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OZET

DENEYSEL BOBREK ISKEMI/REPERFUZYON MODELINDE
TELOMERIK DEVAMLILIGI VE APOPTOZ ILE BAGLANTISI

DEMIRKOL, Serhat

Yiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Zeki TOPCU
Aralik 2012, 46 sayfa

Bobrek yetmezligi Ulkemizde ve tim dinyada énemli bir saghk sorunudur.
Bu nedenle iskemik akut bobrek yetmezligi icin etkin tedavi yontemleri
gelistirilmelidir. iskemi, hiicrede enerji diizeyinin dismesine ve toksik
metabolitlerin dokuda birikmesine yol acarak hiicre disfonksiyonu ve sonrasinda
hiicre 6limiine kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir. Ozellikle
reperflizyon sonrasi ortama gelen nétrofiller ve aciga ¢ikan medyatorlerin zararli
etkileri de eklenince organ veya doku olimi kaginilmaz olmaktadir. Bu tez
calismasinda Wistar albino tiri erkek sicanda olusturulan bobrek iskemi-
reperflizyon hasarinda poliferatif, nekrotik ve apoptotik hiicre oranlari belirlendi ve
telomerik devamhhg@i arastirildi. Tez kapsaminda ilk olarak sican sol bobrek
dokularinda 60 dakika boyunca iskemi olusturuldu ve sag bobrekler kontrol grubu
olarak kullanildi. Bu calismaya paralel olarak iskemi 6ncesi antioksidan ajan
enjekte edilen sicanlarda ayni islemler tekrar edilerek kullanilan NAC antioksidan
ajanin apoptoz Uzerine etkisi belirlendi. Telomerik restriksiyonel fragmantasyon
(TRF) yontemi ile telomerik tekrar devamlihgi apoptoz iliskisi incelendi.

Anahtar sozcukler: Bobrek, iskemi/reperfiizyon, telomerik tekrar analizi,
apoptoz
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ABSTRACT

TELOMERIC REPEAT MAINTENANCE in EXPERIMENTAL
ISCHEMIA/REPERFUSION MODEL and its RELATION to
APOPTOSIS)

DEMIRKOL, Serhat

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Zeki TOPCU
December 2012, 46 pages

Kidney failure is an important health issue in both our country and the
world. Therefore effective treatment strategies need to be emerged to cure acute
kidney failure. Ischemia initiates a series of biochemical reactions that may end up
with cellular dysfunction and ultimate cell death by causing to diminish cellular
energy level and accumulation of toxic subtances. Tissue and organ death is
therefore an inevitable result due to added harms exerted by neutrophils, which
arose following reperfusion and liberated mediators. This thesis covered the
estimation of the percentage apoptotic cell death and telomeric maintenance in
kidney ischemia/reprfusion model to be established in Wistar albino rats. First of
all, ischemia was made in rat left kidney and the irght was was used as a control.
And then the presence of the apoptotic cell was investaigated in reperfused
kidney. On the other side, antioxidant agent was injected to rats before ischemia
and the effect of N-acetylcystein was tested on the apoptosis as a antioxidant
agent. Finally, the realtionship between apoptosis and telomeric repeat persistance
was examined using telomeric restrictional fragmentation (TRF) method.

Keywords: Kidney, ischemia/reperfusion, telomeric repeat analysis,
apoptosis
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1. GIRIS
1.1 Iskemi/Reperfiizyon

Canli bir dokudaki aerobik metabolizmayi surdirebilmek icgin gereken
miktarda oksijen saglanamamasina “iskemi”, bir iskemi periyodu sonrasinda
kesilmis olan kan akiminin tekrar saglanmasi ise “reperfiizyon” olarak
adlandiriimaktadir (Derek et al., 2007). iskeminin uzun siirmesi sonucunda
hiicrelerin butiinlugii kaybolarak hiicresel 61im meydana gelmektedir. iskemik bir
dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda dokuya yerlesen polimorfo
nikleer lokositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri dokuda
yikim artirici etki yapar. Bu olaya reperfiizyona bagl doku hasari denir (Derek et
al., 2007). Bobrek transplantasyonu, sok, travma, kardiyovaskuler cerrahi, Kismi
nefrektomi, cesitli Grolojik girisimler ve renal arter cerrahisi gibi renal kan
akimini azaltan cerrahi girisimler sonucu bobrek iskemisi gelismekte, sonrasinda
iskemi-reperfiizyon (i/R) hasari olarak adlandirilan patoloji ortaya ¢ikmaktadir.
Akut bobrek yetmezliginin en énemli nedeni renal vazokonstriiksiyon, renal
tubtler obstruksiyon ve glomerular fonksiyonlarda bozulmaya sebep olan renal
iskemidir. Bu bozulmalarin hicresel nedenleri bilinmemektedir (Liano ve
Pascaul; 1996). iskemiye ugramis bobregin tedavisi reperfiizyon yoluyla kan
akiminin artirilmasiyla saglanabilir. Ancak bu durumda da kaginilmaz olarak
reperfiizyon hasari olusmaktadir. Reperflizyon hasarinin dnlenebilmesi ile renal
iskemi nedeni ile gelisebilecek akut bobrek yetmezligi engellenebilir.

Renal iskemi sonucu olusan iskemik akut bobrek yetmezliginde spesifik
proteinlerin oksidasyonunun veya oksidatif DNA hasarinin gosterilebilmesi,
hasarin olusumunu engelleyen ajanlarin etkinliginin belirlenmesi ve olasi
hastaliklarin engellenmesi tedavi konusundaki bilgilerimize 6nemli bir katki
saflayacaktir. iskemi bobrek reperfiizyon modelinde kiigiik oranda serbest radikal
olusmaktaysa da, reperflizyon doneminde dokunun yeniden oksijenlenmesinin
ardindan cok daha buyuk oranda serbest radikaller olusmaktadir. Oksijenden
uretilen en oOnemli reaktif tirler arasinda slperoksit anyonu (Oy), hidrojen
peroksit (H20-), hidroksil radikali (OH'), peroksinitrit anyonu (ONOQO") vardir. Bu
radikaller membran hasari, DNA yikimi, proteaz aktivasyonu, lipid ve protein
peroksidasyonu, takiben apoptoz ve nekrozla sonucglanan hiicre 8limini meydana
getirmektedir (Vaux et al., 1993; Paller et al., 1984). Daemen ve ekibi yaptiklari
calismalarda renal iskemi reperflizyon hasarindan sonra gelisen enflamasyonun
apoptoz ile indlklendigini ve apoptozun yapilanmasinin renal enflamasyonu



engelledigini bildirmislerdir (Daemen et al., 1999,2001,2002). Apoptozun
engellenmesi iskemi reperfiizyon hasari igin koruyucu veya terap6tik bir yaklasim
olabilir. Apoptoz programli hicre 6lumi olup sitoplazmik kondenzasyon, plazma
membraninin bogumlanmasi ve niikleer dejenerasyon ile karakterize edilir.

1.1.1  iskemi/reperfiizyon hasari

Canli bir dokudaki aerobik metabolizmayi surdirebilmek icin gereken
miktarda oksijen saglanamamasi iskemi olarak adlandirilir. iskemi sonucunda
oksijenin ulasmadigi dokularda anaeorobik solunum nedeni ile biriken laktik asit
ve toksik metabolitler hucre 6limi ve organ yetmezliklerine neden olmaktadir.
iskemik hasarin giderilmesi icin kritik zaman dilimi icerisinde dokuda kan
akiminin normale donerek oksijen ile beslenmesi gerekir ve bu reperflizyon olarak
adlandirilir. iskemik dokunun reperfiizyonu dokunun hayatta kalabilmesi icin ok
onemlidir ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda sadece iskemi ile olusan
hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agar. Reperflizyon déneminde gozlenen
hasarda, hticre igine kisa siirede fazla miktarda oksijen girisi ile hizla olusan
serbest oksijen radikal tirevleri basta olmak tzere birgok mekanizma rol
oynamaktadir. iskemik dokuda hiicreler geri doniisiimlii hasar gérmiisse veya bu
hasardan etkilenmemisse reperflizyon bu hicrelerin geri kazanilmasini saglar.
Ancak bu iskemik hasarin yogunluk ve suresine bagimli olmakla birlikte, pek ¢ok
hiicrede reperflizyon sonrasi apoptozis ve nekroz ile hiicreler &lmektedir.
iskemi/reperfiizyon sonucu olusan akut bobrek hasari da diyalize ihtiyag duyan
yogun bakim hastalarinda yuksek o6lim riski olusturan en 6nemli sorunlardan
birisidir. Deneysel olarak iskemi/reperfiizyon modeli ile olusturulmus akut bobrek
hasari modellerinde, serbest oksijen radikallerinin hiicrede direkt hasara yol actig1
ve bu hasarin siddetine gore hiicre ya apoptoz ya da nekroz ile 6lime gittigi
gosterilmistir. Daemen ve ekibi yaptiklari ¢alismalarda renal iskemi reperfiizyon
hasarindan sonra gelisen enflamasyonun apoptoz ile indtklendigini ve apoptozisin
bloklanmasinin renal enflamasyonu engelledigini bildirmislerdir (Daemen et.al.,
1999, 2001, 2002) Renal iskemi sonucu olusan iskemik akut bobrek
yetmezliginde spesifik proteinlerin oksidasyonunun veya oksidatif DNA hasarinin
gosterilebilmesi, bu hasarin olusumunu engelleyen ajanlarin etkinliginin
belirlenmesi ve olasi hastaliklarin engellenmesi tedavi konusundaki bilgilerimize
onemli bir katki saglayacaktir.



1.2 Serbest Oksijen Radikalleri Ve Oksidatif Stres

Oksidanlar, organizmada baslica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak
Uzere tim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda ve sonrasinda strekli bir
olusum ve antioksidan adi verilen molekdller tarafindan da surekli etkisizlestirme
sureci icindedirler. Cunku canli organizma gerek dis ve gerekse i¢ etkilerin (stres,
salgl maddeleri gibi) uyarilmasi ile her an zorlanmakta ve travmatize
edilmektedir. Bu zorlamalar sirasinda zaman zaman oksidan molekuller belirli
dizeylerin Usttine gikmaktadir (Celik ve Yilmaz, 1999).

