 6liim ¢esitlerinden birisi
de ferroptoz’dur. Giiniimiizde hala mekanizmasi {lizerinde calisilan ferroptoz siirecinin
diizenlenmesinde ¢esitli mikroRNA’larin rol oynadigini gésteren ¢aligmalar mevcuttur.

Calismamizda, Sprague Dawley cinsi erkek albino si¢an kullanilarak sol bobrege 30,
45, 60 dakika iskemi, ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanmistir. Sham grubuna ise sadece
cerrahi stres uygulanmistir. 24 saat sonunda anestezi altinda 6tenazi islemi yapilan deney
gruplarindan bobrek dokusu ve kan ornekleri toplanmistir. Serum ve dokudaki demir
seviyesi, serumdaki total oksidatif ve antioksidatif tiirler spektrofotometrik olarak
incelenmistir. Ferroptozun gelisimde rol oynayan SLC40A1, NCOA4, SLC39A8 ve GPX4
genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri ile bu secilen genlerle iligkili bes farklt miRNA’nin
(rno-miR-1839-5p, rno-miR-105, rno-miR-879-5p, rno-miR-6332 ve rno-miR-409b)
ekspresyon diizeyleri RT-qPCR yontemi ile arastirilmistir.

I/R gruplarinda, sham gruplarina gore serum diizeyinde total oksidatif tiirlerde artis,
total oksidatif ve antioksidatif tiirler de ise diisiis gézlemlendi. Ayrica hem doku hem de
serum Orneklerinde demir diizeyinde anlamli artis gézlenmistir. GPX4 ve SLC40A1 mRNA
ekspresyonu tiim I/R gruplarinda; SLC39A8 mRNA ekspresyonu ise 45 ve 60 dakikalik I/R
gruplarinda anlamli azalis gostermistir. NCOA4 mRNA ekspresyon diizeyinin ise tiim
gruplarda anlamli artis oldugu gozlenmistir. rno-miR-105, rno-miR-6332 ve rno-miR-
409b’nin ekspresyon diizeylerinde anlamli bir artis gézlemlenirken, rno-miR-879-5p’nin
ekspresyonunda sham grubuna gore anlamli azalma goriilmiistiir. rno-miR-1839-5p’in ise
sadece 45 dakikalik iskemi grubunda sham grubuna goére anlamli bir azalis tespit edilmistir.
Bu calisma ile renal I/R hasari ile indiiklenen ferroptotik hiicre 6liimii ile iliskili segilen 5

miRNA’nin ekspresyon diizeylerinin zamana bagli degisimleri ilk kez arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Renal iskemi reperfiizyon, Ferroptoz, Mikro RNA, Ferro

demir, Oksitatif stres
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SUMMARY

It has been determined that more than one cell death mechanism works due to the
severe damage to the tissues during the ischemia/reperfusion (I/R) process. One of these
types of cell death is ferroptosis. Today, studies show that various microRNAs play a role in

regulating the ferroptosis process, the mechanism of which is still being studied.

In our study, using Sprague Dawley male albino rats, 30, 45, and 60 minutes of
ischemia followed by 24 hours of reperfusion were applied to the left kidney. In the sham
group, only surgical stress was applied. At the end of 24 hours, kidney tissue and blood
samples were collected from the experimental groups who were euthanized under anesthesia.
Serum and tissue iron levels, total oxidative and antioxidative species in serum were
examined spectrophotometrically. The mRNA expression levels of SLC40A1, NCOAA4,
SLC39A8, and GPX4 genes that play a role in the development of ferroptosis and five
different miRNAs (rno-miR-1839-5p, rno-miR-105, rno-miR-879-5p, rno- miRNAs)
associated with these selected genes. miR-6332 and rno-miR-409b) expression levels were

investigated by the RT-qPCR method.

In the I/R groups, an increase in total oxidative species and a decrease in total
oxidative and antioxidative species were observed in serum levels compared to sham groups.
In addition, a significant increase in iron levels was observed in both tissue and serum
samples. GPX4 and SLC40A1 mRNA expression in all I/R groups; SLC39A8 mRNA
expression decreased significantly in the 45 and 60-minute I/R groups. It was observed that
NCOA4 mRNA expression level was significantly increased in all groups. While a
significant increase was observed in the expression levels of rno-miR-105, rno-miR-6332
and rno-miR-409b, a significant decrease was observed in the expression of rno-miR-879-
5p compared to the sham group. A significant decrease in rno-miR-1839-5p was detected
only in the 45-minute ischemia group compared to the sham group. In this study, time-
dependent changes in the expression levels of 5 selected miRNAs associated with ferroptosis

cell death induced by renal I/R injury were investigated for the first time.

Keywords: Renal ischemia reperfusion, Ferroptosis, Micro RNA, Ferrous iron,

Oxidative stress
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1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, bir organ veya dokuya kan iletiminin kisitlanmasi olarak tanimlanan
patolojik bir durumdur (Eltzschig ve Eckle, 2011). iskemi sonucunda, mitokondrilerde ATP
tiretiminin diigmesine bagli olarak, anaerobik solunumun indiiklendigi ve sodyum-potasyum
pompalarinin (Na'/K*-ATPaz) bozuldugu belirlenmistir. Iskemi siiresince metabolik asidoz
gelistigi, hiicre zarindaki Na*/K*-ATPaz enziminin ve kalsiyum pompalarinin (Ca*2-ATPaz)
islevini kaybettigi bilinmektedir. Olusan bu siirecte hiicredeki endoplazmik retikulumlardaki
Ca*2-ATPaz enzimi inaktif hale gelmekte ve bu durum da kalsiyumun geri almimini
sinirlamaktadir. Hiicrelerde hidrojen, sodyum ve kalsiyum iyonlarinin birikmesi sonucunda
da hiperosmolarite gergeklesmekte ve sitoplazmaya su alimi ile hiicreler sismektedir.
Hiicrede olusan anaerobik metabolizmanin, hiicrelerde daha az ATP ve daha fazla

antioksidan tretimini tetikledigi de gosterilmistir (Fitridge ve Thompson, 2012).

Iskemik kosullar altindaki dokular1 kurtarmak icin kan akisinin dokuya yeniden
saglanmasi ise reperfiizyon olarak tanimlanmaktadir. Reperfiizyon siirecinde hiicrelerde
daha diisiik konsantrasyonda antioksidan ajan bulundugu icin reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) hiicredeki miktarinda artis gézlemlenmektedir. Bu nedenle reperfiizyon sirasinda
hiicreler artan oksidatif stres nedeniyle bir kez daha hasara ugramaktadir. ROS, endotel
dokusunda fonksiyon kaybi, DNA hasar1 ve lokal inflamatuar tepkiye neden olan oksidatif
strese sebep olmaktadir. Ayrica olusan inflamatuar yanit ve oksidatif stresin, sitokin
firtinasini tetikleyerek hiicre ve doku 6liimiine neden olabildigi de belirlenmistir (Kalogeris

vd., 2016).

Iskemi durumunda hiicrede gelisen metabolik diizensizliklerin yaninda, dokunun
iskemik hasara verdigi yanitta rol oynayan ¢ok sayida genin ekspresyonunda da
degisikliklerin oldugu tespit edilmistir. Paoni vd. nin yaptig1 bir ¢alismada femoral ligasyon
ile iskemik hale getirilen fare soleus kasinda yapilan RNA ekspresyon analizi sonucunda,
962 genin ekspresyonunun indiiklendigi, 327 genin ise baskilandig1 gosterilmistir. Aktif hale
gelen genler, biiyiik 6l¢iide sitokin genleri, inflamasyon ve immiin hiicre infiltrasyonunun

aracilart olan genlerin oldugu tespit edilmistir. Baskilanmis genlerin ise, mitokondriyal



solunum ve yag asidi oksidasyonu gibi enerji liretiminde rol alan genlerden olustugu

gosterilmistir (Paoni vd., 2002).

Ferroptoz, klasik apoptoz ve nekrozdan farkli olarak yeni kesfedilen bir hiicre 6ltimii
tirtidiir. Ferroptoz, demir birikimi, asir1 ROS ve lipid peroksidasyon tirtinlerinin olusmasi
ile karakterize edilen demir giidiimlii bir hiicre 6limii olarak tanimlanmaktadir (Cao ve
Dixon 2016). Ferroptoz siirecinde hiicrelerde demir birikimi, lipid peroksidasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyon goriilmektedir. Ozellikle iskemi/reperfiizyon (I/R) sonrasi organ
hasarinda olusan oksidatif stres sonucunda, ferroptozun aktive edildigi ve bu siiregle hiicre

6lumiiniin gerceklestigi belirlenmistir (Angeli vd., 2014).

MikroRNA'lar, hedef mRNA'lar1 degrede eden ya da 3 boyutlu yapilarinin
bozulmasina neden olan, kodlanmayan kii¢iik diizenleyici RNA molekiilleridir (Pasquinelli
vd., 2000; Reinhart vd., 2000). Bugiin insan genomunda 1000'den fazla miRNA’nin
kodlandig1 belirlenmistir (Baek, 2008). Yapilan calismalarda ferroptoz siirecinde rol

oynayan farkli miRNA’larin varlig1 belirlenmistir.

Calismamizda ilk olarak sicanlarda farkli iskemi siirelerine bagli olarak olusturulan
renal I/R hasarmin indiikledigi ferroptozun neden oldugu biyokimyasal ve histolojik
degisiklikler aragtirtlmistir. Ayrica ferroptozun demir yolaginda gérevli oldugu diisiiniilen
SLC40A1, NCOA4 ve SLC39A8 genleri ile ferroptoz siirecinde diizenleyici rol oynayan
GPX4 geni ve bu genlerin diizenlenmesinden sorumlu olabilecekleri diistiniilen 5 farkl
miRNA’nin = (mir-409b, mir-6332, mir-105, mir-1839 ve mir-879) ekspresyon

duizeylerindeki degisikler incelenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 iskemi/Reperfiizyon

Iskemi, viicudun herhangi bir bélgesinde bulunan bir doku veya organa kan akisinin
kesilmesi sonucunda ortaya ¢ikan fizyolojik siire¢ olarak tanimlanabilir. Reperfiizyon ise,
bir doku veya organa kan akisinin tekrar baslamasidir. Hem iskemi hem de reperfiizyon
kosullarinda doku ve hiicrelerde hasar olusmaktadir. Iskemi ve reperfiizyon sonucu olusan
hiicresel hasarlar karsilasitirildiginda, bazi durumlarda reperfiizyonun daha fazla hasara

neden olabildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Dorweiler vd., 2007).

Iskemi-Reperfiizyon (I/R), diinya genelinde baslica 6liim sebeplerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Ayrica kardivaskiiler hastaliklar olmak tizere pek ¢ok hastaligi tetikleyen
patofizyolojik olaylar1 da icermektedir (Lopez vd., 2006). I/R hasar1 damar tikaniklig ile
gelisen inme, miyokard enfarktiis ve akut uzuv iskemisinde gerceklesen baslica patolojidir.
Ayrica organ nakli, doku transferi, kardiyopulmoner baypass da kullanilan kalp cerrahisi,
vaskiiler cerrahi ve turnike uygulanmasi gibi acil miidahaleler baslica olmak tizere pek ¢ok
cerrahi uygulama siirecinde de kendiliginden gerceklesebilmektedir (Farber vd.,1987).
Iskemik sartlar altinda oksijen akisi kesilen hiicreler hizla 6lmeye baslar. Iskemik durumu
tedavi etmek i¢in dokuya kan akisinin tekrar saglanmasi gerekmektedir. Fakat
reperfiizyonun gerg¢eklesmesi dokuda daha fazla hasara sebep olabilmektedir (Kalogeris vd.,

2012).

2.2. Iskemi/Reperfiizyonun Temel Ozellikleri

Iskemik hasara ugrayan bir dokuda temel olarak hiicrelerin oksijenden mahrum
kalmasi ve bunun sonucunda da hiicredeki iyon dengelerinin bozulmasi gézlenmektedir.
Repertfiizyon siirecinde ise hem iskemi gerceklesen dokuda hasari arttiran hem de uzak
dokulara zarar veren ¢esitli yanitlar olusmaktadir. Iskemi-reperfiizyon siirecinde olusan

hasarlar Tablo 2.1°de 6zetlenmistir (Pasupathy ve Vanniasinkam, 2005).



Cizelge 2.1. Iskemi-reperfiizyon hasarmin etkileri (Dorweiler vd., 2007).

Molekiiler etkiler Hiicresel etkiler

ATP tiikenmesi Endotel hiicre disfonksiyonu/sismesi
ATP sentezinin durmasi Polimorfoniikleer 16kosit (PMN) artis1
Hipoksantin artist Oksidatif patlama

Ksantin oksidaz aktivasyonu Bozulmus vazodilatasyon (NO aracili)
ROS tiretimi Kan damarlarinin daralmasi

Antioksidan molekiillerin (glutatyon)

tikenmesi Endotel bariyer bozulmasi

Adezyon molekiillerinin eksprese olmasi

. .« . + +2 « eq . .
Hiicre ic¢i asirt Na™ ve Ca™ birikimi (P-/L-selektin, ICAM-1/2)

Matris bozan proteazlarin serbest

PLA2'nin akiggsyonu birakilmasi (Elastaz, MMP-9)

PARP'1in aktivasyonu

NF-«B'nin etkinlestirilmesi

Toll benzeri reseptor sinyalinin aktivasyonu

Hiicre I¢i Etkiler Mediatorler

Mitokondriyal disfonksiyon/sisme {?}r{az;i)o nik asit metabolitleri (LTB4,
BAX translokasyonu Sitokinler (IL-1p, IL-6, TNF-a)
Sitokrom c akis1 Kemokinler (IL-8, MCP-1)

Lipid peroksidasyonu

DNA kiriklar1 olugsmast

Hiicre zar1 hasari

Artan hiicre zar1 gegirgenligi

Hiicre iskeletinin bozulmasi

Iskemi siirecinde olusan anaerobik metabolizma sebebiyle hiicre i¢i H' iyonlari
artmakta ve pH diismektedir. Hiicre i¢i biriken iyon konsantrasyonunun dengelenebilmesi
icin Na"/H" tastyic1 protein tarafindan hiicre i¢indeki H" iyonlar1 disar1 atilirken, Na* iyonlari
hiicre icine alinir (Sanada vd., 2011). Iskemi siiresince hiicresel ATP titkenmekte ve bu
sebeple ATPaz’lar inaktive forma gegmektedir. ATPaz’larin inaktif olmasi sonrasinda hiicre
icine aktif Ca* tasiniminda azalma, endoplazmik retikulumun aktif Ca*? geri kazanimin da
kisitlanma ve hiicre i¢ine asir1 kalsiyum alinimi gézlemlenmektedir. Hiicre i¢i sodyum ve

kalsiyum metabolizmasinin bozulmasi mitokondriyal gegirgenlik ge¢is porlarinin




acilmasina sebep olmaktadir. Porlarin acilmasi ile mitokondriyal membran potansiyelinde
dagilma gozlemlenirken ATP tretiminin daha da zor hale geldigi gozlemlenir (Sekil 2.1)

(Kalogeris vd., 2012).

Iskemi

/ [ Hiicre Ca™ Ca*t ca*

' t
| { Zari , 7
l '| . |

lII .

