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OZET

BILGILI G. SICANLARDA, METFORMIN iLE ON KOSULLAMANIN,
HEPATIK iSKEMI-REPERFUZYON HASARI MODELINDE MITOKONDRIYAL
KATLANMAMIS PROTEIN CEVABI MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI.
BASKENT UNIiVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU TIBBI BiYOLOJI
DOKTORA TEZI, 2025.

Hepatik iskemi-reperfiizyon hasar1 (H-IRH), karaciger transplantasyonu sonrasi
alicidda karacigere kan akisinin durmasit ve sonrasinda yogun bir sekilde tekrar
saglanabilmesi ile gerceklesen anomalileri tanimlar. H-IRH, hiicresel diizeyde
mitokondrinin olumsuz etkilenmesine neden olur. Bu nedenle, IRH nin modellenmesi ile
mitokondriyal siireclerin nasil etkilendiginin belirlenmesi, doku reddinin mekanizmalarinin

anlasilmasi ve olasi terapi yontemlerinin agiga ¢ikartilmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Mitokondri, stres kosullarina bagli olarak hiicre 6liimii basta olmak {izere enerji
metabolizmasinin ve hiicre dliimiiniin regiilasyonu gibi hiicresel cevaplar yaratir. Ancak,
hiicre sagkalimi i¢in tetikleyebilecegi sinyal yolaklari, stres kosuluna adaptasyonu
saglayabilir. Mitokondriyal stres adaptasyon yolaklarindan bir tanesi de katlanmamis protein
cevabidir (KPC). Mitokondride gergeklesen KPC (KPCmt), stres kosuluna bagli olarak
mitokondriyal protein Uretiminin durdurulmasint ve hatali katlanmis proteinlerin
eliminasyonunu kapsamaktadir. Fakat, H-IRH’de KPCmt’nin nasil diizenlendigine dair

bilgiler sinirlidir.

Sunulan ¢alisma, siganda H-IRH’nin modellenmesi ile KPCmt yolagmin nasil
etkilendiginin ve IRH oOncesi metformin 6n kosullamasinin bu siireci degistirip
degistirmediginin molekiiler diizeyde aciga cikartilmast hedeflenmistir. Bu amacla, Wistar
albino cinsi 30 sican optimal IRH modelleme ve metformin 6n kosullama islemleri i¢in 10’ar
denekten olusacak sekilde 3 gruba ayrilmigtir. Grubumuzun 6nceki ¢aligmalarinda elde ettigi
bilgiler dogrultusunda, modelleme siireleri 45 dk iskemi, 6 saat reperfiizyon ve 7 giin
metformin 6n kosullama olarak belirlenmistir. Modellemeler sonrasi hipoksik ve inflamatuar
stirecler biyokimyasal ve morfolojik metotlarla takip edilmistir. Siirecler sonunda, belirlenen
stirelerde AST (p<0,0001), ALT (p<0,0001), TNFa (p=0,02), ROS (p<0,0001), TOS
(p=0,004) ve MPO (p=0,016) seviyeleri, IRH modellemesi ile artig gostermistir. GSH
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(p=0,0009) ve ATP (p<0,0001) seviyeleri modelleme ile azalis gdstermistir. Metformin 6n
kosullamasi ile IRH modelleme sonucu artan AST (p<0,0001), ALT (p<0,0001), ROS
(p=0,0045) ve TOS (p=0,019) seviyeleri anlaml1 bir sekilde azalmistir. Western blot ile
protein analizlerinde, IRH modellemesinin hipoksi belirteci olan HIF1A seviyelerini anlamli
bir sekilde (p=0,016) arttirarak bu sonuca neden olabilecegi gosterilmistir. Fakat, metformin
on kosullamanin IRH modelleme ile artan HIF1A seviyelerini anlamli olarak (p=0,042)
azaltarak, modellemenin etkisini azalttigi goriilmiistiir. Ayrica, modelleme ile KPCmt
belirtecleri olan ATF5 (p=0,015) ve CHOP (p=0,0008) seviyeleri artig gostermistir. ATF5
ve CHOP seviyelerindeki artis CLPP (p=0,0009), HSP10 (p=0,016), HSP60 (p=0,001) ve
HSP70 (p=0,005) proteaz ve saperonlarin ekspresyon seviyelerini de arttirarak KPCmt’yi
baslatmistir. Metformin 6n kosullamasi ise IRH modelleme ile ekspresyon diizeyleri 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 anlamli bir sekilde azaltmistir. Bu durum,
metforminin IRH ile indiiklenen KPCmt’yi inhibe ettigini gostermektedir. Bu nedenlerle,
karaciger transplantasyonu oOncesi alicida metformin uygulamasinin doku reddini

Onleyebilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger transplantasyonu, Mitokondriyal katlanmamis

protein cevabi, Metformin 6n kosullama
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ABSTRACT

BILGILI G. INVESTIGATION OF METFORMIN PRECONDITIONING ON
MITOCHONDRIAL UNFOLDED PROTEIN RESPONSE IN HEPATIC
ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY IN RATS. BASKENT 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), TNFa (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 ATFS5. 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. GIRIS

Karaciger detoksifikasyon, metabolizma ve sindirim olaylarinda rol alan bir
organdir. Kanin pihtilagmasi, besin maddelerinin depolanmasi ve sentezlenmesi, bagisiklik
fonksiyonlarinin yerine getirilmesi ve safra liretimi basta olmak {izere kritik metabolik
siireglerin kontroliinde gorev alir (1). Ozellikle toksinlere maruziyet karacigerin siirekli
olarak risk altinda olmasina neden olmaktadir (2). Zaman igerisinde artan maruziyet
karaciger fizyolojisinin olumsuz etkilenmesine neden olur. Bu durum, geri doniisii olmayan
organ hasar1 ile sonuglanir. Geri doniisiimsiiz organ kaybinda en Onemli tedavi

yaklagimlarindan biri karaciger transplantasyonudur (3,4).

Geri doniistimsiiz fonksiyon kaybinda, karaciger transplantasyonu tek ¢oziim olarak
goriilmektedir. Yakin zamanda yayinlanan raporlara gore transplantasyon sonrasi 10 yillik
sagkalim oranmin %70 civarindadir. Sagkalim ihtimalini olumsuz etkileyen en onemli

faktorlerden biri transplantasyon sonrasi gelisebilecek iskemi-reperfiizyon hasaridir (5).

Hepatik iskemi-reperfiizyon hasar1 (H- IRH), organlara giden kan akisinin kesilmesi
ve sonra geriye donmesidir (6). Molekiiler diizeyde iskemi, hiicrenin enerji gereksinimi igin
ihtiya¢ duydugu oksijenin azalmasina ve reperflizyon azalan oksijen seviyelerinin ani
artisina neden olur. Bu nedenlerle iskemi ve reperflizyon, hiicre metabolizmasini negatif
etkiler ve reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species; ROS) iiretimine neden olur. Bu
molekiiler degisimlerle IRH, karaciger fonksiyonun bozulmasina ve sistemik hasara neden
olabilir (8,9). Bu nedenlerden otiirli, transplantasyon sonrasi gelisebilecek molekiiler

siireclerin detayl bir sekilde anlasilmasi1 gerekmektedir.

Farkli ¢aligmalar, hiperglisemi tedavisi i¢in gelistirilen metforminin transplantasyon
sonras1 gelisebilecek diyabeti engelleyebildigini gostermistir (7,8). Aym1 zamanda,
metforminin transplantasyona bagli IRH’de olusabilecek hipoksik kosulun iyilestirilmesinde
de rol oynayabilecegi gosterilmistir. Metforminin IRH’deki rolii, inflamasyonun

baskilanmasi ve IRH ile seviyeleri artan ROS’larin azaltilmasi olarak belirlenmistir (7,9).

H-IRH’de hiicrelerin hipoksik kosullara adaptasyonu, oksijen varliginda gerceklesen

enerji metabolizmas1 ve stresle miicadele mekanizmalarinin yeniden diizenlenmesini



gerektirmektedir. Enerji metabolizmasinin ve stres kosullarinin degisimi, hiicrede
mitokondriyal fonksiyonu dogrudan etkileyebilmektedir. Normal kosullardan farkli olarak,
stres kosullar1 altindaki mitokondride enerji ve stres adaptasyon mekanizmalar1 yeniden
diizenlenir. Strese bagli olarak yeniden diizenlenen mekanizmalar arasinda katlanmamis
protein cevabi (KPC) 6ne ¢ikmaktadir (10). Mitokondriyal katlanmamis protein cevabi
(KPCmt), stres kosullarindaki degisime bagli olarak mitokondrinin fonksiyon kaybina
ugramasiyla aktive edilen bir yolaktir. KPCmt, mitokondriyal hasar1 en aza indirir. Bu
sayede, organelin hasar gérmesini ve hiicre 6liim mekanizmalarinin tetiklenmesini engeller.
KPCmt, mitokondri-niikleus etkilesimi ile gerceklesen transkripsiyonel bir cevaptir.
Mitokondride KP varlig1 ve oksidatif fosforilasyon (oxidative phosphorylation; OXPHOS)
aktivitesindeki bozulmalar, KPCmt yolagin1 aktive eder (11). Bu cevap hiicrelerin gesitli
cevresel kosullara adaptasyonunda da kullanilmaktadir (12—-14). Endoplasmik retikulum
(ER)’da gergeklesen KPC sik¢a calisilmis olsa da farkli c¢evresel kosullarda KPCmt

calismalar1 daha sinirhdir.

1.1. Kapsam

Sunulan calisma, yukarida 6zetlenen bilgiler ¢ercevesinde, i) H-IRH’nin in vivo
modellenmesini, ii) in vivo modellerde IRH nin sistemik etkilerinin agiga ¢ikartilmasin, iii)
H-IRH’nin karaciger hiicrelerinde KPCmt yolagina etkilerini ve iv) metformin 6n
kosullamas: sonras1 IRH modellemesi ile metforminin olasi pozitif etkilerinin tespit

edilmesini kapsamaktadir.

1.2. Amag

Sunulan ¢alisma, yukarida verilen bilgiler esliginde,

1) Sican modellerinde en uygun yontem ve siirelerle H-IRH’yi modellemeyi,

1) Model hayvanlarda inflamatuar seviyelerin ve oksidan seviyelerinin nasil
degistiginin tespit edilmesini,

1) H-IRH modellemesi sonrasi karaciger hiicrelerinde KPCmt yolaginin aktive

edilip edilmedigini ve



iv) Metformin 6n kosullamas1 sonras1t H-IRH modeli olusturarak metforminin IRH

kaynakli degisimlere olasi etkisini gostermektir.



2. GENEL BILGI

2.1. Mitokondriyal Katlanmamis Protein Cevabi

2.1.1. Mitokondrinin yapisi, fonksiyonu ve KPCmt

Mitokondri 6karyotik bir hiicrenin enerji merkezidir. Mitokondri, 16,5 kilo baz (kb)
uzunlugunda ve sirkiiler DNA’ya sahiptir. Sahip oldugu ribozomlar sayesinde kendi
genomundan protein sentezleyebilir. Mitokondriyal genomdan, oksijenin kullanilmas: ile
adenozin trifosfat (adenosine triphosphate; ATP) {iretimi i¢in OXPHOS ta gorevli 13 farkhi
protein tretilir (Sekil 2.1) (15,16). Enerji tiretimi, Krebs dongiisii ve elektron transportu ile
yag asitlerinin ve karbonhidratlarin, karbondioksite ve suya doniistiiriilmesi sayesinde
gerceklesir. Mitokondri, ATP {iretmesinin yani sira metabolizmay1 diizenler ve hiicre

6liimlerine dahil olur (17,18).
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Sekil 2.1. Mitokondrinin, mitokondriyal genomun ve oksidatif fosforilasyon

mekanizmasinin genel yapist (16).

Mitokondri sayisi, enerji gereksinimine bagli olarak hiicre tipleri arasinda farklilik
gosterebilir. Lipit metabolizmasindaki ve enerji liretimindeki rolleri nedeniyle karaciger

hiicrelerinde sayist olduk¢a fazladir. Mitokondri, hepatositlerde ER ve lizozom gibi diger



organellerle etkileserek hiicrenin gerek duydugu enerji, sagkalim ya da 6lim gibi kritik
olaylar1 yonetir. Mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi, obezite, tip 2 diyabet ve alkol dis1
yaglh karaciger hastaligi (non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD) ile iliskili kronik
karaciger hastaliklarina neden olur. Bu nedenle, hepatik metabolik bozukluklarin

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

Mitokondriyal proteom, 1500'den fazla proteinden olusur ve bunlarin %99'u ¢ekirdek
genomu tarafindan kodlanir. Mitokondride lokalize olan birgok protein sitozolik ribozomlar
tarafindan sentezlenir. Sitoplazmik ribozomlarda {iretilen oncii proteinler, mitokondriyal
hedefleme dizisi tarafindan yonlendirilir ve mitokondriyal translokasyon mekanizmasi
(TIM/TOM kompleksi) ile mitokondriye tasinir. Sitoplazmada sentezlenen proteinler,
mitokondri icerisine katlanmadan alinir. Proteinler mitokondriyal matriks veya zarlar arasi
bosluga tasindiktan sonra, mitokondriye 0zgli saperonlar, olgunlasmamis proteinlerin
fonksiyonel konformasyonlara katlanmasina yardimci olur. Proteinler burada mitokondriyal
saperonlar tarafindan dogru katlanmis olmalidir. Olgun proteinler tek basina hareket edebilir
veya ETC kompleksleri ve ATP sentaz gibi biiyiik protein komplekslerine alt birim olarak
dahil olabilirler. Bu proteinler diizgiin bir sekilde katlanamazsa, mitokondride birikir ve
mitokondri tizerinde lokal baskiya neden olarak mitokondriyal protein stresini agiga

cikarirlar (21-25). Ek olarak, artan ROS seviyeleri de bu siireci aktive edebilir (26).

Histon proteinlerinin eksikligi ve mtDNA'nin reaktif oksijen tiirlerinin tretildigi i¢
mitokondriyal membrana yakinligi gibi faktorler mtDNA'da daha yiiksek mutasyon
oranlarina, dolayisiyla mitokondriyal proteotoksisiteye ve mitokondriyal islevde azalmaya
neden olur. Bu durumda, mitokondriyal proteaz ve saperon sistemi, mitokondri ig¢inde
protein homeostazinin veya proteostazinin korunmasinda onemli bir rol oynar. Degisen
mitokondriyal proteostaz ve islev bozuklugu, mitokondriden ¢ekirdege geriye doniik bir
sinyal yolunun aktivasyonunu tetikler. Bu yol, mitokondriyal saperonlarin ve proteazlarin
tiretimini ve mitokondriyal islevin yeniden diizenlenmesini saglar. Bu yanit KPC olarak

bilinir (27).

Sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasi, mitokondri icerisinde siki bir sekilde
kontrol edilir. Mitokondrinin i¢ membranina bagli olan ribozomlar tarafindan sentezlenen
proteinler, mitokondriyal saperonlar tarafindan dogru bir sekilde katlanmasi kontrol edilir

(Sekil 2.2) (28). Mitokondriyal saperonlarin fonksiyon kaybina bagli olarak katlanmamis ve
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agrege olmus proteinler, KPC yolagmi tetikler. KPC’nin kesfi, dogru katlanmamis bir
mitokondriyal protein varliginda, niikleer genomdan saperonlarin ve proteazlarin
iiretilmesinin gézlemlenmesi ile gergeklesmistir. Mitokondride katlanmamis protein varligt

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

Ig membran boslugu (IMS)

Sitoplazma alinacak
protein

Sekil 2.2. Mitokondriyal saperonlarin fonksiyonu ve lokalizasyonu (21).

Memelide farkli c¢aligmalar, mitokondriyal DNA (mtDNA)’ya zarar verilir ve
sonrasinda hatali mitokondriyal protein sentezi gergeklesirse KPC’nin aktif olacagini
gostermistir. KPC, entegre stres cevabinin (integrated stress response; ISR) bir sonucudur;
hiicre i¢inde gen ekspresyonunun ve/veya kromatinin yeniden diizenlemesi yoluyla
saglanabilir (29). Artan ROS un, azalan amino asitlerin ya da ER stresin mitokondriyal stresi
tetiklemesiyle hiicre ici stres sensorleri bir transkripsiyon faktorii olan 6karyotik baslangic
faktorii 2 alfa (eukaryotic initiation factor 2 alpha; elF2a)’y1 fosforiller. Fosforillenen elF2a,
genel protein translasyonunu baskilayarak 5’ transle olmayan bolgesinde agik okuma
cerceveleri olan mRNA’lardan (C/EBP homolog proteini; CHOP, aktive edici transkripsiyon
faktorii 4; ATF4 ve aktive edici transkripsiyon faktorii 5; ATFS gibi) protein iiretir. Bu
proteinler mitokondriyal saperonlarin ve proteazlarin tiretilmesini saglayarak mitokondriyal

fonksiyonun bozulmasinin 6niine geger (11,29,30).



Mitokondriyal proteinlerin hatali katlanmasi sonucu olusan KPCmt, dort yolla
gerceklesebilir: Bu cevaplar; kanonikal, sirtuin ekseni, Ostrojen reseptorii-alfa (estrogen
receptor alpha; ER-a)’ya bagli ve translasyonel cevaptir (Sekil 1.3). Kanonikal yolakta stres
kosulu CHOP, ATF4 ve ATF5’1 aktive ederek saperonlarla birlikte proteazlarin tiretilmesini
hizlandirir. Memelilerde KPCmt'nin klasik diizenlemesi mitokondriyal matriste gerceklesir
ve ATF4, ATF5 ve CHOP tarafindan regiile edilir. Bu faktorler, ¢ekirdekteki saperon
proteinleri ve proteazlar araciligiyla kanitlanmamis protein varligina cevap olusturur (Sekil

2.3) 31).

Kanonik yolak Sirtuin volag ERalfa volaf
Saperoniar 5002 ML, proteazom
proteaziar hatslaz respirasyon

+ Bilvmeyen

Siaiiar S[CHOP, |
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Translasyon yolag: agrege protein

Sekil 2.3. KPCmt’nin 4 farkli yolag: (32).

Entegre stres yaniti, hiicre i¢i ve hiicre dis1 stresle basa ¢ikmak i¢in evrimsel olarak
korunmus bir siirectir ve KPCmt indiiksiyonu i¢in 6karyotik baslatma faktorii 2a (elF2a)’nin
bir alt birimi olan PERK/a gereklidir. CHOP, ISR'yi etkiler ve mitokondriyal saperon
proteinlerinin ve proteazlarin transkripsiyon siirecini etkinlestirir. ATFS5 mitokondride
bulunur ve KPCmt sirasinda ¢ekirdege aktarilir; transkripsiyonu mitokondriyal saperon
proteinlerini ve proteazlart olusumunu indiikler. KPCmt sirasinda memelilerde ISR
aktivasyonu, elF2a'nin fosforilasyonuna neden olur ve bu da ATF4, ATF5 ve CHOP

transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu artirir (33,34).

ATF4/ATF5-CHOP yolu, mitokondriyal saperon proteinlerinin ve proteazlarin
ifadesini uyararak ve kontrol ederek mitokondriyal protein stabilitesini saglar. Saperon

proteinleri protein katlanmasini artirir ve agregat olusumunu engellerken, proteazlar



birikmis hasarli veya yanlis katlanmis proteinleri uzaklastirir. Saperon proteini esas olarak
Hsp10, Hsp60 ve mitokondriyal 1s1 soku proteini 70 (mtHsp70)’den olusur. Bu proteinler,
matriksin ¢ekirdek kodlu proteinlerin katlanmasini ve mitokondriyal genom tarafindan
kodlanan 13 solunum zinciri proteininin birlesmesini bulmasina yardimci olur. Hsp60
saperon proteini, protein katlanmasini ve birlesmesini saglayarak protein homeostazinda
kritik bir rol oynar ve HsplO ile etkilesime girerek protein katlanmasini destekler.
Sitoplazmadaki protein Onciillerinin mitokondriyal matrise transferi igin, matriste bulunan
mtHsp70 molekiiler saperonunun katilimi gerekir. mtHsp70, proteini mitokondriyal matrise
almak ve proteinin sitoplazmaya geri yayilmasini 6énlemek i¢in i¢ mitokondriyal membran
23 kompleksinin translokazi ile dogrudan etkilesime girer. Protein alma siirecinde mtHsp70,

hem kanalda hem de matriste proteinin dogru sekilde islenmesine yardimci olur (35,36).

