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Apoptoz, organizmanin ihtiyac duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya
hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldirilmasimi saglayan ve genetik olarak
kontrol edilen programli hiicre slimiidiir.'® Apoptozis, hiicre 6liimiinii tetikleyen fizyolojik veya
patolojik stimiiliis ile indiiklenmekte, uyar1 hiicresel 6liim uyarisina doniismekte, proteolitik
kaskadlarin  aktivasyonu ile baslamakta ve Olen hiicre fagositoz ile ortamdan
uzaklalstmlmalktaldu.12 Apoptozis, insanlarda ve pek ¢ok canlida normal intrauterin gelisme ve
eriskin yasami icin hayati 6nem tasimaktadir. Insanlarda apoptotik mekanizmanin bozulmasi
kanser, otoimmiin ve norodejeneratif hastaliklarin gelismesine neden olabilir. Bu hastaliklarda
apoptozu kontrol eden mekanizmalarin anlasilmasi yeni tedavi ¢abalarina kapi agabilecegi icin
onemli goriinmektedir.

Hiicrelerin maruz kaldig1 hipoksi, 1s1, antikanser ilaclar, radyasyon, gamma ve ultraviyole
1sinlart gibi dis etkenler apoptoza neden olabilmektedir. Bu etkenler DNA hasar1 olusturarak
hiicrede apoptoz meydana getirirler. Hiicre, 6liim icin aldigi uyan ile protein denatiirasyonu,
erken DNA degredasyonu ve/veya mitokondriden serbest oksijen radikalleri salinimi sonucu
hasara ugramaktadir. Memelilerde apoptozisi regiile eden gen bax genidir. Bu gen p53 tarafindan
aktive edilerek apoptozisi indiiklemektedir. Apoptozisi inhibe eden genler de bcl-2 ve bcl-x
genleridir. Bax ve bcl-2 genleri mitokondriyal membran permeabilitesini degistirerek sitokrom c

saliverilmesini artirmak ve azaltmak suretiyle pek cok hiicre proteinini yikima ugratan kaspaz



enzim sistemini sirasi ile aktive veya inhibe etmekte ve bu yolla apoptozisi kontrol altinda
tutmaktadir.'?

Apoptotik hiicre oliimii gozde, retinal noral dejenerasyonun son basamagi olarak kabul
edilmekte malignensi, retinitis pigmentoza, travmatik retina dekolmani, proliferatif diyabetik
retinopati, iskemi durumlarinda gériilmektedir.57’66’133 Intraokiiler basinci artirmak, fotosensitif
boya enjeksiyonu ile beraber lazer 1s1n1 vererek arteri tikamak, intraokiiler basinci arttirmak
suretiyle olusturulan iskemi modellerinde yapilan caligmalarda 60 dakikalik iskemi periyodunu
takiben reperfiize edildikten 4 saat sonra apoptotik degisikliklerin olustugu, 24 saat sonra kaspaz-
1 ve kaspaz-3’iin upregiile oldugu belirlenmistir.”>'*"

Bu calismanin amaci, deneysel olarak ratlarda iskemik okiiler sendromun modifiye
edilmis bir sekli olan karotid arter okliizyonu ve reperfiizyonu ile olusturulan apoptotik

degisiklikleri incelemek ve olusan bu hiicre 6liimiiniin doku koruyucu etkinligi belirlenmis olan

iloprost ve kaptopril ile onlenip 6nlenemedigini aragtirmaktir.

GENEL BILGILER

GO0z, insan viicudunda en iyi perfiizyona sahip olan organlardan birisidir. Perfiizyondan
sorumlu ana vaskiiler sistem goziin i¢ tabakalarinin perfiizyonunu saglayan retinal damarlar ve
diger dokular1 besleyen siliyer damarlardir. Goziin vaskiiler destegi esas olarak internal karotid
arterin ilk dali olan oftalmik arter yolu ile olmaktadir. Major dallar1 olan santral retinal arter
retinanin i¢ 2/3 kismini beslerken, posterior silier arterler 1/3 dis kismi besler.

Retina, dista retina pigment epiteli ve icte 6 tip néron ve aralarinda miiller hiicrelerinin

bulundugu noral retinadan olusur. Histolojik olarak 10 tabakadan olugsmaktadir. Distan ice dogru



bu tabakalar: Retina pigment epiteli tabakasi, fotoreseptor tabakasi, dis limitan membran, dig
niikleer tabaka, dis pleksiform tabaka, i¢ niikleer tabaka, i¢ pleksiform tabaka, gangliyon hiicre
tabakasi, sinir lifi tabakas1 ve i¢ limitan membran tabakasi seklindedir.

Dis niikleer tabaka koni perikaryumlar1 en dista yerlesecek sekilde fotoreseptor hiicre
govdelerinden olusurken dis pleksiform tabaka fotoreseptor hiicrelerin, horizontal ve bipolar
hiicrelerle sinaps yaptig1 tabakadir. Horizontal hiicreler, bipolar hiicreler, miiller hiicreleri ve
amakrin hiicreler i¢ niikleer tabakada bulunurlar. I¢ pleksiform tabaka ise bipolar, amakrin ve
gangliyon hiicrelerinin sinaps yaptig1 tabakadir. Sinir lifi tabakas1 optik siniri olusturmak iizere

toplanan gangliyon hiicre aksonlar tarafindan olusturulur.

APOPTOZIS

Yasamakta olan hiicreler iki farklt mekanizma ile oOliirler. Bu mekanizmalar nekroz ve
apoptozistir. Nekroz; hipoksi, asir1 1s1 degisikligi, toksinler gibi hiicre disindan gelen cesitli
fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik hiicre oliimiidiir. Apoptozis ise
yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla iiretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli
hiicrelerin organizma i¢in giivenli bir sekilde yok edilmesini saglayan ve genetik olarak kontrol
edilen programli hiicre oliimiidiir. Nekroz patolojik bir olaydir. Apoptozis ise fizyolojik veya
patolojik uyaranlarla olusabilir. Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozda hiicre icine
asir1 s1vi girmesi sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir. Nekrozda kromatin
patterni hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini
niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve kondanse olur. Nekrotik hiicrede plazma membrani
biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin cikisi gerceklesir. Oysa

apoptotik hiicre membran1 intaktir ve {izerinde kii¢iik cepcikler olusur. Nekrotik hiicre sonra



lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla
kaphdir ve degisen miktarlarda nukleus veya diger hiicre ici yapilar igerirler. Bu apoptotik hiicre
veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan
fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz. Nekrozda ise plazma membraninin biitiinligi
bozulup hiicre iceriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir.

Yunanca’da apo= ayri, ptosis= diisen anlami tagiyan apoptosis terimi biyolojik bilimler
literatiiriinde ilk defa iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda
kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir
hiicre oliim tipi olarak tanimlanmistir. Apoptozis, uzun siire aragtirmacilarin ¢ok ilgilenmedikleri
bir alan olarak kalmistir. Fakat apoptozisin gelisim biyolojisinde, normal doku “turnover’inda ve
immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 gibi bazi 6nemli fizyolojik siireclerdeki rolii
ortaya ciktikca onemi de hizla artmistir. Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve
hiicrelerinde siirekli olarak olugmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir. Cok
hiicreli canlilarin normal ve dogru gelisimleri se¢ilmis bazi hiicrelerinin apoptozisle dlmesine
baghdir. Ornegin insan embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan perdelerin, buradaki
hiicrelerin apoptozisle 6lmesi sonucu kayboldugu diisiiniilmektedir. Yapim (mitozis) ile yikim
(apoptozis) arasinda kontrollu bir denge vardir. Bu dengenin apoptozisin lehine veya aleyhine
bozulmasi bircok ©nemli hastaligin patogenezine katkida bulunur. Olmamasi gerekirken
gerceklesen apoptozis veya hizlanmig ya da tam tersine yavaslamis apoptozis organizma icin
tehlikelidir. Apoptozisin gereksiz yere olustugu veya hizlandig: hastaliklara 6rnek olarak AIDS,
norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard
enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken; apoptozisin yavasladig1 hastaliklara 6rnek
olarak ise otoimmiin hastaliklar ve kanser verilebilir. Goriildiigii gibi apoptozis organizmada

dogru bir sekilde islemelidir.



Apoptozisin en onemli 6zgiin yonii DNA’nin internukleozomal bolgelerden yaklasik 180-
200 baz cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde parcalanmasidir.
DNA’y1 parcalayan bir Ca/Mg-bagimli endoniikleazdir. Ayrica, DNase I ve II'de DNA
parcalanmasindan sorumludur. Hangi parcalayict enzimin rol alacagi hiicre tipine ya da uyaranin
ozelligine gore degisebilir. Apoptotik hiicrede goriilen énemli degisikliklerden biri normalde
plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserinin erken evrede membranin dis yiiziine
dogru transloke olmasidir “phosphatidylserine translocation”. Bu mekanizma apoptotik
hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar.

Apoptozisin genetik kontrolii ile ilgili bilgilerin ¢ogu bir nematod olan Caernorhabditis
Elegans’dan elde edilmistir. Bu genler ced 3, ced 4, ced 9 ve egl’dur. Ced-3 ve ced-4
proapoptotik genlerdir. Ced-3 ve 4’iin etkileri antiapoptotik etkili ced-9 ve egl genleri ile kontrol
edilir. Memelilerde yapilan calismalarda bu genlerin analoglar1 tespit edilmistir. Memeli
hiicrelerinde apoptoziste rol alan kaspazlar ced-3 analogudur ve bu giine kadar 14 kaspaz tipi
belirlenmistir. Ced-4’iin memeli hiicrelerindeki homologu apoptozis aktive edici faktor-1

(apoptotic protease activating factor-1=APAF-1)’dir. Ced 9 ve egl analogu ise bcl-2 genidir.

Apoptozisin modiilatorleri:

Apoptozis cok sayida ve cesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi
iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller
(mitokondri) bulunmaktadir. Baz1i mediatorler hiicre tipine 6zgiindiir, bazilar1 da apoptotik
stimulusun cesidine gore farklilik gosterebilirler. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre icine siirekli
kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz

aktivasyonunda, gen regiillasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti



organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin gerceklesmesi icin
esansiyel degildir.

Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (bax, bad, bid, bcl—XS), bir
kisminin ise inhibe ettigi (bcl-2, bel-X) genis bir ailedir. Fizyolojik sartlarda hiicre iginde bcl-

2/bcl-x ve bax genleri denge halinde bulunmaktadir. Fakat bu durumu bax gen aktivasyonu
yoniinde bozan faktorler sonucu hiicrede apoptozis baslamaktadir. Bu ailenin iiyeleri kendi
aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin
pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif oranina baghdir. Bel-2 6zellikle mitokondri dig
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve
apoptotik uyart alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir, burada kiigiik delik¢iklerin
“pore” olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonu¢da sitokrom c ve
apoptozis-indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’iin (apoptosis-inducing factor) mitokondriden
sitozole ¢ikmasini saglar. Bcl-2 nin ayrica mitokondri ile olan iliskisinden dolay1 antioksidan bir
etkiye sahip oldugu ve boylece oksidan stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi
bulunmustur.

pS3 gen ailesi hiicre i¢inde olduk¢ca Onemli rollere sahiptir. Bunlardan birisi; hiicre
siklusunun durdurulmasi, bir digeri ise hiicre Sliimiiniin aktive edilmesidir.”* pS53, hiicrede bir
sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 (“single or double-strand breaks”,
niikleotid eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1
fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sim1 tamir edebilmesi icin zaman kazandirir. Eger DNA hasari
tamir edilemeyecek kadar biiyilkse bu durumda p53 apoptozisi indiikler. p53’iin apoptozisi
indiiklemesi bax’in ekspresyonunu artirmasi bodylece bcl-2/bax oranini degistirmesi yoluyla

gerceklesir. Fakat bax gen aktivasyonu icin tek gecerli mekanizma, p53 aktivasyonu degildir.128



Bazi viriisler (insan papillom viriisii, Epstein-Barr viriisii, adenoviriis tip 12) ya p53’ii inaktive
ederek ya da bax’a baglanarak apoptozisi bloke ederler, boylece bu hiicrelerin enfekte ettikleri
hiicreler dogal hiicre 6liim mekanizmasindan kurtulduklarindan  viriisle-indiiklenen
karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar. p5S3 ayrica bir transkripsiyon faktorii olan Mdm?2
(murine double minute 2) tarafindan da ya transkripsiyonu “down” regiile edilerek ya da
kendisine baglanilarak hem aktivitesi inhibe edilir hem de yikimi hizlandirilir. Fakat, DNA’nin
hasarlanmas1 halinde p53’iin fosforilasyonu artar ve buna bagli olarak da Mdm2’den ayrilr,
boylece yarilanma omrii uzadigi i¢in de aktivitesi artar.

Sitokrom c¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir. Son yillarda anlasilan 6nemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma oturmustur.
Bu yiizden de sitokrom c’nin mitokondriden stoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis
bir hiicrede irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c, mekanizmas1 heniiz tam
olarak aydinlatilamamis bir sekilde mitokondriden AIF ile birlikte stoplazmaya salinir. Sitokrom
¢ stoplazmik protein olan Apaf-1’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla
apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif
kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive
eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease=ICAD) inaktiflestirir, boylece ICAD’in bagladig1 kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz (caspase-activated deoxyribonuclease=CAD) serbestlesir ve bu da
apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondansasyonuna ve oligoniikleozomal
DNA fragmantasyonuna neden olur. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi
gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz apoptozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apoptozis
yine mitokondriden saliverilen bir faktor olan AIF’in etkisiyle gerceklestirilir. Fakat, AIF’in

etkiledigi niikleazin ne oldugu heniiz bilinmemektedir.*’
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Kaspazlar (caspases), zimojen (inaktif prekiirsor) olarak stoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir.
Su ana kadar 14 tanesi tammmlanmistir ve ¢ogu apoptozisde rol almaktadir. Kaspazlar birbirlerini
aktiflestirerek preteolitik bir kaskada neden olurlar. Bazilan (kaspaz-2, 8, 9, 10) baslatici
kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (kaspaz-3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Baglatici
kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor
kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer
membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP))
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ik tanimlanan
enzim interlokin 1-f doniistiiriicii enzim (ICE)’dir ve prokaspaz-1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadi,
sitokrom c’nin stoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz-9’un aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi
gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine neden olabilirler. Bir kaspaz inhibitorleri ailesi
olan IAP’lar (inhibitors of apoptosis) kaspazlar selektif olarak inhibe ederler, boylece apoptotik
mekanizmay1 durdururlar. Bu inhibitorler bircok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese
edilmektedirler. IAP’lar ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek apoptozisi durdurabilirler.
Kaspazlardaki defektler otoimmun hastaliklara, kansere ve bazi norolojik bozukluklarin
olusumuna katkida bulunabilir.® Hatta, kaspaz-8’in noroblastomada tiimor siipressorii olarak
islev gordiigii bulunmustur.’ 16

Seramid, membrana bagli asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iiriiniidiir. Plasma
membran hasarina kars1 bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir.

Granzimler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya timor hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve granzimler normal olarak sitotoksik lenfositlerin
ve Natural Killer hiicrelerin stoplazmik graniillerinde bulunurlar. Sitotoksik lenfositlerin hedef

hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef hiicrenin membraninda porlar meydana
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getirirler. Perforin porlar sitozolik kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol acar. Beraberinde
salgilanan ve bir serin proteaz olan granzimin de bu porlar araciligiyla hiicreye girmesiyle hiicre
icinde prokaspaz-8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz kaskadi baslatilir. Bu da enfekte hiicreyi

(veya kanser hiicresini) apoptozise gotiiriir.

Apoptozisin indiiklenmesi:

Apoptozisi baslatan nedenler cesitlidir. Apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri
olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekrozis faktor reseptorii-1 (TNFR-
1)’in ilgili ligandlan ile etkilesime girmesi sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri
membranda bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi
tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. Ilgili ligandina Fas ligand (FasL)
denir. FasL, timor nekroz faktor (TNF) ailesinin bir {iyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve
Natural Killer hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarisi
almis olduklarindan bir seri protein:protein interaksiyonlarindan gecerler. Oncelikle kendilerine
dogal olarak bagli bulunan ve Oliim bolgeleri (death domain) adi verilen TRADD (TNFR-1
associated death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile interaksiyona girerler. Bu
o0lim bolgeleri ise prokaspaz-8’i aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarimi
baslatirlar. Hiicre i¢cinde ayrica bu 0liim bolgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadir.

Ornegin, kaspaz-8 (FLICE) FLIP (FLICE-inhibitory protein)’i inhibe eder.

Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit olarak p53’iin
indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’in

indiiksiyonuna yol agararak apoptozisi baglatir. p53 bax’in indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve
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DRS5 gibi hiicre ylizey oOliim reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi
baslatabilir. Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitokondri hem
plazma membrant hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara baglh olarak da
baslatilabilir. Apoptozisi biiyiime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir. Hiicre
kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum acligina maruz birakilirlarsa apoptozisle oliirler.
Buradaki mekanizma, apoptozis indiikleyici bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna baglh
olarak gerceklesir. Ayrica, pro-apoptotik bir bcl-2 ailesi iiyesi olan bad’in fosforillenememesi
sonucu aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi baglatici bir faktdr olan sitokrom c’nin
stoplazmaya saliverilmesi yoluyla da apoptozis gerceklesir. Apoptozisi baslatan bir bagka neden
ise, sitotoksik T lenfositlerinden saliverilen granzimlerin hedef hiicrede (Orn. viriisle enfekte

hiicre veya kanser hiicresi) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir.

Mitokondrinin Apoptozisteki Rolii:

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu goriilmiistiir. Bu
yiizden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden stoplazmaya saliverilmesi)
apoptotik siirecde irreversibl noktayir gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en onemli
faktor bcl-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin tiyelerinin
mitokondri lizerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin stoplazmaya saliverilmesi gerceklesir
(apoptozisin baslamasi) veya sitokrom c’nin stoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozisin
inhibisyonu). Mitokondrial membran permabilitesinin artis1 sitokrom c¢ salinimi agisindan
onemlidir. Mitokondrinin i¢ membraninda transmembran potansiyelinde diisme (PT=
permeability transition) sonrasinda mitokondride Onemli degisiklikler meydana gelir. PT ve

takiben olusan sitokrom c salinimi apoptoziste en kritik olaylardir. PT; ic membranda genis bir
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por olusumu (PT pore) sonrasinda meydana gelmektedir. PT por, i¢ ve dis mitokondriyal
membranlarin temas halinde olduklar1 noktalarda, bulunan multiprotein komplekslerinden
meydana gelmektedir.*® Mitokondrinin dis membraminda porin ya da voltaj bagiml anyon kanali
(VDAC) i¢ membranda ise adenin niikleotid translokatdr (ANT) isimli protein bulunmaktadir.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve cyclophillin D, bu proteinlerle etkilesirler. PT por,
normalde mitokondride matriks Ca" diizeyi, pH, elektrik potansiyeli ve voliim ayarlamasi
yapmaktadir. Fakat apoptozis sirasinda, porlar acilir ve oksidatif fosforilasyon meydana gelir ve
mitokondride sisme meydana gelir. Bir teoriye gore bu sisme, membran riiptiiriine ve membran
aras1 bosluga sitokrom c salinimina neden olmaktadir. Bir diger alternatif teoriye gore ise, PT por
acilimi sitokrom ¢ bagimli kaspaz aktivasyonundan sonra olmaktadir.”” Buna gore sitokrom
salintmi mitokondri dis membraninda bax proteinin baglandig spesifik protein kompleksi
tarafindan yiiriitilmektedir. Bax proteininin, ANT proteini ile baglanti kurup apoptozisi
indiikledigi ve sitokrom salmimmm arttirdigi gosterilmistir.®' Alternatif olarak, bcl-2 proteini de
por agilmasini engellemektedir ve bunu VDAC proteini ile etkileserek yaptigi diisiiniilmektedir.*
Sonug olarak, yukarida da belirtildigi iizere bcl-2/bcl-x sistemi bir etkisini de, dolayli yoldan

sitokrom c salinimini engelleyerek gostermektedir.

