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GİRİŞ 

 

Apoptoz, organizmanın ihtiyaç duymadığı, biyolojik görevini tamamlamış veya 

hasarlanmış hücrelerin, zararsız bir biçimde ortadan kaldırılmasını sağlayan ve genetik olarak 

kontrol edilen programlı hücre ölümüdür.100 Apoptozis, hücre ölümünü tetikleyen fizyolojik veya 

patolojik stimülüs ile indüklenmekte, uyarı hücresel ölüm uyarısına dönüşmekte, proteolitik 

kaskadların aktivasyonu ile başlamakta ve ölen hücre fagositoz ile ortamdan 

uzaklaştırılmaktadır.12 Apoptozis, insanlarda ve pek çok canlıda normal intrauterin gelişme ve 

erişkin yaşamı için hayati önem taşımaktadır. İnsanlarda apoptotik mekanizmanın bozulması 

kanser, otoimmün ve nörodejeneratif hastalıkların gelişmesine neden olabilir. Bu hastalıklarda 

apoptozu kontrol eden mekanizmaların anlaşılması yeni tedavi çabalarına kapı açabileceği için 

önemli görünmektedir.  

Hücrelerin maruz kaldığı hipoksi, ısı, antikanser ilaçlar, radyasyon, gamma ve ultraviyole 

ışınları gibi dış etkenler apoptoza neden olabilmektedir. Bu etkenler DNA hasarı oluşturarak 

hücrede apoptoz meydana getirirler. Hücre, ölüm için aldığı uyarı ile protein denatürasyonu, 

erken DNA degredasyonu ve/veya mitokondriden serbest oksijen radikalleri salınımı sonucu 

hasara uğramaktadır. Memelilerde apoptozisi regüle eden gen bax genidir. Bu gen p53 tarafından 

aktive edilerek apoptozisi indüklemektedir. Apoptozisi inhibe eden genler de bcl-2 ve bcl-x 

genleridir. Bax ve bcl-2 genleri mitokondriyal membran permeabilitesini değiştirerek sitokrom c 

salıverilmesini artırmak ve azaltmak suretiyle pek çok hücre proteinini yıkıma uğratan kaspaz 
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enzim sistemini sırası ile aktive veya inhibe etmekte ve bu yolla apoptozisi kontrol altında 

tutmaktadır.12 

Apoptotik hücre ölümü gözde, retinal nöral dejenerasyonun son basamağı olarak kabul 

edilmekte malignensi, retinitis pigmentoza, travmatik retina dekolmanı, proliferatif diyabetik 

retinopati, iskemi durumlarında görülmektedir.57,66,133 İntraoküler basıncı artırmak, fotosensitif 

boya enjeksiyonu ile beraber lazer ışını vererek arteri tıkamak, intraoküler basıncı arttırmak 

suretiyle oluşturulan iskemi modellerinde yapılan çalışmalarda 60 dakikalık iskemi periyodunu 

takiben reperfüze edildikten 4 saat sonra apoptotik değişikliklerin oluştuğu, 24 saat sonra kaspaz-

1 ve kaspaz-3’ün upregüle olduğu belirlenmiştir.23,103 

Bu çalışmanın amacı, deneysel olarak ratlarda iskemik oküler sendromun modifiye 

edilmiş bir şekli olan karotid arter oklüzyonu ve reperfüzyonu ile oluşturulan apoptotik 

değişiklikleri incelemek ve oluşan bu hücre ölümünün doku koruyucu etkinliği belirlenmiş olan 

iloprost ve kaptopril ile önlenip önlenemediğini araştırmaktır. 

 

GENEL BİLGİLER 

 

Göz, insan vücudunda en iyi perfüzyona sahip olan organlardan birisidir. Perfüzyondan 

sorumlu ana vasküler sistem gözün iç tabakalarının perfüzyonunu sağlayan retinal damarlar ve 

diğer dokuları besleyen siliyer damarlardır. Gözün vasküler desteği esas olarak internal karotid 

arterin ilk dalı olan oftalmik arter yolu ile olmaktadır. Major dalları olan santral retinal arter 

retinanın iç 2/3 kısmını beslerken, posterior silier arterler 1/3 dış kısmı besler.  

Retina, dışta retina pigment epiteli ve içte 6 tip nöron ve aralarında müller hücrelerinin 

bulunduğu nöral retinadan oluşur. Histolojik olarak 10 tabakadan oluşmaktadır. Dıştan içe doğru 
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bu tabakalar: Retina pigment epiteli tabakası, fotoreseptör tabakası, dış limitan membran, dış 

nükleer tabaka, dış pleksiform tabaka, iç nükleer tabaka, iç pleksiform tabaka, gangliyon hücre 

tabakası, sinir lifi tabakası ve iç limitan membran tabakası şeklindedir. 

Dış nükleer tabaka koni perikaryumları en dışta yerleşecek şekilde fotoreseptör hücre 

gövdelerinden oluşurken dış pleksiform tabaka fotoreseptör hücrelerin, horizontal ve bipolar 

hücrelerle sinaps yaptığı tabakadır. Horizontal hücreler, bipolar hücreler, müller hücreleri ve 

amakrin hücreler iç nükleer tabakada bulunurlar. İç pleksiform tabaka ise bipolar, amakrin ve 

gangliyon hücrelerinin sinaps yaptığı tabakadır. Sinir lifi tabakası optik siniri oluşturmak üzere 

toplanan gangliyon hücre aksonları tarafından oluşturulur.  

 

APOPTOZİS 

Yaşamakta olan hücreler iki farklı mekanizma ile ölürler. Bu mekanizmalar nekroz ve 

apoptozistir. Nekroz; hipoksi, aşırı ısı değişikliği, toksinler gibi hücre dışından gelen çeşitli 

fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelişen travmatik hücre ölümüdür. Apoptozis ise 

yaşlanmış, fonksiyonunu yitirmiş, fazla üretilmiş, düzensiz gelişmiş veya genetik olarak hasarlı 

hücrelerin organizma için güvenli bir şekilde yok edilmesini sağlayan ve genetik olarak kontrol 

edilen programlı hücre ölümüdür. Nekroz patolojik bir olaydır. Apoptozis ise fizyolojik veya 

patolojik uyaranlarla oluşabilir. Apoptozis morfolojik olarak özgündür. Nekrozda hücre içine 

aşırı sıvı girmesi sonucu hücre şişerken, apoptotik hücre tam tersine küçülür. Nekrozda kromatin 

patterni hemen hemen normal hücredeki görüntüye benzerdir ama apoptotik hücrenin kromatini 

nükleus membranının çevresinde toplanır ve kondanse olur. Nekrotik hücrede plazma membranı 

bütünlüğünü kaybeder ve hücre içinden dışına hücre içi materyallerinin çıkışı gerçekleşir. Oysa 

apoptotik hücre membranı intaktır ve üzerinde küçük cepçikler oluşur. Nekrotik hücre sonra 
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lizise uğrar ama apoptotik hücre küçük cisimciklere parçalanır. Apoptotik cisimcikler membranla 

kaplıdır ve değişen miktarlarda nukleus veya diğer hücre içi yapılar içerirler. Bu apoptotik hücre 

veya cisimcikler plazma membranları hasarlanmadan komşu hücreler veya makrofajlar tarafından 

fagosite edildiklerinden inflamasyon oluşmaz. Nekrozda ise plazma membranının bütünlüğü 

bozulup hücre içeriğinin dış ortama salıverilmesi sonucu inflamasyon uyarılır.  

Yunanca’da  apo= ayrı,  ptosis= düşen anlamı taşıyan apoptosis terimi biyolojik bilimler 

literatüründe ilk defa İskoçyalı araştırmacılar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafından 1972 yılında 

kullanılmış ve canlı dokulardaki hücre azalmalarından sorumlu olan, yapısal olarak özgün bir 

hücre ölüm tipi olarak tanımlanmıştır. Apoptozis, uzun süre araştırmacıların çok ilgilenmedikleri 

bir alan olarak kalmıştır. Fakat apoptozisin gelişim biyolojisinde, normal doku “turnover”ında ve 

immun sistem hücrelerinin sitotoksik fonksiyonları gibi bazı önemli fizyolojik süreçlerdeki rolü 

ortaya çıktıkça önemi de hızla artmıştır. Apoptotik hücreler organizmanın bazı dokularında ve 

hücrelerinde sürekli olarak oluşmaktadırlar ve bu oluşum ömür boyu devam etmektedir. Çok 

hücreli canlıların normal ve doğru gelişimleri seçilmiş bazı hücrelerinin apoptozisle ölmesine 

bağlıdır. Örneğin insan embriyosunun el parmakları arasında bulunan perdelerin, buradaki 

hücrelerin apoptozisle ölmesi sonucu kaybolduğu düşünülmektedir. Yapım (mitozis) ile yıkım 

(apoptozis) arasında kontrollu bir denge vardır. Bu dengenin apoptozisin lehine veya aleyhine 

bozulması birçok önemli hastalığın patogenezine katkıda bulunur. Olmaması gerekirken 

gerçekleşen apoptozis veya hızlanmış ya da tam tersine yavaşlamış apoptozis organizma için 

tehlikelidir. Apoptozisin gereksiz yere oluştuğu veya hızlandığı hastalıklara örnek olarak AIDS, 

nörodejeneratif hastalıklar, insüline bağımlı tip diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard 

enfarktüsü, ateroskleroz gibi hastalıklar verilebilirken; apoptozisin yavaşladığı hastalıklara örnek 

olarak ise otoimmün hastalıklar ve kanser verilebilir. Görüldüğü gibi apoptozis organizmada 

doğru bir şekilde işlemelidir. 
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Apoptozisin en önemli özgün yönü DNA’nın internukleozomal bölgelerden yaklaşık 180-

200 baz çifti veya bunun katları boyutunda DNA parçaları oluşturacak şekilde parçalanmasıdır. 

DNA’yı parçalayan bir Ca/Mg-bağımlı endonükleazdır. Ayrıca, DNase I ve II’de DNA 

parçalanmasından sorumludur. Hangi parçalayıcı enzimin rol alacağı hücre tipine ya da uyaranın 

özelliğine göre değişebilir. Apoptotik hücrede görülen önemli değişikliklerden biri normalde 

plazma membranının iç yüzünde bulunan fosfatidilserinin erken evrede membranın dış yüzüne 

doğru transloke olmasıdır “phosphatidylserine translocation”. Bu mekanizma apoptotik 

hücrelerin komşu hücreler ve makrofajlar tarafından tanınmasını sağlar.  

