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Ozet

Organizmada yasam, belirli asamalardan
olugmaktadir. Bunlar; dogum, canliligin devami olan
tireme, yaslanma ve nihayetinde 6limdiir. Yasamin bu
sekilde devam edebilmesi i¢in canliy1 olusturan temel
fonksiyonlar arasinda bir denge vardir. Organizmada
yeni hiicreler olugurken, var olan hiicrelerin bir kismi
da hiicre 6liimti ile ortadan kaldirilmaktadir ve boylece
olim ile yasam arasindaki denge korunmaktadir.
Fizyolojik ve patolojik durumlarda hiicreyi oOliime
gotiiren ve isleyisleri farkli olan iki mekanizma vardir,
nekroz ve apoptoz. Apoptoz, programli hiicre 6liimii
olarak bilinen enerjiye bagimli fizyolojik bir siiregtir.
Apoptoz, embriyolojik gelisim ve eriskin dokularin
devamliliginda kritik rol oynar. Programli hiicre
O0limii organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik
gorevini tamamlamis ya da hasarli hiicreleri genetik
diizeyde de kontrol ederek yok eden bir
mekanizmadir.  Apoptoz  hizimin  bozuldugu,
yavagladigi veya arttigi durumlarda gesitli hastaliklar
ortaya ¢ikmaktadir. Apoptozu diizenleyen mekanizma,
cesitli  proteinleri ve molekilleri igerir. Bu
molekiillerin ~ karsilikli  aktivasyonu  apoptozun
gerceklesmesi  i¢in  Onemlidir. Bu  derlemede,
programli  hiicre Oliimiiniin nasil  gergeklestigi,
apoptotik yolaklara ait molekiiler mekanizmalarin
neler oldugu ve apoptozun belirlenmesinde kullanilan
cesitli yontemler genel hatlariyla ifade edilmistir.
Anahtar Kelimeler: Apoptoz; Bcl-2; Kaspaz
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Abstract

Life in an organism consists of specific
stages. These are birth, fertility that is the
continuation of life, aging, and eventually
death. In order for life to continue in this
way, there is a balance between the basic
functions that forming the life. While new
cells are formed in the organism, some of
the existing cells are eliminated by cell
death, thus maintaining the balance
between death and life. In  physiological
and pathological conditions, there are two
mechanisms that lead to cell death and
differ in their functioning, necrosis
and apoptosis. Apoptosisis an  energy-
dependent physiological process known as
programmed cell death. Apoptosis plays a
critical role in embryological development
and continuity of adult
tissues. Programmed cell death is a
mechanism that destroys cells that the
organism does not need, that have
completed their biological task or that
control and destroy damaged cells at the
genetic level. Various diseases occur when
the rate of apoptosis is impaired, slowed
down or increased. The mechanism that
regulates apoptosis involves various
proteins and molecules. Mutual activation
of these molecules is important
for apoptosis to occur. In this review, how
programmed cell death occurs, what are

the molecular mechanisms of the pathways

and various methods used in the
determination of apoptosis are expressed in

general terms.

Keywords: Apoptosis; Bcl-2; Caspase.
Giris

Viicudumuzdaki her hiicrenin belirli bir
yagam siiresi vardir. Ve zamani geldiginde
her hiicre 6liimle sonuclanir. Hiicre 6liimii
ve hiicre proliferasyonu arasinda diizenli
bir i¢ denge bulunur (1,2). Hiicre 6lim
mekanizmalart  farkli  mekanizmalarla
gerceklesebilir. Bunlar oksijen eksikligi ve
toksik maddelerin etkisi ile gergeklesen
hasar ya da  olim  (nekrotik);
programlanmis hiicre oliimii (apoptotik);
ya da proteinlerin, organellerin ve
sitoplazmik pargaciklarin yok olmasiyla
gergeklesen otofaji yolu ile oliim olmak
iizere ¢ tipte gerceklesmektedir. Nekroz,
herhangi bir patolojik durumda ortaya
c¢ikan Oliim seklidir. Nekroz ile oliime
giden hiicrelerde hiicrelerin boyutunda
artis izlenir, hiicre organelleri su alarak
siser ve hemen ardindan hiicre zarinda
parcalanmalar meydana gelir. Apoptoz ise
hiicrenin  kiigiilmesi ile karakterizedir.
Sitoplazma igeriginde artis meydana
gelerek, hiicre biiziilerek kivrintili bir hal
alir. Nekroz durumunda inflamasyon
olusurken, apoptozda ise hiicre

inflamasyona ugramadan ortadan
temizlenir. Programli hiicre 6liimii olan

apoptozda nekrozdan farkli olarak ayrica,
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aktif, metabolik ve genetik a¢idan
kodlanmis hiicrenin evrimsel olarak tercih

ettigi 6liim yoludur (3).

