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OZET

Amac:
Bu calismada, metformin ile yapilan Onkosullamanin sicanlarda olusturulan
hepatik iskemi-reperfiizyon hasar1 (HIRH) modelinde mitokondriyal dinamikler {izerindeki

etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Yontem:

Otuz adet Wistar Albino sican rastgele ii¢ gruba ayrildi: Sham, HIRH, Metformin +
HIRH. iskemi, hepatik pedikiiliin 45 dakika siireyle klampe edilmesiyle olusturuldu ve
ardindan 6 saat reperfiizyon uygulandi. Metformin grubuna, cerrahiden Onceki 7 giin

boyunca orogastrik gavajla 300 mg/kg dozunda metformin verildi.

Bulgular:

HIRH grubunda karaciger hasar1 belirgin olup, ALT, AST, TNF-a diizeyleri artmus;
ATP diizeyleri azalmistir. Metformin ile &nkosullanmis grupta HIRH siddetinin daha
diisiik oldugu gozlenmistir (p<0.05). Karaciger hasari metformin dnkosullamasi ile anlaml
sekilde azalmistir. Mitokondriyal dinamik protein analizlerinde, HIRH grubunda Fisl ve
Drpl artarken MFNI1, MFN2 ve OPA1l azalmistir. Metforminle Onkosullama, bu

degisiklikleri anlamli sekilde sinirlamustir.

Sonug:

Metformin ile yapilan énkosullama, HIRH n1 sinirlamada etkili olmus; oksidatif
stres, inflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyonu smirlamistir. Bu etkiler, mitokondriyal
fizyonu baskilayip flizyonu artirmasiyla iliskilidir. Metformin, mitokondriyal dinamiklere

etkisi ile, karaciger hiicrelerini HIRH na kars1 koruyucu potansiyel bir ajan olabilir.

Anahtar Kelimeler: iskemi — reperfiizyon, karaciger, metformin, mitokondriyal

dinamikler, dnkosullama



ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the effects of metformin
preconditioning on mitochondrial dynamics in a rat model of hepatic ischemia-reperfusion

injury (HIRI).

Methods: Thirty Wistar Albino rats were randomly divided into three groups:
Sham, HIRI, and Metformin + HIRI. HIRI was induced by clamping the hepatic pedicle
for 45 minutes, followed by 6 hours of reperfusion. The Metformin group received 300

mg/kg of metformin via orogastric gavage once daily for 7 consecutive days prior to

surgery.

Results: In the HIRI group, liver injury was prominent, with increased levels of
ALT, AST, MPO, TNF-a and decreased levels of ATP. Significant improvements were
observed in the Metformin + HIRI group (p<0.05). Liver injury was significantly limited
by metformin preconditioning. Analysis of mitochondrial dynamic proteins revealed
increased Fisl, Drpl expression and decreased MFNI1, MFN2 and OPA1 levels in the

HIRI group. These changes were limited following metformin preconditioning.

Conclusion: Metformin preconditioning is effective in attenuating HIRI by
limiting oxidative stress, inflammation, and mitochondrial dysfunction. These protective
effects are associated with the inhibition of mitochondrial fission and promotion of fusion.
Metformin may serve as a potential therapeutic agent by regulating mitochondrial

dynamics and protecting liver cells against HIRI.

Key Words: ischemia — reperfusion, liver, metformin, mitochondrial dynamics,

preconditioning
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1. GIRIS

Iskemi reperfiizyon hasar1 (IRH) tiim canli dokularn etkileyebilecek ¢esitli
sebepleriyle bir¢ok klinik sorunun kokeni, bir o kadarinin da komplikasyonu olarak;
dekadlar boyu popiiler bir arastirma konusu olmasina ragmen, tam olarak aydinlatilamayan
mekanizmalart ve olast ¢oziimleri, hiicresel — molekiiler diizeydeki kesiflerin 1s1831nda

halen 6nemli hipotezlerin konusudur [1].

Doku perfiizyon kisitliligi ile karakterize iskemi, doku oksijenizasyon yetersizligine
sebep olur. Oksijen kisithiligt ile hiicrenin ana enerji kaynagi adenozin trifosfatin (ATP)
baslica liretim mekanizmasi olan oksidatif fosforilasyon aksar. Enerji yoksunluguna giren
hiicrede, enerji gerektiren hayati fonksiyonlarin aksamasi, zincirleme bir dizi hasara yol
agar: hiicre membranindaki Na*/K*-ATPaz ve endoplazmik retikulum (ER) membranindaki
Ca™-ATPaz pompalarinin yetersizlikleri sonucu sitozolik sodyum, kalsiyum ve proton
diizeyleri artar. Olusan hiperosmolar ve asidik ortamda protein sentezi aksar, onemli
enzimleri igeren mevcut proteinlerin yapt ve islevleri bozulur. Hiicresel hasar,
reperfiizyonla daha da siddetlenir. Oksidatif stres (OkS), inflamasyon ve ilerleyici hiicre
hasarina neden olan IRH hiicre canliligim tehdit eder [1,2]. Reperfiizyonla siddetli OkS

gelisiminde mitokondrinin merkezi roli bilinmektedir [2-6].

Hepatik iskemi reperfiizyon hasari (HIRH), transplantasyon ve travma gibi farkli
sebepli karaciger cerrahisi sonrast onemli bir prognostik faktor, post-transplant greft

disfonksiyonunun 6nemli bir sebebidir [2].



Okaryotik hiicre metabolizmasinda merkezi rollere sahip mitokondri; karaciger,
beyin, kalp, iskelet kasi gibi enerji ihtiyaci yliksek dokularda daha yogun gozlenir, fakat
fonksiyonu enerji liretimiyle smirli degildir. Bilimsel arastirma imkanlarinin gelisimi, -
hiicre sinyal kaskadlar1 basta olmak {iizere- hiicresel ve molekiiler diizeyde biiyiik hizla
devam eden kesiflerle; mitokondrinin bilinen fonksiyonlari da artmaktadir. Strese karsi
direnci arttirarak hiicresel sagkalim siirecinde mitokondriyal flizyon lehine degisim
egilimiyle; hiicresel ihtiyaglara gore adaptif mekanizmalarin da merkezinde olusu

nedeniyle mitokondriyal dinamikler bir baska giincel odak noktasidir [3].

Mitokondrinin hastaliklarin patogenezindeki rollerine dair ¢aligmalarin artis1 bunun
bir baska sonucudur. Bugiin, mitokondrinin IRH gelisiminde 6nemli rolleri saptanmis

olup, bu rollere dair detaylarin kesif siireci devam etmektedir[2-6].

Yaygin kullanilan bir oral antihiperglisemik olan metforminin, son dénemde hiicre
koruyucu etkileri saptanmis, farkli organlarda hiicre hasarini sinirlayici rolleri bildirilmistir

[7-17].

Metforminle &nkosullamanm IRH’n1 smirlayic1 etkisi gosterilmis olsa da,
literatiirde mitokondriyal dinamiklere odakli bir ¢aligma heniiz bulunmamaktadir [14]. Bu
calismada; “Sicanlarda, HIRH modelinde metformin ile 6nkosullama, mitokondriyal
dinamigi fiizyon lehine etkiler” hipoteziyle; metforminle &nkosullamanm, HIRH sican

modelinde, “hepatik mitokondriyal dinamiklere etkisinin tespiti amaglanmistir



2. GENEL BILGI

2.1. iskemi — Reperfiizyon Hasar1

Canli her dokuyu cesitli sebeplerle tehdit eden IRH, iskemi ve reperfiizyon fazlari

sonucu gelisir [1,2].

Iskemi, doku kanlanmasmin (perfiizyonunun) kisitlilig1 olarak tanimlanan, yikici
bir durumdur. Sepsis, organ transplantasyonu, travma, akut koroner sendrom baslica
sebepleridir. iskeminin yol actig1 yetersiz oksijenasyon, hipoksi; hiicresel enetji ihtiyacinin
ana Uretim mekanizmasi olan oksidatif fosforilasyonu da kisith hale getirir. Bu durum,
anaerobik metabolizmay1 tetiklese de, adenozintrifosfat (ATP) iiretimi verimlilik ve

stirdiiriilebilirlik acisindan, enerji krizini kompanse edebilecek diizeyden uzaktir.

Iskemik dokunun hipoksik hiicresinin enerji yoksunlugu, en temel ve vazgecilmez
homeostatik islevleri kisitlar. Fonksiyonlart ATP gerektiren, hiicre i¢i ve hiicre disi
homeostatik dengenin iyonik ve osmotik acilardan en temel ve etkin aktérlerinden, hiicre
membranindaki Na*/K*-ATPaz ve endoplazmik retikulum (ER) membranindaki Ca™-

ATPaz pompalarinin yetersizligi bag gosterir.

Fizyolojik olarak yiiksek hiicre i¢i K* ve hiicre dis1 Na® konsantrasyonlariin
saglanmasi ve idamesindeki en kritik aktorler olan Na'/K*-ATPaz pompalar1 durdugunda
yiikselen hiicre i¢i Na® konsantrasyonu ile transmembran Na* gradienti kaybolur. Bu
gradienti kullanarak hiicre disina H* pompalayan Na-H*-de§isim pompalar1 da bu sekilde
isleyemez hale gelir. Anaerobik metabolitlere ek olarak, artan sitozolik H" konsantrasyonu

ile sitozolik asit — baz dengesi de bozulur.

Enerji yoksunluguyla; ER liimenine Ca™ konsantre etmekle gorevli Ca*"-ATPaz

pompalarinin da kisitlanmasi ile sitozolik Ca** konsantrasyonu artar.

Yiikselen hiicre i¢i Na*, H" ve Ca'" konsantrasyonlar1 ile olusan hiperosmolarite

hiicresel sismeye yol agar.



Enerji krizinin yaratti1 zincirleme ve ¢ok boyutlu bu sorunlardan, bilesik kaplar
misali, hipoksik hiicrenin hemen tiim elemanlar: etkileserek etkilenir: hiicresel aktivitelerin
temel elemanlari olan enzimlerin, niikleer kromatinin yap1 ve fonksiyonlar1 bozulur,

ribozomlar ER’dan ayrilir, protein sentezi aksar.

Reperfiizyon, iskemik bir periyodu takiben, doku kanlanmasinin yeniden saglandigi
hali ifade eder. Iskemik dokunun hipoksik hiicresinin canliligini tehdit edecek diizeyde
bozulan homeostatik dengeler, beklentilerin aksine, reperfiizyon ve reoksijenasyonla
diizelmek bir yana, daha da bozularak hiicre hasarini siddetlendirir ve doku-hiicre canlilig1

lizerinde daha da biiyiik bir tehdit olusturur. Bu durum, iRH olarak ifade edilir.

Reperfiizyon faz1 olduk¢a dinamik bir siire¢c olup, giinlerce siirebilir. Bu siirecte,

oksidatif stres (OkS) ve inflamasyon 6n plandadir.

Oksidatif stres, basta reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species; ROS) olmak
tizere oksidan molekiillerle, enzimatik antioksidan mekanizmalarin islev ve kapasitesinin
dengesizligiyle karakterizedir. Antioksidan mekanizmalarin yetersizligi s6z konusudur. Bu

durumu baslica iki parametre belirler: oksidan diizeyi ve antioksidan kapasite[4].

Enzimatik reaksiyonlara dayanan antioksidan yolaklar, iskemik dokunun hipoksik
hiicresinde, yukarida belirtildigi iizere kisitli hale gelmistir. Reperfiizyonla reoksijenasyon
sonrasi, iskemi esnasinda, oksijen yoksunlugu kaynakli daha sinirli olan ROS iiretimi
belirgin sekilde artar. Yani reperfiizyon agamasinda hiicrede ciddi oksidan molekiil yiikii
artis1 olur. Antioksidan mekanizmalar1 hasarli hiicrede OkKS, reperfiizyonla en belirgin
sorunlardan biri haline gelir. Bu, basta kromatin ve membrandz yapilar olmak tizere, cogu
hiicresel molekiilii yap1 ve fonksiyon agisindan tehdit eder. OkS; endotel hasari, DNA
hasar1 yaratan yikici etkilerine ek olarak inflamatuar yanit1 tetikler. Sitokin firtinas1 ve

inflamatuar yanit ile hiicre 6liimii riski artar.[1-4]

Adenozintrifosfat liretimindeki azalma, iyon pompalariin islev kaybi, laktik asit
birikimi, sitoplazmik asidoz, hiicre sismesi ve sitoskeleton bozulmalar1 ile baglayan
siiregte; reperflizyon sonrasinda olusan ROS patlamasi, DNA kiriklari, protein
denatiirasyonu ve lipid peroksidasyonu gibi hasarlarla birlikte hiicre canlilig1 i¢in daha

bliyiik tehdit olusturur. Ayrica, mitokondriyal permeabilite gecis porlar1 (mitochondrial
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permability transition pores; mPTP) agilarak, mitokondri zar potansiyelini ¢okertir,
apoptoz ve nekroza yol acan sinyal yollarin1 devreye sokar. Hasar-iliskili mitokondriyal
igerigin (damage-associated molecular patterns — DAMP) sitoplazmaya ve hiicre
membran hasar1 sonrasi hiicre disina salinmasi ile inflamatuar yanit daha da siddetlenir.
Reperfiizyon sonrasi gerceklesen siddetli ROS patlamasi mitokondri kaynakli olup;
mitokondri, OkS ve dolayistyla IRH’nda tetikleyici, merkezi rollere sahiptir [1-6].

