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ÖZET 

 

BİLGİLİ G. SIÇANLARDA, METFORMİN İLE ÖN KOŞULLAMANIN, 

HEPATİK İSKEMİ-REPERFÜZYON HASARI MODELİNDE MİTOKONDRİYAL 

KATLANMAMIŞ PROTEİN CEVABI MEKANİZMALARININ ARAŞTIRILMASI. 

BAŞKENT ÜNİVERSİTESİ SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ TIBBİ BİYOLOJİ 

DOKTORA TEZİ, 2025. 

 

Hepatik iskemi-reperfüzyon hasarı (H-IRH), karaciğer transplantasyonu sonrası 

alıcıda karaciğere kan akışının durması ve sonrasında yoğun bir şekilde tekrar 

sağlanabilmesi ile gerçekleşen anomalileri tanımlar. H-IRH, hücresel düzeyde 

mitokondrinin olumsuz etkilenmesine neden olur. Bu nedenle, IRH’nin modellenmesi ile 

mitokondriyal süreçlerin nasıl etkilendiğinin belirlenmesi, doku reddinin mekanizmalarının 

anlaşılması ve olası terapi yöntemlerinin açığa çıkartılması açısından oldukça önemlidir. 

 

Mitokondri, stres koşullarına bağlı olarak hücre ölümü başta olmak üzere enerji 

metabolizmasının ve hücre ölümünün regülasyonu gibi hücresel cevaplar yaratır. Ancak, 

hücre sağkalımı için tetikleyebileceği sinyal yolakları, stres koşuluna adaptasyonu 

sağlayabilir. Mitokondriyal stres adaptasyon yolaklarından bir tanesi de katlanmamış protein 

cevabıdır (KPC). Mitokondride gerçekleşen KPC (KPCmt), stres koşuluna bağlı olarak 

mitokondriyal protein üretiminin durdurulmasını ve hatalı katlanmış proteinlerin 

eliminasyonunu kapsamaktadır. Fakat, H-IRH’de KPCmt’nin nasıl düzenlendiğine dair 

bilgiler sınırlıdır.  

 

Sunulan çalışma, sıçanda H-IRH’nin modellenmesi ile KPCmt yolağının nasıl 

etkilendiğinin ve IRH öncesi metformin ön koşullamasının bu süreci değiştirip 

değiştirmediğinin moleküler düzeyde açığa çıkartılması hedeflenmiştir. Bu amaçla, Wistar 

albino cinsi 30 sıçan optimal IRH modelleme ve metformin ön koşullama işlemleri için 10’ar 

denekten oluşacak şekilde 3 gruba ayrılmıştır. Grubumuzun önceki çalışmalarında elde ettiği 

bilgiler doğrultusunda, modelleme süreleri 45 dk iskemi, 6 saat reperfüzyon ve 7 gün 

metformin ön koşullama olarak belirlenmiştir. Modellemeler sonrası hipoksik ve inflamatuar 

süreçler biyokimyasal ve morfolojik metotlarla takip edilmiştir. Süreçler sonunda, belirlenen 

sürelerde AST (p<0,0001), ALT (p<0,0001), TNFα (p=0,02), ROS (p<0,0001), TOS 

(p=0,004) ve MPO (p=0,016) seviyeleri, IRH modellemesi ile artış göstermiştir. GSH 
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(p=0,0009) ve ATP (p<0,0001) seviyeleri modelleme ile azalış göstermiştir. Metformin ön 

koşullaması ile IRH modelleme sonucu artan AST (p<0,0001), ALT (p<0,0001), ROS 

(p=0,0045) ve TOS (p=0,019) seviyeleri anlamlı bir şekilde azalmıştır. Western blot ile 

protein analizlerinde, IRH modellemesinin hipoksi belirteci olan HIF1A seviyelerini anlamlı 

bir şekilde (p=0,016) arttırarak bu sonuca neden olabileceği gösterilmiştir. Fakat, metformin 

ön koşullamanın IRH modelleme ile artan HIF1A seviyelerini anlamlı olarak (p=0,042) 

azaltarak, modellemenin etkisini azalttığı görülmüştür. Ayrıca, modelleme ile KPCmt 

belirteçleri olan ATF5 (p=0,015) ve CHOP (p=0,0008) seviyeleri artış göstermiştir. ATF5 

ve CHOP seviyelerindeki artış CLPP (p=0,0009), HSP10 (p=0,016), HSP60 (p=0,001) ve 

HSP70 (p=0,005) proteaz ve şaperonların ekspresyon seviyelerini de arttırarak KPCmt’yi 

başlatmıştır. Metformin ön koşullaması ise IRH modelleme ile ekspresyon düzeyleri artan 

ATF5’e etki etmezken CHOP (p=0,0005), CLPP (p=0,006), HSP10 (p=0,029), HSP60 

(p=0,005) ve HSP70 (p=0,043) seviyelerini anlamlı bir şekilde azaltmıştır. Bu durum, 

metforminin IRH ile indüklenen KPCmt’yi inhibe ettiğini göstermektedir. Bu nedenlerle, 

karaciğer transplantasyonu öncesi alıcıda metformin uygulamasının doku reddini 

önleyebileceği düşünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Karaciğer transplantasyonu, Mitokondriyal katlanmamış 

protein cevabı, Metformin ön koşullama 
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ABSTRACT 

 

BİLGİLİ G. INVESTIGATION OF METFORMIN PRECONDITIONING ON 

MITOCHONDRIAL UNFOLDED PROTEIN RESPONSE IN HEPATIC 

ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY IN RATS. BAŞKENT UNIVERSITY 

INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES PHD THESIS, 2025. 

 

Hepatic ischemia-reperfusion injury (IRI) is defined as the anomalies in which blood 

flow is blocked at first and then harshly restart in the liver after transplantation. Hepatic IRI, 

widely affect mitochondria at the cellular level. Hence, evaluation of the mitochondrial 

process in the IRI models is critical in terms of identification of tissue rejection and 

development of putative therapy strategies. 

 

Mitochondria induces diverse cellular responses including regulation of cell death 

and energy mechanisms depending on the stress conditions. Nonetheless, mitochondria also 

trigger cell survival signals to adapt the stress conditions. Unfolded protein response (UPR) 

is one of the major stress adaptation pathways. Mitochondrial UPR (UPRmt) involves the 

prevention of mitochondrial protein synthesis and elimination of unfolded proteins during 

stress conditions. Nevertheless, the role of UPRmt in hepatic IRI has been limitedly reported. 

 

The present study aims to identify molecular mechanisms of UPRmt in rat hepatic 

IRI models and questions the role of metformin pre-conditioning in those mechanisms. For 

this aim, 30 Wistar albino rats were divided into 3 groups for optimal IRI modelling and 

metformin pre-conditioning. Regarding the results of the previous studies of our research 

group, optimal modelling durations were clarified as 45 min for ischemia, 6 h for reperfusion 

and 7 days for metformin pre-conditioning. After modellings, hypoxic and inflammatory 

processes were followed by biochemical and morphological methods. Accordingly, AST 

(p<0.0001), ALT (p<0.0001), TNFα (p=0.02), ROS (p<0.0001), TOS (p=0.004) and MPO 

(p=0.016) levels significantly increased in IRI models compared to control group. 

Nonetheless, GSH (p=0.0009) and ATP (p<0.0001) levels significantly decreased in IRI 

group. Moreover, metformin pre-conditioning significantly decreased the levels of AST 

(p<0.0001), ALT (p<0.0001), ROS (p=0.0045) and TOS (p=0.019) compared to IRI alone 

group. Protein analyses by Western blotting showed that IRI modelling increased the levels 
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of hypoxia marker, HIF1A (p=0.016), speculating that the effects of IRI modelling could be 

a result of increase in the expression of HIF1A. However, metformin pre-conditioning 

reversed the effects of IRI modelling putatively by downregulating HIF1A levels (p=0.042). 

Furthermore, IRI modelling increased the levels of UPRmt markers, ATF5 (p=0,015) and 

CHOP (p=0,0008). Upregulation of those markers further elevated the levels of proteases 

and chaperons, CLPP (p=0.0009), HSP10 (p=0.016), HSP60 (p=0.001) and HSP70 

(p=0.005), demonstrating the initiation of UPRmt. Metformin pre-conditioning, however, 

reduced the expression of these proteins, CHOP (p=0.0005), CLPP (p=0.006), HSP10 

(p=0.029), HSP60 (p=0.005) and HSP70 (p=0.043) without altering that of ATF5. Hence, 

the results underlined that metformin pre-conditioning blocked UPRmt activated by IRI. 

Therefore, metformin pre-treatment in the recipients before transplantation may prevent 

tissue rejection. 

 

Keywords: Liver transplantation, Mitochondrial unfolded protein response, 

Metformin pre-conditioning 
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1. GİRİŞ 

 

Karaciğer detoksifikasyon, metabolizma ve sindirim olaylarında rol alan bir 

organdır. Kanın pıhtılaşması, besin maddelerinin depolanması ve sentezlenmesi, bağışıklık 

fonksiyonlarının yerine getirilmesi ve safra üretimi başta olmak üzere kritik metabolik 

süreçlerin kontrolünde görev alır (1). Özellikle toksinlere maruziyet karaciğerin sürekli 

olarak risk altında olmasına neden olmaktadır (2). Zaman içerisinde artan maruziyet 

karaciğer fizyolojisinin olumsuz etkilenmesine neden olur. Bu durum, geri dönüşü olmayan 

organ hasarı ile sonuçlanır. Geri dönüşümsüz organ kaybında en önemli tedavi 

yaklaşımlarından biri karaciğer transplantasyonudur (3,4). 

 

Geri dönüşümsüz fonksiyon kaybında, karaciğer transplantasyonu tek çözüm olarak 

görülmektedir. Yakın zamanda yayınlanan raporlara göre  transplantasyon sonrası 10 yıllık 

sağkalım oranının %70  civarındadır. Sağkalım ihtimalini olumsuz etkileyen en önemli 

faktörlerden biri transplantasyon sonrası gelişebilecek iskemi-reperfüzyon hasarıdır (5). 

 

Hepatik iskemi-reperfüzyon hasarı (H- IRH), organlara giden kan akışının kesilmesi 

ve sonra geriye dönmesidir (6). Moleküler düzeyde iskemi, hücrenin enerji gereksinimi için 

ihtiyaç duyduğu oksijenin azalmasına ve reperfüzyon azalan oksijen seviyelerinin ani 

artışına neden olur. Bu nedenlerle iskemi ve reperfüzyon, hücre metabolizmasını negatif 

etkiler ve reaktif oksijen türleri (reactive oxygen species; ROS) üretimine neden olur. Bu 

moleküler değişimlerle IRH, karaciğer fonksiyonun bozulmasına ve sistemik hasara neden 

olabilir (8,9). Bu nedenlerden ötürü, transplantasyon sonrası gelişebilecek moleküler 

süreçlerin detaylı bir şekilde anlaşılması gerekmektedir. 

 

Farklı çalışmalar, hiperglisemi tedavisi için geliştirilen metforminin transplantasyon 

sonrası gelişebilecek diyabeti engelleyebildiğini göstermiştir (7,8). Aynı zamanda, 

metforminin transplantasyona bağlı IRH’de oluşabilecek hipoksik koşulun iyileştirilmesinde 

de rol oynayabileceği gösterilmiştir. Metforminin IRH’deki rolü, inflamasyonun 

baskılanması ve IRH ile seviyeleri artan ROS’ların azaltılması olarak belirlenmiştir (7,9). 

 

H-IRH’de hücrelerin hipoksik koşullara adaptasyonu, oksijen varlığında gerçekleşen 

enerji metabolizması ve stresle mücadele mekanizmalarının yeniden düzenlenmesini 
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gerektirmektedir. Enerji metabolizmasının ve stres koşullarının değişimi, hücrede 

mitokondriyal fonksiyonu doğrudan etkileyebilmektedir. Normal koşullardan farklı olarak, 

stres koşulları altındaki mitokondride enerji ve stres adaptasyon mekanizmaları yeniden 

düzenlenir. Strese bağlı olarak yeniden düzenlenen mekanizmalar arasında katlanmamış 

protein cevabı (KPC) öne çıkmaktadır (10). Mitokondriyal katlanmamış protein cevabı 

(KPCmt), stres koşullarındaki değişime bağlı olarak mitokondrinin fonksiyon kaybına 

uğramasıyla aktive edilen bir yolaktır. KPCmt, mitokondriyal hasarı en aza indirir. Bu 

sayede, organelin hasar görmesini ve hücre ölüm mekanizmalarının tetiklenmesini engeller. 

KPCmt, mitokondri-nükleus etkileşimi ile gerçekleşen transkripsiyonel bir cevaptır. 

Mitokondride KP varlığı ve oksidatif fosforilasyon (oxidative phosphorylation; OXPHOS) 

aktivitesindeki bozulmalar, KPCmt yolağını aktive eder (11). Bu cevap hücrelerin çeşitli 

çevresel koşullara adaptasyonunda da kullanılmaktadır (12–14). Endoplasmik retikulum 

(ER)’da gerçekleşen KPC sıkça çalışılmış olsa da farklı çevresel koşullarda KPCmt  

çalışmaları daha  sınırlıdır. 

 

 

1.1. Kapsam 

 

Sunulan çalışma, yukarıda özetlenen bilgiler çerçevesinde, i) H-IRH’nin in vivo 

modellenmesini, ii) in vivo modellerde IRH’nin sistemik etkilerinin açığa çıkartılmasını, iii) 

H-IRH’nin karaciğer hücrelerinde KPCmt yolağına etkilerini ve iv) metformin ön 

koşullaması sonrası IRH modellemesi ile metforminin olası pozitif etkilerinin tespit 

edilmesini kapsamaktadır. 

 

 

1.2. Amaç 

 

Sunulan çalışma, yukarıda verilen bilgiler eşliğinde,  

i) Sıçan modellerinde en uygun yöntem ve sürelerle H-IRH’yi modellemeyi, 

ii) Model hayvanlarda inflamatuar seviyelerin ve oksidan seviyelerinin nasıl 

değiştiğinin tespit edilmesini, 

iii) H-IRH modellemesi sonrası karaciğer hücrelerinde KPCmt yolağının aktive 

edilip edilmediğini ve 
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iv) Metformin ön koşullaması sonrası H-IRH modeli oluşturarak metforminin IRH 

kaynaklı değişimlere olası etkisini   göstermektir. 
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2. GENEL BİLGİ 

 

2.1. Mitokondriyal Katlanmamış Protein Cevabı 

 

2.1.1. Mitokondrinin yapısı, fonksiyonu ve KPCmt 

 

Mitokondri ökaryotik bir hücrenin enerji merkezidir. Mitokondri, 16,5 kilo baz (kb) 

uzunluğunda ve sirküler DNA’ya sahiptir. Sahip olduğu ribozomlar sayesinde kendi 

genomundan protein sentezleyebilir. Mitokondriyal genomdan, oksijenin kullanılması ile 

adenozin trifosfat (adenosine triphosphate; ATP) üretimi için OXPHOS’ta görevli 13 farklı 

protein üretilir (Şekil 2.1) (15,16). Enerji üretimi, Krebs döngüsü ve elektron transportu ile 

yağ asitlerinin ve karbonhidratların, karbondioksite ve suya dönüştürülmesi sayesinde 

gerçekleşir. Mitokondri, ATP üretmesinin yanı sıra metabolizmayı düzenler ve hücre 

ölümlerine dahil olur (17,18).  

 

 

Şekil 2.1. Mitokondrinin, mitokondriyal genomun ve oksidatif fosforilasyon 

mekanizmasının genel yapısı (16). 

 

Mitokondri sayısı, enerji gereksinimine bağlı olarak hücre tipleri  arasında farklılık 

gösterebilir. Lipit metabolizmasındaki ve enerji üretimindeki rolleri nedeniyle karaciğer 

hücrelerinde sayısı oldukça fazladır. Mitokondri, hepatositlerde ER ve lizozom gibi diğer 
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organellerle etkileşerek hücrenin gerek duyduğu enerji, sağkalım ya da ölüm gibi kritik 

olayları yönetir. Mitokondriyal fonksiyonun bozulması, obezite, tip 2 diyabet ve alkol dışı 

yağlı karaciğer hastalığı (non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD) ile ilişkili kronik 

karaciğer hastalıklarına neden olur. Bu nedenle, hepatik metabolik bozuklukların 

önlenmesinde mitokondrinin hedeflenmesi etkili bir stratejidir (19,20). 

 

Mitokondriyal proteom, 1500'den fazla proteinden oluşur ve bunların %99'u çekirdek 

genomu tarafından kodlanır. Mitokondride lokalize olan birçok protein sitozolik ribozomlar 

tarafından sentezlenir. Sitoplazmik ribozomlarda üretilen öncü proteinler, mitokondriyal 

hedefleme dizisi tarafından yönlendirilir ve mitokondriyal translokasyon mekanizması 

(TIM/TOM kompleksi) ile mitokondriye taşınır. Sitoplazmada sentezlenen proteinler, 

mitokondri içerisine katlanmadan alınır. Proteinler mitokondriyal matriks veya zarlar arası 

boşluğa taşındıktan sonra, mitokondriye özgü şaperonlar, olgunlaşmamış proteinlerin 

fonksiyonel konformasyonlara katlanmasına yardımcı olur. Proteinler burada mitokondriyal 

şaperonlar tarafından doğru katlanmış olmalıdır. Olgun proteinler tek başına hareket edebilir 

veya ETC kompleksleri ve ATP sentaz gibi büyük protein komplekslerine alt birim olarak 

dahil olabilirler. Bu proteinler düzgün bir şekilde katlanamazsa, mitokondride birikir ve 

mitokondri üzerinde lokal baskıya neden olarak mitokondriyal protein stresini açığa 

çıkarırlar (21–25). Ek olarak, artan ROS seviyeleri de bu süreci aktive edebilir (26).  

 

Histon proteinlerinin eksikliği ve mtDNA'nın reaktif oksijen türlerinin üretildiği iç 

mitokondriyal membrana yakınlığı gibi faktörler mtDNA'da daha yüksek mutasyon 

oranlarına, dolayısıyla mitokondriyal proteotoksisiteye  ve mitokondriyal işlevde azalmaya 

neden olur. Bu durumda, mitokondriyal proteaz ve şaperon sistemi, mitokondri içinde 

protein homeostazının veya proteostazının korunmasında önemli bir rol oynar. Değişen 

mitokondriyal proteostaz ve işlev bozukluğu, mitokondriden çekirdeğe geriye dönük bir 

sinyal yolunun aktivasyonunu tetikler. Bu yol, mitokondriyal şaperonların ve proteazların 

üretimini ve mitokondriyal işlevin yeniden düzenlenmesini sağlar. Bu yanıt KPC olarak 

bilinir (27). 

 

Sentezlenen proteinlerin doğru katlanması, mitokondri içerisinde sıkı bir şekilde 

kontrol edilir. Mitokondrinin iç membranına bağlı olan ribozomlar tarafından sentezlenen 

proteinler, mitokondriyal şaperonlar tarafından doğru bir şekilde katlanması kontrol edilir 

(Şekil 2.2) (28). Mitokondriyal şaperonların fonksiyon kaybına bağlı olarak katlanmamış ve 
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agrege olmuş proteinler, KPC yolağını tetikler. KPC’nin keşfi, doğru katlanmamış bir 

mitokondriyal protein varlığında, nükleer genomdan şaperonların ve proteazların 

üretilmesinin gözlemlenmesi ile gerçekleşmiştir. Mitokondride katlanmamış protein varlığı 

ve OXPHOS aktivitesinde bozulma KPC yolağını aktive eder (11). 

 

 

Şekil 2.2. Mitokondriyal şaperonların fonksiyonu ve lokalizasyonu (21). 

