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PATOLOJIK APOPTOZIS VE TANI YONTEMLERI
Giingér Cagdas DINCEL!, Oguz KUL?

OZET

Ik kez Kerr ve arkadaslari tarafindan 1972 de tanimlanan apoptozis, biyolojik gdrevlerini tamamlamus
yapisal elemanlari ya da DNA’s1 hasar gormiis hiicrelerin, iliskili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir
bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan, genlerle kontrol altinda tutulan ve gergeklesmesi i¢in enerjiye ihtiyag
duyan programli hiicre 6limiidiir. Apoptozisi fizyolojik olarak yasamin her dénemimde gorebiliriz. Patolojik
apoptozis ise otoimmiin ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, kalp hastaliklar1 ve viral enfeksiyonlar gibi birgok
hastaligin patogenezinde yakindan iligkilidir. Apoptozis emri alan bir hiicrede kromatin yogunlasmasi goriiliir ve
hiicrenin boyutlar kii¢iilmeye baglar. Daha sonra apoptotik cisimciklere ayrilirlar. Bu apoptotik cisimcikler
ylizeylerinde yeni reseptorlerle birlikte yakindaki fagositik sistem hiicrelerini cagirarak fagotositoz ile
uzaklastirilir. Apoptozisin inhibisyonu/aktivasyonu tedavi i¢in gen iirlinleri ise tani i¢in potansiyel hedeflerdir.
Bu makale; apoptozisin morfolojik 6zelliklerini ve nekrozdan farklarini, genetik diizenlenmesini, tani
yontemlerini ve Ozellikle hastaliklardaki yakin iliskisini igeren son literatiir bilgileri gozden gecirilerek

tartisilmis bir derlemedir.
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PATHOLOGIC APOPTOSIS AND DIAGNOSTIC METHODS

ABSTRACT

First defined by Kerr et al. in 1972, the apoptosis is the programmed cell death which is kept under
control by genes and needs energy to occur, allowing structural elements with completed biological duties or
cells with damaged DNA to be removed without damaging the associated tissue and cells. Apoptosis can be seen
physiologically in all stages of life. Pathological apoptosis is closely related in the pathogenesis many diseases,
including autoimmune and neurodegenerative diseases, cancer, heart diseases and viral infections. Chromatin
condensation is observed and the size of cell becomes smaller in a cell that receives the apoptosis order. Then
they are fragmented into apoptotic bodies. These apoptotic bodies are removed by phagocytosis by calling
nearby phagocytic system cells together with new receptors on their surfaces. Inhibition/activation of apoptosis
and gene products are potential targets for treatment and diagnosis, respectively. This article is a compilation that
discusses morphologic characteristics of apoptosis, its differences from necrosis, genetic regulation, diagnosis

methods and close association with diseases by reviewing the latest literature.

Key Words: Apoptosis, Pathogenesis, Diseases
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GIRIS

Apoptozis biyolojik gorevlerini tamamlamis yapisal elemanlar1 ya da DNA’s1 hasar
gormiis hiicrelerin, iligkili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir bicimde ortadan
kaldirilmasini saglayan, genlerle kontrol altinda tutulan ve gerceklesmesi icin enerjiye ihtiyag
duyan programli hiicre 6liimiidiir. Embriyonik donemden baslayarak tiim yasam boyunca deri,
gastrointestinal ve immum sistem gibi pek cok sisteme ait dokularin devamlilig1 mitoz, hiicre
olimii ve apoptozis arasindaki denge ile saglanmaktadir. Organizmada, yasam boyunca
degisen derecelerde dejenerasyon ve nekroz sekillenir. Buna ragmen organ biiyiikliikleri
acisindan bakildiginda Karacigerin biiyiikliigii siirekli sabit tutulur. Iste bu denge, apoptozis ve
mitoz arasindaki hassas iliski ile saglanir (1-3).

Apoptozis de kendi igerisinde bir denge halindedir. Artmast durumunda nérodejeneratif
hastaliklara, azalmasi durumunda ise kanser ve fazla otoreaktif hiicrelerin ortadan
kaldirilamamasi sonucu otoimmun hastaliklara yol agabilmektedir (3,4).

Apoptozisi hem fizyolojik hem de patolojik olarak yasamin her donemimde gorebiliriz.
Anne karnindaki yavrunun gelisim asamalar1 sirasinda ayak ve el parmaklari baslarda
birlesiktir. Zamanla aralardaki hiicrelerin apoptozise ugrayarak yikimlanmasi ile parmaklarin
birbirinden ayrilmasinda, yasliliga bagl olarak gelisen organ atrofileri ve laktasyon sonrasi
meme bezi gerilemelerinde ve proliferasyona ugrayan hiicre topluluklarinda fizyolojik bir
stire¢ olarak diistiniliir. Patolojik olarak ise; parankimatoz organlarda kanal tikanmalari
sonucu gelisen atrofi, radyasyon, kemoterapi ve hipoksi araciligi ile olusan hiicre 6liimleri,
insulin bagiml diabetes mellitus, sigirlarin respiratorik sinsityal virus enfeksiyonunda epitel
hiicre &liimleri, iskemik hasarlarda (Miyokard Infarktiisii) patolojik olarak apoptozis
sekillenmektedir (1,3,5,6).

|. TARIHCE VE TERMINOLOJI

Hiicrelerde goriilen oliimlerle ilgili olarak ilk ¢alismalar, 1920 yillarinda yeni histolojik
boyama yontemlerinin yaygin kullanimiyla birlikte baslamis ve bu alanda ilk bilgiler hiicre
dejenerasyonu ve nekroz konularinda elde edilmistir. Omurgali ve omurgasizlardaki hiicre
olimii, 1951’de Gluchsmann, 1966’da Gaunders tarafindan tanimlanmigtir. 1965 yilinda
Edinburg Universitesi’ nden Kerr, portal venin biiyiik bir kolunun ligatiire edilmesinden sonra
karaciger hiicrelerinde degisik 6liim tiplerini tanimlamistir. 1972 yilinda yine Kerr, Wyllie ve

Currie adindaki 3 Iskogyal1 patolog Yunanca’da apo: ayri, ptosis: diisen anlamlarina gelen ve
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sonbaharda agac yapraklarinin gévdeden ayrilmasimna benzetilerek tanimlanan apoptozis
terimini kullanmislardir (7-9).

Wyllie deneysel apoptozisi, olgunlasmamis T lenfositleri glukokortikoidlere maruz
birakarak gostermis, Deke ve ark. ise; jel elektroforezi ile apoptoziste endoniikleazlarin aktive
olmalar1 sonucu DNA kiriklarinin meydana geldigi gostermislerdir (8,10).

