ONSOZ

Fibrosarkomlar bag dokunun koétii huylu tiimorlerinden olup bashica kedi ve
kopeklerde goriilmektedir.

Kanserlerde erken teshis yaninda prognozun tayini, hastanin yasamini uzatmada ve
daha uygun tedavi sekillerinin tespit edilmesinde biiyilk 6nem tasimaktadir. Ozellikle
kedilerde as1 yerlerinde gelisen fibrosarkomlar 6nemli bir problem olusturmakta ve bunun
en basta gelen sebebi olarak ise as1 yerlerinde olusan kronik yangilar ileri siiriilmektedir.

Son donemlerde kanser {iizerine yapilan calismalarda apoptozisin 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Yapilacak olan calismada ratlarda deneysel olarak 3-metilkolantren
ile olusturulacak olan fibrosarkomalarda programli hiicre oliimii iki ayr1 metotla
gosterilecektir.  Boylece  fibrosarkom ile programli hiicre Oliimii arasindaki iliski
incelenecektir. Ayn1 zamanda ELISA yontemiyle DNA hasar tespiti ve programlanmig
hiicre 6liimiiniin immunohistokimyasal olarak saptanmasi karsilastirilacaktir. Elde edilen
bulgular kanser tedavisine 151k tutabilecegi gibi apoptozis ve kanser ile ilgili yapilacak olan
calismalarda referans olarak da kullanilabilir.

Arastirma, ‘“Deneysel olarak olusturulan fibrosarkomalarda programlanmis hiicre
Olimiiniin c¢ekirdekteki DNA parcalanmasi tayini ve immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi” isimli ve VTF-06016 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Fibrosarkom mezenkimal dokudan koken alan bag dokunun koétii huylu tiimorii olup
daha cok kedi ve kopeklerde goriilmekle birlikte tiim hayvan tiirlerinde ortaya ¢ikabilir. Hizli
ve infiltratif biiyiiyen bir tiimordiir. Ozellikle kedilerde as1 yerlerinde gelisen fibrosarkomlar
onemli bir problem olusturmakta ve bunun en basta gelen sebebi olarak ise as1 yerlerinde
olusan kronik yangilar ileri siiriilmektedir. Genellikle yashi hayvanlarin bir tiimorii olmasina
karsin 6 aylik kedi ve kopeklerde de gozlenebilir. Irk ve cinsiyetin etkisi yoktur. Dermis ve
subkutiste rastlanan bu tiimor, viicudun herhangi bir yerinde de ortaya c¢ikabilir ama i¢

organlarda pek goriilmez (Erer ve Kiran 2000).

Rodentlerde en yaygin goriilen mezenkimal tiimorlerdendir ve ratlarda spontan olarak
sekillenme olasilig1t % 1-3, farelerde goriilme olasilig1 ise % 1-6 diizeyindedir. Fibrosarkomlar
nadiren metastaz yaparlar ancak ineklerde lenf nodiilleri ve akcigerlere metastaz yaptigi

bildirilmistir (Wohrmann ve Teredesai 2002).

Fibrosarkom terimi, farkli tip ve miktarda hiicreler aras1 bag doku ipligi iceren ve
mekik hiicrelerinden olusan, kombine olmayan, morfolojik olarak farkli sarkom tipleri igin

kullanilmistir (Haziroglu ve Milli 2001).

Kanser, ylizyilin en 6nemli 6liim sebeplerinden biridir. Nedeni bilinen 6liimler arasinda
1970’11 yillarda 4. sirada iken, giinlimiizde kalp-damar hastaliklarindan sonra 2. siraya
yikselmistir. Her on Oliimden birinin nedeni kanserdir. Her hiicre, dogar, c¢ogalir
(proliferasyon), farklilagir (diferansiasyon) ve oliir (apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir
denge halinde siirer gider. Doku homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen i¢inde
olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baghdir
(Erdogan, 2003). Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin bircok ©Onemli hastaligin
patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir. Ornegin; artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin

karsinogenezisde rol oynadig diisiiniilmektedir (Kerr 1994).



Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre intihar1 olarak da bilinir ve fizyolojik
bir olaydir. Programlanmis hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun gelisiminin
siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. Apoptozis, hiicrenin yasam ¢cemberi boyunca yapim-yikim
dengesinin siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre iiretimi devam
ederken, giinde yaklagik 5x10'" kan hiicresi apoptozis yolu ile yok edilmektedir. Barsak epitel
hiicrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢ yiiziindeki hiicrelerin
oldiiriilerek uzaklastirilmasi1 apoptozise ornektir. Apoptozis, organizmada hasar gormiis veya
organizma icin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin viriisle
enfekte hiicreler bu yolla ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu ile ortadan
kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri icin bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile Oldiiriilmesi biiyilk ©nem

tasimaktadir (Erdogan 2003).

Apoptozisteki ana morfolojik olay, niikleusun kondensasyonu ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde miks kondens bir yapida olup daha diffiiz goriiniimdedir.
Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zari altinda kresentik goriinim olusur
(Oktem ve ark 2001). Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklinde goriiliir, bunun
nedeni DNA’nin endoniikleaz ile oldukca 6zgiil sekilde interniikleozomal bolgelerden 180-
200 bp (baz cifti) biiyiikliigiinde pargalara ayrilmasi olup DNA fragmentasyonu apoptozisin en
onemli isaretidir (Zhang ve Xu 2002).

Apoptozisle ilgili c¢alismalar hizla artmasina Kkarsin apoptozisi saptamak ve
degerlendirmek pek kolay olmamaktadir. Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis olay1 saatler
icerisinde gelistiginden apoptotik siiregteki hiicreyr morfolojik olarak tanimak ve kantifiye
etmek zordur. Genellikle ¢alismalarin giivenilirligini artirmak amaciyla farkli yontemlerin
birkaginin birlikte kullanilmas1 onerilmektedir. Apoptotik hiicredeki morfolojik degisiklikleri
saptamak icin 151k mikroskobu, elektron mikroskobu, Flow sitometri kullanilmaktadir. Yine
cesitli sitoplazmik degisiklerin saptanmasi (0rnegin kaspaz aktivitesinin, hiicreye kalsiyum
akisiin - veya mitokondri  disfonksiyonunun Olgiilmesi), membran degisikliklerinin
belirlenmesi (0rnegin membran gecirgenliginin degismesi), apoptoz siirecinde veya
regiilasyonunda gorevli cesitli proteinlerin kanda veya dokuda diizeyinin oOlgiilmesi (6rn:

Bcl2/Bax orani), DNA parcalanmasinin cesitli 6zel immiinohistokimyasal boyalarla



saptanmas1 bu yontemler arasinda sayilabilir. Biitiin bu yontemler i¢inde en sik rastlanan
yontemler, DNA’daki degisikliklere dayali olan DNA agaroz jel elektroforezi ve TUNEL
(terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling) boyasi ile formalinde fikse
edilmis materyalde yapilan mikroskobik incelemedir. Son donemde kullanilan 6nemli ve
giivenilir bir bagka metod ise Annexin-V boyas1 uygulamas1 ve ELISA’ dir (Kiiltiirsay ve

Kayik¢ioglu 2002).

Bu calismada 3-metilkolantren ile ratlarda deneysel olarak fibrosarkoma olusturulmus
ve deney siiresinin sonunda ratlara, eter anestezisi altinda Otenazi uygulanarak nekropsileri
yapilmigtir. Olusan timor kitlelerinde apoptozis, immunohistokimyasal olarak ve ELISA

yontemiyle DNA kirilmalari tayin edilerek tespit edilmistir.



1. 1. Apoptozis ve Olusumu

1. 1. 1. Apoptozis ve tarihcesi

Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak gereksinim
duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢cevreye zarar vermeden programli oliimiidiir
(Oktem ve ark 2001). Organizmanin ihtiya¢ duymadig1, biyolojik gérevini tamamlamis veya
hasarli hiicrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak

kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (Hikim ve ark 1995).

Yiiksek organizmalarda hiicre 6liimii iki farkli mekanizma ile gerceklesir, klasik hiicre
Olimii nekroz olarak adlandirilir. Hiicre 6liimiin diger sekli olan apoptozis ise genellikle tek
tek hiicreleri etkiler, bircok fizyolojik ve patolojik kosullarda ortaya c¢ikar ve genellikle

enflamasyon s6z konusu degildir (Oztiirk 2002).

Okaryotik organizmalardaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve sonra oliirler.
Yasam siiresi hiicre tipine gore degismektedir. Ornegin; bagirsak hiicreleri 3—5 giinliik bir
yasam siiresini takiben oliirken derinin epidermal hiicreleri 20-25 giinliik bir siire sonunda
Olmektedir. Fakat kalp kas1 hiicreleri veya noronlar 6miir boyu yasarlar. Zamani gelince, bu
hiicreler daha 6nceden programlanmis bir sekilde oliirler. Tiim bu oliimler fizyolojik sartlarda
meydana geldigi i¢cin bu 6lim sekli fizyolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilir (Ulukaya
2003). Apoptozla hiicre oliimii; enerji kullanilarak hiicresel yaralanma ve enflamasyon
olmaksizin, ¢ok daha ustaca gercgeklestirilir (Guimaraes ve Linden 2004). Programli hiicre
Olimiiniin, biitiin cok hiicreli organizmalarda, gelismede ve homeostazin siirdiiriilmesinde

vazgecilmez bir rolii vardir (Tomatir 2003).

Apoptozis bir¢ok gen ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayr1) ve ptozis
(= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan
bir kelimedir (Ozvaran 2004). Tiimérlerde sik goriilen bir olay olup hiicre 6liimiine yol acan
aktif olarak diizenlenmis bir hiicresel siirectir. Apoptozise diren¢ gostermek, hiicre kaybini

azaltarak tiimore bir avantaj saglar (Rashed ve Ragab 2004).



Apoptozis, hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen oliim olarak 1842
yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir. Programlanmais hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965
yilinda kullanmilmistir. Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan
kullamilmistir. Kerr, fizyolojik olarak 6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagmis kromatin
parcalarim1 gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme

nekrozu olarak adlandirmistir (Yilmaz 2005).

1. 1. 2. Apoptozisin Goriildiigii Hiicre Cesitleri

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak
olusmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir. Boylece oliim (apoptozis) ve
yeniden yapim (mitozis) bu dokularda doku homeostazisini olusturmak iizere dinamik bir
denge halinde siiregelir (Wright ve ark 1996). Apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmasi ve yerine
yenilerinin konmasi giinliik 1x10!! hiicre olarak tahmin edilmektedir ve bu yetiskin bir bireyin
total viicut agirliginin her 18 — 24 ayda bir degisimine esittir (Ulukaya 2003). Bu doku ve

hiicrelere ornek olarak;

1. 1. 2. 1. Ince Bagirsaklar

Ince bagirsaklardaki kriptalarin tabanlarinda yeni olusan hiicreler, kriptalarin uclarina
dogru go¢ ederler ve 3—4 giin siiren bu gociin sonunda o6lerek, bagirsak bosluguna dokiiliirler

(Nishihara ve ark 2003, Gavrieli ve ark 1992).

1. 1. 2. 2. Deri

Derinin keratinositleri derinin bazal tabakasinda olustuktan sonra derinin en iist
tabakasina dogru gog¢ ederler. Bu goc esnasinda derinin her tabakasinda cesitli farklilagma
ozellikleri gosterip en sonunda derinin organizmay1 dis etkenlerden koruyucu o6lii tabakasini

olusturmak iizere oliirler (Giannetti ve ark 2004).



1. 1. 2. 3. Timus

Immun sistemin ¢ok onemli hiicreleri olan T lenfositler timusda olgunlagirlar. Bu
hiicrelerin etkisiz olanlar1 veya organizmanin kendi dokularina kars1 reaksiyon verme
potansiyeli tagiyanlar1 kan dolagimina girmeden 6nce apoptozisle oliirler ve boylece ortamdan

uzaklastirilirlar (Giiveng 2002).

1. 1. 2. 4. Uterus

Menstruasyon esnasinda uterusun i¢ duvarindaki hiicreler oliirler ve menstruasyon kani
ile uzaklastirthirlar. Boylece uterusun i¢ tabakasi (endometrium) apoptozisle dokiiliir (Kurita

ve ark 2001).

1. 1. 2. 5. Beyin

Beyinde sinapslarin olusumu esnasinda bazi noéronlar apoptozisle ortamdan

uzaklastirilir ve ayrica beyin hiicrelerinde travmadan sonra olusur (Liu ve ark 1997).

1.1.2. 6. Goz

Gozdeki lensde icleri saydam bir protein olan kristallin ile apoptotik hiicreler bulunur

(Belkacemi ve ark 2005).

1. 1. 2. 7. Diger

Viriislerle enfekte olmus veya kalict DNA hasar1 olusmus hiicreler siklikla apoptozisle
kendilerini oOldiiriirler. Bu yolla apoptozise gidemeyen ve genetik olarak degismis hiicreler
ileride kanser gelisimine neden olabilirler. Yapilan arastirmalarda Hepatit C viriisiiniin core
isimli proteininin insan embriyonik bobrek hiicre dizelerinde FADD iliskili apoptozisi
arttirdigr tespit edilmistir (Ulukaya 2003). Bagisiklik sistemiyle ilgili en taninmis hastalik

AIDS ve bunun etkeni HIV viriisiidiir. Bu viriis yardimc1 T hiicrelerinin reseptorlerinde



bulunan CD4 farklilasma proteinine baglanarak hiicre sitoplazmasina girer, orada irettigi
proteinlerle hiicrenin dogal 6liimii olan apoptozis olayini gerceklestirir, yani hiicre 6liir (Tiiziin

2002).

Apoptozis cok hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda da goriiliir. Cok hiicreli canlilarin
normal ve dogru gelisimleri secilmis bazi hiicrelerin apoptozisle dlmesine baglidir. Ornek
olarak 1 mm uzunlugunda transparant bir kurt¢uk olan Caenorhabditis elegans’in baslangicta
1090 olan hiicre sayis1 tam olarak 131 hiicre azalir ve boylece hermafroditik formdan yetiskin
forma doniisiir. Olen hiicreler mikroskop altinda izlenebilirler (Herrmann ve ark 2003). Bu
kurt¢ul model alinarak yapilan organ gelisimi ve apoptozis ¢alismalari 2002 yilinda Sydney
Brenner, Robert Horwitz ve John Sulston’a Nobel odiilii kazandirmigtir. Kurbagalarin
metamorfozisi esnasinda kuyruklar1 kaybolur. Boylece yetiskin forma gecerler. Kuyruktaki
hiicreler apoptozisle 6lerek kaybolur (Ulukaya 2003). Insan embriyosunun el parmaklari
arasinda bulunan perdelerin buradaki hiicrelerin apoptozisle 6lmesi sonucu kayboldugu

diistiniilmektedir (Piret ve ark 2004).

Sekil 1. Kurbaga, Caenorhabditis elegans ve insanlarda apoptozis (Ulukaya 2003).



1. 1. 3. Apoptozisin Morfolojisi

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlagmasi ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde yogun bir yapida olup daha diffuz goriiniimdedir.
Apoptoziste daha yogun bir hal alarak nukleus zar1 altinda kresentik goriiniim olusur. Floresan
boyamada DNA boncuklanmalar seklinde goriiliir, bunun nedeni DNA’nin endoniikleaz ile
oldukca 0zgiil sekilde interniikleozomal bolgelerden 180-200 bp (baz cifti) bilyiikliigiinde
parcalara ayrilmasidir (Galle 1997). Immun elektroforez yapildiginda ‘ladder patern’ olarak
isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusur (Walker ve ark 1999). Normalde bir
hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300000 kirilma

meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz (Oktem ve ark 2001).

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yilizey
organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, bir ka¢ dakikada hacimlerinin 1/3’iinii
kaybederler. Bu goriinim muhtemelen plazma membraninda bulunan iyon kanallari ve
pompalarinda aktivasyonun bozulmasina baghdir (Wijsman ve ark 1993). Apoptotik
hiicrelerin bulundugu dokulardan elde edilen kesitler 151k mikroskobunda incelendiginde,

hiicreler, etrafinda acik bir parlama seklinde goriilmektedir (Resim 1).

