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Apopitoz: Diizenleyici Molekiiller,
Hastaliklarla Iliskisi ve
Apopitozu Saptama Yontemleri

Apoptosis: Regulatory Molecules,
Its Relationship with Diseases and
Apoptosis Detection Methods: Review

OZET Apopitoz ve nekroz iki 5nemli hiicre 6liim seklidir. Uyarimin yogunluguna veya siiresine gore
apopitoz veya nekroz olusturulabilir. Biyokimyasal ve patolojik bulgular her iki 6liim seklinde gok
farklidur fakat ortak bazi 6zellikleri de vardir. Bu farkliliklar nekroz ile apopitozun dokularda ayirt
edilmesinde yardimc olur. Hiicre biiziigmesi, kromatin kondansasyonu, sitoplazmik tomurcuklanma
ve apopitotik cisimciklerin olusumu ve apopitotik cisimciklerin makrofajlar tarafindan doku hasar
olusturmadan fagosite edilmesi apopitoz siirecinde dort 6nemli olaydir. Bcl-2 ailesi ve kaspazlar apo-
pitotik yolakta temel mediyatérlerdir. Entrensek yolak kaspaz-8 ve 10’un aktivasyonu ve 6lim in-
diikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumuyla, ekstrensek yolak kaspaz-9 aktivasyonu ve apopitozom
kompleksi olusumuyla, kaspaz-3’i inditklemektedir. Bu son basamakta kaspaz-3 tipik DNA frag-
mantasyonuna neden olmaktadir. Bcl-2 ailesi hem apopitotik hem anti apopitotik iiyelere sahiptir.
Bcl-2 proteinleri arasindaki dengeye gore proapopitotik veya anti apopitotik sinyaller mitokondriyi
etkilemektedir. Apopitotik sinyaller baskinsa sitokrom c apopitozom kompleksini olusturmak igin
mitokondriden ayrilir. Tetiklenmis apopitoz organ yetmezligine neden olurken, apopitozun engel-
lenmesi hiperplazi ve kansere neden olmaktadir. Apopitoz defektleri gelisimsel, otoimmiin ve né-
rodejeneratif hastaliklarda ve kanser gelisiminde onemlidir. Son yillarda apopitotik sinyal
molekiillerinin indiiksiyonu ya da blokaji tizerine yapilan aragtirmalar, kanser gelisiminin kontroliine
yeni bir bakig getirmistir. Bu ¢aligmada, apopitozu diizenleyici molekiiller, hastaliklarla iligkisi ve
apopitoz saptama yontemleri tizerine olan son literatiir bilgileri gozden gegirilerek tartigilmistur.

Anahtar Kelimeler: Apopitoz, apopitozu diizenleyici proteinler, kanserler

ABSTRACT Apoptosis and necrosis are two important cell death forms. Depending on the inten-
sity and duration of the stimulus, either apoptosis or necrosis can take place. Biochemical and patho-
logical findings are very different in both death forms but at the same time have some common
features. These differences help us to distinguish necrosis and apoptosis in tissues. Cell shrinkage,
chromatin condensation, formation of cytoplasmic blebs and apoptotic bodies and phagocytosis of
these apoptotic cells by the macrophages without forming tissue damage are the four important
events in apoptosis pathology. Bcl-2 family and caspases are the major mediators of apoptotic path-
ways. Intrinsic pathway, by the activation of caspases-8 and 10 and formation of death-inducing sig-
nal complex (DISC) and extrinsic pathway, by the activation of caspase-9 and apoptosome complex
formation, both induce caspase-3. At this last step, caspase-3 causes typical fragmentation of DNA.
Bcl-2 family has either apoptotic or anti-apoptotic members. According to the balance between
bcl-2 proteins, pro-apoptotic or anti-apoptotic signals affect the mitochondria. If apoptotic signals
are dominated cytochrome c is released from the mitochondria to form the apoptosome complex.
Induced apoptosis causes organ insufficiency and inhibition of apoptosis causes hyperplasia and
cancer. Apoptosis defects are important in developmental, otoimmune and neurodegenerative di-
seases and in cancer progress. In recent years, researches on the induction and blockage of apop-
totic signal molecules, have presented a novel approach to the control of cancer progression. In this
article, recent literature data on apoptosis regulatory molecules, its relationship with diseases and
apoptosis detection methods were reviewed and were discussed.

