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Temmuz 2015, 235 sayfa

Calismamizda B-katenin proteini ile apoptozis arasindaki iliskinin sitolojik ve
immunositokimyasal olarak arastirilmasi amaciyla 224 hastanin servikovajinal
ornekleri incelenmistir. Bu olgular icinde hicbir enfeksiyon ve atipik degisiklik
saptanmayan 144 olgu (%64,3) kontrol grubu, 80 olgu (%35,7) ise ¢alisma grubu
olarak kabul edilmistir. Calisma grubu ise atipik olgular (n=17, %21,3) ve
enfeksiyon olgulari (n=63, %78,7) olmak Uzere iki kategoride degerlendirilmigstir.

Sitolojik olarak apoptotik hiicresel degisiklikler de saptanarak, kaydedilmistir.

immiinositokimyasal yéntem kullanilarak B-katenin proteini ve apoptotik hiicrelerin
varligi arastirilmigtir. Apoptotik hucrelerin saptanmasi igin aktif kaspaz 3, 8, 9
antikorlar kullaniimistir. B-katenin proteininin zardaki pozitifligi ve sitoplazmadaki
zayif pozitifligi Wnt/B-katenin sinyal yolunun inaktif oldugunu gosterirken,
sitoplazmadaki ve c¢ekirdekteki pozitiflik ise sinyal yolunun aktif oldugunu
gostermektedir. Bu verilere dayanarak, 224 olgunun 44’unde (%19,6) sinyal

yolunun aktif, 180’'inde (%80,6) ise inaktif oldugu belirlenmigtir. Apoptotik



hacrelerle B-katenin proteini arasindaki iligki incelendiginde, B-katenin proteininin
hicre zarinda, sitoplazmada ve ¢ekirdekte negatif oldugu ve apoptotik hicrelerde
Wnt/B-katenin sinyal yolunun inaktif durumda oldugu goérilmustar. Aktif kaspaz
enzimlerine ait bulgular incelendiginde; 224 olgunun 95’inde (%42,4) aktif kaspaz
3 [apoptozis (+)], 79'unda (%35,3) aktif kaspaz 3 ve 8 veya aktif kaspaz 3, 8 ve 9
[6lUm reseptorleri aracili apoptozis(+)], S’inde (%2,2) ise aktif kaspaz 3 ve 9

[mitokondri aracili apoptozis (+)] enzimlerinin pozitif oldugu saptanmistir.

Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi ile apoptozis ve oOlum reseptorleri aracili
apoptozis arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki oldugu belirlenirken
(p<0,05), sinyal yolu ile mitokondri aracili apoptozis arasinda ise bir iligkiye
rastlanmamistir (p>0,05). Aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimlerine ait H-skor ortalamalari
sinyal yolu aktif ve inaktif olgularda birbirleriyle karsilastirildiginda, sinyal yolu aktif
olgularda H-skoru ortalamalarinin, sinyal yolu inaktif olan olgulara kiyasla daha
yuksek oldugu ve H-skor ortalamalari arasinda istatistiksel olarak da anlamli bir

iliski oldugu gorulmustar (p<0,05).

B-katenin proteininin hicre zari H-skorlari; apoptozis, 6lim reseptorleri aracili ve
mitokondri aracili apoptozis varligiyla karsilastirildiginda, apoptozis, o6lim
reseptorleri aracili ve mitokondri aracili apoptozis pozitif olan olgularda zardaki 3-
katenin pozitifliginin azaldi§i belirlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir (p>0,05). Kaspaz enzimleri arasindaki iliski incelendiginde
aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir pozitif
korelasyon oldugu bulunmustur. Bu U¢ enzimin birindeki artigin digerlerinde de

artisa neden oldugu sonucuna gidilmistir (p<0,05).

Tam bu sonuglar dogrultusunda apoptotik hicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolunun
inaktif durumda oldugu, ancak apoptotik hiicrelerin apoptozis sonucu azalan epitel
hacreleri telafi etmek icin apoptotik olmayan hucrelerde Wnt/B-katenin sinyal
yolunu aktivitesini uyardigi ve bu sekilde epitel dokunun batinligunun korundugu

yorumu yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Beta-katenin, Wnt sinyal yolu, apoptozis, servikovajinal simir,

adezyon, kaspaz, immunositokimya
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In our study, cervicovaginal samples of 224 cases were evaluated to examine
interaction between B-catenin protein and apoptosis. Of these cases, 144 cases
(64.3%) without any infection and atypical changes were the control group, 80
cases (35.7%) were formed the study group. Study group was evaluated in two
categories as atypical cases (n=17, 23.3%), and infectious cases (n=63, 78.7%).

Apoptotic cellular changes were also observed cytologically.

B-catenin protein and the presence of apoptotic cells were investigated by using
immunocytochemical method. To detect apoptotic cells, active caspase 3, 8, and 9
antibodies were used. Positivity of membranous [(-catenin staining with weak
cytoplasmic staining indicated that Wnt/B-catenin signaling was inactive, while
positivity in the cytoplasm and nucleus showed active signaling. Thus, in 44 of 224
cases (19.6%) signaling pathway was active, in 180 cases (80.4%) was inactive.

In the examination of interaction between apoptotic cells and B-catenin, it was



observed that B-catenin protein was negative in the cell membrane, cytoplasm and
nucleus and Wnt/B-catenin signaling was showed inactive in apoptotic cells. In the
examination of the findings related with activated caspases, active caspase 3 were
positive in 95 of 224 cases (42.4%) [apoptosis (+)], active caspase 3 and 8 or
active caspase 3, 8, and 9 were positive in 79 cases (35.3%) [death receptor
mediated apoptosis (+)], and active caspase 3, 9 were positive in 5 cases (2.2%)

[mitochondria mediated apoptosis (+)].

Statistically significant relationship between activity of Wnt/B-catenin signaling,
apoptosis and death receptor mediated apoptosis were determined (p<0.05), while
there was no association between signaling activity and mitochondria mediated
apoptosis (p>0.05). When the mean of H-scores belonging to active caspase 3, 8,
and 9 were compared with each other in view of signaling activity, the mean of H-
scores were higher in the signaling active cases than the signaling inactive cases,
also statistically significant relationship were found between H-scores (p<0.05).

When the H-scores of membranous [(-catenin protein were compared with the
presence of the apoptosis, death receptor mediated and mitochondria mediated
apoptosis, decreasing of membranous positivity were detected in apoptosis, death
receptor mediated and mitochondria mediated apoptosis. However, these
decreases were not statistically significant (p>0.05). In analysing the relationship
between the caspase enzymes, significant positive correlation between active
caspase 3, 8 and 9 was found. Thus, increase in one of the three enzymes caused
increases in others (p<0.05).

In accordance with all these findings, Wnt/B-catenin signaling were inactive in
apoptotic cells; however it was thought that apoptotic cells induce Wnt/B-catenin
signaling in non-apoptotic cells to compensate decreases in epithelial cells as a

result of apoptosis in order to maintain for epithelial tissue integrity.

Key words: Beta-catenin, Wnt signaling pathway, apoptosis, cervicovaginal

smear, adhesion, caspase, immunocytochemistry
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1. GIRIS

1.1. B-katenin proteininin yapisi ve hiicredeki gorevleri

Beta katenin (B-katenin) proteini insanlarda 3. kromozomun uzun kolunda (3p21)
yer alan ve 17 ekzon bodlgesi iceren “Cadherin-Associated Protein Beta-1
(CTNNB1)” geni tarafindan kodlanir. Bu protein, 781 amino asitten olusur ve 92
kDa molekul agirligina sahiptir [1]. B-katenin proteininin yapisinda fonksiyonel
olarak 6nemli U¢ bolge bulunmaktadir [2]. Bu bdlgelerden biri 130 amino asitten
olusan N-terminal bélgesidir [1]. Serin ve treonin amino asitleri bakimindan zengin
olan bu bdlgenin sitozoldeki gesitli enzimler tarafindan fosforillenmesi B-katenin
proteininin yikilmasi i¢in etiket gorevi gorur [3]. Dolayisiyla, N-terminal bolgesi 3-
katenin proteininin hicre igindeki miktarinin ayarlanmasinda ve yari émrindn

belirlenmesinde kritik rol oynamaktadir [1].

B-katenin proteininin yapisinda (Sekil 1.1) bulunan diger bir bolge ise proteinin
merkezinde bulunan ve 42 amino asit rezidusinun 12 defa tekrar edilmesi ile
olusan “Arm tekrar” bolgesidir [4], [5]. Bu tekrar bolgesi, 550 amino asit
rezidisunden olusmaktadir ve ilk olarak 1989 yilinda Drosophila melanogasterde
bulunan Armadillo proteininde (arm) saptanmistir [6]. Mayalardan insana kadar
korundugu belirlenen bu tekrar bolgesini igeren ¢ok sayida protein tanimlanmigtir.
Bu proteinler “Arm tekrar bdlgesi protein ailesi (arm-repeat proteins)” icinde

siniflandinimaktadir [7].

Beta katenin proteininin yapisi
AT

11

N-terminal 1(2]3]|4|5|6]|7|8]9[w0f12|12 C-terminal

Arm tekrar bélgesi

781 a;«no asit

Sekil 1. 1. B-katenin proteininin yapisinda bulunan bélgelerin sematik gérinimu

([2]'den yararlanilarak yeniden ¢izilmigtir).

B-katenin proteininin Drosophila’da bulunan arm proteini ile homolog oldugu ve

Arm tekrar bolgesi icerdigi saptanmistir. Arm tekrar boélgesi, B-katenin proteininin

u¢ boyutlu konformasyonunu ve buna bagli olarak da fonksiyonunu etkilemektedir

[5]. Bu bdlge H1, H2 ve H3 olarak adlandirilan 3 adet a-heliksten olusur. Birbirine

anti-paralel konumlu olan H2 ve H3 heliksleri, daha kisa olan H1'e dik sekilde

yerlesmistir. H1 ile H2 arasinda bulunan glisin amino asit reziduleri evrimsel olarak
1



korunmustur ve Arm tekrar bolgesinin konformasyonunda dnemli rol oynamaktadir
[8]. Bu Uclu a-heliks yapisi, B-katenin proteininin arti yukli oluklardan olugan son
seklinin olusmasini saglamaktadir. Bu pozitif yuklU oluklar, gok sayida biyomolekdl
icin de baglanma bolgesi olusturur. Yapilan calismalarda hem hicre
adezyonunda, hem de Wnt/B-katenin sinyal yolunda gorev alan c¢ok sayida
biyomolekulin Arm tekrar bolgesine baglandigi belirlenmigtir [5], [8]. Ayrica bu
tekrar bdlgesinin B-katenin proteinine proteolitik yikima karsi dayanikhlik sagladigi

da gosterilmigtir [8].

B-katenin proteininin yapisinda bulunan diger bir énemli bodlge ise 100 amino
asitten olugan ve proteinin C-terminalinde yer alan transaktivasyon bolgesidir [9].
Xenopus laevis ile yapilan c¢alismalarda bu C-terminal bdlgesinin g¢ekirdekteki
transkripsiyon faktorlerine baglandi§i ve bu faktorlerin aktiflesmesine neden
oldugu belirlenmistir [10]. Bu nedenle B-katenin proteini bir ko-aktivator olarak
tanimlanmaktadir. B-katenin proteini bu sekilde, Wnt proteininin hicre zarinda
bulunan reseptoérlerine baglanmasiyla hlcreye gelen sinyali sitoplazmadan

cekirdege kadar tasir [1].

B-katenin proteininin hicredeki rolu ile ilgili olarak ilk calisma 1989 yilinda Ozawa
ve calisma grubu tarafindan yapilmis, bu proteinin hicre-hicre baglantilarinda rol
oynadidi belirlenmistir [11]. Daha sonra bu proteinin Wnt/B-katenin sinyal yolunda
transkripsiyon ko-aktivatoru olarak gérev yaptigi ortaya konmustur [2]. Son yillarda
yapilan galismalarda ise sentrozomlarda B-katenin proteininin varligi belirlenmis ve

bu proteinin mitoz bolinmede de rol oynadigi ifade edilmistir [12].

1.1.1. B-katenin proteininin hiicre-hiicre adezyon gorevi

B-katenin proteini hicrelerin yan yluz baglantilarindan adezyon kemerinde (Zonula
adherens) hicre ici baglayici protein olarak gorev almaktadir [13]. Adezyon kemeri
evrimsel olarak korunmusg bir hicre-hucre baglantisidir. Hicreleri bir arada tutarak
dokularin olugsmasini saglayan bu baglantinin, hicre polaritesinin saglanmasi,
hicre hareketi, proliferasyon ve farklilagsma gibi biyolojik sureglerde de rol oynadigi
gosterilmigtir [14], [15].

Adezyon kemeri baglantisinda hicreler arasi baglayici proteinler “Calcium
dependent adhesion (Kaderin)” proteinleridir [16]. Kaderin proteinleri ilk kez 1983



yiinda tavuklarda yapilan bir galisma sirasinda tanimlanmis ve “Liver cell
adhesion molecule (L-CAM)” olarak adlandirilmigtir [17]. Tavuklarin ardindan
farelerde L-CAM proteinine homolog olan Uvomorulin proteini saptanmistir [18],
[19]. Daha sonra, bu proteinler Kaderin olarak adlandiriimigtir [20]. Kaderin protein
ailesi Uyeleri bulunduklari dokuya gére isimlendirimektedir. Ornegin, epitel
hucrelerinde bulunan Kaderin proteini E-kaderin, plasentada ifade olan P-kaderin,
endotel hiucrelerde sentezlenen VE-kaderin, néral dokularda ve kas hucrelerinde
bulunan N-kaderin ve kalp kasinda ifade olan ise H-kaderin olarak adlandirilir [21],
[22], [23], [24]. Caligmamizda epitel hucreleri incelendiginden asagida detayli

olarak epitel hicrelerinde bulunan E-kaderin proteinine deginilecektir.

E-kaderin proteini, insanlarda 16. kromozomda yer alan “Calcium-Dependent
Adhesion Protein 1 (CDH1)” geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen, evrimsel
olarak turler arasinda korunmus, 16 ekzon ve 15 intron bodlgesinden olusmaktadir
[25], [26]. Bu genin kodladigi E-kaderin proteini ise yaklasik 120 kDa molekdl
agirhigina sahiptir [21].

E-kaderin proteininin yapisi incelendiginde, ekstraselluler matrikse uzanan ve 110
amino asit rezidusinden olusan N-terminal ucun, birbirini tekrar eden 5 tekrar
bolgesinden olustugu belirlenmistir. Bu bolge “extracellular cadherin® veya “EC
bdlgesi” olarak adlandirilir [27], [28]. EC bdlgesi, ekstraselliler matrikse uzanan N-
terminalden hicre icine wuzanan C-terminale dogru EC1-EC5 olarak
numaralandirilir [29]. Yapilan galismalarda bu tekrar bélgelerine kalsiyum (Ca*?)
iyonun baglandigi ve bu baglanmanin E-kaderin proteininin N-terminal ucunda
konformasyonel bir degisime neden oldugu saptanmistir. Bu konformasyonel
degisim, E-kaderin proteinini komgsu hucrede bulunan ve ayni sekilde
konfromasyonel dedisime ugramis diger E-kaderin proteini ile baglanmaya uygun
hale getirir. Bu nedenle, E-kaderin proteininin adezyon fonksiyonu i¢in ortamda
Ca*? iyonunun bulunmasi gereklidir [30], [31]. Yapilan hiicre kiiltiirii galismalarinda
ortama EDTA ve EGTA benzeri Ca*? baglayicilari (selatér) eklendiginde hiicrelerin
birbirlerinden ayrildigi gézlenmistir [32]. Dolayisiyla, E-kaderin Ca*® bagimh bir

protein olarak tanimlanir.

Karsilikli iki epitel hlcresinde bulunan E-kaderin proteini birbirine baglanarak
hdcre-hucre adezyonunu saglamaktadir. Ayni tip Kaderin proteinlerinin birbiri ile

baglanmasi “homofilik etkilesim” olarak adlandiriimaktadir [33]. Bu homofilik
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etkilesim Ozellikle embriyonik gelisim sirasinda hucre tabakalarinin birbirinden
ayrilmasinda énemli rol oynamaktadir. Ornegin, embriyoda ektoderm tabakasinda
bulunan hicreler bol miktarda E-kaderin proteini ifade etmektedir. Ektoderm
tabakasindaki hulcreler hicre zarlarinda bulunan E-kaderin proteinleri ile
birbirlerine tutunurlar. Embriyonik gelisim sirasinda, ektoderm tabakasindaki
hicrelerden bazilari N-kaderin sentezleyen hucrelere donusmektedir. Hacre
zarinda E-kaderin bulunan hicrelerle N-kaderin bulunan hucrelerin birbirine
tutunamadigi ve N-kaderin iceren hucrelerin E-kaderin ifade eden hucrelerden
ayrilarak birbirleri ile homofilik etkilesime girdikleri belirlenmigtir. Bu etkilesimin

noral tup olusumu igin 6nemli oldugu ifade edilmektedir [34].

Karsilikl E-kaderin molekulleri arasindaki baglantinin molekuler detaylari tam
olarak aydinlatilamamistir. Ancak Zhang ve ¢alisma grubu [35] tarafindan 6nerilen
modele gore, E-kaderin proteinlerinin N-terminalinde bulunan EC1 bolgeleri
arasinda bir etkilesim oldugu ifade edilmektedir (Sekil 1.2). EC1 bdlgesinin yapisi
incelendiginde bu bélgede bulunan His®-Ala®*-val®® amino asit rezidiilerinin
evrimsel olarak korundugu ve E-kaderin-E-kaderin iligkisinde gdrev yaptigi éne
sUrilmistir. Ayrica bu bodlgeye baglanan 4 adet Ca™ iyonunun E-kaderin

proteininin adeziv rolt agisindan énemli oldugu da belirtilmistir [36].

Ekstraselliler matrikse uzanan N-terminal bdlgesini, hiicre zarini digtan igeri dogru
kat eden tek bir transmembran bdlgesi (TM) izler. Bu nedenle, Kaderin proteinleri

tek gecisli basit transmembran proteinleri olarak tanimlanir [37].

Sitoplazma igine wuzanan C-terminal bolgesi ise 151-160 amino asit
uzunlugundadir ve Kaderin proteinlerinin timtnde bulunur. Kaderin alt tiplerinde
bu bdlgenin amino asit benzerliginin %69-89 oraninda oldugu gdésterilmistir [38]. C-
terminal bolgesi detayli olarak incelendiginde “Juxtamembran domain (JMD)” ve

“catenin-binding domain (CBD)” olmak Uzere iki bolge i¢erdigi gorulmuastur [39].

JMD bdlgesinin, p120 adi verilen bir proteine baglanma bdlgesi olusturdugu
belirlenmistir. p120 proteini CTNND21 geni tarafindan kodlanan 968 amino asit
uzunlugunda, 108 kDa molekuler agirlhiga sahip bir proteindir [40], [41]. Bir ucu ile
E-kaderin proteininin sitoplazmik ucuna baglanan p120, diger ucu ile
mikrotUbullere baglanarak E-kaderin proteini ile mikrotUbdller arasinda kopri

gOrevi gorur [42], [43]. Ayrica yapilan ¢calismalarda p120 proteininin hem E-kaderin



proteinine yapisal dayanikhlik kazandirdigi ve yikimini engelledigi, hem de E-
kaderin proteininin adezyon bdlgesinde birikmesini sagladigi gosterilmistir [44],
[45], [46]. E-kaderin proteininin C-terminalinde bulunan diger bir bdlge ise CBD
bdlgesidir ve B-katenin proteininin E-kaderin proteinine bu bdlgeden baglandigi
ifade edilmektedir [41].

Adezyon kemeri olusurken ilk asamada iki epitel hlcresi arasinda bulunan E-
kaderin proteinleri, N-terminal uglarindan birbirine tutunur. Bu tutunma ile birlikte
¢ok sayida homofilik E-kaderin proteini hiicre zarinda biraya gelir [47]. Biraraya
gelen E-kaderin proteinlerinin sitoplazmik ucunda konformasyonel bir degisim
meydana gelir. Bu degisime baglh olarak sitoplazmada bulunan B-katenin proteini
yapisinda bulunan Arm tekrar bdlgesi ile E-kaderin proteininin sitoplazmik ucunda
bulunan CBD bdlgesine baglanir [48]. Olusan bu kompleks “Kaderin/Katenin”
kompleksi olarak adlandiriimaktadir [49]. B-katenin proteininin bu kompleksin
devamlihdini sagladigi ve E-kaderin proteininin sitoplazmik bolgesini yikimdan

korudugu belirlenmigtir [50].

aktin

fil ti
ilamenti aktin

filamenti

Ektraselltler
bélge (EC)

Sekil 1. 2. Adezyon kemeri ve bu baglantida gorev alan biyomolekuller ([50]'den

yararlanilarak yeniden cizilmigstir).



B-katenin proteini E-kaderin proteinine baglandiktan sonra sitoplazmada bulunan
a-katenin proteini hdcre zarina dogru ¢ekilir ve B-katenin proteinine baglanir. a-
katenin insanlarda 5. kromozomda bulunan CTNNA1 geni tarafindan kodlanan,
102 kDa molekll agirhgina sahip aktin baglayici bir proteindir [51]. Desai ve
calisma grubu [52] tarafindan Drosophila’da yapilan c¢alismalarda a-katenin
proteininin bir ucu ile B-katenin proteinine bir ucu ile de aktin filamentlerine
baglandigi ve pB-katenin ile aktin filamentleri arasinda koépru olusturdugu

belirlenmistir.

a-katenin proteininin B-katenin proteinine baglanmasi, sitoplazmada bulunan
cesitli aktin baglayici proteinlerin hucre zarina ¢ekilmesine ve bu proteinlerin a-
katenin’e baglanmasina neden olur. Yapilan c¢alismalarda bu aktin baglayici
proteinlerin, daha ¢ok aktin filamentinin baglanti bélgesinde toplanmasini sagladigi
ve hucre-hucre baglantisini kuvvetli hale getirdigi ifade edilmektedir [53]. Vinkulin,
a-aktinin, Afadin, Eplin/Lima 1 ve Formin-1 bu aktin baglayici proteinlere 6rnek
olarak verilebilir [54]. Bdylece, bu proteinlere tutunan aktin filamentleri htcreyi
cepecevre kusatir ve epitel dokunun butlinligu saglanmis olur [55], [56]. Hicre-
hicre adezyonundaki rolunin yani sira a-katenin proteininin c¢ekirdege girerek
RNA sentezinde ve kromatin organizasyonunda gorev yaptigi da gosterilmistir
[57].

Adezyon kemeri olustuktan sonra, bu baglantinin devamliiginin saglanmasi
gerekmektedir. Baglantinin devamliligi ise fosforilasyonlarla duzenlenir [56]. B-
katenin veya E-kaderin proteinlerinin serin ve treonin amino asit rezidulerinden
fosforilasyonu Kaderin-Katenin kompleksinin stabilizasyonunu arttirirken, tirozin
amino asit rezidulerinin fosforilasyonu kompleksin dagiimasina neden olmaktadir
[58].

1.1.2. B-katenin proteininin sentrozomlardaki roli

Son vyillarda yapilan calismalarda sentrozomlarda (-katenin proteininin varhgi
belirlenmis ve bu proteinin mitoz bolinmede rol oynadigi rapor edilmistir [59].
Mitoz bélunmenin S fazinda hicre sitoplazma ve cekirdeginde 3-katenin proteini
miktarinin arttigi, G2/M fazinda maksimum seviyeye ulastigi, G1 fazinda ise
aniden dustigu belirlenmistir. Ozellikle G2 evresindeki B-katenin artisinin
sentrozomlarda mikrotubul olusumunu duzenleyerek, sentrozomun maturasyonu
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ve fonksiyonunu etkiledigi ifade edilmektedir [12]. Ayrica B-katenin proteininin

bipolar mitoz mekiginin olusumunda da rol oynadigi ortaya konmustur [60].

B-katenin proteininin N-terminal bolgesinin fosforillenmesi yikimi icin etiket gorevi
goérmektedir. Ancak vyapilan c¢alismalarda N-terminalinde S33, S37 ve T41
reziduleri ~ fosforilenmis  (-katenin  poteininin  sentrozomlarda  biriktigi
immunofloresans yontemi ile saptanmigtir. Mitoz bdlinmenin interfaz evresi
boyunca ana huicre sentrozomlarinda bulunan fosfo-B-katenin proteininin daha
sonra yavru hicre sentrozomlarina aktarildigr gosterilmistir [61]. p-katenin
proteininin N-terminalinde bulunan bu fosforillenme bdlgelerindeki mutasyonlarin,
mitoz mekigi, sentrozomlar ve mikrotubulerde defektlere neden oldugu da rapor
edilmistir [62]. B-katenin proteininin bu yeni goérevi ile ilgili mekanizma heniz tam
olarak ortaya konulamamistir [12]. Bu nedenle konu ile ilgili calismalar hala devam

etmektedir.

1.1.3. B-katenin proteininin Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasindaki rolii
B-katenin proteininin hucre-htcre baglantilarinin yani sira Wnt/B-katenin sinyal
yolunda da goérev yaptigi ortaya konulmustur [1]. Bu sinyal yolu sitoplazma ve
cekirdekte bulunan B-katenin proteini miktarini diizenlemektedir [63], [64]. Sinyal
yolu inaktifken sitoplazmada hizla pargalanan -katenin, sinyal aktivitesi ile birlikte
sitoplazma ve c¢ekirdekte birikir [65]. Cekirdekte biriken B-katenin, transkripsiyon
faktorlerini aktiflestirerek c-myc, cyclin-D1 gibi birgcok genin ifade edilmesine neden
olur [10], [66], [67].

1.2. Wnt/B-katenin sinyal yolu mekanizmasi ve bu sinyal yolunda gorev alan
biyomolekiiller

1.2.1. Wnt sinyal molekiliiniin 6zellikleri, sentezi ve salgilanmasi

Wnt/B-katenin sinyal yolunun sinyal molekuli Wnt proteinidir. Bu protein WNT geni
tarafindan kodlanir. Sharma ve Chopra [68], 1976 yilinda Drosophila
melanogaster’de yaptiklari galismada kanatlarin ve halter organinin kaybolmasina
neden olan bir mutasyonun varligini saptamislardir. Bu mutasyonu belirledikleri
lokusu “kanatsizlik” anlamina gelen "wingless (wg)” olarak adlandirmiglardir.
Ardindan, 1982 yilinda Nusse ve Varmus [69] fare meme tumora (MMTV) ile

yaptiklari g¢alismada, bu virisin genomunu entegre ettigi konak hucre lokus



bdlgesini “intagrated-1" olarak adlandirmiglardir. Daha sonra yapilan galigsmalarda,
farede saptanan bu int-1 geni ile Drosophila’nin gelisimi sirasinda segment
polaritesinin saglanmasinda gorev alan wingless (wg) geni arasinda fonksiyon ve
sekans benzerligi oldugu belirlenmistir. Bunun Uzerine 1991 yilinda wingless ve

int-1 geninin isimleri birlestirilerek WNT olusturulmustur [70].

Insanda tanimlanmis 19 adet WNT geni bulunmaktadir ve bu genlerin bir hidra
turG olan Amphimedon queenslandica’dan insana kadar evrimsel olarak
korundugu tespit edilmistir [71]. Yapilan c¢alismalarda WNT geni tarafindan
kodlanan Wnt proteinlerinde amino asit benzerliginin %27-83 oraninda oldugu
gOsterilmis ve tum Wnt proteinlerinin sinyal mekanizmasini baglatma 6zelligine
sahip oldugu saptanmistir [72], [73]. Wnt proteinleri 350-400 amino asitten
meydana gelir ve yaklasik 40 kDa molekll agirhdina sahiptir [73]. Bu proteinler,
embriyonik ve erigkin kok hucreler tarafindan sentezlenmektedir [74]. Wnt
proteinlerinin yapisinda evrimsel olarak korunmus, 22-25 adet sistein rezidusu
bulundugu belirlenmigtir [72]. Tum Wnt proteinlerinde bulunan bu sistein
rezidulerinin Wnt-hedef hlicre zari etkilesiminde rol oynadigi ve proteinin sinyal
fonksiyonu acisindan oOnemli oldugu ifade edilmektedir [65]. Ayrica sistein
reziduleri arasinda kurulan molekul i¢i disulfit baglari Wnt proteinlerinin G¢ boyutlu
yapisinin saglanmasinda ve buna bagli olarak da fonksiyonel bir sinyal protein

haline gelmelerinde énemli rol oynar [72], [75].

Wnt proteinlerinin - N-terminal bdlgesinde ribozomlarda sentezlenen Wnt
proteininin, Endoplazmik Retikulum (ER) Iimenine hedeflenmesini saglayan
hidrofobik bir sinyal dizisi bulunur [76]. Hidrofobik sinyal dizisi 16-30 amino asit

rezidisunden olusur ve 5-16. amino asitler yukla ve polar 6zelliktedir [77].

ER limenine gecen Wnt polipeptidinin bir sinyal protein haline gelebilmesi igin iki
onemli  post-translasyonel  modifikasyon gegirmesi  gerekmektedir. Bu
modifikasyonlardan ilki, Wnt polipeptid zincirinde bulunan Asparajin amino asit
rezidulerine seker eklenmesidir [78]. Bu sekilde proteinlere seker eklenmesi
glikozilasyon olarak tanimlanir [79]. Glikozilasyon reaksiyonu, ER zari Uzerinde yer
alan, “Oligosakkaril transferaz (OST)” enzimi tarafindan gerceklestirilir [80]. Farkl
Wnt proteinlerinde, farkli asparajin rezidilerine seker eklenmektedir. Ornegin;
Wnt2B proteininde Asn295 rezidusune seker eklenirken, Wnt3A'da ise Asn87 ve
Asn298 rezidulerine seker eklenir [78], [81].
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Wnt proteininin gegirdigi glikozilasyonun o6nemi henlz tam olarak ortaya
konulamamigtir [82]. Mason ve calisma grubu [83] tarafindan 1992 yilinda yapilan
arastirmada glikozilasyonun Wnt'nin dretildigi hicreden salinmasi igin gerekli
olmadidi belirlenmistir. Bu sonugclarin aksine, Komekado ve arkadaslarinin [78]
yaptiklari arastirmada glikozilasyon merkezleri mutant olan Wnt proteininin
uretildigi hucrede biriktigi ve salgilanmadigi gosterilmigtir. Ayrica Tanaka ve
calisma grubu [84] tarafindan glikozilasyonun diger bir post-translasyonel
modifikasyon olan lipid modifikasyonunu uyardigi da éne surtlmustir. Bu gértsin
aksine Gao ve calisma grubu [85] tarafindan yapilan ¢alismada glikozilasyonun
Wnt proteininin hicreden disar salgilanmasinda roli oldugu ancak lipid
modifikasyonu etkilemedigi ifade edilmigtir. Tim bu calismalara bagh olarak,
glikozilasyonun lipid modifikasyondan daha 6nce gergeklestigi ve Wnt proteininin

sentezlendigi hiicreden salinmasinda roll oldugu sonucuna ulagiimigtir.

Glikozilasyonun ardindan gergceklesen modifikasyon Wnt'nin yapisina lipid
gruplarinin eklenmesidir [78]. Wnt'nin yapisinda bulunan yUkli amino asit
rezidllerine palmitik ve palmitoleik asit adi verilen lipid gruplari eklenir [86]. Bu
lipid modifikasyonu gecgeklestiren enzim ER zarinda bulunan ve “zar ile iligkili O-
aciltransferaz ailesinin (membrane-bound O-acyltransferase family [MBOAT])” bir
dyesi olan “porcupine (porc)” enzimidir [87], [85]. Bu enzim, Wnt'nin yapisinda
bulunan 77. sistein ve 209. serin amino asit rezidllerine sirasiyla palmitik ve
palmitoleik asit gruplarini ekler [76]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda palmitoleik
asitin Wnt'nin t¢ boyutlu yapisinda hidrofobik bir oluk olusturdugu ve Wnt'nin
hedef hlcre zarinda bulunan reseptdrlerine baglanmasini direkt olarak etkiledigi
gOsterilmistir [88]. Ayrica lipid modifikasyonun Wnt'nin sentezlendigi hlicre iginde
ER’den Golgi'ye, Golgi'den sitoplazmaya dogru gidecegi yerin belirlemesinde

onemli oldugu da rapor edilmistir [89].

Wnt'nin primer amino asit dizisi incelendiginde proteinin hidrofilik karakterde
oldugu dusintlmus ancak fonksiyonel 6zellik gosteren Wnt proteini uzun vyillar
saflagtirrlamamistir. Daha sonra 2003 yilinda Willert ve arastirma grubu [90]
tarafindan yapilan bir calismada Wnt3A proteininin gecirdigi lipid modifikasyonlarin
hidrofilik 6zellik gdsteren Wnt proteininin hidrofobik hale gelmesine neden oldugu
belirlenmistir. Bu sekilde fonksiyonel durumdaki Wnt proteini saflastirilabilmistir.
Lipid gruplarinin enzimatik olarak uzaklagtirimasinin ya da lipid gruplarinin



baglandigi sistein rezidusinde meydana gelen mutasyonlarin Wnt'nin sinyal
fonksiyonunun kaybolmasina neden oldugu da yapilan g¢alismalarda ortaya

konmustur [91].

Post-translasyonel modifikasyonlara ugramis Wnt’'nin, ER’den sonra hlcre igindeki
ilerleyisi ve ekstraselliler matrikse salinma mekanizmasi ile ilgili calismalar hala
devam etmektedir. Wnt proteini post-translasyonel modifikasyona ugradigi ER’den
Golgi organeline gitmektedir. Wnt'nin ER’den Golgi organeline tasinmasinda p24
protein ailesi gérev yapmaktadir [92]. p24 proteinleri mayalardan memelilere kadar
evrimsel olarak korunmus transmembran proteinlerdir. p24 proteinlerinin kargo
reseptor olarak gorev yaptiklari ve proteinlerin ER'den Golgi'ye, Golgi'den ER’ye
tasinmasinda rol oynadiklar belirlenmistir [93]. Drosophila melanogaster’de
yapilan bir ¢alismada p24 proteinlerinden “opossum’un (opm)” Wnt proteininin

ER’den Golgi organeline tasinmasinda gorev yaptigi saptanmistir [92].

p24 proteinleri ile ER'den Golgi organaline taginan Wnt proteininin bu organelde
bir degisiklik gecirip gecirmedigi bilinmemektedir. Golgi organeline taginan Wnt
proteini, Golgi organelinden sonra ya dogrudan hicre zarina ulasir ya da
endozomlara taginir. Bu taginma, Golgi organelinin trans yuzune yerlesmis olan ve
yedi-gegigli bir transmembran proteini olan “Wntless (WIs)” kargo proteini

tarafindan gergeklestirilir [94].

ER’den Golgi organeline gelen Wnt, palmitoleik asit bagh 209. serin amino asidi
rezidUsu ile Wls proteinine baglanir. Bu sekilde “Wnt-WIs kompleksi” olusur. Daha
sonra, Golgi organelinin trans yuzinun tomurcuklanmasiyla “Wnt-WIs” kompleksini
iceren bir taslyici vezikll olusur [95]. Bu tasiyici vezikdl iki yol izleyebilir (Sekil
1.3);

1. Wnt-WIs kompleksini iceren tasiyici vezikil dogrudan hicre zarina yonelir ve
hucre zar ile kaynasarak icerigini ECM’ye birakir. Bu sekilde hucre disina salinan

Whnt proteini yakin mesafede bulunan hedef hicreleri etkilemektedir [96], [97].

2. Wnt-WIs kompleksini iceren tasiyici vezikul, i¢cinde lipoprotein biyomolekulleri
bulunan bir endozoma tasinir. Tasiyici vezikul ve endozom zari kaynasir ve Wnt
endozom iginde lipoproteinlerle birlegir. Lipoproteinlerle birlesmis Wnt, endozom
zarinin tomurcuklanmasiyla olusmus bir vezikll icinde tekrar sitozole verilir.

Buradan hucre zarina gonderilen bu vezikul, ekzositoz ile igerigini hicre digina

10



birakir. Ekstraselliler matrikse birakilan lipoprotein ile baglhi Wnt'nin, bir
konsantrasyon gradienti olusturarak uzakta bulunan hedef hucrelere dogru

ilerledigi ve sinyal mekanizmasini baslattigi saptanmistir [98].

2 ’/Endozom

ﬂ@

|~ S
{_JLipoprotein ¢ Wnt
@ Retromer [Ilj Wls

U Porcupine

Sekil 1. 3. Wnt sinyal molekulinin sentezi, salgilanmasi ile yakin mesafedeki
hacreleri (1) ve uzak mesafedeki hucreleri etkileme (2) mekanizmasi ([99]'dan

degistirilerek yeniden gizilmistir).

Mutant WIs proteinleri ile yapilan ¢alismalarda, Wnt'nin Golgi organelinde biriktigi
ve bu nedenle WIs kargo proteininin Wnt'nin sentezlendigi hiicreden salgilanmasi
icin dnemli oldugu belirlenmistir [95], [100]. Son yillarda yapilan bir ¢alismada ise
Wis’nin asin ifadesinin  Wnt'nin hedef hlcre zarinda bulunan reseptérinin
sentezini baskiladigi ve bu sekilde Wnt/B-katenin sinyal yolunun inhibe oldugu
saptanmigtir. Bu nedenle Wls proteininin, hem Wnt molekalinun salgilanmasinda,

hem de sinyal fonksiyonunda 6énemli role sahip oldugu yorumu yapilmistir [101].

Wnt'nin Golgi organeli-hucre zari ve Golgi organeli-endozom arasinda tasinma
mekanizmasinda kargo reseptor olarak gorev yapan Wis proteininin tekrar Golgi
organeline geri donmesi gerekmektedir. Wls proteininin geri kazanilmasinda gorev
yapan kompleks Retromer kompleksi olarak adlandiriir [102], [103]. Retromer
kompleksi, ilk olarak Saccharomyces cerevisiae’de saptanmig, bes alt Uniteden
olusan heteropentamerik bir komplekstir. Yapilan ¢alismalarda bu kompleksin

mayalardan memelilere kadar evrimsel olarak korundugu gosterilmistir [104].
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Retromer kompleksi'nin yoklugunda WIs kargo proteini endozom zarinda kalir ve
hizla pargalanir. Sonugta WIs, Golgi organeline geri donemediginden Wnt
proteininin Golgi organelinde biriktigi ve salgilanamadigi belirlenmistir [105]. Ayrica
hicre zarina yerlesmis olan WIs proteininin de tekrar Golgi organeline déonmesi
gerekmektedir. Caenorhabditis elegans’da yapilan bir ¢alismada WIs’nin bu tekrar
geri kazanilma mekanizmasinda “Kazein kinaz 2 (CK2)” enziminin gorev yaptigi
belirlenmistir. CK2 mutant olan hicrelerde Wis’nin hiicre zarinda kaldigi ve tekrar
Golgi organeline donemedigi belirlenmistir.  WIs, Golgi organeline geri
donemediginde Wnt proteininin Golgi organelinde biriktigi ve sentezlendigi

hicreden salgilanamadigi ifade edilmigtir [94].

Ekstraselliler matrikse salinan Wnt proteininin  hedef hicreye tasinma
mekanizmasi ile ilgili galismalar da hala devam etmektedir. Bu konuda ¢ok sayida
model ortaya konmustur. Bu modellerden birinde Wnt proteininin heparan stilfat
proteoglikanlar (HSPG) ile baglandigi ve hedef hicreye tasindigi 6ne suralmustur
[106]. HSPG’ler bir protein merkeze bagli uzun zincirli glikozaminoglikanlardan
(GAG) olusur. HSPG sentezinde goérev yapan enzimde meydana gelen bir
mutasyonun Wnt proteininin ECM’de birikmesine ve Wnt sinyal aktivitesinin
azalmasina neden oldugu belirlenmistir [107], [108]. Yapilan ¢aligmalarda Wnt'nin
baglandigi HSPG’lerin Glipikanlar oldugu gosterilmistir (Sekil 1.4) [109], [110].
Glipikanlar, hicre zarina “Glikozilfosfatidilinositol (GPI)” ile baglanan HSPG’lerdir
(Sekil 1.4). Drosophila melanogaster ile yapilan ¢alismalarda Wnt ile iliskili iki adet
Glipikan saptanmistir. Bu Glipikanlar’dan biri “Division abnormally delayed proteini
(Dally)”, digeri ise “Dally-benzeri protein (Dlp)”dir. Hicre kiltari ortaminda her iki
Glipikan’in da Wnt proteinine baglanarak proteinin hedef hlicrelere tagsinmasinda

rol oynadi§i rapor edilmistir [109], [111].

Wnt'nin hedef hicreye ulagsmasi ile ilgili olarak ortaya konulan diger bir modelde
ise post-translasyonel modifikasyon ile Wnt'nin yapisina eklenen lipid gruplari ve
endozomlarda eklenen lipoproteinlerin rol oynadi§i ifade edilmektedir. Lipid
modifiye olarak ECM’ye salgilanan Wnt proteinlerinin misel yapisi olusturdugu ve

bu sekilde hedef hucreye tasindigi 6ne surulmektedir [97], [112].
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Sekil 1. 4. Wnt proteinleri Glipikanlara baglanarak hedef hlcre zarindaki

reseptorlerine ulasmaktadir ([113]'den degistirilerek gizilmistir).

Wnt'nin hedef hiicrelere ulasmasi ile ilgili olarak 6ne slrilen modellerden bir digeri
ise Hsuing ve calisma grubu [114] tarafindan ortaya konmustur. Bu modelde,
hedef hucrede aktin filamentlerinde bir yeniden duzenlenme oldugu ve hucre
zarinda “sitonem” adi verilen bir ¢ikinti olustugu 6ne surtlmektedir. Bu ¢ikintt Wnt
sentezleyen hlicreye dodru uzanmaktadir. Sentezlenen Wnt'nin bu c¢ikintida
bulunan reseptorlerine baglandigi ve bu sekilde hedef hiicreye ulastigi 6ne

surtlmektedir.

Hedef hidcreye ulasan Wnt sinyali, hicre siklusunun didzenlenmesi ile hicre
proliferasyonu, hucre farklilasmasi, hlicre adezyonu, yeni damarlarin olusum
sureci (anjiogenez), apoptozis ve adipogenez gibi biyolojik olaylarda énemli rol
oynamaktadir [115]. Hedef hlicreye, bu biyolojik slreclerin aktif hale gelmesi igin
herhangi bir uyari gelmedigi durumda sinyal yolu inaktif durumdadir. Bu inhibisyon,
ekstraselliler matrikse salinan Wnt sinyal molekulinun “inhibitér proteinler”
tarafindan inaktif halde tutulmasi ile saglanir (Sekil 1.5). Bu inhibitér proteinler,
Wnt proteinine ya direkt olarak baglanabilir ve onun reseptoérlerine baglanmasini
engeller ya da hedef hicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanarak Wnt
proteininin reseptorleri ile iliski kurmasina engel olur [116], [117]. Bu inhibitor
proteinlerden “Secreted frizzled-related proteinl (sFRP1)’, sFRP2, sFRP3,
sFRP4, sFRP5, “Wnt inhibitory factor (WIF)” ve Cerbeus hem Wnt'ye, hem de
reseptorlerine baglanabilir ve bu sekilde sinyal mekanizmasini inaktif durumda
tutar [117]. Dkk1l, Dkk2, Dkk3, Dkk4’ten olusan Dickkopf protein ailesinin tyeleri
ise  Wnt proteininin reseptorlerine baglanarak, Wnt-reseptor kompleksinin
olusmasini engeller [118].
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Diger bir inhibitor protein ise “Sclerostin (SOST)” proteinidir. SOST proteini ilk defa
otozomal resesif bir hastalik olan ve kemiklerin gereginden fazla buyumesi ile
karakterize sklerosteozisli bir hastada tanimlanmistir. Xenopus laevis
embriyolarinda yapilan calismalarda SOST proteinlerinin Wnt'nin hedef hcre
zarindaki reseptorlerine direkt olarak baglandigi ve Wnt-reseptor iliskisini bozarak

sinyal mekanizmasini inhibe ettigi belirlenmistir [119].

Kremen2 ise hedef hicre zarinda bulunan bir transmembran proteinidir. Yapilan
calismalarda Kremen2 proteininin Wnt'nin hedef hicre zarindaki reseptorine
direkt olarak baglandigi ve reseptorun hizli bir sekilde endositozis ile hucre igine
alinmasina neden oldugu saptanmistir. Reseptorin hucre igine alinmasi ile Wnt-
reseptor iliskisi engellenmektedir. Bu sekilde sinyal yolu inaktif hale gelmektedir
[120].

1.2.2. Wnt/B-katenin sinyal yolu mekanizmasi
Wnt/B-katenin sinyal yolu mekanizmasi 3 basamakta incelenebilir [73]:

1. Hedef hiicre yuzey reseptorlerinin aktivasyonu
2. Yikict kompleksin inhibisyonu

3. Transkripsiyonel kompleksin aktivasyonu

1.2.2.1. Hedef hiicre yuizey reseptorlerinin aktivasyonu

Wnt sinyal proteini sentezlendigi hiicreden salgilanarak, etki edecedi hedef hicre
zarina ulasir ve hedef hiicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanir. Bu baglanma
Wnt/B-katenin sinyal yolu mekanizmasinin basglamasini saglar. Hedef hucre
zarinda bulunan Wnt reseptorleri; “Frizzeld (Fz)” ve “Dusuk yogunluklu lipoprotein
reseptor iligkili protein5/6 (LRP5/6)”dir [121].

FZD geni tarafindan kodlanan Fz proteinleri 537-706 amino asit uzunluguna ve
yaklasik 63-80 kDa molekul agirhgina sahip transmembran proteinleridir [122]. Bu
proteinlerin bir ucu ECM’ye uzanirken, diger ucu ise zarin bir ucundan digerine 7
adet kivrim olusturarak sitozol icine uzanir. insanlarda tanimlanmis 10 adet Fz
reseptord bulunmaktadir. Fz reseptorinun u¢ boyutlu yapisi incelendiginde, N-

terminal ucunda 120 amino asit uzunlugunda, sistein amino asitlerince zengin bir
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bdlge oldugu gorulmustir. Fonksiyonel olarak da 6nemli olan bu bdlge “cystein
rich domain (CRD)” olarak adlandiriimistir. Yapilan ¢alismalarda, Wnt proteininin
Fz reseptorinin yapisinda bulunan bu CRD bdlgesine baglandigi belirlenmigstir
[123]. Bununla birlikte 19 Wnt proteininin bu 10 Fz reseptdérinin hangilerine
baglandigi, farkli baglanmalarin sinyal aktivitesi Uzerine etkisi olup olmadigi hentz

ortaya konulamamigtir [88].

Sinyal inaktif Sinyal aktif

msFRP —
WIF
PDkk
SOST @
i

1111y

Fz'.LRPG Fi LRP6
Sekil 1. 5. Hedef hlicre ylzey reseptorlerinin aktivasyonu ([117]'den yararlanilarak

cizilmistir).

LRP reseptorleri ise bir ekstraselliler domain ve kisa bir sitoplazmik kuyruga
sahip, basit transmembran proteinleri olarak siniflandiriimaktadir. Bu reseptorler
yaklagik 1615 amino asit uzunlugunda ve 180 kDa molekul agirligindadir [124].
Memelilerde LRP5 ve LRP6 ile temsil edilen bu reseptérlerin Drosophila’daki
homologu ise Arrow proteinidir [125]. LRPS ve LRP6 reseptorlerinin ekstrasellller
domainlerinin birbirleriyle %73, sitoplazmik domainlerinin ise %64 oraninda sekans
benzerligi gosterdigi saptanmistir. Yapilan calismalarda hem LRP5, hem de
LRP6’nin Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivasyonunda gorev yaptidi belirlenmistir
[126]. Bu nedenle sinyal yolu mekanizmasi anlatilirken reseptér LRP5/6 olarak
adlandiriimaktadir. Yapilan calismalarda, her iki reseptériin de sinyal aktivitesine

sahip olmasina ragmen LRP6’'nin LRP5’'ten daha aktif oldugu gosterilmigstir [124].

LRP reseptorlerinin tG¢ boyutlu yapisi incelendiginde ekstraselliler matrikse
uzanan N-terminalinde yaklasik 29 amino asit rezidiusunden olugsan bir sinyal
sekans bolgesi oldugu belirlenmigtir. LRP reseptorinun sentezlendikten sonra
hicre zarina yerlesmesini saglayan bu sinyal dizinin ardindan “epidermal bayime
faktorl benzeri bolge (EGF-like repeat)” olarak adlandirilan ve sistein amino

asitleri bakimindan zengin, dort adet EGF tekrar yer alir. Bu tekrar bolgelerinin
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reseptor-ligand iligskisinin saglanmasinda gorev yaptigi belirlenmistir [127]. EGF
tekrar bolgelerinin arasinda ise Tirozin-Triptofan-Treonin-Aspartat (YWTD) amino
asitlerinin tekrarlanmasi ile olusan YWTD motifleri bulunur. Yapilan ¢alismalarda
farkh  Wnt tiplerinin LRP5/6 reseptérinin farkli bdlgelerine baglandigi rapor
edilmistir. Ornegin Wnt9 ilk tekrar bolgesine baglanirken, Wnt3A son tekrar
bolgesine baglanmaktadir [124].

LRP5/6’'nin sitoplazmik ucu ise yaklasik 200 amino asit uzunlugundadir. Bu
reseptorin sitoplazmik ucunda bulunan Prolin-Prolin-Prolin-Serin-Prolin (PPPSP)
amino asitlerinden olusan motif, Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktivitesi igin
onemlidir. Bu motifte meydana gelen mutasyonlarin sinyal aktivitesinin

bozulmasina neden oldugu gdsterilmistir [128].

Wnt proteini hedef hlicre zarina ulastiginda yapisinda bulunan, lipid modifikasyona
ugramis Sistein amino asit reziduleri ile zarda bulunan Fz reseptérinun Sistein
amino asitleri bakimindan zengin CRD bdlgesine baglanir. Bu sekilde “Wnt-Fz
kompleksi” kurulmus olur [88]. Yapilan calismalarda, bu baglanmanin ardindan
LRP5/6'nin, “Wnt-Fz” ikilisine baglandigi belirlenmistir (Sekil 1.5). Bu sekilde “Wnt-

Fz-LRP5/6” (¢l kompleksi olusur. Bu kompleks sinyal yolunun basglamasi igin

gereklidir [124].

Son yillarda yapilan galismalarda Fz ve LRP5/6 disinda hedef hicre zarinda Wnt
proteinlerinin baglanabilecegdi farkli reseptorler de belirlenmistir. Bu reseptorlerden
biri “Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor-1/2 (Ror2)”dir. Ror2
transmembran proteini de Fz reseptdrine benzer sekilde ekstraselller matrikse
uzanan N-terminal bolgesinde Sistein amino asitlerince zengin bir CRD bodlgesi
icermektedir. Mikels ve g¢alisma grubunun [129] 2006 yilinda yaptiklari ¢galismada
Wnt5a’'nin Ror2 reseptorline baglanarak Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesini

inhibe ettigi belirlenmistir. Ancak mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir.

Diger bir reseptor ise tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran proteini olan
RyK/Derailed’dir. Bu reseptdrin Wnt-Fz ikilisine ko-reseptor olarak gorev yaptigi
saptanmig, ancak mekanizma henuz tam olarak ortaya konulamamistir [130]. Bu
reseptoérlerin disinda Wnt'nin Cripto, MuSK, ZNRF3, RNF43, Rspondin, VANGL1
ve VANGL2, PTK7/CCK4 gibi ¢ok sayida reseptorle olan iligkisi hala
arastirimaktadir [131].
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Son yillarda yapilan galismalarda hedef hicreye ulagsan Wnt'nin, hedef hlcre
zarinda bulunan reseptorlerine  baglanmasinin  ardindan, Wnt-reseptor
kompleksinin klatrin aracili endositozis mekanizmasiyla hicre icine alindigi
gOsterilmistir [132], [133]. Blitzer ve Nusse [134] tarafindan yapilan deneylerde
Wnt-reseptor kompleksini iceren vezikulin hucre zarindan ayrilarak sitozole
verilmesini saglayan Dinamin proteinindeki bozukluklarin sinyal aktivitesini %70-
90’dan %20-30’a dusurdigu gozlenmistir. Endositozis mekanizmasinin Wnt sinyal

mekanizmasindaki rolu ile ilgili galismalar hala devam etmektedir.

Wwnt proteininin  Fz ve LRP5/6 reseptorlerinin ekstraselliler bdlgelerine
baglanmasi, reseptorlerin intrasitoplazmik bolgelerinde konformasyonel degisime
neden olur. Bu konformasyonel degisimler sinyalin ekstraselliler matriksten
sitoplazmaya aktarilmasinda kritik basamagi olusturur. Yapilan ¢aligsmalarda, bu
konformasyonel degisimlerin etkisi ile gerceklesen iki onemli fosforillenme
reaksiyonunun varligi belirlenmistir. Bunlardan ilki “Dishevelled (Dvl)” proteininin
fosforillenmesidir. ikinci fosforillenme reaksiyonu ise Wntnin hiicre zarindaki

reseptorlerinden biri olan LRP5/6’nin sitoplazmik kuyrugunda gergeklesir [124].

Dvl proteininin fosforillenmesi: Wnt proteini hicre zarinda bulunan Fz
reseptorine baglandiginda bu reseptdérde meydana gelen konformasyonel degisim
sitoplazmada bulunan Dvl proteinini hiicre zarina dogru ¢eker [135]. DVL geninin
uranu olan Dvl proteini, yaklasik 700 amino asitten olusur ve 78 kDa molekul
agirhigina sahiptir. Dvl, yapisinda ¢ok sayida fosforillenebilir serin ve treonin amino
asit reziduleri iceren bir fosfoproteindir [136]. Dvl proteininin Wnt/B-katenin sinyal
yolunda goérev yaptigi Drosophila’da yapilan segment polaritesi caligmalari

sirasinda gosterilmistir [137].

Dvl proteininin yapisi incelendiginde N-terminal bdlgesinde DIX, merkezinde PDZ
ve C-terminalinde ise DEP olmak Uzere fonksiyonel 3 bdlgenin varligi belirlenmistir
[136]. Sinyal aktivitesi ile birlikte hicre zarina yonelen Dvl, yapisindaki PDZ
domaini ile FZ'nin yapisindaki PDZ domainine baglanir [138]. Bu baglanma
sonucu Dvl, sitozolde bulunan CK1e, PAR1 ve CK2 enzimleri tarafindan
fosforillenir [139].
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LRP5/6’nin fosforillenmesi: Sinyal mekanizmasinin baslamasi ile sadece zarda
bulunan Fz reseptorinde degil, LRP5/6 reseptorunin yapisinda da
konformasyonel bir degisim meydana gelmektedir. Bu degdisimin etkisi ile LRP5/6
proteininin htcre i¢i kisminda bulunan “Prolin-Prolin-Prolin-Serin-Prolin (PPPSP)”
motifi “Glikojen sentetaz kinaz 3 beta (GSK3B)” ve “Kazein kinaz | gamma (CKly)”
enzimleri tarafindan fosforillenir [128]. LRP5/6 enziminin fosforillenme
reaksiyonlari ile ilgili olarak ¢esitli modeller ortaya konulmustur. Bu modellerden
birinde CK1y enziminin LRP5/6’nin sitoplazmik kuyrugunu PPPSP motifi diginda
bir bolgeden fosforilledigi, bu fosforillenme reaksiyonunun da PPPSP motifinin
GSK3p tarafindan fosforillenmesini uyardigi 6éne surulmustur. GSK3B enziminin
substrat olarak CKI enzimleri ile fosforillenmis substratlari tercih etmesi, bu modeli
destekler niteliktedir [140].