Couchani ve arkadaslari; iskemi esnasinda, mitokondriyal elektron tasima zinciri
(ETZ), Kompleks I’de “tersine elektron tasinimi (TET)” ile siiperoksit tiretimini tespit
etmis, bu 0zgiil mekanizmaninsa iskemi sirasinda biriken sitrik asit metaboliti, suksinat
araciligiyla aktive oldugunu bildirmistir (Sekil 2.1, Sekil 2.2) [5]. Metabolomik analiz ile,
iskemi esnasinda mitokondriye 6zgii sitrik asit dongiisii metaboliti suksinatin, diger tiim
metabolitlere kiyasla belirgin artisi saptanmig; Ozellikle kalp dokusunda yapilmis
analizlerde suksinat molekiiliiniin aksine diger sitrik asit dongiisii metabolitlerinin
birikmemis oldugu ve suksinatin sadece iskemik bolgelerde birikmis oldugu saptanmistir
(Sekil 2.1). Ustelik iskemik kalp, bobrek ve beyin dokusu analizlerinde; biriken suksinatin,
reperfiizyonla 5 dakika gibi kisa bir siirede normoksik doku diizeylerine geriledigi in vivo
ortamda saptanmistir. Ayrica artan suksinat miktarinin, iskemi siiresiyle orantili oldugu da
tespit edilmistir. Bu tespitle dramatik suksinat artisinin iskemiye 6zgii oldugu belirtilmis,
hattd suksinatin “evrensel bir in vivo iskemi belirteci” olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Iskemiyle biriken suksinatin, reperfiizyonla mitokondriyal ROS iiretimi artarken hizli
sekilde metabolize edilisinin ise reperflizyona 6zgii oldugu diisiiniilmiistiir. Bu ¢calismayla
IRH siirecindeki ROS patlamasinda mitokondrinin 6zgiin roliine dair énemli bir dayanak
tamimlanmustir. Suksinatin, akut IRH patogenezindeki kritik roliine ek olarak, inflamatuar
ve hipoksik sinyalizasyondaki olast rolleriyle, IRH tedavisi igin potansiyel bir terapétik

hedef olabilecegi one siirtilmiistiir [5].
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Sekil 2.1. Doku iskemisiyle aktifleserek suksinat birikimine neden olan yolaklar [5]
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Sekil 2.2. a. Iskemi halinde mitkondriyal elektron tasima zinciri: Oksijen yoklugunda,
mitokondriyal kompleks 2, son elektron alicis1 olarak ters yonde calisarak, fumarati
suksinata indirger. Oksijen yoklugunda elektron tasima zinciri aksamis, kompleks 3’e
aktarim smirlanmistir.  Enerji  yoklugunda, ATP ve ADP, AMP’ye yikilir. b.
Reperfiizyonda TET: Kompleks 2, yeniden, iskemi sirasinda birikmis suksinati fumarata
metabolize edecek sekilde isler ve suksinati hizla metabolize eder. Fakat iskemi sirasinda
(AMP’ye yikilarak) diisen ADP diizeylerinin normalizasyonu o hizda olamadigindan, bir
H" kanali olan ATP sentazin yeniden ¢aligmasi gecikir. Bu gecikme esnasinda artmig
iyonik gradient ve mitokondriyal membran potansiyeli nedeniyle sitozolden mitokondriye
H" akisi kompleks 1°den olur (TET): bu da mitokondriyal ROS artisina yol agar. c.

Normokside elektron tasima zinciri. [5]

Martinez-Reyes ve Chandel de makrofajlarda bakteriyel lipopopolisakkaritlerce
tetiklenen immiin yanitin zeminindeki mitokondriyal ROS saliniminin TET araciligiyla
gerceklestigini belirtmis, mitokondriyal kompleks 1 veya 2 inhibisyonu ile bu inflamatuar
yanitin kisitlandigina ve ayrica TET in kalp ve beyin dokularinda IRH’ndaki roliine atifta
bulunmustur. Mitokondriyal kompleks 2 veya 1 inhibitorlerinin, TET kaynakli OxS ve

hiicre hasariin engellenmesi amagli klinik deneylerde kullanildig: da bildirilmistir [6].

2.2. Mitokondri

Mitokondri, dis ve i¢ zar ile cevrili, ¢ift zar yapisina sahip bir organeldir. Dis zar,
porin kanallar1 sayesinde kiiciik molekiillere gecirgendir; i¢ zar ise yiiksek protein/lipit
orani ve secici gegirgenligi ile proton gradientinin korunmasini saglar. Bu zar iizerinde

ETZ kompleksleri (I-V) ve ATP sentaz yer alir (Sekil 2.3).



Di1s zar ayn1 zamanda mitofaji, flizyon ve fizyon olaylarinda goérevli bazi GTPaz

proteinlere de ev sahipligi yapar [19].

I¢ ve dis zar arasinda kalan bdlge, protonlarin biriktigi alandir. Elekton tasmimi
sirasinda protonlar bu bosluga pompalanarak elektrokimyasal bir gradient olusturur. Bu

gradient ATP sentazca ATP sentezi icin itici gii¢ saglar [20].

I¢ zarda, krista adi verilen kivrimlar yiizey alanim genisletir. Bu zar, selektif
gecirgenligi sayesinde proton gradientinin korunmasinda o©nemlidir. Mitokondriyal
matrikste mitokondriyal DNA, ribozomlar, cesitli metabolik enzimler (6zellikle sitrik asit
dongiisii enzimleri) ve aminoasit/keton cisim metabolizmasina katilan proteinler bulunur

[21].

Mitokondri kendi DNA’larini tasir ve sinirli da olsa translasyonel aktivite gosterir.
Mitokondriyal DNA (mtDNA), halka seklinde cift iplik¢ikli bir molekiildiir. Insan
mtDNA’s1 yaklasik 16.569 baz ¢ifti uzunlugunda olup, 13 protein, 22 tRNA ve 2 rRNA
kodlar [21]. Bu proteinler ETZ’nin yapisal bilesenlerini olusturur.

Niikleer DNA’dan kodlanan bircok mitokondriyal protein vardir ve bu durum,
mitokondrinin hiicre ¢ekirdegi ile siki bir koordinasyon i¢inde ¢alismasini zorunlu kilar

[19].

Mitokondrinin en temel gorevlerinden biri, hiicrenin yasamsal islevlerini
stirdiirebilmesi i¢in gerekli olan enerjiyi saglamaktir. Bu enerji, basta glikoz ve yag asitleri
olmak iizere c¢esitli molekiillerin pargalanmasiyla olusur ve oksidatif fosforilasyon adi
verilen siire¢le elde edilir [21]. Bu biyokimyasal siire¢, i¢ mitokondriyal membranda

(IMM) yer alan ETZ ve ATP sentaz enzimi aracilifiyla gerceklestirilir.

Oksidatif fosforilasyonun ilk adiminda, glikoliz ve TCA (sitrik asit) dongiisiinden
elde edilen NADH ve FADH molekiilleri, tasidiklar yiiksek enerjili elektronlar: sirasiyla
ETZ'nin Kompleks I ve Kompleks II yapilarina aktarir. Bu elektronlar, koenzim Q
(ubikinon) ve sitokrom c araciligiyla Kompleks III ve IV’e tasinir. Elektronlarin bu
kompleksler arasinda tasinmasi sirasinda, mitokondri matriksinden intermembran bosluga

protonlar (H*) pompalanarak bir elektrokimyasal proton gradienti olusur. Bu proton



gradienti, ATP sentaz kompleksi ilizerinden protonlarin tekrar matrikse donmesini saglar.
Bu sirada agiga cikan enerji, ADP’nin ATP’ye fosforilasyonunda kullanilir. Bir glikoz

molekiiliiniin tam oksidasyonuyla 32 ATP sentezlenir [22].

Bu siireg, hiicresel denge agisindan oldukg¢a hassastir. Oksidatif fosforilasyon
sirasinda olusan ROS, mitokondriyal zar yapisina ve DNA’ya zarar verebilir. Hiicreler, bu
zararli etkileri baskilamak i¢in antioksidan mekanizmalar1 kullanir. Aksi takdirde
mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoz gibi siirecler

tetiklenebilir [23].

Mitokondri, hiicre i¢i Ca** konsantrasyonunun diizenlenmesinde aktif rol oynar.
Sitoplazmadaki Ca** artiglarin1 tamponlamak amaciyla bu iyonlar1 dogrudan matriks
icerisine alirlar. Bu siire¢, i¢ mitokondriyal zar iizerindeki mitokondriyal kalsiyum
uniporter kompleksi araciligryla ve zar potansiyeline bagh olarak gergeklestirilir. Boylece

kalsiyum hiicre i¢inde kontrollii bigimde depolanir ve iyonik denge korunur [24].

Mitokondriye alinan kalsiyum, metabolik aktiviteyi dogrudan etkiler. TCA
dongiisiinde yer alan baglica enzimlerden piriivat dehidrogenaz (PDH), izositrat
dehidrogenaz (IDH) ve alfa-ketoglutarat dehidrogenaz (a-KGDH), Ca** tarafindan aktive
edilerek NADH iiretimini artirir. Bu durum, ETZ’nin daha etkin ¢alismasina ve ATP
tiretiminin hizlanmasina olanak tanir [25].

Mitokondri ayn1 zamanda ER ile yakin fiziksel baglantilara sahiptir. Bu temas
bolgeleri, mitokondri-iliskili membranlar (mitochondria-associated membranes; MAM),
ER'den salinan kalsiyumun dogrudan mitokondriye aktarilmasina olanak saglar. Boylece

hizli, lokalize kalsiyum sinyallesmesi miimkiin hale gelir [26].

Ancak asir1 Ca** alimi, mitokondriyal membran potansiyelini (A¥m) bozabilir. Bu
durumda, mitokondriyal gecis gézenek kompleksi (mitochondrial transition pore; mPTP)
acilarak matrikse su girisi, organel sigsmesi ve i¢ yapinin bozulmasi gibi olaylara yol
acabilir. Sitokrom c’nin sitozole salinmasiyla birlikte apoptoz siireci tetiklenebilir.
Sitokrom c ile birlikte; mitokondriyal DNA, ROS, kardiyolipin gibi mitokondriyal matriks

molekiillerinin sitozole salinmasi, proinflamatuar etkileriyle de IRH nda rol oynar [27].



Mitokondri, yalnizca enerji iiretim merkezi degil; ayn1 zamanda hiicresel yasam ve
Olim kararlarinda rol oynayan bir organeldir. Hiicresel stres, DNA hasar1i, ROS birikimi
veya kalsiyum dengesizligi gibi durumlarda, mitokondri dis zar1 gegirgen hale gelir ve bazi

pro-apoptotik molekiiller sitozole salinir [28].

Bu siirecte sitokrom c, sitozolde Apaf-1 adli protein ile birleserek apoptozom adi
verilen molekiiler kompleksin olusumunu baglatir. Apoptozom, kaspaz-9'u aktive eder.
Ardindan yiiriitiicii kaspazlar olan kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin aktivasyonu ile hiicrede
programli 6liim siireci ilerler. Cekirdek parcalanir, DNA fragmente olur ve hiicre zarinda
"blebbing" adi verilen kabarciklanmalar olusur [29]. Ayrica, mitokondriden salinan
Smac/DIABLO gibi proteinler de kaspaz inhibitorlerini etkisiz hale getirerek apoptozu
kolaylastirir. Apoptozun diizgiin islemesi, organizmanin saglhigi agisindan hayati 6neme
sahiptir. Hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, bagisiklik sisteminin  dengesi,
yaslanmanin diizenlenmesi ve kanserin Onlenmesi bu mekanizmanin etkili islemesine

baghdir.

Apoptoz kaskad: sorunlari, gesitli hastaliklara zemin hazirlar. Ornegin; kanser
hiicreleri genellikle apoptozu baskilayarak ¢ogalmaya devam ederken, Alzheimer veya
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarda asir1 apoptoz doku kaybina neden olabilir.
Ayrica IRH sirasinda apoptozun mitokondri kaynakli tetiklenmesi, kalp ve karaciger

dokularinda ciddi hasarlara yol agabilir [30].

Sitrik asit dongiisii esnasinda ETZ’nde elektronlarin agiga ¢ikmasi ile siiperoksit
(O27) gibi ROS olusur. Normalde antioksidan mekanizmalarin kompanse edebilecekleri
seviyelerde olusan bu molekiiller, yiiksek konsantrasyonda DNA, protein ve lipitlere zarar
verir. Bu yiizden mitokondri siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan

savunma sistemleri de igerir [31,32].

ROS artis1 mitokondriyal disfonksiyonu tetikleyerek, daha ileri diizey ROS artigina
yol agar ve hiicre hasara neden olur ki, bu siire¢ OkS ile karakterize IRH ile dogrudan

iliskilidir [33].

Mitokondri, hiicresel metabolizmanin merkezinde yer alan ve c¢ok sayida

biyokimyasal yolakta aktif rol iistlenen dinamik bir organeldir. Hiicrenin enerji ihtiyacinin
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bliylik kismi, mitokondri igerisinde gerceklesen oksidatif fosforilasyon siireciyle
karsilanirken, bu organel ayn1 zamanda karbonhidrat, yag ve aminoasit metabolizmasinin
kritik basamaklarin1 da yiiritiir [34]. Glikozdan elde edilen pirlivatin asetil-CoA’ya
cevrilmesinden itibaren baslayan ve sitrik asit dongiisii ile devam eden siiregte, yiiksek
enerjili elektron tastyicilari olan NADH ve FADH nin sentezi gergeklesir. Bu tasiyicilar, i¢

mitokondriyal zar tizerindeki elektron tagima zincirine katilarak ATP {iretimini saglar.

Bununla birlikte, mitokondri yalnizca bir enerji iiretim merkezi degil; ayn1 zamanda
kontrolli ROS iiretiminde, kalsiyum sinyallemesinin diizenlenmesinde ve apoptozun
baslatilmasinda da gorevlidir [35]. Ayrica, karaciger gibi belirli dokularda iire dongiisiiniin
bazi1 basamaklari ile keton cismi tiretimi de mitokondride gergeklesmektedir. Dolayisiyla
mitokondri, hem temel metabolik faaliyetlerin siirdiiriilebilirligi acisindan hem de hiicresel

stres yanitlarinda belirleyici rolleri nedeniyle yasamsal 6neme sahiptir [21].

Mitokondriler bir¢ok metabolik yolakta gorev alir:

o Sitrik asit (Krebs) dongiisii: Matriks i¢cinde gerceklesir ve yiiksek enerjili
elektron tastyicilarini olusturur.

e Yag asidi oksidasyonu (B-oksidasyon): Uzun zincirli yag asitlerinin
par¢alanmasi sonucu asetil-CoA {iretimi saglanir [36]

e  Aminoasit metabolizmasi: Ozellikle glutamat, serin, glisin gibi amino asitlerin
dontisiim yollarinda aktif rol oynar.

e Heme ve steroid biyosentezi: Endokrin hiicrelerde mitokondri, steroid

hormonlarinin sentezinde kritik gorev iistlenir [37]
Bu metabolik siiregler, hepatositlerde iskemi-reperfiizyon sirasinda bozulur;

metformin aracili AMP-aktive protein kinaz (AMPK) aktivasyonu bu bozulmayi

sinirlandirabilir.
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Sekil 2.3. Mitokondri yapisi [38]

2.2.1. Mitokondriyal Kalite Kontrolii

Mitokondri, hiicresel enerji iiretiminin merkezinde yer alan dinamik bir organeldir
ve oksidatif fosforilasyon, redoks denge, kalsiyum homeostazi ve apoptotik sinyalizasyon
gibi siireglerde kritik rol oynar. Hepatik IRH ile elektron tasima zinciri (ETZ) fonksiyonu
bozulur, elektron kacag: artar ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) asir1 iiretilir. Bu oksidatif
yiik, mitokondriyal zar potansiyelinin (A¥m) ¢dkmesine, acik mPTP aktivasyonuna ve

hiicre 6liimiine yol agar [39].

