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OZET

Erol S. Spinal kord hasar1 olusturulan sicanlarda etanoliin ferroptosis iliskili
NRF2/GPx4 yolag: iizerindeki etkisinin arastirilmasi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali Tipta Uzmanlik Tezi,
Eskisehir 2025. Etanol kullanimi spinal kord hasar1 vakalarinin yaklasik iigte birinde
bulunmaktadir. Buna karsin etanoliin spinal kord hasarindaki fizyopatolojik stireclere
etkisi iyi anlasilamamustir. Spinal kord hasar1 sonrasi travma bolgesinde gerceklesen
kanama ile demir yiikiiniin artmasi ve spinal dokunun lipid i¢eriginden zengin olmasi,
ferroptosis i¢in uygun zemin hazirlamaktadir. Etanoliin spinal kord hasarindaki
ferroptosis  mekanizmalarima  etkisini  gOsteren bir c¢alisma literatlirde
bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamizda siganlara etanol uygulanmasinin
ardindan spinal kord hasart modeli olusturuldu ve 1 saat sonra ferroptosis NRF2/GPx4
yolag ile iligkili biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler gergeklestirildi. Elde
edilen bulgular incelendiginde, NRF2 gen ekspresyonlarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli degisim izlenmedi. Ferroptosisin ana diizenleyicisi olan
SLC7A11/GPx4/GSH yolagi degerlendirildiginde, sadece etanol uygulanan veya
spinal kord hasari olusturulan gruplarda yolagin baskilanmasinin yani sira, etanol
uygulanmasinin ardindan spinal kord hasar1 gerceklestirilen grupta yolagin daha fazla
baskilandig1  goriildii. Lipid peroksidasyon friinleri  degerlendirildiginde,
SLC7A11/GPx4/GSH yolagindaki baskilanma ile uyumlu olarak, sicanlara etanol
uygulanmasinin ardindan gergeklesen spinal kord hasarinda 4-HNE ve MDA diizeyleri
belirgin olarak daha yiiksekti. Hematoksilen-Eozin, Nissl boyama ve TEM analizleri,
biyokimyasal bulgular ile uyumlu olarak néron hasarinin ve karakteristik ferroptosis
bulgulariin etanol uygulanmasi sonrasi gerceklestirilen spinal kord hasarinda daha
belirgin oldugunu gosterdi. Sonu¢ olarak calismamiz, yiiksek kan alkol
konsantrasyonlarinda gergeklesen spinal kord hasarinda, ferroptotik hasarin daha

siddetli ve 1 saat gibi erken bir donemde gergeklestigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alkol, SLC7A11, Gegirimli elektron mikroskopi, Nissl cisimcigi
Destekleyen Kurumlar: ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu, Proje No:
3170



vi

ABSTRACT

Erol S. The investigation of the effect of ethanol on ferroptosis-associated
NRF2/GPx4 pathway in rats with spinal cord injury. Eskisehir Osmangazi
University Faculty of Medicine, Department of Medical Biochemistry Thesis in
Medical Specialization, Eskisehir 2025. Ethanol use is found in approximately one-
third of spinal cord injury cases. However, the effect of ethanol on the
physiopathological processes in spinal cord injury is not well understood. After spinal
cord injury, the increase in iron load with bleeding at the trauma site and the rich lipid
content of the spinal tissue provide a favorable environment for ferroptosis. There is
no study in the literature demonstrating the effect of ethanol on ferroptosis mechanisms
in spinal cord injury. Therefore, in our study, a spinal cord injury model was created
in rats after ethanol administration and biochemical and histopathological
examinations related to ferroptosis NRF2/GPx4 pathway were performed 1 hour later.
When the findings were analyzed, no statistically significant change was observed in
NRF2 gene expression between the groups. When evaluating the main regulatory
SLC7A11/GPx4/GSH pathway of ferroptosis, it was observed that in addition to the
pathway being suppressed in the groups where ethanol was administered or spinal cord
injury was performed, the pathway was more significantly suppressed in the group
where spinal cord injury was performed after ethanol administration. When evaluating
lipid peroxidation products, consistent with the suppression of the
SLC7A11/GPx4/GSH pathway, the levels of 4-HNE and MDA were significantly
higher in the spinal cord injury following ethanol administration in rats. Hematoxylin-
Eosin, Nissl staining and TEM analyses showed that neuronal damage and
characteristic signs of ferroptosis were more pronounced in spinal cord injury after
ethanol administration, consistent with biochemical findings. In conclusion, our study
shows that ferroptotic damage is more severe and occurs as early as 1 hour in spinal

cord injury at high blood alcohol concentrations.

Key Words: Alcohol, SLC7A11, Transmission electron microscopy, Nissl bodies
Supporting Institution: ESOGU Commission of Scientific Research Projects, Project
No: 3170
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1. GIRIS

Spinal kord hasar1 (SKH), motor, duyusal ve otonomik islevlerde hasara yol
acan, ayni zamanda hastanin psikolojik durumunu da olumsuz yonde etkileyen, yasam
boyu yiiksek saglik bakim maliyetleri ile iligkili bir patolojidir. Akut spinal kord
hasarimin primer ve sekonder olmak iizere 2 fazi vardir. Primer hasar kiint travmanin
bir sonucudur. Sekonder hasar ise ilk travmaya verilen fizyolojik yanittir (1). Bir ¢ok
calisgma SKH sonrast kan-spinal kord bariyerinin bozulmasinin spinal kord 6demi,
kanama, oksidatif stres ve asir1 inflamatuar cevap gibi sekonder hasarlara neden
olabilecegini gostermistir (2). Spinal kord hasarinda primer hasarin geri doniistimsiiz
olmasindan dolay1, sekonder hasar kaskadi iizerinden ndronal dejenerasyonun
Onlenmesine ve aksonal rejenerasyonun stimiilasyonuna odaklanilmasi 6nerilmektedir
(3). Deksametazon ve metilprednizolon gibi glukokortikoidler SKH tedavisinde
kullanilmaktadir. Spinal kord hasari ile ilgili ¢alismalarda elde edilen bulgulara gore
steroidlerin tedavideki faydasi tartismalidir (1, 4). Rehabilitasyon terapisi ise kisitli ve
kiiratif olarak memnun edici degildir (3). Bu nedenle SKH fizyopatolojisinin daha iyi
anlasilmasina ve noron sag kalimi ile rejenerasyonuna yonelik yeni tedavi stratejileri

gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Ferroptosis, 2012 yilinda Stockwell ve Dixon tarafindan tanimlanan non-
apoptotik regiile hiicre 6lim formudur. Genetik, biyokimyasal ve morfolojik olarak
diger programli hiicre Olim formlarindan farklidir. Ferroptosisi olusturan
mekanizmalar demir fazlalig1 ve lipid peroksidasyonu iken, glutatyon peroksidaz 4
(GPx4) ferroptosisin ana diizenleyicisidir. SKH sonrasi, spinal kord bol miktarda
kanar, eritrositler birikir, hemoliz olusur ve ortamda demir birikimi gergeklesir.
Travma sonrasi olusan stres, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumunu ve glutamat
eksitotoksisitesini artirir. Biitiin bu faktorler ferroptosisi indiikler. Son yillardaki
caligmalarda elde edilen bulgular ferroptosisin SKH sonrasi gelisen sekonder hasarda
kritik rol oynadigini gosterir niteliktedir ancak bu konuda kisith sayida g¢alisma
bulunmaktadir (3, 5). Ferroptosis inhibisyonu ile spinal kord hasarinda iyilesmenin
saglandig1 ¢alismalar literatlirde yerini almistir (6-9). Ancak, literatiirde yapilan SKH
ve ferroptosis iliskili arastirmalar, agirlikli olarak SKH’den giinler ya da haftalar

sonrasindaki biyokimyasal ve histolojik degisiklikler hakkinda bilgi vermektedir. Bu



nedenle SKH sonrasi ferroptotik siirecler ile ilgili erken donemdeki biyokimyasal ve
histolojik bulgularin aragtirilmasi, noéron kaybini en aza indirgemek ve ndron

rejenerasyonuna yonelik yeni tedavi stratejileri gelistirmek i¢in faydali olabilir.

Spinal kord hasarli bireylerin %20-47’sinin hasar aninda yiiksek kan alkol
diizeyine sahip oldugu raporlanmistir. Akut etanol intoksikasyonu SKH vakalarinin
yaklagik tigte birinde bulunmasina karsin etanolin SKH’ye bagli patofizyolojik
stiregler tizerindeki etkileri iyi anlagilamamigtir. Yiiksek kan alkol diizeylerinin spinal
kord hasar1 iizerindeki etkisini arastiran klinik ¢aligmalar, sensorimotor iyilesme,
morbidite ve mortalite ile ilgili farkli sonuglara sahiptir (10). Etanoliin ferroptosisi
indiikledigi ve hepatik hiicre 6liimiine katki sagladigi yakin zamandaki ¢aligmalarda
gosterilmistir (11). Spinal kord hasarinda etanoliin ferroptosis mekanizmalari

tizerindeki etkilerini gosteren bir ¢aligma ise literatiirde bulunmamaktadir.

Bu calismada, deneysel spinal kord hasari sigan modeli olusturularak, travma
Oncesi tiiketilen etanoliin, medulla spinalis hasarinda olusan ferroptosis tizerindeki
akut etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amagla spinal kord orneklerinde
ferroptosis NRF2/GPx4 yolag iliskili biyobelirteglerin analizleri ve histopatolojik
incelemeler yapildi. Spinal kord hasarli bireylerin yaklasik tigte birinde etanol tespit
edildigi ve ferroptosisin sekonder hasarda Onemli bir rol aldigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, etanoliin spinal kord hasart ve ferroptosis iizerindeki akut
etkilerinin arastirilmasi, SKH fizyopatolojisinin anlagilmasina ve néron sagkalimi ile
noron rejenerasyonuna yonelik tedavi stratejilerinin  gelistirilmesine katki

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Spinal Kord Hasar
2.1.1. Epidemiyoloji

Spinal kord hasarinin Diinya ¢apinda goriilme sikligi yilda bir milyon kisi
basma 10,4 ile 83 vaka arasinda degismektedir. Vakalarin %78'i erkek bireylerde
goriilmektedir. Yaralanma aninda hastalarin ortalama yasi yaklagik 43'tiir, ancak
adolesan/geng yetiskinlerde bir pik ve 65 yas tstii ikinci bir pik ile bimodal dagilim
gosterir. Motorlu tasit kazalar spinal kord yaralanmalarinin %38,6'sin1 olustururken,
diismeler vakalarin %32,2'sini, siddet eylemleri %14'inii, sporla ilgili etkinlikler

%7,8'ini, cerrahi %4,2'sini ve diger tim nedenler %3,2'sini olusturmaktadir (4).

2.1.2. Fizyopatoloji

Normal spinal kord fizyolojisi astrositler, ndronlar, mikroglia ve
oligodendrositler gibi bir¢ok hiicre tipi arasindaki etkilesimi igerir. Spinal kord
hasarindan sonra, bu etkilesimler kesintiye ugrar ve disorganize olur, bu da
iyilesmenin bozulmasina yol agar (1). Akut spinal kord hasarinin primer ve sekonder
olmak iizere iki fazi vardir. Primer faz, kiint travmanin bir sonucudur. Burst kirigt,
faset dislokasyonu ve fleksiyon-distraksiyon gibi yaralanmalar, vertebral kolon,
intervertebral disk, ligamanlar ve spinal Kortta hasarla sonuglanabilir (4). Primer
yaralanma, spinal dokularda daha fazla biyokimyasal ve mekanik hasar olusturan
sekonder yaralanmay tetikler. Sekonder faz, ilk travmaya verilen fizyolojik yanittir ve
akut, subakut ve kronik olmak iizere ii¢ faza ayrilir. Primer yaralanma fazini takiben
akut sekonder faz; vaskiiler hasar, iyon dengesizligi, eksitotoksisite, serbest radikal
tiretimi, kalsiyum artisi, lipid peroksidasyonu, inflamasyon, 6dem ve nekroz ile
kendini gosterir. Akut sekonder faz devam ederse, subakut sekonder faz baslar ve
noronal apoptoz, aksonal demiyelinizasyon, wallerian dejenerasyonu, aksonal
remodelling ve glial skar olusumu goriliir. Subakut sekonder yaralanma, kistik kavite
olusumu ve glial skarin olgunlasmasi ile karakterize edilen kronik sekonder yaralanma

fazina yol agar (1, 4).



Spinal kord hasar1 olustuktan sonra, hemoraji nedeniyle eritrositler birikir,
hemoliz olusur ve demir birikimi gergeklesir. SKH sonrasi ortaya ¢ikan stres, ROT
olusumunu aktive eder ve ferroptosisi uyarir. Son yillarda elde edilen bulgular ile
ferroptosisin SKH’yi takiben gelisen sekonder hasarda kritik rol oynadig1 anlasilmistir
(3, 5). SKH'nin patofizyolojik siirecinde, ndronlar, mikroglia, astrositler ve endotelyal
hiicreler dahil olmak iizere bir¢ok hiicre ferroptosise ugrar (12). Diger yandan nekroz,

otofaji, apoptosis ve piroptosisin de SKH siirecinde rol oynadig: gosterilmistir (13).

2.1.3. Spinal Kord Hasar1 Yonetimi ve Tedavi Yaklasimlari

Spinal kord hasarinda hasta yonetimi yaralanma yerinde baslatilir. SKH’ nin
yaklasik %25'1 beyin, gogiis/karin veya biiylik ekstremite yaralanmasi ile birlikte
goriiliir. Tiim tibbi acil durumlarda oldugu gibi, ilk degerlendirme hava yolu, solunum
ve dolasim’a odaklanir ve kilavuzlara gore kapsamli acil yonetimi yapilir.
Gorlintileme, SKH'de tan1 ve yonetim rehberliginde temel bir rol oynar. Spinal
korttaki yapisal yaralanma gosterilir ve tedavinin cerrahi olup olmayacagi belirlenir.

Birgok caligma erken dekompresif cerrahinin fayda sagladigini gostermektedir (4).

Spinal kord hasarinda primer hasarin irreversible olmasindan dolayi,
sekonder hasar kaskad1 iizerinden noéronal dejenerasyonun onlenmesine ve aksonal
rejenerasyonun stimiilasyonuna odaklanilmast o6nerilmektedir (3). Spinal kord
hasarindaki sekonder hasarin kompleks fizyopatolojisinden dolayr birden ¢ok
mekanizmayr  etkileyen tedavi  kombinasyonlarinin  basarili  olabilecegi
diistiniilmektedir. Metilprednizolon SKH’nin medikal tedavisinde FDA-onayli tek
ilagtir (14). Deksametazon ve metilprednizolon gibi glukokortikoidler SKH’nin
medikal tedavisinde yillardir  kullanilmaktadir.  Glukokortikoidler — néron
uyarilabilirligi tizerinde etkili olur, reaktif oksijen tiirleri ve lipid peroksidasyonu
olusumunu inhibe eder (1). ilk veriler steroid uygulamasmin faydal oldugunu
diisiindiirse de, steroidlerin roliinii arastiran ¢ok sayida ¢alisma, kullanimlarinin fayda
saglamadigin1 gostermistir. 2013 yilinda Amerikan Norolojik Cerrahlar Birligi
(AANS) ve Norolojik Cerrahlar Kongresi (CNS) kilavuzlari, spinal kord hasari

tedavisi i¢in metilprednizolon kullanimmi kanit eksikligi ve olast ciddi



komplikasyonlara yol agmasi nedeniyle dnermemesine karsin, 2017 tarihli AO Spine
kilavuzlari, tibbi kontrendikasyonu olmayan hastalarda spinal kord hasarindan sonraki
ilk 8 saat i¢inde 24 saat boyunca intravendz yiiksek doz metilprednizolon verilmesini
Onermistir. Steroidlerin akut spinal kord hasar1 tedavisindeki rolii tartismali olmaya
devam etmektedir (4). Ferroptosis inhibisyonu ile spinal kord hasarinda iyilesmenin

saglandigi ¢alismalar ise literatiirde yerini almistir (6-9).

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen memeli yasami ic¢in vazgegilmezdir. Dort elektron transferi ile
oksijen suya indirgenir ve agiga ¢ikan enerji kimyasal enerji olarak depolanir. Ancak
her zaman oksijenin indirgenmesi tamamlanamayabilir ve ROT olusur (15). Reaktif
oksijen tiirleri, molekiiler oksijenden tiiretilen oksidanlar i¢in kullanilan genel bir
terimdir. ROT, reaktif nitrojen, siilfiir, karbon, selenyum, elektrofil ve halojeni de
iceren reaktif tiirlerinin bir parcasidir. ROT, hidroksil radikali (OH"), peroksil radikali
(ROO"), siiperoksit anyon radikali (O2") gibi radikal olan ve hidrojen peroksit (H20>),
organik hidroperoksitler (ROOH) gibi radikal olmayan tiirler olarak ikiye ayrilir (16).

Reaktif oksijen tiirleri, indirgeyici olan bilesiklerden molekiiler oksijene
elektron transferi nedeniyle olusur. Genel olarak, mitokondriler ROT iiretiminin
baslica yerleri olarak kabul edilir, ancak patojenler, nanopartikiiller, radyasyon veya
fotoaktivasyon gibi farkli uyaricilar tarafindan tetiklendiginde sitoplazma, hiicre zar1i,
peroksizomlar ve endoplazmik retikulum gibi farkli hiicresel boliimlerde onemli
miktarda ROT iiretilebilir (17) (Sekil 2.1). Sitoplazmik ROT biiyiik dl¢ciide NADPH
oksidaz (NOX) ailesine ait enzimler tarafindan {iretilir. Bu enzimler elektronlar
NADPH'den molekiiler oksijene aktararak siiperoksit ve ardindan diger reaktif oksijen
molekiillerini iiretirler. Endoplazmik retikulumda oksidatif protein katlanmasi ve
katlanmig proteinlerde distilfit bag1 olusumunun bir yan {irlinii olarak H2O: iiretilir.
Mitokondriyal ROT esas olarak oksidatif fosforilasyonun bir yan {iriinii olarak
olusurken, peroksizomlarda elektron transferi adenozin trifosfat (ATP) liretmez ancak
cesitli oksidazlar H2Oo iiretir (17). Ayrica eritrositler, mitokondri olmamasina ragmen,

heme bagli demir (Fe?*) aracihigiyla ROT iiretebilir (18).



Dig Uyaranlar

T (T

:
T z

oo o0
NADPH Oksida
O O + NADPH NADP* + H* “O‘Oo
00 o0
6o oo
.O—Ot‘ sizinti Superoksit (02)
%% a0 00
Hidroperoksil Rad.m‘& l / o - O_o
Yy
00 o
. = ° " Hidroksil Radikal
o
e oo
Siiperoksit (02-)

Hatal katlanmig

(‘g proteinler
B-oksidasyon (g @ %
e o0 =
Hidrojen peroksit > o 3

Endoplazmik I/ cekirdek \

Re thulum

Sekil 2.1. Farkli hiicre i¢i yapilarda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi-Mukherjee ve

ark. (17)’dan alinmustir.

Hidrojen peroksit, Fe?" ile reaksiyona girdiginde, Fenton reaksiyonuna ugrar
ve hidroksil radikalleri tiretirken, siiperoksitin protonlarla etkilesimi hidroperoksil
radikalleri verir (17). H2O., iki elektronlu bir oksidandir ancak reaktivitesi zayiftir.
OH?, spesifik olmayan bir sekilde reaksiyona giren en reaktif biyolojik oksidandir. O2',
Fe-S kiimeleri ile reaksiyona girerek demir salimina neden olur ve bazi gegis metal
iyonlari ile reaksiyona girer. Organik hidroperoksitler ise spesifik ¢coklu doymamis yag
asitlerinden (PUFA) lipoksigenazlar ve siklooksigenazlar tarafindan enzimatik olarak
olusturulur ve hiicre sinyalizasyonunda o6nemlidirler. Organik hidroperoksitler
Niikleer faktor eritroid 2- Kelch benzeri ECH iliskili protein 1 (NRF2-KEAP1) yolag:

sinyalizasyonunda dogrudan fonksiyon gorebilirler (16).

2.3. Fenton Reaksiyonu

1890'larda Henry John Horstman Fenton, Fe?* ve hidrojen peroksit arasinda,
Fenton reaksiyonu olarak adlandirilan hidroksil radikali iireten redoks reaksiyonunu

bulmustur (19). Reaksiyon karmasik zincir reaksiyonlari icerir. Fe?* ve H,0> arasinda



hidroksil radikalleri iiretilir (Reaksiyon I). Ardindan, iiretilen Fe**, H2O, tarafindan

indirgenerek Fe?* (Reaksiyon II) yeniden iiretilir ve bir dongii baslatilir (20).
Fe** + H,0, > Fe** + OH'+ OH™ (1)
Fe* + Hy02 > Fe** + HO + OH™ (1)

Demirin farkli degerlikleri arasindaki redoks dongiisii, verimli Fenton
reaksiyonlart i¢in en kritik bilesendir. Heterojen Fenton reaksiyonu sirasinda Fe, demir
hidroksit ¢okelmesi olmaksizin OH" firetir. Yiiksek miktarda H20:. gerekliligi,
reaksiyon i¢in optimum pH araliginin dar olmasi ve ferrik hidroksitlerin olusumu gibi
durumlar reaksiyon verimliligini etkileyebilir. pH 3’iin iizerinde oldugunda Fe?*
Fe(OH)2 olusturur ve bu pH 4 te maksimumdur. Bu noktada Fe(OH)2’nin reaktivitesi
Fe?*’den ¢ok daha yiiksek olmasma ragmen, Fe®" pH 3’iin iizerinde inaktif hidroz

oksihidroksitler iiretir ve bu ileri reaksiyonlari biiyiik 6l¢giide engeller (20).

2.4. Lipid Peroksidasyonu

Tiim biyolojik sistemlerde, oksidatif ve indirgeyici reaksiyonlar redoks
dengesinde bulunur. Redoks dengesindeki bozulmalar sonucu biriken oksidan
maddeler DNA, lipit ve proteinleri oksitleyerek yapilarini, fiziksel 6zelliklerini ve
aktivitelerini degistirebilir. Lipidler hiicre membran biitiinliigiinden sorumludurlar ve
lipidlerin peroksidasyonu lipid-lipid etkilesimlerini, iyon gradyanlarini, membran
akigkanligin1 ve membran gegirgenligini degistirir. Giderek artan sayida ¢alisma, lipid
peroksitlerin inflamasyon, kanser, ndrodejeneratif hastaliklar, okiiler ve bobrek
dejenerasyonu gibi birgok patolojik duruma aracilik ettigini géstermektedir. Ayrica,
lipid peroksidasyonu regiile non-apoptotik hiicre 6liim formu olan ferroptosiste rol

oynamaktadir (21).

