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RENAL iSKEMi/REPERFUZYON MODELINDE TAURININ EKSTRASELLULER
MATRIKS BUTUNLUGU UZERINE OLASI KORUYUCU ETKIiSINiN VE iLiSKiLi
SINYAL YOLAKLARININ TANIMLANMASI

Cemre Ural, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim
Dal1, 35340, Inciralti, Izmir

OZET

Bir organa gelen kan akiminin bir pithti veya mekanik bir etkenle (6zellikle vaskiiler cerrahi
islemler ve organ transplantasyonu sirasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina iskemi
denir. Reperfiizyon ise dokunun kanlanmasmnin yeniden baslamasidir. Bdobrekte
iskemi/reperflizyon (I/R) hasari siirecte olusan serbest oksijen radikallerinden dolay1, vaskiiler
ve doku hasarmi olusturur. Bu hasarin siddeti iskemi siiresi ile iliskili olarak artmakta ve
belirgin doku hasar1 olmaksizin gelisen prerenal azotemiden, tiibiiler veya kortikal nekroza bagl
ciddi akut bobrek yetmezligine kadar degisen klinik tablolar gostermektedir. Bu c¢alismadaki
amag¢ taurinin sicanlarda renal iskemi/reperfiizyon hasarina karsi olasi koruyucu etkilerinin,
ekstraselliiler matriks regiilasyonunda rol oynayan matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve
MMP-9 ve iligkili sinyal ileti yolag: lizerine olan etkisinin arastirilmasidir. 19 adet Winstar
albino sigan Sham (n=5), I/R hasar1 olan (saline i.p) (n=7) ve I/R hasar1 + taurin (200mg/kg 1.p)
(n=7) uygulanan olmak {izere 3 ¢alisma grubuna ayrildi. I/R grubunda yer alan siganlarin sol
bobrekleri 1 saat iskemi ve 6 saat reperflizyona maruz birakildi. Taurin I/R uygulamasindan 45
dakika once i.p yol ile verildi. Tibiiler hasar ve yapisal degisikler 1sitk mikroskobi ile
degerlendirildi. Serum kreatinin ve BUN 06l¢iimii sirasiyla Jaffe ve iireaz yontemleri kullanilarak
Dokuz Eyliil Universitesi Hasstanesi Merkez Laboratuarinda 6lgiildii. MDA diizeyi yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) ile, SOD diizeyi ise kolorimetrik enzim aktivite kiti ile
degerlendirildi. MMP-2 ve -9 icin mRNA ekspresyon diizeyleri ger¢ek zamanli PCR ile,
aktiviteleri ise florometrik kit ile degerlendirildi. Total p38 ve p-p38 protein diizeyi western blot
yontemi ile saptandi. Sham grubu ile karsilastirildiginda; I/R grubunda, bobrek tiibiiler
dilatasyon ve firgams1 kenar kaybi gibi karakteristik morfolojik degisikliklerde (p=0,004) ve
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renal disfonksiyon belirtegleri olan BUN ve kreatinin diizeylerinde artis (p=0.000, p=0.000,
sirastyla) saptandi. I/R siiresince artan MDA diizeyleri, taurin ile anlamli olarak azaldi
(p=0.023, p=0.0147; sirasiyla). I/R siiresince azalan SOD diizeyleri ise taurin ile anlamli olarak
artti (p=0.04, p=0.049; sirasiyla). Real-time PCR bulgular1 incelendiginde ise I/R grubunda
MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyonlarindaki artig taurin ile anlamli olarak azaldi (p=0.05,
p=0.00; p=0.04, p=0.03; sirasiyla). MMP-9 aktivitesinin sham grubuna gore, /R de anlaml
olarak arttigi (p=0.01), bu artisin taurin ile azaldigi belirlendi (p=0.04). /R siiresince artan
MMP-2 aktivitesini (p=0.01) taurinin anlamli olarak azaltmadig: tespit edildi. Fosforile p38 (p-
p38) protein ekspresyonunun ise, hasarli grupta artarken, taurin uygulanan grupta anlaml
olarak azaldigi belirlendi. Sonug olarak, taurinin renal I/R siiresince olusan oksidatif strese eslik
eden artmig MMP-2 ve MMP-9 mRNA ve enzim aktivite diizeylerini ve buna paralel olarak

artmis p-p38 protein ekspresyon diizeylerini module ettigi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Taurin, Renal Iskemi/Rerperfiizyon, MMP-2, MMP-9, Oksidatif stres



THE INVESTIGATION OF POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF TAURINE ON
EXTRACELLULAR MATRIX AND RELATED SIGNALING PATHWAY IN
RENAL ISCHEMIA/REPERFUSION MODEL

Cemre Ural, Dokuz Eyliil University, Graduate School of Health Sciences, Department of
Molecular Medicine, 35340, inciralti, Izmir

ABSTRACT
Ischemia is defined as insufficient blood flow to an organ due to a blood clot or a mechanical
cause (especially during vascular surgery or organ transplantation). Reperfusion, on the other
hand, is the restoration of blood flow to a tissue or an organ. Renal ischemia/reperfusion
injury results from the formation of free oxygen radicals during this process. The severity of
this injury increases with increasing duration of ischemia, and can present itself with various
clinical conditions including prerenal azotemia (with minute tissue injury), or severe renal
failure due to tubular or cortical necrosis. The aim of this study was to investigate the
potential protective effect of taurine against renal ischemia/reperfusion injury in rats, and its
inhibitory effect on matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9, which play a role in
the regulation of extracellular matrix. Nineteen Winstar albino rats were divided into three
experimental groups as follows: Sham (n=5), I/R (saline, intraperitoneally) (n=7) and I/R +
taurine (200mg/kg intraperitoneally) (n=7). Left kidneys of rats in the I/R group were
exposed to 1 hour of ischemia, followed by 6 hours of reperfusion. Taurine was administered
intraperitoneally 45 minutes before I/R. Light microscopy was used to evaluate tubular injury
and structural changes. Serum creatinine and BUN were measured using colorimetric
technige, jaffe and urease method, respectively at Central Laboratory, Dokuz Eyliil
University. High-performance liquid chromatography (HPLC) was used to analyze MDA
levels. A colorimetric enzyme activity kit was used to analyze superoxide dismutase (SOD)
levels. Real-time polymerase chain reaction (PCR) was used to analyze MMP-2 and MMP-9
MRNA expression levels. A fluorimetric kit was used to determine MMP-2 and MMP-9
enzyme activities. Total p38 and phospho-p38 (p-p38) levels were analyzed with Western

blotting. I/R group had characteristic morphological changes including renal tubular dilation
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and loss of brush borders (p=0.004), compared to the sham group. Moreover, creatinine and
BUN levels were elevated significantly in the I/R group, compared to the sham group
(p=0.000 and p=0.000, respectively). MDA levels were higher in the I/R group, but
decreased significantly after taurine treatment (p=0.023, and p=0.0147, respectively). SOD
levels were lower in the I/R group compared to the sham group, but increased significantly
after taurine treatment (p=0.04, and p=0.049, respectively). Real-time PCR analysis showed
statistically significant higher MMP-2 and MMP-9 mRNA expression in the I/R group
compared to the sham group; however, taurine treatment caused significantly decrease in
MMP-2 and MMP-9 mRNA expression levels (p=0.04, p=0.00; and p=0.04, p=0.03,
respectively). MMP-9 activity was significantly higher in the I/R group (p=0.01), and
decreased significantly after taurine treatment (p=0.04). However, taurine had no significant
effect on increased MMP-2 activity in I/R group. Phosphorylated p38 (p-p38) protein levels
were significantly higher in the I/R group, whereas taurine treatment caused a significant
decrease. In conclusion, taurine modulated increased both mRNA expression and enzyme
activities of MMP-2 and MMP-9, and also p-p38 protein expression that accompany

increased oxidative stress during renal I/R.

Key Words: Taurine, Renal ischemia/rerperfusion, MMP-2, MMP-9, oxidative stress



1. GIRiS VE AMAC

Bir organa gelen kan akiminin bir ptht1 veya mekanik bir etkenle (6zellikle vaskiiler
cerrahi islemler ve organ transplantasyonu sirasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina
iskemi denir. Reperfiizyon ise dokunun kanlanmasinin yeniden baslamasidir. Iskemik bir
dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda serbest oksijen tiirleri dokuda yikimi
artirict etki yapar. Reperflizyon hasar1 baslangictaki iskemik siire¢ ile olusan vaskiiler hasari
ve doku hasarini arttirmaktadir (1, 2). Bu hasarin siddeti iskemi siiresi ile iligkili olarak
artmakta ve belirgin doku hasar1 olmaksizin gelisen prerenal azotemiden, tiibiiler veya
kortikal nekroza bagli ciddi akut bobrek yetmezligine kadar degisen klinik tablolar
gelismektedir (3).

Iskemi/reperfiizyonda ROT iiretimi reperfiizyondan hemen sonra baslar (1). Serbest
oksijen radikalleri, hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olarak direkt

hiicresel membran hasarina yol agarlar (4).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), cinko metalloproteaz ailesinin “matriksin”
olarak tanimlanan alt grubunda yer alan ve hiicre dis1 matrisin degradasyonundan sorumlu
enzim ailesidir. MMP’ler igerdikleri yapisal organizasyonlarina ve substrat spesifitelerine
gore Kollajenazlar, Jelatinazlar, Stromelizinler, Matrilizinler, Membran tip MMP' ler ve
diger MMP’ler olmak {izere 6 ayri alt grupta siniflandirilmaktadirlar (5). Jelatinaz grubu
icinde yer alan MMP-2 ve MMP-9 diger MMP’lerden yapisal olarak farkli katalitik bolge
icinde 3 adet fibronektin tip II benzeri tekrar iceren ilave bir bolge bulundururlar. MMP’lerin
yapisal gen ekspresyonu normal kosullarda diisiik olarak bildirilmektedir. Bununla birlikte
ECM’nin yeniden modellenmesini gerektiren fizyolojik veya patolojik kosullarda

ekspresyonlar1 indiiklenmektedir (6,7).

In vitro ve in vivo I/R modelleri ile yapilan ¢alismalarda MMP ekspresyonunda artis
meydana geldigi bircok calismada bildirilmektedir (8-10). Ote yandan I/R siirecinde,
ozellikle reperflizyon sonrasi olusan artmis reaktif oksijen tiirlerinin (ROT), MMP-2 ve
MMP-9u indiikledigi ve beraberinde bazal membran degradasyonu ile vaskiiler hasara yol
actig1 in vivo ve in vitro iskemi-reperfiizyon modellerinde gosterilmistir (11, 12). Bébrek I-R
modellerinde de MMP-2 ve MMP-9’un arttig1 (13-15) bildirilmis ve I/R kosullarinda artan



MMP-2 ve MMP-9’un apoptoz ve nekrozun eslik ettigi akut tiibiiler hasar ile iliskili oldugu
gosterilmistir (16).

Taurin tim memeli dokularda serbest olarak bulunan siilflir igeren bir aminoasittir.
Vitamin B6 varliginda metionin ve sisteinden sentez edilmesine ragmen en ¢ok diyetle alinir.
Hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda taurinin baglica biyokimyasal ve
fizyolojik fonksiyonlar1 arasinda, safra asitlerinin konjugasyonu, kolestrol atilimi, kan
basincinin  diizenlenmesi, ksenobiyotiklerin ~ detoksifikasyonu, hiicre membraninin
stabilizasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin modiilasyonu vardir. Oksidan bir bilesik
olan HOCI, taurini N-klorotaurine donistiirerek hiicre i¢inde oksidatif hasar olusmasin
engellemektedir (17,18).

Farkli organ iizerinde denenen ve olumlu sonuclari gozlenen antioksidan ozellige
sahip taurinin, renal iskemi ve reperfiizyon (I/R) hasarinda matriks metalloproteinazlar
iizerine etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bu nedenle bu calismada taurinin bobrek I/R
sirasinda oksidatif stres ile uyaritlan MMP-2 ve MMP-9 {izerine etki gosterip gostermedigi ve
eger olas1 koruyucu bir etki varsa taurinin bu etkiyi hangi sinyal ileti yolu aracilig1 ile
gerceklestirdigi arastirilacaktir. Bu ¢alismada taurinin renal I/R hasarinda MMP-2 ve MMP-9
tizerinde olast azaltici etkisi arastirilacak ve meydana gelen bu degisikliklerin MMP’lerin
regiilasyonunda rol oynayan MAPK sinyal ileti yolaklar1 i¢inde yer alan p38 ile iligkisi
arastirilacaktir. Bu amaclar dogrultusunda taruinin olast etkisinin degerlendirilmesinde
histolojik ve biyokimyasal parametreler kullanilacaktir. Bu arastirmanin hipotezi ise, 'Taurin
antioksidan etkisi ile renal iskemi/reperfiizyon sirasinda meydana gelen oksidatif stres ile
indiiklenen MMP-2 ve MMP-9'un mRNA ve aktivite diizeylerini p38 sinyal ileti yolagini
baskilayarak azaltir' seklinde kurgulandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 HUCRE DISI MATRIS

Hiicre dis1 matris, diger adiyla ekstraseliiler matrix (ESM), hiicrelerarasi bosluklarda 6zel bir
ortam olusturan dinamik bir yapidir. Dokulardaki hiicrelerin bir arada durmasina yardimci
olur, hiicre biiylimesi ve farklilasmasin1 kontrol eden pek ¢ok hormonu bulundurur. ESM
yapisinda proteoglikanlar, kollajen fibrilleri ve multiadhezif matriks glikoproteinleri olmak
lizere iic temel protein bulunur. Ureme ve 6liim gibi kritik hiicresel olaylari etkileyen
sinyaller gonderen dinamik, aktif bir ortamdir. Hiicre-matriks etkilesimleri ESM
bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Bu
enzimler ESM yapisinin bilesimini ve biitiinligiinii diizenleyerek matriks molekiilleri
tarafindan olusturulan sinyallerin kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve 6limiinde
de temel rol oynar. Bu enzim sistemlerinin i¢inde matriks metalloproteinazlar (MMP) 6nemli

bir grubu olusturmaktadir (6).

