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SPINAL KORD ISKEMI OLUSTURULAN SICANLARDA KASPAZ-3
AKTIVITESI VE MELATONININ KORUYUCU ETKISININ
ARASTIRILMASI

Demet DOGAN
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Biyoloji Anabilim Dali

65+ vii sayfa
2008

Danmigman: Yrd. Dog. Dr. Songiil AYDEMIR

Kaspazlar, hiicre 6liimii yani apoptozisde anahtar rol oynarlar. Deneysel iskemi ve
travmatik beyin yaralanmasi sonucunda olusan ndronal hiicre Olimi, kaspaz-3' iin
aktive olmasiyla gerceklesmektedir. Bu caligmada spinal kord iskemisi yapilarak,
iskemide kaspaz-3 aktivitesi ve gli¢lii bir antioksidan hormon olarak bilinen melatoninin,
yeterince bilinmeyen anti-apoptotik 6zelliginin arastirilmasi amaglanmigtir.

Sinir sisteminde iskemi, norodejenerasyon, inflamatuar hastaliklar ve travmatik
yaralanmalarda néronal hiicre 6liimiiniin bir sekli olan apoptoz gozlenir. Kaspazlar
apoptozun ortaya c¢ikiginda 6nemli hiicre i¢i proteazlardir. Kaspazlar hiicrede inaktif
olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Kaspaz-3" iin néronal
gelisim ve yaralanmada oldukc¢a 6nemli oldugu gdsterilmistir. Bu proteazin bozulmasi
norolojik defektlere yol acar.

Calismamizda 30 adet yetiskin erkek Wistar tipi albino si¢anlardan 4 grup
olusturuldu: 1.grup (Kontrol), 2.grup (Deneysel spinal kord iskemi olusturulan grup),
3.grup (Melatonin uygulanan grup), 4.grup (Melatonin+iskemi olusturulan grup).
Hayvanlara anestezi yapildiktan sonra spinal kord iskemi modeli uygulandi. Biitiin
denekler 48 saat yasatildiktan sonra spinal kord 6rnekleri alindi. Bu dokularda kaspaz-3
aktivitesinin gézlenmesi i¢in Western-Blot teknigi uygulandi.

Kontrol grubuna gore spinal iskemi grubundaki kaspaz-3 band1 belirgin bir sekilde
goriiliirken, melatonin uygulamasiyla melatonin+iskemi grubunda bu bandin
goriinlirliigii ortadan kaybolmustur.

Bu sonuclar iskemi uygulamasina bagli kaspaz-3 aktivitesinin dolayis1 ile
apoptozisin arttigini, melatoninin ise kaspaz-3 aktivitesini inhibe ederek spinal kord
iskemi hasarin1 dnleyebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord iskemi, Kaspaz-3, Melatonin
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Caspases, play a major role in apoptosis which is known cell death. Neuronal cell
death that takes place at result of experimental ischemia and traumatically brain injury
occurs with activation of caspase-3. In this study, we aimed to investigate the activity of
caspase-3 in ischemia and strong antioxidant hormone melatonin’s anti-apoptotic
property which is not entirely known, using spinal cord ischemia.

In the nervous system, apoptosis, a type neuronal cell death, is observed at
ischemia, neurodegeneration, inflammatory diseases, and traumatically injury. Caspases
are the important intracellular proteases in the development of apoptosis. Caspases are
inactive in cell and proteolytically activated each other. It is showed that caspase-3 is
fairly important for neuronal development and injury. Breaking of these proteases
causes neurological defects.

In our study, thirty adult Wistar Albino rats were divided into 4 groups: Group 1:
control, group 2: experimental spinal cord ischemia, group 3: melatonin (50mg\kg)
treated group, and group 4: melatonin (50mg\kg) followed ischemia. After animals were
anesthetized, spinal cord ischemia model was used. All animals were kept alive for 48
hours and then spinal cord samples were removed. In these tissues, caspase-3 activities
were analyzed using Western blot technique. While, caspase-3 band has been obviously
visible in the spinal cord ischemia group compared with control, this band disappeared
with melatonin treatment in the melatonin plus ischemia group.

These results indicated that caspase-3 activity increased in the ischemia,
consequently increased apoptosis, and that melatonin can be prevented to spinal cord
ischemia injury inhibiting caspase-3 activity.

Key Words: Spinal cord ischemia, Caspase-3, Melatonin
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1. GIRIS

Son otuz yilda histopatoloji, genetik ve molekiiler biyolojide yapilan yogun
arastirmalar biitlin hayvansal hiicrelerin kendilerini dldiirecek genetik bir diizene sahip
oldugunu ortaya koymustur. Normal kosullar altinda zedelenmis veya yaslanmig
hiicreler organizmanin hiicresel homeostazisinin saglanmasi igin apoptozis olarak
adlandirilan hiicre 6limi ile kendilerini feda ederler. Hiicresel oliimde en Onemli
gorevlilerden biri kaspaz denilen enzimlerdir. Hiicrenin bir nevi 6liim makinalaridir.

Omurilik yaralanmalari giinliik aktivitenin kisitlanmasina neden olan ve yasam
kalitesini etkileyen temel bir saglik sorunudur. Oldukea sik goriilen spinal kord (omurga
ve omurilik) yaralanmalar1 hayat boyu devam eden sakatliklara neden oldugu i¢in biiyiik bir
onem tasimaktadir. Spinal korda yonelik her tiirlii hasar etkeni, spinal kordun iskemisine
ve zedelenmesine neden olur [1].

Iskemi, bir dokuyu besleyen kan damarlarinin, belli bir zaman dilimi i¢inde bir
pitht1 veya mekanik etkenle tikanmasi sonucu dokularin beslenmesinin bozulmasiyla
ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur [1, 2]. iskemik hasarin giderilmesi icin bu kritik
zaman dilimi iginde dokunun tekrar oksijen ile beslenmesi gerekmektedir. Iskemi
olusmus dokunun kan akisinin, ilaglarla veya mekanik miidahalelerle tekrar
saglanmasina reperfiizyon denilmektedir. Iskeminin kritik siiresi dolmadan, doku
reperfiize edilirse hiicreler dliimden kurtulabilir. Iskemi siiresinin uzamasi reperfiizyona
ragmen Oliim riski olan hiicrelerin sayisini artirir ve dokuda geri doniisiimsiiz hasarlara
yol acabilir.

Spinal kord, iskemiye en duyarli organdir [1]. Iskemi sonras gelisen spinal kord
hasarinda pek ¢ok faktor etkilidir. Metabolizmanin canliliginin siirdiiriilmesi i¢in ihtiyag
duyulan enerji eksikliginin yaninda oksidatif stres, eksitotoksisite (glutamat artis1) ve
gen ekspresyonundaki degisiklikler 6nem tasir. Bu faktorler arasinda belkide en
Oonemlisi reperfiizyon sonrasinda olusan serbest oksijen radikallerine bagli hiicre
memranindaki lipitlerin peroksidasyonu ve yaygin hiicre o6liimii olarak kabul
edilmektedir. Serbest oksijen radikallerinin sitokinler lizerinden sinir dokusunda iskemi
ve reperfiizyon sonrast olusan inflamatuar reaksiyonlarin gelisiminde etkili oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle bu toksik radikallere yonelik girisimler sinir dokusunun

iskemi reperflizyon hasarindan korunmasinda biiyiik 6nem tasimaktadir [3].



Organizmada serbest radikallerin zararl etkilerini engellemek {izere antioksidan
savunma sistemleri gelismistir. Bu sistemin diizenli islemesi organizmanin saglikli bir
bicimde yasamini siirdiirmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Ancak iskemi sonrasinda
yiiksek miktarda oksijenin siiratli bir sekilde sisteme dahil olmasi sonucunda serbest
radikal miktarindaki artis dogal savunma sistemini asmakta ve sonugta hiicre hasarina
kadar giden bir patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir [1].

Iskemik yaralanma sonrasinda spinal kordda, ndronlarda ve glial hiicrelerde
hiicre 6liimiiniin bir sekli olan apoptozis gozlenir. Hiicre apoptozisinden sorumlu olan
kaspazlar iskemi sonrasinda ve genetik kontrolle aktive olurlar. Ozellikle kaspaz-3
efektor kaspaz olarak bilinir ve DNA tamir mekanizmasinda yer alan enzim ve
molekiillerin parcalanmasinda aktif rol oynar. Dolayisiyla kaspaz-3 enziminin aktifligi
apoptozis olayinda olduk¢a 6nemlidir [4].

Birgok serbest radikal siipiiriicii ve antioksidanin iskemi-reperflizyon hasarinda
yararli etkileri gosterilmistir. Pineal bezden salgilanan melatonin, direk olarak radikal
stiptiriicli ve gii¢lii bir antioksidandir. Bununla birlikte melatoninin yiiksek lipofilik bir
yapiya sahip oldugu ¢ok iyi bilinmektedir [5, 6]. Bu 6zelligi sayesinde hiicrenin tim
kompanentlerine kolayca girebilir ve iskemik dokuda olusabilecek hasarlara karsi
koruyucu olabilecegini kanitlamaktadir [1].

Yaptigimiz bu ¢aligmada, spinal kord iskemi olusturulan sicanlarda
apoptozisden birinci derecede sorumlu olan kaspaz-3 enzim aktivitesi ve giiclii bir
antioksidan olan melatoninin koruyucu etkisinin 6zellikle anti-apoptotik 6zelliginin

arastirilmas1 amaglanmustir.



1.1. Kaspazlar ve Apoptozis

Kaspazlar apoptozisde onemli bir yer teskil ederler [4, 7]. Apoptozis gelisim
sirasinda ve normal hiicresel homeostazis’ in saglanmasinda aktif rol oynar. Bir sistein
proteaz olan kaspazlar apoptozisin i¢ veya dis sinyallerle (DNA hasari, UV vb.)
uyarilmasi sonucu aktifleserek hiicreyi geri doniisiimsiiz bir yola sokarlar [8]. Bu
sirecte kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskad (selale tarzi reaksiyon
dizisi)’ a neden olurlar. Bu mekanizma hiicre 6limii esnasinda (fizyolojik veya orta
siddette zedelenme sonrasi) yliksek oranda korunmakta ve zarar gérmemektedir [9].

Kaspazlarin apoptozise olan katkilari iyi planlanmis bir askeri operasyonu
andirmaktadir. 15 ¢esit olan kaspazlar apoptozisin farkli asamalarinda goérev
almaktadirlar. Kaspazlarin herhangi bir inhibitér (FLIP, Crm-A) tarafindan aktiviteleri
engellenmedigi siirece hiicre 6liimiinde aktif rol oynarlar [8, 10].

Apoptozis sirasinda  sitoplazmadaki major belirleyici faktér kaspaz
aktivasyonudur ve mitokondriyel degisikliklerle iliskisi vardir. Kaspaz aktivasyonunu
takiben yapisal proteinlerin (aktin, fodrin, lamin A-B vb.) yikimi1 gergeklesir [7].
Kaspazlar tipki makaslar gibi hiicrede, ¢ekirdekteki yapi proteinlerini ve enzimlerini
parcalayarak etkisiz hale getirirler. Kaspazlar ile 6nce hiicrelerin etrafi ile olan iligkileri
kesilmekte, sonra hiicre iskeletini yeniden organize etmektedirler. En son da DNA
replikasyonunu ve tamirini sonlandirmaktadirlar. Béylece DNA tahrip edilip, ¢ekirdek
yapist bozulur, fagositoz i¢in gerekli hiicre sinyallerinin iretilip aciga ¢ikmasi saglanir
ve son olarak apoptotik cisimcikler hiicrede bozulmaya yol agar [10, 11].

Kaspaz inaktivasyonu olan hiicrelerde, hiicre o6liim seklinin apoptozisden
nekroza cevrildigi dikkate alinirsa, kaspaz aktivasyonunun apoptozisdeki anlami daha
acik olarak goriiliir. Dolayisiyla kaspaz aktivasyonu olmadan apoptozisin olmayacagi

belirgindir [7, 12].

1.2. Apoptozis

Apoptozis, eski Yunanca apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin
birlegsmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlamak
icin kullanilmis bir sdzciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar yapraklari gibi adeta

kuruyarak viicudu terketmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer agmasiyla gerceklesen



hiicre oliim tipi, klasik Yunan tarih¢isi olan James Cormack’ in Onerisiyle "apoptoz"
olarak adlandirilmistir [7].

Apoptozis terimi, bilimsel olarak ilk defa Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie
ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmig ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan
sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir [4, 8, 9].

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreleraras iliskilerin geregi olarak artik
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden
ortadan kaldirilmasini saglayan genetik olarak kontrol edilen bir olaydir [10, 11]. Ayrica
bu olaym gelismekte olan omurgali ve omurgasiz canlilarin yanisira bitkilerde de
meydana geldigi goriilmistiir [10].

Embriyonik dénemden baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik mekanizma
mevcuttur. Baz1 hiicreler yillarca yasarken, bazilar1 ise sadece birkac saat yasarlar.
Ornegin; bagirsak hiicreleri 3-5 giinliik bir yasam siiresini takiben &liirken, derinin
epidermal hiicreleri 20-25 giinliik bir slire sonunda 6lmektedirler. Tiim bu Oliimler
fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin fizyolojik hiicre Sliimii olarak da adlandirilir
[11,12].

Ik onceleri hiicre oliimiiniin sadece fizyolojik formu oldugu diisiiniilmesine
ragmen bugiin patolojik hiicre 6liimiine de aracilik ettigi bilinmektedir [4, 13, 14].

Programlanmig hiicre Sliimii, hiicre intihari, hiicre kayb1 ve fizyolojik hiicre
Oliimii apoptozis ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir [10, 11].

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmas1 gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir. Apoptozis, mitozisden 20 kat
daha hizli ger¢eklesmektedir [15]. Mitozis (yapim) ve apoptozis (yikim) dokuda
stirekli bir denge halindedir [4, 12, 15]. Normal apoptotik hiicre 6liimii ve yerine yeni
hiicre yapimmin giinde yaklasik 1x10'" hiicreyi buldugu hesaplanmustir [14, 15]. Bu
dengenin apoptozisin lehine veya aleyhine bozulmasi bir¢ok 6nemli hastaligin
patogenezine katkida bulunur. Goriildiigii gibi apoptozis mekanizmasi, organizmada
dogru bir sekilde islemelidir. Olmamas1 gerekirken gerceklesen, hizlanmig veya tam
tersine yavaslamis apoptozis organizma i¢in tehlikelidir. Apoptozisin gereksiz yere
olustugu veya hizlandig1 hastaliklara 6rnek olarak AIDS, norodejeneratif hastaliklar,
insiliine bagimli diyabet, hepatit C enfeksiyonu gibi hastaliklar verilebilirken;
apoptozisin yavasladigi hastaliklara ise otoimmiin hastaliklar ve kanser 6rnek olarak

verilebilir [9, 10, 14, 16, 17].



1.2.1. Apoptozisin goriildiigii olaylar

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi hiicre ve dokularinda siirekli olarak
olugmaktadirlar ve bu olusum 6miir boyu devam etmektedir [14, 18].

Apoptozisin goriildiigii baslica olaylar sunlardir:

A. Fizyolojik olaylar

1. Embriyogenez ve fotogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi amaciyla
olusmus olan hiicrelerin bir kismi apoptozise gitmektedir. El ve ayak parmaklarinin
aras1 baglangicta kapaliyken parmaklar arasindaki hiicreler apoptoz ile yikilmasiyla
parmaklar ayrilir [10, 13, 16]. Fare pencelerinin embriyonik gelisimi sirasinda da ayni
olay gozlenmektedir ( Sekil 1.1).

2. Kurbagalarin metamorfoz siirecinde kuyruklar1 kaybolur ve bdylece yetigskin forma
gecerler [10, 12, 19]. Magara baliklarinda goziin dejenerasyonundan da ayni sekilde
apoptozis sorumludur (Sekil 1.2).

