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OZET

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Farkl Yas Gruplarinda Hacamat Yaptiran Kadinlarda Oksidatif Stres ile Tlgili
miRNA’larin Arastiriimasi

Berivan Unat
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
YUKSEK LISANS TEZI/ KONYA-2018

Amag: Calismamizin amaci hacamat yaptiran farkl: yaslardaki kadinlardan, es zamanda alinan
kupa kanm ve vendz kanda oksidatif stres ile iligkili oldugu distnilen miR-21, miR-34a ve miR-
200’0n ekspresyon seviyelerini ve oksidatif stresin biobelirteci olarak tanimlanan malondialdehid
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeylerini tespit etmektir.

Gereg ve Yontem: Bu calisma Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Geleneksel ve Tamamlayici Tip Merkezine bagvuran hacamat yaptirmak isteyen kadin katilhimcilar
Uzerinde gerceklestirildi. Katilimcilar 20-45 yas araliginda 30 kadin ve 45-75 yas arahiginda 30 kadin,
toplamda 60 kadindan olusturuldu. Calismamizda gruplandirma su sekilde yapildi; grup 1, ventz
kaninda 25-45 yas arasi kadinlar, grup 2, venéz kaninda 45-75 yas aras: kadinlar, grup 3, hacamat
kaninda 25-45 yas aras1 kadinlar, grup 4, hacamat kaninda 45-75 yas aras: kadinlar. Calismaya dahil
edilen katihmcilardan k&hil noktas: hacamat kani ve rutin amagla alinan venéz kanm alindi. Hem
hacamat hem vendz kandan elde edilen serum &rneklerinde MDA ve Glutatyon 6lcimleri ELISA
yontemi ile yapildi. Yine hem hacamat hem vendz kandan elde edilen plazma 6érneklerinde ise miR-
21, miR-34a ve miR-200 &l¢timleri Real Time PCR yontemi ile yapildi.

Bulgular: Cahsmamizda yapilan ANOVA testi sonucuna goére gruplarin plazma miR-21
(p<0.001), miR-34a (p<0.001) ve plazma miR-200a (p<0.029) diizeyleri arasinda istatistiki acidan
anlaml bir fark bulunmustur. Grup 2’e ait plazma miR-21 duzeyi grup 4 ile karsilastirildiginda
anlaml derecede dusuk bulunmustur (p<0.05). Yine, grup 3’e ait plazma miR-21 diizeyi grup 4 ile
karsilastirildiginda istatistiki agidan anlaml dusiik bulunmustur (p<0.001). Grup 1’e ait plazma miR-
34a diizeyleri grup 4 ile karsilastirildiginda anlamli derecede distik bulunmustur (p<0.001). Grup 2’
ye ait plazma miR-34a dizeyleri grup 4 ile karsilastirildiginda anlamli derecede distk bulunmustur
(p<0.001). Grup 3’e ait plazma miR-34a dlzeyleri grup 4 ile karsilastirilldiginda anlaml derecede
distik bulunmustur (p<0.01). Grup 1’e ait plazma miR-200a diizeyleri grup 4 ile karsilastirildiginda
anlamh duzeyde dusiik bulunmustur (p<0.05). Bunun yaninda, gruplar arasinda serum MDA ve
glutatyon dlzeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark bulunamamistr.

Sonug: Elde edilen sonuglarin mevcut bilgilere 6nemli katk: sagladigini, miRNA’larin
biyolojik aktivitesinin ve fonksiyonlarinin tanimlanmasina yardimeci olacagini ve hacamatin 6zellikle
oksidatif stres kaynaklh hastaliklarda terapétik roliiniin oldugunu disinmekteyiz.

Anahtar Sozcukler: Hacamat; miRNA; Oksitadif Stres.
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ABSTRACT
T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

The Investigation of miRNAs Related to Oxidative Stress in Women Who Have
Cupping Therapy (Hijamat) in Different Age Groups

Berivan Unat
Department of Medical Biochemistry

MASTER'S THESIS / KONYA-2018

Objective: The aim of this study was to determine the levels of expression of miR-21, miR-
34a and miR-200, which are thought to be associated with oxidative stress and the levels of
malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) which are known as bio-markers of oxidative stres in
the cupping blood and venous blood taken from women of different ages.

Material and Method: This study was carried out on the women participants who wanted to
have cupping therapy, applied to Konya Necmettin Erbakan University Meram Medical Faculty
Traditional and Complementary Medical Center. Participants included a total of 60 individual; 30
women in the 20-45 age range and 30 women in the 45-75 age. In our study, grouping was done as
follows; group 1, in the venous blood of women aged 25-45 years, group 2, in venous blood of
women aged 45-75 years, group 3, in cupping therapy blood of women aged 25-45 years, group 4, in
cupping blood of women aged 45-75 years. The blood samples were collected from the cupping blood
of participants and venous blood was taken for routine purposes. MDA and Glutathione measurements
were performed by ELISA method in serum samples obtained from both cupping and venous blood.
Also miR-21, miR-34a and miR-200 measurements were performed by Real Time PCR method in
plasma samples obtained from cupping and venous blood.

Results: According to the ANOVA test performed in our study, a statistically significant
difference was found between the plasma miR-21 (p <0.001), miR-34a (p <0.001) and plasma miR-
200a (p <0.029) levels of the groups. When plasma miR-21 level of group 2 compared with group 4,
the plasma miR-21 level of group 2 was significantly lower than group 4 (p <0.05). Plasma miR-21
level of group 3 was statistically significantly lower than group 4 (p <0.001). Plasma miR-34a levels
of group 1 were significantly lower than group 4 (p <0.001). Plasma miR-34a levels of group 2 were
significantly lower than group 4 (p <0.001). Plasma miR-34a levels of group 3 were significantly
lower than group 4 (p <0.01). Plasma miR-200a levels in group 1 were significantly lower than group
4 (p <0.05). In addition, no statistically significant difference was found between the groups in terms
of serum MDA and glutathione levels.

Conclusion: We believe that the results obtained, make a significant contribution to current
information, will help to identify the biological activity and functions of miRNAs and cupping therapy
has a therapeutic role especially in oxidative stress-induced diseases.

Key words: Cupping therapy; miRNA; Oxidative Stress
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1.GIRIS VE AMAC

Antik caglardan sire gelen, tamamlayici ve geleneksel tedavi, insan sagligi
icin buytk bir 6neme sahiptir (Okumus, 2016). Kokleri dort bin yil 6ncesine uzanan
kupa, hacamat ve siluk ile tedavi tamamlayici ve geleneksel tedavi uygulamalaridir.
Modern Tip, Cumhuriyetin ilam1 ve saghk alanindaki yenilikler ile birlikte
tamamlayic1 ve geleneksel tedavi, toplumda sadece halkin uyguladig: tedavi olarak
strddrtlmastur (Kiling, 2015). Tarih boyunca kan alma ile tedavi yontemi olan bu
uygulamalar, en etkili tedavi olarak kabul gérulmektedir (Akdag, 2014). Son yillarda
tamamlayic1 ve geleneksel tedavi yontemi olan vicuttan kan alma ydntemi, yine

populer hale gelerek uygulanmaktadir (Okumus, 2016).

Tamamlayici ve geleneksel tedavi yontemi olan hacamat Hz.Muhammed
(sav) doneminde dvulmustur. Hacamat, hastaliklarin tedavisinde onerilmis, 6zellikle
Islam hekimlerince tercih edilen bir tedavi yontemidir (Kiling, 2015). islami
gelenekte kan aldirma yontemi “hacamat” Arapca kokenli olup “emmek” anlamina
gelmektedir. Hacamatin cesitli yontemleri olup vicudun farkli, belirli bolgelerine
uygulanan, vucuttaki kirli ve fazla kani temizleme yontemidir. Vcut icerisindeki
kirli kan ve kan fazlalig: bircok hastaliga neden olmaktadir. Bu hastaliklar: gidermek

amaciyla fazla ve kirli kan vicuttan atilmasi gerekmektedir (Akdag, 2014).

Mitokondride ATP sentezi sirasinda serbest oksijen radikalleri olusmaktadir.
Bilinen baslica serbest oksijen radikalleri hidrojen peroksit, stiper oksit anyonu,
hidroksil radikali, nitrik oksit, lipit peroksitlerdir (Cankurtaran, 2005). Metabolizma
sonucunda meydana gelen serbest oksijen radikalleri saglikli bireylerde vicudun
savunma mekanizmasi olan antioksidan sistem ile uzaklastirnlmaktadir (Kurt, 2008).
Oksijen radikalleri ve antioksidan savunma mekanizmas: saglikli bireylerde tam
denge halinde caligmaktadir. Bu dengenin bozulmasi ile vicutta oksijen
radikallerinin artmasi sonucu ortaya ¢ikan duruma “oksidatif stres” denir (Kurt,
2008). Vicutta artan oksijen radikalleri DNA, protein, lipitler ve neredeyse tim
yapilardaki molekillere saldirmaktadir. DNA molekil yapisinin oksidasyonu ile
genetik mesenger DNA hasari, hicre bolunmesinin durmasi, kontrolstiz biyime,
hlicre membran hasar1 ve ateroskleroz hizlanmasi gibi viicutta birgok metabolik hasar
gerceklesmektedir (Cankurtaran, 2005). Oksidatif stres ve mikroRNA (miRNA)’lar,



biyolojik molekdlleri etkilemesinden kaynakl: yaslanma ve/veya yaslilikta 6nemli bir
olgu olarak dustnilmektedir (Kurt, 2008).

miRNA’lar transkripsiyon sonrast gen ifadesini dizenleyen, protein
kodlamayan, ortalama 18-24 nukleotid uzunlugunda RNA molekulleridir (Saydam ve
ark., 2010; Yaroglu, 2011; Oner, 2012). miRNA’lar hedef genlerin ifadelerini
baskilayarak, protein miktarinin azalmasina neden olmaktadir. Vicudumuzdaki
genlerin miRNA’lar tarafindan kontrol edildigi dustnilmektedir. Yaslanma ve
hastaliklarin olusumunda, miRNA’lar blylik 6neme sahiptir. Ayrica miRNA’lar
hicresel yaslanmay: tetikleyen surecte, oksidatif stres, mitokondriyal hasar,
telomeraz kisalmas: ve daha birgok olayda rol oynamaktadir (Sar, 2013). Oksidatif
stres ile viicutta artan serbest oksijen radikallerinin vicuttan kan aldirma yontemi,

hacamat ile dengelenebilecegi dustinilmektedir (Okumus, 2016).

Bu baglamda yapilan tez calismasinin amaci hacamat yaptiran farkl yas
gruplan kadinlardan, es zamanda alinan kupa kani ve ven6z kanda oksidatif stres ile
iliskili oldugu distnulen miR-21, miR-34a ve miR-200’(in ekspresyon seviyelerini
tespit etmektir. Boylece elde edilen sonuglarin mevcut bilgilere katki saglayacag: ve
miRNA’larin biyolojik aktivitesinin ve fonksiyonlarinin tanimlanmasina yardimci

olacag: dustunulmektedir.



2.YASLANMA VE YASLILIK

2.1.Yaslanma Yashhik Nedir?

Organizmada canlilik birimi olan hicrenin metabolik ve fizyolojik ihtiyaci
karsilanmadigi zaman veya yetersiz kaldigi durumda yasam déngusi yaslanma ve
olumle sonuclanmaktadir (Akbulut ve ark., 2014). Yaslanma sureci, her canlida
gorulen ve genetik bir programla dizenlenen, dis faktorlerin etkisiyle tim islevlerin
yavaslamasina neden olan, yapisal ve islevsel degisimlerle 6lime giden olaylarin
toplamidir. Yaslanma veya yaslilik, zamana bagli asamal degisim sirecidir ve her
canli tdrd icin normal, kacimilmaz bir sirectir. Evrensel bir slre¢ olarak da
tanimlanmaktadir (Cankurtaran, 2005; Kurt, 2008).

Genel olarak, organizmanin zamanla, yavas yavas dis uyarilara yeterince uyum
gosterememesidir. Yaslanma canhinin her noktasinda gorilmektedir. Saglarin
agarmasi, gormenin zayiflamasi, hareketlerin yavaslamas: gibi (Kurt, 2008). Tim
hicreler kacimlmaz sekilde 6lume dogru ilerliyorken, bircok hastalik yaslanma
strecini hizlandirmaktadir. Huntington hastalhigi, alzheimer hastaligi, parkinson
hastalig: cilt hastaliklari, kardiyovaskiiler hastalik ve kanser gibi hastaliklar diizensiz
yaslanma ile iliskilendirilmektedir (Williams ve ark., 2016).

Yaslhlik algilama, bellek ve yaraticilik yeteneklerinin azalmas: veya vyitirilmesi gibi

sorunlar1 beraberinde getirmektedir (Kurt, 2008).
Bu sorunlarla birlikte;

o Iskelet yapisi bozulmakta, kemikler incelmekte ve kirilganlasmaktadir

o Damarlarda sertlik, eklemlerde dejenerasyon olusmaktadir

o Refleksler yavaslamaktadir

e Bosaltim olaylari, yiriime ve kosma yavaslamaktadir

e Ureme faaliyetleri, hormon metabolizmas1 durmaktadhr

e Kan damarlari, sinirler ve viicut derisi elastikiyetini yitirmektedir

o Bellek kaybi1 ve unutkanlik hizla baslamaktadir (Kurt, 2008).

Heniz tek bir teori ile yaslanma siireci agiklanamamaktadir (Akbulut ve ark.,

2014). Yaslanma, genis kapsamli ve ¢cok 6nemli bir konu olmasina ragmen simdiye
kadar pasif bir stre¢ olmakla birlikte, yeni gelismekte giinimuzde yeni ele alinan bir
konudur (Sar, 2013).



2.2.Yaslanmaya Neden Olan Mekanizmalarla liskili Teoriler
Yaglanma temel Ozellik ve prensiplerini agiklamaya calisan biyolojik
mekanizmalar genellikle teori seviyesindedir, neredeyse hicbiri tek basina

yaslanmayi agiklamak igin yeterli degildir (Kurt, 2008).

