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Kalpainler (Kalsiyumda aktive olan proteazlar) onarılamayacak derecede hasar 

görmüş hücrelerin hücre iskeletinin parçalanmasından sorumludur. Ayrıca kalpainlerin 

hücre iskeletinin şekillendirilmesinde ve subletal aksonal membran hasarını onarmayı 

kolaylaştırma gibi ek görevleri de vardır. Kalpainler, nekroz ve apoptoz gibi hücre 

ölümü ile sonuçlanan olaylarda kaspazlarla da ortak görevler yüklenebilirler. Son 

yıllarda yapılan deneysel çalışmalarda sıçan omurilik travma modellerinde kalpain 

inhibitörlerinin apoptozu yavaşlattığı veya durdurduğu, DNA fragmentasyon analizleri 

ile gösterilmiştir. Bu çalışmanın amacı,  sıçanlarda oluşturulan deneysel böbrek iskemi-

reperfüzyon modelinde bir kalpain inhibitörü olan AK295‟ i kaspaz-3 enzimi üzerindeki 

etkisini incelemektir.  

28 adet erkek Wistar albino sıçan rasgele seçimle 4 gruba ayrıldı (n=7). Grup I 

(Kontrol grubu), Grup II (İskemi –reperfüzyon grubu), Grup III (İskemi –reperfüzyon + 

AK295 grubu) ve Grup IV (İskemi –reperfüzyon + DMSO grubu) olmak üzere 4 grup 

düzenlendi. Ksilazin (5 mg/kg) ve ketamin (75 mg/kg) anestezisi altında Grup I 

dışındaki sıçanlara sağ böbrek nefrektomisi uygulandı. Geri dönüşümlü genel anestezi 

altındaki sıçanlarda, 30 dakika total iskemi oluşturuldu. 24 saatlik reperfüzyon periyodu 

tamamlandıktan sonra yüksek doz anestezi uygulandı. Deney sonunda bütün gruplardan 

kan örnekleri (5cc) ve böbrek dokuları hızla alındı. Yaptığımız çalışmada böbrek 

dokularında aktif kaspaz 3 enzimi Western Blot tekniği ile bakıldı. Ayrıca serum kreatin 

ve üre değerleri, böbrek malondialdehit miktarı, hücresel antioksidan enzimler olan 

süperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerindeki önemli değişiklikler araştırıldı. 

Çalışma sonunda kalpain inhibitörü AK295‟ in böbrek iskemi reperfüzyon 

hasarında apoptozu kısmen engelleyerek böbrek hasarına karşı koruyucu etki gösterdiği 

saptanmıştır. 
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 Calpains (Calcium activated proteases) are responsible for degradation of the 

cytoskeleton of the cells that are damaged irreparably. Calpains also have additional 

tasks such as facilitating the repair in forming the cytoskeleton and in sublethal axonal 

membrane damages. Calpains may take on common tasks with caspases in the cases 

such as necrosis and apoptosis that result in cell death. In the experimental studies done 

in recent years, it has been indicated by DNA fragmentation analyses that the calpain 

inhibitors slow down or stop apoptosis in the spinal cord trauma models in rats. Purpose 

of this study was to invastigate the effect of AK295, which is a calpain inhibitor, on 

caspase-3 enzyme via an experimental kidney ischemia-reperfusion model generated on 

rats. 

 28 male Wistar Albino rats were divided into 4 random groups (n=7). These 4 

groups were Group I (Control Group), Group II (Ischemia-reperfusion group), Group III 

(Ischemia-reperfusion + AK295 group), and Group IV (Ischemia-reperfusion + DMSO 

group). Right kidney nephrectomy under anesthesia of xylazine (5 mg/kg) and ketamine 

(75 mg/kg) was performed to the rats except for Group I. The rats under reversible 

general anesthesia underwent 30-minute total ischemia. At the end of the test, blood 

samples (5 cc) and kidney tissues were taken from all the groups rapidly. Caspase 3 

enzyme activity was detected in the kidney tissues by Western-Blot technique. Serum 

creatine and urea values, amount of kidney malondialdehyde, and changes in the 

cellular antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase were also analyzed. 

 As a result of the study, it was found that the calpain inhibitor AK295 partially 

inhibited apoptosis in kidney damage by ischemia-reperfusion, and had a protective 

effect against kidney damage.     

 

 

 Key Words: AK295, Kidney, Ischemia-Reperfusion, Caspase 3 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR 

 

 

APAF-1  Apoptik proteazı etkinleştiren faktör 

CAT   Katalaz 

DMSO   Dimetil sülfoksit 

DNA   Deoksiribonükleik asit 

ER   Endoplazmik retikulum 

FADD   Fas bağımlı ölüm domain proteini 

GR   Glutatyon redüktaz 

GSHPx  Glutatyon peroksidaz 

H2O2   Hidrojen peroksit 

IAP   Apoptoz inhibitör proteini 

ICE   İnterlökin 1β dönüştürücü enzim 

İ   İskemi 

İ/R   İskemi-Reperfüzyon 

kDa   Kilodalton 

MDA    Malondialdehit 

NO   Nitrik oksit 

O2
.-   

Süperoksit radikali 

OH
.
   Hidroksil radikali 

OONO
-
  Peroksinitrit radikali 

p-53   Pro-apoptik protein 

PIDD   p53 uyarıcı protein 

PUFA   Çoklu doymamış yağ asidi 

R   Reperfüzyon 

RNT   Reaktif nitrojen türevleri 

SOD   Süperoksit dismutaz 

SOR   Serbest oksijen radikalleri 

TNF   Tümör nekroz faktör  
TNFR   Tümör nekroz faktör reseptörü 

XO   Ksantin oksidaz 
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1. GĠRĠġ 

 

Bir doku veya organa gelen kan akımının çeşitli nedenlerle yetersiz hale 

gelmesine veya durmasına iskemi denir. İskemi sonucunda doku hipokside kalır ve 

hipoksik doku hasarı ortaya çıkar. İskeminin uzun sürmesi sonucunda hücrelerin 

bütünlüğü kaybolur hatta hücresel ölüm meydana gelir. Reperfüzyon ise dokunun 

kanlanmasının yeniden başlamasıdır [1,2,3,4,5].  

Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel zararlarına karşı hücrede çok sayıda 

koruyucu enzim görev alır ve antioksidan maddeler ile radikal hasarlar azaltılır. 

Vücuttaki antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest radikallerin birbirleri 

arasındaki ilişki bir denge oluşturmaktadır [1,2]. Hücre içinde oksijenin metabolize 

edildiği her yerde, antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak için hızlı ve 

spesifik (enzimatik) olarak çalışırlar. Antioksidan savunmada öncelikle etkili olanlar 

enzimatik antioksidanlardır. Bunlar süperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon 

peroksidaz (GSHPx) ve glutatyon redüktaz ( GR) gibi enzimlerdir [1,2,5].   

Tüm organ ameliyatlarında olduğu gibi renal cerrahi girişimlerde de iskemi-

reperfüzyon (İ/R) kaçınılmazdır. Böbrek iskemisi; böbrek transplantasyonu, kısmi 

nefrektomi, kardiyopulmoner bypass, sepsis, çeşitli ürolojik girişimler ve hidronefroz 

gibi çeşitli klinik durumlarda görülür. Reperfüzyon sonrası ortama gelen nötrofiller ve 

bunlardan açığa çıkan mediatörlerin etkileri de eklenince organ veya doku ölümü 

kaçınılmaz olmaktadır [1,4,5].  

Her hücre, doğar, çoğalır (proliferasyon), farklılaşır (diferansiasyon) ve ölür 

(apoptoz). Apoptoz, hücrenin yaşam çemberi boyunca yapım-yıkım dengesinin 

sürdürülmesini sağlar [6]. Apoptik hücreler organizmanın bazı dokularında ve 

hücrelerinde sürekli olarak oluşmaktadır ve bu olay ömür boyu devam etmektedir. 

Böylece ölüm (apoptoz) ve yeniden yapım (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini 

oluşturmak üzere dinamik bir denge halinde süregelir [7]. 

Kaspazlar apoptik hücre ölümü esnasında önemli rol oynayan multigen ailesinden 

oluşan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Hücre ölümü sırasında meydana gelen pek çok 

hücresel ve morfolojik değişimler, bu enzimlerin rol oynadığı birtakım süreçler 

neticesinde gelişir [8]. Hücrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak 

birbirlerini aktive ederler. Böylece bir kaskad (şelale) şeklinde işlerler. Apoptoz hücreyi 

parçalayan yani apoptik morfolojinin oluşumunu sağlayan etkenler sonucu ortaya çıkar 

[9]. 
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Son zamanlarda ilginin giderek arttığı bir başka enzim grubu da kalpainlerdir. 

Kalpainler (Kalsiyumda aktive olan proteinler) onarılamayacak derecede hasar görmüş 

hücrelerin, hücre iskeletinin parçalanmasından sorumludur. Ayrıca kalpainlerin hücre 

iskeletinin şekillendirilmesinde ve subletal aksonal membran hasarında onarımı 

kolaylaştırma gibi ek görevleri de vardır. Kalpainlere, nekroz ve apoptoz gibi hücre 

ölümü ile sonuçlanan olaylarda kaspazlarla da ortak görevler yüklenebilirler [10,11]. 

Kalpain inhibitörleri ile yapılan çalışmalar henüz laboratuar çalışmaları düzeyinde 

devam etmektedir [11]. 

Kalpainler hücre iskeleti, sinyal iletimi, hücre döngüsü düzenlenmesi, apoptoz, 

kas distrofileri, kataraktogenez, Alzheimer ve Parkinson hastalıkları gibi diğer 

fizyolojik ve patofizyolojik yollarda rol oynayan proteazlar olduğundan, kalpain 

inhibitörleri ile yapılan çalışmalar yukarıda bahsedilen hastalıkların tedavisine yönelik 

çalışmalara öncülük edebilir. Hücre ölümünün istenmediği durumlarda kalpain 

inhibitörleri kullanılarak apoptoz engellenebilir.  

Bu çalışmada kalpain inhibitörü olan AK295‟ in renal iskemi reperfüzyon 

hasarında kaspaz-3‟ e olan etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Bu alanda yapılacak 

çalışmalar hem ülke ekonomisine hem de evrensel bilgi havuzuna önemli katkılar 

sağlayabilir. 

 

1.1. ĠSKEMĠ REPERFÜZYON HASARI 

 

Arterlerde herhangi bir nedenle oluşan tıkanma sonucu, dokuya giden kan akışının 

bozulması iskemi (İ) olarak tanımlanır. İskemi sonucunda hücre ölümleri ve organ 

yetmezlikleri çok sık rastlanan bulgulardır [12,13,14]. İskemi sırasında kan akışının 

kesilmesi ve taşınan oksijen miktarındaki azalma anaerobik metabolizmayı devreye 

sokar. Dokuda laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi de hücre hasarına katkıda 

bulunur [15]. İskemik dokuda kan akışının normale dönmesiyle dokunun tekrar 

oksijenlenmesine ise reperfüzyon (R) denir. İskemik dokunun reperfüzyonu, dokunun 

hayatta kalabilmesi için çok önemlidir fakat reperfüzyon, iskemik dokuya reperfüzyon 

hasarı olarak da tanımlanan ek hasarlar getirir [13,14,16]. Oksijenlenmiş kanın iskemik 

dokuya dönmesi ile O2 kaynaklı serbest radikallerin İ/R hasarında önemli rol oynadığı 

pek çok çalışmada gösterilmiştir [12,15,17,18,19]. İskemi ve reperfüzyon hasarını 

açıklayan pek çok mekanizma bildirilmiştir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun 

değişmesi, ATP‟ nin azalması, hücre içi Ca
+2

 artışı ve hücre iskeleti ile zar 
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fosfolipitlerinin bozulmasına öncülük eden proteaz ve fosfatazların aktive olması 

sonucu aşırı miktarda SOR oluşarak, oksidatif strese neden olmaktadır [20]. 

Reperfüzyon sırasında hem SOR (hidroksil radikalleri ve süperoksit anyonları) hem de 

RNT (nitrik oksit ve onun peroksi nitrit gibi toksik metabolitleri) miktarlarında önemli 

artış olur [21]. 

 

1.2. APOPTOZ 

İmmün sistemin hemostazının temel bir başlangıcı olan apoptoz, biyolojik 

görevini tamamlamış veya hasara uğramış hücrelerin, zararsız bir biçimde ortadan 

kaldırılmasını sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen programlı hücre ölümüdür  

[22,23].  

 Yunancada yaprak dökümü anlamına gelen apoptoz terimi, ilk kez 1972 yılında 

Kerr, Wyllie ve Currie adındaki patologlar tarafından kullanılmıştır. 1983 yılında Duke 

ve arkadaşları, jel elektroforezi ile apoptozda endonükleazların aktif hale gelerek DNA 

kırıklarına neden olduğunu göstermiştir. Böylece apoptik hücre ölümünün ilk 

biyokimyasal kanıtı elde edilmiştir [24,25]. 

Hücre çoğalması mitoz ile olmaktadır. Belirli bir dokuda olması gereken hücre 

sayısı da apoptoz ile belirlenir [26,27]. 

 Apoptoz ve mitoz dokuda sürekli bir denge halindedir. Programlanmış hücre 

ölümü, hücre intiharı, fizyolojik hücre ölümü apoptoz ile aynı anlamda kullanılan 

terimlerdir [26,28,29]. 

1993 yılında Cohen yüksek dozda kullanılan steroidlerin timüs bezi hücreleri 

üzerine etkilerini incelemiş ve timüs bezi hücrelerinin direkt olarak apoptozu 

seçmediğini, hücre ölümüne neden olacak genleri oluşturarak hücreleri apoptoza 

yönlendirdiğini bildirmiştir. Böylece apoptozun genler tarafından düzenlenen bir hücre 

ölümü olduğu anlaşılmıştır [30]. 

 Apoptoz protein sentezi ve enerji gerektiren hücrenin aktif ölümüdür [31]. Nekroz 

esnasında hücre şişer, mitokondri genişler, organeller çözünür, plazma membranı 

yırtılır. Sitoplâzma materyali hücre dışına geçerek inflamasyona (yangı) neden olur.  

Apoptoz sırasında ise plazma membranı yırtılmaz, yüksek ATP seviyeleri apoptoz 

için gerekli olur. Hücre içi ATP seviyesi hücrenin apoptoz veya nekroz ile öleceğine 

yön verir. ATP seviyesindeki değişme, mitokondrinin önemini apoptozun erken fazında 

göstermektedir. Eğer hücre ciddi olarak yaralanırsa apoptik yol için gerekli olan enerjiyi 

sağlayamayacak ve nekroz ile ölecektir [32]. 
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Apoptoz, hücre intihar şeklidir ve hücre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu 

olay nüklear büzülme ve DNA parçalanması ile karakterizedir [32, 33]. 