Bu yikicr siirece karst hiicre, 'mitokondriyal kalite kontrolii (mitochondrial quality
control; MQC)' olarak adlandirilan ¢ok katmanli bir savunma sistemi gelistirir. MQC;
biyogenez, flizyon-fizyon dinamikleri ve mitofaji mekanizmalarinin koordineli etkilesimini
icerir. Bu mekanizmalarin iist diizey diizenleyicisi ise enerji sensorii AMPK ve onun asagi
akim hedefleri olan Sirtuin 1 (Silent Information Regulator 2 homolog 1; SIRT1) ve

Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1-alpha (PGC-1a)’dir.

AMPK, hiicresel enerji durumunun hassas bir gostergesi olarak AMP/ATP
oranindaki artisa duyarhidir. Enerji stresinde veya mitokondriyal Kompleks I inhibisyonu
sonrasinda AMP baglanmasi, AMPK nin y-alt biriminde allosterik aktivasyon olusturur ve
karaciger kinaz Bl (liver kinase Bl; LKBI1)-kompleksi (LKBI-STRAD-MO?25)
araciligiyla Thr172 fosforilasyonu gerceklesir. Boylece AMPK aktif hale gelerek katabolik
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stirecleri uyarir (0rnegin glikoz alimi, yag asidi oksidasyonu) ve anabolik siiregleri

(6rnegin lipid sentezi, protein sentezi) baskilar [2].

Metformin, mitokondriyal NADH:ubikinon oksidorediiktaz (Kompleks I)’i kismen
inhibe ederek AMP/ATP oranini artirir; bu da AMPK aktivasyonunu tetikler. Aktive
AMPK, asag1 akimda hem niikleer hem de mitokondriyal hedefleri fosforile ederek enerji

homeostazinin yeniden kurulmasi yoniinde etki gosterir [40].

PGC-1la, mitokondriyal biyogenezin ana transkripsiyonel kofaktoriidiir. AMPK,
PGC-1a’y1 dogrudan fosforile ederken, SIRT1 (NAD*-bagimli deasetilaz) araciligiyla
deasetile ederek aktivitesini gili¢lendirir. Bu koordineli aktivasyon sonucunda PGC-la;
niikleer respiratuar faktor (NRF)-1, NRF-2 ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii
(TFAM) A ekspresyonunu artirir. Bu transkripsiyonel kaskad, niikleus-mitokondri
etkilesimini destekleyerek yeni mitokondri DNA’sinin replikasyonunu ve mitokondri
proteinlerinin sentezini uyarir [39]. Ayrica, SIRT1 aktivitesi NAD*/NADH oranina
bagimlhidir; dolayisiyla metformin ile AMPK aktivasyonu sonucu NAD* artisi, SIRT1
tizerinden mitokondriyal biyogenezi daha da giiglendirir. Bu ecksen, mitokondriyal
kapasitenin yeniden yapilandirilmast ve enerji rezervinin siirdiiriilmesi agisindan kritik

onemdedir.

Mitofaji, hasarli veya depolarize olmus mitokondrilerin segici olarak otofaji yoluyla
ortadan kaldirilmasidir. AMPK, otofaji baslatict kompleksi olusturan ULK1 (unc-51 like
kinase 1)’1 Ser317 ve Ser777 bolgelerinden fosforile ederek mitofajiyi dogrudan uyarir. Bu
stirec, mTORC1 (mechanistic Target of Rapamycin) baskilanmasi ile birlikte ULK1
aktivasyonunu kolaylagstirir. Hasarli mitokondrilerde PINK1 (PTEN-induced kinase 1)
mitokondri dis zarinda birikir ve Parkin (E3-ubikuitin ligaz)’i fosforile ederek mitokondri
proteinlerinin  ubikuitinasyonunu  baglatir. Bu sinyal, otofagozomlarin hasarli
mitokondrilere yoOnlendirilmesini saglar. AMPK’nin ULKI1 {izerindeki fosforilasyonu,
PINK1/Parkin aracili bu yikim siirecinin hizlanmasini destekler.[41] Bu mekanizma
sonucunda, ROS birikimi ve mitokondri kaynakli inflamatuar sinyal molekiillerinin

(6rnegin mitokondriyal DNA, NLRP3 inflammazomu aktivatdrleri) yayilimi 6nlenir.

Mitokondriler, fiizyon (birlesme) ve fizyon (bdliinme) olaylartyla dinamik bir ag

olustururlar. Fiizyon, MFN1/2 (Mitofusin 1/2) ve OPALl (optic atrophy protein)
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proteinleriyle yiiriitiillirken, fizyon DRP1 (Dynamin-related protein 1) araciligiyla
gerceklestirilir. HIRI sirasinda asir1 fizyon, mitokondriyal parcalanmaya ve fonksiyon
kaybina yol agar. AMPK aktivasyonu, DRP1’in Ser637 fosforilasyonunu artirarak fisyonu
baskilar; buna karsin OPA1 stabilizasyonu ile fiizyonu destekler. Boylece mitokondriyal

morfoloji ve membran biitiinliigii korunur [2].

AMPK ayni zamanda redoks dengesini de modiile eder. Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) yolunu aktive ederek HO-1, SOD ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu artirir. Bu sayede lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu
baskilanir. Ote yandan AMPK, NF-xB p65 alt biriminin niikleer translokasyonunu inhibe
eder ve proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6) iiretimini azaltir. Bu durum, metformin
onkosullamasinin hem hepatik dokuda hem de uzak organlarda (6rnegin miyokard)

inflamatuar yanitt sinirlandirmasini agiklar [40].

Sonug olarak, mitokondriyal kalite kontrolii, HIRH’nda enerji iiretimi, redoks
dengesi ve hiicre hayatta kalimini siirdiiren temel savunma agin1 olusturur. AMPK-SIRT1-
PGC-1la ekseni, biyogenez, mitofaji ve dinamiklerin senkronizasyonunu saglayarak hem
mitokondri biitiinliigiinii hem de hiicresel fonksiyonu korur. Bu eksenin farmakolojik
olarak hedeflenmesi — 0zellikle metformin ve benzeri AMPK aktivatorleriyle —
transplantasyon sonrasi karaciger fonksiyonunun korunmasinda umut verici bir strateji

olarak degerlendirilmektedir [2,39-41].

2.2.2. Mitokondriyal Dinamikler

Mitokondriler, sabit sekilli organeller olmaktan ziyade, siirekli olarak bi¢im ve say1
bakimindan degisiklik gosteren dinamik yapilardir. Bu degisiklikler, hiicrenin metabolik
ihtiyaclarma, stres kosullarina ve hiicre dongiisiiniin evresine bagli olarak sekillenir.
Mitokondriyal morfoloji ve saymin diizenlenmesi, hiicre fonksiyonu ve sagkalimi i¢in

kritik neme sahiptir [34].

Mitokondri sayis1, hiicre tipine ve islevine gore biiyiik farkliliklar gosterir. Ornegin
kas hiicreleri (6zellikle kalp kas1) Yiiksek enerji gereksinimi nedeniyle binlerce mitokondri

igerir.  Karaciger hiicreleri metabolik aktiviteleri yogun oldugu icin yiiksek sayida

14



mitokondri barindirir. Lenfosit veya fibroblast gibi hiicreler gérece daha az mitokondriye

sahiptir.

Bir hiicredeki mitokondri sayisi, hiicrenin enerji tliretme kapasitesinin énemli bir
gostergesidir. Bu sayi, hiicre farklilagmasi, biliylimesi ve stres altinda kalmasi gibi
durumlarda artabilir veya azalabilir. Ornegin, egzersiz sirasinda iskelet kasi hiicrelerinde
mitokondriyal biyogenez artar; benzer sekilde, aglik veya hipoksi gibi kosullarda da

hiicreler daha fazla mitokondri iiretir [42].

Mitokondri sayisinin artist, hiicrede mitokondriyal biyogenez olarak adlandirilan
siirecle saglanir. Bu siireg; niikleer ve mitokondriyal gen ekspresyonunun koordineli bir
sekilde artmasi, ribozomal protein sentezi ve yeni mitokondri zarlarinin olusumu ile
gerceklestirilir [21]. Biyogenezin ana diizenleyici faktorlerinden biri, PGC-la adl
transkripsiyonel koaktivatordiir. PGC-1a, oOzellikle egzersiz, soguga maruz kalma ve
oksidatif stres gibi durumlarda uyarilir [35].

Mitokondriler genellikle elipsoidal ya da tiibiiler yapilarda gozlemlense de, hiicre
tipine ve fizyolojik duruma gore yuvarlak, filamentdz (ipliksi), dallanmis veya parcali
yapilarda  bulunabilir.  Ozellikle enerji  ihtiyact yiiksek hiicrelerde  (6rnegin
kardiyomiyositler, hepatositler ve ndronlar) mitokondriler uzun, ag benzeri bir agda
birlesmis filamentdz yapilarda olabilir. Bu morfolojik yap1, MQC kapsaminda kalan ve
mitokondriyal dinamikler olarak adlandirilan fiizyon ve fisyon siirecleri tarafindan stirekli
olarak diizenlenir. Fiizyon, birden fazla mitokondrinin birleserek tek, daha biiyiik bir
mitokondri olusturmasidir ve genellikle enerji ihtiyacinin yiliksek oldugu veya hasarin
onarilmasi gerektigi durumlarda goriiliir. Fisyon ise bir mitokondrinin ikiye ayrilmasidir;
bu siire¢ yeni hiicre olusumlar1 (mitoz), mitofaji (hasarli mitokondrilerin yok edilmesi) ve

stres yanitlariyla iligkilidir [38,42-44].

Mitokondri sayist ve sekli ile ilgili anormallikler, bircok hastalikla
iliskilendirilmistir[34,45]:
* Norodejeneratif hastaliklar (6r. Parkinson, Alzheimer): Dalli yapilarin kayb1 ve
fisyon artig1 gortiliir.
+ Kas distrofileri ve mitokondriyal miyopatiler: Sayica azalmis, sismis veya
par¢alanmis mitokondriler tespit edilir.

« IRH: Fisyon artar, enerji iiretimi bozulur ve apoptoz tetiklenir.
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* Kanser: Baz1 tiimdr hiicrelerinde mitokondri sayis1 azalir veya morfolojik olarak

diizensiz yapilarda gozlenir.

Mitokondri, hiicre yasami i¢in vazge¢ilmez olan enerji iiretimi basta olmak {izere
cok sayida kritik biyolojik fonksiyonu yerine getirir. Yapisal biitiinliigii ve zarlar arasi
koordinasyonlari, bu gorevlerin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesini miimkiin kilar. Ancak
bu organel ayn1 zamanda hiicresel strese olduk¢a duyarlidir ve kiigiik yapisal bozulmalar
bile genis ¢apli patolojik sonucglara yol agabilir. Dolayisiyla, mitokondrilerin yapisal
ozelliklerini ve islevsel kapasitelerini anlamak, hiicresel saglik ve hastalik siireclerinin

aydinlatilmasinda kilit bir adimdir.

Yukarida belirtildigi iizere, mitokondriler yalnizca enerji iiretiminden sorumlu
statik yapilar degil, ayn1 zamanda hiicre igerisinde yiliksek diizeyde dinamik davraniglar
sergileyen organellerdir. Bu dinamik siiregler; flizyon, fisyon, mitofaji ve hiicre i¢i taginim
gibi mekanizmalar1 igerir. Mitokondriyal dinamikler, hiicre metabolizmasinin siirekliligi,
stres yanitlarinin diizenlenmesi, apoptoz ve organel kalitesinin korunmasi agisindan kritik

Oneme sahiptir [38,45].

Mitokondriyal fiizyon, iki veya daha fazla mitokondrinin birleserek daha biiyiik ve
fonksiyonel bir yap1 olusturdugu siirectir. Bu mekanizma, enerji ihtiyacinin arttig1 veya
mitokondriyal hasarin onarilmasi gerektigi durumlarda 6n plana ¢ikar. Fiizyon sayesinde
mitokondriler, i¢eriklerini paylasarak hasarli bolgelerin telafisini saglar. Siirecte gorev alan
baslica proteinler MFN1, MFN2 ve OPA1’dir. MFN1 ve MFN2 dis mitokondriyal zar
tizerinde gorev alirken, OPA1 i¢ zarda krista biitiinliigiinii saglar [38,45,46].

Fiizyon, iki mitokondrinin zarlarmin ve igeriklerinin birlestirilmesiyle, enerji
verimliligini ve mitokondriyal DNA biitiinliiglinti koruyan bir siirectir. Bu olay iki asamada
gerceklesir: dis zar flizyonu ve i¢ zar flizyonu. Dis zar flizyonu, GTPaz ailesinden MFNI1
ve MFN2 proteinleri tarafindan yiiriitiilir. MFN1/2, karsilikli mitokondri zarlari {izerinde
homodimer veya heterodimer kompleksler olusturarak GTP hidrolizi ile zarlar1 yaklastirir.
Bu etkilesim, mitokondriyal dis zarin kaynasmasini saglar.

I¢ zar fiizyonu, OPA1 proteini tarafindan gergeklestirilir. OPA 1, mitokondriyal i¢
zarda bulunur ve uzun (L-OPA1l) ile kisa (S-OPAIl) izoformlar1 arasinda bir denge

mevcuttur. L-OPAT1 fiizyonu desteklerken, asir1 proteolitik islenme sonucu artan S-OPA1
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formlar fiizyon kapasitesini diiglirtir. OPA1’in GTPaz aktivitesi, zarlarin kaynagmasini ve
krista yapisinin korunmasini saglar. Bu mekanizma, enerji tiretimi ve ETZ verimliligi igin

gereklidir[38].

Mitokondriyal fisyon, hasarli mitokondrilerin elimine edilmesi (mitofaji) ve
mitokondri sayisinin hiicre boliinmesi sirasinda yeniden dagitilmast igin gereklidir.
Fisyonun ana diizenleyicisi, sitozolik bir GTPaz olan DRP1’dir. DRP1, sitoplazmadan
mitokondriyal dis zara tasinir ve burada Mitochondrial Fission Factor (MFF),
Mitochondrial Dynamics proteins of 49 and 51 kDa (MID49, MIDS51) ve Fission 1 (FISI)
gibi reseptdr proteinlere baglanarak halka seklinde bir kompleks olusturur. GTP

hidroliziyle bu halka daralir ve mitokondri ikiye ayrilir.

Fisyonun baslangi¢ noktalar1 genellikle ER ile mitokondri arasindaki temas
bolgeleridir. ER filamentleri, fisyon Oncesinde mitokondriyi sarmalayarak daralma
bolgelerini tanimlar. Aktin polimerizasyonu ve mikrotiibil motor proteinleri (kinesin,

dynein) bu stireci mekanik olarak destekler [38].