Sirt3, mitokondriyal katlanmamis protein cevabinda énemli bir diizenleyicidir ve
antioksidan mekanizmalari, mitofaji ve proteostazi koordine eder. Sirt3, mitokondriyal
matriste forkhead box protein O3a (FOXO3a) ve siiperoksit dismutaz 2 ekseni araciligiyla
KPCmt sinyallemesini etkinlestirir. Sirt3'lin antioksidan etkisi, FOXO3a aktivitesini ve
konumunu diizenlemesiyle saglanir. Sirt3 seviyeleri arttiginda, FOXO3a, niikleer
translokasyonunu ve transkripsiyonel aktivitesini desteklemek igin Sirt3 deasetilasyonuna
dayanir. FOXO3a daha sonra antioksidan etkiler iiretmek i¢in SOD2 ve katalaz1 diizenler.
SOD?2 aktivitesi asetilasyon tarafindan kontrol edilir ve Sirt3 tarafindan deasetile edilip
etkinlestirilebilir. Sirt3, SOD2 ve katalazin antioksidan aktivitesi proteaz stabilitesi ile
dogrudan iliskilidir. Sirt3, KPCmt araciligiyla antioksidan kapasiteyi ve mitofajiyi koordine
etme konusunda ikili bir role sahiptir ve bu da onu KPCmt ile mitofaji arasinda bir koprii
haline getirir. Ayrica merkezi metabolizmay1 ve mitokondriyal proteostazi diizenlemede rol
oynar. ROS, KPCmt mutasyonlarint ve mitokondriyal proteinlerin oksidasyonunu
tetikleyerek mitokondriyal proteostazda bozulmalara neden olur. Lon proteini, oksitlenmis,
hasarli proteinleri parcalayabilir ve mitokondriyal DNA seviyelerinin korunmasina
katilabilir. Sirt3, Lon protein ekspresyonunu ve asetilasyonunu azaltir ve ubikitinasyon
tarafindan diizenlenir. Ubikitinasyon, Sirt3 aktivitesini negatif olarak kontrol eder ve
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu diizenler. Yetersiz Sirt3 ubikitinasyonu,
mitokondrinin enerji kaynagi etkileyebilir. Sirt3 ayrica iskemi-reperfiizyon hasari
sirasinda mitokondriyal oksidatif hasar1 ve apoptozisi azaltir ve mitokondriyal boliinmeyi

bloke ederek iskemi-reperfiizyon hasarii baskilar (37-39).



ER-a yolaginda ise hatali katlanan mitokondriyal protein, AKT kinaz araciligiyla
ER-a’y1 aktive eder. ER-q, niikleer respiratuar faktor 1 (NRF1)’in ekspresyonunu arttirir.
Boylece niikleer faktor-kappa B1 (NFKB1), HtrA serine peptidaz 2 (HTRA2) ve benzeri
proteazlarin ekspresyonu da artar. Translasyonel yanitta da hatali protein katlanmas: ile bir

cevap olusur ancak bu mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir (32,40,41).

KPC ve mitofaji es zamanh olarak indiiklenebilir. Mitofaji, geri doniisiimsiiz bir
sekilde hasara ugramis mitokondrinin eliminasyonunu tarif eden bir mekanizmadir. Ayni
zamanda, hiicredeki mitokondri sayisinin dengelenmesinde rol oynar. Mitofaji, PTEN ile
indiiklenen kinaz 1 (PINKI1) proteini araciligiyla kontrol edilir. Mitokondride geri
dontiisiimsiiz bir hasar varsa PINK1 mitokondri i¢ zarina giremez. Bu durumda PINKI1,
parkini fosforiller ve otofagosom olusturulur. Literatiirde, ATF5 ekspresyonunun artisiyla
KPC’nin aktivasyonunun mitofajiyi onleyebildigi ve bu sayede hiicre enerji metabolizmasini

ve sagkalimini destekledigi gosterilmistir (42,43).

2.1.2. Farkh hiicresel stres kosullarinda KPCmt’nin regiilasyonu

Memelilerde KPCmt sinyali, hiicrede stres kosullar1 yaratilarak c¢alisilmistir:
Osmegin; Martinus ve arkadaslari fare hepatoma hiicrelerine etidyum bromiir uygulamistir
ve mtDNA’y1 ortadan kaldirmiglardir. Arastirmacilar bu uygulama sonrasi, mtDNA
barindirmayan hiicre gruplarinda, transkripsiyonel aktivasyonlarla mitokondriye spesifik
saperonlarin ifadesinin arttigin1 gostermislerdir. Saperonlarin ifadesindeki artigin, hiicrelerin
181 stresine sokulmasi ile de saglanabildigi goriilmiistiir. Bu iki stres kosulu memelilerde

KPCmt mekanizmasinin anlasilmasi agisindan 6ncii olmustur (44).

Literatirde KPCmt, farkli fizyolojik kosullar altinda gergeklesebilecek
degisikliklerin takibinde arastirilmistir. Bir ¢alismada, fare modellerinde, genel anestezi
sirasinda gergeklesen komplikasyonlarla KPCmt iliskisi ¢aligilmistir. Calismada sevofluran
aracilt genel anestezinin mitokondrinin asir1 aktivasyonuna neden oldugu, bu nedenle
sinaptik degisikliklere yol actig1 raporlanmistir. Postnatal farenin gelismekte olan beyninde,
genel anestezinin KPCmt’yi aktive ettigi belirtilmis; bunun yani sira bu durum sinaptik

deformasyonlarla iligkilendirilmistir (45).



KPCmt’nin dis stres kosullarindaki rolii farkli organizma ve hiicre modellerinde
gosterilmistir. Soo ve arkadaslar1 bir ¢calismada, C. elegans’1 model olarak kullanarak farkli
cevresel kosullarin ATFS-1 aracili KPCmt’yi nasil etkiledigini arastirmistir. Calismada
model organizmalar oksidatif strese, bakteriyal patojen stresine, 1s1 stresine, ozmotik strese,
anoksiyaya ve tunicamisin aracilt ER stresine maruz birakilmigtir. Sayilan biitiin bu stres
kosullarinda ATFS-1 seviyelerinde artis raporlanmistir. ATFS-1 artisinin hiicre icinde ve
ER’de KPC’yi aktive ettigi bildirilmistir. KPC’nin, hipoksi indiikleyen faktor-1 (HIF-1)
aracilt hipoksik cevabi, antioksidan cevabini ve immiin cevabi baglatmak i¢in yeterli oldugu
bildirilmistir. Ayrica akut fazda KPCmt’nin stres kosullarina direnci sagladigi, ancak kronik
maruziyet ile KPCmt aktivasyonunun organizmanin sagkalimi {izerinde negatif etkiler

yarattig1 belirlenmistir (46).

Farkli organizmalarla gerceklestirilen ¢alismalar, KPCmt aktivasyonunun gelisim
evresinde yasam siiresinin uzamasinda rol oynadigini, ancak yetiskinlikte tam tersi bir etki
yaptigin1 gostermistir (47). KPCmt ayn1 zamanda mitokondriyal miyopati, parkinson,
Alzheimer, ndrodejeneratif hastaliklar, kanser ve kardiyomiyopati gibi patofizyolojilerde

calisilmigtir (48-59).

KPCmt’nin en kapsamli sekilde calisildigi fizyolojik stres kosullarindan biri
hipoksidir. Transplantasyon, sepsis veya organ hasar1 gibi durumlar IRH’ye neden olarak
kisa veya uzun siireli hipoksiye yol acar (60). Hipoksi ile oksijen yetersizligi, merkezi sinir
sistemindeki noronlar ve kardiyak miyositler gibi oksijene duyarli hiicrelerin sagkalimim
negatif etkiler. Bu nedenle, oksijen azlig1 sonrast normoksiye doniis mekanizmalar1 sik¢a

calisilmistir (61).

Hipoksi-KPCmt iliskisi C. elegans’ta yogun olarak calisilmistir. Bu ¢alismalarda,
hipoksinin mitokondriyal protein dengesinde bozukluga neden oldugu, KPCmt’nin ise bu
sorunu ortadan kaldirdig1 bildirilmistir. Ozellikle erken hipoksik evrede, KPCmt nin hipoksi
aracilt hiicre Oliimiinii engelleyebildigi belirtilmistir (62—65). C. elegans {lizerinde
gergeklestirilen ¢alismalar, mitofaji ile KPCmt etkilesimini de aciga ¢ikartmistir. Buna gore,
erken hipoksik evrede mitofajinin engellendigi, uzun siireli durumlarda KPCmt'nin devreye

girerek mitokondriyal tolerans sagladig: gosterilmistir (66—68).
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Ote yandan, hipoksi belirteci olan HIF-1 ile KPCmt arasindaki iliski ile ilgili
calismalar sinirlidir. Sadece tek bir calismada, KPCmt belirteci olan ATFS ile HIF-1 sinyal
yolagidaki proteinlerin ekspresyon seviyelerinin korele oldugu belirlenmistir. Ozofagus
kanserine odaklanilan bu ¢alismada, ATF5 ekspresyonun hastalarda dramatik bir sekilde
arttigi gosterilmistir. Yiiksek ATF5 seviyelerinin, 6zofagus kanseri hiicre hattinda
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu arttirdigi kanitlanmigtir. Ek olarak, bu ¢aligmada
ilk defa, ATF5’in HIF-1a’ya baglandig1r ve HIF-1 transkripsiyon kompleksini aktive ettigi
raporlanmistir (69).

2.2. H-IRH

Karaciger metabolik denge, detoksifikasyon, immiinite gibi kritik fonksiyonlar
tistlenir. Bu nedenle, hiicre 6liimii ve fonksiyon kaybina sik¢a maruz kalabilen bir organdir
(70). Karaciger hastaliklari, tim diinyada 6liim sebepleri arasinda giderek iist siralara
yiikselmektedir (71). Karacigerde fonksiyon kaybimin oOnlenmesi icin gerceklestirilen
intrahepatik operasyonlar ya da transplantasyonda periyodik iskemi ve Pringle manevrasi
(kontrollii akis) veya total vaskiiler dislanim gereklidir (72). Kan akis1 tekrar saglandiginda
onceden iskemik olan karacigerde hasar olusur ve bu durum IRH olarak isimlendirilir (73).
H-IRH, soguk ve sicak iskemi olmak iizere ikiye ayrilabilir. Soguk iskemi, transplantasyon
Oncesi organin korunmasi ve saklanmasi sirasinda goriiliirken; sicak iskemi, sokla,
travmayla ve operasyon sirasinda kan tedariginde gerceklesebilecek gecici aksamalarla

gerceklesir (74-77).

2.2.1. H-IRH’nin patofizyolojisi ve mekanizmalari

Transplantasyonda H-IRH’de rol oynayan mekanizmalar klinik ve hiicresel diizeyde
degerlendirilebilir. Klinik baglamda, aliciya ve donére bagl faktorler IRH’yi tetikleyebilir
(6). Transplantasyona ihtiya¢ duyan alici, kronik karaciger hasarina maruz kalmaktadir.
Alicinin protrombik profili normalden farklilik gosterir (78). Alicida yiiksek tromboz riski
nedeniyle transplantasyon oncesi gergeklesebilecek IRH, transplantasyon sonrast daha ciddi

bir IRH’yi tetikleyebilir (79).
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Hiicresel diizeyde, bir¢ok farkli hiicre tipi H-IRH nin gelisiminde rol oynayabilir. Bu
hiicre gruplar igerisinde en kritik olani, karaciger siniizoidal endotelyal hiicrelerdir (liver
sinusoidal endothelial cell; LSEC). LSEC, vaskiiler tonu kontrol ederek hepatositlere oksijen
ve besin taginmasindan sorumludur (80). LSEC, karacigerin transplantasyon oncesi sogukta
saklanmasindan 6nemli 6l¢iide etkilenir. Sogukta saklama ile ac¢iga ¢ikan IRH ile LSEC
Olimiine neden olacak molekiiler yolaklar indiiklenir (81-85). IRH’de rol oynayabilecek bir
diger onemli hiicre grubu yerlesik karaciger makrofajlar1 olan Kupffer hiicreleridir (Kupffer
cells; KC). KC normal kosullarda tolerojenik bir fonksiyon iistlenir. Karacigerin maruz
kaldig1 asir1 antijen yiikiine cevap olarak tolerojenik T hiicrelerini aktive eder ve interlokin -
10 (IL-10) gibi immiin baskilayici sitokinlerin salgilanmasini saglar (86). Bununla birlikte,
karaciger hasar1 durumunda KC’ler tolerojenik fonksiyonu kaybedip aksine immiin aktivator
rolii iistlenerek hasar1 arttirir (87). Transplantasyon sonrast IRH’de LSEC’lerden ve
hepatositlerden salman hasar iligkili patern molekiilleri (damage-associated molecular
pattern molecule; DAMP), KC’deki Toll-benzeri reseptorler (Toll-like receptor; TLR) ile
tanimir. TLR ailesinden TLR4 inflamatuar sitokinlerin iiretilmesine neden olur (88,89).
KC’lerle benzer islevi gorerek H-IRH’de rol oynayabilen bir diger hiicre tiirii hepatik stellat
hiicreleridir (hepatic stellate cell; HSC). HSC’ler, perisinlizoidal boslukta lokalize olan
hepatik fibrozun merkezi regiilatorleridirler. Normal kosullar altinda, HSC’ler hepatik
hasara kars1 reaktif T hiicre seviyelerini azaltip antioksidan salgilayarak asir1 inflamatuar
cevabi baskilarlar (90). H-IRH sirasinda ise KC’ler tarafindan salgilanan TNFa, nitrik oksit
ve IL-6 gibi immiin aktivatorler HSC’leri aktive ederek miyofibroblast fenotipine
donustiirtirler. Bu aktivasyon, ndtrofil infiltrasyonu ve vazokonstriksiyonla sonuglanir
(91,92). H-IRHden direkt olarak etkilenen hiicre grubu hepatositlerdir. Oksijen taginiminin
yani sira ATP {iretimindeki hasarlar ana hepatik hiicreler olan hepatositlerin enerji ihtiyacini,
hipoksik kosulda glikoliziz gibi farkli yolaklarla, karsilamalarina olanak saglar. Bu durum,
laktat ve benzeri toksinlerin hiicre i¢inde birikmesine yol agar; bu birikim ise hiicre hasarina
neden olur. Reperfiizyon, iskemi sirasinda hasar gormiis mitokondrinin agir1 ROS {iretmesine
neden olur. Bu durum hepatosit hasarini daha da artirir. Ayrica, hasar géren hepatositlerden

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

H-IRH’nin en 6nemli sonuglarindan biri apoptotik hiicre 6liim mekanizmalarinin
devreye girmesidir (95). Programli ve enerji gereksinimli hiicre 6liim mekanizmasi olarak
tanimlanabilecek apoptoz, digsal/igsel yolaklarla tetiklenebilir. Mitokondriyal yolak olarak
da adlandirilabilen intrinsik yolagin tetiklenmesinde radyasyon, hiicre i¢i organel stresi,
oksidatif stres ve biiyiime faktdrii azlig1 gibi nedenler etkilidir (96,97). Intrinsik apoptotik
yolakta mitokondriyal elektron transportunda aksama, ROS firetimi, ATP yetersizligi,
mitokondriyal membran potansiyelinde diisiis ve mitokondriyal gecirgenlik gec¢is poru
(mitochondrial permeability transition pore; MPTP) agilmasi nedenleriyle apoptoz
gerceklesir (98). MPTP’ nin agilmasiyla pro-apoptotik faktorler sitoplazmaya geger. Bu siire¢
hipoksi, radyasyon ya da sitotoksin gibi dis faktorlerle regiile edilebilir (99-101).

H-IRH’de dinamin ile iligkili protein 1 (dynamin-related protein 1; DRPI)
sitoplazmadan mitokondriye transfer edilerek fizyonu tetikler ve artan fizyon mekanizmasi
apoptoza neden olur (102—104). Bu nedenle, hepatositlerde IRH ile ger¢eklesen DRP1 aracili
fizyonun inhibisyonu apoptozu engelleyebilmektedir (105). Ote yandan, H-IRH’de fizyon
yerine mitokondriyal fiizyonun indiiklenmesi, IRH ile hasar gérmiis mitokondriden sitokrom

C ve ROS salinimini azaltir ve apoptozu o6nler (106,107).

IRH’de asir1 ROS iretimi, artan kalsiyum yiikii ve mitokondri membran
potansiyelinin kaybt MPTP’lerin agilarak pro-apoptotik sinyallerin tetiklenmesine sebep
olur (99). ROS, mitokondri tarafindan iiretilen ve ayn1 zamanda mitokondriye zarar veren
bilesenlerdendir (108). Erken IRH’de ROS iiretimi sonucunda hepatositlerde hasar ana
unsurlardandir (109). H-IRH’de artan ROS DNA’ya, proteinlere, lipitlere ve diger hiicresel
kompartmanlara zarar vererek apoptozun tetiklenmesinde kritik bir rol oynar (110). ROS
tiretimi 6zellikle hipoksi sonrasi reperfiizyonla artan oksijen seviyeleri nedeniyle gergeklesir
(111). Bununla birlikte, iskemi sirasinda hipoksik kosullarda karbon monoksit, demir
metabolizmasindaki degisiklikler araciligiyla ROS ve hidroksil radikallerinin iiretilmesine
yol acarak hiicreye zarar verir (112). ROS ayn1 zamanda ¢oklu doymamis yag asitleri ile
etkileserek reaktif lipit peroksitler iiretilmesine neden olur ve hiicresel hasar1 daha da arttirir
(Sekil 2.4). Hiicresel hasar, artan H,O, gibi reaktif tiirlerin, makromolekiillere zarar vermesi
ve inflamasyon tetiklenmesi seklinde gerceklesir. Reaktif tiirler, 6zellikle DNA zincirlerinde
kirilmalara neden olarak genotoksisiteye neden olur ve hiicrede geri doniisiimsiiz hasar

olusur (99,113).
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Sekil 2.4. IRH ile ROS seviyelerindeki artig ve artan ROS’a bagli molekiiler degisimler(110)

Hepatik hasarda rol oynayan ve mitokondri ile iliskilenebilen bir diger kriter
kalsiyum konsantrasyonudur. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu, membran kanallar1 ve
pompalari ile diizenlenir (114,115). Iskemi ve hipoksi, hiicre membran gecirgenligini
artirarak hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarimin yiikselmesine neden olur; bu da
mitokondriden kalsiyum salinimina ve intraseliiler kalsiyum miktarlarinin artigina yol agar
(116). Artan intraseliiler kalsiyum miktari, protein kinaz C (PKC) aracii NFKB
aktivasyonuna neden olur. Boylece, ROS seviyeleri artar ve MPTP’ler acilir (117).
Reperfiizyon sirasinda ise zarar goren karaciger hiicrelerinde mitokondriyal kalsiyum
artisiyla birlikte artan lipit peroksidasyonu gergeklesir. Mitokondride artan kalsiyum miktari

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

H-IRH ve mitokondri etkilesimi 6zellikle ATP azlig1 nedeniyle gergeklesmektedir.
Iskemi sirasinda oksijen yetersizligi ATP iiretiminin kritik derecede azalmasina neden olur
(119). Bu nedenle, hiicrede ATPaz enzimlerinin aktivitesi azalir. Bu durum, hiicrede sodyum

ve kalsiyum iyonlar1 dengesizligine neden olarak mitokondriyal hasar gelistirir (120).