3. Immiin sistemin ¢ok 6nemli hiicreleri olan T lenfositler, timusta olgunlasirlar. Bu
hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularina karsi reaksiyon verme
potansiyeli tasiyanlar1 kan dolasimina girmeden once apoptozisle ortadan kaldirilir
[13, 19, 20].

4. Beyinde sinapslarin olusumu sirasinda bazi ndronlar apoptozisle ortamdan
uzaklagtirilir [21, 22].

5. Ince bagirsaklardaki kriptalarin tabanlarinda olusan yeni hiicreler, kriptalarin uclarma
dogru goé¢ ederler ve 3-4 giin siiren bu go¢ sonunda Olerek bagirsak bosluguna
dokiiliirler [4, 16, 19].

6. Derinin keratinositleri, derinin bazal tabakasinda olustuktan sonra derinin iist
tabakasina dogru goc ederler. Bu goé¢ esnasinda derinin her tabakasinda cesitli
farklilagsma Ozellikleri gosterip en sonunda derinin organizmay:r dis etmenlerden
koruyucu 6lii tabakasini olusturmak iizere apoptozise giderler [16, 19].

7. Eriskinlerde hormon yetersizligine bagli olarak olusan organlarin islevlerinin
azalmasinda apoptozis rol oynamaktadir. Ornek olarak laktasyon sonrasi meme
bezlerinde gerileme ve menapozda ovaryum folikiillerinin atrezisi (dejenerasyonu)
verilebilir [4, 13].

8. Menstruasyon esnasinda uterusun i¢ duvarindaki hiicreler dliirler ve menstruasyon

kani ile uzaklastirilirlar bdylece uterusun i¢ tabakasi olan endometrium apoptozis ile



dokiilerek uzaklastirilir [16, 19].
9. Imm uzunlugunda bir nematod olan Caenorhabditis elegans’ 1n baslangicta 1090
olan hiicre sayisinin 131 tanesi apoptozisle azalir. Boylece hermofrodit olan kurtguk

yetigkin forma doniisiir [8, 14].

10. Yaglhilikta apoptozis izlenmektedir [5, 6].

Sekil 1.1 Fare pencelerinin embriyonik gelisimi

g, e L

Sekil 1.2 Magara baliklarinda goziin dejenerasyonu



B. Patolojik olaylar

1. Viriislerle enfekte olmus veya kalict DNA hasar1 olusmus hiicreler, siklikla apoptozis
yoluyla kendilerini oldiiriirler. Eger bu hiicreler, apoptozise gidemezse ileride kanser
gelisimine neden olabilirler [15, 18].

2. Timorlerde hem biiyiime hemde gerileme asamasinda hiicre 6liimii gézlenmektedir
(kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi) [23].

3. Cesitli zedeleyici etkenlere (1s1, radyasyon, antikanser ilaglari, hipoksi vb.) bagl

olarak hiicre 6liimii olugsmaktadir [15, 24, 25].

1.2.2. Apoptozisin bozulmasinin sonug¢lari

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, apoptozis yoluyla hiicre O6liimiiniin
artmast ya da azalmasinin pek ¢ok hastaligin olusumunda etkin rol oynadigi

gosterilmistir [26, 27].

Azahs1

-Malignite (Kanser): Malign hastaliklar klasik olarak kontrolsiiz hiicre artisinin oldugu
hastaliklar olarak bilinmektedir. Zamani geldiginde normal olarak apoptozise
gidemeyen dolayisiyla beklenenden daha uzun siire yasayan hiicreler genomlarinda
biriktirdikleri mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrelere doniisiirler. Kansere neden olan
baz1 viriisler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik apoptozisi engeller. Bu sekilde
davranan iki tip Human papilloma viriisi (HPV)’ niin serviks kanseri (rahim agzi
kanseri) olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6 adinda protein iireterek
apoptozisi baglatan p53’ e baglanir ve apoptozisi inaktive eder. Baz1 kanser tiirlerinde
ise apoptozisin aktive olmasini saglayan proteinleri etkileyerek apoptozis olusumunu
engellerler (lenfoma kanseri). Kanser hiicreleri viriisler olmadan da apoptozisi
engelleyebilir (B hiicre 16semisi). Akciger kanserinde ise p53 geni mutasyona ugramis
veya kayip oldugu pekgok hastada gozlenmistir [11, 12].

-Otoimmiinite: Virisler hiicreleri enfekte ettiklerinde girdikleri hiicreye kendi
proteinlerini sentezletirler. Oysa o hiicrenin kendisi i¢in gerekli proteinlerin yapimini
durdururlar. Bu ylizden o hiicrede apoptozis indiiklenir ve hiicre 6liir (hepatit viriisleri

vb.) [11, 15].



Artisi

-Norodejeneratif hastaliklar: Noronlar sinaptik baglantilar uygun sekilde kurulduktan
sonra bir daha bdlinemeyen yani ¢ogalamayan hiicrelerdir. Dolayisiyla
yenilenemediklerinden Omiir boyu yasarlar. Oysa Alzheimer, Parkinson, Huntington
gibi hastaliklarda apoptozisi tetikleyerek noronlarin 6ldiigii bilinmektedir [15, 26, 27].
-Iskemi-Reperfiizyon hasari: Cesitli yaralanmalar sonucu farkli dokularda meydana
gelen hasarlarla dokulara yeterli besin saglanmayabilir. Bu durumda hiicreler
apoptozise gider ve hasar devam ettikge apoptozisin hizi artar ve hiicre geri
doniisiimsiiz bir yola girer [28, 29].

-AIDS: AIDS’ in en 6nemli belirtisi CD4 T-hiicrelerinin (lenfosit) kanda ¢ok diisiik
seviyelere inmesidir. Bu diislise hasta etkin immiin cevap veremez ve hiicre Oliimii
gbzlenir [11, 19].

-Toksik Nedenli Karaciger Hasari: Bilindigi gibi viicuda alinan toksik maddelerin
detoksifikasyonu karacigerde gerceklesmektedir. Bu toksik maddeler apoptozisin
baslamasini tetikleyerek hiicre 6liimiinti hizlandirir [30].

-Insiiline Bagimh Tip Diyabet: Bu hastalikta insiilin salgilayan hiicreler apoptozisle
Olmektedir [4, 19].

Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekroz’ dur. Her ikisinde de
diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre 6liimii

meydana gelir [8, 14, 31].

1.2.3. Apoptotik hiicre 6liimiiniin asamalari

Apoptozis hiicrenin i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer

[10, 13, 16].

I) Apoptozisin baslatilmasi

II) Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu

IIT) Hiicre i¢i biyokimyasal ve morfolojik degisimler
IV) Fagositoz



1.2.3.1. Apoptozisin baslatilmasi (Sinyal iiretimi)

Hiicrenin apoptozise gidebilmesi icin ilgili genetik mekanizmayi harekete

gecirecek hiicre ici veya hiicre dis1 bir sinyale ihtiya¢ vardir [15, 31].

Hiicre Dis1 Sinyaller
a) Cevresel yasam sinyallerinin ve biiylime faktorlerinin yetersizligi
b) Oliim reseptdrlerinin aktivasyonu
- FAS-FAS Ligand araciligtyla gerceklesen apoptozis
- TNF araciligiyla gerceklesen apoptozis
c) Sitotoksik T lenfosit aracilifiyla gerceklesen apoptozis
d) D1s etmenler (iskemi, toksinler, radyasyon)
Hiicre I¢i Sinyaller
a) DNA hasari
b) Hiicre igi kalsiyum (Ca™") diizeyi artis1
¢) Hiicre ici pH artist
d) Metabolik veya hiicre siklus bozukluklar1

Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

a) Cevresel yasam sinyallerinin ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi: Hiicreler ¢cevre
hiicrelerden ve ekstraseliiller matriksden gelen yasam sinyallerine ve biiylime
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli miktarda
olmazsa hiicreler apoptozise giderler. Ornegin noronlar sinir biiyiime faktorii (NGF)
yetersizliginde apoptozis gosterebilirler. Cevreden gelen sinyallerin kesilmesi ile hiicre
Olimii baglamaktadir. Biiytime faktorlerine bagimli hiicre kiiltiirlerinde biiylime
faktorleri ¢ekildigi zaman hiicrelerin metabolizmalarinda ani bozulmalar ve hiicre
siklusunda duraklama oldugu gézlenmistir (sitokin, biiylime hormonlari) [12, 13, 16].

b) Oliim reseptirlerinin aktivasyonu: Bazi sitokinler hiicre membraninda bulunan
reseptorlere baglanarak Olim programini harekete geciren sinyaller {iretebilirler.
Apoptozisde rol alan membran proteinleri i¢inde en dnemli grup tiimor nekroz faktor
reseptorii (TNFR) ailesidir. Bu reseptdor grubunun en az 19 iiyesi vardir. Bu

reseptorlerin biyolojik etkileri cesitlidir ve apoptozis ile simirli degildir. Bir kism



apoptozis olustururken bir kismu proliferasyona (hiicrelerin kontrolsiiz olarak
¢ogalmasi) neden olur. Bir kismida her ikisinde de gorev alir. TNFR i¢inde apopitoz
olugturan reseptorlerden en oOnemlileri Fas ve TNFRI1' dir. Bu reseptorler
uyarildiklarinda, hiicrenin sitoplazmasinda bulunan pargalar1 “adaptor proteinlere”
baglanir. Adaptor proteinlerin 6lim efektor parcalart vardir. Bunlarda apoptozis igin

baslatic1 olan kaspazlara baglanirlar (prokaspaz 8) [7, 8, 16, 32].

1- Fas-Fas Ligand araciligiyla gergeklesen apoptozis:

Bu tip apoptozis hiicre ylizey reseptorii olan Fas (CD95, APO-1) araciligr ile
olusur. Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre i¢inde olan
parcast Fas adaptor proteinle (FADD-Fas adaptor protein with a death domain)
birleserek oliim baslatan sinyal kompleksini (death inducing signal complex-DISC)
olusturur. Bu olayda prokaspaz 8’ in aktiflesmesini saglar (Sekil 1.3) [12, 14, 26, 33].

Fas Ligand membrana bagli veya c¢oziilebilir olabilir. Coziilebilir Fas ligand
(FasL, CD95L) immiin sistem hiicreleri tarafindan olusturulur. Bu ligantin T hiicreleri
membraninda bulunan Fas reseptorlere baglanmasiyla, immun reaksiyonla aktive olmus
ve gorevlerini tamamlamig olan lenfositlerin apoptozisle yok edilmeleri saglanmis olur

[33, 34].

2- TNF (tumor necrosis factor) araciligiyla gergeklesen apoptozis:

Bir sitokin olan TNF’ nin TNF reseptorleri ile birlesmesi (TNRF1) sonucunda
reseptOriin hiicre i¢inde bulunan pargasi, TNFR adaptor protein (TRADD- TNFR ) ile
etkilesir. TRADD (adaptor protein 6liim bolgesi) daha sonra FADD ile birleserek
prokaspaz 8’ i aktiflestirerek apoptozise yol acar (Sekil 1.4) [15, 18].

Fas reseptoriiniin aksine TNFR1’ in TRADD’ la etkilesmesi her zaman
apoptozisle sonuglanmaz. TRADD, FADD yerine baska adaptdor proteinlere
baglanabilir. Bunun sonucunda 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-B
(NF¢B) harekete gegebilir. Bu durumda hiicre canli kalir. Hiicrede hangi yolun se¢ildigi
acik degildir. Ancak hiicrede aktif NFyB (baz1 tiimorlerde bulunur) bulundugu zaman

hiicrenin canli kaldig1 diisiiniilmektedir [20, 32, 33].
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(Oliim Reseptorleri)
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Plazma
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Pro-caspase B —' TRAF-2

Sekil 1.3 Fas-Fas Ligand aracilt Sekil 1.4 TNF (tiimor nekroz faktorii) aracili

apoptozis apoptozis

¢) Sitotoksik T lenfosit araciligiyla gercekleser apoptozis: Sitotoksik T lenfositler
(CTL) infekte olmus konakg¢1 hiicrelerin yiizeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar.
CTL’ lerin ana gorevi malign veya virlis ile infekte olmus olan hiicrelerin
oldiirtilmesidir. Yabanci antijenleri tanidiklarinda yiizeylerinde Fas ligand olusur. Hedef
hiicrelerin Fas reseptorlerine tutunurlar. CTL’ ler sitoplazmalarinda granzim B (serin
proteaz) ve perforin adi verilen apoptozis olusmasini saglayan proteinler iceren
sitoplazmik graniillere sahiptirler. Perforin, transmembran por olusturucu proteindir.
CTL’ ler hedef hiicrelerin membranlarinda perforin ile porlar olusturarak granzim B

salgilarlar. Granzim B hedef hiicrelere giderek kaspazlari aktive eder [7, 12, 15, 16].

d) Hiicrelerin maruz kaldig1 dis etkenler: Hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar, radyasyon,
gamma ve ultraviyole 1silar gibi etkenler apoptozise neden olabilirler. Bu etkenler

DNA hasar1 olusturarak apoptozis meydana getirirler [12, 24, 34].
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Hiicre i¢inden Kaynaklanan Sinyaller

a) DNA hasari: Hicrede herhangi bir nedenle (radyasyon, kemoterapi) DNA hasari
olustugunda eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusu G1 fazinda durdurulur
ve hiicreye DNA’ sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir
edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda aktive olan baz1 genler, hiicrenin apoptozisine
neden olabilir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir [35]. Tiimor baskilayici bir gen
olan p53 geni insan tiimorlerinde %80 mutasyona ugradig: tespit edilmistir. Normalde
inaktif durumda bulunan p53 geni DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini
harekete gegirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina gegmesini engeller.
Boylece hiicrenin siklusu durdurularak olugsmus olan DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi
engellenmis olur. p53 geni DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu
proteinler DNA hasarin1 tamir edebilirse hiicre siklusundaki blok kalkar [36]. Hiicre
hasarinin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu proteinlerinden,
pro-apoptotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apoptozise giderek
Olmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (Sekil 1.5) [10, 19,
29, 35].

Oliim Reseptorleri Yolu Mitokondriyal Yol
FasL

oksidanlar seramid digerleri
DNA « v ¥
hasarl { v >

Fas/Apo1
/ICD95
BcI-
FADD
DISC
Prokaspaz 8 E

- rokaspaz 3

l

Hiicresel Hedefler «= ¢ Kaspaz 3 apoptozom

Sltokrom-c

Sekil 1.5 Apoptotik yollar ve hedefleri
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b) Hiicre ici kalsiyum (Ca") diizeyi artisi: Apoptotik siire¢ boyunca hiicre igine siirekli
kalsiyum girisi olur. Sitoplazmadaki Ca"" iyonu miktarindaki hafif artis c-myc, 1s1 sok
proteinlerini harekete gegirir ve hiicrenin apoptozise gitmesine neden olur. cAMP ve
protein  kinazlar iizerinden sinyal iletimini etkiler. Hiicre i¢i cAMP
konsantrasyonundaki artisin gesitli hiicre tiplerinde apoptozisi uyardigi gozlenmistir.
Ca™ dan bagimsiz olarakda apoptozisin gerceklesebilecegi —gdsterilmistir.
Sitoplazmada artan Ca'", inaktif durumdaki Ca™ bagimli proteazlar1 ve niikleazlari
aktiflestirerek  sitoplazmik proteinlerin  pargalanmasina ve apoptozise Ozgi
interniikleozomal DNA kiriklarinin olusmasina neden olur [33, 37].

Kalsiyum iyonlar1 hiicre iginde esit oranda dagilmamustir. Endoplazmik
retikulum icinde sitoplazmadan daha fazla Ca" iyonu mevcuttur.  Endoplazmik
retikulumda yiiksek Ca’™ iyonu olmasini saglayan ve sitoplazmadan Ca™ tagtyan
Ca'"-ATPaz pompasimin inhibe edilmesi durumunda, sitoplazmada Ca™" yogunlugunun
artmasi ile hiicrenin apoptozise gittigi gézlenmistir [11, 19].

