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Adenozin difosfat ile uyarilan trombositlerde Kaspaz-3 gen anlatimi

Caspase-3 gene expression in adenosine diphosphate stimulated platelets

Ozge Cevik!, Zelal Adigiizel?, Ahmet Tarik Baykal?, Azize Sener®

OzZET

Amag: Trombositler kemik iliginde megakaryositlerin fark-
lilasmasi sonucunda meydana gelen, pihtilasmada gorev
alan kan hdcreleri olarak bilinirler. Dolagsimda birkag¢ giin-
ik édmrl olan trombositler plazmada trombin, kollagen,
adenozin difosfat (ADP) ve epinefrin gibi ¢esitli uyaricilar-
la karsi farkh sinyaller vererek agrege olurlar. Cekirdeksiz
hlcre olarak bilinmelerine karsin trombositlerin apoptoza
ugradiklari yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla goste-
rilmistir. Bu galismada ADP’nin trombositler Gzerindeki
apoptotik etkisi arastiriimistir.

Gereg ve yontem: Trombositler 10uM ADP ile 37°C de
1 saat inklibe edilmistir. Trombositlerde akim sitometride
p-selektin baglanmasi, fluorometre ile kalsiyum diizeyle-
ri, ELISA ile sitokrom-c diizeyleri, gRT-PCR ile kaspaz-3
gen ekspresyonu, Western blot ile kaspaz-3 salinimi 6l-
culmustar.

Bulgular: ADP ile uyarilan trombositlerde p-selektin, kal-
siyum, sitokrom-c, kaspaz-3 salinimi ve gen ekspresyonu
artmistir.

Sonug: Trombositler ADP ile uyarildiklari zaman apop-

totik yolakta anahtar enzim olan kaspaz-3 gen anlatimini
yapabilirler.

Anahtar kelimeler: Trombositler, kaspaz-3, qRT-PCR, P-
selektin, ADP

GiRiS

Trombositler kemik iliginin en blydk hematopoetik
hlcresi olan megakaryositlerin olgunlagsmasi su-
recinde meydana gelirler." Olgunlasan megakar-
yositler ylzey olarak ¢ok fazla yayginlasirlar ve
parcalanma surecine girerler. Her megakaryosit
basina yaklasik 2000-5000 trombosit serbest ka-
lir2 Megakaryositopoez ve trombosit lretimi siire-
ci kemik iligi mikrogevresinde bulunan kemokin ve
sitokinler gibi birgok faktoriin bir araya gelmesi ile
olusur.® Her gln sirkiilasyonda 10" trombosit Uretilir

ABSTRACT

Objectives: Platelets are known blood cells differenti-
ated from megakaryocytes in bone marrow and they play
a key role in coagulation mechanism. They live several
days in blood circulation and they aggregate in respond
to stimulants such as thrombin, collagen, ADP (adenos-
ine diphosphate) and epinephrine. Although platelets are
known anucleated cells, it has been reported in vivo and
in vitro that they undergo to apoptosis. In this study apop-
totic effects of ADP on the platelets was investigated.

Materials and methods: P-selectin binding with flowcy-
tometry, calcium levels with fluorometer, cytochrome-c
levels with ELISA, caspase-3 gene expression with qRT-
PCR, caspase-3 releasing with western blotting were de-
termined in platelets.

Results: Platelets were incubated for 1 hour at 37°C with
10uM ADP. P-selectin binding, calcium and cytochrome-
c levels, caspase-3 releasing and gene expression are
significantly increased compared to control in ADP stimu-
lated platelets.

