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Hiicre Siklusu ve Apoptozis

Giris: Hiicre siklusu, ¢ogalmak (prolifere olmak) iizere uyarilmis bir hiicrede gerceklesen ve
bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir.
Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre
olusumuyla dongiiyli tamamlar. Hiicre proliferasyonu hiicre siklusu i¢inde yer alan bazi
kontrol noktalar1 (“check-points™) tarafindan diizenli olarak kontrol edilir. Hiicre siklusu
proliferasyon, farklilasma (diferansiyasyon) ve apoptozis gibi temel hiicresel fonksiyonlari
diizenlediginden biiylime ve doku “turnover’iyla yakin iliski i¢inde bulunur. Bu diizenleme
ozelliginin olmas1 organizmadaki hemen hemen her tiir fizyolojik (6rnegin doku hemostazisi)
ve patolojik durumlarda (6rnegin timor olusumu) hiicre siklusunun ne denli kritik bir 6neme
sahip oldugunu gostermektedir. Nitekim, kanserlerde hiicre siklusunun regulatér proteinleri
olan siklinler veya siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI)’nin diizeylerinde anormallikler
saptanmigtir. Ornegin, siklin D meme ve skuamoz hiicre tiimérlerinde asir1 eksprese
olmaktadir. Bir tir CDI geni olan pl6 geninin ailesel melanom ve pankreatik kanser
olgularinda rearranje oldugu bulunmustur.

Apoptozis, nekrozisden farkli olarak, fizyolojik sartlar altinda da meydana gelen ve genel
olarak doku homeostazisini saglayan bir hiicre oliim seklidir. Apoptozis, son yillarda
terminoloji iizerindeki tartigmalara ragmen, programlanmis hiicre Oliimii olarak da
isimlendirilmektedir. Ayrica, fizyolojik hiicre oOlimii veya hiicre intihar1 olarak da
bilinmektedir. Apoptozis ve hiicre siklusu birbirleriyle kompleks ve yakin bir iligki iginde
calisirlar. Ornegin apoptozisde rol alan bir protein olan p53 ayni zamanda hiicre siklusunu
durduran ve hiicreye DNA’sindaki hasarlar1 onarmasi i¢in zaman kazandiran bir islev goriir.
Apoptozis organizmada proliferasyonla (bir diger anlamda hiicre siklusuyla) bir denge halinde
bircok dokuda (6rnegin deri, ince barsak, kan) dogal olarak olusur. Su anda bu paragrafi
okurken bile milyonlarca hiicremiz apoptozis yoluyla 6lmektedir. Fakat buna karsilik olarak
milyonlarcas1 da mitozis yoluyla tekrar yapilmaktadir. Sonu¢da, dokunun hiicresel igerigi
sayisal olarak hep ayni kalir. Boylece doku homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir
harmoni i¢inde olusu apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine
baglidir. Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin bircok dnemli hastaligin patogenezinde rol
aldig1 godzlenmistir. Ornegin, bu dengenin apoptozisin hizlanmasma yol agacak bigimde
bozulmasimin Alzheimer hastaligi gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarin veya AIDS’in
patogenezinde, apoptozisin baskilanmasina yol acacak sekilde bozulmasinin ise
karsinogenezisde rol aldig1 diistiniilmektedir.

Bu boliimde hiicre siklusu ve apoptozis fazla detaylarina inilmeden incelenecek ve ayrica bu
iki hiicresel aktivitenin, genel anlamda kanserle iligkisi, 0zel anlamda ise akciger
kanserlerindeki yeri, belirtilecektir.




