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OZET

Iskemi, herhangi bir faktore bagl olarak, doku ve organlara olan kan akismin
kismen veya tamamen kesilmesi durumu olarak tanimlanmaktadir. Doku ve organlara
tekrar kan akis1 saglanmasi reperfiizyon olarak ifade edilmektedir. Iskemi durumunda
dokular oksijenden yoksun kaldiklarindan dolayr hasar durumu meydana gelmektedir,
reperflizyon siirecinde, iskemide meydana gelen hiicresel hasar genislemektedir. Bu
siirecte gelisen hasar iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak tammlanmaktadir. I/R
hasarinin indiikledigi hiicre 6liim ¢esitlerinden birisi de ferroptozdur. Ferroptotik hiicre
olimi siirecinde hiicrede gelisen hasarda mikroRNA (miRNA)’larin da rol aldigini
gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. miRNA’lar baglandiklar1 geni baskilayarak veya

yikima ugratarak hiicre 6liimiinii diizenleyebilmektedir.

Bu amagla ¢aligmamizda, 48 adet Sprague Dawley cinsi erkek albino siganlar 6
gruba ayrildi. I/R gruplarinda, sol bobrege 30, 45, 60 dakika iskemi, 24 saat reperfiizyon;
sham gruplarina cerrahi stres prosediirii ve 24 saat iyilesme siiresi saglandi. Bu siire
sonunda anestezi altinda bobrek dokusu ve kan Ornekleri toplanarak analizler
gerceklestirildi. I/R hasar1 sonucu hiicrelerde gelisen ROS seviyesi ELISA metodu ile
ALOX15, ACSL4 mRNA, miR497, miR3584, miR106b ve miR92a2’nin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler ise kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qPCR) yontemi ile
arastirildi. Dokuda I/R hasarina ve iskemi siiresine bagl olarak meydana gelen morfolojik

degisiklikler TEM ile incelendi.

ROS diizeyi tayini sonucunda tiim I/R gruplarinda, sham gruplarina gére artis tespit
edildi. Bobrek dokusundan TEM goriintiilerinde iskemi siiresine bagli olarak degisen
siddette morfolojik degisiklikler gozlendi. ACSL4 ve ALOXI15 mRNA ekspresyon
diizeyleri tiim I/R gruplarinda anlamli artis gdstermistir. miR497 ve miR92a2’nin
ekspresyon diizeyi tiim zaman araliklarinda I/R gruplarinda anlamli azalma gostermistir.
miR106b’nin 30 dakika I/R grubunda sham grubuna gére anlamli azalma goriilmiistiir.

miR3584’{in ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Renal iskemi reperfiizyon, Ferroptozis, MikroRNA, Reaktif

oksijen tiirleri
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SUMMARY

Ischemia is defined as partial or complete cessation of blood flow to tissues and
organs, depending on any factor. Restoring blood flow to tissues and organs is expressed as
reperfusion. In the case of ischemia, damage occurs because the tissues are deprived of
oxygen, during the reperfusion process, the cellular damage that occurs in ischemia
expands. The damage that develops in this process is defined as ischemia/reperfusion (I/R)
injury. Ferroptosis is one of the types of cell death induced by I/R damage. There are
studies showing that microRNAs (miRNAs) also play a role in the damage that develops in
the cell during the ferroptotic cell death process. miRNAs can regulate cell death by
suppressing or destroying the gene to which they bind.

For this purpose, 48 Sprague Dawley male albino rats were divided into 6 groups in
our study. In I/R groups, 30, 45, 60 minutes ischemia, 24 hours reperfusion to the left
kidney; The sham groups were provided with a surgical stress procedure and a 24-hour
recovery period. At the end of this period, kidney tissue and blood samples were collected
and analyzed under anesthesia. The level of ROS in cells as a result of I/R damage was
investigated by ELISA method, and changes in expression levels of ALOX15, ACSL4
mRNA, miR497, miR3584, miR106b and miR92a2 were investigated by quantitative real-
time PCR (qPCR) method. Morphological changes in the tissue due to I/R damage and

ischemia duration were examined by TEM.

As a result of the ROS level determination, an increase was detected in all I/R groups
compared to the sham groups. In TEM images of kidney tissue, morphological changes of
varying severity were observed depending on the ischemia duration. ACSL4 and ALOX15
mRNA expression levels were significantly increased in all I/R groups. The expression
level of miR497 and miR92a2 showed a significant decrease in I/R groups at all time
intervals. A significant decrease was observed in the 30-minute I/R group of miR106b
compared to the sham group. No significant changes were observed in the expression

levels of miR3584.

Keywords: Renal ischemia reperfusion, Ferroptosis, MicroRNA, Reactive oxygen species
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BID BH3 etkilesim alanl1 6liim agonisti

RIP Reseptor etkilesimli protein

RHIM RIP homotipik etkilesim motifleri

IP Inositol fosfat

MLKL Karisik kinaz benzeri protein

PIP Fosfotidilinositol fosfat

KFERQ Lizin, fenilalanin, glutamik asit, arjinin ve glutamin amino asit dizisi
HSC Is1 sok proteini

Lamp-2 Lizozomla iliskili membran proteini 2

ULK Unc51 benzeri kinaz

Atg Otofaji iliskili protein

FAK Fokal adezyon kinaz

FIP200 FAK etkilesimli protein 200

ACSL4 Asil-coA sentetaz uzun zincirli aile tliyesi 4

GSH Glutatyon

Sistem xc- Sistin glutamat antiporter

Fe?* Ferrus iyon

p53 Tiimor proteini 53

ARNTL Aril hidrokarbon reseptorii niikleer translokator benzeri proteinl

DAMP Hasarla iliskili molekiiler model
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZIiNi (devam)

Cys2 Sistein

IREB2 Demire duyarli element baglayici protein 2
ACSF2 Asil coA sentetaz ailesi liyesi 2
VDAC Voltaja bagimli anyon kanali

RSL Ras secici oldiirticii

BSO Butiyoninsiilfoksimin

Fe** Ferrik iyon

TRF Transferrin reseptorii

STEAP3 Alt1 transmembran prostat antijeni 3
DMT1 iki degerlikli metal tasiyici

PUFA Coklu doymamis yag asitleri
ALOX15 Aragidonat lipoksioksigenaz 15
NRF2 Niikleer faktor eritroid 2

Keapl Kelch benzeri ECH iliskili protein 1
ARE Antioksidan yanit elemani

mRNA Haberci RNA

miRNA Mikro RNA

RNA Riboniikleik asit

UTR Kodlamayan bolge

TRBP TAR RNA baglayici protein

PACT PKR protein aktivatori

RISC RNA kaynakli susturma kompleksi
TEM Gegirimli elektron mikroskobu

PBS Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

OsO4 Osmium tetroksit

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

qPCR Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
cDNA Komplementer DNA

GER Graniillii endoplazmik retikulum
UPR Katlanmamis protein cevabi

PE Fosfatidiletanolamin
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1.GIRIS VE AMAC

Iskemi bir organa giden kan akismin cesitli faktdrler nedeniyle azalmasi veya
kesilmesi durumu olarak tanimlanmaktadir. Reperfiizyon siireci ise organa olan kan
akisinin ve oksijenlenmenin tekrar saglanmasi olarak ifade edilmektedir (Kar vd., 2019).
Iskemi siirecinde oksijenden yoksun kalan dokularda hasar ve birbirini izleyen kimyasal
siirecler sonucu hiicre 6liimii meydana gelebilmektedir. iskemi siirecinde gelisen ve
reperfiizyon saglanmasi ile genisleyen bu hasar iskemi/reperfiizyon hasar1i olarak

belirtilmistir. (Ozcan vd., 2015).

Iskemik durumda endoplazmik retikulum tarafindan kalsiyum geri alim
siirlandigindan hiicre i¢i kalsiyum artis1 goriilmektedir. Artan sitozolik kalsiyum ile
mitokondride kalsiyum artis1 gergeklesmektedir. Buna bagli olarak mitokondriyal sisme ve
mitokondriyal ge¢is gozeneklerinde (mPTP) genisleme meydana gelmektedir. mPTP’lerin
genislemesi pro-apoptotik yapilarin sitoplazmaya salinmasina neden olmaktadir. Bunu yani
sira elektrokimyasal gradientin kaybina, serbest oksijen radikallerinin salinmasina ve
oksidatif strese neden olmaktadir. Iskemik kosullarda antioksidan savunma sistemi dogru
bir sekilde ¢alisgamamakta ve ortamda serbest radikal seviyesi giderek yiikselmektedir.
Iskemi kosullarinda islevi bozulan mitokondri tarafindan reaktif oksijen tiirii (ROS) iiretimi

belirgin bir sekilde artmaktadir (Dorweiler vd., 2007; Gourdin ve Dubois, 2013).

Ferroptoz hiicrede demir birikimine bagli gelisen lipit peroksidasyonunun neden
oldugu ROS iizerinden gergeklesen bir hiicre dliim ¢esididir (Nirmala ve Lopus, 2020).
Son yillarda I/R hasarmim neden oldugu hiicre 6liim bigimlerinden biri olarak arastirmalari
devam edilmektedir (Lorenzen vd., 2014). MikroRNA’lar kiiciik kodlama yapmayan gen
diizenleyici diziler olarak 1993 yilinda kesfedilmislerdir. Yaklasik 20 niikleotid
uzunlugunda olan miRNA’lar hedef genlerine direkt olarak baglanarak bu genlerin
ifadelerini baskilayabilmekte veya genleri yikima ugratabilmektedir (Almeida vd., 2011).
Ferroptozda gorevli genlerin ekspresyonlarmin miRNA’lar tarafindan diizenlenmesi
iizerine ¢alismalar devam etmektedir. Ancak renal I/R hasarinm indiikledigi ferroptozda
gorevli genlerin miRNA’lar tarafindan diizenlenmesi iizerine ¢aligmalar yeterli seviyede

degildir.
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I/R hasarmin meydana geldigi dokuda karakteristik morfolojik degisiklikler
meydana gelmektedir. Bununla birlikte hiicrelerde gelisen ferroptozun da neden oldugu
baz1 morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Morfolojik olarak ferroptoz, hiicrelerde
mitokondriyal hacmin azalmasi, mitokondriyal kristanin azalmasi veya kaybolmasi, hiicre
zarmin yogunlagmasi ile ayirt edilmektedir. Ancak hiicre zar1 saglam kalirken, c¢ekirdek

normal boyuttadir ve kromatin konsantrasyonu yok olmaktadir (Nirmala ve Lopus, 2020).

Calismamizda siganlarda farkli iskemi siirelerine bagli olarak olusturulan renal I/R
hasarinin indiikledigi ferroptozun neden oldugu morfolojik, biyokimyasal degisikliklerin
arastirilmasi ve ferroptozun lipit yolaginda gorevli genlerden olan ACSL4 ve ALOX15 ile
iliskili miR497, miR3584, miR92a2 ve miR106b’nin ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2.LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Iskemi Reperfiizyon Siireci

Organ ve dokulara ulasan kan akisinin herhangi bir sebebe bagl olarak belirgin bir
sekilde azalmasi veya tamamen kesilmesi durumu ‘iskemi’ olarak ifade edilmektedir.
Iskeminin nedeni kan akisin1 bozan herhangi bir faktdrden kaynaklaniyor olabildigi
bilinmektedir. Vaskiiler tromboz, alic1 veya donér damarda 6nceden var olan bir hastalik,
arteriyel hipertansiyon veya hiper pihtilagsma gibi sistemik problemlerin sonucu olabildigi
bildirilmistir (Kerrigan ve Stotland, 1993). Iskemik durumda olan doku oksijenden yoksun
kalmakta ve bu siirece bagli olarak dokuda hasar veya nekroz olusmaktadir. Doku ve
organlarda iskemi sonrasi kanlanmanin tekrar saglanmasi ‘reperfiizyon’ olarak ifade
edilmektedir ve iskeminin yol acti§1 hasarin genislemesine neden oldugu tespit edilmistir.
Bu hasar durumu genel olarak iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak adlandirilmaktadir
(Ozcan vd., 2015). Iskemik hasar temel olarak oksijenden yoksun hiicre &liimiine
bagliyken, reperfiizyon hem lokal hasar1 artiran hem de sistemik hasara yol agan genis bir
dizi inflamatuvar yamt iiretmektedir (Dorweiler vd., 2007). I/R hasarinin sebep oldugu
lokal ve sistemik etkilerin miyokard enfarktiisii, iskemik inme, dolagim durmasi, akut
bobrek hasari, inme, orak hiicre hastalig1 ve uyku apnesi gibi g¢esitli hastaliklarin morbidite
ve mortalitesine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. I/R hasar1 ayrica organ nakli ve
major cerrahi girisimleri sirasinda oldukca zorluk ¢ikarmaktadir (Ozcan vd., 2015;

Kalogeris vd., 2012; Eltzschig ve Eckle 2011).

2.2. Iskemi Reperfiizyon i¢in Risk Faktorleri

Klinikte goriilen iskemik ataklarin biiyiikk bir kismi tromboembolik veya
aterotrombotik kan akigimi tikayan hastaliklarla goriilmektedir. Baslica risk faktorleri;
ilerleyen yas, cinsiyet ve kalitsal faktorler olarak gosterilmektedir. Bunlarin yaninda; tiitiin
iirtinleri kullanimi, hiperlipidemi, hipertansiyon, fiziksel hareketsizlik, obezite, metabolik
sendrom ve diabetes mellitus baglica risk faktorleri arasinda yer almaktadir ancak bunlarin

kontrol edilebilir ve kritik durumu degistirilebilir bir kategori oldugu bildirilmistir. Akut



4

veya kronik olarak etanol alinmasi da, miyokard enfarktiisii dolayisiyla iskemik inme

riskini arttirici etkiye sahip olmaktadir (Kalogeris vd., 2012).

2.3. Iskemi Reperfiizyon Hasarimin Biyokimyasal Mekanizmasi

Iskemi sirasinda, hiicre pH'inda bir diisiise neden olan anaerobik metabolizma
hakim olmaktadir. Bu hidrojen iyonlar1 birikimini tamponlamak i¢in, sodyum/hidrojen
(Na® /H ) degistirici, fazla hidrojen iyonlari salgilamakta ve bu da biiyiik miktarda
sodyum iyonu akis1 iiretmektedir (Sanada vd., 2011). Iskemi sirasinda, normalde adenozin
trifosfat (ATP) iireten proton degistiren ATP sentazin, bir ATPaz oldugu ve matristen
membranlar arasi1 bosluga proton pompalamak ve mitokondriyal membran potansiyelini
korumak icin ATP tiikettigi ortaya koyulmustur. Mitokondri bu nedenle anaerobik glikoliz
tarafindan tiretilen ATP tiiketim bolgesi haline gelmektedir (Gourdin ve Dubois, 2012).
ATP, adenozin difosfat (ADP) ve adenozin monofosfat (AMP) yoluyla adenozine ve son
olarak hipoksantine indirgenmektedir. Fizyolojik kosullar altinda, hipoksantin, nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) tiiketimi ile ksantin dehidrojenaz enzimi tarafindan ksantine
doniistiirilmektedir. Bununla birlikte, iskemik kosullar altinda, ksantin dehidrojenazin (D-
formu), reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretebilen ksantin oksidaza (O-formu)
konformasyonel bir degisime ugradigi ¢alismalarda gosterilmistir (Dorweiler vd., 2007).
Iskemi durumu endoplazmik retikulum (ER) tarafindan kalsiyumun geri alimini
sinirlamaktadir, boylece hiicrede asir1 kalsiyum yiiklenmesine neden olmaktadir (Kalogeris
vd., 2012). Hiicre i¢i kalsiyum artig1 ile ksantin oksidaza konformasyonel degisiklik
desteklenmektedir (Dorweiler vd., 2007). Iskemik hiicrede yiiksek sitozolik kalsiyum,
mitokondride kalsiyum birikmesine izin vermekle birlikte mitokondriyal sismeyi ve
gecirgenlik gecis gozeneklerinin (mPTP) genislemesini desteklemektedir. mPTP'lerin
acilmasi1 mitokondriyal membran potansiyelini ortadan kaldirmaktadir ve mitokondri igi
proteinler, endoniikleaz G (endoG), kaspazin ikinci mitokondri kaynakli aktivatorii/diisiik
pl ile apoptoz baglayici proteinin dogrudan inhibitérii (Smac/DIABLO) ve apoptozu
indiikleyen proapoptotik bir B hiicreli lenfoma 2 (Bcl2) ailesi iiyesi protein olan, Bcl2
iliskili x proteini (Bax) sitozolden dis mitokondriyal membrana translokasyonunu
baglatmaktadir. Bunun, mitokondriyal sismeye neden oldugu ve sitokrom c'nin efektor
kaspazlar1 aktive etti§i ve apoptozu baslattig1 sitozole gecirgenlik gecis gozeneklerinin
acilmasi yoluyla disa akisi indiikledigi ¢alismalarda gosterilmistir (Gourdin ve Dubois,

2012). Sekil 2.1’de belirtildigi gibi mPTP’lerin agilmas1 proapoptotik yapilarin
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saliverilmesinin yani sira elektrokimyasal gradientin kaybina, serbest oksijen radikallerinin
saliverilmesine de neden olmaktadir ve oksidatif stres meydana gelmektedir (Songur,

2015).
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2.4. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Olusan Reaktif Oksijen Tiirleri

I/R durumunda oksijen metabolizmasimin ¢ok 1iyi diizenlenmis homeostazinda
degisiklikler oldugu ve ortamda olduk¢a reaktif oksijen tlrleri biriktigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Normal sartlarda mitokondride oksijenin %95’1 herhangi bir
serbest ara {irline doniisiim olmaksizin suya (H20) direkt olarak indirgenmektedir. Kalan
%»5’lik kisimda siiperoksit anyon (O2'.) ve hidrojen peroksit (H20:) gibi serbest radikallerin
iiretildigi ve katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPX)
yollar1 ile H20’ya indirgenmektedir. Iskemik kosullarda antioksidan savunma sistemi
dogru bir sekilde calisamamakta ve H»O, seviyesi giderek yiikselmektedir. Buna bagl
olarak hiicresel membranlara ve proteinlere dogrudan zarar veren ve ayrica erken lipit
peroksidasyonunu indiikleyem hidroksil (OH") radikalinin daha fazla iiretilmesine neden
olmaktadir. Iskemi kosullarinda islevi bozulan mitokondri tarafindan ROS iiretimi belirgin

bir sekilde artmaktadir (Dorweiler vd., 2007). Dokuda reperfiizyon sonrasi oksijen seviyesi
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normale donse bile reaktif oksijen tiirlerinin artist devam etmektedir. Proinflamatuar
noétrofiller iskemik hasar1 arttirmak i¢in bu dokulara dogru hareket etmektedir (Kalogeris
vd., 2012). I/R hasarindan baslica sorumlu olan reaktif oksijen tiirlerinin baslica 5 olusum

mekanizmasi oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmistir.