Conclusions: Platelets can induce caspase-3 gene ex-
pression when stimulated with ADP which is a key en-

zyme plays an important role in apoptotic pathway. J Clin
Exp Invest 2012; 3 (3): 372-377

Key words: Platelets, caspase-3, qRT-PCR, P-selectin,
ADP

ve 8-9 gunde bir turnover gordlir.* Trombositlerde
bu farklilasma slirecinde meydana gelen reseptor
tipleri; bir cok integrin ( [IbB3, 231, 5B1, 61, VB3),
I6sin zengin reseptorler (Gplb/IX/V), G-protein ilis-
kili 7 transmembran reseptori (PAR-1, PAR-4, ADP
resptorleri P2Y1 ve P2Y2, TxA2 reseptorleri TPa
ve TPB), immunglobilin ailesi proteinleri (GPVI,
FcORIIA), c-tip lektin reseptorleri (p-selektin), tirozin
kinaz reseptorleri (trombopoetin reseptoérii, Gas-6,
ephrinler ve eph kinazlar) ve diger reseptor tipleri
(CD63, CD36, p-selektin ligand-1, TNF reseptorleri
gibi) olarak bilinir.?
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Trombositler dolagimda reseptorleri araciligi ile
ADP, kollagen, epinefrin, trombin gibi bazi uyaricila-
rin etkisinde agregasyona ugrayarak ve damarlarda
tikag olusturarak bazi hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynarlar.® Adenozin difosfat (ADP) trom-
bositler Gzerindeki reseptorlerine (P2Y1 ve P2Y12)
baglandigi zaman hicre i¢i bir takim sinyallerin
tetiklenmesini saglar. P2Y1 reseptoriine baglanan
ADP, G proteini aracili fosfolipaz C aktivasyonu ile
hicre ici kalsiyum depolarini harekete gecirip kalsi-
yumun hucre i¢i ve disina hareketini saglar. P2Y12
ise adenilat siklazi inhibe eder, inositol trifosfat ve
fosfolipaz A2'nin olusumu ile trombositlerin aktivas-
yonuna neden olur.”® Hiicre icinde kalsiyum di-
zeyleri arttigi zaman sitotoksisitenin artisina bagl
apoptotik veya nekrotik hiicre 6limunin gercekles-
tigi bilinmektedir.® Trombositler ¢ekirdeksiz hiicre
olmalarina karsin apoptozun bazi morfolojik ve bi-
yokimyasal olaylari karakterize edilir. Trombositler-
de aktivasyon ve apoptoz benzer sinyal yolaklarini
harekete gecirir, apoptozun fizyolojik sartlar altinda
badimsiz olarak meydana geldigi distinllse de her
ikisi de bir birinden farklidir."®"

Trombositlerde apoptoz genellikle intrensik mi-
tokondriyal yolak Uzerinden karakterize edilir. Bu yo-
lak mitokondri membran potansiyelinde degisiklik ile
baslayip anti-apoptotik proteinlerin (Bcl-2 ve Bcl-xL)
ekspresyonlarinin azalmasi, fosfatidilserin ekspres-
yonu ve kaspaz-3 aktivasyonu ile gerceklegir.'?13
Kaspaz-3 enzimi sistein aspartik asit proteaz aile-
si Uyelerinden efektdr kaspazlardan biridir. 32 kDa
agirliginda inaktif zimojen bir enzim olan kaspaz-3
apoptotik sinyal geldigi zaman yarilarak aspartik asit
bodlgesinden kesilir 12 kDa ve 17 kDa agirligindaki
alt Unitelerine ayrilir. Bu iki alt Gnite kendi arasin-
da tetrametrik bir yapi olusturarak kaspaz-3 enzimi
aktif hale gecger." Cekirdekli hiicrelerde aktiflesen
efektdr kaspazlar (kaspaz-3,6,7 gibi) fodrin, aktin,
lamin gibi hicrenin yapisal proteinlerini, DNA tamir
mekanizmasinda goérev alan Poli (ADP-ribose) po-
limeraz enzimini, DNA fragmentasyon faktdrlerini,
siklin bagimh protein kinazlari ve bazi sinyal yolagi
proteinleri gibi bir gok molekllin yarihmini sagla-
yarak hlcrenin yapisal butlnliginin bozulmasina
sebep olur.”® Bu calismada trombositler zerinde
ADP’nin apoptotik yolakla ve kaspaz-3 ile iligkinin
incelenmesi amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu galisma icin Marmara Universitesi Saglik Bilim-
leri Enstitiisti Klinik Arastirmalar On Degerlendirme
Komisyonu tarafindan Etik Kurul Onayi alindi. Ca-
lismaya son bir hafta igcinde trombosit fonksiyonla-
rini etkileyen bir ajana maruz kalmamis, kronik ya

da akut bir hastaligi olmayan, kalitsal trombosit
fonksiyon bozuklugu bulunmayan, trombosit sayisi
250.000-400.000/mm?3 arasinda olan 10 saglikl go-
nulli kisi dahil edildi.