Resim 1. Epidermiste apoptozis: Mikroskopik olarak tanimlanan apoptotik hiicre biiziilmiis, etrafinda belirgin
parlama olusmus; kromatin niikleus membran altinda yogunlasarak degisik boyut ve bicimde sinirlar1 belirgin,
yogun kitleler haline gelmistir (Oktem ve ark 2001).



Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile
cevrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir (Sekil 2-D). Ama

hiicre heniiz yasamaya devam etmektedir (Oktem ve ark 2001).

Sekil 2. Apoptotik cisimciklerin olusumu (Oktem ve ark 2001).

Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir
(Sekil 3). Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki degisikliklerle olur.
Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz
enzimiyle membranin dis yapragina go¢ eder. Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin

ozelligindeki reseptorleri fosfotidilserin ile baglanir ve fagositozu uyarir (Oktem ve ark 2001).



Apoptotilz Hiiere

Sekil 3. Apoptozis sonucu olusan cisimciklerin akyuvarlar tarafindan tutulmasi, fagosite edilmesi (Oktem ve ark

2001)

Apoptozis, hiicrelerin Oldiiriilmesinde fizyolojik  bir siirectir. Cok hiicreli
organizmalarin gelisimi ve islevselliginde ¢ok onemlidir. Bu hiicre 6liimiiniin kontroliindeki
anormallikler, kanser, otoimmun hastaliklar ve dejeneratif hastaliklarin olusumuna neden olur

(Dayan ve ark 2000).

Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile
karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, Cl tasiyici sisteminin durmasi nedeniyle
hiicre i¢i ve dig1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre,
hacminin yarisina diiser, ¢evre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslari kaybolur.
Elektron mikroskobunda gozlenen degisikliklerde, oncelikle plazma membraninin sekli
bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yap1 ‘zeiozis’ olarak tamimlanir. Zardaki
tomurcuklanma ve pargalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir. Hiicre
zarinda i¢ yiizeyden disartya fosfatidilserin translokasyonu olur. Plazma ve cekirdek

yogunlagsmasini takiben kromatinin kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki degisikliklerin



baslamasinin hemen 6ncesinde sitozolik Ca™" diizeyinde 6nemli bir artis olmaktadir (Tomatir
2003). Kromatin yogunlasmasi, niikleozomlar arasindaki baglanti bolgelerinin ayrilmasi ile
karakterizedir. Interniikleozomal DNA parcalanmasimin  kalsiyum artisma  duyarli
endoniikleazlar ile oldugu ileri siiriilmektedir. Endoniikleazlar, timositler gibi bazi hiicrelerde
yapisal olarak bulunur, bazi hiicrelerde ise apoptozisin baslamasindan 6nce transkripsiyon ile
olusturulur. Hiicrelerin parcalanmasiyla niikleer materyal igeren zarla cevrili ‘apoptotik
cisimcikler’ olusur. Iki katl lipit tabakadan fosfolipit asimetrisi, hiicre zarmin bir 6zelligidir.
Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin ile dis tabakada
bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye
bagli translokaz ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz
yetmezligi ya da diger enzim sisteminin aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dis yiizey tabakaya
yerlesir. Bu durum apoptotik cisimcigin fagositozu icin bir uyaridir. Apoptotik cisimcikler,
sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu
hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30 — 60 dakika gibi bir siirede tamamlanir.
Hiicre iskeleti apoptozda ©nemli bir role sahiptir (Saraste ve Pulkki 2000). Elektron
mikroskobunda apoptozis esnasinda, kromatinin yogunlasmasi, sitoplazmanin biiziilmesi,
plazma membraninin kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme, mitokondrial membran
araliginda sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile iliskili flavoprotein olan Apoptozis Indiikleyici

Faktor salinimi, oldugu bildirilen morfolojik degisikliklerdendir (Roshal ve ark 2001).
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Sekil 4. Apoptosis’ in Morfolojik degisiklikleri (Antar 2005).

Apoptozis esnasindaki molekiiler degisikliklerden DNA ayrilmasi; i¢ ve dis plazma
membran yapraklar: arasinda fosfotidilserinin dagiliminin belirlenmesinde; DNA kirilmasinda,
niikleotidlerin terminal deoksiniikleotidil transferaz fosfotidilserinin annexin ile boyanmasi,
subdiploid DNA icerigi olan hiicrenin, DNA ekleyen boyalar ile belirlenmesi ile gosterilebilir
(Tomatir 2003).

1. 1. 4. Apoptozisin Bozuldugu Hastaliklar

1. 1. 4. 1. Viral Enfeksiyonlar

Viriisler, hiicreleri enfekte ettiklerinde girdikleri hiicreye kendi proteinlerini sentez
ettirirler. O hiicrenin kendisi i¢in gerekli proteinlerin yapimint durdururlar. Bu yiizden, o

hiicrede apoptozis indiiklenir ve hiicre oliir. Fakat bazi viriisler (6rn. Papillomaviriis) enfekte



ettikleri hiicrenin apoptozise gitmesini baskilayan yollar gelistirmislerdir. Ornegin, Ebstein-
Barr viriisii bir apoptozis inhibitorii olan bcl-2’ye benzer molekiiller iiretmektedir. Ayrica
enfekte ettigi hiicrenin kendi bcl-2 iiretimini indiikleyen molekiiller de iiretmektedirler. Bu
yiizden antiviral tedaviyle ugrasan arastiricilar viriislerin {irettikleri bu anti-apoptotik
molekiillerin aktivitelerinin bloke edilmesiyle ilgili ¢calismalar yapmaktadirlar. Papillomaviriis
ise giiclii bir apoptozis indiikleyicisi olan p53’ii inaktiflestirmektedir. Fakat immun sistemi
viral enfeksiyonlarla savasir. Immun sistemin 6nemli bir komponenti olan sitotoksik T
lenfositleri viriisle enfekte olmus hiicreleri apoptozisi indiikleyerek oldiiriirler. Apoptozisin
indiiksiyonu sitotoksik T lenfositlerden salgilanan granzimlerin (proteolitik enzim) etkisiyle
saglanir. Boylece viriisle enfekte olan hiicre ortamdan uzaklastirilir. Sitotoksik T lenfositleri
ayrica FasL salgilayarak da enfekte hiicrelerde apoptozisi indiikleyebilirler ama bu
mekanizmayla saglikli komsu hiicrelerde de apoptozisin indiiklenme riski vardir (Ulukaya

2003). Tablo 1’ de hastaliklarda apoptozisin rolii gosterilmistir.



Tablo 1. Hastaliklarda Apoptozisin Rolii (Tomatir 2003).

Apoptozisin Artmasiyla ilgili Hastahklar

Apoptozisin Azalmasiyla flgili Hastaliklar

Norodejeneratif Bozukluklar

Kanser

Alzheimer hastaligi
Amyotrofik lateral skleroz
Creutzfeld-Jakop hastalig
Huntington hastaligi
Parkinson hastalig1
Retinitis pigmentosa
Spinal muskular atrofi

Blastom
Karsinom
Losemi
Lenfoma
Malign gliom
Sarkom
Seminom

Hematolojik Bozukluklar

Premalign Hastaliklar

Aplastik anemi

Fanconi anemisi

Hodgkin hastalig
Myelodisplastik sendromlar
Polycythemia vera

Ataxia telangiectasia

Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri
Myeloblastik sendromlar
Xeroderma pigmentosum

Otoimmun Bozukluklar

Otoimmun Bozukluklar

Fulminant hepatit
Graft-versus-host hastaligi
Hashimoto tiroitis
Insiliine bagimh diyabet
Multipli skleroz

Otoimmun lemfoproliferatif sendrom (tip I ve II)
Sistemik lupus erythematosus

Romatoid artrit Ateroskleroz
Skleroderma Metabolik Bozukluklar
Sjogren sendromu Nimann-Pick hastalig1
Osteporozis
Wilso hastalig
Iskemik Yaralanma Viral Enfeksiyonlar
Iskemi ve reperfiizyon Adenoviruslar
Bobrek enfarktiisii Baculoviruses
Miyokardial enfarktiis Epstein-Barr viriis
Inme Herpesviriisleri
Poxviriisler

Toksinlere Bagli Hastaliklar

Prematur ve Fizyolojik Yaslanmada Apoptozis

Alkole bagli hepatit
Pulmonar fibrozis
Sepsis

Down sendromu
Erken yaslanma (progeria)
Xeroderma pigmentosum

Bakteriyel ve Viral Enfeksiyon

AIDS

Ebola viriisii

Chlamydia trachomatis
Helicobacter pylori
Neisseria meningitis
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

Digerleri

Travmatik spinal kord yaralanmasi
Tiimor kars1 atagl (immun ayricalik)




1. 1. 4. 2. Norodejeneratif Hastaliklar

Alzheimer, Parkinson, Hutchinson gibi hastaliklarda nedeni bilinmeyen bir sekilde

apoptozisin indiiklenerek noronlarin 61diigi diistiniilmektedir (Mcphie ve ark 2003).

1. 1. 4. 3. Organ Transplantasyonlari

Transplante edilen organlara viicudun immun atagi oldugu bilinmektedir. Oysa goziin
ve testislerin bazi bolgelerindeki hiicrelerin devamli olarak FasL eksprese ettiklerinden dolay1
bu bolgelere gelen T lenfositlerini bu hiicrelerin {izerindeki Fas reseptorlerini aktive ederek
apoptozisle oldiirebilmektedirler (Billig ve ark 1995). Boylece immun sistemin etkisinden
kurtulabilmektedirler. Ayni sekilde transplante edilen organin FasL salgilamasi saglanabilirse
bu durumda da immun sistemin etkisinden kurtulmanin miimkiin olduguna dair ¢aligmalar
stirmektedir. Fas hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinir, lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi
tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde ve miyokardda bulunur ve ilgili ligandina Fas ligand (FasL)
denir. FasL tiimor nekroz faktor ailesinin bir iiyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerde ve

natural killer hiicrelerinde bulunur (Ozeki ve ark 2002).

1. 1. 4. 4. Insiiline Bagimh Tip Diabet

Bu hastalikta insiilin salgilayan hiicreler apoptozisle dlmektedirler (Giirbilek ve ark

2004).

1. 1. 4. 5. AIDS (Acquired Immundeficiency Syndrome)

AIDS enfeksiyonu sonucu CD4" T hiicreleri (lenfositleri) apoptozisle 6lmektedirler.
Sorumlu virus olan HIV (human immunodeficiency virus) CD4" T hiicrelerinin yiizeyindeki
CD4 molekiillerine baglanir. Bu baglanma bir yiizey glikoproteini olan ve viriisiin env geni
tarafindan kodlanan gp120 tarafindan diizenlenir. Aslinda AIDS’de CD4" hiicrelerinin
100000°de1’inden az bir kisminda bu baglanma gériilmesine ragmen bir¢ok hiicre apoptozisle

Olmektedir (Estaquier ve ark 1994).



1. 1. 4. 6. Malign Hastaliklar

Malign hastaliklar klasik olarak kontrolsiiz bir asir1 hiicre proliferasyonunun oldugu
hastaliklardir. Asir1 proliferasyonun yaninda azalmis apoptotik hiicre 6liim hizinin da

malignite gelisimine katkida bulundugu goriilmiistiir (Ulukaya 2003).

1. 1. 5. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

Tablo 2’ de de goriildiigii gibi, nekrozis fizyolojik bir 6liim sekli olmamasina ragmen
apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Apoptozis hem
saglikta hem de hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir (Brouckaert ve ark 2004). Apoptozis
morfolojik olarak Ozgiindiir. Nekroziste hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken
apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir. Nekroziste kromatin patterni hemen hemen normal
hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin
cevresinde toplanir ve yogunlasir (Willingham 1999). Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre icinden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikisi gerceklesir.

Oysa apoptotik hiicre membrani saglamdir ve iizerinde kiigiik cepg¢ikler olusur (Resim 2).
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Resim 2. Apoptotik hiicre membraninin goriiniigii (Ulukaya 2003).

Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere
parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir, degisen miktarlarda niikleus veya diger
hiicre i¢i yapilar igerirler (Barisic ve ark 2003). Nekroziste plazma membraninin biitiinliigiiniin
bozularak hasarlanmas1 nedeniyle hiicre iceriginin dis ortama saliverilmesi sonucu
inflamasyon uyarilir. Oysa apoptoziste apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlari
hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden

inflamasyon olugsmaz (Huppertz ve ark 1999).
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Sekil 5. Apoptozis ve nekrozisin hiicresel goriintimii (Ulukaya 2003).

Apoptozisin en Onemli 0Ozgiin yonii DNA’nin interniikleozomal bdolgelerden
parcalanmasidir (Ji ve ark 1995). Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
ortaya ¢ikmasina neden olur. DNA’y1 parcalayan bir Ca / Mg-bagimli endoniikleazdir. Ayrica
DNaz I ve II’de DNA parcalanmasindan sorumludur (Walker ve ark 1997).

Tablo 2. Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmast (TNFR-1, tumor nekrozis factor reseptorii-1) (Ulukaya 2003).

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
o Iskemi e Biiyiime faktorii eksikligi
e Hipertermi ® Hiicre yaslanmasi
®  Hipoksi e HIV
e  Litik viral enfeksiyon e Kanser ilaglar1
e  Toksik maddelerin yiiksek e Radyasyon
konsantrasyonlari ®  Yiiksek doz
Yol agan nedenler e Siddetli oksidatif stress glukokortikoid
e Fas veya TNFR-1
reseptorlerinin
aktivasyonu
e  Sitotoksik T lenfositler
®  (Cok siddetli olmayan
oksidatif stres




Morfolojik ozellikler

Hiicre membran
biitiinliigliniin kayb1
Kromatin ‘flocculation’u
Hiicre sismesi
Organellerin
disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiyiik vakuollerin
olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hiicre membram
fakat membranda
‘bleb’lerin olusumu
Kromatinin niikleer
membran civarinda
toplanmasi ve
yogunlagmasi

Hiicre kiiciilmesi
Organellerde
disintegrasyon yok
Hiicrenin intact
mitokondri, ribozom,
niikleus parcalar1 ve diger
organeleri iceren
membranla kapli
apoptotik cisimciklere
parcalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon

hemostazisi

ATP gerekmez (pasif

stirec) +4 C°’de

gerceklesebilir

DNA rastgele parcalanir

(agaroz jel

elektroforezisinde ‘smear’

goriintiisit)

Postlitik DNA

fragmentasyonu

(= oliimiin geg
safhasinda)

Iyi kontrollii, baz1
aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin
olmas1 ATP gereklidir
(aktif stire¢) +4 C°’de
gerceklesmez

DNA internuklezomal
alanlarda 180 kb ciftinin
katlar1 olacak sekilde
kirilir mono ve
oligoniikleozomlara
ayrilir agaroz jel
elektroforezisinde
merdiven patterni =
apoptozisin en 6nemli
belirteci)

Prelitik DNA
fragmentasyonu (= erken
evrede gerceklesir)

Diger ozellikler

Hiicreler gruplar halinde
olir

Fizyolojik olmayan
(patolojik) etkiler sonucu
gerceklesir

Lizozomal enzimler
salinir

Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya
birkag1 bir arada oliir
Fizyolojik sartlarda da
gerceklesebilir
Komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler
Inflamasyon goriilmez




1. 1. 6. Apoptozis Mekanizmalari

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya c¢evreden gelen

sinyallerle apoptozis baslamaktadir (Erdogan 2003).

Apoptozis 6nceden hazir olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu
sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar tiimor nekroz faktorii (TNF), koloni uyarici
faktorler (CSF), noron biiylime faktorii (NGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), 1L-2
gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler gibi
pozitif uyaranlar olabilir. Otoimmun hastalik gelisiminde rolii oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas
proteinleri, viriisler (HIV gpl120 proteini, influenza viriisi. TNF reseptorii iizerinden;

adenoviriis hiicre genetik yapisini bozarak) hiicreyi apoptozise gotiirmektedir (Erdogan 2003).