 

1.2.1 APOPTOZ MEKANĠZMALARI 

 

Apoptozun indüklenmesinde 3 farklı sinyal yolu gösterilmiştir [34]. 

 

Çizelge 1.1. Apoptoz mekanizmaları.  

 

1. Mitokondri/Sitokrom-c aracılı apoptoz oluşturulması 

2. Hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanan ölüm aktivatörleri ile tetiklenme 

3. Endoplazmik Retikulum aracılı apoptoz oluşturulması 

 

 

1. Mitokondri/Sitokrom-c Aracılı Apoptoz Oluşturulması: 

 

Mitokondri normal şartlar altında ATP oluşturmak üzere sitokrom-c ihtiva eder. 

Mitokondrial stres durumlarında serbes kalan sitokrom-c, apoptik hücre ölümünde 

kaspaz-3 aktivasyonu için önemli rol teşkil eder [32,35,36,37,38]. Bu yolda mitokondri 

tarafından kontrol edilen apoptik proteaz aktive edici faktör (Apaf-1) ve kaspaz-9 

bulunmaktadır [39,40,41]. Kofaktör nükleotid trifosfat (d-ATP ve ATP) ile aktive edilen 

sitokrom-c ve apaf-1 birleşerek prokaspaz-9‟ u aktive eder. Aktive kaspaz-9 da kaspaz-

3‟ ü aktive ederek diğer kaspaz kaskadının tetiklenmesini sağlar (Şekil 1.1)[34,41]. 

 

Şekil 1.1: Mitokondri/sitokrom-c aracılı apoptozun tetiklenmesi [41]. 
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Sağlıklı bir hücre mitokondrisinin dış membranında bcl-2 proteini yer alır [42,43]. 

bcl-2, apaf-1 proteininin bir molekülünü bağlar. bcl-2 neden olduğu internal hasarla 

mitokondride çatlaklar oluşturarak apaf-1 ve sitokrom-c salınımına yol açar. Bu iki 

protein kaspaz-9 moleküllerine bağlanır (şekil 1.2) [40, 41, 44]. Bu proteolitik 

aktivitenin kaskadı kan pıhtılaşması ve kompleman aktivasyonuna benzer. Aktivasyon 

için terminal uç kaspaz-3‟ tür. Bu proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapısal 

proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA‟ nın parçalanması ve hücrenin fagositozu 

sağlanır [32,34,45].  

 

 
 

Şekil 1.2: Apoptozom [41]. 

 

 

2. DıĢ Sinyallerle Apoptozun Tetiklenmesi: 

Birbirini tamamlayan ölüm aktivatörlerinin (fas-L ve TNF) hücre yüzeyindeki Fas 

ve TNF reseptörlerine bağlanmasıyla sitoplazmaya kaspaz-8‟ i aktive eden sinyaller 

yayılır. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diğer kaspazları uyarır ve hücrenin fagositozuna yol 

açar (Şekil 1.3)[34,36]. 
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Şekil 1.3: Mitokondri/Sitokrom-c aracılı apoptoz oluşturulması [34]. 

 

 

SCI reseptörleri fas ve p–75 ile bağlantılıdır. Bu reseptörler tümör nekroz faktör 

reseptör (TNFR) gen ailesinin üyeleridir. Bunların apoptik hücre ölümünü başlatan 

kaspaz kaskadını aktive ettiği bilinmektedir [46]. 

Diğer sistemlerde de oligodendrositlerde olduğu gibi apoptoz oluşumunda fas ve 

p-75‟ in sorumlu olduğu gösterilmiştir [46]. Fas reseptörünün, fas ligand (Fas-L) ile 

karşılıklı etkileşimi FADD (Fas bağımlı ölüm domain proteini) aracılığı ile olur ve 

bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek apoptik döngü başlar [46,47].  

 

3. Endoplazmik Retikulum Aracılı Apoptoz OluĢturulması: 

 

Son zamanlarda amiloid β norotoksisitesine katkıda bulunan kaspaz-12‟ ye 

bağımlı endoplazmik retikulum aracılı apoptik yol tarif edilmiştir [34, 48]. Bu yol 

mitokondrial/sitokrom-c ve ölüm reseptör aracılı apoptozdan farklı bir yoldur. ER, 

hücre içi kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasını içeren 

birçok süreçte kritik öneme sahiptir [48]. Kaspaz-12, ER membranında lokalize olan ve 

ER aracılı apoptoz için esas teşkil eden bir kaspazdır. Son çalışmalar göstermiştir ki 

Ca
+2

 seviyelerinin yükselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile 
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prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrıca kaspaz-7 salınımı ile de prokaspaz-12 salınımı arasında 

bir bağlantı bulunur. Aktiflenmiş kaspaz-12 sitoplazmaya yönelir. Kaspaz-9 ile 

karşılıklı olarak etkileşerek sitozolik kaspaz kaskadını aktive eder [49]. Son çalışmalar, 

in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12‟ nin kaspaz-9‟ u aktive ettiğini göstermiştir [50].  

 

1.2.2. APOPTOZ VE NEKROZ 

 

Nekroz esnasında hücre şişer, mitokondri genişler, organeller çözünür, plazma 

membranı yırtılır. Sitoplazma materyali hücre dışına geçerek yangıya neden olur. 

Apoptoz sırasında ise plazma membranı yırtılmaz, yüksek ATP seviyeleri apoptoz için 

gerekli olur. Hücre içi ATP seviyesi hücrenin apoptoz veya nekroz ile öleceğine yön 

verir. Bu da mitokondrinin önemini apoptozun erken fazında göstermektedir. 

Hücreler nekroz ve apoptoz mekanizmaları ile ölürler. Nekroz‟ a kaza (accidental) 

hücre ölümü de denir. Apoptoz ise programlanmış hücre ölümü olarak bilinir [32]. 

Nekroz mekanizmaları pasif hücre şişmesi, enerji kaybı, mitokondri yaralanması, 

internal dengenin bozulması şeklindedir. Bunlarda membran lizisine ve hücre içi 

materyallerin ortama salınmasına bağlı olarak inflamatuar reaksiyonların gelişimini 

tetikler [27,30,32,40,51,52,53,54]. Apoptoz hücre intihar şeklidir ve hücre kendi kendini 

aktif olarak yok eder. Bu olay nüklear büzülme ve DNA fragmantasyonu ile 

karakterizedir. Nekroza benzer olarak apoptoz da eksojen faktörlere bağlı olarak oluşur. 

Bu faktörler; radyasyon, hipertermi, eksitotoksinler ve serbest radikallerdir. Apoptoza 

giden hücre proteazlar tarafından otosindirime uğrar ve fagositler tarafından temizlenir. 

Bu olay inflamatuar olay gelişmeksizin ortaya çıkar. Morfolojik olarak apoptozun 

nekroza göre ciddi farkları vardır. Bunlar; nükleusda kromatin yoğunlaşması, nüklear 

büzülme ve DNA parçalanmasıdır. Membran ve organel yapıları korunur. DNA 

parçalanmasını göstermek üzere TUNEL tekniği kullanılır [32]. İstenmeyen ve 

lüzumsuz hücrelerin seçiliminde, sinir sisteminin sürekliliğini ve gelişimini sağlamada 

apoptoz fizyolojik bir yol teşkil eder. Yangıya sebep olmaksızın hücreler ortadan 

kaldırılır [32,35,55,56]. 

 Apoptoz için morfolojik değişimler hücre büzülmesi, kromatin yoğunlaşması, 

hücre membran tomurcuklanması olurken fosfotidilserin açığa çıkar. Sağlıklı hücrelerde 

plazma membranının içinde bulunan fosfotidilserin, apoptik hücrelerde plazma 

membranının dış yüzünde bulunur ve fagositik hücreler için sinyal görevi görür [56,57]. 
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1.2.3.APOPTOZ VE NEKROZ ARASINDAKĠ FARKLAR 

 

Apoptoz, hücrede yarattığı değişikliklerle nekrozun bir parçasıymış gibi 

algılanabilir. Ancak nekrozdan farkları şunlardır (Şekil 1.4). 

 

 

 
Şekil 1.4: Apoptik ve nekrotik hücre ölümünün karşılaştırılması [58]. 

 

 

 

Fiziksel Farklılıklar 

 

1. Nekroz bileşik hücre gruplarını etkiler, oysa apoptozda tek tek hücreler etkilenir 

[27,59]. 

2. Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla başlar, apoptoz fizyolojik uyaranla da 

başlayabilir (örnek: hormonal dengenin bozulması) [26,60]. 

3.      Nekroza uğrayan hücre, çevreye yaydığı kemotaktik maddeler aracılığı ile 

çağrılan makrofajlar tarafından fagosite edilir. Apoptoza uğrayan hücre ise çevreye 

kemotaktik madde yaymaz; yanında bulunan epitel hücreleri veya makrofajlar aracılığı 

ile fagositoza uğrar. Nekrozda inflamatuar cevap vardır, apoptozda ise yoktur 

[26,27,29]. 
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Morfolojik Farklılıklar 

 

1. Nekrozda zar bütünlüğü bozulur, apoptozda zarda kabarcıklar görülür fakat asla 

zar bütünlüğü bozulmaz [30,59]. 

2.     Nekroz sitoplazma ve mitokondride şişme ile başlar, apoptozda ise sitoplazmada 

büzülme ve çekirdek yoğunlaşması görülür [27,30]. 

3.    Nekroz total hücre parçalanması ile sonlanır, oysa apoptoz hücrenin daha ufak 

parçalara dönüşmesi ile sonlanır (apoptik cisimler) [27]. 

4.    Nekrozda hücre zarında vezikül oluşumu yoktur, total parçalanma olur; oysa 

apoptozda zara bağlı veziküller oluşur [61]. 

5.   Nekrozda organellerin devamlılığının bozulması mevcut iken, apoptozda; 

apoptozu başlatan bcl-2 gen ailesinin ürettiği por oluşturan proteinlerin etkisi ile 

organeller bütünlüğünü korur, ancak delikli bir yapıya kavuşur (Şekil 1.4) [30,61].  

 

Biyokimyasal Farklılıklar 

 

1.    Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptozda ise sıkı bir şekilde kontrol edilen 

enzimatik olaylar mevcuttur [60]. 

2.      Nekroz enerjiye ihtiyaç duymaz, pasif bir olgudur ve 4°C‟ de bile gerçekleşebilir. 

Apoptoz ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve 4°C‟ de gerçekleşemez [61]. 

3.     Agaroz jel elektroforezi yapıldığında, nekroz sırasında DNA‟ nın rastgele sindirimi 

mevcuttur. Oysa apoptozda rastgele olmayan, monooligonükleozomal parçalanma 

mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde apoptoz için karakteristik “ladder pattern” 

denen merdiven şeklinde kırılmalar meydana getirir [60,62]. 

4.      Nekroz sırasında hücre ölümünün geç bulgusu; postlitik DNA parçalanması vardır 

(DNA, hücre bütünlüğü bozulmadan önce parçalanır). Ayrıca apoptozda mitokondri 

tarafından sitoplazmaya birçok faktör salınımı mevcuttur (sitokrom-c v.b.) [52,62]. 

5. Nekroz sırasında spesifik olmayan zar parçalanması olurken, apoptozda zar 

asimetrisinde değişiklikler olur (örn: fosfotidilserin zarın sitoplazmik yüzünden 

ekstraseluler yüzüne doğru yer değiştirir). Bu değişiklik apoptik hücrenin inflamatuar 

reaksiyon oluşturmadan lokal hücrelerce tanınıp, fagosite edilmesini sağlar [61]. 
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1.2.4. APOPTOZUN GENETĠK KONTROLÜ 

 

ANTĠAPOPTĠK PROTEĠNLER 

 

Protoonkogenler normal hücre büyüme ve gelişmesini düzenleyen genlerdir. Bu 

genler aktive olup mutasyona uğradıklarında onkogen adını alır. Onkogenler, hücrenin 

aşırı büyüme ve bölünmesi doğrultusunda uyarımı gerçekleştirir. Hücrenin büyüme ve 

bölünmesini aktive edici genleri baskılayan ve dengeleyen genler ise adından da 

anlaşılacağı üzere tümör baskılayıcı genlerdir [63,64,65]. Son yapılan çalışmalar, bazı 

onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genlerin programlı hücre ölümünü kontrol ettiğini 

göstermektedir [53]. Omurgalılarda apoptozu düzenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2 

ailesi (bcl-2, bax ve bcl-xl) olarak bilinmektedir ve üretimini sağladıkları proteinler de 

aynı adlarla anılmaktadır [31,42,43,66]. 

 

p-53: 

 

Apoptozu düzenleyen bir diğer gen, tümör baskılayıcı p-53 genidir. Hipoksi ve 

serbest radikal oluşumu p-53 aracılı DNA onarımı ve apoptozu başlatır [46]. DNA 

hasarı oluştuğu zaman S fazına geçişi durdurur. DNA tamiri için zaman kazanılır, eğer 

tamir mümkün değilse hasarlanmış hücreler apoptoz ile yok edilir [59,66,67]. Normal p-

53 proteinlerinin yarılanma ömrünün kısa olması nedeniyle histolojik kesitlerde 

saptanamaz. Mutasyona uğramış p-53 geni apoptozun indüklenmesinde etkisizdir ve 

kanserlerin yarısında saptanmıştır. [27,68]. 

 

c-myc: 

 

Bir transkripsiyon düzenleyici faktör olan c-myc proteini, ortamda bazı faktörlerin 

bulunmasına bağlı olarak hücrenin çoğalmasına ve apoptoza uğramasına neden olur 

[69]. c-myc protoonkogeni bir hücrenin büyümesini programlar. Eğer hücrede hem c-

myc hem de uygun büyüme faktörleri yoksa büyüme durur, her ikisi de yeterli ise 

çoğalma olur, c-myc olduğu halde büyüme faktörleri yoksa apoptoz görülür [28,69,70]. 
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bcl-2 ve bcl-xl:  

  

bcl-2 ailesi apoptik kaskad kontrolünde en önemli gen ailesidir ve bir düzineden 

fazla üyesi vardır [32,42]. Bunlardan bazıları apoptik aktivitenin öncüleri iken (bax ve 

bad), diğerleri antiapoptik (hücre koruyucu) proteinlerdir [42]. Bu proteinlerin 

seviyeleri hücrenin öleceğine veya yaşayacağına karar verir. 

bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve bcl-2 güçlü bir ölüm 

inhibitörüdür [42]. Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c salınımını engellemede 

rol oynar. bcl-2 mitokondri membran dışında, endoplazmik retikulum ve nüklear 

membranlarda bulunur. bcl-2 ayrıca raf 1 ve kalsinörine bağlanır [42,43,67,71]. 

bcl-xl mitokondri membran dışında lokalizedir. bcl-xl ve bcl-2 beraberce 

mitokondri membran geçirgenliğini korurlar. Proapoptik proteinleri (bax ve bad) inhibe 

ederek apoptozu engeller [34]. bcl-xl kaspaz aktivasyonunu, apaf-1 üzerinden önler 

[32,40,42]. 

 bax ve bad proteinleri etkilerini diğer bir protein ailesi; kaspazlar üzerinden 

gerçekleştirir. Bunların sayısı da bir düzineden fazladır. Kaspazlar sistein proteazlardır, 

aktiviteleri hücre ölüm yolunda ortaya çıkar. Kaspaz-9, bcl-2 ailesi tarafından stimüle 

veya inhibe edilir. Kaspaz-2 ve kaspaz-8, TNF-α gibi sitokinler tarafından aktive edilir. 

