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KAS HASARI OLUSTURULMUS RATLARDA KEMIK ILIGI MEZANKIMAL
KOK HUCRE UYGULAMASININ APOPTOZIS VE ANTIOKSIDAN ENZIMLER
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Rukiye Demir
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog¢. Dr. Emine Diraman

Bu calismada, ezilme tarzi kas hasar1 olusturulmus ratlarda, kemik iligi mezankimal
kok hiicre (MKH) uygulamasinin apoptozis ve antioksidan enzimler iizerine etkisi
arastirtlmistir. Calismada, toplam 56 tane Wistar albino disi rat kullanilmistir.
Calisma gruplari, Kontrol grubu (K), Kas Hasar1 grubu (KH) ve Kas Hasar1 +
Mezankimal Kok Hiicre grubu (KH+MKH) olarak olusturulmustur. KH ve
KH+MKH deney gruplarinda 7.glin, 14.glin ve 21. giin olarak alt gruplar
olusturulmustur (n:8). K grubunda ratlar sakrifiye edilerek sag soleus kasi, hasar
olusturulmadan ¢ikarilmistir. KH ve KH+MKH gruplarinda ise genel anestezi altinda
sag soleus kasinda 10’ar saniyelik 2 klemp tiki seklinde kiint ezilme ile kas hasari
olusturulmustur. KH+MKH grubunda, kas hasar1 olusturulan bdlgeye 24 saat sonra
lokal olarak, erkek ratlardan elde edilen Y kromozomu pozitif olan yesil flouresan
proteinli (GFP+) MKH’ler verilmistir. KH ve KH+MKH gruplarinda ratlar, kas
hasar1 olusturduktan sonraki 7. 14. ve 21. giinlerde sakrifiye edilerek sag soleus
kaslar1 incelenmek iizere c¢ikarilmistir. Ratlardan alinan kas dokusu orneklerinde,
antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve apoptozis belirteci olarak kaspaz-3 enzimlerinin aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. KH+MKH grubunda, immiinohistokimyasal incelemede goriilen GFP+
MKH’lerin varlig1 ve SRY geninin belirlenmesi ile MKH’lerin hasarli bolgeye nakil
isleminin gerceklestigi gosterilmistir.

K grubuna gore, KH+14 ve KH+MKH+14 gruplarinda CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. K grubuna gore
KH+MKH+21 grubunda SOD enzim aktivitesindeki azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmus olup CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinin ise K grubu
degerlerine yakin oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢lar MKH uygulamasinin 21. giinde
antioksidan 6zellik gosterdigi seklinde yorumlanmustir.

K grubuna gére KH+MKH+14 ve KH+MKH+21 gruplarinda kaspaz-3
aktivite degerlerinde istatistiksel olarak anlamli artig bulunmustur. KH+21. grubuna
gore KH+MKH+21 grubunda kaspaz-3 degerlerindeki artig da istatistiksel olarak
anlamlidir. Immiinohistokimyasal incelemede GFP+ MKH’ler kas hiicresi seklinde
goriilmistiir. Bu sonuglar bolgedeki hasarli hiicrelerin apoptozise yoneldigi ve GFP+
MKH’lerin Kkas hiicrelerine doniiserek bu hasarli hiicrelerin yerini aldigi seklinde
yorumlanmustir.

Aralik 2016, 96 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kemik iligi Mezankimal Kok Hiicre, Kas Hasari, SOD, CAT,
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AN INVESTIGATION ON THE EFFECT OF THE APPLICATION OF BONE
MARROW MESENCHYMAL STEM CELL ON APOPTOSIS AND
ANTIOXIDANT ENZYMES IN MUSCLE DAMAGED RATS
Rukiye Demir
Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emine Diraman

In this study, the effect of the application of bone marrow mesenchymal stem cells
(MSC) on apoptosis and antioxidant enzymes in rats with crushed muscle damage
was researched. In the study, totally 56 Wistar albino female rats were used. The
study groups were formed as the Control Group (C), the Muscle Damage Group
(MD) and the Muscle Damage + Mesenchymal Stem Cell Group (MD+MSC). In the
MD and MD+MSC groups, the 7" day, 14" day and 21% day subgroups were formed
(n:8). The rats in the C group were sacrificed and their right soleus muscles were
removed without causing any damage. And in the MD and MD+MSC groups, blunt
crush muscle damage was created by means of two ten-second clamp ticks on their
right soleus mucles under general anesthesia. On the sections with muscle damage in
the MD+MSC group, MSCs with green flourescent protein (GFP+) whose Y
chromosomes obtained from male rats were pozitive were administered locally after
24 hours. The rats in the MD and MD+MSC groups were sacrificed on the 7%, 14"
and 21% days after creating muscle damage, and their right soleus muscles were
removed so as to examine them. In the muscle tissue samples obtained from the rats,
the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutation
peroxidase (GSH-Px), which are antioxidant enzymes, and of Caspase-3 as an
apoptosis indicator were measured. In the MD+MSC group, it was revealed that the
transplant process to the damaged section took place by means of the determination
of the existence of the MSCs with GFP+ seen in the immunohistochemical
examination and the identification of the SRY gene.

Compared to group C, the increase in the CAT and GSH-Px enzyme activities
in groups MD+14 and MD+MSC+14 were found statistically significant. Compared
to group C, the decrease in the SOD enzyme activity in group MD + MSC+21 was
found statistically significant, and it was seen that the CAT and GSH-Px enzyme
activities were close to values of group K. These results were interpreted that the
application of MSC revealed an antioxidant characteristic on the 21% day.

Compared to group C, a statistically significant increase in the Caspase-3
activity values in groups MD+MSC+14 and MD+MSC+21 was found. Compared to
group MD+21, the increase in the Caspase-3 activity values in group MD+MSC+21
is also statistically significant. In the immunohistochemical examination, the MSCs
with GFP+ were seen in the form of mucle cells. These results were interpreted that
the damaged cells inclined for apoptosis, and that the MSCs with GFP+ transformed
into muscle cells and replaced those damaged cells.

December 2016, 96 page

Keywords: Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell, Muscle Damage, SOD, CAT,
GSH-Px, Caspase-3, GFP, SRY.
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1.GIRiS

Kok hiicreler, asimetrik boliinebilen, kendini yenileyebilen ve olgun hiicreye
farklilagabilen hiicreler olarak tanimlanmistir (Shifman vd, 2014). Kok hiicreler,
asimetrik boliinme ile kendi yedegini ve yenilenecek dokunun Oncii hiicrelerini
meydana getirirler (Can, 2014). Bu oOncii hiicreler farklilasarak diger doku
hiicrelerine doniisiirler (Inan & Ozbilgin, 2009; Weisman, 2000).

Caplan (1991), MKH’leri, embriyoda kemik ve kartilaj olusumu, eriskinde
kemik ve kartilaj onarimi ile yenilenmesinde gorevli az sayidaki progenitor hiicre
olarak tanimlamistir. MKH’ler, ¢ogalma ve farklilasma kapasiteleri olan ¢ok
yonelimli 6ncii hiicrelerdir. Kemik iliginden kolayca elde edilebilir ve in vitro olarak
cogaltilabilirler (Kozanoglu, 2010). MKH’nin en belirgin 6zelliklerinden birisi,
alicidda  inflamasyonu ve immiinolojik yanitlart olusturmamasidir (Can &
Karahiiseyinoglu, 2009). Kolay elde edilmeleri, giicli ¢ogalma ve farklilagsma
kapasitelerinin olmasi1 ve akraba dis1 kullanilabilmeleri nedeniyle doku tamiri ve
hiicresel tedavilerde diger kok hiicrelere tercih edilmektedirler (Kozanoglu, 2010).
MKH’ler, yetiskin omurgali tiirlerinin iskelet dokusuna, kemik, kikirdak, ilik
stromasi ve yag hiicrelerine farklilagirlar (Malgieri vd, 2010; Pittenger vd, 1999;
Alhadlag & Mao 2003).

Hiicrelerde gerek enerji tiretimi sirasindaki reaksiyonlarda gerekse metabolik
reaksiyonlardaki oksijen tiiketimi sirasinda serbest radikaller meydana gelmektedir
(Cakatay & Kayali, 2006; Elmaksoud vd, 2015). Eslenmemis elektron igeren, ¢ok
kararsiz ve kararli hale gelebilmek i¢in elektron almaya ihtiyag duyan serbest
radikaller, diger molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona girerler (Gokpinar vd, 2006).
Serbest radikaller bir molekiile saldirdiginda o molekiiliin elektronunu alarak okside
eder ve olusan yeni molekiil serbest radikal haline doniisiir (Gokpinar vd, 2006).

Oksidatif denge, serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma
hizindaki denge olarak tanimlanmaktadir. Organizma, oksidatif denge saglandigi
siirece serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusumunda artma
veya ortadan kaldirtlma hizinda azalma oldugunda oksidan-antioksidan denge
bozulur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum, serbest radikal olusumu ile
antiokasidan savunma arasindaki ciddi dengesizligi gosterir ve doku hasarina yol
acar (Altan vd, 2006). Insan viicudunda biitiin hiicrelere kolaylikla girebilen ve

kullanilabilen molekiiler oksijen (O2), yapist nedeniyle radikal olmaya ¢ok miisaittir



(Akyol, 2004). O, basta mitokondri olmak iizere hiicre kompartmanlarinda
gerceklesen metabolik olaylarda indirgenerek reaktif oksijen tiirlerine (ROT)
doniisiir (Ozcan vd, 2015).

Serbest radikallere karsi viicutta bulunan dogal savunma mekanizmasini
olusturan bilesiklere antioksidanlar denir (Gokpinar ve ark., 2006). Antioksidanlar
serbest radikalleri hiicrelere saldirmadan stabilize ve deaktive etme yeteneginde olan
molekiillerdir (Dervis, 2011). Katalaz (CAT), Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve
Glutatyon Peroksidaz’in (GSH-Px) rol aldigi antioksidan aktiviteleri enzimatik
antioksidan savunma olarak adlandirilir (Diindar & Aslan, 2000). Farkli metabolik
reaksiyonlarda oksijen tiikketimi nedeniyle olusan (Elmaksoud vd, 2015) serbest
radikaller, hiicrede metabolik faaliyetlerde olusabilecegi gibi, farkli dis etkenlerle de
meydana gelebilir (Cakatay & Kayali, 2006). SOD, oksijenden ilk reaktif iiriin olarak
olusan siiperoksit anyonunun daha az reaktif bir {irlin olan hidrojen perokside (H20>)
ve molekiiler oksijene doniistimiinii katalizler (Dervis, 2011). Biyolojik sistemlerde
olusan H»O2’in, oksitleyici 6zelligi nedeniyle ortamdan uzaklastirilmasi gerekir
(Kiling & Kiling, 2002). H202’ in uzaklastirilmas1 CAT ve GSH-Px enzimleri
tarafindan gerceklestirilir (Davies, 2000).

Apoptozis, programlanmis hiicre Olimidiir. Hiicrenin, genlerindeki
programlamaya gore veya dis uyaranlarla kendi makromolekiillerini sistematik
olarak parcalayarak kendi oliimiine ve yok olmasma neden olmasidir (Nelson vd,
2005). Apoptozis, canlinin kendi otonom mekanizmasi ile istenmeyen, yaslanmis ve
zararl hiicrelerinin, bakterilerin, otoreaktif viriislerle enfekte olmus hiicrelerin enerji
kullanarak, zamana endeksli olarak iz birakmadan 6ldiiriilmesi olayidir (Giiltekin vd,
2008). Apoptoziste ROT’lerinin etkisi oldugu belirtilmistir (Martin ve Barret, 2002).
Antioksidan enzim diizeyinde azalma, ROT olusumunda artma ve DNA onarim
mekanizmasinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarina yol acar. DNA’daki oksidatif
hasar yiiksek diizeylere ulastiginda apoptozis gerceklesir (Burgak &Andican, 2004).
DNA yapisinin bozulmasi ve hiicrenin hasarlanmasi 6liim ya da yasam kararinin
verilmesinde etkileyici rol oynar (Kogyigit & Cevik, 2011). DNA hasar1 ve oksidatif
stres apoptozisi indiikleyen onemli faktorlerdir (Parlakpmar vd, 2004). Hiicre igi
veya hiicre disi mekanizmayla baslayan apoptotik siire¢ kaspaz adli proteolitik
enzimler tarafindan gergeklestirilir. Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptid bagini
kiran sistein proteazlaridir. Hiicrede inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik olarak

birbirlerini aktiflestirirler (Kogyigit & Cevik, 2011). Cellat kaspaz olarak bilininen
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kaspaz-3, baslatic1 kaspazlar olarak bilinen kaspaz-8, kaspaz-9 veya kaspaz-10 ’dan
biri ile aktiflesir (Er6z vd, 2012).

Kas hiicreleri, ig seklinde veya ince uzun yapidadir. Kas lifleri halinde bulunan
kas hiicreleri, kas dokuyu olusturur (Basaran, 1999). Biiyiik ¢ogunlugu
ekstremitelerde bulundugu i¢in ¢izgili kaslar travmaya c¢ok aciktir (Sever, 2009).

Bu c¢alismada ezilme tarzi kas hasari olusturulmus ratlarda, hasar
olusturulduktan 24 saat sonra lokal olarak yapilan kemik iligi MKH uygulamasinin,
apoptosis belirteci olarak kaspaz-3 ve antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-
Px ezimlerinin iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismadan elde edilecek sonuglarin, insanlarda deprem, trafik kazalari, is
kazalar1, goclik gibi nedenlerle olusabilecek kas hasarlarmin kok hiicre ile tedavi

edilebilmesi noktasinda da katkis1 olabilecegi diisiintilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicre; islevsel olarak heniiz farklilasmamis, ¢ogalma yetenegi olan, kendisini
yenileyebilen, uygun biiylime ortamina yerleserek farkli hiicre tiplerine doniisebilen,
zedelenmeyi izleyen islevsel doku tamiri yapabilen hiicreler olarak tanimlanmistir
(Beksag, 2010; Sahin vd, 2005).

Viicudumuzda bulunan hiicrelerin belirli fonksiyonlar1 vardir. Bu hiicreler,
boliindiiklerinde kendilerine benzer hiicreler olustururlar. Kok hiicrelerin ise bu
hiicreler gibi fonksiyonlar1 yoktur. Genler ve dis uyaranlar gibi etkenlerle farkli
hiicre tiplerine doniisebilirler. Viicudumuzdaki bir hiicre grubunda hasar veya 6liim
meydana geldiginde, kok hiicreler ihtiyag olan hiicrelere doniisiirler (Sahin vd, 2005).

Tuna (2009), kok hiicreleri belirli dokuya veya organa 6zel karakteristikleri
olan, olgun hiicreye farklilasan ve kendi-kendilerini yenileyebilen hiicreler olarak
tamimlamustir. Karasahin (2012) ise kok hiicrelerin, farklilasmamis, viicut veya
laboratuar ortaminda uygun sinyallerle O6zellesmis hiicre tiplerine doniisebilen
kendini yenileme 6zelligine sahip olan hiicreler oldugunu belirtmistir. Kok hiicreler,
sayilarini devamli sabit tutan ve farklilagma yeteneginde olan primitif nitelikte
hiicrelerdir (Kansu, 2005). Bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasi
ozelligine de sahiptirler (inan &Ozbilgin, 2009; Weisman, 2000).

Kok hiicrelerin bir¢ok hiicre tipine farklilagabilmesine 6rnek olarak dollenmis
yumurta hiicresi olan zigot verilebilir. Hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) kalp
hiicrelerine, kas hiicrelerine, kemik hiicrelerine doniisebilmesi de farklilasmaya
ornek olarak verilebilir (Ural, 2006).

Can & Karahiiseyinoglu (2009), kok hiicrelerin dort ana kaynaktan koken
aldigmi belirtmislerdir. Bu kaynaklar erken embriyon donemindeki blastosist,
embriyonel yapraklar ve fotal dokular, kemik iligi ve diger yetiskin dokulardir. Bu
kaynaklardan koken alan kok hiicrelerin bulunduklar1 zaman ve mekan kosullar
icinde dakikalar, giinler, aylar veya yillar i¢cinde ¢ogalarak bir baska hiicreye
farklilasmak {izere degisim sinyallerine yanit verdiklerini ve c¢esitli diizenleyici
mekanizmalarin etkisi altinda doku homeostazina yardimci olduklarini belirtmislerdir

(Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Kok hiicreler dort ana kaynaktan koken alirlar (Can & Karahiiseyinoglu,
2009)

Kara6z (2009), kemik iligi kok hiicrelerinin in vivo ve in vitro kosullarda
sadece kaynaklandiklar1 doku ve organlarin hiicrelerine degil, diger islevsel viicut

hiicrelerine de doniisebildiklerini belirtmistir (Sekil 2.2.).

Sinir
Sistemi

\\. k) » \
Damar \ / /
& TN lL.\ / __/4__/

- S ®/
== - Kemik iliﬁ\
A & 4
& \ Karaciger
. 1
B \ p—
. .

Kalp Bobrek

Sekil 2.2. Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilagsma tiriinleri (Karadz, 2009)



2.1.1. Farkhlasmalarina Gore Kok Hiicre Cesitleri

2.1.1.1. Totipotent kok hiicre

Totus-Tam, bolinmemis; Potentia-Gii¢ anlamindadir.  Yumurtanin ~ spermle
dollenmesi ile olusan zigot, viicudun tiim hiicrelerine doniisebilme potansiyelinde
olan ilk embriyonik hiicredir. Zigot, amniyon kesesi ve plasenta gibi embriyo dis1
dokulara da farklilasma yetenegine sahiptir. Totipotent hiicreler, gelisme sirasinda
pluripotent hiicrelere doniisebilirler (Inan & Ozbilgin, 2009 ). Sekil 2.3. de bir canliy:
olusturabilecek ve bir ¢ok hiicre tipine farklilagabilme yeteneginde olan zigot

gosterilmistir.

Sekil 2.3. Zigot totipotent kok hiicredir (Anonymous, 2016a)

Totipotent kok hiicreler, farkli yonlere gidebilme ve Sinirsiz farklilasma
ozelligine sahip hiicrelerdir (Kansu, 2005). Her yonde farklilasma yetkinliginde olan
bu hiicreler embriyo, embriyo dis1 zarlar ve organlarin kaynagi ile embriyo sonrast
tim doku ve organlar1 olusturan hiicrelerdir (Anonim, 2004). Morula hiicreleri, bir
embriyonun olusumunu saglayamazlar ancak bir emriyonun her bolimiinii teskil

edebildiklerinden totipotent olarak kabul edilirler ( Elgin, 2009).



2.1.1.2. Pluripotent kok hiicre

Pluripotent kok hiicreler, islev goren bir organizmayi olusturamazlar ancak uygun
ortam saglandiginda bir¢ok hiicre tiirline dontisebilme potansiyeline sahiptirler.
Fertilizasyondan sonra, blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir (Inan &
Ozbilgin, 2009). Fertilizasyondan yaklasik 5 giin sonra olusan hiicre kitlesine
blastosist denir (Sahin vd, 2005). Blastosist; blastosdl, i¢ hiicre kitlesi (IHK) ve
trofoblastik hiicreler olmak iizere 3 yapidan olusmustur (Inan & Ozbilgin, 2009).
Sekil 2.4. de blastosistin ti¢ bolgesi gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Blastosist ve i¢ hiicre kitlesi (Lonergan vd, 2007)

[HK’ de bulunan hiicreler tek baslarma bir organizmay1 olusturamazlar fakat
viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptirler. Bu hiicreler pluripotent
hiicre olarak tanimlanir (Sahin vd, 2005). IHK ’de bulunan pluripotent hiicreler tiim
somatik hiicrelerin ve dokularin kaynagidir. Ancak plasenta, koryon gibi embriyo
dis1 zarlar1 olusturamazlar. Gelismenin ikinci haftasinda olusan primordiyal germ
hiicreleri de pluripotenttir ve uygun sartlarda cesitli hiicre ve doku tiplerine
farklilasabilirler (Beksag, 2010).

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPKH), pluripotent dzellik kazanmis
somatik hiicrelerdir (Sevim & Giirpinar, 2012).

Takahashi & Yamanaka (2006), fetal ve eriskin fare fibroblastlarina
embriyonik 6zellik kazandirarak, pluripotent 6zellik faktorlerinin farklilagmis hiicre

tiplerinin yeniden programlanmasinda kullanilabilecegini gostermislerdir.
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Sekil 2.5. Somatik hiicrelerin  yeniden programlanarak pluripotent 6zellik
kazanmalari (Iskender & Canatan, 2013)

Hiicrelerin yeniden programlanmasi; somatik hiicre ¢ekirdek aktarimi, hiicre
fizyonu, gen aktarimi gibi c¢esitli yollarla somatik hiicreye, pluripotent 6zellik
saglayan genlerin aktarilmasi ile olmaktadir (Sevim & Giirpinar, 2012). Sox-2, Oct-
4, KIf-4, c-Myc, Lin 28 ve Nanog transkripsiyon faktorleri, somatik hiicrelerin
yeniden programlanmasinda kullanilmaktadir (Sekil 2.5., Sekil 2.6.). Histon
modifikasyonlarini degistiren kimyasal maddeler ve hiicrelerin bulundugu kiiltiir

kosullar1 da pluripotent 6zelligin kazanilmasi1 ve korunmasinda dnemlidir (iskender

& Canatan, 2013).
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Sekil 2.6. IPKH’lerin kullanim alanlar1 (Sevim & Giirpinar, 2012; Asgari vd, 2010)



2.1.1.3. Multipotent kok hiicre

Multipotent hiicreler, tek bir yonde farklilagsmak tizere programlanmis hiicrelerdir.
Siirl sayida hiicre tipine doniisebilir ve 06zgiin doku hiicrelerini olusturabilirler
(Beksag, 2010).