Raffray ve Cohen, 1993 yilinda, timiis hiicreleri ile yapmis oldugu ¢aligmada ytiksek
dozlarda kullanilan steroidlerin bu hiicrelerdeki etkilerini arastirmis ve timositlerin bu etki ile
direkt apoptozise ugramak yerine, hiicre 6liimiine neden olan genleri aktive ederek hiicreleri
apoptozise yonlendirdigini agiklamiglardir. Bu ¢alismayla da apoptozisin genlerle kontrol

edildigi anlasilmigtir (11).

1. PATOLOJIK APOPTOZIS

Gerek hormonlara bagli gerekse de kanal tikanmasindan sonra patolojik atrofiler
goriilebilir. Kastrasyon sonrasi goriilen prostat atrofisi ve glukokortikoid uygulamalrindan
sonra gozlemlenen timusta lenfosit kaybi hormonlara bagh sekillenirken (12,13),
parankimden zengin dokularda goriilen atrofi ise genellikle kanal tikanmasindan sonra
sekillenir (14). Otoimmun hastaliklardaki sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6limii
(15), ultraviyole, kanser ilaglari, hipoksi, travma gibi cesitli etkenlerle de olusan hiicre
oliimiinde patolojik apoptozis karsimiza ¢ikar (14).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda apoptozisin kanser, otoimmun bozukluklar,
norodejeneratif hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi birgok hastaligin patogenezinde 6nemli

rol oynadig1 gerek deneysel gerekse de klinik ¢aligmalarla gosterildi (Tablo 1) (16,17).
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Tablo 1: Hastaliklarda Apoptozisin Rolii (18,19)

HASTALIKLARDA APOPTOZIiSIiN ROLU

APOPTOZUN ARTMASI

Norodejenaratif bozukluklar

Creutzfeld-Jakob hastaligi
Spinal muskular atrofi
Alzheimer hastalig1
Parkinson hastalig1
Retinitis pigmentosa
Huntington hastalig1
Amyotrofik lateral skleroz
Hematolojik bozukluklar
Aplastik anemi

Fanconi anemisi

Hodgkin hastalig1
Myelodisplastik sendromlar
Polycythemia vera
Otoimmiin bozukluklar
Graft-versus-host hastaligi
Fulminant hepatit
Hashimoto tiroiditis
Insiiline bagimli diyabet
Skleroderma

Sjogren sendromu
Multipli skleroz

Romatoid artrit

Iskemik yaralanmalar
Miyokardial enfarktiis
Bobrek enfarktiisii

Iskemi ve reperfiizyon
Felg

Toksinlere bagh hastaliklar
Pulmonar fibrozis

Sepsis

Alkole bagli hepatit

Bakteriyal ve viral enfeksiyonlar

AIDS

Salmonella typhimurium
Neisseria meningitis
Shigella flexneri
Chlamydia trachomatis
Ebola viriisii
Helicobacter pylori
Digerleri

Tiimor karsi-atagl (immiin ayricalik)
Travmatik spinal kord yaralanmasi

APOPTOZUN AZALMASI
Kanser

Blastom

Karsinom

Losemi

Seminom

Malign gliom

Sarkom

Premalign hastaliklar
Ataxia telangiectasia
Xeroderma pigmentosum
Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri
Myelodisplastik sendromlar
Otoimmiin bozukluklar
Otoimmiin lemfoproliferatif sendrom (tip I, 11)
Sistemik lupus erythematosus
Ateroskleroz

Metabolik bozukluklar
Niemann-Pick hastaligi
Osteoporozis

Wilson hastalig

Viral enfeksiyonlar
Adenoviruses

Baculoviruses

Epstein-Barr Virus
Poxviruses

Herpesviruses

Prematiir ve fizyolojik yalanmada apoptoz
Down sendromu

Erken yalanma (Progeria)
Xeroderma pigmentosum

®Fadeel B, Orrenius S, Zhivotovsky B.
®Tomatir AG.
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I1l. APOPTOZISTE GOREV ALAN BASLICA MEDIATORLER VE ETKI
MEKANIZMALARI

Apoptozisin olusum mekanizmasi incelendiginde ¢ok ¢esitli ve sayica fazla mediatorler
tarafindan kontrol edildigi goriiliir. Bu mediyatorler arasinda baslica iyon (kalsiyum), molekiil
(seramid), gen (c-myc, p53), enzim (Kaspaz) ve hatta organeller (endoplazmik retikulum ve
mitokondri) bulunmaktadir (3,20).

Kalsiyum iyonunun; endoniikleaz, doku transglutaminaz ve bazi proteazlarin
aktivasyonunda 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Apoptozisle iliskili bir proteaz olan Kalbin,
sistein proteaz ailesinin bir iiyesidir. Kalbin’in aktive olabilmesi i¢in Ca*" ‘a ihiyag vardir ve
hiicre iskelet yapisinda hasar meydana getirir. Apoptotik siirec boyunca hiicre pH’s1 hizla
diger, kalsiyum pompast yetersizligi sonucu hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur ve
kalsiyum hiicrede artar. Bu durum da, hiicre i¢in potansiyel zararli etkilere sahip ¢ok sayida
enzimi aktif hale gegirir (21,22,28).

C-myc (myelocytoma oncogene), transkripsiyon diizenleyici faktor proteinidir. Baglica
hiicre proliferasyonu ve apoptozisde gorevlidir. C-myc protoonkogeni hiicrenin biiyiimesinin
programlanmasindan sorumludur. Eger hiicrede uygun biiyiime faktorleriyle birlikte c-myc
yoksa biliyiimenin durdugu, her ikisi de yeterli diizeylerde ise ¢ogalma olur fakat biiyiime
faktorleri olmayip sadece c-myc varsa apoptozis goriiliir (23).

Bcl-2 geni, tiyelerinin bir kismi apoptozisi tetiklerken (Bid, Bad, Bax), diger bir kismi
(Bcl-2, Bel-xI) inhibe eder. 1k olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomasinda tanimlanan Bcl-2
proteini mitokondrinin hem i¢ hem de dis membraninda lokalize olur. Bunun yaninda
endoplazmik retikulum, ¢ekirdek membrant dis yiizeyi ve sitoplazmada bulunabilmektedir.
Mitokondri dig membraninda bulunan Bcl-2, 6zellikle iyon transportunun diizenlenmesinden
sorumludur ve sitokrom c¢ salinimini da engeller (24,25).

