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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ¢ Kalpain Inhibitérii Olan AK295’in
Siganlarda Renal Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Kaspaz 3’e Olan Etkisinin
Aragtirilmas1” baglikli bu ¢alismanin, bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin,
hem metin i¢inde hem de kaynakc¢ada yoOntemine uygun bi¢imde gdsterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Mahmut BINEN
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KALPAIN INHIBITORU OLAN AK295°IN SICANLARDA RENAL ISKEMI
REPERFUZYON HASARINDA KASPAZ 3’E OLAN ETKISININ ARASTIRILMASI

Mahmut BINEN

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dal1

67+vii sayfa
2011
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Songiil Aydemir

Kalpainler (Kalsiyumda aktive olan proteazlar) onarilamayacak derecede hasar
gdérmiis hiicrelerin hiicre iskeletinin par¢alanmasindan sorumludur. Ayrica kalpainlerin
hiicre iskeletinin sekillendirilmesinde ve subletal aksonal membran hasarin1 onarmayi
kolaylagtirma gibi ek gorevleri de vardir. Kalpainler, nekroz ve apoptoz gibi hiicre
Olimii ile sonuglanan olaylarda kaspazlarla da ortak gorevler yiiklenebilirler. Son
yillarda yapilan deneysel calismalarda sigan omurilik travma modellerinde kalpain
inhibitdrlerinin apoptozu yavaslattiglr veya durdurdugu, DNA fragmentasyon analizleri
ile gosterilmistir. Bu ¢alismanin amaci, siganlarda olusturulan deneysel bobrek iskemi-
reperfiizyon modelinde bir kalpain inhibitorii olan AK295’ 1 kaspaz-3 enzimi iizerindeki
etkisini incelemektir.

28 adet erkek Wistar albino sican rasgele secimle 4 gruba ayrildi (n=7). Grup I
(Kontrol grubu), Grup II (iskemi —reperfiizyon grubu), Grup III (Iskemi —reperfiizyon +
AK295 grubu) ve Grup IV (iskemi —reperfiizyon + DMSO grubu) olmak iizere 4 grup
diizenlendi. Ksilazin (5 mg/kg) ve ketamin (75 mg/kg) anestezisi altinda Grup I
disindaki siganlara sag bobrek nefrektomisi uygulandi. Geri doniistimlii genel anestezi
altindaki siganlarda, 30 dakika total iskemi olusturuldu. 24 saatlik reperflizyon periyodu
tamamlandiktan sonra yiiksek doz anestezi uygulandi. Deney sonunda biitiin gruplardan
kan oOrnekleri (5cc) ve bobrek dokulart hizla alindi. Yaptigimiz ¢aligmada bdbrek
dokularinda aktif kaspaz 3 enzimi Western Blot teknigi ile bakildi. Ayrica serum kreatin
ve Ure degerleri, bobrek malondialdehit miktari, hiicresel antioksidan enzimler olan
stiperoksit dismutaz ve katalaz enzimlerindeki 6nemli degisiklikler arastirildi.

(Calisma sonunda kalpain inhibitorii AK295’ in bobrek iskemi reperfiizyon
hasarinda apoptozu kismen engelleyerek bobrek hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi
saptanmuigtir.

Anahtar Kelimeler: AK295, Bébrek, Iskemi-Reperfiizyon, Kaspaz 3
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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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1. GIRIS

Bir doku veya organa gelen kan akimimin g¢esitli nedenlerle yetersiz hale
gelmesine veya durmasima iskemi denir. Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve
hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin
biitiinliigli kaybolur hatta hiicresel 6lim meydana gelir. Reperfiizyon ise dokunun
kanlanmasinin yeniden baglamasidir [1,2,3,4,5].

Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina karsi hiicrede c¢ok sayida
koruyucu enzim goérev alir ve antioksidan maddeler ile radikal hasarlar azaltilir.
Viicuttaki antioksidan enzimler, antioksidan maddeler ve serbest radikallerin birbirleri
arasindaki iligki bir denge olusturmaktadir [1,2]. Hiicre i¢inde oksijenin metabolize
edildigi her yerde, antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in hizli ve
spesifik (enzimatik) olarak calisirlar. Antioksidan savunmada oncelikle etkili olanlar
enzimatik antioksidanlardir. Bunlar siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz (GSHPx) ve glutatyon rediiktaz ( GR) gibi enzimlerdir [1,2,5].

Tiim organ ameliyatlarinda oldugu gibi renal cerrahi girisimlerde de iskemi-
reperfiizyon (I/R) kagmilmazdir. Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, kismi
nefrektomi, kardiyopulmoner bypass, sepsis, ¢esitli iirolojik girisimler ve hidronefroz
gibi ¢esitli klinik durumlarda goriiliir. Reperflizyon sonrast ortama gelen nétrofiller ve
bunlardan agiga c¢ikan mediatorlerin etkileri de eklenince organ veya doku Olimii
kaginilmaz olmaktadir [1,4,5].

Her hiicre, dogar, ¢ogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve Oliir
(apoptoz). Apoptoz, hiicrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
siirdliriilmesini saglar [6]. Apoptik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve
hiicrelerinde stirekli olarak olusmaktadir ve bu olay 6miir boyu devam etmektedir.
Boylece oliim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini
olusturmak tizere dinamik bir denge halinde stiregelir [7].

Kaspazlar apoptik hiicre 6liimii esnasinda 6énemli rol oynayan multigen ailesinden
olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek ¢ok
hiicresel ve morfolojik degisimler, bu enzimlerin rol oynadigi birtakim siiregler
neticesinde gelisir [8]. Hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak
birbirlerini aktive ederler. Boylece bir kaskad (selale) seklinde islerler. Apoptoz hiicreyi

parcalayan yani apoptik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler sonucu ortaya ¢ikar

[9].



Son zamanlarda ilginin giderek arttig1 bir baska enzim grubu da kalpainlerdir.
Kalpainler (Kalsiyumda aktive olan proteinler) onarilamayacak derecede hasar gormiis
hiicrelerin, hiicre iskeletinin pargalanmasindan sorumludur. Ayrica kalpainlerin hiicre
iskeletinin sekillendirilmesinde ve subletal aksonal membran hasarinda onarimi
kolaylastirma gibi ek gorevleri de vardir. Kalpainlere, nekroz ve apoptoz gibi hiicre
Oliimii ile sonuglanan olaylarda kaspazlarla da ortak gorevler yiiklenebilirler [10,11].
Kalpain inhibitorleri ile yapilan g¢alismalar heniiz laboratuar caligmalari diizeyinde
devam etmektedir [11].

Kalpainler hiicre iskeleti, sinyal iletimi, hiicre dongiisii diizenlenmesi, apoptoz,
kas distrofileri, kataraktogenez, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi diger
fizyolojik ve patofizyolojik yollarda rol oynayan proteazlar oldugundan, kalpain
inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar yukarida bahsedilen hastaliklarin tedavisine yonelik
caligmalara Onciilik edebilir. Hiicre Oliimiinlin istenmedigi durumlarda kalpain
inhibitdrleri kullanilarak apoptoz engellenebilir.

Bu c¢alismada kalpain inhibitérii olan AK295’ in renal iskemi reperflizyon
hasarinda kaspaz-3’ e olan etkisinin arastirilmas1 amaglanmistir. Bu alanda yapilacak
calismalar hem iilke ekonomisine hem de evrensel bilgi havuzuna onemli katkilar

saglayabilir.

1.1. iSKEMI REPERFUZYON HASARI

Arterlerde herhangi bir nedenle olusan tikanma sonucu, dokuya giden kan akisinin
bozulmasi iskemi (I) olarak tanimlanir. iskemi sonucunda hiicre Sliimleri ve organ
yetmezlikleri ¢ok sik rastlanan bulgulardir [12,13,14]. Iskemi sirasinda kan akisinin
kesilmesi ve tasman oksijen miktarindaki azalma anaerobik metabolizmay1 devreye
sokar. Dokuda laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi de hiicre hasarina katkida
bulunur [15]. iskemik dokuda kan akisinin normale donmesiyle dokunun tekrar
oksijenlenmesine ise reperfiizyon (R) denir. iskemik dokunun reperfiizyonu, dokunun
hayatta kalabilmesi i¢in ¢ok onemlidir fakat reperfiizyon, iskemik dokuya reperfiizyon
hasar1 olarak da tanimlanan ek hasarlar getirir [13,14,16]. Oksijenlenmis kanin iskemik
dokuya doénmesi ile O, kaynakli serbest radikallerin I/R hasarinda énemli rol oynadig
pek cok calismada gosterilmistir [12,15,17,18,19]. Iskemi ve reperfiizyon hasarmi
aciklayan pek cok mekanizma bildirilmistir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun

degismesi, ATP’ nin azalmasi, hiicre i¢i Ca™ artisi ve hiicre iskeleti ile zar
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fosfolipitlerinin bozulmasina Onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive olmasi
sonucu asiri miktarda SOR olusarak, oksidatif strese neden olmaktadir [20].
Reperfiizyon sirasinda hem SOR (hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlar1) hem de
RNT (nitrik oksit ve onun peroksi nitrit gibi toksik metabolitleri) miktarlarinda dnemli

artis olur [21].

1.2. APOPTOZ

Immiin sistemin hemostazinin temel bir baslangici olan apoptoz, biyolojik
gorevini tamamlamis veya hasara ugramis hiicrelerin, zararsiz bir bi¢cimde ortadan
kaldirilmasin1 saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre oliimiidir
[22,23].

Yunancada yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz terimi, ilk kez 1972 yilinda
Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan kullanilmistir. 1983 yilinda Duke
ve arkadaslari, jel elektroforezi ile apoptozda endoniikleazlarin aktif hale gelerek DNA
kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece apoptik hiicre oSliimiintin  ilk
biyokimyasal kanit1 elde edilmistir [24,25].

Hiicre ¢ogalmasi mitoz ile olmaktadir. Belirli bir dokuda olmasi gereken hiicre
sayis1 da apoptoz ile belirlenir [26,27].

Apoptoz ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir. Programlanmis hiicre
Oliimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre oliimii apoptoz ile aym1 anlamda kullanilan
terimlerdir [26,28,29].

1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timiis bezi hiicreleri
tizerine etkilerini incelemis ve timiis bezi hiicrelerinin direkt olarak apoptozu
secmedigini, hiicre Oliimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptoza
yonlendirdigini bildirmistir. Boylece apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre
Oliimii oldugu anlasilmistir [30].

Apoptoz protein sentezi ve enerji gerektiren hiicrenin aktif 6liimiidiir [31]. Nekroz
esnasinda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma membran
yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona (yangi) neden olur.

Apoptoz sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz, yiikksek ATP seviyeleri apoptoz
icin gerekli olur. Hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apoptoz veya nekroz ile 6lecegine
yon verir. ATP seviyesindeki degisme, mitokondrinin dnemini apoptozun erken fazinda
gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptik yol i¢in gerekli olan enerjiyi

saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir [32].
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Apoptoz, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu

olay niiklear biiziilme ve DNA par¢alanmasi ile karakterizedir [32, 33].

1.2.1 APOPTOZ MEKANIZMALARI

Apoptozun indiiklenmesinde 3 farkli sinyal yolu gdsterilmistir [34].

Cizelge 1.1. Apoptoz mekanizmalari.

1. Mitokondri/Sitokrom-c aracili apoptoz olusturulmasi

2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme

3. Endoplazmik Retikulum aracili apoptoz olusturulmasi

1. Mitokondri/Sitokrom-c Aracili Apoptoz Olusturulmast:

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak {izere sitokrom-c ihtiva eder.
Mitokondrial stres durumlarinda serbes kalan sitokrom-c, apoptik hiicre Oliimiinde
kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli rol teskil eder [32,35,36,37,38]. Bu yolda mitokondri
tarafindan kontrol edilen apoptik proteaz aktive edici faktér (Apaf-1) ve kaspaz-9
bulunmaktadir [39,40,41]. Kofaktdr niikleotid trifosfat (d-ATP ve ATP) ile aktive edilen
sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’ u aktive eder. Aktive kaspaz-9 da kaspaz-

3’ 1 aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar (Sekil 1.1)[34,41].

Kaspazr aktivasyvonu ve apoplozr
baglamass

Fontrol sinyvalleri

i - Hiicre wiirevi reseptirleri
St - - Hiicresel stres
(-_ f# Hiicre dngiisii kontrol moktalars
Bocl-2 1 T
oyt o e

“Apata )
Proeorim c g 1]
kaspaz-9 D -

aktif kaspaz ﬁ i

sitoplarmil ve niiklesr proteinlerin biliinme anahtarn

APOPTOZF

DMNA pargcalanmass
Kromatin yvogunlasmasy
Sitoplarmil reorganizasyon

Sekil 1.1: Mitokondri/sitokrom-c aracili apoptozun tetiklenmesi [41].
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Saglikli bir hiicre mitokondrisinin dis membraninda bcl-2 proteini yer alir [42,43].
bcl-2, apaf-1 proteininin bir molekiiliinii baglar. bcl-2 neden oldugu internal hasarla
mitokondride ¢atlaklar olusturarak apaf-1 ve sitokrom-c salimimina yol agar. Bu iki
protein kaspaz-9 molekiillerine baglanir (sekil 1.2) [40, 41, 44]. Bu proteolitik
aktivitenin kaskadi kan pihtilasmasi ve kompleman aktivasyonuna benzer. Aktivasyon
icin terminal ug¢ kaspaz-3’ tiir. Bu proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal
proteinlerin sindirimi, kromozomal DNA’ nin pargalanmasi ve hiicrenin fagositozu

saglanir [32,34,45].

internal Oliim
Yolu Apoptozom

& bcl-2
#» Apaf-1
a» Kaspaz-9

@ sitokrom-c

Sekil 1.2: Apoptozom [41].