Multipotent hiicreler, embriyonik gelisimin ileri evresine ait hiicrelerdir.
Kordon kaninda ve eriskinlerde 6zellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunan bu
hiicreler, Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilirler. Eriskin kok hiicrelerinin,
bulunduklar1 dokunun hiicre tipini iiretmesine 6rnek olarak multipotent bir kan
hiicresinin, 6zellesmis kan hiicrelerine doniisebilmesi verilebilir (inan & Ozbilgin,
2009).

Kara6z (2009), eriskin kok hiicrelerinin, farkli kiiltiir kosullarinda multipotent
farklilasma potansiyelleri oldugunu belirtmistir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7.  Multipotent erigkin Onciil hiicrelerinin farkli sinyal molekiilleri ile
gosterdikleri degisik yondeki farklilasmalar1 (MEPH; Multipotent
Erigkin Progenitor Hiicre) (Karatz, 2009)

Blastomerler ve blastosist hiicreleri birkag embriyonik hiicre tipini
olusturabilirler. Bu tip hiicrelere oligopotent hiicre denir (Elgin, 2009). Sadece bir
seriye ait hiicreleri olusturabilen kok hiicrelere de unipotent kok hiicre denir (Beksac,
2010). Cizelge 2.1’ de kokenlerine farklilasma etkinliklerine ve farklilasma yonlerine
gore kok hiicre tiirleri gosterilmistir (EKH: Embriyonk kok hiicre, YKH: Yetiskin
kok hiicre).



Cizelge 2.1. Kokenlerine, farklanma etkinliklerine ve farklanma yonlerine
gore kok hiicre tiirleri (Can, 2009)

isim Hiicre Tipi (Yerlesim) Farkhlagsma Etkinligi Farkhlasma Yonii

EKH | Morula asamasindaki Totipotent Embriyon ve embriyon
hiicreler dis1 tabakalar

EKH | Blastosit asamasindaki i¢ Pluripotent Embriyon govdesi
hiicre kitlesi hiicreleri (Tim somatik ve germ

hiicreleri)

EKH | Gastrula asamasindaki Pluripotent Endoderm, mezoderm
epiblast hiicreleri ve ekdoderm hiicreleri

EKH | Endoderm, mezoderm ve Pluripotent Tilim somatik hiicreler

ekdoderm hiicreleri

Bir veya daha fazla

YKH Ozgiin doku hiicreleri Multipotent tiirde hiicre (Or. HKH)
YKH | Bir dokudaki yerlesik Unipotent Bir hiicre tipi (Or. Kas
hiicreler dokusundaki uydu
hiicreler)

2.1.2. Kok hiicrelerin 6zellikleri
2.1.2.1. Farkhlasma

Farklilasma, islevsel olarak olgun bir hiicre olma yolunda gegirilen bir dizi
biyokimyasal ve fenotipik olaylar biitiiniidiir. Hiicrelerin yenilenmesi veya doku
onarimi, kok ve oncii hiicrelerin gogalmasi ve farklilagsmasiyla basarilmaktadir (Can,
2014).

Kansu (2005), farklilasmay1, kok hiicrelerin gelisim siireglerinde farkli islevler
ve gorevler istlenerek farkli yap1 ve goriintiideki hiicrelerin ortaya ¢ikisi olarak
tanimlamistir. Farklilagmanin, bir hiicrenin bir baska hiicreye doniistimiinii
tanimlarken aslinda bir gen ifadesi modelinden bir baska gen ifadesi modeline gegis
oldugu da belirtilmistir (Can, 2014).

Farklilasma asamasindaki bir hiicre, bir taraftan bolinmeyi durdururken bir
taraftan da cevreden gelen sinyallere cevap vermeye hazirlanir. Bunun i¢in enzim
bagimli yiizey ve hiicre i¢i reseptorleri ve aktivasyon yolaklariyla hiicrede bazi
olaylarin baslamasi tetiklenir. Genellikle, farklilasma siireci o hiicrenin ¢ogalma
stireci bittiginde baslar. Bu nedenle her iki siire¢ ayni zamanda meydana gelmez.
Hiicre yeterli sayiya ulastiginda ¢ogalma ile ilgili hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i yolaklar
genellikle kapatildiktan sonra farklilasma ile ilgili mekanizmalar devreye girer (Can,
2009).
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Baksh vd (2004), MKH’lerin farklilasmasinin kok hiicre kompartmaninda
basladigini belirten bir model 6nermislerdir (Sekil 2.8.). Kok hiicre kompartmant,
embriyonel veya eriskin dokularini olusturur. Belli uyaranlarla multipotent MKH’ler
ilk asimetrik boliinme ile once kendisini yedeklerken kendisine benzemeyen oncii
hiicreleri de iiretir. Bu oncii hiicreler simetrik sitokinezle tripotent/bipotent onciilere
doniigiir. Bundan sonraki asama kararlanmig hiicre kompartmani olarak adlandirilan
doku bolgesinde gergeklesir. Bu siirecin sonunda ileri dogru farklilasan hiicreler
olgun birer adiposit/ kondrosit gibi farklilasmis hiicreler haline gelirler. Bu siirecin
geriye dogru da gidebildigi yapilan calismalarla gosterilmistir (Can &
Karahiiseyinoglu, 2009; Baksh vd, 2004).
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:’E;epl:)f;;snbt; = @ - Fibroblast
i R = £
’ =
Progenitor
(Unipotent) Farklanmis Hlcreler
Transkripsiyonel degisim Fenotipik degigim

Sekil 2.8. Baksh vd (2004)’nin onerdigi modele gore MKH’lerin farklilagmasi
(Can & Karahiiseyinoglu, 2009; Baksh vd, 2004)

Laboratuvar ortaminda kok hiicrelerin farklilasmasi, belli fiziksel ve kimyasal
kosullarin  yerine getirilmesi veya dogrudan hiicrenin genetik programinin
degistirilmesiyle basarilir (Can, 2009). Ornegin; yetiskin bir kok hiicresinin yag
hiicresine farklilagsmasi1 i¢in kiiltiir ortaminda belli dozlarda insiilin, izobutil
metilksantin, indometazin ve deksametazon gibi dogal hormonlar ve yapay kimyasal

maddeler kullanilir. [n vitro olarak bu yolla elde edilen yag hiicreleri in vivo yag
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hiicreleri ile kiyaslanacak seviyede olgunlasir. In vitro farklanmanin diger bir yolu,
cesitli vektorler kullanilarak genetik olarak yeniden programlamadir. Buna 6rnek
olarak IPKH’ler verilebilir. Somatik hiicrelerin gesitli viral veya nonviral vektdrler
kullanarak, Oct /4, Sox2, kIf4, c-Myc ve benzeri embriyon kok hiicrelerine 6zgii
genleri aktif hale getirerek geriye farklilasma saglanmaktadir (Can, 2009). Bir
hiicrenin koken aldiklari dokularin digsindaki dokulara ait hiicrelere doniisebilme
kapasitesi kok hiicre plastisitesi olarak tanimlamaktadir. Ornek olarak kemik iligi
kokenli hiicreler ve hematopoietik kok hiicrelerin endotele, kas hiicrelerine, kalp

kasina ve hepatositlere doniismesi verilebilir (Sahin vd, 2005).

2.1.2.2. Kendini yenileme

Kendini yenileme o6zelligi, organizmanin yasami boyunca bir hiicrenin kendi
kopyasin1 alacak sekilde ¢ogalmasi ve gerektiginde organ ve dokuya 6zgli oncii
hiicrelere doniisebilmesi anlamina gelir (Sekil 2.9). Kok hiicreler asimetrik hiicre
boliinmesi ile bir yandan oncii hiicreye doniisecek hiicreyi iiretirken bir yandan da

kendi yedegini olustururlar (Can, 2009).

Kok Hucre
Havuzu

Moot coo-ln-

@@ @@ @@

Sekil 2.9. Kok hiicrelerin, kendini yenileme, ¢ogalma ve farklilasma ozellikleri
(Elgin, 2009)

Kok hiicre, kendi kopyasini iiretebilme 6zelligiyle de tanimlanir. Bu 6zellik
cogalma  yeteneginden  farklidir ve c¢ogalma  farklilasmayla  beraber
yiiriiyebilmektedir. Tamamen farklilagsmis hiicreler kendini yenileyememekte ve
normal sartlarda ¢ogalamamakta ancak belirli olgunlasma asamalarinda kendini

yenileme gerceklesebilmektedir ( Elgin, 2009).
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2.1.2.3. Nis

Kara6z (2009), hiicrelerin farklilagip yasamlarini devam ettirdikleri mikrogevreyi nis
olarak tanimlamistir. Kok hiicrelerin doku hasarinda harekete gecerek onarimda yer
almasim1 ve sayilarinin korunmasini dogrudan ya da dolayli olarak kontrol eden
mekanizmalarin yer aldigi doku bolgesi kok hiicre nisi olarak ifade edilmistir (Can,
2014).

Kok hiicrelerin, hiicre dis1 asimetrisi, hiicrenin disindaki nis tarafindan yerine
getirilir. Nisi olusturan hiicre disi matriks bilesenleri, salgi proteinleri ve komsu
hiicrelerle kdok hiicre sayisini ve hiicrenin bulundugu durumu kontrol altinda tutar.
Ormegin; Drosophila ovaryumunda, kok hiicrelerin boliinme ekseni nis tarafindan
belirlenir. Mitoz mekigi nise dik olacak sekilde konumlanir (Sekil 2.10). Hiicre
boliindiikten sonra hiicrelerden birisi nise yakin kalip kok hiicre 6zelligini korurken

digeri ise nis ile olan iliskisini kaybettigi i¢in farklilasmaya baslar (Can, 2009).

Nis hiicre

Adhezyon
molekiili

Ekstra
selliiler
matriks

Bazal
membran

Sekil 2.10. K6k hiicre ve nisi ( Mollura vd, 2003)

Dogumun gergeklesmesiyle HKH’ler kemik iliginde yerlesik olarak gorevlerini
yasam boyu siirdiiriirler. Hematopoetik kok hiicrelerin kendilerini yenilemesi, hiicre
siklusunun Go evresinde sessiz olarak kalmalari, ¢ogalmalari, adezyonlari,

olgunlagmalari, farklilasmaya gitmeleri, kemik iliginden ayrilip dolasima girmeleri
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ile yerlesim gibi bircok karmasik siirecler kemik iliginde 6zel mikrogevrelerde
saglanir. Bu Ozellesmis mikrogevrelerde kemik iligine 6zgiil hiicreler, stromal
hiicreler ve hiicre dis1 matriks bilesenleri ile HKH arasinda bazi faktorler, molekiiller
ve sinyaller aracilifiyla gergeklesen etkilesimler vardir. Bu etkilesimler ile
HKH’lerin fonksiyonlarin1 ve karakteristiklerini ~ diizenleyen ve yetiskin
hematopoezinin stabil diizeyde kalmasmi saglayan 6zellesmis mikro ¢evreler nis
olarak adlandirilir (Camurdanoglu & Kansu, 2009).

Kok hiicreler dokularda, kendilerine 6zgii, onlarin canliligimi ve gerektiginde
boliinmelerini destekleyen 6zel mikrogevreler olan yuvalarda beklerler (Beksagc,
2010). Nisin, farklilasma mekanizmalari {izerine etkilerinin anlagilmasindan sonra,
arzu edilen hiicre ¢esidinin mikrogevresini taklit etmeye yonelik girisimler artmistir.
Bu amagla, kok ya da onciil hiicreler ¢esitli kimyasal kiiltiir kosullarinda arzulanan
hiicre ¢esidinin mikrogevresinin 6zgiin hiicreleri, doku pargaciklar1 ya da hiicredisi
matriks elemanlart ile ko-kiiltlire edilmistir (Karadz, 2009).

Koklilik terimi, kok hiicreleri diger hiicrelerden ayirt eden hiicresel ve
molekiler 6zellikleri tanimlamak i¢in kullanilir ve kok hiicrelerin molekiiler imzasi

olarak da bilinmektedir (Can, 2009).

2.1.3. Embriyonik kok hiicreler

Sperm ile ovumun birlesmesi ile ortaya ¢ikan zigot tek basina tiim organizmay1
meydana getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahiptir (Sahin vd, 2005). Embriyoda
erken evrede bulunan totipotent kok hiicreler embriyonik kok hiicreler (EKH) olarak
tanimlanir (Kansu, 2005). EKH’lerin diger viicut hiicrelerine gore yiiksek bir
cekirdek/sitoplazma hacim orani bulunur. Cok belirgin bir proniikleus yapis1 vardir
(Karasahin, 2012). EKH’ler, tiim fetal dokulara, eriskin kok hiicrelerine ve bunlarin
daha farklilasmis Onciilerine farklilasabilirler. Bu hiicreler, sinirsiz kendi kendilerini
yenileme kapasitesine sahiptirler (Ural, 2006). Blastosistin i¢ kistmdaki IHK’den
elde edilen bu hiicrelerin 6zel immiinolojik ve mekanik yontemler kullanilarak
ayristirilmast sonrasinda 6zel besi yeri ve biiyiime faktdrii igeren ortamlarda
inkiibasyonu ile EKH’ler elde edilmektedirler (Karasahin, 2012). 1HK, viicuttaki
biitiin dokularin yan1 sira embriyon dis1 endoderm, ektoderm, mezoderm ve amniyon

gibi (Sekil 2.11.) dokulara da kaynaklik eder (Ural, 2006).

14
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Blastosdl
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Sekil 2.11. Ig hiicre kitlesi ve gastrula evresi (Docherty vd, 2007)

EKH’ler, preimplantasyon embriyoda bulunan ve her ii¢ germ tabakasini
olusturabilen kok hiicrelerdir (Beksag, 2010). EKH’lerin onemli bir &zelligi de
kanser hiicrelerine benzer siirekli boliinebilmesi ve bu hiicrelerden farkli olarak

normal bir karyotip yapisina sahip olmalaridir (Karasahin, 2012).

2.1.4. Eriskin kok hiicreleri

Eriskin kok hiicreler, dogumdan sonra doku ve organlarin i¢inde kalan, yasam
boyunca kendini yenileyebilme kapasitesine sahip, farklilasmis, multipotent
hiicrelerdir (Beksag, 2010). Bu hiicreler ihtiyag halinde farklilasma gostererek doku
ve organlarin tamirini, yenilenmelerini ve yasamlarini devam ettirmelerini
saglamaktadirlar (Camurdanoglu & Kansu, 2009).

Eriskin bireylerden elde edilen kok hiicreler, embriyonal kok hiicreler gibi
birgok hiicre tipine doniisebilir (Kansu, 2005). Eriskin kok hiicrelerin fizyolojik
islevi doku homeostasisini saglamakla birlikte doku hasarindan sonra rejenerasyonu
da saglamaktir. Bu hiicreler fenotipik yiizey belirtegleri ile ayirt edilebilir (Inan &
Ozbilgin, 2009). Yetiskin bir insanin viicudunda az sayida bulunurlar ve normal
sartlar altinda boliinmezler. Eriskinde kemik iligi, kalp, beyin, deri, bobrek, goz,
gastrointestinal sistem, karaciger, akciger, pankreas, over, meme, prostat ve testis
gibi organlarda tespit edilmistir. Kendilerine ait bir mikrocevre i¢inde kisa veya uzun
bir siire dinlenmede kalabilirler (Ural, 2006; Fuchs vd, 2004).

Erigkin kok hiicreler, hastadan toplanabilmeleri ve bu nedenle istenmeyen
immun yanitlara yol agmamalari nedeniyle avantajlidirlar (Sahin vd, 2005). Kisinin
Immun sistemine uyum gosterirler ancak tiim hiicre tiplerine doniisemedikleri igin

kullanimlar1 smirhdir ve teratokarsinom olusturmazlar (Inan & Ozbilgin, 2009).
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Organizmanin yasami boyunca smirli olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme
Ozelligini korurlar. Erigkin dokulardaki oncli ve 06zellesmis hiicrelere farklilasma
yetenegindedirler ve elde edildikleri dokuya doniisme potansiyelleri fazladir. Bu
hiicrelerin, viicut disinda embriyonik kok hiicreler kadar uzun siire 6zelliklerini
koruyarak ¢ogalma yetenekleri yoktur. Organizmada belirli birka¢ hiicre tiiriine
dontigebilen erigskin kok hiicreler, laboratuvar kosullarinda gerekli ortam ve

sinyallerle birgok farkli hiicre tiiriine déniisebilmektedirler (Inan & Ozbilgin, 2009 ).

2.1.5. Hematopoetik kok hiicre

Hematopoetik sistem, 6zel fonksiyonlari olan bir¢ok hiicreden olusmaktadir. Bu
hiicrelerin bazilar1 doku ve kemiklerin yeniden sekillendirilmesinde ve 6li hiicrelerin
ortamdan uzaklastirllmasinda gorev almaktadir. Kan hiicrelerinin ¢ogunun yasam
siireleri kisadir ve devamli olarak yenilenmeleri gerekmektedir. Bu iiretimin
devamliligit HKH’ler ile saglanmaktadir (Giilen, 2009). Eriskin kok hiicrelerin en
fazla bilineni ve kullanilani, HKH’dir. Gelismenin t¢lincti haftasinda, vitellus kesesi
etrafinda gelisen ilkel kan damarlar1 i¢cinde belirirler. Gelisimin cesitli evrelerinde,
fetal karaciger, kemik iligi ve dalak ile timus da kan yapimina katilirlar. Erginde
kemik iliginde bulunurlar ve kan hiicrelerinin biitiin tiplerini, myeloid ve lenfoid
hiicreleri olusturabilirler (Beksag, 2010).

Periferik kan, kemik iligi, kordon kan1 ve fetal karacigerden elde edilebilirler.
Yiizey belirtecleri baglica, CD14, CD34, CD45 ve CDI133’diir. Osteoblastik ve
damarsal mikrogevre, HKH’nin ¢ogalma, farklilasma, homing ve mobilizasyon gibi
davraniglarinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Dolagimda bulunan kok hiicreler,
kemik iligi mikrogevresi ile temasa gegerek, endotel ve adezyon molekiileri araciligi
ile buraya yerlesirler. Sessiz donemlerinden ¢iktiklarinda, kok hiicreler i¢ ve dis
uyarici sinyallerin etkisi ile kendini yeniler ya da progenitor hiicreye farklilagirlar
(Inan & Ozbilgin, 2009 ).

HKH'ler kemik 1iligi, kordon kani ve mobilize edilmis periferik kan gibi
hematopoetik dokularda bulunurlar. Kemik iligindeki HKH'ler multipotent

ozelliktedir.
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Sekil 2.12. K6k hiicre ve hematopoez (Kansu, 2005; Anonim, 2004)

Eritrosit, monosit, makrofaj, notrofil, eozinofil, bazofil, trombosit, dendritik
hiicreler, mast hiicreleri, B ve T lenfosit gibi hiicre tiplerini olusturabilirler
(Sekil 2.12.). Hematopoetik organlardan elde edilen kok hiicrelerin, hematopoetik
hiicrelerden farkli olarak kikirdak, kemik, kas, noral hiicreler, epitel hiicreleri,
pnomositler, deri, endotel, hepatositler gibi hiicreleri olusturma kapasiteleri vardir.
Hematopoetik hiicreleri olusturan dokularda en az ii¢ tane primitif progenitor kok
hiicre tipi tanimlanmustir:

i) Hemanjioblast (HB): Hematopoetik ve kan damar endotel hiicrelerinin
onciiliidiir.

i) Mezankimal kok hiicre (MKH): Mezodermal kokenli kas, kikirdak, kemik,
noral hiicreler adipositi olusturur ve hematopoetik stromay destekler.

iii) Multipotent eriskin progenitor hiicreler (MEPH): Endodermal,
mezodermal, ekdodermal kokenli hiicrelerin ¢ogunu olusturur (Ural, 2006).

Kemik iliginde HKH’lerin farkli fonksiyonlarini diizenleyen, endostel nis ve
vaskiiler nis olmak iizere birbirleriyle baglantili iki ayr tiirde nig bulunur. Vaskiiler
nisteki HKH sayis1 endostel nistekinden daha fazladir. HKH’ler farkli kosullarda iki
nisten birini kullanirlar. Vaskiiler nisteki HKH’ler ve hematopoetik progenitor
hiicreler daha olgun, ¢ogalabilen ve farklilasmaya yatkin hiicrelerdir. Endostel nisteki
HKH’ler siklusun Go evresinde kendini yenileme yeteneginde olan uykudaki primitif
kok hiicrelerdir (Camurdanoglu & Kansu, 2009).
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2.1.6. Mezankimal kok hiicre

Mezenkim terimi, epiblastin farklilagsmasindan itibaren embriyonun gelismesinde ve
fetlislin yasamasinda énemli yer tutan, gevsek bag dokusu yapisindaki dokulari ifade
etmektedir. Birden fazla hiicre serisine farklilagabilen ve in vitro olarak ¢ogalabilen
hiicreler mezankimal kok hiicre olarak tanimlanmistir (Can, 2014). MKH, tiim
dokularda destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin kdkenini olusturur. Bu hiicreler
ilk kez, fotal buzagi serumu kullanilarak yapilan kemik iligi Kkiiltiirlerinde
gosterilmistir (Fridenstein, 1976). Adhezyon yetenegi gosteren, morfolojik olarak
fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugu ve bunlarin kemik ve yag
hiicrelerine farklilagma yetenegine sahip olduklar1 gdsterilmistir. Sonraki
calismalarla, bu hiicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan multipotent kok hiicreler
oldugu ortaya konmustur. Once CFU-F (Colony forming unit fibroblast) ve Kemik
iligi stromal fibroblastlar1 olarak adlandirilan bu hiicreler daha sonra mezenkimal
kok/ stromal hiicre olarak tanimlanmislardir (Cetinkaya, 2009).