Sekil 1: Yaslanma ve hiicresel yaslanma sirecine giren faktorler (Willims ve ark., 2016).
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Sekil 1’de yasalanma ve hiicresel yaslanma sirecine etki eden bazi faktorler
gosterilmektedir. Ele alacagimiz yaslanmaya neden olan mekanizmalar ve ilgili

baslica teoriler;
1) Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller Ile Iliskili Olan
a) Mitokondriyal Hasar Teorisi
b) Epifiz-Melatonin Teorisi
2) Telomer Kisalmasi Teorisi

3) Oksidatif Stres (Yaslilikta Oksidatif Stres)



2.2.1.a. Mitokondriyal Hasar Teorisi

Yaslanma ile birlikte solunumsal enzim aktiviteleri azalmaktadir. Boylece
elektron transport zincirinde elektron artisi gézlenmektedir. Elektron artisi akisina
karsihik mitokondride reaktif oksijen tirlerinde de artis meydana gelmektedir.
Mitokondriyal DNA’da artan reaktif oksijen tirleri oksidatif hasara kars: duyarhdir
(Cankurtaran, 2005). ilerleyen yas ile beraberinde beyinde, diyaframda, cizgili
kaslarda ve kalp kasinda, mitokondriyal DNA serbest oksijen radikal hasari
gelismektedir. Bu hasarin kalp kasinda 129 yastan daha ileri bir yasla bagdasmadigi
hesaplanmaktadir. Sadece dokularda degil Parkinson, Alzheimer ve ilerleyen yasla
hareket bozukluklarinda da mitokondriyal solunum hasar1 artmaktadir. Lakin kalori

kisitlamasi ile mitokondriyal solunum hasarinin azaldig: gérilmektedir (Kurt, 2008).

2.2.1.b. Epifiz — Melatonin Teorisi

NOroendokrin bir organ olan pineal bez (epifiz) beyinde bulunmaktadir. Dis
cevrenin aydinlik veya karanlik olusuna gore organizmanin basta endokrin sistemi
olmak uzere birgok sistemin fonksiyonundaki degisiklikleri epifiz duzenlemektedir
(Kurt, 2008).

Melatonin, sirkadiyen ritimler, ruhsal durum, uyku, Greme, timaor gelisimi ve
yaslanma gibi birgcok metabolik olay: diizenledigine dair bulgulara sahiptir (Kurt,
2008). Yaslanma ile gece yarist melatonin duzeyi azalir, melatonin eksikligi
yaslanmayi hizlandirdigr disiinilmektedir. Melatonin serbest radikallere bagli hiicre

hasarini azaltarak yaslanma karsit1 olarak rol oynamaktadir (Cankurtaran, 2005).

Melatonin gucli bir serbest radikal stpdrici ajan olmasindan hem in vitro hem de in
vivo calismalarda yer almaktadir. Melatonin makro molekdlleri 6zellikle DNA’y1
asir toksik ozellikli hidroksil radikalleri ve diger serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu oksidatif hasardan koruyabilmektedir. DNA hasarina neden olan radikaller
hicre icinde nilkleer enzim olan poli-ADP (PARS) riboz sentazi aktif hale
getirmektedir. DNA tek zincirinin kirilmas: ile poli- ADP (PARS) riboz sentaz
enzimi aktive olmaktadir. Bu enzim hicrelerde siddetli enerji tuketimi ile hicre
6lumine sebep olmaktadir. Melatonin ise batin bu olumsuzluklari engelleyen
maddedir (Kurt, 2008).



2.2.2. Telomer K;salmas: Teorisi

Telomer, kromozomun fiziksel yapisini koruyan her bir kromozomun iki
ucunda bulunan ve kromozom uglarinda alti tane bazin tekrarindan olusan DNA
dizinlerdir (Cankurtaran, 2005; Kurt, 2008). insanlardaki bu alti baz TTAGGG
seklinde ve 5-7 bin kez tekrarlanmaktadir (Kurt, 2008). Sekil 2’de telomerin yapisi

gosterilmektedir.

Sekil 2: Telomerin yapis1 (Geyikli ve ark., 2007)
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Telomerler kromozomlarin birbiriyle birlesimini 6nleyen ve genom yapisinin
kromatin iplikler halinde ayrilmasini saglayan ve kromozom olusumunda katkisi olan
yapilardir (Cankurtaran, 2005). Eger hicreler telomerlerini kaybeder zerine hala
cogalmaya devam ederlerse kromozom uclart diger kromozomlarla birleserek,

anormalliklerin olusmasina yol agmaktadir (Cankurtaran, 2005).

Telomerler, her hiicre bolunmesinde boylari biraz daha kisalir ve kritik
uzunluga eriserek hucre bolinmesinin durmasina neden olmaktadir (Geyikli ve ark.,
2007). Telomerler, hucrelerden meydana gelen organizmanin yaslanmasini
tetiklemektedir. Cunki telomeraz enzimi, yapis1 bozulmus telomerleri onarsa da tam
anlamiyla yapiyr diizeltmemektedir. Belirli bir kisaliga gelmis telomerler, hicrenin
bolinmesini tamamen durdurup yikim slrecine gec¢mektedir (Kurt, 2008).



Genetikgiler, kiigik DNA dizinlerinin, kanser ve yaslanmada rolleri olabilecegini
dustndukleri icin arastirmalarinda telomer konusunu ele almaktadir (Kurt, 2008).

2.2.3. Yaglil:kta Oksidatif Stres

Hidrojen peroksit, superoksit anyonu, hidroksil radikali, nitrik oksit, lipit
peroksit, bilinen baslica serbest oksijen radikalleri (ROS)’lardir. Hiicrede oksijenin
%90’1  mitokondrilerde tiketilmektedir. Oksidatif fosforilasyonun merkezi
mitokondridir (Cankurtaran, 2005). Metabolizma sonucunda meydana gelen serbest
oksijen radikalleri saglikli bireylerde vicudun savunma mekanizmas: olan
antioksidan sistem ile uzaklastirilmaktadir. Oksijen radikalleri ile antioksidan
savunma mekanizmas: saglikli bireylerde tam bir denge halinde calismaktadir. Bu
dengenin bozulmasi ile vicutta oksijen radikallerinin artmas: sonucu ortaya ¢ikan
duruma “oksidatif stres” denir (Kurt, 2008).

Oksidatif stresle birlikte viicutta artan ROS’larin etisiyle, viicutta birgok metabolik
hasar ortaya ¢ikmaktadir. Yaslanma ile azalan hormonlar, enzimler ve yavaslayan
metabolizma ile artan ROS’larin elimine edilisi zorlasir ve boylece oksidatif stres

etkinligi artis géstermektedir (Cankurtaran, 2005).

3. HACAMAT

3.1. Tarihten Gunimuze Hacamat

Antik caglardan slre gelen tamamlayic1 ve geleneksel tedavi, halk saglig:
acisindan biylk bir 6neme sahiptir (Okumus, 2016). Geleneksel tip, tarihi agidan
uzun bir gecmise dayanmaktadir. Geleneksel tip; toplumsal ve kiltirel degerlere
dayanan, teori, inan¢, deneyimleri kapsayan, yerel bilgi, beceri ve uygulamalarin
batintdur. Bu uygulamalar hastaliklari 6nlemeyi, sagligin devamliligimi, akil ve
bedenle iliskili hastahiklari tedavi etmeyi amagclamaktadir (World Health
Organization, WHO 2002). Tamamlayic1 ve geleneksel tedavi uygulamalarindan
olan kupa tedavisi tarihi gegmise dayanan evrensel yontemlerdendir (Kiling, 2015;
Okumus, 2016).

Ilk caglarda insanlar, dogay: ve hayvanlar1 gézlemleyerek hastahiklara care
aramalart ve yerlesik hayata gecmeleri ile tip tarihinde farkli tedavi yontemleri

gelistirmislerdir. Yazili ve arkeolojik kaynaklara bakildiginda, kaynaklardan yola



cikarak ilk caglarda uygulanan tedaviler Misir’da, Mezopotamya’da Cin’de ve
Hindistan’da gorulmektedir. Mezopotamya tibbina ait arkeolojik kalintilar, muska
yazmak, dua etmek, kurban kesmek, hacamatla kan almak, anason, nane, arpa gibi
bitkisel ilaglarin sifa bulma amach kalintilariyla karsilasilmaktadir. Bu kalintilar
sonucu gozlenen bazi tedavi yontemleri giinimuzde hala gegerliligini sirdiren ve
kullanilan yontemlerdir (Kiling, 2015). islami gelenekte viicuttan kan aldirma yani
hacamat, Arapca kokinden var olup “hacm” karsihigi “emmek” anlamindadir
(Akdag, 2014). Orta Dogu ve arap toplumunda “hicamat” vicudun eski haline

donmesi anlamina da gelmektedir (El Sayed ve ark., 2013).

M.O. 3000 yilinda kurulan Misir uygarhginda sifa bulma amagh stilik, kupa
ve hacamat siklikla bagvurulan tedavi yontemlerindendir. Ebers Papirus’da
(Misir’da) M.O. 1550°de kupa tedavisinden so6z edilmis ve Ayurveda’nin Kkutsal
kitabinda M.O. 1500 yillarinda Hindistan’da yas kupa tedavisi (hacamat) uygulandig:
ifade edilmektedir (Bamfarahnak ve ark., 2014). Asur ve Babil imparatorluklari’nda,
Cinde hacamat ile kupa tedavisi ve akupunktur birbiriyle kombine edilerek
uygulanan bir tedavi yontemidir. Bu tedavi yontemini Galen ve Hipokrat da
kullanmistir (Tham ve ark., 2006). Kupa, hacamat tedavilerine ait ilk yazili kaynak
antik Misir donemine aittir (Bondok, 2006). Neredeyse tim uygarliklarin ortak
miras1 haline gelen kan alma tedavileri 3000 y1l 6nce ilk defa Misir’da uygulanmasi
ile Yunan ve Roma uygarliklarina da tasinmistir. Hipokrat ve Galen ddneminde
onem kazanmis ardindan Arap ve Asya tibbina da ulastig: ve ibni Sina gibi buyuk
O6nem arz eden hekimler tarafindan tibbi eserlere konu olmas: ile Orta Cag ve

Ronesans Avrupa’sina ulastigi disunulmektedir (Greenstone, 2010).

Ilk caglarda Misir ve Mezopotamya’da uygulanan sifa bulma amach kan
alma, bedensel ve ruhsal tedaviler, daha ¢ok buyusel niteliklerdeki tedavilerdir.
Hipokrat, donem tibbini biyusel niteliklerden arindirarak daha teorik ayni1 zamanda
klinik uygulamalarin glclendigi bir sekle sokmustur. Hipokrat’la birlikte yaklasik
2500 yil etkili olan geleneksel tipta Ahlat-1 Erbaa yani “Dort Unsur Teorisi” veya
diger adiyla “Humoral (Hiltlar) Teorisi” ortaya ¢ikarmistir. Hipokrat’in (M.O. 460-
377) Hiltlar Teorisine gore (ensar-1 erba) insan vicudundaki bu dért temel sivi; kan,
balgam, sevda ve safradir. insan bedenindeki dort siviya Karsilik gelen, evrendeki
dort temel unsur hava, su, toprak ve atestir. insanlarin beslendigi gidalar viicutta bu

dort temel siviya dondsur, vicuda alinan gidalar kadar mevsimler de hiltlar Gizerinde
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etkilidir. Sonbahar sevdayi, ki balgam, ilkbahar kani, yaz safray: hareketlendirdigi
dustinulmektedir. Vicut sivilarin yani dort hiltin denge halinde olmas: saglik,
dengesiz olmasi ise hastalik olarak gérilmektedir. Vicuttaki sivilarin denge halinde
olmast icin mashil kullanimi, kusma tedavileri, lavmanlar, kan alma gibi yontemlerle
sagligin geri kazanilmas igin arinma yontemlerine basvurulmaktayd: (Kiling, 2015).
Tarih boyunca en etkili tedavi yontemi kan alma yoluyla vicuttan Kirli ve fazla kanin

atilmasi yontemi yani hacamat islemidir (Greenstone, 2010).

Toplumlarin  sekillenmesinde inan¢ sistemi bulyidk rol oynamaktadir.
Toplumun dini inanclart uyguladiklar: tedaviler ile tip kiltiirtine de yansimaktadir
(Kihing, 2015). Peygamber efendimiz Hz. Muhammed (sav) déneminde hastaliklara
sifa bulunmas: (zerine, hacamatin 6viillmesi ve tavsiye edilmesi ile Islam
toplumlarinda, tercih edilmekteydi. Vicut sivilarinin, vicut icerisindeki dengesi igin
saglik acisindan en 6nemli tedavi sekli kan alma yontemi hacamat, islam hekimleri

tarafindan da benimsenmektedir ( Aciduman ve Arda, 2012).

Hacamat Peygamber efendimiz (sav) tarafindan da uygulanip tavsiye edilmesi
ile ilgili “Bu nedir biliyor musun? Bu hacamatt:r. Bu sizin basvurdugunuz tedavi
yollar:nin en hay:rlisider.” diye buyurmaktadir. Hacamat, vicudun kirli kandan
temizlenip arinmasim ifade etmektedir. Hacamat isleminin uygulandigi belli
mevsimler, aylar ve gunler bulunmaktadir. Uzmanlar, hacamat ve kan aldirma ile
ilgili tedavilerin yeni ay, dolunay ve bas harfi C ile baslayan gilinlerde (Carsamba,
Cuma ve Cumartesi) yapilmas: uygun olmayacagini 6ngérmektedirler (Kiling, 2015).
Pazartesi, Sali ve Persembe gunlerinin daha faydal: oldugu séylenmektedir (Akdag,
2014). Peygamber efendimiz (sav) “ Kim ay:n on yedisinde, on dokuzunda ve yirmi
birinde hacamat olursa her hastaliga kars: sifa bulur. Kim hacamat: ay:n on yedi

salisina rastlarsa, sakin hacamat olmay: ihmal etmesin.
edilmektedir (Akdag, 2014; Kiling, 2015).

buyruklar: rivayet

Ibn-T Sina kan aldirmanin ayin on yedi, on dokuz ve yirmi birinde yapilma
nedeni ile ilgili “Ayin ilk ve son birka¢ giinii hacamat yapilmamalidir. Ik birkag
gunde hiltlar: faaliyete gecirmek zordur. Bunun yani sira, son birka¢ gtinde hiltlarin
faaliyetlerinde bir hayli azalma vardir. Boylece hacamatin ay ortasinda yapilmas: en
iyisidir. O zaman ay dolunay durumunda oldugundan, hiltlarin gerilim ve faaliyeti

dikkati ceker. Dolunayin etkisi o kadar blyuktdr ki, beyin bile kafatasi iginde siser ve



nehirlerdeki ve kanallardaki su, onun (Ay) med cezir etkisi ile yukselir.” seklinde

aciklamasi bulunmaktadir.

Geleneksel tipta sifa bulmak igin uygulanan hacamat, klasik siirimizde de
bircok sair tarafindan siirlere konudur. Hacamat isleminin uygulanmasi i¢in ugun
gorulen mevsim bahardir. Bahar mevsiminde havalarin 1sinmasi ile beraberinde insan
bedenindeki kan da isinmakta ve isinan kan cosmaktadir. Vicuttaki cosan kanin
normale donmesi icin vicuttan fazla kanmin atilmasi, hacamat yapilmasi

onerilmektedir.