Programlanmis hiicre 6liimii yani apoptoz
kelime anlami olarak, yunanca agagtan
diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal
anlamina gelir. Apo: ayri, Ptosis: diigme
anlammna gelmektedir. Apoptozun kelime
anlami ilk kez, 1972°de Avusturalyali bir
patolog JFK Kerr tarafindan
tamimlanmistir  (4,5).  Programli  hiicre
olimii ile ilgili yapilan c¢aligmalarda
genellikle Caernorhabditis elegans
nematodu kullanilmistir. Bu nematodlarda
3 gen; ced-3, ced-4 ve ced-9 apoptozu
kontrol  eden  genlerdir.  Mutasyon
sonucunda inaktif olmus ced-3 ve ced-4
genlerini tagiyan nematodlarda apoptoz
gerceklesmedigi hatta normal sartlarda
Olmesi  gereken  hiicrelerin  6lmeyip
yasamaya devam ettigi goriilmiistiir. Bu
sebepten dolay1 ced-3 ve ced-4 olim
genleri olarak apoptozu indiikledigi fakat
ced-9’un olime karst koyan gen olup
apoptozu inhibe ettigi belirlenmistir. Bu
genlerin giliniimiizde insan genomu igin
karsilikli uyarlanmasi ise su sekilde ifade
edilmistir; ced-3 i¢in kaspaz ailesi, ced-4
icin Apaf-1, ve ced-9 igin ise Bcl-2 olarak

tanimlanmustir (6,7,5).

Giliniimiizde apoptozun, patolojik ve
fizyolojik a¢idan ©nemli oldugu ve cok

hiicreli ~ canlilarda  istenmeyen  bazi

hiicrelerin ortadan kaldirilmasiyla ifade
edilen, belirli bir kontrol ve program
icerisinde gerceklesen fizyolojik bir 6lim
siireci oldugu bildirilmistir (8). Hiicre
Oliimiiniin apoptotik yolu; organizmanin
gelisimi,

¢ogalmasi, farklilagmasi,

homeostazi, hiicre popiilasyonunun
diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminde
hatali hiicrelerin yok edilmesi gibi bir¢ok
hayati siiregte aktif rollere sahiptir (3,9).
Apoptotik hiicre sayisi, bir organizmanin
saglikli olup olmadiginin belirlenmesinde
onemli bir faktordiir. Apoptoz oraninin
azalmasi hiicre sayisini artirirken, apoptoz
oraninin artmast hiicre sayisin1 azaltarak
doku tahribatina neden olur. Programli
hiicre Oliimii dedigimiz apoptoz, ¢ok
hiicreli  organizmalarin rutin  gelisimi
sirasinda ortaya ¢ikar ve erigkin yasami
boyunca devam eder boylece
homeostazinin devamliligini saglar (10).
Apoptozun bilinen en O6nemli ve ilging
ozelligi ise c¢evre dokularda herhangi bir
yikim s6z konusu degildir. Bu o&zelligi,

apoptotik hiicre Oliimiinii nekroz hiicre

Oliimiinden ayiran 6nemli bir farktir.

Apoptoz DNA hasari, sitotoksik ilaglar,
hiicre dongiisii sinyalizasyonu ve yasam
sinyallerinin eksikligi gibi hiicreyi igeriden
ve  disariddan  etkileyen  sinyallerle
tetiklenebilir (11,12). Programli hiicre
Oliim stlireci olarak bilinen apoptozda