Endoplazmik retikulum aracilifiyla gergeklesen apoptozis mitokondrial/
sitokrom-c ve 0liim reseptorleri araciligiyla gerceklesen apoptozisden farkli bir yoldur.
ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren
bir¢ok siirecte kritik dneme sahiptir. Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve ER
aracilifiyla gerceklesen apoptozis igin esas teskil eden bir kaspazdir. Son caligmalar
Ca'" seviyelerinin ve kalpainin ER’ u etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica
kaspaz-7 nin salinimi ile prokaspaz-12 salinimi arasinda bir baglanti oldugu
bulunmugtur. Aktiflesmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir, kaspaz-9 ile aktifleserek
kaspaz kaskadini aktive eder. Son calismalar, in-vitro ve in-vivo olarak kaspaz-12’ nin

kaspaz-9’ u aktive ettigini gostermistir [19, 37, 38].

++
Ca 1iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz, fosfolipaz

gibi gizli enzimleri aktive ederek apoptozise neden olur [4].

Kalsiyuma bagl endoniikleazlar: Endoniikleazlar sitoplazmada artan Ca'"
tarafindan aktif hale getirilir. DNA zinciri, H; histon bdlgesinden 180-200 baz ¢ifti
ve katlar1 uzunlugunda parcalara ayrilir [12, 33, 37].

Transglutamazlar: Apoptozisde hiicreler bliziisiir ve kii¢lik pargalara ayrilir. Bu
parcalar, transglutamazlarin yaptig1 protein capraz baglanmalar1 ile kimyasal
maddelere kars1 dayanikli hale getirilir [38].

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini diizenleyen proteinleri
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parcalarlar. Kalsiyum bagimli nétral bir proteaz olan “kalpin” hiicrenin iskelet
yapisini bozar. Lizozomal bir proteaz olan katepsin-D apoptozisin ge¢ evresinde
ortaya c¢ikan bir endopeptidazdir ve lizozomlarin proteolitik aktivitesinin
olusumunda 6nemlidir [32, 37].

Lipit modifiye edici enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda fosfolipid
asimetrisi vardir (Membran fosfolipitlerinin hiicre i¢i ve disinda kalan kisimlari
farklidir). Bu asimetri ATP’ ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi tarafindan
saglanir. Apoptotik siire¢ olustugunda bu enzim etkilenir ve zar asimetrisi bozulur.
Makrofajlar hiicreyi yabanci bir hiicre olarak algilar ve fagosite ederler [12].

Protein kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma
enzimlerinin apoptotik sinyallerin iletiminde 6nemli olduklar1 kanitlanmistir. Bu
enzimlerden protein kinaz-A apoptozisi saglarken, protein kinaz-C apoptozisi

durdurur [39].

1.2.3.2. Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu

Ic ve dis sinyallerle hiicre i¢inde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu
proteazlara “kaspaz” ad1 verilir [40]. Kaspazlar baslatici, sonlandiric1 ve inflamasyonda
rol alanlar olmak iizere ii¢ gruba ayrilir [38, 39]. Memeli hiicrelerinde 15 ¢esit kaspaz
tespit edilmistir [31, 41].

Oliim reseptdrleri adaptdr proteinler araciligiyla, i¢ sinyaller ise mitokondri
araciligiyla baslatici kaspazlari, aktive olan baslatici kaspazlar da zincirleme olarak
diger kaspazlari aktive ederler [39, 42]. I¢ sinyallerle olusan apoptozisde
mitokondri Onemli rol oynar [40, 43]. Mitokondrinin aktivasyonu apoptotik siiregte
geri doniilemez noktay1 gosterir. Sinyaller dis mitokondri zarinda gegirgenlik
artisina  neden olurlar. Mitokondri dis zarmmin gecgirgenligini bazi1 proteinler
ayarlamaktadir ki bunlarin en 6nemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir [39, 43, 44]. Bcl-2
ailesi birbirine zit iki gruptan olusur. Bu gruptaki proteinlerin bir kismu1 anti-apoptotik
(apoptozisi baskilayici) bir kismi pro-apoptotiktir (apoptozisi tetikleyici) (Cizelge 1.1).
Bu ailenin {iyelerinin mitokondri lizerindeki etkileriyle ya sitokrom-c’ nin sitoplazmaya
saliverilmesi gerceklesir (apoptozisin baslamasi) yada sitokrom-c’ nin sitoplazmaya

saliverilmesi baskilanir (apoptozisin inhibisyonu) [38, 39].
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Cizelge 1.1 Apoptozisi diizenleyen proteinler

Anti-apoptotik Proteinler Pro-apoptotik Proteinler
Bcl-2 BAX
Bel-xL BAK
Bcel-w BAD
Mcl-1 Bel-xS
c-Abl pS3
Rb c-Fos, c-Jun
BID

Bcl-2 proteini anti-apoptotiktir ve mitokondri dis membranina ve apopitoz
proteaz aktive edici faktorl (Apaf 1)’ e tutunmustur. Mitokondri normal sartlar altinda
ATP olusturmak iizere sitokrom-c ihtiva eder. Mitokondrial stres durumunda serbest
hale gecen sitokrom-c apoptotik hiicre dliimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli rol
teskil eder [45]. Hiicrenin i¢inden alinan apoptotik sinyaller Apaf-1’ in mitokondriden
ayrilmasina neden olur, bu ayrilma dis mitokondri zarmin gegirgenligini artirir. Bu
gecirgenlik artigi, mitokondrinin iki zari1 arasinda bulunan sitokrom-c’ nin sitozole
c¢ikmasina yol agar. Sitokrom-c’ nin sitoplazmada Apaf-1, kaspaz-9 ve ATP ile
birlesmesi ile olusan yapiya “apoptozom” denir (Sekil 1.6) [39, 40, 46]. Apoptozom
sonlandirict kaspaz olan kaspaz 3’ i aktive ederek apoptozise neden olur [47].

Ligant
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Sekil 1.6 Apoptozis mekanizmasi
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Bir hiicrede hiicre i¢i bcl-2/bax orami hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegine
karar vermede son derece dnemlidir. Eger bax fazla ise hiicre apoptozise gidecektir,
bcl-2 fazla ise apoptozis inhibe olacaktir [38, 48].

Insanda bcl-2 ailesine iiye 23 gen tanimlanmistir. Bu sayede dokuya spesifik

ilaglarinin {iretimi miimkiin olacaktir [40, 44, 49].

1.2.3.3. Hiicre i¢i biyokimyasal ve morfolojik degisimler

Apoptozis klasik hiicre oliim sekli olarak bilinen nekrozisten birgok 6zelligi
acisindan oldukga farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir [13, 19, 48]. Organizma
stirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentez edilirken, varolan hiicrelerin bir kismi

hiicre 6liimii ile ortadan kalkmakta ve bdylece denge saglanmaktadir [14, 15].

Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandirict kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve ¢ekirdek icinde
hedef proteinleri yikarlar [46, 47].
1. Hiicre iskeletinin yikilmasi:

Kaspazlarin aktive olmasiyla, hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini
yikan proteinin aktif hale gelmesini saglar. Boylece hiicre normal seklini kaybeder.
Hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre ylizeyindeki mikrovilliislerin diger
hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre ylizeyi yuvarlaklasir [15, 19].

2. DNA kiriklarmin olusturulmasi:

Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz ile bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirirler. Cekirdek icine giren
Ca"-Mg'" bagimli endoniikleaz, DNA kiriklart olusturur [37, 39]. Kiriklar
niikleozomlarin arasindan mono veya oligoniikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz
cifti ve katlar1 seklinde kirilmalar olusur [42].

3. Hiicre membran degisiklikleri:

Kaspazlarin etkisiyle hiicre zarinin asimetrisi bozulur. Saglikli hiicrelerde plazma
zarinin i¢ yliziinde bulunan fosfatidilserin yer degistirerek zarin dis yiiziine yerlesir. Bu
degisim fagositik hiicreler i¢in sinyal gorevi goriir [15, 19]. Transglutaminaz
aktivasyonu ile membran proteinlerinde olusan capraz baglanmalar, membranlarin

parg¢alanmasini ve apoptotik cisimlerin olusmasini saglar [39].
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Morfolojik Degisiklikler

Hiicreler ozellesmis yapilarint ve diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini
kaybederler. Boylece hiicreler su kaybederek Kkiiciiliip, biiziisiirler. Sitoplazmanin
yogunlastig1r ve organellerin birbirine yaklastigi gézlenir. Membranlar biitiinliiklerini
korurlar. Organeller ise genelde saglamdir, bazen ribozomlarda ¢okme izlenebilir.
Sitoplazmada yiizeye paralel olarak yerlesmis olan mikroflament kiimelesmeleri ve
endoplazmik retikulumda gecici genislemeler goriiliir. Bu  genislemelerin
sitoplazmadaki suyun endoplazmik retikuluma ge¢mesi ile olustugu sanilmaktadir.
Genisleyen sisternalar hiicrenin yiizeyi ile birleserek yilizeyde krater manzarasi
olustururlar ancak mitokondriler genellikle normal yapilarini korurlar [16, 23].

Morfolojik olarak en 6nemli degisiklikler niikleusta izlenir. Kromatin cekirdek
membranina yakin kisimlarda yogunlagarak degisik sekil ve biiytikliikte ¢oker. Elektron
mikroskobundaki incelemede kromatinin yogun graniiler yarimay, hilal veya yiiziik
seklinde c¢ekirdek membraninin i¢ yiiziinde yerlestigi gozlenir [19]. Cekirdekte hiicre
gibi biizligiir ve bazen membranla sarili olarak birka¢ pargaya ayrilabilir. Niikleer
porlar kromatinin membrana komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar [7, 10].

Apopitoz hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerde 151k mikroskobunda da
izlenebilir. Hiicreler koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birka¢ pargali ¢ekirdekli
olarak goriiniir. Cekirdek kromatininin, ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi
nedeniyle hilal veya yarimay seklinde izlenebilir. Apopitotik siire¢ ilerledikge
hiicrelerde sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla ¢evrili kiiclik
parcalara ayrilir. iglerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller ve bazilarinda

cekirdek pargalart da mevcut olan “apoptotik cisimler” meydana gelir (Sekil 1.7)

[4, 23].

Sekil 1.7 Apoptotik cisimler
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1.2.3.4. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

Nekroz esnasinda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢oziiniir, plazma
membram yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek inflamasyona neden olur.
Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz, yiiksek ATP seviyeleri apoptozis
icin gerekli olur. Hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile dlecegine
yon verir [13, 19].

Buda mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger
hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak
ve nekroz ile 6lecektir [39, 48].

Apoptozis hiicrede yarattigt degisikliklerle nekrozun bir pargast gibi

algilanabilir. Ancak nekrozdan farklar1 Cizelge 1.2° de gosterilmistir.

Cizelge 1.2 Apoptozis ve nekroz arasindaki belirgin farklar

Apoptozis Intihar Nekroz Katletme
(Kontrollii 6liim) (Kontrolsiiz 6liim)
I¢ ve dis sinyallerle baslar. Dis etkenlerle baslar.
(iskemi, toksin, radyasyon)
Enerji gerektirir. Enerji gerektirmez.
Tek hiicre etkilenir. Hiicre topluluklarini etkiler.
Hiicre biiziistir, fagosite olur. Hiicre siser, patlar ve igerigini

cevreye bosaltir (Na,su girisi).
Fizyolojik bir olaydir. Patolojik bir olaydir.
Inflamatuar yanit olusmaz. Belirgin bir inflamasyon vardir.

(agr, kizariklik, kabariklik, yara izi vb)

Fiziksel Farkhiliklar

1- Apoptozis i¢ ve dis sinyallerle baslarken (biiyiime faktorlerinin eksikligi, hiicre
yaslanmasi, Fas ve TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu, HIV, kanser ilaglari, ¢cok
siddetli olmayan oksidatif stress vb.), nekroz sadece dis etkenlerle (iskemi, hipoksi,
viral enfeksiyonlar, radyasyon, siddetli oksidatif stress vb.) olusur [19, 38].

2- Apoptozisde hiicreler tek tek oliirken, nekrozda hiicreler gruplar halinde OSliir

[11, 27].
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3- Apoptozis hem fizyolojik (hormonal dengenin bozulmasi vb.) hemde patolojik
sartlarda meydana gelirken, nekroz sadece patolojik etkiler sonucu gergeklesir
[13, 14].

4- Nekroza ugrayan hiicre inflamasyona neden olur, kemotaktik maddeler yayar,
lizozomal enzimler salinir ve bdylece makrofajlar tarafindan taninip fagosite edilir.
Apoptozisde inflamasyon goriilmez, apoptotik cisimciklerin olugsmasiyla komsu epitel

hiicreleri veya makrofajlar tarafindan farkedilip fagosite edilir (Sekil 1.8) [11].

APOPTOZIS

- : Apoptotik
- I-H.'I-EI:B- - o ';’W:‘. cisimcik
igariginin o B\
bosalmam o ._,f“ > g P Fagpeli
I { | ; O
-K"-. @ -"\:
.:\:\-';—J @ S

iMFLAMASYON L5

Sekil 1.8 Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

19



Morfolojik Farkhliklar

1- Apoptozisde hiicre zarinda vezikiiller olusur. Nekrozda ise hiicre zarinda vezikiil
olusumu yoktur, total par¢alanma olur [16].

2- Apoptozisde zarda tomurcuklanmalar goriiliir ancak zar biitiinliigii bozulmaz.
Nekrozda ise zar biitliinliigii bozulur [23].

3- Apoptozisde sitoplazmada biizilme ve ¢ekirdek yogunlagsmasi goriiliirken,
nekrozda sitoplazma ve mitokondride sisme, membranda yirtilma, kromatinde erime
goriliir ve iltihap olusumu riskini artirir [19].

4- Apoptozisde hiicre mitokondri, niikleus parcalar1 ve diger organelleri igeren
membranla kapli apoptotik cisimciklere boliinerek son bulur. Nekrozda ise total hiicre
parcalanmasi olur yani hiicre lizize ugrar [11, 16].

5- Apoptozisi baglatan bcl-2 gen ailesinin iirettigi por olusturan proteinlerin etkisiyle
organeller biitiinliigiinii korur, ancak delikli bir yap1 olusturur. Nekrozda ise

organeller bozulur [27].

Biyokimyasal Farkhiliklar

1- Apoptozisde iyon kontrollii, enzimatik olaylar mevcuttur. Nekrozda iyon
hemostazisi bozulmustur [10].

2- Apoptozis enerji (ATP) gerektiren aktif bir siire¢ olup +4 °C’ de gergeklesmez.
Nekroz ise pasif bir siire¢ olup enerji gerektirmez +4 °C’ de gerceklesebilir [23].

3- Apoptozisde rastgele olmayan, DNA interniikleozamal alanlarda 180 kb c¢iftinin
katlar1 olacak sekilde kirilir mono ve oligoniikleozomlara ayrilir. Boylece agaroz jel
elektroforezinde apoptozis i¢in karakteristik ‘“ladder pattern” denilen merdiven
seklinde kirilmalar olusur. Nekrozda ise DNA rastgele pargalanir. Agoroz jel
elektroforezinde “smear” (daginik, yapiskan) goriintiisii olusur [40].

4- Apoptozisde hiicre Oliimiiniin erken safhasinda (prelitik) DNA parcalanmasi
gozlenirken, nekrozda hiicre 6liimiiniin ge¢ sathasinda (postlitik) DNA parcalanmasi
gorilir [19].

5- Apoptozisde mitokondri etkin bir rol oynarken nekrozda bdyle bir durum yoktur
[48].
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1.2.3.5. Fagositoz

Oliim mekanizmast nasil olursa olsun, olii hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptozisde oOlii hiicre fagositozla ortadan
kaldirilir (Sekil 1.9) [18, 23]. Apoptozis sirasindaki hiicre zar1 degisimleri komsu
hiicrelerin 6lii hiicreyi fagosite etmesi igin gerekli tiim uyarilart verecek sekilde
diizenlenir. Olusan apoptotik hiicreler, hiicreler arasi alana dagilirlar veya liimene
dokiiliirler.