 

Memelide farklı çalışmalar, mitokondriyal DNA (mtDNA)’ya zarar verilir ve 

sonrasında hatalı mitokondriyal protein sentezi gerçekleşirse KPC’nin aktif olacağını 

göstermiştir. KPC, entegre stres cevabının (integrated stress response; ISR) bir sonucudur; 

hücre içinde gen ekspresyonunun ve/veya kromatinin yeniden düzenlemesi yoluyla 

sağlanabilir (29). Artan ROS’un, azalan amino asitlerin ya da ER stresin mitokondriyal stresi 

tetiklemesiyle hücre içi stres sensörleri bir transkripsiyon faktörü olan ökaryotik başlangıç 

faktörü 2 alfa (eukaryotic initiation factor 2 alpha; eIF2α)’yı fosforiller. Fosforillenen eIF2α, 

genel protein translasyonunu baskılayarak 5’ transle olmayan bölgesinde açık okuma 

çerçeveleri olan mRNA’lardan (C/EBP homolog proteini; CHOP, aktive edici transkripsiyon 

faktörü 4; ATF4 ve aktive edici transkripsiyon faktörü 5; ATF5 gibi) protein üretir. Bu 

proteinler mitokondriyal şaperonların ve proteazların üretilmesini sağlayarak mitokondriyal 

fonksiyonun bozulmasının önüne geçer (11,29,30). 
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Mitokondriyal proteinlerin hatalı katlanması sonucu oluşan KPCmt, dört yolla 

gerçekleşebilir: Bu cevaplar; kanonikal, sirtuin ekseni, östrojen reseptörü-alfa (estrogen 

receptor alpha; ER-α)’ya bağlı ve translasyonel cevaptır (Şekil 1.3).  Kanonikal yolakta stres 

koşulu CHOP, ATF4 ve ATF5’i aktive ederek şaperonlarla birlikte proteazların üretilmesini 

hızlandırır. Memelilerde KPCmt'nin klasik düzenlemesi mitokondriyal matriste gerçekleşir 

ve ATF4, ATF5 ve CHOP tarafından regüle edilir. Bu faktörler, çekirdekteki şaperon 

proteinleri ve proteazlar aracılığıyla kanıtlanmamış protein varlığına cevap oluşturur (Şekil 

2.3) (31).  

 

 

Şekil 2.3. KPCmt’nin 4 farklı yolağı (32). 

 

Entegre stres yanıtı, hücre içi ve hücre dışı stresle başa çıkmak için evrimsel olarak 

korunmuş bir süreçtir ve KPCmt indüksiyonu için ökaryotik başlatma faktörü 2α (eIF2α)’nın 

bir alt birimi olan PERK/α gereklidir. CHOP, ISR'yi etkiler ve mitokondriyal şaperon 

proteinlerinin ve proteazların transkripsiyon sürecini etkinleştirir. ATF5 mitokondride 

bulunur ve KPCmt sırasında çekirdeğe aktarılır; transkripsiyonu mitokondriyal şaperon 

proteinlerini ve proteazları oluşumunu indükler. KPCmt sırasında memelilerde ISR 

aktivasyonu, eIF2α'nın fosforilasyonuna neden olur ve bu da ATF4, ATF5 ve CHOP 

transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonunu artırır (33,34). 

 

ATF4/ATF5-CHOP yolu, mitokondriyal şaperon proteinlerinin ve proteazların 

ifadesini uyararak ve kontrol ederek mitokondriyal protein stabilitesini sağlar. Şaperon 

proteinleri protein katlanmasını artırır ve agregat oluşumunu engellerken, proteazlar 
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birikmiş hasarlı veya yanlış katlanmış proteinleri uzaklaştırır. Şaperon proteini esas olarak 

Hsp10, Hsp60 ve mitokondriyal ısı şoku proteini 70 (mtHsp70)’den oluşur. Bu proteinler, 

matriksin çekirdek kodlu proteinlerin katlanmasını ve mitokondriyal genom tarafından 

kodlanan 13 solunum zinciri proteininin birleşmesini bulmasına yardımcı olur. Hsp60 

şaperon proteini, protein katlanmasını ve birleşmesini sağlayarak protein homeostazında 

kritik bir rol oynar ve Hsp10 ile etkileşime girerek protein katlanmasını destekler. 

Sitoplazmadaki protein öncüllerinin mitokondriyal matrise transferi için, matriste bulunan 

mtHsp70 moleküler şaperonunun katılımı gerekir. mtHsp70, proteini mitokondriyal matrise 

almak ve proteinin sitoplazmaya geri yayılmasını önlemek için iç mitokondriyal membran 

23 kompleksinin translokazı ile doğrudan etkileşime girer. Protein alma sürecinde mtHsp70, 

hem kanalda hem de matriste proteinin doğru şekilde işlenmesine yardımcı olur (35,36). 

 

Sirt3, mitokondriyal katlanmamış protein cevabında önemli bir düzenleyicidir ve 

antioksidan mekanizmaları, mitofaji ve proteostazı koordine eder. Sirt3, mitokondriyal 

matriste forkhead box protein O3a (FOXO3a) ve süperoksit dismutaz 2 ekseni aracılığıyla 

KPCmt sinyallemesini etkinleştirir. Sirt3'ün antioksidan etkisi, FOXO3a aktivitesini ve 

konumunu düzenlemesiyle sağlanır. Sirt3 seviyeleri arttığında, FOXO3a, nükleer 

translokasyonunu ve transkripsiyonel aktivitesini desteklemek için Sirt3 deasetilasyonuna 

dayanır. FOXO3a daha sonra antioksidan etkiler üretmek için SOD2 ve katalazı düzenler. 

SOD2 aktivitesi asetilasyon tarafından kontrol edilir ve Sirt3 tarafından deasetile edilip 

etkinleştirilebilir. Sirt3, SOD2 ve katalazın antioksidan aktivitesi proteaz stabilitesi ile 

doğrudan ilişkilidir. Sirt3, KPCmt aracılığıyla antioksidan kapasiteyi ve mitofajiyi koordine 

etme konusunda ikili bir role sahiptir ve bu da onu KPCmt ile mitofaji arasında bir köprü 

haline getirir. Ayrıca merkezi metabolizmayı ve mitokondriyal proteostazı düzenlemede rol 

oynar. ROS, KPCmt mutasyonlarını ve mitokondriyal proteinlerin oksidasyonunu 

tetikleyerek mitokondriyal proteostazda bozulmalara neden olur. Lon proteini, oksitlenmiş, 

hasarlı proteinleri parçalayabilir ve mitokondriyal DNA seviyelerinin korunmasına 

katılabilir. Sirt3, Lon protein ekspresyonunu ve asetilasyonunu azaltır ve ubikitinasyon 

tarafından düzenlenir. Ubikitinasyon, Sirt3 aktivitesini negatif olarak kontrol eder ve 

mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu düzenler. Yetersiz Sirt3 ubikitinasyonu, 

mitokondrinin enerji kaynağını etkileyebilir. Sirt3 ayrıca iskemi-reperfüzyon hasarı 

sırasında mitokondriyal oksidatif hasarı ve apoptozisi azaltır ve mitokondriyal bölünmeyi 

bloke ederek iskemi-reperfüzyon hasarını baskılar (37–39). 
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ER-α yolağında ise hatalı katlanan mitokondriyal protein, AKT kinaz aracılığıyla 

ER-α’yı aktive eder. ER-α, nükleer respiratuar faktör 1 (NRF1)’in ekspresyonunu arttırır. 

Böylece nükleer faktör-kappa B1 (NFKB1), HtrA serine peptidaz 2 (HTRA2) ve benzeri 

proteazların ekspresyonu da artar. Translasyonel yanıtta da hatalı protein katlanması ile bir 

cevap oluşur ancak bu mekanizma tam olarak aydınlatılamamıştır (32,40,41). 

 

KPC ve mitofaji eş zamanlı olarak indüklenebilir. Mitofaji, geri dönüşümsüz bir 

şekilde hasara uğramış mitokondrinin eliminasyonunu tarif eden bir mekanizmadır. Aynı 

zamanda, hücredeki mitokondri sayısının dengelenmesinde rol oynar. Mitofaji, PTEN ile 

indüklenen kinaz 1 (PINK1) proteini aracılığıyla kontrol edilir. Mitokondride geri 

dönüşümsüz bir hasar varsa PINK1 mitokondri iç zarına  giremez. Bu durumda PINK1, 

parkini fosforiller ve otofagosom oluşturulur. Literatürde, ATF5 ekspresyonunun artışıyla 

KPC’nin aktivasyonunun mitofajiyi önleyebildiği ve bu sayede hücre enerji metabolizmasını 

ve sağkalımını desteklediği gösterilmiştir (42,43). 

 

 

2.1.2. Farklı hücresel stres koşullarında KPCmt’nin regülasyonu 

 

Memelilerde KPCmt sinyali, hücrede stres koşulları yaratılarak çalışılmıştır. 

Örneğin, Martinus ve arkadaşları fare hepatoma hücrelerine etidyum bromür uygulamıştır 

ve mtDNA’yı ortadan kaldırmışlardır. Araştırmacılar bu uygulama sonrası, mtDNA 

barındırmayan hücre gruplarında, transkripsiyonel aktivasyonlarla mitokondriye spesifik 

şaperonların ifadesinin arttığını göstermişlerdir. Şaperonların ifadesindeki artışın, hücrelerin 

ısı stresine sokulması ile de sağlanabildiği görülmüştür. Bu iki stres koşulu memelilerde 

KPCmt mekanizmasının anlaşılması açısından öncü olmuştur (44). 

 

Literatürde KPCmt, farklı fizyolojik koşullar altında gerçekleşebilecek 

değişikliklerin takibinde araştırılmıştır. Bir çalışmada, fare modellerinde, genel anestezi 

sırasında gerçekleşen komplikasyonlarla KPCmt ilişkisi çalışılmıştır. Çalışmada sevofluran 

aracılı genel anestezinin mitokondrinin aşırı aktivasyonuna neden olduğu, bu nedenle 

sinaptik değişikliklere yol açtığı raporlanmıştır.  Postnatal farenin gelişmekte olan beyninde, 

genel anestezinin KPCmt’yi aktive ettiği belirtilmiş; bunun yanı sıra bu durum sinaptik 

deformasyonlarla ilişkilendirilmiştir (45). 
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KPCmt’nin dış stres koşullarındaki rolü farklı organizma ve hücre modellerinde 

gösterilmiştir. Soo ve arkadaşları bir çalışmada, C. elegans’ı model olarak kullanarak farklı 

çevresel koşulların ATFS-1 aracılı KPCmt’yi nasıl etkilediğini araştırmıştır. Çalışmada 

model organizmalar oksidatif strese, bakteriyal patojen stresine, ısı stresine, ozmotik strese, 

anoksiyaya ve tunicamisin aracılı ER stresine maruz bırakılmıştır. Sayılan bütün bu stres 

koşullarında ATFS-1 seviyelerinde artış raporlanmıştır. ATFS-1 artışının hücre içinde ve 

ER’de KPC’yi aktive ettiği bildirilmiştir. KPC’nin, hipoksi indükleyen faktör-1 (HIF-1) 

aracılı hipoksik cevabı, antioksidan cevabını ve immün cevabı başlatmak için yeterli olduğu 

bildirilmiştir. Ayrıca   akut fazda KPCmt’nin stres koşullarına direnci sağladığı, ancak kronik 

maruziyet ile KPCmt aktivasyonunun organizmanın sağkalımı üzerinde negatif etkiler 

yarattığı belirlenmiştir (46). 

 

Farklı organizmalarla gerçekleştirilen çalışmalar, KPCmt aktivasyonunun gelişim 

evresinde yaşam süresinin uzamasında rol oynadığını, ancak yetişkinlikte tam tersi bir etki 

yaptığını göstermiştir (47). KPCmt aynı zamanda mitokondriyal miyopati, parkinson, 

Alzheimer, nörodejeneratif hastalıklar,  kanser ve kardiyomiyopati  gibi patofizyolojilerde 

çalışılmıştır (48–59). 

 

KPCmt’nin en kapsamlı şekilde çalışıldığı fizyolojik stres koşullarından biri 

hipoksidir. Transplantasyon, sepsis veya organ hasarı   gibi durumlar IRH’ye neden olarak 

kısa veya uzun süreli hipoksiye yol açar (60). Hipoksi ile oksijen yetersizliği, merkezi sinir 

sistemindeki nöronlar ve kardiyak miyositler gibi oksijene duyarlı hücrelerin sağkalımını 

negatif etkiler. Bu nedenle, oksijen azlığı sonrası normoksiye dönüş mekanizmaları sıkça 

çalışılmıştır (61).  

 

Hipoksi-KPCmt ilişkisi C. elegans’ta yoğun olarak çalışılmıştır. Bu çalışmalarda, 

hipoksinin mitokondriyal protein dengesinde bozukluğa neden olduğu, KPCmt’nin ise bu 

sorunu ortadan kaldırdığı bildirilmiştir. Özellikle erken hipoksik evrede, KPCmt’nin hipoksi 

aracılı hücre ölümünü engelleyebildiği belirtilmiştir (62–65). C. elegans üzerinde 

gerçekleştirilen çalışmalar, mitofaji ile KPCmt etkileşimini de açığa çıkartmıştır. Buna göre, 

erken hipoksik evrede mitofajinin engellendiği, uzun süreli durumlarda KPCmt'nin devreye 

girerek mitokondriyal tolerans sağladığı gösterilmiştir (66–68). 
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Öte yandan, hipoksi belirteci olan HIF-1 ile KPCmt arasındaki ilişki ile ilgili 

çalışmalar sınırlıdır. Sadece tek bir çalışmada, KPCmt belirteci olan ATF5 ile HIF-1 sinyal 

yolağındaki proteinlerin ekspresyon seviyelerinin korele olduğu belirlenmiştir. Özofagus 

kanserine odaklanılan bu çalışmada, ATF5 ekspresyonun hastalarda dramatik bir şekilde 

arttığı gösterilmiştir. Yüksek ATF5 seviyelerinin, özofagus kanseri hücre hattında 

proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu arttırdığı kanıtlanmıştır. Ek olarak, bu çalışmada 

ilk defa, ATF5’in HIF-1α’ya bağlandığı ve HIF-1 transkripsiyon kompleksini aktive ettiği 

raporlanmıştır (69).  

 

 

2.2. H-IRH 

 

Karaciğer metabolik denge, detoksifikasyon, immünite gibi kritik fonksiyonları 

üstlenir. Bu nedenle, hücre ölümü ve fonksiyon kaybına sıkça maruz kalabilen bir organdır 

(70). Karaciğer hastalıkları, tüm dünyada ölüm sebepleri arasında giderek üst sıralara 

yükselmektedir (71). Karaciğerde fonksiyon kaybının önlenmesi için gerçekleştirilen 

intrahepatik operasyonlar ya da transplantasyonda periyodik iskemi ve Pringle manevrası 

(kontrollü akış) veya total vasküler dışlanım gereklidir (72). Kan akışı tekrar sağlandığında 

önceden iskemik olan karaciğerde hasar oluşur ve bu durum IRH olarak isimlendirilir (73). 

H-IRH, soğuk ve sıcak iskemi olmak üzere ikiye ayrılabilir. Soğuk iskemi, transplantasyon 

öncesi organın korunması ve saklanması sırasında görülürken; sıcak iskemi, şokla, 

travmayla ve operasyon sırasında kan tedariğinde gerçekleşebilecek geçici aksamalarla 

gerçekleşir (74–77).   

 

 

2.2.1. H-IRH’nin patofizyolojisi ve mekanizmaları 

 

Transplantasyonda H-IRH’de rol oynayan mekanizmalar klinik ve hücresel düzeyde 

değerlendirilebilir. Klinik bağlamda, alıcıya ve donöre bağlı faktörler IRH’yi tetikleyebilir 

(6). Transplantasyona ihtiyaç duyan alıcı, kronik karaciğer hasarına maruz kalmaktadır. 

Alıcının protrombik profili normalden farklılık gösterir (78). Alıcıda yüksek tromboz riski 

nedeniyle transplantasyon öncesi gerçekleşebilecek IRH, transplantasyon sonrası daha ciddi 

bir IRH’yi tetikleyebilir (79). 
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Hücresel düzeyde, birçok farklı hücre tipi H-IRH’nin gelişiminde rol oynayabilir. Bu 

hücre grupları içerisinde en kritik olanı, karaciğer sinüzoidal endotelyal hücrelerdir (liver 

sinusoidal endothelial cell; LSEC). LSEC, vasküler tonu kontrol ederek hepatositlere oksijen 

ve besin taşınmasından sorumludur (80). LSEC, karaciğerin transplantasyon öncesi soğukta 

saklanmasından önemli ölçüde etkilenir. Soğukta saklama ile açığa çıkan IRH ile LSEC 

ölümüne neden olacak moleküler yolaklar indüklenir (81–85). IRH’de rol oynayabilecek bir 

diğer önemli hücre grubu yerleşik karaciğer makrofajları olan Kupffer hücreleridir (Kupffer 

cells; KC). KC normal koşullarda tolerojenik bir fonksiyon üstlenir. Karaciğerin maruz 

kaldığı aşırı antijen yüküne cevap olarak tolerojenik T hücrelerini aktive eder ve interlökin -

10 (IL-10) gibi immün baskılayıcı sitokinlerin salgılanmasını sağlar (86). Bununla birlikte, 

karaciğer hasarı durumunda KC’ler tolerojenik fonksiyonu kaybedip aksine immün aktivatör 

rolü üstlenerek hasarı arttırır (87). Transplantasyon sonrası IRH’de LSEC’lerden ve 

hepatositlerden salınan hasar ilişkili patern molekülleri (damage‐associated molecular 

pattern molecule; DAMP), KC’deki Toll-benzeri reseptörler (Toll-like receptor; TLR) ile 

tanınır. TLR ailesinden TLR4 inflamatuar sitokinlerin üretilmesine neden olur (88,89). 

KC’lerle benzer işlevi görerek H-IRH’de rol oynayabilen bir diğer hücre türü hepatik stellat 

hücreleridir (hepatic stellate cell; HSC). HSC’ler, perisinüzoidal boşlukta lokalize olan 

hepatik fibrozun merkezi regülatörleridirler. Normal koşullar altında, HSC’ler hepatik 

hasara karşı reaktif T hücre seviyelerini azaltıp antioksidan salgılayarak aşırı inflamatuar 

cevabı baskılarlar (90). H-IRH sırasında ise KC’ler tarafından salgılanan TNFα, nitrik oksit 

ve IL-6 gibi immün aktivatörler HSC’leri aktive ederek miyofibroblast fenotipine 

dönüştürürler. Bu aktivasyon, nötrofil infiltrasyonu ve vazokonstriksiyonla sonuçlanır 

(91,92). H-IRH’den direkt olarak etkilenen hücre grubu hepatositlerdir. Oksijen taşınımının 

yanı sıra  ATP üretimindeki hasarlar ana hepatik hücreler olan hepatositlerin enerji ihtiyacını, 

hipoksik koşulda glikoliziz gibi farklı yolaklarla, karşılamalarına olanak sağlar. Bu durum, 

laktat ve benzeri toksinlerin hücre içinde birikmesine yol açar; bu birikim ise hücre hasarına 

neden olur. Reperfüzyon, iskemi sırasında hasar görmüş mitokondrinin aşırı ROS üretmesine 

neden olur. Bu durum hepatosit hasarını daha da artırır. Ayrıca, hasar gören hepatositlerden 

üretilen DAMP'ler, LSEC ve KC aktivasyonunu tetikler (93,94). 
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2.2.2. H-IRH’de mitokondrinin rolü 

 

H-IRH’nin en önemli sonuçlarından biri apoptotik hücre ölüm mekanizmalarının 

devreye girmesidir (95). Programlı ve enerji gereksinimli hücre ölüm mekanizması olarak 

tanımlanabilecek apoptoz, dışsal/içsel yolaklarla tetiklenebilir. Mitokondriyal yolak olarak 

da adlandırılabilen intrinsik yolağın tetiklenmesinde radyasyon, hücre içi organel stresi, 

oksidatif stres ve büyüme faktörü azlığı gibi nedenler etkilidir (96,97). İntrinsik apoptotik 

yolakta mitokondriyal elektron transportunda aksama, ROS üretimi, ATP yetersizliği, 

mitokondriyal membran potansiyelinde düşüş ve mitokondriyal geçirgenlik geçiş poru 

(mitochondrial permeability transition pore; MPTP) açılması nedenleriyle apoptoz 

gerçekleşir (98). MPTP’nin açılmasıyla pro-apoptotik faktörler sitoplazmaya geçer. Bu süreç 

hipoksi, radyasyon ya da sitotoksin gibi dış faktörlerle regüle edilebilir (99–101). 