2.2. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

MMP’ler ESM bilesenlerini yikima ugratan ¢inko bagimli endopeptidaz ailesidir. Hiicre
biliylimesi, embriyonik gelisme gibi biyolojik siireglerin diizenlenmesinde hemde tiimor
olusumunu ve organ fibrogenezinde dnemli rol oynamaktadir. Bu enzim ailesinin bilinen 28
tiyesi bulunmaktadir. MMP'ler igerdikleri yapisal organizasyonlarina ve subsrat
spesifitelerine gore Kollajenazlar, Jelatinazlar, Stromelisinler, Matrilizinler, Membran tip

MMP, diger MMP'ler olmak iizere 6 ayr1 gruba ayrilirlar.

MMP’ler baz1 ortak yapisal 6zelliklere sahiptirler. MMP’lar predomain, prodomain, katalitik
domain, mentese bolgesi, hemopeksin/vitronektin benzeri domain béliimlerini igerirler
(Sekil 1). Predomain, ilk bolge olarak tanimlanan, molekiilii sekresyon i¢in hedefleyen,
ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal peptid dizesidir. 80-90
aminoasit iceren aminoterminal propeptiddir. Prodomain, enzim aktiflestiginde bu bolge
yapidan kopar. Prodomain yapisinda bulunan sistein rezidiilerinin enzimin latent formunun

korunmasinda rol oynadigini diisiiniilmektedir. Katalitik bolge, histidin rezidiileri igeren,



fonksiyonel stabilitenin korunmasi i¢in gerekli olan ¢inko iyonunu i¢eren bolgedir. Prolinden

zengin bolge: Katalitik bolge ve son bolge arasinda yer alir(6).

Hemopeksin benzeri bolge: Son kisimda hem baglayan molekiillere dizin benzerligi
nedeniyle, hemopeksin olarak adlandirilan bdlge yer alir. Bu bolge N ve C terminal kisimlari
baglayan disiilfit bagi icerir ve katalitik bolgeye 5-10 aminoasitlik prolinden zengin bir bolge
ile baglanir. Bu bolgenin fonksiyonu bilinmemekle birlikte substrat spesifitesini saglama ya
da plazminojen aktivator lirokinaz sistemine analog olma 6zelligi ile, hiicre ylizey reseptor
alanimi tanima fonksiyonu gosterdigi ileri siiriilmektedir. Substrata baglanma ve TIMPs ile
etkilesime girmede fonksiyonel rolii vardir (5). Substrat spesifitelerine yapilan siniflandirma

Tablo 1'de gosterilmistir.

SinyalSekansiN

. Zn®
Kollajenazlar s "
= e M Propeptit | C
Stromelizin Katalitik domain
sistein switch Hemopeksin
Jelatinazlar i
“ — e C
Fibronsktin
Matrilizin N c
s n® d
Membran tipi N gy — c

Trans membran

Sekil 1. MMP'lerin domain yapilarina gore siniflandirilmasi (19)



Tablo 1. MMP'lerin siniflandirilmasi (5,19)

MMP EC No Simif ESM yapisinda bulunan ESM yapisinda
Substrat bulunmayan substratlar
MMP-1  3.4.21.32 Kollajenaz Kolajen LI1, 111, V, VII, VII, IL-1B, TNF-a, al-antripsin,
IX Kkasein, proteoglikan al-proteaz inhibitori
MMP-2  3.4.24.24 Gelatinaz Kolajen 1,1V, V, VII, Jelatin Aktif MMP-9,-13,
Fibronektin, Elastin Plazminojen, IL-1pB, TNF-a,
TGF-B
MMP-3  3.4.24.17 Stromelizin Elastin, Jelatin, Agrekan, E-kadherin, fibrinojen,
Proglikan, Kasein pro-1L-1b, pro-MMP-1, pro-
MMP-8, pro-MMP-9, pro-
TNFa,
MMP-7  3.4.24.23 Matrilizin Kolajen 1V, jelatin, E-kadherin, plazminojen,
Glikoprotein pro-MMP-2, pro-MMP-7,
pro-MMP-8, pro-TNFa,
transferrin
MMP-8  3.4.24.34 Kollajenaz Kolajen I, II, I1I, IV, PMNL, Pro-MMP8, o2-antiplazmin
Agregan, laminin
MMP-9  3.4.24.35 Gelatinaz Jelatin, laminin, kolajen 1V, IL-1B, pro-TNF-a, TGF-B,
Fibronektin Plazminojen
MMP-10 3.4.24.22 Stromelizin Kolajen I, 11, 111, 1V, Pro-MMP-1, pro-MMP-8,
Fibronektin, laminin pro-MMP-10
MMP-11 3.4.24 Stromelizin Laminin, Elastin al-antitripsin, al-proteinaz
inhibitord,
MMP-12 3.4.24.65 Makrofaj Elastin Plazminojen
Metalloelastaz
MMP-13 3.4.24. Kollajenaz Kolajen LILII, 1V, V, IX, X, Pro-MMP-9, -13,
XI, jelatin, laminin Plazminojen Aktivatorii
MMP-14  3.4.24.80 MT1 Kolajen I, 11, 111, jelatin, CD44, pro-MMP-2,
laminin, agrekan pro-MMP-13, pro-TNFa,
doku transglutaminaz
MMP-15 3.4.24 MT?2 Kolajen I, 11, 111, jelatin ro-MMP-2, pro-MMP-13,

doku transglutaminaz




MMP-16 - MT3 Kolajen I, 1, laminin, Pro-MMP-2, pro-MMP-13

MMP-17 - MT4 Fibronektin, Fibrin, jelatin

MMP-18 - Kollajenaz -

MMP-19 - RASI Kolajen |

MMP-20 3.4.24. Enamelizin Agrekan, Amelogenin

MMP-23 - CA-MMP -

MMP-24 - MT5 Kolajen 1, Fibronektin Pro-MMP2, pro-MMP-13

MMP-25 - MT6 Fibrin, Fibronektin pro-MMP-2

MMP-26 3.4.24 Enamelizin Kolajen IV, Fibronektin, Fibrin, fibronectin pro-
Fibrinojen MMP-2 b1-proteinase

inhibitor
MMP-27 - - -
MMP-28 - Epilizin -

2.2.1 Jelatinazlar

Jelatinaz enzimleri, diger MMP’lerden farkli olarak katalitik bolgede 3 tane fibronektin tip II
benzeri ilave bir domain bulundururlar. (Sekil 1). Bu kisim jelatin ve kollajene yiiksek afinite
ile baglanmay1 saglayarak proteolitik aktiviteyi arttirir, ayrica elastolitik aktivite icin de
temeldir. Jelatinazlar, Tip IV, V, VII, X, Xl ve XIV kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor
proteinleri, myelin temel protein, fibronektin, fibrillin-1 gibi proteinleri yikma 6zelligine
sahiptirler . Diger MMP’lar gibi inaktif proformlar olarak salimirlar ve ekstraselliiler olarak

aktive edilirler (5,19).

2.2.2 Regiilasyonlar

MMP'lerin ¢ogunun ekspresyonu normal yetiskin dokularinda diisiik diizeyde bulunur. Bazi
fizyolojik ve patolojik yeniden yapilanma siireclerinde ekspresyonlar1 artar. MMP aktivitesi,
transkripsiyonel regiilasyon, aktivite regiilasyonu ve spesifik inhitdrler ile inhibisyonu olmak

lizere li¢ basamakta diizenlenir (20). Sekil 2 de 6zetlenmistir.
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Sekil 2. MMP'lerin regiilasyonlar1

2.2.2.1 Transkripsiyonel Diizenleme

MMP'lerin  ekspresyonunu diizenleyen sinyal ileti yolaklarindan p38 kinaz, c-Jun N-
terminal Kinaz (JNK) ve ERK yolag: (extracellular signal-regulated kinase) olmak {iizere {i¢
MAP-kinaz ( mitogen-activated protein kinase) yolagindan olusmaktadir (Sekil 3). p38 ve
JNK yolag1 inflamatuar sitokinler, ozmotik stres ve apaoptotik sinyallere yanit olarak aktive
olurken, ERK yolagi sitokinler, biiylime faktorleri ve forbol esterlere yanit olarak aktive olur.
Calisgmamizda odaklandigimiz, p38 MAPK ailesinin 4 {iyesi vardir. En ¢ok bulunan p38a
hiicrenin ¢ogalmasina ve uyaricilara karsi tepki olarak biiylimesine yardimci olur.
Proliferasyon ve farklilasma bozuklugu yasayan hiicrelerde p38a eksikligi tespit edilmistir.
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) sitokin ile indiiklenen p38 aktivasyonunda kritik bir rol

oynadig1 rapor edilmistir. Fizyolojik kosullardai p38, ROT sinyal aracis1 olarak ve ya hiicre
11



dongiisiinli baskilayarak ya da aktive ederek islev gosterebilir. Kisacas1 p38 MAPK oksidatif
stres sensorii olarak calisir. AKtif MAP-Kinazlar niikleusa transloke olurlar ve MMP gen
ekspresyonu ile ilgili transkripsiyon faktdrlerinin aktive olmasimi saglarlar. Insan MMP gen
promotor sekans analizleri ile ‘aktivatdr protein-1' (AP-1) baglanma bolgelerinin
trankripsiyonel aktivasyonda onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. AP-1 baglanma
bolgelerini taniyan ve etkilesime giren transkripsiyon faktorleri jun ve Fos ailesi i¢inde yer
almaktadir. Ayrica AP-1 transkripsiyon faktorlerinin ETS transkripsiyon faktorlerinin de
MMP ekspresyonunun diizenlenmesiyle iligkilidir. Transkripsiyonel diizenlemede, MMP
gen ekspresyonu timor nekrozis faktor (TNF), interlokin-1 (IL-1) gibi inflamatuar
sitokinlerle, trombosit kaynakli bityiime faktorii (PDGF) ve epidermal biiylime faktorii (EGF)
gibi bircok biiylime faktorii ve hormonlar ile uyarilir. Transforme edici biliylime faktorii
(TGF-B), heparin, kortikosteroidler, retinoidler, prostaglandin E2 (PGE2) ve diger
eikozanoidler ise MMP gen transkripsiyonunu inhibe ederler (21,22). Sekil 4'te ayrintili
olarak p38 sinyal yolagini ve etkiledigi transkripsiyon faktorleri gosterilmektedir.

M
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Sekil 3. MAPK sinyal yolaginin sistematik goriintiisii (21,23)
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Sekil 4. p38 MAPKinaz sinyal ileti yolag: (24)

2.2.2.2. Aktivitesinin Regiilasyonu

MMP’ler sentez edildikten sonra inaktif proenzim olarak saliverilirler. Enzimin pro-
bolgesindeki sisteinin siilfidril grubu ile aktif bolgedeki Zn"" arasindaki etkilesim latentligin

stirdiiriilmesinden sorumludur. MMP’lerin temel fizyolojik aktivatori plazmindir (21).

Latent formda bulunan MMP; organik civa bilesenleri, selasyon yapici ajanlar ve proteazlar
gibi bazi in vitro ajanlarla aktive edilir ve bu aktivasyon proteolitik sindirimle sinirlandirilir.
Latent molekiiliin aktif enzim haline gecisi MMP aktivitesinin regiile oldugu bir sonraki
asama olan proteinaz kaskadi (Sekil 5) aktivasyonunu da igerir. Plazminojen aktivatorlerinin
aktivasyonu  ile plazminojen prekiirsorlerinden tretilen plazmin MMP'min endojen

aktivatoriidiir. Bu kaskat hiicre membraninda lokalize olmustur (22).
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Sekil 5. MMP'lerin aktivasyon kaskad1

ProMMP-1

gy MMP-1
Plazminojen

roMMP-3
Plazmin\d /
MMP-3
C’I’OMMP'Q

%pI‘OMMP-IS —Q  *MMP-13 —m—

ProMMP-2 ——— MMP-2 /

TIMP2

Matriks

2.2.2.3. Spesifik Doku Inhibitérleri

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri olan TIMP’ler anahtar rol
oynarlar. Bundan bagka 2- makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler de
aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar. Yiiksek molekiil agirliklari nedeniyle TIMP'lerin
dokulara girmesi zordur. TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel
proteinlerdendirler . MMP’lere irreversibl ve nonkovalent bicimde baglanarak latent enzim
formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin silirdiiriilmesini inhibe ederler (Sekil 6).
Boylece TIMP’ler; MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda
tutarlar. Insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak tizere 4 adet TIMP tiirii tanimlanmistir. Ayrica
degisik MMP tiirlerine gore de dzgiilliik gosterirler. Ornegin; TIMP-1, 184 amino asit igeren
28 kDa agirliginda glikoproteindir ve tiim MMP’leri inhibe edebilir fakat MMP-9’a afinitesi
daha fazladir. TIMP-2 ise MMP-2"ye spesifik inhibitor proteindir (25).
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Sekil 6. MMP'lerin TIMP'ler tarafindan inhibe edilmesi (19)

2.2.3 Bobrek ve Matriks Metalloproteinazlar

Bobrekteki MMP'lerin ekspresyonu karisik ve tam anlamiyla karakterize edilememistir.
Fakat bobrekte nefron olusumunun diizenlenmesinde gorevli oldugu bilinmektedir. Ayrica
proteolitik potansiyelininden dolay1; doku fibrozisin sonucu olan akut bobrek hastaliklarinin
gelisimi ve ilerlemesinin nedenleri arasinda gosterilmistir (20). MMP-2, -3, -9, -13 ve
digerlerinin eksprese oldugu normal bobreklerde gosterilmistir (15). MMP'lerin nefron

boyunca sentezlenme profilleri Sekil 7' de gosterilmistir.
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Sekil 7. MMP'lerin nefron boyunca sentezlenme profilleri (20). PCT: proksimal kivrik tiip;
LOH: henle kulbu; DCT: distal kivrik tiip; CD: kanal

