11.04.2003

APOPTOZIS DERS NOTLARI

Dr. Engin ULUKAYA
Biyokimya Anabilim Dali

Ayrica bakiniz:
www20.uludag.edu.tr/~eulukaya
www20.uludag.edu.tr/~biokimya



A. APOPTOZIS VE OLUSUMU
Apoptozis terminolojisi:

Okaryotik organizmadaki hiicreler
dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve sonra
oOliirler (Bowen, 1998). Yasam siiresi hiicre
tipine gore degismektedir. Ornegin, barsak
hiicreleri 3-5 giinlik bir yasam siiresini
takiben Oliirlerken, derinin epidermal
hiicreleri 20-25 giinliik bir siire sonunda
Olmektedirler. Fakat, miyokard kasi
hiicreleri veya ndronlar Omiir boyu
yasarlar. Fakat buna ragmen
miyositlerimizin ~ veya  noronlarimizin
kabaca %10-15’ini Omriimiiziin sonuna
dogru kaybetmekteyiz. Noronlarin ¢ok
sayida 6lmesi ancak sinapslarin tam olarak
olusmadigit donemden oOnce olur. Bu
donemde, dogumda asir1 sayida olan
ndronlarin  sayis1 uygun sinaptik agin
saglanabilmesi i¢in azalir. Optimum sayida
néronun optimum sayida sinaptik baglanti
icinde olabilmesi i¢in bu ndron kayiplari
gereklidir. Bahsedilen bu hiicre oliimleri
apoptozisle gerceklesir. Zamani gelince
olen bu hiicreler daha  Onceden
programlanmig  bir  sekilde  Oliirler
(“programmed cell death”). Tim bu
Olimler fizyolojik sartlarda meydana
geldigi i¢in bu oliim sekli fizyolojik hiicre
Olimii (“physiological cell death™) olarak
da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde DNA’s1
hasarlanmis (viriis etkisi veya g¢evresel
nedenlerle) hiicreler organizmanin zarar
gormemesi i¢in kendilerini  oldiiriirler
(“cell suicide”) ve bunu organizmanin
yarar1 i¢in yaparlar. Doku homeostazisi
icin (Ornegin yara iyilesmesi veya barsak
hiicrelerinin “turnover’inda oldugu gibi)
hiicreler ortamdan Olerek kaybolur (“cell
deletion”). Iste, tiim bu kavramlar
(programlanmig hiicre Olimi, fizyolojik
hiicre 6liimii, hiicre intihari, hiicre kaybi)
apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen
ve literatiirde yer alan ifadelerdir.

Apoptozisin goriildiigii hiicre c¢esitleri:

Apoptotik  hiicreler organizmanin bazi
dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak
olusmaktadirlar ve bu olusum 6miir boyu

devam  etmektedir.  Bodylece  dliim
(apoptozis) ve yeniden yapim (mitozis) bu
dokularda doku homeostazisini olusturmak
iizere dinamik bir denge halinde siiregelir.
Normal apoptotik hiicre 6limii ve yerine
yeni hiicre yapiminin (“tissue
remodelling”) giinde yaklasik 1x10"
hiicreyi buldugu hesaplanmaktadir. Bu
hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapim
yetigkin bir insanin viicut agirhiginin her
18-24 ayda bir yeniden yapim ve yikimi
anlamma gelmektedir. Bu doku ve
hiicrelere 6rnek olarak verilebilecekler
asagidadir:

a. Ince barsaklar: Ince barsaklardaki
kriptalarin ~ tabanlarinda yeni  olusan
hiicreler, kriptalarin uglarma dogru gog
ederler ve 3-4 giin siiren bu go¢iin sonunda
olerek, barsak bosluguna dokdiliirler.

b. Deri: Derinin keratinositleri derinin
bazal tabakasinda olustuktan (stem hiicre
boliinmesi) sonra derinin en {ist tabakasina
dogru (stratum korneum) gd¢ ederler. Bu
gb¢ esnasinda derinin her tabakasinda
cesitli farklilagsma oOzellikleri gdsterip en
sonunda  derinin  organizmay1  dis
etkenlerden (enfeksiyon ajanlari, travmatik
zedelenmeler vs.) koruyucu 6lii tabakasini
olusturmak lizere olirler. Deri
keratinositlerinde bu sekilde gergeklesen
apoptozisin 6zellesmis bir apoptozis formu
oldugu diistiniilmektedir.

c. Timus: Immiin sistemin ¢ok onemli
hiicreleri olan T lenfositler timusda
olgunlagirlar. Bu hiicrelerin etkisiz olanlar
veya organizmanin kendi dokularna karsi
reaksiyon verme potansiyeli tasiyanlari kan
dolasimina girmeden O&nce apoptozisle

oliirler ve bdylece ortamdan
uzaklastirilirlar.
d. Uterus: Menstruasyon esnasinda

uterusun i¢ duvarindaki hiicreler oOliirler ve
menstruasyon  kamiyla  uzaklastirilirlar.
Boylece, uterusun i¢ tabakasi
(endometrium) apoptozisle dokiiliir

e. Beyinde sinapslarin olusumu esnasinda
bazi1 ndronlar apoptozisle ortamdan
uzaklastirilirlar.



f. Gozdeki lensde igleri saydam bir protein
olan kristallin ile dolu apoptotik hiicreler
bulunur.

g. Diger: Viriislerle enfekte olmus veya
kalict DNA hasar1 olusmus hiicreler
siklikla apoptozisle kendilerini oldiiriirler
(intihar ederler). Bu yolla apoptozise
gidemeyen ve genetik olarak degismis
hiicreler ileride kanser gelisimine neden
olabilirler. Hepatit C viriisiiniin ‘“core”
proteininin insan embriyonik bobrek hiicre
dizelerinde = FADD-iligskili  apoptozisi
artirdig1 rapor edilmistir.

Apoptozis ¢ok hiicreli canhlarin gelisimi
esnasinda da goriiliir:

Cok hiicreli canlilarin normal ve dogru
gelisimleri  se¢ilmis bazi1  hiicrelerinin
apoptozisle  Olmesine  baghdir. Bazi
ornekler asagida siralanmistir:

a. 1 mm uzunlugunda transparant bir
kurtguk olan Caenorhabditis elegans‘in
baslangicda 1090 olan hiicre sayisi tam
olarak 131 hiicre azalir ve bdylece
hermafroditik formdan yetiskin forma
doniisiir. Olen hiicreler mikroskop altinda
izlenebilirler. Bu kurtguk model alinarak
yapilan organ gelisimi ve apoptozis
calismalar1 2002 yilinda Sydney Brenner,
Robert Horwitz ve John Sulston’a Nobel
Odiilii kazandirmustir.

b. Kurbagalarin metamorfozisi esnasinda
kuyruklar1 kaybolur. Bdylece yetiskin
forma gecerler. Kuyruktaki hiicreler
apoptozisle dlerek kaybolurlar.

b. Insan embriyosunun el parmaklari
arasinda bulunan perdelerin, buradaki
hiicrelerin  apoptozisle 6lmesi sonucu
kayboldugu diigiiniilmektedir.