Mitokondride solunum zincirinde oksijenin indirgenmesi yolundaki birgok
adimda, oldukca reaktif serbest radikallerin olusma potansiyeli vardir ve bunlar
hlcreye zarar verebilirler. Bu reaktif oksijen turleri (ROS) siiperoksit (O2’nin bir
elektron ile indirgenmesinden olusur), hidrojen peroksit (H,O»; iki elektronla
indirgenmesinden) ve hidroksil radikalinden (li¢ elektronla indirgenmesinden)
olusur. Ayrica ksantin oksidaz ve amino asit oksidaz gibi enzimler de trtin olarak
hidrojen peroksit olustururlar. Stperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali
oksijene kiyasla ¢ok daha fazla reaktiftirler (Mathews et al., 2000). Organizmada,
serbest radikallerin Gretimi ve uzaklastiriimasinin hizi bir denge halindedir ve
oksidatif denge olarak adlandirilir. Serbest radikal Gretiminde artis ya da
uzaklastirilma hizindaki azalma bu dengeyi bozar ve reaktif oksijen tirlerinin
duzeyini artirir. Bu durum oksidatif stres adini alir ve doku hasarina neden olur
(Keser et al., 2012).

Hidroksil radikali proteinlerde, nikleik asitlerde ve membran lipitlerindeki
yag asitlerinde (lipit peroksidasyonu) hasar olusturur. Lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonu olarak meydana gelir. Hidroksil radikali iyonize radyasyon sonucunda
olusur ve iyonize radyasyondan olusan en aktif mutajen olarak gorulur. Ayrica
Fenton reaksiyonunda H,O;’den dretilir (Mathews et al., 2000):

H,0, + Fe®" (or Cu") -> Fe** (or Cu?*) + OH radical + OH"
Suiperoksit radikali toksik degildir ancak oldukga reaktiftir; stperoksit

olusumu daha da reaktif olan hidroksil serbest radikalinin (‘OH) Uretilmesine
neden olur (Sekil 1. 1) (Nelson ve Cox, 2004).
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Sekil 1. 1. Mitokondride ROS olusumu ve mitokondriyal savunma. Solunum zincirine
elektron giris hizi ile zincir tzerinden gerceklesen elektron transfer hizi ayni
olmadidi zaman, kismen indirgenmis ubikinon radikali (Q") bir elektronunu
O’e verir. Kompleks | ve Il1I’de slperoksit radikali ('O,") Uretimi artar.
Suiperoksit, bir 4Fe-4S proteini olan akonitaz tizerine etki eder ve Fe2+ acifa
cikar. Fe2+ varliginda gerceklesen Fenton reaksiyonu sonucu, oldukca reaktif
olan hidroksil serbest radikali ('OH) olusur. Mavi ile gosterilen reaksiyonlar,
siiperoksidin hasar yaratan etkilerine karsi hiicreyi korur. indirgenmis
glutatyon (GSH; bak. Sekil 22-27), H202’nin, enzimlerde ve diger
proteinlerde  yikseltgenmis durumdaki Cys artiklarinin  (—S—S—)
indirgenmesi igin elektron verir. Yukseltgenmis formun (GSSG) NADPH ile

indirgenmesi yoluyla GSH rejenerasyonu saglanir.

Ayrica biyolojik sinyal iletiminde énemli olan bir diger serbest radikal nitrik
oksitle kombine olur. Olusan Griin peroksinitrittir (OONQO’). Peroksinitrit lipit
peroksidasyonuna ve proteinlerdeki tirozinin hidroksil gruplarinin nitratlanmasina
neden olur, sonug olarak membran yapisina zarar verir (Mathews et al., 2000).

Bu reaktif oksijen tirleri enzimler, membran lipidleri ve nukleik asitler ile
reaksiyon vererek yapilarinda hasara neden olabilir. Aktif olarak solunum yapan



mitokondride, solunumda kullanilan O2’nin % 0.1 ile % 4’4 Oy olusturur. Bu
miktar, serbest radikal ¢ok hizli bicimde etkisiz hale getirilmedigi takdirde,
Olimcul etkilere neden olabilecekten daha fazladir. Solunum zincirinde
elektronlarin akisini yavaslatan faktorler, muhtemelen Q cevriminde olusan "O2—
’nin yar1 Gmrunu uzatir. Bu da stperoksit olusumunu arttirir.

Serbest radikalleri inaktive etmek ve sebep olduklari oksidatif hasari en aza
indirgemek icin hicrelerde enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri
bulunmaktadir. Antioksidanlar; ekzogen olan vitaminler (E, C) ve endojen olan
glutatiyon gibi radikal uzaklastiricilari, superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatiyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimleri, lipoik asit, Grik asit, bilirubin
ve albumini kapsar (Aksoy et al., 2005; Celik and Ozkaya, 2002).

E vitamini etkisi gosteren sekiz bilesik bilinmektedir: a-, -, y-, 8-, €- vb.
tokoferoller olarak adlandirihr. Tokoferoller iginde en bol bulunan ve en aktif
olani a-tokoferoller olarak adlandirilir. Tokoferoller bir kroman halka sistemi, bir
benzen halkasi ile bir piran halkasinin kondenzasyonundan meydana gelir ve
yagda cozlnirler. Tokoferoller antioksidan olarak bilinirler. Molekdler oksijene
maruz birakilan doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu azalttigi bulunmustur.
Buna go0re tokoferollerin fonksiyonlarindan birisi biyolojik membranlarin
lipitlerindeki bircok doymamis yag asitlerini molekiiler oksijenin hasar olusturucu
etkisine karsi korumaktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2011; Dilsiz et. al., 1997).

C vitamini (askorbik asit) yapi itibariyle en basit vitaminlerden bir tanesidir.
Bir seker asidinin laktonundan ibarettir. Birgok hayvan ve bitki askorbik asidi
glukozdan sentezleyebilir. Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur. Askorbik
asit kolayca hidrojen atomu veren ve bu sirada dehidroaskorbik aside donusen
kuvvetli bir antioksidandir (Keha ve Kifrevioglu, 2011).

Alfa-lipoik asit (ALA) tiyol grubu igeren, antioksidan aktivitesi olan bir
maddedir ve mikroorganizmalardan insanlara kadar, birgok organizmanin
metabolizmasinda kofaktor olarak kullanilan bir maddedir. ALA serbest
radikalleri yok ederek, Vitamin E, askorbik asit ve glutatyonun rejenerasyonuna
saglayarak antioksidan 6zelliklerini gostermektedir. ALA diyetle alindiginda,
beyin déhil bircok dokuda rediikte formu olan dihidrolipoik asite (DHLA)
indirgenir. DHLA’nin ALA’ya gore antioksidan etkisi daha fazladir. ALA ve
DHLA’nIn antioksidan ve bazi durumlarda prooksidan 6zelligi oksidatif stresin
tipi ve fizyolojik 6zellikleri tarafindan belirlenmektedir (Ozkaya et. al., 2009).



Aerobik hucrelerde bulunan Siperoksit dismutaz (SOD), stperoksit
radikalini hidrojen peroksit ve molekiler oksijene donustiren antioksidan
metabolizmanin dnemli bir enzimidir (Keha ve Kifrevioglu, 2011):

205 + 2H" — Hy0z + Os

SOD; bakir ve c¢inko iceren formu sitoplazmada, mangan iceren formu
mitokondrilerde ve bakterilerde, demir iceren formu ise bakterilerde,
siyanobakterilerde ve bazi bitkilerde bulunur. Nikel iceren formu daha yeni
tanimlanmistir (Mathews et al., 2000). Bu enzimler yiiksek konsantrasyonda ve
oldukga aktif olarak bulunurlar. Stiperoksit dismutaz ve flavin-bagimli oksidazlar
vasitasiyla olusan peroksit, hem grubu iceren bir enzim olan katalaz ya da
peroksidazlar (eritrositlerde glutatiyon peroksidaz) aracithgiyla parcalanirlar (Keha
ve Kufrevioglu, 2011).

Glutatiyon (GSH) farkli bilimsel alanlar igin dnemli bir molekildir. Son
zamanlarda, tiyollerin gen ekspresyonu ve apoptozis sinyal iletimindeki rolleri
uzerindeki calismalar devam etmektedir (Sies, 1999). Glutatiyon (L-y-glutamil-L-
sisteinilglisin) hiicresel antioksidan savunma mekanizmasina katilan protein
olmayan, molekul kutlesi 307 olan tiyolik bir bilesiktir. Glutamik asit, sistein ve
glisin amino asitlerinden olusur ve sisteinin tiyol (-SH) artigi glutatiyonun aktif
grubudur (Sies at al., 1999; Pastore et al., 2003). Memeli, bitki, bdcek, fungal ve
bakteriyel hiicrelerde bulunur ve bir ¢ok hiicresel reaksiyonlara katilir (Clarke et
al., 1998). Memelilerde glutatiyon miktari eksojen toksinlerle karsi karsiya kalan
organlarda fazladir. Basta karaciger olmak Uzere dalak, bobrekler, pankreas, lens
ve kornea viicutta diger organlara gore daha yiiksek konsantrasyonda glutatiyon
icerir (Lomaestro et al, 1995). Intraselliler konsantrasyonu milimolar
dizeyindeyken, plasma ve idrarda bu oran oldukca duslktir. Hucrelerde
glutatiyon serbest veya proteinlere bagli sekilde bulunur. GSH proteinlere
baglanarak glutatiyonlanmis proteinleri olusturur. Serbest glutatiyon indirgenmis
formdayken (GSH) oksidatif stres durumda okside forma (GSSG) (Sekil 1.2)
cevrilir. GSSG daha sonra glutatiyon reduktaz enzim katalizliginde GSH’a
donastaralir.

Hicrenin redoks hali glutatiyonun indirgenmis ve okside formlarinin bagil
oranlarina (GSH/GSSG) baghdir ve bu oran hiicre icin 6nemli bir belirtectir.



Normal kosullarda memeli hicrelerinde glutatiyon redoks c¢ifti orani GSH’In
GSSG’ye baskin olmasi nedeniyle 1-10 mM arasinda de@ismektir. Dinlenen
hicrelerde ise bu oran 100’e kadar cikar, oksidatif stres durumunda ise 10-1
mM’a kadar duser.

Glutatiyon iki karakteristik yapisal 6zellige sahiptir. Bunlardan biri y-

glutamil bagi ve sulfidril (-SH) grubudur. Bu iki 6zellik glutatiyonun ¢ok cesitli
reaksiyonlara katilimini kolaylastirir (Tablo 1.1) (Wu et al., 2004).