proteinlerin  proteolitik  kesimi  s6z
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konusudur. Proteinlerin proteolitik kesimi,
hiicre organellerinin degisimlerini organize
eder ve apoptotik sinyalin hiicresel
yayitlimim1 ~ gergeklestirir, bdylece bir
proteolitik kaskad olusturur (5,13). Bir
hiicreye apoptoz uyarist  geldiginde,
ortamdan uzaklasir, ortamda bulunan
komsu hiicrelerle baglantisin1 koparir ve
biiziisiir. Biiziisen hiicrelerin kromatini
yogunlasir ve piknotik bir goriiniim alir.
Hiicre DNA’s1 nukleozamlarindan kesilir,
fakat hiicre organellerinin yapisal 6zellik
ve biitiinliikleri korunur. Hiicre zarinda
bulunan fosfotidil serin hiicre zar1 ig
kismindan hiicrenin dig yiizeyine tasinir.
Hiicre c¢ekirdegi kiiciiliir ve parcalara
ayrilir. Parcalara ayrilan hiicre kisimlari,
tomurcuklar halinde koparak apoptotik
cisimcikleri olusturur. Makrofajlar,
apoptotik cisimcikleri taniyarak herhangi

bir enflamasyon olusturmadan fagosite

ederek yok ederler (2,14-15).

Apoptoz’da  Rol Alan Diizenleyici
Molekiiller

Hiicreler i¢in diizenlenmis apoptotik
sinyallesme ag bilesenleri genetik olarak
kodlanmistir ~ (16).  Programli  hiicre
Olimiiniin diizenlenmesinde ¢esitli ana
molekiiller yer almaktadir. Apoptozun
diizenlenmesinde  ozellikle  kalsiyum,
seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, p53,
kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve

cok sayida mitokondri gorev almaktadir.

Kalsiyum hiicre 6liimii boyunca kullanilir
ve bu siirecin en Onemli elementidir.
Kalsiyum iyonlari; proteaz, endoniikleaz
ve transglutaminaz aktivasyonlarinda rol
alir. Hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre
proliferasyonu ve gen regiilasyonu gibi
hayati fonksiyonlarda kalsiyum iyonlari
vardir (2,17)

1-Bcl-2 Ailesi

Hiicrelerin apoptoza egimli olup olmamasi
Bcl-2  ailesine baglidir. Bcl-2 ailesi
genlerinin heterodimer ya da homodimer
dizilimine bagl olarak hiicrelerin apoptoza
gitmesine izin verir (2). Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) gen ailesi, apoptozu pozitif
ya da negatif olarak diizenleyen 20’den
fazla cesitli Ozellikte bir¢cok {iye igerir
(18,19).

Bcl-2 ailesi gen grubunun birbirine zit iki

farkli grubu yer alir;

» Proapoptotik iiyeler
» Antiapoptotik iiyeler

Proapoptotik proteinlerin  fazla oldugu
hiicrelerde,  hiicre =~ apoptoza  gider.
Antiapoptotik proteinlerin fazla oldugu
durumda hiicre apoptoza daha az
egilimlidir (20). Ailenin proapoptotik
tiyeleri BIK, BIM, PUMA NOXA, BAD,
BAX ve BAK proteinleridir. Antiapoptotik
tiyeleri ise BCL-2, BCL-XL, BCL-W ve

MCL-1" dir (21). Proapoptotik proteinler
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sitozolde bulunur. Bu proteinler, Sitokrom-
c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktdr)’ {in
salimimi diizenli olarak artirarak apoptozu
indiikleyici mekanizmaya sahiptir.
Antiapoptotik iiyeler, mitokondrinin dis
zarinda endoplazmik retikulumda ve
cekirdek zarinda bulunur. Por olusturarak
iyon transportunu gergeklestirirler ve iyon
tasinimini

diizenleyici  mekanizmay1

yaparlar.  Hiicrelerde bulunan Ca™
miktarini kontrol ederler ve kaspazlar icin
onclil form olan AIF ve sitokrom-C
salimimint  durdurur bdylece apoptozu

inhibe ederler (20,22,23).

Bcl-2 ailesi proteinleri genelde kiigiik kDa
agirhigma sahiptir, o heliksleri olan bir ya
da daha ¢ok sayida homoloji domainin
(BH domains) igerigine gore ifade edilir.
Bahsedilen bu domainler Bax ve Bcl-2 ile
Bid, Bim ve Bad’ da bir (BH3) arasinda
degisir (18). Bcl-2 gen ailesinin molekiiler
yapist farklilik gostermektedir. Bu farklilik
molekiiler yapisi igerisinde yer alan bir zar
Otesi domaini kapsar. Bax gibi multi
domain igeren  proapoptotik  {iyeler
sitoplazmada monomerler seklinde
bulunur. BH3 igeren domainin proteinleri
apoptozu indiiklemek i¢in multi domainli
Bax ya da Bak’ a ihtiyac duyar (24).
Sadece BH3 igeren proteinlerin ise multi
domainli iiyelerle etkilesimleri ve yapisal

degisiklikleri  homooligola- kazanilmis

multimer olusumunu bununla beraber

mitokondri dis zar gecirgenligini tetikler
(25). BH3 proteinleri, antiapoptotik Bcl-2
ailesi  proteinlerini  noétralize  ederek
apoptozu da tesvik eder ve bu durum
birgok BH3, Bcl-2 kompleksiyle ilgili
goreceli fikirleri kapsamaktadir (21).