 

XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP: 

 

Antiapoptik protein ailesinden apoptoz protein inhibitörleri omurgalı ve 

omurgasızlarda bulunmuş olup, bunlar programlanmış hücre ölümünün negatif 

düzenleyicileridir. Bunların çoğu hücre ölümünü kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9‟ a 

direkt olarak bağlanıp onları inhibe ederek gerçekleştirirler [34]. 

 Apoptoz protein inhibitörleri kaspazları ölüm reseptörleri ve mitokondrial yol ile 

inhibe ederler [34,37,50]. 

 

 

PROAPOPTĠK PROTEĠNLER 

 

bax, bad ve bid: 

 

Sağlıklı hücrede bax sitozolde bulunur. Apoptik uyarı ile sitozolik bax 

mitokondriye yönelir ve çeşitli değişimler sonucunda bax‟ ın hidrofobik C terminal ucu 
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açığa çıkar ve sitokrom-c salınımına neden olur. Kalpain tarafından bax salınımı 

uyarılarak sitokrom-c açığa çıkar [67,72]. 

bad, sağlıklı hücrelerde mitokondri membranının dış zarında bulunur. Apoptoz 

sırasında bax değişime uğrar ve N terminal uç açığa çıkarken bcl-xl bad‟ dan ayrılır 

[44,72]. 

bid, bcl-2‟ yi inaktive etmek veya bax‟ ı aktiflemek üzere mitokondriye yönelir 

[42]. Endojen bid‟ in yarısı sitozolde erir. Diğer yarısı ise hücre içi membranlarda 

özellikle de endoplazmik retikulumda bulunur [32,37,49]. 

 

 
Şekil 1.5. Apoptozun düzenlenmesi [73]. 

 

1.3. KASPAZLAR    

 

Apoptoz mekanizmasında üç temel grup rol alır. Bunlar: Ölüm reseptörleri, 

adaptör proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) [58,74]. Adaptör proteinler, 

reseptörle gelen sinyal sonucunda kaspazlara bağlanıp onları aktive ederler. Bu 

reseptörlerin en çok bilinenleri TNF reseptörü-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) karaciğerde 

bol miktarda bulunur. Fas‟ ın etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadı) aktive olur ve kaspazla 

aktive olan DNaz aracılığı ile DNA yıkımına neden olur [74]. Memeli hücrelerinde 

sistein proteaz ailesinden olan kaspazların aktif merkezinde sistein yer alır ve 

sitoplazmada inaktif öncüler olarak bulunur. Bu inaktif öncüler, bir proteaz aktivasyon 
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dizisi (şelalesi) başlatarak sitoplazmik proteinlerin yıkımında rol almaktadır, bu sırada 

nükleazlar da aktive olarak DNA parçalanmasını ve RNA yıkımını gerçekleştirmektedir 

[75]. Sitokrom c’ nin sitoplazma içine salınması ile apoptozun son basamaklarından 

sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. 

Şimdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanımlanmıştır [76,77]. İnflamasyonu 

uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanımlanan ICE, prokaspaz-1 olarak 

isimlendirilmiştir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diğer prokaspazları aktive ederler. 

Kaspazlar; sitokin üretimine katkıda bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin 

"başlatıcıları" (kaspaz 2, 8, 10) ya da "uygulayıcıları" (kaspaz 3, 6, 7) olarak 

sınıflandırılırlar [74,78]. Ölüm sinyali veren başlatıcı kaspazlar, adaptöre bağlanırlar ve 

ölüme yönlendirirler ama infazı gerçekleştirmezler bunu yapacak olanları aktifleştirirler. 

İnfazı gerçekleştiren uygulayıcı (effektör) kaspazlardır. Uygulayıcı kaspazlar, başlatıcı 

kaspazların akışını aktive ederler [74].   

Apoptik programın merkezi bileşeni kaspazlardır [79]. Kaspaz aktivasyonu 

hücreye özgüdür ve kaspaz inhibitörlerinin (IAP) effektör kaspazları inhibe ederek 

apoptozu engellediği gösterilmiştir [74]. Ayrıca IAP (Apoptoz inhibitörleri) ailesinin 

kaspazlardan ayrı olarak, transkripsiyon faktörlerinin düzenlenmesinde ve hücre 

siklusunun kontrolünde de yer alarak apoptozu inhibe ettiği bilinmektedir. Bu 

inhibitörler malign hücrelerde aşırı olarak gözlenirler [73]. Kaspazlar, proteinleri 

yalnızca aspartik asit bulunan bölgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adını 

almışlardır. Böylece kaspazların kısıtlı proteolizisi nedeniyle, hücrede lizis şekillenmez 

ve apoptik cisimcikler oluşur [73,79]. 

 

  

Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarına göre 3 ana gruba ayrılırlar (Şekil 1.6). 

 

1- BaĢlatıcı kaspazlar (apoptozu baĢlatanlar): Kaspaz 2, 8, 9, 10‟ nu içermektedir. 

Bu kaspazlar proapoptik sinyalleri alarak, sinyalin alt kısmında kalan diğer kaspaz 

üyelerinin aktive olmasını sağlarlar. Her biri 100 aminoasitten oluşan başlatıcı 

kaspazlar, transmembran proteinleri veya sitotoksik etkiye sahip maddeler ile 

etkileşerek aktif hale geçerler. Bu kaspazlar, adaptör ve düzenleyici proteinlerin farklı 

kombinasyonları ile etkileşime girerek apoptik mekanizmanın hücre içerisinde farklı 

yönlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz-2‟ nin aktivasyonu için ölüm bölgesi 

içeren PIDD ve adaptör protein olarak da RAIDD olması gerekir [80,81]. 
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2- Efektör kaspazlar (apoptozu yürütenler): Kaspaz 3, 6, 7‟ yi içermektedir. Bu 

kaspazlar çeşitli hücre içi proteinleri enzimatik reaksiyonlarla parçalarlar ve apoptik 

hücre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar [9,82]. 

 

3- Sitokinleri aktive eden kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14‟ ü içermektedir. 

Hücre sinyal iletiminde önemli role sahip olan sitokinlerin aktivasyonu ve 

inflamasyondan sorumludurlar. Kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive 

olabilmektedirler [78,83]. 

 

 
 

Şekil 1.6 Kaspazların sınıflandırılması 
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Şekil 1.7. Kaspaz Akış Döngüsü [73]. 

 

 

1.4. KASPAZ VE KALPAĠNLERĠN APOPTOZDAKĠ ROLLERĠ 

 
Kalpainler, kaspaz-9 gibi prokaspaz 3‟ ün aktiflenmesini sağlar ve apoptoza katılır 

(Şekil 1.8) [84,85].  

 

 
 

Şekil 1.8: Kalpain ve kaspazların apoptozdaki rolleri. 
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Kaspaz-3‟ ün m-kalpain ile aktivasyonu doza bağımlı bir şekilde in vitro olarak 

sitozolik bölümlere inkübasyonu, kaspaz-3 proformlarının kalpainlerle beraber aynı 

ortamda tutulması ile ortaya konmuştur. Bu bir miktar aktif kaspaz-3‟ ün olmasını 

gerektirir ve kalpain inhibitörü kalpastatin ile engellenebilir [86]. 

Kaspazlar değişik substrat özgüllüğüne sahip, P1 pozisyonunda aspartat nidusu 

bulunan apoptoza anahtar olan sistein proteazları olarak tanımlanmışlardır. Kalpainler 

başka bir sistein proteaz ailesinden olup kalsiyum ile aktive olurlar [86]. 

Blomgren ve arkadaşları kaspaz-3‟ ün, neonatal hipoksi-iskemi sonrası sinerjistik 

aktivasyonun m-kalpain vasıtasıyla olduğunu göstermiştir [86]. 

 

1.5. APOPTOZUN SAPTANMASINDA KULLANILAN YÖNTEMLER 

 

Apoptozu saptamak için çok çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. 1972 yılında, 

apoptoz terimi ilk kez kullanıldığında hücrenin morfolojik görünümüne göre karar 

verilmişti. Oysa günümüzde morfolojik değerlendirmenin yanı sıra apoptoza özgü 

olduğu bilinen bazı aktivasyonların (örn, aktif kaspaz-3 tayini) moleküler düzeyde 

belirlenmesiyle de saptanabilmektedir [9].  

İlk kez morfolojik kriterlere göre belirlenen apoptoz, 80‟ li yılların sonuna doğru 

DNA kırıklarının oluştuğunun ortaya çıkarılmasıyla birlikte bu kırıkların saptanmasına 

yönelik yöntemlerle belirlenmeye başlandı. 90‟ ların ortalarında ise apoptik hücrelerde 

kaspazların aktifleştiği bulundu. Böylece, kaspaz aktivasyonlarının belirlenmesine 

yönelik metotlarla saptanabilen apoptoz, 90‟ ların sonuna doğru fosfatidilserin 

translokasyonunu belirleyen yöntemlerle de saptanmaya başlandı, Apoptozun 

belirlenmesine yönelik geliştirilen tüm metotları, 2000‟ li yılların başlarında, sadece 

apoptik epitelyal hücrelerde olmak üzere kaspaz aktivitesiyle kırılan bir protein olan 

keratin 18‟ in kırıldıktan sonraki özgün formunu saptayan antikorların kullanılarak daha 

spesifik olarak saptanması takip etti. Apoptozun belirlenmesinde kullanılan yöntemler 

şöyledir (Çizelge 1.2) [9]. 
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Çizelge 1.2. Apoptozun belirlenmesinde kullanılan yöntemler  

 

I.      Morfolojik görüntüleme yöntemleri 

II.     Ġmmunohistokimyasal yöntemler 

III.    Biyokimyasal yöntemler 

IV.    Ġmmünolojik yöntemler 

V.     Moleküler biyoloji yöntemleri 

 

 

1.6. KALPAĠNLER 

 

Kalpainler aktif merkezinde nükleofilik thiol grubu bulunduran sistein 

proteazlardır [87,88]. Kalpain adı kalsiyum bağlayıcı bölge olarak calmoduline sahip 

olduğundan “cal” ekini, papain benzeri sistein proteaz özelliği gösterdiğinden “pain” 

ekini alarak isimlendirilmiştir [89]. Kalpain ilk olarak 1964 yılında Guroff tarafından 

sıçan beyin extratında gözlemlenmiştir [90]. 

Memelilerden omurgasızlara, mantarlardan bakterilere kadar pek çok canlıda 

kalpainlerin izoformu tanımlanmıştır [88]. Bugüne kadar memelilerde 16 çeşit kalpain 

izoformu tanımlanmıştır (Çizelge 1.3) [91,92]. Bu tanımlanan kalpainlerin tipik ve 

atipik kalpainler olmak üzere 2 sınıfa ayrılması, karboksil uçta EF el motifine sahip 

olup olmamasına dayandırılmıştır [92,93]. Aktiflenmeleri için m-kalpainler milimol 

seviyelerinde Ca
+2

 konsantrasyonlarına ihtiyaç duyarken, μ kalpainler ise mikromol 

düzeylerinde Ca
+2

 konsantrasyonlarında aktiflenirler [89]. 
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Çizelge 1.3. Kalpainlerin sınıflandırılması ve hastalıklarla ilişkisi  

 

 

 

Kalpainler; iskelet kası, kalp kası, beyin, böbrek, akciğer, karaciğer ve adipöz 

doku gibi çeşitli dokularda geniş bir yayılım gösterirler [94]. Bu dokularda kalpainlerin 

fizyolojik ve patolojik düzeni karışıktır fakat kalpainlerin, fizyolojik ve patolojik 

durumlarda önemli rol oynayan yapısal proteinlere ve hücre içi sinyallere ayrıldığı 

kabul edilmektedir. Hücre iskeleti ve yapısal proteinler (spektrin, α-aktinin, distrofin, 

tubulin) , membrana bağlı proteinler ve reseptörler (EGF reseptörü), kalmodulin 

bağlayıcı proteinler (kalsiyum pompası, inositol 1.4.5-trifosfat kinaz), miyofibril 

proteinleri (troponin I, troponin T, miyozin), transkripsiyon faktörleri (c-fos, c-jun) ve 

birkaç önemli enzimin (protein kinaz C, 3-hidroksil-3-metilglutaril-CoA redüktaz, 

cAMP-bağımlı kinaz) kalpain substratları içerdiği bilinir [95,96]. Kalpainler kas 

distrofisi, katarakt, felç, iskemi, beyin travması, Alzheimer, diyabet ve kanser gibi 

hastalıklarda rol oynamaktadır [95]. 
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Şekil 1.9: Tipik ve Atipik kalpainler    

 

 

TĠPĠK KALPAĠNLER 

 

Tipik kalpainler, kalpainlerin EF el motifine sahip alt ailesi olarak bilinir. Bu 

ailenin üyeleri kalpain 1, 2, 3, 4, 8, 9, 11, 12, 13 ve küçük alt ünite II olmak üzere 10 

farklı kalpainden oluşur. Bu ailenin üyeleri karboksil uçta Ca
+2

 bağlayan EF el motifi 

yapısına sahiptir [93]. 

 

ATĠPĠK KALPAĠNLER 

 

Atipik kalpainler terminal uçta, 4. bölgedeki EF el motifine ve kalsiyum bağlayıcı 

bölgeye sahip değillerdir. Bu ailenin üyeleri kalpain 5, 6, 7, 10, 14, 15 olmak üzere 6 

kalpainden oluşur. Atipik kalpainlerin aktiviteleri için kalsiyuma gerek duyup 

duymadıkları tam olarak bilinmemektedir.  
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1.6.1. KALPAĠNLER VE KALPASTATĠN 

 

Kalpainler, Guroff tarafından MSS‟ de bulunmuş, hücre içi proteazlardır [85, 97]. 

Enzimatik aktiviteleri kalsiyuma bağımlı sitozolik sistein proteazlardır. Kalpain ailesi 

üyeleri memelilerden Drosophila melanogaster ve Caenarhabditis elegans‟ a kadar 

birçok organizmada bulunur. En iyi bilinenler; m-kalpainler ve μ-kalpainlerdir. 

Aktiflenmeleri için m-kalpainler milimol seviyelerinde Ca
+2

 konsantrasyonlarına ihtiyaç 

duyarken, μ-kalpainler ise mikromol Ca
+2

 konsantrasyonlarında aktiflenir [85]. 