2.4.1. Ksantin oksidaz aracili ROS olusumu

Iskemi sirasinda mitokondriyal ATP iiretimi durur ve mevcut olan ATP de
katabolize olarak sirasiyla ADP, AMP, adenozin, inozin ve son olarak hipoksantin agiga
cikarmaktadir. Mitokondrideki ATP {iretiminin durmasi ve var olan ATP’nin de yikilmasi1
ile olusan enerji kaybi nedeniyle membran {izerinde bulunan enerji bagimli iyon
pompalarinda islev bozuklugu ve hiicre i¢i anaerobik faza gegise yonelim goriilmektedir.
Hiicre i¢i pH, laktat ve hidrojen birikimi nedeniyle diismekte ve asidoz olusmaktadir.
Hiicre iginde artan hidrojen yiikiinii dengelemek igin NA™H" pompasi araciligiyla fazla
hidrojen disar1 pompalanirken sodyum/kalsiyum (Na*Ca*?) pompasi ile i¢ ortama kalsiyum
pompalanmaktadir. Endoplazmik retikulumun da hasarlanmasi ile kalsiyum salinimi
meydana gelmektedir ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artisina katkida
bulunmaktadir. Intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu artisindan dolay1 kalsiyum bagimli
sitozolik proteazlar aktive olmaktadir. Aktive olan proteazlar hipoksantin dehidrogenaz
enzimini ksantin oksidaza ¢evirmektedirler. Reperfiizyon ile dokuya gelen oksijen, ksantin
oksidaz tarafindan oksidaz olarak kullanilmakta ve hipoksantini 6nce ksantine sonra tireik
asite cevirmektedir. Uriin olarak reaktif oksijen tiirlerinden biri olan Ox- olusmaktadir.
Normal fizyolojik sartlarda siiperoksit anyonu SOD aracilifiyla 6nce hidrojen peroksite,
ardindan CAT araciligiyla suya doniismektedir. I/R hasarinda ksantin oksidaz aracili
olusan siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit, antioksidan savunma sistemi saglikli
sekilde isleyis gosteremedigi i¢in ortamdan tam olarak temizlenememektedir. H>O, daha
sonrasinda Fenton ve Haberweiss reaksiyonlar: ile en giiclii radikal olarak kabul edilen
hidroksil radikalini olusturmaktadir. Hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin bu artisi; hiicre
membranindaki lipit yapilarda hasar meydana getirmektedir, intraseliiler proteinlerin yap1
ve fonksiyonlarinda bozulmaya ve deoksiribo niikleik asit (DNA) yapisinda hasara yol

acarak hiicre zedelenmesine neden olmaktadir (Ozcan vd., 2015).



2.4.2. Mitokondriyal elektron tasima zinciri aracili ROS olusumu

Iskemi sirasinda sitokrom c oksijeninin tamamini izl bir sekilde tiiketemediginden
iskeminin erken doneminde ortamdaki oksijen varligindan dolayr mitokondriyel ROS
artabilmektedir. Dokuda devam eden anoksi sirasinda ROS iiretimi durmaktadir bu yiizden
iskemi fazinda reaktif oksijen tiirlerinin iskemik hasara katkisi iskeminin siiresine bagl
olmaktadir. Elektron tasima zincirinde (ETZ) kompleks I iskemi sirasinda konformasyonel
bir degisiklik ile deaktive formuna getirilmistir ve aktivitesi inhibe edilmistir. Bu durumda
hem ileri elektron akisin1 hem de ters elektron akisini inhibe edecegi icin ROS olusumu
bloke olmaktadir. Kompleks II aktivitesi iskemik bozulmalara karsi olduk¢a direng
gosterebilirken kompleks III ve kompleks IV aktivitelerinde azalma goriilmiistiir ancak bu
azalmalar direkt olarak kompleks yapisindaki degisiklikten ¢ok, kardiyolipin azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Iskemik durumda mitokondriden sitokrom ¢ kayb1 ve sitokrom c i¢in
baglanma bdlgeleri barindiran kardiyolipin kaybini da tesvik edebilmektedir. Boylece
paralel bir bi¢imde sitokrom c¢ ve kardiyolipin kaybi1 goriilmektedir. Pro-apoptotik
sinyallesme ve mPTP’lerin acilmasi nedeniyle de sitokrom c kaybi meydana geldigi
diistiniilmektedir. Dokuda reperfiizyon saglandiginda enerji substratlar1 ve oksijen varligi
ortamda artmaya bagladig1 icin oksidatif metabolizma devreye girmekte ve mitokondri
aktivitesi artmaktadir. ETZ de iskemi sirasinda yasanan sitokrom c kaybi, kardiyolipin
azalmas1 ve kompleks degisimleri gibi durumlar reperfiizyon sirasinda daha siddetli bir
sekilde devam edebilmektedir. ETZ'ye zarar verdiginden veya diisik ATP talebi
nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) birikmesine neden oldugunda %O: olusum
orani arttig1 i¢in, ETZ komplekslerinin azaltilmasi, elektronlarin %0 'ini olusturmak i¢in
ETZ' den bir sekilde iletilmeleri olasiligini arttirmaktadir ve boylece reperfiizyon sirasinda
stirekli olarak artan ve ETZ ile ilgili ROS iiretimi hakkinda bir agiklama saglanmaktadir.
Kompleks I’in reperfiizyon siirecinde reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi i¢in bir merkez
oldugu diisiiniilmektedir. Bunun nedeni kompleks I’in segici farmakolojik engellemesi
olarak One siiriilmiistiir. Kompleks III’de belirli bir miktarda ROS {iiretimi goriilmektedir.
Kardiyolipin, ETZ’de Kompleks I/III/IV aktivitesini siirdiirmek i¢in gerekli oldugundan,
ROS kaynakli kardiyolipin kaybi, bozulmus ETZ aktivitesine ve ROS olusumuna katkida
bulunmakta ve bu nedenle ROS'un kendi iiretimini giiclendirdigi bir mekanizmay1 temsil
edebilmektedir. Sitokrom c’nin i¢ mitokondri membraniyla etkilesiminin bozulmasi ile

kompleks IV’ten 6nceki ETZ’de indirgenmis ve oksitlenmis bilesen sayisi artigina neden
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olmustur. Bu durumun reperfiizyon sirasindan mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin
artisgina neden oldugu disiliniilmektedir (Bugger ve Pfeil 2020). Yapilan baska bir
aragtirmaya gore siiksinat dehidrogenaz (SDH) normal isleyisinin tersi bir sekilde ¢alisarak
fumarat1 siiksinata doniistiirdiigii ve siiksinat birikimine neden oldugu gosterilmistir.
Reperfiizyon fazinda SDH’nin tekrar normal isleyisine donmesiyle siiksinati hizli bir
sekilde fumarata okside ederek, kompleks II’de ki koenzim Q havuzunun hizli bir sekilde
azalmasina ve kompleks I’in flavin mononiikleotid (FMN) bolgesine elektron transferine
neden olmaktadir. FMN bolgesinde ters elektron transfer (RET) aracili ROS {iretimi
artmaktadir (Chouchani vd., 2016).

2.4.3. Monoamin oksidaz aracili ROS olusumu

Monoamin oksidazlar (MAQO) dis mitokondriyel membranda yer alan,
ndrotransmitterlerin ve bazi biyojenik aminlerin oksidatif deaminasyonundan sorumlu bir
flavoenzim olarak tanimlanmaktadir. MAO-A ve MAO-B olmak {izere substrat 6zgiilliigii
ve inhibitdr duyarhligi agisindan farklilik gosteren iki izoformu gosterilmistir. MAO
cogunlukla ndérodejeneratif hastaliklardaki etkileri ile bilinmektedir ancak bunun yani sira
ozellikle MAO-A’nin I/R kaynakli miyokard hasarinda énemli rol oynadig1 gdsterilmistir.
MAO’ya bagli ROS iiretimi i¢in birkag farli yol a¢iklanmstir. in vitro olarak serotoninin
neden oldugu miyosit hipertrofisi MAO bagli ROS artisina sebep olabilmektedir. Ayrica
MAO-A, seramid birikimi ile ROS'a bagli sfingosin kinaz inhibisyonu yoluyla hiicre
apoptozunu tesvik edebilmektedir. MAO-A aracili ROS iiretiminin metalloproteinaz
MMP-2’nin aktivasyonu ile diiz kas hiicrelerinde mitojenik sinyallesmeyi indiikledigi
belirtilmistir (Di Lisa vd., 2009). MAO-A'nin kardiyomiyosit seg¢ici asir1 ekspresyonu
H>0; olusumunu arttirir ve mitokondriyal kusurlar, ATP tiiketilmesi ve mitokondriyal
DNA oksidasyonu ile sonu¢lanmaktadir. HoO> olusumundaki artisin, kalp yetmezligi ve
vaskiiler degisiklikler gibi yaslanmayla iliskili patolojilere katkida bulunabilecegi de
belirtilmistir. Bagka bir ¢alisma, MAO-A tarafindan iiretilen ROS'un, sfingosin kinazin
inhibisyonunu, sfingosin-1-fosfatin (S1P) degradasyonunu ve I/R sirasinda kardiyak

miyositlerde seramid birikimini indiikledigini gosterilmistir (Bugger ve Pheil, 2020).



2.4.4. NADPH oksidaz 4 (NOX4) aracihi ROS olusumu

NADPH oksidazlar (NOX) zara bagli enzimlerin bir ailesi olarak tanimlanmaktadir
ve siiperoksit iiretimi i¢in ortamda yeterli O» bulundugunda alt birimlerini islevsel bir birim
ile birlestirmektedir. Insanlarda 7 izoformu tanimlanmistir, NOX4 mitokondri dis zarinda
bulunmaktadir. Bir arastirmaya gére NOX2 veya NOX4’{in knock-out edildigi farelerde
[/R sonras1 miyokardiyal hasar daha az goriilmiistiir (Bugger ve Pheil, 2020). Bir baska
caligmada oksidatif stres veya DNA hasarina neden olan fiziksel veya kimyasal
maddelerden gelen gerilime normal, Oliimsiiz veya doniistiiriilmiis hiicrelerin maruz
kalmasindan sonra ortaya cikan stres aracili erken yaslanma (SIPS) hiicrelerinde I/R’nin
NOX4’1in ekspresyonunu SIPS i¢in arttirdig: tespit edilmistir. Ayrica NOX4’iin radyasyon

aracili yaslanan hiicrelerde ROS iiretimini tesvik ettigi belirlenmistir (Sakai vd., 2018).

2.4.5. Fagositik ve endotel hiicre aracili ROS olusumu

Iskemi reperfiizyon esnasinda dokuda meydana gelen inflamasyon ile endotel hiicreleri,
makrofaj ve mast hiicreleri tarafindan salinan pro-inflamatuvar mediatorler polimorf
cekirdekli 16kositlerin (PMNL) ilgili bolgeye migrasyon ve adhezyonuna yol agmaktadir.
Yapilan calismalarda beyin, kalp, karaciger, bobrek ve akciger gibi organlarda I/R hasarina
bagl olarak notrofillerin artigt tespit edilmistir. Normal fizyolojik sartlarda makrofaj,
notrofil vb. fagositik 16kositler ROS’un tetikledigi inflamatuvar mediyatorler aracilig ile
aktive olmaktadirlar ve solunumsal patlama olarak adlandirilan mekanizmayla oksidan
mediyatorler {iretmektedirler. Fagositik hiicrelerde inflamatuvar mediyatorler aracili
aktivasyonunda ROS iiretiminden sorumlu baslica enzim NOX olarak gosterilmektedir.
NOX araciligiyla iiretilen siiperoksitler, stiperoksit dismutaz araciligi ile iki farkli sekilde
doniistiiriilmektedir. ilk segenekte dnce hidrojen peroksite ve sonrasinda miyeloperoksidaz
etkisi ile de hipoklordz asite doniistiiriilebilmektedir. Ikinci secenek olarak Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikaline donistiiriilmekte ve ortama salinmaktadir. PMNL
kaynakl1 artan ROS {iretimi, reperfiizyon hasarinda baslica rol oynamaktadir. PMNL’den
ayrica interlokin (IL) 1, IL-6, IL-12, interferon (IFN) y ve tiimor nekroz faktér (TNF) o
gibi sitokin ve kemokinler ile elastaz ve kollejenaz gibi proteazlar salinarak bolgeye daha
fazla inflamatuvar hiicre adhezyonuna ve daha fazla reaktif oksijen tiirii {iretimine yol

agmaktadir (Ozcan vd., 2015).
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2.5. Iskemi/reperfiizyon hasarinda hiicresel stres cesitleri

2.5.1 Oksidatif stres

Metabolik isleyis sirasinda baglica peroksitler (L vd.,2016) ve asir1 miktarda ROS
iiretimiyle antioksidan sisteminin etkinliginde yetersizlik meydana gelmesiyle dokuda
patolojik hiicre hasar1 meydana gelmektedir ve bu durum ‘oksidatif stres’ olarak
adlandirilmaktadir (Bozok vd., 2021). Oksidatif stres iiretimi enzimatik veya enzimatik
olmayan kaynaklardan dolayr meydana gelebilmektedir. Enzimatik kaynaklar arasinda
yaygin olarak NADPH oksidaz sistemi, elektron tagima zinciri ve baglanmamis nitrik oksit
sentaz sistemleri yer almaktadir. Oksidatif stres olusumunda enzimatik olmayan
kaynaklarin daha azmlikta oldugu ve bunlarin igerisinde Ozellikle ekstremite
yaralanmalarinda hemoglobin ve miyoglobin bu grup igerisinde oldugu aktarilmistir (Yu
Wu vd., 2018). Oksidatif stres ¢esitli lokalitelerde iskemi reperflizyon hasar1 dahil bir¢ok
hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Hiicrede asiri iiretilen ROS DNA, RNA
ve lipitler basta olmak iizere tlim hiicresel bilesenlere agir hasar vermektedir (Lin L. vd.,
2016). Yapilan bir calismada siganlarda calisilan serebral iskemi reperfiizyon hasari
nedeniyle sican beyninde olusan ROS elektron spin rezonans (ESR) spektroskopisi ile
saptanmistir (Yamato vd., 2003). Reperfiizyonu takiben asir1 ROS iiretimi mitokondride
baglar ve bu durum mitokondride oksidatif strese yol agmaktadir. Mitokondriyal ROS akut
bir durum olmakla kalmaz reperfiizyon siiresini takiben bir patoloji olusturmaktadir
(Chouchani vd., 2016). ROS iiretimi artisin1 takiben bir dizi hiicresel disfonksiyonlar
meydana gelmekte ve hiicresel yap1 biitliinliigli bozulmaktadir. Normal siiregte antioksidan
sistemi ROS olusumu ve yikimi arasinda denge saglayarak hiicresel yap1 ve isleyisin
devam etmesini saglamaktadir (Bozok vd., 2021). ROS artisindan kaynaklanan oksidatif
strese karst birincil koruma antioksidan enzimleri olan SOD ve H»0:’yi su ve oksijene

parcalayan CAT tarafindan saglanmaktadir (Kryl’skii vd., 2019).