CE++
(4T
Endoplazmik Retikulum Mitokondri

Sekil 2.1. Iskemi sirasinda gergeklesen iyonik degisiklikler (Kalogeris vd., 2012).

Reperfiizyon ile hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi ve ATP iiretimi icin gerekli
oksijen ve substratlarin iletimi saglanmaktadir. Ayrica iskemik kosullar sonucu biriken H"
iyonlar1 uzaklastirilarak hiicre dis1 pH diizenlenir. Fakat reperfiizyon ayni1 zamanda hiicrede
karmasik ve ¢ok faktorlii bir hasara da sebep olmaktadir. Reperfiizyon siirecinde hasara
neden olan degisiklikler su sekilde siralanabilir: reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu,
asir1 kalsiyum birikimi, mitokondriyal gegirgenlik ge¢is porlarinin agilmasi, endotel
disfonksiyon olusumu ve inflamatuar yanit olusumu. Hiicre i¢cinde olusan degisiklikler Sekil

2.2°de gosterilmistir (Yellon ve Hausenloy, 2007).

Iskemi-reperfiizyona bagl olusan doku hasarinin siddeti, kan akisindaki azalma miktari
ve siire ile degiskenlik gostermektedir (Bulkley, 1987). Iskemi sirasinda gerceklesen bazi
biyokimyasal degisiklikler tek baslarina hasara neden olmamaktadir. Fakat dokuya kan akisi

tekrar saglanmasi, oksijen ve kanin dokuya ulagmasi ile olusan hasari arttiran bir kaskad1



tetiklemektedir (Kalogeris vd., 2012). Tablo 2.2’de siire ile iskemi/reperfiizyon hasari
arasindaki iliski gosterilmistir. Literatiirde bulunan ¢alismalarda reperfiizyon asamasinin
oldukca dinamik gerceklestigi bildirilmektedir. Ornegin; yapilan bazi calismalarda
reperfiizyon baslangict ardindan hiicre 6liimiiniin 3. giine kadar devam ettigi gosterilmistir

(Zhao vd., 2000).

MNa*
Na*
Reperfiizyon R
.E'F‘ bl \
- H“-\.h_
c ok 'v‘ \\
a 4
= Ca
/ v
/ Proteaz MNa*

{f -yAktlvasyonu\
| :
' Ca* Ca**

Ca++
| Hucre A f
| Zan '|
[
|
ATP 4

Endoplazmik Retikulum Mitokondri

Sekil 2.2. Reperfiizyon sirasinda gergeklesen iyonik degisiklikler (Kalogeris vd., 2012).

Doku ve organlar kalict bir hasar olmaksizin belirli bir diizeye kadar iskemi ve
reperfiizyon hasarina karst diren¢ gosterebilmektedir. Bu direng doku ve hiicrelerin tiiriine
ve I/R’nun siddetine gére degismektedir. Fakat iskemi siiresi arttik¢a doku hasari, fonksiyon
bozuklugu ve hiicre 6limii kaginilmaz olmaktadir. Bu sebeple iskemik hasar1 engellemenin

yolu, en kisa stirede dokuya tekrar kan akisini saglamaktir (Kalogeris vd., 2016).



Cizelge 2.2 Iskemi-reperfiizyon hasar siire ile iliskisi (Kalogeris vd., 2016).

B iskemik Hasar
I Reperflzyon Hasarl
B Total Hasar

Hucre Hasari

Hayati Esik

iskemik Stire

Organlar arasinda iskemik hasara karsi en yiiksek hassasiyete sahip organ beyindir
(Kalogeris vd., 2016). Beyin dokusunda iskemi baslangicindan 20 dk sonra geri doniistimsiiz
hasar gelismeye baslamaktadir. Beyin hiicrelerindeki hasar olusumu etkilenen hiicre tipi ve
beyin boliimiine gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu sebeple iskemi baslangicindan 90 dk
ila 4,5 saat i¢inde tedaviye yanit alinabilmektedir (Ordy vd., 1993; Bluhmki vd., 2009).
Beyindeki iskemik hasarmn hizli gelismesinin birden fazla nedeni vardir. Ilk olarak beyin
dokusu agirlik/metabolik aktivite orani1 bakimindan en aktif organdir ve anaerobik solunum
sartlarinda calisamamaktadir. Ayrica beyin metabolik aktivitesine devam edebilmek icin
stirekli glikoza ihtiyag duymaktadir ve karaciger ve kas dokusunun aksine karbonhidrat
deposuna sahip degildir. Diger dokulara kiyasla beyin dokusu daha az antioksidan enzimleri
ve sitokrom c¢ oksidaz enzimini igerir ve bu durum reperfiizyon hasarinin siddetini

arttirmaktadir (Lee vd., 2000).

Miyokard dokusu ise, beyin dokusuna benzer sekilde iskemik hasara karsi olduk¢a
hassastir. Miyokard dokusunda iskemik hasara bagli geri dontsiimsiiz hasar 20 dk

sonrasinda ortaya ¢ikmaya baslamaktadir ve 2 ila 12 saat arasinda etkin bir sekilde tedavi



uygulanabilmektedir. Ayrica kalpte olusan iskemik hasarin diizeyinin yasa bagl olarak da

PR

degistigi calismalarda gosterilmistir (Wittnich, 1992; Kalogeris vd., 2012).

Iskemi-reperfiizyon hasarina duyarlilik bakimindan kalp ve beyinden sonra iigiincii
organ bobrektir. Yapilan ¢alismalarda 60 dk iskemi siiresinin geri doniisiimsiiz hasar igin
sinir oldugu 75 dk’yi asan siirelerde fonksiyon kaybinin gergeklestigi gosterilmistir
(McDougal, 1988; Humphreys vd., 2009). Kortikal hiicreler, bobrek dokusunda iskemik
hasara en duyarli hiicrelerdir. Kortikal hiicreler bobrek dokusundaki en ytiksek oksijen
gereksinimi ve diizeyine sahip olan korteks bolgesinde yer almaktadir. Bobrekte oksijen
seviyesi, korteks bolgesinden dis medulla ve papilla bélgesine dogru giderek azalmaktadir.
Iskemik sartlar altinda; dis medulla ve papilla hiicreleri ATP iiretebilmek igin, anaerobik
solunum yapmakta ve bu durum iskemik hasara karsi daha az duyarli olmalarim

saglamaktadir (Kalogeris vd., 2016).

2.3. Iskemi/Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmasi

Iskemik kosullar altinda kan akisinin kesilmesi hipoksiye neden olmaktadir.
Hipoksik kosulda mitokondrilerin elektron tasima sistemi islevini kaybetmektedir.
Mitokondride ATP {iretiminin azalmasi ile sodyum-potasyum tasiyict proteinlerin
bozulmasi, ribozomun biiyiik ve kiiciik alt biriminin ayrilmasi ve anaerobik metabolizma
tetiklenmektedir. Anaerobik kosullar altinda hiicreler daha az antioksidatif molekiiller
sentezlemektedir (Wu vd., 2017). Laktik asit birikimi ile hiicre i¢i pH dusisi
gozlenmektedir. Diisen pH enzim aktivitesinin bozulmasini ve niikleer kromatin
kiimelenmesini tetiklenmektedir. Iyon kanallarinin islevini kaybetmesi ile hiicre iginde
hidrojen, sodyum ve kalsiyum iyonlar1 birikmekte ve hiperozmolarite gozlemlenmektedir

(Wuvd., 2018).

Reperfiizyon ile dokuya tekrar oksijen ve kan elementlerinin ulagsmasi
saglanmaktadir. Fakat diigiik antioksidatif molekiil konsantrasyonu sebebiyle reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) tiretimi artmaktadir. ROS; endotel fonksiyon bozukluklarini, DNA hasarin1



ve inflamatuar yaniti tetikleyerek oksidatif stresi tetiklemektedir. Tetiklenen inflamatuar
yanit ve oksidatif stresin etkisi siire gectik¢e artabilmekte ve sitokin firtinasina sebep
olabilmektedir (Ornellas, 2017; Wu vd., 2018) Iskemi/reperfiizyon hasarinin fizyolojik

etkileri ¢izelge 2.3°te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3 Iskemi reperfiizyon hasari sirasinda olusan degisimler (Kalogeris vd., 2016)
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2.4. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Olusan Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) doku ve hiicrelerde birikmesi ve
metabolizmanin bu reaktif iriinleri detoksifiye edememesi olarak tanimlanmaktadir
(Ornellas ve vd., 2017). Oksidatif stres, enzimatik ve enzimatik olmayan yolaklar ile
gelisebilmektedir. Enzimatik oksidatif stres kaynaklar1 arasinda mitokondriyal elektron

tasima sistemi, NADPH oksidaz metabolizmasi, ksantin oksidaz metabolizmasi ve
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indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS) bulunmaktadir (Granger ve Kvietys, 2015).
Enzimatik olmayan oksidatif stres ise goreceli olarak daha kiigiik bir stres kaynagidir ve

yaralanmalara bagli olarak hemoglobin ve miyoglobinler tarafindan saglanmaktadir (Wu

vd., 2018).

2.4.1. Oksidatif Stresin indiiklenme Mekanizmalari

2.4.1.1. Ksantin Oksidaz

Ksantin oksidaz, piirin metabolizmasinda goérevli katalitik bir flavoproteindir.
Ksantin oksidaz, hipoksantin ve ksantinin iirik aside oksidasyonunu katalize etmektedir
(Lick, 1965). Ksantin oksidaz, hiicre i¢inde proteoliz ile ksantin dehidrojenaz’dan
sentezlenmektedir. Reperfiizyon sonucu doku tekrar oksijenlendiginde, ksantin oksidaz
oksijeni son elektron alic1 olarak kullanir. Ksantin oksidaz oksijen (O>) ile reaksiyona girerek
hipoksantini indiikler ve {irik asit sentezler. Ger¢eklesen reaksiyon sonucu stiperoksit (O2¢)

ve hidrojen peroksit (H20>) agiga ¢ikmaktadir (Lee vd., 2014).

2.4.1.2. NADPH Oksidaz indiiksiyonu

NADPH oksidazlar (NOX), iskemi/reperfiizyon hasar1 sirasinda 6nemli ROS {ireten
enzimlerden birisidir. NADPH oksidazlar, elektron donorii olarak nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) ve nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) molekiillerini
kullanmaktadir ve molekiiler oksijenden iyon oksit (O2") ve hidrojen peroksit (H202)
sentezlemektedir (Lambeth, 2004). NOX enzimleri kardiyomiyositler, endotel hiicreleri, diiz
kas hiicreleri ve 16kositler dahil olmak iizere pek c¢ok hiicre tiiriinde sentezlenmektedir ve

Oonemli metabolik aktivitelerde rol almaktadir (Matsushima ve Sadoshima, 2022).

NOX enzimlerinin I/R hasarinda asir1 ekpsrese olarak ROS iiretimine sebep oldugu
cesitli calismalarda bildirilmistir (Miller vd., 2006; Nakagiri vd., 2007). NOX enzimleri
iskemi/reperfiizyon kosullar1 altinda yiiksek miktarda siiperoksit anyonu (Oz*)
sentezlemektedir. Sentezlenen siliperoksit anyonu hizli bir sekilde hidrojen peroksit

sentezinde kullamlmaktadir. Iskemik durumda gézlemlenen hipoksik kondisyon, NADPH
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oksidazlarin aktivasyonunu arttiran hipoksi inhibe edici faktor-la'y1  (HIF-1a)
indiiklemektedir. Oksidatif stres, pozitif bir geri besleme dongiisii olusturmak i¢in HIF-1a
sentezinde arttirici rol oynamaktadir. Ayrica reperfiizyon sartlarinda hiicrelerde NADPH
oksidazlar1 aktif hale getirmek i¢in ¢esitli mediatorlerin sekresyonu gézlenmektedir (Wu vd.,

2018).

Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")/indirgenmis NAD" (NADH), fosforlanmig
NAD* (NADP")/indirgenmis NADP* (NADPH) ve indirgenmis glutatyon (GSH)/GSH
distilfit (GSSG) redoks molekiilleri hiicresel enerji metabolizmasi i¢in 6nemli molekiillerdir.
Bu molekiiller hiicre i¢i ROS konsantrasyonun kontrolii i¢in substrat veya kofaktor gorevi
gorerek hiicresel yiikseltgenme/indirgenme dengesini korumaktadir. Reperfiizyon
kosullarinda redoks kosullarinin bozulmasi ile asirt ROS sentezi bu sistemi bozarak

indirgeyici strese neden olmaktadir (Matsushima ve Sadoshima, 2022).

2.4.1.3. Nitrik Oksit Sentazlar (NOS)

Nitrik oksit sentazlar (NOS), L-arginin molekiiliinden nitrik oksit (NO) sentezini
katalizeleyen bir enzim ailesidir. Nitrik oksit, insiilin salgilanmas1 ve vaskiiler tonusu kontrol
eden onemli bir sinyal molekiiliidiir (Fu, 2014). Nitrik oksit ayn1 zamanda antiinflamatuvar
ve antioksidatif 6zelliklere de sahiptir. Hipoksik kosullarda NOS enzimi doniistiiriilerek

iskemi/reperfiizyon hasarini indiikleyen ROS sentezlemektedir (Sekil 2.3) (Wu vd., 2018).
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NADPH
Oksidazlar
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Oksidaz

DNA Hasari, Lipid Peroksidasyonu, Proteinlerin
Oksidasyonu ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Sekil 2.3. Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sentezi (Kaushal vd., 2019).

2.5. Iskemi Reperfiizyon Hasar1 ve Hiicre Oliim Tiirleri

Iskemi-reperfiizyon hasari, apoptoz, otofaji, nekroz ve ferroptozun da dahil oldugu gesitli
hiicre 6liimii tipleriyle sonuglanabilecek ¢ok yonlii bir siiregtir. Iskemi-reperfiizyon

stirecinde ve sonrasinda gelisen hiicre 6liim mekanizmalar1 Cizelge 2.4°te belirtilmistir.

2.5.1. Apoptoz

Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarin gelismesinde ve hayati fonksiyonlarini
stirdlirmesinde 6nemli role sahip programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir. Apoptoz; hiicre
biiziilmesi, DNA degradasyonu ve sonunda hiicrenin inflamatuar sistem tarafindan yok
edilmesini saglayan bir dizi biyokimyasal olayla karakterize edilmektedir. Biiytime faktorii
yoksunlugu, DNA hasar1 ve viral enfeksiyonlar dahil olmak tizere ¢esitli metabolik sinyaller

ile indiiklenmektedir (Kroemer vd., 2007).

Apoptoz iki ana yolaga sahiptir; i¢sel (mitokondriyal) ve dissal yolak. I¢sel yolak,
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biiyime faktorii bozuklugu, DNA hasar1 veya oksitatif stres gibi sitotoksik uyaranlar
tarafindan tetiklenmektedir. Igsel yolak, mitokondride bulunan Bcl-2 protein ailesi altinda
siniflandirilan Bax ve Bak adli proteinlerin aktivasyonu ile baslar. Bax ve Bak proteinlerinin
aktive olmasi, sitokrom c¢ proteininin mitokondriden sitozole salinmasina neden olur.
Sitokrom c, sitozole salindiktan sonra Apaf-1 adl1 bir protein ile etkilesime girerek birlesir.
Olusan protein kompleksi kaspaz-9 ad1 verilen bir proteini aktive eder. Kaspaz-9 proteinin
aktive olmasi kaspaz-3 de dahil oldugu kaspaz proteinlerinin aktivasyon kaskatini
baslatmakta ve hiicre degradasyonu indiiklemektedir (Broughton vd., 2009; Kroemer vd.,

2007).