Kanlar 1:10 oraninda asit sitrat dekstroz (ACD;
85 mM sodyum sitrat, 78 mM sitrik asit and 111 mM
d-glukoz) igeren tlplere alinarak trombositler elde
edildi. Alinan kan 6rnekleri 100xg de 10 dakika san-
trifUj edilerek Ust fazdan trombositten zengin plaz-
ma (PRP) ayrildi. Alt kisimda 1500xg de 15 dakika
santriflj edilerek plazma elde edildi. PRP 800xg de
15 dakika gevrilerek Ust faz atildi ve ¢dken trombo-
sitler alindi. Trombositler HEPES tamponu ile (145
mM NaCl, 10 mM HEPES, 10 mM d-glukoz, 5 mM
KCI, 1 mM MgSO,, pH 7.4) yikandi. 1 kez 100xg
de 5 dakika santriftj edildi. Trombositler ile 10pM
konsantrasyonda ADP kullanilarak 37°C’de 1 saat
inklbasyon yapildi.

Trombositlerde akim sitometri ile P-selektin
diizeyleri

Aktivasyon gostergesi olan p-selektin (CD62p) di-
zeyleri akim sitometride olgiimustir. Trombositler
inkiibasyon sonrasinda BSA igeren PBS tamponu
(137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 100 mM Na,HPO,; 2
mM KH,PO,, pH:7.4, %1 BSA) ile sispande edildi.
Trombositlerin tespiti ve kapi alinmasinda CD41 an-
tikoru ve p-selektin baglanmasi icin CD62p antikoru
kullanilarak FACS akim sitometride ol¢cim yapildi.
Cellquest yazilimi kullanilarak analiz edildi.

Trombositlerde hiicre igi kalsiyum olgiimii

Hdcre ici ikincil mesajci olarak bilinen Ca*? dlgimu
icin fluoresan temelli reaktif olan Flo-8 bilesiginin Ex/
Em 490/525 dalga boylarindaki isimalari en hassas
yontemdir. Trombosit 6rneklerinde Ca*? 6lgimi AAT
Bioquest Flo-8 (36308) ticari kiti kullanilarak Ex/Em
490/525 nm de fluorometrede okunan RFU (relative
fluorescence units) degerlerine gére hesaplandi.

Trombosit sitokrom-c olgiimii

Trombositlerde sitokrom-c seviyesi, Human Cytoch-
rome-c Platinum ELISA ticari kit (Bendermed Sytem
BMS263) kullanilarak él¢tlda. Anti-insan sitokrom-
¢ kapli mikro plakadaki kuyucuklara 100 pl 6rnek/
standart/kér yiklendi. Uzerine 50 pl biotin konjugat
eklenerek 2 saat inkiibasyon sonrasinda yikanarak
Uzerine 100 pl streptavidin HRP eklendi. 100 yl TMB
substrat ve 100 uyl durdurma sollisyonu eklenerek
450 nm de mikro plaka okuyucusunda okundu. So-
nuclar kullanilan standart solisyondan elde edilen
grafige goére ng/mg protein cinsinden hesaplandi.

