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1. GIRIS VE AMAC

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, hizli teknolojik gelismelere parelel olarak
kafa travmalar1 da hem daha komplike hale gelmekte hem de oran, mortalite ve
morbiditeleri hizla ylikselmektedir. Kafa travmalar1 sonrasi olusan beyin hasar1 halen
onemli bir uluslararasi saglik problemi olmaya devam etmektedir (1,2).

Geleneksel olarak, nekrozun kafa travmasini takiben olusan beyin hasarmnin
birincil nedeni olduguna inanilmaktadir. Ama tip bilimindeki ilerlemeler 15181nda kafa
travmasia bagli olusan beyin hasarinimn altinda yatan patogenez daha fazla anlasilmaya
baslanmis ve sonugta travmayi olusturan giiclerin dogrudan etkisi ile olusan primer
(birincil) hasar ve daha sonra gelisen cesitli olaylarin zincirleme reaksiyonlari
sonucunda ortaya c¢ikan sekonder (ikincil) hasar kavramlar1 tip diline girmistir (3).
Ancak tiim bu gelismelere ragmen sekonder hasar1 olusturan olaylar zincirini bagslatan
ve devam ettiren mekanizmalar heniiz daha aciklanmay1 beklemektedir.

Simdiye kadar yapilan caligmalarda kafa travmasi sonrasi olusan travmatik
beyin hasarma katkida bulunan ¢ok sayida, hiicresel, molekiiler ve biyokimyasal
degisiklikler tespit edilmistir (4). Ozellikle son yillarda yapilan arastirmalar, travmatik
sekonder beyin hasarmin fizyopatolojisine katkida bulunan ¢ok sayida molekiiler ve
patolojik degisikligin icinde, apoptozu ya da programli hiicre Sliimiinii 6n plana
cikarmaktadir (5,6,7).

Apoptoz ¢esitli uyaranlar tarafindan baslatilan veya inhibe edilebilen genetik
olarak programlanmis aktif yani enerji harcayan bir 6liim progranudir. Iskemik strok,
travmatik beyin yaralanmasi ve epileptik nobet gibi 6nemli derecede ndronal hiicre
oliimiine yol agabilen ¢esitli akut olaylarda sekonder hasarin fizyopatolojilerinde 6nemli

derecede rol oynar. Apoptotik hiicre 6limii, baslatici yolaklardan herhangi birinin



tetiklenmesi ve bunlarm uygulayic1 apoptotik yolagi harekete gecirmesi sonucunda
olusur. Yapilan ¢alismalar bu yolaklarin kaspaz-aracili olan ve olmayan yolaklar diye
iki ana grup altinda toplanabilecegini géstermistir (8). Bunlarin i¢inde sistein proteazlar
ailesinden olan kaspazlarin bir¢ogunun 6zellikle kaspaz 3 (K3) ve kaspaz 8 (K8)’in
apoptozis siirecinde onemli baglatic1 veya uygulayicilar olarak gorev yaptiklar1 bir¢ok
calismada gosterilmistir (9). Bu iki kaspaz bir¢cok konuda oldugu gibi travmatik beyin
yaralanmasinda da c¢alisilan ve en 1y1 karakterize edilen iki kaspazdir (5).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), normal gelisim, yara iyilesmesi ve
metastatik kanser hiicrelerinin yayilmasi, eklemlerin artritik destriiksiyonu, ateroskleroz
ve noroinflamasyon gibi genis bir yelpazedeki patolojik siireclerde 6nemli olan notral
proteazlarin bir gen ailesidir (10). Hiicre dis1 degradasyon enzimleri olan matriks
metalloproteinazlarin asir1 ve uygunsuz ekspresyonlariin bir¢cok patofizyolojik siirece
katkida bulundugu ve bu durumlarda arttig1 (10,11), 6zellikle MMP-9’un aktive
olmasinin apoptozis yoluyla noronal hiicre 6liimiinde uygulayici olarak rol aldigini
destekleyen bulgular elde edilmistir (12).

Bir¢ok noropatolojik olayda oldugu gibi kafa travmasinda da sekonder doku
hasarini olusturan olaylar zincirinin en biiylik tetikleyicilerinden biri oksidatif stresstir
(13). Pineal bezden salgilanan bir indoleamine hormon olan melatonininin gii¢lii bir
antioksidan oldugu ve oksidatif stressi inhibe ederek noronlar1 korudugu gosterilmistir
(14)

Biz bu calismamizda, oksidatif stresin apoptozis ilizerindeki tetikleyici etkisini
gostermek ve antioksidan tedavinin apoptoz olusumuna etkisini arastirmak i¢in deneysel
olarak fokal beyin yaralanmas1 olusturdugumuz ratlarin bir grubuna antioksidan tedavi
olarak melatonin uyguladik ve tiim gruplarda saglam ve travmali beyin hemisferlerinde
apoptozisin derecesini ve zamansal olarak dagilimini gostermek i¢in kaspaz-aracili
apoptozis gostergeci olarak bu yolagim merkezinde bulunan K3, tetikleyici olan K8 ve
kaspaz-aracili olmayan apoptozis gostergeci olarak da MMP-9 seviyelerindeki

degisiklikleri arastirdik.



Bu ¢aligmada:

1- Ratlarda deneysel olarak olusturulan fokal travmatik beyin yaralanmasinda,
saglam ve travmali beyin hemisferlerinde travma sonrasi sekonder yaralanmada etkin
rol alan apoptozis ve hiicre 6liim mekanizmalarma farkli bir ayrint1 katarak, apotozisi
baslatan, uygulayan ve siirdiirenler olmasi nedeniyle apoptozis gostergecleri olarak
sayllan K3, K8 ve MMP-9’un daha 6nce hicbir calismada yapilmayan sekliyle cesitli
zaman dilimleri i¢cindeki seviyelerine bakarak travmatik sekonder beyin hasarindaki
apoptozis derecesinin zamansal dagilimini belirleyebilmek,

2- Ratlara gii¢lii bir antioksidan olan melatonin vererek melatoninin travmatik
sekonder beyin hasarinda apoptozisi baslatan oksidatif stresi, dolayli olarakta apoptozisi
azalttigin1 géstermek ayrica apoptozis gostergeglerindeki (K3, K8 ve MMP-9) diisiis
oranlarina gére melatoninin apoptozis siirecindeki etkinligini ve antiapoptotik 6zelligini

arastirmak amaglanmistir.



2-GENEL BIiLGIiLER

2.1.Kafa Travmalar

Cocuklarda ve 45 yasin altindaki bireylerde 6nde gelen morbidite ve mortalite
nedeni olan travma, gelismis iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de en onemli saglik
sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir (2,15).

Kafa travmasi, kranyumu g¢evreleyen sagh deride, kranyumda ve kranyumun
cevreledigi yapilarin herhangi birinde hasar olusturan tiim travmalarin genel adidir (15).
Travmaya bagli Oliimlerin yarisindan c¢ogunda kafa travmasi mevcuttur. Trafik
kazasinda Glen olgularin yaklasik %75’inde beyin hasarina ait bulgular saptanmistir.
Agir kafa travmalarma baglh 6lim oran1 %35°tir (1,2). Ayrica agir kafa travmasi
gecirmis hastalarin ancak %40-50’s1 tamamen 1yilesebilmekte ve kafa travmalari
nedeniyle gereken tibbi bakim, rehabilitasyon maliyeti ve isglicli kayb1 olduk¢a biiytlik
boyutlara ulagmaktadir (16). Bu nedenle travmaya bagli hasari1 azaltmaya yonelik
calismalarda prognoz ve Olim orami lzerine etki eden faktorleri incelemek ve
degerlendirmek biiyiik 6nem tagimaktadir.

Son 25 yil igerisinde yapilan ¢alismalar kafa travmalari kaynakli hasarlarin
tiimiinlin darbe aninda olusmadigin1 gostermis, primer hasarlanma ile etkisi sonradan
olusan sekonder hasarlanma arasindaki ayirimi ortaya ¢ikarmislardir (17). Buna bagl
olarak son zamanlarda yapilan deneysel ve klinik ¢alismalarmm 6nemli bir bolimii
sekonder hasarin anlagilmasina ve onlenmesine odaklanmis ve bu alanda kaydedilen

gelismeler klinik tedavinin yonlendirilmesinde biiyiik katki saglamustir (18).



2.1.1.Primer Beyin Hasarlan

Primer beyin hasar1 travmadan hemen sonra ve travmanin dogrudan sonucu
olarak ortaya ¢ikan patolojik stire¢lere denir. Travma aninda ve travmanin direkt etkisi
sonucunda olustuklarindan dolayr Onlenemezler. Bu hasarlar beyin dokusunun,
beyindeki vaskiiler yapilarin ve kafatasi kemiklerinin mekanik olarak distorsiyonu ile
baslar. Olusan hasarm tipi bu mekanik distorsiyonun lokalizasyonu ve siddeti ile
belirlenir. Buna gore travma fokal ya da diffiiz olabilir. Kontiizyonlar ve intrakraniyal
primer fokal beyin hasar1 yapan lezyonlarin 6nde gelen 6rnekleridirler. Konkiizyo serbri
ve diffiiz aksonal yaralanma ise diffiiz beyin hasarlarimin 6rnekleridir.
Serebral konkiizyon ve diffiiz aksonal yaralanmalar; Rotasyonal akselerasyon ve
deselarasyon hareketlerine bagli ya aksonlarin zorlanmasi sonucunda olusan gecici
fonksiyon kaybiyla ya da aksonlarin yirtilmalariyla birlikte olan uzun siireli koma
seklinde ortaya ¢ikan bu iki yaralanma tiirli, bozulmus suurluluk ve koma kliniksel
stirecinin her iki ucundaki tablolardir. Aksonlarin zorlanmasi sonucunda olusan serebral
konkiizyonda, suurun gecici (<10 dk) bir kaybi olmaktadir. Bu tablo bir retrograd ve
posttravmatik (anterograd) amnezi donemi ile birliktedir. Beynin beyaz cevherinde
olusan genis kapsamli jeneralize bir harabiyetin oldugu, hastada herhangi bir
intrakraniyal yer kaplayan lezyon ya da artmis kafa i¢i basinct olmadan travmatik koma
ile sonuglanir. Baslangic CT’si %50-80 oraninda normaldir. CT’deki karakteristik
bulgular, korpus kallozum ve beyin sapinda ve gri-beyaz cevher bilesim bolgesinde

kii¢iik petesiel kanamalardir (19).

2.1.2.Sekonder Beyin Hasan

Sekonder hasar, primer hasarm baslattigi kompleks hiicresel inflamatuar,
norokimyasal ve metabolik siireclerin sonucunda ortaya ¢ikar ve gecikmis doku hasari
ve hiicre Oliimiine katkida bulunan karmasik bir biyokimyasal olaylar kaskadmni igerir
(20). Kapsamli deneysel ve klinik arastirmalar nedeniyle, travmatik beyin hasarmin
patofizyolojisi konusundaki bilgiler son yillarda oldukca artmistir. Bu caligmalarda
sekonder beyin hasarinda noronal hasara yol agan yolaklar arasinda glutamate
eksitotoksisitesi, Ca*" asir1 yiiklenmesi, ve oksidatif stress gibi yolaklar 6n plana
cikmistir (21).

Gegmiste, travmatik kafa travmasi sonucunda gelisen noronal ve glial hiicre
kaybin, genellikle inflamatuar hiicrelerin ortaya ¢ikmasi ile birlikte olan nekrozun bir

sonucu olarak kabul edilmekteydi. Ancak bu konudaki aragtirmalar travmatik sekonder
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beyin hasar1 sonrast merkezi sinir sistemindeki hiicre dejenerasyonu kaskadinda

apoptozun daha 6nemli bir rol oynadigini géstermistir (22).

2.2.Travmaya Bagh Sekonder Beyin Hasarinin Norokimyasal Mekanizmalar

2.2.1.Eksitator Aminoasit Hipotezi (Glutamate eksitotoksisitesi ve Ca’* asin
yiiklenmesi)

Eksitator aminoasit hipotezinin (EAA) en biiyiik varsayimi; c¢ok sayida
norotransmitterlerin salmiminin i¢inde travmanin da bulundugu degisik yaralanmalarda
asir1 salmimi ve birikimi ile kesintisiz hiicre hasari baslattigi, Ca®"un hiicre icine
girerek hiicre 6liimiine yol agacagi esasmna dayanir (23). EAA’ler iizerinde en cok
calisilanlar, memeli santral sinir sisteminin ana ndrotransmitterleri olan Glutamat ve
Aspartat’tir. Bunlar sinaptik gecisin yonlendirilmesi ve ndron i¢ine iyon gegiginin
kontroliinde rol oynarlar. Bu aminoasitler, eksitator iletiden sorumlu olduklar1 halde
belli kosullarda paradoksal olarak, norotoksisitenin de potansiyel kaynagidirlar (24).
Travma, iskemi, epilepsi ve benzeri patolojik siire¢ler sirasinda EAA salimimi ve buna
bagl olarak dncelikle AMPA ve Kainat reseptdr kanallar1 yoluyla Na'hiicre icine girer,
hiicrede sisme ortaya ¢ikar. ikinci asama hiicre i¢ine normalin iizerinde Ca*" girisidir ki,
bu NMDA reseptor asir1 uyarilmasina yol agar. Bu da potensiyel olarak norotoksik olan
bircok olaylar serisinin ortaya ¢ikmasina yol agar. Hiicre icindeki Ca®" artisi lipolitik
(lipaz ve fosfolipaz) ve proteolitik (Calpain I ve diger Ca” bagimli proteazlar) enzimleri
aktive edecektir. Proteolitik enzimlerle hiicre zar1 ve iskeletini olusturan yapilar
yikilirken, lipolitik enzimler ise ndron membranindaki fosfolipidleri pargalarlar. Bu olay
kisir bir olay olan arasidonik asit (AA) dongiisiinii baslatir. AA enzimler aracigi ile
okside olur ve prostoglandinler (PG); PGE2, PGD1, PGF1, PGF2, PGG2, prostasiklin,
lokotrienler ve degisik hidroksi tiirevlerine doniisiir. Bu siireci takiben olusan serbest
radikaller ve lipid peroksidasyonu sonucu hasar ilerler ve néronun 6liimii ile sonuglanir.
Yani glutamate eksitotoksisitesi ve Ca”" asir1 yiiklenmesi sonucu olusan nérotoksitenin

son yolagida yine oksidatif stresstir (24).

2.2.2. Oksidatif Stres
Oksijen insanin hayatta kalmasi i¢cin hayati bir bilesendir. Oksijen dogada
istikrarl bir ticlii radikal (*0,) olarak bulunur. Solundugunda, asamali bir indirgeme

isleminden gecirilir ve sonugta su ile metabolize edilir. Bu siiregte, kii¢iik bir miktar

6



siiperoksit anyon radikalleri (Oy’), hidroksil radikalleri (OH), nitrik oksit (NO) gibi
reaktif aracilar ve hidrojen peroksit (H,0,) ve tekli oksijen ('O,) gibi, serbest olmayan
radikal tiirleri olusturulur. Bu reaktif aracilara topluca reaktif oksijen tiirleri (ROT) veya
reaktif nitrojen tiirleri (RNT) denir. ROT ve RNT’ler serbest radikal reaksiyonlar
olusturarak molekiiler destriiksiyonlara yol agabilirler. H,O,, 'O; ve tekli oksijen (ozon)
serbest radikaller degildir ama canli organizmada kolayca serbest radikal
reaksiyonlarina yol agabilirler. Insan organizmas1 ROT ve RNT ile indiiklenen oksidatif
strese yani oksijenin toksisitesine karst kendisini korumak i¢in etkili bir savunma
sistemine ve enzimatik sistemlere sahiptir. Bu antioksidan sistem olarak adlandirilir.
Ancak, bu antioksidan sistem muhtemelen reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen tiirlerinin
(RNS) asir1 iiretiminin oldugu patolojik durumlarda yetersiz kalabilir ve bu durum

oksidatif stress olarak adlandirilir (25,26).

2.2.3. Serbest ve Serbest Olmayan Radikaller
2.2.3.1. Serbest ve serbest omayan radikallerin olusumu

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya birden fazla elektron iceren molekiil
veya molekiil parcalaridir. Bir atom veya molekiil, bir elektron vererek (oksidasyon)
veya alarak (indirgenme) serbest radikal haline gelebilir (27). Biyolojik sistemler;
normal kosullarda igerdikleri O, ’nin biiyiik boliimiinii tetravalan olarak indirgerler. Bu
islem i¢in mitokondrilerdeki sitokrom oksidaz benzeri sistemleri kullanirlar. Normal
kosullar igerisinde nadiren kullanilan, ancak bazi patolojik olaylarda artan univalan
indirgeme ile degisik reaktivitelere sahip serbest radikalller olusur. Bir, iki veya ii¢
elektronun O, ile reaksiyona girmesi sonucu sirastyla; siiperoksit radikali (O,.), hidrojen
peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH-) meydana gelir. H,O, serbest radikal degildir
ancak hidroksil radikaline doniisiir. Lipid, protein ve DNA molekiilleri ile reaksiyona
giren hidroksil radikali ise oldukga toksik bir yapiya sahiptir (28).

Bu indirgenme mitokondrial solunum =zincirinin ilk basamaginda olusur.
Ekstramitokondrial reaksiyonlarda ise hipoksantin ve ksantinin, ksantin oksidaz
tarafindan {irik asite okside edildikleri reaksiyonda serbest radikaller olusmaktadir. Bu
reaksiyon iskemi ve yeniden kanlanma esnasinda serbest radikallerin baslica olusum
seklidir. Ciinkii iskemi esnasinda hipoksantin ve ksantin birikimi olmakta ve Ca®"
yiikselmesi de ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza ceviren proteazlar1 aktive

etmektedir (29).



2.2.3.2.Serbest ve serbest olmayan radikallerin etkileri

Hidroksil radikali son derece toksik bir yapidir ve komsu lipid, protein ve DNA
molekiilleri ile reaksiyona girer. Hidroksil radikali, oksijen radikali ve H,O, nin
olusturdugu kimyasal reaksiyonda olusur. Bu reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu™ adi
verilmektedir. Bu reaksiyon dogal durumda ¢ok yavas olurken demir tarafindan katalize
edildiginde hizlanmakta ve boylece hidroksil radikali olusumu hizla artmaktadir (28).
Normal sartlar altinda tasiyici proteinlerine (ferritin ve transferrin) siki sekilde bagh
olan Fe3+, oksijen radikali varliginda ferritinden, asidoz varliginda da transferrinden
ayrilir (28,29). Serbest radikaller kimyasal olarak giiclii reaktif molekiillerdir. Hiicrenin
savunma mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilamazlarsa serbest radikal olmayan bir
molekiille reaksiyona girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir
reaksiyonu baglatirlar.

Serbest radikallerin patolojik etkisiyle iki yoldan hiicre hasar1 gelisir;
1-Lipidlerin peroksidasyonu ile hiicre zarmin gegirgenligi bozulur,
2-Olusan serbest radikaller cevrelerindeki zincirleme reaksiyonun yayilmasiyla daha
uzaklardaki biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hasar olusturur. Reaksiyona
girdikleri biyolojik molekiiller arasinda, plazma membrani, hiicre organellerinde
bulunan doymamis yag asitleri, cesitli enzimlerin yapisna giren proteinler,
karbonhidratlar ve cesitli sentez ve genetik kod aktarimini yoneten niikleik asitler yer
alir (28,29).

Travmatik beyin yaralanmasi sonrasi, serbest radikal hasar1 olduk¢a 6nemlidir.
Biiyiik lipit igerigi ve yiiksek oranda oksidatif metabolizmasi nedeniyle beyin, oksijen
radikalleri tarafindan olusturulan hiicresel destriiksiyon i¢in iyi bir hedeftir. Aragidonik
asit metobolizmasi, kalsiyum tarafindan uyarilma ile mitokondriden salinma,
katekolaminlerin otooksidasyonu, damar disma c¢ikma, hemoglobinin yikilmasi ve
ksantin oksidaz aktivasyonu gibi ¢esitli yollarla olusabilir. Arasidonik asit dongiisi
travmatik yaralanmayi1 takiben serbest radikallerin olusmasinda en onemli yoldur.
Ozellikle, EAA salinimma bagli olarak kalsiyum aciga ¢ikmasi sonucunda zararl
proteaz ve lipazlarm artis1 olur (fosfolipaz A2, lipooksijenaz ve siklooksijenaz). Bu
enzimler tromboksan A2, prostoglandin, lokotrien ve serbest yag asitlerinden arasidonik
asit olusturur. Bu triinlerin yikilmasindaki dongiide serbest oksijen radikalleri tiretilir.
Hipoksantin-ksantin yolu kafa travmasini takiben serbest radikal kaynagi olarak ikinci
onemli yoldur. EAA dongiisii ile tetiklenir, kalsiyum tarafindan aktive edilen proteoliz

ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza c¢evirir, sonuc¢ta hipoksantinin ksantine
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oksidasyonu gergeklestirilir ve iirik asitle birlikte ayni zamanda oksijen radikalleri
olusur (28,29).

Serbest radikallerin olusturdugu patolojik siireg; lipid peroksidasyonuna yol
acarak hiicre membraninin gegirgenliginin bozulmasia yol acgar. Bu silire¢ sonucunda
olusan zincirleme reaksiyonlar ile hiicrenin organelleri igerisinde bulunan doymamis
yag asitleri, baz1 proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerde hasar goriirler (29).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklerine doniismesi ile sona erer. Peroksidasyon, membranin lipid yapisindaki
degisiklikler nedeni ile zar islevinin bozulmasi, olusan serbest O, radikallerinin
hiicrenin diger bilesenlerine etkisi ile vaskiiler gecirgenlikte artma, enflamasyon, 6dem,
kemotaksis ile sekonder hiicre hasarina yol agar. Lipid peroksidasyon son {iriin olarak
malonildialdehid (MDA) meydana getirir. MDA hiicre zarindan kolayca gecer ve hiicre
icinde Schiff bazlariyla birleserek, lipofuksin seklinde sitoplazma i¢inde toplanir. Hiicre
kiiltlirlerinde yapilan ¢alismalar, MDA’ nin genotoksik ve mutajenik etkileri oldugunu

ortaya koymustur (29).

2.2.4. Nitrik Oksit

Birgok biyolojik ve patolojik olayda dnemli rolii olan Nitrik oksit (NO), en az 3
NOS izoenzimi: noronal (nNOS), indiklenebilir (iNOS), ve endotelyal (eNOS)
izoformlar1 tarafindan L-arginine’den sentezlenir ve yar1 6mrii cok kisa olan bir serbest
radikaldir. (30).
2.2.4.1. Nitrik Oksitin Sentezlenmesi:

NO, omurgalilarda sitokrom P-450 rediiktazin homologu olan NOS yardimiyla
L-arjininden sentezlenir. Son goriislere gore NOS uyarildiginda, iki oksijen
molekiiliiniin aktivasyonuyla bir ¢ift oksijen atomu, L-arjinine girerek NO ve sitriilin

iretmektedir (30) (Sekil.1)
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NOS izoenzimleri: Temel olarak 2 ana grupta incelenir:

A.Yapisal (constitutive) NOS (cNOS): Ayiric1 6zelligi, aktivitesinin Ca+2’a bagimli
olmasidir. Ozellikle damar ve endotel hiicreleri (31), iirogenital sistem dokular1 (32),
santral ve periferik sinir sistemi noronlar1 (30), adrenal korteks ve medulla hiicreleri
(33), trombositler, uterus ve barsak interstisyumunda bulunmaktadir (34,35). ctNOS’un
iki izoformu mevcuttur: nNOS ve eNOS. cNOS ve izoenzimlerinin baglica bulunduklar1
yerler ve etkileri farklidir.