Uyarilar hiicre i¢inde Ca ** artisina neden olmakta ve/veya cAMP gibi hiicre ici ikincil
habercileri aktive etmektedir. Ornegin sitoplazmik Ca** miktarinda hafif artis c-fas, c-myc ve
sicak soku proteini gibi yeni mRNA basamaklarin1 harekete gecirir. Ayrica, apoptoziste etkili
endoniikleaz, transglutaminaz gibi enzimleri de aktive eder. Bunlar da kromatinde
parcalanmaya, hiicre iskeletinde ve sitoplazmik proteinlerde degisikliklere neden olur.
Sitoplazmik kalsiyum, kalmodulin ile baglanirsa apoptozis inhibe edilebilir (Oktem ve ark

2001).

Hiicre icinde kendi kendini uyaran basamaklar sistemi, Coenarhabditis elegans isimli
bir nematod yapisinda gosterilmeye c¢alisilmistir. Erigskin hermafroditin olusumu sirasinda
gelisen 1090 hiicreden 131°1 apoptozisle ortadan kalkar. Organizmada apoptozisi uyaran ve

engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Oktem ve ark 2001).



Tablo 3. Apoptozis ve Genler (Oktem ve ark 2001)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
e Bcl-2 grubundan; ¢ Bcl-2 grubundan;
BHRL-1, bcl-x1, bcl-w, bfl-1, brag-1, Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bad, bik,
mcl-1, Al Hrk1
e c-abl geni ® c-myc
® ras onkogeni e p53,p21
® coziinebilir fas e fas (CD95/APO1)
e p35 FADD/MORT, RIP, FAST
e A20 ¢ interlokin doniistiiriici enzim
benzeri proteinler (ICE)
e [LOH (MTS1/CDK41)

Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar genel olarak; biiyiime faktorleri, onkojenler,
tiimor siipresor genler olmak iizere {i¢ ana grupta toplanabilir. Apoptozda hiicre 6liimii cevreye
rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen apoptozis dolayli olarak cevre dokuda nekrozu

baglatabilir ya da tam tersi nekroz apoptozis gelismesine yol acabilir (Tomatir 2003).

Apoptozis siireci; DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6liim
sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi1), hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi (granzim)
olmak iizere ii¢ farkli sekilde isleyebilir (Roshal ve ark 2001). Bu siirecte belli basli iic anahtar
bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor-1) proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen
mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zar1 kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagsmasi ve
apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur (Staley ve ark
1997). Giiniimiizde apoptoz siirecinde rolii olan biyokimyasal ve genetik komponentlerin
aydinlatilmasiyla birlikte apoptozun aktivasyonuna ya da inhibisyonuna yonelik ¢alismalar;
kanser, AIDS ve otoimmun bozukluklar gibi bircok hastalikta yeni tedavi olanaklarimi

giindeme getirmektedir (Tomatir 2003).

DNA tek veya cift iplik pargalar1 ve niikleotit azligr, DNA-bagh transkripsiyon faktor
p53 ile baslayan bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre apoptotik yola gider (Choi ve ark 2004).



Insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam eden bir
stirectir. Bir timor siipresor gen olarak calisan pS3 mutasyona ugradigl ya da bulunmadigi
zaman hiicre yasami uzar. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir transkripsiyon
regiilator geni olan p53’ii aktive eder. p53 protein iiriinii DNA’ya dogrudan baglanarak hasari
tanidiktan sonra ya G1’de hiicre siklusunun durmasin indiikleyerek tamir i¢in gerekli zamani
kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza yonlendirir. Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-

2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini diizenledigi diistiniilmektedir (Choi ve ark 2004).

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 {iyesi
tanimlanmistir; bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilar1 ise apoptozu
uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Bcl-2/Bax gen ailesinin {iiriinleri, mitokondri
ve cekirdek zarlarinin yam sira endoplazmik retikulum zarinin iizerinde de yer alirlar ve

homodimer ya da heterodimerler seklinde kompleks olusturarak calisirlar (Nagata 1997).

Bcl-2 iiyelert;

Antiapoptotik Proapoptotik
Bcl-2 Bax Blk
Bcl-x1 Bod Bak
Boo Bcl-xs

Bcl-w Bid

Al Bim

Mcl-1

Antiapoptotik Bcl-2 iiyeleri, aminoasit siralart en az ii¢ dort bolgede Bcl-2’ye
benzerlik gosterir. Proapoptotik Bcl-2’lerin hepsinde BH3 bolgesi vardir. Antiapoptotiklerde
bu bolge yoktur (Bilgici 2004).

Son yillardaki hiicrenin yasami ya da olimii konusundaki arastirmalar dikkatleri
mitokondri tizerinde toplamistir. Mitokondriler cift zarli organellerdir. Bel-2, 24-26 kDa’luk
protein kodlayan bir proto-onkogendir ve iirettigi protein, mitokondrinin sitoplazmaya doniik
dis zar iizerinde ve endoplazmik retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda yerlesmistir
(Goumenou ve ark 2001). Bu proteinler iyon alis-verisini diizenler ve zarin pargalanmasina

karst koruyucu etki yaparlar. Ozellikle antiapoptotik genler icinde yer alan Bcl-xL’in



mitokondriyal hasari engelleyerek mitokondriyi korudugu ileri siiriilmektedir. Bu sayede
apoptoz inhibisyonu gerceklesmektedir (Gastman 2001). Bcl-2 ailesinin bir diger ilging
ozelligi de reaktif oksijen diizeylerinin apoptoz iizerindeki etkilerini pro-oksidan gibi
davranarak kontrol etmesidir. Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin ‘permeabilite gecis poru’na dogru
yonlenirler ve buraya baglanirlar. Bu baglanma segici iyon gegirgenligini (permeabilitesini)
azaltabilir (Kaneda ve ark 1999). Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c¢ ve AIF
(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zar i¢inde yer alan faktorler sitoplazmaya
gecerler. AIF dogrudan kromatin yogunlasmasinin ve niiklear fragmentasyonun meydana
geldigi cekirdege dogru yonelirken, sitoplazmadaki stokrom ¢ apoptozun en son basamaginda
gorev alir. Sitokrom c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanmasi1 prokaspaz-9’ u aktive
eder ve olusan bu kompleks ‘apoptosom’ olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’ un aktivasyonu,

bir seri kaspaz aktivasyonunu baglatir (Tomatir 2003).

Apaf-1 aym zamanda ATP’ye de baglanir. Bu olay apoptozun neden enerji
gereksinimi duydugunu aciklamaktadir. Apoptozun mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir.
Bunlar 6liim reseptorleri, adaptor proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (Nagata

1997).

Oliim reseptorleri; TNF (Tumor Necrozis Factor) reseptér gen ailesine aittir. Bu
reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri 6liim alani adi verilen bir aminoasit dizisini
icerir ve adaptor proteinlere baglanirlar. Bilinen alt1 tane 6liim reseptorii; CD95 (APO-1/Fas),
TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) —R1, TRAIL-R2, TNF-R1, DR3 ve DR6
‘dir (Nagata 1997).

Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar aktive
ederler. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve Fas (CD95)
karacigerde bol miktarda bulunur. Fas’in etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadi) aktive olur ve
kaspazlar aktive olan DNAaz araciligi ile DNA yikimina neden olur. Memeli hiicrelerinde
sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada
inaktif prokiirsorler olarak bulunur. Diger adi ile ICE proteazlardir ve bir proteaz aktivasyon

dizisi (selalesi) baglatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol almaktadir, bu sirada



niikleazlar da aktive olarak DNA fragmentasyonu ve RNA degradasyonu gerceklesmektedir.
Sitokrom c’nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apoptozun son basamaklarindan sorumlu enzim

sistemi olan kaspazlar aktive olur (Topal ve ark 2004).

Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlari aktive ederler. Kaspazlar;
sitokin iiretimine katkida bulunurlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin baslaticilar1 (kaspaz 3,
6, 7) olarak siniflandirilirlar. Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar, adaptore baglanirlar ve
Olime yonlendirirler ama infazi gerceklestiremezler bunu yapacak olanlart aktiflestirirler.
Infaz1 gergeklestiren uygulayici kaspazlar baslatici kaspazlarin akisini aktive ederler (Tomatir

2003).

Kaspazlar bir grup sistein proteaz enzimidir. Apoptozis icin gereklidir. Basulovirus
protein P¥°, tiim kaspazlarin potent inhibitoriidiir. Kaspazlar, apoptozisin son devresindeki
hiicresel substratlarin degradasyonundan sorumlu oldugu gibi apoptozisin baslatilmasinda da
kritik 6nemi vardir. Memelilerde en az 14 kaspaz vardir. Bunlar tetrapeptit motifleri tanir ve
substrati, bir aspartat rezidiisiiniin karboksil tarafindan ayirir. Kaspazlar, diisiik intrensik
etkinlik gosteren zimojenler olarak sentezlenir. Aktif enzim 20 kD’luk subiinite ilaveten 10
kD’luk subiinit bulunan bir heterotetramerdir. Kaspaz 8 ve 9, baslatict kaspazlardir ve efektor
kaspazlarin aktivasyonunu baslatir. Efektor kaspazlar; DNA onarim enzimleri, Lamin,

Gelsolin, MDM2 (P>* inhibitérii) dir (Bilgici 2004).

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye
ozgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek apoptozu
engelledigi gosterilmistir (Donoghue ve ark 1999). Ayrica IAP (Inhibitors of Apoptosis)
ailesinin kaspazlardan ayr1 olarak transkripsiyon faktorlerin modulasyonu ve hiicre siklusunun
kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitorler malign
hiicrelerde asir1 olarak gozlenirler. Kaspazlar, proteinleri yalmizca aspartik asit bulunan
bolgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adimi almiglardir. Boylece kaspazlarin kisith
proteolizisi nedeniyle, hiicrede lizis sekillenmez ve apoptotik cisimcikler olusur (Nicholson ve

ark 2004).
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Sekil 6. Tip I ve II hiicrelerinin icerisindeki TNF ailesinin aracilik ettigi apoptozis (Westphal ve Kalthoff 2003).




Sekil 6’da goriildiigii gibi; Apoptozis tip 1 ve tip 2 hiicrelerinin icerisindeki TNF
ailesinin oliim reseptorleri tarafindan aracilik edilmektedir. Apoptozis, 2 alternatif yol
tarafindan baglatilabilir. Tip 1 hiicrelerinin icerisinde baslatict kaspazin miktar1 direkt olarak
oldiirticii kaspazi ikna etmeye yeterlidir veya tip 2 hiicrelerinin igerisinde mitokondrinin
etkisinin arttirilmasi gereklidir. Aktif hale gelmis 6ldiiriicii kaspazlar 6liim substratlarini ayirir

(Westphal ve Kalthoff 2003).

1. 1. 7. Apoptozun Sitotoksik Regiilasyonu

1. 1. 7. 1. Granzim veya Perforin Sistemi

Bu salgisal apoptotik yol, patojenle infekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda etkilidir. Perforinler ve granzimler, sitotoksik T lenfositler ve Natural Killer
hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri i¢cinde bulunan proteinlerdir. Sitotoksik T lenfositler,
hedef hiicreye baglandiginda perforinler salgilanir ve salgilanan perforinler hedef hiicre
tizerinde dairesel bir por olustururlar. Bu perforin poru, hiicre icine kalsiyum girisinde hizli bir
artisa sebep olur. Granzim B, reseptor aracilig ile bir vezikiil icinde acgilan delikten hedef

hiicreye girer (Erdogan 2003).

Hiicre icine giren perforin proteini, vezikiilden granzim B’nin serbest kalmasini saglar.
Bu andan itibaren granzim B hizli bir sekilde DNA fragmentasyonunu ve apoptoz ile birlikte
prokaspaz aktivasyonunu baglatir. Bununla birlikte granzim A’da, perforinle sinerjik olarak

kaspaz bagimsiz yolda apoptozda rol alir (Tomatir 2003).

1. 1. 7. 2. Fas-Fas Ligand1 veya CD95 Yolu

Apoptozun salgidan bagimsiz mekanizmasi, hiicre zar1 {izerinde bulunan ‘Gliim
reseptorlerinin’ aktivasyonu ile iligkilidir. Fas (CD95), hiicre ylizey reseptoriidiir ve TNF
ailesinin bir iiyesidir. Apoptotik isaretin uyaricisi olan Fas, bir¢ok hiicre tipinde sergilenir. Fas
ligandi (FasL) da TNF ailesinin bir iiyesidir. Ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve Naturel Killer
hiicreleri iizerinde bulunur. FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik islem baslar.

Bu mekanizma, bir immun tepki sonunda aktive olmus T hiicrelerinin uzaklastirilmasi, viriis



infekte hedef hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesi ve bir¢ok
patolojik durumdaki hiicrelerin uzaklastirnrlmasinda onemli rol oynar. TNF’in TNFR-1’e

baglanmasiyla da benzer olaylar sekillenir (Essmann 2000).

Fas ve TNFR-1’in sitoplazmik uzantisi, bir 6liim alanim1 (Death Domain, DD) igerir.
Fas’1n sitoplazmik boliimii FADD (Fas Associating protein with a Death Domain protein) ve
RIP (Receptor Interacting Protein) ile etkilesimdedir. Oliim alanlarini iceren bu TRADD ve
RIP proteinleri, prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozu dogrudan uyarirlar. Aktive olan

kaspaz—8 daha sonra diger uygulayici kaspazlar1 aktive eder (Tomatir 2003).

Pathways of Apoptosis
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Sekil 7. Iki onemli apoptozis yolu: Extrinsik (Fas ve diger TNFR ailesi iiyeleri ve ligandlar1) ve Intrinsik
(Mitokondri iligkili). Her iki yol da kapsaz 3’ iin aktivasyonuna ve apoptotik hiicre dliimiiniin artmasina neden
olur. Direkt olarak hiicre 6liimiinii etkileyen ve DNA Fragmentasyonu ile sonuglanan birka¢ protein sekilde
gosterilmistir (Schultz ve ark 2003).



1. 1. 8. Apoptotik Siire¢
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Apoptotik siire¢ (Ulukaya 2003).

1. 1. 9. Apoptozisin Modiilator (mediator) leri

Apoptozis ¢cok sayida ve cesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda bazi
iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller
(mitokondri) bulunmaktadir. Baz1 mediatorler hiicre tipine 6zgiindiir, bazilar1 da apoptotik
stimulusun cesidine gore farklilik gosterebilirler. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli
kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlar1 endoniikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz

aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti



organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin gerceklesmesi icin
esansiyel degildir. Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid,
Bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-X;) genis bir ailedir. Bu ailenin iiyeleri
kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu bu
ailenin proapoptotik ve antiapoptotik iiyelerinin rolatif oranina baglidir. Bu heterodimerlerden
biri olan Bcl-2/Bax’in bazi hematolojik malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor
edilmistir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile
sonuglanir. Bu durum prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir. Yapilan bir ¢calismada, Bcl-2
geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tamimlanmistir. Bcl-2’nin ayrica
mitokondri ile olan iligkisinden dolay1 antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve boylece oksidan

stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi goriilmiistiir (Higuchi 2003).

Seramid, membrana baglh asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iiriiniidiir. Plazma
membran hasarina kars1t bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir. p53 hiicrede bir sekilde
(radyasyon, kemoterapi) DNA hasar1 olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir.
Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiylikse bu durumda p53 apoptozisi indiikler.
p53’iin apoptozisi indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu artirmasi boylece Bcl-2/Bax oranini
degistirmesi yoluyla gerceklesir. Bazi viriisler (papillom viriisii, adenoviriis tip 12), ya p53’ii
inaktive ederek ya da Bax’a baglanarak apoptozisi bloke ederler, boylece bu viriislerin enfekte
ettikleri hiicreler dogal hiicre 6liim mekanizmasindan kurtulduklarindan viriisle indiiklenen

karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar (Ulukaya 2003).

Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir. Apoptozis siirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom c’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir
doneme girildigini isaret eder. Mitokondriden apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ile birlikte
sitoplazmaya salinir. Sitokrom c stoplazmik protein olan Apaf-1’e baglanir ve onu aktive eder,
ardindan ATP’ninde katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks
inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz—9 haline doniigmesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise
efektor kaspazlardan prokaspaz-3’ii aktive eder. Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen

deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirir, boylece ICAD’iiniin bagladig1 kaspazla



aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan  biri olan kromatin yogunlagmasmna ve oligoniikleozomal DNA
fragmentasyonuna neden olur. Buraya kadar kaspaz bagimli mekanizma aciklandi, oysa
kaspaz bagimsiz apoptozis varligi da bilinmektedir. Kaspaz bagimsiz apoptozis yine

mitokondriden saliverilen bir faktor olan AIF etkisiyle gerceklestirilir (Huang ve ark 2005).

Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer
aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimlerdir. Kaspaz kaskadi,
sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz-9’un aktivasyonu yoluyla
aktiflestirildigi gibi, kaspazlarda sitokrom c¢’nin saliverilmesine neden olabilirler. Bir kaspaz
inhibitorleri ailesi olan IAP’leri kaspazlari selektif olarak inhibe ederler, boylece apoptotik
mekanizmay1 durdururlar. Bu inhibitorler bircok malign hiicreler tarafindan asiri eksprese
edilmektedirler. IAP’ ler ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek apoptozisi durdurabilirler

(Fabbi ve ark 1999).

Perforin porlar sitozolik kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol acar. Beraberinde
salgilanan ve bir serin proteaz olan granzimin de bu porlar aracilifiyla hiicreye girmesiyle
hiicre i¢inde prokaspaz 8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz kaskadi baglatilir. Bu da enfekte

hiicreyi (veya kanser hiicresini) apoptozise gotiiriir (Erdogan 2003).

1. 1. 10. Apoptozisin indiiklenmesi

Apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle
APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii—1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlart ile
etkilesime girmesi (uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorii membraninda
bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimor
hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. Oncelikle kendilerine dogal olarak
bagli bulunan ve 6liim bolgeleri adi verilen TRADD (TNFR-1 associated death domain) ve
FADD (Fas associated death domain) ile interaksiyona girerler. Bu o6liim bolgeleri ise
prokaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baglatirlar. Hiicre
icinde ayrica bu 6liim bolgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadir. Ornegin kaspaz 8

(FLICE) FLIP (FLICE-inhibitory protein)’i inhibe eder (Bender ve ark 2005).
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Sekil 8. Apoptozisin indiiklenmesi (Barisic ve ark 2003).

Onceden de deginildigi gibi apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir

DNA hasarina yamt olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir pro-

apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol acarak apoptozisi baglatir. pS3



bax’in indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS gibi hiicre yiizey oliim reseptorlerinin
indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir. Apoptozis ayrica reaktif oksijen
radikallerinin hem mitokondri hem plazma membran1 hem de genom iizerinde olusturabilecegi

hasarlara bagli olarak da bagslatilabilir (Bender ve ark 2005).

Apoptozis biiyiime faktorlerinin ortamdan eksilmesiyle de baslatilabilir. Hiicre kiiltiir
ortaminda biiyiitiilen hiicreler eger serum acgligina maruz birakilirlarsa apoptozisle oliirler.
Buradaki mekanizma, apoptozis indiikleyici bir niikleer protein olan p53 aktivasyonuna bagh
olarak gerceklesir. Ayrica bir proapoptotik (apoptozis uyarici) bel-2 ailesi iiyesi olan Bad’in
fosforillenememesi sonucu aktiflesmesi ve boylece mitokondriden apoptozisi baslatic1 bir
faktor olan sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi yoluyla da gerceklesir. Apoptozisi
baslatan bir baska neden ise, sitotoksik T lenfositlerinden saliverilen granzim B’lerin hedef

hiicrede kaspaz sistemini aktiflestirmesidir (Oniz 2004).

1. 1. 11. Apoptoziste Mitokondrinin Rolii

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu goriilmiistiir
Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi) apoptotik siirecte irreversible noktay1 gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol
acan en onemli faktor bel-2 ailesidir. Hem proapoptotik hem de antiapoptotik iiyeleri olan bu
ailenin {yelerinin mitokondri iizerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin sitoplazmaya
saliverilmesi gerceklesir (apoptozisin baslamasi) veya sitokrom c¢’nin sitoplazmaya

saliverilmesi baskilanir (apoptozisin inhibisyonu) (Piret ve ark 2004).



Mitochondrion

Sekil 9. Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi noktanin mitokondri oldugunun gosterilmesi (Ulukaya 2003).

1. 1. 12. Kaspazlarin Substratlar

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

PRb: Retinoblastoma geninin iiriintidiir. Hiicre siklusunun durdurulmasinda rol alir.
Lamins: Niikleus membraninda yer alan yapisal proteinlerdir.

NuMA: Niikleus mitotik aparatus protein.

Fodrin: Hiicre iskeletinde yer alan yapisal bir proteindir.

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

Mdm?2: Tiimor siipressor protein olan p53’iin inaktivasyonunu saglayan bir proteindir.
Cyclin A2: Hiicre siklusunda rol alir ve siklusun ilerlemesini saglar.

Presenilin: Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda biriktigi goriilen bazi bilesiklerdir.

Digerleri: Metabolik aktivitelerden sorumlu bazi kinazlar gibi (Boulares ve ark 1999).



1. 1. 13. Apoptozisin Ozet Olarak Belli Bash Asamalar

- Apoptozisin indiiksiyonu

- Hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin uyarilmasi

- Sitokrom c¢’nin saliverilmesi

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

- Mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fostatidilserinin hiicre membaninin i¢ yiiziinden dis yiize transloke olmasi

-DNA’azin aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu (interniikleozomal DNA
fragmentasyonu)

-Yapisal proteinlerin yikilmasina bagli olarak apoptozise 6zgii morfolojik degisikliklerin

meydana gelmesi (Antar 2005).

1. 2. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak i¢in ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda apoptozis
terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar verilmisti. Oysa
giinimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira apoptozise 0zgii oldugu bilinen bazi
aktivasyonlarin (6rnegin, aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de
saptanabilmektedir. ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptozis, 80’li yillarin
sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin
saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baslanmistir. 90’11 yillarin ortalarinda ise
apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Boylece kaspaz aktivasyonlarinin
belirlenmesine yonelik metotlarla saptanabilen apoptozis 90’larin sonuna dogru fosfotidilserin
translokasyonunu belirleyen yoOntemlerle de saptanmaya baslanmistir. 2000’ yillarin
baslarinda apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein
olan keratin 18’in kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha

spesifik olarak saptanmasi takip etmistir (Stassi 2006).



Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler;
-Morfolojik goriintiileme yontemleri
-Immunohistokimyasal yontemler

-Biyokimyasal yontemler

-Immunolojik yontemler

-Molekiiler biyoloji yontemleri

1. 2. 1. Morfolojik Goriintiileme Yontemleri
1. 2. 1. 1. Isik Mikroskobu
1. 2. 1. 1. 1. Hematoksilen Boyama
1.2. 1. 1. 2. Giemza Boyama
1. 2. 1. 2. Floesan Mikroskobu/Lazerli Konfokal Mikroskop
1.2. 1. 2. 1. Propidium Iyodiir (PI)
1.2. 1. 2. 2. Hoechst Dye
1. 2. 1. 3. Elektron Mikroskobu
1. 2. 1. 4. Faz Kontrast Mikroskobu
1. 2. 1. 1. Isik Mikroskobu Kullanimi

1. 2. 1. 1. 1. Hematoksilen Boyama

Morfolojik goriintilleme yontemleri icinde en ucuz ve kolay olani hematoksilen ile
boyamadir. Hematoksilen ile boyanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelenir. Hematoksilen
boyama (HB) hem hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla
kullanilabilir. Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak baslanmasi

uygundur (Mehmet 2006).

Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 06zgli gozlenebilen

degisiklikler; hiicre kiiclilmesi veya sitoplazmik Kkiiciilme, kromatinin yogunlagmasi ve



niikleus zarmin periferinde toplanmasi, niikleusun kiiciilmesi veya pargalara boliinmesidir

(Mehmet 2006).
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Resim 3. Normal ve apoptotik insan 16kosit hiicresi (Yilmaz 2005)

1. 2. 1. 1. 2. Giemsa Boyama

Niikleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma sinirlari
hematoksilen boyamaya gore daha iyi secilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin

bir istiinliigii yoktur (Ulukaya 2003).

1. 2. 1. 2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop Kullanim

Floresan maddelerin (6rn: propidium iyodiir) kullanilmasiyla yapilan bir boyama
seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
niikleusu goriiniir hale gelebilir. Eger hiicre kiiltiirii calismasinda kullanilirsa, canli hiicre ile
yasayan hiicrenin ayrimina olanak tanirlar. Oysa hematoksilen ya da Giemsa boyamanin
kullanildig1 orneklerde hiicrelerin tamami zaten Oliidiir. Canli ve Olii hiicre ayrimim
yapabilmek icin, canli veya 0lii tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn: propidium iyodiir)
beraber kullanilir. Bu boyama yontemindeki prensip; canliligin belirleyicisi, hiicrenin plazma
membraninin saglam olup olmadigidir. Membrani intakt (canli) olan hiicreler propidium

iyodiir gibi sadece membran biitiinliigli bozulmus (6lii) hiicreleri boyayan bir boya ile



boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise
ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak 6lii veya canli hiicre ayirimina olanak saglarlar. Bu sekilde
boyanan hiicreler bir floresan mikroskobu ile taninabilirler. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin
Oli ya da canli oldugu anlagilabilir ama o©li hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle Oliip
Olmediklerinin ayirimi hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak

yapilir (Vairetti ve ark 2005).

Kromatin yogunlagsmasi1 veya nukleus fragmentasyonu olan hiicreler apoptotik
hiicreler olduklarini diisiindiiriir. Hiicrelerin detayli ayrimi asagidaki kriterlere gore yapilir

(Kanoh ve ark 1999);

-Nekrozisle olen hiicreler; Olii olduklar1 belirlenen (hem propidium iyodiir hem de
Hoechst boyas1 pozitif) hiicrelerin niikleuslarinda apoptotik degisiklikler goriilmez. Niikleus
paterninde biiyiik degisiklik yoktur. Nukleusun baslangicta daha kiiciik oldugu gozlenebilir
ama ileri evrelerde normale gore biraz daha biiylimiis goriilebilir. Boya yogunlugu baslangicta

daha fazla olabilir ama ileri evrelerde yogunluk apoptotik hiicrelere gore daha az bulunabilir.

-Apoptozisle Olen hiicreler; Apoptotik hiicrelerde hiicre zar1 eger sekonder nekrozis
gelismemisse canli oldugundan propidium iyodiir ile boyanmaz ama Hoechst boyasi pozitiftir.
Yani propidium iyodiir negatif ve Hoechst boyasi pozitif boyanirlar. Fakat apoptozise 6zgii
nukleus morfolojisi bu hiicrelerde tam1 koydurucudur. Tipik nukleus fragmentasyonu en

onemli bulgudur.

-Normal (canl) hiicreler; Propidium iyodiir negatiftir. Hoechst boyasi ile boyanirlar ve

niikleus normaldir.

Ozet olarak; Nekrotik hiicreler, Hoechst boyas1 (+) ve propidium iyodiir (+), Apoptotik
hiicreler Hoechst boyasi (+) propidium iyodiir (-) ve apoptotik morfoloji (+), Normal hiicreler,

Hoechst boyasi (+) propidium iyodiir (-) ve apoptotik morfoloji (-)’dir (Kanoh ve ark 1999).

1. 2. 1. 3. Elektron Mikroskobu

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir yontemdir. Ustelik

subselliiler detaylar (6rn: mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da niikleus membraninin



biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig: gibi) da incelenebilir. Resim 4’deki elektron mikroskobu
calismalarinda, ustteki (A) resimde niikleus fragmentasyonu net olarak izlenebilmektedir.
Alttaki resimde (B), solda normal bir hiicre goriilmektedir sagdaki apoptotik hiicrede, normal
hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik kiiciilme, kromatin yogunlagsmasi ve fragmentasyonu

izlenebilmektedir (Ulukaya 2003).

Resim 4. Niikleus fragmentasyonu, normal ve apoptotik hiicrelerin gosterilmesi (Ulukaya 2003).

1. 2. 1. 4. Faz Kontrast Mikroskobu

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda veya pleytlerde biiyiitiildiigi
calismalarda hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Olen hiicreler
yapistiklart substratumdan ayrilacaklart i¢in besiyer icinde yiizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz

kontrast mikroskobu ile gozlenebilirler. Gerek mitozisde gerekse apoptozisin erken evresinde



hiicreler lizerine yapistiklart substratuma yayilmis halde degil, tam tersine yuvarlaklasmis ve
kiiciilmiis olarak goriiliirler. Faz kotrast mikroskobu ile apoptotik hiicreler iizerinde gelisen
cepcikler izlenebilir. Hiicreler heniiz substratuma yayilmis haldeler ise hiicrelerin
sitoplazmasinda ortaya cikan vakuoller de gozlenebilir. Ayrica, bazi hiicre tiplerinde blister
olarak adlandirilan hiicrenin sitoplazmasindan disariya tasar gibi goriilen bir veya birkag tane

biiyiik vakuoller de gozlenebilir (Yilmaz 2005).

Blisterlerin olustugu asamada membran biitiinliigii halen tamdir ve bu asamada
niikleus morfolojisindeki degisiklikler floresan boyalarla gozlenebilir. Fakat bu donem uzun

siirmez dakikalar icinde membran biitiinliigii bozulur (Antar 2005).

1. 2. 2. Histokimyasal Yontemler

1. 2. 2. 1. Anneksin V Yontemi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan PS’ler, floresan
bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirirler. Boylece apoptotik

hiicreler saptanmis olur (Vairetti ve ark 2005).

1. 2. 2. 2. TUNEL Yontemi

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar (Rogakou ve ark 2000). Parafin
bloklar, donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya pleytlere ekilmis, ya da
lameller {iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligt bu metodla saptanabilir

(Watanabe ve ark 1999).



Resim 5. TUNEL metodu uygulanmuis rat testis dokusu (kahverengi boyanmis apoptotik hiicreler) (Yilmaz 2005).

1. 2. 2. 3. M30 Yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi
sonucu ortaya cikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal yontemle boyanmasi
prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda kullanilmasi

miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (Yilmaz 2005).

1. 2. 2. 4. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz—3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz—3 IHC
metoduyla belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz—3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da
calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin kaspaz-3’ii kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir.

Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metotla tespit edilebilirler (Antar 2005).



1. 2. 3. Biyokimyasal Yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi; DNA fragmentasyonu
Western Blotting; Substrat kirilmalari, aktif kaspaz’in belirlenmesi, sitokrom c saliverilmesi.

Flow Sitometri; DNA azalmasi, Anneksin V (Ulukaya 2003).

1. 2. 3. 1. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA kariklarinin gosterilebildigi bir bagka yontemdir. Apoptoziste DNA, 180 baz c¢ifti
ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan (interniikleozomal bolgelerden) kirildigi igin
merdiven goriintiisii (ladder pattern) olusur. Bu bulgu apoptozisin karakteristik 6zelligidir ve

nekrozisde goriilmez. O ylizden apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali yontemlerden biridir

(Hekim 2003).

1. 2. 3. 2. Western Blotting

Bu metod yardimiyla apoptozise 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin
(6rnegin, bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rnegin, kaspaz-3) saptanmasi miimkiindiir.
Sitokrom c¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiginin belirlenmesi de bu metodla yapilabilir.
Yalniz, sitokrom c tespitinde once fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve
sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda beklenmeyen
sitokrom c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptozise gittikleri anlasilir

(Liu ve ark 2006).

