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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABY Akut bobrek yetmezligi

ABH Akut bobrek hasari

GFH Glomertiler filtrasyon hiz1

RRT Renal replasman tedavisi

RIFLE Risk-Hasar-Yetmezlik-Kayip-Son donem bobrek hastaligi

(Risk-Injury-Failure-Loss-End stage renal desease )

AKIN Akut Bobrek Hasar1 Calisma Grubu

( Akut Kidney Injury Network )
BUN Kan iire azotu

NGAL Nétrofil Jelatinaz liskili Lipokalin

( Neutrophil gelatinase-associated lipocalin )

KIM-1 Bobrek Hasar Molekiilii-1 ( Kidney injury molecule-1 )
IL-18 Interldkin 18
MDRD Bobrek Hastalarinda Diyet Diizenlemeleri

( Modification of Diet in Renal Desease )

KDIGO Bobrek Hastalig1 Kiiresel Sonuglarin lyilestirilmesi

( Kidney Disease Improving Global Outcomes )

KI-ABH Kontrast iligkili akut bobrek hasari

MiRNA MikroRNA

ncRNA Kodlamayan RNA
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KBH

CIN

KBH

SD

DMEM

DMSO

MTT

H/R

Kronik bobrek hastalig
Kontrast kaynakli nefropati
Kronik bobrek hastaligi
Sprague-Dawley
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimetilsiilfoksit
miRNA Mimik Transfeksiyon

Hipoksi/reperfiizyon

v



ICINDEKILER

Sayfa
BEY AN .ttt ettt ettt ettt e b e aae e nbeenaaeenne I
TESEKKUR ......vviiiiieieieeeieeeeeeeee ettt ese ettt II
SIMGELER VE KISALTMALAR ........cocooiteirieieieieeeiseiseie s v
ICINDEKILER........coooiiiuieeeieeeeeeeeeeeeeeee e \Y%
SEKILLER DIZINT ..ot VIl
GRAFIKLER DIZINI......oo VIII
RESIMLER DIZINT.......coiiiiiiiiiiiii e IX
TABLO DIZINT ..o X
LLOZET oot X1
2ABSTRACT ...ttt ettt et e e be e sabeesbaesaaeesseesnnas XII
3. GIRIS oot 1
PROJENIN AMACT. ..ottt 3
4. GENEL BILGILER ....coocutiiiiiiniieiiiineiseiecisceeseiesse e 4
4.1. Akut Bobrek Hasart Tanimi........cccceevveeriiieeeiiieeiiieeeiee e e evee e 4
4.2. Akut Bobrek Hasar1 Etyoloji ve Stiflamast................coooooiiiiin oo 7
4.2.1.Prerenal akut bobrek hasari........c..cccveeeiiieeeiiieiciieceeeee e, 7
4.2.2. Postrenal Akut Bobrek Hasart..............oooooiiiiiiiiiii i, 10
4.2.3. Renal (intrensek) Akut Bobrek Hasart................coooiiiiiiiiiiiiina 10
4.3. Kontrast Madde Tliskili Akut Bobrek Hasart..............ccocuveuviuninneen ... 11
4.3.1. Kontrast Madde liskili Akut Bobrek Hasar1 Tanimi ve Insidansi.......... 11
4.3.2. Kontrast Madde Tiirleri ve Ki-ABH Patofizyolojisi......................... 12
4.3.3. KI-ABH icin Yiiksek Risk FaKtOrleri. . .....ovuouevneeinieiiieieien . 14
4.3.3.1. Kontrastla T1gili Faktorler..............coooiiiiiiiiiiiie s e 14
4.3.3.2. Hastayla [lgili FaKtorler..............coouviuiiiiieiiie e, 15
4.4, MIKTORNAIAT. ..ot e 16
4.4.1. miRNA'larin Biyogenezi ve Fonksiyonlari.................cooooviiiiin, 17
4.4.2. Bobreklerdeki miRNA'lAr. ..o e 19
4.4.3. Akut Bobrek Hasart ve miRNA'lar...............coooiiiiii i e, 20
4.4.4. Kontrasta Bagli ABH’da miRNA'lar...............coooiiiiiiiiii v, 23
5. GEREC ve YONTEMLER .......cocoouiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
ST MaAErYal..ceeeeiicieee e e 26
5.1.1. Kimyasallar ve Kitler.........ccooovieriiiiniiiiniiieieeeeee e, 26
5.1.2. Plastik Malzemeler...............coooiiiiiiiiiii e, 27
3.1.3. Kullanilan Arag ve Geregler............ooooiiiiiiiiiii i 27
I 0] 1 11S) 111 (< RS RR 27
5.2.1. Hiicre KUIUIT ..ooeeveeeiieeeiiieeieeeeieeeeee et e 27
5.2.1.1. Hiicrelerin Dondurulmasi................oooiiiiiiiii i 28
5.2.1.2. Hiicrelerin COzilmesi............oooviiiiiiiiiiiii i, 28
S22.MTT ANANZI...coniiii i e 28
5.2.3. MikroRNA 1z0olasyonu. ..............ccocuiiiiiiiiiiiiiiieiiiiein, 29
5.2.4. MikroRNA Mikrodizinleme...............ccooeiiiiiiiiiiiiiniinnn... 29
5.2.5. Gen-ontoloji ANAliZi.......c.oovviiiniiiiiiiiii e 30
5.2.6. miRNA cDNA doniisiimii ve hedef genlerin ekspresyon analizi...... 30
6. BULGULAR ...ttt ettt ve e et ennas 31
6.1. HUCTe KUITHIT ... veeeiie e e e e 31



6.2 MTT ANAIIZI...eeiiiiiiiiiiiiiie e s 31
6.3. miRNA mikrodizinleme analizi ile miRNA’larin ifade degisimlerinin

SF 1 1211 14213 B 32
6.3.1. Ornek TanImi.............coouiiiiiiiiiiiiieii e 32
6.3.2. Analiz TasariMI........cooiuiiiiiiiiii e eeeeaaas 33
6.3.3.Deneysel Metodlar............ccovvuiiiiiiiiiiiiii e 33
6.3.4. Veri Kalitesi Kontrolii...............oooeiiiiiiiiiiiiiin, 34
6.3.4.1.Her Numune i¢in KK (¢izgi grafigi)..................... 34
6.3.4.2. Kutu Grafigi.......cooeveiiiiiiiiiiiii 34
6.3.4.3.Numuneler Arasinda Tekrarlanabilirlik.................. 35
6.3.4.4. Hiyerarsik Kiimeleme..................cocoveiiiiiinnn.. 37
6.3.4.5.MDS (Cok Boyutlu Olgeklendirme) grafigi............... 37
6.3.4.6.Yogunluk grafigi ve QC matriks hatt1 grafigi.............. 38
6.4. Veri ANaliZi.......oouiiiiii i 39
6.4.1.Veri AKISI. ...t 39
6.4.1.1.0rjinal Ham Veriler................coociiiiiiiin, 39
6.4.1.2.Veri On Isleme ve Kalite Kontrolii: Normallestirilmis
Yogunluk Cikarma — Filtreleme...............c.ooooiii e, 39
6.4.1.3.Istatistiksel TeSt. ... ...ovuieniiniieiieeie e 40
6.4.1.4. Kiimeleme Analizi..............coooviiiiiiiiiiiiiiie e, 40
6.5.50NUGIAT. ... 40
6.6.1fade degisimi saptanan miRNA’lar..................cocoeeeeiiiiieiin.. 45
T TARTISMA ..ottt sttt sttt st te s e neenaeas 48
8. SONUC VE ONERILER........cuiuiiiieie e, 53
9. KAYNAKLAR ..ottt sttt 54
L0 EKLER. .. .o 63
EK 1. ETIK KURUL KARAR FORMU.............oiiiiiiiiiiiiiiiieie e, 63
EK 2. SBE TEZ KONUSU KARAR YAZISL.....oiiiiiiiiiiiiiiieen 65
EK 3. DOKTORA TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU................ 67
T1L.OZGECMIS. ... 68

vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 4.1. ABH siiflamasi

Sekil 4.2. miRNA'larin biyosentezi ve iglevi

Sekil 4.3.Kontrast ortammin (CM) miRNA'larin ifade seviyeleri iizerindeki
etkileri

Sekil 6.1. HEK293T hiicrelerinin 4x biiyiitmedeki mikroskobik goriintiisii

vil



GRAFIKLER DiZiNi

Grafik 6.1. MTT Analizi sonucu gergeklestirilen IC50 grafigi

Grafik 6.2. Her numune i¢in olusturulan ¢izgi grafigi

Grafik 6.3. Kutu grafikleri.

Grafik 6.4. Pearson’ s Korelasyon Katsayisi

Grafik 6.5. Ornegin Korelasyon Matriksi

Grafik 6.6. Hiyerarsik Kiimeleme

Grafik 6.7. MDS Grafigi

Grafik 6.8. Yogunluk grafigi ve QC matriks hatt1 grafigi

Grafik 6.9. Iohexol ile muamele edilmis hiicrelerde upregiile ve downregiile
prob sayisi

Grafik 6.10. Fold change ve karsilastirilan ¢iftin p-degerine bagl olarak up ve
downregiile prob setlerinin sayisi

Grafik 6.11. Iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicreleri ile kontrol
hiicreleri arasinda ekspresyon diizeyinin dagilimi

Grafik 6.12. Iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicreleri ile kontrol
hiicrelerinde saptanan problar arasindaki ekspresyon seviyeleri (Kontrol olarak X
ekseni ve test olarak Y ekseni, her numune grubundaki normallestirilmis degerin
ortalamasidir)

Grafik 6.13. Iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicreleri ile kontrol
hiicreleri arasinda hacim grafigi

Grafik 6.14. HeatMap Analizi

Grafik 6.15. Real Time PCR Analiz Sonuglari

viii



RESIMLER DiZiNi

Resim 6.1. foheksol ile muamele edilen HEK293 T hiicre kiiltiirii

ix



TABLO DiZiNi

Tablo 4.1. Akut bobrek hasar1 RIFLE siniflandirilmasi

Tablo 4.2. AKIN Kiriterleri

Tablo 4.3. Akut bobrek hasart KDIGO Siniflamasi

Tablo 4.4. Akut bobrek hasar1 siniflamasi

Tablo 4.5. Radyokontrast maddeler ve 6zellikleri

Tablo 4.6. Ki-ABH ig¢in yiiksek risk faktorleri

Tablo 4.7. CIN gelisme riskini hesaplamada kullanilan Mehran Risk Skoru

Tablo 4.8. ABH'da Bobreklerde Degismis ifade Gosteren miRNA 'lar

Tablo 4.9. Ki-ABH i¢in tanisal veya terapotik biyobelirtegler olarak {imit verici
mikroRNA'lar

Tablo 5.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Tablo 5.2. Calismada Kullanilan Arag ve Geregler

Tablo 5.1. Analiz edilen 6rnek bilgileri

Tablo 5.2. Karsilastirilan 6rneklerin bilgileri

Tablo 6.3. Istatistiksel Analizde Karsilastirmalar

Tablo 6.4. Iohexol ile muamele edilen HEK293T hiicrelerinde ifade degisimi
saptanan miRNA’lar



Tezin Bashgi: Akut Bobrek Hasarinda Aday miRNA Ekspresyon Profilinin,
Hiicre Hatti Modellemesi Kullanilarak Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Dog. Dr. Aysun TORAMAN

Danmismani: Prof. Dr. Nuray ALTINTAS

Anabilim Dal: Tibbi Biyoloji

1.0ZET

Amag: Kontrasta bagl akut bdbrek hasar1 [Ki-ABH] klinik komplikasyon olup
artmis mortalite, uzamis hastanede yatis ve artan tibbi maliyetlerin 6nemli bir
nedenidir. Ki-ABH’da etkili miidahaleler almak igin erken teshis ve koruyucu
onlemler kilit oneme sahiptir. Tan1 yaygin olarak kullanilan fakat renal hasarin gergek
zamaninin gerisinde kalan ve erken tan1 ve miidahaleleri ciddi sekilde etkileyen serum
kreatinin seviyelerine baglidir. MikroRNA'nin [miRNA] erken Ki-ABH tanisinda
yararll bir biyobelirtec oldugu bulunmustur. Calismamizda Ki-ABH’da miRNA
ekspresyon profilinin olusturulmasi ve biyobelirte¢ olabilecek yeni miRNA’larin
saptanmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda insan bdbrek tiibiiler epitelyal HEK-293T
hiicreleri, Ki-ABH hiicre modeli olusturmak igin ioheksol ile muamele edildi. Hiicre
canlilik testi uygulamasi sonrasinda, kiiltiire edilen hiicrelerden RNA izolasyonu
yapildi. miRNA microarray ile ekspresyon profillendirmesi gergeklestirildi.

Bulgular: HEK-293T hiicrelerine kontrast madde olarak ioheksol verilip hiicre
canlilik testi uygulandiginda, hiicre morfolojisinde degisiklik olmadig1 gozlemlendi.
Hiicrelerden RNA izolasyonu sonrasinda, miRNA PCR array ile ekspresyon
profillendirmesi degerlendirildiginde, 20 miRNA’nin downregiile ve 6 miRNA’nin
upregiile oldugu saptandi. Analiz sonucunda anlamli degisim saptanmis 3 miRNA
(miR-378a-3p, miR-182-5p, miR-23b-3p) real-time PCR yontemi ile valide edilmistir.
Uclii tekrar edilen orneklerden two-way ANOVA ve paired t-test ydntemleri
kullanilarak istatistiksel analizler gergeklestirilmis olup, sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (**p< 0.01).

Sonuglar: Literatiire bakildiginda kontrast nefropati ¢alismalarinda saptanmayan
bu miRNA’lardan miR-182-5p, miR-221-3p, miR-151a-5p, miR-181b-5p, miR-23b-
3p, miR-103a-3p, miR-23a-3p, miR-378a-3p, miR-191-5p, miR-17-5p nefrotoksinler,
sepsis, I/R hasar1 gibi farkl etyolojilere bagli ABH modellerinde saptandigr goriildii.

Anahtar Kelimeler: Akut bobrek hasari, kontrast nefropati, miRNA
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Thesis title: Candidate miRNA Expression Profile in Acute Kidney Injury,

Investigating Using Cell Line Modeling

Student name/surname: Assoc. Dr. Aysun TORAMAN

Adyvisor: Prof. Dr. Nuray ALTINTAS

Department: Medical Biology

2. ABSTRACT

Aim: Contrast-induced acute kidney injury [CI-AKI] is a clinical complication
and is an important cause of increased mortality, prolonged hospitalization and
increased medical costs. Early diagnosis and preventive measures are key for effective
interventions in CI-AKI. Diagnosis is based on serum creatinine levels, which are
widely used but lag behind the actual time of renal injury and seriously affect early
diagnosis and intervention. MicroRNA [miRNA] has been found to be a useful
biomarker in the early diagnosis of CI-AKH. In our study, it was aimed to establish
the miRNA expression profile in CI-AKH and to detect new miRNAs that could be
biomarkers.

Material and Methods: In our study, human renal tubular epithelial HEK-293T
cells were treated with iohexol to generate a KI-ABH cell model. After the cell
viability test, RNA was isolated from the cultured cells. Expression profiling was
performed with miRNA PCR array.

Results: When iohexol was given to HEK-293T cells as a contrast agent and cell
viability test was applied, no change in cell morphology was observed. When
expression profiling by miRNA microarray was evaluated after RNA isolation from
cells, 20 miRNAs were downregulated and 6 miRNAs were upregulated. Three
miRNAs (miR-378a-3p, miR-182-5p, miR-23b-3p) with significant changes as a result
of the analysis were validated by real-time PCR method. Statistical analyzes were
performed using two-way ANOV A and paired t-test methods from the triple replicated
samples, and the results were found to be statistically significant (**p< 0.01).

Conclusion: It was observed that among these miRNAs which were not found to
be associated with contrast nephropathy in recent studies, miR-182-5p, miR-221-3p,
miR-151a-5p, miR-181b-5p, miR-23b-3p, miR-103a-3p, miR- 23a-3p, miR-378a-3p,
miR-191-5p, miR-17-5p were detected in AKI models due to different etiologies such
as nephrotoxins, sepsis, I/R injury.