Mitokondriyal fiizyon ve fisyon siirecleri arasindaki denge, hiicresel homeostazin
korunmasinda kritik rol oynar. Fiizyon artisi, mitokondri aglarinin uzamasina ve enerji
verimliliginin artmasina neden olurken, asir1 fisyon mitokondriyal fragmentasyona, ROS
tiretiminde artisa ve apoptoz egilimine yol acar. AMPK, mTOR ve kalsiyum sinyali bu
dengeyi diizenleyen baslica metabolik sensorlerdir. Enerji eksikliginde AMPK aktivasyonu
fisyonu simirlarken, stres kosullarinda mTORCI1 inhibisyonu mitofajiyi artirir. Bu karsilikli

denge, hiicre sagkalimi ve doku rejenerasyonu i¢in hayati 6nemdedir [38,45-47].

Mitokondriyal dinamiklerin dengesizligi cesitli hastaliklarla iliskilidir. Ornegin,
Alzheimer hastaliginda MFN2 diizeyleri azalirken DRP1 aktivitesi artar ve bu durum
mitokondrilerin fragmentasyonuna (fisyon) neden olur. Kanserde ise artan fisyon,
glikolitik metabolizmaya kaymay1 kolaylastirir [46]. Deneysel modellerde DRP1, MFN1
veya MFN2’nin genetik susturulmasi; kas zayifligi, kardiyomiyopati ve ndrodejenerasyon
gibi fenotiplere neden olmustur. Bu bulgular, mitokondriyal dinamiklerin tedavi hedefi
olarak ele alinabilecegini gostermektedir. Mesela, DRP1 inhibitorleri (6r. Mdivi-1) ile
fizyonun kontrolii veya mitofajiyi artiran urolithin A gibi ajanlarla mitokondri sagliginin

korunmasi hedefleyen ¢alismalar yapilmistir [49].
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Islemi — reperfiizyon hasar1 gibi akut stres durumlari, mitokondriyal dinamikleri
etkiler. iskemi sirasinda ATP eksikligi, reperfiizyonla birlikte asir1 ROS iiretimi meydana
gelir. DRP1’in hiperaktivasyonu mitokondriyal fragmentasyonu (fisyon) artirir, OPA1’in
parcalanmasi1 ve MFN2 kaybi ise fiizyonu engeller [50].

Mitokondriyal dinamikleri hedef alan tedavi stratejileri {izerinde yogun caligsmalar
yuriitiilmektedir. DRP1 inhibitorleri, OPA1 ekspresyonunu destekleyen ajanlar ve
mitofajiyi tetikleyen molekiiller, IRH gibi sorunlara karsi potansiyel terapdtik

seceneklerdir[51,52].

2.3. Hepatik Iskemi — Reperfiizyon Hasar1

2.3.1. Hepatik Iskemi — Reperfiizyon Hasarimin Klinik Onemi

Iskemi reperfiizyon hasar1 onceleri daha ¢ok kalp dokusunda incelenmis, zamanla
karaciger, bobrek, beyin ve akciger gibi organlarda da 6nemli sonuglara neden oldugu
anlagilmistir. Hepatik IRH, ozellikle karaciger transplantasyonlari, major hepatik
cerrahiler, travmatik kan kayiplar1 ve hipovolemik sok durumlarinda o6nemli bir
komplikasyondur. Klinik olarak HIRH, transaminaz diizeylerinde artis, safra akisinda
azalma, mikrosirkiilasyon bozukluklar1 ve hepatik yetmezlik bulgular: ile kendini gosterir.
Karaciger transplantasyonlarinda greftin islevselligi, greft rejeksiyon riski, safra
kanallarindaki bozulmalar ve alicidaki sistemik inflamatuar yanitin siddeti dogrudan HIRH
diizeyi ile iliskilidir [2]. Hepatik IRH molekiiler temellerinin anlasilmasi, hem greft
sagkalimmi hem de postoperatif komplikasyonlarin azaltilmasini hedefleyen klinik

stratejiler i¢in kritik dneme sahiptir.

2.3.2. Biyokimyasal, Molekiiler HIRI Gostergeleri

Karacigerde IRH; doku hasari, OkS ve inflamasyonla karakterizedir. Bu ii¢ ana

parametre belirtegleri HIRI tespiti ve degerlendirmesinde esastir [1,2,18]:
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Alanin aminotransferaz (ALT) ve Aspartat aminotransferaz (AST), hepatosit zar1
hasar1 sonucu sitoplazmadan dolasima salinan 6zgiil karaciger enzimleridir. Hepatik IRH
sonrasinda, serum ALT ve AST diizeyleri iskemi siiresi uzunluguyla dogru orantili olarak
yukselir. Serum ALT, AST, laktat dehidrogenaz (LDH) gibi sitoliz gostergelerinde artis;
enerji Uretim kisithiligina paralel, doku ATP diizeyinde diisiis; tiimdr nekroz faktorii-alfa
(TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar sitokinler ve nétrofil aktivitesi belirteci
myeloperoksidaz (MPO) diizeylerinde yiikselis; OkS parametrelerinden glutatyon
diizeylerinde diisiis; ROS, total oksidan statii (TOS) ve hiicre membrani peroksidasyonu
metaboliti olan malondialdehit (MDA) diizeylerinde yiikselis; en sik kullanilan bu

parametrelerde HIRH nin yol agmas1 beklenen sonuglardir.

Hiicresel membran biitlinliigli bozuldugunda salinan (ALT ve AST gibi) sitozolik
bir enzim olan LDH diizeyi, IRH sonrasi nekroz ciddiyetini yansitir ve o6zellikle

transplantasyon sonrasi takiplerde prognostik degere sahiptir[2].

Tiimor Nekroz Faktorii-alfa ve IL-6, IRH siirecinde aktive olan immiin hiicreler
tarafindan iretilir. Bu sitokinler, sistemik inflamatuar yanitin baglatilmasinda 6nemli rol
oynar. Reperfiizyon sonrasindaki saatler ic¢inde serum diizeylerinin yiikselmesi,
proinflamatuar kaskadin aktivasyonuna paraleldir. Bu sitokinlerin diizeyleri, ayn1 zamanda
greft disfonksiyonu ve sistemik inflamatuar yanit sendromu gelisme riskini ongdrmede

kullanilabilir[2].

Liu ve arkadaslari, HIRH temelinde oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal
disfonksiyon ve apoptozun yer aldigini, bu siireclerin birbiriyle siki bir ag olusturdugunu

ve tedavi yaklagimlarinin en etkili hedefinin mitokondri oldugunu belirtmislerdir [2].

Calismada, AMPK/SIRT1/PGC-1a ekseninin mitokondriyal biyogenezi uyararak
oksidatif stres ylkiinli azalttii, enerji metabolizmasini dengeledigi ve hepatik hiicre
biitiinliiglinlin korunmasinda kritik rol oynadig: bildirilmistir [2].

Liu ve arkadaslar1, mitokondriyi hedef alan farmakolojik ajanlarin, 6zellikle AMPK
aktivasyonu yoluyla mitokondriyal fonksiyonun siirdiiriilmesini ve reperfiizyon kaynakli
ROS artiginin  smirlandirilmasii sagladigini vurgulamiglardir. Bu bulgu, metforminin

benzer mekanizmalar iizerinden hepatoprotektif etki potansiyelini desteklemektedir [2].

19



Ayrica, calismada mitokondriyal dinamiklerin  (flizyon/fisyon  dengesi)
korunmasinin, karaciger dokusunun iskemi-reperfiizyon hasarma karsi direncini artirdigi,
bu dengenin AMPK aracilifiyla diizenlenmesinin terapétik a¢idan umut verici oldugu

vurgulanmustir [2].

2.4. Metformin ve onkosullama

1922 yilinda kesfedilen metformin, sentetik bir biguaniddir. Polar guanidin yapisi
nedeniyle olduk¢a hidrofiliktir ve fizyolojik pH'de katyonik halde bulunabilir ve pasif
difiizyon yoluyla hiicreye girebilir. 1950'lerden beri metformin, hipergliseminin

tedavisinde kullanilmaktadir [7].

Insanda metformin, organik katyon tastyicilar1 (OCT) araciligiyla calisir. OCT ile
etkilesim, metforminin absorpsiyonunu, dagilimini ve biyokimyasal etkilerini kontrol eder.
Ince bagirsakta metforminin emilimi, enterositlerde bulunan plazma membran monoamin
tasiyicist (PMAT) tarafindan kontrol edilir. Enterositler metformini PMAT ve OCT3
tarafindan alir, ancak OCT1, metforminin kana geg¢isini saglar. Metforminin kandan
hepatositlere gecisi, OCT1 ve OCT3 araciligiyla gergeklesir. Ek olarak, OCT2, kandan
bobreklere gegisi saglar. OCT1 ve coklu ilag/toksin ekstriizyon proteinleri, renal tiibiiler

hiicrelerden idrara gegiste rol oynar[7,8].

Metformin, mitokondriyi hedef alir. Mitokondri matriksinde metformin,
mitokondriyal elektron transferi zincirinde kompleks I'i inhibe eder. Bu durum, ATP
sentezini azaltmanin yani sira nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) oksidasyonunu da
azaltir. Karacigerde ATP seviyeleri diiserken, karaciger kinaz B1 (LKBI), 5'-adenozin
monofosfat kinazin indiiklenmesini saglar. Bu durum, hepatik glukogenezi durdurur ve
kaslarda glukoz kullanimini arttirir. Metforminin etkilerinin, LKB1 ve adenozinmonofosfat
kinaz (AMPK)'dan bagimsiz olabilecegi de bildirilmistir[9-12].

Metformin, c¢esitli kaynaklara gore antioksidan etkilere sahiptir. Bu nedenle,
metformin sadece diyabet tedavisinde ve calismalarinda degil, ayn1 zamanda karaciger
hasar1, serebral iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson hastalifi ve organ yetmezligi gibi
bir¢ok farkli patolojik durumda incelenmistir. Bu arastirmalar, metforminin antioksidan

ozelliginin SIRT3, bir antioksidan olan paraoksonaz 1 (PONI1) ve AMP aktive protein
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kinaz (AMPK) aktivasyonu ile iiretilen tiyoredoksin araciligiyla gerceklesebilecegini one

stirmiistiir.[9-12]

Metforminin  mitokondriyal kompleks 1 inhibisyonu sonucu oksidatif
fosforilasyonun duraklamasiyla yiikselen AMP/ATP orani AMPK’1 aktiflestirerek, hedef
genlerin AMPK-aracili transkripsiyonuna yol acar. Boylece hepatic glukoneogenez azalir,
insulin sensitivitesi ve yag asidi oksidasyonu artar ve glikoz diizeyi diiser. AMPK-

bagimsiz etkilerinin oldugu da kabul edilmistir [13].

En sik kullanilan antidiyabetik olan metforminin, kompleks 1 ve TET
inhibisyonunun, IRH olgularinda organ koruyucu etkisi saptanmis, bu etki birgok

arastirmaya konu olmustur [14].

Onkosullama, odaklanilan bir patolojik durum o6ncesinde, belli olumsuz etken,
kosul veya kosullarin hiicre 6liimiine sebep olmayacak diizeyde uygulanmasi olarak
tanimlanabilir. Literatiirde ilk kez anildig1 1964 tarihli ¢alismada “tolerans” ile iliskili bir
anlam kastedilmistir [15]. Ozellikle son iki dekadda iskemik onkosullama kavramiyla
giincel anlam1 daha net sekillenmistir: “6liimciil olmayacak diizeyde hipoksik veya iskemik
olaylar (6nosullama); daha sonra o olayla dliimciil siddette karsilagsa dahi, bir doku, organ,

hattd organizmanin tolerans ve direncini gelistirip, arttirabilir” [16].

Onkosullamanin, hiicre i¢in 8liimciil olmayacak diizeydeki etkenin, hiicre savunma
ve adaptasyon mekanizmalarini aktive ettigi ve hiicrenin strese direncini arttirdigi tespiti,
farkli 6nkosullayici ajanlara dair ¢aligmalara ilham vermistir. Ancak TET’in IRH’deki
rolii bu ajanlar icinde metforminin, bir mitokondiyal Kompleks 1 inhibitorii olarak, 6zel bir
konuma sahip olmasini saglamistir. Bu yiizden metformin ile 6nkosullamanin etkileri

popiilerligi artan bir arastirma odagidir.

Kardiyak hastaliklar, metformin uygulamasinin arastirma konusu oldugu 6énemli bir
gruptur: metforminin AMPK aktivasyonu yoluyla otofajiyi tetikledigi ve mitokondriyal
fonksiyona katkida bulundugu gdsterilmis, kardiyak arrest gegiren farelerde kardiyak ve

renal IRH’nin azaldig1 da kaydedilmistir[17].
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Metforminin koruyucu etkileri renal sorunlarda da c¢alistlmistir. Sigan ve
domuzlarda AMPK'yi aktive ettigi ve NFKB aracili inflamasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayrica, metforminin kronik bobrek hastaligina sahip siganlardan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerde DNA hasarin1 6nledigi ve hiicreleri senesensten korudugu

baska bir arastirmada da gosterilmistir [14].

AMPK -temelli mitokondri koruma mekanizmalarmin HIRH’deki belirgin rolii, bu
tezde kullanilan metformin  O6nkosullama yaklasiminin  biyolojik  rasyonelini
giiclendirmektedir. Metforminin karaciger dokusunda AMPK aracili mitokondriyal koruma
mekanizmalari, iskemi-reperfiizyon modeliyle iliskilendirildiginde, hepatik oksidatif
stresin azaltilmasina ve mitokondriyal dinamiklerin diizenlenmesine katki saglayabilecegi

bildirilmistir [39].

AMPK aktivasyonunun downstream etkilerinden biri, DRP1 fosforilasyonunu
azaltarak mitokondriyal fisyonu baskilamasi ve MFN2 aracili flizyonu desteklemesidir
[19]. Bu durum, metforminle oOnkosullamanin mitokondriyal biitiinliigii koruma

potansiyelini diistindiirtir.

Metforminle onkosullamanin IRH’m1  smirlayici etkisi gosterilmis olsa da,
literatiirde mitokondriyal dinamiklere odakli bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir [14]. Bu
calismada; “Sicanlarda, HIRH modelinde metformin ile 6nkosullama, mitokondriyal
dinamigi fiizyon lehine etkiler” hipoteziyle; metforminle &nkosullamanm, HIRH sican

modelinde, “hepatik mitokondriyal dinamiklere etkisinin tespiti amaglanmigtir
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3. YONTEM

3.1. Deneysel Tasarim

Karsilastirilacak ii¢ grup; “sham” grubu, sadece HIRH yaratilan “iskemi” grubu ve
yedi giin metformin uygulandiktan sonra HIRH yaratilan “metformin” grubu olarak
adlandirilarak tasarlandi; istatistiksel on degerlendirme (power analizi) uyarinca denek

sayist her grupta 10 olmak iizere, toplamda 30 olarak belirlendi [54]. (Sekil 3.1).

Metformin
n=10

Sekil 3.1. Denek Gruplarinin Semast

Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan, gerekli onay alindi (Onay
no: DA 23/21, tarih: 13/10/2023).