2.5.2. Nitrozatif stres

Nitrozatif strese farkli bir serbest radikal tiirevi olan, eslenmemis elektron igeren ve
merkez atomuna gore adlandirilan reaktif nitrojen tiirleri (RNS) neden olmaktadir.
Nitrozatif streste oksidatif stres gibi igerisinde yasadigimiz oksijen ve nitrojen bakimindan

zengin ortamda metabolizmanin dogal bir yan {irlinii olarak goriilmektedir. RNS’ler yiiksek
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reaktif molekiiller oldugu i¢in niikleik asitler, aminoasitler ve lipitler yiiksek riske sahip
bilesenle olarak bildirilmistir (Gielis vd., 2017). Nitroksil anyonu (NO°) baslica RNS
olarak tanmimlanmistir. NO’dan tiiretilen RNS molekiilleri nitrozatif stres yoluyla I/R
hasarinda rol oynamaktadirlar (Kalogeris vd., 2016). ROS ve RNS molekiilleri arasinda
meydana gelen etkilesimler sonucu prooksidan peroksinitrit gibi gli¢lii reaktif nitrik oksit
tiirleri (RNOS) meydana gelmektedir. RNOS’ler I/R hasarinin boyutunu belirlemede kritik
rol oynamaktadir. I/R siirecinde RNOS’nin zararli etkileri arasinda makromolekiillerin
modifikasyonu ve hasar gérmesi, hasarli doku kapsaminda; endotelyal ya da parankimal
hiicrelerin 6liimiiniin indiiklenmesi, proinflamatuvar mediyatorler iiretiminin ve ortama
salinmasinin indiiklenmesi yer almaktadir (Kalogeris vd., 2012; Kalogeris vd., 2016).
Reaktif nitrojen tiirleri diisilk konsantrasyonlarda hiicreleri pro-apoptotik etkilerden
koruyabilirken, yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicrelerde oksidatif stresin olusumuna
onlemek konusunda kritik role sahip silfidril (-SH) grubu igeren tiyollerin redoks
devrelerinin diizensizlesmesine sebep olmaktadir. RNS’ler hiicre i¢i organellere rahat bir
sekilde ulasabilen ve yiiksek hizda reaksiyona girebilen stabil maddeler olduklarindan
dolayi, hiicre membranlarinda, proteinlerde, mitokondride, endoplazmik retikulumda,
niikleik asitlerde ve enzimlerde geri doniisiimsiiz hasara (Gielis vd., 2017) ve bunun
sonucunda nekroz aracilt hiicre Oliimiine yol agmaktadirlar. RNS’lerin olusturdugu
hiicresel hasar siirecinden hiicre 6liimiine kadar olan olaylar zincirine nitrozatif stres
denmektedir. Baglica reaktif nitrojen tiirleri su sekilde siralanabilmektedir; peroksinitrit
(ONOQO"), nitrojen dioksit (NO2), peroksinitroz asit (HNO3), dinitrojen trioksit (N2O3),
nitroksil (HNO), peroksinitrat (O>2NOQO"), peroksinitrik asit (OoNOOH), nitrozonyum
katyon (NO™), nitrat (NO3"), nitrit (NO2) ve NO™ (Bozok vd., 2021).

2.5.3. Kalsiyum asir1 yiiklemesi

Mitokondri fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde birgok dnemli role sahip bir organel
olarak tamimlanmaktadir. I/R hasarinda ise ROS iiretiminin yani sira apoptoz ve nekroz
gibi hiicre dliim siireclerine de aracilik etmektedir. Iskemi siireci sonucu reperfiizyon
mitokondri i¢ zarinda spesifik olmayan mPTP’lerin agilmasi ve hiicre igine Ca™ akisi
mitokondrinin sigsmesine, membran biitiinligliniin bozulmasma ve ardindan hiicre
nekrozuna ilerleyen bir siirece neden olmaktadir (L vd., 2016). Hiicre i¢i kalsiyum agir1

yiiklenmesi ile kalpain aktive olmaktadir ve Na/K ATP-hidrolazin sitoplazmaya transloke
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olmasina neden olmaktadir. Mitokondri membran biitiinliigiiniin korunabilmesi igin Ca*?
matrixte tutulmasi gerekmektedir. Kalsiyum asir1 yliklenmesi ile mitokondride Kompleks
I’in (NADH-koenzim Q) erken inhibisyonuna neden olan a33 oksidasyonu meydana
gelmektedir. Uzayan iskemi reperfiizyon durumunda Kompleks III ve Kompleks IV de

kalsiyum asir1 yiiklenmesinden olumsuz etkilenmektedir (Kosieradzki ve Rowinski, 2008).
2.6. Iskemi/reperfiizyon hasarmin neden oldugu hiicre 6liim sekilleri

2.6.1. Apoptoz

Hiicre membraninda kabarciklanma, niikleusun parcalanmasi, hiicrenin biiziilmesi
ve kromatinin yogunlagsmasi gibi morfolojik o6zellikler ile karakterize olan apoptoz
kaspazlarin aktivasyonu yoniinden iki farkli yol ile meydana gelebilmektedir (Kalogeris
vd., 2016). Intrinsik ve ekstrinsik sinyal kaskatlar1 apoptozun meydana gelme sekilleri
olarak gosterilmistir. intrinsik yol genellikle hiicre i¢i homeostazin bozulmasi sonucu
meydana gelirken, ekstrinsik yol, oliim reseptorleri araciligiyla hiicre disi yollar ile
meydana gelmektedir (Sauler vd., 2019). Intrinsik yol mitokondriyal dis zar biitiinliigiiniin
bozulmasi sonucu sitozole sitokrom c¢’nin salinmasi ile karakterize edilmektedir. Zar
biitiinliigli bozulmasi ve sitokrom c¢ salinmasi ile apoptozom olusumu aktivasyonu
tetiklenmekte, bu noktadan sonra apoptoza geri doniilemez bir sekilde girildigi kabul
edilmektedir. Sitokrom c’lerin sitozole salinmasi Bcl2 ailesinin proapoptotik proteinleri
(Bax, Bcl2 homolog antagonisti (Bak), apoptozun p53 yukari regiile edilmis modiilatorii
(PUMA)) tarafindan desteklenmektedir. Aktivator proteinlerin dogrudan apoptoz efektor
proteinlerine (Bax, Bak) baglanmasi ile oligomerize olan bu efektdrler mitokondriyal
membranda gdzenekler olusturarak membran biitlinliigiinii bozmaktadir (Bertheloot vd.,
2021). Membran biitiinliigli bozulmasiyla sitokrom ¢, Smac/DIABLO, yiiksek sicaklik
gereksinim faktori A2 (HtrA2) ve endoG dahil olmak {izere proapoptotik faktorlerin
sitozole salinmas1 meydana gelmektedir. Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor
1'1 (APAF1) baglamakta ve meydana gelen apoptozom kompleksi kaspaz-9 ve kaspaz-3’ii
aktive etmektedir (Kalogeris vd., 2016; Bertheloot vd., 2021; Elmore, 2007). Ekstrinsik
apoptoz, 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ile indiiklenmektedir. En iyi karakterize edilen
oliim reseptorti, zara bagli Fas ligand1 (FasL) tarafindan aktive edilebilen Fas hiicre yiizeyi
Olim reseptorii olarak belirtilmistir. Diger o6liim reseptdrleri, sirasiyla Tiimor nekroz

faktori ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ve TNF-a tarafindan aktive edilen
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TNF reseptorii stiper ailesi 10 (TRAILR1-4) ve TNF reseptorii 1'i (TNFR1) i¢cermektedir.
Fas veya TRAILR'nin ligand aktivasyonu ile, reseptoriin sitozolik kuyrugunda
konformasyonel bir degisiklik meydana gelmekte, bdylece Fas ile iliskili 6liim alani
(FADD) ve prokaspaz-8'in aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Kaspaz 8'e verilen tepki
hiicrelere gore degisiklik gostermektedir. Olgun lenfositler gibi bazi hiicrelerde, kaspaz 8'in
aktivasyonu dogrudan cellat kaspazlarin proteolitik aktivasyonuna ve mitokondriden
bagimsiz bir sekilde hiicre 6liimiine yol agarken diger hiicre tiplerinde, apoptoz inhibitdr
proteinlerin  (IAP) varligi, apoptozun dogrudan aktivasyonunu saglamaktadir. Bu
durumlarda kaspaz 8, BH3 etkilesim alanli 6liim agnostini (BID) kesmektedir ve kesik
BID dis mitokondriyal zara gd¢ etmektedir (Sauler vd., 2019). Apoptotik hiicre dliimii I/R
tarafindan indiiklenmektedir ancak bu hiicre Oliim ¢esidi nekrozdan daha az
gozlenmektedir. Bcl2 proteinleri daha fazla eksprese edilirken, bu proteinlerin
translokasyonu ve mitokondriyal zara entegre olmalar1 iskemik hiicrelerle karakterize
edilmektedir. Bcl2 proteinlerinin aktivasyonu sadece iskemi ile saglanmamakla birlikte

reperflizyon ile indiiklenen oksidatif strese de ihtiya¢ duymaktadir (Kalogeris vd., 2016).

2.6.2. Nekroz

Nekroz, genler tarafindan kontrol edilemeyen, kontrolsiiz gelisen bir hiicre 6liim
cesidi olarak tanimlanmaktadir. Gergeklesme sebepleri arasinda yaygin olarak hipoksi
goriilmektedir. Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS iiretimi artmistir, Ca*™? kanallar:
aciktir, ATP tretimi azalmistir ve nonapoptotik proteazlar aktive olmustur (Coskun ve
Ozgiir, 2011). Nekroz hiicre zarmin yirtilmasi ile karakterize edilmis olan bir enflamatuvar
hiicre 6lim sekli olarak karakterize edilmistir. Yiiksek radyasyon, toksik ajanlar,
enfeksiyon, yiiksek basing ve bogulma gibi etken durumlar nekroza neden olabilmektedir.
Hiicre zar1 biitiinliigii bozulmasi ile sitoplazmik bilesenler hiicre disina sizmaktadir.
Apoptozda oldugu gibi sirali bir sinyalizasyon yolu olmadig: ifade edilmistir. ROS vb.
durumlarin neden oldugu DNA zincir kirilmasi sonucu, DNA tamir enzimi olan DNA
polimeraz 1 enziminin asir1 aktivasyonu ve dolayistyla ATP tiiketiminin artig1 (Nirmala ve
Lopus, 2019) ile tetiklenen ATP noksanlifi iyon pompasi yetersizligine yol agmaktadir.
Boylece hiicre sivi alir, organeller siser ve osmotik basing nedeniyle hiicre patlar,
nihayetinde nekroz geligmektedir. Hiicre igeriginin hiicreler arasi bosluga yayilmasi ile

enflamasyon gelismektedir, makrofajlar ile nétrofiller bu bolgeye goc etmekte ve dokuyu
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fagosite etmektedirler (Coskun ve Ozgiir, 2011). Hiicre ici Ca+2 seviyelerindeki artis da
ATP seviyesinde azalmaya neden olacagi i¢in hiicrede nekroz meydana gelebilmektedir
(Nirmala ve Lopus, 2019). Reseptor etkilesimli protein (RIP) kinaz bagimli nekroz
‘nekroptoz’ olarak isimlendirilmistir. Oliim reseptor TNFR1’in ligasyon sonucu
aktivasyonu ile birlikte RIP3, RIP1 ile RIP homotipik etkilesim motifleri (RHIM'ler)
araciligiyla konformasyonel degisiklige ugramakta ve aktive olmaktadir (Green ve Llambi,
2015). RIP1 ve RIP3’iin arasindaki etkilesim ile karisik kinaz benzeri protein (MLKL)
fosforile olmaktadir. Yiiksek oranda fosforlanmis inositol fosfat (IP) 6 wvarliginda,
fosforlanmis MLKL oligomerize olmaktadir ve bdylece nekrozomu olusturmaktadir.
MLKL oligomerleri, plazma zarinda fosfatidilinositol fosfat (PIP) agisindan zengin
bolgelerle yer degistirerek biiylik gdézenekleri olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, MLKL
gozenekleri, iyon akisina, hiicre sigmesine, membran lizizine ve ardindan kontrolsiiz hiicre
ici materyal salinimina izin vererek nekroptotik hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Bertheloot

vd., 2021).

2.6.3. Otofaji

Otofaji genel olarak bir hiicresel hayatta kalma siireci olarak bilinmektedir. Otofajik
hiicre 6limi genellikle hiicre i¢i stresin kontroliiniin saglanamamasi ve bu siirecin
bozulmasi ile gelismektedir. Bu yiizden otofajik hiicre 6liimii, otofajinin eslik ettigi kaspaz
bagimsiz hiicre 6liimii olarak da anilmaktadir (Green ve Llambi, 2015). Otofaji, yanlis
katlanmig proteinleri, hasar gormiis veya yaslanmis organelleri ve mutasyona ugramis
proteinleri, enerji homeostazint korumak adma otofagozom adi verilen ¢ift zarh
vezikiillerde tecrit eden ve sonucta lizozomlarla birleserek tecrit edilmis bilesenlerin
bozulmasina yol acan siki bir sekilde yonetilen bir siliregtir ancak otofajinin
hiperaktivasyonu hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (Onorati vd., 2018). Ug otofaji simifi
belirtilmistir: makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji. Mikrootofaji lizozomal
zarin kendiliginden ice dogru ¢okme hareketi ile sitoplazmik bilesenleri igine aldig1 ve
yikim siirecini baslattigi yol olarak ifade edilmektedir. Saperon aracili otofaji de lizin,
fenilalanin, glutamik asit, arjinin ve glutamin (KFERQ) benzeri bir pentapeptit dizisi
iceren substrat proteinleri ilk olarak sitozolik 1s1 soku proteini (Hsc) 70 ve kokaperonlar
tarafindan taninmaktadir. Daha sonra lizozomla iligkili membran proteini 2 (Lamp-2)’nin

bir izoformu olan transmembran proteini Lamp-2A, lizozom {izerinde bir reseptor gorevi
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gormektedir ve katlanmamis proteinler, multimerik bir translokasyon kompleksi yoluyla
lizozomal liimene iletilerek, yikim siirecine girilmektedir. Makrootofaji diger yollardan
farkl1 olarak otofagozom ara organelini kullanmaktadir. Bir izolasyon zar1 (fogafor),
otofagozomu olusturmak i¢in ¢6ziiniir malzemeler ve organeller dahil olmak iizere
sitoplazmanin kii¢lik bir boliimiinii ayirmaktadir. Otofagozom, lizozomla birlesip bir
otolizozom haline gelerek icindeki malzemeleri bozmaktadir (Mizushima ve Komatsu,
2011). Literatiirde ki mevcut ¢alismalar baz alindiginda, otofaji terimi genel olarak
makrootofaji yolunu ifade ederken kullanilmaktadir (Li vd., 2017). Otofaji siireci 4
basamakta gerceklesmektedir, bunlar; baslatma, ¢ekirdeklenme, olgunlasma ve bozulma
olarak siralanabilmektedir. Baglatma asamasinda; Unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz
1 (ULK1), otofaji iliskili protein (Atg) 13 ve fokal adezyon kinaz (FAK) ailesi kinaz
etkilesimli protein 200 (FIP200) iceren serin/treoninprotein kinaz ULK 1 kompleksi fogafor
olugturmaktadir. Fagoforlarin olusumuyla otofaji baglamaktadir. Cekirdeklenme
asamasinda; ¢ift zarli otofagozomlar Atgl2 konjugasyon sisteminin kontrolii altinda
toplanmaktadir. Bu sistemde, E1 benzeri enzim Atg7 ve E2 benzeri enzim Atgl0, kovalent
olarak konjuge olan Atgl2-Atg5 kompleksinin olusumunu ortaklasa katalize etmektedir.
Sonunda, Atgl2—-Atg5 Atgl6 (L1) kompleksi olusarak dogrudan zarlar1 baglayarak
otofagozomlar1  olusturmaktadir.  Olgunlasma ve bozulma asamasi  birlikte
gerceklesmektedir. Otofagozom, bir otolizozom olusturmak i¢in bir lizozomla kenetlenip
kaynasarak bozulmaktadir. Otofagozomal membran, LC3-PE ile konjuge edilmektedir.
Lizozomla flizyon sirasinda, dis zar Atg4 tarafindan boliinmekte ve geri donistiirtiliirken,
i¢ zarla iliskili LC3-PE, otofagozom sitoplazmik yiikii ile birlikte lizozomal proteazlar
tarafindan pargalanmaktadir, bdylece amino asitler, yag asitleri ve niikleotidler geri

doniistiiriilmektedir (Li vd., 2017; Shimizu vd., 2014).