Hiicre Siklusu: Bir hiicrenin canliliginin gdstergesi olan en anahtar noktalardan biri onun
birbirine tipa tip benzeyen iki hiicreye boliinmesidir. Genel olarak, hiicreler bir boliinme
sinyali almadiklar1 siirece hiicre siklusunun aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler ve
istirahat fazi denilen GO fazinda beklerler. Hiicrelerin ikiye boliinmesi mitozis (veya
gonadlarda mayozis)’le gergeklesir. Hiicreyi boliinmeye sevkeden sinyaller (6rnegin, biiytime
faktorleri, sitokinler veya mitojenler) ¢ok ¢esitlidir. Hiicre boliinme sinyalini aldiginda sinyal
ileti kaskadi “signal transduction cascade” adi verilen bir ileti mekanizmasi (6rnegin, MAP
kinaz, Protein Kinaz C veya JAK/STAT yollar1) devreye girer. Bu ileti mekanizmasi ya
transkripsiyonu, hiicre siklusunu veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati fosforiller
yada nukleusa ulagip (STAT’da oldugu gibi) dogrudan transkripsiyonu modiile eder. Boylece,
hiicre siklusa sokularak béliinmeye (mitozise) sevk edilmis olur. Hiicreler mitozise girmeden
once bir hazirlik safthasi gecirirler ve bu sathada hiicreler hacimce biiyiirler. Bu hazirlik
safhasinda boliinme igin gerekli olan gesitli diizenleyici proteinler (Orn. Siklin’ler) ve
makromolekiiller (Orn. Deoksiriboniikleik asit’ler) sentezlenir. Bu hazirlk safhasina da
interfaz denir. Interfaz kendi iginde G1, S, ve G2 olmak iizere ¢esitli alt boliimlerden
(fazlardan) olusur. Mitozis ve interfaz beraberce hiicre siklusu olarak bilinen bir siireci
olustururlar. Dolayistyla, bir hiicre siklusu, fazlarin isleyis sirasina gore sdylemek gerekirse;
Gl, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1 ve G2 kisaltmalar1 “gap” (ara, bosluk) sozciiglinden
gelmektedir. S ise DNA sentezi (replikasyonu) fazimi gosterir. M ise mitozis anlamina
gelmektedir. GO fazi ise normalde hiicre siklusu icinde yer almayan ve siklusunu
tamamladikdan sonra siklusdan ¢ikan hiicrelerin bulundugu fazdir. Hiicreler boliinme uyarisi
aldiklar1 zaman bu fazdan ayrilip G1 fazina yani siklusun ilk fazina girmis olurlar. Béliinmeye
devam etmeyip G1 fazindan ayrilan hiicreler ise diferansiye olmak tlizere farkli bir yone
kayarlar (Sekil 1). Hiicre siklusunun siiresi hiicreden hiicreye degisir. Sinek embriyosu 8
dakika ile en kisa siklus siiresine sahipken insan karaciger hiicresinin hiicre siklusu 1 yildan
bile uzun siirebilir.

Hiicre siklusu siklusa 6zgii bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli serin/treonin
protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan 6zgiin olarak
kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDI’lerinin diizeyleri hiicre siklusunun c¢esitli asamalarinda
farklilik gosterir ve oldukg¢a komplike bir diizen ic¢inde siklusun ilerlemesini diizenlerler.
CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, siklin’e baglandiklarinda
aktiflesirler ve bdylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu
komplekslerin regulatdr subiiniteleri, CDK’lar ise katalitik subiiniteleridir. Siklinler (A, B1, D
ve E) siklusun ¢esitli fazlarinda periyodik olarak bir tarafdan sentez edilirlerken diger taraftan
da yikilirlar. Bu yiizden de siklinler olarak isimlendirilmiglerdir. Siklinlerin periyodik yapim
ve yikimlari, dolayisiyla iliskide bulunduklar1 CDK (CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 ve
CDK25)’larin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar. CDK’larin aktiviteleri sadece siklinlerle
diizenlenmez ayrica 0Ozgiin fosforilasyon/defosforilasyona yol acan bagka yollarla da
diizenlenir. CDI’leri (p15, p18, pl19, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’larin kendisi yada
siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler. Siklinlerin
seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlar1 ise “ubiquitin” metabolik yoluyla
saglanir. D tip (D1, 2, 3) siklinler baslama siklinleri olarak adlandirilirlar ve biiylime
faktorleri veya mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler ortamdan
uzaklastirildiginda ise hizla yikilirlar. Hangi tip siklin D’nin eksprese edilecegi doku tipine
ozgiidiir. Ornegin, T lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da D2) tipini eksprese ederler. D
tip siklinler CDK4 ve CDK6’y1 regule ederler. Siklin E, G1/S fazlarimin sinirinda gegici
olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdigi anda hizla yikilir. Siklin E, CDK2’yi regule eder.
Siklin A ve BI mitotik siklinlerdir. Siklin A, S faz1 boyunca sentez edilir ve anafaz sirasinda
da yikilir. Siklin A, CDK2 ile kompleks yapar ve bu kompleksin DNA replikasyonunda direkt



roliiniin oldugu disiiniilmektedir. Siklin B1 ise S fazinin ge¢ doneminde sentez edilir ve G2
fazindan M fazina gegerken sentezi maksimal diizeye erisir, ardindan anafazda yikilir. Siklin
B, CDK2 ile etkilesime girer ve bu kompleks MPF (“M-phase/maturation promoting factor”)
olarak da bilinir. Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre mitozisden ¢ikar ve G1’e
tekrar geri doner.