Dvl proteininin ve LRP5/6 reseptorunin fosforilenme reaksiyonlarinin hedefi
sitozolde bulunan ve cesitli proteinlerin bir araya gelmesi ile olugan yikici
komplekstir [73].

1.2.2.2. Yikicit kompleksin inhibisyonu

Wnt/B-katenin sinyal yolu, Wnt sinyal molekulinin hedef hicre zarinda bulunan
Fz ve LRP5/6 reseptorlerine baglanmasi ile bagslar. Bu baglanma ile hicre yuzey
reseptorleri aktiflesir. Bu aktivasyonun ardindan gelen ikinci basamak ise yikici
kompleksin inhibisyonudur. Yikici kompleks; Axin, “Adenomatéz poliposis kol
(APC)”, “GSK3pB” ve “CKla” biyomolekillerinden olusmaktadir. “Axin-APC-GSK38-
CKI” kompleksine sinyal vyolu inaktif durumdayken [B-katenin proteininin
yikilmasindan sorumlu oldugu igin “yikici kompleks” adi verilmektedir [141].
Yapilan c¢alismalarda Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktivasyonu ile birlikte yikici
kompleksin inhibe oldugu, buna bagh olarak da pargalanamayan [-katenin
proteininin  sitoplazmada birikerek c¢ekirdege tasindigi ortaya konmustur.
Cekirdege giren B-katenin proteini ise sinyal yolunun hedef aldigi genlerin
transkripsiyonunu aktiflestirmektedir [142]. Yikici kompleksin aktivitesi sinyal

yolunun aktif ve inaktif olusuna goére asagida ayri ayri incelenecektir.
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a. Sinyal yolu inaktif durumda iken;

Sinyal yolu inaktif durumda iken yikici kompleks aktif durumda bulunmaktadir.
Sitoplazmada aktif halde bulunan yikici kompleks, B-katenin proteinini yakalayarak
fosforillenmesini ve buna bagl olarak da pargalanmasini saglamaktadir (Sekil 1.6).
Bu sekilde B-katenin proteininin sitoplazmadaki yari émru kontrol edilmis olur.
Yapilan ¢alismalarda sinyal yolu inaktif htcrelerde, aktif yikici kompleksin etkisi ile
B-katenin proteininin yari 6murinin yaklasik 50 dakika oldugu gosterilmigtir. Yikici

kompleks inaktif oldugu durumda ise bu sure 3 saate kadar uzamaktadir [3].

Yikici kompleksin olusumunda ilk basamak yikici kompleksi olusturan proteinlerin
bir araya gelmesidir. ik olarak sitozolde bulunan Axin proteini, GSK3B enzimine
baglanir [143]. Axin proteini yikici kompleksi bir arada tutan, 862 amino asit
uzunlugunda ve 95,6 kDa molekul agirligina sahip bir proteindir. Fare embriyolari
ile yapilan ¢alismalar sirasinda fused gen lokusunun UrinU olarak tanimlanan bu
proteinin yapisi incelendiginde N-terminal bolgesinde RGS, C-terminali bolgesinde
ise DIX adi verilen ve fonksiyonel acidan énemli iki bdlge oldugu belirlenmistir
[144]. Bu bolgelerin, Axin-GSK3B, Axin-APC, Axin-Dvl ve Axin-B-katenin
etkilesiminde gorev aldigi saptanmigtir. Dolayisiyla Axin, yikici kompleksi
olusturan molekullere baglanarak onlar bir arada ve birbirine yakin durumda tutan

bir yapi iskelesi gibi rol oynamaktadir [145].

Yikici kompleksi olusturmak amaciyla Axin proteinine baglanan GSK3@ enzimi
sitozol, ¢cekirdek ve mitokondride bulunan, 420 amino asit uzunlugunda ve 47 kDa
molekul agirhdina sahip bir serin/treonin kinazdir [146], [147]. Bu enzim erigkin ve
embriyonik donemde ¢ok sayida biyomolekulin fosforillenmesinden sorumludur.
Bu sekilde hucre siklusunda, mikrotubul organizasyonunda, apoptozis, osteogenez
ve kondrogenez gibi gesitli biyolojik stireglerde gorev yapar. Wnt/B-katenin sinyal

yolunda ise yikici kompleksin yapisinda bulunmaktadir [147].

Axin proteini ile GSK3B enzimi arasindaki iliski incelendiginde, Axin proteininin
enzimin katalitik bolgesinden uzak bir noktaya baglandigi ve enzimin katalitik
aktivitesini etkilemedigi belirlenmigtir [148]. Bir araya gelen “Axin-GSK3p”
kompleksine daha sonra APC proteini baglanir ve “Axin-GSK3B-APC” Uglu
kompleksi kurulmus olur. APC geni tarafindan kodlanan APC proteini, 2843 amino
asit uzunlugundadir ve vyaklasik 310 kDa molekul agirhgina sahiptir [149].
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Proteinin merkezinde “Serin-Alanin-Metionin-Prolin® amino asitlerinin G¢ defa
tekrar edilmesinden olugsan ve SAMP adi verilen bir bdlge bulunur. Yapilan
calismalarda APC proteininin SAMP domaini ile Axin proteinin N-terminalinde
bulunan RGS domainine baglandigi gosterilmistir. APC’nin N-terminal bdlgesiyle
de B-katenin proteinine baglanabildigi belirlenmistir [150]. APC proteininin C-
terminal bolgesi ise yikici kompleksteki gorevinden bagimsiz olarak, proteinin
mikrotlbullere baglanmasini saglar. APC, mitoz bdélinme sirasinda ig ipliklerinin
olugmasi, kinetokorlarin birbirine tutunmasi ve mikrotubullerin stabilizasyonunun

saglanmasinda da rol oynamaktadir [151].

APC’nin Wnt/B-katenin sinyal yolundaki rolu hala arastirma konusudur. Bu nedenle
cesitli arastirmacilar tarafindan farkli modeller ortaya konmustur. APC’nin yikici
kompleksin yapisina katilarak B-katenin proteininin fosforillenmesi ve ortadan
kaldirimasinda gorev aldigi en ¢ok kabul goren goérustur [152]. Bunun disinda,
APC proteininin B-katenin proteininin sitoplazmada tutulmasini sagladigi ve bu
sekilde sinyal yolunun negatif regllatért olarak gérev yaptigi da belirtilmistir [153].
Diger bir arastirma grubu tarafindan APC’nin c¢ekirdege girerek, sinyal yolunun
aktivasyonu ile ¢ekirdege giren B-katenin proteinine baglandigi dne suriimektedir.
Bu baglanma ile B-katenin proteininin sitoplazmaya tekrar tasindigi ve bu sekilde
genlerin transkripsiyonunun o6nlendigi duastnulmektedir [154]. Ayrica cekirdege
giren APC proteininin, transkripsiyonu inhibe eden c¢esitli biyomolekdller ile
kompleks olusturarak genlerin ifadesini engelledigini 6ne suren arastiricilar da
vardir [155].

Yikici kompleksin diger bileseni ise CKla enzimidir. CKla, kazein kinaz | enzim
ailesinin bir Uyesidir ve proteinlerdeki serin/treonin amino asit rezidilerinin
fosforillenmesinde goérev alan bir protein kinazdir. CKla tek bir polipeptid
zincirinden olusan monomerik bir enzimdir. Bu enzim, 337 amino asit uzunluga ve
yaklasik 38 kDa molekul agirliga sahiptir ve ¢esitli biyolojik sureclerde rol oynayan
bircok proteinin fosforillenmesinden sorumludur [156]. CKla, yikici kompleksin
yapisinda bulunan Axin proteininin C-terminal bdlgesine baglanir. Boylece,
CKla’nin da yapiya eklenmesi ile “Axin-GSK3B-APC ve CKla’dan” olusan yikici
kompleks bir araya gelmis olur (Sekil 1.6) [141].

Yikici kompleksin olusumundan sonra ikinci basamak yikici kompleksi bir arada

tutan Axin proteininin, 609. treonin ve 614. serin rezidilerinden GSK3fB enzimi
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tarafindan fosforillenmesidir [157]. Bu fosforillenme reaksiyonu Axin proteininin -
katenin proteinine olan baglanma ilgisini arttirmaktadir. Bu sekilde sitoplazmada

sentezlenen [3-katenin proteini yikici kompleks tarafindan yakalanir [158], [159].

Uglincli basamakta, B-katenin proteini fosforillenen Axin proteininin N-terminal
bdlgesine baglanir. Bu baglanma (-katenin proteininde konformasyonel bir
degisime neden olur. Bu degisimle birlikte proteinin N-terminal bdlgesinde bulunan
45. Serin amino asit rezidlsu yikici kompleksin yapisindaki CKla enzimi tarafindan
fosforillenir [160]. Bu fosforillenme reaksiyonunun ardindan GSK3B enzimi
siraslyla 41. treonin, 37. ve 33. serin rezidulerinden B-katenin proteinini fosforiller.
Yapilan galismalarda CKla tarafindan gergeklestirilen fosforillenme reaksiyonunun,

GSK3B enziminin fonksiyonu icin gerekli oldugu belirlenmistir [161].

Doérdincl basamakta ise yikici kompleksin yapisinda bulunan APC proteini de
CKla ve GSK3B enzimleri tarafindan fosforillenir. Bu fosforillenme reaksiyonunun
APC proteininin B-katenin proteinine baglanma ilgisini 140 kat arttirdig
belirlenmistir. Bu sekilde B-katenin proteininin Axin proteininden ayrildigi, APC’ye
baglandi§i ve bdylece yeni bir B-katenin proteininin Axin proteini tarafindan
yakalanabildigi 6ne surtlmektedir [159], [162].

Yikici kompleksin etkisiyle 33. ve 37. Serin rezidulerinden fosforillenen (3-katenin
proteini SCF ubikitin ligaz kompleksinin bir alt birimi olan “Beta-Transducin Repeat
Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase (B-TrCP1)” enzimi tarafindan taninir [163].
Bu enzim kisa Oomurlu sitoplazmik proteinlerin lizozom disinda yikilmalarini
saglayan “ubikilasyon-proteozom vyolunda” gorev almaktadir. B-TrCP1 enzimi
tarafindan taninan fosforillenmis B-katenin proteinine E3 ligaz enzimi tarafindan
ubikitin eklenir. Ubikitin, mayalardan insana kadar evrimsel olarak korunmus, 76
amino asit uzunlugunda ve 9 kDa molekul agirliga sahip klguk bir proteindir. Bu
protein diger proteinlere kovalent olarak baglanarak; ya proteinleri fonksiyonel
olarak aktif hale getirir ya da yikilmalari i¢in proteozomlara ydnlendirir. Ubikitinin,
C-terminalinde bulunan glisin amino asiti (G76) ile diger proteinlerin lizin
rezidulerine baglandigi  gosterilmistir.  Yapilan g¢alismalarda proteinlerin
proteozomal degredasyona yodnlendirilebilmesi igin en az 4 ubikitin proteininin
yaplya baglanmasi gerektigi saptanmistir. Bu sekilde yikilacak proteinlerle

yikilmayacak proteinler birbirinden ayrilmis olur [164].
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Yikia kompleks Yikici kompleks Yikici kompleks

Sekil 1. 6. Yikici kompleksin yapisi ve B-katenin proteininin yikim basamaklari
gériilmektedir. ilk basamakta B-katenin yikici komplekse baglanir ve CKla ve
GSK3p tarafindan fosforillenir (1). ikinci basamakta ise fosforillenen B-katenin Axin
proteininden ayrir ve foforil gruplari B-TRCP tarafindan taninir (2). Uglinci

basamakta ise -katenin parcalanir (3) ([152]'den degistirilerek yeniden gizilmistir).

Ubikitinleri proteinlere ekleyen sistem E1, E2 ve E3 olarak adlandirilan ligaz
enzimleri tarafindan kontrol edilmektedir [165]. E1 enzimi ubikitin aktive edici
enzimdir. Bu enzime ubikitin baglandiginda ubikitin aktiflegir ve ikinci basamakta
aktiflesen ubikitin E2 adi verilen ubikitin konjugasyon enzimine aktarilir. Sonraki
basamakta goérev alan E3 ligaz enzimi ubikitinin proteinlere kovalent olarak
baglanmasini sadlar. -katenin proteninin N-terminalinde bulunan lizin rezidllerine
E3 ligaz enzimi tarafindan eklenen ¢cok sayida ubikitin proteini, 26S proteozomlar

icin etiket gorevi yapar [166].

Proteozomlar yaklasik 50 proteinin bir araya gelmesiyle olusmus
makromolekullerdir. Proteozomlar, ubikitinle igaretli proteinlerin yikimindan
sorumludur [167]. Enerji gereksinimi olan bu slrec¢ icin ATP’yi hidroliz etme
Ozelligine sahiplerdir. Bu nedenle ATPaz olarak siniflandirilirlar. Proteozomlar
tarafindan pargalanan proteinler 2-24 amino asit uzunlugunda kisa peptidler olarak
sitozole verilir ve burada peptidazlar tarafindan hizla amino asitlerine ayrilirlar.
Proteozomlar tarafindan taninan ubikitinlenmisg B-katenin proteini
parcalanmaktadir. Yikilan B-katenin proteininin ¢gekirdege giremedigi ve buna bagl
olarak da sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonunun gerceklesmedigi

saptanmigtir [168].
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b. Sinyal yolu aktif durumda iken;

Wnt/B-katenin sinyal yolu aktive oldugunda yikici kompleks inhibe edilir. Yikici
kompleksin inaktif hale gelmesindeki kritik basamak bu kompleksi bir arada tutan
Axin proteininin yapidan ayrilmasidir. Axin proteininin yikici kompleksten ayriima
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda
Axin proteininin, sinyal aktivitesi ile birlikte fosforillenen Dvl proteinine ve
LRP5/6’'nin sitozolik kuyruguna yuksek afinite gosterdigi ve bunun sonucu olarak
yikici kompleksin sitoplazmadan hicre zarina dogru yoneldigi one surtlmektedir.
Hucre zarina gelen Axin bir ucu ile LRP5/6’nin fosforillenmis sitozolik kuyruguna
baglanirken, bir ucu ile de fosforillenmis Dvl proteinine tutunur. Dvl proteininin N-
terminalinde bulunan DIX bdlgesi Axin proteininde de bulunmaktadir ve yapilan
calismalarda Axin ile DvI’nin bu bolgelerinin direkt olarak baglandidi ve inhibe
edildigi gosterilmistir [169], [170].

Yikici kompleksin yapisinda bulunan ve (B-katenin proteininin fosforillenmesinden
sorumlu olan GSK3B enziminin inhibisyonu da sinyal aktivitesi agisindan oldukga
onemlidir. Bu inhibisyon ile ilgili olarak 3 farkh model ortaya konmustur. Bu
modellerden birinde sitoplazmadan hlcre zarina yonelen yikici kompleksin
yapisindaki GSK3B enziminin hicre zarinda yer alan LRP5/6’'nin sinyal aktivitesi
ile birlikte fosforillenen sitoplazmik kuyruguna direkt olarak baglandigi ve bunun da
enzim aktivitesini ortadan kaldirdig belirlenmistir [171]. ikinci modelde ise GSK3B
enziminin 9. serin amino asit rezidizsunun fosforillendigi, buna bagi olarak enzim
aktivitesinin ortadan kalktig1 one suriilmektedir [172]. Uctincli modelde ise GSK3B
enziminin, “frequently rearranged in advanced T-cell lymphoma-1 (Frat-1)" adi
verilen bir inhibitér protein tarafindan inhibe edildigi ve bu sekilde GSK3p’nin B-
katenini fosforilleme etkisinin ortadan kaldirildigi ifade edilmektedir [173]. Ancak
Frat-1’'in mutant oldugu hucrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin devam
ediyor olmasi bu modelin detayli olarak arastiriimasi gerektigi sonucunu

olusturmustur [73].

Sonugta, sinyal yolunun aktivitesine bagli olarak inhibe olan yikici kompleks, B-
katenin proteinini fosforilleyemez (Sekil 1.7). Fosforillenemeyen 3-katenin proteini,
proteozomlarda parcalanamaz ve sitozolde birikir. Biriken [-katenin proteini
cekirdege girerek, burada bulunan transkripsiyon faktorlerini aktive eder ve Wnt/B-

katenin sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonunu baglatir. Bu
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aktivasyonla, hem sinyal yolunda go6rev yapan proteinlerin transkripsiyonu
gerceklesir, hem de proliferasyonda, hucre siklusunda, farklilagsmada 6nemli rol

oynayan bir¢ok genin transkripsiyonunun kontroll saglanmis olur [64].

SINYAL YOLU INAKTIF SINYAL YOLU AKTIF
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Sekil 1. 7. Wnt/B-katenin sinyal yolunun inaktif ve aktif oldugu durumlarin sematik

gorunumu ([174] ve [121] kaynaklardan yararlanilarak yeniden gizilmigtir).

1.2.2.3. Transkripsiyonel kompleksin aktivasyonu

Yikici  kompleksin inhibe olmasiyla birlikte fosforilenemeyen dolayisiyla
parcalanamayan B-katenin proteininin sitoplazmadaki miktari hizla artmaktadir. Bu
birikim belirli bir dizeye geldiginde B-katenin proteini ¢ekirdege girer [175]. B-
katenin proteininin gekirdege giris mekanizmasi hala arastirma konusudur. Bu
proteinin yapisi incelendiginde, ¢ekirdege giris icin gerekli olan NLS sinyallerinin
bulunmadigi belirlenmistir. Dolayisiyla, B-katenin proteininin gekirdek igine giriginin
klasik tagsima faktorlerinden bagimsiz oldugu gdésterilmistir [176], [177].
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B-katenin proteininin yapisindaki armadillo tekrar bolgesi ile dogrudan cekirdek
kilifina baglandigi ve gekirdege tasindigi one surulmektedir [176]. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda ise [-katenin proteininin armadillo tekrar bolgesi ile ¢ekirdek
por kompleksinin yapisinda bulunan Nukleoporin 62 (Nup 62), Nup 153 ve Nup
358’e baglandidi ve cekirdek igine tasindigi da rapor edilmistir [178]. Bazi
arasgtiricilar ise Axin, APC ve LEF-1’in B-katenin proteinine baglanarak ¢ekirdege

tasinmasinda gorev yaptigini 6ne surmektedir [142], [179], [180], [181].

Cekirdege giren B-katenin burada bulunan transkripsiyon faktorlerine baglanarak
onlarin aktif hale gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle B-katenin ko-aktivator
olarak tanimlanmaktadir [182]. Bu transkripsiyon faktorleri sinifinin  memeli
hicrelerinde 380-620 amino asit uzunluguna ve 42-68 kDa molekll agirhgina
sahip “T-cell factor-1 (TCF-1)”, TCF-3, “Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF-
1)” ve TCF-4 olmak Uzere dort Gyesi oldugu belirlenmigtir [183].

TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinin yapisinda fonksiyonel olarak iki énemli
bdlge bulunmaktadir. Bu bdlgelerden ilki, proteinin C-terminal ucunda bulunan,
‘“AGATCAAAGGG” nukleotidlerinden olusmus ve “high-mobility group bdlgesi
(HMG)” olarak adlandirilan DNA baglanma boélgesidir [184]. TCF/LEF-1, bu bdlge
ile DNA’daki CCTTTGWW (W:T ya da A olabilir) konsensus dizisine baglanir. Bu
DNA dizisi “Wnt-responsive element (WRE)” olarak adlandirilir. WRE bélgesinin
yaklasik 300-400 genin ifadesini dlizenledigi belirlenmistir [185].

TCF/LEFY’in yapisindaki ikinci bolge ise 60 amino asitten olusan ve proteinin N-
terminalinde bulunan B-katenin baglanma bodlgesidir. TCF/LEF-1 transkripsiyon
faktorlerinin genlerin transkripsiyonu aktiflestirebilmeleri icin B-katenin proteine
baglanmasi gerekmektedir [186]. Sinyal yolu inaktif durumdayken, baska bir
deyigsle B-katenin ¢ekirdege girmeden once TCF/LEF1, ¢ekirdekte bulunan cesitli
inhibitor proteinlerle bagh halde ve inaktif durumda bulunmaktadir. TCF/LEF1’in
aktivitesini  engelleyen inhibitérler  “Transducin-like-Enhancer  of  split
(Groucho/TLE)”, “CREB-baglanma proteini (CBP)” ve “C-terminal baglanma
proteinleridir (CtBP)”. Bu inhibitor molekuller TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerine
bagh bulunur. Sinyal yolu aktivitesi ile birlikte cekirdege giren -katenin bu inhibitor
molekuller ile yer degistirir. Bu durum c¢ekirdekte artan (-katenin
konsantrasyonuna bagli olarak TCF/LEF-1’in B-katenin proteinine olan ilgisinin

artmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan c¢alismalarda [-katenin proteininin
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cekirdekteki konsantrasyonu 2 katina ¢ikmadan transkripsiyonun aktiflesmedigi
gorulmastur [187], [188].

Cekirdekte TCF/LEF-1 ile B-katenin proteini arasindaki iligkiyi dizenleyen 2 ko-
faktor tanimlanmistir. Bu molekilerden biri “B-cell CLL/lymphoma 9 protein (BCL-
9)”, digeri ise Pygopus’dur. Sinyal yolu aktif duruma gegip B-katenin c¢ekirdege
girdiginde BCL-9, pB-katenin proteninin arm tekrar bdlgesine baglanir. Bu
baglanmanin ardindan BCL-9-B-katenin kompleksine Pygopus baglanir. Bu Ugli
kompleks TCF/LEF-1’e baglanarak bu transkripsiyon faktorunun konformasyonunu
degistirir. Bu konformasyonel degisim ¢ok sayida kromatin yeniden diuzenlenme
faktorinin yapiya katilmasini saglar. Bu sekilde transkripsiyon kompleksi olusmus
olur. Bu kompleks DNA’ya baglanir ve Wnt/B-katenin siyal yolunun hedef aldigi c-
myc ve cyclin D1 gibi hedef genlerin ifadesi gergeklesir (Sekil 1.7) [186], [189].

Sinyal bittiginde transkripsiyonun inhibe olmasi gerekmektedir. Bunun igin de -
katenin proteininin transkripsiyon faktorlerinden ayrilip ¢ekirdekten sitozole
cikmasi gerekir. Yapilan calismalarda TCF/LEF-1’in, “Nemo-like kinase (NLK)’
tarafindan fosforillendigi gosterilmigtir. Bu fosforillenme TCF/LEF-1’in B-katenin
proteinine olan ilgisini azaltir. Bu sekilde TCF/LEF-1 B-katenin proteininden ayrilir
[190]. Serbest kalan B-katenin proteininin ise Axin, APC ve RanBP3 molekiillerinin
yardimi ile sitozole geri dondigu dusinilmektedir ancak calismalar hala devam
etmektedir [177], [179], [191]. B-katenin proteininin ayriimasinin ardindan
TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorinun DNA’'ya baglanma bdlgesi, “Hemeodomain-
interacting protein kinaz-2 (HIPK2)” enzimi tarafindan fosforillenir. Bu fosforillenme
TCF/LEF-1'in DNA’dan ayrilmasi ve transkripsiyonun kontrollli bir sekilde inhibe
edilmesi icin gereklidir. DNA’dan ayrilan TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerine
tekrar inhibitér molekuller baglanir ve bu sekilde sinyal inaktif durumda oldugunda

transkripsiyon da inaktif durumda tutulmus olur [192].

Son yillarda yapilan c¢alismalarda Wnt/B-katenin sinyal yolunda goérev alan
TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerine baglanan inhibitér molekillerin gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecedi gdsterilmistir [193]. Ornegin, Jang ve
calisma grubu [194] tarafindan 2015 yilinda meme kanseri hicreleri ile yapilan bir
calismada kullanilan disuk molekil agirlikli bir inhibitér molekilin, B-katenin
proteini ile yarismaya girerek TCF/LEF-1 transkripsiyon faktérlerine baglandigi
rapor edilmistir. Bu baglanma sonucunda [-katenin proteini ile TCF/LEF-1
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transkripsiyon faktorleri arasindaki iligkinin bozuldugu ve Kkontrolsiz sinyal

aktivasyonunun bu sekilde engellendigi belirlenmistir.

1.2.3. Wnt/B-katenin sinyal yolunun apoptozis ile iligkisi

Wnt/B-katenin sinyal yolunun apoptozis ile iligkisini aragtiran ¢ok sayida c¢alisma
yapilmistir. Bu c¢alismalardan bazilari sinyal yolunun apoptozisi aktive ettigini,
bazilar ise inhibe ettigini belirtmektedir. Bu nedenle bu iki mekanizma arasindaki

iligski hala tam olarak netlik kazanmamigtir [195].

Wnt/B-katenin sinyal yolu ile apoptozis arasindaki iligki ilk olarak Drosophila
melanogasterde yapilan ¢alismalar sirasinda ortaya konmus, bu ¢alismada sinyal
yolunun negatif diizenleyicilerinden biri olan APC molekilinde meydana gelen bir
bozuklugun, sinyal yolu aktivasyonuna neden oldugu ve sonug¢ olarak da
Drosophila’nin retinal noéronlarinda apoptozisin uyarildi§i gosterilmistir [196].
Drosophila’da yapilan bir diger ¢alismada da Wnt/B-katenin sinyal yolunun
apoptozisi indukledigi ve omurgalilarin g6z gelisiminde sinyal yolu aktivitesinin
onemli oldugu ifade edilmistir [197]. Daha sonra kuslarda yapilan ¢alismalarda
arka beynin embriyonik gelisimi sirasinda sinyal yolunun apoptozisi uyardigi tespit
edilmistir [198]. Memelilerde yapilan hicre kultiri c¢alismalarinda da benzer

sonuglar elde edilmistir [199].

Bu c¢alismalarin aksine Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin  hlcre
proliferasyonunu arttirdigini ancak apoptozisi inhibe ettigini bildiren galismalar da
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda sinyal yolunun apoptozisin inhibisyonuna neden
olmasinin, hucrelerin onkojenik dontsiminde 6nemli oldugu belirtilmistir [200],
[201]. Chen ve calisma grubu [202] tarafindan kemoterapik ilaglar kullanilarak
apoptozis indiklenmis hucrelerde yapilan bir galismada ise Wnt/B-katenin sinyal
yolunun mitokondriden sitokrom c salinmasini engelleyerek apoptozisi inhibe ettigi

ifade edilmigtir.

Wnt/B-katenin sinyal yolu ile apoptozis arasindaki iligki arastirilirken, sinyal
yolununda gorev alan -katenin, Axin ve APC gibi biyomolekuller de incelenmisgtir.
Yapilan ¢alismalarda, apoptozis ile birlikte aktif duruma gegen kaspaz enzimlerinin
B-katenin proteinini N-terminali ve C-terminalinde bulunan farkli bélgelerden kestigi

yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Aktif kaspaz 3 ve kaspaz 7 enzimlerinin [3-
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katenin proteinini 459. ve 764. aspartat rezidizulerinden, aktif kaspaz 6 enziminin
ise 11. 17. ve 58. aspartat rezidulerinden kestigi saptanmigtir [203], [204], [205],
[206]. Apoptozis ile birlikte, kaspaz 3 enzimi aktiflestikten 24-48 saat iginde
sitoplazmadaki B-katenin miktarinin hizla distigu gosterilmistir [207]. Kesilen B-
katenin proteininin hucre zari, sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunmadigi, buna bagl
olarak da hem hucre-hicre adezyonu, hem de sinyal yolundaki transkripsiyon

faktorlerini aktiflestirme rollnin ortadan kalktigi belirlenmistir [203], [205].

Wnt/B-katenin sinyal yolununda bulunan yikici kompleksin yapisinda yer alan Axin
proteininin de apoptozis ile iliskisi ¢esitli arastiricilar tarafindan incelenmistir. Axin
proteininin UV uyarimi gibi stresle indiklenen apoptozisde goérev yaptidi Li ve
calisma grubu tarafindan yapilan calismalarda gdsterilmistir. UV’ye bagh olarak
olusan DNA hasar varlhiginda Axin proteini, “death domain-associated protein
(Daax)” adi verilen bir proteine baglanir. Axin-Daax kompleksinin p53’Un

aktivitesini arttirarak hucreleri 6lume surukledigi bildirilmistir [208].

Morin ve c¢alisma grubu tarafindan kolon kanser hicreleri (HT29) ile yapilan bir
hicre kaltira calismasinda, artan APC sentezinin hlicrelerde apoptozisi uyardigi
belirlenmistir [209]. Ayni hucrelerde Chen ve galisma grubu tarafindan yapilan
¢alismada ise normal APC proteininin apoptozisi indukledigi, mutant APC’nin ise
kaspaz 3, kaspaz 7 ve kaspaz 9 ifadesini azaltarak apoptozisin inhibisyonuna

neden oldugu belirlenmistir [202].

1.3. B-katenin proteininin ¢esitli hastaliklarin olugsumundaki rolu

B-katenin hem hucre-hlcre adezyonunda, hem de Wnt/B-katenin sinyal yolunda
goOrev yapan bir proteindir. Bu protein ile iligkili hastaliklar; B-katenin proteininde
meydana gelen bozukluklar nedeniyle olabilecegi gibi, Wnt/B-katenin sinyal
yolunda goérev yapan Axin, APC ve Dvl gibi biyomolekullerdeki bozukluklara bagl
da olabilir. Sinyal yolunun kontrolstiz aktivasyonuna neden olan mutasyonlar hangi
biyomolekllde meydana gelirse gelsin, genellikle B- katenin proteininin sitoplazma
ve cekirdekte birikimi ile sonuglanmaktadir. Bu birikim de cekirdekteki genlerin
anormal sekilde ifade edilmesine neden olmaktadir. Bu sekilde B-katenin proteini
hem embriyonik, hem de erigkin ddnemde c¢esitli hastaliklarin olusum sirecinde rol
oynar [210].
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B-katenin proteininde meydana gelen mutasyonlarin kolorektal [211], endometriyal
[212], gastrik [213], hepatoselluler kanser [214], melanoma [215] ile over [216]
prostat [217] ve tiroid kanserlerinde [218] roli oldudu gdsterilmistir. Bu
mutasyonlar genellikle B-katenin proteinini kodlayan CTNNB1 geninin 3. ekzon
bdlgesinde bulunan 33., 37. ve 45. serin ile 41. treonin amino asit rezidulerinde
gerceklesir. Bu amino asit reziduleri yikici komplekste bulunan CK1a (S45) ve
GSK3B enzimlerinin B-katenin proteinini fosforilledigi noktalardir (S33, S37 ve
T41). Bu amino asit rezidulerinin fosforillenmesi, B-katenin proteininin yikimi igin
etiket gorevi gorur. Bu mutasyonlarin varliginda, yikici kompleks tarafindan -
katenin proteini fosforillenemez ve yikilamaz. Buna bagli olarak da sitoplazma ve
cekirdekte birikerek hastaliklarin olusumunda rol oynayan anormal transkripsiyona
neden olur [219]. Bu c¢alismalarin yani sira B-katenin proteininin 34. ve 38. glisin
(G), 32. aspartik asit (D), 49. lizin (K), 35. izolésin (I) ve 36. histidin (H)
rezidulerinde de mutasyonlarin varligi ve hastaliklarin olusumunda rol oynadigi
belirlenmistir [220].

B-katenin proteinindeki bozukluktan kaynaklanan hastaliklara hepatosellller
karsinoma ornek verilebilir [221]. Karacigerdeki primer timorlerin %85-%90’nini
Hepatosellller karsinoma (HCC) olusturmaktadir. Bu kanser olusumunda
karacigerde meydana gelen travmalar, alkol bagimhligi, aflatoksin ve metabolik
karaciger hastaliklari temel risk faktorleri olarak belirlenmistir [222]. De La Coste
ve calisma grubu [214] tarafindan 1998 yilinda yapilan bir galismada HCCIli
hastalarin %50’den fazlasinda B-katenin proteinini kodlayan CTNNB1 geninde
mutasyon varligi saptanmistir. B-katenin disinda Axin ve APC proteinlerinde
meydana gelen bozukluklar, Wnt/B-katenin sinyal yolu inhibitérleri sFRP1, 2 ve
3’Un metilasyonlarinin da B-katenin proteinindeki mutasyonlara benzer sekilde
sinyal yolunun kontrolsiz aktivasyonuna neden oldugu ve HCC olusumunda rol
oynadigi rapor edilmistir [223], [224], [225].

Endometriyal kanser olusumu strecinde de [B-katenin proteininin roli oldugu
belirlenmistir [226], [227], [228]. Fukushi ve galisma grubu [212] tarafindan yapilan
bir arastirmada endometriyal kanserli olgularin yaklasik %13’Unde (10/76) B-
katenin proteinini kodlayan CTNNB1 geninde olusan mutasyonlarin varhgdini
belirlenirken, Liu ve ¢alisma grubunun [228] 2014 yilinda yaptiklari geng ve obez
endometriyal kanserli hastalari iceren c¢alismada bu oran %87 (47/54) olarak
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bulunmustur. TiUm mutasyonlarin proteinin N-terminalinde bulunan Serin/Treonin
rezidulerinde gercgeklestigi, bunun sonucu olarak da sitozolde biriken B-kateninin
sinyal yolunun kontrolsuz aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu
kontrolsuz aktivasyonun endometriyal karsinogenez surecinde 6nemli rolt oldugu

dusundimustar.

B-katenin proteininin zardaki E-kaderin proteinine baglandigi bdlgede meydana
gelen mutasyonlar B-katenin proteininin E-Kaderin proteininden ayrilmasina ve
hicre-hicre adezyonunun bozulmasina neden olmaktadir. Bu durumun da timor
hidcrelerinin orijin aldigi dokudan ayrilip metastaz ile farkli dokulara yerlesmesine
olanak sagladigi belirtiimektedir [229]. Hucre zarindaki B-katenin ifadesindeki
degisim Epitelyal-mezenkimal geciste dénemli role sahiptir. Epitel hlcrelerinin
mezenkimal hulcrelere donlsumi “epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)” olarak
tanimlanir. Bu degisimin sonucunda hicre polaritesi ve hicre-hiicre adezyonu
Ozelliklerini yitiren epitel hacreleri, migrasyon ve invazyon 0zelligi gosteren
mezenkimal hucrelere donusirler. EMT’nin  6zellikle epitelyal kanserlerin
olusumunda ve ilerlemesinde dnemli rolli oldugu ifade edilmektedir [230], [231].
EMT ile ilgili yapilan ¢aligmalarda hicrelerde hlcre-hucre baglantilarinin azaldigi
gosterilmigtir. Bu azalmanin, B-katenin proteininin zardaki E-kaderin proteinine
baglandigi bolgede meydana gelen mutasyonlar sonucu oldugu belirtimektedir
[232].

1.4. B-katenin proteininin kanser tanilarindaki belirleyici rolu

B-katenin proteini Wnt/B-katenin sinyal yolunun hedef moleklli olmasi nedeniyle
bu sinyal yolunun rol oynadigi kanserlerin tanisinda belirleyici olarak
kullanilmaktadir. Caligmalarda, sinyal yolunun aktivitesinin degerlendiriimesi
amaciyla 3-katenin proteininin hicredeki varligi ve lokalizasyonu arastiriimaktadir.
Sadece hlcre zarindaki boyanma sinyal yolu aktivitesi agisindan negatif olarak
degerlendirilirken, hlcre zarina ek olarak sitoplazma ve/veya gekirdekteki birikim

pozitif olarak kabul edilir.

Lin ve arastirma grubunun [233] meme kanseri hucre hatti (MCF-7) ve biyopsi

materyalleri ile yaptiklari ¢galismanin sonucunda, hem hucre hatti, hem de dokuda

B-katenin ekspresyonunun normal hicrelere kiyasla arttigi ve B-katenin proteininin

belirleyici olarak kullanilabilecegi belirtiimistir. Benzer sekilde, Bodnar ve ¢alisma
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grubu [234] epitelyal over kanserli hastalardan alinmig o6rneklerde
immunohistokimyasal olarak B-katenin ifadesinin arttigini saptamiglardir. Buna
badli olarak da Wnt/B-katenin sinyal yolunun over kanseri olusum surecinde roll
oldugu ve pB-katenin proteininin belirleyici olarak kullanilabilecegini rapor

etmiglerdir.

B-katenin proteini ile hastaliklarin seyri ve sag kalim arasindaki iliski de
arastinlmistir. 2013 yilinda kolorektal kanserli hastalarda yapilan bir meta analizde
B-katenin proteinin ¢ekirdekteki birikiminin hastaligin seyrini ve sag kalimi olumsuz
yonde etkiledigi bildirilmistir [235]. TUm bu sonuglar dogrultusunda, Wnt/B-katenin
sinyal yolunun aktif olup olmadigi hucrelerde B-katenin proteininin varhgr ve

lokalizasyonundaki degisiklikler incelenerek saptanabilmektedir.

1.5. B-katenin proteininin bazi hastaliklarin tedavisindeki roli

B-katenin proteininin karsinogenez slrecinde &énemli roli oldugu ortaya
konulduktan sonra, bu proteinin aktivitesini engellemeye yoénelik arastirmalar
yapilmigtir. Bu arastirmalarin temelini, 2002 yilinda Kim ve arastirma grubunun
[236] farkli evrelerdeki kolorektal adenokarsinoma (SW48 ve DLD1) hire
hatlarinda B-katenin inhibisyonunun malignant o&zellikleri geri ¢evirdigini
goOsterdikleri ¢alisma ile atilmistir. Bu calismanin ardindan B-katenin proteinine

yonelik inhibitér molekul arayiglari hiz kazanmistir.

Lepourcelet ve galisma grubu [193] tarafindan PKF115-584 ve PKF222-815 adi
verilen iki dusuk agirlikli inhibitdér molekul spesifik olarak ¢ekirdekte bulunan [3-
katenin/TCF transkripsiyon kompleksine baglanmakta ve bu sekilde sinyal yolu
aktivasyonunu engellemektedir. Minke [237] ve Gandhirajan [238] yaptiklari iki ayri
calismada CGP049090 ve PFK115-584 isimli inhibitorleri akut miyeloid [6semi
(AML) ve Kronik lemfoblastik I16semi (KLL) hastalarindan elde edilen hucreler ve
hicre hatlari tGzerinde denemiglerdir. Her iki kanser tirinde de bu inhibitorlerin
kullanildigi1 hicre hatlarinda ve hastalardan elde edilen hiicrelerde Wnt/B-katenin
sinyal yolunun hedefi olan c-myc, cyclin-D1 ve survivin genlerinin ifadesinde

azalma oldugu gosterilmigtir.

PKF118-310 adi verilen inhibitor ise farkli arastiricilar tarafindan prostat kanseri,

meme kanseri ve osteosarkom hucrelerinde denenmistir. Bu uygulama sonucunda
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sinyal yolu aktivitesindeki azalmanin yani sira kanser hucrelerinin bazal membrani
eritip bag dokuya ge¢mesinde rol oynayan matriks metalloproteinaz 9 enziminin de

inhibe oldugu ve bu sekilde invazyonun da engellendigi belirlenmistir [239], [240].

Direkt olarak B-katenin proteinini inhibe eden molekuller disinda, Wnt/B-katenin
sinyal yolunun inhibisyonunu ve buna bagli olarak da hucre iginde [-katenin
duzeyinin azalmasini saglayan inhibitorler saptanmigtir. Bu inhibitérlerden
CCT036477'nin hedefi hicredeki Dvl proteinidir. Dvl proteininin inhibe edilmesi,
yikici kompleksin sitoplazmada aktif olarak kalmasina, buna bagl olarak da yikici
kompleks tarafindan fosforillenen [(-katenin  proteininin  proteozomlarda
parcalanmasina neden olmaktadir. Bu sekilde sitoplazmadaki -katenin proteini
dizeyi azalir. B-katenin proteini ¢ekirdege giremediginden transkripsiyon inaktif
halde kalir. Bunun sonucunda da c-myc ve cyclin-D1 gibi kanser olusumunda rol

oynadigdi dngorilen genlerin ifadesi engellenmis olur [241].

Bitkilerden elde edilen gesitli kimyasallarin da Wnt/Bkatenin sinyal yolu aktivitesi
Uzerindeki inhibitér etkisi arastinimaktadir. Bu calismalardan bazilarinda
Stephania tetrandra bitkisinin koklerinden elde edilen alkoloidlerin 3-katenin/TCF
transkripsiyon kompleksini inhibe ettigi belirlenmigtir [242]. Curcumin adi verilen ve
zerdecgal (Curcuma longa) bitkisinden elde edilen fenolik bilesigin de doza bagl
olarak %58-78 arasinda sinyal yolu aktivitesini azalttigi gosterilmistir [243]. Bu
calismanin aksine, 2011 yiinda Zhang ve calisma grubu [244] curcumin ile
yaptiklari ¢alismada, bu bilesigin B-katenin yikiminda gérev yapan GSK3[3
enzimini inhibe ettigini belirlemiglerdir. Curcumin’e bagli olarak inhibe olan GSK3[3
nedeniyle B-katenin proteininin fosforillenemedigi ve yikiminin engellendigi
saptanmistir. Sitoplazma ve ¢ekirdekte biriken B-katenin ise sinyal yolunun hedef
genlerinin anormal transkripsiyonuna neden olmaktadir. Sonugta, Wnt/B-katenin
kontrolsliz aktivasyonunu engellemeye yonelik c¢alismalar dusik dozlarda
kullanilabilecek, guvenilir ve daha ylksek verime sahip inhibitorlerin bulunmasi

amaciyla hala devam etmektedir.

1.6. Hiicre oliimi tanimi ve gegmisten bugiine hiicre 6limiu
Canl bir organizmada uyarilabilirlik, blyime, Ureme ve uyum saglama gibi canlihk
ozelliklerinin - bulundugu en kuguk birim hadcredir. Hucreler bulunduklari

mikrogevrede surekli olarak uyarilir ve bu uyarilara uygun cevap verir. Bu isleyisi
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aksatan etkenlere bagli olarak hicrelerin canhligini kaybetmesine ise hucre 6lumu
denir [245].

Hucreler ilk olarak 1665 yilinda Robert Hooke tarafindan “Cellula” adi verilen
odacik seklinde bosluklar olarak tanimlanmistir. Ardindan Mathias Schleiden ve
Theodor Schwann 1839 vyilinda yayinladiklari hicre teorisiyle dokularin
hicrelerden olustugunu ifade etmisler, hicrenin yapisi aydinlatildikga, hicre

olumua ile ilgili gahsmalar da yapilmaya baglanmistir [246].

Hucre oluma ile ilgili olarak ilk bulgular 1842 yilinda Carl Vogt tarafindan
amfibilerin metamorfozu sirasinda notokord ve kikirdakta bazi hicrelerin 6ldugunu
gosteren calisma ile ortaya konmustur [247], [248]. Yeni hucrelerin ancak
kendileri gibi baska hucrelerin bélinmeleri ile meydana geldigini ifade eden Rudolf
Wirchow, 1855 yilinda batin hastaliklarin hicrelerin hasari sonucu ortaya ¢iktigini

belirtmisg, bir yiIl sonra da hicrelerin dogal 6lumu olarak adlandirdigi “nekrobiyozis”

terimini tanimlamigtir [249].

Diptera pupalariyla yapilan g¢alismalarda normal gelisim sirasinda hacrelerin
oldigu Weismann tarafindan 1864 yilinda goézlemlenmis, 1872'de Stieda
endokondral kemiklesme sirasinda kikirdak hdcrelerinin olduguna saptamistir.
Hucre olumuayle ilgili tim bu bulgularin ardindan 1885 yilinda Flemming,
kromatolizis adini verdigi hiicre 6lumunu tavsanlardaki ovarian foliktllerde yaptigi
calismalar sonucunda rapor etmistir. Bir yil sonra Nissen, Flemming’in tavsanlarda
tanimladigr  kromatolizisi kopek, tavsan ve kedilerin meme bezlerinde
go6zlemlemistir [248], [250].

Hicre olimuntn farkh doku ve organlarda belirlenmesinin ardindan, olen
hicrelerin ortak morfolojik 6zellikleri olup olmadidi arastiriimistir. Bunu saptamak
amaciyla, 1889 yilinda Beard balik embriyolarinda yaptigi arastirmada, élen duyu
noronlarinin  suyunu kaybederek buzustigu, cekirdek ve c¢ekirdekgiklerini
kaybettiklerini gostermigtir [251]. Ardindan, 1894’te ise Schmaus 6len hucrelerde
gorulen morfolojik degisiklikleri ¢ekirdek erimesi (karyolizis), g¢ekirdek kirilmasi
(karyorekzis) ve cekirdek buzusmesi (hiperkromatozis) seklinde tanimlamistir
[252].

Hucre élumu ile ilgili olarak ilk siniflandirmayi 1951 yilinda Glucksmann yapmistir.

Ayrica calismasinda Olen hucrelerin suyunu kaybederek buzustugunud, nukleus
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buzulmesi ile kromatopignozun ve hiperkromatozun olustugunu, buna karsin
mitokondrinin degismeden kaldidini, dejenere hlcrelerin ise fagositoz ile ortadan

kaldirildigini agiklamistir [253].

Hucre olUmunu saptamaya ve tanimlamaya yonelik ¢alismalar devam ederken,
hiacre 6lumine neden olan etkenlerle ilgili ¢alismalar da artmigtir. 1964 yilinda
Lockshin boceklerin larva gelisimi sirasinda programli bir hicre olumunun
gerceklestigini saptamis ve ilk olarak programli hicre olimu tarifini yapmistir
[254]. 1965 yilinda Kerr, portal ven ligasyonunun ardindan olusan hipoksik ortam
nedeniyle karaciger hucrelerinin oldugunu ifade etmistir [255]. Bir yil sonra
yayinlanan iki calismada amfibi metamorfozu sirasinda hucre Olumu
gerceklesmeden Once DNA sentezine gerek oldugu belirlenmis ve hucre

O6limundn zamana bagli oldugu gosterilmistir [256].

Kerr, Wyllie ve Currie 1972 yilinda nekrozdan farkli olarak fizyolojik bir hlcre
olumu olarak tanimladiklari “apoptozis” terimini ortaya koymuslardir. Yunanca bir
terim olan apoptozis, kelime anlami olarak yapraklarin agactan dogal olarak,
kendiliginden dismesi anlamina gelmektedir [257]. Bu ¢alismanin ardindan, 1976
yiinda Caenorhabditis elegans‘in baslangigta 1090 olan hicre sayisinin,
nematodun hermafrodik formdan yetiskin forma donUsumu sirasinda 131 hdcre
azaldigi belirlenmigtir. Ayrica DNA endonUkleazlarin aktivitesini kontrol eden ve
hicre olumu ile iligkili olarak saptanmis ilk gen olan nuc-1 geni de tanimlanmigtir
[258], [259]. Bu organizma model alinarak vyapilan apoptozis c¢alismalar

arastiricilara 2002 yilinda Nobel Oduilii kazandirmigtir.

Gelisen teknoloji ve yeni metodlarla birlikte hiicre olimidnid kontrol eden ced
genleri, Fas/Apo-1/CD95, BCL-2 ve p53 genlerinin apoptozisdeki rolleri ortaya
konulmus [260], [261], yapillan calismalarin sayisi arttikga arastirmacilar
tarafindan farkli huicre oluma tipleri tanimlanmistir. Bunun sonucunda da
siniflandirmada karisikliklar yasanmaya baslamistir. Hlcre 6lumua aragtirmalarinda
bu karngikhgin ortadan kaldirilmasi amaciyla 2005 yilinda “Hucre olumu
Nomenklatur Komitesi (NCCD)” kurulmus, bu komite hucre o6lumunu morfolojik
Ozelliklerin yani sira biyokimyasal ve fonksiyonel Ozelliklere dayanarak
siniflandirmigtir [262].
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1.7. Hicre olimi tipleri ve mekanizmalarina genel bir bakig
Hucre oluma farklh yazarlar tarafindan farkli  6zellikler dogrultusunda

siniflandiriimistir [263].

e Morfolojik 6zelliklere gore; apoptozis, nekroz, otofaji

e Enzimlerin 6zelliklerine gore; kaspaz bagimli, kaspaz bagimsiz hucre olumu
e Fonksiyonel durumuna gore; programli ve programli olmayan hucre olumu

e Immunolojik dzelliklerine gore; immiinojenik ve imminojenik olmayan hiicre

olima

Hucre o6lumu nomenklatlir komitesi siniflandirmanin morfolojik kriterlere goére
yapilmasi gerektigini belirtmis ve hicre dlumunu Tip |, Tip Il ve Tip Il htcre 6lumu
olarak gruplandirmistir. Tip | htcre 6lumua apoptozisi igerken, Tip Il hicre 6lumu
ise yanlis katlanmis ya da gereginden fazla sentezlenmis proteinlerin ve
fonksiyonunu kaybetmis organellerin ortadan kaldiriimasini saglayan otofaji
mekanizmasini kapsamaktadir. Tip Ill hicre 6lumu ise patolojik bir htucre 6lumu

tipi olan nekrozu icermektedir [262].

1.7.1. Programli hiicre élumiu tipleri

Programh hucre oOlumu genetik faktorlerle kontrol edilen, birgok biyomolekdl
tarafindan diuzenlenen, enerji bagimh fizyolojik bir surectir. Yapilan ¢alismalarda;
Apoptozis, Otofaji, Nekroptozis, Mitotik ¢okis, Kornifikasyon, Netozis, Paraptozis,
Anoikis, Entozis ve Piroptozis olmak Uzere c¢esitli programli hidcre 6lumu tipleri

tanimlanmistir [262].

1.7.1.1. Apoptozis

Apoptozis, biyolojik gorevini tamamlamig ya da hasarli hicrelerin ortadan
kaldirimasini saglayan ve genetik olarak duzenlenen programli bir hicre
olumuadidr. Eger hicre, etrafindaki hicrelerle iligkisini  kaybeder veya
onarilamayacak bir hasara ugrarsa apoptozis mekanizmasi bagslar. Bu sekilde
embriyonik gelisim surecinde dokularin seklinin olusmasi ve yasam suresince
dokunun ayni buyuklik ve sekilde kalmasi apoptozis ile saglanir. Bu sekilde
gelisim sirasinda ve yetigskin donemde hulcre sayisi sabit tutulur. Yaslanmisg,

hasara ugramis, virls ile enfekte olmus hcrelerin yani sira, kendi hicrelerine
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karsi reaktivite gosteren immun sistem hucrelerinin ortadan kaldiriimasinda da

apoptozis mekanizmasinin rolu vardir [264].

Caenorhabditis elegans nematodu Uzerinde yapilan ¢alismalarda 1090 olan hicre
sayisinin, hermafroditik formdan yetiskin forma doénlsimi sirasinda 131 hicre
azaldigr ve geriye kalan 959 huicrenin yetigskin nematodu olusturdugunun
gorulmesi apoptozisin genetik ve molekluler mekanizmalarinin anlagiimasinda
oldukca onemli bir yere sahiptir. Bu ¢calisma ile apoptozisin birbirini izleyen 3 temel

basamaktan olustugu belirlenmigtir [259];

1. Apoptozisin baglamasi igin hlcre igi veya hucre digi uyariya ihtiyag vardir.
2. Hucre icinde bulunan inaktif proteazlarin aktif hale gelmesi ile hicreler olar.

3. Olen hicreler diger hiicreler tarafindan ortadan kaldirilr.

Apoptozis, hicre sitoplazmasinin suyunu kaybederek yogunlagsmasi ve g¢ekirdegin
piknozu ile baslar. Bu surecte hicre zari ise bozulmadan kalir. Bir sonraki evrede,
cekirdek parcalanir. Pargalanan ¢ekirdek ve organeller apoptotik cisimcikler olarak
adlandirilan vezikuller igine alinir. Bdylece hicre igeriginin salinmasiyla olusacak
inflamasyonun olusmasi engellenir. Son basamakta ise bu apoptotik cisimcikler
komsu hacreler ya da makrofajlar tarafindan fagosite edilerek ortamdan
uzaklastirilir [265].

Kanser basta olmak uUzere cesitli hastaliklarin olusum sulrecinde apoptozisin
rolinin saptanmasi, bu hastaliklara yonelik yeni tani ve tedavi yontemlerinin
belirlenmesinde apoptozis mekanizmasini énemli hale getirmektedir. Bu nedenle

apoptozis ile ilgili galismalar artarak devam etmektedir.

1.7.1.2. Otofaji

Otofaji, hicre icinde bulunan yanlis katlanmig ve hatali sentezlenmis
makromolekillerin, hasarli ya da yaslanmis organellerin zarla geuvrili bir vezikul
icine alinarak, lizozomlarla birlestiriimesi sonucu pargcalanmasina yol agan bir
mekanizmadir. Otofaji, hucrelerin kendi kendini (auto) yemesi (phagy) anlamina
gelmektedir. Bu mekanizmayla hucreler, besin eksikligi ile karsilastiklarinda
hayatsal fonksiyonlarini devam ettirebilmek icin sahip olduklari hicre ici yapilari

parcalamaktadir [266].
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Otofaji ilk olarak hucrelerin stres kosullarina karsgi olusturduklari bir sag kalim
mekanizmasi olarak tanimlanmig, son yillarda yapilan ¢alismalarla hicre 6lumda,
yaglanma ve hucre i¢i patojenlerin yikimi gibi sureglerde rol oynadigi belirlenmisgtir.
Ozellikle, otofaji anormalliklerinin kanser basta olmak Uzere cesitli metabolik,
immunolojik ve norodejeneratif hastaliklardaki etkisinin gosteriimesi otofajiye olan
ilgiyi arttirmistir [267], [268].

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracih otofaji olarak
siniflandinimaktadir [269]. Kisaca otofaji olarak da adlandirilan makrootofaiji,
yanhs katlanmis ya da hatali sentezlenmis proteinler ile hasar gormus organellerin
ortadan kaldiriimasindan sorumludur [270]. Mikrootofajide ise hulcre sitozollinun
bir pargasi lizozom zari ile gevrelenir ve hucre igerigi lizozom igine alinarak
sindirilir [271]. Saperon aracili otofaji, KFERQ motifine sahip proteinlerin, saperon
adi verilen proteinler tarafindan lizozomlara tasinmasiyla meydana gelmektedir
[272].

“Otofaji iligkili genler (Atg)” ve Beclin-1 genlerinin otofaji mekanizmasinin
gerceklesmesinde ve dizenlenmesinde gorev aldiklari belirlenmigstir [269]. Otofaiji
mekanizmasi izolasyon zari adi verilen ve kaynagi henuz belli olmamis olan cift
katll zar yapisinin olugsmasi ile baslar. Yapilan ¢alismalarda bu zarin; hucre zari,
Golgi organeli, ER ya da mitokondri zarindan kaynaklanabilecedi 6ne surtlmustir.
Olusan izolasyon zari iki ugtan birbirine dogru uzayarak sindirilecek protein ya da
organelin etrafini sarar. Meydana gelen bu cift zarli vezikil otofagozom adini
almaktadir. Bu otofagozom sitozolde lizozomla birlesir ve otofagolizozom olarak
adlandirilir. Lizozomlar, tek zarla c¢evrili icinde hidrolitik enzimler igeren
organellerdir. Zarda bulunan proton pompalari sitozolden lizozom igine hidrojen
iyonu pompalayarak lizozom sivisini pH=5’de tutar. Otofagolizozomun olugsmasi ile
birlikte bu enzimler aktif hale geger ve igerik pargalanir. Bu par¢calanma sonucu
olusan Urunler lizozom zarindaki tasiyici proteinler ile tekrar sitozole verilerek,

hicre tarafindan yeniden kullanilir [273].