Apoptozisin genetik kontrolü ile ilgili bilgilerin çoğu bir nematod olan Caernorhabditis 

Elegans’dan elde edilmiştir. Bu genler ced 3, ced 4, ced 9 ve  egl’dur. Ced-3 ve ced-4 

proapoptotik genlerdir. Ced-3 ve 4’ün etkileri antiapoptotik etkili ced-9 ve egl genleri ile kontrol 

edilir. Memelilerde yapılan çalışmalarda bu genlerin analogları tespit edilmiştir. Memeli 

hücrelerinde apoptoziste rol alan kaspazlar ced-3 analoğudur ve bu güne kadar 14 kaspaz tipi 

belirlenmiştir. Ced-4’ün memeli hücrelerindeki homoloğu apoptozis aktive edici faktör-1 

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

 

Apoptozisin modülatörleri:  

Apoptozis çok sayıda ve çeşitte mediatör tarafından düzenlenir. Bunlar arasında, bazı 

iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller 

(mitokondri) bulunmaktadır. Bazı mediatörler hücre tipine özgündür, bazıları da apoptotik 

stimulusun çeşidine göre farklılık gösterebilirler. Apoptotik süreç boyunca hücre içine sürekli 

kalsiyum girişi olur. Kalsiyum iyonları endonükleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz 

aktivasyonunda, gen regülasyonunda, proteazların aktivasyonunda ve hücre iskeleti 
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organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hücreye kalsiyum girişi apoptozisin gerçekleşmesi için 

esansiyel değildir.  

Bcl-2 ailesi, üyelerinin bir kısmının apoptozisi indüklediği (bax, bad, bid, bcl-X
s
), bir 

kısmının ise inhibe ettiği (bcl-2, bcl-X
l
) geniş bir ailedir. Fizyolojik şartlarda hücre içinde bcl-

2/bcl-x ve bax genleri denge halinde bulunmaktadır. Fakat bu durumu bax gen aktivasyonu 

yönünde bozan faktörler sonucu hücrede apoptozis başlamaktadır. Bu ailenin üyeleri kendi 

aralarında homo veya hetero-dimerler oluştururlar. Hücrenin yaşayabilirlik durumu bu ailenin 

pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyelerinin rölatif oranına bağlıdır. Bcl-2 özellikle mitokondri dış 

membranında bulunmakta ve iyon transportunu düzenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve 

apoptotik uyarı alınması halinde mitokondri membranına bağlanır, burada küçük delikçiklerin 

“pore” oluşumunu indükler, böylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonuçda sitokrom c ve 

apoptozis-indükleyici faktör olarak bilinen AIF’ün (apoptosis-inducing factor) mitokondriden 

sitozole çıkmasını sağlar. Bcl-2’nin ayrıca mitokondri ile olan ilişkisinden dolayı antioksidan bir 

etkiye sahip olduğu ve böylece oksidan stresin neden olduğu apoptozisi baskılayabildiği 

bulunmuştur.  

p53 gen ailesi hücre içinde oldukça önemli rollere sahiptir. Bunlardan birisi; hücre 

siklusunun durdurulması, bir diğeri ise hücre ölümünün aktive edilmesidir.74 p53, hücrede bir 

şekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasarı (“single or double-strand breaks”, 

nükleotid eksikliği) oluştuğunda, eğer hasar onarılabilecek düzeyde ise hücre siklusunu G1 

fazında durdurur ve hücreye DNA’sını tamir edebilmesi için zaman kazandırır. Eğer DNA hasarı 

tamir edilemeyecek kadar büyükse bu durumda p53 apoptozisi indükler. p53’ün apoptozisi 

indüklemesi bax’ın ekspresyonunu artırması böylece bcl-2/bax oranını değiştirmesi yoluyla 

gerçekleşir. Fakat bax gen aktivasyonu için tek geçerli mekanizma, p53 aktivasyonu değildir.128 
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Bazı virüsler (insan papillom virüsü, Epstein-Barr virüsü, adenovirüs tip 12) ya p53’ü inaktive 

ederek ya da bax’a bağlanarak apoptozisi bloke ederler, böylece bu hücrelerin enfekte ettikleri 

hücreler doğal hücre ölüm mekanizmasından kurtulduklarından virüsle-indüklenen 

karsinogenezise bu yolla katkıda bulunurlar. p53 ayrıca bir transkripsiyon faktörü olan Mdm2 

(murine double minute 2) tarafından da ya transkripsiyonu “down” regüle edilerek ya da 

kendisine bağlanılarak hem aktivitesi inhibe edilir hem de yıkımı hızlandırılır. Fakat, DNA’nın 

hasarlanması halinde p53’ün fosforilasyonu artar ve buna bağlı olarak da Mdm2’den ayrılır, 

böylece yarılanma ömrü uzadığı için de aktivitesi artar.  

Sitokrom c, mitokondri iç membranında bulunan elektron transport zincirinin bir 

proteinidir. Son yıllarda anlaşılan önemiyle apoptozis sürecinde merkezi bir konuma oturmuştur. 

Bu yüzden de sitokrom c’nin mitokondriden stoplazmaya salıverilmesi apoptozis yoluna girmiş 

bir hücrede irreversibl bir döneme girildiğini işaret eder. Sitokrom c, mekanizması henüz tam 

olarak aydınlatılamamış bir şekilde mitokondriden AIF ile birlikte stoplazmaya salınır. Sitokrom 

c stoplazmik protein olan Apaf-1’e bağlanır ve onu aktive eder, ardından ATP’nin de katılımıyla 

apoptozom adı verilen bir kompleks oluşur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif 

kaspaz-9 haline dönüşmesini sağlar. Aktif kaspaz-9 ise efektör kaspazlardan prokaspaz-3’ü aktive 

eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla-aktifleşen deoksiribonükleaz inhibitörünü (inhibitor of caspase-

activated deoxyribonuclease=ICAD) inaktifleştirir, böylece ICAD’ın bağladığı kaspazla-

aktifleşen deoksiribonükleaz (caspase-activated deoxyribonuclease=CAD) serbestleşir ve bu da 

apoptozisin karakteristik bulgularından biri olan kromatin kondansasyonuna ve oligonükleozomal 

DNA fragmantasyonuna neden olur. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-bağımlı apoptozisi 

gösterir, oysa kaspaz-bağımsız apoptozisin varlığı da bilinmektedir. Kaspaz-bağımsız apoptozis 

yine mitokondriden salıverilen bir faktör olan AIF’in etkisiyle gerçekleştirilir. Fakat, AIF’in 

etkilediği nükleazın ne olduğu henüz bilinmemektedir.47  
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Kaspazlar (caspases), zimojen (inaktif prekürsör) olarak stoplazmada bulunan ve aktif 

merkezlerinde sistein yer aldığından sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup enzimlerdir. 

Şu ana kadar 14 tanesi tanımlanmıştır ve çoğu apoptozisde rol almaktadır. Kaspazlar birbirlerini 

aktifleştirerek preteolitik bir kaskada neden olurlar. Bazıları (kaspaz-2, 8, 9, 10) başlatıcı 

kaspazlar olarak bilinirken bazıları da (kaspaz-3, 6, 7) efektör kaspazlar olarak bilinir. Başlatıcı 

kaspazlar apoptotik uyarıyla başlayan ölüm sinyallerini efektör kaspazlara naklederler. Efektör 

kaspazlar ise ilgili proteinleri (örneğin, hücre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, nükleer 

membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)) 

parçalayarak apoptotik hücre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. İlk tanımlanan 

enzim interlökin 1-β dönüştürücü enzim (ICE)’dir ve prokaspaz-1 olarak bilinir. Kaspaz kaskadı, 

sitokrom c’nin stoplazmaya salıverilmesiyle prokaspaz-9’un aktivasyonu yoluyla aktifleştirildiği 

gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin salıverilmesine neden olabilirler. Bir kaspaz inhibitörleri ailesi 

olan IAP’lar (inhibitors of apoptosis) kaspazları selektif olarak inhibe ederler, böylece apoptotik 

mekanizmayı durdururlar. Bu inhibitörler birçok malign hücreler tarafından aşırı eksprese 

edilmektedirler. IAP’lar ayrıca hücre siklusunu da etkileyerek apoptozisi durdurabilirler. 

Kaspazlardaki defektler otoimmun hastalıklara, kansere ve bazı nörolojik bozuklukların 

oluşumuna katkıda bulunabilir.60 Hatta, kaspaz-8’in nöroblastomada tümör süpressörü olarak 

işlev gördüğü bulunmuştur.116  

Seramid, membrana bağlı asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir ürünüdür. Plasma 

membran hasarına karşı bir sinyal olduğu düşünülmektedir.  

Granzimler, patojenle enfekte edilmiş hücrelerin veya tümör hücrelerinin ortadan 

kaldırılmasında etkin rol alırlar. Perforinler ve granzimler normal olarak sitotoksik lenfositlerin 

ve Natural Killer hücrelerin stoplazmik granüllerinde bulunurlar. Sitotoksik lenfositlerin hedef 

hücreye bağlanmasıyla perforinler salgılanır ve hedef hücrenin membranında porlar meydana 
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getirirler. Perforin porlar sitozolik kalsiyum düzeylerinin hızla artmasına yol açar. Beraberinde 

salgılanan ve bir serin proteaz olan granzimin de bu porlar aracılığıyla hücreye girmesiyle hücre 

içinde prokaspaz-8’in aktivitesi, dolayısıyla kaspaz kaskadı başlatılır. Bu da enfekte hücreyi 

(veya kanser hücresini) apoptozise götürür.  

 

Apoptozisin indüklenmesi:  

Apoptozisi başlatan nedenler çeşitlidir. Apoptozis klasik olarak, hücre ölüm reseptörleri 

olarak bilinen Fas (diğer isimleriyle APO-1, CD95) ve tümör nekrozis faktör reseptörü-1 (TNFR-

1)’in ilgili ligandları ile etkileşime girmesi sonucu indüklenir. Bu hücre yüzey reseptörleri 

membranda bulunur ve TNFR ailesinin üyesidirler. Fas lenfoid hücrelerde, hepatositlerde, bazı 

tümör hücrelerinde, akciğerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. İlgili ligandına Fas ligand (FasL) 

denir. FasL, tümör nekroz faktör (TNF) ailesinin bir üyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve 

Natural Killer hücrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlarıyla bağlandıklarında ölüm uyarısı 

almış olduklarından bir seri protein:protein interaksiyonlarından geçerler. Öncelikle kendilerine 

doğal olarak bağlı bulunan ve ölüm bölgeleri (death domain) adı verilen TRADD (TNFR-1 

associated death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile interaksiyona girerler. Bu 

ölüm bölgeleri ise prokaspaz-8’i aktifleştirerek kaspazların kaskad tarzında aktivasyonlarını 

başlatırlar. Hücre içinde ayrıca bu ölüm bölgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadır. 

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

 

Apoptozis genotoksik ajanların etkisiyle yaratılan ağır DNA hasarına yanıt olarak p53’ün 

indüksiyonuyla da başlatılabilir. İndüklenen p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi üyesi olan bax’ın 

indüksiyonuna yol açararak apoptozisi başlatır. p53 bax’ın indüksiyonu haricinde ayrıca Fas ve 
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DR5 gibi hücre yüzey ölüm reseptörlerinin indüksiyonuna neden olarak da apoptozisi 

başlatabilir. Apoptozis ayrıca reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitokondri hem 

plazma membranı hem de genom üzerinde oluşturabileceği hasarlara bağlı olarak da 

başlatılabilir. Apoptozisi büyüme faktörlerinin ortamdan eksilmesiyle de başlatılabilir. Hücre 

kültür ortamında büyütülen hücreler eğer serum açlığına maruz bırakılırlarsa apoptozisle ölürler. 