Goriildiigii gibi bu proteinler, biyokimyasal olarak ifade etmek gerekirse, birbirleriyle
protein:protein  kompleksleri (interaksiyonlari) olusturarak birbirlerinin aktivitelerini
diizenlerler. Bu aktivitelerin diizenlenmesi, molekiiler diizeyde ifade etmek gerekirse,
fosforillenme yoluyla gerceklesir. CDK’lar siklinlerle interaksiyon sonucu aktive olurlarken,
CDUP’leriyle interaksiyon yapmalar1 halinde ise inhibe olurlar. CDK’larin aktif formlari,
substratlar1 fosforilleyerek onlar1 aktif hale getirir (Sekil 2). Boylece substrat aktivasyon
durumuna gore hiicre siklusu ya durur ya da bir sonraki agsamaya gecer. Bir 6rnekle agiklamak
bu iligkilerin daha iyi anlagilabilmesini kolaylastirabilir. Bunun i¢in, ayn1 zamanda bir timor
supressoOr gen olan retinoblastoma geninin iirlinii ve ayn1 zamanda CDK’larin substratlarindan
biri olan Rb proteini (pRb) Ornek olarak verilecektir. pRb hiicre boliinmesi ve
diferansiyasyonun kontrolunda anahtar bir rol {istlenir. Terminal diferansiyasyonunu
tamamlamis, dinlenme fazindaki, veya yash “senescence” hiicrelerde pRb eksprese edilir ve
defosforile halde bulunur. pRb, normal islevi geregi hiicre siklusunu dolayisiyla
proliferasyonu G1 fazinin sonunda bulunan bir kontrol noktasinda (G1/S kontrol noktasinda)
durdurur. pRb hiicre siklusu iizerindeki bu inhibitor etkisini hiicrenin G1 fazindan S fazina
gecisini saglayan bir transkripsiyon faktorii ailesi olan E2F ailesini baglayarak (dolayisiyla
inaktiflestirerek) gergeklestirir. E2F ailesinin inaktiflesmesi sonucu hiicre bir sonraki faz olan
S fazina ilerleyemeyeceginden siklus durur. Fakat eger istirahat yani GO fazindaki
(“quiescence”) bir hiicre boliinme sinyali almigssa pRb’nin normalde hemen hemen G1 fazi
stiresince hipofosforile durumda olan formu G1 fazinin sonuna dogru bir yerde (ilk kontrol
noktasinda, G1/S) CDK’larn etkisiyle fosforillenir ve M fazina kadar fosforile formda kalir.
Fosforile durumdaki pRb artitk E2F ailesini baglayamayacagindan E2F ailesi pRb’den
bagimsizlagir. Boylece E2F ailesinin siklus ilerletici etkisi sonucu hiicre artik G1 fazinda
kalamaz ve bir sonraki faz olan S fazina girer. E2F ailesi ise etkilerini S fazina girisi saglayan
bir takim regulator proteinlerin (6rnegin, DNA polimeraz a, myc, ve timidin kinaz) ilgili
genlerini aktive ederek gosterirler. Sonu¢da goriildiigii gibi, CDK’larin aktivasyonu veya
inhibisyonu pRb ve E2F iizerinden hiicre siklusunun ilerlemesine veya durmasina neden olur.
CDK’lar tarafindan fosforillenmis substratlar tekrar hipofosforile hale fosfatazlarin da
etkisiyle donerler.

Ozetlemek gerekirse, hiicre siklusunun cesitli fazlarinda bu ii¢ grubun (siklinler, CDK’lar ve
CDU’leri) gesitli iiyelerinin aktivasyonlar1 gerceklesir. Ornegin, siklin E en yiiksek seviyeye
G1 fazinin ge¢ doneminde; Siklin A ve B ise G2 ve M’de ¢ikar. Siklin D ise G1 fazinin erken
doneminde artmaya baglar ve fazin sonuna dogru gittikce artar. Herbir siklin ozellikle spesifik
CDK’1mna baglanir. Degisik fazlarda spesifik siklinlerin ve CDK’larin varligi veya yoklugu
herhangi bir fazda hangi kinazin aktiflesecegini belirler. CDK’lar mitojenik biiyiime faktorleri
tarafindan aktiflestirilirler.
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Sekil 1: Hiicre siklusunun bolimleri




Hiicre siklusuna giren bir hiicre DNA sentezi yapar, boylece DNA’sini replike eder (ikiye
katlar) ve ardindan da DNA mitozisle iki yavru hiicreye esit olarak dagilir. Genel olarak, G1
fazi DNA sentezine (S fazina) ve G2 fazi ise mitozise (M fazina) hazirlik fazlaridir. Bu
fazlarda RNA ve protein sentezleri yapilir ve ayrica hiicre kendisini boéliinme i¢in yeniden
organize eder.