2.3 ISKEMi/ REPERFUZYON

Iskemi, organ veya doku kan akimindaki yetersizlige bagli olarak gelisen geri doniisiimlii

veya doniisiimsiiz hiicre ve doku hasaridir (26). Bu olay, organi perfiize eden kan akimindaki

azalmaya bagli olarak gelisen hiicre zedelenmesine yol acar. Iskemik hasarin derecesi
hipoksinin derinligine ve siddetine baghdir. Iskemi, akut veya kronik olabilir (26,27). Geri
doniislimsiiz hiicre hasarin1 Onleyebilmek icin dokuya yeniden kan akimimin saglanmasi
(reperfiizyon) gerekmektedir. Iskemi sonrasi kan akimimin tekrar baslamasi paradoksal olarak
iskeminin olusturdugu hasar1 artirir ve iskemik dokularda iskeminin olusturdugu hasardan
daha fazla hasara yol agabilir (27). Iskemi ve reperfiizyon periyotlarindan olusan bu zararl
etkilerin tiimii I/R hasar1 olarak adlandirilir (28). Klinik olarak I/R hasar1 siklikla
transplantasyon, iskemik serebrovaskiiler olay, miyokard enfarktisi, sok/resiisitasyon ve

turnike uygulamalari sonrasinda goriilmektedir (39).
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2.3.1 Iskemi/Reperfiizyon Hasar ile Ilgili Molekiiler Mekanizmalar

Iskemi sirasinda hiicre membraninda bulunan Na+/K+ pompasinin ¢alismasi igin gerekli olan
enerji saglanamaz. K+ iyonlart hiicre disina ¢ikarken Na+ ve Cl- iyonlar1 da hiicre igine
girerler. Bu iyonlarin hiicre i¢ine gecisi ile hiicrelerde sisme meydana gelir. Anaerobik
glikolizle enerji ATP iretilmeye calisilirken, laktik asit ve karbondioksit birikir.
Karbondioksitin birikimi karbonik asit (H,COg) tiretimi ile sonuglanir, boylece asidoz artar.
Iki dakikalik iskemi sonrasinda &zellikle beyin hiicrelerinde ekstraselliiler pH 7.3’ten 6.7’ye
kadar diisebilmektedir (27). Adenozin trifosfat bagimli calisan diger bir pompa ise
ekstraselliiler ve intraselliiler Ca™ u dengelemektedir. Hiicre igerisindeki Ca*? miktarindaki
artts I/R hasarinda ilk olarak gdze carpan olaylardan biridir ve iskeminin siiresi ile yakindan
iligkilidir. Hiicre i¢i Ca*®’un artmas1 potansiyel zararli etkilere sahip ¢ok sayida enzimin aktif
hale gelmesine neden olur. Intraselliiler Ca*? artis1 ile fosfolipazlar ve proteolitik enzimler
aktive olur. Fosfolipaz aktivasyonu ile membran fosfolipidleri bozulmlmaya baslar; plazma
ve mitokondriyal membran biyoenerjetikleri ve gegirgenlikleri de degisir (30). Arasidonik
asit fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu olusur. Arasidonik asit, direkt etkiyle mitokondriyal

enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu artirir (27). (Sekil 8).

Zedeleyici ajan

AN

Mitokondri Endoplazmik
retikulum

Sitoplazmik Ca** artigl

1
v v v
ATPaz Fosfilipaz Proteaz Endonikleaz
:  Nikicor »
ATP Fosfolipit Membranve [ NUKIGEr )
azalmasi azalmasl hiicre iskelet (. Kromatin =

proteinlerinin
pargalanmasi

Sekil 8.Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyum artisinin sebepleri ve sonuglari (29)
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Iskemik periyod siiresince dokuda iiretilen toksik ROT ve O radikalleri reperfiizyon
sirasinda endotelyal hasar, artmig mikrovaskiiler permeabilite ve doku oOdemine sebep
olmaktadirlar (31). Artan ROT'nin baslattig1 lipid peroksidasyonu ve protein hasari sonucu

hiicre fonksiyonlar1 bozulur ve doku nekrozu ortaya ¢ikar (30).

2.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri; normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiperoksit
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali'dir. Bunlar, c¢esitli serbest radikallerin
olusturdugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatabilirler. Biyolojik molekiillerin hepsi
serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler serbest radikal hasarindan en fazla
etkilenen biyomolekiillerdir. Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglari, serbest radikallerle kolayca tepkimeye girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar.
Coklu doymamis yag asitlerinin ve kolesteroliin oksidatif hasarlanmasina lipit
peroksidasyonu denilmektedir. Peroksidasyon basamaklari Sekil 9'de gosterilmistir. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1i geri doniistimsiizdiir (32). Lipid
peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya
hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir. Bu nedenle biyolojik materyalde

MDA o6l¢iilmesi lipid peroksit seviyelerinin belirlenmesinde kullanilir.

" cr =H l Ty = Coklu doymamis yag asidi
= ] — l =" - L Llplt serbest radikal
" cH < T" re  Lipit peroksil radikal
| L
" CH ——— cH T = Lipit hidroperoksit
I o
- Felv [T, Fal ) Malondialdehit
] I

Sekil 9. Malondialdehit olusum mekanizmasi
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Serbest radikallerin organizmadaki olusum hiziyla bunlarin antioksidan sistemler tarafindan
kaldirilma hiz1 bir denge icerisindedir. Siiperoksit dismutaz, oksijeni metabolize eden biitiin
hiicrelerde bulunur, siiperoksidin H,O, dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir.
SOD siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
asagidaki (Sekil 10) reaksiyonla katalizleyen antioksidan enzimdir. Serbest radikallere karsi
organizmada ilk savunma SOD enzimi ile ger¢eklesir. SOD, O, radikalini metabolize eder

ve daha zararli olan hidroksil radikalinin olusumunu engeller (33).

e
O =t O3~

SOD
207+ 2H " =—s H;0;+ O3

Sekil 10. SOD reaksiyonu

2.3.3. iskemi/Reperfiizyon Hasar1 ve Renal Sistem

Iskemi reperfiizyon hasari renal transplantasyon ve septik sokla iliskili akut renal yetersizlik
gelisiminde en 6nemli patolojik mekanizmalardan biridir. Iskemi reperfiizyon hasarina
sekonder akut renal yetersizlik kotii prognoz ve yiiksek mortalite orani ile iliskilidir. Hayvan
ve insan modellerinde uzamis iskeminin renal kan akiminda ve glomertiler filtrasyon hizinda
(GFH) azalmayla sonuglandigi gosterilmistir. Iskemik akut renal yetersizlik, yetersiz kan
akimiyla baglar. Yetersiz kan akimi1 da azalmis kardiyak debi yaninda renal arter stenozu ya
da tikaniklig1 veya intrarenal kiiciik damarlarin ateroskleroz, ateroemboli, vaskiilit gibi

nedenlerle hasarlanmas1 sonucu gelisir (34). Bobreklerdeki I/R hasarinin mekanizmasi
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multifaktoriyel ve birbirine bagl hipoksi, serbest radikal hasar1 ve enflamatuvar cevaplarla

iliskilidir (25)

Normal fizyolojik sartlarda oksijen parsiyel basinci korteksten medullaya dogru inildikge
azalmaktadir. Bobregin IR hasar1 6ncelikle bobregin hipoksiye duyarli oldugu medullasindan
baslar. Bobrege gelen kan akiminin biiyiik kismi1 renal korteksten gecer ve renal medullanin
kanlanmasini saglayan vaza rektaya ¢ok az kan gider; bu da renal mediillay1 hipoksiye daha
duyarli hale getirir. Iskemik hasar tiibiiler disfonksiyona ve sodyum geri emiliminde
azalmaya neden olur; boylece distal kisimlara giden sodyum miktar1 artar, glomeriiler
vazokonstriksiyon ve glomeriiler filtrasyonda azalmaya sebep olan tiibiiloglomeriiler
feedback denen refleksin aktiflesmesi saglanir. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji
depolarinin azalmasina, endotel ve diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin
bozulmasina neden olur. Bu da hiicresel sisme ve ¢evre dokularda hipoksinin artmasina yol
acar (35). Ayrica spektrin ve ankirin gibi aktin baglayici proteinlerin bazolateral
membrandan sitoplazmaya yoneldigi ve sonra da bu proteinlerin yikimimin arttig
goriilmistiir. Tibiiler hiicrelerde izlenen bu degisiklikler proksimal tiibiil hiicrelerinin
firgams1 kenarlarinin ve hiicrelerin bazal membrandan koparak tiibiil liimenine dokiilmesine

ve tiibiil liimeninde tikanmaya sebep olur (Sekil 11) (36).

Ksanlinflmldmgana: Membran hasar) .nIF'Jf Hocre pHL
Ksantin oksidaz Ca*? gecirgenligininte———— Hicre sigmesi
‘/JWEI all
REPERFUZYWOMN = == === e s ey e rw s e e e e m s s e mmm s -REPER-
O FOZY oM
Ma-Ca, defigiminind
Oz radikaliesi T
Hoere pHT

Membran ve Sitazoliks———

/ ca™it

Fosfolipaz T Mitakardrial
ca*? T
Membran hasan T MitoRondrial

ATP sentexi 1

HoOcre Slamd

Hoare imn- (debris)

Tuhﬁ|=‘tllkll'llhllk
Abcut b&br:k yetmezligi

Sekil 11. I/R hasarindan bobrek yetmezligine giden mekanizma
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2.3.4 Renal Iskemi Reperfiizyon Hasarinda MMP'lerin rolii

Inflamasyon ve oksidatif stres basta olmak iizere bir ¢ok patolojik siirec MMP aktivite
artistyla iliskilidir. Iskemi hasarindan sonra farkli organlarda MMP'ler farkli sekilde ifade
edilebilirler. Iskemi reperfiizyon sirasinda inflamatuar hiicrelerinin birikimi ROS diizeyinin
artisindan, reaktif nitrojen tiirlerinin olusmalarindan ve iskemik dokularda proinflamatuar
sitokinlerinden sorumludur. Bu uyaranlarin iskemi hasarindan sonra MMP'lerin post-
translasyonel ve transkripsiyon ifadelerini arttirdig bildirilmektedir. iskemi sirasinda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin MMP-9 aktivasyonuna yol actigi bir ¢ok c¢alismada gosterilmistir
(37).

I/R siiresince artan MMP' ler ayrica endotel ve epitel hiicre-hiicre baplantilarini yikarak
bariyer fonksinlarmin kaybini tetikler. Bu da zar sizintisina yol agar. Bobrek akut I/R
sirasinda hiicreler arasi siki baglantilarin bozulamasinda da proteoliz 6nemli rol oynar.
Siirecin  sonunda tiibiiler epitel hiicreler depolarize olur ve ayrilarak limenin bozup
fonksiyonuna engel olurlar (Sekil 12). Tiibiiler sivi geri doniis mekanizmasinin kaybina
neden olurlar. Bununla birlikte I/R hasarinda sonraki asamalarinda, MMP'lerin inhibisyonu
iyilesme siirecinide engelleyebilir. Cliinkii MMP'ler hiicre migrasyonu ve anjiyogenezine de
katilirlar. MMP aktivasyonunun zaman diliminin aydinlatilmasi I/R hasarinda MMP' lerin

inhibisyonu i¢in terapotik belirlemede yol gosterebilir.

Tubiler lumen e ;
Hasarli hicrelerin

Aktin bOZu|maSI aynlmas| Bozulan Polarite

e aktin
snto!._s;rkﬁt}_,i : . | iskelet Ky

Tubuler epitel
hiicre

(4 !
A" e ™\ I/R ‘
~ — 4 \ SN, P
! = - Tabiler sivinin |
Tabdler bazal membran gerisizmas

Bag doku

W Sikibaglantlar @ Adherenbaglantilar ~~ ESM proteinleri
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Sekil 12. Renal I/R hasar1 ve MMP'lerin rolii (37)
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2.3 TAURIN

Taurin sistein tiirevi tiyol gurubu igceren bir aminoasittir. Amioasitlerde olmas1 gereken bir
karboksil grubundan yoksun olmasina ragmen literatiirde aminoasit olarak bahsedilmektedir.
Amino siilfonik asit olarak da adlandirilir (38). Yapist Sekil 13'te gosterilmistir. Ik olarak
Alman bilim adamlar1 Friedrich Tiedemann ve Leopold Gmelin tarafindan 1827 yilinda 6kiiz
safrasindan izole edildigi i¢in taurin boga veya Okiiz anlamina gelen Latince 'taurus' olarak

adlandirilmstir.

O
|

S
HO™ \\O\/\NHZ

Sekil 13. Taurinin kimyasal yapisi, C;H7NO3S

Taurin insanlar da dahil olmak {izere bir¢ok hayvan dokusunda bulunabilir. Memeliler de
taurin sentezi sistein siilfinik asit yolu ile pankreas olusur. ilk énce sisteinin tiol grubu sistein
dioksigenaz ile sistein siilfonik aside oksitlenir. Sistein siilfinik asit, sulfinoalanine
dekarboksilaz tarafindan hipotaurin formuna karboksillestirilir (Sekil 14). Daha sonra
hipotaurinin kendiliginden ve ya enzimatik bir reaksiyon ile taurine okside olup olmadig:
heniiz bilinmemektedir (38). Sentetik taurin ise sulu sodyum bisiilfit ile etilen oksit
reaksiyonundan olusan 2-hidroksi asitten elde edilir. Taurin safra asidi konjugasyonu,
antioksidan, osmotik diizenleme, membran stabilizasyonu ve kalsiyum sinyal modiilasyonu
olmak tizere bir¢ok temel biyolojik rollere sahiptir. Kardiyovaskiiler fonksiyon ve gelisimi
ayni zamanda iskelet kasi, retina fonksiyonu ve merkezi sinir sistemi i¢in gereklidir.
Oksidan bir bilesik olan HOCI’yi N-klorotaurine doniistiirerek hiicre i¢inde oksidatif hasar

olusmasini engellemektedir (18).
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Sistein

Sistein dioksigenaz 0:

Sistein siilfanat

Sistein silfanat
dekarboksilaz

CO;

Hipotaruin p-salfinilpiruvar

Keto asit
05

Amino asit

Piruvat + SO,

'

5042'

Taurin

Sekil 14. Taurin sentezi

2.3.1. Taurin ve Renal Sistem

Bobrek ve taurin arasindaki etkilesimler ¢ok ve ¢esitlilidir. Bobrekte pek ¢ok biyolojik siirece
katilir ve taurin homeostasisinin 6zel yonlerini etkiler. Son zamanlarda bobreklerde taurinin
oldukca fazla fizyolojik olaylar1 diizenledigi belirlenmistir (40). Taurinin tasimasi sodyum ile
gerceklesir. Sodyuma ek olarak bobrek epitallerinden taurin alimi klor ve brom gerektirir.