Apoptozisin bozuldugu hastahklar:

1. Viral infeksiyonlar. Virisler, hiicreleri
enfekte ettiklerinde girdikleri hiicreye
kendi proteinlerini sentez ettirirler. Oysa, o
hiicrenin kendisi igin gerekli proteinlerin
yapimini  durdururlar. Bu yilizden, o
hiicrede apoptozis indiiklenir ve hiicre 6liir.
Boylece, zaten virilis kendisini de elimine
der. Fakat, baz1 virtisler (6rn., Ebstein-Barr
ve Papillomaviriis) enfekte ettikleri
hiicrenin apoptozise gitmesini baskilayan
yollar gelistirmislerdir. Ornegin, Ebstein-
Barr virlisii bir apoptozis inhibitorii olan
bcl-2’ye benzer molekiiller iiretmektedir.
Ayrica, enfekte ettigi hiicrenin kendi bcl-2
iretimini  indiikleyen = molekiiller de
iretmektedirler. Bu yiizden, anti-viral
tedaviyle ugrasan arastiricilar viriislerin
irettikleri bu anti-apoptotik molekiillerin
aktivitelerinin bloke edilmesiyle ilgili
caligmalar yapmaktadirlar. Papillomaviriis
ise giiclii bir apoptozis indiikleyicisi olan
p53°1 inaktiflestirmektedir. Fakat viicudun
immiin  sistemi viral enfeksiyonlarla
savasir. Immiin sistemin ©6nemli bir
komponenti olan sitotoksik “killer” T
lenfositleri, viriisle enfekte olmus hiicreleri
apoptozisi indiikleyerek oldiirtirler.
Apoptozisin indiiksiyonu sitotoksik T
lenfositlerinden salgilanan granzimlerin
etkisiyle saglanir. Boylece, viriisle enfekte
olan  hiicre = ortamdan  uzaklastirilir.
Sitotoksik T lenfositleri ayrica FasL
salgilayarak da  enfekte hiicrelerde
apoptozisi  indiikleyebilirler ama bu
mekanizmayla sagliklt komsu hiicrelerde
de apoptozisin indiiklenme riski “bystander
effect” vardir. Hepatit viriislerinin goreceli
olarak daha az sayida hiicre enfekte
etmelerine ragmen daha ¢ok sayida hiicre
hasarina neden olmalariin bu sekilde
aciklanabilecegi 6nerilmistir.

2. Norodejeneratif hastaliklar. Noronlar,
sinaptik  baglantilar  uygun  sekilde
kuruldukdan sonra bir daha béliinemeyen
yani ¢ogalamayan hiicrelerdir. Kalp kasi
gibi. Dolayisiyla yenilenemediklerinden
Omiir boyunca yasarlar. Oysa, Alzheimer,
Parkinson, Hutchinson gibi hastaliklarda
nedeni heniliz bilinmeyen bir sekilde



apoptozisin  indiikklenerek  noronlarin
oldiigi diistiniilmektedir.

3. Organ transplantasyonlari. Transplante
edilen organlara viicudun immiin atagi
oldugu bilinmektedir. Oysa, goziin 6n
“chamber”1 veya testisler gibi
“immunologically privileged”
bolgelerindeki hiicrelerin devamli olarak
FasL eksprese ettiklerinden dolayr bu
bolgelere gelen T lenfositlerini  bu
hiicrelerin {lizerindeki Fas reseptorlerini
aktive ederek apoptozisle
oldirebilmektedirler. Bdylece, immiin
sistemin etkisinden kurtulabilmektedirler.
Ayni sekilde, transplante edilen organin
FasL eksprese etmesi saglanabilse bu
durumda rejeksiyon olasiligint 6nlemek
miimkiin olabilir. Bu konudaki c¢alismalar
stirmektedir.

4. Insiiline bagmli tip diabet. Bu
hastalikda, insiilin salgilayan hiicreler
apoptozisle dlmektedirler.

5. AIDS (“Acquired immunodeficiency
syndrome”). AIDS enfeksiyonu sonucu
CD4" T- hiicreleri (lenfositleri) apoptozisle
Olmektedirler. AIDS  enfeksiyonundan
sorumlu  viris olan HIV  (human
immunodeficiency  virus) CD4+ T
hiicrelerinin yiizeyindeki CDh4
molekiillerine baglanir. Bu baglanma bir
ylizey glikoproteini olan ve virlisiin env
geni tarafindan kodlanan gp120 tarafindan
diizenlenir. Aslinda, AIDS’de CD4+
hiicrelerinin 100 000°de 1’inden az bir
kisminda bu baglanma  goriilmesine
ragmen  bircok  hiicre  apoptozisle
O0lmektedir. Bunun mekanizmast tam
olarak anlasilmis olmamasina ragmen bazi
olasiliklar iizerinde durulmaktadir.

6. Malign hastaliklar. Malign hastaliklar
klasik olarak kontrolsuz bir asir1 hiicre
proliferasyonunun  oldugu  hastaliklar
olarak bilinir. Oysa, asir1 proliferasyonun
yaninda azalmis apoptotik hiicre O6lim
hizinin da malignite gelisimine katkida
bulundugu gorilmiistiir. Zamani
geldiginde normal olarak apoptozise
gidemeyen dolayisiyla beklenenden daha
uzun siire yasayan hiicreler, genomlarinda
biriktirdikleri  mutasyonlarin  etkisiyle

malign hiicrelere doniisme potansiyeli
tasirlar.

Hiicre oliimii:

Apoptozis klasik hiicre 6lim sekli olarak
bilinen nekrozisden bircok  Ozelligi
acisindan olduk¢a farkli olan bir hiicre
olim mekanizmasidir. Biyolojik bilimler
literatiirinde apoptozis terimi, ilk defa
Iskogyali aragtirmacilar olan Kerr, Wyllie
ve Currie tarafindan 1972  yilinda
kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre
azalmalarindan sorumlu olan, yapisal
olarak 6zgilin bir hiicre 6lim tipi olarak
tanimlanmistir.  Apoptozis veya, daha
genel anlamda sdylemek gerekirse, hiicre
Olimi uzun silire arastirmacilarin  ¢ok
ilgilenmedikleri bir alan olarak kalmistir.
Fakat apoptozisin gelisim biyolojisinde,
normal doku “turnover”inda ve immun
sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlari
gibi bazi onemli fizyolojik siireclerdeki
roli ortaya c¢iktikga Onemi de hizla
artmistir.

Her saniye yaklasik bir milyon hiicremiz
apoptozisle viicuttan uzaklagtirilmaktadir.
Bunlarin yerine yenileri yapilmaktadir.
Yapim (mitozis) ile yikim (apoptozis)
arasinda kontrollu bir denge vardir. Iste bu
dengenin apoptozisin lehine veya aleyhine
bozulmast  bircok Onemli hastaligin
patogenezine katkida bulunur. Goriildigu
gibi apoptozis organizmada dogru bir
sekilde islemelidir. Olmamasi gerekirken
gerceklesen apoptozis veya hizlanmig ya
da tam tersine yavaslamis apoptozis
organizma i¢in tehlikelidir. Apoptozisin
gereksiz yere olustugu veya hizlandigi
hastaliklara ornek olarak AIDS,
norodejeneratif ~ hastaliklar, insiiline
bagiml tip diyabet, hepatit C infeksiyonu,
miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi
hastaliklar  verilebilirken;  apoptozisin
yavagladig1 hastaliklara 6rnek olarak ise
otoimmiin hastaliklar ve kanser verilebilir.