Caplan (1991), MKH’yi, embriyoda kemik ve Kartilaj olusumu, eriskinde
kemik ve kartilaj onarimi ile yenilenmesinde gorevli az sayidaki progenitor hiicre
olarak tanimlamistir. MKH’ler, cogalma ve farklilasma kapasiteleri olan ¢ok
yonelimli 6ncii hiicrelerdir. Kemik iliginden kolayca elde edilebilir ve in vitro olarak
cogaltilabilirler (Kozanoglu, 2010). MKH, f6tal ve yetiskin dokularin bir¢ogunda
depo hiicreler olarak bulunurlar (Can, 2010).

MKH’nin en belirgin Ozelliklerinden birisi, alicida inflamasyonu ve
immiinolojik yanitlart baskilamasidir (Can & Karahiiseyinoglu, 2009). Kemik iligi
disinda bir¢ok dokudan MKH izole edilebilmektedir. Kemik dokusu, kas dokusu, dis
pulpast ve maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon
kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovial s1vi, hatta periferik kandan
da adhezyon ozellikleri nedeniyle enzimatik yontemlerle —ayristirilarak
cogaltilabilmeleri miimkiindiir (Cetinkaya, 2009). MKH’ler, yetiskin omurgali
tiirlerinin iskelet dokusuna, kemik, kikirdak, ilik stromasi ve yag hiicrelerine
farklilagir (Malgieri vd, 2010; Alhadlaq & Mao, 2003; Pittenger vd, 1999).
MKH’lerin, mezoderm disinda endotel, néroektoderm ve endoderm de dahil c¢esitli
hiicrelerin karakterlerini de kazanabilecekleri bildirilmistir (Sahin vd, 2005).
Cizelge 2.2.de MKH’lerin koken aldiklar1 dokular ve farklandirilmis hiicre 6rnekleri

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. MKH’lerin koken aldiklar1 dokular ve farklandirilmis hiicre 6rnekleri
(Can & Karahiiseyinoglu, 2009)

Kaynak Doku Farklandirilmis Hiicre
Adiposit,Astrosit,Noron,
Kondrosit,Kardiyomyosit, Hepatosit,

' Mezangial hiicre, Kas hiicresi, Osteoblast,
Kemik Iligi Cesitli embriyon doku tipleri

Adiposit, Miyofibril, Osteosit
Endotel hiicresi, Noron
Kondrosit, Osteosit

Spongiyoz Kemik Adiposit, Kondrosit, Osteoblast

Kas Dokusu

Dermis Adiposit, Kondrosit, Kas hiicresi,
Osteoblast

Adipose Kondrosit, Kas hiicresi, Osteoblast

Periost Kondrosit, Osteoblast

Perisit Kondrosit, Osteoblast

Kan Adiposit, Fibroblast, Osteoblast,
Osteoklast

Sinovium Adiposit, Kondrosit, Kas hiicresi,
Osteoblast

Amnion S1visi Adiposit, Kondrosit

Gobek Kordonu Stromasi Adiposit, Kondrosit, Osteoblast,

Kardiyomiyosit, Noron

MKH tanimlanmasi i¢in, Uluslararasi Hiicresel Tedavi Birligi (ISCT) 3 kriter
Onermistir.

1. Plastik hiicre kiiltiir ortamina yapisabilme 6zelligi,

2. In vitro kosullarda osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasabilme
yetenegi,

3. CD73, CD90 ve CD 105 belirteglerini %95’in lizerinde ve CD14, CD34,
CD45 ve HLA-DR belirteglerini %2 den az oranda eksprese etmeleri
gerekmektedir (Karadz, 2010)

MKH’ler, kemik iliginin stromasi ig¢inde yer alan uzantili fibroblast benzeri
multipotent hiicrelerdir. Fibroblast, iskelet kasi hiicreleri gibi mezodermal hiicreler
ile mezodermal kdkenli olmayan ¢esitli hiicre tiplerine farklilastiklar1 gosterilmistir
(Inan & Ozbilgin, 2009). Béliinen hiicreler, dzel ayirict fenotipik yollardan giderek
sonugta zel tip hiicreleri olustururlar. I¢ faktdrler ve dis faktdrler gelismekte olan
dokunun karakteristik fenotipini ve oranini kontrol eden her bir yolakla etkilesir
(Caplan, 1991).
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Viicutta MKH’lerin kdkenine iliskin tli¢ farkli goriis ileri slirlilmiistiir.

1. MKH’lerin belli doku ve organlarda bulunabilecegi ve gerektiginde buradan
dolasima katilarak farkli hiicre gruplarina koken vermekte oldugu goriisiidiir.

2. MKH’lerin benzer immiinofenotipik, morfolojik ve islevsel 6zelliklere sahip
oldugu ve in vitro olarak karakterize edildiklerinde de benzer bigimde
davrandigi goriistdiir.

3. MKH’lerin perivaskiiler hiicreler ile gelisimsel iliskisi oldugu gorisiidiir
(Can, 2010).

2.1.7. Kok hiicre cahsmalarinda bashca gelismeler

1950-1960’11 yillarda Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygilin hayvanlarda fetal greftler ve
kordon kani greftleri ile cesitli hastaliklarin tedavisinde arastirmalar yapmuistir
(Sahin vd, 2005).

Gurdon (1962), yaptig1 ¢alismada eriskin hiicrelerin yeniden programlanarak
pluripotent hiicrelere donistiiriilebilecegini belirtmistir.

1969 yilinda Edwards vd (1969), tarafindan insan ovumunun in vitro
fertilizasyonu gerceklestirilmistir.

1978 yilinda, Ingiltere’de IVF-ET yéntemi uygulanarak dogan ilk bebek
Louise Brown olmustur (Inan & Ozbilgin, 2009 ).

1981 yilinda Evans & Kaufman (1981), fare embriyonik kok hiicrelerini elde
etmislerdir.

1997 yilinda Wilmut & Campbell (1997), somatik ¢ekirdek transferi ile ilk
memeli tiirtintin (Dolly) klonlanmasini gerceklestirmislerdir.

1998 yilinda Thomson vd (1998), tarafindan insan blastosistlerinden
embriyonik kok hiicre dizilerinin elde edilmistir.

2006 yilinda (Klimanskaya vd (2006), tek blastomerden insan embriyonik
kok hiicre dizilerinin elde etmislerdir.

2006 yilinda, Takahashi & Yamanaka (2006), yaptiklar1 arastirmada
pluripotent  ozellik  faktorlerinin  farklilagmis  hiicre  tiplerinin  yeniden
programlanmasinda kullanilabilecegini fetal ve erigkin fare fibroblastlarina

embriyonik 6zellik kazandirarak géstermislerdir.
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2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde paylasilmamis elektron iceren ve diger biyolojik
materyallerle reaksiyona girme egilimi olan kararsiz atom veya molekiillerdir (Sekil
2.13.). Kimyasal olarak kararli hale gelebilmek i¢in de elektron almaya gereksinim
duyarlar. Bu nedenlerle radikaller, reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir
(Akyol, 2004; Gokpinar vd, 2006; Kiling & Kiling, 2002).

Kararh molekdl Serbestradikal
Elektron eksikligi
® Cekirdek
[ e © [ ] °
® L

Elektron

Sekil 2.13. Serbest radikal (Anonymus, 2015a)

Hiicrelerde gerek enerji tiretimi sirasindaki reaksiyonlarda gerekse metabolik
reaksiyonlardaki oksijen tiikketimi sirasinda serbest radikaller meydana gelmektedir
(Cakatay & Kayali, 2006; ElImaksoud vd, 2015).

Serbest radikaller, bir molekiile saldirdiginda o molekiiliin elektronunu alarak
okside olur serbest radikal haline doniisiir. Bu radikaller hiicre zarlarindan elektron
alarak eslenir ve hiicre zarina biiyiik hasar verirler (Gokpinar vd, 2006) (Sekil 2.14.).
Hiicre zar yapisimi olusturan fosfolipitler, glikolipitler, membran proteinleri serbest
radikaller i¢in ¢ekici makromolekiillerdir (Akdogan vd, 2000). Bu sekilde baslayan
zincirleme reaksiyonlar dizisi, hiicre zarin1 ve hiicre yapisini bozarak canli hiicrenin

zarar gormesine neden olur (Gokpinar vd, 2006).
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Serbest radikallerin
hiicreye saldomasi

Nommal hiicre Oksidatif stresli hiicre

Sekil 2.14. Serbest radikallerin hiicreye etkisi (Anonymus, 2015b)

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar nedeniyle
stirekli bir radikal yapimi gergeklestiginden hiicresel kosullarda da ciddi miktarda ve
cesitlilikte radikaller iiretilmektedir (Kiling & Kiling, 2002). Serbest radikaller,
biyolojik sistemlerde elektron transferi ile olustuklarindan pozitif yiiklii, negatif
yiiklii ya da nétr olabilirler (Altan vd, 2006).

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir :
1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi ile olusur.

Bolinmeden sonra her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir (2.1).

- . + -
X Y = X Y 2.1)
2. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar (2.2).
X Y — X+ Y-
(2.2)

3. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar (2.3). Heterolitik bolinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir (Altan vd, 2006; Halliwell &
Gutteridge, 2001)

; - A (D
A+ e —- A 23)

Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden makrofaj,
notrofil gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da fazla tiretimi
hiicre 6limii ve doku hasar1 ile sonu¢lanmaktadir (Altan vd, 2006; Halliwell &
Gutteridge, 1992).

Biitiin canlilar i¢in vazgeg¢ilmez bir element olan atmosferik oksijen, molekiiler
oksijen veya dioksijen olarak adlandirilir (Ozcan vd, 2015). Hidrojen, karbon,

nitrojen ve kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin de temel yapisal atomunu
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olusturur. Insan viicudunda biitiin hiicrelere kolaylikla girebilen ve kullanilabilme
ozelligine sahip olan O2, yapisi itibariyle radikal olmaya ¢ok uygundur (Akyol,
2004). Oksijen, aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati
bir dneme sahiptir (Kiling & Kiling, 2002) (Sekil 2.15.).

e” e e e
N N N N

0 —— 0y —— H;0 — ‘OH — H;0

Sekil 2.15. Molekiiler oksijenin indirgenmis formlar1 (Dreher & Junod, 1996)

Normal oksijenin az bir kismi basta mitokondri olmak tizere hiicresel

kompartimanlardaki metabolizma sirasinda indirgenerek ROT’lerine doniisiir

(Ozcan vd, 2015) (Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. Hiicresel kosullarda olusabilen 6nemli oksijen radikalleri
(Kiling & Kiling, 2002).

Tiir Adi

10y Singlet oksijen

O, Superoksit

H, 04 Hidrojen peroksit
‘OH Hidroksil radikali
ROO- Peroksi radikali
ROOOH Hidroperoksit

RO Alkoksi radikali
ROOR Endoperoksit

HOy Hidroperoksi radikali

Hiicre ici ROT’nin % 90’dan fazlasi aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde
mitokondrinin i¢ membraninda {retilir (Wei & Pang, 2005). Ayrica, iskemi-
reperfiizyon, inflamasyon, radyasyon, yaslanma, yiiksek oksijen basinct ve kimyasal
ajanlara maruz kalma gibi nedenlere bagli olarak da iiretilirler (Ozcan vd, 2015).
ROT, diisiik dozlarda cesitli stres tepkilerinde arabulucu gibi rol oynarken, yiliksek
dozlarda hiicresel zararlara da yol acar (Martin & Barret, 2002) (Cizelge 2.4.).
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Cizelge 2.4. Hiicrelerde serbest radikal kaynaklar1 (Aksoy, 2002)

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri . g

Mikrozomal elektron transport zinciri Redoks siklus bilesikleri
(6r, doksorubisin)

Oksidan enzimler Ilag oksidasyonlari

Ksantin oksidaz (r. parasetamol)
Indolamin dioksijenaz P

Galaktoz oksidaz 2‘92231 .
Siklooksijenaz uncs Is1g
Is1 soku

Lipoksijenaz

Monoamin oksidaz

Fagositik hiicreler

Notrofiller

Monositler ve makrofajlar
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlar1 (6r, Fe*?)

Okside glutatyon

Yasla birlikte, kalp kasi, c¢izgili kas, diyafram ve beyin hiicrelerinde ki
mitokondriyal DNA'da serbest oksijen radikali hasar1 gelisir. Bu tip mitokondriyal
solunum hasarlar1 sadece normal dokularda degil Parkinson, Alzheimer, Huntington
Chorea ve diger yasla artan hareket bozukluklarinda da artmaktadir (Nalbant, 2006).
Bir canli tiirliniin aerobik bir ortamda yasayabilmesi igin, oksijeni hi¢ metabolize
etmese bile, oksijenden kaynaklanabilecek reaktif tiirleri inaktive edecek korunma

mekanizmalarina sahip olmasi gerekir (Kiling & Kiling, 2002).
2.2.1. Serbest radikallerin viicutta iiretim yerleri

1) Mitokondrial elektron transport zinciri: Normal elektron akisi esnasinda en
son olusan {irlin sudur (2.4) (Akyol, 2004).

O2 + 4H™+ 4e — 2H0 (2.4)

Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronlarin yaklasik olarak %1-2’si
toksik bir iiriinii olusturmak iizere sizinttya ugrar. Elektronlarin elektron transport
zincirinden kacip molekiiler oksijenle direkt olarak reaksiyona girmesi siiperoksit

radikalini olusturur (2.5) (Akyol, 2004).
O2+e — Oz (2.5)
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Stiperoksit radikallerinin iiretimi ve salinimi, i¢ mitokondri membranindan
sitozolik tarafa dogru gergeklesir. Mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD)
aktivitesinin oldukga yiiksek olmasi ile mitokondrideki siiperoksit diizeyi denge
halinde tutulur. Sadece hidrojen peroksit, mitokondri membranindan gegerek
sitoplazmaya ulasir.

2) Mikrozomal elektron transport zinciri: Endoplazmik retikulumda o6zellikle
ksenobiyotikler ve diger endojen maddelerin metabolizmas: esnasinda yan {iriin
olarak serbest radikaller olusur. Burada elektronlarin kagak yaptigi en 6nemli yapi
NADPH sitokrom P450 rediiktaz enzimidir.

3) Karisik fonksiyonlu oksidazlar: Sitokrom oksidaz, amino asit oksidaz, ksantin
oksidaz, monoamin oksidazlar en énemlileridir. Ozellikle piirin katabolizmasinin en
son iki reaksiyonunu katalizleyen enzim olan ksantin oksidaz bazi 6zel durumlarda
fazla miktarda O2 iiretmektedir.

4) Solunum patlamasi: Nétrofiller, fagositoz sirasinda, zar ve sitoplazmalarinda
bulundurduklart NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri ile serbest oksijen
radikalleri ve asir1 okside edici HOCI gibi ajanlar iireterek karsilastiklar1 bakteri,
virus, mantar gibi patojenleri yok ederler. Bu islemler esnasinda ana iiriin ve ara
tiriin olarak ¢ok fazla miktarda ROT olugmaktadir.

5) Prostaglandinlerin sentezi: Prostaglandinlerin sentez edildigi lipooksijenaz ve
siklooksijenaz ana metabolik yollarinda farkli basamaklarda ROT iiretilir.

6) Baz1 kiigiik molekiillerin oto-oksidasyonu (hidrokinonlar, flavinler,
antibiyotikler gibi) ROT olusumuna katkida bulunmaktadir.

7) Kisilerin maruz kaldig1 baz1 eksojen ajanlar da viicutta ROT olusumuna sebep
olmaktadir. Stres, radyasyon, anti neoplastik ajanlar, bagisiklik yapan bazi maddeler,
anestezik maddeler, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, sigara dumani gibi serbest
radikallerin eksojen kaynaklar: olarak da adlandirilir (Akyol, 2004).

ROT leri, biyolojik zarlarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinde (PUFA)
oksidasyona yol agarak lipit peroksidasyonunu baslatirlar (Sekil 2.16.) (Ozcan vd,
2015).
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RH —L> R* Karbon merkezli

Doymamig yag asiti radikal
(PUFA) §
Konjugedienler
1/02
ROO* Lipidperoksil radikali
ROOH Lipidhidroperoksit
Hegzenal &~ E ..... o 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit

(MDA)

Sekil 2.16. Reaktif oksijen tiirlerine bagli olusan lipit peroksidasyon trinleri
(Ozcan vd, 2015)

Viicutta serbest radikallerin olusumu, katabolik reaksiyonlar, sagliksiz
beslenme, yagh diyetler, radyasyon, sigara, ilag tedavileri, alkol tiiketimi, bocek
ilaglar1 ve cevre kirliligi gibi nedenlerle baslamakta ve artmaktadir. Serbest radikaller
bagisiklik sistemini zayiflatarak cesitli hastaliklara ve erken yaslanmaya neden

olurlar (Gokpinar vd, 2006).

2.2.2. Siiperoksit radikali

Siiperoksit radikali (O2™) , dogal oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron
almis halidir (Memisogullari, 2005). Molekiiler oksijen, birer elektronu eksik iki tane
oksijen atomundan olusur. Bu iki oksijen atomu denge halinde oldugundan bu haliyle
oksijen reaktif degildir (Tamer vd, 2000). Molekiiler oksijenin bir elektron transferi
sonucu indirgenmesi ile Kkararsiz bir yapi1 olan Oz radikali olusur (2.6)

(Caylak, 2011).
O;+e¢ —> O (2.6)

Ozellikle elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri zarinda ve ksantin

oksidaz gibi flavo enzimlerce endojen olarak olusturulurlar (2.7) (Ozcan vd, 2015)

HO, — 5 H*+0r (2.7)
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Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana
getirebilir (2.8) (Ozcan vd, 2015; Valko vd, 2005).

Fe?+0, 5 Fe* +0y (2.8)

Siiperoksit radikali, mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte

nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)’in okside nikotinamid adenin dintikleotid

(NAD+)’e okside olmasiyla ve bir ¢cok oksidaz tarafindan iiretilmektedir. Siiperoksit

radikalinin kendisi direkt olarak fazla zarar vermez fakat H,O, kaynagi ve gegis

metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasi Onemlidir. Artmis siiperoksit radikali
diizeyleri, SOD enzimi ile hidrojen peroksid ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir
(Memisogullari, 2005).

Stiperoksit radikali enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve Onemli
derisimde tiretilen radikal oldugu icin temel radikallerden sayilabilir. Siiperoksit
radikali ve nitrik oksit, biyolojik sistemlerde diger oOnemli radikaller ile radikal
yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler. Siiperoksit
radikali, 6zellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla
da H202’¢ gevrilebilir (Kiling & Kiling, 2002).

Stiperoksit radikali, baslica su mekanizmalarla tiretilmektedir:

1. indirgeyici &zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenir ve siiperoksit radikali olusur.

2. Birgok enzimin katalitik etkisi sirasinda siiperoksit radikali bir tiriin olarak
olusabilir.

3. Mitokondrideki tiiketilen oksijenin %1-5 kadar siiperoksit radikali yapimu ile
sonlanmaktadir.

4. Aktive edilen fagositik 16kositler, bol miktarda siiperoksit radikali tireterek

fagozom icine ve bulunduklar1 ortama verirler (Kiling & Kiling, 2002).

2.2.3. Hidrojen peroksit

Son derece etkili olan ve hiicre hasarma yol agan siiperoksit radikali, bakirli bir
enzim olan SOD enzimi ile hidrojen peroksit (H202) ve oksijene ¢evrilir (Mercan,
2004) (2.9) (Valko vd, 2005).

20 +2H" 5 Hy0, + 02 (2.9)
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Hidrojen peroksit, siiperoksitlerin enzimatik/nonenzimatik dismutasyonu
tepkimeleri ya da oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi sonucu
olusur (Kiling & Kiling, 2002). Hidrojen peroksit, serbest radikal olmadigi halde
ROT kapsamina girer ve serbest radikal olusumunda &nemli rol oynar (Ozcan vd,
2015). Ciftlesmemis elektron igermediginden radikal degildir (Halliwell &
Gutteridge, 1984). Dogal oksijen molekiilii, bagska bir molekiilden iki elektron
almigsa peroksid olusur. Peroksid molekiilii, iki H molekiilii ile birlestiginde H202

olusur. H202, ya siiperoksit radikalinin SOD ile dismutasyonu sonucu ya da spontan

olarak tiretilebilmektedir (Memisogullari, 2005). Ayrica glikolat oksidaz ve D-amino
asit oksidaz ile direkt olarak da meydana gelebilir (Caylak, 2011; Valko vd, 2005).

H20, zarlart gegen, sitozole diffiize olan ve uzun omiirlii bir oksidandir. Bu

nedenlerle, siiperoksit radikalinin ulagamadigi zarla korunan yapilara rahatlikla

ulagabilir. H202, serbest Fe'” ile reaksiyona girdiginde demiri okside olurken
hidroksil radikali olusur. Bu da doku hipoksisi ve endotel hasarma yol acabilen
vazodilatasyon kaybina sebep olur. H2O, siiperoksitle reaksiyona girerek en reaktif
ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir
(Memisogullari, 2005). Potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H>O7’in derhal ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki
onemli antioksidan enzimler olan CAT ve GSH-Px enzimleri yerine getirirler (Kiling
& Kiling, 2002). Fe*? veya diger gecis metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve

stiperoksit radikalinin varhiginda (Haber-Weiss reaksiyonu) giiglii radikal olan
hidroksil radikalini olusturur (Ozcan vd, 2015) (Sekil.2.17.).

. Haber-Weiss reaction
O J— > ():

Y 4

HO', MO e

H"‘\,\l‘/
H,0; U » *OH + H,0

renton reaction

Sekil 2.17. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu (Ayala vd, 2014)
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2.2.4. Hidroksil radikali

Hidroksil (OH'), bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, organik asitler, niikleik
asitler, seker ve fosfolipidler gibi biyokimyasal maddelerin bir ¢oguyla reaksiyona
girebilir. Bir elektronu eksik ve tek atom halinde olan oksijen ile H’in birlesmesi ile
olusur (Memisogullari, 2005).