Digsal yolak, hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan dis sinyal molekiilleri
(sitokinler, antikorlar, vb.) tarafindan tetiklenmektedir. Dissal yolak, TNF-a veya FasL gibi
bir 6liim ligandinin hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanmasiyla baslamaktadir. Ligand-
reseptor kompleksi, o©liime neden olan sinyal kompleksininin (DISC) olusumunu
tetiklemektedir. DISC kompleksi kaspaz-8 proteini tarafindan aktif etmektedir. Aktif
kaspaz-8, kaspaz-3 dahil olmak {iizere diger kaspaz proteinlerinin aktivasyon kaskatini

baslatmakta ve hiicreyi 6liime gotiirmektedir (Broughton vd., 2009; Kroemer vd., 2007).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda apoptotik hiicre 6liimii tetiklenmektedir. Bel-2 ailesi
proteinlerinin (Bax, Bak, Bid, BNIP3 ve Puma) iskemi/reperfiizyon kosullar1 altinda
ekspresyonunun ve mitokondriyal zarla entegrasyonunun arttigi yapilan c¢aligsmalarda
gosterilmistir (Wei vd., 2006; Wu vd., 2007). Nakavt modellerde yapilan ¢alismalarda Bcl-
2 proteinlerinin susturulmasinin, Ca*?> homeostazini etkileyerek I/R hasarina karsi koruyucu
etki gosterdigi bildirilmistir (Scorrano vd., 2003). I/R siirecince mitokondriden bir dizi
apoptotik faktor salgilanmaktadir. Bunlar; arketik sitokrom ¢ ile Omi/HtrA2 ve
Smac/DIABLO kompleksleridir. Bu faktorlerin farmakolojik veya genetik inhibisyonla
regiilasyonu, I/R hasarim azaltici etki gosterdigi yapilan calismalarla belirlenmistir

(Nilakantan vd., 2010).
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2.5.2. Otofaji

Otofaji, tim okaryotik hiicrelerde gerceklesen ve hiicresel metabolizmanin
stirdiiriilmesinden sorumlu programlanmus bir hiicre 6liim ¢esididir. Ozellikle stres ve besin
yoksunlugunda olustugu rapor edilmistir. Otofaji, hiicreden eliminasyon i¢in lizozomlara
aktarilan otofagozomlara paketlemeyi igeren bir islemle, hasarli veya eskimis organellerin
ve protein kiimelerinin sindirimi i¢in islev gérmektedir (He ve Klionsky, 2009). Otofaji ti¢
alt mekanizmaya sahiptir: mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji (CMA). Her
birinin indiiklenmesi ve gelismesi farkli olsa da {i¢ mekanizma da hiicresel elementlerin
parcalanma ve geri donlisim i¢in lizozomlarin kullanilmasi ile sonuglanmaktadir.
Mikrootofaji siirecinde, hedef portein veya organelleri izole etmek i¢in lizozomal zarin
cikintilart kullanilmaktadir (Kalogeris vd., 2016). Saperon aracili otofaji (CMA), hedef
molekiilii izole etmek i¢in membran yapilarinin kullanilmasinin aksine, bir pentapeptit
motifi iceren hedef proteinlerini tanimlamak i¢in saperonlarin kullanilmasini igermektedir.
Makrootofaji, sindirimi gergeklesecek hiicre bilesenlerinin etrafinda genisleyen ve onlari
diger hiicre elementlerinden izole eden bir zar olan fagoforun olusmasini icermektedir.
Makrootofaji siirecinde olusan fagofor, hasarli protein, organelleri ve hiicre i¢i yapilari izole
eden, ¢ift membranli bir otofagozomun yapisidir. Fagoforun lizozom ile birlesmesi, izole

edilmis hiicre i¢i yapilarin bozulmasi saglamaktadir (Parzych ve Klionsky, 2014).

2.5.3. Nekroz

Nekroz, hiicre zar biitiinliigliniin kaybiyla karakterize edilen, hiicre i¢i bilesenlerin
hiicre dis1 bosluga salinmasiyla sonuglanan ve bir enflamatuar yaniti tetikleyen bir hiicre
olumii seklidir. Bu stire¢ genellikle akut hiicresel yaralanma veya stresin bir sonucudur ve
apoptoz gibi programlanmig hiicre 6limi yollariyla iligkili kontrollii ve diizenlenmis
molekiiler olaylarin olmamasi ile karakterize edilir. Nekroz, ¢esitli dokularda meydana
gelebilir ve iskemi, enfeksiyon ve travma dahil olmak {izere ¢ok sayida patolojik durumla
iligkilidir.

Nekroz, cesitli molekiiler ve genetik yollar1 igeren karmasik bir stirectir. Hiicresel hasar ve
stres, sonug¢ olarak nekroza yol acan bir dizi olay1 tetiklemektedir. Hiicresel etkiler; iyon

homeostazinin bozulmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ve birikmesi,
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mitokondriyal disfonksiyon, protein kinazlarin aktivasyonu ve DNA hasari: DNA hasari
olarak siralabilir (Morgan vd., 2008; Baines, 2009; Halestrap 2009; Vandenabeele vd.,
2010).

2.5.4. Ferroptoz

Ferroptoz, 2003 yilinda, Sican sarkom viriisii (Rat sarcoma virtis, RAS) ekspresyonu
yapan kanser hiicreleri lizerinde yapilan bir calismada erastin bilesiginin 6ldiiriicii etkinligini
arastirirken kesfedilmistir (Dolma vd., 2003). Erastin molekiilii kanserli hiicreleri
oldiirtirken, diger hiicre Oliimlerinde goézlenen niikleer morfoloji degisiklikleri, DNA
fragmantasyonu ya da kaspaz aktivasyona neden olmamistir. Bu nedenle arastirmacilar
hangi mekanizma ile hiicre 6liimiine neden oldugunu arastirmaya baslamislardir. Ferroptoz,
hiicrelerin demir bagimliligiyla gerceklesen programlanmis hiicre 6limi tiriidiir olarak
tanimlanmistir (Li vd., 2020). Ayrica yapilan ¢alismalarda kesfedilen bu yeni hiicre 6lim
mekanizmasinin demir selatlayict molekiiller tarafindan inhibe edilebilecegi ve RSL3
molekiilii ile indiiklenebilecegi kesfedilmistir (Yang ve Stockwell, 2008). Mekanizma 2012
yilinda Dixon tarafindan RAS mutasyonlarinin kanser hiicreleri tizerindeki oldiirticii

etkisinin incelendigi bir ¢alismada isimlendirilmistir (Dixon vd., 2012).

Ferroptoz, kanser, norolojik hastaliklar, akut bobrek hasari, iskemi/reperfiizyon gibi
birgok hastaligin ortaya c¢ikmasinda ve gelismesinde Onemli bir diizenleyici rol
oynamaktadir (Li vd., 2020). Ferroptoz, morfolojik olarak artan membran yogunlugu ve
mitokondriyal kristanin azalmasi veya kaybolmasi ile mitokondrinin bariz biiziilmesi olarak
karakterizedir. Ferroptoz siirecinde hiicrenin ve organellerin sismesi ve hiicre zarinin
biitiinligiinii kaybetmesi gibi nekrozun morfolojik 6zellikleri; hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlagmasi, apoptotik cisimlerin olusumasi gibi apoptozunun morfojik 6zelliklerini
goriilmemektedir. Ayrica otofajinin siirecinde olusan iki katmanli zar yapilarinin (otofajik
vakuoller) olusumu ferroptozda gozlemlenmemektedir (Dixon vd., 2012; Yang ve

Stockwell, 2008).

Ferroptoz sonucunda hiicrelerde azalmis mitokondriyal hacim, artmis iki tabakali
membran yogunlugu ve mitokondriyal krista da azalma veya kaybolma gozlenmektedir.

Ferroptotik siire¢ sonunda hiicre zarinda hasar olusmamakta, ¢ekirdek normal boyutlarinda
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kalmakta ve kromatin konsantrasyonu olugsmamaktadir. Biyokimyasal olarak, hiicre i¢i
glutatyon’un (GSH) tikkenmesi ve glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) aktivitesinde azalma
gozlemlenmektedir. Ferroptoz sonucunda asir1t ROS tiretimi gergeklesmektedir. Ferroptoz,

birden fazla gen ve yolak tarafindan diizenlenen biyolojik bir siiregtir (Friedmann vd., 2014).

2.5.4.1. Ferroptozun Mekanizmasi

Sistem Xc-, fosfolipid ¢ift katmanlarinda bulunan, antioksidan sistemde gorevli olan
bir amino asit antitransporter'dir. Sistem Xc-, heterodimer bir proteindir ve SLC7A11 ve
SLC3A2 olmak {lizere iki alt birimden olusmaktadir. Sistin ve glutamat, Xc- sistemi
tarafindan hiicre i¢inde ve disinda es zamanli olarak tasinmaktadir. Hiicre i¢ine alinan
sistein, hiicrelerde GSH sentezinde kullanilan sistein'e indirgenmektedir. GSH, glutatyon
peroksidazlarin kontrolii altinda ROS'u ve reaktif nitrojeni inhibe etmektedir. Xc- sisteminin
inhibe edilmesi sistin emilimini inhibe ederek, GPX aktivitesinde, GSH sentezininde ve
hiicre antioksidan kapasitesinde azaltici, ROS birikimine ve oksidatif hasar ile ferroptoz
olusumuna indiikleyici etki gostermektedir. Ayrica P53°tin SLC7A11'in ekspresyonunu
diistirerek sistem Xc-‘yi negatif olarak diizenledigi belirtilmistir (Jiang, Hickman vd., 2015;
Le vd., 2015).

GPX4, ferroptoz olusumunda kritik bir noktadadir ve lipid peroksitlerin olusumunu
engellemesi ozelligi ile ferroptozun ana diizenleyicisidir. GPX4, GSH'yi oksitlenmis
glutatyona (GSSG) dontistimiinii katalizlemektedir ve sitotoksik lipid peroksitleri alkollere
indirger. GPX4’iin inhibe edilmesi, ferroptozun bir belirteci olan lipid peroksitlerin
birikmesine yol agmaktadir. Negatif diizenlenmis GPX4 ekspresyonu, hiicreleri ferroptoza
kars1 daha duyarli yapmaktadir. GPX4 ekspresyonun pozitif diizenlenmesinin ise ferroptozu

engelledigini gosterilmistir (Yang ve Stockwell, 2008; Li vd., 2020).

Voltaja baglh anyon kanallar1 (VDAC) iyon ve metabolit tasinmasinda gorevli
diizenleyici transmembran kanallardir. VDAC’larin ferroptoz gelisimde rol oynadigi
calismalarla gosterilmistir. Erastin molekiili, VDAC'lerin islevini bozarak mitokondriyal
disfonksiyona yol agmakta ve oksitlerin hiicre icine salinarak ferroptozu tetiklemektedir

(Skonieczna vd., 2017).
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Demir, hayati fonksiyonlar igin gerekli bir eser elementtir. Viicuttaki demir dagilimin
anormallesmesi normal fizyolojik siire¢leri etkileyebilmektedir. Bagirsaklardan emilim veya
eritrositlerin bozunmast ile olusan Fe', seruloplazmin proteini tarafindan tarafindan Fe*'e
oksitlenmektedir. Fe™, hiicre zar1 iizerindeki transferrine (TF) baglanarak TF-Fe®
kompleksini olusturmaktadir. TF-Fe™ kompleksi endositoz i¢in TF reseptorii 1 (TFR1)
proteini araciligiyla yeni bir kompleks olusturmaktadir. Ardindan Fe*® Transmembran
Prostat Epitel Antijeni 3 (STEAP3) proteini tarafindan Fe™’ye indirgenir (Kwon vd., 2015).
Indirgenme sonras1 Fe*? divalent metal tastyic1 1 (DMT1) veya Cinko-Demir diizenleyici
protein ailesi 8/14 (ZIP8/14) tarafindan substrat olarak kullanilip ferritin olarak
depolanmaktadir (Frazer ve Anderson, 2014; Bogdan vd., 2016). Hiicre icindeki fazla Fe™ ,

e yiikseltgenmektedir. Bu yontemle

ferroportin (FPN) proteini tarafindan tarafindan Fe
hiicre i¢i demirin geri doniisiimii ve hiicrelerdeki demir homeostazi siki bir sekilde kontrol
edilmektedir. TFR1'1 kodlayan gen olan TFRC'nin susturulmasi ferroptozu inhibe ettigi
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Gao vd., 2015). Ayrica arastirmacilar 1s1 sok proteini
beta-1'in (HSPB1), TRF1 ekspresyonunu inhibe edilmesinin hiicre i¢i demir
konsantrasyonlarini daha da azaltabildigi ve bu nedenle asir1 eksprese edilen HSPB1'in,
ferroptozu 6nemli 6lgilide inhibe edebildigi gostermistir (Gammella vd., 2015; Sun vd., 2015;

Li vd., 2020).

2.5.4.2. Ferroptoz ve Akut Bobrek Hasar1 (AKI)

Akut bobrek hasar1 (AKI) tedavisinde, ferroptoz olusumunun engellenmesi
iyilesmeyi arttirici etki yapmaktadir (Li vd., 2020). 2014 yilinda yapilan bir ¢aligmada GPX4
nakavt farelerde, akut bobrek hasar1 (AKI) insidansinin arttigi gosterilmistir (Angeli vd.,
2014). Devaminda yapilan c¢alismalarda ferroptozun akut tlibiiler nekroz ve
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarina sebep oldugu belitlenmis ve bir ferroptoz inhibitorii olan
ferrostatinin bobrek hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Linkermann vd.,
2014). Nefrotoksik folik asitle indiiklenen akut bobrek hasar1 (AKI) fare modelinde,
ferroptozun renal tiibiiler hiicrelerin ana 6liim mekanizmasi oldugu ve ferroptoz inhibitorii
olan ferrostatin-1 (Fer-1) molekiiliiniin uygulamasinin boébrek fonksiyonunu anlamli

diizeyde iyilestirebildigi kanitlanmistir (Adedoyin vd., 2018).



2.5.4.3. Ferroptoz ve I/R Yaralanmasi

Gergeklestirilen ¢alismalarda ferroptoz inhibitérlerinin, I/R kaynakli hiicre hasarini
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anlamli diizeyde engelledigi gosterilmistir. 2015 yilinda gerceklestirilen bir ¢alismada,

glutamin metabolizmasinin inhibisyonu ile, vahsi tip farelerin kalplerinde I/R tarafindan

tetiklenen ferroptoza bagli doku hasarinin engellenebilecegi gosterilmistir (Gao vd., 2015).

Ayrica kardiyomiyopatide ferroptozun inhibe edilmesi miyokardiyal I/R hasarinin siddetini

azalttig1 bulunmustur (Fang vd., 2019).

yolagini inhibe ederek I/R'nin neden oldugu karaciger hasarini engelleyebildigi bulmustur

Liproxstatin-1'in lipid peroksidasyonunu tamamen bloke edebildigini ve ferroptoz

(Angeli vd., 2014).