Otofaji ile apoptozis arasindaki iliski anti-apoptotik Bcl-2 Gyelerinin, otofajinin temel
proteini olan Beclin-1 proteinine baglanarak otofajiyi baskilandiginin belirlenmesi
ile ortaya konmustur. Bu sekilde anti-apoptotik proteinlerin ayni zamanda anti-
otofajik 6zellikler gosterdigi ve bu iki 6lum mekanizmasinin birlikte dizenlendigi
saptanmigtir [274]. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise apoptozis varliginda aktif
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duruma gecgen kaspazlarin Beclin-1, Atg4 ve Atg5 proteinini pargalayarak,
apoptozis sirasinda otofajinin baskilanmasini sagladigi gosterilmistir [275]. Bu
sonuglarin aksine, kaspazlar tarafindan kesilen Atg protein pargalarinin mitokondri
dis zarina yerlestigi ve zar gecirgenligini bozarak apoptozis mekanizmasinin aktif
duruma geg¢mesinde rol oynadiklari gorulmustur [276]. Bu iki mekanizma

arasindaki iligki tam olarak ortaya konulamamistir ve hala arastiriimaktadir.

1.7.1.3. Nekroptozis

Sicaklik, pH degisikligi, iskemi ve enfeksiyon gibi nedenlere bagl olarak hlcreler
programsiz bir sekilde nekroz ile olmektedirler [277]. Ancak, Vercammen ve
arastirma grubu [278] 1998 yilinda, bir kaspaz inhibitoru (zVAD-FMK) ile muamele
ettikleri L929 hucrelerine (fibrosarkoma hicre hatti) TNFa uygulamislar ve
hicrelerin  nekroz morfolojisi gostererek o6ldiguni gdzlemlemiglerdir. Bunun
uzerine, TNFa ile uyarilarak kaspaz aktivitesinden bagimsiz olarak gergeklesen bu
hacre olumu tipine programli nekroz olarak tanimlanan “nekroptozis” adi
verilmistir. Daha sonra vyapillan c¢alismalarda FasL’nin de nekroptozis
mekanizmasini uyarabilecegi belirlenmistir [279]. Nekroptozis mekanizmasi da
apoptozis gibi hem fizyolojik hem de patolojik olaylara bagh olarak gerceklesen
programli  bir hdcre olumu tipidir. Yapilan c¢alismalarda boyuna buylyen

kemiklerde kondrositlerin nekroptozis ile dldugu gosterilmistir [280].

Nekroptozis, TNFa, FasL ve lipopolisakkaritlerin hiicre zarindaki TNFR1, TNFR2,
TRAIL2 reseptorlerine baglanmasi ile baglar. Bu uyaranlar disinda iyonize
radyasyon, cesitli kemoterapik ilaclar, glutamat ve Ca™? artisi da nekroptozis
mekanizmasinin baglamasina neden olmaktadir [281]. Mekanizmanin baslamasi
icin hlcreye uyari geldiginde, sitoplazmada bulunan ve proteinlerin serin/treonin
amino asit rezidulerini fosforilleyen bir kinaz olan “Receptor-interacting protein 1
(RIP1)” hiicre zarina dogru cekilir [282]. RIP-1 enzimi sitoplazmada aktif ve inaktif
olmak Uzere iki formda bulunur. Aktif hale gelebilmesi i¢cin 161. serin amino asit
rezidisunden otofosforilasyonuna ihtiyag vardir. Nekroptozis mekanizmasinin

baslamasiyla fosforillenen RIP-1 katalitik olarak aktif hale gelir [283].

Aktif hale gegen RIP-1 enziminin sitozolde bulunan RIP-3 enzimini fosforilledigi
belirlenmistir [284]. RIP3 enzimi de RIP-1 enzimi gibi bir serin/treonin kinazdir ve

RIP-1 enzimi ile RIP3 enziminin katalitik domainleri %33 oraninda benzerlik
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gOstermektedir. RIP-1 aktivitesi ile fosforillenen RIP3 enzimi, RIP1 enzimine
baglanir. Olusan RIP1-RIP3 kompleksi “nekrozom” ya da “kompleks 1Ib” olarak
adlandiriir. Bu kompleksin olugsumu nekroptozisin gergeklesmesi icin gereklidir
[285].

Nekroptozisin uyariimasi ile olusan nekrozom kompleksi, sitozolde bulunan ve
“The mixed lineage kinase domain like protein (MLKL)” olarak adlandirilan proteini
357. treonin ve 358. serin amino asit rezidulerinden fosforiller. MLKL’nin bloke
oldugu hacrelerde nekroptozisin gergeklesmedigi belirlenmigtir. Bu nedenle,
MLKL'nin fosforillenmesi nekroptozis mekanizmasi igin kritik basamak olarak kabul
edilmektedir [286].

Nekrozom tarafindan fosforillenen MLKL enziminin hlcre zarina yerleserek,
burada bir por olusumuna neden oldugu, olusan bu porlar ile hiicre disindan igine
kalsiyum ve sodyum girdigi ve buna bagli olarak da artan su girigi ile hicrenin
sistigi belirlenmigtir. Bu sekilde hdcre igi iyon dengesi bozulmaktadir [286].
Yapilan bazi calismalarda nekroptozise bagli olarak mitokondrideki ROS
dretiminin arttigi ve mitokondri fonksiyonlarinin bozuldugu da gdsterilmistir [287]
[288]. Ancak son yillarda bu galismalardan farkli olarak mitokondrideki bozulmanin
nekoptozis igin gerekli olmadigi ve hucre tiplerine gore bu durumun degisiklik
gOsterdigi tespit edilmigtir. Dolayisiyla nekroptozis mekanizmasinda mitokondirinin
roli hala tam olarak aydinlatilamamistir [289]. Sonug olarak, nekroptozise ugrayan
hicrelerde hlcre zar butunligu bozulur. Bu bozulmaya bagli olarak da hicre

icinden disina hucre i¢i materyalleri gikar ve hicreler olur [277].

Apoptozis ile nekroptozis arasindaki iliski arastirma konusudur. Nekroptozis
mekanizmasinda, TNFa ile uyarim sonucu kaspaz 8 enzimi inhibe olmaktadir.
Apoptozisde ise kaspaz 8 enzimi meknizmanin baslamasi icin kritik 6éneme
sahiptir. Ayrica yapilan galismalarda apoptozis ile birlikte aktif durumdaki kaspaz
8’in, RIP1 ve RIP3'U yikiimasini sagladigi, buna bagh olarak da nekrozom
kompleksinin (RIP1-RIP3 kompleksi) olusumuna engel oldugu goésterilmistir. Bu
nedenle aktif kaspaz 8 enzimi nekroptozis mekanizmasinin negatif dizenleyicisi
olarak kabul edilmektedir [290].
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1.7.1.4. Mitotik ¢okus

“Mitotik ¢okls” ya da “mitotik katastrofi” ilk olarak istya duyarli bir maya tipi olan
Schizosaccharomyces pombe’nin mutant suslarinda kromozom ayrilmasindaki
problemlerin gozlenmesi ile tanimlanmigtir [291]. Daha sonra memeli hicrelerinde
gerceklesen mitoz bolinme sirasindaki hatalarin sonucunda gerceklesen hucre
olimine “mitotik ¢okus” adi verilmistir. Mitotik ¢dkls sonucu dlen hiicre birden
fazla c¢ekirdek icermektedir. Ayrica mitotik ¢Okis sonucu c¢ekirdekte kromatin
kondensasyonu da gozlenmektedir. Kromatin kondensasyonu apoptotik hucrelerin
de oOnemli morfolojik karakterlerinden biridir. Bu nedenle bazi arastiricilar
tarafindan kormatin kondensasyonu mitotoik ¢okus icin spesifik bir degisiklik
olarak kabul edilmemektedir [292].

Apoptozis ile mitotik katastrofi arasindaki iliski arastirilmaktadir. Anti-apoptotik bir
protein olan Bcl-2’in agiri ifadesi HeLa hicrelerinde apoptozisi engellerken, mitotik
katastrofiye neden olmaktadir. Ayrica hucreler kaspaz inhibitori zZVAD-FMK ile
muamele edildiginde multinUkleer hucrelerin olusumunun engellenmedigi buna

bagdli olarak da mitotik ¢cokusun apoptozisden farkli oldugu ifade edilmistir [293].

1.7.1.5. Kornifikasyon

Dis ortamin etkilerine karsi bariyer olusturan derinin en dis tabakasinda epidermis
bulunur ve bu tabakada en ustte bulunan hucreler korneositler olarak adlandirilir
[294],[295]. Korneositler, epitel hlcrelerin “kornifikasyon” adi verilen aktif, hizli ve
genetik olarak kontrol edilen bir slrecle 6limi sonucu olusmaktadir. Epitel
hucreleri, bazal tabakadan ayrildiklarinda kornifikasyon sureci baslar [295].
Kornifikasyonun baslamasi ile Dbirlikte Kaspaz 14, transglutaminaz-1,
transglutaminaz-2 ve transglutaminaz-5 gibi enzimler aktif hale gelir. Bu enzimler
hicrelerin sitoplazmasinda bulunan filaggrin, lorikrin ve involukrin gibi proteinler ile
yag asitleri ve seramid gibi lipidlerin parcalanmasini saglar. Kornifikasyonla birlikte
hicre sitoplazmasinda bulunan organeller de lizozomal enzimler tarafindan
sindirilir ve hicreler dlir. Olen bu hiicreler deride bariyer fonksiyonunu
olustururmaktadir [296], [297].
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1.7.1.6. Netozis

Netozis, sadece notrofil |0kositlerde gbézlenen bir hicre oluma tipidir. Notrofil
I6kositler enfeksiyonlara karsi dogal bagisiklikta rol oynayan hicrelerdir. Bu
hacreler karsilastiklari patojen mikroorganizmalari fagosite etmelerinin yani sira
salgiladiklari antimikrobiyal peptidlerle de savunmaya katkida bulunurlar [298]. ilk
kez 2004 yilinda Brinkman ve arastirma grubu [299] tarafindan “notrofil
ektraselliler tuzak (NET)” olarak adlandirilan bir savunma mekanizmasi ortaya
konmustur. NET, notrofil I6kositlerin hicre disina salgiladiklari kromatinden (DNA
ve histonlar) ve granuller iginde bulunan proteinlerden olusur. NET,
mikroorganizmalari yakalayarak etrafini adeta bir 6rimcek agi gibi sarar ve daha

etkili bir savunma saglar [298].

IL-8, TNFa ve lipopolisakkarit gibi uyarici molekullerin noétrofillerin hicre zarinda
bulunan reseptorlerine baglanmasi ile hucre c¢ekirdegi lobuler yapisini kaybeder,
kromatin yogunlasir, ic ve dis c¢ekirdek zarlan birbirinden ayrilir. Ayni anda,
sitozolde bulunan ve antimikrobiyal peptidler igeren granuller pargalanir. Kromatin
ve peptidler hucre iginde bir araya gelerek bir agregat olusturur. Hucre zari yirtilir
ve igerigin tamami hdcre digina salinir. Hlcre disina salinan kromatin ve
antimikrobiyal peptidlerden meydana gelen bu icerik NET olarak adlandirlir [300],
[301]. NET olusumu ile sonuglanan bu asamadan sonra, ¢ekirdedini ve icerigindeki
granulleri kaybeden nétrofil 16kosit olur. Bu hicre olumu Steinberg ve arastirma

grubu tarafindan 2007 yilinda “Netozis (‘NETosis’)” olarak tanimlanmistir [302].

Apoptozis ile netozis arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla bazi calismalar
yapilmistir. Bu ¢alismalardan birinde netozis ile dlen hicrelerin “beni ye” sinyali
olusturmadigl ortaya koymustur. Bu nedenle netozis ile 6len hicrelerin apoptotik
hicrelerden farkh olarak fagositler tarafindan ortadan kaldirilmadigi belirlenmistir.
Bu durum NET yapisinin devamliligini saglayan en 6nemli faktorlerden biridir. Bu
sekilde NET vyapisi bozulmadigindan mikroorganizmalarla etkin bir bigimde
muicadele edilmektedir [301]. Netozis sonucu Olen hiicrede apoptozis
mekanizmasindan farkh olarak hicre zarinda tomurcuklanma, kromatin
kondensasyonu gibi morfolojik degisimlerin de gergeklesmedigi belirlenmistir [303].
Ayrica kaspaz inhibitorleri ile yapilan caligmalarda netozis mekanizmasinin

etkilenmedigi, buna bagh olarak da kaspaz enzimlerinin netozis surecinde rol
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oynamadiglr ortaya konmustur. Tum bu g¢aligmalar sonucunda netozis

mekanizmasinin farkl bir htiicre 6lumu tipi oldugu yorumu yapilmistir [304].

1.7.1.7. Paraptozis

Sprendio ve galisma grubu [305] tarafindan literatire kazandirilan paraptozis
terimi, Yunanca apoptozis ile iligkili anlamina gelmektedir. Yapilan calismalarda
apoptozis inhibitdrlerinin varliginda paraptozisin etkilenmedigi bu nedenle farkl bir

programli hiicre 6luma tipi oldugu ortaya konmustur [306].

Paraptozis, “Mitojen aktive protein kinaz enzimlerinin (MAPK)” rol oynadidi bir
programli hiicre 6limu tipidir [305]. MAPK, mayalardan insanlara kadar evrimsel
olarak korunmus, hlcre proliferasyonu, farklilasmasi ve hicre olUmunu
dizenleyen enzimlerdir. Bir MAPK enzimi olan Jun N-terminal kinaz (JNK) ve
MAPK enzimini fosforilleyen bir kinaz enzimi olan MEK’in paraptozis
mekanizmasinda gorev yaptigi gosterilmistir [305]. Paraptozis mekanizmasi, hicre
zarinda bulunan  “TUmér nekroz  faktor reseptdér stper ailesi 19
(TNFRFS19/TAJ/TROY)”, “Insilin iligkili blylime faktéri reseptéri (IGFRI)” ve
“nérokinin-1 reseptdriniin®, “Insilin - blylime faktori-1 (IGF-1)” ve Peptid
Noérotransmitter madde P gibi faktorler tarafindan uyariimasiyla baslar [307]. Bu
uyarinin ardindan hicre disindan hicre icine dogru bol miktarda kalsiyum ve bir
miktar da sodyum iyonlarinin gegisi gerceklesir. Sitoplazmada asiri vakuolizasyon,
mitokondri ve ER’de sisme gdzlenir. Cekirdek yogunlasir ve pargalanir. Hucre igi
artan kalsiyum iyonunun mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasina ve MAPK’in
aktiflesmesine neden oldugu saptanmis ancak mekanizmanin detaylari hentiz tam
olarak aydinlatilamamigtir. Bu nedenle Paraptozis ile ilgili ¢alismalar hala devam
etmektedir [296].

1.7.1.8. Anoikis

ik kez Frisch ve ¢alisma grubunun [308] 1994 yilinda yaptiklari calismada ortaya
koyduklari anoikis terimi, Yunanca evsiz anlamina gelmektedir. Anoikis hucre-
hicre ve hucre-ekstraselluler matriks baglantilarinin bozulmasi sonucunda ortaya
¢tkan programli bir hucre olumu tipi olarak tanimlanir. Hucre-hucre ve hucre

matriks etkilesiminde rol oynayan molekuller, sadece hucreleri bir arada tutmaz,
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ayni zamanda gorev aldiklar c¢esitli sinyal yollari ile hicre proliferasyonu,
farkhlasmasi ve hucre 6liumunde de rol oynarlar [309]. Anoikis mekanizmasinda
hicreye yasamini devam ettirmek igin gerekli uyarilar ulasamaz. Hicre-hlcre ve
hicre-matriks etkilesimlerinin bozulmasina bagl olarak da hticre 6limu gergeklesir
[308]. Bu mekanizmanin basamaklari hala arastiriimakla birlikte integrin

reseptorlerinin bu hucre dlumunde gorev aldigi rapor edilmistir [310].

Son vyillarda anoikis mekanizmasinin timoér metastazi ile iligkisi arastirma
konusudur. Normalde hucreler, hucresel baglantilarini  kaybettiklerinde
Olmektedirler. Tumor hucrelerinde ise anoikis mekanizmasinin engellendigi
belirlenmistir. Bu gekilde, hucreler 6lumden kurtularak yasamaya devam ederler ve
metastatik 6zellik kazanarak koéken aldiklari dokudan ayrilip farkli bir bdlgeye

yerlesebilme 6zelligi kazanirlar [310], [311].

1.7.1.9. Entozis

Entozis, ilk kez Mormone ve arastirma grubu tarafindan Huntington hastalarinin
lenfoblastlarinda hucresel kanibalizm olarak tanimlanmistir [312]. Ancak daha
sonra yapilan cgalismalarda kanibalizm ile entozis mekanizmalarinin birbirinden
farkh oldugu belirlenmistir. Kanibalizm’in secici olmadigi, hicre icine alinan diger
hdcrenin tipinin 6nemli olmadigi ifade edilmektedir. Entozis mekanizmasinda ise
ayni turden iki hicreden biri digerinin icine girmektedir [313]. Bu nedenle Entozis,
Yunanca “igeride olan” anlamina gelen entos kelimesinden tiremistir ve matriksten
ayrilan bir hacrenin diger hucre icine alinmasi olarak tanimlanmigtir. Hucre igine
alinan bu hucreler lizozomlarla sindiriimektedir. Yapilan ¢alismalarda bu hicrelerin
nadiren de olsa diger hdcrenin iginden tekrar disari salinabildigi gosterilmistir
[314].

Entozis mekanizmasi hucrenin matriksle olan baglantisinin kopmasiyla baslar.
Matriksten ayrilan htcre, diger hicrenin zarinda bulunan E-kaderin molekuline
baglanir. Bu baglanmanin ardindan Rho GTPaz ve ROCK proteinlerinin
uyariilmasina bagli olarak hicre iskeleti yeniden duzenlenir. Olusan yalanci
ayaklar hicre igine alinacak hedef hucrenin etrafini gevreler. Miyozin II'nin
kontraktil kuvveti ile hedef hiicrenin, diger hiicre igerisine alinmasini saglanir. iceri
alinan hudcrenin etrafi bir zarla cevrilir ve fagozom olusturur. Bu fagozom,

lizozomla birleserek, igeri alinan hicre ortadan kaldirilir [313].
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda hucre zari ile hucre iskeleti rasinda kopru gorevi
goren Ezrin proteininin entozis mekanizmasinda rol oynadigi gosterilmistir [315].
Entozis mekanizmasinda hedef hlcre komsu hlcreye baglandidinda, Ezrin
proteini fosforillenerek aktif hale gecer ve hicre iskeletinin yeniden
dizenlenmesini saglar. Wang ve calisma grubunun [316] insan epitel hucre
karsinoma hucre hatti (A431) kullanarak yaptiklari ¢alismada Ezrin proteininin

sentezlenmedigi hucrelerde entozisin baskilandigini rapor edilmistir.

Entozis'in en ¢ok meme kanseri hlcre hatti olan MCF-7’de gorildugu
belirlenmistir. MCF-7 hucrelerinde hem apoptozisde rol oynayan kaspaz 3 enzimi,
hem de otofaji de rol oynayan Beclin-1 proteini bulunmamaktadir. Otofaji ve
apoptozis mekanizmalarinin bulunmadigi bu hicrelerde hicre dlumunun entozise
bagli olarak gerceklestigi 6ne surtlmektedir [314]. Ayrica, tUmor hicrelerinin,
hicre igine aldiklarn diger hlcreyi parcalayarak besin ve enerji kaynagi olarak
kullandiklari ifade edilmektedir [317].

1.7.1.10. Piroptozis

Piroptozis, Salmonella typhimurium ile enfekte makrofajlarda Kaspaz 1’in
aktivasyonu ile sonuglanan bir programli hiucre olumu olarak tanimlanmistir.
Piroptozis terimi, Yunanca'da ates veya yangin anlamina gelen “pyro” ve dokulme

anlamina gelen “ptosis” kelimelerinin bir araya getirilmesiyle olusturulmustur [318].

Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa ve Shigella flexneri’nin
makrofajlarin iginde replike olan mikroorganizmalar oldugu yapilan galismalarda
belirlenmistir. Bu mikroorganizmalarla enfekte makrofajlarin hiucre zarinda 1.1-2.4
nm capinda porlar olustugu gdsterilmistir. Bu porlardan hiicre icine Ca*? gecisi
olur. Hiicre igine giren Ca*? iyonlarinin sitozolde inaktif durumda bulunan Kaspaz 1
enziminin aktivasyonunda rol oynadi§i ifade edilmektedir. Ayrica hiicre icine Ca*?
iyonunun girisiyle iyon dengesi bozulur, hlcre icine disardan su girisi olur. Hicre
icine su girigi ile birlikte hlcre siser ve hucre iskeleti bozulur. Hlcre zarindaki
bozulma sonucu hicre igerigi nekroza benzer sekilde hicre digina c¢ikar ve

salgilanan proinflamatuar sitokinlerle birlikte bagisiklik sistemi de uyarilir [319].

Piroptozis ile apoptozis arasindaki iligkileri arastiran c¢alimalarda piroptozis
varliginda DNA’nin parcalandigi ancak c¢ekirdek butinliginin korundugu

belirlenmistir. Piroptozis'de DNA’nin parcalanmasi apoptozis mekanizmasinda
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DNA pargalanmasindan sorumlu olan CAD enziminden bagimsiz olarak
geceklesmektedir, ancak henlz bu enzim tanimlanamamigtir. Ayrica Piroptozis
mekanizmasinda, apoptozisde gorev alan kaspaz 3 ve kaspaz 7 ile Sitokrom c’nin
etkisinin olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle piroptozis mekanizmasi farkli bir

programli hdcre 6luma tipi olarak siniflandiriimigtir [319].

Hem nekroptozis hem de piroptozis mekanizmalarinda Kaspaz 1 enzimi rol
oynamaktadir. iki mekanizma arasindaki fark arastirildiginda nekroptozis
mekanizmasinda goérev alan RIP-1 ve RIP-3 enziminin, piroptozis

mekanizmasinda rol oynamadigi belirlenmistir [320].

Bazi mikroorganizmalarin piroptozis mekanizmasini inhibe ederek patojenik
Ozellikler gosterdigi de literatlirde ifade edilmektedir. Bu mikroorganizmalardan biri
veba etkeni olan Yersinia pestis, digeri ise cigek hastaliginin etkeni olan Pox
virustur. Her iki mikroorganizmanin da Piroptozis mekanizmasini baskilayarak IL-
18 ve IL-1B salgilanmasini engelledigi belirlenmistir [319], [321]. Bu sekilde

savunma sisteminden kurtulan bu etkenlere bagl olarak enfeksiyon gelismektedir.

1.7.2. Programli olmayan hiicre olimi

1.7.2.1. Nekroz

Nekroz, Yunanca “Olu vucut” anlamina gelen “Nekros” kelimesinden turetilmistir
[322]. Nekroz, apoptozisden farkli olarak akut hasar durumunda goérulen, programli
olmayan ve geri donlUsumsutz bir hicre o6lumua tipidir. Nekroza neden olan
etkenlere; oksijen yetersizligi (hipoksi), fiziksel hasar, hipertermi, kompleman
aktivasyonu, UV, iskemi, pH degisiklikleri, arsenik, siyanur, insektisidler gibi toksik

maddeler ve adir metallere maruziyet érnek verilebilir [323], [324], [325].

Disaridan gelen bu fiziksel ve kimyasal uyarilar DNA tamirinden sorumlu nukleer
bir enzim olan “Poli (ADP-riboz) polimerazi (PARP)” etkiler. Bu enzim substrat
olarak NAD™1 kullanir. NAD+ ise ATP sentezinde rol oynayan o©nemli bir
koenzimdir. Nekroz ile birlikte PARP cok miktarda NAD" pargalar ve hiicrede
NAD" kaybina neden olur. Bu durumda ATP sentezi bozulur [326], [327]. ATP’nin
azalmasi nedeniyle hiicre zarinda yer alan ve aktif tasima yapan iyon pompasi
gbrev yapamaz. Bu sekilde hiicrenin iyon dengesi bozulur. iyon dengesi bozulan

hicreye su girisi olur ve buna bagl olarak hlcre siser ve sitoplazmada vakuoller
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olusur. Hucre igindeki sivi miktarinin artisi organellerin yapisini ve fonksiyonlarini
da etkilemektedir. [328]. Lizozom zarinin parcalanmasi ise nekrozda Kkritik
basamagi olugturmaktadir. Lizozomlarin pargalanmasi ile ortaya g¢ikan enzimler
hicre zarini olusturan lipidleri peroksidasyona ugratir ve hlcre zarinin yapisinin
tamamen bozulmasina neden olur. Bunun sonucu olarak da hucre igerigi disari
salinir. Hucre olumdnd takiben hicre igeriginin hucreler arasi bosluga salinmasi
inflamasyona ve kemotaktik faktorlerin salinmasina sebep olur. Bunun sonucunda
makrofaj ve notrofiller nekrotik dokuya gé¢ ederek, nekrotik dokuyu fagosite eder.
Apotozis ile nekroz arasindaki en buylk fark nekroz mekanizmasi sonucunda
inflamatuar degisiklikler ortaya gikarken, apoptozis sonucunda hucre igerigi digari

salinmadan 6élen hicrelerin ortamdan uzaklastirilmasidir [329].

1.8. Apoptozis mekanizmasinda gorev alan biyomolekiiller

Apoptozis ¢ok sayida biyomolekulun birbirleri ile etkilesimleri sonucu olugur. Bu
mekanizma yaklasik 40 yil éncesinde tanimlanmis olmasina ragmen apoptozis
surecinde gorev alan biyomolekullerle ilgili ¢calismalar hala devam etmektedir.
Asagida apoptozisin uyariimasinda gorev yapan ligandlar ve reseptorleri,
apoptozis mekanizmasinda goérev alan kaspaz enzimleri, substratlari, bu enzime
yardimci adaptor proteinler ve bu enzimleri inhibe eden inhibitér proteinler ile
apoptozisi dizenleyen “B-cell lymphoma gene-2 (Bcl-2)” protein ailesi, p53 ve

Sitokrom c proteinlerine ait detayl bilgiler verilecektir.

1.8.1. Ligandlar

Hucre zarinda bulunan reseptorlerine baglanarak apoptozis mekanizmasinin
baglamasini saglayan proteinler “ligand” olarak adlandiriimaktadir. Bu ligandlar
“Tumor Nekroz Faktor (TNF)” super ailesi olarak adlandirilan genis bir protein
ailesinin Uyesidirler. 19 Gyeden olusan TNF super ailesi inflamasyon, apoptozis,
proliferasyon, invazyon, anjiogenezis, morfogenezis gibi sureclerde rol
oynamaktadir [330]. Bu ailenin Uyelerinden TNFa, FasL ve TRAIL apoptozis ile

iligki olarak Uzerinde en ¢ok galisma yapilan proteinlerdir.
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1.8.1.1. TNFa proteini

“Tuamor Nekroz Faktor (TNF)”, ilk olarak 1962 yilinda Mycobacterium ile enfekte
farelerin, timoér gelisimine daha direncli oldugunun belirlenmesi ile kesfedilmistir
[331]. Daha sonra 1975 yilinda Carswel ve c¢alisma grubu [332] tarafindan
endotoksin verilmig farelerin serumlarinda saptanan bir molekulin, tumor
dokusunda nekroza yol actigi gdsterilmis ancak molekulin yapisi 1985 yilina
kadar tam olarak anlasilamamistir. Beutler ve c¢alisma gubu [333], endotoksin
uygulanan makrofajlarda uretilen ve kasektin adini verdikleri bir faktoran kaseksiye
neden oldugunu rapor etmiglerdir. Daha sonra yapilan molekuler analizlerde

kasektin olarak isimlendirilen bu biyomolekilin TNF oldugu saptanmistir [334].

Endotoksin uyarimina bagl olarak molekul agirligi 17 kDa olan ve makrofajlardan
salgilanan faktor TNFa, 20 kDa olan ve lenfositlerden salgilanan faktor TNF3 ya
da Lemfotoksin olarak adlandirimigtir [335]. Bu iki faktor arasindaki amino asit
benzerliginin yaklasik %30 oldugu saptanmig ve etkilerini ayni reseptore

baglanarak gerceklestirdikleri gosterilmistir [336].

TNFa insanlarda 6. kromozomun kisa kolunda bulunan TNFA geni tarafindan
kodlanan, 233 amino asit uzunluga ve 17 kDa molekul agirhda sahip bir proteindir.
TNFa; makrofajlar, bazofiller, monositler, T ve B hicreleri, dogal éldurtcu hicreler
ile keratinositler, fibroblastlar, yag hucreleri, néronlar, diz kas htcreleri ve timor
hacrelerinden sentezlenmektedir [337], [338]. Toksinler, virtsler, mantarlar,
parazitler, IL-1 ve TNFa’nin kendisi de TNFa sentezini arttirmaktadir [337], [339].
TNFa ilk olarak bir transmemran proteini olarak sentezlenir, daha sonra ADAM17
ya da TACE adi verilen matriks metalloproteinaz enzimleri tarafindan kesilir ve

hicre zarindan ayrilarak ekstraselliler matrikse salgilanir [340].

Salgilanan TNFa, hicre zarinda bulunan reseptort TNFR1’e baglandiginda hicre
icinde U¢ mekanizmay! aktiflestirir [283]. Bu mekanizmalardan ilki hucre
proliferasyonu ile sonuclanan NF-kB sinyal mekanizmasidir. NF-kB bir
transkripsiyon faktoéridur. Sitoplazma iginde inaktif halde bulunur. Aktive
oldugunda cekirdege tasinir. Cekirdekte ise proliferasyonda ve enfeksiyonlara
karg! olusturulan immun yanitta rol alan ¢ok sayida genin ifade edilmesini saglar
[341]. TNFa'nin reseptoriune baglanmasi ile aktive ettigi ikinci mekanizma bir
programli hiacre olumu tipi olan Nekroptozis’dir. Bu mekanizma TNFa’'nin hicre

zarindaki TNFR1 reseptorlerine baglanmasi ile baslar. Bu baglanma sonucu
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sitozolde nekrozom adi verilen bir kompleks olusur ve hucreler 6lume suruklenir
[342]. TNFa’'nin aktiflestirdigi diger bir mekanizma ise olum reseptorleri aracih
apoptozis’dir. TNFa, TNFR1 reseptorlerine baglandiginda Kaspaz 8 aktivasyonuna
neden olarak apoptotik mekanizmay! aktif hale getirmektedir. TNFa, apoptozisdeki
bu roli nedeniyle kanser gibi g¢esitli hastaliklarin tedavisinde hedef molekul olarak
da kullaniimaktadir [343].

1.8.1.2. FasL proteini

“Fas Ligand (FasL)”, 1993 yilinda 281 amino asit uzunlugunda ve 40 kDa molekdl
agirhigina sahip bir transmembran proteini olarak tanimlanmig, TNF slper ailesinin
dyelerinden biridir. FasL ayni zamanda CD178, CD95L veTNFSF6 olarak da
adlandiriimaktadir [344]. Bu ligandin CD8+ sitotoksik T-lenfositlerde ve NK
hdcrelerinin zarinda bir transmembran proteini olarak bulundugu belirlenmistir
[345]. Bununla birlikte Lenfoblastik 16semili hastalarla yapilan ¢alismalar sirasinda
zara bagl halde bulunan FasL’nin matriks metalloproteinaz enzimleri tarafindan
kesilerek ECM’ye salgilandigi da saptanmistir [346]. Hem hulcre zarinda bulunan,
hem de ECM’ye salgilanan FaslL’nin Fas reseptorine baglanmasi sonucu

apoptozis mekanizmasinin basladigi bildirilmistir [344].

Yapilan galismalarda, tumor hacrelerinin immun sistemden korunmak igin FasL
sentezledigi belirlenmigtir. Bu FasL, Fas reseptori eksprese eden lenfositlere
baglanir. Bu sekilde normalde tUmor hicrelerini 6ldirmesi beklenen T-lenfositlerin,
Fas aracili apoptoz yoluyla ortadan kaldirildiklari gosterilmistir. Bdylece FasL
eksprese eden tumoér hacreleri immuin sistem hicrelerinden kurtulmaktadirlar
[347], [348].

1.8.1.3. TRAIL (TNFSF10/Apo2L)

“TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)” insanlarda 3. kromozomdaki
TNFSF10 geni tarafindan kodlanan, 32 kDa agirliginda ve 281 aminoasit
uzunlugunda bir transmembran proteinidir. Yapilan galismalarda TRAIL’in FasL
ile %28, TNFa ile %23 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir [349]. TRAIL
ayni zamanda APO-2L olarak da adlandiriimaktadir [350].
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TRAIL; monosit, makrofaj, dendritik hiicreler, dogal dldurucu hucreler, sitotoksik T-
lenfositler, hepatositler, noronlar, epitel hucreleri ve leyding hucreleri tarafindan
sentezlenir ve hedef hiicre zarlarinda bulunan TRAIL reseptorlerine baglanir [351].
TRAIL'in  reseptérlerine  baglanmasi  6lum  reseptéri  aracili  apoptotik
mekanizmanin aktiflesmesini saglar. TRAIL hlcre zarinda bir transmembran
proteini olarak bulunabildigi gibi matriksmetalloproteinaz enzimleri tarafindan
kesilerek ECM’ye de salgilanir. Yapilan g¢alismalarda her iki formun da apoptozisi

indUkleme 6zelligi oldugu belirlenmistir [352].

TRAIL kanser hucrelerinde apoptozise neden olmaktadir. TRAIL’in 16semi, multiple
miyeloma, ndroblastom, akciger, kolon, meme, prostat, pankreas, bdbrek, tiroid
kanser hicrelerinde apoptozisi uyardigi yapilan hicre kultiri calismalarinda
gosterilmistir [353], [354]. TRAIL mutant fare modelleri ile yapilan ¢alismalarda,
farelerin gelisim bozuklugu goéstermeksizin yasamaya devam ettigi ancak 6zellikle
hematolojik kanserlerin olusumunda artis oldugu goézlenmistir. Bu nedenle TRAIL
kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir hedef olarak nitelendiriimektedir
[355].

Son vyillarda yapilan c¢alismalarda kanser hicreleri disinda Streptococcus
pneumoniae ile enfekte makrofajlarin ortadan kaldirilmasinda da TRAIL ligandinin
gorev yaptigi belirlenmistir. Alveollerde bulunan Notrofil I6kositlerden salgilanan
TRAIL, Streptococcus pneumoniae ile enfekte alveolar makrofajin zarinda bulunan
reseptorine baglanir ve makrofaj apoptozise ugrar. Bu sekilde bakterilerin
¢ogalmasinin engellendigi ifade edilmektedir [356]. Ayrica Haamed ve c¢alisma
grubu tarafindan yapilan bir calismada akciger endotel ve epitel hicrelerinden
salgilanan TRAIL'in diz kas hucrelerinde proliferasyona neden oldugu ve bunun
sonucunda da damarda basincin arttigi saptanmistir. Bu basing artisinin pulmoner

arteriyel hipertansiyona neden oldugu 6ne surulmektedir [357].

1.8.2. Reseptorler

Apoptozisde gorev alan reseptorler “Tumor Nekroz Faktor Reseptér (TNFR)”
super ailesinin Uyeleridir. TNFR sUperailesinin 40’dan fazla Uyesi vardir ve
apoptozis disinda inflamasyon, otoimminite ve organogenezis’de rol

oynamaktadir [358].
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1.8.2.1. TNFR1

TNFR1 reseptort insanlarda 12. kromozomda bulunan TNFRSF1A geni tarafindan
kodlanir. TNFR1, 434 amino asit uzunlugundadir ve yaklasik 50 kDa molekul
agirhiga sahiptir. Reseptorun yapisi incelendiginde 190 amino asit uzunlugunda
ekstrasellliler, 23 amino asit uzunlugunda transmembran ve 221 aminoasit
uzunlugunda intraselliler domainden olustugu belirlenmistir [359]. TNFR1
reseptorinin ekstrasellliler domaininde ligandin baglanmasini saglayan ve sistein
amino asitleri bakimindan zengin bir bolge bulunur. Bu bdlge “preligand assembly
domain (PLAD)” olarak adlandiriimaktadir [358].

TNFR1 reseptortinun ligandi TNFa’dir. TNFa, reseptdre baglandiginda 3 adet
TNFa ve hucre zarinda monomerik halde bulunan ¢ adet TNFR1 reseptord non-
kovalent olarak bir araya gelir ve oligomerize olur (Sekil 1.8). Bu trimerik yapi
apoptozisin baglamasi igin gereklidir [360].

TNFRZ2in sitoplazmik kuyrugunda o6lim boélgesi (death domain, DD) olarak
adlandirilan bir bdlge bulunur. TNFa, TNFR1'e baglandiginda reseptorin
sitoplazmik kuyrugunda konformasyonel bir degisim meydana gelir. Bu degisimin
etkisiyle 6lum bdlgesine sitoplazmada bulunan cgesitli adaptor proteinler baglanir
ve Olum reseptorleri aracili apoptozis mekanizmasi bu sekilde baslamis olur [359],
[361].

1.8.2.2. FAS (CD95/APO-1) reseptori

Fas reseptorl, insanlarda 10. kromozomun uzun kolunda bulunan TNFRSF6 geni
tarafindan kodlanan, 335 amino asit uzunlugunda ve yaklasik 37 kDa molekdl
agirlirhigina sahip bir transmembran proteinidir [362]. Yapilan c¢alismalarda bu
reseptorin kalp, akciger, karaciger ve bobrek gibi ¢gok sayida dokuda ifade edildigi
gOsterilmistir [363]. Fas reseptorinin yapisi incelendiginde hicrenin igcine uzanan
bir intraselltler bdlge, hicre zarini boydan boya gegen bir transmembran bdlgesi
ve hucre digina uzanan bir ekstrasellller bolge olmak Uzere ¢ kisimdan olustugu
saptanmigtir. Reseptorin hucre disina uzanan ekstraselltler bolgesinin TNFR1 ile
onemli dlglide benzerlik gosterdigi belirlenmis ve bu reseptér TNFRS6 olarak
siniflandinimistir. Bu ekstraselliler bdlge yapisinda 2-6 adet sisten amino asit

rezidusu icerir ve bu bolge ligand baglanmasi icin dnemlidir [364].

50



Ligand

TNFa
FasL
TRAIL . AN
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Sekil 1. 8. Apoptozis mekanizmasini uyaran ligandlar ve 6lum reseptorleri ile

etkilesimi olur ([359]'dan yararlanilarak yeniden gizilmigtir).

Fas reseptorinin ligandi FasL'dir. Yapilan g¢alismalarda FasL’nin reseptdrin
ekstrasellller bolgesine baglandigi ifade edilmektedir. FasL'nin Fas reseptorine
baglanmasi sonucu 3 adet FasL ve 3 adet Fas reseptdrinden olusan trimerik bir
kompleks olusur. Bu apoptozis mekanizmasinin baglamasi icin gereklidir (Sekil
1.8) [365]. Fas reseptorinin sitoplazmik bolgesi 145 amino asitten olugur ve bu
bdlgede “6lum bolgesi” olarak adlandirlan “DD o6lum motifi (death domain)”
bulunmaktadir. FasL, Fas ile baglandiginda, reseptorun hucre i¢i kismi ¢ok sayida
adaptor proteinle iligki kurarak apoptozis uyarisinin ekstraselliler matriksten hicre

sitoplazmasina tasinmasini saglar [366].

1.8.2.3. TRAIL reseptorii (TRAILR1/TRAILR2)

Fas ve TNFR1 disinda TRAIL reseptorleri de apoptozis mekanizmasinin
baslamasinda rol oynayan reseptorlerdir. TRAIL reseptora ilk olarak 1997 yilinda
Pan ve arastima grubu [367] tarafindan tanimlanmis ve TRAILR1 olarak
adlandinimigtir. Daha sonra, TRAILR1 diginda TRAILR2, TRAILR3, TRAILR4 ve
Osteoprotegerin (Opg) olmak Uzere 4 adet reseptdér daha tanimlanmistir [368].
TRAIL reseptorlerinin karaciger, néronlar, miyositler, kolon, brons epiteli, Leydig

hicrelerinde ifade edildigi belirlenmigtir [351].

Apoptozis mekanizmasinin baglamasi i¢cin TRAIL ve TRAIL reseptorlerinin
trimerizasyona ugramasi gerekmektedir. Bunun ic¢in U¢ adet TRAIL ve U¢ adet

TRAIL reseptoru biraraya gelmektedir (Sekil 1.8). Bu trimerizasyon ile reseptorin
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intraselltler bdlgeleri birbirine yakin duruma getirilir ve sitoplazmada bulunan
adaptor proteinler reseptore dogru ¢ekilir. TRAIL reseptort adaptor protein iligkisi
apoptozis uyarisinin ECM’den hucre igine aktariimasinda &énemli basamagi
olusturmaktadir [369].

TRAIL reseptorlerinden TRAILR1 ve TRAILR2, sitoplazmaya uzanan kisimlarinda
olum bodlgesine sahiptir ve TRAIL bu reseptdrlere baglandiginda apoptozis
mekanizmasi aktif hale geger [351]. Olim bdlgesinden yoksun diger reseptorler

ise apoptozisi uyarmazlar ve decoy reseptdrleri olarak siniflandirilirlar [370].

1.8.3. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozis mekanizmasinda goérev alan sistein proteazlardir (Cysteine
Aspartate Specific ProteASES). Bu enzimler, aktif merkezlerinde sistein amino asit
rezidisu bulundugu ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit rezidilerinden sonra

gelen amino asit rezidlisunden kestikleri icin bu sekilde adlandiriimiglardir [371].

Kaspazlar, sitozolde 30-50 kDa molekul agirligina sahip inaktif zimojenler olarak
sentezlenirler. inaktif durumdaki bu enzimler “prokaspaz” olarak isimlendirilir. Bu
prokaspaz enzimlerinin yapisinda fonksiyonel acidan 6nemli iki bolgenin varlig
belirlenmistir. Bu boélgelerden biri enzimin N-terminalinde bulunan ve “prodomain”
bolgesi olarak adlandirilan duzenleyici bolgedir. Prodomain bdlgesi, enzimin
aktivitesini ve diger biyomolekullerle olan etkilesimini dizenleyen amino asit
motifleri igerir. ikinci bolge ise enzimin C-terminalinde bulunan ve enzimatik olarak
aktif olan “katalitik domain™dir [372].

Prodomain bélgesinde bulunan amino asit motifleri detayl olarak incelenmis ve
“Caspase activation and recruitment domains (CARD)”, “Death effector domain
(DED)”, “Death domain (DD)” ve “PYRIN” olmak Uzere dort farkh bodlge
tanimlanmistir. Yapilan c¢alismalarda Apoptozis mekanizmasinda rol oynayan
cesitli reseptor, efektdér, adaptdr ve inhibitor proteinlerde de bu bdlgelerin varhgi
belirlenmistir [373]. Bu bodlgeleri iceren tim proteinler “Death domain (DD) super
ailesi” icinde siniflandinimaktadir [374]. Bu motifler arasindaki amino asit bezerligi
dusuk olmasina ragmen, benzer U¢ boyutlu yapiya sahip olduklari gosterilmis ve

bu yapi, "6lum bolgesi katlantisi (death domain fold)” olarak adlandiriimistir [375].
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Caspase activation and recruitment domains olarak adlandirilan CARD
bdlgesi, ilk olarak 1997 yilinda Hofmann ve calisma grubu [376] tarafindan
tanimlanmistir. Bu bdlge 90-100 amino ait uzunlugundadir ve birbirine anti-paralel
6 adet a-heliksten olusmaktadir CARD sadece kaspaz enzimlerinde degil, cesitli
biyolojik sureglerde gorev alan ¢ok sayida proteinin yapisinda da bulunmaktadir
[377]. CARD bdlgesi iceren bu proteinler birbirlerine yapilarinda bulunan CARD
bdlgelerinden baglanirlar. Bu nedenle CARD domainleri arasinda gergeklesen bu
etkilesim homofilik bir etkilesim olarak tanimlanir. CARD bdlgesi yUkli amino
asitler bakimindan zengin oldugundan CARD-CARD etkilesiminde bolgeler
arasinda elektrostatik etkilesim gortulmektedir. CARD bdlgesi igeren tum proteinler,

“CARD protein ailesi” olarak siniflandiriimaktadir [378].

Death effector domain olarak adlandirlan DED bdlgesi, kaspazlarin N-
terminalinde bulunan prodomainde yer alir. DED bodlgesi de CARD gibi, sadece
kaspazlarda degil, apoptozis mekanizmasinda goérev alan diger proteinlerin
yapisinda da bulunur. DED-DED homofilik etkilesimi basta apoptozis olmak Uzere
hicrede gergeklesen cesitli biyolojik sureclerde goérev alir ve DED-DED
baglantisinda bolgeler arasinda hidrofobik etkilesim kurulur [372]. DED bdlgesi
iceren proteinler incelendiginde, DED bdlgeleri arasindaki benzerlik %4,7-%25,3
olarak bulunmustur [379], [380]. Ancak DED bdlgesinin U¢ boyutlu yapisi
incelendiginde diger motifler gibi birbirine anti-paralel 6 adet a-heliksten olustugu
gorulmustir. DED bodlgesi iceren bu proteinler “DED protein ailesi” olarak
siniflandiriimaktadir [381].

Death domain olarak adlandirilan DD bdlgesi de diger motifler gibi birbirine anti-
paralel 6 adet a-heliksten olusur. Bu bolge de CARD ve DED bdlgeleri gibi, diger
proteinlerdeki DD boélgeleri ile baglanarak homofilik etkilesim gosterir. Sadece
kaspazlarin prodomaininde degil, 6zellikle apoptozis mekanizmasinda gorev alan
diger proteinlerin yapisinda da bulunan bu domain igerdigi yukli amino asitlerle
molekuller arasinda elektrostatik bir ¢ekim olusturur. YuklU amino asitlerin a-
heliksin yuzeyinde bulunmasi DD bdlgeleri arasinda olugsan elektrostatik etkilesim

icin dnemlidir [382].

Pyrin domaini, 2000 yilinda apoptozis ve inflamasyonda rol oynayan cesitli
proteinlerde belirlenmis olan, yaklagik 95 amino asit rezidusunden olusan bir
motiftir [383]. Apoptozisdeki rolinun belirlenmesinin ardindan DD, DED ve CARD
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proteinleri gibi Pyrin domainine sahip proteinler de DD super ailesi iginde
siniflandiriimistir. Bu bolge, birbirine anti-paralel 6 adet a-heliksten olusmakta ve

¢cok sayida protein-protein etkilesiminde gérev almaktadir [375].

Kaspazlarin yapisinda prodomain disinda, enzimin aktif bdlgesi olarak da
adlandirilan bir Katalitik bolge bulunur. Bu Katalitik bolge, enzimin C-terminalinde
yer alir ve 20 kDa molekul agirligina sahip buyuk alt Gnite (p20) ile 10 kDa molekdl
agirhgina sahip bir kiigtik alt Gniteden (p10) meydana gelir [384]. Bu alt Gniteler
arasinda 10 amino asit uzunlugunda kisa bir “baglayici (linker) bolge” yer
almaktadir [385]. Buyluk alt Unite Histidin ve Sistein amino asit reziduleri igeren
katalitik olarak aktif bolgedir. Kiguk alt birim ise ¢ok sayida substrat icin baglanma
bdlgesi olusturur. Enzimin, substratlarda bulunan aspartik asit aminosit bélgelerini
taniyan bu bdlgesinde; Argl79, His237, GIn283, Cys285, Arg341 ve Ser347
rezidulerinden olugan 7 amino asitin evrimsel olarak tim kaspaz tiplerinde

korundugu belirlenmigtir [386].

insanlarda tanimlanmis 12 adet kaspaz enzimi bulunmaktadir. Bu enzimler
Kaspaz 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 ve Kaspaz 14’tir. Kaspaz 11 farelerde,
Kaspaz 13 ise sigirlarda saptanmistir ve insanlardaki ortologlari sirasiyla Kaspaz
4 ve Kaspaz 5 enzimleridir [387], [388]. Kaspazlar genellikle fonksiyonlarina ve
prodomain yapilarina gore siniflandiriimaktadirlar. Bu siniflandirmalar disinda bazi
arastinicilar tarafindan substrat tercihlerine ve filogenetik iliskilere goére de

gruplandirma yapilmistir [389], [390].
Fonksiyonlarina gore Kaspazlar [390];

1. inflamatuar Kaspazlar: Kaspaz 1, 4 ve 5 bu grupta yer alir. Bu enzimler

proinflamatuar sitokinleri aktiflestirerek bagisiklik sisteminde goérev alir.

2. Baslatici Kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9, 10 ve 12 bu grupta yer alir. Bu enzimler
apoptozis surecinin bagslamasindan ve dizenlenmesinden sorumludur. Bu nedenle

Duzenleyici Kaspazlar olarak da adlandirilirlar.

3. Efektor Kaspazlar: Kaspaz 3, 6 ve 7 bu grupta yer alir. Bu enzimler apoptozis
surecinde aktifleserek hiicrede 300’den fazla substratin pargalanmasini saglar.

Bu siniflandirmalarin disinda kalan Kaspaz-14 enzimi ise keratinositlerde dretilir

ve kornifikasyon slrecinde rol oynar [391].
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Prodomain yapilarina gore Kaspazlar;

Kaspazlarin prodomainleri fonksiyonlarina goére farkliik gosterir. Baglatici ve
inflamatuar kaspazlarin yaklagik 100 amino asit uzunlugunda bir prodomaini
bulunurken, efektor kaspazlar ise 30 amino asitten daha kisa bir prodomaine
sahiptir. Bunun nedeni basglatici kaspazlarin uzun prodomain bdlgesinde enzimin
aktivasyonunu duzenleyen adaptor proteinlerle baglanmasini saglayan bir
bolgenin varligidir. Adaptor protein-baslatici kaspaz iligskisi enzimin otokatalitik
aktivasyonu igin kritik basamagi olusturur. Kisa prodomaine sahip olan efektor
kaspazlar ise uzun prodomaine sahip olan bir baslatici kaspaz tarafindan

kesildiklerinde aktif hale gecerler [384].
1. Uzun prodomaine sahip Kaspazlar; Kaspaz 1, 2, 4,5, 8,9, 10 ve 12
2. Kisa prodomaine sahip Kaspazlar; Kaspaz 3, 6, 7 ve 14

inaktif zimojenler halinde sentezlenen kaspazlarin aktif hale gegisleri hiicredeki
fonksiyonlarina gére degismektedir. inaktif durumdaki baslatici kaspazlar ve
inflamatuar kaspazlar sitozolde monomerik formda bulunurlar ve aktif duruma
gecmeleri icin dimerize olmalari gerekmektedir. Efektdr kaspazlar ise inaktif
dimerler halinde bulunurlar (Sekil 1.9). Bunun nedeni efektor kaspazlarin baglatici
kaspazlara kiyasla daha hidrofobik Ozellikte olmalaridir. Efektdr kaspazlarin

aktivasyonu icin bir baslatici kaspaz tarafindan kesilmesi gerekmektedir [392].

Apoptotik sinyalin hicreye ulasmasi ile sitoplazmada bulunan adaptér proteinler
baslatici kaspazlarin prodomaininde bulunan DED ve CARD motiflerine baglanir.
Hucrelerde baslatici kaspazlara adaptor proteinlerin baglanmasi ile olusan Ug¢
farkh baslama kompleksi tanimlanmistir. Bu kompleksler; kaspaz 8 ve kaspaz 10
enzimlerinin aktiflesmesinden sorumlu olum indiikleyici sinyal kompleksi
(DISC), kaspaz 9 enziminin aktiflesmesiden sorumlu apoptozom kompleksi ve
kaspaz 2 enziminin aktiflesmesini saglayan p53 uyarici 6lum bdlgesi igeren
kompleks (PIDDozom) olarak adlandiriimaktadir [393], [394], [395]. Adaptor
proteinlerin kaspazlara baglanmasi ile olugsan bu kompleksler, monomerik formda
bulunan baglatici kaspazlari biraraya getirir. Bu sekilde DED domainleri karsi
karsiya gelen baslatici kaspazlar dimerize olur. Bu dimerizasyon baglatici

kapazlarin aktif hale gecmesi igin gereklidir [384].
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inflamatuar kaspazlarin aktif hale gegmesi i¢in de dimerize olmalari gerektigi
belirlenmistir. Bu dimerizasyon igin inflamatuar kaspazlara adaptor proteinler
badlanir. Bu baglanma sonucu olusan kompleks inflamazom olarak adlandirilir.
inflamozom, inflamatuar kaspazlarin bir araya gelerek dimerize olmasini saglar.
Dimerize olan inflamatuar kaspazlar, aktif duruma geger ve inflamasyon surecinde
rol oynar [384], [392].

Efektor kaspazlar ise baslatici ve inflamatuar kaspazlardan farkli olarak enzimatik
yikim sonucu aktif duruma gecer. Efektor kaspazlarin aktiflesme sureci ile ilgili
detayll bilgiler kaspaz 7 enziminin kristal yapisi ile ilgili yapilan c¢alismalar
sirasinda ortaya konmustur [396]. Efektor kaspazlarin aktivasyonu enzimin
prodomain ve katalitik domainleri arasinda bulunan peptit baglarinin aktif duruma
gecmis olan bir baglatici kaspaz enzimi tarafindan kirilmasi ile baslar (Sekil 1.9).
Bu sekilde katalitik domain, prodomainden ayrilir [386]. Daha sonra birbirinden
ayrilan buyuk ve kuguk katalitik alt birimler, buylk alt birim kuguk alt birimle
karsilikli gelecek sekilde bir heterodimer olusturur. Olusan heterodimerler
birleserek iki aktif merkez iceren tetramerik yapida aktif bir kaspaz enzimini
meydana getirir. Biyolojik olarak aktif kaspaz enziminin prokaspaz forma gore
yaklasik 2000 kat daha etkin oldugu gosterilmistir [397].

Dimerizayon

Baslatici kaspaz
Og 20 tarafindan kesim
> 4 2
q oA 4 q R2A
=N
proenzim 08#/ \\380 aktif enzim 08¢/ proenzim aktif enzim

Baslatics kaspaz aktivasyonu Efektor kaspaz aktivasyonu

Sekil 1. 9. Baglatici ve efektdr kaspazlarin aktivasyonu ([384]'den yararlanilarak

cizilmistir).

1.8.4. Kazpaz substratlari
Kaspaz enzimleri aktif hale gectiklerinde hucre i¢inde ¢ok sayida biyomolekulu

substrat olarak kullanarak parcalar. ik olarak 1998 yilinda Stroh ve g¢alisma grubu
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[398] tarafindan 65 farkli substratin kaspaz enzimleri tarafindan pargalandigi
belirlenmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar sonucunda, kaspaz enzimlerinin
bugline kadar memelilerde tanimlanmis yaklasik 400 adet substrati oldugu rapor
edilmistir [399].

Kaspaz substratlari sitoplazma ve c¢ekirdegin yapisal proteinleri, cesitli sinyal
mekanizmalarinda gorev yapan proteinler, transkripsiyonu dizenleyici proteinler,
hicre siklusunu duzenleyen proteinler ve DNA ile iligkili proteinler seklinde
siniflandinimaktadir. Kaspazlar tarafindan kesilen bu substratlardan bazilari aktif
durumdan inaktif duruma gecgerken, bazilari inaktif durumdan aktif duruma gecer.
Buna ek olarak kaspazlar tarafindan kesilen bazi substratlarin hicre igindeki
lokalizasyonu degisirken, bazilari yeni fonksiyonlar kazanir [400]. Apoptotik uyariyi
takiben aktif hale gecen kaspaz enzimleri tarafindan pargcalanan bu substratlar
apoptozisin erken ya da gec¢ safhalarinda gorev yapabilir. Yapilan galismalarda bir
hidcrede kaspazlar tarafindan pargalanan bir substratin, baska bir hicre tipinde
parcalanmadidi ve buna bagll olarak da substratlardan bazilarinin hicre tipine
0zgu oldugu gosterilmistir. Substratlar degismesine ragmen kaspaz enzimleri
hedef proteindeki 6zgul amino asit dizilerini taniyarak, bu aminoasitleri aspartik
asit rezidinden sonra keserek ayirir. Kaspaz enzimleri tarafindan parcalanan bu
substratlar sonucu hucrelerde hlcre zari, sitoplazma ve c¢ekirdekte cesitli
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ortaya cikar ve hicre 6lime suruklenir
[206].