Bcl-2 Apoptoz Proteaz Aktive Edici Faktor-1’e (APAF1) tutunmus olarak bulunur.
Hiicrenin i¢inden alinan apoptotik sinyaller APAF1’in mitokondrinin dis zarindan ayrilmasina
neden olur. Bunun sonucunda ise mitokondri dis zarmin gegirgenligi artar. Bu sirada
apoptozisi tetikleyen Bax hiicre sitoplazmasinda bulunur ve herhangi bir sebeple apoptotik bir
uyarinin alinmasi durumunda mitokondri membranina baglandig1 goriiliir ve burada deliklerin
olusmasina neden olur. Bu delikler, sitokrom ¢ ve Apoptozis Indiikleyici Faktdriin (Apoptosis

Inducing Factor) mitokondriden sitoplazmaya ¢ikmasini saglar. Apoptozis indiikleyici faktor
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hiicre ¢ekirdegine transloke olur. Apoptozom kompleksinin olusmasi i¢in sitokrom c’nin
sitoplazmaya c¢ikarak ATP, APAF1 ve Kaspaz 9 ile birlesmesi gerekmektedir. Saglikli
hiicrelerde Bad, mitokondri membraninin dis zarinda yerlesim gosterir. Apoptozis esnasinda
Bcl-xI’nin Bad’dan ayrildigi sirada Bax farklilagsmaya ugrar (3,19,24).

Bcl-x1 mitokondri membraninin disinda bir yerlesim gosterir. Mitokondri membranin
gegirgenliginin diizenlenmesinde Bcl-2 ve Bcl-x1 gorev alirlar. Bu proteinler, Bad ve Bax gibi
proapoptotik 6zellik tasiyan proteinleri inhibe ederek apoptozisi engellemede gorev alirlar.
APAF-1 ilizerinden kaspaz aktivasyonunu Bcl-x1 tarafindan onledigi goriiliir. Bu proteinin
apoptozisi engelleme fonksiyonu kaspazlarin 6ncii formlarini durdurmak ya da sitokrom c ve
AIF gibi proapoptotik faktdrlerin mitokondriden hiicre sitoplazmasina ¢ikmasini bloke ederek
gerceklestirmektedir (20,24,26,27).

Seramid, membrana bagli asit sfingomiyelinaz aktivasyonunun bir iriinidir ve
mitokondri hassasiyeti olusturur. Apoptoziste ve hiicre siklusunda rol oynar. Plazma membran
hasarina kars1 bir sinyal oldugu ve hasarlara kars1 apoptozisi baslattig1 diisiiniilmektedir (28).

p53 Geni DNA tamiri yapan proteinlerin yazilimini saglar. Normalde inaktif bulunan
p53 geni hiicrede ¢esitli etkilerle (radyasyon, kemoterapi vb.) meydana gelen DNA hasarinda,
aktifleserek hiicre dongiisiinii G1 fazinda bloke eder ve hiicrenin DNA’sin1 kontrol edebilmesi
ve gerekirse tamiri i¢in zaman tanir. Boylelikle hiicre siklusu durdurulur ve DNA hasarli
hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. Normal hiicrelerde mitozdan sonra siklus G1-S-G2 (interfaz)
ve M (mitoz) seklinde bir dongii i¢indedir. Mitozu sona eren hiicreler tekrar biiyiime emri
almadigr siirece GO fazinda istirahat halinde bulunurlar. G1, S, G2 fazlar hiicre siklusunun
%9011k biiylik bir boliimiinii kapsar. G1 fazi DNA sentezi i¢in hazirlik yapildigi asamadir.
Ayn1 zamanda protein ve RNA sentezi de bu asamada gergeklesir. Siklusun S fazt DNA’nin
sentezlendigi asamadir. G2 fazinda ise protein sentezi ve hiicre biiyiimeye devam ederken
ayn1 zamanda RNA sentezi de bir yandan devam eder. Boylelikle hiicre mitoza hazirlanir.
Hiicrenin maruz kaldig1 dis etkenler sonucu (radyasyon, serbest radikaller) DNA hasari
meydana geldiginde, hiicre p53 diizeyini artirarak bu duruma yamit verir. p53’iin diizeyi
arttiginda p21’° in aktivasyonu saglanir siklus G1 kontrol noktasinda Rb (Retinoblastoma
geni) proteinin daha fazla fosforlanmasi 6nlenerek durdurulur. DNA tamiri yapan proteinler,
olusmus DNA hasarin1 onarabilirse hiicre siklusundaki blok kalkar ve hiicre ¢ogalmaya
devam eder. P53 geni tarafindan sentezlenen proteinler yardimiyla, bir hiicrede normalde

birbirini takip eden 7 kirilma onarilabilir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar
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biiyiikse hiicre onarimi yapilamaz ve apoptozis yolu agilir. Bu durumda p53 geni Bax
proteininin (proapoptotik iiye) aktivasyonunu saglayarak mitokondri araciligi ile apoptozisi
baglatir. Boylelikle DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur. Apoptotik bir hiicre
DNA’sinda yaklagik 300.000 kirilma meydana geldigi tahmin edilmektedir (30). Baz1 viriisler
(Papilloma viriisii vb.) ya p53 aktivasyonunu durdurarak ya da Bax proteinine baglanip
apoptozisi inhibe ederler. Boylelikle bu virtislerin enfekte ettikleri hiicrelerin apoptozisten
kurtulduklar1 goriiliir. Sonug olarak ise viriisle tetiklenen karsinogenezise biiyiik bir katkida
bulunurlar (1,5,24,29).

Igsel ve dissal kokenli sinyallerle hiicre icinde bir grup proteaz aktive olur ve bunlar
kaspaz (Caspase: Cysteine-Containing Aspartate Specific Proteases) olarak isimlendirilirler.
Inaktif olarak yani zimojen (prokaspaz) formda sitoplazmada bulunurlar. Aktif merkezlerinde
sistein bulundugundan dolay1 sistein proteazlar olarak isimlendirilen enzim gruplaridir.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek kaspaz aktivasyon serisinin olusumuna neden olurlar.
Kaspaz 9, Kaspaz 8§ gibi bazilar1 baglatici kaspazlar olarak bilinirken, Kaspaz 3, Kaspaz 7 gibi
bazilar1 da efektor kaspazlar olarak bilinirler. Hiicrenin apoptotik uyariy1 almasiyla aktive
olan baglatici kaspazlar takiben efektor kaspazlar aktiflestirirler. Aktive olmus efektor
kaspazlar ise kendisi ile iligkili proteinleri pargalarlar. Bunun sonucunda da karakteristik
apoptotik hiicre morfolojisi sekillenir. Bunlar hiicre iskeletinin ana bileseni olan aktin
filamanlarinin yikimidir ki bu yikim sonucu hiicre normal seklini kaybeder (10)