Cizelge 2.4. Iskemi/reperfiizyon siirecinde ger¢eklesen hiicre 6liim tiirleri (Kalogeris vd.,

2016).
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2.6. I/R Hasarn ve Epigenetik Modifikasyonlar

Epigenetik modifikasyonlar, DNA dizisinde bir degisiklik olusturmadan, genlerin
regiilasyonun degismesi ile fenotipik degisikliklere sebep olan degisikliklerdir. Epigenetik
modifikasyonlar nesilden nesile aktarilabilen 6zelliklerdir ve 3 ana mekanizma iizerinden

siniflandirilmaktadir.

A. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA metil-transferaz enzimi tarafindan bir metil grubunun
enzimatik olarak gen ekspresyonunu susturan S-adenil metiyonin (SAM) molekiiliiniin,
sitozin niikleotitinin 5. Karbonuna transfer edilmesini tanimlamaktadir (Moore vd., 2013).
DNA metilasyonu ¢ift yonli tanimlanmaktadir; metilasyon bir genin ekspresyonunu
azaltabilirken, demetilasyon ise gen ekspresyonunu arttirabilir (Muthusamy vd., 2010).
Iskemi-reperfiizyon hasar1 sonucunda DNA metilasyonunun degistigini gosteren ilk
calismalardan biri 2000 yilinda Endres vd. tarafindan gergeklestirilmistir (Endres vd., 2000).
Endres vd. beyin iskemisi sonrasinda beyinde metillenmis DNA igeriginin arttigini
gostermistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise DNA metiltransferaz enzim seviyesindeki
azalmalarin, serebral I/R hasarindan koruyucu etki sagladigi gosterilmistir (Endres vd.,

2005).

B. Histon Modifikasyonlari

Histonlar, hiicrelerde DNA’nin paketlendigi ve genlerin agilip-kapanmasinda gérev
alan proteinlerdir. Hiicre c¢ekirdeginde bulunan c¢ift iplikli DNA molekiilii histon
proteinlerden olusan niikleozom adi verilen kompleks etrafinda sarilmaktadir. Histon
modifikasyonlari, bir kimyasal grubun (asetilasyon, metilasyon, ubikuitinasyon,
fosforilasyon, vb.) DNA replikasyonu sonrasi histon proteinleri ile herhangi bir kovalent
baglanti olarak tanimlanmaktadir. Bir genin ifade edilebilmesi i¢in transkripsiyonel faktorler
icin “erigilebilir” olmasi1 gerekmektedir. Histon modifikasyonlar1 gen ifadesinde
erigilebilirlik i¢in o6nemli rol oynamaktadir. Histon modifikasyonlari, ekspresyonu

arttirabilmek i¢in niikleozom yapisin1 gevseten veya ekspresyonu engellemek igin
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DNA'’larin histon proteinlerindeki paketlenmesini daha da arttiran 100°den fazla

modifikasyonu i¢cermektedir. (Kouzarides, 2007; Marin ve Seli, 2020).

1982 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada kardiyak iskemi sonrasinda H3 ve H4
histonlarinda belirgin diizeyde azalan histon asetilasyonu goézlemlenmistir (Taylor ve
Young, 1982). Nakavt modellerde yapilan ¢aligmalarda histon deasetilaz proteinin inhibe
edilmesinin iskemi/reperfiizyon hasarina karsi beyin, kalp, karaciger, akciger ve retina
dokusunda koruyucu etki yaptigi gosterilmistir (Kim vd., 2007; Granger vd., 2008; Ren vd.,
2009; Crosson vd., 2010; Sun vd., 2014; Wu vd., 2015).

2.7. Kodlanmayan RNA’lar

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar), proteinleri kodlamayan, bunun yerine hiicrelerde
diizenleyici roller oynayan RNA molekiilii grubudur. Kodlanmayan RNA’larin hastalik
patogenezi de dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik siire¢lerde 6nemli roller oynadiklari
bilinmektedir. Kodlanmayan RNA’lar; uzun kodlanmayan RNA’lar (ncRNA), piwi-
etkilesimli RNA’lar (piRNA) ve mikroRNA’larin da (miRNA) yer aldigi RNA tiirlerini
icermektedir. ncRNA’lar genetik imprinting, piRNA’lar proteinleri, miRNA’lar ise mRNA
hedefleyerek gen ifadesi regiile etmektedir. Hiicreler kodlanmayan RNA’lar1 hiicre disina
salgilayabilmektedir. Bu sayede hiicre i¢i regiilasyon gorevinin yaninda serbest biyobelirteg

olarak da kullanimlar1 miimkiindiir (Kalogeris vd., 2016).

2.7.1. MikroRNA’lar

MiRNA’lar, ortalama 18-22 niikleotit uzunlugunda olan, kodlamayan kiigiik
RNA'lardir. DNA dizisinden birincil miRNA (pri-miRNA) olarak sentezlenmektedir ve
ardidan Oncti miRNA'lar (pre-miRNA) ve olgun miRNA'lara dontistiiriilmektedir.
miRNA’lar genellikle hedef mRNA’nin 3° UTR bolgesi ile etkilesime girerek gen
ekspresyonunu baskilamaktadir (Ha ve Kim, 2014). Ayni zamanda hedef miRNA'larin 5'
UTR, kodlama dizisi ve gen promotorleri ile de etkilesime girerek gen ekspresyonunu
baskilayabilmektedir (Broughton vd., 2016). miRNA’lar organizmalarin gelisimi ig¢in
yiksek 6neme sahiptir ve gesitli biyolojik siireclerde diizenleyici rol almaktadir (Fu vd.,

2013). miRNA’larin ifade diizeyindeki bozukluklar bir¢ok hastalikla iligkilendirilmistir
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(Tufekei vd., 2014). Hiicre i¢i stirecleri diizenleme roltiniin yaninda, miRNA’lar ayrica hiicre
disina salgilanmaktadirlar. Hiicre disinda tespit edilen miRNA'lar, ¢esitli hastaliklar i¢in
potansiyel biyobelirte¢ler olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. miRNA’larin hiicre-

hiicre iletisiminde sinyal molekiilii olarak gorev aldigi da tespit edilmistir (Huang, 2017).

2.7.2. mikroRNA’larin Biyogenezi

miRNA’larin sentezinde ilk olarak, pri-miRNA'lar kodlayict DNA dizisinden
kopyalanmakta ve RNA baglayici protein olan mikroislemci Kompleksi Alt Birimi
(DGCRS) ve bir riboniikleaz III enzimi olan Drosha'dan olusan mikroislemci kompleksi
tarafindan pre-miRNA'lara dontistiiriilmektedir (Denli vd., 2004). DGCRS, N6-metiladenilat
ile isaretlenmis GGAC dizisini ve pri-miRNA icindeki diger farkli motifleri tanirken,
Drosha, pri-miRNA'nin kendi i¢inde katlanmasi ile olusan sag¢ tokasi yapisi ile ana diziyi
birbirinden ayirmaktadir. Pre-miRNA'lar DGCR8/Drosha kompleksi tarafindan tretildikten
sonra, exportin 5 (XPOS5)/RanGTP kompleksi tarafindan niikleustan sitoplazmaya tasinirlar.
Pre-miRNA’lar sitoplazmada bir RNaz III endoniikleaz olan Dicer tarafindan ¢ift iplikli
RNA yapisindan tek iplikli iki farkli RNA dizisine dontistiiriiliirler. Bu islem sonucu ortaya
cikan miRNAnin yonii, olgun miRNA’nin adin1 belirlemektedir. Olgun tek iplikli miRNA
dizisi, ATP'ye bagimli bir sekilde Argonaute (AGO) protein ailesi iiyeleri ile kompleks
olusturmaktadir (Yoda vd., 2010). Hangi dizinin (5p veya 3p) protein ile kompleks
olusturmasi, 5' uclarindaki termodinamik stabiliteye baglidir. Genel olarak daha diistik 5'
stabiliteye veya 5' urasile sahip dizi AGO ile kompleks olusturmakta ve kilavuz iplik olarak
kabul edilmektedir. Komplekse katilmayan dizi, tamamlayicilik derecesine bagli olarak

cesitli mekanizmalara katilabilmektedir (Khvorova vd., 2003).

Mevcut c¢aligmalarda, miRNA'larin mRNA'larinin 3' UTR'sinde spesifik dizilere
baglanarak transkripsiyonu baskiladigi gosterilmistir (Huntzinger ve Izaurralde, 2011).
Temel olarak miRNA’lar, mRNA deadenilasyonu ve decapping'ini indiikleyerek etki
gostermektedir. 5' UTR ve ekzon bolgeleri de dahil olmak tizere diger mRNA bolgeleri de
miRNA’lar i¢in baglanma bdolgesi olabilmektedir (Xu vd., 2014). miRNA'larin 5' UTR ve
ekzona baglanmasi, gen ekspresyonu tizerinde azaltici etkiler gosterirken, promotor bolgesi

ile miRNA etkilesiminin transkripsiyonu arttirdigr bildirilmistir (Zhang vd., 2018; Dharap
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vd., 2013).

2.7.3. mikroRNA Kaynakh Susturma Kompleksi (miRISC)

Minimal miRNA ile indiiklenen susturma kompleksi (miRISC), kilavuz miRNA
dizisi ve AGO'dan olugmaktadir (Kawamata ve Tomari 2010). miRISC'nin hedef 6zgiilliig,
miRNA yanit elemanlar1 (MRE'ler) olarak siniflandirilan hedef mRNA iizerindeki spesifik
dizilerle miRISC kompleksinin etkilesimine dayanmaktadir. MRE nin miRNA dizisini
tamamlama giicli, hedef mRNA'nin AGO2'yve bagli kesilmesi veya miRISC aracili
translasyonel inhibisyon ve hedef mRNA bozunmasini saglamaktadir (Jo vd., 2015).

Hayvan hiicrelerinde miRNA-MRE etkilesimlerinin ¢ogu tam olarak tamamlayici
degildir. Cogu MRE'lerin bolgesi, AGO2 endoniikleaz aktivitesini engelleyen, genellikle
kilavuz miRNA'larin orta bolgesi ile uyumsuz diziler igermektedir. Bu durumda hayvan
miRNA'lar1 hedef bolgeleri ile kismi bir dubleks olusturarak, translasyonel baski ve mRNA
destabilizasyonu yoluyla hedef ekspresyonu diizenlemektedir. Bu baglanma dizisi tohum
bolgesi olarak isimlendirilmektedir ve 2-7 niikleotidden olusmaktadir (Chipman ve

Pasquinelli 2019; O'Brien vd., 2018).
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Sekil 2.4.MikroRNA biyogenezi (Ciebiera vd., 2020).

2.8. Bobrek Dokusu

Bobrekler, karnin arka kisminda vertebral kolonun her iki tarafinda yer alan ¢ift,
fasulye seklindeki bosaltim organidir. Sag bobregin konumu sol bobrekten daha asagida
lokalizdedir (Radi, 2019). Iki bobregin agirhigmmin viicut agirhgmma oram %0,51 ila
%1.,08'idir. Kan akisi ve oksijen tiiketimindeki yiiksek ihtiyag, bobrekleri fiziksel ve
kimyasal hasara kars1 hassas hale getirmektedir (Haschek vd., 2013).

Bobrek, piirlizsiiz fibroz bir kapsiille ¢evrilidir. Renal kapsiilii ¢evreleyen kalin bir
perinefrik yag tabakasi bobregi hasara karsi korumaktadir. Bobrek dokusu 4 ana anatomik
bolgeye sahiptir: yiizeysel korteks, konik mediiller piramitleri olan derin medulla, renal
papilla verenal. Medulla dokusu dis medulla ve i¢ medulla olarak iki alt boliime
ayrilmaktadir. D1s medulla, dis medullanin dis seridi ve dis medullanin i¢ seridi olarak ikiye
ayrilmistir. Dig serit, proksimal tiibiilii, distal tiibiiliin diiz kisimlarini ve toplama kanallarini
icermektedir. I¢ serit ise, inen ince uzuvlari, ¢ikan kalin uzuvlari ve toplama kanallarini
icermektedir. Idrar, bobrekten idrar kesesine iireterler tarafindan tasinmaktadir. Idrar kesesi

idrarin viicuttan disar1 tasimadan once idrar i¢in gegici bir depolama bolgesidir.

Nefron; bobregin hem korteks hem de medulla bélgelerinde bulunan, idrar

tireteminde gorev alan birimi olarak tanimlanabilir. Nefronlar, tuzun ve suyun geri
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emiliminden sorumludurlar. Bosaltim sisteminin regiilasyonu metabolizmadaki su, tuz,
glikoz, tire ve diger minerallerin miktarina gore gelismektedir. Bir insan bobregi yaklagik 1
milyon nefron igermektedir. Her bir nefron, glomerulus, Bowman kapsiilii, proksimal tiibiil,
Henle halkast, distal tiibiil ve toplayici tiibiillerden olusmaktadir. Kapiller filtrasyonla olusan
stvi, tiibiillere girmektedir (Sekil 2.5). Bu s1vi daha sonra bobrek i¢inde taginarak idrar olarak

tiibiillerden ayrilmaktadir (Radi, 2019).

Proksimal tubdl
Afferent arteriol

1

Glomerulus\

Bowman kapsili

Efferent erteriol

' Distal
T tabal

‘J’ Toplama kanall

Henle Dénglsi

Sekil 2.5. Nefron yapist (1. Functional Morphology of the Kidneys &Bull; Functions of
Cells and Human Body, n.d.).
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3. MATERYAL YONTEM

Calismanin deneysel kisimlari Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip ve Cerrahi
Arastirma Merkezi (TICAM) ve Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Hiicresel Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirildi. Calisma ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan 860-2/2022 karar numarasi ile onaylanmis ve etik kurul raporu Ek
Aciklama'da yer almigstir.

3.1.Deney Hayvanlari

Deneylerde 3-4 aylik, 250-300 gram agirhiginda, 48 adet erkek albino Sprauge
Dawley cinsi sigan kullanildi. Siganlar otomatik ayarlanmis 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik, sabit sicaklik (22+2°C) ve neme (%45-50) sahip odalarda yasatildi. Siganlar, deney
boyunca seffaf polikarbonat kafeslerde, standart pelet sigan yemi ve ¢esme suyu ile beslendi.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Sicanlar rastgele 6 gruba ayrildi (n=8). Gruplar ve yapilan uygulamalar Cizelge
3.1.°de belirtilen sekilde gerceklestirildi.

Cizelge 3.1. Deneysel gruplarin olusturulmasi

Deney gruplan Gruptaki hayvan sayisi

Grup I (Sham grubu, 30 dakika) 8

Grup II (Sham grubu, 45 dakika)

Grup IIT (Sham grubu, 60 dakika)

Grup IV (I/R 30 dakika)

Grup V (I/R 45 dakika)

R[(o0| 0|0 R

Grup VI (I/R 60 dakika)

3.2.1. Grup I (Sham grubu, 30 dakika)

Bu grup deney hayvanlarina anestezi altinda nefrektomi igslemi uyguland: ve 15 giin
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boyunca iyilesmeleri beklendi. Iyilesme sonrasi anestezi altinda median laporotomi yapildi
ve renal arter izole edildi. Antitravmatik vaskiiler klemp takilmadan 30 dakika beklenilerek
ameliyat stresi saglandi. Islem bitince, tek bireylik polikarbon kafeslere alinarak 24 saat
reperfiizyon uygulandi. 24 saat sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlar

tamamlanda.