Apoptozis ve nekrozis:

Apoptozisi anlamak icin  nekrozisle
karsilastirilarak ogrenilmesi faydali
olacaktir. Bunun i¢in Tablo 1’de nekrozisle



apoptozis karsilastirilmistir. Tabloda da
goriildiigli gibi, nekrozis fizyolojik bir
olim sekli olmamasia ragmen apoptozis
hem fizyolojik hem de patolojik sartlar
altinda meydana gelebilir. Diger bir
ifadeyle apoptozis hem saglikta hem de
hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir.

Apoptozis morfolojik olarak 6zglindiir.
Nekrozisde hiicre igine asirt sivi girmesi
sonucu hiicre siserken “cell swelling”,
apoptotik hiicre tam tersine kiigiiliir “cell
shrinkage”. Nekrozisde kromatin patterni
hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye
benzerdir ama  apoptotik  hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde
toplanir  “chromatin  aggregation” ve
kondanse olur “chromatin condensation”.
Nekrotik  hiicrenin  plazma membrani
biitiinliiglinii kaybeder ve hiicre iginden
disina hiicre i¢i materyallerinin  ¢ikisi
gerceklesir.  Oysa  apoptotik  hiicre

membrani intaktir ve {izerinde kiiclik
cepcikler “membrane blebs” olusur.

Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama
apoptotik  hiicre  kiiglik  cisimciklere
“apoptotik bodies” parcalanir. Apoptotik
cisimcikler membranla kaphdir degisen
miktarlarda nukleus, veya diger hiicre ici
yapilar igerirler. Nekrozisde plazma
membraninin  biitlinliigliniin ~ bozularak
hasarlanmasi nedeniyle hiicre iceriginin dig

ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon
uyarilir. Oysa, apoptozisde apoptotik hiicre
veya cisimcikler plazma membranlar
hasarlanmadan komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite
edildiklerinden inflamasyon olugmaz.

Apoptozisin en Onemli Ozglin yoOni
(“hallmark™) DNA’nin internukleozomal
bolgelerden yaklagik 180-200 baz cifti
veya bunun katlar1 boyutunda DNA
pargalari olusturacak sekilde
parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel
elektroforezinde  merdiven  gorilintiisii
imajinin “ladder pattern” ortaya ¢ikmasina
neden olur. Ama bu durum hiicre tipine
bagli 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  parcalanmasindan  sorumludur.
Hangi parcalayici enzimin rol alacagi
hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore
degisebilir. Apoptotik hiicrede goriilen
onemli degisikliklerden biri normalde
plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan
fosfatidilserin’in erken evrede membranin
dis yiizline dogru transloke olmasidir
“phosphatidylserine translocation”. Bu
mekanizma apoptotik hiicrelerin  komsu
hiicreler ve  makrofajlar  tarafindan
taninmasini saglar.



OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan nedenler Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yasglanmasi “Senescence”
Hipoksi HIV

Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlari

Siddetli oksidatif stress

Kanser ilaglart

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Morfolojik ozellikler

Hiicre membrani biitiinliigiiniin
kayb1

Kromatin “flocculation”u
Hiicre sismesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hiicre membrani fakat membranda
“bleb”lerin olusumu

Kromatinin niikleer membran civarinda
toplanmas1 ve yogunlagmasi

Hiicre kiigiilmesi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intact mitakondri, ribozom,
nucleus parcalari ve diger organelleri
igeren membranla kapli apoptotic

cisimciklere pargalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siirec)

+4 °C’de gergeklesebilir

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

Postlitik DNA
fragmentasyonu(=6limiin geg

sathasinda)

Iyi kontrollu, bazi aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi

ATP gereklidir (aktif siireg)

+4 °C’de gerceklesmez)

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 birkac1 birarada 6liir
Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Inflamasyon gériilmez

Tablo 1. Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmasi. TNRF-1, tumor nekrozis factor reseptorii- 1
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Indiikleyici  Modiilator Efektor Substrat Oliim
ajan

(&0
(®
A

. Biiyiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiiere proteini
eksikligi . 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 cisimeilzler

Apoptozisin genel goriiniimii. Not: So6zii edilen faktorlere siirekli olarak yeni ilaveler
yapilmaktadir.



Apoptozisin modiilator (mediator) leri:

Apoptozis ¢ok sayida ve c¢esitte mediator
tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda,
bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller
(seramid), genler (c-myc), proteinler (p53)
ve  hatta  organeller  (mitakondri)
bulunmaktadir. Bazi mediatorler hiicre
tipine Ozglindiir, bazilar1 da apoptotik
stimulusun  ¢esidine  gore  farklilik
gosterebilirler. Apoptotik siire¢ boyunca
hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur.
Kalsiyum yonlar1 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 apoptozisi
indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-X;), bir
kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-X))
genis bir ailedir. Bu ailenin tiyeleri kendi
aralarinda homo veya hetero-dimerler
olustururlar.  Hiicrenin  yasayabilirlik
durumu (“survival”1) bu ailenin pro-
apoptotik ve anti-apoptotik tiiyelerinin
rolatif oranina baglhidir. Bu
heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in
(ikisinin ~ oranmnin) bazi  hematolojik
malignensilerde prognostik deger tasidigi
rapor edilmigtir. Ciinkii oranin artmasi 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
stirelerine neden olur. Boylece malignite
olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bcl-2
ozellikle mitakondri dis membraninda
bulunmakta ve iyon  transportunu
diizenlemektedir. Bax sitozolde bulunur ve
apoptotik  uyari alinmast  halinde
mitakondri membranina baglanir, burada
kiiciik  delikgikler “pore” olusumunu
indiikler, bdylece selektif iyon
permeabilitesi kaybolur, sonu¢da sitokrom
¢ ve apoptozis-indiikleyici faktdr olarak
bilinen AIF’iin mitakondriden sitozole

cikmasint  saglar.  Bcl-2’nin ayrica
mitakondri ile olan iligkisinden dolay1
antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve
boylece oksidan stresin neden oldugu
apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur.
Seramid, membrana bagl asid
sfingomyelinaz aktivasyonunun bir
tiriintidiir. Plasma membran hasarina karsi
bir sinyal oldugu diistiniilmektedir. p33,
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’sim1  tamir
edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger
DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar
bliyiikse bu durumda p53 apoptozisi
indiikler. p53°lin apoptozisi indiiklemesi
Bax’in ekspresyonunu artirmasi bdylece
Bcl-2/Bax  oranim1  degistirmesi  yoluyla
gerceklesir. Bazi virlisler (insan papillom
virlsli, 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 Olim
mekanizmasindan kurtulduklarindan
virlsle-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 hasarlanmasi halinde
p53’iin fosforilasyonu artar ve buna bagh
olarak da Mdm2’den ayrilir, bdylece
yarilanma omrii uzadigi i¢in de aktivitesi
artar.  Sitokrom ¢, mitakondri ig
membraninda bulunan elektron transport
zincirinin  bir proteinidir. Son yillarda
anlagilan Onemiyle apoptozis siirecinde
merkezi bir konuma oturmustur. Bu
ylizden de sitokrom c’nin mitakondriden
sitoplazmaya  saliverilmesi  apoptozis
yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir
doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c,
mekanizmasi heniiz tam olarak