Bcl-2 Ailesi:

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki grupdan olusur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik,
apoptozisi indiikleyici, etkiye sahiptir. Digeri ise anti-apoptotik, apoptozisi baskilayici, etkiye
sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden stoplazmaya saliverilmesini
indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun

isleyisi yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baghdir.
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Yapilarindaki BH1, BH2, ve BH3 bolgeleri hidrofobik cep’i olusturur. Amfipatik a-heliks, BH3
bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2 ailesi iiyesinin BH3 bolgesine
baglanirlar. Pro-apoptotik iiyeler kendi i¢inde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt grublardan biri
yapilarinda her ii¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de iceren iiyelerden (6rn., bax, bak), digeri ise
sadece BH3 bolgesini iceren iiyelerden (bid, bad, bim) olusur. Anti-apoptotik iiyelerde ayrica
BH4 bolgesi bulunur. Bu bolgenin, apoptozisin diger hiicresel yollarla iliskisini kurdugu
diistiniilmektedir. Anti-apoptotik iiyeler, dogal olarak intrinsic sitokrom c’nin saliverilmesini
baskilama o©zelligine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik iiyelerin anti-apoptotik iiyelerle
baglanmas1 halinde bu inhibitor etki ortadan kalkar ve sitokrom c saliverilmesi gerceklesir. Bu
yiizden, pro ve anti-apoptotik iiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki secenegi belirler. Anti-
apoptotik tiyelerin asir1 ekspresyonlarinin apoptozisi baskiladigi oysa pro-apoptotik tiyelerin asir
ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi iiyelerinin en
iyi bilinenleri: bcl-2, bel-X1, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanlar1 ise bax, bcl-Xs, bad, bim, bak,
bok, bid’dir. Bcl-2/bcl-x ve bax gen modiilasyonu, pS3 gen modiilasyonundan daha komplikedir.
pS3 geni disinda bcl-2/bcl-x ve bax genlerini baska faktdrler de modiile etmektedir. Bu
proteinlerden birisi bag-1 proteinidir. Bu molekiiliin bcl-2 proteinine baglandigi ve bcl-2’nin,

bax’a olan afinitesini arttirdig1 bilinmektedir.'"?

Bcl-2 gen ailesinin bir diger iiyesi olan bad, bcl-x
proteinine baglanmaktadir ve bcl-x ve bax’in ayrilmasini saglamaktadir.'*

Bcl-2 ve bax ile ilgili yapilan caligmalar, bu ailenin farkli antiapoptotik mekanizmalara
sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bazi calismalarda bcl-2’nin reaktif oksijen radikallerini
tutarak etki gosterdigi savunulmaktadir.” Bir calismada ise, bcl-x geninin, mitokondri dis zarinda

122 . .
Bunun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle

sisme ve riiptiire engel oldugu savunulmaktadir.
birlikte, bcl-x ve bax proteinlerinin her ikisinin de mitokondrinin i¢ zarinda bulunan ve por

olusumuna katkida bulunan proteinlerle etkilesime girdigi diisiiniilmektedir. Bu por yapist ve
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mitokokondriyal membran permabilitesi, apoptotik siirecteki bir cok mekanizmayla yakindan
iligkilidir.

Bu mekanizmalar disinda bcl ailesinin bir diger koruyucu etkisi, bcl-x’in proteolitik
kaspaz kaskadinmi inhibe etmesi ile iliskilidir.1 Bu durum, bcl-x’in Apaf-1 olarak adlandirilan
diizenleyici proteine baglanmasi sonucu olusmaktadir. Bu molekiil kaspaz sistemi aktivasyonu
icin oldukca gereklidir. Retina ganglion hiicrelerinde; p53 ve bcl-2 gen ailesinin retinal iskemi
sonrasinda aktif olarak apoptotik hiicre Oliimiinde rol oynadigi yapilan calismalarda
gtjsterilmistir.lo2 Fakat gelisimsel apoptozisde ve optik sinir hasarinda ortaya cikan retina

ganglion hiicre 6liimiinde daha ¢ok bax proteini sug;lalnrnalktaldlr.51

Bcl-2 ailesinin mitokondri tizerindeki etkileri:

Bid’in kirilmasi: Bid, bak ve bax gibi pro-apoptotik bcl-2 ailesi iiyeleri normalde
hiicrelerde sessiz halde bulunurlar. Bu proapoptotik iiyeler aktive edildiklerinde sitokrom c¢’nin
stoplazmaya saliverilmesini saglarlar. Bid’in kirilmasina, dolayisiyla aktiflesmesine, yol acan
etken kaspaz-8’in aktivasyonudur. Aktif kaspaz-8, bid’i kirar; boylece, 15 kDa’luk bir karboksi
terminal fragmani olusur. Bid ayrica diger hiicre yiizey 6lim reseptorleri olan TNF ve TRAIL
araciligiyla da aktiflesir. Bid’i “knock out” yapilmig fare hepatositlerinde TNF veya anti-Fas ile
apoptozis indiiklenmeye calisilirsa, bu farelerde apoptozis olusmaz. Bu deney, bid’in hiicre yiizey
oliim reseptorlerinden gelen apoptotik sinyalin mitokondriye iletilmesinde rol aldigini, boylece
Olim reseptorleri ile mitokondrinin baglantisini sagladigini gostermektedir. Olusan bid fragmani
BH3 bolgesine sahip oldugundan diger proapoptotik bcl-2 ailesi iiyelerle interaksiyona girerek

onlarin normalde bulunduklar1 stoplazmadan mitokondriye goc¢ etmelerine (aktivasyonlarina)
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neden olur. Bu aktivasyon sonucu, sitokrom c saliverilir. Bid karboksi terminal fragmani ayrica,
bak-diizenlemeli sitokrom c saliverilmesini de aktiflestirir.'**

Bad’in defosforilasyonu: Bad, bircok normal hiicrede bulunmaktadir. Bad’in diger bcl-2
ailesi lyeleriyle kompleks yapmasi fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ile diizenlenir.
Normal kosullarda, bad yasam faktorlerinin etkisiyle, serin-treonin kinaz Akt/PKB yolu
araciligiyla fosforile durumda tutulur. Fosforile durumda iken antiapoptotik tiyelerle kompleks
olusturamadigindan onlarn etkisizlestiremez. Yani, sitokrom c tutucu etkilerini antagonize
edemez. Eger defosforile olursa (0rn., yasam faktorlerinin eksikligi gibi bir nedenle)
antiapoptotik tiyelerle kompleks olusturarak antiapoptotik (sitokrom c tutucu) etkilerini ortadan
kaldirir. Boylece sitokrom c saliverilmesi gerceklesir.

Bim’in mikrotiibiillerden saliverilmesi: Bim, normalde mikrotiibiillerle iliski i¢inde olan

dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur. Apoptozis indiiksiyonu esnasinda mitokondriye gog

eder. Pro-apoptotik aktiviteye sahiptir.

Kaspaz Sistemi:

Kaspazlar (Caspase= Cysteine Aspartyl-specific Protease), sistein proteazlardir ve
aspartik asitten sonraki peptid bagim kirarlar. Hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve

proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde islerler.104

Yapisal
olarak biitiin kaspazlar NH2 terminal bolgesi ve farklt motiflerde aminoasit zinciri tasiyan 20 ve
10 kDa agirliginda 2 proteaz sahasi tasir. Bu proteaz alanindaki sekans benzerlikleri gdzoniine
almarak kaspazlar 3 sinifa aynlmlstlr:117

1-ICE ( IL-1 Converting Enzyme ) alt ailesi: Kaspaz-1, 4, 5, 11’i icerir. Inflamatuar sitokin

matiirasyonunda rol alirlar.
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2-Bagslatic1 kaspazlar: Kaspaz-2, 8, 9, 10’u icerir. Bu kaspazlar efektor kaspazlar1 aktive edici
fonksiyon goriirler.
3-Efektor kaspazlar: Kaspaz-3, 6, 7°dir. Apoptozisde hiicreyi parcalayan yani apoptotik
morfolojinin olusumunu saglayan etkenler “effectors” olarak bilinirler.
Kaspazlarm simiflandirilmasi:
Kaspaz-1 (ICE)
Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)
Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)
Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEreu)
Kaspaz-5 (ICEreluw, TY)
Kaspaz-6 (Mch2)
Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH)
Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAP6)
Kaspaz-10 (Mch4)
Kaspaz-11 (ICH-3)
Kaspaz-12
Kaspaz-13 (ERICE)
Kaspaz-14 (MICE)
Kaspazlarin aktivasyonu:
Inaktif formdaki kaspazlar kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu
(dimerizasyonu) ya hiicre yiizey oliim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz-9 baglayici
protein olan Apaf-1’in oligomerize olmak iizere indiiklenmesi ile gerceklesir. Apaf-1’in

indiiksiyonu ise sitokrom c’nin mitokondriden saliverilmesi ile gerceklesir. Apaf-1’in
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oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin biraraya getirilmesini saglar. BOylece aktiflesen
kaspaz-9, kaspaz-3’ii aktiflestirir. Bcl-x proteininin, Apaf-1 proteinine baglanarak, Apaf-1’in
sitokrom ile kompleks olusturdugu ve dolayist ile kaspaz aktivasyonunu engelledigi
diisiiniilmektedir. Fakat, PT por olusumu ve reaktif oksijen radikalleri olusumu; bax ile kaspaz
inhibisyonu saglansa bile engellenememektedir.

Mitokondriden ayrica AIF saliverilir. Bunlar heniiz bilinmeyen bazi niikleazlar
aktiflestirerek DNA degredasyonuna yol acarlar ama bunlarin niikleusta yol ag¢tigi morfoloji
degisikligi apoptozisde tipik olarak goriilen tipde degildir. Daha ziyade, net olarak secilebilen
sinirlardan ziyade diizensiz sinirli ve periferik yerlesimli daginik niikleus parcalar seklindedir.
Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farkli olabilir. Bu durumda farkli dokular i¢in farkli
kaspazlarin aktivasyonu yoluyla apoptozisin gerceklestigi diisiiniilebilir. Ornegin, periferik T
hiicreleri ultraviole ile indiiklenmis apoptozise gitmek icin ne kaspaz-3’e ne de kaspaz-9’a
gereksinim duyarlar. Oysa, embriyonik stem hiicreler bu durumda her iki kaspaza da gereksinim
duyarlar. Hatta hiicrelerin degisik farklilasma derecelerinde degisik kaspazlarin aktivasyonuna
gereksinim duyulabilir. Ornegin, periferik T hiicreleri Fas’in aktivasyonuna yanit olarak gelisen
apoptozisde kaspaz-3’e gereksinim duyarlar ama timositler kaspaz-3 eksikliginde yine Fas’la

indiiklenen bir apoptozise gidebilirler.