2.6.4. Ferroptoz

Ferroptoz 2012 yilinda erastin bilesiginin neden oldugu benzersiz bir hiicre §lim
sekli olarak kesfedilmistir (Dixon vd., 2012). Bu hiicre 6liimii sekli, hiicrelerde demirin
birikmesiyle baslamakta ve bu da hidroksil radikallerinin olugsmasina neden olmaktadir.
Boylece plazma zar sistemi xc — (sistin-glutamat antiporter) islevsiz hale gelmektedir.
Sonug olarak, hiicreler antioksidan savunma mekanizmalarmi kaybetmektedirler (Nirmala

ve Lopus, 2019). Ferroptoz, lipit ROS'un o6liimciil seviyelere kadar demire bagimli
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birikmesi ile karakterize edilmistir (Tang vd., 2020). Morfolojik olarak ferroptoz, esas
olarak hiicrelerde mitokondriyal hacmin azalmasi, mitokondriyal kristanin azalmasi veya
kaybolmasi, hiicre zarinin yogunlagmasi ile ayirt edilmektedir. Ancak hiicre zar1 saglam
kalirken, ¢ekirdek normal boyuttadir ve kromatin konsantrasyonu yok olmustur (Sun vd.,
2020; Li vd.,2020). Ferroptoz esas olarak demir homeostazi ve lipid peroksidasyon
metabolizmasindaki genetik degisiklikleri icermektedir. Ferroptoza duyarlilik birgok temel

molekiil tarafindan belirlenebilir;

1. Asil-CoA sentetaz uzun zincirli aile tiyesi 4 (ACSL4), hiicresel lipid bilesimini
sekillendirerek ferroptoz duyarliligini belirlemektedir.

2. Antioksidan glutatyon (GSH) varliginda, GPX 4, lipid peroksidasyonunu
baskilayarak hiicreleri ferroptozdan korumak igin benzersiz bir yetenegi oldugu
ifade edilmistir. Hiicre i¢i GSH tiikkenmesi nedeniyle ortamdaki ROS varliginin
artis1 goriilmektedir ve azalmis GPX4 nedeniyle lipid peroksitler GPX4 katalizli
indirgeme reaksiyonu ile metabolize edilememektedir. Bu nedenle, diisiik bir GPX4
ekspresyon seviyesi, ferroptoza karsi artan bir hassasiyetle iliskili olabilmektedir.

3. Sistem Xc- aktivitesi, ferroptoz uygulamasi i¢in 6nemli olarak ifade edilmistir.
Erastin gibi kiiglik bilesikler, yalnizca sistem Xc-'yi baglamaktadir. Boylece
glutatyon sentezini daha da engelleyen ve ferroptoza duyarliligi artiran sistinin
hiicresel akisin1 engellemektedir.

4. Ferrus iyon (Fe2"), lipitleri Fenton benzeri bir sekilde oksitleyerek biiyiik miktarda
ROS meydana getirerek ferroptozu tesvik etmektedir (Tang vd., 2020; Li vd., 2020;
Sun vd., 2020).

Ferroptoz ¢ogunlukla diger hiicre 6lim ¢esitlerinden farkli genetik, metabolik ve
protein diizenleyicileri, tetikleyicileri ve yiirlitme mekanizmalarini i¢ermektedir
(Hirschhorn ve Stockwell 2019). Ferroptoz bir¢ok tiimor baskilayici genler tarafindan da
indiiklenebilmektedir. Birinci olarak, tiimdr proteini 53 (p53) kanser hiicresi ferroptozunda
¢ift yonlii bir rol oynamaktadir. ikinci olarak, otofajiye bagimli bir yikim yolunun aktive
olmasi1 ferroptozu indiikleyebilmektedir. Otofajiye bagli ferroptoz, aril hidrokarbon
reseptorii niikleer translokator benzeri protein 1 (ARNTL), GPX4 ve lizozoma bagh lipid
damlaciklar1 gibi anti-ferroptoz diizenleyicilerin bozulmasi ile de yiiriitiilebilmektedir.

Ucgiincii olarak ferroptoz, plazma zari hasari ve hasarla iliskili molekiiler modellerin
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(DAMP) salinmast ile iliskilendirilen diizenli gelisen bir nekroz olarak da goriilmektedir.
Dordiince ve son olarak, mitokondri ferroptoz dilizenlenmesinde ©nemli bir yol
oynamaktadir. Omegin; Kompleks I, II, III ve IV sistemlerinde lipit ROS iiretimi azalmasi
ferroptozu inhibe edebilmektedir. Ferroptoz, plazma membrani, mitokondri, endoplazmik
retikulum, golgi ve lizozom gibi farkli organellerde liretilen bir dizi sinyal gerektiren;
demir birikimi, lipid peroksidasyonu ve membran onarimi gibi olduk¢a karmasik ve ¢ok iyi
koordine edilmis bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Dai vd., 2020). Ferroptozda demir
ihtiyaci su orneklerle agiklanmistir; membran gegirgen (6rn. CPX) ve membran gecirimsiz
(6rn. DFO) demir selatdrleri bulundugunda, erastin veya yiiksek konsantrasyonda hiicre
dis1 Glu gibi fizyolojik bir uyaran ile indiiklense bile hiicre ferroptoza siiriiklenmemektedir.
Ayrica erastin veya sistein (Cys2) yoksunlugu ile indiiklenen ferroptoz, transferrin-demir
komplekslerinin hiicre i¢ine alinmasi i¢in gerekli olan transferrin reseptoriinii kodlayan
TFRC geninin genetik olarak susturulmasiyla 6nlenmektedir. Bu sebeplere dayandirilmak
izere ferroptozun gerceklesmesi i¢in demir varliginin gereksinim oldugu gosterilmistir.

(Cao ve Dixon, 2016).

2.6.4.1 Ferroptoz indiikleyicileri

Demir veya mitokondriyal yag asidi metabolizmasini diizenleyen alt1 gen, 6zellikle
erastin kaynakli ferroptoz igin gerekli olmaktadir. Bu genler arasinda; ribozomal protein
L8, demire duyarli element baglayici1 protein 2 (IREB2), ATP sentaz FO kompleksi alt
birim C3, sitrat sentaz, tetratrikopeptit tekrar alan1 35 ve andagil-CoA sentetaz aile {liyesi 2
(ACSF2) bulunmaktadir. Erastinin dogrudan molekiiler hedeflerinden biri mitokondriyal
voltaja bagimli anyon kanali (VDAC) olarak gosterilmistir. Ayrica erastinin, ER stres
yanitinin aktivasyonu ile sistin/glutamat antiporter sistemi Xc— aktivitesini, dogrudan
inhibe ederek GSH seviyesini diisiirme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Bu siirec,
ferroptoz sirasinda ROS birikimini hizlandirabilmektedir. Ras secici Oldiirticii (RSL3),
GPX4'in dogrudan bir inhibitor olarak gosterilmistir. GPX4'e baglandiktan sonra RSL3,
lipid peroksidasyonundan kaynaklanan ROS {iretimini indiiklemek i¢in GPX4'i etkisiz
hale getirmektedir. Erastin ve RSL5 gibi Tip I RSL'ler, ferroptozu indiiklemek i¢in yukar1
akis regilatorlerini (6rn. VDAC ve sistem Xc-) hedefleyebilmektedir. RSL3 gibi Tip II
RSL'ler, asag1 akis regilatorlerini  (6rn. GPX4) inhibe ederek ferroptozu
tetikleyebilmektedir. Butiyoninsiilfoksimin (BSO), azalmig GPX aktivitesi ve artan ROS
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seviyeleri ile GSH sentezini inhibe ederek, Ras mutasyonuna ugramis hiicrelerde
ferroptoza neden olmaktadir. Asetaminofen, GSH tiikenmesine neden olan ve karaciger
hasarim1 artiran bir bilesik olarak tanimlanmaktadir. Nekroz ve apoptoza ek olarak,
asetaminofen, birincil fare hepatositlerinde ferroptozu indiikledigi ifade edilmistir.
Siilfasalazin sistem Xc-‘yi inhibe ederek ferroptozu indiiklemektedir. Ferroptozda
sorafenibin etkisi sistem Xc- inhibisyonu ve ER stresi ile iliskilendirilmistir (Xie vd.,

2016).

2.6.4.2. Ferroptoz mekanizmasi

Sistem Xc-, SLC7A11 (hafif zincir) ve SLC3A2 (agir zincir) alt birimlerinden
olusan heterodimer yapida, disiilfit bagl olan bir Na*? bagimli sistein-glutamat tasiyicis
olarak tanimlanmistir. Hiicre iginde bulunan bir glutamat bu tasiyici sayesinden hiicre
disia tagiirken hiicre disindan bir sistin hiicre igine taginmaktadir ve glutatyon sentezi
icin sistein haline donlismektedir (Celenk, 2021). Sekil 2.2°de belirtildigi iizere GSH,
hiicrelerde diisiik molekiiler agirliga sahip olan giiclii bir antioksidan molekiildiir ve lipit
peroksitleri lipit alkollere ingirgeyen GPX4 tarafindan kullanilmaktadir (Chen vd., 2020).
GSH, GPX'lerin etkisi altinda ROS'u ve reaktif nitrojeni azaltmaktadir. Xc- sisteminin
aktivitesinin inhibe edilmesi, GPX aktivitesinde azalmaya, hiicre antioksidan kapasitesinde
azalmaya, lipid ROS birikimine ve sonug olarak oksidatif hasara ve ferroptoz olusumuna
yol agan sistin emilimini inhibe ederek GSH sentezini etkilemektedir (Li vd., 2020).

Dolasimda transferrine bagl ve ferrik (Fe™) formunda bulunan demir, transferrin
reseptorii 1 (TRF1) araciligiyla hiicre icine alinarak endozomlara yerlesmektedir.
Endozoma yerlesik demir, alti-transmembran prostat antijeni 3 (STEAP3) ferrirediiktaz
aktivitesi ile Fe*? formuna indirgenerek iki degerlikli metal tasiyic1 1 (DMT1) araciligiyla
sitoplazmaya aktarilmaktadir. Sitoplazmadaki Fe**’ler kararsiz bir demir havuzu
olusturmaktadir. Meydana gelen yiiksek demir seviyeleri, ROS tarafindan Fenton
reaksiyonu meydana getirerek hiicreyi ferroptozise siiriiklemektedir (Celenk, 2021). Lipit
peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) oksidasyonu ile
sonuclanmaktadir.  Antioksidan  sistemin  bozulmasi  lipit  peroksidasyonunu
indiikleyebilmekte ya da inhibe edebilmektedir. ACSL4 arasidonik asidin sentezini katalize
eden ve hiicre membranlarini PUFA ile zenginlestiren bir pro-ferroptotik diizenleyici

olarak tanimlanmistir. Lipoksijenazlar PUFA’nin oksijenlenmesini direkt olarak katalize
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ederek lipit peroksidazlari meydana getirerek ferroptozu tetiklemektedir (Chen vd., 2020).
Arasidonat lipoksijenaz 15 (ALOXI15) lipit oksidasyon enzim siniflarinda yer alir ve
ferroptozda onemli rolii oldugu bildirilmistir. PUFA-fosfolipidlerde iskemi hasarina
duyarhilig1 artiran spesifik redoks reaksiyonlarmi baslattign gosterilmistir. I/R hasariyla
ALOX15’in ekspresyonu indiiklenmektedir ve buna bagl olarak gelisen reaksiyonlarla
ortamda lipit peroksitlerin birikimi ile ferroptoz tetiklenmektedir (Feng ve Stockwell,

2018).

Sekil 2.2. Demir ve lipit peroksidasyon yollari ile indiiklenen ferroptosis (Zuo vd., 2020).
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Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktér 2 (NRF2), tiim dokularda diisiik seviyelerde
ifade edildigi gosterilen 6nemli bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir (Fan vd.,
2017). Stressiz kosullarda NRF2’nin Kelch benzeri ECH iligkili protein 1 (Keapl) ile
baglandig1 ve proteazomda ubikitinasyon ve bozunma yoluyla inaktive durumda kaldig:
belirtilmistir (Sun vd., 2016). NRF2 yiiksek oksidatif stres kosullar1 altinda, ¢ekirdekteki
antioksidan yanit elemani (ARE) ile birleserek hiicresel korumay1 destekleyen hedef gen
transkripsiyonunu, antioksidan ve anti inflamatuvar protein translasyonunu
destekleyebilmektedir (Dong vd., 2020). NRF2'nin proteostaz, ksenobiyotik/ilag
metabolizmasi, demir/heme metabolizmasi, karbonhidrat ve lipid metabolizmasi dahil

olmak iizere diger Oonemli metabolik yollara aracilik etmede kritik bir rol oynadigi
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gosterilmistir. Bu nedenle, NRF2 aktifligi, ozellikle artan oksidatif veya metabolik stres
sirasinda hiicrenin hayatta kalmasi i¢in kritik 6neme sahip olmaktadir (Dodson vd., 2019).
NRF2, GPX4 protein igerigini, hiicre i¢i serbest demir icerigini, mitokondriyal fonksiyonu,
NAPDH rejenerasyonunu vb. dogrudan veya dolayli olarak diizenleyebilmektedir, boylece
ferroptoz siirecini diizenledigi ifade edilmistir (Song ve Long, 2020). Yapilan bir
caligmada lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresin NRF2’nin ekspresyonunu direkt olarak
indiikledigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada erastin, sorafenib gibi indiikleyiciler ile gelisen
ferroptozda, NRF2’nin ekspresyon durumunun tespiti icin HCC hiicrelerinde NRF2
proteini ve haberci RNA (mRNA) seviyelerine bakilmistir. Sonug¢ olarak NRF2’nin
ekspresyonu indiiklenirken mRNA’nin ekspresyonunda degisiklik gozlenmemistir.
Boylece ferroptozda NRF2 ekspresyonunun indiiklenmesinin transkripsiyondan bagimsiz
bir sekilde meydana geldigi gosterilmistir (Sun vd., 2016). Inhibisyonu ferroptozu baslatan
en kritik hedeflerden ikisi olan XCT ve GPX4'lin NRF2 tarafindan diizenlendigi yapilan
caligmalar ile ortaya cikarilmistir (Dodson vd., 2019). NRF2 ayrica mitokondriyal
fonksiyonu modiille etmede ©nemli roller iistlenmektedir. NF2’nin fiziksel olarak
mitokondriye baglanabildigi ve bodylece mitokondriyal fonksiyondaki degisiklikleri
izleyerek bunlara yanit verebildigi gosterilmistir. Yapilan g¢alismalarda NRF2 nakavt
farelerdeki mitokondri, fonksiyon bozukluguna sahipken; NRF2'nin aktive oldugu
farelerde, = mitokondriyal fonksiyonun ve stres faktorlerine karsi direncin arttigi

belirtilmistir (Abdalkader vd., 2018).