aydinlatilamamuis bir sekilde mitakondriden
apoptozis-indiikleyici faktor (“AlF,
apoptosis-inducing factor”) ile birlikte
sitoplazmaya  salinir. Sitokrom ¢
sitoplazmik ~ protein olan  Apaf-1
(“apoptotic protease activating factor-17)’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 efektdr kaspazlardan prokaspaz 3’1
aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitOriinii
(“ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease”) inaktiflestirir, bdylece
ICAD’linlin bagladigi 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  varligt da  bilinmektedir.
Kaspaz-bagimsiz apoptozis yine
mitakondriden saliverilen bir faktoér olan
AlIF’iin etkisiyle gergeklestirilir. Fakat,
AIF’in 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 c¢ogu
apoptozisde rol almaktadir. Kaspazlar
birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir
kaskad (selale tarzi reaksiyon dizisi)’a
neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10)
baglatict  kaspazlar olarak  bilinirken
bazilarn1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar
olarak bilinir. Baslatic1 kaspazlar apoptotik
uyariyla baslayan 6liim 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

(PARP)) parcalayarak apoptotik hiicre
morfolojisinin meydana gelmesine neden
olurlar. 1k tamimlanan enzim ICE
(interlokin 1-B doniistiiriicii 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 kaspazlari
selektif olarak inhibe ederler, bdylece
apoptotik mekanizmayr durdururlar. Bu
inhibitorler ~ birgok  malign  hiicreler
tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler.
IAP’leri ayrica hiicre siklusunu da
etkileyerek  apoptozisi  durdurabilirler.
Kaspazlardaki defektler otoimmun
hastaliklara, kansere ve bazi1 norolojik
bozukluklarin olusumuna katkida
bulunabilir (Kidd ve ark, 2000). Hatta,
kaspaz  8’in  ndroblastomada  tiimor
siipressorii olarak islev gordigi
bulunmustur (Teitz ve ark, 2000). Granzim
(“Granzyme™) ler, patojenle enfekte
edilmis hiicrelerin veya tiimor 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 kaskadi baglatilir. Bu da enfekte
hiicreyi (veya kanser hiicresini) apoptozise
goturur.

Apoptozisin indiiklenmesi:

Apoptozisi baglatan nedenler ¢esitlidir.
Apoptozis klasik olarak, hiicre olim
reseptorleri olarak bilinen Fas (diger
isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz



faktor reseptori-1  (TNFR-1)’in ilgili
ligandlar ile etkilesime girmesi
(uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre
ylizey reseptorleri membranda bulunur ve
TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid
hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimor
hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta
miyokardda bulunurlar. ilgili ligandina Fas
ligand (FasL) denir. FasL, tiimdr nekroz
faktor (TNF) ailesinin bir liyesidir. FasL
sitotoksik T lenfositlerinde ve ‘“natural
killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1,
ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarisi
almis olduklarindan bir seri protein:protein
interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle
kendilerine dogal olarak bagli bulunan ve
olim bolgeleri (“death domain™)  adi
verilen TRADD (“TNFR-1 associated
death domain”) ve FADD (“Fas associated
death domain™) ile interaksiyona girerler.
Bu olim bolgeleri ise prokaspaz 8’i
aktiflestirerek caspazlarin kaskad tarzinda
aktivasyonlarin1 baglatirlar. Hiicre iginde
ayrica bu Oliim bolgelerini 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 yanmit olarak p53°in
indiiksiyonuyla da baslatilabilir.
Indiiklenen p53, bir pro-apoptotik bcl-2
ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol
acararak apoptozisi baglatir. p53 bax’in
indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS5
gibi hiicre yiizey Oliim reseptorlerinin
indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi
baglatabilir. Apoptozis ayrica reaktif
oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem
mitokondri hem plazma membrani hem de
genom lizerinde olusturabilecegi hasarlara
bagli olarak da baslatilabilir.

Apoptozisi biiyiime faktorlerinin ortamdan
eksilmesiyle de baglatilabilir. Hiicre kiiltiir
ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum
acligt (“serum starvation”)’na maruz
birakilirlarsa apoptozisle oliirler. Buradaki
mekanizma, apoptozis indiikleyici bir
niikleer protein olan p53 aktivasyonuna
bagl olarak gergeklesir. Ayrica, bir pro-
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apoptotik (apoptozis uyarici) bir bcl-2
ailesi iiyesi olan Bad’in fosforillenememesi
sonucu aktiflegsmesi ve boylece
mitokondriden apoptozisi baslatic1  bir
faktor olan sitokrom c’nin sitoplazmaya
saliverilmesi  yoluyla da gercgeklesir.
Apoptozisi baglatan bir baska neden ise,
sitotoksik T lenfositlerinden saliverilen
granzim B’lerin hedef hiicrede (6rn. viriisle
enfekte hiicre veya kanser hiicresi) kaspaz
sistemini aktiflestirmesidir.

Apoptozisde mitokondrinin rolii:

Apoptozisi baglatan yollarin  kesistigi
kavsak  noktanin  mitokondri  oldugu
gOrilmiistiir.
Alkalinization Caspase-8-
Phosphatases: me
wg;?::xmas L o Em:::m;s Activation

Dimerization j

Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu
(sitokrom c’nin mitokondriden
sitoplazmaya  saliverilmesi)  apoptotik
siirecde irreversibl  (geri ddniilemez)
noktay1 gosterir. Mitokondrinin
aktivasyonuna yol acan en Onemli faktor
bcl-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de
anti-apoptotik tiiyeleri olan bu ailenin
iiyelerinin mitokondri tizerindeki
etkileriyle ya sitokrom c’nin sitoplazmaya

saliverilmesi  gerceklesir  (apoptozisin
baslamasi) veya sitokrom ¢’nin
sitoplazmaya  saliverilmesi  baskilanir

(apoptozisin inhibisyonu).

Bcl-2 Ailesi:

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki
grupdan olusur. Bu gruplardan biri pro-
apoptotik, apoptozisi indiikleyici, etkiye
sahiptir.  Digeri  ise  anti-apoptotik,
apoptozisi baskilayici, etkiye sahiptir. Pro-
apoptotik  olanlar,  sitokrom  c’nin
mitokondriden sitoplazmaya



saliverilmesini indiiklerler. Anti-
apoptotikler ise sitokrom c saliverilmesini
baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi
yapilarinda  bulunan iki  bolgeye
(hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks)
baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2, ve BH3
bolgeleri  hidrofobik cep’i  olusturur.
Amfipatik a-heliks, BH3 bolgesinde yer
alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger
bcl-2 ailesi iiyesinin BH3 bdlgesine
baglanirlar. Pro-apoptotik iiyeler kendi
icinde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt
grublardan biri yapilarinda her ii¢ bolgeyi
(BHI, BH2, BH3) de igeren iiyelerden
(6rn., Bax, Bak), digeri ise sadece BH3
bolgesini igeren iiyelerden (Bid, Bad, Bim)
olusur. Anti-apoptotik iiyelerde ayrica BH4
bolgesi bulunur. Bu bolgenin, apoptozisin
diger hiicresel yollarla “pathway” iligkisini
kurdugu diisiiniilmektedir. Anti-apoptotik
tiyeler, dogal olarak “intrinsic” sitokrom
c¢’nin saliverilmesini baskilama 6zelligine
sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik
iiyelerin anti-apoptotik iiyelerle baglanmasi
halinde bu inhibitor etki ortadan kalkar ve
sitokrom c¢ saliverilmesi gerceklesir. Bu
yiizden, pro ve anti-apoptotik iiyelerin

dengesi yasam ile oOliim arasindaki
secenegi belirler. Anti-apoptotik {iiyelerin
asir1 ekspresyonlarinin apoptozisi

baskiladigi oysa pro-apoptotik iiyelerin
asirt  ekspresyonunun ise  hiicreleri
oldirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik
bel-2 ailesi iiyelerinin en iyi bilinenleri:
bcl-2, bel-X1, Mcl-1 iken, pro-apoptotik
olanlan ise: bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak,
Bok, Bid’dir.

