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APOPTOZ

42.1. Apoptoz

Canlilarda yeni hiicreler olusurken, varolan hiicre-
lerin bir kismu ise patolojik veya fizyolojik neden-
lere bagli olarak 6lmekte ve boylece sabit denge
korunmaktadir. Varolan hiicreler programlanmis
hiicre 6limii olan apoptoz, patolojik hiicre 6limi
olan nekroz veya hiicresel strese yanit olan otofaji
gibi cesitli hiicre 6lim tipleriyle yok olurlar.

Her giin milyonlarca hiicre normal dokularin
kendini yenileyebilmesi i¢in 6liir, hayati bir durum-
dur. Her hiicrenin yasam siiresi birbirinden farkli
oldugundan fizyolojik hiicre 6liim stiresi de farklilik
gostermektedir. Yani bazi kan hiicreleri ve barsak
hiicrelerinde fizyolojik 6liim daha sik iken, miyo-
sit ve noron gibi hiicrelerde fizyolojik hiicre 6liimii
daha az (ge¢) goriiliir. Hiicre dliimiiniin en temel
programlanmus hali ile dengenin saglanabilmesine
apoptoz adi verilir. Apoptoz Yunanca sonbaharda
yaprak dokiimii anlaminda kullanilmakta ve hiicre-
lerdeki 6liim ancak zamani geldiginde gerceklestigi
i¢in apoptoz teriminin buna uygun oldugu disi-
niilmektedir. Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda
John F. Kerr, Andrew Wyllie ve Sir Alistair Currie
tarafindan hiicre 6liimiiniin karakterizasyonu igin
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kullanilmigtir. Apoptoz ilk zamanlarda hiicre mor-
folojisindeki degisiklik diye tanimlanirken giini-
miizde molekiiler, biyokimyasal ve hiicresel diizeyde
degisiklikler olarak tanimlanir. Apoptoz kromatin
kondensasyonu, niikleer fragmentasyon, membran-
da kiiglik baloncuklarin olusmasi gibi temel morfo-
lojik degisiklikler ile karakterize edilir.

Memeli hiicrelerinde apoptoz siirecinde yer
alan mekanizmalarin anlasilmasi, Caenorhabditis
elegansin model organizma olarak kullanilmast ile
olmustur. C. elegans ‘da gergeklesen apoptozun ana
efektorleri memeli organizmalarda da korunmakta-
dir ve bunlar CED (cell death protein) olarak bilinir
(Sekil 42.2). Aslinda, C. elegans’taki ana apoptotik
yol, 6lecek olan hiicrelerde EGL-1 (Programmed
cell death activator) ‘in aktivasyonu ile baglar. EGL-
1, aktive edildiginde C. elegansdaki anti-apopto-
tik olarak bilinen CED-9u baglar. CED-9 BCL-2
(B-cell lymphoma 2) benzeri proteindir ve EGL-1
tarafindan inhibe edilir. CED-4 ise CED-9 tarafin-
dan inhibe edilir ve BH3 domaine benzer bir yap1
icerir. CED-4, memeli APAF-1 (Apoptotic protease
activating factor 1)’in benzeridir ve hiicre 6limiine
yol acan bir kaspaz olan CED-3’ {in etkinlestiricisi
olarak gorev yapar. CED-3 ise memeli hiicrelerin-
deki kaspazlara benzer.
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CED-3 aktivite kaybi 131 Hiicrenin
olumiinii inhibe eder.

Sekil 42.1. C.elegans'ta apoptozu etkileyen temel faktorler



Biyokimyada Temel ve Ozel Konular

o Spesifik hedef protein tespiti igin eslesen

antikorlar

Membran iizerinde antikorlarin eslesmesi son-
rasinda ikincil antikordaki enzime bagli olarak
kolorimetrik, kemiliiminesans veya floresans ola-
rak sinyal olusturacak substratlar kullanilmaktadur.
Kemiltiminesans yintem hassaiyeti sebebiyle ¢ok
tercih edilmektedir. Genellikle antikorlarin eslesme-
sinden sonra horseradish peroksidaz (HRP) baglh
ikincil antikor substrat luminol ile reaksiyona soku-
lur. Hedef proteinin gosterilmesi i¢in membran iize-
rine kemimiilinesans bir reaktif dokiilerek protein
bantlar1 X-1511 filmi veya bir goriintiileme sistemi
tizerinde goriiliir. Ozellikle western blotlamada Bcl-
2 ailesi iiyeleri ve kaspaz aktivitesi analiz edilebilir.
Kaspaz aktivitesinde kaspazlarin yarilmasi sonucu
olusan bantlar kolaylikla goriiniir ve aktivite tespit
edilebilir. Ayrica kaspaz enzim aktivitesi proteaz-
larin amino asidi dizisine dayanan ELISA (Enzime
baglh immiinosorban yontem) ile kolorimetrik
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olarak olgiilmektedir. Bu yontem hiicre igerisindeki
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dir. Bu yontemde etiketli substrat DEVD-pNAdan
(DEVD, bir amino asit dizisi Asp-Glu-Val-Asp)
ayrildiktan sonra, kromofor p-nitroanilidin (pNA)
saptanmasina dayanir. Spektrofotometre veya 400
nm veya 405 nmde bir mikro plaka okuyucusunda
pNAYy1 6lgmek i¢in kullanilabilir.

D 42.3.7. TUNEL Yontemi

TUNEL, DNA kiriklarinin in situ olarak taninma-
sint saglayan histokimyasal bir yontemdir. Parafin
icine gomiilmiis olan dokulardan alinan kesitler,
terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili deok-
siuridin trifosfat (dUTP) kullanilarak yapilan in situ
isaretleme yapilir. Enzime biyotin etiketleme yapi-
lir. Biyotin etiketlemede Streptavidin-horseradish
peroksidaz ve diaminobenzidin (DAB) gibi kolori-
metrik substratlar kullanilarak apoptozun histolojik
olarak goriintiisii elde edilir.
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