2-p53

Hiicrede, DNA hasar1 gibi bir durum
olustugunda bu hasar1 gidermek igin ¢esitli
mekanizmalara ihtiyag  duyulmaktadir.
DNA hasar1 s6z konusu ise P53 timor
baskilayict gen iirlinii olan p53 aktive
edilmekte ve bu da hiicre siklus
inhibisyonu, apoptozis, DNA tamiri ve
yaslanmay1 iceren antiproliferatif bir etkiye
neden olmaktadir (Sekil-1) (26-28). Eger
hasar tamir edilemeyecek durumda ise
Bax, Apaf-1 ve Fas yapimini artirir,
boylece Bcl-2 ve Bcel-xL ‘nin baskilanmasi
ile apoptozu indiikler (29). P53 bir
transkripsiyon faktoriidiir ve DNA hasari,
hipoksi, viral transformasyon, onkogen
aktivasyonu, 1§  hasari,  niikleotid
diizensizligi gibi hiicrelerde meydana gelen
bir¢ok bozukluk sonrasi aktive edilerek
hasarli hiicrenin proliferatif yayillimim
engelleyecek gen ekspresyonunu

baslatmaktadir. Bu  durum  kanser

olusumunun da 6niine gegmektedir (30).
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Sekil 1. Cesitli stres kosullarinda p53 aktive edilir ve
sonugta p53 aracili apoptoz gergeklestirilir (28).

3-Fas (Cd95 -Apo-1)

Fas ya da CD95 24 iiyeli TNF reseptor
ailesinin tanmimlanmis en

Bagisiklik

iyl Uyesidir.

sisteminde hiicre Olimiinu

kontrol eden mekanizmadan sorumludur.

Fas hiicre reseptorleri, sitotoksik T
hiicreleri ve naturel killer hiicreleri
uzerinde bulunan 43 kDa molekiil

agirhigina sahip olan reseptorlerdir. Hiicre
yiizeyinde kendi reseptorlerine baglanirlar
ve reseptdr trimerizasyonunu saglar.
Aktivasyonu tamamlanmis reseptorler ise
FADD adaptor reseptorii ile birlesir (2).
FAS ya da TRAILR1/2 reseptorlerine;
FADD adaptdr reseptdr proteini, pro-
C8/10, cFLIP FLICE-like

Inhibitory Protein) proteinlerinin

(cellular

baglanmasiyla proapoptotik DISC yapisi
(31,32). Pro-C8 otokatalitik

aktivasyon gecirererek aktif C8 olusumu

olusturur

SV

vir

acti

apoptosis

tamamlanir ve kaskat olusur (33). Her FAS
reseptoriiniin - karboksil ve amino ucu
bulunur ve Fas reseptoriiniin karboksil (C)
ucuna yakin 80 aminoasit iceren bdlgenin
indiiklenmesiyle prokaspazlari aktive eder.

Sonugta olusan kaskat apoptoz yoniinde
ilerler (23,34).

4-Kaspaz Ailesi

Apoptoz mekanizmasinda hayati bir role
sahip olan kaspazlar, sistein- aspartik -
sonraki

proteazlaridir. Aspartik asitten

peptit bagin1 kirma 6zeligine sahiptir ve

hiicre  igerisinde  inaktif = durumda
bulunurlar. Kaspaz proteaz ailesinin
tiyeleri, apoptozun baglatilmasinda ve

gerceklesmesinde rol alirlar (5,35). Inaktif
halde bulunan kaspaz ailesi, proteolitik
olarak birbirini aktiflestirme 6zelligindedir.
100 farkl tipte hedef proteini kesebilirler
ve boylece apoptozu baglatabilirler. 3 farkli

grupta kaspaz mekanizmasi vardir.

i. Baslatici kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9,
10)

ii.  Efektor (cellat) kaspazlar (Kaspaz 3,

6,7)

Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5,

11,12, 13, 14).