Bcl-2  ailesinin  mitokondri iizerindeki
etkileri:

1. Bid’in kirilmasi: Bid, Bak ve Bax gibi
pro-apoptotik bcl-2 ailesi liyeleri normalde
hiicrelerde sessiz “latent” halde bulunurlar.
Bu proapoptotik iyeler aktive
edildiklerinde sitokrom c’nin sitoplazmaya
saliverilmesini saglarlar. Bid’in
kirilmasina, dolayistyla aktiflesmesine, yol
acan etken kaspaz-8’in aktivasyonudur.
Aktif kaspaz-8, bid’i kirar; boylece, 15
kDa’luk bir karboksi terminal fragmani
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olusur. Bid ayrica diger hiicre yiizey 6liim
reseptorleri  olan TNF ve TRAIL
aracilifiyla da aktiflesir.

Cellular Damage Death Receptor

\ BH3-only proteins, c + 8
BAX, BAK RRPENe-
S ep«—

BCL-2 closes
this gate

- - g,

A4
Smac/Diablo
_|_ ¥

/' Caspase-9

IAP,
N\F‘ \‘l Caspi&-s
Bl ~)» Apoptotic Death
Bid’i  “knock  out” yapilmig fare
hepatositlerinde TNF veya anti-Fas ile
apoptozis indiiklenmeye calisilirsa, bu

farelerde apoptozis olusmaz. Bu deney,
bid’in hiicre yiizey oliim reseptorlerinden
gelen apoptotik sinyalin - mitokondriye
iletilmesinde rol aldigini, bdylece Oliim
reseptorleri ile mitokondrinin baglantisini
sagladigin1 gostermektedir. Olusan bid
fragman1 BH3 bolgesine sahip oldugundan
diger proapoptotik bcl-2 ailesi tiyelerle
interaksiyona girerek onlarin normalde
bulunduklart sitoplazmadan mitokondriye
go¢ etmelerine (aktivasyonlarina) neden
olur. Bu aktivasyon sonucu, sitokrom c
saliverilir. Bid karboksi terminal fragmani
ayrica, bak-diizenlemeli  sitokrom ¢
saliverilmesini de aktiflestirir (Wei MC et
al, 2000. Genes and development.
14:2060).

2. Bad’in defosforilasyonu: Bad, bir¢ok
normal hiicrede bulunmaktadir. Bad’in
diger bcl-2 ailesi tiyeleriyle kompleks
yapmast fosforilasyon-defosforilasyon
mekanizmas1 ile diizenlenir. Normal



kosullarda, bad yasam (“survival”)
faktorlerinin etkisiyle, serin-treonin kinaz
Akt/PKB  yolu araciligiyla fosforile
durumda tutulur. Fosforile durumda iken
antiapoptotik iyelerle kompleks
olusturamadigindan onlari
etkisizlestiremez. Yani, sitokrom c tutucu
etkilerini  antagonize edemez. Eger
defosforile olursa (6rn., yasam
faktorlerinin eksikligi gibi bir nedenle)
antiapoptotik iyelerle kompleks
olusturarak antiapoptotik (sitokrom ¢
tutucu) etkilerini ortadan kaldirir. Boylece
sitokrom c saliverilmesi gerceklesir.

3. Bim’in mikrotiibiillerden saliverilmesi:
Bim, normalde mikrotiibiillerle iliski i¢inde
olan dynein motor kompleksi ile birlikte
bulunur. Apoptozis indiiksiyonu esnasinda

mitokondriye go¢ eder. Pro-apoptotik
aktiviteye sahiptir.

Sitokrom c’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesi  kaspazlarin
aktivasyonuna yol agar.

Kaspazlar:

Kaspazlar (“Caspases”), sistein

proteazlardir ve aspartik asitten sonraki
peptid bagin1 kirarlar. Hiicrede inaktif
(zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik
olarak birbirlerini aktiflestirirler. Boylece
bir kaskad seklinde islerler. Apoptozisde
hiicreyi  parcalayan yani  apoptotik
morfolojinin olusumunu saglayan etkenler
“effectors” olarak bilinirler.

Kaspazlarin siniflandirilmasi:
Kaspaz-1 (ICE)

Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)
Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)
Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEre,)
Kaspaz-5 (ICErel,;,, TY)

Kaspaz-6 (Mch2)

Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH)
Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAP6)
Kaspaz-10 (Mch4)

Kaspaz-11 (ICH-3)

Kaspaz-12

Kaspaz-13 (ERICE)

Kaspaz-14 (MICE)
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Kaspazlarin aktivasyonu:

Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar
kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar.
Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya
hiicre  yiizey Olim  reseptorlerinin
aktivasyonu ya da kaspaz-9 baglayici
protein olan apaf-1’in oligomerize olmak
tizere indiikklenmesi ile gergeklesir.
Apaf-1’in indiiksiyonu ise sitokrom c’nin
mitokondriden saliverilmesi ile gergeklesir.
Apaf-1’in  oligomerizasyonu kaspaz-9
monomerlerinin ~ biraraya  getirilmesini
saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9,
kaspaz-3’ii aktiflestirir.

Mitokondriden ayrica AIF (apoptosis
indiikleyici faktor)’ler saliverilir. Bunlar
heniiz  bilinmeyen baz1 niikleazlar
aktiflestirerek DNA degredasyonuna yol
acarlar ama bunlarin niikleusda yol agtig1
morfoloji degisikligi apoptozisde tipik
olarak goriilen tipde degildir. Daha ziyade,
net olarak secilebilen sinirlardan ziyade
diizensiz smirli ve periferik yerlesimli
daginik niikleus parcalar1 seklindedir.

Her dokunun eksprese ettigi kaspaz tipi
farkli olabilir. Bu durumda farkli dokular
icin farkli kaspazlarin aktivasyonu yoluyla
apoptozisin  gerceklestigi  diistiniilebilir.
Ornegin, periferik T hiicreleri ultraviole ile
indiiklenmis apoptozise gitmek icin ne
kaspaz-3’e ne de kaspaz-9’a gereksinim
duyarlar. Oysa, embriyonik stem hiicreler
bu durumda her iki kaspaza da gereksinim

duyarlar.  Hatta  hiicrelerin  degisik
farklilasma derecelerinde degisik
kaspazlarin  aktivasyonuna  gereksinim

duyulabilir. Ornegin, periferik T hiicreleri
Fas’in aktivasyonuna yanit olarak gelisen
apoptozisde kaspaz-3’e gereksinim
duyarlar ~ama  timositler  kaspaz-3
eksikliginde yine Fas’la indiiklenen bir
apoptozise gidebilirler.