2.7. miRNA Tarihcesi, Organizmadaki Rolii ve Mekanizmasi

MikroRNA’lar (miRNA) yaklasik 20 niikleotid uzunlugunda, hedef haberci
riboniikleik asit (RNA) (mRNA)’larin 3’ kodlamayan bolgesine (UTR), kodlama bolgesine
veya 5’UTR bolgesine baglanarak transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenleyen,
translasyonu inhibe edebilen ve mRNA bozulmasina yol agabilen, kiiciik kodlama
yapmayan RNA’lar olarak ifade edilmektedir (Almeida vd., 2011). Ik kiigiik RNA olarak
belirtilen lin-4, 1993°te nematodlarda calisilan bir genetik tarama sirasinda kesfedilmistir.
Ayni yil igerisinde lin-14’iin, lin-4 tarafindan diizenlendigi gozlemlenmis ve daha kiigiik
olan lin-4’e miRNA ismi verilmistir bdylece kiiciik diizenleyici RNA’larin sinifi
olusmustur (Wahid vd., 2010). Genomda ¢ok fazla miRNA geni dagilmis olarak goriilebilir

ancak kiimelemis olarak goriilen genler polisistronik birimler olarak birlikte eksprese



21

edilmistir, bunlar fonksiyonel iligkilere sahip olabilmektedir. miRNA’lar diger fonksiyonel
mRNA smiflarindan farkli bazi1 6zellikler tasimaktadir. Birincisi, kesfedilmis miRNA’larin
cogunlugu polisistronik transkriptler olarak kodlanmustir. Ikincisi, énemli bir miktar
miRNA’nin farkli organizmalar arasinda yiiksek oranda korunmus dizilere sahip olmasidir.
Tirler arast bu korunmusluk miRNA’larin 5’ terminal bolgesinde oldugu belirtilen 6zel
tohum dizisinden kaynaklanmaktadir. Ugiinciisii, miRNA’lar bir mRNA substratini
hedeflemek yerine bir mRNA’y1 hedefleyip diizenlemek egilimindedirler. Dordiinciisii,
miRNA yolunun, tek hiicreli ve ¢ok hiicreli organizma ayrismasindan ¢ok daha oOnce
evrimlestigi fikri dogrultusundaki deneysel kanitlar bu hipotezi desteklemektedir. Son
olarak, daha yiiksek mutasyon oranlar1 ve daha hizli evrim siiregleri nedeniyle, viral
miRNA'larin ¢ogu homoloji olarak diger tiirlerden ayrilmaktadir (Cai vd., 2009). miRNA
aracili gen ekspresyon kontrolii, aglik, hipoksi, oksidatif stres ve DNA hasar1 gibi ¢evresel
streslere karsi hiicresel yanit i¢in kritiktir ve dolayisiyla kanser gibi insan hastaliklarinda
rol oynadig: ifade edilmektedir. Cok sayida miRNA, onkogenler veya tiimor baskilayicilar
olarak iglev gorebilmektedir ve miRNA ekspresyonunun diizensizligi, kanserin baslamasi,
ilerlemesi ve metastaz ile yakindan iliskili olarak gosterilmistir (Syeda vd., 2020). Sekil
2.3°de belirtildigi gibi miRNA’lar genomda, 5 kep ve 3’poliadenil kuyruk ile birlikte pri-
miRNA seklinde kodlanmaktadir. Pri-miRNA’lar DGCR&/Pasha etkilesimli DROSHA
enziminin RNaz II ve endoniikleaz III aktivitesi ile pre-miRNA olarak adlandirilan 60-110
niikleotit yapiya islenmektedir. Pre-miRNA’lar Exportin 5’ e bagimli bir mekanizma ile
cekirdekten sitoplazmaya aktarilarak burada TAR RNA baglayici protein (TRBP)/ PKR
Protein Aktivatorii (PACT) proteinleri ile etkilesimli Dicerl enziminin RNaz III aktivitesi
ile kesilerek, kusurlu bir dubleks miRNA haline doniistiiriilmektedir. Bu dubleks miRNA
helikaz enzimi ile yaklasik 20 niikleotitlik olgun miRNA haline getirilmektedir. Olgun
miRNa, RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) dahil olarak, mRNA baskilama ve
degrede etme gorevlerini yerine getirmektedir (Almeida vd., 2011). RISC'deki olgun
miRNA tek iplikli oldugundan, tamamlayict bir dizi ile bagska bir RNA molekiiliine
baglanma yetenegine sahip olmaktadir. Bu 6zelliginden dolayr miRNA'lar, miRNA'ya
baglanabilen bir dizi igeren mRNA transkriptlerinde ki spesifik hedef bdlgelere
baglanabilmektedir. Bu spesifik dizilere miRNA hedef bolgeleri denir ve hayvanlarda
genellikle 3'UTR'de bulunurken bitki mRNA'larmin kodlanan bélgesindedir. miRNA'lar,
mRNA'lar {izerindeki hedef bolgeleri bagladigindan, RISC'yi bu transkriptlere

yonlendirerek baglanma islemini gergeklestirerek ekspresyonun baskilanmasina yol
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acmaktadir. miRNA’lar mRNA degredasyonunu 5°-3’ yoniinde gergeklestirdikleri
bozunma yolu ile katalize etmektedirler. Bu siirecte mRNA’larda ilk olarak CAF1 CCR4-
NOT deadenilaz kompleksi ile deadenilasyon islemi saglanmaktadir. Daha sonra DCP2
enzimi aracilifiyla 5° kep yapist uzaklastirnlmaktadir. Bu yapmin kaybolmas: ile
sitoplazmik ekzoniikleaz olan XRN1 mRNA’lar1 parcalayabilmektedir (Peng ve Croche,
2016; Dalmay, 2013).
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Sekil 2.3. miRNA olusum mekanizmasi (Peng ve Croce, 2016).

Farelerde yapilan bir calismada miR-24’lin fare renal I/R hasarinda ve insan bdbrek
nakli ile iligkili renal I/R hasarinda endotelyal ve tiibiiler epitel hiicre apoptozunu
etkiledigini bulunmustur. miR-24"i asir1 eksprese eden genlerin ve miR24’{in susturulmasi
ile birgok fonksiyonel parametrenin iyilesmesi ve bobregin sag kalim oraninin arttigi

gosterilmistir (Lorenzen vd., 2014).
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2.8.Bobregin Yapisi

Renal sistem 2 bobrek, 2 {iireter, mesane ve iiretradan olusmaktadir. Bobrekler,
retroperitonda yer alan ve karnin arka kisminda vertebral kolonun her iki tarafinda yer alan
cift, fasulye seklinde bosaltim organlari olarak tanimlanmaktadir. Sag bobrek sol bobrekten
daha asagida konumlanmistir (Radi, 2019; Sampaio, 2000). Her bobrek piiriizsiiz bir fibroz
kapsiil ile cevrilidir. Sekil 2.4.a.’da gosterildigi gibi bobrek 4 ana anatomik bolgeye
sahiptir; bobrek korpuslarini igeren ylizeysel korteks, konik mediiller piramitleri olan derin
medulla, renal papilla ve renal pelvis olarak bu bolgeler tanimlanmaktadir. Medulla ayrica
dis medulla ve i¢ medulla olarak alt boliimlere ayrilmaktadir. Dig medulla, dis medullanin
dis seridi ve dis medullanin i¢ seridi olarak ikiye ayrilmistir. Dis serit, proksimal tiibiiliin
kisimlarini, distal tiibiiliin diiz kisimlarin1 ve toplama kanallarini igerirken; i¢ serit, inen
ince uzuvlari, ¢ikan kalin uzuvlar1 ve toplama kanallarini igermektedir. Ureterler idrari
bobreklerden mesaneye tasimakla gérevli kanallardir. Idrar kesesi, iiretra idrar1 viicuttan
disar1 tasimadan Once idrar i¢in gegici bir depolama rezervuari gorevi gérmektedir. Korteks
ve medullada bulunan, bobregin idrar iireten iglevsel ve yapisal birimleri nefron olarak
ifade edilmektedir. Nefronlar, tuzun ve suyun geri emiliminden sorumlu birimler olarak
bilinmektedir. Bu sistem viicuttaki su, tuz, glikoz, iire ve diger minerallerin miktarini
diizenlemektedir. Sekil 2.4.b’de goriildiigli gibi bir nefron temel olarak kiigiik tiibiillere ve
kiigiik kan damarlarina sahip bir yapida goriilmektedir. Kapiller filtrasyonla olusan sivi
tiibiillere girerek bir takim tasinma silireglerinden sonra idrar olarak tiibiillerden

ayrilmaktadir (Radi, 2019).
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3.MATERYAL VE YONTEM

Deneysel c¢alismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tibbi ve Cerrahi
Arastirma Merkezi (TICAM), Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hiicresel Arastirma
Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Calisma, ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulun (HADYEK)’da 860-2/2022 karari ile yiiriitildii ve etik kurul raporu Ek A¢iklama’

da sunulmustur.

3.1. Deney Hayvanlari

250-300 gram agirlikta 10-12 haftalik 48 adet Sprague Dawley cinsi albino erkek
siganlar kullanildi. Deney hayvanlar1 deney siiresince; 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
1siklandirmasi olan, 151 (22+2°C) ve nemi (% 45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda
yasatildilar. Deney siirecinde tiim sicanlar polikarbon seffaf kafeslerde standart pellet sican

yemi ile beslendi ve ¢esme suyu verildi.

3.1.1. Gruplarin olusturulmasi

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

Deney gruplari Gruptaki hayvan sayisi

Grup I(Sham grubu, 30 dk) 8

Grup II(Sham grubu, 45 dk)

Grup II(Sham grubu, 60 dk)

Grup IV(I/R 30dk)

Grup V(i/R 45 dk)

0|00 (00|00 |00

Grup VI(I/R 60dk)

Cizelge 3.1. Deneysel gruplarin olugturulmasi

3.1.1.1. Grup I (Sham grubu, 30 dakika): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi islemi

uygulanarak 15 giin iyilesmeleri beklendi. lyilesmenin ardindan anestezi altinda median
laporotomi sonrasinda renal arter izole edildi, antitravmatik vaskiiler klemp takilmadan
ameliyat stresi saglanarak 30 dakika beklendi. Siire bitiminde deney hayvanlar1 24 saat

reperfiizyon icin tek bireylik polikarbon kafeslere alindi. Deney hayvanlar1 24 saat
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reperfliizyon siiresinin bitiminde anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlari

gergeklestirildi.

3.1.1.2. Grup II (Sham grubu, 45 dakika): Bu grup deney hayvanlarina nefrektomi

islemi uygulanarak 15 giin iyilesmeleri beklendi. lyilesmenin ardindan anestezi altinda
median laporotomi sonrasinda renal arter izole edildi, antitravmatik vaskiiler klemp
takilmadan ameliyat stresi saglanarak 45 dakika beklendi. Siire bitiminde deney hayvanlari
24 saat reperfiizyon i¢in tek bireylik polikarbon kafeslere alindi. Deney hayvanlar1 24 saat
reperfiizyon siliresinin bitiminde anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlari

gergeklestirildi.

3.1.1.3. Grup III (Sham grubu, 60 dakika): Bu grup deney hayvanlarma nefrektomi

islemi uygulanarak 15 giin iyilesmeleri beklendi. lyilesmenin ardindan anestezi altinda
median laporotomi sonrasinda renal arter izole edildi, antitravmatik vaskiiler klemp
takilmadan ameliyat stresi saglanarak 60 dakika beklendi. Siire bitiminde deney hayvanlari
24 saat reperfilizyon icin tek bireylik polikarbon kafeslere alindi. Deney hayvanlari 24 saat
reperfliizyon siiresinin  bitiminde anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlari

gergeklestirildi.

3.1.1.4. Grup IV_(iskemi/reperfiizyon 30 dakika): Bu grup deney hayvanlaria

nefrektomi islemi uygulanarak 15 giin iyilesmeleri beklendi. Iyilesmenin ardindan anestezi
altinda median laparotomi sonrasinda renal arter izole edilerek klemp takildi ve 30 dakika
iskemi sonrasinda klemp ¢ikarilarak 24 saat reperflizyon uygulandi. Reperfiizyon siiresi
bitiminde deney hayvanlar1 yine anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlari

gerceklestirildi.

3.1.1.5. Grup V_(Iskemi/reperfiizyon 45 dakika): Bu grup deney hayvanlarma

nefrektomi islemi uygulanarak 15 giin iyilesmeleri beklendi. Iyilesmenin ardindan anestezi
altinda median laparotomi sonrasinda renal arter izole edilerek klemp takildi ve 45 dakika
iskemi sonrasinda klemp cikarilarak 24 saat reperfiizyon uygulandi. Reperflizyon siiresi
bitiminde deney hayvanlar1 yine anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlari

gergeklestirildi.



26

3.1.1.6. Grup VI (iskemi/reperfiizyon 60 dakika): Bu grup deney hayvanlarima

nefrektomi islemi uygulanarak 15 giin iyilesmeleri beklendi. Iyilesmenin ardindan anestezi
altinda median laparotomi sonrasinda renal arter izole edilerek klemp takildi ve 60 dakika
iskemi sonrasinda klemp ¢ikarilarak 24 saat reperflizyon uygulandi. Reperfiizyon siiresi
bitiminde deney hayvanlar1 yine anestezi altinda sakrifiye edilerek diseksiyonlari

gerceklestirildi.

3.2. Anestezi ve Cerrahi Islemler

3.2.1 Anestezi islemi: Tiim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler
kullanilarak gergeklestirildi. Deney hayvanlarina intramuskiiler olarak 0.1cc/100g ketamin
(Keta-Control, Doga Ilag) ve 0.05cc/100g ksilazin (Rompun %2, Bayer) anestezisi
uygulandi. Gerektiginde siganlarin anestezi derinligini sabit tutmak i¢in ketamin/ksilazin
(yar1 dozda), refleks yanitlara (pedal refleks, palpebral refleks ve korneal refleks) bakilarak

tekrarlandi.

3.2.2. Cerrahi islemler

3.2.2.1. Nefrektomi: intramuskiiler yol ile anestezi uygulanan deney hayvanlari postiiriine

gore sag bobregine islem yapilacak sekilde diseksiyon tablasina sabitlendi. Cerrahi bolge
% 70’lik etil alkol ile temizlenip tiraslandi. Bobregin yeri tespit edildikten sonra kiigiik bir
kesi atilarak deri ve kas agildi. Bobrek ortaya cikarildiktan sonra askiya alinarak alt
tarafindan ip ile Sekil 3.1.a’da goriildiigii gibi izole edildi ve Sekil 3.1.b’de gosterildigi
gibi nefrektomisi gerceklestirildi. Her sigana yapilan nefrektomi sonrasi kaybolan sivinin
hipovolemik etkilerine engel olmak i¢in karin bosluguna steril serum fizyolojik verildi.
Kas ve deri ayr1 ayn fakat devamli olarak 2/0 ipek siiturla dikilerek kesi kapatildi. Cerrahi
operasyonu tamamlanan deney hayvanlar1 steril tek bireylik polikarbon kafeslere
koyularak post operatif bakim odasina alindi ve 15 giin iyilesmeleri beklendi (Kar vd.,

2019).
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Sekil 3.1. a) Sag bobregin ¢ikarilip pens ile tutulmasi. b) Bobregin siitur ile bogumlanarak

viicuttan ayrilmasi.

3.2.2.2. iskemi/reperfiizyon islemi: Nefrektomi islemi sonrasinda 15 giin iyilesmis olan

sicanlar intramuskiiler anestezi yapilarak diseksiyon tablasina sirt istii sabitlendi. % 70’lik
etil alkol ile temizlenen cerrahi bolge tiras edildi. Median laparotomi yapilarak sol renal
arter izole edilip Sekil 3.2.a’ gosterildigi gibi antitravmatik vaskiiler klemp takilarak deney
gruplarina gore 30, 45 ve 60 dakika siire ile Sekil 3.2.b’de goriildiigii gibi iskemi saglandi.
Belirlenen siire iskeminin hemen ardindan klemp c¢ikarilarak Sekil 3.2.c’de goriildiigl gibi
reperfiizyon saglandi. Iskemi siiresinde kaybedilen sivimin hipovolemik etkilerine engel
olmak i¢in karin bosluguna steril serum fizyolojik verildi. Sekil 3.2.d. ve Sekil 3.2.¢’ de
gorildiigii gibi kas ve deri ayr1 ayr fakat devamli olarak 2/0 ipek siitur ile dikilerek kesi
bolgesi kapatildi. 24 saat reperfiizyon sonrasinda deney hayvanlar1 anestezi altinda

sakrifiye edilerek diseksiyonlari gergeklestirildi (Kar vd., 2019).




Sekil 3.2. a) Sol bdbregin renal arteri izole edilerek klemp takilmasi. b) Iskeminin
gerceklesmesi. ¢) Klemp ¢ikarilmasi ve reperfiizyonun gerceklesmesi. d) Cerrahi bolgenin

kapatilmas1 ve kas dikisi. e) Deri dikisi.

3.2.2.3. Kan ve doku oérneklerinin toplanmasi: Doku ve kan ornekleri Eskisehir

Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezinde, etik kurallar ¢ercevesinde
deney hayvanlarindan cerrahi operasyon sirasinda Sekil 3.3.’de goriildiigii gibi kalpten
letal doz kan alimi ile (eksanguinasyon) Otenazi islemi yapilarak elde edildi. Analiz

yapilincaya kadar kan (serum ve plazma) ve doku 6rnekleri -80°C’de bekletildi.
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Sekil 3.3. Kalpten kan alinmasi.

3.3. Geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu, yiiksek enerjili bir elektron demetini ¢ok ince bir
numuneden gegirerek, kullanilan numunenin en ince detaylarimi ortaya g¢ikarabilen bir
mikroskop tiirtidiir. TEM 151k mikroskobu ile ayn1 temel ilkeler lizerinde ¢alisir ancak 11k
yerine elektron kullanilmaktadir. Elektronlarin dalga boylar 15181n dalga boyundan daha
kiiciik oldugundan ¢oziiniirlik ¢ok daha iyidir ve i¢ yapinin en ince detaylarini

gosterebilmektedir (Leadley, 2010).

Toplanan bobrek dokulart 1 mm*liik ¢ok kiiciik parcalara ayrilarak % 2,5’lik
gluteraldehit tamponu bulunan eppendorf tiiplere koyularak +4°C’de 24 saat bekletilerek
fiksasyon islemi saglandi. Fiksasyon islemi sonrast dokulardaki gluteraldehiti
uzaklastirmak icin fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikama islemi yapildi. Fiksatif
pastor pipet ile c¢ekilerek uzaklastirildi, yerine PBS koyularak +4°C’de 15 dakika
bekletildi. Bu asama 3 kez tekrarlandi. Yikanan dokulara % 1°lik osmium tetroksit (OsO4)
eklenerek 2 saat rotatorda dondiiriildii ve ikinci fiksasyon islemi tamamlandi. Dokulardaki
suyu ¢cekmek amaciyla dehidrasyon islemi uygulandi. Bu asamada dokular % 30, % 70, %
90, % 96 ve % 100’liik etil alkol serilerinden gegirildi. Dehidrasyon isleminden sonra
propilen oksit (1,2-propylen oxyde, Merck, Katalog no: 75-56-9) ile seffaflastirma islemi
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uygulandi. Araldit (Araldite CY212, Agar Scientific, Katalog no: AGR1030) ve propilen
oksit karigimi ile muamele edildikten sonra 1 gece rotatorda saf araldit ile inkiibe edildi.