Dokuda 4-9 saat tanmabilir halde kalan apoptotik hiicreler daha sonra
fagozomlar iginde birkag saat kadar goriilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak
kalirlar [33].

Apoptotik cisimlerin makrofajlar tarafindan taninmasinda, normalde hiicre
zarmin i¢ membranda yer alan fosfotidilserinin apoptotik mekanizmayla birlikte hiicre
zarmin dis kismina ¢ikmastyla olur [50]. Ayrica fibronektin benzeri bir serum proteini
olan ve doku hiicrelerinin birbirine baglanmasini kolaylastirdigi bilinen vitronektin
reseptoriiniin - rol oynadigi belirlenmistir. Apoptotik cisimlerin makrofajlarca
taninmasinda rol oynayan diger reseptdrler; trombospondin reseptorleri olan avB ve
CD-36 ile Fas reseptoriidiir [40].

Trombospondin, trombositler tarafindan sentezlenen ve hiicre i¢i graniillerde
depolanan bir glikoprotein olup, trombosit  baglanmasinda otokrin biiylime
diizenleyicisi olarak islev gormektedir. Trombospondine trombosit disinda epitel
hiicrelerinin ekstraseliiler matrikslerinde, diiz kas hiicrelerinde ve fibroblastlarda da
rastlamak miimkiindiir. Fakat bu hiicrelerdeki fonksiyonu bilinmemektedir. Fas, timor
nekroz edici faktér (TNF) ve sinir biliylime faktorii (NGF) ile yapisal benzerlik
gosteren bir hiicre yiizeyi proteini olup, apoptozisin baglamasinda rol oynar [12].
Apoptotik hiicrenin taninmasinda lektinin de rolii olabilir. Bilindigi iizere lektin, hiicre
ylizeyinde bulunan karbonhidrat yapisindaki reseptorlere baglanabilen bir proteindir
(4, 47].

Apoptozisde izlenen hiicre zar degisiklikleri, apoptotik hiicre zarindaki bu
molekiiller araciligi ile makrofajlara ve g¢evre hiicrelere iletilerek hiicrenin

fagositozuna yol acar [19].
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Sekil 1.9 Fagositoz

1.2.4. Apoptozisin spinal kord yaralanmasindaki rolii

Spinal kord hasarinin patogenezinde nekroz hiicre Oliimiiniin bilinen tek

mekanizmasiydi. Ilk olarak santral sinir sistemi hasarmda apoptozisin varhig1 fokal ve

global serebral iskemide gosterilmistir [S1].

Akut spinal kord yaralanmasi sonrasi gelisen norolojik hasar primer mekanik
yaralanmayla birlikte yaralanma sonrasinda gelisen sekonder yaralanmay: izleyen
nekroz ve daha ge¢ goriilmeye baslayan apoptozise baglidir. Spinal kord iskemi sonrasi
noronlarda sekonder yaralanmayi olusturan ve apoptozise gotiiren olaylar, hiicre ici
Cat++ artis1, serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonun artigidir. Spinal kord
yaralanmalarinda sekonder olaylara bagli hiicre 6lim mekanizmas1 kaspaz-3 ve

kalpaine baglidir. Mitokondriye ait yaralanmalar1 olan lezyonlarda yaralanmadan 4 saat
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sonra ndronlardan kalpain saliniminda ciddi bir artig goriilmiistiir [22, 27]. Spinal kord
lezyonlarinda yaralanmay1 takiben kaspaz araciligiyla gergeklesen apoptozis, sitozole
sitokrom-c saliimi ve bax/bcl-2 oraninda artis goriiliir. Boylece ndronlarda ve glial
hiicrelerde apoptozis gozlenir [28, 29].

Spinal yaralanmalarin siddeti ve seviyesi son derece Onemli olup hiicrenin
apoptozise gidip gitmeyecegine karar verilir. Ozellikle iskemiyle hiicre homeostazisini
saglayan Na-K pompas benzeri mekanizmalarin galigmasi engellenir. iskemik dokuda
serbest radikallerin etkisiyle go¢ eden nétrofiller, salgiladiklar1 proteazlar ile endotel
hiicre parcalanmasina neden olurlar [31, 34].

Oksijen ve glukozun ortamda bulunmadigi hiicre kiiltiirlerinde noéronlar esas
olarak eksitotoksik nekrozla 6lmekte, fakat eksitotoksisite kombine uygulanan NMDA
reseptor ve  AMPA/kainate reseptor antagonistleri ile bloke edildiginde ndronlar
apoptozise gecis yaparak Olmektedirler [38, 43]. Apoptozisin veya bir diger adiyla
programlanmis hiicre 6liimiinlin spinal kord yaralanmasini takip eden doku hasarina
katkida bulunan ¢ok 6nemli bir yol oldugu sican, maymun ve insanlarda yapilmis
caligsmalarda gdsterilmistir [52].

Apoptozis siki diizenlenmis bir siire¢ olup bu bulgular spinal kord

yaralanmasinin tedavisi i¢in apoptotik yollarin miidahalesine firsat saglar [53].
1.3. Kaspazlar

Apoptozisde hiicreyi pargalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan
etkenler olarak bilinirler [39, 50]. Kaspazlar (Cystein-containing ASPartate ProteASEs)
sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagini kirarlar [38]. Merkezlerinde
sistein yer aldig1 i¢in sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir. Su ana
kadar 15 tanesi tanimlanmig olup farkli isimlerle de adlandirilmaktadirlar (Sekil 1.10).
12 tanesi insanda tespit edilmistir [41]. Hiicrede zimojen (inaktif) olarak bulunurlar ve
proteolitik olarak biribirlerini aktiflestirirler. Hiicrede diisiik konsantrasyonlarda
monomer halinde bulunurlar [50, 54]. Kaspaz-15 yeni belirlenmis bir enzim olup,
sadece plesantali memelilerden domuz ve kopekte tanimlanmistir. insanda ve siganda
bu enzim bulunmamaktadir [41].

Kaspazlar apoptozisi aktive eden sinyaller tarafindan tetiklenip, apoptozisin her

tic yolunda da aktif olarak rol alirlar [39].
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Kaspaz-1 (ICE)

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)
Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)
Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren)
Kaspaz-5 (ICErelm, TY)

Kaspaz-6 (Mch2)

Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH)
Kaspaz-9 (Mché6, ICE-LAP6)
Kaspaz-10 (Mch4)

Kaspaz-11 (ICH-3)

Kaspaz-12

Kaspaz-13 (ERICE)

Kaspaz-14 (MICE)

Kaspaz-15

Sekil 1.10 Kaspazlar ve diger isimleri

1.3.1. Kaspazlarin yapisi ve simiflandirilmasi

Kaynagina ya da 6liim uyaranina bakilmaksizin apoptozise giden tiim hiicrelerde
sistein proteaz aktivitesi gozlenmistir. Kaspazlarin apoptozla ilk iliskisi bir nematod
olan Caenorhabditis Elegans' in genetik analizi sirasinda ortaya ¢ikmistir [40, 55].
CED-3, CED-4 ve CED-9 genleri Caenorhabditis Elegans' daki apoptozu
diizenlemekte olup memelilerde de bu genlerin homologlarinin bulundugu anlagilmistir.
Memelilerdeki karsiligi ise ICE (interleukin-1 beta doniistiirlicii enzim) yada diger
ismiyle kaspaz-1’ dir. Her ne kadar kaspaz-1 hiicre dliimiiyle agik bir iliskiye sahip
olmasada, ilk 6nce tanimlanan bu genis ailenin bir tiyesidir [15, 50].

Bcel-2, Apaf-1 ve kaspaz proteaz ailesi, CED-3, CED-4 ve CED-9' un
memelilerdeki analoglar1 olarak tanimlanmistir. Kaspaz ailesi CED-3' iin, Bcl-2
ailesi ise CED-9' un homologudur [39].

Kaspazlar benzer aminoasit dizilimine sahiptirler, yapisal ve substrat
spesifikligide benzer 6zellikleri paylasirlar [38]. Tiim kaspazlar proenzimler seklinde
tiretilirler. Bu durumda kaspazlar 3 kisimdan meydana gelir (30-50 kD). Bunlar;

NH; terminal kisim (sub-2), genis altiinite (20 kDa veya p20) ve Kiiciik
altiinite (10 kDa veya pl0)’ dir. Terminal kisim yiiksek degiskenlik gosteren bir
dizilime sahiptir ve uzundur, aktivasyonun diizenlenmesini igerir. Diger iki kisim ise

tiim kaspazlarda benzer 6zellikler gosterir [55].

Proteolitik siire¢ iginde aktivasyona ugrayan kisimlar arasinda yani genis ve
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kiiciik subunitler arasinda heterodimer olusturacak sekilde birlesmeler olusur. Bazi
prokaspazlarin yapisinda iki alt iiniteyi birbirinden ayiran 10 aminoasitlik baglayici

bolgelerin varligi tespit edilmistir [50].

Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarina gore 3 ana gruba ayrilirlar (Sekil 1.11).

1- Baslatic1 kaspazlar (apoptozisi baslatanlar): Kaspaz 2, 8, 9, 10’ nu igermektedir.
Uzun prodomaine sahiptirler. Bu kaspazlar pro-apoptotik sinyalleri alarak, sinyalin alt
kisminda kalan diger kaspaz iiyelerinin aktive olmasini saglarlar. Herbiri 100
aminoasitten olusan baslatic1 kaspazlar, transmembran proteinleri veya sitotoksik etkiye
sahip maddeler ile etkileserek aktif hale gegerler. Bu kaspazlar, adaptor ve diizenleyici
proteinlerin farkli kombinasyonlar1 ile etkilesime girerek apoptotik mekanizmanin
hiicre igerisinde farkli yonlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz-2’ nin
aktivasyonu i¢in 6liim bolgesi iceren PIDD (p53 uyarici protein) ve adaptdr protein
olarakta RAIDD (RIP ile ilgili protein) olmasi1 gerekir [35, 38].

2- Efektor kaspazlar (apoptozisi yiiriitenler): Kaspaz 3, 6, 7’ yi icermektedir. Kisa
prodomaine sahiptirler. Bu kaspazlar ¢esitli hiicre i¢i proteinleri enzimatik
reaksiyonlarla parcalarlar ve apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden
olurlar [14, 19].

3- Sitokinleri aktive eden kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’ i igermektedir.
Hiicre sinyal iletiminde o©nemli role sahip olan sitokinlerin aktivasyonu ve
inflamasyondan sorumludurlar. Kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine aktive
olabilmektedirler [15, 39].
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Sekil 1.11 Kaspazlarin siniflandirilmasi

Kaspaz 14' in disinda tiim inflamatuar ve baslangi¢ kaspazlar1 uzun bir subunite
sahiptir. Uzun subunit “Oliim olusturan bélge (DED)” veya “Kaspaz1 aktive eden bdlge
(CARD)” yi kapsar. Bu alanlar prokaspazlar arasinda protein-protein aracili etkilesime
neden olur ve prokaspazlarin aktivasyonun da énemli rol oynar. Karsit olarak efektor
kaspazlarin kisa subunitleri arasinda benzer bir etkilesim beklenmez [40].

Aktif kaspazlarin 3 boyutlu yapisi tespit edilmis olup 2 heterodimer, 2 genis
subunit tarafindan cevrelenmis 2 komsu kiiciik subunitle karsi yonde bir tetramer
olusturur. Her bir heterodimer substratin baglanmasi ve katalizisi i¢in gerekli kiigiik ve
genis subunitler igerir [50].

Kaspaz-1 ve -3’ iin kristal yapisi incelendiginde her ikisininde, iki heterodimer

yapinin birleserek tetramer yapiy1 olusturdugu goriilmektedir.
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1.3.2. Kaspazlarin aktivasyonu

Hiicre olimii 6zel bir mekanizma (kaspaz kaskadi) ile olusmaktadir. Bu
mekanizma hiicre 6limi esnasinda yiliksek oranda korunmakta, zarar gérmemekte ve
stirekliligi saglanmaktadir. Bu degisim tekrarli ve sirali olup 30-60 dk. igerisinde
tamamlanmaktadir [56].

Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edildigi belirlenmistir. Bunlar; otoaktivasyon,
transaktivasyon, non-kaspaz proteazlari ile proteolizdir [38, 50].

Prokaspazlar diigiik fakat saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar
altinda otoaktivasyon potansiyeline sahiptirler. Prokaspazlar hiicrede ¢ok fazla
sentezlenirler ve yapay olarak ¢apraz baglarla aktive olabilirler. Prokaspazlarin
aktivasyonu icin 6zel bir sekilde kesilmeleri gerekmektedir. Aktif hale gelmeleri yine
baska bir kaspazin ilgili prokaspazi aspartik asitin bulundugu 6zel bolgeden kesmesi ile
olur (Sekil 1.12) Aktive olmalar ile bu aktif kaspazlar baska prokaspazlar1 keser ve

onlar1 da aktive ederler [57].

inaktif Proenzim

CEEE s Ge ) ™ sral
f

(-~20kD) 4 {(~10KD)
Aeap X Sap X

Proenzim Kaspaz kesilim
dizisinden Kesilir. (Asp-x)

Katalitik Bilgeler

{ iki genis ve iki kKliglk
subunit aktif tetramerik
enzimi olusturur.}

Aktif Kaspaz

Sekil 1.12 Aktif kaspazin yapisi
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Baslatic1 kaspazlarin aktivasyonu igin spesifik kofaktorlerin baglanmasi gerekir,
bu durum proteazlarda sik goriilen bir mekanizmadir. Bu baglanma pro-apoptotik
sinyali tetikler ve en azindan farkl iki yapisal faktor rol alir. Bu kaspazin prodomain
kismi1 ve onun karsilig1 olan kofaktoriidiir. Prokaspaz-8’ in aktivasyonu i¢in onun onun
kofaktérii FADD (Fas Associated protein with death domain)’ den DED (death effector
domain)’ e kadar uzanir. Prokaspaz- 9 aktivasyonu i¢cin APAF-1 kofaktorii ile kompleks
yapar [57]. APAF-1" in indiiksiyonu ise sitokrom-c’ nin mitokondriden saliverilmesi ile
olur. Apaf-1’ in oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin biraraya getirilmesini
saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’ Ui aktiflestirir (Sekil 1.13) [18, 56].

Baslangic kaspazlari bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlar transaktive
eder. Kaspaz aktivasyonu i¢in diger bir mekanizmada non-kaspaz proteazlar ile direk
proteolizdir [15, 50]. Ornegin, sitotoksik T hiicre proteazi olan granzim-B, bir aspartat-

spesifik serin proteazi olan prokaspaz -3 ve -7’ nin etkin bir aktivatoriidiir.

KASPAZ KASKADI

Plasma
Membrani

Apoptozis

Sekil 1.13 Kaspaz kaskadi

Baslatict kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oOliim sinyallerini efektor
kaspazlara naklederler (Sekil 1.14). Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin,

hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA
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tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz) parcalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar [38, 54]. Kaspazlarin bir roliide
yasayan hiicreleri apoptozdan koruyan proteinleri inaktive etmektir [40].

Kaspazlar once hiicrelerin etrafi ile olan iligkilerini kesmekte, sonra hiicre
iskeletini yeniden organize etmektedirler. En son olarak da DNA replikasyonunu ve
tamirini sonlandirmaktadirlar. Boylece DNA tahrip edilip ¢ekirdek yapist bozulur.
Fagositoz i¢in gerekli hiicre sinyallerinin tiretilip aciga ¢ikmasi saglanir ve son olarak

apoptotik cisimcikler hiicrede bozulmaya yol agar [39, 50].