Ahmet Talat Onay: “Mevsimlerden baharin etkisi ile vicuttaki kan dolasimi
degisir. Kanin beyindeki akil hiicresine fazla hiicum etmesi ve bu etki ile insanda
cinnetin meydana gelir, bundan kaynakl: eski tipta mayis ayinda kirazlar ¢ikmadan
once vicuttan kan akitmanin birgok hastaligin 6nline gecer ve hastaliga sebep tim
maddeleri viicuttan arindirdigint” soylemektedir (Akdag, 2014).

Geleneksel tip, diger adiyla halk hekimligi tedavileri tarih boyunca sifa
bulma, hastaliklardan arinma amacgli ve 6zellikle kronik hastaliklarda rahatlama
saglanmasindan dolay: tercih edilmektedir. Tip, hipokrat doneminde dort unsur
teorisi ile etkinligini strdirerek 19. ylzyila kadar énemini korumustur. 19. yuzyilda
bilimin ilerlemesi bilimsel dustince ile kokleri inanca, eskiye ve tecriibelere dayanan
geleneksel dustinceyle catismasina neden olmustur. Boylece bilimsel distince ve
geleneksel dusunce yollarini ayirmigtir. Gunumuzde kronik hastaliklarin, saglik
harcamalarinin artmasiyla insanlar yeni arayislara girmistir. Yeni arayslar
noktasinda dunyada gozler geleneksel tip uygulamalarina ¢evrilmistir. Bu gelismeye
Turkiye’de kayitsiz  kalmamistir.  Geleneksel halk hekimligi uygulamalarinin
tamamini akil dis1 uygulamalar ve batil inan¢ olarak goriip reddetmek dogru
olmayacag: dusuncesi ile 2002 yilinda *“ Geleneksel Tip Strateji Planlamasi” ile
Diinya Saghk Orguti (DSO), geleneksel tip uygulamalarimin yasallasmasini tesvik
etmektedir. DSO’ nin geleneksel tip uygulamalart tesvik calismalanyla,
uygulanmakta olan halk tedavilerine glvenilir  standartlar  getirmeyi
amagclanmaktadir. Geleneksel tip uygulamalar: guvenli halde hastalara ulastirilmasi
ve geleneksel tip tedavilerini uygulayacak Kisilerin yetismesi icin DSO bir ilk olarak
2002’de geleneksel ve tamamlayici tibbin strateji plani ile tesvik calismalar

yapmaktadir. Halk hekimligi uygulamalarindan kupa, hacamat ve sullk ile tedavi
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yontemleri 2000°li yillardan sonra daha fazla ilgi duyulmakta ve yeni gelismeler
yasanmaktadir. Hacamat, Hz. Muhammed’in (s.a.v) 0nermesi ve dinen stinnet olarak
kabul gortlmesiyle daha cok tercih edilen tedavi yontemi olmaktadir. Hacamat
tedavisi, kupa tedavileri ve sullkle tedavi yéntemine kiyasla bilgilendirici verilere
daha kolay ulasilabilir olmasi, ulasilabilir malzemelerle yapilmas: ve daha az risk
tasimas: ve dini motivasyon 0Ozelligi nedeniyle artik gunimizde daha cok tercih
edilmektedir (Kiling, 2015).

3.2. Hacamat Faydalar1 Nelerdir ve Hacamat islemi Nasil Yapihr?

Hacamat isleminde kullamilan kupalar, Orta Dogu’ da M.O. 3500 yilinda
(5500 yil oncesi) ilk kez Asurlular tarafindan, bambular ve hayvan boynuzlari
kullanilarak uygulanmistir (El Sayed ve ark., 2013). Antik Yunan ve Roma’ da
kullanilan kupalar bronz veya metal kupalardir (Kiling, 2015). Cumbhuriyet
doneminde halk hekimliginde hacamat islemi igin kullanilan kupalar cam kavanozlar
veya bardaklardir. Fakat cam kupalarin maliyetli olusu ve kolay kirilmasindan
kaynakli cam yerine plastik veya silikon kupalar tercih edilmistir (Aciduman ve
Arda, 2012). Eski zamanlarda hayvan boynuzlari, ¢omlek, metal ve bambular
hacamat kupas: olarak kullanilmistir. Bu kupalar 2.5-7.5 cm boyutlarda, top ve ¢an
gibi farkl: sekillerde hacamat kupasi olarak tercih edilmistir. GUnimdiizde ise hacamat
islemi icin farkli ebattaki cam ve PVC (sert plastik) kupalar tercih edilmektedir
(Zhang ve ark., 2010; Kim ve ark., 2011).

Kupa tedavisi ic¢in viicudun genellikle akupunktur noktalari, patolojik bélge ya
da cevresine ve vicuttaki agrili bdlgelere uygulanarak vicuttan hastalik yapan
maddelerin atihmi saglandigina inanilmaktadir (Sayed ve ark., 2014). Hacamat
islemi en cok sirt bélgesine uygulanmaktadir. Cunkl sirt bélgesinin, i¢ organlara
ayna gorevi gordigu belirtilmektedir (Ahmedi ve Siddiqui, 2014). Sirt bolgesinde
Ozellikle skapula arasi paravertebral bolge, goguls, 7. servikal bolge, karin kalca ve
omuz baglart hacamat icin kupalarin yerlestirildigi hacamat isleminin uygulandig:
bolgelerdir (Zhang ve ark., 2010; Ali Al ve Rubaye, 2012). Hacamat icin boyunda,
“Kahel” bolgesi olarak adlandirilan 7.servikal ve “Akhdayin” olarak adlandirilan her
iki kulak posteroinferior bolgeleri tercih edilmektedir (Sayed ve ark., 2014). Tibb-i
Nebevi de iki omuz basi arasi, omuzdaki sahdamari kollarindan olan damardan, ¢ene

altindan, ayak Uzerinden, gogus altindan, koldaki damardan, koldaki atardamardan,

11



boyundaki sah damari gibi vicuttaki farkli boélgelerden kan akitmanin cesitli
hastaliga iyi geldigi belirtmektedir (Akdag, 2014).

Hacamat ile kupa tedavisi, viicuda uygulanmasi ile bircok saglik sorununu
hafifletme etkisine sahiptir. Hacamat iltihapli hastaliklara, sisliklere, vicuttaki
agrilara tedavi amacl uygulamr. Usiitmeye bagh yorgunluk ve halsizlik, kas agrilar,
boyun tutulmasi, oksurdk, sirt, omuz, bel ve boyun agrilarinda rahatlama amaciyla
uygulanmaktadir. Kas kire¢clenmesi, romatizma, soguk alginhgi, sinirsel kasilmalar,
selilit, migren, kulun¢c ve gobek dusmesi icin hacamat ya da kuru kupa
uygulanmaktadir (Kiling, 2015). Vicuttan hacamat ile kan aldirmak g6z agrisi
cekenler icin de bir tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir. Hz. Muhammed (s.a.v)
vucuttan kan aldirmanin * Haccam ne iyi kuldur; (fazla) kan: giderir, beli hafifletir,
gozl parlat:r” beyan ile hacamatin goze faydasi da vurgulanmaktadir (Akdag,
2014).

Sekil 3: Hacamat Islemi

Hacamat, ayin yer ¢ekimi glicine gore vicuttaki kan basincindaki degisikliklerden
kaynakli ay takvimine gore ayin 17, 19, 21 ve 23’0 ve pazartesi, sali, persembe
gunleri 6n gortlmektedir (Chakraborty ve Ghosh, 2013). Bolgesel agr ve sikayete
gore, hacamat kupalari uygun gorilen bélgeye yerlestirilerek, manuel pompa veya
atesle negatif basingla deri kabartilir. Uyusan bolge ve kabaran deri, kesici aletle
derin olmamasi sartiyla cilde 0.1-0.2 mm’ lik kesikler atilir. Cilde atilan kesiklerin
oldugu bolgeye kupalar yerlestirilerek, manuel pompa yardimiyla tekrar negatif
basingla kupanin havasi alinarak kupanin vicuda yapismas: ve kanin kupa igine

dolmasi saglanmaktadir (Sayed ve ark., 2014). Bu islem kupa icerisinde biriken Kirli
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kanin renginde acilma gozlenene kadar genellikle ¢ defa tekrar edilmektedir.
Iyilesmenin hizim kolaylastiracag:, skar dokusunu azaltacag: icin cilde atilan
cizikler, cild kivrimlarina paralel olmas: 6nerilmektedir. Hacamat isleminden iki ¢
gun o6nce, islem sonras: ise bir hafta proteinden fakir, hayvansal gida tiiketiminden
uzak diyet onerilmektedir. Islem a¢ karna da yapilabilir, ¢iinkii beslenme sonrasi
mezenterik arter dolasiminin artmas: ile cilde giden kan akimi azalmaktadir. islem
sonrasi ise hacamat yaptirmis Kisinin en az t¢ gun banyo yapmamasi onerilmektedir.
Hacamat islemi 2 vyas ali ve 70 yas U(zeri Kisilere uygulanmasi uygun
gorilmemektedir. (Ahmadi ve ark., 2008).

Taibah teorisine gore insan vucudunda, sistem ve organlarin birbiriyle uyumu
vicuttaki dengeyi saglamaktadir. Fizyolojik dengenin bozulmasiyla hastaliklar
meydana gelmektedir. Hacamat ile hastaliklara neden olan potansiyel zararh
maddelerin vicuttan atilimi saglanarak vicuttaki dengenin yeniden saglandig
dustnilmektedir (EI Sayed ve ark., 2013).

3.3. Hacamatla Kupa Tedavisi Etki Mekanizmalari ve Yan Etkileri

Hacamat islemi ile uygulanan kupalarin etki mekanizmalari ile alakal: yeterli
calisma olmadigi igin birden ¢ok hipotez 6ne surilmektedir (Niasari ve ark., 2007).
Imminolojik, noral, hematolojik, metabolik ve psikolojik etkilerinden soz

edilmektedir (Ahmadi ve ark., 2008; Christopoulou Aletra ve Papavramidou, 2008).

Hacamat isleminin ilk asamasinda farkli bolgelere konulan kupalar akupunktur
benzeri etki gostermektedir. Uygulanan bdélgede santral sinir sisteminde c-fos
proteinini aktive eder, nérotransmitter, endojen opiyat benzeri maddelerin artis1 ve
uyartmint saglamaktadir (Wang ve ark., 2008). Etki etigi distnulen otonomik sinir
sistemi ile agriy1 azaltabilecegi belirtilmektedir (Cao ve ark., 2012). Hacamat islemi
icin vicuda konulan kupalarin masaj etkisi de mevcuttur (ElI Sayed ve ark., 2013).
Vicutta derin doku masajinda buyik bir etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Hanan
ve Eman, 2013). Yapilan calismalar dogrultusunda boyun agrisi olan hastalarda kas
aktivitesinin arttigi tespit edilerek; kontrol grubu ve agrisiz tarafla kiyaslandiginda
etkilenen tarafta yetersiz kan akimi ve laktat dlizeyinin arttigi, kas tonusunu azaltarak
analjezik etki olusturdugu gozlenmektedir. Agrili boyun kaslarinda ve saglikh
Kisilerde laktat ve pirlivat dizeylerinin birbirinden farkli oldugu gozlenerek ve bu

durumun glukoz metabolizmasindaki bozukluga bagli olabilecegi disuntlmektedir
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(Emerich ve ark., 2014). Yapilan baska bir ¢alismada, hacamat kupalarinin etkisiyle
vicutta negatif basincin uygulandig yerlerde kan dolasimi artmakta boylece kas ve
sinirlerde esneklik saglanmaktadir. Akupunktur noktalarina uygulanan kupa tedavisi
ciltte hiperemi ve hemostaz olusturarak terapétik etki olusturdugu dusunulmektedir
(El Sayed ve ark., 2013). Cilt viskoelastik bir yapida oldugundan vicuda konulan
kupa etkisiyle olusturulan negatif basincla deri, kupa icerisinde yukar: dogru kabarr,
interstisyel sivi kupa altinda birikmektedir (Tham ve ark., 2006). Deri ve deri altinda
biriken sivi ile konnektif dokuda olusan yapisikliklar dizeltilebilmektedir. Deri ve
deri altinda artan sivi siddetli agri olusturan maddelerin yeniden dagilimini
saglayabilmektedir. Bu sivi sinir uclarini sulayarak, nosiseptif mediatorlerin
dillisyonunu saglamakta boylece agri siddetini hafifletmektedir. Kupalarin vicuttan
cekilmesi ile negatif basing azalmakta ve cilt eski haline dénmektedir. Kupa
uygulanan bolgede biriken siviyla, siddetli agriya neden olan maddelerin yogunlugu
azalarak agrili bolgeden dagilimi gergeklesmektedir.

Hacamat isleminin ikinci asamas: cilde kesiklerin atilmasi, bununla birlikte
vucuttan ¢ikan kirli kanda hastaliklara yol agan potansiyel zararli maddelerin atilim:
saglanmaktadir. Ciltteki bircok ilag metabolitleri, agir metaller, proinflamatuvar
maddeler, inflamasyon hucreleri, toksinler, kimyasal endojen maddeler, zararl
kimyasallar, bakteriler ve hastaliklar hacamat ile birlikte vicuttan atildig:
dustnilmektedir (EI Sayed ve ark., 2013). Hacamat cildin bosaltim gorevini
gerceklestirmektedir. Globulin gibi buylk molekul agirlikli protein, sitokin
reseptorleri, antikor, kolesterol, trigliserit ve LDL gibi hidrofobik maddelerin, ferritin
ve Urik asit atilimi kolaylagsmaktadir (Ahmadi ve ark., 2008; Alshowafi, 2010).
Vakumlu pompa aracihigi ile kupalarin cilde yerlesimi saglanmaktadir. Ciltte
kabarma meydana gelirken kapiller etrafindaki basing azalmakta boylece kapiller
filtrasyonun artmasiyla, lenf ve interstisyel sivinin kupa altinda ciltte toplanmasina
neden olmaktadir. Boylece bolgede I6kalize olan kimyasal maddeler, inflamatuvar ve
nosiseptif mediatorler dilie olmakta, sinir uglari yikanmakta, doku yapisikliklari
acilmakta ve agn siddeti azalmaktadir. Kupalarin kaldirilmasiyla ciltte kan akimi
artmakta ve reaktif hiperemi olusmaktadir. Bolgeye atilan kesikler deri bariyerini
ortadan kaldirmaktadir. Kupalarin cilde tekrar yerlestirilmesiyle kupada biriken kan
patojen icerikli sivi olup bu sivinin vicuttan atilimi saglanmaktadir (El Sayed ve

ark., 2013). Hacamatin vicuttaki etki mekanizmas: ile 6ne surilen hipotezler ele
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alindiginda, hacamat cildin bosaltim gorevini goérmekte, vicuttaki patojen
maddelerin atilimini gercgeklestirmektedir (Ullah ve ark., 2006). Oksidatif strese
neden olan maddelerden viicudun arinmasini saglamakta, boylece viicutta detoks
etkisi olusturmaktadir (Ahmed ve ark., 2011).