Lipid peroksitler, lipid endoperoksitler ve lipid hidroperoksitler olarak iKki
siifa ayrilabilir. Lipid peroksitlerin biyosentezi enzimatik veya non-enzimatik olarak
gerceklestirilebilir. Bununla birlikte her iki durumda da lipid peroksidasyonunun

mekanizmasi hemen hemen aynidir (21).



Bu siiregteki basamaklar;

1) Oksijen metabolizmasindan serbest radikallerin olusumu (OH"; HO"), coklu

doymamus bir lipitten bir hidrojen (H) ¢ikarima;
i) Lipidin karbon merkezli radikaline O, eklenmesi;

i) Lipid hidroperoksil radikaline H eklenmesi ve lipid hidroperoksit (LOOH)
olusumu seklindedir (21) (Sekil 2.2) .
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Sekil 2.2. Lipid peroksidasyonu genel mekanizmasi-Gaschler ve ark. (21)’dan

alinmustir.

Okside lipidler, siklooksijenazlar (COX'lar), sitokrom p450'ler (CYP'ler) ve
lipoksijenazlar (LOX'lar) tarafindan enzimatik olarak sentezlenebilir. Lipid
hidroperoksitlerin sentezine en biiyiik katkiy1 LOX enzimleri saglar (22). Aragidonat
lipoksijenaz (ALOX), oncii  hidroperoksit (LOOH) ve ardindan malondialdehit
(MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi reaktif aldehitler gibi ¢esitli hidroperoksi
PUFA tiirevlerini iireten hem olmayan demir igeren bir enzim sinifidir (23). Aerobik
metabolizma sirasinda membranlarda siirekli olarak LOOH firetilir. Muhtemelen
LOX'lar tarafindan ¢ogaltilan membranlardaki LOOH, GPx4 tarafindan siirekli olarak
hidroksi tiirevlerine (LOH) indirgenir (22) (Sekil 2.3). Sitokrom P450 oksidorediiktaz
(POR), ferroptosis sirasinda PUFA peroksidasyonunu arttirmada ALOX'tan bagimsiz
bir rol oynar (23).
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Sekil 2.3. Lipid peroksitlerin GPx4 ile indirgenmesi- Ursini ve ark. (22)’dan

H20 GSH

alinmistir.

Lipidlerin enzimatik olmayan peroksidasyonu, karbon ve oksijen merkezli
radikallerin aracilik ettigi bir siiregtir. Bu siire¢ baglama, yayilma ve sonlanma olarak

ii¢c asamaya ayrilir (21) (Sekil 2.4).

Sonlanma

Vitamin E
tioksida
Rug 0" Antcksidan__ R .0,

5 Z OH
N OH Z

Sekil 2.4. Non-enzimatik lipid peroksidasyonu basamaklari- Gaschler ve ark.

(21)’dan alinmistir.

Baslama adimi, radikal olmayan molekiillerden radikal bilesikler iireten
herhangi bir siirectir. Baglatma adimi1 tamamlandiktan sonra lipid peroksidasyonu

yayillma asamasina geger. Radikal bilesiklerin yeni radikallere yol agmasi, yayilma
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asamasinin ayirt edici 6zelligidir. Bu nedenle enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu
zincirleme bir reaksiyon olarak diisiiniilebilir. Bu zincir reaksiyon iki radikalin birbiri

ile reaksiyona girmesiyle veya antioksidanlar tarafindan sonlandirilabilir (21).

LOOH, peroksidatif zincir reaksiyonunun baslatilmasi i¢in onciidiir (Sekil
2.5). Hiicre membraninda 6ncti LOOH olusumunda, mevcut verilere gore ilk kritik
olayin Oz iretimi oldugu varsayilmaktadir. Siiperoksit anyonu iyi bir oksidan
degildir. O.", kendiliginden veya enzimatik olarak hidrojen peroksite ve ardindan

Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikaline indirgenir (22) (Bkz. Sekil 2.1)

Oksidatif Metabolizma

L-H

L-OOH

GPx4+GSH /Fez*
. /oz

LOXs
L-OH Lipid Peroksidasyonu
Hiicre Sagkalimi Hiicre Oliimii

(Ferroptosis)

Sekil 2.5. 11k lipid peroksit olusumu ve ferroptosis baglantisi- Ursini ve ark. (22)’dan

alinmistir.
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Membranlarda baglatma asamasi, bir ge¢is metalinden bir LOOH'a elektron
transferi ile gergeklestirilir. Once alkoksil radikali (LOs) iiretilir (I) ve ardindan diger
basamaklar reaksiyon I, 11, IV, V ve VI’da belirtildigi gibi gerceklesir (22).

LOOH + Fe?* — LOs + Fe¥* +H,0  (I)

LOe, komsu bir lipitten (L'H) bir H ¢ikararak karbon merkezli bir radikal (L’*)
olusturur (II) veya daha biiyiik olasilikla, ayn1 yag asidi zincirinde bir epoksi grubu ve

yeni bir karbon merkezli radikal olusturarak yeniden diizenlenir (Epoksi-Le).
LO*+L’H—LOH+L’>  (Il)

Karbon merkezli radikallere (L’« veya Epoksi-Le) geri doniisebilir olarak
oksijen eklenerek bir lipid hidroperoksil radikali (L'OO¢) olusur (111).

L’« (veya Epoksi-Le) + O2 «—— L’00¢ (veya Epoksi-LOO«) (D)

LOQOe, doymamus bir yag asidinden bir H alarak LOOH’ya doniisiir ve yeni
bir L' olusur, lipit peroksidasyonu yayilir (radikallerin sayisi artmaz) (IV).

LOOs +L’H — LOOH + L’ (IV)

Antioksidanlar (Aox-OH), H donérii olarak bu reaksiyonlar1 stabilize
edebilir. Olusan antioksidan radikali (Aox-O¢), peroksidatif zincir reaksiyonunun
yayilmasi i¢in etkin olmadigindan yayilmayi onleyen bu reaksiyon “zincir kirma”
olarak tanimlanir (V). Zincir kirma reaksiyonunun, yayilmayi sinirlamasina ragmen,
Fe?" varliginda peroksidasyonu baslatan LOOH olusumunu destekledigini belirtmek
gerekir.

LOO* + Aox-OH — LOOH + Aox-Oe V)

Serbest radikallerin sayisinin azalmasiyla sonuglanan tipik bir durdurma
reaksiyonu ise, Russell mekanizmasi araciliiyla gerceklesir (VI). Yag asidi zincirinin
bir hidroksil ve bir keto tiirevi (LOH ve L=0) iiretilirken, molekiiler oksijen bir foton

yayarak serbest birakilir.

2LO0* — LOH + L=0 + O, (VI)
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Peroksidatif zincir reaksiyonunun uzunlugu membran yapisi ve bilesimine
baglidir. Genel olarak ¢ok kisa oldugu kabul edilir, yayilma radikal-radikal etkilesimi

ile sonlandirilir (22).

Lipid hidroperoksitlerin ileri oksidasyonu reaktif aldehitler gibi son tiriinlerin
olusumuna yol agar (24). 4-HNE ve MDA, aldehitler sinifinin en iyi tanimlanmis ve
kapsamli olarak aragtirilmig {iyeleridir. Hem 4-HNE hem de MDA oldukga reaktif
molekiillerdir (21). 4-HNE, arasidonik ve linoleik asitler ve bunlarin 15-lipoksijenaz
metabolitleri, yani 15-hidroperoksiikosatetraenoik asit (15-HpETE) ve 13-
hidroperoksiyoktadekadienoik asit (13-HpODE) gibi n-6 PUFA'larin peroksidasyon
tirtiniidiir. 4-hidroksi-2E-heksenal (4-HHE) molekiilii linolenik asit, eikosapentaenoik
asit ve dokosaheksaenoik asit gibi n-3 PUFA'larin peroksidasyonu ile olusur (25)
(Sekil 2.6). 4-HNE olusumu igin 6ne siiriilen bir diger yol, baslica mitokondride
bulunan linoleik asit bakimindan zengin bir fosfolipid olan Kardiyolipinin

oksidasyonudur (24).

n-3 PUFA __ _n6PUFA___ _  n-BPUFA
a-Linolenik asit (18: 3) Linoleik asit (18:2) Arasidonik asit (20:4)

Eikosapentaenoik asit (20:5)
Dokosaheksaenoik asit (22:6)

Adrenik asit (22:4)

/ »
15-lipoksijenaz | A2-lipoksijenaz

E“l\ma(ik olmayan Gashietheld (Lbkosit tipi
RO Retikilosit tipi o
Epid I ti r sit tipi
16-HpETE
Oksitlenmisg | 13-HSODE 12-HpETE
bolitl
PEEleta' olitler PEROKSIDA
|_PEROKSDASYOY | . SYON
OH| oH

=y / \ o O\/\/j\N\ OWM
0\/\)\/\/\ 4-Hidroksi-2E-nonenal 4-Hidroksi-2E,6Z-dodekadienal
4-Hidroksi-2E-heksenal 4-Hidroksi-2E-nonenal

Sekil 2.6. n-3 ve n-6 PUFA’larin non-enzimatik ve enzimatik peroksidasyonu- Riahi

ve ark. (25)’dan alinmistir.
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4-HNE'nin yaklasik %2-8'inin proteinlerle reaksiyona girerek 4-HNE-protein
baglanmalar1 olusturdugu tahmin edilmektedir. Baglica sistein (Cys), histidin (His),
lizin (Lys) ve bir miktar da proteinlerin arginin (Arg) kalintilar ile reaksiyona girerek
Michael reaksiyonu veya Schiff bazlari olusturur (24) (Sekil 2.7).

immiinokimya
- immiinositokimya

Protein - immiinohistokimya
- Immiinogold
- Western Blot
o -ELISA
OH

Michael Reaksiyonu

immiinokimya ve Kiitle
Spektrometre kombinasyonu
- Western blot ve Kiitle
spektrometre

Protein

OH Peptide

4-HNE

Protein
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Sekil 2.7. 4-HNE’nin protein aminoasit rezidiileri ile olusturdugu baglanmalar ve

analiz yontemleri- Milkovic ve ark. (24)’dan alinmistir.

Mitokondri tarafindan asir1 ROT iiretimi, doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna ve ardindan biiyilk miktarda 4-HNE iiretimine neden olabilir.
Cesitli ¢alismalar mitokondriyal solunum zincirindeki 6nemli proteinlerin (adenin
niikleotid translokator ve sitokrom ¢ oksidaz) ve krebs dongiisiindeki enzimlerin (o-
ketoglutarat dehidrojenaz ve izositrat dehidrojenaz) 4-HNE kaynakli inaktivasyona

duyarl oldugunu gostermistir (25).

Oksidatif strese yanit olarak hiicreler koruyucu mekanizmalari harekete
gecirir. Bunlardan bir tanesi NRF2 sinyal yolagidir. NRF2 transkripsiyon faktoriiniin
diizenlenmesi karmasik olsa da, aktivitesinin ana diizenleyicisi, 4-HNE gibi
elektrofillere duyarli, sisteinler bakimindan zengin olan KEAP1'dir. 4-HNE
muhtemelen KEAP-1 NRF2 baglanmasin1 bozarak NRF2 aktivasyonunu
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artirmaktadir. Ayrica 4-HNE’nin hiicrelerde ferroptosise karst hassasiyet
olusturdugunu veya direng gelistirdigini gosteren farkli bulgular literatiirde yer
almaktadir (24). 4-HNE’nin detoksifikasyonu ise, glutatyon S-transferaz tarafindan
glutatyon ile konjugasyon ve aldehit dehidrojenaz veya alkol dehidrojenaz tarafindan

oksidasyonu veya indirgenmesi seklinde gergeklesebilir (26).

MDA, ®-3 ve -6 yag asitlerinin peroksidasyonunun bir biyobelirtecidir (27).
Tromboksan A> (TXAz) ve 12-l-hidroksi-5,8,10-heptadekatrienoik asit (HHT)
biyosentezi sirasinda enzimatik olarak arasidonik asitten veya lipid peroksidasyonu
sirasinda tretilen bisiklik endoperoksitlerden non-enzimatik olarak olusabilir. MDA
olustuktan sonra enzimatik olarak metabolize edilebilir veya hiicresel ve dokusal

proteinler veya DNA ile reaksiyona girerek biyomolekiiler hasarlara yol agabilir. (28).



15

2.5. Ferroptosis
2.5.1. Tanim ve Tarihi

Ferroptosis, lipid peroksidasyonu ve bunu izleyen membran hasarinin neden
oldugu, demir bagimli yeni bir programli hiicre 6liim bigimi olarak tanimlanir (23).
Ferroptosis kavrami, 2003 yilinda Dolma ve arkadaglar1 tarafindan kanserde rol
oynayan mutasyona ugramis RAS'1 hedef alan yeni terapotik ilaglarin arastirilmasi
sirasinda ortaya c¢ikmistir. Bu caligmalarda, erastin ve RSL3’{in, onkojenik RAS"
eksprese eden kanser hiicrelerine selektif olarak toksik iken dogal hiicrelere toksik
olmadig1 gorildi (29). Erastin veya RSL3 tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiiniin
geleneksel apoptoz, nekroz ve otofajiden farkli oldugu ortaya ¢ikarildi. RAS'a baglh
bu hiicre 6liimiintin demir selatorii deferoksamin tarafindan engellenebildigi Yang ve

Yagoda tarafindan gosterildi (30, 31).

Ferroptosis terimi apoptotik olmayan hiicre 6limiiniin demire bagl bir
formunu tanimlamak i¢in 2012 yilinda Scott J Dixon ve Brent Stockwell tarafindan
ortaya atilmis olsa da, 1950'lerde Harry Eagle tarafindan yapilan 6nceki ¢aligmalarda
besin maddelerinin (6zellikle sistein) tiikenmesinin hiicre dliimiine neden oldugu
bulunmustu. 2001 yilinda Pamela Maher, sistem Xc- inhibisyonunun (6zellikle
glutamat kullanarak) néron oliimiine neden oldugunu bildirmis ve bu ferroptosis
ornegini 'oksitoz' olarak tanimlamisti (23, 32). O zamandan beri birgok arastirmaci

farkl: hiicre tiplerinde ve hastalik modellerinde ferroptosis iizerinde ¢aligmustir (33).

2.5.2. Hiicre Oliim Mekanizmalari ve Ferroptosis

Hiicre 6liim mekanizmalar1 sinyal bagimliliklarina gére programli hiicre 6liimii
(PCD)/Regiile ve PCD olmayan hiicre 6liimii/Unregiile (UHO) olarak iki sekilde
siiflandirilir. PCD olmayan hiicre 6liim bigimi, fiziksel, biyolojik veya kimyasal
faktorler ile geri doniisiimsiiz hasara neden olur. PCD, hiicre sinyalleri ve gen
regiilasyonlar1 ile kontrol edilir. Apoptosise ek olarak nekroptosis, otofaji bagiml
hiicre 6liimii, piroptosis, entosis, netosis, parthanatos, lizozom bagimli hiicre 6limdi,

alkaliptosis, okseiptosis ve ferroptosis apoptotik olmayan programli hiicre 6lim


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dixon+SJ&cauthor_id=22632970
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formlaridir (3, 34). Ferroptosis, mitokondrinin biiziismesi, mitokondri membran
yogunlugunun artmasi, mitokondriyal kristalarin azalmasi, hiicre zarinin intakt
kalmasi, niikleusun normal boyutta olmasi, Ssistein-glutatyon-GPx4 antioksidan

yolaginin baskilanmasi gibi 6zellikleri ile diger hiicre 6liimii bigimlerinden farkli bir

stirectir (35, 36) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Hiicre 6liim mekanizmalarinin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri

Ferroptosis | Demir ve ROT birikimi, sistem Xc- inhibisyonu, rediikte glutatyonun (GSH)
tilkenmesi, glutatyon peroksidaz inaktivasyonu, lipid peroksidasyonu.

Mitokondrilerde kristalarin azalmasi, artmig mitokondriyal membran yogunlugu ve
riptiirii, kiigiik mitokondri, niikleusun normal olmasi ve kromatin kondenzasyonu

olmamasi.

Apoptosis Pro-apoptotik BCL-2 ailesi tiyeleri, kaspaz aktivasyonu.

Niikleer fragmantasyon, plazma membraninda tomurcuklanma, piknosis, apoptotik
cisimciklerin olusumu, kromatin agliitinasyonu, mitokondride 6nemli bir degisiklik
olmamasi.

Nekroptosis | RIPK1, RIPK3, MLKL, RIPK1'in fosforilasyonu ve ubikitinasyonu, sitozolde

nekrozom kompleksinin olusumu, ATP seviyelerinde diisme, hasar iligkili molekiil
paternlerinin (DAMPs) salinimu.
Sitoplazmik sisme (onkosis), plazma membran biitiinligiiniin kaybi, sitoplazmik

organellerin gismesi.

Otofaji LC3-I'den LC3-II'ye déniisiim ve p62'nin bolinmesi, atg gen ailesi tarafindan
kodlanan proteinler.
Otofajik  vakuollerin  birikimi, sitoplazmanmn  vakuolizasyonu, kromatin

kondenzasyonunun olmamasi.

Piroptosis Inflamatuvar kaspazlar (initiator kaspaz 1 ve 11, efektor kaspaz 1 ve 3), biyo-aktif IL-
1B ve IL-18 salimim1 ve Gasdermin D'nin proteolitik aktivasyonu

Hiicre membraninin riiptiire olmas1 ve hiicre sismesinin olmamasi.
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2.5.3. Ferroptosis Mekanizmasi ve Regiilasyonu

Ferroptosisin uyarilmasi ii¢ karakteristik 6zellik gerektirir (37): Labil demir
havuzu seklinde redoks aktif demir ile lipoksijenazlar ve sitokrom P450'ler gibi demire
bagimli peroksidasyon enzimlerinin varligi; Peroksidasyona ugramaya egilimli bis-
allik karbonlara sahip ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) varligi; Lipid

peroksidasyonu onarim mekanizmalarinin bozuklugu.

Lipid peroksidasyonu ferroptosisi tetikleyen ana biyokimyasal olaydir (23,
37). Ferroptosis indiiksiyonu fazla demir yiikiinden veya GPx4’lin inaktivasyonundan
kaynaklanir (38). ROT iretimi (NOX enzimleri, Fenton reaksiyonu, oksidatif
fosforilasyon), PUFA tiirevlerinin saglanmast (ACSL4-LPCAT3, lipofaji,
glutaminoliz) ve lipid peroksidasyonu iliskili enzim aktivitelerinin artis1 (ALOX,
POR) bu siireci desteklerken, sistem Xc- (SLC7A11 ve SLC3A2)-GSH-GPx4, GCH1-
BH4, AIFM2-CoQ10 ve ESCRT-III kompleksi (CHMP5 ve CHMPS6) lipid
peroksidasyonunu sinirlar (23) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Ferroptosis aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalari. Ferroptoz
indiikleyicileri ve inhibitorleri sirastyla yesil ve kirmizi ile gosterilmistir- Tang ve

Kroemer (23)’den alinmistir.
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Demir Metabolizmasi ve Ferroptosisteki Rolii

Demir, insan bagirsak mukozasi yoluyla hem ve hem olmayan formlarda
emilirken, hem demirinin folat tasiyicisi ile daha kolay emildigi bildirilmistir. Hem
olmayan demir, Fe?" ve Fe**, Fe?* halinde iki degerlikli metal demir tastyici-1 (DMT-
1) aracihigiyla duodenal sitoplazmaya tasinirken, Fe®* once sitokrom b rediiktaz

ve/veya diger rediiktanlar tarafindan Fe?* '

ye indirgenir. Hiicrelere tasindiktan sonra
demir ya depolanmak iizere ferritine baglanir ya da Fe?* olarak ferroportin araciligiyla
kan dolagimina verilir. Demir daha sonra membrana bagl ferroksidaz hefastin ve
seruloplazmin tarafindan oksitlenerek transferrin-Fe®* kompleksini olusturmak iizere
transferrine baglanir. Hepsidin, karacigerden salgilanan bir peptit hormondur ve
ferroportine baglanarak internalizasyonunu ve yikimini artirtp demir homeostazini

diizenler (39) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Demirin intestinal absorbsiyonu- Abe ve ark. (39)’dan alinmistir.
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Yasamdaki temel roliine ragmen, fazla demir, reaktif oksijen tiirleri iiretme
ve hiicre olimiint tetikleme yetenegi nedeniyle toksiktir (40). Bu nedenle, labil
demirin uygun diizeyde tutulmasi hiicre canlilig1 i¢in kritik 6dneme sahiptir. Demirin
hiicre i¢ine alimi, transferrin-Fe (III) kompleksinin transferrin reseptorii 1 (TfR1)’e
tutunmast ve klatrin aracili endositozu ile gergeklesir. Hiicre i¢indeki Fe (III) daha
sonra asidik endozomlara alinir ve burada Fe (I11), STEAP3 (the six-transmembrane
epithelial antigen of prostate family member 3) tarafindan Fe (II)’ye indirgenir. Daha
sonra Fe (II), DMT1 ile endozomdan sitozole salinir. Demir depolanmasi temel olarak,
hiicreleri reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyan agir ve hafif zincirden olusan ferritin
tarafindan gergeklestirilir. Omurgali tiirlerde bilinen tek demir eksporteri olan
ferroportin (Fpn), demir homeostazini korumak i¢in plazma membrani boyunca demir
atilimini saglar. Bu siirecte demir gegici olarak sitozolde toplanir ve kararsiz demir
havuzu olusturur (Sekil 2.10). Hiicrelerdeki serbest demir seviyesi, demirin emilimini,
depolanmasini, kullanimin1 ve etkinligini etkileyen entegre bir sistem tarafindan
kontrol edilir (38). Ferroptosis siirecinde, bu demir diizenleyici yol, hiicresel labil

demiri artirmak i¢in birden fazla mekanizma araciligiyla ele gegirilir (37).
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Sekil 2.10. Demirin ferroptosisteki rolii ve SLC7A11/GPx4 yolagi- Kang ve ark.
(41)’dan alinmistir.
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Ferroptosiste demirle ilgili mekanizmalar belirsizligini korusa da, demir
metabolizmasinin ferroptosis siirecindeki kilit rolii hakkinda literatiirde bir ¢ok yayin
bulunmaktadir: Demir selatdrleri in vitro ve in vivo ferroptotik hiicre 6liimiinii engeller
(32); Ferroptosis indiiksiyonu sirasinda hiicresel labil demir artis1 gozlenir (42);
Eksojen demir verilmesi, hiicrelerin ferroptosis indiikleyicilerine (6rn. erastin)
duyarliligint artirir (32); Fazla hem ve hem olmayan demir dogrudan ferroptosisi
indiikleyebilir (43); ALOX'lar, NOX'lar ve CYP gibi ¢esitli hem ve hem olmayan
demir igeren enzimler lipid peroksidasyonundan sorumludur (32, 44-47); Fenton

reaksiyonu ile demir aracili ROT iiretimi, ferroptosiste lipid peroksidasyonunu arttirir
(32).