Hidroksil radikalinin tepkimeleri baslica:

a) Elektron transfer tepkimeleri,

b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri,

¢) Katilma tepkimeleri
seklinde gergeklesir (Kiling & Kiling, 2002).

Hidroksil radikalinin yarilanma 6mrii 10° saniye olup olduk¢a kisadir ve
ROT’larin en giigliisiidiir. Olustugu yerde, tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli
molekiillerden bir proton alarak yeni radikaller olusturmasi sonucunda hiicrede
hasara neden olur (Ozcan vd, 2015). Gamma radyasyona maruz kalan dokularda da
hidroksil radikali olusabilir. Alinan enerji hiicre suyu tarafindan absorbe edilerek
sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin kirilmasina neden olur. Sonugta hidrojen ve
oksijenin dis orbitalinde tek elektron kalir ve iki radikal olusur (2.10)
(Memisogullari, 2005).

H-OH —>H +OH’ (2.10)

Hidroksil, hiicre bilesenleri ile de reaksiyona girer. Ornegin, aminoasit
residiilerini schiff bazi olusturmak iizere okside eder. DNA molekiiliiniin yapisindaki
piirin ve pirimidin bazlarinda kimyasal degisiklik ve kirilmalara neden olur. Hiicre
zarlarna etki ederek lipit peroksidasyonu denilen serbest radikal zincir reaksiyonunu
baglatir (Tamer vd, 2000).

2.2.5. Singlet oksijen

Singlet oksijen (027), oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu
kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile
olusabilir. Siiperoksit radikalinin, nitrik oksit ile reaksiyonu ve hidrojen peroksitin

hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (Caylak, 2011).
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Stiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde olusturdugu singlet oksijen, hiicre
zarlarmin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki doymamis yag
asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri,
etan ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon iiriinlerini olusturur (Mercan, 2004).

Reaktivitesi ¢ok yiiksek olan singlet oksijen baslica su mekanizmalarla
viicutta olusabilir:

a) Pigmentlerin oksijenli ortamda 15181 absorplamasiyla,

b) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde,

¢) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,

d) Prostoglandin endoperoksit sentaz, bazi sitokrom p-450 tepkimelerinde,
miyelo/ kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda.

Singlet oksijen, diger molekiillerle etkilesime girdiginde ya igerdigi enerjiyi
transfer eder ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglari,
singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan
tepkimeye girerek peroksi radikalini olusturur ve hidroksil kadar etkin bir sekilde

lipid peroksidasyonunu baslatabilir (Kilin¢ & Kiling, 2002).

2.2.6. Nitrik oksit

Bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek birlesmesinden
meydana gelmistir ve bu yilizden radikal tanimina uymaktadir (Caylak, 2011). Nitrik
oksit (NO), yiiksek yapili canlilarda ¢ok Onemli biyolojik fonksiyonlari yerine
getirmek lizere iiretilen nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron,
nitrojen atomuna ait olsa da, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu
tizerinde lokalize olmamasi nedeniyle tam radikal ozelligi tasimaz. Bu nedenle
bilinen diger radikallere goére reaktivitesi baskilandigindan olduk¢a uzun omiirliidiir
(Kiling & Kiling, 2002).

NO, nitrik oksid sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile
olusur. Oksijen baglanan bolgeye kompetetif baglanir ve direkt olarak sitokrom
oksidazin inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenler. NO, bazi durumlarda bir
antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan korur (Memisogullari, 2005).

Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan NO
disinda, endojen NO olusturan tek kaynak NOS enzimleridir. Bu enzimin noronal
(nNOS), endotelyal (eNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) olmak iizere ii¢ formu bulunur.
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Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik oksiti ortamdan temizleyen herhangi
bir 6zel enzim yoktur (Kiling & Kiling, 2002).

NO’nun viicuttaki ROT’leri ile reaksiyon vererek giiglii bir oksidan olan
peroksinitrit (ONOOH) olusturdugu ve dekompozisyonla da OH: radikali meydana
getirdigi ifade edilmektedir (2.11) (Caylak, 2011).

NO + O —— ONOO
ONOO + H*—> ONOOH
ONOOH — s NO, + OH (2.11)

2.2.7. Oksidatif stres ve oksidatif hasar

Oksijenin metabolize edildigi canlilarda, onemli derisim ve cesitlilikte radikal
tiretimi gergeklesir (Kiling & Kiling, 2002). Serbest radikaller, kiigiik boyutlar1 ve
yiiksek enerjileriyle hiicresel makromolekiilleri okside edebilirler. Cok sayida
hiicresel komponentin kontrolsuz oksidasyonu oksidatif stres olarak adlandirildigi
gibi (Dervis, 2011) oksijen radikallerinin etkilerinin toplami da oksidatif stres olarak
tamimlanir (Kiling & Kiling, 2002). Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres;
normal fonksiyon gosteren hiicrelerdeki molekiillerde enzimatik olmayan oksidatif
hasarin birikimi ile olusur (Caylak, 2011). Oksidatif stres, hiicresel metabolizma
sirasinda agiga c¢ikan ROT ile olusan ve tiim aerobik hiicrelerde goriilebilen bir
patolojik durumdur  (Ozcan vd, 2015).

Diusiik derisimlerdeki reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri
tarafindan inaktive edildiklerinden 6nemli toksik etkilere neden olmazlar (Kiling &
Kiling, 2002). Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirilma hiz1 bir denge i¢indedir ve bu duruma oksidatif denge denir. Oksidatif
denge durumunda organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme
oldugunda bu dengenin bozulmasina neden olur (Sekil 2.18.). Oksidatif stres olarak
adlandirilan bu durum serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi

arasindaki ciddi dengesizligi gosterir ve sonugta doku hasarina yol agar (Altan vd,
2006).
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Oksidatif denge Yaslanma
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Sekil 2.18. Oksidatif dengenin bozulmasi (Ozcan vd, 2015)

Oksidatif stresi, nitrik oksitin reaktif tiirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden
ayirmak miimkiin olmadigindan nitrozatif stresten de ayirmak miimkiin degildir. Bu
bakimdan, oksidatif hasar, siiperoksitten kaynaklanan radikaller ile nitrik oksitin
reaktif tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplamidir (Kiling & Kiling, 2002).

Oksidatif stres; lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA mutasyon
ve kiriklarina, sitotoksik etkilere ve sinyal iletilerinde bozulmaya neden olabilir.
Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarinin, yaslanma siireci ve yaslanmaya
bagli dejeneratif hastaliklarin  olusumunda ©nemli rol oynadigina inanilmaktadir
(Dervis, 2011).

ROT olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya
DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina
yol agar (Sekil 2.19). Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari,
baz modifikasyonlari veya DNA ile protein arasinda capraz baglanma olabilir.
Aerobik organizmalarin mutasyonlardan korunmasi ve yasamlarmi devam
ettirebilmeleri icin DNA onarim enzimlerinin fonksiyonlarini dogru yapmalari
gerekir. Distlik diizeylerdeki oksidatif DNA hasart minimum hata ile onarilmaktadir.
DNA onarim enzimleri ve DNA polimerazin oksidatif stres altinda hasar gormesi
replikasyon ve transkripsiyonun dogru yapilmast olasiligini azaltir. Onarim
tamamlanana kadar hiicreler boliinmeyi durdurarak kendilerini korumaya alirlar.
DNA’daki oksidatif hasar yliksek diizeylere ulastiginda apoptoz gerceklesir (Burgak
& Andican, 2004).
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Sekil 2.19. Serbest radikaller ve oksidatif DNA hasar1 (Bur¢ak & Andican, 2004)

Oksidatif stres sonucu olusan ROT, hiicre ig¢i proteinler iizerinde geri-
dontistimlii veya geri doniisiimsiiz oksidatif hasara yol agar. Hiicre i¢i proteinler
tizerine ROT etkisi ile protein karbonil tiirevleri olusur. Bunlar, protein
oksidasyonunun en yaygin kullanilan belirtecidir ve hastaliklar sonucunda olusan
oksidatif stresi degerlendirmede kullanilir. Sonucta protein yapili bilesiklerde yap1 ve
fonksiyon kaybi ortaya ¢ikar ve hiicre hasar1 olusur. Protein karbonil gruplar lipit
hasar1 sonucunda olusan aldehitlere gore daha uzun Oomiirlii olduklarindan oksidatif

hasarin hiicresel gostergesi olarak tercih edilirler (Ozcan vd, 2015).

Mitokondriyal DNA (mtDNA), koruyucu histonlar1 olmadigi ve ROT’nin

olusum yeri olan i¢ membrana yakin oldugu i¢in oksidasyona agiktir (Burgak &
Andican, 2004) (Sekil 2.20.).
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Sekil 2.20. Oksidatif mtDNA hasar1 (Burgak & Andican, 2004).
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2.3. Antioksidan Enzimler

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda okside edilebilen ve diger bir substratin
oksidasyonunu azaltan, engelleyen, oksidasyona karsi miicadele eden maddelerdir
(Caylak, 2011). Dervis (2011), antioksidanlari, serbest radikalleri hiicrelere
saldirmadan stabilize ve deaktive etme yeteneginde olan molekiiller olarak
tanimlamistir.

ROT’nin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalar antioksidan
savunma sistemleri olarak adlandirilir (Altan vd, 2006). Antioksidanlar, hem direkt
hem de dolayli olarak ilaglarin, ksenobiyotiklerin, karsinojenlerin ve toksik radikal
reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (Mercan,
2004). Saglikli hiicreler, antioksidanlari kullanarak serbest radikalleri ortadan
kaldirirlar. Antioksidanlarin fonksiyonlari, koruma, durdurma ve tamir olmak tizere
ti¢ kisimda toplanabilir (Aksoy, 2002).

Antioksidan savunma, komponentlerin enzimsel olup olmamasina gore;

e SOD, Katalaz, ve GSH-Px’in antioksidan aktivitelerini enzimatik
antioksidan savunma,
e Glutatyon, tokoferol, {irik asit, askorbat, glikoz gibi maddelerle
gergeklestirilen deoksidasyon iglemlerini enzimatik olmayan savunma
olarak siniflandirilmistir (Diindar & Aslan, 2000) (Cizelge 2.5., Cizelge 2.6. ve
Cizelge 2.7.).

Cizelge 2.5. Membran antioksidanlar ve etkileri, (Diindar & Aslan, 2000)

Antioksidan Etkileri

Vitamin E Membran lipitlerinde ¢oziinerek peroksidasyon zincirini kirar.

KoenzimQ Mitokondriyel enerji metabolizmasinda antioksidan olarak rol
alir.

B-karoten Radikal tiirleri toplar, singlet oksijen olusumunu inhibe eder
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Cizelge 2.6. Hiicresel antioksidan enzimler ve reaksiyonlar1 (Diindar & Aslan, 2000)

Antioksidan

Reaksiyonu

Stiperoksit dismutaz

Siiperoksidin giderilmesi reaksiyonlarinda katalizor.

Glutatyon peroksidaz

H>O>’nin diisiik konsantrasyonlarinin giderilmesinde katalizler.

Katalaz

H>O2’nin  yiiksek  konsantrasyonlarinin  giderilmesinde
kullanilir.

Sitokrom oksidaz

Oksijen indirgenmesi sirasinda reaktif tiir olusmasini 6nler.

Cizelge 2.7. Ekstraseliiler antioksidanlar ve etkileri (Diindar & Aslan, 2000)

Antioksidan Etkileri
Glikoz Hidroksil radikali giderici antioksidan molekiildiir.
Transferin Serbest demir iyonlarin1 baglayarak fenton reaksiyonunu inhibe
eder.
Albumin Hem proteini ve bakir metal iyonlarini baglar.
Bilirubin Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir.

Askorbik asit

Hidroksil radikal giderici ve tokoferolii indirgeyici antioksidan
vitamin

Hemopeksin

Ortamdaki serbest hem proteinlerini baglayarak oksidasyonu
inhibe eder.

Laktoferrin

Diisiik pH’11 ortamlardaki demir iyonlarini baglar

Seriiloplazmin

Siiperoksit radikalini notralize eder, bakir iyonlarini baglar.

Haptoglobinler

Hemoglobin baglayarak hemin salinmasini 6nler.

Urik asit

Genelde metal baglayici olarak calisirken degisik radikalleri de
toplar

Antioksidanlar, oksidatif strese karsi etkilerini farkli sekilde gdsterirler.

a-tokoferol, zincirleme sekilde ilerleyen lipit peroksidasyonu gibi serbest radikal

tireten basamaklara etki ederek reaksiyonlar1 adeta kirar; glutatyon gibi antioksidan
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molekiiller direk olarak ROT konsantrasyonunu azaltirlar; stiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimler serbest radikal iiretimini baslatan ilk radikali etkisiz hale
getirirler. Baz1 maddeler de ge¢is metalleri ile selat olusturarak etkilerini gosterirler.
Tiim hayvansal ve bitkisel organizmalar, serbest radikallerin etkilerini 6nlemek igin
endojen antioksidan sistemlere sahiptirler (Caylak, 2011).

Akyol (2004), insan viicudunda fizyolojik olarak veya anormal kosullara bagl
olarak patolojik sekilde tretilen serbest radikalleri her seviyede engelleyebilecek

olan antioksidan sistemleri etki etme tiplerine gore;

a- Baskilayic1 antioksidanlar (flavonoidler, vitaminler, trimetazidin,
mannitol)

b- Yok edici antioksidanlar (sitoplazma, mitokondri ve hiicre disi alanda
gorev yapan antioksidan enzimlerin hepsi)

c- Zincir kiric1 antioksidanlar (aromatik aminler ve fenoller)

d- Tamir etkisine sahip antioksidanlar olarak siniflandirmistir.

Ozcan vd (2015), de antioksidanlarim etki mekanizmalarimi;

a- Siiperoksit veya hidrojen peroksit gibi anahtar role sahip reaktif oksijen
tiurlerini  daha zayif molekiillere ¢evirmeleri veya ortamdan

uzaklagtirmalari,
b- Serbest radikallere bagli olusan hasari onarici etkiler gostermeleri,

c- Oksijeni ortamdan uzaklastirmalar1 veya lokal olarak bulundugu yerde

konsantrasyonunu azaltmalari,

d- Serbest radikal hasarina yol acan zincirleme reaksiyonlarin baglamasini

engellemeleri,

e- Katalitik metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirmalart seklinde

belirtmislerdir.

Antioksidanlarin oksidanlar1 etkisiz hale getirme etkilerinin siniflandirilmasini
Gokpinar vd (2006) su sekilde yapmiglardir:

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif olan bir molekiile

doniistiirtip etkisizlestirilmesidir. Antioksidan enzimler bu yolla etki eder.

2. Sondirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktarilmasi ile

inaktive edilmesidir. Vitaminler, flavanoidler bu sekilde etki eder.
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3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, agir
mineraller ve seriiloplazmin, oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktive
eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis olan biyomolekiilii

onarirlar.

Antioksidan molekiiller, endojen ve eksojen kaynakli yapilardir. Oksidan
molekiillerin neden oldugu hasari, hiicre i¢i ve hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirirler. Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit
gibi ¢esitli molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i savunma da ise serbest radikal
toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1 olustururlar. Bu enzimler SOD, CAT,
GSH-Px, glutatyon rediiktaz, glutatyon- S-transferaz, sitokrom oksidazdir (Sekil
2.21). Cinko, bakir ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari
icin gereklidir (Altan vd, 2006).

Glutatyon
Redulk G33G
/DG/‘MM:T H.0
GSH Penoks; Qs
MADPH Oksidaz SOn —y/
=~ (s =
Elektron > > H:0; 20

H
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/—)GHGG k&_:ém OH
' Cu*?
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NO

Sekil 2.21. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu
(Memisogullari, 2005; Wincent vd, 2004)



2.3.1. Siiperoksit dismutaz (E.C.1.15.1.1))

Mc Cord & Fridovich (1969), SOD’u yaymmladiklar1 makalelerinde siiperoksit
radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen enzim olarak tanimlamislardir. Bu
tepkime de dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilmistir (Kiling & Kiling, 2002).
SOD, oksijenden olusan ilk reaktif iriin olan siiperoksit anyonunun molekiiler

oksijene ve daha az reaktif bir iirlin olan hidrojen perokside doniisiimiinii katalizler

(Dervis, 2011). (2.12) (Finaud vd, 2006).

SOD
07+0, +2H" —— >0+ H02 (2.12)

SOD bir siiperoksid molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger stiperoksid

molekiiliinii H2O2’e indirger (Memisogullari, 2005). Bu dismutasyon reaksiyonu pH
4,8 de kendiliginden de meydana gelirken fizyolojik sartlarda (pH 7,35- 7,45) ¢ok
daha yavas olusmaktadir. SOD enzimi varlifinda ve pH en az 7,4 oldugu kosullarda
bu reaksiyon 4 kat daha hizli gergeklesmektedir (Memisogullari, 2005). Etkili hiicre
i¢i enzimatik antioksidanlardan olan (Dervis, 2011) SOD, endojen olarak {iretilen ve
organizmay1 olusturan her hiicre i¢cin metal grubu tasiyan esansiyel bir enzimdir
(Caylak, 2011).
SOD, bes farkli formda bulunmakadir.
a- Mn- SOD, mitokondrilerde yer alir.
b- CuZn-SOD, viicutta en fazla olup hiicre de sitoplazmada bulunur.
c-Fe-SOD, E.Coli, Propionibacterium shermanii ve Bacteroides fragilis
bakterilerinde anaerobik ortamda Fe igeren, aerobik ortamda ise Mn
iceren SOD enziminin kullanildigt 6zel bir sistem seklinde
bulunmaktadir (Caylak, 2011). Fe-SOD okaryotlarda bulunmayip
prokaryotlarda bulunur (Akyol, 2004).
d- Ni-SOD, Streptomyces griseus bakterinde tanimlanan nikel igeren,
homotetramerik yapili bir izoenzimdir.
e- Ekstraseliler SOD (EC-SOD), Marklund (1982) tarafindan
tanimlanmistir ve CuZn- SOD’dan farkli olarak bakir ve ¢inko tastyan
salgisal SOD’dur (Caylak, 2011).
Insanlarda EC-SOD, hiicre dis1 bosluklarda siiperoksit anyonlarmin bir
stiptirticiistidiir. EC-SOD’un aktif EC-SOD ve inaktif EC-SOD olarak iki formu
bulunur ve her biri 6zel bir distilfit kopriisii modeline sahiptirler (Petersen vd, 2003).
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Yiksek katalitik aktiviteye sahip SOD enzimi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit
birikimine izin verilmez. Cesitli patolojik nedenlerle siiperoksit yapiminin artmasi
durumunda, siiperoksite 6zgiil tepkimeler goriilmeye baslar (Kiling & Kiling, 2002).

SOD, kollojen dokuyu siiperoksit radikalinin zararli etkilerinden korur ve
lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Yegin & Mert, 2013). Kas hiicrelerinde SOD
aktivitesinin % 65-85’1 sitozolde yapilir (Finaud vd, 2006).

2.3.2. Glutatyon peroksidaz (E.C.1.11.1.9.)

GSH-Px, H207’in detoksifikasyonu saglar (Akyol, 2004). Her birinde selenosistein
iceren 4 alt birimden olusmaktadir. Membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan
strese karsi korur (Memisogullari, 2005).

Lipit hidroperoksitler GSH-Px ile alkollere detoksifiye edilir. Glutatyon
peroksidazin bir diger tipi olan fosfolipit peroksit glutatyon peroksidaz, zar
yapilarindaki fosfolipid peroksitler tizerinde etkilidir ( Fang vd, 2002).

GSH-Px enzimi tarafindan katalizlenen bu reaksiyonla glutatyon (GSH),
hidrojen peroksit veya lipit peroksitlerle reaksiyona girerken, kendisi bagka bir
glutatyon molekiilii ile disiilfit kopriisii olusturarak GSSG formuna déniisiir (Ogiit
vd, 2011). Boylece bu enzim GSH’1 yiikseltger iken H2O»i de H2O’ya ¢evirir
(Memisogullari, 2005). Fakat hiicre i¢inde serbest radikallerin detoksifikasyonunun
devam etmesi i¢cin GSSG formunun, GSH formuna geri donmesi gereklidir.
NADPH' nin  kullanildigt  bir reaksiyonla ve glutatyon rediiktaz enzimi
katalizlemesiyle GSSG tekrar GSH formuna ¢evrilir (Ogiit vd, 2011) (2.13) (Finaud
vd, 2006) (2.14) (Dansen & Wirtz, 2001).

GSH-Px
HO, + 2GSH — > GSSG + 2H,0
(rediikte glutatyon) (okside glutatyon) (2.13)
GSH-Px
ROOH+ 2GSH — > ROH+ GSSG + 2H,0 (2.14)

GSH-Px, fosfolipaz enziminin etkisiyle zar fosfolipitlerinden ayrilan yag asidi
hidroperoksitleri ve hidrojen peroksidin zararli etkilerini ortadan kaldirir. Bu enzimle

birlikte eritrositlerin membran yapilari korunur ve hemolize kars1 dayanikliligi artar.
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Hiicre membran lipitlerinin yapisinda bulunan doymamis yag asitleri oksitlenmeden
korunur ve membran dayaniklilig: saglanir (Yegin & Mert, 2013).

GSH-Px, viicutta biitiin doku ve hiicrelerde bulunur (Akyol, 2004). Glutatyon
bagimli peroksidazlar, peroksizom dahil hiicre genelinde bulunurken (Dansen &
Wirtz, 2001) sitoplazmada ve mitokondride daha yogun olarak bulunur. Organlara
gore farkliliklar gosterir 6rnegin beyindeki aktivitesi diger baz1 dokulara gore daha
azdir (Akyol, 2004).