Sekil 15 'te detayli olarak transport sistemi 6zetlenmistir.
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Sekil 15. Bobreklerde taurin transport sistemi (40)

Bobrek tiibiiler hiicre kiiltiiriinde taurinin hiicre canliligt ve hipoksi durumunda haytta
kalmasi iizerine pozitif etkileri bulunmustur. Reperfiizyon sonrasinda ise osmatik basinci
dengeleyerek intraselliiler kalsiyum dengesinin onarimini gergeklestirdigi saptanmistir (41).
Organ korunumunda taurinin olumlu etkileri iskemi sirasinda taurin uygulanan reperfiizyon
bobrekte damar gegirgenligi ve organin ATP sistemini korudugu kanitlanmistir (42). Bu
dogrultuda iskemi reperfiizyon hasarinin tedavi siirecinde taurinin kullanilmasina yonelik

calismalarin hiz kazandig1 dikkat ¢ekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma Kasim 2013 ile Kasim 2014 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Ogrenme Kaynaklar1 Merkezi Arastirma Laboratuari’nda
(ARLAB) ve Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuar Hayvanlari Anabilim Dali'nda
gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Yapilan bu ¢aligmada arastirmanin evreni ve 6rneklemi yoktur.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmada deney hayvant Winstar albino sigan kullanilmistir. Sicanlarin sol
bobrek dokulari biyokimyasal ve histolojik incelemeler icin ikiye ayrilmistir. Toplanan kan

ornekleri de biyokimyasal analizler i¢in kullanilmustir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Calismanin bagimsiz degiskeni: Taurin bilesigi

Calismanin  bagimli  degiskeni: Iskemi/reperfiizyon hasar siiresince yapisal
ve biyokimyasal degisimler
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3.6. Veri toplama Araclar

GRUPLAR
Sham (n=5) iskemi/Reperfiizyon (n=7) I/R + Taurin (n=7)
1h iskemi+ 6h reperfiizyon I/R+200 mg/kg taurin i.p.

| | |

Serum ve Bdbrek Dokular

/\

Serum Bobrek Dokusu

4/\

BUN ve Kreatinin Biyokimya Histoloji

Istk Mikroskobu
= | Hemotoksilen-Eozin
Sivi Azot ile Doku Homojenizatori
Pllverizasyon ile Homojenizasyon
L Masson Trikrom
mRNA izolasyonu = MDA Analizi
o (HPLC)
ﬂ || PAS
MMP-2 MMP-9 L SOD Analizi

mMRNA Ekspresyon Analizi

(Kolorimetrik Kit)
(Real-Time PCR)

l
MM{}-Z MMP-9
Aktivite 6lcim{i
(Flurometrik Kit)

g

pp38 ve p38 Protein Ekspresyon Tayini
(Western Blot)

Sekil 16. Deney akis semasi
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3.6.1. Deney Hayvam

Bu ¢alhismada DEUTF Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan temin edilen olan 28
adet Wistar-Albino susu eriskin erkek siganlar (200-250 gr) kullanilmistir. Herhangi bir
nedenle deneyi devam edemeyecek ya da deneyler bitmeden yasami sonlanan denekler,

deney ve istatistik kapsamindan ¢ikarilmistir.

Deney hayvam gruplari
Sicanlar rastgele segilerek 3 calisma grubu olusturulmustur.
Grup 1: Sham grubu (n =5) Bu gruptaki siganlara sham operasyonu uygulandi.

Grup 2: Renal Iskemi-reperfiizyon (I/R) grubu + Salin (n=7) Bu gruptaki

sicanlarda renal iskemi reperfiizyon olusturuldu.

Grup 3: Renal /R + Taurin (200 mg/kg) (n =7) Renal I/R uygulamasindan 45
dakika once i.p. yolla 200 mg/kg dozda taurin verilmistir. Altinci saatin sonunda tiim

denekler sakrifiye edildi.

Hayvanlara Uygulanacak Taurinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Taurin (Sigma, St. Louis, MO, USA) her deney Oncesinde
taze olarak hazirlandi. Deney gruplarin1 sayisina gore farkli hacimlerde hazirlandi. 200
mg/kg dozuna (43,44) dikkat edilerek kat1 haldeki taurin tartildi ve uygun hacimde serum
fizyolojikte steril kosullarda ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan taurin soliisyonu siringalara 2

ml olacak sekilde ¢ekilip deney hayvanlari i¢in enjeksiyona hazir hale getirildi.
Renal i/R hasar modeli

Anestezi i¢in intraperitoneal ketamin HCI (50 mg/kg) ve ksilazin HCI (7,5 mg/kg)
kombinasyonu uygulandi. Sirt iistii yatirilan siganlarin abdominal bolgesi traglanip ve %10
povidon iyodin ile dezenfeksiyonu takiben her iki bobregi gorebilecek sekilde midline

laparotomi yapildi. Sonrasinda tiim gruplarda sag nefrektomi yapildi. /R modelinde sol
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renal pedikiile mikrovaskiiler klemp konularak 60 dakika siire ile kan akimi kesildi.
Sonrasinda mikrovaskiiler klemp alinarak kan akimi tekrar saglanarak, bobrek renginin
normale dondiigli izlendikten sonra batin kapatildi (45). Alt1 saat reperfiizyon sonrasinda
hayvanlar ketamin+ksilazin anestezisi altinda tiim kanin alinmasi (kansizlastirma)
yontemiyle sakrifiye edildi. Bir saat iskemi ve alti saat reperfiizyon se¢imi daha once
yapilan pilot calisma sonuglarina gore gerceklestirilmistir. Toplanan kan, idrar (direct
mesaneden aspirasyon ile) ve doku ornekleri (sol bobrek) biyokimyasal ve histopatolojik

inceleme i¢in ikiye ayrildi. Yapilan miidahale Sekil 17' de gosterilmistir.

Sag bobrek nefrektomi

Solbébrek iskemi (1 saat)  Sol bobrek reperfiizyon (6 saat)

Sekil 17. Bobrek I/R hasari
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3.6.2. Histolojik Degerlendirmeler

3.6.2.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Bobrek dokulart %10' luk tamponlanmis nétral formalin igerisinde {i¢ giin siireyle tespit
edilerek rutin doku takip islemi baslatildi. Tespit maddesinin uzaklastirilmasi i¢in bir gece
akan su altinda yikandiktan sonra, 60°C de etiivde 20' ser dakika sirasiyla %70, %80, %96
artan etil alkol serilerinden gecirildi. Daha sonra 60°C de etiivde 20’ ser dakika dort degisim
asetonda dehidrate edildi. Seffaflandirma amaciyla 60°C de etiivde 30" ar dakika iki kez
ksilolde bekletildi. 60°C' lik etiivde iki degisim halinde 1’er saat parafin ile immersiyonu
saglanarak parafin bloklar igerisine gomiildii (Tablo 2). Rotary mikrotom (RM 2255, Leica,
Germany) araciligl ile 5 pum'lik kesitler alindi. Her denege ait kesitler dokunun genel
histomorfolojik 6zelliklerini degerlendirmek icin hematoksilen-eozin, Masson-Trikrom ve
PAS (Peryodik Asit Schiff) ile boyandi. Yapisal degisiklikleri incelemek i¢in hematoksilen-
eozin, proksimal ve bazal membran tiibiillerindeki fir¢a kenar degisikliklerini incelemek i¢in

PAS ve kolajen igerigin gorebilmek i¢cin de Masson-Trikrom ile boyandi.

Tablo 2. Rutin doku takibi

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk Formaldehit 3 gilin
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 Gece
Dehidratasyon %70’1ik Alkol 20 Dakika
Dehidratasyon %80’lik Alkol 20 Dakika
Dehidratasyon %96’lik Alkol 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 1 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 2 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 3 20 Dakika
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Post Fiksasyon Aseton 4 20 Dakika
Seffaflandirma Xylol 1 30 Dakika
Seffaflandirma Xylol 2 30 Dakika
Parafin 1 60 Dakika
Parafin 2 60 Dakika
Bloklama Parafin

Hematoksilen-Eozin boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon iglemi icin 2 saat 60°C’lik etiivde birakildi. Ardindan ilki 20

dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik #i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra

rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol serilerinden

geciridi. Kesitler distle su ile calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (01562E,

Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan,

boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2

dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile

boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkol serilerinden

gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20°ser dakika tli¢ degisim ksilende tutulduktan sonra

entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

Islem Madde Siire

Deparafinizasyon 60°C Etiivde 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda Isisinda) 10 Dakika
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Deparafinizasyon Ksilen 3 10 Dakika
Rehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Rehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 96 Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 80 Alkol Calkalama
Rehidratasyon % 70 Alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 10 Dakika
Boyama Eosin 2 Dakika
Yikama % 70 Alkol Calkalama
Dehidratasyon % 80 Alkol Calkalama
Dehidratasyon % 96 Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolii Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan
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Masson-Trikrom Boyamasi

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 30 dakika (etlivde) diger ikisi 20’ser dakikalik ti¢ farkli ksilende tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden geciridi. Ve akarsuda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trikrom boyama seti
(2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye) icerisinden dokular iizerine 8 damla Weigert hematoksilen
boyasi ile 8 damla ferrik kloriir ¢ozeltisi damlatildi ve 20 dakika bekletildi. 1 dk distile su ile
yikandiktan sonra 8 damla asit-alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler distile suyla
tyice yikandi. Ardindan 8 damla Ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi dokunun {izerini
tamamen kaplayacak sekilde uygulandi. 5 dakika sonra uzaklastirildt ve 1 ml stok asit
cozeltisi ve 29 ml distile su ile hazirlanan asitli su ile kisaca yikandi. 8§ damla fosfomolibdik
asit turuncu G boyasi ile 20 dakika muamele edildikten sonra asitli su ile yikand1 ve 8 damla
acik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin ardindan akan su altinda yikanan kesitler
artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile

kapatildi (Tablo 4).

Tablo 4. Masson-Trikrom boyama protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda Isisinda) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (Oda Isisinda) 20 Dakika
Rehidratasyon %100’1uk alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’1uk alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’11k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol (Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol (Calkalama
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Yikama Distile Su (Calkalama
Boyama No:1 + No:2 Solusyonu 10 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No: 3 4 Dakika
Boyama No: 4 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No: 5 10 Dakika
Boyama No: 6 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Dehidratasyon % 70-80-96-100-100’lik | Calkalama
Alkol

Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan

Peryodik Asit Schiff Boyamasi (PAS) :

Aliman parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi igin 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 3-5 dakika peryodik asit ile
boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi ig¢in 1-2 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 20-23 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dk

akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon iglemi i¢in sirastyla %70, %80, %96 ve 2 seri
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Absolii alkol serilerinden gecirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim

ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

(Tablo 5)

Tablo 5. Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii

Alkol

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 1 Saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70’1ik Calkalama
Alkol
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Peryodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-23 Dakika
Yikama Akarsu 1-2 Dakika
Boyama Hematoksilen 1-2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Dehidratasyon % 60—70-80-96-100’liik [ Calkalama

Seffaflastirma

Ksilen 1-2—-3

20’ser Dakika

Kapama

Entellan
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Bobrek dokusunun histomorfolojisinin degerlendirilmesi:

Kesitlerden elde edilen goriintiilerin incelenmesinde bilgisayarli video kamera esasli goriintii
analiz yontemi kullanildi (UTHSC Image software). Tiim kesitler analize edildi; sadece
boyamaya bagli belirgin artefaktlar1 olan kesitler degerlendirme disi tutuldu. Boyama
tamamlandiktan sonra kesitler 151k mikroskobunda (Olympus BX-51 Tokyo, Japan) 40 X
biiyiitmede incelenerek, goriintiiler yiiksek ¢oziiniirliige sahip kamera yardimiyla bilgisayara
aktarilarak degerlendirildi (Olympus DP-71, Japan). Biitiin kesitler dijital olarak
fotograflandi.

Deney gruplarina ait bobrek dokusu kesitlerinde 151k mikroskopik olarak; mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu, kapiller dilatasyon, renal korpiiskiil morfolojisi,
proksimal tiibiiluslarda vakuolizasyon, firgamsi kenar kaybi, tiibiiler dilatasyon ve kast
formasyonu degerlendirildi. Kesitlerden elde edilen goriintiler degerlendirilirken
semikantitatif olarak tliblilointertisyel hasar igin (tiibiiler fircamsi kenar kaybi, tiibiiler
dilatasyon, kast formasyonu, vakuolizasyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit
ekstravazasyonu, renal korpiiskiil morfolojisi gibi parametreler icin) skorlama yapildi.
Skorlama O=hi¢ yok, 1= % 1-25, 2= % 26-50, 3= % 51-75, 4= % 76-100 olarak uygulandi
(46).

3.6.3.Biyokimyasal Incelemeler

Analizler deneklerden alinan serum ve doku oOrneklerinde gergeklestirildi.
Serumda degerlendirilecek parametreler i¢in ise rutinde kullanilan kirmizi kapakli tiiplere
alinan kan Ornekleri 2500 rpm’de santrifiij edilerek iist faz alindi. Tim deneklerdeki
dokularin yarist biyokimyasal incelemeler i¢in kullanilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in
ayrilan bobrekler farkli analizler i¢in {i¢ pargaya ayrilip saklandi. Bir grup bobrek dokusu
RNaz Later (Sigma, AM7024) soliisyonunda mRNA c¢aligmasi i¢in saklandi. Tiim biyolojik

materyaller analiz siiresine kadar -80°C de saklandu. .
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3.6.3.1 Dokularin Hazirlanmasi

Dokular analiz kosullarina gore uygun homojenizayon tamponu ile homojenize
edildi.