1.8.5. Kaspaz inhibitorleri

Kaspaz enzimlerinin aktivasyonu kaspaz inhibitorleri adi verilen gesitli proteinler
tarafindan dizenlenmektedir. Bu inhibitdr proteinleri iceren en dnemli ailelerden
biri “Apoptozis proteinleri inhibitor ailesidir (IAP)”. IAP protein ailesi yapisinda
cinko baglanma boélgesi iceren ve hem baslatici, hem de efektér kaspazlara
baglanarak onlarin inhibisyonuna neden olan proteinleri igerir. Bu proteinler ilk
olarak virusle enfekte boceklerde tanimlanmigtir [401]. Bir virus tarafindan enfekte
edilen hicrelerde, viris genomu konak huicre genomuna entegre olur. Bu durumda
virisle enfekte hicre kendi proteinlerinin yanisira virisiin genomunda kodlanan
proteinleri de sentezler. Viris genomunda kodlanan bu IAP proteinleri virUsle

enfekte konak hucrelerinin 6lmelerini engelemek igin Uretiimektedir. Bu sekilde
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viral enfeksiyonun devamliligi saglanmaktadir. IAP proteinlerinden memelilerde
bulunan bazilari XIAP, clAP1, clAP2, NAIP, Bruce, Survivin, plAP olarak
adlandiriimaktadir [402]. AP ailesi Uyelerinin insanlarda 6zellikle hematolojik
malignansilerin olusumunda rol oynadigi son yillarda yapilan c¢alismalarda
gosterilmigtir. IAP proteinlerinin inhibe edilerek l6semi ve lenfoma tedavisinde

kullanilabilcegi dusunulmektedir [403].

Mitokondri ve o6lim reseptorleri aracili apoptotik yollarin her ikisi de IAP ailesi
tarafindan kontrol edilmektedir. Apoptozis uyarisinin baglamasinin ardindan bu
IAP’larin  ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Apoptozis mekanizmasinin
aktiflesmesiyle, mitokondriden salgilanan gesitli faktorlerin sitozolde bulunan IAP’a
baglanarak bu proteini bloke ettigi belirlenmistir. Bu sekilde AP, kaspaz
enzimlerine baglanamaz ve aktif durumda kalan kaspaz enzimleri substratlarini

parcalayarak apoptozis surecini devam ettirir [402].

Mitokondriden salgilanan ve IAP’In etkisini ortadan kaldiran bu faktorlerden biri
“Mitokondri Kokenli ikincil Kaspaz Aktivatér (Smac)” olarak adlandirilan Smac
proteinidir [404]. Smac, 239 amino asit uzunlugunda ve 27 kDa molekul agirliginda
mitokondriyal bir proteindir. Bu proteinin N-terminal bdlgesinde 55 amino asit
uzunlugunda mitokondriyal hedefleme dizisi bulunmaktadir. Protein sitozolde
sentezlenip, mitokondriye gectikten sonra bu dizi yapidan uzaklastirilir. Bu
hedefleme dizisinin yapidan ayrilmasi ile Smac proteininde yeni bir N-terminal
bdlgesi olusur. Apoptotik uyariyr takiben mitokondriden sitoplazmaya salinan
Smac, yeni N-terminal bolgesiyle IAP’a baglanarak onu bloke eder. Bloke olan IAP
kaspazlara baglanamadidi icin kaspaz enzimleri aktif hale gecerek apoptozisin

uyariimasini saglarlar [405], [406].

Smac’in yani sira bir Serin proteaz enzimi olan “High Temperature Requirement
Protein A2 (Htra2/Omi)” de apoptotik uyarinin ardindan mitokondriden
sitoplazmaya salinmaktadir. Htra2/Omi, |IAP’lari pargalar ve bu sekilde IAP-kaspaz
kompleksinin kurulmasi engellenir. IAP kaspazlara baglanamadigindan, kaspazlar

aktifleserek hicrelerin 6limine yol agar [406].

IAP disinda, 6lum reseptorlerine baglh apoptozisin inhibisyonunda goérev yaptigi
belirlenen endojen bir faktor daha tanimlanmistir. Bu inhibitér molekul “FLICE-

benzeri inhibitér protein (FLIP)” olarak adlandirilir. FLIP, baslatici kaspazlardan
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kaspaz 8 ve kaspaz 10'un DD bélgesine baglanarak Olim reseptorii aracili
apoptotik yolu baskilar [407]. Yapilan arastirmalarda Kaspaz 8'in tam olarak aktif
hale gelebilmesi igin sitozolde inhibitoruntin de bulunmasi gerektigi belirlenmigtir
[392].

1.8.6. Adaptor proteinler

Apoptozise neden olan ligandlar hlicre zarinda bulunan reseptérlerine baglandigi
zaman reseptorler aktive olarak sitozolde bulunan cgesitli adaptor proteinler ile
birlesir. Bu sekilde ekstraselltler bir 6lum sinyali intraseltler hale gelmis olur. “Fas
iliskili 6lim domaini (FADD) proteini” yaklasik 23 kDa molekdl adirhiga sahip, 208
amino asit uzunlugunda bir adaptér proteindir. insanlarda 11 kromozomun uzun
kolunda bulunan FADD geni tarafindan kodlanir. Yapisi incelendiginde, C-
terminalinde DD, N-terminalinde ise DED domaini bulundugu gosterilmistir [408].
Apoptozisin uyarilmasinin ardindan FADD sitoplazmadan hucre zarina cekilir ve
yapisinda bulunan DD domaini ile hicre zarinda bulunan Fas reseptorinun DD
domainine baglanir. N-terminalinde bulunan DED domaini ise prokaspaz 8 ve
prokaspaz 10 enziminin DED bdlgesine baglanir. Bu baglanma, baglatici
prokaspazlarin aktif hale geg¢mesinde ve apoptozisin uyariimasinda kritik

basamagi olusturur [409].

“TUmor nekroz faktor reseptoru iligkili 61lum domaini (TRADD) proteini”, insanlarda
16. Kromozomda bulunan TRADD geni tarafindan kodlanan, 312 amino asit
uzunlugunda ve yaklasik 34 kDa molekul agirligina sahip bir adaptor proteindir.
Apoptotik uyarinin ardindan hucre zarinda bulunan TNFR1 reseptorunun hicre igci
kismina TRADD baglanir. TRADD proteinine ise diger bir adaptor protein olan
FADD baglanir. TRADD ve FADD baglantisinin kurulmasi ile prokaspaz 8 ve
prokaspaz 10 enzimleri FADD adaptor proteine baglanarak aktif hale getirilir. Bu
sekilde 6lim reseptorleri aracili apoptotik yol uyarilmis olur. TRADD adaptor
proteini sadece apoptozisde degil hucreleirin hayatta kalmasi igin gerekli ¢cok
sayida proteinin sentezini dizenleyen NF-kB sinyal mekanizmasinda da gorev
yapar. Bu durumda TNFR1 ile baglanan TRADD, FADD ile etkilesmez [410].
Ancak hucrede gerceklesen bu iki ayri mekanizmada, hucrenin hangi yolu, nasil

sectigi tam olarak aydinlatilamamigtir [411].
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“TNF reseptora iligkili faktor (TRAF)” proteinleri TRAF genleri tarafindan kodlanan,
alti farkh izoformu tanimlanmig adaptor proteinlerdir. Apoptozis ile iligkili olarak en
cok calisilan TRAF proteinleri TRAF1 ve TRAF2'dir. Diger adaptor proteinlerin
aksine hicre zarinda bulunan TNFR1 reseptorlerine baglandiklarinda kaspaz
inhibitorlerini sitoplazmadan hucre zarina dogru c¢eker. Hucre zarina gelen AP,
burada bulunan prokaspaz 8 enzimine baglanarak ve bu enzimi inhibe eder. Buna

badli olarak da apoptozis mekanizmasinin baskilandigi ifade edilmektedir [412].

1.8.7. Sitokrom ¢

Sitokrom c, elektron transportunda goérev alan suda ¢ézinUr bir hem proteinidir.
Yaklasik 12 kDa molekidl agirligina sahip, 105 amino asit uzunlugunda olan bu
protein, apositokrom olarak adlandirilan bir 6ncul seklinde serbest ribozomlarda
sentezlenir. Sitozolde sentezlenen apoSitokrom c¢, mitokondrinin i¢ ve dig zarlari
arasinda bulunan bosluga yerlesir [413]. Burada bir liyaz enzimi tarafindan
yapisina hem grubu eklenen apoSitokrom c, holoSitokrom c haline gelir.
HoloSitokrom c, kisaca Sitokrom c olarak adlandinimaktadir. Hem grubunun
Sitokrom c¢’nin apoptotik fonksiyonlari igin gerekli oldugu yapilan calismalarda

ortaya konmustur [414].

Sitokrom ¢, normal hicrelerde mitokondri ic ve dis zarlari arasinda bulunmaktadir.
Zarlar arasi boglukta bulunan Sitokrom c’nin burada serbest halde degil,
mitokondri i¢ zarinda bulunan Kardiyolipin molekuline bagh halde bulundugu
belirlenmistir. Kardiyolipin ise Sitokrom c’nin zarlar arasi boslukta kalmasini ve
mitokondriden sitozole salinmasini Onlemektedir. Sitokrom c ile Kardiyolipin
arasindaki baglanti elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler sonucu olugsmaktadir
[415]. Apoptotik uyarinin ardindan Kardiyolipin molekuli oksidasyona ugrar ve bu
oksitlenme Kardiyolipin molekulinin Sitokrom c’den ayrilmasina neden olur [414].
Liu ve calisma grubu tarafindan [416] 1996 yilinda yapilan g¢alismada apoptotik
uyari ile birlikte mekanizmasi henuz tam olarak aydinlatlamamis bir sekilde
Sitokrom ¢ proteininin  mitokondriden sitoplazmaya salindigi belirlenmistir.
Mitokondriden sitoplazmaya salgilanan az miktardaki Sitokrom c, ER zarinda
bulunan “inositol 1,4,5 trifosfat reseptoérine (IPsR)” baglanir ve ER’den sitozole
Ca' salgilanmasini saglar. ER’'den salinan bu Ca™ mitokondriden daha fazla

miktarda Sitokrom c ¢ikigini uyarir [417].
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Sitokrom c¢ sitoplazmaya salindiginda mitokondride elektron tagsima sistemi ve
buna bagh olarak da mitokondrinin fonksiyonlari bozulmaktadir [418].
Sitoplazmaya salinan bu Sitokrom c’nin efektér bir kaspaz olan kaspaz 3’ln
aktivasyon sulrecinde rol oynayarak hucreleri 6lime surtkledigi de gosterilmigtir
[419].

1.8.8. Bcl-2 Ailesi

“B-cell lymphoma gene-2 (Bcl-2)” protein ailesi Uyeleri mitokondri aracili apoptotik
mekanizmayi1 dlzenleyen tek gecisli transmembran proteinleridir. Bcl-2 protein
ailesinin ilk tyesi olan Bcl-2 proteinini kodlayan BCL-2 geni, ilk olarak 1984 yilinda
akut lenfoblastik 16semili bir ¢ocuk hastada tanimlanmistir. Bu hastada 14.
kromozomda bulunan ve immunoglobulin agir zincirini kodlayan bdlge, 18.
kromozomda fonksiyonu bilinmeyen bir bolgeye transloke olmustur [420]. Bu gecis
daha sonra folikller lenfomada da saptanmis ve karakterize edilmistir [421]. Bcl-2
ailesinin fonksiyonlarinin mitokondri ile iligkili oldugu 1990 yilinda ortaya konmus,
Bcl-2 proteinlerini ve mitokondiyi igeren mitokondri aracili apoptotik yolu agiklayan

cesitli modeller 6ne surulmagtir [422].

Bugline kadar memelilerde tanimlanmis 15 Uyesi bulunan Bcl-2 protein ailesi
fonksiyonlarina gore iki grupta incelenir. Bu gruplardan biri apoptozisi indukleyici
etkiye sahip olan pro-apoptotik proteinler, digeri ise apoptozisi baskilayan anti-
apoptotik proteinlerden olusur. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri, mitokondrinin i¢ ve
dis zarlari arasinda bulunan Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesini ve buna badli olarak apoptozisin indiklenmesini saglar. Anti-
apoptotik Bcl-2 proteinleri ise kaspazlarin ve adaptor proteinlerin inaktivasyonuna
neden olarak apoptozisi baskilar [423]. Dolayisiyla, pro- ve anti-apoptotik Gyelerin
aktivitesi hucrelerin hayatta kalmasina veya 6lumune neden olmaktadir [424]. Anti-
apoptotik Bcl-2 Gyelerinden bazilari; bcl-2, bel-xL, bcl-w’den olusur. Bax, bak, bok,

bcl-xs ise proapoptotik Bcl-2 Uyelerinden bazilaridir [423].

Bcl-2 proteinlerinin yapisi incelendiginde BH1, BH2, BH3 ve BH4 adi verilen ve

evrimsel olarak korunmus bodlgelerin varligi belirlenmistir. Bu bdlgelerin tamamini

iceren Bcl-2 proteinlerinin anti-apoptotik 6zellikte oldugu belirlenmis (bcl-2bcl-xL,

bcl-w... vb.), 2 ya da 3 BH bdlgesi iceren proteinlerin ise pro-apoptotik olduklari

gOsterilmigtir (bax, bak, bok... vb.) Bu pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin
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aktivasyonu ise yapisinda sadece BH3 bolgesi igeren Bcl-2 proteinleri tarafindan
gerceklestiriimektedir (bad, bid, bim... vb.) [425].

1.8.8.1. Bcl-2

Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik Uyelerinden biri olan Bcl-2 proteini insanlarda
18. kromozomda bulunan BCL2 geni tarafindan kodlanir. Sitozol, mitokondri, ER
ve c¢ekirdekte varligi belirlenmis olan bu protein, 239 amino asit uzunlugunda ve
yaklagik 26 kDa molekil agirligina sahip bir proteindir [426], [427]. Ozellikle mitoz
bolinmenin G,/M fazinda Bcl-2 proteininin hucrelerin apoptozise ugramasini
engelledigi belirlenmigtir. Bu etkisi nedeniyle anti-apoptotik bir protein olarak
tanimlanmaktadir [428]. Bcl-2 proteini sentezlendikten sonra yapisinda bulunan
70. serin amino asit rezidisune “protein kinaz C (PKC)” tarafindan fosforil grubu
eklenmektedir. Bu post-translasyonel modifikasyonun proteinin anti-apoptotik
fonksiyonu icin énemli oldugu yapilan calismalarla ortaya konmustur [429].
Fosforillenen Bcl-2 proteini, pro-apoptotik Bcl-2 Uyelerine baglanarak onlarin
apoptozisi indukleme 0zelliklerini inhibe eder. Bu sekilde hucreler hayatta kalir
[430]. Apoptozisin uyarilmasinin ardindan aktiflesen kaspaz 3 enzimi, Bcl-2
proteinini parcalar. Bu pargalanma ile proteinin yapisindaki BH4 bolgesi yapidan
ayrilir. BH4 bdlgesi ayrilan Bcl-2 proteini mitokondri dis zarina yerlesir ve Sitokrom
c’nin mitokondriden sitozole salinmasini saglayarak, apoptozis mekanizmasini
ilerletir [430].

1.8.8.2. Bax

“Bel-2 iligkili X proteini (Bax)” 1993 vyilinda Bcl-2 proteini ile iligkili olarak
tanimlanmig, 9 adet a-heliksten olusan sitozolik bir proteindir [431]. insanlarda 19.
kromozomun uzun kolunda bulunan BAX geni tarafindan kodlanan bu protein, 192
amino asit uzunlugundadir ve yaklasik 21 kDa molekll agirhigina sahiptir [432].
Saglikli hiucrelerde Bax proteini sitozolde inaktif bir monomer seklinde bulunur
[433]. Yapilan galigmalarda Bax ile Bcl-2 proteininin yapisal olarak benzer oldugu
gOsterilmigtir. Fakat bu yapisal benzerlige ragmen Bcl-2'nin hucrelerin hayatta
kalmasini uyarirken (anti-apoptotik), Bax'in apoptozisi uyardigi (pro-apoptotik)

rapor edilmistir [431].
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Bax inaktif durumdayken yapisinda bulunan a-heliksler kovalent olmayan
etkilesimlerle birbiri Uzerine gelecek sekilde katlanmistir. Bax proteini fonksiyonel
olarak aktif durumda olmadigindan, bu durum “kapall pozisyon” olarak adlandirilir.
Ist ve pH degisiklikleri, deterjan gibi kimyasal maddeler varliginda ve BH3
bolgesine sahip bir Bcl-2 Uyesi Bax proteinine baglandiginda, proteinin inaktif
durumdan aktif duruma gectigi belirlenmistir [434], [435]. Bax proteininin
aktivasyonu sirasinda konformasyonel bir degisim meydana gelir ve a-heliksin
yuzeyinde bulunan hidrofobik grup yapidan ayrilir. Bu konformasyonel degisim
sonucunda 6A7 epitopu olarak adlandirilan bolge agiga ¢ikar. Bu sekilde Bax
inaktif sitozolik bir proteinden, mitokondri dis zarina yerlesebilen aktif bir protein
haline gelir [436].

6A7 epitop bolgesi aciga ¢cikmis olan aktif durumdaki 4 adet Bax proteini biraraya
gelerek oligomerize olur ve henlz aydinlatilamayan bir mekanizma ile mitokondri
dis zarina yerlesir. Mitokondri dig zarina yerlesen Bax burada por olusturur. Bu por
olusumu icin Bax proteininin mutlaka BH3 bolgesi iceren bir baska Bcl2 Uyesi ile
baglanmasi gerektigi ifade edilmektedir. Bu da inaktif durumdaki Bax’in neden
mitokondri dis zarina yerleserek por olusturmadigini agiklamaktadir. Olugsan bu
por ile mitokondri dis zarinin gecirgenligi bozulur ve Sitokrom ¢ mitokondriden

sitozole salinarak htcrenin 6limuine neden olur [437].

1.8.8.3. Bak

“Bcl-2 homologous antagonist killer (Bak)” proteini, mitokondri dis zarinda
yerlesmis, apoptozisi indikleme 6zelligine sahip bir transmembran proteini olarak
tanimlanmistir [438]. Daha sonra, bu proteinin sitozolde ve ER’de de bulundugu
saptanmistir [439]. insanlarda 6. kromozomda bulunan BAK1 geni tarafindan
kodlanan Bak proteini, 211 amino asit uzunlugunda ve yaklagik 24 kDa molekdl
agirhgindadir [440]. Apoptozis inaktif oldugu durumda, Bak proteini mitokondri dis
zarinda monomerik formda ve inaktif halde tutulur [438]. Bak proteininin saglikli
hicrelerde nasil inaktif halde tutuldugu hala galisma konusudur. Apoptotik uyari ile
birlikte monomerik formdaki Bak proteinleri mitokondri dig zarinda biraraya gelerek
homodimer olusturur. Bu birlesmenin cinko iyonu varhiginda gerceklestigi ifade
edilmektedir [441].
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Bak proteinlerinin homodimerizasyon mekanizmasi detayl olarak incelendiginde
bir Bak proteininin yapisinda bulunan BH3 bdlgesi ile diger Bak proteininin 3. ve 4.
a-heliksleri arasinda bulunan hidrofobik oluga baglandigi, bu BH3 bdlgesi-
hidrofobik oluk etkilesiminin de homodimerizasyon igin gerekli oldugu belirlenmistir
[438], [442]. Yapilan c¢alismalarda Bak proteininin yapisinda bulunan BH3
bolgesinin spesifik antikorlar kullanilarak bloke edilmesinin, Bak proteinlerinin
biraraya gelerek homodimer olusturmasini engelledigi belirlenmistir. Bu sekilde bir
araya gelen Bak proteinleri mitokondri dig zarinda por olusturur. Olusan bu porlar
dig zarin gegirgenligini bozar ve Sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salinmasina
neden olur [443]. Ayrica Bak proteininin anti-apoptotik 6zellikteki Bcl-2 proteinine
baglandigi ve bu proteinin apoptozisi engelleyici Ozelligini ortadan kaldirarak

apoptozisin uyariimasini sagladidi da belirlenmigtir [444].

1.8.8.4. Bim

“Bcl-2 interacting mediator (Bim)” saglikli hlcrelerde mikrotlbdillere baglh halde
bulunan, pro-apoptotik bir Bcl-2 lyesisidir. insanlarda 2. kromozomda bulunan
BCL2L11 geni tarafindan kodlanan Bim proteininin, apoptozis mekanizmasinda rol
oynadidi O’Connor ve galisma grubu [445] tarafindan yapilan ¢alismalar sirasinda
ortaya konmustur. Bim proteini 22 kDa molekul agirhigina sahiptir ve 198 amino
asitten olusur. BimL, BimS ve BimEL olmak Uzere 3 izoformu tanimlanmis olan
Bim proteini pro-apoptotik bir Bcl-2 Gyesidir [446]. Yapilan ¢aligmalarda tum
izoformlarin BH3 bolgesi icerdigi ve apoptozisi indikleme 6zelligine sahip oldugu
saptanmistir [447]. Apoptotik uyari ile birlikte mikrotibullerden salinan Bim
proteini, mitokondri dig zarina tasinir. Mitokondri dis zarinda Bak ve Bax
proteinlerine baglanarak onlarin aktiflesmesinde rol oynadidi belirlenen Bim
proteini bu sekilde mitokondri aracili apoptozis mekanizmasinda goérev yapar
[448].

1.8.8.5. Bid

insanlarda 22. kromozomda bulunan BID geni tarafindan kodlanan “BH3
interacting-domain death agonist (Bid)” proteini ilk olarak Wang ve ¢alisma grubu
[449] tarafindan 1996 yilinda tanimlanmistir. 195 amino asit uzunlugunda ve

yaklagik 22 kDa molekul agirigina sahip Bid proteini, pro-apoptotik bir Bcl-2
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ayesidir. Diger Bcl-2 Uyelerinden farkli olarak Bid, C-terminalinde mitokondri zarina
yerlesebilecek hidrofobik bir amino asit rezidisu tagimamaktadir. Bu nedenle Bid
sitozolde serbest halde bulunur ve olusan apoptotik uyariyi diger Bcl-2 Uyelerine

ileten bir sinyal molekul gibi davranir.

Yapisinda sadece BH3 domaini igeren Bid proteini, apoptotik sinyal yokken
sitozolde inaktif durumda bulunur. Oliim reseptorleri aracili yolun aktivasyonu ile
aktif duruma gecen kaspaz 8 enzimi, Bid proteinini C-terminalinden keser. Bu
kesim sonucu olusan Bid, tBid olarak adlandirilir. tBid, mitokondri dis zarinda
bulunan Bax ve Bak proteinlerine baglanir [419]. Bu baglanma ile aktif hale gecen
Bak ve Bax, mitokondri dig zarinda por olusturarak mitokondri aracili apoptozisde
rol oynar. Bu sekilde mitokondri ve Olum reseptorleri aracih apoptotik

mekanizmalar birbirine baglanmis olur [438].

1.8.8.6. Bad

“Bcl-2 associated death promoter (Bad)” yapisinda sadece BH3 bdlgesi iceren,
proapoptotik bir Bcl-2 Uyesidir [450]. insanlarda 11. kromozomda bulunan BAD
geni tarafindan kodlanan Bad proteini, 168 amino asit uzunlugundadir ve yaklagik
19 kDa molekul agirhgina sahiptir [451]. Saglikli hicrelerde Bad proteini
sentezlendikten sonra yapisinda bulunan 112., 136. ve 155. Serin amino asit
rezidulerinden fosforillenir. Bu post translasyonel modifikasyonun hicreler igin bir
yasam sinyali oldugu ifade edilmektedir [452]. Apoptotik uyariyl takiben Bad
proteininin yapisinda bulunan fosforil gruplari, “protein fosfataz 2A (PP2A)”
tarafindan uzaklastirilir. Boylece Bad proteini defosforile olur. Defosforile olan Bad
proteini, anti-apoptotik Bcl-2 Uyelerine baglanarak bu proteinlerin apoptozisi inhibe
etme Ozelliklerini ortadan kaldirir. Bu sekilde apoptozis mekanizmasini indukleyici

Ozellik gosterir [453].

1.8.9. p53

insanlarda 17. kromozomun kisa kolunda yer alan TP53 geni tarafindan kodlanan
p53, apoptozisde anahtar rol oynayan proteinlerden biridir. Yaklasik 53 kDa
molekul agirhgina sahip, 393 amino asit uzunlugundaki bu protein DNA’da

meydana gelen hasara bagli olarak hicre siklusunu durduran ve DNA hasarini
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onarmasi igin hucreye zaman kazandiran bir transkripsiyon faktoradur [454]. p53
proteini ilk olarak 1979 yilinda DelLeo ve c¢alisma grubu tarafindan tumor
olusumunu uyaran bir molekll olarak tanimlanmistir [455]. Daha sonra yapilan
calismalarda timoér olusumunu uyaran bu p53 proteininin mutasyona ugradigi,
normal (wild type) p53 proteininin hucrelerde tumaor olusumunu onleyen bir timor

baskilayici protein oldugu ortaya konmustur [456].

Normal sartlar altinda sitoplazmada bulunan p53 proteini oldukga kisa dmurltudar
ve hucredeki miktari azdir. p53’Un hicredeki miktari ve lokalizasyonu siki kontrol
altindadir. Mitoz bolinmenin G1 fazinda sitoplazmada bulunan p53, G1/S gegisi
surecinde gekirdege girer. Bolunen hicre mitoz bolinmenin S fazina gegctiginde
ise p53 tekrar sitozole dénmektedir. p53 proteininin sitoplazma ve c¢ekirdek
arasindaki transferi oldukga hizli gergeklesen, ATP bagimli bir suregtir [457]. p53
proteininin yapisi incelendiginde c¢ekirdege giris ¢ikis icin gerekli olan nukleer

lokalizasyon sinyal bolgelerini (NLS) icerdigi belirlenmigstir [458].

p53 proteininin hdcredeki miktari “Murine/Human Double Minute 2 (Mdm2)” adi
verilen bir ubikitin-protein ligaz tarafindan kontrol edilir. Mdm2, ¢ekirdekte bulunan
p53 proteininin  N-terminal bolgesine baglanarak, proteinin yapisina ubikitin
gruplarn ekler [459]. Mdm2 tarafindan eklenen ubikitin gruplari, p53 proteininin
yapisinda konformasyonel dedisime neden olur ve ¢ekirdekten sitoplazmaya c¢ikis
icin gerekli olan sinyal dizisinin agiga ¢ikmasini saglar. Sitoplazmaya ¢ikan p53
proteininin yapisindaki bu ubikitin gruplari proteinin proteozomal yikimi icin etiket

gorevi gorur [458].

DNA’da meydana gelen bir hasar varliginda, p53 proteini yapisindaki ¢ok sayida
bdlgeden cesitli kinazlar tarafindan fosforillenir. Ozelllikle 15., 20. Serin, ve 18.
Treonin amino asit rezidulerinin fosforillenmesi sonucu p53 ile Mdm2 birbirinden
ayrilir. Bu da p53’Un hem sitoplazma, hem de gekirdekteki miktarini artmasina
neden olmaktadir [454], [459]. Ayrica bu fosforillenme reaksiyonlarinin p53
proteininin transkripsiyon faktért fonksiyonu igin de gerekli oldugu goésterilmistir.
DNA'’ya baglanan p53 proteini, mitoz bélinmenin G1 ve G2 fazlarinda bélinmenin
durmasini ve DNA onarimini saglayan cesitli proteinlerin transkripsiyonunu uyarir.
Bu sekilde hasarli hucreye hatanin dizeltimesi ve hayatta kalmasi igin firsat
taninmig olur. Hasar onarilmayacak boyuttaysa p53; Fas, Bax, Apaf-1 gibi
proapoptotik genlerin ifadesine neden olarak hucreyi apoptozise surukler [460].
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Duzeltilemeyecek duzeyde hatali DNA’ya sahip bir hicrenin apoptozis ile ortadan
kaldiriimasi gereklidir. Hatali DNA’'ya sahip bu hucreler 6lmedikleri durumda
normal bir hicreden kanser hucresine donusumun gergeklesebildigi yapilan
calismalarda ortaya konmustur. insan kanserlerinin yaklasik yarisinda p53
geninde veya p53 geninin hucredeki seviyesini duzenleyen gesitli biyomolekullerde
mutasyonlarin varligi saptanmigtir. p53 bozuk oldugunda, hatali hicreler hicre
bélinmesine devam ederler ve apoptozisden kacarlar. Ayrica bdlinme devam
ettikge ilave mutasyonlar gegirerek karsinogenez surecini ilerletirler. Bu nedenle
p53 karsinogenez sureci ile ilgili olarak yapilan galismalarin merkezinde yer alan
proteinlerden biridir [454].

1.9. Apoptotik hiicre 6lumi mekanizmalari

Apoptozis mekanizmasi ¢ok sayida biyomolekulin yer aldigi, enerji bagimli
karmasik bir mekanizmadir. Yapilan arastirmalar sonucunda hucrelerde; Olim
reseptorleri aracili apoptototik yol, Mitokondri aracili apoptotik yol, Granzim aracil
apoptotik yol ve ER aracili apoptotik yol olmak tzere 4 temel apoptotik mekanizma
belirlenmistir [461].

1.9.1. Oliim reseptérii aracili apoptotik yol

Cesitli sitokinler, buyume faktorlerindeki eksiklikler veya olim reseptorlerine
baglanabilecek ligandlarinin varhgi, 6lim reseptdru aracili apoptotik mekanizmayi
aktif hale getirmektedir. Ligand-reseptor etkilesimi sonucunda reseptérde olusan
konformasyonel degisimler kaspazlar ve Bcl-2 proteinlerinin de dahil oldugu ¢ok
saylda proteinin rol oynadigi apoptozis mekanizmasinin baslamasina neden olur.
Olim reseptori aracili apoptozis mekanizmasi Fas-FasL aracili yol, TNFa-TNFR1
aracii yol ve TRAIL-TRAILR aracili yol olmak Uzere ligand-reseptor

kompleksindeki farkhliklara gore 3 grupta incelenmektedir [461].

1.9.1.1. Fas-FasL aracili apoptotik yol
FasL, reseptoru olan Fas’a baglandiginda, monomerik durumda bulunan G¢ adet
Fas reseptorlu hilcre zarinda biraraya gelir. Bdylece Fas reseptdru oligomerize olur

[462]. Fas-FasL etkilesiminin kurulmasi ile reseptorin sitoplazmik kuyrugunda
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konformasyonel bir degisim meydana gelir. Bu degisimin etkisi ile sitozolde
serbest halde bulanan FADD adaptor proteini hucre zarina dogru cekilir [463].
Zara yonelen FADD, Fas reseptorunin sitoplazmik kuyrugunda bulunan DD
bdlgesine, kendi yapisinda bulunan DD bdlgesi ile baglanir. Bu baglanma, inaktif
durumda bulunan prokaspaz 8 enziminin sitoplazmadan hucre zarina dogru
yonelmesinde neden olur [464]. Hucre zarina ulasan prokaspaz 8 enzimi
yapisinda bulunan DED bdlgesi ile FADD adaptor proteininin yapisinda bulunan
DED bdlgesine baglanir. “Fas reseptori-FADD adaptdér proteini-prokaspaz 8”
enziminden olusan bu U¢li kompleks “6lum indukleyici sinyal kompleksi (DISC;

death inducing signaling complex)” olarak adlandirlir [465], [466].

Prokaspaz 8 enziminin yapisinda bulunan DED bdlgesi ile FADD adaptoér
proteinine baglanmasi enzimin aktif hale geg¢gmesi igin sinyal goérevi gorlr.
Prokaspaz 8 enzimin aktivasyonundaki ilk basamak homodimerizasyondur. DISC
yapisi iki adet prokaspaz 8 enziminin karsilikli olarak biraraya gelmesi igin platform
olusturur. Bu homodimerizasyon prokaspaz 8 enziminin kendi kendini kesmesine
(otokatalitik kesim) neden olur [467].

Prokaspaz 8 enziminin aktivasyonu sirasinda ilk olarak katalik domaini olusturan
baylk ve kuguk alt birimler arasindaki 374. ve 384. Aspartik asit rezidllerinden
kesim gerceklesir [467]. Ardindan, prodomain ile katalitik domain arasindaki 216.
Aspartik asit rezidisunden kesim yapilir. Bu kesim enzimin hiicre zarindan
ayrilarak sitozole verilmesi i¢in gereklidir [468]. Kesimler sonucunda olusan p10
(a) ve p18 (B) birimleri karsilikli olarak biraraya gelerek (a»B2) Aktif kaspaz 8
enzimini olusturur. islenmis olan aktif enzim DISC yapisindan ayrilarak, sitozole
salinir [467], [468].

BlyUk ve kuguk alt birimlerin arasinda gergeklesen ilk kesimin dogrulugu, enzimin
aktivitesi icin kritiktir. Bu nedenle, ilk olarak bu iki bolge arasindaki noktadan kesim
gerceklestirilir. Bu sekilde islenmemis ya da hatali islenmis olan enzimin sitozole
salinmasini engellenmis olur. Daha sonra prodomain ile katalitik domainler
birbirinden ayrlir. Bu kesim ile hucre zarindan ayrilan Aktif kaspaz 8 enzimi

sitozole verilmektedir [467].

Aktif kaspaz 8 enziminin sitoplazmada iki 6nemli substrati vardir. Substratlardan

biri ¢gok sayida biyomolekulin kesilmesinden ve buna baglh olarak apoptotik
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morfolojinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan kaspaz 3 enzimidir. Prokaspaz 3
seklinde sentezlenen kaspaz 3 enzimi sitoplazmada inaktif dimerler halinde
bulunur [392]. Aktif kaspaz 8 enzimi, prokaspaz 3 enzimini prodomain ve katalitik
domainler arasinda yeralan baglayici bolgeden keser. Bu baglayici bolgenin
kesilmesiyle prokaspaz 3 enziminin buyuk ve kiguk katalitik alt birimleri birbirinden
ayrilir [469]. Prokaspaz 3 enziminin aktivasyonu igin gerekli olan son asama 2
buyuk ve 2 klguk alt birimin karsilikli olarak biraraya gelmesidir. Bu sekilde buyuk
ve kuglUk alt birimleri iceren bir heterotetramer olusur. Bu heterotetramer,
hidrofobik etkilesimler ile bir arada tutulur ve biyolojik olarak aktivite gosteren Aktif
kaspaz 3 enzimini meydana getirir [470]. Olugan Aktif kaspaz 3 enzimi pek ¢ok
hedef proteini proteolitik olarak keser ve bdylece apoptozis slirecine 6zgu hlcre igi
olaylar gerceklesir (Sekil 1.10) [206].

DISC

Sekil 1. 10. Fas-FaL ve TNFa-TNFR1 aracih apoptotik mekanizmalar
goOrulmektedir. DD: 6lum bdlgesini, DED: Death effector domaini, C8: Kaspaz 8,

C3: Kaspaz 3'u gostermektedir. ([471]'dan yararlanilarak yeniden gizilmistir).

Aktif kaspaz 8 enziminin substratlardan bir digeri ise proapoptotik bir Bcl-2 Uyesi
olan Bid proteinidir. Sitoplazmada bulunan bu proteinin C-terminalinden kesilmesi
ile 15 kDa molekll agirigina sahip bir C-terminal pargasi olusur (p15). Bu parga,
tBid olarak adlandirilir. tBid sadece BH3 bolgesine sahiptir ve olusan tBid, Bak ve

Bax proteinlerinin aktiflesmesine neden olur. Aktif hale gegen Bax ve Bak
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proteinlerinin mitokondri dis zarina translokasyonu mitokondri i¢ ve dis zarlarn
arasindaki boslukta bulunan Sitokrom c’nin sitozole salinmasini saglar. Sitozole
salinan Sitokrom c’de kaspaz aktivasyonuna neden olarak hticreyi 6lime surukler.
Bu sekilde mitokondri ile 6lUm reseptdrleri aracili apoptotik mekanizmalar birbirine
baglanir [419]. Olen hicreler komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan ortamdan
uzaklastirilir [206].

1.9.1.2. TNFa-TNFR1 aracili apoptotik yol

TNFa, reseptort olan TNFR1’e baglandiginda monomerik formda bulunan ¢ adet
TNFR1 biraraya gelerek trimerize olur [472], [473]. TNFa-TNFR1 etkilesiminin
kurulmasi ile reseptérin sitoplazmik kuyrugunda konformasyonel bir degisim
meydana gelir. Bu konformasyonel degdigsimin etkisi ile sitoplazmada bulunan ve
TRADD adi verilen adaptor protein, reseptorin hicre igi kuyruguna dogru cekilir.
TRADD, yapisinda igerdigi DD bdlgesi ile TNFR1’in hicre i¢i kuyrugunda bulunan
DD bélgesine baglanir [410].

Reseptor ile TRADD baglandiktan sonra, sitoplazmada bulunan FADD adaptor
proteini hicre zarina dogru ¢ekilir. Hlcre zarina ulasan FADD, yapisinda bulunan
DD boélgesi ile TRADD adaptdér proteininin yapisinda bulunan DD bdlgesine
badlanir [474]. Bu baglanma inaktif durumda bulunan prokaspaz 8 enziminin
sitoplazmadan hucre zarina dogru yonelmesine neden olur. Hicre zarina gelen
Prokaspaz 8 enzimi ise yapisinda bulunan DED bdlgesi ile FADD adaptor
proteininin yapisinda bulunan DED bdélgesine baglanir. Bu homofilik baglanma ile

Fas-FADD-prokaspaz 8 enziminden olusan DISC kompleksi meydana gelir [466].

Fas-FasL aracili apoptotik yolda oldugu gibi TNFa aracili yolda da aktif duruma
gecgen kaspaz 8 enzimi, kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi efektdr kaspazlari aktif hale
getirir. Efektor kaspazlar da ¢ok sayida substrati pargalayarak hucreyi 6lime
surukler (Sekil 1.10) [206].

1.9.1.3. TRAIL-TRAILR1/TRAILR2 aracili apoptotik yol
TRAIL, hucre zarinda bulunan TRAILR1 ve TRAILR2 reseptorlerine baglanir. Bu
baglanma ile 3 adet reseptor biraraya gelerek trimerik bir reseptor kompleksi

olusturur [368]. Bu oligomerizasyon reseptoriun sitoplazmik kuyrugunda
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konformasyonel bir degisime neden olur ve sitozolde bulunan FADD adaptor
proteini hucre zarina dogru gekilir. Reseptorun hucre igi kuyruguna FADD, FADD
adaptor proteinine ise prokaspaz 8 enzimi baglanir. Bunun sonucunda diger 6lim
reseptorleri yollarinda oldugu gibi DISC olusur ve inaktif durumdaki prokaspaz 8,
Aktif kaspaz 8 enzimi haline gelir [394]. Baslatici bir kaspaz olan Aktif kaspaz 8;
kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi efektor kaspazlar aktif hale gegirerek hucreyi 6lume
surukler [467].

1.9.2. Mitokondri aracih apoptotik yol

Hucreler, 6lum reseptdrlerine baglanan ligandlarin yani sira; iyonize radyasyon,
viral enfeksiyon, serbest radikallerden dolayi olusan oksidatif hasar, hticre iginde
Ca'? iyonu konsantrasyonunun artisi, pH’nin azalmasi ve DNA hasari sonucunda
da dlmektedir [475], [476]. Hucre icinde olusan bu uyarilar mitokondri aracili ya da
intrinsik apoptotik yolun aktivasyonuna neden olmaktadir. Hlcre dlimu terminoloji
komitesinin 2009 yilinda yapilan toplantisinda mitokondri aracili apoptotik yol;

kaspaz bagimli ve kaspaz bagimsiz olmak uzere ikiye ayrilmigtir [296].

1.9.2.1. Kaspaz bagimh mitokondri aracili apoptotik yol

Mitokondri; dis zar, i¢ zar, zarlar arasi bolge ve matriks olmak Uzere 4 kisimdan
olusan ve hucrede enerji Uretiminden sorumlu olan organeldir. Mitokondri dis
zarinin segici gegirgenligi (MOMP; mitochondria outer membrane permeability)
apoptotik suregte anahtar rol oynar [477]. Mitokondri aracili apoptozis,
mitokondrinin  MOMP’sinin ve buna bagh olarak islevinin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir [478]. MOMP, Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilmektedir
[476].

Mitokondri aracili apoptotik mekanizmanin anahtar molekill ise Sitokrom c’dir.
Mitokondride normalde i¢ ve dis zarlar arasinda bulunan Sitokrom c, apoptotik
uyariyi takiben mitokondriden sitozole salinmaktadir [416]. Yapilan ¢alismalarda,
Bcl-2 proteinlerinin; mitokondri zarinda yeni porlar olusturarak, énceden var olan
porlarin agilmasini saglayarak ya da mitokondri dig zarinin lipid konsantrasyonunu
degistirerek mitokondri zar gegirgenligini etkiledikleri  belirtilmistir.  Porlar

aclldiginda ise zarlar arasinda bulunan Sitokrom c, sitozole salgilanmaktadir [479].
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Sitokrom c’nin sitozole salinma mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamigtir.
Bu mekanizma ile ilgili olarak ¢ok sayida model dne surtlmustir. Bu modellerden
birinde mitokondri i¢c zarindaki gecirgenligin degisimi sonucu Sitokrom c’nin
sitozole salindigi 6ne surtlmektedir. Saglikh hicrelerde mitokondri i¢ zarinda
ADP/ATP derisimini kontrol eden “Adenozin nukleotid translokaz (ANT) enzimi”
bulunur [480]. Stres kosullarinda bu enzimde konformasyonel degisiklik meydana
gelir. Bu konformasyonel degdisimle birlikte ANT enzimi ligand spesifik bir
translokazdan non-spesifik bir por haline gelir. i¢ zar ve dis zar arasindaki su ve
lyonlar mitokondri matriksine geger. Matriks, suyun girisi ile birlikte gsiser. Bunun
sonucu olarak i¢ zar, dig zara dogru genisler. i¢c zarin dig zara temas ettigi
noktalarda dis zarda yeni porlar olustugu ve Sitokrom c’nin mitokondriden sitozole

salindigi 6ne slrldlmektedir [475].

lkinci modelde “voltaj bagimli anyon segici kanal protein 1 (VDAC)” gérev
yapmaktadir. VDAC 1 saglkl hicrelerde mitokondri dis zarinda yerlesmis olan ve
sitozolden mitokondriye anyon gecisini kontrol eden bir transmembran proteinidir.
Apoptotik uyari ile birlikte sitozolde inaktif durumda olan Bax proteini dimerize
olarak aktiflesir ve mitokondri dig zarindaki VDAC 1’e baglanir. Bax'in VDAC 1’e
baglanmasi kanalin konformasyonunu degistirir ve acilan kanaldan Sitokrom c¢

sitozole salinir [475].

Uclinci modelde ise var olan kanallardaki degisiklikten ziyade yeni bir por
olusumunun gercgeklestigi ileri surtlmektedir. Apoptotik uyariyi takiben aktif hale
gegcen U¢ adet Bax proteininin C-terminal bolgeleri ile mitokondri dis zarina

yerlestigi ve burada protein bir por olusturdugu belirlenmistir [481], [437].

Doérdincli modelde ise Bax proteininin apoptotik uyariyr takiben aktifleserek
mitokondri dis zarina baglandidi ve buradaki lipid konsantrasyonunu degistirerek

lipid porlar olusturdugu ifade edilmektedir [482].

Sonug olarak 6nerilen bu modellerin tamaminda MOMP bozulur ve mitokondride
zarlararasi boslukta bulunan Sitokrom c sitozole salinir. Sitozole salinan Sitokrom
c, sitoplazmada bulunan “Apoptotic protease activating factor 1’e (Apaf-1)”
baglanmaktadir. Apaf-1, ilk olarak C. elegans’da CED-4 olarak tanimlanmigtir
[483]. Apaf-1 proteininin yapisi incelendiginde, N-terminalinde CARD bdlgesinin
varligi belirlenmigtir. Bu CARD bélgesinin Apaf-1’in apoptotik fonksiyonu igin
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gerekli oldugu yapilan calismalarla ortaya konmustur. Proteinin C-terminalinde ise
Triptofan ve Aspartik asit amino asit rezidulerinin 40 defa tekrarlanmasi ile olugan
ve “WD-40 boélgesi” olarak adlandirilan 13 adet tekrar bélgesi icerdigi saptanmistir
[484]. Yapilan c¢alismalarda WD-40 tekrar bdlgesinin apoptozis inaktif
durumdayken proteinin N-terminalindeki CARD bdlgesini kapattigi ve Kaspaz 9-
Apaf-1 etkilesiminin bu sekilde engellendigi belirlenmistir Bu sekilde hucreler

apoptozisden korunmaktadir [485].

Apoptotik uyari ile birlikte mitokondriden sitozole gelen Sitokrom c, Apaf-1’in C-
terminalinde bulunan WD-40 tekrar bolgesine baglanir [486]. Sitokrom c’nin
baglanmasi Apaf-1 proteininde konformasyonel bir degisiklige neden olur. Bu
baglanma inaktif bir monomer olan Apaf-1 proteininin oligomerizasyonuna neden
olmaktadir. Bu oligomerizasyon sonucu proteinin yapisindaki CARD bdlgesi agiga
¢ikar. Sonugcta, 7 adet Apaf-1, 7 adet Sitokrom c ve 7 adet ATP molekulu biraraya
gelerek “apoptozom” olarak adlandirilan tekerlek benzeri kompleksi (Wheel like)
olusturur (Sekil 1.11) [487], [488].

Bu kompleksin olusumuyla sitozolde bulunan prokaspaz 9 enzimi Apaf-1
proteininin CARD domaine dogru cekilir. Prokaspaz 9, N-terminalinde bulunan
CARD bolgesi ile Apaf-1'in N-terminalinde bulunan CARD bdlgesine baglanir
[489]. Prokaspaz 9’un, aktif kaspaz 9’a donlisim mekanizmasi hentz tam olarak
ortaya konmamistir. Yapilan ¢alismalarda kaspaz 9 aktivasyonu ile ilgili olarak iki

farkl model ortaya konmustur.

Bu modellerden birinde, apoptozom kompleksinin ¢ok sayida prokaspaz 9 enzimini
biraraya topladigi ve bolgesel olarak prokaspaz 9 enzim konsantrasyonunun arttigi
One surulmektedir. Sonucta, birbirine yakin olarak biraraya gelen prokaspaz 9
enzimlerinin dimerize olarak aktif hale gectigi ifade edilmektedir. Diger modelde ise
apoptozom kompleksine baglanan prokaspaz 9 enziminin yapisinda
konformasyonel bir degisim oldugu ve bu degisimin de enzimin katalitik aktivitesini
arttirdigi belirtiimektedir. Bu modele gore prokaspaz 9 aktivasyonu icin sadece
enzimlerin konsantrasyonunun artmasi yeterli degildir, mutlaka konformasyonel

degisime ihtiyag vardir [490].

Sonugta prokaspaz 9, aktif kaspaz 9 haline gelir ve selale seklinde

reaksiyonlardan olusan kaspaz kaskadini baslatir. Aktif kaspaz 9 enzimi, kaspaz 3
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enzimini aktif hale getirir. Aktif kaspaz 3 enzimi ise hem ¢ok sayida substrati, hem
de daha fazla prokaspaz 9 enziminin aktivasyonunu saglayarak pozitif geri
bildirimle daha fazla enzimin aktif hale gelmesini saglar. Bu sekilde hicre 6lime
suruklenir (Sekil 1.11) [491]. Mitokondri, apoptotik yollarin kesistigi kavsak
noktasidir. Bu nedenle mitokondriden Sitokrom c’nin sitozole salinmasi apoptotik

surecte geri donugumsuz evreyi ifade eder [492].
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Sekil 1. 11. Kaspaz bagiml mitokondri aracili apoptozis mekanizmasi. Sitokrom ¢
mitokondriden salinir (1), Sitokrom ¢ monomerik durumda bulunan Apaf-1
molekulinin WD-40 bodlgesine baglanir (2), Apoptozom olusur (3), inaktif
durumdaki kaspaz 9 enzimi yapisindaki CARD bdlgesi ile apoptozomun CARD
bdlgesine baglanir ve aktif duruma geger (4), aktif kaspaz 9 enzimi inaktif kaspaz 3

enzimini keserek aktiflestirir (5) ([400]’'den yararlanilarak yeniden cizilmigtir).
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1.9.2.2. Kaspaz bagimsiz mitokondri aracili apoptotik yol

Mitokondriden Sitokrom c¢ disinda, “apoptozis uyarici faktér (AlF)”, smac/diablo ve
endonukleaz G gibi biyomolekiller de salinir. Bu molekdllerden biri olan AIF, 69
kDa molekul agirhigina sahip, 613 amino asit uzunlugunda bir flavoprotendir.
Kaspaz enzimleri bulunmayan Dictyostelium discoideum civik mantarinda AlF’nin

apoptozisi uyardigi belirlenmistir [493].

AIF proteininin yapisi incelendiginde N-terminalinde “Mitokondriyal lokalizasyon
dizisi (MLS)” igerdigi belirlenmigtir. Sitoplazmada sentezlenen AlF, bu sinyal dizisi
ile mitokondriye hedeflenir. Mitokondriye gelen AIF, i¢ ve dis zarlari arasindaki
bosluga yerlesmektedir [479]. Burada proteolitik olarak kesime ugrar ve proteini
mitkondriye hedefleyen MLS dizisi ayrilir. Apoptotik uyariyi takiben Sitokrom c ile
birlikte sitoplazmaya salinan AlF, kaspaz enzimelerinden bagimsiz bir sekilde

kromatin yogunlagsmasina ve DNA fragmentasyonuna neden olmaktadir [494].

1.9.3. Granzim aracili apoptotik yol

ik olarak 1986 yilinda Masson ve calisma grubu [495] tarafindan tanimlanan
Granzimler, Sitotoksik T lenfositlerin ve dogal oldurict hicrelerin (NK hucreleri)
sitoplazmik granullerinde bulunan Serin proteaz enzimleridir. Granzimler bu
sitoplazmik granuller i¢cinde hedef hlcrenin zarinda por olusturan perforinler ile
birlikte paketlenmiglerdir [496]. Sitotoksik T lenfositler ve NK hucreleri virusle
enfekte hlcreye veya kanser hlicresine baglandiginda granzim ve perforin igeren
granuller hucre zarina yonelir ve iki hucrenin temas ettigi bolgeye ekzositozis ile
salgilanir. Hucreler arasi bosluga salinan Perforinlerin hedef hicre zarina
baglanarak burada por olusturdugu belirlenmigtir. Granzimler bu perforin porlardan
hedef hiicreye girer. Granzimlerin yani sira, perforin porlardan hiicre igine Ca*?
girisi de olmaktadir. Bu durum sitozoldeki Ca*? miktarinin hizla artmasina neden
olmaktadir [497].

Hedef hucre igine giren Granzim, sitoplazmada inaktif durumda bulunan
prokaspaz 8 enzimini, biyolojik olarak aktif durumdaki kaspaz 8 enzimine
donasturdagu belirlenmistir. Aktif duruma gegen kaspaz 8 enzimi, kaspaz 3 ve
kaspaz 7 gibi efektor kaspazlari aktif hale gegirir. Efektor kaspazlar da ¢ok sayida
substrati pargalayarak virlsle enfekte hlcreler veya kanser hicrelerinde apoptotik

mekanizmanin uyarilmasina neden olmaktadir [206].
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1.9.4. Endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol

“‘Endoplazmik retikulum (ER)” sitoplazmada bulunan tubdl, vezikidl ve
sisternalardan olusan zarlar sistemidir. Bu sistem proteinlerin post translasyonel
modifikasyonlari ve dogru sekilde katlanmalarinda rol oynar [498]. Hatali katlanmis
proteinlerin birikimi ER'de strese yol agmaktadir. Bu stres henuz tam olarak

aydinlatilamamig bir mekanizma ile apoptozisi indiklemektedir [499].

Memeli hucrelerinde, ER lumeninde katlanmamis proteinlerin birikimi sonucu
olusan streste rol oynayan u¢ adet reseptor tanimlanmistir. ER zarinda bulunan bu

reseptoler “Inositol-requiring protein-1a (Irela)”, “Activating transcription factor 6
(ATF6)” ve “Protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK)” olarak adlandirilan
transmembran proteinleridir. Bu reseptorlerin ER Iimenine bakan kisimlari bir
saperon proteini olan “Binding immunoglobulin protein (BiP)” ile iligkilidir. ER stresi
varlhiginda BiP, bu reseptorlerden ayrilarak hatali katlanmis proteinlere baglanir.
Bu durumda zarda bulunan reseptérler biraraya gelerek oligomerize olur [499]. Bu
reseptorler ayri ayri ¢ok sayida proteini etkileyerek ER stresini ortadan kaldirir.
Egder hatali katlanmis protein miktari fazla ise bu reseptorlerin aktivitesi yeterli
olmamaktadir. Bu durumda, bu reseptorlerin “CHOP (CCAAT/ Enhancer Binding
Protein (C/EBP) Homolog Protein)” adi verilen bir proteinin ifadesini arttirdigi
gOsterilmistir. Bu faktérin ER aracili apoptozisin indiklenmesinde rol oynadigi

belirlenmis ancak mekanizma henlz tam olarak aydinlatilamamistir. [500].

ER stresi ayni zamanda ER zarinda yer alan Bax ve Bak proteinlerinde
konformasyonel dedisime neden olur. Bu degdisimle birlikte Bax ve Bak proteinleri
biraraya gelerek oligomerize olur. Oligomerize olan proteinlerin ER zarinda por
olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Sitozoliin aksine ER liimeninde Ca*?
konsantrasyounu yiiksektir ve olusan bu porlardan Ca*? iyonunun sitozole
salindi§i  belirlenmistir. Sitozolde Ca* konsantrasyonunun artmasi Kalpain
enzimini aktif hale getirmektedir. Aktif Kalpain enziminin sitozolde inaktif durumda
bulunan prokaspaz 12’yi keserek aktiflestirerek hicreyi 6lume surikledigi ifade
edilmektedir [501].

1.10. Apoptotik hiicrelerde gozlenen biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler
Olim reseptorleri aracili ve mitokondri aracili apoptotik yollarin aktivasyonu

sonucunda hucrelerde cesitli biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler meydana
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gelmektedir. Bu degisiklikler aktif hale gecen efektor kaspazlarin sitoplazmada ve
cekirdekte bulunan hedef proteinlerini parcalamalari sonucunda ortaya c¢ikar.
Apoptozise bagli olarak ortaya cikan biyokimyasal degisimler hiicre icinde Ca*?
artisi, Ca™ bagiml endoniikleazlarin ve proteazlarin aktifleserek DNA kiriklarina
ve yapisal proteinlerin pargalanmasinda neden olmasidir. Apoptozis ile birlikte
morfolojik olarak hicre hacminde azalma, hlcre zarinda tomurcuk olugmasi,
cekirdek hacminde azalma, DNA kiriklarinin olusmasi ve sitoplazmik organellerde
degisiklikler gergeklesir. En son asamada apoptotik cisimcikler olusur ve bu
cisimcikler komsu hulcreler veya immun sistem hulcreleri tarafindan ortadan
kaldirilir. [265].

1.10.1. Kromatin yogunlagmasi (kondensasyonu)

DNA, cekirdek iginde kromatin halinde bulunur ve g¢ekirdek kilifina Lamin A, Lamin
B1, Lamin C, Topoizomeraz lla ve “Nuclear mitotic apparatus protein (NuMa)” gibi
cesitli proteinlerin yardimiyla tutunur. Yapilan caligmalarda apoptotik uyari ile
birlikte hucrenin ¢ekirdeginde DNA'nin yogunlastigi belirlenmistir. Bu yogunlasma
mekanizmasinda goérev alan enzimler ve gorevleri ise henuz tam olarak

aydinlatilamamistir [502].