J Clin Exp Invest

www.jceionline.org

Vol 3, No 3, September 2012



374

Cevik ve ark. Trombositlerde Kaspaz-3 gen anlatimi

Trombositlerde SYBR green ile kantitatif real
time PCR (qRT-RCR)

Trombositlerden total RNA izolasyonu NucleoSpin
RNA® II (740955.50, Macherey Nagel) kit kullani-
larak gergeklestirildi. Saklanan mRNA érneklerinde
once Nanodrop kullanilarak RNA miktarlari tayin
edildi. First Strand Synthesis Kit (Fermentas K1611)
ile prosedire uygun olarak cDNA elde edildi. Nuk-
leaz icermeyen tapler igerisine 0,1-5 ug total RNA,
oligo dT primer 1 yl ve random heksamer primer 1
pl konularak 65°C de 5 dakika inkUbasyon yapildi.
Taplerin Gzerine reaksiyon tamponu 4 pl, 20U/ul
RNaz inhibitérd, 20U/pl reverse transkriptaz eklene-
rek toplam hacim 20 pl ye tamamlandi. PCR reak-
siyonu igin 5 dakika 25°C, 60 dakika 42°C, 5 dakika
70°C olmak Uzere ayarlandi. cDNA elde edildikten
sonra gRT-PCR ile gen ekspresyon deneyleri kas-
paz-3 forward 5° CAGTGGAGGCCGACTTCTTG
3, reverse 5 ATCCAGTCGCTTTGTGCCA 3’ pri-
meri 102 bp (denaturasyon 94°C 5 dakika, 50 don-
gl 94°C 30sn, 60°C 30sn, 72°C 30sn) ve GAPDH
forward 5 TGCACCACCAACTGCTTAGC 3, rever-
se 5 GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3’ primeri
90 bp (denatlrasyon 94°C 5 dakika 40 déngu 94°C
40sn, 60°C 30sn, 68°C 40sn) olarak Bio-Rad iQ™
SYBR® Green Supermix (170-8882) kit prosedu-
riine uygun olarak iQ™5 Optical System Software
kullanilarak yapildi. Hesaplamalarda referans gen
olarak GAPDH kullanildi. gRT-PCR’In tum asama-
larinda pozitif kontrol olarak miktari ve CT degeri
bilinen cDNA, negatif kontrol olarak da distile su
kullanildi. Analiz igin Qbase programi kullanilarak
sonuglar AU (Arbity Units) olarak ifade edildi.

Trombositlerde kaspaz-3 saliniminin western
blot yontemi ile dlglimii

Trombositler hiicre patlatma tamponu (50 mM Tris-
HCI, pH 7.4: 0,15 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM

phenylmethylsulphonyl floride, 0.5% Nonidet P40,
0.25% sodyum dodesil sulfat (SDS) and 5 mg/ml
leupeptin ve aprotinin) kullanilarak buz igerisin-
de ultrasonik homojenizatérde 15 sn sirede % 70
amplitid ile patlatildi. 12.000xg de 4°C de santrif(jj
edilerek Ust fazda protein konsantrasyonlari Brad-
ford yontemine gore hesaplandi.’® Daha once kul-
landigimiz 6lgim yontemine goére her kuyuda 25ug
protein olacak sekilde 6rnekler % 12 SDS-PAGE
jelinde yurutildikten sonra nitroselliloz membrana
transfer edildi."”” Membran % 5 st tozu ile bloklan-
di, % 0.1 Tween-20 igeren tris tuz tamponu (TBST)
yikama iglemleri yapildi. Membran 1:500 oraninda
kaspaz-3 ve B-aktin primer antikor, 1:1000 oraninda
HRP isaretli sekonder antikor kullanilarak kemiliimi-
nesans reaktif ile elde edilen 1sima fotograf filmine
aktarildi. Filmler goriintileme sistemi kullanilarak
(KODAK, DC290 USA) Image J OD programinda
analiz edildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS 15.0 Windows versi-
yonu (SPSS for Windows 11.5, Chicago, lllinois,
USA) kullanilarak gercgeklestirildi. Normal dagilim
gOstermedigi tespit edilen gruplar arasindaki farkin
karsilastiriimasi icin Mann-Whitney U testi yapildi,
p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edil-
di.