1-nNOS kaynakli NO: Esas olarak sinir sisteminde bulunmakla beraber bagka
dokularda da tespit edilmistir.

Merkezi sinir sistemi: Santral sinir sisteminde néromodiilator olarak gorev
yapar. Bilinen en diisiik agirlikli norotransmitterdir. Presinaptik salgilanan glutamatin
etkisiyle postsinaptik ugtaki hiicrenin NOS’1 aktiflestirilir ve olusan NO ile hedeflenen
etkisini olusturur. Ayrica sinapslarin sekillenmesinde, koku alma, gorme, agriyi
algilama ve hafiza olugmasi gibi islevlerde rol alir (36,37).

Periferik sinir sistemi: Nonadrenerjik ve nonkolinerjik sistemde ndrotransmitter
olarak rol oynar. Solunum fonksiyonlarinda, penil ereksiyonda, gastrointestinal sistem
motilitesinde, mesane sfinkter islevinde ve tiim dokularm kan basiglarmnin ve akis
hizinin diizenlenmesinde rol oynar (38,39,40,41).

2-eNOS kaynakli NO: Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basimncini, kan
akis hizin1 ve dolayistyla kalp kasilmasini regiile eder (42). Endotel hiicresi ve vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahiptir. Trombositlerin adhezyonunu ve
agregasyonunu inhibe eder (35).

B.Uyanlabilir (inducible) NOS (iNOS): ik olarak endotoksinler ve sitokinler
tarafindan uyarilan makrofa; ve karaciger hiicrelerinde tanimlanmistir. Bu izoform
aktivite icin Ca™‘a bagiml degildir. Bunun nedeni enzimin kalmodulinle ¢ok siki
baglanmis olmasi olabilir. INOS basta makrofajlar olmak {izere polimorfoniikleer
lokositler, hepatositler, damar diiz kaslari, damar endoteli, astrosit ve kondrositler
tarafindan iiretilebilir (43,44). Enzim indiiklendigi zaman NO {iretimi, yapisal formdaki
gibi kisa siirmez, saatlerce hatta giinlerce devam edebilir. Ozellikle nonspesifik
immiinitede O6nemli rol oynar. Patolojik durumlarda oksidatif stressin en Onemli

kaynaklarindan biridir
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2.2.4.2. Nitrik Oksitin Etkileri

cNOS ile diiretilen NO normal fizyolojik olaylarin siirdiiriilebilmesi i¢in
gereklidir. iINOS ile iiretilen yiiksek konsantrasyonlar ise hasar1 artirir. Sepsis ve
inflamasyonda iNOS enziminin tetiklenmesi sonucunda NO iiretimi artar.Travma
durumunda ise ekstrahepatik arginaz ekspresyonu ve aktivasyonu artarken NO
sentezinde arginaz ve NOS enzimleri arginini substrat olarak kullanirlar. Arginaz
ekspresyonu arttiginda hiicre icinde ornitin ve poliamin konsantrasyonlar1 artarken
endotel hiicrelerde bazal NO sentezi azalir. Endotelden salman NOS ile sentezlenen
NO, damarlarin gevsemesi, platelet agregasyonu ve noétrofil infiltrasyonunu
engelleyerek, travma sonrasinda organlarda kan akiminm siirdiiriilmesini saglar (34).
Travma modelinde yapilan bir c¢alismada sicanlarda artan ekstrahepatik arginaz
ekspresyonu ve aktivitesinin, plazma nitrat-nitrit konsantrasyonlarinin kontroliinde
onemli oldugu gosterilmistir (45). Ratlarda laparatomi modelinde yapilan ¢alismalarda
operasyonu takiben damar i¢ine L-argininin uygulamasinin splanknik kan akimini ve
kalp atim hizimi artirdigr bildirilmistir (46,47). Benzer bir calismada da abdominal
laparotomi sirasinda bazal diizeyde sentezlenen NO’in akut donemde mikrovaskiiler

biitlinliigiin saglanmasi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (48).

2.2.5.Apoptozis

Apoptozis, eski Yunanca apo (ayr1) ve ptosis (diismek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlamak
icin kullanilmis bir sézciiktiir. Bu nedenle baz1 hiicrelerin sonbahar yapraklar1 gibi adeta
kuruyarak viicudu terketmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer agmasiyla gerceklesen
hiicre 6liim tipi, klasik Yunan tarih¢isi olan James Cormack’ m Onerisiyle "apoptoz"
olarak adlandirilmistir (49).

Apoptozis terimi, bilimsel olarak ilk defa Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie
ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan
sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir (50).

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicrelerarast iligkilerin geregi olarak artik
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden
ortadan kaldirilmasmi saglayan genetik olarak kontrol edilen bir olaydir. Ayrica bu
olaym gelismekte olan omurgali ve omurgasiz canlilarin yanisira bitkilerde de meydana

geldigi goriilmistiir (51).
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Embriyonik dénemden baglamak suretiyle tiim yasam boyunca apoptotik
mekanizma mevcuttur. Bazi hiicreler yillarca yasarken, bazilar1 ise sadece birka¢ saat
yasarlar. Ornegin; bagirsak hiicreleri 3-5 giinliik bir yasam siiresini takiben oliirken,
derinin epidermal hiicreleri 20-25 giinliikk bir siire sonunda 6lmektedirler. Tim bu
olimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in fizyolojik hiicre 6liimii olarak da
adlandirilir (52). Ilk ©nceleri hiicre oliimiiniin sadece fizyolojik formu oldugu
diisiiniilmesine ragmen bugiin patolojik hiicre 6liimiine de aracilik ettigi bilinmektedir.
Programlanmis hiicre 0liimii, hiicre intihari, hiicre kaybi ve fizyolojik hiicre Olimii
apoptozis ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir (51).

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmas1 gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir. Apoptozis, mitozisden 20 kat
daha hizli ger¢eklesmektedir. Mitozis (yapim) ve apoptozis (yikim) dokuda siirekli bir
denge halindedir. Normal apoptotik hiicre 6liimii ve yerine yeni hiicre yapiminin giinde
yaklagik 1x10"" hiicreyi buldugu hesaplanmustir. Bu dengenin apoptozisin lehine veya
aleyhine bozulmasi bir¢ok onemli hastaligin patogenezine katkida bulunur. Gortldigi
gibi apoptozis mekanizmasi, organizmada dogru bir sekilde islemelidir. Olmamasi
gerekirken gerceklesen, hizlanmis veya tam tersine yavaslamis apoptozis organizma
icin tehlikelidir. Apoptozisin gereksiz yere olustugu veya hizlandig: siireclere drnek
olarak AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiliine bagimli diyabet, hepatit C
enfeksiyonu gibi hastaliklar verilebilirken; apoptozisin yavasladigi hastaliklara ise
otoimmiin hastaliklar ve kanser 6rnek olarak gosterilebilir (53,54,55).
2.2.5.1.Apoptozisin goriildiigii olaylar

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi hiicre ve dokularinda siirekli olarak
olugmaktadirlar ve bu olusum 6miir boyu devam etmektedir (53).

Apoptozisin goriildiigii baslica olaylar sunlardir:

A. Fizyolojik olaylar

1. Embriyogenez ve fotogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi amaciyla
olusmus olan hiicrelerin bir kismi apoptozise gitmektedir. El ve ayak parmaklarinin
aras1 baslangicta kapaliyken parmaklar arasindaki hiicreler apoptoz ile yikilarak
parmaklar ayrilir (53)

2. Immiin sistemin ¢ok &nemli hiicreleri olan T lenfositler, timusta olgunlasirlar. Bu
hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularmna karsi reaksiyon verme

potansiyeli tasiyanlar1 kan dolasimina girmeden 6nce apoptozisle ortadan kaldirilir (53).
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3. Sinir sisteminde sinapslarin olusumu sirasinda bazi néronlar apoptozisle ortamdan
uzaklastirilir (56).
4. Ince bagirsaklardaki kriptalarmn tabanlarinda olusan yeni hiicreler, kriptalarin uclarma
dogru gog ederler ve bu gd¢ sonunda 6lerek bagirsak bosluguna dokiiliirler (53).
5. Derinin keratinositleri, derinin bazal tabakasinda olustuktan sonra derinin {ist
tabakasma dogru goc¢ ederler. Bu go¢ esnasinda derinin her tabakasinda g¢esitli
farklilasma o6zellikleri gosterip en sonunda derinin organizmayir dis etmenlerden
koruyucu 6lii tabakasini olusturmak iizere apoptozise giderler (53).
6. Eriskinlerde hormon yetersizligine bagli olarak olusan organlarin islevlerinin
azalmasmda apoptozis rol oynamaktadir. Ornek olarak laktasyon sonrasi meme
bezlerinde gerileme ve menapozda ovaryum folikiillerinin atrezisi (dejenerasyonu)
verilebilir (51).
7. Menstruasyon esnasinda uterusun i¢ duvarindaki hiicreler dliirler ve menstruasyon
kanm ile uzaklastirilirlar boylece uterusun i¢ tabakasi olan endometrium apoptozis ile
dokiilerek uzaklastirilir (53).
8. Yasllikta apoptozis izlenmektedir (57).
B. Patolojik olaylar
1. Viriislerle enfekte olmus veya kalicit DNA hasar1 olusmus hiicreler, siklikla apoptozis
yoluyla kendilerini 6ldiiriirler. Eger bu hiicreler, apoptozise gidemezse ileride kanser
gelisimine neden olabilirler (58).
2. Timorlerde hem biiyiime hem de gerileme asamasinda hiicre 6liimii gozlenmektedir
(kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi) (52).
3. Cesitli zedeleyici etkenlere (1s1, radyasyon, antikanser ilaclari, hipoksi vb.) bagh
olarak hiicre 6limii olugsmaktadir (59).
2.2.5.2.Apoptozisin bozulmasinin sonug¢lari

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, apoptozis yoluyla hiicre 6limiiniin
artmast ya da azalmasinin pek ¢ok hastalifin olusumunda etkin rol oynadigi
gosterilmistir.
Azalma
Malignite (Kanser): Malign hastaliklar klasik olarak kontrolsiiz hiicre artismin oldugu
hastaliklar olarak bilinmektedir. Zamam geldiginde normal olarak apoptozise
gidemeyen dolayisiyla beklenenden daha uzun siire yasayan hiicreler genomlarinda
biriktirdikleri mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrelere doniisiirler. Kansere neden olan

baz1 virlisler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik apoptozisi engeller. Bu sekilde
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davranan iki tip Human papilloma viriisiiniin (HPV) serviks kanseri (rahim agzi kansert)
olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6 adinda protein {ireterek
apoptozisi baslatan p53’ e baglanir ve apoptozisi inaktive eder. Bazi kanser tiirlerinde
ise apoptozisin aktive olmasimi saglayan proteinleri etkileyerek apoptozis olusumunu
engellerler (lenfoma). Kanser hiicreleri viriisler olmadan da apoptozisi engelleyebilir (B
hiicre 16semisi). Akciger kanserinde ise p53 geni mutasyona ugramis veya kayip oldugu
pekcok hastada gozlenmistir (60).
Otoimmiinite: Virisler hiicreleri enfekte ettiklerinde girdikleri hiicreye kendi
proteinlerini sentezletirken o hiicrenin kendisi i¢in gerekli olan proteinlerinin yapimini
durdururlar. Bu yiizden o hiicrede apoptozis indiiklenir ve hiicre 6liir (hepatit viriisleri
vb.) (54).
Artma
Norodejeneratif hastaliklar: Noronlar, sinaptik baglantilar uygun sekilde kurulduktan
sonra bir daha bolinemeyen yani c¢ogalamayan hiicrelerdir. Dolayisiyla
yenilenemediklerinden dmiir boyu yasarlar. Oysa Alzheimer, Parkinson, Huntington
gibi hastaliklarda apoptozis siireci tetiklenerek noronlarin 61diigii bilinmektedir (61,55).
Iskemi-Reperfiizyon hasari: Cesitli yaralanmalar sonucu farkli dokularda meydana
gelen hasarlarla dokulara yeterli besin saglanamayabilir. Bu durumda hiicreler
apoptozise gider ve hasar devam ettik¢e apoptozisin hizi artar ve hiicre geri doniisiimsiiz
bir yola girer (58).
AIDS: AIDS’ in en 6nemli belirtisi CD4 T-hiicrelerinin (lenfosit) kanda ¢ok diisiik
seviyelere inmesidir. Bu diisiise hasta etkin immiin cevap veremez ve hiicre Oliimii
gozlenir (54).
Toksik Nedenli Karaciger Hasari: Viicuda alinan toksik maddelerin detoksifikasyonu
karacigerde gerceklesmektedir. Bu toksik maddeler apoptozisin baslamasini tetikleyerek
hiicre 6liimiinii hizlandirir (62).
Insiiline Bagimli Tip Diyabet: Bu hastalikta insiilin salgilayan hiicreler apoptozisle
Olmektedir (51).

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

Olimii meydana gelir.

14



2.2.5.3. Apoptotik hiicre oliimiiniin asamalar

Apoptozis hiicrenin i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer.
I') Apoptozisin baglatilmasi
IT) Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu
III) Hiicre i¢1 biyokimyasal ve morfolojik degisimler
IV) Fagositoz
2.2.5.3.1 Apoptozisin baslatilmasi (Sinyal iiretimi)

Hiicrenin apoptozise gidebilmesi icin 1ilgili genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek hiicre i¢i veya hiicre dis1 bir sinyale ihtiyag vardir (52).
Hiicre Dist Sinyaller
a) Cevresel yasam sinyallerinin ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi
b) Oliim reseptérlerinin aktivasyonu
- FAS-FAS Ligand araciligiyla gerceklesen apoptozis
- TNF araciligiyla gerceklesen apoptozis
c) Sitotoksik T lenfosit aracilifiyla gerceklesen apoptozis
d) D1s etmenler (iskemi, toksinler, radyasyon)
Hiicre I¢i Sinyaller
a) DNA hasar1
b) Hiicre i¢i kalsiyum (Ca++) diizeyi artist
¢) Hiicre i¢i pH artis1
d) Metabolik veya hiicre siklus bozukluklar1
Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller
a) Cevresel yasam sinyallerinin ve biiyiime faktorlerinin yetersizligi: Hiicreler ¢evre
hiicrelerden ve ekstraseliiller matriksden gelen yasam sinyallerine ve biiylime
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli miktarda
olmazsa hiicreler apoptozise giderler. Ornegin ndronlar sinir bilyiime faktorii (NGF)
yetersizliginde apoptozis gosterebilirler. Cevreden gelen sinyallerin kesilmesi ile hiicre
Olimii baslamaktadir. Biiyiime faktorlerine bagimli hiicre kiiltiirlerinde biiyiime
faktorleri cekildigi zaman hiicrelerin metabolizmalarinda ani bozulmalar ve hiicre
siklusunda duraklama oldugu gézlenmistir (sitokin, biiylime hormonlari) (52).
b) Oliim reseptirlerinin aktivasyonu: Bazi sitokinler hiicre membraninda bulunan
reseptorlere baglanarak Olim programini harekete geciren sinyaller {iretebilirler.

Apoptozisde rol alan membran proteinleri iginde en énemli grup timor nekroz faktor
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reseptorii (TNFR) ailesidir. Bu reseptor grubunun en az 19 {yesi vardwr. Bu
reseptorlerin biyolojik etkileri cesitlidir ve apoptozis ile sinirlhi degildir. Bir kismi
apoptozis olustururken bir kismi proliferasyona (hiicrelerin kontrolsiiz olarak
cogalmast) neden olur. Bir kismi da her ikisinde gorev alir. TNFR icinde apopitoz
olusturan reseptorlerden en Onemlileri Fas ve TNFRI1' dir. Bu reseptorler
uyarildiklarinda, hiicrenin sitoplazmasinda bulunan parcalar1 “adaptor proteinlere”
baglanir. Adaptor proteinlerin 6liim efektor parcalar1 vardir. Bunlar da apoptozis igin
baslatict olan kaspazlara baglanirlar (prokaspaz 8) (63).

1- Fas-Fas Ligand araciligiyla gerceklesen apoptozis:

Bu tip apoptozis hiicre ylizey reseptorii olan Fas (CD95, APO-1) araciligi ile
olusur. Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre i¢cinde olan
parcast Fas adaptor proteinle (FADD-Fas adaptor protein with a death domain)
birleserek Oliim baglatan sinyal kompleksini (death inducing signal complex-DISC)
olusturur. Bu olay da prokaspaz 8’ in aktiflesmesini saglar. Fas Ligand membrana bagh
veya ¢Oziilebilir olabilir. Coziilebilir Fas ligand (FasL, CD95L) immiin sistem hiicreleri
tarafindan olusturulur. Bu ligandin T hiicreleri membraninda bulunan Fas reseptorlere
baglanmasiyla, immun reaksiyonla aktive olmus ve gorevlerini tamamlamis olan
lenfositlerin apoptozisle yok edilmeleri saglanmis olur (63).

2- TNF (tumor necrosis factor) aracitligiyla gerceklesen apoptozis:

Bir sitokin olan TNF’ nin TNF reseptorleri ile birlesmesi (TNRF1) sonucunda
reseptoriin hiicre i¢cinde bulunan parcasi, TNFR adaptor protein (TRADD- TNFR ) ile
etkilesir. TRADD (adaptor protein 0liim bolgesi) daha sonra FADD ile birleserek
prokaspaz 8’ 1 aktiflestirerek apoptozise yol agar. Fas reseptoriiniin aksine TNFR1’ in
TRADD’ la etkilesmesi her zaman apoptozisle sonu¢lanmaz. TRADD, FADD yerine
baska adaptor proteinlere baglanabilir. Bunun sonucunda onemli bir transkripsiyon
faktorii olan niikleer faktor-B (NFkB) harekete gecebilir. Bu durumda hiicre canli kalir.
Hiicrede hangi yolun secildigi acik degildir. Ancak hiicrede aktif NFkB (bazi
tiimorlerde bulunur) bulundugu zaman hiicrenin canli kaldig1 diisiiniilmektedir (63,64).
¢) Sitotoksik T lenfosit araciligiyla gercekleser apoptozis: Sitotoksik T lenfositler
(CTL) infekte olmus konak¢t hiicrelerin yiizeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar.
CTL’ lerin ana gorevi malign veya virlis ile infekte olmus olan hiicrelerin
oldiirtilmesidir. Yabanc antijenleri tanidiklarinda ytlizeylerinde Fas ligand olusur. Hedef
hiicrelerin Fas reseptorlerine tutunurlar. CTL’ ler sitoplazmalarinda granzim B (serin

proteaz) ve perforin adi verilen apoptozis olusmasini saglayan proteinler igeren

16



sitoplazmik graniillere sahiptirler. Perforin, transmembran por olusturucu proteindir.
CTL’ ler hedef hiicrelerin membranlarinda perforin ile porlar olusturarak granzim B
salgilarlar. Granzim B hedef hiicrelere giderek kaspazlari1 aktive eder (49,52,63).
d) Hiicrelerin maruz kaldig1 dis etkenler: Hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar, radyasyon,
gamma ve ultraviyole 1sinlar gibi etkenler apoptozise neden olabilirler. Bu etkenler
DNA hasar1 olusturarak apoptozis meydana getirirler (58).
Hiicre icinden Kaynaklanan Sinyaller
a) DNA hasari: Hiicrede herhangi bir nedenle (radyasyon, kemoterapi) DNA hasar1
olustugunda eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusu G1 fazinda durdurulur
ve hiicreye DNA’ sini1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir
edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda aktive olan bazi1 genler, hiicrenin apoptozisine
neden olabilir. Bu genlerden en onemlisi p53 genidir (60). Tiimdr baskilayict bir gen
olan p53 geninin insan tiimorlerinde %80 mutasyona ugradigi tespit edilmistir.
Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21
genini harekete gegirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina ge¢mesini
engeller. Boylece hiicrenin siklusu durdurularak olusmus olan DNA hasarli hiicrenin
cogalmas1 engellenmis olur. p53 geni DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu
saglar. Bu proteinler DNA hasarini tamir edebilirse hiicre siklusundaki blok kalkar (60).
Hiicre hasarmin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu
proteinlerinden, pro-apoptotik) aktive ederek mitokondri araciligr ile hiicrenin
apoptozise giderek 6lmesini saglar. Boylece DNA hasarl hiicre ortadan kaldirilmis olur
(58,60).
b) Hiicre i¢i kalsiyum (Ca++) diizeyi artisi: Apoptotik siire¢ boyunca hiicre igine
siirekli kalsiyum girisi olur. Sitoplazmadaki Ca++ iyonu miktarindaki hafif artis c-myc,
1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve hiicrenin apoptozise gitmesine neden olur.
cAMP ve protein kinazlar iizerinden sinyal iletimini etkiler. Hiicre ici cAMP
konsantrasyonundaki artisin ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozisi uyardigi gozlenmistir.
Cat++’ dan bagimsiz olarak da apoptozisin gerceklesebilecegi gosterilmistir.
Sitoplazmada artan Ca++, inaktif durumdaki Ca++ bagimli proteazlar1 ve niikleazlar
aktiflestirerek  sitoplazmik proteinlerin  pargalanmasina ve apoptozise Ozgi
interniikleozomal DNA kiriklarinin olugsmasina neden olur (65).

Kalsiyum 1iyonlar1 hiicre iginde esit oranda dagilmamistir. Endoplazmik
retikulum icinde sitoplazmadan daha fazla Ca++ iyonu mevcuttur. Endoplazmik

retikulumda yiiksek Ca++ iyonu olmasmi saglayan ve sitoplazmadan Cat+ tasiyan
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Cat++-ATPaz pompasmim inhibe edilmesi durumunda, sitoplazmada Ca++
yogunlugunun artmasi ile hiicrenin apoptozise gittigi gdzlenmistir (51,52).

Endoplazmik retikulum araciligiyla gerceklesen apoptozis
mitokondrial/sitokrom-c ve Oliim reseptorleri araciligiyla gerceklesen apoptozisden
farkli bir yoldur. ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran proteinlerinin
katlanmasini iceren bircok siiregte kritik 6neme sahiptir. Kaspaz-12, ER membraninda
lokalize olan ve ER aracilifiyla gerceklesen apoptozis i¢in esas teskil eden bir
kaspazdir. Son calismalar Ca++ seviyelerinin ve kalpainin ER’ u etkilemesi ile
prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica kaspaz-7° nin salimimi ile prokaspaz-12 salinimi
arasinda bir baglant1 oldugu bulunmustur. Aktiflesmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir,
kaspaz-9 ile aktifleserek kaspaz kaskadini aktive eder. Son ¢alismalar, in-vitro ve in-
vivo olarak kaspaz-12’ nin kaspaz-9’ u aktive ettigini gostermistir. Ca ++ iyonu, inaktif
durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz, fosfolipaz gibi gizli enzimleri aktive
ederek apoptozise neden olur (65).