Keywords: Acute kidney injury, contrast nephropathy, miRNA
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3.GIRIS

Akut bobrek hasar1 [ABH], bobrekte olusan ani fonksiyon kaybina bagli olarak
gelisen mortalite ve morbiditesi yiliksek bir klinik tablodur (Zuk & Bonventre, 2016).
Oliim orani, yaslanan niifus artismin ardindan yiikselen bir egilim gostermektedir
(Civilibal & Aksu, 2015). Akut bobrek yetmezligi siddetli ABH i¢in kullanilmaktadir.
ABH, tiim kisitlamalara ve yeni gelismelere ragmen artmis serum kreatinin diizeyi ve
azalmig idrar miktarma gore tanimlanmaktadir. Ancak, erken tani1 koyma ve klinik
agirligini belirlemede, tek bagina serum kreatinin diizeyinin kullanimi sorunlara yol

agmaktadir (Zuk & Bonventre, 2016).

Bobrek hasar1 sonrasit bobrekten kana ve idrara salinan gesitli biyomarkirlar,
heniiz serum kreatinin artis1 olmadan, ABH’n1 daha erken donemde tanimlayabilir.
MikroRNA'lar [miRNA'lar] bitkilerde ve hayvanlarda gen ekspresyonunu
transkripsiyon sonrasi diizenleyen bir kodlayicit olmayan RNA smifidir (Lee ve ark.,
2005). Yaklasik 18-23 niikleotid iceren tek iplikli RNA'lardir. Doku veya hiicreye
0zgi bir sekilde ifade edilirler. mRNA degredasyonunu indiikleyebilirler veya daha
siklikla hedef mRNA'larin 3'-¢evrilmemis bolgesine [UTR] baglanarak protein
translasyonunun baskilanmasina neden olabilirler. Son zamanlarda, 2000'den fazla
insan miRNA's1 belirlenmistir (Kito ve ark., 2015). Biriken kanitlar, genlerin ¢ogunun
miRNA diizenlemesine tabi oldugunu gostermektedir. ilging bir sekilde, bir miRNA
farkli genleri diizenleyebilir ve bir gen ¢coklu miRNA'lar tarafindan diizenlenebilir.
Cesitli fizyolojik siireglerle ve ¢ogu insan protein kodlayan genlerin miRNA'lar
tarafindan hedef alindigi diisiiniilmektedir. Ana miRNA'larin dagilimlart tiirler

arasinda biiyiik 6l¢lide korunmustur (Lee ve ark., 2005).

Uriner ve plazmada miRNA'larin varligi, miRNA'larin tan1 biyobelirtecleri olarak
potansiyelini ~ goOstermektedir. ~ Proteinler  gibi  diger  biyobelirteclerle
karsilastirildiginda, miRNA'lar biyolojik sivilarda oldukga stabildir ve giivenilir bir
sekilde analiz edilebilir ve Olciilebilir. Belki de en 6nemlisi, miRNA'larin Tagman
assay, sekansa dayali bir analiz oldugu icin oldukg¢a spesifiktir. miRNA, mRNA
ifadesini hedef alarak hastalik olusumuna ve gelisimine katilmaktadir. Akut bobrek

hasar1 hastalarinin serumunda miRNA ekspresyonunu test etmek icin miRNA



mikrodizin kullanilmaktadir (Ma ve ark., 2017). 2004 yilinda, miRNA mikrodizin
analizi kullanilarak, miR-192, miR-194, miR-204, miR-215 ve miR-216'nin insan
bobreklerinde bolca eksprese edildigini bildirilmistir. Renal lezyonlarin patolojik
Ozelliklerinden biri, yani organda lokalizasyonu, bobrek hastaliklar1 arasinda farklilik
gostermektedir. Ayrica, kalitsal bobrek hastaliklarda lezyonlarin lokalizasyonu
mutasyona ugramis genlerin tiirline baglidir. Bu nedenle, bobrek hasart 6zellikleri
bobrek hastaliklar1 arasinda farklilik gosterdiginden, 6zellikle miRNA molekiillerinin
hastalik belirtecleri olarak uygulanmasi i¢in, s6z konusu miRNA'y1 ifade eden
hiicrelerin tipine gore her bobrek hastaligindaki miRNA ekspresyon profilininin

dikkatlice incelenmesi gerekliligi belirtilmektedir (Ichii & Horino, 2018).

Bobrekte miRNA'lar ¢esitli hiicresel ve fizyolojik aktivitelerde kritik rol oynar.
Ortaya ¢ikan kanitlar, miRNA'larin akut bobrek hasarmin patogenezinde dnemli rol
oynadigin1 gostermektedir. ABH'da miRNA'larin daha fazla arastirilmasi, yeni tani
araglarin ve terap6tik miidahalelerin gelistirilmesinde atilimlara yol acabilir (Bhatt
ve ark, 2011, Wei ve ark., 2013). Gdriintiileme veya girisimsel amaglar i¢in yakin
zamanda intravaskiiler kontrast madde uygulanmasini takiben bobrek fonksiyonunda
bir diisiis olmas1 kontrast kaynakli ABH olarak tanimlanmaktadir. Hastanede yatan
hastalarda akut bobrek hasarinin en yaygin {igiincii nedenidir (Nash ve ark., 2002).
Genellikle hafiftir ve geri doniisiimliidiir, ancak bazi hastalarda renal replasman
tedavisi gerektiren geri doniisiimsiiz bobrek hasarina neden olabilmektedir. Ozellikle
yasli, diyabetik, kronik bobrek hastaligi ve kalp yetmezligi hastalarinda kalict bobrek
hasarina yol acabilmektedir. Kreatininde yiikselme hasar olustuktan sonra saptandigi
icin erken tani tizerinde bir¢ok biyomarkirlar {izerinde ¢alisma yapilmaktadir. miR-21,
miR-127, miR-146a iskemi reperfiizyon hasarinda rol oynayarak akut bobrek hasarina
yol acmaktadir (Gutierrez-Escolano ve ark., 2015, Sun ve ark., 2015, Kito ve
ark.,2015).

Farelerde calisilan iskemik ABH sirasinda miRNA ekspresyonunun mikroarray
analizi, 13 spesifik miRNA'nin arttigini, bir diizine miRNA'nin azaldigin1 géstermistir.
Bunlarin arasinda, miR-687, 30 dakikalik iskemi ve 12 saatlik reperfiizyondan sonra
renal kortikal dokularda 1700 kat artis gdstermistir. Renal 1/ R [Iskemi/reperfzyon]
sirasindaki miR-687 indiiksiyonu yakin zamanda Tagman real-time PCR, Northern
blot ve in situ hibridizasyon ile dogrulanmis, endiiksiyonu spesifik olarak proksimal

tiibiillerde lokalize etmistir. ilging bir sekilde, miR-687 indiiksiyonu gegici olup 12



saat - 24 saat reperfiizyonda zirve yapip ve 48 saat reperflizyondan sonra bazal

seviyelere diistiigii saptanmistir (Wei ve ark., 2010).

Literatiire bakildiginda kontrast nefropatide miRNA ekspresyonu ile ilgili
calismalar gerceklestirilmistir ve sican modellerinde miR-188-5p, miR-30a, miR-30c
ve miR30e dahil olmak {izere ¢esitli miRNA'larin seviyeleri, plazma ve bobreklerde

yiiksek olarak tanimlanmistir (Sun ve ark., 2016, Liu ve ark., 2021).
PROJENIN AMACI

Akut bobrek hasar1 erken tani ve tedavinin énemli oldugu son donem bdbrek
yetmezligine ilerleyebilen morbidite ve mortalitesi yliksek bir klinik durumdur. Erken
tan1 i¢in bir¢cok biyobelirteg lizerinde ¢alisilmasina ragmen klinik pratikte kullanilan
serum kreatinin degeri ge¢ bir biyobelirtegtir. miRNA'larin plazmada tagindigi ve
idrardan izole edilebildigi, potansiyelleri artirabilir biyobelirtecler olarak kullanildig
bilinmektedir. Bobrek i¢indeki rollerinin hem akut hem kronik bobrek hastaliginda
yapilmis giincel, kapsamli incelemeleri de bulunmaktadir (Kito ve ark., 2015, Ichii &

Horino, 2018 , Wei ve ark., 2013).

miRNA'lar akut bobrek hasarinin erken tanisinda kullanilmasi 6zellikle morbidite
ve mortalitesi yliksek hastalarda bliyiik yarar saglayabilir. Bobrek i¢indeki rollerinin
cesitli giincel, kapsamli incelemeleri de bulunmaktadir (sun ve ark., 2015, Wei ve

ark.,2010, Sun ve ark., 2016).

Bobrek patolojisindeki roliinii anlamak, bobrek hastaliklar: i¢in yeni tedavilere
yenilik¢i yaklagimlar iimidi sunmaya giliniimiizde de devam edildiginden, projemizin
amac1 kontrast, madde kullanimina bagl akut bobrek hasar1 olan hastalarda miRNA
ekspresyon profilinin ortaya konarak ve tani ve prognostik i¢in yeni biyobelirtecler

olarak ileriki ¢caligmalarimizda kullanabilmeyi hedeflemektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Akut Bobrek Hasar1 Tanimi

Akut bobrek hasar1 [ABH], bobrek fonksiyonlarinin saatler veya giinler igerisinde
ani olarak bozulmasi sonucunda gelisen iire ve diger azotlu atik liriinlerin birikimi ve
hiicre dis1 hacim ve elektrolit bozukluklariyla karakterize klinik bir tablodur. ABH
terimi, giiniimiizde biiyiik dl¢lide akut bobrek yetmezliginin [ABY] yerini almigtir.
Artik ABY siddetli ABH igin kullanilmaktadir. Bobrek fonksiyonunda belirgin organ
yetmezligi ile sonuglanmayan kii¢iik bir azalmanin bile klinik 6nemi oldugunun ve
artan morbidite ve mortalite ile iliskili oldugunun kabul edilmesini yansitmaktadir
(Bellomo ve ark., 2012). Oliim oran1, yaslanan niifus artiginin ardindan yiikselen bir

egilim gostermektedir (Civilibal ve Aksu, 2015).

ABH konusunda farklt tanimlarin yapilmasi, aymi dilin konusulmasini,
arastirmalardaki hasta gruplarinin kiyaslanabilirligini giiclestirmistir. ABH, tiim
kisitlamalara ve yeni gelismelere ragmen artmis serum kreatinin diizeyi ve azalmis
idrar miktarina gore tanilandirilmaktadir. Ancak, erken tan1 koyma ve klinik agirligini
belirlemede, tek basina serum kreatinin diizeyinin kullanimi1 sorunlara yol agmaktadir.
ABH’nin evrensel olarak tanimlanmasini engelleyen durumlar arasinda ABH
siddetindeki farkliliklar (6rn. hastanin hastane dis1 bakiminin yeterli olmasi1 ya da
hastaneye yatma gerekliligi ya da yogun bakim iinitesinde olmasi gibi durumlar);
ABH’nin insidans1 ve prognozunda meydana gelen dikkat c¢ekici farkliliklar
sayilabilmektedir. Bu nedenler, ABH’nin evrensel bir taniminin konulmasini
engelledigi gibi ayn1 zamanda korunma yollarinin ve tedavilerinin ortaya
konulabilmesini de engellemektedir. Bu nedenle, ABH'min tan1 ve siniflamasinda
standart olarak kullanilmak tizere, 2004 yil1 igerisinde; Akut Diyaliz Kalite Girigsimi
[ADQI] arastirma grubu tarafindan RIFLE kriterleri gelistirilmistir (Tablo 4.1)
(Uchino ve ark., 2006). Risk (Risk), hasar (Injury), yetmezlik (Failure), kayip (Loss)
ve son donem bobrek yetmezligi (End stage renal disease] kelimelerinin bas harfleri
RIFLE terimini olusturmaktadir. RIFLE siniflamasinda ilk ii¢ harfidrar ¢ikisi ve serum
kreatinine gore ABH siddet derecesini, son iki harf ise bobrek fonksiyonlarinin son

durumunu belirtmektedir. RIFLE ile ilk evre bobrek yetmezliginden son donem



bobrek yetmezligine kadar biitiin seviyelerdeki ABH ve sonuglarin1 degerlendirmek

miimkiin olmaktadir (Bellomo ve ark., 2004).

Tablo 4.1. RIFLE'ye gére ABH simiflandirilmasi (Uchino ve ark., 2006)

Simif GFH ve Kreatinin Degeri Idrar Miktan
R- Risk Kr artisi>1,5 kat ya da GFR azalmasi <0,5 ml/kg/saatx6 saat
>%25

I- Injury  Kr artis1 >2 kat ya da GFR azalmas1 >%50 <0,5ml/kg/saat x 12 saat
F- Failure Kr artig1 >3 kat ya da GFR azalmasi>%75  Aniiri 12 saat
L- Loss Kalic1 bobrek fonksiyon kaybi (> 4 hafta)

E- ESRD Son donem bobrek hastaligi (>3 hafta)

ESRD, End Stage Renal Disease; GFH, Glomeriiler Filtrasyon Hizi; Kr, Serum

Kreatinin

Zaman i¢inde RIFLE siiflamasinin duyarliliginin arttirilmasi hedeflenerek Acute
Kidney Injury Network tarafindan 48 saat i¢indeki farkliliklar1 igeren sekilde RIFLE
kriterleri tekrar modifiye edilmis ve AKIN kriterleri olusturulmustur (Tablo 4.2)
(Mehta ve ark., 2007).

Standardizasyonun saglanmasi i¢cin RIFLE ve AKIN kriterleri izerine aragtirmalar
yapilarak 2012 yilinda KDIGO grubu yeni bir tan1 ve evreleme sistemi tanimlamistir.
KDIGO'nun avantaji, 48 saat iginde serum kreatinin diizeyindeki degisiklikleri veya 7
giin i¢inde glomertiler filtrasyon hizindaki [GFH] diisiisii g6z 6niinde bulundurarak
AKIN ve RIFLE'deki parametrelerin hepsini kapsamasidir. ABH'yi diger akut bobrek
hastaliklar1 ve bozukluklarindan ayr1 olarak tanimlamasi; klinik aragtirmalar ve klinik
uygulama kilavuzlart i¢in daha iyi bir temel saglamaktadir KDIGO’nun amaci;
ABH'yi rasyonel olarak diger akut bobrek hastaliklar1 ayr1 bir sekilde tanimlayip, halk

sagligini korumaya yonelik klinik uygulama kilavuzlarina temel olusturmaktir.



Tablo 4.2. Akut bobrek hasar1 AKIN evrelemesi (Mehta ve ark., 2007)

Evre Serum Kreatinin Kriteri Idrar Cikis1 Kriteri

1 0,3 mg/dl ve iizerinde yiikselme veya 1,5-2 kat 6 saat i¢inde idrar ¢ikisi
yiikselme <0,5 ml/kg/saat

2 2-3 kat yiikselme 12 saat i¢inde idrar ¢ikisi

<0,5 ml/kg/saat

3* 3 kattan fazla yiikselme veya serum kreatinin 4 24 saat i¢inde idrar
mg/dl iken 0,5 mg/dl {izerinde ani ylikselme ¢1kis1<0,3 ml/kg/saat veya

12 saat boyunca aniiri

*Renal replasman tedavisi alan hastalar

KDIGO’ya gore asagidakilerden bulgulardan herhangi birinin varligi ABH olarak

tanimlanir (Levey ve James, 2017) ve Tablo 4.3’te oldugu gibi evrelenir.
a. Serum kreatinin degerinin 48 saatte >0,3 mg/dl artisi,

b.Son 7 giin i¢inde meydana geldigi bilinen veya tahmin edilen serum kreatinin

diizeyinin bazal diizeyine gore >1,5 kat artmasi,

c. Idrar ¢ikismnin 6 saat igin 0.5 ml/kg/saat’in altinda olmasi



Tablo 4.3. Akut bobrek hasar1 KDIGO evrelemesi (Hsu ve ark., 2007)

Evre Serum Kr Degeri Idrar Miktan

1 Bazal Kr degeri >1,5-1,9 kat ya da >0,3 mg/dl  <0,5 ml/kg/saatx6-12 saat
2 Bazal Kr >2-2,9 kat 0,5 ml/kg/saatx>12 saat

3 Bazal Kr artis1 3 kat ya da bazal Kr >4 mg/dl <0,3 ml/kg/saat >24 saat

ya da RRT ihtiyac1 ya da <18 yas hastada ya da Aniiri>12 saat
GFH<35 ml/dk

GFH, Glomeriiler Filtrasyon Hizi; Kr, Serum kreatinin; RRT, Renal replasman tedavileri

4.2. Akut Bobrek Hasar1 Etyoloji ve Siniflamasi

Akut bobrek hasar1 etyolojisine baktigimizda prerenal, intrensek (renal) ve
postrenal nedenler olarak 3 grupta siiflandirilmaktadir (Sekil 4.1). Hastanin takip ve

tedavisi etyolojiye gore farklilik gdsterdigi i¢in bu agsama 6nemlidir.