 

H-IRH’de dinamin ile ilişkili protein 1 (dynamin-related protein 1; DRP1) 

sitoplazmadan mitokondriye transfer edilerek fizyonu tetikler ve artan fizyon mekanizması 

apoptoza neden olur (102–104). Bu nedenle, hepatositlerde IRH ile gerçekleşen DRP1 aracılı 

fizyonun inhibisyonu apoptozu engelleyebilmektedir (105). Öte yandan, H-IRH’de fizyon 

yerine mitokondriyal füzyonun indüklenmesi, IRH ile hasar görmüş mitokondriden sitokrom 

C ve ROS salınımını azaltır ve apoptozu önler (106,107). 

 

IRH’de aşırı ROS üretimi, artan kalsiyum yükü ve mitokondri membran 

potansiyelinin kaybı MPTP’lerin açılarak pro-apoptotik sinyallerin tetiklenmesine sebep 

olur (99). ROS, mitokondri tarafından üretilen ve aynı zamanda mitokondriye zarar veren 

bileşenlerdendir (108). Erken IRH’de ROS üretimi sonucunda hepatositlerde hasar ana 

unsurlardandır (109). H-IRH’de artan ROS DNA’ya, proteinlere, lipitlere ve diğer hücresel 

kompartmanlara zarar vererek apoptozun tetiklenmesinde kritik bir rol oynar (110). ROS 

üretimi özellikle hipoksi sonrası reperfüzyonla artan oksijen seviyeleri nedeniyle gerçekleşir 

(111). Bununla birlikte, iskemi sırasında hipoksik koşullarda karbon monoksit, demir 

metabolizmasındaki değişiklikler aracılığıyla ROS ve hidroksil radikallerinin üretilmesine 

yol açarak hücreye zarar verir (112). ROS aynı zamanda çoklu doymamış yağ asitleri ile 

etkileşerek reaktif lipit peroksitler üretilmesine neden olur ve hücresel hasarı daha da arttırır 

(Şekil 2.4). Hücresel hasar, artan H2O2 gibi reaktif türlerin, makromoleküllere zarar vermesi 

ve inflamasyon tetiklenmesi şeklinde gerçekleşir. Reaktif türler, özellikle DNA zincirlerinde 

kırılmalara neden olarak genotoksisiteye neden olur ve hücrede geri dönüşümsüz hasar 

oluşur (99,113).  
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Şekil 2.4. IRH ile ROS seviyelerindeki artış ve artan ROS’a bağlı moleküler değişimler(110) 

 

Hepatik hasarda rol oynayan ve  mitokondri ile ilişkilenebilen bir diğer kriter 

kalsiyum konsantrasyonudur. Hücre içi kalsiyum konsantrasyonu, membran kanalları ve 

pompaları ile düzenlenir (114,115). İskemi ve hipoksi, hücre membran geçirgenliğini 

artırarak hücre içi kalsiyum konsantrasyonlarının yükselmesine neden olur; bu da 

mitokondriden kalsiyum salınımına ve intraselüler kalsiyum miktarlarının artışına yol açar 

(116). Artan intraselüler kalsiyum miktarı, protein kinaz C (PKC) aracılı NFKB 

aktivasyonuna neden olur. Böylece, ROS seviyeleri artar ve MPTP’ler açılır (117). 

Reperfüzyon sırasında ise zarar gören karaciğer hücrelerinde mitokondriyal kalsiyum 

artışıyla birlikte artan lipit peroksidasyonu gerçekleşir. Mitokondride artan kalsiyum miktarı  

membrana hasar verir ve pro-apoptotik sinyali tetikler (118). 

 

H-IRH ve mitokondri etkileşimi özellikle ATP azlığı nedeniyle gerçekleşmektedir. 

İskemi sırasında oksijen yetersizliği ATP üretiminin kritik derecede azalmasına neden olur 

(119). Bu nedenle, hücrede ATPaz enzimlerinin aktivitesi azalır. Bu durum, hücrede sodyum 

ve kalsiyum iyonları dengesizliğine neden olarak mitokondriyal hasar geliştirir (120). 

 

H-IRH-mitokondri ilişkisinde rol oynayan bir diğer molekül IRH’de çift yönlü rol 

oynayabilen nitrik oksittir. Nitrik oksit lokal kan akışını düzenleyip platelet oluşumunu 

engeller. Diğer yandan, mitokondriyal solunumu inhibe ederek peroksitlerle etkileşimi 

sonrası lipit peroksidasyonuna ve sonrasında doku hasarına yol açar (121). Nitrik oksidin bu 

farklı fonksiyonları H-IRH’de farklı nitrik oksit sentaz enzimlerinin rolü ile açıklanabilmiştir 

(122–124). 
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2.3. Metformin Ön Koşullama 

 

Metformin tip 2 diyabet tedavisinde öncelikli olarak tercih edilen kritik 

terapötiklerdendir. Bir anti-glisemik ajan olmasına rağmen birden fazla moleküler etkiye 

sahiptir. Bu nedenle, farklı hastalıkların moleküler mekanizmasının düzenlenmesinde 

ve/veya araştırılmasında sıkça tercih edilmiştir (125). 

 

 

2.3.1. Metformin ve etki mekanizmaları 

 

Metformin, 1922 yılında keşfedilen sentetik bir biguaniddir. Polar guanidin yapısı 

nedeniyle oldukça hidrofiliktir ve fizyolojik pH’de katyonik halde var olup pasif difüzyonla 

hücre içerisine girebilir. Metformin, hipergliseminin tedavisinde, 1950’li yıllardan itibaren 

kabul görmüştür (126–128). Diyabet tedavisine ek olarak diyabetin önlenmesinde, polikistik 

over sendromunda ve metabolik sendromlarda kullanılabilmektedir (129–132). 

  

Metformin insanda fonksiyonunu organik katyon taşıyıcıları (organic cation 

transporter; OCT) aracılığıyla sergiler. OCT ile etkileşim metforminin absorpsiyonunu, 

dağılımını ve biyokimyasal etkilerini belirler (132). İnce bağırsakta metformin emiliminde 

enterositlerde bulunan plazma membran monoamin taşıyıcısı (PMAT) rol oynar (147). 

PMAT ve OCT3, metforminin enterositlere alımında görev alır; OCT1 ise metforminin 

enterositlerden kana geçişini sağlar. Kanda metforminin hepatositlere geçişi ve bu sürecin 

tersi OCT1 ve OCT3 aracılığıyla gerçekleşir. Ayrıca, kandan böbreklere geçiş OCT2 ile olur. 

Renal tübüler hücrelerden idrara geçişte ise OCT1 ve çoklu ilaç/toksin ekstrüzyon proteinleri 

görev alır (132). 

 

 

2.3.2. Metforminin mitokondriyal fonksiyona etkileri 

 

Mitokondri, metforminin birincil moleküler hedeflerindendir (133). Metformin, 

mitokondri matriksi içerisinde lokalize olur ve burada mitokondriyal elektron transferi 

zincirinin kompleks I’ini inhibe eder. Bu durum nikotinamid adenin dinükleotid (NADH) 

oksidasyonunun yanında ATP sentezini de azaltır (Şekil 2.5) (129,133,134). ATP 

seviyelerindeki azalış karaciğerde, karaciğer kinaz B1 (liver kinase B1; LKB1) aracılı 5’-
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adenozin monofosfat kinazın (5’-adenosine monophosphate kinase; AMPK) indüklenmesini 

sağlayarak hepatik glukogenezi inhibe edip kaslarda glukoz kullanımını arttırır (135,136). 

Farklı çalışmalar, metforminin glukoz seviyelerinin azalışının LKB1 ve AMPK’den 

bağımsız olabileceğini de göstermiştir (137). 

 

 

Şekil 2.5. Metforminin mitokondri üzerindeki etkileri (131). 

 

Birçok farklı kaynak, metforminin antioksidan özelliğe sahip olduğunu raporlamıştır. 

Bu sayede metformin sadece diyabet tedavisinde ve çalışmalarında değil, aynı zamanda 

karaciğer hasarı, serebral iskemi/reperfüzyon hasarı, Parkinson hastalığı ve organ yetmezliği 

gibi birçok farklı patogenezde çalışılmıştır (138–140). Bu çalışmalarda metforminin 

antioksidan özelliğinin SIRT3, bir antioksidan olan paraoksonaz 1 (PON1) (141) ve AMPK 

aktivasyonu ile üretilen tiyoredoksin (142) aracılığıyla gerçekleşebileceği bildirilmiştir. 

Metforminin ROS’u, hidroksil radikallerini direkt olarak bağlayarak da önlediği 

belirtilmiştir (143). Ancak bu minör etkinin yanında asıl etkinin -hücre içinde- glutatyon 

redüktaz, katalaz, SOD, NADPH oksidaz ve glutatyon (GSH) seviyelerini etkilenmesi ile 

gerçekleştiği bildirilmiştir (144). 

 

 

2.3.3. Farklı patogenezlerde metformin ön koşullama 

 

Literatürde metformin, farklı moleküler mekanizmalara odaklanarak hücre hatlarında 

ve/veya hayvan modellerinde çalışılmıştır. Metformin ön koşullama adı ile gerçekleştirilen 

bu çalışmalarda metforminin patofizyolojik yönden olumlu yönleri çalışılmıştır ancak 

sekonder bulguların nasıl etkilendiği halen araştırılmaktadır. 
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Metformin ön koşullamasının etkilerinde nörolojik patogeneze yoğunlaşan 

çalışmalar oldukça fazladır (145). Sıçanlar üzerinde yapılan bir çalışmada, 200 mg/kg 

konsantrasyonlu metformin ön koşullamanın inflamasyonun ve otofaji programlarının 

baskın olduğu spinal kord hasarında mTOR/p70S6K yolağını aktive ederek otofajiyi 

arttırdığı, NFKB ekspresyonunu manipüle ederek apoptozu ve inflamasyonu azalttığı 

belirtilmiştir (146). Benzer bir çalışmada, 50 mg/kg/gün dozajında metformin kronik ön 

koşullama ile sıçanlarda NFKB, TNFα, IL-1β ve IL-6 aktivasyonunun engellenmesiyle 

nöronal korunma sağlandığı bildirilmiştir (147). Tek doz metformin uygulaması 

gerçekleştirilen bir diğer çalışmada, 10 mg/kg metforminin sıçanlarda AMPK’yle birlikte 

otofajiyi aktive ederek nöronal koruma sağladığı bulgusuna ulaşılmıştır (148). 

 

Metformin koşullamanın gerçekleştirildiği bir diğer önemli grup ise kardiyak 

patogenezlerdir. Bu çalışmada metforminin koruyucu etkileri altı çizilerek raporlanmıştır 

(149,150). Kardiyak tutulma gerçekleştirilen fare modellerinde 14 gün boyunca içme suyu 

ile 1 mg/ml konsantrasyonunda verilen metforminin, AMPK aktivasyonu ile otofajiyi 

tetiklediği ve mitokondriyal fonksiyona katkıda bulunduğu bildirilmiştir. Farelerde aynı 

zamanda kardiyak anomali ile böbreklerde görülebilecek iskemi/reperfüzyon hasarının 

azaldığı da kaydedilmiştir (151). 

 

Renal anomaliler, metforminin koruyucu etkisinin vurgulandığı bir diğer hastalık 

grubudur (152). Fare modelinin kullanıldığı bir çalışmada, kronik böbrek hastalığına sahip 

hayvanlara 5 hafta boyunca 200 mg/kg/gün dozajında metformin uygulamasının AMPK’yi 

aktive ve NFKB aracılı inflamasyonu inhibe ederek nöronal progresyon sağladığı ve inmeyi 

engellediği gösterilmiştir (153). Ayrıca, başka bir çalışmada metformin uygulamasının, 

kronik böbrek hastalığına sahip farelerden elde edilen mezenkimal kök hücrelerde DNA 

hasarını önlediği ve hücreleri senesensten kurtardığı belirtilmiştir (154). 

 

İskemi/reperfüzyon hasarı, metformin ön koşullama ile sıkça çalışılan konu başlıkları 

arasındadır (8). Bir çalışmada, miyokardiyal IRH fare modellerine, iskemi öncesi ya da 

reperfüzyon başlangıcında 125 µg/kg metformin koşullaması gerçekleştirilmiş ve etkileri 

incelenmiştir. Çalışma sonucunda, metformin uygulamasının diyabetik ve diyabetik 

olmayan farelerde miyokardiyal hasarı önlediği gösterilmiştir. Bu etkinin, AMPK ve 

endotelyal NOS aktivasyonu ile gerçekleştirildiği kanıtlanmıştır (155). Benzer sonuçlar 

kardiyak transplantasyon gerçekleşirken görülebilecek IRH’den de elde edilmiştir (156). 
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Metformin, SOD ekspresyonunu azaltarak ve apoptozu önleyerek kardiyak IRH koruyucu 

bir rol üstlenmiştir (157). Bir diğer çalışmada, sıçanda yumurtalıktaki IRH’de 

malondialdehit (MDA), GSH ve TNFα seviyelerinin, Kaspaz-3 aktivasyonun ve NFKB 

aracılı inflamasyonun arttığı ancak östrojen seviyelerinin azaldığı görülmüştür. Değişen 

dozajlarda (250-500 mg/kg) metformin koşullamasının GSH haricinde tüm bu parametreleri 

tersine çevirerek hasarı önlemede etkili olduğu belirlenmiştir (158). Bu moleküler 

yolaklardan farklı olarak, sıçanlarda serebral IRH’de metformin uygulamasının PI3K/Akt 

yolağı üzerinden nöronal apoptozu engellediği gösterilmiştir (159). Yağlı karaciğerdeki 

IRH’ye odaklanılan bir çalışmada, sıçanlara 3 gün boyunca intraperitoneal olarak verilen 50 

mg/kg/gün konsantrasyonundaki metforminin, serum alanin aminotransferaz (ALT) ve 

aspartat aminotransferaz (AST), IL-6, TNFα, IL-1β, TLR4 ve NFkB seviyelerini azaltarak 

inflamasyona ek olarak apoptozu da engellediği belirlenmiştir (160). Metformin koşullama 

sonrası IRH aynı zamanda ince bağırsak (161), böbrek, testis (162) ve retina (163) gibi farklı 

organlarda da çalışılmıştır. 

 

 

2.4. H-IRH’de Sıçan Modelleri 

 

H-IRH’de hayvan modellerinin oluşturulmasında en önemli basamak, en uygun 

hayvan türünün tercihinin yapılmasıdır. Model hayvan olarak fareden domuza geniş bir tür 

aralığı kullanılmıştır. Uygulama kolaylığı nedeniyle fare ve sıçan gibi küçük hayvanlar tercih 

sebebidir. Öte yandan, hayvan küçüldükçe elde edilen bilginin insana uyarlanabilirliği farklı 

anatomiler nedeniyle zorlaşmaktadır. Büyük hayvanlarda ise uygulama zorlukları ve etik 

kaygılar devreye girmektedir (164). Seçilen türün cinsiyeti ve yaşı, hepatik mikrosirkülasyon 

farklılıkları nedeniyle dikkat edilmesi gereken bir diğer etkendir (165). Hayvan yaşının 14-

16 hafta (250 g) tutulmasının ideal olabileceği belirtilmiştir (166). Dişi hayvanlardaki östrus 

döngüsüne bağlı hormonal değişimlerin fazlalığı, erkek hayvanların H-IRH modellemesinde 

daha etkin kullanılabileceğine işaret etmektedir (167). 
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2.4.1. H-IRH’de sıçan modellerinin oluşturulması 

 

Sıçanlar farelere göre büyük vücut ebatları sayesinde kolay uygulama ve gözlem 

avantajı sunar; domuz, köpek ve koyun gibi büyük hayvanlara kıyasla aydınlatılmış 

genomları ve moleküler mekanizmaları ile de H-IRH modellemede ön plana çıkmaktadırlar 

(166,168). Sıçanlarda in vivo H-IRH modellemenin farklı operasyonel metotları mevcuttur. 

Bu metotlar karaciğer transplantasyonu ve normotermal iskemi başlıkları altında toplanabilir 

(166). 

 

Sıçanda karaciğer transplantasyonu, H-IRH’yi modellemede klinik geçerliliği en üst 

düzeyde olabilecek yöntemdir (169). Karaciğer transplantasyon modeli ile organ saklama 

koşullarını, toleransı, organ reddini ve immün baskılayıcı terapötikleri aydınlatabilmek 

mümkündür (170). Dahası, transplantasyon ile büyüklük ve ön koşullama gibi graft temelli 

manipülasyonların gerçekleştirilebilmesi farklı mekanizmaların aydınlatılabilmesi için 

kritiktir (171). Bununla beraber, operasyon zamanı ve teknik gereksinimler H-IRH 

modellemesinde transplantasyonu sınırlamaktadır (169). 

 

Normotermal iskemi global ve parsiyel olarak gerçekleştirilebilir. Global hepatik 

iskemi, portokaval dekompresyonla ya da dalak transpozisyonuyla sağlanabilir. Portal 

dekompresyon, karaciğer transplantasyonu sonrası gelişebilecek sıcak IRH’yi 

modellemektedir. Bu yaklaşımda amaç portojugular ve splenokaval şantlarla karaciğere kan 

akışını belirlenen sürelerle engellemektir (172,173). Global hepatik iskemide bir diğer 

yaklaşım dalak transpozisyonudur. Bu yöntemde dalak, subkutan bir keseye bağlanır ve 

haftalar sonra iskemi oluşur. Operasyon göreceli olarak kolay olsa da uzun zaman 

gerektirmesi yöntemin dezavantajıdır (174,175). Parsiyel iskemide, sol ve medyan lobların 

hepatik arteri, portal damarı ve safra kanalı tıkanır. Diğer loblar üzerinden kan akışı devam 

edeceğinden bu yöntemde ekstrakorporel şanta ihtiyaç kalmaz. Bu sayede değişen yüzdelerle 

(%30 ve 70 gibi) iskemi sağlanabilir. Yüzde 70 iskemi, çalışmalarda sıkça tercih edilen bir 

metodolojidir. Klinikte iskemi-reperfüzyon varlığında parsiyel hepatektomi kan akışının 

kontrolü için uygulandığından, parsiyel model, kliniğe yakın sonuçlar oluşturabilmesi 

açısından fazlaca tercih edilmektedir. Yöntem portal triada bir pens yerleştirilmesi ile 

gerçekleştirildiğinden iskemi ve reperfüzyon sürelerini kontrol etmek mümkündür (176–

178). Pens yardımıyla parsiyel IRH modellemede, sıçanda 3 cm’lik orta hat supraumbikal 

kesik açılır. Daha sonrasında, ya abdominal duvarın iki yanına basınç uygulayarak ya da 
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retraktör yardımıyla karaciğer görünür hale getirilir. Ligamentöz bağlantılar ayrıştırılarak 

karaciğer izole edilir. Karaciğer hilusu açığa çıktığında hepatik arter ve portal damar görünür 

hale gelir. Sonraki adımda, karaciğerin istenilen lobuna kan akışı atravmatik vasküler 

mikropensler yardımıyla engellenir. İskemi oluşumu ilgili lobun beyazlaşması ile anlaşılır. 