3.2.2. Grup II (Sham grubu, 45 dakika)

Bu grup deney hayvanlarina anestezi altinda nefrektomi islemi uyguland: ve 15 giin
boyunca iyilesmeleri beklendi. Iyilesme sonrasi anestezi altinda median laporotomi yapildi
ve renal arter izole edildi. Antitravmatik vaskiiler klemp takilmadan 45 dakika beklenilerek
ameliyat stresi saglandi. Islem bitince, tek bireylik polikarbon kafeslere alinarak 24 saat
reperfiizyon uygulandi. 24 saat sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlar

tamamlanda.

3.2.3. Grup III (Sham grubu, 60 dakika)

Bu grup deney hayvanlarina anestezi altinda nefrektomi islemi uyguland: ve 15 giin
boyunca iyilesmeleri beklendi. Iyilesme sonrasi anestezi altinda median laporotomi yapild
ve renal arter izole edildi. Antitravmatik vaskiiler klemp takilmadan 60 dakika beklenilerek
ameliyat stresi saglandi. Islem bitince, tek bireylik polikarbon kafeslere alinarak 24 saat
reperfiizyon uygulandi. 24 saat sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlar

tamamlandi.

3.2.4. Grup 1V (Iskemi/reperfiizyon 30 dakika)

Bu grup deney hayvanlarina anestezi altinda nefrektomi islemi uygulandi ve 15 giin
boyunca iyilesmeleri beklendi. Iyilesme sonrasi anestezi altinda median laporotomi yapildi
ve renal arter izole edildi. Antitravmatik vaskiiler klemp takildi ve 30 dakika beklenilerek
ameliyat stresi saglandi. Islem bitince, tek bireylik polikarbon kafeslere alinarak 24 saat
reperfiizyon uygulandi. 24 saat sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlar

tamamlandi



27

3.2.5. Grup V (iskemi/reperfiizyon 45 dakika)

Bu grup deney hayvanlarina anestezi altinda nefrektomi igslemi uyguland: ve 15 giin
boyunca iyilesmeleri beklendi. Iyilesme sonrasi anestezi altinda median laporotomi yapild
ve renal arter izole edildi. Antitravmatik vaskiiler klemp takildi ve 45 dakika beklenilerek
ameliyat stresi saglandi. Islem bitince, tek bireylik polikarbon kafeslere alinarak 24 saat
reperfiizyon uygulandi. 24 saat sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlar

tamamlandi.

3.2.6. Grup VI (Iskemi/reperfiizyon 60 dakika)

Bu grup deney hayvanlarina anestezi altinda nefrektomi islemi uyguland: ve 15 giin
boyunca iyilesmeleri beklendi. Iyilesme sonrasi anestezi altinda median laporotomi yapild
ve renal arter izole edildi. Antitravmatik vaskiiler klemp takildi ve 30 dakika beklenilerek
ameliyat stresi saglandi. Islem bitince, tek bireylik polikarbon kafeslere alinarak 24 saat
reperfiizyon uygulandi. 24 saat sonunda anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlar

tamamlandi.

3.3.Anestezi ve Cerrahi Islemler

3.3.1. Anestezi Islemi:

Tim cerrahi miidahaleler, steril ortamlarda ve steril cerrahi aletler kullanarak
gerceklestirildi. Deney hayvanlarina, intramiiskiiler olarak, 100 g basina 0.1 cc ketamin
(Keta-Control, Doga Ilag) ve 100 g basina 0.05 cc ksilazin (Rompun %2, Bayer) anestezisi
uygulandi. Eger gerekliyse, si¢anlarin anestezi seviyesini sabit tutmak icin, ketamin/ksilazin
(yar1 doz) uygulamasi tekrarlandi. Ek anestezi dozu uygulanmasinda pedal refleks, palpebral

refleks ve korneal refleks yanitlar1 degerlendirildi.
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3.3.2. Cerrahi Islemler

3.3.2.1. Nefrektomi

Deney hayvanlarina, intramiiskiiler yol ile anestezi uygulandi ve hayvanlarin sag
bobregine islem yapmak icin diseksiyon tablasina postiirlerine gore sabitlendiler. Cerrahi
bolge, %70 etil alkol ile temizlendi ve traglandi. Kiigiik bir kesi yapilarak deri ve kaslar agild1
ve bobrek bulundu (Sekil 3.1.). Nefrektomi yapilmak tizere bobrek askiya alindi (Sekil 3.2.).
Nefrektomi sonrasinda, sivi kaybini engellemek icin karin bogluguna steril serum fizyolojik
verildi ve kas ve deri 2/0 ipek siiturla dikilerek kapatildi. Operasyon tamamlandiktan sonra,
hayvanlar steril polikarbon kafeslere konularak post-operatif bakim odasina alindi ve 15 giin

iyilesmeleri beklendi (Kar vd., 2019).

&

Sekil 3.1. Nefrektomi uygulamasi i¢in sag bobregin izole edilmesi.
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Sekil 3.2. Bobregin siitur ile bogumlanarak viicuttan ayrilmasi.

3.3.2.2.iskemi Reperfiizyon islemi

Iyilesme sonrasi si¢anlara intramiiskiiler enjeksiyonla anestezi uygulandi ve
diseksiyon masasina sirtiistii yerlestirildi. Ameliyat bolgesi %70 etanol ile temizlendi ve trag
edildi. Sol renal artere ulagsmak i¢in median laparotomi yapildi ve Sekil 3.3.'te gosterildigi
gibi antitravma vaskiiler klemp uygulandi. Farkli deney gruplari i¢in iskemi stiresi 30, 45 ve
60 dakika olarak ayarlandi. Iskemi siiresi biter bitmez kan akisimna izin vermek i¢in klemp
cikarildi. Iskemi sirasinda s1vi kaybinin neden oldugu hipovolemik etkiyi ortadan kaldirmak
icin karin bosluguna steril fizyolojik serum verildi. Kas ve cilt kesi yerini kapatmak i¢in kesi
bolgesi 2/0 ipek iplik kullanilarak dikildi. Reperfiizyondan 24 saat sonra hayvanlar anestezi
ile sakrifiye edilerek ve diseksiyonlar1 gergeklestirildi.
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Sekil 3.3. a) Cerrahi bolgenin hazirlanmasi ve sterilize edilmesi. b) Bobrek dokusunda

iskeminin gerceklesmesi.

3.3.2.3. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Doku ve kan ornekleri, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Arastirma Merkezinde, etik kurallar dahilinde, deney hayvanlarindan cerrahi operasyon
sirasinda kalpten letal dozda kan alimi yapilarak 6tenazi islemi (eksanguinasyon) yapilarak
elde edildi (sekil 3.4.). Elde edilen serum, plazma ve doku 6rnekleri analiz yapilana kadar -
80°C’de saklandi.
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Sekil 3.4. Kalpten letal dozda kan alim1 yapilarak 6tenazi isleminin yapilmasi

3.4.Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Dokudan ve Serumdan Demir Iyon Tayini

Renal /R modeli uyguladigimiz sicanlarin bobrek dokularinda gerceklesen demir
iyon konsantrasyon degisimini analiz edebilmek amaciyla demir iyon seviyeleri 6l¢iildi.
Anestezi altinda 6tenazi islemi yapilarak alinan kan ornekleri jelli tiipe alinarak 3000
rpm’de, 10 dakika santrifiij (MSE MISTRAL 2000) edilerek serum elde edildi. Calismada
alinan bobrek dokularinin esit miktarda ve ayni bolgeden almasina dikkat ederek eppendorf
tiiplere konularak -80°C’lik dondurucuya kaldirildi. Doku 6rneklerinin homojenat haline
getirilmesi i¢in 2 ayr tiipe 30-40 mg bobrek dokusu hassas terazide (Sartorius CP224S)
tartilarak eppendorf tiiplere aktarildi. Demir tayini yapilacak orneklerin bulundugu tiipe 1
mL distile su eklenerek homojenizatérde tamamen parcalandi. Tiipler, 10.000 g’de 10 dakika

santrifiij (Eppendrof Centrifuge 5810 R) edildi, siipernatant yeni bir tiipe aktarilarak
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kullanima hazir hale getirildi.

Demir iyonu tayini yapmak igin ticari kit Elabscience, Ferrous Ion Colorimetric
Assay kiti, Katalog no: E-BC-K304-S) kullanildi. Bu kit, asidik kosullar altinda ferrik
iyonlarin tasiyici proteinlerden ayrilmasini saglamakta ve ferro demir iyonlarina
doniistiirmektedir. Ardindan bipiridin molekiilii demir iyonlar: ile baglanarak pembe renkli
bir kompleks olusturmaktadir. Ornekler 96 kuyucuklu kiiltiir kabina konularak 520 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Kromojenik soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 1 tiip reaktif
2, 50 mL reaktif 3 i¢cinde ¢ozdiirtilerek kullanilana kadar +4°C derecede saklandi. 100 mg/L
standart ¢alisma sollisyonun hazirlanmasi i¢in 1 tiip reaktif 1, 20 mL deiyonize suda
cozdirildi. 2 mg/L stok ¢ozelti i¢in 6ncesinde hazirlanan standart ¢alisma soliisyonu,

deiyonize su ile 1:49 oraninda diliie edilerek kullanilana kadar +4°C derecede saklandi.

2 mL’lik tiip igerisine 500 pL standart ve ornekler konuldu. Blank (kor) i¢cin 500 pL.
deiyonize su konuldu. Standart, blank ve 6rneklerin tizerine 1,5 mL kromojenik soliisyon
eklendi. Orneklerin bulundugu tiipler 100°C’taki su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi.
Blank ve standart tiipleri igin inkiibasyon islemi uygulanmadi. Inkiibasyon sonrasi tiipler
akan su altinda sogutuldu ve 2.300 g’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tiipte
olusan siipernatantlar 96 kuyucuklu kiltiir kabina aktarildi. Blank ve standartlar da
eklendikten sonra spektrofotometrik elisa okuyucuda (BioTek Powerwave XS) 520 nm’de

6l¢tim yapildi.

3.4.2. Serumdan Total Antioksidatif Diizey (TAS) Tayini

Serbest radikaller, viicudumuzdaki besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye
dontistiirtilmesi sirasinda olusan metabolik yan tirlinlerdir. Serbest radikaller (reaktif oksijen
tiirleri) kararsiz haldedir ve kararli hale gelmek i¢in hiicrelere saldirip zarar verirler.
Antioksidanlar, hiicreleri hasardan korumak i¢in serbest radikalleri notralize eder. Serbest
radikaller ve antioksidanlar dengede olmalidir, bu nedenle antioksidanlar serbest radikalleri
notralize eder. Antioksidan diizeyine karsilik serbest radikal diizeyi artarsa oksidatif hasar

meydana gelir ve bu duruma oksidatif stres denir.

Serumda olusan total antioksisan diizeyi Total Antioxidant Status (TAS) 6l¢timii Rel
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Assay Diagnostics marka TAS 6l¢tim kiti (Katalog no: AK21123A) kullanilarak belirlendi.
Absorbans okumast BioTek Powerwave XS marka spektrofotometrik elisa okuyucu
cihazinda 630 nm’de 6l¢iidii. Elde edilen veriler, kitin 6nerdigi formiilasyon ile hesaplandi.

Sonuglar mmol/L olarak elde edildi.

3.4.3. Serumdan Total Oksidatif Stres Diizeyi (TOS) Tayini

Serumda Total Oxidant Status (TOS) 6l¢timii Rel Assay Diagnostics marka TOS
ol¢tim kiti (Katalog no: AK211360) ile yapildi. Absorbans okumasi BioTek Powerwave XS
marka spektrofotometrik elisa okuyucu cihazinda 530 nm’de 6l¢lidii. Elde edilen veriler,

kitin 6nerdigi formiilasyon ile hesaplandi. Sonuglar pmol/L olarak elde edildi.

3.4.4. Dokudan Total Protein Diizeyi Tayini

Dokudan Total Protein diizeylerinin 6l¢timii Thermo Scientific marka Pierce
Coomassie Plus Kiti (Thermo Scientific, Katolog No: 23236) ile yapildi. Olgiimde dokudan
demir tayini i¢in kullanilan doku homojenatlar1 kullanildi. Absorbans okumasi BioTek
Powerwave XS marka spektrofotometrik elisa okuyucu cihazinda 660 nm’de yapildi. Veriler

4 parametreli lojistik regresyon kullanilarak hesaplandi. Sonuclar pg/mL olarak elde edildi.

3.5. Molekiiler Analizler

3.5.1. Total RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

RNA izolasyonu i¢in (A.B.T. RNA Izolasyon Kiti, Katalog no: 102-01-05) ticari kiti
kullanildi. Anestezi altinda 6tenazi isleminden sonra deney hayvanlarindan alinan bobrek
dokulart 30-40 mg tartilarak eppendorf tiiplere alindi. Orneklerin iizerine 500 pL
ekstraksiyon tamponu ve 10 pl. 2-merkaptoetanol eklendi ve homojenizatérde tamamen
homojenize edildi. Ornekler 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan iizerine 60
uL Buffer P eklendi. Tiiplerin tizerine 520 uL fenol eklendi, pipeteaj ile karistirildi ve 3
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan tiiplere 150 pL kloroform eklendi ve iyice
karistirlldi. Tipler +4°C 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz

ependorflara alinarak tizerine 900 uL etanol eklendi, pipetaj yapilarak iyice karistirildi ve
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spin kolonlara aktarildi. 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Spin kolondaki kirlilikleri
uzaklagtirmak amaciyla 700 pL. Wash 1 soliisyonu spin kolona eklendi ve 12.000 g’de 30
saniye santrifiij edildi. Ardindan 500 pL. Wash 2 soliisyonu eklenerek 12.000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi ve bu basamak iki kez tekrarlandi. Spin kolonlar bos bir sekilde 12.000 g’de
30 saniye santrifiij edildi. Kolonlar santrifiij tiiplerine aktarilarak 100 puL eliisyon tamponu
eklenerek 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Izole edilen RNA’larin miktar1 nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000,
Katalog no: ND2000CLAPTOP) kullanilarak tayin edildi ve komplementer DNA (cDNA)

sentezi yapilana dek derin dondurucuda -80°C’de saklandu.

3.5.2. c¢DNA Sentezi ve RT-qPCR

cDNA sentezi i¢in ticari kit (A.B.T. cDNA Sentez Kiti, Katalog no: C03-01-05)
kullanildi. Her bir 6rnek i¢in PCR tiiplerine Cizelge 3.1.’de belirtilen hacimlerde soltisyonlar
eklendi. Her bir 6rnek i¢in izole edilen RNA’lar 1000 ng/tiip olacak sekilde soliisyonlarin
tizerine eklendi ve total hacim RNase free su ile 20 pL’ye tamamlandi. Ttiim 6rnekler ¢izelge
3.2.”de belirtilen sekilde inkiibasyona tabii tutuldu. cDNA’lar -20°C*de RT-qPCR asamasina
gegene dek saklanildi.

Cizelge 3.1. cDNA sentezi i¢in kullanilan reaktifler ve hacimleri.