Elektron transport zincirlerinin bir proteini olan sitokrom ¢, mitokondrinin i¢ ve dis
membranlar1 arasinda bulunan, apoptozis siirecinde kilitli bir kapinin anahtari olarak goérev
goriir. Sitokrom ¢’nin mitokondriden sitoplazmaya ¢ikmasi hiicrenin geri doniisiimsiiz olarak
apoptozis yoluna girdiginin gostergesidir. Olusan apoptozom kompleksi (sitokrom-
c+APAF1+ATP) inaktif form olan prokaspaz 9’un aktif Kaspaz 9 ¢evrilmesine neden olur.
Meydana gelen aktif Kaspaz 9 efektor kaspazlardan prokaspaz 3 ve prokaspaz 7’yi aktive
ederek Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’nin ¢ekirdege girebilmesi igin ¢ekirdek porlarmi normalden
daha genis bir konuma getirir. Aktif Kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitoriinii (ICAD) etkisiz hale getirir ve ardindan ICAD’1n bagladig: kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD) serbest hale gelir. Bu durum ise apoptozisin énemli bulgularindan
biri olarak kabul edilen kromatin yogunlagsmalarina ve DNA kiriklariylariyla karsimiza ¢ikar.
DNA hasar1 tamirinde rol alan protein Poli ADP Riboz Polimerazdir (PARP). DNA zincir

kiriklarina baglanip ¢ekirdek proteinlerini modifiye etme gorevini {istlenen PARP proteinin
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DNA hasarimi onarmas1 Kaspaz 3 ile par¢alanmasiyla dnlenir. PARP ayn1 zamanda Ca/Mg’a
bagli ve DNA’y1 apoptozs boyunca parcalayan endoniikleazlari inhibe eder. Endoniikleaz
aktivasyonu icin hiicre i¢i kalsiyumun artmasi gerekmektedir. Apoptoziste en Onemli
biyokimyasal olay bu enzimin aktivasyonudur. DNA replikasyonu ve tamiri i¢in gerekli bir
diger enzim DNA Topoizomeraz II’dir. Kaspazlar bu enzimi inaktive ederek DNA hasarina
yol agarlar. Apoptoziste etkilenen baska bir protein, ¢ekirdegin seklini saglayan
Laminin’lerdir. Bu proteinin gorevi ¢ekirdek membrani ve kromatin arasindaki iligkileri
saglamaktadir. Kaspaz 6 ile bu Laminin’ler parcalanir (4,10,31-34).

Kaspazlar apoptotik uyarilarla uyarilmadiklar siirece bir kaspaz inhibitorleri ailesi olan
IAP (Apoptozis Inhibitdrii) tarafindan inhibe edilirler ve apoptotik mekanizma durdurulur
(Tablo 2) (3).

Tablo 2: Kaspaz Inhibitér Ailesi (3)

IAP (The inhibitor of apoptosis) ailesi
c-IAP-1  XIAP Survivin v-1AP plAP
c-1AP-2 NAIP hILP p35 crmA

®Elmore S. Apoptosis: A review of programmed cell death. Toxicologic Pathology 2007; 35: 495-516.

Kaspazlardaki defektler, kanser, otoimmun hastaliklar ve bazi norolojik bozukluklarin
olusmasina neden olurlar. Hatta, Kaspaz 8’in noroblastomada tiimor siipresorii olarak gorev
yaptig1 gosterilmistir (35).

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre i¢i kalsiyum dengesinde 6nemli gbrevleri vardir.
ER aracili apoptozis i¢in olduk¢a dnemli bir kaspaz olan Kaspaz 12, ER membraninda yer
alir. Daha 6nceleri, Ca™" seviyelerinin ER’yi etkilemesi ile prokaspaz 12’yi aktiflestirdigini
tammmlanmistir.  Aktif Kaspaz 12 Kaspaz 9 ile birleserek kaspaz aktivasyon serisini
etkinlestirir. Kisacas1 Kaspaz 12, Kaspaz 9’ u aktive ederek apoptozis meydana gelir (27,31).

Granzim ve Perforinler, mikroorganizmalarla enfekte edilmis hiicrelerin veya timor
hiicrelerinin Sldiiriilmesinde 6nemli gorevler istlenirler. Perforinler ve Granzimler normal
olarak sitotoksik T Lenfositler ve dogal oOldiiriicii hiicrelerin sitoplazmik graniillerinde
bulunurlar. Bu hiicrelerin hedef hiicreye birlesmesiyle Perforinler salinir ardindan hedef
hiicrenin membraninda delikler meydana getirilir. Devaminda hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin

hizla artmasina yol agarlar. Prokaspaz 3 ve prokaspaz 7’°nin etkin bir aktivatoriidiirler ve
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ayrica Granzim, prokaspaz 8, prokaspaz 9 ve prokaspaz 10’un aktivasyonunda da gérev alirlar
(3,25).

IV. APOPTOZIiSIN BASLATILMASI
Apoptozisin baslatilmasi icin hiicrenin genetik mekanizmalarla uyarilmasi gerekir. Bu

uyarilar hiicrenin iginden meydana gelebildigi gibi dis etkilerden de kaynaklanabilmektedir
(36).

A. Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

A.1 Biiyiime faktorleri ve yasam sinyallerinin azhg

Hiicreler yasamlarmi stirdiirebilmeleri igin ekstraselliller matriksten ve c¢evre
hiicrelerden alinan sinyallere ve o6nemli biiyiime faktorlerine ihtiya¢c duyarlar. Verilen
sinyallerin yeterli diizeyde ve diizenli olarak alinmamasi halinde apoptozis uyarilabilmektedir.
Biiyiime faktorleri ortamdan uzaklastirildigi zaman, biiylime faktoriine bagimli hiicrelerin
metabolizmalarinda biranda ger¢eklesen bozulmalar ve hiicre siklusunda duraklamalarin
meydana geldigi goriilmiistiir. Etkinin devam etmesi durumunda ise hiicrelerin apoptozise
gittigi gorilmistiir. Apoptozisi tetikleyici bir ¢ekirdek proteini olan p53 aktivasyonuna bagl
olarak meydana gelir. Mesela noronlar sinir hiicresi biiyiime faktoriine (NGF) ihtiyag

duyarlar, bu faktoriin yetersizliginde apoptozis goriilebilmektedir (3,5).

A.2 Fas-Fas ligand aracili apoptozis

Apoptoziste rol oynayan membran reseptorleri arasinda oldukg¢a 6nemli bir grup Timor
Nekrozis Faktor Reseptorleri (TNFR) ailesidir.  TNFR iginde apoptozis tetikleyen
reseptorlerden en 6nemlileri ise TNFR1ve Fas’dir. Bu tip apoptoziste hiicre yiizey reseptorii
Fas aracilig1 ile olusur. Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre
icinde bulunan parcasi, Fas adaptor proteinle (FADD) birleserek Oliim baglatan sinyal
kompleksini (DISC) olusturur. Bu durum ise prokaspaz 8’in aktiflesmesini saglar ya da
proapoptotik proteinler {izerinden efektor kaspazlari uyarabilir (37).

Aktif Kaspaz 8’in Kaspaz 3’1 aktive ettigi yollar iki tanedir.

a) Dogrudan yol: Prokaspaz 3, Kaspaz 8 tarafindan direkt pargalanir ve aktive edilir.

b) Dolayli yol: Kaspaz 8 sitokrom c’nin sitoplazmaya ¢ikabilmesi i¢in Bc¢l-2 proteinini

Bid ve onun terminal kismina ayirir. tBid ve Bid’in mitokondri membranina transloke oldugu
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goriiliir. Bu sekilde mitokondride delikler agilir. Meydana gelen apaptozom Kaspaz 9’
aktiflestirir. Kaspaz 9 da prokaspaz 3’li pargalayarak aktif Kaspaz 3’ meydana getirir.
Kaspaz 3’de Kaspaz 6 ve Kaspaz 7’yi aktiflestirir (33).