2. Dis Sinyallerle Apoptozun Tetiklenmesi:
Birbirini tamamlayan 6liim aktivatorlerinin (fas-L ve TNF) hiicre ylizeyindeki Fas
ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8’ i aktive eden sinyaller
yayilir. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlar1 uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol

acar (Sekil 1.3)[34,36].



Apoptoz Yolu

Fas (CD95) ; TNFRI (CD120a)
(1] kimyasal uyvarici radvasyon

i f 1
b Lt | FADD n/1/itok0ndri jes

Kaspaz-8 TRADD
o

" il TR FADD

B B
Sltilurom-c Kaspaz-8

Apaf-1

!

C:_?i{aspaz—9

g
Kaspaz-.{ -

o S -
Kaspaz-6 Kaspaz-7— >
| Diger Kaspazlar I

Oliim substratlan

W

Apoptoz
Sekil 1.3: Mitokondri/Sitokrom-c aracilt apoptoz olusturulmasi [34].

SCI reseptorleri fas ve p—75 ile baglantilidir. Bu reseptorler tiimor nekroz faktor
reseptor (TNFR) gen ailesinin iiyeleridir. Bunlarin apoptik hiicre 6liimiinii baslatan
kaspaz kaskadin1 aktive ettigi bilinmektedir [46].

Diger sistemlerde de oligodendrositlerde oldugu gibi apoptoz olusumunda fas ve
p-75 in sorumlu oldugu gosterilmistir [46]. Fas reseptoriiniin, fas ligand (Fas-L) ile
karsilikli etkilesimi FADD (Fas bagimli 6lim domain proteini) aracilifi ile olur ve

bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek apoptik dongii baslar [46,47].
3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptoz Olusturulmasi:

Son zamanlarda amiloid [ norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12° ye
bagimli endoplazmik retikulum aracili apoptik yol tarif edilmistir [34, 48]. Bu yol
mitokondrial/sitokrom-c ve O0lim reseptdr aracili apoptozdan farkli bir yoldur. ER,
hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
bircok siiregte kritik neme sahiptir [48]. Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptoz icin esas teskil eden bir kaspazdir. Son c¢aligmalar gostermistir ki

Ca™ seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile
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prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica kaspaz-7 salinimi ile de prokaspaz-12 salinimi arasinda
bir baglanti bulunur. Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile
karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder [49]. Son ¢alismalar,

in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’ nin kaspaz-9’ u aktive ettigini gostermistir [50].
1.2.2. APOPTOZ VE NEKROZ

Nekroz esnasinda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma
membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek yangiya neden olur.
Apoptoz sirasinda ise plazma membran yirtilmaz, yiiksek ATP seviyeleri apoptoz igin
gerekli olur. Hiicre i¢ci ATP seviyesi hiicrenin apoptoz veya nekroz ile 6lecegine yon
verir. Bu da mitokondrinin 6nemini apoptozun erken fazinda gostermektedir.

Hiicreler nekroz ve apoptoz mekanizmalari ile dliirler. Nekroz’ a kaza (accidental)
hiicre 6limii de denir. Apoptoz ise programlanmis hiicre Sliimii olarak bilinir [32].
Nekroz mekanizmalart pasif hiicre sismesi, enerji kaybi, mitokondri yaralanmasi,
internal dengenin bozulmasi seklindedir. Bunlarda membran lizisine ve hiicre igi
materyallerin ortama salinmasina bagli olarak inflamatuar reaksiyonlarin gelisimini
tetikler [27,30,32,40,51,52,53,54]. Apoptoz hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendini
aktif olarak yok eder. Bu olay niiklear biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile
karakterizedir. Nekroza benzer olarak apoptoz da eksojen faktorlere bagl olarak olusur.
Bu faktorler; radyasyon, hipertermi, eksitotoksinler ve serbest radikallerdir. Apoptoza
giden hiicre proteazlar tarafindan otosindirime ugrar ve fagositler tarafindan temizlenir.
Bu olay inflamatuar olay gelismeksizin ortaya ¢ikar. Morfolojik olarak apoptozun
nekroza gore ciddi farklar1 vardir. Bunlar; niikleusda kromatin yogunlagmasi, niiklear
bliziilme ve DNA parcalanmasidir. Membran ve organel yapilari korunur. DNA
pargalanmasim gostermek {izere TUNEL teknigi kullamlir [32]. Istenmeyen ve
liizumsuz hiicrelerin se¢iliminde, sinir sisteminin siirekliligini ve gelisimini saglamada
apoptoz fizyolojik bir yol teskil eder. Yangiya sebep olmaksizin hiicreler ortadan
kaldirilir [32,35,55,56].

Apoptoz i¢in morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi,
hiicre membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin agiga ¢ikar. Saglikli hiicrelerde
plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin, apoptik hiicrelerde plazma

membraninin dis yiiziinde bulunur ve fagositik hiicreler icin sinyal gorevi goriir [56,57].



1.2.3.APOPTOZ VE NEKROZ ARASINDAKI FARKLAR

Apoptoz, hiicrede yarattigt degisikliklerle nekrozun bir pargasiymig gibi
algilanabilir. Ancak nekrozdan farklar1 sunlardir (Sekil 1.4).

APOPTOZ

Hiicrenin
iceriginin
bosalmasi

imflamasyon

Sekil 1.4: Apoptik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin karsilastirilmasi [58].

Fiziksel Farkhliklar

1.  Nekroz bilesik hiicre gruplarini etkiler, oysa apoptozda tek tek hiicreler etkilenir
[27,59].

2. Nekroz fizyolojik olmayan uyaranlarla baslar, apoptoz fizyolojik uyaranla da
baslayabilir (6rnek: hormonal dengenin bozulmast) [26,60].

3. Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye yaydigi kemotaktik maddeler araciligi ile
cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptoza ugrayan hiicre ise cevreye
kemotaktik madde yaymaz; yaninda bulunan epitel hiicreleri veya makrofajlar aracilig
ile fagositoza ugrar. Nekrozda inflamatuar cevap vardir, apoptozda ise yoktur

[26,27,29].



Morfolojik Farkhhklar

1. Nekrozda zar biitiinliigii bozulur, apoptozda zarda kabarciklar goriiliir fakat asla
zar biitiinliigli bozulmaz [30,59].

2. Nekroz sitoplazma ve mitokondride sisme ile baslar, apoptozda ise sitoplazmada
biiziilme ve ¢ekirdek yogunlasmasi goriiliir [27,30].

3. Nekroz total hiicre pargalanmasi ile sonlanir, oysa apoptoz hiicrenin daha ufak
parcalara doniismesi ile sonlanir (apoptik cisimler) [27].

4. Nekrozda hiicre zarinda vezikiil olusumu yoktur, total pargalanma olur; oysa
apoptozda zara bagl vezikiiller olusur [61].

5. Nekrozda organellerin devamliliginin bozulmast mevcut iken, apoptozda;
apoptozu baglatan bcl-2 gen ailesinin irettigi por olusturan proteinlerin etkisi ile

organeller biitiinliiglinii korur, ancak delikli bir yapiya kavusur (Sekil 1.4) [30,61].

Biyokimyasal Farkhliklar

1. Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptozda ise siki bir sekilde kontrol edilen
enzimatik olaylar mevcuttur [60].

2. Nekroz enerjiye ihtiya¢ duymaz, pasif bir olgudur ve 4°C’ de bile gerceklesebilir.
Apoptoz ise enerji gerektiren aktif bir olgudur ve 4°C” de gergeklesemez [61].

3. Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz sirasinda DNA’ nin rastgele sindirimi
mevcuttur. Oysa apoptozda rastgele olmayan, monooligoniikleozomal parcalanma
mevcuttur. Bu da agaroz jel elektroforezde apoptoz icin karakteristik “ladder pattern”
denen merdiven seklinde kirilmalar meydana getirir [60,62].

4.  Nekroz sirasinda hiicre 6liimiiniin ge¢ bulgusu; postlitik DNA parcalanmasi vardir
(DNA, hiicre biitiinliigli bozulmadan 6nce parcalanir). Ayrica apoptozda mitokondri
tarafindan sitoplazmaya bir¢ok faktor salinimi mevcuttur (sitokrom-c v.b.) [52,62].

5. Nekroz sirasinda spesifik olmayan zar pargalanmasi olurken, apoptozda zar
asimetrisinde degisiklikler olur (6rn: fosfotidilserin zarin sitoplazmik yiiziinden
ekstraseluler yiiziine dogru yer degistirir). Bu degisiklik apoptik hiicrenin inflamatuar

reaksiyon olusturmadan lokal hiicrelerce taninip, fagosite edilmesini saglar [61].



1.2.4. APOPTOZUN GENETIiK KONTROLU

ANTIAPOPTIK PROTEINLER

Protoonkogenler normal hiicre biiylime ve gelismesini diizenleyen genlerdir. Bu
genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler, hiicrenin
asir1 biiyiime ve boliinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirir. Hiicrenin biiylime ve
boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise adindan da
anlasilacag: iizere tlimor baskilayict genlerdir [63,64,65]. Son yapilan c¢aligmalar, bazi
onkogenlerin ve timor baskilayici genlerin programli hiicre 6liimiinii kontrol ettigini
gostermektedir [53]. Omurgalilarda apoptozu diizenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2
ailesi (bcl-2, bax ve bcl-xl) olarak bilinmektedir ve {iretimini sagladiklar1 proteinler de

ayni adlarla anilmaktadir [31,42,43,66].

p-53:

Apoptozu diizenleyen bir diger gen, tiimor baskilayict p-53 genidir. Hipoksi ve
serbest radikal olusumu p-53 aracili DNA onarimi ve apoptozu baslatir [46]. DNA
hasar1 olustugu zaman S fazina gegisi durdurur. DNA tamiri i¢in zaman kazanilir, eger
tamir miimkiin degilse hasarlanmis hiicreler apoptoz ile yok edilir [59,66,67]. Normal p-
53 proteinlerinin yarilanma Omriiniin kisa olmasi nedeniyle histolojik kesitlerde
saptanamaz. Mutasyona ugramis p-53 geni apoptozun indiiklenmesinde etkisizdir ve

kanserlerin yarisinda saptanmustir. [27,68].

c-myc:

Bir transkripsiyon diizenleyici faktor olan c-myc proteini, ortamda bazi faktorlerin
bulunmasina bagli olarak hiicrenin ¢ogalmasina ve apoptoza ugramasina neden olur
[69]. c-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiylimesini programlar. Eger hiicrede hem c-
myc hem de uygun biiylime faktorleri yoksa biiylime durur, her ikisi de yeterli ise

¢ogalma olur, c-myc oldugu halde biiyiime faktorleri yoksa apoptoz goriiliir [28,69,70].
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bcl-2 ve bel-xl:

bcl-2 ailesi apoptik kaskad kontroliinde en 6nemli gen ailesidir ve bir diizineden
fazla tiyesi vardir [32,42]. Bunlardan bazilar1 apoptik aktivitenin onciileri iken (bax ve
bad), digerleri antiapoptik (hiicre koruyucu) proteinlerdir [42]. Bu proteinlerin
seviyeleri hiicrenin 6lecegine veya yasayacagina karar verir.

bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve bcl-2 giiclii bir 6liim
inhibitoriidiir [42]. Antioksidan yolda mitokondriden sifokrom-c salinimini engellemede
rol oynar. bcl-2 mitokondri membran disinda, endoplazmik retikulum ve niklear
membranlarda bulunur. bcl-2 ayrica raf 1 ve kalsindrine baglanir [42,43,67,71].

bcl-x] mitokondri membran disinda lokalizedir. bcl-x1 ve bcl-2 beraberce
mitokondri membran gegirgenligini korurlar. Proapoptik proteinleri (bax ve bad) inhibe
ederek apoptozu engeller [34]. bcl-xl kaspaz aktivasyonunu, apaf-1 {izerinden Onler
[32,40,42].

bax ve bad proteinleri etkilerini diger bir protein ailesi; kaspazlar lizerinden
gerceklestirir. Bunlarin sayis1 da bir diizineden fazladir. Kaspazlar sistein proteazlardir,
aktiviteleri hiicre 6liim yolunda ortaya ¢ikar. Kaspaz-9, bcl-2 ailesi tarafindan stimiile

veya inhibe edilir. Kaspaz-2 ve kaspaz-8, TNF-a gibi sitokinler tarafindan aktive edilir.

XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP:

Antiapoptik protein ailesinden apoptoz protein inhibitorleri omurgali ve
omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar programlanmis hiicre Oliimiiniin negatif
diizenleyicileridir. Bunlarin ¢ogu hiicre oliimiinii kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9’ a
direkt olarak baglanip onlar1 inhibe ederek gerceklestirirler [34].

Apoptoz protein inhibitorleri kaspazlar1 6liim reseptorleri ve mitokondrial yol ile

inhibe ederler [34,37,50].

PROAPOPTIK PROTEINLER

bax, bad ve bid:

Saglikli hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptik uyart ile sitozolik bax

mitokondriye yonelir ve ¢esitli degisimler sonucunda bax’ in hidrofobik C terminal ucu
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aciga cikar ve sitokrom-c¢ salmimina neden olur. Kalpain tarafindan bax salinimi
uyarilarak sitokrom-c agiga cikar [67,72].

bad, saglikli hiicrelerde mitokondri membraninin dis zarinda bulunur. Apoptoz
sirasinda bax degisime ugrar ve N terminal ug¢ agiga ¢ikarken bcl-xl bad’ dan ayrilir
[44,72].

bid, bcl-2’ yi inaktive etmek veya bax’ 1 aktiflemek iizere mitokondriye yonelir
[42]. Endojen bid’ in yaris1 sitozolde erir. Diger yarisi ise hiicre i¢i membranlarda

ozellikle de endoplazmik retikulumda bulunur [32,37,49].
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Sekil 1.5. Apoptozun diizenlenmesi [73].