Kalsiyuma baglh endoniikleazlar: Endoniikleazlar sitoplazmada artan Ca++ tarafindan
aktif hale getirilir. DNA zinciri, HI histon bolgesinden 180-200 baz cifti ve katlar1
uzunlugunda pargalara ayrilir (65).

Transglutamazlar: Apoptozisde hiicreler biizlisiir ve kiicik parcalara ayrilir. Bu
parcalar, transglutamazlarin yaptig1 protein ¢apraz baglanmalari ile kimyasal maddelere
kars1 dayanikli hale getirilir (52).

Proteazlar: Proteazlar histonlar1 ve kromatin yapisini diizenleyen proteinleri pargalarlar.
Kalsiyum bagimli nétral bir proteaz olan “kalpin™ hiicrenin iskelet yapisim1 bozar.
Lizozomal bir proteaz olan katepsin-D apoptozisin ge¢ evresinde ortaya c¢ikan bir
endopeptidazdir ve lizozomlarin proteolitik aktivitesinin olusumunda 6nemlidir (52).
Lipid modifiye edici enzimler: Normal hiicrelerin plazma membranlarinda fosfolipid
asimetrisi vardir (Membran fosfolipidlerinin hiicre i¢i ve disinda kalan kisimlari
farklidir). Bu asimetri ATP’ ye bagimli fosfolipid translokaz enzimi tarafindan saglanir.
Apoptotik siire¢ olustugunda bu enzim etkilenir ve zar asimetrisi bozulur. Makrofajlar
hiicreyi yabanci bir hiicre olarak algilar ve fagosite ederler (52).

Protein kinazlar: Protein fosforilasyonunda rol oynayan zar ve sitoplazma enzimlerinin
apoptotik sinyallerin iletiminde 6nemli olduklar1 kanitlanmistir. Bu enzimlerden protein

kinaz-A apoptozisi saglarken, protein kinaz-C apoptozisi durdurur (52).
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2.2.5.3.2 Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu

I¢ ve dis sinyallerle hiicre iginde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu
proteazlara “kaspaz” adi verilir. Kaspazlar baslatici, sonlandirict ve inflamasyonda rol
alanlar olmak tizere ii¢ gruba ayrilir (66). Memeli hiicrelerinde 15 ¢esit kaspaz tespit
edilmistir (67). Oliim reseptorleri adaptor proteinler araciligiyla, i¢ sinyaller ise
mitokondri aracili@iyla baslatic1 kaspazlari, aktive olan baslatici kaspazlar da zincirleme
olarak diger kaspazlar1 aktive ederler (66). I¢ sinyallerle olusan apoptozisde mitokondri
onemli rol oynar. Mitokondrinin aktivasyonu apoptotik siirecte geri doniilemez noktay1
gosterir. Sinyaller dis mitokondri zarinda gecirgenlik artisina neden olurlar. Mitokondri
dis zarmin gecirgenligini bazi proteinler ayarlamaktadir ki bunlarin en 6nemlisi bcl-2
grubu proteinlerdir (66,68). Bcl-2 ailesi birbirine zit iki gruptan olusur. Bu gruptaki
proteinlerin bir kismi1 anti-apoptotik (apoptozisi baskilayici) bir kismu pro-apoptotiktir
(apoptozisi tetikleyici) (Tablo 1.). Bu ailenin {yelerinin mitokondri {izerindeki

b

etkileriyle ya sitokrom-c’ nin sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir (apoptozisin
baslamasi) ya da sitokrom-c’ nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozisin

inhibisyonu) (66,68).

Apoptozisi baskilayan (Anti-apoptotik) | Apoptozisi uyaran ( Pro-apoptotik) proteinler
proteinler

bel-2 bad Hrk 1
bel-xl bax c-myc
bel-w bak p53

bfl-1 bel-xS p21

brag-1 bid c-Fos,c-Jun
mcl-1 bik

Rb

Tablo 1: Apoptozisi diizenleyen proteinler

Bcl-2 proteini anti-apoptotiktir ve mitokondri dis membranina ve apopitoz
proteaz aktive edici faktorl (Apaf 1)’ e tutunmustur. Mitokondri normal sartlar altinda
ATP olusturmak {izere sitokrom-c ihtiva eder. Mitokondrial stres durumunda serbest
hale gegen sitokrom-c apoptotik hiicre 6liimiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli rol
teskil eder (69). Hiicrenin i¢inden alinan apoptotik sinyaller Apaf-1° in mitokondriden
ayrilmasma neden olur, bu ayrilma dis mitokondri zarinin gecirgenligini artirir. Bu
gecirgenlik artigi, mitokondrinin iki zari1 arasinda bulunan sitokrom-c¢’ nin sitozole

2

ctkmasma yol agar. Sitokrom-c¢’ nin sitoplazmada Apaf-1, kaspaz-9 ve ATP ile
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birlesmesi ile olusan yapiya “apoptozom” denir. Apoptozom sonlandiric1 kaspaz olan

kaspaz 3’ i aktive ederek apoptozise neden olur (Sekil 2-3.) (70).

| ﬁ IApoptozom

EKaspaz 3.6.7

~
Apoptotilkk substrat
-

Apopto=
Sekil 2. Apoptozis mekanizmasi

Bir hiicrede hiicre i¢i bcl-2/bax orani hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegine
karar vermede son derece 6nemlidir. Eger bax fazla ise hiicre apoptozise gidecektir, bel-
2 fazla ise apoptozis inhibe olacaktir. Insanda bcl-2 ailesine iiye 23 gen tanimlanmistir.

Bu sayede dokuya spesifik ilaglarin iiretimi miimkiin olacaktir (68).

giutamate
sAPP TNF NGE Cazx —
Lk

: e —

DBIOO-
ceramide Caz* No
HZOZ l‘l’

Death
genes

Apoprtosis Cytoprotection

Sekil 3. Apoptoz ve antiapoptotik mekanizmalar

2.2.5.3.3. Hiicre ici biyokimyasal ve morfolojik degisimler

Apoptozis klasik hiicre 6liim sekli olarak bilinen nekrozisten bir¢cok 6zelligi
acisindan oldukga farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Organizma siirekli bir
denge halindedir.Yeni hiicreler sentez edilirken, varolan hiicrelerin bir kismi hiicre

Olimi ile ortadan kalkmakta ve boylece denge saglanmaktadir (71).
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Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandirict kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve g¢ekirdek iginde
hedef proteinleri yikarlar (71).

1. Hiicre iskeletinin yikilmasi:

Kaspazlar, aktive olmasiyla hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini
yikan proteinin aktif hale gelmesini saglar. Boylece hiicre normal seklini kaybeder.
Hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre yiizeyindeki mikrovilliislerin diger
hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi yuvarlaklasir (71).

2. DNA kiriklarinin olusturulmasi:

Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz ile bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleaz1 serbestlestirirler. Cekirdek i¢ine giren
Cat++-Mg++ bagimli endoniikleaz, DNA kiriklar1 olusturur (142,144). Kiriklar
niikleozomlarin arasindan mono veya oligoniikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz
cifti ve katlar1 seklinde kirilmalar olusur (65).

3. Hiicre membran degisiklikleri:

Kaspazlarin etkisiyle hiicre zarinin asimetrisi bozulur. Saglikli hiicrelerde
plazma zarinm i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserin yer degistirerek zarm dis yiiziine
yerlesir. Bu degisim fagositik hiicreler icin sinyal gorevi goriir. Transglutaminaz
aktivasyonu ile membran proteinlerinde olusan capraz baglanmalar, membranlarin
parcalanmasini ve apoptotik cisimlerin olusmasini saglar (66).

Morfolojik degisiklikler

Hiicreler ozellesmis yapilarmi1 ve diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini
kaybederler. Bdoylece hiicreler su kaybederek kiiciiliip, biiziistirler. Sitoplazmanin
yogunlastigr ve organellerin birbirine yaklastigi gozlenir. Membranlar biitlinliiklerini
korurlar. Organeller ise genelde saglamdir, bazen ribozomlarda ¢okme izlenebilir.
Sitoplazmada yiizeye paralel olarak yerlesmis olan mikroflament kiimelesmeleri ve
endoplazmik  retikulumda gecici  genislemeler goriilir. Bu  genislemelerin
sitoplazmadaki suyun endoplazmik retikuluma ge¢mesi ile olustugu sanilmaktadir.
Genisleyen sisternalar hiicrenin ylizeyi ile birleserek yilizeyde krater manzarasi
olustururlar ancak mitokondriler genellikle normal yapilarini korurlar (71).

Morfolojik olarak en 6nemli degisiklikler niikleusta izlenir. Kromatin ¢ekirdek
membranina yakin kisimlarda yogunlasarak degisik sekil ve biiytlikliikte ¢oker. Elektron
mikroskobundaki incelemede kromatinin yogun graniiler yarimay, hilal veya yliziik

seklinde ¢ekirdek membranmin i¢ yiiziinde yerlestigi gozlenir. Cekirdekte hiicre gibi
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biiziisiir ve bazen membranla sarili olarak birkag parcaya ayrilabilir. Niikleer porlar
kromatinin membrana komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar (49).

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

cekirdek parcalar1 da mevcut olan “apoptotik cisimler” meydana gelir (Sekil 4) (71).

Sekil 4: Apoptotik cisimler

2.2.5.4. Apoptozis ve Nekroz

Nekroz, hiicre sismesi ve par¢alanmasi ile karakterize, ani agir iskemi, mekanik
travma gibi biiyiik ¢evresel degisikliklerin neden oldugu patolojik ve pasif bir siirectir
(72). Bu tiir hiicre 6liimiinde hiicre i¢i denetim mekanizmalarinin bir etkisi yoktur.

Nekroz “hiicre katili” olarak da adlandirilmaktadir ve mitokondriyal sisme,
karyolizis, plazma membranin yirtilmasi ve sitoplazmik igerigin disar1 salinmasi ile
karekterizedir. Nekroz sonucu dokuda inflamatuar reaksiyon olusur (72).
Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

Nekroz esnasinda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢Oziiniir, plazma
membrani yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek inflamasyona neden olur.
Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz, yiiksek ATP seviyeleri apoptozis
icin gerekli olur. Hiicre ici ATP seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine
yon verir. Bu da mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger
hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak
ve nekroz ile Olecektir (73). Apoptozis hiicrede yarattigi degisikliklerle nekrozun bir

pargasi gibi algilanabilir. Ancak nekrozdan farklari tablo 2 ve sekil 5. de gosterilmistir.
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Apoptozis (Intihar) Nekroz (Katletme)

Kontrollii 6lim Kontrolsiiz 6lim

I¢ ve dis sinyallerle baslar. Dis etkenlerle baslar. (iskemi, toksin, radyasyon)

Enerji gerektirir. Enerji gerektirmez.

Tek hiicre etkilenir. Hiicre topluluklarin etkiler.

Hiicre biiziisiir, fagosite olur. Hiicre siser, patlar ve igerigini g¢evreye bosaltir
(Na,su girisi).

Fizyolojik bir olaydir. Patolojik bir olaydir.
Belirgin bir inflamasyon vardir.

Inflamatuar yanit olusmaz. (agr1, kizariklik, kabariklik, yara izi vb)

Tablo 2: Apoptozis ve nekroz arasindaki belirgin farklar

NORMAL

NEKROZ APOoPrTOZIS

Sekil 5: Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

2.2.5.5. Apoptozis ve Fagositoz

Olim mekanizmas: nasil olursa olsun, 6lii hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Gerek nekroz gerekse apoptozisde Olii hiicre fagositozla ortadan
kaldirilir (73). Apoptozis swrasindaki hiicre zari degisimleri komsu hiicrelerin 6lii
hiicreyi fagosite etmesi i¢in gerekli tiim uyarilar1 verecek sekilde diizenlenir. Olusan
apoptotik hiicreler, hiicreler arasi alana dagilirlar veya limene dokiiliirler. Dokuda 4-9
saat tanmabilir halde kalan apoptotik hiicreler daha sonra fagozomlar i¢inde birkag saat
kadar goriilebilir, sonra da sindirilemeyen materyal olarak kalirlar.

Apoptotik cisimlerin makrofajlar taratindan taninmasi, normalde hiicre zarinin i¢
membranda yer alan fosfatidilserinin apoptotik mekanizmayla birlikte hiicre zarmin dig

kismina ¢ikmasiyla olur. Ayrica bu olayda fibronektin benzeri bir serum proteini olan
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ve doku hiicrelerinin birbirine baglanmasmi kolaylastirdigi bilinen vitronektin
reseptoriiniin  rol oynadigi belirlenmistir. Apoptotik cisimlerin makrofajlarca
taninmasinda rol oynayan diger reseptorler; trombospondin reseptorleri olan avB ve
CD-36 ile Fas reseptortdiir.

Trombospondin, trombositler tarafindan sentezlenen ve hiicre i¢i graniillerde
depolanan bir glikoprotein olup, trombosit baglanmasinda otokrin biiylime diizenleyicisi
olarak islev gérmektedir. Trombospondine trombosit disinda epitelyum hiicrelerinin
ekstraseliiler matrikslerinde, diiz kas hiicrelerinde ve fibroblastlarda da rastlamak
miimkiindiir. Fakat bu hiicrelerdeki fonksiyonu bilinmemektedir. Fas, tiimér nekroz
edici faktor (TNF) ve sinir biiylime faktorii (NGF) ile yapisal benzerlik gosteren bir
hiicre ylizeyi proteini olup, apoptozisin baglamasinda rol oynar. Apoptotik hiicrenin
taninmasinda lektinin de rolii olabilir. Bilindigi tizere lektin, hiicre yiizeyinde bulunan
karbonhidrat yapisindaki reseptorlere baglanabilen bir proteindir (52).

Apoptozisde izlenen hiicre zar degisiklikleri, apoptotik hiicre zarindaki bu
molekiiller aracilig1 ile makrofajlara ve ¢evre hiicrelere iletilerek hiicrenin fagositozuna
yol agar (73).
2.2.5.6.Apoptozis ve Kaspazlar

Kaspazlar apoptozisde 6nemli bir yer teskil ederler. Apoptozis gelisim sirasinda
ve normal hiicresel homeostazisin saglanmasinda aktif rol oynar. Bir sistein proteaz
olan kaspazlar apoptozisin i¢ veya dis sinyallerle (DNA hasari, UV vb.) uyarilmasi
sonucu aktifleserek hiicreyi geri doniistimsiiz bir yola sokarlar. Bu siiregte kaspazlar
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskada (selale tarzi reaksiyon dizisi) neden
olurlar. Bu mekanizma hiicre 6liimii esnasinda (fizyolojik veya orta siddette zedelenme
sonrasi) yiiksek oranda korunmakta ve zarar gormemektedir (74).

Kaspazlarin apoptozise olan katkilar1 iyi planlanmis bir askeri operasyonu
andirmaktadir. 15 ¢esit olan kaspazlar apoptozisin farkli asamalarinda gorev
almaktadirlar. Kaspazlarin herhangi bir inhibitér (FLIP, Crm-A) tarafindan aktiviteleri

engellenmedigi siirece hiicre 6liimiinde aktif rol oynarlar (74).

2.2.6.Kaspazlar

Apoptozisde hiicreyi parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan
etkenler olarak bilinirler. Kaspazlar (Cystein-containing ASPartate ProteASEs) sistein
proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagini kirarlar (75). Merkezlerinde sistein

yer aldig1 i¢in sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir. Su ana kadar 15
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tanesi tanimlanmis olup farkli isimlerle de adlandirilmaktadirlar (Tablo 3). 12 tanesi
insanda tespit edilmistir (67). Hiicrede zimojen (inaktif) olarak bulunurlar ve proteolitik
olarak biribirlerini aktiflestirirler. Hiicrede diisiik konsantrasyonlarda monomer halinde
bulunurlar (75). Kaspaz-15 yeni belirlenmis bir enzim olup, sadece plesantali
memelilerden domuz ve kdpekte tanimlanmistir. Insanda ve sicanda bu enzim
bulunmamaktadir (67). Kaspazlar apoptozisi aktive eden sinyaller tarafindan tetiklenip,

apoptozisin her ii¢ yolunda da aktif olarak rol alirlar (66).

| Kaspaz-1 (ICE) | Kaspaz-10 (Mch4)
| Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2) | Kaspaz-11 (I CH-3)
] Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama) ] Kaspaz-12

| Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren) 1 Kaspaz-13 (ERICE)
| Kaspaz-5 (ICErelu, TY) | Kaspaz-14 (MICE)
] Kaspaz-6 (Mch2) '] Kaspaz-15

| Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
| Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH)
| Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAP6)

Tablo 3: Kaspazlar ve diger isimleri

2.2.6.1. Kaspazlarin yapisi ve simiflandiriimasi

Kaynagina ya da 6liim uyaranina bakilmaksizin apoptozise giden tiim hiicrelerde
sistein proteaz aktivitesi gézlenmistir. Kaspazlarin apoptozla ilk iligkisi bir nematod
olan Caenorhabditis Elegans' m genetik analizi sirasinda ortaya c¢ikmistir. CED-3,
CED-4 ve CED-9 genleri Caenorhabditis Elegans' daki apoptozu diizenlemekte olup
memelilerde de bu genlerin homologlarmin bulundugu anlasilmistir. Memelilerdeki
karsilig1 ise ICE (interleukin-1 beta doniistiiriicii enzim) ya da diger ismiyle kaspaz-1’
dir. Her ne kadar kaspaz-1 hiicre 6liimiiyle acik bir iliskiye sahip olmasada, ilk dnce
tanimlanan bu genis ailenin bir tiyesidir (74).

Bcl-2, Apaf-1 ve kaspaz proteaz ailesi, CED-3, CED-4 ve CED-9' un
memelilerdeki analoglar1 olarak tanimlanmistir. Kaspaz ailesi CED-3' {in, Bcl-2 ailesi
ise CED-9' un homologudur (66).

Kaspazlar benzer aminoasit dizilimine sahiptirler, yapisal ve substrat
spesifikligide benzer Ozellikleri paylasirlar. Tiim kaspazlar proenzimler seklinde
iretilirler. Bu durumda kaspazlar 3 kistmdan meydana gelir (30-50 kD). Bunlar; NH2
terminal kisim (sub-2), genis altiinite (20 kDa veya p20) ve kii¢iik altiinite (10 kDa

veya pl0)’ dir. Terminal kisim yiiksek degiskenlik gdsteren bir dizilime sahiptir ve
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uzundur, aktivasyonun diizenlenmesini igerir. Diger iki kisim ise tiim kaspazlarda
benzer 6zellikler gosterir (75).

Proteolitik siire¢ icinde aktivasyona ugrayan kisimlar arasinda yani genis ve
kiiciik subunitler arasinda heterodimer olusturacak sekilde birlesmeler olusur. Bazi
prokaspazlarin yapisinda iki alt iiniteyi birbirinden aymran 10 aminoasitlik baglayici
bolgelerin varligi tespit edilmistir (75).

Kaspazlar biyolojik fonksiyonlarma gore 3 ana gruba ayrilirlar (Sekil 6) (74).

SEKAHNS 5 z YAPILARI SUBSTRAT FOHKSIYOHLARI
HOMOLOJILERI YAPILARI
Prodomain Protecaz domain
L 1

~ Kaspaz-4 =T T (VL)EHD (1)

~Kaspaz-5 =) B2 (W/L)EHD (1)
[- Kaspaz-13 Sitokin

— mKaspaz-11 AR Aktivasyonu

mKaspaz-12

- Kaspaz-1

|
Haspaz- 13 i [ J
Kaspaz-3 L] PSS DEVD (1)
Effektor
= I DEVD (N
‘[:[ Kaspaz-7 R ) 1 b
I Kaspaz-6 [ VEHD (1) =
[Kaspaz—s EIfsEE B LETD (1)
- K 1 (T T
i | Gy ‘l Basglatic
L- Kaspaz-2 ] | [EEE] DEHD (11) Kaspazlar
Kaspaz-9 | T LEHD (1)
CED-3 1 DETD (1)

500 400 300 b ) iw El
Aminoasitler

Sekil 6: Kaspazlarin smiflandirilmasi

1- Baslatic1 kaspazlar (apoptozisi baslatanlar): Kaspaz 2, 8, 9, 10’ nu igermektedir.
Uzun prodomaine sahiptirler. Bu kaspazlar pro-apoptotik sinyalleri alarak, sinyalin alt
kisminda kalan diger kaspaz iiyelerinin aktive olmasmi saglarlar. Herbiri 100
aminoasitten olusan baslatic1 kaspazlar, transmembran proteinleri veya sitotoksik etkiye
sahip maddeler ile etkileserek aktif hale gecerler. Bu kaspazlar, adaptoér ve diizenleyici
proteinlerin farkli kombinasyonlari ile etkilesime girerek apoptotik mekanizmanin hiicre
icerisinde farkli yonlerde devam etmesine neden olurlar. Kaspaz-2’ nin aktivasyonu i¢in
olim bdlgesi iceren PIDD (p5S3 uyarici protein) ve adaptor protein olarakta RAIDD
(RIP ile ilgili protein) olmas1 gerekir (60).
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2- Efektor kaspazlar (apoptozisi yiiriitenler): Kaspaz 3, 6, 7° y1 igermektedir. Kisa
prodomaine sahiptirler. Bu kaspazlar ¢esitli hiicre i¢i proteinleri enzimatik
reaksiyonlarla pargalarlar ve apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden
olurlar (74).

3- Sitokinleri aktive eden kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14’ i igcermektedir.
Hiicre sinyal iletiminde Onemli role sahip olan sitokinlerin aktivasyonu
veinflamasyondan sorumludurlar. Kaspaz 1, 4, 5 tetrapeptid olup kendi kendilerine
aktive olabilmektedirler (74).

Kaspaz 14' in diginda tiim inflamatuar ve baslangic kaspazlari uzun bir subunite
sahiptir. Uzun subunit “Oliim olusturan bolge (DED)” veya “Kaspazi aktive eden bolge
(CARD)” yi kapsar. Bu alanlar prokaspazlar arasinda protein-protein aracili etkilesime
neden olur ve prokaspazlarin aktivasyonun da 6nemli rol oynar. Karsit olarak efektor
kaspazlarin kisa subunitleri arasinda benzer bir etkilesim beklenmez (75).

Aktif kaspazlarin 3 boyutlu yapisi tespit edilmis olup 2 heterodimer, 2 genis
subunit tarafindan g¢evrelenmis 2 komsu kiiclik subunitle kars1 yonde bir tetramer
olusturur. Her bir heterodimer substratin baglanmas1 ve katalizisi i¢in gerekli kiigiik ve
genis subunitler icerir. Kaspaz-1 ve -3’ {in kristal yapis1 incelendiginde her ikisininde,
iki heterodimer yapinin birleserek tetramer yapiy1 olusturdugu goriilmektedir (75).
2.2.6.2. Kaspazlarin aktivasyonu

Hiicre olimii 6zel bir mekanizma (kaspaz kaskadi) ile olusmaktadir. Bu
mekanizma hiicre 6liimii esnasinda yliksek oranda korunmakta, zarar gormemekte ve
sirekliligi saglanmaktadir. Bu degisim tekrarli ve swali olup 30-60 dk. igerisinde
tamamlanmaktadir (75).