A.3 Tiimor nekrozis faktor (TNF) aracili apoptozis

Bir sitokin olan tiimor nekrozis faktoriin TNF reseptorleri (TNFR1) ile birlesmesiyle
reseptoriin hiicre iginde bulunan parcasi olan TNFR adaptor proteini (TRADD) ile etkilesime
girer. TRADD ardindan FADD ile birleserek prokaspaz 8’1 aktiflestirir. Sonra da yukarida
anlatilan yollarla apoptozise neden olur (37).

Sonug olarak, bu da gosteriyor ki TRADD ve FADD olarak isimlendirilen bdlgeler
prokaspaz ile direkt veya indirekt iligki i¢indedir. FADD direk etkili olurken TRADD, FADD

tizerinden indirekt olarak etki etmektedir (7).

A.4 Sitotoksik T lenfositler aracili apoptozis

Sitotoksik T lenfositler enfekte olmus konak hiicrelerin yiizeyinde bulunan yabanci
antijenleri tanimakta gorevlidirler. Sitotoksik T lenfositlerin ana gorevi timor veya viriis ile
enfekte olmus hiicrelerin 6ldiiriilmesidir ve bunu da baglica hiicrede apoptozisi tetikleyerek
yaparlar. Yabanci antijenleri tamidiklar1 hiicre ylizeylerinde Fas ligand olusur. Hedef
hiicrelerin membranlarindaki Fas reseptorlerini tespit ettikleri goriiliir ve birbirlerine
tutunurlar. Hedef hiicrelerin membranlarina sitotoksik T lenfositler tarafindan delikler
acilarak sitoplazmalarina Granzim B salgilarlar. Salgilanan Granzim’in bu delikler vasitasiyla
hiicreye girmesi sonucu hiicre iginde prokaspaz 8’in aktivasyonu ve takiben kaspaz
aktivasyon serisi baglar. Sonrasinda enfekte veya kanser hiicresi apoptozis siirecine girmis
olur (3).

A.5 Hiicrelerin maruz kaldig: dis etkenler

Is1, hipoksi, kanser ilaglari, ultraviyole ayrica serbest radikaller DNA hasar1 olusturarak
apoptozis meydana getirebilirler. Buradaki mekanizma bu tiir etkenlerin hiicre DNA’sina
zarar vermesi sonucu p53 genini aktive etmesi veya mitokondri hasarina yol agarak sitokrom

¢ saliimina neden olup hiicreyi apoptozise gotiiriir (25).
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A.6 Hiicre icinden kaynaklanan sinyaller

Igsel yol ile tetiklenen apoptoziste merkezi rolii mitokondri oynar. hiicre i¢i Ca™"
seviyesinde artis, DNA’da meydana gelen hasar ve hiicre i¢i pH’sinda diisme gibi gesitli
apoptotik uyaranlar mitokondrinin dis zarindaki gegirgenligi arttirarak ¢ift membrani arasinda
bulunan bazi proteinlerin (sitokrom c) sitoplazmaya ¢ikisina neden olur ve hiicreyi apoptozise

gotiiren mekanizma aktiflestirilmis olur (3,19).

V. APOPTOTiIiK HUCRELERDE MORFOLOJIK DEGIiSiKLIKLER

Apoptozise ugramis hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler oldukca karakteristiktir.
Ozellikle hiicre gekirdeginde meydana gelen yapisal degisiklikler 151k mikroskobik diizeyde
bile tanitici nitelik tagimaktadir.

Apoptozis, bir hiicrede, ¢evre hiicrelerle olan baglantilarin kopmasi ve biizlilme ile
karakterizedir. Bu yiizden de 1971 yilinda Kerr bu durumu biiziisme nekrozu olarak da
tanimlanigtir. Hiicrelerde meydana gelen biiziilmelerin nedeni, CI, K*, Na’ tasiyict
sistemlerinin durmasi sonucunda hiicre i¢i ve dis1 arasindaki s1vi hareketinin bulunmamasidir.
Bunun da plazma membraninda bulunan iyon kanallarinin ve pompalarinin aktivasyondaki
bozulmalar sonucu gergeklestigi diisliniilmektedir. Apoptotik uyarim alan hiicrenin, hacmi
yariya iner, ¢evre doku ile olan baglantilar1 kesilir. Elektron mikroskobik incelemelerde, ilk
olarak plazma membraninin sekli bozulur ve tomurcuk benzeri ¢ikintilar meydana gelir. Bu
goriiniim, maya tomurcuklarindan esinlenerek “zeiozis” olarak tamimlanir. Hiicre
membranindaki meydana gelen tomurcuklanma ve takiben pargalara ayrilmanin nedeninin
transglutaminaz enzimi oldugu bilinir. Apoptotik hiicre membrani bu gibi enzimlerin
aktivasyonu ile lizis riskine karsi giliclendirilir ve sonug¢ olarak membanlar biitiinliiklerini
korurlar. Ayrica sitoplazmanin yogunlastigi ve organellerin birbirine yaklastigi gozlenir.
Enzim aktivasyonlar1 sonucu hiicre yiizeyinde olusan tipik kabarciklar bir siire sonra saglam
yapili organelleri igeren ¢ok sayida apoptotik cisimcikleri olustururlar (1,3,7,31).

Cekirdekte morfolojik olarak c¢ok o©nemli degisiklikler gozlemlenir. Cekirdek
membraninin yakin alt kisitmlarinda kromatin yogunlasmalar1 goriiliir ve farkli biiytiklik ve
sekillerde ¢oktiikleri goriiliir. Coken kromatinin hilal ya da yogun graniiler tarzda yarimay
seklinde c¢ekirdek membraninin i¢ yliziinde yerlesim gosterdigi elektron mikroskobik
incelemede gozlenir. Hiicrede meydana gelen biiziigmelerin benzeri ¢ekirdekte de meydana

gelebilir ve zaman zaman membranla sarili olarak pargalara ayrilabilir (3,7,32,38).
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VI. APOPTOTIK CiSIMCIKLERIN FAGOSITOZU