Son olarak epona gémme islemi yapilarak mikrotom ile kesit alindi.
3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Dokudan ve serumdan ROS tayini

Renal I/R modeli uyguladigimiz sicanlarin bobrek dokularmnda gelisen oksidatif
stresi, deney gruplarina gore analiz edebilmek amaciyla ROS seviyeleri 6lgiildii. Anestezi
altinda Otenazi islemi yaparak aldigimiz kan o6rneklerini jelli tiipe alarak 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij (MSE MISTRAL 2000) ederek serum elde edildi. Calismada alinan bobrek
dokularinin esit miktarda ve ayni bolgeden almasina dikkat ederek eppendorf tiiplere
konularak -80°C’de saklandi. Doku 6rneklerinin homojenat haline getirilmesi igin 30-40
mg bobrek dokusunu hassas terazide (Sartorius CP224S) tartilarak eppendorf tiiplere
aktarildi. Uzerine zirkonyum boncuklar ve 700 puL PBS eklenerek homojenizatorde
tamamen parcalandi. Tiipler, 3000 rpm de 20 dakika santrifiij (Eppendrof Centrifuge 5810
R) ederek kullanima hazir hale getirildi.

ROS tayini yapmak i¢in ticari kit (BT LAB, Rat Reaktif Oksijen Tiirii ELISA kiti,
Katalog no: E0304Ra) kullanildi. Bu kitin ¢aligma prensibine yonelik olarak, 96 kuyucuklu
plaka 6nceden sican ROS antikoru ile kaplanmistir ve 6rneklerdeki ROS, kuyularda bu
antikorlara baglanmaktadir. Biyotinlenmis sican ROS antikoru eklenerek orneklerdeki
ROS’a baglanmasi saglanir. Streptavidin-HRP eklenerek biyotinlenmis ROS antikoruna
baglanmasi saglandiktan sonra substrat ¢ozeltisi ile sican ROS miktar1 ile dogru orantili
olarak gelisen renk degisikligi gozlenmektedir ve reaksiyon asidik stop soliisyonu
eklenerek sonlandirilarak 450 nm’de spektrofotometre ile 6l¢limii saglanmaktadir. Biitiin
omeklerin ve kitin deneyden 30 dakika once oda sicakligina alinmasi gerekmektedir ¢iinkii
kit oda sicakliginda caligmaktadir. 1600 U/mL standart soliisyonu, standart diliient ile seri
diliiasyon yapilarak 50 U/mL’ye diliie edildi. Yikama soliisyonu 1X’e diliie edildi.
Standart kuyusuna 50 pL standart eklendi. Ornek (serum ve doku) kuyularina 40 pL
ekleme yapildi. Ornek kuyulan ile blank kontrol kuyusuna 10 pL anti-ROS antikoru
eklendi. Standart ve 6rnek kuyularmma 50 pL Streptavidin-HRP eklendi, karistirildiktan
sonra plaka tizeri seffaf koruyucu kaplanarak 37°C’ de 1 saat inkiibe edildi. Koruyucu
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cikarilarak her kuyuya 350 pL yikama soliisyonu eklenerek 30 saniye beklendi ve kuyular
bosaltildi. Bu yikama islemi 5 kez tekrarlanarak plaka havlu kagit {izerinde kurutuldu. Her
kuyuya 50 pL soliisyon A ve 50 pL soliisyon B eklenerek 37°C” de 10 dakika karanlikta
inkiibe edildi ve seffaf renkten, mavi renge degisim gozlendi. inkiibasyon sonunda her
kuyuya stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirildi, mavi rengin aninda sariya
degismesi gozlendi. Spektrofotometrede (BioTek Powerwave XS) 450 nm’de Olglim

yapild1. Istatistiksel analizler icin veriler topland.
3.5. Molekiiler Analizler

3.5.1. Total RNA izolasyonu ve miktar tayini

RNA, DNA’ya kiyasla daha az stabildir ve kisa dmiirliidiir ¢linkii her tiirlii kosul ve
ortamda bulunan RNaz enzimleri RNA’larin bozulmasma neden olmaktadir. RNA
izolasyonu yapilan ortamda RNaz faktorii miimkiin oldugunca elimine edilmelidir. Total
RNA, bir hiicrede bulunan tiim RNA molekiillerini kapsamaktadir. RNA izolasyonu i¢in
ticari kit (A.B.T. RNA Izolasyon Kiti, Katalog no: 102-01-05) kullanildi. Anestezi altinda
Otenazi isleminden sonra deney hayvanlarindan alinan bobrek dokularindan 30-40 mg
tartilarak eppendorf tiiplere alindi. Uzerine zirkonyum boncuklar eklendi. 500 uL
ekstraksiyon tamponu, Buffer L eklendi ve homojenizatdrde tamamen homojenize edildi.
Buffer P 60 pL eklendi. 520 pL fenol eklenerek tiipler vortekslendi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. 150 pL kloroform eklendi ve vortekslenerek ortamdaki
fenoliin uzaklagmasi saglandi. +4°C 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
temiz ependorflara almmarak 900 pL etanol eklendi ve pipetaj yapilarak spin kolonlara
aktarildi. +4°C 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Ortamdaki kirliligi arindirmak igin
700 uL Wash 1 soliisyonu eklenerek +4°C 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Altta
kalan kisim dokiilerek 500 pL Wash 2 soliisyonu eklenerek +4°C 12.000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi ve bu basamak iki kez tekrarlandi. Son santrifiijden sonra altta kalan kisim
atild1 ve kolon icinde izole ettigimiz RNA kaldi. Kolonlar yeni eppendorflara alinarak 90
uL eliisyon tamponu eklenerek 3-4 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra +4°C
12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon atildi ve eppendorfa 6nceden belirledigimiz
miktarda 30-40 pL RNaz free su koyularak RNA diliie edildi. izole edilen RNA’larin
miktar1 nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000, Katalog no: ND2000CLAPTOP)
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kullanilarak tayin edildi ve komplementer DNA (cDNA) sentezi yapilana dek -80°C’de

saklandi.

3.5.2. RNA’larin ¢cDNA’ya ¢evrilmesi ve qPCR

Izole ettigimiz RNA’lar1 gercek zamanli (kantitif) polimeraz zincir reaksiyonu
(Real-Time PCR, gqPCR) asamasinda anahtar enzim olan Taq polimerazin taniyip
baglanabilmesi i¢in komplementer DNA (cDNA)’ya ¢evrilmesi gerekmektedir. cDNA
sentezi i¢in ticari kit (A.B.T. cDNA Sentez Kiti, Katalog no: C03-01-05) kullanildi. Her bir
omek i¢in PCR tiiplerinde, 2 pL 10X reaksiyon tamponu, 1 pL dNTP karisimi, 2 pL
random hexamer, 1 pL ters transkriptaz, 3.5 uL. RNaz free su ve son olarak 10 uL. RNA
ekleyerek reaksiyonu hazirlandi. 25° C’de 10 dakika 1 dongii, 37°C’ de 120 dakika 1
dongii ve 85°C’ de 5 dakika 1 dongii olacak sekilde cDNA sentezi tamamlanarak -20°C’de
qPCR asamasina gecene dek saklanildi.

Molekiiler biyoloji alaninda genom ve genler iizerindeki c¢alismalarin hiz
kazanmasinda PCR 6nemli bir kesif olmustur. PCR ile herhangi bir organizmadan herhangi
bir geni spesifik olarak cogaltilabilmektedir. Gelisen teknoloji ile birlikte hedefe yonelik
pek ¢ok PCR cesiti ve teknigi ortaya ¢ikmistir. qPCR, reaksiyon tiipiinde {iiretilen iiriiniin
miktarmin, DNA zincirine baglanip 1s1ma verebilen florasan boyalar, problar ve etiketler

araciligiyla gercek zamanli Slgiilebilmesi prensibine dayali1 bir tekniktir.

Ferroptozun lipit yolaginda gorev alan ACSL4 ve ALOX15 genlerinin, renal I/R
hasar1 sonrast ekspresyon durumlarini ortaya koymak amaci ile bu genleri hedefleyen
qPCR c¢aligmas1 yapildi. Bu c¢alisma igin ticari Real-Time PCR kit, (A.B.T. 2X qPCR
SYBR-Green Master Mix, Katalog no: Q03-02-01) kullanildi. SYBR-Green boya pek ¢ok
qPCR c¢alismasi i¢in uygundur. Hedef secilen ACSL4 ve ALOX15 genleri ve bu genlerin
ekspresyon durumlarini yorumlayabilmek icin kontrol Beta aktin geni igin primer
tasarlanmistir. 96 kuyulu PCR plakasina her bir 6rnek ve gen i¢in; 10 pL 2X master mix,
Cizelge 3.2.b’de gosterilen primerlerden 0,6 uL forward primer, 0,6 pL reverse primer, 3,8
pL RNaz free distile su ve 4 pL ¢cDNA kalib1 koyuldu. PCR plakasinin iizeri seffaf
koruyucu kaplanarak 3000 rpm’de 10 saniye santrifiij (Biosan CVP-2 Santrifiij, Katalog
no: BS-010219-A02) edildi. Real-Time PCR cihazina (Thermo Scientific, Applied
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Biosystems, StepOne Plus Real-Time PCR, Katalog no: 4376600) plaka yerlestirilerek

dongii sicakliklar1 Cizelge 3.2.a’ya gore ayarlandi. Istatistiksel analizler igin veriler

toplandi.
a)
950C 1 .. ..
(Baslangi¢ denatiirasyonu) 4 dakika 1 dongii
- 15 saniye
(Denatufasyon) 40 dongi
o 1 dakika
(Baglanma)
60°C-95°C . —
(Melt Curve) 2-5saniye/adim 1 dongii

Cizelge 3.2. a) Gen PCR dongii sicaklik kosullar

b)
ACSL4 F5> AGAATCATGCGGTGCTGGAA 3°
R5’ CCTTCCTGCCAGTCCTTCAG 3’
ALOX15 F5> ACAGCACTCTTCCGTCCATC 3’
R5* CATGGTGCAGGGTGCATTAG 3’
Beta-Aktin F5> AGCAAGAGAGGCATCCTCACC 3’
R5> ACAGGGATAGCACAGCCTGGA 3’

Cizelge 3.2. b) Genler ve primer dizileri

3.5.3. miRNA izolasyonu ve miktar tayini

Anestezi altinda Otenazi isleminden sonra deney hayvanlarimizdan aldigimiz
bobrek doku drneklerindeki sectigimiz spesifik miRNA’larin ekspresyon diizeylerini tespit
edebilmek i¢in miRNA izolasyon kiti (BioBasic Inc., SanPrep Kolon MicroRNA Kit,
Katalog no: SK8811) kullanildi. Tiim o6rneklerden 25-50 mg bobrek dokusu tartildi ve
eppendorf tiiplere alindi. Zirkonyum boncuklar eklendi ve 1300 pL miRNA ekstraksiyon
soliisyonu eklenerek homojenizatérde homojenize edildi. Dokularin tamamen lizis
oldugundan emin olabilmek i¢in oda sicakliginda 3-5 dakika miRNA ekstraksiyon
soliisyonu ile birlikte inkiibe edildi. Eppendorflara 225 uL kloroform eklenerek 30 saniye
vorteks yapildi. +4°C 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 6rnekler 3

faza ayrildi. Ustte kalan renksiz ve sivi kisim RNA igerirken ortadaki beyaz renkli kisim
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DNA ve protein igermektedir. Ust faz DNA kontaminasyonundan kaginarak temiz
eppendorflara 700 pL aktarildi. Uzerine 230 puL % 100 etanol eklendi ve pipetaj
yapildiktan sonra Ornekler Spin kolon TR’lere aktarildi. +4°C 12.000 g’de 2 dakika
santrifilij edildi. Altta kalan kistm 870 pL hacimde temiz eppendorflara alindi ve 600 puL %
100 etanol eklenerek pipetaj yapildiktan sonra 6rnekler Spin kolon MR ’lere aktarildi. +4°C
12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Altta kalan kisim uzaklastirildi. Kolona 500 uLL RPE
soliisyonu eklendi ve +4°C 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edilerek altta kalan kisim
uzaklastirildiktan sonra bu adim bir kez daha tekrar edildi. Bos kolon +4°C 12.000 g’de 30
saniye santrifiij edildikten sonra kolon yeni eppendorflara alinarak 30-40 uLL RNaz free su
eklendi ve +4°C 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Izole edilen miRNA’lar miktar
tayini yapilana dek -80°C’ de saklandi.

Izole edilen miRNA’larin miktar tayini icin oldukg¢a secici ve kesin sonug elde
edebilmek amaciyla tahlil kiti (Qubit MicroRNA Assay Kit, Katalog no: Q32880)
kullanildi. Bu kit miRNA’lar i¢in oldukc¢a segicidir ve tuzlar, solventler veya deterjanlar
gibi kontaminantlar1 tolere edebilmektedir. Olgiim cihazi olarak Qubit 3 Florometre
(Invitrogen, Katalog no: Q33216) kullanildi. Standart ve 6rnekler icin 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 pL ¢alisma
soliisyonu, 10 uL Qubit standard: eklendi. Ornekler i¢in 198 pL ¢alisma soliisyonu, 2 pL
miRNA eklendi. Tiipler 3-5 saniye kuvvetli bir sekilde vortekslendi ve 2 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilerek Qubit 3 florometre ile dl¢iimleri yapildi.

3.5.4. miRNA’larin ¢cDNA’ya ¢evrilmesi ve qPCR

Tek zincirli miRNA’lar cDNA sentezi ile bir sonraki asama olan PCR i¢in hazir
hale getirildi. miRNA icin cDNA sentez kiti (Origene, Katalog no: HP100042) kullanildi.
Bu kitin calisma prensibi, miRNA’larin 3’ ucunda poliA kuyruk bulunmamasini
kullanarak, 3° ucuna poliA polimeraz ile kuyruk takilip ardindan ¢apa oligo dT baglanip
ters transkriptaz enzimi ile zincir sentezi saglanmasina dayanmaktadir. PCR tiiplerine 1 puL
poliA 10X, 1 puL 10 mM ATP ve 1 pL poliA polimeraz eklendi. Olgiilen miRNA
miktarlar standardize edilerek H>O ile birlikte son hacmi 7 pL (tiiplerin toplam son hacmi

10 uL) olacak sekilde hesaplandi ve PCR tiiplerine HoO ve miRNA eklendi. 37°C’ de 2
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saat inkiibasyon ile poliadenilasyon saglandi. Tiipleri 1 pL c¢apa oligo dT karigimi
eklenerek karigtirildi ve hizli spin (Biosan, MSC 3000, Katalog no: BS-010205-AAN)
yapilarak 70°C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Tiipler buz iizerine alinarak 2 dakika
inkiibasyon saglandi. 4 uL. 5X MMLYV buffer, 5 uL H,O ve 1 uL MMLV ters transkriptaz
enzimi eklendi. 42°C’ de 1 saat, 95°C’ de 5 dakika inkiibe edilerek buz iizerine alindi.
Reaksiyon karigimi ependorflara alinarak 200 pL H>O eklendi ve miRNA ¢DNA’lar qPCR
icin hazir hale getirildi.

Renal I/R hasari ile indiiklendigini tahmin ettigimiz ferroptoz lipit yolag ile iliskili
secilen miRNA’lari ekspresyon profili i¢in qPCR kullanildi. miRmap web sitesi ile gen
iligkili hedef miRNAlar tespit edilerek TargetScan web sitesi ile ¢alisma skorlarinin % 75
ve lizeri olmasina dikkat edilerek se¢cim yapildi. Bu miRNA’lar igerisinden RNADisease
web sitesi ile hangi ¢alisma alanlarinda kullanildiklar1 taranarak spesifik secime olanak
saglandi. miRNA’larin renal I/R hasari ¢alismalarinda kullanilmadigina dikkat edilerek
sonucta 4 miRNA se¢ildi ve bunlarin forward primerleri temin edildi. Referans olarak U6
RNA geni kullanildi. Reverse primer olarak daha 6nce cDNA sentezi i¢in kullanilan kitin
sagladig1 reverse primer kullanildi. miRNA’lar, miRNA c¢DNA kalibi kullanarak
sentezlemek i¢in ticari kit (Applied Biological Materials Inc., BlasTaq 2X MasterMix,
Katalog no: G891) kullanildi. 96 kuyucuklu PCR plakasinda her 6érnek ve miRNa i¢in 10
pL BasTaq 2X MasterMix, Cizelge 3.3.b’de gosterilen primerlerden 0,5 pL forward
primer, 0,5 pL reverse primer, 5 pL niikleaz free su ve 4 pL miRNA cDNA kalib1
koyularak nazikg¢e karistirildi. Plaka tizeri seffaf koruyucu ile kaplanarak 3000 rpm’de 10
saniye santrifiij edildi. Real-Time PCR cihazina plaka yerlestirilerek dongii sicakliklari

Cizelge 3.3.a’ya gore ayarlandi. Istatistiksel analizler igin veriler toplandi.