Hiicre, doku ve organ sistemlerinin yapisal ve fonksiyonel olarak
korunmasinda 6nemli bir antioksidan olan GSH’1 koenzim olarak kullanir (Aksoy,
2002). Zarlar1 E vitamini yetersizliginde peroksidasyona karst korur. Bunlarin
yaninda eritrositler de en kuvvetli antioksidandir (Memisogullari, 2005). Asir
oksidatif stres veya antioksidan potansiyelin yetersizliginde olusan oksidatif hasar
sonucu GSH diizeyi azalir ve sonugta serbest radikal harabiyetine bagl olarak,
patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir. GSH, yaslanma, kanser, ateroskleroz,
norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastaligin patofizyolojisinde yer almasi
acisindan onemlidir (Aksoy, 2002).

Selenyum, GSH-Px enziminin bir parcasi oldugundan GSH-Px yetersizligi
selenyum eksikligi sonucu olabilir (Memisogullari, 2005). Hiicre i¢i ortamin en
onemli antioksidan molekiili olan GSH’m antioksidan savunma sistemindeki
gorevinden baska aminoasitlerin transportu, ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesi,
proteinlerdeki stlfidril gruplarinin rediikte halde tutulmasi, bazi enzimatik
reaksiyonlarda koenzim gorevi goérmesi gibi birgok fizyolojik fonksiyonu vardir
(Birisik vd, 2011).

2.3.3. Katalaz (E.C. 1.11.1.6.)

CAT, H202’in su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler (2.15) (Dervis, 2011;
Finaud vd, 2006).

CAT
2H0, ——>2H0+0; (2.15)

Bu enzim, hiicrenin sitoplazmasinda ve endoplazmik retikulumda peroksizom

ve mitokondrilere gore daha az yogunlukta bulunur (Akyol, 2004). CAT, her birinde

+3 . T
Fe Dbulunduran 4 hem grubundan olusan bir hemoproteindir (Memisogullari, 2005).
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H20., CAT ve GSH-Px enzimleri ile temizlenir (Dansen & Wirtz, 2001). CAT ve
GSH-Px enzimleri arasinda fonksiyonel agidan farklilik vardir. CAT, tek
hiicrelilerden, gelismis bitkilere ve hayvanlara kadar peroksizomlarin yapisinda
bulunur. Peroksizomlarda, D-amino oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimlerin iirettigi
H202'i temizleyen katalaz organizmay:1 otokatalitik siirecten korur. CAT, yiiksek
H20> konsantrasyonlarinda etkilidir. GSH-Px, sitoplazma ve mitokondride iiretilen
organik hidroperoksitleri ve H20-'i temizler (Nalga¢i, 1994). GSH-Px’in, H202’e
karst Km’1 katalaza gore daha distiktiir. Diisiik konsantrasyonlarda H,02’1 GSH-Px
pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise CAT aktivite kazanir (Memisogullari, 2005).

CAT, ayrica bazi toksik maddelerin detoksifikasyonunu bir reaksiyon
tizerinden yapabilir. Bu reaksiyonun fenol, alkol ve formik asit gibi bir substrata (A)
ihtiyaci vardir (2.16) (Finaud vd, 2006).

CAT
H20 + HA ————> 2H0+A (2.16)

CAT aktivitesi, eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur (Memisogullari,
2005). Beyindeki aktivitesi, 6zgiil aktivite olarak diger bir¢ok dokuya goére azdir.
(Akyol, 2004) (Cizelge 2.8.).

Cizelge 2.8. Antioksidan enzimlerin reaksiyonlar1 (Dansen & Wirtz, 2001)

Enzim Substrat Reaksiyon Lokalizasyon
Hidrojen peroksit, 2H20; _, 2H,0 +0; Peroksizom
Katalaz hidroperoksit + H | ROOH+AH,_, ROH+A+H,0
Verici

Glutatyon Hidrojen peroksit, | ROOH+GSH—ROH+GSSG+ H,O | Hiicrenin her

peroksidaz hidroperoksit tarafinda

MnSOD Siiperoksit anyon | 20"+2H*— Hy0,+ O; Mitokondri
Peroksizom

Cu,ZnSOD Siiperoksit anyon | 20"+2H*— H,0,+ O; Sitozol,
peroksizom
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2.4. Apoptozis

Apoptozis, agaclardan yapraklarin dokiilmesi anlaminda latince bir kelime olup
(Baykal vd, 1998) terim olarak Kerr vd (1972), hiicre Slimiiniin morfolojik
taniminda kullanmiglardir. Normal fizyolojik sartlarda, hasarli veya yasli hiicreler,
genetik olarak diizenlenen hiicre 6liim programi olan apoptozis ile kendi kendilerini
oldiirmektedirler (Aktug, 2014). Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler arasi
iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin,
gevreye zarar vermeden programli olimiidiir (Kogyigit & Cevik, 2011). Apoptozis,
canliin kendi otonom mekanizmasi ile istenmeyen hiicrelerini, yaglanmis ve zararl
hiicreleri, bakterileri, otoreaktif virlislerle enfekte olmus hiicrelerin enerji
kullanilarak, zamana endeksli, iz birakmadan 6ldiiriilmesidir ( Giiltekin vd, 2008).

Nalbant (2006), programlanmis hiicre 6liimii ile apopitozisin birbirinin yerine
kullanilmasina ragmen aynmi seyi ifade etmedigini, programlanmis hiicre Sliimiiniin
gelisimsel bir olay iken apopitozun hiicre 6lim modellerinden biri oldugunu
belirtmistir. Intrauterin gelisim sirasinda el ve ayak parmaklarinin arasi baslangigta
kapali iken parmaklar arasindaki hiicrelerin apopitoz ile yikilmasi ile parmaklar
birbirlerinden ayrilmaktadir (Oztiirk, 2002).

Hiicrenin yasamini boliinmeden silirdiirmesi, ¢ogalmasi ya da olmesi
seceneklerinden hangisinin gergeklesecegini belirleyen temel etmenler vardir.
Bunlar; biliyiime faktorleri, besin maddeleri ve hiicre disindan gelen ve hiicredeki
reseptorler araciligiyla hiicreye iletilen 6liim sinyallerinin varligi ya da yoklugudur.
Hiicrenin hasar gormesi ya da DNA yapisinin bozulmasi da 6liim-yasam kararinin
verilmesinde belirleyici rol oynar (Kogyigit & Cevik, 2011).

DNA hasar1 ve oksidatif stres apoptozisi indiikleyen 6nemli faktorlerdir
(Parlakpinar vd, 2004). Apoptozis normal hiicre turnoveri, normal gelisim, hormon
bagimli atrofi, immun sistem fonksiyonu, embriyonik gelisim ve kimyasal olarak
uyarilmis hiicre 6liimiinii igerir. Apoptozis, ya hastalik ve zararli ajanlar tarafindan
hiicreler zarar gordiigiinde ya da immun reaksiyonlar gibi bir savunma mekanizmasi
olarak da olusabilir. Uygun olmayan apoptozis otoimmun hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, iskemik zarar ve bir ¢ok kanser tipine neden olmaktadir
(Erdz vd, 2012) (Cizelge 2.9.)
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Cizelge 2.9. Insanlarda apoptozisin izlendigi durumlar (Oztiirk, 2002)

Insan Organizmasinda Apopitozun Izlendigi Durumlar

- Embriyonal ve fetal gelisimde

- Hormon azalmasina bagli involusyonlarda

- Dokulardaki hiicre homeostazinin saglanmasinda

- Immun reaksiyonlarda, defansif olarak

- Hiicrelerin herhangi bir nedenle hasarlanmalart durumunda
- Yashlikta

Okaryotik hiicrelerde simdiye kadar morfolojik ve biyokimyasal analizlerle
ayirt edilmis iki tip hiicre 6liimii belirlenmistir. Bunlar; patolojik hiicre 6liimleri olan
nekroz ve fizyolojik programlanmis hiicre olimleri olan apoptozisdir
(Caligkan, 2000). Nekroz, rastlantisal bir son olmasina karsin apopitozis genetik
kontrollii bir sondur (Nalbant, 2006). Apoptozis ve nekroz arasinda belirgin
farkliliklar vardir. Nekroz, patojik bir 6lim sekli olup kimyasal ve fiziksel
yaralanmalar1 takiben ortaya cikar. Mitokondri ve sitoplazmik organeller hasarlanir,
hiicre zar1 segici gegirgenligini kaybeder ve siserek pargalanir. Apoptotik hiicrede ise
nekrozun aksine degisiklik c¢ekirdekte meydana gelir (Parlakpinar vd, 2004),
(Cizelge 2.10.).

Cizelge 2.10. Apoptozis ve nekrozun farklar1 (Aktug, 2014).

Apoptozis Nekroz
Nedenleri Biiylime faktorlerinin eksikligi Anoksi
Hormonal etkiler Fiziksel hasar
Hafif toksik etkiler Kimyasal hasar
Gortilen ilk hiicresel Biiziilme Sisme
degisiklik Kivrilma
Cekirdekteki Yogunlagsma -
degisiklikler Segmentasyon
DNA fragmentasyonu
Hiicre zarindaki Yiizeysel uzantilar Diizgiinlesme
degisiklikler Fosfatidilserin dagiliminda ortaya ¢ikan Liziz
degisiklikler
Mitokondrial - Sisme
degisiklikler
Metabolik degisiklikler | Gen ekspresyonunda aktif degisiklik -
Aktif protein sentezi
Proteaz aktivasyonu

Apoptotik siire¢, nekrotik siiregten farkli islemekte olup zarin saglam oldugu
bu siiregte basta hiicre morfolojisi olmak iizere gosterdigi etkiler ayridir (Aktug,

2014). Hiicre kiigiilir ve yiizeyinde sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Sitoplazmada
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yogunlagsma ve ¢ekirdek membranina yakin bolgelerden baglayarak kromatinde
yogunlagma goriiliir. En sonunda da DNA kirilmalari baglar (Parlakpinar vd, 2004).
Martin & Barret (2002), apoptoziste reaktif oksijen tiirlerinin etkisi oldugunu
belirtmislerdir. Mitokondriyal oksidatif stres, yaslanma olayinda apoptozisin intrinsik
yolunun aktivasyonunda onemli rol oynar. Mitokondriyal GSH’un oksidasyonu

hiicreleri apoptozise yatkin hale getirmektedir (Burgak & Andican, 2004).

Parlakpinar vd (2004),

1- Baz1 saglam hiicre tiplerinde fizyolojik olarak yaslanma ile apoptozisin
artigini

2- Boliinmeyen hiicrelerde uzun siireli oksidatif stres sonucu apoptozis
artti@1 ve olusan hiicre kaybinin viicut fonksiyonlarinda azalmaya neden
oldugunu,

3- Boliinen hiicrelerde fonksiyon dist hiicrelerin apoptozis ile elimine
edilerek homeostazisin saglanmaya g¢alisildigini,

4- Genetik hasarli prencoplastik hiicrelerde apoptozisin yaslanma ile
baskilanildigini,

5- Yasla indiiklenen apoptozisin Fas reseptor/ligand upregiilasyonu ile
iligkili olabilecegini,

6- Apoptozisin, yaslanmada ve kanser olusumunda énemli rol oynayacagi

sonuclarini ortaya ¢ikarmislardir.

Apoptozis siirecinde Bax Yolagi ve Fas Yolag: etkindir. Bu iki yolaginda son
noktas1 kaspazlarin aktivasyonudur. APO-1 veya CD95 olarak da bilinen Fas tiimor
nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesinden bir hiicre zar proteinidir. Fas yolaginda
parakrin ya da otokrin olarak {iretilen bir fas ligandi fas reseptoriine baglanir ve
kaspaz 8’1 aktive edecek olan adaptdr proteinlerin eslesmesini yapar. Kaspaz 8 hiicre
yikimin1  baglatmak i¢in diger kaspazlari aktiflestirir (Aktug, 2014). Fas
ligand/reseptorii farkli durumlara cevap olarak uyarilabilir. Ornegin insan hepatosit
hiicrelerinde asirt bakir birikimi oksidatif stresi olusturur ve Fas ligand/ reseptor
ekspresyonu da hepatositlerde apoptozisi arttirir (Parlakpinar vd, 2004). Bax
yolaginda ise bax kanal proteini mitokondri zarina girerek kaspaz aktivatorii olan
sitokrom ¢ kagagini kolaylastirirarak diger kaspazlarin aktivasyonunu saglar ve hiicre

yikimin gerceklestirir (Aktug, 2014).
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Ic sinyallerle olusan apopitozisde mitokondri onemli rol oynamaktadir,
Hiicrenin ic¢inden kaynaklanan apopitotik sinyaller Apaf 1’in (Apoptotic Protease
Activating Factorl) mitokondriden ayrilmasina neden olur ve dis mitokondri zarimin
gecirgenligini artirir. Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan
sitokrom c¢’nin sitozole ¢ikmasia neden olur. Sitokrom c sitoplazmada apaf 1,
kaspaz 9 ve ATP ile birlesir. Olusan bu yapiya apoptozom denir. Apoptozom
sonlandirici kaspaz olan kaspaz 3’ ii aktive ederek apopitoza (Sekil 2.22) neden olur
(Oztiirk, 2002).

Oliim sinyalleri

/\ Bid, Bax, Bak
\1— Bdl-2
: Bdl-2
Kaspazlar <L\ - L
g Mitokondri

aupl

PT
¥ A¥m AIF Apaf-1

/ = Bd-2
4—— Kaspaz 9

e Sitokrom C 4

dATP \ \
-

Kaspaz 3

%/

Sekil 2.22. Klasik apoptozis yolu (Alimonti vd, 2003)

Kaya vd, (2012) apoptozisi diizenleyen proteinleri,
a. Anti-apoptotik diizenleyiciler: Bcl-2, Bcel-w, BcelxL, Mcl-1, CED-9, c-Abl,
Rb gibi.

b. Pro- apoptotik diizenleyiciler: Bax, , p 53, Bcl-xS, Bad, Bakc-Fos, c-Jun gibi
iki sinifa ayirmiglardir. Bu proteinlerin aileleri Bcl-2 ailesi olarak tanimlanmis olup
hepsi tek gegisli transmembran proteinlerdir. Memeli hiicrelerinde Bcl-2 ailesinden 6
proteinin apoptozisi engelledigi, 9 proteinin ise apoptozise katkida bulundugu
belirlenmistir (Kaya vd, 2012).

Giiltekin vd (2008), apoptoz uyaricilarini, genetik kontrol, iyonize radyasyon,
kemoterapi ilaclari, tarimsal ilaglar, iskemi sonrasi reperfiizyon, mekanik travmalar,

viremi, bakteriyemi sonrasi gelisen sepsis ve septik sok olarak belirtmislerdir.
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Apoptozis, hematoksilen eozinle boyanmis Kesitlerde mikroskop ile izlendiginde
hiicreler koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birkag parcali piknotik ¢ekirdekli
olarak gériiliir (Oztiirk, 2002).

Apoptotik Oliim Basamaklari,

a. Baglama (Tetikleme) Fazi: Apoptotik hiicre oOliimiiniin baslangic
asamasidir. Apoptozisin prototipik indiikleyicileri Fas ligant (FasL) ve
TNF-a’dir.

b. Sinyal Fazi: Apoptozis siireci boyunca sinyal iletim mekanizmasi
onemlidir. Bu fazda, gesitli kinazlar rol almaktadir.

c. Infaz Faz1: Apoptozis siirecinde hiicre liim kararmin alindig basamaktir.
Kaspazlar, bu basamakta rol alirlar.

d. Gomme Fazi: Bu basamak apopitotik cisimciklerin, onu ¢evreleyen
parenkimal hiicreler ya da fagositler tarafindan fagosite edilerek ortadan
kaldirilmasi islemlerini kapsar,

seklinde belirtilmistir (Er6z vd, 2012).

thran blepleri
Mormal hicre

Hicre blzigmesi
Kromatin kondansasyonu

Apoptotik cisimeik #
ﬂlugumu
‘ Nikleer
t o koll
Apoptotik \-’ olaps

cisimeciklerin
lizisi

Sekil 2.23. Apoptozisde goriilen morfolojik degisimler (Giiltekin vd, 2008)

Kaspazlar, apoptozda hiicreyi pargalayan, yani apoptotik morfolojinin olusumunu
saglayan etkenler olarak bilinirler (Kogyigit & Cevik, 2011) (Sekil 2.23).
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2.4.1. Kaspazlar

Hiicre i¢i veya hiicre disi mekanizmayla baslayan apoptotik siireg, kaspaz adli
proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilir (Kogyigit & Cevik, 2011). Katalitik
bolgelerinde sistein aminoasiti tasidiklari, segici olarak hedef proteinlerin C-
uclarindaki  aspartat’ kestikleri ve enzim gorevi yaptiklart igin kaspaz
(caspase: cysteine—containing aspartate specificprotease) olarak adlandirilir
(Kaya vd, 2012; Oztiirk, 2002).

Kaspazlar, sistein proteazlaridir , aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar,
hiicrede inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler
(Kogyigit & Cevik, 2011). Saglikli hiicrelerde kaspazlar, enzimatik olarak inaktif ve
aktif forma goére daha uzun bir polipeptid zincir olarak bulunurlar. Buna zimogen
form denir. Oliim reseptorleri adaptdr proteinler araciligi ile ve i¢ sinyaller de
mitokondri araciligi ile baslatici kaspazlari aktive ederler. Aktive olan baglatic
kaspazlar da, zincirleme olarak diger kaspazlar aktive ederler (Oztiirk, 2002). Aktive
olan kaspazlar da hiicre liimiinii geri doniisiimsiiz olarak gerceklestirirler (Er6z vd,
2012).

Kaspazlar, prokaspazlar olarak sentezlendikten sonra aktif kaspaz halini alirlar
(Kaya vd, 2012). Kaspazlarin, DNA tamir enzimleri olan poli-ADP-riboz polimeraz
ve DNA protein kinazi yikmasi sonucu kromatinde sinirlanamayan kirilmalar
meydana gelir (Aktug, 2014). Gorevini tamamlayan kaspazlar inaktive olur.
Kaspazlarin iki kolu vardir. Biiyiik kol 20 kDa, kisa kol 10 kDa’dir. Kaspazlarin aktif
kismu kiigtik alt birimdedir (Giiltekin vd, 2008).

Kaspaz ailesinin 14 iiyesi tanimlanmistir. Kaspazlar, baglaticilar (kaspaz- 2,-
8,-9,-10), effektorler ya da karar vericiler (kaspaz-3,-6,-7) ve inflamatuar kaspazlar
(kaspaz-1,-4,-5) olarak gruplandirilmistir. Kaspaz 11 ve diger kaspazlar apoptozis
diizenleyicisi ve septik sok siiresince sitokin olgunlastiricidir. Kaspaz-12,
endoplazmik retikuluma 6zgii apoptoziste 6nemli rol oynamakta olup kaspaz-13 de
bir bovin gendir. Kaspaz-14 ise embriyonik dokularda oldukca yiiksek diizeyde
ekspre olurken erigkin dokularda ifade edilmemektedir (Er6z vd, 2012). Kogyigit &
Cevik (2011), farkli dokular i¢in farkli kaspaz tiirlerinin apoptozisi gerceklestirdigini
belirtmislerdir. Periferik T hiicreleri apoptozise gitmek igin kaspaz-3 ve kaspaz-9’a
ihtiya¢ duymazken, embriyonik kok hiicreler her ikisine de ihtiyag duydugunu 6rnek

vermislerdir.
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Giltekin vd (2008), kaspazlarin hiicredeki aktivasyonlarim1 su sekilde
Ozetlemislerdir: Aktif kaspaz 9’un, g¢ekirdek porlarini genisletip harap etmesiyle
kaspaz 3 ve kaspaz 7 ¢ekirdege girer. Burada caspaz 3, ICAD’1 (Kaspaz aktif DNaz
inhibitorii) ikiye bolerek inhibitdr alt birimini bozar ve niikleozomlar arasindaki
DNA’y1 boler. Kaspazlarin aktivitesi, fagositozda rol oynayan sinyallerin ortaya
¢ikmasina neden olur. Kaspaz 3, hiicre zarina yonelerek buradaki gelsolini pargalar.
Bu pargalanmayla hiicre i¢inde aktin flamentler olusur ve hiicre zarinda ¢ikintilar
meydana gelir. Kaspaz 3, p-21 aktive kinaz 2’yi (PDK2) aktive etmesi sonucunda da

hiicre iskeleti bozularak hiicre apoptotik cisimlere parcalanir (Sekil 2.24.).
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Sekil 2.24.  Oliim reseptorleri ve mitokondriyal yollarla kaspaz-3 aktivasyonunun
baglamasiyla nukleusta olusan DNA fragmantasyonu

(Giiltekin vd, 2008).



Kaspaz 12, 3, 6, 7, 8 ve 9’un islevleri Endoplazmik retikulum (ER) stresiyle
ilgili caligmalarda gosterilmistir. Kaspaz 12°nin, ER stresiyle indiiklenen apoptozis
de oOnemli rolii vardir. Kaspaz 12, cesitli yollardan ER stresi tarafindan aktive
olduktan sonra kaspaz-12, prokaspaz 9’u keser ve kaspaz 9’da kaspaz 3’iin

aktivasyonunu saglar ve sonugta apoptozis gergeklesir (Seydel & Aksoy, 2012)

2.4.2. Kaspaz 3

Cellat kaspaz olarak bilinen kaspaz-3, baslatici kaspazlar olan, kaspaz-8, kaspaz-9 ya
da kaspaz-10’un herhangi biri ile aktive olur. Ozgiil olarak da endoniikleaz CAD’1
aktive eder. Hiicrede CAD ve inhibitori olan ICAD kompleks olusturur. Apoptotik
hiicrelerde, aktive olmus kaspaz-3, ICAD’1 parcalar ve CAD serbest kalir. Serbest
CAD, c¢ekirdek igerisindeki kromozomal DNA’y1 parcalar ve kromatinin
yogunlagsmasina neden olur (Eroz vd, 2012) (Sekil 2.24.).