1. 2. 3. 3. Flow Sitometri

Flow sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptozisde eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi
miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmasi, asiri uzun
zaman almamasi ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan klinikte apoptozis deteksiyonu

acisindan kullanishdir. Ozellikle apoptozis deteksiyonu, floresan bir madde olan propidium



iyodiir veya Anneksin V kullanilarak iki sekilde yapilir. Birincisinde kompleks bilgisayar
islemlerinin kullanilarak hiicre boyutu ile icerdigi DNA miktarinin kiyaslanarak, azalan DNA
miktarinin apoptozis lehine oldugu gerceginden hareketle, apoptotik hiicre populasyonu (sub-
G1 piki) tayin edilir. ikincisinde, floresan mikroskobuyla uzun zaman alan sayma islemi
saniyeler icinde yapilarak sonug¢ alinir. Flow sitometri grafiklerinde sag-alt kadrandaki
populasyon anneksin V’in pozitif ve propidium iodid’in negatif oldugu apoptotik hiicrelerin

bulundugu bolgedir (Laurenzi 2006).

1. 2. 4. Immunolojik Yontemler

ELISA; DNA Fragmentasyonu, M30 Diizeyi

Fluometrik Yontem; Kaspaz aktivasyonu (hiicre kiiltiirii)

1.2.4.1. ELISA

ELISA ile apoptotik siire¢ sonunda parcalanmis ve sitoplazmaya sizmis mono yada
oligoniikleozomlar1 saptamak amaclanir. Bu yontemle hiicre lisatlarinda, hiicre kiiltiirlerinde,
hiicre kiiltiir siipernatantlarinda ve serum ya da plazmada calismak miimkiindiir (Brugere ve
ark 1999). Hiicre kiiltiir ortaminda genellikle normal saglikli hiicreler, apoptotik hiicreler ve
nekrotik hiicreler birlikte bulunurlar (Hekim 2003). Calisma yontemi santrifiigasyonla baslar.
Elde edilen siipernatant muhtemelen nekrotik proses sonucunda ortama salinan niikleer
materyali icerebilir. Bu yilizden de siipernatant santrifiigasyondan sonra atilir. Geri kalan
materyal yikanir ve siipernatant tekrar atilir. Boylece nekrotik hiicreler uzaklastirilir. Geriye
kalan normal hiicreler ve apoptotik hiicrelerin sitoplazmik niikleozomlar: ¢ikarilmak i¢in hiicre
plazma membran1 permeabilize edilir ve elde edilen sitoplazmik materyalde niikleozomlar
ELISA yontemi ile tespit edilir. Aymi sekilde M30 diizeylerinin 6l¢iimii de miimkiindiir
(Frankfurt ve Krishan 2001).



1. 2. 4. 2. Fluorometrik Yontem

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu pleytlere hiicre lizatlarinin
konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin parcaladigi ve kendisine
floresan bir maddenin tutuldugu bir substrat ilave edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle
orantili olarak ortaya c¢ikan floresanin siddeti fluorimetre ile Olgiilerek kaspaz aktivitesi

saptanir (Yilmaz 2005).

1. 2. 5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

DNA Microarrays; Gen ekspresyon dereceleri (mRNA), hiicre oliim reseptorleri,

kaspazlar (Antar 2005).

1. 3. Tedavide Apoptoz

Bugiin bir¢ok hastaligin hiicre 6liimii ya da yasamu ile ilgili oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle apoptotik siirece miidahale ederek yeniden diizenlenmesi, 6nemli tedavi yontemlerini
giindeme getirebilir. Potansiyel tedavi yontemleri ii¢ kategoride toplanabilir ki bunlar; gen
tedavisi (p53’iin yedeklenmesi vb), apopitoz molekiillerinin diizenleyicilerini hedefleyen
molekiillerin enjeksiyonu (Growth faktorler ve ¢oziilebilir FasL vb.), apoptozla iliskin genlerin
ifadesini (ekspresyonunu) diizenleyen farmakolojik kiiciikk molekiiller (Bcl-2 vb.). Bugiine
kadar non-steroidal antiinflamatuvarlar gibi apoptoz diizeyini degistirdigi bilinen bir¢ok ilag
vardir. Aslinda biitiin sitotoksik ilaglar ve radyoterapi programlar1 tiimor hiicrelerinde
apoptozu baslatir ve apoptoza olan direnc tedavideki basarisizligi getirir. Ustelik bu tedaviler,
normal hiicrelerde de apoptozu baslatir ve kemik iligi tizerinde olumsuz yan etkileri vardir. Bu
nedenle son zamanlarda gelistirilen yeni bircok tedavi denemeleri preklinikte timit vericidir

(Tomatir 2003).

Yapilan bir calismaya gore TRAIL, TNF ligand ailesinin bir iiyesidir ve hiicre
yiizeyindeki 6liim reseptorleri DR4 ve DRS5’e baglanir. Bu reseptorlere baglanma apoptozu

baglatir. Hemapoietik ve solid tiimorlerin TRAIL tarafindan baglatilan apoptoza hayli duyarh



oldugu bircok laboratuar calismasinda gosterilmistir. Cogu normal hiicrenin ise DR4/5’in
eksprese olmasina ragmen tersine TRAIL’e direnc¢ gosterdigi gozlenmistir. TNF’nin tersine
yilksek doz TRAIL’in maymunlar tarafindan tolare edilebildigi ve sitotoksik etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Ancak insan hiicreleri {izerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir
(Almasan ve Ashkenazi 2003).

Ayrica virlisler ve bazi intraseliiler bakteriler canliliklarinin devamu igin farkh
stratejiler gelistirmislerdir. Ornegin; Bcl-2’ye benzer bir protein sifrelemek (Adenovirus); Bcl-
2’nin ekspresyonunu uyarmak (Epstein-Barr Virus) Prokaspaz 1 ve 8’i inaktive eden proteaz
inhibitorii  sifrelemek (cowpox); mitokondriyal sitokrom c’nin sitozol icine salinimina
miidahale etmek gibi. Viriis ve bakterilerin bu davranislarinin tedavide kullanilabilecegi
diistiniilmiistiir. Ornegin; cowpox CrmA ve baculoviriis p35 gibi. CrmA ineklerde goriilen
cicek viriisiinden elde edilir ve baslatici kaspazlari inhibe eder. Asil etkisi viriisiin
ilerleyebilmesi icin inflamasyonun ve hiicre Oliimiiniin engellenmesidir. p35 ise bir
baculoviriis proteinidir ve kaspaz aktivasyonu ile etkilesim i¢inde olan genel bir apoptoz
inhibitoriidiir. Ozgiil olarak, kaspaz 1, 2, 3 ve 4’ii inhibe eder. Bunlarin disinda apoptoz
inhibisyonu yapan bagka proteinler oldugu gibi sentetik 06zgiil kaspaz inhibitorleri de

iiretilmektedir (Katano ve ark 2004).

Sonug olarak; doku homeostazi, hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi ve oliimii arasindaki
uyumlu iliskiye baghdir. Apoptozun 6nemi, ¢esitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da
zararl hiicrelerin inflamatuar yanit olmaksizin yok edilisini saglamasindan ve organizmanin i¢
dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir. Canli doku ortaminda
hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin silindigi fizyolojik bir 6liim sekli olan apoptoz ilgi ¢ekici
oldugu kadar insanlardaki ©Onemli patojenlerin tedavisi acisindan da umut verici bir
mekanizmadir. Bu siirecte, kaspaz ailesi iiyeleri ve Bcl-2/Bax ailesindeki genlerin

ekspresyonlari 6nemli yer tutmaktadir (Oztiirk 2002).



Tablo 4. Apoptoza miidahale edilerek gelistirilen tedavi 6rnekleri (Tomatir 2003).

Mevcut tedaviler

Aspirin, siklooksijenaz—2 inhibitorleri

Antikanser ilaclari, radyoterapi

Non-steroidan  anti-inflamatuarlarin
kolorektal adenoma ve kansere karsi
koruyucu oldugu kanitlanmistir. Bu etki
siklooksijenaz—2  enziminin  inhibisyonu
dogrultusunda apoptozun indiiklenmesinden
dolay1 olabilir

Aslinda biitiin sitotoksik ilaglar ve
radyoterapi normal hiicrelerde ve tiimorlerde
apoptozu indiikler. P53’e bagimhi ve
bagimsiz mekanizmalar tanimlanmigtir

Yeni tedaviler

Bcl-2 antisense

Rekombinant TRAIL

Kaspaz inhibitorleri

Antioksidanlar

Interlokin—1 reseptor antagonistleri

[k klinik calismalar, non-Hodjkin’s
lenfoma gibi bazi hastaliklarin olumlu sonug
verdigini gostermistir

Akciger, gogiis, kolon ve bobrek
kanserlerinin TRAIL’e karsi duyarli oldugu
ve apoptozu uyardigi preklinik ¢alismalarla
kanitlanmig ve desteklenmistir

Travmatik beyin yaralanmasi,
amiyotrofik lateral skleroz ve Parkinson
hastaliginda  pozitif — preklinik  hayvan
modelleri

Pyrrolidinedithiocarbamate ve  6-
hidroksi 2, 5, 7, 8-
tetramethylachromancarboxylic  acid (E
vitamini  analogu)  floroacil  artisiyla
kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikler

Sican modellerinde iskemik beyin
hasarinda azalma




2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gerec

2. 1. 1. Materyal ve Deneysel Fibrosarkoma Olusturulmasi

Bu calismada, 8-10 haftalik ortalama 150 — 200 gram agirliklarinda 16 adet erkek
Spraque Dawley tiirii rat kullanildi. Deneme siiresince hayvanlar Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 laboratuvarinda 1s1k (12 saat aydinlik ve 12
saat karanlik) ve 1s1 (24+£2°C) kontrollii odalarda % 20 protein i¢eren kuru pelet yem ve su ad

libitium verilmek tizere izlendi.

Hayvanlar kontrol ve deneme grubu olmak iizere (n = 8) iki gruba ayrildi. Deneme
oncesi tiim hayvanlarin genel saglik durumlari kontrol edilip, palpasyonla deri alt1 herhangi bir
anormal olusum olup olmadig: incelendi. Deneysel fibrosarkoma olusturmak i¢in 0,25 ml
susam yag1 icinde cozdiiriilen 0,2 mg 3-metilcholantren deneme grubundaki (n = 8) ratlarin
boyun bolgelerinin dorsaline subkutan (deri alt1) olarak tek doz enjekte edildi. Kontrol
grubundaki ratlara (n = 8) ise 0,25 ml susam yag1 boyun bolgelerinin dorsaline tek doz deri alt1
yolla enjekte edildi. Deneme siiresi 150-210 giin arasinda oldu. Deneme siiresi igerisinde
hayvanlar periyodik olarak kontrol edilip tiimoral olusum yoniinden palpe edildi. Tiimoral
olusumlarin boyun bolgesinin dorsalinde hem palpe edilmesi hemde gozle goriilebilir hale
gelmesinden sonra ratlara eter anestezisi altinda dtenazi uygulanarak tiimoral dokular olustugu
bolgeden [genellikle enjeksiyon yerinde, sag iist dorsal boyun derisi altinda, subepitelial bag
dokusunda, scapula kemigi iizerinde hatta sag bacagi i¢ine almig vaziyette (resim 6)] ¢ikarildi

ve ratlarin nekropsileri yapildi.



Resim 6. Deneme grubundaki bir ratin fibrosarkomasinin makroskobik goriintimii.

Cikarilan fibrosarkomalar makroskobik olarak beyaz zayif demarke multinodiiler
timor seklinde goriildii. Tumoriin lokal olarak invaziv sekilde biiyiidiigi diisiik diizeyde
metastaze oldugu tespit edildi. Genellikle diizensiz, degisik biiyiikliikte (Findiktan yumurta
biiyiikliigiine kadar) nodiiler sekilli, iyi sinirlanmamis ve kapsiilsiizdiir. Kesit yiizii lobiilli,
homojen gri beyaz renkli olup ratlarin birkag¢inda sarimsi renkte nekroz sahalarinin oldugu

tespit edildi (Resim 7).



Resim 7. Deneme grubundaki bir ratin fibrosarkomasinin kesit yiiziiniin gériiniimii.

Cikarillan tiimoral olugsumlarin yaris1 immunohistokimyasal yontemle apoptotik
hiicrelerin tayini i¢in % 10’luk tamponlu nétr formalin (Neutral buffered formalin / NBF)
solusyonu icerisinde tespit edildi. Diger yaris1 ise ELISA yontemi ile analiz yapilana kadar
- 76°C ‘de saklandi. Ayn1 zamanda kontrol grubundaki ratlara eter anestezisi altinda 6tenazi
uygulanip deri alt1 bag doku alinarak yaris1 - 76°C ‘de diger yarisida % 10’luk tamponlu notr

formalin solusyonu icerisinde tespit edildi.

NBF solusyonu icerisinde 24 saat tespit edilen dokular daha sonra akan ¢cesme suyu
altinda bir gece bekletilip ertesi giin rutin doku takip islemlerinden sonra parafinde
bloklandilar ve Bcl-2, Bax boyamasi icin seri kesitler alinana kadar + 4°C’ de muhafaza

edildi.



2. 1. 2. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan; ELISA okuyucusu (Anthos 2010) ve calkalayicisi
(Insel Hamble SO3 8DH England), Santrifiij (Sanyo Hawk 15/05), Histoloji Anabilim Dal1i
laboratuvarinda bulunan parafin eritme dispensiri, (Electrothermal Wax Dispenser), vakumlu
etiiv (Niive Ev 018), mikrotom (Leica RM 2125RT), ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Biyokimya laboratuvarinda bulunan Ultrasonik homojenizatér (Bandelin sonopuls
HD 2200) ve Biyokimya Anabilim Dal1 laboratuvarinda bulunan otomatik pipetler (Isolab 2-
20ul, [soterm 20-200 ul, Brand 5-50 pl, Isoterm 100-1000 ul), Ph metre pH 211 (Hanna,
Amerika Birlesik Devletleri) kullanilmistir.

2. 1. 3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak 3-metilcholantren (Aldrich 250mg,
213942), Na,HPO4,x2H,O (Disodyum hidrojen fosfat dihidrat) (Merck, 6580),
NaH,PO4x2H,0 (Sodyum hidrojen fosfat dihidrat) (Sigma, S9638), Na,HPO, (Disodyum
hidrojen fosfat) (Merck, 159323), KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat) (Merck, 4871), NaCl
(Sodyum kloriir) (Merck, 6400), formol (Merck, UN2209), etil alkol (Smyras, 2050500), xylol
(Carlo Erba, 492306), eter (Carlo Erba, 447522), metanol (%96) (Merck, 106009), H,O,
(Merck, UN2014), Bcl-2 (Santa Cruz, E1904), Bax (Santa Cruz, G0104), sekonder antikor
(Dako Cytomation, E0431), Hemalum boyas1 (Hematoxylin) (Merck, 1043020025), faramount
(Dako, 2972) Cell Death Detection ELISA Plus kiti (Roche, 11774425001, Mannheim,

Germany) kullanilmistir.



2. 2. Yontemler

2. 2. 1. Fibrosarkomalarda Apoptotik Hiicrelerin Immunohistokimyasal Olarak
Belirlenmesi

Testin Yapilis1

Apoptotik  hiicrelerin  gosterilmesi immunohistokimyasal olarak Avidin-Biotin
Peroksidaz yontemi ile yapildi. Bunun i¢in hazirlanmis olan bloklardan (Kontrol ve deneme
grubundan) 5 p kalinliginda, polysine kapl lamlara seri kesitler alindi. Seri alinan kesitler bir
gece etiivde (37°C) bekletildi. Ertesi giin xylol I’ de 5 dakika, xylol II’ de 5 dakika, %100’liik
alkol I’ de 3 dakika, %100 alkol II’ de 3 dakika, %96’ lik alkol’ de 1 dakika ve %80’lik alkol’
de 1 dakika bekletildi. Sonra distile su i¢ine almip etiivde (37°C) 5 dakika bekletildi.
Nemlendirilmis 37°C’ lik etiivde proteazda 15 dakika inkiibasyona tutuldu. 10 dakika oda
1sisinda tutuldu. Kesitler 2 dakika ikiser kez PBS (fosfat buffer solution) ile yikandi.
Kesitlerde dokularin kenari temizlendikten sonra %3’ luk metanolli H,O,’ de 15 dakika
bekletildi. Takiben 2 dakika iicer kez PBS’de bekletildi. Lamlarin kenarlar1 kurulanip % 1,5’
luk normal domuz serumu (15 pl domuz serumu ve 985 ul PBS) damlatildi ve 1 saat
bekletildi. Ardindan primer antikorda 30 dakika bekletildi [15 ul domuz serumu, 980 ul PBS
ve 25 ul primer antikor (Bax, Bcl2)]. 3 kez PBS’ de beser dakika tutuldu. Sekonder antikorda
30 dakika bekletildi (15 pl domuz serumu, 980 ul PBS, 20 ul sekonder antikor). 3 kez PBS ile
beser dakika yikandi. Avidin-Biotin enzim solusyonunda 30 dakika siire ile inkiibe edildi.
Sonra 3 kez PBS’ de beser dakika yikandi. DAB (Diaminobenzidine) (50 mg DAB, 100 ml
PBS)’ da 5 dakika tutuldu. DAB olan lam salesinin icerisine 100 ul H,O, damlatildi. En fazla
10 dakika bekletildikten sonra lamlar saleden cikarilip Hemalum boyasinda 2-3 saniye
bekletildi. Cesme suyu altinda yikandi ve ardindan distile su ile yikanip lamlarin {izerine

faramount siiriilerek lamel kapatildi ve mikroskopta incelenerek fotograflar: ¢ekildi.