3.1.1. Deneysel Model Standardizasyonu

Literatiirde standart olmayan, ¢ok ¢esitli iskemi ve reperfiizyon siireleri uygulanmis
oldugundan, deneysel HIRH sican modeli igin gerekli iskemi ve reperfiizyon siireleri, tez
caligmas1 Oncesinde ayrica yapilmis bir calisma (proje no: DA23/14; baslik: Siganlarda
ideal HIRH modeli standardizasyonu) sonuglarma gére; HIRH yaratmak icin gerekli
minimum siireler olarak belirlenen, 45 dakika iskemi sonrasi 6 saat reperflizyon olarak

planlanda.
Literatiirde daha once uygulanmis metformin dozlar1 ve c¢alismalarin sonuglari

dikkate alinarak, siganlara orogastrik gavajla uygulanacak metformin dozu, insandaki doku

konsantrasyonunu simule eden 300 mg/kg/giin olarak belirlendi [14, 55-57].
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Literatiirde metformin Onkosullamasina yonelik yapilmis gorece az sayida
calisgmada dahi c¢ok cesitli metformin uygulama siireleri mevcut oldugundan, uygun
Metformin 6nkosullama siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan ikinci bir ¢aligmanin (Proje
No: DA23/18; Baglik: "Sicanlarda hepatik iskemi-reperfiizyon hasari modelinde metformin
ile on kosullama standardizasyonu") sonuglarina dayali olarak, metformin grubuna,
iskemiden 6nceki 7 glin metformin uygulanarak dnkosullamanin modelleme acisindan en

uygun protokol oldugu belirlendi.

3.2. Denek Bakimi, Gozetimi ve Cerrahi Uygulama Protokolleri

3.2.1. Denek Ozellikleri ve Barindirma Kosullar:

Calismada 250 — 300 g. agirliklarinda, 6 — 9 aylik erkek Wistar albino siganlar
kullanilmistir. Denekler, Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilmistir. Deney siiresince; seffaf polikarbon kafeslerde, 12 saat
aydinlik / 12 saat karanlik dongiistinde, 22 + 2 °C sicaklik ve %45-50 nem orani saglanan

kontrollii cevre kosullart saglanmugtir.

Metformin 6nkosullamasi, “metformin” grubundaki 10 sicana, hepatic iskemiden
onceki 7 gilin boyunca, giinlik 300 mg/kg metformin, orogastrik gavajla verilerek

gerceklestirilmistir.

3.2.2. Anestezi ve Cerrahi Islem Basamaklar

Cerrahi iglemler, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi'nin
operasyon odasinda, steril kosullarda gergeklestirilmistir. intraperitoneal 60 mg/kg ketamin
ve 7 mg/kg ksilazin ile genel anestezi saglanmis, deneklere islem oncesi 500 IU

intraperitoneal heparin uygulanmistir.

Cerrahi alanin, tily temizligi sonras1 povidon iyot ile dezenfeksiyonu ve steril
ortlinmeyi takiben sag subkostal kesi ile karmn bosluguna girilmis, portal triad izole

edilerek hepatik hilus diizeyinde Scanlan Vascu-Statt™ bulldog pens ile gegici olarak
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klemplenmistir. Insizyon, tek kat ve tek tek seyrek dikislerle kapatilmis, denekler iskemi

stiresi boyunca 1sitic1 altinda tutulmustur.

Iskemi siiresi sonunda batin yeniden acilarak klemp alinmus, hepatic reperfiizyon
saglanmig, insizyon tam kat siirekli olarak tekrar suture edilmistir. Altisar saatlik
reperfiizyon siireleri sonunda denekler yeniden uyutulmus, kardiyak ponksiyon ile 2’ser ml
kan Ornegi alinmistir. Ardindan, karin bolgesi tekrar agilarak denekler total hepatektomi

sonrasi genel anestezi altinda sakrifiye edilmistir.

3.2.3. Ornek Toplama ve Saklama Yontemi

Hepatektomi materyali her dilimde santral ve periferik doku icerecek sekilde,
bistiiri ile dilimlenerek, bir boliimii histopatolojik inceleme icin %10’luk formaldehit
sollisyonuna konmus; kalan dokular sivi azot icerisinde soklanarak -80°C’de analiz

zamanina kadar saklanmistir.

3.3. Veri Toplama ve Analiz Siireci Biyokimyasal Analizler:

3.3.1. Histopatolojik Degerlendirme

Karaciger dokusunda uygulanan modelin olusturdugu etkiler Oncelikle
histopatolojik ydntemlerle incelenmistir. Bu analizler, Baskent Universitesi Ankara
Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Calismada
elde edilen karaciger dokulari, parafin bloklara gomiilerek doku saklama ve kesit alma
islemleri yapilmistir. Bloklardan 5-6 mikrometre kalinliginda alinan doku kesitleri,

standart Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama protokolii kullanilarak boyanmustir.

Boyanan preparatlar 1s1k mikroskobu altinda incelenmis ve mikroskopik goriintiiler
dijital olarak kaydedilmistir. Elde edilen goriintiiler iizerinden doku hasarina iliskin
konjesyon, vakuolizasyon, nekroz ve noétrofil infiltrasyonu histopatolojik olarak
degerlendirilmis; sonuclar Suzuki skorlamasi esas alinarak, her parametre icin, 0 — 4 arasi

semikantitatif sayisal degerler seklinde ifade edilmistir: 0: “izlenmedi”, 1: “minimum
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diizeyde izlendi”, 2: “orta diizeyde izlendi”, 3: “yiiksek diizeyde izlendi”, 4: “siddetli
diizeyde izlendi” [58].

3.3.2. Biyokimyasal analizler

Deneklerden alinmis karaciger orneklerinde; HIRI varligi ve siddetinin tespiti
amaciyla belirlenmis parametreler:

-Enflamatuar yanit i¢in tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve notrofil aktivitesi
belirteci miyeloperoksidaz (MPO),

-Lipid peroksidasyonu i¢in malondialdehit (MDA),

-Antioksidan kapasite i¢in glutatyon (GSH),

-Enerji diizeyi i¢in adenozin trifosfat (ATP),

-Oksidatif yiik i¢inse reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve total oksidan statiisii (TOS).
Bu biyokimyasal diizeyler, enzime bagh immiinosorbent analiz (ELISA) yontemi

kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir.

Serum orneklerinde ise karaciger hasar1 belirteci olan hepatositlere 6zgili enzimler

aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri ¢alisilmistir.

Her 0Ornek icin biyokimyasal analizler ¢ teknik tekrarla (triplikat)
gergeklestirilmistir. Olglimler ortalama + standart sapma ve median (min — maks) olarak
degerlendirilmistir.

Analizlerin tiimii ayn1 giinde, ayni cihaz ve kit lot numaralariyla yiiriitiilmiis; her
Ol¢ctim Oncesinde cihaz kalibrasyonu yapilmistir.

3.3.3. Ornek Hazirlama Prosediirii

Eksi 80 santigrad derecede muhafaza edilmis karaciger dokulari, steril bir bistiiri

kullanilarak kiiclik parcalara ayrilmis, Ol¢lim i¢in her bir denekten 100 mg doku

tartilmastir.
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Ince pargalar halindeki dokularm kondugu 1.5 ml'lik Eppendorf tiiplerine 1 ml
sogutulmus fosfat tamponlu salin (PBS) eklenmis ve tiipler homojenize edilmeden

dogrudan 4 °C’de, 8000 rpm hizinda, 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifliji takiben silipernatant yeni bir tiipe aktarilmis, ELISA analizlerinde

kullantlmistir.

Serum bazli enzim analizleri (AST ve ALT) i¢in, 2 ml kan 6rnegi kullanilmistir.
Alman tam kan, 1500 rpm, 10 dakika santrifiij edilerek serum kismi1 ayrilmis ve analizleri

yapilmuistir.

Karaciger siipernatantlarinda protein diizeylerinin normalizasyonu i¢in Bradford
protein tayin yontemi kullanilmistir (ABT Bradford Assay, Kat. No: W04-01-50; ABT
Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye):

 Kitteki bovin serum alblimin (BSA) standart stok ¢ozeltisi, saf molekiiler su ile
0-2 pg/ul araliginda seyreltilerek c¢esitli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler
hazirlanmustir.

e Hazirlanan her bir standarttan 5 pl, mikroplaka kuyucuklarina eklenmis ve
tizerine 200 pl Bradford reaktifi ilave edilerek, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edilmistir.

o Inkiibasyon sonrasi, optik yogunluk degerleri 595 nm dalga boyunda bir
mikroplaka okuyucu (MB-580 Full-Automatic Micro-Plate Reader; Nanbei, Cin)
ile Olglilmiistiir.

o Standartlara ait absorbans ve konsantrasyon verileri dogrultusunda olusturulan
kalibrasyon egrisine ait regresyon formiilii ve belirleme katsayis1 hesaplanmastir.

e FElde edilen matematiksel model kullanilarak, denek orneklerinin protein

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

3.3.4. TNF-a Diizeylerinin Ol¢iimii

Tiim deneklerden elde edilmis karaciger doku oOrneklerinde TNF-a diizeyleri,

iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda sicanlara 6zgii TNF-a ELISA kiti (Katalog No:
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E0764Ra; Bioassay Technology Laboratory, BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak

Olciilmiistiir.

Kitte mevcut 1280 ng/L derisimli stok standart ¢ozeltiden seri diliisyonlarla 640,
320, 160, 80 ve 40 ng/L derisimli standart ¢ozeltiler hazirlanmis; bu ¢ozeltilerden, her bir
kuyucuga 50 pl, doku 6rneklerinden ise her kuyucuga 40 pl olacak sekilde aktarilmistir.
Ornek kuyucuklarina 10 pl sigan TNF-a antikoru ilave edilmistir; standart kuyucuklara ise

(kit bilesenleri igerisinde antikor hazir olarak bulundugundan) bu adim uygulanmamustir.

Takiben tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP konjugat ¢ozeltisi eklenmis ve
icerik iyice karistirildiktan sonra plaka iizeri izole edici film ile kapatilmistir. Reaksiyon,
37°C sicaklikta 60 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
stvilar aspire edilerek uzaklastirilmig, ardindan her kuyucuk 300 pl yikama tamponu ile

toplam bes kez yikanmastir.

Yikama adimlar1 sonrasi her kuyucuga 50°ser pl Substrat A ve Substrat B
soliisyonlar1 eklenmistir. Plaka 1s1ks1z ortamda 37 °C’de 10 dakika daha inkiibe edilmistir.
Son adimda, reaksiyonu durdurmak amaciyla her kuyucuga 50 pl durdurucu soliisyon (stop
solution) eklenmis ve 10 dakika icerisinde mikroplaka okuyucu araciligiyla 450 nm dalga

boyunda optik dansite (OD) degerleri dl¢lilmiistiir.

Standart ¢ozeltilerden elde edilen OD degerleri ve bilinen konsantrasyonlar temel
alinarak regresyon analizi yapilmig, dogrusal olmayan egri uydurma yontemi ile standart
egri ve buna ait matematiksel denklem olusturulmustur. Bu egri yardimiyla, bilinmeyen

orneklerin TNF-a konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

3.3.5. ATP Diizeylerinin Ol¢iimii
Deney gruplarindan elde edilen orneklerdeki ATP konsantrasyonlari, iiretici

firmanin protokolii dogrultusunda sicanlara 6zgli ELISA kiti (Katalog No: E0920Ra;
Bioassay Technology Laboratory, BT Lab, Gliney Kore) kullanilarak belirlenmistir.
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Kitin icerdigi 1600 ng/ml derisimli stok standart ¢ozeltiden 800, 400, 200, 100 ve
50 ng/ml derisimli standart ¢ozeltiler hazirlanmis, bu ¢ozeltilerden her bir kuyucuga 50 pl,
orneklerden ise 40 pl, kullanima hazir ELISA plakasina aktariimistir. Ornek kuyucuklarina
ayrica 10 pl anti-ATP antikoru eklenmistir.

Tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP konjugat ¢ozeltisi eklendikten sonra,
plaka 37°C sicaklikta 60 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun

ardindan, kuyucuklar 300 ul yikama soliisyonu ile toplam bes kez yikanmustir.

Yikama islemi sonrasi her kuyucuga 50 pl Substrat A ve 50 ul Substrat B
cozeltileri ilave edilmis ve plaka 37 °C’de karanlikta 10 dakika inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak amaciyla her kuyucuga 50 pl durdurucu soliisyon (stop solution)
eklenmistir. Islemi takiben, absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen standartlara ait optik dansite (OD) degerleri ve karsilik geldikleri ATP
konsantrasyonlar1 kullanilarak bir regresyon egrisi olusturulmus, bu egriye ait belirleme
katsayis1 ve matematiksel denklem saptanmistir. Bu denklem aracilifiyla bilinmeyen

orneklerdeki ATP diizeyleri kantitatif olarak hesaplanmuistir.

3.3.6. ROS Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku orneklerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeyleri, iiretici firmasinin
protokoliine uygun olarak sican ROS ELISA kiti (Katalog No: E0304Ra; Bioassay
Technology Laboratory, BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak belirlenmistir.

Analiz i¢in, kit igerisinde saglanan 1600 U/ml konsantrasyonundaki standart stok
soliisyondan seri diliisyonlar yapilmak suretiyle 800, 400, 200, 100 ve 50 U/ml
seviyelerinde ara standartlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu standartlardan her bir kuyucuga
50 ul; test orneklerinden ise 40 pl olacak sekilde, kullanima hazir ELISA plakalarina
aktarim gergeklestirilmistir. Ornek kuyucuklarma ilave olarak 10 ul anti-ROS antikoru

eklenmistir.
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Tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP ¢ozeltisi ilave edilmis ve plakalar
37 °C'de 60 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk

300 pl yikama soliisyonu ile toplam bes kez yikanmustir.

Yikama isleminin ardindan tiim kuyucuklara 50’ser ul Substrat A ve Substrat B
cozeltileri eklenmis ve karanlik ortamda 37 °C’de 10 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu sonlandirmak amaciyla her kuyucuga 50 pl durdurucu soliisyon (stop solution)
eklenmis ve ardindan absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile

Olciilmiistiir.

Elde edilen standart OD degerleri ile bunlara karsilik gelen konsantrasyonlar
kullanilarak dogrusal olmayan egri uydurma islemi gergeklestirilmis; bu analiz sonucunda
belirleme katsayisi ve matematiksel denklem elde edilmistir. Bu denklem araciligiyla test

orneklerine ait ROS diizeyleri hesaplanmuistir.

3.3.7. TOS Diizeylerinin Ol¢iimii

Karaciger doku oOrneklerindeki total oksidan statiisii (TOS) seviyeleri, iiretici
firmasmin yonergeleri dogrultusunda sican TOS ELISA kiti (Katalog No: E1512Ra;
Bioassay Technology Laboratory, BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak kantitatif olarak

belirlenmistir.