Kaspazlarin en az 3 yolla aktive edildigi belirlenmistir. Bunlar; otoaktivasyon,
transaktivasyon, non-kaspaz proteazlari ile proteolizdir (75).

Prokaspazlar diisiik fakat saptanabilir bir proteolitik aktiviteye ve belli kosullar
altinda otoaktivasyon potansiyeline sahiptirler. Prokaspazlar hiicrede ¢ok fazla
sentezlenirler ve yapay olarak capraz baglarla aktive olabilirler. Prokaspazlarin
aktivasyonu i¢in 6zel bir sekilde kesilmeleri gerekmektedir. Aktif hale gelmeleri yine
baska bir kaspazin ilgili prokaspazi aspartik asitin bulundugu 6zel bolgeden kesmesi ile
olur. Aktive olmalari ile bu aktif kaspazlar baska prokaspazlar1 keser ve onlar1 da aktive

ederler (Sekil 7) (76).
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iNnaktif Proen=im

Small >

< -20KxD) | (—1OoKD)>

Acp X Aop X
Proenzim Kaspaz kesilivn
dizisinden kesilir. (Asp-3x)

Katalitik Bolgeler

il € ik genis ve iki KUucuk
subunit aktif tetrammerik
enzimi olustuarur.)

Akti aspa=
Sekil 7: Aktif kaspazin yapisi

Baslatic1 kaspazlarin aktivasyonu i¢in spesifik kofaktorlerin baglanmasi gerekir,
bu durum proteazlarda sik goriilen bir mekanizmadir. Bu baglanma pro-apoptotik
sinyali tetikler ve en azindan farkl iki yapisal faktor rol alir. Bu kaspazin prodomain
kism1 ve onun karsilig1 olan kofaktoriidiir. Prokaspaz-8’ in aktivasyonu i¢in onun onun
kofaktorii FADD (Fas Associated protein with death domain)’ den DED (death effector
domain)’ e kadar uzanir. Prokaspaz- 9 aktivasyonu igin APAF-1 kofaktorii ile kompleks
yapar (76). APAF-1" in indiiksiyonu ise sitokrom-c’ nin mitokondriden saliverilmesi ile
olur. Apaf-1’ in oligomerizasyonu kaspaz-9 monomerlerinin biraraya getirilmesini
saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’ ii aktiflestirir (74).

Baglangic kaspazlar1 bir kez aktive oldugunda diger prokaspazlari transaktive
eder. Kaspaz aktivasyonu i¢in diger bir mekanizmada non-kaspaz proteazlari ile direk
proteolizdir (76). Ornegin, sitotoksik T hiicre proteazi olan granzim-B, bir
aspartatspesifik serin proteazi olan prokaspaz -3 ve 7’ nin etkin bir aktivatoriidiir.

Baglatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan Olim sinyallerini efektor
kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti
proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol
alan poli ADP-riboz polimeraz) parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olurlar. Kaspazlarin bir roliide yasayan hiicreleri apoptozdan koruyan
proteinleri inaktive etmektir. Kaspazlar once hiicrelerin etrafi ile olan iligkilerini
kesmekte, sonra hiicre iskeletini yeniden organize etmektedirler. En son olarak da DNA
replikasyonunu ve tamirini sonlandirmaktadirlar. Boylece DNA tahrip edilip c¢ekirdek
yapist bozulur. Fagositoz i¢in gerekli hiicre sinyallerinin iiretilip a¢iga ¢ikmasi saglanir
ve son olarak apoptotik cisimcikler hiicrede bozulmaya yol acar (74).

Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi farkli olabilir. Bu durumda farkh
dokular i¢in farkli kaspazlarin aktivasyonuyla apoptozis gerceklesmektedir (71).

Ornegin periferik T hiicreleri ultraviole ile indiiklenmis apoptozise gitmek igin ne K3’e
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ne de K9’a gereksinim duyarlar. Oysa embriyonik kok hiicreler bu durumda her iki
kaspaza da gereksinim duyarlar. Hatta hiicrelerin degisik farklilasma derecelerinde
degisik kaspazlarin aktivasyonuna gereksinim duyarlar (77).

2.2.6.3. K3’ iin apoptozisteki yeri ve 6nemi

Kaspazlarin apoptozise olan katkilar1 son derece belirgindir. Kaspazlar, iskemi
aracilifiyla gergeklesen hiicre 6liimiinde rol oynayan aspartata Ozel sistein proteaz
ailesindendirler. Kaspazlar iskemi sonrasinda ve genetik kontrolle aktive olurlar (78).
Noronal apoptozisde oOnemli bir yer teskil ederler. Gegici iskeminin in-vivo
modellerinde kaspazlar1 inhibe eden ajanlar yaralanmay: azaltmada oldukca etkilidir.
Kaspaz 1 ve K3 iskemide baglayan hiicre 6liimii kaskadinin en 6nemli diizenleyici
enzimleridir. Sinir sistemi yaralanmalarinda goriilen apoptozisde en 6nemli rol K3’ e
aittir (77). Chen vd. K3’ iin gecikmis néronal 6liime aracilik ettigini rapor etmisler ve
K3 inhibit6rlerinin hiicre 6liimii iizerine etkilerinin kaspaz 1 inhibitorlerine gore daha
etkili oldugunu bildirmislerdir (78).

Apoptozisin dis ve i¢ sinyallere bagli olmak {iizere iki yolu mevcuttur.
Apoptozisin en onemli faz1 K3 aktivasyonudur. Diger kaspazlar gibi K3’ te prokaspaz
olarak sentez edilir. Noronlarda apoptotik hiicre 6liimii kaskadinda aktif forma donerler.
K3, K6, 8, 9 ve 10 birlikte aktive edilir. K3° de K 6 ve 7’ y1 aktive eder (79).

Apoptozisin efektor fazinda 6nemli bir rol oynayan K3’ {in aktivitesinin
engellenmesi norolojik defektlere yol acgar (79). Deneysel iskemi ve travmatik beyin
yaralanmas1 sonucunda ndronal hiicre 6limiine K3 aktivitesi katkida bulunur. Bu iki
yaralanmada da kaspaz inhibitorleri (QVD-OPH) apoptozisi azaltmakla kalmayip ayrica
hayvanlarda fonksiyonel iyilesme ile sonu¢lanmistir (72).

Spinal kord yaralanmasinda, kaspaz bagimli apoptozis oldukca 1yi agiklanmaistir.
Son c¢aligmalarda K8, K9 ve K3’ {in spinal kord yaralanmalarinda meydana gelen
apoptozisdeki énemli rolleri vurgulanmis, K3’ {in efektor kaspaz oldugu gosterilmistir
(80). Apoptotik siirecte K3’ {in en 6nemli rolii tistlendigi ve K9’ un da K3’ e benzer
ozellikler gosterdigi de yine son c¢alismalarla desteklenmektedir (80).

DNA fragmantasyonunda, DNAaz aktivasyonuna sebep olan kaspaz-3’ iin direk
rolii oldugu diisiiniilmektedir. K3 geninin kromozom 8 iizerinde lokalize oldugu
bilinmektedir. Bu gen embriyonik donemin 4. giiniinden itibaren gelisimden
sorumludur. K3’ deki eksiklik ciddi ndrolojik gelisim problemlerine hatta 3 haftalik

embriyoda Oliime neden olabilmektedir (80).
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2.3.Matriks Metalloproteinazlar

2.3.1. Ekstraselliiler Matriks ve Matriks Metalloproteinazlarin Onemi

Matriks Metalloproteinazlar, ekstraselliiller matriks komponentlerini yikima
ugratan ¢inko ve kalsiyum bagimli notral endopeptidazlardir. Ekstraselliiller matriks
(ESM), hiicreler aras1 boslukta 6zel bir ortam olusturan dinamik, interaktif bir yapidir
(81). Dokulardaki hiicrelerin bir arada tutulmasima yardimci olur. Bunun yani sira hiicre
biiytimesi ve farklilagmasini kontrol eden pek ¢cok hormon i¢in rezervuar gorevi yapar.
Bu yap1 hiicrelerin 6zel fonksiyonlar1 gerceklestirmesi i¢in kendilerini yonlendirecek
hiicre i¢i sinyalleme yollar1 ile direk ya da indirek olarak etkilesmesini saglar (82).
Matriks ile hiicreler arasinda meydana gelen bu etkilesmeler organizmanm normal
gelisimi ve fonksiyonu i¢in kritik rol oynar (81). Hiicre ve matriks etkilesmelert ESM
bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Bu
enzimler ESM yapismin bilesimini ve biitiinliigiinii diizenleyerek matriks molekiilleri
tarafindan olusturulan sinyallerin kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve
Olimiinde de temel rol oynar (82). Bu enzim sistemlerinin i¢ginde MMP’lar 6nemli bir
grubu olusturmaktadir. MMP’larin diger isimleri matriksinlerdir (83). Tiirlerine gore
endotel hiicreleri, fibroblast, trombositler, T lenfositler, kondrositler, epitel hiicreleri,
notrofiller gibi oldukca cesitli hiicrelerden eksprese edilirler (83). Organizmada
fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP aktivitesi ile onlarm spesifik endojen doku
inhibitorleri (TIMP) arasinda siirekli bir denge séz konusudur (84). MMP’lar ve
TIMP’lar normal dokularda diisiik diizeyde eksprese edilirler ve bir¢ok biyolojik siirecte
rol oynarlar. Bunlar arasinda kemigin yeniden yapilanmasi, yara iyilesmesi,
embriyogenezis, anjiogenez, inflamasyon, apoptozis, immun cevap gelisimi sayilabilir.
Ayrica kanser, amfizem, astim, fibrotik akciger hastaligi, ateroskleroz gibi patolojik

olaylarda da rol alirlar (83).

2.3.2. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi
MMP’lar bazi ortak yapisal oOzelliklere sahiptirler. MMP’lar predomain,
prodomain, katalitik domain, mentese bolgesi, hemopeksin/vitronektin benzeri domain

boliimlerini icerirler (85) (Sekil 8).
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Sekil 8: MMP enzimlerinin molekiiler yapisi

1.Pre-domain bolgesi: MMP’larin tiimii tipik olarak N terminalinde enzimin lider
dizilimi olan pre-domain igerirler (85). 80 aminoasit iceren aminoterminal propeptiddir.
Molekiilii sekresyon i¢cin hedefleyen ve latent enzimde bulunmayan peptid dizesidir
(83).
2. Pro-domain bolgesi: Enzimin latent formda kalmasindan sorumludur (83).
3. Katalitik domain: 170 aminoasit icerir. Cinko baglayan bolgedir. Ek olarak yapisal
cinko ve kalsiyum iyonu igerir. Bu bdlge stabilite ve enzimatik aktivitenin olugmasi igin
gereklidir. Jelatinaz enzimleri bu boliimde 3 tane fibronektin tip II benzeri ilave bir
domain bulundururlar. Bu kisim jelatin ve kollajene yiiksek afinite ile baglanmayi
saglayarak proteolitik aktiviteyi arttirir, ayrica elastolitik aktivite icin de temeldir (83).
4. Mentese bolgesi: Prolinden zengin olup, katalitik domaini hemopeksin benzeri
domaine baglar. MMP-7 ve MMP-26’da bulunmaz (83).
5. Hemopeksin benzeri domain: 200 aminoasit igcerir. MMP-7 ve MMP-26 hari¢ tiim
MMP’larda bulunur. Bu bdlge “hem” baglayan bir peptiddir. Ayrica endojen doku
inhibitdrlerinin, jelatinaz grubu MMP’lara ve MMP-13’e baglanmasi ile iliskilidir (86)
Bu yapisal 6zelliklere ek olarak MT-MMP’lar, MMP-11, MMP-23, MMP-28
prodomain ile katalitik domain arasinda yer alan “fiirin benzeri enzim tanima motifi”
icerirler. Bu kisim enzimin hiicre i¢i flirin benzeri proteazlar tarafindan taninmasmi
saglar. MT MMP’lar salgilanma oOncesi bu motifi taniyan proteazlarla aktive edilirler
(85)
2.3.3. Matriks Metalloproteinazlarin Simiflandirilmasi
Giliniimiize kadar 24 c¢esit MMP tanimlanmistir. MMP’lar substrat spesifitesine
gore 6 ana grupta siniflandirilir (83) (Tablo 4).
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Tablo 4: Matriks metalloproteinazlarin siniflandirilmasi

ENZIM MMP
Kollajenazlar

Interstisyel kollajenaz(kollajenaz 1) MMP-1
Notrofil kollajenaz(kollajenaz 2) MMP-8
Kollajenaz 3 MMP-13
Kollejanaz 4 MMP-18
Jelatinazlar

Jelatinaz A MMP-2
Jelatinaz B MMP-9
Stromelisinler

Stromelisin 1 MMP-3
Stromelisin 2 MMP-10
Matrisilinler

Matrisilin 1 MMP-7
Matrisilin 2 MMP-26
Stromelisin 3 MMP-11
Membran tipi MMPs

(A) Transmembran tip

MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MT5-MMP MMP-24
(B) GPI anchored

MT4-MMP MMP-17
MT6-MMP MMP-25
Digerleri

Makrofaj elastaz MMP-12
_ MMP-19
Enamelisin MMP-20
_ MMP-21
CA-MMP MMP-23
_ MMP-27
Epilisin MMP-28

2.3.3.1. Jelatinazlar (MMP-2, MMP-9)

Jelatinaz enzimleri, diger MMP’lardan farkli olarak katalitik bolgede 3 tane
fibronektin tip II benzeri ilave bir domain bulundururlar. Bu kisim jelatin ve kollajene
yiiksek afinite ile baglanmay1 saglayarak proteolitik aktiviteyi arttirir, ayrica elastolitik
aktivite i¢cin de temeldir. Jelatinazlar, Tip IV, V, VII, X, XI ve XIV kollajen, jelatin,
elastin, proteoglikan kor proteinleri, myelin temel protein, fibronektin, fibrillin-1 gibi
proteinleri yikma Ozelligine sahiptirler (87). Diger MMP’lar gibi inaktif proformlar
olarak salinirlar ve ekstraselliiler olarak aktive edilirler. a2 makroglobulin ve TIMP’lar
araciligiyla inhibe ederler. Bu enzimler epitelyal tiimdrlerin lokal yayilimina neden olur.
Jelatinazlar, ESM yikimi, anjiogenez, doku remodeling ve hiicre migrasyonu

siireclerinde onemli rol oynarlar. Ayrica bir¢ok sitokin ve kemokin {izerinde etkileri
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vardir. MMP-9, IL-8’1 par¢alayarak daha potent IL-8 ortaya ¢ikmasini saglar (88). Yine
TNF-a, TGF- ve IL-1B’y1 inaktif formdan aktif forma donistiiriir (89,90). MMP-9,
VEGF’iin salmimini arttirarak anjiogenezde rol alir. VEGF de MMP-2’nin endotel
hiicrelerinden salinimini arttirarak bazal membran yikimina yol acar ve yeni damar
olusumuna neden olur (88).

2.3.3.2 Matriks Metalloproteinaz 9 (Jelatinaz B)

Jelatinaz B olarak da adlandirilir. Latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa
agirhigindadir. MMP-9, akciger dokusunda infeksiyon veya inflamatuar hastaliklar
sirasinda uyarilan brons epitel hiicreleri, clara hiicreleri, alveolar tip II hiicreleri,
fibroblast, diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerinden f{iretilir. Lokosit, lenfosit,
eosinofil, makrofaj, NK hiicreleri, dentritik hiicreler ve mast hiicreleri tarafindan da
iretilir (91). Ayrica primer ve sekonder akciger kanser hiicreleri de MMP-9 i¢in
kaynaktir (92). MMP-9, jelatin ve tip IV bazal membran kollajeni i¢in substrat
spesifiktir. Ayrica MMP-9 Tip III, Tip V kollajen, elastin ve fibronektini parcalar (93).
Kolorektal, mesane, mide kanserinde ve derinin yass1 hiicreli karsinomlarinda
makrofajlarda saptanmistr. MMP-9’ un akciger kanserinde bir¢ok c¢alismada tiimor
hiicrelerinde ve serumda arttig1 gosterilmis ve kotii prognozla iligkilendirilmistir (94).

Son c¢alismalarda, 6nemli hiicre dis1 degradasyon enzimleri olan matriks
metalloproteinazlarin ekspresyonlarinin bir ¢ok patofizyolojik durumda arttig1 ve
ozellikle MMP-9’un hiicre 6liimiine sebep olduklar1 gosterilmistir (10). Bir ¢calismada
ayrica,

indiikleyebildigi de gosterilmistir (12). MMP-9, TIMP-1,-3,-4 ve a2 makroglobulin

MMP-9’un aktive olmasmin apoptozis yoluyla noronal hiicre Olimiini

tarafindan inhibe edilir. Jelatinazlarin salmimini etkileyen faktorler Tablo 5’de
gosterilmistir (88,93).

Tablo 5: Jelatinazlarin salinimini etkileyen faktorler (93).

Aktive edici faktorler Inhibe edici
Faktorler

Hiicre yiizeyinde etkili Kimyasal Digerleri
Faktorler ajanlar
Kalsiyum iyonoforA23187 C-AMP Viral transformasyon Retinoik asit
Konkanavalin A Kolsisin Onkogenler Glukokortikoidler
Kristaller Lipopolisakkarit Otokrin ajanlar Ostrojen
Urat Mitomisin C Fibroblastlarin Progesteron
Hidroksiapatit Pentoksifilin yaslanmasi Adenoviriis-5ETA
Kalsiyum pirofosfat Forbol diesterleri Interlokin 1 geni
Integrin reseptor antikoru Prostaglandin E Epidermal biiyiime
Polihidroksietilmethakrilat Trifluoperazin faktorii
Fagositoz UV 1511 Platelet biiyiime faktorii

TNF
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2.3.4. Matriks Metalloproteinazlarin Aktivitesinin Diizenlenmesi

Firin tarafindan aktif hale getirilen birka¢ liyenin disinda MMP’larin tiimii
inaktif zimojenler olarak salinirlar. MMP’larin matriks degradasyonu yapabilmesi i¢in
proteolitik kirilma ile aktif forma déniismesi gerekir. Ug farkli aktivasyon mekanizmasi
tanimlanmistir (94).

1. Asamal1 aktivasyon
2. Mt-MMP’lar ile hiicre ylizeyinde aktivasyon
3. Intraselliiler aktivasyon

ProMMP olarak salinan enzimler; SH reaktif ajanlar, civali bilesikler, reaktif
oksijen ve denatiiranlar1 gibi nonproteolitik ajanlar ve proteinazlar tarafindan invitro
aktive edilirler. Tiim durumlarda Cyn-Zn (sistein swich) etkilesiminin kesilmesi
gereklidir ve bu aktivasyon asamali aktivasyon olarak adlandirilir. Asamali aktivasyon
esnasinda ilk adim plazmin, tripsin, elastaz ve kallikrein gibi bir proteinaz ve diger
MMP’lar ile gergeklesir. Bu proteinazlarin invivo ortamda c¢ogu potent patolojik
aktivatorleri plazmin yoluyla olur. Ayrica aktive olan MMP’lar da diger proMMP’lar1
aktive edebilir. Membran bagimli MT-MMP’lar hiicre ylizeyinde proMMP-2
enzimlerini aktive edebilir. Hiicre yilizeyinde MMP aktivasyon kaskadi Sekil 9’de
gosterilmistir (95).

Plazmin, MMP’nin propeptit domaininin plazminojene hassas bolgesine atak
yapar. Propeptitte konformasyonal bir degisiklik meydana gelir ve ikinci bir proteinaz
ile hizla kirilarak aktive edilir. MMP’in hiicre ylizeyinde aktivasyonu, hiicre
migrasyonu esnasinda ESM’in degradasyonunda 6nemlidir. Membranda bulunan MT1-
MMP ile MMP-2"nin aktivasyonu bu olaya drnektir (86).

Bazi MMP’lar intraselliiler olarak aktive olurlar. MMP-11"in (stromelizin) golgi

ile iligkili subtulisin benzeri proteinaz tarafindan aktivasyonu buna 6rnektir.

Kollajenaz-1 P ro—PARE —< — = FATAPE <
gy B
\\, ,F/J //) -
Stromelizin-1 _ -
\ .--// /
- /
Plazminojen Plazmin AR = EroranTe -
- ‘v

CLI F‘-c-.j
AR F Y TP -PARA =S —  warusw
- Ekstrasellluler bolge

['/,/_/2 /’// // ////,]////(ff//q Hiicre Membrani

3_ ;; intraselliler Bolge

Sekil 9: Hiicre ylizeyinde MMP aktivasyon kaskadi (95).
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2.3.5. Matrix Metalloproteinazlarin Ekspresyonu ve Regiilasyonu

Normal yetigskin dokularinda MMP’larin ekspresyonu diisiik diizeyde bulunur.
Baz1 fizyolojik ve patolojik remodeling olaylarinda ekspresyonlar1 daha iist agamada
diizenlenir. MMP fonksiyonlar1 hem gen aktivasyonu hem de protein aktivasyonu
asamalarinda diizenlenir. MMP’larin transkripsiyonel regiilasyonu, proksimal promoter
bolgelerinde yer alan AP-1 diizenleyici eleman ile saglanir. MMP gen transkripsiyonu
sitokinler (IL1-4), biiylime faktorleri (EGF, TGF-a, TGF-B1, TNF27 a, Basic fibroblast
growth faktor), hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri ile wuyarilabilir. Bu
aktivatorlerin reseptdre baglanmasi ile en az 3 degisik smif mitojen aktive edilmis
kinazlar (MAP) tarafindan saglanan intraselliiler olaylar zinciri ile hiicresel AP-1
transkripsiyon faktorii aktif hale gecirilir ve AP-1 cis elementine baglanarak MMP
geninin transkripsiyonunu saglar (96). MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi Sekil

10°de gosterilmistir

ﬁpozitif etkiler @ Negatif etkiler@
IL-1, TNF «, w bt -5, i
T i i 2

PDGF, EGF -
ranskripsiyon
THNF el
Aktivasyon

- —- Latent Zimojenler
PAI-1 — Pro-MMP’ ler

-

uPA, Plazmin

—— Akrivasyon -, <SSR

MTMMP
Pozitif feedback AKEIf MMPT ler

— e TIMP1, 2, 3, 4
J e a-makroglobulin,
r

heparin, tetrasiklinle

sentetik inhibitdrier
o

— Pozitf etkiler
——— Negatif etkiler

Sekil 10. MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi (95)

2.3.6. Matriks Metalloproteinazlarin Spesifik Doku Inhibitérleri

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri anahtar rol oynar.
Bunun yam sira a2 makroglobulin, heparin, tetrasiklinler, C reaktif protein ve sentetik
inhibitorler aktif MMP inhibisyonu yaparlar (97)

Matriks Metalloproteinazlarin Spesifik Doku Inhibitorleri (TIMP’lar) bag
dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel proteinlerdir(97). Endotel hiicresi,
vaskiiler kas hiicresi, makrofajlar, kan hiicreleri ve bag dokusu hiicrelerinden salmirlar.
Giiniimiizde TIMP-1,-2,-3,-4 olmak iizere tanimlanmis 4 TIMP tiirii vardir. TIMP lar,
MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini kontrol altinda tutarlar. MMP’lara

geridoniisiimsiiz ve nonkovalent baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve
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katalitik aktivitenin siirdiiriilmesini inhibe ederler (84). EGF, TGF-B, IL-Ip, IL-6,
retinoik asit, onkostatin, forbol esterleri, FGF gibi ajanlarla TIMP’larin aktivitesi artar.
Konkonovalin, deksametazon ile inhibe olur. Yine TNF-o’nin  diisik
konsantrasyonlarmda TIMP-1 iiretimi artar, yiiksek konsantrasyonlarinda iiretimi
baskilanir (98). TIMP’lar, MMP enzim aktivitesini inhibe etme yoniinde benzerlik
gostermekle beraber matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen ekspresyonu diizenlenmesi
acisindan aralarinda farklar vardir (84).