HUCRE OLUMUNUN OLUSUMU

Hiicre 6liim sinyali
A

Nekroz »jTP-baglmll basamak

Kaspaz kaskadi
Aktive kaspazlar

Yaptirnmci kaspaz

ATP yok

ATP-bagimli basamak Nekroz
(aktif nukleer transport)

|

Apoptozis

Sekil 1.14 Hiicre 6liimiiniin olusumu

Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farkli olabilir. Bu durumda farkli dokular
i¢in farkli kaspazlarm aktivasyonuyla apoptozis ger¢eklesmektedir [50, 56]. Ornegin
periferik T hiicreleri ultraviole ile indiiklenmis apoptozise gitmek i¢in ne kaspaz-3’ e
nede kaspaz-9’ a gereksinim duyarlar. Oysa embriyonik kok hiicreler bu durumda her
iki kaspazada gereksinim duyarlar. Hatta hiicrelerin degisik farklilagma derecelerinde

degisik kaspazlarin aktivasyonuna gereksinim duyarlar [40, 58].
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1.3.3. Kaspaz inhibitorleri

Kaspaz ailesinin ve kaspaz inhibitorlerinin kesfi, apoptotik hastaliklarin
tedavisinde yol gosterici olacaktir [59]. Zira farkli kaspazlara spesifik farkli sentetik
inhibitorlerin yanisira kaspaz aktivasyonunu yada kaspaz aktivitesini dnleyen dogal
kaspaz inhibitdrleri de bulunmustur [60].

Apoptozis protein inhibitorleri kaspazlari, 6liim reseptorleri ve mitokondriyal yol
araciligiyla inhibe ederler [38]. Kaspaz inhibitorleri 2 gruba ayrilir.

1. Viral kaspaz inhibitorleri

2. Sentetik kaspaz inhibitorleri

I. Viral Kaspaz Inhibitérleri

Apoptotik hiicre oliimiiniin diizenlenmesinde kaspazlara 6nem verilmesinin
sebebi, kaspaz aktivasyonu ya da kaspaz aktivitesinin apoptozun kontroliinde dnemli
kontrol noktalar1 sunmasindandir. Baglangigta kaspaz aktivasyonu ya da kaspaz
aktivitesini inhibe eden sayisiz viral inhibitér bulunmus, sonraki donemlerde ise
bunlarin insan homologlar1 tanimlanmigtir [61].

Viriis ile enfekte olmus hiicreler apoptoza giderler ve konagin hiicresel immiin
sistemi ile temizlenirler [31, 62]. Viral inhibitorler kullanilarak hiicre apoptoza

gitmekten kurtulur.

- Kaspaz aktivasyon inhibitorleri

Human herpes viriis 8 ve human molluscipox virlislerde kaspaz aktivasyonunu
Oonleme c¢aligmalar1 esnasinda bir grup anti-apoptotik protein bulunmustur. FLIP adi
verilen bu inhibitér protein FADD isimli adaptor protein ile etkileserek CDO95
(Fas/Apo-1) reseptorii tarafindan uyarilan kaspaz-8' in aktivasyonunu onler [38].

Crm A, kaspaz aktivitesini dogrudan inhibe ettigi gosterilen ilk proteindir ve
cowpox viriisiinden izole edilmistir. Crm A kaspaz-8' in Olim reseptorlerine
baglanmasini inhibe eder. Ayrica sitokinleri aktive ederek kaspaz-1 (ICE)' in
aktivitesini gii¢lii sekilde onler. P35 proteini de baculo viriisiinden izole edilmis olup
Crm A'ya benzer mekanizmalarla genis bir kaspaz ailesini (kaspaz -1, -2, -3, -4, -6,

-7, -8, -10) dogrudan inhibe eder [8, 40, 50].
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Kaspaz aktivitesini onleyen diger bir inhibitér ise IAP (apoptozis inhibitor
protein) proteinidir. IAP proteinleride baculo viriisten izole edilmistir. 5 tane IAP
proteini tanimlanmis olup bunlarin 3 tanesi insanlarda bulunur. XIAP, clAP-1 ve
clAP-2, kaspaz-9 baglaticist ile kaspaz-3 ve -7’ nin distal uglarin1 kendisine hedef
secerek etki gosterir. Ozellikle kaspaz-3 ve -7’ nin inhibisyonuna neden olurlar. Bu
sayede IAP’ lar efektor kaspazlara etkilidir denilebilir [39, 63]. ARC proteini ise son

zamanlarda izole edilen inhibitr protein olup kaspaz-8' in aktivitesini inhibe eder.

I1. Sentetik Kaspaz inhibitorleri

Son yillarda hedef kaspazlara optimal baglanma amaciyla sentetik spesifik
kaspaz tretimi yapilmaktadir (Cizelge 1.3). Bu giiclii molekiiller non-sitotoksik ve
geri doniisiimsiiz baglanma 6zelligine sahip olup, baglanacaklar1 endogenaz substratla
uyumlu, peptid tanima elemani igerirler. Bu {iriinlerin aktivitesi hem in-vivo hem

de in-vitro ¢aligmalarla gosterilmistir [14, 38].

Cizelge 1.3 Sentetik kaspaz inhibitorleri

Z.VDVAD.fmk kaspaz-2

Z.DEVD.fmk kaspaz-3

QVD-OPH genel kaspaz inhibitorii

Z.1ETD.fmk kaspaz-6

Ac-DEVD-CHO kaspaz-7

Z.LEED.fmk kaspaz-13 i¢in spesifik inhibitorlerdir.

Kaspazlarin fonksiyonlar1 ve farkli dokulardaki aktiviteleri hakkinda heniiz
pek c¢ok bilgi eksigimiz olsa da kaspaz inhibitdrleri belkide gelecekte tedavi amaglh
kullanilabilecek araglardan birisi olacaktir [60, 64].

QVD-OPH:

Bir genel kaspaz inhibitérlerinin son tiyesi olan QVD-OPH sivi formda, DMSO
ile ¢ozliniildigiinde hiicre gecirgenligi yiiksek olan geri doniligiimsiiz genis spektrumlu
bir kaspaz inhibitoriidiir. Etkisini major kaspaz ile iligkili apoptozis yollarindan kaspaz

9/3, kaspaz 8/10, kaspaz-12 iizerinden gosterir [4, 59].
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QVD-OPH apoptozisi 3 temel yoldan dnler:

1. Mitokondrideki sitokrom-c’ nin salinmasiyla aktive olan kaspaz-9 ve kaspaz-3’ iin
aktivasyonunu engelleyerek,
2. TNF alfa ve Fas/CD95’ in olim reseptorlerine baglanarak aktive olan kaspaz-8

ve kaspaz-10 aktivasyonunu engelleyerek,

3. Endoplazmik retikulum membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis i¢in
esas teskil eden kaspaz-12’ nin aktivasyonunu engelleyerek.

Son yillarda yapilan c¢aligmalar genel kaspaz inhibitorlerinin sitotoksik etkileri
tizerine yapilmistir [38]. QVD-OPH’ nin kaspaz inhibisyonunda, yaygm olarak
kullanilan ZVAD-fmk ve Doc-D-fmk’ dan daha etkin oldugu gosterilmistir [4].

1.3.4. Kaspaz substratlan

Aktif hale gegen kaspazlar hiicre i¢indeki spesifik substrat molekiilleri iizerine
proteolitik etkiye sahiptirler ve substratlarindaki C-ucundaki aspartik asit ve
N-ucundaki en az 3 aminoasiti tantyarak, katalitik reaksiyonu gerceklestirmesini

saglarlar [40].

Katalitik reaksiyonun ilk basamaginda, kaspazlarin aktif merkezlerinde yer alan
sistein aminoasitinin niikleofilik tiol grubu, substratlarin aspartik asiti ile tiyoagil
kovalent bir bag olusturur. Ikinci basamakta ise, histidin amino asitindeki imidazol

halkasinin yardimiyla peptid baginin hidrolizi ger¢eklesmektedir (Sekil 1.15).
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Sekil 1.15 Kaspaz ve substrat reaksiyonu

Kaspazlarin substratlar1 2 grupta toplanmistir [38].

1- Sinyal iiretiminde ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde yer alan proteinler

(Kinazlar): PARP, DNA-PK, PRb, PKC, PITSLRE Kinaz, Mdm-2 [8, 18, 65]

PARP: Poli (ADP-Riboz) polimerazdir. DNA tamir mekanizmasinda rol alan

enzimdir.

DNA-PK: DNA bagimli bir protein kinazdir.
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PRb: Retinoblastoma geninin {iriintidiir. Hiicre siklusunun durdurulmasinda rol alir.

Mdm2: Timor supressOr protein olan p53° iin inaktivasyonunu saglayan bir

proteindir.

2- Yapisal proteinler (Hiicre iskeleti proteinleri): Aktin, Fodrin, Gas-2, Lamin,
Ul1snRNP [40]

B-Aktin ve Fodrin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal proteinler.
Lamin: Niikleus mebraninda yer alan yapisal protein.

Ozellikle gensolin ve Gas-2 yikimi hiicrede dramatik degisikliklere yol acar.
Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskisini saglayan bu iki protein kinazin yikimi

hiicrenin etrafindaki dokudan ayrilmasi ile sonuglanir.

Kaspazlar ayni zamanda hiicrede reorganizasyona yol acabilirler, bunun i¢in
hiicre iskelet yapisinda yer alan gelsolin, FAK (fokal adhezyon kinaz), PAK-2 (pzl-
aktif kinaz 2)’ yi keserler. Bu proteinlerin kesilmesi, onlarin sahip olduklari
aktivitelerin yeniden diizenlenmesine neden olur. Ornegin, gensolin aktif flamentlerini
birbirinden ayirarak diizenler, gensolinin kaspaz kesimi sonucu aktin diizenlenmesi

bozulur [56].

1.3.5. Apoptozisde kaspaz-3’ iin yeri ve onemi

Kaspazlarin apoptozise olan katkilar1 son derece belirgindir [64]. Kaspazlar,
iskemi aracilifiyla gerceklesen hiicre Olimiinde rol oynayan aspartata 6zel sistein
proteaz ailesindendirler. Kaspazlar iskemi sonrasinda ve genetik kontrolle aktive
olurlar [66]. Noronal apoptozisde dnemli bir yer teskil ederler. Gegici iskeminin in-vivo
modellerinde kaspazlari inhibe eden ajanlar yaralanmayi azaltmada oldukca etkilidir
[67]. Kaspaz-1 ve kaspaz-3 iskemide baslayan hiicre oliimii kaskadinin en 6nemli
diizenleyici enzimleridir. Merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda goriilen apoptozisde
en Onemli rol kaspaz-3’ e aittir [68]. Chen vd. kaspaz-3’ iin gecikmis ndronal 6liime
aracilik ettigini rapor etmisler ve kaspaz-3 inhibitorlerinin hiicre 6limi iizerine
etkilerinin kaspaz-1 inhibitorlerine gére daha etkili oldugunu bildirmislerdir [64].

Apoptozisin dig ve i¢ sinyallere bagli olmak {izere iki yolu mevcuttur.
Apoptozisin en onemli fazi kaspaz-3 aktivasyonudur. Spinal kord yaralanmasini

takiben noronlar ve glial hiicreler apoptozise giderler [69].

Diger kaspazlar gibi kaspaz-3’ te prokaspaz olarak sentez edilir.
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Noronlarda apoptotik hiicre 6liimii kaskadinda aktif forma doénerler. Kaspaz-3, -6, -8,
-9 ve -10 birlikte aktive edilir. Kaspaz-3’ te kaspaz-6 ve -7’ yi aktive eder [70, 71].
Apoptozisin efektér fazinda dnemli bir rol oynayan kaspaz-3’ {in aktivitesinin
engellenmesi norolojik defektlere yol acar [72]. Deneysel iskemi ve travmatik beyin
yaralanmas1 sonucunda noronal hiicre 6liimiine kaspaz-3 aktivitesi katkida bulunur. Bu
iki yaralanmada da kaspaz inhibitorleri (QVD-OPH) apoptozisi azaltmakla kalmayip

ayrica hayvanlarda fonksiyonel iyilesme ile sonuglanmistir [59, 73].

Spinal kord yaralanmasinda, kaspaz bagimli apoptozis oldukga iyi agiklanmaigtir.
Son calismalarda kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3’ iin spinal kord yaralanmalarinda
meydana gelen apoptozisdeki dnemli rolleri vurgulanmis, kaspaz-3’ iin efektor kaspaz
oldugu gosterilmistir [66, 74]. Apoptotik siliregte kaspaz-3" iin en 6nemli rolii iistlendigi
ve kaspaz-9’ unda kaspaz-3’ e benzer ozellikler gosterdigi de yine son caligmalarla
desteklenmektedir [31, 75].

DNA fragmantasyonunda, DNAaz aktivasyonuna sebep olan kaspaz-3’ {in direk
roli oldugu diisiiniilmektedir. Kaspaz-3 geninin kromozom 8§ iizerinde lokalize oldugu
bilinmektedir [71, 76]. Bu gen embriyonik donemin 4. giinlinden itibaren gelisimden
sorumludur. Kaspaz-3’ deki eksiklik ciddi ndrolojik gelisim problemlerine hatta 3

haftalik embriyoda 6liime neden olabilmektedir [40, 77].

1.4. Melatonin ve Genel Ozellikleri

Pineal bezin major hormonu olan melatonin, epifiz bezinde triptofan
aminoasitinden sentezlenir ve plazmada proteinlere (albumin vb.) baghdir [78]. Cogu
karacigerde olmak tiizere bdobrektede metabolize olur ve baglica metaboliti 6-
Hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’ dir [79]. Insanlarda ekzojen melatoninin kisa bir
metabolik yar1 6mrii (20-60 dk.), bliyiik bir hepatik geg¢is etkisi vardir [80]. Melatoninin
kimyasal yapis1 Sekil 1.16° da gosterilmistir.

CH,0 CH;— CHy— NH — C —CH;

N
|
H
Sekil 1.16 Melatoninin kimyasal yapisi
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Melatonin en ilkelinden (tek hiicreli algler 6rnek: Gomnyyaulax polyedra) en
gelismisine kadar biitiin aeorbik organizmalarda bulunan, evrim boyunca korunmus bir
molekiildiir. Buna karsin sanildigi gibi hidrofobik degildir. Sudaki c¢oziiniirligi
5 x 10-3M olarak tespit edilmistir. Melatonin bu 6zelligi sayesinde kan-beyin bariyerini
kolayca geger ve tiim subseliiler kompartmanlara hizla diffiize olur. Melatoninin serbest
radikal tutucu 6zelligi nedeniyle yasa bagimli dejeneratif olaylar1 engellemede yararh
olabilecegi diisliniilmektedir [79, 80].

Melatoninin salgilanma hizini belirleyen en 6nemli faktor, ¢cevrenin aydnlik veya
karanlik olmasidir [81]. Genel olarak, 151k melatonin hizin1 azaltir, karanlik ise artirir.
Melatonin sentezi pineal bezden bagka retina, bagirsak gibi organlarda da sentezlendigi
gosterilmesine ragmen bunun kan melatonin diizeyine etkisi yok denecek kadar azdir
[65]. Melatonin iiretildikten sonra lipofilikliginin ¢ok yiiksek olmasindan dolayi, hizli
bir bigimde 6nce kana, beyin omurilik sivisi dahil olmak {izere tiim biyolojik sivilara ve
tiim dokulara dagilir [79]. Anneden fetiise ve siit yoluyla yeni dogana gecebilir.

Saglam hiicre tiplerinde fizyolojik sartlarda yaslanma ile apoptozis artar ve
pineal bezden melatonin salgilanmasi azalir [82]. Disaridan verilen melatonin sayesinde
apoptozisin inhibe edildigi ve yaslanmayla artan hasarlanmis, disfonksiyonel hiicrelere
kars1 koruyucu rol aldig1 gézlenmistir.

Yapilan son caligmalar endojen antioksidan maddelerden en giicliisiiniin
melatonin oldugunu gostermistir [83]. Melatonin molekiilii kolaylikla oksitlenmez,
otooksidasyona ugramaz, hidroksil radikali iireten reaksiyonlara katilmaz. Bilinen tiim
antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vitamin E, C vb.) daha giiclii serbest radikal
stiptiriicti 6zelligi vardir [84]. Melatonin hidroksil radikali nétralize etme 6zelliginden
dolay1 glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat, peroksit radikal tutucu o6zelligi ise
E vitamininden 2 kat daha giiclii oldugu gosterilmistir [44, 85]. Ozellikle yaslanmaya
bagli immiin yetersizliklerinde de immiin yaniti artiric etkisi bilinmektedir [80].