950C ] .. .
(Enzim aktivasyonu) 3 dakika 1 dongii
C 15 saniye
(Denatiirasyon) 40 dongi
ovc 1 dakika
(Baglanma)
O07C95°C 2-5saniye/adim 1 dongii
(Melt Curve)

Cizelge 3.3. a) miRNA PCR dongii sicaklik kosullar
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mo-miR-497-5p

F5’GCAGCACACTGTGGTTT3’
R5’GAACATGTCTGCGTATCTC3’
(CAT#: HP300388)

rmo-miR-106b-5p

FS’TAAAGTGCTGACAGTGCAG3’
R5’GAACATGTCTGCGTATCTC3’
(CAT#: RP300013)

rno-miR-3584-5p

F5’GGGAGGAGTCCAGGAG3’
R5’GAACATGTCTGCGTATCTC3’
(CAT#: RP300253)

rno-miR-92a-2-5p

F5’AGGTGGGGATTAGTGCCATT3’
R5’GAACATGTCTGCGTATCTC3’
(CAT#: RP300416)

U6

FS’ATTGGAACGATACAGAGAAGATT 3’
R3’ GAACATGTCTGCGTATCTC 5’

Cizelge 3.3. b) miRNA ve primer dizileri

3.6. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak analiz edilmistir.

ROS tayini i¢in grafikler 30 sham grubuna gore kat artis1 seklinde sunulmustur. mRNA ve

miRNA ekspresyon diizeyleri igin 224t degeri hesaplanmistir. Tiim verilerin normalligi

Shapiro-Wilk testi uygulanarak kontrol edilmistir. Veriler Student’s t-test ve One-Way

ANOVA yontemleriyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tiim istatistik uygulamalar

sonucunda sayisal olarak ortaya ¢ikan degerler karsilastirilarak gruplar arasindaki farklar

*p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 oldugunda anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. TEM Analizleri

Calismamizda ilk defa iki farkli siire ile uygulanan renal I/R modelinde ferroptotik
hiicre oliimiinde olugan hiicresel degisiklikler incelendi. 30 dakika sham gruplarinin
elektron mikroskobu goriintiileri incelendiginde morfolojik olarak hiicre ve organel
diizeyinde herhangi bir degisime rastlanmamustir. Sekil 4.2.a.’da graniillii endoplazmik
retikulum’un (GER) diizenli yapida oldugu goriilmektedir. Sekil 4.1.b.’de goriildiigi gibi

mitokondriler normal sekil ve boyuttadir.

30 dakika iskemi grubu elektron mikroskobu goriintiileri incelendiginde organel
diizeyinde belirgin morfolojik farkliliklar gozlemlenmistir. Sekil 4.2.’de GER diizeninde
morfolojik degisikliklerin basladigi, mitokondrilerin voliimiiniin azaldigi, membran
gecirgenliklerin arttig1 ve kristalarinda diizensizligin bagladig1 goriilmiistiir. Ayrica kiigiik

vakoullerin varligi ile vakoulizasyonun bagladig1 tespit edilmistir.

60 dakika sham grubu elektron mikroskobu goriintiileri incelendiginde hiicre ve
organellerin morfolojik olarak degisiklige ugramadigi goézlenmistir. Sekil 4.3.a.’da
goriildiigi gibi mitokondri ve GER normal yapidadir. Sekil 4.3.b.’de membran
mikrovilluslart yogunlukla goriilmektedir ve Sekil 4.3.c.’de ¢ekirdek zar1 bir biitlindiir ve

kromatin yapisi normal yogunluktadir.

60 dakika iskemi grubu kesitleri incelendiginde ise 30 dakika iskemi grubuna
kiyasla hiicresel hasarin siddetinin arttig1 tespit edilmistir. Sekil 4.4.a’da goriildigii gibi
GER yapisinin bozuldugu ve ribozomlarin GER iizerinde ayrildigi gézlenmistir. Membran
mikrovillus yapilarinda azalma goriilmiistiir. Sekil 4.4.b’de mitokondrilerin voliimleri
azalmis, membran gecirgenligi artmis ve krista yapilar1 dagilip neredeyse silindigi tespit
edilmistir. Sekil 4.4.c.’ye bakildiginda ise hiicre i¢inde yogun vakoulizasyon goriilmiistiir.
Sekil 4.4.d.’de ise ¢ekirdek zarmin saglam kaldig1 ancak kromatin yapisinin yogunlastigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4.1.a. Endoplazmik retikulum yapisi1 (siyah ok ile gosterilmektedir).

e

Sekil 4.1.b. Mitokondri ve krista yapilari (siyah ok ile gosterilmektedir).



Regbiltis 100K\ x11.0k BFS
Sekil 4.2. Endoplazmik retikulum diizensizligi (siyah ok ile gosterilmektedir).

Mitokondrilerin durumu, krista yapilari (mavi ok ile gdsterilmektedir). Kiiclik vakoul

yapilar1 (kirmizi ok ile gosterilmektedir).

Sekil 4.3.a. Mitokondri ve endoplazmik retikulum yapilarmin durumu (siyah ok ile

gosterilmektedir).



Sekil 4.3.b. Hiicre membran1 mikrovillus yapilari (siyah yuvarlak ile gosterilmektedir).
Sekil 4.3.c. Cekirdek zar1 (siyah ok ile gosterilmektedir) ve kromatin yapisi (mavi ok ile

gosterilmektedir).

Sekil 4.4.a. Endoplazmik retikulum bozulmasi (siyah ok ile gosterilmektedir) ve ribozom

(mavi ok ile gosterilmektedir) yapilari. Membran mikrovillus yapilar1 (siyah yuvarlak ile

gosterilmektedir).
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Sekil 4.4.b. Mitokondrilerin membran gegirgenligi, voliimleri (siyah ok ile

gosterilmektedir) ve krista yapilar1 (mavi ok ile gosterilmektedir).

g
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Sekil 4.4.c. Sitoplazmada yogun vakoulizasyon (siyah ok ile gosterilmektedir).
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Sekil 4.4.d. Cekirdek zar1 (mavi ok ile gosterilmektedir) ve kromatin yapisi (siyah ok ile

gosterilmektedir).

Renal I/R hasarinin belirlenmesi igin yapilan farkli ¢alismalarda da TEM
gorlntiileme yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismalarda da bizim ¢alismamiza benzer sekilde
bobrek hiicrelerinde ve organel yapilarinda morfolojik degisiklikler gozlendigi rapor
edilmistir. Farelerde yapilan bir calismada renal I/R ile indiiklenen akut bdbrek hasarini
tespit edebilmek icin TEM goriintiilleme yontemi kullanilmigtir. Bu c¢aligmada iskemi
gruplart ile sham gruplarini karsilagtirdiklarinda, tiibiil hiicrelerinde azalmis mikrovillus
yapilari, podosit pedikiillerin silinmesi ve mitokondri voliim azalmasi gézlemlemislerdir
(Chihanga vd., 2017). Bizim g¢alismamizda o&zellikle 60 dakika iskemi gruplarinda,
mitokondrilerde voliim azalmasi ve islev kayiplar1 gézlemlenmistir. Renal I/R hasarinin
sicanlarda olusturdugu morfolojik degisiklikler ve oksidatif stresi inceleyen farkli bir
caligmada ise yine TEM goriintiileme yontemi kullanilmistir. Bu goriintiilerde ratlarin
sham gruplarinda yogun membran mikrovillus yapist ve yogun diizenli mitokondriler
goriiliirken, ratlarm I/R grubunda mitokondriyal voliim azalmasi, mikrovillus yapilarinda
bozulma ve azalma goriilmistiir (Kusaka vd., 2010). Bizim g¢alismamizda da 30 ve 60
dakikalik I/R gruplarinda mitokondriyal voliim azalmasi ve &zellikle 60 dakika I/R
gruplarinda membran mikrovillus yapilarinda bozulma ve azalma tespit edilmistir. Bizim
bulgularimizi destekler sekilde yapilan diger bir calismada ise renal I/R hasar1 géren

sicanlarin bobrek dokularindaki degisiklikler morfolojik olarak TEM’de incelenmistir. 30
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dakika I/R’den sonra mitokondrilerde voliim azalmasi ve kristalarin yapisal bozuklugu

gorilmiistiir (Morales vd., 2019).

Calismamizda 30 ve 60 dakika renal I/R uygulanan siganlarin bobrek TEM
goriintiileri incelendiginde ferroptotik hiicre oliimiinde goriilen hiicre morfolojisi ve
organel yap1 degisiklikleri gdzlenmistir. Ornegin 60 dakikalik I/R uygulanan gruplarin
TEM goriintiilerinde GER’lerin diizenli yapilarinin bozuldugu, sitoplazmanin igerisinde
dagildig1 ve hatta iizerlerinde bulundugu ribozomlarin koparak sitoplazmanin iginde
biriktigi gozlendi. Yapilan farkli calismalarda da ferroptotik hiicre 6liimiinde GER’lerin
strese girdigi rapor edilmistir. Yapilan bu g¢alismalarda ER stresinin, memeli tiirlerinde
katlanmamig protein tepkisi (UPR) ile iliskili oldugu bildirilmistir. Kalsiyum
seviyelerindeki degisikliklerin engelledigi bir dizi kimyasal reaksiyonlar sonucu ER
limeninde katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine neden oldugu ifade
edilmistir. Ayrica Sistem Xc, hiicre i¢i glutamat i¢in hiicre dis1 sistin degisimine tipik
olarak aracilik eden bir amino asit antiportdrii olarak tanimlanmaktadir. Ferroptotik ajanlar
tarafindan sistin-glutamat degisiminin inhibisyonunun da, bir ER stres yanitinin
aktivasyonuna yol actig1 gosterilmistir (Tang, 2019). Yapilan bu ¢alismalar bulgularimizi
destekler niteliktedir. Calismamizda TEM goriintiilerinde ayrica mitokondrilerin
voliimiinlin azalmasi, krista yapilarinin bozulmasi, hiicre zarinda bozulma olmamas1 ve
kromatin yapisinin yogunlagmasi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda ferroptotik hiicre
Olimiiniin hiicrelerde meydana getirdigi morfolojik degisiklikler, mitokondriyal voliim
azalmasi, kristalarin yapilarinin bozulmasi, mitokondriyal dis zar yirtilmasi, kromatin
yogunlagmas1 ve hiicre zar1 saglam kalmasi olarak tanimlanmaktadir (Nirmala ve Lopus,
2019; Celenk, 2021). Bu ¢alismalar bizim bulgularimizi destekler nitelikte olan belirtegler

icermektedir.

4.2. Biyokimyasal Analizler

4.2.1. Doku ve serumdan ROS analizi

Calismamizda ilk defa ii¢ farkli iskemi siiresine bagl olarak gelisen, I/R hasari ile

indiiklenen ROS {iretiminin, hem doku diizeyinde hem de serum diizeyinde tespiti
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yapilmistir. Renal I/R hasart modeli olusturdugumuz siganlarn bdbrek dokusu ve
serumundan yaptifimiz ROS tayini sonucunda Cizelge 4.1.a’ya gore doku ROS
seviyesinde Cizelge 4.1.b’ye gére serum ROS seviyesinde I/R gruplarinda sham gruplarina

oranla anlamli bir artig tespit ettik (*p<0,05; **p<0,01).
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Cizelge 4.1.a. Farkli iskemik siirelere maruz kalan sican bobrek dokusunda ki ROS diizeyi

tayini
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Cizelge 4.1.b. Farkli iskemik siirelere maruz kalan sigan serum orneklerinden ROS diizeyi

tayini
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Calismanzda I/R gruplar1 sham gruplar ile karsilastirildiginda ROS seviyesinde
belirgin bir artis tespit edilmistir. Yapilan farkli bir ¢aligmada iskemik kosullar altinda,
ksantin dehidrojenazin ROS {iretebilen ksantin oksidaz formuna konformasyonel bir
degisiklige ugradigi belirtilmistir. Normal sartlarda mitokondride oksijenin %95°1 herhangi
bir serbest ara iirline doniisiim olmaksizin H,O’ya direkt olarak indirgenmektedir. Kalan
%S5’lik kisimda Oz. ve H202 gibi serbest radikallerin iiretildigi ve bu radikallerin CAT,
SOD ve GPX enzimleri aracilig1 ile HO’ya indirgendigi bilinmektedir. iskemik kosullarda
ise antioksidan savunma sistemi dogru bir sekilde ¢alisamamakta ve H>O» seviyesi giderek
ylikselmektedir. Buna bagli olarak son derece aktif OH™ radikalinin daha fazla iiretilmesine
neden olmaktadir. Iskemi kosullarinda islevi bozulan mitokondri tarafindan ROS iiretimi
belirgin bir sekilde artmaktadir ve dokulara oksijenin saglandigi reperfiizyon durumunda
bu iiretim artarak devam ettigi rapor edilmistir (Dorweiler vd., 2007). Calismamizda ki
ROS diizeyinin belirgin artiginin bu calismada belirtilen siirecler yoluyla arttig1
diisiintilmektedir. Farkli bir ¢aligmada ise mitokondrilerin, endojen ROS {iretiminin ana
kaynag1 oldugu ve lipid peroksidasyonuna karist duyarli oldugu rapor edilmistir.
Mitokondri yiiksek seviyelerde indirgenmis glutatyon igerdigi i¢in, GPX4 aktivitesinin
inhibitorlerinin veya glutatyonu tiiketen kosullarin da mitokondride lipid peroksidasyonunu
indiikleyebildigi belirtilmistir. Mitokondri ayrica yiiksek diizeyde fosfatidiletanolamin (PE)
icermektedir ve PE sentezinin ana kaynagi olarak gosterilmektedir. Oksitlenmis PE'lerin
ferroptozda birikmesi iyi bilinmektedir. PE’ler lipit peroksit iiretim reaksiyonuna
katilmaktadirlar. Mitokondriden kaynaklanan ROS, mitokondride veya diger bdlmelerde
lipid peroksidasyonunu gii¢lendirebilmektedir (Tang, 2019). Bu bilgiler ¢aligmamizda
ferroptotik hiicre Oliimiiniin artan ROS birikiminden kaynaklanan lipit peroksidasyonu
yolu ile tetiklendigini desteklemektedir. Bizim bulgularimizi destekler nitelikte olan farkli
caligmalar bulunmaktadir. Asetillenmis histonlar1 taniyarak baglanan ve transkripsiyon
diizenlemesinde dnemli bir rol oynayan Brd4’{in inhibisyonu ile farelerde olusturulan renal
I/R (30 dakika iskemi) modelinin neden oldugu hasarlar1 azaltmay: hedefleyen bir
caligmada sham gruplari ile karsilastirildiginda I/R gruplarinda daha yiiksek ROS seviyesi
gorildiigii bildirilmiglerdir (Liu vd., 2019). Ginsenosid Rbl1'in, mitokondriyal kompleks
I'den ROS iiretimini inhibe ederek kardiyak I/R hasarmni azaltip azaltmadigini arastirmayi
hedefleyerek yaptigi bir calismada farelerde olusturulan kardiyak I/R (30 dakika iskemi)
modelinde, renal I/R modeli kullandigimiz ¢alismamiza benzer sekilde, iskemi gruplarinda

yliksek ROS diizeyi gozlendigi bildirilmistir (Jiang vd., 2021). PRMTS5 metiltransferaz
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enziminin farelerde olusturulan renal I/R (30 dakika iskemi) modelinde oksidatif stres
olusturma tiizerine rolliniin arastirildig1 bir ¢alismada, bizim bulgularimiza benzer sekilde,
sham gruplari ile karsilastirildiginda I/R gruplarinda daha yiiksek ROS seviyesi goriildiigii
bildirilmistir (Diao vd., 2019).