H-IRH-mitokondri iligkisinde rol oynayan bir diger molekiil IRH de ¢ift yonlii rol
oynayabilen nitrik oksittir. Nitrik oksit lokal kan akisin1 diizenleyip platelet olusumunu
engeller. Diger yandan, mitokondriyal solunumu inhibe ederek peroksitlerle etkilesimi
sonrast lipit peroksidasyonuna ve sonrasinda doku hasarina yol acar (121). Nitrik oksidin bu
farkli fonksiyonlar1t H-IRH’de farkli nitrik oksit sentaz enzimlerinin rolii ile agiklanabilmistir

(122-124).
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2.3. Metformin On Kosullama

Metformin tip 2 diyabet tedavisinde Oncelikli olarak tercih edilen kritik
terapotiklerdendir. Bir anti-glisemik ajan olmasina ragmen birden fazla molekiiler etkiye
sahiptir. Bu nedenle, farkli hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin diizenlenmesinde

ve/veya arastirilmasinda sikga tercih edilmistir (125).

2.3.1. Metformin ve etki mekanizmalari

Metformin, 1922 yilinda kesfedilen sentetik bir biguaniddir. Polar guanidin yapist
nedeniyle oldukga hidrofiliktir ve fizyolojik pH’de katyonik halde var olup pasif difiizyonla
hiicre icerisine girebilir. Metformin, hipergliseminin tedavisinde, 1950°1i yillardan itibaren
kabul gormiistiir (126—128). Diyabet tedavisine ek olarak diyabetin 6nlenmesinde, polikistik

over sendromunda ve metabolik sendromlarda kullanilabilmektedir (129—-132).

Metformin insanda fonksiyonunu organik katyon tasiyicilart (organic cation
transporter; OCT) araciligiyla sergiler. OCT ile etkilesim metforminin absorpsiyonunu,
dagilimimi ve biyokimyasal etkilerini belirler (132). Ince bagirsakta metformin emiliminde
enterositlerde bulunan plazma membran monoamin tasiyicis1 (PMAT) rol oynar (147).
PMAT ve OCT3, metforminin enterositlere aliminda gorev alir; OCT1 ise metforminin
enterositlerden kana ge¢isini saglar. Kanda metforminin hepatositlere gecisi ve bu siirecin
tersi OCT1 ve OCT3 araciliiyla gergeklesir. Ayrica, kandan bobreklere gegis OCT2 ile olur.
Renal tiibiiler hiicrelerden idrara geciste ise OCT1 ve ¢oklu ilag/toksin ekstriizyon proteinleri

gorev alir (132).

2.3.2. Metforminin mitokondriyal fonksiyona etkileri

Mitokondri, metforminin birincil molekiiler hedeflerindendir (133). Metformin,
mitokondri matriksi igerisinde lokalize olur ve burada mitokondriyal elektron transferi
zincirinin kompleks I’ini inhibe eder. Bu durum nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)
oksidasyonunun yaninda ATP sentezini de azaltir (Sekil 2.5) (129,133,134). ATP

seviyelerindeki azalis karacigerde, karaciger kinaz B1 (liver kinase B1; LKB1) aracil1 5’-
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adenozin monofosfat kinazin (5’-adenosine monophosphate kinase; AMPK) indiiklenmesini
saglayarak hepatik glukogenezi inhibe edip kaslarda glukoz kullanimini arttirir (135,136).
Farkli c¢alismalar, metforminin glukoz seviyelerinin azalisinin LKB1 ve AMPK’den

bagimsiz olabilecegini de gostermistir (137).

Metformin

Sekil 2.5. Metforminin mitokondri tizerindeki etkileri (131).

Birgok farkli kaynak, metforminin antioksidan 6zellige sahip oldugunu raporlamistir.
Bu sayede metformin sadece diyabet tedavisinde ve ¢aligmalarinda degil, ayn1 zamanda
karaciger hasari, serebral iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson hastalig1 ve organ yetmezligi
gibi birgok farkli patogenezde calisilmistir (138—140). Bu calismalarda metforminin
antioksidan 6zelliginin SIRT3, bir antioksidan olan paraoksonaz 1 (PON1) (141) ve AMPK
aktivasyonu ile tretilen tiyoredoksin (142) aracilifiyla gergeklesebilecegi bildirilmistir.
Metforminin ROS’u, hidroksil radikallerini direkt olarak baglayarak da o©nledigi
belirtilmistir (143). Ancak bu mindr etkinin yaninda asil etkinin -hiicre i¢inde- glutatyon
rediiktaz, katalaz, SOD, NADPH oksidaz ve glutatyon (GSH) seviyelerini etkilenmesi ile
gerceklestigi bildirilmistir (144).

2.3.3. Farkh patogenezlerde metformin 6n kosullama

Literatiirde metformin, farkli molekiiler mekanizmalara odaklanarak hiicre hatlarinda
ve/veya hayvan modellerinde ¢alisilmistir. Metformin 6n kosullama adi ile gergeklestirilen
bu c¢aligmalarda metforminin patofizyolojik yonden olumlu yonleri calisilmistir ancak

sekonder bulgularin nasil etkilendigi halen arastiriimaktadir.
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Metformin 6n kosullamasinin etkilerinde norolojik patogeneze yogunlasan
calismalar oldukca fazladir (145). Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, 200 mg/kg
konsantrasyonlu metformin 6n kosullamanin inflamasyonun ve otofaji programlarmin
baskin oldugu spinal kord hasarinda mTOR/p70S6K yolagini aktive ederek otofajiyi
arttirdigr, NFKB ekspresyonunu manipiile ederek apoptozu ve inflamasyonu azalttig
belirtilmistir (146). Benzer bir ¢alismada, 50 mg/kg/giin dozajinda metformin kronik 6n
kosullama ile sicanlarda NFKB, TNFa, IL-1B ve IL-6 aktivasyonunun engellenmesiyle
noronal korunma saglandigi bildirilmistir (147). Tek doz metformin uygulamasi
gerceklestirilen bir diger ¢aligmada, 10 mg/kg metforminin siganlarda AMPK’yle birlikte

otofajiyi aktive ederek ndronal koruma sagladigi bulgusuna ulasilmistir (148).

Metformin kosullamanin gergeklestirildigi bir diger onemli grup ise kardiyak
patogenezlerdir. Bu ¢alismada metforminin koruyucu etkileri alt1 ¢izilerek raporlanmistir
(149,150). Kardiyak tutulma gergeklestirilen fare modellerinde 14 giin boyunca igme suyu
ile 1 mg/ml konsantrasyonunda verilen metforminin, AMPK aktivasyonu ile otofajiyi
tetikledigi ve mitokondriyal fonksiyona katkida bulundugu bildirilmistir. Farelerde ayni
zamanda kardiyak anomali ile bobreklerde goriilebilecek iskemi/reperfiizyon hasarinin

azaldig1 da kaydedilmistir (151).

Renal anomaliler, metforminin koruyucu etkisinin vurgulandig: bir diger hastalik
grubudur (152). Fare modelinin kullanildig1 bir ¢alismada, kronik bobrek hastaligina sahip
hayvanlara 5 hafta boyunca 200 mg/kg/giin dozajinda metformin uygulamasinin AMPK’yi
aktive ve NFKB aracili inflamasyonu inhibe ederek néronal progresyon sagladig: ve inmeyi
engelledigi gosterilmistir (153). Ayrica, baska bir ¢alismada metformin uygulamasinin,
kronik bobrek hastaligina sahip farelerden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerde DNA

hasarini onledigi ve hiicreleri senesensten kurtardigi belirtilmistir (154).

Iskemi/reperfiizyon hasari, metformin 6n kosullama ile sik¢a calisilan konu basliklar:
arasindadir (8). Bir calismada, miyokardiyal IRH fare modellerine, iskemi Oncesi ya da
reperfiizyon baslangicinda 125 pg/kg metformin kosullamasi gergeklestirilmis ve etkileri
incelenmigtir. Caligma sonucunda, metformin uygulamasmin diyabetik ve diyabetik
olmayan farelerde miyokardiyal hasar1 onledigi gosterilmistir. Bu etkinin, AMPK ve
endotelyal NOS aktivasyonu ile gerceklestirildigi kanitlanmistir (155). Benzer sonuglar
kardiyak transplantasyon gerceklesirken goriilebilecek IRH’den de elde edilmistir (156).
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Metformin, SOD ekspresyonunu azaltarak ve apoptozu onleyerek kardiyak IRH koruyucu
bir rol istlenmistir (157). Bir diger c¢alismada, sigcanda yumurtaliktaki IRH’de
malondialdehit (MDA), GSH ve TNFa seviyelerinin, Kaspaz-3 aktivasyonun ve NFKB
aracili inflamasyonun arttif1 ancak Ostrojen seviyelerinin azaldigi goriilmiistiir. Degisen
dozajlarda (250-500 mg/kg) metformin kosullamasinin GSH haricinde tiim bu parametreleri
tersine c¢evirerek hasari Onlemede etkili oldugu belirlenmistir (158). Bu molekiiler
yolaklardan farkli olarak, si¢anlarda serebral IRH’de metformin uygulamasimin PI3K/Akt
yolag1 lizerinden ndronal apoptozu engelledigi gosterilmistir (159). Yagh karacigerdeki
IRH’ye odaklanilan bir ¢aligmada, siganlara 3 giin boyunca intraperitoneal olarak verilen 50
mg/kg/giin konsantrasyonundaki metforminin, serum alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST), IL-6, TNFa, IL-1p, TLR4 ve NFkB seviyelerini azaltarak
inflamasyona ek olarak apoptozu da engelledigi belirlenmistir (160). Metformin kosullama
sonrast IRH ayn1 zamanda ince bagirsak (161), bobrek, testis (162) ve retina (163) gibi farkli

organlarda da ¢aligilmistr.

2.4. H-IRH’de Sican Modelleri

H-IRH’de hayvan modellerinin olusturulmasinda en 6nemli basamak, en uygun
hayvan tiirliniin tercihinin yapilmasidir. Model hayvan olarak fareden domuza genis bir tiir
aralig1 kullanilmistir. Uygulama kolaylig1 nedeniyle fare ve sigan gibi kiigiik hayvanlar tercih
sebebidir. Ote yandan, hayvan kiiciildiik¢e elde edilen bilginin insana uyarlanabilirligi farkli
anatomiler nedeniyle zorlagmaktadir. Biiyiik hayvanlarda ise uygulama zorluklar1 ve etik
kaygilar devreye girmektedir (164). Secilen tiiriin cinsiyeti ve yas1, hepatik mikrosirkiilasyon
farkliliklar1 nedeniyle dikkat edilmesi gereken bir diger etkendir (165). Hayvan yasinin 14-
16 hafta (250 g) tutulmasinin ideal olabilecegi belirtilmistir (166). Disi hayvanlardaki dstrus
dongiisiine bagli hormonal degisimlerin fazlaligi, erkek hayvanlarin H-IRH modellemesinde

daha etkin kullanilabilecegine isaret etmektedir (167).
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2.4.1. H-IRH’de sican modellerinin olusturulmasi

Sicanlar farelere gore biiyiik viicut ebatlar1 sayesinde kolay uygulama ve goézlem
avantaji sunar; domuz, kopek ve koyun gibi biiylik hayvanlara kiyasla aydinlatilmis
genomlar1 ve molekiiler mekanizmalari ile de H-IRH modellemede 6n plana ¢ikmaktadirlar
(166,168). Siganlarda in vivo H-IRH modellemenin farkli operasyonel metotlart mevcuttur.
Bu metotlar karaciger transplantasyonu ve normotermal iskemi basliklar1 altinda toplanabilir

(166).

Sicanda karaciger transplantasyonu, H-IRH’yi modellemede klinik gegerliligi en tist
diizeyde olabilecek yontemdir (169). Karaciger transplantasyon modeli ile organ saklama
kosullarini, toleransi, organ reddini ve immiin baskilayici terapdtikleri aydinlatabilmek
miimkiindiir (170). Dahasi, transplantasyon ile biiyiikliik ve 6n kosullama gibi graft temelli
maniplilasyonlarin gergeklestirilebilmesi farklt mekanizmalarin aydinlatilabilmesi igin
kritiktir (171). Bununla beraber, operasyon zamani ve teknik gereksinimler H-IRH

modellemesinde transplantasyonu sinirlamaktadir (169).

Normotermal iskemi global ve parsiyel olarak gerceklestirilebilir. Global hepatik
iskemi, portokaval dekompresyonla ya da dalak transpozisyonuyla saglanabilir. Portal
dekompresyon, karaciger transplantasyonu sonrasi gelisebilecek sicak IRH’yi
modellemektedir. Bu yaklagimda amag portojugular ve splenokaval santlarla karacigere kan
akisint belirlenen stirelerle engellemektir (172,173). Global hepatik iskemide bir diger
yaklasim dalak transpozisyonudur. Bu yontemde dalak, subkutan bir keseye baglanir ve
haftalar sonra iskemi olusur. Operasyon goreceli olarak kolay olsa da uzun zaman
gerektirmesi yontemin dezavantajidir (174,175). Parsiyel iskemide, sol ve medyan loblarin
hepatik arteri, portal damari ve safra kanali tikanir. Diger loblar tizerinden kan akis1 devam
edeceginden bu yontemde ekstrakorporel santa ihtiya¢ kalmaz. Bu sayede degisen ylizdelerle
(%30 ve 70 gibi) iskemi saglanabilir. Yiizde 70 iskemi, ¢alismalarda sikga tercih edilen bir
metodolojidir. Klinikte iskemi-reperfliizyon varliinda parsiyel hepatektomi kan akiginin
kontrolii i¢in uygulandigindan, parsiyel model, klinige yakin sonuglar olusturabilmesi
acisindan fazlaca tercih edilmektedir. Yontem portal triada bir pens yerlestirilmesi ile
gerceklestirildiginden iskemi ve reperfiizyon siirelerini kontrol etmek miimkiindiir (176—
178). Pens yardimiyla parsiyel IRH modellemede, siganda 3 cm’lik orta hat supraumbikal

kesik agilir. Daha sonrasinda, ya abdominal duvarin iki yanina basing uygulayarak ya da
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retraktdr yardimiyla karaciger goriliniir hale getirilir. Ligamentdz baglantilar ayristirilarak
karaciger izole edilir. Karaciger hilusu ag18a ¢iktiginda hepatik arter ve portal damar goriiniir
hale gelir. Sonraki adimda, karacigerin istenilen lobuna kan akigi atravmatik vaskiiler
mikropensler yardimiyla engellenir. Iskemi olusumu ilgili lobun beyazlasmasi ile anlasilir.
Islem sonrasi karaciger abdominal bosluga yerlestirildikten sonra yara dehidrasyonunu ve
hipotermiyi énlemek amaciyla kapatilir. Ongdriilen siire sonunda pens ¢ikartilip reperfiizyon

saglanir (179).

2.4.2. Sican modellerinin klinik gecerliligi

Hayvan ¢aligmalarindan elde edilen bulgular ve insana yonelik ¢ikarimlar oldukca
anlamli olmakla birlikte birtakim limitasyonlar1 beraberinde getirmektedir. Organizmalar
arasi hipotermi ve iskemi toleranslarinin, karaciger anatomileri gibi aragtirma esnasinda
kullanilan ajanlarin etkilerinin farklilik géstermesi de bu limitasyonlardandir. Bu nedenlerle
en uygun hayvan tiiriiniin ve deney modelinin se¢ilmesiyle klinik soruya yonelik protokoliin
standardize edilmesi gerekir (166). Literatiirde, farkli ¢aligmalarda olusturulan modellerde,
aynt mekanizma i¢in farkli sonuclar elde edilebilecegi bildirilmistir. Bu durum, yapilan
calismalardan birinde cerrahi operasyon farkliliklar1 ile iliskilendirilmistir. Cerrahi
yaklagimlarla iskemik kosul yaratilan modellerin, iskemi i¢in segilen karaciger lobuna gore
arastirilan molekiiler mekanizmalar etkileyebildigi belirtilmistir (176). Bu nedenle, insana
dair klinik ¢ikarimlar yapilacak olan model organizmalarda iskeminin yiizdesi ve siiresi

onemlidir (166).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Onay

Sunulan ¢alisma, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul tarafindan
04.12. 2023 tarih, 23/23 say1 ve DA23/14 proje koduyla onaylanmistir. Etik onay, EK 1°de

sunulmustur.

3.2. Deney Dizaym

Sunulan ¢alisgmada H-IRH siganlarda modellenmistir. Calismada her grupta 10
hayvan olacak sekilde 30 sican (gii¢ analizi 2.5’te verilmistir) siganlar, i) higbir uygulama
yapilmamis (sham), ii) IRH ve iii) Metformin kosullamasi sonrasi IRH (Met-IRH) olmak
lizere li¢ gruba ayrilmistir (Sekil 3.1).

Gruplar igerisinde iskemi, reperfiizyon ve metformin uygulama siireleri, optimal I/R
stirelerinin galisildig1 iki ayr1 ¢alisma ile (Proje no:DA23/14; Baslik: Sicanlarda ideal hepatik
iskemi-reperfiizyon hasar1 modeli standardizasyonu ve Proje no: DA23/18; Baslik:
Sicanlarda hepatik iskemi-reperfiizyon hasar1 modelinde metformin ile 6n kosullama
standardizasyonu) kapsaminda varyasyonlar halinde denenerek belirlenmistir. S6z konusu
bu calismada iskemi siireleri 45 ve 90 dk; reperfiizyon siireleri 6, 12, 24 ve 48 saat;
metformin stireleri 1, 3, 7 ve 15 gin olarak belirlenmistir. Bu stirelerin farkl
kombinasyonlar1 ile gergeklestirilen karakterizasyon calismalarinda, model olusturma
acisindan en uygun kombinasyonun 45 dk iskemi, 6 saat reperfiizyon ve 7 giin metformin
on kosullama oldugu goriilmiistiir (kabulu alinmis yayin; Experimental hepatic ischemia-
reperfusion injury model in rats). Bu nedenle, calisma kapsaminda belirtilen siire

kombinasyonu baz alinmistir.
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Grup 1 Grup 2 Grup 3
(Sham) (IRH) (Met-IRH)

=y

I 300 mg/kg/giin
1 metformin; 7 giin

x10

. o .

& <10 g x10 —~—g x10
45 dk 45 dk
1skemi iskemi

B -

6s 6s

reperfiizyon reperfiizyon

é v v
Karakterizasyonlar:
18 Biyokimyasal analizler >> ELISA
2. Histokimyasal analizler >> IHK
3. Protein analizi >> WB

Sekil 3.1. Calisma boyunca izlenen metodoloji.

3.3. Hayvan Bakimi, Gozetim ve Operasyon Protokolleri

Calismada kullanilan sicanlar, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Aragtirma Merkezi’nden temin edilmistir. Calismada Wistar albino irkindan, tamamu erkek,
6-9 aylik ve 250-300 g agirliginda sicanlar kullanilmistir. Calisma stiresince sicanlar,
polikarbonat seffaf kafeslerde ve 12:12 aydinlik/gece dongii, 22 + 2°C sicaklik ve %45-50

nem orani saglanan odalarda muhafaza edilmistir.

Metformin onkosullamasi, siganlara 7 giin devam edecek sekilde orogastrik gavaj

yoluyla 300 mg/kg/giin dozunda metformin verilmesi ile gergeklestirilmistir.