İşlem sonrası karaciğer abdominal boşluğa yerleştirildikten sonra yara dehidrasyonunu ve 

hipotermiyi önlemek amacıyla kapatılır. Öngörülen süre sonunda pens çıkartılıp reperfüzyon 

sağlanır (179). 

 

 

2.4.2. Sıçan modellerinin klinik geçerliliği 

 

Hayvan çalışmalarından elde edilen bulgular ve insana yönelik çıkarımlar oldukça 

anlamlı olmakla birlikte birtakım limitasyonları beraberinde getirmektedir. Organizmalar 

arası hipotermi ve iskemi toleranslarının, karaciğer anatomileri gibi araştırma esnasında 

kullanılan ajanların etkilerinin farklılık göstermesi de bu limitasyonlardandır. Bu nedenlerle 

en uygun hayvan türünün ve deney modelinin seçilmesiyle klinik soruya yönelik protokolün 

standardize edilmesi gerekir (166). Literatürde, farklı çalışmalarda oluşturulan modellerde, 

aynı mekanizma için farklı sonuçlar elde edilebileceği bildirilmiştir. Bu durum, yapılan 

çalışmalardan birinde cerrahi operasyon farklılıkları ile ilişkilendirilmiştir. Cerrahi 

yaklaşımlarla iskemik koşul yaratılan modellerin, iskemi için seçilen karaciğer lobuna göre 

araştırılan moleküler mekanizmaları etkileyebildiği belirtilmiştir (176). Bu nedenle, insana 

dair klinik çıkarımlar yapılacak olan model organizmalarda iskeminin yüzdesi ve süresi 

önemlidir (166).   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Etik Onay 

 

Sunulan çalışma, Başkent Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul tarafından 

04.12. 2023 tarih, 23/23 sayı ve DA23/14 proje koduyla onaylanmıştır. Etik onay, EK 1’de 

sunulmuştur. 

 

 

3.2. Deney Dizaynı 

 

Sunulan çalışmada H-IRH sıçanlarda modellenmiştir. Çalışmada her grupta 10 

hayvan olacak şekilde 30 sıçan (güç analizi 2.5’te verilmiştir) sıçanlar, i) hiçbir uygulama 

yapılmamış (sham), ii) IRH ve iii) Metformin koşullaması sonrası IRH (Met-IRH) olmak 

üzere üç gruba ayrılmıştır (Şekil 3.1). 

 

Gruplar içerisinde iskemi, reperfüzyon ve metformin uygulama süreleri, optimal I/R 

sürelerinin çalışıldığı iki ayrı çalışma ile (Proje no:DA23/14; Başlık: Sıçanlarda ideal hepatik 

iskemi-reperfüzyon hasarı modeli standardizasyonu ve Proje no: DA23/18; Başlık: 

Sıçanlarda hepatik iskemi-reperfüzyon hasarı modelinde metformin ile ön koşullama 

standardizasyonu) kapsamında varyasyonlar halinde denenerek belirlenmiştir.  Söz konusu 

bu çalışmada iskemi süreleri 45 ve 90 dk; reperfüzyon süreleri 6, 12, 24 ve 48 saat; 

metformin süreleri 1, 3, 7 ve 15 gün olarak belirlenmiştir. Bu sürelerin farklı 

kombinasyonları ile gerçekleştirilen karakterizasyon çalışmalarında, model oluşturma 

açısından en uygun kombinasyonun 45 dk iskemi, 6 saat reperfüzyon ve 7 gün metformin 

ön koşullama olduğu görülmüştür (kabulu alınmış yayın; Experimental hepatic ischemia-

reperfusion injury model in rats). Bu nedenle, çalışma kapsamında belirtilen süre 

kombinasyonu baz alınmıştır. 
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Şekil 3.1. Çalışma boyunca izlenen metodoloji. 

 

3.3. Hayvan Bakımı, Gözetim ve Operasyon Protokolleri 

 

Çalışmada kullanılan sıçanlar, Başkent Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve 

Araştırma Merkezi’nden temin edilmiştir. Çalışmada Wistar albino ırkından, tamamı erkek, 

6-9 aylık ve 250-300 g ağırlığında sıçanlar kullanılmıştır. Çalışma süresince sıçanlar, 

polikarbonat şeffaf kafeslerde ve 12:12 aydınlık/gece döngü, 22 ± 2oC sıcaklık ve %45-50 

nem oranı sağlanan odalarda muhafaza edilmiştir. 

 

Metformin önkoşullaması, sıçanlara 7 gün  devam edecek şekilde orogastrik gavaj 

yoluyla 300 mg/kg/gün dozunda metformin verilmesi ile gerçekleştirilmiştir.  
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İskemi-reperfüzyon hasarı, IRH modelleme yöntemlerinden parsiyel modelle 

gerçekleştirilmiştir. Operasyon, Başkent Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve 

Araştırma Merkezi’nin operasyon odasında ve steril ortamda gerçekleştirilmiştir. Operasyon 

öncesi sıçanlarda anestezi, 60 mg/kg ketamin ve 7 mg/kg ksilazin içeriği ile intraperitonal 

olarak uygulanmıştır. Uyutma sonrası sıçanlar supin pozisyonunda tutulmuştur ve 

abdominal deri povidon iyot solüsyonu ile dezenfekte edilmiştir. Daha sonra, sağ subkostal 

bölgede 4 cm’lik bir insizyonla portal triad izole edilmiştir ve Scanlan Vascu-Statt buldog 

pens kullanılarak hepatik hilusta klampe edilmiştir. Ekspoze abdominal bölgeyi nemli 

tutabilmek adına 3-4 ml sıcak salin solüsyonu uygulanmıştır. İnsizyon, tam kat seyrek dikiş 

ile kapatılmıştır ve sıçanlar planlanan iskemi süreci boyunca bir radyan ısıtıcı altında 

tutulmuştur. Planlanan iskemi süresine ulaşıldığında, dikişler sökülmüştür ve reperfüzyon 

periyodunu başlatmak amacıyla klamp çıkartılmıştır. Abdominal duvar, anatomik olarak 

devam eden bir şekilde dikilmiştir. Planlanan reperfüzyon süresinin sonunda, sıçanlara 

tekrar anastezi uygulanmıştır. Kardiyak ponksiyon ile sıçanlardan 2 ml kan alındıktan sonra 

insizyon tekrar açılmıştır ve total hepatektomi uygulanmıştır. Daha sonra sıçanlar genel 

anestezi altında servikal dislokasyonla sakrifiye edilmiştir. Karaciğer dokularının bir kısmı, 

histolojik analizler için %10’luk formaldehit solüsyonuna alınmıştır. Kalan dokular sıvı 

nitrojen içerisine alınmıştır ve kullanılıncaya kadar -80oC’de muhafaza edilmiştir.      

 

 

3.4. Veri Eldesi ve Analizi 

 

3.4.1. Histopatolojik analizler 

 

Modellemelerin karaciğer dokusu üzerindeki etkileri öncelikle histopatolojik 

metotlarla belirlenmiştir. Histopatolojik çalışmalar, Başkent Üniversitesi Ankara Hastanesi 

Tıbbi Patoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. Histopatolojik çalışmalarda 

modellemeler sonrası karaciğer dokuları parafin blok içerisine alınmıştır. Parafin bloklardan 

5-6 μm kalınlığında kesitler alınarak rutin Hematoksilen-Eozin (H& E) boyaması 

gerçekleştirilmiştir. Boyamalar ışık mikroskobu ile görüntülenerek  imajlar elde edilmiştir. 

Görüntülerde konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve nötrofil infiltrasyonu parametreleri, 

Suzuki kriterleri ile kantifiye edilmiştir. 
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3.4.2. Biyokimyasal analizler 

 

Çalışmada model hayvanların oluşturulması sonrasında, hipoksi ve metformin 

koşullaması ile etkilenebilecek TNFα, MDA, GSH, myeloperoksidaz (MPO), ATP, ROS, 

total oksidan statüsü (TOS), AST ve ALT seviyeleri, enzime bağlı immünosorbent testi 

(enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) ile belirlenmiştir. TNFα, MDA, GSH, MPO, 

ATP, ROS ve TOS seviyeleri karaciğer dokusundan çalışılmıştır. AST ve ALT seviyeleri 

ise direkt olarak kandan tespit edilmiştir. 

 

 

3.4.2.1. Örneklerin hazırlanması 

 

Örneklerin hazırlanmasında izlenilen adımlar şu şekildedir: 

- Sıvı azot ile dondurulmuş karaciğer dokuları bir bistüri yardımıyla 

parçalanmıştır. 

- Örnekler arası sapmayı engellemek adına her bir örnekten 100 mg ağırlığında 

doku kullanılmaya çalışılmıştır.  

- Dokular bir bistüri yardımıyla daha da parçalanmıştır ve 1.5 ml eppendorf tüp 

içerisine alınmıştır.  

- Doku parçaları üzerine 1 ml soğuk fosfat tamponlu salin (phosphate buffered 

saline; PBS) ilave edilmiştir.  

- Karışım 4oC’de 8000 rpm’de 15 dk santrifüj edilmiştir.  

- İşlem sonunda süpernatant yeni bir tüpe alınmıştır ve bu solüsyon direkt olarak 

ELISA için kullanılmıştır.  

- AST ve ALT seviyeleri, intrakardiyak olarak alınan 2 ml kan kullanılarak 

belirlenmiştir. Tam kan 1500 g’de 10 dk santifüj edilmiştir ve süpernatant olarak 

elde edilen serum örnekleri ölçümlerde kullanılmıştır. 

Hazırlanan karaciğer örneklerindeki protein konsantrasyonları Bradford Analizi (ABT 

Bradford Assay, Kat No W04-01-50; ABT Laboratory Industry, Ankara, Türkiye) ile 

üreticinin talimatlarına göre belirlenmiştir. Buna göre; 

- Kit bileşeni olan bovin serum albümin (BSA) stok standardından moleküler 

saflıkta su yardımıyla 2-0 μg/μl konsantrasyonlarında ara dilüsyonda standartlar 

hazırlanmıştır.  
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- Daha sonra, hazırlanan standartların 5’er μl’si bir mikroplaka içerisinde kit 

bileşeni olan 200 μl Bradford test reaktifi ile karıştırılmıştır.  

- Karışım oda sıcaklığında 5 dk inkübe edilmiştir.  

- Süre sonunda, bir mikroplaka okuyucu (MB-580 Full-Automatic Micro-Plate 

Reader; Nanbei, Çin) yardımıyla, 595 nm’de optik dansite  (optical density; OD) 

değerleri elde edilmiştir.  

- Elde edilen absorbans ve ilgili konsantrasyonlar kullanılarak eğri uydurma 

algoritması ile belirleme katsayısı ve eğri için matematiksel formül elde 

edilmiştir (Şekil 3.2). Bu formül yardımıyla protein konsantrasyonu bilinmeyen 

örneklerin protein konsantrasyonları hesaplanmıştır. 

 

 

Şekil 3.2. Örneklerin protein konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 

 

3.4.2.2. TNFα seviyelerinin belirlenmesi 

 

Tüm gruplardaki hayvanlardan elde edilen karaciğer dokusunda TNFα seviyeleri, 

sıçan TNFα ELISA Kiti (Katalog No: E0764Ra; Bioassay Technology Laboratory; BT Lab, 

Güney Kore) yardımıyla üreticinin talimatlarına göre belirlenmiştir. Buna göre, kit bileşeni 

olan standart solüsyonundan (1280 ng/L) seri dilüsyonla 640, 320, 160, 80 ve 40 ng/L 

konsantrasyonlu standartlar hazırlanmıştır. Standartlardan 50 μl, kit bileşeni olan ve 

y = 646,73x2 + 455,73x + 37,701
R² = 0,9972
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kullanıma hazır plakanın kuyucuklarına eklenmiştir. Örneklerden ise final 40’ar μl 

kuyucuklara konulmuştur. Örnekler üzerine 10 μl sıçan TNFα antikoru eklenmiştir. 

Standartlarda bu antikorun hali hazırda olduğu belirtildiği için standartlar üzerine antikor 

eklenmemiştir. Daha sonra, tüm kuyucuklara 50 μl streptavidin-HRP solüsyonu eklenmiştir. 

Solüsyonlar karıştırıldıktan sonra kuyucukların üzeri bir kaplama (sealer) yardımıyla 

kapatılmıştır ve 37oC’de 60 dk inkübasyon sağlanmıştır. Süre sonunda, kuyucuklardaki 

solüsyonlar aspire edilmiştir ve 300 μl yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkama yapılmıştır. 

Kuyucuklara 50’şer μl substrat solüsyonu A ve B eklenmiştir ve karanlık bir ortamda 

37oC’de 10 dk inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Son olarak bu solüsyonlar üzerine 50 μl stop 

solüsyonu eklenmiştir 10 dk içerisinde bir mikroplaka okuyucu yardımıyla 450 nm’de OD 

değerleri elde edilmiştir. Standartlar için elde edilen OD değerleri ve ilgili konsantrasyonlar 

kullanılarak eğri uydurma algoritması ile belirleme katsayısı ve eğri için matematiksel 

formül elde edilmiştir (Şekil 3.3). Bu eğri aracılığıyla elde edilen denklem, absorbans 

değerleri ve başlangıç konsantrasyon oranları kullanılarak örneklerin TNFα seviyelerinin 

belirlenmesini sağlamıştır.   

 

 

Şekil 3.3. Örneklerin TNFα konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 

 

 

  = 2  ,   2    20,9     27,77 
R² = 0,99 7

0,00

200,00

 00,00

 00,00

 00,00

 000,00

 200,00

  00,00

0,00 0, 0  ,00  , 0 2,00 2, 0

            



27 

 

3.4.2.3. ATP seviyelerinin belirlenmesi 

 

Örneklerdeki ATP seviyeleri, sıçan ELISA kiti (Katalog No: E0920Ra; Bioassay 

Technology Laboratory; BT Lab, Güney Kore) kullanılarak belirlenmiştir. Protokolde, 1600 

ng/ml konsantrasyonundaki standart stok solüsyonundan seri dilüsyonlarla 800, 400, 200, 

100 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarında ara standart solüsyonları hazırlanmıştır. Standartlar 

50 μl ve örnekler 40 μl hacimle kullanıma hazır ELISA plakasının kuyucuklarına 

aktarılmıştır. Örnekler üzerine 10 μl anti-ATP antikoru eklenmiştir. Tüm kuyucuklara 50 μl 

streptavidin-HRP solüsyonu eklendikten sonra plaka 37oC’de 60 dk inkübe edilmiştir. 

Kuyucuklar, 300 μl yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkanmıştır. Yıkama sonrası tüm 

kuyucuklara 50 μl substrat solüsyonu A ve B eklenmiştir. 37oC’de 10 dk inkübasyon sonrası 

kuyucuklara 50 μl stop solüsyonu eklenmiştir ve 450 nm’de OD değerleri elde edilmiştir. 

Standartlar için elde edilen OD değerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanılarak eğri uydurma 

algoritması ile belirleme katsayısı ve eğri için matematiksel formül elde edilmiştir (Şekil 

3.4). Bu eğri aracılığıyla elde edilen denklem, absorbans değerleri ve başlangıç 

konsantrasyon oranları kullanılarak örneklerin ATP seviyelerinin belirlenmesini sağlamıştır.  

 

 

Şekil 3.4. Örneklerin ATP konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 
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3.4.2.4. ROS seviyelerinin belirlenmesi 

 

Örneklerdeki ROS seviyeleri sıçan ROS ELISA kiti (Katalog No: E0304Ra; 

Bioassay Technology Laboratory; BT Lab, Güney Kore) kullanılarak üreticinin talimatlarına 

göre belirlenmiştir. 1600 U/ml konsantrasyonundaki stok standart solüsyonundan seri 

dilüsyonlarla 800, 400, 200, 100 ve 50 U/ml konsantrasyonlarında ara standart solüsyonları 

hazırlanmıştır. Örneklerden 40’ar μl ve standartlardan 50’şer μl kullanıma hazır ELISA 

plakalarının kuyucuklarına eklenmiştir. Örnekler üzerine 10 μl anti-ROS antikoru 

eklenmiştir. Tüm kuyucuklara 50 μl streptavidin-HRP solüsyonu eklenmiştir ve karışımlar 

37oC’de 60 dk inkübe edilmiştir. 5 kez 300 μl yıkama solüsyonu ile yıkama işlemlerinden 

sonra kuyucuklara 50’şer μl substrat solüsyonu A ve B eklenmiştir. 37oC’de 10 dk 

inkübasyon sonrası, kuyucuklara 50 μl stop solüsyonu eklenmiş ve 450 nm’de OD değerleri 

elde edilmiştir. Standartlar için elde edilen OD değerleri ve ilgili konsantrasyonlar 

kullanılarak eğri uydurma algoritması ile belirleme katsayısı ve eğri için matematiksel 

formül elde edilmiştir (Şekil 3.5). Bu eğri aracılığıyla elde edilen denklem, absorbans 

değerleri ve başlangıç konsantrasyon oranları kullanılarak örneklerin ROS seviyelerinin 

belirlenmesini sağlamıştır.   

 

 

Şekil 3.5. Örneklerin ROS konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 
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3.4.2.5. TOS seviyelerinin belirlenmesi 

 

Örneklerdeki TOS seviyeleri sıçan TOS ELISA kiti (Katalog No: E1512Ra; Bioassay 

Technology Laboratory; BT Lab, Güney Kore) yardımıyla belirlenmiştir. Protokolde, 64 

U/ml konsantrasyonundaki stok standart solüsyonundan seri dilüsyonlarla 32, 16, 8, 4 ve 2 

U/ml konsantrasyonlarında ara standart solüsyonları hazırlanmıştır. Standartlar 50’şer ve 

örnekler 40’ar μl hacimlerle kullanıma hazır ELISA plakalarının kuyucuklarına eklenmiştir. 

Örnekler üzerine 10 μl anti-TOS antikoru ve tüm kuyucuklara 50 μl streptavidin-HRP 

solüsyonu eklenmiştir. Karışımlar 37oC’de 60 dk inkübe edilmiştir. Kuyucuklar 5 kez 300 

μl yıkama solüsyonu ile yıkanmıştır. Daha sonra kuyucuklara 50’şer μl substrat solüsyonu 

A ve B eklenmiş ve 37oC’de 10 dk inkübe edilmiştir. Son olarak kuyucuklara 50 μl stop 

solüsyonu eklenmiş ve 450 nm’de OD değerleri elde edilmiştir. Standartlar için elde edilen 

OD değerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanılarak eğri uydurma algoritması ile belirleme 

katsayısı ve eğri için matematiksel formül elde edilmiştir (Şekil 3.6). Bu eğri aracılığıyla 

elde edilen denklem, absorbans değerleri ve başlangıç konsantrasyon oranları kullanılarak 

örneklerin TOS seviyelerinin belirlenmesini sağlamıştır. 