Kalpainler 80 kDa‟ lık katalitik ve 30 kDa‟ lık düzenleyici alt grupların 

karışımından meydana gelir. 80kDa‟ lık katalitik grup I-IV arası domainleri kapsar. 

30kDa‟ lık düzenleyici alt grup ise V ve VI olmak üzere 2 domain içerir (Şekil 1.10), 

(Şekil 1.11) [85, 89].   

Kalpainler, sitoskeletal şekillenme, farklılaşma, hücre göçü, çoğalma ve 

apoptozdan gibi hücresel fonksiyonlarda görev alır. Kalpain eksikliği olan transgenik 

fareler embriyonik gelişim sırasında ölürler [89]. 

m ve μ-kalpainlerin substratları aynıdır ve bunlar; sitoskeletal proteinler, 

membran proteinleri, sitokinler, protein kinazlar, fosfatlar ve lens proteinleridir [98, 99]. 

Kalpastatin (110 kDa), kalpainin endojen inhibitör proteinidir. Kalpain haricinde 

diğer proteazları inhibe etmez. Kalpastatin, kalpain ile beraber sitozolde ve membranda 

bulunur. Kalpastatin dört adet inhibitör bölge içerir ve 1 molekül kalpastatin 4 molekül 

kalpaini inhibe eder [85]. 

Neonatal serebral hipoksi ve iskemide Blomgren ve arkadaşları tarafından yapılan 

çalışmada kalpastatinin hipoksiye karşılık olarak upregüle olduğu ve kalpaine karşı bir 

intihar substratı olduğu tespit edilmiştir [100]. 
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Şekil 1.10: Kalpainin yapısı ve kalsiyum ile ilişkisi 

 

 

 
Şekil 1.11: Kalpainin şematik yapısı 
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1.6.2. KALPAĠN AKTĠVASYONUNUN DÜZENLENMESĠ 

 

Kalpain aktivitesi, oto proteolitik salınım, fosforilasyon, Ca
+2

 konsantrasyonu ve 

endojen inhibitör kalpastatin ile düzenlenir [72, 101].  

Kalpainler için gerekli olan kalsiyum konsantrasyonları μmol‟ den mmol‟ e kadar 

değişir. Bundan dolayı hücrelerde Ca
+2

 gereksinimini düşürecek veya kalsiyuma karşı 

kalpainlerin hassasiyetini arttıracak mekanizmalar vardır. Hücre içi kalsiyum 

seviyelerine kalpainlerin hassasiyeti membran fosfolipitleri sayesindedir [72, 85, 101]. 

Kalpainlerin Ca
+2

 afinitesini arttıran aktivatör proteinlerin varlığında kalpain 

aktivasyonu başlar [102]. 

Aktif kalpain membranlarda bulunur. Kalpain aktivasyonunda membrandaki 

lokalizasyonları önemli rol oynar. Kalpainlerin aktivasyonlarında veya 

inaktivasyonlarında fosforilasyon uçları rol alır [85, 98, 99, 102]. 

          Tipik kalpainlerden, kalpain-1 μ-kalpain olarak bilinirken kalpain-2 ise m-kalpain 

olarak bilinmektedir. Bu iki kalpain, kalpain süper ailesinin en çok bilinen ve 

karakterize edilen üyeleridir. Literatürdeki kalpainlerin büyük bir kısmı, kalpain 

inhibitörlerini, kalpainlerin yapılarını ve hayvan deneylerinde kullanılan iki izoformunu 

içermektedir. Bunların hepsi aynı zamanda memeli hücrelerinde de bulunmaktadır. 

Kalpain-1 aktiflenmesi için mikromol düzeyinde Ca
+2

 konsantrasyonuna ihtiyaç 

duyarken, kalpain-2 milimol seviyesinde Ca
+2

 konsantrasyonuna ihtiyaç duyar. Bunlar 

ortak düzenleyici alt ünite ve katalitik alt ünite benzeri heterodimerlerin oluşması ile 

işlev kazanır. Büyük alt ünite diğerlerinden farklıdır ama küçük alt ünite aynıdır. 

Kalpain-1, 82 kDa katalitik alt üniteye sahipken kalpain-2 ise 80 kDa katalitik alt 

üniteye sahiptir. Kalpain-1 ve kalpain-2 ile birlikte 28 kDa düzenleyici alt üniteye 

sahiptir. Kalpain-1 ve Kalpain-2 birbirlerine yaklaşık % 60 oranında benzerlik 

gösterirler [93]. 

         Kalpain-1 ve kalpain-2‟ nin büyük alt üniteleri temel olarak 4 farklı aminoasit 

dizisi içeren bölgeye ayrılmıştır (Şekil 1.11) [93]. 1. Bölge otoliz bölgesi içermektedir 

ve Ca
+2

 ye duyarlılık artması durumunda otolitik aktivasyon gerçekleşir [91]. 2. Bölge 

substratları hidroliz etmek için katalitik üçlü (Cys-His-Asn) aminoasidi içeren katalitik 

proteaz bölgesidir. Üçlü yapı sistein(Cys), histidin (His) ve asparajin (Asn) 

aminoasitlerinden oluşur [103]. 3. Bölge katalitik bölge olarak bilinen 2. bölge ile Ca
+2

 

bağlayıcı 4. bölgeyi birbirine bağlar [91]. 4. Bölge 5 EF el motifine sahip kalmodulin 

benzeri bölgedir. İlk 4 EF el motifi bölgesi Ca
+2

 bağlayıcı bölgedir. 5. EF el motifi 
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bölgesinin karboksil ucu 28 kDa küçük alt üniteyle (Kalpain 4) dimerizasyon yapabilir. 

Kalpain-4, kalpain-1 ve 2‟ nin küçük alt ünitesi ya da düzenleyici alt ünitesi diye 

bilinir. Bu isim genelde kalpain küçük alt ünitesi I diye bilinir. Kalpain-4 bir ucunda 

NH2 içeren 5. bölge diğer ucunda COOH içeren 6. bölgeden oluşmaktadır. (Şekil 1.11) 

[104]. 5. bölge glisin bakımından zengindir. Bu bölgenin yaklaşık % 30 glisinden oluşur 

ve hidrofobik bölge olarak adlandırılır. 5. bölgenin fonksiyonu tam olarak 

bilinmemektedir fakat membranla bağlantı sağladığı düşünülmektedir. Böyle 

düşünülmesinin nedeni ise membranın canlı dokularda enzimlerin aktivasyonunu 

sağlamasıdır [104, 105, 106]. 6. bölge 5. bölgeye poliprolin sayesinde bağlanır. 4. bölge 

ile % 50 oranında benzerlik gösterir. İlk 4 bölgesi Ca
+2

 iyonlarını bağlayan, 5. bölgesi 

ise kalpain-1 ve kalpain-2 ile aynı olan katalitik EF el motifine sahiptir [93, 107, 108]. 

 

1.6.3. KALPAĠN ĠNHĠBĠTÖRLERĠ 

 

Bir düzineden fazla kalpain inhibitörü bilinmesine karşın en çok kullanılanlar 

leupeptin gibi peptid aldehitlerdir. Enzimi aktiflemek için aldehit son grubu sülfhidrit 

grubuna bağlanır. Bu bağlanma kalsiyuma bağımlı ve geri dönüşümlüdür. Ancak 

leupeptin hücre geçirgenliği çok az olan bir kalpain inhibitörüdür. Diğer bir inhibitör ise 

E64; bu da kovalent bağlarla sülfhidrit gruplarına geri dönüşümsüz olarak bağlanır. 

Uçankale ve arkadaşları tarafından yapılan bir tez çalışmasında kalpain VI inhibitörü 

olan SJA 6017 „ in, deneysel travmatik spinal kord hasarlı sıçanlarda hem nöronal, hem 

de nöroglial apoptozisi engelleyerek sekonder yaralanmayı azaltmış ve fonksiyonel 

iyileşmeye katkıda bulunduğu gösterilmiştir [109]. Bu çalışmada ise yine bu grupta yer 

alan bir kalpain inhibitörü olan AK295 kullanılmıştır. 

 

AK295 

 

AK295 ketoamid kalpain inhibitörüdür (Z-Leu-aminobütirikasit-CONH (CH2)3-

Morfolin). Kalpain inhibitörü AK295 sıçanlarda deneysel beyin hasarı sonrası motor ve 

kognitif defisitleri azalttığı gözlenmiştir [110]. AK295 ile tedavi edilen beyin hasarlı 

hayvanlar nörodavranışsal motor testlerde performans yükseltmişler ve hasar görmemiş 

hayvanlar seviyesine ulaşmışlardır. Bu bulgular travma ile indüklenen kalsiyum bağımlı 

proteinaz olan kalpainin postravmatik morbiditeyi arttırdığını desteklemektedir. Nöral 

kalpainin inhibisyonu travma ile indüklenen kalsiyum artışını soma ve dendritlerde 
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azaltır. Bunun dışında glial kalpainin inhibisyonu postravmatik glial hipertrofi 

sırasındaki sitoskeletal değişikliklerle ilgilidir [110]. 

Bu ketoamid inhibitörü AK295 leupeptin veya kalpain inhibitör-I gibi sıklıkla 

kullanılmış inhibitörlere göre daha güçlüdür. AK295 aynı zamanda diğer sistein 

proteazlarına göre kalpain üzerinde daha seçicidir. AK295‟in primer etkisi kalpainin 

selektif inhibisyonudur [110]. 

İntrasellüler Ca
+2

 artışı sellüler disfonksiyon ve santral sinir sistemi travmasını 

izleyen kalsiyum bağımlı nötral proteaz kalpain aktivasyonu ile rol oynar [100].   

Kalpainler temel olarak eksitotoksik nöronal hasardan sorumlu tutulmuşlardır. 

[100]. Kalpain inhibitorlerinin en son üyesi olan AK295 lipofilik, selektif, reversibl 

kalpain-I ve II inhibitörüdür. Fokal iskemi sonrasında sinir sisteminde nöroprotektif rolü 

rapor edilmiştir [100].  

 

 

 

 
 

Şekil 1.12. Kalpain İnhibitörleri 
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Şekil 1.13. AK295 

 

 

1.7. Serbest Radikaller 

 

Dış orbitallerinde bir ya da daha fazla paylaşılmamış elektron içeren, aşırı 

derecede etkin ve kısa ömürlü moleküller serbest radikaller olarak adlandırılırlar. 

Serbest radikaller bu özelliklerinden dolayı tüm hücre bileşenleri ile etkileşebilme 

özelliğine sahiptir [111]. Serbest radikaller canlılarda metabolizma yan ürünü olarak 

veya ilaçlar ve diğer zararlı kimyasal maddeler ile çevresel etkilerle meydana 

gelebilirler [112]. 

 

Serbest radikaller 3 farklı yol ile meydana gelebilirler [2]. 

 

1. Kovalent bağlı normal bir molekülün, her bir parçasında ortak elektronlardan birinin 

kalarak homolitik bölünmesi; 

 

X : Y → X
·
 + Y

·
 

 

2. Normal bir molekülden tek bir elektronun kaybı; 

 

X : Y → X
-
 + Y

+
 

 

3. Normal bir moleküle tek bir elektronun eklenmesi. 

 

A + e
- 
→  A

- · 
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Serbest radikallerin oluşum hızı ile inaktivasyon hızı denge halinde olduğu sürece 

serbest radikallerin canlı üzerinde herhangi bir etkisi olmamaktadır. Bu denge halindeki 

durum herhangi bir sebeple bozulur ya da bu bileşiklerin oluşum hızı inaktivasyon 

hızından yüksek olursa oksidatif stres meydana gelmekte ve serbest radikallere bağlı 

hücre hasarı ortaya çıkmaktadır [111]. 

 

 

1.8. Serbest radikallerin biyolojik önemi 

 

Dünya üzerindeki yasamın oksijen molekülüne bağlı aerobik yaşam olması 

çelişkili bir durumdur. Çünkü oksijen, enerji metabolizması ve solunum için çok önemli 

bir molekül olmasının yanında birçok hastalıkta ve dejeneratif bozuklukta önemli rol 

oynamaktadır. 

Serbest radikallerin başlıca kaynağı moleküler oksijendir [113]. Canlı içerisinde 

oluşan Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) sadece hücre içerisinde substrat ile birleşerek 

hasara neden olmaz, aynı zamanda bağlandıkları moleküllerin hücre içerisinde çeşitli 

yan metabolit oluşumuna sebep olarak da hasara neden olabilirler. Örneğin; oksijenin 

redüksiyonu ile negatif yüklü bir ara ürün olan süperoksit (O2
.-
) radikali oluşur. 

Süperoksit radikalinden ise spontan ya da enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara ürün 

olan hidrojen peroksit (H2O2) ortaya çıkar. Hidrojen peroksitin bir dizi reaksiyonu 

sonucunda ise hidroksil radikali (OH
.
) oluşur [114]. 

SOR; nükleik asitler, proteinler, karbonhidratlar ve lipitleri de kapsayan birçok 

biyolojik molekül ile reaksiyona girme özelliğindedir [115].  

Normalde hücrelerde oluşan SOR formlarının temel kaynağı elektron taşıma 

zincirinden sızan elektronlardır. Mitokondrilerde kullanılan oksijenin yaklaşık % 90-95‟ 

i son ürün olarak su ve moleküler oksijene dönüştürülürken, kalan % 5-10‟ u SOR 

meydana getirir [116]. SOR üretimi; elektron transferindeki yüksek verimlilik ve Metal 

iyonlarının SOR yakalama kabiliyetleri sayesinde minimum düzeyde tutulur. Hücre 

içerisindeki diğer SOR kaynakları arasında, endoplazmik retikulumlardaki sitokrom 

P450, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sayılabilir [117]. 

 Canlıların yapıtaşlarını oluşturan tüm moleküller SOR hasarına yatkın olsalar da 

bu hasardan en çok etkilenen moleküller lipitlerdir. Bu durumun sebebinin, lipitlerin çift 

bağ yapma eğiliminde olmaları ve lipitlerin hücre zarının her yerinde bulunmaları 

olduğu düşünülmektedir [118]. Memeli hücreleri, oksidatif strese oldukça elverişli olan 
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çoklu doymamış yağ asidi (PUFA) miktarı açısından oldukça zengindir. Bu PUFA‟ lar 

trigliserit ve fosfolipitlerin yapı taşlarını oluşturan diğer yağ asitleri formu ile birlikte, 

linoleik ve araşidonik asiti de kapsar [119]. 

 

 

Şekil 1.14: Hücrede SOR oluşum yolları [120]. 