Analiz siirecinde, 64 U/ml konsantrasyonundaki stok standart soliisyondan seri
diliisyonlar yapilarak sirasiyla 32, 16, 8, 4 ve 2 U/ml diizeylerinde ara standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Bu standartlardan 50 pl’lik hacimlerle, 6rneklerden ise 40 pl olacak sekilde
kullanima hazir ELISA plakalarmm kuyucuklarma aktarim gerceklestirilmistir. Ornek
kuyucuklarma ayrica 10 pl anti-TOS antikoru eklenmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl
streptavidin-HRP konjugati ilave edilerek plakalar 37 °C'de 60 dakika siireyle inkiibasyona

birakilmstir.

Inkiibasyon siiresi sonunda, her kuyucuk 300 pl yikama soliisyonu ile bes kez
yikanmistir. Yikama iglemi sonrasi, tiim kuyucuklara 50’ser pl Substrat A ve Substrat B

¢ozeltileri eklenmis ve 37 °C’de karanlik ortamda 10 dakika daha inkiibe edilmistir.
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Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla her kuyucuga 50 pl durdurucu soliisyon (stop
solution) eklenmis ve ardindan 450 nm dalga boyunda optik dansite (OD) degerleri

mikroplaka okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen standartlara ait OD degerleri ve karsilik gelen konsantrasyonlar
dogrultusunda egri uydurma algoritmasi kullanilarak regresyon denklemi ve belirleme
katsayisi elde edilmistir. Bu egri yardimiyla, test edilen 6rneklerin TOS diizeyleri giivenilir

sekilde hesaplanmistir.

3.3.8. MPO Diizeylerinin Olciimii

Karaciger doku oOrneklerinde miyeloperoksidaz (MPO) diizeyleri, {iretici
talimatlarina uygun olarak sican MPO ELISA kiti (Katalog No: E0574Ra; Bioassay
Technology Laboratory, BT Lab, Giiney Kore) kullanilarak kantitatif olarak belirlenmistir.

Analiz sirasinda, kitin sagladigi 128 ng/ml konsantrasyonundaki stok standart
¢oOzeltiden seri dillisyonlar yapilarak 64, 32, 16, 8 ve 4 ng/ml konsantrasyonlarinda ara
standartlar hazirlanmistir. Hazirlanan standart g¢ozeltilerden her bir kuyucuga 50 pl,
orneklerden ise 40 pl aktarilmistir. Ornek kuyucuklarina ilave olarak 10 ul anti-MPO

antikoru eklenmistir.

Tiim kuyucuklara ardindan 50 pl streptavidin-HRP ¢o6zeltisi ilave edilmis ve plaka
37 °C'de 60 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, her kuyucuk
300 pl yikama tamponu ile bes kez yikanmaistir.

Yikama islemini takiben, her kuyucuga 50 pl Substrat A ve 50 pl Substrat B
cozeltileri eklenmistir. Renk olusumu sonrasinda reaksiyon, 50 pl durdurucu soliisyon
(stop solution) eklenerek sonlandirilmistir. Optik dansite (OD) degerleri 450 nm dalga

boyunda mikroplaka okuyucu ile 6l¢iilmiistiir.

Standartlara ait OD ol¢limleri ve karsilik gelen konsantrasyonlar dogrultusunda

olusturulan standart egri ile egriye ait regresyon denklemi ve belirleme katsayisi

31



hesaplanmistir. Bu egri yardimiyla, drneklerin MPO diizeyleri giivenilir bigimde tayin

edilmistir.

3.3.9. GSH Diizeylerinin Ol¢iimii

Glutatyon (GSH) diizeyleri, kompetetif baglanma esasina dayanan sican GSH
ELISA kiti (Katalog No: ELK8577; ELK Biotechnology, Cin) kullanilarak, iiretici

firmanin talimatlarma uygun sekilde belirlenmistir.

Analiz kapsaminda, 100 ng/ml konsantrasyonundaki stok standart ¢ozeltiden seri
dilisyon yontemiyle 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 ve 1.57 ng/ml diizeylerinde ara standart
cozeltiler hazirlanmigtir. Hazirlanan standartlar ile doku drneklerinden her birinden 50 pl,
ELISA plakasmin ilgili kuyucuklarina eklenmistir. Tiim kuyucuklara ardindan 50 pl
biyotin konjugat soliisyonu ilave edilmistir. Plaka, 37 °C’de 60 dakika stireyle inkiibasyona

brrakilmustir.

Inkiibasyonun ardindan kuyucuklar, 200 pl yikama soliisyonu kullanilarak ii¢ kez
yikanmistir. Takiben, her kuyucuga 100 pl streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklenmis ve plaka
tekrar 37 °C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra kuyucuklar bes kez 200 pl

yikama tamponu ile yikanmuistir.

Yikama sonrasi, her kuyucuga 90 ul TMB (tetrametilbenzidin) substrat ¢ozeltisi
eklenmis ve plakalar 37 °C’de 20 dakika boyunca karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Reaksiyon, her kuyucuga 50 pl durdurucu soliisyon (stop solution) ilave edilerek
sonlandirilmistir. Son asamada absorbans degerleri, 450 nm dalga boyunda mikroplaka

okuyucu ile 6l¢tilmiistiir.

Elde edilen standartlara ait OD degerleri ve bu degerlere karsilik gelen
konsantrasyonlar dogrultusunda regresyon analizi ger¢eklestirilmis; bu islem sonucunda
belirleme katsayisi ve matematiksel denklem elde edilmistir. Bu standart egri yardimiyla,

orneklerdeki GSH diizeyleri hesaplanmstir.
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3.3.10. MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Malondialdehit (MDA) diizeylerinin tayini, rekabet¢i baglanma esasina dayali sican
MDA ELISA kiti (Katalog No: ELK8612; ELK Biotechnology, Cin) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Olgiimler, {iretici firmanmn sagladigi  protokol dogrultusunda

yapilmustir.

Bu kapsamda, 1000 pg/ml konsantrasyonundaki stok standart ¢ozeltiden seri
diliisyonlar gergeklestirilmis ve sirasiyla 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.63 pg/ml
diizeylerinde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu standartlardan ve test
orneklerinden 50 pl'lik hacimler, kullanima hazir ELISA plakalarmin kuyucuklarina
aktartlmistir. Tiim kuyucuklara ardindan 50 pl biyotin konjugat soliisyonu eklenmis ve

plakalar 37 °C’de 60 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar, 200 pl yikama soliisyonu ile ii¢ kez
yikanmistir. Sonrasinda her kuyucuga 100 pl streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklenmis ve
plakalar tekrar 37 °C’de 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra
kuyucuklar bes kez daha 200 ul yikama soliisyonu ile yikanmigtir.

Ardindan, her kuyucuga 90 pul TMB (tetrametilbenzidin) substrat ¢ozeltisi ilave
edilmis ve plakalar karanlik kosullarda 37 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon,
50 wl durdurucu soliisyon (stop solution) eklenerek sonlandirilmis ve ardindan optik

dansite (OD) degerleri 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile dl¢lilmiistiir.

Standartlara ait OD degerleri ve karsihik gelen MDA konsantrasyonlar
dogrultusunda regresyon analizi uygulanmis; bu islem sonucunda egriye ait matematiksel
denklem ve belirleme katsayisi elde edilmistir. Elde edilen bu egri araciligiyla, test

orneklerinin MDA diizeyleri hesaplanmistir.
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3.3.11. AST ve ALT Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum Orneklerinde aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz
(ALT) diizeyleri, kardiyak ponksiyon alinan 2 ml kan 6rneginin santrifiigasyonu ile elde

edilen serum 6rneklerinde 6l¢iilmiistiir.

Analizler, Roche Diagnostics firmasina ait Cobas C701 tam otomatik biyokimya
analiz cihazi (Roche Diagnostics, Isvigre) kullanmilarak yapilmistir. Bu sistemde, insan
serumunda AST ve ALT o0l¢timii igin gelistirilmis, klinik tan1 amaglh kullanilabilen ticari
kitler (AST i¢in Katalog No: 05850819188; ALT i¢in Katalog No: 05850797188)

kullanilmustir.

Uygulama sonucunda elde edilen sayisal veriler, serumda bulunan AST ve ALT

enzim konsantrasyonlarini yansitmaktadir.

3.3.12. Protein Diizeylerinin Western Blot ile Analizi

Iskemi-reperfiizyon hasar1 (IRH) ve metformin 6n kosullamasmin mitokondriyal
dinamik belirteci proteinlerine etkisi, Western blot yontemiyle protein diizeylerinin tespiti
yoluyla degerlendirilmistir. Analiz 3 biyolojik, 3 teknik tekrar yapilarak

gergeklestirilmistir. Yontem asagidaki adimlarla gergeklestirilmistir:

3.3.13. Protein Orneklerinin Denatiirasyonu

e Protein miktarlar1 Bradford yontemiyle belirlendikten sonra, her 6rnege uygun
hacimde 5X Pagesta Reducing SDS-Page tamponu (Kat. No: 751-001; GeneAll
Biotechnology Co., Cin) ilave edilmistir.

e Toplam hacim 20 pl’ye tamamlanacak sekilde distile su eklenmistir.

e Elde edilen karistm 95°C’de 10 dakika inkiibe edilmis, ardindan buz iizerine

alinarak sogutulmustur.
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3.3.14. Orneklerin Jel Uzerinde Ayrilmasi (SDS-PAGE)

Dikey elektroforez tanki igerisine yerlestirilen %4—12 gradiyent bis-tris jel (Kat.
No: NP0321; Invitrogen, ABD) iizerindeki jel taragi dikkatlice ¢ikarilarak
kuyucuklar a¢ilmistir.

20X MOPS yiiriitme tamponu (Kat. No: NP0050; Invitrogen, ABD), 50 ml
Olctilerek 950 ml distile su ile seyreltilmis ve 1X MOPS tamponu hazirlanmistir.
Elektroforez tankinin i¢ kismina ve dis kismina toplam 600 ml 1X MOPS tamponu
doldurulmustur.

Ornekler yiiklenmeden &nce kuyucuklar temiz uglu pipet yardimiyla nazikge
temizlenmistir.

Marker olarak ilk ve son kuyucuklara 5 pl protein merdiveni (marker) eklenmistir.
Diger kuyucuklara 20 pl denatiire edilmis protein 6rnegi dikkatlice yliklenmistir.
Dikey elektroforez cihazi, giic kaynagina baglanmis; ilk olarak 80 V’de 10 dakika
boyunca 6rneklerin kuyucuklardan ¢ikisi saglanmaistir.

Ardindan, 220 V ve 150 mA’de 50 dakika boyunca elektroforez islemi

tamamlanmistir.

3.3.15. Protein Transferi (Blotlama)

- SDS-PAGE islemi tamamlandiktan sonra elektroforez sistemine ait gii¢c kablolar1
cikartilarak cihazin kapagi acilmus, jel kaseti dikkatlice sistemden ayrilmistir. Jel
kaseti, ozel jel bicagi yardimiyla kenarlarindan kesilerek agilmis ve jelin tist
(tarak) kismi ile alt kismindaki kalin tabaka uzaklastirilmistir. Jel, zarar
gormemesi i¢in distile su i¢eren bir kaba alinmustir.

- Proteinlerin membrana transferi, iBlot2 jel transfer sistemi (Invitrogen, ABD)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu islemde, iBlot 2 Nitrocellulose Transfer
Stack kiti igerigindeki membran ve transfer aparatlar1 kullanilmistir. Transfer
aparati plastik destekle birlikte iBlot cihazina yerlestirilmis ve iki aparat
arasindaki beyaz ayirict parga cikarilmistir. Jel, membran iizerine dikkatlice
yerlestirilmis; kit icerisindeki filtre kagidi distile su ile 1slatildiktan sonra jelin
lizerine serilmistir. Hava kabarciklar1 uzaklastirilmis ve transfer siingeri, cihaz

kapagindaki elektrotla hizalanacak sekilde yerlestirilmistir. Cihazin kapagi
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dikkatlice kapatilmis, P3 transfer program secilerek 7 dakikalk transfer
islemi baglatilmistir.
Transferin basariyla gerceklestigi, 6zellikle marker bantlarinin membrana net

sekilde gectigi dogrulandiktan sonra membran distile suya aktarilmistir.

3.3.16. Membranin Bloklanmasi

Transfer edilen nitroseliilloz membran, protein dis1 baglanmalar1 onlemek
amaciyla %5 BSA (bovin serum alblimini) iceren Western Blot Blocking
Buffer (PBST bazli; ABT Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) icerisine
alimmistir. Membran, oda sicakliginda calkalayici sistemde 1 saat siireyle

inkiibe edilmistir.

3.3.17. Primer Antikor Uygulamasi

Primer antikorlar, Tablo 3.1'de belirtilen bilgiler dogrultusunda hazirlanmis ve
%35 BSA + PBST igeren blocking buffer kullanilarak seyreltilmistir. Elde edilen
primer antikor c¢ozeltileri, bir sonraki adim olan membran inkiibasyonu igin
kullanilmistir. Bloklama islemi tamamlanan membranlar, {izerindeki bloklama
cozeltisi uzaklastirildiktan sonra, her biri 10 ml olacak sekilde seyreltilmis
primer antikor soliisyonlar1 igerisine yerlestirilmistir. Membranlar, bu
kosullarda +4 °C'de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, soguk
ortamdan ¢ikarilan membranlar, oda sicakliginda hafif calkalama esliginde 2

saat daha inkiibe edilerek baglanmanin giiclendirilmesi saglanmustir.

3.3.18. Yikama islemi

Primer antikor inkiibasyonu sonrasinda antikor c¢ozeltisi uzaklastirilmis ve
membranlar, 10X PBST pH 7.6 (Kat. No: B25-01-05; ABT Laboratory
Industry, Ankara, Tiirkiye) i¢inde ii¢ kez, her biri 5 dakika siirecek sekilde

nazikce calkalanarak yikanmistir.
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3.3.19. Sekonder Antikor Inkiibasyonu ve Yikama

- Sekonder antikorlar, iiretici talimatlarina gére uygun diliisyonda hazirlanmstir.

Membranlar, primer antikor sonrasi yikamadan gecirilmis ve ardindan oda

sicakli@inda 1 saat siireyle, 10 ml sekonder antikor cozeltisi i¢inde inkiibe

edilmistir.

- Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, membranlar yeniden 10X PBST pH 7.6

cozeltisi ile ii¢c kez, 5’er dakikalk siirelerle yikanarak fazla sekonder antikor

uzaklastirilmigtir.

Tablo 3.1. Kullanilan antikor bilgileri ile diliisyon miktarlari.