Buradaki mekanizma, apoptozis indükleyici bir nükleer protein olan p53 aktivasyonuna bağlı 

olarak gerçekleşir. Ayrıca, pro-apoptotik bir bcl-2 ailesi üyesi olan bad’ın fosforillenememesi 

sonucu aktifleşmesi ve böylece mitokondriden apoptozisi başlatıcı bir faktör olan sitokrom c’nin 

stoplazmaya salıverilmesi yoluyla da apoptozis gerçekleşir. Apoptozisi başlatan bir başka neden 

ise, sitotoksik T lenfositlerinden salıverilen granzimlerin hedef hücrede (örn. virüsle enfekte 

hücre veya kanser hücresi) kaspaz sistemini aktifleştirmesidir. 

 

Mitokondrinin Apoptozisteki Rolü: 

Apoptozisi başlatan yolların kesiştiği kavşak noktanın mitokondri olduğu görülmüştür. Bu 

yüzden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden stoplazmaya salıverilmesi) 

apoptotik süreçde irreversibl noktayı gösterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol açan en önemli 

faktör bcl-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik üyeleri olan bu ailenin üyelerinin 

mitokondri üzerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin stoplazmaya salıverilmesi gerçekleşir 

(apoptozisin başlaması) veya sitokrom c’nin stoplazmaya salıverilmesi baskılanır (apoptozisin 

inhibisyonu). Mitokondrial membran permabilitesinin artışı sitokrom c salınımı açısından 

önemlidir. Mitokondrinin iç membranında transmembran potansiyelinde düşme (PT= 

permeability transition) sonrasında mitokondride önemli değişiklikler meydana gelir. PT ve 

takiben oluşan sitokrom c salınımı apoptoziste en kritik olaylardır. PT; iç membranda geniş bir 
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por oluşumu (PT pore) sonrasında meydana gelmektedir. PT por, iç ve dış mitokondriyal 

membranların temas halinde oldukları noktalarda, bulunan multiprotein komplekslerinden 

meydana gelmektedir.38 Mitokondrinin dış membranında porin ya da voltaj bağımlı anyon kanalı 

(VDAC) iç membranda ise adenin nükleotid translokatör (ANT) isimli protein bulunmaktadır. 

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz ve cyclophillin D, bu proteinlerle etkileşirler. PT por, 

normalde mitokondride matriks Ca+ düzeyi, pH, elektrik potansiyeli ve volüm ayarlaması 

yapmaktadır. Fakat apoptozis sırasında, porlar açılır ve oksidatif fosforilasyon meydana gelir ve 

mitokondride şişme meydana gelir. Bir teoriye göre bu şişme, membran rüptürüne ve membran 

arası boşluğa sitokrom c salınımına neden olmaktadır. Bir diğer alternatif teoriye göre ise, PT por 

açılımı sitokrom c bağımlı kaspaz aktivasyonundan sonra olmaktadır.97 Buna göre sitokrom 

salınımı mitokondri dış membranında bax proteinin bağlandığı spesifik protein kompleksi 

tarafından yürütülmektedir. Bax proteininin, ANT proteini ile bağlantı kurup apoptozisi 

indüklediği ve sitokrom salınımını arttırdığı gösterilmiştir.81 Alternatif olarak, bcl-2 proteini de 

por açılmasını engellemektedir ve bunu VDAC proteini ile etkileşerek yaptığı düşünülmektedir.82 

Sonuç olarak, yukarıda da belirtildiği üzere bcl-2/bcl-x sistemi bir etkisini de, dolaylı yoldan 

sitokrom c salınımını engelleyerek göstermektedir. 

 

Bcl-2 Ailesi:  

Bcl-2 ailesi birbirine zıt etkileri olan iki grupdan oluşur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik, 

apoptozisi indükleyici, etkiye sahiptir. Diğeri ise anti-apoptotik, apoptozisi baskılayıcı, etkiye 

sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden stoplazmaya salıverilmesini 

indüklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c salıverilmesini baskılarlar. Bu iki zıt etkili grubun 

işleyişi yapılarında bulunan iki bölgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) bağlıdır. 
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Yapılarındaki BH1, BH2, ve BH3 bölgeleri hidrofobik cep’i oluşturur. Amfipatik a-heliks, BH3 

bölgesinde yer alır. Hidrofobik cep sayesinde bir diğer bcl-2 ailesi üyesinin BH3 bölgesine 

bağlanırlar. Pro-apoptotik üyeler kendi içinde iki alt gruba ayrılırlar. Bu alt grublardan biri 

yapılarında her üç bölgeyi (BH1, BH2, BH3) de içeren üyelerden (örn., bax, bak), diğeri ise 

sadece BH3 bölgesini içeren üyelerden (bid, bad, bim) oluşur. Anti-apoptotik üyelerde ayrıca 

BH4 bölgesi bulunur. Bu bölgenin, apoptozisin diğer hücresel yollarla ilişkisini kurduğu 

düşünülmektedir. Anti-apoptotik üyeler, doğal olarak intrinsic sitokrom c’nin salıverilmesini 

baskılama özelliğine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik üyelerin anti-apoptotik üyelerle 

bağlanması halinde bu inhibitör etki ortadan kalkar ve sitokrom c salıverilmesi gerçekleşir. Bu 

yüzden, pro ve anti-apoptotik üyelerin dengesi yaşam ile ölüm arasındaki seçeneği belirler. Anti-

apoptotik üyelerin aşırı ekspresyonlarının apoptozisi baskıladığı oysa pro-apoptotik üyelerin aşırı 

ekspresyonunun ise hücreleri öldürdüğü görülmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi üyelerinin en 

iyi bilinenleri: bcl-2, bcl-Xl, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanları ise bax, bcl-Xs, bad, bim, bak, 

bok, bid’dir. Bcl-2/bcl-x ve bax gen modülasyonu, p53 gen modülasyonundan daha komplikedir. 

p53 geni dışında bcl-2/bcl-x ve bax genlerini başka faktörler de modüle etmektedir. Bu 

proteinlerden birisi bag-1 proteinidir. Bu molekülün bcl-2 proteinine bağlandığı ve bcl-2’nin, 

bax’a olan afinitesini arttırdığı bilinmektedir.113 Bcl-2 gen ailesinin bir diğer üyesi olan bad, bcl-x 

proteinine bağlanmaktadır ve bcl-x ve bax’ın ayrılmasını sağlamaktadır.129  

Bcl-2 ve bax ile ilgili yapılan çalışmalar, bu ailenin farklı antiapoptotik mekanizmalara 

sahip olduğunu ortaya koymaktadır. Bazı çalışmalarda bcl-2’nin reaktif oksijen radikallerini 

tutarak etki gösterdiği savunulmaktadır.55 Bir çalışmada ise, bcl-x geninin, mitokondri dış zarında 

şişme ve rüptüre engel olduğu savunulmaktadır.122 Bunun mekanizması tam olarak bilinmemekle 

birlikte, bcl-x ve bax proteinlerinin her ikisinin de mitokondrinin iç zarında bulunan ve por 

oluşumuna katkıda bulunan proteinlerle etkileşime girdiği düşünülmektedir. Bu por yapısı ve 
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mitokokondriyal membran permabilitesi, apoptotik süreçteki bir çok mekanizmayla yakından 

ilişkilidir. 

Bu mekanizmalar dışında bcl ailesinin bir diğer koruyucu etkisi, bcl-x’in proteolitik 

kaspaz kaskadını inhibe etmesi ile ilişkilidir.1 Bu durum, bcl-x’in Apaf-1 olarak adlandırılan 

düzenleyici proteine bağlanması sonucu oluşmaktadır. Bu molekül kaspaz sistemi aktivasyonu 

için oldukça gereklidir. Retina ganglion hücrelerinde; p53 ve bcl-2 gen ailesinin retinal iskemi 

sonrasında aktif olarak apoptotik hücre ölümünde rol oynadığı yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir.102 Fakat gelişimsel apoptozisde ve  optik sinir hasarında ortaya çıkan retina 

ganglion hücre ölümünde daha çok bax proteini suçlanmaktadır.51   

 

Bcl-2 ailesinin mitokondri üzerindeki etkileri:  

Bid’in kırılması: Bid, bak ve bax gibi pro-apoptotik bcl-2 ailesi üyeleri normalde 

hücrelerde sessiz halde bulunurlar. Bu proapoptotik üyeler aktive edildiklerinde sitokrom c’nin 

stoplazmaya salıverilmesini sağlarlar. Bid’in kırılmasına, dolayısıyla aktifleşmesine, yol açan 

etken kaspaz-8’in aktivasyonudur. Aktif kaspaz-8, bid’i kırar; böylece, 15 kDa’luk bir karboksi 

terminal fragmanı oluşur. Bid ayrıca diğer hücre yüzey ölüm reseptörleri olan TNF ve TRAIL 

aracılığıyla da aktifleşir. Bid’i “knock out” yapılmış fare hepatositlerinde TNF veya anti-Fas ile 

apoptozis indüklenmeye çalışılırsa, bu farelerde apoptozis oluşmaz. Bu deney, bid’in hücre yüzey 

ölüm reseptörlerinden gelen apoptotik sinyalin mitokondriye iletilmesinde rol aldığını, böylece 

ölüm reseptörleri ile mitokondrinin bağlantısını sağladığını göstermektedir. Oluşan bid fragmanı 

BH3 bölgesine sahip olduğundan diğer proapoptotik bcl-2 ailesi üyelerle interaksiyona girerek 

onların normalde bulundukları stoplazmadan mitokondriye göç etmelerine (aktivasyonlarına) 
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neden olur. Bu aktivasyon sonucu, sitokrom c salıverilir. Bid karboksi terminal fragmanı ayrıca, 

bak-düzenlemeli sitokrom c salıverilmesini de aktifleştirir.124 

Bad’ın defosforilasyonu: Bad, birçok normal hücrede bulunmaktadır. Bad’ın diğer bcl-2 

ailesi üyeleriyle kompleks yapması fosforilasyon-defosforilasyon mekanizması ile düzenlenir. 

Normal koşullarda, bad yaşam faktörlerinin etkisiyle, serin-treonin kinaz Akt/PKB yolu 

aracılığıyla fosforile durumda tutulur. Fosforile durumda iken antiapoptotik üyelerle kompleks 

oluşturamadığından onları etkisizleştiremez. Yani, sitokrom c tutucu etkilerini antagonize 

edemez. Eğer defosforile olursa (örn., yaşam faktörlerinin eksikliği gibi bir nedenle) 

antiapoptotik üyelerle kompleks oluşturarak antiapoptotik (sitokrom c tutucu) etkilerini ortadan 

kaldırır. Böylece sitokrom c salıverilmesi gerçekleşir.  

Bim’in mikrotübüllerden salıverilmesi: Bim, normalde mikrotübüllerle ilişki içinde olan 

dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur. Apoptozis indüksiyonu esnasında mitokondriye göç 

eder. Pro-apoptotik aktiviteye sahiptir.  