Hacamat isleminin ciddi yan etkileri bulunmamaktadir. Deneyimli bir hekim
tarafindan uygulanmadiginda derin kesikler ve damar duvarlarinin hasar: ile ciltte
gec lyilesen yaralar, kalict izlerin olusumu gorilebilmektedir (Kim ve ark., 2012).
Uygulama 6ncesi hasta kontrolli yapilmalidir. Biyokimya ve hemogram tetkikleri
incelenmeli, enfeksiyon riski acisindan degerlendirme yapilmali, anemi, demir
eksikligi anemisi gibi durumlar degerlendirilmelidir (Lee ve ark., 2008). Gerekli
tedbirler alinarak saglikli hijyenik bir ortamda islem yapilmalidir. Hijyenin g6z ard:
edilmesi durumunda enfeksiyon (hepatit B, C, HPV veya HIV) riski olan bir islemdir
(Kim ve ark., 2011).

4. OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslenmemis elektron cifti iceren atom
veya molekiller olarak tanimlanmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002). Eslenmemis
elektronun gosterimi, serbest radikallerde (X)) Ustte nokta yazimi ile gosterilmekdir
(Toy, 2012).

Serbest radikallerin olusumu (g sekilde gerceklesmektedir:

e Kovalent bagli bir molekullin, kovalent baginin homolitik kopmasiyla
eslenmis elektronlardan her birinin ayr1 parcada kalmasi ile
XY— X+Y
e Bir molekulln bir elektron kaybina ugramasi ile
X—> X +e
e Bir molekule, bir elektron eklenmesi ile elde edilmektedir.
X+e —»X-

Serbest radikaller reaktif Ozellikli molekillerdir (Ozkaya, 2007). Reaktif
olduklarindan, karsilastiklart atom ve molekdllerle hizli ve kolay reaksiyona girerek
molekdllerin kararsiz hal almalarina yol agmaktadir (Dindar ve Aslan, 1999).

Serbest radikaller kararli yapiya donusebilmek igin, diger molekullerle veya tim
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hicre bilesimleri ile etkilesime girerek, dis yoriingedeki elektron sayisini giftlemeye

calismaktadirlar.

Oksijenle yasayan bitiin canlilarda metabolik olaylarla ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin  olusumu kaginilmazdir. Serbest oksijen radikallerinin olusumu
biyolojik bozukluk olmamakla birlikte zararli oldugu gibi yararlar: da s6z konusudur.
Fagositoz olayinda aktive nétrofillerden salinarak bakterilerin etkisizlestirilmesi,
nonsiklooksijenaz yoluyla prostoglandinlerin  olusumu, hemoglobinin oksijen
tasimasi, mitokondriyal oksidasyon ve DNA replikasyonu organizma igin yararh
durumlardir (Ozkaya, 2007).

Serbest radikaller tum hucre bilesenleriyle kolayca etkilesime girebilmekte,
hicrenin batln fonksiyonlarinda olusabilme 6zelligine sahiptir. Hiicre tiplerine gore
radikal olusumu degisiklik gostermesine ragmen aerobik hticrelerde olusumu belirli
dizeylerde gerceklesmektedir (Ozkaya, 2007).

Vicut icerisinde asiri miktarda Uretilen serbest radikaller, antioksidan savunma
sistemini  yavaslatmakta, biyomolekuller ve doku kompenentlerine zarar
vermektedirler. Hicrenin potasyum kaybini trombosit agresyonunu artirmakta,
mitokonrideki aerobik solunum ve kapiller permeabiliteyi bozmaktadirlar (Toy,
2012).

Serbest radikaller, DNA ve nikleik asitler, proteinler, enzimler,
karbonhidratlar, lipitler gibi tim bilesiklere etki etmektedir. DNA’ya olan etkisi ile
DNA hasarina, hicrede fonksiyon bozukluguna ve neredeyse hiicre 6limine neden
olabilmektedirler. Serbest radikallerin olusumunda cevresel faktorler ve metabolik
olaylar etkilidir. Metabolik olaylar; oksijen metabolizmasi, mitokondriyal sizinti,
solunumsal patlama, otooksidasyon tepkimeler, enzim reaksiyonlaridir. Cevresel
faktorler ise radyasyon, cesitli tibbi ilaclar, kontamine sular, pestisitler, ultraviyole

isinlar, hava kirliligi, sigara dumanidir (Koca, 2003; Antmen, 2005).
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Sekil 4: Serbest radikallere kaynaklik eden faktorler (Toy, 2012).

Mitokondri e Cevresel faktorler

Gecgis metalleri \ \

- Toksik kimyasallar

- ~ -
ER ve nukleusta sitokromlar o
N _
Peroksizomlar i
SR« ) &
Sitoplazma — - ilaglar
= Y
Plazma membrani —_ —
\ —— Radyasyon
/
Solunumsal patlama —— /
N e

Oksijen tirevi serbest radikallere yaygin birkag 6rnek; merkezinde oksijen
bulunan siiperoksit anyonu (‘0,), tekli oksijen (*O,), hidroksi (‘OH), peroksi (ROO)
ve alkoksi (RO) radikallari seklinde siralanabilir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Sekil 5: Vicutta bulunan 6nemli serbest radikaller ve hasarlar1 (Antmen, 2005).

Cevresl| Faktérler ‘ | Serbest radikal yaplml | Endojen Faktérler

Gegis Metalleri Fe*2, Cu*

— ™~

Lipit peroksidasvonu ‘ gL l Protein Hasari
| DNA Hasan

v

Doku Hasan |

Organizmada, hucre hasarina yol acan olaylarin ve tepkimelerin zararh
etkilerini azaltan, serbest radikallerin neden oldugu oksidanlari onleyen, serbest

radikalleri yakalama ve stabilize etme 0zelligindeki maddelere “antioksidanlar” denir
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(Koca, 2003; Antmen, 2005). Cesitli reaksiyonlarda rol alan slperoksid dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediktaz (GSH-
Rd), glutatyon S transferaz (GST), hidroksiperoksidaz, sitokrom C oksidaz, gibi
enzimler anti oksidan Ozelligindedir. Ayrica seruloplazmin, transferrin, ferritin,
hemoglobin, miyoglobin gibi protein yapili makromolekdller ve karotenler (A
vitamini), askorbik asit (C vitamini), tokoferol (E vitamini), tiyol iceren bilesikler,
glikoz, biliribin gibi mikromolekdiller de antioksidan 06zelliklidir. Antioksidan
sistem, hastaliklarin patogenezinde rol almaktadir. Oksidatif stres yaratan
durumlarda antioksidan sistem, viicudun savunma sistemi ile iliskili maddelerin ve

salinimini arttirmaktadir (Yerer ve Aydogan, 2000).

Atmosferde var olan oksijen, molekdller oksijen (O;) diger adiyla
dioksijendir. Kararl, kokusuz, tatsiz, renksiz, sudaki ¢ozunurlugi simirli ve insan
yasami icin gerekli gazdir. Insan yasami icin gerekli olan oksijen, viicut igerisinde
gerceklesen hiicresel metabolizma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen tlrlerine
dontsmektedir. Bu donisum vicut icin toksik etki yaratmaktadir (Koca, 2003;
Ozcan ve ark., 2015). Fizyolojik aktivitenin dogal Griinii olan serbest radikallerin
artist ve savunma mekanizmasinda bunlara karsi1 stipirtct etkideki antioksidanlarin
yetersizligi durumunda oksidan-antioksidan denge bozulmaktadir. Vicutta artan
serbest radikallerin zararl etkisi, savunma mekanizmasinin yetersizligi sonucunda
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina oksidatif stres denir (Koca, 2003;
Antmen, 2005; Ozcan ve ark., 2015).

Sekil 6: Oksidan-Antioksidan denge (Ozcan ve ark., 2015).

Oksidatif denge Yaslanma
inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Anti

Oksidaniy %
-
Serbesy Rad!kaﬂ
Q er

Oksidatif hasar

v 1\

Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler
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Oksidatif strese yol acan maddeler, serbest radikallerdir (Ozkaya, 2007).
Reaktif oksijen turleri kisa émurlu ve gigli oksidan nitelikli oksijen metabolitleri
olan hidrojen peroksit (H20;), superoksit anyonu (O;), hidroksil radikali (OH’) ve
singlet oksijendir (Ozkaya, 2007; Ozcan ve ark., 2015). Reaktif oksijen tirlerinin
cogu biyomolekaillerle hizli ve kolay sekilde reaksiyona girme egilimindedir. Serbest
radikallerle reaksiyona giren molekuller bir elektron kaybettikleri zaman etrafindaki
molekil yapilardan bir elektron alacak derecede reaktif hale gelmektedir (Toy,
2012).

Oksidan maddeler, canlida proteinlerin dekarboksilasyonuna, peptit baglarin
hidrolizine, distlfit baglarin olusumu ve ¢apraz bag olusumuna yol agmaktadir. Bu
durum ise hicre ici esansiyel olan Ca-ATPaz gibi enzimlerde fonksiyon kaybina
neden olarak hicre ici ve dis1 iyon dagilimmnin bozulmasina, nikleik asit bazlari
modifikasyonuna, DNA seridi kirilmalarina neden olmaktadir (Yerer ve Aydogan,
2000). Reaktif oksijen tdrlerinin biyolojik metaryallere etkisi ve zararlar
bulunmaktadir. Yaslanmay: hizlandirict etkide olup, kalp-damar hastaliklarz,
iskemireperflizyon hasari, inflamasyon, diabetes mellitus, akciger hastaliklari, astim,
bdbrek bozukluklari, kas hastaliklari, g6z ve cilt bozukluklari, bagisiklik sisteminde
zayiflama, sinir sistemi dejeneratif gibi bircok hastaligin olusumu ve gelisimi ile
yakindan iligkilidir. Serbest oksijen radikalleri ve kimyasal maddelerin neden oldugu
kanserin olusumu, ilerlemesi ve gelisme evrelerinde biyuk role sahiptir (Koca, 2003;
Toy, 2012).
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5. miRNA’lar

5.1. miRNA Yapusi ve Ozellikleri

miRNA’lar, gen ifadesini 0zellikle transkripsiyon sonrasi asamada
duzenleyen yaklasik 18-24 nukleotit (nt) uzunlugunda tek iplikli, kodlanmayan,
kiicik RNA molekdlleridir (Saydam ve ark., 2010; Yaroglu, 2011; Oner, 2012).

Sekil 7: Brassica Oleracea 'dan Bir pre-microRNA'mn Sap-ilmik Yapis: (http://www.Vikipedia.org).

Primer transkiriptler (pri-miRNA) islenerek, dnce prekirsor miRNA (pre-
miRNA) seklindeki kisa sap-ilmik yapisina daha sonra fonksiyonel miRNA’ya
donusim( gerceklesmektedir (Saydam ve ark., 2010). miRNA’lar genomda RNA
polimeraz-11 etkisiyle transkribe edildikten sonra olgun forma doniismektedir (Oner,
2012). Matir formundaki miRNA’lar cesitli proteinlerle kompleks yapilar meydana
getirerek hedef gen mesajci RNA’ya (MRNA) baglanarak, mRNA’nin yikimina
neden olmaktadir (Oner, 2012).

miRNA’lar, mRNA’nin 3’UTR (Untranslated region: translasyon olmayan bdlge)
bolgesinde hedef transkripti ile baz eslenmesi yaparak, bu transkriptlerin
translasyonunu farkli mekanizmalarla baskilamaktadir (Yaroglu, 2011). miRNA’lar
hedef genlerin ifadelerini baskilayarak, protein miktarinin azalmasina neden
olmaktadir (Sar, 2013).

Ik miRNA Lee ve calisma arkadaslar: tarafindan 1993 yilinda Victor Ambros
laboratuvarinda htcrelerin gelisimi arastirildig: calismada kesfedilmektedir (Saydam
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ve ark., 2010; Oner, 2012). miRNA ifadesi 2001 yilindan beri kullanmiimaktadir
(Saydam ve ark., 2010). Lee ve arkadaslar1 1993 yilinda yuvarlak toprak solucani
Caenorhabditis elegans’t gen icerigi bakimindan incelemislerdir (Saydam ve ark.,
2010). Caenorhabditis elegans’in gelisim siirecinde miRNA ailesinin ilk kesfedilen
uyeleri, kucuk gecici RNA’lar olarak adlandirilan linage-4 (lin-4) ve lethal-7 (let-
7)’dir (Goriir ve Tamer, 2011).

Kesfedilen Lin-4 geni higbir protein kodlamadigint ancak kigik bir RNA’y1 (22-nt)
transkribe ettigi kaydedilmektedir (Saydam ve ark., 2010).

2000 yilinda Reinhart ve arkadaslari C.elegans’da 22 nukleotit uzunlugunda baska
bir miRNA olan let-7’yi tanimlamislardir (Yaroglu, 2011). Let-7 geni ise canlinin

gelisim zamanlamasin: diizenleyen farkli miRNA cesididir (Saydam ve ark., 2010).

2003 yilinda let-7’nin biyolojik fonksiyona sahip oldugunu ve let-7’nin insanlar1 da
icine alan turler arasinda korundugu kaydedilmektedir (Saydam ve ark., 2010). Daha
sonraki ¢aligsmalarda Lin-4 ve Lin-7’ye benzerlik gosteren ¢ok sayida kiglik RNA
molekdlleri bulunmaktadir. Kesfedilen RNA’larin hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli
organizmalarda bulunmakta ve miRNA’lar olarak adlandiriimaktadir (Saydam ve
ark., 2010).

5.2. miRNA’larin Olusumu ve Fonksiyonlar:

miRNA’lar ¢ asamal bir islem slreci sonucunda meydana gelmektedir
(Saydam ve ark., 2010). ilk asama miRNA genlerinden pri-miRNA’larin RNA
polimeraz Il (RNA pol-1l) tarafindan transkripsiyonu gerceklesmektedir (Oner,
2012). ikinci asama niikleus icerisinde pri-miRNA‘lar, pre-miRNA’lara dénustiriltr
boylece prekirsor miRNA’nin kismi olgunlasmas: gergeklesmektedir (Gorir ve
Tamer, 2011). Uclinci ve son asamada sitoplazma igerisinde fonksiyonel

miRNA’nin olusumu meydana gelmektedir (Oner, 2012).

Insanlarda miRNA olusumu, niikleusta RNA polimeraz Il enzimi yardim: ile
baslamakta ve pri-miRNA formunda ilk molekul sentezlenmektedir (Hitit ve ark.,
2015). Pri-miRNA (500-3000 baz), 5’ cap (bashk) ve 3’poly A kuruguna sahip
karmasik sekonder yapisindadir (Saydam ve ark., 2010).

Elde edilen pri-miRNA sonraki asamada RNAaz 111 enzim ailesinin bir endonikleazi

Drosha ve kofaktorli Pasha (veya DGCRS8; insan DiGeorge sendromu kritik bdlge 8
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olarak bilinmekte) tarafindan yaklasik olarak 60-70 nukleotit uzunlugundaki éncul
molekdl pre-miRNA olusumu gerceklesmektedir (Saydam ve ark., 2010).