Tablo 6A" da belirtilen Tris-HCI homojenizasyon tamponu ile dokular 1:8
oraninda (w/v) homojenize edildi (QIAGEN, TissueLyser II). MDA analizi igin

homojenaztlar 2500 xg de, SOD ve p28 ekspresyon analizleri i¢in 11000 xg de santrifiij
edildi.

MMP-2 ve MMP-9 aktivite analizleri i¢in kullanilan homojenizasyon tamponu
Tablo 6B' de gosterilmektedir. 0,1 g doku Tris-HCI homojenizasyon tamponuyla (8x)
homojenize edildi. 10000 xg de santrifiij edildi.

Santrifiij basamagindan sonra toplanan supernatantlar -80°C de sakland.

Tablo 6. Homojenizasyon tampon igerikleri

A: Tris-HCI Homojenizasyon B: Tris-HCI homojenizasyon
Tampon Igerigi pH:7.4 tamponu pH: 7.0

Tris 50mM Tris 50mM

Brij 35 %0,05 Brij 35 %0,05
Aprotinin 1 ng/ml NaCl 0,15M
Leupeptin 1 pg/ml CaCl, 10mM
Pepstatin 1 ng/ml Leupeptin 1 pg/ml
PMSF 1 ng/ml Pepstatin 1 ng/ml
Sodyumorto | 1 pg/ml

vanadat
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3.6.3.2 Doku Protein Analizi

Doku orneklerinde protein Ol¢limiinde biginkonik asit (BCA) yontemi kullanildi. Bu
amagla Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay Kit, 2325) protein analiz kiti kullanilda.
Yontemde, bakir siilfat BCA c¢ozeltisine eklendiginde elma yesili renk olusturmakta; bu
¢Ozelti protein ¢ozeltisine ilave edildiginde, proteinin peptid baglart ile etkileserek, alkali
kosullar altinda iki degerlikli Cu2+ iyonlar1 bir degerlikli Cu+ iyonlarina indirgenerek mavi-
mor renkli bir kompleks olusturmaktadir. Mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile
orantilidir (47). Protein standarti olarak bidistile su iginde 25, 125, 250, 500, 1000, 1500,
2000 pg/mL  konsantrasyonlarinda  sigir  serum albumini  (BSA) standartlari

hazirland:.

o Standartlardan ve 6rneklerden 25’er uL 96 kuyucuklu plaga konuldu.

o Cahisma ¢ozeltisi; A reaktifi (biginkonik asit ¢ozeltisi, sodyum
karbonat, sodyum bikarbonat, biginkonik asit ve sodyum tartarat) ve B
reaktifinin (bakar siilfat ¢6zeltisi) 1:50 oraninda karistirilmasiyla hazirlandi.

o 200 pL calisma ¢ozeltisinden her kuyucuga eklendi.

o 37°C’de 30 dakika bekletildi.

o Ornek absorbanslar: 562 nm’de okundu.

o Protein konsantrasyonlar: standart grafigi kullanilarak hesapland: ve

sonuglar pg/mL olarak ifade edildi.

3.6.3.3. Serum Kreatinin ve BUN Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum kreatinin ve kan iire azotu (BUN) diizeyleri i¢in Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alimi yapilmistir. Abbott Architect C16000
otoanaliz cihazi ile ¢alisilmistir. BUN ve kreatinin dl¢iimii sirasiyla iireaz ve Jaffe reaksiyonu
prensibiyle dl¢iilmektedir. Ureaz prensibi; iire, su ve iireaz ile hidrolize olur ve amonyak ile
karbon dioksit agi1ga ¢ikar. Ilk reaksiyonda agia ¢ikan amonyak, glutamat- dehidrojenaz
(GLDH) ile 2-oksoglutarat ve NADH ile birlesir ve glutamat ile NAD+ olusur. Birim zaman

basina NADH absorbansindaki diisiis {ire konsantrasyonu ile orantilidir. Jaffe reaksiyonu ise,
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alkali pH da orneklerdeki kreatinin pikrik asit ile reaksiyona girerek olusan kompleksin

kolorimetrik dl¢limiine dayanmaktadir. (48,49).

3.6.3.4. Doku MDA Analizi

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunda bir son iiriindiir ve oksidatif hasarin
diizeyini gostermekte kullanilir. Yontemde lipid hidroperoksitleri asit katalizi ile MDA’ya
parcalanarak meydana gelen MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu kompleks
floresans dedektor ile (eksitasyon dalga boyu:515 nm, emisyon dalga boyu 553 nm) tespit
edildi (50). Doku MDA degerleri pmol/mg protein olarak ifade edildi. Calismamizda MDA
Ol¢timii yiiksek performansli likit kromatografi (HPLC) ile gergeklestirildi. 250 x 4,6 mm 5
uM tanecik ¢apinda C18 kolon kullanildi. Mobil faz olarak KH,PO,4 ( 0,01M) ve K;HPO,
(0,01M) pH 7 %30 metanol kullanilmistir. Mobil faz akis hizi: 0,8 ml/dakika olacak sekilde
ayarlanmigtir. Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan (Sigma, 85H2501) kullanilmistir.
Standart konsantrasyonlar1 0.75, 1.5, 3, 5, 10, 20, 40, 50 umol/L olarak belirlenmistir.

Uygulama basamaklar1 asagida 6zetlenmistir:

1. 40 pL 6rnek (veya standart) kapakli cam tiiplere konuldu.

2. 100 pL saf su eklendi.

3. 20 pL 2.8 mmol/L biitilen hidroksi toluen (BHT) (etanolde) eklendi.

4.40 pL %8.1 SDS, 600 uL, 8 g/L TBA+Asetik asit karisimi ilave edildi (TBA, 200

mL/L asetik asit ile 1:1 dilue edildi, 2 M NaOH pH NaOH ile 3.5’a ayarlanir).

5. 95 °C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi.

6. Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra buz iizerinde sogutuldu.

7.200 pL saf su, 1000 pL, butanol:piridin (15:1) ilave edilir ve tam 1 dakika

vortekslenerek karistirildi. 2-3 dakika tiipler bekletildi.

8. Organik fazin kendiliginden ayrildig1 gozlendi.

9. Ust fazlar ependorf tiiplerine alindu.

10. 10,000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edildi.
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11. HPLC (Shimadzu VP Series) kolonuna 10 pL enjekte edildi.

12. Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak her 6rnekteki MDA diizeyleri
umol/pg protein olarak ifade edildi.

3.6.3.5. Doku SOD Analizi

Savunma mekanizmasinda ilk olarak gorev alan siiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit

serbest

antioks

radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen

idan enzimdir. Doku SOD diizeyleri kolorimetrik kit (Cayman Kat. No. 706002) ile

degerlendirilmistir. Kitin ¢aligma prensibi Sekil 18' de 6zetlenmistir.

Sekil 18. SOD kiti ¢alisma prensibi

Uygulama basamaklar1 asagida 6zetlenmektedir;

96'lik well plate'e 10 pl 6rnek veya hazirlanan standartlardan ( 0, 0.025, 0.05, 0.1,
0.15, 0.2, 0.25 U/ml) konuldu.

200 ul radikal detektor eklendi.

Reaksiyon baglatmak i¢in 20 pl ksantin oksidaz eklendi.

Oda sicakliginda ¢alkalayicida 20 dakika hafif ¢alkalamaya birakildu.

450 nm arasinda okuma yapildu.

Standart ve ornekler i¢in lineer oranlar hesaplandi. Standart grafigi ¢izildi.

SOD diizeyleri U/mg protein olarak ifade edildi.

K=antin

“¥
.0, -\ /* 20, Formazan boya
Ksantin oksidaz
H,0, '/ k |
L 20, Tetrazalium tuzu
Urik asit =
50D
0, + H,0,
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3.6.3.6. MMP-2 ve MMP-9 mRNA Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

3.6.3.6.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu trizol soliisyonu ve RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen,
katalog no: 74804) kullanilarak {iretici firmanin 6nerdigi talimatlara gore gerceklestirildi. 1
ml soguk trizoliin i¢ine sivi azot altinda pulverize edilen 50 mg doku homojenati konuldu.
Trizoliin i¢ine konan homojenat ters-yiiz edildi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 12000
xg de 15 dakika +4°C de santrifiij edildi. Ust faz alinarak RNaz free ependorflara aktarildu.
1:1 oraninda soguk %70 ethanol eklendi. Ters-yiiz edildi. RNeasy kolonlarina aktarildiktan
sonra 8000 xg de 15 saniye santrifiij edildi. 700 ul RW1 kolona verildi. 9000 xg de 15 sn
cevrildi. 500 pl buffer RPE eklenip 9000xg de 15 sn ardindan tekrar 500 pl buffer RPE
eklenip 9000 xg de 2 dakika santrifiij edildi. RNaz free ependorf takili olan tiipe 40 pul RNaz
free su eklenip 9000 xg de 1 dakika santrifiijlendi.

3.6.3.6.2. RNA'min Olgiilmesi

RNA  Orneklerinin  kalitesi ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin
spektrofotometre (NanoDrop, MN913) kullanilarak 6l¢iim yapildi. 230 nm fenol, 260 nm
DNA ve, 280 nm ise proteninler i¢in maksimum absorbans alindig1 dalga boyudur. RNA'nin
saflig1 icin A260/A280 oranmnin ~1.9 olmali, A260/A230 oraninin ise 1.8-2.2 olmasi
gerekmektedir.
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3.6.3.6.3 RNA' nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

izole edilen RNA Kkalitesi icin %1 lik agaroz jel elektroforezinde 18S ve 28S
bantlarina bakildi. %1 lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu ile hazirlandi.
Agarozun mikrodalga firinda ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra sogutulup 1ul EtBr eklendi.
Elektroforez sistemine dokiildiip taraklar takildiktan sonra polimerize olmasit beklendi.
Tanka jel yerlestirldikten sonra 1X TAE yiiritme tamponu ile dolduruldu. 3pl RNA 6rnegi,
Sul saf su ve 2ul yliriitme boyasi ile muamele edilerek jeldeki kuyucuklara yiiklendi. 90 V,
maksimum 500 mA de 45 siiresince yiiriitiildii. Yiriitme bitince jel UV transilluminatérde

goriintiilenip DNR LightBis Prolmage Analysis System cihazinda goriintiilendi.

DNA
Marker

Sekil 19. RNA jel goriintiisii

3.6.3.6.4. cDNA Sentezi
cDNA sentezi EasyScript Plus (ABM, Kat. No. ) cDNA sentez kitiyle iiretici

firmanin talimatlart dogrultusunda gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA lar RT-PCR yapmak
iizere -20°C de saklandu.
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Tablo 7. cDNA sentez karisimi ve prosediirii

Bilesenler Hacim Son Konsantrasyon
TotalRNA | ... 2,5 pg/ml
Oligo (dT) Primer Tl 0,5uM
dNTP Karigimi Tl 500uM
RNAaz icermeyensu | .. 14,5 ul
Hazirlanan reaksiyon karisimi 65°C de 5 dakika bekletilip buza alindi.
5X RT tamponu 4ul 1X
Ribonukleaz inhibitorii 0,5ul 20 U/rxn
Reverse Transkiptaz Enzimi Ll 200 U/rxn

Karisim cDNA sentezi i¢in 50°C de 50 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
sonlandirmak i¢in 85°C de 5 dakika bekletildi.

3.6.3.6.5. Real-Time PCR

Gergek zamanli PCR reaksiyonlar1 Bioneer AccuPower GreenStar qPCR Premix
Sybergreen kiti kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi talimatlara gore gergeklestirldi. Elde
edilen sonuclar Exicycler 3 programi kullanilarak hesaplandi ve 'house keeping' gen olan -
aktin'e gore normalize edilir. Her gen i¢in ayr1 ayr1 amplikasyon sonucunda elde edilen Ct
(thershold-esik deger) degerleri kullanilarak caligmamizda belirtilen genlerin mRNA
ekspresyon diizeyleri belirlendi (51).

Tablo 8. Real-Time PCR ig¢in kullanilan primer dizaynlari

GEN Ileri ve Geri Primer (5'-3)

MMP-2 F TGGTGTGGCACCACCGAGGA
R CCTTGCCATCGCTTCGGCCA

MMP-9 F CCTCTGCATGAAGACGACATAA
R GGTCAGGTTTAGAGCCACGA

B-aktin F TGCAGAAGGAGATTACTGCC
R CGCAGCTCAGTAACAGTCC

g-PCR icin Thermo Scientific marka (K0251) Maxima SYBR green qPCR kiti

kullanilmistir. {ireticinin talimatlar1 dogrultusunda analiz gergeklestirilmistir.
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Tablo 9. gPCR karigimi

Bilesen Hacim
Thermo master mix 10 pl
Primer F 0.75 ul
Primer R 0.75 pul
dH,0 3.5u
cDNA 5ul
Total hacim 20 ul

Denatiirasyon sicakligt: 95°C
Sentez sicakligi: MMP-2 ve MMP-9 igin 56°C, B-aktin igin 54°C
Uzama sicakligi: 72°C ; 40 dongii

3.6.3.7. MMP-2 ve MMP-9 Aktivite Ol¢iimii

Doku hazirlanmasi boliimiinde anlatildigi gibi hazirlanan homojenatlarinda MMP-2

ve MMP-9 aktiviteleri kantitasyona yonelik Ol¢iime imkan veren ticari flurometrik kit

(Calbiochem, CBA003) ile degerlendirildi. Kolajen benzeri {i¢lii sarmal yapinin kullanildigi
((Gly-Pro-Hyp*)5-Gly-Pro-Lys(Mca)-Gly-Pro-Pro-Gly/Val-Val-Gly-Glu-Lys(Dnp)-Gly-
Glu-GIn-(Gly-Pro-Hyp)5-NH2). *Hyp, 4-hydroksi-L-prolin; / = kesilme bolgesi) Kkitte,

MMP-2 ve MMP-9 i¢in oldukga spesifik olan bu yapinin pargalanmasiyla agiga ¢ikan

floresanstaki artis 6lclilmiistiir. Uygulama basamaklar1 asagida 6zetlenmistir;

v
v
v

AR NEENEEN

Kontrol olarak MMP-2 ve MMP-9 standardi kullanilmustir.

Aktivasyon tamponu p-aminofenilmerkiirik asetat (APMA) ile aktiflestirildi.