Ayrica, ROT ile indiiklenen otofaji ferritin degradasyonu (ferritinofaji) ile serbest
demir diizeylerini artirir ve TfR1 ekspresyonunun uyarilmasi ile demire bagh
ferroptosise yol acar (37, 38). Bu nedenle, demir alimi, depolanmasi, kullanimi ve
atilmi ile ilgili demir metabolizmasmin ¢ok sayida diizenleyicisi ferroptosis
hassasiyetini etkileyebilir (40). Yiiksek seviyelerde hiicre disi demire maruz kalmak
bazi hiicrelerde ferroptosisi indiiklemek igin tek basmna yeterli olabilir (48).
Kontiizyondan sonra, subdural kanama spinal kordun hasarli bolgesinde eritrosit ve

hemoglobin birikimine yol agarak anormal demir birikimine neden olur (41).

Yag Asitlerinin Ferroptosisteki Rolii

Doymus yag asitleri, tekli doymamis yag asitleri (MUFA'lar) ve PUFA'lar,
hiicre zarinda yapi tasi, enerji kaynagi ve sinyal molekiilii olma gibi bir¢ok isleve
sahiptir (23). Ferroptosiste PUFA igeren fosfolipidlerin peroksidasyonu ve lipid
hidroperoksitlerin olusumu gergeklesir (49). Doymus yag asitleri ve tekli doymamis
yag asitlerinin aksine, PUFA'larda bulunan bis-allilik hidrojen atomlar1 serbest radikal
veya enzim aracili oksidasyona karsi oldukga hassastir (21). Bu nedenle PUFA'lar
(6zellikle arasidonik asit ve adrenik asit) ferroptosisi artirirken, MUFA'lar (6zellikle
oleik asit ve palmitoleik asit) ferroptosisi sinirlar (23, 44). PUFA igeren fosfolipitlerin
ferroptosisteki 6nemi, aktive PUFA'larin membran fosfolipitlerine dahil edilmesi veya

aktivasyonu i¢in gerekli genlerin (6rnegin ACSL4, LPCAT3) delesyonunun
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ferroptosisi onledigi gozleminden gelmektedir (48, 50). Arasidonik asit (AA) ve
adrenik asit (AdA), agil-koenzim A sentetaz uzun zincir aile iiyesi 4 (ACSL4)"{in tercih
edilen substratlar1 oldugundan, olasilikla bu spesifik PUFA tiirleri, ferroptosisin
baslatilmasi i¢in peroksidasyona ugrayan fosfolipidler lizerindeki ana agil zincirleridir
(37). Arasidonik asit ve adrenik asit, ACSL4 ve lizofosfatidilkolin a¢iltransferaz 3
(LPCAT3) ile fosfatidiletanolamin (PE)-AA’lar ve PE-AdA’lara esterlestirilir.
Lipoksigenaz, PE-AA'lar1 ve PE-AdA'larn PE-AA-O-OH ve PE-AdA-O-OH'a
oksitleyebilir (51).

Serbest PUFA'larin ferroptosisi artirma olasihigi diigiiktiir ve bu siirece
katilmalari i¢in aktive edilmeleri ve membran fosfolipitlerine dahil edilmeleri gerekir
(48). Hiicreler ferroptosisi indiikleyen kosullara maruz kaldiginda, lipid peroksitler
baslangigta endoplazmik retikulum ve diger organellerde ve daha sonra membran
riiptiiriinden once plazma membraninda birikiyor gibi goriinmektedir (49). Lipid
hidroperoksitler bir kez olustuktan sonra demir ile reaksiyona girerek yliksek oranda
reaktif lipid radikalleri olusturabilir (48, 49) (Sekil 2.11 ve Bkz. Sekil 2.5). Ferroptosis
icin gerekli PUFA tiirevleri iki onemli PUFA biyosentez enzimi ACSL4 ve
LPCAT3'lin yani sira, glutaminoliz ve stres kosullarinda lipid damlaciklarindan
serbestlesen yag asitleri ile meydana gelebilir (23) (Bkz. Sekil 2.8).
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Sekil 2.11. Lipid peroksidasyonu ve ferroptosis-Dixon ve ark. (48)’dan alinmistir.
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SLC7A11/GPx4/GSH Yolag:

Enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlari igeren entegre antioksidan sistem,
serbest radikalleri hiicresel bilesenlere saldirmadan Once stabilize edebilir veya etkisiz
hale getirebilir (23). Birgok oksidatif ve antioksidan yolak ferroptotik reaksiyonu
etkiler (40). GSH, genellikle viicudun ana antioksidani olarak anilmaktadir. GSH,
toksik fosfolipid hidroperoksitleri toksik olmayan fosfolipid alkollere indirgeyerek
merkezi bir ferroptosis baskilayic1 olarak fonksiyon goren selenoenzim GPx4'in
aktivitesi i¢in gereklidir (23). GSH (gama-L-glutamil-L-sisteinil-glisin) glutamik asit,
sistein ve glisinden sentezlenir (51). GSH biyosentezi i¢in sistem Xc- aracili sistin
alimi1 ve ardindan sistein lretimi gereklidir (40). Alternatif bir sistein kaynagi ise,
stilfiir igeren amino asitlerin metabolizmasti i¢in ana yol olan trans-siilfiirasyon yoludur

(23).

Sistem Xc-, hafif zincir, soliit tasiyici aile 7 iiye 11 (SLC7A11/xCT) ve agir
zincir, soliit tastyici aile 3 liye 2'den (SLC3A2) olusan heterodimerik bir transmembran
kompleksidir (40). SLC7A11 hiicre i¢i glutamati hiicre dis1 alana tasirken, hiicre dist
sistini sitozole tasir (Sekil 2.12 ve Bkz. Sekil 2.10). Sistin, GSH biyosentezi igin
NADPH tiiketen bir indirgenme reaksiyonu ile sisteine doniistirilir (38). GSH,
glutamat sistein ligaz ve GSH sentetaz tarafindan iki asamali bir reaksiyonda
sentezlenir. Hiicre igine alinan Sistin veya diger kaynaklardan elde edilen sistein, GSH
sentezi i¢in hiz kisitlayicidir (49). SLC7A1l'in transkripsiyonu cesitli stres
kosullarinda ATF4 veya NRF2 araciligiyla kismen artirilirken, P53 ve ATF3
tarafindan inhibe edilir (Sekil 2.11 ve Sekil 2.12). SLC7A1l ekspresyonunun
inhibisyonu sonucunda, hiicresel sistein ve GSH sentezi dogrudan engellenir. Azalan

GSH seviyeleri GPx4 inaktivasyonuna yol agar ve ferroptosisi uyarir (52).

Cesitli ferroptosis diizenleyici molekiiller arasinda GPx4, ferroptosisin temel
diizenleyicisi olarak kabul edilir (53). GPx4, hidroperoksitlerin (L-OOH) karsilik
gelen alkol formlarina (L-OH) indirgenmesinde ve bdylece lipit peroksidasyon
zincirinin kirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Normal kosullar altinda GPx4, L-OOH
iretimi ve indirgenmesi arasinda bir denge saglar. GPx4 olmadiginda veya inaktive
edildiginde, L-OOH hiicrelerde birikir ve bu da membranda yapisal hasara yol acabilir

(9). Sitozolik, mitokondriyal ve niikleer GPx4 izoformlar1 mevcuttur. Mitokondriyal
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GPx4 de bazi durumlarda ferroptosisin engellenmesine yardimci olabilse de, sitozolik

GPx4 ferroptosisin 6nlenmesi i¢in en gerekli olani gibi goriilmektedir (49).

SLC7A11 ve GPx4'lin inhibisyonu demire bagli lipid peroksidasyonunun
artmasina yol agarak ferroptotik hiicre dliimiine neden olur. Sistem Xc- (6rn. erastin)
ve GPx4lin (6rn. RSL3) farmakolojik inhibitorleri klasik iki ferroptosis
indiikleyicisidir (40). Ferroptosisin rolii ve diizenlenmesi hakkindaki bilgilerimizin

¢ogu, sistem Xc- veya GPx4 inhibitorlerinin kullanimindan gelmektedir (23).
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FSP1-CoQ10 Yolag ve ESCRT Sistemi

Koenzim Q (CoQ10, ubikinon olarak da adlandirilir) bir koenzim ailesini
temsil eder. Mitokondriyal CoQ10 apoptozu inhibe ederken, mitokondriyal olmayan
CoQ10 ferroptosisi oOnler (23). Ferroptosis baskilayict protein 1 (FSP1), hiicre
membraninda bulunan nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (NADP) bagimli bir
koenzim Q (CoQ) oksidorediiktazdir. FSP1, NADPH kullanarak CoQ10'un
rejenerasyonunu katalize eder (38) (Bkz. Sekil 2.12). Apoptozu indiikleyen faktor
mitokondri ile iliskili 2 (AIFM2/FSP1), CoQ10'un apoptosis ve ferroptosisteki
konuma bagl roliinii belirleyebilir. AIFM2 mitokondriden plazma membranina
transloke olduktan sonra, NADPH kullanarak mitokondriyal olmayan CoQ10'u
enzimatik olarak indirgeme kabiliyeti nedeniyle pro-apoptotik aktivitesini anti-
ferroptotik  bir aktiviteye donistirtir (23). FSP1-CoQ10 yolu, fosfolipid
peroksidasyonunu ve ferroptosisi baskilamak icin GPx4 ve glutatyon ile igbirligi

yapar. FSP1 bir ferroptosis supresorii olarak dogrulanmistir (38).

Ayrica AIFM2, CoQ10 gerektirmeyen aktif bir membran onarim yolu ile de
ilgilidir (23). FSP1 6zellikle plazma membranina ve lipid damlaciklarina lokalize olur.
Lipid peroksidasyonu hiicre ici Ca?" seviyelerinde bir artis1 tetikleyebilir. Artan hiicre
ici Ca?', tasima icin gerekli endozomal ayirma komplekslerinin (ESCRT)-11I
bilesenleri olan yiiklii multivesikiiler cisim proteini 5 (CHMPS5) ve CHMP6'y1 lokal
membran onarimina katildiklar1 plazma membranina almak i¢in bir sinyal gorevi goriir
(49). ESCRT, membran tomurcuklanmasinda ve onariminda rol oynar. Ozellikle,
ESCRT'nin bes alt kompleksinden biri olan ESCRT-III, nekroptoz, piroptoz ve
ferroptozdan kaginmak i¢in membran onarimini baglatir. ESCRT-III mekanizmasinin
temel bilesenleri olan yilkli multivesikiiler cisim proteini 5 (CHMPS) veya
CHMP6'nin genetik inhibisyonu, ferroptosise karsi hiicre hassasiyetini artirir (23).

GCH1-BHa Yolag

GTP siklohidrolaz-1-tetrahidrobiopterin (GCH1-BHa) yolu, sistem Xc-GSH-
GPx4 ekseninden ve NADPH-FSP1-CoQ10 yolundan bagimsiz bir antioksidan

yoludur. GCH1, BH4'in sentezinde hiz sinirlayict bir enzimidir. GCHL1'in fazla
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ekspresyonu, gii¢lii bir antioksidan olan BHg'lin iiretimini artirir (54). GCHL1'in
ekspresyonundaki artig lipid peroksidasyonunu ortadan kaldirir ve RSL3 veya
GPx4'lin inhibisyonu ile indiiklenen ferroptosise karsi koruma saglar. BHs
takviyesinin hiicreleri ferroptosisten korudugu gosterilmistir. Bu nedenle, GCH1-BH4
yolu, GPx4/GSH sisteminden bagimsiz bir mekanizma yoluyla ferroptosisi inhibe
etmek i¢in endojen bir antioksidan yol olarak hizmet eder (38) (Bkz. Sekil 2.12).

The DHODH-CoQH:2 Yolag:

Dihidroorotat dehidrogenaz (DHODH), de novo pirimidin sentez yolundaki
dordiincii basamagi katalize eden flavin bagimli bir mitokondriyal enzimdir. DHODH
mitokondrinin i¢ membraninda bulunur, dihidroorotatin (DHO) orotata (OA) CoQ
aracili oksidasyonunu katalize eder. DHODH, CoQ'yu CoQH'ye indirger ve
CoQH2’nin CoQ’ya rejenerasyonu sirasinda lipid radikallerini ortadan kaldirip

ferroptosisi inhibe eder (38, 55) (Bkz. Sekil 2.12).

Diger Regiilatorler ve Aktivator/Inhibitér Bilesikler

NADPH, NADP'in indirgenmis formudur ve tiim organizmalarda temel bir
elektron donoriidiir. NADPH iiretimi esas olarak glikolize paralel bir metabolik yol
olan pentoz fosfat yoluna baglidir. GPx4, AIFM2, NOX ve POR gibi bir¢ok ferroptosis
modiilatorii, elektron transferini diizenlemek i¢in NADP/NADPH sistemini kullanir.
Mevcut kanitlar, daha yiiksek NADPH seviyelerinin veya daha diisiik NADP/NADPH
oraninin ferroptosise karsi direnci artirdigini géstermektedir (23). NADPH, glutatyon-
disiilfit rediiktaz (GSR) tarafindan okside glutatyondan (GSSG) GSH, FSP1 tarafindan
okside CoQ'dan indirgenmis CoQ (CoQH) ve okside K vitamininden indirgenmis K
vitamini ve dihidrofolat rediiktaz (DHFR) tarafindan BHj'den indirgenmis
tetrahidrobiyopterin (BH4) gibi endojen antioksidan metabolitleri sentezlemek veya
yenilemek i¢in kullanildigi igin bu akla yatkindir (Bkz. Sekil 2.12). Bununla birlikte,
NADPH aynm1 zamanda plazma membranindaki NOX enzimleri ve endoplazmik
retikulum membranindaki sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR) ve sitokrom b5
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rediiktaz 1 (CYB5SR1) oksidorediiktazlari tarafindan ROT sentezi igin bir elektron
donoriidiir. Dolayisiyla, NADPH muhtemelen hem pro-ferroptotik hem de anti-

ferroptotik iglevlere sahiptir ve bunlarin goreceli onemi hiicreler arasinda degisecektir

(49).

Ferroptosis uyarimi veya inhibisyonu yapan bazi 6nemli bilesikler ve hedef

mekanizmalari tablo 2.2 ve tablo 2.3’te gosterilmistir (38).

Tablo 2.2. Ferroptosis uyaricilar

Hedef Mekanizma Bilesik
SLC7A11 Erastin, Piperazin, Imidazol, Sulfasalazin, Sorafenib,
Glutamat
GPx4 RSL3, FIN56, DP17, ML210/JKE1674,
Altretamin,Withaferin A
Demir Yiikii Hemoglobin, FeClz, Hemin, (NH1)2Fe(SOa)q,
Non-termal Plasma, Salinomycin
Demir Oksidasyonu FINO;
Glutamat Sistein Ligaz Buthinon siilfoksimin (BSO)
Glutatyon S-Transferaz Artesunat
Skualen Sentaz FIN56
HMG KoA Rediiktaz Fluvastatin, Lovastatin, Simvastatin
Diger DPI2, Sisteinaz, BAY 87-2243, Lapatinib, Lanperison,
CIL41, CIL56, CIL69, CIL70, CIL75, CIL79
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Tablo 2.3. Ferroptosis inhibitorleri

Hedef Mekanizma Bilesik
Antioksidan Ferrostatin-1, Liprokstatin-1, Vitamin E, UAMC-3203,
Troloks, XJB-5-131
Demir Selasyonu Deferoksamin mesilat, Deferasiroks
LOX inhibisyonu Zileuton, Baikalein, AA861, PD146176
ACSL4 inhibisyonu Tioglitazon, Rosiglitazon, Pioglitazon
Diger Selenyum, BRD4770

2.5.4. NRF2’nin Ferroptosisteki Rolii

Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (NRF2), oksidatif/elektrofilik
hareketlere yanit olarak bir dizi sitoprotektif geni uyaran bir transkripsiyon faktoriidiir.
Fizyolojik kosullar altinda NRF2, sitozolde kendi baskilayicisi olan Kelch benzeri
ECH Iligkilendirici protein 1'e (KEAP1) baghdir. Oksidatif/elektrofilik uyaranlara
yanit olarak NRF2, KEAP1'den salinir, niikleusa transloke olur ve hedef genlerinin

transkripsiyonunu saglar (56).

NRF2 antioksidan genlerin transkripsiyonunu arttirir, bunlarin arasinda GCL
(y-Glu-Cys Ligase )'nin katalitik ve diizenleyici alt birimleri vardir ve GSH biyosentezi
NRF2'nin kontrolii altindadir (Bkz. Sekil 2.12). Bununla birlikte, NRF2 sadece GSH
biyosentezini aktive etmekle kalmaz, ayn1 zamanda GSH-konjugatlarinin, GSSG'nin
ve GSH'nin kendisinin eksportu ile iliskili olan ¢oklu ilag direnci iliskili proteinlerin
(Mrp/Abcc) ekspresyonlarini da artirir. Bu nedenle, NRF2 aktivasyonu, belirli kosullar
altinda, hiicre i¢ci GSH'yi azaltarak hiicreleri ferroptosise karsi hassaslastirabilir. NRF2
aktivasyonunun koruyucu etkisi biiyiik dlgiide kabul edilirken, NRF2 aktivasyonu
tarafindan artirilan GSSG/GSH ekstriizyonunun ferroptoza duyarliligi modiile edip
edemeyecegi net degildir. Bu nedenle, GPx4'ii bir NRF2 hedefi olarak tanimlayan
gozlemlerin, teorik olarak akla yatkin olmasina ragmen, dikkatle degerlendirilmesi
gerektigini belirtmek yerinde olacaktir. GPx4 promotorleri NRF2 bdlgeleri

icermemektedir ve bu konuyu ele alan sistematik calismalar eksiktir. NRF2'nin
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ferroptosis tlizerindeki nihai etkisinin tam olarak tanimlanmadig1 sonucuna varilabilir

(22).

Cesitli transkripsiyon faktorleri, demir metabolizmasinda yer alan genlerin
ekspresyonunu kontrol ederek ferroptozu diizenler. Bunlar arasinda, niikleer faktor
eritroid 2 benzeri 2 (NFE2L2/NRF2), ferroptotik hasara karsi sitoprotektif tepkileri
diizenleyen anahtar transkripsiyon faktoriidiir. Anti-ferroptotik etkisinin  bir
mekanizmasi, FTH1, SLC40A1, HMOX1 ve metallothionein 1G (MT1G) gibi demir
metabolizmasinda yer alan ¢esitli genlerin upregiilasyonudur (40). Ayrica NRF2,
SLC7A11/XCT ekspresyonunu destekleyen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir (57)
(Bkz. Sekil 2.12).

2.5.5. Mitokondri ve Ferroptosis

Ferroptosis, azalmis veya kaybolmus mitokondri kristalari, riiptiire olmus dis
mitokondri membran1 ve kondanse mitokondri membrani ile karakterizedir.
Mitokondri, endojen ROT {iretimi i¢in primer bolgedir. Solunum siirecinde tiiketilen
oksijenin ¢ogu suya indirgenir, ancak oksijenin yaklasik %1-2'si ROT'a donisiir.
Mitokondriyal genlerin mutasyonlart ROT'un agir1 iiretimine yol agar. Voltaja bagh
anyon kanali (VDAC) mitokondri dig membraninda bulunan bir iyon kanalidir,
mitokondri ve sitoplazma arasindaki molekiiler ve iyon degisimini kontrol eder.
VDAC'n ilaglar veya diger etkilesimlerle degistirilen gegirgenligi metabolik

bozukluklara neden olur ve ROT iiretimini ve ardindan oksidatif 6liimii artirir (38).

Sistem Xc- inhibitorii erastin uygulanan hiicrelerde, mitokondri daha
kiigliktiir ve disorganize kristalar goriilmektedir. Bu bulgu ferroptosisin potansiyel bir
morfolojik belirtecini temsil eder. Bununla birlikte, mitokondriyal morfolojideki
degisikliklerin ferroptosis gergeklesmesine katkida bulunup bulunmadigi veya sadece
bu siirecin bir gostergesi olup olmadigr acik degildir. Mitokondri, Koenzim Q10
sentezinin yapildig1 yerdir. CoQ, mitokondriyal elektron tagima sisteminde (ETS) bir
elektron tastyicisidir ancak ayni zamanda 6nemli bir anti-ferroptotik olarak da islev
goriir. ETS, kompleks I ve IlI'te siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri iiretmek i¢in

oksijeni kismen indirgeyebilir. O2'nin dismutasyonu hidrojen peroksit olusturur ve
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Fenton reaksiyonu vyoluyla hidroksil radikallerinin olusumuna neden olabilir.
Mitokondriyal trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, sistin yoksunlugunda ferroptosis
duyarliligini arttirir. Glutaminoliz sirasinda glutamin, mitokondri i¢inde glutamata ve
TCA dongilisii ara maddesi a-ketoglutarata doniistiiriiliir; hem glutamat hem de a-
ketoglutarat ferroptosisi artirabilir. TCA dongiisii  aktivitesini  ferroptosisin
indiiksiyonu ile iligkilendiren net efektér mekanizma belirsizligini korumaktadir,

ancak artmis oksidatif stresin de isin i¢inde oldugu goriilmektedir (49).

Mitokondri ayn1 zamanda demir metabolizmast i¢in 6nemli bir merkezdir.
Fe-S kiimelerinin mitokondriyal biyosentezinin bozulmasi da ferroptosis hassasiyetini
artirabilir. Sistem Xc- inhibisyonunun neden oldugu sistin yoksunlugunun, sistein
tiirevi siilfur ihtiyac1 géz oniine alindiginda mitokondriyal Fe-S biyosentezi iizerinde

etkileri olmas1 miimkiindiir (49).
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2.6. Etanol
2.6.1. Genel Bilgiler

Etanol, bir¢ok organin morfolojik ve fonksiyonel durumunu dogrudan
etkileyen, en yaygin tiiketilen stimulanlardan biridir (58). GABA-A reseptdriiniin alfa-
subunitine baglanip, allosterik modiilasyon ile postsinaptik ndéronu inhibe eder ve
merkezi inhibisyondan sorumludur. GABA-A reseptorleri lizerindeki etkilerine ek
olarak, = N-metil-D-aspartat  reseptorlerini,  alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropiyonik asit reseptorlerini ve kainat reseptdrlerini antagonize eder.
Glutamat, uyarict bir ndrotransmitter oldugundan, bu reseptorlerin bloke edilmesi
etanoliin merkezi sinir sistemi iizerindeki depresan etkisini artirir. Ayrica glisin
reseptorleri, noronal nikotinik reseptorler ve serotonin tip 3 reseptorleri ile de

etkilesime girdigi gosterilmistir (59).