Key Words: Apoptosis, apoptosis regulatory proteins, neoplasms
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Biyokimya

I APOPITOZ NEDIR?

popitoz embriyogenez asamasinda isten-
Ameyen dokularin ortadan kaldirilmasinda

ve dokunun yeniden sekillendirilmesinde;
daha sonraki yillarda gelisim, homoestazin saglan-
mas1 ve yaglanmada, tiim yagam siireci boyunca ha-
sar gormiis, transformasyona ugramis, enfektif
dokunun ve yasam siiresini doldurmus saglikli do-
kunun elimine edilmesinde fonksiyon goren prog-
ramlanmig hiicre 6limidiir.!

I INSANDA APOPITOZ ORNEKLERI

Apopitoz; insan viicudunda bir¢ok dokuda, gesitli
durumlarda goriliir.

B Hormon azalmasina bagli; dstrojen azalma-
sina bagli menstriie siklus sirasinda endometri-
yumda dokiilmeler,” menopozda over folikiille-
rinde atrofi, laktasyon sonras1 meme bezlerinde at-
rofi,* kisirlagtirilma sonrasi prostat bezlerinde atrofi,’

B Bagirsak endoteli gibi dokularda, prolifere
olan labil hiicrelerden hiicre kayba,

B Timorlerde hiicre dliimii,

B Akut inflamasyon sonrasi nétrofillerin 6lii-

mii, %’

B Sitokinlerin ¢ekilmesi sonrasinda T ve B
lenfositlerin 6liimii,?°

B Graft-versus-host gibi T hiicrelerinin ko-
nak dokusunu reddi reaksiyonlari,'

B Hepatitler veya diger viral hastaliklar,!

M Isi, radyasyon, hipoksi, kemoterapotikle-
rin yiiksek dozlar1 nekroza, diisitk dozlar1 apopi-
toza neden olmaktadir.'>!

I APOPITOZDAKI MORFOLOJIK DEGISIMLER

Apopitozun taninmasini saglayan elektron mikros-
kobik goriintiilerin karakteristik bir morfolojisi
vardir. Bu sayede nekroz ve apopitoz birbirinden
ayirt edilebilir. Apopitozdaki baglica bulgular:

B Hiicre biiztismesi: Nekrozda genelde Na'-
K* pompasinda enerji azalmasina bagh islev gore-
meme sonucu artan hiicre i¢i Na* ve suya bagh
hiicre sismesi goriiliirken, apopitozda Na* kaybina
bagli hiicre biiziigmesi gorilar.'
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B Kromatin kondansasyonu: Endoniikleazlar
tarafindan nukleusun iki veya daha ¢ok parcaya bo-
linmesi apopitoz i¢in tipiktir.

B Apopitotik cisimcikler: Sitoplazmadan bo-
gumlanarak ayrilip niikleer fragman igerecek veya
icermeyecek sekilde paketlenip apopitotik cisim-
cikleri olustururlar.

B Apopitotik cisimciklerin fagositozu: Apo-
pitotik cisimcikler, komsu parankimal doku veya
makrofajlar tarafindan fagosite edilirken, inflama-
tuar yanit olusumu goériilmeden hiicre dlumi ger-
ceklesir. Inflamatuar yanit olusturmamasi apopitoz
icin tipiktir.'>'¢
APOPITOZ YOLAGI VE
GOREVLI MOLEKULLER

Kaspaz (caspase-cysteine aspartyl protease) aktivi-
tesinin indiiklenmesi; sitoskeletal ve niikleer prote-
inlerin parcalanmasinda 6nemli rol oynar.

Transglutaminaz aktivitesi; proteinler arasinda
capraz baglar olusturarak hiicrenin biiziismesini ve
apopitotik cisimciklerin olugmasini saglar.!

Kaspazlarin indiikledigi endoniikleaz aktivite-
si; ¢ift sarmal DNA fragmanlarinin olusmasini ve
elektroforezde DNA “ladder” (merdiven) goriintii-
stiniin ortaya ¢ikmasini saglar. Tipik DNA “ladder”
gorlintiisii nekrozda da goriilebilir.'

Fosfatidil serinin hiicre zarinin i¢ tabakasin-
dan dis tabakasina kaymasi; apopitotik hiicrelerin
taninarak inflamatuar yanit olusturmadan makro-
fajlar tarafindan taninarak fagosite edilmesine ola-
nak verir."”