1.3. KASPAZLAR

Apoptoz mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar: Oliim reseptdrleri,
adaptor proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) [58,74]. Adaptor proteinler,
reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlari aktive ederler. Bu
reseptorlerin en cok bilinenleri TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas (CD95) karacigerde
bol miktarda bulunur. Fas’ in etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadi) aktive olur ve kaspazla
aktive olan DNaz araciligr ile DNA yikimina neden olur [74]. Memeli hiicrelerinde
sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve

sitoplazmada inaktif dnciiler olarak bulunur. Bu inaktif onciiler, bir proteaz aktivasyon
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dizisi (selalesi) baslatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol almaktadir, bu sirada
niikleazlar da aktive olarak DNA parcalanmasini ve RNA yikimini gerceklestirmektedir
[75]. Sitokrom ¢’ nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apoptozun son basamaklarindan
sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur.

Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmistir [76,77]. inflamasyonu
uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan ICE, prokaspaz-1 olarak
isimlendirilmistir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive ederler.
Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin
"baglaticilar1" (kaspaz 2, 8, 10) ya da "uygulayicilart" (kaspaz 3, 6, 7) olarak
siniflandirilirlar [74,78]. Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar, adaptdre baglanirlar ve
6liime yonlendirirler ama infaz1 gergeklestirmezler bunu yapacak olanlari aktiflestirirler.
Infaz1 gerceklestiren uygulayici (effektdr) kaspazlardir. Uygulayic1 kaspazlar, baslatict
kaspazlarin akigini aktive ederler [74].

Apoptik programin merkezi bileseni kaspazlardir [79]. Kaspaz aktivasyonu
hiicreye 0Ozgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektér kaspazlari inhibe ederek
apoptozu engelledigi gosterilmistir [74]. Ayrica IAP (Apoptoz inhibitdrleri) ailesinin
kaspazlardan ayr1 olarak, transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesinde ve hiicre
siklusunun kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu
inhibitérler malign hiicrelerde asir1 olarak gozlenirler [73]. Kaspazlar, proteinleri
yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adini
almiglardir. Boylece kaspazlarin kisithi proteolizisi nedeniyle, hiicrede lizis sekillenmez

ve apoptik cisimcikler olusur [73,79].

Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana gruba ayrilirlar (Sekil 1.6).

1- Baslatic1 kaspazlar (apoptozu baslatanlar): Kaspaz 2, 8, 9, 10’ nu i¢cermektedir.
Bu kaspazlar proapoptik sinyalleri alarak, sinyalin alt kisminda kalan diger kaspaz
tiyelerinin aktive olmasini saglarlar. Her biri 100 aminoasitten olusan baglatici
kaspazlar, transmembran proteinleri veya sitotoksik etkiye sahip maddeler ile
etkileserek aktif hale gegerler. Bu kaspazlar, adaptor ve diizenleyici proteinlerin farkli
kombinasyonlar ile etkilesime girerek apoptik mekanizmanin hiicre igerisinde farkl
yonlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz-2’ nin aktivasyonu i¢in 6liim bolgesi

iceren PIDD ve adaptor protein olarak da RAIDD olmasi gerekir [80,81].
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2- Efektor kaspazlar (apoptozu yiiriitenler): Kaspaz 3, 6, 7’ yi icermektedir. Bu
kaspazlar cesitli hiicre i¢i proteinleri enzimatik reaksiyonlarla pargalarlar ve apoptik

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

3- Sitokinleri aktive eden kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’ ii icermektedir.
Hiicre sinyal iletiminde Onemli role sahip olan sitokinlerin aktivasyonu ve
inflamasyondan sorumludurlar. Kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive

olabilmektedirler [78,83].
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Sekil 1.6 Kaspazlarin siiflandirilmasi
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KASPAZ KASKADI

Plasma
Membram

Sekil 1.7. Kaspaz Akis Dongiisii [73].

1.4. KASPAZ VE KALPAINLERIN APOPTOZDAKI ROLLERI

Kalpainler, kaspaz-9 gibi prokaspaz 3’ iin aktiflenmesini saglar ve apoptoza katilir

(Sekil 1.8) [84,85].
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A 4

kaspaz-3 |
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Sekil 1.8: Kalpain ve kaspazlarin apoptozdaki rolleri.
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Kaspaz-3’ {in m-kalpain ile aktivasyonu doza bagimli bir sekilde in vitro olarak
sitozolik bdliimlere inkiibasyonu, kaspaz-3 proformlarinin kalpainlerle beraber ayni
ortamda tutulmasi ile ortaya konmustur. Bu bir miktar aktif kaspaz-3’ {in olmasini
gerektirir ve kalpain inhibitori kalpastatin ile engellenebilir [86].

Kaspazlar degisik substrat 6zgilliigiine sahip, P1 pozisyonunda aspartat nidusu
bulunan apoptoza anahtar olan sistein proteazlari olarak tanimlanmislardir. Kalpainler
baska bir sistein proteaz ailesinden olup kalsiyum ile aktive olurlar [86].

Blomgren ve arkadaslar1 kaspaz-3’ {in, neonatal hipoksi-iskemi sonrasi sinerjistik

aktivasyonun m-kalpain vasitasiyla oldugunu gostermistir [86].

1.5. APOPTOZUN SAPTANMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

Apoptozu saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptoz terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriinlimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yami sira apoptoza 6zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn, aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir [9].

Ik kez morfolojik kriterlere gére belirlenen apoptoz, 80’ li yillarin sonuna dogru
DNA kiriklarinin olustugunun ortaya ¢ikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina
yonelik yontemlerle belirlenmeye baglandi. 90° larin ortalarinda ise apoptik hiicrelerde
kaspazlarin aktiflestigi bulundu. Boylece, kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine
yonelik metotlarla saptanabilen apoptoz, 90’ larin sonuna dogru fosfatidilserin
translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi, Apoptozun
belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim metotlari, 2000” 1i yillarin baglarinda, sadece
apoptik epitelyal hiicrelerde olmak {izere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan
keratin 18 in kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha
spesifik olarak saptanmasi takip etti. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

sOyledir (Cizelge 1.2) [9].
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Cizelge 1.2. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

I. Morfolojik goriintiilleme yontemleri

II. Immunohistokimyasal yontemler

III. Biyokimyasal yontemler

IV. Immiinolojik yontemler

V. Molekiiler biyoloji yontemleri

1.6. KALPAINLER

Kalpainler aktif merkezinde niikleofilik thiol grubu bulunduran sistein
proteazlardir [87,88]. Kalpain adi kalsiyum baglayic1 bolge olarak calmoduline sahip
oldugundan “cal” ekini, papain benzeri sistein proteaz ozelligi gosterdiginden “pain”
ekini alarak isimlendirilmistir [89]. Kalpain ilk olarak 1964 yilinda Guroff tarafindan
sican beyin extratinda gdzlemlenmistir [90].

Memelilerden omurgasizlara, mantarlardan bakterilere kadar pek c¢ok canlida
kalpainlerin izoformu tanimlanmistir [88]. Bugiine kadar memelilerde 16 ¢esit kalpain
izoformu tanimlanmistir (Cizelge 1.3) [91,92]. Bu tanimlanan kalpainlerin tipik ve
atipik kalpainler olmak iizere 2 sinifa ayrilmasi, karboksil ugta EF el motifine sahip
olup olmamasina dayandirilmistir [92,93]. Aktiflenmeleri i¢in m-kalpainler milimol
seviyelerinde Ca™” konsantrasyonlarina ihtiyag duyarken, p kalpainler ise mikromol

diizeylerinde Ca' konsantrasyonlarinda aktiflenirler [89].
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Cizelge 1.3. Kalpainlerin siniflandirilmasi ve hastaliklarla iligkisi

Isim Tipik/Atipik  Bulundugu Yerler = Hastaldkdar

Calpain 1 Tipik Yavgm Huntington Hastaligs, Katarakt, Muskiiler distrofi,
Travmatik Bevin Hasari, Spinal Kord Hasari, Kanser,
Alzheimer...

Calpain 2 Tipik Yavgm Katarakt, Miiskiiler distrofi, Travmatik Bevin Hasar1,
Spinal Kord Hasan, Alzheimer, Parkinson, Kanser. ..

Calpain 3 Tipik Lens, Retina, Katarakt.

Iskelet kasi

Calpain 4 Tipik Yavgm

Calpain 5 Atipik Huntington Hastaligs, Polikistik Ovarvum Sendromu,
Metabolik Sendrom...

Calpain 6 Atipik Plasenta

Calpain 7 Atipik Yaygm Huntington Hastalig

Calpain 8 Tipik Mide mukozasi

Calpain 9 Tipik Sindirim Sistemi Mide Kanseri

Calpain 10 Tipik Yaygm Huntington Hastalig, Katarakt, Diyvabet. ..

Calpain 11 Tipik Testis

Calpain 12 Tipik Yavegm Alzheimer

Calpain 13 Atipik Yavgm

Calpain 14 Atipik Yavgm

Calpain 15 Atipik Yavgm

Kiigiik alt Unite 2 Tipik

Kalpainler; iskelet kasi, kalp kasi, beyin, bobrek, akciger, karaciger ve adipdz
doku gibi cesitli dokularda genis bir yayilim gosterirler [94]. Bu dokularda kalpainlerin
fizyolojik ve patolojik diizeni karigiktir fakat kalpainlerin, fizyolojik ve patolojik
durumlarda 6nemli rol oynayan yapisal proteinlere ve hiicre i¢i sinyallere ayrildigi
kabul edilmektedir. Hiicre iskeleti ve yapisal proteinler (spektrin, a-aktinin, distrofin,
tubulin) , membrana bagli proteinler ve reseptorler (EGF reseptorii), kalmodulin
baglayici proteinler (kalsiyum pompasi, inositol 1.4.5-trifosfat kinaz), miyofibril
proteinleri (troponin I, troponin T, miyozin), transkripsiyon faktorleri (c-fos, c-jun) ve
birka¢ onemli enzimin (protein kinaz C, 3-hidroksil-3-metilglutaril-CoA rediiktaz,
cAMP-bagimli kinaz) kalpain substratlar1 igerdigi bilinir [95,96]. Kalpainler kas
distrofisi, katarakt, felg, iskemi, beyin travmasi, Alzheimer, diyabet ve kanser gibi

hastaliklarda rol oynamaktadir [95].
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Sekil 1.9: Tipik ve Atipik kalpainler

TiPiK KALPAINLER

Tipik kalpainler, kalpainlerin EF el motifine sahip alt ailesi olarak bilinir. Bu
ailenin tyeleri kalpain 1, 2, 3, 4, 8, 9, 11, 12, 13 ve kiiciik alt iinite II olmak tizere 10
farkli kalpainden olusur. Bu ailenin iiyeleri karboksil ugta Ca™ baglayan EF el motifi

yapisina sahiptir [93].

ATIPiK KALPAINLER

Atipik kalpainler terminal ucta, 4. bolgedeki EF el motifine ve kalsiyum baglayici
bolgeye sahip degillerdir. Bu ailenin iiyeleri kalpain 5, 6, 7, 10, 14, 15 olmak iizere 6
kalpainden olusur. Atipik kalpainlerin aktiviteleri i¢in kalsiyuma gerek duyup

duymadiklar1 tam olarak bilinmemektedir.
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1.6.1. KALPAINLER VE KALPASTATIN

Kalpainler, Guroff tarafindan MSS’ de bulunmus, hiicre i¢i proteazlardir [85, 97].
Enzimatik aktiviteleri kalsiyuma bagimli sitozolik sistein proteazlardir. Kalpain ailesi
tiyeleri memelilerden Drosophila melanogaster ve Caenarhabditis elegans’ a kadar
birgok organizmada bulunur. En iyi bilinenler; m-kalpainler ve p-kalpainlerdir.
Aktiflenmeleri i¢in m-kalpainler milimol seviyelerinde Ca™* konsantrasyonlarina ihtiyag
duyarken, p-kalpainler ise mikromol Ca™* konsantrasyonlarinda aktiflenir [85].

Kalpainler 80 kDa’ Ik katalittk ve 30 kDa’ Ik diizenleyici alt gruplarin
karistmindan meydana gelir. 80kDa’ lik katalitik grup I-IV arasi domainleri kapsar.
30kDa’ lik diizenleyici alt grup ise V ve VI olmak iizere 2 domain igerir (Sekil 1.10),
(Sekil 1.11) [85, 89].

Kalpainler, sitoskeletal sekillenme, farklilasma, hiicre gogii, cogalma ve
apoptozdan gibi hiicresel fonksiyonlarda gorev alir. Kalpain eksikligi olan transgenik
fareler embriyonik gelisim sirasinda oliirler [89].

m ve p-kalpainlerin substratlar1 aynidir ve bunlar; sitoskeletal proteinler,
membran proteinleri, sitokinler, protein kinazlar, fosfatlar ve lens proteinleridir [98, 99].

Kalpastatin (110 kDa), kalpainin endojen inhibitdr proteinidir. Kalpain haricinde
diger proteazlar1 inhibe etmez. Kalpastatin, kalpain ile beraber sitozolde ve membranda
bulunur. Kalpastatin dort adet inhibitor bolge icerir ve 1 molekiil kalpastatin 4 molekiil
kalpaini inhibe eder [85].