Etanol hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zelliklere sahip bir bilesik olarak
biyolojik membranlarla etkilesime girer. Ayrica, proteinlerle dogrudan etkilesime
gecerek biyolojik islevlerini degistirebilir. Etanoliin toksik etkileri, yalnizca viicut
bilesenleri tizerindeki dogrudan etkisinden degil, ayn1 zamanda biyotransformasyonu
sirasinda olusan toksik metabolitlerin etkisinden kaynaklanmaktadir. Alkol
dehidrojenaz (ADH), mikrozomal etanol oksidasyon sistemi (MEQOS) ve karaciger
katalazi (CAT) ile etanoliin aerobik metabolizmasi sirasinda olusan asetaldehit burada
ozel bir rol oynar. Etanol oksidasyonu ile ortaya ¢ikan ROT ve etanol
metabolizmasinin oksidatif olmayan iiriinleri de toksik olabilir (58). ilging bir sekilde,
diisiik ila orta diizeyde alkol tiiketiminin, kardiyovaskiiler mortalite, tip 2 diyabetes
mellitus gelisme riski, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi ve demansta,
otoimmun hastaliklarda ve Meniere hastaliginda faydali etkileri gdsterilmistir. 1894
yilinda Fermie etanol hakkindaki bilgileri “Yok ettigi gibi kurtarabilir de (It can save
as well as destroy)” seklinde Ozetlemistir. Etanoliin zararli etkilerinin yaninda,
risk/fayda orani bazi endikasyonlarda olumlu gériinmektedir. Bu da alkolii degerli bir

terapotik haline getirmektedir (60).
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2.6.2. Etanoliin Terapotik Kullanim

19. yiizyilin sonlarinda alkol bilim insanlar1 tarafindan tedavi edici bir madde
olarak goriilityordu ve antipiretik, sedatif, inhalasyon anestezigi, kardiyak stimiilasyon
gibi amaglarla kullanildi. Giiniimiizde etanol, kanita dayali tip uygulamalarinda halen
bir gok endikasyonda kullanilmaktadir. Etanol (izopropanol ve n-propanol ile birlikte)
antimikrobiyal dezenfektan ve antiseptik olarak en yaygin kullanilan alkoldiir. Alkol,
aktivitesini membran ve sitoplazmik proteinleri denatiire ederek gosterir. Esas tibbi
endikasyonlar: cilt antisepsisi ve yiizey dezenfeksiyonu ile ilgilidir. Metanol veya
etilen glikol zehirlenmesi vakalarinda etanol, metanol (6rn. formaldehit) ve etilen
glikoliin (6rn. glikolik asit ve oksalik asit) toksik metabolitlerinin {iretimini énemli
oOl¢iide azaltmak i¢in kompetitif bir ADH substrati olarak kullanilabilir. Fomepizoliin
kullanim1 daha kolay olmasina ragmen, etanol diisiik maliyeti, hazir bulunabilirligi ve
doktorlar igin bilindik olmasi nedeniyle bazi tip merkezlerinde hala ilk basamak
antidot olarak kullanilmaktadir. Etanol kist skleroterapisi igin en yaygin kullanilan

bilesik olmaya devam etmektedir. Ana endikasyonlar1 ise hepatik, renal ve tiroid
Kistleridir. (60).

2.6.3. Absorbsiyon ve Dagilim

Etanoliin yaklasik %2'si agiz boslugundan ve 6zofagustan, %22'si mideden
ve %75'1 ince bagirsaktan emilir (58). Etanoliin emilim hizi midedeki etanol
konsantrasyonu veya miktari ile orantilidir. Maksimum kan-alkol konsantrasyonuna
genellikle 10 ila 60 dakika arasinda ulagilir (61). Su ana kadar, kan plazmasinda etanol
baglayici proteinler tespit edilmemistir (58). Etanoliin dagilim hacmi kisinin yasina,
cinsiyetine ve adipozite derecesine baghdir (61). Etanol biyolojik membranlardan
kolayca gecer ve viicuda dagilir. Vucutta tiim su iceren bosluklardaki konsantrasyonu
kan plazmasindakine yakindir. Bu nedenle, viicuttaki doku ve hiicreler etanole
neredeyse esit derecede maruz kalir ve metabolizma hizi lokal enzim igerigi tarafindan

belirlenir (62).
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2.6.4. Metabolizma

Etanoliin metabolizmas1 oksidatif veya oksidatif olmayan yollar ile
gerceklesebilir (58, 59) (Sekil 2.13). Oksidatif yol, insan viicudunda etanol
biyotransformasyonunun ana yoludur. Tiiketilen etanoliin ¢ogu, ADH tarafindan
katalize edilen bir reaksiyonda toksik asetaldehite ve ardindan aldehit dehidrogenaz
(ALDH) ile asetata doniistiiriiliir. Esas olarak kronik etanol tiiketiminde 6zel bir rol
oynayan CYP2E1 de dahil olmak iizere mikrozomal CYP'ler tarafindan katalize edilen
reaksiyon ve H>O varligina bagli olarak peroksizomal katalaz tarafindan aracilik
edilen yol alternatif oksidatif yollardir. Her iki alternatif biyotransformasyon yolu da
insanlarda alkol oksidasyonunun payinin kii¢iik bir ylizdesini temsil eder. Oksidatif
olmayan yollar, genellikle yiiksek alkol tiiketiminden sonra veya oksidatif yollarin

inhibe edilmesinden sonra kullanilir (58).

Etanoliin oksidasyonu irreversible ve regiile edilemezdir, reaksiyon hizi lokal
konsantrasyona ve enzim aktivitesine baghdir (62). Ethanoliin asetik asite doniistimii,
sitoplazmada (ADH, ALDH), endoplazmik retikulumda (MEQOS) ve peroksizomlarda
(CAT) gerceklesir. Dontistimler sirasinda olusan aldehit ve asetik asit, proteinlerin
yapisinda bulunan amino asitlerin —SH gruplariyla etkilesime girerek biyolojik
islevlerini inhibe edebilir. Ayrica, CYP aracili yol, hiicre hasarin1 artiran Serbest

oksijen radikalleri tiretir (58).
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Sekil 2.13. Etanol Metabolizmasi-Daré ve ark. (59)’dan alinmistir.
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Oksidatif Yolaklar
Etanoliin Alkol Dehidrojenaz ile Asetaldehite Oksidasyonu

Sitoplazmik ADH, asetaldehit ve rediikte nikotinamid adenin diniikleotid
(NADH) iireten, etanoliin faz I oksidatif metabolizmasindan sorumlu major enzimdir
(59). Bu sistem etanol havuzunun %85-90"min asetaldehite oksidasyonunu Katalize
eder (Sekil 2.14) (58).

Alkol dehidrojenaz

s o HsC + NADH+H "
+ >

HaC \__
\— OH Q

etanol asetaldehit

Sekil 2.14. Etanoliin alkol dehidrojenaz ile oksidasyonu-Tomaszewska ve ark.
(58)’dan alinmistir.

Insanda tanimlanan sinif I, II, IT1, IV ve V olmak iizere ADH’nin 5 izoenzimi
bulunur. Etanol metabolizmasinda belirleyici rol oynayan ADH izoenzimi, hepatosit
sitoplazmasinda bulunan sinif I ADH'dir. Karaciger parankimindeki belirli alanlarda
sinif I ADH dagiliminda 6nemli farkliliklar bulunur. Bu enzim sinifinin en yiiksek
aktivitesi lobiillerin merkezinde gozlemlenirken, en diigiik aktivite kenarindaki
hepatositlerdedir (58). ADH tarafindan etanol oksidasyonu sirasinda, koenzim
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), NADH'ye indirgenir ve bu da hepatositlerde
NADH/NAD* oranini yiikseltir. Karacigerin bu degismis redoks durumu, NAD'ye
bagli diger metabolik reaksiyonlar1 bozar (61).

Etanoliin Mikrozomal Etanol Oksidasyon Sistemi ile Asetaldehite

Oksidasyonu

MEOQOS, sitokrom  P450 ailesinin  bir  monooksijenazi  olup,
NADPH+H":sitokrom P450 oksidorediiktazi, fosfatidilkolin ve sitokrom P450 2E1
(CYP2E1l)’den olusur (58). Mikrozomal yol viicudun etanol metabolizmasinin
yaklasik %10'undan sorumludur. CYP2EI etanol metabolizmasinda ana rolii oynarken
CYP1A2 ve CYP3A4’in katkist1 daha distiktir. Bu oksidatif metabolik yol
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hepatositlerin endoplazmik retikulumunda ger¢eklesir. CYP2E1, NADPH ve oksijen
kullanarak etanolii asetaldehide ve ardindan asetaldehiti asetata doniistiiriir (58, 59)
(Sekil 2.15).

H C Mikrozomal etano ," tieme sistemi /O 4
N\ on *02* NADPH+H" i » H,c—/ *2H,0 +NADP

etanol asetaldehit

VPIE H,C VPIE O
- CYP2EI 3 CYP2EI
3™ & B \ HO 4’H2O - e HSC—-// +H20
H HO

O, + NADPH+H' 0, + NADPH+H' _
etanol asetaldehit

Sekil 2.15. Etanoliin MEOS ile oksidasyonu-Tomaszewska ve ark. (58)’dan
alimmustir.

Yiiksek ve kronik alkol tiikketimi durumunda, MEOS'un 6nemi dinamik olarak
artar. Uzun siireli alkol tiiketiminin ve yiiksek kan etanol seviyelerinin CYP2E1
geninin transkripsiyonunu artirdigir bilinmektedir (58). Ayrica etanol, CYP2EI1'i
proteazom kompleksi tarafindan ubiquitinasyon ve degradasyondan koruyarak kendi
metabolizmasini artirir. Bu mekanizmanin kronik alkol kullanicilarinda goriilen etanol

toleransinda 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (59).

Etanoliin asetaldehite doniisiimii, alkoliin toksisitesine dnemli ol¢iide katkida
bulunan reaktif oksijen tiirleri tiretir (59). Alkoliin toksik etkisi, etanoliin kendi degil
de, etanol metabolizmasi sirasinda karacigerde olusan asetaldehit veya ROS {iretimi

ve fazla NADH+H" olusumu ile ilgili gériinmektedir (58).

Etanoliin Katalaz ile Asetaldehite Oksidasyonu

Etanoliin asetaldehite oksidasyonu, peroksizomlarda bulunan hemoprotein
grubuna ait bir enzim olan katalaz tarafindan gerceklestirilir ve oksidan olarak hidrojen
peroksit kullanir (58) (Sekil 2.16).
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H3C + H202 Katalaz (CAT)

\—OH

etanol

@)
> H3C // +2 H20

asetaldehit

Sekil 2.16. Etanoliin katalaz ile oksidasyonu-Tomaszewska ve ark. (58)’dan
alinmustir.

Hepatik katalazin etanol metabolizmasinda 6nemli bir rolii yoktur (59).
Beyinde etanol biyotransformasyonunda CAT'in onemli bir rol oynadig
belirtilmektedir. Zimatkin ve ark. (58), CAT in beyinde asetaldehitin yaklasik %60-

70'ini saglayabilecegini gostermistir.

Asetaldehitin Asetik Asite Oksidasyonu

Etanol intoleransinin etkileri (bulanti, yutma giicliigii, bas agris1 ve yiizdeki
vazodilatasyon gibi) asetaldehit konsantrasyonuna dayandirilmistir (59). Asetaldehit
kimyasal olarak reaktiftir ve hiicresel bilesenlerle non-enzimatik olarak reaksiyona
girebilir. Asetaldehit konsantrasyonu, dokularda yaygin olarak bulunan aldehit
dehidrojenaz (ALDH) tarafindan diisiik tutulur (62). Bugiine kadar, altis1 asetaldehitin
metabolizmasinda rol oynayan 10 ALDH izoenzimi tanimlanmistir (58). Sitozolik
ALDHI ve mitokondriyal ALDH2 izoenzimleri etanol metabolizmasinda primer rol
oynayan izoenzimlerdir (59). Kafkas niifusunda, en ¢ok sayisal ve niteliksel 6neme
sahip olan mitokondriyal izoenzim, NAD* bagimli ALDH2'dir. Asetaldehit i¢in
yuksek afinite ve spesifiteye sahiptir. Fizyolojik kosullar altinda geri doniistimstizdiir
(62). Kronik etanol alimi kosullarinda karacigerde ALDH2 aktivitesinin azaldig
bulunmustur (58).

ALDH asetaldehiti asetata oksitleyerek indirgeyici esdegerleri NAD™'ya
aktarir (Sekil 2.14). Rediiksiyon esdegerlerinin son alicist NADH veya bazen NADPH
olabilir (58). Asetat bu yoldaki son metabolit degildir ¢iinkii CO>, yag asitleri, ketonlar,
kolesterol veya steroidlere doniistiiriilebilir (59). ALDH tarafindan katalize edilen

reaksiyonun bir iirlinii olan asetik asit, karaciger hiicrelerinden peritoneal alana etkili
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bir sekilde salinir ve buradan kan dolasimina geger (58). Asetaldehitin asetik aside
oksidasyonu, karacigerde bulunan aldehit oksidaz ile memeli bezleri, pankreas ve

karaciger hiicrelerinde yliksek aktiviteye sahip ksantin oksidaz tarafindan da katalize
edilebilir (Sekil 2.17) (58).

NAD-bagiml aldehit dehidrogenaz (E.C. 1.2.1.3) (izoenzimler
ALDH 1A1, ALDH 1B1, ALDH2)

0 O
NAD NADH+H
H3C—// + H20 /< . H3C—<
: OH
asetaldehit ‘ N
NADP NADPH'H stk asn
NADP+-tercih eden aldehit dehidrogenaz (EC 1.2.1.5)
(izoenzimler ALDH 3A1, ALDH 3B1, ALDH 1A3)
Aldehit oksidaz (EC 1.2.3.1)
0 O %
/ Ksantin oksidaz (EC 1.1.3.22)
H3C—/ +HO0 +0; > HgC +H20,
. OH
asetaldehit s
Asetik asit

Sekil 2.17. Asetaldehitin oksidasyonu-Tomaszewska ve ark. (58)’dan alinmistir.

Asetatin Oksidasyonu

Etanol oksidasyonunun ana {iriinii olan asetat, hem enerji metabolizmasinda
hem de metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynar. Asetat, asetil-KOA sentetaz

tarafindan asetil-KoA'ya doniistiiriiliir (58, 62) (Sekil 2.18).

O Asetil-CoA sentetaz
(ACS)
ch% + ATP + CoA - CH3;COO-SCoA + PP; + AMP
OH Asetil-CoA

Asetik asit

Sekil 2.18. Asetatin asetil-K0A sentetaz ile aktivasyonu- Tomaszewska ve ark.
(58)’dan alinmstir.

Mitokondride, asetil-KoA oncelikle sitrik asit dongiisiine girer ve oksitlenir,
ancak hiicresel diizeyde proteinleri asetillemek igin de kullanilip, enzimlerin

aktivitesini ve histon asetilasyonu yoluyla gen ckspresyonunu degistirir (62).
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Karacigerde iiretilen asetatin bir kismi sitrik asit dongiisii yoluyla daha fazla
oksitlenmis olsa da, ¢ogu (>%75) kana salinir, periferik organ ve dokularda CO> ve
H20’ya donisiir (61, 62) (Sekil 2.19).

Etanoliin asetata oksidasyonundan iiretilen NADH orani, sitrik asit
dongiisiiniin azalmasina neden olacak kadar yiiksektir. Laktat/piruvat oraninin artmasi
sitozolik NAD'nin azaldigini, [-hidroksibutirat/asetoasetat oraninin artmast
intramitokondriyal NAD'in azaldigin1 gosterir (62). Indirgeyici ekivalentlerin bu
diizensiz girisi hiicresel enerji durumunu {[ATP]/(JADP][Pi])} artirir. Karacigerde,
enerji durumundaki artis piruvat dehidrojenaz aktivitesini baskilar (artan asetilKoA,
[NADH]/[NAD+] ve [ATP]/[ADP]), piruvat karboksilazi aktive eder (yliksek
asetilKoA). [AMP] ve AMP bagimli protein kinaz (AMPK) aktivitesinin azalmas ile
katabolik metabolizma baskilanir ve anabolik metabolizma artar (Sekil 2.19). Azalan
AMPK  aktivitesi  asetil-KoA  karboksilaz  aktivitesini ve  malonil-KoA
konsantrasyonunu artirir. Malonil-KoA, karnitin palmitoil transferaz 1'i inhibe ederek
uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri tarafindan alimini ve oksidasyonunu baskilar.

Yag asidi sentezi aktive olur ve fazla yag asitleri trigliseritlere doniisiir (62).

Laktat/piruvat orani, biiylik 6l¢iide piruvattaki azalmaya bagl olarak artar ve
bu da piruvat karboksilaz aktivitesini sinirlayarak glukoneogenezi baskilar. Kan
glukoz konsantrasyonlar1 ve beyin tarafindan glukoz tiiketimi azalir. Etanol beyin
metabolizmasinda glukoz alimimin ve metabolizmasinin azalmasi, monokarboksilat
alimimin ve metabolizmasinin artmasi, dopaminerjik noral aktivitenin uyarilmasi,
glutamaterjik noral aktivitenin baskilanmasi ve glutamat metabolizmasinin bozulmasi

gibi 6nemli metabolik bozukluklara yol agar (62).
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TEtanol G
Katalaz \ /

CYP2E1 Uzun zincirli
NADH NADH CoASH o
T1Etanol ML Asetaldehit [ &. Asetat ATP ‘\
Y Malonil CoA
i Asetil CoA —,%
- ATP
CAC |,
FADH,
NADH
| AMPK=— AmP | — or Y oxs-res
ADP x Pi 02+H'
ATP
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Sekil 2.19. Karacigerdeki etanol metabolizmasi-Wilson ve ark. (62)’dan alinmistir.

Non-oksidatif Metabolizma

Etanol metabolizmasimin kiigiik bir kismi (<%0,2) karacigerde konjugasyon
ile baslica nonoksidatif metabolitler olan etil glukuronid (EtG) ve etil siilfat (EtS)
tiretir. Etanoliin diger oksidatif olmayan metabolitleri arasinda ¢esitli yag asidi etil
esterleri (FAEE) ve fosfatidiletanol (PEth) yer alir (59, 61) (Bkz. Sekil 2.13 ve Sekil
2.20).

EtG viicuttan daha yavas atilir ve kanda ve idrarda etanolden birkag saat daha
uzun stire tespit edilebilir, bu da EtG analizinin farkli klinik ve adli durumlarda yakin
zamanda alkol alimini ortaya ¢ikarmak igin yararl olabilecegi anlamina gelir. Kan,
idrar ve sag tellerinde EtG ve EtS analizi i¢in gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi

yontemleri kullanilmaya baslandiktan sonra, bir ¢ok adli uygulama ortaya ¢ikmistir
(61).

2.6.5. Eliminasyon

Etanol doza bagli farmakokinetik gosterir, ¢linkii hepatik ADH enzimi 15-20

mg/dL tizerindeki kan alkol konsantrasyonunda substrat ile doyurulur. Postabsorptif
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eliminasyon fazinin ¢ogunda sifir dereceli kinetik gosterir ve kan alkol konsantrasyonu
saatte 10-35 mg/dL arasinda degisen sabit bir oranda azalir (61).

Etanoliin ¢ogu (%95-98) oksidatif metabolizma yoluyla viicuttan
uzaklastirilir ve %10'dan az1 degismeden akcigerler, bobrekler ve deri yoluyla atilir
(Sekil 2.20). Orta diizeyde bir ickiden sonra, idrar, solunan hava ve ter analizi ile etanol
dozunun %2-5'i geri kazanilabilir. Bu viicut sivilar1 genellikle adli toksikolojide,
kisinin herhangi bir nedenle alkolden uzak durmasi gereken durumlarda alkol

tiikettiginin kanit1 olarak analiz edilir (61).

Kan dolasiminda etanoliin biyolojik yar1 émrii ortalama 74 dakikadir ve
kadinlarda  erkeklere gére daha  yiiksektir. Etanoliin  nispeten  hizh
biyotransformasyonu ve atilimi, tiiketiminden sonra biyolojik materyaldeki
konsantrasyonunun nispeten kisa bir siire i¢inde Ol¢iilmesini gerekli kilar. Pozitif
sonuglar, 4-6 saat icinde nefesle, 10-12 saat i¢inde kanla ve 18-24 saat i¢inde idrarla
elde edilir (58).

|idrar po1-3

Ter Nefes |%1-3

Etanol

[ Ok&idatif metabolizma I [ Oksidatif olmayan metabolizma ]

Yy y

\
I Asetaldehit I Etil glukuronid + Eti Yag asidi
sulfat .
etil esterleri
| Asetik asit I
A4
\

4 [ Fosfatidiletanol J

€O, + H,0

Sekil 2.20. Etanol metabolizmasi ve eliminasyonu-Jones (61)’dan alinmstir.
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Etanol, Reaktif Oksijen Tiirleri ve Ferroptosis

Kronik yiiksek dozda etanol alimimin etkisi ile artan ROT iiretim stiregleri
Tablo 2.4'te 6zetlenmistir (63).

Tablo 2.4. Etanol iligkili ROT iiretimi-Prokopieva ve ark. (63)’dan alinmistir.

1 Etanol ve asetaldehit metabolizmasi viicutta ROT iiretimi ile sonuglanir
Etanol solunum zincirinde fonksiyonel degisikliklere, ATP iiretiminde

2 azalmaya ve ROT artigina neden olan mitokondriyal disfonksiyona neden olur

3 Etanol, ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniigiimiinii saglayarak ROT
tiretir

4 Etanol, viicuttaki bazi metallerin konsantrasyonunu degistirebilir ve ROT

olusumuna neden olabilir
5 Etanol, antioksidan seviyelerini azaltabilir
6 Etanol, antioksidan enzimlerin aktivitelerini degistirir

Etanol, c¢esitli biyolojik membranlar (noronlar, eritrositler, miyelin ve
mitokondriyal membranlar, sinaptozomlar) iizerinde membranotropik bir etkiye
sahiptir. Suda ve kismen membranlarin lipid ¢ift katmaninda ¢6ziinen etanol molekiilii,
fosfolipidlerin polar gruplar1 arasindaki yiizey bélgesine sokulur. Bu, doymamis yag
asitlerinin ¢ift baglarina oksijen erisimini kolaylastirir, boylece lipid peroksidasyon

slireglerinin aktivasyonunu kolaylastirir (63).

Mitokondri, bir¢ok hiicre tipinde ROT'un ana kaynaklarindan biridir. Etanol
metabolizmast sirasinda {iiretilen NADH, mitokondrinin solunum komplekslerine
tagiir. Q dongiisii sirasinda, Oz'ye elektron sizintisinin siiperoksit anyon radikali ve
hidrojen peroksit iirettigi gosterilmistir (15). Mitokondriyal elektron tagima zincirinde
ROT olusumunun ana bolgeleri kompleks I ve III'tiir (sirastyla NADH dehidrojenaz

ve ubikinon sitokrom c rediiktaz) (63).

Etanol, GSH seviyelerinin tiikenmesine neden olur ve antioksidan aktiviteyi
azaltir (15). Mitokondriler GSH sentezleyemezler; mitokondriyal dis membranda
lokalize bir tagiyici protein kullanarak sitozolden alirlar. Etanoliin bu proteinin islevini

bozdugu ve bunun mitokondriyal GSH tiikenmesine yol actig1 one siiriilmektedir.
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Buna ek olarak, sicanlara etanol uygulanmasi sisteinin taurine katabolizma hizinda
artisa neden olmustur; bu da glutatyon biyosentezinin azalmasina katkida bulunabilir
(63).