Aktif MMP inhibitorlerinden biri de a2 makroglobulindir. Yiiksek molekiil
agirhigi nedeniyle baglandigt MMP’nin molekiil agirhigmi artirip hareket yetenegini
kisitlar (83).

Tetrasiklin analoglar1 MMP molekiiliiniin ¢inko iceren aktif bdlgesine
baglanarak enzimde yapisal degisiklige yol agarlar ve enzimin aktivitesini kaybetmesine
neden olurlar (83).

Son yillarda peptid ve nonpeptid yapida sentetik MMP inhibitorleri iiretilmistir.
Bu inhibitorler en cok kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit, psoriazis gibi
hastaliklarin tedavisinde denenmistir (99).
2.3.7.Santral Sinir Sistemi ve Metalloproteinazlar

Metalloproteinazlar bazi istisnalar diginda santral sinir sisteminde oldukga diisiik
seviyelerde bulunurlar. MMP-2 beyinde genel olarak damarlarin etrafinda bulunur ve
yapisal olarak denatiire olmus sekildedir. MMP-9 ise normal beyin dokusunda
gosterilememistir. MMP-7 ise normal beyin ekstraseluler matriksinde birgok substratin
yikimini saglar ve idareci gorevini {stlenmistir. Bir¢ok santral sinir sistemi
hastaliklarinda MMP’larm artis1 gosterilmistir. Multiple sklerozda BOS da normalde
bulunmayan MMP-9 artis1 ve immun modiilatér tedaviyle diizenlenisindeki azalma
calismalarla gosterilmistir (100). Biitiin MMP {iyeleri ¢esitli kanser tiirleriyle iliskilidir.
Malign beyin tiimdrlerinin invazyonuna birkac MMPs aracilik etmektedirler. Glioma
hiicrelerinin in vitro kosullarda MMP-1, MMP-2, MMP-3 salgiladiklar1 ve glioblastoma
beyin ekstraktlar1 ve metastatik akciger lezyonlarmda MMP-9 artis1 oldugu tespit
edilmistir. Glioma tedavisinde MMP inhibitorlerinin gelistirilmesi umut vaat etmistir
(101). Ayrica MMP’larin; inme, viral enfeksiyonlar, Alzheimer hastaligi, inflamatuar
myopatiler, amyotrofik lateral sklerozisin fizyopatolojisinde katkilar1 ¢esitli caligmalarla
gosterilmistir (102,103,104).

MMP’lar, sinir sistemi icerisindeki normal ve patolojik fonksiyonlarla

anilmaktadrr.  Ornegin, MMP’lar, hiicre migrasyonu, norit biiylimesi ve
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miyelinasyonunu diizenlemesi olas1 noronal gelisimde Onemli roller {istlenirler.
MMP’lar, pek ¢cok SSS patolojisine eslik eden noroenflamatuar siireglerde cogalma ve
diizenlemede kritik 6neme sahiptir (10). Ornek olarak, belli bazi MMP’lar myelini
indirgeyebilir, amiloid prekiirsdr proteini aymrabilir ve viral norotoksisiteyi artirabilir.
Sonu¢ olarak MMP’larin multipl skleroz(MS), Alzheimer hastalig1 ve insan immiin
yetmezlik hastaligi (HIV), demans patojenezinde dogrudan rolii oldugu gosterilmistir.
Ozelikle MMP-9 MS ve diger néroinflamatuvar hastaligi olanlarda daha yiiksek
bulunmustur (102,103,105).

MMP ekspresyon seviyeleri, bir yetiskin beyninde genel olarak oldukga diistiktiir
ya da tespit edilemez. Bununla birlikte, pek cok MMP cesitli uyaricilara tepki olarak
artabilir. Noronlar, astrositler, oligodendrositler, mikroglial ve endotelial hiicrelerin
hepsi hasar sonrasinda MMP ve TIMP {iretebilirler, ancak beyin bolgeleri, MMP/TIMP
tiirleri ve hiicresel ekspresyon kaynaklari belirli yaralanma tiplerine gore farklilik
gostermektedir. Notrofiller, bir MMP-9 kaynagidir (106,107).

Ayrica noroinflamasyon ve MMP arasindaki iligkileri ortaya koymak i¢in bir dizi
calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda; sitokinler ve serbest radikalleri igeren
noroinflamasyon, deneysel olarak hayvan beyinlerine lipopolisakkarid ya da TNF-a’in
enjeksiyonu yapilarak gosterilmistir. Fare beynine TNF- a enjeksiyonu ile 24 saat sonra
MMP-9 iiretiminin indiiklendigi, ayn1 zamanda kan beyin bariyerinin (KBB) bozuldugu
ve MMP inhibitoriiniin (Batimastat, BB-94) kullanilmas: ile KBB acilmasmmn bloke
edildigi gosterilmistir (108). Benzer olarak, lipopolisakkarid enjeksiyonundan 8 saat
sonra KBB’nin acildig1 ve ayni zamanda MMP-9’un iiretildigi gosterilmis diger bir
MMP inhibitorii (BB-1101) ile KBB’nin agilmasi ise bloke edilmistir. Lipopolisakkarid
enjekte edilmis beyinlerin immiinhistokimyasal ¢aligsmalarinda enjeksiyon bdlgelerinde
MMP-3 ve MMP-9 {iretimi gosterilmistir (109).

Kan beyin bariyerinin bozulmasi ile sonuglanan yolu etkileyen bir¢ok faktor
vardir. Bir¢ok calisma da plasminojen/plasmin sisteminin ve MMP’lerin etkisini
vurgulamaktadir. ProMMP’lerin aktivasyonu, proteolitik prosesin gergeklesmesinde
mekanizmalar1 1yi anlasilmamis olduk¢a kritik bir basamaktir. Hiicre kiiltiirlerinde
mikrogliyalar proMMP’ler1 aktive etmek lizere perisit, endotel hiicreleri ve astrositler
ile iliski igine girer. ProMMP’lerin aktivasyonu i¢in mikroglialar gereklidir. Iskemik
olaylarda TNF-alfa, IL-1p gibi inflamatuar mediatorlerin salinimi MMP’larm {iretimini
arttirr.  Plasminojen/plasmin ~ sistemi  TIMP-2’nin  varliginda pro- MMP’nin

aktivasyonunu saglayarak bu tiretime katkida bulunur. MMP2nin plasmin tarafindan
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aktive edilebilmesi plasminojen/plasmin sisteminin MMP’lar ile iliskiye girdigi
basamaktir. Inflamatuar proses siddetlendikge MMP-3 ve MMP 9 genleri indiiklenir ve
MMP’larin latent formlar1 olusur. MMP-9 indiiksiyonu sitokinler ve erken gen
ekspresyonu tarafindan yonetilir. Latent MMP-9’un aktif hale gelmesi diger MMP’lar
ve serbest radikaller ile olmaktadir. Hiicre kiiltiirlerinde, mikroglial hiicreler tarafinda
iretilen MMP-3, serbest radikaller ve plasmin ile MMP-9 aktivasyonu saglanmistir
(109).

2.4.Melatonin ve Genel Ozellikleri

Pineal bezin major hormonu olan melatonin, epifiz bezinde triptofan
aminoasitinden sentezlenir ve plazmada proteinlere (albumin vb.) baghdir. Cogu
karacigerde olmak tizere bobrekte de metabolize olur ve baglica metaboliti 6-
Hidroksimelatoninsiilfatdir (6-HMS). Insanlarda ekzojen melatoninin kisa bir metabolik
yar1 dmrii (20-60 dk.), biiyiik bir hepatik gecis etkisi vardir (110). Melatoninin kimyasal
yapis1 Sekil 11° de gosterilmistir (110).
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Melatonin Structure

Sekil 11: Melatoninin kimyasal yapisi

Melatonin en ilkelinden (tek hiicreli algler 6rnek: Gomyyaulax polyedra) en
gelismigine kadar biitiin aeorbik organizmalarda bulunan, evrim boyunca korunmus bir
molekiildiir. Buna karsm sanildig1 gibi hidrofobik degildir. Sudaki ¢oziintirliigi 5 x 107
M olarak tespit edilmistir. Melatonin bu 6zellii sayesinde kan-beyin bariyerini kolayca
gecer ve tiim subseliiler kompartmanlara hizla diffiize olur. Melatoninin serbest radikal
tutucu Ozelligi nedeniyle yasa bagimli dejeneratif olaylar1 engellemede yararli
olabilecegi distiniilmektedir (111,112,113).

Melatoninin salgilanma hizin1 belirleyen en 6nemli faktdr, ¢evrenin aydnlik veya
karanlik olmasidir. Genel olarak, 151k melatonin hizin1 azaltir, karanlik ise artirir.
Melatonin sentezinin pineal bezden baska retina, bagirsak gibi organlarda da
gergeklestigi gosterilmesine ragmen bunun kan melatonin diizeyine etkisi yok denecek
kadar azdir. Melatonin {iretildikten sonra lipofilik 6zelliginin ¢ok yiiksek olmasindan

dolay1, hizli bir bigimde 6nce kana, beyin omurilik sivist dahil olmak {izere tiim
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biyolojik sivilara ve tiim dokulara dagilir. Anneden fetiise ve siit yoluyla yeni dogana
gecebilir (114).

Saglam hiicre tiplerinde fizyolojik sartlarda yaslanma ile apoptozis artar ve pineal
bezden melatonin salgilanmasi azalwr. Disaridan verilen melatonin sayesinde
apoptozisin inhibe edildigi ve yaslanmayla artan hasarlanmis, disfonksiyonel hiicrelere
kars1 koruyucu rol oynadig1 gézlenmistir (110).

Yapilan son ¢aligsmalar endojen antioksidan maddelerden en giicliistiniin melatonin
oldugunu gostermistir (112). Melatonin molekiilii  kolaylikla  oksitlenmez,
otooksidasyona ugramaz, hidroksil radikali lireten reaksiyonlara katilmaz. Bilinen tim
antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vitamin E, C vb.) daha giiglii serbest radikal
siiptiriici  6zelligi vardir (112). Melatoninin hidroksil radikali ndtralize etme
ozelliginden dolay1 glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat, peroksit radikal tutucu
ozelligi ise E vitamininden 2 kat daha giiclii oldugu gosterilmistir. Ozellikle yaslanmaya
bagli immiin yetersizliklerde immiin yanit1 artiric1 etkisi bilinmektedir (114).

Pineal bezin, tiimor biiylimesini inhibe edici bir 6zellige nedeniyle sahip olmasida
yaklagik yirmi yildan beri bilinmektedir. Melatonin, gogiis kanserinde rol alan
hormonlar1 etkileyerek bu hormonlarin azalmasini saglamaktadwr. Pineal bezin
antikanser etkisi biiylik oranda melatonine baglanmistir. Pinealektomi yapilmis
siganlarda yapilan bir ¢alismada artan oksidatif hasar, dolasimdaki azalmis melatonine
baglanmistir (110).

Pineal bezi c¢ikartilmis deneklerin ortalama yasam siirelerinin azaldigi
gozlenmistir. Ayrica geng deneklerin (4 aylik) pineal bezinin yash deneklere (18 aylik)
transplantasyonu, yasli deneklerin yasam siiresini anlamli 6l¢iide uzatmakta, buna
karsilik yash deneklerin pineal bezinin gen¢ deneklere transplantasyonu yasam siiresini
anlamli olarak kisaltmaktadir (110).

Siganlarda yapilan bir caligmada, melatonin tedavisinin yasam siiresinde %25’ lik
artisa neden oldugu bu siganlarin daha geng, saglikli ve giicli goriindiigii, sekstiel
aktivitelerinin de daha uzun siire devam ettigi bildirilmistir (115).

Baska bir caliymada disi siganlara giinlik 100 pg melatonin enjeksiyonu
yapildiginda, bu sicanlarin yasam siiresinin arttigi, 6zellikle de 08.00-10.00 saatleri
arasinda melatonin uygulanan grupta bu farkin daha belirgin oldugu goriilmistiir (111).

Pineal bezden salinan bir hormon olan melatoninin (5- methoxy-N-
acetyltryptamine) bir¢ok biyolojik etkisinin yanisira, hiicre i¢i kalsiyum diizeyini

diizenleyebilmesi, giiclii bir radikal siipiiriicii (hidroksil radikali, siiperoksit anyon
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radikali, peroksil radikali, singlet oksijen ve peroksinitrit anyonu) ve antioksidan
(SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
stimulasyonu ve nitrik oksit sentez inhibisyonu) 6zelliginin olmasi, iskemi reperfiizyon
hasarida etkili bir koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir (110).

Melatonin, hiicrelerde  mRNA miktarlarinin artmasin1 saglayarak hiicresel
antioksidan savunma sistemini uyarir ve prooksidatif enzim miktarlarmin azalmasini
saglar (111).

Oksidatif stres ve DNA hasar1 apoptozisi indiikleyen en 6nemli iki faktordiir.
Oksidatif stres, sinir sistemi rahatsizliklarinda, ndrodejeneratif hastaliklarda (Alzheimer,
Parkinson, epilepsi) O©Onemli rol oynar. Melatoninin antioksidatif enzimleri
aktiflestirmesi sonucu, olusan hasarin 6nlendigi gozlenmistir. Melatonin, spinal kord
yaralanmalar1 sonucu artan lipid peroksidasyonunu azaltarak noronal hasar1 6nledigi
bildirilmistir (116).

Immiin sistemin diizenlenmesi, zararli ajanlara karsi korunmasi apoptotik
mekanizmayla saglanmaktadir. Timusta meydana gelen herhangi bir hasarda melatonin
miktarmnin arttig1 belirlenmistir (117).

Pek ¢ok Ozelligi sayesinde melatoninin, beyin hiicrelerinde ve diger dokularda
apoptozisi inhibe ettigi son caligmalarla ortaya konmustur. Yapilan bir caligmada
melatoninin, overektomi yapilmig ratlarda travmatik beyin hasarmin tahrip edici
etkilerini engelledigi goriilmiistiir (118). Son yillarda melatoninin mitokondriyel
homeostazisi sagladigi bulunmustur (119). Melatoninin néronal dokulardaki koruyucu

etkisi hem in-vivo hem de in-vitro calismalarda gdsterilmistir (120).

2.5. Kafa Travmasinda Klinik Tedavi

Kafa travmalarinda tedavinin amaci; artmis kafa i¢i basincmi diisiirmek, beyin
dokusunu ilave hasarlar ve komplikasyonlardan korumak, beyni ikincil noronal
hasardan koruyucu tedbirler almak, beyin dokusunda iyilesme potansiyeli olan hiicreler
icin en 1yi biyolojik kosullar1 saglamaktir. Bu amagla beyin 6demi tedavisi hidrostatik,
ozmotik ve onkotik giiclerin bicimlendirilmesi ilkesine dayanir. Bu terapdtik hedeflerde
fizyolojik sinirlardan herhangi bir sapma dikkatle izlenmeli ve olabildigince hizla
diizeltilmelidir. (121).

Klinikte uygulanabilecek anti 6dem tedavi yontemleri su sekildedir:
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2.5.1. Pozisyonlama

KIiB’n1 azaltmanm en etkin yontemlerinden biri hastanmn yatak bas kisminm 30
derece yiikseltilmesidir. Bu sayede kafai¢i basincinin yani sira ortalama arter basinci ve
serebral perfiizyon basinci diiger (121).
2.5.2. Solunum destegi

Solunum sikntist i¢inde bulunan veya Glasgow Koma Skoru (GKS) 8’in altinda
olan hastalar entiibe edilmelidirler (121).
2.5.3. Hiperventilasyon

pCO, diizeyi eriskinde 25-30 mm Hg, ¢ocukta 15-25 mm Hg diizeyine gelene
kadar hiperventile edilir. pCO, diizeyindeki bu diislis kafa i¢i damarlarda daralma
olusturarak kafa i¢i voliim ve kafa i¢i basincinin azalmasina neden olur (122).
2.5.4. Siv1 tedavisi

Genel anlamda sivi tedavisi; idame, kayiplarin yerine konmasi ve defisitin
diizeltilmesi seklinde olmalidir. Beyin 6deminin tedavisindeki son gelismeler tedavinin
hipertonik-hiperonkotik ¢ozeltilerle yapilmasi dogrultusundadir (121).
2.5.5. Metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesi

Hipertansiyon kontroliiniin saglanmasi, arteryel yol ve sik arteryel kan gazlari
takibi Onerilir. Kan sekeri diizenlenerek hiperglisemi ve hipoglisemiden korunmalidir
(123).
2.5.6. BOS salgilanmasini azaltici tedavi

Diliretik, steroid, karbonik asit inhibitdrii gibi ajanlar kullanilarak BOS
salgilanmasi azaltilabilir (124).
3.5.7. Ozmotik tedavi

Doku suyunu ve beyin Odemini azaltmanin en hizhi ve etkili yOntemi
ozmoterapidir. Istirahattaki bir hastada 10 dakika siireyle kafa i¢i basinci 20 mm Hg
iizerinde olursa ozmotik tedaviye baslanir. Oral veya intravendz yolla verilen fire,
albumin ve gliserin gibi ajanlar beyin 6deminin tedavisinde uzun siire kullanilmig ancak
bobrek islevleri ve hemodinami iizerindeki olumsuz sistemik etkileri nedeni ile tedavide
etkinlikleri siirh kalmistir (124).
2.5.7.1. Mannitol

Travmatik beyin 6deminin tedavisinde en fazla kullanilan ajandir (125). Kafa i¢i
basici azaltmak i¢in kullanilir. Plazma ve beyin arasinda bir ozmotik basing fark:
olusturarak 6dem sivisinin beyinden plazmaya ge¢isini saglar. Kafai¢i basinci diisiiriicii

etkisinin baglamasi 1-5 dakika arasindadir. Maksimum etkisi 20-60 dakikadiwr. 0,25
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gr/kg mannitol dozunun bazi hastalarda KIB’1 azaltmada yeterli oldugu gdsterilmistir.
Ancak doz 1 gr/kg’a kadar ¢ikilabilir. Onceki yiiksek doz daha sonraki dozun etkinligini
azaltir. Bunun i¢in en ufak etkin dozu kullanmak gerekir. Mannitolun etkinligi lup
iizerinden etki eden diiiretiklerin kullanimi ile birlestigi zaman sinerjik olarak artar.
Serum ozmolaritesi 320 mOsm/L’ nin altinda oldugu siirece etkilidir. Bu diizeyin
iizerinde bobrek yetmezligi ve sistemik asidoz meydana gelebilir (126).
2.5.7.2. Furosemid

Loop diiiretik smifindandir. Etkisini bobrek glomeriillerinde henle kulpunun
kortikal ¢ikan kalin bacaginda Na-K-Cl tasiyicilar: lizerine etki yaparak NaCl’lin geri
emilimini engellemek yoluyla gosterir. Loop diiiretikler serum tonisitesini arttirarak ve
ayrica BOS yapimini yavaslatarak kafa i¢i basincini azaltirlar (125).
2.5.8. Sedatif ve analjezikler

Bu ilaglarin akut durumlarda kafa i¢i basmcmin donemsel ylikselmelerine karsi
etkili olduguna inanilmaktadir. Akut donemde en sik kullanilan sedatif analjezik ise
intravendz morfindir. Sedatif dozlarda 6zellikle ventilasyon kontrol altinda iken giivenle
kullanilabilir (127).
2.5.9. Paralitik tedavi

Kiirar, vekuronium, pankuronium, stiksinilkolin, atrokurium gibi kas gevseticiler
glivenli bir aralik i¢cinde kafa travmasi sonrasi kafai¢i basing artisi olan olgularin
resussitasyon, entiibasyon ve cerrahi anestezi islemlerinde kullanilmaktadir (128).
2.5.10. BOS tahliyesi

Kafaici basmcmni diisiirmede onemli bir yeri vardir. Intraventrikiiler kateter
yardimiyla 3-5 ml BOS bosaltilmasi kafai¢ci basincini azaltacak ve 6dem sivisinin
ventrikiiller i¢ine gecisine olanak saglayacaktir. Ayrica lokotrien C4 ve IL-6 gibi
proinflamatuar kemokinlerin ortamdan uzaklastirilmasi olanaklidir (121).
2.5.11. Barbitiirat tedavisi

Kafa travmali hastalarda kontrolsiiz artan kafa i¢i basincindan noéral elemanlari
korumak i¢in kullanilmaktadir. Kafa i¢i basinc1 25 mmHg {izerine ¢ikarsa baslanmasi
onerilir. Etkisini beyin metabolizmasin1 yavaslatarak enerjiye olan ihtiyaci azaltmasi
yoluyla gosterir. Boylece iskemi durumunda ve serebral komplians azaldiginda kalici

hasar gelismeden endojen tamir mekanizmalar1 gérev yapabilir (129).
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2.5.12. Dekompressif kraniyektomi

Dekompresyon cerrahisi, tim medikal tedavilerin uygulanmasmna ragmen
tedaviden fayda saglanamiyorsa 6zellikle genclerde onerilmektedir. Literatiirde, iskemik
olaylarda dekompresyonun infarkt alanini azalttig1 bildirilmektedir (129).

So6zi edilen tiim medikal ve cerrahi yontemlere ragmen halen etkin ve sonug
alict bir anti 6dem tedavi protokolii lizerinde fikir birligi yoktur. BOS, 6dem sivisinin
tahliyesi ve vendz sisteme bosaltimi agisindan onemli bir ortam olusturur. Kuramsal
olarak, hasar bolgesinden BOS’a bosalan 6dem sivisinin akis dinamigi ventrikiile

verilecek sivi ¢ekici birtakim ajanlarla hizlandirilabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Inénii Universitesi Deneysel Arastirma Birimi ve Tibbi Etik Kurulu
tarafindan onaylandiktan sonra Kasim 2010- Ocak 2011 tarihleri arasinda yapildi.
Calismada daha once herhangi bir deneyde kullanilmamis agirliklar1 200-250 gram
arasinda degisen 80 adet disi eriskin Wistar albino rat kullanildi. Ratlar Inonii
Universitesi Deney Hayvani Uretim ve Arastirma Merkezinden temin edildi ve takibi
yapildi. Calisma Indnii Universitesi Deney Hayvam Uretim ve Arastirma Merkezinde
normal cerrahi aletler ve yiiksekten agirlik distirme yontemi igin gerekli cihaz
kullanilarak gerceklestirildi.