G1 fazi, hiicre siklusunun siiresi agisindan en degiskenlik gosteren fazidir. Bu fazin siiresi
siklusun en 6nemli belirleyicisidir. Bu fazda hiicre ya boliinmek, ya diferansiye olmak, ya da
6lmek icin karar verir ve baz1 genlerde degisiklikler baslar. Ornegin, boliinecek hiicrede DNA
polimeraz veya niikleotid sentezinde gerekli olan dihidrofolat rediiktaz gibi bazi enzimlerin
genlerindeki aktivasyonlari takiben bu genlerin {irlinleri G1/S sinirinda artmaya baglar. Bu
fazda gerceklesen degisiklikler baslica c-fos, c-myc ve c-jun gibi transkripsiyon faktdrlerinin
genlerinde goriiliir. Bu transkripsiyon faktorleri AP1 bolgeleri olarak da bilinen regulator
DNA dizilerine baglanirlar. Boylece, AP1 bdolgelerini tagiyan genlerin aktivasyonu sonucu
siklin ve CDK’larin aktivasyonlar1 saglanir. Bunlardan c-myc ve c-jun ayn1 zamanda onkojen
olarak da bilinirler. Ayrica hiicre-spesifik bir onkojen iiriinii olan c-myb de hematopoetik
hiicrelerde bu fazda artis gosterir. Inhibitér sinyaller CKI ailesi iizerinden etki gdsterirler.

S fazinda, hiicre DNA’smi replike hizla replike eder. Hizli olmasinin nedeni, DNA
iplik¢iklerinin birbirinden ayrilmasi esnasinda bazlar, cesitli ilaglar veya mutajenler gibi dis
ajanlarin etkisine agik hale gelirler. Bu yiizden DNA sentezi bir kez bagladimi hizla
bitirilmelidir.

G2 fazinda, bir 6nceki (S) fazda replike olmus DNA ve kromatin proteinleri kondanse olurlar
ve “sister” kromatidler halinde paketlenirler. Tamir mekanizmalarindan kagmis hasarli DNA
veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol edilir.

M fazinda, “sister” kromatidler diizgiin bir sekilde bir hizaya gelirler ve ardindan cesitli
asamalardan gecilerek (profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez) hiicre ikiye boliiniir.
CDK’lar bu fazda da gereklidir.
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Sekil 2: Siklin-bagimli protein kinaz (CDK) sistemi
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Sekil 3: p53 ve pRb’nin hiicre siklusundaki yerleri




Apoptozis: Apoptozis klasik hiicre 6liim sekli olarak bilinen nekrozisden birgok 6zelligi
acisindan oldukga farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Biyolojik bilimler literatiiriinde
apoptozis terimi, ilk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972
yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak
Ozglin bir hiicre 6lim tipi olarak tanimlanmigtir. Apoptozis veya, daha genel anlamda
sOylemek gerekirse, hiicre 6liimii uzun siire arastirmacilarin c¢ok ilgilenmedikleri bir alan
olarak kalmistir. Fakat apoptozisin gelisim biyolojisinde, normal doku “turnover’inda ve
immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 gibi bazi énemli fizyolojik siireclerdeki
rolii ortaya ¢iktikca onemi de hizla artmustir. Ustelik, oto immiin bozukluklarin, AIDS’in,
Alzheimer hastaliginin da dahil oldugu bazi major ndrodejeneratif bozukluklarin ve hatta
malignitelerin dahil oldugu daha bir¢ok patolojik durumlarda da rol aldig1 anlagilmistir. Bu
yiizden, son yillarda yayinlanmis calisma sayist agisindan bakildiginda, birsekilde apoptozisle
ilgili caligmalarin pik yapmis oldugu goriiliir.