Tablo1.1  Hayvansal dokularda glutatiyonun goérevleri

Serbest radikal ve diger reaktif tiirlerin 6nlenmesi
Antioksidant gdrevleri Hidrojen ve lipid peroksitlerin uzaklastiriimasi

Biyomolekillerin oksidasyonunun énlenmesi

Lokotrien ve prostaglandinlerin sentezi
Formaldehidin formata déndstarilmesi

Metabolizma Metilglioksalden D-laktat Uretimi
Elektrofillerden merkapturatlarin tretimi
Glutatiyon-NO olusumu

Sisteinin depolanmasi ve tasinmasi

Intraselller redoks durumlari

Sinyal iletimi ve gen ekspresyonu

DNA ve protein sentezi, proteolizis

Hiicre poliferasyonu ve apoptozis
Regiilasyon Sitokin Gretimi ve immun cevap

Protein glutatiyonilasyonu

Mitokondriyel fonksiyon ve entegrasyon

Glutatiyon, transhidrojenasyon reaksiyonlarina katilarak koenzim A gibi
cesitli enzim ve proteinlerin silfidril gruplarinin olusumunu ve korunmasini
saglar. Ayrica ribonukleotit rediktaz katalizliginde deoksiribonikleotitlerin
olusumunda ve dehidroaskorbatin askorbata indirgenmesi gibi reaksiyonlarda
indirgeyici kapasite olarak gorev alir. Glutatiyon ayrica basta hidrojen peroksit
olmak Uzere diger peroksitlerin ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda gorev
alir. Ksenobiyotikler ile de reaksiyona girerek onlarin idrar ve feces yoluyla
merkaptirik asit formunda atilimini saglar. Lokotrien, prostaglandin, steroid ve
melanin metabolizmalarinda endojen metabolitlerle glutatiyonun analog tirevleri
olusur. Ayrica y-glutamil grubunun amino asitler (sistin ve ndtral amino asitler),
peptitler ve aminlerin transportunda gorev aldigina dair kanitlar vardir.



Glutatiyonun sentezi ve yikimi y-glutamil dongusinde yer alan
reaksiyonlarla gergeklesir (Sekil 1.2). Bu dongudeki reaksiyonlar bir ¢ok
metabolik ve fizyolojik reaksiyonla yakindan iliskilidir. Glutatiyon merkezi sinir
sistemi icin de oldukca 6nemli bir molekildur. y-glutamil dongisu defekti olan
hastalarda zeka geriligi ve gesitli beyin rahatsizliklari gortlmektedir.
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Sekil 1.2 y-Glutamil ~ Doéngiisi.  Glutatiyon  sentezi  ve metabolizmasi. (a)
Glutamilsistein ~ sentetaz; (b) glutatiyon sentetaz; (c) y-glutamil
siklotransferaz; (d) oksoprolinaz; (e) y-glutamil transpeptidaz; (f) peptidaz.

Glutatiyon hiicre membranlarini oksidatif hasara karsi korumakla kalmayip
bircok proteinin sulfidril grubunu indirgenmis formda tutarak normal
fonksiyonlarini korumalarini saglar. Dénistimsiiz hiicre hasari ise hiicrenin GSH
icerigini koruyamadigi durumlarda meydana gelir.

SOD reaksiyonu ile olusan hidrojen peroksit glutatiyon peroksidaz (GSH-
Px) tarafindan zararsiz hale getirilir. GSH-Px memeli dokularinda selenoprotein
olarak bilinen tek enzimdir, toksik ROOH gruplarini uzaklastirir (Yilmaz et. al.,
1997). Glutatyon rediktaz, nikotinamid nukleotid transhidrogenaz (mitokondride)
aktivitesiyle olusan veya pentoz fosfat yolunda acgiga cikan NADPH’In
elektronlarini kullanir. Boyece, yikseltgenmis glutatyonu tekrar indirgenmis
formuna doniistirir. indirgenmis glutatyon ayni zamanda protein slfidril



gruplarini indirgenmis durumda tutar ve oksidatif stresin bazi zararh etkilerinden
korur. Nikotinamid nikleotid transhidrogenaz bu proses igin kritiktir: glutatyon
reduktaz aktivitesi igcin esansiyel olan NADPH’1 uretir (Nelson ve Cox, 2004).

GR flavoenzimlerin piridin-nukleotid distlfid oksidorediktaz ailesindendir
(Sekil 1.3), NADPH varhiginda glutatiyon distlfidin (GSSG) indirgen forma
(GSH) indirgenmesini katalizler. GSH/GSSG nin yuksek konsantrasyonlarda
enzim kritik bir role sahiptir (Erat et al., 2007). GR ile olusturulan GSH havuzu
aktif protein fonksiyonlari icin gereklidir ve GSH’In mM konsantrasyonlari
protein Cys gruplari ve reaktif oksijen tirleri (ROS) arasindaki reaksiyonun
olusmasini engelleyen redoks tampon bariyeri olarak anahtar rol oynar
(Yannarelli et al., 2007).
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Isoalloxazine ring
of FAD

Nicotinamide ring
of NADPH

Glutathione-
binding site

Sekil 1.3 Glutatiyon rediiktazin yapisi

Fizyolojik kosullar altinda GSH/GSSG dengesi Glutatiyon peroksidaz
(GPx) ve Glutatiyon rediiktaz (GR) enzimleri ile saglanir (Sekil 1.4). GR;
GSSG’nin GSH’a indirgenmesini saglar. Azalan GR hiicresel GR aktivitesi ve
artan GPx aktivitesi GSSG birikimine neden olur ve hiicresel antioksidan GSH
havuzu azalmaya baslar, bu durumda biyolojik hicrelerdeki artan oksidatif
cevabin indikatori olan glutatiyon redoks cevriminde dengesizlik olusur. Bu
yuzden azalan GR/GPx aktivite orani ya da azalan GSH/GSSG orani hiicrelerdeki
oksidatif stresin 6lcima igin kullanihirlar (Zhang et al., 2006).
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GPx
Fil E %
2 GSH + H202 GSSG + H20
Reduced form Oxdized formn
GR
MNADP* NADPH + H*

Sekil 1.4 GSH/GSSG redoks dongusu

GR; GSH/GSSG oraninin yiksek bir degerde tutulmasi yoluyla protein ve
DNA biyosentezindeki serbest radikallerin ve reaktif oksijen tdrlerinin
detoksifikasyonu gibi birgok dnemli fonksiyona sahiptir. GSH, indirgen formdaki
intraseltiller proteinlerin sdlfidril gruplarinin korunmasiyla hicrelerdeki tiyol
redoks potansiyelini muhafaza eder. Ayni zamanda GSH, ekzojen bilesiklerin
detoksifikasyonu ve sisteinin tasinmasi ve depolanmasi igin reaksiyon partneridir.
Bagisiklik bozuklugu sendromu, Parkinson hastahgi ve diyabet gibi bir ¢ok
hastalikta glutatiyon seviyelerinin azaldi§i yayinlanmistir. Ayni zamanda, yiksek
GSSG konsantrasyonlarinin protein sentezinde goérevli enzim sistemlerinin bir

cogunu inhibe ettigi yayinlanmistir (Erat et al., 2006).

13 Tiyolik Bilesikler

Tiyolik bilesikler yapilarinda sulfidril artiklari bulunduran bilesik grubudur.
Biyolojik tiyoller yuksek molekil agirlikli protein tiyolleri ve disiuk molekil
agirlikh serbest tiyoller olarak iki gruba ayrilirlar. Dsuk molekil agirhkl tiyoller
ve disulfidler glutatiyon (GSH), sistein (Cys) ve homosisteini (HCys)
kapsamaktadir ve bunlar metabolizma ve homeostazisde gesitli rollere sahiptirler
(Ricci et al., 2006; Possari et al., 2006; Li et al., 2006; Potesil et al., 2005). Sekil
1.5°de bazi tiyolik bilesikler verilmektedir.
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Sekil 1.5.  Tiyolik bilesikler
1.3.1  N-Asetilsistein

N-Asetilsistein (NAC) kimyasal formili C5HINO3S olan tiyolik bir
bilesiktir. Glutatyonun membrandan gegebilen prekursoridur ve direkt olarak
intraseltler oksidanlarla etkilesime girer. Antioksidan Ozelliklerine ek olarak
NAC, oksidatif stres ile iliskili cesitli inflamatuar elementleri inhibe eder
(Demiralay et al., 2006). NAC yiyeceklerin bilesenlerinde bulunur ve ayrica
hlcreler tarafindan da sentezlenebilir. NAC radikal dnleyici etkilerinden dolayi
birgok kimyasalin toksik etkilerine karsi koruma igin genis bir kullanima sahiptir
ve aksidanlara karsi en denmli intraseltler koruyucu molekil olan glutatiyonun
prekdrsorudur. Gueli bir antioksidan olmasinin yani sira bilinen bir toksisitesi
yoktur (Yilmaz and Celik, 2003). N-asetilsistein (NAC)’in serbest radikaller
tarafindan olusturulan doku hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu ve bu etkisini
GSH duzeyini arttirarak, direkt “scavenger” olarak etki gostererek veya stabil
nitrozotil turevleri olusturarak gerceklestirdigi bildirilmektedir. NAC’n, bobrek
I/R hasarinin da iginde oldugu bircok deneysel bobrek yetmezligi modeline kars!
koruyucu rol oynadi§i gosterilmistir. (Aydogdu et al., 2005).

14 Apoptoz

Organizma surekli bir denge halindedir. Yeni hicreler sentez edilirken,
varolan hicrelerin bir kismi hiicre 6lumu ile ortadan kaldirilmakta ve béylece
denge korunmaktadir. Hicre Olumuntn iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve
nekrozdur. Her ikisinde de duzenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve
morfolojik olaylar sonucu hiicre 6limi meydana gelir. Programli hicre 6lumu
anlamina gelen “apoptozis”, hiicresel homeostazisin strekliligi, hiicre cogalmasi
ve hucre farklilasmasinda c¢ok Onemli olan hicre eliminasyonu igin gerekli
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fizyolojik bir olaydir. Apoptozis ile hasar géormus olan hticreler, cevreye zarar
vermeksizin ortadan kaldirihr.  Apoptozis ¢ok hicreli organizmalarda
embriyogenezis sirasinda, eriskinlerde bircok dokuda hicresel cogalma ve
yenilenme arasindaki homeostatik dengenin ve doku iceriginin kararhhginin
korunmasi icin gereklidir (Sahaboglu, 2006; Arino et al., 1995; Cawthon et al.,
2002). Apoptotik mekanizma ve programli hiicre embriyo doneminden baslayarak
tim yasam boyunca vardir. Cesitli uyaranlar apoptozis mekanizmasini uyarir.
Ornek olarak, timér nekrozis faktor alfa (TNF-a), hiicre ici kalsiyum diizeyinin
artisi, glikokortikoidler, reaktif oksijen drtinleri, UV 151k, radyasyon, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir (Sahaboglu, 2006; Cawthon et al., 2002).