Tone ve galisma grubunun 2007 yilinda yaptiklari ¢alismanin sonuglarina gore,
kromatin kondensasyonu ilk olarak DNA’nin, ¢gekirdek kilifina temas ettigi bolgede
bir halka olusturacak sekilde birikmesiyle baslar (ring condensation). Bu suregte

AIF proteininin goérev yaptigi dustntlmektedir [503].

ikinci basamakta ise DNA'nin ¢ekidek kilifina tutundugu bdlgedeki Adenin ve
Timin amino asitlerince (AT bolgesi) zengin bdlge kesilir [504]. Ayni zamanda,
DNA'y1 ¢ekirdek kilifina baglayan proteinler de parcalanir [502], [505]. Boylece
DNA ile gekirdek kilifi arasindaki baglanti kopar. Bu baglantinin kopmasi ile DNA,
DNAaz aktivitesine duyarli hale gelir. Apoptotik uyari ile birlikte aktif duruma gecgen
DNAaz enzimlerinin etkisiyle ¢ekirdekte ylksek molekul agirlikli DNA pargalari
olusur (50-300 kb) [504]. Bu DNA parcalari incelendiginde DNA’nin ¢ekirdegin
periferinde adeta inci bir gerdanlik seklinde bulundugu belirlenmigtir. Son
basamakta ise bu yuksek molekul agirhkli DNA pargalari gekirdegin merkezinde
biraraya gelir ve kromatin kondensasyonu tamamlanir. Bu son basamagin enerji
bagimli oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur [503].
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Arends ve galisma grubu tarafindan 1990 yilinda timositlerle yapilan bir calismada
kromatin kondensasyonunun DNA fragmentasyonunun gerceklesmesi icin gerekli
oldugu gosterilmis, ancak daha sonra hepatositler ve oligodendrositlerle yapilan
arastirmalar bu sonuglari  desteklememistir. DNA kondensasyonu ve

fragmentasyonu arasindaki iliski hala arastiriimaktadir [504], [506], [507].

1.10.2. DNA kiriklarinin olusumu (fragmentasyonu)

DNA kiriklarinin olusumu apoptozis mekanizmasina 6zgu 6nemli bir reaksiyondur.
Bu reaksiyonu katalizleyen endonukleaz enzimi, “Kaspaz aktiviteli
deoksiribonikleaz'dir (CAD)”. Sitozolde yeralan bu enzim normal sartlar altinda
hlcreyi apoptozisten koruyan “kaspaz aktiviteli deoksiribonukleaz inhibitor (ICAD)”
proteini ile bagh halde bulunur. Apoptotik bir uyari geldiginde aktif duruma gecen
efektor kaspazlar, sitoplazmada CAD’a bagli bulunan ICAD inhibitér proteinini
yikarak CAD enzimini serbest birakir [508].

Serbest kalan CAD enzimi sahip oldugu nikleer lokalizasyon sinyali ile ¢cekirdege
tasinir. Cekirdege giren CAD, cift zincirli DNA’y1 taniyarak nukleozomlar arasindan
DNA'y1 kirar ve 180 (base pair) bp uzunlugunda DNA fragmentleri olusturur. CAD
enziminin fonksiyonu H1 Histon proteini tarafindan dizenlenir. CAD enziminin H1
Histon proteini ile baglanmasinin internikleozomal yikim igin kritik basamagi
oldugu ifade edilmektedir [509]. Olusan 180 bp’lik DNA pargalari agaroz jel
elektroforezinde vyurutuldiginde merdiven goérinimu (ladder patern) meydana
getirir ve bu sekilde hicrelerde apoptozis varhgi belirlenebilir. Ayrica CAD
aktivitesi sonucu olusan DNA'daki serbest nukleotid uglarinin, isaretli dUTP’ler ile

baglanmasi TUNEL yonteminin de temelini olusturmaktadir [510].

1.10.3. Hucre-hiicre baglantilarinin bozulmasi

Apoptotik uyarinin ardindan, dlen hucreler ile c¢evresindeki komsu hucreler
arasindaki hucre-hucre baglantilari bozulmaktadir. Apoptozis ile birlikte aktif hale
gecgen kaspaz 3 enzimi, adezyon kemerinde gorev yapan B-katenin proteinini N-
terminalinde ve C-terminalinde bulunan farkli bolgelerden kesmektedir. [511],
[512]. N-terminal bolgesi kesilen (-katenin proteini hicreleri bir arada tutan

Kaderin proteininin sitoplazmik kuyrugundan ayrilir. Bu durum Kaderin proteininin
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zardaki stabilizayonunu bozar ve proteinin ifadesi azalir. Karsilikli hdcrelerde
bulunan Kaderin proteinleri arasindaki baglantinin kopmasi, hucrelerin birbirinden
ayrilmasina neden olur. Sonugta hlcre-hlcre baglantilari bozulan apoptotik hiicre
yuvarlaklagir [513], [514], [515]. Apoptozisin ilerlemesiyle birlikte Kaderin
proteinlerinin de farkli bolgelerden kaspaz enzimleri tarafindan kesildigi yapilan

calismalarda ortaya konmustur [516].

Sadece adezyon kemeri degil hlcreleri birbirine baglayan diger bir baglanti olan
desmozomlar da apoptozis ile birlikte bozulmaktadir. Desmozomlar adezyon
kemerinin altinda yer alan digme benzeri yapilardir. Desmoglein ve Desmocollin
glikoproteinleri, hicreleri bir arada tutan baglayici transmembran proteinleridir.
Kaderin slper ailesinin Uyesi olan bu proteinler “Desmozomal Kaderinler” olarak
da adlandinlir. Bu proteinlerin sitoplazmik ucuna desmoplakin, desmoplakine ise
tonofilamentler tutunur. Hicreyi ¢epegevre kusatan bu filamentlerin hem hucreleri
bir arada tuttugu, hem de hucreye mekaniksel dayanikliklik sagladigi belirlenmistir.
Yapilan c¢aligmalarda desmozomlarin yapisinda bulunan desmoglein-3,
desmocollin-3, desmoplakin 1 ve desmoplakin 2 proteinlerinin aktif kaspaz
enzimleri tarafindan parcalandigi gosterilmistir. Bu sekilde desmozomlarin
bozuldugu ve bu durumun apoptotik hicrelerin komsu hlcrelerden ayrilmasinda

rol oynadigi saptanmistir [517].

1.10.4. Hicre blizigsmesi (cell shrinkage)

Komsu hucre ile baglantisi kopan apoptotik hucre, haciminin neredeyse yarisini
kaybeder. Hlcre buzilmesi (cell shrinkage) olarak adlandirilan bu slrec¢ hicre
zarinda bulunan iyon kanallarindaki degisiklikler sonucu gergeklesir [518]. Hucre
icinde ve diginda iyonlar belirli bir konsantrasyonda bulunur. Hicre iyon dengesini
korumak igin blytk miktarda ATP harcamaktadir [519].

Normal kosullar altinda hiicre icinde K iyonu yaklasik 140 mM konsantrasyonda
bulunur ve bu iyon hicre iginde disariya gore daha fazladir [520]. Yu ve g¢alisma
grubu [521] tarafindan yapilan ¢alismalarda apoptotik hiicrelerde, hiicre iginde K*
iyon konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir. Apoptotik uyariyla birlikte hlcre
zarinda bulunan voltaj kapili potasyum kanallarinin sarekli agik kaldigi, bu nedenle
hicre iginden digina K™ iyonu gikti§i ve buna bagh olarak da sitoplazmik K* iyonu
konsantrasyonunun azaldigi saptanmistir [522], [523].
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Sekil 1. 12. Hicre buzusmesi ([524] den yararlanilarak yeniden gizilmigtir).

Normal kosullarda hiicre iginde K* iyonu azaldiginda Na*/K* ATPaz pompasi ATP
harcayarak hiicre icinden disina 3 molekiil Na* iyonu tasirken, hiicre disindan
icine 2 molekil K* iyonu tagir. Ancak yapilan galismalarda apoptotik hiicrelerde
Na'/K* ATPaz pompasinin inhibe oldugu belirlenmistir. Bunun sonucunda hiicrede
azalan K' disardan alinarak telafi edilememektedir [525]. K* iyonunun hiicreden
cikisi ile bozulan iyon dengesi sonucu, K*/CI” simporter tasiyici proteininin yardimi
ile CI' iyonu da hucreden digari ¢ikar. Boylece, hiucre gevresinde ozmotik basing
artar. Cevrede artan ozmotik basi¢ nedeniyle, su diflzyon ile hicre disina ¢ikar

(Sekil 1.12). Boylece hacmi azalan apoptotik hiicre, buzusur [520], [525].

1.10.5. Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi

Aktin filamentleri yaklasik 43 kDa molekll agirhdina sahip evrimsel olarak
korunmus bir protein olan Aktin proteinlerinden meydana gelir. Aktin proteini G-
aktin olarak adlandirilan globuler bir monomer halinde sentezlenir. Daha sonra bu
monomerik birimler bir araya gelerek F-aktin adi verilen filament6z bir yapi
olusturur [526]. Bu F-aktin zincirine “aktin baglanma proteinleri (ABP)” adi verilen
yardimci proteinler baglanir. Bu proteinlerle birlikte aktin filamentleri hicrenin
seklinin saglanmasinda, bolinmesinde ve hucre hareketinde énemli rol oynarlar.
Apoptozis surecinde sitoplazmada bulunan aktin filamentlerinin ve ABP’lerin de
etkilendigi belirlenmistir [54], [527].

“‘Madin Darby Canine Kidney (MDCK)” hucreleri ile yapilan bir hucre kaltart
calismasinda UV ile apoptozisin uyariimasinin ardindan, hem apoptotik hicrelerin,

hem de apoptotik hicre ile temas eden normal hicrelerin yan yuz baglanti
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bdlgelerinde aktin ifadesinin arttigr goralmustar. Bu aktin molekulleri “apoptotik

aktin halkas1” olarak adlandirilan bir halka yapisi olugturmaktadir [528].

Apoptotik hlcrelerde aktin birikimi kromatin yogunlagsmasi ile es zamanl olarak
apoptozisin erken asamalarinda gerceklesmektedir. Komsgu hucrelerde aktin
molekullerinin birikimine neden olan uyariyla ilgili calismalar devam etmektedir. Bu
amacla yapilan bir calismada erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve apoptotik olmayan
hicreler MCDK hucreleri ile ayni ortama konmus ve sadece erken apoptotik
hicrelerin apoptotik olmayan MCDK hicrelerinde aktin birikimini arttirdidi
belirlenmistir. Yan yuz baglanti bolgelerinde biriken aktin filamentlerinin kasilarak
hdcre-hlicre baglantilarinin ayrilmasina neden oldugu saptanmistir. Bunun daha
sonra detayl olarak anlatilacak olan hicre zari tomurcuklanmasinin (blebbig) da

baslangicini olusturdugu belirlenmistir [528].

Apoptozisin ge¢ evresinde ise aktin filamentlerinin efektor kaspazlar tarafindan
yikildigr saptanmigtir. Bu yikim sonucu 15 kDa (tActin) ve 31 kDa (Fractin) molekdl
agirhigina sahip iki aktin pargasi olustugu belirlenmistir [529]. tAktin pargcasinin 293
T, HelLa ve A431 hucrelerinde hucre buziulmesi ve hucre zarinin
tomurcuklanmasinda rol oynadigi gosterilmistir [527], [529]. Ayrica disardan
(ektopik olarak) bu 15kDa’luk tAktin parcasi hucre kulturi ortaminda hucrelere
uygulandiginda kaspaz aktivitesinden bagimsiz olarak hucrelerde apoptozise 6zgu

morfolojik degisikliklerin olustugu da rapor edilmistir [527].

Aktin filamentlerinin yani sira “aktin baglanma proteinlerinde (ABP)” de apoptozise
bagh olarak cesitli degisiklikler oldugu go6zlenmigtir. Apoptozis ile birlikte
degisiklige ugrayan ABP’lerden biri G-aktin birimlerinin bir araya gelerek F-aktin
zincirlerini olusturmasini engelleyen Timozin-B’dir. Normalde hiicrelerde G-aktin/F-
aktin dengesinin saglanmasinda gorevli olan bu proteinin, apoptotik uyariyla
birlikte sentezinin arttigi belirlenmigtir. Artan Timozin-B’nin, G-aktin monomerlerinin
biraraya gelerek filament olusturmasini engelledigi, bu sekilde monomerik formda

kalan G-aktin nedeniyle hucre iskeletinin bozuldugu saptanmistir [530].

Sadece Aktin filamentleri degil mikrotubuller de apoptozise bagli olarak
bozulmaktadir. B50 rat néron hucreleri sisplatin ile uyarildiginda mikrotubullerin
yapisinda bulunan tubdlin proteinlerinin daha kalin yiginlar olusturmak uzere

biraraya geldigi ve buna bagli olarak da mikrotubullerin yapisinin bozuldugu
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belirlenmistir. Mikrotubullerin bozulmasi hem hucre seklinin bozulmasina, hem de
hucre ici vezikuler trafigin aksamasina neden olmaktadir [531]. Sitokeratin,
vimentin, ndkleer laminler gibi ara filamentler de apoptotik uyari ile aktiflesen
kaspaz enzimlerinin substratlaridir [532], [533], [534].

1.10.6. Hicre zarn tomurcuklanmasi (Blebbing)

Hucre-hucre baglantilarinin ayrilmasinin  ardindan apoptotik hicre zarinda
cikintilar olusmaya baslar. Bu olusum “hicre zari tomurcuklanmasi” ya da
“blebbing” olarak adlandirilir [535]. Bu olayin mekanizmasi arastirildiginda Rho adi
verilen bir G proteininin ve “Rho iliskili kinaz (ROCK 1)” aktivitesinin dnemli oldugu
belirlenmistir [536]. G protein ailesi yaklasik 21-35 kDa molekul agirligina sahip;
Rho, Rac, Rab ve Ras gibi proteinlerden olusan ve hlcre hareketi, proliferasyonu,
farkhlasmasi ve hucre adezyonu gibi biyolojik slrecglerde goérev alan bir protein
ailesidir. Bu ailenin bir Uyesi olan Rho proteini, aktin filamentlerinin
organizasyonunu dizenlemektedir. Rho proteini normal kosullar altinda GDP ile
baglh halde bulunmaktadir. GDP ile bagh bu form inaktif Rho olarak tanimlanir.
Rho’nun GTP ile baglanmasi aktiflestigini gostermektedir [537]. Aktif duruma
gecen GTP ile baglh Rho proteini, sitoplazmada bulunan ROCK | enzimine
baglanir. Bu baglanma ile inaktif durumdaki ROCK | enzimi aktif duruma gecer
[538].

ROCK I enzimi aktif duruma gectiginde sitoplazmada bulunan “Miyozin hafif zinciri
(MLC)” fosforiller. Bu fosforillenme reaksiyonu ile MLC, aktin filamentlerinin
kasilmasina neden olur. Bu sekilde hiicre hareketi ve hiicre bélinmesi icin gerekli
olan sekil degisiklikleri gergeklestiriimis olur. Rho/Rho kinaz yolaginin hicre
iskeletinin dizenlenmesindeki rolinun belirlenmesinin ardindan, bu sinyal yolunun
apoptozise bagh olarak olusan hicre zari tomurcuklanmasinda da rolU olabilecegi
dusundlmustir [539], [540]. Apoptozis ile birlikte aktiflesen kaspaz 3 enziminin
substratlarindan biri de ROCKI enzimidir. Bu enzimin normal sartlar altinda
sitoplazmada inaktif halde bulunmasini saglayan duzenleyici bdlgesi, aktif kaspaz
3 tarafindan kesilir [541]. Kesilen ROCKI enzimi aktif hale geger. Aktif ROCK |
enzimi ise MLC’nin asin sekilde fosforilasyonuna ve aktin filamentlerinin

kasilmasina neden olur [542].
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Sekil 1. 13. Hilcre zari tomurcuklanmasi. Aktin filamentlerinin kasiimasi ile hicre
zari ile baglantisi kopar, bu kasilmada ROCKI enziminin rol oynamaktadir (1).
Sitoplazma olugan tomurcuga dogru akar (2). Tomurcugun giderek buyur (3) ve
aktin filamentlerinin yeniden sekillenmesi ile tomurcuk bir miktar kagulur (4)

([535]'den yararlanilarak yeniden gizilmistir).

Apoptotik hicrelerde periferde biriken ve apoptotik aktin halkasini olusturan, aktin
filamentlerinin kasilmasi ile hicre zarinin tomurcuklanmaya basladigi belirtilmistir.
Bu asama “cekirdeklenme” veya “nikleasyon” basamagi olarak tanimlanir. Bu
asamadaki en onemli nokta olusan tomurcukta hicrenin korteksinde bulunan aktin
ve miyozin filamentleri ile hlcre zari arasindaki baglantinin kopmasidir. [535],
[536]. ikinci asama “uzama” asamasidir. Bu asamada sitoplazma blebe dogru akar
ve bu bdlgede buyulk bir siskinlik olusur [543]. Olusan bu siskinlik sitoplazmanin
hidrostatik basinci nedeniyle meydana gelmektedir [544]. Bu noktada hucre
zarinin da geniglemesi gerekmektedir. Cunku hucre zarinin belirli bir noktaya
kadar esneme yetenegi vardir. Sitozol ile birlikte bdlgeye tasinan lipidler zara
eklenerek hlicre zarinin pargcalanmasini engeller [545]. Son asamada tomurcugun
korteksinde aktin miyozin filamentlerinden olusan hucre iskeleti tekrar sekillenir.
Bu durumda, tomurcuk bir miktar kuguldiginden bu evre “kigulme” ya da
“buzisme” evresi olarak adlandirilir (Sekil 1.13). Bu evrede “Erzin, Radiksin ve
Moezin proteinlerinin (ERM proteinleri)” ifadesinin arttigi yapilan calismalarla

ortaya konmustur ancak mekanizma henlz tam olarak aydinlatilamamigtir [535].

1.10.7. Hucre zan asimetrisinin degismesi
Hlcre zarinin lipid tabakasinin dis yuzinde fosfatidilkolin ve sfingomiyelin

bulunurken, i¢ yuzinde fosfatidilserin (PtdSer), fosfatidilinositol ve fosfatidiletanol
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amin bulunur. Bu durum “hicre zar asimetrisi” olarak adlandirilir. Hiicre zarinin bu
asimetrik yapisi, zarda bulunan Filipaz, Flopaz ve Skramblaz enzimleri tarafindan

saglanir [546].

inaktif
Normal hiicre

Apoptotik hiicre o aktif

Sekil 1. 14. Apoptotik hicrelerde fosfatidilserin (PS) hlcre zarinin i¢ yizinden dis

yuzune tasinmaktadir. ([547]'den yararlanilarak yeniden ¢izilmistir)

Apoptozis ile birlikte hlicre zarinin i¢ yuzinde yer alan Fosfatidilserin (PtdSer), yer
degistirerek hucre zarinin dis yuzune yerlegir [546]. Bu yer degisikliginde “X Kell
Blood Group Precursor-Related Family, Member 8 (Xkr8)” enziminin gbrev yaptigi
2013 yilinda Suzuki ve calisma grubu [547] tarafindan yapilan calismada
gOsterilmigtir. Normal kosullar altinda hicre zarinda bulunan bu enzim, inaktif
durumdadir. Apoptozisin uyarilmasi ile gerceklesen kaspaz aktivasyonu sonucu bu
enzim efektér kaspaz 3 ve kaspaz 7 enzimleri tarafindan kesilir. Bu kesim Xkr8
enziminin aktiflesmesine neden olur. Aktif Xkr8 enzimi, hiicre zarinin i¢ ylizinde
bulunan PtdSer molekulinun, hicre zarinin disg yuzine tasinmasina neden olur
(Sekil 1.14). Yapilan c¢alismalarda apoptotik hdcrenin dis ylzeyinde PtdSer
miktarinin normal htcrelere gore 280 kat arttigi gosterilmistir [548]. Dis yuze
tasinan PS, fagositler igin “beni ye” sinyali olarak algilanir. Yapilan transfeksiyon
calismalarinda, hlcre zarinin dig yuzinde PS bulunan normal néronlarin,
makrofajlar tarafindan fagositozla ortamdan uzaklastinidigi gosterilmistir. Bu
durum norodejeneratif hastaliklarda PS’nin hlcre iginden disina tasinmasini
saglayan Xkr8 enziminde meydana gelen bir defektin roli olabilecegini

gOstermigtir [547].

1.10.8. Organellerde meydana gelen degisiklikler
Apoptozis ile 6len hucrelerin organellerinde de gesitli degdisiklikler oldugu yapilan

calismalar ile ortaya konmustur (Sekil 1.15). Apoptozis mekanizmasinin baglamasi
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ile Endoplazmik retikulum (ER) genigler ve siser. HelLa hucreleri ile yapilan
calismalarda apoptotik uyarinin ardindan ER’nin sisternalarinin genigleyerek tim
hicre sitozolinU kapladigi belirlenmistir [549]. Apoptozisin ilerlemesiyle birlikte
ER, hicre zarina temas eder [550]. ER’nin hilicre zarina temas etmesi sonucu ER
limeninde bulunan proteinlerin bir kismi apoptotik hicre zarina yerlesirken, bir
kismi ECM’ye salgilanir. Ozellikle ER proteinlerinden Calreticulin ve Calnexin’in
fagositler tarafindan “beni ye” sinyali olarak algilandidi belirlenmistir [551]. ER’nin
fonksiyonunun bozulmasi ER-Golgi organeli arasindaki vezikller trafigin de
bozulmasina neden olmaktadir. Apoptozisin ilerlemesiyle birlikte ER’'nin pargalara
ayrildigi ve apoptotik cisimcikler iginde ¢ekirdekle birlikte paketlendigi belirlenmistir
[552].

ER’nin aksine Golgi organeli apoptotik uyari ile birlikte pargalara ayrilmaktadir
[553]. Golgi organalinde bulunan “Golgi ReAssembly Stacking Protein
(GRASP65)”, Golgin-160, “Golgi vezikul transport proteini (p115)”, Giantin ve
Syntaxin gibi proteinler, apoptozis ile birlikte aktif duruma gecen kaspaz enzimleri
tarafindan kesilir [552], [554], [555]. Bu proteinlerin pargcalanmasinin Golgi
organelinin parcalanmasinda goérev yaptigi gosterilmis, ancak mekanizma hentz
tam olarak ortaya konamamistir. Yapilan ¢alismalarda Golgi organelinde bulunan
prokaspaz 2 enziminin apoptotik uyariya bagli olarak aktiflestigi ve Golgi
organelinde bulunan bu proteinlerin yikiminda rol oynadidi goésterilmistir [554].
Ayrica efektor kaspazlar kaspaz 3 ve kaspaz 7 enzimleri de bu yikimda gorev
yapmaktadir. Pargalara ayrilan Golgi organeli sitoplazmada belli bolgelerde yogun
agregatlar olusturur. Golgi organelinin dagiimasi ile vezikller trafik de
bozulmaktadir [550].

Lizozomlar 6karyotik hlcrelerin sitoplazmasinda bulunan ve ¢ok sayida enzim
iceren organellerdir. Apoptozis ile birlikte lizozomlarin ku¢uldukleri fakat sayilarinin
kontrol hucrelerine gore arttigi saptanmistir [556]. TNFa, TNFR1’e baglandiginda
lizozomlarda bulunan Sfingomiyelinaz ve Seramidaz enzimleri aktif hale gelir. Bu
enzimler lizozomlardaki Sfingozin miktarini arttirir. Sfingozin, deterjan 6zelligine
sahip bir moleklldur ve bu 6zelligi nedeniyle lizozom zarinin gegirgenligini bozar.
Lizozom zarininin gegirgenliginin bozulmasi ile lizozom I[imeninde bulunan ve
Katepsin adi verilen enzimler sitozole salinir [556], [557]. Katepsin enzimleri

Sistein proteazlardir. Lizozomlarda inaktif durumda bulunan bu enzimler Sfingozin
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tarafindan aktif hale getirilir. Aktif Katepsin enzimleri de kaspaz enzimleri gibi
sitozolde bulunan Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bid ve Bax'i keser. Bu kesimle
birlikte aktif hale gecen pro-apoptotik Bcl-2 Uyeleri mitokondri dig zarina
yerleserek, zarin gegirgenligini degistirir. Sonugta mitokondriden sitozole salinan

Sitokrom c ile birlikte apoptozis mekanizmasi gergeklesir [549], [557].
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Sekil 1. 15. Apoptozise bagl olarak ER dagilir, Golgi organeli parcalanir ve
vezikller trafik bozulur. mitokondri ise fragmentasyona ugrar. ([550]'den

degistirilerek gizilmigtir).

Mitokondri apoptozis de rol oynayan temel organellerden biridir. Apoptotik aktivite
ile birlikte mitokondri dig zarindaki gecirgenligin bozulmasi apoptozis
mekanizmasinin kritik basamaklarindan birini olusturmaktadir [477], [478]. Yapilan
calismalarda mitokondride morfolojik olarak da degigiklikler meydana geldigi
belirlenmistir. Elektron mikroskobik incelemelerde mitokondrinin kiiguk parcaciklar
halinde Ozellikle c¢ekirdek cevresinde kumeler olusturdugu gozlenmigtir. Ayrica
mitokondrinin sismis ve i¢inde vakuoller bulunan pargaciklar halinde gértldigu de

rapor edilmistir [558].

Mitokondrinin bdlinmesi ya da pargalara ayrilmasi (fission) olarak tanimlanan
fragmentasyon ve iki mitokondrinin i¢ ve dis zarlarinin kaynasmasi anlamina gelen
flzyon (fusion), mitokondrinin hicre igindeki devamlihdini saglayan en 6nemli
faktorlerdir. Apoptozis ile birlikte mitokondrinin fragmentasyonu artarken, fizyonu
ise baskilanmaktadir [559].
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Cekirdekgik, ¢ekirdek icinde rRNA ve proteinden olusan ve etrafi zarla cgevrili
olamayan yapidir. Apoptozis sonucu ¢ekirdekgigin tamamen kayboldugunu
gOsteren calismalar bulunmaktadir. Ancak timositler ve lenfositlerle yapilan
calismalarda apoptozis slresinde cekirdekgikte herhangi bir bozulma olmadidi,
icte bulunan fibriller ve dista bulunan granuiler bolgelerin elektron mikroskobik

olarak goruldugu belirlenmigtir [560], [561].

1.10.9. Apoptotik cisimciklerin olusumu

Apoptotik surecin son agamasinda, pargalanan ¢ekirdek ve organelleri iceren zarla
cevrili apoptotik cisimcikler olusur. Hem o6lim reseptoérleri, hem de mitokondri
aracili apoptotik mekanizmalar sonucunda 6len tim hicrelerde apoptotik
cisimcikler olugmaktadir [562]. Bu apoptotik cisimcikler hicre igeginin ortama
yayllmasini engelleyerek inflamasyona neden olmadan, apoptotik olmayan komsu

hicreler ya da fagositler tarafindan ortadan kaldirilir [563].

Hucre zarinin tomurcuklanmasinin (blebbing) apoptotik cisimciklerin olusumu igin
baslangi¢c basamagi oldugu ortaya konmustur. Daha sonra yapilan ¢alismalarda
ROCK | enzim aktivitesini inhibe eden inhibitdr molekullerin, apoptotik cisimciklerin
olusumunu engelledigi belirlenmis, buna bagh olarak da aktin filamentleri ve
miyozin II'nin apoptotik cisimciklerin olusumunda da rol oynadigi 6éne surulmustar
[564], [565]. Apoptotik cisimciklerin gecirimli elektron mikroskobik goruntuleri
incelendiginde, bu cisimciklerin iginde ER ve yogunlagsmis kromatinler oldugu
gérulmustur. ER ve kromatinlerin apoptotik cisimcikler igine tasinmasi
gerekmektedir. Bu tasima mekanizmasinda mikrotubullerin gérev yaptigi rapor
edilmistir. Ancak, mikrotubullerin bulunmadigi hucrelerde apoptotik cisimcikler
icinde ER ve kromatin saptanmis olmasi bu mekanizmada mikrotubullerin tek
basina gorev yapmadigini ortaya koymustur. Apoptotik cisimciklerin olusum

mekanizmasi hala arastiriimaktadir [562].

1.11. Apoptotik hiicrelerin ortadan kaldiriilma mekanizmalari
Apoptozis sonrasinda olusan apoptotik hicreler fagositoz ile ortamdan
uzaklastirirlirlar. Apoptozisin ardindan ortadan kaldiriimayan hucreler ikincil nekroz

adi verilen bir surecle igeriklerini ekstrasellller matrikse birakirlar ve inflamasyona
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neden olur. Bu nedenle apoptotik hlcrelerin fagositoz ile ortadan kaldiriimasi
dokularin gelisimi ve homeostazisinin saglanmasi icin 6nemlidir [566]. Apoptotik
hicrelerin ortadan kaldiriimasi tanima ve fagositoz olmak Uzere 2 basamakta

gergeklesmektedir.

1.11.1. Tanima

Apoptotik hlcrelerin ortadan kaldiriilmasinda; komsu hicreler, makrofajlar, nétrofil
|6kositler ve dendritik hlcreler rol oynamaktadir. C.elegans’ta yapilan ¢alismalarda
apoptotik hucrelerin tamamen o6lmeden hemen 6Once fagositoz ile ortamdan
uzaklastirildigi ve inflamasyonun olusmadigi saptanmistir [567], [568]. Bu
hicrelerin ortamdan uzaklastirilmalari igin normal hucrelerden farkli olduklari
anlasiimalidir. Bu nedenle bu hdcrelerin “beni bul (find me)” ve “beni ye (eat

me)” olarak adlandirilan sinyaller olusturdugu belirlenmistir (Sekil 1.16) [569].

Apoptotik hucrelerin ortamdan uzaklastiriimasindaki ilk basamak oOlen hucreden
salgilanan ve savunma hucrelerinin apoptotik hicreyi bulmasini saglayan “beni
bul (find me)” sinyalidir. Bu sinyali alan fagositler apoptotik hiicreye yénelir. ikinci
basamakta apoptotik hucrenin zarinda bulunan “beni ye (eat me)” sinyallerini
taniyan fagositler apoptotik hiicreye baglanir. Uglincii basamakta ise apoptotik

hicre fagositoz ile hicre igine alinir ve hiicre pargalara ayrilir [570].

“Beni bul” sinyali olarak tanimlanan ilk protein ribozomun alt Unitesi ile iligkili bir
protein olan “covalent dimer of ribosomal protein S19 (dRP S19)” proteinidir ve
1998 yilinda Horino ve calisma grubu [571] tarafindan saptanmistir. Calismada,
miyelositik 16semi hicre hatti olan HL-60 hicreleri, 60 dk. boyunca 43°C sicaklik
ile muamele edilmigtir. Apoptozisin uyarilimasindan 24 saat sonra, dRP S19’un
apoptotik hucrelerden salindigi ve makrofajlarin apoptotik hulcrelere dogru
cekilmesinde rolu olan bir kemoreaktan oldugu gosterilmistir. dRP S19 proteininin
apoptotik hucrelerden nasil salindigi ve tum hucrelerden salinan evrensel bir

sinyal olup olmadigi hala arastirma konusudur [570], [571].

Horino ve galisma grubunun ardindan Knies ve ¢alisma grubu “endotelial monosit
aktive edici polipeptid Il (EMAP I1)” adi verilen ve makrofajlarin apoptotik hucrelere
ulasmasini saglayan yeni bir sinyal molekul tanimlamiglardir. EMAP |l hicrelerde
45 kDa molekll agirhiga sahip inaktif bir monomer olarak sentezlenir ve daha
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sonra 23 kDa molekul agirligina sahip, biyolojik olarak aktif formuna donugur. Bu
kesimin sadece apoptotik hucrelerde oldugu, normal ve nekrotik hicrelerde
gerceklesmedigi belirlenmistir. Bu nedenle EMAP 1l proteininin apoptozise 6zgu bir

“beni bul” sinyali oldugu ortaya konmustur [572].

Daha sonra yapilan galismalar sonucunda ¢ok sayida “beni bul sinyal molekulu
tanimlanmistir. Fraktalkin, lizofosfatidilkolin (LPC), Sfingozin-1-fosfat (S1P), ATP
ve UTP bu molekillere érnek olarak verilebilir [569], [573].

“Fraktalkin (CXC3CL1)”, apoptotik hiicre zarinda bulunan bir proteindir. Apoptotik
B-hucreleri ve noronlarla yapilan ¢alismalarda henlz tanimlanmamig olan bir
proteaz tarafindan kesilen bu proteinin, ekstraselluler matrikse salindigi
belirlenmistir. Fraktalkin, fagositik hicrenin zarinda bulunan Fraktalkin/CX3CR1
reseptorine baglanir ve fagositik hlcreyi apoptotik hicre dogru yoénlendiren bir

kemokin olarak gorev yapar [574].

“Lizofosfatidilkolin (LPC)” molekulinin de “beni bul” sinyali olarak gorev yaptigi
rapor edilmistir [567]. Yapilan ¢alismalarda cesitli hiicre hatlari UV, Staurosporin
ve Mitomisin C gibi apoptozis uyaricilari ile uyariimis ve hiicrelerin stipernatantlari
makrofaj hucreleri Uzerine uygulanmigtir. Calisma sonucuna goére elde edilen
supernatantlarin kemoreaktan o6zellikte oldugu ve makrofajlari kendine dogru
cektigi gosterilmistir. Ayrica bu kemoreaktan maddenin apoptozisin erken
safhasindaki hicrelerden salgilandi§i da ¢alisma kapsaminda ortaya konmustur.
Daha sonra arastiricilar bu kimyasal maddenin ozelliklerini tanimlamak amaciyla
apoptotik hicre sUpernatantlarini 1si, DNaz, RNaz ve proteinaz K ile muamele
etmigler ve kemorekatan maddenin aktivitesini kaybetmedigini belirlemislerdir.
Bunun Uzerine, stpernatana kloroform ve dietileter gibi yag ¢oziculer uygulanmis
ve kemoreaktan 6zelligin ortadan kalktigi goérilmustir. Sonug olarak kemoreaktan
Ozellik gosteren bu molekulin lipid Ozellikte oldugu belirlenmigtir. Bu sinyal
molekulinun lipid oldugunun belirlenmesinin ardindan yapilan ¢alismalarla LPC
oldugu gosterilmisitir. LPC, Fosfatidilkolin’in “Kalsiyum bagimsiz Fosfolipaz A,
(iPLA,)” enzimi tarafindan LPC’ye donusturilmesi ile olusur. Apoptozis ile
aktiflesen kaspaz 3 enziminin apoptotik hicrelerde LPC sentezinden sorumlu
IPLA; sentezini uyardigi saptanmistir [575]. Apoptozis ile birlikte sentezlenen LPC,

ekstraselliler matrikse salinir ve fagositlerin zarinda bulunan “G protein coupled
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receptor (G2A)” reseptorune baglanir. Bu baglanmanin ardindan fagositik hucreyi

kendisine dogru ¢eken bir “beni bul” sinyali olarak gorev yapar [576].

S1P de “beni bul” sinyal molekullerinden biridir. Apoptotik hicrelerden salinan S1P
lipid molekllinun, fagositlerin zarinda bulunan S1P reseptdrine baglandidi ve

fagositleri apoptotik hucrelere dogru ¢ektigi gosterilmistir [577].

Dusuk miktarda salgilanan ATP ve UTP’nin de in vivo ve in vitro kosullarda
kemoreaktan olarak gorev yaptigi saptanmigtir. Bu mekanizmadaki kritik nokta
ATP ve UTP’nin duslk miktarda salgilanmasidir ¢iinkli nekroz mekanizmasinda
fazla miktarda ATP ve UTP salgilanmaktadir [570], [578]. Apoptozis ile birlikte,
hicre zarinda bulunan Panneksin kanallarinin C-terminalleri Aktif kaspaz 3 ve
kaspaz 7 enzimleri tarafindan yikilir. Bu kesim sonucu Panneksin kanallar strekli
olarak acik kalir. Bu nedenle apoptozis suresinde ATP ve UTP apoptotik hiicreden
ekstrasellller matrikse salinir. Bu ATP ve UTP, makrofaj zarinda bulunan ve P2Y2
olarak adlandirilan purin reseptorune baglanir. Bu baglanma ile birlikte fagositlerin

apoptotik hiicreye dogru hareket ettigi belirlenmistir [578], [579].

Tam bu “beni bul” sinyalleri fagositlerin hiicre zarinda bulunan reseptorlerine
baglandiklarinda, bu savunma hucrelerinden ¢ok sayida yardimci molekulin
salgilanmasina neden olur. Bu molekuller apoptotik hlcrelerin  ortadan
kaldirlmasina katkida bulunan molekillerdir. Ornegin apoptotik hiicrelerden
sentezlenen Fraktalkin, peritoneal makrofajlardan “milk fat globule EGF factor 8
(MFG-E8)” adi verilen bir faktor salinmasini uyarir. Yapilan g¢alismalarda bu
faktorin in vitro kosullarda apoptotik timositlerin ortadan kaldiriimasini
hizlandirdi§i gosterilmistir [580], [581].

“Beni bul” sinyalleri ile apoptotik hiicreye ulasan fagositlerin apoptotik htcreyi
taniyarak, bu hicreye baglanmasi gerekmektedir. Bu tanima igin apoptotik
hucreler tarafindan olugturulan sinyaller “beni ye” sinyali olarak tanimlanmaktadir.
Apoptotik hucrelerde hucre zarinda bulunan proteinlerin glikozilasyonundaki
degisiklikler sonucu yuzeyin yukinun degismesi, hlcre zarinda bulunan LDL
reseptorinin oksidasyonu, “Hucrelerarasi adezyon molekuli  3‘Gn (ICAM3)’
sentezlenmesi, Kalretikulin ve Anneksin 1 proteinlerinin sitoplazmadan apoptotik
hicre zarina lokalizasyonu “beni ye” sinyallerini olusturur. Tim bu mekanizmalarin

yani sira normalde hucrelerde hicre zarinin i¢ yuzuande bulunan PtdSer
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molekulinun hucre zarinin dig ylzeyine taginmasi tum apoptotik hucrelerde

gorulen evrensel “beni ye” sinyali olarak tanimlanmaktadir [548], [573], [582] .

Beni ye sinyalleri ile yapilan ¢alismalar canli hiicreleri fagositozdan koruyan “beni
yeme (don’t eat me)” sinyallerinin de ortaya konulmasini saglamistir. Canli
hucrelerin hucre zarinda bulunan CD31 ve CD47 proteinlerinin saglikh hicrelerin
fagositozunu engelledigi, apoptozisin uyarilmasiyla birlikte hticre zarindaki ifadeleri

azalan bu proteinlerin etkisinin ortadan kalktigi saptanmistir [583], [584].

Beni bul ) Beni ye

Nikleotidler Yy

/Fraktalkin.Y

OksidelLDL

Glikozilasyon
a® degisimi

i O

Makrofaj Apoptotik hiicre Makrofaj

\IJ.:SPlR Y:GZA

e | :P2Y2 Y:Fraktalkin reseptéri

Fagositoz

Makrofaj

Sekil 1. 16. Apoptotik hicrelerin makrofajlar tarafindan taninmasi ve fagositozu

([569]'den degistirilerek yeniden gizilmistir).

1.11.2. Fagositik hiicreler tarafindan yapilan fagositoz

Apoptotik htcrelerin ortadan kaldirimasinda goérev yapan fagositik hlcreler

makrofajlar, dendritik hucreler ve noétrofil I6kositlerdir. “Beni bul” sinyalleri ile
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apoptotik hdcrelere ulasan fagositler, “beni ye” sinyallerini taniyarak apoptotik
hucreleri normal hucrelerden ayirir ve apoptotik hucreye baglanir (Sekil 1.16).
Fagositlerin hicre zarinda “beni ye” sinyallerinin taninmasini ve fagositlerin
apoptotik hucreye baglanmasini saglayan ¢ok sayida reseptor tanimlanmistir. Bu
reseptorlere “PtdSer reseptori (PSR)”, Lektinler, “G protein-coupled receptor 2A
(G2A)", CD36, CD68, LRP1/CD91, Mer ve CD14 6rnek verilebilir [569], [570].

PSR, apoptotik hicre zarindaki PtdSer fosfolipidini taniyan bir reseptordir.
Apoptotik hucreleri taniyan tum hucrelerin zarlarinda bu reseptorin bulundugu
belirlenmistir. PSR’nin TGFB sentezini arttirarak ve TNFa sentezini inhibe ederek
apoptozis sonucunda inflamatuar cevabin olusmasini engelledigi de gosterilmistir
[584]. llging olarak, Trypanasoma ve Leichmania parazitlerinin konak hiicre
zarindaki PSR reseptériine baglandigi ve fagositlerden anti-inflamatuar sitokinlerin
salgilanmasini sagladigi gosterilmistir. Bu sekilde bu patojenler, bagisiklik
sisteminden kagmakta ve enfeksiyona neden olmaktadirlar. Bu olay “apoptotik
mimikri” olarak adlandiriimaktadir [585], [586], [587].

Fagositler apoptotik hlicreyi taniyip baglandiktan sonra, temas noktasi gukurlasir
ve olusan yalanci ayaklar ile apoptotik hucrenin etrafi sarilir. Bunun igin fagosit
sitoplazmasinda bulunan aktin iskeletinde bir yeniden duzenlenme olmasi
gerekmektedir [588]. Bu yeniden dizenlenme c¢ok sayida biyomolekulin rol

oynadidi iki sinyal mekanizmasi ile diizenlenmektedir [589].

Bu sinyal mekanizmalarindan ilki, C.elegans’ta tanimlanan CED-2/CED-5/CED-
10/CED-12-yoludur.  Yapilan c¢alismalarda bu sinyal mekanizmasinin
memelilerdeki homologunun Crk 1I/DOCK-180/Racl/ELMO-sinyal yolu oldugu
belirlenmistir. Apoptotik hlcre, makrofaj zarindaki reseptoérlerine baglandiginda,
makrofaj zarinda bulunan Crk Il proteini, Dock180 ve ELMO proteinlerini
sitoplazmadan hucre zarina dogru ceker. Biraraya gelen Crk Il, Dockl180 ve
ELMO birbirine baglanarak Uglu bir kompleks olusturur. Olusan bu kompleks Rac-
1 enzimine baglanarak onun aktif hale gegmesini saglar. Rac-1 enzimi, aktin
polimerizasyonunda rol oynayan faktorleri aktiflestirir ve yalanci ayaklar

olusturacak olan ¢ikinti bolgelerinde birikimini saglar [590].

ikinci mekanizma ise C.elegans’'ta tanimlanan ve CED-1, CED-6 ve CED-7

proteinlerinin gorev yaptidi sinyal mekanizmasidir. Bu mekanizmada CED-1 ve
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CED-7 hucre zarinda bulunurken, CED-6 sitoplazmada adaptor protein olarak
gOrev yapar. Bu sinyal mekanizmasinin memelilerdeki homologu LRP1/MEGF10-
GULP-ABCA1/ABCA7 sinyal yoludur. Apoptotik hicre, makrofaj hicre zar ile
bagdlandiginda, zarda bulunan LRP1, konformasyonel degisime ugrar ve sitozolde
bulunan Gulp adaptor proteinine baglanir. Gulp adaptor proteini ve sinyal yolunda
gorev alan diger proteinler henlz tam olarak aydinlatilamamis olan bir mekanizma
ile aktin filamentlerinin yalanci ayaklari olusturan ¢ikinti boélgesinde polimerize

olmasina neden olmaktadir [589].

Apoptotik hucre, makrofaj zari ile temas ettiginde aktin filamentleri apoptotik
hdcrenin etrafini saracak sekilde zarin uzamasini ve yalanci ayak olusmasini
saglamaktadir. Daha sonra yalanci ayaklarin iki ucu bir araya gelir ve apoptotik
hicrenin etrafini sarilmis olur. Bu sekilde olusan ve apoptotik hicreyi iceren

vezikll “fagozom?” olarak adlandiriimaktadir [589], [591].

Apoptotik hicreyi tasiyan bu fagozomun hdcre zarindan ayrilmasi gerekmektedir
(Sekil 1.17). Bu ayrilma isleminde Dinamin adi verilen ve GTPaz aktivitesine sahip
bir protein gbrev yapmaktadir. Dinamin proteini apoptotik hicrenin makrofaj ile
temas ettigi bolgede birikir [589]. Dinamin sahip oldugu GTPaz aktivitesi ile GTP’yi
hidrolize eder ve ortaya ¢ikan enerji Dinamin proteininin yapisinda konformasyonel
bir degisime neden olur. Bu konformasyonel degisim apoptotik hlcreyi iceren

veziklin boyun kismini gerer ve vezikulin kopmasini saglar [592].

Dinamin proteini ayrica sitozolde bulunan ve “vesicle-mediated vacuolar protein
sorting 34 (Vps34)” adi verilen enzime baglanir. ilk olarak S. cerevisiae’de
tanimlanmis olan Vps34 bir “Fosfoinozitid 3-Kinaz (PI3K)” enzimidir. Bu enzim
sitozolde bulunan Rab5 proteinini hicre zarina dogru ¢ceker. Hicre zarina ulasan
Rab5, burada bulunan Dinamin tarafindan aktiflestirilir. C.elegans’ta yapilan
calismalar aktif Rab5 enziminin fagozom maturasyonunda onemli role sahip

oldugunu gostermistir [593].

Aktif duruma gegen Rab5 enzimi apoptotik hlcreyi iceren fagozom zarina yerlesir.
Zarinda Rab5 iceren fagozom, “Rab5+ fagozom” olarak adlandirilir. Aktif Rab5
enzimi daha fazla Vps34 proteininin fagozom zarinda birikmesini saglar. Fagozom

zarinda biriken Vps34, fagozom zarinda bulunan fosfatidilinositol molekullerini
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fosforiller ve “fosfatidilinositol 3 fosfatin (PI3P)” birkimine neden olur. PI3P’nin

fagozom maturasyonu i¢in dnemli oldugu ifade edilmektedir [594], [595], [596].

Aktif Rab5 enziminin sitozolde bulunan Rab7 enzimini aktiflestirdigi ve fagozom
zarina yonlendirdigi de belirlenmistir. Rab7, fagozom zarina yerlesir ve Rab5
fagozom zarindan ayrilir. Bu fagozom “Rab7+ fagozom” olarak adlandirilir. Bu
degisikligin fagozomun lizozomla birleserek “fagolizozom” olusturmasi igin kritik
basamak oldugu belirlenmistir. Ayrica Rab7 aktivitesi ile birlikte endozomun igine
sitozolden H+ iyonu pompalanmasini saglayan V-ATPaz kanali aktif hale geger.

Bu sekilde apoptotik hicreyi iceren vezikilun yani fagozomun pH’si duger [597].

Olusan fagozomun ortadan kaldirllabilmesi igin sitozolde bulunan primer
lizozomlarla  birlesmesi  gerekmektedir. Lizozomla birlesmis fagozoma
“fagolizozom” adi verilir. Sasaki ve calisma grubu [598] tarafindan 2013 yilinda
yapilan ¢alismada lizozom zarinda bulunan Arl8 proteininin, lizozomlarin apoptotik
hicreyi iceren fagozomlara dogru yonlenmesinde gorev yaptigi belirlenmigstir. Arl8
mutant hlcrelerde fagozomlarin lizozomlarla birlesmedidi, Rab7+ evrede kaldigi
ve fagosit sitoplazmasinda ¢ok sayida vezikdl bulundugu gdsterilmistir. Bu
nedenle Arl8’in fagolizozom olusumunda 6nemli rol oynadigi yorumu yapilmigtir.
Fagozom zarinda ise “lizozom iligkili zar proteini-1 (LAMP1)” adi verilen bir protein

bulunur. Bu proteinin de fagolizozom olusumunda rol oynadigi gosterilmistir [597].

Olusan fagozom, hlicre merkezine dogru hareket eder ve primer lizozomla birlesir.
Fagozomlarin lizozom ile birlesmesi farkl fagositlerde farkli mekaniazmalarla
kontrol edilmektedir. Ornegin nétrofil l6kositlerde fagozom-lizozom flizyonunun,

+2s

Ca™ iyonuna bagimli bir siire¢ oldugu ancak makrafojlarda Ca*®ye ihtiyag

olmadigi gosterilmistir [599].

Fagolizozom olusumunun ardindan lizozomal enzimlerin aktivitesi ile apoptotik
hicrenin dnce sitoplazmasi ardindan g¢ekirdegi pargalanir [600]. Bu pargalanma
lizozom lumeninde bulunan ve asit hidrolazlar olarak adlandirilan proteaz, nukleaz,
glikozidaz, lipaz, fosfolipaz, fosfataz ve silfataz enzimlerinin aktivitesi ile
gerceklesir. Hicrelerin pargcalanmasinin ardindan ortaya ¢ikan sindirim drunleri
lizozom zarinda bulunan tasiyici proteinlerle sitozole tasinir. Bu biyomolekiller

hicre tarafindan tekrar kullanilabilir [569].
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Sekil 1. 17. Fagozom ve fagolizozom olusumunun basamaklari goérilmektedir

([597]den degistirilerek cizilmigtir).

1.11.3. Epitel hiicreleri tarafindan yapilan fagositoz

Fagositlerin yani sira apoptotik hicreye komsu olan hucreler tarafindan da
fagositoz gerceklestiriimektedir. Bu hucreler “profesyonel olmayan (non-
professional) ya da amator fagositler” olarak adlandiriimaktadir [601]. Fagositler ve
komsu hucrelerin apoptotik hucreleri ortadan kaldirma ozellikleri Parniak ve
calisma grubu [600] tarafindan 2000 yilinda yapilan bir ¢galismada arastiriimigtir.
Bu calismanin sonuglarina gore hareketli olan makrofajlar hizla apoptotik hicreye
yonelir ve kisa slUrede apoptotik hucreyi sindirir. Komsu hdcreler ise apoptotik
hicreyi fagosite ettikten saatler sonra sindirmektedir. Bu zaman farkinin nedeni

hala arastirimaktadir.

Yapilan galismalarda mezengial hicrelerin, diz kas hucrelerinin, hepatositlerin ve
endotel hucrelerin fagositoz yaptigi gosterilmistir [602], [603], [604], [605]. Meme
bezi ile yapilan histolojik bir calismada Hematoksilen eozin ile boyanmis kesitlerde
apoptotik cisimler iceren epitel hucreleri saptanmis ve epitel hucrelerinin de

apoptotoik hucrelerin ortadan kaldiriimasinda goérev yaptigi belirlenmistir [606].

Apoptozis sonucu komsu epitel hicre ile apoptotik hiicre arasindaki hticre-hicre

baglantisi kopmaktadir. Apoptotik hicrenin komsu hicre tarafindan fagosite
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edilebilmesi icin iki hucrenin birbirine tekrar baglanmasi gerekmektedir. Akciger
alveolar epitel hucreleri ve meme bezi hucreleri ile yapilan galismalarda epitel
hicre zarinda bulunan integrin ve PSR reseptorlerinin apoptotik hicrelere
baglanmada rol oynadigi belirlenmigtir [606], [607]. Komsu hicreler tarafindan
gerceklestirien fagositoz mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamigstir. Bu konu

ile ilgili calismalar hala devam etmektedir

Epitel hicreler de fagositler gibi inflamatuar sitokinler sentezler ve inflamasyon
surecine katkida bulunurlar. Apoptotik hicrenin fagositozu ile birlikte epitel
hucrelerden TGFB-1 sentezlendigi ve inflamasyonun baskilandigi gosterilmistir
[606]. Hucre igine alinan ve apoptotik hicreyi igeren vezikul fagozom adini alir. Bu
fagozom primer lilozomla birleserek fagozlizozom olarak tanimlanir. Lizozom
icindeki enzimlerin etkisi ile apoptotik hlicre pargalanir. Olusan monomerlerden
hacre igin kullanilabilecek olanlar tekrar sitozole verilir. Bdylece apoptotik hlcre

inflamasyona yol agmadan ortadan kaldiriimig olur [600].

1.13. Apoptozisin fizyolojik ve patolojik olaylardaki roli

Apoptozis, biyolojik olarak gorevini tamamlamig ya da hasarli hicrelerin ortadan
kaldiriimasini saglayan programli bir hiicre éluma tipidir. Eger hlcre, etrafindaki
hucrelerle iligkisini kaybeder veya onarilamayacak bir hasara ugrarsa apoptozis
mekanizmasi baglar. Erken embriyonik ddonemden itibaren apoptozis, fizyolojik ve
patolojik bircok olayda onemli rol oynar. Bu sekilde gelisim sirasinda dokunun
yapisal sekli olusurken, yasam suresince dokunun ayni buyukluk ve sekilde

kalmasi da saglanir [608].

1.13.1. Apoptozisin fizyolojik olaylardaki roli

Timus: Immin sistem hiicreleri olan T-lenfositler Timus'da olgunlasir. T-
lenfositlerin organizmanin kendi dokularina karsi otoreaktivite gésterme potansiyeli
olanlari ve fonksiyonel olmayanlari kan dolagimina girmeden once Timus'da
apoptozis ile ortadan kaldirilir [609]. Fas reseptdri veya Fas ligandi tagsimayan
farelerde yapilan calismalarda otoreaktivite gosteren T-lenfositlerin ortadan
kaldirimadigr buna bagli olarak da lenfadenopati, splenomegali ve multipl

otoimmun hastaliklarin gelistigi belirlenmistir [610].
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ince bagirsak: ince ba@irsakta bulunan epitel doku hizli bir sekilde
yenilenmektedir. Bu yenilenmede apoptozisin rol oynadigi gdsterilmistir. ince
bagirsaklarda bulunun hucreler kriptalarin tabanindan, kriptalarin ucuna dogru
gerceklestirdikleri ve 3-5 gun suren gogun sonunda apoptozis ile olerek bagirsak
limenine dokilmektedir. Olen hiicrelerin yerini ise kriptalarin tabaninda yeni

olusan hucreler almaktadir [611].

Uterus: Menstruasyon sirasinda endometriyum tabakasinda bulunan
endometriyal hiicreler apoptozis sonucu 6ltr ve menstruasyon kanamasiyla birlikte

dokulerek ortamdan uzaklastirilir [612].

Meme: Laktasyonun ardindan meme bezlerinin gerilemesinde apoptozis

mekanizmasinin gérev yaptigi belirlenmistir [613].

Beyin: Beynin embriyonik gelisimi sirasinda gereginden fazla olusan néronlarin
azaltiimasi, hedefine ulasamayan aksonlar nedeniyle olusan hatalarin ortadan

kaldiriimasinda apoptozis rol oynamaktadir [614].

Goz: Embriyoda g6zin gelisimi sirasinda lens gukurunun invaginasyonu ve yluzey
ektoderminden ayrilarak lensin olusmasinda, korneal epitelyal ylzeyin
gelismesinde apoptozis rol oynar [615]. Ayrica kaspaz-3 ve Apaf-1 mutant farelerle
yapilan calismalarda retinada gereginden fazla huicre birikimi oldugu ve bu
durumun da normalden daha kalin bir retinanin olusumuyla sonuclandigi
belirlemistir [616].

implantasyon: Déllenmenin ardindan olusan zigot, art arda mitoz bélinmeler
gegirerek blastomer denilen hucreleri olusturur. Blastomer sayisi 12-32 oldugu
evrede embriyo “morula” olarak adlandirilir. Morulanin uterusa girmesinin hemen
ardindan ise “blastokist” olusur. Gebeligin devam edebilmesi i¢in blastokistin
uterus duvarini déseyen endometruyuma tutunmasi gerekmektedir. Blastokistin
endometriyal hucrelere temas ettigi bdlgelerde, endometriyal hicreler apoptozisle

Olerek blastokistin uterusa yerlesmesinde dnemli rol oynar [617].