Apoptozis ayni zamanda programlanmis hiicre Oliimii, fizyolojik hiicre 6limii veya hiicre
intihar1 olarak da bilinir. Her hiicre dogar, belli bir siire (hiicre tipine gore giinlerden yillara
kadar degisen bir siire) yasar ve sonra 6liir. Bu durum fizyolojik olarak her saniye yaklasik bir
milyon hiicremizin dlmesiyle bir dmiir boyu siirer. Buradaki 6liim mekanizmasi apoptozisdir.
Apoptozisi programlanmis hiicre 6liimii olarak ifade etmek iizerinde tartisilan bir konu
olmasina ragmen sik¢a kullanilan bir yaklasimdir. Apoptozisi anlamak i¢in nekrozisle
karsilastirilarak ogrenilmesi faydali olacaktir. Bunun i¢in Tablo 1’de nekrozisle apoptozis
karsilagtirllmistir. Tabloda da goriildiigii gibi, nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli olmamasina
ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Diger bir
ifadeyle apoptozis hem saglikda hem de hastalikda karsimiza ¢ikmaktadir. Apoptozis normal
hiicre “turnover’inda rol alan bir hiicre 6liim sekli oldugundan lenfositlerin timusdaki klonal
seleksiyonunda ve inflamatuar reaksiyon sonrasinda ortamdan uzaklastirilmasinda,
embriyonik gelisim esnasinda, deride keratinositlerin yiizeye dogru go¢ edip epidermisin en
istteki tabakasi olan stratum korneum’u olusturmalarinda, barsak kriptlerindeki epitel
hiicrelerinin “turnover’inda, menstruasyon esnasinda uterus duvarinda gerceklesen epitel
doku dokiilmesinde ve hatta gézde lensin olusumunda gozlenebilir. Her saniye yaklasik bir
milyon hiicremiz apoptozisle viicuddan uzaklastirilmaktadir. Ve yapim (mitozis) ile yikim
(apoptozis) arasinda kontrollu bir denge vardir. Iste bu dengenin apoptozisin lehine veya
aleyhine bozulmas1 bircok onemli hastaligin patogenezine katkida bulunur. Ornegin,
apoptozis baz1  viral enfeksiyonlarda (Epstein-Barr, insan papillom viriisii)
baskilanabildiginden, kanser gelisimine katkida bulunabilir. Ayrica, oto-reaktif lenfositlerin
ortamdan apoptozisle uzaklastirilamamas1 veya ge¢ uzaklastirilmalari sonucu otoimmun
bozukluklar olusabilmektedir. Oysa, Alzheimer hastaligi gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
veya AIDS’de apoptozisin aktive olmasiyla artmis hiicre kayiplar1 (néron, T lenfositler)
gergceklesmektedir.

Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre
siserken “cell swelling”, apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir “cell shrinkage”. Nekrozisde
kromatin patterni hemen hemen normal hiicredeki goriintilye benzerdir ama apoptotik
hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir “chromatin aggregation” ve
kondanse olur “chromatin condensation”. Nekrotik hiicrenin plazma membran biitiinliigiinii
kaybeder ve hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir. Oysa apoptotik
hiicre membran1 intaktir ve iizerinde kiiglik cepcikler “membrane blebs” olusur. Nekrotik
hiicre sonra lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere “apoptotik bodies” pargalanir
(Sekil 4). Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir degisen miktarlarda nukleus, veya diger
hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekrozisde hiicre igerigi dis ortama saliverildiginden inflamasyon
reaksiyonu uyarilir ama apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olugsmaz. Apoptozisin en énemli



OZELLIK

NEKROZIS

APOPTOZIS

Yol acan nedenler

Iskemi

Hipertermi

Hipoksi

Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlari

Siddetli oksidatif stress

Biiyiime faktorii eksikligi

Hiicre yaslanmasi “Senescence”
HIV

Kanser ilaglar

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Morfolojik 6zellikler

Hiicre membrani biitiinliigiiniin
kayb1

Kromatin “flocculation”u
Hiicre sismesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiytik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hiicre membran1 fakat membranda
“bleb”lerin olusumu

Kromatinin niikleer membran civarinda
toplanmasi ve yogunlagmasi

Hiicre kii¢iilmesi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intact mitakondri, ribozom,
nucleus pargalar1 ve diger organelleri
iceren membranla kapli apoptotic

cisimciklere parcalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siirec)

+4 °C’de gergeklesebilir

DNA rastgele pargalanir (agaroz
jel elektroforezinde “smear”
gOoriintiisii)

Postlitik DNA
fragmentasyonu(=6limiin geg

safhasinda)

Iyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarmn ve
enzimatik basamaklarin olmasi

ATP gereklidir (aktif siirec)

+4 °C’de gergeklesmez)

DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
¢iftinin katlar1 olacak sekilde kirilir mono
ve oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
patterni=apoptozisin en 6nemli belirteci)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken

evrede gerceklesir)

Diger ozellikler

Hiicreler gruplar halinde 6liir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salinir

Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkagi birarada 6liir
Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Inflamasyon gériilmez

Tablo 1. Nekrozis ve apoptozisin karsilagtirilmasi. TNRF-1, tumor nekrozis factor reseptorii-1




0zgln yonii (“hallmark”1) DNA’nin internukleozomal bolgelerden yaklagik 180-200 baz cifti
veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde parcalanmasidir. Bu durum
agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii imajinin “ladder pattern” ortaya ¢ikmasina
neden olur. Ama bu durum hiicre tipine bagl olarak degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo
bazgifti (kbp) boyutunda bir DNA fragmentasyonu da goriilebilir. DNA’y1 parcalayan bir
Ca/Mg-bagimli endoniikleazdir. Ayrica, DNase I ve II’de DNA pargalanmasindan
sorumludur. Hangi pargalayici enzimin rol alacagi hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore
degisebilir. Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri normalde plazma
membraninin i¢ yiliziinde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis yiiziine dogru
transloke olmasidir “phosphatidylserine translocation”. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin
komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar.