3.1. Anestezi

Deney hayvanlarma anestezi, cerrahi islem oncesi 75 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Parke Davis, Istanbul) ve 10 mg/ kg ksilazin hidrokloriir (Rompun % 2 soliisyon, 50
cc. flakon, Bayer-Tiirk Ilag Ltd. Istanbul) spontan solunumda intraperitoneal
uygulanmak suretiyel gerceklestirldi. Anesteziye, gerektiginde tekrarlanan ksilazin
enjeksiyonlar1 ile devam edildi
3. 2. Travma modeli ve uygulanmasi:

Ratlarda travma modeli olusturulurken Marmarou ve arkadaslarmin 1994 yilinda
gelistirdikleri model 6rnek olarak alindi (Sekil 12) (Resim 1) (130).

Travma mekanizmasinin ana prensibi, metalden yapilmis 9 gr. agwrhigm yer
cekiminin etkisi ile cam boru icerisinden ratlarin kafasindaki travma yapilacak beyin
hemisferi iizerine konulan metal diske diisiiriilmesinden ibarettir. Travma aleti, 50 cm.
boyunda, dis ¢cap1 12 mm, i¢ ¢apt 10 mm. olan cam bir tiip, bu tiipii vertikal sekilde
tutan bir sabitleyici, ratlarin yerlestirildigi 15x10 x25 cm. ebatlarinda kopiik madde, 2
mm yiiksekliginde ve 10 mm. ¢apinda paslanmaz ¢elikten metal disk ve 9 gr. agirliginda

9 mm. capinda 3 adet metalik segment icermektedir. Ayrica kraniektomi i¢in dental tur
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aleti kullanildi. Cam tiipiin yiiksekligi ve dusiiriilecek agirlik hesaba katilarak
uygulanacak agirlik E=mgh formiilii ile 450 gr.olarak belirlendi. Bu sartlar saglanarak

travma modeli standartize edilmis oldu.

Sekil 12 : Travma aleti Resim 1: Travma diizenegi

Travma aleti hazir oldugunda, diiz zemin tizerinde yatan ratlara orta hatta dikey
olacak sekilde bir cilt insizyonu yapildi. Insizyondan sonra orta hat ve sag koronal siitiir
tanind1. Periost, sag tarafta ortaya konan sahada kemikten siyrildi. Temporal adale
yapigma yerinden kesilerek temporal kemik tizeri serbestlestirildi. Dental tur yardimriyla
sag paryetal kemigin ortasinda bir delik agildi. Bu islem sirasinda beyin dokusunu 1s1
etkisinden korumak amaciyla uygulama bolgesi kisa araliklarla serum fizyolojik ile
yikandi. Dura biitlinliigli bozulmadan agilan delik, kivrik u¢lu bir mini hemostat ile
genisletildi. Temporal kemigin paryetal komsulugu da dahil olmak {izere orta hattin
saginda, dura saglam birakilmak kosuluyla, 10x15 mm boyutlarinda bir kraniyektomi
sahast olusturuldu. Gereginde dura kanamalari igin oksitlenmis selilloz (Surgicel,
Ethicon, Istanbul), kemik kanamalar1 i¢cin Bone-wax (Ethicon, Istanbul) kullanild:.
Kraniyektomiden sonra ratlar prone pozisyonunda kopiik yatagin iizerine yerlestirildi.
Daha sonra ratlara 450 gr/cm kuvvet uygulanarak kafa travmasi olusturuldu (Resim
2,3). Kafa travmasindan sonra cilt tek kat olarak kapatildi. Bu islemler yapilirken asepsi

kurallarma uyuldu.
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Resim 2,3. Kafa travmasinin olusturulmasi

3.3. Deney Gruplan

Bu ¢aligmada, kontrol grubu (travma yapilmayan) (n=5), travma (n=25) , travma +
melatonin (20 mg/kg/glin dozunda 1ml. %2.5 alkol ¢ozeltisiyle birlikte verildi) (n=25)
ve travma + plasebo (%2.5 alkol ) (n=25) olmak {izere 4 ana grupta toplam 80 adet
Wistar albino rat kullanildi. Kontrol grubu, Travma , Travma + melatonin ve travma
+ plasebo gruplar1 her biri 12, 24, 72, 120 ve 168.saatler olmak iizere 5 alt gruba
ayrildi. Her alt grupta 5 adet rat kullanildi.
1.Grup (Kontrol Grubu):

5 adet rat travma uygulanmadan anestezi sonrasi dekapite edilerek hemisferleri
alindi.
2.Grup (Travma uygulanan grup):

25 adet rat, 5 alt gruba ve her bir alt grupta 5 rat olacak sekilde travma
uygulanmasmi takiben 12.saat, 24.saat, 72.saat, 120.saat ve 168.saatlerde dekapite
edilerek saglam ve travmatize beyin hemisferleri ayr1 ayr1 alindi.
3.Grup (Travma oncesi melatonin verilen grup):

25 adet rat aymi sekilde 5 alt gruba ve her bir alt grupta 5.rat olacak sekilde
travmadan 6.saat 6nce melatoninin, % 2.5 alkol ¢ozeltisiyle birlikte verilmesini takiben
12.saat, 24.saat, 72.saat, 120.saat ve 168.saatlerde dekapite edilerek saglam ve

travmatize beyin hemisferleri ayr1 ayr1 alindu.
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4.Grup (Travma oncesi plasebo olarak %2.5 alkol verilen melatonin kontrol
grubu):

25 adet rat melatonin kontrol grubu olarak gene 5 alt gruba ve her bir alt grupta
S.rat olacak sekilde travmadan 6.saat Once sadece %?2.5 alkol verilmesini takiben
12.saat, 24.saat, 72.saat, 120.saat ve 168.saatlerde dekapite edilerek saglam ve
travmatize beyin hemisferleri ayr1 ayr1 alind1.
3.4. Sakrifikasyon ve doku drneklerinin alinmasi

Kontrol grubundaki hayvanlarin beyinleri anestezi sonrasi herhangi bir islem
yapilmadan dekapite edilerek alind.

Diger gruplar ise 5 alt gruba ayrildi ve travma uygulanmasini takiben 1.alt grup
12. saatte, 2. alt grup 24. saatte, 3. alt grup 3.giinde (72. saat), 4. alt grup 5. Giinde (120.
saat) ve 5. alt grup 7. giinde (168. saat) dekapite edilerek saglam ve travmatize beyin
hemisferleri ayr1 ayr1 alind1.
3.4.1. Sakrifikasyon islemi

Tiim gruplarda yer alan ratlara, dnceden belirlenen siire¢ sonrasinda derin anestezi
olusturularak torakotomi yapildi. Torakotomiyi takiben 5 dakika siireyle intrakardiak
serum fizyolojik verilerek doku perflizyonu yapildi. Boylece beyin dokusu kan
elemanlarindan arindirilmis oldu. Daha sonra ratlar dekapite edilerek beyin dokular1
saglam ve travmatize hemisferler seklinde iki parca halinde ayr1 ayr1 alindi.
3.4.2. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Histopatolojik inceleme i¢in alinan Ornekler % 10 formaldehid igeren tiiplere
konuldu. Dokular 24 saat saat oda 1s1sinda bekletilip tespit edildikten sonra +4 derecede
buzdolabina alindi.
3.4.2.1 Histopatolojik incelemeler

Tim gruplardan elde edilen beyinlerin yarilari rutin olarak formalin tespitine
almarak parafin bloklar hazirlandi. Sonrasinda, 6 pm kalinhiginda kesitler alinarak
hematoksilen ve eozin ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi.
3.4.2.2. Immunohistokimyasal incelemeler

Formalin tespit edilerek parafine gomiilen doku Orneklerinden alinan 5 pm
kalinligindaki kesitler immunohistokimyasal olarak aktif K3, K8 ve MMP-9 antikorlar1
ile boyandi. Boyamada; doku kesitleri ksilen ve alkol serisinde dehidre edildikten sonra
fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH 7.4) ile yikandi. Dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesi doku kesitlerinin % 0.3 lik H,O, ile 15 dakika muamele edilmesiyle

engellendi. Antijenik reseptorlerin agiga ¢ikarilmasi amaciyla kesitler 1 M’luk sodium
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sitrat soliisyonu (pH 6.0) icerisinde 12 dakika mikrodalga firinda muamele edildi.
Birka¢ defa PBS ile yikanan doku kesitleri, spesifik olmayan antikor baglanmasimni
engellemek amaciyla, %10’luk kec¢i non-immun serumu damlatilarak 30 dakika
bekletildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir kap igerisinde 1 saat oda sicakliginda
primer antikorlar ile inkube edildiler. Kullanilan antikorlar ve dilusyonlar1 séyleydi:
Aktif K3’e kars1 tavsan poliklonal antikoru (1:300 oraninda sulandirilmig; Abcam,
Katalog No: ab13847), caspase 8’¢ karsi tavsan poliklonal antikoru (1:100 oraninda
sulandirilmig; Abcam, Katalog No: ab4052) ve MMP-9’a kars1 fare monoklonal
antikoru (1:100 oraninda sulandirilmig; Abcam, Katalog No: ab58803). Primer
antikorlar ile inkubasyonu takiben boyama Zymed’in Histostain -Plus Bulk Kiti
(Katalog No: 85-9043) ve 3,30-diaminobenzidine ile iiretici firmanin tarifine uygun
olarak gerceklestirildi. Son olarak doku kesitleri Mayer’in hematoksileni ile boyanarak,
musluk suyunda duruland1 ve alkol-ksilen serisinden gecirilerek lamel kaplandi ve bir

151k mikroskobunda degerlendirildi (Resimler 4, 5, 6).

6

Resim 4. Travma uygulanan hemisferde 3.giindeki K 3 immunoreaktivitesi. ( IH, x 360)
Resim 5. Travma uygulanan hemisferde 3.giindeki K 8 immunoreaktivitesi. ( IH, x 360)

Resim 6. Travma uygulanan hemisferde 3.giindeki MMP-9 immunoreaktivitesi; (IH, x 185)
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Bu calismanin istatistiksel analizlerinde SPSS 15.0 programinda tanimlayict
veriler ortanca (Min-max) olarak verildi. Normal dagilim varsayimi saglanmadig: i¢in,
gruplarin ortancalarin karsilastiriimasinda Kruskal wallis H testi kullanildi. Coklu
karsilagtirmalar Conover testi ile yapildi. P<0.005 degeri 6nemli kabul edildi. P< 0.05

anlamli olarak alind1.
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4. BULGULAR

4.1.immunohistokimyasal Bulgular

Travmatize hemisferdeki immiinohistokimyasal verilerin dagilim degerleri

Tablo 6.ve 7°de gosterilmistir.

Grup Saat | K3 K8 MMP-9
Median (minimum- Median (minimum- Median
maksimum)* maksimum)* (minimum-

maksimum)*

Kontrol 0,0 (0-1) 1,0 (0-1) 0,0 (0-1)

Travma

Travmal 12.S | 9,0(9-10) 10,0 (9-11) 10,0 (8-11)

Travma2 24.S | 14,0 (14-15) 15,0 (14-16) 15,0 (13-16)

Travma3 72.S | 15,0 (13-16) 10,0 (9-11) 15,0 (13-16)

Travmad 120.S | 10,0 (10-11) 10,0 (9-11) 9,0 (9-11)

Travma5 168.S | 5,0 (4-6) 5,0 (4-6) 5,0 (4-6)

Travma+Melatonin

Travma+Melatoninl | 12.S | 5,0 (4-6) 5,0 (4-6) 5,0 (4-6)

Travmat+Melatonin2 | 24.S | 10,0 (9-11) 10,0 (9-11) 10,0 (9-11)

Travmat+Melatonin3 | 72.S | 10,0 (9-11) 10,0 (9-11) 9,0 (9-11)

Travma+Melatonind | 120.S | 5,0 (4-6) 5,0 (4-6) 5,0 (4-6)

Travma+Melatonin5 | 168.S | 5,0 (4-6) 5,0 (4-6) 5,0 (4-6)

Travma-+Plasebo

Travma+tPlasebol 12.S | 9,0 (8-12) 9,0 (8-11) 10,0 (9-11)

Travma+Plasebo2 24.S | 14,0 (13-16) 13,0 (13-16) 15,0 (14-16)

Travma+tPlasebo3 72.S | 14,0 (14-15) 10,0 (9-11) 14,0 (14-15)

Travma+Plasebo4 120.S | 10,0 (9-11) 10,0 (9-11) 10,0 (9-11)

Travma+Plasebo5 168.S | 5,0 (4-6) 5,0 (4-6) 5,0 (4-6)

Tablo 6. Verilerin dagilimi. (*40’Iik objektifte mikroskopik sahada immiin boyanma gosteren hiicrelerin

sayl1s1)
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Immiinoreaktivite seviyesinde diisiis %
Saat | K3 K8 MMP-9
12 45 50 50
24 |29 44 44
72 |44 0 40
120 |50 50 45
168 0 0 0

Tablo 7: immiinoreaktivite seviyesinde melatonine bagh diisme oranlarinnin dagilima.

Kontrol grubunda K3 ve MMP-9’da mikroskopik sahada immunboyanma
gosteren hiicre sayis1 0,0 (0-1) iken, K8’de 1,0 (0-1) °di.

Yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda travmatize olmayan hemisferde K3,

K8 ve MMP-9’a karst kontrol grubuna gore anlamli derecede bir immiinoreaktivite

tespit edilmezken travmatize hemisferde bu gostergeclere karst  olusan

immiinoreaktivite anlamli derecede belirgindi (P< 0.05).

4.1.1.Kaspaz 3

Travma grubunda travmanin 12.saatinde mikroskopik sahada K3’e karsi immiin
boyanma gosteren hiicre sayist 9,0 (9-10) ulasti. Bu degerler kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksekti (P< 0.05). Travmanin 24. saatindeki K3 immiinoreaktivitesi
her mikroskopik sahada 14,0 (14-15) hiicreye, 72. Saatinde ise 15,0 (13-16) hiicreye
ulasti. Boyanan hiicre sayisi bu saatten sonra diizenli bir sekilde diismeye devam ederek
120. saatte 12. saattekiyle ayn1 diizeye geldi, 168. saatte ise 12. saatteki seviyenin altina
distii (Sekil 13). 168. saatte degerler kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
iken, 12. saattekine gore anlamli derecede diisiiktii (P< 0.05). Bu grupta, 24. ve 72.
saatler arasinda K3 immunoreaktif hiicrelerin sayisinda anlamli bir fark yokken, bu iki
alt gruptaki hiicre sayilar1 travmanin 12.saati ile 120 ve 168. saatlerindeki alt gruplara
gore anlamli derecede yiiksekti. 168. Saatteki immiinoreaktif hiicre sayis1 da ayrica 120.

saate gore anlamli derecede diisiiktii (P<0.05) (Sekil 13).
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Sekil 13. Travma grubunda K 3 immiinoreaktivitesinin zamansal dagilimi

Melatonin verilen travma grubunda K3 immiinoreaktivitesindeki artis, travmanin
12.saatinde 5,0 (4-6), 24. ve 72. saatlerininde 10,0 (9-11) ve 120. ve 168. saatlerinde 5,0
(4-6) 1di ve kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekti. (P< 0.05 ) Bu degerler,
travma grubuna gore ise anlamli derecede diistiktiiler (P< 0.05 ). Travma+melatonin
grubunun 168. saatteki K3 seviyesi travma grubuyla ayniydi. Melatonin verilen travma
grubundaki zamanlar arasi farklarin dagilimi travma grubundaki dagilima benziyordu

(Sekil 14).
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Sekil 14. Travma+ melatonin grubunda K 3 immiinoreaktivitesinin zamansal dagilimi

Melatonin verilen ratlarda travmatize hemisferdeki K3’e bagli immiinoreaktivite
seviyesinde travma grubuna gore diigme orami 12.saatte % 45, 24.saatte % 29, 72. saatte

% 44, 120. saatte % 50 ve 168. saaatte % 0°d1 (Tablo 8).
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Immiinoreaktivite seviyesinde diisiis %
Saat K3
12 45
24 29
72 44
120 50
168 0

Tablo 8. K3 immiinoreaktivite seviyesinde melatonine bagh diisme oranlarinin dagilim.

Travma + plasebo grubunda ise K3 immunoreaktivitesi 12.saatte 9,0 (8-12)
24.saatte 14,0 (13-16) 72.saatte 9,0 (9-11), 120. saatte 10,0 (9-11) ve 168. saatte 5,0 (4-
6) hiicreydi. Travma grubuna gore anlamli derecede diisiik olan 72. saattekilerin disinda

bu grubun immiinoreaktivesi ile travma grubundakilerin arasinda anlamli bir fark yoktu.

4.1.2.Kaspaz 8

K8 immunoreaktivitesi gosteren hiicre sayisi artis 12. saatte, K3’ dekine benzer
sekilde 10,0 (9-11)’ du. Travmanm 24. saatindeki K8 immunoreaktivitesi her
mikroskopik sahada 15,0 (14-16) hiicreye ulasti, 72. saatinde hiicre sayis1 K3* dekinden
farkli olarak 10,0 (9-11) hiicreye diistii. 120. saatte de 10,0 (9-11) olan boyanan hiicre
sayist 168. saatte 12. saatteki seviyenin altina, mikroskobik alanda 5,0 (4-6) hiicreye
distii (Sekil. 14a). K3’ dekinden farkli olarak, K8 bakimindan 24. ve 72. saatler
arasinda immunoreaktif hiicrelerin sayisinda anlamli bir fark vardi ve K8 seviyesinin
pik yaptig1 24. saatteki hiicre seviyesi diger alt gruplara gére de anlamli derecede
yiiksekti (P< 0.05 ). 72. ile 120 saatler arasinda K8 immunoreaktif hiicrelerin sayisinda
anlamli bir fark yokken, 168. saaatteki immiinoreaktif hiicre sayisi tiim gruplarin
altindayd1 (P< 0.05 ) (Sekil 15). Bu dagilimim K3’ iinkinden farki, diisiisiin daha erken

baslamas1 ama 72. Ile 120. saatler arasinda duraklayarak bir plato olusturmasryd.
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Sekil 15. Travma grubunda K 8 immiinoreaktivitesinin zamansal dagilimi

Melatonin verilen travma grubunda K8 immunoreaktivitesindeki artis, travmanin
12.saatinde 5,0 (4-6), 24. ve 72. saatlerininde 10,0 (9-11) ve 120. ile 168. saatlerinde 5,0
(4-6) 1idiler. Bu degerler kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek (P< 0.05 ) iken,
travma grubuna gore anlamli derecede diisiiktii (P< 0.05 ). Travma+melatonin grubunun
168. saattindeki K8 seviyesi travma grubuyla ayniydi. Ayn1 zamanda travma+melatonin
grubundaki K8 immiinoreaktivitesinin zamanlar arasindaki farklarm dagilimi, travma
grubundaki zamanlar arasi farklarin dagilimina benziyordu. Melatonin verilen travma
grubunda K8 immunoreaktivitesindeki artis, K3’ dekine benzer sekilde seyrederek
travma grubuna gore daha ge¢ (24.saat) belirginlesmekte ve daha kisitli kalmaktaydi.
Bu dagilimm travma grubundan farki ise 72. ile 120. saatler arasindaki platonun

kaybolmas1 ve diisiisiin daha hizli olmasiydi (Sekil 16).
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Sekil 16. Travma+ melatonin grubunda K 8 immiinoreaktivitesinin zamansal dagilimi
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Melatonin verilen ratlarda travmatize hemisferdeki K8’e bagli immiinoreaktivite
seviyesinde travma grubuna gore diisme orani 12.saatte % 50, 24.saatte % 44, 72. saatte

% 0, 120. saatte % 50 ve 168. saaatte % 0’d1 (Tablo 9).

Immiinoreaktivite seviyesinde diisiis %
Saat K8
12 50
24 44
72 0
120 50
168 0

Tablo 9: K8 immiinoreaktivite seviyesinde melatonine bagl diisme oranlarinin dagilimi

Travma + plasebo grubunda ise K8 immunoreaktivitesi 12.saatte 9,0 (8-11)
24.saatte 13,0 (13-16), 72. ve 120 saatlerde 10,0 (9-11), 168. saatte ise 5,0 (4-6)
hiicreydi. Bu grubun immiinoreaktivesi ile travma grubundakilerin arasinda anlamli bir

fark yoktu.

4.1.3.MMP -9

Travma grubunda travmanin 12.saatinde mikroskopik sahada MMP-9’a karsi
immiin boyanma gosteren hiicre sayis1 10,0 (8-11) idi. Bu degerler kontrol grubuna goére
anlamli derecede yiiksekti (P< 0.05). Travmanin 24. ve 72.saatindeki MMP-9
immunoreaktiviteleri her mikroskopik sahada 15,0 (13-16) hiicreydi. Boyanan hiicre
sayis1 bu saatten sonra diizenli bir sekilde diismeye devam ederek 120. saatte 9,0 (9-11),
168. saatte ise 12. saatteki ile ayn1 seviye olan 5,0 (4-6) hiicreye diistii. Bu grupta, 24.
ve 72. saatler arasinda MMP-9 immunoreaktif hiicrelerin sayisinda anlamli bir fark
yokken, bu iki alt gruptaki hiicre sayilari travmanin 12.saati ile 120 ve 168.
saatlerindeki alt gruplara gore anlamli derecede yiiksekti. 168. Saatteki immiinoreaktif
hiicre sayis1 da ayrica 120. saate gore anlamli derecede diisiiktii (P< 0.05 ). MMP-9
immunoreaktivitesindeki artis travma grubunda, K3 ve K8 deki gibi 12.saatte
belirginlesmeye baslamakta, K3’e benzer sekilde 24 ve 72.saatlerde en yliksek
degerlerde seyretmekte, daha sonra diismekteydi (Sekil 17).

55



MM 93 immunboyanma gasteren hicre sayisi

15,00

12,50

7.50

S.00]

T T T T
Saat 12. saat 24._saat 72. saat 120. saat 168. saat

Sekil 17. Travma grubunda MMP-9 immiinoreaktivitesinin zamansal dagilimi

Melatonin verilen travma grubunda MMP-9 immiinoreaktivitesi travmanin

12.saatinde 5,0 (4-6), 24. saatinde 10,0 (9-11) ve 72. saatlerininde 9,0 (9-11) ve 120.

ile 168. saatlerinde 5,0 (4-6) idi. Bu degerler kontrol grubuna gore anlamli derecede

yiiksek (P< 0.05 ) iken, travma grubuna gore anlamli derecede diisiiktiiler (P< 0.05 ).

Travma+melatonin grubunun 168. saatteki MMP-9 seviyesi travma grubuyla

ayniydi. Melatonin verilen travma grubundaki MMP-9 immiinoreaktivitesinin zamansal

dagilim egrisinin travma grubundakinden farki seviyesinin travma grubununkine gore

anlaml derecede diisiik olmas1 ve daha hizli bir diisiis gostererek 120 saatte en diisiik

seviyeye ukasmasiydi (Sekil 18).