Apoptotik hiicre 6liimiiniin agamalar::

Apoptozis hiicre disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip eden olaylar zinciri
olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sonug¢lanir. Asamalari:
1-Apoptozisin baglatilmasi

2-Hiicre ici proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu
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3-Hiicrede morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi
4-Fagositoz’dur.
1-Apoptozisin baslatilmasi:

Hiicrenin apoptozise gidebilmesi i¢in ilk Once ilgili genetik mekanizmayr harekete
gecirecek bir sinyalle karsilagsmasi gerekir. Bu sinyal hiicre i¢i veya disindan gelebilir.

-Hiicre disindan kaynaklanan sinyaller

*Cevresel yasam sinyallerinin ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi: Hiicreler cevre
hiicrelerden ve ekstaselliiler matriksten gelen yasam sinyallerine, biiyiime faktorlerine ihtiyag
duyarlar. Biiylime faktorlerine bagimli hiicrelerin kiiltiirlerinde biiyiime faktorleri c¢ekildigi
zaman hiicre metabolizmalarinda ani bozulmalar ve hiicre siklusunda duraklamalar izlenir.

* Oliim reseptorlerinin aktivasyonu (reseptor ligand etkilesimi): Baz1 sitokinler hiicre
membraninda bulunan reseptorlere baglanarak apoptozisi harekete geciren sinyaller
iiretebilirler.’’ Apoptozisde rol alan membran reseptorleri arasinda en onemli grup TNFR
ailesidir. Bu ailenin apoptozisi veya proliferasyonu ya da her ikisini uyaran etkiye sahip en az 19
tiyesi vardir. TNFR ailesi icinde apoptoz olusturan reseptorlerden en 6nemlileri Fas ve TNFR
I’dir. Bu reseptorler uyarildiklarinda hiicrenin stoplazmasinda bulunan pargalar1 adaptor
proteinlere baglanir. Adaptor proteinlerin 6liim efektor parcalar vardir. Bunlar da apoptozis igin
bagslatici olan kaspazlara baglanir.

* Fas-Fas Ligand aracili apoptozis: Bu tip apoptozis hiicre yiizey reseptorii olan Fas
(CD-95, APO-1) araciligi ile olusur. Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriin
hiicre icinde bulunan parcast Fas adaptor proteinle (FADD) birleserek oliim baslatan sinyal
kompleksini (death induced signal complex = DISC ) olusturur. Bu da prokaspaz-8’in

aktiflesmesini salglalr.88
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Fas ligand membrana bagli veya solubl olabilir. Solubl Fas ligand (FasL, CD-95L) immiin
sistem tarafindan olusturulur. Bu ligandin T hiicreleri membraninda bulunan Fas reseptoriine
baglanmasi ile immiin reaksiyonla aktive olmus ve gorevlerini tamamlamis olan lenfositlerin yok
edilmesi saglanmis olur.”

* TNF aracili apoptozis: Bir sitokin olan TNF nin TNF reseptorleri ile birlesmesi (6rn.
TNRF-1) sonucunda reseptoriin hiicre igerisinde bulunan pargast TNRF adaptor protein
(TRADD) ile etkilesir.49 TRADD daha sonra FADD ile birleserek prokaspaz-8’i aktiflestirerek
apoptozise neden olur.*®!

-Hiicre icinden kaynaklanan sinyaller: DNA hasari, hiicre ici kalsiyum seviyesinde
artis, hiicre ici pH’da diisme, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar: hiicreyi apoptozise
gotiiren merkezi hiicre 6liim sinyallerini baglatabilmektedir.
2-Hiicre ici proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu:

Oliim reseptorleri, adaptor proteinler aracilifl ile, i¢ sinyaller ise mitokondri aracilig1 ile
baslatic1 kaspazlari aktive ederler.”” Aktive olan baslatici kaspazlar da zincirleme olarak diger
kaspazlar1 aktive ederler. I¢ sinyaller ile olusan apoptoziste daha once de belirtildigi gibi
mitokondri 6nemli rol oynar. Bircok proapoptotik molekiil (sitokrom c, kaspaz-2, 3, 9
zimogenleri ) mitokondrinin i¢ ve dis zar1 arasinda bulunur.”>*

Sinyaller dis mitokondri zarinda gecirgenlik artisina sebep olur. Bu zarin gecirgenligi
daha once de belirtildigi gibi baz1 proteinlerce ayarlanmaktadir. Gegirgenlik artis1 mikokondri iki
zar1 arasinda bulunan sitokrom c’nin sitozole olmasina neden olur. Sitokrom ¢ nin salinimi bel
protein ailesi tarafindan regiile edilir.’” Bu ailenin bcl-2 ve bel-x tiyeleri antiapoptotik olup
sitokrom salintmin1 Onlerken proapoptotik olanlar (bax, bid) tersi etkide bulunur.’*"® Sitokrom ¢
9

sitozolde apaf-1, prokaspaz-9 ve ATP ile birlesir ve apoptozom adi verilen iiniteyi olusturur.'

Bu birlesme ile aktif hale gecen kaspaz-9, sonlandirict kaspaz olan kaspaz 3’ii aktive eder.”
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Memeli hiicrelerinde bu giine kadar 60’dan fazla kaspaz substrati olan protein saptanmigtir

(Tablo I). Aktif kaspaz-3, 6, 7 bu proteinlerin klivaji sonucu fonksiyonlar1 aktive veya inaktive

olur. Bu proteinlerin biiyiik bir kismu apoptozisin regiilasyonu ve infazinda rol alirken, bir kismi

da proinflamatuar sitokin prekiirsorleridir.

Tablo I: Kaspaz substratlari

Hiicre 6liim proteinleri

Bcl-2,
Bel-xl1,
Prokaspases,
Seramid-A,
P35

Hiicre iskelet proteinleri

Aktin,
fodrin,
gelsolin,
lamin,
keratin

DNA metabolizmasi

DNA dependent protein kinaz,
PARP,

Topoizomeraz,

Transkripsyon faktorler

Heat shock factor,
NF-Kb,
Spl

Hiicre siklus regiilatorleri

Cyclin A
Cdc 27
Mdm 2

Retinoblastom protein

o w

Diger

Heat shock protein 90,
Phospholipase A2
Transgluthaminase
Calpastatin

Sitokin prekiirsorleri

Pro IL18, 16, 18
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3-Hiicrede morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi:

-Biyokimyasal Degisiklikler

DNA kiriklar1 olusumu: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz (Caspase
activated DNAase (=CAD) = DNA fragmentation factor (=DFF )) ile bag yapan bir proteindir
(=ICAD=Inhibitor of caspase-activated DNAse).”® Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi
serbestlestirir. Cekirdek icine giren Ca™ Mg bagimli endoniikleaz DNA kiriklar1 olusturur.
Kiriklar niikleozomlar arasindan mono veya oligoniikleozomal olarak meydana gelir, 180 baz

cifti ve katlart seklinde kirilma olusur.”

Hiicre iskeletinin yikilmasi: Gelsolin aktini depolimerize eden bir enzimdir ve kaspaz-3
tarafindan aktive edilir. Aktin flamanlarinin yikilmasi ile hiicre normal seklini kaybeder. Gelsolin
deficient notrofillerin klasik apoptozis morfolojik degisikliklerini ¢ok ge¢ gosterdikleri
belirlenmistir.** Yikilan aktinin sonucunda apoptotik hiicre komsu hiicre ve bazal membrandan

126
ayrilir.

Hiicre membran degisikligi: Kaspazlarin etkisiyle hiicre membran asimetrisi bozulur.
Plazmalemma i¢ yiizeyindeki fosfotidilserin yer degistirerek membranin dis yiiziine yerlesir.
Ayrica bazi1 apoptotik hiicreler hiicre membranlarinda trombospondin denilen adeziv bir
glikoprotein ve ICAM 3 gibi adezyon molekiilleri igerirler. Biitiin bu membran degisiklikleri
apoptotik hiicrelerin ¢evre fagositlerce taninip fagositozunu saglar. Transglutaminaz aktivasyonu
ile membran proteinlerde olusan capraz baglanmalar membranin parcalanmasini ve apoptotik

.. . <183
cisimlerin olusmasini saglar.

-Morfolojik degisiklikler:
Hiicreler oOzellesmis ylizey yapilarimi ve diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini

kaybederler. Su kaybederek kiiciiliirler ve biiziisiirler. Stoplazmanin yogunlastigi organellerin
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birbirine yakinlastigi izlenir. Membranlar biitiinliiklerini korurlar. Organeller genel olarak
saglamdir. Mitokondriler genellikle normal yapilarini korurlar. Bazen ribozomlarda ¢okme
izlenebilir.

En onemli degisiklik ¢ekirdekte izlenir. Kromatin ¢ekirdek membranina yakin kisimlarda
yogunlasarak ¢oker. Elektron mikroskopta bakildiginda kromatinin yogun graniiler yarim ay,
hilal veya yiiziik seklinde ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziinde yerlestigi izlenir. Cekirdek de hiicre
gibi biiziisiir.

Apoptozis hematoksilen eozinle boyanmis kesitlerde 1sitk mikroskopik seviyede de
izlenebilir. Hiicreler koyu eozinofilik stoplazmali, bir veya birka¢ parcali piknotik cekirdekli
olarak goriiliir. Cekirdek, kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi nedeniyle hilal
veya yarimay seklinde izlenebilir. Apoptotik siire¢ ilerledikce hiicrelerde stoplazmik cikintilar
olusur. Hiicre daha sonra membranla ¢evrili kii¢iik parcalara boliiniir. Bunlara apoptotik cisim adi
verilir. Iclerinde stoplazma ve sikica paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda cekirdek
parcalar1 da mevcuttur.
4-Fagositoz:

Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri normalde plazma membraninin i¢
yiiziinde bulunan fosfatidilserinin erken evrede membranin dis yiiziine dogru transloke olmasidir.
Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasi miimkiin

olmakta ve fagosite edilerek dokudan temizlenmesi saglanmaktadir.

Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler:
Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda, apoptozis

terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar verilmisti. Oysa,
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giinimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 0Ozgii oldugu bilinen bazi
aktivasyonlarin  (6rn. aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de
saptanabilmektedir. Ik kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptozis, 80°li yillarin sonuna
dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina
yonelik yontemlerle belirlenmeye baslandi. 90’larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde
kaspazlarin aktiflestigi bulundu. Boylece, kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik
metodlarla saptanabilen apoptozis, 90’larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslandi. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan
yontemler asagida siralanmistir:

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri (151k mikroskobu, floresan mikroskobu / lazerli konfokal
mikroskop, elektron mikroskobu, faz kontrast mikroskobu)

2. Immunohistokimyasal yontemler (Anneksin V yontemi, TUNEL yontemi, M30 yontemi,
kaspaz-3 yontemi)

3. Biyokimyasal yontemler (agaroz jel elektroforezi, western blotting, flow sitometri)

4. Immunolojik yontemler (ELISA, fluorimetrik yontem)

5. Molekiiler biyoloji yontemleri (DNA Microarrays)

KAPTOPRIL

Anjiotensin  konverting enzim (ACE) inhibitorleri kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde (hipertansiyon, kalp yetmezligi, koroner arter hastaligi) siklikla kullanilmaktadir.
Bunlardan kaptopril hipertansiyon tedavisinde oral olarak kullanilan ilk ACE inhibitoriidiir.”
Renin anjiotensin sisteminin ana etkisi kan basinci kontrolii, renal hemodinami ve homeostazis

tizerindeki etkileri iyi bilinen anjiotensin II tizerinden olmaktadir. Anjiotensin II ise inflamasyon,
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fibrozis, hiicre biiyiimesi iizerinde etkileri olan bir oktapeptiddir. Yapilmis bircok calismada

kaptoprilin antiinflamatuar ve immiinregiilator fonksiyonu oldugu gésterilmistir.~"%*

Kaptopril
de dahil olmak iizere ACE inhibitorlerinin deneysel olarak olusturulan otoimmiin ensefalomiyelit,
miyokardit ve kolitte yararli olduklari bulunmustur.I%S’52 Ayrica anti tiimoral, anti fibrotik ve
sitoprotektif etkileri oldugu da gésterilmistir.87’98’127

Renin anjiotensin  ve  kallikrein-kinin  sistemleri endotel hiicrelerinde  1yi
tanimlanmuslardir.''*'?! ACE inhibitérleri aynt zamanda bradikinin degradasyonunu saglayan
kininaz aktivitesini de inhibe ederler. Boylece bradikinine bagli fosfolipaz A2 aktivasyonu
sonucu vazodilatator etkili prostanoidlerin artis1 saglanmis olur. Ayrica bradikininin lokal artisi
ile endotelial B2 reseptorleri uyarilarak endotel hiicrelerinden nitrik oksit salinimi da saglanmis
olur. Bu da vazodilatator etkiye katkida bulunmaktadir. Kaptopril kallidin benzeri peptid
yapimin1  arttirarak rat kalbinde olusturulan iskemi reperfiizyon hasarim1  Onledigi

gosterilmistir.””*>

Cesitli calismalarda kaptoprilin yapisinda bulundurdugu siilfidril grubu ile aymi
zamanda serbest radikal tutucu 6zelligi oldugu ortaya konmustur, %8486 Kaptoprilin bu doku
koruyucu etkisi yapisinda bulunan siilfidril grubunun iskemi sonrasinda olusan tiol gruplarini
baglamasiyla olmaktadir. Ratlarda iskemi reperfiizyon sonrasi olusturulan aritmilere karsi
koruyucu oldugu gésterilmistir.10 Kaptoprilin tavsanlarda FeCl3 ile olusturulan lipid

peroksidasyonunu inhibe ettigi ve endotel hiicrelerinde oksidadif stresle olusturulan apoptozis

modelinde koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.'”'

ILOPROST

[loprost uzun siireli vasodilatasyon yapan bir prostasiklin analogudur. Prostasiklin (PGI2),

endojen olarak iiretilen ve esas olarak vaskiiler sistemin endotel hiicrelerinde arasidonik asitten
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prostasiklin sentetaz araciligi ile sentezlenen bir maddedir. Doku koruyucu fonksiyonlarinin
oldugu bildirilmistir.”* PGI2 vaskiiler diiz kas hiicrelerinde adenil siklaz enzimini aktive ederek
hiicre ici cyclic adenosine monophosphate (cAMP) artisina, bu da vazodilatasyona neden olur.
Mikrovaskiiler sistemde vazokonstriktif etkisi olan tromboksan A2 ve PGI2 arasinda bir denge
bulunmaktadir. PGI2 aym1 zamanda mikrovaskiiler kan akisinin diizenlenmesinde, trombosit
agregasyonun inhibe edilmesinde onemli rol oynar. Ancak prostasiklinin kullanimi, fizyolojik
pH’daki soliisyonlarda kimyasal instabilitesi ve in vivo metabolik instabilitesi (yar1 omrii 3 dk.)
nedeniyle sinirlt kalmistir.

floprost oldukca benzer farmakokinetik ozellikleriyle birlikte stabil bir PGI2
analogudur.63 Yapisimin degistirilmesiyle iloprost 30 dakikalik bir plazma yarilanma Omriine
kavusarak biiylik bir metabolik ve kimyasal stabilite kazanmistir. Boylece iloprost
prostasiklinlerde oldugu gibi doku koruyucu ve antiagregan 6zellikleri kazanmis olmaktadir.”*"*
[loprostun ADP, epinefrin ve trombin ile olusturulmus platelet agregasyonunu inhibe ettigi
gosterilmis ve bu etkisinin hiicredeki cAMP diizeyini artirarak adenyl cyclase aktivasyonuyla
sagladig1 bildirilmistir.* [loprost ayn1 zamanda plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1)’in
trombositlerden salmmum inhibe etmektedir.”' Ayrica iloprostun prostasikline gore daha az

30107 {lacm

hipotansif etkisi oldugu ve daha etkli bir antiagregan oldugu da bildirilmistir.
intravendz uygulamadaki hemodinamik etkileri (vaskiiler direngte azalma, arter basincinda
azalma, tasikardi) doz bagimli olmaktadir.”® Cesitli hayvan deneylerinde topikal uygulanan
iloprostun goz i¢i basincini diisiirdiigii de gésterilmistir.‘m’“’46

Klinikte iloprostun pulmoner arteriyel hipertansiyonda inhaler yolla kullanimi FDA
tarafindan onaylanmistir. Bu hastalardaki egzersiz intoleransini azaltmaktadir.** Ayrica anjina

pektoris hastalarinda egzersiz kapasitesini arttirmak,"’ kemik iligi 6demi sendromunda agriy1

alzalltmalk,4 kolesterol emboli sendromu olgularindaki distal extremite iskemisini diizeltmek?>’ ve
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heparin tedavisine bagli platelet agregasyonunu inhibe etmek>™ amaciyla kullamilmistir. Diger
vazodilator tedavilere direncli ergotizmde96 ve postoperatif kalp yetmezliginini tedavisinde® etkili
oldugu gosterilmistir. Yasa bagli makula dejenerasyonlu 5 olgunun iloprost ile 6 aylik tedavisi
sonucunda uzun siireli gorme fonksiyonunu arttirdigi gtjsterilmistir.3 2 Periferik vaskiiler
hastaliklarda antitrombotik ve muhtemel fibrinolitik aktiviteyi artirici etkisinden dolayr 1-3
ng/kg/dk dozunda infiizyon seklinde kullaniminin yararli oldugu gijsterilmistir.g’89 Ayrica
konnektif bag dokusu hastaligina baglh olarak gelisen Raynaud's fenomeninde standart doz
iloprost (2 ng/kg/min) tedavisi sonrasi bile 10 hafta boyunca parmaklara olan kan akiminin arttig1

gosterilmistir.''®

Tromboanjiitis obliterans hastalarinda dinlenme sirasindaki  agriy1  ve
amputasyon gerekliligini azaltmaktadir. Skleroderma olgularinda giinlilk infiizyonlarla
sklerodermaya bagh semptomlarda azalma bildirilmistir.” floprostun pyoderma gangrenosum gibi
diger tedavilere direncli deri liilserlerinde yara iyilesmesini hizlandirdigr gosterilmistir.

Vazospazma bagli bobrek yetmezligi olan bir olgunun tevavisinde de etkili bulunmustur.” Septik

sokta mikrosirkiilasyonu olumlu yonde etkiledigi g(jsterilmistir.72

GEREC ve YONTEM

Calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu kurallarina uygun
olarak gerceklestirilmistir.

Bu calismada 5 haftalik ve agirliklar1 200-250 gr. olan 24 adet erkek Wistar rat kullanildi.
Deney 24 °C’lik sabit oda sicaklifinda yapildi. Ratlara cerrahi girisim Oncesi genel anestezi
saglamak i¢in 1.2-1.4 gr/kg Urethane intraperitoneal olarak uygulandi. Takiben tiim hayvanlara

boyun diseksiyonu yapilarak internal karotid artere ulasildi. Ratlar rastgele dort gruba ayrildi.
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Grup 1 kontrol grubu, grup 2 iskemi reperfiizyon (IR) grubu, grup 3 IR + kaptopril grubu ve grup
4 IR + iloprost grubu olarak belirlendi. Her grup 6 ratin 12 goziinden olusmaktaydi. Ratlarin
herbir karotid arterinin altindan 5-0 ipek siitiir gecirildikten sonra kontrol grubu hari¢ olmak
izere sag karotid artere 30-gauge igne yardimiyla grup 2’ye 0.1 ml serum fizyolojik, grup 3’e 1
mg/kg/0.1cc dozda kaptopril ve grup 4’e 1 pg/kg/0.1ml dozda iloprost enjeksiyonu yapildi. Bu
asamada damar endotelinin hasar gormemesine 6zellikle dikkat edildi. Daha sonra yine kontrol
grubu hari¢ olmak iizere siitiiriin iki ucu onceden hazirlanmis silikon tiipiin i¢inden gegcirilerek
arterde okliizyon saglanacak sekilde silikon tiipiin dis ucunda klemplendi. 30 dakikalik iskemiden
sonra siitiir gevsetilerek 90 dakika boyunca reperfiizyon saglandi. Takiben intraperitoneal olarak
uygulanan yiiksek sodyum pentobarbital (0.8 ml; 60 mg/ml) ile 6tenazi uygulandi. Kantotomi ve
optik sinirin kesilmesini takiben tiim ratlarin her iki gozii de eniikle edildi. Globlar % 10

formaldehit soliisyonunda tespit edilerek calisma anina kadar +4 °C’de bekletildi.