2. 2. 2. Fibrosarkomalarda Apoptotik Hiicrelerin Cekirdeklerindeki DNA

Kirilmalarinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Apoptotik hiicrelerin cekirdeklerindeki DNA kirilmalarinin 6l¢timii, kantitatif sandwic

enzim immunoassay prensibine dayanan ve apoptotik DNA fragmentasyonu esnasinda olusan



sitoplazmik DNA-histon kompleksinin belirlenmesini saglayan Roche firmasinin Cell Death

Detection ELISA plus (Mannheim, Germany) hazir 6l¢iim kiti kullanilarak yapildi.

Fibrosarkomalarda apoptotik hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki DNA kirilmalarinin dl¢tiimii
amaciyla - 76°C ‘de muhafaza edilen tiimor dokulari ve kontrol grubunun deri alti bag
dokular1 disariya alindi ve hassas terazide 0,2 gram tartilarak ELISA kitinin icinde kullanima
hazir halde bulunan Lysis bufferden 1 ml ilave edilip Ultrasonik Homojenizatorde 5 vuruslu
%30 giicte 5 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin ardindan 20 000 g’ de 10
dakika santrifiij edildi ve siipernatant Roche firmasinin Cell Death Detection ELISA plus hazir
Olctim kitinde kullanildi. Bunun i¢in 20 upl siipernatant streptavidin kapli mikropleyt
kuyucuklarina ilave edildi ve daha sonra her bir kuyucuga 80 ul immunoreagent (Monoklonal
antikor, antihiston-biotin ve anti-DNA-POD karisimi) eklendi. Reaksiyonun olugmasi icin 2
saat 15-25°C’de 200 rpm’de hafif calkalayan calkalayicida inkube edildi. Siirenin sonunda her
bir kuyucuk inkubasyon buffer ile yikandi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 ul ABTS
[substrate2,2_azino-di-(3-ethylbenzthiazoline sulfonate) diammoniun salt crystals] solusyonu
eklenip 10 dakika oda sicakliginda hafif calkalayarak inkube edildi. Siirenin sonunda ABTS
stop solusyonu ilave edilip 405 nm’ de ABTS ve ABTS stop solusyonuna kars1 okundu.

2. 3. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows Release 11.5
Standart Versiyon Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanildi.
Bagimsiz ornekleme testi ile (Independent Samples Test) istatistiksel agidan farklarinin

anlamli olup olmadig1 ve 6nemlilik diizeyleri saptandi.



3. BULGULAR

3. 1. immunohistokimyasal Bulgular

Deneme ve kontrol grubundaki hayvanlarin dokularindan bcl-2 ve bax igin
immunohistokimyasal boyamalar yapildi, hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu (Leica
DMLB) ve buna bagli goriintii analiz sistemi yardimu ile incelendi. incelenen kesitlerin gerekli

goriilen kistmlarinin fotograflar ¢ekildi.

Bcl-2 pozitif olan hiicreler deneme grubunda (fibrosarkoma dokusunda) yogun bir
sekilde kahverengi olarak gozlendi. Bcl-2 antiapoptotik etkili bir gen olup apoptotik uyarty1

alan hiicrelerde, hiicrenin bir siire daha apoptozis ile 6lmesini engellemektedir (Resim 8).

Resim 8. Deneme grubunda Bcl-2 i¢in immunohistokimyasal boyama, bcl-2 pozitif hiicreler (ok ile isaretli).



Kontrol grubunda ise normal deri alti bag dokusu incelendi, bcl-2 negatif hiicreler

(fibroblast ve fibrositler) goézlendi (Resim 9).

Resim 9. Kontrol grubunda Bcl-2 i¢in immunohistokimyasal boyama.

Bax pozitif olan hiicreler deneme grubunda (fibrosarkoma dokusunda) kahverengi
olarak gozlendi. Bax proapoptotik etkili bir gen olup apoptotik uyariy1 alan hiicrenin apoptozis

ile 6lmesini saglamaktadir (Resim 10).



Resim 10. Deneme grubunda Bax icin immunohistokimyasal boyama, bax pozitif hiicreler (ok ile isaretli).

Kontrol grubunda ise normal deri alti bag dokusu incelendi, bax negatif hiicreler

(fibroblast ve fibrositler) gozlendi (Resim 11).



Resim 11. Kontrol grubunda Bax i¢in immunohistokimyasal boyama.

3. 2. ELISA ve istatistik Bulgular

Deneme ve kontrol grubundaki hayvanlarin dokularindan yapilan homojenizasyon
isleminden sonra Roche firmasinin Cell Death Detection ELISA plus hazir olciim Kkiti
kullanilarak analizleri yapildi. Deneme grubundaki ratlarda ortalama 0,262 U (=absorbans),
kontrol grubundaki ratlarda ise 0,069 U olarak tespit edilmis olup deneme grubundaki
apoptotik DNA fragmentasyonu diizeyi kontrol grubuna gore 3,8 kat arttig1 belirlendi.
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Sekil 10. Deneme ve kontrol grubu ELISA sonuglari.

Sekil 10’ da goriildiigii iizere deneme grubundaki ratlarda kontrol grubuna gore

apoptotik DNA fragmentasyonu artmistir ama 5 numarali ratta kontrol grubuna gore azalma

tespit edilmistir. Bu da tiimériin baslangic asamasinda apoptozisin azaldigi, tiimériin prolifiye

olmasiyla birlikte apoptozisin arttig1 seklinde yorumlanabilir.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi bagimsiz 6rnekleme testi ile (Independent

Samples Test) yapild1 ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneme grubunda istatistiksel

diizeyde 6nemli artis gozlendi (P<0,001) (Tablo 5).

Gruplar
Kontrol Deneme
(n=8) (n=8) P
Apoptotik DNA 0,069 U (=absorbans) | 0,262 U (=absorbans) pokx
fragmentasyonu
% P<0,001

Tablo 5. Deneme ve kontrol grubu ortalama Apoptotik DNA fragmentasyonu sonuglar1 (ELISA).




4. TARTISMA

Canlilarin yasam dongiisiiniin temel unsurlart dogum, biiyiime, iireme, yaslanma, ve
Olumdiir. Yasamin siirdiiriilmesi organizmada yapi ve fonksiyonun fizyolojik
gereksinimlerinin belirledigi sinirlar i¢cinde korunmasina baglidir. Bunun icin hiicre ¢ogalmast
ve Olimii arasinda bir denge bulunmasi gerekir. Bu denge kayboldugunda, yani ¢cogalandan
cok hiicre oldiigii ya da farklilasandan daha fazla hiicre ¢ogalmasi durumunda ise kanser ve

otoimmun hastaliklar gériiliir (Oniz 2003).

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak gereksinim
duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, c¢evreye zarar vermeden programli
Olimiidiir. Embriyo doneminden baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik mekanizma ve
programli hiicre oliimii vardir. Bazi hiicreler yillarca yasarken bir kismi sadece birkac saat

yasarlar (Oktem ve ark 2001).

Yapilan bu calismada, 3-metilkolantren kullanilarak deneysel olarak, mezenkimal
dokudan koken alan bag dokunun kotii huylu bir tiimorii olan fibrosarkoma olusturulmustur.

Olusan bu tiimor dokusundaki apoptozis iki sekilde gosterilmistir:

1- Bcl-2 ve Bax antikorlari kullanilarak immunohistokimyasal olarak,

2- Niikleustaki DNA fragmentasyonlari, ELISA cihazinda DNA-histon kompleksinin

belirlenmesi prensibine dayanan kolorimetrik metotla gosterilmistir.

Apoptozisin tiimorlerde sik goriilen bir olay oldugu tespit edilmistir (Wyllie 1992).
Yapilan bir calismada non-Hodgkin lenfomalarin kemik iligine yerlestigi belirlenen 30
hastanin  kemik 1iligi dokusu Fas/Apo-1, CD95 ve bcl-2 reseptorleri agisindan
immunohistokimyasal olarak arastirllmistir. Calismada, 23 olguda Fas/CD95, 7 olguda ise
Bcl-2 reseptorleri tespit edilmistir. Sonug¢ olarak non-Hodgkin lenfomada apoptozisin sik

goriildiigii kanisina varilmistir (Rashed ve Ragab 2004).



Whyllie (1980)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada, glukokortikoid uygulamas: yapilmis
ve olgunlagsmamis timus hiicrelerinde deneysel olarak apoptozis gerceklestirilmis, apoptotik
hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimi yapilarak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin kalmadigi,
apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugu tespit

edilmistir.

Oksidatif stresin apoptozisin indiiklenmesinde major bir komponent olup olmadigin
belirlemek amaciyla diabetik rat bobreginden alinan dokularda apoptozisin varlig1 arastirilmis
ve apoptotik hiicrelerde DNA kirilmalar1 ELISA yontemiyle tespit edilmistir. Normal rat
bobregi ile karsilastirildiginda diabetik rat bobreginde yaklasik 4 kat diizeyde apoptotik DNA
fragmentasyonunun arttigr belirlenmistir. Bunun sonucunda oksidatif stresin diabetik

bobreklerde apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark 1997).

Cohen (1993) yiiksek dozda kullanilan steroidlerin, timus hiicreleri iizerine etkilerini
incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozise gitmedigini, hiicre 6liimiine neden
olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir. Bdoylece

apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre 6liimii oldugu ileri siiriilmiistiir.

Arastirmalarda kaspaz aktivasyonu ile gerceklesen apoptozisin selliiller homeostazisin
sirdiiriilmesi i¢in substrat proteinlerinin proteolitik ayrilmasi yoluyla hiicre 6liimii seklinde
sonuc¢landigini gostermistir. Buna ilaveten farkli anti ve proapoptotik iiyelerden olusan Bcl-2
protein ailesinin apoptozisin asamasinin belirlenmesinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Ayni
calismada bir bagka Caenorhabditis elegans geni olan Ced-4’ iin hem Bcl-2 ailesi iiyelerini
hem de kaspazlarim bagladigt ve boylece hiicre Oliimii mekanizmasinin esansiyel

kompenetleri ile baglanti1 kurdugu gosterilmistir (Kaipia ve ark 1997).

Son yillarda hem genel hem de lokal iskemik beyin hiicresi kayiplarinin programli
hiicre 6liimii ile oldugu yani apoptozisle sonuglandigi gosterilmistir. Yapilan caligmalarda
travmatik yaralanmadan ve norodejeneratif hastaliklardan sonra beyin hiicrelerinde
apoptozisin olusabilecegi ileri siirlilmiistiir. Disi ratlarda spinal kordda olusturulan
yaralanmadan 24 saat sonra alinan dokular homojenize edilip siipernatantlarinda ELISA DNA
fragmentasyon Kkiti ile apoptozis Olciilmiis ve kontrol grubuna gore 2 kat diizeyde arttig1 tespit

edilmistir (Liu ve ark 1997).



Apoptotik hiicrelerin, gelisme, homeostazis ve patolojik olaylar esnasinda fagositoz ile
uzaklastirildiginmi belirlemek amaciyla yapilan bir ¢calismada, tiimor nekrozis faktor tarafindan
indiiklenen nekrozis veya Fas aracili apoptozis tarafindan 6lmeye indiiklenen fibrosarkoma
hiicrelerinde makrofajlar tarafindan yapilan fagositozis incelenmis, apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin makrofajlar tarafindan fagosite edildigi, her iki durumda da fagositozisin
fosfotidilserin bagimli mekanizma tarafindan olustugu, halbuki normal hiicrelerde bu olayin
olmadigi, ama apoptotik hiicrelerin fagositozunun hem kantitatif hem de kinetik olarak
nekrotik hiicrelerin fagositozundan daha etkili oldugu ve makrofajlar tarafindan fosfotidilserin
bagimli mekanizma tarafindan yapilan fagositozun inflamatorik sitokin iiretimine neden

olmadig gosterilmistir (Brouckaert ve ark 2004).

Parafin icerisine gomiilen dokularda apoptozisi tespit etmek icin yeni bir yontemin
kullanildig1 bir ¢alismada; rat veya insandan elde edilen prostat, kastrasyon sonrasi uterus,
tiimor, lenf nodiilleri ve embriyo kullanilmis ve ISEL (In situ end labeling) yontemiyle tespit
etmek icin formalinde tespit edilmis ve proteaz ile muamelesinden sonra avidin-biotin
peroksidaz kapli DAB ile boyanarak DNA fragmentasyonu belirlenmis, hiicreler, kromatin
yogunlasmasi, etrafinda agik pir parlamanin olusmasi ve biiziilmesi, apoptotik cisimciklerin
olusmast gibi apoptozisin karakteristik morfolojik 6zellikleri ile tespit edilmistir. Bunun
sonucunda apoptozisin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde bu teknigin kullanish oldugu

belirlenmistir (Wijsman ve ark 1993).

Pankreatik karsinomada yapilan bir ¢calismada Fas ekspresyonunun arttigi, ayrica timor
hiicrelerinin Fas reseptorlerinin diisiik uyarilmasini saglayarak apoptozisten kurtuldugu, Bcl-2
salintminin normal oldugu veya bazen diisiik oldugu, pankreatik karsinoma hiicrelerinde Bcl-
xI’nin, Fas ve TRAIL aracili apoptozisi engellemek icin 6nemli bir role sahip oldugu, iistelik
Bcl-xI'nin  Apaf-1’i bagladigi ve boylece Apaf-1’in prokaspaz 9 ile olan baglantisini
engelledigi ve buna bagl olarak kaspaz 9’un aktivasyonuna engel oldugu, Bax’in ise asir1
saliniminin oldugu ve buna bagl olarak da tiimor regresyonunun gerceklestigi tespit edilmistir

(Hinz ve ark 2000).

Soini ve ark (1998) B hiicreli lenfomada ve akciger karsinomunda tiimor dokusunda
proliferasyonun artmasina bagli olarak apoptoziste de artis oldugunu bildirmis olup apoptozisi

uyaran bir gen olan p53’iin mutasyon veya kaybinin akciger karsinomunda %80 oraninda



oldugunu, bunun yamnda ilk kez B hiicreli lenfomada belirlenen Bcl-2 proteinin, akciger

karsinomasinda %8 - %90 gibi degisik oranlarda oldugunu tespit etmislerdir.

Histolojik olarak tiimor dokusunda apoptotik indeksle (apoptotik hiicre sayisinin
yasayabilir hiicrelere orani) apoptozisin siddetininin yada oranininin belirlenebilecegi ve bu
indeksin tiimoriin tipini ve evresini belirlemede, tedaviye verecegi yaniti Onceden tahmin
etmede ve prognozu saptamada yardimci olabilecegi ileri siiriilmiistir. Akciger
karsinomasinda tiimoriin evresi ve beklenen yasam siiresiyle apoptozis arasinda iligki olup
olmadigina bakmislar ve 75 ile 256 olguluk iki grupta apoptotik indeksteki artisin yasam
siiresini kisaltirken; 427 olguluk bir grupta ise indeksin, tek basina prognozu belirlemedigini

saptamislardir (Tormanen ve ark 1995).