                          

 Başlangıç olarak SOR, ya diğer bir radikal ile reaksiyona girerek kovalent bir bağ 

kurar, ya da daha yaygın olarak, radikal olmayan bir başka molekülle reaksiyona girer 

(Şekil 1.14) [120]. Serbest radikaller radikal olmayan bir başka molekül ile reaksiyona 

girdiklerinde, radikal olmayan molekül bir elektron kaybederek serbest radikale 

dönüşür. Bu mekanizma hücre zarlarında meydana gelen yüksek miktardaki hasarı 

tetikleyen zincirleme reaksiyonların başlangıcı ya da temelidir. Bir radikal bir başka 

radikal ile birleştiğinde oluşan yeni ürün bir önceki radikalden daha fazla yıkıcı etkiye 

sahip olabilir. Örneğin; nitrik oksit (NO) süperoksit (O2 
.-
) ile birleştiğinde meydana 

gelen peroksinitrit radikali (OONO
-
) hidrojen peroksitten (H2O2) 2000 kat daha fazla 

hasara neden olmaktadır. Bir başka deyiş ile iki radikalin birleşmesi zincirleme 

reaksiyonların başlamasına sebep olur. Lipitler ile SOR etkileşimi serbest demir atomu 

varlığında lipit peroksidasyonu ile sonuçlanır [121,122]. Serbest haldeki Fe
+2

, H2O2 ile 

reaksiyona girerek hidroksil radikali oluşturur (Fenton reaksiyonu).  

Hidroksil radikali bir başka şekilde, H2O2‟ nin, O2 
.-
 radikali ile birleşmesi ile 

meydana gelir ki, bu reaksiyon da Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandırılır [123]. 

 

 

Fe
+2

 + H2O2     →     Fe
+3

 +  
.
OH + OH

- 
(Fenton Reaksiyonu) 

O2
.-
 + H2O2     →   O2 + 

.
OH + OH

-
 (Haber-Weiss Reaksiyonu) 
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Lipit peroksidasyonunu başlatan iki temel serbest radikal, hidroksil (OH
.
) ve 

peroksinitrit radikalidir (OONO
-
). Hidrojen peroksitin metallerle birleşmesi ile OH

.
, O2

.-

 
‟nin NO ile birleşmesi ile de OONO

-
 oluşur. Peroksi radikal (RO2 

.
) formlarının 

oluşumu ile sonlanan lipit peroksidasyonu, OH
.
 ve OONO

-
‟ in PUFA‟ lardan bir proton 

çıkarılması ile başlatılır. RO2
.
, hücre zarındaki diğer çoklu doymamış yağ asitlerine 

saldırarak lipit peroksidasyonundaki zincirleme reaksiyonları tetikler. Bu zincirleme 

reaksiyonlar, substrat tükeninceye (ör; hücre zarındaki lipitler) ya da RO2
.‟ 

nin bu 

zincirleme reaksiyonlarını kırabilecek (E vitamini gibi) bir antioksidan molekül ile 

karsılaşıncaya kadar devam eder [124]. 

 Lipit peroksidasyonu, hücrelerdeki enzim sistemleri ve reseptörlerinin değişimine, 

iyon kanallarındaki değişimlere ve kalsiyum ile diğer iyonların zardan geçişinde artışa 

neden olarak, hücre zarlarında şiddetli hasara neden olur [119]. Bu olayın sonucunda 

lipit peroksidasyonu son ürünlerinin, inflamasyon ve apoptozu başlattığı, tiol içeren 

bileşikleri inaktive ettiği de düşünülmektedir [125,126]. 

 

Çizelge 1.4. Oksidatif stres ile meydana gelen Serbest Oksijen Radikalleri [127].  

 

 
 

 Hücre zarı, mitokondri, lizozom ve peroksizom gibi hücre organellerinin her 

birinde SOR meydana getiren sistemlerle bir arada yer alan antioksidan savunma 

mekanizmaları bulunur [128]. 
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1.9. Antioksidanlar 

 

Dokularda hasara yol açan ajanlardan birçoğu zararlı etkilerini serbest radikal 

diye adlandırılan reaktif türler aracılığı ile gerçekleştirirler. Serbest radikal, dış 

yörüngesinde bir veya birden fazla çiftlenmemiş elektron içeren atom veya organik ya 

da inorganik moleküllere verilen addır [129].  

 Organizmada serbest radikallerin zararlı etkilerini engellemek üzere antioksidan 

savunma sistemleri gelişmiştir. Bu sistemin düzenli işlemesi organizmanın sağlıklı 

yaşamını sürdürmesi bakımından oldukça önemlidir [130,131]. 

 Normal koşullarda canlı organizmaların, serbest oksijen radikallerini metabolize 

edebilen enzimatik (süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz 

(GSH-Px), sitokrom oksidaz gibi) ve non enzimatik (A, C ve E vitamini, glutatyon gibi) 

antioksidan savunma sistemleri vardır (Çizelge 1.5) [132]. 

 

Çizelge 1.5. Antioksidan Savunma sistemleri [32]. 
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Enzimatik antioksidanlar 

 

1. Süperoksit dismutaz (SOD) 

 

SOD toksik süperoksit-radikalleri elimine eden, serbest radikallere karşı doğal bir 

defans sistemi olup, süperoksit anyonunun H2O2‟ ye dismutasyonunu katalizler 

[133,134].  

 

    SOD 

2O2
-
  +  2H      → →→      H2O2 + O2 (Dismutasyon Tepkimesi) 

 

2. Katalaz (CAT) 

 

 Katalaz; kanser, diyabet, katarakt, retinopati, ateroskleroz, İ-R hasarı, artrit, 

nörodejeneratif hastalıklar, beslenme yetersizliği ve yaşlanmayı içine alan pek çok 

patolojik şartlarda ortaya çıkan oksidatif strese karşı savunmada antioksidan sistemin 

öncelikli bir enzimidir. Katalaz tarafından hidrojen peroksit (H2O2), su ve moleküler 

oksijene dönüştürülerek metabolize edilmektedir [135]. 

 

                  CAT 

2H2O2       →→→       2H2O + O2 

 

 Katalaz enzimi peroksizomlarda yerleşmiş olup yapısında dört tane hem grubu 

vardır. Peroksidaz aktivitesinde olan bu enzim hidrojen peroksit, metil peroksit gibi 

küçük moleküllere etki eder. Büyük moleküllü lipit hidroperoksitlerine etki etmez 

[136,137]. 

 

3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 

 

 Glutatyon peroksidaz primer enzimatik savunma sistemi olup, mitokondrilerde ve 

sitozolde bulunur. Hücreleri, organik hidroperoksitler ve hidrojen peroksitler tarafından 

oluşturulan oksidatif tahribata karşı korur. GSH-Px 2 adet glutatyon molekülünü 1 adet 

glutatyon disülfit‟e okside etmektedir [137,138]. 
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            GSH-Px 

ROOH + 2GSH        →→→        ROH + GSSG + H2O 

 

          GSH-Px 

H2O2 + 2GSH         →→→        2H2O + GSSG 
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2.KAYNAK ÖZETLERĠ 

 

Yunancada yaprak dökümü anlamına gelen apoptoz terimi, ilk kez 1972 yılında 

Kerr, Wyllie ve Currie adındaki patologlar tarafından kullanılmıştır. 1983 yılında Duke 

ve arkadaşları, jel elektroforezi ile apoptozda endonükleazların aktive olarak DNA 

kırıklarına neden olduğunu göstermiştir. Böylece apoptik hücre ölümünün ilk 

biyokimyasal kanıtı elde edilmiştir [24,25]. 

Baker ve arkadaşlar 1985 yılında iskemi ve reperfüzyona maruz kalan böbrekte 

serbest oksijen radikalleri hasarına karşı süperoksit dismutazın koruyucu etkisi 

olduğunu belirtmişlerdir [139]. 

Schumer M ve arkadaşları 1992 yılında morfolojik, biyokimyasal ve moleküler 

damgalı bir kombinasyonla doku hasarının değişik şekillerinde apoptozun ayırt 

edilebileceğini göstermişlerdir [140]. 

López-Neblina F ve arkadaşları 1994 yılında eksojen nitrik oksitin (NO)  hasarlı 

sıçan böbreğini iyileştirici ve koruyucu etkisi olduğunu göstermişlerdir [141]. 

Edelstein CL ve arkadaşları 1996 yılında sitoplazmik serbest kalsiyumun hipoksi 

ile indüklenen proksimal tübül hasarlarında rol oynadığını ileri sürmüşlerdir [142]. Yine 

Edelstein CL ve arkadaşları 1996 yılında yaptıkları çalışmada sıçan proksimal 

tübüllerinde; 1) PD150606‟ in spesifik Kalpain inhibitörü olduğu 2) kalpainlerin aktif 

formunun izoenzim mu-kalpain olduğunu belirtmişlerdir [143].   

Basile DP ve arkadaşları 1997 yılında iskemik hasardan sonra bax ve blc-2‟ nin 

sıçan böbrek tübüllerindeki hasarı düzelttiğini gözlemlemişlerdir [144]. 

Kaushal GP ve arkadaşları 1998 yılında kaspazların birbiriyle uyumlu şekilde 

kademeli olarak hareket ettiklerini ve iskemik akut böbrek yetmezliğinde önemli rol 

oynadıklarını gözlemlemişlerdir [145]. 

Edelstein GP ve arkadaşları 1999 yılında yaptıkları çalışmada kaspazların apoptik 

hücre ölümünden ayrı olarak nekrotik hücre ölümüne de katkıda bulunduğunu 

belirtmişlerdir [146]. 

Shi Y ve arkadaşları 2000 yılında yaptıkları çalışmalarda; iskemi reperfüzyon 

hasarı esnasında kalpain aktivasyonunun kalpastatin‟ in aktivitesindeki azalma, 

kalpastatin proteininin baskılanması ve kaspaz-3‟ ün aktivasyonu ile ilişkili olduğunu 

gözlemlemişlerdir[147]. 

Chatterjee PK ve arkadaşları 2001 yılında kalpain inhibitörü-1‟ in sıçanlarda 

böbrek iskemi reperfüzyon hasarını azalttığını belirtmişlerdir. McDonald MC ve 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%B3pez-Neblina%20F%22%5BAuthor%5D
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arkadaşları 2001 yılında yaptıkları çalışmada kalpain inhibitörü-1‟ in nükleer faktör-

kappaB aktivasyonunu ve hemorajik şokta organ hasarını azalttığını belirtmişlerdir 

[148]. 

Zhang C ve arkadaşları 2002 yılında erişkin sıçan beyninde küresel beyin 

iskemisinden sonra kalpain ve kaspaz faaliyetlerin karşılaştırmışlar ve küresel beyin 

iskemisinde proteaz aracılı yaralanmaları azaltmak için önemli bilgiler elde etmişlerdir 

[149]. 

Kelly KJ ve arkadaşları 2003‟ te GTP‟ nin azalması sırasında p53‟ ün apoptozda 

önemli aracı olduğunu ve p53 inhibitörlerinin iskemik böbrek hasarının tedavisinde 

düşünülmesi gerektiğini bildirmişlerdir [150]. Perin C ve arkadaşları 2003‟ te kalpain ve 

kaspaz-3 inhibitörleri ile apoptozun azalması sonucunda iskemi reperfüzyon ile 

indüklenen hücre ölümünün gelişmesinden kalbi korunabileceğini bildirmişlerdir [151]. 

Sola A ve arkadaşları 2004 yılında yaptıkları çalışmada adenozinin nitrik oksit 

üzerinden kaspaz-3 etkinliğini arttırdığını gözlemlemişlerdir [152]. 

Chatterjee PK ve arkadaşları 2005‟ te kalpain inhibitörlerinin böbrek fonksiyon 

bozukluğunu ve böbrek iskemi reperfüzyona neden olan yaralanmaların azalttığını 

bildirmişlerdir [153]. Tao Y ve arkadaşları 2005‟ te kaspaz inhibisyonunun tübüler 

apoptozunu ve çoğalmasını azalttığını ve polikistik böbrek hasarının ilerlemesini 

yavaşlattığını bildirmişlerdir [154]. Qiao X ve arkadaşları 2005‟ te mitokondriyal yolun 

renal iskemi reperfüzyon hasarındaki tübüler hücre apoptozunun yaşlanma ile artışından 

sorumlu olduğunu belirtmişlerdir. Renal iskemi reperfüzyon modelinde tübüler hücre 

apoptozu ile yaşlanmada artış olduğunu gözlemlemişlerdir [155]. Kher A ve arkadaşları 

2005‟ te aprotinin böbrek iskemi reperfüzyon hasarına karşı koruma sağladığını 

gözlemlemişlerdir [156].  

Dingman A ve arkadaşları 2006‟ da aminoguanidin‟ in doku yaralanmalarında 

kalpain ve kaspaz 3 aktivitesini azalttığını bildirmişlerdir [157]. Frangié C ve 

arkadaşları 2006‟ da yaptıkları çalışmada dışsallaştırılmış kalpainlerin akut böbrek 

yetmezliğinde tübül onarım süreci için kritik öneme sahip olduğunu bildirmişlerdir 

[158]. 

Chen LN ve arkadaşları 2008‟ de yeni doğan sıçanlarda hipoksik-iskemik beyin 

hasarı üzerine Kalpain inhibitörü-3‟ ün koruyucu etkisi olduğunu bildirmişlerdir [159]. 

Wu D ve arkadaşları 2008‟ de iskemi reperfüzyon sonrasında inositol 1,4,5-trifosfat 

reseptörleri ve L tipi kalsiyum kanallarının açılmasının renal tübüllerde apoptoza neden 

olduğunu bildirmişlerdir [160]. Chen H ve arkadaşları 2008‟ de yaptıkları çalışmada 
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Ozon oksidatif önkoşullamanın güçlü antiapoptik ve anti-enflamatuar özelliklere sahip 

olduğunu ve insan iskemik akut böbrek yetmezliği tedavisinde önemli sonuçlar 

doğurabileceğini belirtmişlerdir [161]. Sun M ve Xu C 2008‟ de Taurin‟ in iskemiye 

karşı koruyucu mekanizmasının m-kalpain ve kaspaz-3 aracılığı ile apoptik hücre ölümü 

yollarını engelliyor olabileceğini belirtmişlerdir [162]. Chaitanya ve arkadaşları 2008‟ 

de sıçan modelinde geçici fokal serebral iskemi sırasında kalpain, katepsin-b ve kaspaz-

3‟ ün aktif hale geldiğini gözlemlemişlerdir [163]. 

Covington MD ve arkadaşları 2009‟ da yaptıkları çalışmada kalpain-10‟ un hücre 

canlılığı için gerekli olduğunu ve böbrek yaşlanmasını azalttığını bildirmişlerdir [164]. 

Küçük A ve arkadaşları 2009‟ da yaptıkları çalışmada böbrek iskemi-reperfüzyon 

hasarında Doksisiklin‟ in koruyucu etkileri olduğunu gözlemlemişlerdir [165]. Kumar S 

ve arkadaşları 2009‟ da deksametazonun böbrek iskemi-reperfüzyon hasarını 

düzelttiğini bildirmişlerdir [166].  