Pineal bezin tiimor biiylimesini inhibe edici bir 6zellige sahip olmasida yaklasik
yirmi yildan beri bilinmektedir. Melatonin, go6gilis kanserinde rol alan hormonlari
etkileyerek bu hormonlarin azalmasini saglamaktadir. Pineal bezin antikanser etkisi
bliyiik oranda melatonine baglanmistir [86]. Pinealektomi yapilmis sicanlarda yapilan
bir ¢alismada artan oksidatif hasar, dolagimdaki azalmis melatonine baglanmistir.

Pineal bezi ¢ikartilmis deneklerin ortalama yasam siirelerinin azaldig
gozlenmistir. Ayrica geng deneklerin (4 aylik) pineal bezinin yash deneklere (18 aylik)

transplantasyonu, yashi deneklerin yasam siiresini anlamli 6l¢lide uzatmakta, buna
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karsilik yash deneklerin pineal bezinin geng deneklere transplantasyonu yasam siiresini
anlamli olarak kisaltmaktadir [80].

Sicanlarda yapilan bir g¢aligmada, melatonin tedavisinin yasam siiresinde
%25’ lik artisa neden olmakla beraber bu sicanlarin daha geng, saglikli ve giiglii
goriindiigii, seksiiel aktivitelerinin de daha uzun siire devam ettigi bildirilmistir [6].

Baska bir calismada disi sicanlara giinlik 100 pg melatonin enjeksiyonu
yapildiginda, bu sicanlarin yasam siiresinin arttigi, 6zellikle de 08.00-10.00 saatleri
arasinda melatonin uygulanan grupta bu farkin daha belirgin oldugu gériilmiistiir [83].

Pineal bezden saliman bir hormon olan melatoninin (5- methoxy-N-acetyl-
tryptamine) birgok biyolojik etkisinin yanisira, hiicre i¢i kalsiyum diizeyini
diizenleyebilmesi, giiclii bir radikal siipiiriicii (hidroksil radikali, siiperoksit
anyon radikali, peroksil radikali, singlet oksijen ve peroksinitrit anyonu) ve
antioksidan (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz stimulasyonu ve nitrik oksit sentez inhibisyonu) o6zelliginin olmasi,
iskemi reperfiizyon hasarinda etkili bir koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir
[87, 88, 89, 90].

Melatoninin, hiicrelerde mRNA miktarlarinin artmasin1 saglayarak hiicresel
antioksidan savunma sistemini uyarir ve prooksidatif enzim miktarlarinin azalmasini
saglar [46].

Oksidatif stres ve DNA hasar1 apoptozisi indiikleyen en onemli iki faktordiir.
Oksidatif stres, merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda, norodejeneratif hastaliklar
(Alzheimer, Parkinson, epilepsi)’ da 6nemli rol oynar. Melatonin antioksidatif enzimleri
aktiflestirmesi sonucu olusan hasarin 6nlendigi gozlenmistir [91]. Melatonin, spinal
kord yaralanmalar1 sonucu artan lipid peroksidasyonunu azaltarak nodronal hasari
onledigi gozlenmistir [75].

Immiin sistemin diizenlenmesi, zararli ajanlara karsi korunmasi apoptotik
mekanizmayla saglanmaktadir. Timusta meydana gelen herhangi bir hasarda melatonin
miktarimin arttig1 belirlenmistir [46].

Pek ¢ok yetenegi sayesinde melatoninin, beyin hiicrelerinde ve diger dokularda
apoptozisi inhibe ettigi son calismalarla ortaya konmustur [77]. Son yillarda

melatoninin mitokondriyel homeostazis’ i sagladigi bulunmustur [83, 87].

Melatoninin néronal dokulardaki koruyucu etkisi hem in-vivo hemde in-vitro

caligmalarda gosterilmistir [45].
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1.5. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak i¢in ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmigtir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk  kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa, giinlimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 6zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn, aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir [92]. ilk kez morfolojik kriterlere gore
belirlenen apoptozis, 1980' 1i yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun
ortaya ¢ikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin  saptanmasma yonelik yontemlerle
belirlenmeye baslandi. 1990' larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin
aktiflestigi bulundu.

Boylece, kaspaz aktivasyonlarinin  belirlenmesine  yonelik  metodlarla
saptanabilen apoptozis, 1990' larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi [93]. Apoptozisin belirlenmesine
yonelik gelistirilen tiim metodlar, 2000' li yillarin baslarinda, sadece apoptotik
epitelyal hiicrelerde olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirtlan bir protein olan
keratin 18' in kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak
daha spesifik olarak saptanmasi takip etti.

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler soyledir:
I. Morfolojik goriintiileme yontemleri
II. Immiinohistokimyasal yontemler
II1. Biyokimyasal yontemler
IV. Immiinolojik yontemler

V. Molekiiler biyoloji yontemleri

Kaspaz-3 Yontemi
Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3

Western Blot yontemiyle belirlenebilir. Bunun icin, dokunun kaspaz-3 eksprese
ettiginin bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-3' i kirip
kirmadiginin bilinmesi gerekir [94].
Western-Blot

-Substrat kirilmalar

-Aktif kaspazin belirlenmesi

-Sitokrom-c saliverilmesi
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Bu metod yardimiyla apoptozise 0zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bel-2) ya da karilip kirllmadiklarinin  (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
miimkiindiir. Sitokrom-¢' nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin belirlenmesi de bu
metodla saglanabilir. Yanliz, sitokrom-c tespitinde Once alt-fraksiyonlama yapilarak
hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde
sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom-c¢' nin bu fraksiyonda

tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptozise gittikleri anlagilir [67].

Kaspaz aktivasyonu (Hiicre kiiltiirii)

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu "plate" lere hiicre
lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre

ile 6l¢iilerek kaspaz aktivitesi saptanir [92].
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2. KAYNAK OZETLERI

Biyoloji bilimleri literatiiriinde apoptozis terimi, ilk defa Iskogyal1 arastirmacilar
olan Kerr, Wylie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki
hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak
tanimlanmistir [15, 18]. Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis genetik olarak
kontrol edilir ve organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gérevini tamamlamis veya
hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz olarak ortadan kaldirilmasini saglar. Apoptozis, doku
dengesinde, farklilasmada ve gelismede 6nemli rol oynayan genetik olarak diizenlenen
hiicre 6liim seklidir [8, 12].

Duke ve arkadaglar1 1983 yilinda, jel -elektroforezi ile apoptozisde
endoniikleazlarin aktive olarak DNA kiriklarina yol agtiklarint gostermislerdir. Boylece
apoptotik hiicre dliimiiniin ilk biyokimyasal kanitlar1 elde edilmistir [18]. Bu tarihten
sonra apoptozis konusunda c¢alismalar hizla artmistir. Norodejeneratif durumlarda,
inflamatuar hastaliklarda ve iskeminin sebep oldugu sinir sistemi hasarlarinda son
zamanlarda apoptozis biiytik ilgi gdrmiistiir.

Kato ve arkadaslar1 1997 yilinda iskemik yaralanma sonrasi spinal kord da
apoptozisi gozlemlemislerdir [55].

Yadav vd. 1999’ da karaciger iskemisinde Bcl-2 genlerinin aktive olarak,
kaspazlar1 aktive ettigini belirlemislerdir [30]. Kevin K. Wang 2000 yilinda kalpain ve
kaspazlar arasindaki farklar1 belirterek kaspazlarin apoptozisde kalpainlere oranla daha
fazla etkin olduklarini gostermistir [72]. Kim vd. 2000 yilinda insan immiin sisteminde
uygulanan DZA (Deazaadenosine) maddesinin HL-60 ve U-937 hiicrelerinde
apoptozise neden oldugunu ve kaspaz-3’ iin etkin rol aldigini1 belirtmiglerdir [24].
Schuler vd. 2001’ de DNA hasari, biiylime faktorlerinin yetersizligi sonucu olusan
hiicresel stresde p53 geninin aktifleserek apoptozisi indiikledigini agiklamiglardir [35].
Grossman vd. 2001 yilinda ndronlarda, Zurita vd. 2002 yilinda glial hiicrelerde
apoptozisi gostermislerdir [51, 55]. Davoli vd. 2002 yilinda beyin iskemisinde kaspaz-3
aktivasyonunu TUNEL yo6ntemi ile belirlemislerdir [42].

Chun vd. 2003’ de kalpde yaptiklar1 iskemi-reperfiizyon sonucunda, kaspaz-3
aktivasyonuyla oligoniikleozomal DNA parcalarinin olustugunu ve hiicrenin geri
doniistimsiiz bir yola girerek apoptotik cisimciklerin olustugunu gézlemlemislerdir [28].

Wingrave ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada sigcanlarda spinal kord
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hasarina karsi kalpainin ve kaspaz inhibit6rlerinin hiicre 6liimlerini engelledigini ve
sinir hiicrelerini koruyucu etkilerinin oldugunu gostermislerdir [76].

Dobsak vd. 2003 yilinda yaptiklar1 bir g¢alismada; iskemi ve reperflizyon
olusturulan sican kalplerinde, iskemi ve reperfiizyon hasarina karsi melatoninin
antioksidan olarak koruyucu etkisinin oldugunu bulmuslar ayrica melatoninin radikal
siiptiriici  olarak oksidatif strese bagli olusan apoptozis olaymi engelledigini
acgiklamiglar [88].

Onur vd. 2004’ de testikiiler dokularda melatoninin antioksidan rolii sayesinde
Bax ve Bcl-2 proteinlerini etkileyerek apoptozisi inhibe ettigini gostermislerdir [44].
Xiaoyang ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada anti-apoptotik bir protein
olan XIAP’in, beyin iskemisi olusturulan sicanlarda iskemi ve reperfiizyon sonrasi
apoptozisi engelledigini, bu etkisini de bcl-2 ve bax genlerinin ekspresyonunu
diizenleyerek kaspaz aktivasyonunu 6nledigi ve apoptozisi engelledigini gostermislerdir
[63].

2005 yilinda siganlarda olusturulan deneysel spinal kord modelinde bir kalpain
inhibitorii olan AK-295" in spinal kord hasarindaki koruyucu etkinligi arastirilmigtir
[95]. Olakowska vd. 2005 yilinda yapmis oldugu klinik bir ¢alismada melatoninin
norodejeneratif hastaliklarda ozellikle kanser tedavisinde koruyucu rol oynadigini
gbzlemlemislerdir [86].

Baydas vd. 2005 yilinda beyin iskemisi uyguladiklar1 si¢canlarda homosistein
(thiol iceren aminoasit)’ nin verilerek noronal hiicre 6liimiiniin gozlendigi, melatonin
uygulamasi ile mitokondriden sitokrom-c’ nin salinimimin azaldigini, kaspaz-3 ve
kaspaz-9 aktivitesininde diistiigiinii belirtmislerdir [45].

Berliocci vd. 2005’ de apoptozisin olusumunda hiicre i¢i Ca™ iyonlarmin
arttigint ve bununda hiicre 6limiinde 6nemli bir belirte¢ oldugunu vurgulamislardir
[37].

Carloni vd. 2006 da yeni dogan si¢anlarda yapilan beyin iskemisinde
reperfiizyonu takiben verilen simvastatin’ in (ilag) kaspaz-3 aktivasyonuna neden
oldugunu ve apoptozisin gerceklestigini bildirmislerdir [25]. Dilsiz vd. 2006 yilinda
sigan retinasinda iskemi olusturarak apoptozisten birinci derece sorumlu olan
kaspaz-3’ iin varligini belirlemislerdir [67].

Cittelly vd. 2008 yilinda spinal kord iskemisinde siganlara disaridan verdikleri
anti-apoptotik bir protein olan Bcl-xL" nin iskemiden 24 saat sonra apoptozisi azalttigini

bildirmislerdir [43].
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Colak vd. 2008 yilinda spinal kord travmasi olusturduklar sicanlarda bir
kaspaz-3 inhibitorii olan Ac-DMQD-CHO uygulayarak, bu maddenin kaspaz-3
aktivitesini engelleyerek apoptozis olusumunu ortadan kaldirdig: belirlenmistir [31].

Seung-II vd. 2008 yilinda melatoninin apoptozis olusumunda etkili olan nitrik
oksit diizeylerini etkileyerek apoptozis olusumunu 6nledigini gézlemlemislerdir [81].

Literatiire gore spinal kord iskemisinde kaspaz-3 aktivasyonuna iligkin fazla
calisma olmayip, yapilan calismalar daha ¢ok spinal kord hasari sonucu ortaya ¢ikan
noronal hiicrelerdeki enzim miktarlarinin tayini ve histopatolojik incelemeleri
icermektedir. Bizim calismamizda ise apoptozisde kilit rol oynayan kaspaz-3’ {in
Western-Blot yontemiyle belirlenmesi, hiicrenin apoptozise gittiginin kesin olarak
anlasilmasi ve melatonin uygulamasi ile de bu hasarin ortadan kalkmasi amag¢lanmistir.
Spinal kord iskemisinde kaspaz-3’ iin tayinine yonelik yaptigimiz bu ¢aligma bilimsel

arastirmalarda ilk olmasi sebebiyle 6nem tagimaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Inénii Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi laboratuvarinda
yapildi. Deneyde agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen 30 adet Wistar-Albino cinsi

erkek sicanlar kullanildi.
3.1. Deney Gruplari

1. Grup (Kontrol Grubu, Sham operated)= Bu grupta 7 sigan kullanildi. Genel
anestezi altinda sadece karin bolgesinden agma kapama yapildi. 48 saat sonra spinal

kord doku 6rnekleri alindi.

2. Grup (Deneysel spinal kord iskemisi olusturulan grup)= Bu grupta 8 sican
kullanildi. Uygulanan iskemi modelinin sonuglarini karsilagtirmak icin olusturuldu.
Denekler tarif edilen yontem ve siirelerde iskemi reperfiizyona maruz birakildi. 48 saat

sonra medulla spinalis doku 6rnekleri alindi.

3. Grup (Melatonin kontrol grubu )= Bu grupta 7 sigan kullamldi. Iskemi yapilmadan
melatoninin etkisini gdzlemlemek i¢in olusturuldu. Deneklere genel anestezi altinda 50
mg\kg olacak sekilde melatonin intraperitonel olarak uygulandi. 30 dk. bekledikten
sonra orta hattan agma kapama yapilarak beklemeye alindi 48 saat sonra spinal kord

ornekleri alindi.

4. Grup (Melatonin iskemi grubu)= Bu grupta 8 si¢an kullanildi. Deneklere 50 mg\kg
olacak sekilde melatonin intraperitonel olarak uygulandiktan sonra genel anestezi
altinda 30 dk. beklendikten sonra orta hattan agma yapilarak abdominal aort kliplendi.
30 dk. beklendikten sonra klip alinarak reperfiizyon saglandi. Denekler 48 saat

yasatildiktan sonra doku 6rnekleri alindi.

3.2. Anestezi

Calismada kullanilan tiim hayvanlarda 50 mg/kg ketamine (Ketalar, Parke-
Davis. Eczacibasi, Istanbul) ve 8 mg/kg Xylazine (Rompun, Bayer. istanbul) ile
anestezi saglandi. Ihtiyag halinde baslangic dozunun %20’ si aralikli olarak

tekrarlandi.
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3.3. Spinal Kord iskemisinin Olusturulmasi

Zivin ve DeGirolami’ nin tarif ettigi spinal kord iskemi modeli uyguland1 [96].
Bu calismada steril kosullar altinda abdominal bolgenin lokal cilt temizligi yapildi.
Daha sonra orta hattan laparatomi yapilarak abdominal aortanin ve sol renal arterin
goriilmesi saglandi. Abdominal aorta, sol renal arterin 1 cm tizerinden 30 dk. siireyle
gecigi anevrizma klip’ 1 (Sugita-Mizuha marka 9 mm hafif kavisli, Yasargil tipi, katalog
no 07-940-55 kapanma basinci 65-85 gr (0,64-0,83 N)) takilarak kapatildi. 30 dk.
sonunda klip alinarak reperfiizyon saglandi. Aorta ve periferik damarlarda kan akimi
oldugu tespit edildi. Bu islem Oncesi deney gruplarina melatonin (50 mg\kg) verildi.
Iskemi sonras1 grupdaki deneklere ait periton 2 /0 stur ipek iplik ile kapatild1 ve bekleme
donemine alindi. Biitlin denekler 48 saat yasatildiktan sonra sakrifiye edilerek doku

ornekleri alindi.