BULGULAR

Apoptoz ve aktivasyon slrecinde énemli bir belir-
te¢ olan p-selektin baglanmasi akim sitometride
Olculmustir (Grafik 1A). ADP grubu p-selektin bag-
lanma yuzdeleri kontrol grubu ile karsilastirildigin-
da anlamli bir artis bulunmustur (p<0.001) (Grafik
1B). Hucre i¢i kalsiyum duzeyi kontrol grubu ile
karsilastinldiginda ADP grubunda artis gostermistir
(p<0.001) (Grafik 2A).
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Apoptoz belirteci olan sitokrom-c diizeyi ADP
grubunda (p<0.05) kontrol grubu ile karsilastiril-
diginda anlamli bir artis goralmuastir (Grafik 2B).
Grafik 3B’de qRT-PCR’da yapilan Kaspaz-3 geni
icin melt curve analizi gortlmektedir. Grafik 3A'da
goruldagu gibi kontrol grubu ile karsilastirilan ADP
grubunda (p<0.05) kaspaz-3 gen ekspresyonlarinin
arttigi belirlenmistir.

Western blotla tespit edilmis -aktin ve kas-
paz-3 bantlarina ait goruntiler Grafik 4A’'da goste-
rilmistir. Bantlarin kaspaz-3/B-aktin orani analiz so-
nuclar Grafik 4B’de goéralduga gibi ADP grubunda
bantlar yogunlagsmis ve degisiklik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Grafik 2. A) Trombositlerde kalsiyum diizeyleri B) Trombositlerde sitokrom-c diizeyleri (++<0.01, +++ <0.001)
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Grafik 3. A) Trombositlerde qRT-PCR ile Kaspaz-3 gen ekspresyonu dizeyleri B) Kaspaz-3 geni icin qRT-PCR melt

curve analizi géruntlsu
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Grafik 4. A) Trombositlerde kaspaz-3 salinimi western blot batlarinin gériintiisti, B) Kaspaz-3/3-aktin bantlari oranlari
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TARTISMA

Trombositler ¢ekirdeksiz hiicre olmalarina karsin
apoptozda rol oynayan apoptotik komponentlerin
(kaspaz-3, kaspaz-9, Apaf-1 gibi) ekspresyonunu
gercgeklestirebilirler.’®2  Genel olarak apoptozun
kontrol edilmesinde mitokondrinin temel rol oynadi-
g1 bilinmekle birlikte mitokondri membranindaki de-
gisikliklere bagh olarak bir takim apoptotik molekdil-
lerin salinmasi da gergeklesir. Oncelikle mitokondri
membran porlarinin permeabilitesi bozulur. Porlar-
dan su ve 1.5 kDa buytkligindeki molekillerin ge-
¢isi baslar. Acilan porlar ile mitokondriyal matriksin
sismesi ve mitokondri i¢ membran potansiyelinde
(AWm) depolarizasyon meydana gelir. Sitokrom-c,
apoptoz indikleyici faktor (Apaf-1), kaspaz-9, kas-
paz-3 gibi birgok apoptotik uyaricinin salinimi ger-
¢eklesir. Bununla birlikte apoptoz regilator protein
ailesi olan Bcl-2 ailesi proteinleri de ortama salinir-
|ar_21-23

P-selektin trombositlerin a-grandllerinde bulu-
nur, trombositler aktiflestikleri zaman membran yu-
zeyine hareket ederler.?* P-selektin, trombositlerin
hem aktivasyonunda hem de apoptoza gidis sure-
cinde 6nemli belirteglerden biridir.252¢ Bu galismada
ADP ile uyarilan trombositlerde p-selektin baglan-
ma yuzdelerinin ylksek oranda arttigini gérduk.