Korkmaz A ve Kolankaya D 2010‟ da yaptıkları çalışmada reaktif oksijen 

türlerinin böbrek hasarına neden olan iskemi reperfüzyonda önemli rol oynadıklarını ve 

rutin uygulamaların reaktif oksijen türlerinin inhibisyonu ve antioksidan aktivitesiyle 

böbreği koruyucu etki gösterdiğini gözlemlemişlerdir [167]. Chok MK ve arkadaşları 

2010‟ da Amifostinin reperfüzyon sonrasında serbest oksijen radikallerini temizleyerek 

ve tübüler hasar derecesini azalttığını bildirmişlerdir [168].  Hayashi T ve arkadaşları 

2010‟ da yaptıkları çalışmada Karvedilol‟ ün iskemi reperfüzyon hasarını düzelttiğini 

bildirmişlerdir [169]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

Bu çalışma İnönü Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma Merkezi‟ 

nde yapıldı. Deneyde ağırlıkları 250 - 350 gr arasında değişen 32 adet Wistar Albino 

cinsi erkek sıçanlar kullanıldı. 

 

3.1. Deney Hayvanlarının Hazırlanması 

 

Çalışmada 32 adet Wistar Albino cinsi, ağırlıkları 200-250 gr arasında, erkek ve 

sağlıklı sıçanlar kullanıldı. Denekler; 24 °C oda sıcaklığı, havalandırmalı oda, % 70-80 

nemli ortamı olan şartlarda, polikarbon kafeslerde su ve standart sıçan yemi ile 

beslenerek 1 hafta gözlemlenip çalışmaya başlanıldı. Çalışmaya kadar su ve yiyecek 

kısıtlaması yapılmadı. Sıçanlar 12 saat karanlık 12 saat aydınlık ortamda tutuldu.  

 

1. Grup (Kontrol Grubu): Bu grupta 6 sıçan kullanıldı. Genel anestezi altında 

karın bölgesinden sadece açma kapama yapıldı. 24 saat sonra böbrek doku 

örnekleri alındı. 

 

2. Grup (Renal Ġskemi-Reperfüzyon Grubu): Bu grupta 7 sıçan kullanıldı. 

Uygulanan iskemi modelini karşılaştırılmak için oluşturuldu. Deneklere sağ 

nefrektomi uygulanıp sol böbrek 30 dk iskemi ve 24 saat reperfüzyona maruz 

bırakıldı. 24 saat sonra böbrek dokuları alındı. 

 

3. Grup (Renal Ġskemi-Reperfüzyon+AK295 Grubu): Bu grupta 8 sıçan 

kullanıldı. İskemiden 30 dakika önce 2 mg/kg olacak şekilde tek doz AK295 

kalpain inhibitörü intraperitonal olarak uygulandı ve grup 2‟ ye uygulanan 

iskemi reperfüzyon yöntemi aynen uygulandı. AK295 DMSO solüsyonu içinde 

çözülerek verildi. 24 saat sonra böbrek dokuları alındı. 

 

4. Grup (DMSO+ Renal Ġskemi - Reperfüzyon Grubu): Bu grupta 6 sıçan 

kullanıldı. İskemi öncesi 2 mg/ kg DMSO solüsyonu uygulanıp grup 2‟ ye 

uygulanan iskemi reperfüzyon yöntemi aynen uygulandı. 24 saat sonra böbrek 

dokuları alındı.  
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3.2 Anestezi 

 

Yapılan deneyde; anestezi için, Ketamin hidroklorür (Ketalar, Parke- Davis. 

Eczacıbaşı, İstanbul) 75 mg/kg ve 5 mg/kg Ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer İlaç) 

intramüsküler uygulandı. 

 

3.3 Ġskemi – reperfüzyonun oluĢturulması 

 

Steril şartlarda, hayvanın vücut ısısı korunarak karın bölgesi traş edildi ve steril 

delikli örtüyle kapatıldı. Orta hat kesiyle karın içine ulaşıldı ve eksplorasyonda sağ ve 

sol renal arter ve ven bulundu ve askıya alındı. Sağ nefrektomi yapıldı. Ardından sol 

renal pedikül, mikrovasküler klemple oklüze edildi ve pulsasyon olmayışı ile arteriel 

kan akımının durduğu teyit edildi. İşlemler sonlanıncaya kadar sıvı kaybını önlemek 

için intraperitoneal izotonik verildi. 30 dakikalık iskemi sonrası mikrovasküler klemp 

açılarak arteriovenöz akımın tekrar başladığı, böbreğin renginin açılması ve 

pulsasyonun başlaması ile teyit edildi. 24 saat reperfüzyon sonunda sol nefrektomiyle 

biyokimyasal inceleme için doku örneği ile intrakardiak ponksiyonla biyokimyasal 

inceleme için 5 cc kan örneği alındı ve deney sakrifikasyonla sonlandırıldı. 

 

3.4 AK295 Uygulanması 

 

Bu çalışmada kullanılan AK295 Calbiochem GmGH (Kimeks Kimya, İstanbul) 

sağlandı. Sıçanların 8 tanesine iskemiden 30 dk önce tek dozda 2 mg/kg AK295 

intraperitoneal olarak verildi. 5 mg AK295, 10 ml DMSO‟ da çözünecek şekilde (1 ml 

DMSO solüsyonunda 0,5 mg AK295) hazırlandı ve intraperitoneal olarak uygulandı.  

 

3.5 Western Blot ÇalıĢması 

 

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen yöntem, bir protein karışımı 

içindeki belirli bir proteini ve büyüklüğünü saptamak için kullanılan nicel bir 

yöntemdir. Bu metot istenilen bir proteine karşı yönlendirilen yüksek kalitede bir 

antikor kullanımına bağlıdır. Bu antikor prob olarak kullanılarak ilgili protein bir 

karışımın içinden saptanabilir. Western blot hücrede ne kadar protein biriktiğini gösterir 

[170]. 
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Bu metot yardımıyla apoptoza özgü bazı proteinlerin eksprese olup olmadıklarının 

(blc-2) ya da kırılıp kırılmadıklarının (kaspaz-3) saptanması mümkündür [171]. 

 

Deney protokolü 

 

1. İmmunoblot için böbrek dokusu 1:20 oranında PBS içerisinde homojenize edildi 

(MP Fast Prep24). 

2. Homojenatlar 10 000 rpm‟ de 10 dakika santrifüj edildi (Thermo Scientific) . 

3. Süpernatantlar yeni tüplere aktarıldı. 

4. Örneklere ait süpernatantlar SDS-PAGE‟ de 100 V‟ de 75 dk yüzdürüldü (Bio 

Rad). 

5. SDS-PAGE jeli kuru ortamda PVDF membrana aktarıldı (Nu-Page 4-12% Bis-

Tris Gel 1,00mm X 10 Well) . 

6. PVDF membran bloklama solüsyonunda 30 dk bekletildi (WesternBreeze 

Chromogenic Western Blot Immunodetection) . 

 

Bloklama solüsyonu 

Ultra saf su                                  5 ml 

Bloke edici/ Seyreltici A             2 ml 

Bloke edici/ Seyreltici B             3 ml 

Toplam Hacim                           10 ml 

 

7. 20 ml su ile membran 5 dk yıkandı. Yıkama işleminden sonra aktif kaspaz 3 

proteinine bağlanabilecek 10 ml primer antikor (1:1000)  solüsyonu ilave edilip 1 

saat inkübe edildi.  

 

Birincil Antikor Seyreltici 

Ultra saf su                                  7 ml 

Bloke edici/ Seyreltici A             2 ml 

Bloke edici/ Seyreltici B             1 ml 

Toplam Hacim                           10 ml 

 

Birincil antikor konsantrasyonu 1:1000 

 

8. İnkübasyon sonunda membran 20 ml antikor yıkama solüsyonu ile 5 dk yıkama 

işlemine tabi tutuldu. Bu işlem 3 kere tekrar edildi. 
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Antikor Yıkama 

 

Ultra saf su                                     150 ml 

Antikor yıkama solüsyonu (16X)    10 ml 

Toplam Hacim                                160 ml 

 

9. 10 ml ikinci antikor solüsyonu ilave edilip 30dk inkübe edildi. 

10. İnkübasyon sonunda membran 20 ml antikor yıkama solüsyonu ile 5 dk yıkama 

işlemine tabi tutuldu. Bu işlem 3 kere tekrar edildi. 

11. 20 ml su ile membran 2 dk yıkandı. Bu işlem 2 kere tekrar edildi.  

12. Yıkama işleminden sonra invitrogen boya ayıracı (% 10 Etanol % 7,5 Asetik asit) 

ilave edilerek hedef protein aktif kaspaz 3‟ün varlığı belirlendi. 

13. Kodak İmage Station 4000mm Pro ile görüntü alındı. 

 

3.6. Böbrek Doku Enzim Analizleri 

 

Dondurulmuş böbrek doku örneklerinin ağırlıkları ölçüldü ve böbrek dokuları 1/5 

w/v oranında PBS tamponu (pH 7,4) eklenerek buz izolasyonu altında tüm dokular 

parçalanıncaya kadar homojenize edildi. Elde edilen homojenattan 1 mL MDA ölçümü 

için ayrıldı. Kalan homojenatlar, sonifikatörde 30 saniyelik aralıklar ile 4 kere 

tekrarlanmak üzere 15 saniye sonifiye edildi. Sonifiye işlemlerinin ardından 10.000 g‟ 

de 4 ºC‟ de 10 dakika santrifüj işlemi yapıldı. Böylece enzim aktiviteleri ve protein 

tayinin yapılacağı süpernatan elde edildi. Süpernatant örnekleri ölçüm işlemleri 

yapılıncaya kadar  -70 ºC‟ de derin dondurucuda saklandı. Süpernatantın protein içeriği 

Bradford yöntemi ile saptandı [172]. 

 

3.6.1.Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini  

 

Süperoksit radikallerinin dismutasyonunda görev alan SOD enziminin aktivite 

tayini McCord J.M, Fridovich I yöntemine göre yapılmış olup yöntemin esası ksantin- 

ksantin oksidaz sisteminde üretilen süperoksit radikallerinin sitokrom-c‟ yi 

indirgemesinin SOD tarafından inhibisyonu temeline dayanır [173]. 

Süperoksit dismutaz çeşitli yollarla ortaya çıkan süperoksit (O2.
-
) radikalinin 

hidrojen peroksite (H2O2) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim aktivitesi 
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ksantin – ksantin oksidaz (XO) sistemi ile üretilen O2.
–
 radikallerinin sitokrom-c‟ yi 

okside etmesi sonucu oluşan renk değişimi 550 nm‟ de takip edilerek belirlendi. Bu 

reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafından 

reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden örneklerdeki 

SOD miktarı 1 Unite (U) olarak kabul edildi ve sonuçlar U/mg protein olarak verildi. 

 

Gerekli çözeltiler: 

A çözeltisi:  

--  5 µmol ksantinin 0.001 N NaOH‟ daki çözeltisi: 10 hacim 

--  2 µmol sitokrom-c‟ nin 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA içeren fosfat tamponundaki 

çözeltisi: 100 hacim 

A çözeltisi belirtilen hacim oranlarında karıştırılarak hazırlanır. Bu çözelti 4ºC ‟ 

de 3 gün kararlıdır. 

B Çözeltisi:   

--  Ksantin oksidazın 0.1 mM EDTA‟ daki çözeltisi 0.2U/mL 

 B çözeltisi deneyden önce taze olarak hazırlanır. 

 

Yöntem: 

3 mL‟ lik spektrofotometre küvetine 2.9 mL A çözeltisi eklendi. 50 µL örnek 

ilave edildi. Tepkime 50 µL B çözeltisinin eklenmesiyle başlatıldı. Daha sonra 

Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm‟deki absorbans değişimi (1dk.)  

okundu. Kör okuması yapılırken örnek yerine 50µL distile su eklendi. Örneklerin % 

inhibisyon değerleri hesaplandı. 

 

3.6.2. Katalaz Aktivite Tayini 

 

Katalaz aktivitesi tayininde kullanılan ve Beers ve Sizer tarafından geliştirilen ve 

Luck tarafından modifiye edilen yöntem, H2O2‟ nin Katalaz tarafından O2 ve H2O‟ ya 

parçalanması esnasında reaksiyon karışımındaki absorbans değişiminin ölçümü esasına 

dayanmaktadır [174,175]. 

 

Gerekli çözeltiler:    

-- 1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu (Na2HPO4- KH2PO4) pH: 7  

--  Derişik H2O2   



40 

 

Yöntem: 

Spektrofotometrede 240 nm‟ de absorbans 0.7–0.9 oluncaya kadar Na-K-fosfat 

tampon çözeltisine derişik (% 35„ lik) H2O2 ilave edildi. Numunelerin katalaz içeriğini 

belirlemek için hazırlanan bu karışımdan 1000 l alınıp küvete kondu ve üzerine 

çalışma aralığına bağlı olarak 30 l başlayarak gittikçe artan konsantrasyonlarda 

süpernatan eklendi ve bir kez karıştırılıp Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 

240 nm dalga boyunda 30 sn süreyle H2O2‟ nin (ɛ= 0,0396 cm
2
 μmol

-1
) absorbans 

değişimi okundu. Okunan bu optik dansite farkından yola çıkarak örneklerdeki mg 

protein içindeki enzim ünite sayısı hesaplandı.   

 

  3.6.3. Malondialdehit Ölçümü 

 

Reperfüzyon süreci sonunda artan serbest radikal yapımının bir göstergesi olan 

malondialdehit (MDA) düzeyleri Beuge J.A yöntemine göre belirlenmesiyle bulundu 

[176]. 

 

Gerekli çözeltiler: 

--  % 15‟ lik TCA çözeltisi: 1 hacim 

--  % 0.375‟ lik TBA çözeltisi: 1 hacim 

--  0.25 N‟ lik HCl çözeltisi: 1 hacim 

 

Yukarıdaki üç çözeltinin hassas bir şekilde hazırlanıp belirtilen hacim oranlarında 

karıştırılmasıyla bir solüsyon hazırlandı. 

 

Yöntem: 

10 mL‟ lik santrifüj tüpleri alındı ve bütün tüplere hazırladığımız solüsyondan 4 

mL konuldu. Kör tüpleri hariç tutularak örnek tüplerine 1 mL homojenat konuldu. Bir 

kez şiddetli şekilde karıştırıldı. Kaynar suda (95–100 ºC‟ de) 30 dk bekletildi. Daha 

sonra tüpler soğutuldu ve 3500 rpm‟ de 10 dk santrifüj edildi. Elde edilen süpernatanın 

Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresinde 535 nm‟ deki MDA-TBA kompleksi 

„nin absorbansı okunarak malondialdehit miktarı hesaplandı. 
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3.7. Serum Biyokimya Analizleri 

 

BUN, kreatinin çalışılmak üzere portal venden alınan 5 cc‟ lik kan örnekleri 

biyokimya tüpü içerisinde laboratuvara ulaştırıldı. 3000 devir/dakika hızda 10 dakika 

boyunca santrifüj edildi. Ayrılan serumlar analiz gününe kadar -70°C‟ de dondurularak 

saklandı. Serum Üre ve Cr seviyeleri OLYMPUS AU-640 model analizatörde ölçüldü. 