Kaspazlarin substratlari:

PARP: Poli (ADP-Riboz) Polimeraz’dir.
DNA tamir mekanizmasinda rol alan bir
enzimdir.

DNA-PK: DNA bagimli bir protein
kinazdir.



PRD: Retinoblastoma geninin {irtiniidiir.
Hiicre siklusunun durdurulmasinda rol alir.
Lamins: Niikleus membraninda yer alan
yapisal proteinlerdir.

NuMA: Nukleus mitotik aparatus protein.
Fodrin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal
bir proteindir.

[-Aktin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal
bir proteindir.

Mdm2: Tiimor siipressor protein olan
p53’iin inaktivasyonunu saglayan bir
proteindir.

Cyclin A2: Hiicre siklusunda rol alir, ve
siklusun ilerlemesini saglar.

Presenilin: Alzheimer gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda biriktigi goriilen bazi
bilesiklerdir.

Others: Metabolik aktivitelerden sorumlu
bazi1 kinazlar gibi.
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Apoptozisin o0zet olarak belli bash
asamalar:

- Apoptozisin indiiksiyonu

- Hiicre yiizey oOlim reseptorlerinin
uyarilmast

- Sitokrom c’nin saliverilmesi

- Apoptozom olusumu (sitokrom c+Apaf-1
+kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyel-
in degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢
yliziinden dis yiize transloke olmast

- DNaz’in aktivasyonu sonucu DNA’nin
fragmentasyonu (internukleozomal DNA

fragmentasyonu)
- Yapisal proteinlerin yikilmasina baglh
olarak  apoptozise  06zgli  morfolojik

degisikliklerin meydana gelmesi



B. APOPTOZIiSIN SAPTANMASINDA
KULLANILAN YONTEMLER

Apoptozisi saptamak icin ¢ok cesitli
yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda
hiicrenin morfolojik goriinlimiine gore

karar  verilmisti.  Oysa, gilinlimiizde
morfolojik  degerlendirmenin  yanisira
apoptozise 06zgii oldugu bilinen baz1

aktivasyonlarin (6rn. aktif kaspaz-3 tayini)

molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de
saptanabilmektedir.
[lk kez morfolojik kriterlere gore

belirlenen apoptozis, 80’li yillarin sonuna
dogru DNA kiriklarinin  olustugunun
ortaya ¢ikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin
saptanmasina yonelik yontemlerle
belirlenmeye baglandi. 90’larin ortalarinda
ise apoptotik hiicrelerde  kaspazlarin
aktiflestigi  bulundu. Boylece, kaspaz
aktivasyonlarmin belirlenmesine yonelik
metodlarla saptanabilen apoptozis, 90’larin
sonuna dogru fosfatidilserin
translokasyonunu belirleyen yontemlerle
de saptanmaya Dbaslandi. Apoptozisin
belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim
metodlari, 2000’11 yillarin  baslarinda,
sadece apoptotik epitelyal hiicrelerde
olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir
protein olan keratin 18’in kirildikdan

sonraki  0zgiin  formunu  saptayan
antikorlarin  kullanilarak daha spesifik
olarak saptanmasi takip etti.

Apoptozisin  belirlenmesinde  kullanilan

yontemler asagida siralanmistir:

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri
2. Immunohistokimyasal yéntemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immunolojik yéntemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri

Fakat, bu smiflama ¢esitli sekillerde
yapilabilir. Yani, yontem tiiriinden ziyade
apoptozise 0Ozgli herhangi bir hiicresel
olayin / aktivitenin belirlenmesi esas
alinarak degerlendirme yapilabilir.
Ornegin, apoptozis DNA fragmentasyonu
esas almarak saptanacaksa o zaman
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yukarida siralanan metodlarin bir veya
birden fazlas1 kullanilabilir. Ciinkii, DNA
fragmentasyonu  histokimyasal  olarak
gosterilebilecegi gibi, biyokimyasal olarak
da gosterilebilir. Hatta, ELISA ile de
gosterilebilir. Bu ayrimda o6nemli olan
calisilacak numunenin cinsidir. Hiicre
kiiltiiri yapilarak elde edilen bir numune
ise, biyokimyasal bir yontem olan agaroz
jel elektroforezi yapilabilir. Eger bir
dokudaki DNA fragmentasyonlar1
(apoptotik hiicreler) arastiriliyorsa o zaman
da histokimyasal bir yontem olan TUNEL
yontemi kullanilabilir.

Apoptozis herhangi bir metodla tespit
edildikten sonra bir baska metodla da
dogrulanmalidir. Aksi takdirde, yapilan
calismanin temel bilim arastirmalarinin
yayimlandigi  uluslararas1  dergilerde
yayimlanma sansit ya hi¢ yoktur ya da
azdir. Klinik bilim dergilerinde bu sans
daha fazla olabilir.

1. Morfolojik goriintiilleme yontemleri:

1. Isik Mikroskobu

a. Hematoksilen Boyama
b. Giemsa Boyama

2. Floresan Mikroskobu

/ Lazerli Konfokal Mikroskop
a. Propidium Iyodiir (PT)

b. Hoechst Dye

3. Elektron Mikroskobu*

4. Faz Kontrast Mikroskobu

1.1. Isik mikroskopu kullanimi:

a. Hematoksilen boyama: Morfolojik
gorlintiileme yontemleri i¢inde en ucuz ve
kolay olanm1 hematoksilen ile boyamadir.
Hematoksilen ile boyanan preparatlar 151k
mikroskobu ile incelenir. Hematoksilen
boyama (HB) hem hiicre kiiltiirii
calismalarinda hem de doku
boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir.
Apoptotik  hiicrelerin ~ saptanmasinda
genellikle ilk metod olarak baglanmasi
uygundur ve cesitli acilardan (6rn. ilk



degerlendirme, maliyet) diger metodlara
kars1 avantaj saglar.

Hematoksilen boyamada, hematoksilen
boyast kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler nukleus morfolojisine  gore
degerlendirilir. Apoptozise ozgl
degisiklikler iyi bir boyama yapilmigsa
kolayca gozlenebilir. Fakat yine de
deneyim gerektirmektedir. Ciinkii bazi
durumlarda mitotik hiicreler ile apoptotik
hiicreler  karistirilabilir.  Gozlenebilen
degisiklikler sunlardir: hiicre kii¢lilmesi
“cell  shrinkage”, veya sitoplazmik
kiigiilme “cytoplasmic shrinkage”,
kromatinin kondanse olmasi “nuclear
condensation” ve  nukleus  zarinin
periferisinde ~ toplanmasi,  nukleusun
kiigiilmesi  “pyknosis” veya parcalara
boliinmesi  “nuclear  fragmentation”.
Yukaridaki fotografda hemen hemen
merkezi konumdaki iki hiicrede nukleus
fragmentasyonu goriilmektedir.

b. Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada
hematoksilenle boyamada da oldugu gibi
nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik
hiicreler taninir.  Sitoplazma  sinirlar
hematoksilen boyamaya gore daha 1iyi
secilebilmekle  birlikte =~ hematoksilen
boyamaya belirgin bir iistiinliigii yoktur.