Cekirdegin yogunlasmasi ve parcalara ayrilmasi apoptozisin ana morfolojik
belirtecidir. Apoptozisin erken evresinde hucreler birlesme bdlgelerinden ayrilr,
Ozellesmis yuzey organellerini kaybeder ve hicre siserken zar yapisi bozulur.
Daha sonra zarda tomurcuklanmalar olusur ve hicre sitoplazma ile ¢evrilmis
kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir. Aprioptotik
folojik belirtecle hucreler, komsu hucreler ve makrofajlar tarafindan taninip
fagosite edilirler. Apoptotik hicrelerin taninmasi, plazma zarindaki degisikliklerle
olur. Normalde hicre zarinin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid
transferaz enzimiyle zarin dis tabakasina go¢ eder. Fagositik hicrelerin
vitronektin, lektin 0Ozelligindeki reseptorleri fosfotidilserin ile baglanir ve
fagositozu uyarir (Sahaboglu, 2006; Aksit et al., 2008).

Apoptozisde hucresel yapinin bozulmasinin nedeni, Na, K ve CI tasiyici
sistemin durmasi sonucu hticre ici ve disi arasindaki sivi hareket inin olmamasidir.
Apoptoz uyarisini alan hiicre cevre ile olan baglantilarini  keser ve
mikrovilluslarini kaybeder. Elektron mikroskobunda go6zlenen degisiklikler ise
oncelikle hiicre zarinin sekli bozulmasidir ve bunu takiben kabarciklanmalar
olusur ki bu yapilar ‘zeiozis’adini ahrlar. Zardaki tomurcuklanma ve parcalara
ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir. Fosfolipitler, yani ic
tabakada bulunan fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin ile dis tabakada bulunan
fosfat idilkolin asimetrik olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri
ATP’ye bagh translokaz ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya
ATP translokaz yetmezligi ya da diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu
fosfotidilserin dis ylizey tabakaya yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin
fagositozu icin bir uyaridir. Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasi ve
inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hucreler
tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30-60 dakika gibi kisa bir surede
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tamamlanir.  Elektron mikroskobunda apoptozis sirasinda, kromatinin
yogunlasmasi, sitoplazmanin bizulmesi, plazma zarinin kabarmasi, mitokondri
dis zarinda sisme, mitokondrial membran araligina sitokrom c¢ ve bir
oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan Apoptoz indiikleyici Faktor (AIF)
salinimi en 6nemli morfolojik degisikliklerdir ($Sahabogdlu, 2006; Aksit et al.,
2008).

Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile
edilir. Nekrozda hcre siser, mitokondri genisler, organeller ¢ozunir, plasma
membrani yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecgerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz. Apoptozisin
gerceklesebilmesi icin yuksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hicre ici ATP
seviyesi hucrenin apoptozis veya nekroz ile Olecegine yon verir. Bu da
mitokondrinin &nemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hicre
ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve
nekroz ile 6lecektir. Apoptozis, hicre intihar seklidir ve hiuicre kendi kendisini
aktif olarak yok eder. Bu olay nikleer blzilme ve DNA fragmantasyonu ile
karakterizedir (Sahaboglu, 2006; Cohen et al., 1993; Gavrieli et al., 1992; Lu et
al., 2000).

1.41  Apoptoz mekanizmalari

1.4.1.1 Hicre ici uyaranlar araciligi ile apoptozis

Bircok apoptotik uyari, sonugta mitokondri/apoptozom 6lum yolagi
olusturacak hicre organellerinde metabolik strese neden olabilirler. Apoptozisin
cesitli uyaranlari dogrudan ya da dolayl mitokondriden sitokrom ¢
serbestlenmesine  etki eder.  Sitokrom c¢’nin  sitoplazmaya  sizmasi
mitokondri/apoptozom bagimli (intirinsik) 61im yolaginda anahtar olaydir. Bcl-2
ailesinin bazi Gyeleri bu yolagin kontroliinde 6nemli rol oynarlar. Bcl-2 gen ailesi
uyeleri, kendi iclerinde birbirlerine antogonist calisarak apoptozu uyaran veya
engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden pro-apoptotik olanlar
(Bax, Bak, Bok, Bad, bid, Bim, Bmf) apoptozu uyarirken anti-apoptotik olanlar
(Bcl-2, Bcl-xL,Bcl-w) apoptozu engellerler. Bcl-2 gen ailesi Gyelerinin orani,
hlcrelerin yasamasini veya 6lmesini belirler. Bunlarin ekspresyon diizeyleri ve
aktivasyon asamas! sitokrom c, prokaspaz -2, -3, -9, AiF (apoptoz igeren faktor),
endoniikleaz G, Smac/DIABLO gibi apoptoza yol acan molekillerin salinimina
etki eder. Butun bu faktorler Bax/Bak kanallari ya da mitokondriyal membrandaki
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spesifik olmayan porlar tarafindan serbestlenir. Prokaspaz -9’un aktivasyonu
dATP ya da ATP’nin varhginda Apaf-1 ve sitokrom c tarafindan kolaylastirihr.
Sitokrom ¢, Apaf-1, kaspaz -9 ve dATP ya da ATP birleserek molekiler agirhgi
yaklasik 700 — 1400 kDa olan apoptozom ile buyuk bir bilesik olusturur.
Apoptozom uretimindeki anahtar oyuncu mitokondridir. Bununla birlikte kaspaz -
9, aktive olur ve apoptotik hiicre 6limi yolaginda kaspaz -3, 6, 7 aktive edilir ve
apoptozis gelisir (Sahaboglu, 2006; Aydogdu et al., 2005; Orrenius et al., 2007;
Philchenkov et al., 2004; Tomatir et al., 2003).

1.4.1.2 Hicre disi uyaranlar araciligl apoptozis

Bir diger yolak da timdr nekroz faktor (TNF) reseptor ailesinden, 6lim
reseptorlerinin aracilik yaptigi hicre disi uyaranlar aracihigi ile olusur. Bu yolak
6lim ligandinin kendi reseptoriine baglanmasi ile baslatilir. Su ana kadar, 6lim
reseptor ailesinin insanda en az sekiz tanesi tanimlanmistir. Bunlar; Fas (CD95),
TNF-R1, DR-3 (Apo-3, WSL-1, TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-
R2), DR-6, EDA-R (ektodermal displazi reseptérii) ve NGF-R’dir. Olime neden
olan reseptorler sitoplazma iginde 6lum alani (DD, “’dead domain’’) olarak
adlandirilan bir bélge tasirlar. Oliim reseptorii olan Fas (CD95), hiicre yiizey
reseptord olup tumor nekroz faktor ailesinin en iyl tanimlanmis 6lum
reseptorlerindendir. Apoptotik isaretin uyaricisi olan Fas, birgok hicre tipinde
sergilenir. Fas ligandi da (FasL) TNF ailesinin bir Oyesidir. FasL’nin hedef
hucredeki Fas reseptoriune baglanmasi ile apoptotik islem baslar. Bu mekanizma,
bir immun tepki sonunda aktive olmus T hicrelerinin uzaklastirilmasi, viris
infekte hedef hucrelerin ortadan kaldirilmasi, timér hucrelerinin oldirtlmesi ve
bircok patolojik durumdaki htcrelerin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar
Ligandin hedef hucredeki reseptérine baglanmasini DISC (death-inducible
signaling complex) formasyonunun olusumu takip eder. Olim reseptoriine kendi
ligantlarinin baglanmasi hiicre icinde adaptor proteinin de (FADD) reseptore
baglanmasina yol acar. FADD, bu kompleks icerisinde sirasiyla pro-kaspaz-8 ve -
10’nun cahismasina olanak verir. DISC’deki bu proenzimlerin yakin iliskisi
bunlarin katalitik aktivitesine, muhtemelen bir allosterik mekanizma tarafindan
pro-kaspaz-8 veya -10 molekilleri arasindaki dimerizasyona neden olur. Pro-
kaspaz 8 aktif hale gegince kaspaz-8 olusur ve kaspaz-8 direk hedef proteinleri
bolerek apoptoza yol agan kaspaz-3’U aktive eder. DISC icindeki kaspazlarin
aktivasyonu hiicre ici proteinlerden FLICE-inhibitor proteini (cFLIP) tarafindan
inhibe edilebilir. Bu proteinler hem DISC’i ¢alistirabilir hem de kaspaz-8 ve -
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10’nun aktivasyonunu baskilar (Sahaboglu, 2006; Aydogdu et al., 2005; Orrenius
et al., 2007; Philchenkov et al., 2004; Tomatir et al., 2003; Sprick et al., 2004).
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Sekil 1.6 Hiicrede apoptotik yolaklar
1.42  Apoptozisin saptanmasinda kullanilan yontemler

1.4.2.1 Morfolojik gorintiileme yontemleri

l. Isik mikroskobu kullanimi:

a. Hematoksilen boyama: Hematoksilen boyama (HB) hem hiicre
kalturd cahsmalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir.
Apoptotik hicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baslanmasi
uygundur ve cesitli agilardan (6rn. ilk degerlendirme, maliyet) diger metodlara
karsi avantaj saglar. Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini
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boyadigindan apoptotik hicreler nukleus morfolojisine gore  degerlendirilir.
Apoptozise 6zgu degisiklikler iyi bir boyama yapiimissa kolayca gozlenebilir.
Gozlenebilen degisiklikler sunlardir: hiicre kictlmesi "cell shrinkage”, veya
sitoplazmik kugilme "cytoplasmic shrinkage”, kromatinin kondanse olmasi
"nuclear condensation" ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi, nukleusun
kiculmesi "pyknosis” veya parcalara boltinmesi "nuclear fragmentation” (Y1lmaz,
2005).

b. Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da
oldugu gibi nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hicreler taninir.
Sitoplazma sinirlari hematoksilen boyamaya gore daha iyi secgilebilmekle birlikte
hematoksilen boyamaya belirgin bir Gstiinligi yoktur (Yilmaz, 2005).

1. Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal mikroskop kullanimi:

Floresan boyalar DNA'ya baglanabildiklerinden hlcrenin
kromatini,dolayistyla nukleusu gorinur hale gelebilir. Eger hicre Kkulttri
calismasinda kullanilirlarsa, canli hicre ile yasayan hiicrenin ayrimina olanak
tanir.  Oysa, hematoksilen ya da Giemsa boyamanin kullanildigi 6rneklerde
hicrelerin tamami yontemin prensibi geregi zaten 6lmektedir. Canli ve 6l hiicre
ayrimini yapabilmek icin, canli veya 61u tim hcreleri boyayabilen bir boya (6rn.
Hoechst boyasi) ile sadece o6li hucreleri boyayabilen bir baska boya (6rn.
propidium iyodir) beraber kullanthr. Bu boyama yontemindeki prensip sudur:
Bu yodntemlerde canliligin belirleyicisi, hiicrenin plazma membraninin (hlcre
zarinin) intakt olup olmadigidir. Membrani intakt olan (canh) hiicreler propidium
iyodir gibi sadece membran bitinligd bozulmus (610) hiicreleri boyayan bir boya
ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6l veya canli  tim hicrelere
girebilen boyalar ise ortamdaki tim hicreleri boyayarak 6l veya canli hiicre
ayrimina olanak saglar. Bu sekilde boyanan hiicreler bir floresan mikroskobu ile
tannabilir. Kuskusuz bu yontemle hicrelerin 610 ya da canli oldugu anlasilabilir
ama Ol0 hucrelerin apoptozisle veya nekrozisle 6lip o6lmediklerinin ayrimi
hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak yapilir
(Yilmaz, 2005).