Kaspaz-3 aym1 zamanda hiicre iskeletinin yeniden organizasyonunu ve
apoptotik yapilar icerisinde hiicrenin parcalanmasini da indiikler. Protein baglayici
bir aktin olan gelsolin, aktive edilmis kaspaz-3’un anahtar substratlarindan biridir.
Kaspaz- 3 sirastyla gelsolini, gelsolin parcalarini ve kalsiyum bagimsiz bir sekilde
aktin flamanlarim1 parcalar. Boylece, hiicre iskeletinin bozulmasina, hiicre igi

transporta, hiicre boliinmesi ve sinyal iletimine yol agar (Er6z vd, 2012).
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2.5. SRY Geni ve Sox2

Y kromozomu kisa kolu iizerinde testis tayin eden faktdr (TDF) bulunmaktadir. TDF
bolgesinde seks belirleyici genin (SRY) yerlesmis oldugu gosterilmistir (Demirel vd,
1997). TDF salgilanmasina neden olan gen, memelilerde Sry geni olup testis
belirlenmesi i¢in se¢ilmis gen gorevi gormektedir (Tosun vd, 2000). Cinsel organlar,
embriyolojik donemde primordial germ hiicrelerinden koken alir. Y kromozomu ve
SRY varhiginda primordial germ hiicreleri testis yoniinde, yoklugunda ise over
yoniinde gelisir (Ceylaner & Ceylaner, 2010).

SRY-iligkili SOX ailesinin bir {iyesi olan Sox2, hiicre farklilasmasinin ve
embriyo gelisiminin diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir
(Takahashi & Yamanaka, 2006). Omurgalilarda siniflandirilmis ve tanimlanmis 21
farkli Sox geni vardir. Sox2 proteini, 317 amino asitten olusan 34.3 kDa’luk bir
transkripsiyon faktoriidiir. Oct4 ve Nanog ile birlikte, insan embriyo hiicrelerinde
bazi hedef genlerin ifadesini diizenlemektedir. Sox2 proteini, -NH> ucu, -COOH ucu
ve HMG (high mobility group) olmak iizere ii¢ bdlgeden olusur. HMG bdlgesi
tiirlerde evrimsel olarak korunmus, Sox2’nin diger proteinlere ve DNA’ya baglanma
bolgesidir. Sox2’nin transkripsiyonel diizeyde aktivasyonu igin Nanog, Oct4 gibi
diger pluripotensi elemanlar1 ile birlikte DNA’ya baglanmasi gerekmektedir.
Pluripotent kok hiicreler, ¢oklu-potansiyelliligini ve farklilasmamis konumunu Oct-
3/4, Sox2 ve Nanog gibi transkripsiyon faktorlerinden olusan bir molekiiler ag ile
strdiirtirler. Son zamanlarda Sox2 proteininin embriyonik gelisimde 6nemi kadar
onkolojik programlamada da 6nemli oldugu gosterilmistir (Turagh & Ekmekei,

2016).
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2.6. Kas Hasan

Kas hiicreleri, ig seklinde veya ince, uzun yapidadir. Kas lifleri halinde bulunan kas
hiicreleri, kas dokuyu olusturur. Kas doku embriyonun mezoderm tabakasindan
olusur. Kas doku diiz ve ¢izgili kas dokusu olarak, ¢izgili kas ise iskelet kas1 ve kalp
kasi olarak gruplanir. Iskelet kasi hiicre zarma sarkolemma, sitoplazmasma da
sarkoplazma adi verilir. Sarkoplazmada % 80 su, bolca kalsiyum, potasyum,
magnezyum ve fosfat iyonu, protein, yag, enzimler, glikojen, ATP ve fosfokreatin
bulunur. Ayni1 zamanda mitokondri ve endoplazmik retikulum bakimindan oldukca
zengindir. Sarkoplazmada kasilmayi1 saglayan 1-2 mikron ¢apinda kontraktil
miyofibriller bulunur. Kalin ve koyu renkli olan olan miyofibriller miyozin, ince ve

acik renkli olan miyofibriller aktin protein yapilidir (Basaran, 1999) (Sekil 2.25.).

Kas

Miyozin

Kas demeti

Miyofibril

Kas fibrili

Sekil 2.25. Iskelet kasinmn yapis1 (Anonymous, 2016b)

Iskelet kasi liflerinin ¢ekirdegi boliinmez. Bunun yerine uydu hiicrelerince kas
rejenerasyonu ve hipertrofisi gelismektedir. Bir kas yaralandiginda ya da tekrarlayan

siddetli egzersizlerle uyarildiginda uydu hiicreleri boliiniir, yeni olusan hiicreler zarar
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gormiis hiicrelerin yerini alirlar. Siddetli egzersiz devam ettigi miiddetce uydu
hiicreden meydana gelen yavru hiicrelerden birinin mevcut kas lifine birlestigi ve kas
lifinde hipertrofik artisa yol ac¢tigi, diger yavru hiicrenin bir k6k de hiicre olarak
kaldig1 belirlenmistir (Gék¢imen vd, 1999).

Kaslar viicut agirhginin  yaklasik % 40’m1  olusturur.  Cogunlugu
ekstremitelerde bulundugu igin ¢izgili kaslar travmaya g¢ok aciktir (Sever, 2009).
Ezilme sendromunda kas hasar1 baslangicta travmanin direk etkisi ile olusmakta,
ilerleyen zamanda kas i¢i basincin artmasi ile gelisen kompartman sendromu ile
iIskemi gelismektedir. Hiicre zarinda bulunan Na-K ATPaz ve Ca ATPaz aktivitesi
azalir. Kas hiicresi zarlarinda gegirgenlik artis1 nedeni ile hiicre dis1 Na ve Ca hiicre
icine dogru yer degistirir. Hiicre igine Na ve Ca gecisi hiicrenin sismesine neden olur.
Sitozolik Ca artis1 proteolitik enzimleri aktive eder ve ATP tiiketimini daha da arti-
rir. Proteolitik enzim aktivasyonu ve hiicre sismesi ile kas hiicrelerinin lizisi sonucu
rabdomyoliz gelismektedir. Kas iskemisi ve bu iskeminin diizelmesi sirasinda gelisen
iskemi-reperflizyon hasar1 da ROT’nin olusumuna neden olur (Akdam & Alp,2015).
ROT etkisiyle olusan lipid peroksidasyonu ve karbohidrat oksidasyon iiriinleri de
proteinlerin aminoasit igeriginde modifikasyonlar olusturmakta ve plazma protein
karbonil igeriginde artisa neden olmaktadir. Iskelet kasinda aniden olusan ROT,
iskelet kasi hiicrelerinde hasara neden olabilmektedir. Uzun ve yorucu egzersiz
iskelet kast ve kalp kast hiicrelerinin sarkoplazmik zarlarinda hasara, kas
kontraktilitesinde ve miyofibril yapida bozulmaya ve kan iire, kreatin kinaz, laktat
dehidrogenaz aktivitesini de kapsayan bazi biyokimyasal parametrelerde
degisikliklere yol agmaktadir (Kahraman vd, 2003).

Jarvinen vd (2005), kas iyilesmesini sekil tizerinde agiklamislardir
(Sekil 2.26.). 2. giin, parcalanmig miyofibrillerin nekrotize pargalari, makrofajlar
tarafindan uzaklastirilirken, santral bolgede fibroblastlar tarafindan bag dokusu
formasyonu baglar. 3. gilin, rejenerasyon bolgesindeki bazal lamina silindirleri
icindeki uydu hiicreler aktive olur. 5. giin, rejenerasyon bolgesinde miyoblastlar,
miyotiipler i¢inde birlesir. Santral bolgedeki bag dokusu daha yogun hale gelir. 7.
giin, rejenere kas hiicreleri santral bolgedeki eski bazal lamina silindirlerinin digina
ulasir ve skar dokusunun icine geger. 14. giin, santral bolgesindeki skar dokusu daha
yogunlagir ve ebati azalir. Rejenere miyofibriller santral bolge acikligini daraltir. 21.

giin, karisik miyofibriller skar dokusu ile birlesir.
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Sekil 2.26. Kas dokusu iyilesmesinin sematik gosterimi (Jarvinen vd, 2005).

2.6.1. Deney hayvam soleus kasi

Sekil 2.27. Rat soleus kas1 (Anonoymous, 2016c)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlarinin Saglanmasi

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alman izinle (2011/70) gerceklestirilmistir. Deney hayvanlart OMU
Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nden saglanarak cerrahi iglemler burada
gerceklestirilmistir. Calismada 56 tane, agirliklar1 200-250gr olan Wistar albino disi

rat kullanilmis olup plastik kafeslerde standart yem ile beslenmistir.

3.2. Arastirma Gruplarimin Olusturulmasi

Wistar albino disi ratlarin sag soleus kasi lizerinde ¢alisildi.

Gruplar; n=8

Kontrol Grubu: Ratlar sakrifiye edildikten sonra kas dokusu hasar olusturulmadan
c¢ikarildi.

Kas Hasar1 +7. Giin (KH+7): Ratlarin soleus kasinda sadece kas hasar1 olusturuldu
ve 7 giin sonra sakrifiye edilerek kas doku ¢ikarildi.

Kas Hasari+14. Giin (KH+14): Ratlarin soleus kasinda sadece kas hasari
olusturuldu ve 14 giin sonra sakrifiye edilerek kas doku ¢ikarildi.

Kas Hasar+21. Giin (KH+21): Ratlarin soleus kasinda sadece kas hasari
olusturuldu ve 21 giin sonra sakrifiye edilerek kas doku ¢ikarildi.

Kas Hasar1 +Mezankimal Kok Hiicre Uygulamasi+ 7. giin (KH+MKH+7):
Ratlarin soleus kasinda hasar olusturuldu + 24 saat sonra lokal enjeksiyonla kemik
iligi MKH verildi ve 7 giin sonra sakrifiye edilerek kas doku ¢ikarildi.

Kas Hasar1 +Mezankimal Kok Hiicre Uygulamasi+14. giin (KH+MKH+14):
Ratlarin soleus kasinda hasar olusturuldu + 24 saat sonra lokal enjeksiyonla kemik
iligi MKH verildi ve 14 giin sonra sakrifiye edilerek kas doku ¢ikarildi.

Kas Hasar1 +Mezankimal Kok Hiicre Uygulamasi+ 21. giin (KH+MKH+21):
Ratlarin soleus kasinda hasar olusturuldu + 24 saat sonra lokal enjeksiyonla kemik

iligi MKH verildi ve 21 giin sonra sakrifiye edilerek kas doku ¢ikarildi.
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3.3.Cerrahi Hazirhik ve Kas Hasar1 Olusturma

Cerrahi iglem Oncesi ve sonrasinda ratlarin sterilizasyonu povidin iyot ile saglandi.
Bu islemler steril sartlarda ve genel anestezi altinda yapildi. Genel anestezi 75 mg/kg
Ketamin HCL (Ketalar®) ve 10 mg/kg Xylazine (Rompun®) intraperitonal verilerek
uygulanmistir. Anesteziden sonra ratlarin sag bacagi elektrikli trag makinesi ile tras
edildi. Lateral gastroknemius kas basindan asil tendonuna dogru yapilan
posterolateral longitudinal yaklasik 2cm’lik kesi ile cilt ve altindaki fasya agilarak
soleus kasi ¢ikarildi. Uglarmna silikon boru gegirilmis klemp kullanilarak 10’ar
saniyelik 2 klemp tiki seklinde kiint ezilme hasar1 olusturuldu (Matziolis vd, 2006),
(Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Kas hasar1 olugturma.

3.4. Kemik 1ligi Mezankimal Kok Hiicre Uygulamasi

Calismada kullanilan MKH’ler, Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilmistir. 2 adet sicandan izole edilip
karakterizasyon c¢alismalari tamamlanmis GFP+ hiicreler kriyotiiplerde -80 °C ‘de
kuru buz i¢inde gelmistir.
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3.4.1.Kemik iligi mezankimal kok hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiire hazirlanmasi

Sican kemik iligi MKH’lerinin izolasyonu igin ratlar (n:2) servikal dislokasyon ile
oldiirtilerek  femurlar1 ve femurun etrafindaki yumusak dokular steril sartlarda
cikartildi. Hava akimli steril kabinde uygun kesiler yapilarak kemik iligi igerikleri L-
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose) medyum igeren petri
kaplarinda toplandi. Kemik iligi igerikleri santrifiij edilerek iki kez  yikama
isleminden gegirildikten sonra %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penisilin ve
stereptomisin igeren L-DMEM’de T75 flasklarinda kiiltiir edildi. 72 saat sonra yiizen
tim hiicreler atildi ve yeni medyum ilavesi yapildi. Haftada iki kez bu islem
tekrarlanarak flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hiicreler ile kaplaninca (14-25.
giinler arasinda) tripsinizasyon islemiyle yapisan hiicreler kaldirilarak yeniden kiiltiir
edildi ve bu ilk pasaj (alt kiiltiir) olarak degerlendirildi. Bu islemler iigiincii pasaja
(P3) kadar tekrar edildi ve iglincii pasaj sonunda elde edilen hiicrelere

karekterizasyon ¢alismasi yapilmistir.

3.4.2.Akim sitometrik analiz

Analizler, hiicreler P3 asamasina geldiginde FACS Calibur akim sitometri cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak hiicre
saymmi yapildi. Hiicre sayisi belirlendikten sonra Phosphate Buffered Saline (PBS)
icinde homojenize edildi. Belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan
izotiyosiyonat (FITC) ve fikoeritrin (PE) konjuge monoklonal antikorlar (CD29,
CD45, CD54, CD90, CD106) ve uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek
karanlikta ve oda 1sisinda 45 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yikama
soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenerek 5dk. 1780 rpm de santrifiij

edildi. 400ul hiicre yikama soliisyonu ile de yeniden siispanse edilmistir.
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3.4.3. Plazmid DNA izolasyonu

Yiksek kalitede plazmid DNA izolasyonu, ayirma ve saflastirma iglemlerinden
sonra E.coli ‘den toksik lipopolisakkaritler gelmemesi i¢in EndoFree Plazmid Maxi
Kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Segici kat1 besi ortamindan yeni ¢ogalmis tek
bir koloni alinarak, 2-5 ml uygun antibiyotik igeren LB broth (Luria Bertani) sivi
besi ortamina ekilerek 8 saat boyunca 300 dak/dev ve 37 °C ‘de ¢ogaltildi. 250 ml
secici LB ortam1 1 ml igerisinde bakteri cogalmis ortam ile inokiile edilmis ve ayni
kosullarda 12-16 saat bekletilmistir. Hiicreler 6000xg hizda 15 dakika boyunca 4 °C
‘de dondiiriilerek toplanmis ve 10 ml P1 tampon ¢o6zeltisi icerisinde homojen hale
getirip, 10 ml Tampon P2 eklenip sertce 4-6 kez ters cevrilerek karistirilarak oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. 10 ml buzda sogutulmus P3 tamponu eklenerek 4-6
kez ters cevrilip karisim QIA filter siringasina aktarildi. 10 dakika bekletildi ve
filtreden gegirtilerek 50 ml tiip igerisine aktarilip 2,5 ml ER tamponu eklendi. 30 dk
buzda bekletildi. 10 ml QBT tampon ¢ozeltisi ile 6nceden dengelenmis QIAGEN-tip
500 kolonuna karisim eklenip stiziilmesi beklendi. 2 kez kolon 30 ml QC tamponu ile
yikanarak 15 ml QN tamponu igerisinde DNA ¢oziilmiistiir. Plazmid DNA ‘st 10,5
ml izopropanol eklenerek 4 °C ‘de, 30 dakika boyunca asgari 15.000xg hizla
¢okturiildiikten sonra DNA, 5 ml endotoksin icermeyen %70 etanol igerisinde
yikanarak 10 dk 15.000xg hizla ¢oktiiriilmiistiir. Yikanmis plazmid DNA ’s1 oda
sicakliginda 5-10 dakika kurutulduktan sonra endotoksin icermeyen TE tamponu

igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.4.4. GFP gen transformasyonu

Gen aktarimi elektroporasyon yontemini temel alan Neon Transfection Sistemi, 10 pl
Neon Kit ve 100 pl Neon Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Plazmid DNA ’s1 1-5
pg/pul konsantrasyonunda deiyonize su igerisinde hazirlanmistir. MKH’ler ise
deneyin olacag: giinde transfeksiyon basma 0,5-1 x 10° hiicre olacak sekilde
cogaltildi. Deney giinii hiicreler kiiltir kabindan kaldirildi ve Ca?* ve Mg?*
icermeyen PBS’le yikanip, 1300 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Resuspension Buffer R
tampon ¢dzeltisi ile son hiicre yogunlugu 1 ml basina 1,0 x 107 hiicre olacak sekilde
hazirlanmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisine 2 ml serum igeren, segici
antibiyotik icermeyen uygun besiyeri eklenip ve 37°C ‘de % 5 CO; sirkiilizasyonu

olan nemli ortamda inkiibe edilmistir. Steril 1,5 ml mikrosantrifiij tiipli icerisine
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transfeksiyon basmma 2-4 pg plazmid DNA ’s1 konulmustur. Bu tiip igerisine
transfeksiyon bagina DNA ile birlikte 10 pl olacak miktarda hiicre aktarildi. Neon™
Pipeti ile yavasca tiip igerisinden 10 ul DNA-hiicre siispansiyonu gekildi ve ucundaki
hiicre-DNA karisimi ile birlikte Neon™ Pipet Istasyonu igerisinde bulunan ve 3 ml
elektrolit tamponu eklenmis tiipe yerlestirildi. Belirtilen ayarlarda sistem elektrik
akimi uygulanip, gen aktarilmig hiicreler hemen 6nceden 1sitilmis serum igeren fakat
secici antibiyotik igermeyen besi ortamina aktarilarak hiicreler 37°C ‘de
nemlendirilmis CO: inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Transformasyon sonrasi 3.
giinde ortam degistirilerek besi ortami tazelendi ve bu noktadan itibaren seci

antibiyotik (pGFP i¢in G418, Kat. No. 11811-098) eklenmistir.

3.4.5. Kemik iligi mezankimal kok hiicreleri ¢cozme islemi ve uygulanmasi

e Kiiyotiipler dogrudan 37 °C’de ¢oziildii.
e Kriyotiip igerikleri bir falkon tiipe konuldu, pipetajlandiktan sonra 1300 rpm
de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santriflij sonrasi silipernatant atildi ve kendi medyumundan {izerine 6 ml

eklendi.

e 1300 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra siipernatant atildi ve kendi medyumundan 6,5 ml eklendi,
pipetajlandi.

e Bu icerikten 200ul alind1 ve bir ependorfa konuldu. Uzerine 200 pl Trypan
Blue Soliisyonu eklendi ve pipetajlandi.

e Hazirlanan bu siispansiyondan 50 pl alinarak thoma laminda hiicre sayimi

yapildu.
Hiicre sayis1 x Diliisyon orani x 10 000

6
e Bir hayvana, 0.5. 10 kok hiicre verilecek sekilde insiilin enjektoriine kok

hiicre soliisyonundan ¢ekildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Deney hayvanlarina uygulanacak kok hiicre soltisyonu

KH+MKH grubu hayvanlarina kas hasari olusturulduktan 24 saat sonra, genel
anestezi altinda soles kasi tekrar agilarak lokal uygulama ile GFP+ MKH hiicre
verilmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3.  Deney hayvanlarinin hasarl soleus kasina lokal GFP+ MKH uygulamasi
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Sakrifiye edilen hayvanlardan solus kasi alind1 ve 0,25 M siikroz ¢0zeltisine
konuldu (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Alinan doku 6rnekleri

Alinan kas doku Ornekleri biyokimyasal analizler i¢in -80 °C’lik derin
dondurucuya (Sanyo ultra low) konuldu. Histolojik inceleme igin alinan dokular %

10’luk nétral tamponlanmis formalin soliisyonu bulunan kavanozlara konuldu.

3.5. Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Doku o6rnekleri -80 °C’den ¢ikarildi ve +4 °C’de ¢Oziindii. Sonra hassas terazide
(Ohaus Adventure Pro AV 264C) tartilarak agirliklar1 belirlendi. Plastik tiip igine
alinan doku 6rneklerine 1/10 (w/v) oraninda soguk fosfat tamponu (0,1 M pH:7,4)
cozeltisi eklendi. Biitiin doku ornekleri, plastik tiipte fosfat tamponu ig¢inde Once
makasla kiigiik pargalara ayrildi. Bigakli homejenizatorde (Ultra-Turrax T25) 20
saniye (sn) siire 10 sn aralikla 8000 rpm’de 3 kere, ardindan ultrasonikasyon aletinde
(Sonics vibracell vex 130) 20 sn siire 10 sn araliklarla 6 kere %25 amplitutda
homejenizasyon tamamlandi. Homejenizasyon islemleri buzlu ortamda
gergeklestirildi. Homojenatlar, +4 °C’de 15.000 rpm de 15 dk. santrifiij (Kubota
model 3500) edilerek siipernatant elde edildi.
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3.6. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

SOD enziminin aktivite tayini i¢in ticari olarak satilan Siiperoksit Dismutaz

(Cayman) Ol¢iim Kiti kullanild1 (3.1) .