3.4. Melatonin Uygulanmasi

Melatonin (etanol iginde, %5) 50 mg/kg olacak sekilde hazirlandi. Melatonin
kontrol ve melatonin+iskemi grubuna (iskemiden 6nce) 30 dk. intraperitonel yolla

verildi.

3.5. Proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile Incelenmesi

Ik olarak Shapiro ve ark. tarafindan 1967 yilinda kullanilmaya baslanan ve
giinimiizde yaygin bir sekilde kullanilan SDS-PAGE, bir ortamdaki protein
molekiillerinin bantlarina ayrilmasi ve goriintiilenmesi i¢in kullanilmaktadir [97]. SDS,
12 karbondan olusan hidrofobik karakterli bir kuyruk ve siilfonik asitten olusan
hidrofilik karakterli bas kisimlarindan olusan iyonik bir deterjandir. Jelin yapisini
olusturan poliakrilamid ise, akrilamid monomerleri ve kismen de bis-akrilamid dimer
molekiillerinin polimerlesmesi sonucu olusur. Bu polimerlesme olay1 serbest radikal
katalizorliigiine iyi bir 6rnek teskil etmektedir.

Bir 6rnege ait protein bantlarinin elektroforez jel tizerindeki keskin goriintiisii,
ornek icerisindeki bant sayisi, hedef proteinin yogunlugu, kullanilan jel gozeneklerinin
siklig1 gibi durumlara baglidir. SDS-PAGE jeli tutucu (stacking) ve ayirici (separating)
olmak iizere iki ayr1 kisimdan olusur. Taragin yerlestigi ve yaklasik 2 cm yiiksekliginde

olan tutucu jelin konsantrasyonu genelde %4 olarak hazirlanir. Bu kisma yerlestirilen
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tarak yardimi ile olusan yuvalara aktarilan Orneklerin etrafa dagilmaksizin bir bant
halinde alttaki ayirma jeline gegisi saglanir. Jel yuvalarina yliklenen negatif ytiklii SDS-
protein kompleksi (0.4g SDS/1 g protein) pozitif yiikli uca dogru akimin siddetine,
protein molekiiliiniin yapisina, biiyiikliigiine ve elektriksel yiikiine bagli olarak ilerler.
Ornek icerisindeki kiiciik molekiillii proteinler, jel gozeneklerinden hizla gecis
yapacaklarindan biiyiik molekiillii proteinlere gore daha hizli ilerlerler. Boylece akim
siiresine bagli olarak aralarindaki mesafe acilir. Boya bandi jelin alt kismina ulastiginda
glic kaynagindan gelen akim durdurulur. Daha sonra jel coomassie mavili boya
ortaminda asetik asit ile fiksasyon islemine tabi tutularak bantlarin goriiniir hale gelmesi

saglanir.

Kontrol grubu (K1, K2) Iskemi grubu (11, 12) Melatonin grubu (M1, M2)
Melatonin+ Iskemi grubu (Mi1, Mi2)

Doku agirligi  D.H.T (mL)

K1 0,1603 x9 = 1,4427
K2 0,2012x9 = 1,8108
I1 0,2927x9 = 2,6343
2 0,1255x9 = 1,1295
Ml 0,2265x9 =2,0385
M2 0,2750x9 =1,9881
Mil 0,2209x9 =1,9881
Mi2 0,1763x9 =1,5867

1. Her gruptan 2’ ser ornek alinarak agirliklar tartildi. Tiiplere konulan dokulara
agirliklariin 9 kati oraninda Doku Homojenizasyon Tamponu (DHT) eklenerek

bicakli homojenizator ile homojenize edildi.

Doku Homojenizasyon Tamponu (mL)

NaCL 80 mM
Tris-HCI1 pH:7.3-7.5 20 mM
EDTA 1 mM
PMSF 0.2 mM
SDS %1
Toplam 100 mL
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2. Homojenatlar 10000 rpm’ de 15 dakika kadar santrifiij edildi. Par¢alanmamis hiicre
ve hiicre artiklar tiipiin dip kisminda pelet olarak ¢okelirken, ¢ézlinmiis olan proteinler
ise siipernatant olarak peletin iistiindeki sivida yer alir. Dolayisiyla siipernatantlar

alinarak ayr tiiplere konuldu.

3. Peletlere doku agirliklarinin 10 kati oraninda RIPA Lizis Tamponu eklendi.

RIPA Lizis Tamponu (mL)

NaCl 150 mM
Tris pH:8.0 50 mM
Triton X-100 %1
Sodium deoksilat %1

SDS %0.1 50 mg
DDT (0.5 mL of ImM DTT) 1 mM
PMSF (1.75 mg) 0.2 mM
Toplam 50 mL

4. Peletlerden 20 pL alindi ve iizerine 10 uL Ornek Cézme Tamponu ilave edilerek

toplam 30 pL jellere yiiklendi.

Ornek Cézme Tamponu (mL)

H,O 3.55mL

0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8 1.25 mL

Glycerol 2.5mL

10 % SDS 2.0 mL

0.5 % (w/v) bromophenol blue 0.2 mL

Toplam 9.5 mL
SDS-PAGE jelini hazirlama (mini jel: 7x10 cm)

Jel icerigi Ayiricl jel (10 mL) Tutucu jel (SmL)

14% 4%

H,O 2.7 mL 2.8 mL

1.5 M Tris-HCI, pH: 8.8 2.5mL

0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8 1.5 mL

10 % SDS 100 puL 50 pL

30 % Acrylamide/Bis ¢ozelti (29:1) 4.7 mL 0.65 mL

(14.6 g acrylamide + 0.4 g bis-methylene-

acrylamide in 50 mL nH,O)

10 % Ammonium persiilfat (APS) 75 pL 50 uL

TEMED 7.5 uL 7.5 uL
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5. 120V’ da yaklasik 2 saat siiren yliriitme isleminden sonra jel sistemden (Mini Protean
IIT cell (Bio-Rad)) cikarilarak bantlarin boyanmasi i¢cin Coomassie brilliant blue

sollisyonuna (calkalamali sistem {izerinde) birakildi.

Coomassie Blue ile boyama Boyanin uzaklastirilmasi
Coomassie Blue R-250 125¢ -

Methanol 250 mL 400 mL

Glasial asetik asit 50 mL 75 mL

nH,0O 200 mL 525 mL

Toplam 500 mL 1000 mL

6. Jeldeki fazla boyanin ayrilmasi ve daha net goriilmesi i¢in Destaining (boyanin
uzaklastirilmasi) soliisyonunda yikandi.

8. Boya ortamindan alinan jel daha sonra jel goriintiileme sisteminde UV-translimiinator
yardimu ile goriiniir hale getirdi ve kamera sistemi ile bilgisayara aktardi.

3.6. Western Blot Yontemi ile Kaspaz Aktivasyonunun Belirlenmesi

Western blot icin nitroselilloz veya PVDF (polyvinylidene difluoride)
membranlarindan biri kullanilmaktadir. PVDF fiziksel olarak ve protein baglama
potansiyeli bakimindan nitroseliilozla gére daha avantajlidir. Ancak PVDF’ nin kuru
kalmamasi1 gerekir ve bunu saglamak icinde gerektiginde metanole daldirmak gerekir.
Kullanilacak membranin gozenek biiyiikliigii genel olarak 0.45 mikrondur ancak
12 kDa’ dan daha kiigiik proteinler i¢in 0.2 mikron biiylikligiindeki gézeneklere sahip
membranlarin kullanilmasi gerekmektedir. Membran bloklamasinda yagsiz siit tozu,
balik jelatini, sigir serum albiimini (BSA), normal serum ve kazein kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda marketlerde bulunabilen ve maliyeti bakimindan digerlerine gore

olduk¢a ucuz olani siit tozudur. Sekil 3.1’ de jelin PVDF membrana aktarilmasi

gosterilmektedir.
n Elekiroforezr/transfer E Antibadi uygulama n Eromogenik sonuc
ey A T - _
Elek ‘I_ik — / I_-': I B __.-' -.'.I
3 - >/ Agd T
—_—
‘
——
== N
fro- 7— _
SDS-poliakrilamid jel ~ Membran Antibadi 1 ile Antihadi 2ile
inkithasyon Antibadi 2 ile inkiibasyon subsirat reaksiyonu

Sekil 3.1 Jelin PVDF membrana aktarilmasi
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1. Once filtre kagitlar1 Transfer Tamponunda slatildi.

Semi-Dry-Blot i¢cin Transfer Tamponu (mL)

Tris base 5.8 gr
Glycine 2.9 gr
SDS 0.37 gr
Methanol 200 mL
Toplam 1000 mL

2. Sonra PVDF membran methanolde birka¢ dk. (2-3) bekledikten sonra transfer
tamponuna alindi.

3. PVDF membran bir ka¢ dk. transfer tamponunda bekledikten sonra Semi-Dry
Western-Blotting cihazindaki transfer tamponunda islatilmig filtre kagidinin {izerine

kondu.

4 Filtre kagidi

3 Jel

2 PVDF mebran
1 Filtre kagidi

En altta ve en iistte filtre kagidi olacak sekilde yukarida da goriildiigii gibi membran, jel
sirastyla bir sandwich gibi sisteme yerlestirildi.

4. Sonra SDS-PAGE uygulamasi yaptigimiz jel birka¢ dk. transfer tamponunda
bekletildi ve membranin iizerine uygun sekilde yerlestirildi.

5. En iistede yine transfer tamponunda 1slatilmis filtre kagidi konuldu. Iyice transfer
tamponunda 1slatilmis sandwich 30V" da 50 dk. akima birakildi.

6. Siireyi takiben sistemden ¢ikarilan PVDF membran fiksasyon soliisyonunda 10 dk.
bekletildi.

Fiksasyon Soliisyonu (mL)

Asedik asit (%10) 100 mL
nH,0 600 mL
Methanol (%30) 300 mL
Toplam 1000 mL

7. Saf suda ¢alkalandi. Sonra Roth Black soliisyonunda (hazir) gece boyunca bekletildi.
8. 1 gece Roth black soliisyonunda birakilan PVDF membran ertesi giin kiigiik posetin
icine konup igerisine birinci antibadi sollisyonundan ekleyerek posetin agzi kapatildi

ve 2 saat ¢alkalamali diizenekte bekletildi.
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Birinci Antibadi Soliisyonu

TBS pH: 8.0 6 mL
Aktif kaspaz-3 10 uL
(birinci antibadi)

9. 2,5 saat sonra birinci antibadi sollisyonundan alinan membran TBST (TBS, % 0.05
Tween 20) soliisyonunda 5’ er dk. olacak sekilde 3 kez yikandi.

10. Sonra alkalin fosfataz bagli ikinci antibadi soliisyonu eklendi. Calkalamali
sistemde 2 saat bekletildi. TBST soliisyonunda 3 kez yikanip 5° er dk. calkalamali
sistemde bekletildi. 1 kez de TBS de yikandi.

ikinci Antibadi Soliisyonu

TBST 30 mL
Gt x Rb IgG Alk. Phos. 5pL
(ikinci antibadi)

11. Boya reaksiyonu i¢in 1 adet NBT-BCIP tableti (Sigma fast tablet B5655) 20 mL
nH,O da ¢oziildii. Bu soliisyonda PVDF membran yaklasik 5 dk. karanlik ortamda
bekletildi.

12. PVDF membranda olusan bantlara bakilarak Kaspaz-3 (17 kDa)’ iin goriintiisii elde
edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizda iskemi-reperfiizyon sonucunda olusan apoptozisden birinci
derecede sorumlu olan kaspaz-3 enzimi (17 kDa) SDS-PAGE ve Western-Blot

teknikleri ile incelenmistir.

4.1. SDS- PAGE Jel Elektroforezi Sonuclar:

Dokulara SDS-PAGE uygulamas: yaparak, ortamdaki protein molekiillerinin

bantlara ayrilmasi ve goriintiillenmesi saglandi.

Jeldeki siralama:

1 2 3 4 S

Kontrol grubu Melatonin grubu Iskemi grubu  Melatonin + Iskemi grubu ~ Standart

St: ( Page ruler prestained protein ladder #SM0671)

e

| -~ : = 41 $ 5

Sekil 4.1 SDS-PAGE elektroforezi
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Sekil 4.1° de goriildiigii gibi kontrol (1) ve melatonin grubunda (2) protein
bantlar1 tam belirgin gézlenmemis olup, iskemi grubunda (3) ise apoptozis gostergesi
olarak kaspaz-3 i¢in belirleyici olan Standart’ da (5) 17 kDa’ na karsilik gelen bolgede
daha belirgin bir protein banti gdzlenmistir. Melatonin + Iskemi grubunda (4) ise

17 kDa’ na karsilik gelen kisimda tam bir protein banti gézlenmemistir.

4.2. Western Blot Sonuclari

Western-Blot uygulamasi ile kaspaz-3’ e 06zgii antikorlar kullanilarak, SDS-

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

Jeldeki siralama:

1 2 3 4 5

Kontrol grubu Melatonin grubu Iskemi grubu Melatonin + Iskemi grubu  Standart

1 2 3 4 5

72 kDa
55 kDa

40 kDa
33 kDa

24 kDa

2 .47 KDa

11 kDa

Sekil 4.2 Western-Blot teknigiyle elde edilen kaspaz-3’ {in goriintiisii
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Sekil 4.2° de gorildiigii gibi kontrol (1) ve melatonin grubunda (2) herhangi bir
hasar olmadigindan dolayi, kaspaz-3 enzimi i¢in belirleyici olan Standart’ da (5)
17 kDa’ na karsilik gelen bolgede herhangi bir bant gozlenmemistir. Spinal kord
iskemisi yapilan grupda (3) ise Standart’ da 17 kDa’ na karsilik gelen bolgede belirgin
bir bant goriilmiistiir. Bu bant kaspaz-3 (17 kDa) enziminin varligimi ve dolayisiyla
apoptozisin gerceklestigini gosterir. Melatonin+iskemi grubunda (4) ise melatoninin
koruyucu etkisinin yani sira anti-apoptotik etkisinden dolay1r olusan iskemik hasari

Onlemis oldugundan bir bant goriilmemistir.

SDS-PAGE ve Western-Blot analizlerinden elde edilen sonuglara gore iskemi-
reperfiizyon olusturulan sicanlarda apoptozisin gostergesi olan kaspaz-3 enziminin
miktarinda artma oldugu ve dolayisiyla bu hayvanlarda hiicre intiharinin tesvik edilmis
oldugu gercegi ortaya cikmistir. Antioksidan uygulanan hayvanlarda ise genel olarak
aktif kaspaz-3 miktarinin hasta gruba oranla az oldugu goriilmiistiir.

Uygulanan deneysel iskemi modeli ile spinal kordda, melatonin ve kontrol
grublarinda hasar olmadigindan dolay1 apoptozisin artmadigi, iskemi grubunda belirgin
olarak apoptotik Oliimiin tetiklendigi ve arttifi, melatonin+iskemi grubunda ise
melatonin uygulamasi ile hiicre 6liimiiniin azaldig1 dolayisiyla doku hasarinin azaldigi

ve norolojik iyilesmeyi hizlandirdig1 sonucuna varildi.
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5. TARTISMA

Spinal kord iskemiye en duyarli organ olup, buradaki hasar kismi fel¢ veya tam
fel¢ ile sonuclanabilir. Bu hasar1 6nlemeye yonelik pek ¢ok ¢aligma yapilmis olmasina
ragmen etkili herhangi bir tedavi sekli bulunabilmis degildir ve arayislar halen
stirmektedir.