Bir sinyale cevap veren kaspazlar baslatict

kaspazlardir. Apoptotik siliregte  Oliim

sinyalini veren baglatic1 kaspazlardir,
adaptor bir proteine baglanarak hangi

hiicrenin 6lecegine dair yon verirler. Fakat
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hiicrenin tamamen o6liimiinden sorumlu
degildir. Baglatici kaspaz ailesi hiicrenin
olimiinii  gergeklestirecek molekiillerin
aktivasyonunu saglar. Hiicrenin tamamen
Olimiinden  sorumlu olan kaspazlar
effektor kaspazlardir ve bunlar baslatic
kaspazlarin ~ hiicre  igerisinde  gorev
almasindan sorumludur (5). Baslatici
kaspazlar, kendilerini aktive edebilir. Bu
aktivasyon ig¢in gerekli olan N-terminal
pro-alanlarinin olmasidir. Efektor
kaspazlar, aktif baslatic1 kaspazlar olan 8,9
ve 10 tarafindan aktive edilir. Bunlardan
kaspaz-2 hem efektor hem de baslatici
kaspazdir. Efektor kaspazlarin aktivasyon
yolu perforin/granzim yolu ile dogrudan da
baglatilabilir (1,36). Efektor kaspaz tiyeleri
kaspaz-3 ve kaspaz-7’ dir. Kaspaz-6 da
efektor kaspaz ailesi grubundadir, fakat
apoptozda daha az role sahiptir. Kaspaz-6
daha c¢ok nodrodejeneratif hastaliklarda
etkili bir role sahiptir (37,38). Baslatici
kaspazlar, Kaspaz-2, 8, 9 ve 10’ u igerir.
Her baglatict kaspaz Kkatalitik bolgeye
Katalitik

sahiptir. bdlgenin

dimerizasyonunu  kolaylastirmak  i¢in
kullanilan bir proteini ve bu proteini
kodlayan prodomain bdlgeleri igerir. Bu
prodomain bolgeleri arasinda kaspaz-9 ve
kaspaz-2’ de bulunan kaspaz kabul (alim)
bolgesi [caspase recruitment domain
(CARD)] ve kaspaz-8 ile kaspaz-10’un

prodomainlerinde yer alan O6lim efektor

bolgesi [death effector domain (DED)]

bulunmaktadir (35). Bu etkilesim bolgeleri
her kaspaz molekiilii icin aktivasyon
alamdir. Ozellikle baslatict kaspazlarin
bliyiik ve c¢oklu protein komplekslerine
alimmasina araci olur. Aktivasyon alanlari
her kaspaz i¢in farkli ve spesifiktir.
Omegin kaspaz-8 ve kaspaz-10 icin
apoptoza gotiiren sinyal kompleksini
(DISC), kaspaz-9 i¢in ise apoptotik
peptidaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1)
apoptozomu bununla birlikte p53°i igerir.
Kaspaz-2 i¢in ise indiiklenen 6liim bolgesi
kendi proteinidir (PID Dosome) (39,40).
En iyi tanimlanmis kaspaz substrati
DNA’nin onariminda yer alan ve ¢ekirdek
proteini olan poly-(ADP-rib6z) polimeraz
(PARP)’dir. Kaspaz pargalanmasi igin
hedefteki baslangi¢ proteinlerinden biri
PARP’tir (5). Boylece her kompleksin
genellikle kendine ait bir reseptor proteini
vardir.  Ornegin, CD95/ Fas DISC,
CD95/Fas oligomerleri, baglanma proteini
Fas ile iligkili proteinin 6lim alan1 FADD
adaptor proteini ile birlestiginde olusur (1).
Kaspaz inhibitorlerinin ise (IAP) efektor
kaspazlar1  inhibe ederek  apoptozu
engelledigi gosterilmistir (41). Ayrica IAP
(inhibitors of apoptosis) ailesinin de
kaspazlardan farkli olarak, transkripsiyon
faktorlerinin modellenmesinde ve hiicre
siklusunun kontroliinde de apoptozu inhibe