Hucrenin yasaminda kalsiyum 6nemli bir regu-
latér olmakla birlikte hem hicre icinde hem de hiic-
re disinda kalsiyumun asiri artis1 bazi reseptorlerin
aktivasyonuna neden olarak élumcul mekanizmanin
baslamasini veya tetiklenmesini saglar.?” Daha spe-
sifik olarak endoplazmik retikulumdan kalsiyumun
salinimi ve membrandan kalsiyum giris ¢ikisinin ar-
tis1 apoptojenik olarak isimlendirilir. Hatta hticre igin-
de kalsiyumun asiri artisinin apoptoz yerine hicreyi
nekroza goétirdigu de dusitnulmektedir.?® Glioblas-
toma hiicre hatti (A15A5), promyelositik 16semik
hicrelerde (HL60), dentritik hilcrelerde ve birgok
hlcre ile yapilan galismalarda kalsiyumun kaspaz-3
aktivasyonuna neden oldudu ve kaspaz-3 benzeri
proteazlarda postranslasyonel modifikasyonlara da
aracilik ettigi gosterilmistir.223° Calismamizda 10 pM
ADP’nin trombositlerde kalsiyum duzeylerini arttir-
digini ve mitokondriyal apoptozda énemli bir protein
olan sitokrom-c salinimini gerceklestirdigini belirle-
dik.

Mitokondriyal apoptoz sergiledigi disutnuilen
trombositler ¢esitli uyaricilara karsi birgok apoptotik
proteini ekspre edebilirler. Calismamizda trombosit-
lerin ADP ile uyarilmasi sonucunda kaspaz-3 gen
ekspresyonunu gergeklestirdigini bulduk. Leytin ve
ark.?? kalsiyum iyonoforu A23187 ile uyarilan trom-
bositlerde 6zellikle AWYm depolarizasyon ile sitozol-

de kaspaz-3 aktivasyonun arttigini ve mikro parti-
killerin olustugunu gostermislerdir. Tip-2 diyabetli
sicanlarla yapilan bir calismada plazmada ytksek
trombin aktivasyonu nedeniyle trombosit kaspaz-3
aktivasyonunun ylksek oldugu gosterilmistir.3! Akut
imm{n trombositopeni goérilen hastalarda ise aza-
lan AWYm ile PS ekspresyonunun artisina bagl ola-
rak kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 duzeylerinin art-
tig1 bulunmustur.®?

Trombin ile uyarilan trombositlerde sitozoldeki
kalsiyum artisindan bagimsiz olarak kaspaz-3 ve
kaspaz-9 aktivitesinin arttigi gosterilmistir.3® Ayni
zamanda yasam Omdrleri kisa olan trombositlerin,
kan bankalarinda daha uzun sure saklanabilmesi
icin apoptoz ve aktivasyon arasindaki iligki ile ilgili
yapilan calismalarin sayisi da artmaktadir. Cook-
son ve ark.* trombositlerin kan bankasinda 22°C’de
saklanmalari ile ilgili yaptiklari bir ¢caligmada trom-
bositler zamana bagli olarak 1-12 glin stirede apop-
toz ve aktivasyon durumlar takip edilmistir. Calis-
mada 5. glinde kaspaz-3 aktivitesinin pik yaptigini
ve sonraki gunlerde mikropartikil olusumunun art-
tig1 gosterilmistir. Reid ve ark.?® yaptiklari benzer
bir calismada trombositlerde ilk 5 giin pro-apopto-
tik olan Bak ve Bax proteinlerinin ekspresyonunun
arttigi, sitokrom-c salinimi ve kaspaz-3 aktivitesinin
ylksek oldugunu bulmuslardir. Bertino ve ark.*
kan bankasinda yaptiklari ¢alismada 37°C’de fiz-
yolojik ortamda bekletilen trombositlerin 2. giinde
kaspaz-3 aktivitesinin yliksek oldugunu ve zamana
bagh olarak pH degerlerinin asidik ortama kaydigini
g6zlemlemiglerdir. Biz calismamizda yikanmig olan
trombositlerde ortama koydugumuz 10 uM ADP ile
37°C’de 1 saat inkiibe ederek kaspaz-3 saliniminin
hem gen diizeyinde hem de protein diizeyinde ger-
ceklestigini gérduk.

Sonug olarak trombositlerde uyarici ajan olan
ADP’nin hem trombosit aktivasyonunda hem de
trombosit apoptozu Uzerinde rol oynadigi dasunal-
mektedir.
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