Üre ve Cr renal fonksiyon tespiti için kullanıldı.  

 

3.8.  Ġstatiksel analiz 

 

Bu çalışmada elde edilen veriler SPSS.15 paket programı yardımı ile 

değerlendirilmiştir. Biyokimyasal verilerin istatistiksel olarak değerlendirilmesi sırasında 

gruplar arasında ki farkların incelenmesinde tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. 

Anlamlılık seviyesi olarak 0.05 alınmış olup, p>0.05 olması durumunda gruplar 

arasında anlamlı farklılığın olmadığı, p<0.05 olması durumunda gruplar arasında 

anlamlı farklılığın olduğu belirtilmiştir. Sonuçlar ortalama ±SD olarak verilmiştir. 
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4.  ARAġTIRMA BULGULARI 

 

4.1. Western Blot Sonuçları: 

Western-Blot uygulaması ile kaspaz-3‟ e özgü antikorlar kullanılarak, SDS-PAGE 

yapılan jelde kaspaz-3 enziminin varlığı, oluşan bantlara bakılarak tespit edildi. 

 

Çizelge 4.1. Grupların Jeldeki Sıralaması 

 

1-2 3-4 5-6 7-8 9 

 

 

Kontrol 

 

 

Ġskemi Reperfüzyon 

 

Ġskemi Reperfüzyon 

+ 

AK295 

 

Ġskemi Reperfüzyon 

+ 

DMSO 

 

 

Standart 

 

 

 

 

Şekil 4.1.Western Blot yöntemi ile elde edilen Kaspaz-3‟ ün görüntüsü 

 

Şekilde görüldüğü gibi kontrol grubunda (2) herhangi bir hasar olmadığından 

dolayı, kaspaz-3 enzimi için belirleyici olan standartta 17 kDa‟ ya karşılık gelen 

bölgede herhangi bir bant gözlenmemiştir. Böbrek iskemisi yapılan grupta (3-4) ise 

belirgin bantlar oluşmuştur. Bu bant kaspaz-3 (17 kDa) enziminin varlığını ve 

dolayısıyla apoptozun gerçekleştiğini gösterir. İskemi + Ak295 grubunda (5) ise 

kalpain inhibitörü olan AK295‟ in oluşan iskemik hasarı önlemesi nedeniyle bant 

görülmemektedir. İskemi + DMSO grubunda (7-8) ise apoptoz nedeniyle belirgin 

bantlar oluşmuştur.  
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4.2. Böbrek Doku Enzim Sonuçları 

 

Yapılan çalışmalar sonucunda kontrol ve uygulama gruplarına ait böbrek 

dokusunda SOD, Katalaz ve MDA değerleri çizelge 4.2 ve şekil 4.2-4‟te verilmiştir. 

 

Çizelge 4.2. Böbrek Doku Enzim Sonuçları 

 

Gruplar 

 

 

Katalaz 

 

SOD 

 

MDA 

 

Kontrol  

(n=6) 

132 ± 6.82 
a,b

 25 ± 2.61 0.24 ± 0.03 
a,b,c

 

Ġskemi – Reperfüzyon 

(n=7) 

143 ± 20.83 28 ± 6.01 0.42 ± 0.15 
a
 

Ġskemi – Reperfüzyon + 

AK295 

(n=8) 

 

163 ± 11.43 
a
 

 

27 ± 3.61 

 

0.38 ± 0.03 
b
 

Ġskemi – Reperfüzyon + 

DMSO 

(n=6) 

 

149 ± 10.58 
b
 

 

25 ± 4.95 

 

0.48 ± 0.12 
c 
 

  

 

p < 0.05 için;   

Kontrol ile İ/R = a    Kontrol ile İ/R + AK295 = b  Kontrol ile İ/R + DMSO = c  

 

4.2.1. Doku SOD Değerleri 

 

Böbrek SOD enzim aktiviteleri (±SD) ; kontrol grubunda ortalama 25 ± 2.61,   I/R 

grubunda 28 ± 6.01, I/R + AK295 grubunda 27 ± 3.61, I/R + DMSO grubunda ise 25 ± 

4.95 U/mg protein olarak hesaplandı. 

Böbrek dokusu SOD enzim aktivitesi bakımından kontrol grubu ile diğer gruplar 

arasında anlamlı bir fark bulunamadı. 
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Şekil 4.2. Ortalama SOD Değerlerinin Gruplara Göre Dağılımı 

 

 

4.2.2. Doku Katalaz Değerleri 

  

Böbrek katalaz enzim aktiviteleri (±SD); kontrol grubunda ortalama 132 ± 6.82, 

I/R grubunda 143 ± 20.83, I/R + AK295 grubunda 163 ± 11.43, I/R + DMSO grubunda 

ise 149 ± 10.58 U/mg protein olarak hesaplandı. 

 I/R + AK295 ve I/R + DMSO değerlerinin, kontrol grubuna göre anlamlı (p<0.05) 

derecede yüksek olduğu bulunmuştur. İ/R ile I/R + AK295 ve I/R + DMSO değerleri 

arasında fark anlamlı düzeyde bulunmamıştır. 

 

 

 

Şekil 4.3. Ortalama Katalaz Değerlerinin Gruplara Göre Dağılımı 

 

 

0

10

20

30

40

50

KONTROL I/R I/R+AK295 I/R+DMSO

U/mg SÜPEROKSİT DİSMUTAZ (SOD) 

SOD

0

50

100

150

200

KONTROL I/R I/R+AK295 I/R+DMSO

U/mg KATALAZ 

KATALAZ



45 

 

4.2.3. Doku MDA Değerleri 

 

Böbrek MDA enzim aktiviteleri (±SD); kontrol grubunda ortalama 0.24 ± 0.03, 

I/R grubunda 0.42 ± 0.15, I/R + AK295 grubunda 0.38 ± 0.03, I/R + DMSO grubunda 

ise 0.48 ± 0.12 nmol/mg protein olarak hesaplandı. 

İ/R, İ/R + AK295 ve İ/R + DMSO değerlerinin, kontrol grubuna göre anlamlı 

(p<0.05) derecede yüksek olduğu bulunmuştur. Diğer gruplar arasında herhangi bir fark 

bulunmadı. 

 

 

Şekil 4.4. Ortalama MDA Değerlerinin Gruplara Göre Dağılımı 

 

 

4.3. Serum Üre ve Kreatinin sonuçları 

 

Yapılan çalışmalar sonucunda kontrol ve uygulama gruplarına ait serum Üre 

(BUN) ve değerleri çizelge 4.3 ve şekil 4.5-6‟ da verilmiştir. 

 

Çizelge 4.3. Serum BUN ve Kreatinin Sonuçları 

Gruplar BUN Kreatinin 

Kontrol  35 ± 22.3 
a,b,c

 0.64 ± 0.09 
a,b,c

 

Ġskemi – Reperfüzyon 156 ± 9.01 
a
 3.6 ± 0.23 

a
 

Ġskemi – Reperfüzyon + AK295 151 ± 5.8 
b,d

 3.76 ± 0.13 
b,d

 

Ġskemi – Reperfüzyon + DMSO 165 ± 6.1 
c,d

 3.4 ± 0.28 
c,d

 

 

p < 0.05 için;  

Kontrol ile İ/R = a  Kontrol ile İ/R + AK295 = b  Kontrol ile İ/R + DMSO = c 

İ/R + AK295 ile İ/R + DMSO = d 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

KONTROL I/R I/R+AK295 I/R+DMSO

nmol/mg protein MDA 

MDA
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4.3.1. Üre (BUN) Değerleri 

 

Yapılan biyokimyasal değerlendirme sonucu ortalama üre değerleri (±SD); 

kontrol grubunda 35 ± 22.3, I/R grubunda 156 ± 9.01, I/R + AK295 grubunda 151 ± 5.8, 

I/R + DMSO grubunda ise 165 ± 6.1 mg/dL olarak bulundu. 

İ/R, İ/R + AK295 ve İ/R + DMSO değerlerinin, kontrol grubuna göre anlamlı 

(p<0.05) derecede yüksek olduğu bulunmuştur. Ayrıca İ/R + AK295 değeri de İ/R + 

DMSO grubuna göre anlamlı (p<0.05) derecede düşük olduğu bulunmuştur. İ/R ile 

İ/R+AK295 ve İ/R ile İ/R+DMSO grupları arasında ise anlamlı fark bulunmadı. 

 

 

Şekil 4.5. Ortalama BUN (Üre) Değerlerinin Gruplara Göre Dağılımı 

 

 

4.3.2. Kreatinin Değerleri  

 

Yapılan biyokimyasal değerlendirme sonucu ortalama kreatinin değerleri (±SD); 

kontrol grubunda 0.64 ± 0.09, I/R grubunda 3.6 ± 0.23, I/R + AK295 grubunda 3.76 ± 

0.13, I/R + DMSO grubunda ise 3.4 ± 0.28 mg/dL olarak bulundu. 

İ/R, İ/R + AK295 ve İ/R + DMSO değerlerinin, kontrol grubuna göre anlamlı 

(p<0.05) derecede yüksek olduğu bulunmuştur. Ayrıca İ/R + AK295 değeri de İ/R + 

DMSO grubuna göre anlamlı (p<0.05) derecede yüksek olduğu bulunmuştur. İ/R ile 

İ/R+AK295 ve İ/R ile İ/R+DMSO grupları arasında ise anlamlı fark bulunmadı. 
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Şekil 4.6. Ortalama Kreatinin Değerlerinin Gruplara Göre Dağılımı 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

İskemi, bir organa gelen kan akımının çeşitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya 

durmasıdır. Reperfüzyon ise iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldırılarak dokuya 

kan akımının yeniden sağlanmasıdır [177,178].  Renal iskemi reperfüzyon hasarı 

sırasında iskemi döneminde böbrek korteks ve medullasına olan kan akımı kesilmekte, 

reperfüzyonu takiben doku kanlanması olmaktadır. Fakat bu reperfüzyon sırasında 

böbreğin her yeri eşit olarak kanlanmamakta, bazı yerlerde devam eden hipoksi olurken 

bazı yerlerde aşırı reperfüzyona bağlı ödem gelişebilmektedir [179]. Hipoksi sonrasında 

değişen hücre içi mekanizmalar yüzünden hücrelerde farklı yanıtlar lokal veya sistemik 

olmaktadır [180]. 

Apoptoz farklı şekillerde uyarılan genler ile hücrelerin, programlanmış bir şekilde 

ölmesidir. Bu mekanizmada bcl, bax gibi farklı genler aktive olmaktadır. Kaspaz-3, 

mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasını takiben sitokrom yapısının artması 

ve sitozolde düzeyinin artmasıyla aktive olan apoptik yolun en önemli göstergesidir 

[181]. Hipoksik ortamda hücrelerin apoptoza gitmesi sonucu bu hücrelerde kaspaz-3 

aktivitesi artmaktadır. Farklı iskemik doku çalışmalarında hipoksi ile apoptoz kaspaz-3 

aktivitesi gösterilmiştir [182].  Jani A ve arkadaşları kaspaz inhibisyonunun böbrek 

korunmasında faydalı olabileceğini bildirmişlerdir [183].  Kalpainler de en az kaspazlar 

kadar apoptozdan sorumlu, MSS‟ de sitozolde bulunan nötral proteazlardır ve kalsiyum 

bağımlıdırlar [99]. Mitokondri aracılı prokaspaz-9 salınımını tetiklerken aynı zamanda 

kaspaz kaskadının ortak son etkin mediatorü olan kaspaz-3‟ ün de artmasına neden 

olurlar. Böylece kalpainler apoptoz mekanizmasında çok önemli bir yer edinirler 

[70,85,99]. 

Kalpainler lizozomsuz kalsiyum bağımlı hücre içi proteazlardır [89,184]. Kalpain 

aracılı proteoliz; hücre iskeleti proteinleri,  membran proteinleri, kinazlar, fosfatazlar ve 

transkripsiyon faktörleri için seçicidir [184,185]. Kalpain izoformları bütün 

omurgalılarda bulunmaktadır. Kalpain inhibitörlerinin etkileri canlı sistemlerde 

değişken olan hücre tipi ve yaralanma türüne göre değişkenlik gösterir [186,187,188].  

Kalpainlerin sinyal iletimi, hücre çoğalması, farklılaşma, apoptoz ve trombosit 

aktivasyonu gibi kalsiyum ile düzenlenen çeşitli olaylarda rol oynamasına rağmen 

fizyolojik fonksiyonu hala tam olarak anlaşılamamıştır [184,189,190,191]. Kalpainler 

nöronal dejenerasyon, Alzheimer, metastaz ve katarakt gibi çeşitli patolojik 

durumlardan sorumlu tutulmaktadır. Kalpainlerin üç boyutlu yapısının aydınlatılması ve 
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kalsiyum aktivasyon mekanizmalarının indüklenmesi ile kalpain gen mutasyonları ve 

insan hastalıkları arasındaki ilişkiler keşfedilkçe kalpainler daha çok dikkat çekmeye 

başladı [103,192,193]. Kalpain proteazlar sitoskeletal ve hücre zarı metabolizma 

olaylarında merkezi bir rol oynar ve iskemi reperfüzyon hasarı ile aktif hale getirilebilir 

[89,143,194,195,196]. Kalpain proteazlar; beyin, miyokard ve renal tübüler hücre dahil 

olmak üzere çeşitli hayvan modellerinde iskemi reperfüzyon yaralanma patogenezinde 

rol oynamaktadır [143,194,197]. Yapısal proteinler ve diğer mikrotübüler proteinler 

kalpain proteaz tarafından kısmen yıkıma uğratılır [89,184].  Kalpain proteazlar sinyal 

proteazları gibi davranarak protein kinaz c‟ yi aktive ederek hücre hasarına yol açan 

çeşitli yolların aktivasyonuna neden olabilir [184,198].  

Kalpain inhibitörleri serebral iskemi ve beyin travması modellerinin birçoğunda 

proteolizi ve hücre ölümünü azaltmıştır [195,197,199]. Kalpain çeşitli apoptik ve 

nekrotik koşullarda aktif hale gelirken kaspaz-3 ise sadece nöronal apoptozda aktif hale 

gelir [96].  Kaspazların substratları sitoskeletal ilişkili proteinler, kinazlar, apoptoz 

ilişkili bcl-2 ailesinin üyeleri ve DNA modülatör enzimleridir. Kalpainlerin substratları 

sitoskeletal ilişkili proteinler, kinazlar, fosfatazlar, membran reseptörleri ve 

taşıyıcılarıdır [96].  