Programl hiicre 6liimii ile ilgili bilgilerimizin
¢ogu Caenorhabditis Elegans tizerinde yapilan aras-
tirmalarla gelismistir. Bu arastirmalar sonucunda
Caenorhabditis Elegansn apopitozu yonlendiren
ced-3, ced-4 ve ced-9 molekiillerinin var oldugu
ortaya konmustur. Ced-3 ve ced-4 hiicrenin 6lii-
miine neden olurken, ced-9 hiicre 6liimiini engel-
ler. Ced-3 ve ced-4 mutasyonla inaktive oldukla-
rinda hiicre yasamaya devam eder, ced-9 inaktive
oldugunda erken dénemde hiicre 6limii olur.?
Programlanmis hiicre 6liimii konusundaki calis-
malariyla tip alaninda 2002 Nobel Odiilii'nii alan
Brenner, Horvitz ve Sulston, ¢caligmalarinin birco-
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gunu bu nematod iizerinde gerceklestirmisler-
dir. 2

Memeli dokularinda. iki temel apopitoz yola-
g1 mevcuttur: Ekstrensek yolak, intrensek yolak

(Sekil 1).

EKSTRENSEK YOLAK (GLUM-RESEPTORU YOLAGI)

Bu yolak hiicre dis1 sinyallerle CD95 ligandina (Fas
ligand= CD95L) baglanan tiimor nekrozis faktor-
alfa (TNF-alfa) ailesi tarafindan uyarilmaktadir. Bu
baglanma, reseptorde ATP’den bagimsiz konfor-
masyonel degisikliklere neden olarak 6liim indiik-
leyici sinyal kompleksi (DISC) olusumuna neden
olur. CD95 adaptor molekiil Fas reseptori iligkili
6lim tnitesi (FADD) ile FADD da prokaspaz-8 ve
prokaspaz-10 ile birleserek DISC kompleksini olus-
maktadir. Kii¢iik ve biiyiik alt {initelerin ayrilmas:
aktivasyon i¢in gerekli degildir. Bu sonraki adimda
prokaspaz-8 aktifleserek, kaspaz-3’ten proteoliz ile

kiiciik alt tinitenin ayrilmasina ve béylece enzimin
aktiflesmesine neden olmaktadir. Bu yolak kaspaz-
3 aktivasyonu tizerinden mitokondriyal yolak ile
birleserek apopitoz sinyalini giiclendirmektedir.
Hiicresel FLICE-inhibe edici proteinler (cFLIP,
cFLIPL, cFLIPs) DISC ile birleserek kaspaz-8 ve
10’un aktivasyonunu inhibe ederek apopitozu en-

22-24

gelleyebilmektedir.

INTRENSIK YOLAK (MiTOKONDRIYAL YOLAK)

Bu yolak 6liim reseptorii yolagindan farkli olarak
hem hiicre dis1 sinyallerle (bliytime faktorii veya
hormon azlig, ultraviyole (UV) 15101, gesitli sito-
kinler], ayrica DNA hasarina neden olan hiicre ici
sinyallerle indiiklenebilir. Hiicre i¢i sinyal bcl-2 ai-
lesinin pro-apopitotik tiyelerini uyararak mitokon-
driye gociini saglarken, proapopitotik tyeler dis
mitokondriyal membrana yerleserek burada porlar
(mitokondriyal gecis kanallar1) olusturmaktadir. Bu
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SEKIL 1: Apopitozda gorevli molekiiller, intrensek ve ekstrensek onakIar, DISC: Olum indikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signaling complex),
TRAIL: TNF iliskili apopitozisi indikleyen ligand (TNF related apoptosis inducing ligand), CD95L: CD95/Fas ligandi, UV: Ultraviyole, FADD: CD95 adaptdr molekil
Fas reseptori iligkili 61um tinitesi, AIF:Apopitoz indiikleyici faktor, IAPs: Apopitozu inhibe edici protein, cFLIP: Hiicresel FLICE-inhibe edici protein, GH: Blyime

hormonu, tBID: Kesilmis (truncated) BID%2
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porlar mitokondriden sitokrom-c ayrilmasina ola-
nak saglamaktadir. Sitokrom-c; apaf-1, ATP, dATP
ve prokaspaz-9 ile birlegerek apopitozomu olugtu-
rurken, apopitozom da kaspaz-3’ii aktive etmekte-
dir. Baslangiclar: farkl olsa da, her iki yol da sonug
olarak kaspaz-3 aktivasyonuna neden olmakta-
dir.