Marka Katalog No  Antikor Ismi Molekiiler Diliisyon
Agirlik Orant

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

ABD

Affinity Biotech, Inc., DF7543 MFNI1 84 kDa 1:500

ABD

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

ABD

Affinity  Biotech, Inc., DF8106 MFN2 86 kDa 1:500

ABD

Affinity Biotech, Inc., DF12005 FIS1 17 kDa 1:500

ABD

Affinity Biotech, Inc., DF7037 DRPI 79 kDa 1:500

ABD

Thermo Fisher., ABD PA579771 OPAIl 80 kDa 1:1000

Affinity  Biotech, Inc., S0001 Goat Anti-Rabbit IgG 1:3000

ABD (H+L) HRP

3.3.20. Goriintiileme ve Veri Analizi

- Yikama adimlarinin ardindan, membranlar 2 ml ECL substrat soliisyonu (ECL

Western Blotting Substrate, SUN; Kat. No: W63-01-05; ABT Laboratory
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Industry, Ankara, Tirkiye) ile temas ettirilmis ve 1 dakika siireyle oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

Fazla reaktif uzaklastirildiktan sonra, membranlar G: Box Chemi XRQ
goriintiilleme sistemi (Syngene, Hindistan) igerisine yerlestirilmis ve
kemiliiminesan sinyaller kaydedilmistir.

Elde edilen bant yogunluklari, ImageJ yazilimi kullanilarak sayisallagtirilmas;
her bir hedef proteinin sinyali, beta-aktin i¢ kontrol proteini referans alinarak

rolatif yogunluk biciminde normalize edilmistir.

3.3.21. Stripping ve Yeniden Inkiibe Islemi

Western Blot analizlerinde, bir hedef proteine yonelik gergeklestirilen primer
antikor inkiibasyonunun ardindan, membranlar A.B.T.™ Stripping Buffer for
Western Blot (Kat. No: WI11-01-25; ABT Laboratory Industry, Ankara,
Tiirkiye) ile isleme tabi tutulmustur. Bu islem sayesinde, membran yiizeyinde
baglanmis olan primer ve sekonder antikorlar etkili bir sekilde uzaklastirilmistir.
Stripping islemi sonrasi, membranlar farkli bir hedef proteine 6zgii primer
antikor ile yeniden inkiibe edilmistir. Bu protein i¢in tiim Western Blot adimlari
(bloklama, primer/sekonder antikor inkiibasyonu, yikama, ECL ile goriintiileme)
aymt sekilde tekrarlanmistir. Tiim hedef proteinlerin analizi tamamlanincaya

kadar bu dongii, her bir antikor i¢in sistematik bigimde uygulanmistir.

3.3.22. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) siiriim 25.0

(IBM Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi. Degiskenlerin dagiliminin
normalligi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Tanimlayic istatistikler ortalama, standart
sapma, medyan, minimum ve maksimum degerler olarak sunuldu. Normal dagilim
gosteren degiskenlerde iki grup arasindaki karsilastirmalar Student’s t-testi ile, ikiden fazla
grup arasindaki karsilagtirmalar ise Tek Yonlii ANOVA testi ile yapildi. Normal dagilim
gostermeyen degiskenlerde ise iki bagimsiz grup arasindaki karsilagtirmalar Mann-

Whitney U testi ile, ikiden fazla grup arasindaki karsilastirmalar ise Kruskal-Wallis testi ile
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yapildi. Gruplar arasindaki farklar Dunn’un Bonferroni testi ile belirlendi. Kategorik
degiskenler frekans ve ylizde olarak sunuldu. Kategorik degiskenler arasindaki iligkiler Ki-
Kare ve Fisher’s Exact testleri ile analiz edildi. p degeri 0.05’ten kiigiik olan sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1. Gruplarin HIRH parametrelerinin analiz sonuglari

(Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test; p<0.05 significant.)

GRUP
SHAM ISKEMI METFORMIN
Standa Standa
Standard rd rd p
Deviatio | Media | Minim | Maxi Deviat | Media | Minim | Maxi Deviat | Media | Minim | Maximu

Mean n n um mum | Mean |ion n um mum | Mean |ion n um m
MDA 609.926 |171.883 | 658.65 (1503 |731.6 |664.6 |96.59 |6554 |519.2 |861.25|6859 |76.58 |[700.55|579.4 |777.942 |0,628
(pg/mL) 0 64 28 31 8 25 44 0 23 0 3 43
ATP 162.178 |75.999 | 139.28 | 73.87 |326.2 [96.17 |28.09 |85.37 |69.89 |141.78 | 115.86 |43.23 |107.42 |74.73 |214.402 | 0,037
(ng/mL) 3 1 50 7 0 8 3 9 8 5 8 1
MPO 3.707 .145 3.674 |3.519 |3.958 [4.878 |2.666 |[3.951 |3.690 |12.400|4.031 |.168 |4.030 |[3.696 |4.252 0,003
(ng/mL)
ROS 927.626 |495.532 | 827.97 [70.97 | 1,791. | 1,427. | 1542 |1,441. | 1,176. | 1,648. |1,105. |313.4 [1,036. | 702.8 |1,694.9 |0,014
(U/mL) 5 0 271 390 74 529 028 39 71 67 956 13 54
TOS 17.771  [23.389 |9.863 |1.638 |7528 |[47.67 |37.61 |29.44 |12.51 |103.21 |23.88 |14.96 |17.188|4.414 |49.374 0,030
(U/mL) 5 5 2 0 9 3 8 6
GSH 883.819 |503.353 (709.02 | 187.0 |1,782. |462.2 |318.8 |436.5 |129.4 |1,148.9 (6252 |2223 |591.14|323.8 |1,095.1 |0,076
(mg/L) 8 47 624 71 54 34 68 86 32 28 5 59 41
TNF-a |235.482 | 144700 | 191.39|67.41 |462.9 |431.1 |108.1 |428.3 |2453 |[601.89 |428.31(400.9 |292.91 |82.82 |1,465.6 |0,021
(pg/mL) 2 2 47 65 77 48 64 4 1 08 8 9 21
HIF1IA |.692 264 611 419 1.198 |1.248 |.165 1.338 |.989 1.410 |.756 |.110 128 .635 929 <0,001

Gruplarin ikili mukayesesini i¢eren post-hoc degerlendirme

ANOVA, post-hoc Tukey test; p<0.05 considered significant);

sonucunda (One-way

Iskemi ve Metformin gruplar1 hepatik HIF 1o rdlatif ekspresyon diizeyleri (1,338 ve
0,728) sham grubununkinden (0,611) anlaml1 olarak yiiksek bulunmus (p=0,001 ve 0.004),

Iskemi grubu degeri Metformin grubununkinden yiiksek olsa da, bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir
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Sekil 4.1. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait HIF1A seviyelerindeki degisimler

Iskemi grubu median hepatik ATP diizeyi (85,378 mg/ml), sham grubu median
(139,283 mg/ml) diizeyine goére anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p=0,031).
Metformin grubu ile iskemi ve Sham gruplari arasinda, ATP diizeyleri agisindan anlaml1

fark bulunmamistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait ATP seviyelerindeki degisimler
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Sekil 4.3. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait MPO seviyelerindeki degisimler

Iskemi ve metformin gruplari median hepatik MPO diizeyleri (3,95 ng/ml ve 4,03
ng/ml) sham grubununkinden anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,016 ve 0,005). Bu
parametre, Iskemi ve Metformin gruplar arasinda, istatistiksel olarak anlamli fark arz

etmemistir (Sekil 4.3).

Hepatik TNFo median diizeyleri; Iskemi grubunda (428,348 pg/ml), Sham grubuna
(191,392 pg/ml) gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek saptanmistir
(p=0,017). Metformin grubu (292,918 pg/ml) diger gruplarla anlamli fark gdstermemistir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait TNF-a seviyelerindeki degisimler

ROS degiskeninde, post-hoc karsilastirma sonuglarma gore; Iskemi grubu medyan
degeri (1441 U/ml), Sham grubu medyan degerine (827 U/ml) gore anlamli olarak daha
yiiksek Ol¢iilmiis (p=0,017); Metformin grubu (1036 U/ml), diger gruplarla anlamli fark

arz etmemistir (Sekil 4.5).
2000.00000000000000
1500.00000000000000

1000.00000000000000

ROS (UimL)

500.00000000000000

.00000000000000

SHAM ISKEMI METFORMIN
GRUP

Sekil 4.5. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait ROS seviyelerindeki degisimler
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Iskemi grubu TOS medyan degeri (29,44 U/ml) Sham grubu medyan degerine
(9,86 U/ml) gore anlaml1 olarak daha yiiksektir (p=0,025). Metformin grubu (17,188 U/ml)
TOS diizeyi, diger iki grupla da anlamli farklilik gostermemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Sham, Iskemi ve Metformin gruplarina ait TOS seviyelerindeki degisimler
Hepatik GSH diizeyleri karsilagtirildiginda, Sham grubunda en yiiksek (709,028

mg/L), iskemi grubunda en diisiik (436,534 mg/L) degerler 6lciilmiis olmasma ragmen,

gruplar arasi anlamli farklilik saptanmamustir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait GSH seviyelerindeki degisimler

MDA degiskeni mukayesesi gruplar arasi anlaml fark arz etmemistir.

Sham, iskemi ve metformin gruplart karaciger ornekleri, 151k mikroskopu altinda,
modifiye Suzuki skalast degiskenlerine gore karsilagtirllmigtir. Sadece konjesyon
degiskeninde anlamli farklilik elde edilmistir (p=0,037). Farkliligin hangi Suzuki
kategorisinde oldugunun belirlenmesi i¢in yapilan post hoc karsilagtirmalara gore, “1” ve
“3” konjesyon skorlar1 frekanslarinda anlamli farklilik belirlenmistir: Iskemi grubunda
konjesyon skoru 1 olan denek frekansi sifir iken, sham grubunda %40 gozlenmistir. Benzer
sekilde konjesyon skoru “3” olan denekler de iskemi ve sham grubu arasinda anlamli
farklilik gdstermistir. Iskemi grubunda 5 (%50) denekte konjesyon skoru “3” gozlenmis,

sham grubunda konjesyon skoru “3” olan denek gézlenmemistir (Sekil 4.8).

Gruplarin vakualizasyon, nekroz ve nétrofil infiltrasyonu frekanslar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmemistir.
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Sekil 4.8. Sham, iskemi ve Metformin gruplarina ait konjesyon frekanslar

Hepatik  konjesyon, vakuolizasyon ve nekroz parametrelerine, noétrofil
infiltrasyonunun da eklenmesiyle olusan modifiye Suzuki skorlarinin, her denek igin
toplamin1 (Total Inflamatuar Skor-TIS) iceren mukayesede; bu skor, Iskemi ve Metformin
gruplarinda, ayni medyan degeri ile (4,5), sham grubununkine (2) gore anlamli olarak

daha yiiksek bulunmustur (p=0,009) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.9).

Tablo 4.2. Gruplarin total inflamatuar skorlar1 (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test;
p<0.05 significant.)

grup
sham iskemi metformin
Mean | SD |Median[Min | Max | Mean SD |Median| Min | Max | Mean | SD |Median| Min | Max p
TIS |2.20 |1.14 | 2.00 |1.00|4.00 | 570 | 3.20 | 4.50 [2.00 | 13.00 | 4.80 |3.08 | 4.50 |1.00 (10.00 | 0,009
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Sekil 4.9. Gruplarin total inflamatuar skorlari

Serum ALT ve AST diizeylerinde; Iskemi grubunda, diger gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,0001) gdzlenmistir. Sham grubuna kiyasla,
Metformin grubunda da gozlenen bu artisin, Iskemi grubundakine gore belirgin olarak

daha kisitli oldugu saptanmigtir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Gruplarin serum ALT ve AST diizeyleri
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Tablo 4.3. Gruplarin mitokondriyal dinamik verileri (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s
test; p<0.05 significant.)

GRUP p

SHAM ISKEMI METFORMIN

Mean | SD | Median | Min | Max | Mean | SD | Median | Min | Max | Mean | SD | Median | Min | Max
FIS1 1.00 | .04 1.01 94 | 1.05| 242 | 38| 232 2.00 | 296 | 1.28 | .21 1.32 .99 1.55 <0,001
DRP1 1.00 | .06 1.00 92 | 1.10 | 240 |.22| 237 211 | 278 | 1.06 | .11 1.10 .89 1.22 <0,001
MFN1 1.00 | .11 .99 84 | 1.16 | .39 | .10 37 25 .53 .89 | .06 .90 77 1.00 | <0,001
MITOFUSIN 1.00 | .10 1.00 85 | 1.17| .40 |.03 41 33 44 74 | .08 73 .62 .85 <0,001
OPA1 1.00 | .04 .99 95 | 1.06 | .40 |.08 42 25 A48 | 1.08 | .10 1.11 .90 1.17 | <0,001

FIS1 rolatif ekspresyon diizeyi, gruplar arasinda anlamli farklilik gostermistir
(p<0,001). Post hoc (One-way ANOVA, post-hoc Tukey test; p<0.05 considered
significant) analiz sonucunda iskemi grubu FIS1 rdlatif ekspresyon medyan degeri (2,32)
sham (1,01) ve metformin (1,32) grubuna gore anlamli olarak daha yiiksektir (p<0,001 ve
p=0,01). Sham ve metformin gruplari mukayesesi istatistiksel olarak anlamli fark arz

etmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Sham (n=10), Iskemi (n=10) ve Metformin (n=10) gruplarina ait FIS1
seviyelerindeki degisimler (FIS1: 17 kDa, Beta Aktin: 47 kDa) ve her deney grubundan bir
denegin triplikat western blot sonu¢ 6rnek resmi (kolonlar; 1-3 Sham, 4-6 [skemi, 7-9 ise

Metformin grubu denegi triplikat sonuglaridir).
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DRP1 rolatif ekspresyon diizeyleri, gruplar arasinda anlaml farklilik gdstermistir
(p<0,001). Post hoc analiz sonucunda iskemi grubu medyan degeri (2,37) sham (1,00) ve
metformin (1,10) gruplarmma goére anlamli olarak daha yiiksektir (p<0,001; p=0,002).

Metformin ve sham gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmamastir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Sham (n=10), iskemi (n=10) ve Metformin (n=10) gruplarina ait DRP1
seviyelerindeki degisimler (DRP1: 79 kDa, Beta Aktin: 47 kDa) ve her deney grubundan
bir denegin triplikat western blot sonu¢ drnek resmi (kolonlar; 1-3 Sham, 4-6 Iskemi, 7-9

ise Metformin grubu denegi triplikat sonuglaridir).