Hiicrenin pargalanmasiyla ¢ekirdek materyali ve saglam hiicresel organeller igeren zarla
cevrili apoptotik cisimcikler olusur. Normal hiicre zarinda fosfolipid asimetrisi vardir ve bu da
saglikli zarlarin bir 6zelligidir. Fosfolipidlerin, i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve
fosfatidiletanolamin ve dis tabakada bulunan fosfatidilkolinlerin asimetrik bir dagilim
gosterdikleri goriliir. Saglikli hiicrelerde meydana gelen asimetri translokaz ile ATP’ye
bagimli olarak korunurlar. Apoptozis PS’nin dis yilizey tabakaya yerlesmesim gostermesiyle
sonuclandigr goriiliir. Meydana gelen membran degisiklileri ¢evredeki fagositik hiicreler
tarafindan dikkat ¢ekmeyi saglarken transglutaminaz aktivasyonu ile membran pargalanir ve
apoptotik cisimler ortaya ¢ikar. Olusan apoptotik cisimcikler, sitokin salinimimi ve
inflamasyonun meydana gelmesini uyarmaksizin, makrofaj ya da komsu hiicrelere, dis
membrana transloke olmus PS araciligi ile “ye beni” sinyalleri gonderir. Sinyalleri alan
fagositik veya komsu hiicreler olusan apoptotik cisimcikleri fagosite ederek ¢evre doku ve
hiicrelere zarar vermeden ortamdan uzaklastirilmasini saglarlar. Her ne kadar apoptotik
cisimler hizla fagosite edilse de bazilar fagositozdan kagabilir. Bunlar kendiliginden sisme ve
membran parcalanmasi ile dejenerasyona giderler. Buna sekonder nekroz denir ve morfolojik

goriiniim nekrozla aynidir (5,23,39).

VII. APOPTOZIS ILE NEKROZ ARASINDAKI FARKLAR

Nekroz patolojik bir 6liim seklidir, fakat apoptozisin hem patolojik hem de fizyolojik
durumlarda meydana geldigi goriilmektedir. Apoptozis morfolojik olarak 6zgiin ve meydana
gelmesinde enerjiye ihtiyag duymasina ragmen nekrozda herhangi bir 6zgiinliik ve enerjiye
ihtiya¢ yoktur. Nekrozda hiicrelerde sisme meydana gelir ve bunun nedeni ise hiicrenin igine
asirt miktarlarda sivinin girmesidir. Ancak apoptozise giden hiicre bu durumun tam tersine
biiziistiigli ve kiiciildiigii goriliir. Nekrotik hiicrelerde bu siire zarfinda plazma
membranlarinin biitiinliglinii kaybettigi goriiliir. Takiben de hiicrenin kendi materyallerinin
disartya ¢iktig1 goriiliir. Bunu takiben de yangisal reaksiyonlarin sekillenmesi kaginilmaz bir
hal alir. Oysa apoptotik hiicre membrani biitiindiir. Plazma membranlarinda herhangi bir
hasarlanma olusmadig1 i¢cin komsu hiicreler ya da makrofajlar tarafindan sessizce fagosite
edilirler. Boylece herhangi bir yangisal silire¢ goriilmez. Apoptotik hiicre nekroza ugrayan
hiicreden farkli olarak apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik cisimciklerin i¢inde niikleus

ve diger hiicre i¢i organeller bulunur. Apoptozisin en tanitict yonii DNA’nin interniikleozomal
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bolgelerden 180-200 baz cifti ve bunlarin katlar1 seklinde DNA’y1 parcalamasidir. Bu durum

agaroz jel elektroforezinde karakteristik merdiven goriintiisiiniin goriilmesine neden olur.

Fakat nekrozda diizensiz parcalanma s6z konusudur, bu da jel elektroforezinde yayilmis bir

biitlin olarak goriiliir (3,7,9).

Tablo 4: Apoptozis ve Nekroz arasindaki farklar

OZELLIK NEKROZIiS APOPTOZIS
Viral enfeksiyon Biiylime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre yaslanmasi
Hipoksi Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
Yol Acan Nedenler Iskemi aktivasyonu
Toksik maddelerin yiiksek Radyasyon
konsantrasyonlari Yiiksek doz glukokortikoid

Siddetli oksidatif stres

Kanser ilaglari
Sitotoksik T lenfositler

Morfolojik Ozellikler

Hiicre membrani biitiinliigiiniin kayb1
Kromatin yumaklagmasi

Hiicre sigsmesi

Organellerin biitiinligiiniin kaybolmasi
Biiyiik vakuollerin olugumu

Hiicre lizisi

Bitiin hiicre membrani, fakat
membranda tomurcuklarin olusumu
Kromatinin niiklear membran altinda
toplanmasi ve yogunlagmasi

Hiicre kiigtilmesi

Organeller saglamdir

Hiicrenin mitokondri, ribozom,
nucleus pargalar1 ve diger organelleri
iceren membranla kapli apoptotic
cisimciklere par¢alanmast

Biyokimyasal Ozellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP ye ihtiya¢ yoktur
(o]

+4 C’de gerceklesebilir

DNA rastgele pargalanir (agaroz jel
elektroforezinde yayilim goriintiisii)
Postlitik DNA pargalanmasi

ATP gereklidir

[o]
+4 C’de gerceklesmez
DNA internukleozomal alanlarda 180-
200 kb ¢iftinin katlart olacak sekilde
kirilir (agaroz jel elektroforezinde
merdiven goriintiisii )
Prelitik DNA fragmentasyonu

Diger Ozellikler

Hiicreler gruplar halinde 6liir
Yangiya neden olur

Lizozomal enzimler salinir
Patolojik etkiler sonucu ger¢eklesir

Hiicreler tek tek veya birkagi bir arada
oliir

Hem patolojik hem de fizyolojik
sartlarda da gergeklesebilir

Komgu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Yang1 goriilmez

Apoptozisde ¢ekirdek karyoreksize ugrarken, nekrozda ortadan kaybolur yani karyolizis

goriiliir. Apoptoziste, nekrozda sekillenenin aksine lizozomal enzim sindirimi yoktur (3,7,9).
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Nekrozda zarar goren asil hedef organel hiicrenin enerji kaynagi olan mitokondridir,

fakat apoptozisde hasarlanan hedef yap1 hiicre ¢ekirdegidir (40).

VIIl. HUCRE VE DOKULARDA APOPTOZISIN SAPTANMASI

Apoptozisin tespiti i¢in kullanilan yéntemler olduke¢a fazladir. Ilk yillarda apoptozis
hiicrelerdeki morfolojik yapi ile taniniyordu. Giiniimiizde ise apoptozise 6zgii oldugu bilinen
proteinlerin/kaspazlarin molekiiler diizeylerde tespiti ile yapilmaktadir.

Apoptozisin belirlenmesinde baglica; morfolojik goriintiileme, immunohistokimyasal,

biyokimyasal ve immunolojik yontemler kullanilmaktadir.

A. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri

Al. Isik mikroskopi tamisi

a. Hematoksilen Boyama: Morfolojik goriintiilleme yontemleri iginde hem en ucuz hem
de oldukga kolay olan ve bu sebeplerle yaygin olarak kullanilan Hematoksilen ile boyamadir.
Hematoksilen ile boyanan preparatlar 1s1k mikroskobu ile incelenir (5).