Neonatal serebral hipoksi ve iskemide Blomgren ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismada kalpastatinin hipoksiye karsilik olarak upregiile oldugu ve kalpaine kars1 bir
intihar substrati oldugu tespit edilmistir [100].
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Proteaz Cekirdegi

Sekil 1.10: Kalpainin yapis1 ve kalsiyum ile iliskisi

Biiyiik alt iinite
Proteaz EF Kolu
| 1 1| IV
| 1 2 345
Otoliz

V Vi

Kiiciik alt iinite | [[I]]:]
Otoliz | 2 345

Sekil 1.11: Kalpainin sematik yapisi

21



1.6.2. KALPAIN AKTIVASYONUNUN DUZENLENMESI

Kalpain aktivitesi, oto proteolitik salmim, fosforilasyon, Ca™ konsantrasyonu ve
endojen inhibitor kalpastatin ile diizenlenir [72, 101].

Kalpainler i¢in gerekli olan kalsiyum konsantrasyonlart pmol’ den mmol’ e kadar
degisir. Bundan dolay: hiicrelerde Ca™ gereksinimini diisiirecek veya kalsiyuma karst
kalpainlerin hassasiyetini arttiracak mekanizmalar vardir. Hiicre i¢i kalsiyum
seviyelerine kalpainlerin hassasiyeti membran fosfolipitleri sayesindedir [72, 85, 101].
Kalpainlerin Ca™ afinitesini arttiran aktivatér proteinlerin varhgmnda kalpain
aktivasyonu baglar [102].

Aktif kalpain membranlarda bulunur. Kalpain aktivasyonunda membrandaki
lokalizasyonlar1  6nemli rol oynar. Kalpainlerin aktivasyonlarinda veya
inaktivasyonlarinda fosforilasyon uglari rol alir [85, 98, 99, 102].

Tipik kalpainlerden, kalpain-1 p-kalpain olarak bilinirken kalpain-2 ise m-kalpain
olarak bilinmektedir. Bu iki kalpain, kalpain siliper ailesinin en ¢ok bilinen ve
karakterize edilen tyeleridir. Literatiirdeki kalpainlerin biiyiikk bir kismi, kalpain
inhibitorlerini, kalpainlerin yapilarint ve hayvan deneylerinde kullanilan iki izoformunu
icermektedir. Bunlarin hepsi ayni zamanda memeli hiicrelerinde de bulunmaktadir.
Kalpain-1 aktiflenmesi icin mikromol diizeyinde Ca™ konsantrasyonuna ihtiyag
duyarken, kalpain-2 milimol seviyesinde Ca™ konsantrasyonuna ihtiya¢ duyar. Bunlar
ortak diizenleyici alt iinite ve katalitik alt iinite benzeri heterodimerlerin olusmasi ile
islev kazanir. Biiylik alt {linite digerlerinden farklidir ama kiigiik alt iinite aynidir.
Kalpain-1, 82 kDa katalitik alt tiniteye sahipken kalpain-2 ise 80 kDa katalitik alt
initeye sahiptir. Kalpain-1 ve kalpain-2 ile birlikte 28 kDa diizenleyici alt iiniteye
sahiptir. Kalpain-1 ve Kalpain-2 birbirlerine yaklasik % 60 oraninda benzerlik
gosterirler [93].

Kalpain-1 ve kalpain-2’ nin biiyiik alt {initeleri temel olarak 4 farkli aminoasit
dizisi iceren bolgeye ayrilmistir (Sekil 1.11) [93]. 1. Bolge otoliz bolgesi icermektedir
ve Ca™ ye duyarlilik artmasi durumunda otolitik aktivasyon gerceklesir [91]. 2. Bolge
substratlart hidroliz etmek icin katalitik ti¢lii (Cys-His-Asn) aminoasidi igeren katalitik
proteaz bolgesidir. Uclii yapr sistein(Cys), histidin (His) ve asparajin (Asn)
aminoasitlerinden olusur [103]. 3. Bolge katalitik bolge olarak bilinen 2. bolge ile Ca*™
baglayici 4. bolgeyi birbirine baglar [91]. 4. Bolge 5 EF el motifine sahip kalmodulin
benzeri bolgedir. ilk 4 EF el motifi bolgesi Ca™ baglayic bolgedir. 5. EF el motifi
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bolgesinin karboksil ucu 28 kDa kiigiik alt tiniteyle (Kalpain 4) dimerizasyon yapabilir.
Kalpain-4, kalpain-1 ve 2’ nin kiigiik alt {initesi ya da diizenleyici alt {initesi diye
bilinir. Bu isim genelde kalpain kiiciik alt iinitesi I diye bilinir. Kalpain-4 bir ucunda
NH; igeren 5. bolge diger ucunda COOH igeren 6. bolgeden olusmaktadir. (Sekil 1.11)
[104]. 5. bolge glisin bakimindan zengindir. Bu bdlgenin yaklasik % 30 glisinden olusur
ve hidrofobik bolge olarak adlandirilir. 5. bdélgenin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir fakat membranla baglanti sagladigi disiiniilmektedir. Bdyle
diistiniilmesinin nedeni ise membranin canli dokularda enzimlerin aktivasyonunu
saglamasidir [104, 105, 106]. 6. bolge 5. bolgeye poliprolin sayesinde baglanir. 4. bolge
ile % 50 oraninda benzerlik gosterir. Ilk 4 bolgesi Ca™ iyonlarini baglayan, 5. bolgesi

ise kalpain-1 ve kalpain-2 ile ayn1 olan katalitik EF el motifine sahiptir [93, 107, 108].

1.6.3. KALPAIN INHIBITORLERI

Bir diizineden fazla kalpain inhibitorii bilinmesine karsin en ¢ok kullanilanlar
leupeptin gibi peptid aldehitlerdir. Enzimi aktiflemek i¢in aldehit son grubu siilthidrit
grubuna baglanir. Bu baglanma kalsiyuma bagimli ve geri doniisiimliidiir. Ancak
leupeptin hiicre gecirgenligi ¢cok az olan bir kalpain inhibitoriidiir. Diger bir inhibitor ise
E64; bu da kovalent baglarla siilthidrit gruplarina geri doniislimsiiz olarak baglanir.
Ugankale ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir tez calismasinda kalpain VI inhibitorii
olan SJA4 6017 ‘ in, deneysel travmatik spinal kord hasarli siganlarda hem néronal, hem
de noroglial apoptozisi engelleyerek sekonder yaralanmayi azaltmis ve fonksiyonel
iyilesmeye katkida bulundugu gosterilmistir [109]. Bu ¢aligmada ise yine bu grupta yer
alan bir kalpain inhibitorii olan AK295 kullanilmigtir.

AK295

AK295 ketoamid kalpain inhibitoriidiir (Z-Leu-aminobiitirikasit-CONH (CH,)3-
Morfolin). Kalpain inhibitorii AK295 sicanlarda deneysel beyin hasar1 sonrasi motor ve
kognitif defisitleri azalttig1 gozlenmistir [110]. AK295 ile tedavi edilen beyin hasarl
hayvanlar norodavranigsal motor testlerde performans yiikseltmisler ve hasar gérmemis
hayvanlar seviyesine ulasmislardir. Bu bulgular travma ile indiiklenen kalsiyum bagimli
proteinaz olan kalpainin postravmatik morbiditeyi arttirdigin1 desteklemektedir. Noral

kalpainin inhibisyonu travma ile indiiklenen kalsiyum artisin1 soma ve dendritlerde
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azaltir. Bunun disinda glial kalpainin inhibisyonu postravmatik glial hipertrofi
sirasindaki sitoskeletal degisikliklerle ilgilidir [110].

Bu ketoamid inhibitdrii AK295 leupeptin veya kalpain inhibitor-I1 gibi siklikla
kullanilmig inhibitorlere gore daha giicliidiir. AK295 ayni zamanda diger sistein
proteazlarina gore kalpain iizerinde daha se¢icidir. AK295’in primer etkisi kalpainin
selektif inhibisyonudur [110].

intraselliiler Ca™* artis1 selliiler disfonksiyon ve santral sinir sistemi travmasim
izleyen kalsiyum bagimli nétral proteaz kalpain aktivasyonu ile rol oynar [100].

Kalpainler temel olarak eksitotoksik noronal hasardan sorumlu tutulmuslardir.
[100]. Kalpain inhibitorlerinin en son {iyesi olan AK295 lipofilik, selektif, reversibl

kalpain-I ve II inhibitoriidiir. Fokal iskemi sonrasinda sinir sisteminde ndroprotektif rolii

rapor edilmistir [100].
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Sekil 1.12. Kalpain Inhibitérleri
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Sekil 1.13. AK295

1.7. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron iceren, asiri
derecede etkin ve kisa Omiirlii molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilirlar.
Serbest radikaller bu 6zelliklerinden dolay1 tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme
ozelligine sahiptir [111]. Serbest radikaller canlilarda metabolizma yan {iriinii olarak
veya ilaglar ve diger zararli kimyasal maddeler ile c¢evresel etkilerle meydana
gelebilirler [112].

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

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak elektronlardan birinin

kalarak homolitik boliinmesi;
X:Y-oX+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi;
X:Y > X+Y"

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

A+e— A
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Serbest radikallerin olusum hiz1 ile inaktivasyon hizi denge halinde oldugu siirece
serbest radikallerin canli lizerinde herhangi bir etkisi olmamaktadir. Bu denge halindeki
durum herhangi bir sebeple bozulur ya da bu bilesiklerin olusum hiz1 inaktivasyon
hizindan yiiksek olursa oksidatif stres meydana gelmekte ve serbest radikallere bagl

hiicre hasar1 ortaya ¢ikmaktadir [111].

1.8. Serbest radikallerin biyolojik 6nemi

Diinya iizerindeki yasamin oksijen molekiiliine bagli aerobik yasam olmasi
celiskili bir durumdur. Ciinkii oksijen, enerji metabolizmasi ve solunum i¢in ¢ok énemli
bir molekiil olmasiin yaninda bir¢ok hastalikta ve dejeneratif bozuklukta énemli rol
oynamaktadir.

Serbest radikallerin baglica kaynagi molekiiler oksijendir [113]. Canli igerisinde
olusan Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) sadece hiicre igerisinde substrat ile birleserek
hasara neden olmaz, ayn1 zamanda baglandiklar1 molekiillerin hiicre icerisinde gesitli
yan metabolit olusumuna sebep olarak da hasara neden olabilirler. Ornegin; oksijenin
rediiksiyonu ile negatif yiiklii bir ara iiriin olan siiperoksit (O,") radikali olusur.
Siiperoksit radikalinden ise spontan ya da enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara iiriin
olan hidrojen peroksit (H»O,) ortaya cikar. Hidrojen peroksitin bir dizi reaksiyonu
sonucunda ise hidroksil radikali (OH") olusur [114].

SOR; niikleik asitler, proteinler, karbonhidratlar ve lipitleri de kapsayan birgok
biyolojik molekiil ile reaksiyona girme 6zelligindedir [115].

Normalde hiicrelerde olusan SOR formlarinin temel kaynagi elektron tasima
zincirinden sizan elektronlardir. Mitokondrilerde kullanilan oksijenin yaklasik % 90-95°
1 son iirlin olarak su ve molekiiler oksijene doniistiiriiliirken, kalan % 5-10° u SOR
meydana getirir [116]. SOR {iretimi; elektron transferindeki yiiksek verimlilik ve Metal
iyonlarinin SOR yakalama kabiliyetleri sayesinde minimum diizeyde tutulur. Hiicre
icerisindeki diger SOR kaynaklar1 arasinda, endoplazmik retikulumlardaki sitokrom
P450, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz sayilabilir [117].

Canlilarin yapitaglarini olusturan tiim molekiiller SOR hasaria yatkin olsalar da
bu hasardan en ¢ok etkilenen molekiiller lipitlerdir. Bu durumun sebebinin, lipitlerin ¢ift
bag yapma egiliminde olmalar1 ve lipitlerin hiicre zarinin her yerinde bulunmalari

oldugu diisiiniilmektedir [118]. Memeli hiicreleri, oksidatif strese oldukga elverisli olan
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¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) miktar1 agisindan oldukca zengindir. Bu PUFA’ lar
trigliserit ve fosfolipitlerin yap1 taglarim1 olusturan diger yag asitleri formu ile birlikte,

linoleik ve arasidonik asiti de kapsar [119].

ROS

HOC]

1 O, Hipoklordz asid
Isik Tekli Oksijen Cl
Miveloperoksidaz
= O,- 2ZH*
O, = 35~ = H,O, + O,
Siiperoksit Hidrojen Peroksit
I/ \\0 < Fe2"
Fe3t
HO," —OONO
Hidroperoksil Radikali HO™+ HO~

Hidroksil Radikali

Sekil 1.14: Hiicrede SOR olusum yollar1 [120].

Baslangi¢ olarak SOR, ya diger bir radikal ile reaksiyona girerek kovalent bir bag
kurar, ya da daha yaygin olarak, radikal olmayan bir bagka molekiille reaksiyona girer
(Sekil 1.14) [120]. Serbest radikaller radikal olmayan bir bagka molekiil ile reaksiyona
girdiklerinde, radikal olmayan molekiil bir elektron kaybederek serbest radikale
dontigiir. Bu mekanizma hiicre zarlarinda meydana gelen yiiksek miktardaki hasari
tetikleyen zincirleme reaksiyonlarin baglangici ya da temelidir. Bir radikal bir bagka
radikal ile birlestiginde olusan yeni {iriin bir dnceki radikalden daha fazla yikici etkiye
sahip olabilir. Ornegin; nitrik oksit (NO) siiperoksit (02 ) ile birlestiginde meydana
gelen peroksinitrit radikali (OONQO") hidrojen peroksitten (H,O,) 2000 kat daha fazla
hasara neden olmaktadir. Bir baska deyis ile iki radikalin birlesmesi zincirleme
reaksiyonlarin baglamasina sebep olur. Lipitler ile SOR etkilesimi serbest demir atomu
varliginda lipit peroksidasyonu ile sonuglanir [121,122]. Serbest haldeki Fe'*, H,0, ile
reaksiyona girerek hidroksil radikali olusturur (Fenton reaksiyonu).