MM 93 immunboyanma gosteren hiicre sayssi
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Sekil 18. Travma+ melatonin grubunda MMP-9 immunoreaktivitesinin zamansal dagilimi

Melatonin  verilen ratlarda travmatize hemisferdeki MMP-9’a  bagl

immiinoreaktivite seviyesinde travma grubuna gore diisme orani 12.saatte % 50,

24 saatte % 44, 72. saatte % 40, 120. saatte % 45 ve 168. saaatte % 0’d1 (Tablo 10).

56



Immiinoreaktivite seviyesinde diisiis %
Saat MMP-9
12 50
24 44
72 40
120 45
168 0

Tablo 10: MMP-9 immiinoreaktivite seviyesinde melatonine bagl diisme oranlarinnin dagilima.

Travma + plasebo grubunda ise travmanin 12.saatinde mikroskopik sahada
MMP 9’a kars1 immiin boyanma gdsteren hiicre sayis1 10,0 (9-11) 24. saatinde 15,0 (14-
16), 72. ve 120. saatlerinde 10,0 (9-11), 168. saatte ise 5,0 (4-6) hiicreydi ve bu grubun

immiinoreaktivesi ile travma grubundakilerin arasinda anlamli bir fark yoktu.
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5. TARTISMA

Posttravmatik sekonder beyin hasar1 primer doku hasarinin olusturdugu
sinyallerle baglar. Karmasik sinyallesme olaylarinin tetikledigi bu mekanizmalar heniiz
tam anlasilamamustir. Ozellikle potansiyel reversibilitesinden dolay1 sekonder hasari
olusturdugu diisiiniilen mekanizmalar arasinda en yogun arastirmalarmn yapildig: alan
apopitozdur. Ancak bu calismalar ya apoptozisin varliin1 ya da apoptozisi olusturan
kaspaz yolaginin varligimm gostermeye yonelik calismalar olup. kaspaz dis1 apoptozis
yolaklarin1 gosterecek calismalar yok gibidir. Ayrica bu yolaklar1 tetikleyen
mekanizmalara yonelik calismalar da pek yoktur (5,6). Biz bu c¢alismamizda bir
hemisferinde fokal kontiizyon olusturdugumuz ratlarda kaspaza bagli olan ve olmayan
apoptoz yolaklarinin zamansal ve mekansal dagilimlarini izledik. Ayrica bu ratlarin bir
grubuna giiclii bir anti oksidan olan melatonin vererek oksidatif stresin bu yolaklarin
tetiklenmesi lizerindeki etkisini arastirdik.

Fokal kafa yaralanmasmin, yaralanma merkezinden uzak bolgelerdeki etkisi
konusunda bir c¢ok arastrma yapilmistir. Beer ve arkadaslari1 ratlarda yaptiklari
calismada travmaya ipsilateral hippokampus, kontralateral korteks ve hippokampusta
apoptozisi gosteren herhangi bir K8 ve K3 aktivasyonuna rastlamadilar (131). Casey ve
arkadaslar1 immatiir ratlarda yaptiklar1 proton niikleer magnetik rezonans (NMR)
calismasinda N-asetil-aspartat (NAA)/ laktat (Lak) oranindaki diisiise bakarak ndronal
biitiinliigiin bozulma derecesini arastirdilar ve sadece travmatize hemisferde
degisiklikler tespit ettiler (132). Benzer sekilde immatiir ratlarda calisan ve travmaya
bagl sinaptik degisiklikleri arastiran Gobbel ve arkadaslar1 ise sinaptik proteinlerin
ekspresyonundaki degisiklikleri uzak sahalarda da gdzlemlediklerini bildirdiler (133).
Von Baumgarten ve arkadaslarimin farelerde yaptigi c¢alismada ise fokal beyin
yaralanmasida bolgesel kan akimindaki degisikliklerin sadece ipsilateral hemisferde
oldugu gosterildi (134). Calismalarin sonuglarindaki bu farklililiklar kullanilan

hayvanlarin yaslarindaki, cinslerindeki veya bakilan gostergelerdeki farklililiklardan
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kaynaklaniyor olabilir. Bizde calismamamizda Beer ve arkadaslarinin yaptigir gibi
apoptozisi arastirdik ve onlardan farkli olarak K8 ve 3’e ek olarak MM-9°da baktik ve
onlarin sonuglara benzer sekilde karsi hemisferde apoptozisi gosterecek derecede bir
immiinoreaktivite bulamadik.

Bu c¢alismamizda 12. 24. 48. 72. 120. ve 168. saatlerde K3 ve K8
immiinoreaktivitesini inceledik. 12. saatte anlamli derecede ylikselen K3 seviyesi 24.
saatte zirveye ulast1 ve bir plato olusturacak sekilde 72. saate kadar bu seviyede kald1.
72. saatten sonra yiikseldigine yakin bir hizda diisiise gecerek 168. saatte 12.saatteki
seviyenin yaklasik yaris1 miktarina kadar azaldi (Sekil 13). Aym sekilde 12. saatte
anlamli derecede yiikselen K8 immiinoreaktivitesi de K3’e benzer sekilde 24. saatte
zirveye ulasitt ama K3’den farkli olarak bu noktadan itibaren ayni hizda inise gecgerek
72. saaate yaklasik 12. saatteki seviyelerine indi ve bir plato olusturacak sekilde 120.
saate kadar bu seviyede kaldi. Bu donemden sonra da yiikseldigine yakin bir hizda
diisiise gegerek 168. saatte 12.saatteki seviyenin yaklasik yarist miktarina kadar azaldi
(Sekil 15).

Bulgularimiz, kiint kafa yaralanmasi olan 103 kiside in situ nick translation
(ISNT) teknigiyle elde edilen beyin dokusunda noronal apotozisin 24 saatte pik
yaptigin1 ve yaklasik 22 hafta siirdiigiinii gozlemleyen Housman ve arkadaslarinin
bulgularmi desteklemekteydi (10). Ratlarda kortikal darbe ile olusturulan fokal beyin
yaralanma sonrasinda K8’in zamansal dagilimini, prokaspaz 8 ve bdlinmiis K8 p20
hiicre alt tiplerinin dagilimini inceleyen Beer ve arkadaslart K8 messenger RNA
seviyelerinin 1 ila 72. saatler arasinda yiiksek oldugunu ve 24.saatte pik yaptigini
buldular. Ayrica K3’e pozitif olan hiicre sayisinin 24. saate kadar K8 ‘e pozitif olan
hiicre sayis1 seviyesine ulastigin1 ve bu seviyede pik yaptigini da tespit ettiler (131).
Shojo ve arkadaslar1 travmatik beyin yaralanmasinda inflamasyonla apoptozis
arasindaki nedensel iliskiyi arastirdiklart ve 3,12 ve 48. saatlerde K3 seviyesine
baktiklar1 calismalarinda da benzer sekilde K3 aktivitesinin 48. saatte zirveye ulastigi
tespit ettiler (7). Bizim ¢alismamamizdaki K3 ve K&8’in zamansal dagilimi bu
calismalardakine benzer bir dagilim gostermekteydi.

K8’le K3’iin egrileri 12 ve 24. saatlerde birbirine paraleler seyrederken K8’in
disiise gectigi 72.saatte K3.yliksek olarak kalmasi muhtemelen bu donemde K3’
aktive eden K&’in disindaki baska faktorlerin de devreye girmis olabilecegini

diistindtirmektedir
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Hiicresel strese yanit olarak beyin hiicreleri tarafindan hem biinyesel hem de
indiiksiyonla ekspresse edilen MMP’lerin bir¢ok patolojik durumla iligkileri konusunda
arastrmalar yapilmis olmasina ragmen kafa travmalarindaki sekonder beyin hasari
konusunda herhangi bir ¢alisma bulamadik. Bu ¢alismamizda indiiklenebilir bir MMP
olan ve apoptotik hasarda rol aldig1 diisiiniilen MMP-9 immiinoreaktivitesinin travmali
beyinde artis derecesini ve bu artisin zamansal ve mekansal dagilimini arastirdik. MMP-
9 immiinoreaktivitesinin siddetinin zamansal dagilimi K3’linkine benziyordu ve 12.
saatte anlamli derecede yiikselerek 24. saatte zirveye ulasiyor ve bir plato olusturacak
sekilde 72. saate kadar bu seviyede kaliyordu. 72. saatten sonra yiikselme hizina yakin
bir hizda diislise gecerek 168. saatte 12.saatteki seviyenin yaklasik yarist miktarina
kadar azaliyordu (Sekil 17 ).

Ekspresyon seviyeleri, yetiskin bir beyinde oldukca diisiik olarak ekspresse
edilen matriks metalloproteinazlar iskelet olusumu, anjiyogenez, hiicresel gog,
inflamasyon, yara iyilesmesi, koagiilasyon, akciger ve kalp-damar hastaliklari, artrit ve
kanser gibi ¢cok sayida biyolojik veya patofizyolojik siirecte rol oynadig1 gosterilmistir
(102,103,105). MMP’larm akut beyin yaralanmalarindaki rolii konusunda herhangi bir
calisma yoktur. Ancak yapilan ¢alismalarda enfeksiyon, otoimmiin reaksiyonlar ve
hipoksi/iskemi gibi indiiklenen inflamatuvar yanit sirasinda, bu proteazlarin anormal
ekspresyonu ve aktivasyonunun kan-beyin bariyerinin agilmasi, normal hiicre sinyal
iletimi engellenmesiyle sonuglanacak sekilde ekstraseliiler matriksin parcalanmasina ve
sonunda hiicre 6liimiine yol acabildigi gosterilmistir (11). Bizim ¢alismamizda MMP-
9’un zamansal dagilimmimn K3’iinkine benzemesi ve immiinoreaksiyon seviyelerinin
melatoninle diigiiriilmesi indiiksiyonlarinin benzer mekanizmalarla olustugunu
disiindiirmekte ve MMP-9 indiiksiyonun da apopotozis slirecine katkis1 olduguna isaret
etmektedir.

Endojen antioksidan savunma mekanizmalarinin yetmezligi sonucu reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 iretimi nedeniyle olusan oksidatif stres, diger patolojik
siireclerde oldugu gibi travmada da apoptozis gibi noron Oliimiine yol agan ikincil
olaylardaki norotoksisitenin son ortak yolunu olusturur (13). Biz bu nedenle travma
olusturulan ratlarda giiclii bir anti-oksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkilerinin
yanisira anti-enflamatuar ve immiino-modiilator etkileri de bulunan melatonini vererek
apoptozisi engellemeye calistik.

Melatonin uygulanmasinda 12, 24 ve 120. saatlerde K3, K8 ve MMP-9

immiinoreaktivite seviyelerini benzer oranlarda anlamli bir sekilde diistiriirken (P<

60



0.05), 72.saatte K8‘de herhangi bir diisiis gériilmemesinin sebebini bulamadik. Bir diger
dikkati ¢eken bulguda travmatize grupta her ii¢ gostergecin immiinoreaktivite
seviyelerinin 168. saatte ayni seviyeye (5,0 hiicre/alan) diismesiydi. Melatonin verilen
grupta immiino reaktivite seviyeleri daha erken, 120 saatte bu seviyeye iniyordu ve 168.
saate kadar ayni derecede kaliyordu. Bu bulgu bize travma sonrasi apoptozisin akut
donemde yiikselerek zirveye ulastigmi, subakut donemde diisiise gectigini ama
durmadigin1 ve stabil bir seviyede devam ettigini diisiindiirmektedir.(Sekil 14,16,18)
Baz1 caligmalarda melatoninin postravmatik 6demi ve postravmatik ndronal
kayb1 azaltarak ndronlar1 korudugu gosterilmistir (120,135). Bizim bulgularimiz bu
noronal kaybin azaltilmasmin kismen apoptozisin engellenmesine bagli oldugunu
diistindiirmektedir. Melatoninin yiiksek miktarlarda bile toksik olmadig:1 ve kan beyin
bariyeri dahil tiim morfofizyolojik bariyerleri rahathkla gectigi (113,136,137)
disiiniildiigiinde travma sonrasi oksidatif stresse bagli olarak gelisen sekonder hasari

azaltabilmek i¢in rahatlikla kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.
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6. SONUC

Sonucta oksidatif stres ve apoptozis ikilisinin bir¢ok fizyopatolojik siirecte
oldugu gibi postravmatik sekonder beyin hasarinda da 6énemli bir katkisinin oldugunu
ve antioksidan tedavinin sekonder hasar1 azaltabilecegini soyleyebiliriz. Yiiksek
miktarlarda bile toksik olmayan ve kan beyin bariyeri dahil tiim morfofizyolojik
bariyerleri rahatlikla gecebilen melatonin, travma sonrasi oksidatif stresin tetikledigi
apoptozis sonucu gelisen sekonder hasar1 dnleyici bir tedavide en uygun adaylardan biri
olabilir. Ancak bunun i¢in melatoninin, tek basina veya diger anti-apoptotik ajanlarla

birlikte kombine edilerek kullanildigi1 daha ileri caligmalar gerekmektedir.
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7.0ZET

MELATONININ RATLARDA DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN
TRAVMATIK SEKONDER BEYIN HASARINDAKI APOPTOZIS SURECINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Amag: Calismamizda deneysel olarak fokal kafa travmasi olusturulan ratlarda apoptoz
gostergeclerinin  zamansal ve mekansal dagilimlarini inceledik. Ayrica ratlara bir
antioksidan olan melatonin vererek apoptozis gostergeclerindeki diisiisii ve dolayl
olarak oksidatif stressin postravmatik apoptozise yani sekonder hasara katkismni
arastirdik.

Materyal ve Metod: Calismada agirliklar1 200-250 gr. arasinda degisen 80 adet wistar
albino cinsi disi  rat kullanildi. Ratlar1 kontrol, travma, travma+melatonin ve
travma+plasebo olmak iizere dort ana gruba ayirdik. Sonra bu ratlar1 12, 24, 72, 120 ve
168. saatlerde dekapite etmek {izere beser alt gruba dagittik. Deneysel olarak fokal kafa
travmast olusturulan ratlarda apoptoz gostergecleri olarak kabul edilen K3, K8 ve
MMP-9’un zamansal ve mekansal dagilimlarmni inceledik.

Bulgular: Calismamizda bir¢ok fizyopatolojik siirecte oldugu gibi posttravmatik
sekonder beyin hasarinda da oksidatif stres ve apoptozis birlikteligini gordiik. Oksidatif
stressin kaspaza bagl yolaklarin disinda MMP-9 yolagini1 da indiikleyerek apoptozise
katkida bulundugunu, ancak bu gostergeclere karsi immiinoreaktivitelerin sadece
travma olusturulan hemisferle smirlh kaldigini, karsi hemisferi etkilemedigini
gozlemledik. Travma olusturulan hemisferdeki immiioreaksiyonun, dolayisiyla
apoptozisin 24 saatte zirveye ulastigini, bu yiiksekligin 72 saatten sonra hizla diismeye
basladigini tespit ettik. Posttravmatik oksidatif stresi dolayisiyla apoptozisi azaltmak
icin melatonin verilen ratlarda apoptozis gostergeglerinin anlamli derecede (P< 0.05 )

azaldigini gozlemledik.
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Sonu¢: Bulgularimiza dayanarak melatoninin travma sonrasi oksidatif stresse bagl
olarak gelisen apoptozisi dolayisiyla postravmatik sekonder hasari dnleyici bir tedavi
icin en uygun adaylardan biri olabilecegini, ancak bunun i¢in tek basina veya diger anti-
apoptotik ajanlarla birlikte kombine edilerek kullanildigr daha ileri c¢aligsmalar
gerektigini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Kafa travmasi, oksidatif stres, apoptozis, melatonin kaspaz, matrix
mettalloprotein

8.SUMMARY

THE EFFECT OF MELATONIN ON APOPTOSIS DUE TO EXPERIMENTAL
TRAUMATIK BRAIN DAMAGE ON RATS

Scope: This in our study we tried to demonstrate the distribution of indicators of
apoptosis in time and location in rats to which we performed experimental focal head
trauma. We also tried to demonstrate the decrease of apoptosis indicators by giving
melatonin and we searched the effect of oxidative stress on post traumatic apoptosis.
Material and Method: We divided the rats into four groups as control, trauma,
trauma-+melatonin, trauma+placebo. And then we divided each group into five
subgroups. The rats were sacrificed after 12, 24, 72, 120 and 168. hours. We observed
the distribution of apoptosis indicators K3, K8, and MMP-9 in time and location.
Results: In our study we also observed that as in many physiopathological processes
oxidative stress and apoptosis act togather in post traumatic secondary brain injury and
we also observed that oxidative stress contributes apoptosis by inducting MMP-9
pathway except caspas, but we also observed that immunoreactives only effect the
traumatic hemisphere and don't effect the opposite site. We demonstrated that the
immuno reaction and apoptosis in traumatic hemisphere reaches peak level at 24 hours
and rapidly slows down after 72 hours. In the rats given melatonin to decrease oxidative
stress thus apoptosis, the indicators of apoptosis significantly decrease but doesn't reach
zero level.

Conclusion: To our results we concluded that melatonin is one of the most important
agents to prevent posttraumatic secondary damage due to oxidative stress-induced
apoptosis but further studies are needed fowsing on melatonin as a single or a

polytherapeutic agent.

64



Key Words: Head injury, oxidative stress, apoptosis, caspase, melatonin, matrix

mettalloprotein

9. KAYNAKLAR

1. Andriessen TM, Horn J, Franschman G, van der Naalt J, Haitsma I, Jacobs B,
Steyerberg EW, Vos PE. Epidemiology, Severity Classification, and Outcome of
Moderate and Severe Traumatic Brain Injury: A Prospective Multicenter Study. J
Neurotrauma. 2011; 28: 2019-31.

2. Kahramansoy N, Erkol H, Kurt F, Giirbliz N, Bozgeyik M, Kiyan A. Analysis of
trauma patients in a rural hospital in Turkey. Ulus Travma Acil Cerrahi Derg. 2011
May;17(3):231-7.

3. Kunz A, Dirnagl U, Mergenthaler P. Acute pathophysiological processes after
ischemic and traumatic brain injury. Best Pract Res Clin Anaesthesiol. 2010.

4. Dash PK, Kobori N, Moore AN. A molecular description of brain trauma
pathophysiology using microarray technology: an overview. Neurochem Res. 2004;
29: 1275-1286.

5. Dressler J, Vemuganti R. Apoptosis and gene expression after TBI. Leg Med
(Tokyo). 2009; 11 Suppl 1: S54-5.

6. Hausmann R, Biermann T, Wiest I, Tubel J, Betz P. Neuronal apoptosis following
human brain injury. Int J Legal Med. 2004; 118: 32-36.

7. Shojo H, Kaneko Y, Mabuchi T, Kibayashi K, Adachi N, Borlongan CV. Genetic
and histologic evidence implicates role of inflammation in traumatic brain injury-
induced apoptosis in the rat cerebral cortex following moderate fluid percussion
injury. Neuroscience. 2010 Dec 29; 171(4):1273-82.

8. Liou AK, Clark RS, Henshall DC, Yin XM, Chen J. To die or not to die for neurons
in ischemia, traumatic brain injury and epilepsy: a review on the stress-activated
signaling pathways and apoptotic pathways. Prog Neurobiol. 2003 Feb; 69(2):103-
42.

9. Burguillos MA, Deierborg T, Kavanagh E, Persson A, Hajji N, Garcia-Quintanilla

A, Cano J, Brundin P, Englund E, Venero JL, Joseph B. Caspase signalling controls
microglia activation and neurotoxicity. Nature. 2011; 21: 472:319-24.

65



10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Rosenberg GA. Matrix Metalloproteinases in Neuroinflammation. GLIA. 2002;
39:279-291

.Jian Liu K, Rosenberg GA. Matrix metalloproteinases and free radicals in cerebral

ischemia. Free Radic Biol Med. 2005 Jul 1; 39(1):71-80.

Gu, Z., Kaul, M., Yan, B., Kridel, S.J., Cui, J., Strongin, A., Smith, J.W.,
Liddington, R.C., Lipton, S.A. S-Nitrosylation of matrix metalloproteinases:
signaling pathway to neuronal cell death. Science 2002; 297, 1186—-1190.

Eghwrudjakpor PO, Allison AB. Oxidative stress following traumatic brain injury:
enhancement of endogenous antioxidant defense systems and the promise of
improved outcome. Niger J Med. 2010; 19: 14-21.

Aladag MA, Turkoz Y, Parlakpinar H, Ozen H, Egri M, Unal SC. Melatonin
ameliorates cerebral vasospasm after experimental subarachnoidal haemorrhage

correcting imbalance of nitric oxide levels in rats. Neurochem Res. 2009; 34: 1935-
44,

Saveren M. Kafanin Travmatik Hasarlari. Altmors N, Baykaner K, Sekerci Z,
Ozyurt E, Caner H (Editorler). Temel Norosiriirji I’ de. Ankara. Tiirk Norosiriirji
Dernegi Yaymlar1.1997; s.1-10.

Valadka AB. Injury to the cranium. In: Mattox KL, Felliciano DV, Moore EE,
editors. Trauma. 4th ed. New York: Mc Graw-Hill. 2000; p.377-399.

Newcomb JK, Zhao X, Pike BR, Hayes RL. Temporal profile of apoptotic-like
changes in neurons and astrocytes following controlled cortical impact injury in the
rat. Exp Neurol.1999 Jul; 158(1):76-88.

Mustafa AG, Wang JA, Carrico KM, Hall ED. Pharmacological inhibition of lipid
peroxidation attenuates calpain-mediated cytoskeletal degradation after traumatic
brain injury. J Neurochem. 2011 May; 117(3):579-88.

Meythaler JM, Peduzzi JD, Eleftheriou E, Novack TA. Currentconcepts: diffuse
axonal injury-associated traumatic brain injury. Arch Phys Med Rehabil 2001; 82:
1461-1471.

Finnie, J.W. & P.C. Blumbergs. Animal models traumatic brain injury. Vet. Pathol.
2002; 39: 679-689.

Yi JH, Hazell AS. Excitotoxic mechanisms and the role of astrocytic glutamate
transporters in traumatic brain injury. Neurochem Int 2006; 48: 394—403.

Ng I, Yeo TT, Tang WY, Soong R, Ng PY, Smith DR. Apoptosis occurs after
cerebral contusions in humans. Neurosurgery 2000;46: 949-956.

Bullock R, Zauner A, Tsuji O, Woodward JJ, Young HF. Excitatory amino acid
release after severe human head trauma: Effect of intracranial pressure and cerebral

66



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

perfusion pressure changes. In: Nagai H, Kamiya K (Eds.). Proceedings of the 9th
International Symposium on ICP and Its Related Problems. Berlin: Springer-Verlag.
1994; p.264-7.

Bonfoco E, Krainc D, Ankarcrona M, Nicotera P, Lipton SA. Apoptosis and
necrosis: two distinct events induced, respectively, by mild and intense insults with
N-methyl-D-aspartate or nitric oxide/superoxide in cortical cell cultures. Proc Natl
Acad SciU S A. 1995 Aug 1; 92(16):7162-6.