4.2.1. Prerenal akut bobrek hasari

Intravaskiiler voliimiin ya da efektif dolasim hacminin azalmasi sonucunda
bobreklerin perflizyonunun bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir tablodur. ABH etyolojisine
bakildiginda % 40-55 oraninda en sik nedeni olusturmaktadir. Gergek bir bobrek hasari
olmayip, kan voliimii ve hemodinamik durumlar etkin kompansasyon mekanizmasiyla
diizeltildiginde hasar ortadan kalkabilir. Nedenler ortadan kaldirilmazsa renal ABH ile
sonlanmaktadir (Bellomo ve ark., 2004).

Intravaskiiler voliimiin azalmasmin en &nemli sebepleri arasinda kanama,
dehidratasyon, renal veya adrenal hastaliklar, santral ya da nefrojenik diabetes
insipidus, yaniklar, sepsis, nefrotik sendrom, travmatize dokudan kayip ve kapiller

kacis sendromu bulunmaktadir. Etkin kan voliimiiniin azalmasinin sebepleri arasinda



konjestif kalp yetmezligi, kardiyak tamponad ve hepatorenal sendrom yer almaktadir

(Tablo 4.4) (Bellomo ve ark., 2012).

Intravaskiiler voliim azalmasi ile bdbrek kanlanmasi azaldiginda baroreseptor
aktivasyonu ile sempatik sinir sistemi ve renin anjiyotensin sistemi aktive olmaktadir.
Sonug olarak renal vazokonstriiksiyon ve GFH’da azalma olur (Figiir 4.1). Renal
hipoperfiizyona cevap olarak bazi kompansasyon mekanizmalar1 devreye girer ve
GFH normal smirlarda tutulmaya ¢alisilir. Renal miyositlerin uyarilmasi ile gelisen
myojenik refleks, intrarenal vazodilatatdr prostoglandinlerin ve atrial natriiiretik
polipeptit salinmasi ile afferent arteriolde vazodilatasyon geligir. Anjiyotensin II
saliniminin artmasi ile de afferent ve efferent arteriollerde vazokonstriiksiyon olusur.
Anjiyotensin II’nin efferent arterioldeki vazokonstriiksiyon yapici etkisi afferent
arteriole gore daha fazladir ve glomertl i¢i filtrasyon basincinin normal sinirlarda
tutulmasini saglar. Renal perflizyon bozuklugunun uzamasi durumunda renal
kompansasyon mekanizmalar1 yetersiz kalir ve intrensek bobrek hasari gelisir (Basu

ve ark., 2011).

Akut Bibrek Hasarn
(AKI)
Prerenal Intrensek Postrenal
A A \ 4
Hipovolemi CGilomeriiler Tibiiller ve Vaskiiler Mesane ¢ikig obstritksiyonu
Azalmig Kardiak Verim Akut GMN interstisyum Vaskiilit
Sirkale eden volumde azalma Malign Bilateral pelvoiireteral
- Konjestil kalp yetmezligi hipertansiyon obstriiksiyon ( vada soliter
Karaciger yetmezligi I'TP-HUS fonksiyone bobregin tek
Bozulmus renal otoregilasyon tarafli obstritksivonu
. NSAID
- ACE-IVARB
_ Siklosporin
A A\ 4
Iskemi Sepsis Nefrotoksinler
/Infeksiyon Dis Kaynakh: Iyotlu
kontrast ajanlar.
aminoglikozidler, sisplatin,
amfoterisin B
I¢ Kaynakh: Hemoliz,
rabdomyoliz, myelom,
intratitbitler kristaller

Sekil 4.1. ABH siniflamas1 (Sushrut ve ark., 2015)



Tablo 4.4. Akut bobrek hasar1 siniflamasi (Basu ve ark., 2011)

Tip: Etyoloji:

Prerenal ABH +* intravaskuler voliimde azalma

Dehidratasyon, kanama, kusma, diiiretik kullanimi, yaniklar, sok

¢ Efektif intravaskiiler voliimde azalma

Konjestif kalp yetmezligi, aritmiler, sepsis, nefrotik sendrom

Renal ABH ¢ Akut tiibiiler nekroz(vasomotor nefropati)
= Uzamis iskemi-hipoksi
®  Nefrotoksinler
Ilaglar (NSAID, ACE i.)
Endojen toksinler (hemoglobin, miyoglobin)
Eksojen toksinler(etilen glikol, metanol)

R/ S . . . . . o . .
%* Urik asit nefropatisi ve tiimor lisis sendromu

¢ Interstisyel hastaliklar
® Interstisyel nefrit
®  Enfeksiyonlar
® Infiltartif hastaliklar
** Glomeriilonefritler-
®  Hizh ilerleyen glomeriilonefrit
®  Postinfeksiydz glomeriilonefr
®  Membranoproliferatif glomeriilonefrit
** Vaskiiler lezyonlar
®  Renal ven trombozu
®  Renal arter trombozu
= Kortikal nekroz
®  Hemolitik tiremik sendrom

®  Vaskiilitler

Postrenal ABH ¢ Soliter bobrekte obstriiksiyon (tas, timor, pihtr)

** Bilateral iireteral obstriiksiyon (bilateral tas, bilateral iireteropelvik ya
da tireterovesikal bileske darlig1)

«* Uretral obstriiksiyon (tas, posteroiiretral valve)
+* Idrar retansiyonuna neden olan ilaglar

%* Disardan timdr basist




4.2.2. Postrenal Akut Bobrek Hasari

Postrenal ABH, iiriner sistemde herhangi bir yerdeki idrar akiminin bozulmasi ile
olusur. Uriner toplayic1 sistemin renal tiibiilden iiretraya kadar herhangi bir diizeyde
ortaya ¢ikabilir. Mesane diizeyi lizerindeki obstriiksiyonlarda anlamli GFH degerinde
diistikliik yaratabilmesi i¢in bilateral obstriiksiyon (ya da tek bobrekli hastalarda tek
tarafli obstriiksiyon) olmast gerekmektedir. Prostat hastaliklar1 (hiperplazi ya da
kanser), taslar ve metastatik hastaliklar obstiiriktif nefropatinin en sik goriilen

nedenlerini olusturmaktadir (Sushrut ve ark., 2015).

4.2.3. Renal (intrensek) Akut Bobrek Hasari

Hipoksi, uzamis iskemi ve nefrotoksinler intrensek ABH nin en 6nemli sebepleri
arasinda yer almaktadir (Tablo 4). Patogenezi tam olarak bilinmese de intrensek ABH
baslamasiyla tiibiiliis hiicrelerinde intraselliiler ATP azalmasi bir¢ok metabolik
reaksiyonun baslamasini tetiklemektedir. Hasarin olusmasinda hiicre i¢i kalsiyum,
nitrik oksit ve reaktif oksijen bilesikleri konsantrasyonlarindaki artisin etkili oldugu

diisiiniilmektedir (Basu ve ark., 2011). Renal ABH etiyolojisine 4 gruba ayrilmaktadir:
1.Makrovaskiiler tutulumla giden hastaliklar,
2.Glomertiler hastaliklar
3. Akut tiibiiler hasar (nekroz)
4.Akut tlibiilointerstisyel hastaliklar

Renal ABH’nin en sik goriilen nedeni akut tiibiiler nekrozdur. Iskemik ve
nefrotoksik ajanlara bagli olarak gelisir. Antibiyotikler, antiviral ajanlar,
kemoterdpatik ajanlar, antiinflamatuvar ve immiinsupresif ilaclar, radyokontrast
ajanlar, makromolekiiller, organik coziiciiler ekzojen nefrotoksinleri olustururken
myoglobiniiri, hemoglobiniiri ve hiperiirikoziiriyle birlikte {lirik asit artis1 akut tiibiiler

hasara yol agan endojen nefrotoksinlerdir (Sushrut ve ark., 2015).
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4.3. Kontrast Madde iliskili Akut Bobrek Hasar

Son yillarda radyodiagnoz ve anjiyografideki gelismeler, klinik tanida iyilesmeye
ve giivenli hasta yonetimine yol agmistir. Modern radyolojik tekniklerin ¢ogu, dogru
teshis ve kesin miidahaleler i¢in vaskiiler yapilar1 ve i¢i bos organlari belirlemek i¢in
iyotlu radyokontrast malzemenin uygulanmasini icermektedir. Bu iyotlu intravaskiiler
kontrastin baslica olumsuz etkilerinden biri, daha once kontrast kaynakli nefropati
[CIN] olarak bilinen kontrast kaynakli akut bobrek hasaridir [Ki-ABH]. Kontrastin
neden oldugu akut bobrek hasari, hastanede yatan hastalarda akut bobrek hasarinin en
yaygin Ugiincii nedenidir (Nash ve ark., 2002). Genellikle hafiftir ve geri
doniistimliidiir, ancak bazi hastalarda renal replasman tedavisi gerektiren geri

doniisiimsiiz bobrek hasarina neden olabilmektedir (Nash ve ark., 2002).

4.3.1. Kontrast Madde iliskili Akut Bébrek Hasar1 Tanim ve Insidansi

Goriintiileme veya girisimsel amaglar i¢in yakin zamanda intravaskiiler kontrast
madde uygulanmasini takiben bobrek fonksiyonunda bir diisiis oldugunda, kontrast
kaynakli akut bobrek hasarindan siiphelenilmektedir. KI-ABH igin evrensel olarak
kabul edilmis bir tamim yoktur. 2012'de yaymlanan KDIGO klavuzunda Ki-ABH igin

ABH taniminin kullanilmasi tavsiye edilmistir.

« Intravaskiiler kontrast madde uygulamasindan sonraki 48 saat i¢inde kreatinin

degerinde >0,3 mg/dL'lik mutlak artis veya

» Intravaskiiler kontrast madde uygulamasidan sonraki 7 giin icinde kreatinin

diizeyinde bazal degerinin en az %50 iizerinde artis veya

* Maruziyetten sonra en az 6 saat devam eden, 0,5 mL/kg viicut agirligi/saat'ten

az idrar hacmi olmasi

KI-ABH tamis1 ancak ABH'nin diger potansiyel nedenleri (hemodinamik sok,
rabdomiyoliz, nefrotoksik ila¢ kullanim1 ve {iriner sistem obstriiksiyonu) dislandiktan

sonra yapilmalidir.
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Ki-ABH insidansi hasta faktorlerine, gerceklestirilen prosediiriin tiiriine,
uygulanan kontrast yoluna ve uygulanan tanima baglidir. Koroner ve renal anjiyografi
ve anjiyoplastinin daha fazla kontrast madde kullanildig: i¢in Ki-ABH'ye neden olma
olasiligi, %3 ile %13 arasinda olup tahmin edilen diger kontrast ¢alismalarina gore
daha yiiksektir. Bobrek fonksiyonu normal olan hastalarda, Ki-ABH insidansinin %1
ile %2 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Berns, 1989). Ileri yas, diyabet, konjestif
kalp yetmezligi ve diger nefrotoksik ilaglarin uygulanmasi gibi diger risk faktorleri
olsun ya da olmasin 6nceden var olan bobrek fonksiyon bozuklugunda insidansi1 %25'e
kadar c¢ikabilmektedir. Hastanede yatan hastalarin %11'ini etkilemekte ve hastanede
yatan hastalarda ABH'nin ii¢ilincii en yaygin nedenidir (Nash ve ark., 2002). Birkag
kiiciik calisma, Ki-ABH ile mortalite arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Bu
calismalarin ¢ogu koroner girisim gegiren hastalar1 icermekte olup, bu bulgularin diger
hasta gruplarina genellenmesini imkansiz kilmaktadir. Ayrica, kronik bobrek hastalig
[KBH] olan hastalarin, radyokontrast madde verilmesini igceren prosediirlere veya
goriintiilemeye maruz kalma olasiligi giderek azalmaktadir. Bu nedenle kontrastin
gercekten ABH'ye neden olup olmadigin1 bilmek imkansizdir. Kontrasta bagli akut
bobrek hasarinin hastanede kalis siiresini uzatmasi muhtemeldir, ancak atfedilebilir

6lim orani hala biiytiik 6l¢iide bilinmemektedir (Mehran ve ark., 2019).

4.3.2. Kontrast Madde Tiirleri ve Ki-ABH Patofizyolojisi

Seruma gore osmolalitelerine bagli olarak, iyotlu kontrast maddeler yiiksek, diisiik
ve izo-osmolal maddeler olarak siniflandirilmaktadir (Tablo 4.5). Birinci nesil
maddeler veya iyonik kontrast olarak da adlandirilan yliksek ozmolal maddeler, tipik
olarak viicut sivilarmin (1400-2200 mOsm/kg su) 5-8 kat1 ozmolaliteye sahiplerdir.
Ozmotik etkiye ikincil advers reaksiyonlarin yiliksek insidansi, yiiksek ozmolal
ajanlarin gdzden diismesine yol a¢mistir. Gilinlimiizde klinik pratikte nadiren
kullanilmaktadirlar (Do, 2017). Ozmolalitesi 600 ila 800 mOsm/kg su arasinda olan
diisiik ozmolal ajanlar (ikinci nesil ajanlar veya iyonik olmayan kontrast) daha az
advers reaksiyona neden olur ve 1iyi tolere edilirler. Bununla birlikte, hala
hipertoniktirler ve ABH'ye neden olma potansiyeline sahiptirler. Daha ucuzdurlar ve

klinik pratikte en sik kullanilan kontrast maddelerdir (Do, 2017). 1zo-osmolal kontrast
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maddeler veya tiglincii nesil kontrast maddeler, serumunkine benzer ozmolaliteye
sahiptir. lyi tolere edilirler ancak yiiksek viskoziteye sahiptirler ve ¢ok pahalidirlar.
Yiiksek maliyetleri ve diisiik ozmolal ajanlara kiyasla marjinal olarak azalan KI-ABH
riski gdz oniinde bulunduruldugunda, izo-osmolal ajanlarin kullanimi Ki-ABH

gelistirme riski yliksek olan hastalarla sinirlidir (Do, 2017).

Ki-ABH'nin patogenezi tam olarak anlasilamamistir. Bununla birlikte, birkag
olas1 mekanizma One siiriilmiistiir; (1) azalmis renal kan akisina [RBF] neden olan
bobrek hemodinamik degisiklikleri; (2) iyot ile dogrudan tiibiiler hasarlanma; (3)
bozulmus mikro sirkiilasyon ile mediiller hipoksi; (4) hiicre 6liimiinii iceren hiicre i¢i
sinyal yollari; ve (5) inflamasyon. Buna gore kontrast maddeler dogrudan veya dolayh

mekanizmalarla bobrek hasarina neden olmaktadir (McCullough, 2008).