 

 

Şekil 3.6. Örneklerin TOS konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 

 

3.4.2.6. MPO seviyelerinin belirlenmesi 

 

Örneklerin MPO seviyeleri, sıçan MPO ELISA kiti (Katalog No: E0574Ra; Bioassay 

Technology Laboratory; BT Lab, Güney Kore) kullanılarak belirlenmiştir. Üreticinin 
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protokolüne göre 128 ng/ml ana standart solüsyonundan seri dilüsyonlarla 64, 32, 16, 8 ve 4 

ng/ml konsantrasyonlarında ara standartlar oluşturulmuştur. Standartların 50’şer ve 

örneklerin 40’ar μl’si ELISA plakalarının kuyucuklarına eklenmiştir. Örneklerin üzerine 10 

μl anti-MPO antikoru eklenmiştir. Tüm kuyucuklara 50 μl streptavidin-HRP solüsyonu 

eklendikten sonra 37oC’de 60 dk inkübasyon sağlanmıştır. 300 μl yıkama solüsyonu ile 

kuyucuklar 5 kez yıkanmıştır. Kuyucuklar içerisine 50 μl substrat solüsyonu A ve B 

eklenmiştir ve reaksiyon 50 μl stop solüsyonu ile sonlandırılmıştır. 450 nm’de OD değerleri 

elde edilmiştir. Standartlar için elde edilen OD değerleri ve ilgili konsantrasyonlar 

kullanılarak eğri uydurma algoritması ile belirleme katsayısı ve eğri için matematiksel 

formül elde edilmiştir (Şekil 3.7). Bu eğri aracılığıyla elde edilen denklem, absorbans 

değerleri ve başlangıç konsantrasyon oranları kullanılarak örneklerin MPO seviyelerinin 

belirlenmesini sağlamıştır. 

 

 

Şekil 3.7. Örneklerin MPO konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 

 

3.4.2.7. GSH seviyelerinin belirlenmesi 

 

Örneklerin GSH seviyeleri, yarışmacı bağlanma üzerinden tespit olanağı veren sıçan 

GSH ELISA kiti (Katalog No: ELK8577; ELK Biotechnology, Çin) kullanılarak 

belirlenmiştir. Üreticinin protokolüne göre 100 ng/ml ana standart solüsyonundan seri 

dilüsyonlarla 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 ve 1.57 ng/ml konsantrasyonlarında ara standartlar 

oluşturulmuştur. Standartlardan ve örneklerden 50’şer μl ELISA plakalarının kuyucuklarına 

  =  2,0 9 2    7, 09    2, 099
R² = 0,9 77

0,00

20,00

 0,00

 0,00

 0,00

 00,00

 20,00

  0,00

0,00 0,20 0, 0 0, 0 0, 0  ,00  ,20  , 0  , 0  , 0 2,00

           



31 

 

eklenmiştir. Tüm kuyucuklar üzerine 50 μl biyotin konjugatı eklenmiş ve plakalar 37oC’de 

bir saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyucuklar 3 kez 200 μl yıkama solüsyonu ile 

yıkanmıştır. Yıkama işlemi sonrası kuyucuklar içerisine 100 μl streptavidin-HRP solüsyonu 

eklenmiş ve 37oC’de bir saat inkübe edilmiştir. Süre sonunda kuyucuklar 5 kez 200 μl 

yıkama solüsyonu ile yıkanmış ve üzerlerine 90 μl TMB substrat solüsyonu eklenmiştir. 

Plakalar 37oC’de 20 dk inkübe edildikten sonra reaksiyon 50 μl stop solüsyonu ile 

sonlandırılmıştır. Son olarak 450 nm’de OD değerleri elde edilmiştir. Standartlar için elde 

edilen OD değerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanılarak eğri uydurma algoritması ile 

belirleme katsayısı ve eğri için matematiksel formül elde edilmiştir (Şekil 3.8). Bu eğri 

aracılığıyla elde edilen denklem, absorbans değerleri ve başlangıç konsantrasyon oranları 

kullanılarak örneklerin GSH seviyelerinin belirlenmesini sağlamıştır. 

 

 

Şekil 3.8. Örneklerin GSH konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 

 

3.4.2.8. MDA seviyelerinin belirlenmesi 

 

Örneklerin MDA seviyeleri, yarışmacı bağlanma üzerinden tespit olanağı veren sıçan 

GSH ELISA kiti (Katalog No: ELK8612; ELK Biotechnology, Çin) kullanılarak 

belirlenmiştir. Üreticinin protokolüne göre 1000 pg/ml ana standart solüsyonundan seri 

dilüsyonlarla 500, 250, 125, 62.5, 31.25ve 15.63 pg/ml konsantrasyonlarında ara standartlar 

oluşturulmuştur. Kullanıma hazır ELISA plakalarına standartlardan ve örneklerden 50’şer 

μl eklenmiştir. Daha sonra, tüm kuyucuklar üzerine 50 μl biyotin konjugatı eklenmiştir. 
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Plakalar 37oC’de bir saat inkübe edilmiştir ve süre sonunda kuyucuklar 3 kez 200 μl yıkama 

solüsyonu ile yıkanmıştır. Yıkama sonrası kuyucuklar içerisine 100 μl streptavidin-HRP 

solüsyonu eklenmiştir. Plakalar 37oC’de bir saat inkübe edilmiştir ve 5 kez 200 μl yıkama 

solüsyonu ile yıkanmıştır. Kuyucuklar içerisine 90 μl TMB substrat solüsyonu eklenmiş ve 

37oC’de 20 dk inkübe edilmiştir. Süre sonunda reaksiyon 50 μl stop solüsyonu ile 

sonlandırılmıştır ve 450 nm’de OD değerleri elde edilmiştir. Standartlar için elde edilen OD 

değerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanılarak eğri uydurma algoritması ile belirleme 

katsayısı ve eğri için matematiksel formül elde edilmiştir (Şekil 3.9). Bu eğri aracılığıyla 

elde edilen denklem, absorbans değerleri ve başlangıç konsantrasyon oranları kullanılarak 

örneklerin MDA seviyelerinin belirlenmesini sağlamıştır. 

 

 

Şekil 3.9. Örneklerin MDA konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için hazırlanan standart 

eğri. x ekseni konsantrasyon değerlerini ve y ekseni absorbans değerlerini göstermektedir. 

 

3.4.2.9. ALT ve AST seviyelerinin belirlenmesi 

 

Serum AST ve ALT seviyeleri, intrakardiyak olarak elde edilen 2 ml kandan, 

literatürde belirtildiği üzere (180) otomatize sistemle tespit edilmiştir. Bu amaçla, tam 

kandan santrifügasyonla elde edilen serum örnekleri, Roche Cobas C701 (Roche 

Diagnostics, İsviçre) platformu kullanılarak insanda in vitro tanı için geliştirilmiş AST 

(Katalog No: 05850819188; Roche Diagnostics, İsviçre) ve ALT (Katalog No: 

05850797188; Roche Diagnostics, İsviçre) kitleri yardımıyla süreçlendirilmiştir. Elde edilen 
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nümerik değerler, serumdaki total AST ve ALT seviyelerini gösteren değerler olarak 

belirlenmiştir. 

 

 

3.4.3. Protein analizleri 

 

IRH ve metformin koşullamasının KPCmt’ye etkisi, KPCmt belirteçlerinin protein 

seviyelerinin Western Blot kullanılarak tespit edilmesi ile belirlenmiştir. Western Blot, 

aşağıdaki adımlar izlenerek gerçekleştirilmiştir. İşlem sırasında, her bir gruptan 3’er örnek 

kullanılmıştır. 

 

3.4.3.1. Protein örneklerinin denatüre edilmesi 

- Bradford hesabına göre konulacak protein örneği üzerine 5X Pagesta Reducing 

SDS-Page (Katalog No: 751-001, GeneAll Biotechnology Co., Çin) eklenmiştir. 

Toplam hacim 20 µl olacak şekilde distile su eklenmiştir.  

- Hazırlanan karışım 95°C’de 10 dk inkübe edilmiştir ve ardından buz üzerine 

alınmıştır. 

 

 

3.4.3.2. Örneklerin jele yüklenmesi ve SDS-PAGE 

 

- Dikey jel sistemi tankı içerisine yerleştirilmiştir. %4-12’lik bis-tris gradiyent jeli 

(Katalog No: NP0321; Invitrogen, ABD) içerisindeki jel kuyucuklarını 

bozmadan jel tarağı dikkatlice çıkarılmıştır. 

- 20X MOPS yürütüme tamponundan (Katalog No: NP0050; Invitrogen, ABD) 

50 ml alıp bir mezüre eklenmiştir ve üzerine 950 ml distile su ekleyerek 1X 

MOPS tamponu elde edilmiştir. 

- Tankın içerisine, içten dışına doğru 600 ml 1X MOPS yürütme tamponu 

eklenmiştir. 

- Örnekleri yüklemeden önce 200 μl’lik pipete temiz bir pipet ucu takılmıştır ve 

kuyucuklar pipetaj yapılarak temizlenmiştir. 

- Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en baştaki ve sondakine 5 μl marker 

yüklenmiştir. 

- Kalan kuyuculara hazırlanan protein örneğinden 20 μl yüklenmiştir. 
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- Dikey elektroforez sistemi ile güç kaynağı elektrot kabloları ile bağlanmıştır. 80 

voltta 10 dk yürütülerek örneklerin kuyulardan çıkması sağlanmıştır. Daha sonra 

örnekler, 220 volt ve 150 amper elektik ortamında 50 dk yürütülmüştür. 

 

 

3.4.3.3. Blotlama 

 

- Yürütme işlemi sonunda jel, güç kaynağı ve dikey jel sisteminin elektrot 

kabloları güç kaynağından çıkarılıp kapağı açılmıştır. Jel sıkıştırma aparatı 

çıkarıldıktan sonra jel kaseti çıkarılmıştır. 

- Jel kaseti, jel bıçağı kullanılarak ve kenar bağlantıları kopartılarak açılmıştır. 

Jelin tarak kısımları ve alt tarafındaki kalın jel kesilerek uzaklaştırılmıştır. 

İçerisinde distile su bulunan bir kap içerisine dikkatlice alınmıştır. 

- Blotlama kısmında iBlot2 jel transfer sistemi (Invitrogen, ABD) kullanılmıştır. 

iBlot 2 Transfer Stacks, Nitrocellulose kitinde yer alan aparat kutudan 

çıkartılmış ve üzerinde yer alan jelatin açılmıştır. Aparat, plastiği ile birlikte 

cihaza yerleştirilmiştir. İki aparat arasındaki beyaz plastik çıkarılmıştır. Aparat 

üzerinde yer alan membran üstüne dikkatli bir şekilde jel yerleştirilmiştir. Kit 

içerisinde yer alan filtre kâğıdı distile su ile ıslatılmıştır. Jelin üstüne ıslak filtre 

kâğıdı konulmuştur. Hava kabarcıkları uzaklaştırılmıştır. Kit içerisinde yer alan 

sünger üzerindeki metal, iBlot cihaz kapağında yer alan elektrota denk gelecek 

şekilde kapağa yerleştirilmiştir ve kapak dikkatlice kapatılmıştır. Program 

düğmesinden p3 programı seçilmiştir ve 7 dk’lık sürede işlem tamamlanmıştır. 

- Transfer işleminin gerçekleştiği marker bantlarının hepsinin membrana geçmiş 

olduğu gözlenerek kontrol edildikten sonra membran dikkatli bir şekilde distile 

su içerisine alınmıştır. 

 

 

3.4.3.4. Bloklama 

 

- Nitroselüloz membran, Western Blotting Blocking Buffer (%5 BSA+ PBST; 

ABT Laboratory Industry, Ankara, Türkiye) içerisine alınmıştır. 

- Membran, çalkalayıcı yardımıyla oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. 
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3.4.3.5. Primer antikor uygulaması 

 

- Primer antikor uygulaması için Tablo 3.1’de belirtilen antikorlar, Western 

Blotting Blocking Buffer (%5 BSA+ PBST; ABT Laboratory Industry, Ankara, 

Türkiye) kullanılarak sulandırılmıştır. 

- Üzerindeki yıkama solüsyonu uzaklaştırıldıktan sonra membran 10 ml dilüe 

edilmiş primer antikor içerisinde gece boyunca +4oC’de inkübe edilmiştir. 

- Ertesi gün +4oC’den çıkarılan membranlar 2 saat boyunca oda sıcaklığında 

hafifçe çalkalanarak ekstra inkübe edilmiştir. 

 

Tablo 3.1. Kullanılan antikorlar ve dilüsyon oranları. 

Marka 
Katalog 

No 
Antikor İsmi 

Moleküler 

Ağırlık 

Dilüsyon 

Oranı 

Affinity Biotech, Inc., ABD AF7018 Beta Aktin 47 kDa 1:3000 

Affinity Biotech, Inc., ABD DF12119 LONP1 100 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD AF1009 HIF1A 120 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD AF0183 HSP10 10 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD AF5466 HSP70 70 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD AF5374 HSP60 60 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD DF8448 CLPP 30 kDa 1:1000 

Affinity Biotech, Inc., ABD AF5280 DDIT3/CHOP 30 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD DF6008 ATF4 39 kDa 1:500 

ELK Biotechnology, Çin ES1723 ATF-5 31 kDa 1:500 

Affinity Biotech, Inc., ABD S0001 
Goat Anti-Rabbit 

IgG (H+L) HRP 
 1:3000 
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3.4.3.6. Yıkama 

 

- Primer antikor inkübasyonu bittikten sonra primer antikor solüsyonu 

uzaklaştırılmıştır. Daha sonra membran 10X PBST pH 7.6 (Katalog No: B25-

01-05; ABT Laboratory Industry, Ankara, Türkiye) içerisinde 3 kere ve 5 dk süre 

ile hafifçe çalkalanarak yıkanmıştır. 

 

 

3.4.3.7. Sekonder antikor uygulaması ve yıkama 

 

- Sekonder antikor, Tablo 2.1’de belirtildiği gibi dilüe edilmiştir. Membran, 

yıkama sonrası 10 ml dilüe edilmiş sekonder antikor içerisinde oda sıcaklığında 

1 saat inkübe edilmiştir. 

- İnkübasyon sonrası membran, 5’er dk’dan 3 kez 10X PBST pH 7.6 (Katalog No: 

B25-01-05; ABT Laboratory Industry, Ankara, Türkiye) ile yıkanmıştır. 

 

 

3.4.3.8. Görüntüleme 

 

- Yıkama işlemi bittikten sonra membranlar 2 ml ECL solüsyonu (ECL Western 

Blotting Substrate, SUN; Katalog No: W63-01-05; ABT Laboratory Industry, 

Ankara, Türkiye) ile inkübe edilmiştir. ECL solüsyonu içerisinde 1 dk 

inkübasyon sağlanmıştır. 

- Daha sonra membranlar, fazla ECL solüsyonundan arındırılarak görüntüleme 

cihazına (G: Box Chemi XRQ; Syngene, Hindistan) yerleştirilmiştir ve 

kemilüminesan sinyaller elde edilmiştir. 

- Kemilüminesan sinyaller, ImageJ yazılımı (181) kullanılarak ve Beta-aktinden 

elde edilen sinyale korele edilerek rölatif olarak kantifiye edilmiştir. 

 

Bir primer antikor kullanılarak gerçekleştirilen Western Blot işlemi sonrası 

membran, bir stripping tamponu (A.B.T.™ Stripping Buffer for Western Blot; Katalog No: 

W11-01-25; ABT Laboratory Industry, Ankara, Türkiye) ile muamele edilmiştir. Bu sayede, 

membran üzerindeki primer ve sekonder antikorlar uzaklaştırılmıştır. Daha sonra, diğer 

hedef proteinlerden biri için primer antikor ile inkübasyon sağlanmıştır ve bu protein için 
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Western Blot adımları tekrarlanmıştır. Stripping işlemi, tüm hedef proteinler taranıncaya 

kadar tekrar edilmiştir. 

 

 

3.5. İstatistiksel Analizler 

 

Çalışmada gruplar içerisindeki hayvan sayısının etkisi, G*Power 3.1.9.7 programı 

(182) kullanılarak belirlenmiştir. Programda varyans analizi (analysis of variance; ANOVA) 

testi ile üç grup için 30 total örnek büyüklüğünün etkisi, α hata olasılığı 0,05 ve güç (1-β 

hata olasılığı) 0,80 iken 0,59 olarak belirlenmiştir. Bu değer, gruplar içerisinde gerekli olan 

minimum hayvan sayısına ulaşıldığını göstermektedir (183). 

 

Çalışma boyunca, her bir işlem için en az 3 teknik replika kullanılmıştır. Çalışma 

sonucu elde edilen nümerik değerler, gruplar arasında Tek Yönlü ANOVA metodu ve çoklu 

kıyaslama yaklaşımı ile analiz edilmiştir. Değerler arasındaki fark, p<0,05 ise istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur. İstatistiksel analizler için GraphPad Prism (GraphPad Inc., 

ABD) programı kullanılmıştır.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Sıçan Modelleri ve Örnek Hazırlanması 

 

Çalışma kapsamında, her grupta 10’ar hayvan olacak şekilde sıçanlar hiçbir 

uygulama yapılmamış, IRH modellenmiş ve metformin ön koşullaması sonrası IRH 

modellenmiş olmak üzere üç gruba ayrılmıştır. Modellemeler sırasında belirlenen süreler, 

grubumuzun daha önceden yürütmüş olduğu ve hayvan sağkalımı açısından belirlediği en 

uygun zaman aralıklarıdır (yayınlanmamış veri). Buna göre iskemi süresi 45 dk, reperfüzyon 

süresi 6 saat ve metformin ön koşullama süresi 7 gündür. Modellemeler sırasında, hiçbir 

uygulama yapılmamış ve metformin ön koşullaması sonrası IRH modellenmiş hayvanlarda 

herhangi bir anomali kaydedilmezken IRH modellemede bir hayvanda ölüm görülmüştür ve 

bu nedenle çalışmadan çıkartılmıştır. 

 

Uygulamalar sonrası her grupta sıçanlar sakrifiye edilmiştir. Sakrifikasyon sonrası 2 

ml intrakardiyak kan ve karaciğer dokuları ileri histolojik, biyokimyasal ve moleküler 

çalışmalar için hazırlanmıştır. Biyokimyasal ve moleküler çalışmalar için örneklerden 

protein izolasyonu gerçekleştirilmiş ve izole proteinler Bradford yöntemi ile kantifiye 

edilmiştir. Elde edilen konsantrasyon bilgileri Tablo 4.1 ve EK 2’de sunulmuştur. 
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Tablo 4.1. Karaciğer örneklerinden izole edilen protein konsantrasyonları. 

Örnek Sırası Örnek Adı Konsantrasyon 

(µg/µl) 

1 Sham-1 1,55 

2 Sham-2 1,46 

3 Sham-3 1,44 

4 Sham-4 1,51 

5 Sham-5 1,29 

6 Sham-6 1,66 

7 Sham-7 1,54 

8 Sham-8 1,69 

9 Sham-9 1,51 

10 Sham-10 1,52 

11 IRH-1 1,56 

12 IRH-2 1,61 

13 IRH-3 1,40 

14 IRH-4 1,56 

15 IRH-5 1,54 

16 IRH-6 1,40 

17 IRH-7 1,59 

18 IRH-8 1,50 

19 IRH-9 1,49 

20 Met-IRH-1 1,50 

21 Met-IRH-2 1,55 

22 Met-IRH-3 1,50 

23 Met-IRH-4 1,21 

24 Met-IRH-5 1,36 

25 Met-IRH-6 1,25 

26 Met-IRH-7 1,63 

27 Met-IRH-8 1,32 

28 Met-IRH-9 1,55 

29 Met-IRH-10 1,21 
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4.2. IRH ve Metformin Ön Koşullama Sonrası IRH Modellemelerinin Histolojik ve 

Biyokimyasal Etkileri 

 

Modellemeler sonrası karaciğer dokuları, histopatolojik olarak incelenmiştir. Bu 

amaçla, H& E boyaması ile konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve nötrofil infiltrasyonu 

parametreleri, Suzuki kriterleri ile belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar (Şekil 4.1-4.4), 

konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz parametreleri için gruplar arasında anlamlı bir 

değişiklik olmadığını göstermiştir. Beklentinin aksine, metformin ön koşullama ile nötrofil 

infiltrasyonunun kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde (p=0,037) 

arttığı  görülmüştür (EK 3-6). 