Hipoksi gibi belirli kosullar altinda, ksantin dehidrojenaz ROT iireten bir
oksidaza doniislir. Etanol tiiketimi de ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza
doniisiimiinii artirir. In vitro deneyler, dehidrojenazin oksidaza doniisiimiiniin
asetaldehit tarafindan saglandiginmi géstermistir. Oksidaz formunda, enzimin NAD*
icin afinitesi onemli Slgiide azalirken, oksijen i¢in afinitesi artar; bu da siliperoksit
anyonu ve hidrojen peroksit olusumuyla O2'nin bir ve iki elektronlu indirgenmesine

yol agar (63).

Alkole bagli oksidatif stres, mitokondrinin yanisira mikrozomal etanol
metabolizmasiyla da baglantilidir. Etanol, sitokrom P450 enziminin CYP2E1 formunu
indiikler. CYP2E1 siiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit iiretir ve demir
varhiginda hidroksil radikali gibi gii¢lii oksidanlar iiretir (15). Demir iyonlar1 hidroksil
radikallerinin olusumunda kritik bir rol oynadigindan, hiicrelerdeki serbest demir
seviyesini artiran tiim faktorler ROT olusumuna ve oksidatif stres gelisimine katkida
bulunur (63). Kronik etanol tiiketiminin, labil demir birikimi ve GPx4'in dolayli
inaktivasyonu (GSH tiiketimi) ile karacigerde ferroptosise yol agtigi gosterilmistir
(11). Ayrica SLC7A11, GPx4 ekspresyonlarini azalttigi, lipid peroksidasyonu ile
hepatosit 6liimiine neden oldugu ve hasarin ferrostatin-1 ile engellendigi gosterilmistir
(64, 65). Buna ek olarak, asetaldehit, NRF2 ve tiyoredoksinin dahil oldugu antioksidan
genlerin ekspresyonunu azaltarak antioksidan sistemin etkinligini disiirmektedir.
Ayrica alkole bagl karaciger hastaliklarinin (yaglh karaciger, steatohepatit, hepatit,
siroz, hepatoseliiler tiimorler vb.) gelisiminde ferroptoSisin rol oynadigi ortaya

konulmustur (65).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Etik Kurul izni

Bu ¢alismanin belirtildigi gibi yapilmas1 Eskisehir Osmangazi Universitesi
Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan, 21.02.2024 tarihli 179

sayil1 toplantida, 991 numarali karar ile uygun bulunmustur.

3.2. Deney Hayvanlarimin Temini ve Bakim

Deneyde Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Cerrahi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi (TICAM)’nden saglanan 8 haftalik 200-280 gram
Sprague-Dawley cinsi 46 erkek sigan kullanildi. SKH’nin erkeklerde daha sik
goriilmesi nedeniyle calismamizda erkek sican tercih edildi. Sigcanlar standart hayvan
bakim kafeslerinde her kafeste 3-5 sican olacak sekilde, 12 saatlik giindiiz/gece
dongiisiinde, sabit nemli (%55+5) ve sabit 22+3°C sicakliktaki ortamda tutuldu.
Sicanlarin ¢alisma boyunca standart sican yemi ve ¢esme suyuna ulagimi serbest

birakaldi.

3.3. Calisma Plam

Etanol/SF Anestezi Spinal Kord Hasar Orneklerin Alinmasi
0. dk 30.dk 45, dk 105. dk

Sekil 3.1. Calisma plan1 6zeti

Sekil 3.1°de 6zetlenen ¢alisma planina uygun olarak, siganlar tartildiktan sonra
3g/kg etanol 20% (v/v) veya esit hacimde izotonik serum fizyolojik (SF)
intraperitoneal uygulandi. Etanol uygulamasindan 30 dakika sonra ksilazin hidroklorid
(10mg/kg, Xylazinbio %2, Bioveta A.S., Cekya) ve ketamin hidrokloriir (100 mg/kg,
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Keta-Kontrol, Doga Ilag, Tiirkiye) anestezisi uygulandi. Anestezi derinligi pedal,
pupiller refleks ve agrili uyaran ile kontrol edildi. Etanol uygulamasindan 45 dakika
sonra Riylin ve Tator tarafindan tanimlanan klip kompresyon modeli uygulandi. Spinal
kord hasar1 yapilmayan calisma gruplarindaki siganlara modelin igerdigi diger
basamaklar ayni sekilde uygulandi. Spinal kord hasarindan 1 saat sonra siganlar genel
anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle sakrifiye edildi. Kalpten alinan kan
ornekleri jel separatorlii ptht1 aktivatorlii tiiplere (Referans No: 455071, Vacuette,
Greiner Bio-one, Avusturya) aktarildi. Kan drnekleri pihtilastiktan sonra 3500 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi (MSE Mistral 2000, Uriin Kodu: ESCHLE 2, UK) ve elde
edilen serum numuneleri analiz edilene kadar -40 °C’de muhafaza edildi. Spinal kord
ornekleri lezyon bolgesinden veya spinal kord hasar1 olusturulmayan si¢anlarda ayni
medulla spinalis seviyesinden alindi. Dokular biyokimyasal analizler i¢in soguk salin
soliisyonda yikanip -80 °C’de, histopatolojik analizler igin ise uygun fiksatif igine

aliarak karanlik ve serin ortamda muhafaza edildi.

3.4. Deney Gruplar

Deney gruplart Sham (K), Etanol (E), Spinal Kord Hasar1 (S) ve Spinal Kord

Hasar1 + Etanol (SE) olmak {izere 4 gruptan olusmaktadir:

Sham Grubu (n=8): Bu gruptaki si¢anlarda spinal kord hasar1 olusturulmadi. Riylin ve
Tator’un tanimladig1 spinal kord hasar1 modelindeki diger basamaklar diger gruplar
ile ayn1 sekilde uygulandi. Diger gruplar ile es zamanli olarak (spinal kord hasarindan

45 dakika 6nce) esit hacimde izotonik salin intraperitoneal olarak uygulandi.

Etanol Grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlara spinal kord hasari olusturulmadi. Riylin ve

Tator’un tanimladig1 spinal kord hasar1 modelindeki diger basamaklar diger gruplar
ile ayn1 sekilde uygulandi. Diger gruplar ile es zamanli olarak 3g/kg etanol 20% (v/v)

izotonik salin i¢inde intraperitoneal olarak uygulanda.

Spinal Kord Hasar1 Grubu: (n=15): Bu gruptaki sicanlara Riylin ve Tator’un

tanimladig1 spinal kord hasar modeli uygulandi. Diger gruplar ile es zamanli olarak

esit hacimde izotonik salin intraperitoneal olarak uygulandi.



44

Spinal Kord Hasar1 + Etanol Grubu (n=15): Bu gruptaki sicanlara Riylin ve Tator’un

tanimladig1 spinal kord hasar modeli uygulandi. Spinal kord hasarindan 45 dk 6nce

3g/kg etanol 20% (v/v) izotonik salin i¢inde intraperitoneal olarak uygulandi.

Bu ¢alismada, K ve E gruplarindaki biyokimyasal ve histolojik analizler i¢in
8’er adet sigan, S ile SE gruplarinda ise biyokimyasal analizler i¢in 8’er adet sigan ve
spinal kord hasar1 olusturulan bdlgeden yeterli doku saglanabilmesi amaciyla
histolojik analizler i¢in ayrica 7’ser adet sican olmak {izere, toplam 46 adet si¢an spinal

kord dokusu ve 32 kan 6rnegi kullanildi.

3.5. Etanol Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Sicanlar tartildiktan sonra absolute etanol (Uriin kodu: 34870, saflik > 99.8%,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ve izotonik salin kullanilarak, 3g/kg etanol 20%
(v/v) hazirland1 ve intraperitoneal uygulandi. Etanol uygulanmayan gruplara es
zamanli ve esit hacimde izotonik salin intraperitoneal uygulandi. Her sigana agirligina

gore uygulanmasi gereken etanol hacmi agagidaki formdil ile hesaplandi:
V=g/dx%

V = Uygulanmasi gereken etanol hacmi, mL

g = Sican agirligina gore gerekli etanol miktari, gram

d = Etanol yogunlugu, g/mL

%= Etanol safligi, %

3.6. Spinal Kord Hasar Modeli

S ve SE gruplarindaki siganlarda spinal kord hasari olusturmak ig¢in 1978
yilinda Rivlin ve Tator tarafindan tanimlanan klip kompresyon modeli uygulandi (66).
Bu modelin avantaji omuriligin tamaminin travmaya maruz birakilarak, ayni zamanda
iskemiye yol agmasidir ki bu da insanlarda meydana gelen travma sonrast omurilik

yaralanmasina benzer bir model olusturmaktadir (67, 68).
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Ozetle, anestezi sonrasi siganlar prone pozisyonda operasyon masasina yatirilip
dorsal bolge tiras edilerek polivinil iyot ile antisepsi uygulandi. Cerrahi islem sirasinda
antisepsi kurallarina uyularak tiim gruplardaki siganlara orta hat insizyonu yapilip,
dorsal 8-10 vertebralar arasi laminalar aciga ¢ikarildiktan sonra tek seviye total
laminektomi uygulandi. Spinal kord dikkatli bir sekilde duraya hasar verilmeden
ortaya ¢ikarildiktan sonra S ve SE g¢alisma gruplarindaki si¢anlar, anevrizma klipsi
(Yasargil FE 721K, Aesculap/Almanya) ile T9 vertebra seviyesinden kliplendi. Bir
dakika sonra klip alind1 ve lezyon bolgesinde hasara sekonder hemoraji olusumu
goriildii. Anatomik katmanlar usuliine uygun olarak kapatilarak spinal kord hasar
modeli tamamlandi (Sekil 3.2). Prone pozisyonda spinal kord hasar modeli
uygulanirken, etanol uygulanan siganlarda solunum depresyonu nedeniyle oldugu
diisiiniilen oliimler yasanmasi nedeniyle, sicanlar bir miktar lateralize edilerek model

uygulandi.

Sekil 3.2. Spinal Kord Hasar Modeli
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3.7. Biyokimyasal Analizler

3.7.1. Serum Orneklerinde Yapilan Analizler

Etanol Diizeylerinin Analizi

Etanol diizeylerinin analizi alkol dehidrojenaz enzimatik yontemi ile Cobas
c702 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) otoanalizériinde Roche Etanol Gen.2
(Katalog No: 05967104) ticari Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar mg/dL olarak
elde edildi.

Olgiim Prensibi: Bu yéntemde etil alkol ve NAD*nin alkol dehidrojenaz

tarafindan  asetaldehit ve NADH + H"ya oksidatif dehidrojenasyonu
gerceklesmektedir.  Reaksiyon sirasinda olusan NADH’in 340 nm’de
spektrofotometrik 6l¢iimiinden elde edilen absorbans etanol konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

3.7.2. Spinal Kord Doku Orneklerinde Yapilan Analizler
Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Doku homojenati elde etmek i¢in lezyon bolgesinden veya ayni seviyedeki
hasarsiz spinal kord doku 6rneklerinden ependorflara 40-45 mg alindi. Analizler igin
yeterli miktarda siipernatant elde edebilmek i¢in tizerine 1:19 oraninda fosfat tampon
soliisyonu (PBS, P4417-100TAB, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) ilave
edildi ve 4°C’de el tipi homojenizatér (MT-30K, Hangzhou Miu Instruments,
Zhejiang, Cin) ile buz iizerinde homojenize edildi. Numuneler 10000g ve 4°C’de 10
dakika santrifiij edildi (MR22i Jouan, France). Siipernatanttan total protein, total

demir, GSH ve MDA analizleri gerceklestirildi.

Total Protein Diizeylerinin Analizi

Total protein diizeylerinin analizi Cobas c702 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) otoanalizoriinde, Roche Total Protein Urine/CSF Gen.3 ticari Kiti (Ref No:
05171954) kullanilarak, beyin omurilik sivisi (BOS) aplikasyonunda tiirbidimetrik
yontemle gergeklestirildi. Sonuglar mg/dL olarak elde edildi.
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Olgiim Prensibi: Bu yéntemde numune, proteini denatiire eden ve magnezyum

iyonlarmin neden oldugu etkilesimi ortadan kaldiran etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) igeren bir alkali soliisyon i¢inde inkiibe edilir. Daha sonra benzetonyum

kloriir eklenir ve bulaniklik olusur. Ol¢iim 505 nm dalga boyunda gergeklestirilir.

Total Demir Diizeylerinin Analizi

Demir diizeylerinin analizi Cobas c¢702 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) otoanalizorinde Roche Iron Gen.2 ticari kiti (Ref No: 05169291)
kullanilarak kolorimetrik yontemle gergeklestirildi. Sonuglar pg /g protein olarak

verildi.

Olgiim Prensibi: Bu &l¢iim ydnteminde, asidik kosullarda demir, demir

baglayan proteinlerden ayrilir. Lipemik numuneler deterjan tarafindan arindirilir.
Askorbat, serbest kalan Fe®* iyonlarimi Fe?* iyonlarma indirger ve Fe?* ferrozin ile
reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturur. Renk siddeti fotometrik olarak 570

nm’de ol¢iilebilir ve total demir konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Rediikte Glutatyon Diizeylerinin Analizi

Rediikte Glutatyon analizi ticari GSH kiti (Katalog No: E-BC-KO030-S,
Elabscience, USA) kullanilarak gerceklestirildi. Sonuglar mg GSH/g protein olarak
hesaplandi.

Olgiim Prensibi: GSH’nin, 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB, Ellman

Reaktifi) ile reaksiyonu sonucunda sari renkli bir koromofor olan 5'-thio-2-
nitrobenzoic acid (TNB) ve glutatyon distilfit olusmaktadir. GSH diizeyleri 420 nm'de

optik dansite degerleri 6l¢iilerek hesaplanabilir.

Calisma Basamaklari: Kit icerigindeki asit reaktifi, fosfat soliisyonu, DTNB

soliisyonu, tuz reaktifi, GSH standard: ve GSH standart diliienti Kit prosediiriine uygun
olarak hazirlandi. GSH standart stok sollisyonundan, GSH standart diliienti ile 20
pmol/L standart soliisyonu hazirlandi. Numune miktarimin azligi nedeniyle kit
prosediiriinde belirtilen hacimler her basamak igin orantili olarak azaltilarak numune

hazirlik asamalar1 gergeklestirildi.
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Daha once hazirlanan doku homojenatindan 400 pL alinarak {izerine 400 puL
asit reaktifi ilave edildi ve 4500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatanttan GSH 6l¢iimii i¢in 500 pL kullanildi. Numune iizerine 625 plL fosfat
soliisyonu, 125 uL DTNB ve 25 uL tuz reaktifi pipetlenerek 15 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi (Tablo 3.1). Spektrofotometre distile su ile sifirlandi ve semi-mikro
kiivetler (Ref No: BSA002, Biosigma S.p.A., Italya) kullanilarak numunelerin optik
dansiteleri 420 nm’de Shimadzu UV-1601 (Kat No: 206-67001-93, Tokyo, Japonya)
UV-Visible spektrofotometre ile 6l¢iildii. GSH konsantrasyonlari, Slgiilen optik
dansiteler ve ayn1 numuneden analiz edilen protein konsantrasyonlar1 kullanilarak mg

GSH/g prot olarak hesaplandi.

Tablo 3.1. Spinal Kord Doku GSH Analiz Prosediirii

Kor Standart Numune
Stipernatant 2 4 500 puL
Asit Reaktifi 500 uL
Standart 500 puL
(20pumol/L)
Fosfat Soliisyonu 625 uL 625 ulL 625 ulL
Tuz Reaktifi 25 uL 25 uL 25 uL
DTNB 125 uL 125 uL 125 uL

Hesaplama . (ODNumune'ODK(jr)/(ODStandart'ODKﬁr) XCX MA X 2* X f/ Cpr

OD: Optik dansite,

¢ : Standart konsantrasyonu, 20x10mmol/L
Ma : Molekiiler agirlik, 307

2* : Numune 0n islemlerindeki diliisyon faktorii
f : Test 6ncesi numune diliisyonu, 1

Cpr : Numunenin protein konsantrasyonu, g protein/L
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MDA Diizeylerinin Analizi

MDA diizeylerinin analizi, ticari Rat MDA ELISA kiti (Katalog No: E0156Ra,
BT Lab, Cin) kullanilarak sandvi¢ ELISA prensibi ile Biotek ELx800 mikroplate
okuyucu (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) ve Biotek ELx50 plate yikayici
kullanilarak (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) gergeklestirildi. Sonuglar

nmol /mg protein olarak verildi.

Olgiim Prensibi: Kullanilan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

kitinde kuyucuklar MDA antikoru ile kaplanmistir. Numune eklendiginde,
numunedeki MDA kuyucuklardaki antikorlara baglanir. Daha sonra biotinlenmis rat
MDA antikoru eklenir ve numunedeki MDA’ya baglanir. Ardindan eklenen
Streptavidin-HRP ise biyotinlenmis MDA antikorlarina tutunur. inkiibasyon sonrasi
yikama yapilarak bagli olmayan streptavidin-HRP uzaklastirilir. Substrat soliisyonu
eklenir ve MDA miktari ile orantili olarak renk olusumu gézlenir. Reaksiyon 10 dakika

asidik soliisyonun eklenmesiyle sonlandirilir ve 450 nm’de absorbans 6l¢limii yapilir.

Western Blot Analizleri

Spinal kord hasar1 olusturulan siganlarin lezyon bdlgesinden ve hasar
olusturulmayan si¢anlarin ayni seviyedeki spinal kord dokusundan alinan drnekler
farkli ependorflara konularak 4 ¢alisma grubu i¢in 4 doku havuzu olusturuldu (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. Western Blot analizi ¢calisma gruplarinin olusturulmasi
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Protein Izolasyonu: Numune hazirlik asamalar1 her zaman buz iizerinde

gerceklestirildi. Lizasyon i¢in RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) Lizis Buffer
Kiti (sc-24948, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) kullanildi. Kit
igerigindeki fenil metil siilfonil florid (PMSF), sodyum ortovanadat, proteaz
inhibitoriinden 10 uL ve 3 farkli deterjan (sodyum deoksikolat, NP-40, SDS) igeren
RIPA Lizis Buffer’dan 2970 pL alinarak karisim hazirlandi. Her grubun ependorfuna
500 pL bu karisimdan eklenerek 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi drnekler homojenizatér kullanilarak homojenize edildi. Numuneler +4 °C°de
14.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi (MR22i Jouan, France). Siipernatant yeni
ependorfa aktarildi ve 6rnekler 1/20 diliie edildi.

Protein Diizeylerinin Analizi: Protein diizeyleri Qubit™ Protein Assay Kit (Kat
No: Q33211, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak DeNovix QFX
florometre (DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA) ile 485/590 nm’de analiz edildi.

Ozetle; organik boya iceren Qubit Buffer Mixi ve Bovin serum albumin (BSA) iceren

standartlar prosediire uygun sekilde hazirlandi. Florometre cihazinin kalibrasyonu
yapildi (0, 10 ve 20 ug/mL) ve Qubit Buffer Mixi (198uL) ile 2 dakika inkiibe edilen
numuneler (2uL) analiz edildi. Protein konsantrasyonlari pg/ul olarak belirlendi.

Sonuglar diliisyon katsayis1 20 ile ¢arpildi.

Orneklerin Hazirlanmasi ve Yiiriitme Islemi: Her deney grubundan 50 pg

protein icerecek hacimde numune alindi. Numunelerin iizerine 2,5 uL. LDS Sample
Buffer, 1 uL Sample Reducing Agent (Ref/Kat: 2090501, Novex, Van Allen Way
Carlsbad, CA, USA) ve 10 uL ye tamamlayacak hacimde distile su eklenerek esit
hacimde olmalar1 ve esit miktarda protein icermeleri saglandi. Hazirlanan numuneler
70°C‘de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: isaretleyici (SeeBlue Plus2 Pre-
stained Protein Standard, Ref No: LC5925; 3 kDa—200 kDa, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA) ve numuneler jele pipetlendi. Isaretleyici ve numunelerin
yiiriitiilmesi islemi Bolt™ MES SDS Running Buffer 20X (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Van Allen Way Carlsbad, CA, USA) soliisyonu ile Bolt™ 9% 4-12 Bis-Tris
Plus Jelde (Ref No: NW04120BOX, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) 200
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voltta 25-30 dakikada mini jel tank’ta (Ref No: A25977, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, USA) ¢ift olarak gergeklestirildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Western blot analizi yiiriitme islemi

Membrana Transfer Islemi: Sandvi¢ seklindeki membran aktarim sistemi

IBlot™ 2 NC Regular Stacks (Ref No: 1B230001, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Kiryat Shmona, Israil) ve Thermo Fisher Scientific IBlot 2 Dry Blotting
System (Ref No:IB21001, Invitrogen, Thermo Fisher Israil Ltd, Israil) kulanilarak 20
voltta 7 dakikada gergeklestirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Western blot analizi membrana transfer islemi
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Membrana transfer isleminden sonra iBind™ Flex Solution Kiti (Ref No:
SLF2020, invitrogen, Life Technologies Corp, Carlsbad, CA, USA), 10 mL 5X
Buffer, 500 uL 100X Additive Soliisyonu ve 40 mL distile su kullanilarak bloklama
soliisyonu hazirlandi ve membrana 5 dakika uygulandi.

Antikor Uygulama: Her biyobelirteg igin primer (GPx4, SLC7A11/xCT, 4-
HNE) ve sekonder antikorlar hazirlandi (Tablo 3.2). iBind™ Flex kart (Ref No:

SLF2010, invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Kiryat Shmona, Israil) iizerine
bloklama soliisyonu uygulandi. Primer ve sekonder antikor uygulama ve yikama
islemi Invitrogen™ iBind™ Flex Western (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc.)
cihazinda 3 saatte gergeklestirildi (Sekil 3.6).

Tablo 3.2. Antikorlar ve isaretleyiciler

Beta Aktin 1:1000, AC026, ABclonal, Cin

GPx4 1:1000, A1933, ABclonal, Cin

SLC7A11 1:1000, A13685, ABclonal, Cin

4-HNE 1:1000, A26085, ABclonal, Cin

Sekonder HRP goat anti-rabbit 1gG (H+L), 1:1000, AS014, ABclonal,
Antikor Wuhan, Cin

[saretleyici SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard, Ref no: LC5925;
3 kDa—200 kDa, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA

Sekil 3.6. Primer ve sekonder antikorlarin uygulanmasi
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Goriintiileme: 3 saatin sonunda 1 mL luminol/enhancer ve 1 mL peroksidaz ile
hazirladigimiz ECL (sekonder antikora 6zgii substrat) soliisyonu (Cat No: 170-5061,
Bio-Rad, USA) membran iizerine uygulandi ve 5 dakika inkiibe edildi. Bantlarin
goriintiilenmesi islemi icin GEN-BOX ImagER CFx (ER Biyoteknoloji Uriinleri
Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi, Ankara, Tiirkiye) kemiliiminesan goriintiileme
sistemi  kullanildi.  Cihazda tabloya yerlestirilen membran  goriintiileri
Image Studio Lite (version 5.2.5) ile alindi ve negatifleri olusturuldu. Protein
bantlarinin yogunlugu ImageJ programi ile 3 kez kantite edilerek elde edildi ve
ortalamalari alindi. Sonuglar B-Aktin degerleri ile normalize edilerek rélatif protein

ekspresyonlari belirlendi.