IMMUNOHISTOKIMYA

Immiihohistokimya yapilacak ve hematoksilen ile boyanacak olan dokular fiksasyon icin
% 10’luk nétral formolin soliisyonunda 72 saat tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokular
151k mikroskop takip yonteminden gecirildiler. Dokular 6nce 24 saat boyunca akarsuda yikandi.
Ardindan % 50, 60, 70, 80, 90, 96 ve 100’liik etil alkolde birer saat boyunce dehidrate edildi.
Daha sonra absolii alkol ve sedir yagi (1:1) karisiminda 1 saat bekletilen dokular gece boyunca
sedir yaginda seffaflandirildi. Ksilon serisinden gecirilen dokular etiiv icinde ksilol ve parafin
karistminda ( 1:1 ) 1 saat, ardindan parafinde 6 saat bekletildikten sonra bloklandi.
Immiinohistokimyasal calisma icin parafin bloklardan polylizinli camlar iizerine 4-5 mikron

kalinliginda kesitler alindi. Camlar ksilol ve alkol ile deparafinize ve dehidrate edildikten sonra
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doku icerisinde formaldehitin kapattifi reseptdr bolgelerinin agiga c¢ikarilmasimin saglamak
amactyla 1 M citrate buffer (Lab Vision, USA) ile mikrodalgada retriver islemi gerceklestirildi.
Takiben, %3’liikk hidrojen peroksit (Lab Vision, USA) ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke
edildi. Islem sonrasinda PBS (phosphate buffer saline) (LabVision, USA) (pH7.4) ile camlar
yikandi. Devam eden islemlerde LabVision anti-rabbit kit kullanildi. UltraV block ile non-
spesifik baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra camlar yikanmadan ii¢ gruba
ayrildi. 1. gruba kaspa-3 primer antikoru (poliklonal anti-rabbit Ig Ab-4, Lot: 1197 P 305 D),
(NeoMarker, USA) 2. gruba kaspaz-8 primer antikoru (poliklonal anti-rabbit Ig Ab-4, Lot:
1200P304 D), (NeoMarker, USA), 3. gruba kaspaz9 (poliklonal anti-rabbit Ig Ab-4, Lot:
1205P306 D), (NeoMarker, USA) uygulanarak 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Siire sonunda PBS
ile yikanan camlara biyotinli sekonder antikor eklenerek primer antikora baglanmasi saglandi.
PBS ile yikanan camlar streptavidin-biyotin enzim kompleksine etkin birakildi, boylece camlarda
enzimin biyotine baglanmasi saglandi. Son olarak ortama AEC (Lot: AHA 51011) (Lab Vision,
USA) kromojeni eklenerek gozle goriilebilir iiriiniin ortaya ¢ikmasi saglandi. Zemin boyasi
olarak Mayer’in hematoksileni kullanildi. Negatif boyama primer antikor asamasinda yapildi. Bu
sekilde boyanan camlar ultramount yardimi ile lamelle kapatilip, foto 1sitk mikroskopta
degerlendirildi. Preparatlarda retina katlarindaki morfolojik degisiklikler ve biiyiik biiyiitme
alanlarinda (x400) boyanan stoplazma belirlenerek apoptozisin varligi saptandi. Deney gruplari

arasindaki kaspaz 8, 9 ve 3 aktivite farklar1 arbitrary unit ile istatistiksel olarak karsilastirildi.
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BULGULAR

Kontrol grubunda tiim retina katmanlar1 degerlendirildiginde yap1 normal olarak gozlendi.
Kaspaz-8 tutulumu (Resim 1A) izlenmezken, dis niikleer tabakay1 olusturan hiicrelerde ve yer yer
gangliyon hiicrelerinde minimal diizeyde kaspaz-9 (Resim 1B) tutulumu izlendi. Kontrol grubuna
ait kaspaz-3 (Resim 1C) tutulumu degerlendirildiginde ise hiicresel diizeydeki tutulumun ¢ok
daha zayif oldugu, immiinreaktivitenin i¢ niikleer tabaka hiicrelerinin 6zellikle bazaline yerlesim

gosterenlerde minimal diizeyde ve sinaptik bolge olan dis pleksiform tabakasinda oldugu dikkati

cekti. Yer yer gangliyon hiicrelerinde zayif tutulum izlendi.

Resim 1: Kontrol grubunda retina katmanlarindaki kaspaz-8, 9 ve 3 tutulumu. Kaspaz-8 tutulumu
(soldaki resim, 1A) dis pleksiform (»), i¢ pleksiform (»»), i¢ niikleer (=), dis niikleer (3) ve
ganglion hiicre (%) tabakalarinda izlenmezken kaspaz-9 tutulumu (ortadaki resim, 1B) dis
niikleer tabakayi olusturan hiicrelerde (3) ve yer yer gangliyon hiicrelerinde (%) minimal
diizeyde goriiliiyor. Kaspaz-3 tutulumunun (sagdaki resim, 1C) ise i¢ niikleer tabaka (—)
hiicrelerinin 6zellikle bazaline yerlesim gosterenlerde ve dis pleksiform tabakada (») oldugu,
gangliyon hiicrelerinde (%) ise bu tutulumun daha zayif kaldig gériiliiyor. (Immiinperoksidaz &

Hematoksilen, x 400).
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Iskemi ve reperfiizyon uygulanan grupta gangliyon hiicrelerindeki belirgin
intrastoplazmik odem dikkat ¢ekiciydi. Bu grupta kaspaz-8 tutulumunun cok belirgin sekilde
arttign gozlendi. I¢ ve dis niikleer tabakada cekirdek cevresindeki tutulumun kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda degisiklik gostermedigi gozlenirken sinaptik alanlar olan i¢ ve dis pleksiform
tabakada kuvvetli kaspaz-8 immiinreaktivitesi oldugu goriildii. Yine kontrol grubundan farkli
olarak gangliyon hiicrelerinde bazal hiicre zar1 ve ¢evre stoplazmasinda ¢ok daha belirgin olmak
tizere kuvvetli boyanma saptand1 (Resim 2A). Retina genelinde kaspaz-9 tutulumu ayni grubun
kaspaz-8 tutulumuna gore daha orta dereceli olarak bulundu. ic ve dis niikleer tabakalarda
zayiftan ortaya degisen kaspaz-9 immiinreaktivitesi izlenirken i¢ ve dig pleksiform tabakadaki
tutulum daha zayifti. Gangiliyon hiicrelerinde 6dem nedeniyle ¢ekirdek cevresindeki stoplazmada
acilmalar goriildii ve kaspaz-9 tutulumu son derece zayifti (Resim 2B). Iskemi ve referfiizyon
grubunda kaspaz-3 tutulumu ise kaspaz-8 ‘e tamamen esdesti. Sinaptik alanlarda kuvvetli tutulum
gozlenirken, i¢ niikleer tabakanin sinaptik alana bakan yiiziinde yer yer ortadan kuvvetliye
degisen tutulum dikkati cekti. Gangiliyon hiicre tabakasin da ise ozellikle bazal stoplazmada ve

hiicre zarinda ortadan kuvvetliye degisen tutulum dikkati ¢ekti. (Resim 2C).

A

Resim 2: Iskemi ve reperfiizyon uygulanan grupta kaspaz-8, 9 ve 3 tutulumu. Kaspaz-8 tutulumu
(soldaki resim, 2A) i¢ (—) ve dis niikleer tabakada (3) kontrol grubu ile benzer goriiniim

sergilerken bu tutulumun i¢ (») ve dis pleksiform tabakada (»») ve gangliyon hiicrelerinde (%)
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cok daha belirgin oldugu dikkati ¢ekiyor. Ayni grupta kaspaz-9 tutulumu degerlendirildiginde
(ortadaki resim, 2B) i¢c (=) ve dis (3) niikleer tabakalarda zayiftan ortaya degisen
immiinreaktivite izlenirken, i¢c (») ve dis pleksiform tabakalardaki (»») ve gangliyon
hiicrelerindeki tutulumun daha zayif oldugu goriiliiyor. Kaspaz-3 tutulumu (sagdaki resim, 2C)
sinaptik alanlarda kuvvetli iken, i¢ niikleer tabakanin (—) sinaptik alana bakan yiiziinde ortadan
kuvvetliye degisen tutulum izlenirken gangiliyon hiicre (%) tabakasinda o6zellikle bazal
stoplazmada ve hiicre =zarinda ortadan kuvvetliye degisen tutulum dikkati c¢ekiyor.

(Immiinperoksidaz & Hematoksilen, x 400).

Iskemi-reperfiizyon ile birlikte kaptopril uygulanan deney grubunda kaspaz-8 tutulumu
degerlendirildiginde dis niikleer tabakada tutulum gozlenmezken, i¢ niikleer tabakada minimal
tutulum gozlendi. Baz1 gangiliyon hiicrelerinde zayif tutulum izlendi. Bu bulgular kaspaz-8
tutulumu acgisindan kaptopril uygulamasi kontrol grubuyla benzerlik gostermekteydi (Resim 3A).
Bu grupta kaspaz-9 tutulumu iskemi ve referfiizyon grubu ile karsilastirildiginda doku genelinde
tutulum belirgindi (Resim 3B). Bu grupta kaspaz-3 tutulumu degerlendirildiginde ise i¢ niikleer
tabakadaki hiicrelerde ortadan kuvvetliye degisen immiinreaktivite degerlendirildi. Aym
diizeydeki tutulum i¢ ve dis pleksiform tabakada gozlenirken iskemi ve referfiizyon grubundan
ayricali olarak gangliyoner hiicre tabakasinda tutulumun yer yer negatif yer yer zayiftan ortaya

degisen diizeyde oldugu gozlendi. (Resim 3C).
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Resim 3: Iskemi ve reperfiizyon ile birlikte kaptopril uygulanan deney grubunda kaspaz-8, 9 ve 3
tutulumu. Kaspaz-8 tutulumu degerlendirildiginde (soldaki resim, 3A) i¢ niikleer tabakada
minimal (=) tutulum goriiliirken, dis niikleer tabakada (3) tutulumun olmadigi izlendi. Bazi
gangliyon hiicrelerinde (%) ise zayif tutulum izlendi. Ayn1 grupta kaspaz-9 tutulumu (ortadaki
resim, 3B) gangiliyon hiicrelerinde (%) ve i¢ pleksiform tabakada (»») belirgin olarak
izlenirken kaspaz-3 tutulumu (sagdaki resim, 3C) degerlendirildiginde i¢ niikleer tabakadaki
hiicrelerde (=), i¢ (») ve dis pleksiform tabakalarda (»») ortadan kuvvetliye degismekteydi.
Gangliyoner hiicre tabakasinda (%) ise tutulumun yer yer negatif, yer yer zayiftan ortaya degisen

diizeyde oldugu goriiliiyor. (Immiinperoksidaz & Hematoksilen, x 400).