Aruoma OI. Free radicals, oxidative stress, and antioxidants in human health and
disease. J Am Oil Chem Soc 1998; 75: 199-212.

Gulcin I, Oktay M, Kufrevioglu O.I et al. Determination of antioxidant activity of
lichen Cetraria islandica (L).Ach J Ethnopharm 2002; 79: 325-329.

Southorn PA, Powis G. Free radicals in medicine II: Involvement in human disease.
Mayo Clin Proc 1988; 63: 390-08.

Ikeda Y, Long DM. The Molecular basis of Brain Injury and Brain Edema: The role
of oxygen free radicals. Neurosurgery 1990; 27: 1-11.

Schmidley JW. Free Radicals in central nervous system ischemia. Stroke 1990;
21(7):1086-90.

Aladag MA, Tiirkéz Y, Ozerol IH. Nitrik oksit ve norofizyopatolojik etkileri. T Klin
JMed Sci. 2000; 20: 107-111.

Knowles RG, Moncada S. Nitric oxide synthases in mammals. Biochem J. 1994;
298: 249-58.

Bachmann S, Mundel P. Nitric oxide in the kidney:Synthesis, localisation and
function. Am J Kidn Dis. 1994; 24(1):112-29.

Palacios M, Knowles RG, Palmer RJIM and Moncada S. Nitric oxide from Larginine
stimulates the soluble guany-latecyclase in adrenal glands. Biochem Biophys
ResCommun 1989; 165: 802-9.

Salvemini D, Denucci G, Gryglewski RJ. Human neutrophils and mononuclear cells
inhibit platellet agregasyon by releasing a nitric oxide-like factor. Pros Natl Acad

Sci USA.1989; 86: 6328-32.

Kubes P, McCafferty DM. Nitric oxide and intestinal inflammation. American
Journal of Medicine. 2000; 109:150-158.

Durate ID, Lorenzetti BB, Ferreira SH. Peripheral analgesia and activation of NO-
cGMP pathway. Eur J Pharmacol 1991; 206:163-4.

Haeflinger 10, Flammer J, Luscher TF. Nitric oxide and endothelium are important
regulators of human ophtalmic artery. Invest Ophtalmol Vis Sci 1992; 33(7):2340-8.

67



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53

Rossaint R, Falke KJ, Lopez F, Slama K. Inhaled nitric oxide for adult respiratory
distress syndrome. N Engl J Med 1993; 328: 399-402.

Burnett Al, Lowenstien CJ, Bredt DS. Nitric oxide a physiologic mediator of penil
erection. Science. 1992; 257: 401-403.

Stark ME, Szurszevski JH. Role of nitric oxide in gastrointestinal and hepatic
fuction disease. Gastroenterology 1992; 103:1928-1949.

Bachmann S, Mundel P. Nitric oxide in the kidney:Synthesis, localisation and
function. Am. J Kidn Dis. 1994; 24 (1): 112-129.

Bossenge E. Coronary vasomotor responses: role of endothelium and
nitrovasodilators. Cardiovasc Drug Ther(USA). 1994; 8(4): 601-610.

Stadler J, Billiar TR, Curran RD. Effect of exogenous and endogenous nitric oxide
on mithochondrial respiration of rat hepatocytes. Am J Physiol 1991; 260:C910-6.

Palmer RM, Hickery MS, Charles IG, Moncada S, Bayliss MT. Induction of nitric
oxide synthase in human chondrocytes. Biochem Biophys Res Commun. 1993; 193:
398-405.

Ochoa JB, Bernard AC, Mistry SK. Trauma increases extrahepatic arginase activity.
Surgery. 2000; 127:419-426.

Angele MK, Smail N, Knoferl MW. L-Arginine restores splenocyte functions after
trauma and hemorrhage potentially by improving splenic blood flow.American
Journal of Physiology. 1999; 276:C145-C151.

Angele MK, Smail N, Wang P. L-arginine restores the depressed cardiac output and
regional perfusion after trauma-hemorrhage. Surgery. 1998; 124:394-402.

Laszlo F, Whittle BJR. Endogenous nitric oxide in the maintenance of rat
microvascular integrity against widwspread plasma leakage following abdominal

laparotomy. British Journal of Pharmacology. 1999; 126:515-521.

H. Oniz, Apoptosis: The Death Decision, SSK Tepecik Hast. Derg. 2004; 14: 1 1-
20.

Kerr, J.F., Wyllie, A.H. ve Currie, A.R., Apoptosis: a basic biological phenomenon
with wide-ranging implications in tissue kinetics, Br. J. Cancer. 1972; 26, 239-257.

S. Oktem, M.H. Ozhan, D.Ozol, Apoptozisin Onemi, Toraks Dergisi. 2001; 2: 1 91-
95.

B. Erdogan, E. Uzaslan, Apoptosis Mechanism: Fas-FasL-Mediated Apoptosis in
Tumour Development, Akciger Arsivi. 2003; 4: 1 165-174.

F. Oztiirk, Apopitoz, indnii Univ. Tip Fakiiltesi Dergisi 2002; 9:2 143- 148.

68



54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

J.J. Cohen, Apoptosis Immunology Today 1993; 14: 3 126-130. 58.

R.M. Friedlander, Apoptosis and Caspases in Neurodegenerative Diseases, N. Engl.
J. Med. 2003; 348: 14 1365-1375.

Liu X Z, Xu X M, Hu R, Du C, Zhang S X, McDonald J] W. Neuronal and glial
apoptosis after traumatic spinal cord injury. The Jounal of Neuro Science Vol. 17,
NO.14 1997; PP. 5395-5406.

H.Parlakpinar, M.Kog, A.Acet, The Effects of Apoptosis and Melatonin Levels on
Aging, T. Klin. J. Med. Sci. 2004; 24:1 62-67.

G. Roseborough, R. Lin, D. Gao, A. McHale, L. Chen, G.M. Williams, C. Wei,
DNA damage and repair in human spinal cord following ischemiareperfusion injury,
Journal of Cardiothoracic-Renal Research. 2006; 1:2 141-145.

S. Carloni, E. Mazzoni, M. Cimino, M.G. Simoni, C. Perego, C. Scopa, W.
Balduini, Simvastatin reduces caspase-3 activation and inflammatory markers

induced by hypoxia-ischemia in the newborn rat, Neurobiology of Disease. 2006;
21: 1119 -126.

M. Schuler and D.R. Gren, Mechanisms of p53-dependent apoptosis, Biochem. Soc.
Trans. 2001; 29 684—688.

M. Ozansoy, A.N. Basak, Programmed Cell Death in Parkinson’s Disease,
Parkinson Hast. Hareket Boz. Der. 2006; 9: 1 54-61.

S.S. Yadav, D. Sindram, D.K. Perry, P.A. Clavien, Ischemic Preconditioning
Protects the Mouse Liver by Inhibition of Apoptosis Through a Caspase- Dependent
Pathway, Hepatology. 1999; 30: 5 1223-1235.

K. Matsushita, Y. Wu, J. Qiu, L. Lang-Lazdunski, L. Hirt, C. Waeber, B. T. Hyman,
J. Yuan, and M. A. Moskowitz Fas Receptor and Neuronal Cell Death after Spinal
Cord Ischemia, The Journal of Neuroscience. 2000; 20: 18 6879-6887.

F. Cheah, M.B. Hampton, B.A. Darlow, C.C. Winterbourn, M.C.M. Vissers,
Detection of apoptosis by caspase-3 activation in tracheal aspirate neutrophils from
premature infants: relationship with NF-KB activation , Journal of Leukocyte
Biology. 2005; 77: 432-437.

L. Berliocchi, D. Bano and P. Nicotera, Ca2+ signals and death programmes in
neurons, Philos. Trans. R. Soc. Lond. B: Biol. Sci. 2005; 360: 1 2255-2258.

I. Budihardjo, H. Oliver, M. Lutter, X. Luo and X. Wang, Biochemical pathways of
caspase activation during apoptosis, Annu. Rev. Cell Dev. Biol.1999; 15 269-290.

L. Eckhart, A. Uthman, W. Sipos, and E. Tschachler, Genome Sequence

Comparison Reveals Independent Inactivation of the Caspase-15 Gene in Different
Evolutionary Lineages of Mammals, Mol. Biol.Evol. 2006; 23: 11 2081-2089.

69



68

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

. R. Onur, A. Semercidz, I. Orhan and H. Yekeler, The effects of melatonin and the
antioxidant defence system on apoptosis regulator proteins (Bax and Bcl-2) in
experimentally induced varicocele, Urological Research. 2004; 32: 3 204-208.

G. Baydas, R.J. Reiter, M. Akbulut, M. Tuzcu, S.G. Tamer, Melatonin inhibits
neural apoptosis induced by homocysteine in hippocampus of rats via inhibition of
cytochrome C translocation and caspase-3 activation and by regulating pro- and
anti-apoptotic protein levels, Neuroscience 2005; 135:3 879-886.

S.Orrenius, Mitochondrial regulation of apoptotic cell death, Toxicology Letters
2004;149:1-3 19-23.

E. Sakalli Cetin, N. Ozgelik, Apoptotic Mechanism of Mistletoe (Viscum Album)
Extract Used in the Treatment of Cancer, Tirkiye Klinikleri J. Med. Sci. 2007; 27: 1
533-539.

Cimpan M.R, Matre R, Cressey L.I, Tysnes B, Lie S.A, Gjertsen B.T, Matre R. The
Effect Of Heat And Auto Polymerized Denture Base Polymers On Clonogenicity,
Apoptosis, And Necrosis In Fibroblasts: Denture Base Polymers Induce Apoptosis
And Necrosis, Acta Odontol Scand. 2000; 58: 217-228

Majno, g., joris, I. Apoptosis, oncosis and necrosis. An overview of cell death. Am.
J. Pathol. 1995; 146: 3-15.

N. Yilmaz, S. Penge, Kaspazlar, Ibni Sina T1p Dergisi, 7 2002; 127-145.

N.A. Thornberry, The caspase family of cysteine proteases, Biritish Medical
Bulletin, 1996; 53: 3 478-490.

M.A. Moskowitz, D.A. Le, M.J. Whalen, Caspases and upstream mechanisms in
central nervous system ischemic injury, International Congress Series 2003; 1252
155-161.

S. Namura, J. Zhu, K. Fink, M. Endres, A. Srinivasan, K.J. Tomaselli, J. Yuan, and
M.A. Moskowitz, Activation and Cleavage of Caspase-3 in Apoptosis Induced by

Experimental Cerebral Ischemia, The Journal of Neuroscience 1998; 18: 10 3659-
3668.

J. Chen, T. Nagayama, K. Jin, R.A. Stetler, R.L. Zhu, S.H. Graham, and R.P.
Simon, Induction of Caspase-3-Like Protease May Mediate Delayed Neuronal
Death in the Hippocampus after Transient Cerebral Ischemia, The Journal of
Neuroscience 1998; 18: 13 4914-4928.

A. Rami, S. Jansen, 1. Giesser and J. Winckler, Post-ischemic activation of caspase-
3 in the rat hippocampus: evidence of an axonal and dendritic localisation,

Neurochemistry International 2003; 43: 3 211-223.

J.E. Springer, R.D. Azbill, S.A. Nottingham, and S.E. Kennedy, Calcineurin-
Mediated BAD Dephosphorylation Activates the Caspase-3 Apoptotic Cascade in

70



81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Traumatic Spinal Cord Injury, The Journal of Neuroscience 2000; 20: 19 7246-
7251.

Libby P, Lee RT. Matrix matters. Circulation 2000; 102(16):1874-6.

Massova I, Kotra LP, Fridman R, Mobashery S. Matrix metalloproteinases:
structures, evolution, and diversification. FASEB J 1998; 12(12):1075-95.

Nagase H, Woessner JF, Jr. Matrix metalloproteinases. J Biol Chem 1999;
274(31):21491-4.

Lambert E, Dasse E, Haye B, Petitfrere E. TIMPs as multifacial proteins. Crit Rev
Oncol Hematol 2004; 49(3):187-98.

Vihinen P, Kahari VM. Matrix metalloproteinases in cancer: prognostic markers and
therapeutic targets. Int J Cancer 2002; 99(2):157-66.

Visse R, Nagase H. Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases: structure, function, and biochemistry. Circ Res 2003; 92(8):827-
39.

Opdenakker G, Van den Steen PE, Dubois B, Nelissen I, Van Coillie E, Masure S,
et al. Gelatinase B functions as regulator and effector in leukocyte biology. J Leukoc
Biol 2001; 69(6):851-9.

Chakrabarti S, Patel KD. Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9 in
pulmonary pathology. Exp Lung Res 2005; 31(6):599-621.

Mohan MJ, Seaton T, Mitchell J, Howe A, Blackburn K, Burkhart W, et al. The
tumor necrosis factor-alpha converting enzyme (TACE): a unique metalloproteinase
with highly defined substrate selectivity. Biochemistry 2002; 41(30):9462-9.

Schonbeck U, Mach F, Libby P. Generation of biologically active IL-1 beta by
matrix metalloproteinases: a novel caspase-1-independent pathway of IL-1 beta
processing. J Immunol 1998; 161(7):3340-6.

Atkinson JJ, Senior RM. Matrix metalloproteinase-9 in lung remodeling. Am J
Respir Cell Mol Biol 2003; 28(1):12-24.

Hrabec E, Strek M, Nowak D, Greger J, Suwalski M, Hrabec Z. Activity of type IV
collagenases (MMP-2 and MMP-9) in primary pulmonary carcinomas: a

quantitative analysis. J Cancer Res Clin Oncol 2002; 128(4):197-204.

Hewitt R, Dano K. Stromal cell expression of components of matrix-degrading
protease systems in human cancer. Enzyme Protein 1996; 49(1-3):163-73.

Nagase H. Activation mechanisms of matrix metalloproteinases. Biol Chem 1997;
378(3-4):151-60.

71



95.

96.

97.

98.

99.

100

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Vu TH, Werb Z. Matrix metalloproteinases: effectors of development and normal
physiology. Genes Dev 2000; 14(17):2123-33.

Sternlicht MD, Werb Z. How matrix metalloproteinases regulate cell behavior.
Annu Rev Cell Dev Biol 2001; 17: 463-516.

Matrisian LM. Metalloproteinases and their inhibitors in matrix remodeling. Trends
Genet 1990; 6(4):121-5.

Murphy G. The regulation of connective tissue metalloproteinases by natural
inhibitors. Agents Actions Suppl 1991; 35: 69-76.

Peterson JT. Matrix metalloproteinase inhibitor development and the remodeling of
drug discovery. Heart Fail Rev 2004; 9(1):63-79.

. Anthony DC, Ferguson B, Matyzak MK, Miller KM, Esiri MM, Perry VH.
Differential matrix metalloproteinase expression in cases of multiple sclerosis and
stroke. Neuropathol Appl Neurobiol 1997; 23: 406-415.

Rosenberg, GA, Navratil, M., Barone, F. & Feuerstein, G. Z. Proteolytic cascade
localization of 72 kDa type IV collagenase (MMP-2) in human malignant gliomas
in vivo. Clin Exp Metastasis. 1996 Jan; 14(1):35

Anthony DC, Ferguson B, Matyzak MK, Miller KM, Esiri MM, Perry VH.
Differential matrix metalloproteinase expression in cases of multiple sclerosis and
stroke. Neuropathol Appl Neurobiol. 1997 Oct; 23(5):406-15.

Selkoe, D. J. The celi biology of (3-amyloid precursor protein and presenilin in
Alzheimer's disease. Trends Celi Biol. 1998; 8, 447-453

J Demestre M, Parkin-Smith G, Petzold A, Pullen AH. The pro and the active
form of matrix metalloproteinase-9 is increased in serum of patients with
amyotrophic lateral sclerosis. Neuroimmunol. 2005 Feb; 159(1-2):146-54. Epub
2004 Nov 4.

Conant K, McArthur JC, Griffin DE, Sjulson L, Wahl LM, Irani
DN. Cerebrospinal fluid levels of MMP-2, 7, and 9 are elevated in association
with human immunodeficiency virus dementia. Ann Neurol 1999; 46: 391-398.

Rosenberg GA. Matrix metalloproteinase's in brain injury. J Neurotrauma 1995;
12: 833-842.

Asahi M, Wang X, Mori T, Sumii T, Jung JC, Moskovvitz MA, Fini ME, Lo EH.
Effects of matrix metalloproteinase-9 gene knock-out on the proteolysis of

bloodbrain barrier and white matter components after cerebral ischemia. J
Neurosci 2001; 21:7724-7732.

Baram D, Vaday GG, Salamon P, Drucker I, Hershkoviz R, Mekori YA. Human

mast cells release metalloproteinase-9 on contact with activated T cells: juxtacrine
regulation by TNF-alpha. J Immunol 2001; 167(7):4008-16.

72



109.

110.

I11.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

14 Uhm JH, Dooley NP, Oh LY, Yong VW. Oligodendrocytes utilize a matrix
metalloproteinase, MMP-9, to extend processes along an astrocyte extracellular
matrix. Glia. 1998; Jan;22(1):53-63.

Ates O, Cayli S, Gurses I, Yucel N, Iraz M, Altinoz E, Kocak A, Yologlu S.Effect
of pinealectomy and melatonin replacement on morphological and biochemical
recovery after traumatic brain injury. Int J Dev Neurosci. 2006; Oct;24(6):357-63

Reiter RJ, Tan DX, Manchester LC et al. Biochemical reactivity of melatonin with
reactive oxygen and nitrogen species. Cell Biochem Biophys 2001; 34: 237-256.

C. Rodriguez, J.C. Mayo, R.M. Sainz, I. Antolin, F. Herrera, V. Martin and R.J.
Reiter, Regulation of antioxidant enzymes: a significant role for melatonin,
Journal of Pineal Research 2004; 36: 1 1-9.

Saijja A, Tomaino A, Trombetta D et al. Interaction of melatonin with model
membranes and possible implications in its photoprotective activity. Eur J Pharm
Biopharm 2002; 53: 209-215.

O.S. Palaoglu, E. Beskonakli, Pineal Gland and Aging, Turkish Journal of
Geriatricks 1998; 1: 1 13-18.

A. Cam, M.F. Erdogan, Melatonin, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi
2003; 56: 2 103-112.

S. Samantaray, E.A. Sribnick, A. Das, V.H. Knaryan, D.D. Matzelle, A.V.
Yallapragada R.J. Reiter, S.K. Ray and N.L. Banik, Melatonin attenuates calpain
upregulation, axonal damage and neuronal death in spinal cord injury in rats,
Journal of Pineal Research. 2008; 44: 4 348-357.

R.M. Sainz, J.C. Mayo, C. Rodriguez, D.X. Tan, S. Burillo, R.J. Reither,
Melatonin and cell death: differential actions on apoptosis in normal and cancer

cells, Cellular and molecular life sciences, Cellular and Molecular Life Sciences
2003; 60: 7 1407-1426.

Celik O, Hascalik S, Onal C, Tamser M, Karakas H.M, Giizel Z. Melatonin
administration prevents the disruptive effects of traumatic brain injury in
ovariectomized rat brain. Sinir sistemi cerrahisi dergisi. 2008; 1(2): 101-106

J. Leon, D. Acuna-Castroviejo, R.M. Sainz, J.C. Mayo, D. Tan, R.J. Reiter,
Melatonin and mitokontdrial function, Life Sciences 2004; 75: 1 765-790.

Cayli SR, Kocak A, Yilmaz U, Tekiner A, Erbil M, Ozturk C, Batcioglu K,
Yologlu S.Effect of combined treatment with melatonin and methylprednisolone

on neurological recovery after experimental spinal cord injury.Eur Spine J. 2004
Dec;13(8):724-32.

Greenberg MS. Handbook of Neurosurgery, 3.Baski Greenberg Graphics Inc,
1994; pp;553-556191

73



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Bhatia A, Gupta AK. Neuromonitoring in the intensive care unit. I. Intracranial
pressure and cerebral blood flow monitoring. Intensive Care Medicine 2007,
33(7):1263-1271.

Sapolsky RM, Pulsinelli WA. Glucocorticoids potentiate ischemic injury to
neuros: Therapeutic implications. Science 1985; 229:1397-1400.

Rengachary S, Duke D. Increased intracranial pressure, cerebral edema and brain
herniation. In Wilkins RH, Rengacharry SS(EDS): Principles of Neurosurgery
New York. 1994; pp 465-482.

Garretson HD, McGraw CP, O’Connor C et al. Effectiveness of Fluid Restriction,
Mannitol and Furosemide in Reducing ICP. In Intracranial Pressure V, Ishii S,
Nagai H and Brock M(eds), Springer-Verlag Berlin. 1983; pp:742-745.

Wise BL, Chater N. The value of hipertonic mannitol solution in decreasing brain

mass and lowerig cerebrospinal-fluid pressure. J. Neurosurg. 1962; 19: 1038-
1043.

Chiolero RL, de Tribolet N. Sedatives and antagonists in the managment of
severely head injured patient. Acta Neurochir (wien) 1992; 55: 43-46.

McGill WA. Anesthesia, in Eichelberger MR(ed): Pediatric Trauma: Prevention,
1992.

Rosner MJ. Pathophysiology and management of increased intracranial pressure.
In: Andrews BT(Ed): Neurosurgical intensive care. International edition.
McGraw-Hill, Inc. pp. 1994;57-112.

Marmarou A, Foda MAA-E. A new model of diffuse brain injury in rats. Part II:
Morphological characterization. J Neusurg. 1994; 80: 301-313.

Beer R, Franz G, Krajewski S et alTemporal and spatial profile of caspase 8
expression and proteolysis after experimental traumatic brain injury. J Neurochem
2001; 78: 862—873.

Casey PA, McKenna MC, Fiskum G, Saraswati M, Robertson CL Early and
sustained alterations in cerebral metabolism after traumatic brain injury in
immature rats. J Neurotrauma 2008; 25: 603—-614.

Gobbel GT, Bonfield C, Carson-Walter EB, Adelson PD Diffuse alterations in
synaptic protein expression following focal traumatic brain injury in the immature
rat. Childs Nerv Syst 2007; 23: 1171-1179.

von Baumgarten L, Trabold R, Thal S, Back T, Plesnila N. Role of cortical

spreading depressions for secondary brain damage after traumatic brain injury in
mice. J Cereb Blood Flow Metab 2008; 28: 1353—-1360.

74



135. Kabadi SV, Maher TJ. Posttreatment with uridine and melatonin following
traumatic brain injury reduces edema in various brain regions in rats. Ann. N.Y.
Acad. Sci. 2010; 1199 105-113.

136. Oliveira S, Ximenes VF, Livramento JA et al. High concentrations of the
melatonin metabolite, N-acetyl-N-formyl-5- methoxykynuramine, in cerebrospinal
fluid of patients with meningitis: a possible immunomodulatory mechanism. J
Pineal Res 2005; 39: 302-306.

137. Reiter RJ, Tan DX, Sainz R et al. Melatonin reducing the toxicity and increasing
the efficacy of drugs. J Pharm Pharmacol 2002; 54: 1299-1321.

75