Kantitatif Real Time PCR Analizleri
RNA izolasyonu: A.B.T.™ RNA Purification Kit (102-01-10, ABT, Ankara,

Tirkiye) ile Kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. 10-20 mg spinal kord
numunesi lizerine 100 uL PBS (Kat No: 20012027, Gibco™ PBS, pH 7.2, USA), 10
uL Proteinaz K (20mg/mi, Kat. No: EO0491; Thermo Fisher Scientific, USA), 400 uL
LIZIS buffer eklendi ve homojenize edildi. Homojenat 2 mL'lik tiipe aktarildi ve 3
dakika oda sicakliginda bekletildi. 500 uLL Buffer P ilave edilip vorteksle karigtirildi
ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi. Uzerine 200 uL kloroform izoamilalkol
(49:1, 516726, Merck Isoamyl Alcohol) karisimi eklendi. Alt-iist ederek karistirildi ve
oda sicakliginda 2 dk daha bekletildi. Karisim 4 °C'de 12000 x g'de 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi en iistte bulunan sivi fazdaki siipernatant (yaklagik 400 pL)
yeni bir tiipe aktarildi (Sekil 3.7). Siipernatant {izerine 400 uL etanol (%96-100) ilave
edildi ve karistirildi. 700 pL lizat kolona aktarildi ve oda sicakliginda 12000 g’de 20
sn santrifiij edildi. Tiim lizatlarin kolona transfer edilmesi icin bu basamak bir kez daha

tekrarlandi.



54

Sekil 3.7. RNA izolasyonu sirasinda fazlarin olusumu

Daha sonra sirastyla kolonun tizerine 700 puL wash buffer 1 solusyonu eklendi,
oda sicakliginda 12000 g’de 20 sn santrifiij edildi. Tiip bosaltildi ve kolon tekrar tiip
tizerine yerlestirildi. Kolonun {izerine 600 uL. Wash Buffer 2 soliisyonu eklendi, oda
sicakliginda 12000 g’de 20 snsantrifiij edildi. Tiip dokiildii ve kolon tekrar tiip tizerine
yerlestirildi. Kolonun iizerine tekrar 600 uL. Wash Buffer 2 soliisyonu eklendi, oda
sicakliginda 12000 g’ de 20 sn santrifiij edildi. Tiip dokiildi ve kolon tekrar tiip lizerine
konuldu. Kolon 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi ve 1,5 mL'lik ependorf
tizerine yerlestirildi. Kolonun merkezine 50-100 uL, 65-70 °C'de niikleaz free su (Kat
No: L0015-BC, Biochrom AGUItra Pure Water, Sterile, Suitable for HPLC) konularak
oda sicakliginda 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. NanoDrop 1000
spektrofotometre (ND-1000, Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Almanya) ile
numunelerdeki RNA’larin kantitasyonu yapildi ve 260/280 nm optik dansiteler ile
safliklar1 degerlendirildi.

cDNA Sentezi: A.B.T™ cDNA synthesis Kit with RNase Inh. (High Capacity)
(Kat No: C03-01-20, ABT, Ankara, Tiirkiye) Kiti kullanilarak gergeklestirildi.

Nanodrop 1000 spektrofotometrede olgiilen degerler ng/uL. cinsinden oldugu igin

reaksiyon 1000 ng tizerinden planlandi. Ependorflara her numuneden esit miktarda

RNA igerecek hacimde alindi (6rnegin nandropta 250 ng/uL 6lgiilen numuneden 4 pulL
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alindi) ve template hacmi RNase free su ile 10 pL ye tamamlandi. Kit igerigindeki
diger maddeler (10X reaksiyon bufferi, 20 dNTP (2,5 mM) mix, random hexamer (50
uM), reverse transcrpitase (200 u/uL), RNase inhibitorii (40 u/uL), RNase free su)
prosediire uygun olarak eklenerek toplam hacim 20 puL ye tamamlandi. Numuneler
SimpliAmp Termal Cycler (Ref No: A24812, Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Life Technologies Holdings, Singapur) cihazina yiiklenerek kit
prosediiriine uygun olarak (sirastyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika, 85°C’de
5 dakika ve devami 4°C’de) cDNA sentezi gergeklestirildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. cDNA sentezi protokoliiniin uygulanmast

Primerlerin Hazirlanmasi: Stok primerler (forward ve reverse, 100 nmol HPLC
Grade) (Tablo 3.3) niikleaz free su ile 10uM olacak sekilde diliie edildi.
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Tablo 3.3. gRT-PCR analizi i¢in kullanilan forward ve reverse primerler

Primer Ad1 Dizi Uzunluk (Bg)
GPx4 f TGA ACC TGG ACG CCAAAGTC 20
GPx4 r GGG TTC AAAGGC TCC CCA AT 20

SLC7A1l1f ACC ATCCCCCTT GCAATCTG 20

SLC7Al1lr AGA GGG CAA CAA AGATCG GG 20
NRF2 f TCAGTCTTC ACC ACC CCT GA 20
NRF2r TCC TGC CAA ACT TGC TCC AT 20

Beta Aktin f GGG CAA CAT AGC ACAGCT TCT 21

Beta Aktin r GCT TCACCACCACAGCTG AGA 21

f: forward r: reverse B¢: Baz ¢ifti

Kantitatif Real Time PCR Analizi: gRT-PCR analizi AB.T.™
2xX JPCR SYBRGreen Master Mix (With ROX), (Cat No: Q03-02-05, Ankara,
Tiirkiye) ticari kiti kullanilarak gergeklestirildi. Numuneler 100 ng/uL ¢cDNA igerecek

sekilde diliie edildi. Her numunenin analizi i¢in 5 pL. master mix, 0,35 pL primerler (f
ver), 2 uL cDNA alindi ve hacmi RNase free su ile 10 pL.’ye tamamlanip kuyucuklara
yerlestirildi. Her bir primer i¢in: 95°C’te 5dk; 95°C’te 15s, 60°C’de 30s, 72°C’de
30s; 40 dongii seklinde qRT-QPCR protokolii StepOnesPlus™ Real-Time PCR (Ref
No: 4376592, Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Life Technologies
Holdings, Singapur) sisteminde uygulandi. Gen ekspresyon diizeyleri, 3-aktin kontrol
geninin ortalama kritik esik degerlerine (CT) gore normalize edilerek 222 yontemi

ile degerlendirildi.



57

3.8. Histolojik Analizler

3.8.1. Hematoksilen-Eozin ve Nissl Boyama

K, E, S ve SE gruplarin1 olusturan tiim sicanlarin medulla spinalis
numunelerinin, 11k mikroskobik diizeyde histolojik degerlendirmelerinin
yapilabilmesi i¢in %10’luk formalin fiksatifi i¢ine alinarak 24-48 saat siire ile fikse
edildi. Fiksasyonlari saglanan ornekler fiksatifin ¢okmesini engellemek amaciyla 3-4
saat su ile yikandi. Su ile yikanan doku pargalar1 daha sonra sirasiyla kademeli olarak
%70’1lik, %80’lik, %90°lik ve %96’lik alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek
dehidratasyonlar1 saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler seffaflandirilmak
tizere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Medulla spinalis Ornekleri
seffaflanmalarinin ardindan etiiv iginde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60
dakika stireyle ii¢ ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 metal
kasetlere gomiilerek bloklandi ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin
bloklardan her bir ornekten 5’er mikrometre kalinliginda doku kesitleri alindi.
Kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalari saglanarak temiz lamlar {izerine
alinmasindan sonra etiiv iginde 1 saat siire ile 60°C de bekletildi. Preparatlar 10’ar
dakika stire 1ile 1ki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar1 sagland.
Deparafinizasyonu yapilan doku kesitleri 5’er dakika %96, %90, %80, %70’lik
alkollerde ve distile suda bekletildi.

Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyama i¢in 2 dakika hematoksilen ile ve 10
dakika eozin ile boyandi. Distile su ile fazla boyasi alinan kesitler alkol serilerinden
gegirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki farkli ksilolde 10’ar dakika tutularak
seffaflastirildi. Seffaflanan dokular entellan ile kapatildi. Nissl Boyama i¢in ise ayni
on islemlerin ardindan Cresyl Violet boyasinda 10 dakika bekletildi. Hizlica distile su
ile yikama islemi gerceklestirildi. Kesitler alkol serilerinden gecirilip
dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki farkli ksilolde 10’ar dakika tutularak
seffaflagtirildi.  Seffaflanan dokular entellan ile kapatilildi. Preparatlar 1s1k
mikroskobik diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile medulla spinalis numuneleri
incelendi ve incelemelerin ardindan goriilen etkiler skorlandi. Medulla spinalis
orneklerini iceren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflar

cekildi.
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Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar:

Eosin Y soliisyonu (Ref No: BS-009, Histomed medikal, Ankara, Tiirkiye)
Hematoksilen Soliisyonu (Ref No: BS-001, Histomed medikal, Ankara, Tiirkiye)
Cresyl Violet Aqueous Solution (Kat No: 129999.0250, Advanced Diagnostics &

Research, Mediko Kimya, Tiirkiye)

Etil alkol (%96, Alagdéz Kimya ve Saglik Uriinleri San. Tic. A.S, Afyonkarahisar)
Xylene (28973.363, VWR Chemicals, Fransa)

Sub-X mounting medium (3801740, Surgipath, UK)

Citadel™ 2000 Wax Bath ( 69810051, Thermo Electron Corporation, UK)

Leica Autostainer XL

3.8.2. Geg¢irimli Elektron Mikroskopi

Gegirimli elektron mikroskobik (TEM) degerlendirme icin alinan spinal doku
ornekleri 1 mm®liik pargalara ayrilarak % 2,5’luk gluteraldehitli PBS soliisyonuna
alind1 ve bir gece +4°C’de bekletildi. Ertesi giin 3 kez 15 dakika PBS soliisyonu ile
yikanan dokular PBS ile hazirlanmis %1°lik osmiyum tetraoksit soliisyonunda iki saat
oda 1sisinda rotatorda karistirilarak tespit edildi. Daha sonra tekrar 3 kez 15 dakika

PBS soliisyonu ile yikanildi. Sonraki asamalarda agagidaki basamaklar izlenildi:

- %30’1luk alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %350’lik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %70’lik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %90’1ik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %95°1ik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %100’1ik alkolde +4°C’de 30 dakika 1 defa

- %100’1iik alkolde oda 1sisinda 30 dakika 1 defa

Bu basamaklar ile dehidrasyon asamasi tamamlandi. Bu asamadan sonra
yapilacak islemler oda 1sisinda gergeklestirildi. Dehidrasyon sonrasinda seffaflastirma
islemi icin 2 defa propilen oksitte 30 dakika bekletildi. Daha sonra es miktarda
karistirtlmis propilen oksit ve resin CY?212 soliisyonunda 2 saat rotatorda karistirilip,

bu asama sonrasinda saf resin CY212 igerisine alinarak bir gece rotatorda
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karistirtlmaya birakildi. Ertesi giin gomme materyali bulunan kuyucuklara gomme
islemi yapild1 ve 60°C’de 48 saat polimerizasyon islemine birakildi.

Ultramikrotom (Leica UltraCutR) kullanilarak elektron mikroskobik
inceleme i¢in 60 nm kalinliginda Kkesitler bakir gridler tizerine alind1. Gridler metanol
igerisinde hazirlanan %5°lik uranil asetat boyasi ve Reynold kursun boyasi ile
boyandi. Hitachi HT 7800 TEM altinda incelendi ve goriintiilemeler yapildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen deneysel verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS
Statistics Versiyon 27.0 programi deneme siirimii kullanilarak gergeklestirildi.
Degiskenlerin normal dagilima wuygunlugu Shapiro-Wilk testi kullanilarak
degerlendirildi. Gruplar arasinda karsilastirma yapmak i¢in normal dagilim gosteren
verilerde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve istatistiksel anlamlilik oldugunda
ikili karsilagtirmalar i¢in Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testi kullanildi. Normal dagilim
gostermeyen verilerde Kruskal-Wallis testi uygulandi, istatistiksel anlamlilik
oldugunda ikili karsilastirmalar i¢in Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi kullanildi.
Gruplar arasinda kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Monte Carlo Exact
Pearson Ki-kare testi kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonun belirlenmesinde
Pearson korelasyon analizi kullanildi. Normal dagilim gosteren siirekli degiskenler
ortalama + standart sapmayla, normal dagilim gostermeyen siirekli degiskenler median
(25.-75. geyreklik), kategorik/nitel veriler ise yiizde (%) olarak verilmistir. p< 0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal bulgular
4.1.1. Etanol Diizeyleri

Serum etanol diizeyleri incelendiginde, K grubu ile E ve SE gruplar1 arasinda
(sirastyla p= 0,014, p=0,016) ve S grubu ile E ve SE grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark izlendi (sirasiyla p<0,001, p<0,001) . Etanol uygulanmayan K ile S grubu
arasinda ve etanol uygulanan E ile SE grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmedi (sirasiyla p=1, p=1) (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Serum etanol diizeyleri (mg/dL)

Gruplar (n=8) K E S SE
Medyan 1,13 2014 0,78 179,83
(%25 - %75) (0,9-1,35) | (121,2-319,4)%+ (0,6-0,98) | (165,1-226,3)=*

*: K grubu ile arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik (sirasiyla E ve SE grubu p=
0,014, p=0,016), **: S grubu ile arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik (sirasiyla E
ve SE grubu p<0,001, p<0,001).

400,00

350,00 T

300,00

250,00

200,00

150,00

Etanol, mg/dL

100,00 -

50,00

0,00

B« WE WS SE

Sekil 4.1. Serum Etanol Diizeyleri.
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4.1.2. Total Demir Diizeyleri

Spinal kord doku total demir diizeyleri incelendiginde, K grubuna gore S ve
SE gruplarinda bir miktar artis izlenmekle birlikte, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark izlenmedi (p= 0,139) (Tablo 4.2, Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Spinal kord doku demir diizeyleri (ug/gprotein)

Gruplar (n=8) K E S SE

Ortalama +
200,7 £ 19,7 200,5 + 35,9 221,4 +£19 226,4 + 30,9

Standart Sapma

300

250 '[

g

150

Demir (pug/g protein)
=
8

[*4]
o

WK WE mS mSE

Sekil 4.2. Spinal Kord Doku Demir Diizeyleri.
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4.1.3. GSH Diizeyleri

Spinal kord doku GSH diizeyleri incelendiginde, K grubu ile SE grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gorildi (p= 0,01) (Tablo 4.3, Sekil
4.3).

Tablo 4.3. Spinal kord doku GSH diizeyleri (mgGSH/gprotein)

Gruplar (n=8) K E S SE

Ortalama +
8,23+1,9 6,65+ 1,43 6,50 + 0,68 6,03 £ 0,74*

Standart Sapma

*: K grubu ile arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,01).

12

10

oo

GSH (mgGSH/g protein)
s o

N

mK mE mS mSE

Sekil 4.3. Spinal kord doku GSH diizeyleri. *: K grubu ile arasindaki istatistiksel
olarak anlamli farklilik (p=0,01).
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4.1.4. MDA Diizeyleri

Spinal kord doku MDA diizeyleri incelendiginde, K grubu ile E ve SE
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (sirastyla p=0,037 ve

p=0,007) (Tablo 4.4, Sekil 4.4).

Tablo 4.4. Spinal kord doku MDA diizeyleri (nmol/mgprotein)

Gruplar (n=8) K E S SE

Ortalama +
0,77 +£0,33 1,19 +0,30 0,94 + 0,27 1,30 £ 0,26

Standart Sapma

Ll
o
*

24

=
>
—_—

=
»N

0,8

MDA (nmol/mg protein)

MK WE mS wmSE

Sekil 4.4. Spinal kord doku MDA diizeyleri. *: K grubu ile arasindaki istatistiksel
olarak anlamli farklilik (sirasiyla E ve SE grubu p= 0,037, p=0,007).
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4.1.5. Western Blot Analiz Sonuclari

Western ~ blot  analizi  rolatif  protein  ekspresyon  diizeyleri
degerlendirildiginde, SLC7A11 protein ekspresyonlarinin K grubuna kiyasla E, S ve
SE gruplarinda azaldigi ve bu azalmanin en belirgin SE grubunda oldugu goriildii.
GPx4 protein ekspresyonlarindaki degisim belirgin olmamakla birlikte, K grubuna
kiyasla E, S ve SE gruplarinda diisme egilimindeydi ve SE grubunda daha belirgindi.
4-HNE diizeyleri degerlendiriliginde ise K grubuna kiyasla E grubu 4-HNE
diizeylerinde azalma gozlenirken, SE grubunda daha belirgin olmak {izere, S ve SE
grubu 4-HNE diizeylerinde artis goriildii (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Tablo 4.5).

K E S SE kDa
GPx4 — — | — ———— 20
SLC7A11 55

D S ——

4-HNE “‘" .

B-Aktin 42

WY VU AT

23-310

Sekil 4.5. Western blot analizi

Tablo 4.5. GPx4, SLC7A11 ve 4-HNE rolatif protein ekspresyon diizeyleri

K E S SE

GPx4 1,02 0,95 0,99 0,91
SLC7A11 1 0,81 0,57 0,21
4-HNE 1 0,75 1,31 1,99




GPx4/B-aktin

1,05 1,2

0,8
0,95 0,6
0,4
0,9
i
0,85 0

mK mE mS mSE HK WE mS mSE

SLC7A11/B-aktin

2,5

15

mK mE mS mSE

4-HNE/B-aktin
=

Sekil 4.6. GPx4, SLC7A11 ve 4-HNE rolatif protein ekspresyon diizeyleri
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4.1.6. Kantitatif Real Time PCR Analiz Sonuclari
GPx4 Ekspresyon Diizeyleri

GPx4 rolatif gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, K grubu ile E, S ve SE
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (sirasiyla p=0,022, p=0,04
p<0,001) (Tablo 4.6, Sekil 4.7).

Tablo 4.6. Spinal kord doku GPx4 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar (n=8) K E S SE

Ortalama +
0,95+ 0,17 0,53+ 0,36* | 0,44+0,35* | 0,17 +£0,07*

Standart Sapma

*: K grubu ile E, S ve SE gruplari arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik
sirasiyla (p =0,022, p=0,04 p<0,001)

12

0,8

0,6

GPx4/B-aktin

0,4

0,2

MK WE WS mSE

Sekil 4.7. Spinal kord doku GPx4 gen ekspresyon diizeyleri. *: K grubu ile E, S ve
SE gruplar1 arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik sirasiyla (p =0,022, p=0,04
p<0,001)



SLC7A11/xCT Ekspresyon Diizeyleri
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SLC7A11/xCT rolatif gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, K grubu ile

SE grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii (p=0,014) (Tablo

4.7, Sekil 4.8).

Tablo 4.7. Spinal kord doku SLC7A11/xCT gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar (n=8) K E S SE
Ortalama +
1,24 +0,41 0,71+0,44 0,74 + 0,63 0,52 +0,12*
Standart Sapma

*: K grubu ile arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik ( p=0,014)

SLC7A11/B-aktin
e o o ©
N R o o ok

o

HK mE mS

SE

Sekil 4.8. Spinal kord doku SLC7A11/XCT gen ekspresyon diizeyleri *: K grubu ile
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklilik ( p=0,014)
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NRF2 Ekspresyon Diizeyleri

NRF2 gen ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, gruplar arasindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 4.8, Sekil 4.9).

Tablo 4.8. Spinal kord doku NRF2 gen ekspresyon diizeyleri

Gruplar (n=8) K E S SE

Ortalama +
0,75+ 0,27 0,73+ 0,36 0,78+ 0,30 0,86 + 0,26

Standart Sapma

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

0

mK mE mS mSE

[y

NRF2/B-aktin

Sekil 4.9. Spinal kord doku NRF2 gen ekspresyon diizeyleri.
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4.2. Histolojik Bulgular
4.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

K, E, S ve SE gruplarina ait hematoksilen-eozin boyama kesitleri Sekil

4.10’da gosterilmistir.

' 3

Sekil 4.10. Gruplari temsil eden siganlarin medulla spinalislerinin 151k mikroskobik

gortintileri.
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K grubu: Isik mikroskobik incelemelerdede farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin kanalis sentralis (c), on boynuz (A) ve arka boynuz (P) yapilari ile gri cevher
(¥%), okromatik cekirdek yapisi ve hiicre govdeleriyle birlikte 6n boynuzda bulunan
multipolar motor noéronlar (=) ile beyaz cevherde yer alan aksonlar ve miyelin
kiliflar1 (O) normal yapida goriilmekte (K1-K4), (bar:500um, bar:200pm, bar:100um,
bar:50.0pm, HE).

E grubu: Isik mikroskobik incelemelerde farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin gri cevher 6n boynuzdaki (A) motor noronlarda iskemi (C>), sentral
kanaldaki ependim hiicrelerinde dokiilmeler (c), gri cevher (3%) ve beyaz cevherdeki
(O) baz1 alanlarda hemoraji (h) ve vaskiiler kongesyon (®-) goriilmekte. Ayrica beyaz
cevherdeki bazi alanlarda miyelinlerde (— ) hasar dikkat ¢cekmekte (P:arka boynuz)
(E1-E4), (bar:500um, bar:200um, bar:100pum, bar:50.0um, HE).

S grubu: Isik mikroskobik incelemelerde farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin gri cevher 6n boynuzdaki (A) motor noéronlarda iskemi (C>), sentral
kanaldaki ependim hiicrelerinde dokiilmeler (c), gri cevher (3%) ve beyaz cevherdeki
(O) bazi1 alanlarda hemoraji (h) goriilmekte. Ayrica beyaz cevherdeki bazi alanlarda
hasar (@) dikkat ¢ekmekte (P:arka boynuz) (S1-S4), (bar:500um, bar:200um,
bar:100pum, bar:50.0um, HE).

SE grubu: Isik mikroskobik incelemelerdede farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin gri cevher 6n boynuzdaki (A) motor ndronlarda iskemi (), perindral
dejenerasyon (%), gri cevher (3%) ve beyaz cevherdeki (O) bircok alanda hemoraji (h)
ve vaskiiler kongesyon (co) goriilmekte. Ayrica beyaz cevherdeki bazi alanlarda hasar
(@) ve miyelin dejenerasyonu (— ) dikkat ¢ekmekte (P:arka boynuz) (S1-S4),
(bar:500um, bar:200um, bar:100um, bar:50.0um, HE).
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4.2.2. Nissl Boyama

K, E, S ve SE gruplarmma ait nissl boyama kesitleri Sekil 4.11’de

gosterilmistir.