Hidroksil radikali bir baska sekilde, H,O;’ nin, O, ~ radikali ile birlesmesi ile

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

Fe? +H,0, — Fe"™ + ‘OH + OH (Fenton Reaksiyonu)
0;"+H,O, — O+ OH + OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu)
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Lipit peroksidasyonunu baslatan iki temel serbest radikal, hidroksil (OH) ve
peroksinitrit radikalidir (OONO"). Hidrojen peroksitin metallerle birlesmesi ile OH", O,"
'nin NO ile birlesmesi ile de OONO™ olusur. Peroksi radikal (RO, °) formlarinin
olusumu ile sonlanan lipit peroksidasyonu, OH' ve OONO™ in PUFA’ lardan bir proton
cikarilmasi ile baglatilir. ROy, hiicre zarindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerine
saldirarak lipit peroksidasyonundaki zincirleme reaksiyonlar1 tetikler. Bu zincirleme
reaksiyonlar, substrat tiikeninceye (6r; hiicre zarmdaki lipitler) ya da RO, nin bu
zincirleme reaksiyonlarin1 kirabilecek (E vitamini gibi) bir antioksidan molekiil ile
karsilasincaya kadar devam eder [124].

Lipit peroksidasyonu, hiicrelerdeki enzim sistemleri ve reseptorlerinin degisimine,
iyon kanallarindaki degisimlere ve kalsiyum ile diger iyonlarin zardan gegisinde artiga
neden olarak, hiicre zarlarinda siddetli hasara neden olur [119]. Bu olayin sonucunda
lipit peroksidasyonu son iiriinlerinin, inflamasyon ve apoptozu baslattigi, tiol iceren

bilesikleri inaktive ettigi de diistiniilmektedir [125,126].

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

BILESIK | ADI OZELLIKLERI

Oy Stiperoksitanyonu | Bir e indirgenmis form, bircok otooksidasyon
reaksiyonundaolusur.

HOy Perhidroksiradikali | Oy " nin protonlanmus formu, lipitte ¢oziintir.

H,0, Hidrojenperoksit | ki e indirgenmis form Oy . HOy * den dismutasyonla
veya direkt O," den olusur.

HO- Hidroksilradikali | U e indirgenmis form. Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlariile olusur. Cok reakfiftir.

RO Alkoksil radikali Oksijen merkezli organik radikal, lipit alkoksi radikali.

ROO Peroksil radikali Organik hidroperoksitlerden olusur.

ROOH: Organik Lipit hidroperoksit, timin hidroperoksit gibi.

hidroperoksit
10, Singlet oksijen [k uyarilmig form.

Hiicre zari, mitokondri, lizozom ve peroksizom gibi hiicre organellerinin her
birinde SOR meydana getiren sistemlerle bir arada yer alan antioksidan savunma

mekanizmalar1 bulunur [128].
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1.9. Antioksidanlar

Dokularda hasara yol agan ajanlardan bir¢ogu zararli etkilerini serbest radikal
diye adlandirilan reaktif tiirler araciligi ile gergeklestirirler. Serbest radikal, dis
yoriingesinde bir veya birden fazla ¢iftlenmemis elektron igeren atom veya organik ya
da inorganik molekiillere verilen addir [129].

Organizmada serbest radikallerin zararl1 etkilerini engellemek {izere antioksidan
savunma sistemleri geligmistir. Bu sistemin diizenli islemesi organizmanin saglikli
yasamini siirdiirmesi bakimindan olduk¢a énemlidir [130,131].

Normal kosullarda canli organizmalarin, serbest oksijen radikallerini metabolize
edebilen enzimatik (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), sitokrom oksidaz gibi) ve non enzimatik (A, C ve E vitamini, glutatyon gibi)

antioksidan savunma sistemleri vardir (Cizelge 1.5) [132].

Cizelge 1.5. Antioksidan Savunma sistemleri [32].

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Enzim Sistemi Radikal Tutucular
Stiperoksid Dismutaz Suda Coziinenler Glutatyon
Glutatyon Peroksidaz Vitamin C
Glutatyon Rediiktaz Sistein
Katalaz Urik asit
Glukoz 6-P-Dehidrogenaz Yagda ¢oziinenler Vitamin E

Beta-karoten

Bilurubin

Flavonoidler

Metal ivonu Baglayanlar Transferin

Seruloplazmin
Haptoglobiilin
Albumin
Hemopeksin

Ferritin
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Enzimatik antioksidanlar

1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD toksik stiperoksit-radikalleri elimine eden, serbest radikallere kars1 dogal bir
defans sistemi olup, siiperoksit anyonunun H,0;’ ye dismutasyonunu Kkatalizler

[133,134].

SOD
20, +2H — —»—  H0,+ O, (Dismutasyon Tepkimesi)

2. Katalaz (CAT)

Katalaz; kanser, diyabet, katarakt, retinopati, ateroskleroz, I-R hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanmay1 i¢ine alan pek cok
patolojik sartlarda ortaya c¢ikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan sistemin
oncelikli bir enzimidir. Katalaz tarafindan hidrojen peroksit (H>O;), su ve molekiiler

oksijene doniistiiriilerek metabolize edilmektedir [135].

CAT
2H,0, ——— 2H,O0 + O,

Katalaz enzimi peroksizomlarda yerlesmis olup yapisinda dort tane hem grubu
vardir. Peroksidaz aktivitesinde olan bu enzim hidrojen peroksit, metil peroksit gibi
kiiciik molekiillere etki eder. Biiylik molekiillii lipit hidroperoksitlerine etki etmez

[136,137].

3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz primer enzimatik savunma sistemi olup, mitokondrilerde ve
sitozolde bulunur. Hiicreleri, organik hidroperoksitler ve hidrojen peroksitler tarafindan
olusturulan oksidatif tahribata kars1 korur. GSH-Px 2 adet glutatyon molekiiliinii 1 adet
glutatyon disiilfit’e okside etmektedir [137,138].
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GSH-Px
ROOH + 2GSH ——— ROH + GSSG + H,O

GSH-Px
H202 + 2GSH ——— 2H20 + GSSG
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2. KAYNAK OZETLERI

Yunancada yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz terimi, ilk kez 1972 yilinda
Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan kullanilmistir. 1983 yilinda Duke
ve arkadaglari, jel elektroforezi ile apoptozda endoniikleazlarin aktive olarak DNA
kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece apoptik hiicre Oliimiiniin ilk
biyokimyasal kanit1 elde edilmistir [24,25].

Baker ve arkadaslar 1985 yilinda iskemi ve reperfiizyona maruz kalan bobrekte
serbest oksijen radikalleri hasarina karsi siiperoksit dismutazin koruyucu etkisi
oldugunu belirtmislerdir [139].

Schumer M ve arkadaslar1 1992 yilinda morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
damgali bir kombinasyonla doku hasarinin degisik sekillerinde apoptozun ayirt
edilebilecegini gostermislerdir [140].

Lopez-Neblina F ve arkadaglar1 1994 yilinda eksojen nitrik oksitin (NO) hasarli
sican bobregini iyilestirici ve koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir [141].

Edelstein CL ve arkadaslar1 1996 yilinda sitoplazmik serbest kalsiyumun hipoksi
ile indiiklenen proksimal tiibiil hasarlarinda rol oynadigini ileri stirmiislerdir [142]. Yine
Edelstein CL ve arkadaglar1 1996 yilinda yaptiklart calismada sigan proksimal
tiibiillerinde; 1) PD150606’ in spesifik Kalpain inhibitorii oldugu 2) kalpainlerin aktif
formunun izoenzim mu-kalpain oldugunu belirtmislerdir [143].

Basile DP ve arkadaslar1 1997 yilinda iskemik hasardan sonra bax ve blc-2’ nin
sigan bobrek tiibiillerindeki hasari diizelttigini gdzlemlemislerdir [144].

Kaushal GP ve arkadaslar1 1998 yilinda kaspazlarin birbiriyle uyumlu sekilde
kademeli olarak hareket ettiklerini ve iskemik akut bobrek yetmezliginde 6nemli rol
oynadiklarini gozlemlemislerdir [145].

Edelstein GP ve arkadaglar1 1999 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada kaspazlarin apoptik
hiicre Olimiinden ayr1 olarak nekrotik hiicre oliimiine de katkida bulundugunu
belirtmislerdir [146].

Shi Y ve arkadaglar1 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda; iskemi reperfiizyon
hasar1 esnasinda kalpain aktivasyonunun kalpastatin’ in aktivitesindeki azalma,
kalpastatin proteininin baskilanmasi ve kaspaz-3’ {in aktivasyonu ile iligkili oldugunu
gozlemlemislerdir[ 147].

Chatterjee PK ve arkadaglar1 2001 yilinda kalpain inhibitdrii-1’ in si¢anlarda

bobrek iskemi reperflizyon hasarini azalttifini belirtmislerdir. McDonald MC ve
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arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kalpain inhibitorii-1’ in niikleer faktor-
kappaB aktivasyonunu ve hemorajik sokta organ hasarini azalttigin1 belirtmislerdir
[148].

Zhang C ve arkadaglar1 2002 yilinda eriskin sican beyninde kiiresel beyin
iskemisinden sonra kalpain ve kaspaz faaliyetlerin karsilastirmislar ve kiiresel beyin
iskemisinde proteaz aracili yaralanmalar1 azaltmak i¢in onemli bilgiler elde etmislerdir
[149].

Kelly KJ ve arkadaslar1 2003’ te GTP’ nin azalmasi sirasinda p53’ iin apoptozda
onemli araci oldugunu ve p53 inhibitorlerinin iskemik bdbrek hasarinin tedavisinde
diisiiniilmesi gerektigini bildirmislerdir [150]. Perin C ve arkadaslar1 2003 te kalpain ve
kaspaz-3 inhibitorleri ile apoptozun azalmasi sonucunda iskemi reperfiizyon ile
indiiklenen hiicre 6liimiiniin gelismesinden kalbi korunabilecegini bildirmislerdir [151].

Sola A ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada adenozinin nitrik oksit
tizerinden kaspaz-3 etkinligini arttirdigin1 gézlemlemislerdir [152].

Chatterjee PK ve arkadaslar1 2005° te kalpain inhibitorlerinin bobrek fonksiyon
bozuklugunu ve bobrek iskemi reperfiizyona neden olan yaralanmalarin azalttigim
bildirmislerdir [153]. Tao Y ve arkadaglar1 2005’ te kaspaz inhibisyonunun tiibiiler
apoptozunu ve cogalmasimi azalttigini ve polikistik bobrek hasarinin ilerlemesini
yavaglattigini bildirmislerdir [154]. Qiao X ve arkadaglar1 2005° te mitokondriyal yolun
renal iskemi reperflizyon hasarindaki tiibiiler hiicre apoptozunun yaslanma ile artisindan
sorumlu oldugunu belirtmislerdir. Renal iskemi reperfiizyon modelinde tiibiiler hiicre
apoptozu ile yaslanmada artis oldugunu gézlemlemislerdir [155]. Kher A ve arkadaslari
2005’ te aprotinin bobrek iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruma sagladiginm
gbzlemlemislerdir [156].

Dingman A ve arkadaglari 2006’ da aminoguanidin’ in doku yaralanmalarinda
kalpain ve kaspaz 3 aktivitesini azalttigin1 bildirmislerdir [157]. Frangié C ve
arkadaglar1 2006’ da yaptiklar1 calismada digsallastirilmis kalpainlerin akut bdbrek
yetmezliginde tiibiil onarim siireci i¢in kritik oneme sahip oldugunu bildirmislerdir
[158].

Chen LN ve arkadaglar1 2008’ de yeni dogan sicanlarda hipoksik-iskemik beyin
hasari iizerine Kalpain inhibitdrii-3” {in koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir [159].
Wu D ve arkadaslart 2008’ de iskemi reperfiizyon sonrasinda inositol 1,4,5-trifosfat
reseptorleri ve L tipi kalsiyum kanallarinin agilmasinin renal tiibiillerde apoptoza neden

oldugunu bildirmislerdir [160]. Chen H ve arkadaslar1 2008’ de yaptiklar1 ¢calismada
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Ozon oksidatif onkosullamanin gii¢lii antiapoptik ve anti-enflamatuar 6zelliklere sahip
oldugunu ve insan iskemik akut bobrek yetmezligi tedavisinde ©nemli sonuglar
dogurabilecegini belirtmislerdir [161]. Sun M ve Xu C 2008’ de Taurin’ in iskemiye
kars1 koruyucu mekanizmasinin m-kalpain ve kaspaz-3 aracilig1 ile apoptik hiicre 6liimii
yollarin1 engelliyor olabilecegini belirtmislerdir [162]. Chaitanya ve arkadaslar1 2008’
de sigan modelinde gecici fokal serebral iskemi sirasinda kalpain, katepsin-b ve kaspaz-
3’ in aktif hale geldigini gozlemlemislerdir [163].