Dolayh Mekanizmalar

Kontrast maddeler hem bolgesel hem de global olarak bobrek kan akisinda
dalgalanmalara neden olmaktadir. Kontrast madde ile kan akisinda azalma oldugu
zaman fizyolojik olarak diisiik oksijen saturasyonu ve yiiksek metabolik aktivite ile dis
medulla, hasarlanmaya karsi savunmasiz hale gelmektedir (Mehran ve ark., 2019, Do,
2017). Kan akisinin lokal olarak azalmasina endotelin, renin-anjiyotensin gibi
vazoaktif maddelerin artmasi ve azalmis prostaglandin ve nitrik oksit aracilik
etmektedir. Yaklagik 2 saatlik yarilanma omrii ile kontrast madde kademeli olarak
bobrekler yoluyla 24 saat sonrasinda tamamen viicuttan atilmaktadir. Atilim sirasinda,
tiibiillerden gegerek sodyum ve su atilimini artiran artan bir ozmotik kuvvete neden
olmaktadir. Bu da intratiibiiler basinci artirarak glomeriiler filtrasyon hizin1 [GFH]
azaltmaktadir. Kontrast maddeler ayrica kan viskozitesini arttirir, mikrosirkiilasyonu
azaltir, eritrositlerin plastisitesini etkiler ve mikrovaskiiler tromboza neden olurlar

(Do, 2017).
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Dogrudan Mekanizmalar

Iyotlu kontrast madde, tiibiillerin epitel hiicreleri i¢in nekroz ve apoptoza neden
olarak toksik etki gdsterir. Bazolateral Na+/K+ ATPaz'im limen ylizeyine yeniden
dagilimi vardir ve bu da distal tiibiillere artan Na iletimine neden olur. Hasarl1 epitel
hiicreleri ayrilarak tiibiiler liimeni tikayarak intratiibiiler basinci artirir ve bdylece

GFH'yi daha da azaltir (McCullough, 2008).

Tablo 4.5. Radyokontrast maddeler ve ozellikleri (Do, 2017)

Etken madde ad1 Piyasa adi Ozmolarite tipi Ozmolarite(mOsm/kg H20)*
Iodixanol Visipaque [zo-ozmolar 290

Iohexol Omnipaque Diisiik ozmolar 322-844

Iopromide Ultravist Diisiik ozmolar 328-774

Toversol Optiray Diisiik ozmolar 355-792

Topamidol Isovue Diisiik ozmolar 413-796

Ioxaglate Hexabrix Diisiik ozmolar 580

Toxilan Oxilan Diisiik ozmolar 585-695

Tobitridol Xenetix Diisiik ozmolar 585-915

* Kabul edilen araliktaki en yiiksek ve en diigiik degerleri gosterir

4.3.3.Ki-ABH icin Yiiksek Risk Faktorleri

Kontrast iliskili risk faktorleri iki grupta toplanmaktadir (Tablo 2.6) (Mehran ve
ark., 2019).

* Kontrastla ilgili faktorler

* Hastayla ilgili faktorler
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4.3.3.1. Kontrastla Ilgili Faktorler

Osmolalite, viskozite, hacim ve uygulanan kontrast yolu, akut bobrek hasarinin
ana belirleyicileridir (Mehran ve ark., 2019, Do, 2017). A¢ikgasi, Ki-ABH gelistirme
riski, birinci nesil yiiksek ozmolal ajanlarla ¢ok daha yiiksektir. Yiiksek ozmolalitenin
ABH ile iligkili oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir, ancak sivilarin reolojik
Ozelliklerini degistirdigi i¢in viskozitenin ozmolaliteden (Do, 2017) daha 6nemli
olduguna dair bazi goriisler vardir. Diisiik osmolali karsilastiran ¢aligmalar ve izo-
osmolal ajanlar, viskozite teorisini destekleyerek ABH gelistirme riskinde higbir fark

gostermemektedir (Do, 2017).

Diger Onemli faktorler uygulanan Kkontrast hacmi, uygulama yolu ve
gerceklestirilen prosediiriin tipidir. Daha yiiksek hacimler daha fazla ozmotik etkiye
neden olur, GFH'm1 azaltir, tiibiillerde daha uzun siire kalir ve tiibiiler hiicrelerde

dogrudan yaralanmaya neden olur (McCullough, 2008).

KI-ABH insidansi intraarteriyel kontrast uygulamasindan sonra intravendz
uygulamaya gore daha fazladir. Anjiyografi (arteriyel veya vendz), kontrastl
bilgisayarli tomografiye kiyasla kesinlikle ¢ok daha yiiksek risk tagir (McCullough,
2008).

4.3.3.2.Hastayla Ilgili Faktorler

KI-ABH insidans1 yas, onceden var olan bébrek hastaligi, diyabetik nefropati,
nefrotoksik ilaglarin eszamanli kullanimi, dehidratasyon, hemodinamik instabilite,
anemi ve azalmis renal perfiizyonun diger nedenleri ile artar (Mehran ve ark., 2019,
Rihal ve ark., 2002, Nikolsky ve ark., 2005, Lang, 1995). Bu faktorler diisiik bobrek
rezervi, kontrast uygulamas1 ABH gelisme riskini artirir. KI-ABH gelistirme riski
tagiyan hastalar1 belirlemek i¢in ¢esitli tahmin modelleri 6nerilmistir (Mehran ve ark.,
2019). Bu modeller, riski tahmin etmek i¢in nihai bir skora ulagsmak tizere ¢esitli hasta,
prosediir ve kontrastla ilgili faktorleri bir araya getirmistir (Mehran ve ark., 2019).
Biiyiik kohortlar kullanilarak olusturulmustur. Koroner girisim geciren hastalarin

Mehran ve ark. tarafindan Onerilen bu modellerden biri Tablo 4.7'de verilmistir
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(Mehran ve ark., 2005). Yaygin olarak kullanilmamakla birlikte, koroner girisim
uygulanan hastalarda ABH'yi ongdrmede oldukc¢a faydalidirlar (Mehran ve ark.,
2005).

Tablo 4.6. Ki-ABH icin yiiksek risk faktorleri (Mehran ve ark., 2019)

Hastayla iligkili faktorler

« Onceden var olan bobrek fonksiyon yetmezligi
* Diyabetik nefropati

« {leri yas (> 70 yasinda)

* Hipertansiyon

* Konjestif kalp yetmezligi

* Anemi

* Periprosediirel hipoperfiizyon

Tibbi prosediirle iliskili faktorler

« Iyot maddesinin yiiksek osmolalitesi

* Asirt iyot maddesi kullanimi

* 72 saat iginde tekrar tekrar kontrast maddeye maruz kalma
* Goriintiileme teknikleri

* Nefrotoksik ilag (NSAID'ler, aminoglikozitler, ACEIL, vb.)

Tablo 4.7. CIN gelisme riskini hesaplamada kullanilan Mehran Risk Skoru
(Mehran ve ark., 2005)

Periprosediirel CIN I¢in Mehran Risk Faktorleri Skor

Hipotansiyon ( Sistolik kan basinci < 80 mmHg yada >1 saat inotrop destegi) 5

Intraarteriyel balon pompa tedavisi 5

Kronik kalp yetmezligi ( Newyork kalp yetmezligi dernegi evre 3veya 4 yada yeni 5

pulmoner 6dem)

Yas>75 4

Diabetes mellitus 3

Anemi ( Erkek i¢in Htc < 0,39, kadm i¢in Htc < 0,36 ) 3

GFR < 20 mL/ dk 6

GFR =20-40 mL/dk 4

GFR = 40-60 mL/dk 2

Kontrast madde voliimii Her cc
icin 100

Skor <5 6-10 11-16 > 16 ml

CIN riski Diistik % 7,5 Orta % 14 Yiiksek % 26,1 Cok yiiksek %

Diyaliz riski % 0,04 % 0, 12 % 1,09 % 12,6
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4.4. MikroRNA 'lar

MikroRNA'lar [miRNA'lar], ¢cok ¢esitli organizmalarda ve fizyolojik siireclerde
gen ekspresyonunu diizenleyen, 19~23 niikleotidlik endojen, tek sarmalli, kodlamayan
bir RNA grubudur (Liu ve ark., 2016, Fan ve ark., 2016). Ik olarak 1993 yilinda
Ambros'un grubu tarafindan Caenorhabditis elegans'ta kesfedilmis ve tiirler arasinda
sasirtict derecede yliksek koruma gostermektedirler. Son yirmi yilda biriken kanitlar,
miRNA'larin proliferasyon, farklilasma, metabolizma ve apoptoz dahil olmak iizere
hemen hemen tiim biyolojik hiicre fonksiyonlarmin transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigin1 gostermektedir. Dokuya 6zgii bir sekilde
eksprese edilen miRNA'lar, normal gelisim ve fizyoloji i¢in temeldir ve bir¢ok hastalik

modelinin patolojik yollarinda yer alir (Fan ve ark., 2016).

4.4.1. miRNA'larin Biyogenezi ve Fonksiyonlar:

Kodlamayan RNA'lar [ncRNA'lar], genomun "gen ¢oli" olarak kabul edilen
kodlanmayan bolgesinden kopyalanir ve kodlama bolgesindeki genlerin
ekspresyonunu diizenleyebilirler. miRNA'lar bir tiir ncRNA'dir; olgun formlar, 18 ila
25 baz uzunlugunda tek sarmalli bir RNA molekiiliidiir ve dizileri, hayvan tiirleri
arasinda yiiksek oranda korunur. Baglangicta, bir miRNA molekiilii, RNA polimeraz
IT tarafindan bir kok halka yapisina sahip bir primer miRNA [pri-miRNA] olarak
kopyalanir ve daha sonra bu pri-miRNA RNase I1I enzimi, Drosha taratindan yaklasik
70 bazlik bir 6ncli miRNA'ya [pre-miRNA] boliiniir (Sekil 4.2) (Ichii ve Horino,
2018).
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Pre-miRNA

v
Mature mIRNA (18~25bp)

miR-X-5p

Sekil 4.2. miRNA'larin biyosentezi ve islevi (Ichii ve Horino, 2018)

Pre-miRNA, niikleer tasima proteini Exportin 5 yoluyla sitoplazmaya tasinir ve
esas olarak baska bir RNase III enzimi olan Dicer tarafindan ¢ift sarmalli miRNA'ya
boliiniir. Cift sarmalli miRNA, Argonaute proteinleri iceren RNA kaynakli susturma
kompleksine [RISC] dahil edilir ve dupleksin bir sarmali (yolcu sarmali, miR-X*
olarak adlandirilir) bozulur. Dupleksin diger zinciri (kilavuz iplik veya miR-X olarak
adlandirilir) boylece hedef mRNAmin 3' ¢evrilmemis bolgesini [UTR] baglamakta
serbesttir.  Cogu durumda, kilavuz serit miR-X, yolcu serit miR-X* ile
karsilastirildiginda daha fazladir. Olgun miRNA'lar1 pre-miRNA'nin koluna gore
adlandirilmaktir; 5' kolundakiler miR-X-5p, 3' kolundakiler miR-X-3p olarak
adlandirilir. Hedef mRNA'ya baglanmak i¢in miRNA'nin 5' bolgesinin 2 ila 8 bazi
onemlidir. Boylece miRNA'lar, hedef mRNA'larinin ifadesini transkripsiyon sonrasi
seviyede diizenler. Baglandiktan sonra miRNA'lar, translasyonun baslamasin1 veya
uzamasint bloke ederek veya mRNA transkriptlerini de-adenilatlayarak baskiy1
indiikler. miRNA'lar, gen ekspresyonunu baskilamak i¢in tam bir tamamlayicilik
gerektirmediginden, belirli bir miRNA, ¢oklu mRNA transkriptlerini diizenleyebilir
ve belirli bir mRNA transkripti, ¢oklu miRNA'lar tarafindan baskilanabilir.
miRNA'larin insandaki protein kodlayan genlerin yarisindan fazlasini diizenledigi
tahmin edilmektedir. Liu ve ark.,2013) tarafindan yakin zamanda yapilan bir
incelemede, miRNA genleri epigenetik olarak DNA metilasyonu ve/veya histon
modifikasyonu ile diizenlenebildiginden, epigenetik modiilasyon ve miRNA'lar

arasinda var olan diizenleyici devrenin 6nemine dikkat ¢cekilmigstir. miRNA'larin "epi-
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miRNA'lar" adli bir alt sinifi vardir. DNA metiltransferazlar, HDAC'ler veya polipek
baskilayict1 komplekslerin bilesenleri gibi epigenetik diizenleyicileri dogrudan

hedefledigi kabul edilmektedir (Ichii ve Horino, 2018).

Ayrica miRNA'lar, polikistik bobrek hastaligi, renal hiicreli karsinom, diyabetik
nefropati, lupus nefriti ve renal allogreft reddi gibi bobrek hastaliklar1 dahil olmak
izere ¢esitli insan hastaliklarinda rol oynamaktadir. Son birka¢ yilda, arastirmacilar

miRNA'larin ABH' a olan yiiksekligini ele almaya baslamislardir (Fan ve ark., 2016).

4.4.2. Bobreklerdeki miRNA'lar

Olgun miRNA'lar, mRNA'lar1 baglayarak transkripsiyon sonrasi diizenleyiciler
olarak islev gormektedir. Son arastirmalar, yliksek verimli tarama teknikleri
kullanilarak insanlarda ve deney hayvanlarinda akut ve kronik bobrek hastaliginin
ilerlemesi sirasinda bobreklerdeki miRNA ekspresyonunun degistigini ortaya
koymaktadir. Memeli bobreklerinin  karmagik morfofonksiyonel organizasyonu
nedeniyle, hem esasen in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak ele alinan
miRNA'lar1 eksprese eden bobrek hiicrelerinin tam lokalizasyonunu belirlemek, hem
de c¢ogunlukla in vitro analiz yoluyla incelenen bu miRNA'lar tarafindan hangi
mRNA'larin baglandigin1 ve bozundugunu tam olarak belirlemek onemlidir. Yeni
biyobelirte¢ adaylarini kesfetmek i¢in idrar siipernatani ve ekzozomal fraksiyondaki
miRNA seviyeleri, farkli bdbrek hastaligr tiplerinde kapsamli bir sekilde
arastirilmaktadir (Ichii ve Horino, 2018).

2004 yilinda miRNA mikroarray analizi kullanilarak Sun ve ark. miR-192, miR-
194, miR-204, miR-215 ve miR-216'nin insan bdbreklerinde bol miktarda eksprese
edildigini bildirmistir (Sun ve ark., 2004). Daha sonraki bir ¢aligmada, Tian ve ark.
miR 192 ve miR-194"ln ekspresyon seviyelerinin kortekste sican bobreklerinin
medullasindan daha yiiksek oldugunu, miR-27b'nin ise medullada yiiksek oranda
eksprese edildigini gostermistir (Tian ve ark., 2008). Renal patolojik olaylar temel
olarak glomeriiler ve tubulointerstisyel lezyonlar olmak iizere iki tipe ayrilabilir.
Bobrek hasart mekanizmalar1 bobrek hastaliklar1 arasinda farklilik gosterdiginden,

ozellikle miRNA molekiillerinin hastalik belirtecleri olarak uygulanmasi icin, her
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bobrek hastaligindaki miRNA ifade profilini, s6z konusu miRNA'y1 ifade eden hiicre
tipiyle iliskili olarak dikkatlice incelemek gerekmektedir (Ichii ve Horino, 2018).

4.4.3.Akut Bobrek Hasari1 ve miRNA'lar

Akut bobrek hasari erken tani ve tedavinin énemli oldugu son dénem bobrek
yetmezligine ilerleyebilen morbidite ve mortalitesi yiiksek bir klinik durumdur. Erken
tan1 i¢in birgcok biyobelirteg lizerinde calisilmasina ragmen klinik pratikte kullanilan
serum kreatinin degeri ge¢ bir biyobelirtegtir. Bu nedenle, nc RNA'lar, ABH'da
potansiyel belirtecler ve terapdtik hedefler olarak son on yilda arastirmanin odagina
girmistir. Bu baglamda en 1yi arastirilan ncRNA sinifi, miRNA'lardir (Brandenburger
ve Lorenzen , 2020).