ettigi bildirilmistir (42).
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Efektor kaspazlar olan; kaspaz-3, kaspaz-6
ve kaspaz-7’° nin aktive olmasiyla DNA
fragmantasyonu, endoniikleaz aktivasyonu,
niikleer proteinlerin yok edilmesi, fagositik
hiicre ligand ekspresyonu ve apoptotik
cisimlerin olusumunu gergeklestirir (43).
Efektor kaspazlar aktive edildiklerinde ise
apoptoza neden olan proteinlerin ve hiicre
iskeletini  olusturan sistemlerin imhasi
baglar (44). Kaspaz 1-4-5-11-12-13-14
inflamatuar ~ kaspazlar ~ olup  uzun

prodomainleri igerirler ve inflamatuar

siireglerde gorev alirlar (32).
Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz, patolojik ve fizyolojik bakimdan
baslica 5 farkli yolak kullanarak programli
hiicre 6limiinii gerceklestirir. Bu yolaklar

genel olarak 2 baslik altinda ifade edilir;

i.  Instrinsik (Mitokondriyal) yol,
ii.  Ekstrinsik yol.

Bu yolaklardan en yaygin olan1t metabolik

ve  oksijen yetmezligi (hipoksi)ile
tetiklenen intrinsik (i¢) yani mitokondriyal
yolak ve oliim ligandlar1 olarak bilinen Fas
ya da timor nekroz faktori- -o gibi
disaridan uyaranlar tarafindan tetiklenen

ekstrinsik (dis) yolaklardir (Sekil 2).

(BID: BH3 etkilesimini alan oliim
antogonist reseptoric APAF-1: Apoptotik
peptidaz aktive edici faktor-1, DISC:

Oliime sebep olan sinyal kompleksi)

Bu ana apoptotik yolagin disinda kalan
yolaklar; DNA hasar1 tizerine kurulmus,
p53 kompleksi ile aktivasyonu olan
kaspaz-2’ ye bagimli yolak, DNA
fragmantasyonu ile baslayan Granzim-A
ve kaspazin direkt olarak aktivasyonu ile

olan Granzim-B yolagidir (46).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar
Mitokondriyal Yok

Olim Reseptérler

Hicresel Hedefler +=— m

Sekil 2. Memeli hiicrelerinde programl hiicre 6liimi
yolaklar1. intrinsik (i¢) mitokondriyal ve ektrinsik

(dis) apoptotik yolaklar (45).

Intrinsik (i¢c) Mitokondriyal Yol

Intrinsik  apoptotik  yolak, hiicre igi
sinyallerle, pH azalmasina bagli olarak
cesitli iyonlagtirict etkenlerin neden oldugu
gen seviyesindeki toksik hasar,
endoplazmik  retikulum  stresi, DNA
hasarina bagl hiicre siklus bozukluklari,

mitokondriyal hasar ve onkojenlere bagh
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hiicre olimii ya da ¢esitli biiylime
faktorleri gibi bazi uyaranlarin yoklugunda
aktive olan yolaktir (25,47). Bcl-2 (B-cell
lymphoma-2) ailesi tiyeleri mitokondriyal
yolagin merkezi diizenleyicileridir. Bu
proteinlerin  etkilesimleri ile hiicrenin
apoptoza gidip gitmeyecegi belirlenir. Bel-
2 protein ailesi, hem proapoptotik hem de
antiapoptotik  fonksiyonlar1 olan gen
ailesidir.  (48,49). Bcl-2, apoptozu
indiikleyen Bcl-2 iligkili X apoptoz
regiilatorii [Bel-2 associated X apoptosis
regiilator (BAX)], Bel-2 iligkili hiicre 6lim
protein  antogonisti  [Bcl-2 associated
agonist of cell death (BAD)], Bcl-2
antogonist Katili-1 [Bcl-2 antogonist Killer-
1 (BAK)], BH3 etkilisim alan o&liim
agonisti [BH3-interacting domain death
agonist (BID)], Bcl-Xs ve programli hiicre
Olimiinii inhibe eden Bcl-2, E1B-19K,
CED-9 ve Bcl-X;’ den olusan oldukga
genis bir protein gen ailesidir. Bu aileye ait
iyeler kendi aralarinda homo- ve
heterodimerler olusturmak lizere
ozellesmislerdir. Hiicrelerin 6liime gidip
gitmeyecegi biitin bu protein ailesinin
arasindaki dengeye baghdir.
Tanslokasyonlar ve gen amplifikasyonlari
gibi cekirdekte olusan genomik
degisikliklerin olmasi Bcl-2 protein ailesi
iiyelerinin bulunma diizeylerini artirabilir
(50). Bcl-2 proteini homoloji bdlgeleri
(BH1, BH2, BH3 ve BH4) ile alfa