Ill. Elektron mikroskobu:

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerl yontem (“gold
standard™) olarak distnulmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak
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gozlendigi bir yontemdir. Ustelik subseliiler detaylar da incelenebilir  (6rn.
mitokondrinin durumu, hiicre zari ya da nukleus membraninin bitlnlugunin
bozulup bozulmadigr gibi).  Elektron mikroskobu cahsmalarinda,  nukleus
fragmentasyonu net olarak izlenebilir, apoptotik hicrede, normal hucreyle
kiyaslandiginda  sitoplazmik  kiculme,  kromatin ~ kondansasyonu  ve
fragmentasyonu izlenebilmektedir (Y1lmaz, 2005).

1.4.2.2 Histokimyasal yontemler

I. Anneksin V Yontemi:

Normal hucrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin
(PS) bulunmaktadir.  Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yizde
yerlesmis olan PS molekulleri huicre zarinin dis ylzune transloke olurlar. Dig
yuze transloke olan PS'ler, floresan bir adde (6rn. FLTC) ile isaretlenmis
Anneksin V kullanilarak gorindr hale getirilir. Boylece apoptotik hiicreler
saptanmis olur (Yilmaz, 2005).

Il. TUNEL Yontemi:

DNA kiriklarinin serbest 3’0OH kisminin biotin, digoxigenin ya da
florescein gibi nikleotidler vasitasiyla modifiye edilmis enzimatik etiketler
ile in situ olarak taninmasini saglar. Parafin bloklar, donmus Kesitler,
kaltard yaptlmis solisyon halindeki veya “plate"lere ekilmis, ya da
lameller Gzerinde buyutilmis hicrelerde apoptozisin varhigr bu metodla
saptanabilir (Yilmaz, 2005).

I1l. M30 Ybntemi:

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeralin 18'in kaspazlarin
etkisiyle kirilmasi sonucu ortaya c¢ikan yeni antijenik bdlgenin
immunohistokimyasal yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenir.
Sadece sitokeratin 18'i eksprese eden dokularda kullanilmasi miamkundr.
Bu dokular epitelyal kaynakl dokulardir (Yilmaz, 2005).
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IV. Kaspaz-3 Yontemi:

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-
3 belirlenebilir. Bunun igin, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi
ya da calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-3'u  kirip
kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hicreler bu
metodla tespit edilebilirler (Y1lmaz, 2005).

1.4.2.3 Biyokimyasal yontemler

I. Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA fragmentasyonu, DNA kiriklarinin gdsterilebildigi  bir baska
yontemdir. Apoptoziste DNA, 180 baz cifti ve bunun katlarina karsilik gelen
noktalardan (internukleozomal bdlgelerden) kirildigi icin merdiven gorintisu
"ladder pattern™ olusur.  Bu bulgu apoptozisin karakteristik 6zelligidir ve
nekroziste gorilmez. O vylzden apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali
yontemlerden biridir (Yilmaz, 2005).

Il. ""Western"' Blotting:

Substrat kirilmalari; Aktif kaspazin belirlenmesi; Sitokrom c saliverilmesi
gibi bu metod yardimiyla apoptozise 6zgu bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirthp kirilmadiklarinin (6rn.  kaspaz-3)
saptanmasi mimkdinddr. Sitokrom c'nin mitokondriye cikip ¢ikmadigr da bu
metodla belirlenebilir. Yalniz, sitokromc tespitinde 0Once alt fraksiyonlama
yapilarak hucrelerin - mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlari ayrilr.
Ardindan, normalde sitoptazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom
c'nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde htcrelerin apoptozise gittikleri
anlasilir (Yilmaz, 2005).

. ""Flow' Sitometri:

DNA azalmasi; -Annexin V; "Flow" sitometri yardimiyla florasan bir
madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptoziste eksprese oldugu
bilinen her hangi bir hiicre yilzey proteininin saptanmasi mumkindur.
Boylece apoptotik hucreler belirlenebilir.  Kolay uygulanabilir olmasi, uzun
zaman almamasi ve Kkantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan  klinikte
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apoptozisin saptanmasinda  kullamigh  bir  yontemdir.  iki farklh  sekilde
uygulanmaktadir (Y1lmaz, 2005):

a. Floresan bir madde olan propidium iyodir kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayar islemleri kullanilarak hiicre boyutu ile
icerdigi DNA miktar1 kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin  apoptozis
lehine oldugu gerceginden hareketle, apoptotik hiicre populasyonu (sub-Gl piki)
tayin edilir. ikincisinde, floresan mikroskobuyla uzun zaman alan sayma islemi

saniyeler icinde yapilarak sonug alinir (Yilmaz, 2005).

1.4.2.4 Immiinolojik yéntemler

l. ELISA:

DNA fragmentasyonu; M30 duzeyi gibi ELISA ile gerek kilttrt yapilmis
hicre populasyonlarinda gerekse insan plazmasinda DNA fragmentasyonunu
tespit etmek mimkindur.  Ayni sekilde M30 duzeylerinin 6lgimi de
mumkundir (Yilmaz, 2005).

Il. Flourimetrik Yontem:

Kaspaz aktivasyonu (Hucre kualttrt); Kalturd yapitlmis hicrelerde kaspaz
aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir ydntemdir. Bu yontemde ilgili
kaspazin  antikorunun bulundugu “plate"lere hiicre lizatlarinin konulmasi ile
kaspaz molekulleri tutulur, ve sonra ortama kaspazlarin parcaladigi ve kendisine
floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir. Ortamdaki
kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya cikan floresanin siddeti fluorimetre ile
Olcllerek kaspaz aktivitesi saptanir (Y1lmaz, 2005).

1.5 Telomer Devamliligi

Literatlir arastirmalari apoptozun kontroli ile telomer devamliligi arasinda
bir baglanti oldugunu gostermektedir. Telomerler 6karyotik kromozomlarin
fiziksel uglaridir. Kromozom uglari ture spesifik korunmus DNA dizilerinden ve
bu dizilere baglanan telomer baglayan proteinler (Telomere-binding proteins,
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TBP) olarak bilinen proteinlerden olusmuslardir. Telomerler kromozomun yapisal
buttnlGgunin korunmasinda énemli rol oynarlar. Telomerik DNA genel yapisi (T
veya A)m (G)n seklindedir. Omurgalilarda ise (TTAGGG), tekrar dizilerinden
olusur. Telomerik baz dizileri hiicresel DNA’y1 kararli halde tutar ve onlari yeni
kombinasyonlardan (and-to-and fusion) korur. Tek bir hiicrede tiirtine bagh olarak
40.000-1 milyon telomerik tekrar bulunabilir (Okuyucu, 2008).

LT

Telomerik Bilge 3' owerhang

L 4-15 kbp It 100-150nt
I L] 1

-y Pl ot N N ol ol ol e ] ol L I T YT ?
TTAGGGTTAGGGTTAGGG. . TTAGGGTTAGGG 3

‘ ‘ RRRARRRRRAR

AATCCCAATCCCAATCCC 5

I

i

N

g
°
g
8
B

Subtelomerik Bélge

Sekil 1.7 Kromozom uglarinda gériilen telomerik tekrar dizisi (Okuyucu, 2008).

Konvansiyonel DNA polimerazlarin sadece 5’ — 3’ dogrultusunda DNA’y!I
replike edebilmeleri nedeni ile olusan ug replikasyon sorununa bagh olarak hiicre
béllinme sayisi arttikca, telomer boyu kisalir. DNA replikasyonuna bagl telomer
boyundaki bu kisalma hiicre yaslanma sinirinin sinyalinin ortaya ¢ikmasinda
mitotik bir saat gorevi gorir. Telomerler hiicre bolunmesi ile birlikte kritik bir
noktaya kadar kisalmaya devam ederler. O kritik noktada hticre yaslanma siirecine
girer ve daha fazla bolinmeyip hucre bolinme siklusundan ¢ikar (Okuyucu,
2008). Tumar hicrelerinde bu sorun biylk 6lctude telomeraz enzimi aktivasyonu
ile asilir. Ancak bazi timor hicrelerinde ise kisa adiyla ALT (Alternative
lengthening of telomerase) olarak bilinen rekombinasyona bagimli telomerazdan
bagimsiz telomer devamlihgi rapor edilmistir (Okuyucu, 2008).

Telomeraz eksikligi olan farelerde telomer kisalmasi ve telomerik fiizyonlar
ile birlikte apoptoz seviyesinin de arttigi gosterilmistir. Apoptoz Ureme ve
homeopoetik sistem gibi yliksek oranda proliferatif dokularda gozlenmektedir
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(Okuyucu, 2008). insan hiicrelerinin telomer baglayici proteinlerinin (TBP)
genetik olarak manipile edildigi bir ¢alisma telomer devamliligi ve apoptozun
kontrolii arasindaki baglantiyr ortaya cikarmistir. Bu c¢alismada TRF-2’yi
kodlayan gen mutasyona ugratildijinda apoptoz diizeyinin arttigi gosterilmistir.
TRF-2’nin telomer boyunu dizenledigi, telomerik fiizyonlari onledigi ve T-
kivrimlarinin  olusumuna katki sagladigi bilinmektedir. TRF-2 yoklugunda
telomerler fonksiyon kaybina ugrarlar. Fonksiyon kaybi olan telomerlerin G-
uzantilari olmayabilir ve bu nedenle de T-kivrimlarini olusturamazlar. Bu da
disentrik kromozomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Yapidaki bu degisiklikler
hicre bolinmesinin normal akisini etkileyerek hiicre yaslanmasi veya apoptoza
yol acar (Okuyucu, 2008).
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3/
5

Kesintili ve kesintisiz

DNA sentezi
( = RNA primer)
. 3
- <t p 1%
i ¢
RNA primerleri ¢ikarihr
ve bosluklar olusur
3
- (--2--) - (- -b--)

==

5

(- -a- -) doldurulur
(- -b- -) doldurulamaz

3

A

(- -b-)

-

5

Sekil 1.8 Telomerdeki replikasyon sonu problemi (Okuyucu, 2008)
1.5.1  Southern blot (SB)