Hiicresel fenotiplerin 6nemli belirleyicileri olan mikroRNA'lar, hastalik
durumlarinin biyobelirtegleri olarak ve heterojen klinik kosullarin altinda yatan
mekanizmalar1 ayirt etmenin yollar1 olarak bir dizi klinik ve deneysel ortamda
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Hiicre farklilagsmasina ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesine dahil olmalarindan dolay1, en yaygin olarak malignitede ve bir dizi
kronik hastalikta incelenmistir. Cesitli etiyolojisi, karmagik patogenezi ve belirsiz
sonuclar1 i1le ABH, miRNA profillerinin altta yatan mekanizma hakkinda degerli
bilgiler saglayabilecegi akut bir hastalik siirecini temsil eder. ABH patogenezinde bir
diizenleyici sinifi olarak miRNA'larin 6nemi ilk olarak, miRNA'lar1 iiretmek igin
gerekli olan bir enzimin (Dicer) renal proksimal tiibiilere 6zgli, genomik delesyonuna
sahip bir transgenik fare modelinde gosterilmistir. Bu model, renal kortekste
miRNA'larin kiiresel bir down regiilasyonu sergiledi ve proksimal tiibiiler Dicer
nakavt fareler, iskemi-reperfiizyondan sonra ABH'ye diren¢ gostermis; vahsi farelere
gore onemli dlgiide daha iyi bobrek fonksiyonu, daha az doku hasari, daha az tiibiiler
apoptoz ve daha iy1 hayatta kalma yetenekleri oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bu
bulgular, iskemik ABH' de miRNA ekspresyonu i¢in net bir patojenik rol oldugunu
diisiindiirmektedir (Wei ve ark., 2010). Genel olarak, 50'den fazla bireysel miRNA'nin
ABH'de diferansiyel ifadeye sahip oldugu tanimlanmistir (Fan ve ark., 2016).
Deneysel ve klinik ABH baglaminda, bu miRNA'larin ¢ogu enflamasyonu, apoptozu

ve fibrozu destekleyen molekiiler mekanizmalarla iligskilendirilmistir; tersine, ABH ile
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iligkili diger miRNA'lar, anti-enflamatuar, anti-apoptotik, anti-fibrotik ve pro-
anjiyojenik etkiler uygulayarak koruyucu sekilde hareket edebilir. Bu nedenle,
ABH'de miRNA modellerini yorumlarken birka¢ onemli husus vardir. ilk olarak,
bireysel miRNA'lar i¢in, yanitin yaralanmaya kars1 koruyucu bir fizyolojik tepki mi,
hastalik siirecine seyirci mi yoksa patofizyolojinin bir aracist m1 oldugu bilinmeyebilir.
Ikinci olarak, miRNA'nin tiiretildigi 6rnegin tiirii cok énemlidir, klinik ¢alismalarda
en cok plazma veya idrar ¢alisilmistir; ancak bunlarin, su anda yalnizca hayvan
modellerinde veya bobrek biyopsilerinde incelenebilen bobrekteki doku ekspresyonu
icin uygun adaylar olup olmadig1 acik degildir. Son olarak, miRNA diizenlemesinin
karmagikligi g6z oniine alindiginda, bir dizi miRNA'nin ifadesi, herhangi tek bir

miRNA’ dan daha 6nemli olabilmektedir (Jones ve ark., 2018).

Hastalik gelistirme mekanizmalar1 karmasiktir ve genellikle ¢coklu proteinlerde,
kodlama genlerinde ve sinyal yollarinda degisiklikler igerir. Bu nedenle, tek bir
molekiilii diizenleyerek bir hastaligin prognozunu iyilestirmek zordur. miRNA, gen
transkripsiyonu ve protein translasyonunda 6nemli bir diizenleyici molekiildiir ve
inflamasyon, apoptoz, proliferasyon ve anjiyogenez siireclerinde bir merkez gorevi
goriir. Yani bir miRNA, yiizlerce veya binlerce hedef araciligiyla birden fazla
proteinin ekspresyonunu kontrol edebilir, bdylece sinyal yollar1 birden fazla proteini
etkileyebilir. Ornegin, ¢ok sayida ¢alisma, miR-21'in ABH' nin ilerlemesinde yer alan

onemli bir molekiil oldugunu gostermistir (Zou ve Zhang, 2018).

ABH gelisimi ile iliskili miRNA'lar, cerrahi operasyonlardan sonra iskemik
durum gosteren fare, sigan ve insanlarda rapor edilmistir (Tablo 4.8) (Ichii ve Horino,

2018).
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Tablo 4.8. ABH'da Bébreklerde Degismis Ifade Gosteren miRNA'lar (Ichii ve
Horino, 2018)

Species miRNA i?; = Stams organs or cells gﬁ?;:’ge' o dowmstress

AKI Mouse, rat, human miR-21 Up Ischemia kidney MEK3, PDCD4

Mouse, buman miR-24 Up Ischemia, allograftkidney H2AFX HOl

Rat miR-30a, ¢,e Up Contrast-induced nephropathy kidney -

Mouse miR-34a Up Ischemia, toxic injury kidney SIRT1, ATGSB

Mouse, rat miR-125b Up Ischemia kidney AHRR

Rat miR-127 Up Ischemia/proximal tubular cell KIF3B

Mouse, buman miR-146a Up Ischemia, allograft'proximal mbularcell  IRAK CXCLSCXCLI

Mouse miR-150 Up Ischemia myocardial infarction-induced  IGFIR

AKLkidney

Rat miR-155 Up Ischemia, toxic injury/kidney -

Mouse miR-489 Up Ischemia kidney PARPI

Mouse miR-494 Up Ischemia/kidney ATF3

Mouse miR-687 Up Ischemia kidpey PTEN

Son kanitlar, cisplatin-/siklosporin kaynakli ABH'ye ek olarak miRNA'larin
iskemi-reperfiizyon hasarina [IRI] dahil oldugunu gostermistir (Du ve ark., 2013,
Shapiro ve ark., 2011). Spesifik olarak, miR-21'in renal hiicre apoptozu ve fibrozisini
diizenledigi gézlemlendi (Li ve ark., 2013) ancak bu bulgular tartismali olsa da, baz
aragtirmalar miR-21 upregiilasyonunu gosterirken (Godwin ve ark., 2010, Kaucsar ve
ark., 2013) digerleri doku veya hastalik modeline bagli olarak ekspresyon
seviyelerinde bir downregiilasyon oldugunu veya hi¢ degisiklik olmadigin

bildirmektedir (Saikumar ve ark., 2012, Kanki ve ark., 2014).

Arastirmalarda  miR-21 ekspresyonunun fare IR bdbreklerinde arttigi
bulunmustur. miR-21'in interlokin-6 [IL-6] ve timor nekroz faktorii o [TNF- a] 'ya
kars1 inhibe edici etkisini agiklayan MKK3 dahil olmak {izere ¢esitli faktdrleri hedef
alarak patolojik bir 6nem gostermektedir (Xu ve ark., 2012). Xu ve ark. PDCD4'ii miR-
21'in hedefi olarak bildirerek miR-21'in apoptoza kars1 gozlemlenen koruyucu etkisini
gostermistir (Xu ve ark., 2012). Benzer sekilde, IR'den sonra, miR-146a eksikligi olan
farelerin, vahsi tip farelere gore daha siddetli tubulointerstisyel lezyonlar sergiledigi
ve miR-146a'nin asir1 ekspresyonu, hasarl tiibiiler hiicrelerde hem IRAK1 hem de
CXCL8/CXCLI1 ekspresyonunu azalttig1 goriildii [Amrouche ve ark., 2017). In vivo
olarak, daha siddetli renal iskemi-reperfiizyon hasarinin (IRH], hem insan bobrek nakli
alicilart hem de allogreftlerin idrarinda artan miR-146a ekspresyonu ile iligkili oldugu
da bulunmustur (Amrouche ve ark., 2017). miR-24, fare IR bobreklerinde ve insan

iskemik bobreklerinde, 6zellikle de renal endotel ve tiibiiler epitel hiicrelerinde H2A.X
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ve HO1'i hedefleyerek upregiile olarak pro-apoptotik etki gostermistir (Lorenzen ve
ark., 2014). Sisplatin kaynakli ABH farelerinde, miR-34anin P53 yoluyla
indiiklendigi ve SIRT1 ekspresyonunu kontrol ettigi saptanmistir (Bhatt ve ark., 2010,
Lee ve ark., 2022). Kontrast madde ayni zamanda ABH' mi indiikler ve artmis
kardiyovaskiiler olay riski ile iliskilidir. Gutierrez-Escolan ve ark. kontrast kaynakli
nefropati gdsteren sican bobreginde artan miR-30 ailesi iiyeleri [miR-30a, c, e]

seviyelerini ortaya ¢ikarmistir (Gutierrez-Escolano ve ark., 2015).

4.4.4. Kontrasta Bagh ABH’da miRNA 'lar

Bugiine kadar, Ki-ABH' deki miRNA ekspresyonundaki degisiklikler iizerine ve
bu spesifik miRNA'larin Ki-ABH'nin erken teshisi ve klinik terapétik hedefler igin
biyobelirtegler olarak kullanilip kullanilamayacagina dair ¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarda kullanilan kontrast maddeler arasinda iopromid, iyodiksanol, ioheksol,
Omnipaque ve diatrizoat sodyum yer almaktadir. Bu ¢alismalar, HK-2 hiicrelerine
veya Sprague-Dawley [SD] si¢anlarina kontrast madde maruziyeti kullanan hiicre
veya hayvan modellerini ve kontrast madde ile ABH klinik ¢alismalarini igermektedir
(Tablo 4.9). Kontrast madde maruziyetinin neden oldugu ekspresyon degisikliklerine

sahip miRNA'lar, Sekil 3'te gosterilmistir (Liu ve ark., 2022).

SD siganlarda ve HK-2 hiicrelerinde yeni izotonik kontrast ajani iyodiksanol
kullanilarak CI-AKI indiiksiyonu {izerine yapilan model ¢aligmasinda, miR-188
ekspresyonunun sigcan hiicrelerinde ve serumunda onemli 6lgiide arttigi bulundu.
SRSF7 geninin ekspresyonunu inhibe ederek hiicrelerin apoptozunu geciktirmis ve Ki-

ABH'ye yol agmustir (Liu ve ark., 2019).

KI-ABH siganlarin bobrek dokularinda, miR-328a-5p, miR-31a-5p ve miR-377
dahil olmak tizere 22 tip 6nemli 6l¢iide azalmis ifade ve miR-3558-5p, miR-34¢-3p ve
miR-384-5p dahil 19 tip 6nemli Ol¢iide upregiile edilmis ifade oldugu belirlendi.
Bunlar ayrica miR-1949 ve miR-3558 gibi diferansiyel ifadelere sahip yeni
miRNA'lar1 da iceriyordu. Bu miRNA'lar, metabolik anormallikler, apoptoz,
endoplazmik retikulum stresi ve inflamasyon dahil olmak iizere ilgili sinyal yollarinda

yer alan diizenlenmis genleri hedeflemektedir (Liu ve ark., 2019).
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Bir hayvan calismasinda, bir Ki-ABH modeli olusturmak icin omnipaque
[iohexol] SD siganlara intramiiskiiler olarak enjekte edildi. Sican serumu ve bobrek
dokularindaki miRNA'larin ekspresyon profilleri, miRNA mikroarray analizi ile
belirlendi. Omnipaque si¢canlara maruz birakildiktan 8 saat sonra miR-188, miR-30a
ve miR-30e'yi iceren miRNA'larin serum ve bobrek dokularinda 6nemli 6lgiide arttig
bulundu. Real-time kantitatif PCR sonuglari, bu aday miRNA'larin
konsantrasyonunun, goéreceli bobrek dokusu oOzgiilligli ile kontrast madde
maruziyetinden yaklagik 4 saat sonra zirveye ulastigini gostermistir (Liu ve ark.,

2016).

miR-30e ailesi iiyeleri, hiicre farklilagmasi, hiicresel yaslanma ve apoptoz ile
iligkili, timorlerin ve diger bozukluklarin patogenezinde rol oynayan bes alt tip igerir.
Calismalar, plazma miR-30e ailesi iiyelerinin énemli 6lciide arttigimi ve Ki-ABH'in
erken teshisinde bobrek hasarinin geleneksel serum belirteglerinden daha iyi bir degere

sahip olabilecegini bulmustur (Gutierrez-Escolano ve ark., 2015, Liu ve ark., 2016).

Tablo 4.9. Ki-ABH i¢in tamisal veya terapotik biyobelirtegler olarak iimit verici
mikroRNA'lar (Liu ve ark., 2022)

Detection (Serum Mea surement Detection
MicroRNA Reagent Related gene and/of tissue) resuls tme Functions and Limitations
miR-21 bpromide POCD4 HK-2 cdl model Deaessed 2h miR-21 protected rendl celbs againt
(Ukravest (M Induced apoptosss by reguating
POCDS expression, might serve as
target thenpy for CLAN
miR- 128 5p, et ol bpromide Tageted genes SO rat model Deaeased 40 Potential serve as novel biological
miR-3558 5, & of (Ukravist) nvolving metabolic Kidney tissoes (2 Vinds); markers and new molecula
miR- 1 M9 dysfunction, apoprosis, Increased targets for C-AKI
miR3558 ef of nflammation and ERS (19 kinds)
New miRNA
mo-miR- 126 5p; bpromide Gstm1, Gpamb, Ephx) SO rat model Increased 12h MIRNA- mRNA regubtory network
momiR-322-5p; And, Csth, Cndp) plsma Decreased
momiR-30¢5p Pppirib, Pppiria,
momiR-378b Gng?, f2bp1
miR-188 bduanol SRSF7 SO rat model Increased 24h miR-188 aggravated contrastinduced
serum; apoplosis by regulating SRSF7
HK-2 cell model
mo mR-144 3p bhexol novel_cire_0004153Gpnmb, SO rat model, Deaeased 40 non-coding RNA-associated ceRNA
momiR-19% % NAGLUY; serum; Increased networks may profoundly affect the
INC_0 0343, KCP diagnosls and therapy of CHAKI
miR- 0¥ bhexol SO rat model, plasma Increased Jwéh Might serve as early blomarkers and
miR-30¢ and kidoey tissues. (o) target candidates for CN
miR- 308 Patients, plasma
mR- 188 hexol SO rat model, serum Increased 8h Potential biomarkers for early
miR 30 (Omnipaque) and kidney tissues 410 6h detection of CHAKI
miR-30e Pationts, plasma
mR-2 Sodum Patients, udine Increased 24h These extracellular mRNAS a5 sensitive
miR-200¢ distrzoate Indicators of kidney damage
miR423
mIR4640
mR-210 Contrast medium Patients, plasma [ Increased 4-6h Potential biomarker 10 eardy detect CI-AXI
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Increased

miR-21; miR-200c;
miR-423; miR-4640
@
miR-30a; mo-miR-126a-5p; mo-miR-1956-5p
miR-30¢; mo-miR-322-5p; *
miR-30e miR-210 miR-188 mo-miR-30c-5p miR-3558-5p, et al
® e @ @ =3
CM R N N N R R
exposure[0h  2h  4h 6h 8h 12h 24h
@ @ =
miR-21 mo-miR-378b miR-328a-5p, et al
@
mo-miR-144-3p
Decreased

Sekil 2.3. Kontrast ortaminin [CM] miRNA'larin ifade seviyeleri tizerindeki
etkilerine iliskin mevcut ¢alismalar1 6zeti. Kontrast maddenin maruz kalma siiresi
degistikge, baz1 spesifik miRNA'larin ifadesi farkli zaman noktalarinda yukar: veya
asag1 dogru diizenlenmistir (Liu ve ark., 2022)
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5. GEREC VE YONTEMLER

S.1.MATERYAL

“Akut Bobrek Hasarinda Serum miRNA Ekspresyon Profilinin Arastirilmasi’
konulu tez ¢alismamizin etik kurul onayr Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulundan 01.07.2020 tarihinde alinmistir. Bu tez ¢alismasi1 Manisa
Celal Bayar Unversitesi Bilimsel Arastirma Projeleri [BAP] Birimi tarafindan 2021-
069 no lu proje ile desteklenmistir. Tez ¢aligsmasinin molekiiler ¢aligmalar1 Pamukkale
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kanser Molekiiler Biyolojisi laboratuvarinda
ve Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

5.1.1. Kimyasallar ve Kitler

Tablo 5.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Kimyasallar Markalan
Penicillin/Streptomycin (100X) Capricorn
2X qPCR SYBR-Green MM, w/o ROX AB.T.
Hybrid-R miRNA mini kit Geneall
MTT Cell Proliferation Assay Kit ABP Bio
Trypsin-EDTA(0.25%) in HBSS(1x) w/Phenol Red Capricorn
DMEM High Glucose (4.5 g/1), with L-Glutamine Capricorn
Dimethyl sulfoxide 99.5% SIGMA
cDNA Synthesis Kit with Rnase inh. A.B.T.
Fetal Bovine Serum Capricorn
Custom Design Array Macrogen
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5.1.2. Plastik Malzemeler

e Serolojik pipet 25 ml

e Serolojik pipet 10 ml

e Cryotiip 2 ml

o T25 flask

e Falkon tiip (15 ml ve 50 ml]

e 20ul’ lik disposable filtreli pipet ucu

e 200 pl’ lik disposable filtreli pipet uglar

e 96-well PCR plate

5.1.3.Kullanilan Arac¢ ve Geregler

Tablo 5.2. Calismamizda Kullanilan Arag ve Geregler

Cihaz Model/Marka
-80°C Derin Dondurucu Niive
Inkiibator Nuaire
Inverted Mikroskop Nikon TS100
Nanodrop 2000 Thermo

5.2.Yontem

5.2.1 Hiicre Kiiltiirii

HEK?293T insan embriyonik bobrek hiicreleri 1s1 ile inaktive edilmis %10 Fetal
Bovine Serum (FBS, Capricorn], %1 penisilin/streptomisin [ 10000U/ml penisilin, 10
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mg/ml streptomisin, Capricorn] ve %1 L-glutamin igeren Dulbecco’s modified Eagle’s
medium [DMEM-low glucose, Capricorn] besiyeri i¢inde 37°C sicaklik, %95 nem ve
%5 CO; kosullarini saglayan inkiibatorde kiiltiire edildi.