22



Iskemi-reperfiizyon hasari, IRH modelleme ydntemlerinden parsiyel modelle
gerceklestirilmistir. Operasyon, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Aragtirma Merkezi nin operasyon odasinda ve steril ortamda gergeklestirilmistir. Operasyon
Oncesi siganlarda anestezi, 60 mg/kg ketamin ve 7 mg/kg ksilazin igerigi ile intraperitonal
olarak uygulanmigtir. Uyutma sonrasi siganlar supin pozisyonunda tutulmustur ve
abdominal deri povidon iyot soliisyonu ile dezenfekte edilmistir. Daha sonra, sag subkostal
bolgede 4 cm’lik bir insizyonla portal triad izole edilmistir ve Scanlan Vascu-Statt buldog
pens kullanilarak hepatik hilusta klampe edilmistir. Ekspoze abdominal boélgeyi nemli
tutabilmek adina 3-4 ml sicak salin soliisyonu uygulanmistir. insizyon, tam kat seyrek dikis
ile kapatilmigtir ve sicanlar planlanan iskemi siireci boyunca bir radyan 1sitici altinda
tutulmustur. Planlanan iskemi siiresine ulasildiginda, dikisler sokiilmiistiir ve reperfiizyon
periyodunu baslatmak amaciyla klamp ¢ikartilmistir. Abdominal duvar, anatomik olarak
devam eden bir sekilde dikilmistir. Planlanan reperfiizyon siiresinin sonunda, si¢anlara
tekrar anastezi uygulanmistir. Kardiyak ponksiyon ile siganlardan 2 ml kan alindiktan sonra
insizyon tekrar agilmistir ve total hepatektomi uygulanmistir. Daha sonra sicanlar genel
anestezi altinda servikal dislokasyonla sakrifiye edilmistir. Karaciger dokularinin bir kismu,
histolojik analizler i¢in %10’luk formaldehit soliisyonuna alinmistir. Kalan dokular sivi

nitrojen icerisine alinmistir ve kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Veri Eldesi ve Analizi

3.4.1. Histopatolojik analizler

Modellemelerin karaciger dokusu {izerindeki etkileri Oncelikle histopatolojik
metotlarla belirlenmistir. Histopatolojik ¢alismalar, Baskent Universitesi Ankara Hastanesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Histopatolojik ¢alismalarda
modellemeler sonrasi karaciger dokular1 parafin blok igerisine alinmistir. Parafin bloklardan
5-6 pum kalinliginda kesitler alinarak rutin Hematoksilen-Eozin (H& E) boyamasi
gergeklestirilmistir. Boyamalar 151k mikroskobu ile goriintiilenerek imajlar elde edilmistir.
Goriintiilerde konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve notrofil infiltrasyonu parametreleri,

Suzuki kriterleri ile kantifiye edilmistir.
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3.4.2. Biyokimyasal analizler

Calismada model hayvanlarin olusturulmasi sonrasinda, hipoksi ve metformin
kosullamasi ile etkilenebilecek TNFa, MDA, GSH, myeloperoksidaz (MPO), ATP, ROS,
total oksidan statiisii (TOS), AST ve ALT seviyeleri, enzime bagli immiinosorbent testi
(enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) ile belirlenmistir. TNFa, MDA, GSH, MPO,
ATP, ROS ve TOS seviyeleri karaciger dokusundan ¢alisilmistir. AST ve ALT seviyeleri

ise direkt olarak kandan tespit edilmistir.

3.4.2.1. Orneklerin hazirlanmasi

Omneklerin hazirlanmasinda izlenilen adimlar su sekildedir:

- Sivi azot ile dondurulmus karaciger dokulari bir bistiiri yardimiyla
parcalanmustir.

- Ornekler arasi sapmay1 engellemek adima her bir rnekten 100 mg agirliginda
doku kullanilmaya ¢alisilmistir.

- Dokular bir bistiiri yardimiyla daha da pargalanmistir ve 1.5 ml eppendorf tiip
i¢erisine alinmuistir.

- Doku pargalar1 lizerine 1 ml soguk fosfat tamponlu salin (phosphate buffered
saline; PBYS) ilave edilmistir.

- Karigim 4°C’de 8000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

- Islem sonunda siipernatant yeni bir tiipe alimmustir ve bu soliisyon direkt olarak
ELISA igin kullanilmistir.

- AST ve ALT seviyeleri, intrakardiyak olarak alinan 2 ml kan kullanilarak
belirlenmistir. Tam kan 1500 g’de 10 dk santifiij edilmistir ve siipernatant olarak
elde edilen serum ornekleri 6lgtimlerde kullanilmastir.

Hazirlanan karaciger 6rneklerindeki protein konsantrasyonlar1 Bradford Analizi (ABT
Bradford Assay, Kat No W04-01-50; ABT Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) ile
ireticinin talimatlaria gore belirlenmistir. Buna gore;

- Kit bileseni olan bovin serum albiimin (BSA) stok standardindan molekiiler

saflikta su yardimiyla 2-0 pg/ul konsantrasyonlarinda ara diliisyonda standartlar

hazirlanmustir.
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- Daha sonra, hazirlanan standartlarin 5’er pl’si bir mikroplaka icerisinde kit
bileseni olan 200 pl Bradford test reaktifi ile karistirtlmistir.

- Karisim oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

- Stire sonunda, bir mikroplaka okuyucu (MB-580 Full-Automatic Micro-Plate
Reader; Nanbei, Cin) yardimiyla, 595 nm’de optik dansite (optical density; OD)
degerleri elde edilmistir.

- Elde edilen absorbans ve ilgili konsantrasyonlar kullanilarak egri uydurma
algoritmas1 ile belirleme katsayis1 ve egri i¢in matematiksel formiil elde
edilmistir (Sekil 3.2). Bu formiil yardimiyla protein konsantrasyonu bilinmeyen

orneklerin protein konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

2500 y = 646,73x2 + 455,73x + 37,701
R?=0,9972
2000 .
1500 .,-"
1000 °
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500 b
e
Q..o
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Sekil 3.2. Orneklerin protein konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi igin hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gostermektedir.

3.4.2.2. TNFa seviyelerinin belirlenmesi

Tiim gruplardaki hayvanlardan elde edilen karaciger dokusunda TNFa seviyeleri,
sigan TNFa ELISA Kiti (Katalog No: EO764Ra; Bioassay Technology Laboratory; BT Lab,
Giiney Kore) yardimiyla iireticinin talimatlarina gore belirlenmistir. Buna gore, kit bileseni
olan standart soliisyonundan (1280 ng/L) seri diliisyonla 640, 320, 160, 80 ve 40 ng/L

konsantrasyonlu standartlar hazirlanmistir. Standartlardan 50 pl, kit bileseni olan ve
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kullanima hazir plakanmn kuyucuklarina eklenmistir. Orneklerden ise final 40’ar ul
kuyucuklara konulmustur. Ornekler iizerine 10 pl sican TNFa antikoru eklenmistir.
Standartlarda bu antikorun hali hazirda oldugu belirtildigi i¢in standartlar iizerine antikor
eklenmemistir. Daha sonra, tiim kuyucuklara 50 ul streptavidin-HRP soliisyonu eklenmistir.
Soliisyonlar karistirildiktan sonra kuyucuklarin iizeri bir kaplama (sealer) yardimiyla
kapatilmistir ve 37°C’de 60 dk inkiibasyon saglanmistir. Siire sonunda, kuyucuklardaki
soliisyonlar aspire edilmistir ve 300 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapilmistir.
Kuyucuklara 50°ser ul substrat soliisyonu A ve B eklenmistir ve karanlik bir ortamda
37°C’de 10 dk inkiibasyon gerceklestirilmistir. Son olarak bu soliisyonlar iizerine 50 pl stop
soliisyonu eklenmistir 10 dk igerisinde bir mikroplaka okuyucu yardimiyla 450 nm’de OD
degerleri elde edilmistir. Standartlar i¢in elde edilen OD degerleri ve ilgili konsantrasyonlar
kullanilarak egri uydurma algoritmasi ile belirleme katsayisi ve egri icin matematiksel
formiil elde edilmistir (Sekil 3.3). Bu egri araciligiyla elde edilen denklem, absorbans
degerleri ve baslangi¢ konsantrasyon oranlart kullanilarak 6rneklerin TNFa seviyelerinin

belirlenmesini saglamistir.

TNF-a (ng/L) y = 256,65 + 120,98x + 27,778

R?=0,9987
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Sekil 3.3. Orneklerin TNFa konsantrasyonlarmin hesaplanabilmesi i¢in hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gostermektedir.
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3.4.2.3. ATP seviyelerinin belirlenmesi

Orneklerdeki ATP seviyeleri, sigan ELISA kiti (Katalog No: E0920Ra; Bioassay
Technology Laboratory; BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak belirlenmistir. Protokolde, 1600
ng/ml konsantrasyonundaki standart stok soliisyonundan seri diliisyonlarla 800, 400, 200,
100 ve 50 ng/ml konsantrasyonlarinda ara standart soliisyonlar1 hazirlanmistir. Standartlar
50 wl ve ornekler 40 pl hacimle kullanima hazir ELISA plakasinin kuyucuklarina
aktarilmistir. Ornekler iizerine 10 ul anti-ATP antikoru eklenmistir. Tiim kuyucuklara 50 ul
streptavidin-HRP soliisyonu eklendikten sonra plaka 37°C’de 60 dk inkiibe edilmistir.
Kuyucuklar, 300 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikanmistir. Yikama sonrasi tiim
kuyucuklara 50 pl substrat soliisyonu A ve B eklenmistir. 37°C’de 10 dk inkiibasyon sonrasi
kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklenmistir ve 450 nm’de OD degerleri elde edilmigtir.
Standartlar i¢in elde edilen OD degerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanilarak egri uydurma
algoritmasi ile belirleme katsayisi ve egri icin matematiksel formiil elde edilmistir (Sekil
3.4). Bu egri aracihifiyla elde edilen denklem, absorbans degerleri ve baslangic

konsantrasyon oranlari kullanilarak 6rneklerin ATP seviyelerinin belirlenmesini saglamistir.

ATP (ng/mL) y =501,14x* - 43,437x + 70,115
R? =0,9849
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Sekil 3.4. Orneklerin ATP konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi igin hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gostermektedir.
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3.4.2.4. ROS seviyelerinin belirlenmesi

Orneklerdeki ROS seviyeleri sigan ROS ELISA kiti (Katalog No: E0304Ra;
Bioassay Technology Laboratory; BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak iireticinin talimatlarina
gore belirlenmistir. 1600 U/ml konsantrasyonundaki stok standart soliisyonundan seri
diliisyonlarla 800, 400, 200, 100 ve 50 U/ml konsantrasyonlarinda ara standart soliisyonlari
hazirlanmistir. Orneklerden 40’ar pl ve standartlardan 50°ser pl kullanima hazir ELISA
plakalarmimn kuyucuklarma eklenmistir. Ornekler iizerine 10 ul anti-ROS antikoru
eklenmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP soliisyonu eklenmistir ve karisimlar
37°C’de 60 dk inkiibe edilmistir. 5 kez 300 pl yikama soliisyonu ile yikama islemlerinden
sonra kuyucuklara 50’ser pl substrat soliisyonu A ve B eklenmistir. 37°C’de 10 dk
inkiibasyon sonrasi, kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklenmis ve 450 nm’de OD degerleri
elde edilmistir. Standartlar i¢in elde edilen OD degerleri ve ilgili konsantrasyonlar
kullanilarak egri uydurma algoritmasi ile belirleme katsayisi ve egri i¢cin matematiksel
formiil elde edilmistir (Sekil 3.5). Bu egri araciligiyla elde edilen denklem, absorbans
degerleri ve baslangic konsantrasyon oranlari kullanilarak 6rneklerin ROS seviyelerinin

belirlenmesini saglamistir.

ROS (U/mL) y = 482,51x% + 26,786x + 58,145

R*=0,9989
1800,00

1600,00
1400,00
1200,00
1000,00
800,00
600,00
400,00
200,00

0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Sekil 3.5. Orneklerin ROS konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi i¢in hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gdstermektedir.
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3.4.2.5. TOS seviyelerinin belirlenmesi

Orneklerdeki TOS seviyeleri sigan TOS ELISA kiti (Katalog No: E1512Ra; Bioassay
Technology Laboratory; BT Lab, Giiney Kore) yardimiyla belirlenmistir. Protokolde, 64
U/ml konsantrasyonundaki stok standart soliisyonundan seri diliisyonlarla 32, 16, 8, 4 ve 2
U/ml konsantrasyonlarinda ara standart soliisyonlar1 hazirlanmistir. Standartlar 50°ser ve
ornekler 40’ar ul hacimlerle kullanima hazir ELISA plakalarinin kuyucuklarina eklenmistir.
Ornekler iizerine 10 pl anti-TOS antikoru ve tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP
soliisyonu eklenmistir. Karisimlar 37°C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Kuyucuklar 5 kez 300
pl yikama soliisyonu ile yikanmistir. Daha sonra kuyucuklara 50°ser pl substrat soliisyonu
A ve B eklenmis ve 37°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Son olarak kuyucuklara 50 pl stop
sollisyonu eklenmis ve 450 nm’de OD degerleri elde edilmistir. Standartlar i¢in elde edilen
OD degerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanilarak egri uydurma algoritmasi ile belirleme
katsay1s1 ve egri i¢cin matematiksel formiil elde edilmistir (Sekil 3.6). Bu egri araciligiyla
elde edilen denklem, absorbans degerleri ve baslangi¢c konsantrasyon oranlart kullanilarak

orneklerin TOS seviyelerinin belirlenmesini saglamistir.

TOS (U/mL) y =15,35x + 10,591 + 1,2273

R?=0,9978
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Sekil 3.6. Orneklerin TOS konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi igin hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gostermektedir.

3.4.2.6. MPO seviyelerinin belirlenmesi

Orneklerin MPO seviyeleri, sican MPO ELISA kiti (Katalog No: E0574Ra; Bioassay
Technology Laboratory; BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak belirlenmistir. Ureticinin
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protokoliine gore 128 ng/ml ana standart solisyonundan seri dillisyonlarla 64, 32, 16, 8 ve 4
ng/ml konsantrasyonlarinda ara standartlar olusturulmustur. Standartlarin 50°ser ve
orneklerin 40’ar ul’si ELISA plakalarinin kuyucuklarina eklenmistir. Orneklerin iizerine 10
ul anti-MPO antikoru eklenmistir. Tim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP soliisyonu
eklendikten sonra 37°C’de 60 dk inkiibasyon saglanmistir. 300 pl yikama soliisyonu ile
kuyucuklar 5 kez yikanmistir. Kuyucuklar icerisine 50 pl substrat soliisyonu A ve B
eklenmistir ve reaksiyon 50 ul stop soliisyonu ile sonlandirilmistir. 450 nm’de OD degerleri
elde edilmistir. Standartlar i¢in elde edilen OD degerleri ve ilgili konsantrasyonlar
kullanilarak egri uydurma algoritmasi ile belirleme katsayisi ve egri i¢cin matematiksel
formiil elde edilmistir (Sekil 3.7). Bu egri araciligiyla elde edilen denklem, absorbans
degerleri ve baslangi¢c konsantrasyon oranlari kullanilarak orneklerin MPO seviyelerinin

belirlenmesini saglamistir.

MPO (ng/mL)  y=32,019% +17,409x + 2,3099

R?=0,9877
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Sekil 3.7. Orneklerin MPO konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi i¢in hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gdstermektedir.

3.4.2.7. GSH seviyelerinin belirlenmesi

Orneklerin GSH seviyeleri, yarismaci baglanma iizerinden tespit olanagi veren sican
GSH ELISA kiti (Katalog No: ELKS8577; ELK Biotechnology, Cin) kullanilarak
belirlenmistir. Ureticinin protokoliine gére 100 ng/ml ana standart soliisyonundan seri
diliisyonlarla 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 ve 1.57 ng/ml konsantrasyonlarinda ara standartlar

olusturulmustur. Standartlardan ve 6rneklerden 50°ser ul ELISA plakalarinin kuyucuklarina
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eklenmistir. Tiim kuyucuklar {izerine 50 pl biyotin konjugati eklenmis ve plakalar 37°C’de
bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar 3 kez 200 pl yikama soliisyonu ile
yikanmistir. Yikama iglemi sonrasi kuyucuklar igerisine 100 pl streptavidin-HRP soliisyonu
eklenmis ve 37°C’de bir saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklar 5 kez 200 pl
yikama soliisyonu ile yikanmis ve tlizerlerine 90 pl TMB substrat soliisyonu eklenmistir.
Plakalar 37°C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyon 50 pl stop soliisyonu ile
sonlandirilmistir. Son olarak 450 nm’de OD degerleri elde edilmistir. Standartlar i¢in elde
edilen OD degerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanilarak egri uydurma algoritmasi ile
belirleme katsayisi ve egri i¢cin matematiksel formiil elde edilmistir (Sekil 3.8). Bu egri
araciligiyla elde edilen denklem, absorbans degerleri ve baslangi¢ konsantrasyon oranlari

kullanilarak 6rneklerin GSH seviyelerinin belirlenmesini saglamistir.

GSH (mg/mL) y =39,233x2 - 137,81x + 116,11

120 R?=0,9609
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Sekil 3.8. Orneklerin GSH konsantrasyonlarmin hesaplanabilmesi i¢in hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gostermektedir.
3.4.2.8. MDA seviyelerinin belirlenmesi

Orneklerin MDA seviyeleri, yarismaci baglanma {izerinden tespit olanag veren sigan
GSH ELISA kiti (Katalog No: ELKS8612; ELK Biotechnology, Cin) kullanilarak
belirlenmistir. Ureticinin protokoliine gére 1000 pg/ml ana standart soliisyonundan seri
diliisyonlarla 500, 250, 125, 62.5, 31.25ve 15.63 pg/ml konsantrasyonlarinda ara standartlar
olusturulmustur. Kullanima hazir ELISA plakalarina standartlardan ve 6rneklerden 50’°ser

ul eklenmistir. Daha sonra, tiim kuyucuklar iizerine 50 pl biyotin konjugati eklenmistir.
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Plakalar 37°C’de bir saat inkiibe edilmistir ve siire sonunda kuyucuklar 3 kez 200 ul yikama
soliisyonu ile yikanmistir. Yikama sonrasi kuyucuklar igerisine 100 pl streptavidin-HRP
soliisyonu eklenmistir. Plakalar 37°C’de bir saat inkiibe edilmistir ve 5 kez 200 pul yikama
soliisyonu ile yikanmistir. Kuyucuklar igerisine 90 ul TMB substrat soliisyonu eklenmis ve
37°C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyon 50 upl stop soliisyonu ile
sonlandirilmistir ve 450 nm’de OD degerleri elde edilmistir. Standartlar i¢in elde edilen OD
degerleri ve ilgili konsantrasyonlar kullanilarak egri uydurma algoritmasi ile belirleme
katsayis1 ve egri icin matematiksel formiil elde edilmistir (Sekil 3.9). Bu egri araciliiyla
elde edilen denklem, absorbans degerleri ve baslangi¢ konsantrasyon oranlart kullanilarak

orneklerin MDA seviyelerinin belirlenmesini saglamistir.

MDA (pg/mL)  y=44882x-1429,8x + 1091,6

R?=0,9737
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Sekil 3.9. Orneklerin MDA konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi igin hazirlanan standart

egri. x ekseni konsantrasyon degerlerini ve y ekseni absorbans degerlerini gdstermektedir.

3.4.2.9. ALT ve AST seviyelerinin belirlenmesi

Serum AST ve ALT seviyeleri, intrakardiyak olarak elde edilen 2 ml kandan,
literatiirde belirtildigi lizere (180) otomatize sistemle tespit edilmistir. Bu amagla, tam
kandan santrifiigasyonla elde edilen serum ornekleri, Roche Cobas C701 (Roche
Diagnostics, Isvicre) platformu kullanilarak insanda in vitro tam igin gelistirilmis AST
(Katalog No: 05850819188; Roche Diagnostics, Isvigre) ve ALT (Katalog No:
05850797188; Roche Diagnostics, Isvicre) kitleri yardimiyla siire¢lendirilmistir. Elde edilen
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niimerik degerler, serumdaki total AST ve ALT seviyelerini gosteren degerler olarak

belirlenmistir.

3.4.3. Protein analizleri

IRH ve metformin kosullamasinin KPCmt’ye etkisi, KPCmt belirteclerinin protein
seviyelerinin Western Blot kullanilarak tespit edilmesi ile belirlenmistir. Western Blot,
asagidaki adimlar izlenerek gerceklestirilmistir. Islem sirasinda, her bir gruptan 3’er 6rnek

kullantlmistir.

3.4.3.1. Protein orneklerinin denatiire edilmesi
- Bradford hesabina gore konulacak protein 6rnegi iizerine 5X Pagesta Reducing
SDS-Page (Katalog No: 751-001, GeneAll Biotechnology Co., Cin) eklenmistir.
Toplam hacim 20 pl olacak sekilde distile su eklenmistir.
- Hazirlanan karisim 95°C’de 10 dk inkiibe edilmistir ve ardindan buz lizerine

alinmistir.