Yeni tam1 konmus ve daha once hi¢ tedavi gormemis 22 alerjik astimli hastalarin
bronsioalveoler lavajlarindan elde edilen T lenfositlerinin, Fas proteinleri, Fas protein mRNA
ve anti-IgM Fas proteinlerine in vitro maruz birakildiktan sonra DNA fragmentasyonlari
propidium iodide yontemiyle belirlenmis ve CD3+ T lenfositleri ve Fas reseptoriiniin
ekspresyonunda azalma, astimli hastalarda anlamli diizeyde bulunmustur (Spinozzi ve ark

1998).

Hepatit C viriisiiniin “core” isimli proteinin insan embriyonik bobrek hiicre dizelerinde
FADD iliskili apoptozisi arttirdig1 rapor edilmistir. Apoptozisin indiiksiyonunun sitotoksik T
lenfositlerden salgilanan granzimlerin etkisiyle oldugu bildirilmistir. Ayrica sitotoksik T
lenfositleri FasL salgilayarak da enfekte hiicrelerde apoptozisi indiikleyebilecegi ancak bu
mekanizmayla saglikli komsu hiicrelerde de apoptozisin indiiklenme riskinin oldugu ileri
siriilmiistiir. Hepatit viriislerinin goreceli olarak daha az sayida hiicre enfekte etmelerine
ragmen daha cok sayida hiicre hasarina neden olmalarinin bu sekilde aciklanabilecegi rapor

edilmistir (Ulukaya 2003).

Johnson (2000)’nun yaptig1 bir ¢calismada, TRAIL’in TNF ligand ailesinin bir iiyesi
olup hiicre yiizeyindeki oliim reseptorleri DR4 ve DRS5’e baglandigi ve bu reseptorlere
baglanmanin apoptozisi baslattigi gosterilmistir. Hemapoietik ve solid tiimorlerin TRAIL

tarafindan baslatilan apoptozise hayli duyarli oldugu bildirilmistir. TNF’nin tersine yiiksek



doz TRAIL’in maymunlar tarafindan tolere edilebildigi ve sitotoksik etkisinin olmadig1 da

gosterilmistir.

Degisik akciger hasarlarinda da apoptozisin varligi gosterilmistir. Sarkoidoz,
tiilberkiiloz gibi graniilomatdz hastaliklarda, graniilom yapisinda inflamatuar hiicrelerin
apoptozisle ortadan kaldirildigi, akut akciger zedelenmesinde TNF ve diger sitokinlerin

apoptozisi tetikledigi gosterilmistir (Cree ve ark 1987).

Zhang ve Xu (2004) antitiimor etkisinin belirlenmesi amaciyla hiicre kiiltiiriine cesitli
konsantrasyonlarda Oridonin uygulamis ve 12 saat sonra hiicre Kkiiltiirlindeki hiicrelerin
apoptozise maruz kaldigini, apoptotik hiicrelerde apoptozisin en Onemli belirtisi olan DNA
kirilmalarinin tespit edilemedigini fakat Bax/Bcl-2 protein ekspresyonunun oraninin arttigini

tespit etmislerdir.

Bcl-2 ve p53 protein ekspresyonu arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada p53 mutasyonu ve apoptozis normal insan ovaryumlarinda ve farkli tip ovaryum
epiteliyal kanserlerinde hem immunohistokimyasal olarak hem TUNEL yontemi ile hem de
PCR yontemi ile incelenmistir. Bcl-2 ekspresyonunun normal ovaryumlar ve iyi huylu
ovaryum tiimorlerinde ¢ok fazla, kotii huylu tiimorlerde ise ¢cok diisiik diizeyde; bunun aksine
pS3 ekspresyonunun kotii huylu tiimorlerde %54 diizeyinde, 1yi huylu ovaryum tiimérleri ile
normal ovaryumlarda ise gozlenmedigi bildirilmistir. Kétii huylu ovaryum tiimérlerinde Bcl-2
ve p53 gen ekspresyonu arasinda onemli bir negatif korelasyon oldugu tespit edilmistir.
Apoptotik aktivitenin, normal ovaryum yiizeysel epitellerinde ve iyi huylu ovaryum
timorlerinde diisiik oldugu fakat kotii huylu ovaryum tiimorlerinde arttigr goriilmiistiir.
Istatistiksel olarak apoptozis ve p53 ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ama
benzer korelasyonun apoptozis ve Bcl-2 ekspresyonu arasinda bulunmadigir saptanmistir

(Chan ve ark 2000).

Apoptozisi TUNEL yontemiyle belirlemek amaciyla hizli ve kisa siirede yenilenen ince
bagirsak epiteli kullanilmis ve morfolojik olarak villuslarda apoptotik hiicreler goriinmezken,
hiicre cekirdeklerindeki yikimlanma belirlenmistir. DNA fragmentasyonunun cekirdeklerde
periferden baslayip merkeze dogru ilerledigi, hiicrede daha morfolojik belirtiler goziikkmeden

DNA fragmentasyonun var oldugu tespit edilmistir (Gavrieli ve ark 1992).



Normal epidermal keratinositlerde sicakliga maruz birakilmasi sonrasi apoptozis ve
kazara Olen hiicreler incelenmis; yasayan/olii hiicre orant TUNEL metodu ve ultrastruktural
morfolojik yontemle analiz edilmistir. Bunun sonucunda 58-59°C sicaklifa maruz
birakildiktan sonra hiicrelerin ¢ogunlukla apoptozisle 6ldiigii, yasayan hiicrelerin ise TUNEL
pozitif olup DNA degredasyonuna isaret ettigi, 60-66 °C sicakliga maruz birakildiktan sonra
ise hem TUNEL pozitif yasayan hiicreler hem de TUNEL pozitif 6lii hiicrelerin gdzlendigi bu
durumun apoptozis ve ayni zamanda kaza eseri Olen hiicrelere isaret ettigi, hiicrelerin
tamaminin ise 72°C’nin iizerinde sicakliga maruz kaldiginda o6ldiigii tespit edilmistir. DNA
kirilmalar1 ELISA kiti ile analiz edilmis ve kontrol grubunda sifira yakin iken 56°C’ ye maruz
kalanlarda 0,5 diizeyinde, 57°C’ de 0,7; 58 °C’de 3; 59 °C’ de 2; 60 °C’ de 0,7; 62 °C’ de 0,25
U (=absorbans) diizeyinde oldugu belirlenmistir. Burada sicaklik derecesi ve maruz kalma
siiresine bagl olarak hiicrelerin ya apoptozis ya kazara ya da tamamen o6ldiikleri bildirilmistir

(Matylevitch ve ark 1998).

Neuroblastoma ve lenfoma hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada, hiicre zarimi
kolayca gecen lipofilik 6zellikte bir molekiil olan, depolorize noron, endoteliyal hiicre ve
makrofajlardan salgilanan, arasidonik asit metabolizmasinin iiriinii olan Anandamid’in
apoptozisi indiikledigi ve DNA fragmentasyonuna neden oldugu saptanmistir (Maccarrone ve

ark 2000).

Apoptozisin germ hiicre gelisiminde, normal sperm hiicresi {iretiminde defektif
hiicrelerin uzaklastirilmasinda, viicut savunma sisteminin bir pargasi olarak gorev yaptigi,
fizyolojik kosullarda kontrollii bir sekilde gerceklesirken testisi etkileyen farkli hastaliklarda
apoptozisin artti§i bildirilmistir. Hormonal yetersizlik, kriptorsidizm, testise olan kan
akiminda artma, testiste lokal 1s1 artis1, vendz stazis ve buna bagli hipoksi, testikiiler hipotermi
olgularinin tiimiinde testiste artmis oranda apoptozis tespit edilmistir (Yilmaz 2005, Fujisawa

ve ark 1999).

Varikosel nedeni ile incelenen hastalarin testislerinde olusan hasarda apoptozisin
roliiniiniin incelendigi bir calismada, testisin histopatolojik incelenmesinde olgularin iigte
birinde testikiiler dokuda programli hiicre 6liimiinde anlamli oranda artis saptanmistir (Ku ve
ark 2005). Ikeda ve ark (1999) deneysel olarak varikosel olusturulan eriskin ratlarda testis kan

akimindaki artiga paralel olarak testikiiler apoptoziste artma bildirilmistir. Arastiricilar, 32,5



°C’ de inkube ettikleri testikiiler kiiltiir hiicrelerde minimal DNA fragmentasyonu ve apoptozis

tespit ederken, 1s1y1 43 °C’ ye yiikselttiklerinde apoptoziste hizli bir artis gézlemlemislerdir.

Yapilan bir ¢calismada oksidatif stres sonrasi sekillenen hiicre Sliimlerinin apoptozis
veya nekrozis yoluyla oldugu, apoptozisle sekillenen hiicre 6liimiine DNA fragmentasyonunun
onderlik ettigi ve oksidatif stres sonrasi apoptotik hiicrelerde 200-800 kbp yiiksek molekiiler
agirlikli interniikleozomal DNA fragmentasyonunun sekillendigi bildirilmistir (Higuchi 2003).

H2A histon ailesinin ¢ok bilinen bir iiyesi olan H2AXin, hiicre kiiltiiriine ilave edildigi
bir c¢alismada, H2AX ilavesinden sonra DNA fragmentasyonunu baslattigi ve DNA

fragmentasyonunun 8. saatte en iist noktaya ulastig1 tespit edilmistir (Rogakou ve ark 2000).

Kolorektal karsinomada, apoptozis inhibitor protein (AIP) ailesinin bir iiyesi olan
Survivin’in, immunohistokimyasal yontemle teshisi icin 49 hastadan kolorektal tiimoér dokusu
alinmis ve yapilan incelemesinde, 30 tiimorde Survivin, 30’unda p53 ve 21’inde Bcl-2’nin
pozitif oldugu tespit edilmistir. Survivin’in ekspresyonunun p53 veya Bcl-2 ekspresyonuna
bagli oldugu ayrica tiimoriin histopatolojik karakteri ile alakali oldugu tespit edilmistir (Sarela

ve ark 2001).

Yapilan bir arastirmada c¢inkonun antioksidan bir etki gosterdigi ve apoptozisi
engelledigi, apoptoziste DNA fragmentasyonuna engel oldugu keratinosit hiicrelerinde
gosterilmistir. Calismada ultra viyole 1sinla keratinositlerde apoptozis olusturulduktan sonra
cinko uygulanmis ve 36 saat sonra hiicrelerde ELISA yontemi ile DNA fragmentasyonu analiz
edilmistir. Cinko uygulanmayan grupta DNA fragmentasyonu ¢inko uygulanan grubuna gore

4 kat yiiksek bulunmugtur (Parat ve ark 1997).

Apoptozisi belirlemek amaciyla yapilan bir calismada, DNA fragmentasyonu PCR
(Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile degisik dokularda belirlenmistir. Ultra viyole 1s1n ve
dekzamatozon kullanilarak apoptozis indiiklenmis, timus ve beyinde apoptotik hiicrelerdeki
DNA kirilmalar1 PCR yontemi ile tespit edilmis ve bunun sonucunda dokularda asir1 hiicre
Oliimiiniin olmasina ragmen bu yontem ile sadece niikleozomal merdiven goriintiisiiniin elde

edilebilecegi kanisina varilmistir (Staley ve ark 1997).



Endometritis ve adenomiyozis teshisi konulmus kadinlarda cerrahi yontemle
endometritisli ve adenomiyozisli bolgelerden doku ornekleri alinmig, alinan numuneler Bcl-2
ve Bax ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla formalinde tespit edilip parafin bloklar icerisine
gomiilmiis ve kesitler alinarak immunohistokimyasal analiz i¢in boyama yapilip elektron
mikroskobunda incelenmistir. Arastirma sonucunda endometritis ve adenomiyozisli dokularda
Bcl-2 ve Bax ekspresyonun arttigl ancak dokular arasinda fark olmadig fakat adenomiyozisli
kadinlarda siklusun sekretorik ve proliferatif fazi arasinda farkin onemli oldugu tespit

edilmistir (Goumenou ve ark 2001).

Yapilan bir calismada gozde retinal yaralanma sonrasi sekillenen iskemiden sonra Bcl-
2 gen ailesi ile apoptozis arasindaki iliski incelenmistir. TUNEL yontemi ile yapilan
calismada, normal retinada az miktarda pozitif hiicrelerin goriildiigii, iskemiden 6-48 saat
sonra pozitif hiicrelerin miktarinin ¢ok sayida arttifi, 24. saatte maksimum noktaya ulastigi
tespit edilmistir. Bax gen ekspresyonunun iskemiden hemen sonra degismedigi 6. saatte diisiik
diizeyde artmaya basladigi, 24. saatte pik noktaya ulastigi tespit edilmistir. Bcl-2 gen
ekspresyonunda ise iskemiden hemen sonra herhangi bir degisiklik olmadig1 tespit edilmistir.
Arastirma sonucunda iskemik yaralanmadan sonra retinal hiicre kaybinda Bax ekspresyonu ile

apoptozisin iligkili oldugu iddia edilmistir (Kaneda ve ark 1999).

Ratlarda olusturulan deneysel glomerulonefritis modelinde apoptozisin sklerozis ile
iliskili oldugu, TUNEL pozitif hiicrelerin baslica sklerotik lezyonlarda gozlendigi, diyabetik
glomerulosklerozda bu siirecin gelisimine neden olarak antiapoptotik Bcl-2 proteininin diisiik
diizeyde uyarilmasi ve nitrik oksit sentetaz aktivitesinin artarak nitrik oksit diizeylerinin

apoptozisi uyardigi seklinde bildirilmistir (Giiger ve Tinaztepe 2001).

Insanlarda kolorektal kanserde apoptotik hiicrelerin belirlenmesi ile ilgili bir calismada,
hem TUNEL yontemi ile hem de immunohistokimyasal yontem kullanilmig, TUNEL
yonteminin immunohistokimyasal yontemden daha hassas oldugu tespit edilmistir. Bu iki
yontemin ilerlemis kanserde yeni olusan kansere gore daha duyarli oldugu tespit edilmistir.
Kolorektal ~ karsinomada  apoptotik  tiimor  hiicrelerinin ~ tespit  edilmesinde
immunohistokimyasal yontemin kullanigh oldugu belirlenmis ve buna ilaveten proliferasyon
aktivitesindeki artisa bagli olarak tiimor hiicrelerinin apoptozisinde de artis tespit edilmistir

(Watanabe ve ark 1999).



Yapilan bir calismada Helikobakter pilori ile apoptozisin iliskisi incelenmis ve iilserli
hastalarda saglikli insanlara gore apoptotik indeksin arttig1, Helikobakter pilorinin apoptozisi
indiikledigi tespit edilmistir. Helikobakter pilorinin gastrik epitele yapisinca epitel hiicresinde
IL-8 salimmmimi uyardigi, ortama lenfosit ve monositleri ¢ektigi, mukozal inflamasyon,
proinflamatuar sitokinler ve serbest radikaller aracilifiyla apoptozisi uyardig: tespit edilmistir

(Topal ve ark 2004).

Kanser terapisinde kullanilan bir ajan olan taxol ve yiiksek toksik bitki lektini olan
ricin ile apoptozisin indiiklendigi bir calismada, morfolojik degisiklikler elektron mikroskop
altinda incelenmis ve plazma membram sismesi, niikleusun yogunlasmasi, apoptotik
cisimciklerin olugsmasi ve elektroforez ile de DNA fragmentasyonu belirlenmistir (Collins ve

ark 1997).

Polikistik ovaryum sendromu olan 8 kadin ve yaslart aym olan 12 fertil saglikli
kadindan alinan endometriyum dokusunda immunohistokimyasal olarak Bcl-2, Bax icin
boyamalar yapilmis ve polikistik ovaryum sendromu olan kadinlarda normal saglikli kadinlara
gore Bax pozitif hiicrelerin yiiksek oldugu, Bcl-2 pozitif hiicrelerin, kaspaz 3 ve DNA
fragmentasyonu diizeyinin ise her iki grupta da ayni oldugu TUNEL yontemi ile tespit

edilmistir (Maliqueo ve ark 2003).