20 pl Ters Transkriptaz Reaksiyonu icin | Hacim
10X Reaction Buffer 2ul
dNTP mix (2.5 mM each) 1uL
RNase Inhibitor (40 U/ul) 2ul
20X dNTP mix (2.5 mM each) 1uL
Random hexamer (50 uM) 0,5uL.
RNase free water 3,5uLl

Cizelge 3.2. Ters Transkriptaz Reaksiyon Kosullari.

RT Adimlarn Sicakhik(°C)| Siire | Dongii
Adim 1 25 10dk 1
Adim 2 37 120dk 1
Adim 3 85 5dk 1
Adim 4 4 ) 1
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Ferroptozun demir yolaginda gorev alan NCOA4, SLC39A8 ve SLC40A1 genleri ile
ferroptozda diizenleyici rol oynayan GPX4 geninin, renal I/R hasar1 sonrasi ekspresyon
durumlarini ortaya koymak amaci ile RT-qPCR c¢alismasi yapildi. Bu ¢alisma icin ticari
Real-Time PCR kit, (A.B.T. 2X RT-qPCR SYBR-Green Master Mix, Katalog no: Q03-02-
01) kullanildi. Hedef se¢ilen genlerin analizleri i¢in referans gen olarak Beta aktin kullanildi.
96 kuyulu PCR plakasina her bir 6rnek ve gen i¢in Cizelge 3.3.a da belirtilen hacimlerde
bilesenler konuldu. PCR cihazina (Thermo Scientific, Applied Biosystems, StepOne Plus
Real-Time PCR, Katalog no: 4376600) plaka yerlestirilerek dongti sicakliklar1 Cizelge

3.3.b’ye gore ayarlandi. Kullanilan genlerin primer dizileri Cizelge 3.3.c’de verilmistir.

Cizelge 3.3.a) Real Time PCR ig¢in kullanilan reaktifler ve hacimleri. b) Real Time PCR

icin kullanilan dongii parametreleri. ¢) Genler ve primer dizileri.

a)
RT-qPCR Reaksiyonu Hacim
2X Sybr Green Master Mix 10uL
Ileri Primer 0,7ulL
Komplement Primer 0,7uL
Rnaz Free Su 6.6uL
cDNA 2ul
Total Hacim 20uL
b)
PCR Basamag) Sicaklik (°C) Siire Dongii
Ik Denatiirasyon 95 5dk 1
Dentiirasyon 95 15s 40
Uzama 60 60s
Melt Curve 65-95 2-5 s/adim 1
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c)
NCOA4 F | TTCACGCAGCAGTTTTCGTC
R|TCCTTGCATCACTGCACCTC
SLC39A8 F | GCTACGTTGGGCTTGCTTTC
R|IAAGGAACATGCCTCCAGCAA
SLC40A1 F | CAGGAAGGATGCTGTGGATCT
R| CAAGAGGAGGCTGTTTCCGT
GPX4 F | TGAACCTGGACGCCAAAGTC
R|GGGTTGAAAGGCTCGGGAAT
. F | AGCAAGAGAGGCATCCTCACC
BETA AKTIN R|IACAGGGATAGCACAGCCTGGA

3.5.3. MikroRNA izolasyonu ve Miktar Tayini

Anestezi altinda 6tenazi isleminden sonra deney hayvanlarimizdan aldigimiz bobrek
doku orneklerindeki sectigimiz spesifik miRNA’larin ekspresyon diizeylerini tespit
edebilmek i¢cin miRNA izolasyon kiti (BioBasic Inc., SanPrep Kolon MicroRNA Kit,
Katalog no: SK8811) kullanildi. Tiim 6rneklerden 25-50 mg bobrek dokusu tartildi ve
eppendorf tiiplere alindi. 1000 pl. miRNA ekstraksiyon soliisyonu ve 10 plL 2-
merkaptoetanol eklenerek homojenizatérde homojenize edildi. Ardindan santrifiij tiiplere 25
uL kloroform eklenerek iyice karismasi saglandi. +4°C’de, 12.000 g’de, 10 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonras1 700 pL iist faz temiz santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 230 pL
%100 etanol eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra drnekler Spin kolon TR’lere aktarildi ve
12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiine inen 870 pL soliisyon temiz santrifiij
tiiptine aktarildi ve tizerine 600 pL %100 etanol eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan Spin
kolon MR’lere aktarildi. Spin kolonlar 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Altta kalan
kisim uzaklastirildi. Kolonlara 500 uL. RPE soliisyonu eklendi ve 12.000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi, altta kalan kisim uzaklastirildi ve bu adim bir kez daha tekrar edildi. Bos
kolon 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Spin kolonlar yeni santrifiij tiiplerine alinarak
tizerlerine 40 ul. RNaz free su eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika daha santrifiij edildi. Izole
edilen miRNA’lar miktar tayini yapilana dek derin dondurucuda -80°C” de saklandi.

Izole edilen miRNA’larin miktar tayini i¢in flurometrik olarak c¢alisan ve
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miRNA’lara spesifik Qubit microRNA Assay Kiti (Katalog no: Q32880) kullanildi. Ol¢iim
cihazi olarak Qubit 3 Florometre (Invitrogen, Katalog no: Q33216) kullanildi. Standart ve
ornekler i¢in ince duvarli 0.5 mL PCR tiipleri kullanildi. Qubit microRNA reaktifi, Qubit
microRNA tamponunda 1:200 oraninda seyreltilerek Qubit ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Standartlar i¢in 190 uL ¢alisma soliisyonu, 10 pL Qubit standard1 eklendi. Ornekler i¢in 198
uL calisma soliisyonu, 2 pl. miRNA eklendi. Tiipler 3-5 saniye vortekslendi ve 2 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilerek Qubit 3 florometre ile 6lgtimleri yapildi.

3.5.4. miRNA c¢DNA sentezi ve RT-qPCR

miRNA’lar 18-24 niikleotitlik yapilar1 sebebiyle PCR uygulamalar1 i¢in uygun bir
yapida degildir. Bu sorunu ¢ozmek i¢in spesifik kitler kullanilarak kisa miRNA’lara
oligoniikleotit kuyruklar1 eklenilmesi gerekmektedir. Bu amagla miRNA’lara spesifik bir
cDNA sentez kiti (Origene, Katalog no: HP100042) kullanildi. Bu kitin ¢alisma prensibi,
miRNA’larin 3 ucuna poliA polimeraz ile kuyruk sentezlenmesi, ardindan ¢apa goérevi
goriip oligo A kuyruguna baglanacak ve devaminda komplement primer i¢in 6zel bir dizi
iceren bir oligo dT baglanip ters transkriptaz enzimi ile ¢cDNA sentezi saglanmasina

dayanmaktadir.

Bu amagla cizelge 3.4.a’da belirtilen hacimlerde bilesenler PCR tiiplerine dagitildi.
Titim tiipler 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardidan tiim tiiplere 1uL “anchor of the oligo dT”
bileseni eklendi ve 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler buz iistiinde
2 dakika inkiibe edildi ve tiip icerisindeki soliisyonlarin tizerine ¢izelge 3.4.b’de belirtilen
bilesenler eklendi. Tiim tiipler 42°C’de 1 saat, ardindan 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek
miRNA’dan cDNA sentez agsamasi tamamlandi. Real Time PCR basamagina gecilene kadar
tiim cDNA o6rnekleri -20°C’de saklandi. miRNA Real Time PCR reaksiyonunda kullanilan

primerler Cizelge 3.4.c’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. a) miRNA poli A kuyrugu sentezi i¢in bilesenler ve hacimleri. b) miRNA
cDNA sentezi i¢in bilesenler ve hacimleri. ¢) miRNA Real Time PCR reaksiyonunda

kullanilan primerler.

a)
Bilesen Hacim
Total RNA 1ila2ug
10X poly A tailing Buffer 1 ul
10 mM ATP 1wl
5 w/ul Poly (A) polymerase 1 ul
H20 10ul'ye tamamlanir
b)
Bilesen Hacim
MMLV buffer 4 ul
H20 S5ul
MMLV 1 ul
c)
mo-miR-106b-5p F TAAAGTGCTGACAGTGCAG
rno-miR-105 F CAAGTGCTCAGATGTCTGTG
rmo-miR-879-5p F AGAGGCTTATAGCTCTAAGC
rno-miR-6332 F CGCAGGGACTGCAAGGAGC
rmo-miR-1839-5p F AAGGTAGATAGAACAGGTCT
rno-miR-409b F AGGGGTTCACCGAGCAACA
5'S rRNA F TCTGATCTCGGAAGCTAAGC
miRNA Reverse Primer |R GAACATGTCTGCGTATCTC

Renal I/R hasari ile indiiklendigini diisiindiigiimiiz ferroptoz demir yolag: ile iliskili
secilen miRNA’larin ekspresyon profili i¢gin RT-qPCR kullanildi. Referans olarak 5'S rRNA
kullanildi. Real Time PCR reaksiyonun gergeklestirilebilmesi igin ticari BlasTaq 2X
MasterMix (Applied Biological Materials Inc., BlasTaq 2X MasterMix, Katalog no: G891)
kullanildi. 96 kuyucuklu PCR plakasina ¢izelge 3.5.a’da belirtilen hacimlerde bilesenler
dagitild1 ve c¢izelge 3.5.b’de belirtilen PCR kondisyonlarinda real time PCR reaksiyonu
gerceklestirildi.
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Cizelge 3.5. a) miRNA’lar i¢cin Real Time PCR i¢in kullanilan reaktifler ve hacimleri. b)

miRNA’lar i¢in Real Time PCR i¢in kullanilan dongii parametreleri

a)
RT-qPCR Reaksiyonu Hacim
2X BlasTaq 2X MasterMix 10uL
Ileri Primer 0,7uL
Komplement Primer 0,7uLL
Rnaz Free Su 6,61l
miRNA cDNA 2ul
Total Hacim 20uLlL
b)
PCR Basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii
Ilk Denatiirasyon 95 5dk 1
Dentiirasyon 95 15s
Uzama 60 60s 40
Melt Curve 65-95 2-5 s/adim 1

3.6. MikroRNA’lar Ferroptozla iliskisinin Hesaplamah Olarak Degerlendirilmesi

TargetScan, miRNA'nin tohum bélgesiyle eslesen korunmus 8mer, 7mer ve 6mer
bolgelerinin varligini arayarak miRNA'larin biyolojik hedeflerini tahmin etmektedir.
TargetScan ile tahminler evrigimli bir sinir ag1 kullanilarak tiim miRNA dizilerine uzatilan
miRNA aracili baskinin biyokimyasal modeli kullanilarak hesaplanan hedeflemenin tahmin
edilen etkinligine gore siralanmaktadir (McGeary vd., 2019). Ferroptozun demir yolaginda
aktif olan genlerin mRNA’larin1 hedefleyen miRNA’lar, TargetScan ile belirlendi. Segilen
miRNA’larin ediciler termodinamik, evrimsel, olasiliksal veya diziye dayali mRNA
hedeflemeleri miRmap yazilimi kullanilarak 0 ila 100 arasinda skorlandi (Vejnar ve
Zdobnov, 2012). 85 ve tistii puan alan miRNA’lar literatiir taramasi i¢in aday belirlendi.
Secilen miRNA’larin literatiirde iliskilendirildigi hastaliklar, hedef mRNA’lar1 ilgili
yayinlart siniflandiran RNADisease 4.0 veri tabaninda 6zgiilliikkleri bakimindan
degerlendirildi (Chen vd., 2023). Aday miRNA’lar arasindan renal iskemi reperfiizyon
modelinde gosterilmemis fakat iskemi reperfiizyon modellerinde veya ferroptozla

iligkilendirilmis miRNA’lar ¢alisma i¢in se¢ildi.
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3.7.Istatiksel Analizler

Elde edilen veriler GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak analiz edilmistir.
Demir tayini i¢in grafikler 30 sham grubuna gore kat artis1 seklinde sunulmugtur. mRNA ve
miRNA ekspresyon diizeyleri igin 2*Ct degeri hesaplanmistir. Tiim verilerin normalligi
Shapiro-Wilk testi uygulanarak kontrol edilmistir. Veriler One-Way ANOV A yontemleriyle
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Post-Hoc analiz i¢in Tukey testi kullanilmistir. Tim
istatistik uygulamalar sonucunda sayisal olarak ortaya g¢ikan degerler karsilastirilarak
gruplar arasindaki farklar *p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 diizeylerinde anlaml1 olarak

kabul edilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Biyokimyasal Analizler

4.1.1. Demir Diizeyi Tayini

Calismamizda ii¢ farkli iskemi siiresine baglh olarak gelisen, I/R hasari ile degisen
demir konsantrasyonu, doku ve serum diizeyinde arastirilmistir. Veriler total protein miktari
ile normalize edilmistir. Veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur. Her bir

deney grubu i¢in 7 deney hayvanindan elde edilen veriler kullanilmgtir.

a)

= N
o o o
| | |

Relatif Doku Demir Diizeyi
=
1
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Sekil 4.1.a) Farkli iskemik siirelere maruz kalan sigan bobrek dokularinin demir diizeyleri.
b) Farkli iskemik stirelere maruz kalan sigan serum 6rneklerinin demir diizeyleri (*p<0,05;

**p <0,01).

Demir seviyelerindeki degisiklik ozellikle ferroptoz gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Calismamizda ilk defa 3 farkli zaman dilimi iceren renal I/R modelinde hem
serum hem de renal doku diizeyindeki demir miktarindaki degisim incelenmistir.
Calismamizda I/R gruplari ile sham gruplan Kkarsilastirildiginda bobrek dokusu ve
serumlarindan yaptigimiz demir tayini analizi sonucunda demir seviyelerinde anlamli
diizeyde bir artis goriilmiistiir (*p<0,05; **p<0,01). Iskemi gruplar1 zamansal olarak
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlemlenmedi (p>0,05) (Sekil
4.1). Elde edilen bulgular, demirin I/R hasarindaki roliinii arastiran ¢alismalarin bulgular ile
tutarlidir. Onceden yapilan bir ¢alismada, yiiksek demir yiikii olan farelerin I/R hasar
sonrast sham grubuna gére daha fazla bébrek hasarina sahip oldugunu bulmustur (Chen vd.,
2016). Baska bir calisma, demir selasyon tedavisinin si¢anlarda I/R hasarina kars1 koruma
saglayabilecegini gosterilmistir (Li vd., 2017). Bu bulgular asir1 demir yiikiintin iskemi-
reperfiizyon hasarinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in bir hedef olabilecegini gostermektedir.

Ayrica reperfiizyon siiresinin degismesinin serum ve doku diizeyinde demir miktarini
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degistirildigi gosterilmistir (Tao vd., 2022). Daha once yapilan renal iskemi reperfiizyon
calismalarinda da bulgularimizla benzer sekilde bobrek dokusu ve serum diizeyinde sham
gruplarina gore anlamli artis goriilmiistiir. Fakat daha 6nceki ¢alismalarda farkli iskemik
stirelerdeki, doku ve serum diizeyindeki degisiklikler arastirilmamistir. Bu nedenle

calismamiz farkli iskemik siirelerdeki demir diizeyindeki degisiklikleri gostermektedir.