 

Kaspaz Sistemi:  

Kaspazlar (Caspase= Cysteine Aspartyl-specific Protease), sistein proteazlardır ve 

aspartik asitten sonraki peptid bağını kırarlar. Hücrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve 

proteolitik olarak birbirlerini aktifleştirirler. Böylece bir kaskad şeklinde işlerler.104 Yapısal 

olarak bütün kaspazlar  NH2 terminal bölgesi ve farklı motiflerde aminoasit zinciri taşıyan 20 ve 

10 kDa ağırlığında 2 proteaz sahası taşır. Bu proteaz alanındaki sekans benzerlikleri gözönüne 

alınarak kaspazlar 3 sınıfa ayrılmıştır:117 

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

matürasyonunda rol alırlar. 
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2-Başlatıcı kaspazlar: Kaspaz-2, 8, 9, 10’u içerir. Bu kaspazlar efektör kaspazları aktive edici 

fonksiyon görürler. 

3-Efektör kaspazlar: Kaspaz-3, 6, 7’dir. Apoptozisde hücreyi parçalayan yani apoptotik 

morfolojinin oluşumunu sağlayan etkenler “effectors” olarak bilinirler.  

Kaspazların sınıflandırılması:  

Kaspaz-1 (ICE)  

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)  

Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)  

Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEreıı)  

Kaspaz-5 (ICErelııı, 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)  

Kaspazların aktivasyonu:  

İnaktif formdaki kaspazlar kırılarak aktifleşirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu 

(dimerizasyonu) ya hücre yüzey ölüm reseptörlerinin aktivasyonu ya da kaspaz-9 bağlayıcı 

protein olan Apaf-1’in oligomerize olmak üzere indüklenmesi ile gerçekleşir. Apaf-1’in 

indüksiyonu ise sitokrom c’nin mitokondriden salıverilmesi ile gerçekleşir. Apaf-1’in 
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oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin biraraya getirilmesini sağlar. Böylece aktifleşen 

kaspaz-9, kaspaz-3’ü aktifleştirir. Bcl-x proteininin, Apaf-1 proteinine bağlanarak, Apaf-1’in 

sitokrom ile kompleks oluşturduğu ve dolayısı ile kaspaz aktivasyonunu engellediği 

düşünülmektedir. Fakat, PT por oluşumu ve reaktif oksijen radikalleri oluşumu; bax ile kaspaz 

inhibisyonu sağlansa bile engellenememektedir. 

Mitokondriden ayrıca AIF salıverilir. Bunlar henüz bilinmeyen bazı nükleazları 

aktifleştirerek DNA degredasyonuna yol açarlar ama bunların nükleusta yol açtığı morfoloji 

değişikliği apoptozisde tipik olarak görülen tipde değildir. Daha ziyade, net olarak seçilebilen 

sınırlardan ziyade düzensiz sınırlı ve periferik yerleşimli dağınık nükleus parçaları şeklindedir. 

Her dokunun eksprese ettiği kaspaz tipi farklı olabilir. Bu durumda farklı dokular için farklı 

kaspazların aktivasyonu yoluyla apoptozisin gerçekleştiği düşünülebilir. Örneğin, periferik T 

hücreleri ultraviole ile indüklenmiş apoptozise gitmek için ne kaspaz-3’e ne de kaspaz-9’a 

gereksinim duyarlar. Oysa, embriyonik stem hücreler bu durumda her iki kaspaza da gereksinim 

duyarlar. Hatta hücrelerin değişik farklılaşma derecelerinde değişik kaspazların aktivasyonuna 

gereksinim duyulabilir. Örneğin, periferik T hücreleri Fas’ın aktivasyonuna yanıt olarak gelişen 

apoptozisde kaspaz-3’e gereksinim duyarlar ama timositler kaspaz-3 eksikliğinde yine Fas’la 

indüklenen bir apoptozise gidebilirler.  

 

Apoptotik hücre ölümünün aşamaları: 

Apoptozis hücre dışından gelen sinyallerle başlatılan ve birbirini takip eden olaylar zinciri 

olarak seyreder. Sonuçta hücrenin fagositozu ile sonuçlanır. Aşamaları: 

1-Apoptozisin başlatılması 

2-Hücre içi proteazların (kaspazlar) aktivasyonu 
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3-Hücrede morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerin oluşması 

4-Fagositoz’dur. 

1-Apoptozisin başlatılması:  

Hücrenin apoptozise gidebilmesi için ilk önce ilgili genetik mekanizmayı harekete 

geçirecek bir sinyalle karşılaşması gerekir. Bu sinyal hücre içi veya dışından gelebilir. 

-Hücre dışından kaynaklanan sinyaller 

*Çevresel yaşam sinyallerinin ve büyüme faktörlerinin yetersizliği: Hücreler çevre 

hücrelerden ve ekstasellüler matriksten gelen yaşam sinyallerine, büyüme faktörlerine ihtiyaç 

duyarlar. Büyüme faktörlerine bağımlı hücrelerin kültürlerinde büyüme faktörleri çekildiği 

zaman hücre metabolizmalarında ani bozulmalar ve hücre siklusunda duraklamalar izlenir. 

* Ölüm reseptörlerinin aktivasyonu (reseptör ligand etkileşimi): Bazı sitokinler hücre 

membranında bulunan reseptörlere bağlanarak apoptozisi harekete geçiren sinyaller 

üretebilirler.31 Apoptozisde rol alan membran reseptörleri arasında en önemli grup TNFR 

ailesidir. Bu ailenin apoptozisi veya proliferasyonu ya da her ikisini uyaran etkiye sahip en az 19 

üyesi vardır. TNFR ailesi içinde apoptoz oluşturan reseptörlerden en önemlileri Fas ve TNFR 

1’dir. Bu reseptörler uyarıldıklarında hücrenin stoplazmasında bulunan parçaları adaptör 

proteinlere bağlanır. Adaptör proteinlerin ölüm efektör parçaları vardır. Bunlar da apoptozis için 

başlatıcı olan kaspazlara bağlanır. 

 * Fas-Fas Ligand aracılı apoptozis: Bu tip apoptozis hücre yüzey reseptörü olan Fas       

(CD-95, APO-1) aracılığı ile oluşur. Fas ligandın Fas reseptörüne bağlanması ile Fas reseptörün 

hücre içinde bulunan parçası Fas adaptör proteinle (FADD) birleşerek ölüm başlatan sinyal 

kompleksini (death induced signal complex = DISC ) oluşturur. Bu da prokaspaz-8’in 

aktifleşmesini sağlar.88 
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 Fas ligand membrana bağlı veya solubl olabilir. Solubl Fas ligand (FasL, CD-95L) immün 

sistem tarafından oluşturulur. Bu ligandın T hücreleri membranında bulunan Fas reseptörüne 

bağlanması ile immün reaksiyonla aktive olmuş ve görevlerini tamamlamış olan lenfositlerin yok 

edilmesi sağlanmış olur.53  

 * TNF aracılı apoptozis: Bir sitokin olan TNF’nin TNF reseptörleri ile birleşmesi (örn. 

TNRF-1) sonucunda reseptörün hücre içerisinde bulunan parçası TNRF adaptör protein 

(TRADD) ile etkileşir.49 TRADD daha sonra FADD ile birleşerek prokaspaz-8’i  aktifleştirerek 

apoptozise neden olur.48,71 

-Hücre içinden kaynaklanan sinyaller: DNA hasarı, hücre içi kalsiyum seviyesinde 

artış, hücre içi  pH’da düşme, metabolik ve/veya hücre siklus bozuklukları hücreyi apoptozise 

götüren merkezi hücre ölüm sinyallerini başlatabilmektedir.  

2-Hücre içi proteazların (kaspazlar) aktivasyonu:  

Ölüm reseptörleri, adaptör proteinler aracılığı ile, iç sinyaller ise mitokondri aracılığı ile 

başlatıcı kaspazları aktive ederler.37 Aktive olan başlatıcı kaspazlar da zincirleme olarak diğer 

kaspazları aktive ederler. İç sinyaller ile oluşan apoptoziste daha önce de belirtildiği gibi 

mitokondri önemli rol oynar. Birçok proapoptotik molekül (sitokrom c, kaspaz-2, 3, 9 

zimogenleri ) mitokondrinin iç ve dış zarı arasında bulunur.75,80 

Sinyaller dış mitokondri zarında geçirgenlik artışına sebep olur. Bu zarın geçirgenliği 

daha önce de belirtildiği gibi bazı proteinlerce ayarlanmaktadır. Geçirgenlik artışı mikokondri iki 

zarı arasında bulunan sitokrom c’nin sitozole olmasına neden olur. Sitokrom c nin salınımı bcl 

protein ailesi tarafından regüle edilir.37 Bu ailenin bcl-2 ve bcl-x üyeleri antiapoptotik olup 

sitokrom salınımını önlerken proapoptotik olanları (bax, bid) tersi etkide bulunur.54,76 Sitokrom c 

sitozolde apaf-1, prokaspaz-9 ve ATP ile birleşir ve apoptozom adı verilen üniteyi oluşturur.109 

Bu birleşme ile aktif hale geçen kaspaz-9,  sonlandırıcı kaspaz olan kaspaz 3’ü aktive eder.75 
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Memeli hücrelerinde bu güne kadar 60’dan fazla kaspaz substratı olan protein saptanmıştır 

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

olur. Bu proteinlerin büyük bir kısmı apoptozisin regülasyonu ve infazında rol alırken, bir kısmı 

da proinflamatuar sitokin prekürsörleridir.  

Tablo I: Kaspaz substratları  

 

Hücre ölüm proteinleri   Transkripsyon faktörler 

Bcl-2,       Heat shock factor,  

Bcl-xl,      NF-Kb,  

Prokaspases,      Sp1 

Seramid-A,      Hücre siklus regülatörleri 

P35      Cyclin A 

Hücre iskelet proteinleri   Cdc 27 

Aktin,       Mdm 2 

fodrin,       Retinoblastom protein 

gelsolin,     Diğer 

lamin,       Heat shock protein 90,     

keratin      Phospholipase A2 

DNA metabolizması    Transgluthaminase 

DNA dependent protein kinaz,   Calpastatin 

PARP,      Sitokin prekürsörleri    

Topoizomeraz,     Pro IL1ß, 16, 18 
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3-Hücrede morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerin oluşması: 

-Biyokimyasal Değişiklikler 

DNA kırıkları oluşumu: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endonükleaz (Caspase 

activated DNAase (=CAD) = DNA fragmentation factor (=DFF )) ile bağ yapan bir proteindir 

(=ICAD=Inhibitor of caspase-activated DNAse).28 Kaspazlar bu proteini yıkarak endonükleazı 

serbestleştirir. Çekirdek içine giren Ca++ Mg++ bağımlı endonükleaz DNA kırıkları oluşturur. 