RNAaz-I1l enzimi olan Drosha proteini mikroislemci kompleksinde katalitik birim
olarak gorev alirken, DGCR RNA yapisini tamimaktadir (Oner, 2012). Drosha ile ift
iplikli RNA baglayic1 bir protein olan Pasha’nin meydana getirdigi komplekse
mikroislemci kompleks (Microprocesor complex) adi verilmektedir (Saydam ve ark.,
2010).

Pri-miRNA’nin  mikroislemci kompleksi tarafindan kesilimi asamasinda
DGCRS8’in tek ve ¢ift RNA molekuliini tanimasiyla sonrasinda Drosha gift iplikli
sac tokas: yapisindaki molekiliu kesmektedir. 5° ucunda monofosfat, 3’ ucunda iki
niikleotid hidroksil uzantisina sahip pre-miRNA olusumu gergeklesmektedir (Oner,
2012).

Olusan pre-miRNA tasima resept6ort olan Exportin-5 (XPO-5) ve nukleer bir protein
olan Ran-GTP aracilig: ile nikleustan sitoplazmaya taginmaktadir (Saydam ve ark.,
2010). RNAaz Il enzimi olan Dicer tarafindan pre-miRNA 21-24 nikleotid
uzunlugunda miRNA dubleksine kesilmektedir (Saydam ve ark., 2010). Dicer, ayrica
RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC)
olusumunu baslatmaktadir (Saydam ve ark., 2010).

miRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, argonaute
proteinleri dahilindke mRNA’min  yikimina ya da protein translasyonun

baskilanmasina neden olmaktadir (Saydam ve ark., 2010).
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Sekil 8: miRNA biyogenezi (Hitit ve ark., 2015).
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miRNA: mikroRNA, DGCRS8: DiGeorge kritik sendrom bdlgesi 8, Drosha:RNAaz 111 enzimi,
GTP: guanozin trifosfat, RAN: RAs-Iliskili Niikleer protein, RISC: RNA indiiklenmis susturma
kompleksi, pri-mikroRNA: primer mikroRNA, TRBP: HIV-1 TAR RNA-baglanma proteini.

miRNA’lar kan dolasiminda saptanabilmektedir (Yaroglu, 2011). miRNA’lar
hlicre dongusinin neredeyse her boliminde yer almaktadir (Gorur ve Tamer, 2011).
Tek basina bir miRNA, farkli fonksiyonlari olan vyaklasik 200 hedef gene
baglanmakta ve tek bir hiicredeki yiizlerce fonksiyonu dizenleyebilme 6zelligine
sahiptir (YYaroglu, 2011).

miRNA’lar, mRNA yikimmna ve transyonel inhibisyona neden
olabileceginden gen ifadesinin kontroliinde blyik 6neme sahiptir. miRNA’nin
islevlerinden biri gen duzenlenmesidir. Bir miRNA, bir veya birden cok mRNA’ya
komplementerdir. miRNA’larin hedef mRNA ile komplementerligi tam ise
MRNA’nin pargalanmasi s6z konusu olmakta, komplementerligi az ise translasyonun

baskilanmasiyla sonuglanmaktadir (Gorur ve Tamer, 2011).

miRNA’larin  fonksiyonlar1  arasinda; gen  ekspresyonunun  post-
transkripsiyonal dizenlenmesi, metabolik reguilasyon, hafiza ve sinaptik gelisim,
organizmanin gelisimi i¢in embriyogenez, organogenez, farklilasma, buylmenin

kontroll, yaslanma gibi cesitli biyolojik olaylar yer almaktadir (Yaroglu, 2011).
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Sekil 9: Hucresel yaslanma ve vyaslanmay: cevreleyen olaylar sirasinda gorilen miRNA
ekspresyonundaki degisiklikleri gostermektedir (Williams ve ark., 2016).
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miRNA’larin kritik rollere sahip olmalari, miRNA’larin onkogen, bazilarinin
ise timor baskilayict gen olarak islev gdrmesi, timor progresyonu, metastazi ve
invazyonunda miRNA’larin duzenleyici oldugunu géstermektedir (Gorlr ve Tamer,
2011). miRNA’lardaki miRNA gen mutasyonlarr, miRNA Uretimindeki bozukluklar,
miRNA gen ifadesindeki degisiklikler veya miRNA gen fonksiyonlarinin
diizenlenmemesi cesitli hastaliklara neden olabilmektedir (Sar, 2013).

5.3. miR-21, miR-34a ve miR-200a’nin Oksidatif Streste Rolleri

Oksidatif stres hipertansiyon, diyabetik vaskilopati, hiperkolesterolemi ve
ateroskleroz gibi farkli vaskiler hastaliklarda nedensel bir rol oynadigi
gosterilmektedir. Fazla derecede ROS iretimi, endotelyal ve vaskuler diz kas
hicresi fonksiyonlarint bozdugu, kardiyovaskiler hastaliklarin gelisimine katkida
bulundugu bilinmektedir. miRNA'lar, hedef mesajci RNA'larin stabilitesini veya
translasyonal verimliligini modile eden kodlayict olmayan RNA molekdilleridir.
Redoks dengesizligine hiicresel yanitlar da dahil olmak tzere ¢ogu biyolojik islemde

modile edildigi gosterilmektedir. Ozellikle miR-200 aile Gyeleri, oksidatif strese
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bagli endotelyal disfonksiyonda, diyabet ve obezitenin kardiyovaskuler
komplikasyonlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. EK olarak, miR-210 gibi farkh
miRNA'larin mitokondriyal metabolizmada 6nemli rol oynadigi, dolayisiyla ROS

uretimini ve duyarliligint module ettigi gosterilmektedir (Magenta ve ark., 2013).

Mitokondriyal disfonksiyonun, tip 1 diyabetik kalp ile iliskili kardiyak
anormalliklerde de dnemli bir rol oynadig: bilinmektedir (Shen ve ark., 2004; Rolo
ve Palmira, 2006). Yakin zamanda yapilan bir galismada, diyabetik farelerde kontrol
grubu ile kiyaslandiginda miR-200c ve miR-141 seviyelerinin artig gosterdigi tespit
edilmektedir (Baseler ve ark., 2012). Arastirmacilar, miR-141'in mitokondriyal
matrikse inorganik fosfat saglayan ve ATP uretimi icin gerekli olan “mitokondriyal
membran fosfat tasiyicisim” (Slc25a3) hedeflediklerini gostermektedir. Buna gore,
Slc25a3'lin tip 1 diyabette ekspresyonunda ©nemli 0Olglide azalma oldugu
gosterilmektedir (Baseler ve ark., 2011). Ayrica, Slc25a3 azalmasinin ATP Uretimi
ve hiicre canlihg: Uzerinde zararh etkiler gosterdigi bildirilmektedir (Alcala ve ark.,
2008). Yapilan calismalarda miR-200 ailesinin diyabet ve obezite ile iliskili ve kalp
hastaliklart ile ilgili mitokondriyal cevaplarda o6nemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Bu baglamda miR-200" lerin vaskuler hucreler ile ilgisi gbz 6nune
alindiginda, benzer mekanizmalarin endotel hucreler ve kultirli vaskllar kas
hicrelerde de mevcut olabilecegini tahmin etmek mimkindir (Magenta ve ark.,
2013).

miRNA'lar arasinda miR-21, kanser hiicresi apoptozu, migrasyon, invazyon,
proliferasyon ve anjiyogenezin diuzenlenmesinde coklu sinyallesme yollarin
hedefleyerek genis bir sekilde aciklanmis onkojenik fonksiyona sahiptir (Zang ve
ark., 2007; Olson ve ark., 2009). Tersine miR-34a, kanser hiicresi sagkalimini,
proliferasyonu, invazyonu ve metastaz olusumunu inhibe etmektedir (Guo ve ark.,
2011; Sun ve ark., 2012). Bu nedenle miR-21, bir onkojen olarak islev gortrken,
miR-34a, bir timor baskilayici1 gorevi gérmektedir. Bununla birlikte, miR-34a ve
miR-21 hicresel yaslanmay: tesvik etmekte, yaslanma ve kanser gelisiminin

duzenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Chao ve ark., 2017).

miR-21, siperoksit dismutazin (SOD2 / SOD3) azahs gostermesi ile ROS
Uretimini uyararak tumor ilerlemesini tesvik etmektedir (Zang ve ark., 2012). miR-

21'in inhibisyonu kalp, bobrek ve akcigerlerdeki fibrozu azalttigi igin, miR-21,

25



oksidatif stresle iliskisinin yan1 sira fibroziste potansiyel bir role sahiptir (Liu ve ark.,
2010; Zhong ve ark., 2011). ROS olusumunun stimulasyonu yoluyla transforme edici
blytme faktort (TGF-B1), organ fibrozuna yol acan miR-21 artisint indtiklemektedir
(Fernandez ve ark., 2016). Ayrica miR-21, karsinomla iliskili fibrozis ve fibrotik
hastaliga katkida bulunan bir sure¢ olan TGF-B ile indiklenen endotelyal-
tomesenkimal geciste dnemli bir rol oynamaktadir (Kumarswamy ve ark., 2012). Bu
nedenle miR-21, timdrijenez ve fibrozis sirasinda oksidatif stres ile fonksiyonel bir
etkilesim sergilemektedir. Dahasi, miR-21, endotelyal progenitdr hiicrelerde ylksek
mobilite grubu A2' yi baskilayarak hiicresel yaslanmayi arttirmaktadir (Zhu ve ark.,
2013). Bunun tersine, miR-34a, bir timor baskilayici ve bir yaslanma indlkleyicisi
olarak islev gordugl icin kanser gelisiminde ve yaslanma sirecinde tartismah
fonksiyonlar uygulamaktadir (Hermeking, 2010; Ito ve ark., 2010). miR-34a, kanser
hicresi sagkalimini, proliferasyonunu, invazyonunu ve metastaz olusumunu inhibe
ederek, kanser progresyonunu inhibe etmektedir (Guo ve ark., 2011; Sun ve ark.,
2012), Bobrek hicresi yaslanmasini tesvik ederek antioksidan enzimleri inhibe
etmektedir (Bai ve ark., 2011). miR-34a, endotelyal hticrelerde uzun 6murli gen
sirtuinl'in (SIRT1) bastiriimasiyla hiicresel yaslanmayi indiklemektedir (Ito ve ark.,
2010). miR-34a'nin asinn ekspresyonu, SOD2'nin azalis gdstermesi ile genc
mezanjiyal hicrelerin prematiire yaslanmasini indikleyerek ROS olusumunda bir
artisa neden olurken, antisens miR-34a, SOD2'nin artis gostermesi ve ROS' ta
azalmasi eski mezangial hticrelerin yaslanmasini inhibe etmektedir (Bai ve ark.,
2011). Genel olarak, bu bulgular miR-21 ve miR-34a' nin yaslanma ve timor

progresyonunda 6énemli rollerinin oldugunu gdstermektedir (Chao ve ark., 2017).

Kallistatin, iki yapisal elementi olan bir aktif bolge ve bir heparin baglayici
alan olan diferansiyel sinyal yollarin1 ve genis bir biyolojik aktiviteyi duzenleyen
endojen bir proteindir. Kallistatin, heparin baglanma alani araciligiyla, endotelyal
hicrelerde TNF-a-indlkleyici, NADPH oksidaz aktivitesini ve inflamatuar gen
ekspresyonunu antagonize ederek vaskiler inflamasyonu ve oksidatif stresi
engellemektedir. Dahasi, kallistatin aktif bolgesi araciligiyla miR-34a sentezini
inhibe eder ve endotelyal progenitor hiicrelerde eNOS ve SIRT1 ekspresyonunu
uyarmaktadir. Bununla birlikte heparin baglama bdlgesi TNF-a-indikli miR-21
ekspresyonunu ve oksidatif stresi bloke etmek icin ¢cok dnemlidir. Boylece hiicresel

yaslanmayi azaltmaktadir. miR-34a ve miR-21 ekspresyonunu azaltarak, kallistatin
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tedavisi streptozotosin ile indiklenmis diyabetik farelerde oksidatif hasar1 ve aortik
yaslanmay: zayiflatir ve Caenorhabditis elegans 6mrunt stres kosullari altinda
uzatmaktadir. Benzer sekilde, heparin baglayic1 alandan Kkallistatin, endotelyal
hicrelerde TGF-f ile indlklenen miR-21 sentezini ve oksidatif stresi inhibe ederek,
endotelyal-mezensimal gecisin engellenmesine, fibrozise ve kansere katkida
bulunmasina neden olmaktadir. Ayrica, kallistatinin aktif boélgesi miR-34a ve p53
ekspresyonunu stimile etmek ve miR-21-Akt-Bcl-2 sinyal yolunu inhibe etmek igin
gereklidir (Chao ve ark., 2017).
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6.GEREC VE YONTEM

6.1. Gereg

6.1.1. Calzgsma Grubunun Olusturulmas:

Bu calisma Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Geleneksel ve Tamamlayict Tip Merkezine basvuran hacamat yaptirmak isteyen
kadin katilimcilar Gzerinde gerceklestirildi. Katilimcilar 20-45 yas araliginda 30
kadin ve 45-75 yas arahginda 30 kadin, toplamda 60 kadindan olusturuldu.
Katihmcilara islem 6ncesi ve sonrasinda tansiyon 6lgiimi yapildi. isleme tansiyonu
uygun olan hastalar alindi. islem 6éncesi gonillilerin hemoglobin diizeyi kontrol
edildi; hemoglobin seviyesi 9,5 ve Uzeri degerde ise hacamat islemine alind.
Calismamiza antioksidan, vitamin, element takviyesi alan, diyabet, kardiyovaskuler
rahatsizlik, kronik bobrek rahatsizligi olan ve gebe kadinlar dahil edilmedi. Bunun
yaninda bulasici hastaliklari (HIV, Hepatit B), iyot alerjisi olan ve kan sulandirici
(Antiagregan, salisilik asit, coumadin) her hangi bir ilag kullanan kadinlar da

calismaya dahil edilmedi.

Calismamizda gruplandirma; grup 1, vendz kanminda 25-45 yas arasi
kadinlar, grup 2, ventdz kaninda 45-75 yas arasi kadinlar, grup 3, hacamat kaninda
25-45 yas arasi kadinlar, grup 4, hacamat kaninda 45-75 yas arasi kadinlar sekilde
yapildi. Calismaya dahil edilen katilimcilardan kahil noktasi hacamat kani ve rutin
amacla alinan ven6z kanmi alindi. Demografik 6zellikleri (yas, boy, vicut kitle
indeksi) 6zenle kaydedildi. Tlplere alinan kan ornekleri ¢ok bekletilmeden santrifij

edilerek, plazma ve serum halinde ayrild.