Sekil 4.11. Gruplar1 temsil eden siganlarin medulla spinalislerinin nissl boyama

goriintiileri
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K grubu: Isik mikroskobik incelemelerde farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin kanalis sentralis (c), on boynuz (A) ve arka boynuz (P) yapilari ile gri cevher
(¥%), okromatik cekirdek yapisi ve hiicre govdeleriyle birlikte 6n boynuzda bulunan
multipolar motor néronlar (=) ile beyaz cevherde (O) yer alan aksonlar ve miyelin
kiliflar1 normal yapida goriilmekte (K1-K4), (bar:500um, bar:200pum, bar:100pm,
bar:50.0um, cresyl viyole).

E grubu: Isik mikroskobik incelemelerde farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin gri cevher (3%) 6n boynuzdaki (A) motor néronlarda iskemik (C>) ve normal
goriinlimli néronlar (=) goriilmekte (beyaz cevher (O), P:arka boynuz) (E1-E4),
(bar:500um, bar:200um, bar:100pum, bar:50.0um, cresyl viyole).

S grubu: Isik mikroskobik incelemelerde farkli bilyiiltmelerde medulla
spinalisin gri cevher (3%) 6n boynuzdaki (A) motor néronlarda iskemik (C>) ve normal
goriiniimlii néronlar (=) goriilmekte (beyaz cevher (O), P:arka boynuz) (S1-S4),

(bar:500um, bar:200um, bar:100pum, bar:50.0um, cresyl viyole).

SE grubu: Isik mikroskobik incelemelerde farkli biiyiiltmelerde medulla
spinalisin gri cevher 6n boynuzdaki (A) motor noronlarda iskemik noronlar () ve
perindral dejenerasyon (%) dikkat gekmekte (beyaz cevher (O), P:arka boynuz) (SE1-
SE4), (bar:500pum, bar:200um, bar:100pum, bar:50.0um, cresyl viyole).

Hematoksilen-Eozin ve cresyl violet boyama (nissl boyama) sonrasi yapilan
mikroskopik incelemelerde numuneler; Hasar yok: 0, Az hasar: 1, Orta hasar: 2 ve
Yogun hasar: 3 olarak kategorize edilmistir. Histolojik degerlendirmeler ve yapilan
skorlamalarin analiz sonuglar1 tablo 4.9°da gosterilmistir. Hemoraji, iskemik hiicre,
perindral dejenerasyon, miyelin hasari gibi hasar bulgular1 ile néron sagkalimi
degerlendirildiginde, tiim parametrelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark izlenmistir (p<0,001). Tim parametrelerde K grubunda intaktken, hasar
bulgularinin sirastyla E, S ve SE gruplarinda artma egiliminde oldugu goriildii. Noron
sagkalimi degerlendirildiginde ise diger bulgularla uyumlu olarak ters yonde bir egilim

izlendi.



Tablo 4.9. Histolojik degerlendirmeler ve skorlamalar
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Parametre Skor K E S SE
0 Say1 7 0 0 0
% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0%
1 Say1 0 1 3 0
Hemoraji* % 0,0% 14,3% 42,9% 0,0%
2 Say1 0 6 4 0
% 0,0% 85,7% 57,1% 0,0%
3 Say1 0 0 0 7
% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
0 Say1 7 0 0 0
% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0%
; . .. Say1 0 5 5 0
Iskemik Hicre® 2 % 00%  714%  714%  0,0%
3 Say1 0 2 2 7
% 0,0% 28,6% 28,6% 100,0%
0 Say1 7 5 0 0
% 100,0% 71,4% 0,0% 0,0%
1 Say1 0 2 4 0
Perinéral % 0,0% 28,6% 57,1% 0,0%
Dejenerasyon* 2 Say1 0 0 3 1
% 0,0% 0,0% 42,9% 14,3%
3 Say1 0 0 0 6
% 0,0% 0,0% 0,0% 85,7%
0 Say1 7 0 0 0
% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0%
1 Say1 0 3 3 0
Myelin Hasarr* % 0,0% 42,9% 42,9% 0,0%
2 Say1 0 4 4 0
% 0,0% 57,1% 57,1% 0,0%
3 Say1 0 0 0 7
% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
0 Say1 0 0 1 6
% 0,0% 0,0% 14,3% 85,7%
1 Say1 0 1 6 1
Néron Sagkalimi* % 0,0% 14,3% 85,7% 14,3%
2 Say1 0 6 0 0
% 0,0% 85,7% 0,0% 0,0%
3 Say1 7 0 0 0
% 100,0% 0,0% 0,0% 0,0%

*: Monte Carlo Exact Pearson Ki-kare testi (p<0,001)
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4.2.3. Geg¢irimli Elektron Mikroskopi (TEM)

K, E, S ve SE gruplarinin TEM kesitleri Sekil 4.12°de sirasi ile gosterilmistir.

Sekil 4.12. K, E, S ve SE gruplarini temsil eden TEM Kkesitleri (yukaridan asagiya).

Isaretlenen alanlar sag taraftaki kesitlerde yakindan gosterilmektedir.
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TEM incelemeleri degerlendirildiginde, K grubuna ait mitokondrilerin
korundugu ve herhangi bir hasar bulgusunun olmadig1 goriildi. E, S ve SE grubu
mitokondrilerinde ise biiztisme, Kristalarda azalma/kaybolma ve mitokondriyal dis
membran biitiinliigiinde bozulma gibi ferroptosisin karakteristik morfolojik bulgulari
izlendi. E, S ve SE gruplarindaki hasarin siddeti karsilastirildiginda ise, E ve S
gruplarinda mitokondriyal hasar bulgular1 benzer siddetteyken, SE grubunda hasarin
daha siddetli oldugu goriildii.
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5. TARTISMA

Yaklasik her {i¢ travmatik spinal kord yaralanmasindan biri alkol tiiketimi
sirasinda veya hemen sonrasinda meydana gelmektedir (69, 70). Her ne kadar akut
etanol intoksikasyonu SKH vakalarinin yaklasik ligte birinde goriilse de, klinik
sonuglar ve iyilesme tizerindeki etkileri tam olarak aydinlatilamamistir. Bugiine kadar
yapilan arastirmalar arasinda spinal kord hasar1 Oncesi veya sirasinda etanol
kullaniminin, spinal kord hasar1 fizyopatolojisine etkilerini ve spinal kord hasarimin

etanol metabolizmasi iizerindeki etkilerini gdsteren az sayida ¢calisma bulunmaktadir.

Kan alkol konsantrasyonlarin SKH iizerindeki etkisini arastiran Klinik
calismalar sensorimotor iyilesme, morbidite ve mortalite agisindan farkli sonuglar
ortaya koymustur. Crutcher ve ark.’nin (71) retrospektif bir vaka incelemesi, spinal
kord travmali hastalarda hastaneye kabul sirasinda kan alkol konsantrasyonlar1 80
mg/dL {izerinde olan bireylerin, hastanede ve yogun bakim iinitesinde kalis siirelerinin
daha uzun oldugunu ve komplikasyon riskinin arttigini, ancak mortalite riskinin
artmadigini bildirmistir. Furlan ve ark. (72), kan alkol konsantrasyonlar1 80 mg/dL nin
tizerinde olan SKH’l1 hastalar1 6 hafta, 6 ay ve 1 yil sonra degerlendirmis ve acil
servise basvuru anindaki kan alkol konsantrasyonlarinin, SKH sonrasi motor ve
duyusal fonksiyon ile mortalite lizerinde bir etkisi olmadigini bildirmislerdir. Volovetz
ve ark. (73) ise akut etanol intoksikasyonunun SKH sonrasi motor iyilesme tizerinde
koruyucu bir etkisi oldugunu, ancak duyusal hafif dokunma ve duyusal
propriyosepsiyon {izerinde bir etkisi olmadigin1 gostermistir. Glaser ve ark. (69)
farelere 3g/kg etanol uygulayarak olusturduklari alkol alimi sonrast SKH modelinde,
SKH aninda etanol varliginin uzun dénem fonksiyonel ve anatomik sonuglarini 6 hafta
sonra degerlendirmislerdir. Bu c¢alismada yaralanma sirasinda akut etanol
intoksikasyonu varliginin lokomotor iyilesmeyi ve 1s1 hiperaljezisini degistirmedigi
gozlemlenmekle birlikte, doku kaybini siddetlendirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle
yaralanma sirasindaki akut alkol intoksikasyonunun spinal kord yaralanmalarinda
noropatolojik sonuglara katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica, spinal
kord hasarinin etanol metabolizmasini degistirmedigi gosterilmistir. Sigan, gelincik ve
kedi SKH modellerinde yapilan pre-klinik g¢alismalar, etanol intoksikasyonunun
hemoraji, motor iyilesme ve doku hasarinin biyokimyasal belirtegleri {izerinde zararl

bir etkisi oldugunu bildirmektedir (74-76). Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada ise,
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travmatik beyin hasarinda yiiksek doz etanoliin (3 g/kg) zararli, diisiikk ve orta dozun
(1 g/kg ve 2,5 g/kg) ise lezyon hacmi ve noroprotektif bir etkisi oldugu bildirilmistir
(77).

Etanoliin hepatositlerde, SKH’nin ise medulla spinaliste ferroptosise neden
oldugunu goésteren in vivo ve in vitro ¢alismalar literatiirde yer almaktadir (11, 54, 64,
78). Spinal kord hasar1 aninda yiiksek kan alkol konsantrasyonlarin ferroptotik
mekanizmalar lizerindeki etkisini inceleyen bir c¢alisma ise literatiirde
bulunmamaktadir. Ayrica mevcut spinal kord hasar1 ve ferroptosis iligkisini inceleyen
caligmalarin agirlikli olarak hasardan giinler veya haftalar sonrasindaki biyokimyasal,
histopatolojik degisiklikler ve lokomotor iyilesmeye odaklandigi goriilmektedir. Bu
sebeplerle ¢alismamizda etanol alimi sonrasi spinal kord hasar1 ger¢eklestiginde erken
donemdeki ferroptotik degisiklikleri biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelemeyi

amagladik.

Amerikan Alkolizm ve Madde Bagimliligi Enstitiisii (NIAAA), binge
drinking'i (asir1 alkol alimini), "yaklasik 2 saatlik bir zaman diliminde, erkeklerde 5
icki ve kadinlarda 4 igki alma (14 gram saf alkol igeren igki)" olarak tanimlar. Ayrica,
bunun kan alkol seviyesini yaklasik 80 mg/dL veya daha yukariya ¢ikaracagini belirtir
(79). Etanoliin etkisinin arastirildig pre-klinik ¢alismalarda, kullanilan denegin yasi,
agirligi, cinsi ve cinsiyeti, uygulanan etanoliin konsantrasyonu ve verilis bigimi,
uygulayan personelin tecriibesi gibi bir ¢ok etken, ulasilan maksimum etanol
konsantrasyonunu ve ulagma siiresini etkileyebilir (80, 81). Sprague Dawley sicanlar
ve C57BL/GJ fareler kullanilarak intraperitoneal ve intragastrik uygulanan etanol
konsantrasyonlarinin zaman bagimli karsilastirildigi bir calismada, farelerde
maksimum kan etanol konsantrasyonlarina daha hizli ulasildigi ve ardindan nispeten
hizli bir diistis yasandigi goriiliirken, buna karsilik, sigan kan alkol konsantrasyonlari
hizl1 bir ytikselis, ardindan pik konsantrasyonlara daha kademeli bir yiikselis ve daha
sonra nispeten kademeli bir diisiis yasandigi gosterilmistir. Ayni zamanda bu
calismada Sprague-Dawley cinsi ratlara intraperitoneal etanol uygulandiginda
maksimum etanol konsantrasyonuna yaklasik 120 dakika sonra ulasildigi gosterildi
(81). Baska bir calisma ise asir1 alkol alimi modeli olusturmak igin farelerde sik

kullanilan tek doz 3-6 g/kg doz etanoliin, insanlardaki 1,5-3,0 g/kg etanol maruziyeti
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ile benzer pik konsantrasyonlari sagladigini gostermektedir (82). Bu nedenle asir1 alkol
alimi1 davranisini taklit etmek amaciyla, literatiirdeki uygulamalara benzer sekilde
calismamizda siganlara 3g/kg etanol uyguland: (69, 83, 84). Hedef konsantrasyonlara
daha hizli ve diisiik etanol miktarlari ile ulasabilmek i¢in intraperitoneal uygulama

tercih edildi.

Etanol uygulanan gruplarda sicanlarin etanole ayni diizeylerde maruz
kaldiginin dogrulanmasi amaciyla sakrifikasyon sirasinda (105. dk) alinan serum
orneklerinden etanol analizi yapildi. Etanol sonuglar1 degerlendirildiginde, E ve SE
gruplar1 etanol konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=1). Bu sonuglar ile etanol uygulanan iki grup arasindaki degerlendirmelerde etanol
konsantrasyonu kaynakli olusabilecek farkliliklar dislandi. Ayrica E ve SE grubu
etanol konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasi, Glaser ve
ark.’nin (69) ¢alismasi ile uyumlu olarak, spinal kord hasarinin etanol metabolizmasi

tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigin1 desteklemektedir.

Literatiirde alkoliin farkli dokularda demir birikimine neden oldugunu
gosteren bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Tan ve ark. (85) ile Juhas ve ark.’nin (86)
alkol kullanim bozuklugunda demir diizeylerini degerlendirdigi klinik ¢alismalarda,
alkol kullaniminin beyinde demir birikimine neden oldugu gosterilmistir. Song ve
ark.’nin (87) farelerde alkoliin tetikledigi kardiyotoksisite ile ferroptosis iliskisini
inceledigi calismasinda, alkol dozu arttik¢a kardiyak doku demir diizeylerinde artis
izlenmistir. Xue ve ark.’nin (88) siganlarda alkol maruziyeti sonrasi olusan demir yiikii
ve fucoidanin ferroptosis tizerindeki etkisini arastirdiklar1 ¢alismasinda, alkol alimu ile
karaciger dokusunda demir yiikii olustugu goriilmektedir. Anderson’un (76)
gelinciklerde etanoliin spinal kord hasar1 tizerindeki etkisini arastirdigi ¢alismasinda,
sadece etanol uygulanan grupta, etanol sonras1 3. saatte spinal doku demir diizeylerinin
degismedigi gosterildi. Diger yandan etanol uygulanmadan spinal kord hasari
gerceklestirilen grupta, hasar sonrasi 3. saatte spinal doku demir diizeyleri artarken,
etanol uygulamasinin ardindan spinal kord hasari1 gerceklestirilen grupta ise demir
diizeylerindeki artigin her iki gruptan daha fazla oldugu gosterildi. Ayni ¢alismada
benzer sekilde 1. ve 2. saat sadece SKH ve Etanol+SKH uygulanan gruplarin spinal
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doku demir diizeyleri karsilastirildiginda SKH’den 6nce etanol varliginin spinal kord

doku demir diizeylerini daha fazla artirdigi gosterilmistir (76).

Yao ve ark.’nin (6) bir demir selatorii olan deferoksaminin, SKH sonrasi
olusan ferroptosis tizerindeki etkisini arastirdigi ¢alismasinda, spinal kord hasari
gerceklestirilen sigan spinal kord dokularinda 1, 4 ve 24. saatlerde analiz edilen spinal
doku total demir diizeylerinin sham grubuna gore arttig1 ve deferoksamin ile azaldigi
bildirilmistir. Vahabi ve ark.’nin (89) calismasinda olusturan spinal kord hasar
modelinde, sicanlarda SKH sonrasi 24 ve 72. saat ile 6. haftada yapilan spinal kord
doku Fe*? diizeylerinin analizinde, demir diizeylerinin zamanla arttig1 goriilmiistiir.
Chen ve ark.’nin (53) siganlarda olusturdugu SKH modelinde ise demir diizeylerinin
1. glinde arttig1, 3 ve 7. glinlerde ise artisin daha az oldugu goriilmektedir. Literatiirde
demir diizeylerinin SKH sonrasi farkli zaman dilimlerinde yiikseldigini gosteren bir
¢ok ¢alisma bulunmaktadir (41, 57). Ryan ve ark.’nin (90) ferroptosis inhibitorlerinin
spinal kord hasar1 tizerindeki erken ve ge¢ donem etkilerini farelerde arastirdigi
calismasinda, spinal doku total demir diizeyleri, Fe?*/Fe®" oran1 ve ferritin demir yiikii
1, 7, 14 ve 35. giinlerde kapiller elektroforez indiiktif eslesmis plazma kiitle
spektrometri (CE-ICP-MS) ile degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina gore, SKH
sonrasi1 1. giinde total demir diizeylerindeki artis istatistiksel olarak anlamli degilken,
Fe?*/Fe®" oraninda 2.5 kat artis izlenmistir. 7, 14 ve 35. giinlerde doku total demir
diizeylerinde artis goriiliirken, Fe?*/Fe*" oranlarmin da yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ferritin demir yiikiinde ise sadece 7. giinde istatistiksel olarak anlamli artig izlenmistir.
Bu ¢aligmada analizi gerceklestirilen diger ferroptosis biyobelirtecleri 1. giinde
ferroptosis gergeklestigini desteklemektedir. Ayni1 zamanda calismada, insanlarda
spinal kord hasar1 sonras1 BOS’ta hemoglobin a ve hemopeksin diizeylerinin arttig
gosterilmistir. Liu ve ark.’nin sicanlarda spinal kord hasarinda demirin rolii ve radikal
olusumuna etkisini aragtirdigi ¢alismasinda ise, SKH sonrasi mikrokaniil ile
ekstraselliiler alandan alinan perfiizatta total demir diizeylerini incelediginde, SKH
sonrasi 20. dakikada ekstraselliiler total demir diizeylerinin pik yaptigi ve hizlica azalip

1. saatte baglangi¢ diizeylerine dondiigii gosterilmistir (91).

Calismamizda SKH sonras1 1. saatte analizi gergeklestirilen total demir diizeyleri

degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
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(p=0,139). Literatiir verileri etanoliin ve SKH’nin total demir diizeylerini farkli
zamanlarda artirdigini gostermekle birlikte, spinal kord dokusunda erken donemi
degerlendiren az sayida calisma bulunmaktadir. Calismamizdan farkli olarak
Anderson ve ark.’nin gelinciklerde gerceklestirdigi ¢alismasi SKH sonrasi 1. saatte
etanol varligmin SKH’de demir diizeylerini artirdigini, Yao ve ark. caligmasi ise
sicanlarda SKH sonrast 1. saatte spinal doku total demir diizeylerinde artis
gerceklestigini bildirmektedir. Diger yandan Ryan ve ark.’nin ¢alismasinda SKH
sonrast 1. giin total demir diizeylerinde degisim izlenmezken, Fe**/Fe3* oranmin
reaktif demir, Fe?*, lehine degisebilecegini gostermislerdir. Calismamizda total demir
diizeylerinde sham grubuna goére anlamli diizeyde degisim olmamasi, deney modelinin
akut bir donemi degerlendirmesi, demirin ortamda hemoglobinden serbestlesmemis
olmas1 veya farkli formlarda bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir. Fe?*/Fe3* oram
calismamizda degerlendirilmediginden, etanol ve SKH’nin demir diizeyleri lizerindeki
etkisinin farkli calismalar ile zaman bagimli olarak total demir, Fe2*/Fe®* orani ve diger

bagli demir formlarinin analizi ile dogrulanmasina ihtiyag¢ vardir.

Rodrigues ve ark.’nin (92) aerobik fiziksel egzersizin, asir1 alkol aliminin
spinal kortta tetikledigi oksidatif strese etkisini arastirdigi calismada, siganlara 4 hafta
boyunca haftanin 3 ardisik giinii 3g/kg 20% wi/v etanoliin intragastrik olarak
verilmesinin ardindan analiz edilen spinal doku MDA diizeyleri, etanol uygulanan
siganlarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek
bulunmustur. Ren ve ark.’nin (93) etanolin spinal kord gelisimine etkisini
arastirdiklari ¢alismasinda, farelere postnatal 7. glinde 2,5g/kg 20% v/v subkutan (kan
alkol konsantrasyonu 338 mg/dL) etanol uygulandi. Uygulamadan 8 saat sonra
farelerin spinal kord dokularinda western blot ve ELISA yontemleri ile gergeklestirilen
4-HNE analizleri, etanol uygulanan farelerde spinal doku 4-HNE diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugunu gostermistir.
Bardag-Gorce ve ark.’min (94) etanoliin indiikledigi CYP2E1’in, proteozom
aktivitesine etkisini ve 4-HNE’nin roliinii arastirdigi ¢alismasinda, siganlara 13
g/kg/giin etanol 1, 3, 7, 15 ve 30 giin siireyle intragastrik yol ile uygulanmis ve si¢an
karacigerinde 4-HNE analizleri 3, 15 ve 30. giinde gergeklestirilmistir. Bulgular

etanoliin karaciger homojenatlarinda 3, 15 ve 30. giinlerde giderek arttigini
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gostermistir. Ayrica ¢alismada karaciger 4-HNE diizeylerinin CYP2E1 diizeyleri ile

pozitif korele oldugu gosterilmistir.

Literatiirde sicanlarda spinal kord hasar1 sonrasi 1, 2, 3 ve 7. giinler ile 6.
haftada, spinal doku 4-HNE protein ekspresyonlarinin ve MDA diizeylerinin arttigini
gosteren calismalar, SKH sonrasi lipid peroksidasyonu olusumunu desteklemektedir
(6, 53, 89, 95). Huang ve ark. (52) connexin 43’lin spinal kord hasarli siganlarda
ferroptosis SLC7A11/GPx4 yolag: iizerindeki etkisini arastirdigi ¢alismasinda, SKH
sonrast 3. giin spinal doku western blot analizlerinde 4-HNE protein ekspresyonlarinin
Once artig sonra azalis trendinde olup en fazla 3. giinde olmak tizere SKH sonrasi 1, 2,

3,7, 14 ve 28. giinlerde arttigini bildirmislerdir.