Southern tarafindan 1975 yilinda tanimlanan bu teknik, DNA ve
telomer yapisinin analizinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu teknikte
DNA, Hinfl veya Rsal gibi restriksiyon enzimleri ile belirli bdlgelerinden
kesilir ve daha sonra agaroz jel elektroforezi ile ayrilir. Elektroforezle
ayrilan DNA parcalari nitroseliiloz veya naylon jele aktarilir. Parcalara
ayrilan DNA, telomere spesifik (CCCATT)n gibi isaretli problarla hibridize



22

edilir. Problari isaretlemek icin izotopik (32P) veya digoxienin, biotin veya
alkalen fosfataz gibi izotopik olmayan kemiluminesans maddeler
kullanilabilir. SB ile yapilan TRF (Terminal Restriction Fragmant)
analizinin birka¢ dezavantaji vardir. Elde edilen DNA’nin saf ve
parcalanmamis  olmasi gereklidir.  Yiksek viskozitesi nedeniyle,
parcalanmamis yiksek molekil agirhkli DNA elde edilmesi zordur. TRF
biatin  kromozomlarin  ortalama telomer uzunlugunu vyansitir. TFR
bilinmeyen uzunlukta subtelomerik bdlge de igerir. Bu nedenle TRF gercek
telomer uzunlugu hakkinda bilgi vermez. Bununla birlikte birkag
restriksiyon enzimi birlikte kullanilarak subtelomerik bdlge azaltilir ve
dogruluk artirilabilir. SB’in diger dezavantaji da analiz i¢in en az 1 ug DNA
gerekli olmasidir. SB ile TRF analizinin dezavantajlari fazla olsa da,
ginimizde en sik kullanilan  metoddur. Ayrica diger metodlarla
karsilastirmada standart bir metod olarak kullaniimaktadir (Karakas, 2005).
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2. MATERYAL METOD

2.1 Materyal

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri firmalar

Tablo 2.1 de verilmistir.

Tablo2.1  Kullanilan kimyasallar

KIMYASAL ADI FIRMA
Sodyum Klortr (for molecular biology, =99.0 %) Sigma
Potasyum klorr (for molecular biology, =99.0%) Sigma
Sodyum fosfat monobazik Sigma
Methanol (anhydrous, 99.8%) Sigma
Potasyum fosfat monobazik Sigma
% 37 lik hidroklorikasit Sigma
Sodyum sitrat Sigma
Sodyum klortr Sigma
Tris Sigma
Hinfl kesim enzimi NEB
Rsal kesim enzimi NEB
ssDNA Apoptosis ELISA Kit Chemicon
TeloTAGGG telomere length assay kit Roche
Qiagen DNeasy Tissue Kit Qiagen

Sit tozu

Lokal market
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2.2 Cihaz ve Sistemler

Deneysel calismalarda kullanilan cihazlar ve temin edildikleri firmalar
Tablo 2.2 de verilmistir.

Tablo 2.2 Kullanilan cihazlar

CIHAZ ADI FIRMA
Santrifij Hettich
Inkiibator New Brunswick Scientific

Derin dondurucu

Mikroplaka okuyucusu
Agaroz jel elektroforez sistemi
Elektroforez gli¢ kaynag!

UV membran baglayici

New Brunswick Scientific
Biotek

Nyxtechnik

Nyxtechnik

Cleaver Scientific

Homojenizasyon cihazi Qiagen

pH metre Hanna

Manyetik karistirici IKA

Vorteks IKA
2.3 Metod

Tez kapsaminda ilk olarak Wistar albino tir( sican sol bobrek dokularinda
60 dakika boyunca iskemi olusturuldu. iskemi olusturulmadan alinan sag ve sol
bobrekler kontrol grubu (K) olarak kullanildi. 60 dakika iskemi sonrasi reperfiize
edilen sol (I/R) ve iskemi olusturulmamis sag (N) bobreklerden farkh zaman
dilimlerinde ( 1. saat I/R, 1. saat N, 24. saat I/R, 24. saat N, 5. gun I/R, 5. Gun N,
10. gin I/R, 10. gin N) alinan doku oOrneklerinde apoptotik hiicre varligi
incelendi. Yapilan bu galismaya ek olarak iskemi dncesi antioksidan ajan enjekte
edilen siganlarda ayni islemler tekrar edilerek kullanilan NAC antioksidan ajanin
apoptoz Uzerine etkisi incelendi. Telomerik restriksiyonel fragmantasyon (TRF)
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yontemi ile de tim 6rnek gruplarinda telomerik tekrar devamlihgi apoptoz iliskisi
incelendi.

2.3.1  Orneklerin hazirlanmasi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD laboratuvarlarinda
deney agirliklari 220-260 gram arasinda degisen, yas olarak eslestirilmis Wistar
albino turu erkek sicanlardan elde edilen bobrek ornekleri kullaniimistir. Bu
calisma icin Cukurova Universitesi Etik Kurulu onayi alinmistir. Deney ve
kontrol gruplarinda sigcanlara intramaskdler yoldan 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg
ketamin verilip yeterli anestezi derinligi olustuktan sonra karin 6n duvari median
hattan 4-5 cm uzunlugunda kesi ile agiimistir. Deney grubundaki sicanlarda sol
bobrek damarlari kor diseksiyon ile ayrilmis ve atravmatik vaskiler klemp
aracihigi ile kan akimi kesilerek iskemi olusturulmus, 60 dakika iskemi sonunda
Klempler ¢ikarilarak kan akimi tekrar saglanmistir. Calisma materyalleri olarak
iskemi sonrasi reperfuizyonu takiben 1. saat, 24. saat, 5. glin, 10. giin olmak Uzere
anestezi altinda sol bobrekler ve iskemi olusturulmamis sag bébrekler alinmis ve
bobrek kapsilu siyrildiktan sonra bisturi yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye
ayrilarak toplanmistir.

Antioksidan 6zelligi bilinen N-asetilsisteinin (NAC), I/R sonrasi apoptoz
streci Uzerine etkisini incelemek amaci ile ikinci grup calisma ornekleri
hazirlandi. Kontrol grubu olarak iskemi olusturulmadan alinmis sol ve sag (K)
bobrekler kullaniimistir. Deney grubu olarak da 60 dakika iskemi sonrasi
reperflizyonu takiben 1. saatte anestezi altinda alinmis sol (I/R) ve sag (N)
bobrekler, iskemi olusturulmadan 2 saat 6nce 72 mg/kg dozunda NAC enjekte
edilmis ve iskemi sonrasi reperfiizyonu takiben 1. saatte anestezi altinda alinmis
sol (NAC/I) ve iskemi olusturulmamis sag (NAC/N) bébrekler kullaniimistir.
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2.3.2 Bobrek dokularindan homojenizat eldesi

Bobrek dokularindan homojenat eldesine iliskin olarak yapilan islemler
Sekil 2.1’de sematize edilmistir.

Sekil 2.1 Bobrek dokularindan homojenizat eldesine iliskin islem basamaklari

Cerrahi yontem ile alinan borek dokulan bir bistiiri yardimiyla yaklasik 15 mg olacak sekilde
pargalaraaynldi

Bu parcalar havanda homojenize edildi

¥

Dokular 200 pl PBS ile yikamip kandan anmndinlds

3,

500 rpm de 5 dakika santrifj edilerek stispansiyon halindeki huicrelerin bulundugu Gst
kisimdan 150 ul alinds

13.000 rpmde 5 dakika santrifij edilerek Gst kisimdaki hiicrelerden fakir slipernatant kismy
atild

Pellet Gzerine 100 i fiksatif {80% methanol in PBS) eklendi

2.3.3  ssDNA apoptosis elisa kit ile apoptotik hticre deteksiyonu

Bu yontem apoptotik hiicre DNA sinin formamid ile segici denatiirasyonu
ve denatiire apoptotik hicre DNA sinin monoklonal antikor ile deteksiyonu
prensibine dayanir. Formamid apoptotik hicre DNA sinin denatirasyonu igin
uygun bir ajan olup , apoptoz yoklugunda nekrotik hiicre DNA siI ya da DNA
kiriklari igeren hucrelerde denatlirasyona neden olmamaktadir (Frankfurt ve
ark.,2001). Formamid ajaninin apoptotik hiicre DNA lari Gzerindeki segiciligi
DNA kiriklart ile degil kromatin yogunlasmasi ve DNA stabilizasyon
proteinlerinin hidrolizi gibi apoptoz surecinin belirteglerinden olan kromatin
degisiklikleri ile ilgilidir.
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2.3.3.1 Olciim prosediirii

100 pl fiksatif (80% methanol PBS igerisinde ) ile karistirilan ¢alisma drnek
hicre suspansiyonlari ve kit icerisinden cikan pozitif/negatif kontrol 6rnekleri 96
kuyucuklu plate e aktarildi. 96-well plate 37 C de 4 saat inklbe edilerek
hiicrelerin plate kuyucuklarina baglanmasi saglandi. Kuyucuklara 50 pl formamid
pipetlenerek oda sicakhginda 10 dakika inkiibe edildi. Plate 75 °C lik su
banyosunda 10 dakika ardindan +4 °C de inkibe edilerek denatiirasyon saglandi.
Kuyucuklar 3 kez PBS ile yikandi ve kuyucuklara 200 pul % 3 lik yagsiz sut tozu
karisimi pipetlendi. Plate 37 C de 60 dakika inkiibe edilerek nonspesifik baglanma
bolgeleri bloke edildi. % 3 Itk st tozu ¢ozeltisi uzaklastirilarak kuyucuklara 100
pl antikor karisimi pipetlendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Antikor
karisimi uzaklastirilarak kuyucuklar 3 kez 250 pl 1x yikama tamponu ile yikandi.
Kuyucuklara 100 pl substrat (ABTS) solusyonu pipetlenerek oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara 100 pl stop
solusyonu pipetlenerek 405 nm de absorbans olculd.

2.3.4 Telomerik tekrar analizi

2.3.4.1 Bobrek dokularindan genomik DNA izolasyonu

Bobrek dokulari bir bistiri yardimiyla yaklasik 15 mg olacak sekilde
parcalara ayrildi ve TissueLyser homojenizasyon cihazinda homojenize edildi.
Homojenizattan Qiagen DNAeasy Tissue ticari dokudan DNA izolasyon Kiti ile
DNA izolasyonu yapildi.

2.3.4.2 DNA’nin agaroz jelde yuriitilmesi ve goriintiilenmesi

Kromozomal DNA’nin jel lzerinde goruntulenmesi ve restriksiyon dncesi
spektrofotometre ile belirlenen miktar tayininin dogrulanmasi amaciyla DNA
orneklerinin bir kismina agaroz jel elektroforezi uygulandi.