 

 

Şekil 4.1. Kontrol grubuna ait H& E boyama görüntüsü. Hafif venüler ve sinüzoidal 

konjesyon dışında normal görünen karaciğer dokusu. 40X orijinal büyütme. 
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Şekil 4.2. IRH modelinde geniş nekroz alanlarını gösteren H& E boyama sonucu. 40X 

orijinal büyütme. Oklar nekrotik alanları göstermektedir. 
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Şekil 4.3. Sinüzoidler içinde yaygın nötrofil varlığı. 200X orijinal büyütme. Ok konjesyonu 

ve daire vakuolizasyonu göstermektedir. 
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Şekil 4.4. Histopatolojik değerlendirmeler ile elde edilen Suzuki kriterlendirmesi.                   

A. Konjesyon, B. Vakuolizasyon, C. Nekroz ve D. Nötrofil infiltrasyonu. 

 

Modellemeler sonrası karaciğer örneklerinden izole edilen proteinler kullanılarak, 

hiçbir uygulama yapılmamış hayvan grubundan (sham) elde edilen proteinler varlığında, 

ELISA yardımıyla farklı analitlerin seviyeleri tespit edilmiştir. IRH ve metformin ön 

koşullaması sonrası IRH modellerinde TNFα seviyeleri, hiçbir uygulama yapılmamış 

kontrol grubuna kıyasla istatiksel olarak anlamlı bir şekilde (sırasıyla p=0,02 ve p=0,01) 

artmıştır (Şekil 4.5 ve EK 7). 
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Şekil 4.5. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, TNFα seviyelerindeki değişim. 

 

IRH ve metformin ön koşullama sonrası IRH modelleme ile ATP seviyeleri kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak (sırasıyla p<0,0001 ve p=0,002) azalmıştır. Kontrol grubuna 

göre IRH modelinde ATP seviyelerindeki azalışın metformin ön koşullama ile gerçekleşen 

azalıştan daha fazla olduğu görülmüştür (Şekil 4.6 ve EK 8). 

 

S
ham IR

H

M
et

-IR
H

0

50

100

150

200

250

A
T

P
 (

n
g

/m
L

)

****

**

 

Şekil 4.6. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, ATP seviyelerindeki değişim. 
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IRH modelleme ile ROS seviyelerinde kontrol grubuna göre anlamlı (p<0,0001) bir 

artış gözlenmiştir. Kritik olarak, metformin ön koşullama, IRH ile ROS seviyelerinde 

görülen artışı istatistiksel olarak anlamlı (p=0,0045) bir şekilde azaltmıştır (Şekil 4.7 ve EK 

9). 
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Şekil 4.7. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, ROS seviyelerindeki değişim. 

 

ROS seviyelerine benzer şekilde, IRH modelleme TOS seviyelerini kontrol grubuna 

göre anlamlı (p=0,004) bir şekilde arttırmıştır. Fakat metformin modelleme ile TOS 

seviyeleri anlamlı (p=0,019) bir azalışa uğramıştır (Şekil 4.8 ve EK 10). 
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Şekil 4.8. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, TOS seviyelerindeki değişim. 
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MPO seviyeleri, IRH modelleme ile anlamlı bir şekilde artmıştır (p=0,016) fakat 

metformin ön koşullama, kontrol grubuna ve IRH modeline kıyasla herhangi anlamlı bir 

değişime neden olmamıştır (Şekil 4.9 ve EK 11). 
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Şekil 4.9. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, MPO seviyelerindeki değişim. 

 

IRH modelleme, GSH seviyelerini önemli ölçüde (p=0,0009) azaltmıştır. GSH 

seviyeleri metformin ön koşullamaya rağmen kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde 

(p=0,03) azalsa da bu azalış IRH grubuna göre daha az olarak kaydedilmiştir (Şekil 4.10 ve 

EK 12). 
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Şekil 4.10. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, GSH seviyelerindeki değişim. 
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IRH modelleme ile MDA seviyeleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

değişmezken metformin ön koşullama sonrası IRH modelinde MDA seviyeleri kontrol 

grubuna göre istatiksel olarak anlamlı bir şekilde (p=0,03) değişmiştir (Şekil 4.11 ve EK 13).  
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Şekil 4.11. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, MDA seviyelerindeki değişim. 

 

Çalışmada intrakardiyak kanlardan elde edilen serumlarda AST ve ALT düzeyleri 

belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar, AST ve ALT seviyelerinin IRH ile anlamlı bir şekilde 

(p<0,0001) arttığını göstermiştir (Şekil 4.12 ve 4.13; EK 14 ve 15). Metformin ön koşullama, 

IRH ile düzeyleri artan AST ve ALT’yi istatiksel olarak anlamlı bir şekilde (p<0,0001) 

azaltmıştır. 
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Şekil 4.12. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, AST seviyelerindeki değişim. 

 

 

Şekil 4.13. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarında, ALT seviyelerindeki değişim. 

 

ELISA metoduyla elde edilen tüm sonuçlar, Tablo 4.2’de özetlenmiştir. 
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Tablo 4.2. Çalışma sonucunda elde edilen ve modellemelerin kümülatif etkisini gösteren 

sonuçların özeti.   

Parametre Kontrol/IRH Kontrol/Met-IRH IRH/Met-IRH 

AST Artış: p<0,0001 p>0,05 Azalış: p<0,0001 

ALT Artış: p<0,0001 p>0,05 Azalış: p<0,0001 

TNFα Artış: p=0,02 Artış: p=0,01 p>0,05 

ATP Azalış: p<0,0001 Azalış: p=0,002 p>0,05 

ROS Artış: p<0,0001 p>0,05 Azalış: p=0,0045 

TOS Artış: p=0,004 p>0,05 Azalış: p=0,019 

MPO Artış: p=0,016 p>0,05 p>0,05 

GSH Azalış: p=0,0009 Azalış: p=0,03 p>0,05 

MDA p>0,05 Artış: p=0,03 p>0,05 

 

4.3. IRH ve Metformin Ön Koşullama Sonrası IRH Modellemelerinin Hipoksik ve 

KPCmt Yolaklarına Etkisi 

 

Western Blot analizi ile gruplar içerisinden 3’er örnek seçilerek hipoksi belirteci 

(HIF1A), KPCmt belirteçleri (ATF4, ATF5 ve CHOP), mitokondriyal proteaz (LONP1 ve 

CLPP) ve şaperon (HSP10, HSP60 ve HSP70) protein seviyeleri incelenmiştir (Şekil 4.14 

ve 4.15; EK 16-24). Western Blot ile elde edilen ham membran görüntüleri EK 25-34’te 

sunulmuştur. 

 

IRH modelleme ile hipoksi belirteci olan HIF1A’nın ekspresyon seviyesi hiçbir 

uygulama yapılmamış (sham) gruba kıyasla anlamlı bir şekilde (p=0,016) artmıştır. 

Metformin ön koşullaması ile IRH modellemeye kıyasla HIF1A seviyelerindeki artış, 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde (p=0,042) azalmıştır. 

 

ATF4 ve LONP1 seviyelerinde gruplar arası anlamlı bir değişiklik kaydedilmemiştir 

(p>0,05). 

 

ATF5 protein seviyeleri, IRH modelleme ile kontrol gurubuna kıyasla önemli ölçüde 

(p=0,015) artmıştır. Metformin ön koşullama ile ATF5 seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı 

bir şekilde değişmese de IRH modellemeye göre azalma eğilimi göstermiştir. 
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IRH modelleme ile CHOP seviyeleri, kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde 

(p=0,0008) artmıştır. Metformin ön koşullama, sadece IRH ile kritik derecede artan CHOP 

seviyelerini kontrol grubununkine çevirmiştir (p=0,0005). 

 

CLPP protein seviyeleri, kontrol grubuna kıyasla IRH modellemesi ile istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde (p=0,0009) artmıştır. Metformin ön koşullama ile bu artış, önemli 

ölçüde (p=0,006) azalmıştır. 

 

Şaperon protein seviyeleri IRH modellemesi ile kontrol gurubuna kıyasla önem 

ölçüde artmıştır (HSP10, HSP60 ve HSP70 için sırasıyla p=0,016, p=0,001 ve p=0,005). 

Metformin ön koşullaması sonrası IRH modelleme ile şaperonların seviyeleri sadece IRH 

modellemeye kıyasla istatiksel olarak anlamlı bir şekilde (HSP10, HSP60 ve HSP70 için 

sırasıyla p=0,029, p=0,005 ve p=0,043) azalmıştır.   

 

 

 

Şekil 4.14. Western Blot görüntüleri. 1-3: sham, 4-6: IRH ve 7-9: Met-IRH. IB: İmmünoblat. 
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Şekil 4.15. Western Blot ile elde edilen bant kalınlıklarının rölatif kantifikasyonu. 

 

Elde edilen sonuçlar, Tablo 4.3’te özetlenmiştir. 
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Tablo 4.3. Modellemelerle KPCmt yolağının etkilenmesi amacıyla belirteç proteinlerin 

seviyelerinin gruplar arasında istatistiksel analiz özeti. 

Protein Fonksiyon Kontrol/IRH Kontrol/Met-

IRH 

IRH/Met-IRH 

ATF4 Transkripsiyon 

faktörü 

p>0,05 p>0,05 p>0,05 

ATF5 Transkripsiyon 

faktörü 

Artış: p=0,015 p>0,05 p>0,05 

CHOP Transkripsiyon 

faktörü 

Artış: p=0,0008 p>0,05 Azalış: p=0,0005 

CLPP Proteaz 

 

Artış: p=0,0009 p>0,05 Azalış: p=0,006 

HSP10 Şaperon 

 

Artış: p=0,016 p>0,05 Azalış: p=0,029 

HSP60 Şaperon 

 

Artış: p=0,001 p>0,05 Azalış: p=0,005 

HSP70 Şaperon 

 

Artış: p=0,005 p>0,05 Azalış: p=0,043 

LONP1 Proteaz 

 

p>0,05 p>0,05 p>0,05 
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5. TARTIŞMA 

 

Sunulan çalışma, H-IRH’de, KPCmt mekanizmalarının nasıl değiştiğini ve bu 

değişikliğe metformin ön koşullamasının nasıl etki ettiğini araştırmayı amaçlamıştır. 

 

H-IRH ve metformin ön koşullama sonrası IRH, hiçbir uygulama yapılmamış kontrol 

grubu varlığında sıçanlarda modellenmiştir. Sıçanlar, NAFLD (184), sirotik karaciğer (185), 

hepatosellüler karsinom (186) ve kronik karaciğer hastalığı (187) gibi farklı 

patofizyolojilerin moleküler mekanizmasında sıkça tercih edilmiş bir organizmadır. İnsan 

fizyolojisine yakınlığı ile uygulama ve bakım kolaylığı nedeniyle (164) çalışma 

çerçevesinde sıçanlar tercih edilmiştir. Ayrıca, hayvan yaşı ve cinsiyeti deney sonuçlarını 

etkileyebilecek faktörlerdendir. Bu parametreler için 14-16 haftalık ve dişide döngüye bağlı 

değişikliklerin ekarte edilebilmesi adına erkek sıçanların tercih edilmesinin doğru olacağı 

bildirilmiştir (166,167). Bu nedenlerle, çalışmada 14-16 haftalık (~250 g) ve erkek sıçanlar 

kullanılmıştır. 

 

Klinikte, karaciğer patofizyolojisi ve/veya karaciğer müdahale ile en sık gelişen 

iskemi türü, sıcak iskemi olarak isimlendirilen durumdur. Sıcak iskemi, organ 

transplantasyonu öncesinde donörden alınan karaciğerin saklama koşuluna bağlı olarak 

gelişen ve soğuk iskemi olarak isimlendirilen durumdan farklı olarak karaciğer rezeksiyonu 

ve hemorajik şok gibi koşullarda da gelişebilir (188). Ayrıca soğuk iskemi, organın 

transplantasyon öncesi saklama koşullarının ve sürelerinin optimizasyonu ile göreceli olarak 

kontrol edilebilir bir durumdur (189). Bu nedenlerle, gerek karaciğerde transplantasyon 

haricindeki diğer patofizyolojik durumlarla gelişen iskeminin anlaşılabilmesi için sıcak 

iskeminin modellenmesi önem arz etmektedir ve sunulan çalışmada sıcak iskemi 

modellenmesi gerçekleştirilmiştir.  

 

Sıçanda hepatik sıcak IRH modellemede farklı stratejiler izlenebilir. Bu stratejiler 

içerisinde transplantasyon yöntemi, klinik geçerliliği birebir yansıtması açısından en etkili 

olanıdır. Fakat, operasyonel ve teknik zorluklar bu yaklaşımı sınırlamaktadır (169). 

Alternatif stratejiler içerisinde ise kontrol edilebilirliği ve farklı yüzdelerle 

iskemi/reperfüzyon modellenebildiği için parsiyel iskemi yaklaşımı literatürde tercih 

edilmiştir (176,177). Bu nedenle, sunulan çalışmada belirli sürelerle iskemi ve reperfüzyon 
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yaratılmıştır. Bir ön çalışmanın sonuçları doğrultusunda, hayvan sağkalımı ve model 

parametreleri açısından en uygun iskemi ve reperfüzyon süreleri sırasıyla 45 dk ve 6 s olarak 

belirlenmiştir ve %100 iskemi gerçekleştirilmiştir (Yayınlanmamış veri).  

 

Karaciğer IRH’nin oluşturulmak istenilen iskemi yüzdesinde süreler ve hedef 

karaciğer bölgesi oldukça önemlidir (190). İskemi için en çok tercih edilen süreler 30, 45, 

60 ve 90 dakika şeklindedir. İşlem sonrası ötenazi ya iskemik periyodun sonunda ya da 1, 6 

ve 24 saat gibi değişen sürelerin ardından reperfüzyon sonucunda gerçekleştirilir (191). 

İskemi yüzdelerinde zamana ek olarak seçilen bölgenin kansızlaştırılması belirleyici bir 

parametredir. Buna göre; %10 iskemi için kaudat, %20 için sağ, %30 için medyan, %40 için 

sol lateral, %70 için sol lateral ve medyan ve %100 için tüm loblar kansızlaştırılacak şekilde 

operasyonlar gerçekleştirilir (179). Literatürde farklı zaman aralıkları ve yüzdelerle 

iskeminin farklı moleküler mekanizmaları tetikleyebileceği bildirilmiştir. Bu çalışmalar 

çerçevesinde; ilgili süreler ve yüzdelerle iskemik koşullamanın ardından değişen sürelerde 

reperfüzyon sonrası oksidatif stres, lipit stresi, inflamasyon ve ALT/AST/MDA seviyeleri 

ortak kabul edilebilecek şekilde artmıştır. Ek olarak, özellikle glutatyon seviyelerinin ortak 

olarak azalabildiği de görülmüştür (179). 

 

İskemi modellemeleri sonrası reperfüzyonun, model hayvan mortalitesine etki 

edebileceği çalışmalarda raporlanmıştır. Örneğin 45 dakika %70 iskemik koşullama sonrası 

reperfüzyon ile %3 oranında mortalite görülmüştür (192). 90 dakika ve %70 iskemik 

koşullama sonrası reperfüzyon ile 7 günlük takip sürecinde ise hayvan sağkalımının %29 

oranlarında olduğu bildirilmiştir (193). Başka bir çalışmada, 90 dakika %100 iskemi ve 

sonrasında reperfüzyon ile model hayvan sağkalımı %25 olarak tahmin edilmiştir (194). 

Diğer yandan bir diğer çalışmada, 120 dk %70 ya da %100 iskemik koşullama sonrası 

reperfüzyon gerçekleştirildiğinde hayvan mortalitelerinin çok yüksek ve sağkalımın %0’a 

yakın olduğu sonucuna ulaşılmıştır (195). 

 

Çalışma kapsamında tercih edilen 45 dk’lık %100 iskemi ve 6 s’lik reperfüzyon ile 

istatiksel geçerliliği sağlamak adına her grup (sham, IRH ve Met-IRH) içerisinde tercih 

edilen 10 sıçandan, sadece IRH grubu içerisinde bir hayvan kaybı gözlenmiştir. Belirtilen 

sürelerle global hepatik iskemi ve reperfüzyon, literatürde önceki çalışmalarda 

modellenmiştir. Bir çalışmada, karaciğerde 45 dk %100 iskemi ve 6 s’lik reperfüzyon 

sonrası, sıçan modellerinin kalp ritimlerinde kontrol grubuna göre anlamlı bir değişiklik 
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saptanmamıştır ve herhangi bir hayvan kaybı raporlanmamıştır (196). Sunulan çalışmada 

düşük yüzdeli (IRH grubu içerisinde %10 ve tüm gruplarda %0,3) kaybın operasyonel bir 

aksaklıktan kaynaklandığı düşünülmektedir ve belirlenen iskemi ve reperfüzyon sürelerinin 

ideal olduğunu kanıtlar niteliktedir. 

 

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinin ilk basamak tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan bir biguaniddir. Diğer biguanid türevlerine kıyasla toksik özellik sergilememesi 

ve düşük maliyeti nedeniyle sıkça tercih edilmektedir (197). Plazma glukoz seviyelerini 

düşürmesinin yanı sıra son yıllardaki çalışmalar, metforminin özellikle ROS seviyelerini 

azaltarak ve inflamatuar yolakları baskılayarak kanser (198), kardiyovasküler hastalıklar 

(199), karaciğer hastalıkları (200), nörolojik hastalıklar (201) ve renal anomaliler (202) başta 

olmak üzere farklı patofizyolojilerin tedavisinde kullanılabileceğini göstermiştir. 

 

Metforminin anti-inflamatuar rolü, NFkB’nin ekspresyon düzeylerini azaltması ile 

gerçekleşir. NFkB, içerisinde hücre adezyon proteinlerinin ve pre-inflamatuar proteinlerin 

de bulunduğu farklı proteinlerin ekspresyon seviyelerini düzenleyen bir transkripsiyon 

faktörüdür. Farklı çalışmalar, metformin uygulamasının NFkB aracılı inflamasyonu inhibe 

ettiğini göstermiştir (203–206). NFkB yolağına ek olarak metforminin C-reaktif protein 

(CRP), TNFα, IL-6 ve siklooksigenaz 2 (cyclooxygenase-2; COX2) seviyelerini de azaltarak 

inflamasyonu engelleyebildiği bildirilmiştir (207,208). 

 

Metforminin en önemli sekonder etkileri arasında anti-oksidan özelliği yer 

almaktadır. Moleküler düzeyde metformin mitokondriyal respiratuar zincirinin kompleks 

I’ini inhibe eder ve bu sayede, oksijen tüketim oranları azalır (133). Kompleks I, elektron 

akışları sayesinde süperoksit anyonlarını üretir (209). Metformin, bu elektron akışını 

bozarak ROS üretimini azaltır (210). ROS, oksidatif hasar adı verilen bir reaksiyonla 

DNA’da, lipitlerde ve proteinlerde anomalilere neden olabilecek reaksiyonları tetikler. Bu 

nedenle, oksidatif fosforilasyonla ATP üretimi, oksidatif hasar riskini beraberinde getirir 

(211). Ancak metformin, bu süreci baskılayarak aşırı ROS üretimini ve bu nedenle oksidatif 

hasarı minimize eder (134). 