3.4.3.2. Orneklerin jele yiiklenmesi ve SDS-PAGE

- Dikey jel sistemi tanki icerisine yerlestirilmistir. %4-12’lik bis-tris gradiyent jeli
(Katalog No: NP0321; Invitrogen, ABD) icerisindeki jel kuyucuklarini
bozmadan jel tarag: dikkatlice ¢ikarilmistir.

- 20X MOPS yiiriitime tamponundan (Katalog No: NP0050; Invitrogen, ABD)
50 ml alip bir meziire eklenmistir ve tizerine 950 ml distile su ekleyerek 1X
MOPS tamponu elde edilmistir.

- Tankin igerisine, icten disina dogru 600 ml 1X MOPS yiiriitme tamponu
eklenmistir.

- Ornekleri yiiklemeden dnce 200 pl’lik pipete temiz bir pipet ucu takilmistir ve
kuyucuklar pipetaj yapilarak temizlenmistir.

- Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en bastaki ve sondakine 5 pl marker
yiiklenmistir.

- Kalan kuyuculara hazirlanan protein 6rneginden 20 pl yiiklenmistir.
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Dikey elektroforez sistemi ile gli¢ kaynagi elektrot kablolari ile baglanmistir. 80
voltta 10 dk yiiriitiilerek 6rneklerin kuyulardan ¢ikmasi saglanmistir. Daha sonra

ornekler, 220 volt ve 150 amper elektik ortaminda 50 dk yiiriitiilmiistiir.

3.4.3.3. Blotlama

Yiirlitme islemi sonunda jel, giic kaynagi ve dikey jel sisteminin elektrot
kablolar1 gii¢ kaynagindan cikarilip kapagi acilmistir. Jel sikistirma aparati
c¢ikarildiktan sonra jel kaseti ¢ikarilmistir.

Jel kaseti, jel bicagi kullanilarak ve kenar baglantilar1 kopartilarak agilmistir.
Jelin tarak kisimlari ve alt tarafindaki kalin jel kesilerek uzaklastirilmistir.
Icerisinde distile su bulunan bir kap igerisine dikkatlice alinmustir.

Blotlama kisminda iBlot2 jel transfer sistemi (Invitrogen, ABD) kullanilmistir.
iBlot 2 Transfer Stacks, Nitrocellulose kitinde yer alan aparat kutudan
cikartilmis ve lizerinde yer alan jelatin acilmistir. Aparat, plastigi ile birlikte
cihaza yerlestirilmistir. Iki aparat arasindaki beyaz plastik ¢ikarilmistir. Aparat
tizerinde yer alan membran istiine dikkatli bir sekilde jel yerlestirilmistir. Kit
icerisinde yer alan filtre kagidi distile su ile 1slatilmistir. Jelin {istline 1slak filtre
kagidi konulmustur. Hava kabarciklar1 uzaklastirilmistir. Kit igerisinde yer alan
stinger lizerindeki metal, iBlot cihaz kapaginda yer alan elektrota denk gelecek
sekilde kapaga yerlestirilmistir ve kapak dikkatlice kapatilmistir. Program
diigmesinden p3 programi se¢ilmistir ve 7 dk’lik siirede islem tamamlanmastir.
Transfer igleminin gerceklestigi marker bantlarinin hepsinin membrana ge¢mis
oldugu gozlenerek kontrol edildikten sonra membran dikkatli bir sekilde distile

su icerisine alinmustir.

3.4.3.4. Bloklama
Nitroseliiloz membran, Western Blotting Blocking Buffer (%5 BSA+ PBST;

ABT Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) igerisine alinmistir.

Membran, ¢alkalayict yardimiyla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
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3.4.3.5. Primer antikor uygulamasi

- Primer antikor uygulamasi i¢in Tablo 3.1°de belirtilen antikorlar, Western
Blotting Blocking Buffer (%5 BSA+ PBST; ABT Laboratory Industry, Ankara,
Tiirkiye) kullanilarak sulandirilmstir.

- Uzerindeki yikama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra membran 10 ml diliie
edilmis primer antikor igerisinde gece boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir.

- Ertesi giin +4°C’den ¢ikarilan membranlar 2 saat boyunca oda sicakliginda

hafifce ¢alkalanarak ekstra inkiibe edilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlari.

Katalog ) Molekiiler | Diliisyon
Marka Antikor Ismi
No Agirhk Oram
Affinity Biotech, Inc., ABD AF7018 | Beta Aktin 47 kDa 1:3000
Affinity Biotech, Inc., ABD DF12119 | LONPI1 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, Cin ES1723 | ATF-5 31 kDa 1:500
Goat Anti-Rabbit
Affinity Biotech, Inc., ABD S0001 1:3000
IgG (H+L) HRP
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3.4.3.6. Yikama

- Primer antikor inkiibasyonu bittikten sonra primer antikor soliisyonu
uzaklastirilmistir. Daha sonra membran 10X PBST pH 7.6 (Katalog No: B25-
01-05; ABT Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) i¢erisinde 3 kere ve 5 dk stire
ile hafifce calkalanarak yikanmistir.

3.4.3.7. Sekonder antikor uygulamasi ve yikama

- Sekonder antikor, Tablo 2.1°de belirtildigi gibi diliie edilmistir. Membran,
yikama sonras1 10 ml diliie edilmis sekonder antikor igerisinde oda sicakliginda
1 saat inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonras1 membran, 5’er dk’dan 3 kez 10X PBST pH 7.6 (Katalog No:
B25-01-05; ABT Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) ile yikanmistir.

3.4.3.8. Goriintiileme

- Yikama islemi bittikten sonra membranlar 2 ml ECL soliisyonu (ECL Western
Blotting Substrate, SUN; Katalog No: W63-01-05; ABT Laboratory Industry,
Ankara, Tirkiye) ile inkiibe edilmistir. ECL soliisyonu igerisinde 1 dk
inkiibasyon saglanmustir.

- Daha sonra membranlar, fazla ECL soliisyonundan arindirilarak goriintiilleme
cthazima (G: Box Chemi XRQ; Syngene, Hindistan) yerlestirilmistir ve
kemiliiminesan sinyaller elde edilmistir.

- Kemiliiminesan sinyaller, ImageJ yazilimi (181) kullanilarak ve Beta-aktinden

elde edilen sinyale korele edilerek rolatif olarak kantifiye edilmistir.

Bir primer antikor kullanilarak gerceklestirilen Western Blot islemi sonrasi
membran, bir stripping tamponu (A.B.T.™ Stripping Buffer for Western Blot; Katalog No:
W11-01-25; ABT Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) ile muamele edilmistir. Bu sayede,
membran {izerindeki primer ve sekonder antikorlar uzaklastirilmistir. Daha sonra, diger

hedef proteinlerden biri i¢in primer antikor ile inkiibasyon saglanmistir ve bu protein i¢in
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Western Blot adimlar tekrarlanmigtir. Stripping islemi, tiim hedef proteinler taranincaya

kadar tekrar edilmistir.

3.5. istatistiksel Analizler

Calismada gruplar igerisindeki hayvan sayisinin etkisi, G¥*Power 3.1.9.7 programi
(182) kullanilarak belirlenmistir. Programda varyans analizi (analysis of variance; ANOVA)
testi ile li¢ grup i¢in 30 total 6rnek biiyilikliigiiniin etkisi, a hata olasilig1 0,05 ve giic (1-p
hata olasilig1) 0,80 iken 0,59 olarak belirlenmistir. Bu deger, gruplar igerisinde gerekli olan

minimum hayvan sayisina ulagildigini gostermektedir (183).

Calisma boyunca, her bir islem i¢in en az 3 teknik replika kullanilmistir. Calisma
sonucu elde edilen niimerik degerler, gruplar arasinda Tek Yonliit ANOVA metodu ve ¢oklu
kiyaslama yaklasimi ile analiz edilmistir. Degerler arasindaki fark, p<0,05 ise istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism (GraphPad Inc.,

ABD) programi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Sican Modelleri ve Ornek Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda, her grupta 10’ar hayvan olacak sekilde sicanlar higbir
uygulama yapilmamis, IRH modellenmis ve metformin 6n kosullamasi sonrast IRH
modellenmis olmak tlizere ii¢ gruba ayrilmistir. Modellemeler sirasinda belirlenen siireler,
grubumuzun daha onceden yiiriitmiis oldugu ve hayvan sagkalimi agisindan belirledigi en
uygun zaman araliklaridir (yayinlanmamais veri). Buna gore iskemi siiresi 45 dk, reperflizyon
stiresi 6 saat ve metformin 6n kosullama siiresi 7 giindiir. Modellemeler sirasinda, higbir
uygulama yapilmamis ve metformin 6n kosullamasi sonrast IRH modellenmis hayvanlarda
herhangi bir anomali kaydedilmezken IRH modellemede bir hayvanda 6liim goriilmiistiir ve

bu nedenle ¢alismadan ¢ikartilmistir.

Uygulamalar sonrasi her grupta siganlar sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyon sonrasi 2
ml intrakardiyak kan ve karaciger dokulari ileri histolojik, biyokimyasal ve molekiiler
calismalar i¢in hazirlanmistir. Biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar i¢in 6rneklerden
protein izolasyonu gergeklestirilmis ve izole proteinler Bradford yontemi ile kantifiye

edilmistir. Elde edilen konsantrasyon bilgileri Tablo 4.1 ve EK 2’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Karaciger drneklerinden izole edilen protein konsantrasyonlari.

Ornek Sirasi Ornek Adi Konsantrasyon
(ng/nl)

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 On Kosullama Sonrasi IRH Modellemelerinin Histolojik ve
Biyokimyasal Etkileri

Modellemeler sonrasi karaciger dokulari, histopatolojik olarak incelenmistir. Bu
amagla, H& E boyamasi ile konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve nétrofil infiltrasyonu
parametreleri, Suzuki kriterleri ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil 4.1-4.4),
konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz parametreleri i¢in gruplar arasinda anlamli bir
degisiklik olmadigini gostermistir. Beklentinin aksine, metformin 6n kosullama ile nétrofil

infiltrasyonunun kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde (p=0,037)

arttigl goriilmiistiir (EK 3-6).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait H& E boyama goriintiisii. Hafif veniiler ve siniizoidal

konjesyon diginda normal goriinen karaciger dokusu. 40X orijinal biiyiitme.
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Sekil 4.2. I modelide genis nekroz alanlarini gosteren H& E boyama sonucu. 40

orijinal biiyiitme. Oklar nekrotik alanlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.3. Siniizoidler i¢inde yaygin ndtrofil varligi. 200X orijinal biiyiitme. Ok konjesyonu

ve daire vakuolizasyonu gostermektedir.
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Sekil 4.4. Histopatolojik degerlendirmeler ile elde edilen Suzuki kriterlendirmesi.

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

Modellemeler sonrast karaciger orneklerinden izole edilen proteinler kullanilarak,
hi¢bir uygulama yapilmamis hayvan grubundan (sham) elde edilen proteinler varliginda,
ELISA yardimiyla farkli analitlerin seviyeleri tespit edilmistir. IRH ve metformin 6n
kosullamas: sonrast IRH modellerinde TNFa seviyeleri, higbir uygulama yapilmamis
kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde (sirasiyla p=0,02 ve p=0,01)
artmustir (Sekil 4.5 ve EK 7).
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Sekil 4.5. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, TNFa seviyelerindeki degisim.

IRH ve metformin 6n kosullama sonrasi IRH modelleme ile ATP seviyeleri kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak (sirasiyla p<0,0001 ve p=0,002) azalmistir. Kontrol grubuna
gore IRH modelinde ATP seviyelerindeki azalisin metformin 6n kosullama ile gerceklesen

azalistan daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6 ve EK 8).
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Sekil 4.6. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, ATP seviyelerindeki degisim.
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IRH modelleme ile ROS seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli (p<0,0001) bir
artis gozlenmistir. Kritik olarak, metformin 6n kosullama, IRH ile ROS seviyelerinde
goriilen artis1 istatistiksel olarak anlamli (p=0,0045) bir sekilde azaltmistir (Sekil 4.7 ve EK
9).
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Sekil 4.7. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, ROS seviyelerindeki degisim.
ROS seviyelerine benzer sekilde, IRH modelleme TOS seviyelerini kontrol grubuna

gore anlamli (p=0,004) bir sekilde arttirmistir. Fakat metformin modelleme ile TOS
seviyeleri anlamli (p=0,019) bir azalisa ugramistir (Sekil 4.8 ve EK 10).
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Sekil 4.8. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, TOS seviyelerindeki degisim.
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MPO seviyeleri, IRH modelleme ile anlamli bir sekilde artmistir (p=0,016) fakat
metformin 6n kosullama, kontrol grubuna ve IRH modeline kiyasla herhangi anlamli bir

degisime neden olmamistir (Sekil 4.9 ve EK 11).
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Sekil 4.9. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, MPO seviyelerindeki degisim.

IRH modelleme, GSH seviyelerini 6nemli Ol¢iide (p=0,0009) azaltmistir. GSH
seviyeleri metformin 6n kosullamaya ragmen kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
(p=0,03) azalsa da bu azalis IRH grubuna goére daha az olarak kaydedilmistir (Sekil 4.10 ve
EK 12).
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Sekil 4.10. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, GSH seviyelerindeki degisim.
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IRH modelleme ile MDA seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
degismezken metformin 6n kosullama sonrasi IRH modelinde MDA seviyeleri kontrol

grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde (p=0,03) degismistir (Sekil 4.11 ve EK 13).

1000 .
]
. 800
3
£ il
S 600
e
< 400
a
=
200
0- j
S & &
3 \&Q,\'

Sekil 4.11. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, MDA seviyelerindeki degisim.

Calismada intrakardiyak kanlardan elde edilen serumlarda AST ve ALT diizeyleri
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglar, AST ve ALT seviyelerinin IRH ile anlamli bir sekilde
(p<0,0001) arttigin1 gostermistir (Sekil 4.12 ve 4.13; EK 14 ve 15). Metformin 6n kosullama,
IRH ile diizeyleri artan AST ve ALT’yi istatiksel olarak anlamli bir sekilde (p<0,0001)

azaltmistir.
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Sekil 4.12. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, AST seviyelerindeki degisim.
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Sekil 4.13. Sham, IRH ve Met-IRH gruplarinda, ALT seviyelerindeki degisim.

ELISA metoduyla elde edilen tiim sonuglar, Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2. Calisma sonucunda elde edilen ve modellemelerin kiimiilatif etkisini gdsteren

sonuglarin ozeti.

Parametre Kontrol/IRH Kontrol/Met-IRH | IRH/Met-IRH
AST Artis: p<0,0001 p>0,05 Azalis: p<0,0001
ALT Artis: p<0,0001 p>0,05 Azalis: p<0,0001
TNFa Artis: p=0,02 Artis: p=0,01 p>0,05

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

ROS Artis: p<0,0001 p>0,05 Azalis: p=0,0045
TOS Artis: p=0,004 p>0,05 Azalis: p=0,019
MPO Artis: p=0,016 p>0,05 p>0,05

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

MDA p>0,05 Artis: p=0,03 p>0,05

4.3. IRH ve Metformin On Kosullama Sonrasi IRH Modellemelerinin Hipoksik ve
KPCmt Yolaklarina Etkisi

Western Blot analizi ile gruplar igerisinden 3’er ornek secilerek hipoksi belirteci
(HIF1A), KPCmt belirtecleri (ATF4, ATF5 ve CHOP), mitokondriyal proteaz (LONP1 ve
CLPP) ve saperon (HSP10, HSP60 ve HSP70) protein seviyeleri incelenmistir (Sekil 4.14
ve 4.15; EK 16-24). Western Blot ile elde edilen ham membran goériintiileri EK 25-34’te

sunulmustur.

IRH modelleme ile hipoksi belirteci olan HIF1A’nin ekspresyon seviyesi hicbir
uygulama yapilmamis (sham) gruba kiyasla anlamli bir sekilde (p=0,016) artmistir.
Metformin 6n kosullamasi ile IRH modellemeye kiyasla HIF1A seviyelerindeki artis,
istatistiksel olarak anlaml diizeyde (p=0,042) azalmistir.

ATF4 ve LONPI1 seviyelerinde gruplar arast anlamli bir degisiklik kaydedilmemistir
(p>0,05).

ATFS protein seviyeleri, IRH modelleme ile kontrol gurubuna kiyasla 6nemli 6lgiide
(p=0,015) artmistir. Metformin 6n kosullama ile ATFS5 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli

bir sekilde degismese de IRH modellemeye gore azalma egilimi gostermistir.
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IRH modelleme ile CHOP seviyeleri, kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
(p=0,0008) artmistir. Metformin 6n kosullama, sadece IRH ile kritik derecede artan CHOP

seviyelerini kontrol grubununkine ¢evirmistir (p=0,0005).

CLPP protein seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla IRH modellemesi ile istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde (p=0,0009) artmistir. Metformin 6n kosullama ile bu artis, 6nemli

Olctide (p=0,006) azalmistir.

Saperon protein seviyeleri IRH modellemesi ile kontrol gurubuna kiyasla 6nem
Olciide artmistir (HSP10, HSP60 ve HSP70 i¢in sirasiyla p=0,016, p=0,001 ve p=0,005).
Metformin 6n kosullamasi sonrast IRH modelleme ile saperonlarin seviyeleri sadece IRH
modellemeye kiyasla istatiksel olarak anlamli bir sekilde (HSP10, HSP60 ve HSP70 i¢in
strastyla p=0,029, p=0,005 ve p=0,043) azalmistir.
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Sekil 4.14. Western Blot goriintiileri. 1-3: sham, 4-6: IRH ve 7-9: Met-IRH. IB: Immiinoblat.
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Sekil 4.15. Western Blot ile elde edilen bant kalinliklarinin rélatif kantifikasyonu.

Elde edilen sonuglar, Tablo 4.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4.3. Modellemelerle KPCmt yolaginin etkilenmesi amaciyla belirteg proteinlerin

seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analiz 6zeti.

Protein | Fonksiyon Kontrol/IRH Kontrol/Met- | IRH/Met-IRH
IRH
ATF4 Transkripsiyon p>0,05 p>0,05 p>0,05
faktorii
ATF5 Transkripsiyon Artis: p=0,015 p>0,05 p>0,05
faktorii
CHOP | Transkripsiyon Artis: p=0,0008 | p>0,05 Azalig: p=0,0005
faktorii
CLPP | Proteaz Artis: p=0,0009 | p>0,05 Azalis: p=0,006
HSP10 | Saperon Artis: p=0,016 p>0,05 Azalis: p=0,029
HSP60 | Saperon Artis: p=0,001 p>0,05 Azalig: p=0,005
HSP70 | Saperon Artis: p=0,005 p>0,05 Azalis: p=0,043
LONP1 | Proteaz p>0,05 p>0,05 p>0,05
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5. TARTISMA

Sunulan g¢aligma, H-IRH’de, KPCmt mekanizmalarinin nasil degistigini ve bu

degisiklige metformin 6n kosullamasinin nasil etki ettigini aragtirmay1 amaclamaistir.

H-IRH ve metformin 6n kosullama sonras1 IRH, hi¢bir uygulama yapilmamis kontrol
grubu varliginda si¢anlarda modellenmistir. Sicanlar, NAFLD (184), sirotik karaciger (185),
hepatoselliiler karsinom (186) ve kronik karaciger hastaligt (187) gibi farkh
patofizyolojilerin molekiiler mekanizmasinda sikca tercih edilmis bir organizmadir. Insan
fizyolojisine yakinligi ile uygulama ve bakim kolayligi nedeniyle (164) calisma
cergevesinde siganlar tercih edilmistir. Ayrica, hayvan yasi ve cinsiyeti deney sonuglarini
etkileyebilecek faktorlerdendir. Bu parametreler i¢in 14-16 haftalik ve diside dongiiye bagl
degisikliklerin ekarte edilebilmesi adina erkek siganlarin tercih edilmesinin dogru olacagi
bildirilmistir (166,167). Bu nedenlerle, ¢calismada 14-16 haftalik (~250 g) ve erkek sicanlar

kullanilmustir.