Hematoksilen boyamada, kromatin boyandigindan apoptozise ugramis hiicreler ¢ekirdek
morfolojisine gore degerlendirilir. Hiicre kiigiilmesi ya da sitoplazmik kii¢iilme, kromatindeki
yogunlasma ve ¢ekirdek zarinin periferinde toplanmasi, gekirdegin kiiclilmesi (piknoz) veya
parcalara ayrilmasi yaygin goriilen degisikliklerdir (5).

b. Giemsa Boyama: Giemsa Boyama’da c¢ekirdek morfolojisi temeline dayanarak
apoptozise ugrayan hiicreler tanimlanir. Sitoplazma sinirlarinin Hematoksilen boyamaya

kiyasla daha iyi secildigi i¢in yaygin kullanilir (5).

A2. Floresan mikroskopi kullanimi

Floresan maddelerin (Propidium Iyodiir, DAPI, Hoechst Boyasi) kullanilmasiyla
yapilan bir inceleme tiiriidiir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabilme 6zelligi gosterdiginden
hiicrenin kromatini goriiniir hale gelir. Boylelikle de cekirdegi goriinlir hale gelmesi
saglanmis olur. Eger hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilirlarsa, 6lii hiicre ile yasayan hiicrenin
ayirimina olanak tanmir. Hematoksilen ve Giemsa boyamalarindaki boyama protokolleri
geregi hiicrelerin tamami Oliirler. Ortamdaki 6lii ve canli hiicre ayriminin yapilabilmesi i¢in
canli/6li hiicreleri boyayan Hoechst boyasi ile birde yalnizca 6lii hiicreleri boyayabilen

Propidium Iyodiir birlikte kullanilir. Bu kullanilan yontemlerde hiicre zarinin biitiinliigiiniin
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tam olup olmadiginin tespiti hiicrenin canlilik belirleyicisidir. Canli hiicreleri membranlari
biitiin oldugu i¢in Propidium Iyodiir ile boyanma gostermezlerken, tiim hiicreleri boyayabilen
Hoechst boyasi gibi boyalarla da canli ve 6li hiicrelerin ayrimlarinin yapilmasini saglar. Bu
sekilde boyanan hiicreler floresan mikroskopu ile tespit edilir hale gelirler. Olii hiicrelerin
apoptozisle mi yoksa nekroza ugrayip mi O6ldiikleri ¢ekirdek morfolojisine bakilarak ayirt

edilir (Tablo 3) (41, 42).

Hiicrelerin ayriminda dikkat edilen kriterler:

- Nekrotik hiicreler: Olii olduklar1 dogrulanan (Hoechst Boyasi ve Propidium Iyodiir
pozitif) hiicrelerin ¢ekirdeginde apoptotik degisiklikler gézlenmez (41, 42).

- Apoptotik Azicreler: Apoptotik hiicrelerde hiicre zari biitiinliigiinii korudugundan
Propidium Iyodiir ile boyanmaz ama Hoechst Boyasi pozitiftir. Burada dnemli nokta sekonder
nekrozun gelismemis olmasi gerekir. Apoptozise 6zgii ¢ekirdek morfolojisi bu hiicrelerde tani
koydurucudur (41, 42).

- Canli hiicreler: Hoechst Boyasi’yla boyanirlar ve ¢ekirdek normaldir ayrica

Propidium Iyodiir negatiftir (41, 42).

Tablo 3: Ozel boyalarin karsilastirilmasi (41,42).

Hoechst boyas1  Propidiyum Iyoediir ~ Apoptotik Morfoloji

Normal Hiicreler

+ -
Apoptotik
Hiicreler + - +
Nekrotik + + -
Hiicreler

“Nguyen TV, Ndoye A, Hall LL, Zial S, Arredondo A, Chernyavsky Al, Kist DA, Zelickson BD, Lawry MA, Grando SA.
“’Riede N, Werner M.

A3. Elektron mikroskobik inceleme
Elektron mikroskobik degerlendirme apoptoziste en gilivenilir yontemdir. Biitlin

morfolojik degisiklikler kusursuz olarak izlenebilir. Ustelik hiicresel detaylar (mitokondrinin
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durumu, ¢ekirdek/hiicre membraninin biitiinliigiintin bozulup bozulmadigi) da arastirilabilir.
Ultrastruktural (elektron mikroskobik) incelemeye alinacak hiicreler sirasiyla gluteraldehit ve
osmium tetraoksitle fikse edilir. Propilen oksitle yikanmadan ve Epon-resinle bloklanmadan
once dereceli alkol ya da aseton serilerinden gegcirilir, 50-80 nm kalinliginda kesitler alinir ve

uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanirlar. Yogunlasmis ve kii¢lilmiis ¢cekirdekler apoptozisin

karakteristik 6zellikleridir (41,42).

A4. Faz kontrast mikroskobu

Bu tiir mikroskobik inceleme sadece hiicrelerin kiiltiir ortamindaki hiicre veya hiicre
topluluklarmin incelenmesi amaciyla kullanilir. Olen hiicreler yapistiklart yiizeyden
ayrildiklar1 i¢in besi yerinde yiizmeye baslarlar. Bu yiizen hiicreler faz kontrast mikroskobu
yardimiyla gdzlemlenebilir. Mitoza giden hiicreler de faz kontrast mikroskobuyla rahatlikla
gozlemlenebilir. Burada énemli olan nokta bu hiicrelerin, apoptotik hiicrelerin erken evredeki
goriintiileri  ile karigabilmeleridir. Ciinkii gerek mitozda gerekse apoptozisin erken
doénemlerinde yuvarlak ve kiigiik olarak goriildiikleri fark edilir. Faz kontrast mikroskobu ile
apoptozise ugrayan hiicrelerin lizerindeki karakteristik tomurcuklanmalar ve girintiler
goriilebilir. Apoptozise ugramis hiicrelerin ilk donemlerinde hiicre membranlar1 bir biitiinliik
gosterir ve zaman gectikge sekonder nekroz sonucu membran biitlinliikleri bozulmaya baslar.
Apoptozisin baslamasindan sekonder nekroz gelisene kadarki siiregte hiicrelerin non-vital
(Propidium Iyodiir) boyalarla boyanmadiklar1 dikkati ¢eker. Halbuki bu hiicreler apoptozise
ugrayan hiicrelerdi. Bu durum apoptotik cisimciklerin membran biitiinliigiiniin tam olmasiyla
aciklanabilir. Fakat zamanla hiicrede sekonder nekroz olustuktan sonra bu membran
biitiinliigii bozulmaya baslar ardindan da hiicrelerin non-vital boyalarla boyandig goriiliir. Faz
kontrast mikroskobunda herhangi bir boya kullanmadan da hiicreleri gozlemlemek
miimkiindiir (41).