Ayrica mitokondriden apopitoz indiikleyici
faktér (AIF), endoniikleaz G, Smac/DIABLO,
Omi/HtrA2 gibi molekiiller de salinmaktadir. En-
doniikleaz G ve AIF; DNA fragmantasyonunu in-
diiklerken, Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 ise
apopitozu inhibe edici protein (IAPs)’i notralize et-
mektedir. Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 gibi mole-
kiiller sitokrom c gibi mitokondrinin intermem-
braner bolgesinde bulunmaktadir. Smac/DIABLO
ve Omi/ HtrA2’nin benzer bir¢ok yoénleri vardir.
Ancak Smac/DIABLO kalpte bulunup beyinde sap-
tanmazken, diger taraftan Omi/HtrA2’nin yaygin

dagilimi vardir.?>?

KASPAZLAR

Proteini, aspartat amino asidinden sonra kesen, ak-
tif merkezinde sistein bulunan proteazlar ailesidir.”
Bu kesme iglemi proteinin aktivasyon veya inakti-
vasyonuna neden olabilir. Kaspazlar zimojen olarak
salinirlar. Tiim kaspazlarin yapisinda bityiik (p10)
ve kii¢iik (p20) katalitik alt {initeleri vardir.?® N-ter-
minal bolgesi kaspazdan kaspaza degisiklik goster-
mektedir. Buna bagh olarak uzun N-terminal 6n
bolgesi bulunanlar baglatici, kisa N-terminal 6n bol-
gesi bulunanlar sonlandiric1 kaspaz olarak ayrilir-
lar. Kaspaz-1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13 baslatic1
kaspazlar olup, uzun N-terminal bolgesi icerirler.
Bu uzun N-terminal bolgelerinde kaspaz aktive edi-
ci toplayic1 bolge [caspase-activating recruitment
domain (CARD)] veya 6limii etkileyen bolgeleri
[death effector domain (DED)] mevcuttur (Sekil
2).7 Kaspaz-3, 6, 7, 14 sonlandiric1 kaspazlar olup
kisa N-terminal bolgesi igerirler. Baslatici kaspaz-
lardan; kaspaz-1, 2, 4,5, 9, 11, 12, 13 CARD doma-
in, kaspaz-8, 10 ise DED domain icermektedir.
Kaspaz-3, 6, 7, 14 ise kisa N-terminal bolgeye sahip
olup, CARD veya DED domain icermemektedir.

Uzun N-terminal 6n bolgesi protein-protein
iligkisi i¢cin zemin hazirlar. Bu sayede aktive edici

1680
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SEKIL 2: Kaspazlarin icerdigi bolgeler (domains), DED: 6liimii etkileyen bolge
(death effector domain), CARD: kaspaz aktive edici toplayici bdlge (caspase-
activating recruitment domain)2¢

protein kompleksi olugabilir.?? Kaspaz-8 ve kaspaz-
10, DISC iginde aktive olurlar. Kaspaz-9'un akti-
vasyon kompleksi apopitozom olarak adlandirilir.
Kaspaz-2 hakkinda fazla veri yoktur. Sonlandirici
kaspazlar iki basamakta aktive olurlar. DISC ile ak-
tive olmus baglatic1 kaspaz-8 veya apopitozom ile
aktive olmus baglatici kaspaz-9; sonlandirici kas-
paz-3’ten proteoliz ile kiiciik alt tinitenin ayrilma-
sina ve boylece aktivasyonuna neden olur. Bu
otokatalitik aktivasyon basamag: hiicresel kaspaz
inhibitorleri (IAPs, XIAP) ile engellenebilir. En iyi
karakterize edilmis olan1 olan XIAP; inhibitor etki-
li 6n bolgenin kaspazdan ayrilmasini bloklayarak
kaspaz-3 aktivasyonunu engelleyebilir. Baslatici
kaspazlar aktive olsa da, apopitoz; sonlandirici kas-
pazlarin aktivasyonunu saglayan proteoliz sirasin-
da bu inhibitérler ile durdurulabilir.®

Kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 14 apopitoz disinda go-
reve sahiptir. Kaspaz-1, 4, 5 proinflamatuar sito-
kinlerin saliniminda goérevlidir. Ornegin; kas-
paz-14, keratinosit matiirasyonunda gorevlidir.?!

Bcl-2 AILESI
Bu protein ailesi; bolge (domain) yapisina gore iig
temel gruba ayrilmaktadir (Sekil 3):

1. Grup I: bcl-2, bel-xg, bel-w, mcll, bfl-1/A1,
boo. Bunlar ailenin antiapopitotik tiyeleridir. Dig
mitokondri membrani ile iligkili olup, mitokondri
butiinligint saglarlar. Dért korunmus bel-2 ho-
moloji bolgesi (BH) igerirler. Bunlardan yalnizca
mcll’in 2 BH bolgesi vardir.