Covington MD ve arkadaslar1 2009’ da yaptiklar1 ¢calismada kalpain-10’ un hiicre
canliligr i¢in gerekli oldugunu ve bobrek yaslanmasini azalttigini bildirmislerdir [164].
Kiiclik A ve arkadaglar1 2009’ da yaptiklar1 ¢alismada bdbrek iskemi-reperfiizyon
hasarinda Doksisiklin’ in koruyucu etkileri oldugunu gézlemlemislerdir [165]. Kumar S
ve arkadaslart 2009’ da deksametazonun bobrek iskemi-reperfiizyon hasarini
diizelttigini bildirmislerdir [166].

Korkmaz A ve Kolankaya D 2010’ da yaptiklar1 ¢alismada reaktif oksijen
tiirlerinin bobrek hasarina neden olan iskemi reperfiizyonda 6nemli rol oynadiklarini ve
rutin uygulamalarin reaktif oksijen tiirlerinin inhibisyonu ve antioksidan aktivitesiyle
bobregi koruyucu etki gosterdigini gozlemlemislerdir [167]. Chok MK ve arkadaslari
2010’ da Amifostinin reperfiizyon sonrasinda serbest oksijen radikallerini temizleyerek
ve tlibliler hasar derecesini azalttigin1 bildirmislerdir [168]. Hayashi T ve arkadaslari
2010’ da yaptiklar1 ¢alismada Karvedilol’ iin iskemi reperfiizyon hasarimi diizelttigini

bildirmislerdir [169].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’
nde yapildi. Deneyde agirliklar: 250 - 350 gr arasinda degisen 32 adet Wistar Albino

cinsi erkek sicanlar kullanildi.

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Calismada 32 adet Wistar Albino cinsi, agirliklar1 200-250 gr arasinda, erkek ve
saglikll siganlar kullanildi. Denekler; 24 °C oda sicakligi, havalandirmali oda, % 70-80
nemli ortami olan sartlarda, polikarbon kafeslerde su ve standart sican yemi ile
beslenerek 1 hafta gozlemlenip calismaya baslanildi. Caligmaya kadar su ve yiyecek

kisitlamasi yapilmadi. Siganlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda tutuldu.

1. Grup (Kontrol Grubu): Bu grupta 6 sican kullanildi. Genel anestezi altinda
karin bolgesinden sadece agma kapama yapildi. 24 saat sonra bobrek doku

ornekleri alindi.

2. Grup (Renal iskemi-Reperfiizyon Grubu): Bu grupta 7 sican kullamild.
Uygulanan iskemi modelini karsilastirilmak i¢in olusturuldu. Deneklere sag
nefrektomi uygulanip sol bobrek 30 dk iskemi ve 24 saat reperfiizyona maruz

birakildi. 24 saat sonra bobrek dokular: alinda.

3. Grup (Renal Iskemi-Reperfiizyon+AK295 Grubu): Bu grupta 8 sican
kullamildi. Iskemiden 30 dakika 6nce 2 mg/kg olacak sekilde tek doz AK295
kalpain inhibitorii intraperitonal olarak uygulandi ve grup 2’ ye uygulanan
iskemi reperfiizyon yontemi aynen uygulandi. AK295 DMSO soliisyonu i¢inde

¢oOziilerek verildi. 24 saat sonra bobrek dokulari alindi.

4. Grup (DMSO+ Renal iskemi - Reperfiizyon Grubu): Bu grupta 6 sican
kullanildi. iskemi 6ncesi 2 mg/ kg DMSO soliisyonu uygulanip grup 2’ ye
uygulanan iskemi reperflizyon yontemi aynen uygulandi. 24 saat sonra bobrek

dokular1 alind.
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3.2 Anestezi

Yapilan deneyde; anestezi i¢in, Ketamin hidrokloriir (Ketalar, Parke- Davis.
Eczacibas1, Istanbul) 75 mg/kg ve 5 mg/kg Ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer Ilac)

intramiiskiiler uygulandi.

3.3 iskemi — reperfiizyonun olusturulmasi

Steril sartlarda, hayvanin viicut 1s1s1 korunarak karin bolgesi tras edildi ve steril
delikli ortiiyle kapatildi. Orta hat kesiyle karin i¢ine ulasildi ve eksplorasyonda sag ve
sol renal arter ve ven bulundu ve askiya alindi. Sag nefrektomi yapildi. Ardindan sol
renal pedikiil, mikrovaskiiler klemple okliize edildi ve pulsasyon olmayisi ile arteriel
kan akimmin durdugu teyit edildi. Islemler sonlanincaya kadar sivi kaybmi 6nlemek
icin intraperitoneal izotonik verildi. 30 dakikalik iskemi sonrasi mikrovaskiiler klemp
acilarak arteriovendz akimin tekrar bagladigi, bobregin renginin agilmasi ve
pulsasyonun baslamasi ile teyit edildi. 24 saat reperfiizyon sonunda sol nefrektomiyle
biyokimyasal inceleme i¢in doku ornegi ile intrakardiak ponksiyonla biyokimyasal

inceleme icin 5 cc kan 6rnegi alindi ve deney sakrifikasyonla sonlandirildi.

3.4 AK295 Uygulanmasi

Bu ¢alismada kullanilan AK295 Calbiochem GmGH (Kimeks Kimya, Istanbul)
saglandi. Sicanlarin 8 tanesine iskemiden 30 dk once tek dozda 2 mg/kg AK295
intraperitoneal olarak verildi. 5 mg AK295, 10 ml DMSO’ da ¢dziinecek sekilde (1 ml
DMSO soliisyonunda 0,5 mg AK295) hazirlandi ve intraperitoneal olarak uygulandi.

3.5 Western Blot Calismasi

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen yontem, bir protein karigimi
icindeki belirli bir proteini ve bilyiikliglinii saptamak icin kullanilan nicel bir
yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen yiiksek kalitede bir
antikor kullanimina baghdir. Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili protein bir
karisimin iginden saptanabilir. Western blot hiicrede ne kadar protein biriktigini gdsterir

[170].
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Bu metot yardimiyla apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin

(blc-2) ya da kirilip kirilmadiklariin (kaspaz-3) saptanmasi miimkiindiir [171].

Deney protokolii

1.  Immunoblot igin bébrek dokusu 1:20 oraninda PBS igerisinde homojenize edildi
(MP Fast Prep24).

2. Homojenatlar 10 000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi (Thermo Scientific) .

3. Siipernatantlar yeni tiiplere aktarildi.

4. Orneklere ait siipernatantlar SDS-PAGE’ de 100 V’ de 75 dk yiizdiiriildii (Bio
Rad).

5. SDS-PAGE jeli kuru ortamda PVDF membrana aktarildi (Nu-Page 4-12% Bis-
Tris Gel 1,00mm X 10 Well) .

6. PVDF membran bloklama soliisyonunda 30 dk bekletildi (WesternBreeze

Chromogenic Western Blot Immunodetection) .

Ultra saf su Sml
. Bloke edici/ Seyreltici A 2 ml
Bloklama soliisyonu o o
Bloke edici/ Seyreltici B 3ml
Toplam Hacim 10 ml

7. 20 ml su ile membran 5 dk yikandi. Yikama isleminden sonra aktif kaspaz 3

proteinine baglanabilecek 10 ml primer antikor (1:1000) soliisyonu ilave edilip 1

saat inkiibe edildi.
Ultra saf su 7 ml
e . .. Bloke edici/ Seyreltici A 2 ml
Birincil Antikor Seyreltici - -
Bloke edici/ Seyreltici B 1 ml
Toplam Hacim 10 ml

Birincil antikor konsantrasyonu 1:1000

8.  Inkiibasyon sonunda membran 20 ml antikor yikama soliisyonu ile 5 dk yikama

islemine tabi tutuldu. Bu islem 3 kere tekrar edildi.
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. Ultra saf su 150 ml
Antikor Yikama '
Antikor yikama soliisyonu (16X) 10 ml

Toplam Hacim 160 ml

9. 10 ml ikinci antikor soliisyonu ilave edilip 30dk inkiibe edildi.

10. Inkiibasyon sonunda membran 20 ml antikor yikama soliisyonu ile 5 dk yikama
islemine tabi tutuldu. Bu islem 3 kere tekrar edildi.

11. 20 ml su ile membran 2 dk yikandi. Bu islem 2 kere tekrar edildi.

12.  Yikama isleminden sonra invitrogen boya ayiraci (% 10 Etanol % 7,5 Asetik asit)
ilave edilerek hedef protein aktif kaspaz 3’iin varlig1 belirlendi.

13.  Kodak Image Station 4000mm Pro ile goriintii alind.

3.6. Bobrek Doku Enzim Analizleri

Dondurulmus bobrek doku drneklerinin agirliklar: 6l¢iildii ve bobrek dokular 1/5
w/v oraninda PBS tamponu (pH 7,4) eklenerek buz izolasyonu altinda tiim dokular
parcalanincaya kadar homojenize edildi. Elde edilen homojenattan 1 mL MDA 6l¢iimii
icin ayrildi. Kalan homojenatlar, sonifikatorde 30 saniyelik araliklar ile 4 kere
tekrarlanmak tizere 15 saniye sonifiye edildi. Sonifiye islemlerinin ardindan 10.000 g’
de 4 °C’ de 10 dakika santrifiij islemi yapildi. Boylece enzim aktiviteleri ve protein
tayinin yapilacagi silipernatan elde edildi. Siipernatant Ornekleri ol¢iim islemleri
yapilincaya kadar -70 °C’ de derin dondurucuda saklandi. Siipernatantin protein igerigi

Bradford yontemi ile saptandi [172].

3.6.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev alan SOD enziminin aktivite
tayini McCord J.M, Fridovich I yontemine gore yapilmis olup yontemin esasi ksantin-
ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom-c’ yi
indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanir [173].

Stiperoksit dismutaz cesitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O,) radikalinin

hidrojen peroksite (H,0O,) dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. SOD enzim aktivitesi
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ksantin — ksantin oksidaz (XO) sistemi ile iiretilen O, radikallerinin sitokrom-c’ yi
okside etmesi sonucu olusan renk degisimi 550 nm’ de takip edilerek belirlendi. Bu
reaksiyona dayanan optik dansitedeki azalmadan yararlanarak SOD tarafindan
reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi. Bu reaksiyonu % 50 inhibe eden 6rneklerdeki

SOD miktar1 1 Unite (U) olarak kabul edildi ve sonuc¢lar U/mg protein olarak verildi.

Gerekli ¢ozeltiler:

A ¢ozeltisi:
-- 5 umol ksantinin 0.001 N NaOH’ daki ¢ozeltisi: 10 hacim
-- 2 umol sitokrom-c’ nin 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki
¢Ozeltisi: 100 hacim

A ¢ozeltisi belirtilen hacim oranlarinda karigtirilarak hazirlanir. Bu ¢ozelti 4°C °
de 3 giin kararhdir.

B Cozeltisi:
-- Ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’ daki ¢6zeltisi 0.2U/mL

B ¢ozeltisi deneyden dnce taze olarak hazirlanir.

Yontem:

3 mL’ lik spektrofotometre kiivetine 2.9 mL A ¢o6zeltisi eklendi. 50 pL 6rnek
ilave edildi. Tepkime 50 pL B c¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi. Daha sonra
Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm’deki absorbans degisimi (1dk.)
okundu. Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine 50uL distile su eklendi. Orneklerin %

inhibisyon degerleri hesaplandi.

3.6.2. Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi tayininde kullanilan ve Beers ve Sizer tarafindan gelistirilen ve
Luck tarafindan modifiye edilen yontem, H,O,’ nin Katalaz tarafindan O, ve H,O’ ya
parcalanmasi esnasinda reaksiyon karisimindaki absorbans degisiminin 6l¢iimii esasina

dayanmaktadir [174,175].

Gerekli ¢ozeltiler:
-- 1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu (Na,HPO4- KH,PO4) pH: 7
-- Derisik H,O,
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Yontem:

Spektrofotometrede 240 nm’ de absorbans 0.7-0.9 oluncaya kadar Na-K-fosfat
tampon ¢ozeltisine derisik (% 35° lik) H,O, ilave edildi. Numunelerin katalaz icerigini
belirlemek i¢in hazirlanan bu karisimdan 1000 pl alimip kiivete kondu ve iizerine
calisma araligina bagli olarak 30 ul baslayarak gittikce artan konsantrasyonlarda
stipernatan eklendi ve bir kez karistirilip Shimadzu 1601-UV visible spektrofotometrede
240 nm dalga boyunda 30 sn siireyle H,0,’ nin (e= 0,0396 cm® pmol™) absorbans
degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan yola ¢ikarak orneklerdeki mg

protein i¢indeki enzim {inite sayis1 hesaplandi.

3.6.3. Malondialdehit Ol¢iimii

Reperflizyon siireci sonunda artan serbest radikal yapiminin bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) diizeyleri Beuge J.A yoOntemine gore belirlenmesiyle bulundu
[176].

Gerekli ¢ozeltiler:
-- % 15’ lik TCA ¢ozeltisi: 1 hacim
-- % 0.375’ lik TBA ¢o6zeltisi: 1 hacim
-- 0.25 N’ lik HCI ¢ozeltisi: 1 hacim

Yukaridaki ii¢ ¢ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanip belirtilen hacim oranlarinda
karistirilmasiyla bir soliisyon hazirlandi.