APOPTOTIK SUREC
| T Lo e

Indiikleyici  Modiilator Efektor Substrat Oliim
ajan

Cl®
©
o

. Biiyiime faktériin . FADD . Kaspazlar  Birgok hiicre proteini

cksikligi . TRADD - DNA

.Adezyonun kaybn . FLIP

. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiiereler veya

. Radyadyon . p53 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
Seramid cisimeikler

Sekil 4: Apoptozisin genel goriiniimii

Apoptozisin modiilator (mediator) leri: Apoptozis ¢cok sayida ve gesitte mediator tarafindan
diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc),
proteinler (p53) ve hatta organeller (mitakondri) bulunmaktadir. Baz1 mediatorler hiicre tipine
Ozgiindiir, bazilar1 da apoptotik stimulusun cesidine gore farklilik gosterebilirler. Apoptotik
siire¢ boyunce hiicre icine slirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz
aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin
aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum
girisi apoptozisin gerceklesmesi icin esansiyel degildir. Bel-2 ailesi, tiyelerinin bir kisminin
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apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-X), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bel-X))
genis bir ailedir. Bu ailenin iiyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar.
Hiicrenin yasayabilirlik durumu (“survival”1) bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik
iyelerinin rolatif oranina baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bel-2/Bax (ikisinin orani)
bazi hematolojik malignensilerde prognostik markir olarak goriilmektedir. Ciinkii oranin
artmas1 ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veye aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da
prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir. Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler
lenfomada tanimlanmistir. Bu lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun yasam siirelerine neden
olur. Boylece malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bcl-2 6zellikle mitakondri dis
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve
apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitakondri membranina baglanir, burada kiigiik delik¢ikler
“pore” olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sonu¢da sitokrom ¢
ve apoptozis-indiikleyici faktdr olarak bilinen AIF’{in mitakondriden sitozole ¢ikmasini
saglar. Bcl-2’nin ayrica mitakondri ile olan iliskisinden dolay:1 antioksidan bir etkiye sahip
oldugu ve boylece oksidan stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur.
Seramid, membrana bagli asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir {irliniidiir. Plasma
membran hasarina karsi bir sinyal oldugu disiiniilmektedir. p53, hiicrede bir sekilde
(radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 (“single or double-strand breaks”, niikleotid
eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasari
tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda p53 apoptozisi indiikler. p53°lin apoptozisi
indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu artirmasi boylece Bcl-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla
gerceklesir. Baz1 viriisler (insan papillom viriisli, Epstein-Barr viriisii, adenoviriis tip 12) ya
p53’i inaktive ederek ya da Bax’a baglanarak apoptozisi bloke ederler, boylece bu hiicrelerin
enfekte ettikleri hiicreler dogal hiicre 6lim mekanizmasindan kurtulduklarindan viriisle-
indiiklenen karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar. p53 ayrica bir transkripsiyon faktorii
olan Mdm2 (murine double minute 2) tarafindan da ya transkripsiyonu “down” regiile
edilerek ya da kendisine baglanilarak hem aktivitesi inhibe edilir hem de yikimi hizlandirilir.
Fakat, DNA’nin hasarlanmas1 halinde p53’ilin fosforilasyonu artar ve buna bagl olarak da
Mdm2’den ayrilir, boylece yarilanma 6mrii uzadigi icin de aktivitesi artar. Sitokrom c,
mitakondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Son yillarda
anlagilan Onemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de
sitokrom c’nin mitakondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede
irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom ¢, mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamis bir sekilde mitakondriden apoptozis-indiikleyici faktor (“AlF, apoptosis-
inducing factor”) ile birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom c sitoplazmik protein olan Apaf-1
(“apoptotic protease activating factor-1")’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de
katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-
9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan
prokaspaz 3’1 aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriini
(“ICAD, inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, bdylece
ICAD’iinlin bagladig1 kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (“CAD, caspase-activated
deoxyribonuclease™) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan
kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur. Buraya
kadarki mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz apoptozisin
varlig1 da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apoptozis yine mitakondriden saliverilen bir faktor
olan AIF’lin etkisiyle gergeklestirilir. Fakat, AIF’lin etkiledigi niikleazin ne oldugu heniiz
bilinmemektedir (Hunot and Flavell, 2001). Kaspaz (“caspase”)’lar, zimojen (inaktif
prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein
proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve
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cogu apoptozisde rol almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskad
(selale tarzi reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar
olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar
apoptotik uyariyla baglayan oOliim sinyallerini efektér kaspazlara naklederler. Efektor
kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer
membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP))
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Tlk tanimlanan
enzim ICE (interlokin 1-B donistiiriicii enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz
kaskadi, sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla
aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine neden olabilirler. Bir kaspaz
inhibitorleri ailesi olan IAP (“inhibitors of apoptosis”)’leri kaspazlar selektif olarak inhibe
ederler, boylece apoptotik mekanizmay1 durdururlar. Bu inhibitorler bir¢ok malign hiicreler
tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler. IAP’leri ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek
apoptozisi durdurabilirler. Kaspazlardaki defektler otoimmun hastaliklara, kansere ve bazi
norolojik bozukluklarin olusumuna katkida bulunabilir (Kidd ve ark, 2000). Hatta, kaspaz
8’in noroblastomada tiimor siipressorii olarak iglev gordiigii bulunmustur (Teitz ve ark, 2000).
Granzim (“Granzyme”) ler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya timoér hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve grenzimler normal olarak sitotoksik
lenfositlerin (CTL) ve “natural killer (NK) cell” lerin sitoplazmik graniillerinde bulunurlar.
CTL’lerinin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef hiicrenin
membranina baglanarak membranda porlar meydana getirirler. Perforin porlar sitozolik
kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol acar. Beraberinde salgilanan ve bir serin proteaz
olan granzimin de bu porlar araciligiyla hiicreye girmesiyle hiicre icinde prokaspaz 8’in
aktivitesi, dolayisiyla kaspaz kaskad1 baglatilir. Bu da enfekte hiicreyi (veya kanser hiicresini)
apoptozise gotiirtir.