Kırıklar nükleozomlar arasından mono veya oligonükleozomal olarak meydana gelir, 180 baz 

çifti ve katları şeklinde kırılma oluşur.78 

Hücre iskeletinin yıkılması: Gelsolin aktini depolimerize eden bir enzimdir ve kaspaz-3 

tarafından aktive edilir. Aktin flamanlarının yıkılması ile hücre normal şeklini kaybeder. Gelsolin 

deficient nötrofillerin klasik apoptozis morfolojik değişikliklerini çok geç gösterdikleri 

belirlenmiştir.62 Yıkılan aktinin sonucunda apoptotik hücre komşu hücre ve bazal membrandan 

ayrılır.126  

Hücre membran değişikliği: Kaspazların etkisiyle hücre membran asimetrisi bozulur. 

Plazmalemma iç yüzeyindeki fosfotidilserin yer değiştirerek membranın dış yüzüne yerleşir. 

Ayrıca bazı apoptotik hücreler hücre membranlarında  trombospondin denilen adeziv bir 

glikoprotein ve ICAM 3 gibi adezyon molekülleri içerirler. Bütün bu membran değişiklikleri 

apoptotik hücrelerin çevre fagositlerce tanınıp fagositozunu sağlar. Transglutaminaz aktivasyonu 

ile membran proteinlerde oluşan çapraz bağlanmalar membranın parçalanmasını ve apoptotik 

cisimlerin oluşmasını sağlar.83 

-Morfolojik değişiklikler:  

Hücreler özelleşmiş yüzey yapılarını ve diğer hücrelerle olan temas yüzeylerini 

kaybederler. Su kaybederek küçülürler ve büzüşürler. Stoplazmanın yoğunlaştığı organellerin 



 23 

birbirine yakınlaştığı izlenir. Membranlar bütünlüklerini korurlar. Organeller genel olarak 

sağlamdır. Mitokondriler genellikle normal yapılarını korurlar. Bazen ribozomlarda çökme 

izlenebilir.  

 En önemli değişiklik çekirdekte izlenir. Kromatin çekirdek membranına yakın kısımlarda 

yoğunlaşarak çöker. Elektron mikroskopta bakıldığında kromatinin yoğun granüler yarım ay, 

hilal veya yüzük şeklinde çekirdek membranının iç yüzünde yerleştiği izlenir. Çekirdek de hücre 

gibi büzüşür. 

 Apoptozis hematoksilen eozinle boyanmış kesitlerde ışık mikroskopik seviyede de 

izlenebilir. Hücreler koyu eozinofilik stoplazmalı, bir veya birkaç parçalı piknotik çekirdekli 

olarak görülür. Çekirdek, kromatinin çekirdek membranının iç yüzüne yerleşmesi nedeniyle hilal 

veya yarımay şeklinde izlenebilir. Apoptotik süreç ilerledikçe hücrelerde stoplazmik çıkıntılar 

oluşur. Hücre daha sonra membranla çevrili küçük parçalara bölünür. Bunlara apoptotik cisim adı 

verilir. İçlerinde stoplazma ve sıkıca paketlenmiş organeller bulunur. Bazılarında çekirdek 

parçaları da mevcuttur. 

4-Fagositoz:  

Apoptotik hücrede görülen önemli değişikliklerden biri normalde plazma membranının iç 

yüzünde bulunan fosfatidilserinin erken evrede membranın dış yüzüne doğru transloke olmasıdır. 

Bu mekanizma apoptotik hücrelerin komşu hücreler ve makrofajlar tarafından tanınması mümkün 

olmakta ve fagosite edilerek dokudan temizlenmesi sağlanmaktadır.  

 

 Apoptozisin saptanmasında kullanılan yöntemler: 

Apoptozisi saptamak için çok çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. 1972 yılında, apoptozis 

terimi ilk kez kullanıldığında hücrenin morfolojik görünümüne göre karar verilmişti. Oysa, 
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günümüzde morfolojik değerlendirmenin yanısıra apoptozise özgü olduğu bilinen bazı 

aktivasyonların (örn. aktif kaspaz-3 tayini) moleküler düzeyde belirlenmesiyle de 

saptanabilmektedir. İlk kez morfolojik kriterlere göre belirlenen apoptozis, 80’li yılların sonuna 

doğru DNA kırıklarının oluştuğunun ortaya çıkarılmasıyla birlikte bu kırıkların saptanmasına 

yönelik yöntemlerle belirlenmeye başlandı. 90’ların ortalarında ise apoptotik hücrelerde 

kaspazların aktifleştiği bulundu. Böylece, kaspaz aktivasyonlarının belirlenmesine yönelik 

metodlarla saptanabilen apoptozis, 90’ların sonuna doğru fosfatidilserin translokasyonunu 

belirleyen yöntemlerle de saptanmaya başlandı. Apoptozisin belirlenmesinde kullanılan 

yöntemler aşağıda sıralanmıştır:  

1. Morfolojik görüntüleme yöntemleri (ışık mikroskobu, floresan mikroskobu / lazerli konfokal 

mikroskop, elektron mikroskobu, faz kontrast mikroskobu) 

2. İmmunohistokimyasal yöntemler (Anneksin V yöntemi, TUNEL yöntemi, M30 yöntemi, 

kaspaz-3 yöntemi)  

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

4. İmmunolojik yöntemler (ELISA, fluorimetrik yöntem) 

5. Moleküler biyoloji yöntemleri (DNA Microarrays)  

 

KAPTOPRİL  

Anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitörleri kardiyovasküler hastalıkların 

tedavisinde (hipertansiyon, kalp yetmezliği, koroner arter hastalığı) sıklıkla kullanılmaktadır. 

Bunlardan kaptopril hipertansiyon tedavisinde oral olarak kullanılan ilk ACE inhibitörüdür.90 

Renin anjiotensin sisteminin ana etkisi kan basıncı kontrolü, renal hemodinami ve homeostazis 

üzerindeki etkileri iyi bilinen anjiotensin II üzerinden olmaktadır. Anjiotensin II ise inflamasyon, 
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fibrozis, hücre büyümesi üzerinde etkileri olan bir oktapeptiddir. Yapılmış birçok çalışmada 

kaptoprilin antiinflamatuar ve immünregülatör fonksiyonu olduğu gösterilmiştir.3,50,94 Kaptopril 

de dahil olmak üzere ACE inhibitörlerinin deneysel olarak oluşturulan otoimmün ensefalomiyelit, 

miyokardit ve kolitte yararlı oldukları bulunmuştur.19,35,52 Ayrıca anti tümöral, anti fibrotik ve 

sitoprotektif etkileri olduğu da  gösterilmiştir.87,98,127  

Renin anjiotensin ve kallikrein-kinin sistemleri endotel hücrelerinde iyi 

tanımlanmışlardır.114,121 ACE inhibitörleri aynı zamanda bradikinin degradasyonunu sağlayan 

kininaz aktivitesini de inhibe ederler. Böylece bradikinine bağlı fosfolipaz A2 aktivasyonu 

sonucu vazodilatatör etkili prostanoidlerin artışı sağlanmış olur. Ayrıca bradikininin lokal artışı 

ile endotelial B2 reseptörleri uyarılarak endotel hücrelerinden nitrik oksit salınımı da sağlanmış 

olur. Bu da vazodilatatör etkiye katkıda bulunmaktadır. Kaptopril kallidin benzeri peptid 

yapımını arttırarak rat kalbinde oluşturulan iskemi reperfüzyon hasarını önlediği 

gösterilmiştir.77,92 Çeşitli çalışmalarda kaptoprilin yapısında bulundurduğu sülfidril grubu ile aynı 

zamanda serbest radikal tutucu özelliği olduğu ortaya konmuştur.6,18,34,86,95 Kaptoprilin bu doku 

koruyucu etkisi yapısında bulunan sülfidril grubunun iskemi sonrasında oluşan tiol gruplarını 

bağlamasıyla olmaktadır. Ratlarda iskemi reperfüzyon sonrası oluşturulan aritmilere karşı 

koruyucu olduğu gösterilmiştir.10 Kaptoprilin tavşanlarda FeCl3 ile oluşturulan lipid 

peroksidasyonunu inhibe ettiği ve endotel hücrelerinde oksidadif stresle oluşturulan apoptozis 

modelinde koruyucu etkisi olduğu gösterilmiştir.131
  

 

İLOPROST   

İloprost uzun süreli vasodilatasyon yapan bir prostasiklin analoğudur. Prostasiklin (PGI2), 

endojen olarak üretilen ve esas olarak vasküler sistemin endotel hücrelerinde araşidonik asitten 
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prostasiklin sentetaz aracılığı ile sentezlenen bir maddedir. Doku koruyucu fonksiyonlarının 

olduğu bildirilmiştir.22 PGI2 vasküler düz kas hücrelerinde adenil siklaz enzimini aktive ederek 

hücre içi cyclic adenosine monophosphate (cAMP) artışına, bu da vazodilatasyona neden olur. 

Mikrovasküler sistemde vazokonstriktif etkisi olan tromboksan A2 ve PGI2 arasında bir denge 

bulunmaktadır. PGI2 aynı zamanda mikrovasküler kan akışının düzenlenmesinde, trombosit 

agregasyonun inhibe edilmesinde önemli rol oynar. Ancak prostasiklinin kullanımı, fizyolojik 

pH’daki solüsyonlarda kimyasal instabilitesi ve in vivo metabolik instabilitesi (yarı ömrü 3 dk.) 

nedeniyle sınırlı kalmıştır.  

İloprost oldukça benzer farmakokinetik özellikleriyle birlikte stabil bir PGI2 

analoğudur.63 Yapısının değiştirilmesiyle iloprost 30 dakikalık bir plazma yarılanma ömrüne 

kavuşarak büyük bir metabolik ve kimyasal stabilite kazanmıştır. Böylece iloprost 

prostasiklinlerde olduğu gibi doku koruyucu ve antiagregan özellikleri kazanmış olmaktadır.22,58 

İloprostun ADP, epinefrin ve trombin ile oluşturulmuş platelet agregasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiş ve bu etkisinin hücredeki cAMP düzeyini artırarak adenyl cyclase aktivasyonuyla 

sağladığı bildirilmiştir.30 İloprost aynı zamanda plasminogen activator inhibitor type-1 (PAI-1)’in 

trombositlerden salınımını inhibe etmektedir.21 Ayrıca iloprostun prostasikline göre daha az 

hipotansif etkisi olduğu ve daha etkli bir antiagregan olduğu da bildirilmiştir.30,107 İlacın 

intravenöz uygulamadaki hemodinamik etkileri (vasküler dirençte azalma, arter basıncında 

azalma, taşikardi) doz bağımlı olmaktadır.58 Çeşitli hayvan deneylerinde topikal uygulanan 

iloprostun göz içi basıncını düşürdüğü de gösterilmiştir.40,45,46 

Klinikte iloprostun pulmoner arteriyel hipertansiyonda inhaler yolla kullanımı FDA 

tarafından onaylanmıştır. Bu hastalardaki egzersiz intoleransını azaltmaktadır.44 Ayrıca anjina 

pektoris hastalarında egzersiz kapasitesini arttırmak,13 kemik iliği ödemi sendromunda ağrıyı 

azaltmak,4 kolesterol emboli sendromu olgularındaki distal extremite iskemisini düzeltmek27 ve 
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heparin tedavisine bağlı platelet agregasyonunu inhibe etmek2,56 amacıyla kullanılmıştır. Diğer 

vazodilatör tedavilere dirençli ergotizmde96 ve postoperatif kalp yetmezliğinini tedavisinde67etkili 

olduğu gösterilmiştir. Yaşa bağlı makula dejenerasyonlu 5 olgunun iloprost ile 6 aylık tedavisi 

sonucunda uzun süreli görme fonksiyonunu arttırdığı gösterilmiştir.32 Periferik vasküler 

hastalıklarda antitrombotik ve muhtemel fibrinolitik aktiviteyi artırıcı etkisinden dolayı 1-3 

ng/kg/dk dozunda infüzyon şeklinde kullanımının yararlı olduğu gösterilmiştir.8,89 Ayrıca 

konnektif bağ dokusu hastalığına bağlı olarak gelişen Raynaud's fenomeninde standart doz 

iloprost (2 ng/kg/min) tedavisi sonrası bile 10 hafta boyunca parmaklara olan kan akımının arttığı 

gösterilmiştir.118 Tromboanjiitis obliterans hastalarında dinlenme sırasındaki ağrıyı ve 

amputasyon gerekliliğini azaltmaktadır. Skleroderma olgularında günlük infüzyonlarla 

sklerodermaya bağlı semptomlarda azalma bildirilmiştir.9 İloprostun pyoderma gangrenosum gibi 

diğer tedavilere dirençli deri ülserlerinde yara iyileşmesini hızlandırdığı gösterilmiştir. 