sarmalini tagir (51). BH3 etkilesimlerinin

cesitli gorevleri vardir, apoptotik gorevi
kontrol eden homo- ve heterodimerlerin
olusmasina izin verir ve BH3- hidrofobik
mekanizmasi yoluyla Bcl-2 etkilesimlerini
diizenler. BH3, apoptozdan sorumlu olan
BH alanidir (52). Hiicre i¢i sinyallerin
alinmasiyla apoptotik uyar1 Dbaglatilir,
proapoptotik protein Bid, Bcl-2’ yi
inaktive eder. Boylece BAX ve BAK
proteinleri  aktive  olur.  Mitokondri
memraninda, BAX ve BAK proteinleri por
olusumunu gerceklestirir, por olusumu icin
uygun ortam hazirlandiginda ise zar
potansiyeli degisiklige ugrar (5,23). Smac
(second mitochondria-derived Activator of
Caspase), Endoniikleaz-G, AIF (Apoptoz
indiikleyici faktor) mitokondri membran
porlarindan  salinmak lizere uyarilir.
Apoptozun gerceklesmesi i¢in oksidatif
fosforilasyonun  gerceklesmesi  gerekir.
Sitokrom-c, elektron tagmimi yaparak
oksidatif fosforilasyon slirecini baglatir.
SMAC, inhibitdr apoptotik faktor (IAF)’i
engeller ve apoptozu hizlandirir. Inhibitdr
apoptotik faktorlerin olmasi ise kaspaz-3
ve kaspaz-8 aktivasyonunun durmasina
neden olur. Apoptoz indiikleyici faktor
(AIF)‘“in
tamamlanir ve Endoniikleaz-g (ENDO-G)

cekirdege translokasyonu
DNA’ y1 pargalar. Sitokrom-c, Apaf-1
(Apoptotik proteaz aktive eden faktor-1) ve
ATP’nin mitokondri porlarindan salinmasi
ile sitozolde Apoptozom denilen yeni bir

kompleks olusur (5). Apoptozom, Kaspaz-
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9’ u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 ise
prokaspaz-3 i aktif kaspaz-3’ e doniistiiriir.
Aktiflesen kaspaz-3 inaktif kaspaz aktive
edici DNaz (CAD)‘1 inaktif hale getirerek
serbestlesir. Cekirdekte kromatin
yogunlagsmast ve DNA’nin niikleozomlar1
olusturarak fragmente olmasii saglayan

ise CAD kompleksidir (5,20).
Ekstrinsik (D1s) Yol

Apoptotik ekstrinsik yol (Olim reseptérii
yolu), i¢ yoldan farkli olarak aktive olmus
T hiicreleri, dogal dldiiriicti (natural killer)
(NK) hiicreler ve makrofajlarin hedef
hiicrelerinin ~ zarinda  bulunan  O6liim
reseptorlerine tutunmasi ile baglar. Timor
nekroz faktor (TNF) ve FAS reseptorii
hiicre zar1 integral proteinleridir. Oliim
aktivatorleri olan FasL ve tiimor nekroz
faktor alfa (TNF-a) ile baglanarak,
prokaspaz-8’ kaspaz-8” e farklilasr.
Sonucgta  kaspaz  kaskadi
aktivasyon  baslatilir  (40). CD95
(Fas/APO-1), TNFR1, DR3 (APO-3), DR4
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand

Receptor-1), DR5 (TRAIL R2) ve DR6

olusarak

O0lim reseptorleridir.  Hiicrenin  6lim
sinyali, hedefteki hiicrenin hiicre zar1
tizerinde bulunan TNF ailesi oliim
reseptorlerine baglanarak aktive olur (1).
FAS, TNF ve DRS5 gibi hiicre yiizeyinde
bulunan  6lim