1.2. Floresan mikroskopu / Lazerli
konfokal mikroskop kullanimi:

Floresan maddelerin (6rn. Hoechst boyast,
DAPI, propidium iyodiir) kullanilmasiyla
yapillan bir boyama seklidir. Floresan
boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden
hiicrenin kromatini dolayistyla nukleusu
gorliniir hale gelebilir. Floresan sistemler
151k mikroskopuna gore ¢ok daha pahalidir.
Fakat, eger hiicre Kkiiltiiri caligmasinda
kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan
hiicrenin ayirimina olanak tanirlar. Oysa,
hematoksilen ya da Giemsa boyamanin
kullanildig1 6rneklerde hiicrelerin tamami
yontemin prensibi geregi zaten
Olmektedirler. Canli ve 61l hiicre ayrimini
yapabilmek i¢in, canli veya Oli tiim
hiicreleri boyayabilen bir boya (Orn.

15

Hoechst boyasi) ile sadece 6li hiicreleri
boyayabilen bir baska boya (Orn.
propidium iyodiir) beraber kullanilir. Bu
boyama yoOntemindeki prensip sudur: Bu
yontemlerde ~ canliligin  belirleyicisi,
hiicrenin plazma membraninin (hiicre
zarinin) intakt olup olmadigidir. Membrani
intakt olan (canli) hiicreler propidium
iyodiir gibi sadece membran biitiinligii
bozulmus (6lii) hiicreleri boyayan bir boya
ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi
Oli veya canli tiim hiicrelere girebilen
boyalar ise  ortamdaki tim hiicreleri
boyayarak 6lii veya canli hiicre ayrimina
olanak saglarlar. Bu sekilde boyanan
hiicreler bir floresan mikroskopu ile
taninabilirler. Kuskusuz, bu yOntemle
hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlasilabilir ama 0lii hiicrelerin apoptozisle
veya nekrozisle 6liip 6lmediklerinin ayrimi
hematoksilen boyamada oldugu gibi
nukleus morfolojisine bakilarak yapilir.
Kromatin kondensasyonu veya nukleus
fragmentasyonu olan hiicreler apoptotik
hiicreler olduklarini diistindiirtir.
Hiicrelerin  detayli ayrimu
kriterlere gore yapilir:

- Nekrozisle élen hiicreler: Olii olduklari
belirlenen (Hem propidium iyodiir hem de

asagidaki

Hoechst  boyasi  pozitif)  hiicrelerin
nukleuslarinda  apoptotik  degisiklikler
goriilmez. Nukleus paterninde biiylk

degisiklik yoktur. Nukleusun baslangicda
daha kiiciik oldugu goézlenebilir ama ileri
evrelerde normale gore biraz daha
bliyiimiis goriilebilir. Boya yogunlugu
baslangigda daha fazla olabilir ama ileri
evrelerde yogunluk apoptotik hiicrelere
gore daha az bulunabilir.

- Apoptozisle olen hiicreler: Apoptotik
hiicrelerde hiicre zar1 eger sekonder
nekrozis gelismemisse intakt oldugundan
propidium iyodiir ile boyanmaz ama
Hoechst boyasi pozitifdir. Yani propidium
iyodiir negatif ve Hoechst boyas1 pozitif
boyanirlar. Fakat apoptozise 6zgii nukleus
morfolojisi bu hiicrelerde tani
koydurucudur. Tipik nukleus fragmen-
tasyonu en énemli bulgudur.



- Normal (canly) hiicreler: Propidium
iyodiir negatifdir. Hoechst boyas1 ile
boyanirlar ve nukleus normaldir.

Ozetle: Nekrotik hiicreler: Hoechst boyasi
(+) ve propidiyum iyodiir (+); Apoptotik
hiicreler: Hoechst boyasi (+), propidiyum
iyodiir (-) ve apoptotik morfoloji (+);
Normal hiicreler: Hoechst boyast (+),

propidiyum iyodiir (-) ve apoptotik
morfoloji (-).
1.3. Elektron mikroskopu: Elektron

mikroskopu ile degerlendirme apoptozisde
en degerli yontem (“gold standard”) olarak
diistiniilmektedir. Morfolojik degisiklik-
lerin en dogru olarak gozlendigi bir
yontemdir. Ustelik subselliiler detaylar
(6rn. mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya
da nukleus membraninin biitiinliigiiniin
bozulup bozulmadigi gibi) da incelenebilir.
Yukaridaki elektron mikroskopu caligma-
larinda, {stteki resimde (A) nukleus
fragmentasyonu net olarak izlenebilmekte-
dir. Alttaki resimde (B), solda normal bir
hiicre goriilmektedir. Sagdaki apoptotik
hiicrede, normal hiicreyle kiyaslandiginda

sitoplazmik kiigiilme, kromatin
kondansasyonu ve fragmentasyonu
izlenebilmektedir.
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1.4. Faz kontrast mikroskopu: Bu tiir
mikroskop sadece  hiicrelerin  kiiltiir
ortaminda, “flask” veya “plate”lerde
biiylitiildiigli ¢alismalarda, hiicreyi veya
hiicre toplulugunu incelemek amaciyla
kullanilir.  Olen hiicreler  yapistiklart
“substratum”dan ayrilacaklar i¢in besiyer
icinde ylizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz
kontrast mikroskopu ile go6zlenebilirler.
Mitozise giden hiicreler de faz kontrast
mikroskopuyla gozlenebilirler fakat bu
hiicreler ayn1 zamanda apoptotik hiicrelerin
erken evredeki goriintiileri ile
karigabilirler. O yilizden ayrimlari hemen
hemen imkansizdir. Gerek mitozisde
gerekse apoptozisin erken evresinde
hiicreler iizerine yapistiklar1 “substratum”a
yayilmig halde degil, tam tersine
yuvarlaklasmis ve  kiigiilmiis  olarak
goriiliirler. Faz kontrast mikroskopu ile
apoptotik  hiicreler iizerinde  gelisen
cepcikler (“blebs”) izlenebilir.
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Hiicreler heniiz “‘substratum”a yayilmis
haldeler ise hiicrelerin sitoplazmasinda
ortaya ¢ikan vakuoller de gdzlenebilir.
Ayrica, bazi hiicre tiplerinde “blister”
olarak adlandirilan hiicrenin
sitoplazmasindan  disariya tasar  gibi
gorlilen bir veya birkag tane biiyiik
vakuoller de gozlenebilir. Bu vakuoller
hiicreden ayrilip besiyer icinde
yiizebilirler. Igleri bos kiiresel yapilar
olarak goziikiirler. Bu vakuoller olasilikla
bazi arastirmacilarin hayalet hiicre (“ghost
cell’) olarak adlandirdiklar1 yapilardir.
Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden
hiicrelerin baslangi¢da hiicre membranlari
intakt olmasma ragmen ileri donemlerde
sekonder nekrozis gelisir ve bdylece
membran biitiinliikleri bozulur. Sekonder
nekrozis asamasina kadar olan siire i¢inde
non-vital boyalar denen (6rn. propidium



iyodiir) boyalarla boyanacak olurlarsa
apoptozis baslamis olmasina  ragmen
hiicreler bu boyalarla boyanmazlar. Ciinkii
membran  biitiinligi  halen  tamdir.
Sekonder nekrozis  gelistikten sonra
membran biitlinliigli bozulur ve hiicreler
non-vital boyalarla boyanma oOzelligi

kazanmaya baglarlar.