4.3. Molekiiler Analizler

4.3.1. ACSL4 ve ALOX15 Ekspresyon Diizeyleri

Calismamizda ilk defa renal I/R modelinde, ferroptoz lipit yolaginda gorevli
ACSL4 ve ALOX15 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri li¢ farkli iskemi araligina
bagl olarak aragtirilmistir. Cizelge 4.2.° ye bakildiginda ACSL4 ekspresyonu 30, 45 ve 60
dakikalik I/R gruplarinda sham gruplarina gére anlamli artis gdstermistir. Ayrica bu
ekspresyon seviyesindeki artis, iskemi siiresinin uzunluguna gore yiikselen bir ekspresyon
profili gostermistir. Cizelge 4.3.’e bakildiginda ise ALOX15 ekspresyonu benzer sekilde
tiim I/R gruplarinda sham gruplarina gore anlamli artis gostermistir ve iskemi siiresinin
uzunluguna gore gen ekspresyonunda artis gozlenmistir.
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Cizelge 4.2. Farkhi iskemik siirelere maruz kalan sican bobrek dokusunda ki ACSL4
mRNA ekspresyonu (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Cizelge 4.3. Farkli iskemik siirelere maruz kalan sigan bobrek dokusunda ki ALOX15
mRNA ekspresyonu (*p<0,05; **p<0,01).

Calismamizda /R gruplarnda ACSL4 ekspresyon diizeyi belirgin artis
gostermistir. Literatirde ACSL4’{in lipit peroksidasyonunu arttirarak ferroptoza katkida
bulundugu bildirilmistir. Yapilan bir calismada yag asidi metabolizmasinin bir dizi enzim
tarafindan anabolik ve katabolik yollar tarafindan saglandigi rapor edilmistir. ER ve
mitokondri dis zarinda ifade edilen ACSL ailesi agil-coA’lar olusturmak i¢in yag asitlerini
katalize etmektedirler. ACSL4 ekspresyonu erastin kaynakli ferroptoza karsi hassasiyetle
iligkilendirilmistir. ACSL4 ifadesi baskilandiginda ferroptoz direnci artarken ACSL4’ilin
gen aktarimi yolu ile saglanan asir1 ekspresyonu kanser hiicrelerinde ferroptoz
duyarliligina neden olmustur. 4 farkli hiicre hattinda 24 saat erastin miidahalesinden sonra
2 hiicre hatt1 ferroptoz direngli diger iki hiicre hatti ferroptoz duyarli olarak ortaya
cikmistir. Ferroptoz duyarli hiicreler nispeten yiiksek ACSL4 ifadesine sahipken direngli
hiicreler ¢ok diisiik seviyede ya da hi¢ ACSL4 ifade etmemistir. Boylece ACSL4’lin
erastin kaynakli ferroptozun diizenlenmesinde belirleyici bir rolii oldugu gosterilmistir.
ACSL4’iin baskilanmasi ile ferroptoz biiyiik Ol¢lide azalmistir. ACSL4 ekspresyonun
inhibe edilmesi ile yalnizca malondialdehit (MDA) tiretimi azalmistir, demir birikiminde

farklilik goriilmemistir. ACSL4’lin ekspresyonunun indiiklenmesi ile MDA seviyesi
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yiikselmistir demir birikimi bu parametre ile de degismemistir. Bu bulgular ACSL4’iin lipit
peroksidasyonunu arttirarak ferroptoza katkida bulundugunu gostermistir (Yuan vd.,
2016). Bizim ¢alismamizda ACSL4’iin ekspresyon artis1 lipit peroksidasyonu tetikleyerek
ferroptozun indiiklenmesi olgusunu desteklemektedir. Bizim bulgularimizi destekler
nitelikte yapilan farkli calismalar bulunmaktadir. Farelerde olusturulan renal I/R hasar
modelinde, agr1 kesici bir ilag olan Deksmedetomidin’in ferroptozu baskilayarak
bobrekleri renal I/R hasarima karsi koruyup korumadigmi arastirmak amaciyla yapilan bir
calismada, I/R hasarmdan sonra ACSL4 ekspresyonunun bobrek dokularinda arttig
bildirilmistir (Tao vd., 2022). Ferroptozun mekanizmasini1 anlamak amaciyla yapilan bir
calismanin RNA dizi analizinde, renal I/R ile olusturulan akut bobrek hasari olan farelerin
ACSL4 ekspresyonu normal farelerin ACSL4 ekspresyonuna oranla artis gosterdigi

bildirilmistir (Wang vd., 2022).

Bagirsak I/R hasarinda yapilan bir galismada ACSL4’iin iskemik kosullar altinda
yukan regiile edildigi ve reperfiizyon oncesi inhibe edildigi takdirde ferroptozun ve
hiicresel hasarin engellendigi gosterilmistir. Aymi ¢alismada ACSL4’iin nakavt edildigi
hiicrelerde lipit peroksidasyonuna ve ferroptoza diren¢ meydana geldigi bildirilmistir (Li
vd., 2019). Cizelge 4.3.” de goriildiigii gibi, ACSL4’lin 30 dakikadan sonra daha yiiksek
anlamhilik gostermesi ile ferroptozun 30 dakika I/R’dan sonra daha belirgin sekilde
meydana geldigi sdylenebilmektedir. Ayrica bu durumu 60 dakika iskemi grubu TEM

gorlntiilerimiz de desteklemektedir.

Calismamizda ALOX15 ekspresyon diizeyinde anlamli artis gozlenmistir. Yapilan bir
calismada lipoksijenazlar (LOX) PUFA'larin dioksijenasyonunu katalize eden hem grubu
icermeyen, demir igeren enzimlerin bir ailesi olarak tanimlanmaktadir. ALOXI1S lipit
oksidasyon enzim siniflarinda yer alir ve ferroptozda 6nemli rolii oldugu bildirilmistir.
PUFA-fosfolipidlerde iskemi hasarma duyarliligi artiran spesifik redoks reaksiyonlarini
baslattigi gdsterilmistir. I/R hasartyla ALOX15’in ekspresyonu indiiklenmektedir ve buna
bagli olarak gelisen reaksiyonlarla ortamda lipit peroksitlerin birikimi ile ferroptoz
tetiklenmektedir (Feng ve Stockwell, 2018). Farkli bir alanda yapilan ¢alismada HT 1080,
Calul ve Pancl hiicre hatlarinda ALOXI1S5 ifadesi inhibe edilerek ferroptozun Oniine
gecildigi  bildirilmistir (Shintoku vd., 2017). Mide kanseri hasta doku ve serum
orneklerinde yapilan ¢aligmada ALOX15 geninin keskin bir diisiis yasadig1 ve buna bagl
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olarak lipid ROS seviyelerinin diistiigii gosterilmistir. miR522 bu hastalarin serum ve doku
hiicrelerinde yiiksek ekspresyon seviyesi gostermistir ve lusiferaz raportor gen metodu ile
miR522°nin ALOX15’e baglanarak bu genin ekspresyonunu baskiladigir ve lipid ROS
seviyesini diisiirerek ferroptozu kisitladig kanitlanmistir (Zhang vd., 2020). Bu ¢alismadan
yola c¢ikarak, calismamizda ALOXI15 ekspresyon artisinin lipit peroksidasyonunu
tetikleyerek ferroptoza neden oldugu diisiiniilmektedir. Bulgularimizi destekler nitelikte
olan farkli calismalar bulunmaktadir. Siganlarda miyokardiyal I/R modeli olusturarak ve in
vitro modeller kullanilarak yapilan bir c¢alismada PUFA-fosfolipitlerin katildigi
reaksiyonlar ile hiicrede olusan hasara katkis1 aragtiritlmistir ve ALOX15 ekspresyonunun
indiiklenerek lipit peroksit birikimi yoluyla ferroptozu destekledigi gosterilmistir (Ma vd.,
2022). Farelerde serebral I/R modeli olusturularak yapilan bir calismada I/R hasari ile
indiiklenen ferroptozun ALOX15 ekspresyonunun artmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Zhao vd., 2022). Yapilan bu calismalar artan ALOX15 ekspresyon diizeyinin ferroptotik
hiicre olimi ile iliskili oldugunu gostermistir ve bizim c¢aligmamizda elde ettigimiz
bulgularda ALOX15 ekspresyonunun farkli iskemik siirelerde bobrek dokusunda artiginin

ferroptotik hiicre 6liimiiniin gerceklestigini destekler niteliktedir.

4.3.2. miR497 Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen ACSL4 ile iliskili miR497 nin
ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak arastirilmistir. Cizelge 4.4’e
bakildiginda miR497°nin ekspresyon diizeyinde, tiim I/R gruplarinda sham gruplarma

oranla anlaml1 bir azalma tespit edilmistir.

Farelerde olusturulan miyokardiyal I/R hasari modellerinde yapilan farkli
caligmalarda miR497’nin ekspresyonunun artis gosterdigi bildirilmistir (Li vd., 2015; Qin
vd., 2018; Jin vd., 2019 ). Calismamizda bobrek dokusundan izole edilen miR497
ekspresyonunun farkli iskemi siirelerine bagli olarak diistiigii belirlenmistir. Yukarida
bahsedilen ¢alismalar miyokard I/R hasar1 {izerinde yapilmis olup bizim ¢alismamizda ise
renal I/R hasarinda miR497 ekspresyonuna bakilmistir. Farkli dokularda farkli miRNA
ekspresyon diizeyleri gergeklesebilir. Sonuglarimizdan yola ¢ikarak bobrek dokusunda
tespit edilen azalan miR497 ekspresyonlarinin, ACSL4 ekspresyon seviyesinin artigina

neden olacagi ve ferroptotik hiicre Sliimiinli indiikleyebilecegi diisiiniilmektedir. Kanser
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alaninda yapilan farkli bir ¢alismada iiclii negatif meme kanseri hiicrelerinde miR497 nin
ekspresyonu ve CCNE1 mRNA ekspresyonu birlikte arastirilmistir ve miR497 nin
ekspresyonunun dnemli 6l¢iide azalirken CCNE1’in ekspresyonunun énemli 6l¢iide arttigi
bildirilmistir. Ayrica miR497 nin ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
ve metastazini inhibe etmek, hiicre dongiisiinii bloke etmek gibi tlimor inhibisyonu
gorevlerinde rol aldigi bildirilmistir. Bu ¢alisma miRNA ekspresyon diizeylerinin farkli

alanlarda farkl gorevler iistlendigini gostermektedir (Liu vd., 2021).
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Cizelge 4.4. miR497 ekspresyon grafigi (*p<0,05; **p<0,01)

4.3.3. miR92a2 Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen ALOX15 ile iliskili miR92a2’nin
ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagl olarak arastirilmistir. Cizelge 4.5°e
bakildiginda miR92a2’nin ekspresyon diizeyi, tiim I/R gruplarinda sham gruplarina gore

anlamli azalma gostermistir.

miR92a2 ile ilgili yapilan caligmalarin 6nemli bir kismi kanser hiicreleriyle
yapilmistir. Omegin miR92a2’nin kiigiik hiicreli akciger kanserinin tiimér dokularinda
yapilan farkli ¢alismalarda miR92a2’nin asir1 eksprese oldugu ve apoptotik hiicre 6liimiiyle

iliskili oldugu rapor edilmistir. (Li vd., 2014; Yu vd., 2017) Ozellikle timér



51

proliferasyonunu tesvik ederek apoptozu inhibe ettigi belirtilmigtir. miR92a ailesinin
(miR25, miR92al, miR92a2 ve miR363) iiyelerinin bircok tiimér doku tipinde asiri
eksprese oldugu ve bu iiyelerin tiimor evresi veya boyutu, timor metastazi ve prognozu ile
iligkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica tiimor biyobelirteci olarak kullanilabilecekleri 6ne
stiriilmiistiir (Li vd., 2014). Kiiglik hiicreli akciger kanseri iizerine yapilan farkli bir
caligmada yine miR92a2 ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu ancak bir 6nceki ¢aligmada
bahsedilen timdr biyobelirteci olarak kullanilma 6zelliklerine sahip olmadig1 belirtilmistir
(Yu vd., 2017). Calismamizda renal I/R hasarina bagli miR92a2’nin ekspresyonu ilk defa
calistlmistir bu nedenle bu alanda herhangi bir literatlir bilgisine rastlanmamuistir.
Bulgularimizdan yola c¢ikarak, miR92a2’nin diisiik ekspresyonu ALOXI15’in yiiksek
eksprese edilmesine neden oldugu ve lipit peroksidasyonunu indiikleyerek ferroptotik

hiicre oliimiine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
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4.3.4. miR106b Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen ACSL4 ile iliskili miR 106b’nin
ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak arastirnlmistir. Cizelge 4.6.’ye
bakildiginda miR106b’nin sadece 30 dakika I/R grubunda sham grubuna gore anlaml
azaldigim tespit ettik. 45 ve 60 dakika I/R gruplarindaki ekspresyon azalma seviyesi

anlamli olarak saptanmadi.

miR106b ile ilgili yapilan g¢alismalarin 6nemli bir kismi kanser hiicreleriyle
yapilmistir. Ornegin bir ¢aligmada miR106b’nin tiimérijenez, cogalma ve metastazda yer
alan genleri dogrudan hedef aldig1 bildirilmistir (Sagar vd., 2022). Farkli bir caligmada
miR106b’nin insan kati1 malignitelerinde asir1 ekspresyon gosterdigi rapor edilmistir (Yang
vd., 2020). Yine bagka bir calismada kanserle iliskili endotel hiicrelerinde miR106b’nin
ekspresyonunun normal endotel hiicrelerine gore yiiksek seviyede oldugu gosterilmistir
(Mangala vd., 2016). Calismamizda renal I/R hasarina bagl miR106b nin ekspresyonu ilk

defa ¢alisilmistir bu nedenle bu alanda herhangi bir literatiir bilgisine rastlanmamastir.
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4.3.5. miR3584 Ekspresyon Diizeyi

Calismamizda ilk defa renal I/R hasariyla degisen, ALOX1S5 ile iliskili miR3584’{in
ekspresyon degisimi farkli iskemi siirelerine bagli olarak arastirilmistir. Cizelge 4.72ye
gore miR3584’ilin ekspresyon seviyelerinde degisen iskemi stirelerine bagl olarak anlamli
bir degisiklik tespit edilmemistir.

Calismamizda renal I/R hasarmna bagli miR3584’iin ekspresyonu ilk defa calisimistir
bu nedenle herhangi bir literatiir bilgisine rastlanmamistir. Ancak siganlarda CFA enjekte
edilerek agr1i modeli olusturulan bir ¢caligmada sican omuriliginde miR3584 ekspresyonu
agrinin 5. Giiniinde kontrol grubuna gore azalma gostermistir ve enflamatuvar agrinin

erken evresinin dnemli bir biyobelirteci oldugu belirtilmistir (Liu vd., 2017).
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Elde ettigimiz TEM goriintiileri incelendiginde, renal I/R hasarmin ve bununla
indiiklenen ferroptotik hiicre dliimiiniin siddetinin, farkli iskemi siirelerine bagl olarak
degistigini tespit ettik. Biyokimyasal analizler sonucunda artan ROS miktar1 ile lipit
peroksidasyonunun gergeklestigi ve bu sayede hiicrelerde ferroptotik siirecin gelistigini
diistinmekteyiz. Ayrica ferroptozun lipit yolaginda gorevli ACSL4 ve ALOX15 genlerinin
ekspresyonlarindaki artisin bobrek hiicrelerinde ferroptotik siirecin baglamasina katkida
bulundugunu goézlemledik. Genlere direkt baglanarak ekspresyon diizeylerini baskilamakla
gorevli olan miRNA’larin ¢alismamiz sonucunda ekspresyon diizeylerinde anlamli azalig
gostermesiyle, ACSL4 ve ALOX15’in asir1 ekspresyonu aracili ferroptozun gergeklestigi

sOylenebilir.

Calismamizda ROS diizeyi ile belirlenen lipit peroksidasyonu, ayrica 4-HNE boyama
metodu araciligiyla da tespit edilebilir. Lipit peroksidasyonunun oldukca toksik bir aldehit
iiriinli olan 4-HNE oksidatif hasarin ve lipid peroksidasyonunun hassas bir belirtecidir ve

monoklonal antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirilebilir.

Bundan sonra yapilacak caligmalarda ferroptotik hiicre Oliimiiyle baglantili olarak
miRNA ’lara lusiferaz raportor gen ekleme yontemi ile, ALOX15 ve ACSL4 hedef genlerle
olan iligkileri daha acik bir sekilde ortaya konabilir. Transfeksiyon yontemi ile miRNA
asir1 ekspresyonu deneysel olarak saglanarak, ACSL4, ALOX15 ekspresyon diizeylerinde
ve ferroptotik hiicre Olimiinde herhangi bir degisikligin varlig1 arastirilabilir. Ayrica
ACSL4 ve ALOXI15 genleri nakavt edilerek ferroptozun gergeklesme durumu

incelenebilir.

Calismamizda ilk defa farkli iskemi siirelerine bagli olarak olusturulan renal I/R
modelinde ferroptozun lipit yolagi ile iliskili ACSL4 ve ALOX15 mRNA’lar1 ve miR497,
miR92a2, miR106b ve miR3584’{in ekspresyonlar1 birlikte incelenmistir. Calismamiz bu

yonii ile 6rnek bir model olusturmustur.
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