Mifnl rolatif ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamlhi
farklilik gozlenmistir (p<<0,001). Post hoc analiz sonucunda iskemi grubu medyan degeri
(0,37), sham (0,99) ve metformin (0,90) gruplarininkilere gore anlamli olarak daha
diisiiktiir (p<0,001 ve p=0,0006) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Sham (n=10), iskemi (n=10) ve Metformin (n=10) gruplarmna ait MFN1
seviyelerindeki degisimler (Mfnl: 84 kDa, Beta Aktin: 47 kDa) ve her deney grubundan
bir denegin triplikat western blot sonu¢ drnek resmi (kolonlar; 1-3 Sham, 4-6 Iskemi, 7-9

ise Metformin grubu denegi triplikat sonuglaridir).

MITOFUSIN 2 degiskeni gruplar arasinda anlaml farklilik gdstermistir (p<0,001).
Post hoc analiz sonucunda iskemi grubu medyan degeri (0,41), sham (1,00) ve metformin
(0,73) gruplarininkilere gore anlamli olarak daha distktiir (p<0,001 ve p=0,031). Ayni
zamanda metformin grubu medyan degeri sham grubu medyan degerine gore anlamli

olarak daha diisiik elde edilmistir (p=0,038) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Sham (n=10), Iskemi (n=10) ve Metformin (n=10) gruplarina ait Mitofusin 2
seviyelerindeki degisimler (Mfn2: 86 kDa, Beta Aktin: 47 kDa) ve her deney grubundan bir
denegin triplikat western blot sonu¢ 6rnek resmi (kolonlar; 1-3 Sham, 4-6 iskemi, 7-9 ise

Metformin grubu denegi triplikat sonuglaridir).

OPA1 rolatif ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar, anlamh farklilik gostermistir
(p<0,001). Post hoc analiz sonucunda iskemi grubu medyan degeri (0,49), sham (0,99) ve
metformin (1,11) gruplarininkilere goére anlamli olarak daha diisiiktiir (p<0,004 ve
p<0,001). Metformin ve sham gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gbzlenmemistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Sham (n=10), Iskemi (n=10) ve Metformin (n=10) gruplarma ait OPAI
seviyelerindeki degisimler -(OPA1: 80 kDa, Beta Aktin: 47 kDa) ve her deney grubundan
bir denegin triplikat western blot sonug rnek resmi (kolonlar; 1-3 Sham, 4-6 Iskemi, 7-9

ise Metformin grubu denegi triplikat sonuglaridir).
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5. TARTISMA

Calismada metformin Onkosullamasinin hepatik iskemi-reperfiizyon hasarinda
mitokondriyal dinamikler iizerindeki koruyucu etkileri aragtirilmigtir. Caligmanin 6zgiin
yoOnii, metforminin yalnizca antioksidan bir ajan olarak degil, mitokondriyal flizyon-fisyon

dengesini modiile eden bir dnkosullayici olarak degerlendirilmesidir.

Sham grubuna kiyasla, iskemi grubunda diisiik hepatik ATP; yiiksek serum ALT ve
AST, hepatik HIFlo, MPO, TNFa, ROS, TOS diizeyleri dikkate alindiginda HIRH
basartyla olusturulmustur. Suzuki kriterleri ve nétrofil infiltrasyonunun dikkate alindigi
histopatolojik inceleme sonucu semikantitatif Total Inflamatuar Skorlarinin da Iskemi

grubunda, Sham grubuna gore daha yiiksek olusu da bunu desteklemektedir.

Metforminle dnkosullamanin HIRH iizerinde etkileri, literatiirle uyumlu sekilde

olusmus; metfominle énkosullamann, HIRH n1 sinirlayici etki yaratttigini diisiindiirmiistiir.

Bu ¢alismada, metformin ile yapilan énkosullamanin siganlarda olusturulan HIRH
modelinde mitokondriyal dinamikler {izerindeki etkilerine odaklanildi. Bulgularimiz,
metforminin HIRH’n1 anlamli sekilde sinirladigini ve bunun mitokondriyal fisyon ve
flizyon proteinleri iizerinde fiizyon lehine diizenleyici bir role sahip oldugu hipotezini

desteklemektedir.

Iskemi reperfiizyon hasar1 sirasinda olusan oksidatif stres, inflamasyon ve
mitokondriyal disfonksiyon karaciger hiicre hasarinin baglica nedenlerindendir. Bu siirecte
reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) artis1 ve ATP iretiminin bozulmas: ile hiicresel hasar
tetiklenir [1]. Mitokondriler, bu patofizyolojik olaylarin merkezinde yer alir ve fonksiyonel
biitiinliiklerini koruyamamalari durumunda hiicre 6limii kaginilmaz hale gelir [2].
Mitokondriyal dinamikler — 6zellikle fisyon ve fiizyon — hiicre sagligi ve enerji dengesi
icin kritik diizenleyici mekanizmalardir. Drpl aracili mitokondriyal boliinme hasar siirecini
siddetlendirirken, MFN2 ve OPAL ile saglanan mitokondriyal birlesme, hiicresel hayatta
kalim1 destekler [3, 38].

53



Calismamizda, Iskemi grubunda Fis 1 ve Drpl ekspresyonunun arttig1, buna karsin
MFNI1, MFN2 ve OPAI diizeylerinin azaldigi gosterilmistir. Bu durum mitokondriyal
bitlinliiglin bozulmus ve apoptozun tetiklenmis olma olasiligini isaret etmektedir.
Metformin dnkosullama grubunda ise Fis 1 ve Drpl diizeylerinde, Iskemi grubundakine
gore anlaml diisiis; MFN1, MFN2 ve OPA1 diizeylerinde ise artig gozlenmistir. Bu
sonuglar, metforminle onkosullamanin mitokondriyal fisyon aleyhine ve fiizyon lehine
etkiyle hiicresel hasar1 azalttigini desteklemektedir. Martin ve arkadaslari, metformin gibi
mitokondriyal hedefli ajanlarin IRH n1 azaltic1 etkilerini benzer sekilde gdstermis olsa da

molekiiler diizeyde mitokondriyal dinamiklere odaklanmamaistir [3].

Bulgularimiz ayn1 zamanda metforminin anti-inflamatuar ve antioksidan etkilerini
de desteklemektedir. Iskemi grubuna kiyasla; TNF-a diizeylerinde Metformin grubunda,
belirgin azalma, ATP diizeylerinde ise anlamli artis saptanmistir. Bu sonuglar,
mitokondriyal dinamigin diizenlenmesinin yalnizca morfolojik degil aynm1 zamanda
biyokimyasal diizeyde de koruyucu etki sagladigi savimi desteklemektedir. Wu ve ark.,
IRH’nda mitokondriyal stresin merkezi roliinii vurgulamis ve ROS iiretiminin dogrudan

mitokondriyal disfonksiyon ile iligkili oldugunu belirtmistir [1].

Metforminin mitokondriyal i¢ membrandaki Kompleks I inhibisyonunun, direkt
veya dolayli bircok sonucu vardir. Geleneksel bakis acis1, IRH patogenezinde, ROS artisini
tiim hiicredeki genel bir durumdan ibaret goriirken, Couchani ve arkadaslarinin suksinat —
suksinat dehidrogenaz (Kompleks II) — Kompleks I aracii TET ¢oziimlemesi,
mitokondinin IRH ndaki merkezi roliinii perginlemis, bu durum metformini kagit {izerinde
daha ¢ok umut vaadeden bir ajan haline getirmistir [5]. Calisma sonuglarimiz bunu

destekler niteliktedir.

Metformin, kompleks I inhibitorii olarak mitokondride hafif bir stres olusturarak
mitohormetik adaptasyonlar1 indiikler. Bu siireg, hiicresel savunma mekanizmalarinin
aktivasyonunu saglayarak daha direncli bir fenotip gelisimine yol acar [59]. Mitohormesis
kavrami dogrultusunda, ¢alismamizda gozlenen mitokondriyal protein modiilasyonlar1 ve

ATP artis1 bu adaptif yanit1 desteklemektedir.

Metforminin, belirtilen sonuglar1 tam olarak nasil sagladigi konusunda ise

tartismaya agik noktalar vardir: bu bir tedavi midir, yoksa bir énlem midir?
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Onkosullama, var olan bir hastaligin tedavisinden ziyade, hiicre — doku hasar
potansiyeli olan bir durum 6ncesinde; onkosullayicinin, sinirlt hasar yaratarak, hiicrenin
adaptif — kompensatuar mekanizmalar1 uyarmasiyla hiicre direncini arttirmasi prensibi ve
boylece olast hasar1 smirlayip sagkalimi arttirmasi beklentisine dayanir. Bu tarif
“hormesis” olarak da adlandirilmakta, mitokondri Ozelinde ‘“mitohormesis” olarak
anilmaktadir [59]. Entegre stress yanit1 kapsaminda, oldukea i¢ i¢ce yogun sinyalizasyon ve
aksiyon trafigi icinde bu siirece 6zgii bir belirte¢ heniiz bulunmasa da Cheng ve arkadaslari
metforminin hiicre koryucu etkilerini, Kompleks I inhibisyonuyla hafif mitokondriyal

hasar yaratarak yol actig1 mitohormesise baglamaktadir [59].

Metforminin, bir Onkosullayici ajan olarak, saglikli bir hiicreye verildiginde
mitokondriyal Kompleks I'l inhibe edip mitokondriyal stress yaratmasi ve bu sekilde
Oonkosullanan hiicrelerdeki mitohormetik etkisi farkli organlarin farkli patolojik
durumlarinda dogrulanmistir. Fakat Couchani ve arkadaslari ile Martinez-Reyes ve
arkadaslarmin IRH sebepli Kompleks I aracili TET vurgusuyla Kompleks I inhibitorlerini
potansiyel terapotik ajanlar olarak gérmeleri, dnkosullama/hormesis kavramindan farklidir
[5,6]. Clinkii adaptif bir direng saglamaktan ziyade, Kompleks I’deki tersine elektron akisi
sebepli mitokondriyal OkS gelisimini sinirlamak i¢in, tanimlanmis problem iizerine ¢6ziim

amagch bir tedaviye isaret etmektedir.

Aguilar Mora ve arkadaslarinin, morfolojik mitokondri degerlendirmelerinde;
metforminin 6nkosullayici olarak flizyon, tedavi ajani olarak fisyon lehine mitokondriyal

dinamik yarattigina dair bulgular1 da denklemin bir diger bilesenidir [60].

Metforminin, dnkosullayici olarak verildigi bir grupla, tedavi ajani olarak verildigi

bir grubun karsilastirildig: bir ¢alisma, bu duruma 151k tutabilir.

Literatlirde, metformin ile yapilan normotermik makine perflizyon c¢aligmalar1 da
benzer koruyucu etkileri ortaya koymustur. Ozellikle Huijink ve Westerkamp’in bobrek ve
karaciger modellerinde metformin Onkosullamasinin dokusal hasar1 azalttig1 ve
fonksiyonlar1 iyilestirdigi bildirilmistir [14, 55]. Bizim bulgularimiz da bu deneysel

verileri, mekanistik agidan, mitokondriyal dinamik verileriyle tamamlar niteliktedir.
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Bu bulgular, metforminin transplantasyon gibi HIRH maruziyetinin yiiksek oldugu
klinik durumlarda IRH’n1 sinirlayici bir ajan olarak kullanim potansiyelini ortaya
koymaktadir. Bu potansiyel, daha ileri klinik ¢aligsmalarla desteklenme ihtiyaciyla birlikte,
Ozellikle canlidan transplantasyon vakalarinda karaciger dondriine preoperatif
onkosullayici olarak Metformin verilmesi ile hayat bulabilir. Ancak yukarida da belirtildigi
tizere; Metforminin, dnkosullayici olarak verildigi bir grupla, tedavi ajani olarak verildigi
bir grubun karsilastirildigi bir calisma ve sonrasinda daha genis retrospektif ve prospektif

randomize klinik caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu c¢aligma metforminin hepatik iskemi-reperfiizyon hasarinda
mitokondriyal dinamikler iizerine etkisini biitiinciil bicimde gdsteren az sayidaki deneysel
calismadan biridir. Bulgular, metforminin flizyon artirict ve inflamasyon azaltici
etkilerinin, AMPK-DRPI1-MFN2 ekseni iizerinden gerceklestigini diislindiirse de, etki
mekanizmasinin bununla simirli olmama olasili§inin arastirilmasina ihtiya¢ vardir. Bu etki
mekanizmasinin daha ileri in vivo modellerle ve mitokondriyal solunum &lgiimleriyle
dogrulanmasi, metforminin klinik 6nkosullayici olarak kullaniminin1 daha da rasyonelize

edebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuc¢

Bu c¢alisma, metforminle ©Onkosullamanin hepatik iskemi-reperfiizyon hasari
sirasinda mitokondriyal dinamikler {izerinde koruyucu bir diizenleme sagladigini ortaya
koymustur. Elde edilen bulgular, metforminin DRPI1 aktivitesini baskilayarak
mitokondriyal fizyonu azalttigini, buna karsilik MFN1, MFN2 ve OPA1 ekspresyonlarin
artirarak flizyon yoniinde bir denge olusturdugunu gostermektedir. Bu diizenleme
sonucunda mitokondriyal biitlinliik korunmus, oksidatif stres ve inflamatuar yanit belirgin

bigimde azalmis, ATP {iretim kapasitesi artmistir.

Hepatik iskemi-reperfiizyon modelinde, metformin 6nkosullamasinin hepatosit
hasarini sinirladig ve karaciger dokusunda anlamli bir koruma sagladig: gozlenmistir. Elde
edilen sonuglar, metforminin bu etkisini dogrudan mitokondri {izerinden, 6zellikle flizyon-

fisyon dengesini yeniden sekillendirme yoluyla gosterdigine isaret etmektedir.

Sonug olarak, metformin Onkosullamasinin mitokondriyal biitiinliigii koruyarak
enerji dengesini siirdiirmesi, karacigerin iskemi-reperflizyon sonrasi rejenerasyon
kapasitesine katkida bulunabilecek potansiyel bir mekanizmadir. Bu bulgular, metforminin
karaciger cerrahisi ve transplantasyon gibi iskemi-reperfiizyonun 6n planda oldugu klinik

durumlarda koruyucu bir ajan olarak degerlendirilebilecegini desteklemektedir.

6.2. Oneriler

Metformin, pleiotrofik etkileriyle tibbin bir¢cok alaninda umut vaadeden bir molekiil
olup; etki mekanizmasma dair tartismalar devam etmektedir. IRH mekanizmalar1 ve
Ozellikle hiicre sinyal yolaklarinda yarattigi etkilesimlerle, mitokondrinin bu karmasik
yolaklar yumagindaki rollerine, metforminin etki mekanizmalar1 ve potansiyel pleiotrofik
etkilerine, mitohormesis — Onkosullanma mekanistigine dair ileri molekiiler ¢aligmalara
ithtiya¢ vardir. Metforminin, Onksullayici olarak verildigi bir grupla, tedavi ajani olarak

verildigi bir grubun karsilastirildigi bir ¢calisma, siradaki basamak olarak uygun olacaktir.
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