5.2.1.1. Hiicrelerin Dondurulmasi

HEK-293 hiicreleri i¢in %10 dimetilsiilfoksit [DMSO, Sigma] iceren DMEM
besiyeri hazirlandi. Hiicreler dondurma islemi i¢in 15 ml’lik falkona alind1 ve ardindan
125xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra falkon igerisine %10
DMSO iceren DMEM besiyeri eklendi. Yavasca pipetaj yapilarak homojenize edilip

cryo tiiplere aktarildi. Dondurulan hiicreler -80°C’de muhafaza edildi.

5.2.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi

-80°C’den alinan cryo tiipler ¢oziildii. Coziinen hiicreler sonra 15 ml’lik falkona
aliarak tlizerine 5 ml besiyeri eklendi. Sonrasinda 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siippernatant atildi1 ve kalan pellet iizerine besiyeri eklenip

hiicreler homojenize hale getirildi. Hiicreler T25 flasklara alinarak kiiltiire edildi.

5.2.2. MTT Analizi

Uygulanacak olan kontrast maddenin [ioheksol (OPAXOL; 350 mg/mL)]
HEK293T iizerine hiicre canlilifi, proliferasyonu ve  sitotoksisitesinin
degerlendirilmesi i¢in ABP Bio marka ticari kit kullanildi. Bu amagla; kiiltiire edilen
hiicreler tripan blue ile boyanarak TOMA laminda sayim yapildi. Bir kuyucukta 5000
hiicre olacak sekilde 96 well plate'e ekim yapildi. Ekimden 24 saat sonra hiicrelere 3
tekrarli olacak sekilde 0 mg/mL, 10 mg/mL, 25mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml ve 200
mg/ml dozlarinda opak madde uygulandi. Madde verdikten sonra 2 saat, 24 saat, 48
saat ve 72 saat olacak sekilde doz uygulanmasi plandi. Doz uygulanacak siireler takip

edilerek asagidaki MTT protokolii uygulandi

Iki saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle doza (0,10, 25, 50, 100, 200 mg/mL)
maruz birakildiktan sonra hiicrelere 10 ul MTT Reagent (Component A) ekledi.
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37°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 100 mikrolitre Detergent Reagent
(Component B) eklenerek karanlikta overnight bekletildi ve ertesi giin 570 nm de

absorbans Ol¢limii gergeklestirildi.

5.2.3.MikroRNA izolasyonu

Hiicreler 6 well plate’lere ekim yapildi. Opak madde verilmeyen kontrol
HEK293T hiicreleri ve IC50 dozu verilen HEK293T hiicreleri %0,25 Tripsin EDTA
ile toplandi, santrifiij edildi ve Trizol ile muamele edilerek RNA izolasyonu oncesi -
80 derecede saklandi. Hiicrelerden RNA izolasyonu GeneAll Hybrid-R miRNA
izolasyon kiti kullamlarak gerceklestirildi. Izole edilen mikroRNA’larin safligi ve
konsantrasyonu nanodrop cihazinda Olgiiliip, A260/230 ve A260/280 oranlarina
bakilarak degerlendirildi ve RNA 6rnekleri -20°C’de saklandh.

5.2.4. MikroRNA MikroDizinleme

Hiicrelerden miRNA mikrodizinleme asamasi MACROGEN firmasinda
gerceklestirildi. Bu calismada mikrodizin analizi, OPAXOL ile muamele edilmis
HEK?293T hiicrelerinden izole edilen total RNA 6rneklerinden Affymetrix GeneChip
miRNA dizisi teknolojisi siiriim 4.0 (Thermo Fisher Scientific, Santa Clara, CA, ABD)
platformu kullanilarak gerceklestirildi. Microarray chipleri, 2578 olgun insan miRNA,
2025 pre-miRNA i¢in prob setleri icermektedir. miRNA'lar1 iceren total RNA (1
mikrogram) Ornekleri, FlashTagTM Biotin HSR RNA Etiketleme kiti (Affymetrix,
Genisphere, Hatfield, PA, ABD) kullanilarak biyotin ile isaretlendi ve daha sonra
GeneChip Hybridization Oven 640 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) kullanilarak
48 °C'de gece boyunca hibridizasyon islemine tabi tutuldu. Bir seri yikama isleminden
sonra chipler GeneChip Fluidics Station 450'de (Affymetrix, Santa Clara, CA, ABD)
boyandi. Sonrasinda, GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA,
ABD) programi kullanilarak chipler tarandi ve sinyaller, Affymetrix® GeneChip
Command Console® Yazilimi (Affymetrix by Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
degerlendirildi. Her hibridizasyonun yogunluk degerleri (varlik/yokluk degerleri) ve
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sinyal histogramlar1 kalite kontroliinden geg¢irildi. OPAXOL ile muamele edilen
hiicreler ve kontrol ornekleri arasinda diferansiyel olarak ifade edilen miRNA'lari
belirlemek i¢in, elde edilen veriler Affymetrix Power Tools ve R 3.3.3 programlari
kullanilarak analiz edildi. Ekspresyon farkliliklari istatistiksel olarak anlamli olan

miRNA'lar, potansiyel miRNA adaylar1 olarak belirlendi.

5.2.5. Gen-Ontoloji Analizi

DIANA tools veritabani kullanilarak ifade degisimi saptanan miRNA’lara iliskin

gen ontoloji analizleri gergeklestirildi.

5.2.6. miRNA ¢DNA doniisiimii ve hedef genlerin ekspresyon analizi

Total RNA ornekleri A.B.T miRNA cDNA sentez kiti kullanilarak ¢cDNA’ya
cevrildi. cDNA’ya doniistiiriilen ornekler SYBR green master miksi kullanilarak
BioRAD CFX-96 cihazinda analiz edildi. Baslangigta cDNA 6rnekleri 1/5 oraninda
diliie edildi, ardindan 2 ul cDNA o6rnegi 10 ul SYBR green master mix, miRNA
primeri ve universal reverse primer kullanilarak toplamda 20 ul hacimde reaksiyon
kuruldu. SNORD snRNA internal kontrol olarak kullanildi. Istatistiksel anlamlilik

acisindan reaksiyonlar her 6rnek i¢in 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda kullanilan HEK-293T hiicrelerinin kiiltiire edilmesi sonucunda 4x

biiylitmedeki mikroskobik goriintiisii Resim 4.1°de verilmistir.

Resim 6.1. HEK293T hiicrelerinin 4x biiylitmedeki mikroskobik

goruntisu

6.2.MTT Analizi

ABP Bio marka ticari kit protokoliine gore gergeklestirilen MTT analizi
sonucunda 570 nm de Olgiilen absorbans degerleri kullanilarak Graphpad prism
programinda IC50 hesaplamalar1 gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore 24 saat

icin IC50 degeri 58,5 mg/mL olarak hesaplandi (Grafik 6.1)
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Grafik 6.1. MTT Analizi sonucu gergeklestirilen IC50 grafigi.

6.3. miRNA mikrodizinleme analizi ile miRNA’larin ifade degisimlerinin

saptanmasi

Affymetrix miRNA4.0 verileri kullanilarak 4 6rnek arasinda 5 karsilagtirma ile

ifade profillerinin karsilastirilmas: gergeklestirildi.
6.3.1. Ornek Tanim

Toplam 4 6rnek analiz edildi (Tablo 6.1). Tablodaki T1 ve T2 ioheksol ile
muamele edilmis HEK293T hiicrelerini, C1 ve C2 ise kontrol hiicrelerini ifade

etmektedir.

Tablo 6.1. Analiz edilen 6rnek bilgileri

Sample ID | Sample Group Cel Files
1 HEK293T_C1 C1 221202_01_HEK293T_C1_(miRNA-4_0).CEL
2 HEK293T_C2  C2 221202_02_HEK293T_C2_(miRNA-4_0).CEL
3 HEK293T_T1 | Ti 221202_03_HEK293T_T1_(miRNA-4_0).CEL
4 HEK293T_T3 T2 221202_04_HEK293T_T3_(miRNA-4_0).CEL

32



6.3.2. Analiz Tasarimi

Hiicrelere ait veriler 5 sekilde karsilagtirilarak miRNA ifade degisimleri

belirlendi (Tablo 6.2)

Tablo 6.2. Karsilastirilan 6rneklerin bilgileri

MJ

(9 R =

Test vs. Control

T1 vs. C1
T2 vs. C2
T1 vs. C2
T2 vs. C1
T1_T2 vs. C1_C2

Statistical Method

Fold Change
Fold Change
Fold Change
Fold Change
Fold Change, Independent T-test

6.3.3.Deneysel Metodlar

Mikrodizinleme ¢alismasinda

Ozetlenmektedir.

uygulanan c¢alisma plan1 Sekil 6.1.de

RNA Isolation & QC

Poly(A] Tailing & Ligation
FlashTag™ BotinHSE RMA Labeling Kit

5
Hybridization

GeneChip® HyDiichzalaon Dwin

Washing & Staining

GeneChp® Fluidics Staton

-

5caning
GeneChipld Scannet
o

o
Analysis

Attymetrixdd Expression Console ™ Software

Sekil 6.1. Analizde uygulanan ¢aligma plani
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6.3.4. Veri Kalitesi Kontrolii

Mikrodizinleme analizinde ilk olarak dizinlemesi gerceklestirilen 6rneklere ait

kalite kontrol analizleri gergeklestirilmistir.
6.3.4.1.Her Numune i¢in Kalite Kontrol

Grafik 6.2°’de her Ornekte belirnen miRNA prob sayisi ¢izgi grafigi ile

gosterilmistir.
Detected probes
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Grafik 6.2. Her numune i¢in olusturulan ¢izgi grafigi

6.3.4.2.Kutu Grafigi

Grafik 6.3’teki kutu grafikleri, normallestirilmis sinyalin yiizdelik
dilimine (medyan, yiizde 50, yiizde 75, maksimum ve minimum) dayali olarak

ornek ifadenin dagilimini gostermektedir.
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After Quantile Normalization
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Grafik 6.3. Kutu grafikleri

6.3.4.3.Numuneler Arasinda Tekrarlanabilirlik

Ornekler arasindaki benzerlik, Pearson katsayisi kullanilarak saptanmistir
(Grafik 6.4.). -1<r < 1 araliginda, deger 1'e ne kadar yakinsa, 6rnekler o kadar benzer

kabul edilir.
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Pearson's correlation coefficient
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Grafik 6.4. Pearson’ s Korelasyon Katsayist

Correlation Matrix of 4 Samples
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Grafik 6.5. Ornegin Korelasyon Matriksi
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6.3.4.4. Hiyerarsik Kiimeleme

Hiyerarsik kiimeleme, normalize edilmis degerin z-skorunu kullanan yiiksek ifade
benzerliklerine sahip birkac grupta érnekleri kiimelemektedir [Mesafe metrigi = Oklid

Mesafesi, Baglant1 yontemi = Tam Baglant1) (Grafik 6.6.).

Hierarchical Clustering
(Euclidean Distance, Complete Linkage)

[ L =B
O c2
o Tl
m 712

80 100 120
|

Height
40
| l
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|

Grafik 6.6. Hiyerarsik Kiimeleme
6.3.4.5.Cok Boyutlu Ol¢eklendirme [MDS] grafigi

Her numunenin normalize edilmis degerinden islenen numuneler arasindaki
benzerlik, toplam verilerin degiskenligini gosteren 2 boyutlu bir grafikte
gosterilmektedir (Grafik 6.7). Bu, herhangi bir aykir1 6rnegin veya 6rnek gruplari

arasindaki benzer ifade modellerinin tanimlanmasina izin verir.

37



Component 2 (28.7%)

MDS (Multidimensional Scaling)
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Grafik 6.7. MDS Grafigi

6.3.4.6.Yogunluk grafigi ve kalite kontrol matriks hatt1 grafigi

Grafik 6.8° deki yogunluk grafigi, normalize edilmis degerden yapilan
karsilik gelen 6rnek ifadenin dagilimini géstermektedir. Kontrol problarinin ¢izgi
grafikleri, mikrodizin deneylerinde problem olup olmadigin1 gostermektedir. (6rn.

deneysel sapmalar veya Numune Kalitesinden kaynaklanan hatalar).
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Grafik 6.8. Yogunluk grafigi ve QC matriks hatt1 grafigi

6.4. Veri Analizi

6.4.1.Veri Akis1
6.4.1.1.0rjinal Ham Veriler

CEL dosyasi: Yogunluk [CEL] Veri dosyalari, Affymetrix® GeneChip
Command Console® Yazilimi [AGCC] tarafindan olusturulmustur. CEL dosyast,
yogunluk hesaplamalariin sonuglarint DAT dosyasinin piksel degerleri iizerinde
saklar. Bu veriler, ilgilenilen ger¢ek verileri ¢ikarmak i¢cin Affymetrix PowerTools

yazilimi tarafindan kullanilir.

6.4.1.2.Veri On Isleme ve Kalite Kontrolii: Normallestirilmis Yogunluk

Cikarma — Filtreleme

- Normallesme; Normalize edilmis deger, Affymetrix® Elektrikli El
Aletlerinde [APT] RMA+DABG (Tim Organizmalar) algoritmasi
tarafindan ¢ikarilir. Prob AnalizilCHP] Verileri: 4 CHP dosyasi. Prob
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analizi verilerini igeren bu dosyalar, Affymetrix® Elektrikli E1 Aletleri
[APT]  tarafindan  olusturulan  ikili ~ formattaki = dosyalardir.
Normallestirilmis Veri ( ./datal-raw.data.xlsx ) : 36.249 arastirma, 4
ornekten olusmaktadir.

- Prob seti kalite kontrolii: Bir prob setinin ifade edilmis olarak kabul edilip
edilmedigini tanimlayan p degeri, Affymetrix® PowerTools (APT) DABG
(Detected Above BackGround) yontemiyle hesaplanir.