Vazospazma bağlı böbrek yetmezliği olan bir olgunun tevavisinde de etkili bulunmuştur.73 Septik 

şokta mikrosirkülasyonu olumlu yönde etkilediği gösterilmiştir.72  

 

GEREÇ ve YÖNTEM 

 

Çalışma Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Etik Kurulu kurallarına uygun 

olarak gerçekleştirilmiştir.  

Bu çalışmada 5 haftalık ve ağırlıkları 200-250 gr. olan 24 adet erkek Wistar rat kullanıldı. 

Deney 24 °C’lik sabit oda sıcaklığında yapıldı. Ratlara cerrahi girişim öncesi genel anestezi 

sağlamak için 1.2-1.4 gr/kg Urethane intraperitoneal olarak uygulandı. Takiben tüm hayvanlara 

boyun diseksiyonu yapılarak internal karotid artere ulaşıldı. Ratlar rastgele dört gruba ayrıldı. 
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Grup 1 kontrol grubu, grup 2 iskemi reperfüzyon (İR) grubu, grup 3 İR + kaptopril grubu ve grup 

4 İR + iloprost grubu olarak belirlendi. Her grup 6 ratın 12 gözünden oluşmaktaydı. Ratların 

herbir karotid arterinin altından 5-0 ipek sütür geçirildikten sonra kontrol grubu hariç olmak 

üzere sağ karotid artere 30-gauge iğne yardımıyla grup 2’ye 0.1 ml serum fizyolojik, grup 3’e 1 

mg/kg/0.1cc dozda kaptopril ve grup 4’e 1 µg/kg/0.1ml dozda iloprost enjeksiyonu yapıldı. Bu 

aşamada damar endotelinin hasar görmemesine özellikle dikkat edildi. Daha sonra yine kontrol 

grubu hariç olmak üzere sütürün iki ucu önceden hazırlanmış silikon tüpün içinden geçirilerek 

arterde oklüzyon sağlanacak şekilde silikon tüpün dış ucunda klemplendi. 30 dakikalık iskemiden 

sonra sütür gevşetilerek 90 dakika boyunca reperfüzyon sağlandı. Takiben intraperitoneal olarak 

uygulanan yüksek sodyum pentobarbital (0.8 ml; 60 mg/ml) ile ötenazi uygulandı. Kantotomi ve 

optik sinirin kesilmesini takiben tüm ratların her iki gözü de enükle edildi. Globlar % 10 

formaldehit solüsyonunda tespit edilerek çalışma anına kadar  +4 °C’de bekletildi. 

 

İMMÜNOHİSTOKİMYA 

İmmühohistokimya yapılacak ve hematoksilen ile boyanacak olan dokular fiksasyon için 

% 10’luk  nötral formolin solüsyonunda  72 saat tespit edildi. Tespit işleminden sonra dokular 

ışık mikroskop takip yönteminden geçirildiler. Dokular önce 24 saat boyunca akarsuda yıkandı. 

Ardından % 50, 60, 70, 80, 90, 96 ve 100’lük etil alkolde birer saat boyunce dehidrate edildi. 

Daha sonra absolü alkol ve sedir yağı (1:1) karışımında 1 saat bekletilen dokular gece boyunca 

sedir yağında şeffaflandırıldı. Ksilon serisinden geçirilen dokular etüv içinde ksilol ve parafin 

karışımında ( 1:1 ) 1 saat, ardından parafinde 6 saat bekletildikten sonra bloklandı. 

İmmünohistokimyasal çalışma için parafin bloklardan polylizinli camlar üzerine 4-5 mikron 

kalınlığında kesitler alındı. Camlar ksilol ve alkol ile deparafinize ve dehidrate edildikten sonra 
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doku içerisinde formaldehitin kapattığı reseptör bölgelerinin açığa çıkarılmasının sağlamak 

amacıyla 1 M citrate buffer (Lab Vision, USA) ile mikrodalgada retriver işlemi gerçekleştirildi. 

Takiben, %3’lük hidrojen peroksit (Lab Vision, USA) ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke 

edildi. İşlem sonrasında PBS (phosphate buffer saline) (LabVision, USA) (pH7.4) ile camlar 

yıkandı. Devam eden  işlemlerde LabVision anti-rabbit kit kullanıldı. UltraV block ile non-

spesifik bağlanmaların engellenmesi sağlandı. Bu işlemden sonra camlar yıkanmadan üç gruba 

ayrıldı. 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 ısısında bekletildi. Süre sonunda PBS 

ile yıkanan camlara biyotinli sekonder antikor eklenerek primer antikora bağlanması sağlandı. 

PBS ile yıkanan camlar streptavidin-biyotin enzim kompleksine etkin bırakıldı, böylece camlarda 

enzimin biyotine bağlanması sağlandı. Son olarak ortama AEC (Lot: AHA 51011) (Lab Vision, 

USA) kromojeni eklenerek gözle görülebilir ürünün ortaya çıkması sağlandı. Zemin boyası 

olarak Mayer’in hematoksileni kullanıldı. Negatif boyama primer antikor aşamasında yapıldı. Bu 

şekilde boyanan camlar ultramount yardımı ile lamelle kapatılıp, foto ışık mikroskopta 

değerlendirildi. Preparatlarda retina katlarındaki morfolojik değişiklikler ve büyük büyütme 

alanlarında (x400) boyanan stoplazma belirlenerek apoptozisin varlığı saptandı. Deney grupları 

arasındaki kaspaz 8, 9 ve 3 aktivite farkları arbitrary unit ile istatistiksel olarak karşılaştırıldı.   
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BULGULAR 

 

Kontrol grubunda tüm retina katmanları değerlendirildiğinde yapı normal olarak gözlendi. 

Kaspaz-8 tutulumu (Resim 1A) izlenmezken, dış nükleer tabakayı oluşturan hücrelerde ve yer yer 

gangliyon hücrelerinde minimal düzeyde kaspaz-9 (Resim 1B) tutulumu izlendi. Kontrol grubuna 

ait kaspaz-3 (Resim 1C) tutulumu değerlendirildiğinde ise hücresel düzeydeki tutulumun çok 

daha zayıf olduğu, immünreaktivitenin iç nükleer tabaka hücrelerinin özellikle bazaline yerleşim 

gösterenlerde minimal düzeyde ve sinaptik bölge olan dış pleksiform tabakasında  olduğu dikkati 

çekti. Yer yer  gangliyon hücrelerinde zayıf tutulum izlendi. 

 

      

Resim 1: Kontrol grubunda retina katmanlarındaki kaspaz-8, 9 ve 3 tutulumu. Kaspaz-8 tutulumu 

(soldaki resim, 1A) dış pleksiform (�), iç pleksiform (��),  iç nükleer (�),  dış nükleer (�) ve 

ganglion hücre (�) tabakalarında izlenmezken kaspaz-9 tutulumu (ortadaki resim, 1B) dış 

nükleer tabakayı oluşturan hücrelerde (�) ve yer yer gangliyon hücrelerinde (�) minimal 

düzeyde görülüyor. Kaspaz-3 tutulumunun (sağdaki resim, 1C) ise iç nükleer tabaka (�) 

hücrelerinin özellikle bazaline yerleşim gösterenlerde ve dış pleksiform tabakada (�) olduğu, 

gangliyon hücrelerinde (�) ise bu tutulumun daha zayıf kaldığı görülüyor. (İmmünperoksidaz & 

Hematoksilen, x 400). 
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İskemi ve reperfüzyon uygulanan grupta gangliyon hücrelerindeki belirgin 

intrastoplazmik ödem dikkat çekiciydi. Bu grupta kaspaz-8 tutulumunun çok belirgin şekilde 

arttığı gözlendi. İç ve dış nükleer tabakada çekirdek çevresindeki tutulumun kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında değişiklik göstermediği gözlenirken sinaptik alanlar olan iç ve dış pleksiform 

tabakada kuvvetli kaspaz-8 immünreaktivitesi olduğu görüldü. Yine kontrol grubundan farklı 

olarak gangliyon hücrelerinde bazal hücre zarı ve çevre stoplazmasında çok daha belirgin olmak 

üzere kuvvetli boyanma saptandı (Resim 2A). Retina genelinde kaspaz-9 tutulumu aynı grubun 

kaspaz-8 tutulumuna göre daha orta dereceli olarak bulundu. İç ve dış  nükleer tabakalarda 

zayıftan ortaya değişen kaspaz-9 immünreaktivitesi izlenirken iç ve dış pleksiform tabakadaki 

tutulum daha zayıftı. Gangiliyon hücrelerinde ödem nedeniyle çekirdek çevresindeki stoplazmada 

açılmalar görüldü ve kaspaz-9 tutulumu son derece zayıftı (Resim 2B). İskemi ve referfüzyon 

grubunda kaspaz-3 tutulumu ise kaspaz-8 ‘e tamamen eşdeşti. Sinaptik alanlarda kuvvetli tutulum 

gözlenirken, iç nükleer tabakanın  sinaptik alana bakan yüzünde yer yer ortadan kuvvetliye 

değişen tutulum dikkati çekti. Gangiliyon hücre  tabakasın da ise özellikle bazal stoplazmada ve 

hücre zarında ortadan kuvvetliye değişen tutulum dikkati çekti. (Resim 2C). 