2. Grup II: bax, bak, bok, bcl-xs. Proapopito-
tik olup cogunun 3 bazen de 2 BH boélgesi mevcut-
tur.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(6)
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BCL:2

ANTIAPOPITOTIK A1

JHN
TR

PCL-ES

PROAPOPITOTIK BEL-GL

BFK

SADECE OHY ICERENLER

SEKIL 3: Bcl ailesi.2® Sekilde Bel ailesinin pro ve antiapopitotik alt gruplar gosterilmistir.

3. Grup III: (sadece BH3 iceren grup) bid, bik,
bad ve digerleri.3? Karakterize etmesi en gii¢ olan
grup olup sadece BH3 bolgesini igerirler. Bu mole-
kiiller mitokondri digs membrana ile iligkilidirler. Bu
aile tiyeleri birbirleriyle ve dis mitokondriyal mem-
bran proteinleriyle etkilesime girerek mitokondri
membraninda porlar olusturmak suretiyle sitokrom
c’nin ayrilmasini saglamaktadirlar. Normalde inak-
tiftirler, aktive olduklarinda grup II'nin aktifles-
mesini saglarlar. Farkli apopitotik uyar1 farkh
molekiiliin uyarilmasina neden olmaktadir. Bid, re-
septor uyarili yolak ile bel-2 yolag: arasinda gegisi
saglamaktadir. Kaspaz-8 aktive olunca bid’in mito-
kondriye gociinii saglamaktadir. Bid; daha sonra
bax ve bak’in oligomerlesmesine neden olup, pro
ve antiapopitotik {iyeler arasindaki dengenin bir
sonucu olarak sitokrom c’nin salinmasini uyarmak-
tadir. Sitokrom c’nin ayrilmas: apopitozom olusu-

munu indiiklemektedir. Hiicre bax ve bad

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(6)

acisindan hasarli oldugunda apopitoza direng ka-
zanmaktadir.®

I HASTALIKLAR VE APOPITOZ

Tetiklenmis apopitoz organ yetmezligine neden
olurken, engellenmis apopitoz hiperplazi ve kanser
olusumu olarak kendini gostermektedir. Program-
I1 hiicre 6liimiiniin aksamasi gelisimsel, otoimmun
ve norodejeneratif hastaliklarda ve kanser siirecin-
de bityiik 6neme sahiptir.3*

APOPITOZ VE KANSER

Kanserlerde kemoterapoétiklere gosterilen direng-
ten anti-apopitotik genler sorumlu olabilir.® Bir
cok kanser tipinde anti-apopitotik etkili bcl-2 alt
grubunun indiiklendigi bulunmustur. XIAP, IAP1
ve IAP2 gibi apopitoz inhibitorlerinin tiiméral hiic-
re hatlarinda diizeylerinin indiiklendigi saptanmis-
tir.3¢
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Kaemferol bitkisel bir iiriin olup, (TNF iligkili
apopitozisi indiikleyen ligand [TNF related apop-
tosis inducing ligand (TRAIL)] reseptorii ile iligki-
li antikanser ilagtir. Bu ilacin insan kolon kanser
hiicre hattinda (SW480) TRAIL reseptorleri olan
DR4, DR5 diizeylerini artirarak apopitozu indiik-
ledigi saptanmugtir.’’

Oliim reseptorii yolaginin FLIP ile bloke edil-
mesi timor hiicrelerinde immiiniteden kagiga im-
kan tanimistir. Sitotoksik ajanlarla FLIP diizeyinin
diisiirilmesi; o kanser tipinde apopitoza olan du-
yarliligs artirmistir. Bu bilgiler antikanser ilag gelis-
tirilmesine 1g1k tutmaktadir.3®

Son ¢aligmalarda malign tiimoérlerin tedavisin-
de kullanilan anti-sense oligoniikleotidlerin veya
anti-sense bcl-2 ve bel-x; kullaniminin proliferas-
yon hizim diistirerek kemoterapétiklerin etkilerini
artirdigr bulunmustur.®