SOD
O+ Oy + 2H" — > H02 + O3 (3.1)

Enzim aktivitesinin dl¢iimiinde 96 kuyucuklu mikroplate kullanilmistir.
Kullanilan Reaktifler:
SOD standart
Sample buffer

Assay buffer
Radikal detektor
Xanthine Oxidase

Olciimiin Yapilmasi:

1. SOD standart kuyucuklari
10 ul SOD standardi
200 pl diliie edilmis radikal dedektor
2. Ornek kuyucuklar:
200 pl diliie edilmis radikal dedektor
10 pl 6rnek

Dokulardan elde edilen siipernatantlar ornek olarak kullanildi. Reaksiyon
20 pl dilie Xanthine Oxidase’in kuyucuklara konulmasiyla baslatildi. Plate, birkac
sn calkalandi ve 20 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi. 440-460 nm’de absorbans

(ChemWell Awareness techinology) okundu.

ornek LR—y wntercept )X0,023 ]

sob (Umly = ( —

slope (3.2)

(3.2) formiilii ile hesaplandi.
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3.7. Katalaz Aktivite Tayini

CAT enziminin aktivite tayini i¢in ticari olarak satilan Katalaz (Cayman) o6l¢iim kiti
kullanildi.
Kullanilan Reaktifler:

Sample buffer

Assay buffer
Formaldehit standarti
Katalaz

Potasyum Hidroksit
Hidrojen Peroksit
Purpald ( Kromojen)
Potasyum Periodat
Metanol

Olciimiin Yapilmasi:

1. Formaldehit Standart Kuyucuklari
30 ul metanol
20 pl standart
100 pl diliie assay buffer
2. Pozitif Kontrol kuyucuklart
30 pl metanol
100 pl diliie assay buffer
20 pl diltie katalaz

3. Ornek kuyucuklari

30 pl metanol

100 pl diliie assay buffer

20 pl 6rnek

Dokulardan elde edilen siipernatantlar 6rnek olarak kullanildi. Reaksiyonu

baslatmak i¢in tiim kuyucuklara 20 pl diliie hidrojen peroksit ilave edildi. Plate, 20
dk. oda 1sisinda galkalayicida inkiibe edildi. Reaksiyonu sonlandirmak icin her bir
kuyucuga 30 pl diliie potasyum hidroksit eklendi. Sonra her bir kuyucuga 30 pl
purpald eklendi. Oda 1sisinda 10 dk. inkiibe edildikten sonra her bir kuyucuga 10 pul
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potasyum periodat eklendi. Oda 1s1sinda calkalayicida 5 dk. Inkiibe edildikten sonra
540 nm ’de absorbans (ChemWell Awareness techinology) okundu .

UM o6rnek
20dk

CAT Aktivitesi: x Dillisyon orani (3.3)

(3.3) formiilii ile hesaplandi.
3.8. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

GSH-Px enziminin aktive tayini i¢in ticari olarak satilan Glutatyon Peroksidaz

(Cayman) Olgiim Kiti kullanildi.

GSH-Px
2 GSH (rediikte glutatyon) — >  GSSG (okside glutatyon)  (3.4)

GR
GSSG + NADPHH* — > 2GSH + NADP* (3.5)

Bu reaksiyonlar (3.4) (3.5) sonucunda NADPH’in NADP"’ya oksidasyonu 340
nm’deki absorbans degerlerinde azalmaya neden olur. Enzim aktivitesinin
Ol¢iimiinde 96 kuyucuklu mikroplate kullanilmistir.

Kullanilan Reaktifler:

Glutatyon peroksidaz ( kontrol)
Assay buffer

Sample buffer

GSH-Px Cumene Hydroperoxide
GSH-Px Co- Substrat karisimi

Olciimiin Yapilmasi:

1. Non- enzimatik kuyucuklar:
50 pl Co- substrat karigimi
120 pl assay buffer

2. Pozitif kontrol kuyucuklart:
50 pl Co- substrat karigimi1
100 pl assay buffer
20 ul diliie GSH-Px kontrol
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3. Ornek kuyucuklar
50 pul Co- substrat karigimi
100 pl assay buffer
20 pl 6rnek

Dokulardan elde edilen siipernatantlar 6rnek olarak kullanildi. Reaksiyon tim
kuyucuklara 20 pl Cumene Hydroperoxide eklenmesiyle baslatildi. Plate, birka¢ sn
hafifce calkandi. 340 nm’de 5 dk. siiresinde 1’er dk. araliklarla absorbans
(ChemWell Awareness technology) olgtildii.

AA34_0/dk 0,19 ml

GSH-Px Aktivitesi= X
0,00373 uM-1 0,02 ml

x diliisyon orant =nmol/dk/ml (3.6)

(3.6) formiilii kullanilarak hesaplandi.

3.9. Kaspaz-3 Aktivite Tayini

Kaspaz-3 enziminin aktivite tayini igin ticari olarak satilan Caspase-3 Assay Kit
Colorimetric (Cayman) kullanildi. Testin esasi, peptit substrat Ac-DEVD-pNA’nin
kaspaz 3 tarafindan hidrolizine dayanir. Hidroliz sonucunda p-nitroanilinin (pNA)

salmir. pNA, 405 nm’de yliksek absorbansa sahiptir.

Kullanilan Reaktifler:

5x Lysis buffer

1 x Assay buffer

Caspase 3

Ac-DEVD-pNA Substrat ( Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p- nitroanilide)
Ac-DEVD-CHO Inhibitér ( Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-al)
p-Nitroaniline Standart

Su (17 megohm)

DMSO

BSA

pNA stok soliisyonu 10x Assay buffer ile diliie edilerek farkli
konsantrasyonlarda seri pNA soliisyonu hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki

pNA’dan 100 pl birer kuyucuga konuldu.
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Cizelge 3.1. de gosterilen degerler 96 kuyucuklu plate iizerinde uygun yerlere

konuldu.

Cizelge 3.1. Plate kuyucuguna konulan maddeler ve miktarlari

Ornek Kaspaz 3 | 1x Assay Kaspaz 3 Kaspaz 3
Spg/ml buffer inhibit6r Substrat
200pM 2mM
Blank - - 90 ul 10 pl
Ornek 10 ul 80 ul 10 pl
Ornek + inhibitér | 10 pl - 70 pl 10pl | 10 ul
Kaspaz 3 pozitif - 10 pl 80 ul - 10 pl
kontrol
Kaspaz 3 pozitif - 10 pl 70 pl 10ul | 10 pl
kontrol+ inhibit6r

Dokulardan elde edilen siipernatantlar 6rnek olarak kullanildi. Her bir 6rnekten
10 pl uygun kuyucuklara konuldu. 1x assay buffer kuyucuklara Cizelge 3.1. deki gibi
konuldu. Kaspaz-3 inhibitorii uygun kuyucuklara ilave edildi. Her bir kuyucuga
10 pul kaspaz-3 substrati eklenerek reaksiyon baglatildi ve yavasca c¢alkalanarak
karistir1ldi. Plate iizeri kapatildiktan sonra 37 °C’de 100 dk. inkiibe edildi. 405 nm’de
absorbans (Synergy 4 biotek) okundu.

Kaspaz-3 pmol pNA/dk/m] = KL VA X dlisyon oram (3.7)

dk x ml 6rnek

(3.7) formiilii ile kaspaz-3 aktivitesi hesaplandi.

3.10. Dokularin Histolojik inceleme I¢in Hazirlanmasi

Dokuda GFP* MKH’lerin yerlesim durumunu belirlemek igin %10’luk nétral
formalinde fikse edilen dokular, PBS ile yikanarak rutin histolojik takibe (alkol,
ksilol ve parafin) alinip parafin bloklara gomiilmistiir. 2-3 um kalinliginda kesitler
almarak doku kesitlerinde deparafinizasyon ve antijen retrieval islemleri
gerceklestirilmistir. Bu islemlerden sonra doku kesitleri % 1,5 blok serumda 30 dk.
37 °C’de inkiibe edilmis ve GFP antikoru (Santa Cruz Biotechnology) ile 4°C’de bir
gece inkiibasyona birakilmistir. PBS ile 3 kez yikama yapildiktan sonra doku
kesitleri sekonder antikor ile 60 dk. 37 °C’de inkiibe edilmistir. Kesitler DAPI (Santa
Cruz Biotechnology) ile kapatilarak Leica DMI 4000 Microsystems flouresan
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mikroskop ile incelenmistir (Negatif kontroller i¢in, ayn1 yontem uygulanmis fakat

primer antikor yerine PBS kullanilmistir).

3.11. SRY Geni

Deneysel ¢alismada Wistar albino disi ratlar kullanilmistir. MKH” ler ise Wistar
albino erkek ratlardan hazirlanmigtir. Kok hiicrenin  varligmi  deney grubu
hayvanlarda géstermek amaciyla SRY analizi ¢aligmasi i¢in oncelikle dokulardan

DNA izolasyonu yapildi.

3.11.1. Dokudan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin ticari olarak satilan Invitrogen- Mini Kit (PureLink)

kullanilmistir.

Kullanilan Reaktifler:

RNase A

Proteinaz A

Genomik digestion buffer
Genomik lysis buffer
Genomik wash buffer 1
Genomik wash buffer 2
Genomik elution buffer

Kas dokusundan elde edilen doku lizat1 -20 °C den ¢ikarildi. Oda 1sisinda ve
37 °C de inkiibasyonda ¢oziildii. Vortekslendi ve 12 000 rpm de 3 dk. santrifiij edildi.
Stipernatant alindi. Ependorf kurutma kagidi iizerinde ters c¢evrilerek kalan
stipernatant alindi. Her ornek i¢in ayr1 kurutma kagidi kullanildi. Her bir ependorfa
180 pl genomik digestion buffer sonra 20ul Proteinaz K eklendi. 55 °C da 4 saat
inkiibasyona birakildi. Her hangi bir partikiilii uzaklagtirmak i¢in max. hizda 3 dk.
santrifiij yapildiktan sonra siipernatant yeni ependorfa konuldu. Ependorflara 20ul
RNase A eklendi, 5sn vortekslendi, oda 1sisinda 2 dk inkiibe edildi. 200 pl
genomik lysis/ binding buffer eklendi ve vortekslendi. 200 pl etanol lizata eklendi,
5sn vortekslendi. Her bir ependorftan 640 pl alip etiketli spin column tiipe konuldu.
9500 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildikten sonra i¢inde sivi olan collectin

tiipti atilarak yeni collection tiip yerlestirildi. Wash buffer 1 den 500 pl column
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tizerine eklendi. 9500 rpm de 1 dk oda isisinda santrifiij edildi. Alttaki i¢inde sivi
olan collectin tiipler atildi ve yeni collection tiipler yerlestirildi. Wash buffer 2 den
500 pl column iizerine eklendi. 13 000 rpm de 3 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.
Collection tiipii ¢ikartildi ve spin column 1.5 ml lik steril mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi. Column {izerine 100 pl elution buffer eklendikten sonra oda 1sisinda 1
dk inkiibe edildi. 13 000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Bu sekilde tiiplerde
genomik DNA c¢okeltisi elde edildi.

3.11.2. Gerc¢ek zamanh PCR

Doku icerisinde Y-kromozomu tasiyan hiicrelerin belirlenmesi i¢cin SRY geninin
cogalmasi incelenmis ve bu gerekce ile gergek zamanli (Real-Time) PCR yontemi
kullanilmistir. DNA 6rnekleri SYBR igeren PCR karisimi (LightCycler 480 SYBR
Green I Master, Roche, Mannheim) igerisine eklenmistir. SRY ve Sox2 genlerine
ozgiin primerler reaksiyona eklenerek 95 °C, 15 sn ve 60 °C, 1 dakika kosullarinda
45 dongii yapilarak genler c¢ogaltilmistir. Her bir dongiideki cogalan genler
ortamdaki SYBR DNA boyasimin 1g1ma miktarindaki artig ile LC480 (Roche) Real-
Time PCR cihazi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar Cp degeri cihaz tarafindan
hesaplandiktan sonra delta-Cp degerleri grafik iizerinde gosterilmistir. Disi sican
dokularindan elde edilen DNA o6rnegi calismada negatif kontrol ve erkek sican
dokularindan elde edilen hiicrelerin DNA’s1 pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

Deneyler her bir 6rnek i¢in dort kez tekrar edilmistir.

3.11. istatiksel Analiz

[statistik analiz icin SPSS 15.0 programm kullanildi. Veriler aritmetik ortalama +
standart sapma ile gosterildi. SOD, CAT ve GSH-Px enzimleri i¢in Vvaryanslar
homojen oldugunda ikili karsilastirma i¢in Tukey testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi
p< 0.05 olarak kabul edildi. Kaspaz 3 enzimi i¢in veriler normal dagilima uymadigi
i¢in, degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Ikili gruplarin
karsilagtirmas1 i¢in Benferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildu.
Anlamlilik diizeyi p < 0.01 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu caligmada, kas hasar1 olusturulmus ratlarda, mezankimal kok hiicre
uygulamasinin antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px ile apoptozis
belirteci olan kaspaz 3 enzimi iizerine etkisi arastirildi. Elde edilen enzim degerleri

istatistiksel olarak degerlendirildi.

4.1. Siiperoksit Dismutaz Enzimi Aktivite Degisimi

Kontrol grubu (K) ve deney gruplarinin SOD enzimi aktivite degerleri karsilastirildi
(Cizelge 4.1.). Sadece kas hasar1 olusturulan gruplarda, KH+7 grubu SOD degeri K
grubuna gore diisiik iken KH+14 ve KH+21. grubu degerleri artis gostererek K grubu
degerlerine yaklagsmaktadir. KH+MKH gruplarinin SOD degerleri, K ve KH
gruplarina gore daha disik aktivite degerleri gostermektedir. K grubuna ile
KH+MKH+21 grubu karsilagtirildiginda, SOD aktivitesinde ki azalma istatistiksel
olarak anlamli (p:0,038) bulunmustur (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.).

Cizelge 4.1. SOD enzimi aktivite ve p degerleri

Gruplar AO =SS Ortanca(Min-Mak)

K* 994.75 + 538.89 874.30 (257.36-1984.8)

KH+7 476.99 +129.34 407.03 (359.58-668.65) 0.130
KH+14 764.76 + 422.08 771.47 (197.22-1491.24) 0.880
KH+21 814.03 £437.11 771.47 (162.44-1491.24) 0.959
KH+MKH+7 442.26 + 359.46 466.134 (51.11-1138.70) 0.069
KH+MKH+14 441.03 +281.87 418.44 (81.09-874.30) 0.068
KH+MKH+21* 374.92 + 268.31 504.13 (10.58-647.48) 0.038
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Sekil 4.1. SOD enzimi aktivitelerinin zamana gore degisimi
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Sekil 4.2. SOD enzimi aktivite degerleri grafigi (*: P < 0,05)
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Sekil 4.3. SOD enzimi aktivitesi

4.2. Katalaz Enzimi Aktivite Degisimi

K grubu ve deney gruplarinin CAT enzimi aktivite degerleri karsilastirilmistir
(Cizelge 4.2.). K grubuna goére deney gruplarinin CAT enzim aktivitesinde artis
gorilmistir. KH+14 (p:0,030) ve KH+MKH+14 (p:0,010) gruplarinin CAT enzim
aktivite degerlerindeki artis K grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. KH+21 gubunda CAT aktivitesi, KH+7 ve KH+14 gruplarina
gore az miktarda azalmasina ragmen K grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.
KH+MKH gruplarinda ise CAT enzim aktivitesinin  KH+MKH+7 ve
KH+MKH+14.gruplarinda arttiktan sonra KH+MKH+21 grubunda ise azalarak K
grubu degerlerine yakin degerler oldugu belirlenmistir. KH+21 grubuna gore
KH+MKH+21 grubu CAT aktivite degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.).

Cizelge 4.2. CAT enzimi aktivite ve p degerleri

Gruplar AO =SS Ortanca(Min-Mak) P
K* 10.89+ 3.59 11.63 (5.55-15.04)

KH+7 20.00+ 7.46 18.04 (10.39-31.84) 0.067
KH+14* 20.99+3.91 20.72 (16.59-25.38) 0.030
KH+21 18.63 £ 6.28 18.25 (10.33-31.77) 0.149
KH+MKH+7 19.25+£5.77 18.49 (10.58-26.90) 0.117
KH+MKH+14* | 21.84 + 8.79 19.16 (14.40-38.65) 0.010
KH+MKH+21 | 14.65+2.96 13.55(11.23-19.14) 0.882
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Sekil 4.5. CAT enzimi aktivite degerleri grafigi (*: P < 0,05)
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Sekil 4.6. CAT enzimi aktivitesi

4.3. Glutatyon Peroksidaz Enzimi Aktivite Degisimi

K grubu ve deney gruplarinin GSH-Px enzimi aktivite degerleri karsilagtirilmistir
(Cizelge 4.3). K grubuna gore deney gruplarinda GSH-PX aktivitesinin arttigi
belirlendi. K grubuna goére kas hasari olusturulan KH+ 14 (p:0,038) ve KH+21
(p:0,043) gruplarinda GSH-Px enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. K grubuna gére KH+MKH+14. grubundaki artis da istatistiksel olarak
anlamli (p:0,007) bulunmustur. KH+MKH+21 grubu

degerlerinin K grubu

degerlerine yakin oldugu goriillmistiir (Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9.).

Cizelge 4.3. GSH-Px enzimi aktivite ve p degerleri

Gruplar AO £SS Ortanca(Min-Mak) P

K* 17.47 £4.93 16.55 (11.21-25.98)

KH+7 27.12+7.53 26.74 (16.81-36.42) 0.070
KH+14* 27.95+£6.75 30.69 (18.34-36.42) 0.038
KH+21* 27.79 £5.44 29.16 (18.85-34.38) 0.043
KH+MKH+7 27.83+7.17 30.81 (14.01-34.64) 0.054
KH+MKH+14* 30.05£4.52 29.92 (24.45-37.18) 0.007
KH+MKH+21 22.07+9.30 21.90 (12.73-32.60) 0.850
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Sekil 4.8. GSH-Px enzimi aktivite degerleri grafigi (*: P < 0,05)
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Sekil 4.9. GSH-Px enzimi aktivitesi

4.4. Kaspaz-3 Enzimi Aktivite Degisimi

K grubu ve deney gruplarmin kaspaz-3 enzim aktivite degerleri karsilastirimistir
(Cizelge 4.4.). K grubuna gore deney gruplarinda kaspaz-3 aktivitesinin arttigi
belirlenmistir. KH grubunda en yiiksek deger KH+14 grubunda olup KH+21. grubu
degerlerinin K grubu degerlerine yakin oldugu goriilmiistir. K grubuna gore
KH+MKH+14 (p: 0,009) ve KH+MKH+21 (p: 0,003) grubu degerlerindeki artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tim c¢alisgma gruplari birbiri ile
karsilastirildiginda ise KH+21 grubuna gore KH+MKH+21 grubu kaspaz-3 enzim
aktivite degerlerindeki artis istatistiksel olarak anlamli (p: 0,006) bulunmustur (Sekil
4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.) .

Cizelge 4.4. Kaspaz-3 enzimi aktivite ve p degerleri

Gruplar AO £SS | Ortanca(Min-Mak) P
K* 0.336 £ 0.05 0.331 (0.27-0.43)
KH+7 0.402 £ 0.05 0.406 (0.33-0.46) 0.071
KH+14 0.444 £0.13 0.419 (0.25-0.61) 0.074
KH+21° 0.363 +0.06 0.379 (0.24-0.42) 0.247
KH+MKH+7 0.462 +0.14 0.453 (0.32-0.71) 0.039
KH+MKH+14* | 0.492 +0.14 0.440 (0.33-0.74) 0.009
KH+MKH+21*° | 0.504 + 0.12 0.469 (0.40-0.76) *0.003
° 0.006
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Sekil 4.12. Kaspaz-3 enzimi aktivitesi

4.5. Immiinohistokimyasal inceleme

Yapilan incelemelerde kas hasar1 olusturulup 24 saat sonra MKH uygulanan
KH+MKH gruplarinin 7., 14. ve 21. giin gruplarinda GFP’li mezankimal kok
hiicrelerin varlig1 belirlenmistir. Boylece MKH uygulamasi ile GFP’li MKH’lerinin
canli olarak hasarli bolgeye nakil edildigi gosterilmistir. Ratlarin soleus kasinda
olusturulan kas hasarli bolgede MKH’lerinin, morfolojik olarak kas hiicrelerine
farklilastig1r goriilmiistiir. K grubu ile karsilastirildiginda KH+MKH  gruplarinda

doku iyilesmesinin KH gruplara gore daha iyi oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.13.,
Sekil 4.14.).
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7. GUN 14. GUN 21.GUN

Sekil 4.13. K, KH+MKH gruplarina ait kas doku kesitlerinde GFP i¢in immiin
boyama sonuglari. Kas hasari olusturulduktan 24 saat sonra GFP* MKH
uygulamasi yapilmis olup KH+MKH grubunda GFP+ MKH’lerin
(oklar) hasarli kas dokusunda yerlestigi goriilmektedir.