Klinikte, karaciger patofizyolojisi ve/veya karaciger miidahale ile en sik gelisen
iskemi tiirli, sicak iskemi olarak isimlendirilen durumdur. Sicak iskemi, organ
transplantasyonu oncesinde dondrden alinan karacigerin saklama kosuluna bagli olarak
gelisen ve soguk iskemi olarak isimlendirilen durumdan farkl olarak karaciger rezeksiyonu
ve hemorajik sok gibi kosullarda da gelisebilir (188). Ayrica soguk iskemi, organin
transplantasyon oncesi saklama kosullarinin ve siirelerinin optimizasyonu ile goreceli olarak
kontrol edilebilir bir durumdur (189). Bu nedenlerle, gerek karacigerde transplantasyon
haricindeki diger patofizyolojik durumlarla gelisen iskeminin anlasilabilmesi igin sicak
iskeminin modellenmesi Onem arz etmektedir ve sunulan calismada sicak iskemi

modellenmesi gergeklestirilmistir.

Sicanda hepatik sicak IRH modellemede farkl: stratejiler izlenebilir. Bu stratejiler
icerisinde transplantasyon yontemi, klinik gegerliligi birebir yansitmasi agisindan en etkili
olamidir. Fakat, operasyonel ve teknik zorluklar bu yaklasimi sinirlamaktadir (169).
Alternatif stratejiler icerisinde ise kontrol edilebilirligi ve farkli yiizdelerle
iskemi/reperfiizyon modellenebildigi icin parsiyel iskemi yaklasimi literatiirde tercih

edilmistir (176,177). Bu nedenle, sunulan ¢alismada belirli siirelerle iskemi ve reperfiizyon
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yaratilmigtir. Bir 6n c¢aligmanin sonuglart dogrultusunda, hayvan sagkalimi ve model
parametreleri agisindan en uygun iskemi ve reperfiizyon siireleri sirasiyla 45 dk ve 6 s olarak

belirlenmistir ve %100 iskemi gergeklestirilmistir (Yayimlanmamis veri).

Karaciger IRH’nin olusturulmak istenilen iskemi yiizdesinde siireler ve hedef
karaciger bolgesi oldukca dnemlidir (190). iskemi igin en ¢ok tercih edilen siireler 30, 45,
60 ve 90 dakika seklindedir. Islem sonrasi 6tenazi ya iskemik periyodun sonunda ya da 1, 6
ve 24 saat gibi degisen stirelerin ardindan reperfiizyon sonucunda gercgeklestirilir (191).
Iskemi yiizdelerinde zamana ek olarak secilen bdlgenin kansizlastirilmasi belirleyici bir
parametredir. Buna gore; %10 iskemi i¢in kaudat, %20 i¢in sag, %30 i¢in medyan, %40 igin
sol lateral, %70 i¢in sol lateral ve medyan ve %100 i¢in tiim loblar kansizlastirilacak sekilde
operasyonlar gerceklestirilir (179). Literatiirde farkli zaman araliklar1 ve ylizdelerle
iskeminin farklt molekiiler mekanizmalar tetikleyebilecegi bildirilmistir. Bu c¢aligmalar
cergevesinde; ilgili siireler ve yiizdelerle iskemik kosullamanin ardindan degisen siirelerde
reperfiizyon sonrasi oksidatif stres, lipit stresi, inflamasyon ve ALT/AST/MDA seviyeleri
ortak kabul edilebilecek sekilde artmistir. Ek olarak, 6zellikle glutatyon seviyelerinin ortak
olarak azalabildigi de goriilmiistiir (179).

Iskemi modellemeleri sonrasi reperfiizyonun, model hayvan mortalitesine etki
edebilecegi calismalarda raporlanmustir. Ornegin 45 dakika %70 iskemik kosullama sonrasi
reperfiizyon ile %3 oraninda mortalite goriilmiistiir (192). 90 dakika ve %70 iskemik
kosullama sonras1 reperfiizyon ile 7 giinliik takip siirecinde ise hayvan sagkaliminin %29
oranlarinda oldugu bildirilmistir (193). Baska bir ¢alismada, 90 dakika %100 iskemi ve
sonrasinda reperfiizyon ile model hayvan sagkalimi %25 olarak tahmin edilmistir (194).
Diger yandan bir diger ¢alismada, 120 dk %70 ya da %100 iskemik kosullama sonrasi
reperfiizyon gerceklestirildiginde hayvan mortalitelerinin ¢ok yiliksek ve sagkalimin %0’a

yakin oldugu sonucuna ulagilmistir (195).

Calisma kapsaminda tercih edilen 45 dk’lik %100 iskemi ve 6 s’lik reperfiizyon ile
istatiksel gecerliligi saglamak adina her grup (sham, IRH ve Met-IRH) igerisinde tercih
edilen 10 sicandan, sadece IRH grubu igerisinde bir hayvan kayb1 gozlenmistir. Belirtilen
stirelerle global hepatik iskemi ve reperflizyon, literatiirde Onceki c¢aligmalarda
modellenmistir. Bir ¢aligmada, karacigerde 45 dk %100 iskemi ve 6 s’lik reperfiizyon

sonrasi, sican modellerinin kalp ritimlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
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saptanmamistir ve herhangi bir hayvan kaybi raporlanmamistir (196). Sunulan ¢aligmada
diistik ylizdeli (IRH grubu igerisinde %10 ve tiim gruplarda %0,3) kaybin operasyonel bir
aksakliktan kaynaklandig1 diistiniilmektedir ve belirlenen iskemi ve reperfiizyon siirelerinin

ideal oldugunu kanitlar niteliktedir.

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinin ilk basamak tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir biguaniddir. Diger biguanid tiirevlerine kiyasla toksik 6zellik sergilememesi
ve diisiik maliyeti nedeniyle sikg¢a tercih edilmektedir (197). Plazma glukoz seviyelerini
diisiirmesinin yani sira son yillardaki ¢alismalar, metforminin 6zellikle ROS seviyelerini
azaltarak ve inflamatuar yolaklar1 baskilayarak kanser (198), kardiyovaskiiler hastaliklar
(199), karaciger hastaliklar1 (200), nérolojik hastaliklar (201) ve renal anomaliler (202) basta

olmak iizere farkli patofizyolojilerin tedavisinde kullanilabilecegini géstermistir.

Metforminin anti-inflamatuar rolii, NFkB’nin ekspresyon diizeylerini azaltmasi ile
gerceklesir. NFkB, igerisinde hiicre adezyon proteinlerinin ve pre-inflamatuar proteinlerin
de bulundugu farkli proteinlerin ekspresyon seviyelerini diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir. Farkli ¢aligmalar, metformin uygulamasinin NFkB aracili inflamasyonu inhibe
ettigini gostermistir (203—206). NFkB yolagina ek olarak metforminin C-reaktif protein
(CRP), TNFa, IL-6 ve siklooksigenaz 2 (cyclooxygenase-2; COX2) seviyelerini de azaltarak
inflamasyonu engelleyebildigi bildirilmistir (207,208).

Metforminin en Onemli sekonder etkileri arasinda anti-oksidan ozelligi yer
almaktadir. Molekiiler diizeyde metformin mitokondriyal respiratuar zincirinin kompleks
I’ini inhibe eder ve bu sayede, oksijen tiikketim oranlar1 azalir (133). Kompleks I, elektron
akiglar1 sayesinde siiperoksit anyonlarini iiretir (209). Metformin, bu elektron akisim
bozarak ROS iiretimini azaltir (210). ROS, oksidatif hasar adi verilen bir reaksiyonla
DNA’da, lipitlerde ve proteinlerde anomalilere neden olabilecek reaksiyonlar1 tetikler. Bu
nedenle, oksidatif fosforilasyonla ATP {iretimi, oksidatif hasar riskini beraberinde getirir
(211). Ancak metformin, bu siireci baskilayarak asirt ROS iiretimini ve bu nedenle oksidatif

hasar1 minimize eder (134).

Mitokondriyal respiratuar zincirinin kompleks I’ini baskilamasiyla oksidatif
fosforilasyonu ve bunun sonucunda enerji liretimini baskilamasinin yani sira metforminin,

hepatik glukogenezi baskiladig: literatiirde sikca bildirilmistir. Metformin, mitokondriyal
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gliserofosfat dehidrojenazi inhibe ederek laktat ve gliseroliin glukoza doniisiimiinii engeller
ve hepatik glukogenezi baskilar. Bu enzimatik inhibisyon sayesinde metformin, sitozolik
redoksu arttirirken mitokondriyal redoksu azaltir (212). Ek olarak, metforminin kanser
hiicrelerinde ve izole mitokondrideki etkilerine odaklanilan bir ¢alismada, bu ajanin aerobik

glikolizi arttirdig1 ve sitrik asit dongiisiinii baskiladig1 gosterilmistir (213).

IRH’de inflamasyon ve asir1t ROS {iretimi, bu anomalilinin en dnemli karakteristik
Ozelliklerindendir. Etkilenen hiicre tipine baglh olarak degisen iskemi siirelerinin uzamasi
kacinilmaz bir sekilde nekrozu tetikler. Ayrica iskemi ile membran potansiyeli ve iyon
dagilim1 degisir; hiicre ici iskelet organizasyonu bozulur; ATP iiretimi azalir; GSH seviyeleri
diiser; ve hiicresel asidoz gerceklesir. Tiim bu durumlar, hiicreleri besleyen kan damarlarinin
hasar gormesi ile sonuglanir ve damar igerisine hiicre bilesenlerinin gecisine neden olur.
Boylece, sistemik bir inflamatuar cevap gergeklesir (214,215). Siireye bagl olarak hiicre
6limiine neden olmayan ancak hasara yol agan iskemi sonrasi reperfiizyon, iskemi ile olusan
hasar1 daha da arttirir (216). Reperfiizyonla, iskemi sirasinda miktar1 azalan ROS seviyeleri
cok hizli artar ve sistemik inflamasyonu arttirabilecek sitokin iiretimi devam eder (217,218).
Ayrica, iskemi sirasinda olusan hiicresel asidoz, reperfiizyonla birlikte ani bir normale doniis
saglar. Bu durum, paradoksal bir sekilde hiicre toksisitesinin artmasina neden olur (219).
Inflamasyon ve ROS siireclerinin negatif etkilenmesi, metformin uygulamasinin IRH’de
potansiyel bir ¢oziim olarak one ¢ikmasini saglamisti. Bu kapsamda, metformin 6n
kosullamas1 ile IRH modellemeleri sik¢a calisiimistir. Bir ¢alismada Wang ve arkadaslari,
sigan miyokardiyal IRH modelinde 100 pM metformin uygulamasinin apoptozu
engelledigini ve SOD ve katalaz gibi anti-oksidan proteinlerin ekspresyonunu arttirdigin
raporlamislardir (220). Siganda renal IRH nin modellendigi baska bir ¢aligmada 3 giin 125
pg/kg/giin dozajda metformin kosullamasinin IRH ile artan inflamatuar (IL-6 ve TNFa) ve
epitelyal-mezenkimal gecis (epithelial-mesenchymal transition; EMT) belirteclerinin
(doniistiiriici biiylime faktorii beta-1; transforming growth factor beta-1; TGF-B1 ve
vimentin) ekspresyon seviyelerini azalttigi bildirilmistir (221). Metformin uygulamasi
sonrast IRH ile degisen molekiiler mekanizmalarin nasil etkilendigi kalp (222), beyin (223),
yumurtalik (224) ve testis (162) gibi organlar hedeflenerek de ¢alisilmistir. Bu ¢calismalarda,

farkli konsantrasyonlarda metformin uygulamalar1 géze ¢arpmaktadir.

H-IRH’de metformin kosullamasinin molekiiler mekanizmalara etkileri literatiirde

calisilan konular arasindadir. Bu ¢alismalarda tercih edilen metformin dozlar1 ve uygulama
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stireleri si¢an i¢in intraperitoneal olarak 50 mg/kg/giin; 3 giin, enteral yolla 150 mg/kg/giin;
10 hafta ve belirtilmemis yolla 10-250 mg/kg/giin; 7 giin seklindedir (225-227). Metformin
kosullamasinda siirelerin ve dozlarin, molekiiler dilizeyde gerceklesen etkileri
etkileyebilecegi bildirilmistir. Buna gore siganda >600 mg/kg/giin dozajinin, yan etki olarak
minimal nekrozu, inflamasyonu ve metabolik asidozu tetikledigi raporlanmistir. Ek

olarak, >900 mg/kg/giin dozajinin toksisite ile sonuglanabilecegi kanitlanmistir (228).

Belirlenen parametrelerle modellemeler gerceklestirildikten sonra, IRH ve
metformin 6n kosullamasi sonrast IRH nin etkileri oncelikle histopatolojik yontemlerle
belirlenmigtir. Elde edilen histopatoloji goriintiileri konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve
notrofil infiltrasyonu parametreleri acisindan Suzuki kriterleri ile kantifiye edilmistir. Suzuki
kriterleri, parametrelerin varligin1 ve yogunlugunu 0-4 arasinda belirlemektedir. Buna gore,
ilgili parametreye yonelik herhangi bir isaret yoksa 0, genel imaj icerisinde hedef
parametrenin dagilimi %0-10 arasinda ise 1, %11-30 arasinda ise 2, %31-60 arasinda ise 3
ve %60’tan fazla ise 4 olarak kantifiye edilir (229). Secilen parametrelerden konjesyon, artan
merkezi vendz basinci nedeniyle hepatik damarlarda basing artis1 olarak ifade edilir ve
karaciger hasarinin takibinde sik¢a kullanilir (230). Bir diger parametre olan vakuolizasyon,
hiicre membrani gecirgenliginin artmasiyla intraseliiler su igeriginin yiikselmesini ve bu
nedenle hiicre hacminin artmasini tarif eder. Vakuolizasyon, hiicre hasarinin belirtegleri
arasinda yer alir (231). Nekroz, hiicrenin inflamasyon yaratacak sekilde kontrolsiiz 6liim
mekanizmasi olarak adlandirilir ve bu 6liim yoluyla intraseliiler bilesenler kontrolsiiz bir
sekilde yakin dokulara ya da dolasima dahil olur (232). Sunulan ¢alismada, histopatolojik
goriintiilerin Suzuki kriterleri ile degerlendirilmesi sonrasi IRH modellemede konjesyon,
vakuolizasyon, nekroz ve nétrofil infiltrasyonu agisinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. Ilging bir sekilde, metformin uygulamasi ile
konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz parametrelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmese de noétrofil infiltrasyonu kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir.
Nekrotik hiicre 6liimii, hiicrenin kontrolsiiz denilebilecek sekilde membran integritesini
kaybetmesini ve ATP basta olmak {izere inflamasyonu tetikleyebilecek intraseliiler
bilesenlerinin mikrocevreye yayilmasii tanimlar. Bu nedenle nekroz, inflamasyonu
tetikleyen hiicre 6liim bi¢imidir (233). Bu a¢idan, IRH modelinde kontrol grubuna gore
nekroz ve inflamasyon belirteci olan nétrofil infiltrasyonunun ayni anda artmamasi
birbirlerini dogrular niteliktedir. Literatiirde, iskemiyi takiben uygulanan reperfiizyonun 6

saati agmas1 durumunda inflamasyonun tetiklenecegi belirtilmistir (234). Bu durum, sunulan
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calismada tercih edilen reperfiizyon siiresinin, histolojik diizeyde nekrozu ve inflamasyonu
tetiklemede yetersiz kalabilecegine isaret etmektedir. Nekrotik hiicre Oliimii iizerine
gergeklestirilen ¢aligsmalar, nekroz ile membran integritesinin bozulmasi i¢in 6 saatten fazla
zaman gerektigini raporlamistir (235). Bu nedenle, sunulan ¢alismada tercih edilen
reperfiizyon siiresi ile ATP miktarinin azalmasi ve ROS seviyelerinin artmasi ile nekrotik
hiicre 6liimiiniin molekiiler diizeyde tetiklenmeye baslandigini ancak membran integritesinin
bu siireler icerisinde korundugunu gostermektedir. H-IRH nin, karaciger hiicrelerinde erken
nekroza neden oldugunu belirten ¢alisma (236), bu elestiriyi dogrular niteliktedir. Onceki
caligmalar, erken nekrotik evrede bile konjesyon ve vakuolizasyonun arttigini géstermistir
(237). Ancak, sunulan ¢alismada IRH modelleme ile kontrol grubuna kiyasla konjesyon ve
vakuolizasyon parametrelerinde anlamli bir degisiklik saptanmamaistir. Her ne kadar, gruplar
icerisindeki bireylerden elde edilen sonuglar homojen bir dagilim gostermese de (Sekil 19)
elde edilen bu sonuglarin, uygulama yapilan deneklerdeki dngoriilemeyen parametrelerden
kaynaklandigim1 dusiindirmiistiir. Metformin 6n kosullamasi sonrasi IRH modelinde,
beklenmedik bir sekilde, notrofil infiltrasyonunda kontrol grubuna goére bir artis
goriilmiistiir. Bu grupta, nekroz parametresi icin artis olmamasi, inflamasyonda goriilen bu
artisin nekroz kaynakli olmayacagina isaret etmektedir. Metforminin, elde edilen bu
bulgunun aksine anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu bildirilmistir (238). Pro-inflamatuar
etki ise sadece yiiksek metformin dozajlari i¢in bildirilmistir (239). Sunulan ¢alismada
metformin 6n kosullamanin inflamatuar etki sadece denekler arasindaki farklarla ya da

metforminin uygulama yontemi olan gavaj yoluyla agiklanabilir (240).

H-IRH’nin molekiiler etkilerini iki fazda incelemek miimkiindiir. Reperfiizyonun
baslangicindan itibaren ilk iki saate isaret eden baslangic fazi1 oksidatif stres ile iliskilidir. Bu
fazda ROS iiretimi artar ve NO iiretimi azalir. Bunun sonucunda, artan ROS, hiicrede
makromolekiillere ataga gecer ve hepatoselliiler hasar gergeklesir (234,241). Reperflizyon
baslangicindan itibaren 6 saat ve sonrasini kapsayan gec faz ise inflamasyonun gergeklestigi
evredir. Bu evrede aktive notrofiller hepatositlere hasar verir ve sitotoksisite goriiliir (234).
Bu siirecte goriilen hiicre 6liimii ¢ogunlukla nekrozdur, ancak apoptoz da gerceklesebilir
(237). Fakat, IRH ile agiga ¢ikan bu molekiiler siirecler, iskemi ve reperfiizyon siirelerine ve

iskemi yiizdesine bagli olarak degisir (179).

Sunulan calismadakine benzer sekilde, literatiirde reperfiizyon siireleri farkli olsa da

45 dk ve %100 iskemi gerceklestirilen ¢aligmalar mevcuttur. Total hepatik iskeminin 45 dk
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boyunca modellendigi ve 60 dk reperfiizyon gerceklestirilen bir calismada, IRH modelleme
ile plazma ALT, AST, MDA ve MPO seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
artt1ig1 ve GSH seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir
(242). IRH ile AST ve ALT seviyelerindeki artig 45 dk %100 iskemi ve 45 dk reperfiizyon
modelinin ¢alisildig1 bagka bir ¢calismada da raporlanmistir (243). ALT ve AST, L-alaninin
ve L-aspartatin amino grubunun o-ketoglutarata transferini katalizleyen enzimlerdir. ALT
karacigere spesifik bir enzimken AST karacigere ek olarak kas, bobrek ve beyin gibi farkli
organlar1 olusturan hiicrelerde eksprese edilir. Serum ALT ve AST seviyeleri normal
kosullarda diisiiktiir (<30-40 U/L). Ancak serumda artan ALT ve AST seviyeleri karaciger
hasarina isaret etmektedir (244,245). Normal kosullar altinda intraseliiler olan bu enzimlerin
seruma gegisi karaciger hiicrelerinin nekrozu ile gergeklesir (246). Bu nedenle, serum ALT
ve AST seviyelerinin belirlenmesi, olas1 karaciger hasarimin belirteci olarak kabul edilir
(244,245). Sunulan g¢alismada, beklenildigi tizere IRH modellemesi ile ALT ve AST
seviyeleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmigtir (Tablo 4).
Normal kosullarda <30-40 U/L olan ALT ve AST seviyelerinin IRH modellemesi ile 2000
U/L seviyelerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Kritik bir 6neme sahip olacak sekilde metformin 6n
kosullamasi sonras1 IRH modellemesi, sadece IRH modellemeye kiyasla ALT ve AST
seviyelerini anlamli sekilde azaltabilmistir ve kontrol grubuna yaklagtirmistir (Tablo 3). Elde
edilen bu sonug, 30 dk parsiyal hepatik iskeminin modellendigi ve metformin uygulamasinin
AST ve ALT seviyelerini azalttiginin gosterildigi ¢aligmay1 (9). Literatiir bilgileri esliginde,
sunulan calismada elde edilen sonu¢, metformin 6n kosullamasinin H-IRH ile olusan

karaciger hasarini 6nleyebildigini gostermektedir.