 

Mitokondriyal respiratuar zincirinin kompleks I’ini baskılamasıyla oksidatif 

fosforilasyonu ve bunun sonucunda enerji üretimini baskılamasının yanı sıra metforminin, 

hepatik glukogenezi baskıladığı literatürde sıkça bildirilmiştir. Metformin, mitokondriyal 



56 

 

gliserofosfat dehidrojenazı inhibe ederek laktat ve gliserolün glukoza dönüşümünü engeller 

ve hepatik glukogenezi baskılar. Bu enzimatik inhibisyon sayesinde metformin, sitozolik 

redoksu arttırırken mitokondriyal redoksu azaltır (212). Ek olarak, metforminin kanser 

hücrelerinde ve izole mitokondrideki etkilerine odaklanılan bir çalışmada, bu ajanın aerobik 

glikolizi arttırdığı ve sitrik asit döngüsünü baskıladığı gösterilmiştir (213). 

 

IRH’de inflamasyon ve aşırı ROS üretimi, bu anomalilinin en önemli karakteristik 

özelliklerindendir. Etkilenen hücre tipine bağlı olarak değişen iskemi sürelerinin uzaması 

kaçınılmaz bir şekilde nekrozu tetikler. Ayrıca iskemi ile membran potansiyeli ve iyon 

dağılımı değişir; hücre içi iskelet organizasyonu bozulur; ATP üretimi azalır; GSH seviyeleri 

düşer; ve hücresel asidoz gerçekleşir. Tüm bu durumlar, hücreleri besleyen kan damarlarının 

hasar görmesi ile sonuçlanır ve damar içerisine hücre bileşenlerinin geçişine neden olur. 

Böylece, sistemik bir inflamatuar cevap gerçekleşir (214,215). Süreye bağlı olarak hücre 

ölümüne neden olmayan ancak hasara yol açan iskemi sonrası reperfüzyon, iskemi ile oluşan 

hasarı daha da arttırır (216). Reperfüzyonla, iskemi sırasında miktarı azalan ROS seviyeleri 

çok hızlı artar ve sistemik inflamasyonu arttırabilecek sitokin üretimi devam eder (217,218). 

Ayrıca, iskemi sırasında oluşan hücresel asidoz, reperfüzyonla birlikte ani bir normale dönüş 

sağlar. Bu durum, paradoksal bir şekilde hücre toksisitesinin artmasına neden olur (219). 

İnflamasyon ve ROS süreçlerinin negatif etkilenmesi, metformin uygulamasının IRH’de 

potansiyel bir çözüm olarak öne çıkmasını sağlamıştır. Bu kapsamda, metformin ön 

koşullaması ile IRH modellemeleri sıkça çalışılmıştır. Bir çalışmada Wang ve arkadaşları, 

sıçan miyokardiyal IRH modelinde 100 μM metformin uygulamasının apoptozu 

engellediğini ve SOD ve katalaz gibi anti-oksidan proteinlerin ekspresyonunu arttırdığını 

raporlamışlardır (220). Sıçanda renal IRH’nin modellendiği başka bir çalışmada 3 gün 125 

μg/kg/gün dozajda metformin koşullamasının IRH ile artan inflamatuar (IL-6 ve TNFα) ve 

epitelyal-mezenkimal geçiş (epithelial–mesenchymal transition; EMT) belirteçlerinin 

(dönüştürücü büyüme faktörü beta-1; transforming growth factor beta-1; TGF-β1 ve 

vimentin) ekspresyon seviyelerini azalttığı bildirilmiştir (221). Metformin uygulaması 

sonrası IRH ile değişen moleküler mekanizmaların nasıl etkilendiği kalp (222), beyin (223), 

yumurtalık (224) ve testis (162) gibi organlar hedeflenerek de çalışılmıştır. Bu çalışmalarda, 

farklı konsantrasyonlarda metformin uygulamaları göze çarpmaktadır. 

 

H-IRH’de metformin koşullamasının moleküler mekanizmalara etkileri literatürde 

çalışılan konular arasındadır. Bu çalışmalarda tercih edilen metformin dozları ve uygulama 
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süreleri sıçan için intraperitoneal olarak 50 mg/kg/gün; 3 gün, enteral yolla 150 mg/kg/gün; 

10 hafta ve belirtilmemiş yolla 10-250 mg/kg/gün; 7 gün şeklindedir (225–227). Metformin 

koşullamasında sürelerin ve dozların, moleküler düzeyde gerçekleşen etkileri 

etkileyebileceği bildirilmiştir. Buna göre sıçanda >600 mg/kg/gün dozajının, yan etki olarak 

minimal nekrozu, inflamasyonu ve metabolik asidozu tetiklediği raporlanmıştır. Ek 

olarak, >900 mg/kg/gün dozajının toksisite ile sonuçlanabileceği kanıtlanmıştır (228). 

 

Belirlenen parametrelerle modellemeler gerçekleştirildikten sonra, IRH ve 

metformin ön koşullaması sonrası IRH’nin etkileri öncelikle histopatolojik yöntemlerle 

belirlenmiştir. Elde edilen histopatoloji görüntüleri konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve 

nötrofil infiltrasyonu parametreleri açısından Suzuki kriterleri ile kantifiye edilmiştir. Suzuki 

kriterleri, parametrelerin varlığını ve yoğunluğunu 0-4 arasında belirlemektedir. Buna göre, 

ilgili parametreye yönelik herhangi bir işaret yoksa 0, genel imaj içerisinde hedef 

parametrenin dağılımı %0-10 arasında ise 1, %11-30 arasında ise 2, %31-60 arasında ise 3 

ve %60’tan fazla ise 4 olarak kantifiye edilir (229). Seçilen parametrelerden konjesyon, artan 

merkezi venöz basıncı nedeniyle hepatik damarlarda basınç artışı olarak ifade edilir ve 

karaciğer hasarının takibinde sıkça kullanılır (230). Bir diğer parametre olan vakuolizasyon, 

hücre membranı geçirgenliğinin artmasıyla intraselüler su içeriğinin yükselmesini ve bu 

nedenle hücre hacminin artmasını tarif eder. Vakuolizasyon, hücre hasarının belirteçleri 

arasında yer alır (231). Nekroz, hücrenin inflamasyon yaratacak şekilde kontrolsüz ölüm 

mekanizması olarak adlandırılır ve bu ölüm yoluyla intraselüler bileşenler kontrolsüz bir 

şekilde yakın dokulara ya da dolaşıma dahil olur (232). Sunulan çalışmada, histopatolojik 

görüntülerin Suzuki kriterleri ile değerlendirilmesi sonrası IRH modellemede konjesyon, 

vakuolizasyon, nekroz ve nötrofil infiltrasyonu açısında kontrol grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark gözlenmemiştir. İlginç bir şekilde, metformin uygulaması ile 

konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz parametrelerinde gruplar arasında anlamlı bir fark 

görülmese de nötrofil infiltrasyonu kontrol grubuna göre anlamlı bir artış göstermiştir. 

Nekrotik hücre ölümü, hücrenin kontrolsüz denilebilecek şekilde membran integritesini 

kaybetmesini ve ATP başta olmak üzere inflamasyonu tetikleyebilecek intraselüler 

bileşenlerinin mikroçevreye yayılmasını tanımlar. Bu nedenle nekroz, inflamasyonu 

tetikleyen hücre ölüm biçimidir (233). Bu açıdan, IRH modelinde kontrol grubuna göre 

nekroz ve inflamasyon belirteci olan nötrofil infiltrasyonunun aynı anda artmaması 

birbirlerini doğrular niteliktedir. Literatürde, iskemiyi takiben uygulanan reperfüzyonun 6 

saati aşması durumunda inflamasyonun tetikleneceği belirtilmiştir (234). Bu durum, sunulan 
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çalışmada tercih edilen reperfüzyon süresinin, histolojik düzeyde nekrozu ve inflamasyonu 

tetiklemede yetersiz kalabileceğine işaret etmektedir. Nekrotik hücre ölümü üzerine 

gerçekleştirilen çalışmalar, nekroz ile membran integritesinin bozulması için 6 saatten fazla 

zaman gerektiğini raporlamıştır (235). Bu nedenle, sunulan çalışmada tercih edilen 

reperfüzyon süresi ile ATP miktarının azalması ve ROS seviyelerinin artması ile nekrotik 

hücre ölümünün moleküler düzeyde tetiklenmeye başlandığını ancak membran integritesinin 

bu süreler içerisinde korunduğunu göstermektedir. H-IRH’nin, karaciğer hücrelerinde erken 

nekroza neden olduğunu belirten çalışma (236), bu eleştiriyi doğrular niteliktedir. Önceki 

çalışmalar, erken nekrotik evrede bile konjesyon ve vakuolizasyonun arttığını göstermiştir 

(237). Ancak, sunulan çalışmada IRH modelleme ile kontrol grubuna kıyasla konjesyon ve 

vakuolizasyon parametrelerinde anlamlı bir değişiklik saptanmamıştır. Her ne kadar, gruplar 

içerisindeki bireylerden elde edilen sonuçlar homojen bir dağılım göstermese de (Şekil 19) 

elde edilen bu sonuçların, uygulama yapılan deneklerdeki öngörülemeyen parametrelerden 

kaynaklandığını düşündürmüştür. Metformin ön koşullaması sonrası IRH modelinde, 

beklenmedik bir şekilde, nötrofil infiltrasyonunda kontrol grubuna göre bir artış 

görülmüştür. Bu grupta, nekroz parametresi için artış olmaması, inflamasyonda görülen bu 

artışın nekroz kaynaklı olmayacağına işaret etmektedir. Metforminin, elde edilen bu 

bulgunun aksine anti-inflamatuar etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (238). Pro-inflamatuar 

etki ise sadece yüksek metformin dozajları için bildirilmiştir (239). Sunulan çalışmada 

metformin ön koşullamanın inflamatuar etki sadece denekler arasındaki farklarla ya da 

metforminin uygulama yöntemi olan gavaj yoluyla açıklanabilir (240). 

 

H-IRH’nin moleküler etkilerini iki fazda incelemek mümkündür. Reperfüzyonun 

başlangıcından itibaren ilk iki saate işaret eden başlangıç fazı oksidatif stres ile ilişkilidir. Bu 

fazda ROS üretimi artar ve NO üretimi azalır. Bunun sonucunda, artan ROS, hücrede 

makromoleküllere atağa geçer ve hepatosellüler hasar gerçekleşir (234,241). Reperfüzyon 

başlangıcından itibaren 6 saat ve sonrasını kapsayan geç faz ise inflamasyonun gerçekleştiği 

evredir. Bu evrede aktive nötrofiller hepatositlere hasar verir ve sitotoksisite görülür (234). 

Bu süreçte görülen hücre ölümü çoğunlukla nekrozdur, ancak apoptoz da gerçekleşebilir 

(237). Fakat, IRH ile açığa çıkan bu moleküler süreçler, iskemi ve reperfüzyon sürelerine ve 

iskemi yüzdesine bağlı olarak değişir (179). 

 

Sunulan çalışmadakine benzer şekilde, literatürde reperfüzyon süreleri farklı olsa da 

45 dk ve %100 iskemi gerçekleştirilen çalışmalar mevcuttur. Total hepatik iskeminin 45 dk 
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boyunca modellendiği ve 60 dk reperfüzyon gerçekleştirilen bir çalışmada, IRH modelleme 

ile plazma ALT, AST, MDA ve MPO seviyelerinin kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde 

arttığı ve GSH seviyelerinin istatistiksel olarak anlamlı derecede azaldığı gösterilmiştir 

(242). IRH ile AST ve ALT seviyelerindeki artış 45 dk %100 iskemi ve 45 dk reperfüzyon 

modelinin çalışıldığı başka bir çalışmada da raporlanmıştır (243). ALT ve AST, L-alaninin 

ve L-aspartatın amino grubunun α-ketoglutarata transferini katalizleyen enzimlerdir. ALT 

karaciğere spesifik bir enzimken AST karaciğere ek olarak kas, böbrek ve beyin gibi farklı 

organları oluşturan hücrelerde eksprese edilir. Serum ALT ve AST seviyeleri normal 

koşullarda düşüktür (<30-40 U/L). Ancak serumda artan ALT ve AST seviyeleri karaciğer 

hasarına işaret etmektedir (244,245). Normal koşullar altında intraselüler olan bu enzimlerin 

seruma geçişi karaciğer hücrelerinin nekrozu ile gerçekleşir (246). Bu nedenle, serum ALT 

ve AST seviyelerinin belirlenmesi, olası karaciğer hasarının belirteci olarak kabul edilir 

(244,245). Sunulan çalışmada, beklenildiği üzere IRH modellemesi ile ALT ve AST 

seviyeleri, kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artmıştır (Tablo 4). 

Normal koşullarda <30-40 U/L olan ALT ve AST seviyelerinin IRH modellemesi ile 2000 

U/L seviyelerine çıktığı görülmüştür. Kritik bir öneme sahip olacak şekilde metformin ön 

koşullaması sonrası IRH modellemesi, sadece IRH modellemeye kıyasla ALT ve AST 

seviyelerini anlamlı şekilde azaltabilmiştir ve kontrol grubuna yaklaştırmıştır (Tablo 3). Elde 

edilen bu sonuç, 30 dk parsiyal hepatik iskeminin modellendiği ve metformin uygulamasının 

AST ve ALT seviyelerini azalttığının gösterildiği çalışmayı (9). Literatür bilgileri eşliğinde, 

sunulan çalışmada elde edilen sonuç, metformin ön koşullamasının H-IRH ile oluşan 

karaciğer hasarını önleyebildiğini göstermektedir. 

 

H-IRH’de olası nekroza bağlı olarak AST ve ALT seviyelerinin yükselişine ek olarak, 

oksidatif stres ve inflamasyon IRH’nin diğer belirgin özelliklerindendir. ROS, TOS, GSH, 

MDA ve MPO seviyeleri, oksidatif stresin belirlenmesinde kullanılan belirteçlerdendir. 

MDA, ROS’un etki mekanizmasında olduğu gibi proteinler başta olmak üzere 

makromoleküllere zarar veren bir çoklu doymamış yağ asidi peroksidasyonunu ürünüdür 

(247). MPO, genellikle nötrofillerde ve monositlerde eksprese edilen hem peroksidaz (heme 

peroxidase) ailesinin bir üyesidir ve bu enzim ile gerçekleşen reaksiyonlar sonucu serbest 

radikaller oluşur (248). Öte yandan, MDA ve MPO oksidatif stres sonrası inflamasyonun 

tetiklenmesinde de rol oynarlar (247,248). Bu bileşen ve proteinin aksine, memelilerde en 

sık bulunan tiyol olan GSH, reaktif nükleofillerin detoksifikasyonunu sağlayan önemli bir 

antioksidandır (249). Önceki çalışmalar, H-IRH modellemesi ile karaciğerde ROS, TOS, 
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MPO ve MDA seviyelerinde artışı ve GSH seviyelerinde azalışı raporlamışlardır (Tablo 3) 

(179). Bu sonuçlarla uyumlu bir şekilde, sunulan çalışmada, IRH modellemesi ile ROS, TOS 

ve MPO seviyeleri kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı artış ve GSH seviyelerinde 

azalış göstermiştir (Tablo 4). ROS’lar ile direkt etkileşimi ve AMPK aracılı sinyal yolağı 

sayesinde antioksidan özellik gösteren (250) metformin uygulaması ise ROS ve TOS 

seviyelerini, IRH modellemeye kıyasla anlamlı bir şekilde azaltmıştır (Tablo 4). Bu sonuçlar, 

metforminin nekrozu önleme katkısına ek olarak IRH ile gelişen oksidatif stresi önlediğine 

işaret etmektedir. Ancak, MDA seviyeleri kontrol grubuna göre IRH modelinde değişmezken 

metformin ön koşullaması sonrası IRH modelleme grubunda anlamlı bir artış göstermiştir. 

MDA, etanolün ilk metaboliti olan asetaldehit varlığında, hepatik hücrelerde protein 

eklentileri (adduct) oluşturur. Bu nedenle, MDA ile alkolik karaciğer hasarı arasında bir ilişki 

kurulmuştur. Bu nedenle, karaciğer hasarı varlığında MDA seviyelerinin artması beklenir 

(251). Ancak bu artışın, metformin uygulaması ile azalması gerektiği öngörülebilmektedir. 

Tip 2 diyabet hastalarıyla gerçekleştirilen bir çalışma, metformin tedavisinin hastalarda 

serum MDA seviyelerini düşürdüğünü göstermiştir. Benzer şekilde, metformin uygulaması 

MDA seviyelerini böbrek IRH modelinde de düşürmüştür (252,253). Bu nedenle, sunulan 

çalışmada MDA özelinde elde edilen sonuçlar literatürle uyumlu değildir. Ancak MDA’nın 

inflamasyonla ilişkisi ve histopatolojik sonuçlara göre metformin ön koşullaması ile 

inflamasyonun tetiklendiğinin gösterilmesi, bu iki metot sonucunun, seçilen metformin dozu 

ve ön koşullama zamanına bağlı olarak birbirlerini desteklediğini kanıtlamaktadır. 

Metformin ön koşullaması ile inflamasyon ve MDA seviyelerindeki artış bireyler arasındaki 

öngörülemeyen farklılıklarla açıklanabilir, ancak bu sonuçların olası nedenlerinin daha 

detaylı araştırılması için ileri moleküler çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Moleküler düzeyde inflamasyon, MDA ve MPO’ya ek olarak interlökin ve sitokin 

gibi pro-inflamatuar belirteçlerin tespiti ile gerçekleştirilebilir (254). TNFα, hücre 

bölünmesi, hücre farklılaşması ve apoptoz da dahil olmak üzere özellikle inflamasyonda 

görev alan pro-inflamatuar bir sitokindir. TNFα, reseptörleriyle etkileşimi aracılığıyla 

tetiklediği sinyal transdüksiyonu sonrası, vazodilüsyon ve lökosit etkileşimi başta olmak 

üzere inflamatuar süreçleri başlatabilir (255). Bu nedenle, IRH modelleme çalışmalarında 

inflamasyonun izlenmesi için önemli parametrelerden bir tanesi olmuştur ve bu çalışmalarda 

IRH ile TNFα seviyelerinin arttığı gösterilmiştir (179). Sunulan çalışmada da TNFα 

seviyeleri, kontrol grubuna göre IRH modelleme ile anlamlı bir artış göstermiştir (Tablo 3). 

Ancak MDA için geçerli olduğu üzere, metformin ön koşullaması ile de TNFα seviyeleri 
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kontrol grubuna göre anlamlı derecede artış göstermiştir. Elde edilen bulgular, histopatolojik 

sonuçlarla uyum gösterse de önceki çalışmalar, metformin uygulamasının TNFα seviyelerini 

azalttığını göstermektedir (221). MDA ve TNFα için elde edilen sonuçlar için metforminin 

uygulanma süresi, dozajı ve bireyler arasındaki farklılıklar ile yapılabilecek açıklamalara ek 

olarak, uygulama metodu da bu sonuçların eldesinde bir parametre olabilir. Metformin 

uygulaması için tercih edilen gavaj yolunun, karaciğerde inflamasyonu tetikleyebildiği 

bildirilmiştir (240). Bir çalışmada oral gavaj yoluyla ancak yüksek dozda (1200 mg/kg/gün) 

ve 13 hafta metformin uygulaması ile inflamasyonun tetiklenebileceği bildirilse de (239) 

sunulan çalışmada inflamatuar belirteçlerin metformin ile değişiminin doğrulanması ve olası 

mekanizmaların anlaşılması için ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

H-IRH’de iskemi ile gerçekleşen hipoksik koşulda oksijen kısıtlılığı, hücrenin 

oksidatif fosforilasyon olmadan ATP üretmesini gerektirir. Bu nedenle, IRH ile ATP üretimi 

azalır (256). Sunulan çalışmada da ATP seviyeleri, IRH modelleme ile kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı bir şekilde azalmıştır (Tablo 4). Metformin uygulaması ile daha düşük bir 

azalış görülse de metformin ATP üretimini IRH modellemeye kıyasla anlamlı derecede 

arttıramamıştır. Metforminin mitokondride kompleks I’i inhibe etmesi ve ATP üretimini 

normalde azaltmaya çalışması (8), bu durumun açıklaması şeklinde yorumlanabilir. 