4.1.2. Total Oksidatif Diizey (TOS) Tayini

Calismamizda ii¢ farkli iskemi siiresine bagli olarak gelisen, renal I/R hasari ile
serumda degisen total oksidatif diizeyinin tespiti arastirilmistir. Yapilan analiz sonuglarina
gore serum total oksidatif diizeyinin, I/R gruplarinda sham gruplarina gére anlamli bir artis
gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 4.2) (*p<0,05; **p<0,01). Bununla birlikte I/R gruplar
birbiri ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). I/R gruplarinda
toplam oksidatif diizey seviyedeki artisin, I/R sirasinda artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretiminden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Nie vd., 2021). ROS, hiicrelere ve dokulara
zarar verebilen oldukga reaktif molekiillerdir. Normal metabolizma sirasinda hiicreler
tarafindan {retilirler, ancak I/R siirecinde hiicre ve dokular tarafindan iiretimi artmaktadir.
Bu artis, iskemi sirasinda oksijen eksikligi; reperfiizyon sirasinda inflamatuar mediatorlerin
salinmas1 ve notrofillerin aktivasyonu dahil olmak {izere bir¢ok etken tarafindan
tetiklenmektedir. TOS ve TAS, bir dokudaki toplam ROS miktarinin bir 6l¢tisiidiir. Daha
once yapilan ¢aligmalarda serum diizeyindeki artan TOS miktarinin ferroptotik hiicre 6limii
ile baglantili oldugu belirtilmistir (Kar vd., 2023). Ozellikle artan TOS ve diisen TAS
diizeyinin mitokondriye zarar verdigi i¢in ROS hasarini arttirdigi1 ve bu yolla basta ferroptoz

olmak tizere hiicre 6liim mekanizmalarini tetikledigi gosterilmistir (Huang vd., 2022).



44

Total Oksidatif Duzeyi
(TOS) (pmol H202 eq/L)
s
1

& Q‘\\Q' 2 ‘D‘%Q' & Q‘\\Q'
S Ko R
P > &

Sekil 4.2. Farkl1 iskemik siirelere maruz kalan sigan serum 6rneklerinin TOS diizeyleri

(*p<0,05; **p<0,01).

4.1.3. Total Antioksidatif Diizey (TAS) Tayini

Calismamizda ii¢ farkli iskemi siiresine bagl olarak gelisen, renal I/R hasari ile
degisen total antioksidatif diizeyinin analizi yapilmistir. Serumdan yaptigimiz analiz
sonucunda, ¢izelge 4.3’te serum antioksidatif diizey seviyesinde, I/R gruplarinda sham
gruplarina oranla istatiksel olarak anlamli bir azalis tespit edilmistir (*p<0,05). Fakat I/R
gruplar1 kendi icinde kiyaslandiginda anlamli bir farklilik olugmadigini gézlenmigtir
(p>0,05). I/R sirasinda artan ROS diizeyi, viicudun antioksidan savunmasini baskilayarak
oksidatif strese yol agmaktadir. Oksidatif stres, hiicrelere ve dokulara zarar verebilmektedir
ve bu durum kalp hastaligi, fel¢ ve kanser dahil olmak tizere bir dizi hastalikla
iliskilendirilmistir. I/R gruplarinda TAS diizeyindeki azalma 6nceki galigmalarda bildirilen
veriler ile benzerlik gdstermektedir (Huang vd., 2022). Kalpte I/R yaralanmasi olan
siganlarda yapilan bir ¢alismada, TAS diizeyinin reperfiizyondan 24 saat sonra énemli
Olctide azaldig1 bulunmustur (Lucchesi, 2000). Siganlarda yapilan bagka bir ¢alismada ise,
beyinde I/R kosullarinda TAS diizeyinin reperfiizyondan 72 saat sonra énemli 6lgiide
azaldig1 gozlenmistir (Pillai vd., 2009). Bu nedenle dokuda oksidatif hasar olustugu ve

modelin basari ile uygulandigi diisiiniilmektedir. Calismamizdan elde edilen bulgular ile
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daha onceki calismalarin bulgulart ile birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4.3. Farkl1 iskemik siirelere maruz kalan si¢an serum 6rneklerinin TOS diizeyleri.

Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak sunulmustur (*p<0,05; **p <0,01).

4.2.Molekiiler Analizler

4.2.1. SLC40A1, NCOA4, SLC39A8 ve GPX4 Ekspresyon Diizeyleri

SLC40A1, SLC39A8 ve NCOA4 genleri ferroptoz demir yolaginda bulunan ve
gelisiminde rol oynayan genlerdir. SLC40A1 geni ferroptozda rol oynayan bir membran
proteinidir (Tang vd., 2020). Bu protein birincil olarak proksimal tiibiilde ve mediiller renal
tiibiiliinde kismen yer almaktadir. SLC40A1, demirin hiicrelere tasinmasi i¢in énemli bir
proteindir. Demir gerekli bir besindir, ancak yiiksek seviyelerde toksik de olabilir. SLC40A1
ekspresyonu azaldiginda hiicre igindeki demir disariya tasinamaz (Donovan vd., 2005).
Bunun nedeni, azalan SLC40A1 proteini miktar1 ile hiicre disina daha az demir taginmasidir.
Hiicrenin i¢inde biriken fazla demir hiicrelere zarar verebilecek ve hiicre Sliimiine yol
acabilecek serbest radikaller olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girebilme kapasitesine
sahiptir. Bu nedenle SLC40A1 ekspresyonu azaldiginda, hiicreler ferroptoza daha duyarli
hale gelmektedir (Hao vd., 2021).
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Bundan 6nce yapilan ¢alismalarda farkli I/R modellerinde SLC40A1 ekspresyonun
azaldig1 bildirilmektedir. Onceden yapilan bir ¢aligmada kalp I/R modelinde NRF2/FPN1
yolagi incelenmis ve SLC40A1 geninin ekspresyonun diistiigii belirtilmistir (Tian vd.,
2021). Baska bir ¢alismada renal I/R modelinde demir metabolizmasi incelenmis ve
SLC40A1 geninin ekspresyon seviyesinin azaldigi gozlenmistir (Xie vd., 2017)
Calismamizda SLLC40A1 geninin ekspresyonunun anlamli diizeyde azaldigini ve bu
durumun 6nceki ¢alismalarla benzer oldugunu gézlemlenmistir. Calismamizda 30, 45 ve 60
dk’lik iskemik gruplar arasinda SLC40A1 ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.4.). 2016 yilinda yayinlanan bir ¢alismada arastirmacilar,
I/R hasarina maruz kalan si¢anlarmn, sham grubundaki sicanlara kiyasla bobreklerinde
SLC40AT1 ekspresyonunun 6nemli 6l¢tide azaldigini gosterilmistir. Arastirmacilar ayrica,
azalmis SLC40A1 ekspresyonu olan farelerin daha ciddi bobrek hasarina sahip oldugunu

bulmuslardir (Chen vd., 2016).

SLC39AS8; gelisim, doku homeostazi ve bagisiklik sistemi igin 6nemli; iki
degerlilikli metal katyonlar olan ¢inko, manganez ve demirin hiicreden uzaklastirilmasini
saglayan plazma zar1 proteinidir. Bu iyonlar hiicreler icin gerekli elementlerdir, ancak hiicre
icinde yiiksek seviyelerde birikmeleri toksik etkilere neden olmaktadir. SLC39A8 geninin
ifadesi azaldiginda, hiicrelerde daha fazla katyonlar biriktirebilir ve hiicrelere zarar
verebilecek ve hiicre oliimiine yol acabilecek serbest radikaller olusturmak i¢in oksijenle
reaksiyona girebilir. Onceki calismalarda olusturulan iskemi reperfiizyon modellerinde
SLC39A8 geni ile iligkili az miktarda calisma olmakla birlikte, mevcut ¢aligmalarda
SLC39A8 I/R hasarinda geninin ekspresyonun azaldig1 bildirilmistir (Dvoriantchikova vd.,
2022). Calismamizda 30, 45 ve 60 dk’lik I/R gruplarinda sham gruplarina gére anlaml
dizeyde azalis gozlemlenmistir (*p<0,05) (Sekil 4.5.). Fakat iskemi gruplari birbiri ile

karsilagtirildiginda anlamli diizeyde bir degisiklik gézlemlenmemistir.

NCOA4, demir metabolizmasi ve ferroptoz ile ilgili olanlar da dahil olmak tizere
cesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyonel koaktivatordiir. NCOA4
ekspresyonu arttiginda, demir metabolizmasini ve ferroptozu tetikleyen genlerin
ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Bu durum, hiicreleri iskemi-reperfiizyon hasarina
yol agabilen ROS hasarina karsi daha duyarli hale getirmektedir (Chen vd., 2020). 2020'de

yayinlanan bir calismada, renal I/R hasarina maruz kalan si¢anlarin, sham grubuna kiyasla



47

NCOA4 ekspresyonunu onemli Olctide artirdigini gozlenmistir. Ayni calismada, artan
NCOAA4 ekspresyonu olan sicanlarda ciddi bobrek hasarina sahip oldugunu gosterilmistir
(Chen vd., 2020). 2021'de yayinlanan baska bir ¢alismada ise, NCOA4 ekspresyonunun
arttirllmasinin ~ hiicrelerin ~ ferroptoza daha yatkin  hale getirdigi  kesfedilmistir.
Aragtirmacilarin H9¢2 hiicre hattinda gerceklestirdigi in-vitro ¢alismada, siRNA ile NCOA4
ifadesi susturulan hiicrelerin demir ve ROS seviyelerinin azaldigini1 ve hiicre 6liim oranin
diistiigiinii gozlemlemistir (Li vd., 2021). Fare serebral I/R modelinin incelendigi bir
calismada NCOA4 ifadesinin arttigi gozlenmistir. Ayrica artan NCOA4 ifadesinin hiicre
olumiint siddetlendirdigi gosterilmistir (Li vd., 2023). Calismamizda iskemi reperfiizyon
modelinde NCOA4 geninin ekspresyonun istatiksel olarak arttigi gozlenmistir (*p<0,05;
**p<0,01). Bununla beraber iskemi siiresindeki degisikliklerin ekspresyon diizeyinde

anlamli bir degisiklige neden olmadigini gozlemledik (p>0,05) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.4. Farkli iskemik siirelere maruz kalan sican bobrek dokusundaki SLC40A1 mRNA
ekspresyonu. Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (*p<0,05;
**p<0,01)
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Sekil 4.5. Farkli iskemik siirelere maruz kalan si¢can bobrek dokusundaki SLC38A9 mRNA
ekspresyonu. Veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (*p<0.05)
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Sekil 4.6. Farkli iskemik siirelere maruz kalan si¢can bobrek dokusundaki NCOA4 mRNA
ekspresyonu. Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (*p<0,05;

#*p<0,01)
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GPX4, lipid hidroperoksitleri toksik olmayan lipid alkollere dontistiirerek hiicrelerin
ferroptozdan korunmasinda rol oynamaktadir. Sekil 4.7.”de GPX4 ekspresyonu 30, 45 ve 60
dakikalik I/R gruplarinda sham gruplarina gére anlamli diizeyde azalis gostermistir
(*p<0.05). GPX4 ekspresyon seviyesindeki azalis I/R hasarmin incelendigi onceki
calismalar ile benzerlik gostermektedir. Onceki calismalarda renal /R modelinde GPX4
ekspresyon diizeyinin diistiigli belirtilmektedir (Jiang vd., 2020; Ding vd., 2020). Yapilan
bir ¢alismada 2-mercaptoethanol’iin GPX4 ekspresyon diizeyini arttirarak hiicreleri
reperfiizyon hasarindan korudugu gosterilmistir (Moon vd., 2022). GPX4 geninin ifadesinde
gozlenen azalig, renal dokuda ferroptoz baskilayicti mekanizmanin inhibe oldugunu

gostermektedir (Ding vd., 2020).
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Sekil 4.7. Farkli iskemik siirelere maruz kalan sican bobrek dokusundaki GPX4 mRNA
ekspresyonu. Veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (*p<0,05)

4.2.2. rno-miR-105 Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen SLC40A1 ile iliskili rno-miR-
105’in ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak arastirilmistir. Sekil
4.8.a’da SLC40A1 ile rno-miR-105’1n etkilesimi gosterilmektedir. Tiim iskemi gruplarinda
gozle goriiliir diizeyde rno-miR-105 ekspresyonunda azalis goriilmekle birlikte, bu azalisin

istatiksel olarak anlamli diizeyde olmadigini gozlemledik. Literatiirde mir-105 kardiyak
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iskemi reperfiizyon hasari ile iliskilendirilmis ve kardiyak I/R modelinde anlamli diizeyde
mir-105 ekspresyonun azaldigi bildirilmistir. H9¢2 hiicre hattinin kullanildigi in-vitro
modelde, artan mir-105 ekspresyonun ise, hiicreleri I/R hasarina karsi korudugu gézlenmistir
(Shin vd., 2019). Fakat calismamizda renal doku i¢in iskemi reperfiizyon modelinde mir-
105’in ekspresyonun azaldigini gérmekle birlikte, bu azalisin istatiksel olarak anlamli
olmadig1r gozlemlenmistir. Calismamamizda farkli iskemik siirelerde, bobrek dokusunda
rno-miR-105 ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisiklik gézlemlenmistir (p>0,05). Deney
sonuc¢larimizda gézlemledigimizrno-miR-105 ekspresyon diizeyindeki azalmanin SLC40A1
geninin transkripsiyon diizeyinde anlamli bir degisiklige sebep olamayacak diizeyde oldugu

gozlenmektedir (Sekil 4.8).
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a)
Predicted consequential pairing of
target region (top) and miRNA (bottom)
Position 1107-1113 of SLC40A1 3' UTR 5' . ..CCAUGCGUUGCUAGGAGCACUUY. ..
NRRRRN
rno-miR-105 3 UGGUGUCUGUAGACUCGUGAAC
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Sekil 4.8. a) rno-miR-105 ile SCL40A1 mRNA’sinin etkilesim tahmini. Tahmin yazilimi
olarak TargetScan kullanilmistir (McGeary vd., 2019). b) Farkli iskemik stirelere maruz
kalan sigan bobrek dokusundaki rno-miR-105 ekspresyonu. Veriler ortalama + standart

hata (SEM) olarak sunulmustur.

4.2.3. rno-miR879-5p Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda renal I/R hasariyla degisen NCOA4 ile iliskili rno-miR-879-5p’nin
ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak arastirilmistir. Cizelge 4.9°da rno-
miR-879-5p’nin ekspresyon diizeyinin, tiim I/R gruplarinda sham gruplarina gore anlamli

diizeyde azaldig1 gostermistir (*p<0,05).