Bir kemirgen modelinde kalpain ve kaspaz inhibitörlerinin serebral iskemide 

farklı mekanizmalarla beyin dokusunu korudukları belgelenmiştir [96]. Schnellmann 

RG ve Williams SW tavşan böbreğinin proksimal tübül hücrelerinde kalpain 

inhibitörleri ile kalpainlerin aktif bölgesini veya kalsiyum bağlayıcı bölgesini 

engelleyerek kalpainlerin aktivitelerini azaltmışlardır. Kalpain aktivitesinin inhibisyonu 

ile Antimisin A (mitokondrial inhibitör), Tetrafloroetil-L-sistein (nefrotoksik 

halokarbon) ve iyonomisin (Ca
+2

 iyonofor) gibi çeşitli toksik maddeler tarafından 

üretilen hücre ölümü azalmıştır [200].  Kalpain inhibitörlerinin erişkin sıçan serebral 

iskemi modellerinde nöron koruyucu etkisi gösterilmiştir. Hipoksik iskemi sonucunda 

kalpain inhibitörü-3‟ ün kalpain ve kaspaz-3‟ ün ekspresyonlarını azaltarak sinir 

nekrozu ve apoptozuna müdahale eder ve neonatal beyin hasarına karşı koruyucu etki 

gösterir [159]. 

Çalışmamızda karakteristik özellikleri sayesinde diğer kalpain inhibitörlerine göre 

daha kuvvetli etki gösteren AK295‟ i kullandık.  Kalpain İnhibitörü AK295‟ in; fokal 

iskemiye bağlı nöronları koruduğu ve deneysel beyin hasarını izleyen motor ve bilişsel 

hasarı azalttığını belirtilmiştir [195,199]. 
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Mathur P ve arkadaşları ışık saçılmasının azaltılması için kalpain inhibitörlerini 

karşılaştırmışlardır. AK295, SJA6017 ve MDL28170 gibi kalpain inhibitörleri 

kullanımının katarakt tedavisi için umut verici bir yaklaşımı temsil ettiklerini 

belirtmişlerdir  [201]. Saatman KE ve arkadaşları Sıçanlarda seçici kalpain inhibitörü 

olan AK295 uygulanması ile beyin travması sonrasında motor ve bilişsel işlev 

bozukluğunun azaldığı gözlemlenmiştir [202].  

DeBiasi RL ve arkadaşları AK295‟ in inhibisyonunun virüs kaynaklı apoptik 

miyokard hasarına karşı koruyucu etkisinin olduğunu göstermişlerdir. Reovirüs ile 

enfekte yenidoğan farelerin tedavisinde AK295‟ in reovirüs miyokarditine karşı 

koruyucu etkileri belgelenmiştir. AK295‟ in etkisi ile (i) miyokard hasarının azaldığı, 

(ii) serum kreatin fosfokinazında azalma olduğu, (iii) ağırlık artışının düzelme olduğu 

gözlemlenmiştir. Bu bulgular viral hastalıkta apoptik hücre ölümü ile kalpain ilişkili 

yolun önemi için ilk kanıtlardır [203]. 

Wang MS ve arkadaşları AK295‟in duyusal sinir köklerinin aksonal dejenerasyon 

derecesini azalttığını gözlemlediler. Kalpain inhibitörü AK295‟ in taxolün klinik ve 

patolojik etkilerini azaltabileceğini ve sistemik kalpain inhibisyonunun taxol ile tedavi 

edilen hastalarda nörapatinin önlenmesi için iyi bir strateji olabileceğini belirtmişlerdir 

[204]. 

Colak A ve arkadaşları AK295‟ in kalpain bağımlı yollardan apoptozu inhibe 

ettiğini göstermişlerdir. AK295‟ in nöronlar için yeni bir terapötik bileşik olduğunu ve 

SCI olan hastalarda fonksiyonların düzelebileceğini belirtmişlerdir [205]. 

Yapılan kaynak taramalarında renal iskemi reperfüzyon hasarında kalpain 

inhibitörü olan AK295‟ in etkisini araştıran bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bizim 

çalışmamız, renal iskemi reperfüzyon hasarında AK295‟ in kaspaz-3‟ e olan etkinliğini 

araştıran literatürdeki ilk çalışmadır. 

Çalışmamız 30 dakika iskemi sonrası 24 saat reperfüzyona bırakılan Wistar albino 

erkek sıçanlarda yapıldı. Çalışmada apoptozun göstergesi olan Kaspaz-3‟ e Western 

Blot yöntemi ile bakıldı. Çalışmamızda antioksidan enzimlerden SOD ve katalaz ile 

birlikte lipid peroksidasyonunun son ürünü olan ve lipid peroksidasyonu derecesini 

gösteren MDA konsantrasyonu ile reperfüzyon hasarı değerlendirildi. Ayrıca serum üre 

ve kreatinin seviyelerine bakılarak böbrek hasarı değerlendirildi. 

Western Blot sonuçlarına göre kontrol grubundaki deneklerin birinde apoptozun 

olmadığı, renal iskemi reperfüzyon oluşturulan İR ve İR+DMSO gruplarında apoptozun 

göstergesi olan kaspaz-3 miktarının arttığı gözlemlenmiştir. AK295 uygulanan grupta 
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ise aktif kaspaz-3 miktarının iskemi yapılan gruplara oranla daha az olduğu ya da 

olmadığı gözlemlenmiştir. Bu sonuçlara göre kalpain inhibitörü olan AK295‟ in renal 

iskemi reperfüzyon yapılan sıçanlarda apoptozu kısmen önlediği sonucuna varılmıştır.  

Normal bir insan böbreğinde, bir saatten kısa süren sıcak iskemi, geçici 

disfonksiyondan başka hasar yapmazken, üç saat ve daha uzun süren sıcak iskemi ise 

geriye dönüşü olmayan hasara neden olmaktadır [205]. Deneysel olarak İ/R ile 

oluşturulmuş böbrek hasarında, serbest oksijen radikalleri direk hücrede hasara yol 

açmakta ve bu hasarın şiddetine göre hücre ya apoptoz ya da nekroz ile ölüme gittiği 

gösterilmiştir [14]. 

Dokuda meydana gelen iskemi, yüksek miktarda SOR oluşumuna neden 

olmasının yanında, lokal ve sistemik böbrek yetmezliğine de neden olur. İskemi 

sonrasında dokuda nötrofil göçünün artması ve aktive olan nötrofillerin, dokuda oluşan 

SOR‟ un temel kaynağı olduğu yapılan birçok çalışmada gösterilmiştir [206].  

SOR canlı yapıdaki biyomoleküllerle reaksiyona girerek dokudaki hasarı artırır 

[20,207]. SOR oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı önlemek için vücutta 

birçok savunma mekanizmaları gelişmiştir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri 

olarak bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek 

ve/veya SOR toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler [2].  

Günümüzde yapılan birçok çalışma, kalp, karaciğer, beyin, barsak ve böbreklerde 

İ/R hasarının bazı antioksidanlar ile belli ölçülerde önlenebildiğini göstermektedir 

[15,208].   

Antioksidan enzim sisteminde yer alan enzimlerden en önemlisi süperoksit 

radikalini moleküler oksijen ve hidrojen peroksite dönüştüren reaksiyonu katalizleyen 

SOD‟ dur [209,210].  Süperoksit dismutaz (SOD), bir metalloenzimdir. Oksijeni 

metabolize eden bütün hücrelerde bulunur. Süperoksidin hidrojen perokside dönüşümü 

reaksiyonunu katalizler. Süperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem de 

redüktan olarak hareket eder ve bilinen en hızlı etki gösteren enzim sistemidir ancak 

difüzyon hızı sınırlıdır [211]. Oksijen radikalleriyle oluşan hasara karsı SOD, katalaz ve 

glutatyon enzim sistemiyle birlikte çalışan bir savunma mekanizmasıdır. Böylece oluşan 

hidrojen peroksit, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafından su ve oksijene 

indirgenmektedir. Peroksit radikalinin dismutasyonu ile oluşan hidrojen peroksit doku 

için biyolojik avantaj sağlar. SOD‟ un görevinin aerobik organizmaları, süperoksitin 

zararlı etkilerine karşı korumak olduğu sanılmaktadır [212,213]. Enzim, hücrede değişik 

kompartmanlarda bulunmaktadır. Sitozolik ve ekstrasellüler enzim, her biri içinde bir 



52 

 

ekivalan bakır (Cu
+2

) ve çinko (Zn
+2)

 taşıyan birbirine benzer iki alt üniteden meydana 

gelir. Fakat mitokondriyal enzim, bakterilerde bulunana benzer şekilde sadece 

manganez (Mn+2) içerir. Süperoksit dismutaz bütün temel aerobik dokularda 

bulunmaktadır [173]. 

Çalışmamızda, SOD enzim düzeyi artmasına rağmen kontrol grubuna ait SOD 

değeri ile İ/R, İ/R + AK295 ve İ/R + DMSO gruplarına ait SOD değerleri arasında 

anlamlı bir fark gözlenemedi. Özellikle kısa zamanlı (30 dakika) I/R modellerinde SOD 

aktivitesinde artış olmadığı buna karşın 60 ve 90 dakika gibi uzun iskemi uygulanan I/R 

modellerinde anlamlı SOD artışı olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur [214]. 

Dolayısıyla uygulanan iskemi süresi SOD aktivitesinin belirginleşmesinde çok önemli 

gibi görünmektedir. Sıçanlarla yapılan deneysel hayvan modellerinde 45 ve 60 

dakikalık iskemi uygulandığında iskemik hasar oluştuğu gösterilmiştir [215,216].   

Katalaz, her biri 500 amino asitten oluşan dört hem proteini içeren tetramer 

yapıda bir hemoproteindir. Optimum etkisini nötral pH ortamında gösterir. Kan, kemik 

iliği, karaciğer, böbrek ve mükoz membranlarda bol miktarda bulunmaktadır. Katalaz 

hidrojen peroksit (H2O2)‟den başka formaldehit, formik asit ve alkolleri de oksidize 

edebilir. Ancak siyanid (:C_N) ve kürar gibi zehirler ile enzim aktivitesi inhibe olur. 

Katalaz iki hidrojen peroksit molekülünden birini elektron vericisi, diğerini de elektron 

alıcısı olarak kullanarak su ve oksijen meydana getirir [217].  Katalaz enzim sistemleri 

içinde en yüksek oranda molekülü indirgeyen enzimdir. Bir molekül katalaz dakikada 5 

milyon molekül hidrojen peroksit (H2O2)‟ i su (H2O) ve oksijen (O2) molekülüne 

indirger. Çalışmamızda, gruplara ait katalaz enzim düzeyleri karşılaştırıldığında İ/R, 

İ/R+AK295 ve İ/R + DMSO gruplarına ait katalaz düzeyleri kontrol grubuna göre 

anlamlı şekilde artmıştır. Fakat iskemi reperfüzyon yapılan grupları kendi arasında 

karşılaştırdığımızda İ/R + AK295 ve İ/R + DMSO gruplarındaki katalaz düzeylerinin 

I/R grubuna göre anlamlı olmayan şekilde arttığı gözlemlendi. 

Renal I/R sırasında üretilen serbest radikaller lipid peroksidayonu ile yapısal ve 

fonksiyonel olarak hücre hasarına neden olurlar [209,210]. Serbest oksijen radikalleri 

çok reaktif olmaları nedeni ile direkt olarak ölçülememektedir. Lipid 

peroksidasyonunun göstergesi olarak en sık kullanılan ve doku hasarı konusunda fikir 

veren bu moleküllerden birisi MDA‟ dır [209,218]. 1980‟ li yıllardan beri oksidatif 

doku hasarının göstergesi olarak, serum ve doku MDA değerlerine bakılmakta olduğunu 

belirten Singh ve Chopra sıçanlarda yaptıkları renal İ/R‟ de renal oksidatif doku 

hasarının göstergesi olarak doku MDA düzeylerine bakmışlardır. Bu çalışmada da doku 
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hasarının göstergesi olarak renal doku MDA değerlerine bakılmış olup ve İ/R grubunda 

MDA değerlerinin diğer gruplara oranla belirgin olarak arttığı gösterilmiştir [219]. Biz 

de çalışmamızda lipid peroksidasyonunu ve hücresel hasarı değerlendirmek üzere MDA 

düzeylerini inceledik. 

Çalışmamızda, gruplara ait MDA değerleri karşılaştırıldığında İ/R, İ/R + AK295 

ve İ/R + DMSO gruplarına ait MDA değerlerinin kontrol grubuna göre anlamlı şekilde 

arttığı gözlemlendi. Çalışmamız da saptanan böbrek doku MDA düzeyleri literatür 

bilgisiyle uyumlu olup serbest oksijen radikallerine bağlı böbrek iskemi-reperfüzyon 

hasarında MDA‟ nın anlamlı derecede yükseldiğini göstermektedir. 

Renal fonksiyon bozukluğu sonucunda meydana gelen plazma kreatinin, üre 

seviyelerindeki artış, böbrek IR hasarının biyokimyasal sonuçlarından birkaçıdır. Tam 

olarak açıklığa kavuşmamış olsa da serumda üre ve kreatinin sevilerindeki artışın 

sebebinin tübüler engellenme ya da tübüllerde geriye sızdırmadan kaynaklandığı 

düşünülmektedir [220].  İ/R sonrasında serum BUN miktarındaki artış akut böbrek 

yetmezliğinin göstergesi olabilmektedir. Çalışmamızda İ/R, İ/R + AK295 ve İ/R + 

DMSO üre değerlerinin, kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek olduğu 

bulunmuştur. Bu durum böbrek işlevinde bir düzensizliğin oluştuğunu göstermektedir. 

Kreatinin değeri böbrek yetersizliğinin tanısında ve gelişmesinin izlenmesinde 

çok iyi bir göstergedir. Kreatinin glomerüler filtrasyondan etkilenir ve glomerülar 

filtrasyonu doğrudan gösteren en pratik parametredir [221]. IR hasarı sonrasında serum 

kreatinin seviyesinde gözlenen yükselme, böbrek proksimal tübül hücrelerinde meydana 

gelen fonksiyon bozukluğunu işaret eden bir durumdur [222]. Çalışmamızda İ/R, İ/R + 

AK295 ve İ/R + DMSO değerlerinin, kontrol grubuna göre belirgin derecede yüksek 

olması deneklerde böbrek fonksiyonunun ileri derecede bozulduğunu ortaya 

koymaktadır. 

 Sonuç olarak renal iskemi reperfüzyon hasarı modelinde kullandığımız kalpain 

inhibitörü AK295‟ in apoptozu kısmen engellediği tespit edilmiştir. AK295 ile 

gelecekte yapılacak olan in vivo ve in vitro çalışmalar ile mevcut tedavisi bulunmayan 

iskemi reperfüzyon hasarı hakkında daha fazla bilgi sahibi olunabilecek ve iskemi 

reperfüzyon hasarı tedavi protokolünde yer edinebilecektir. 
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