Iskemi-reperfiizyon ile birlikte iloprost uygulamasi yapilan grupta kaspaz-8 tutulumu
degerlendirildiginde gangliyon hiicre tabakasinda belirgin olmak iizere diger gruplara gore
tutulum zayifti. Gangliyon hiicrelerinde zayiftan ortaya degisen tutulum izlendi. Genel olarak
kaptopril uygulamasina benzer 6zellik sergileyerek bu grupta tutulumun iskemi ve reperfiizyon
grubuna gore cok daha zayif oldugu izlendi (Resim 4A). Bu grupta kaspaz-9 tutulumunun
kaspaz-8 tutulumuna benzer goriiniim sergiledigi dikkati cekti. Gangliyon hiicre tabakasinda
zayif immiinreaktivite gozlendi. Dis pleksiform tabakada da yine zayitan ortaya degisen kaspaz-9
immiinreaktivitesi gozlendi (Resim 4B). Bu grupta kaspaz-3 tutulumu degerlendirildiginde ise

immiinreaktivite zayiftan ortaya degisen diizeyde oldugu belirlendi. Tutulum en belirgin olarak
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gangliyon hiicre tabakasi, i¢ ve dis pleksiform tabakaya komsu hiicrelerde oldugu izlendi (Resim

4C).

Resim 4: Iskemi ve reperfiizyon ile birlikte iloprost uygulanan deney grubunda kaspaz-8, 9 ve 3
tutulumu. Genel olarak bu gruptaki kaspaz-8 tutulumunun (soldaki resim, 4A) iskemi ve
reperfiizyon grubuna gore cok daha zayif ve gangliyon hiicre tabakasinda (%) zayiftan ortaya
degisen diizeyde oldugu izlendi. Kaspaz-9 immiinreaktivitesi (ortadaki resim, 4B) gangliyon
hiicre tabakasinda (%) zayif izlenirken, i¢ pleksiform tabakada (»») zayiftan ortaya degisen
tutulum goriililyor. Kaspaz-3 tutulumu (sagdaki resim, 4C) ise zayiftan ortaya degisen diizeyde
gangliyon hiicre tabakasi (%), i¢c (») ve dis pleksiform tabakaya (»») komsu hiicrelerde
izleniyor. (Immiinperoksidaz & Hematoksilen, x 400).

Kaspaz-8 aktivitesinin iskemi reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gore oldukca arttig
ancak bu artisin kaptopril ve iloprost uygulanan gruplarda iskemi-reperfiizyon grubuna kiyasla
belirgin olmadig1 goriildii. Yine kaspaz-8 aktivitesinin iloprost uygulanan grupta kaptopril
uygulanan gruba kiyasla daha fazla oldugu izlendi. Sadece iskemi-reperfiizyon uygulanan guruba
kiyasla, kaspaz-9 aktivitesi iloprost tarafindan engellendi. Ancak kaptopril kaspaz-9 ve kaspaz-3
aktivitesi lizerinde onemli bir etki gostermedi. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi iskemi reperfiizyon
grubunda kontrol grubuna gore belirgin artis gostermektedir. Kaspaz-3 immiinreaktivitesi
kaptopril uygulanan grupta iskemi reperfiizyon grubu ile aym1 olmakta ancak iloprost uygulanan

grupta azalmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1: Retinada kazpaz 8, 9 ve 3 aktivitelerinin deney guruplari arasinda istatistiksel olarak
karsilastirilmasi. *Kontrol-IR, p<0.01; **IR ve IR+Kaptopril, p<0.01; ***IR ve IR+iloprost,
p<0.01. (IR:iskemi reperfiizyon)
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TARTISMA VE SONUC

Retinanin gecici iskemisi nedeniyle retinada olusan apoptozisin ortaya c¢ikan serbest
radikaller sonucu olabilecegi gosterilmistir.''"''? Bu calismalarin ¢ogunda iskemi siiresinin 30
dakikanin iizerinde tutulmasi iizerinde durulmaktadir. Fakat yapilan bazi1 deneysel ¢alismalarda 5-
10 dakika gibi kisa siireli gecici iskeminin de retina tabakalarinda apoptozu indiikledigi ileri

siiriilmektedir.%"2111°

Apoptozis hiicrelerin kontrollii bir sekilde elimine edildigi bir hiicre 6liim seklidir. Gozde
apoptozis normal retina gelisiminde,13 O retina dekolmaninda,® glokomda,59 herediter retina
64,101

. 43 .. . 14 . . ..
hastaliklarinda,” makula dejenerasyonlarinda,” iiveitlerde'* ve retina iskemisinde

gosterilmistir.

Hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan kaptopril angiotensin
I’in kuvvetli vazokonstriktor angiotensin II’ye doniisiimiinii saglayan angiotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) inhibitoriidiir. ACE bradikinini metabolize eden kininaz II enzimi ve opioid
peptidleri metabolize eden enkefalinaz enzimi ile idantik olmasi nedeniyle kaptopril ayni
zamanda kininaz Il enzimini de inhibe ederek bradikininin metabolize olmasini bunun yani sira
enkefalinazi inhibe ederek de enkefalinlerin metabolize olmasini 6nler. ACE siklooksijenaz

enzimi ile ters yonde etki gostermesi nedeniyle kaptopril prostaglandin sentezini de artirnr. '

Bu etkilerinin yani sira kaptoprilin immiinmodiilator fonksiyonlar1 oldugu da belirlenmis

bunun sonucu olarak romatoid artirit tedavisinde ve insiilin-bagimli diabetes mellitusun

7,33,65

komplikasyonlarini 6nlemek amaci ile de kullanilmaktadir. Sistozomiazis, deneysel lupus

hastaliklar1 ve deneysel otoimmiin encephalomyelit ile olusan inflamasyonun kaptopril ile inhibe
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edildigi gbsterilmistir.19’“5’125 Kaptoprilin bu etkinliginin monosit/makrofaj-kaynakli TNF, IL-1,

IL-6, IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin olusumunu baskilamasma bagli olarak ortaya

3,70,93,105 8

cikar. Kaptoprilin immiinmodulatér etki mekanizmalari, antiproliferatif etkisi,'
antioksidan aktivitesi,”” metalloproteazlari inhibe etmesi,'” prostaglanadin sentezini artirmasi'’ ile

aciklanmaya calisilmistir. Kaptoprilin bu tiir etkilerinin yapisinda bulunan tiol gruplarina bagl

olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ho

Kaptoprilin insan aktive edilmis T hiicrelerinde, akciger epitel hiicrelerinde Fas ile

12 bu inhibitor etkinin IL-2 sentezini

indiiklenen apoptozisi inhibe ettigi gosterilmis,
onlemesine ve indiiklenebilir kaspaz-3 aktivitesini azaltmasina bagli olabilecegi ileri
siiriilmiistiir."** Buna karsin damar endotel hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, kaptoprilin serbest
oksijen radikallerinin olusumunu Onleyen glutatyon peroksidaz ve superoksid dizmutaz

enzimlerinin etkinligini azalttig1, ancak lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA diizeyini

degistirmedigi saptanmistir.

Antikanserojen bir ilag olan etopozidin, hem tiimor hiicrelerde hemde endotel hiicrelerde
apoptozisi indiikledigi bilinmektedir. Etopozid kullanilarak in vitro ortamda endotel hiicre
kiiltiirlerinde indiiklenen apoptozu kaptoprilin Onleyemedigi gozlenmistir. Bundan dolay1
oksidatif stres veya apoptoz iceren klinik durumlarda endotelde koruyucu etkisinin olamayacagi

ifade edilmistir.”

Yapmis oldugumuz bu calismada iskemi ve reperfiizyon sonrasinda retinada kaspaz-8

aktivitesinin belirgin olarak arttig1 saptandi. Iskemi sirasinda TNFo. ve IL-1B gibi proinflamatuar

41,442,132

sitokinlerde artis olmaktadir. Bu tiir sitokinler, TNF reseptorleri ve diger sitokin

reseptorleri aracilign ile, ozellikle kaspaz-8 aktivitesini arttirmaktadir. Calismamizda gozlenen
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kaspaz-8 artis1 muhtemelen indiiklenen sitokinler araciligi ile ortaya cikti. Buna karsin kaptopril
verilen hayvanlarda kaspaz-8 aktivitesinin onemli derecede engellendigi tespit edildi. Bu durum
kaspaz-8 aktivitesini tetikleyen bir mekanizmanin, kaptopril tarafindan inhibe edildigini
gostermektedir. Bu tiir bir mekanizmanin varliginin molekiiler olarak ortaya c¢ikartilmasi i¢in
kaspaz-8 yolundaki biitiin biyokimyasal reaksiyonlarin tek tek ele alinarak incelenmesi gerekir.
Bu da onlarca deney gurubu hayvamin kullanildigi ve bir ¢ok test sistemini gerektiren bir

calismanin gerceklestirilmesi anlamina gelir.