Ornekler ve MMP-2 ve MMP-9 standartlar1 (0,20, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000
ng/ml) hazirlanan bu aktivasyon tamponuyla seyreltildi.

90 ul 6rnek veya standart {izerine saf su ile belli oranda seyreltilen ¢calisma soliisyonu
eklendi.

Flurometrik okuma 320-405 nm de yapildu.

MMP-2' ler i¢in 3 saatlik 6l¢iim alindi. MMP-9 igin ise 18 saatlik 6l¢iim alindi.
Olgiim sonuglar1 ng/ml olarak alinda.

Hesaplamalar ng/pg protein olarak yapildi
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3.6.3.8. Western Blot ile p38 Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Western Blot analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmis olan protein
karisiminin i¢inde diizeyi Olglilmek istenen proteine 6zgii antikorunun kullanilmasina
dayanan protein diizeyi belirleme yontemidir. Western blot analizi; poliakrilamid jel
elektroforezi ile proteinlerin ayrilmasi, proteinlerin membrana transferi ve ilgili
proteinlerin goriiniir ve diizeyi Olgiilebilir hale getirilmesi seklinde {i¢ asamadan
olusmaktadir (52). Doku homojenatindaki total p-38 ve p-p38 protein ekspresyonunun
degerlendirilmesi amaciyla Western blot yapildi. Protein 6rnekleri % 10 SDS-PAGE jel ile
ayrimlandi. Daha sonra poliviniliden difiloriir (PVDF) membranina transfer edildi ve
transfer sonrasi bloklama tamponunda inkiibe edildi. Yikama asamalarindan sonra érnekler
HRP ile isaretli sekonder antikor ile inkiibe edilerek ve yikama asamalarindan sonra
membran bir film kasedine aktarildi. Goriintiilleme  igin  kemiluminesans  yontemine

dayanan ECL kiti  kullanildi. Tiim bu asamalar ayrintilariyla asagida anlatilmistir.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Jelinin

Hazirlanmasi

Jel yiiriitme islemleri i¢in Atto marka vertikal elektroforez sistemi kullanildi. Bu
sistem, AE-6220 Dual Slab Chamber elektroforez tanki ve Atto marka AE 6210 2 adet
Slab Gel Cast jel kalib1 (ikiser adet 1mm’lik cam plaka, 12 kuyulu tarak ve conta) ve AE-
8450 1000V gii¢ kaynagindan olusmaktadir.

Uygulama Basamaklar1 asagida 6zetlenmistir;

e (Calismalara jellerin hazirlanmas: ile baslandi. 16x16 cm boyutlarinda iki cam
diizlemin arasina silikonlar yerlestirilip sikistirilarak jel kalib1 hazirlandi.

e Sizint1 olup olmadig: su ile kontrol edildikten sonra bir pipet yardimiyla Tablo da
gosterildigi gibi ayiric1 jel monomer karisiminin polimerizasyonu amonyum persiilfat
(APS) ve tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenerek gergeklestirildi ve pipet
yardimiyla hazirlanan jel ¢ozeltisi iki cam arasindaki bosluga camin bir kenarindan
sizdirilarak dokiildi. Poliakrilamid jeller monomerik akrilamidin poliakrilamid

zincirlerine polimerizasyonu ve N,N’-metilen- bis akrilamid tarafindan ¢apraz
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baglanmasi sonucu olusmaktadir. Polimerizasyon reaksiyonu APS’nin eklenmesi ile
baslatilmaktadir. Reaksiyon APS’den serbest radikallerin olusmasini katalize eden
TEMED ile hizlandirilmaktadar.

Jelin st sinirinin diizgiin olmasi i¢in hava ile temas eden yiizeyine propanol
eklendi.

Jel polimerize olduktan sonra iistteki propanol bosaltilip su ile yikandi.

Paketleyici jel cozeltisi Tablo da belirtildigi gibi hazirlandi ve ayirici jelin
iistline bosaltildi. 12 kuyulu tarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde iki cam arasina

yerlestirildi. Polimerizasyona birakildi.

Tablo 10. SDS-PAGE yonteminde ayirict jelin (%10) hazirlanmasi

JEL BILESENLERI HACIM
Saf su 10.7 ml

Akrilamid/Bisakrilamid (%29.2/%0.8 w/v) 6.6 ml

3 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 0.05 mi
%10 (w/v) Amonyum persiilfat 0.2 mi
TEMED 0.02 mi
Total karisim 20.00 ml

Tablo 11. SDS-PAGE yonteminde paketleyici jelin (%4) hazirlanmasi

JEL BILESENLERI HACIM
Saf su 6.00 mL
Akrilamid/Bis-akrilamid(%29.2/%0.8 w/v) 1.33 mL
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.50 mL
% 10 SDS 0.10 mL
%10 (w/v) amonyum persiilfat 0.10 mL
TEMED 0.01 mL
Total karisim 10.00 mL
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Ornek Hazirlanmasi

Kuyucuk basina yaklasik 60 ug protein olacak bi¢imde 6rnekler hazirlandi
ve 95 °C’de 5 dakika tutuldu.

Jelin Yiiklenmesi

Paketleyici jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartildi. Iki cam arasinda bulunan
contalar ¢ikartilarak elektroforez tanki igine yerlestirildi ve 1 litre 1X yiiriitme tamponu
(yiiritme tamponu stok: Tris 15.1 g, Glisin 72 g, SDS 5 g, dH20 500 mL’de) ile
dolduruldu. Kuyulara protein 6rnekleri ve molekiiler agirlik standart1 (Geneaid Ladder V)
yiiklendi.

Elektroforetik Yiiriitme

Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatildi ve Atto Cell iizerine elektrotlar
baglandi. Ornekler ayirici jele girinceye kadar 100 Volt gerilim uygulandi. Ornek ayirict
jele gectikten sonra ise gerilim 120 Volt’a ¢ikarildi. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna

varinca akim kesildi ve jel tanktan uzaklastirildi.

Proteinlerin Membrana Transferi

Calismamizda yari-kuru transfer teknigi kullanildi. Bu amagla, ATTO marka
elektroblotlama sistemi (AE-6675 HorizBlot ve AE-8450 1000VC gii¢ kaynagi)
kullanild.

v Transferde kullanilacak polivinilidendiflorid (PVDF) membran metanol
ile doyuruldu. Filtre kagitlar1 (1703956 Thick blot paper 15x20cm) 1X transfer
tamponu (Transfer stok ¢ozeltisi: Tris 30.3 g, Glisin 14 g, dH20, Total hacim

500 mL) ile 1slatildi.
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v' Western sandvigi hazirlandi: 2 adet filtre kagidi (+) vyikli bloga
yerlestirildi, iizerine membran (Millipore, Immobilon P, Kat No: IPVH09120;
Sigma) ardindan poliakrilamid jel yerlestirildi. Daha sonra filtre kagitlar:
transfer soliisyonu ile slatilarak en tiste yerlestirildi. Bu asamalar sirasinda
arada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. (-) yikli blok kapatilarak 200
mA sabit akimda 2 saat siire ile transfer gergeklestirildi. Transfer islemlerini
sonlandirmak i¢in gii¢ kaynag: kapatildi ve sistemin kapag: acildi. Membran
dikkatlice alindu.

Bloklama

Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla bloklama yapildi. Degisik
slit tozu konsantrasyonlar: denenerek en uygun konsantrasyon (% 5 siit tozu) segildi. Bu
sonuglar dogrultusunda, transfer sonrasi proteinleri baglamis olan membran, bloklama
cozeltisi (% 5’lik siit tozu % 0.05’lik NP-40 iceren PBS ¢ozeltisi) iginde 60 dakika oda
sicakliginda bloke edildi. Bu siire sonunda membran ti¢ kez % 0.05’lik NP-40 igeren PBS
cozeltisi (yikama ¢ozeltisi) ile 10 dakika siire ile yikandi.

Primer Antikor le inkiibasyon

% 0.05’lik NP-40 igeren PBS c¢ozeltisi i¢inde %5’lik siit tozu hazirlandi. Bloklama
sonrasinda membranlar, 1/200 oraninda diliie edilmis p-38 ve p-p38 (Santa Cruz, sc-17852;
sc-101759) antikoru igeren %5'lik siit tozu ile +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Bu siire
sonunda ortamdaki baglanmamis antikor yikama ¢ozeltisi (% 0.05 NP-40 igeren % 10
PBS) ile 3 kez 10 dakika siire ile oda sicakliginda yikandi.
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Sekonder antikor ile inkiibasyon

Yikama sonrasinda membran primer antikoru tamyan sekonder antikorlarla
(goat anti-rabbit 1gG-Horseradish Peroxidase Conjugated Affinity Purified Antibody,
Santa cruise,sc-2004) 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikorlar p-38 ve p-
p38 %5 siit tozu iginde 1/2000 oraninda % 0.05’lik NP-40 iceren PBS ¢ozeltisi iginde
oraninda hazirlandi. Bu siirenin sonunda membran tekrar yikama ¢ozeltisi ile 10 dakika

stire ile 3 kez yikandi.
Membran silme (strip) protokolii

0.2 M glisin, %1 SDS ve %2 NP-40 igeren pH 2.2 membran silme soliisyonunda
membran 2 defa 10 dakika yikandi. Ardindan 10 dakika 2 kere PBS ile calkalandi. Son olarak
2 defa 5'er dakika PBS-NP 40 soliisyonunda yikandi ve membran tekrar primer antikorla
inkiibe edildi.

Goriintiileme

Sinyalin gortiniir hale getirilmesi amaciyla Pierce marka (32106) ECL plus Kiti
kullanild1 (sinyal olusturma c¢ozeltisi: kit igindeki peroksit ve enhancer soliisyonlar:
1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi) Kit, horseradish peroksidaz enziminin hidrojen
peroksit varliginda substrat1 olan luminolii oksitlemesi ve luminoliin uyarilmis durumdan
bazal duruma gecerken film dizerinde kemiliiminesans 1sima olusturmas: ilkesine
dayanmaktadir. Bu filmlerin dansitometrik incelenmesi, protein diizeyinin belirtilmesini
saglamaktadir. Film asamasi: Kaset igine seffaf dosya yerlestirildi ve bu dosyanin igine
membran kondu. Uzerine sinyal olusturma g¢ozeltisi eklendi. Kaset (Amersham, RPN
11649) igerisine karanlik odada film (Kodak Biomax Light Film, Katolog No: 1788207)
yerlestirildi. Film banyosunda (Konica SRX-101) goriintii alindi. Bant yogunluklari Image
J bilgisayar programiyla saptandi. Yogunluk p-p38/total p38 kat degisimi olarak ifade
edildi.
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3.7. Arastirma Plam

Projelendirme Ocak 2013
Etik Kurul Onay1 May1s 2013
Deney hayvanlari ¢alismasi Nisan 2014
RT-PCR Eyliil 2014

SOD,MDA, Aktif MMP-2/9

Eylil-Ekim 2014

Western Blot analizleri

Ekim-Kasim 2014

Tez Yazimi

Ekim-Aralik 2014

Tez Teslimi

Ocak 2015

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuglarmin istatistik analizi SPSS 19.0 istatistik programi

kullanilarak yapildi. Gruplara ait ortalama degerler Mann Whitney U ve Kruskal-

Wallis testi kullanilarak karsilastirdi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi. Veriler ortalama + standart hata bi¢ciminde verildi.

3.9. Arastirmanin Simirhliklari

Arastirmamiz deney hayvani ¢alismasidir. Bilindigi gibi etik kurallar g6z Oniine

alindiginda en az hayvan sayis1 ile deney yapmak esastir. Bu yiizden elimizdeki materyaller

cok kiymetliydi. Dogrudan organizmaya uyarlanmasi ve uygulamasi her ne kadar hiicre

kiiltiirinden daha yakin olsa da her bir hayvanin kendine 6zgii farkliliklarindan dolay1

calisma oldukca hassaslik gerektiren bir ¢alismaydi. MAPKinaz sinyal ileti yolaklarinindan

sadece p38 calisilmistir. Taurinin sinyal ileti yolaklarina olan etkisinin daha net

ogrenebilmemiz i¢in diger sinyal ileti yolaklarida ¢alisilmalidir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu 20 Mart
2013 tarih ve 03/05/2013 no.lu kararinda; 10/2013 protokol numarali ¢alismamizin etik

acidan sakincali olmadigina karar vermistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Sham grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde normal morfolojik ozellikler
gozlendi. Korteksin disinda fibroz kapsiiliin saglam olarak yer aldigi, korteks ve medulla
ayriminin rahatlikla yapilabildigi gozlendi (Sekil 20A). Korteksteki renal korpiiskiillerin
normal yapida oldugu, bowman kapsiiliiniin pariyetal ve visseral yapraginin normal histolojik
yapida oldugu belirlendi. Proksimal tiibiil ve distal tiibiil, henle kulbu, kollektor tiibiillerde
yapilarin normal oldugu gozlendi (Sekil 21A). Epitel hiicreleri karakteristik yap1 ve
ozelliklerini korumaktaydi. Herhangi bir hiicre infiltrasyonu ve firgamsi kenar kaybi

gozlenmedi (Sekil 22A)

Iskemi-reperfiizyon grubunda peritiibiiler alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, proksimal
tiibiil hiicrelerinde firgams1 kenar kayb, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon, ve vakuolizasyon
gbzlendi. Bazi tiibiillerde protein6z madde birikimi ile birlikte kast formasyonu ve tiibiil
liimeninde hiicre debrisleri izlendi. Korteksteki baz1 bolgelerde, damarlarda vazodilatasyon

ve eritrosit ekstravazasyonu dikkati ¢ekti (Sekil 20B, Sekil 21B, Sekil 21C, Sekil 22B)

Taurin grubunda kortikal bolgede Ozellikle peritiibiiler alanda mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda, tiibiil hiicrelerinde gozlenen dejenerasyonlarda ve kortekste eritrosit
ekstravazasyonunda iskemi-reperfiizyon gore azalma gozlendi. Tiibiiluslarda gozlenen
firgcamsi1 kenar kaybu, tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon, vakuolizasyon, tiibiillerde proteindz
madde birikimi ile birlikte tiibiil liimenine hiicre debrisleri daha az oranda izlendi (Sekil 20C,

Sekil 20D, Sekil 21D, Sekil 22C).