Yontem:

10 mL’ lik santrifiij tiipleri alind1 ve biitiin tiiplere hazirladigimiz soliisyondan 4
mL konuldu. Kor tiipleri hari¢ tutularak 6rnek tiiplerine 1 mL homojenat konuldu. Bir
kez siddetli sekilde karistirildi. Kaynar suda (95-100 °C’ de) 30 dk bekletildi. Daha
sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin
Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresinde 535 nm’ deki MDA-TBA kompleksi

‘nin absorbansi okunarak malondialdehit miktar1 hesaplandi.
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3.7. Serum Biyokimya Analizleri

BUN, kreatinin calisilmak iizere portal venden aliman 5 cc’ lik kan Ornekleri
biyokimya tiipii igerisinde laboratuvara ulastirildi. 3000 devir/dakika hizda 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Ayrilan serumlar analiz giiniine kadar -70°C’ de dondurularak
sakland1. Serum Ure ve Cr seviyeleri OLYMPUS AU-640 model analizatérde 6l¢iildii.

Ure ve Cr renal fonksiyon tespiti igin kullanildi.

3.8. istatiksel analiz

Bu c¢alismada elde edilen veriler SPSS.15 paket programi yardimi ile
degerlendirilmistir. Biyokimyasal verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sirasinda
gruplar arasinda ki farklarin incelenmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
Anlamlilik seviyesi olarak 0.05 alinmis olup, p>0.05 olmasi durumunda gruplar
arasinda anlamli farkliligin olmadigi, p<0.05 olmasi durumunda gruplar arasinda

anlamli farkliligin oldugu belirtilmistir. Sonuglar ortalama +SD olarak verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Western Blot Sonuglar:

Western-Blot uygulamasi ile kaspaz-3’ e 6zgii antikorlar kullanilarak, SDS-PAGE

yapilan jelde kaspaz-3 enziminin varligi, olusan bantlara bakilarak tespit edildi.

Cizelge 4.1. Gruplarin Jeldeki Siralamasi

1-2 34 5-6 7-8 9
Iskemi Reperfiizyon | iskemi Reperfiizyon
Kontrol Iskemi Reperfiizyon + + Standart
AK295 DMSO

Sekil 4.1.Western Blot yontemi ile elde edilen Kaspaz-3’ iin goriintiisii

Sekilde goriildiigli gibi kontrol grubunda (2) herhangi bir hasar olmadigindan

dolayi, kaspaz-3 enzimi i¢in belirleyici olan standartta 17 kDa’ ya karsilik gelen

bolgede herhangi bir bant gézlenmemistir. Bobrek iskemisi yapilan grupta (3-4) ise

belirgin bantlar olusmustur. Bu bant kaspaz-3 (17 kDa) enziminin varhigini ve

dolayisiyla apoptozun gerceklestigini gosterir. Iskemi + Ak295 grubunda (5) ise

kalpain inhibitorii olan AK295’ in olusan iskemik hasari onlemesi nedeniyle bant

goriilmemektedir. iskemi + DMSO grubunda (7-8) ise apoptoz nedeniyle belirgin

bantlar olugsmustur.
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4.2. Bobrek Doku Enzim Sonuc¢lari

Yapilan ¢aligmalar sonucunda kontrol ve uygulama gruplarina ait bobrek

dokusunda SOD, Katalaz ve MDA degerleri ¢izelge 4.2 ve sekil 4.2-4’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Bobrek Doku Enzim Sonuglari

Gruplar

Katalaz

SOD

MDA

Kontrol
(n=6)

132 £ 6.82 P

25 +2.61

0.24 + 0.03 *P*

Iskemi — Reperfiizyon
(n=7)

143 +20.83

28 +£6.01

0.42+£0.15"

Iskemi — Reperfiizyon +
AK295
(n=8)

163 +11.43*

27 +£3.61

0.38 +0.03"

Iskemi — Reperfiizyon +
DMSO
(n=6)

149 +10.58 "

25+4.95

0.48+0.12°¢

p <0.05 igin;

Kontrol ile /R = a Kontrol ile I/R + AK295 =b

4.2.1. Doku SOD Degerleri

Kontrol ile I/R + DMSO = ¢

Bobrek 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 hesaplandi.

Bobrek dokusu SOD enzim aktivitesi bakimimdan kontrol grubu ile diger gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamadi.
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U/me SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)

50
40
30
20 -
10 -

mSOD

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

Sekil 4.2. Ortalama SOD Degerlerinin Gruplara Gore Dagilimi

4.2.2. Doku Katalaz Degerleri

Bobrek 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 hesaplandi.

I/R + AK295 ve I/R + DMSO degerlerinin, kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)
derecede yiiksek oldugu bulunmustur. I/R ile I/R + AK295 ve I/R + DMSO degerleri

arasinda fark anlamli diizeyde bulunmamustir.

. KATALAZ
200
150
100
50 H KATALAZ
0
KONTROL I/R+AK295 I/R+DMSO

Sekil 4.3. Ortalama Katalaz Degerlerinin Gruplara Gére Dagilimi
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4.2.3. Doku MDA Degerleri

Bobrek 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 hesaplandi.

I/R, I/R + AK295 ve I/R + DMSO degerlerinin, kontrol grubuna gore anlamli
(p<0.05) derecede yliksek oldugu bulunmustur. Diger gruplar arasinda herhangi bir fark

bulunmadi.

nmol/mg protein M DA

1
0,8
0,6
0,4
“

0

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

m MDA

Sekil 4.4. Ortalama MDA Degerlerinin Gruplara Gére Dagilimi

4.3. Serum Ure ve Kreatinin sonuclar:

Yapilan calismalar sonucunda kontrol ve uygulama gruplarma ait serum Ure

(BUN) ve degerleri cizelge 4.3 ve sekil 4.5-6° da verilmistir.

Cizelge 4.3. Serum BUN ve Kreatinin Sonuglari

Gruplar BUN Kreatinin

Kontrol 35+22.3 " 0.64 = 0.09 *"*

Iskemi — Reperfiizyon 156 £9.01°* 3.6+0.23°

Iskemi — Reperfiizyon + AK295 151 +5.8 "¢ 3.76 £ 0.13 ™

Iskemi — Reperfiizyon + DMSO 165 + 6.1 * 3.4+0.28 %

p <0.05 i¢in;

Kontrolile /R=a  Kontrol ile I/R + AK295 =b Kontrol ile I/R + DMSO = ¢

I/R + AK295 ile I/R + DMSO =d
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4.3.1. Ure (BUN) Degerleri

Yapilan biyokimyasal degerlendirme sonucu ortalama ftre degerleri (+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.

I/R, I/R + AK295 ve I/R + DMSO degerlerinin, kontrol grubuna gére anlamli
(p<0.05) derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica I/R + AK295 degeri de I/R +
DMSO grubuna gére anlamli (p<0.05) derecede diisiik oldugu bulunmustur. I/R ile
[/R+AK295 ve I/R ile I/R+DMSO gruplar1 arasinda ise anlamli fark bulunmadi.

mg/dL BUN

200

150

100

H BUN

50 T
0

KONTROL i/R i/R+AK295 i/R+DMSO

Sekil 4.5. Ortalama BUN (Ure) Degerlerinin Gruplara Gore Dagilini

4.3.2. Kreatinin Degerleri

Yapilan biyokimyasal degerlendirme sonucu ortalama kreatinin degerleri (=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.

I/R, /R + AK295 ve I/R + DMSO degerlerinin, kontrol grubuna gore anlaml
(p<0.05) derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica I/R + AK295 degeri de I/R +
DMSO grubuna gore anlamli (p<0.05) derecede yiiksek oldugu bulunmustur. I/R ile
[/R+AK295 ve I/R ile I/R+DMSO gruplari arasinda ise anlamli fark bulunmada.
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mg/dL KREATININ

5

4

3

2

1 m KREATININ
0

KONTROL i/R+AK295 i/R+DMSO

Sekil 4.6. Ortalama Kreatinin Degerlerinin Gruplara Gére Dagilim
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5. TARTISMA ve SONUC

Iskemi, bir organa gelen kan akimimin cesitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya
durmasidir. Reperfiizyon ise iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya
kan akiminin yeniden saglanmasidir [177,178]. Renal iskemi reperflizyon hasari
sirasinda iskemi doneminde bobrek korteks ve medullasina olan kan akimi kesilmekte,
reperfiizyonu takiben doku kanlanmasi olmaktadir. Fakat bu reperfiizyon sirasinda
bdbregin her yeri esit olarak kanlanmamakta, bazi yerlerde devam eden hipoksi olurken
bazi yerlerde asir1 reperflizyona bagli 6dem gelisebilmektedir [179]. Hipoksi sonrasinda
degisen hiicre i¢i mekanizmalar yiiziinden hiicrelerde farkli yanitlar lokal veya sistemik
olmaktadir [180].

Apoptoz farkl sekillerde uyarilan genler ile hiicrelerin, programlanmis bir sekilde
Olmesidir. Bu mekanizmada bcl, bax gibi farkli genler aktive olmaktadir. Kaspaz-3,
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasini takiben sitokrom yapisinin artmasi
ve sitozolde diizeyinin artmasiyla aktive olan apoptik yolun en 6nemli gostergesidir
[181]. Hipoksik ortamda hiicrelerin apoptoza gitmesi sonucu bu hiicrelerde kaspaz-3
aktivitesi artmaktadir. Farkli iskemik doku ¢aligmalarinda hipoksi ile apoptoz kaspaz-3
aktivitesi gosterilmistir [182]. Jani A ve arkadaslar1 kaspaz inhibisyonunun bdbrek
korunmasinda faydali olabilecegini bildirmislerdir [183]. Kalpainler de en az kaspazlar
kadar apoptozdan sorumlu, MSS’ de sitozolde bulunan nétral proteazlardir ve kalsiyum
bagimhidirlar [99]. Mitokondri aracili prokaspaz-9 salinimini tetiklerken ayni zamanda
kaspaz kaskadinin ortak son etkin mediatorii olan kaspaz-3’ iin de artmasina neden
olurlar. Bdoylece kalpainler apoptoz mekanizmasinda ¢ok Onemli bir yer edinirler
[70,85,99].

Kalpainler lizozomsuz kalsiyum bagimli hiicre i¢i proteazlardir [89,184]. Kalpain
aracili proteoliz; hiicre iskeleti proteinleri, membran proteinleri, kinazlar, fosfatazlar ve
transkripsiyon faktorleri igin segicidir [184,185]. Kalpain izoformlar1 biitiin
omurgalilarda bulunmaktadir. Kalpain inhibitorlerinin etkileri canli sistemlerde
degisken olan hiicre tipi ve yaralanma tiirline gore degiskenlik gosterir [186,187,188].
Kalpainlerin sinyal iletimi, hiicre c¢ogalmasi, farklilasma, apoptoz ve trombosit
aktivasyonu gibi kalsiyum ile diizenlenen c¢esitli olaylarda rol oynamasina ragmen
fizyolojik fonksiyonu hala tam olarak anlasilamamistir [184,189,190,191]. Kalpainler
noronal dejenerasyon, Alzheimer, metastaz ve katarakt gibi ¢esitli patolojik

durumlardan sorumlu tutulmaktadir. Kalpainlerin ii¢ boyutlu yapisinin aydinlatilmasi ve
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kalsiyum aktivasyon mekanizmalariin indiiklenmesi ile kalpain gen mutasyonlar1 ve
insan hastaliklar1 arasindaki iliskiler kesfedilk¢e kalpainler daha ¢ok dikkat ¢ekmeye
basladi [103,192,193]. Kalpain proteazlar sitoskeletal ve hiicre zar1 metabolizma
olaylarinda merkezi bir rol oynar ve iskemi reperfiizyon hasari ile aktif hale getirilebilir
[89,143,194,195,196]. Kalpain proteazlar; beyin, miyokard ve renal tiibiiler hiicre dahil
olmak tizere ¢esitli hayvan modellerinde iskemi reperfiizyon yaralanma patogenezinde
rol oynamaktadir [143,194,197]. Yapisal proteinler ve diger mikrotiibiiler proteinler
kalpain proteaz tarafindan kismen yikima ugratilir [89,184]. Kalpain proteazlar sinyal
proteazlar1 gibi davranarak protein kinaz ¢’ yi aktive ederek hiicre hasarma yol acan
cesitli yollarin aktivasyonuna neden olabilir [184,198].

Kalpain inhibitorleri serebral iskemi ve beyin travmasi modellerinin birgogunda
proteolizi ve hiicre Oliimiinii azaltmistir [195,197,199]. Kalpain ¢esitli apoptik ve
nekrotik kosullarda aktif hale gelirken kaspaz-3 ise sadece ndronal apoptozda aktif hale
gelir [96]. Kaspazlarin substratlar1 sitoskeletal iligkili proteinler, kinazlar, apoptoz
iliskili bel-2 ailesinin iiyeleri ve DNA modiilator enzimleridir. Kalpainlerin substratlari
sitoskeletal iligkili proteinler, kinazlar, fosfatazlar, membran reseptdrleri ve
tagtyicilaridir [96].

Bir kemirgen modelinde kalpain ve kaspaz inhibitorlerinin serebral iskemide
farkl1 mekanizmalarla beyin dokusunu koruduklari belgelenmistir [96]. Schnellmann
RG ve Williams SW tavsan bobreginin proksimal tiibiil hiicrelerinde kalpain
inhibitorleri ile kalpainlerin aktif bdolgesini veya kalsiyum baglayict bdolgesini
engelleyerek kalpainlerin aktivitelerini azaltmiglardir. Kalpain aktivitesinin inhibisyonu
ile Antimisin A (mitokondrial inhibitor), Tetrafloroetil-L-sistein (nefrotoksik
halokarbon) ve iyonomisin (Ca* iyonofor) gibi gesitli toksik maddeler tarafindan
tiretilen hiicre 6limii azalmigtir [200]. Kalpain inhibitorlerinin erigkin sican serebral
iskemi modellerinde néron koruyucu etkisi gosterilmistir. Hipoksik iskemi sonucunda
kalpain inhibitorii-3’ iin kalpain ve kaspaz-3’ iin ekspresyonlarini azaltarak sinir
nekrozu ve apoptozuna miidahale eder ve neonatal beyin hasarina karst koruyucu etki
gosterir [159].