 

     

Resim 2: İskemi ve reperfüzyon uygulanan grupta kaspaz-8, 9 ve 3 tutulumu. Kaspaz-8 tutulumu 

(soldaki resim, 2A) iç (�) ve dış nükleer tabakada (�) kontrol grubu ile benzer görünüm 

sergilerken bu tutulumun iç (�) ve dış pleksiform tabakada (��) ve gangliyon hücrelerinde (�) 
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çok daha belirgin olduğu dikkati çekiyor. Aynı grupta kaspaz-9 tutulumu değerlendirildiğinde 

(ortadaki resim, 2B) iç (�) ve dış (�) nükleer tabakalarda zayıftan ortaya değişen 

immünreaktivite izlenirken, iç (�) ve dış pleksiform tabakalardaki (��) ve gangliyon 

hücrelerindeki tutulumun daha zayıf olduğu görülüyor. Kaspaz-3 tutulumu (sağdaki resim, 2C) 

sinaptik alanlarda kuvvetli iken, iç nükleer tabakanın (�) sinaptik alana bakan yüzünde ortadan 

kuvvetliye değişen tutulum izlenirken gangiliyon hücre (�) tabakasında özellikle bazal 

stoplazmada ve hücre zarında ortadan kuvvetliye değişen tutulum dikkati çekiyor. 

(İmmünperoksidaz & Hematoksilen, x 400). 

 

İskemi-reperfüzyon ile birlikte kaptopril uygulanan deney grubunda kaspaz-8 tutulumu 

değerlendirildiğinde dış nükleer tabakada tutulum gözlenmezken, iç nükleer tabakada minimal 

tutulum gözlendi. Bazı gangiliyon hücrelerinde zayıf tutulum izlendi. Bu bulgular kaspaz-8 

tutulumu açısından kaptopril uygulaması kontrol grubuyla benzerlik göstermekteydi (Resim 3A). 

Bu grupta kaspaz-9 tutulumu iskemi ve referfüzyon grubu ile karşılaştırıldığında doku genelinde 

tutulum belirgindi (Resim 3B). Bu grupta kaspaz-3 tutulumu değerlendirildiğinde ise iç nükleer 

tabakadaki hücrelerde ortadan kuvvetliye değişen immünreaktivite değerlendirildi. Aynı 

düzeydeki tutulum iç ve dış pleksiform tabakada gözlenirken iskemi ve referfüzyon grubundan 

ayrıcalı olarak gangliyoner hücre tabakasında tutulumun yer yer negatif yer yer zayıftan ortaya 

değişen düzeyde olduğu gözlendi. (Resim 3C).  
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Resim 3: İskemi ve reperfüzyon ile birlikte kaptopril uygulanan deney grubunda kaspaz-8, 9 ve 3 

tutulumu. Kaspaz-8 tutulumu değerlendirildiğinde (soldaki resim, 3A) iç nükleer tabakada 

minimal (�) tutulum görülürken, dış nükleer tabakada (�) tutulumun olmadığı izlendi. Bazı 

gangliyon hücrelerinde (�) ise zayıf tutulum izlendi. Aynı grupta kaspaz-9 tutulumu (ortadaki 

resim, 3B) gangiliyon hücrelerinde (�) ve iç pleksiform tabakada (��) belirgin olarak 

izlenirken kaspaz-3 tutulumu (sağdaki resim, 3C) değerlendirildiğinde iç nükleer tabakadaki 

hücrelerde (�), iç (�) ve dış pleksiform tabakalarda (��) ortadan kuvvetliye değişmekteydi. 

Gangliyoner hücre tabakasında (�) ise tutulumun yer yer negatif, yer yer zayıftan ortaya değişen 

düzeyde olduğu görülüyor. (İmmünperoksidaz & Hematoksilen, x 400). 

 

İskemi-reperfüzyon ile birlikte iloprost uygulaması yapılan grupta kaspaz-8 tutulumu 

değerlendirildiğinde gangliyon hücre tabakasında belirgin olmak üzere diğer gruplara göre 

tutulum zayıftı. Gangliyon hücrelerinde zayıftan ortaya değişen tutulum izlendi. Genel olarak 

kaptopril uygulamasına benzer özellik sergileyerek bu grupta tutulumun iskemi ve reperfüzyon 

grubuna göre çok daha zayıf olduğu izlendi (Resim 4A). Bu grupta kaspaz-9 tutulumunun 

kaspaz-8 tutulumuna benzer görünüm sergilediği dikkati çekti. Gangliyon hücre tabakasında 

zayıf immünreaktivite gözlendi. Dış pleksiform tabakada da yine zayıtan ortaya değişen kaspaz-9 

immünreaktivitesi gözlendi (Resim 4B). Bu grupta kaspaz-3 tutulumu değerlendirildiğinde ise 

immünreaktivite zayıftan ortaya değişen düzeyde olduğu belirlendi. Tutulum en belirgin olarak 
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gangliyon hücre tabakası, iç ve dış pleksiform tabakaya  komşu hücrelerde olduğu izlendi (Resim 

4C). 

      

Resim 4: İskemi ve reperfüzyon ile birlikte iloprost uygulanan deney grubunda kaspaz-8, 9 ve 3 

tutulumu. Genel olarak bu gruptaki kaspaz-8 tutulumunun (soldaki resim, 4A) iskemi ve 

reperfüzyon grubuna göre çok daha zayıf ve gangliyon hücre tabakasında (�) zayıftan ortaya 

değişen düzeyde olduğu izlendi. Kaspaz-9 immünreaktivitesi (ortadaki resim, 4B) gangliyon 

hücre tabakasında (�) zayıf izlenirken, iç pleksiform tabakada (��) zayıftan ortaya değişen 

tutulum görülüyor. Kaspaz-3 tutulumu (sağdaki resim, 4C) ise zayıftan ortaya değişen düzeyde 

gangliyon hücre tabakası (�), iç (�) ve dış pleksiform tabakaya (��) komşu hücrelerde 

izleniyor. (İmmünperoksidaz & Hematoksilen, x 400). 

Kaspaz-8 aktivitesinin iskemi reperfüzyon grubunda kontrol grubuna göre oldukça arttığı 

ancak bu artışın kaptopril ve iloprost uygulanan gruplarda iskemi-reperfüzyon grubuna kıyasla 

belirgin olmadığı görüldü. Yine kaspaz-8 aktivitesinin iloprost uygulanan grupta kaptopril 

uygulanan gruba kıyasla daha fazla olduğu izlendi. Sadece iskemi-reperfüzyon uygulanan guruba 

kıyasla, kaspaz-9 aktivitesi iloprost tarafından engellendi. Ancak kaptopril kaspaz-9 ve kaspaz-3 

aktivitesi üzerinde önemli bir etki göstermedi. Kaspaz-3 immünreaktivitesi iskemi reperfüzyon 

grubunda kontrol grubuna göre belirgin artış göstermektedir. Kaspaz-3 immünreaktivitesi 

kaptopril uygulanan grupta iskemi reperfüzyon grubu ile aynı olmakta ancak iloprost uygulanan 

grupta azalmaktadır (Şekil 1). 
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Şekil 1: Retinada kazpaz 8, 9 ve 3 aktivitelerinin deney gurupları arasında istatistiksel olarak 

karşılaştırılması. *Kontrol-IR, p<0.01; **IR ve IR+Kaptopril, p<0.01; ***IR ve IR+iloprost, 

p<0.01. (İR:İskemi reperfüzyon) 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Retinanın geçici iskemisi nedeniyle retinada oluşan apoptozisin ortaya çıkan serbest 

radikaller sonucu olabileceği gösterilmiştir.111,112 Bu çalışmaların çoğunda iskemi süresinin 30 

dakikanın üzerinde tutulması üzerinde durulmaktadır. Fakat yapılan bazı deneysel çalışmalarda 5-

10 dakika gibi kısa süreli geçici iskeminin de retina tabakalarında apoptozu indüklediği ileri 

sürülmektedir.61,91,119  

Apoptozis hücrelerin kontrollü bir şekilde elimine edildiği bir hücre ölüm şeklidir.  Gözde 

apoptozis normal retina gelişiminde,130 retina dekolmanında,20 glokomda,59 herediter retina 

hastalıklarında,39 makula dejenerasyonlarında,43 üveitlerde14 ve retina iskemisinde64,101 

gösterilmiştir.  

Hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezliği tedavisinde kullanılan kaptopril angiotensin 

I’in kuvvetli vazokonstriktör angiotensin II’ye dönüşümünü sağlayan angiotensin dönüştürücü 

enzim (ACE) inhibitörüdür. ACE bradikinini metabolize eden kininaz II enzimi ve opioid 

peptidleri metabolize eden enkefalinaz enzimi ile idantik olması nedeniyle kaptopril aynı 

zamanda kininaz II enzimini de inhibe ederek bradikininin metabolize olmasını bunun yanı sıra 

enkefalinazı inhibe ederek de enkefalinlerin metabolize olmasını önler. ACE siklooksijenaz 

enzimi ile ters yönde etki göstermesi nedeniyle kaptopril prostaglandin sentezini de artırır.16   

Bu etkilerinin yanı sıra kaptoprilin immünmodülatör fonksiyonları olduğu da belirlenmiş 

bunun sonucu olarak romatoid artirit tedavisinde ve insülin-bağımlı diabetes mellitusun 

komplikasyonlarını önlemek amacı ile de kullanılmaktadır.7,33,65 Şistozomiazis, deneysel lupus 

hastalıkları ve deneysel otoimmün encephalomyelit ile oluşan inflamasyonun kaptopril ile inhibe 
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edildiği gösterilmiştir.19,115,125 Kaptoprilin bu etkinliğinin monosit/makrofaj-kaynaklı TNF, IL-1, 

IL-6, IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin oluşumunu baskılamasına bağlı olarak ortaya 

çıkar.3,70,93,105 Kaptoprilin immünmodulatör etki mekanizmaları, antiproliferatif etkisi,108 

antioksidan aktivitesi,99 metalloproteazları inhibe etmesi,15 prostaglanadin sentezini artırması17 ile 

açıklanmaya çalışılmıştır. Kaptoprilin bu tür etkilerinin yapısında bulunan tiol gruplarına bağlı 

olabileceği ileri sürülmüştür.110 

Kaptoprilin insan aktive edilmiş T hücrelerinde, akciğer epitel hücrelerinde Fas ile 

indüklenen apoptozisi inhibe ettiği gösterilmiş,24,123 bu inhibitör etkinin IL-2 sentezini 

önlemesine ve indüklenebilir kaspaz-3 aktivitesini azaltmasına bağlı olabileceği ileri 

sürülmüştür.120 Buna karşın damar endotel hücrelerinde yapılan bir çalışmada, kaptoprilin serbest 

oksijen radikallerinin oluşumunu önleyen glutatyon peroksidaz ve superoksid dizmutaz 

enzimlerinin etkinliğini azalttığı, ancak lipid peroksidasyonun son ürünü olan MDA düzeyini 

değiştirmediği saptanmıştır.  