Spinal kord iskemisi halen deneysel asamada farkli tavsan ve sican modelleri
tizerinde yapilmis olmasma ragmen, insan i¢in etkili ve yiliz giildiiriicii bir gelisme
saglanamamustir.

Insan spinal kord yaralanmalarinda ve deneysel modellerde spinal kord hasarinin
en onemli sebebi iskeminin olusmasidir [78, 85]. Iskemi omuriligin kendisini ve
cevresindeki dokular1 etkiler. Bu nedenle spinal kordun arteriyel dolagiminin
ve beslenme oOzelliklerinin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Medulla spinalisin metabolik
ihtiyaglart ve bunun i¢in gerekli olan kan akimi arasinda hassas bir denge vardir.
Otoregiilasyon mekanizmas1 ile enerji iretimi i¢in gerekli olan oksijen ve diger
substratlarin temini, atik maddelerin uzaklastirilmas: belirgin bir dengede tutulur.
Arastirmacilar  spinal kord yaralanmasi sonrasi spinal korda kan akimi
otoregililasyonunun bozuldugunu bildirmislerdir [9]. Otoregiilasyonun bozulmasi spinal
kord iskemisini artirir.

Noral doku iskemiye c¢ok duyarli olup oksijen depo edemedigi ve rejenere
olamadig1 i¢in, oksijen destegi kritik degerlerin altina diistiigli zaman canliligini
stirdiiremeyecektir. Hasarin siddeti, hipoksinin siiresi ve derinligine baglidir. Hipoksi
durumunda hiicre canliliin devami i¢in gerekli olan enerji (ATP), glikojen
depolarindan glikoliz yoluyla yani anaerobik yolla {iretilmeye baglar. Bu esnada aerobik
glikoliz nerdeyse durma noktasina gelir [38, 53].

Spinal kord yaralanmasinin ardindan hiicre i¢i ve dis1 kompartmanlar1 arasinda
ciddi elektrolit degisiklikleri olmaktadir. Kalsiyumun hiicre i¢i artis1 6zellikle iskemi ve
travma da daha fazla olmak iizere tiim noral yaralanmalarda basrol oynamaktadir.
Kalsiyum iyon konsantrasyonu ekstraseliiler aralikta hiicre i¢ine gore 1000 kat daha
fazladir. Spinal kord yaralanmalarinda bu biiyiik gradient farki ile hiicre icine Ca’ iyon
girisi olur [37, 71].

Iskeminin neden oldugu hasarin énemli bir kisminin reperfiizyon sirasinda post-
iskemik donemde oldugu diisliniilmektedir. Livesay vd. kros-klemp zamaninin 30 dk.

asmasi halinde felg riskinin %3’ ten %11’ e yiikseldigini gostermislerdir [1]. 30 dk.” y1
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asan durumlarda ¢esitli koruyucu yontemlere bagvurulmaktadir. 1993° de Johson vd.
tavsanda spinal kordda uygulanan 25 dk.” lik klemplemenin sonucunda verilen
flunarizin ve prosasiklinin norolojik hasar1 azalttigini ortaya koymuslardir [9].

Calismamizda, anatomisinin kedi ve kdpek gibi diger biiyiik hayvanlarinkine
gore daha basit, uygulama yapilmasinin kolay ve basari oranmin yiiksek olmasi
nedeniyle sican modeli ¢alisiimaya deger bulunmustur.

Deneyimizde damar klip® i kullanilarak yapilan iskemi ve reperfiizyonun
amacimiza uygun, zaman ve ig giiclinden kazan¢ saglayabilir olmasi ile literatiirdeki
gecmis calismalara emsal teskil etmekte faydasi nedeni ile Zivin ve arkadaglari
tarafindan gelistirilen spinal kord iskemi modelini kullandik [96]. Pek ¢ok calismada
spinal kord hasar1 olusturmak i¢in ayn1 yontem kullanilmistir.

Reperfiizyona, doku pH’ sinin azalmasina neden olan laktat benzeri asit
metabolitlerinin neden oldugu one siiriilmiistiir [2]. Iskemik dokunun reperfiizyonu
sirasinda gerceklesen, dokunun tekrar oksijenle beslenmesi bir yandan noronal
canliligin devamini saglarken diger yandan da reaktif oksidanlarin olusumuna yol acan
sayisiz enzimatik reaksiyon i¢in subsrat olarak gerekli oksijeni ortama getirmektedir.

Sonugta noéronal dokuda iskeminin derinligi, siiresi ve reperfiizyonda olusan
reaktif oksidan miktar1 ile iligkili olarak hiicrenin temel makromolekiiler yapilarinda
meydana gelen degisiklikler nedeniyle farkli derecelerde fonsiyonel ve morfolojik doku
hasari ortaya ¢ikmaktadir [79].

Spinal kord iskemisi sonrasi ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri ndronal
stabiliteyi bozarak direkt doku hasarinin olusturulmast nedeni ile merkezi sinir
sistemine ait pek ¢ok patolojik durumda rol oynarlar. Bu serbest radikaller, kalsiyum
hiicre i¢i dengesini degistirmek, metabolik fonksiyon bozuklugu olusturmak ve
eksitoksisite gibi cok sayida mekanizmalarla doku hasari olusturarak, hiicrede
apoptozisi gerceklestirirler [67].

Spinal kord hasari sonrast meydana gelen hiicre 6liimii son zamanlara kadar
doku hasarina eslik eden iskemik ve inflamatuar reaksiyonlarin bir sonucu olarak
gelisen nekroz ile agiklanmigtir. Bununla birlikte bugiin, daha 6nce sadece merkezi sinir
sisteminin gelisim siirecinde var oldugu diisiiniilen apoptozisin spinal kord hasarinda ve
noronal hasarda 6nemli bir rol iistlendigi bilinmektedir [73].

Apoptozisde amag, dis ortama salindiklarinda, immiinogenetik ve inflamatuar
istenmeyen etkiler olusturabilecek sitoplazmik yapilarin zararsizca uzaklastirilmasi

saglanmaktadir. BoOylece hiicre, ¢evredeki higbir hiicreye zarar vermeden ortadan
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kaldirilmis olur. Apoptozis aktif bir siire¢ olup en azindan bu siiregin basinda i¢ ve dis
uyaranlara karsi 0zglil genlerin aktivasyonuna gereksinim vardir. Bu aktif siireg
pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin aktivasyonu ile diizenlenmektedir [40, 48].

Taskin vd. farelerde olusturduklar1 solid tiimoér modelinde pro-apoptotik bir
madde olan curcumin uygulamasi yaparak apoptozisi indiikledigini gostermislerdir [98].
2003 yilinda Chiou vd. anti-apoptotik bir protein olan survivin’ in apoptozisi inhibe
ettigini ve hiicresel sirkiilasyonu diizenledigini belirtmislerdir [99]. Yoo vd. mide
kanserinde yiiksek oranda hem baglatict hemde sonlandiricit kaspazlarin rol aldigi
belirlenmistir [100]. Alzheimer ve 16semi hastaliginda, kaspaz-3 enziminin apoptozisde
aktif rol iistlendigi tespit edilmistir [101, 102].

Roseborough vd. spinal kordda apoptozisi gostermisler [29]. Celik vd.
eritropoetin uygulamasinin spinal kord iskemisinde motor ndronlarda apoptozisi ve
ndrolojik kayiplar1 dnledigini belirtmislerdir [53]. Ashwell vd. tarafindan 2000 yilinda
yaptiklar1 ¢alismalarinda travmatik spinal kord hasari sonrasinda ilk 5 dakika iginde
ndronal ve apoptotik hiicre goriillmemesine ragmen, 4 saat sonra ndronlarda apoptozis
goriilmiis ve 24. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini bildirmislerdir. Aynmi1 yazarlar
apoptozisi hiicrenin bir intihar sekli olarak tanimlamis ve niikleer biiziilme, DNA
fragmantasyonu ile karakterize oldugunu bildirmis ve noronlarda, astrositlerde,
oligodentrositlerde ve mikroglialarda apoptotik hiicre 6liimiine dikkat ¢ekmiglerdir [9].
Chen vd. beyin iskemisinde reperfiizyondan bir saat sonra kaspaz aktivasyonunun
meydana geldigini gozlemislerdir [103]. Takagi vd. 2002 yilinda EGME (etilen glikol
monoetil eter) adi verilen evlerde temizlik amacli kullanilan kimyasal maddenin
ozellikle kemiklerde toksik etki olusturarak kaspaz-3’ i aktive ederek hiicre 6liimiine
neden oldugunu gostermiglerdir [104]. Dasdag vd. sicanlari, giinde iki saat olmak
kosuluyla bir hafta buyunca cep telefonundan yayilan mikrodalga isinlara maruz
birakarak apoptozisin tetiklenmesinde radyasyonun etkisini gostermislerdir [105].

Deneysel spinal kord yaralanmalarinda noroprotektif etkili cok sayida madde
denenmistir. Bracken vd. 1991 de yaptiklar1 bir ¢alismada yaralanmadan sonra 8 saat
icinde baslayip 24 saat siiren tedavide verilen yliksek doz MPSS (metil prednisolon),
norolojik fonksiyonu iyilestirdigini gostermiglerdir [9]. Svensson vd. maymun
modelinde papaverin, lipofilik kalsiyum kanal blokeri olan flunarizinin spinal kord
hasarina kars1 koruyucu oldugunu gostermislerdir [1]. Jian Luo ve Riyi Shi spinal kord
hasarinda PEG (polyethylene glycol) vererek kaspazlarin aktivasyonunun engelledigini

dolayistyla apoptozisin gerceklesmedigini goézlemlemislerdir. Bdylece olusan hasar
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PEG uygulamasi ile ortadan kalkmistir [106]. Kiziltepe vd. bir kirmiz1 sarap polifenolii
olan resveratrol’ iin spinal kord hasari lizerindeki koruyucu etkisini gostermislerdir [3].
Fan vd. anti-apoptotik ve noroprotektif etkisi bilinen tetramethylprazine’ nin spinal
kord iskemisinde olusan hasari 6nledigi belirlemislerdir [107].

Melatoninin ilk dikkat ¢eken ozelligi noroendokrin-reprodiiktif eksen iizerine
olan etkisidir. Daha sonra immiin sistem iizerine olan etkileri fark edilmistir. 1980’ 1i
yillarin sonunda ise onkostatik ve yaslanmayi1 geciktirici 6zelligi ortaya konan
melatoninin son zamanlarda serbest radikal yakalama o6zelligi tizerinde durulmaktadir.
Aslinda melatoninin tim bu O6zellikleri, serbest radikal yakalayici 6zelliginin bir
sonucudur. Melatonin 6zellikle organizmada yapilan ve son derece tahrip edici oldugu
diistintilen hidroksil radikalinin (-OH) dokulardaki olumsuz etkilerini engellemektedir.
Melatoninin noronlar1 koruyucu aktivitesi sebebiyle, kan-beyin bariyerini kolaylikla
gecmektedir. Boylece pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaya uygundur [86].

Genellikle eksojen kimyasal icerikli maddeler kullanilmis iken, melatonin gibi
endojen kaynakli maddelere gosterilen ilgi azdir. Mayo vd. melatoninin ndronal
apoptozisi engelledigini gostermislerdir [46]. Sainz vd. 2003 yilinda yaptiklar
calismada melatoninin, mitokondriden serbest radikal olusumunu engelleyerek
apoptozis olusumunu Onledigini gozlemlemislerdir [83]. Kavakli vd. beyin iskemisi
olusturulan siganlarda disaridan verilen melatoninin en az fizyolojik melatonin kadar
koruyucu oldugunu gostermislerdir [108]. Kim vd. sican karaciger iskemisinde
uyguladiklar1 melatoninin nekroz ve apoptozisi azaltarak doku hasarini engellemistir
[79]. Kunduzova vd. sicanlarda renal iskemi-reperfiizyon hasarinda verilen melatoninin
kaspaz-3 aktivasyonunu engelleyerek apoptozun olusumunu 6nlemis ve olusan hasar
engellenebilmistir [84].

Melatoninin oksidatif stres halinde membran lipid peroksidasyonunu ve niikleer
DNA oksidasyonunun azaltarak, serbest radikallerin tetiklendigi hiicre Oliimiinde
anti-apoptotik ajan olarak rol almasi ile agiklamislardir. Kogcak vd. 2003 yilinda
tavsanlarda spinal kord iskemisinde tedavi amagli verilen melatoninin hasar sirasinda
artan enzim seviyelerinin (MDA) diismesini, azalan enzim (GSH) seviyelerinin
artmasini saglayarak koruyucu rol oynadigini gostermislerdir [109]. Kalkan vd. spinal
kord iskemisi olusturulan tavsanlarda antioksidan olan c¢inko ve melatonin
uygulamasinda, melatoninin ¢inkoya oranla daha koruyucu oldugu goriilmiistiir [110].
Gil vd. sicanlarda olusturulan spinal kord hasarinda melatoninin farkli dozlarini

uygulayarak, hasar1 dnlemede 50mg\kg yeterli oldugunu gozlemlemisler [85]. Bizde
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calismamizda 50 mg\kg melatonin olacak sekilde deneklere uygulama yaptik.

Yaptigimiz calismada, spinal kord iskemisi sonrasi 48. saatte sakrifiye edilen
deneklerden alinan dokularin, Western-Blot teknigiyle incelenmesi sonucunda, spinal
iskemi grubunda kaspaz-3 enzimi (17 kDa)" ne ait bant, kontrol ve melatonin grubuna
gore belirgin bir sekilde ortaya ¢iktigir gozlenmistir. Buda apoptotik hiicre 6limiiniin
anlamli diizeyde artisin1 gostermektedir. Melatonin-iskemi grubunda ise melatoninin
koruyucu etkisinden dolay1, kaspaz-3 enzimi i¢in belirleyici bir bant gdzlenmemistir.
Buda melatoninin anti-apoptotik 06zelliginin gostergesi olarak apoptozise giden
hiicrelerin azalmis hatta tamamen ortadan kalkmis oldugunu gozlemledik.

Apoptozis yasamin siirdiiriilmesinde temel mekanizma olarak goriilmektedir. Bu
yilizden etkenini tam olarak agiklayamadigimiz pek ¢ok hastaligin aydinlatilmasinda ve
beklide tedavisinde ileride anahtar rol oynayabilecektir. Apoptozisin rol oynama
potansiyeli olan konular;

1. Malignite patogenezi ve etkeninin tanimlanmasi,

2. Kanser tedavisi,

a) Gen tedavisi, apoptozisi aktive eden kemoterapi, hormon tedavisi

b) Timoriin tedaviye verecegi yanitin saptanmasi (apoptozisde etkin genlerin
saptanmasi)

3. Hiicre yaslanmasi ve dolayisiyla yaslanmanin 6nlenmesi,

4. Dejeneratif, otoimmiin hastaliklar ve astim tedavisinde yeni yOntemlerin
gelistirilmesi,

5. AIDS’ de apoptozisin 6nlenmesiyle immiin baskilama saglanmasi.

Bizim bu ¢alismamizda, deneysel spinal kord iskemisi sonrasi gelisecek
apoptozis ve doku hasarmni, disaridan verilecek olan melatonin ile engellenebilecegini
ve hasarlanmay1 azaltabilecegini gozlemledik. Melatoninin antioksidan enzimler
tizerine koruyucu etkisi sebebiyle serbest radikaller ve oksidatif stresin yaratacagi
apoptozis iizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmuistir.

Melatoninin hem antioksidan 0zelligi hemde bu anti-apoptotik 06zelligi
sayesinde, gelecekte yapilacak olan daha fazla in-vitro ve in-vivo ¢aligmalarla birlikte
iskemik spinal kord hasarinda apoptozis mekanizmasinin tamamen aydinlanmasiyla
beraber tek basina veya diger anti-apoptotik ajanlarla birlikte kombine edilerek spinal

kord iskemi tedavisinde kullanilabilir.
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