 

H-IRH’de iskemi ile gerçeklen hipoksik koşula adaptasyonun, HIF-1 proteini ile 

gerçekleştiği belirtilmiştir. HIF, heterodimer oluşumu ile aktive olan bir transkripsiyon 

faktörüdür. Normoksik koşullarda HIF proteinleri üretilir ve hızlıca degrade edilir. Oksijen 

varlığı, proteinin oksijene bağlı degradasyon domaininde hidroksilasyon reaksiyonunu 

indükler ve protein ubikutinlenerek degrade edilir. Hipoksik koşullarda ise hidroksilasyon 

reaksiyonu gerçekleşemez ve protein stabil kalır. Stabil HIF proteini heterodimerler 

oluşturarak DNA’daki hipoksi cevap elementlerine (hypoxia response elements; HRE) 

bağlanır. HIF heterodimerleri hücre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez, ilaç dirençliliği 

ve enerji metabolizması gibi önemli mekanizmalarda rol oynayan genlerin ekspresyon 

seviyelerini düzenler (257,258). İskemi ile hipoksinin HIF-1’in ekspresyon seviyesini 

arttırdığı ve bu sayede oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz süreçlerinin azaltıldığı 

gösterilmiştir (259). Ayrıca, H-IRH sırasında gerçekleşen hipoksi ile artan HIF-1 

ekspresyonunun anjiyogenezi, glikolizizi, kolajen matriks regülasyonu ve oksijen taşınımını 

arttırabildiği raporlanmıştır (260). Bu çalışmalar, HIF-1’in IRH’de hipoksik koşullara 

adaptasyonu için kritik bir belirteç olduğunu kanıtlamaktadır. Sunulan çalışmada, IRH 
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modellemesi ile HIF-1 seviyeleri kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde artmıştır. Bu 

durum, IRH modellemesi ile karaciğerde hipoksik koşulların gerçekleştiğini kanıtlar 

niteliktedir. Literatürde farklı hastalık modelleri ile gerçekleştirilen çalışmalarda, metformin 

uygulamasının hipoksi ile artan HIF-1 seviyelerini azalttığı gösterilmiştir (261–263). Bu 

çalışmalarla uyumlu olacak şekilde, sunulan çalışmada metformin ön koşullaması, IRH 

modellemesi oluşan hipoksik koşullarla artan HIF-1 seviyelerini azaltmıştır. 

 

Modellemeler sonrası KPCmt yolağının nasıl etkilendiği, belirteç proteinlerin 

seviyelerinin Western Blot yöntemi ile tespit edilmesi aracılığıyla belirlenmiştir. Buna göre, 

ATF4 ve LONP1 seviyeleri gruplar arasında anlamlı bir şekilde değişmemiştir; ATF5 

seviyeleri kontrol grubuna göre IRH modelleme ile anlamlı bir şekilde artmıştır; CHOP, 

CLPP, HSP10, HSP60 ve HSP70 seviyeleri kontrol grubuna göre IRH modelleme ile artmış 

ve metformin ön koşullaması ile bu artış tersine dönmüştür. 

 

H-IRH’de KPCmt’nin nasıl etkilendiğine dair literatürde herhangi bir çalışma 

mevcut değildir. Bu nedenle sunulan çalışma özgündür. Bir derleme çalışmada, KPCmt 

mekanizması ile H-IRH ilişkilendirilmeye çalışılsa da ilgili bölümde sadece KPCmt belirteci 

olan ATF4’ün H-IRH’deki ekspresyon değişimi bildirilmiştir ve bu konu ile ilgili daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç duyulduğu vurgulanmıştır (264).  

 

Memelide KPCmt, birden fazla moleküler yolakla indüklenebilir. Bunlar, ilk 

aydınlatılan ve kanonik yolak olarak bilinen ATF4/ATF5-CHOP, SIRT3, ER-α, ısı şoku 

transkripsiyon faktörü 1 (heat shock transcription factor 1; HSF1)/mitokondriyal tek zincir 

DNA bağlanma proteini 1 (single stranded DNA binding protein 1; SSBP1) ve çok daha az 

çalışılmış olan fibroblast büyüme faktörü 21 (fibroblast growth factor 21; FGF21)/büyüme 

farklılaşma faktörü 15 (growth differentiation factor 15; GDF15) yolaklarıdır. Bu yolaklar 

içerisinde en iyi aydınlatılmış KPCmt mekanizmasında bir transkripsiyon faktörü olan 

CHOP önemli bir rol oynar. Bu yolakta, intra- ya da ekstraselüler stres koşullarına bağlı 

olarak ER ve mitokondrinin dahil olduğu bir ISR oluşur. ISR ile aktive olan sitozolik PRK 

benzeri ER kinazı (PERK), eIF2α’nın nükleusa lokalize olmasını sağlar. Bir transkripsiyon 

faktörü olan eIF2α, diğer transkripsiyon faktörleri olan ATF4’ün, ATF5’in ve CHOP’un 

ekspresyonları arttırır (31). 
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Normal koşullarda altında ATF5, mitokondriye lokalize olarak Lon peptidaz 1 

(LONP1) adı verilen proteaz tarafından degrade olur. Ancak, stres koşullarında, ATF5’in 

mitokondriye lokalizasyonu, henüz bilinmeyen faktörlerce engellenir. ATF5’in sitoplazmik 

birikimi sonrasında nükleer translokasyon gerçekleşir. ATF5 nükleusta, bir transkripsiyon 

faktörü olarak KPCmt elementlerine bağlanır ve spesifik genlerin ekspresyonunu arttırır. Bu 

genler, stres koşuluna bağlı olarak mitokondride biriken katlanmamış ya da hatalı katlanmış 

protein eliminasyonunu sağlayabilecek mitokondriyal ısı şok proteinlerini (heat shock 

protein; HSP; HSP10, HSP60 ve mtHSP70), LONP1’i ve kazeinolitik mitokondriyal matriks 

peptidaz preolitik alt birim (caseinolytic mitochondrial matrix peptidase proteolytic subunit; 

CLPP) proteazını kodlarlar (265). Bu açıdan, sunulan çalışmada, ATF5 ve CLPP 

seviyelerinin artması, KPCmt’nin kanonik yolağının aktivasyonuna işaret etmektedir. 

 

Kanonik KPCmt yolağında amaç, HSP’lerin ekspresyon seviyesini arttırmak ve 

mitokondriyal bütünlüğü korumaktır (31). HSP’ler, keşfedilişleri itibariyle ısı stresinde 

devreye giren proteinleri ifade eder (266). Daha sonra bu proteinler, moleküler şaperonlar 

sınıfına dahil edilmişlerdir. HSP’ler ve diğer şaperonlar, yeni sentezlenen polipeptidlerin 

doğru katlanmasına, yarı kararsız proteinlerin tekrar katlanmasına, protein agregatlarının 

ayrıştırılmasına ve yanlış katlanan proteinlerin degradasyonuna katkıda bulunan entegre 

sistemlerdir. Şaperon fonksiyonlarına ek olarak HSP’ler, hücre sinyal transdüksiyonuna, 

hücre döngüsüne ve apoptozun regülasyonuna dahil olurlar. HSP’leri kodlayan genlerin 

promoter bölgelerinde bulunan HSP elementleri, stres koşullarında HSF adı verilen spesifik 

transkripsyion faktörlerinin bağlanmasına izin verin vererek HSP sentezini kontrol altına alır 

(267). HSP’ler içerisinde en çok dikkat çeken üyelerden bir tanesi HSP60’dır. HSP60, 

mitokondride lokalize olur ve mitokondriyal proteinlerin katlanma problemlerini ortadan 

kaldırır. HSP60, HSP10 ile koopere çalışır. Geniş hücre içi lokalizasyon yetenekleri ile 

HSP70 de sitoplazma, nükleus ve ER’nin yanı sıra mitokondriye lokalize olabilir (268). 

HSP’ler ısı, hipoksi, oksidatif stres, DNA hasarı ve yanlış katlanmış protein birikimi gibi 

stres koşulları altında devreye girerek çevresel koşulları tamponlayarak hücre yapısını ve 

metabolizmasını korurlar (269). Stres altında, HSF’ler sensör özelliği görürler. Buna göre, 

normal koşullarda HSP ile kompleks oluşturarak inaktif halde tutulurlar. Ancak, stres 

koşullarının varlığı ile HSP’lerden ayrılırlar ve nükleusa lokaliz olurlar. Burada, ani ve daha 

fazla HSP üretimi tetiklerler (270). HSP’lerin hücre yapısını ve metabolizmayı regüle ederek 

ve anti-apoptotik proteinlerle etkileşerek hücre sağkalımını sağladığı vurgulansa da HSP60 

ve HSP70 gibi proteinlerin, stres koşulları altında farklı moleküler yolaklarla apoptozu 
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tetikleyebileceği de belirtilmiştir (271,272). Sunulan çalışmada, IRH modelleme ile ATF5 

ve CHOP ekspresyonun artışına bağlı olarak HSP10, HSP60 ve HSP70 seviyeleri kontrol 

gurubuna göre artmıştır. Bu proteinlerin seviyelerindeki artış, IRH ile KPCmt yolağının 

kanonik aktivasyonunun kanıtı niteliğindedir. 

 

Sunulan çalışma kapsamında, KPCmt yolaklarından kanonik mekanizmaya 

odaklanılmıştır. Bu amaçla, ATF4, ATF5 ve CHOP transkripsiyon faktörleri hedef belirteç 

olarak seçilmiştir. Ancak bu proteinler, sadece KPCmt’de değil endoplazmik KPC’de de 

görev alabilmektedir. ER’de görülen KPC ile KPCmt, ortaklaşabilen mekanizmalardır ve iki 

cevap birden ISR’nin birer bileşenidir (273,274). Bu transkripsiyon faktörlerine benzer 

şekilde LONP1 ve HSP’ler de her iki organelde görülen KPC’de ortaklaşır (275). Ancak 

CLPP, KPCmt’nin diferansiyel bir belirtecidir (276). Bu açıdan, IRH modelleme ile 

KPCmt’nin kesin olarak aktive edildiği belirtilebilir. Yine de IRH ile mitokondriyal 

fonksiyonun ve bütünlüğünün nasıl etkilendiği açığa çıkartılmalıdır ve bu husus grubumuzca 

araştırılmaya devam edilmektedir. 

 

ATF4, ER ve mitokondride ortak aktive KPC’de rol oynayan önemli bir 

transkripsiyon faktörüdür. ATF4 stres koşulu varlığında, içerisinde CHOP’un da olduğu 

farklı proteinlerin ekspresyonunu arttırır (277). CHOP, proteazları ve şaperonları içeren 

proteinlerin ekspresyonunu arttırarak stres koşullarında oluşan katlanmamış proteinlere 

cevap oluşturabilen bir diğer transkripsiyon faktörüdür (278). Bu iki transkripsiyon 

faktörüne odaklanan H-IRH çalışmaları, bu proteinlerin ekspresyon seviyelerinin IRH ile 

arttığını göstermiştir. Bir çalışmada ATF4’ün ekspresyon seviyesinin azaltılmasının IRH’nin 

etkilerinin ortadan kaldırılmasına katkı sağladığı raporlanmıştır (279). Benzer bir çalışmada, 

H-IRH ile artan ATF4 ve CHOP düzeylerinin apoptozu tetikleyerek karaciğer hasarı ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (280). Sunulan çalışmada ATF4 seviyeleri, gruplar arasında 

anlamlı bir şekilde değişmemiştir. Ancak, CHOP seviyeleri kontrol grubuna göre IRH 

modelleme ile istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artarken metformin ön koşullaması bu 

durumu tersine çevirebilmiştir. CHOP, bir diğer transkripsiyon faktörü ve KPC belirteci olan 

ATF5 ile ikili bir ilişki üstlenir ve bu iki transkripsiyon faktörü birbirlerinin ekspresyon 

seviyelerini düzenleyebilir. Buna göre, CHOP-ATF5 ekspresyon seviyesinin stres 

koşullarına bağlı olarak artışı, apoptozu tetikler (281,282). Sunulan çalışmada IRH 

modelleme ile ATF5’in ekspresyon seviyesi anlamlı şekilde artmıştır. Bu nedenle, IRH 

modelleme ile artan CHOP seviyelerinin artan ATF5 ekspresyonuna bağlı olduğu 
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düşünülebilir. Stres koşullarında ekspresyonu değişebilecek olan bir diğer önemli protein 

CLPP’dir. CLPP, ATP kullanımı gerektiren bir serin proteazdır (283). CLPP 

ekspresyonunun, mitokondriyal fizyon ve füzyon olaylarını azaltarak mitokondri yapısının 

ve fonksiyonun korunmasında önemli olduğu vurgulanmıştır (284). Sunulan çalışmada 

CLPP seviyeleri IRH modelleme ile kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış gösterirmiştir. 

Bu durum, IRH ile mitokondri yapı ve/veya fonksiyonunun negatif etkilendiğinin göstergesi 

niteliğindedir. CLPP ekspresyonu ATF5 ile kontrol edilir (285). Bu bakımdan, IRH 

modelinde artan ATF5 seviyelerinin CLPP ekspresyonunu arttırdığı görülmektedir. 

Metformin ön koşullaması ile ATF5 seviyeleri kontrol grubuna göre değişmediğinden, CLPP 

seviyelerinin artmaması beklenen bir durumdur. ATF5 aktivasyonuna bağlı olarak bir diğer 

proteaz olan LONP1 ve HSP10, HSP60 ve HSP70 gibi şaperonların ekspresyon seviyeleri 

artmaktadır. Bu sayede, herhangi bir stres koşulu varlığında mitokondride hasar oluşumu 

minimize edilmeye çalışılır (286). Sunulan çalışmada da bu bulguları destekleyecek şekilde 

şaperonların ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde artmıştır. Ancak 

LONP1 seviyeleri gruplar arasında değişmemiştir. Metformin ön koşullaması, bu artışları 

anlamlı derecede azaltabilmiştir. LONP1 karaciğerde aynı zamanda glukogenezin 

kontrolünde rol oynamaktadır (287). Metabolik bir sürece dahil olması nedeniyle LONP1 

seviyelerinin IRH modelleme ile değişmeyeceği düşünülebilir. 

 

Literatürde, metabolik ya da yaşlılıkla ilişkili hastalıklarda KPCmt’nin geçici 

aktivasyonunun, enerji homeostazisi ve mitokondriyal bütünlüğün korunması açısından 

yararlı olabileceği bildirilmiştir (27). Fakat, uzayan stres koşulu süresine bağlı olarak 

KPCmt’nin uzun süreli aktivasyonunun, özellikle kanserde stres koşullarına adaptasyonu 

arttırabileceği bildirilmiştir. Ayrıca, uzun süreli KPCmt aktivasyonu, mitokondriyal hasar 

artarken stres koşulunun devam etmesi ile önce mitofaji ve ardından hücre ölüm 

mekanizmalarının devreye girmesi ile sonuçlanabilir (288). Çalışma ile IRH’nin KPCmt’yi 

tetiklemesi ve metformin uygulaması ile KPCmt’nin ve karaciğer hasarının azaltılabilmesi, 

H-IRH’de belirtilen modelleme süreleri ile KPCmt’nin negatif bir rol oynadığına işaret 

etmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Karaciğerdeki I/R mekanizmalarının anlaşılması, karaciğer transplantasyonu sonrası 

görülebilecek organ reddinin nedenlerinin ortaya çıkarılmasını mümkün kılar. 

Transplantasyon sonrası gelişen süreçler, doku uyumuna rağmen, donöre, alıcıya ve organ 

saklama koşullarına bağlı olarak değişir. Transplantasyon sonrası doku reddinde, bu 

parametrelere bağlı olarak en sık gerçekleşen mekanizma IRH’dir. Literatürde H-IRH’nin 

moleküler olarak hangi yolakları etkilediği, hayvan modellemeleri ile çalışılmaya devam 

edilmektedir. 

 

H-IRH’de, literatürde özellikle enerji metabolizması üzerine yoğunlaşılmıştır. 

Hücresel düzeyde enerji metabolizması, mitokondrinin rol oynadığı süreçlerle yönetilir. Bu 

bakımdan, mitokondriye yönelik yolakların aydınlatılması karaciğer fizyolojisinin ve 

transplantasyonla görülecek IRH’nin anlaşılabilmesine ve bu anomalinin yönetimine katkı 

sağlayacaktır. Ancak IRH gibi stres koşulları altında, KPCmt yolağının nasıl etkilendiğine 

dair detaylı bir çalışma gerçekleştirilmemiştir. Bu noktadan hareketle, sunulan proje KPCmt 

yolağını H-IRH’de araştırmayı amaçlamıştır. Olası bir çözüm olarak ise IRH ile bir problem 

olarak açığa çıkacağı bilinen oksidatif stresi baskılayabileceği savı ile bilinen metformin 

tercih edilmiştir. Üç grup halinde ayrılan hayvanlarda, kontrol grubu varlığında IRH ve 

metformin ön koşullama ile IRH modellenmiştir. 

 

Modellemeler sonrası karaciğer dokularındaki kümülatif etki histopatolojik 

metotlarla incelenmiştir. Ancak Suzuki kriterleri ile kantifiye edilen konjesyon, 

vakuolizasyon ve nekroz parametreleri için gruplar arasında bir fark görülmemiştir. Bu 

durum, gruplar içinde kullanılan bireylere deneklere ait sonuçların homojen olmaması ve 

deviasyonun fazla olması ile açıklanabilir. Yine de olası nedenlerin anlaşılmasına yönelik 

ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Beklentinin aksine, nötrofil infiltrasyonu 

parametresi için IRH modelleme ile bir artış gözlenmezken metformin ön koşullaması 

sonrası IRH modelinde artış görülmüştür. İnflamasyonun bu grupta tetiklenmesi, 

biyokimyasal olarak gösterilmiştir. Düşük doz metformin uygulamasının inflamasyonu 

tetiklemesi literatürle uyumlu değildir. Olası açıklamalar arasında, metformin uygulaması 

için tercih edilen gavaj yolu gösterilebilir. Fakat, metforminin bu etkisinin daha da 

netleştirilmesi için ileri moleküler çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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H-IRH modelinde, beklendiği üzere karaciğer hasarı görülmüştür. Bu durum, IRH 

modelinde artan ALT ve AST seviyeleri ile gösterilmiştir. Ayrıca IRH, ROS, TOS ve MPO 

seviyelerini arttırarak ve GSH seviyelerini azaltarak oksidatif strese neden olmuştur. Kritik 

bir öneme sahip olacak şekilde metformin uygulaması, IRH ile oluşan karaciğer hasarını ve 

oksidatif stresi baskılayabilmiştir. 

 

KPCmt belirteçleri üzerinden elde edilen sonuçlara göre IRH karaciğerde KPCmt 

yolağını tetikler. Bu artışın, karaciğer hasarına neden olacak apoptoz ile sonuçlanacağı 

düşünülmektedir. Metformin ön koşullaması ise KPCmt’yi baskılar ve bu sayede apoptoz ve 

neticesinde karaciğer hasarı minimize edilir. Bu nedenle, transplantasyon öncesi alıcıya, 

insana korele dozajlar ve sürelerle metformin ön koşullamasının H-IRH’yi baskılayabileceği 

düşünülmektedir. 
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