B. Immunohistokimyasal yontemler

B1. Fosfatidilserin varhginin saptanmasi

Anneksinler, kalsiyum baglayict membran proteinleridir ve yalnizca okaryotik
hiicrelerde bulunurlar. Hiicre bdliinmesi, apoptozis ve biiyliimenin diizenlenmesi gibi ¢ok

cesitli fonksiyonlar1 vardir (22).

102



Giimiishane Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi / Giimiishane University Journal of Health Sciences:2016;5(1)

Normal saglikli hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde fosfotidilserin
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise ugrarsa normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine ¢ikarlar. Dis yiizeye ¢ikan PS’ler, floresan bir madde ile
isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilirler. Boylece apoptotik hiicreler

tanimlanmis olur (22,40).

B2. TUNEL yontemi

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)-mediated dUTP-biotin nick end-
labeling) yonteminde goriilen tepkime olduk¢a taniticidir ve yalnizca apoptozise ugramis
hiicre ¢ekirdekleri boyanir. Yontem Tdt’nin polideoksiniikleotid polimerinin sentezini takiben
DNA’nin 3-OH uglarina 6zgiin olarak baglanmasi esasina dayanir. DNA kiriklarinin in situ
olarak tespit edilmesini saglar. Kiiltiiri yapilmis hiicreler, donmus kesitler, ve parafin
bloklarda apoptozisin varligi bu metodla saptanabilir. TUNEL’in sonuglari hem floresan

mikroskopla hem de 151k mikroskop ile degerlendirilir (9).

B3. M30 yontemi

M30 yonteminde; yeni antijenik bolgelerin  ortaya ¢ikarak bunlarin  da
immunohistokimyasal yontemle tespiti prensibine dayanir. Bu durum da sitokeratin 18’in
kirllmast ile meydana gelir. Sitokeratin 1 den 20 ye kadar numaralandirilir ve hiicre
iskeletinin temel proteinlerinden birisidir. 9 ve 20 arasindaki sitokeratinler asidik ozellik
tagirlar. Epitelyal hiicreler ve karsinomlarda boyanma gosterir. Sadece sitokeratin 18 i
eksprese eden dokularda (meme dokusu, karaciger, bagirsak vb.) kullanilmasi miimkiindiir.

Bu dokular ise epitelyal kokenli doku 6zelligi tasirlar (31,35,43,44).

Kaspaz 3 Sunumunun Saptanmasi

Kaspaz 3 yontemiyle apoptotik hiicrelerde goriilen aktif Kaspaz 3 immunohistokimyasal
yontem ile belirlenir. Fakat bunun tespiti i¢in dokuda apoptozise yol agan etkenin Kaspaz 3’i
aktive edip etmediginin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu 6nemli bilginin bilinmesi gerekir Ki

apoptotik hiicreler bu metodla tespit edilebilsinler (20,31,44).

C. Biyokimyasal Yontemler

C1. Agaroz jel elektroforezi
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Apoptozisde DNA, 180-200 baz ¢ifti ve bunun katlar1 seklinde (internukleozomal
bolgelerden) kirildigr igin merdiven goriintiisi meydana gelir. Apoptozisin karakteristik
ozelligi olan bu bulgu nekrotik hiicrelerde goriilmemektedir. O yiizden apoptozisin nekrozdan

ayrilmasinda, uygulamasi kolay ve faydali yontemlerden birisidir (34).

C2. Western blotting

Western Blotting yontemiyle apoptozise 6zgii proteinlerin kirilip kirilmadiklarinin
(Kaspaz 3 aktivitesi Kaspaz substratlarina kars1 spesifik antikor kullanilmasi) ya da var olup
olmadiklarinin belirlenmesi miimkiindiir. Sitokrom ¢’nin mitokondriden ¢ikip ¢ikmadiginin
belirlenmesi de bu metodla tespit edilir. Yanliz, sitokrom c tespitinde, Once hiicrelerin
sitoplazmik ve mitokondriyal boliimleri ayrilmalidir. Takiben, sitoplazmik boliimde sitokrom
c’nin goriilmesi halinde hiicrelerin apoptozise ugradiklart anlasilir. Ciinkii Sitokrom-c

normalde sitoplazmada bulunmamaktadir (27,31).

C3. Flow sitometri
Hiicre ylizeyi antijenlerini (Fosfotidilserin ve Anneksin V) ve bunlari tasiyan hiicreleri

ayirmaya yarayan bir floresan antikor teknigidir. Flow sitometri yardimiyla floresan
maddelerle isaretlenmis antikor kullanilarak, yiizey proteininin belirlenmesi oldukg¢a kolaydir.
Boylelikle de apoptotik hiicreler rahatlikla belirlenir. Ayni1 zamanda teknik azalan DNA’nin
gosterilmesi prensibine de dayanmaktadir. DNA yogunlugu normal hiicreye nazaran hem
apoptotik hiicrede hem de apoptotik cisimciklerde daha azdir (3,4,31).

A) Propidium iyodiir kullanilarak

B) Anneksin V kullanilarak

Propidium 1iyodiir kullanilirak yapilirsa hiicre boyutu ve igerdigi DNA miktarinin
karsilagtirilarak, azalan DNA miktarmin apoptozis lehine oldugu diisiiniiliir ve bdylece

apoptotik hiicre yogunlugu tespit edilir (3,4).

D. immunolojik Yontemler

D1. ELISA

ELISA yontemi ile hem kiltiirii yapilmis hiicre topluluklart hem de plazmada DNA
kiriklarmi tespit etmek miimkiindiir. Bununla beraber M30 seviyelerinin 6l¢iimii de bu

yontemle yapilabilir (4).
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D2. Fluorimetrik Yontem

Kiiltiirii yapilmig hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayini prensibine dayanan yontemdir.
Bu yontemde, hiicre lizatlar ile kaspazlar arasinda bir tutunma meydana gelir. Sonra ortama
substrat ilave edilir ve bu substratin 6zelligi ise floresan bir maddenin tutulu olmasidir.

Kaspaz aktivitesi ile uyumlu olarak ortaya floresan ¢ikar ve fluorimetre ile dl¢iiliir (3,4).

SONUC

Sonug olarak, apoptozisin diinli ve bugiiniine baktigimizda, son derece ilgi ¢eken ve
giiniimiiz teknolojisiyle beraber aragtirmalarin da ileri boyutlar kazanmasina ragmen, hala tam
olarak agiklanamamasi konuyu daha da ilgi ¢ekici hale getirmektedir. Yeni tan1 yontemlerinin
ve inceleme tekniklerinin gelismesiyle apoptozisin tetiklenmesinden olusumuna ve
sonlanmasina kadarki siiregte, hala tanimlanamayan bazi1 boliimlerin agiklik kazanmasiyla;
embriyoloji, biyoteknoloji, hastalik tan1 ve tedavisi alanlarinda essiz ilerlemelerin saglanmasi

kaginilmaz goériinmektedir.
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