Iskemi reperfiizyon sirasinda olusturulan oksidatif stresin kaspaz-9 ve daha sonra kaspaz-
3 aktivitesini de arttirdig1 diger aragtirmacilarin yaptigi cahismalarla gosterilmistir."'""''? Kaspaz
kaskadindaki 9 ve 3 yolu araciligr ile baslatilan apoptozun, reaktif oksijen tiirleri (reactive
oxygen species: ROS) aracilifi ile ortaya cikartildigi bilinmektedir.”® Deneylerimiz sirasinda
iskemi-reperfiizyon ile olusturulan stres ayni zamanda kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerini de
arttirdi. Ancak kaptopril verilen hayvan gurubunda kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesinin
engellenmedigi, tam tersi kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesinde goreceli bir artis oldugu belirlendi.
Bu gozlem kaspaz kaskadinin 9 ve 3 yolu iizerinde kaptoprilin herhangi bir etki gdstermedigini,
dolayisiyla iskemi-reperfiizyon sonucu olusan ROS {izerinde nétralizan bir etkiye sahip
olmadigin1 ortaya koymaktadir. Yapilan bir calismada kaptoprilin siilthidril (-SH) guruplar
icerdigi ve kimyasal olarak test tiiptinde SH guruplar sayesinde hidrojen peroksiti notralize
ederek ortadan kaldirabilecegi diisiiniilmiistir.” Ancak kardiyak miyositlerle yapilan bir
arastirmada ise kaptoprilin bu etkisini gostermedigi saptanmustir.** Yapilan bir klinik denemede
50 mg kaptopril alan insan serumunda yapilan Ol¢iimlerde, kaptoprilin ROS araciligr ile
antioksidan bir ozellik tasiyamayacagl gosterilmistir.®® Bu durumu destekleyen diger bir

calismada ise demir (Fe) ve bakir (Cu) varligr gibi bazi durumlarda kaptoprilin prooksidan 6zellik
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gosterebildigi ve kendisinin oksidatif strese neden olabilecegi bildirilmistir.* Daha énce de
bahsedildigi gibi kaptoprilin serbest oksijen radikallerinin olusumunu Onleyen glutatyon
peroksidaz ve siiperoksid dizmutaz enzimlerini inhibe ettigi ve artan serbest radikallerin kaspaz-
9’u aktive etmesine bagli olarak kaspaz-9 ve dolayisiyla kaspaz-3 seviyelerinde bir artis
olusturabildigi bilinmektedir. Arastirmamizin bulgularim destekleyen bu durumlar goz Oniine
alinirsa, kaptoprilin bu tiir beklenmeyen 6zellikleri, kaptopril uygulanan guruptaki hayvanlarda
kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerinde gozlenen goreceli artisa bir aciklama kazandirmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu calisma kaptoprilin sadece kaspaz-8 iizerine etkili oldugu, iskemi-
reperfiizyon sonrasi serbest oksijen radikallerini artirarak kaspaz-9 ve dolayisiyla kaspaz-3
aktivitelerini potansiye ettigini goOstermektedir. Bu bulgular kaptoprilin retinayr iskemi-
reperfiizyon hasarindan koruyucu bir etkisinin olmadigimi, kaptopril kullanan hastalarin
retinalarinda olasi iskemi-reperfiizyon hasarinin bu yonii ile degerlendirilmesinin uygun olacagin
diisiindiirmektedir.

Tloprost stabil prostasiklin analogu olan bir ilagtir. Antiagregan ve kuvvetli vazodilator
etkisi nedeniyle yurt disinda ateroskleroz ve periferik damar hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Kimyasal yapisinda yer alan gruplar nedeniyle antioksidan 6zelligi olabilecegi
de ileri siiriilen iloprostun kalp, karaciger, bobrek ve damar endotelinde sitoprotektif etkisi

oldugu gosterilmistir.'">**

Prostaglandinlerin immiinomodiilator etkileri oldugu dikkate
alindiginda bir prostanoid olan prostasiklinin de immiinmodiilator etkisi olabilecegi gbz ardi
edilemez. Nitekim iloprostun bir sitokin olan TNFo’y1 inhibe ettigi ve TNFo reseptorlerinin
sayisini azalttign gosterilmistir.”

Bu calismada iskemi-reperfiizyon sonrasinda retinada artan kaspaz-8 aktivitesinin,

iloprost tarafindan anlamli bir sekilde baskilandig1 gozlendi. Iloprostun kaspaz-8 aktivitesini
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baskilayicr etkisi, kaptoprilin kaspaz-8’1 baskilama mekanizmasiyla aym olabilecegi gibi, farkli
bir mekanizma araciligr ile de gerceklesebilir. Ne varki, arastirmalarimizda kullanilan deneysel
dizayn bunu anlayabilmek i¢in yeterli degildir. Yukarida da belirttildigi gibi, bunu anlayabilmek
icin, kaspaz-8’i indiikleyebilen biyokimyasal basamaklarin oldukc¢a ayrintili deneysel planlar ile
arastirtlmasi gereklidir.

Arastirma bulgulari iloprostun ayn1 zamanda kaspaz kaskadinin 9 ve 3 yolunu da 6nemli
Olclide inhibe ettigini gostermektedir. Bu sonuglar iloprostun ROS olusumunu engelleyerek
kaspaz-9 ve dolayisiyla kaspaz-3 aktivitesini bloke ettigini diisiindiirmektedir. Zira kaspaz-9
aktivitesinin reaktif oksijen radikalleri aracilig: ile indiiklendigi bilinmektedir. Deneysel olarak
sican retinasinda yapilan bir caligmada 60 dakikalik iskemiden bir saat 6nce 5 dakikalik iskemi
uygulamast ile Oon kosullama yapildiginda, retinada olusan iskemik hasarin 6nemli Olgiide
azaldig1 saptanmis ve hasarin onlenmesinde adenozin reseptorlerin 6n kosullama ile uyarilmasi
sonucu ATP-duyarli K" kanallarinin agilmasinin ve protein kinaz C’nin aktive olmasinin rolii
oldugu ifade edilmistir.* [loprostun da potasyum kanallarin1 aktive ettigi bilinmektedir.'” Bu
nedenle arastirma sonucglarina gore iskemi-reperfiizyon sonucu, iloprostun retinada kaspaz-8,
kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerini anlamli olarak azaltmasinda, potasyum kanallarinin aktive
edilmesi de etkin bir rol oynamis olabilir.

Bu sonuglar iloprostun retinayr iskemi-reperfiizyon hasarindan koruyucu etkisi
olabilecegini ve sitoprotektif etkisinin mekanizmasinin serbest oksijen radikallerinin olusumunu
azaltarak antioksidan etki gostermesi veya TNFa sentezini inhibe etmesi ile ilgili olabilecegi

fikrini vermektedir.
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Bilindigi kadar ile literatiirde iloprostun retinada antiapoptotik etkisi olabilecegini telkin
eden bu ilk calisma, farkli iskemi-reperfiizyon siirelerinin incelenmesine ve ileri siiriilen

mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik calismalara yol acacagi kanaatindeyiz.

OZET

Bu calismada kaptopril ve iloprostun antioxidan ve antiapoptotik etkinliklerini iskemik rat
retinasinda immunohistokimyasal olarak ¢alismay1 amagladik. Bir anjiyotensin konverting enzim
inhibitorii olan kaptopril kardiyovaskiiler ve renal fonksiyon bozukluklarinin tedavisinde siklikla
kullanmlmaktadir. floprost ise sitoprotektif ve vazodilator etkilere sahip sentetik bir prostasiklin
analogudur. Her iki ilacin doku koruyucu ozellikleri 6zellikle miyokard ve endotel hiicrelerinde
arastirilmis olsa da iskemi-reperfiizyon sonrasi retinadaki antiapoptotik 6zellikleri tam anlamiyla

bilinmemektedir.

Kaptopril ve iloprostun antiapoptotik 6zelliklerini belirlemek icin ratlarda her iki tarafl
karotid arter ligasyonu ile 30 dakikalik iskemiyi takiben 90 dakikalik reperfiizyon saglanmistir.
Islem sirasinda kaptopril ve iloprost enjeksiyonlar1 yapilmistir. Kaspaz 8, 9 ve 3 aktiviteleri 11k

mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. .

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda iskemi reperfiizyon grubundaki ciddi retina hasari
calisilan tiim kaspaz aktivitelerindeki artis ile belirlendi. Kaptopril belirgin olarak kaspaz-8
aktivitesini azaltmakta ancak kaspaz-9 yolagi iizerinde herhangi bir etkinligi olmamaktadir.

Tloprost ise her ii¢ kaspaz aktivitesini de belirgin olarak azaltmaktadir.
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Sonuglarimiz iloprostun retinayi iskemi reperfiizyon hasariyla olusturulan apoptozisten
korudugu ancak kaptoprilin bu etkisinin kismi oldugunu veya hi¢ koruyucu etkisinin
olmayacagin1 gostermektedir. Bu yoniiyle bakildiginda iloprost retina hastaliklarinin tedavisinde
tercih edilebilecek bir ila¢ olabilir. Fakat bunu kesin olarak belirlemek i¢in ¢ok daha genis

caligsmalara gerek vardir.

INGILIZCE OZET

In this study, we aimed at studying antioxidant and antiapoptotic properties of captopril
and iloprost in ischemic rat retina by using immunohistochemistry. Captopril is an inhibitor of
angiotensin converting enzyme which is widely used for regulation of cardiovascular and renal
functions. Iloprost is a synthetic prostacyclin which has cytoprotective effects, and leads to
vasodilation in blood vessels. Despite the fact that a number of studies have focused on tissue
protective effects of both drugs in myocardial and endothelial cells, antiapoptotic properties of

both captopril and iloprost during retinal ischemia-reperfusion injury remain unclear.

To determine antiapoptoric properties of captopril and iloprost, a 30-minute ishemia
followed by a 90-minute reperfusion was created by bilateral ligation and release of carotid
arteries. During this process, captopril and iloprost were injected. Retinal tissue collected from
euthanized animals were subjected to immunohistochemistry. Caspase 8, 9 , and 3 activities were

measured. Evaluation of stained tissues were performed under light microscopy.

In comparison to controls, ischemia-reperfusion resulted in a severe injury in retinal

tissues as assessed by increased caspase activities in all caspases tested. Captopril inhibited



43

dramatically activity of caspase-8 whereas it did not have any effect on caspase-9 dependent

pathway of apoptosis. In contrast, ilprost decreased remarkably activities of all three caspases.

In conclusion, our results indicated that while iloprost may protect and rescue retina from
apoptosis, protection of captopril was only partial, and may not rescue retinal tissues from
apoptosis as a result of ischemia-reperfusion injury. In this respect, iloprost may be prefered as a
drug of choise in treatment of retinal diseases. However, extensive studies are also required to

make a final conclusion.
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