Apoptozisin indiiklenmesi: Apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen
Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve timdr nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili
ligandlari ile etkilesime girmesi (uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri
membranda bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde,
bazi tiimér hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. ilgili ligandina Fas ligand
(FasL) denir. FasL, timor nekroz faktér (TNF) ailesinin bir iiyesidir. FasL sitotoksik T
lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla
baglandiklarinda  6lim  uyarist  almigs  olduklarindan  bir  seri  protein:protein
interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagl bulunan ve 6liim
bolgeleri (“death domain™) adi verilen TRADD (“TNFR-1 associated death domain”) ve
FADD (“Fas associated death domain”) ile interaksiyona girerler. Bu 6liim bdlgeleri ise
prokaspaz 8’i aktiflestirerek caspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baglatirlar. Hiicre
iginde ayrica bu 6liim bdlgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadir. Ornegin, kaspaz 8
(FLICE) FLIP (“FLICE-inhibitory protein”)’i inhibe eder. Apoptozis yukarida da belirtildigi
gibi genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit olarak p53’iin
aktivasyonuyla baglatilabilir. Plazma membran hasarina bagli olarak sfingomyelinaz
aktivitesine bagli olarak seramid olusumu da apoptozisi baslatabilir. Apoptozis ayrica reaktif
oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitakondri hem plazma membrant hem de genom
tizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak da baslatilabilir.

Hiicre siklusu ile apoptozisin entegrasyonu: Bu entegrasyonda anahtar faktor bir timor
supressor gen iiriinii bir protein olan p53°diir. Normalde esas fonksiyonu, DNA bir sekilde
(radyasyon veya bazi ilaglar etkisiyle) hasarlandigi zaman, hiicre siklusunu (proliferasyonu)
durdurup hiicrenin hasarlanmis DNA’sin1 tamir etmesi i¢in ona zaman kazandirmasidir. Bu

12



yiizden gen koruyucusu “guardian of the genome” olarak da tanimlanir. p53 bilindigi gibi
kanser hastalarinda mutasyonu en sik  goriilen proteindir ve kanserlerin %50-55’inde
mutant’dir. pS3 normal olarak bir CKI'ii olan p21’in sentezini artirarak proliferasyonu bloke
eder. p21, siklin-CDK kompleksini baglanarak inaktive eder. Boylece, bu kompleks pRb’yi
fosforile edemeyeceginden E2F ailesi de pRb’den ayrilamayacagi icin siklus ilerletici islevini
yerine getiremez ve sonugda hiicre siklusu durur (Sekil 3). Hiicre siklusunun durmasi hiicreye
zaman kazandirir ve hiicre hasarlanmigs DNA’sin1 tamir eder. Ama hasar tamir edilemeyecek
kadar buyukse bu kez p53 hiicreyi apoptozise gotiiriir.