Literatiir verileri etanol ve SKH’nin tek basina lipid peroksidasyonuna neden
oldugunu gostermektedir. Calismamizda spinal doku 4-HNE diizeyleri
degerlendirildiginde, K grubuna kiyasla E grubunda azalma izlenirken, S ve SE
gruplarinda ise artis oldugu goriildii ve artis SE grubunda daha belirgindi. 50 mg ve
tekrarinda 100 mg protein miktarlart ile gergeklestirdigimiz western blot analizi
protokolii sonucunda elde ettigimiz, 4-HNE diizeylerini ifade eden bantlarin kalitesi,
optimum degerlendirme ic¢in yeterli kalitede degildi (6zellikle E grubunda). E
grubunda 4-HNE diizeylerinin K grubuna gore diisik bulunmasi literatiir ile
celismekteydi ve analitik hata kaynakli olabilecegi diistiniildii. Bu nedenle lipid
peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in ayrica MDA analizi gerceklestirildi. Spinal
doku MDA diizeyleri degerlendirildiginde K grubuna gére E, S ve SE gruplarinda artis
izlenirken, E ve SE gruplarindaki artig istatistiksel olarak anlamliydi ve artis SE
grubunda daha belirgindi. S grubu spinal doku MDA diizeylerinde artis goriilmekle
birlikte K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi verilerin heterojen
dagilimu ile ilgili olabilir. Elde ettigimiz 4-HNE ve MDA analiz sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde, etanol ve SKH’nin spinal kortta tek bagina lipid
peroksidasyonuna neden olmasinin yani sira, yiiksek kan alkol konsantrasyonlari ile
gerceklesen spinal kord travmasinda (SE grubu), lipid peroksidasyonunun daha

siddetli oldugunu ve 1 saat gibi erken bir donemde gerceklestigini gostermektedir.

Chen ve ark.’nin (78) selenyumun etanoliin tetikledigi karaciger hasarindaki

etkisini inceledigi ¢alismada, hepatositlere in vitro etanol uygulanmistir. Etanol
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uygulanan hepatositlerin SLC7A11 ve GPx4 mRNA ekspresyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalma izlenmistir. Xue ve ark.’nin (88) si¢anlarda
olusturdugu alkolik karaciger hasari modelinde, 16 hafta alkol maruziyeti sonrasi
fucoidanin ferroptosis tizerindeki etkisi incelenmistir. Calisma etanoliin karacigerde
SLC7A11 mRNA ekspresyonlarint istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigini

gostermektedir.

Liu ve ark.’nin (96) beclin-1 eksikliginin ferroptosis inhibisyonu yaparak
alkoliin tetikledigi kardiyak disfonksiyonu iyilestirdigini gosterdigi calismada, farelere
1 hafta boyunca 2 g/kg/giin intraperitoneal etanol 1, 3 ve 7. giinlerde uygulanmis, son
enjeksiyondan 4 saat sonra SLC7Al1l ve GPx4 western blot analizleri
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglar1 dogal tip fare myokardiyumlarinda etanoliin
SLC7A11 ve GPx4 protein ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma oldugunu gostermektedir. Rodrigues ve ark.’nin (92) ¢alismasinda, siganlarda
olusturulan kronik asir1 alkol modelinde, 4 haftanin sonunda etanoliin spinal kord doku

GSH diizeylerini istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalttig1 gosterilmistir.

Spinal kord hasari sonrast spinal doku SLC7A11 ve GPx4 gen
ekspresyonlarinin 1, 2, 3, 7 ve 14. giinlerde azaldig: literatiirdeki farkli ¢aligmalarda
bildirilmistir (12, 41, 53, 57). Huang ve ark. (52) connexin 43’iin spinal kord hasarlt
sicanlarda ferroptosis SLC7A11/GPx4 yolagi iizerindeki etkisini arastirdigi
caligmasinda, SKH sonrasi 3. giin spinal doku GSH diizeylerinde azalmanin yani sira,
1, 2, 3, 7, 14 ve 28. giinlerde spinal kord doku orneklerinde yapilan western blot
analizlerinde, SLC7A11 ve GPx4 protein ekspresyonlarinin nce azalis ve daha sonra
artig egiliminde oldugu ve en fazla 3. giinde olmak {izere tim &rneklerde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldigi gosterilmistir. Ayrica SLC7A11l ve GPx4 mRNA
ekspresyonlari incelendiginde western blot analizleri ile benzer egilim goriilmiis olup
her iki gen ekspresyonundaki azalma en belirgin 3. giinde izlenmistir. Vahabi ve ark.
(89) c¢aligmasinda, siganlarda SKH sonrasi spinal kord doku havuzunda
gerceklestirdikleri western blot analizlerinde, SKH sonrasi 1. giin, 3. giin ve 6. hafta
GPx4 protein ekspresyonlari ve GSH diizeylerinde sham grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli azalma izlenmistir. Ni ve ark.’nin (9) farelerde resveratroliin ferroptosis

NRF2/GPx4 yolag: tizerindeki etkisini inceledigi calismada, SKH olusturulan
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farelerde SLC7A11 ve GPx4 protein ekspresyonlari ile GSH diizeylerinin SKH sonrast
3. gilinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 gosterildi.

Calismamizda ferroptosis ana regiilator yolagi olan SLC7A11/GPx4/GSH
yolagin1 degerlendirmek amaciyla, SLC7A11 ve GPx4 mRNA ve protein
ekspresyonlar1 ile GSH diizeyleri analiz edildi. Bildigimiz kadariyla literatiirde
etanoliin spinal kord dokusundaki SLC7A11 ve GPx4 mRNA ve protein
ekspresyonlarina etkisini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Farkli dokulardaki in
vivo veya in vitro ¢aligmalar ise etanolin SLC7A11 ve GPx4 mRNA ve protein
ekspresyonlarin1  azalttigin1  bildirmektedir. Calismamizdaki gRT-PCR analizi
sonuglar1 degerlendirildiginde, K grubuna kiyasla E, S ve SE gruplart GPx4 mRNA
ekspresyonlarinda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi ve SE
grubunda daha belirgindi. SLC7A11 mRNA ekspresyonlari degerlendirildiginde ise E
ve S grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
azalma goriiliirken, SE grubundaki azalma daha belirgin ve istatistiksel olarak
anlamliydi. Western blot GPx4 analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, E, S ve SE
gruplarindaki GPx4 protein ekspresyonlart K grubu ile kiyaslandiginda belirgin
degisim izlenmemekle birlikte azalma egilimindeyken, azalmanin SE grubunda daha
belirgin oldugu goriilmektedir. SLC7A11 protein ekspresyonlar1 degerlendirildiginde
ise benzer sekilde K grubuna gore E ve S gruplarinda azalma goriilirken, SE
grubundaki azalma daha belirgindi. GSH sonuglar1 degerlendirildiginde, K grubu ile
kiyaslandiginda E ve S gruplarinda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli
degilken, SE grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma goriildi. E ve S
grubu SLC7A11 mRNA ekspresyonlart ve GSH diizeylerinin azalma egiliminde
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olmayis1 verilerin heterojen dagilimi ile
iligkili olabilir. Analiz sonuglarimiz literatiirle uyumlu olarak etanol ve SKH’nin tek
basina SLC7A11, GPx4 mRNA ve protein ekspresyonlar1 ile GSH diizeylerinde
azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Ayrica yiikksek kan alkol
konsantrasyonlarinda SKH olusmasi durumunda (SE grubu) SLC7A11/GPx4/GSH
yolaginin daha fazla baskilandiginin gosterilmesi literatiire katki saglamaktadir.
SLC7A11 diizeylerinde goriilen baskilanma hiicre i¢ine sistin aliminin azalmasina
sebep olacagindan GSH diizeylerindeki azalma ve dolayisiyla 4-HNE ve MDA
diizeylerindeki artig ile uyumludur. Ayrica GSH bagimli bir enzim olan GPx4
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diizeylerindeki baskilanma da deney modelinde ferroptosis olusumunu

desteklemektedir.

Li ve ark.’nin (97) yagh diyet ve etanoliin tetikledigi karaciger hasarinda
taraxasteroliin etkisini arastirdigi in vitro ¢alismasinda, etanoliin HepG2 hiicrelerinde
NRF2 mRNA ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig
gosterilmistir. Tice ve ark.’nin (98) asir1 alkoliin fare iskelet kasinda NRF2 iligkili
antioksidan cevab1 uyardigim1 gosterdigi calismasinda, farelere 5g/kg etanol
uygulanmasinin ardindan 4 saat araliklarla ve 48 saat boyunca gastroknemius kasinda
NRF2 gen ekspresyonlari analiz edilmistir. Etanol uygulamasi sonras1 12, 16 ve 20.
saatlerde elde edilen NRF2 mRNA ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artig
bulunurken, ilk 8 saatte ve 20. saatten sonra istatistiksel olarak anlamli degisim
izlenmemistir. Wang ve ark.’nin (99) etanoliin tetikledigi karaciger hasarinda
curcumin ve baicalin’in NRF2/HO-1 yolag1 {izerindeki etkisini arastirdigi
caligmasinda, kronik olarak artan dozda (2-8 g/kg) etanol uygulanan siganlarin
karaciger dokularinda yapilan NRF2 analizlerinde, NRF2 mRNA ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalirken, uyumsuz olarak western blot analizinde
NREF2 protein ekspresyonlarinin anlaml diizeyde arttigi goriilmektedir. Song ve ark.
(87) alkoliin tetikledigi kardiyotoksisitede ferroptosis NRF2/NQO1 yolaginin roliinii,
farelerde ve H9¢2 kardiyomiyositlerde in vivo ve in vitro degerlendirmistir. 14 giin
boyunca farkli konsantrasyonlarda etanol verilmesinin ardindan gerceklestirilen
western blot analizi sonuglart hem fare kardiyak dokusunda hem de H9c2
kardiyomiyositlerde etanol dozu arttikga NRF2 protein ekspresyonlarinin azaldigin

gostermektedir (87).

Ge ve ark.’nin (8) farelerde spinal kord hasar1 sonrasi ¢inkonun ferroptosis
iliskili NRF2/GPx4 yolag iizerindeki etkisini aragtirdigi calismasinda, SKH sonrasi 3.
giinde NRF2 gen ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig
gosterilmistir. Zhang ve ark.’nin (100) NRF2’nin gasdermin D iligkili piropitosisteki
rollinii aragtirdig1 ¢alismada, SKH olusturulan sigcanlarda NRF2 mRNA ve protein
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli azalmig ve pcDNA3.1-NRF2 enjeksiyonu ile
NRF2 gen ekspresyonu artirildiginda SKH patolojisinin iyilestigi gosterilmistir. Shen

ve ark.’nin (57) celastroliin SKH sonrasi si¢an oligondendrosit ve néronlarinda olusan
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ferroptosis iizerindeki etkisini aragtirdigi ¢alismasinda, sigan spinal kord dokusunda
SKH sonras1 2 ve 7. glinlerde yapilan analizlerde NRF2 protein ekspresyonlarinda
azalma izlenmistir. Wang ve ark. (95)’nin ¢alismasinda ise siganlarda SKH sonrasi 14.
giinde NRF2 protein ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi
gosterilmistir. Ni ve ark.’nin (9) SKH sonrast olusan ferroptosiste resveratroliin
NRF2/GPx4 yolag: iizerindeki etkisini arastirdigi caligmasinda, SKH olusturulan
siganlarda hasar sonrasi 3. giin spinal kord dokusundan yapilan western blot
analizlerinde NRF2 protein ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

arttig1 gosterilmistir.

Gorildugi gibi literatiirde etanol ve spinal kord hasarmin NRF2 gen
ekspresyonlarina etkisini inceleyen ¢alismalar farkli sonuglara sahiptir. Bizim
calismamizda NRF2 gen ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmemistir. Calismamizda o6zellikle SE
grubunda SLC7A11/GPx4 yolaginda belirgin baskilanma izlenirken NRF2 mRNA
ekspresyonlarinda degisim gozlemlenmemesi, bu yolagin bir ¢ok antioksidan
mekanizmada rol oynayan NRF2 geni ile regiile edilmedigi anlamina geliyor olabilir.
Bildigimiz kadariyla etanoliin spinal kord dokusunda NRF2 gen ekspresyonlarina
etkisini gosteren ilk ¢alismay1 gerceklestirdik. Bu nedenle sonuglarin farkli etanol
dozlarinda ve zaman bagimli analizler ile dogrulanmasina ihtiya¢ vardir. Ayrica
calismamizda yer almayan, NRF2 protein ekspresyonlarmin ve NRF2’nin
reglilasyonunda rol oynayan KEAP-1’in es zamanli ¢alisilmast NRF2 iliskili

yolaklarin degerlendirilmesine katki saglayacaktir.

Rodrigues ve ark. (92) etanoliin sigan medulla spinalis servikal bolgesinde
motor noéron yogunlugunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigini, torakal ve
lomber bolgelerde ise etkilemedigini bildirmistir. Fernandes ve ark.’nin (101) yiiksek
doz kronik alkoliin addlesan ve yetiskin sican spinal kordu iizerindeki etkisini
arastirdigr caligmasinda, cresyl violet ile gri cevher ©6n motor ndronlar
degerlendirilmistir. Gri ve beyaz cevher incelemeleri servikal ve torakal spinal kord
segmentlerinde motor ndron sayisinda azalmanin yan sira servikal segmentlerin

hasara daha duyarli oldugu gostermistir.
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Nissl boyama ile SKH sonrasi spinal kord 6n boynuz motor ndronlarinin
degerlendirildigi bir ¢aligmada, normal noéronlar yuvarlak ve koyu boyanirken, SKH
sonrasi 3. giinde ndronlar atrofik ve soluktu. Ayrica nissl (+) hiicrelerin sayisinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma izlendi (52). Spinal kord hasarli siganlarda
eritropoietinin ve transkraniyal alternatif akim stimiilasyonunun ferroptosis iizerindeki
etkisinin incelendigi 2 farkli ¢alismada, SKH sonrasi 14. giinde hematoksilen-eozin ve
nissl boyama ile doku hasar1 ve noron sagkalimi degerlendirilmistir (12, 41).
Incelemeler sham grubuna gore spinal kord hasari olusturulan siganlarin medulla
spinalislerinde belirgin hasar, yapisal dezorganizasyon, kavitasyon, genis vakuoler
degisiklikler ve nissl pozitif hiicrelerde azalmayi gostermektedir. Ge ve ark. (8).
calismasinda, SKH sonrasi 4. haftada hematoksilen-eozin ve nissl boyama ile
histopatolojik incelemeler, spinal kord hasar1 olusturulan sicanlarda doku 6demi ve
kavitelerin yani1 sira medulla spinalis 6n boynuzunda ndron sayilarinin azaldigini
gostermektedir. Bagka bir caligmada, SKH sonrasi 35. giinde yapilan hematoksilen-
eozin boyama incelemelerinde, spinal kord hasari olusuturulan farelerde hemorajik ve
nekrotik alanlar gortiliirken, nissl boyama ile ise sham grubuna gore néron sayilarinin
azaldigi, hiicre boyutlarmin kiiciildiigii ve ¢ekirdeklerin piknotik hale geldigi
gosterilmistir (9).

Akut etanol intoksikasyonu sonrasi 3. saatte (100 mg/dL) gerceklesen
servikal spinal kord hasarina etanoliin etkisinin incelendigi gelinciklerde yapilan bir
pre-klinik ¢aligmada elde edilen bulgular, post kontiizyon hemorajinin lezyon
bolgesinde ve rostro-caudalinde akut etanol intoksikasyonu ile onemli derecede
arttigin1 gostermistir (76). Etanoliin santral sinir sistemi travmalarina etkilerinin
degerlendirildigi kediler iizerinde gerceklestirilen baska bir pre-klinik calismada,
etanol infiizyonu sonrasi 3. saatte (119 mg/dL) spinal kord hasar1 olusturulan grup,
etanol uygulanmayan grup ile Karsilastirildiginda daha yaygin hemorajik alanlar

gorilmistiir (75).

Bizim ¢alismamizda hematoksilen-eozin ve nissl boyama ile gergeklestirilen
spinal doku incelemelerinde, hemoraji, iskemik hiicre, perindral dejenerasyon, myelin
hasar1 ve néron sagkalimi degerlendirildi. Sham grubu noronlar intakt iken, literatiir

bulgular1 ile uyumlu olarak E, S ve SE gruplarinda hemoraji izlendi. SE grubunda
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goriilen hemorajinin E ve S gruplarindan daha belirgin olmasi, etanol ve spinal kord
hasarinin spinal kord hasarindaki sinerjistik etkisini gostermektedir. Ayrica hiicre
hasar1 ile iligkili degerlendirilen diger parametreler E ve S gruplarina kiyasla SE
grubunda daha belirginken, uyumlu olarak ndéron sagkalimi SE grubunda en az

diizeydeydi.

Luo ve ark.’nin (11) farelerde etanoliin tetikledigi hepatik hiicre Sliimiine
ferroptosisin etkisini arastirdigi g¢alismasinda, kronik etanol alimi sonrasi fare
karacigerlerinde yapilan TEM incelemelerinde, mitokondrilerde kiigiilme ve dig
membran riiptiirii izlenmistir. Zhao ve ark.’nin (102) etanoliin tetikledigi karaciger
hasarinda melatoninin etkisini arastirdigi caligmasinda, farelere 10 giin boyunca 5g/kg
5% etanol diyeti uygulanmasinin ardindan karacigerde yapilan TEM incelemelerinde,
mitokondrilerde biiziisme ve kristalarda neredeyse kaybolma goriilmiistiir. Lin ve ark.
(103) quercetinin farelerde etanoliin tetikledigi hepatik ferroptosis tizerindeki etkisini
arastirdigi ¢alismasinda, kronik asir1 alkol alimi modeli olusturulduktan sonra fare
karacigerlerinde yapilan TEM incelemelerinde, hepatosit mitokondrilerinde
kristalarda azalma, mitokondriyal membranlarda yogunlasma ve bozulmus
mitokondriyal membranlar izlenmistir. Bagka bir calismada, HepG2 ve HL7702
hiicrelerinde yapilan TEM incelemelerinde, etanol ve asetaldehitin mitokondri
sayilarini artirdigr gosterilmistir. Bulgular disfonksiyonel mitokondrilerdeki artisin
mitofaji inhibisyonu ile iligkili olabilecegi ve ROT birikimine neden olarak

ferroptosise neden olabilecegini diisiindiirmustiir (104).

Yao ve ark.’nin (6) ¢alismasinda travmatik SKH olusturulan siganlarda hasar
sonrasi 1 ve 24. saate TEM analizi gergeklestirilmistir. SKH sonrasi 1. saatte ve daha
yaygin olarak 24. saatte hemoliz izlenmistir. Sham grubunda hemoliz gériillmemistir
ve mitokondri morfolojisi normal olarak degerlendirilmistir. SKH sonras1 1. saatten
itibaren ferroptosis siirecindeki tipik morfolojik bulgulardan biiziismiis mitokondri ve
mitokondriyal dig membran hasar1 izlenmistir. 1 ve 24. saatlerde apoptoz bulgulari ise
izlenmemistir. Chen ve ark. (53) ¢alismasinda siganlarda SKH sonrasi 24. saatte SKH
grubunda hemoliz ve biiziismiis mitokondri, artmig membran yogunlugu ve bozulmus
mitokondriyal dis membran gibi tipik morfolojik 6zellikler izlenmistir. Apoptotik

cisimcikler gibi tipik apoptoz bulgulari ise goriilmemistir. SKH sonrast 3 ve 7.
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ginlerde TEM analizlerinin  gergeklestirildigi baska iki farkli ¢alismada,
mitokondriyal biiziigme, mitokondriyal membran yogunlugunda artma, kristalarda
azalma veya tamamen kaybolma ve dis mitokondriyal membran riiptiirii gibi tipik
ferrroptosis morfolojik bulgulari izlenmistir (9, 41). Huang ve ark. (12) ¢alismasinda
olusturmus olduklar1 sican SKH modelinde ise 14. giinde yapilan TEM analizinde
mitokondrilerde sisme ve riiptiir goriilmiistiir. Ayrica bu calismada ferroptosis

bulgularinin yani sira apoptoz bulgulari izlenmistir.

Calismamizda SKH’dan 1 saat sonra spinal dokuda TEM incelemeleri
gerceklestirildi. Yapilan incelemelerde, K grubunda mitokondrilerin intakt oldugu
goriildi. E ve S gruplarinda mitokondrilerde biizisme, mitokondriyal kristalarda
azalma ve mitokondriyal membran riiptiirii gibi ferroptosisin karakteristik morfolojik
bulgular1 benzer siddette izlendi. SE grubunda ise mitokondriyal hasar ve tipik
morfolojik ferroptosis bulgular1 E ve S gruplarina gére daha belirgindi. Bu bulgular
etanoliin ve spinal kord hasarmin ferroptosise yol agmasinin yani sira yiiksek alkol
konsantrasyonlarinda gergeklesen spinal kord hasarinda ferroptosisin daha siddetli
gergeklestigini gostermektedir. Calismamizda apoptosis ve diger regiile hiicre 6liim

formlarinin TEM bulgulari ise degerlendirilmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Etanol ve spinal kord hasarmnin farkli dokularda ferroptosise yol agtigini
gosteren galismalar literatiirde mevcutken, spinal kord hasar1 aninda yiiksek kan etanol
konsantrasyonlarinin ferroptosis mekanizmalarina etkisini inceleyen bir arastirma
bulunmamaktadir. Spinal kord travmalarmin yaklasik {i¢te birinin alkolliiyken
gerceklestigi goz oniinde bulunduruldugunda, bu hastalarin tedavisine saglayacagi
potansiyel katkilar i¢in etanoliin néron Olim ve iyilesme siireglerine etkisinin

arastirilmasi onemlidir.

Spinal kord hasari sonrasi ferroptosis siireglerinin ve tedavi edici ajanlarin
etkisinin incelendigi caligmalardaki biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler
agirlikli olarak SKH’den giinler ya da haftalar sonrasini degerlendirmektedir.
Calismamizda olusturulan sigan modelinde SKH sonrasi 1. saatte ferroptosis 6liim
yolagr ile iligkili biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler gerceklestirildi. Elde
ettigimiz bulgular spinal kord hasarinda gergeklesen ferroptosis ve etanoliin etkisi ile
ilgili literatiirdeki en erken biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri
gostermektedir. Ayrica etanoliin spinal kord dokusu ve spinal kord hasarindaki
ferroptotik siireglere etkisini gosteren bazi analizlerimiz bildigimiz kadariyla

literatiirde ilk kez gerceklestirilmistir.

Calismamizda gergeklestirmis oldugumuz biyokimyasal analizler ve
histopatolojik incelemeler, etanoliin ve spinal kord hasarinin tek basina medulla
spinaliste ferroptosise neden oldugunu géstermenin yani sira, alkolliiyken spinal kord
hasar1 gecirildiginde ferroptotik hasarin daha siddetli oldugunu ve 1 saatten daha kisa
bir siire igerisinde gergeklestigini gostermektedir. Bu bulgular 6zellikle ilk basvuru
aninda kan alkol konsantrasyonlarinda yiikseklik tespit edilen spinal kord travmali
hastalar i¢in hasarin daha siddetli olabilecegini gostermektedir. Ayrica sonuglar, akut
donemde ferroptosis inhibisyonu ile ndéron sag kalimina yonelik akut tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinin, giiniimiizde kullanilan medikal tedavi yontemlerine
alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu amagla spinal kord hasari sonrasi
ferroptosis mekanizmalarini akut donemde degerlendiren ve ferroptosis inhibitorleri
ile giiniimiizde kullanilan medikal tedavilerin zaman bagimh etkisini gosteren

caligmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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