Kan ornekleri calisma giiniine kadar -80°C’de saklandi. Toplanan serum
orneklerinde (venodz kanda) glikoz, kolesterol, LDL, HDL, trigliserid, Ure, kreatinin,
ALT ve AST dizeyleri ¢alisildi. Hem hacamat hem vendz kandan elde edilen serum
orneklerinde MDA ve glutatyon Ol¢cumleri yapildi. Yine hem hacamat hem veno6z
kandan elde edilen plazma 6rneklerinde ise miR-21, miR-34a ve miR-200 Ol¢tmleri

yapildi.
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6.1.2. Kullan:lan Kimyasallar ve Kitler

- RTA total miRNA izolasyon Kiti

- RTA total miRNA izolasyon kitinin igerigi
0 Proteinaz K+
0 Lysis Buffer

Wash Buffer

Binding Buffer

DNase 1

DNase Working Buffer

o Elution Buffer

O O O O

- Applied Biological Materials (abm) cDNA izolasyon Kiti
- BrightGreen miRNA gPCR mastermix

- SNORD 44 Referans Gen Primerleri

- Applied Biological Materials (abm) Polly (A) Kiti

- Hedef miRNA Primerleri

6.1.2.a. MDA ve GSH ELISA Kit Icerigi
- Micro ELISA plate
- Reference Standard
- Concentrated Biotinylated Detection Ab (100x%)
- Concentrated HRP Conjugate (100x)
- Reference Standart & Sample Diluent
- Biotinylated Detection Ab Diluent
- HRP Conjugate Diluent
- Concentrated Wash Buffer (25x)
- Substrate Reagent
- Stop Solution
- Plate Sealer
- Manual

- Certificate Of Analysis

6.1.3. Kullan:lan Cihazlar ve Laboratuvar Araclar:

- Santrif(j
- Real Time PCR (LightCycler® 96)



Roche LightCycler 96 Multiwell Plate

Etlv

Mikrosantrifuj

Vorteks karistiric

(DNAse & RNAse free) ddH20

96-100% Etanol

Mikrosantrifuj ttpleri (1.5 ml, 2.0 ml)
Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uclar
Spin Kolonlar

Toplama Tupleri

EllisyonTupleri

6.2. YOntem

6.2.1. Plazma Eldesi ve miRNA Analizi

Venoz ve hacamat kan oOrnekleri EDTA’L tiplere, diz tiplere alindiktan
sonra 5-10 kez yavasca alt Ust edilerek karistirildi.

Kan orneklerinin 2 saat igerisinde serum ve plazma olmak tzere ayirild.
Tipler 2.000 xg de 10 dakika santriftj edildi.

Santrifllj islemi sonunda tipler sarsilmadan dikkatlice santrifijden cikarildi
ve yavasca kapaklari agildi. Plazmanin st kismindan 200ul’lik pipetlerle
(DNase, RNase free, filtreli pipet uclari kullanilarak) 5 kez pipetleme yapildi.
Toplamda 1000 pl 6rnek temiz eppendorflara aktarild.

Toplanan 1.000 pl’lik bu plazma 6rnegi 2.000 xg’de 10 dakika santriftj edildi
ve plazmanin st kismindan (en Ustte bir miktar zor gordilen lipid birikir ona
degmeden) 250 pl’lik kisim steril eppendorf tlipe alindi. Bu islem alttaki
hicresel kisim rahatsiz edilmeden (DNase, RNase Free, filtreli pipet uglar
kullanilarak) pipet ile cekildi.

Ayrilmis olan plazma ve serum Ornekleri ¢alisma yapilacag: gune kadar -80

de saklandh.
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6.2.2. miRNA /zolasyonu

Plazma 6rneklerinden 200 ul’lik kisim DNase, RNase free eppendorf tiiplere
aktarildi.

200 pl plazma Ornegi uzerine 350 pL Lysis Buffer ve 20 pL Proteinaz K
cozeltisi ilave edildi, pipetaj yapildi, ardindan 60 ° C'de 30 dakika inkiibe
edildi.

Kalintt DNA istenmemesi igin tlpe aktarilan sivinin tizerine Binding Buffer
tamponu eklemeden dnce 20 uL DNase | Working Tamponu ve 10 uL. DNase
| eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi, oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. Uzerine 350 uL Binding Buffer tamponundan eklendi ve dikkatlice
pipetaj yapilarak karistirildi.

Lizatin tamamim miRNA Spin Kolonuna (2 mL'lik toplama tipune
yerlestirilmis) aktarildi, kapak kapatihip ve 1 dakika boyunca 11000 xg'de
santriflij yapaldi.

Filtreli kolon yeni bir toplama tiplne yerlestirildi.

Filtreli kolona 500 uL Wash Buffer eklendi ve 11000 xg’de 1 dakika santrifj
yapildi.

Sivi iceren toplama tipl atilarak filtreli kolon yeni bir toplama tlptne
yerlestirildi.

Kalan etanolu uzaklastirmak igin 1 dakika stireyle 11000 xg'de santrifij
edildi.

Sivi iceren toplama tupu atilarak miRNA Spin Kolonu temiz 1.5 mL’lik
santriftij tlplne yerlestirildi.

miRNA Spin Kolonun filtresinin merkezine 6nceden 65 ° C'de isitilmis
Elution Buffer’den 40 uL aktarip ve oda sicakliginda 1-3 dakika inkibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler 1 dakika boyunca 8000 xg'de santrifiij edildi.
Tupte kalan sivi miRNA igermis olup ve kullanima hazir hale getirildi.

Elde edilen miRNA’lar -20 de sakland.

6.2.3. miRNA’lardan cDNA Eldesi

Elde edilen miRNA’lardan abm cDNA izolasyon Kkiti iceriginde yer alan
poly-A mixi kullanilarak miRNA’lara poly-A kuyrugu takildi.
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- Kitin igeriginde yer alan tim bilesenler her bir 6rnek icin Tablo1’de belirtilen
miktarlarda hazirlandi. Son hacim 25 pl olacak sekilde Kkitin c¢alisma

protokoluine uygun olarak calisildi.

Tablo 1: Poly (A) mix icerigi

RNA 15,25 pl
ATP 10 mM 1,25 ul
Poly(A) polymerase, yeast (1 U/uL) 1l

5x Poly(A) polymerase, yeast reaction 5,
buffer

25 mM MnCl, 2,5 ul (2,5 mM)
Toplam 25 ul

- Yapilan bu islemlerin ardindan 1s1 protokoli tablo 2 de belirtilen sekilde Light

Cycler cihazinda uygulandi.

Tablo 2: Poly (A) ‘min baglanmast igin gereken sure

37°C 20 dakika

65°C 20 dakika

- Poly-A takili olan miRNA’lar +4 te bekletildi ve bu siirede cDNA eldesi igin
yine aymt firmanin cDNA mix protokolli uygulanarak mixler hazirland:.

Oncelikle cDNA mix 1 hazirland: ve icerigi tablo 3 de belirtildigi gibidir.

Tablo 3: cDNA mix 1’in igerigi

RNA (poly a kuyruklu) 10 pl
Mirna oligo (dT) adapter (10 uM) 2 ul
Toplam 12 ul
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Hazirlanan mix 65° C’de 5 dakika bekletildi, sonrasinda +4 te tutuldu.
Hemen sonrasinda cDNA mix 2 hazirlandi. Mix hazirlanirken kullanilan

bilesenler ve hacimler tablo 4 te belirtildigi gibi uygulandi.

Tablo 4: cDNA mix 2’nin igerigi

dTNPs (10 mM) 1l
5x rt buffer 4 ul
RNase off ribonuclease inhibitor 0,5 ul
Onescript Rtase 1ul
RNase free water 1,5l
Toplam 20 pl

Mix 1 ve mix 2 birbirine karistirildi. Hazirlanan cDNA sentez mix ve RNA
karisimlart yine dretici firmanmin miRNA onescript cDNA sentez Kiti icin
hazirlamis oldugu kilavuzda ki tavsiyelerine uyularak asagidaki 1s1 ve
strelerde islem gérmek Gzere Light Cycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu
plate yuklendi.

0 42Cde15dk

0 72°Cde 10dk.

0 +4 °C de sakland:
Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. Elde edilen cDNA lar
PCR asamas: o6ncesi nanodropp ile olglimleri yapilarak her cdna 250 ng
dusuriilecek sekilde PCR grade water ile seyreltildi. Hazirlanan karisgimlar

Light Cycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu plate yiklendi.

6.2.4. Real Time PCR

cDNA’larin referans gen acisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili
bolgeleri isaretlemek amaciyla BrightGreen Master Mix ve SNORD44 PCR
Primer Mix’leri Uretici firmanin tavsiyelerine uyularak tablo 5’de belirtilen

hacimlere gore hazirlandi.
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Tablo 5: BrightGreen Mastermix ve SNORD44 primer mastermix igerigi

Bright Green Master Mix 10 pl
miRNA forward Primer 300 nM 1ul
miRNA reverse primer 300 nM 1ul
cDNA 250 ng 2 ul
H,O 6 ul
Total Volume 20 pl

- Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen (miR-21, miR-
34a, miR-200a) real time PCR mix’leri uygun cDNA’lar ile Light Cycler 96

sistemine ait 96 kuyucuklu plateler Gzerinde bir araya getirildikten sonra

tablo 6° da belirtilen 1s1 protokolu uygulanarak Light Cycler 96 sisteminde

real time PCR islemine alindi.

Tablo 6: Real time PCR 1s1 protokol

Denaturasyon

95°C de 10 dk.

Amplifikasyon

Bu dongu 40 kez saglanir. (40 cycle, Ramp-
rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degisimi)

95°C de 10 sn.
60°C de 15sn
72 °C de 30 sn Okuma

Melting Curve

95°C de 30 sn.
50 °C de 1 dk.

90 °C de continue (Acquisitions 3

per/°C)

Cooling

40 °C de 1 dk.
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Grafik 1: miR-21 Aplikasyon Egrisi
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Grafik 2: miR-34a Aplikasyon Egrisi
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Grafik 3: miR-200a Aplikasyon Egrisi
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6.2.5. MDA Olc¢iimi
MDA o6lgtimi, ticari kit kullanilarak ( Elabscience ) ELISA yontemi ile
oOlglldu. Testin prensibi, insan MDA’sinin farkl epitoplarina baglanan iki anti-MDA

poliklonal antikoru kullanilarak yapilan sandvi¢c ELISA yéntemidir.

ELISA kuyucuklarina konulan serumdaki MDA, kuyucuklardaki kat1 faza
bagl: bulunan anti-MDA antikoru ile reaksiyona girer. Ilk inkiibasyon periyodundan
sonra reaktif olmayan plazma komponentleri yikama ile uzaklastirilir. Sonra her bir
mikro plate kuyusuna Horseradish Peroksidaz'a (HRP) bagl 2. antikor eklenir ve
inkibe edilir. Daha sonra her bir goze bir TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk
degisimi, spektrofotometrik olarak 450 nm = 2 nm dalga boyunda 6lctlir. Calisma
sonunda standartlarin grafiginden MDA konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans

degerleri ile numulerin konsantrasyonu hesaplanir.
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6.2.6. Glutatyon Ol¢limii (GSH)
GSH o6lcuimii, ticari kit kullanilarak ( Elabscience ) ELISA yontemi ile
Olculdid. Testin prensibi, insan GSH’1nin farkli epitoplarina baglanan iki anti-GSH

poliklonal antikoru kullanilarak yapilan sandvi¢ ELISA yontemidir.

ELISA kuyucuklarina konulan serumdaki GSH, kuyucuklardaki kati faza
bagl: bulunan anti-GSH antikoru ile reaksiyona girer. ilk inkiibasyon periyodundan
sonra reaktif olmayan plazma komponentleri yikama ile uzaklastirilir. Sonra her bir
mikro plate kuyusuna Horseradish Peroksidaz'a (HRP) baglh 2. antikor eklenir ve
inkdbe edilir. Daha sonra her bir gbze bir TMB substrat ¢ozeltisi eklenir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk
degisimi, spektrofotometrik olarak 450 nm + 2 nm dalga boyunda olgtlur. Calisma
sonunda standartlarin grafiginden GSH konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans

degerleri ile numulerin konsantrasyonu hesaplanir.

6.3. istatiksel Analiz

Istatistiki analiz SPSS 16.0 programi kullamilarak yapildi. Calisma gruplar
tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ile test edildi. Veriler ortalama degerleri X+SD
standart sapma olarak wverildi. Test sonuclarinda p<0.05 anlamli olarak
degerlendirildi. Calismamiza ait parametreler arasi korelasyon “ Spearman
korelasyon testi ” ile yapild:.
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7. BULGULAR

Grup 1 ve Grup 2’ye ait demografik Ozellikler tablo 7°de verilmistir. Tablo

7’de goruldigi gibi grup 1’e ait yas (p<0.001) ve VKI (p<0.05) degerleri grup 2 ile

karsilastirildiginda istatistiki acidan anlamli disiik bulunmustur. Bunun yaninda,

grup 1’ e ait boy ve kilo degerleri grup 2 ile karsilastirildiginda istatistiki agidan

anlamli bir farklilik bulunamamastir.