Testis: Her iki testiste gunlik sperm Uretimi insanda saniyede yaklasik 1000 yeni
spermatozoa olmasina ragmen spermlerin yaklasik %751 spermatogenez

esnasinda apoptozis ile 6imektedir [618].

Ovaryum: Ovaryumlarin gelisimi surecinde Uretilen hucrelerin yaklasik %99’u

ovlulasyondan 6nce apoptozis ile ortadan kaldiriimaktadir. Oogonialarin ve
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oositlerin 6lumlerinde Bcl-2’nin rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica menopozda over
folikillerinin  atrezisi hormonlarin azalmasina bagli olarak apoptozis ile

gerceklesmektedir [617].

1.13.2. Apoptozisin patalojik olaylardaki rolii
Dokularin normal sekilde gelisimi ve devamhligi i¢in hayat ve 6lUm arasindaki
denge saglanmalidir. Bu denge hangi tarafa bozulursa bozulsun patolojik olaylarla

sonuglandigi belirlenmistir.

1.13.2.1. Apoptozisin artisina bagl olusan hastaliklar

Cesitli Norodejeneratif ~ bozukluklarin apoptozisin gereginden  fazla
gerceklesmesiyle iligkili olabilecegi disunilmektedir. Ornegin, demans ile
karakterize bir hastalik olan Alzheimer hastaligi’nda beyin htcrelerinin olmasi
gerekenden daha erken bir zamanda o6lduglu saptanmis, ancak bu olayin
mekanizmasi henuz tam olarak aydinlatilamamigtir. Alzheimer hastalarindan
alinan orneklerde olen noéronlarda aktif kaspaz enzimlerine rastlanmis olmasi da
bu duslnceyi destekler niteliktedir. Noronlarda apoptozisi neyin indukledigi ise
hala arastirma konusudur. Yapilan calismalarda “Amiloid beta (AB)” peptidinin
mitokondride, Sitokrom oksidaz aktivitesini azalttigi ve hidrojen peroksit sentezini
arttirdid1  belirlenmigtir. Mitokondrinin fonksiyonlarindaki bu bozulmanin da
mitokondri aracili apoptotik yolun aktivasyonuna neden oldugu ve hucrelerin
ortadan kaldirildigi disuntlmektedir [619].

Parkinson hastaligi beyinde dopamin ureten hicrelerin kaybi ile karakterize diger
bir nérodejeneratif hastaliktir. Dopaminerjik néronlarda p53, Fas, TNFR ve kaspaz
ifadesinin arttiginin gosterilmesi bu hastaligin patogenezinde apoptozisin asiri
aktivitesinin rolu olabilecegini gostermistir. Daha sonra yapilan calismalarda,
hiicrelerde serbest radikaler araciligi ile olusan oksidatif stresin ve hiicre ici Ca*?
dengesinin bozulmasinin ndéronlarda apoptozise neden oldugu ve Parkinson

hastaliginin olusumu ve ilerleme surecinde 6nemli rol oynadigi bildirilmigtir [620].

Retinitis pigmentosa retinada bulunan fotoreseptor hiicrelerin programlanandan
once ve asiri sekilde olumu ile karakterize dejeneratif bir retinal hastaliktir.
Noérodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi Retinitis pigmentosa hastaliginda da
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apoptozisdeki artisin, hastaligin patogenezinde rolu oldugu belirlenmis fakat
mekanizma tam olarak ortaya konulamamistir. Yapilan ¢alismalarda, hastalardan
alinan kan Orneklerinde gama ve alfa globdllinlerin arttigi belirlenmis,
inflamasyonun retinal hicrelerde apoptozisi uyarabilecedi yorumu yapilmistir
[621]. Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda mikrogliadan sentezlenen TNFa’nin
fotoreseptor hicrelerde olum reseptoru aracili apoptozisin uyarilmasina neden
oldugu da ifade edimistir [622].

AIDS; bir retroviriis olan “insan immiinyetmezlik viriisi (Human immundefficiency
viras; HIV)” ile enfeksiyon sonucu bagisiklik sisteminin gokmesi ile karakterize bir
hastaliktir. HIV’in hedef hlcresi CD4+ T-lenfositlerdir. Bu virisun zarf yapisinda
bulunan glikoproteinler, T-lenfositlerin ylzeyinde bulunan CD4 proteinine
baglanmaktadir. Bu durum da HIV’in hilicre spesifitesini olusturan en énemli
faktordar. HIV, CD4’e baglandiginda hicre igine alinir ve RNA reverse trankriptaz
enzimi ile RNA seklinde olan genomu DNA'ya cevrilir. Ardindan T-lenfosit
genomuna viral genom entegre olur [623]. HIV viral genleri CD4+ T-lenfositleri
tarafindan ifade edildiginde bu htcrelerde FasL ifadesinin artti§i, Fas reseptoru
sentezininin ise azaldigi gosterilmigtir. Bunun sonucunda FasL iceren virusle
enfekte T-lenfositler, enfekte olmayan normal hicrelerle karsilastiginda, normal
hdcrenin zarinda bulunan Fas ile etkilesim kurar. Fas-FasL etkilesimi normal
hicrenin apoptozisine neden olur. Bu mekanizma, virtsle enfekte olmamis CD4+
T-lenfositlerin hizli bir sekilde kaybini agiklamaktadir. HIV ile enfekte hicrelerde
ise Fas reseptorinun ifadesi azaldigindan bu hicrelerde apoptozis uyariimasi
engellenir ve bu sekilde enfekte hicreler hayatta kalarak enfeksiyon devamliligi

saglanir [624].

Diyabet, karbohidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar sonucunda
insulin hormonunun hedef dokulardaki etkisinin kaybi ve/veya insulin sentezindeki
bozukluklar sonucunda olusan metabolik bir hastaliktir [625]. Hem Tip | hem Tip 1l
Diyabet hastalarinda insllin sentezleyen pankreatik B-hlcrelerinin Fas-FasL
aracili apoptozis ile ortadan kaldiriimasi sonucu insulin sentezi azalir. Bu durumda
kandaki sekerin dokulara ulasamadigi ve Diyabetin ortaya c¢iktigi yapilan

calismalarda rapor edilmistir [626], [627].

Sepsis, kana bakteri ya da toksinlerinin karismasi olarak tanimlanan klinik bir

sorundur. Sepsisin olusumu sirasinda bakteri toksinlerinin ve konagin kendi

99



proinflamatuar sitokinlerinin bagisikhik sistemi hucreleri ile bagirsak, karaciger ve
akciger hucrelerinde Fas-FasL aracili apoptozise neden oldugu belirlenmigtir
[628].

1.13.2.2. Apoptozisin inhibisyonuna baglh hastaliklar

Normal bir hicrenin kanser hlcresine dontisim sirasinda, blyume faktorlerinin
surekli sentezlenmesi, yeni damarlarin olusumunu uyaran sinyallerin
olusturulmasi, koken aldiklari dokudan ayrilma ve diger dokulara yayilma igin
gerekli faktorlerin salgilanmasi gibi Ozellikler kazandiklari belirlenmigtir. Bu
Ozelliklerin yani sira kanser hucrelerinin apoptozisi inhibe edecek stratejiler
gelistirdikleri de yapilan caligmalar sirasinda ortaya konmustur. Bu sekilde hatali
genoma sahip hucreler proliferasyona devam etmekte ve bu durum kanser
surecini ilerleten yeni mutasyonlarin olusumuna olanak saglamaktadir. Apoptozis
ve kanser olusumu ile ilgili yapilan calismalarda kanser hicrelerinin farkli yollarla
apoptozisden kurtulduklari saptanmistir. Antiapoptotik ve proapoptotik Bcl-2
uyeleri arasindaki dengenin bozulmasi, kaspaz enzimlerinin aktivitesindeki
azalma, p53 geninde olusan mutasyonlar, 6lum reseptorlerindeki metilasyonlar ve
kaspaz inhibitorlerinin sentezindeki artigin kanser olusumuna neden olabilecegi
bildirilmistir [629].

Ayrica son yillarda calismalar decoy adi verilen reseptorler Uzerinde
yogunlagsmistir. Kanser hicrelerinde, Decoy 1, Decoy 2 ve Decoy 3 olmak uzere 3
izoformu bulunan bu reseptoriin ifadesinin arttigi belirlenmistir. Bu reseptore Olim
reseptorleri aracili apoptotik mekanizmmanin baslamasi igin gerekli olan FasL ve
TRAIL ligandlari baglanir. Bu baglanma sonucu apoptozis uyarilmaz ve bu gekilde
hicrelerde apoptozis mekanizmasi baskilanir. Apoptozisden kurtulan hucreler

kontrolsuz sekilde proliferasyona devam eder [370].

Cesitli viral enfeksiyonlar hicrelerde apoptozis mekanizmasini baskilayarak viral
genomun c¢ok sayida hicreye aktarilmasini saglamaktadir. Enfekte ettigi
hicrelerde apoptozis mekanizmasinin inhibisyonuna neden olan virtslerden biri
de Human papilloma virusdir (HPV). HPV genomu enfekte ettigi hicrenin
genomuna fiziksel olarak entegre olur ve konak hicre virisin proteinlerini
sentezlemeye basglar [630]. Bu proteinlerden E6 ve E7 onkoproteinleri, konak
hicrelerinde tumor baskilayici gen drunleri ile iliski kurar. Bu onkoproteinlerin
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tumor baskilayici proteinlere baglanmasi ile hucresel proliferasyonun kontrolu
bozulmaktadir. Normalde enfekte hucreler viral enfeksiyona cevaben p53’G aktive
eder. Bdylece hlcre, mitoz bdélinmenin G1 fazinda durdurularak, apoptozis
uyarilir. Bu sekilde virlsle enfekte hucrelerin proliferasyonu engellenir. Yapilan in
vitro ¢alismalarda tip 16 ve 18 HPV E6 proteinlerinin bir timor baskilayici protein
olan p53’e baglandigi gosteriimigtir [631]. E6 proteininin p53 proteinine
baglanmasi ile p53 proteininin aktivitesi engellenir. Bdylece viral genoma sahip
hucreler apoptozisden korunur ve ¢ogalmasina devam eder. Yapilan galismalarda
HPV’nin servikal kanser basta olmak Uzere bas-boyun kanserleri, oral kanserler,
meme ve akciger kanseri olusumunda da rolU oldugu gosterilmistir [632], [633],
[634].

Tam bu literatlr bilgileri 1siginda calismamizda servikovajinal yaymalarda -
katenin proteini ile apoptozis arasindaki iliskinin sitolojik ve immunositokimyasal
yontemler kullanilarak arastiriimasi amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
apoptozis varliginda hicrede hem [-katenin proteinin varliginda ve
lokalizasyonundaki degisikliklerin belirlenmesi, hem de bu dedisikliklerin 6lim
reseptorlerine bagh apoptotik yol ve mitokondriye bagli apoptotik yollarla olan

iliskisine dair sonuglarin elde edilmesi hedeflenmisgtir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dalr’'na cesitli jinekolojik sikayetlerle veya rutin kontrol amaciyla bagvuran
ve gebe olmayan 224 hastay! kapsamaktadir. Calismamiz Hacettepe Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Arastirmalar Yerel Etik Kurulu tarafindan tibbi etik acidan
uygun bulunmustur (LUT12/170, 2012).

2.1. Klinik verilerin elde edilmesi

Hastalardan ornekler alinmadan 6nce hastanin yasi, son adet tarihi, dogum yapip
yapmadigi, hormon tedavisi alip almadidi, menstruasyon siklusunun dizeni,
ameliyat gecirip gecirmedigi, rahim ici ara¢c (RIA) kullanip kullanmadidi, kasik
agrisi, kasinti, akinti, yanma gibi jinekolojik sikayetlerinin olup olmadigi 6grenilmis,
elde edilen veriler bilgisayara kaydedilmistir. Ayrica muayene esnasinda serviksin
dis goruntisu incelenmis, mukoza yuzeyinde herhangi bir kistik olusum, hemorajik

alan veya vezikuler yapinin olup olmadigi da hastanin klinik bilgilerine eklenmistir.

2.2. Sitolojik inceleme igin oOrneklerin hazirlanmasi, boyanmasi ve
degerlendirilmesi

Her hastaya jinekolog tarafindan spekulium takilmis ve servikal firga (cytobrush)
yardimi ile servikovajinal 6rnekler alinmigtir. Alinan Ornekler kurgun kalemle
hastalarin isimleri yazilmis olan rodajli lamlara tek yonlu olarak yayilmistir. Sitolojik
inceleme icin her hastadan iki adet servikovajinal yayma hazirlanmigtir. Hazirlanan
yaymalar havada kurutulmadan %96’lik etil alkol igine konularak tespit edilmis ve
asagida verilmis olan Cizelge 2.1’deki metoda uygun sekilde rutin Papanicolaou
boyama yontemine gore boyamistir. Boyanan yaymalar mikroskobik inceleme igin
entellan kullanilarak lamel ile kapatilmistir. Mikroskobik incelemede binokuler
mikroskop kullaniimis ve gorulen alanin 1/4°G tekrar gorulecek sekilde titizlikle ve
dikkatle yapilmigtir. ilk tarama x10’luk objektif ile yapilmig, daha detayl
incelemede ise x40’lik ve immersiyon (x100) objektifleri kullaniimigtir. Elde edilen
bulgular dogrultusunda gerekli goértlen alanlarin fotograflari  cekilerek
kaydedilmigtir.
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Cizelge 2. 1. Papanicolaou boyama metodu

1. %85lik etil alkol 12. %85'lik etil alkol
2. %70'lik etil alkol 13. Orange-G (3’)
3. %50'lik etil alkol 14. %95'lik etil alkol
4. Distile su 15. %95'lik etil alkol
5. Hematoksilen-Eozin (2,5’) 16. Eozin-Asit (3’)
6. Musluk suyu 17. %95'lik etil alkol
7. %7’lik Hidroklorik asit (HCL) 18. %95'lik etil alkol
8. Distile su 19. Absolu etil alkol
9. Doymus LiCO3; 20. Etil Alkol-Ksilol
10.%50’lik etil alkol 21. Ksilol
11.%70’lik etil alkol 22. Ksilol

2.3. immiinositokimyasal inceleme igin 6rneklerin hazirlanmasi, boyanmasi
ve degerlendirilmesi

2.3.1. immiinositokimyasal inceleme igin érneklerin hazirlanmasi

Hastalara jinekolog tarafindan spekulim takilarak servikal firgca yardimi ile alinan
servikovajinal érneklerin bir kismi Uzerinde hastalarin ismi yazan adesiv lamlara
tek yonlu olarak yayilmistir. Bu yaymalar havada kurutulmaksizin %96’lik etil
alkolle tespit edilmistir. Alinan érnekler plastik preparat kutularina konularak, hava
almamasi igin kutularin etrafi aliminyum folyo ile sikica sariimistir. Aliminyum
folyo ile sarilmis her plastik kutu, Gzerine hastanin adi soyadi, dosya numarasi ve
ornegin alindigi tarihi bulunduran etiketler yapistirilarak boyama islemi yapilincaya

kadar -21°C’lik derin dondurucuda saklanmistir.

2.3.2. immiinositokimyasal boyama metodu

Immdiinositokimyasal boyama metodu olarak Avidin-Biyotin-Peroksidaz boyama
yontemi uygulanmistir. Boyama iglemi yapilirken bir defada 15 hasta preparati
boyanmis ve butin iglem basamaklari oda sicakhginda gercgeklestiriimistir.

Boyama tekniginin uygulanis sekli asagidaki gibidir:
1. Fiksasyon: Tespit maddesi olarak %96’lik etil alkol kullaniimistir.

2. Uygulama alaninin belirlenmesi: Hidrofobik kalem ile asagidaki sekilde

uygulama alanlari sinirlanidiriimistir.
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B- katenin
ce3-cc8-cc?

O OO0

3. Endojen peroksidaz blok: Tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile hazirlanmis %0.3’lUk
H.0, ile 5 dk. inkibasyonun ardindan 10 dk. PBS (Santa Cruz) ile yikama

yapilmigtir.

4. Normal serum ile blokaj: Kit iceriginde (Vectastain Universal ABC kit, Vector
lab.) bulunan %2,5’luk Normal At Serumu (NHS) ile 20 dk. boyunca inkiibasyon
yapilmigtir.

5. AvidinD/Biotin blokaji: Avidin D ile 15 dk. inkibasyonun ardindan 5 dk. PBS
ile yikama yapilmistir (Avidin D/Biotin kit, Vector lab.). Daha sonra, biotin ile 15 dk.
inkibasyonun ardindan 10 dk. boyunca tekrar PBS ile yikama iglemi

gercgeklestiriimistir.

6. Primer antikor: Primer antikorlar, antikor seyreltme (diluent solution) solisyonu
ile tabloda verilen oranlarda seyreltilmistir. Oda sicakliginda primer antikor ile 30
dk. inkiibasyonun ardindan 2 kere 5 dk. boyunca PBS ile yikama yapilmistir.

Cizelge 2. 2. Antikor seyreltme oranlari

Antikor Seyreltme orani Antikor 6zelligi Marka
Cell Signaling
Beta katenin 1/100 Tavsan monoklonal antikoru Technologies
Cell Signaling
Aktif kaspaz 3 1/400 Tavsan monoklonal antikoru Technologies
Cell Signaling
Aktif kaspaz 8 1/100 Tavsan monoklonal antikoru Technologies
Pierce, Thermo
Aktif kaspaz 9 1/100 Tavsan poliklonal antikoru Scientific

7. Sekonder antikor: Kit iceriginde bulunan evrensel at sekonder antikoru ile 30

dk. inkibasyonun ardindan 2 kere 5 dk. boyunca PBS ile yilkama yapilmistir.

8. Reagent soliisyonu (ABC): Kit igeriginde bulunan Reagent soltusyonu ile 30

dk. inkibasyonun ardindan 2 kere 5 dk. boyunca PBS ile yilkama yapilmistir.
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9. Kromojen (DAB): 1 ml substrat solisyonuna bir damla Diaminobenzidin (DAB)
(Vector Lab.) konularak hazirlanan kromojen solisyonunda 5 dk. inkibasyonun

ardindan 10 dk. distile su ile yikama yapilmistir.

10. Hematoksilen ile zemin boyanmasi: 20 sn. boyunca boyanan ornekler, su

tamamen renksiz hale gelene kadar musluk suyu ile yikanmistir.

11. Etil alkol-Ksilol basama@: ile kapatmaya hazirlik: Ornekler, 1’er dk.
boyunca %70, %85, %95, absoll etil alkol, etil alkol ksilol, ksiloI'de bekletilmigtir.

12. Kapatma: Lam uzerine bir damla entellan damlatilarak lamel kapatiimistir.

2.3.3. Negatif ve pozitif kontrol
Her boyama periyodunda bir adet negatif kontrol 6rnedi de boyanmistir. Bunun igin
primer antikorun uygulandigi basamak diginda tum basamaklar uygulanmig, bu

sekilde boyamanin spesifik olup olmadigi kontrol edilmistir.

Negatif kontrol disinda, uygulanan boyama ydnteminin dogrulugunu kontrol etmek
icin pozitif kontrol asagida verilen prosedire uygun sekilde yapilmigtir. Pozitif
kontrol icin normal (kaspaz 3, 8 ve 9) ve kanserli kolon (B3-katenin) dokusundan

alinan kesitler kulanilmigtir.

1. Deparafinizasyon: Kesitler, dokudaki parafinin uzaklastirilmasi igin etiivde 60
derecede 30 dk. boyunca isitilmistir. Daha sonra o6rnekler oda sicakhginda
sogumaya birakilmigtir. Ardindan ksilol ve alkolden olusan serilerden gegirilen

ornekler son olarak PBS igine alinmigtir.

Ksilol (2x5 dk.), Absolu etil alkol (2 dk.), %95’lik etil alkol (2 dk.), %85’lik etil alkol
(2 dk.), %70’lik etil alkol (2 dk.), %50’lik etil alkol (2 dk.), dH.0 (2x5 dk.) ve PBS
(2x5 dk).

2. Antijen geri kazanma: Antijen geri kazanma iglemi icin dokular, PBS ile
seyreltilerek hazirlanmig sitrat tamponu (pH=6, 1:10) icinde mikrodalga firinda 15

dk. boyunca isitilmig ve daha sonra oda sicakliginda sogumaya birakilmigtir.

3. Bu basamagin ardindan tum islemler immunositokimyasal boyama metodundaki

3. basamaktan itibaren devam ettirilmigtir.
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2.3.4. immiinositokimyasal boyama sonuglarinin degerlendirilmesi
immiinositokimyasal ydnteme gore hazirlanan ve boyanan érnekler binokiiler
mikroskopta x10 ve x40 objektiflerle incelenmis, degerlendirilmis ve gerekli gortlen

alanlarin fotograflari ¢ekilerek, kaydedilmistir.

Olgularin immunositokimyasal olarak degerlendirilmesi icin, her bir olguya ait
preparatta rastgele 10 alan secilmis ve bu 10 ayri alanda hem pozitif hem de
negatif hicreler olmak Uzere tim hicreler sayillmis ve yuzdeleri alinmistir. Pozitif
hucrelerin sayimi sirasinda ise, pozitiflik derecesi 4 kategoride degerlendirilmistir.
Hucrelerin boyanma yogunluklarina dikkat edilerek zayif (+), orta (++), kuvvetli
(+++) ve cok kuvvetli (++++) pozitif olacak sekilde hlcreler ayri ayri titizlikle

sayllmis ve yuzdeleri hesaplanarak kaydedilmistir.

Immiinositokimyasal yonteme gére hazirlanan érnekler incelenirken ilk asamada
B-katenin proteininin hicre zarinda, sitozolde ve cekirdekteki lokalizasyonlari
belirlenmistir. Hlcre zarindaki B-katenin pozitifligi, bu proteinin hicre-hicre
badlantilarindaki varligini géstermis, B-katenin proteininin sadece hiicre zarinda
goOrulmesi vel/veya sitoplazmanin zayif (+) olarak boyanmasi Wnt/B-katenin sinyal
yolunun inaktif oldugu kabul edilmistir. Sitoplazmanin orta (++), kuvvetli (+++),
veya ¢ok kuvvetli (++++), cekirdegin ise pozitif (+) boyandi§i durumlarda sinyal

yolunun aktif durumda oldugu kabul edilmistir.

immiinositokimyasal olarak apoptozis varliginin belirlenmesi amaciyla aktif kaspaz
3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine kargi antikorlar kullaniimigtir.
Sectigimiz antikorlar spesifik olarak sadece enzimin aktif formunu tanimaktadir ve
inaktif form ile diger kaspazlara baglanmamaktadir. Buna bagh olarak da aktif
kaspaz 3 pozitif olgular apoptozis (+), aktif kaspaz 3,8 ve aktif kaspaz 3,8,9 pozitif
olan olgular 6lum reseptdrleri aracili apoptozis (+), aktif kaspaz 3 ve 9 pozitif olan

olgular ise mitokondri aracili apoptozis agisindan (+) kabul edilmistir.

immiinositokimyasal inceleme sonuclarinin sayisal bir sekilde ifade edimesi
amaciyla her bir antikor igin, tim olgularda H-skor degerleri hesaplanmigtir. H-skor
hesaplanirken Detre ve arastirma grubu [635] tarafindan onerilen hesaplama

yontemi kullaniimistir.
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Uygulanan formiil asagidaki sekildedir:

Hskor=[(+) pozitif olan hucrelerin ylUzdesi]x1+[(++) pozitif olan hucrelerin
ylzdesi]x2+[(+++) pozitif olan hlcrelerin ylzdesi]x3+[(++++) pozitif olan hlcrelerin

yuzdesi]x4

Cizelge 2. 3. Tek bir olguya ait immunositokimyasal degerlendirme icin 6rnek tablo

immiin boyama ) (+) (++) (+++) | (++++) | Toplam | H-skor
Hiicre
AKtif sayisi 142 18 34 217 211 622
kaspaz 3 254,2
Yiizde (%) | 22,8 2,9 5,5 34,9 | 33,9 100
Hiicre
AKtif sayisi 214 128 40 2 5 389
kaspaz 8 60,2
Yiizde (%) 55 32,9 10,3 0,5 1,3 100
Hiicre
AKtif sayis| 300 13 6 6 1 326 o4
kaspaz 9

Yiizde (%) 92 41 1,8 1,8 0,3 100

Bu skorlama yonteminde, 6rnegin aktif kaspaz 3 antikoru igin zayif (+) pozitif
boyanan hucrelerin yuzdesi hesaplanmig ve ¢ikan sonug 1 ile ¢arpilarak bir deger
elde edilmistir. Daha sonra orta (++) pozitifikte boyanan hucrelerin ylUzdesi
hesaplanmis ve bu sonucun 2 ile ¢arpilmasi ile de bir degere ulasiimistir. Kuvvetli
(+++) pozitiflikte boyanan hicreler icin benzer sekilde bu hicrelerin ylzdesi
hesaplanmis ve sonug 3 ile carpilarak tguncu bir deger elde edilmistir. Son olarak
cok kuwvetli (++++) pozitifikte boyanan hucreler icin de, bu hicrelerin yizdesi
hesaplanmis ve sonug¢ 4 ile carpilarak dérdincl bir deger elde edilmistir. Daha
sonra elde edilen bu 4 deger toplanmig ve her olgu icin aktif kaspaz 3 enzimine ait
“H-skor degeri” elde edilmistir. Bu islemler aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif
kaspaz 9 antikorlari icin herbir olguda hesaplanmistir. B-katenin antikoru icin ise
her bir olguda ayrica hucre zari, sitoplazma ve c¢ekirdekteki B-katenin proteini

pozitifligi icin ayri ayri H-skorlar elde edilmigtir.
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2.4, istatistiksel analiz

Sitolojik ve immunositokimyasal degerlendirme sonucu elde edilen bulgularin
istatistiksel analizinde “Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 22
(IBM)” paket programi kullaniimigtir. “Chi-square” ve “Fissher"s Exact Test” ile
varlik yokluk durumlari deg@erlendirilirken, iki grup arasinda H-skor ortalamalari
agisindan farklihk olup olmadigi non-parametrik bir test olan “Mann Whitney-U"
testiyle, ikiden fazla grup igin H-skoru ortalamalari arasindaki farkhlik ise “Kruskal
Wallis-H” testi ile arastinimistir. Ayrica, “Korelasyon” analizi ile Spearman Rho
katsayisi kullanarak aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimlerine ait H-skor ortalamalari
arasinda bir iliski olup olmadigi da incelenmistir. istatistiksel anlamlilik siniri

p<0,05 olarak kabul edilmigtir.
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3. SONUGLAR

Calisma kapsaminda cesitli sikayetler veya rutin kontrol amaciyla Kadin
Hastaliklart ve Dogum Klinigi'ne basvuran, 20-76 (ortalama:41,3+12,3) yas
araligindaki 224 hasta degerlendiriimistir. Bu hastalardan alinan servikovajinal
ornekler ilk asamada Papanicolaou yontemi ile boyanip, enfeksiyon etkenleri ve
atipik hicrelerin varh@ acisindan sitolojik olarak incelenmistir. ikinci agamada,
ayni olgular B-katenin, aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 antikorlari ile
immunositokimyasal yontem kullanilarak boyanmistir. Her iki yontem ile elde

edilen bulgular istatistiksel olarak degerlendiriimis ve sonuglar kaydedilmigtir.

3.1. Servikovajinal 6rneklerin sitolojik olarak incelenmesi

Calisma kapsaminda Papanicolaou yéntemine goére boyanmis 224 olguya ait
ornekler atipik hucresel degisiklikler ve enfeksiyon etkenleri agisindan sitolojik
olarak degerlendirilmigtir. Bu degerlendirme sonucunda higbir enfeksiyon etkeni ve
atipik hucresel degisiklik saptanmayan 144 (%64,3) olgu kontrol grubu, diger 80
(%35,7) olgu ise galisma grubu olarak kabul edilmistir. Calisma grubundaki 80
olgunun 17’sinde (%21,3) atipik hlcresel dedgigiklikler saptanirken, 63’Unde
(%78,7) ise cesitli enfeksiyon etkenlerinin varhdi belirlenmistir. Elde edilen bu
bulgular dogrultusunda c¢alisma grubu “atipik olgular” ve “enfeksiyon olgular’”
olmak Uzere 2 ayri grupta incelenmigtir. Kontrol ve ¢alisma grubuna ait bulgular

Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3. 1. Calisma kapsamindaki olgularin dederlendirilmesi

Sitolojik Bulgular
Kontrol grubu Calisma grubu (n=80, %35,7) TOPLAM
Atipik olgular Enfeksiyon olgulari
144 (%64,3) 17 (%21,3) 63 (%78,7) 224

Calismamizda atipik hiicresel degisikliklerin saptandigi 17 olgunun 5’inde (%29,4)

cekirdekte az oranda buylume, c¢ekirdek =zarinda hafif ddzensizlik ve
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hiperkromatizm gosteren atipik hiicreler gortimustir (Sekil 3.1). Bu olgular, Onemi
Belirsiz Atipik Skuamoz Hucreler [Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance (ASCUS)] olarak deg@erlendirilmigtir. On yedi olgunun 8’inde (%47,1)
ise ASCUS’a gore daha iri gekirdekli ve daha hiperkromatik olan Hafif Dereceli
Skuamoz Intraepiteliyal Lezyon [Low Grade Squamous Intraepitelial Lesion (LSIL)]
siniflamasina ait hucreler gozlenmistir. Ayrica ¢ekirdek zarinda dizensizlikler ve
cekirdek etrafinda koilos adi verilen genis bosluklari bulunan koilostotik hlcreler
de goérulmustur. (Sekil 3.2). Bazi alanlarda, ¢ekirdek (N)/sitoplazma (C) oraninin
normale gore 3 kat artig gosterdigi, iri ¢cekirdekli ve ASCUS ile LSIL’e gore daha
koyu boyanmig hucrelere rastlanmigtir. Cekirdek detayli olarak incelendiginde
kromatinde kaba kumelenmeler ve c¢ekirdek zarinda girinti ¢ikintilar oldugu
dikkatimizi ¢ekmistir (Sekil 3.3). Bu tip bulgular 17 olgunun 4’GUnde (%23,5)
gorilmus olup, Yiksek Dereceli Skuamoz Intraepitelyal Lezyon’a [High Grade
Squamous Intraepitelial Lesion (HSIL)] olarak degerlendirilmistir. Atipik hicresel

degisikliklere ait bulgular Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3. 2. Calisma grubunda atipik hicresel degisiklikler gdsteren olgular

Atipik olgular (n=17, %100)

Sitolojik Bulgular Hasta sayisi Yiizde (%)
ASCUS 5 29,4
LSIL 8 47,1
HSIL 4 23,5
TOPLAM 17 100

Calisma grubundaki (n=80) enfeksiyon olgularinda (n=63) ise 17 olguda (%26,9)
fungal enfeksiyon varligini gosteren pseudohif ve blastosporlarin varligi
saptanmistir (Sekil 3.4). Altmis U¢ olgunun 171’inde (%17,4) ipucu (clue cell)
hacrelerinin  varligi, laktobasillerin yoklugu ve alanda serbest kokobasillerin
bulundugu belirlenmistir (Sekil 3.5). Ayrica 3 (%4,8) olguda Trichomonas vaginalis
(TV), 6 (%9,6) olguda ise Sitolitik vajinozis (SV) varligini gosteren bol laktobasiller,

bazofilik kimelenmis hicre gruplari, ¢iplak ¢ekirdekler ve lizis olmus sitoplazmik
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parcaciklar dikkati cekmigtir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Bununla birlikte, 63 olgunun
26’'sinda (%41,3) ise enfeksiyon etkenleri olmamakla birlikte, ¢ok bol
polimorfonukleer I6kositler (PMNL), binudkleasyonlar ve perintkleer halelerin
bulundugu saptanmistir. PMNL’lerin hicreler Uzerinde ¢ok bol miktarda adeta
yapismis sekilde bulunmasi dikkatimizi gekmistir (Sekil 3.8). Saptamis oldugumuz

tum bu sitolojik bulgular Cizelge 3.3'de verilmigtir.

Cizelge 3. 3. Calisma grubundaki enfeksiyon olgulari

Enfeksiyon olgulari (n=63, %100)

Sitolojik Bulgular Hasta sayisi Yuzde (%)
Fungal enfeksiyon 17 26,9
Bakteriyal vajinozis (BV) 11 17,4
Trichomonas vaginalis (TV) 3 4,8
Sitolitik vajinozis (SV) 6 9,6
inflamasyon 26 41,3
TOPLAM 63 100

Apoptotik hicresel degisikliklere ait tum bulgular 151k mikroskobik olarak
gozlemlenmistir. Apoptotik hiucrelerin hucre zarinda meydana gelen degisiklikler
Sekil 3.9'da ve Sekil 3.10°da sunulmustur. Sekil 3.9’da goéraldigu gibi ¢ekirdedi
piknotik olan kiguk apoptotik hicrelerin etrafinda, kalin bir boslugun bulunmasi
dikkatimizi ¢ekmistir. Hucrenin etrafinda devam eden bu boslugun, tim hicrenin
etrafinda ayni kalinlikta oldugu ve hicre zarinin disari dogru hafif ¢ikinti
olusturdugu noktada bu boslugunda hafif ¢ikinti olusturdugu gdézlenmistir. Diger
onemli bir bulgu hicre zarinin ileri derecede sekil degistirerek tim cevrenin adeta
tomurcuklanma seklinde disari dogru yuvarlaklar olusturmasidir. Sekil 3.10’da
goruldugu gibi bu tomurcuk seklindeki yapilarin en dis sinirinin koyu boyandigi ve
kalinliginin arttigr  goérulmustur. Tomurcuklanma gosteren hucre zarina yakin
bdolgedeki sitoplazmanin boyanmadigi, bu bdlgenin adeta diger sitoplazma kismi

ile iligkisinin bozuldugu belirlenmigtir.
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Apoptotik hucrelerin gekirdeklerindeki 1sik mikrokskobik bulgulardan biri ¢ekirdek
kromatininin dagilarak kimeler halinde ¢ekirdegin periferinde toplanmasi ve adeta
saat yuzi gorinuama almasidir. Cekirdek kromatininin bu tlr bozulmalar gosterdigi
hidcrenin sitoplazmasinin da tomurcuklanmayi asarak sitoplazmik uzantilar ve
derin girintiler olusturdugu dikkati ¢ekmistir. Bu hucrenin ¢ekirdegine dikkat
edildiginde ¢ekirdedin c¢ekirdek gevresindeki sitoplazma ile baglantisini kaybettigi
ve kiglulmeye basladigi da gorilmektedir (Sekil 3.11). Kromatindeki bu
kimelenmenin yani sira c¢ekirdekteki diger apoptotik bulgular karyolizis,
karyorekzis ve karyopiknozis olaylarinin goérulmesidir. Bu 3 bulgu da 1sik
mikroskobik olarak Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’te sunulmustur. Apoptotik gelisim igin
ilging olan diger bir sitoplazmik bulgu da piknotik c¢ekirdek iceren bir hucre

sitoplazmasinin ki¢lk pargalara ayriimasidir (Sekil 3.14).

Apoptotik hucrelerle makrofajlar arasinda iligki oldugu 1s1k mikroskobik olarak
saptanmigtir. Bol kopukli sitoplazmasi ve hicre uzantilari olan makrofajlarin
icinde; piknotik ¢ekirdekli, etrafi az sitoplazmali yapilarin fagosite edilmis oldugu
gorulmustur. Fagosite edilmig bu yapilarin ¢gevrede serbest olarak da bulundugu
dikkati cekmistir (Sekil 3.15) Cok c¢ekirdekli bir dev makrofajin buylk bir apoptotik

hicreyi fagosite etmek Uzere yalanci ayaklar uzattigi da belirlenmistir (Sekil 3.16).

Apoptotik hucrelerin ¢ok katlh yassi epitel hucreleriyle de iletisim halinde oldugu
tespit edilmistir. Epitel hicrelerin kiigik apoptotik yapilarla karsilastiginda, bu
yaplyl adeta iceri almak istercesine yalanci ayaklar uzattigi sekil 3.17'da
gorulurken, yapinin tamaminin epitel hicresi igine alinmig oldugu da Sekil 3.18'de

gozlenmisgtir.
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Sekil 3. 1. Onemi belirsiz atipik skuamoz hiicrelerin (ASCUS) gorildugu bir olguda
cekirdekte az oranda buyume, c¢ekirdek zarinda hafif dizensizlik ve hafif
hiperkromatizm (ok) gosteren atipik hicre (E) dikkati cekmektedir (PAP, x1000).

PO - $ 4

Sekil 3. 2. Hafif dereceli skuamoz intraepiteliyal lezyon (LSIL) saptanmis bir
olguda cekirdek zarinda dizensizlik (ok bagi) ve ¢ekirdek etrafinda koilos (ok) adi
verilen genis bir bosluk bulunan koilostotik hicre dikkati ¢gekmektedir (PAP,
x1000).
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Sekil 3. 3. Yluksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (HSIL) saptanmis olan
bir olguda, c¢ekirdek/sitoplazma orani artmisg, iri ¢ekirdekli ve ASCUS ile LSIL’e
gbre daha koyu boyanmis (ok) hticreler dikkati cekmektedir. Ayrica kromatinde
kaba kumelenmeler ve c¢ekirdek zarinda girinti ¢ikintilar (ok basi) oldugu da
gorulmektedir (PAP, x1000).

Sekil 3. 4. Fungal enfeksiyon varligini gosteren pseudohif (ok basi) ve
blastosporlar (ok) goérilmektedir. Pseudohifin epitel hucre (E) sitoplazmasi igine
girmek Uzere oldugu dikkatimizi gekmistir (ok basi) (PAP, x1000).
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ipucu hticresi

Sekil 3. 5. Bakteriyal vajinozis (BV) varligini goésteren yizeyi tamamen
mikroorganizmalarla kapli bir ipucu hicresi gérilmektedir (PAP, x1000).

Sekil 3. 6. Epitel hiicresinin (E) hemen yaninda kendisinden bir ton koyu boyanan
oval ¢gekirdegi ile bir Trichomonas vaginalis (ok basi) goérulmektedir (PAP, x1000).
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Sekil 3. 7. Sitolitik vajinozis (SV) varligini gosteren bol laktobasiller, bazofilik
kimelenmis hlcre gruplari, ¢iplak ¢ekirdekler (ok basi) ve lizis olmus sitoplazmik
parcaciklar (ok) dikkati cekmektedir (PAP, x400).

Sekil 3. 8. Enfeksiyon etkenleri bulunmayan ancak inflamasyon bulgularini
gOsteren bir olguda hucrelerin Uzerine adeta yapismis sekilde gorilen bol

PMNL’ler (ok) ve perintkleer halo (ok basi) bulunan bir hiicre dikkati gekmektedir
(PAP, x400).
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Sekil 3. 9. Piknotik ¢cekirdek (ok bagl) iceren kuguk bir apoptotik hiicrenin etrafinda
olan kalin bir bosluk (ok) dikkati cekmektedir (PAP, x1000).

Sekil 3. 10. Apoptotik hucre zarinin tomurcuklanma seklinde digari dogru
yuvarlaklar olusturdugu, bu yuvarlaklarin en dig sinirinin kalinh@inin arttigi (ok) ve
tomurcuklanma gosteren hucre zarina yakin bolgedeki sitoplazmanin boyanmadigi
(ok basi), bu bolgenin adeta diger sitoplazma kismi ile iligkisinin bozuldugu
gorulmektedir (PAP, x1000).
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Sekil 3. 11. Cekirdek kromatininin dagilarak kiumeler gseklinde ¢ekirdegin
periferinde biriktigi (ok) ve adeta saat ylziu gorinimu aldidi dikkati gekmektedir.
Ayrica hulcrenin sitoplazmasinin derin girintiler olusturdugu (kivrik ok) ve
cekirdegin, ¢ekirdek gevresindeki sitoplazma ile baglantisini kaybederek (ok basi)
kiigilmeye basladigi da gérilmektedir (PAP, x1000).

Sekil 3. 12. Cekirdekte karyolizis (ok) ve karyopiknozis (ok basi) olaylarinin
goruldugu apoptotik hicreler gérulmektedir (PAP, x1000).
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Sekil 3. 13. Normal bir epitel htcrenin yaninda gekirdeginde karyorekzis (ok bagi)
gorulen bir apoptotik hiicre dikkati gekmektedir (PAP, x1000).

Sekil 3. 14. Piknotik cekirdek iceren bir hicreden, icinde cekirdek pargalari
bulunan kiguk bir parganin ayrilmak Uzere oldugu (ok) dikkati gekmektedir. Ayrica,
cekirdeginde karyolizis (ok basi) degisikligi gdsteren bir apoptotik hicre
gorulmektedir (PAP, x1000).
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Sekil 3. 15. Bol kdpukllu sitoplazmaya sahip bir makrofajin (m) icinde; piknotik
cekirdekli, etrafi az sitoplazmali yapilarin (ok basi) fagosite edilmis oldugu
gorulmektedir. Alanda piknotik ¢cekirdekli yapilar (ok) da dikkati cekmektedir (PAP,
x1000).

Sekil 3. 16. Cok ¢ekirdekli bir dev makrofajin buyuk bir apoptotik hiicreyi (ok basi)
fagosite etmek Uzere yalanci ayaklar uzattigi gérulmektedir (PAP, x1000).
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Sekil 3. 17. Normal bir epitel hicresinin kiguk piknotik ¢ekirdekli bir yapiyi hicre
icine almak Uzere yalanci ayaklar (ok bagi) uzattigi tespit edilmistir (PAP, x1000).

Sekil 3. 18. Kiguk piknotik ¢gekirdekli bir yapinin (ok bagi) tamaminin epitel hicresi
(E) icine alinmig oldugu dikkati cekmektedir (PAP, x1000).

121



3.2. Servikovajinal orneklerin immiinositokimyasal olarak incelenmesi
Servikovajinal érnekler B-katenin, aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9
antikorlari  ile  immuUnositokimyasal  yontem  kullanilarak  boyanmistir.
immiinositokimyasal incelemede bu proteinlerin hiicrede bulunmasi pozitif (+),
bulunmamasi ise negatif (-) olarak degerlendirimistir. imminositokimyasal
degerlendirme yapilirken, proteinlerin htcredeki varliginin yani sira boyanma
yogunlugu da zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++) ve cok kuvvetli (++++) olarak
derecelendirilmigstir. Pozitif olan hicrelerin yizdesi (%) ile boyanma yogunlugunun
carpilmasi sonucu her olguya ait H-skorlar hesaplanmig ve bu skorlar birbirleri ile
istatistiksel olarak kargilastiriimistir. Ayrica boyama yonteminin dogrulugunu test
etmek icin uygulanmis olan negatif kontrollerde herhangi bir boyanma
gozlenmezken (Sekil 3.19), pozitif kontrolde DAB nedeniyle kahverengi renkte
boyanmalar goriimusttr (Sekil 3.20).

Sekil 3. 19. Negatif kontrol érnekleri (x400)
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Kaspaz 8 |

Kaspaz 9 ’ o beta katenin

Sekil 3. 20. Pozitif kontrol érnekleri (x400)

3.2.1. B-katenin proteininin immiinositokimyasal olarak degerlendirilmesi

immiinositokimyasal incelemede B-katenin proteininin cok kath yassi epitel
hiacrelerinde hacre zar, sitoplazma ve c¢ekirdekteki varligi ayri ayn
degerlendirilmigtir. Arastirma kapsamindaki 224 hastanin 200’GUnde (%89,3) ¢ok
katli yassi epitel hicre zarlarinin pozitif oldugu belirlenmigtir (Sekil 3.21). Isik
mikroskobik inceleme sirasinda epitel hlcrelerinin birbirlerine temas ettikleri
noktalarin daha koyu boyandigi dikkati cekmistir (Sekil 3.22). Apoptotik morfolojiye
sahip hacreler incelendiginde, hicre zarlarinin B-katenin proteini agisindan negatif

oldugu 6nemli bir bulgu olarak kaydedilmistir (Sekil 3.23).

Calismamizda, B-katenin proteininin epitel hicre zarindaki pozitifliginin yani sira
sitoplazma ve cekirdekteki pozitifligi de dederlendirilmistir (Sekil 3.24). Apoptotik
hicrelerde sitoplazma ve gekirdegin B-katenin proteini agisindan negatif oldugu
dikkat ¢ekici bir bulgu olarak kaydedilmistir (Sekil 3.25)

Wnt/B-katenin sinyal yolunun inaktif oldugunu belirten durum sadece hiicre zarinin
ve/veya sitoplazmanin zayif (+) olarak boyanmasi iken, sinyalin aktif oldugu
durumlar sitoplazmanin orta (++), kuvvetli (+++), ¢ok kuvvetli (++++) ve/veya

cekirdegin ise pozitif (+) boyandigi durumlar olarak kabul edilmistir. Calisma
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kapsamina alinan olgular Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktif ve inaktif oldugu
durumlar agisindan incelendiginde; 224 olgunun 44’ande (%19,6) Wnt/B-katenin
sinyal yolunun aktif, 180’inde (%80,4) ise inaktif oldugu saptanmis ve Cizelge

3.4’te gosterilmistir.

Sinyal yolunun pozitif oldugu 44 hastanin 21’inde (%47,7) sitoplazmanin yani sira
cekirdekte de pozitiflik gdézlenmistir. Bu gozlemlerden Sekil 3.26'da goruldugu gibi
bazi olgularda c¢ekirdegin tUmulnde pozitiflik gorilirken, bazi olgularin ¢ekirdek
zarinda pozitiflik oldugu (Sekil 3.27), hatta bazi c¢ekirdeklerin kromatininin bir
kisminda pozitiflik gorulirken diger tarafinin negatif oldugu ilgin¢ bir bulgu olarak
kaydedilmistir (Sekil 3.28).

Atipik hlcrelerde B-katenin proteininin varligi incelendiginde, Sekil 3.29 ve Sekil
3.30’da géruldugu gibi bazi HSIL hucrelerinde sitoplazma ve cekirdegin kuvvetli
pozitif boyandidi, LSIL hlcrelerinde ise sitoplazmanin kuvvetli pozitif, ¢ekirdegin

ise negatif oldugu belirlenmigtir.

Cizelge 3. 4. Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin immunositokimyasal olarak

degerlendiriimesi

Toplam Hasta sayisi (n=224, %100)
immiinositokimyasal sonuglar Hasta sayisi Yiizde (%)
Wnt/B-katenin sinyal yolu aktif 44 19,6
Whnt/B-katenin sinyal yolu inaktif 180 80,4
TOPLAM 224 100
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Sekil 3. 21. Epitel hicrelerin zarlarinda zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++) ve ¢ok
kuvvetli (++++) pozitiflikler gérilmektedir (x1000).

Sekil 3. 22. Epitel hicrelerin birbirlerine temas ettikleri noktanin daha koyu
boyandigi (ok basi) dikkati gekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 23. Pozitif (ok basi) bir normal ¢ok katli yassi epitel hiicrenin yaninda,
piknotik c¢ekirdekli, hicre zari, sitoplazma ve c¢ekirdegi (ok) B-katenin proteini
acisindan negatif bir hticre gorulmektedir (x1000).

Sekil 3. 24. Epitel hlcrelerin sitoplazmalarinda zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++)
ve cok kuvvetli (++++) pozitiflikler goriimektedir. Ayrica ¢ekirdekteki pozitiflik de
(ok) dikkati cekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 25. Pozitif hicrelerin arasinda, hucre zari, sitoplazmasi ve g¢ekirdegi B-
katenin proteini agisindan negatif (ok), piknotik cekirdekli bir apoptotik hicre
gOrulmektedir (x1000).

Sekil 3. 26. Cekirdeklerinin tamami [B-katenin proteini agisindan pozitif (ok)
hicreler gorulmektedir (x1000).
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Sekil 3. 27. Cekirdek zarinda (ok) B-katenin proteini agisindan pozitiflik gérilen bir
hicre dikkati gekmektedir (x1000).

Sekil 3. 28. Sitoplazmasi B-katenin proteini agisindan pozitif olan bir hicrenin
cekirdeginde kromatininin bir kisminda pozitiflik (ok) goérilirken diger tarafinin
negatif oldugu dikkati cekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 29. HSIL varhigi belirlenen olguda sitoplazmasi oldukga koyu (++++) ve
cekirdegi pozitif (ok) olan atipik hucreler dikkati cekmektedir (x1000).

Sekil 3. 30. LSIL varligi belirlenen olguda B-katenin proteini agisindan negatif (E)
bir hiicrenin yaninda sitoplazmasi oldukga kuvvetli (++++) boyanan (ok), ¢cekirdedi
negatif atipik bir hiicre gérilmektedir (x1000).
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3.2.2. Aktif kaspaz 3 enziminin immunositokimyasal olarak degerlendiriimesi
Servikovajinal érneklerin apoptozis pozitifligi agisindan immunositokimyasal olarak
incelenmesinde, aktif kaspaz 3 antikoru kullaniimistir. Calisma kapsamindaki 224
olgunun 95’inde (%42,4) apoptozisin pozitif, 129'unda (%57,6) ise negatif oldugu
tespit edilmigtir (Cizelge 3.5.).

Apoptozis pozitif olgulardan birinde Sekil 3.31’de goéruldigu gibi bir hicrenin tim
sitoplazmasinin aktif kaspaz 3 ile kahverengi renkte boyandigi, hatta pozitif bir
hdcrenin bir kisminin yuvarlak bir sekil alarak, kopmak Uzere olabilecegi
g6zlenmistir. llging bir bulgu olarak hiicre zarinda tomurcuklanmanin oldugu
bdlgelerde aktif kaspaz 3 enziminin pozitif oldugu (Sekil 3.32), Sekil 3.33'de ise
tomurcuklanma olmadi§i halde hicre zarinda yer yer kimelenmis pozitifligin
oldugu godzlenmistir. Bazi hucrelerde ise noktaciklar seklinde kumelenme
gOstermeyip, zarin tumune birden dagilan ve devamlilik gdsteren kalin bir
pozitifligin oldugu belirlenmistir (Sekil 3.34). Bazi hucrelerde hem sitoplazma hem
de c¢ekirdegin timunin (Sekil 3.35), bazi hlcrelerde ise ¢ekirdek zarinin aktif

kaspaz 3 agisindan pozitif oldugu saptanmigstir (Sekil 3.36).

Cok kath yassi epitel hucrelerin  apoptotik hicrelerle  olan iligkisi
degerlendirildiginde Sekil 3.37°de aktif kaspaz 3 acgisindan negatif olan bir
hicrenin yalanci ayaklar olusturarak aktif kaspaz 3 pozitif olan bir apoptotik
hicreyi fagosite etmek Uzere oldugu, Sekil 3.38'de ise apoptotik hicre
parcaciklarini fagosite ettigi gorulmustir. Apoptotik hicrelerin makrofajlarla iligkisi
incelendiginde ise bol kopUkli sitoplazmal aktif kaspaz 3 negatif olan
makrofajlarin, aktif kaspaz 3 pozitif olan apoptotik hiicre parcaciklarini fagosite

ettigi Sekil 3.39'da gosterilmistir.

Cizelge 3. 5. Apoptozis varliginin immunositokimyasal olarak degerlendiriimesi

Toplam Hasta sayisi (=224, %100)
immiinositokimyasal sonuglar Hasta sayisi Yizde (%)
Aktif kaspaz 3 (Apoptozis) (+) 95 42,4
Aktif kaspaz 3 (Apoptozis) (-) 129 57,6
TOPLAM 224 100
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Sekil 3. 31. Apoptozis pozitif olgulardan birinde bir hicrenin tim sitoplazmasinin
(ok) aktif kaspaz 3 ile pozitif boyandigi, hiicrenin bir kisminin (ok basi) yuvarlak bir
sekil alarak, kopmak Uzere olabilecegi dikkati cekmektedir (x1000).

Sekil 3. 32. Hlcre zarinda tomurcuklanma oldugu belirlenen bir apoptotik hiicrede,
tomurcuklanmanin oldugu bdlgelerde aktif kaspaz 3 enziminin pozitif (ok) oldugu
dikkati gcekmistir (x1000).
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Sekil 3. 33. Tomurcuklanma olmadigi halde hlcre zarinda yer yer kimelenmis
(ok) pozitifligin oldugu apoptotik bir hiicre dikkati gekmektedir (x1000).

Sekil 3. 34. Hucre zarinin gevresinde (ok) aktif kaspaz 3 enzimi agisindan kalin bir
pozitiflik oldugu dikkati gekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 35. Aktif kaspaz 3 acgisindan negatif olan hucrelerin (E) arasinda
sitoplazmasi ve ¢ekirdedi (ok basi) oldukga koyu boyanan (++++) bir apoptotik
hicre gorulmektedir (x1000).

Sekil 3. 36. Aktif kaspaz 3 acgisindan g¢ekirdek zari (ok basi) pozitif olan bir hicre
gOrulmektedir (x1000).
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Sekil 3. 37. Aktif kaspaz 3 agisindan negatif olan bir hicrenin yalanci ayaklar
olusturarak sitoplazmasi ve cekirdegi aktif kaspaz 3 pozitif olan (ok bagl) bir
apoptotik hiicreyi fagosite etmek tzere oldugu dikkati gekmektedir (x1000).

Sekil 3. 38. Aktif kaspaz 3 agisindan negatif olan bir epitel hicrenin i¢inde aktif
kaspaz 3 agisindan pozitif olan (ok basi) az sitoplazmali piknotik ¢ekirdekli bir
apoptotik yapi dikkati gekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 39. Makrofaj sitoplazmasi iginde aktif kaspaz 3 agisindan pozitif olan ¢ok
sayida apoptotik yapi (ok basi) dikkati gekmektedir (x1000).

3.2.3. Aktif kaspaz 8 enziminin immiinositokimyasal olarak degerlendirilmesi
Servikovajinal ornekler aktif kaspaz 8 pozitifligi agisindan immunositokimyasal
olarak incelendiginde; bazi hucrelerin zarinda pozitiflik oldugu (Sekil 3.40), bu
pozitifligin  gittikce sitoplazmaya vyayilldigi (Sekil 3.41), bazi hicrelerin
sitoplazmasinda kuvvetli pozitiflik oldugu, bazi hicrelerde ise hem sitoplazmanin
tuminde hem de c¢ekirdekte kuvvetli pozitiflik oldugu belirlenmistir (Sekil 3.42).
Sekil 3.43'de go6ruldigu gibi c¢ekirdeginde karyolizis gordlen bir hicrenin
sitoplazmasinin timinde orta (++) pozitiflik oldugu ¢ekirdegin ise negatif oldugu

saptanmigtir.

Cok katli yassi epitel hucrelerin aktif kaspaz 8 pozitif olan apoptotik hicrelerle
iliskisi incelendiginde, aktif kaspaz 8 acgisindan negatif olan epitel hulcrelerin
zarinda, aktif kaspaz 8 pozitif hicrelerin sekline uygun bir ¢okuntd olustugu ve
apoptotik hucrenin epitel hucre icine girmek uUzere oldugu dikkatimizi ¢ekmigtir
(Sekil 3.44). Sekil 3.45'da goruldugu gibi aktif kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif
olan bir hdcrenin etrafinin bir makrofaj ve notrofil I0kosit tarafindan sarildig,

makrofajin apoptotik hicreyi hicre igine almak Uzere oldugu gérilmustir.
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Sekil 3. 40. Hucre zarinin aktif kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif (ok bagsi) oldugu
gOrulmektedir (x1000).

Sekil 3. 41. Hicre zarindaki pozitifligin gittikge sitoplazmaya yayildigi (ok basi)
dikkati cekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 42. iki apoptotik hiicrenin sitoplazmasinin aktif kaspaz 8 agisindan pozitif
oldugu (ok), bir hicrede ise hem sitoplazmanin timinde, hem de cekirdekte
pozitiflik oldugu (ok bagi) gorulmektedir (x1000).