8-10 haftalik yasta 200-250 gram agirlikta olan farelerde yapilan bir calismada 40
mg/kg dozunda Sanazole [(N-2-methoxy ethyl)-2-(3-nitro-1 triazoly 1) asetamid] ile
olusturulan fibrosarkomada apoptotik DNA fragmentasyonu analiz edilmis, Giemza ve May
Grunwald boyamalar ile apoptotik hiicreler belirlenmistir. Deney grubunda apoptotik
hiicrelerin %21 diizeyinde oldugu tespit edilmigtir. Tumor gelistikten sonra radyasyon
uygulamasi sonucu tiimoriin geriledigi ve apoptotik hiicrelerin diizeyinin ise %47’ ye ¢iktigi
tespit edilmistir. Baslangicta ise tiimor dokusunun prolifiye olmasiyla yani ilerlemesiyle

paralel olarak apoptozisin de arttig1 belirlenmistir (Rajagopalan ve ark 2003).

Lehnhardt ve ark (2005) nin fibrosarkoma hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 bir ¢alismada,
hiicre kiiltiiriinlin kemoterapatik ajanlar olan doxorubicin, aktinomisin D veya vinkristin ile
muamele edilmesinden sonra sitokrom ¢ ve Apaf-1 diizeyinin arttigini, Bcl-2 ekspresyonunun

ise azaldigim tespit etmislerdir. Arastiricilar sitokrom c ve Apaf-1 diizeyinin artmasi ile



apoptozom olusumunun saglandigini ayrica Bcl-2 diizeyinin azalmasi ile antiapoptotik etkinin

ortadan kalktigin1 ve hiicrenin apoptozise gittigini belirlemislerdir.

Yapilan bir caligmada ethanola maruz birakilan fétusun beyninde mitokondri aracili
(sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi) apoptotik Oliimiin ve oksidatif
stresin sekillendigi belirlenmistir. Ethanaol muamelesinden sonra reaktif oksijenlerin diizeyi 1.
satte %358, 2. saatte %82 arttig1, Annexin V pozitif hiicrelerin ise 2., 6., 12. ve 24. saatlerde
strastyla %43, %89, %123 ve %238 diizeyinde oldugu DNA fragmentasyonunun 12. saatte
%50 24. saatte ise %65 diizeyinde arttigi ELISA kiti ile tespit edilmistir (Ramachandran ve
ark 2003).

Insan promiyeloid 16kemi hiicrelerinde indiiklenen hiicre oliimiinde nekrotik ve
apoptotik prosesin morfolojik ve biyokimyasal kriterlerini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, apoptozis “cell death detection ELISA plus” kiti ile analiz edilmis ve apoptozise
giden ve DNA fragmentasyonu olusan hiicreler ile apoptozise gitmeyen hiicreler arasinda 2,2

kat fark bulundugu tespit edilmistir (Pinero ve ark 1997).

He ve ark (2005) fare odontoblast hiicrelerinde apoptozisi DNA fragmentasyonuna
bakarak tayin etmislerdir. Apoptozis iizerine TGF (Transforming Growth Factor)’ nin etkisini
belirlemek i¢in, Annexin V/propidium iodide boyamas: ve “cell death detection ELISA plus”
kiti kullanilmistir. Sonug olarak TGF nin apoptozisi indiikledigini, bu indiiklemenin de doza
bagli oldugunu, DNA fragmentasyonunun da bununla paralel oldugunu ve kontrol grubuna
gore 5 kat diizeyde arttigini belirlemislerdir. Bagka bir calismada ise, farelerde kalpte deneysel
olarak olusturulan iskemi ve reperfiizyonun, kalp Al adenozin reseptorler araciligiyla
apoptozisi indiikledigi tespit edilmistir. DNA fragmentasyonu analizi ELISA kiti kullanilarak
yapilmis ve deneme grubunda 4,9 kat yiikseldigi tespit edilmistir (Regan ve ark 2003).

Flaviviiriis gen ailesinden olan Noroviriilent Dengue Virus ile deneysel olarak enfekte
edilen fare beyninde apoptozisin sekillendigi, enfekte hiicrelerin apoptotik oOliimle
uzaklastirildigi enfeksiyonun 9. giinlerinde fare beyin dokusunda DNA fragmentasyonuna
bakilarak belirlenmis ve normal saglikli fare beyin dokusuna gore yaklasik 2 kat diizeyde
arttig1 rapor edilmistir (Despres ve ark 1998).



Yaptigimiz c¢alismada, Bcl-2 ve Bax icin yapilan immunohistokimyasal boyamalar
sonucunda deneme grubunda Bcl-2 ve Bax pozitif hiicreler tespit edilirken kontrol grubunda
her iki antikor i¢in de negatif hiicreler goriilmiistir. Mevcut caligmalara bu acidan
bakildiginda B hiicreli lenfomada oldugu gibi bazi tiimorlerde apoptozisin azaldigr (Soini ve
ark 1998, Tormanen ve ark 1995, Sarela ve ark 2001), pankreatik karsinomada Bcl-2’nin
normal Bax’in ise fazla salindig1 (Hinz ve ark 2000), iyi huylu ovaryum tiimorlerinde Bcl-2
ekspresyonunun cok fazla, kotii huylu tiimorlerde ise ¢ok diisiik diizeyde (Chan ve ark 2000)

oldugu goriilmektedir.

Yapilan arastirmada Bax ve Bcl-2 antikorlarinin gosterilmesi diginda niikleustaki DNA
fragmentasyonu tespit edilerek de apoptozisin varligi gosterilmistir. Kontrol grubunda
apoptotik DNA fragmentasyonu 0,069 U tayin edilirken, deneme grubunda 0,262 U

bulunmustur. Kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat artis tespit edilmistir.

Ince bagirsak epiteli kullanilarak apoptozis belirlemek amaciyla yapilan bir calismada
DNA fragmentasyonunun hiicrede daha morfolojik belirtilen goziikmeden var oldugu tespit
edilmistir (Gavrieli ve ark 1992). Diabetik rat bobreginden alinan dokularda apoptotik DNA
fragmentasyonu 4 kat (Zhang ve ark 1997), spinal korda olusturulan lokal yaralanmadan sonra
2 kat (Liu ve ark 1997), insan premiyolid 16kemi hiicrelerinde 2,2 kat, Norovirulent Dengue
Virus ile deneysel olarak enfekte edilen fare beyninde apoptozisin sekillendigi ve DNA
fragmentasyon diizeyinin yaklasik 2 kat (Despres ve ark 1998) arttigi bildirilmistir. DNA
fragmentasyonunda buldugumuz artis orani arastiricilarin bulgular1 ile uyumludur. DNA
fragmentasyonundaki bu artiy Bax proteinlerinin varligi yani tiimor dokusunda apoptozisin

bulundugunu ve bir artis s6z konusu oldugunu desteklemektedir.

Bcl-2’nin antiapoptotik, Bax’in proapoptotik bir protein oldugu bilinmesine ve
kanserde apoptozisin azalmasinin beklenmesine (Bilgici 2004) ragmen bizim arastirmamizda
da oldugu gibi arastirma sonuglarinin her zaman beklentiler dogrultusunda olmadigi
goriilmektedir. Arastirmamizda hem Bcl-2 hem de Bax pozitif hiicrelerin bulunmasi timor
hiicresinde apoptozisin basladigin1 diger taraftanda durdurulmaya calisildigini géstermektedir.
Tiimorlerde ozellikle regresyona gittikleri donemlerde apoptozisin goriildiigii bilinmektedir
(Oztiirk 2002). Her iki proteinin ekspresyon diizeyine bakilamadigindan apoptozis indeksi

hakkinda bir fikir yiiriitiilememektedir.



5. SONUC

Calismada deneysel olusturulan fibrosarkomada apoptozis oldugu goriilmiistiir. Her ne
kadar literatiirlerde tiimor dokusunda apoptozisin azaldigi bildirilse de proliferasyonun
artmasina baglh olarak apoptoziste de artis olabilece8i diisiiniilmektedir. Yapilan benzer
calismalarda gozlenen degisik sonuglarin, tiimor dokusunun farkli evrelerde olmasi ile ilgili
olabilecegi kanisina varilmistir. leriki calismalarda tiimor dokusunun histopatolojik
bulgularinin apoptozis bulgular ile karsilastirilmasinin tiimor dokusunun prognozu hakkinda
fikir verebilir. Apoptozisle iligkili proteinlerin ekspresyonlarinin ya da mutasyonlarinin
degerlendirilmesi tedaviye yanmiti ve/veya yasam siiresini tahmin ettirebilir. Kanser

hiicrelerinde apoptozisi arttirmak kanser tedavisindeki hedeflerden biridir.



OZET

Fibrosarkom mezenkimal dokudan koken alan bag dokunun koétii huylu tiimorii olup
daha cok kedi ve kopeklerde goriilmekle birlikte tiim hayvan tiirlerinde ortaya ¢ikabilir. Hizli
ve infiltratif biiyiyen bir timordiir. Rodentlerde en yaygin goriilen mezenkimal
timorlerdendir ve ratlarda spontan olarak sekillenme olasiligt % 1-3, farelerde goriilme
olasiligr ise % 1-6 diizeyindedir. Apoptozis ise; gelismis organizmalarda hiicreler arasi
iliskilerin geregi olarak gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, cevreye
zarar vermeden programli Olimiidiir. Kanserlerde erken teshis yaninda prognozun tayini,
hastanin yasamini uzatmada ve daha uygun tedavi sekillerinin tespit edilmesinde biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ozellikle kedilerde as1 yerlerinde gelisen fibrosarkomlar 6nemli bir problem
olusturmakta ve bunun en basta gelen sebebi olarak ise as1 yerlerinde olusan kronik yangilar
ileri siiriilmektedir. Son donemlerde kanser iizerine yapilan caligmalarda programli hiicre
Olimiiniin 6nemli rol oynadigt bilinmektedir. Caligmada ratlarda deneysel olarak 3-
metilkolantren ile olusturulan fibrosarkomlarda programli hiicre Oliimii iki ayr1 metotla
gosterilmistir. Boylece fibrosarkom ile programli hiicre 6liimii arasindaki iligki incelenmistir.
Ayni zamanda ELISA yontemiyle DNA hasart tespiti ve programlanmis hiicre 6liimiiniin

immunohistokimyasal olarak saptanmasi karsilastirilmistir.

Arastirmanin materyalini 16 adet 8 haftalik agirliklart 150-200 gram olan erkek
Spraque Dawley tiirii rat olusturdu. Ratlar her grupta 8 adet olmak iizere iki gruba ayrildi.
Birinci grup kontrol, ikinci grup deneme grubunu olusturdu. Hayvanlara tiim deney boyunca
kuru pelet yem ve igcme suyu ad libitium olarak verildi. Deneme siiresi 150-210 giin siirdii.
Deneme siiresinin basinda deneme grubundaki ratlarin boyun bolgelerinin dorsaline 0,25 ml
susam yaginda ¢ozdiiriilen 0,2 mg 3-metilcholantren fibrosarkoma olusturmak iizere deri alti
yolla tek doz enjekte edildi. Kontrol grubuna ise tek doz 0,25 ml susam yagi deri alt1 yolla
enjekte edildi. Deney siiresi boyunca hayvanlar periyodik olarak kontrol edilip tiimoral olusum
yoniinden palpe edildi. Deney siiresinin sonunda ratlara eter anestezisi altinda Otenazi

uygulanarak nekropsileri yapildi. Olusan tiimor kitlelerinde DNA  kirilmalari, ELISA



yontemiyle Roche firmasinin kitleriyle bakildi. Alinan dokulardan Bcl-2 ve Bax icin

immunohistokimyasal boyama yapildi.

Deneme ve kontrol grubundan alinan dokular homojenize edilip santrifiij isleminden
sonra siipernatant ELISA’ da kullanildi. ELISA sonuclarina goére deney grubunda DNA
fragmentasyonu ortalama 0,262 U (=absorbans), kontrol grubundaki ratlarda ise 0,069 U
olarak tespit edildi. Yani deney grubunda DNA fragmentasyonu kontrol grubuna gore yaklasik
4 kat1 artmis olarak tespit edildi.

Deneme ve kontrol grubundan alinan dokularin Bcl-2 ve Bax igin
immunohistokimyasal boyamas1 sonucunda, deney grubunda yogun olarak bcl-2 ve bax pozitif
hiicreler tespit edilmis olup tiimorlerde apoptozis uyarist alan hiicrelerin bazilarinin apoptozise
bir siire daha gitmesi engellenirken bazilarinin da artik apoptotik 6liime yonlendikleri tespit

edilmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda, fibrosarkomalarda apoptozis sik goriilen bir olay olup,
DNA fragmentasyonu apoptozisin en Onemli belirtisidir. Kanser tedavisi ile ugrasanlarin
apoptozis, Bcl-2 ve Bax’ 1 goz oniinde bulundurmasi gerektigi, literatiir bilgileri dogrultusunda
tiimoriin  baslangic evresinde apoptozisin azaldigi, tiimoriin prolifiye olmasiyla birlikte

apoptozisin de arttigi kanisina varilmstir.

Anahtar kelimeler; Fibrosarkoma, apoptozis, Bcl-2, Bax, DNA fragmentasyonu,

immunohistokimya, 3-metilkolantren, rat.



SUMMARY

Detection of Apoptosis in Experimentaly Induced Fibrosarcomas Using DNA

Fragmentation and Immunohystochemical Methods

Fibrosarcoma is driving from mesenchimal tissue. It is one of the malign tumors and
usually seen in cats and dogs, however, itcan be encountered in all animals. It is growing quite
fast and invade in other tissue rapidly. It is one of mesenchimal tumor in rodents varying
between 1-3 %, and in rat 1-6 %. Apoptosis used for eliminating of cells which are functioning
not properly. Early diagnosis of tumors and follow up prognosis are of great impotance for
extention of live of cancer patients. Especially, fibrosarcoms in cats occur in vaccation areas
due to the chronic inflamatio. Recent studies on tumors showed that there is a connetion
between cancers and apoptosis. In this study apoptosis in fibrosarcomas induced by 3-
methylcholantrene with two different methods. Thus relationship between apoptosis and
fibrosarcomas is investigated. On the other hand programmed cell death investigated using

immunhystochemical and ELISA methods and differences in results are compared.

Sixteen male Spraque Dawley rats used in this study. They were 8 weeks old and the
body weights of the rats were between 150-200 grams. Rats were allocated into two groups
each containing 8 rats. During the experiment which took between 150-210 days depending on
the appearance of tumor tissue. They were allowed free access to water and feed. In order to
induce fibrosarcoma in rats, at the beginning of the experiment animals were injected
subcutaneusly on the neck with 0,2 mg 3-methylcholanthrene solved in 0,25 ml sesame oil. To
find out weather any tumoral tissue occured animals were palpated daily. At the end of the
experiment animals were killed under the ether anesthesia and necropsy is permormed. DNA
fragments of tumor tissue cell were analized using ELISA (Roche), localisation of Bcl-2 and

Bax was determine by immunohystochemically method.

Tissues obtained from the control and the experimental animals homogenizated,

centrifugated and the supernatant was used for ELISA procedure. In experimental group



absorbance of the DNA fragmentation was 0,262 U but in control group it was 0,069 U. In
other words absorbance of DNA fragmentation of experimental animals was 4 times higher

than that of controls.

Immunohystochemically there was a lot of Bcl-2 and Bax positive cells. Contrary to
this in control animals there was hardly Bcl-2 and bax positive cells. This data indicates that in

the tumor tissue it is observed some cells programmed to death by apoptosis but the others not.

In the light of this findings we got in the present study apoptosis is encountered
frequently in fibrosarcoma and fragmentation of the DNA indicates apoptosis. Researchers
who are engageg in curing of cacer patients should take into concideration of levels of Bcl-2
and Bax proteins. Furthermore, smilar to the results of previous studies the rate of apoptosis
seems to be very low at the beginning of the cancer however in the course of the time
concomitantly the increase in proliferation of the tumor cells the rate of apoptosis increased

dramatically.

Key words; Fibrosarcoma, apoptosis, Bcl-2, Bax, DNA fragmentation,

immunohystochemistry, 3-methylcholanthrene, rat.
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