Gruplar arasi istatistik yapildiginda iskemi/reperfiizyon grubunda sham grubuna gore artan
yapisal degisikliklerin (p=0.0004), taurin grubunda anlamli olarak azaldigi saptanmistir
(p=0.03). Ayni sekilde tiibiiler degisimler sham gurubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
artmistir (p=0.0001), bu artis taurin ile anlamli 6l¢iide diismiistiir (0.004).
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Sekil 20. H-E boyama ile bobrek dokularinin incelenmesi A; Sham grubuna ait normal

yapidaki bobrek dokusuB;iskemi/Reperfiizyon grubuna ait bobrek dokusu  C,D; Taurin
grubuna ait bobrek dokusu mononiikleer hiicre infiltrasyonu (* ), eritrosit ekstravazasyonu
(=), tiibiiler hiicre debrisleri ( = ve tiibiiler dilatasyon ( %), tiroidizasyonu (=),
H-E
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Sham grubuna ait

Sekil 21. Masson Trikrom boyama ile bobrek dokularinin incelenmesi A;

Iskemi/Reperfiizyon grubuna ait bébrek dokusu D ;

2

normal yapidaki bobrek dokusu B,C;

Taurin grubuna ait bobrek dokusu; peritiibiiler kollagen ( wap )
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Sekil 22. PAS boyama ile bobrek dokularinin incelenmesi A; Sham grubuna ait normal

yapidaki bobrek dokusunda proksimal tibiil epiteli ve firca kenar ( = ) B;
Iskemi/Reperfiizyon grubuna ait bobrek dokusunda tiibiiler bazal membran kalinlasmasi

(=) C; Taurin grubuna ait bobrek dokusu
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Sekil 23. Histolojik skorlamalarin degerlendirilmesi, Erit.ekst kap.vazodil i¢in; +p<0,05 vs
/R ++p<0,05 vs I/R+Taurin; Mnl infilt i¢in; *p<0,05 vs Sham **p<0,05 vs I/R; Tiibiiler
deg. icin; #p<0,05 vs /R ##p<0,05 I/R+Taurin

erist. ekst/ kap. vazodil: Eritrosit ekstravazasyonu/ kapiler vazodilasyonu
mnl infilt: Monontikleer hiicre filtrasyonu

tiibiiler deg. : Tiibiiler degisim
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serum Kreatinin ve BUN Diizeyleri

Sham grubu ile karsilagtirildiginda, kreatinin iskemi reperfiizyon grubunda anlamli
olarak artt1 (0.946 + 0.071 mg/dl, 2.503 = 0.071 mg/dl, sirasiyla. p=0.0000) Bu artigin taurin
ile anlamli olarak azaldigi saptandi (2,112 £ 0.044 mg/dl; p=0.0009).

35 4

3 4 *

sham I/R I/R+Taurin

Sekil 24. Serumda kreatinin diizeyi;  *p<0,05 vs Sham **p<0,05 vs I/R

Sham grubu ile karsilastirildiginda, BUN diizeyleri I/R grubunda sham grubunda
gore anlamli olarak artt1 ( 45.14 + 3.61 mg/dl, 71.64 + 1.47 mg/dl, sirasiyla. p=0.0008) Bu
artig taurin ile istatistiksel olarak anlamli olarak azaldi ( 59.72 + 2.63 mg/dl; p=0.003).
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L

sham I/R I/R+Taurin

Sekil 25. Serum BUN diizeyi;  *p<0,05 vs Sham **p<0,05 vs I/R

4.2.2. Doku Homojenatinda Protein Diizeyleri

Her analiz i¢in uygun olan fraksiyonlarda gerceklestirilen protein analizi i¢in temsili

standart kalibrasyon egrisi Sekil 26 'da gosterilmistir.

2,5 +
g 2
=
3
Q15 -
» y =0,0010x + 0,1489
s R?=0,9970
2 1
2
e}
<05

O T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
BSA konsantrasyonu pg/ml

Sekil 26. Temsili BCA standart grafigi
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4.2.3. Bobrek Doku Homojenatinda MDA Diizeyleri

HPLC cihazindan alinan 6l¢limlere dayanarak standart grafigi olusturuldu. Hesaplamalar

bu grafige gore cihaz tarafindan kromotogram alani hesaplandi.

Extemnal Standard Curve

Awerage AF: 181058
RF StDev: 5511,13
RF %RSD: 32,0953

Scaling, None

LSO Weighting: None

Force Through Zero; On

Rephcate Mode: Wt Average [Weight: 0]

Area

Linear Fit ax+b
a=134445
b=0

Goodness of fit (("2): 0,99542

01 T T T T T

T
(1] 1] 20 30 40 50
Amount i ub )

Sekil 27. MDA (1,1,3,3- tetraetoksi-propan) standart grafigi

Sekil 28. Temsili MDA kromatogram
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Sham grubu ile karsilastirildiginda, MDA iskemi reperfiizyon grubunda anlamli olarak artti

(1.611 £ 0.608 pmol/pg, 3.876 + 0.573 pumol/pg; sirasiyla. p=0.023) Bu artisin taurin ile

anlamli olarak azaldigi saptandi (2.021 £ 0.345 umol/pg; p=0.017).

a5 -

35

=3
2,5 1

:

=

15 -

0,5 4

Sham

wrk

iskemi-reperfiizyon

I/R + Taurin

Sekil 29. Bobrek dokularinda gruplar arast MDA diizeyleri; *p<0,05 vs Sham

**p<0,05 vs I/R
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4.2.4. Bobrek Doku Homojenatinda SOD Diizeyleri

SOD standart kalibrasyon egrisi Sekil 30' da gosterilmektedir. SOD enzim aktivite

diizeyleri bu grafikten yararlanilarak hesaplanmistir.

Linear Ratio (lineer oran)

4,5
4

o = N w
o v L, L1 N U W W

y = 12,538x + 0,8997
R? = 0,9858

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
U/ml

Sekil 30. SOD standart grafigi

Sham grubu ile karsilastirildiginda, SOD iskemi reperfiizyon grubunda anlamli olarak
azaldi. (0.0073 = 0.0013 U/mg, 0.0037 + 0.0007 U/mg; sirastyla. p=0.04) Bu azaligin taurin
ile anlaml1 olarak arttig1 saptandi (20.0071 + 0.0012 U/mg ; p=0.05).
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Sekil 31. Bobrek dokularinda SOD diizeyleri; *p<0,05 vs Sham **p<0,05 vs /R
p p

4.2.5. MMP-2, MMP-9 mRNA Ekspresyonlari

Housekeeping gen olarak f-aktin primeri kullanilmistir. Elde edilen sonuclar
Exicycler 3 programi kullanilarak hesaplanmis ve her bir gen i¢in ayr1 ayri her kuyucuktaki
floresan degerini gosteren amplikasyon analizi ve reaksiyon sonucunda olusan iiriiniin erime
sicakligint gosteren erime egrisi analizi yapilmistir. Amplikasyonda primerin ¢aligtigini {iriin
olustugunu; erime egrisinde ise olusan triiniin tek oldugunu her hangi bir dimerlesme ya da
nonspesifik bir iiriiniin olmadigimi goriiyoruz. B-aktine ait amplikasyon ve erime egrisi Sekil

32 ve Sekil 33' te verilmektedir. Sonuglar karsilastiriimali Ct yontemi ile hesaplanmuistir.
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Sekil 32. B-aktin primeri ile yapilan g-PCR sonucunda elde edilen amplikasyon grafigi

Fluorescence Intensity

Temperature

Sekil 33. B-aktin primeri ile yapilan g-PCR sonucunda elde edilen erime grafigi
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Sham, iskemi-reperfiizyon ve iskemi-reperfiizyon + taurin gruplarinda bdbrek dokusunda
MMP-2 ve MMP-9 i¢in mRNA diizeyinde ekspresyonu degerlendirilmis ve [-aktine
oranlanip kat degisimi olarak ifade edilmistir. MMP-2 ic¢in; sham grubu ile
karsilastirildiginda iskemi reperfiizyon grubunda artma, taurin gurubunda ise azalma
saptanmistir. Bu degisiklikler istatitiksel olarak anlamlidir (1.12 £ 0.26, 2.01 £ 0.26, 1.04 +
0.12; sirastyla. p=0.05, p=0.00). MMP-9 i¢in; sham grubu ile karsilastirildiginda iskemi
reperfiizyon grubunda istatistiksel olarak biiyiik bir artis saptanmistir (1.34 + 0.43, 3.73 +
0.83; sirastyla. p=0.04). Gozlemlenen bu artisin taurin ile azalis1 ise anlamli olarak tespit

edilmistir (1.59 + 0.45; p=0.03)

o MMP-2

wr

W rAMP-2

Kat Degisimi
Fa
n
!

Sham I/R I/R+Taurin

Sekil 34. Bobrek dokularinda gruplar arast MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyon diizeyleri

MMP-2 i¢in; *p<0,05 vs Sham **P<0,05 vs /R, MMP-9 i¢in; #p<0,05 vs Sham
##p<0,05 vs I/R
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4.2.6. MMP-2 ve MMP-9 Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi

N
o

35
30
25

20

RFU (Relative Flourescence Unit)

y =0,0099x + 13,696

15 - R?=0,9921
10 -
5 .
0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
ng/ml
Sekil 35. MMP-2 aktivite standart grafigi
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RFU

y =0,0262x
R2=0,9523
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Sekil 36.

MMP-9 aktivite standart grafigi
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MMP-2 i¢in; sham grubu ile karsilastirildiginda iskemi/reperfiizyon grubundaki artis
anlamlidir (0.844 + 0.069, 1.16 £ 0.075; swrastyla. p=0.01). Bu artig taurin ile azalmis

olmasina ragmen istatistiksel anlamliga ulasilamamistir (1.12 + 0.056, p=0.65).

1,4

1.2

[

HE W

0.6

0.4

0.2

sham I/R I/R+Taurin

Sekil 37. MMP-2 aktivite diizeyi ~ *p<0,05 vs Sham

MMP-9 ig¢in; Sham grubu ile karsilastirildiginda iskemi/reperflizyon grubundaki artis
anlamhdir (42.9 + 6.3, 66.6 = 3.9; sirastyla. p=0.01) . Bu artisin taruin ile anlamli olarak
azaldig1 tespit edilmistir (56.2 = 2.3; p=0.04).

80
70 A
=
60
30 4
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Sekil 38. MMP-9 aktivite diizeyi; * p<0,05 vs Sham ** p<0,05 vs I/R

64



4.2.7 Western Blot ile p38 Protein Diizeyleri
Sekil 39' da temsili western blot goriintiisli verilmektedir. Western Blot analizi ile
her 6rnege ait elde edilen bantlar dansitometrik analiz ile degerlendirildi ve p-p38/p-38
kat degisimi elde edildi. Sham grubu ile karsilastirildiginda iskemi/reperfiizyon
grubunda p-p38/p38 kat degisimi anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.00). Bu artigin

taurin ile anlamli olarak azaldig1 saptand1 (p=0.01).

Sham IR I'R + Taurin

p-p38

Total :
p38

Sekil 39. p-p38 ve total p38 protein ekspresyonlari i¢in temsili western blot goriintiisii

2,5 -

P2
1

1,5

p-p38/p38 Kat Defisimi
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L
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Sham I/R I/R+Taurin

Sekil 40. p-p38 ve total p38 icin kat degisiminin dansitometrik analiz ile
belirlenmesi; * p<0,05 vs Sham ** p<0,05vs I/R
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S.TARTISMA

Calismamizda siganlarda renal iskemi/reperfiizyon modelinde taurinin morfolojik ve
islevsel olarak renal hasarlanmay1 azalttigin1 gosterdik. Taurin bu azaltic1 etkisini ECM'yi
regiile eden proteinler tizerinden gostermektedir. Sigcan bobrek dokularinda taurin ile MMP-2
ve MMP-9 mRNA ekspresyonu ve enzim aktiviteleri istatistiksel olarak azalmis ve bu
enzimleri regiile eden MAPKinaz sinyal yolagindaki oksidatif stresle indiiklenen p38 protein

ekspresyonunda da anlamli azalma tespit edilmistir.

Renal iskemi/reperfiizyon modelinde bulgular morfolojik ve fonksiyonel olarak
degerlendirilmistir. Daha Onceki ¢alismalardan iskemi/reperfiizyona ugrayan organlarin
yapisal olarak degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Iskemi/reperfiizyon hasarinda sican
bobreklerindeki morfolojik degisiklikler tubular dilatasyon ve fircamsi kenar kaybidir (53).
Calismamizda da I/R hasarina maruz birakilan sican bobreklerinde tubular dilatasyon ve
firgams1 kenar kaybi gibi karakteristik morfolojik degisikler saptanmistir. Histolojik olarak
gozlemlenen bu bulgular, I/R hasar1 sonrasi serumda bakilan ve renal fonksiyon gostergesi
olan kreatinin ve BUN seviyesinde saptanan anlamli artig ile uyumludur. BUN ve
kreatinindeki bu artis literatiirdeki daha onceki renal I/R hasarin1 gosteren ¢aligmalarla da
desteklenmektedir (54,55). Taurin uygulamasi renal morfolojide ve fonksiyonlarda anlamli
tyilesmeler ile sonuglandi. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak da anlamlidir. Taurinin
renal iskemi/reperfiizyon hasar1 iizerine etkisini arastiran calismalar yoniinden literatiir
incelendiginde kisitli sayida calismalara rastlanilmaktadir. Mozaffari ve arkadaslar
tarafindan gerceklestirilen bir calismada, taurinin renal iskemi/reperfiizyon hasarinda
histolojik hasarlar1 azaltmasina yonelik saptanan bulgular g¢alismamizin bulgularn ile
paralellik gostermektedir (56). Ayrica taurinin, renal I/R hasarinda artmis kreatinin ve BUN
diizeylerini azaltmasma yonelik bulgular da diger ¢alismalarda bildirilmektedir (57-59).
Zhang ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada ise sicanlarda intestinal iskemi/reperfziiyon
sirasindaki organ hasarlarina bakilmis ve taurinin meydana gelen hasari azalttigi tespit
edilmistir (60). Bizim ¢alismamizda da olusturulan renal iskemi/reperfiizyon modelinde

artan hasara kars1 taurinin iyilestirici etkisi saptanmustir.