Hiicre siklusu ve apoptozisin akciger kanserlerindeki 6nemi: Apoptozis regiilasyonunun
bozulmasinin, eger hepsinde olmasa da 6nemli bir kisminda, malign hastaliklarin olusumunda
en az artmis proliferasyon kadar biiyiikk 6nem tasidigi aciktir (Hoffman and Liebermann,
1994). Ilaveten, radyasyonun da dahil oldugu cogu kemoterapdtik ajanlarin apoptozisi
indiikledigi de bilindiginden (Vrdoljak ve ark, 1992; Ojeda ve ark, 1994; Kerr ve Winterford,
1994; Dunn ve ark, 1997) apoptozis ve malignitenin birbiriyle ¢ok siki ve kompleks bir
iligkide olduklar1 yadsinamaz bir gergektir. Bdylece, apoptozisin hiicre siklusuyla olan iligkisi
de gbz Oniine alindiginda apoptozis, hiicre siklusu ve kemoterapi iicliisliniin aralarindaki
interaksiyonlarinin  kanser hastalarinin  gerek prognozunu gerekse tedaviye yanitini
belirleyecegini  diislinmek zor olmasa gerektir. Bu anlayisdan yola c¢ikilarak yapilan
caligmalarda, hastalarin apoptozis veya hiicre siklusunu ilgilendiren molekiiler diizeydeki
ozelliklerinin prognozla ve tedaviye yanitla iliskisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ornegin,
Volm ve Koomagi, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tanis1 konmus 150 hastada yapilan
bir calismada multivaryant istatistik analizi sonucu siklin A’nin en Onemli prognostik
faktorlerden biri oldugunu gostermislerdir (Volm and Koomagi, 2000). p53 hemen hemen
her kanser tiirlinde caligilmis olup mutant formlarinin eksprese oldugunun saptanmasi
genellikle kotii prognoz gostergesi olarak goriilmektedir. Kiiclik hiicreli akciger kanserli
hastalarda yapilan bir ¢aligmada da mutant p53 ekspresyonlarinin kotii prognoza isaret
edebilecegi belirtilmistir (Gemba et al, 2000). p53°iin ayrica kii¢lik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde de prognostik faktdr olabilecegi gosterilmistir (Langendijk et al, 2000). Bu
calismada ayrica, apoptotik indeksin “survival” ile iligkili tek faktor oldugu da goriilmiistiir.
Hatta, adenoviriisle-yonlendirilen “wild” tip pS3 gen ekspresyonunun kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicrelerini radyosensitize ettigi bulunmustur (Kawabe et al, 2001). Apoptozisi
indiikleyebilmek bilindigi gibi kanser tedavisinde istenen bir durumdur. Nitekim kiiciik
hiicreli olmayan akciger tiimorlerinde yiiksek apoptozis diizeyleri daha iyi “survival”
degerleriyle iligkili bulunmustur (Macluskey et al, 2000). Ayrica, bu histolojik tipe sahip
akciger tiimorlerinde cisplatin, topotekan ve gemsitabine gibi antikanser ilaglarin apoptozisi
indiiklerken “caspase-8” aktivasyonu neden olduklar1 gosterilmistir (Ferreira et al, 2000).
Bunlara ilaveten, Tanaka ve ark. hem apoptozisin hem de p53 durumunun ikisinin birden
postoperative adjuvan 5-florourasil uygulamasinin etkinliginin tahmin edilmesinde faydali
faktorler oldugunu gdstermislerdir (Tanaka et al, 2001). Ustelik p53 durumunun apoptozisin
ana belirleyicisi oldugu da belirtilmistir (Gorgoulis et al, 2001). Akciger adenokarsinomu
hiicre kiiltiirleriyle yapilan in vitro bir ¢alismada, apoptozis baskilayict bir protein olan bcl-
xL’nin anti-sense tedaviyle baskilanmasi sonucu apoptozisin indiiklendigi bulundugundan, bu
yaklagimin akcigerin adenokarsinomlarinin tedavisinde kullanilabilecegi 6nerilmistir (Leech
et al, 2000). Rekombinant adenoviriis kullanilarak eksojen pl6 ekspresyonunun kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinin bliyiimesi iizerine etkisinin incelendigi bir
calismada ise pRb ve anti-apoptotik protein olan bcl-2’nin ekspresyonunun azaldig: bu yolla
da hiicre biiyiimesinin baskilandig1 bulunmustur (Kataoka et al, 2000).
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