sinyalleri olan FasL, TNF-alfa ve TRAIL

reseptorlerinin -~ lim

ile baglanmasi1 sonucu Oliim reseptdrleri

trimerik bir yap1 kazanir. Trimerik yapida
olan reseptorler ile adaptér molekiiller
prokaspaz tiirevleri ile birleserek Death
inducing signaling complex (DISC)
denilen bir yapi olusturur. Kaspaz-8 ve
kaspaz-10 DISC kompleksi tarafindan
aktive edilir. Aktive olmus kaspaz-8 ve
kaspaz-10, yiiriitiicii kaspazlardan kaspaz-
3, kaspaz-6 ve 7’yi aktif hale getirir.
Aktiflesen, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7
ise apoptoza neden olan proteinlerin ve
hiicre iskeletinin imhasini baslatir (1). Bu
mekanizma dogrudan ve direkt yolla
gergeklesir. Direkt olarak kaspaz-8 kaspaz-
3 ‘i aktive eder dolayli olarak ise BID’i
keserek intrinsik yolda once kaspaz-9 ‘u
hemen ardindan da kaspaz-3’ i aktive eder.
Dolayli1 ve direkt olan bu yolda
gerceklesen mekanizmada aktif kaspaz-3,
CAD aktivasyonu gosterir ve DNA

fragmantasyonuna neden olur (5).

Apoptozun Gosterilmesinde Kullanilan

Temel Yontemler

. Morfolojik Goriintiileme

Yontemleri

Isik Mikroskobik Teknikler
Hematoksilen Boyama

Giemsa Boyama

Floresan Mikroskobu

Propidium Iyodiir (PI) Gegirgenligi
Hoechst Dye

Elektron Mikroskobik Yontem

W Vv v d Vv v F
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4. Fast Kontrast Mikroskobu ile
Gorilintiileme
II. immunohistokimyasal Yontemler
TUNEL Y o6ntemi
Anneksin V Yontemi
Kaspaz-3 Yontemi
M30 Y 6ntemi

N

I11. Biyokimyasal Yontemler
Agaroz Jel Elektroforezi
DNA fragmentasyonu
Western Blotting”

Aktif kaspaz’in belirlenmesi
Sitokrom c salinmasi

Substrat kirilmasi

@ Vv v v NV F

‘Flow’ Sitometri
IV. immunolojik Yéntemler
1. ELISA
> DNA fragmantasyonu
» Kaspaz Aktivasyonu
V.  Molekiiler Biyoloji Yontemleri
»> DNA Microarrays (2).

Sonug¢

Viicudumuzda  ihtiya¢  duyuldugunda
herhangi bir inflamasyon olusmadan
programli  hiicre oliimleri  gerceklesir.
Apoptoz, belirli morfolojik ve fizyolojik
ozelliklere sahip, cesitli mekanizmalarla
calisan enerjiye bagli programlanmig bir
stirecidir.

hiicre olim Apoptozu

diizenleyen ¢ok  sayida  molekiiler

mekanizmalar ve proteinler yer alir.
Ozellikle kaspaz aktivasyonu hiicre 6liim
tipleri arasinda kritik bir role sahiptir.
Intrinsik ve ekstrinsik programlanmis
hiicre oliimiinii basamaklar1  apoptotik
mekanizmanin en 6nemli iki basamagidir.
Bu iki yolagin ortak o6zelligi infazci
kaspazlarin aktivasyonu sonucunda
hiicrelerde apoptoza 06zgii degisimler
meydana gelir. Apoptoz mekanizmasi
hiicre proliferasyonu ve programli hiicre
6limii arasinda hassas bir alani ifade eder.
Burada bir hasar meydana geldiginde
otoimmun rahatsizliklar, kanser ve
norodejeneratif hastaliklarin  gelismesine
zemin hazirlar. Son yillarda programli
hiicre Oliimiinii diizenleyen c¢ok sayida
proapoptotik ve antiapoptotik protein
tanimlanmustir. Bu  protein  ailesi
organizmanin 8lgm ve yasami arasinda bir
homestazdir.  Giiniimiizde,  apoptotik
yollarin mekanizmalar1 hakkinda tam

olarak bir sonuca varilmasa da bu alandaki

caligmalar devam etmektedir. Hiicrede

olimii tetikleyen mekanizmalarin
bilinmezligi anlasildiginda sadece
apoptozun  morfolojik ve  fizyolojik

rollerinin anlasilmasiyla kalmayip, ayni
zamanda otoimmun hastaliklar, kanser ve
ndrodejeneratif hastaliklarinda apoptozun
patolojik sonuglarinin belirlenmesine katki
saglayacaktir.

Yapilan caligmalar

sonuglandiginda, programli hiicre Sliimi
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7. Renehan AG, Booth C, Potten CS.
What is apoptosis, and why is it

ile ilgili yeni kapilar agilacak ve ¢ok sayida

apoptotik proteinin gorevi anlagilacaktir.
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