Sekil 3. 43. Cekirdeginde karyolizis gorulen (ok basi) apoptotik bir hicrenin
sitoplazmasinin timunde orta (++) derecede pozitiflik oldugu, c¢ekirdegin ise
negatif oldugu dikkati gekmektedir (x1000).
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Sekil 3. 44. Aktif kaspaz 8 agisindan negatif olan bir epitel hicresinin zarinda aktif
kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif (ok basi) apoptotik bir hlicrenin sekline uygun bir
¢okuntu (ok) olustugu ve apoptotik hicrenin epitel hiicre igine girmek Uzere oldugu
dikkati gekmektedir (x1000).

Sekil 3. 45. Aktif kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif olan bir hidcrenin etrafi bir
makrofaj (m) ve notrofil 16kosit (n) tarafindan sariimistir. Makrofajin apoptotik
hicreyi, hiicre igine almak Uzere oldugu gérulmektedir (x1000).
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3.2.4. Aktif kaspaz 9 enziminin immuinositokimyasal olarak degerlendirilmesi
Apoptotik hucreler incelendiginde bazi apoptotik hUlcrelerde diffiz koyu bir
boyanma gorulurken (Sekil 3.46), apoptotik olmayan normal hicrelerin ise negatif
oldugu goérulmastir. Bazi hicrelerde ise zar etrafi ile gekirdek gevresinde orta
derecede pozitiflik oldugu saptanmigtir (Sekil 3.47). Normal epitel hucre
cekirdegini kenara iterek, orta (++) derece pozitif olan apoptotik bir hicrenin
negatif hlcre igine girdigi, hatta ayni hicrenin yalanci ayak olusturarak ikinci bir
apoptotik hucreyi de igine almak istedigi énemli bir bulgu olarak belirlenmigtir
(Sekil 3.48).

Aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerinin birlikte olgularda
bulunabilirligi incelenmis, veriler Cizelge 3.6’da sunulmustur. Bes olguda (%2,2)
hem aktif kaspaz 3, hem aktif kaspaz 9 enziminin, 23 olguda (%10,3) aktif kaspaz
3 ve aktif kaspaz 8 enziminin, 56 olguda (%25) ise hem aktif kaspaz 3, hem aktif

kaspaz 8 ve hem de aktif 9 agisindan pozitif oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3. 6. Aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerin

immunositokimyasal olarak degerlendiriimesi

Toplam Hasta sayisi
(n=224, %100)

immiinositokimyasal sonuglar Hasta sayisi Yiizde (%)

Aktif kaspaz 3 ve 23 10,3
*Grup 1 aktif kaspaz 8 poazitif
Oliim Res. Aracili apoptozis | Aktif kaspaz 3, aktif
kaspaz 8 ve aktif

(n=79) kaspaz 9 pozitif 56 25
"Grup 2 Aktif kaspaz 3 ve

Mitokondri Aracili apoptozis | aktif kaspaz 9 pozitif 5 2,2
(n=5)

* Bundan sonraki tablolarda bu 2 grup sirasiyla O0lim reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili

apoptozis olarak incelenmistir.
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Sekil 3. 46. Aktif kaspaz 9 enzimi agisindan negatif epitel hicrelerinin (E)
arasinda, sitoplazmasi aktif kaspaz 9 enzimi agisindan kuvvetli pozitif olan (ok) bir
apoptotik hicre dikkati gekmektedir (x1000).

Sekil 3. 47. Hucre zar etrafi (ok basi) ile gekirdek gevresinde aktif kaspaz 9
enzimi agisindan orta derecede pozitiflik oldugu, sitoplazmanin diger kisimlarinin
ise negatif oldugu (ok) gorulmektedir (x1000).
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Sekil 3. 48. Orta (++) derece pozitif olan apoptotik hicrenin (ok basi) normal epitel
hice (E) ¢ekirdegini kenara iterek hticre igine girdigi, ayni hicrenin yalanci ayak
olusturarak (ok) ikinci bir apoptotik hicreyi igine almak Uzere oldugu
gorulmektedir. Ayrica sitoplazmasi aktif kaspaz 9 enzimi agindan pozitif (kivrik ok)
bir diger apoptotik hiicre de dikkati cekmektedir (x1000).

3.3. istatistiksel degerlendirme

3.3.1. Kontrol grubu ve galisma grubundaki atipik ve enfeksiyonlu olgularin
B-katenin proteini agisindan karsilastiriimasi

Sitolojik olarak belirlenmis kontrol grubu ve c¢alisma grubundaki atipik ve
enfenksiyonlu olgular B-katenin proteini agisindan birbirleri ile karsilagtinimistir. Bu
karsilastirma yapilirken, Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin varhdi ve H-skor

ortalamalari ayri ayri degerlendirilmigtir.

i. Kontrol grubu ile atipik olgularin sinyal yolu aktivitesi ag¢isindan
karsilastinlmasi: Kontrol grubu olgulariyla, atipik hicresel degisikliklerin
bulundugu olgular  Wnt/B-katenin  sinyal yolu  aktivitesi  agisindan
karsilastinldiginda, kontrol grubu olgularinin %18,1 (26/144), atipik olgularin
ise %47,1'inde (8/17) sinyal yolunun aktif oldugu belirlenmistir. iki grup arasinda
sinyal yolu aktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklihk oldugu
bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 3.7). ASCUS, LSIL ve HSIL olarak tanimlanmis
olan atipik hucresel degisiklikler de ayri ayri sinyal aktivitesi agisindan kontrol
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grubu olgular ile karsilastinimistir (Cizelge 3.8). Bu de@erlendirme sonucunda
LSIL ve HSIL olgularinda kontrol grubu olgularina kiyasla sinyal aktivitesinin
artmis oldugu goérularken (p<0,05), ASCUS olgularinda ise istatistiksel olarak
anlamli bir farkhliga rastlanmamistir (p>0,05). Atipik ilerleme ile sinyal yolu
aktivitesi arasindaki iligkiyi belirlemek i¢cin ASCUS, LSIL ve HSIL olgular kendi
aralarinda eslestirilerek degerlendirilmis, bulgular Cizelge 3.9’da gdsterilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda her grubun kendi iginde istatistiksel agidan anlaml bir

farkhlik bulunmadidi géralmustar (p>0,05).

Cizelge 3. 7. Kontrol grubu olgulari ile atipik olgularin Wnt/B-katenin sinyal yolu

aktivitesinin varligi agisindan karsilastiriimasi

Sinyal aktif Sinyal inaktif
Gruplar (n=34) (n=127)
Kontrol grubu (n=144) 26 (%18,1) 118 (%81,9)
Atipik olgular (n=17) 8 (%47,1)* 9 (%52,9)

*: p<0,05

Cizelge 3. 8. Kontrol grubu olgular ile ASCUS, LSIL ve HSIL olgularinin Wnt/p-

katenin sinyal yolu aktivitesinin varligi agisindan karsilastiriimasi

Sinyal aktif Sinyal inaktif
Gruplar (n=34) (n=127)
Atipik hiicresel | ASCUS (n=5) 1 (%20)"™ 4 (%80)

gisiklikl
degisiklikler || oI (n=g) 4 (%50)* 4 (%50)
(n=17)

HSIL (n=4) 3 (%75)* 1 (%25)

Kontrol grubu (n=144) 26 (%18,1) 118 (%81,9)

ns: p>0,05, *: p<0,05
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Cizelge 3. 9. ASCUS, LSIL ve HSIL olgularinin Wnt/B-katenin sinyal yolu

aktivitesinin varligr agisindan kargilastiriimasi

Gruplar (n=17) | Sinyal aktif (n=8) | Sinyal inaktif (n=9)
LSIL (n=8) 4 (%50)" 4 (%50)
ASCUS (n=5) 1 (%20) 4 (%80)
HSIL (n=4) 3 (%75)"™ 1 (%25)
ASCUS (n=5) 1 (%20) 4 (%80)
LSIL (n=8) 4 (%50) ™ 4 (%50)
HSIL (n=4) 3 (%75) 1 (%25)
ns: p>0,05

ii. Kontrol grubu olgulari ile enfeksiyonlu olgularin sinyal yolu aktivitesi
acisindan karsilastiriilmasi: Enfeksiyonlu olgular da Wnt/B-katenin sinyal yolu
aktivitesi agisindan kontrol grubu olgulari ile karsilastirilmis, ancak Cizelge 3.10’da
goruldugu gibi istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamamigtir (p>0,05).
Sitolojik olarak belirlenmis olan 63 enfeksiyon olgusu Cizelge 3.3'de detayli olarak
gosterilmigtir. Bu olgular ayri ayri sinyal yolu aktivitesi agisindan kontrol grubu
olgulari ile karsilastiriimis (Cizelge 3.11), ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunamamistir (p>0,05).

Cizelge 3. 10. Normal olgularla enfeksiyon olgularinin Wnt/3-katenin sinyal yolu

aktivitesi varligi agisindan karsilastiriimasi

Sinyal aktif Sinyal inaktif
Gruplar (n=36) (n=171)
Kontrol grubu (n=144) 26 (%18,1) 118 (%81,9)
Enfeksiyon olgulari (n=63) 10 (%15,9)™ 53 (%84,1)

ns: p>0,05
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Cizelge 3. 11. Kontrol grubu olgulari ile BV, Fungal enfeksiyon, TV, SV ve
inflamasyon olgularinin Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin varligi agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Sinyal aktif Sinyal inaktif
(n=36) (n=171)

BV (n=11) 1 (%9,1)™ 10 (%90,9)

Fungal enf (n=17) 4 (%23,5)"™ 13 (%76,5)
Enfeksiyon | TV (n=3) 0 (%0)™ 3 (%100)
olgular s

SV (n=6) 0 (%0) 6 (%100)
(n=63)

inflamasyon (n=26) 5 (%19,2)" 21 (%80,8)
Kontrol grubu (n=144) 26 (%18,1) 118 (%81,9)
ns: p>0,05

iii. H-skorlarin karsilastiriimasi: Kontrol grubu olgulari ile galisma grubundaki
atipik ve enfenksiyonlu olgular B-katenin proteininin hicre zari, sitoplazma ve
cekirdekteki H-skor ortalamalar agisindan da karsilastinimistir. Bu karsilastirma
sonucunda Cizelge 3.12'de goéraldugu gibi, Wnt/B-katenin sinyal yolu aktif olan
olgularin tamaminda zar, sitoplazma ve ¢ekirdekteki H-skor ortalamalarinin, sinyal
inaktif olan olgulara gére daha fazla oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.13). Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda bu artigin istatistiksel olarak da anlamli oldugu

saptanmistir (p<0,05).
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Cizelge 3. 12. Kontrol grubu olgular ile atipik ve enfenksiyonlu olgularin 3-katenin
proteininin hucre zari, sitoplazma ve c¢ekirdekteki H-skor ortalamalari agisindan

karsilastiriimasi

H skor ortalamalari
kom;':r‘:;‘falan Gruplar (n=224) Sinyal aktif | Sinyal inaktif
(n=44) (n=180)
Kontrol grubu (n=144) Qxxx 26,6
B-katenin . _ o
hiicre zar Enfeksiyon (n=63) 54,4 21,9
Atipik (n=17) 51,7* 17,7
Kontrol grubu (n=144) 46,6*** 51
B-katenin . _
sitoplazma Enfeksiyon (n=63) 25,6*** 3,5
Atipik (n=17) 22,7* 4
Kontrol grubu (n=144) 1,4%** 0
B-katenin . _
cekirdek Enfeksiyon (n=63) 4,2%%% 0
Atipik (n=17) 2%%* 0

*: p<0,05, **: p<0,01, ***:p<0,001

Cizelge 3. 13. Kontrol grubu, atipik ve enfeksiyonlu olgularda sinyal aktivitesi
agisindan [(-katenin proteininin htcre zari, sitoplazma ve c¢ekirdekteki H-skor

ortalamalarina ait histogram
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3.3.2. Kontrol grubu olgulari ile galisma grubundaki atipik ve enfeksiyonlu
olgularin apoptozis, 6lum reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili
apoptozis agisindan karsilagtiriimasi

Calisma kapsaminda kontrol grubu olgular ile atipik ve enfeksiyonlu olgular;
apoptozis, olum reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis

varligi agisindan ayri ayri incelenmisgtir.

i. Kontrol grubu olgulari ile atipik olgularin karsilagtinlmasi: ik olarak, kontrol
grubu olgulari (n=144) ile atipik olgular (n=17) apoptozis varhgini gosteren aktif
kaspaz 3 varh@l acisindan karsilastiriimistir. Atipik hicresel degisiklige sahip 17
olgunun 3’unde (%17,6), kontrol grubundaki 144 olgunun ise 57’sinde (%39,6)
aktif kaspaz 3 enziminin pozitif oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel
incelemede atipik hicresel degisiklige sahip olgularla kontrol grubu olgulari
arasinda apoptozis pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligkiye

rastlanmamistir (p>0,05).

Kontrol grubu olgulari ve atipik htcresel degisiklie sahip olgular 6lim reseptorleri
aracili apoptozis (aktif kaspaz 3 ve aktif kaspaz 8 pozitif olgular ile ayni anda aktif
kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 pozitif olgular) ve mitokondri aracih
apoptozis (aktif kaspaz 3 ve aktif kaspaz 9 pozitif olgular) varligi agisindan ayri
ayri incelendiginde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir (p>0,05). Tum bulgular, Cizelge 3.14’de sunulmustur. Atipik
hicresel degisiklikler grubunu olusturan ASCUS, LSIL ve HSIL olgulari apoptozis,
olum reseptorleri ve mitokondri aracili apoptozis varligi agisindan kontrol grubu
olgular ile ayri ayri karsilastirildiinda da gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Bu bulgular Cizelge 3.15, Cizelge
3.16 ve Cizelge 3.17’de detayh olarak verilmistir.
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Cizelge 3. 14. Kontrol grubu olgulari ile atipik olgularin apoptozis, olim

reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varhgr agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu Atipik olgular
(n=144) (n=17)
(+) 57 (%39,6) 3 (%17,6)"™
Apoptozis A 87 (%60,4) 14 (%82,4)
(+) 45 (%31,3) 3 (%17,6)"™
Oliim res. aracili apoptozis
O] 99 (%68,7) 14 (%82,4)
+) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (%96,5) 17 (%100)

ns: p>0,05

Cizelge 3. 15. Kontrol grubu olgulari ile ASCUS olgularinin apoptozis, 6lim
reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varligi agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu ASCUS
(n=144) (n=5)
(+) 57 (%39,6) 2 (%40)™
Apoptozis ) 87 (%60,4) 3 (%60)
(+) 45 (%31,3) 2 (%40)™
Oliim res. aracili apoptozis
“) 99 (%68,7) 3 (%60)
) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (%96.5) 5 (%100)

ns: p>0,05
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Cizelge 3. 16. Kontrol grubu olgulari ile LSIL olgularinin apoptozis, olim

reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varlidi agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu LSIL
(n=144) (n=8)
(+) 57 (%39,6) 1(%12,5)™
Apoptozis ) 87 (%60,4) 7 (%87,5)
(+) 45 (%31,3) 1(%12,5)™
Oliim res. aracili apoptozis
O] 99 (%68,7) 7 (%87,5)
+) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis
) 139 (%96,5) 5 (%100)

ns: p>0,05
Cizelge 3. 17. Kontrol grubu olgulari ile HSIL olgularinin apoptozis, 6lim

reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varlidi agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu HSIL

(n=144) (n=4)
+) 57 (%39,6) 0 (%0)™
Apoptozis ) 87 (%60,4) 4 (%100)
+) 45 (%31,3) 0 (%0)™
Oliim res. aracili apoptozis ) 99 (%668,7) 4 (%100)
*+) 5 (%3,5) 0 (%0)"™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (9%696.5) 4 (%100)

ns: p>0,05

ii. Kontrol grubu olgulari ile enfeksiyonlu olgularin karsilagtiriimasi: Kontrol
grubu olgulari ile enfeksiyonlu olgular arasinda apoptozis varligini gosteren aktif
kaspaz 3 agisindan bir farklilik olup olmadigi arastiriimigtir. Bu degerlendirme
sonucunda enfeksiyonlu olgularin %55,6’sinda (35/63), kontrol grubu olgularinin
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ise %39,6’sinda (57/144) aktif kaspaz 3 enziminin pozitif oldugu saptanmis,
enfeskiyonlu olgular ile kontrol grubu olgulari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu gorulmustir (p<0,05). Elde edilen veriler Cizelge 3.18'de

sunulmustur.

Kontrol grubu olgulari ile enfeksiyonlu olgular arasinda olim reseptorleri ve
mitokondri aracili apoptotik mekanizmalar agisindan bir farkliik olup olmadigi
arastiriidiginda ise, enfeksiyonlu olgularin %49,2’sinde (31/63) 6lim reseptorleri
aracili apoptozis pozitif bulunurken, bu oran kontrol grubu olgularinda %31,3
(45/144) olarak bulunmustur (Cizelge 3.18). Bu sonuglar dogrultusunda
enfeksiyonlu olgularda olum reseptorleri aracili apoptozis pozitifliginin kontrol
grubu olgularindan daha yuksek bir yizde gdsterdigi ve bu farklihidin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Ancak kontrol grubu olgulari ile
enfeksiyonlu olgular arasinda mitokondri aracili apoptozis pozitifligi agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamigtir (p>0,05)

Cizelge 3. 18. Kontrol grubu olgulari ile enfeksiyon olgularinin apoptozis, 6lim
reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varlidi agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu Enfeksiyon olgulari
(n=144) (n=63)
) 57 (%39,6) 35 (%55,6)*
Apoptozis

) 87 (%60,4) 28 (%44,4)

+) 45 (%31,3) 31 (%49,2)*
Oliim res. aracili apoptozis © 99 (%68,7) 32 (%50,8)

) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (%96,5) 63 (%100)

ns:p>0,05, *: p<0,05
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Enfeksiyon grubunda bulunan tim etkenler ayri ayri apoptozis, 6lum reseptorleri
aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis agisindan kontrol grubu olgulari
ile karsilastirilmig, sonuglar Cizelge 3.19, Cizelge 3.20 ve Cizelge 3.21, Cizelge
3.22 ve Cizelge 3.23’de sunulmustur.

BV ile kontrol grubu olgulari apoptozis, 6lum reseptorleri aracili apoptozis ve
mitokondri aracili apoptozis agisindan karsilastirildiginda, hem apoptozis hem de
olim reseptdrleri aracili apoptozis pozitifliklerinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttigi ortaya konmustur (p<0,05). Mitokondri aracili apoptozis pozitifligi
agisindan 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunamamigtir
(p>0,05). Isik mikroskobik degerlendirmede bir ipucu hicresinin aktif kaspaz 3 ile
apoptozis varligi agisindan pozitif boyandidi (Sekil 3.49), Sekil 3.50’de goruldugu
gibi aktif kaspaz 8 pozitif olan bir apoptotik hiicrenin etrafinda serbest kokobasiller

oldugu gorualmustar.

inflamasyon ile kontrol grubu olgulari apoptozis, 6liim reseptorleri aracili apoptozis
ve mitokondri aracili apoptozis agisindan karsilastirildiginda ise, hem apoptozis
(p<0,01), hem de o6lim reseptorleri aracili apoptozis pozitifliklerinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigi ortaya konmustur (p<0.001). Ancak, mitokondri
aracili apoptozis pozitifligi agisindan 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhliga rastlanmamistir (p>0,05). Isik mikroskobik degerlendirmede bol PMNL
goriulen alanlarda aktif kaspaz 3 ve 8 agisindan pozitif hiicrelerin varli§i dikkatimizi
cekmistir (Sekil 3.51 ve Sekil 3.52).

Fungal enfeksiyon ile kontrol grubu olgulari apoptozis, 6lum reseptorleri aracil
apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis acgisindan karsilastirildiginda ise
apoptozis, 6lim reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis
agisindan 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulunamamistir
(p>0,05).

SV ile kontrol grubu olgulari apoptozis, 6lim reseptorleri aracili apoptozis ve
Mitokondri aracili apoptozis agisindan kiyaslandiginda da apoptozis, oOlum
reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis agisindan 2 grup

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklliga rastlanmamistir (p>0,05).

TV ile kontrol grubu olgulari apoptozis, 6lim reseptorleri aracili apoptozis ve

mitokondri aracili apoptozis acgisindan kargsilastirildiginda apoptozis, o6lum

150



reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis acgisindan 2 grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05).

Cizelge 3. 19. Kontrol grubu olgulari ile BV olgularinin apoptozis, 6lim reseptorleri

aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varligi agisindan karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu BV
(n=144) (n=11)
(+) 57 (%39,6) 8 (%72,7)*
Apoptozis ) 87 (%60,4) 3 (%27,3)
+) 45 (%31,3) 7 (%63,6)*
Oliim res. aracili apoptozis
) 99 (%68,7) 4 (%36,4)
+) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis 0 139 (%96.5) 11 (%100)

ns: p>0,05, *: p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.

Cizelge 3. 20. Kontrol grubu olgulari ile Fungal enfeksiyon olgularinin apoptozis,

olim reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varligi agisindan

kargilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu Fungal enfeksiyon
(n=144) (n=17)

) 57 (%39,6) 6 (%35,3)™
Apoptozis ) 87 (%60,4) 11 (%64,7)

) 45 (%31,3) 5 (%29,4)"™
Oliim res. aracili apoptozis

) 99 (%68,7) 12 (%70,6)

+) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (%96,5) 17 (%100)

ns: p>0,05
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Cizelge 3. 21. Kontrol grubu olgulari ile TV olgularinin apoptozis, 6lum reseptorleri

aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varligi agisindan karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu TV
(n=144) (n=3)
(+) 57 (%39,6) 1 (%33,3)"™
Apoptozis ) 87 (%60,4) 2 (%66,7)
(+) 45 (%31,3) 1 (%33,3)"™
Oliim res. aracili apoptozis
) 99 (%68,7) 2 (%66,7)
(+) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (%96,5) 3 (%100)

ns: p>0,05

Cizelge 3. 22. Kontrol grubu olgulari ile SV olgularinin apoptozis, 6lum reseptorleri

aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varligi agisindan karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu SV
(n=144) (n=6)
) 57 (%39,6) 1 (%16,7)"
Apoptozis © 87 (%60,4) 5 (%83,3)
) 45 (%31,3) 0 (%0)™
Oliim res. aracili apoptozis
) 99 (%68,7) 6 (%100)
(+) 5 (%3,5) 0 (%0)™
Mitokondri aracili apoptozis ) 139 (%96,5) 6 (%100)

ns: p>0,05

152




Cizelge 3. 23. Kontrol grubu olgulari ile inflamasyon olgularinin apoptozis, 6lim
reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis varlidi agisindan

karsilastiriimasi

Gruplar Kontrol grubu inflamasyon
(n=144) (n=26)
(+) 57 (%39,6) 19 (%73,1)**
Apoptozis
) 87 (%60,4) 7 (%26,9)
Oliim res. aracili apoptozis *) 45 (%31,3) 18 (%69,2)*
) 99 (%68,7) 8 (%30,8)
, . . (+) 5 (%3,5) 0 (%0)"
Mitokondri aracili apoptozis
) 139 (%96,5) 26 (%100)

ns:p>0,05, **: p<0,01, ***:p<0,001

iii. H-skorlarin karsilastiriimasi: Cizelge 3.24 ve Cizelge 3.25°de goruldugu gibi
kontrol grubu olgulari ile galisma grubundaki enfeksiyon olgulari ve atipik olgular
aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-skor ortalama
degerleri agisindan karsilastiriimistir. Bu karsilastirma sonucunda 3 grubun aktif
kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-skor ortalama
degerleri agisindan istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Daha
sonra bu farklihgin hangi gruplar arasinda oldugu arastirildiginda ise kontrol grubu
olgulari ile enfeksiyon olgulari arasinda aktif kaspaz 3 (p<0,01), aktif kaspaz 8
(p<0,01) ve aktif kaspaz 9 (p<0,05) enzimlerine ait H-skor ortalamalari agisindan
istatistiksel olarak anlamh farkhlik oldugu gorulmustar. Ayrica, enfeksiyon olgulari
ile atipik olgular arasinda da aktif kaspaz 3 (p<0,01), aktif kaspaz 8 (p<0,05) ve
aktif kaspaz 9 (p<0,05) enzimlerine ait H-skor ortalamalari agisindan istatistiksel
olarak anlamh farkliik oldugu saptanmistir. Ancak atipik olgulara ait H-skor
ortalamalarinin kontrol grubu olgularina kiyasla azalmasina ragmen, bu farklligin
istatistiksel olarak anlamli olmadidi tespit edilmistir (p>0,05). Bu bulgular Cizelge

3.26'da sunulmustur.
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Cizelge 3. 24. Kontrol grubu olgulari ile enfeksiyon ve atipik olgularin kaspaz 3,

kaspaz 8 ve kaspaz 9 H-skor ortalamalari agisindan kargilastiriimasi

Gruplar Kaspaz 3 H skor ortalamalari
Kontrol grubu (n=144) 2,6

Enfeksiyon olgulari (n=63) 11,7%*

Atipik olgular (n=17) 1,1%

Gruplar Kaspaz 8 H skor ortalamalari
Kontrol grubu (n=144) 2,3

Enfeksiyon olgulari (n=63) 6,8**

Atipik olgular (n=17) 0,8**

Gruplar Kaspaz 9 H skor ortalamalar
Kontrol grubu (n=144) 0,8
Enfeksiyon olgulari (n=63) 2,6*
Atipik olgular (n=17) 0,5*

*1 p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,

Cizelge 3. 25. Kontrol grubu, enfeksiyon olgulari ve atipik olgularin aktif kaspaz 3,
aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-skor ortalamalari arasindaki
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Cizelge 3. 26. Kontrol grubu olgulari ile enfeksiyon ve atipik olgularin aktif kaspaz
3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-skor ortalamalari agisindan

birbirleri ile ayri ayri kargilastiriimasi

Kaspaz 3 H-skorlarinin karsilagtiriimasi p degeri
Kontrol grubu -Enfeksiyon olgular 0,006**
Kontrol grubu -Atipik olgulari 0,358"
Enfeksiyon olgulari-Atipik olgulari 0,005**
Kaspaz 8 H-skorlarinin karsilastiriimasi p degeri
Kontrol grubu -Enfeksiyon olgular 0,007**
Kontrol grubu -Atipik olgulari 0,684"™
Enfeksiyon olgulari-Atipik olgular 0,014*

Kaspaz 9 H-skorlarinin karsilagtiriimasi p degeri
Kontrol grubu -Enfeksiyon olgulari 0,024*

Kontrol grubu -Atipik olgulari 0,362"
Enfeksiyon olgulari-Atipik olgular 0,036*

ns:p>0,05, *: p<0,05, **:p<0,01
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Sekil 3. 49. BV pozitif olan bir olguda hicre yuzeyi tamamen mikroorganizmalarla
kapli, sitoplazmasi yer yer dejenere olmus bir ipucu hlcresinin sitoplazma (ok) ve
cekirdeginde (ok basi) aktif kaspaz 3 enzimi agisindan pozitiflik oldugu
gOrulmektedir (x1000).

Sekil 3. 50. BV pozitif olan bir olguda etrafinda bol miktarda serbest kokobasil
tarzi mikroorganizmalar bulunan aktif kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif (ok basi)
bir apoptotik hiicre goértulmektedir (x1000).
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Sekil 3. 51. inflamasyon pozitif olan bir olguda etrafinda bol miktarda PMNL
bulunan aktif kaspaz 3 enzimi agisindan pozitif (ok bagsi) bir apoptotik hicre
gorulmektedir (x1000).

Sekil 3. 52. inflamasyon pozitif olan bir olguda etrafinda bol miktarda PMNL
bulunan aktif kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif (ok basi) bir apoptotik hicre
gorulmektedir (x1000).
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3.3.3. B-katenin proteini ile apoptozis, 6lum reseptorleri aracili apoptozis ve
mitokondri aracili apoptozis varligi arasindaki iliskinin arastiriimasi

Apoptozis, Oolum reseptorleri aracih apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis
varhgi ile B-katenin proteininin pozitifligi arasinda iliski olup olmadig! incelenmis,
bu degerlendirme yapilirken Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi ve hiicre zarindaki

B-katenin pozitifligi ayri ayri gosterilmistir.

i. Apoptozis, olum reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracih
apoptozis ile Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi arasindaki iligkinin
incelenmesi: Yapilan i1sik mikroskobik incelemede Sekil 3.53 ve Sekil 3.54’de
goruldugu gibi apoptotik hlcrelerin B-katenin proteini agisindan negatif oldugu
belirlenmis, apoptotik olmayan diger hucrelerde ise sitoplazmanin orta (++),
kuvvetli (+++), veya ¢ok kuvvetli (++++) boyandigi ve Wnt/B-katenin sinyal yolunun

aktif durumda oldugu énemli bir bulgu olarak kaydedilmistir.

Apoptozis ile Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi arasindaki iligkiyi tam olarak
gOzlemleyebilmek icin sadece kontrol grubu olgularinda sinyal aktivitesi ile
apoptozis, olum reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili apoptozis
varh@i karsilastiriimistir. Kontrol grubunda bulunan 144 olgunun 26’sinda (%18,1)
Wnt/B-katenin sinyal yolu aktif, 118’inde (%81,9) ise inaktif olarak bulunmustur.
Sinyal yolu aktif durumda olan 26 olgunun 18’inde (%69,2) apoptozis pozitif iken, 8
(%30,8) olguda ise negatif oldugu saptanmistir (Cizelge 3.27). Sinyal yolu inaktif
durumda olan 118 olgu incelendiginde 39 (%33,1) olgu apoptozis varligi agisindan
pozitif olarak saptanmis olup, apoptozis varhdi ile Wnt/B-katenin sinyal yolu
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu belirlenmigtir
(p<0,01).

Olim reseptorleri ve mitokondri aracili apoptotik mekanizmalar da Wnt/B-katenin
sinyal yolu aktivitesi ile ayri ayri kiyaslanmigtir. Bu degerlendirme sonucunda 6lum
reseptorleri aracili apoptozis ile Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi arasinda bir
iliski oldugu ve bu iligkinin istatistiksel olarak da anlamli oldugu belirlenmis
(p<0,001), mitokondri aracili apoptozis ile sinyal yolu aktivitesi arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir iligkiye rastlanamamistir (p>0,05). Elde edilen
bulgular Cizelge 3.27’de sunulmustur.
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Cizelge 3. 27. Kontrol grubu olgularinda apoptozis ile Wnt/B-katenin sinyal yolu

aktivitesinin varligi arasindaki iligkinin incelenmesi

Kontrol grubu (n=144)
Gruplar Sinyal aktif (n=26) | Sinyal inaktif (n=118)

(+) 18 (%69,2)** 39 (%33,1)
Apoptozis (n=57) ) 8 (%30,8) 79 (%69,9)
Oliim res. aracili apoptozis (+) 17 (%65,4)*** 28 (%23,7)
(n=45) ) 9 (%34,6) 90 (%76,3)

Mitokondri aracili apoptozis (+) 0 (%0)™ 5 (9%100)
(n=5) 6 26 (%100) 113 (%95,8)

ns:p>0,05, **: p<0,01, ***:p<0,001

Kontrol grubunda Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi ile apoptozis pozitifligi
arasindaki iliski degerlendirilirken, aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimlerine ait H skorlar
sinyal aktif ve inaktif hastalarda birbirleri ile karsilastirimistir. Bu karsilastirma
sonucunda sinyal aktif olan olgularda; aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimlerinin H skor
ortalamalarinin, sinyal inaktif olan olgulara kiyasla daha yluksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3.28 ve Cizelge 3.29). Yapilan istatistiksel analizlerde de
sinyal aktivitesi aktif kaspaz 3 (p<0,001), aktif kaspaz 8 (p<0,001) ve aktif kaspaz
9 (p<0,01) enzimlerine ait H-skor ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski oldugu belirlenmisgtir.

Cizelge 3. 28. Wnt/B-katenin sinyal yolu aktif olan olgularin aktif kaspaz 3, aktif
kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-skor ortalamalari ile sinyal yolu inaktif

olgularda belirlenen H-skor ortalamalarinin karsilastiriimasi

Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi
Kontrol grubu (n=144) _ i i _ i
Sinyal aktif (n=26) Sinyal inaktif (n=118)
Aktif kaspaz 3 H-skor ortalamalar 8,1%** 1,4
Aktif kaspaz 8 H-skor ortalamalar 5,2%** 1,7
Aktif kaspaz 9 H-skor ortalamalar 1,9%* 0,6

**: p<0,01, ***:p<0,001
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Cizelge 3. 29. Sinyal aktif ve inaktif olgularda aktif kaspaz enzimlerine ait H-skor

ortalamalarinin karsilagtirildigr histogram

B sinyal inaktif

B sinyal aktif

H-skor ortalamaln

kaspaz 3 kaspaz 8 kaspaz 9
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Sekil 3. 53. Kuguk buyutmede, hicre zari, sitoplazma ve ¢ekirdegi negatif olan ve
buna dayanarak Wnt/B-katenin sinyal yolu inaktif durumda olan apoptotik hicreler
(ok basi) ve cgevrede sinyal yolu aktif apoptotik olmayan epitel hucreleri
gOrulmektedir (x400).

Sekil 3. 54. Hucre zari, sitoplazma ve g¢ekirdegi negatif olan ve buna dayanarak
Wnt/B-katenin sinyal yolu inaktif durumda olan apoptotik hicreler (ok basi) ve
sitoplazmasi kuvvetli boyanan sinyal yolu agisindan aktif apoptotik olmayan epitel
hdcreleri gérulmektedir (x1000).
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ii. Apoptozis, olim reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracihi
apoptozis ile hicre zarindaki B-katenin pozitifligi arasindaki iligkinin
incelenmesi: Apoptozis, 6lum reseptorleri aracili ve mitokondri aracili apoptozis
pozitif ve negatif olan kontrol grubunda B-katenin proteininin hicre zari H-skor
ortalamalari da karsilastirnimistir. Bu sonuglar dogrultusunda Cizelge 3.30°da
goruldugu gibi apoptozis, 6lum reseptorleri aracili ve mitokondri aracili apoptozis
pozitif olan olgularda zardaki B-katenin pozitifliginin azaldigi belirlenmis olup,
yapilan istatistiksel degerlendirme sonucu bu azalma istatistiksel olarak anlaml

bulunamamistir (p>0.05).

Cizelge 3. 30. Kontrol grubunda, apoptozis, 6lum reseptdrleri aracili apoptozis ve
mitokondri aracili apoptozis pozitif ve negatif olan olgularda B-katenin proteininin

hicre zari H-skorlarinin kargilagtiriimasi

B-katenin zar H-skor ortalamalari

Kontrol grubu (n=144) ) )
Apoptozis 34,7 40,5
Oliim reseptorleri aracili apoptozis 18,2"™ 38,2
Mitokondri aracili apoptozis 12" 40,7
ns:p>0,05

3.3.4. Apoptotik belirleyicilerin birbirleri ile kargilagtiriimasi

Calisma kapsaminda degerlendirilen toplam 224 hastada aktif kaspaz 3, aktif
kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzim aktiviteleri H-skorlar kullanilarak birbirleri ile
karsilastiriimistir. Bu 224 hastada uygulanan korelasyon analizleri sonucunda aktif
kaspaz 3 ile aktif kaspaz 8 arasindaki iligskiyi gdsteren Spearmen’s rho korelasyon
katsayisi 0,842, aktif kaspaz 3 ile aktif kaspaz 9 arasindaki iligkiyi gOsteren
Spearmen’s rho korelasyon katsayisi 0,748, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9
arasindaki iliskiyi gosteren Spearmen’s rho korelasyon katsayisi ise 0,726 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 3.31 ve Cizelge 3.32). Tum bu sonuglar i1sidinda aktif

kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimleri arasinda istatistiksel olarak
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anlamli pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmis olup, bu G¢ enzimin birindeki

artigin digerlerinde de artisa neden oldugu sonucuna gidilmistir (p<0,001).

Cizelge 3. 31. Aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-

skor ortalamalari arasindaki korelasyon analizi

kaspaz3 | kaspaz8 | kaspaz9
Korelasyon katsayisi 1,000 ,842 748
Kaspaz 3 |istatistiksel dnem ,000%** ,000***
N 224 224 224
Korelasyon katsayisi ,842 1,000 , 726
Spearman'srho |Kaspaz 8 |lstatistiksel dnem ,000%*** ,000***
N 224 224 224
Korelasyon katsayisi ,748 726 1,000
Kaspaz 9 |istatistiksel dnem ,000%** ,000%**
N 224 224 224

***:p<0,001

skor ortalamalarinin korelasyon analizi sonu olusturulan matris grafigi
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Cizelge 3. 32. Aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9 enzimlerine ait H-




4. TARTISMA

B-katenin proteini ilk olarak adezyon kemerinde gorev alan temel molekullerden
biri olarak tanimlanmis [11], daha sonra yapilan ¢alismalarda bu proteinin hicre
adezyonunun yani sira, Wnt/B-katenin sinyal yolunda da gérev yaptidi ortaya
konulmustur [1]. Sinyal yolunda gorev alan biyomoleklllerde meydana gelen
mutasyonlar sonucu sinyal yolu kontrolsuz sekilde aktive olmaktadir. Bu kontrolsiuz
aktivasyonun basta kolorektal kanser olmak Uzere over, endometrium, akciger,
karaciger ve serviks kanserleri ile Alzheimer, osteoporoz, diyabet, tetra-amelia gibi
hastaliklarin olusumunda rol oynadigi belirlenmistir [210], [636], [637], [638], [639],
[640]. Hastaliklardaki bu roli nedeniyle Wnt/B-katenin sinyal yolu ile ilgili
calismalar giderek ©6nem kazanmaktadir. Apoptozis ise biyolojik gorevini
tamamlamis ya da hasarli hucrelerin zararsiz bir sekilde ortadan kaldiriimasini
saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programh bir hicre olumudur. Erken
embriyonik dénemden itibaren apoptozis, fizyolojik ve patolojik bir¢ok olayda

onemli rol oynamaktadir [641].

B-katenin ile apoptozis arasindaki iliskinin belilenmesi amaciyla yapilan
¢calismalarda hayvan modelleri, doku ornekleri ve hicre hatlar kullaniimig, bu
iliskiyi servikovajinal érnekler kullanarak ve immunositokimyasal olarak gosteren
bir calismaya ise rastlanmamistir [642], [643], [644]. Ayrica yapilan literatar
taramasinda apoptozis varligini saptamaya yonelik calismalarda doku &érnekleri,
hicre hatlari, ince igne aspirasyon sivilari, imprint simirler gibi farkli érnekler
kullanilmig olmasina ragmen insan servikovajinal sivi drneklerinde aktif kaspaz
enzimlerinin kullanildigi bir calisma ise bulunamamistir [645], [646], [647], [648].
Bu nedenlerden dolayr orijinal oldugunu dusundigumuz c¢alismamizda
servikovajinal orneklerde B-katenin proteini ile apoptozis arasindaki iliskinin

sitolojik ve immunositokimyasal olarak arastiriimasi amaglanmistir.

Sitolojik inceleme sirasinda apoptotik hicresel degisiklikler degerlendirilmis,
apoptotik gelisim surecini gosteren tum basamaklar 151k mikroskobik duzeyde
gOsterilmigtir. Bu basamaklardan ilki Sekil 3.9'da gorulmektedir. Burada bir
apoptotik hicre, etrafinda da apoptotik olmayan hucreler bulunmaktadir. Apoptotik
hidcrelerin normal hucrelerden ayrilmasi ve yuvarlaklagsmasi bircok calismada
gOsterilmigtir [641], [649]. Bizim bulgumuzda da apoptotik hucrenin yuvarlaklastigi

ve normal hdcreler arasinda yer aldigi gorulmektedir. Burada gorulen hucreler

164



eksfoliye hucreler oldugundan hucrelerin tam olarak birbirinden uzaklastigini
sOyleyememekle birlikte, normal hucrelerin birbirleri ile siki iliskide oldugu
apoptotik hucrenin ise onlardan uzaklagsmis oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Bu
bulgumuzun da apoptotik hucrelerin normal hicrelerden uzalastigini gosteren bir
bulgu oldugu dusunulmustar. Hacrelerin birbirlerinden uzaklagmasinin apoptotik
hdcre ile normal hicre arasinda bulunan yan yuz baglantilarindan siki baglantilar,
adezyon kemeri ve desmozom tipi hicre baglantilarinin bozulmasindan
kaynaklandidi gosterilmis, bizim gézlemlerimiz de bu bulgularla uyum gdstermistir
[511], [512], [517], [650].

Apoptotik hucreler normal hucrelerden ayrildiktan sonra hucrenin hacminde
azalma oldugu enterositlerle yapilan hucre kudlturd c¢alismalarinda Antico ve
calisma grubu tarafindan gosterilmistir [651]. Bizim bulgularimizda da apoptotik
hicre zarinin etrafinda kalin bir bogluk olustugu bu boslugun apoptotik hicrenin
hicre buzilmesine bagli olarak hacim kaybetmesinden kaynaklandigi
dusundlmustir (Sekil 3.9). Yapilan calismalarda apoptotik hlcrenin iyon
kanallarinin bozuldugu, bunlardan voltaj kapili K+ kanallarinin aktiflestigi ve buna
badli olarak da sitoplazmik K+ iyonu konsantrasyonunun azaldigi belirlenmigtir
[523]. Normal kosullarda hiicre iginde K' iyonu azaldiginda Na'/K'-ATPaz
pompasl enerji harcayarak hiicre icinden disina 3 molekiil Na* iyonu tasirken,
hiicre disindan icine 2 molekiil K* iyonu tagimaktadir. Ancak apoptotik hiicrelerde
Na'/K*-ATPaz pompasinin inhibe oldugu ve hiicrede azalan K* iyonunun
ekstrasellller matriksten geri alinarak yerine konulamadigi belirlenmistir [525]. K*
iyonunun hiicreden cikigi ile bozulan iyon dengesi nedeniyle aktive olan K*/CI
simport tasiyici proteini CI iyonunu hlcreden disari atar. Bdylece, hiicre
cevresinde ozmotik basincin arttigi ve artan ozmotik basing nedeniyle, suyun da
difizyon ile hicreden digar ¢iktigi belirlenmistir. Suyun disari ¢ikigi ile apoptotik
hidcrenin  hacminin azaldigi ve hucrenin buzuldigu c¢esitli ¢alismalarda
gOsterilmistir [525], [524]. Bizim bulgumuzda da apoptotik hicrenin etrafinda
bulunan bu boslugun suyunu kaybeden hucrenin hacmindeki azalmadan

kaynaklandidi dusunulmustur.

Apoptotik hicrelerde goérilen bir diger 6zellik de hicre zari tomurcuklanmasi
(blebbing) olarak adlandirilan degisikliklerin meydana gelmesidir. Bu tur apoptotik
hiacresel degisikliklerin meydana geldigi Norman [652], Zeligs [653] ve Tinevez
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[654] tarafindan endotel hlcrelerde, tiroid folikll hicrelerinde ve fibroblastlarda
hicre kulturu ve elektron mikroskobik yontemler kullanilarak gosterilmigtir. Bizim
bulgumuzda da apoptotik hicre zarinda kuguk yuvarlaklar olustugu, bu yuvarlak
sekillerin literatirdeki c¢aligmalarda belirtilen sonuglar gibi apoptotik hucre

zarindaki tomurcuklanmayi (blebbing) gosterdigi dugunulmustar (Sekil 3.10).

Tomurcuklanmalara dikkatle bakildiginda ise apoptotik hicre zarindaki
tomurcuklanma olusumlarinin u¢ kisimlarinda kalinlagmanin goéruldugu ve bu
kisimlarin koyu boyandigi, sitoplazmadan iceri dogru girildiginde de kalin bir
sitoplazma kisminin maviye boyanmadigi, ¢cekirdege yakin sitoplazma kisminin ise
mavi renkte boyandigi gorulmuagtur (Sekil 3.10). Tomurcuklanma sirasinda
apoptotik hucrelerin periferinde aktin filamentlerinin  biriktigi ve bu aktin
filamentlerinin de apoptotik hlre zarlarinin gikinti olusturmasinda rol oynadigi
Charras ve calisma grubu [535] tarafindan konfokal ve elektron mikroskobu
kullanilarak yapilan detayli ¢calismada bildirilmigtir. Bizim 11k mikroskobik olarak
elde ettigimiz bulguda tomurcuklardaki kalinlasmanin aktin filamentlerinin o
bolgedeki birikiminden kaynaklanabilecegi dusunulmus, bulgumuz literatur bilgileri
ile uyum gostermistir. Boyanmanin olmadigi sitoplazma bdlgesinde ise granuler
endoplazmik retikulum (GER) ve ribozomlarin aktivitesini kaybettigi dolayisiyla
bazik boyalarla boyanmadidi diustntlmuas, bu bulgumuz ise Santin [531], Taylor
[552] ve Soldani [655] tarafindan vyapilan c¢alismalarda irdelenmistir. Bu
arastiricilar apoptotik hucrelerdeki ER’lerin dnce genisleyerek sistigi ve tim hcre
sitozolinU kapladigi, daha sonra ise pargalandigini belirtmiglerdir. King ve galisma
grubu [656] tarafindan yapilan bir ¢calismada ise 28S ribozomlarin apoptozis ile
birlikte parcalandigi gosterilmistir. Bizim 151k mikroskobik dizeyde saptamis
oldugumuz bu bulgu arastiricilarin detayh bulgulari ile dogrulanmistir. Cekirdege
dogru olan sitoplazmanin maviye boyanmasi ise heniz o bdlgede GER ve

ribozomlarin aktif oldugunu dastindurmektedir.

Apoptotik hicrelerin gekirdeginde de apoptozise bagl olarak cesitli degisiklikler
olusmaktadir. Sekil 3.11’de goéruldigu gibi apoptotik bir hicrenin ¢ekirdeginde
kromatinin kimeler olusturarak ¢ekirdek periferinde biriktigi ve adeta bir saat yuzu
gorinimu olusturdugu saptanmistir. Bu hicrenin g¢ekirdegine dikkat edildiginde,
cekirdegin c¢ekirdek c¢evresindeki sitoplazma ile baglantisini kaybettigi ve
kigculmeye basladigl da gorulmektedir. Literatur bilgisine bakildiginda apoptotik
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uyari ile birlikte hucrenin gekirdeginde DNA’'nin kumelendigi ve parcalara ayrildigi
yapilan galismalarla ortaya konmustur. Bizim 1s1k mikroskobik olarak gozlemlemis
oldugumuz bulgular Tone [503], Oberhammer [504] ve Widlak [657], tarafindan
yapilan elektron mikroskobik ve molekuler biyolojik ¢aligmalarda detayli bir
bicimde incelenmistir. Bu arastirmalarin bulgularina gore, oncelikle c¢ekirdek
zarinda toplanan DNA’nin, ¢ekirdek kilifina tutundugu bolgedeki adenin ve timin
nakleik asit bazlarinca zengin bdlgenin aktif kaspaz enzimleri tarafindan kesilerek,
cekirdek kilifi ile DNA arasindaki baglantinin koptugu, ardindan DNAaZz'lar
tarafindan kesilen DNA’nin yuksek molekul agirlikli DNA pargaciklar olusturdugu
ortaya konmustur. Bizim c¢ekirdek cevresinde saat yuzu seklinde biriken DNA
parcaciklarini Tone ¢alisma grubu [503] adeta inci bir gerdanhda benzetmisler ve
arastirmalarinda rapor etmiglerdir. Bu asamada cekirdegin suyunu kaybederek
biuzismeye basladigl da ifade edilmistir. Bizim bulgularimizda karyopiknozis
(kuculme), karyolizis (erime) ve karyorekzis (kirilma) olaylari da isik mikroskobik
olarak belirlenmistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13 ve Sekil 3.14). Kromatin yogunlasmasi
sonucu olugsan yuksek molekal agirhikli DNA parcgalarinin ¢gekirdegin merkezinde
biraraya gelerek piknotik c¢ekirdekleri olusturdugu yapilan c¢alismalarda ortaya
konmustur [503]. Ayrica apoptozisin baslamasi ile birlikte aktif hale gelen kaspaz
enzimlerinin DNA’nin pargalanmasindan sorumlu DNA fragmentasyon faktorina
(DFF40), endonlkleaz ve nukleaz enzimlerini aktiflestirdigi, c¢ekirdekte
fragmentasyonlara ve erimelere neden oldugu rapor edilmigtir [658], [659]. Bazi
calismalarda bu tip ¢ekirdege ait degisikliklerin apoptozise 6zgl olmadigi, nekroz
durumunda da goéruldugu belirtiimektedir. Bu nedenle karyopiknozis, karyolizis ve
karyorekzis varliginin apoptozis pozitifligini saptanamada yeterli olmadidi, ek bir
yontem kullanilarak olgularin apoptotik olarak nitelendirilmesi gerektigi bildirilmigtir
[660], [661]. Buna bagh olarak galismamizda Papanicolaou boyali drneklerin
sitolojik olarak incelenmesinin yani sira apoptotik hucreleri belilemek amaciyla

aktif kaspaz enzimlerinin varligi immunositokimyasal olarak degerlendirilmistir.

Apoptotik surecin son asamasinda ise apoptotik cisimcikler adi verilen ¢ekirdek ve
organel pargalarini iceren zarla gevrili yapilarin olustugu elektron mikroskobik
calismalarla gosterilmistir [563], [662]. Calismamizda, 1sik mikroskobik olarak
icinde piknotik gorinumde cekirdek parcalari iceren bir hicre ve bu parcanin da
hicreden ayrilmak Uzere oldugu saptanmistir (Sekil 3.14). Apoptotik cisimcikler
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denilen bu yapilarin piknotik ¢ekirdekli, az sitoplazmali kiguk pargaciklar halinde
ortamda bulundugu da dikkatimizi cekmistir (Sekil 3.15).

Apoptozisin son asamasinda olusan apoptotik cisimciklerin, iceriklerini etrafa
vermedikleri i¢in inflamasyonu uyarmaksizin, makrofajlar tarafindan ortadan
kaldinldigr yapilan birgok calisma ile ortaya konulmustur [663], [664]. Isik
mikroskobik inceleme sirasinda makrofaj sitoplazmalarinda apoptotik hicrelere ait
oldugunu disundugumuiz apoptotik cisimcikler goralmus (Sekil 3.15), bir dev
histiyositin tek bir makrofaj tarafindan sindirilemeyecek buyuklikteki apoptotik
hlcreyi fagosite etmek Uzere yalanci ayaklar uzattigi (Sekil 3.16) tespit edilmistir.
Ayrica, bizim bulgularimizda apoptotik olmayan epitel hicre zarlarinda apoptotik
hicrenin sekline uygun bir ¢dkintl olusarak hlicrenin yalanci ayaklar olusturdugu
(Sekil 3.17) ve hicrenin tamaminin epitel hicresi igcine alindi§i belirlenmistir (Sekil
3.18). Monks ve galisma grubu [606] tarafindan meme bezi ile yapilan histolojik bir
calismada hematoksilen eozin ile boyanmis kesitlerde sitoplazmasinda apoptotik
cisimcikler bulunan epitel hicreleri saptamis ve epitel hicrelerinin apoptotik
hicrelerin ortadan kaldirimasinda goérev yaptigini ifade edilmistir. Hatta bu
ornekler sitokeratin 18 ile immunohistokimyasal olarak incelenmis fagositoz ile
hicre igine alinmis olan bu apoptotik hdcrelerin pozitif boyandigi goérulmastur.
Ayrica arastiricilar ayni ornekleri elektron mikroskobunda da incelemis, bu epitel
hicrelerinin sitoplazmasinda gorulen cisimciklerin apoptotik cisimciklere ait oldugu
g6zlenmistir. Meme bezi disinda, duz kas hucrelerinin, hepatositlerin ve endotel
hdcrelerinin  de apoptotik hlcreleri fagositoz yaptigi farkli ¢alismalarda
gOsterilmistir [603], [604], [605]. Bu sekilde literatlirdeki calismalarla uyumlu olarak
epitel hucrelerinin fagositoz ile apoptotik hicrelerin ve apoptotik cisimciklerin
inflamasyonu uyarmaksizin ortamdan uzaklastiriimasinda goérev yaptigi sonucuna
gidilmistir.

Sitolojik incelemenin ardindan, c¢alisma kapsamina alinan 224 olgu B-katenin
proteininin hucredeki varhdi ile hicre zari, sitoplazma ve c¢ekirdekteki
lokalizasyonu agisindan immunositokimyasal olarak incelenmigtir. Bu 224 olgunun
200’unde (%89,3) epitel hucre zarlarinin B-katenin proteini agisindan pozitif oldugu
saptanmistir (Sekil 3.21). B-katenin proteininin hucre-hlcre baglantilarindan
adezyon kemerinde goérev yapti§i Ozawa ve cgalisma grubunun [11] fibroblast
hacre hatlari olan NIH 3T3 ve L hacreleri kullanarak yaptiklari bir hicre kulttri
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calismasinda ortaya konmustur. Hucre zarinin hemen altindaki sitoplazma
kisminda bulunan B-katenin proteininin bir ucuna hucreler arasi baglayici protein
olan E-kaderin proteininin baglandigi, diger ucuna ise aktin baglayici proteinlerin
baglandigi gosterilmistir. Bu aktin baglayici proteinlere de aktin filamentlerinin
baglandigi saptanmistir. Bu sekilde hlcreyi c¢epegevre kusatan aktin
filamentlerinin, komgu epitel hlcrelerin bir arada tutulmasinda gorev yaptigi
belirlenmistir [665], [666]. Bizim bulgularimizda da immunositokimyasal olarak
belirledigimiz, ¢cok katl yassi epitel hiicre zarindaki zayif (+), orta (++), kuvvetli
(+++) ve cok kuvvetli (++++) B-katenin pozitifliginin, bu proteinin hicre-hicre
baglantilarindaki varligini 1sik mikroskobik olarak gosterdigi sonucuna variimigtir.
inceleme sirasinda, epitel hiicrelerinin birbirleri ile temas ettikleri bolgelerde daha
kuvvetli pozitiflik oldugu goértlmuas (Sekil 3.22), bu boélgelerde hicrelerin birbirine
daha siki baglandigi ve bulgumuzun (-katenin proteininin hicre-hucre

adezyonunda gorev yaptigini belirten ¢alismalarla uyum gdsterdigi belirlenmigtir.

Apoptotik hicrelerin hlicre zarlari 3-katenin proteini agisindan degerlendirildiginde
ise boyanma olmadigi goralmustir. Sekil 3.23’te goruldigu gibi normal ¢ok kath
yassi epitel hdcrelerinin  (B-katenin proteini agisindan pozitif oldugu, tam
karsisindaki apoptotik hicrede ise boyanma olmadigi saptanmistir. Boyanma
olmamasinin nedenleri yapilan c¢alismalarda soyle 06zetlenmistir. B-katenin
proteininin aktif kaspaz 3 enziminin substrati oldugu ve apoptozis ile birlikte bu
enzim tarafindan kesildigi ¢esitli arastiricilar tarafindan ortaya konmustur [203],
[204], [205], [667]. B-katenin proteininin hangi bolgeden kesildiginin belirlenmesi
amaciyla, proteinin 3 farkli bdlgesini taniyan farkli antikorlar kullaniimis, bu
calisma sonucunda [B-katenin proteininin hem N-terminal, hem de C-terminal
bolgelerine yakin iki farkli boélgeden kesildigi gosterilmistir [668]. B-katenin
proteininin N-terminal bdlgesinden kesimi sonucu adezyon kemerinden ayrildidi,
bu nedenle bu baglantinin bozuldugu ve apoptotik olmayan hicreler ile apoptotik
hicrelerin  birbirinden ayrildi§i  belirlenmistir  [204], [513], [669]. Bizim
bulgularimizda gérilen apoptotik hicre zarlarinin B-katenin proteini agisindan
negatif olusu B-katenin proteininin apoptotizse bagli olarak pargalanmasindan

kaynaklandigi dusunulmus, bulgumuz literatur bilgileri ile paralellik gostermigtir.