Tablo 7: Grup 1 ve Grup 2’nin demografik dzellikleri

Demografik Grup 1 Grup 2

Ozellikl P
Zellikier (n=30) (n=30)

Yas (yil) 34.80 £ 6.81 54.63 + 6.62 p<0.001

Boy (cm) 1.62 + 0.06 1,61+ 0.05 0.623

Kilo (kg) 69.04 + 10.94 74,15+ 12.07 0.091

VKI (kg/m?) 2583 + 4.13 28.00 + 4.03 0.045

VKI: Viicut Kitle indeksi

Grup 1 ve grup 2’ye ait biyokimya parametrelerinin duzeyleri tablo 8’ de

gosterilmistir. Tablo 8’ de goruldigl gibi grup 1’e ait serum glukoz diizeyleri grup 2

ile karsilagtinldiginda, istatistiki agidan anlamli dusik bulunmustur (p<0.01).
Ilaveten, grup 1’e ait serum kolesterol, LDL, HDL, VLDL, TG, kreatinin, ALT,

AST, Ure ve hemoglobin dizeyleri grup 2 ile karsilastirildiginda istatistiki agidan

anlaml bir farklilik bulunamamastir.
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Tablo 8: Grup 1 ve Grup 2’nin biyokimyasal parametrelerinin seviyeleri

Biyokimyasal Grup 1 Grup 2 5
Parametreler (n=30) (n=30)

Glukoz (mg/dL) | 94.48+11.15 | 106.74+16.23 0.002
E:,?;th)r ol 202.23+38.10 | 206.77 +33.33 0.626
LDL (mg/dL) 11557+32.58 | 119.97 + 25.26 0.561
HDL (mg/dL) 53.99 + 11.49 51.18 + 11.10 0.340
VLDL (mg/dL) 28.83 + 12.64 30.83 + 14.66 0.574
TG (mg/dL) 146.23+62.85 | 156.07+73.36 0.579
Ure (mg/dL) 26.87 + 6.94 30.71 +10.03 0.091
ggf‘:[‘)i” 0.79 +0.08 0.78 +0.08 0.610
ALT (mg/dL) 16.36 + 6.26 19.50 + 10.12 0.156
AST (mg/dL) 16.73 + 5.05 18.34 + 4.21 0.189
:ﬁ;?gﬁ')om” 13.08 + 0.92 13.15 + 1.17 0.818

LDL: Low Density Lipoprotein (Dusik Yogunluklu Lipoprotein), HDL: High Density
Lipoprotein (Yuksek Yogunluklu Lipoprotein, VLDL: Very Low Density Lipoprotein (Cok
Dusuk Yogunluklu Lipoprotein), TG: Trigliserid, ALT: Alanin Amino Transferaz, AST:
Aspartat Amino Transferaz.
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Gruplarin miRNA duzeyleri tablo 9 da ve grafik 4, grafik 5 ve grafik 6 da
gosterilmistir. Tablo 9’dan ve grafiklerden goruldugu gibi yapilan ANOVA testi
sonucuna gore gruplarin plazma miR-21 (p=0.001), miR-34a (p<0.001) ve plazma
miR-200a (p=0.029) duzeyleri istatistiki bir fark

bulunmustur. Grup 2’e ait plazma miR-21 dizeyi grup 4 ile Kkarsilastirildiginda

arasinda acidan anlamh
anlamli derecede distk bulunmustur (p<0.05). Yine, grup 3’e ait plazma miR-21
duzeyi grup 4 ile karsilastirildiginda istatistiki agidan anlamli disuk bulunmustur
(p<0.001). Grup 1’e ait plazma miR-34a duzeyleri grup 4 ile karsilastirildiginda
anlamli derecede disik bulunmustur (p<0.001). Grup 2’ye ait plazma miR-34a
duzeyleri grup 4 ile karsilastirnldiginda anlamli derecede dusiuk bulunmustur
(p<0.001). Grup 3’e ait plazma miR-34a duzeyleri grup 4 ile karsilastirildiginda
anlamli derecede disuk bulunmustur (p<0.01). Grup 1’e ait plazma miR-200a
duzeyleri grup 4 ile Karsilagtirildiginda anlamli dizeyde disuk bulunmustur

(p<0.05).

Tablo 9: Gruplara ait plazma miRNA duzeyleri

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Grup 4
P
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
miR-21 0.07+0.03 | 0.06+0.03" | 0.03+0.02" | 0.11+0.13 0.001
miR-34a | 054+0.33° | 052+0.23" | 0.70£0.31° | 1.17+0.95 | p<0.001
miR-200a | 18.27 + 11.38" | 26.96 + 12.44 | 27.77 £ 19.67 | 31.25+21.60 | 0.029

a; Grup 4 ile karsilastinldiginda (p<0.05), b; Grup 4 ile karsilastirildiginda (p<0.001), ¢; Grup 4
ile karsilastinldiginda (p<0.01).

Gruplarin serum MDA ve serum glutatyon duzeyleri tablo 10’ da ve grafik 7
ve grafik 8 de gosterilmistir. Tablo 10” dan ve grafiklerden goraldigi gibi gruplar
arasinda serum MDA ve glutatyon dizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli bir

fark bulunamamustir.
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Tablo 10: Gruplara ait glutatyon ve MDA diizeyleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
P
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
GSH | 136.21+3248 | 13557 +37.43 136.2 +22.32 127.5 +29.30 0.735
MDA | 2397.1+818.9 | 2531.4+980.1 | 2883.7+1371.5 | 3035.7+1878.8 | 0.360

Grup 1’e ait plazma miRNA duzeyleri ve oksidatif stres parametreleri
arasinda korelasyonlar tablo 11’ de verilmistir. Tablo 11’ de g6ruldigl gibi plazma
miR-21 dlzeyleri ile plazma miR-34a (r=0.556 p=0.001) ve miR-200a (r=0.458
p=0.011) duzeyleri

bulunmaktadir.

arasinda istatistiki agidan anlamli pozitif korelasyon

Tablo 11: Grup 1’e ait plazma miRNA dlzeyleri ve oksidatif stres parametreleri arasinda
korelasyonlar

miR-21 miR-34a miR-200a GSH MDA
r=0.556 r=0.458 r=0.058 r=0.024
miR-21 -
p=0.001 p=0.011 p=0.798 p=0.914
r=0.556 r=0.307 r=-0.004 r=0.082
miR-34a -
p=0.001 p=0.099 p=0.985 p=0.718
r=0.458 r=0.307 r=-0.083 r=-0.012
miR-200a -
p=0.011 p=0.099 p=0.714 p=0.957
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Grup 2’ye ait plazma miRNA dlzeyleri ve oksidatif stres parametreleri
arasinda korelasyonlar tablo 12’ de verilmistir. Tablo 12° de goruldugu gibi plazma
miR-21 dlzeyleri ile plazma miR-34a dizeyleri arasinda istatistiki acidan anlaml
pozitif korelasyon bulunmaktadir (r=0.466, p=0.009). Plazma miR-200a duzeyleri ile
serum glutatyon duzeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli pozitif korelasyon
bulunmaktadir (r=0.413, p=0.050).

Tablo 12: Grup 2’ye ait plazma miRNA diizeyleri ve oksidatif stres parametreleri arasinda
korelasyonlar

miR-21 miR-34a miR-200a GSH MDA
r=0.466 r=0.031 r=0.081 r=-0.171
miR-21 -
p=0.009 p=0.872 p=0.713 p=0.436
r=0.466 r=0.234 r=0.171 r=0.054
miR-34a -
p=0.009 p=0.213 p=0.434 p=0.806
r=0.031 r=0.234 r=0.413 r=0.156
miR-200a -
p=0.872 p=0.213 p=0.050 p=0.478

Grup 3’e ait plazma miRNA duzeyleri ve oksidatif stres parametreleri
arasinda korelasyonlar tablo 13’te verilmistir. Tablo 13 te goruldiugi gibi plazma
miR-21 duzeyleri ile plazma miR-34a (r=0.676 p<0.001), miR-200a (r=0.389
p=0.034) diizeyleri arasinda istatistiki acidan anlaml: pozitif korelasyon bulunurken,
serum glutatyon duzeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli negatif korelasyon
bulunmaktadir (r=-0.591 p=0.004). Plazma miR-34a duzeyleri ile serum glutatyon
diizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli negatif korelasyon bulunmaktadir (r=-
0.421 p=0.050). Plazma miR-200a diizeyleri ile serum glutatyon dulzeyleri arasinda
istatistiki acidan anlamli negatif korelasyon bulunmaktadir (r=-0.554, p=0.007).
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Tablo 13: Grup 3’e ait plazma miRNA dizeyleri ve oksidatif stres parametreleri arasinda
korelasyonlar

miR-21 miR-34a miR-200a GSH MDA
r=0.676 r=0.389 r=-0.591 r=0.253
miR-21 -
p<0.001 p=0.034 p=0.004 p=0.256
r=0.676 r=0.111 r=-0.421 r=0.269
miR-34a -
p<0.001 p=0.559 p=0.050 p=0.225
r=0.389 r=0.111 r=-0.554 r=-0.117
miR-200a -
p=0.034 p=0.559 p=0.007 p=0.603

Grup 4’e ait plazma miRNA duzeyleri ve oksidatif stres parametreleri
arasinda korelasyonlar tablo 14’ te verilmistir. Tablo 14’ te goruldigl gibi plazma
miR-21 duzeyleri ile plazma miR-34a (r=0.586 p=0.001), miR-200a (r=0.579
p=0.001) diizeyleri arasinda istatistiki agcidan anlamli pozitif korelasyon bulunurken,
serum glutatyon duzeyleri arasinda istatistiki acidan anlamli negatif korelasyon
bulunmaktadir (r=-0.433 p=0.039). Plazma miR-34a duzeyleri ile plazma miR-200a
duzeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli pozitif korelasyon bulunurken (r=0.870
p<0.001), serum glutatyon dizeyleri arasinda istatistiki agidan anlamli negatif
korelasyon bulunmaktadir (r=-0.473 p=0.023). Plazma miR-200a duizeyleri ile serum
glutatyon duzeyleri arasinda istatistiki acgidan anlamli negatif korelasyon
bulunmaktadir (r=-0.426, p=0.042).
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Tablo 14: Grup 4’e ait plazma miRNA duzeyleri ve oksidatif stres parametreleri arasinda
korelasyonlar

miR-21 miR-34a | miR-200a GSH MDA

r=0.586 r=0.579 r=-0.433 r=0.071

miR-21 -
p=0.001 p=0.001 p=0.039 p=0.746

r=0.586 r=0.870 r=-0.473 r=0.062
miR-34a -

p=0.001 p<0.001 p=0.023 p=0.780

r=0.579 r=0.870 r=-0.426 r=0.022
miR-200a -

p=0.001 p<0.001 p=0.042 p=0.920

Grafik 4: Gruplara ait plazma miR-21 dlzeyleri
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a; Grup 4 ile karsilastinldiginda (p<0.05), b; Grup 4 ile karsilagtirildiginda (p<0.001).
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Grafik 5: Gruplara ait plazma miR-34a diizeyleri
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b; Grup 4 ile karsilastinlldiginda (p<0.001), ¢; Grup 4 ile karsilastinldiginda (p<0.01).

Grafik 6: Gruplara ait plazma miR-200a duzeyleri
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a; Grup 4 ile karsilastirildiginda (p<0.05).
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Grafik 7: Gruplara ait serum MDA dzeyleri
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Grafik 8: Gruplara ait serum GSH diizeyleri
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8. TARTISMA VE SONUC

Hacamat, Kkirli kan ile yabanct maddeleri vicuttan atma islemi olarak
tanimlanmaktadir. Tamamlayici ve geleneksel tedavi uygulamalarindan olan hacamat
yani kupa ile tedavi en eski tedavi yontemlerinden biridir. Uygulamada viicudun
belirli boélgelerine yerlestirilen kupalar, negatif basing olusturacak sekilde cilde
yerlestirilir, basincla cilt kabarir. Viicuda yerlestirilen kupa etkisiyle uyusan, negatif
basingla kabaran deriye kesici bir aletle derin olmayan kesikler atilarak kanin disar
atilimi saglanir. Vicuttan atilan kan, kirli kan olarak bilinir (Akdag, 2014; Kilng,
2015; Okumus, 2016). Hacamatla, hastaliklara yol acan potansiyel zararli maddelerin
vucuttan atilimi saglanarak, vicuttaki dengenin yeniden saglanmas: amaclanir.
Ayrica, vicuttaki var olabilecek ilag metabolitleri, kimyasal maddeler, agir metaller
ve vicut ici toksik maddelerin atiliminin saglandig: da dustnualir (EI Sayed ve ark.,
2013). Yapilan diger bir arastirmada hacamat, metabolizma sonucu agiga cikan
metabolik atiklar1 vicuttan atilimini kolaylastirdigi ve tedavi amach kullanilan

bircok ilacin zararh etkisini azalttig belirtilmistir (Sayed ve ark., 2014).

Hucreler metabolik sirecin bir parcas: olarak devamli serbest radikal ve
reaktif oksijen tirlerini olustururlar. Vicutta oksijen radikallerinin artmasi sonucu
ortaya ¢ikan duruma “oksidatif stres” denir. Oksidatif strese kaynaklik eden bitin
etkilere kars1 viicutta savunma gorevini antioksidanlar gostermektedir (Koca, 2003;
Antmen, 2005; Ozcan ve ark., 2015). Antioksidan sistem, hasar oncesi radikal
olusumunu kisitlar ve antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek
radikallerin hicrelere zarar vermelerini 6nlemektedir. Hiicre ve organ sistemlerini
reaktif oksijen tlrlerine karst korur, oksidatif hasart onarir, hasara ugramis
molekdlleri temizler ve mutasyonlar1 O6nlemektedir (Sorg, 2004). Antioksidan
sistemin yetersiz kaldigr durumda oksidan maddeler DNA polimeraz aktivitesini de
inhibe ederek, hiicre hasar1 ve Olimine neden olmakla birlikte biyolojik
membranlara zarar vermektedir (Yerer ve Aydogan, 2000). ROS, oksidatif stres,
hipertansiyon, diyabetik vaskilopati, hiperkolesterolemi ve ateroskleroz gibi farkl
vaskiler hastaliklarda nedensel bir rol oynamaktadir. Endotelyal ve vaskuler diiz kas
hicresi fonksiyonlarini bozdugu, kardiyovaskiler hastaliklarin olusumunda da rol
oynadigi bilinmektedir (Koca, 2003; Toy, 2012).

47



miRNA'lar, hedef mesajc1t RNA'larin stabilitesini veya translasyonal verimliligini
module eden kodlayici olmayan RNA molekulleridir. Redoks dengesizligi, hiicresel
yanitlar da dahil olmak lzere ¢cogu biyolojik islemde module edildigi gérilmektedir
(Magenta ve ark., 2013). Oksidatif stres ve miRNA’lar, biyolojik molekdlleri
etkilemesinden kaynakl: yaslanma ve hastaliklarin olusumunda, dnemli olgulardur.
Vicudumuzdaki genler miRNA’lar tarafindan kontrol edilmektedir. Ayrica
miRNA’lar hiicresel yaslanmay: tetikleyen surecte, oksidatif stres, mitokondriyal
hasar, telomeraz kisalmas: ve daha bircok olayda rol oynamaktadir (Sar, 2013).
Oksidatif stres ile vicutta artan serbest oksijen radikallerinin viicuttan kan aldirma
yontemi, hacamat ile azaltilabilecegi ifade edilmektedir (Okumus, 2016).

Literatur taramamiza gore daha 6nce hacamat ile miRNA arasindaki iliskiyi
arastiran herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu yizden calismamizin daha ileriki
arastirmalar icin yeni bir kap1 aralayacagi dusunilmektedir. Calismamizda
baktigimiz miRNA’larin vendz kanda ve hacamat kaninda farkl diizeylerde ¢iktigini
gozlemledik. Dahasi bu farklilik oksidatif streste etkili oldugu ve bir oksidatif stres
parametresi olarak lanse edilen ilgili miRNA’larin (miR-21, miR-34a, miR-200)
seviyelerinin hacamat kaninda ven6z kana gore seviyelerinin daha yiksek oldugunu
gozlemledik (tablo 9). Bu bulgular hacamatla, hastaliklara yol acan potansiyel zararh
maddelerin vicuttan atiliminin saglanmasi tamimini  dogrulamaktadir.  Yine
calismamizda MDA diizeylerinin vendz kana kiyasla hacamat kaninda daha yiiksek
seyrettigini ve GSH duzeylerinin ise hacamat kaninda vendz kana gore azalma
egilimi gosterdigi goOzlemledik. Fakat bu sonuglar istatistiki anlamlilik ifade
etmemektedir. Yaptigimiz literatir taramasinda oksidatif stres temelli bir cok
hastalikta hacamatin potansiyel yararli etkilerinden bahsedilen bir ¢ok calismaya
rastladik. Bizim sonuglarimizi da dolayli olarak destekleyen bu bulgulari asagida
derledik.