- Filtreleme : Organizma Homo sapiens olarak segilerek filtrelenir. Islenen

veri ( ./data2.xlsx ) : 6.609 prob, 4 6rnek seklindedir.
6.4.1.3.Istatistiksel Test

fohexol ile muamele edilmis hiicrelerin kontrol hiicrelerine
kiyaslanmasinda Fold Change ve Bagimsiz T-testi uygulandi. Tablo 6.3 de her bir

gruba ait karsilastirmada anlamlilik saptanan prob sayilar1 verilmistir.

Tablo 6.3. Istatistiksel Analizde Karsilastirmalar

Result File # of Significant probes
1 data3.xlsx 337
2 data3 T1 T2 vs C1 C2.xlsx 29
3  data3 T1 ws C1.xlsx 190
4 | data3 _T1 ws C2.xlsx 165
5  data3_T2_vs_Cl.xlsx 174
6 data3 T2 vs C2.xlsx 140

6.4.1.4. Kiimeleme Analizi

Tam baglant: ve Oklid mesafesi kullamlarak Hiyerarsik kiime analizi yapildi.

6.5.Sonuclar

- JIohexol ile muamele eden hiicrelerdeki miRNA expresyon

degisimlerinin analizi
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Mikrodizin analizi sonucunda kontrol 6rneklerine kiyasla en az 1,5 kat ve iizeri
degisim saptanan iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicrelerinde upregiile ve

downregiile miRNA prob seti sayis1 Grafik 6.9.” da gosterilmektedir.

UP, DOWN regulated probes count
(by|FC|»>=1.5 & 2)

T1 144
/C1.1.5fc 269 o up
B DOWN
T2 125
/C2.1.5fc 207
T1 136
/C2.1.5fc 225
T2 150
/C1.1.5fc 238
T1T2 127
/C1_C2.1.5fc 247
T 57
/C1,2fc 133
T2 43
/C2.2fc 97
T1 38
/c2.2fc 127
T2 62
/C1.2fc 112
T1 T2 29
/C1_C2.2fc 104

T I 1
200 3e0 400

@
=
ford
(]

count of probes

Grafik 6.9. Iohexol ile muamele edilmis hiicrelerde upregiile ve

downregiile prob sayisi

Grafik 6.10.’da istatistiksel olarak anlamli kabul edilen (p< 0.05) prob

sayilar1 verilmistir.
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Significant Probes count
(by |FC|»=1.5 or 2 & p-value<@.05)

|[FC|>=1.5 & raw.p<@.05
" |FC|>=2 & raw.p<@.85

[FC|3=1.5 & bh.p<@.05
62 " |FC|»>=2 & bh.p<@.05
IIIIIIIIIIII_;;___________
T1.T2/C1_C2
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[ T T T |
0 20 40 60 80

count of probes

Grafik 6.10. Fold change ve karsilastirilan ¢iftin p-degerine bagl olarak

up ve downregiile prob setlerinin sayis1
- Ekspresyon grafigi;

Iohexol 1ile muamele edilen HEK293T hicrelerinin  kontrol hiicreleri ile

karsilagtirilmasina iliskin dagilim grafi Grafik 6.11°de verilmistir.

Distribution of Expression Level between
Tl vs C1

IIIIIIIiI.II_
0~1 1~2 2~3 3ad) 4~5 5~6 6~7 7~8 8~0
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Frequency
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Grafik 6.11. Iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicreleri ile kontrol

hiicreleri arasinda ekspresyon diizeyinin dagilimi
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Iohexol ile muamele edilen HEK293T hiicrelerinin  kontrol hiicreleri ile

karsilagtiritlmasi sonucu problarin ekspresyon grafigi Grafik 6.12’de verilmistir.

Expression Level of the probes between

Tl_vs_C1
3 4 No Significant
: o |FC|>=2
o~
~
i © o
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o ..
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2 4 6 8 10 12 14

Expression Level of C1

Grafik 6.12. Iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicreleri ile kontrol
hiicrelerinde saptanan problar arasindaki ekspresyon seviyeleri. (Kontrol olarak X
ekseni ve test olarak Y ekseni, her numune grubundaki normallestirilmis degerin

ortalamasidir)

- Hacim grafigi;

Ifade hacmi, iki grubun ifade seviyesinin geometrik ortalamasi olarak
tanimlanmaktadir. (hacim = karekok(Kontrol Normallestirilmis degeri * Test
Normallestirilmis degeri)). Kontrole kiyasla daha yiiksek ekspresyon farki
gosteren prob setlerini dogrulamak i¢in hacim grafigi ¢izildi. (X ekseni:

Hacim, Y ekseni: log2 Kat Degisimi) (Grafik 6.13).
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Volume Plot between
T1_vs_C1

hsa-miR-4530
_______________________________________ A

hsa-miR-2861 hsa-MiR-4687-3p
No Significant

log, fold change
La~]
L

|FC|>=2
mgh28S-240¢ * Top 5 probes
........................................ ¢ Srwsedieugse]
u7e

_2-
-4

T T

5 10

Volume

Grafik 6.13. Iohexol ile muamele edilmis HEK293T hiicreleri ile kontrol

hiicreleri arasinda hacim grafigi

- Kiime Analizi : Hiyerarsik Kiimeleme icin HeatMap Analizi;

Prob setlerinin benzerligi ve Orneklerin ekspresyon diizeylerini kiimeleyen

hiyerarsik kiimeleme analizi Grafik 6.14’de gosterilmistir.
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Two-way hierarchcical clustering heatmap
using Z-score of normalized value
(337 probes satisfying with fc2 & raw.p)
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Grafik 6.14. HeatMap Analizi
6.6.ifade degisimi saptanan miRNA’lar

Calismamizda mikrodizinleme analizi sonucunda ifade degisimi saptanan
miRNA’ lar Tablo 6.5’ de gosterilmektedir. Analiz sonucunda anlamli degisim
saptanmig 3 miRNA real-time PCR yontemi ile valide edilmistir (Grafik 6.15).
Uclii tekrar edilen &rneklerden two-way ANOVA ve paired t-test yontemleri
kullanilarak istatistiksel analizler gerceklestirilmis olup, sonuclar istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (**p< 0.01).
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Grafik 6.15. Real Time PCR Analiz Sonuglari
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Tablo 6.5. Iohexol ile muamele edilen HEK293T hiicrelerinde ifade degisimi

saptanan miRNA’lar

Downregiile olan Degisim Upregiile olan Degisim
miRNA’lar katsayis1 miRNA’lar katsay1s1
hsa-miR-424-3p 4,038697 hsa-miR-6847-5p 3,322202
hsa-miR-182-5p 3,754745 hsa-miR-6068 2,909719
hsa-miR-221-3p 3,662935 hsa-miR-1202 2,473545
hsa-miR-4521 3,322364 hsa-miR-6723-5p 2,269296
hsa-miR-505-5p 3,133652 hsa-miR-3147 2,198318
hsa-miR-330-3p 3,111219 hsa-mir-6800 2,140830
hsa-miR-3180 2,838994
hsa-miR-151a-5p 2,812231
hsa-miR-181b-5p 2,808033
hsa-miR-107 2,790483
hsa-miR-378i 2,747549
hsa-miR-23b-3p 2,589727
hsa-miR-103a-3p 2,475998
hsa-miR-625-5p 2,256130
hsa-miR-23a-3p 2,163849
hsa-miR-378c 2,151041
hsa-miR-378a-3p 2,092982
hsa-miR-425-5p 2,051587
hsa-miR-191-5p 2,038644
hsa-miR-17-5p 2,033028
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http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-3147
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-330-3p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-mir-6800
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-3180
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-151a-5p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-181b-5p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-107
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-378i
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-23b-3p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-103a-3p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-625-5p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-23a-3p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-378c
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-378a-3p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-425-5p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-191-5p
http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-17-5p

7.TARTISMA

Kontrast maddeye bagli nefrotoksisite, radyografik kontrast maddenin
intravaskiiler uygulanmasindan sonra gelisen en 6nemli komplikasyonlardan biri olup
hastane kaynakli ABH nin en yaygin nedenlerinden biridir. KI-ABH insidans1 yas,
onceden var olan bobrek hastaligi, diyabetik nefropati, nefrotoksik ilaglarin eszamanli
kullanimi, dehidratasyon, hemodinamik instabilite, anemi ve azalmig renal
perflizyonun diger nedenleri ile artar (Mehran ve ark., 2019, Rihal ve ark., 2002, Lang,
1995). CIN'in patofizyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilmamistir; ancak mediiller
iskemi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve dogrudan tiibiiler hiicre toksisitesi
patolojide kritik bir rol oynayabilir (Geenen ve ark., 2013). Bu, iskemi-reperfiizyon
mekanizmasini hedefleyen ve serbest radikal olusumlarini baskilayan miidahalelerin
CIN insidansini azalttiginin gosterilmesiyle daha da gli¢lenmektedir (Pranata ve ark.,
2020, Pranata ve ark., 2020). Olgun miRNA'lar, mRNA'lar1 baglayarak ve onlar
parcalayarak transkripsiyon sonrasi diizenleyiciler olarak iglev goren tek sarmalli
RNA'lardir. miRNA'lar hem akut hem de kronik bobrek hasarlanmalarinda yukari
veya asagl dogru diizenlenebilir (Ichii & Horino, 2018). Sun ve ark. miRNA'daki
degisikligin, kontrast madde maruziyetinden 4-6 saat sonra, serum kreatinin veya
sistatin C'deki degisiklikten daha once ortaya ¢iktigini ve CIN igin erken biyobelirteg

olarak hizmet edebilecegini gosteren bir ¢calisma yapmustir (Sun ve ark., 2016).

miRNA-182-5p; miR-96, miR-182 ve miR-183"ii iceren miR-183 ailesinin bir
tiyesidir. Bu miRNA'lar, insan kromozomu 7q32.2'de bulunan tek bir genetik lokustan
koordineli olarak eksprese edilir. miR-182-5p, cesitli hastaliklarin gelisimi ile
yakindan iligkilidir (Yao ve ark., 2016). miR-182'nin bdbrek hastaliklarinda aktif
olarak yer aldig bildirilmistir. Onceki arastirmalar, bir invivo ortamda,
TCF7L2/Wnt/B-katenin yolunu diizenleyerek miR-182 inhibitoriiniin
iskemi/reperfiizyon kaynakli bobrek hasar1 ve apoptoz iizerindeki etkisini bulmustur

(Li ve ark., 2018).

miR-182-5p'nin dogrulanmis hedef genleri, bobregin rejenerasyon siireclerinin
yani sira hiicre 6liimii ve onariminin dengelenmesi igin apoptoz, hiicre dongiisii, T
hiicresi farklilagmasi, ¢ogalmasi ve go¢ yollarinda yer almaktadir (Oberbauer ve ark.,

1999, Schwarz ve ar., 2001). miR-182-5p, IL2 ve STATS tarafindan aktive edilebilir
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ve FOXOI1 ifadesini inhibe eder (Stittrich ve ark., 2010). FOXO1, hiicre sagkalimi,
apoptoz, proliferasyon ve metabolizma dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel siireglerin
ana hiicresel diizenleyicisi olarak gorev yapar ve ayrica T hiicreleri, B hiicreleri ve
noétrofiller dahil olmak {izere bagisiklik sistemi hiicrelerinin homeostazinda kritik bir
rol oynar (Peng, 2008). Ayrica, FOXO1'in yoklugunun FOXP3+ diizenleyici T-
hiicrelerinin (Treg'ler) gelisimini ciddi sekilde azalttig1 gosterilmistir. Yine de gelisen
bu Treg'lerin in vivo olarak islevsel olmadigi ve FOXO1'in T-hiicrelerinde down
regiilasyonunun lenfosit infiltrasyonu ile sonuglandigi bulundu (Kerdiles ve ark.,
2010). Ayrica, BCL2, miR-182-5p'nin dogrudan bir hedefidir ve miR-182-5p'nin
inhibisyonu, BCL2'nin daha yiiksek bir protein ekspresyonu ile sonuglanarak giiclii

anti apoptotik etkilere isaret etmektedir (Peng ve ark., 2013, Yan ve ark., 2012).

Lee ve arkadaglari, iskemiye karsi dogal bir tolerans modelinde, miR-182-5p'nin
derinden baskilandigini ve boylece oksijen/glikoz yoksunlugunun indiikledigi hiicre
Olimiine kars1 koruyucu etkilerle sonuglandigini gostermistir (Lee ve ark., 2012).
Ayrica, miR-182-5p, anti-apoptotik proteinler Bcl II'nin ve p21 gibi hiicre dongiisii
diizenleyici sikline bagimli kinaz inhibitorlerinin ekspresyonunu azaltmakta ve
bdylece hiicre rejenerasyonunu inhibe etmektedir (Peng ve ark., 2013). miR-182-
Sp'min ektopik asir1 ekspresyonu, epitel hiicrelerinde apoptozu ve hiicre- dongii
durdurucuyu indiiklemektedir (Rihani ve ark., 2015) ve DNA onariminda bir gen agini
hedeflemektedir (Kabacik ve ark., 2015, Krishnan ve ark., 2013). Bu veriler in vivo
miR-182-5p'nin in vivo olarak bobrek parankima sagkalimini diizenledigini ve miR-
182-5p ekspresyonunun insanlarda ve hayvan modellerinde reverse bobrek fonksiyonu
ile iligkili oldugunu gostermektedir. Kontrast madde maruziyeti sonrast ABH
mekanizmalarindan biriside iskemi oldugundan c¢alismamizda miR-182-5p down

regiile olarak saptandi.

Bobrekte hipoksi/reperfiizyon (H/R) kaynakli hasarlanma ve ferroptozu
diizenleyen miRNA'larin taranmasiyla olusturulan miRNA profilinde miR-182-5p ve
miR-378a-3p'nin H/R kaynakli ve erastin kaynakli hiicrelerde anormal sekilde
eksprese edildigi saptanmistir (Ding ve ark., 2020). in vivo ¢alismalar, miR-182-5p ve
miR-378a-3p'nin /R grubundaki bobrek dokularinin cekirdek bolgesinde arttigini
gosterdi, bu da I/R hasarlanmasinda ferroptoz siirecinde gen ekspresyonunu
diizenleyebileceklerini gdstermistir. MiR 378a-3p, I/R kaynakli bobrek hasari olan

hastalarin idrarinda (Zou ve ark., 2017) ve sicanlarin bobreginde onemli Olcilide
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artmistir (Ding ve ark., 2020). Bununla birlikte, miR-182-5p'nin inhibisyonu
sicanlarda iskemik kaynakli akut bobrek hasarini iyilestirdigi (Wilflingseder ve ark.,
2017) ve lupus nefritinin zayiflamasina katkida bulundugu gosterilmistir (Wang ve
ark., 2018). Calismamizda miR-182-5p yaninda miR-378a-3p diizeylerinin de kontrast

madde maruziyeti sonrasinda anlamli downregiile oldugu saptandi.

[laca bagli akut bébrek hasar1 hem klinik pratikte hem de ilag gelisiminde dnemli
bir sorundur. Nefrotoksik ilaglarin etki ettikleri nefron segmentlerine gore eksprese
olan miRNA’lar degismektedir. Chorley ve ark. ilaca bagli bobrek hasar1 ve nefron
icindeki spesifik etkilerini inceleyen bir ¢calismada siganlardan alinan idrarda miRNA
221-3p ve -222-3p’nin henlenin ¢ikan kalin koluna etki eden toksik ilaglarla proksimal
tiibiil toksik maddelere gore daha fazla arttigin1 bulmustur (Chorley ve ark., 2021) Bu
sonuglar ayn1 zamanda miRs-221-3p, 222-3p ve -210-3p'in 6nceki bir sican miRNA
viicut atlas1 ¢aligmasinda kortekse kiyasla bobrek medullasinda daha bol oldugu
gbzlemiyle de uyumludur (Smith ve ark., 2016) Kontrast madde kullanimina bagh
ABH patogenezinde bobrek medullasinda meydana gelen iskemik degisiklikler 6n
plandadir. Caligmamizda bunu destekler tarzda miRs-221-3p ekspresyonunda
degisiklik saptandi.