H-IRH’de olas1 nekroza bagli olarak AST ve ALT seviyelerinin yiikselisine ek olarak,
oksidatif stres ve inflamasyon IRH nin diger belirgin 6zelliklerindendir. ROS, TOS, GSH,
MDA ve MPO seviyeleri, oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilan belirteclerdendir.
MDA, ROS’un etki mekanizmasinda oldugu gibi proteinler basta olmak {izere
makromolekiillere zarar veren bir ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonunu iiriiniidiir
(247). MPO, genellikle notrofillerde ve monositlerde eksprese edilen hem peroksidaz (heme
peroxidase) ailesinin bir {iyesidir ve bu enzim ile gerceklesen reaksiyonlar sonucu serbest
radikaller olusur (248). Ote yandan, MDA ve MPO oksidatif stres sonras1 inflamasyonun
tetiklenmesinde de rol oynarlar (247,248). Bu bilesen ve proteinin aksine, memelilerde en
stk bulunan tiyol olan GSH, reaktif niikleofillerin detoksifikasyonunu saglayan 6nemli bir

antioksidandir (249). Onceki ¢alismalar, H-IRH modellemesi ile karacigerde ROS, TOS,
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MPO ve MDA seviyelerinde artig1 ve GSH seviyelerinde azalis1 raporlamislardir (Tablo 3)
(179). Bu sonuglarla uyumlu bir sekilde, sunulan ¢alismada, IRH modellemesi ile ROS, TOS
ve MPO seviyeleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli artis ve GSH seviyelerinde
azalig gostermistir (Tablo 4). ROS’lar ile direkt etkilesimi ve AMPK aracili sinyal yolagi
sayesinde antioksidan 6zellik gosteren (250) metformin uygulamasi ise ROS ve TOS
seviyelerini, IRH modellemeye kiyasla anlaml1 bir sekilde azaltmistir (Tablo 4). Bu sonuglar,
metforminin nekrozu 6nleme katkisina ek olarak IRH ile gelisen oksidatif stresi 6nledigine
isaret etmektedir. Ancak, MDA seviyeleri kontrol grubuna gére IRH modelinde de§ismezken
metformin 6n kosullamasi sonrast IRH modelleme grubunda anlamli bir artis géstermistir.
MDA, etanoliin ilk metaboliti olan asetaldehit varliginda, hepatik hiicrelerde protein
eklentileri (adduct) olusturur. Bu nedenle, MDA ile alkolik karaciger hasar1 arasinda bir iliski
kurulmustur. Bu nedenle, karaciger hasar1 varliginda MDA seviyelerinin artmasi beklenir
(251). Ancak bu artigin, metformin uygulamasi ile azalmas1 gerektigi ongoriilebilmektedir.
Tip 2 diyabet hastalariyla gerceklestirilen bir ¢alisma, metformin tedavisinin hastalarda
serum MDA seviyelerini diislirdiiglinii gdstermistir. Benzer sekilde, metformin uygulamasi
MDA seviyelerini bobrek IRH modelinde de diisiirmiistiir (252,253). Bu nedenle, sunulan
calismada MDA o6zelinde elde edilen sonuglar literatiirle uyumlu degildir. Ancak MDA’ nin
inflamasyonla iligkisi ve histopatolojik sonuglara gore metformin 6n kosullamasi ile
inflamasyonun tetiklendiginin gosterilmesi, bu iki metot sonucunun, se¢ilen metformin dozu
ve On kosullama zamanina bagli olarak birbirlerini destekledigini kanitlamaktadir.
Metformin 6n kosullamasi ile inflamasyon ve MDA seviyelerindeki artig bireyler arasindaki
ongoriilemeyen farkliliklarla agiklanabilir, ancak bu sonuglarin olasi nedenlerinin daha

detayl1 arastirilmasi icin ileri molekiiler ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Molekiiler diizeyde inflamasyon, MDA ve MPQO’ya ek olarak interldkin ve sitokin
gibi pro-inflamatuar belirteclerin tespiti ile gergeklestirilebilir (254). TNFa, hiicre
boliinmesi, hiicre farklilasmasi ve apoptoz da dahil olmak tizere 6zellikle inflamasyonda
gorev alan pro-inflamatuar bir sitokindir. TNFa, reseptorleriyle etkilesimi araciligiyla
tetikledigi sinyal transdiiksiyonu sonrasi, vazodiliisyon ve 16kosit etkilesimi basta olmak
tizere inflamatuar stiregleri baglatabilir (255). Bu nedenle, IRH modelleme ¢alismalarinda
inflamasyonun izlenmesi i¢in 6nemli parametrelerden bir tanesi olmustur ve bu ¢alismalarda
IRH ile TNFa seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (179). Sunulan c¢alismada da TNFa
seviyeleri, kontrol grubuna gére IRH modelleme ile anlamli bir artis gdstermistir (Tablo 3).

Ancak MDA i¢in gecerli oldugu iizere, metformin 6n kosullamasi ile de TNFa seviyeleri
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kontrol grubuna gdre anlamli derecede artig gostermistir. Elde edilen bulgular, histopatolojik
sonuglarla uyum gosterse de dnceki caligmalar, metformin uygulamasinin TNFa seviyelerini
azalttigin1 gostermektedir (221). MDA ve TNFa i¢in elde edilen sonuglar i¢in metforminin
uygulanma siiresi, dozaj1 ve bireyler arasindaki farkliliklar ile yapilabilecek agiklamalara ek
olarak, uygulama metodu da bu sonuglarin eldesinde bir parametre olabilir. Metformin
uygulamasi igin tercih edilen gavaj yolunun, karacigerde inflamasyonu tetikleyebildigi
bildirilmistir (240). Bir ¢alismada oral gavaj yoluyla ancak ytiksek dozda (1200 mg/kg/giin)
ve 13 hafta metformin uygulamasi ile inflamasyonun tetiklenebilecegi bildirilse de (239)
sunulan ¢alismada inflamatuar belirteclerin metformin ile degisiminin dogrulanmasi ve olasi

mekanizmalarin anlasilmast i¢in ileri ¢galigmalara ihtiyag duyulmaktadir.

H-IRH’de iskemi ile gerceklesen hipoksik kosulda oksijen kisithiligi, hiicrenin
oksidatif fosforilasyon olmadan ATP iiretmesini gerektirir. Bu nedenle, IRH ile ATP iiretimi
azalir (256). Sunulan calismada da ATP seviyeleri, IRH modelleme ile kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir (Tablo 4). Metformin uygulamasi ile daha diisiik bir
azalis goriilse de metformin ATP iiretimini IRH modellemeye kiyasla anlamli derecede
arttiramamistir. Metforminin mitokondride kompleks I'i inhibe etmesi ve ATP iiretimini

normalde azaltmaya ¢alismasi (8), bu durumun agiklamasi seklinde yorumlanabilir.

H-IRH’de iskemi ile gerceklen hipoksik kosula adaptasyonun, HIF-1 proteini ile
gerceklestigi belirtilmistir. HIF, heterodimer olusumu ile aktive olan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Normoksik kosullarda HIF proteinleri tiretilir ve hizlica degrade edilir. Oksijen
varligi, proteinin oksijene bagli degradasyon domaininde hidroksilasyon reaksiyonunu
indiikler ve protein ubikutinlenerek degrade edilir. Hipoksik kosullarda ise hidroksilasyon
reaksiyonu gergeklesemez ve protein stabil kalir. Stabil HIF proteini heterodimerler
olusturarak DNA’daki hipoksi cevap elementlerine (hypoxia response elements; HRE)
baglanir. HIF heterodimerleri hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez, ilag direncliligi
ve enerji metabolizmas: gibi onemli mekanizmalarda rol oynayan genlerin ekspresyon
seviyelerini diizenler (257,258). Iskemi ile hipoksinin HIF-1’in ekspresyon seviyesini
arttirdigi ve bu sayede oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz siireclerinin azaltildigi
gosterilmistir (259). Ayrica, H-IRH sirasinda gergeklesen hipoksi ile artan HIF-1
ekspresyonunun anjiyogenezi, glikolizizi, kolajen matriks regiilasyonu ve oksijen taginimini
arttirabildigi raporlanmistir (260). Bu calismalar, HIF-1’in IRH’de hipoksik kosullara
adaptasyonu i¢in kritik bir belirte¢ oldugunu kanitlamaktadir. Sunulan ¢alismada, IRH
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modellemesi ile HIF-1 seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlaml bir sekilde artmigtir. Bu
durum, IRH modellemesi ile karacigerde hipoksik kosullarin gerceklestigini kanitlar
niteliktedir. Literatiirde farkli hastalik modelleri ile gergeklestirilen ¢alismalarda, metformin
uygulamasinin hipoksi ile artan HIF-1 seviyelerini azalttigi gosterilmistir (261-263). Bu
calismalarla uyumlu olacak sekilde, sunulan ¢aligmada metformin 6n kosullamasi, IRH

modellemesi olusan hipoksik kosullarla artan HIF-1 seviyelerini azaltmstir.

Modellemeler sonrasi KPCmt yolagimin nasil etkilendigi, belirte¢ proteinlerin
seviyelerinin Western Blot yontemi ile tespit edilmesi araciliiyla belirlenmistir. Buna gore,
ATF4 ve LONPI seviyeleri gruplar arasinda anlamli bir sekilde degismemistir; ATFS
seviyeleri kontrol grubuna gore IRH modelleme ile anlamli bir sekilde artmistir; CHOP,
CLPP, HSP10, HSP60 ve HSP70 seviyeleri kontrol grubuna gére IRH modelleme ile artmis

ve metformin 6n kosullamasi ile bu artis tersine donmiistiir.

H-IRH’de KPCmt’nin nasil etkilendigine dair literatiirde herhangi bir calisma
mevcut degildir. Bu nedenle sunulan calisma 6zgiindiir. Bir derleme calismada, KPCmt
mekanizmasi ile H-IRH iliskilendirilmeye calisilsa da ilgili boliimde sadece KPCmt belirteci
olan ATF4’iin H-IRH’deki ekspresyon degisimi bildirilmistir ve bu konu ile ilgili daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmistir (264).

Memelide KPCmt, birden fazla molekiiler yolakla indiiklenebilir. Bunlar, ilk
aydinlatilan ve kanonik yolak olarak bilinen ATF4/ATF5-CHOP, SIRT3, ER-a, 1s1 soku
transkripsiyon faktorii 1 (heat shock transcription factor 1; HSF1)/mitokondriyal tek zincir
DNA baglanma proteini 1 (single stranded DNA binding protein 1; SSBP1) ve ¢ok daha az
calisilmis olan fibroblast biiyiime faktorii 21 (fibroblast growth factor 21; FGF21)/biiyiime
farklilasma faktorii 15 (growth differentiation factor 15; GDF15) yolaklaridir. Bu yolaklar
igerisinde en iyi aydinlatilmis KPCmt mekanizmasinda bir transkripsiyon faktorii olan
CHOP o6nemli bir rol oynar. Bu yolakta, intra- ya da ekstraseliiler stres kosullarina bagh
olarak ER ve mitokondrinin dahil oldugu bir ISR olusur. ISR ile aktive olan sitozolik PRK
benzeri ER kinaz1 (PERK), elF2a’nin niikleusa lokalize olmasini saglar. Bir transkripsiyon
faktorii olan elF2a, diger transkripsiyon faktorleri olan ATF4’iin, ATF5’in ve CHOP’un
ekspresyonlart arttirir (31).
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Normal kosullarda altinda ATF5, mitokondriye lokalize olarak Lon peptidaz 1
(LONP1) ad1 verilen proteaz tarafindan degrade olur. Ancak, stres kosullarinda, ATF5’in
mitokondriye lokalizasyonu, heniiz bilinmeyen faktorlerce engellenir. ATF5’in sitoplazmik
birikimi sonrasinda niikleer translokasyon gerceklesir. ATFS niikleusta, bir transkripsiyon
faktorii olarak KPCmt elementlerine baglanir ve spesifik genlerin ekspresyonunu arttirir. Bu
genler, stres kosuluna bagli olarak mitokondride biriken katlanmamis ya da hatali katlanmis
protein eliminasyonunu saglayabilecek mitokondriyal 1s1 sok proteinlerini (heat shock
protein; HSP; HSP10, HSP60 ve mtHSP70), LONP1’1 ve kazeinolitik mitokondriyal matriks
peptidaz preolitik alt birim (caseinolytic mitochondrial matrix peptidase proteolytic subunit;
CLPP) proteazin1 kodlarlar (265). Bu agidan, sunulan caligmada, ATF5 ve CLPP

seviyelerinin artmasi, KPCmt’nin kanonik yolaginin aktivasyonuna isaret etmektedir.

Kanonik KPCmt yolaginda amag¢, HSP’lerin ekspresyon seviyesini arttirmak ve
mitokondriyal biitiinliigli korumaktir (31). HSP’ler, kesfedilisleri itibariyle 1s1 stresinde
devreye giren proteinleri ifade eder (266). Daha sonra bu proteinler, molekiiler saperonlar
siifina dahil edilmislerdir. HSP’ler ve diger saperonlar, yeni sentezlenen polipeptidlerin
dogru katlanmasina, yar1 kararsiz proteinlerin tekrar katlanmasina, protein agregatlarinin
ayrigtirllmasina ve yanlig katlanan proteinlerin degradasyonuna katkida bulunan entegre
sistemlerdir. Saperon fonksiyonlarina ek olarak HSP’ler, hiicre sinyal transdiiksiyonuna,
hiicre dongiisiine ve apoptozun regiilasyonuna dahil olurlar. HSP’leri kodlayan genlerin
promoter bolgelerinde bulunan HSP elementleri, stres kosullarinda HSF adi verilen spesifik
transkripsyion faktorlerinin baglanmasina izin verin vererek HSP sentezini kontrol altina alir
(267). HSP’ler igerisinde en c¢ok dikkat c¢eken iiyelerden bir tanesi HSP60’dir. HSP60,
mitokondride lokalize olur ve mitokondriyal proteinlerin katlanma problemlerini ortadan
kaldirir. HSP60, HSP10 ile koopere calisir. Genis hiicre i¢i lokalizasyon yetenekleri ile
HSP70 de sitoplazma, niikleus ve ER’nin yani sira mitokondriye lokalize olabilir (268).
HSP’ler 1s1, hipoksi, oksidatif stres, DNA hasar1 ve yanlis katlanmis protein birikimi gibi
stres kosullar1 altinda devreye girerek cevresel kosullari tamponlayarak hiicre yapisini ve
metabolizmasini korurlar (269). Stres altinda, HSF’ler sensor 6zelligi goriirler. Buna gore,
normal kosullarda HSP ile kompleks olusturarak inaktif halde tutulurlar. Ancak, stres
kosullariin varlig1 ile HSP’lerden ayrilirlar ve niikleusa lokaliz olurlar. Burada, ani ve daha
fazla HSP tiretimi tetiklerler (270). HSP’lerin hiicre yapisini ve metabolizmayi regiile ederek
ve anti-apoptotik proteinlerle etkileserek hiicre sagkalimini sagladig: vurgulansa da HSP60

ve HSP70 gibi proteinlerin, stres kosullar1 altinda farkli molekiiler yolaklarla apoptozu
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tetikleyebilecegi de belirtilmistir (271,272). Sunulan ¢alismada, IRH modelleme ile ATF5
ve CHOP ekspresyonun artisina bagli olarak HSP10, HSP60 ve HSP70 seviyeleri kontrol
gurubuna gore artmistir. Bu proteinlerin seviyelerindeki artis, IRH ile KPCmt yolaginin

kanonik aktivasyonunun kanit1 niteligindedir.

Sunulan ¢alisma kapsaminda, KPCmt yolaklarindan kanonik mekanizmaya
odaklanilmistir. Bu amagla, ATF4, ATF5 ve CHOP transkripsiyon faktorleri hedef belirteg
olarak secilmistir. Ancak bu proteinler, sadece KPCmt’de degil endoplazmik KPC’de de
gorev alabilmektedir. ER’de goriilen KPC ile KPCmt, ortaklasabilen mekanizmalardir ve iki
cevap birden ISR’nin birer bilesenidir (273,274). Bu transkripsiyon faktorlerine benzer
sekilde LONP1 ve HSP’ler de her iki organelde goriilen KPC’de ortaklasir (275). Ancak
CLPP, KPCmt’nin diferansiyel bir belirtecidir (276). Bu agidan, IRH modelleme ile
KPCmt’nin kesin olarak aktive edildigi belirtilebilir. Yine de IRH ile mitokondriyal
fonksiyonun ve biitiinliigliniin nasil etkilendigi agiga ¢ikartilmalidir ve bu husus grubumuzca

arastirilmaya devam edilmektedir.

ATF4, ER ve mitokondride ortak aktive KPC’de rol oynayan Onemli bir
transkripsiyon faktoriidiir. ATF4 stres kosulu varliginda, icerisinde CHOP’un da oldugu
farkli proteinlerin ekspresyonunu arttirir (277). CHOP, proteazlar1 ve saperonlari iceren
proteinlerin ekspresyonunu arttirarak stres kosullarinda olusan katlanmamis proteinlere
cevap olusturabilen bir diger transkripsiyon faktoriidiir (278). Bu iki transkripsiyon
faktoriine odaklanan H-IRH calismalari, bu proteinlerin ekspresyon seviyelerinin IRH ile
arttigin1 gostermistir. Bir caligmada ATF4’iin ekspresyon seviyesinin azaltilmasinin IRH nin
etkilerinin ortadan kaldirilmasina katki sagladigi raporlanmistir (279). Benzer bir calismada,
H-IRH ile artan ATF4 ve CHOP diizeylerinin apoptozu tetikleyerek karaciger hasar ile
iliskili oldugu bildirilmistir (280). Sunulan ¢alismada ATF4 seviyeleri, gruplar arasinda
anlaml bir sekilde degismemistir. Ancak, CHOP seviyeleri kontrol grubuna gore IRH
modelleme ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artarken metformin 6n kosullamasi bu
durumu tersine ¢evirebilmistir. CHOP, bir diger transkripsiyon faktorii ve KPC belirteci olan
ATFS5 ile ikili bir iligki tistlenir ve bu iki transkripsiyon faktorii birbirlerinin ekspresyon
seviyelerini diizenleyebilir. Buna gore, CHOP-ATFS5 ekspresyon seviyesinin stres
kosullarina bagl olarak artisi, apoptozu tetikler (281,282). Sunulan g¢alismada IRH
modelleme ile ATF5’in ekspresyon seviyesi anlamli sekilde artmistir. Bu nedenle, IRH

modelleme ile artan CHOP seviyelerinin artan ATF5 ekspresyonuna bagli oldugu
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diistintilebilir. Stres kosullarinda ekspresyonu degisebilecek olan bir diger 6nemli protein
CLPP’dir. CLPP, ATP kullanimi gerektiren bir serin proteazdir (283). CLPP
ekspresyonunun, mitokondriyal fizyon ve fiizyon olaylarini azaltarak mitokondri yapisinin
ve fonksiyonun korunmasinda 6nemli oldugu vurgulanmistir (284). Sunulan ¢alismada
CLPP seviyeleri IRH modelleme ile kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artig gosterirmistir.
Bu durum, IRH ile mitokondri yap1 ve/veya fonksiyonunun negatif etkilendiginin gostergesi
niteligindedir. CLPP ekspresyonu ATFS5 ile kontrol edilir (285). Bu bakimdan, IRH
modelinde artan ATFS5 seviyelerinin CLPP ekspresyonunu arttirdigi goriilmektedir.
Metformin 6n kosullamasi ile ATF5 seviyeleri kontrol grubuna gore degismediginden, CLPP
seviyelerinin artmamasi beklenen bir durumdur. ATF5 aktivasyonuna bagli olarak bir diger
proteaz olan LONP1 ve HSP10, HSP60 ve HSP70 gibi saperonlarin ekspresyon seviyeleri
artmaktadir. Bu sayede, herhangi bir stres kosulu varliginda mitokondride hasar olusumu
minimize edilmeye ¢aligilir (286). Sunulan ¢alismada da bu bulgular1 destekleyecek sekilde
saperonlarin ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmigtir. Ancak
LONPI seviyeleri gruplar arasinda degismemistir. Metformin 6n kosullamasi, bu artislari
anlamli derecede azaltabilmistir LONPI1 karacigerde ayni1 zamanda glukogenezin
kontroliinde rol oynamaktadir (287). Metabolik bir siirece dahil olmas1 nedeniyle LONP1

seviyelerinin IRH modelleme ile degismeyecegi diistiniilebilir.