Yaralarin iyilesmesinde rolii olan nitrik oksidin sentezi, oksidatif stresle
azalmaktadir. Nitrik oksit yaralarin onarimi igin buyik bir etkiye sahiptir fakat
diyabet hastalarinda nitrik oksit miktar1 azalir, hacamat islemi ile nitrik oksit
seviyesinde artis oldugu bildirilmistir (EI Sayed ve ark., 2013). Romatoid artrit
hastalar1 Uzerinde yapilan bir calismada, farmakolojik tedaviye destek amach
uygulanan hacamatin, hastalarda immdin sistemde immunomoddlator etki olusturarak

farmakolojik tedavilerin yan etkilerinde ve VAS, sis eklem sayisinda, hastalik
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aktivite skorlarinda dramatik azalma gortlmustir (Ahmed ve ark., 2005). Migren
hastalarinda siddetli bas agrisi ve migren ataklarinin, hacamat uygulamasindan sonra
agnda azalmaya sebep oldugu bildirilmektedir (Ahmadi ve ark., 2008). Yine astimh
hastalarda, hacamat uygulamasindan sonra solunum fonksiyon testleri incelendiginde

duzelme meydana geldigi tespit edilmistir (Abd al-Jawad ve ark., 2011).

Kore’de yapilan bir caligmada strekli bilgisayar kullanimindan kaynakli boyun
agnst olan Kkisilerde hacamat sonrasinda agri siddetinde azalma ve boyunda
rahatlama goérulmastir (Kim ve ark., 2012). Hacamat sonrasi fibromiyaljili
hastalarda, bel agrisi olan hastalarda agri skorlarinda anlaml: bir sekilde duzelme
tespit edilmis, herhangi bir yan etkisi ile karsilasiilmamistir (Farhadi ve ark., 2009).
Ranaei-Siadat ve arkadaslarinin yaptiklar: ¢alismada hacamatin lipid paneline olan
etkisi arastirmislar ve hacamat sonrasi kolesterol, HDL, LDL seviyelerinde diizelme
oldugu kaydedilmistir (Ahmed ve ark., 2011).

P53 hicre donglsiinin dizenlenmesinde ve timoérigenezin énlenmesinde
Oonemli bir proteindir. Genomun koruyucusu olarak da adlandirilacak kadar blyk bir
Onem tagimaktadir. P53 benzer ozellikteki pl6 ve p21 proteinleri ile birlikte
miRNA’lar ile etkilesim halindedirler. miR-34a, p53 tarafindan artis
gosterebilmektedir. Bununla beraber P53’Un bir inhibitori olan SIRT1 ile (silent
information regulator) baglandiginda inaktif hale gecebilmektedir (Chang ve ark.,
2007; Yamakuchi ve ark., 2008). Aymi zamanda p53’ U inhibe eden protein
ailesinden E2F tarafindan da bu miRNA’nin sentezi baskilanabilmektedir.
miRNA’larin miR-106b ailesi, p21 transkriptinin 3> UTR’sini hedeflemekte ve
translasyonunu 6nlemekte boylece timor baskilayici gen olarak islev gérmektedir.
miR-21, p21’i hedefleyebilir, ¢linkl genelde yaslanmaya yol acan Drosa, yardimci
proteini olan DGCRS8’in silinmesinin etkilerini tersine cevirdigi gorulmistir
(Bonifacio ve Jarstfer, 2010). Calismamizda ventz kana gore hacamat kaninda miR-
34a yikselme, GSH ise azalma egilimi gdstermekte ve miR-34a hem grup 3 de
hemde grup 4 de GSH ile negatif korelasyon gdstermekte idi. Buda gosteriyor Ki
oksidatif stres temelli bir durumda antioksidan seviyelerinin azalmasina paralel
koruyucu etki adina miR-34a seviyeleri artis gosterebilmektedir. Yine bizim
calismamizi destekler mahiyette Bai ve ark. (2011), yilinda yaptiklari ¢alismalarinda

miR-335 ve miR-34a gibi miRNA’larin ROS (retimini artirmakta oldugunu ve
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mitokondriyal antioksidatif enzimlerin ekspresyonunu azaltarak etki etmekte

oldugunu ifade etmislerdir.

Yaslanmayla birlikte gortlen ortak bir durum, bircok organda, bazi
miRNA’larin ifadeki degisimin gozlenmesidir (Maes ve ark., 2008). miR-34a’nin,
hTERT yolaginin inaktivasyonuna yol acarak, c-myc yolaginin inhibisyonu yoluyla
hepatoselller karsinom hicrelerinde yaslanmay: tesvik ettigi gosterilmektedir. C-
myc'nin inaktivasyonu, miRNA’lar dahil tim RNA’larin transkripsiyonunu inhibe
eden bir miRNA 6rnegi saglar (Xu ve ark., 2015).

Yaslanmaya mitokondiriyal hasarin neden oldugu bilinmektedir. miRNA’lar
mitokondrinin otofajisini kontrol ederek, yaslanma indiksiyonunu modile
etmektedir. miR-210, miR-376a, miR-486-5p, miR-494 ve miR-542-5p, bircok farkl
mekanizma yoluyla otofajiyi kontrol etmektedir (Faraonio ve ark., 2011). Ote
yandan, miR-101’in otofajiyi, bir dizi pro-otofajik proteini hedefleyerek inhibe ettigi
gosterilmektedir (Frankel ve ark., 2011). miR-34a’nin C.elegans’taki ve ylksek
organizmalarda otofajiyi inhibe ettigini gdsteren kanitlar da bildirilmistir (Yang ve
ark., 2011). Dahasi, miR-34a, fare modellerinde beyin yaslanmasinin biyolojik
belirteci olarak tanimlanmistir (Li ve ark., 2011).

Telomerler, ilerleyen yas neticesinde kisalirlar ve kisalma sureci miRNA
ifadesi ve yaslanma ile iligskilendirilmektedir. Telomerik tekrar bag faktorleri olan
TRF1 ve TRF2, telomerlerin bakimi icin gerekli proteinlerdir. miR-23a’nin, TRF2
transkriptinin 3> UTR’sini dogrudan hedefleme kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir (Luo ve ark., 2015). miR-23a’nin asir1 ekspresyonu, telomer islev
bozukluguna ve yaslanmanin daha hizli baslamasina neden olmaktadir. Yan ve
arkadaslarinin yaptiklart bir calisgmada, insan fibroblastlarinda dogal maya
proteininin TRF2’nin artisina neden oldugu ve ayn1 zamanda miR-29a-3p, miR-30a-
5p ve miR-34a-5p’nin de azalisina yol agtigi gosterilmistir (Yan ve ark., 2015).
Yukaridaki bilgiler 1s1ginda su yorumu yapabiliriz ki, bizimde calismamizda yas
almaya baglh olarak artan miR-34a seviyelerinin yuksekliginin aynm1t miR-23a da

oldugu gibi telomer islev bozukluguna sebep olarak gerceklestirdigini diistinebiliriz.

Inflamasyon (iltinaplanma), kizariklik sisme ve agn ile Karakterize
immunolojik bir stirectir. Inflamasyon, yaslanmanin tetiklenmesinde rol oynar ve

yasla birlikte artma egilimi gostermektedir. miR-21’in yaslanmaya bagh
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iltihaplanmanin, “iltihaplanma-yaslanma” olarak bilinen bir surecin yam sira
kardiyovaskdler hastalik icin bir biyo belirte¢ oldugu gosterilmektedir (Olivieri ve
ark., 2012a ). Inflamatuvar sitokinlere maruz kalmaya yanmit olarak pankreasin beta
hicrelerinde miR-21 seviyelerinde artmis ve insilin sekresyonunda rol alan
proteinlerin ekspresyonunda azalma meydana gelmistir (Roggli ve ark., 2010). miR-
146a, miR-21 gibi pankreasin beta hucrelerindeki pro-inflamatuvar sitokinlere tepki
olarak modile edilmektedir (Roggli ve ark., 2010). Bizim de calismamizda yas
almayla ve hacmat kaninda ventz kana gore miR-21 seviyeleri artis gostermistir.

Yukaridaki arastirmacinin bulgulari bizim bulgularimiz: desteklemektedir.

Yaslanma ile fare karacigerinde, miR-93, miR-214 ve miR-669c ve miR-709
daha yuksek seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir (Maes ve ark., 2008).
Dahasi, ¢ok yagh farelerin karacigerlerinde, spesifik olarak miR-93 ve miR-214'lin
yiksek seviyelerde eksprese edildigi bildirilmistir. Topluca bu miRNAlarn,
normalde hiicreleri oksidatif proseslerden koruyan glutatyon-S-transferazlari asagi
seviyede diizenledikleri tespit edilmistir. Bu miRNA'larin artis gostermesi yaslanmis
hepatositlere 6zgi bir profil saglayabilir. Bu calismaya benzer sekilde bizimde
calismamizda oksidatif stresle iliskilendirilmis ilgili miRNA’larin yas almayla
seviyesinin arttig1 ve GSH seviyelerinin azaldigi dahast GSH ile negatif korelasyon

gosterdigini gozlemledik.

Insan umblikal endotel hiicrelerinin, 200 uM H,0, ile 8 ve 24 saat boyunca
tedavi edilen miRNA profili, miR-200 aile dyelerinin artisin1 gostermektedir
(Magenta ve ark., 2011). Bu miRNA ailesi, kromozom 12 (izerinde kimelenmis
miR-200c ve miR-141 ve miR-200a, miR-200b ve kromozom 1 uzerinde
kiimelenmis miR-429 ile birlikte bes tyeden olusur (Brabletz ve Brabletz, 2010).
Yapilan calismalar kanser de, apoptoz ve yaslanmada miR-200 aile Gyelerinin
roliiniin altin1  gizmektedir. Ornegin, mMiR-200¢' nin pro-apoptotik bir roli
kesfedilmistir, bu miRNA'nin apoptoz inhibitori FAPL'i hedefledigini ve bdylece
timor hucrelerini apoptosise duyarl hale getirdigini ortaya ¢ikarmistir (Schickel ve
ark., 2010). miR-200c' nin insan fibroblastlarinda ve insan trabekiler ag orguli
hlcrelerinde kronik oksidatif stres kaynakli yaslanma da seviyesinin artis gosterdigi
bildirilmistir (Li ve ark., 2010).
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Wang ve ark. (2010), yihinda vyaptiklari calismalarinda yukaridaki
aragtirmacinin ve bizim bulgularimizi destekler mahiyette oksidatif stres tzerine
miR-200 ailesinin seviyelerinde artis oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada miR-
200c ve miR-141 seviyelerindeki artis1 gozlemlemislerdir. Calisma icerigi, farkh
konsantrasyonlarda tertbitil hidroperoksit (t-BHP) olan House Ear Institute-Organ
Corti 1 (HEI-OC1) hucrelerinin tedavisi ile oksidatif stresin bir hicre modelinde

g6zlemlenmistir (Whang ve ark., 2010).

Mateescu ve ark. (2011), yihinda yaptiklari calismalarinda bircok kanser
cesidinde miR-200 aile Gyelerinin seviyesinin artis gosterdigini bildirmistir. Stphesiz
bugiin kanserin olusumunda oksidatif stresinde rol oynadig: kanitlanmis bir bilgidir
(Mateescu ve ark., 2011). Bir baska ¢alismada, miR-141 ve miR-200a’nin, p38a
mitojenle aktive edilmis protein kinazini hedefleme yetenegi arastirilmistir. p38a,
birgok hticre tipinin proliferasyonunun ve hayatta kalmanin kontroliinde oldugu gibi
strese (Dolando ve ark., 2007) htcresel tepkilerin diizenlenmesinde yer alan genis
bicimde ifade edilen bir sinyalleme molekuludir (Hui ve ark., 2007). Gercekten de
p38a, oksidatif stresin bir sensorl gibi davranir (Dolando ve ark., 2007) ve redoks
algilama fonksiyonu, timor gelisiminin kontroliinde 6nemlidir (Kennedy ve ark.,
2007). miR-200 ailesinin miRNA' larinin gelistirilmis ifadesi, p38a eksikligini taklit
eder ve fare modellerinde timoér blyumesini arttirir, fakat aym zamanda
kemoterapotik ajanlara yamiti da gelistirir. Insan yumurtalik adenokarsinomlar:
aslinda bir oksidatif stres belirtisi ile iliskilidir ve yuksek miR-200a seviyeleri ve
dustik konsantrasyonlarda p38a sergilerler (Mateescu ve ark., 2011). P38a
inaktivasyonunun, farmakolojik veya genetik olarak ROS birikimini ve antioksidan
savunma aktivasyonunu indikledigi bilinmektedir (Dolando ve ark., 2007; Naidu ve
ark., 2009). miR-200" ler ve oksidatif stres cevabi arasindaki etkilesim, insan
yumurtalik karsinogenezisini ve prognozunu etkileyebilir. Buradan da anlasiliyor ki
calismamamizda yasa bagli miR-200a seviyelerinde artis, miR-200a ile GSH

arasinda gruplardaki negatif korelasyon literatir tarafindan desteklenen bulgulardir.

Gecmisteki aragtirmalar, miRNA'larin belirli hastaliklarin saptanmasi igin
biyolojik belirteg olarak potansiyel olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ozellikle
de miRNA'larin kolay tespit ve yuksek 6zgulligi g6z 6nline alindiginda, yaslanma
ile norodejeneratif hastaliklar arasindaki baglanti noktasinda bu hastaliklarin

patolojilerinin saptanmasi icin miRNA ‘larin bir ara¢ olarak kullanmasi, muhtesem
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bir firsat sunmaktadir (Grasso ve ark., 2014). Literatir taramamizin sonucunda
hacamat yaptiran bayanlarin iki kahil noktasindan alinan kupa hacamat kani ve venoz
kani karsilatirilip oksidatif stres ile iliskili oldugu disunulen miR-21, miR-34a ve
miR-200’0n Uzerinde herhangi bir ¢alisma yapilmadig: tespit edilmistir. Dahasi, bu
parametrelerin farkli yas gruplarinda nasil degisebileceginin bu calismada ortaya
konulmustur. Sonug olarak, calismamizin mevcut bilgilere katki saglayacagini ve
miRNA’larin biyolojik aktivitesinin tanimlanmasina yarar saglayacagini, hacamatin
Ozellikle oksidatif stres kaynakli hastaliklarda terapdtik rolinin oldugunu

distinmekteyiz.
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