Berillo ve ark. KBH'li hipertansif hastalarda let-7g-5p ve miR-191-5p'nin
dolagimda down regiile oldugunu saptamistir. let-7g-5p ve biiyiik damar sertlesmesi;
miR-191-5p ve MetS; ve dolasimdaki her iki miRNA'nin GFH ve enflamatuar
belirtegler ile arasinda iligkiler gosterilmistir. Stepwise ¢oklu lineer regresyon
modellemesi, dolagimdaki let-7g-5p ve miR-191-5p ve albiiminiirinin GFH'nin
bagimsiz belirleyicileri oldugunu ve dolayisiyla hipertansif hastalarda KBH'nin
potansiyel biyobelirtegleri oldugunu ve patofizyolojik ve terapotik Sneme sahip
olabilecegini gostermistir (Berillo ve ark., 2020). miR-191-5p ve GFH'nin iliskisi
bobrek hasarlanmasinda aktif rol aldiginin gostergesidir. Calismamizda miR-191-5p

kontrast nefropati gelisen HEK293 hiicrelerinde downregiile olarak saptandi.

Ge ve ark. sepsise bagli ABH hastalarda hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-191-5p, hsa-
miR-4456, hsa-miR-142-5p ve hsamiR-22-3p ifade diizeylerinin saglikli goniilliilerle
karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik oldugunu saptamistir (Ge ve ark., 2017).
Qin ve ark. miR-191-5p'in islevlerini septik fare modellerinde arastirmis ve miR-191-

5p mimik enjeksiyonunun bdbrek hasart skorlarmi gozlemlenebilir sekilde

50



Onleyebilecegini bulmustur. Bu arada, enflamatuar sitokinlerin ve apoptotik
proteinlerin seviyelerinin her ikisi de, miR-191-5p mimik etkisi altinda 6nemli 6l¢iide
down regiilasyon gdstermistir. Bu veriler, septik farelerin bobreklerinde miR-191-
S5p'min koruyucu bir rolii oldugunu 6ne siirmektedir (Qin ve ark., 2019). Kontrast
nefropatide bir diger mekanizma inflamasyon olarak kabul edilmekte ve ¢calismamizda
bunu destekler tarda miR-23a-3p ve miR-191-5p ekspresyonunun downregle oldugu

saptandi.

Arastirmalar, miR-17-5p ekspresyonunun hipoksi ile tedavi edilmis vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde (Hao ve ark., 2017), pulmoner arteriyel hipertansiyonu olan
hastalardan alinan akciger dokularinda (Lu ve ark., 2016), I/R ile yaralanmis kalplerde
(Du ve ark., 2014) ve bobreklerde (Kaucsar ve ark., 2013, Hao ve ark., 2017) 6nemli
Olciide upregiile olarak diizenlendigini gostermistir. Ma ve ark. miR 17-5p agomir
tarafindan miR-17-5p'nin asir1 ekspresyonu bobrek fonksiyonunu iyilestirip ve HK-2
hiicrelerinin hayatta kalmasini arttirirken, miR-17-5p antagomir tarafindan miR-17-
5p'nin inhibisyonu yaralanmayi siddetlendirdigini gostermistir. Bu sonuglar, miR-17-
Sp'min reno-koruyucu etkisini dogrulamaktadir. Ek olarak, otofaji ve apoptozun,
bobrek I/R hasarinda ve hipoksi uygulanan kiiltiirlenmis HK-2 hiicrelerinde 6nemli
Olciide indiiklendigini ve miR-17-5p'nin asir1 ekspresyonunun, otofaji ve apoptozu
baskilayarak koruyucu bir rol oynadigini bulmuslar. Ayrica bu ¢alisma, miR-17-5p'nin
dogrudan PTEN ve BIM't hedefledigini ve PTEN ve BIM'in inhibisyonunun
Akt/Beclinl sinyalini daha da etkinlestirdigini ve bunun da otofaji seviyesini
diisiirdiigiinii ve bobrek I/R hasari azalttigin1 géstermektedir (Ma ve ark., 2021).
Onceki calismalardan farkli olarak calismamizda miR-17-5p downregiile olarak

saptandi.

miRNA, diizenleme gen ekspresyonu, hiicre farklilagmasi, proliferasyon,
metabolizma ve apoptoz dahil olmak iizere farkl: hiicrelerin biyolojik fonksiyonlarinin
transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde dnemli bir rol oynar. Gen fonksiyonunun
incelenmesi i¢in biiyilk onem tasiyabilir. miRNA ekspresyonundaki degisiklikler
bobrek hiicrelerinin proliferasyonunu, yaralanmasini ve onarimini etkiler ve ABHnin
olusumu ve gelisimi ile énemli 6l¢iide iliskilidir. Ayrica, Ki-ABH’da doku onarimi
sirasinda miRNA hayati 6nem tasir. miRNA, bobrek hastaliklarinin erken teshisinde
bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. Ek olarak, 6zellikle bir miRNA molekiiliinii
hedef alan gen terapisi ABH icin terap6tik bir hedef olabilir. ABH gelisme riski tagiyan

51



hastalar1 tespit edebildigi ve onleme stratejilerinde uygulanabildigi i¢in bu, klinik
uygulamada 6nemli bir etkiye sahip olabilir. Simdiye kadar, baska higbir biyobelirteg
boyle bir avantaja sahip degildi. miRNA'larin islevi, belirli antagonistler veya
mimikler tarafindan diizenlenebilir, bu da onlar1 ABH dahil olmak {izere cesitli
hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici araclar haline getirir. ABH' de c¢ok sayida
miRNA molekiiliiniin doku ve zaman 06zgiilliigii hakkinda c¢esitli ¢alismalar rapor
edilmistir. Bu spesifik miRNA'lar sadece ABH i¢in yeni etkili teshis biyobelirtegleri
haline gelmemis, ayn1 zamanda potansiyel terapotik hedefler haline gelmistir. Ancak,
bu caligmalarda tartisilan CI-ABH' nin yalnizca birkag miRNA's1 bulunmakta, bu
nedenle daha kapsamli ve derinlemesine ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiire
bakildiginda kontrast maddenin maruziyet siliresi ve miRNA ekspresyonlari
izlendiginde spesifik miRNA'larin ifadeleri farkli zaman noktalarinda yukar1 veya
asagl dogru diizenlendigi goriilmektedir. Calismamizda saptadigimiz miRNA’lardan
miR-182-5p, miR-221-3p, miR-151a-5p, miR-181b-5p, miR-23b-3p, miR-103a-3p,
miR-23a-3p, miR-378a-3p, miR-191-5p, miR-17-5p KI-ABH igin erken teshis ve

klinik miidahale i¢in yeni se¢enekler ve gelistirme yonleri saglayabilir.
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8. SONUC VE ONERILER

Calismanmizda Ki-ABH’da miRNA ekspresyon profilinin olusturulmasi igin
invitro hiicre kiiltlirinde HEK-293T hiicerelerine kontrast madde verildi. 20
miRNA’nin downregiile ve 6 miRNA’nin upregiile oldugu saptandi. Literatiire
bakildiginda kontrast nefropati c¢alismalarinda daha Once saptanmayan bu
miRNA’lardan miR-182-5p, miR-221-3p, miR-151a-5p, miR-181b-5p, miR-23b-3p,
miR-103a-3p, miR-23a-3p, miR-378a-3p, miR-191-5p, miR-17-5p nefrotoksinler,
sepsis, I/R hasar1 gibi farkli etyolojilere bagli ABH modellerinde saptandig1 goriildii.
Bu miRNA’lart igeren preklinik ve klinik yeni calismalar yapilmasi birer erken

biyobelirteg olmalar1 i¢in 6nem arzetmektedir.

Ozellikle riskli hastalarda tedavinin basarili olmasi i¢in Ki-ABH’nin erken
teshisi cok Onemlidir; ne yazik ki, tan1 ve takipte yaygin olarak kullanilan serum
kreatinin diizeyi hasarlanmanin ge¢ evresinde yiikselir. Dolasimdaki miRNA'lar,
yararli olabilecek kararli biyobelirteclerdir; ayrica hastaliga 6zgii molekiiler yollari
diizenleyip yansitarak patolojinin daha kesin bir sekilde ayirt edilmesini saglarlar.
miRNA'nin hiicre fonksiyonlarmin ve hastaliga 06zgii molekiiler yollarin
diizenlenmesindeki kritik rolii, daha kesin bir molekiiler ilag hedeflemesine izin
vermektedir. Literatiire bakildiginda kontrast maddenin maruziyet siiresi ve miRNA
ekspresyonlari izlendiginde spesifik miRNA'larin ifadeleri farkli zaman noktalarinda
yukar1 veya asagi dogru diizenlendigi goriilmektedir. Calismamizda saptadigimiz
miRNA’larin sonraki ¢alismalar i¢in erken tanida biyobelirte¢ ve tedavide birer hedef

olabilecegini diigiiniilmektedir.
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Sayr :28233352-302.14.01-
Konu : Aysun TORAMAN Tez Konusu.

SBE TIBBI BIYOLOJI ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Enstitiimiiziin 22.11.2019 tarib ve 38/1 sayih Yonetim Kurulu Toplantisinda, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Programi 161369001 numarali 5grencisi Aysun TORAMAN'mM
tez konusunun, etik kurul onay1 alinmas: kaydi ile "Akut Bibrek Hasarmda Serum miRNA
Ekspresyon Profilinin Arastirlmasi” olarak belirlenmesine OY BIiRLIGI ile karar verildi.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

e-imzalidir
Prof. Dr. Omer TETIK
Enstitii Miidiirii
)
‘Adres:Tip Fakiiltesi Dekanlifi Zemin Kat Unicubozkdy Kampiisil Manisa Bilgi Igin:Ayse Brtik
Telefon:(Q 236) 2360989 Faks(0 236) 2382158 Unvam: Bilgisayar lyletmeni
B-Posta:saglik.sekreterlik@cbu.edutr Elektronik Agsaglikbe.cbu.edu.ir “““““vau‘l mml” lel I
w‘s EB R 5 d 1'|.;‘L "
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" Saghk Bilimleri Enstitiisti Miidiirligi

Say1 :E-74547675-302.14.06-591921 04.08.2023
Konu : Aysun TORAMAN’1n Tez Konusu
Degisikligi Hk.

SRE TIBBI BIYOLOJi ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Enstitimiiz 03.08.2023 tarih ve 21/16 sayili yonetim kurulu toplantisinda, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Doktora Program dgrencisi Aysun TORAMAN'n 22.11.2019 tarih ve 38/1 sayili
yonetim kurulu kararinda belirlenen "Akut Bobrek Hasarinda Serum miRNA Ekspresyon Profilinin
Aragtirilmasi” tez baghgmin degistirilerek "Akut Bébrek Hasarinda Aday miRNA Ekspresyon Profilinin
Hiicre Hatt:i Modellemesi Kuilanilarak Arastirilmast” olarak belirlenmesine OY BIRLIGI ile karar
verildi.

Geregini ve bilgilerinizi rica ederim.

Prof, Dr. Omer TETIK

Enstiti Miidiirii
' Bu belge, giivenli elektronik Imza ile imzalanmgtr,
Dogirmulama Kodu :BSFCIAD2VS Pin Kodu :77352 Belge Takip Adresi : https://turkiye.gov.ir/ebd?eK=4049&eD=BSF C3AD2VE&eS=591921
Adres:Tip Fakiiltesi Dekanhbfi Zemin Kat Uncubozkéy Kempiisi Manisa Bilgi igin: Gisem Tutan N
Telefom:(0 236) 2360989 Faks:(0 236) 2382158 Unvam: Siirekli Isgi

e-Postassaplik.evrak@cbu.edu.tr Elektranik Ag:saglikbe.cbu.edu.tr
Kep Adresi:celalbayaruniversitesi@hs01.kep.tr

B helas aiivanli alaltranils imea ila imealanmacthir
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Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orijinallik Raporu

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Baskanligr'na

Tez Adi: “Akut Bobrek Hasarinda Aday miRNA Ekspresyon Profilinin Hiicre Hatti
Modellemesi Kullanilarak Arastirilmas1”.

Tezime iligkin 05/07/2023 tarihinde yapilan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 22° dir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan

ederim.
05.07.2023

Ad1 Soyadi : Aysun TORAMAN

Ogrenci No : 161369001

Anabilim Dali : Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Programi : Doktora

DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

(Prof.Dr.Nuray ALTINTAS)

Agiklamalar

1-Tez GCalismasi Orjinallik Raporu (TCOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi igin kisisel hesap alma hakki bulunan tez danismanlar,
Enstitilerde gorevlendirilen personeller, Kiitiphane ve Dokiimantasyon Daire Baskanligi’nda gorevlendirilen kituphan eciler tarafindan
alinir.

2-Sayfa sayisi 400’den az olan tezler igin tez savunmasindan 6nce ve basarili olmasi durumunda diizeltmelerden sonra olmak tizere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlari seklinde bolinerek Turnitin veri tabanina yiiklenmesi gerekmektedir. Bu gibi
durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iliskin detayli forma, kiitiphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullanim kilavuzlannin
altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Bolimler ve Sonug bolimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiklenmesi ile alinir.

Programa yiikleme yapilirken Dosya Basligl (document title) olarak tez baghginin tamami, Yazar Adi (author’s first name) olarak 6grencinin
adi, Yazar Soyadi (author’s last name) olarak 6grencinin soyadi bilgisi yazilir.

4- TURNITIN intihal tespit programina yiiklenen dosyanin siireglenmesinde, ilgili programdaki filtreleme secenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintilar harig, - 5 kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlari harig (Limit match size to 5 words)
5-istege bagh ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” secenegi mutlaka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi gerekmektedir; aks
durumda ayni tezin ikinci kez ytiklenmesi durumunda benzerlik %100 gikacaktir ve depodan tezi silmek ¢ok uzun siireg gerektirecektir.
6- Raporlama islemitamamlandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gériintisiini sag tist kosesinde ylizdelik sayi olarak belirtilen “benzerlik
orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildig “tarih” bilgisi, “Yiiksek Lisans/Doktora
Tez Calismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- Benzerlik oraninda tiim sorumluluk égrenciye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarili bulunan 6grenci, tez savunma sinavi tarihi sonrasinda tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri igeren
dosya kullanilarak alinmig ikincibirintihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmig ve tez danismanitarafindan onaylanarak imzalanmig
ikinci bir “Yuksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitliye teslim etmekle yukimludir.

9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html



1. KISISEL BiLGILER

OZGECMIS

ADI, SOYADI: Aysun Toraman

AKADEMIK UNVANI: Dog. Dr.
UZMANLIK ALANTI: i¢ Hastaliklar1 / Nefroloji

2. EGITIM (Mezun oldugu iiniversite ve sonrast)

YILI DERECESI UNIVERSITE OGRENIM ALANI
1998 Tip Doktoru Akdeniz Universitesi Tip Tip
Fakiiltesi
2008 Ic  Hastaliklar1 | Celal Bayar Universitesi I¢ Hastaliklart
Uzmani Tip Fakiiltesi
2012 Nefroloji Pamukkale Universitesi Nefroloji
uzmani T1ip Fakiiltesi
2023 Doktora Manisa ~ Celal  Bayar Tibbi Biyoloji
Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii
3. GOREVLER
GOREV DONEMI UNVAN GOREV YERI
1998-2002 Pratisyen Antalya 1 Nolu Saglik Ocagi
hekim
2002-2008 Aragtirma Celal Bayar Universitesi Tip
gorevlisi Fakiiltesi I¢ Hastaliklart ABD
2008-2012 Uzman Pamukkale  Universitesi ~ Tip
Doktor Fakiiltesi Nefroloji BD
2012-2014 Uzman Hakkari Devlet Hastanesi
Doktor
2014-2021 Dr. Ogr. | Celal Bayar Universitesi Hafsa
Uyesi Sultan Hastanesi
2021- Dog¢.Dr. Celal Bayar Universitesi Hafsa
Sultan Hastanesi
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