Calismamizda karakteristik 6zellikleri sayesinde diger kalpain inhibitorlerine gore
daha kuvvetli etki gosteren AK295” i kullandik. Kalpain Inhibitérii AK295” in; fokal
iskemiye bagli noronlar1 korudugu ve deneysel beyin hasarini izleyen motor ve biligsel

hasar1 azalttigin1 belirtilmistir [195,199].
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Mathur P ve arkadaglar 1g1k sagilmasinin azaltilmasi i¢in kalpain inhibitorlerini
karsilastirmiglardir. AK295, SJA6017 ve MDL28170 gibi kalpain inhibitorleri
kullaniminin katarakt tedavisi i¢in umut verici bir yaklasimi temsil ettiklerini
belirtmiglerdir [201]. Saatman KE ve arkadaslar1 Sicanlarda secici kalpain inhibitorii
olan AK295 uygulanmasi ile beyin travmasi sonrasinda motor ve biligsel islev
bozuklugunun azaldig1 gézlemlenmistir [202].

DeBiasi RL ve arkadaglar1 AK295’ in inhibisyonunun virlis kaynakli apoptik
miyokard hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugunu gostermislerdir. Reoviriis ile
enfekte yenidogan farelerin tedavisinde AK295’ in reovirlis miyokarditine karsi
koruyucu etkileri belgelenmistir. AK295” in etkisi ile (i) miyokard hasarinin azaldigi,
(i1) serum kreatin fosfokinazinda azalma oldugu, (iii) agirlik artisinin diizelme oldugu
gozlemlenmistir. Bu bulgular viral hastalikta apoptik hiicre 6liimii ile kalpain iligkili
yolun 6nemi i¢in ilk kanitlardir [203].

Wang MS ve arkadaglart AK295’in duyusal sinir koklerinin aksonal dejenerasyon
derecesini azalttigin1 goézlemlediler. Kalpain inhibitéri AK295’ in taxoliin klinik ve
patolojik etkilerini azaltabilecegini ve sistemik kalpain inhibisyonunun taxol ile tedavi
edilen hastalarda ndrapatinin 6dnlenmesi i¢in iyi bir strateji olabilecegini belirtmislerdir
[204].

Colak A ve arkadaglar1 AK295’ in kalpain bagimli yollardan apoptozu inhibe
ettigini gostermislerdir. AK295’ in ndronlar i¢in yeni bir terap6tik bilesik oldugunu ve
SCI olan hastalarda fonksiyonlarin diizelebilecegini belirtmislerdir [205].

Yapilan kaynak taramalarinda renal iskemi reperfiizyon hasarinda kalpain
inhibitorii olan AK295’ in etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim
calismamiz, renal iskemi reperfiizyon hasarinda AK295’ in kaspaz-3’ e olan etkinligini
arastiran literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Calismamiz 30 dakika iskemi sonrasi 24 saat reperfiizyona birakilan Wistar albino
erkek sicanlarda yapildi. Calismada apoptozun gostergesi olan Kaspaz-3’ e Western
Blot yontemi ile bakildi. Calismamizda antioksidan enzimlerden SOD ve katalaz ile
birlikte lipid peroksidasyonunun son {iirlinii olan ve lipid peroksidasyonu derecesini
gosteren MDA konsantrasyonu ile reperfiizyon hasar1 degerlendirildi. Ayrica serum iire
ve kreatinin seviyelerine bakilarak bobrek hasar1 degerlendirildi.

Western Blot sonuglarina goére kontrol grubundaki deneklerin birinde apoptozun
olmadig, renal iskemi reperfiizyon olusturulan iR ve IR+DMSO gruplarinda apoptozun

gostergesi olan kaspaz-3 miktarinin arttigi gozlemlenmistir. AK295 uygulanan grupta
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ise aktif kaspaz-3 miktarinin iskemi yapilan gruplara oranla daha az oldugu ya da
olmadig1 gozlemlenmistir. Bu sonuclara gore kalpain inhibitorii olan AK295’ in renal
iskemi reperflizyon yapilan sicanlarda apoptozu kismen 6nledigi sonucuna varilmistir.

Normal bir insan bobreginde, bir saatten kisa siiren sicak iskemi, gegici
disfonksiyondan baska hasar yapmazken, ii¢ saat ve daha uzun siiren sicak iskemi ise
geriye doniisii olmayan hasara neden olmaktadir [205]. Deneysel olarak I/R ile
olusturulmus bobrek hasarinda, serbest oksijen radikalleri direk hiicrede hasara yol
acmakta ve bu hasarin siddetine gore hiicre ya apoptoz ya da nekroz ile 6liime gittigi
gosterilmistir [14].

Dokuda meydana gelen iskemi, yiiksek miktarda SOR olusumuna neden
olmasinin yaninda, lokal ve sistemik bdbrek yetmezligine de neden olur. Iskemi
sonrasinda dokuda nétrofil gociiniin artmasi ve aktive olan nétrofillerin, dokuda olusan
SOR’ un temel kaynagi oldugu yapilan bir¢cok ¢aligmada gosterilmistir [206].

SOR canli yapidaki biyomolekiillerle reaksiyona girerek dokudaki hasari artirir
[20,207]. SOR olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 énlemek icin viicutta
bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri
olarak bilinirler. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek
ve/veya SOR toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler [2].

Gilintimiizde yapilan bir¢ok calisma, kalp, karaciger, beyin, barsak ve bobreklerde
[/R hasarmin bazi antioksidanlar ile belli dlgiilerde ©nlenebildigini gdstermektedir
[15,208].

Antioksidan enzim sisteminde yer alan enzimlerden en Onemlisi siiperoksit
radikalini molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite doniistiiren reaksiyonu katalizleyen
SOD’ dur [209,210]. Siiperoksit dismutaz (SOD), bir metalloenzimdir. Oksijeni
metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur. Siiperoksidin hidrojen perokside doniistimii
reaksiyonunu katalizler. Siiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem de
rediiktan olarak hareket eder ve bilinen en hizli etki gosteren enzim sistemidir ancak
diflizyon hizt siirlidir [211]. Oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 SOD, katalaz ve
glutatyon enzim sistemiyle birlikte ¢alisan bir savunma mekanizmasidir. Bdylece olusan
hidrojen peroksit, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene
indirgenmektedir. Peroksit radikalinin dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku
icin biyolojik avantaj saglar. SOD’ un gdrevinin aerobik organizmalari, siiperoksitin
zararl etkilerine karsi korumak oldugu sanilmaktadir [212,213]. Enzim, hiicrede degisik

kompartmanlarda bulunmaktadir. Sitozolik ve ekstraselliiler enzim, her biri i¢inde bir
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ekivalan bakir (Cu™) ve ¢inko (Zn+2) tagtyan birbirine benzer iki alt tiniteden meydana
gelir. Fakat mitokondriyal enzim, bakterilerde bulunana benzer sekilde sadece
manganez (Mn+2) igerir. Siiperoksit dismutaz biitiin temel aerobik dokularda
bulunmaktadir [173].

Calismamizda, SOD enzim diizeyi artmasina ragmen kontrol grubuna ait SOD
degeri ile /R, I/R + AK295 ve I/R + DMSO gruplarma ait SOD degerleri arasinda
anlaml bir fark gézlenemedi. Ozellikle kisa zamanl (30 dakika) I/R modellerinde SOD
aktivitesinde artig olmadig1 buna karsin 60 ve 90 dakika gibi uzun iskemi uygulanan I/R
modellerinde anlamli SOD artis1 oldugunu gosteren calismalar mevcuttur [214].
Dolayisiyla uygulanan iskemi siiresi SOD aktivitesinin belirginlesmesinde ¢ok 6nemli
gibi goriinmektedir. Sicanlarla yapilan deneysel hayvan modellerinde 45 ve 60
dakikalik iskemi uygulandiginda iskemik hasar olustugu gosterilmistir [215,216].

Katalaz, her biri 500 amino asitten olusan dort hem proteini igeren tetramer
yapida bir hemoproteindir. Optimum etkisini notral pH ortaminda gdsterir. Kan, kemik
iligi, karaciger, bobrek ve miikoz membranlarda bol miktarda bulunmaktadir. Katalaz
hidrojen peroksit (H,O,)’den bagka formaldehit, formik asit ve alkolleri de oksidize
edebilir. Ancak siyanid (:C N) ve kiirar gibi zehirler ile enzim aktivitesi inhibe olur.
Katalaz iki hidrojen peroksit molekiiliinden birini elektron vericisi, digerini de elektron
alicis1 olarak kullanarak su ve oksijen meydana getirir [217]. Katalaz enzim sistemleri
icinde en yiiksek oranda molekiilii indirgeyen enzimdir. Bir molekiil katalaz dakikada 5
milyon molekiil hidrojen peroksit (H,O,)’ i su (H,O) ve oksijen (O;) molekiiliine
indirger. Calismamizda, gruplara ait katalaz enzim diizeyleri karsilastirildiginda I/R,
[/R+AK295 ve I/R + DMSO gruplarma ait katalaz diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli sekilde artmigtir. Fakat iskemi reperfiizyon yapilan gruplar1 kendi arasinda
karsilastirdigimizda I/R + AK295 ve I/R + DMSO gruplarindaki katalaz diizeylerinin
I/R grubuna gore anlamli olmayan sekilde arttig1 gozlemlendi.

Renal I/R sirasinda iiretilen serbest radikaller lipid peroksidayonu ile yapisal ve
fonksiyonel olarak hiicre hasarina neden olurlar [209,210]. Serbest oksijen radikalleri
cok reaktif olmalari nedeni ile direkt olarak Ol¢iilememektedir. Lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak en sik kullanilan ve doku hasar1 konusunda fikir
veren bu molekiillerden birisi MDA’ dir [209,218]. 1980’ li yillardan beri oksidatif
doku hasarinin gostergesi olarak, serum ve doku MDA degerlerine bakilmakta oldugunu
belirten Singh ve Chopra sicanlarda yaptiklari renal I/R’ de renal oksidatif doku

hasarinin gostergesi olarak doku MDA diizeylerine bakmislardir. Bu ¢alismada da doku
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hasarmin gostergesi olarak renal doku MDA degerlerine bakilmis olup ve I/R grubunda
MDA degerlerinin diger gruplara oranla belirgin olarak arttig1 gosterilmistir [219]. Biz
de ¢alismamizda lipid peroksidasyonunu ve hiicresel hasar1 degerlendirmek tizere MDA
diizeylerini inceledik.

Calismamizda, gruplara ait MDA degerleri karsilastirildiginda I/R, I/R + AK295
ve I/R + DMSO gruplarina ait MDA degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli sekilde
arttigr gozlemlendi. Calismamiz da saptanan bobrek doku MDA diizeyleri literatiir
bilgisiyle uyumlu olup serbest oksijen radikallerine bagli bobrek iskemi-reperfiizyon
hasarinda MDA’ nin anlamli derecede yiikseldigini gostermektedir.

Renal fonksiyon bozuklugu sonucunda meydana gelen plazma kreatinin, iire
seviyelerindeki artig, bobrek IR hasarmin biyokimyasal sonuglarindan birkagidir. Tam
olarak acikliga kavusmamis olsa da serumda iire ve kreatinin sevilerindeki artisin
sebebinin tiibiiler engellenme ya da tiibiillerde geriye sizdirmadan kaynaklandigi
diistiniilmektedir [220]. I/R sonrasinda serum BUN miktarindaki artis akut bobrek
yetmezliginin gdstergesi olabilmektedir. Calismamizda I/R, I/R + AK295 ve I/R +
DMSO iire degerlerinin, kontrol grubuna gdre anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu durum bdobrek islevinde bir diizensizligin olustugunu gostermektedir.

Kreatinin degeri bobrek yetersizliginin tanisinda ve gelismesinin izlenmesinde
cok iyi bir gostergedir. Kreatinin glomeriiler filtrasyondan etkilenir ve glomeriilar
filtrasyonu dogrudan gdsteren en pratik parametredir [221]. IR hasar1 sonrasinda serum
kreatinin seviyesinde gozlenen yiikselme, bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde meydana
gelen fonksiyon bozuklugunu isaret eden bir durumdur [222]. Calismamizda I/R, I/R +
AK295 ve I/R + DMSO degerlerinin, kontrol grubuna gore belirgin derecede yiiksek
olmas1 deneklerde bobrek fonksiyonunun ileri derecede bozuldugunu ortaya
koymaktadir.

Sonug olarak renal iskemi reperfiizyon hasart modelinde kullandigimiz kalpain
inhibitérii AK295’ in apoptozu kismen engelledigi tespit edilmistir. AK295 ile
gelecekte yapilacak olan in vivo ve in vitro ¢alismalar ile mevcut tedavisi bulunmayan
iskemi reperflizyon hasart hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunabilecek ve iskemi

reperfilizyon hasar1 tedavi protokoliinde yer edinebilecektir.
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EGITIM BILGILERI

Tlkokul : 23 Nisan Ilkégretim Okulu 1991-1996
Ortaokul : Gazi Ortaokulu 1996-1999

Lise : Seyhan Rotary Anadolu Lisesi. 1999-2003
Lisans : Indnii Universitesi. 2004-2008
Yiiksek Lisans : Indnii Universitesi. 2008-2011

Verilen Seminer:

Seminer Konusu : KALPAINLER
Seminer Tarihi 125 Ocak 2010
Seminer Yeri : Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Seminer Salonu
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