Antikanserojen bir ilaç olan etopozidin, hem tümör hücrelerde hemde endotel hücrelerde 

apoptozisi indüklediği bilinmektedir. Etopozid kullanılarak in vitro ortamda endotel hücre 

kültürlerinde indüklenen apoptozu kaptoprilin önleyemediği gözlenmiştir. Bundan dolayı  

oksidatif stres veya apoptoz içeren klinik durumlarda endotelde koruyucu etkisinin olamayacağı 

ifade edilmiştir.79 

Yapmış olduğumuz bu çalışmada iskemi ve reperfüzyon sonrasında retinada kaspaz-8 

aktivitesinin belirgin olarak arttığı saptandı. İskemi sırasında TNFα ve IL-1β gibi proinflamatuar 

sitokinlerde artış olmaktadir.41,42,132 Bu tür sitokinler, TNF reseptörleri ve diğer sitokin 

reseptörleri aracılığı ile, özellikle kaspaz-8 aktivitesini arttırmaktadır. Çalışmamızda gözlenen 
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kaspaz-8 artışı muhtemelen indüklenen sitokinler aracılığı ile ortaya çıktı. Buna karşın kaptopril 

verilen hayvanlarda kaspaz-8 aktivitesinin önemli derecede engellendiği tespit edildi. Bu durum 

kaspaz-8 aktivitesini tetikleyen bir mekanizmanın, kaptopril tarafından inhibe edildiğini 

göstermektedir. Bu tür bir mekanizmanın varlığının moleküler olarak ortaya çıkartılması için 

kaspaz-8 yolundaki bütün biyokimyasal reaksiyonların tek tek ele alınarak incelenmesi gerekir. 

Bu da onlarca deney gurubu hayvanın kullanıldığı ve bir çok test sistemini gerektiren bir 

çalışmanın gerçekleştirilmesi anlamına gelir.   

İskemi reperfüzyon sırasında oluşturulan oksidatif stresin kaspaz-9 ve daha sonra kaspaz-

3 aktivitesini de arttırdığı diğer araştırmacıların yaptığı çalışmalarla gösterilmiştir.111,112 Kaspaz 

kaskadındaki 9 ve 3 yolu aracılığı ile başlatılan apoptozun, reaktif  oksijen türleri (reactive 

oxygen species: ROS) aracılığı ile ortaya çıkartıldığı bilinmektedir.29 Deneylerimiz sırasında 

iskemi-reperfüzyon ile oluşturulan stres aynı zamanda kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerini de 

arttırdı. Ancak kaptopril verilen hayvan gurubunda kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesinin 

engellenmediği, tam tersi kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitesinde göreceli bir artış olduğu belirlendi. 

Bu gözlem kaspaz kaskadının 9 ve 3 yolu üzerinde kaptoprilin herhangi bir etki göstermediğini, 

dolayısıyla iskemi-reperfüzyon sonucu oluşan ROS üzerinde nötralizan bir etkiye sahip 

olmadığını ortaya koymaktadır. Yapılan bir çalışmada kaptoprilin sülfhidril (-SH) gurupları 

içerdiği ve kimyasal olarak test tüpünde SH gurupları sayesinde hidrojen peroksiti nötralize 

ederek ortadan kaldırabileceği düşünülmüştür.5 Ancak kardiyak miyositlerle yapılan bir 

araştırmada ise kaptoprilin bu etkisini göstermediği saptanmıştır.84 Yapılan bir klinik denemede 

50 mg kaptopril alan insan serumunda yapılan ölçümlerde, kaptoprilin ROS aracılığı ile 

antioksidan bir özellik taşıyamayacağı gösterilmiştir.68 Bu durumu destekleyen diğer bir 

çalışmada ise demir (Fe) ve bakır (Cu) varlığı gibi bazı durumlarda kaptoprilin prooksidan özellik 
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gösterebildiği ve kendisinin oksidatif strese neden olabileceği bildirilmiştir.69 Daha önce de 

bahsedildiği gibi kaptoprilin serbest oksijen radikallerinin oluşumunu önleyen glutatyon 

peroksidaz ve süperoksid dizmutaz enzimlerini inhibe ettiği ve artan serbest radikallerin kaspaz-

9’u aktive etmesine bağlı olarak kaspaz-9 ve dolayısıyla kaspaz-3 seviyelerinde bir artış 

oluşturabildiği bilinmektedir. Araştırmamızın bulgularını destekleyen bu durumlar göz önüne 

alınırsa, kaptoprilin bu tür beklenmeyen özellikleri, kaptopril uygulanan guruptaki hayvanlarda 

kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerinde gözlenen göreceli artışa bir açıklama kazandırmaktadır.  

Sonuç olarak, bu çalışma kaptoprilin sadece kaspaz-8 üzerine etkili olduğu, iskemi-

reperfüzyon sonrası serbest oksijen radikallerini artırarak kaspaz-9 ve dolayısıyla kaspaz-3 

aktivitelerini potansiye ettiğini göstermektedir. Bu bulgular kaptoprilin retinayı iskemi-

reperfüzyon hasarından koruyucu bir etkisinin olmadığını, kaptopril kullanan hastaların 

retinalarında olası iskemi-reperfüzyon hasarının bu yönü ile değerlendirilmesinin uygun olacağını 

düşündürmektedir. 

İloprost stabil prostasiklin analoğu olan bir ilaçtır. Antiagregan ve kuvvetli vazodilatör 

etkisi nedeniyle yurt dışında ateroskleroz ve periferik damar hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır. Kimyasal yapısında yer alan gruplar nedeniyle antioksidan özelliği olabileceği 

de ileri sürülen iloprostun kalp, karaciğer, böbrek ve damar endotelinde sitoprotektif  etkisi 

olduğu gösterilmiştir.11,26,36 Prostaglandinlerin immünomodülatör etkileri olduğu dikkate 

alındığında bir prostanoid olan prostasiklinin de immünmodülatör etkisi olabileceği göz ardı 

edilemez. Nitekim iloprostun bir sitokin olan TNFα’yı inhibe ettiği ve TNFα reseptörlerinin 

sayısını azalttığı gösterilmiştir.25 

Bu çalışmada iskemi-reperfüzyon sonrasında retinada artan kaspaz-8 aktivitesinin, 

iloprost tarafından anlamlı bir şekilde baskılandığı gözlendi. İloprostun kaspaz-8 aktivitesini 
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baskılayıcı etkisi, kaptoprilin kaspaz-8’i baskılama mekanizmasıyla aynı olabileceği gibi, farklı 

bir mekanizma aracılığı ile de gerçekleşebilir. Ne varki, araştırmalarımızda kullanılan deneysel 

dizayn bunu anlayabilmek için yeterli değildir. Yukarıda da belirttildiği gibi, bunu anlayabilmek 

için, kaspaz-8’i indükleyebilen biyokimyasal basamakların oldukça ayrıntılı deneysel planlar ile 

araştırılması gereklidir.  

Araştırma bulguları iloprostun aynı zamanda kaspaz kaskadının 9 ve 3 yolunu da önemli 

ölçüde inhibe ettiğini göstermektedir. Bu sonuçlar iloprostun ROS oluşumunu engelleyerek 

kaspaz-9 ve dolayısıyla kaspaz-3 aktivitesini bloke ettiğini düşündürmektedir. Zira kaspaz-9 

aktivitesinin reaktif oksijen radikalleri aracılığı ile indüklendiği bilinmektedir. Deneysel olarak 

sıçan retinasında yapılan bir çalışmada 60 dakikalık iskemiden bir saat önce 5 dakikalık iskemi 

uygulaması ile ön koşullama yapıldığında, retinada oluşan iskemik hasarın önemli ölçüde 

azaldığı saptanmış ve hasarın önlenmesinde adenozin reseptörlerin ön koşullama ile uyarılması 

sonucu ATP-duyarlı K+ kanallarının açılmasının ve protein kinaz C’nin aktive olmasının rolü 

olduğu ifade edilmiştir.85  İloprostun da potasyum kanallarını aktive ettiği bilinmektedir.106  Bu 

nedenle araştırma sonuçlarına göre iskemi-reperfüzyon sonucu, iloprostun retinada kaspaz-8, 

kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivitelerini anlamlı olarak azaltmasında, potasyum kanallarının aktive 

edilmesi de etkin bir rol oynamış olabilir. 

Bu sonuçlar iloprostun retinayı iskemi-reperfüzyon hasarından koruyucu etkisi 

olabileceğini ve sitoprotektif etkisinin mekanizmasının serbest oksijen radikallerinin oluşumunu 

azaltarak antioksidan etki göstermesi veya TNFα sentezini inhibe etmesi ile ilgili olabileceği 

fikrini vermektedir. 
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Bilindiği kadarı ile literatürde iloprostun retinada antiapoptotik etkisi olabileceğini telkin 

eden bu ilk çalışma, farklı iskemi-reperfüzyon sürelerinin incelenmesine ve ileri sürülen 

mekanizmalarının aydınlatılmasına yönelik çalışmalara yol açacağı kanaatindeyiz.  

 

ÖZET 

Bu çalışmada kaptopril ve iloprostun antioxidan ve antiapoptotik etkinliklerini iskemik rat 

retinasında immunohistokimyasal olarak çalışmayı amaçladık.  Bir anjiyotensin konverting enzim 

inhibitörü olan kaptopril kardiyovasküler ve renal fonksiyon bozukluklarının tedavisinde sıklıkla 

kullanılmaktadır. İloprost ise sitoprotektif ve vazodilatör etkilere sahip sentetik bir prostasiklin 

analoğudur. Her iki ilacın doku koruyucu özellikleri özellikle miyokard ve endotel hücrelerinde 

araştırılmış olsa da iskemi-reperfüzyon sonrası retinadaki antiapoptotik özellikleri tam anlamıyla 

bilinmemektedir.  

Kaptopril ve iloprostun antiapoptotik özelliklerini belirlemek için ratlarda her iki taraflı 

karotid arter ligasyonu ile 30 dakikalık iskemiyi takiben 90 dakikalık reperfüzyon sağlanmıştır. 

İşlem sırasında kaptopril ve iloprost enjeksiyonları yapılmıştır. Kaspaz 8, 9 ve 3 aktiviteleri ışık 

mikroskobu kullanılarak değerlendirildi. .  

Kontrol grubuyla kıyaslandığında iskemi reperfüzyon grubundaki ciddi retina hasarı 

çalışılan tüm kaspaz aktivitelerindeki artış ile belirlendi. Kaptopril belirgin olarak kaspaz-8 

aktivitesini azaltmakta ancak kaspaz-9 yolağı üzerinde herhangi bir etkinliği olmamaktadır. 

İloprost ise her üç kaspaz aktivitesini de belirgin olarak azaltmaktadır. 
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Sonuçlarımız iloprostun retinayı iskemi reperfüzyon hasarıyla oluşturulan apoptozisten 

koruduğu ancak kaptoprilin bu etkisinin kısmi olduğunu veya hiç koruyucu etkisinin 

olmayacağını göstermektedir. Bu yönüyle bakıldığında iloprost retina hastalıklarının tedavisinde 

tercih edilebilecek bir ilaç olabilir. Fakat bunu kesin olarak belirlemek için çok daha geniş 

çalışmalara gerek vardır. 

İNGİLİZCE ÖZET 

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 
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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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