2.3.4.3 DNA’nIn restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA 0&rneklerinden telomerik
restriksiyon fragmanlarinin saptanmasi amaciyla bu ve bundan sonraki
basamaklarda TeloTAGGG “Telomere Length Assay” Kit (Roche, Almanya)
kullanilmistir. Dokulardan izole edilmis olan genomik DNA 6rnekleri dncelikle
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Hinfl ve Rsal restriksiyon enzimleri ile muamele edildiler. Bu iki enzimin 6zelligi
telomerik DNA’y1 ve subtelomerik DNA’y1 spesifik tekrar dizi (TTAGGG)
Ozelliginden dolayr kesmeyip, DNA’nin geri kalan kisimlarini (non-telomerik
kisimlar) disik molekiler agirhk fragmanlarina kadar kesmeleridir. Telomer
boyunun saptanmasina yonelik deneylerde siklikla bu 2 enzim birlikte kullanilir.
Bu amagla 1-2 pyg DNA final hacmi 17 pl olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile
seyreltildi. Hinfl ve Rsal enzimlerinin esit hacimde karisimlari hazirlandi. Her bir
tipe 2 pl kesim tamponu ve 1 pl enzim karisimi ilave edildi ve karistirildi.
Reaksiyon karigsimi 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siresi sonunda
reaksiyonu durdurmak amaciyla tup icerisine 4 pl jel elektroforezi yikleme
tamponu (5X) kondu ve karistiricida karistirildi (Ozsarlak S6zer, 2008).

2.3.4.4 Restriksiyon enzimleri ile kesilmis dna fragmanlarinin agaroz
jelde yurutulmesi

Her bir kuyucuga 1-2 pg DNA icerecek sekilde restriksiyon enzimleri ile
kesilen DNA o6rnekleri yuklendi. Telomer uzunlugunun saglikhi bir sekilde
Olculebilmesi icin her bir 6rnegin esit miktarda DNA icermesine 6zen gosterildi.
Yaklasik 500 ng molekiler agirhk belirteci, 12 pl niikleaz icermeyen su ve 4 pl
5X yukleme tamponu karistirildi. Telomer uzunlugunun belirlenmesinde referans
olusturmasi icin érneklerin her iki tarafina ilk ve son kuyucuga 10’ar pl yiklendi.
Daha sonra jel, 0.5xTBE tamponu igerisinde yukleme tamponu igerisindeki
bromfenol mavisinin neden oldugu mavi boya yikleme vyerinden 10 cm
uzaklasana dek ydratildu (5V/cm). Daha sonra jel EtdBr (10 pg/ml) ile muamele
edilerek UV’de goriintilendi (Ozsarlak Sozer, 2008).

2.3.45 Southern blot yontemi ile DNA’nin jelden membrana transfer
edilmesi ve sabitlenmesi

UV’de gorintilenip kontrol edilen agaroz jel temiz bir kaba alindi. Transfer
oncesi sirasiyla asagidaki islem basamaklari uygulandi ve bitin basamaklar oda
sicakliginda ve jel hafif calkalanarak gerceklestirildi:

1. Jel 10 dakika bromfenol mavisi sariya dénene kadar 0,2 N HCI
cozeltisi icerisinde depiirinasyona tabi tutuldu. iki kez su ile yikand.

2. 2x15 dakika denatiirasyon ¢Ozeltisinde bekletildi.
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3. Tekrar iki kez su ile yikandi.
4.  2x15 dakika notralizasyon ¢ozeltisi icerisinde bekletildi.

5. Jeli transfer cozeltisine hazirlamak amaciyla adaptasyon c¢ozeltisi
icerisinde (2xSSC-sodyum sitrat/sodyum klorir) 5 dakika bekletildi.

6.  Transfer islemine gegildi.

Jel Gzerindeki DNA kapiler aktarim yoluyla naylon membrana transfer
edildi. Jel dizenek Uzerindeki iki ucu tampona degen blot kagidi (Hybond®-
Amersham, Pharmacia Biotech, Buckingamshire, ingiltere) lizerine ters ve arada
hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi. Jel ile ayni boyutta kesilen naylon
membran (Hybond-N+ positively charged nylon membrane, Amersham
Biosciences, ingiltere) suda islatildiktan sonra transfer ¢ozeltisi olan 10xSSC’den
(sodyum sitrat-sodyum Kloriir) gecirildi. Jel (zerine arada hava kabarcigi
kalmayacak sekilde kapatildi. Uzeri yine ayni boyuttaki blot kagitlari ile Grtildi
ve ¢ok katli kagit havlular dizildikten sonra en Uste agirlik konarak gece boyunca
(yaklasik 16 saat) transfere birakildi. Stire sonunda i1slanmis kagit havlular ve blot
kagitlar1 kaldirildi. Membran bir kdsesinden isaretlendikten sonra pens ile ters
cevrilip bir filtre kagidi Gzerine ahindi. Aktarimin basarili olup olmadiginin
anlasilmasi amaciyla jel UV’de gorintulendi. Transferin tam olup olmadigini
anlamak icin islem sonrasi jelde belirgin bir bantin kalmadigi kontrol edildi.
Transfer olan DNA’nin membrana sabitlenmesi amaciyla “UV-crosslinker”
cihazinda 120 mJ’e tabi tutuldu (Ozsarlak Sézer, 2008).
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Tablo 2.3 Kullanilan tamponlar

Tampon

Icerigi

Formdulasyon

Aplrinasyon Tamponu

0.2 N HCI

%37’lik HCI’den 1:50

Denatiirasyon Tamponu

0.5N NaOH/1.5 NaCl

300 ml 5M NaCl

100 ml 5N NaOH

600 ml distile su (1litre icin)

Nétralizasyon Tamponu

IM Tris (pH 7.5) /1.5M NaCl

225 ml 5M NaCl

500 ml 1.5M Tris (pH 7.5)

distile su ile 750 ml’ye

tamamlanir.
Adaptasyon Tamponu 2x SSC 20xSSC’den 1:10 hazirlanir.
Transfer Tamponu 10xSSC 20xSSC’den 1:2 hazirlanir.

20xSSC stok gozeltisi

NaCl-Sodyum sitrat tamponu

(pH:7.0)

175,3 g NaCl

88,2 g Sodyum sitrat
800 ml’ye dH,O ile
tamamlanir.

pH :7,0’ye ayarlanir.

Final hacmi:1lt.

2.3.45 Prehibridizasyonve hibridizasyon

Hibridizasyon islemi sirasinda problarin membrana ve DNA 6rnegi Gizerinde
6zgin olmayan bdlgelere baglanmasini en aza indirgemek ya da 6nlemek
amaclyla hibridizasyon oncesi islemler yapilir (prehibridizasyon). Bu amagla 200
cm?lik bir membran icin 18 ml olacak sekilde dénceden 42°C’ye isitilmis DIG
Easy Hyb (Kit icerisinde hazir) cozeltisi icerisinde 30-60 dakika 42°C’de duistik
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devirde hafif calkalanarak “Thermoshaker”da inkibe edildi. Her 5 ml DIG Easy
Hyb c¢oOzeltisine 1 pl DIG isaretli telomer probu olacak sekilde hibridizasyon
cozeltisi hazirlandi. Prehibridizasyon isleminden sonra prehibridizasyon ¢ozeltisi
ortamdan uzaklastirildiktan sonra membran hazirlanan hibridizasyon c¢ozeltisi
icerisinde DIG isaretli telomerik tekrar dizinlere spesifik prob ile 3 saat 42°C’de
dustik devirde hafif calkalanarak “Thermoshaker”da hibridizasyona birakildilar.
200 cm® membran icin yaklasik 6.5 ml hibridizasyon cozeltisi gerekmektedir.
Probla nitroseliiloz membran (zerindeki DNA tek zincir fragmanlarindan
tamamlayicisi olan arasinda, hidrojen baglari olusumu ile cift zincirli DNA
parcasi meydana geldi. Hibridizasyon siresi sonunda hibridizasyon c¢ozeltisi
uzaklastirildi ve dnce 2 defa 5’er dakika hibridizasyon sonrasi 1. yikama ¢ozeltisi
icerisinde oda sicakliginda yikandi. Daha sonra hibridizasyon sonrasi 2. yikama
cOzeltisi icerisinde 2 defa 15%er dakika Onceden 50°C’ye ayarlanmis
“Thermoshaker”da distk devirde hafif calkalanarak yikandi. Bu yikama
islemlerinin sonunda hibridize olmayan fakat membranin yiuzeyine tutunan
problar ortamdan uzaklastirildilar (Ozsarlak S6zer, 2008).

2.3.4.6 Hibridize olmus telomerik DNA’nin belirlenmesi

Membran yeni temiz bir kaba alindi. Oda sicaklijinda 100 ml yikama
tamponunda 5 dakika yikandi. Yikama tamponu uzaklastirildi ve membran 30
dakika oda sicakhiginda hafif calkalanarak taze hazirlanmis bloklama ¢ozeltisi
icerisinde inkibe edildi. Bloklama ¢Ozeltisi uzaklastirildi. Daha sonra 75mU/ml
olacak sekilde (1/10,000 oraninda) bloklama ¢0zeltisi icerisinde sulandiriimis
Anti-DIG-Alkalen fosfataz (AP) cozeltisi hazirlandi. Membran bu ¢ozelti ile
probun yapisindaki digoksigenin ile anti-DIG arasinda kompleks olusumu igin
oda sicakliginda 30 dakika hafif calkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi
sonunda Anti-DIG-AP antikor ¢ozeltisi uzaklastirilarak membran baglanmayan
fakat membran yuzeyine tutunmus olan antikorlari uzaklastirmak igin 2 defa 15’er
dakika 200 ml yikama tamponu (kitte hazir) icerisinde yikandi. Yikama tamponu
uzaklastirildiktan sonra membran 2-5 dakika oda sicakhiginda 100 ml belirleme
tamponu igerisinde inkiibe edildi. Belirleme tamponu (kitte hazir)
uzaklastirildiktan sonra fazla sivinin uzaklastiriimasi amaciyla membran absorban
bir kagit tzerine kondu. Daha sonra membran DNA bagh yiizli Uste gelecek
sekilde bir naylon film Uzerine yerlestirildi. Bu islem sirasinda membran ylizeyi
kurumamalidir. Membranin tzerine alkalenfosfataz enziminin substrati olan CDP-
star maddesini igeren c¢ozeltiden 40 damla damlatildi ve membranin bitin
yuzeyine homojen dagilmasi saglandi. Membranin Uzeri arada hava kalmayacak
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ve duzgun bir yiizey olusturacak sekilde tekrar naylon film ile kapatildi. Daha
sonra bir kaset icerisinde karanlik bir odada isik gegirmeyecek sekilde yaklasik 30
dakika radyografi filmi ile etkilestirildi. Daha sonra film banyo edilerek telomerik
fragmanlara ait bant goruintileri elde edildi (Ozsarlak Sozer, 2008).