RNADisease 4.0 ile yapilan literatiir taramasinda diyabet, epilepsi ve serebral arter
enfarktiisiiniin arastirildigr caligmalarda rno-miR879-5p’in ekspresyonunun degisiklik
gosterdigi bildirilmistir (Chen vd., 2023). Insanlarda diyabetik nefropati’nin incelendigi bir

calismada, renal dokuda miR879-5p’in ekspresyon diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (Zhao
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vd., 2021). 2022 yilinda gergeklestirilen ve sicanlarda epilepsi modelinin incelendigi bir
calismada miR879-5p’in ekspresyon diizeyinin beyin dokusunda arttig1 belirlenmistir (Li
vd., 2022) Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada beyin iskemi modelinde miR879-5p
ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir. Bu amagla farelere anestezi altinda 90 dk boyunca
nitrojen-oksijen gazi karisimi (%8 Oz + %92 N») uygulanmistir (Cui ve Yang, 2013). 2021
yilinda yapilan bir ¢alismada, diyabet modelinde rno-miR-879-5p’in ekspresyonun bobrek
dokusunda azaldigi bildirilmistir (Zhao vd., 2021). Deney sonuglarimiz rno-miR-879-5p
ekspresyon diizeyinin I/R hasarinda degistigini gdstermektedir (Sekil 4.9.). miRNA-mRNA
etkilesimi in-slico olarak incelendiginde rno-miR-879-5p NCOA4 mRNA’s1 ile yiiksek
etkilesim gostermektedir. Calismamizda renal I1/R modelinde rno-miR-879-5p
ekspresyonundaki anlamli azalisin, NCOA4 mRNA’ni1 tizerindeki ekspresyon baskilayici
miRNA mekanizmanin etkisini azaldigin1 disiinmekteyiz. Calismamizdan elde edilen
veriler dogrultusunda NCOA4 ekspresyon diizeyindeki atigin, rno-miR-879-5p diizeyindeki
azalis ile translasyonel diizeyde NCOA4 miktarini arttirdigim diisiinmekteyiz. Ozellikle
artan NCOA4 ekspresyonunun, rno-miR-879-5p diizeyindeki azalis ile birlikte /R
modelinde hiicresel diizeye hiicre 6lumiinii ve 6zellikle ferroptotik hasasi indiikledigini
dusiinmekteyiz. Calisgmamizda elde ettigimiz bu sonuglar, renal iskemi reperfiizyon

modelinde rno-miR-879-5p ekspresyon diizeyinde ilk niteligi tasimaktadir.

a)
Links
ENSRNOGO0000019768
mo-miR-879-5p
Target site(s)

7662181 (chr 16}
16885
5' (mRMA) i
AAGCUULIGAACUALUAALAUUAAGC CUCUGAGUUGET
LILTT

CCQAALCUCGALIALIICOGAGA
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Sekil 4.9. a) rno-miR-879-5p ile NCOA4 mRNAsinin etkilesim tahmini. Tahmin yazilimi
olarak miRmap kullanilmistir (Vejnar ve Zdobnov, 2012). b) Farkli iskemik stirelere

maruz kalan sican bobrek dokusundaki rno-miR-879-5p ekspresyonu. Veriler ortalama +

standart hata (SEM) olarak sunulmugtur. (*p<0,05)

4.2.4. rno-miR-6332 Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda renal I/R hasariyla degisen NCOA4 gen ekspresyonu ile iliskili oldugu
ongoriilen mmo-miR-6332 ekspresyonundaki olasi degisimler farkli iskemi siirelerde
arastirllmistir.  Cizelge 4.10.a’da rno-miR-6332°nin  NCOA4 ile etkilesim bolgesi
gosterilmektedir. ~ Tim iskemi gruplarinda gozle goriiliir diizeyde rno-miR-6332
ekspresyonunda azalis gézlenmekle birlikte, bu azalisin istatiksel olarak anlamli diizeyde

olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Literatiirde rno-mir-6332’yi kapsayan nefrotoksisite ve kardiyak hipertrofi modelleri
olmakla birlikte renal iskemi reperfiizyon modelini igeren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda rno-mir-6332 ilk defa renal iskemi reperfiizyon modelinde ekspresyon
diizeyinde incelenmis ve farkli iskemi siirelerinin rno-miR-6332 ekspresyon diizeyinde
degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. Ayrica rno-mir-6332’in NCOA4 mRNA’sina

yiiksek afinite gostermesine ragmen renal I/R modelinde NCOA4 ekspresyon diizeyinde
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anlamli bir etkiye sahip olmadigi belirlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.10.). Farkli ¢caligmalarda
ise sican kardiyak hipertrofi modelinde rno-mir-6332 ekspresyon diizeyinin azaldig:
bildirilmistir (Pala, 2016). Yine sicanlar tizerinde yapilan farkli bir ¢alismada ise kadmiyum
ile tetiklenen bobrek hasarinda mir-6332°nin ekspresyon seviyesinin istatiksel olarak
anlaml diizeyde diistiigii gosterilmistir (Fay vd., 2018). Calismamizda renal I/R modelinde
onceki ¢alismalara benzer sekilde rno-mir-6332 ekspresyonunda azalis goriilmekle birlikte,

bu azalisin istatiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

a)
Predicted consequential pairing of
target region (top) and miRNA (bottom)
Position 34-41 of NCOA4 3' UTR 5' . ..UAGAGUGGAGCAUCUUCCCUGCA. . .
mo-miR-6332 5 MGCCGAGGMCGU(:;]&{L{L{LAHEC
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Sekil 4.10. a) rno-miR-6332 ile NCOA4 mRNA’sinin etkilesim tahmini. Tahmin yazilimi
olarak TargetScan kullanilmistir (McGeary vd., 2019). b) Farkli iskemik siirelere maruz
kalan sican bobrek dokusundaki rno-miR-6332 ekspresyonu. Veriler ortalama + standart

hata (SEM) olarak sunulmustur.
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4.2.5. rno-mir-1839-5p Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen, SLC39A8 ile iliskili rno-mir-
1839-5p’in ekpsresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak incelenmistir. Cizelge
4.11.a)’da SLC39A8 ile iliskili rno-mir-1839-5p’in etkilesim bolgesi gosterilmistir.
Calismamizda renal I/R hasarina bagli rno-mir-1839-5p’in ekspresyon analizinde 45 I/R
grubunun 45 sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde azalis gosterdigi
belirlenmistir (*p<0,05). 30 ve 60 I/R gruplarinda ise Sham gruplarina gére gozle goriiliir
bir diizeyde ekspresyon azalmasi olustugunu gézlemlemekle birlikte, bu azalmanin istatiksel
olarak anlamli olmadigim gézlemlenmistir (p>0,05). 45 I/R grubu ile 30 ve 60 I/R gruplar
arasinda olusan farkin tek yonlii ANOVA testinde istatiksel olarak anlamli olmadigim
gorlilmistiir (p>0,05) (Sekil 4.11.). Bu durumun iskemi siiresinin hiicre hasarini farkl
diizeylerde etkilemesinden ve bazi miRNA’larin hiicre hasarinda farkli zamanlarda
etkinlestiginden dolay1 gelistigi boyle bir durumun ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Bu

nedenle elde ettigimiz bulgular literatiirde ilk niteligi tasitmaktadir.

2020 yilinda yapilan bir calismada rno-miR-1839-5p ekspresyonun omurilik I/R
modelinde anlamli diizeyde azaldigi gosterilmistir. Fakat calismada iskemi stiresi 90 dk,
reperfiizyon siiresi ise 48 saat olarak belirlenmis olup hem iskemi reperfiizyon siireleri hem
de modelde secilen doku calismamizda kullandigimiz deney protokollerinden farklidir

(Yang vd., 2020).

Ayrica literatiir taramasinda beyin hasari, fibrozis ve fel¢ {iizerine yapilan
calismalarda da miR-1839-5p ekspresyonu incelenmistir. Farelerde olusturulan epilepsi
modelinde, beyin dokusunda miR-1839-5p’nin ekspresyon diizeyinin arttigi belirlenmistir
(Kretschmann vd., 2015). Kronik beyin hasarinin incelendigi bir ¢alismada ise fare
modelinde miR-1839-5p’nin ekspresyon seviyesinin diistiigii gosterilmistir (Meissner vd.,
2016). Sigan serebral I/R modelinin incelendigi bir calismada miR-1839-5p’nin ekspresyon
seviyesinin azaldig1 gozlenmistir (Wang vd., 2020). Fakat literatiirde renal I/R modelinde
miR-1839-5p’in ekspresyon degisikligini inceleyen bir c¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizdaki bu bulgunun iskemik stire ile degisiklik gosterdigini diistinmekteyiz.
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a)
Predicted consequential pairing of target
region (top) and miRNA (bottom)
Position 1117-1123 of SLC39A8 3' UTR G . . . UACUGUGCUUAUUUUUCUACCUU. . .
rno-miR-1839-5p S GUUCUGGACAAGAULé!IAlljé(liLA
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Sekil 4.11. a) rno-miR-1839-5p ile SLC39A8 mRNA’sinin etkilesim tahmini. Tahmin
yazilimi olarak TargetScan kullanilmistir (McGeary vd., 2019). b) Farkl1 iskemik siirelere
maruz kalan sican bobrek dokusundaki rno-miR-1839-5p ekspresyonu. Veriler ortalama +

standart hata (SEM) olarak sunulmustur. (*p<0,05)

4.2.6. rno-mir-409b Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen, SLC39AS8 ile iliskili rno-miR-
409b’in ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak incelenmistir. Cizelge
4.12.a)’da  SLC39A8 ile iligkili rno-miR-409b’in etkilesim bolgesi gosterilmistir.
Calismamizda renal I/R hasarina bagli rno-miR-409b’in ekspresyon analizinde tiim gruplar
arasinda istatiksel diizeyde bir anlamlilik olmadigini tespit edilmistir (p>0,05) (Sekil 4.12.).

Bu bulgular 1s131nda rno-miR-409b’in renal I/R hasarinda rol almadig1 goriilmektedir.
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Daha oOnceden yapilan ¢aligmalarda miR-409b ekspresyon diizeyi nadir olarak
arastirilmistir. 2020 yilinda kronik sinir agrisi tizerine yapilan bir ¢alismada miR-409b
ekspresyon diizeyinin azaldigi belirlenmistir (Sosanya vd., 2020). Calismamiz ile rno-miR-

409b’in renal I/R modelinde ekspresyon diizeyinin degismedigi calismamizla ilk defa

gosterilmistir.
a)
Predicted consequential pairing of
target region (top) and miRNA
(bottom)
Position 551-558 of SLC39A8 3' UTR 5 ...UUCCAGUGCCUUAAUGAACCCCA. ..
|11 [T
rno-miR-409b 38 GCUUACAACGAGCCA-CUUGGGGA
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Sekil 4.12. a) rno-miR-409b ile SLC39A8 mRNA’sinin etkilesim tahmini. Tahmin
yazilimi olarak TargetScan kullanilmistir (McGeary vd., 2019). b) Farkli iskemik siirelere
maruz kalan sican bobrek dokusundaki rno-miR-409b ekspresyonu. Veriler ortalama +

standart hata (SEM) olarak sunulmustur.



58

5.SONUC VE ONERILER

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari, bir organ veya dokuya kan akisinin kesilmesi ve
ardindan eski haline gelmesiyle olusan bir hasar tiirtidiir. I/R hasar1; kalp krizi, felg ve
benzeri kosullarda dogal olarak olusabilir. Iskemi sirasinda, etkilenen organ veya dokudaki
hiicreler, oksijen ve besin eksikligi nedeniyle 6lmeye baslar. Kan akisi geri geldiginde,
hiicreler aniden tekrar oksijene ve besinlere maruz kalir. Maalesef bu durum hiicrelerde daha

fazla hasara ve hiicre 6liimiine yol acan bir dizi olay1 tetiklemektedir.

I/R siirecinde, beyin ve bobrekler dahil olmak iizere bir farkli organda ferroptozun
rol oynadig1 gosterilmistir. Ferroptoz, demire bagimli lipid peroksidasyon tiriinlerinin hizl
birikimi ile karakterize edilen bir hiicre 6liimi seklidir. Kalp krizinden sonra kalp yetmezligi
gelisimi, beyinde inme gelisimi, bobreklerde akut bobrek hasari gelisimi ile

iligkilendirilmistir.

Biyokimyasal analizler sonucunda artan demir miktari ile hiicrelerde ferroptotik
siirecin gelistigini diistinmekteyiz. Ayrica TAS ve TOS analizleri sonucunda renal I/R
modelinde artan oksidatif stres belirlenmistir. Calismamizda renal I/R modelinde, ferroptoz
demir yolaginda gorevli SLC40A1, NCOA4 ve SLC39A8 genleri ile ferroptoz siirecinde
diizenleyici rol oynayan GPX4 geninin mRNA diizeyinde ekspresyon diizeyleri {i¢ farkli
iskemi araligina bagli olarak arastirilmistir. Hiicre disina demir tasimindan sorumlu
SLC40A1 ve hiicre zarinda ¢ift yonlii demir tasinimindan sorumlu SLC39A8 genlerinin
ekspresyon diizeylerinin diismesi; hiicre ig¢inde ferritin ile kompleks olusturarak fenton
reaksiyonun baslatan NCOA1’in ekspresyonun artmasi ferroptoz gelisimine sebep oldugu

gorilmiistiir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), genlerin ekspresyonunu diizenleyen kiiciik, kodlayict
olmayan RNA molekiilleridir. miRNA'larin hiicre 6liimii de dahil olmak tizere ¢esitli
biyolojik stireclerde rol oynadig1 gosterilmistir. Calismamiz sonucunda miRNA’larin farkl
dizeylerde ekspresyon profilleri olusturmalari ana arastirma konumuzu olusturmustur.
NCOA4’iin hedefleyen rno-miR-879-5p’in ekspresyon diizeyinin azalmasmin renal I/R

modelinde hiicre hasarini ve ferroptozu arttirici etki gosterdigini diistinmekteyiz.
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Calismamizda demir diizeyi biyokimyasal olarak arastirilmistir. Calismayi
destekleyecek nitelikte renal dokudaki demir lokalizasyonu ayrica prusya mavisi boyama
metodu araciligiyla da incelenebilir. Bu sayede degisen demir miktar: histolojik olarak
gosterilebilir. Ayrica hemotoksilen eozin boyama metodu ile dokuda olusan iskemik hasar
incelebilir. Hedef genlerin proteinlerini hedefleyen antikorlar ile yapilacak western blot
metodu ile hedef genlerin translasyon diizeyinde kantitatif olarak analiz edilebilir. Ayrica bu
antikorlar ile yapilabilecek immiinohistokimya metodu ile hedef proteinlerin bobrek

dokusundaki lokalizasyonu ve miktari tayin edilebilir.

Calismamizda miRNA’lar ile mRNA’lar arasindaki iligkiyi tahmin modelleri ile
kurmakla birlikte ilerleyen ¢alismalarda in vitro modellerde miRNA-mRNA etkilesimlerine
yonelik daha gii¢lii kanitlar elde edinilebilir. Bu amagla se¢ilen miRNA’larin susturuldugu
ve asirt eksprese edildigi modeller olusturularak hedef mRNA ve proteinin diizeyleri ile
fonksiyonlarindaki degisiklikler analiz edilebilir. Ayrica RNA immiinopresipitasyon (RIP)
metodu kullanilarak miRNA-mRNA etkilesimi ile ilgili giiglii kanitlar elde edilebilir.

Calismamizda ilk defa farkli iskemi siirelerine bagli olarak olusturulan renal I/R
modelinde ferroptozun demir yolagi ile iligkili SLC40A1, SLC39A8 ve NCOA4
mRNA’larin1 hedefleyen rno-miR-105, rno-miR-879-5p, rno-miR-6332, rno-miR-1839-5p
ve rmo-miR-409b’1in ekspresyonlari incelenmistir. Calismamiz bu yonii ile 6rnek bir model

olusturmustur.
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