Iskemi/reperfiizyon hasari sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun doku hasari
ile iligkili oldugu bilinmektedir (25). ROT' lar hiicre membraninda lipit pereoksidasyonu
yoluyla hasara sebep olur. MDA lipit peroksidasyonunun son iriiniidiir ve protein
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oksidasyonuna da sebebiyet vererek oksidatif hasarin artmasinda rol oynar. Bununla birlikte
organizmanin oksidatif hasara karsi bir savunma mekanizmas: vardir. Bu savunma
mekanizmasinda rol oynayan SOD, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve oksijene
ceviren antioksidan bir enzimdir. Bu sebeplerden dolayr ¢alismamizda oksidatif hasar
belirteci olarak MDA, savunma mekanizmasi adina da SOD bakildi. Elde edilen sonuglar ise
hasar gurubunda MDA' nin anlaml artis gosterdigi, SOD' un ise anlamli olarak azaldigi
yoniindedir. Literatiir incelendiginde calismamizin daha Once renal iskemi/reperfiizyon
modelleri ile yapilan c¢alismalarin bulgulari ile benzer oldugu goériilmektedir (61-63). Wang
ve arkadaslar1 renal I/R modelinde gerceklestirdikleri ¢alismada, I/R sonrast BUN, kreatinin
ve MDA' da artig, SOD seviyelerinde ise azalma saptamiglardir. Bu bulgular dogrultusunda,
I/R siiresince ortaya ¢ikan oksidatif hasari renal hasar ile iligkilendirmislerdir. Yamanobe ve
arkadaglarinin yaptig1 diger bir ¢aligmada ise SOD " farelerde renal iskemi reperflizyon
arastirilmustir. SOD ™~ farelerde SOD™* farelere gore daha fazla hasar tespit edilmistir (64).
Rasoulian ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir diger calismada ise, siganlara 40 dakika
iskemi ve 20 dakika reperfliizyon uygulanmis ve bunun sonucunda SOD'un arttifini buna
karsilik MDA diizeyinin degismedigini gdstermislerdir (65). Calismamizda taurin, renal I/R
stiresince artan MDA diizeyini anlamli olarak azaltirken, SOD seviyesini ise anlamli olarak
arttirdi. Bu bulgularimizin taurinin antioksidan 06zelliginin bir gostergesi olabilecegini
diisiinmekteyiz. Literatiir incelendiginde, renal I/R hasarinda taurinin MDA ve SOD iizerine
olan etkisini arastiran ¢alismalara rastlanmamaktadir. Sadece tek bir ¢alismada, taurinin renal
I/R hasarinda I/R siiresince artan MDA diizeyini diistirdiigii gosterilmistir (66). Bu ¢alisma
ve taurinin farkli organlarda olusturulan I/R hasar1 calismalarinda SOD seviyesini
arttirmaya, MDA diizeyini ise diisiirmeye yonelik bulgulari ile, bizim ¢alismamizin bulgular

uyum gostermektedir (67,68).

Iskemi/reperfiizyon siiresince olusan ROT'larin MMP'leri aktive ettigi bildirilmektedir
(37). Bu dogrultuda taurinin antioksidan 0zelligini, renal I/R hasarinda ECM
regiilasyonunda rol oynayan MMP-2 ve MMP-9' un mRNA ve enzim aktivitesi lizerine olan
olas1 azaltici etkisini degerlendirerek arastirdik. Literatiir incelendiginde renal I/R
modellerinde MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyonu tizerine yapilan ¢ok az ¢alisma vardir.
Caron ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen calismada I/R hasar1 sonrast MMP-2 ve
MMP-9 mRNA ekspresyonuna bakilmistir. Arastiricilar hem MMP-2 hem de MMP-9
mRNA diizeyinde I/R sonrasi artis oldugunu saptamisglar ve ozellikle MMP-9 mRNA
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ekspresyonunun daha ¢ok indiiklendigini gostermislerdir (69). Bununla birlikte literatiirde
renal I/R hasar sonrast MMP-2 ve MMP-9 protein ekspresyon ve aktivitelerini arastiran
caligmalara daha sik rastlanmaktadir. Bu ¢alismalar sonucunda I/R sonrasi artmis MMP-2 ve
MMP-9' un akut bobrek hasarmin patogenezinde onemli rol oynadigr gosterilmistir
(55,56,70). MMP-2"" farelerde renal I/R sonucu gelisen akut bobrek hasarmmn ~ MMP-2 **
farelere gore daha az oldugu bildirilmektedir (71). Lee ve arkadaslart ise MMP-9 gen
delesyonunun iskemik akut hasarinda mikrovaskiiler kaybi azalttigini saptamiglardir (72).
Genis spektrumlu MMP inhibit6rii olan marimastat kullanilarak gerceklestirilen ¢alismada,

siganlarda renal I/R hasarimin azaldig1 gosterilmistir (73).

Renal I/R sonrasi artmis olan MMP-2 ve MMP-9 ‘un protein ekspresyon ve enzim
aktivite diizeylerini inceleyen calismalarda daha ¢ok immunohistokimyasal yontemler ve
jelatin zimografi yontemi kullamldigim1 gérmekteyiz. immunohistokimyasal yontemler ile
MMP-2 ve MMP-9 protein eskpresyonunun daha ¢ok renal tiibiillerde oldugu gosterilmistir
(48,70). Renal tiiblilerde eksprese olan bu MMP'lerin inflamatuar hiicreler tarafindan
iretildigi disliniilmektedir (74). Calismamizda histolojik olarak gostermis oldugumuz
tiibiiler hasarin bu bulgular ile iliski oldugunu diisiinmekteyiz. Calismamizda I/R siiresince
degerlendirdigimiz MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyonu ger¢ek zamanli PCR yontemi
ile, enzim aktivite diizeyleri ise kantitasyona yonelik florometrik temelli yontem ile
arastirllmistir. Calismamizda I/R sliresince meydana gelen MMP-2 ve MMP-9 mRNA
ekspresyon ve aktivite artislarina yonelik bulgularimiz yukarida soézii edilen daha 6nce
gerceklestirilmis calismalarla uyumludur (71,72). Taurin uygulamasinda ise mRNA
ekspresyonlarindaki ve MMP-9 aktivitesindeki artmanin anlamli olarak azaldigi tespit
edilmisken, MMP-2 enzim aktivitesideki azalista anlamlilik yakalanamamistir. MMP-9 ve
MMP-2" nin post transkripsiyonel regiilasyonlart birbirinden farklidir. MMP-9' un
intraselliiler aktivasyon mekanizmasi TIMP-1'ler araciligi ile; MMP-2' nin ise aktivasyonu
TIMP-2 bagintili MT-1-MMP aracilig1 ile gergeklesir. TIMP-2 dual fonksiyona sahip olup
diisiik konsantrasyonlarda aktivasyona aracilik ederken, yiiksek konsantrasyonlarda ise
inhibisyona neden olur. Bu bilgilere dayanarak taurinin I/R siiresince artan MMP-2
aktivasyonu iizerine etkileri olabilmesi i¢cin TIMP-2 ekspresyonun iizerine de arttirict etkiye
sahip olmasi gerektigini ongdrmekteyiz.  Literatiirde, taurinin renal I/R sliresince artan
MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyonlar1 ve enzim aktivite diizeylerine yonelik etkisini

arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir. Taurinin renal I/R siiresince artan MMP-2 ve MMP-9

68



mRNA ekspresyonlart ve MMP-9 enzim aktivite diizeylerine azaltic1 etkisi literatiir i¢in

Ozglindiir.

MMP'lerin  ekspresyonunun diizenlenmesinde MAPKinaz sinyal ileti yolaklarinin (p38
kinaz, c-Jun N-terminal Kinaz (JNK) ve ERK yolagi) rolii oldugu bilinmektedir.
Calismamizda odaklandigimiz p38 sinyal ileti yolaginin reaktif oksijen tiirleri ile
indiiklenebilecegi gosterilmistir. Diger bir ifade ile, p38 MAPK oksidatif stres sensorii olarak
calismaktadir (21). Tiim bu bulgular 15181nda, renal I/R siiresince artan MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunun, meydana gelen okidatif stres ile indiiklenen p38 sinyal ileti yolag ile iliskili
olabilecegini dislindik ve c¢alismamiz p38 sinyal ileti yolagi calisilarak genisletildi.
Calismamizda sinyal ileti yolagini degerlendirmek amaci ile fosforile p38 (p-p38) ve total
p38 protein ekspresyonlari western blot yontemi ile analiz edildi. Yapilan analizlerde sham
grubuna gore iskemi/reperfiizyon hasarinda p-p38/ total p38 kat degisiminin, anlamli olarak
artt1g1, bununla birlikte bu artisin taurin ile anlaml olarak azaldigi saptanmustir. Literatiir
incelendiginde, I/R hasarinda indiiklenen p38 ekspresyonunu gosteren kisith sayida
caligmaya rastlanilmaktadir. Ashraf ve arkadaslar tarafindan in vitro kosullarda fare atriyel
miyosit hiicrelerinde hipoksi/reoksijenasyon uygulayarak gerceklestirilen ¢aligmada
hipoksi/reoksijenasyon stiresince indiiklenen p38'in, hiicre oOlimiine yol actigi
bildirilmektedir  (75). Meldrum ve arkadasglarinin  yine in  vitro  kosullarda
hipoksi/reoksijenasyon uygulayarak renal tubuler epitel hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada da,
iskemi sirasinda renal tubullerde TNF-a iiretimininin arttigi ve bunun sonucunda meydana
gelen TNF-a bagimli apoptozda p38 MAPKinaz sinyal ileti yolaginin rol aldig1 gosterilmistir
(76). Deney hayvanlarinda gergeklestirilen renal I/R modellerinde de I/R siiresince
indiiklenen p38 sinyal ileti yolagini hiicre 6liimii ile iliskilendiren ¢aligmalara rastlanmaktadir
(77,78). Calismamizda odakladigimiz renal I/R siiresince artan MMP-2 ve MMP-9 ve bu
enzimlerin regiilasyonunda rol oynayan p38 sinyal ileti yolagmi birlikte inceleyen bir
caligmaya rastlanmamistir. Bunu ek olarak taurinin de renal ve diger organlar {izerine
gerceklestirilen I/R hasarinda p38 sinyal ileti yolagi iizerine etkisini arastiran ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda saptadigimiz renal I/R siiresince artan MMP-2, MMP-9 ve
p38 ekspresyonuna taurinin azaltict etkisi literatiir igin yeniliktir. Bugiine kadar yapilan
calismalar dikkate alindiginda I/R hasari siiresince artan p38 ekspresyonunun hiicre 6liimiine
yol agtig1 gosterilmistir. Yine I/R siiresince artan MMP' lerin de hiicre 6liimii ile iligkili

oldugu bildirilmektedir (76,77). Lee ve arkadaslarinin beyin endotel hiicreleriyle yaptigi in
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vitro ¢alismada, hipoksi-reoksijenasyon sonrasi indiiklenen MMP-2 ve MMP-9' un apoptotik
Olim ile sonug¢landigi kullanilan, MMP inhibitorii ile apoptotik Oliimiin engellendigi
gosterilmistir (8). Diger bir in vitro ¢alismada ise, antioksidan etkinlige sahip olan resveratrol
uygulamasmin beyin endotel hiicrelerinde hipoksi-reoksijenasyon siiresince indiiklenen
MMP-2 ve -9 lizerine azaltict etkiye sahip oldugu ve bunun sonucunda hiicre hasarinin
engellendigi bildirilmistir (79). Bu dogrultuda calismamizda renal I/R siiresince indiiklenen
hem MMP hem de p38 flizerine azaltici etki goOsteren taurinin, hiicre hasarmi Onleme

yoniindeki etkinligi dikkat ¢ekicidir.

Sonug olarak, bobrekler Ozellikle karmasik mikrovaskiiler yapilar1 ve yiiksek enerji
gereksinimlerinden dolay1 iskemi-reperfiizyon hasarinda olduk¢a duyarlidirlar. Giinlimiizde
artan organ bagisini da goz onilinde bulundurursak, bobrek nakli sirasinda ortaya ¢ikan bu
oksidatif hasar1 azaltmak olduk¢a Onem tagimaktadir. Calismamizda taurinin renal I/R
sliresince artan oksidatif strese eslik eden artmis MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyon ve
aktivitelerini ve bununla beraber oksidatif hasar ile indiiklenen p38 protein ekspresyonunu
modiile ettigi gosterilmistir. Bu baglamda taurinin renal I/R hasarma kars1 gelistirilen

stratejilerde aday molekiiller arasina girebilecegini 6ngdrmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmanin hipotezi, 'Taurin antioksidan etkisi ile renal iskemi/reperfiizyon
sirasinda meydana gelen oksidatif stres ile indiiklenen MMP-2 ve MMP-9'un mRNA ve
aktivite diizeylerini p38 sinyal ileti yolagimi baskilayarak azaltir' seklinde kurgulandi.
Calismamizin bulgular1 hipotezimizin iskemi sonras1t MMP-2 ve MMP-9 mRNA ekspresyon
diizeyindeki artigin taurinle azaltici etkisini destekler niteliktedir. Ayrica MMP-9 aktivite
diizeyindeki ve p38 sinyal ileti yolagindaki p38 protein ekspresyonundaki artigin taurinle
azaltigr kanitlanmistir. Fakat taurinin MMP-2 aktivite artisina inhibe edici etkisi tespit
edilememistir. Literatiir incelendiginde renal iskemi/reperfiizyon siiresince olusan oksidatif
stresin indiikledigi hem MMP-2 ve MMP-9 hem de bu enzimlerin regiilasyonlarinda rol
oynayan p38 MAPKinaz sinyal ileti yolaklarina taurinin etkisinin aragtirildigi ilk ¢aligmadir.

Bulgularimizin ileri ¢alismalara temel olusturacagini diisiinmekteyiz.
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