Farkl sitokinler farkli apopitotik veya anti-
apopitotik molekiil diizeyini indiikleyerek tiimor-
de proliferasyona apopitoza neden

olabilmektedir. Ornegin; IL-3, bcl-x; diizeyini in-

veya

diikleyerek miyeloid serinin yasam siiresini uzatir-
ken, interlokin (IL)-5 ve IL-15, yine bcl-xp
diizeyini indiikleyerek eozinofil ve mast hiicrele-
rini apopitozdan korumaktadir.* Kronik lenfositik
16semide IL-4 diizeyleri artarak bcl-2'nin asir1 iire-
timi gerceklesmekte ve malign B hiicrelerinin ya-
sam siiresi uzamaktadir. Tiroid karsinoma
hiicrelerinde iki anti-apopitotik sitokin IL-4 ve IL-
10 salinmakta ve kanser gelisim siirecine katkida
bulunmaktadir. Bu sitokinlerin nétralizasyonu ilag-

larin apopitotik 6zelliklerini artirmaktadir.*!

APOPITOZ VE OTOIMMUN HASTALIKLAR

Otoimmun hastaliklarin olusum mekanizmasinda
cesitli mekanizmalar vardir. Genetik analizler, se-
rum proteinlerinin ve apopitotik hiicrelerin kliren-
sinde gorevli reseptdrlerin defektli olmasinin
otoimmun hastalik riskini artirdig1 gostermistir.
Fosfatidil serinin apopitotik hiicrelerin dis mem-
bran yiizeyine ¢ikmasinin apopitoza ugrayacak
hiicrelerin taninmasinda gorevli oldugu bilinmek-
tedir. Bunun disinda hiicrenin taninmasini sagla-
yan CD14, CD68, CD36, ABC-1 tastyicis1 gibi farkl
reseptorler de mevcuttur.*?
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Fas Ligandinin Hashimoto tiroiditi, Tip 1 di-
yabet ve multiple skleroz gibi otoimmun hastalik-
larda yikicr roli oldugu distinilmektedir.®4
Tiroid dokusu, olusumundan sonra ¢ok nadir apo-
pitoza ugramaktadir. Hashimoto'nun aktif evresin-
de apopitozun arttig1 goriilmektedir. Graves'de
cFLIP, bel-x; gibi anti-apopitotik molekiiller doku-
nun apopitoza ugramasini engellemektedir.* ikisi
de otoimmun hastalik olmasina ragmen, Hashimo-
to’da apopitozun indiiklenmesiyle yikim, Graves’-
de apopitozun baskilanmasiyla hiicre sayisinda artig
meydana gelmektedir.

Diger bir deyisle; bir hiicrede apopitoz veya
proliferasyon gelismesi bir¢ok molekiiliin etkilesi-
mi ile dengede tutulmaktadir. Viicuttaki patolojik
ve fizyolojik siirecler bu molekiillerin etkisi altin-
dadir. Bu siireglere disaridan miidahale edilmesi ge-
rek kanserlerde apopitozun indiiklenmesi, gerekse
otoimmun yikimlarda apopitozun baskilanmasi ya-
ni insan viicut fizyolojisine uyum ¢abas1 yeni yapi-
lan aragtirmalarda yeni ila¢ gelisim siireglerinde
devam edecektir.

I APOPITOZU SAPTAMA YONTEMLERI

Yapilan aragtirmalarda; dokularda ve viicut sivila-
rinda apopitozun saptanmasi fizyolojik ve patolo-
jik siireclerin tani ve takibinde biiyiik 6nem
tasimaktadir.

MORFOLOJIK GORUNTULEME YONTEMLERI
Istk Mikroskobu Kullanimi

Hematoksilen veya Giemsa ile boyama hem hiicre
kiltiirii calismalarinda hem de doku incelemelerin-
de kolaylikla kullanilabilir. Apopitotik hiicreler
niikleus morfolojisine gore degerlendirilir. Nitkleer
kondansasyon ve apopitotik cisimcikler gézlemle-
nebilse de 151tk mikroskobu apopitotik degisiklikle-
rin saptanmasinda ¢ok yeterli bir yontem degildir.
Fluoresan boya (propidium iyodiir, Hoechst) kulla-
nilarak etkinligi artirilabilir. Ancak apopitozdaki

28,47

gec degisikliklerin saptanmasinda faydalidir.

Fluoresan Mikroskobu/Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanimi

Fluoresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden
hiicrenin kromatini, dolayisiyla niikleusu goriiniir
hale gelebilir. Canli ve 6lii hiicre ayrimini yapabil-
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mek i¢in, canli veya 6lii tiim hiicreleri boyayabilen
bir boya (6rnegin; Hoechst boyasi) ile sadece olii
hiicreleri boyayabilen bir bagka boya (6rnegin; pro-
pidium iyodiir) beraber kullanilir. Bu yontemlerde
canliligin belirleyicisi olarak, hiicrenin plazma
membraninin intakt olup olmadig1 degerlendirilir.
Membran intakt ise propidium iyodiir hiicre igine
girememektedir. Bu nedenle propidium iyodiir sa-
dece membran biitiinliigli bozulan 6li hiicreleri
boyamaktadir. Hoechst boyas: ise 6lii veya canli
tiim hiicrelere girebilen bir boyadir.”

Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apopitozda
en degerli yontemdir. Hiicredeki patolojik degi-
simlerin gozlemlenmesine imkén tanir. Nekroz ve
apopitozun ayirt edilmesinde altin standarttir. Ex-
ken ve gec apopitotik degisiklikleri saptamak gibi

6nemli bir avantaji da vardir.*®

Faz Kontrast Mikroskobu

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir orta-
minda, flask veya plaklarda tiretildigi caligmalarda,
hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek ama-
ciyla kullanilir.®

HISTOKIMYASAL YONTEMLER
Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yii-
ziinde bulunan fosfatidil serin, hiicre apopitoza gi-
derse hiicre zarimin dig yiiziine transloke
olmaktadir. Dis yiize transloke olan fosfatidil serin,
cesitli boyalarla isaretlenmis Anneksin V kullani-
larak goriiniir hale getirilir. Anneksin V; fluoresan
boya (6rnegin FITC) ile konjuge edilerek fluoresan
mikroskobunda gozlemlenebilir veya 151k ve elek-
tron mikroskobu i¢in uygun oldugu boyalar da var-
dir. Bu yontem fosfatidil serinin dig yiize
translokasyonu gibi apopitozdaki erken degisikli-
gin saptanmasina olanak verir. Hem in vivo hem in
vitro kullanilabilmesi 6nemli bir avantajidir. Biyo-
tinlenmis-anneksin ile hiicreler apopitozun biitiin
safhalarinda isaretlenerek akis sitometride gozlem-
lenebilir. Bu yéntemin dezavantaji, nekrotik hiic-
relerin de zaman zaman isaretlenebilmesinden
dolayz spesifisitesinin diisitk olmasidir. Ancak akig
sitometride DNA’y1 boyayan boyalar kullanilarak
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nekroz ve apopitoz birbirinden ayirt edilebilmek-
tedir.**0

TUNEL Yéntemi (The Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-dUTP Nick End Labeling)

Terminal deoksiriboniikleotid transferaz (TdT)in
DNA kiriklarinin 3’ ucuna baglanmasi ve bdylece
DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini sagla-
yan yontemdir. TdT; biyotin veya fluoresan boya
ile kompleks olusturmaktadir. Isaretlenmis uclar
151k veya fluoresan mikroskobunda, immiinohisto-
kimyasal olarak veya akig sitometride apopitoz gos-
tergesi olarak saptanabilir' Parafin bloklar,
donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halin-
de veya plaklara ekilmis ya da lameller iizerinde
biiyiitiilmiis hiicrelerde apopitozun varlig: bu me-
totla saptanabilir. Siklikla kullanilan yontemdir. Bu
yontemin de birkag sinirliligi mevcuttur: Fiksasyon
stiresi sonucu etkileyebilir, nekrotik hiicrelerde de
zaman zaman DNA kiriklari olusabileceginden
nekrozla karigabilir ve de sadece in vitro olarak
kullanilabilir. Avantaji ise apopitotik indeks hesap-
lanarak apopitoza giden hiicre sayis1 hakkinda bil-
gi edinilebilir.>

ISEL (in Situ End-Labeling) Yontemi

TUNEL ydnteminin modifikasyonu ile olugturul-
mugtur. DNA kiriklarinin 3’ ucu bu kez DNA poli-
dUTP
taninmasina imkén saglayan biyotin veya fluoresan

meraz | ile isaretlenir. son uglarin
boya ile kompleks olusturabilir. In situ endlabeling
(ISEL) yoéntemi, TUNEL yéntemine gore daha az

duyarlidir ve daha zaman alicidir.?®
M30 Yontemi

M30 yonteminde apopitotik hiicreler sitokeralin
18’in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu ortaya
¢ikan yeni antijenik bolgenin immiinohistokimyasal
yontemle boyanmasi ilkesine gore belirlenir. Fluo-
resan boya ile isaretlendiginde fluoresan mikrosko-
bu veya akis sitometride kullanilabilir. Yalniz sadece
sitokeratin 18’1 eksprese eden hiicrelerde (epitelyum
hiicreleri) kullanilmas1 miimkiindiir.?