Bu yontem kemiluminesans adini alir ve esasi alkalen fosfatazin
kemiliminesan Ozellik gOsteren substrati ile reaksiyona girmesi sonucu substratini
Isik sinyalleri (kemiliminesans) olusturacak Urlinlere dondstirmesi esasina
dayanir. Olusan bu 1sik sinyallerinin radyografi filmini bozundurmasi sonucu
membrandaki bant gorintist filme yansir. Daha sonra filmdeki telomerik
fragmanlere ait bolgeler molekiler agirhk standarti ile Kkarsilastirilarak
dansitometrik olarak tayin edildi (Ozsarlak Sozer, 2008). Bu amacla asagidaki
formadl kullanildi:

Ortalama Telomer uzunlugu=y (ODi)/ > (ODi/Li)
ODi: Kemiliminesan sinyal (optik dansite)

Li: i pozisyonunda telomer fragmaninin boyu (TeloTAGG Telomer Lenght Assay
kiti, Roche, Almanya)

Tablo 2.4  Hibridizasyonda kullanilan ¢ozeltiler

Tampon icerigi
1. yikama ¢ozeltisi 2xSSC
%0.1 SDS
2. yikama cozeltisi 0.2xSSC
%0.1 SDS
Bloklama tamponu Kit icerisinde hazir verilen 10x bloklama

tamponundan maleik asit ile 1:10 oraninda

seyreltilerek hazirlanir.

Anti-DIG-AP tamponu Kit icerisinde verilen anti-DIG-AP ¢ozeltisi daha
onceden hazirlanmis olan bloklama tamponu ile

1:10 oraninda seyreltilir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Bobrek drneklerinde Olculen apoptozis absorbans duizeylerinin gruplar arasi
karsilastirilmasi, tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik Tukey HSD c¢oklu Kkarsilastirma testi ile
degerlendirildi. Elde edilen veriler ortalama ve standart hata olarak ifade edildi.
Anlamhlik esik degeri olarak p<0,05 kullaniimistir.

3.1 Iskemi/Reperfiizyon ve apoptoz iliskisi

Kontrol grubu sol (Ksol) ve sag (Ksag) bobrek oOrnekleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
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Sekil 3.1 Ksol ve Ksag bobrek érnekleri apoptozis iliskisi (n=4)
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Reperflizyon sonrasi 1. saat sol (I/R) boébrek érneklerinde 1. saat sag (N)
bdbrek drneklerine gore apoptotik hiicre oraninin anlamh diizeyde arttigi gézlendi
(* p<0.05) .
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Sekil 3.2 Reperflizyon sonrasi 1. saat (I/R) ve 1l.saat (N) bdbrek ornekleri apoptozis

iliskisi (* p<0.05, n=4).

Reperflizyon sonrasi 24. saat sol (I/R) ve 24. saat sag (N) bobrek drnekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
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Sekil 3.3 Reperflizyon sonrasi 24. saat (I/R) ve 24. saat (N) bébrek érnekleri apoptozis
iliskisi (n=3)

Reperflizyon sonrasi 5. giin sol (I/R) ve 5. giin sa§ (N) bobrek ornekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
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Sekil 3.4 Reperfiizyon sonrasi 5. Gin (I/R) ve 5. Gin (N) bdbrek érnekleri apoptozis
iliskisi (n=4)

Reperflizyon sonrasi 10. giin sol (I/R) ve 10. giin sag (N) bobrek érnekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
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Sekil 3.5 Reperfilizyon sonrasi 10. Gin (I/R) ve 10. giin (N) boébrek drnekleri apoptozis
iliskisi (n=4)

Tum gruplarin sol (I/R) ve sag (N) bobrek ornekleri Tukey HSD coklu
karsilastirma testi ile apoptotik hiicre oranlari agisindan karsilastirildiginda 1. saat
sol (I/R) bobrek orneklerinde diger gruplarin sol (I/R) ve sag (N) bobrek
orneklerine gore apoptotik hiicre oraninin anlamh dizeyde artti§i gozlendi
(* p<0.05)
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Sekil 3.6 Tiim drnek gruplari (I/R) ve (N) bébrek drnekleri apoptozis iliskisi

(* p<0.05).

3.2 iskemi/Reperfiizyon  Hasarinda  N-asetilsisteinin ~ (NAC)
Apoptoz Uzerine Etkisi

Kontrol (K) grubu ve iskemi 6ncesi N-asetilsisteinin enjelte edildikten sonra
reperfiizyonu takiben 1. saate anestezi altinda alinmis sol (NAC + I/R 1. saat) ve
sag bobrek (NAC/N 1. saat) 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir.
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Sekil 3.7 K, (NAC + I/R 1. saat) ve (NAC/N 1.saat) bobrek 6rnekleri apoptozis iliskisi.
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Kontrol grubu, reperflizyon sonrasi 1. saat sol (I/R 1. saat) ve sag (N 1. saat)
bobrek  ornekleri arasinda apoptotik hiicre orani istatistiksel olarak
karilastirildiginda 1. saat sol (I/R 1. saat) bobrek drneklerinde apoptotik hiicre
oraninin anlamli diizeyde arttigi gézlendi. (* p<0.05)
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Sekil 3.8 Ksol, (I/R) 1. saat ve (N) 1.saat bdbrek ornekleri apoptozis iliskisi (* p<0.05)

iskemi sonrasi reperfiizyonu takiben 1. saatte alinmis sol (I/R) ve sag (N)
bobrek ornekleri ile iskemi 6ncesi NAC enjekte edilmis ve reperfiizyonu takiben
1. saatte alinmis sol (NAC + I/R 1. saat) ve sag (NAC/N 1. saat) bobrek 6rnekleri
apoptotik hiicre oranlari agisindan istatistiksel olarak karilastirildiginda 1. saat sol
(I/R) bdbrek drneklerinde apoptotik hiicre oraninin anlamli duizeyde arttigi ya da
iskemi oncesi NAC enjekte edilmis bobrek orneklerinde (NAC + I/R 1. saat)
apoptotik hiicre oraninin anlamli diizeyde azaldigi gézlendi (* p<0.05).
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Sekil 3.9 (I/R) 1. Saat, (N) 1. saat (NAC+I/R) 1.saat, (NAC/N) 1.saat bébrek drnekleri
apoptozis iliskisi

3.3 Telomer Devamhligi ve Apoptozis iliskisi

Kullandigimiz yéntemin hassasiyet sinirlari igerisinde aldigimiz sonuglar
anlaml bir fark gostermemistir.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Bir organ veya dokuya kan akiminin kesilmesi ve daha sonraki reperfiizyon
streci hicre oOlumu ve organ disfonksiyonuna yol agan bir dizi patolojik
reaksiyonu baslatir. Son yillarda arastirma tekniklerinin gelismesiyle birlikte bu
patolojik tablonun ortaya ¢ikmasinda asil 6nemli roli reperfiizyon surecindeki
olaylarin oynadigi anlasiimistir. Reperfiizyon hasari sonucu olusan fonksiyon
bozuklugu organdan organa degisiklikler gostermekle baraber, hasardan oksijen
radikallerinin sorumlu oldugu belirlenmistir.Bébrekde I/R, oksidatif strese neden
olur ve boylece reaktif oksijen Grunleri artarken antioksidan savunma sistemi
kaybolur. iskemik dokuda hiicreler geri donusiimlii hasar gérmiisse veya bu
hasardan etkilenmemisse reperflizyon bu hicrelerin geri kazanilmasini saglar.
Ancak bu iskemik hasarin yogunluk ve suresine bagimli olmakla birlikte, pek ¢ok
hlcrede reperfiizyon sonrasi apoptozis ve nekroz ile hicreler 6lmektedir. Sigcan
bébrek dokusunda /R hasari olusturdujumuz calismamizin  sonuglarina
bakildiginda, 60 dakika strekli iskemi sonrasi 60 dakika reperflizyon siresinin
hiicrelerde apoptozu tetikledigi ve bu sirenin sigan bobrek dokusu igin Kkritik
reperflizyon hasar suresi oldugu goézlenmistir. Daha 6nce sican bébrek dokusunda
yapilan calismalarda benzer sonuclar elde edilmis, strekli iskemi sonrasi 1-4 saat
reperflizyon siresinin apoptozu indukledigi gosterilmistir. Ayrica sicanlarda farkl
doku orneklerinde yapilan benzer calismalarda apoptozu indukleyen kritik
reperfuizyon streleri belirlenmistir (Chien et. al., 2001; Fliss et. al., 1996 ).

Dokularda, oksidatif hasara karsi enzimatik ve non-enzimatik antioksidan
mekanizmalar vardir. Antioksidan enzim sistemleri; iki stperoksit dismutaz
(CuznSOD ve MnSOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleridir. Non-enzimatik endojen antioksidanlarin en 6nemlilerinden biri
glutatyon (GSH )’dur. N-asetilsistein (NAC)’in serbest radikaller tarafindan
olusturulan doku hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu ve bu etkisini GSH
diizeyini arttirarak veya stabil nitrozotil tirevleri olusturarak gerceklestirdigi
bildirilmektedir . NAC’ 1 n, bobrek | /R hasarinin da icinde oldugu bircok
deneysel bdbrek yetmezligi modeline karsl koruyucu rol oynadigi
gosterilmistir (Aydogdu et al., 2005). Calismamizda gugli bir antioksidan ve
glutatyon sentezinin 6ncull olarak rol oynayan NAC’In sigan bébrek dokusunda
strekli iskemi sonrasi reperfiizyon hasarina bagli gelisen apoptozu 6nleyici
etkisini arastirdik. i/R ile olusturulmus bobrek hasarinin, apoptozun NAC
tarafindan 6nemli diizeyde azaltildigi gézlenmistir.
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Bu tez calismasinin sonuclari, sican bobrek dokusunda 60 dakika surekli
iskemi sonrasi 60 dakika reperfiizyon siresinin hiicrelerde apoptozu tetikledigini
ve bu surenin sican bdbrek dokusu igin kritik reperfiizyon hasar siresi oldugunu
gOstermistir. Ayrica sonuglar sican bobrek dokusunda /R hasarinin ve
apoptozun gugcli bir antioksidan olan NAC kullanimi ile azaltilabildigi,
onlenebildigini gostermistir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak Klinikte bobrek
vaskiler cerrahisi veya bobrek nakli gibi ameliyatlarda, ameliyat dncesi NAC
kullanimi ile iskemi sonrasi 1 saat reperflizyon suresinin ameliyat sirasinda
gelisebilen I/R hasarindan korumada etkili olabilir.
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