“Blister”lerin olustugu asamada membran
biitiinliigli halen tamdir ve bu asamada
nukleus morfolojisindeki  degisiklikler
floresan boyalarla gozlenebilir. Fakat bu
donem uzun sirmez dakikalar iginde
membran biitlinliigli bozulur. Faz kontrast
mikroskopunda hiicreleri goézlemek igin
normalde boya kullanmaya gerek yoktur
ama istenirse yukarida belirtildigi gibi hem
faz kontrast mikroskopisi hem de floresan
mikroskopisi aynmi anda kullanilabilir.
Boylece, drnegin nukleusu renklendirilmis
ve belirgin bir sekilde ortaya konmus
hiicrelerin  faz  kontrast mikroskopisi
fotograflar1 elde edilebilir.

2. Histokimyasal yontemler:

2.1. Anneksin V Yontemi
2.2. TUNEL Yontemi

2.3. M30 Yontemi*
2.4. Kaspaz-3 YOntemi*

2.1. Anneksin V Yontemi:

Normal hiicrelerde hiicre zarnin sitoplaz-
mik  ylizinde  fosfatidilserin  (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise
giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan
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PS molekiilleri hiicre zarinin dig yiiziine
transloke olurlar. Dis ylize transloke olan
PS’ler, floresan bir madde (6rn. FITC) ile
isaretlenmis  Anneksin 'V kullanilarak
goriiniir hale getirilirler. Boylece apoptotik
hiicreler saptanmis olur.

2.2. TUNEL Yontemi:

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglar. Parafin bloklar, donmus kesitler,
kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya
“plate”lere ekilmis, ya da lameller iizerinde
biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varlig
bu metodla saptanabilir.

2.3. M30 Yontemi:

M30 yonteminde apoptotik hiicreler
sitokeratin  18’in  kaspazlarin etkisiyle
kirilmast  sonucu ortaya ¢ikan yeni
antijenik bolgenin immunohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine  gore
belirlenir. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese
eden dokularda kullanilmasi miimkiindiir.
Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir.

2.4. Kaspaz-3 Yontemi:

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik
hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 IHC
metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in,
dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin
bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise
yol agan ajanin  kaspaz-3’i  kirip
kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bu
bilinirse apoptotik hiicreler bu metodla
tespit edilebilirler.



3. Biyokimyasal Yontemler:

3.1. Agaroz Jel Elektroforezi -
DNA fragmentasyonu

3.2. “Western Blotting”

- Substrat kirilmalari

- Aktif kaspaz’in belirlenmesi
- Sitokrom c saliverilmesi
3.3. “Flow” Sitometri

- DNA azalmasi

- Annexin V

3.1. Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir bagka
yontemdir. Apoptozisde DNA, 180 baz
¢ifti ve bunun katlarmma karsilik gelen
noktalardan (internukleozomal bdolgeler-
den) kirilldig1 i¢in merdiven goriintiisi
“ladder pattern” olusur. Bu bulgu
apoptozisin karakteristik 6zelligidir ve
nekrozisde goriilmez. O yiizden apoptozisi
nekrozisden ayirmada faydali
yontemlerden biridir.

“Beads-on-a-string
form of chromatin (HMW-DNA)

Mono- and Oligonucleosomes
(LIW-DHA)
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3.2. “Western” Blotting

Bu metod yardimiyla apoptozise 6zgii bazi
proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin
(6rn. bel-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin
(6rn. kaspaz-3) saptanmasi miimkiindiir.
Sitokrom c¢’nin  mitokondriye  ¢ikip
cikmadiginin belirlenmesi de bu metodla
belirlenebilir. Yanliz, sitokrom ¢ tespitinde
once alt-fraksiyonlama yapilarak hiicre-
lerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksi-
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normalde
bulunmasi

yonlart  ayrilir.  Ardindan,
sitoplazmik fraksiyonda
beklenmeyen  sitokrom  c¢’nin  bu
fraksiyonda  tespit edilmesi  halinde
hiicrelerin apoptozise gittikleri anlagilir.

3.3. “Flow” Sitometri

“Flow” sitometri yardimiyla floresan bir
madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozisde eksprese oldugu bilinen her
hangi bir hiicre yilizey proteininin
saptanmas1 miimkiindiir. Boylece apoptotik
hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir
olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve
kantitatif sonuc¢ verebilmesi agisindan
klinikte apoptozis deteksiyonu agisindan
kullanishidir.  Ozellikle iki  sekilde
apoptozis deteksiyonu yapilir. a. floresan
bir madde olan propidium iyodiir
kullanilirak, b. Anneksin V kullanilarak.
Birincisinde, kompleks bilgisayar
islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile
icerdigi DNA miktarmin kiyaslanarak,
azalan DNA miktarmin apoptozis lehine
oldugu gerceginden hareketle, apoptotik
hiicre populasyonu (sub-Gl piki) tayin
edilir. ikincisinde, floresan mikroskobuyla
uzun zaman alan sayma islemi saniyeler
icinde yapilarak sonu¢ almir. “Flow”
sitometri grafiklerinde sag-alt kadrandaki
populasyon anneksin V’in pozitif ve
propidium  iodid’in  negatif  oldugu
apoptotik hiicrelerin bulundugu bolgedir.

4. immunolojik Yontemler:

4.1. ELISA
- DNA Fragmentasyonu
- M30 Diizeyi

4.2. Fluorimetrik YONTEM
- Kaspaz Aktivasyonu (Hiicre
kiiltiirii)

4.1. ELISA:

ELISA ile gerek Kkiiltiiri yapilmis hiicre
populasyonlarinda gerekse insan plazma-
sinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek



miimkiindiir. Ayni sekilde M30
diizeylerinin 6l¢timii de miimkiindjir.

4.2. Fluorimetrik Yontem:

Kiiltirti  yapilmig  hiicrelerde  kaspaz
aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin
antikorunun bulundugu “plate”lere hiicre
lizatlariin ~ konulmasi1  ile  kaspaz
molekilleri tutulur, ve sonra ortama
kaspazlarin  parcaladigi  ve kendisine
floresan bir maddenin tutundugu bir
substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz
aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan
floresanin siddeti fluorimetre ile 6l¢iilerek
kaspaz aktivitesi saptanir.

5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri:

1. “DNA Microarrays”
Gen ekspresyon dereceleri (mRNA)

- Hiicre 6liim reseptorleri
- Kaspazlar

DNA “microarray” teknolojisi heniiz ¢ok
yeni ve ¢ok pahali bir yontemdir. Fakat,
yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir
bicimde degistirme iddiast tasiyan bu
teknoloji ile ayni1 anda ve kisa bir siire
icinde (0nceden aylarca siirerken) yiizlerce
hatta binlerce genin ekspresyon
derecelerinin  (mRNA’larinin)  tespiti
miimkiin olabilecektir. Boylece, apoptozise
Ozgl hiicre ylizey Oliim reseptorlerinin
ekspresyon durumlar1 hakkinda genis bilgi
edinme olanag1 dogacaktir.
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