BIYOKIMYASAL YONTEMLER
ELISA

ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis hiicre popiilas-
yonlarinda gerekse insan plazmasinda DNA frag-

1683



Yazici ve ark.

Biyokimya

mentasyonu ve M30 diizeyini tespit etmek miim-
kiindiir.”

Agaroz Jel Elektroforezi

DNA kiriklarinin agaroz jelde yiiriitiilerek olustur-
dugu “ladder” gortntiisii saptanabilir. Kisithlig: lad-
der goriintiisiiniin olusabilmesi i¢in fazla miktarda
DNA’ya gereksinim olmasidir. Dolayisiyla yonte-
min duyarliligs disiiktiir. Ayrica tek bir hiicrede
degil, ancak hiicre popiilasyonlarinda apopitozu
gosterebilir.>

Fluorometrik Yontem

Kiltiirti yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin
tayin edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu
plaklara hiicre lizatlarinin eklenmesi ile kaspaz mo-
lekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin parga-
ladigr ve kendisine fluoresan bir madde ile
isaretlenmis bir substrat ilave edilir. Ortamdaki
kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan flu-
oresansin siddeti ol¢iiliir.>

Real-Time, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Spesifik mRNA diizeylerinin saptanmasi i¢in kulla-
nilmaktadir. RNA izolasyonu, RNA’dan ¢cDNA el-
desi ve cDNA’nin ¢ogaltilmasi basamaklar1 ile
istenilen gen elde edilebilmekte, deney kosullarin-
da diger gruplarla gen diizeyinde kag kat degisim ol-
dugu karsilagtirilabilmektedir.*

Western Blotl Yontemi

Bu yontem yardimiyla apopitoza 6zgii baz1 prote-
inlerin eksprese olup olmadiklarinin (6rnegin; bcl-
2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rnegin kaspaz-3)
saptanmast miimkiindiir, Sitokrom c’nin mitokon-
dri disina ¢ikip ¢ikmadig1 da bu metotla belirlene-
bilir. Yalmiz, sitokrom-c saptanmasinda once
hiicrelerin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksi-
yonlara ayrilmasi gerekir. Ardindan, normalde si-
toplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen
sitokrom-c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi ha-
linde hiicrelerin apopitoza gittikleri anlagilir.*>>?
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Akis Sitometri (Flow Cytometry):

Akas sitometri yardimiyla, isaretlenmis antikor kul-
lanilarak apopitozda eksprese oldugu bilinen her-
hangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Ozellikle iki sekilde apopitoz detek-
siyonu yapilir: Fluoresan bir madde olan propidi-
um iyodiir kullanilarak ya da anneksin V
kullanilarak. Birincisinde, kompleks bilgisayar is-
lemleri ile hiicre boyutu ve igerdigi DNA miktar1
kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apopitoz le-
hine oldugu gerceginden hareketle, apopitotik hiic-

re popiilasyonu tayin edilir.>*

DNA “Microarray”

DNA “Microarray” teknolojisi heniiz ¢ok yeni ve
¢ok pahali bir yontemdir. Bu teknoloji ile ayni an-
da ve kisa bir siire iginde binlerce genin ekspres-
yon derecelerinin (mRNA’larinin) saptanmasi
mimkiin olabilecektir. Boylece, apopitoza 6zgii
hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin veya kaspazin
ekspresyon durumlar: degerlendirilebilecektir.”

MR (Manyetik Rezonans) spektroskopi

Canlida hiicrelerin taninmasina imkan saglayan ile-
ri diizey bir yontemdir.>

PET (Pozitron Emisyon Tomografi) taramasi

Anneksin V’in PET izotopuyla isaretlenmesi apo-
pitoz saptama duyarliligini artiran ileri diizey bir
yontemdir. Canli dokuda apopitoza ugrayan hiic-
reler bu sayede saptanabilir.>

[ SONUC

Giintimiizde apopitoz; gesitli hastaliklarin anlagil-
mas1 ve yeni tedavilerin gelistirilmesi agisindan
tizerinde yogun arastirmalar yapilmakta olan geli-
sime acgik bir konudur. Doku ve viicut sivilarinda
apopitozu saptamaya yonelik yontemlerin gelisti-
rilmesi, fizyolojik ve patolojik siireglerdeki apopi-
tozun roliinii daha iyi ortaya koymus, cesitli
hastaliklarin aydinlatilmasina 1g1k tutmustur.
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