KONTROL
GRUBU

KAS HASARI
GRUBU

KAS HASARI
+ MKH
GRUBU

7. GON 14. GUN 21. GUN

KONTROL
GRUBU

KAS HASARI
GRUBU

KAS HASARI
+ MKH
GRUBU

Sekil 4.14. KH+MKH grubunda GFP+ MKH’lerin (oklar) hasarli kas dokusunda
yerlestigi goriilmektedir.
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4.6. Akim sitometrik analiz sonuclari

Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akis sitometri cihazinda okutularak ve

analizi BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.15. Akim sitometrik analiz sonuglari

4.7. Y-Kromozomu Tasiyan Hiicrelerin Tespiti

MKH nakli yapilan KH+MKH grubu ratlarin soleus kaslarindan alinan dokular
KH+MKH 7 grubu D1, KH+MKH 14.grubu D2, KH+MKH grubu D3 olarak ve her
grupta hayvanlarda numaralandirilarak etiketlenmistir (Ornegin D1.8; KH+MKH+7.
grubundaki 8. deney hayvani olarak etiketlenmistir). Ratlardan alinan kas dokularinin
DNA izolasyonu sonrasinda 6rneklerde ger¢ek zamanli (Real-Time) PCR yontemi ile
Y-kromozom belirteci SRY genin varligt belirlenmistir. Cogalma sonrasinda
orneklerin SRY (Y kromozomu) ve Sox2 (3. kromozom) genlerinin oranlar
karsilastirilmistir. Marjinal deger araliginda SRY pozitif olan Ornekler grafik
alaninda mavi hat araliginda belirtilmistir (Sekil 4.15.). Bu alanin solunda yer alan
ornekler yiiksek pozitif (dokuda SRY+ hiicre sayis1 yiiksek) oranina sahipken
saginda yer alan 6rnekler az sayida SRY+ hiicre barindirmaktadir. Grafikte SRY geni
tagimayan (negatif) Ornekler gosterilmemistir. D2.3, D2.8, D3.1 ve disi si¢an
hiicrenin DNA’s1 (negatif kontrol) Sox2 geni tasidigi ama SRY geni i¢cermedikleri
belirlenmistir. Ornegin tamami SRY+ hiicrelerden olusan Y- (pozitif kontrol) en
yiiksek SRY/Sox2 oranmi vermistir. D1.5 ve D2.7 6rnekleri yetersiz olduklarindan

incelenememislerdir.
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Doku igerisinde nakil yapilan hayvanin hiicreleri ve nakledilen hiicreler
karigik olarak bulundugundan SRY geni orani her Ornek i¢in farkli ¢ikmistir. En
yiiksek SRY geni oran1 beklendigi gibi erkek hayvanin 6rneklerinde (pozitif kontrol)
rastlanilmigtir. Nakledilen hiicrelerin doku igerisindeki migrasyonu ve alinan doku
Orneginin nakil yapilmis bolgeden uzakligi gibi degiskenler analiz edilen hiicre

toplulugu icerisindeki SRY+ hiicrelerin  oranini  degistirmistir  (Sekil 4
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Sekil 4.16. Hiicre nakli sonrasinda dokularda Y-kromozomu tasityan hiicrelerin
tespiti
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5. TARTISMA

Serbest radikal molekiilleri eslenmemis elektron igeren, cok kararsiz, diger
molekiillerle ¢cok hizli reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek
i¢in elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir (Gokpinar vd, 2006). Normal
metabolizmanin siirdiiriilmesi ve hiicrelerde enerji tretimi igin zorunlu birgok
reaksiyonda serbest radikaller iiretilmektedir (Akdogan vd, 2000). Farkli metabolik
reaksiyonlarda oksijen tiiketimi nedeniyle olusan (Elmaksoud vd, 2015) serbest
radikaller cesitli dis etkenler araciligi ile de meydana gelebilir (Cakatay & Kayali,
2006). Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden makrofaj,
notrofil gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gerekli olsa da fazla iiretimi
hiicre 6limii ve doku hasar1 ile sonu¢lanmaktadir (Altan vd, 2006; Halliwell &
Gutteridge, 1992).

ROT’leri oldukga yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olup basta mitokondri
olmak {izere hiicre organellerinde gergeklesen normal metabolizma sonucunda
olusurlar. Ayrica iskemi-reperfiizyon, inflamasyon, radyasyon, yaslanma, yiiksek
oksijen basinci ve kimyasal ajanlara maruz kalma gibi nedenlere bagli olarak da
iiretilirler (Ozcan vd, 2015). Diisiik derisimlerdeki ROT’leri, hiicrelerin antioksidan
sistemleri tarafindan inaktive edildiklerinden énemli toksik etkilere neden olmazlar.
Oksijen radikallerininin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplami oksidatif
stres olarak tanimlanir (Kiling & Kiling, 2002). Oksidatif stres sonucu olusan
ROT’leri, hiicre i¢i proteinler {izerinde geri-doniisimlii veya geri-doniisiimsiiz
oksidatif hasara yol acarlar (Ozcan vd, 2015).

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere karsi viicutta
dogal bir savunma mekanizmasi vardir. Bu savunma mekanizmasini olusturan
bilesiklere antioksidanlar denir (Gokpmar vd, 2006). SOD, CAT ve GSH-Px’in
antioksidan aktiviteleri enzimatik antioksidan savunma olarak adlandirilmaktadir
(Diindar & Aslan, 2000; Altan vd, 2006). Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda
okside edilebilen ve diger bir substratin oksidasyonunu azaltan, engelleyen,
oksidasyona kars1 miicadele eden maddelerdir (Caylak, 2011). Hem direkt, hem de
dolayli olarak 1ilaclarin, ksenobiyotiklerin, karsinojenlerin ve toksik radikal
reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (Mercan,
2004). Saglikli hiicreler, SOD, GSH-Px ve CAT gibi selliiler antioksidan enzimleri
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kullanarak serbest radikalleri ortadan kaldirirlar (Aksoy, 2002; Kiling & Kiling,
2002).

Serbest radikallere karsi ilk savunma SOD enzimi ile gerceklesir (Seven &
Candan, 1996). SOD, oksijenden olusan ilk reaktif iiriin olan siiperoksit anyonunun
molekiiler oksijene ve daha az reaktif bir iirlin olan hidrojen perokside donilisiimiinii
katalizler (Dervis, 2011).

K grubuna gore, deney gruplariin SOD enzimi aktivite degerleri
karsilastirildiginda (Cizelge 4.1.) sadece kas hasar1 olusturulan KH+7 grubunda SOD
degeri K grubuna gore diisiik iken KH+14 ve KH+21 grubu degerleri artis gostererek
K grubu degerlerine yaklasmistir. Kas hasar1 olusturulup 24 saat sonra lokal olarak
MKH uygulanan KH+MKH gruplarinin SOD aktivite degerleri, K ve KH gruplarina
gore daha diisiik bulunmustur. K grubuna goére, KH+MKH+21 grubu SOD
aktivitesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli (p: 0,038)  bulunmustur.
KH+MKH gruplarinda, K ve KH gruplarina gére SOD enzim aktivitesindeki
azalmanin ortamda oksidatif stresin azalmasina bagh oldugu diistiniilmiistiir.

Potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H202’in
derhal ortamdan uzaklagtirllmas: gerekir (Kiling & Kiling, 2002). Memeli
hiicrelerinde H207’ in uzaklagtirlmast GSH-Px ve CAT enzimleri tarafindan
gerceklestirilir (Davies, 2000).

K grubu ve deney gruplariin CAT enzimi aktivite degerleri (Cizelge 4.2.)
karsilastirilldiginda K grubuna gore deney gruplarinin tiimiinde CAT enzim
aktivitesinde artis bulunmustur. Bu sonug, olusturulan kas hasar1 nedeniyle radikal
olusumunun arttigin1 buna baglh olarak CAT enzim aktivitesinde de artis oldugunu
disiindiirmiistiir. K grubuna goére KH+14 grubunda enzim aktivitesindeki artis
istatistiksel olarak anlamlidir (p: 0,030). K grubuna gore KH+MKH+14 grubu CAT
aktivitesindeki artis da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p: 0,010). Ozelikle
KH ve KH+MKH gruplarinin 14. giin degerlerindeki bu anlamli artis dikkat
cekmistir. Kas hasar1 olustuktan sonra 14. gin H202 olusumunun arttigini
distiniilmiistir. KH+14 grubu enzim aktivisinde artisin KH+21 grubunda az
miktarda diisme olmasina ragmen K grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. CAT
enzim degerleri KH+MKH+14 grubunda arttiktan sonra KH+MKH+21 grubunda
azalmis ve K grubu degerlerine yakin degerler bulunmustur. Bu durum kas hasari
olusturulan bdlgeye MKH uygulamasmin 21. giinde CAT aktivitesinin normal

degere yaklastirdigini diistindiirmektedir.
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Glutatyon  peroksidaz  (GSH-Px) hidrojen  peroksitin ~ ve  organik
hidroperoksitlerin indirgenmesini saglar (Giindiiz vd, 2001).

GSH-Px enzimi aktivite degerleri karsilastirildiginda (Cizelge 4.3.) K grubuna
gore deney gruplarinda GSH-PX aktivitesinin arttifi belirlenmistir. Bu artisin kas
hasarma bagli olarak olusan radikaller nedeniyle oldugu diisiiniilmiistiir. K grubuna
gore KH+14 (p: 0,038) ve KH+MKH+14 (p: 0,007) gruplarinda GSH-Px enzim
aktivitesindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu. CAT enzim aktivitelerinde
de KH+14 ve KH+MKH+14 gruplarinda anlamli artis belirlenmisti. K grubuna gore
KH+ 14 ve KH+MKH+14 gruplarinda GSH-Px ve CAT enzim degerlerindeki
anlamli artis dikkat ¢ekicidir. Memeli hiicrelerinde H2O>’ in uzaklastirilmasi CAT ve
GSH-Px enzimleri tarafindan gergeklestirildigine (Davies, 2000) goére kas hasari
olusturulduktan sonraki 14. giinde H20,’in boélgede artt1g1, buna baglh olarak CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinin de arttigi sdylenebilir. Bu sonug, CAT ve GSH-Px
enzim aktiviteleri agisindan MKH uygulamasimin 14. giinde fark yaratmadigini
diistindiirmiistiir. K grubuna gére KH+21 grubunda GSH-Px enzim aktivitesindeki
artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (p: 0,043). GSH-Px enzim degerlerinde
KH+MKH+21 degerlerinin deney gruplari degerlerinde en diisiik seviye oldugu ve K
grubu degerlerine yakin oldugu goriildii. CAT enzim degerlerinin de KH+MKH+21
grubunda azalmis ve K grubu degerlerine yakin degerler oldugu belirlenmisti. MKH
uygulamasinin  yapildigt KH+MKH+21 grubunda CAT ve GSH-Px enzim
degerlerinin azalmas1 ve K grubu degerlerine yakin seviye inmesi 21. giinde MKH
uygulamasmin oksidatif stresi azalttigi ve antioksidan bir etki gosterdigini
diigiindiirmiistiir. K grubuna gore KH+21 grubunda GSH-Px enzim aktivitesindeki
anlamli artis bu diisiincemizi desteklemistir. SOD enzimi aktivite degerlerinde
KH+MKH+21 grubunda ki anlamli azalma H202’in ortamda azaldigin1 gostermistir.
Azalan SOD aktivitesine bagli olarak KH+MKH+21 grubunda CAT ve GSH-Px
aktivitelerinin azalarak K grubu degerlerine yaklastig1 diistiniilmiistiir.

Lanza vd (2009), santral sinir sisteminin demiyelizasyonu, inflamasyonu ve
sinir dejenerasyonu ile karakterize olan ve etyolojisinde serbest radikallerinde etkili
oldugu insandaki multipl sclerosis hastaliginin deneysel modeli olan otoimmun
ensefalomiyelitte MKH c¢alismislardir. Calismalarinda, oksidatif strese maruz
birakilan néroblastoma hiicrelerinde in vitro olarak MKH’lerin antioksidan ve néron
koruyucu 6zelligi oldugu sonucuna ulagmislardir. MKH’lerin antioksidan 6zelligi

oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. /n vitro bir ¢alismada, MKH nin

83



oksidatif strese direngli oldugu ve bu direngte iirettigi SOD, GSH-Px ve CAT gibi
antioksidan enzimlerin etkisi ile oldugunu belirtilmistir (Poyrazoglu vd, 2013).

Normal sartlarda hasarli veya yash hiicreler, apopitozis olarak adlandirilan,
genetik olarak diizenlenen bir hiicre Oliim programiyla kendi kendilerini
oldiirmektedir (Aktug, 2014). Apoptozis siiresince kaspazlar 6nemli yer tutmaktadir.
Kaspaz-3 en 6nemli cellat kaspaz olarak bilinir ve baslatic1 kaspazlar olan kaspaz-8,
kaspaz-9 ya da kaspaz-10’un herhangi biri ile aktive edilir (Er6z ve vd, 2012).

Calismamizda apoptozis belirteci olarak kaspaz-3 enzim aktivite degerleri
Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.4.). K grubuna gore deney gruplarinda kaspaz-3 aktivitesinin
arttigr belirlenmistir. Deney gruplarinda kas hasari olusturulmus oldugu i¢in bu
sonuglarin olagan oldugu disiiniilmistir. KH+21 grubu degerlerinin K grubu
degerlerine yakin oldugu belirlenmistir. K grubuna goére MKH uygulanan
KH+MKH+14  (p: 0,009) ve KH+MKH+21 (p: 0,003) degerlerindeki artis
istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur. KH+MKH+14 ve KH+MKH+21
gruplarinda kaspaz-3 enzim degerlerindeki bu anlamli artisin nedeninin hasarlt
hiicrelerin apoptozise yonelmesi oldugu diisiiniilmiistiir. Tiim gruplar birbiri ile
karsilastirildiginda KH+21 grubuna gore KH+MKH+21 grubu kaspaz-3 enzim
aktivite degerlerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p: 0,006). K
grubuna gore, KH+MKH+21 grubundaki anlamli artis ile K grubu degerlerine yakin
degerler veren KH+21 grubuna gore KH+MKH+21 grubundaki anlamli artis
(p: 0,003) bu diistincemizi desteklemektedir.

MKH uygulamasmin anti-apopototik 6zelligi oldugunu belirten yayinlar
bulunmaktadir (Selek vd, 2014; Nyugen vd, 2010). Calismamizda ise MKH
uygulamasinin 14. giin ve 21. giinde apoptozisi arttirdigi yoniinde sonuglara
ulagilmistir. Elde edilen sonuglar arasindaki farkliliklarin uygulanan deney
protokolleri, incelen doku 6rneklerinden ileri gelebilecegi diisiintilmiistiir.

Sahin vd (2005), kok hiicrelerin genler ve dis uyaranlar gibi etkenlerle
aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre tiplerine doniisebildigini belirtmislerdir.
Viicudumuzdaki herhangi bir hiicre grubunda hasar veya 6liim meydana geldiginde,
kok hiicrelerin hangi hiicreye ihtiyac varsa o hiicreye doniistiigiinii agiklamiglardir.
Inan & Ozbilgin (2009), MKH’lerin, fibroblast, iskelet kasi hiicreleri gibi
mezodermal hiicreler ile mezodermal kokenli olmayan g¢esitli hiicre tiplerine
farklilagtiklarint  ve kok hiicrelerin  bir dokunun islevsel olarak yeniden

yapilandirilmasi o6zelligine sahip oldugunu belirtmislerdir. MKH’lerin, yetiskin
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omurgali tiirlerinin iskelet dokusuna, kemik, kikirdak, ilik stromasi ve yag
hiicrelerine farklilagtig1 bir ¢ok kaynakta bildirilmistir (Malgieri vd, 2010; Pittenger
vd, 1999; Alhadlag & Mao,2003). Can & Karahiiseyinoglu (2009), MKH’lerin, en
belirgin Ozelliklerinden birisinin alicida inflamasyonu ve immiinolojik yanitlari
baskilamasi oldugunu belirtmiglerdir. Uygulanan MKH’lerin hasarli bdlgede
ozellikle hipoksik, inflamasyonlu ve apoptotik alanlara yerleserek dokunun
rejenenarasyon ve tamirini olusturmaktadir. Hasarli bolgeye yerlesen MKH’ler
biyoaktif maddeler salarak lokal immun sistemin baskilanmasini, anjiogenezin
artmasini, serbest radikallerin azalmasini, fibrozis ve apoptozisin inhibisyonunu
saglamakta, ayrica dokuda bulunan kok hiicreler, iyilesmeyi, cogalmayr ve
farklilasmay1 uyarmaktadir (Kiroglu & Aksu, 2015). Deniz vd (2015), MKH’leri,
diger kok hiicreler gibi kendi kendilerini yenileme ve viicudun diger hiicrelerine
dontigebilme kapasitesine sahip multipotent kok hiicreler olarak tanimlamis ve kas,
kikirdak, kemik, yag dokusu, tendon gibi dokulara farklilagabildiklerini
belirtmislerdir. Farklilasma ozellikleri yani sira trofik, parakrin, anti-apoptotik ve
immunomodulatuar 6zellikleri nedeniyle hasar sonrasi hastaya 6zel hiicreler olarak
tanindiklarini belirtmislerdir.

Deprem, gociik, trafik kazasi, is kazasi gibi nedenlerle bir ¢ok insan ezilme
tarz1 kas hasarima maruz kalmaktadir. Bu tiir yaralanmalarda miidahale stiresi
diistintilerek 24 saat sonra MKH uygulamasi yapilmstir.

GFP’li MKH verilen KH+MKH grubu hayvanlardan alinan kas dokusu
kesitlerinde, immiinohistokimyasal boyama yapilarak mikroskobik olarak incelemis
ve GFP’li MKH’lerin varligr goriilmistiir. Ger¢cek zamanli PCR analizi ile
KH+MKH grubu hayvanlardan alinan kas doku orneklerinde biiyiik ¢ogunlukla Y-
kromozomu tastyan hiicrelerin varligi tespit edilmistir. Bu sonuclar, MKH’lerin
hasarli bolgeye nakil isleminin gergeklestigini gostermistir. Nakledilen hiicrelerin
doku igerisindeki migrasyonu ve alinan doku Orneginin nakil yapilmis bolgeden
uzaklig1 gibi degiskenler analiz edilen hiicre toplulugu icerisindeki SRY+ hiicrelerin
oranini degistirmistir (Sekil 4.15.).

Immiinohistokimyasal incelemede GFP+ MKH’ler ¢izgili kas morfolojisinde
goriilmistiir. Bu sonuglar bolgedeki hasarli hiicrelerin apoptozise yoneldigi ve GFP+
MKH’lerin de kas hiicrelerine doniiserek bu hasarli hiicrelerin yerini aldig1 seklinde

yorumlanmustir (Sekil 4.13, Sekil 4.14.).
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Selek vd (2014), yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, nuks yirtiklarini azaltmak
icin bagvurulan MKH uygulamasinin, muhtemel anti-apoptotik etkileri sayesinde
tendonun giiclinii  arttirdigini  belirmislerdir. MKH uygulamalarimin tendon
tyilesmesinin ge¢ donemlerinde perkutan olarak etkili bir sekilde kullanilabilecegi
seklinde yorum yapmuglardir.

Nyugen vd (2010), deneysel olarak domuzlarda myokardiyal enfarktiisii
takiben koroner damar ici MKH koékenli bliylime faktorleri uygulamasi sonrasi fibréz
doku olusumu ve apopitozda azalma gozlemlemislerdir.

Von Roth vd (2012) rat soleus kasinda ezilme tarzi kas hasari olusturulan
ratlara bir hafta sonra selektif damar i¢i yoldan MKH vermisler ve kontrol grubuna
gore kas giliciinde anlamli diizelme tespit etmislerdir. Ancak sistemik uygulanan
MKH?’leri soleus kasinda histolojik olarak gosterememislerdir.

Von Roth vd (2013), rat soleus kasinda ezilme tarzi kas hasari olusturulan
ratlara 7 giin sonra lokal sekilde MKH vermisler ve 28 giinde kas giiciinde anlamli
iyilesme tespit etmislerdir. Ancak histolojik olarak fibrozis acisindan bir fark
gérmemislerdir.

Winkler vd (2012) rat soleus kasinda ezilme tarzi kas hasari olusturulan
ratlara hasar aninda ve 7. giinde lokal olarak MKH uygulamislar ve 4 hafta sonra
fonksiyonel kas rejenerasyonu kas kasilmasi agisindan bir fark gérememislerdir.

Yapilan bu ¢alismalardan farkli olarak ¢alismamizda, hasardan 24 saat sonra
GFP+ MKH nakli gergeklestirildi ve 7., 14. ve 21. giinlerde SOD, CAT, GSH-Px ve
kaspaz-3 enzim aktiviteleri l¢iilmiistiir. MKH’lerin hasarli bolgelye nakil isleminin
gerceklestirildigi, SRY ve Sox2 genlerinin oranlarinin karsilastirilmas: ve GFP+

MKH’lerin imminohistokimyasal boyanmasi ile gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda K grubuna gore, SOD enziminde KH+MKH+21.giinde istatistiksel
olarak anlamli azalma ile CAT ve GSH-Px enzimlerinde KH+MKH+21.giin
degerlerinin K grubu degerlerine en yakin degerler olmast MKH uygulamasinin 21.
giinde antioksidan oOzellik gosterdigi seklinde yorumlanabilir. CAT ve GSH-Px
enzim degerlerinin KH+14. giin ve KH+MKH+14.gilin gruplarinda K grubuna goére
gosterdigi istatistiksel olarak anlamli artis dikkat ¢ekici bulunmustur. Kas dokusunda
hasar olusturulduktan sonra 14. giinde oksidatif stresin artigi buna bagli olarak
antioksidan enzimlerin aktivitesinde de artis oldugu diistiniilmiistiir. GSH-Px enzim
degerlerinde K grubuna gore KH+21. giin grubunda istatistiksel olarak anlamlr artig
bulunmusken KH+MKH+21.giin degerlerinin K grubu degerlerine en yakin degerler
olmas1t MKH uygulamasinin 21. giinde antioksidan 6zellik gosterdigi yorumumuzu
desteklemistir. Kaspaz-3 enzim aktivite degerlerinde K grubuna gore
KH+MKH+14.giin ve KH+MKH+21. giin degerlerindeki istatistiksel olarak anlamli
artis kas hasar1 olusturulan bolgedeki hasarli hiicrelerin apoptozise yoneldigi ve
MKH’lerin kas hiicrelerine doniiserek bu hasarli hiicrelerin yerini aldig1 seklinde
yorumlanmigtir. K grubu degerlerine yakin degerler veren KH+21. giine gore
KH+MKH+21. giin grubundaki kaspaz 3 enzim degerlerindeki anlamli artis bu
yorumumuzu desteklemektedir.

Calismamizda 7., 14., ve 21. giinlerdeki enzim aktivite diizeylerine gore
tartisma yapilmistir. Bu calismadan elde edilecek sonuglarin insanlarda, trafik
kazalari, is kazalar1, deprem, gogiik gibi nedenlerle olusabilecek kas hasarlarinin kok
hiicre ile tedavi edilebilmesi noktasinda katkisi olabilecegi diisiiniilmistiir. Elde
edilen bilgilerin, farkli bir ¢ok calismaya da katkis1 olacagi diistiniilmektedir. Kas
hasarinda MKH uygulamasinin apoptozis ve antioksidan enzimler {izerine daha uzun

donemdeki etkisinin arastirilmasinin faydal olacagi kanisindayiz.
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