Literatiirde, metabolik ya da yashlikla iliskili hastaliklarda KPCmt’nin gegici
aktivasyonunun, enerji homeostazisi ve mitokondriyal biitiinliigiin korunmas1 agisindan
yararli olabilecegi bildirilmistir (27). Fakat, uzayan stres kosulu siiresine bagli olarak
KPCmt’nin uzun siireli aktivasyonunun, 6zellikle kanserde stres kosullarina adaptasyonu
arttirabilecegi bildirilmistir. Ayrica, uzun siireli KPCmt aktivasyonu, mitokondriyal hasar
artarken stres kosulunun devam etmesi ile Once mitofaji ve ardindan hiicre 6liim
mekanizmalarinin devreye girmesi ile sonucglanabilir (288). Calisma ile IRH nin KPCmt’yi
tetiklemesi ve metformin uygulamasi ile KPCmt’nin ve karaciger hasariin azaltilabilmesi,
H-IRH’de belirtilen modelleme siireleri ile KPCmt’nin negatif bir rol oynadigina isaret

etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Karacigerdeki I/R mekanizmalarinin anlagilmasi, karaciger transplantasyonu sonrast
goriilebilecek organ reddinin nedenlerinin ortaya c¢ikarilmasint miimkiin kilar.
Transplantasyon sonrasi gelisen siirecler, doku uyumuna ragmen, dondre, aliciya ve organ
saklama kosullarina bagli olarak degisir. Transplantasyon sonrast doku reddinde, bu
parametrelere bagl olarak en sik gerceklesen mekanizma IRH’dir. Literatiirde H-IRH’ nin
molekiiler olarak hangi yolaklar1 etkiledigi, hayvan modellemeleri ile calisilmaya devam

edilmektedir.

H-IRH’de, literatiirde Ozellikle enerji metabolizmasi {izerine yogunlasiimistir.
Hiicresel diizeyde enerji metabolizmasi, mitokondrinin rol oynadig siireclerle yonetilir. Bu
bakimdan, mitokondriye yonelik yolaklarin aydinlatilmasi karaciger fizyolojisinin ve
transplantasyonla goriilecek IRH nin anlagilabilmesine ve bu anomalinin yonetimine katki
saglayacaktir. Ancak IRH gibi stres kosullar1 altinda, KPCmt yolaginin nasil etkilendigine
dair detayl bir ¢aligma gerceklestirilmemistir. Bu noktadan hareketle, sunulan proje KPCmt
yolagini H-IRH’de arastirmay1 amaglamistir. Olasi bir ¢6ziim olarak ise IRH ile bir problem
olarak aciga c¢ikacagi bilinen oksidatif stresi baskilayabilecegi savi ile bilinen metformin
tercih edilmistir. Ug grup halinde ayrilan hayvanlarda, kontrol grubu varhginda IRH ve

metformin 6n kosullama ile IRH modellenmistir.

Modellemeler sonrast karaciger dokularindaki kiimiilatif etki histopatolojik
metotlarla incelenmistir. Ancak Suzuki kriterleri ile kantifiye edilen konjesyon,
vakuolizasyon ve nekroz parametreleri i¢in gruplar arasinda bir fark goriilmemistir. Bu
durum, gruplar i¢inde kullanilan bireylere deneklere ait sonuglarin homojen olmamasi ve
deviasyonun fazla olmasi ile agiklanabilir. Yine de olasi nedenlerin anlagilmasina yonelik
ileri caligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Beklentinin aksine, nétrofil infiltrasyonu
parametresi i¢cin IRH modelleme ile bir artis gézlenmezken metformin 6n kosullamasi
sonrast IRH modelinde artis goriilmiistiir. Inflamasyonun bu grupta tetiklenmesi,
biyokimyasal olarak gosterilmistir. Diisiik doz metformin uygulamasinin inflamasyonu
tetiklemesi literatiirle uyumlu degildir. Olas1 aciklamalar arasinda, metformin uygulamasi
icin tercih edilen gavaj yolu gosterilebilir. Fakat, metforminin bu etkisinin daha da

netlestirilmesi i¢in ileri molekiiler calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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H-IRH modelinde, beklendigi iizere karaciger hasar1 goriilmiistiir. Bu durum, IRH
modelinde artan ALT ve AST seviyeleri ile gosterilmistir. Ayrica IRH, ROS, TOS ve MPO
seviyelerini arttirarak ve GSH seviyelerini azaltarak oksidatif strese neden olmustur. Kritik
bir dneme sahip olacak sekilde metformin uygulamasi, IRH ile olusan karaciger hasarini ve

oksidatif stresi baskilayabilmistir.

KPCmt belirtegleri iizerinden elde edilen sonuglara gore IRH karacigerde KPCmt
yolagini tetikler. Bu artigin, karaciger hasarina neden olacak apoptoz ile sonug¢lanacagi
diistiniilmektedir. Metformin 6n kosullamas1 ise KPCmt’yi baskilar ve bu sayede apoptoz ve
neticesinde karaciger hasart minimize edilir. Bu nedenle, transplantasyon oncesi aliciya,
insana korele dozajlar ve siirelerle metformin 6n kosullamasinin H-IRH’yi baskilayabilecegi

diistiniilmektedir.
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Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.
-0.8000
-0.6000
0.2000

Mean 1
0.1000
0.1000
0.9000

95.00% Cl of diff.

-1.712t0 0.1119
-1.792t0 0.5918
-1.401 to 1.801

Mean 2
0.9000
0.7000
0.7000

Significant?
No
No
No

Mean Diff.
-0.8000
-0.6000
0.2000

Summary
ns
ns
ns

SE of diff.

0.3266
0.4269
0.5735

Adjusted P Value
0.0851
0.3784
0.9356

A-B
AC
B-C

3.464
1.988
0.4932



EK 6: Suzuki kriterlendirmesi sonrasi inflamasyon tespiti icin gruplar arasinda

gerceklestirilen istatistiksel analiz sonucu

Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.
-0.5000
-1.000
-0.5000

Mean 1
0.3000
0.3000
0.8000

95.00% Cl of diff.
-1.450 to 0.4495
-1.950 to -0.05046
-1.450 t0 0.4495

Mean 2
0.8000
1.300
1.300

Significant?
No

Yes

No

Mean Diff.
-0.5000
-1.000
-0.5000

Summary
ns

*

ns

SE of diff.

0.3830
0.3830
0.3830

Adjusted P Value
0.4044
0.0375
0.4044

A-C

1.846
3.693
1.846



EK 7: TNFa seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi

o
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-191.9
-192.8
-0.9520

Mean 1
2355
2355
4274

95.00% Cl of diff.

-352.9 0 -30.81
-349.6 to -36.06
-162.0 to 160.1

Mean 2
4274
428.3
428.3

Significant?
Yes

Yes

No

Mean Diff.
-191.9
-192.8
-0.9520

Summary

*

*

ns

SE of diff.

67.51
65.71
67.51

Adjusted P Value
0.0154
0.0119
0.9999

n
30
30
27

AB
AC
B-C

n2
27
30
30

q
4.020

4.150
0.01994



EK 8: ATP seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi

Ordinary one-way ANOVA
Muttiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

63.40
46.31
-17.09

Mean 1
162.2
162.2
98.78

95.00% CI of diff.

30.37 t0 96.43
14.16 to 78.45
-50.12 10 15.93

Mean 2
98.78
115.9
115.9

Significant?
Yes

Yes

No

Mean Diff.
63.40
46.31
-17.09

Summary

KhkE

*k

ns

SE of diff.

13.84
13.47
13.84

Adjusted P Value
<0.0001
0.0026
0.4362

nf
30
30
27

A-B
A-C
B-C

n2
27
30
30

6.478
4.861
1.748



EK 9: ROS seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi

i

1"
2
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Ordinary one-way ANOVA
Muttiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Shamvs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-475.2
-178.1
2971

Mean 1
927.6
927.6
1403

95.00% Cl of diff.

6927 to -257.7
-380.8 t0 33.59
79.65t0 514.6

Mean 2
1403
1106
1106

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
4752
-178.1
297.1

Summary

ok

ns

*

SE of diff.

91.15
88.72
91.15

Adjusted P Value
<0.0001

0.1167

0.0045

n
30
30
27

A-B
A-C
B-C

n2
27
30
30

7373
2.839
4610



EK 10: TOS seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-21.47
-3.428
18.04

Mean 1
20.46
20.46
41.93

95.00% Cl of diff.

-36.99 0 -5.943
-18.54 to 11.68
2.515t0 33.56

Mean 2
41.93
23.89
23.89

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
2147
-3.428
18.04

Summary

ns

SE of diff.

6.507
6.333
6.507

Adjusted P Value
0.0040
0.8512
0.0186

n
30
30
27

AB

AC

B-C

n2 q

27 4.666
30 0.7656

30 3.921



EK 11: MPO seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Shamvs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-1.147
-0.4433
0.7033

Mean 1
3727
3727
4874

95.00% CI of diff.
-2.118 10 -0.1746
-1.374 10 0.4878
-0.2542 to 1.661

Mean 2
4.874
4.170
4.170

Significant?
Yes

No

No

Mean Diff.
-1.147
-0.4433
0.7033

Summary

*

ns
ns

SE of diff.

0.4075
0.3904
0.4014

Adjusted P Value
0.0166
0.4951
0.1921

|
30
30
2

A-B

AC

B-C

n2 q

21 3.979
32 1.606

32 2417



EK 12: GSH seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Shamvs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Shamvs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

366.2
2403
-126.0

Mean 1
865.5
865.5
499.2

95.00% Cl of diff.
134.9 0 597.5
15.13 to 465.4
-357.310 1053

Mean 2
499.2
625.2
625.2

Significant?
Yes

Yes

No

Mean Diff.
366.2
240.3
-126.0

ns

SE of diff.

96.84
94.36
96.94

Adjusted P Value
0.0009
0.0337
0.3994

n
30
30
27

A-B

AC

B-C

n2 q

27 5.343
30 3.601

30 1.838



EK 13: MDA seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi

i

1

2 Number of comparisons per family

3
4

5 Tukey's multiple comparisons test
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families

Alpha

Sham vs. IRH
Sham vs, Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-32.86
-81.75
-48.89

Mean 1
609.9
609.9
642.8

95.00% Cl of diff.

-108.1to 42.36
-156.3to -7.249
-125.4 t0 27.58

Mean 2
642.8
691.7
691.7

Significant?
No

Yes

No

Mean Diff.
-32.86
-81.75
-48.89

Summary
ns

*

ns

SE of diff.

31.51
31.21
32.04

Adjusted P Value
0.5522
0.0280
0.2841

n1
30
30
21

A-B

AC

B-C

n2 q

27 1475
28 3.704

28 2.158



EK 14: AST seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi

i Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

4
1 Number of families 1
2 Number of comparisons per family 3
3 Alpha 0.05
4
5 Tukey's multiple comparisons test ~ Mean Diff.  95.00% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6 Shamvs. IRH 2112 -2821 to -1403 Yes b <0.0001 AB
7 | Shamvs. Met-IRH -462.6 117210 2465 No ns 0.2557 AC
8 | IRHvs. Met-IRH 1649 939.9 to 2358 Yes b <0.0001 B-C
9
10 Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. m n2 q
11 Shamvs. IRH 194.2 2306 -2112 286.0 10 10 10.44
12 Shamvs. Met-IRH 194.2 656.8 -462.6 286.0 10 10 2.288

3 IRHvs. Met-IRH 2306 656.8 1649 286.0 10 10 8.155



EK 15: ALT seviyelerinin gruplar arasinda istatistiksel analizi
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Ordinary one-way ANOVA
Muttiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test defails
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-2545
-268.6
2276

Mean 1
56.90
56.90
2602

95.00% Cl of diff.

-3569 to -1520
-1293 10 756.2
1251 t0 3301

Mean 2
2602
3255
3255

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
-2545
-268.6
2276

Summary

FhkE

ns

KhkE

SE of diff.

4133
4133
4133

Adjusted P Value
<0.0001
0.7940
<0.0001

nf

1
10
1

=]

8.707
0.9181
7.788



EK 16: HIF-1’in rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu

il Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

4

1 Number of families 1
2 Number of comparisens per family 3
3 Alpha 0.05
4
5 Tukey's multiple comparisons test ~ Mean Diff. ~ 95.00% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6 Shamvs. IRH -1.510 -2.661 to -0.3586 Yes * 0.0163 A-B
7 Shamvs. Met-IRH -0.3067 -1.458 to 0.8447 No ns 0.7070 AC
8 IRHvs. Met-IRH 1.203 0.05195 to 2.355 Yes * 0.0422 B-C
9
10 Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q
11 Shamvs. IRH 1.003 2.513 -1.510 0.3753 3 3 5.691
12 Shamvs. Met-IRH 1.003 1.310 -0.3067 0.3753 3 3 1.156
13 IRHvs. Met-IRH 2.513 1.310 1.203 0.3753 3 3 4.535



EK 17: ATF4’iin rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu
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Ordinary one-way ANOVA
Muttiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Shamvs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-0.03345
0.1512
0.1847

Mean 1
1.000
1.000
1.033

95.00% Cl of diff.

-0.6062 to 0.5393
-0.4216 to 0.7240
-0.3881t0 0.7575

Mean 2
1.033

0.8488
0.8488

Significant?
No
No
No

Mean Diff.
-0.03345
0.1512
0.1847

Summary
ns
ns
ns

SE of diff.

0.1867
0.1867
0.1867

Adjusted P Value
0.9825
0.7110
0.6095

n

W W W

A-B

A-C

B-C

n2 q

3 0.2534
3 1.146
3 1.399



EK 18: ATF5’iin rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu

e Ordinar_y one-waylANOVA
Muttiple comparisons

4
1 Number of families 1
2 Number of comparisons per family 3
3 Alpha 0.05
4
5 Tukey's multiple comparisons test ~ Mean Diff.  95.00% Cl of diff. Significant?  Summary Adjusted P Value
6 Shamvs. IRH -0.2202 -0.3860 to -0.05439 Yes * 0.0154 A-B
7 Shamvs. Met-IRH -0.08840 -0.2542 t0 0.07739 No ns 0.3026 A-C
8 IRHvs. Met-IRH 0.1318 -0.03401 10 0.2976 No ns 0.1103 B-C
9
10 Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n n2 q
11 Shamys. IRH 1.000 1.220 -0.2202 0.05403 3 3 5.763
12 Shams. Met-IRH 1.000 1.088 -0.08840 0.05403 3 3 2.314
13 IRHvs. Met-IRH 1.220 1.088 0.1318 0.05403 3 3 3.449



EK 19: CHOP’un rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu

&
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2 Number of comparisons per family
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5 Tukey's multiple comparisons test

w o~

0
1
2
3

Ordinary one-way ANOVA
Muttiple comparisons

Number of families

Alpha

Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-1615
0.1461
1.761

Mean 1
1.000
1.000
2615

95.00% Cl of diff.

-2.292 10 -0.9380
-0.5300 to 0.8231
1.084 to 2.438

Mean 2
2615

0.8539
0.8539

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
-1.615
0.1461
1.761

Summary

L

ns

L

SE of diff.

0.2206
0.2206
0.2206

Adjusted P Value
0.0008
0.7928
0.0005

n

[FORN IRy

A-B

AC

B-C

n2 q

3 10.35
3 0.9364
3 11.29



EK 20: CLPP’nin rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-1.017
-0.5821
1.335

Mean 1
1.000
1.000
2917

95.00% Cl of diff.
-2.744 t0 -1.090
-1.409 to 0.2447
0.5080 t0 2.162

Mean 2
2917
1.582
1.582

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
-1.917
-0.5821
1.335

Summary

*kk

ns

w

SE of diff.

0.2695
0.2695
0.2695

Adjusted P Value
0.0009
0.1575
0.0062

m

W o W

A-B

A-C

BC

n2 q

3 10.06
3 3.055
3 7.005



EK 21: HSP10’un rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

1123
-0.1376
0.9851

Mean 1
1.000
1.000
2123

95.00% Cl of diff.
-1.983 to -0.2620
-0.9983 to 0.7231
0.1243 to 1.846

Mean 2
2123
1138
1138

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
-1.123
-0.1376
0.9851

Summary

ns

SE of diff.

0.2805
0.2805
0.2805

Adjusted P Value
0.0167
0.8783
0.0293

m

W W W

A-B

A-C

B-C

n2 q

3 5.660
3 0.6937
3 4.966



EK 22: HSP60’1n rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu

QOrdinary one-way ANOVA
Multiple comparisens

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-1.559
-0.3223
1.237

Mean 1
1.000
1.000
2.559

95.00% Cl of diff.
-2.307 to -0.8109
-1.071 t0 0.4260
0.4886 to 1.985

Mean 2
2.559
1.322
1322

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
-1.559
-0.3223
1.237

Summary

**

ns

**

SE of diff.

0.2439
0.2439
0.2439

Adjusted P Value
0.0017
04350
0.0055

m

w W W

A-B

A-C

B-C

n2 q

3 9.042
3 1.869
3 7173



EK 23: HSP70’in rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Shamvs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

0.05

Mean Diff.

-1.200
-0.4466
0.7538

Mean 1
1.000
1.000
2.200

95.00% Cl of diff.

-1.926 to -0.4751
-1.17210 0.2787
0.02847 to 1.479

Mean 2
2.200
1.447
1.447

Significant?
Yes

No

Yes

Mean Diff.
-1.200
-0.4466
0.7538

Summary

ns

SE of diff.

0.2364
0.2364
0.2364

Adjusted P Value
0.0054
02217
0.0431

n

w W

A-B

A-C

B-C

n2 q

3 7.181
3 2672
3 4510



EK 24: LONPY’in rolatif protein ekspresyonunu gruplar arasinda kiyaslanmasi ile elde

edilen istatistiksel analiz sonucu
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Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

Nurnber of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

Test details
Sham vs. IRH
Sham vs. Met-IRH
IRH vs. Met-IRH

1
3
0.05

Mean Diff.

-0.2778
0.1925
0.4703

Mean 1
1.000
1.000
1278

95.00% Cl of diff.

-1.170 t0 0.6140
-0.6992 to 1.084
-0.4214 10 1.362

Mean 2
1.278

0.8075
0.8075

Significant?
No
No
No

Mean Diff.
-0.2778
0.1925
0.4703

Summary
ns
ns
ns

SE of diff.

0.2906
0.2906
0.2906

Adjusted P Value
0.6284
0.7926
0.3091

n

w W W

A-B

A-C

BC

n2 q

3 1.352
3 0.9369
3 2.289



EK 25: Beta-aktin proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen ¢calisma

ile elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 26: ATF4 proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen ¢calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 27: ATFS proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen ¢calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 28: CHOP proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 29: CLPP proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen ¢calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 30: HIF1A proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 31: HSP10 proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 32: HSP60 proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen caliyma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




EK 33: HSP70 proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.



EK 34: LONP1 proteinin Western Blot ile tespitine yonelik gerceklestirilen ¢calisma ile

elde edilen ham membran goriintiisii.