B-katenin proteininin hicre zarindaki pozitifliginin yani sira sitoplazma ve

cekirdekteki pozitifligi de immunositokimyasal olarak degerlendiriimigtir (Sekil
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3.24). B-katenin proteininin sitoplazma ve/veya c¢ekirdekteki varhginin Wnt/B-
katenin sinyal yolu aktivitesinin gosteriimesinde belirleyici (marker) olarak
kullanilabilecegi ifade edilmektedir [142], [177]. B-katenin proteininin sadece hicre
zarinda gorulmesi vel/veya sitoplazmanin zayif (+) olarak boyanmasi Wnt/B-
katenin sinyal yolunun inaktif durumda oldugunu gostermektedir. Hucrelerin
sitoplazmasinda [(-katenin proteini surekli yapilip yikilmaktadir; ancak dusuk
miktarda da olsa sitoplazmada bir miktar serbest B-katenin proteininin bulundugu
rapor edilmistir [168], [670]. Bu nedenle sitoplazmadaki zayif pozitiflik sinyal
aktivitesi agisindan onemli kabul edilmemistir. Sitoplazmanin orta (++), kuvvetli
(+++), veya ¢ok kuvvetli (++++), cekirdegin ise pozitif (+) boyandigi durumlarda ise
sinyal yolunun aktif oldugu kabul edilmistir. Bu bilgilere dayanarak 224 olgunun
44’(Unde (%19,6) Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktif, 180’inde (%80,4) ise inaktif

oldugu saptanmisgtir.

Sinyal yolunun pozitif oldugu 44 olgunun 21’inde (%47,7) cok katli yassi epitel
hicrelerinde sitoplazmanin yani sira c¢ekirdegin de pozitif oldugu gézlenmistir.
Cekirdegin bir kismi (Sekil 3.28) ve cekirdedin timinde (Sekil 3.26) goérilen bu
pozitifligin yani sira, dikkat ¢ekici bir bulgu olarak ¢ekirdek zarlarinin pozitif oldugu,
ancak cekirdek iginin negatif olarak boyandigi saptanmistir (Sekil 3.27). p-katenin
proteininin hem molekdl agirhginin 92 kDa olmasi, hem de c¢ekirdede giris icin
gerekli olan g¢ekirdege giris sinyali (nuclear localisation signal, NLS) icermemesine
ragmen, cekirdege girdigi literatur bilgisinde belirtiimistir [176], [177]. Bu iki
olumsuz oOzellige ragmen B-katenin proteininin ¢ekirdede girisi ile ilgili olarak
yapilan ¢alismalarda, bu proteinin NLS sinyali iceren TCF/LEF-1, APC, Axin gibi
proteinlere baglanarak c¢ekirdege girme oOzelligine sahip oldugu ve bu sekilde
cekirdek porlarindan c¢ekirdek igine girdigi, ¢cekirdekten de sitoplazmaya gecebildigi
yapilan ¢alismalarda 6ne suruimustur [142], [179], [180], [181]. Bir bagska goruse
gore ise sitoplazmadaki 3-katenin proteininin ¢ekirdek por kompleksinin yapisinda
bulunan “Nukleoporin 62 (Nup 62)”, Nup 153 ve Nup 358 proteinlerine direkt
olarak baglandigi zaman gekirdek igine gecebildigini dne surllmustir. Ancak -
katenin proteininin bu proteinleri neden tercih ettigine ve nasil iceri girdigine dair
kesin bir bilgiye rastlanmamistir [178]. Bizim 11k mikroskobik olarak c¢ekirdek
zarinda kalin bir gerit seklinde B-katenin proteinini pozitif olarak gérmis olmamiz
(Sekil 3.27) bu proteinin ¢ekirdek icine girerken por komplekslerindeki reseptoérlere
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baglanarak henuz iceri girdigini ve periferde toplandigini, diger kismin da bu

nedenle negatif olabilecegini bize dusindurmasgtur.

Calismamizda immunositokimyasal olarak incelenen apoptotik hicreler sitoplazma
ve cekirdekteki B-katenin proteininin pozitifligi agisindan degerlendirildiginde ise
hacrelerin negatif oldugu belirlenmistir (Sekil 3.25). Apoptotik hucrelerin hem
sitoplazma hem de c¢ekirdegindeki bu B-katenin negatifliginin nedenleri Gzerine
cesitli gorusler bulunmaktadir. Bunlardan, Canterella ve ¢alisma grubu tarafindan
insan noéroblastoma hucreleri (SH-SY5Y) ile yapilan c¢alismada apoptozisin
induklenmesinin ardindan [(3-katenin proteininin sitoplazmadaki yikiminin arttigi
gOsterilmigtir [671]. Steinhusen ve c¢alisma grubu [205] tarafindan yapilan
calismada ise apoptozisle birlikte aktiflesen aktif kaspaz 3 enziminin
sitoplazmadaki B-katenin proteinini belirli bodlgelerden keserek bozdugu
saptanmigtir. Boylece B-katenin proteininin gekirdekteki TCF/LEF-1 transkripsiyon
faktorlerini aktiflestiremedigi ve buna bagli olarak da Wnt/B-katenin sinyal yolunu
aktiflestirme 6zelliginin ortadan kaldirildigi bildirilmistir. Bu bilgilerle uyumlu olarak
kaspaz 3 aktivitesi ile birlikte kesilen B-katenin proteininin sitoplazma ve ¢ekirdekte
birikmedigi bu nedenle apoptotik hicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolunun inaktif

durumda oldugu belirlenmistir.

istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede immiinositokimyasal olarak
belirledigimiz Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin kontrol ile galisma grubundaki
atipik ve enfeksiyonlu olgular arasinda farklilik gosterip gostermedigi arastirimis,
kontrol grubu olgularinin %18,1’inde (26/144), atipik olgularin %47,1’'inde (8/17),
enfeksiyonlu olgularin ise %15,9'unda (10/63) sinyal yolunun aktif oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.10). Yapilan analizlerde atipik olgularda
sinyal yolu aktivitesinin kontrol grubu olgularina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttigi belirlenirken (p<0,05), enfeksiyon olgularinda ise anlamh bir

farklihk bulunmadigr goralmagtir (p>0,05).

Servikal kanser gelisiminde ilk asamada servikal intraepitelyal lezyonlar (cervical
intraepithelial lesions; CIN) olugsmaktadir [672]. Wnt/B-katenin sinyal yolu
aktivitesinin servikal kanser oncesi intraepitelyal lezyonlarda etkisini arastiran
cesitli calismalar bulunmaktadir [643], [673]. Shinonara ve arastirma grubunun
[642] 2001 yilinda servikal biyopsileri kullanarak yaptigi bir immunohistokimyasal

calismada, intraepitelyal lezyonlar (displazi) ile in situ ve invaziv kanser
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olgularinda B-katenin proteininin ifadesi arastirilmis ve ¢alisma sonucunda Wnt/B-
katenin sinyal yolu aktivitesinin normal dokulara kiyasla displazi, in situ ve invaziv
kanser olgularinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi ve bu sinyal
aktivitesinin servikal kanser olusumunda 6nemli rolu olabilecegi ifade edilmistir. Bu
calismalarla uyumlu olarak, bizim ¢calismamizda da atipik hicresel degisikliklerin
varhgi belirlenmis 17 olgunun %47,1’inde (8/17) sinyal yolunun aktif durumda
oldugu kontrol grubu olgularinda ise bu oranin %18,1 (26/144) oldugu
gorulmustur. Atipik hucrelerde gerceklesen sinyal yolu aktivitesindeki bu artis
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu bulgulara dayanarak atipik
hucresel degisikliklerin olusumunda Wnt/B-katenin sinyal yolunun etkisi olabilecegi
disundimustir. Ayrica B-katenin proteininin sitoplazma ve/veya c¢ekirdekteki
lokalizasyonunun atipik hUlcrelerin saptanmasinda belirleyici (marker) olarak
kullanilabilecegi yorumu yapilmig, her bir olgu grubuyla olgu sayisi arttirilarak
calisma yapilmasinin bu iliskinin tam olarak gdsterilebilmesi agisindan 6nemli
oldugu sonucuna gidilmistir. Yaptigimiz literatir taramasinda daha once
servikovajinal simirlerde servikal kanser onclll lezyonlar ile B-katenin proteininin
varlidi ve lokalizasyonu arasindaki iligkiyi arastiran baska bir galismaya ise
rastlanmamistir. Bu nedenle orijinal olan bu bulgunun sonraki ¢alismalar igin temel

olusturabilece@i 6nemli bir sonug olarak kaydedilmistir.

Histolojik olarak intraepitelyal lezyonlar (CIN) seklinde adlandirilan htcresel
degisiklikler Papanicolaou boyali servikovajinal simirlerde ASCUS, LSIL ve HSIL
olarak adlandirilan degisikliklerle tanimlanmaktadir [674]. Calismamizda, sitolojik
olarak ASCUS, LSIL ve HSIL olarak belirlenmis olan atipik hiicresel degisiklikler
ayri ayri sinyal yolu aktivitesi agisindan kontrol grubu olgulari ile kargilagtirilmistir
(Cizelge 3.8). LSIL ve HSIL olgularinda kontrol grubu olgularina kiyasla sinyal
aktivitesinin artmisg oldugu saptanirken (p<0,05), ASCUS olgularinda ise

istatistiksel olarak anlaml bir farkhliga rastlanmamistir (p>0,05).

LSIL ve HSIL tanilarinin HPV enfeksiyonu ile iligkili oldugu literatlirde
bildirilmektedir [675], [676]. HPV epitel hlcrelerini enfekte ettiginde ya konak hiicre
sitoplazmasinda kopya sayisini arttirarak kondilom olusumunda rol oynadigi ya da
kendi genomunu konak hucre genomuna entegre ederek hucrelerin onkojenik
transformasyonuna neden oldugu bildiriimektedir. HPV, konak hucre genomuna

fiziksel olarak entegre oldugunda kendi proteinlerini sentezlemeye baglar. Bu
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proteinlerden E6 ve E7 onkoproteinleri, sirasiyla tumor baskilanmasindan sorumiu
p53 ve Retinoblastoma (Rb) proteinlerine baglanarak bu proteinleri inaktif hale
getirmektedir. Bu sekilde hlcre siklusunun kontroliinin bozuldudu ve hicrelerde
kontrolslz proliferasyonun gercgeklestigi belirlenmistir [677], [678], [679], [680]. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda HPV'nin servikal kanser olusumunda tek basina bir
etken olmadigi, Wnt/B-katenin sinyal yolunun kontrolsiz aktivasyonunun da bu
donusimde rol oynayabilecedi ortaya konmustur [681], [682]. HPV E6 ve E7
proteinleri ile yapilan in vitro ¢alismalarda, bu proteinlerin 3-katenin proteininin
sitoplazma ve/veya c¢ekirdekte birikmesine ve Wnt/B-katenin sinyal yolunun
aktivasyonuna neden oldugu gosterilmig, ancak mekanizma tam olarak ortaya
konulamamistir [673], [683]. Bu mekanizmanin aydinlatiimasi amaciyla Chung ve
calisma grubu tarafindan yapilan iki ayri arastirmada, HPV’nin virulans
aktivitesinde rol oynayan E6 ve E7 proteinlerinin, Wnt/B-katenin sinyal yolunun
aktivasyonunu onleyen “Secreted Frizzled-related protein (sFRP)” inhibitor
proteinlerini kodlayan SFRP genlerinin promoter bdolgelerini hipermetilasyona
ugrattigr  gosterilmistir.  Bu  hipermetilasyonlar nedeniyle sFRP inhibitor
proteinlerinin ifadesinin engelledigi ve Wnt/B-katenin sinyal yolunun kontrolsuz
olarak aktiflestigi g¢alismalar sonucunda ortaya konmustur. Bizim elde ettigimiz
bulgularla uyumlu olarak, Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin LSIL ve HSIL
olgularinda kontrol grubu olgularina kiyasla arttiyi da bu calismalarda ortaya
konmustur [684], [685]. Bu bilgiler i1siginda servikal kanser olusumunda HPV
enfeksiyonunun basglatici bir faktdr oldugu ancak kanser gelisiminde Wnt/B3-katenin
sinyal mekanizmasinin kontrolsiiz sekilde aktiflesmesinin de epitel hlcrelerinin

anormal proliferasyon ve farklilagsmasinda etkili olabilecegi dustnulmustur.

ASCUS servikovajinal simirlerde 6nemi belirlenemeyen atipik skuamoz hucreleri
goOstermektedir. ASCUS tanisi hucrelerdeki degisikliklerin derecesinin tam olarak
ayirtedilemedigi durumlarda verilmektedir [686]. Calismamizda ASCUS tanisi
almis 5 olgudan 1’inde (%20) sinyal yolunun aktif, 4’inde (%80) ise inaktif
durumda oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde de kontrol grubu
olgulari ile ASCUS olgulari arasinda istatistiksel agidan anlamh bir farklihk
bulunamamistir  (p>0,05). Literaturde, [B-katenin proteininin  varligi ve
lokalizasyonunundaki degisikliklerin ASCUS olgulari ile iligkisini arastiran herhangi

bir calismaya rastlanmamigtir. Elde ettigimiz bulgularda sinyal yolu inaktif durumda

173



olan 4 olguda, atipik hucresel degisikliklerin inflamatuvar sebeplere bagh olarak
olusmus olabilecegi, sinyal yolu aktif olan diger hastanin ise simir takibi ile daha
ileri  hicresel degisikliklerin varhd@l acisindan degerlendiriimesi gerektigi

dusunulmaustar.

Atipik hucresel degisikliklerin ilerleyisi ile Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi
arasinda bir iligki olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.9'da goruldugu
gibi ASCUS, LSIL ve HSIL olgulari birbirleri ile sinyal aktivitesi agisindan ayri ayri
karsilastiriilmig, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit
edilememigtir (p>0,05). Yapilan galismalarda (-katenin proteini ile hastaliklarin
seyri arasindaki iligski arastiriimistir. Kolorektal kanserli hastalarda yapilan bir meta
analizde B-katenin proteininin sitoplazma ve/veya c¢ekirdekteki birikiminin
hastaligin seyrini ve sag kalimi olumsuz 6nde etkiledigi bildirilmistir [235]. Buna
karsin ¢calismamizda elde ettigimiz bulgular sonucu B-katenin proteininin varligi ve
lokalizasyonundaki  degisikliklerin, servikal atipik hdcresel degisikliklerin
ilerleyisinin anlasiimasinda belirleyici olarak g6z énline alinamayacagi, ancak olgu
sayisinin arttirilarak bu iligskinin detayl olarak degerlendiriimesinin gerektigi

sonucuna varilmigtir.

Kontrol grubu olgulari ile ¢alisma grubundaki atipik ve enfenksiyonlu olgular -
katenin proteininin hucre zari, sitoplazma ve g¢ekirdekteki H-skorlari agisindan da
karsilastiriimistir. Bu karsilastirma sonucunda Wnt/B-katenin sinyal yolu aktif olan
olgularin tamaminda zar, sitoplazma ve ¢ekirdekteki H-skor ortalamalarinin, sinyal
inaktif olan olgulara kiyasla daha yuksek oldugu belirlenmigtir (Cizelge 3.12 ve
Cizelge 3.13). Wnt/B-katenin sinyal yolunun hedefi hiicre zari, sitoplazma ve
cekirdekteki B-katenin miktarinin dizenlenmesidir. Yapilan g¢alismalarda Wnt/[3-
katenin sinyal yolunun sinyal molekulli olan Wnt'nin hedef hiicre zarinda bulunan
reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunan (-katenin
dizeyinin hizla arttigi belirlenmigtir [182], [687]. Bununla birlikte, Cox [175] ve
Hendriksen [688] calisma gruplarinin ayri ayri yaptiklari calismalar sonucunda
sinyal aktivitesine bagl olarak sitoplazmada birikmeye baglayan B-katenin
proteininin zarda bulunan E-kaderin molekdlleri tarafindan kuvvetle hlcre zarina
cekildigi rapor edilmistir. Zardaki tim E-kaderin molekilleri B-katenin proteini ile
baglandiktan sonra, sitoplazma ve gekirdekteki B-katenin miktarinin arttigini rapor
etmislerdir. Tim bu yayinlarla uyumlu olarak, bizim bulgularimizda da Wnt/B-
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katenin sinyal yolu aktivitesine baglh olarak p-katenin proteininin zardaki,
sitoplazmadaki ve gekirdekteki H-skor ortalamalarinin sinyal yolu inaktif olgulara
oranla arttigi belirlenmis, bu artis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur
(p<0,05).

Calismamizda [-katenin proteininin yani sira hucrelerde apoptozis varliginin
berlilenmesi amaciyla aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9
antikorlarinin varligi  immunositokimyasal olarak degerlendirilmistir. Apoptotik
hicreler aktif kaspaz 3 antikoru agisindan incelendiginde apoptotik hcrelerin
hacre zan (Sekil 3.34), sitoplazma (Sekil 3.31, Sekil 3.35 ve Sekil 3.37), cekirdek
zari (Sekil 3.36) ve cekirdeginde (Sekil 3.35 ve Sekil 3.37) aktif kaspaz 3 enziminin
pozitif oldugu saptanmistir. Huicrelerde normalde inaktif proenzim olarak
sentezlenen kaspaz 3 enzimi, apoptotik uyarinin ardindan basglatici kaspazlar
(kaspaz 8 ve kaspaz 9) tarafindan kesilerek aktif kaspaz 3 haline gelmektedir. Aktif
kaspaz 3 enzim aktivitesi, dokularda immunohistokimyasal hucrelerde ise
immunositokimyasal olarak belirlenebilmektedir. Bu yontemlerin diginda Western
blot, ELISA ve akim sitometri ydntemleri de kaspaz 3 aktivitesinin tayini icin
kullanilmaktadir [689], [690], [691]. Bu yontemler uygulanirken antikor seciminde
kaspaz 3 enziminin sadece aktif formuna baglanan ve inaktif proenzim kaspaz 3
ile diger kaspaz enzimlerine baglanmayan antikorun segimi yontemin 6zgullugu
icin 6nem tasimaktadir. Bu nedenle aktif kaspaz 3 enziminin varligi apoptozis
mekanizmasinin  aktivitesini gosterdiginden 6zgullugu oldukga yuksek bir
yontemdir ve apoptozis tayininde altin standartlardan biri olarak gosteriimektedir
[692], [693], [694]. Bu bulgulara dayanarak galismamizda apoptotik hlcrelerin
tayini icin sadece aktif kaspaz 3 enzimini taniyan monoklonal bir tavsan antikoru
kullaniimis, bu antikor ile sitoplazmanin boyanmasi apoptozis acgisindan pozitif
olarak kabul edilmistir.

Bu bulgularin yani sira hicre zarina bakildiginda apoptozis pozitif olgularda hicre
zarl ve hemen altinda bulunan sitoplazma kisminin aktif kaspaz 3 enzimi
acisindan pozitif oldugu dikkatimizi ¢ekmistir (Sekil 3.34). Apoptozis, o6lim
reseptorleri ve mitokondri aracili apoptozis olmak Uzere iki farkli sinyal yolu ile
aktiffesmektedir. Hucre zarinda bulunan Olum reseptdrlerine ligandlari
baglandiginda 6lim reseptorleri aracili apoptozis aktiflesir ve bu aktivasyon

kaspaz 3 enziminin aktif duruma gegmesi ile sonuglanir [695]. Bizim
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bulgularimizda hdcre zari ve altindaki sitoplazma bolgesinde aktif kaspaz 3’Un
pozitif olmasi apoptozis mekanizmasinin olum reseptorlerine bagh olarak henuz

aktiflestigi seklinde yorumlanmistir.

Apoptotik hicre zarinda immunositokimyasal olarak ilging bulgular elde edilmistir.
Bunlardan biri apoptotik hicrenin zarinda yuvarlaklar seklinde ¢ikintilar olugsmasi
ve bu yuvarlaklarin aktif kaspaz 3 enzimi agisindan immunositokimyasal olarak
reaksiyon vermesidir (Sekil 3.32). Diger énemli bir bulgu da apoptotik hlcrenin
hicre zarinda tomurcuklar gostermedigi halde duz hucre zarinda yer yer
yuvarlaklar seklinde birikim gdstermis olan pozitif alanlara rastlanmis olmasidir
(Sekil 3.33). Hucre zarinda meydana gelen bu tomurcuklanma mekanizmasinda
Rho iligkili kinaz (ROCK [) aktivitesinin dnemli oldugu belirlenmistir. Apoptozis ile
birlikte aktiflesen kaspaz 3 enziminin substratlarindan biri de ROCK | enzimidir.
Normal sartlar altinda sitoplazmada inaktif halde bulunan bu enzim apoptozis ile
birlikte aktif kaspaz 3 tarafindan kesilerek aktif ROCK | haline gelmektedir. Aktif
ROCK | enzimi ise miyozin hafif zincirinin (MLC) asiri sekilde fosforillenmesine
neden olmaktadir. Bu fosforillenme sonucu aktiflesen MLC’nin, apoptotik
hicrelerin periferinde rastgele dagilim gosteren aktin filamentlerinin kasiimasina
ve kasilan aktin filamentlerinin de hucre zarinda bu tomurcuklanmalarin
olusumunda rol oynadigi gosterilmistir [536], [564], [696]. Bizim bulgularimizda
hicre zarinda yer yer kimelenmis ve tomurcuklanan hucrelerin ¢ikintilarinda
immuanositokimyasal olarak gozledigimiz  aktif kaspaz 3  aktivitesinin

tomurcuklanma evresinin erken basamagini gosterdigi dusunulmastir.

Apoptotik hucrelerde hucre zari ve sitoplazma disinda gekirdek zari ve g¢ekirdekte
de aktif kaspaz 3 enziminin pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 3.35, Sekil 3.36 ve
Sekil 3.37). Literatlr incelendiginde cekirdek zarindaki aktif kaspaz 3 pozitifligini
gOsteren herhangi bir calismaya rastlanmamistir ancak Buendia ve c¢alisma
grubunun [697] elektron ve florasan mikroskopi teknikleri kullanarak yaptiklari
calismada apoptozisin uyariimasi ile birlikte c¢ekirdek kilifi ve c¢ekirdek por
kompleksinin yapisinda bulunan proteinlerin aktif kaspaz 3 enzimi tarafindan
parcalandigi belirlenmistir. Buna baglh olarak ¢ekirdek zarinda gorulen aktif kaspaz
3’'Un c¢ekirdek kilifi ve c¢ekirdek por kompleksinde bulunan proteinlerin
parcalanmasi igin orada birikmis olabilecegi dusunulmis, mekanizmanin tam

olarak aydinlatilabilmesi igin daha ayrintih c¢aligmalar yapilmasi gerektigi
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yorumuna gidilmigtir. Cekirdegin butinundeki aktif kaspaz 3 pozitifligi ise cesgitli
arastiricilar tarafindan arastinimigtir. Ramuz ve calisma grubu [698] tarafindan
konfokal mikroskop kullanilarak yapilan bir ¢alismada apoptozisin baslangi¢
evrelerinde sitoplazmada az miktarda bulunan aktif kaspaz 3 enziminin
apoptozisin ilerlemesiyle birlikte sitoplazmadaki miktarinin arttigi ve apoptozisin
son evrelerinde ise gekirdekte bulundugu gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
bulgularimizda c¢ekirdekte gorulen aktif kaspaz 3 pozitifliginin apoptozisin ge¢

evrelerindeki hucreleri gosterdigi dusunulmustar.

Apoptotik hacreler aktif kaspaz 8 enzimi agisindan immunositokimyasal olarak
incelendiginde, apoptotik hucrelerin hucre zar (Sekil 3.40 ve Sekil 3.41)
sitoplazma (Sekil 3.42) ve cekirdeginde (Sekil 3.42 ve Sekil 3.45) pozitiflige
rastlanmistir. FasL ve TNFa gibi apoptozisi uyaran ligandlarin TNFR1 ve Fas gibi
hicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanmasi hicrelerde 6lim reseptorleri
aracili apoptozisin uyariimasini saglamaktadir [462]. Yapilan c¢alismalarda
prokaspaz 8 enziminin 6lim reseptorlerinin sitozol icindeki adaptoér protein bagh
kismina tutunarak “reseptdr-adaptor protein ve prokaspaz 8 enziminden” olusan
bir “Olim indukleyici sinyal kompleksi (DISC)” meydana getirdigi gosterilmistir
[463], [464], [465]. Boylece bu kompleks prokaspaz 8 enziminin aktif hale gegmesi
icin uyarici olarak gérev yapmaktadir. Bu aktiflesmis olan prokaspaz 8 enziminin
diger prokaspaz 8 enzimlerinin kompleks olusumuna gerek olmaksizin aktif
kaspaz 8 haline donismesini sagladigi yapilan ¢alismalarda gosterilmigtir [466].
Bizim bulgularimizda da aktif kaspaz 8 enziminin Sekil 3.40’da goruldugu gibi
hicre zarinda saptanmis olmasinin olum reseptorleri aracih apoptotik
mekanizmanin erken evresini gosterdigini, sitoplazmadaki pozifligin (Sekil 3.41 ve
Sekil 3.42) ise aktiflesen kaspaz 8 enziminin sitoplazmaya yayildigini ve 6lim

reseptorleri aracili apoptotik mekanizmayi devam ettirdigini disundirmasgtir.

Sekil 3.43’de goruldigu gibi ¢ekirdeginde karyolizis goértlen bir hicrenin
sitoplazmasinin timinde orta (++) pozitiflik oldugu, c¢ekirdedin ise negatif oldugu
saptanmigtir. Karyolizis sadece apoptozis varliginda degil, programsiz bir hlcre
O0lumu tipi olan nekrozis varliginda da huicrelerde gozlenmektedir [699].
Calismamizda karyolizis gorulen bir hicrede apoptozis varliginda spesifik olarak

aktiflesen bir enzimin pozitif olarak goértilmesi, bu karyolizis degisikliginin
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apoptozise bagl olarak gercgeklestigi ancak nekroza bagl olmadigi seklinde

yorumlanmigtir.

Apoptotik hucrelerde ¢ekirdek igin yapilan gozlemlerimizde sitoplazmanin tumunde
gorulen pozitifligin  ¢ekirdekte de saptandigi (Sekil 3.42 ve Sekil 3.44)
gosterilmigtir. Benchoua ve ¢alisma grubu [700] tarafindan fare modeli kullanilarak
yapilan galismalarda néron hucrelerinde aktif kaspaz 8 enziminin gekirdek icine
girdigi gosterilmistir. Bu enzimin g¢ekirdek icinde DNA tamirinden sorumlu “Poli
(ADP-riboz) polimeraz-2 (PARP-2)” enzimini keserek, inaktif hale getirdigi ve
apoptozisin ilerlemesinde gorev yaptigi bildirilmigtir. Bu bilgiler 1s1ginda apoptotik
hicrelerde gozlemis oldugumuz sitoplazma yani sira cgekirdekteki pozitifligin,
sitoplazmada biriken aktif kaspaz 8 enziminin belirli bir siire sonra ¢ekirdege girdigi
muhtemelen de PARP-2 enzimini keserek DNA onarimini engelledigi ve bu sekilde

cekirdek iginde aktivite gosterdigi dusunulmustar.

Apoptotik hacreler aktif kaspaz 9 enzimi agisindan immunositokimyasal olarak
incelendiginde, apoptotik hicrelerin sitoplamasinda pozitiflik oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.46, Sekil 3.47 ve Sekil 3.48). Kaspaz 9 enzimi ile ilgili olarak yapilan
calismalarda kaspaz 9 enzimi bulunmayan (mutant) embriyonik hlcreler, timositler
ve fibroblastlarda mitokondriye bagli hicre dlumunin gerceklesmedidi, buna bagl
olarak da mitokondri aracili apoptotik mekanizmanin olusabilmesi i¢cin kaspaz 9
enziminin gerekli oldugu bildirilmistir [701], [702]. Mitokondri aracili apoptozis
olayinda, apoptotik uyari ile birlikte Sitokrom c¢ mitokondriden sitozole salinir.
Sitozolde Sitokrom c, Apaf-1 adi verilen bir proteine baglanmaktadir. Bu baglanma
7 adet Apaf-1, 7 adet sitokrom c ve 7 adet ATP molekilli biraraya gelerek
“apoptozom” olarak adlandirilan tekerlek benzeri kompleksi (Wheel like) olusturur.
Sitozolde bulunan prokaspaz 9 apoptozoma baglanir ve aktif kaspaz 9 haline gelir.
Aktif kaspaz 9, ise kaspaz 3 enziminin aktiflesmesini saglayarak hucrelerin
o0lumunde rol oynar [486], [487], [488]. Bizim bulgularimizda da apoptotik
hicrelerin sitoplazmalarinda aktif kaspaz 9 pozitifligi gértlmis ve bu pozitifligin
mitokondri aracili apoptozisden kaynaklandigi dusunulmustar.

Apoptotik hicrelerin ortadan kaldiriimasinda epitel hicrelerin gérev yaptigi gesitli
calismalarla ortaya konmustur [606], [703]. Bu c¢alismalarin sonuglarina goére
apoptotik hiicrenin zarinda, apoptotik olmayan epitel hiicre tarafindan taninmasini

saglayan sinyal molekullerinin bulundugu, bu sinyal molekullerini taniyan epitel

178



hucrelerinin de apoptotik hlcrelere yalanci ayaklar uzatarak baglandigr ve
fagositoz ile hlcre igine aldig1 apoptotik hucreyi ortadan kaldirdigi gosterilmigtir
[569], [606], [703]. Bizim yaptigimiz 1sik mikroskobik incelemede Sekil 3.37, Sekil
3.44 ve Sekil 3.48'de goéruldugu gibi aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimleri agisindan
negatif apoptotik olmayan epitel hucrelerin, bu enzimler agisindan pozitif olan
apoptotik hucreleri yalanci ayaklar uzatarak hicre icine aldigi, Sekil 3.38'de ise
aktif kaspaz 3 agisindan pozitif olan bir cisimcigin fagositoz ile hiice igine alindidi
saptanmigtir. Apoptotik hucrelerin ortadan kaldirilmasinda epitel hucrelerin
fagositozunun yani sira makrofajlarin da goérev yaptigi birgok c¢alismada
gOsterilmistir Bu ¢alismalara gore apoptotik hucrelerin fagositoz ile hucre igine
alindigi ve sindirilerek ortamdan uzaklastirildigi belirlenmistir [704], [705]. Bizim
bulgularimizda da S$ekil 3.45°de goruldagu gibi yalanci ayaklar uzatmis bir
makrofaj, aktif kaspaz 8 enzimi agisindan pozitif bir apoptotik cisimcigi hucre igine
almak Uzereyken tespit edilmig, bu goruntide ayrica bir nétrofil 16kositin de bu
apoptotik cisimcige cok yaklasmis oldugu dikkatimizi cekmistir. Bu apoptotik
cisimcigin hem notrofil I16kosit hem de bir makrofaj tarafindan fagosite edilmek
istenirken, makrofajin igine girmek Uzere oldugu belirlenmigtir. Bir diger Sekil
3.39'da ise aktif kaspaz 3 enzimi agisindan pozitif olan birgok apoptotik cisimcigin,
blylk bir makrofaj igine girmis oldugu ve makrofaj sitoplazmasinin dejenere
oldugu, hatta belki bu makrofajin belli bir sire sonra O6lume gidebilecedi

dusundimustar.

istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede imminositokimyasal olarak
belirledigimiz aktif kaspaz enzimlerine ait bulgular incelenmistir. Calisma
kapsamindaki 224 olgunun 95’inde (%42,4) aktif kaspaz 3 [apoptozis (+)], 79’unda
(%35,3) aktif kaspaz 3, 8 ve aktif kaspaz 3, 8, 9 [6lum reseptorleri aracili apoptozis
(+)], 5inde (%2,2) ise aktif kaspaz 3 ve 9 [Mitokondri aracili apoptozis (+)]

enzimlerinin pozitif oldugu saptanmistir.

Aktif kaspaz 3 tayini literatirde yaygin olarak apoptozisi géstermek amaciyla
kullanillan, 6zgullugu oldukga yuksek bir yontemdir. Apoptozis olmadigi durumda,
hicrede inaktif formu ile bulunan bu enzim, apoptotik uyariya bagl olarak
aktiflesmektedir [692], [693], [694]. Bu nedenle aktif kaspaz 3 ile boyanmis
hicreler apoptozis (+) olarak siniflandiriimistir. Kaspaz 8 enzimi ise 6lUim

reseptorleri aracih apoptotik yolda goérev alan bir baslatici kaspazdir. Cesitli

179



sitokinler, buyume faktorlerindeki eksiklikler veya olum reseptorlerine
baglanabilecek ligandlarin varligi 6lum reseptort aracili apoptotik mekanizmayi
aktif hale getirmektedir. Bunun sonucunda sitozolde inaktif prokaspaz 8 halinde
bulunan enzim, aktifleserek aktif kaspaz 8 enzimi halini alr. Aktif kaspaz 8
enzimininin prokaspaz 3 enzimini keserek, aktiflesmesinde rol oynadigi
belirlenmistir [461], [470]. Bu bilgiler 1siginda calismamizda aktif kaspaz 3
enzimine ek olarak aktif kaspaz 8 acisindan pozitif olan olgular 6lim reseptorleri
aracili apoptozis agisindan pozitif olarak kabul edilmistir. Aktif kaspaz 8 enziminin
substratlarindan bir digeri ise proapoptotik bir Bcl-2 Gyesi olan Bid proteinidir. Aktif
kaspaz 8 etkisi ile kesilen bu protein, mitokondride bulunan Sitokrom c’nin sitozole
salinmasini saglamaktadir. Sitozole salinan sitokrom c’de apoptozom olusumu ve
prokaspaz 9 enziminin aktif kaspaz 9 haline déntisimuinde rol oynamaktadir. Bu
nedenle aktif kaspaz 9 enzimi hem olum reseptorleri aracili apoptozis hem de
mitokondri aracili apoptozis mekanizmalarinda ortak olarak bulunmaktadir [706],
[707], [708]. Dolayisiyla calismamizda aktif kaspaz 3 ve aktif kaspaz 8 enzimine
ek olarak, aktif kaspaz 9 enziminin varli§i belirlenmis olgular 6lim reseptérleri
aracili apoptozis agisindan pozitif olarak degerlendirilmigtir. Hucreler, iyonize
radyasyon, viral enfeksiyon, serbest radikallerden dolay! olusan oksidatif hasar,
hiicre icinde Ca* iyonu konsantrasyonunun artisi, pH’nin azalmasi ve DNA hasari
sonucunda mitokondri aracili apoptotik yol ile 6lmektedir [709], [477]. Aktif kaspaz
9 enzimi mitokondri aracili apoptotik yolun aktivitesi ile aktif duruma gegen ve
inaktif durumdaki kapaz 3 enzimin aktiflesmesine neden olan bir baglatici kaspaz
enzimidir [491]. Bu nedenle, calismamizda aktif kaspaz 3 enzimine ek olarak aktif
kaspaz 9 enziminin pozitif oldugu olgular mitokondri aracili apoptozis bakimindan

pozitif olarak tanimlanmistir.

Kontrol grubu ile g¢alisma grubundaki atipik olgular apoptozis varlidi agisindan
birbirleri ile karsilastirildiginda, atipik htcresel degisiklige sahip 17 olgunun 3’Unde
(%17,6) apoptozis varligi tespit edilirken, kontrol grubunda ise bu oranin %39,6
(57/144) oldugu saptanmistir (Cizelge 3.14). Atipik olgularda apoptozis varliginin
kontrol grubundaki olgulara kiyasla daha dusuk bir ylzde ile géruldigu belirlenmis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir iliskiye rastlanmamistir (p>0,05).
Atipik hucresel degisiklikler grubunu olusturan ASCUS, LSIL ve HSIL olgulari
apoptozis varligi agisindan ayri ayri degerlendirildiginde ise ASCUS (2/5, %40) ve
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LSIL (1/8, (%12,5) olgularinda az sayida olguda da olsa apoptozis pozitifligi
saptanirken, daha ileri duzeyde dedgisiklikleri gosteren HSIL (0/4, %0) olgularinin
higbirinde apoptozis pozitifligine rastlanmamistir (Cizelge 3.15, Cizelge 3.16 ve
Cizelge 3.17). Literatlrdeki ¢alismalar incelendiginde, Shi [710] ve Zanotti [711]
calisma gruplar tarafindan servikal biyopsi Ornekleri kullanilarak yapilan
calismalarda normal hucrelerden kansere dogru ilerleyen surecgte aktif kaspaz 3
aktivitesinin azaldigi rapor edilmigtir. Bu caligmalardan elde edilen sonuglar
Isiginda atipik hucresel degisikliklige sahip olgularda kaspaz 3 aktivitesindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, ASCUS ve LSIL
olgularinda henuz apoptotik aktivitenin tamamen ortadan kalkmadigi, HSIL'de bu
apoptotik mekanizmanin ortadan kalktigi disuniimustir. Kontrol grubu ve calisma
grubundaki atipik olgular 6lim reseptorleri aracili apoptozis ve mitokondri aracili
apoptozis varligi acisindan birbirleri ile karsilastirildiginda da, atipik olgularda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farkhliga rastlanmamistir
(p>0,05).

Kontrol grubu ile g¢alisma grubundaki enfeksiyonlu olgular arasinda apoptozis
varhdi acisindan bir farkhlik olup olmadigr arastirildiginda, enfeksiyonlu
olgularin %55,6’sinda (35/63), kontrol grubu olgularin ise %39,6’sinda (57/144)
apoptozisin pozitif oldugu saptanmis ve apoptozis varligi agisindan enfeksiyonlu
olgular ile kontrol grubu olgulari arasinda istatistiksel olarak da anlamli bir farklihk
oldugu gorulmustir (p<0,05). Enfeksiyonlu olgularda o6lum reseptorleri aracil
apoptozis pozitifliginin kontrol grubu olgulardan daha yiksek oldugu gorulmus, 2
grup arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak da anlamh bulunmustur (p<0,05).
Mitokondri aracili apoptozis incelendiginde ise enfeksiyon olgularinin higbirinde bu

tir apoptozise rastlanmamistir (Cizelge 3.18).

Enfeksiyon olgulari icinde yer alan BV olgulari apoptozis agisindan ayrica
degerlendirildiginde, 63 enfeksiyonlu olguda bulunan 11 (%17,5, 11/63) BV
olgusunun 8’inde (%72,7, 8/11) immunositokimyasal olarak apoptozisin pozitif
oldugu, apoptozis pozitif olan 8 olgunun 7’sinde (%87,5) ise 6lim reseptorleri
aracili apoptozisin pozitif oldugu saptanmistir. Bu olgularin higbirinde mitokondri
aracili apoptozis varhgina rastlanmamistir. Sekil 3.49'da goéruldugu gibi bir ipucu
hicresinin aktif kaspaz 3 ile apoptozis varlidi agisindan pozitif boyandigi, $ekil
3.50’de goruldigu gibi aktif kaspaz 8 pozitif olan bir apoptotik hiicrenin etrafinda
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serbest kokobasiller oldugu goérulmustur. BV bulgularimizi literatar bulgulariyla
irdeledigimizde BV ile apoptozis arasindaki iligkiyi direkt olarak gosteren
immunositokimyasal bir ¢alismaya rastlanmamis olmasina ragmen, Mirmonsef
[712], Pybus [713] ve Luhr [714] calisma gruplari tarafindan yapilan g¢alismalarda,
BV’ye neden olan mikroorganizmalardan salinan “kisa zincirli yag asitlerinin (short
chain fatty asid-SCFA)” ve amonyagin epitel hucrelerinde ve savunma
hicrelerinde apoptozise neden oldugunu gdsterilmistir. Ayrica Zarrifard ve ¢alisma
grubu [715] 6lum reseptorleri aracili apoptozisin uyariimasinda goérev alan TNFa
varhgini, vajinal sivilari galigarak gbézlemlemis ve apoptozis olusumunda gorev
alan bu molekulin ortamda BV varliginda epitel hicre ve savunma hucreleri
tarafindan salindigini éne surmuslerdir. Bizim calismamizda ise BV varliginda
apoptotik hicrelerin varligi immunositokimyasal olarak ortaya konmus ve orijinal
bulgu olarak kaydedilmistir. Bu sonuglara gére de BV’nin apoptozis olusumuna
neden olabilecedi disuniimustir. istatistiksel olarak da BV olgularinda hem
apoptotozisin hem de 6lim reseptorleri aracili apoptozisin arasinda anlamli bir

iliski oldugu saptanmistir (p<0,05) (Cizelge 3.19).

Enfeksiyon olgularinin  26'sinda (%41,3) ise higbir enfeksiyon etkeni
bulunmamasina ragmen, huicrelerde inflamasyon varligini belirten bulgular
saptanmistir. Bu 26 olgunun 19’unda (%73,1) apoptozisin pozitif oldugu, apoptozis
pozitif olan bu 19 olgunun 18’inde (%94,7) ise 6lum reseptorleri aracili apoptozis
mekanizmasinin pozitif oldugu belirlenmigtir. Bizim bulgularimizda gerek sitolojik
gerek immunositokimyasal olarak, bol PMNL’ler, hicrelerde perintkleer haleler ve
hicresel degisiklikler saptanmis olup (Sekil 3.8), immunositokimyasal olarak da
aktif kaspaz 3 ve 8 acgisindan pozitif hicreler goértlmuastir (Sekil 3.51 ve Sekil
3.52). Literatir bilgisine bakildiginda TNFa’nin 6lum reseptorleri aracili apoptozis
aktivasyonundan sorumlu oldugu, inflamasyon varliginda da epitel hucreleri ve
savunma hdcreleri tarafindan c¢esitli  sitokinlerin  ve  TNFa’'nin  salindigi
bildiriimektedir [283], [358], [716]. Bizim ¢alismamizda da inflamasyon olgularinda
hem apoptozis hem de 6lim reseptoérleri aracili apoptozis agisindan pozitifligin
saptanmis olmasi nedeniyle bu hcrelerin sitokinler ve TNFa araciligi ile
apoptozise gittigi disinUlmustir. istatistiksel olarak da inflamasyon olgulari ile

hem apoptozis (p<0,01), hem de oOlum reseptorleri aracili apoptozis (p<0,001)
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arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligkinin bulunmasi bu dugslincemizi

dogrulamistir (Cizelge 3.23).

Bu bulgularimiz H-skorlar agisindan degerlendirildiginde, kontrol grubu, enfeksiyon
olgulari ve atipik olgu gruplarinin, aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9
enzimlerine ait H-skor ortalamalari agisindan istatistiksel olarak birbirinden farkh
oldugu saptanmistir. Bu farkhligin hangi gruplar arasinda oldugu arastiriidiginda
ise kontrol grubu olgulari ile enfeksiyon olgulari, enfeksiyon olgulari ile de atipik
olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk oldugu goérulmuastur
(p<0,05). Ancak atipik olgulara ait H-skor ortalamalarinin kontrol grubu olgularina
kiyasla azalmasina ragmen, bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit
edilmistir (p>0,05). H-skorlardan elde ettigimiz tim bu bulgular da yukarda
acikladigimiz istatistiksel sonuglari destekler niteliktedir (Cizelge 3.24, Cizelge
3.25 ve Cizelge 3.26).

Apoptozis ile Wnt/B-katenin sinyal yolu arasindaki iligki incelendiginde kontrol
grubundaki 144 olgunun 26’sinda (%18,1) Wnt/B-katenin sinyal yolu aktif, 118’inde
(%81,9) ise inaktif oldugu immunositokimyasal olarak belirlenmistir. Bu bulgular
belirlenirken sadece kontrol grubundaki olgularla c¢alisiimis, c¢alisma grubu
degerlendiriimemistir ¢inkd apoptotik mekanizmalar incelenirken enfeksiyon ve
atipik hucresel degisikliklerin B-katenin proteini ve dolayisiyla Wnt/B-katenin sinyal
yolu aktivitesi Uzerine etkisi olabilecegi dusunulmus, bu nedenle ¢alisma grubu
g6zardi edilmistir. Sinyal yolu aktif durumda olan 26 olgunun 18’inde (%69,2)
apoptozis pozitif olarak bulunurken, 8 (%30,8) olguda ise apoptozis negatif olarak
degerlendirilmigtir (Cizelge 3.27). Apoptozis varligi ile Wnt/B-katenin sinyal yolu
aktivitesinin varli§i arasinda istatistiksel olarak da anlamli bir iliski oldugu
saptanmistir (p<0,01). Literatlirde Wnt/B-katenin sinyal yolu ile apotozis arasindaki
iliskiyi inceleyen cgesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan birinde
Drosophila melanogasterde Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivasyonunun retinal
néronlarda apoptozise neden oldugu godsterilmistir [196], [197]. Bagirsak epitel
hicreleri ile yapilan bir diger galismada ise Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesinin
az veya orta oldugu hucrelerde proliferasyonun uyarildidi, sinyal aktivitesinin
yuksek oranda goruldigu huicrelerde ise apoptozisin pozitif oldugu goralmustir
[717], [718]. Bu galismalarin aksine bazi arastiricilar, Wnt/B-katenin sinyal yolu

aktivitesinin htcre proliferasyonunu arttirdigini ancak mitokondri ve o6lim
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reseptorleri aracili apoptozisi inhibe ettigini yaptiklari arastirmalarda rapor
etmiglerdir [200], [201], [202]. Yapilan c¢alismalarda Whnt/B-katenin sinyal yolu
aktiflestiinde, bu sinyal yoluna ait hedeflenen genlerin bazilarinin apoptozisi
Onledigi bildirilmistir [719], [720]. Tum bu sonuglar dogrultusunda Wnt/B-katenin
sinyal mekanizmasi ile apoptozis arasindaki iligkinin hala tam olarak belirlenmedigi
anlasiimistir. Bu nedenle de simdiye kadar ¢alisiimamis olan servikovajinal sivi
ornekleri kullanilarak hem sitolojik hem de immunositokimyasal olarak Wnt/[3-
katenin sinyal yolu ile apoptozis arasinda bir iliski olup olmadidinin belirlenmesi

amaclanmis ve ¢alismamiz bu amaglar dogrultusunda sonuglandiriimigtir.

Bizim calismamizda daha once deginildigi gibi apoptotik hucrelerin sitoplazma
ve/veya cekirdeginde [B-katenin proteininin negatif oldugu, buna bagli olarak da
Wnt/B-katenin sinyal yolunun apoptotik hicrelerde inaktif durumda oldugu
gOsterilmigstir (Sekil 3.23 ve Sekil 3.25). Bu bulgumuz apoptotik hicrelerde B-
katenin proteininin aktif kaspaz aktivitesine bagl olarak parcalandigini sdyleyen
Brancolini [203] ve Steinhunsen [205] arastirma gruplarinin yaptiklari calismalar ile
uyum gostermigtir. Isik mikroskobik incelememiz sirasinda apoptotik hucrelerde
sinyal yolu inaktif olmasina ragmen dikkat ¢ekici bulgu olarak apoptotik hicrelerin
cevresinde bulunan ve apoptotik olmayan epitel hicrelerde ise Wnt/B-katenin
sinyal yolunun aktif durumda oldugu immunositokimyasal olarak saptanmistir
(Sekil 3.53 ve Sekil 3.54). Literaturde, Perez-Garijo [721] ve Ryoo arastirma
gruplan [722] tarafindan Drosophila’da yapilan calismalar sirasinda apoptotik
hdcrelerin, gevresinde bulunan ve apoptotik olmayan diger hucrelerde Wnt/B-
katenin sinyal yolunu uyardidi ifade edilmistir. Benzer bir bulgu Chera ve c¢alisma
grubu [723] tarafindan Hydra'da yapilan bir baska ¢alismada apoptotik hicrelerin
Wnt3A salgilayarak cevredeki hicrelerde sinyal yolunu aktiflestirdigi seklinde
ortaya konmustur. Daha sonra Li ve g¢alisma grubu [724] tarafindan fare modeli
kullanilarak yapilan bir galismada ise apoptotik hucrelerde aktif hale gegcen kaspaz
3 enziminin inaktif durumdaki “Kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz A, (calcium-
independent phospholipases A(2); IPLA,)” enzimini keserek aktif hale getirdigi
belirlenmistir. Aktif duruma gecen IPLA, enziminin de bir eikozanoid olan
arasidonik asidi sentezledigi, arasidonik asidin ise siklooksijenaz 1 ve 2 (COX1 ve
COX2) enzimlerinin etkisi ile “prostaglandin Hy’'ye (PGH;)”, PGH2'nin ise PGE

sentetaz enziminin aktivitesi ile “prostaglandin E;ye (PGE,)” donustugu
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saptanmigtir. Sonugcta, sentezlenen PGE;'nin apoptotik hicrelerden ekstraselltler
matrikse salindigi ve apoptotik olmayan hlcrelerde Wnt/B3-katenin sinyal yolunun
aktivasyonuna neden oldugu 6ne surulmastur (Sekil 4.1).

Apoptotik olmayan hiicrelerde
Wnt/beta-katenin sinyal yolunu uyarir
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Sekil 4. 1. Apoptotik hlicrede aktif kaspaz 3 enzimi aktivitesine bagh olarak iPLA;
ve PGE; sentezi gorulmektedir. PGE, ise apoptotik olmayan hucrelerde Wnt/B-

katenin sinyal yolunun aktivasyonuna neden olmaktadir [724].

Tam bu calismalarda, apoptotik hicreler tarafindan uyarilan Wnt/B-katenin sinyal
mekanizmasinin hicre proliferasyonunu arttirarak apoptozis sonucu azalan hiicre
sayisinin tamamlanmasinda ve dokunun eksilen hucrelerinin yerine konulmasinda
gorevi oldugu bildirilmistir. Bizim bulgularimizda da literatur bilgileri ile uyumlu
olarak apoptozis varligi ile sinyal yolu aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki oldugu gorulmus (Cizelge 3.27), bu sekilde apoptozis sonucu azalan epitel
hicrelerin yerine yeni epitel hicrelerinin olusumunun saglandigi ve epitel dokunun
batinligunun korundugu dusunulmustur. Literaturde bu mekanizmay1 gostermek
amaciyla yapilan g¢alismalarda, hayvan modelleri ve hdcre hatlari kullaniimis,
insanlardan alinan servikovajinal akinti orneklerinin kullanildigi
immunositokimyasal bir galismaya ise rastlanmamistir. Bu nedenle orijinal
oldugunu duasundigumuz bu bulgumuzun sonraki c¢aligmalar igcin temel

olusturabilecegi 6nemli bir sonug olarak kaydedilmistir.

Calismamizda, Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesi ile 6lim reseptorleri aracil

apoptozis varhgl arasinda da istatistiksel olarak anlamh bir iliski oldugu tespit
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edilmis (p<0,001), mitokondri aracili apoptozis ile sinyal yolu aktivitesi arasinda ise
anlaml bir farklihga rastlanmamigtir (p>0,05). Apoptotik hicrelerin Wnt/B-katenin
sinyal yolu aktivasyonunu uyardigini ifade eden c¢alismalar incelendiginde, sadece
Li ve calisma grubu [724] tarafindan yapilan calismada o6lum reseptorleri ve
mitokondri aracili apoptotik yollarin, sinyal aktivasyonu Uzerine etkisi aragtiricilarin
kendi gorusu olarak sunulmus, deneysel olarak bir sonu¢ veriimemistir. Bu
arastiricilar, apoptozis mekanizmasi ister 6lim reseptorlerine, ister mitokondriye
badli olarak gergeklessin, apoptotik hiicrelerin sinyal yolu aktivitesini uyarabilmesi
icin gerekli olan PGE, sentezinin gerceklestigini ve bu sekilde sinyal yolu
aktivitesinin uyarilabilecegini 6ne surmuslerdir. Buna karsin c¢alismamizda olgu
sayisi az olmakla birlikte mitokondri aracili apoptozis pozitif olan hi¢gbir olguda
sinyal yolunun aktif durumda olmadigi, bu nedenle sadece 6lUm reseptorleri aracili
apoptozis mekanizmasi sonucu 6len hucrelerin sinyal yolunu aktiflestirme etkisi
olabilecegi dusunulmuastur. Ancak olgu sayisinin arttirilarak bu iligkinin detayh

olarak degerlendirilmesinin gerektigi sonucuna gidilmigtir.

Bu bulgularimiz H-skorlar agisindan degerlendirildiginde, Wnt/B-katenin sinyal yolu
aktif olan olgularda aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimlerinin H-skor ortalamalarinin
sinyal inaktif olgulara kiyasla arttigi goérulmustur. Bu artis istatistiksel acidan da
anlamli bulunmustur (Cizelge 3.28 ve Cizelge 3.29). Elde ettigimiz bu sayisal

veriler yukarida acgikladigimiz istatistiksel sonuglari desteklemektedir.

B-katenin proteininin hlcre zarindaki varligini gézlemek amaciyla H-skorlari
degerlendirmeye alinip, bu degerlerin apoptozis, olum reseptorleri aracili
apoptozis ve mitokondri aracii apoptozis olgularinda karsilastiriimasi
amaclanmistir. B-katenin proteini varhiginin H-skorlar acisindan
degerlendirilebilmesi i¢cin hem apoptotik hem apoptotik olmayan hucrelerde
pozitiflige bakilmis ve bu pozitiflik igin hicreler sayiimigtir. Bu nedenle yapilan
istatistiksel incelemede [B-katenin proteininin hucre zarindaki H-skor ortalamalari
apoptotik olgularda azalmasina ragmen, bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi goérulmustar (p>0,05). Bu apoptotik ve apoptotik olmayan hicreler
incelendiginde apoptotik hiicre zarlarindaki p-katenin pozitifligi agisindan hepsinin
negatif oldugu, ancak diger hucrelerin zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++) ve ¢ok
kuvvetli (++++) pozitif oldugu belirlenmigtir (Sekil 3.23, Sekil 3.25, Sekil 3.53 ve
Sekil 3.54). B-katenin proteininin apoptotik hicre zarlarinda birikmedigi, ancak
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apoptotik hudcrenin salgiladigi maddelerin apoptotik olmayan diger hacreleri
uyararak B-katenin proteini birkimini sagladigi ¢calismalarda yer almaktadir [721],
[723], [724]. Bizim bulgularimizda da Sekil 3.53 ve Sekil 3.54’de goéruldugu gibi
apoptotik hucrelerin gevresinde bulunan ve apoptotik olmayan hucrelerde B-
katenin proteininin pozitif oldugu gorulmis ve bu bulgumuz literatur bilgilerini
dogrulamistir. Bu zardaki [(-katenin pozitifligin ise Wnt/B-katenin sinyal yolu

aktivasyonundan kaynaklandigini dusunilmastir (Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13).

Calisma kapsaminda degerlendirilen 224 hastada apoptotik mekanizmalarin
belirlenmesi amaciyla uygulanan aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9
enzimlerine ait H-skor ortalamalari da birbirleri ile karsilastinimistir (Cizelge 3.31
ve Cizelge 3.32). Literatirde apoptotik uyar ile aktif duruma gecen baslatici
kaspaz enzimleri kaspaz 8 ve kaspaz 9’un, aktif kaspaz 3’ln aktivasyonuna neden
oldugu, buna bagli olarak bu enzim aktivitelerinin birbirleriyle iligkili oldugu ve
apoptozise bagli olarak olusan kaspaz aktivasyonun bir selale reaksiyonu seklinde
gelistigi yapilan calismalarda ortaya konmustur [725]. Calismamizda yapilan
korelasyon analizleri de aktif kaspaz 3, aktif kaspaz 8 ve aktif kaspaz 9
enzimlerine ait H-skor ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamh pozitif bir
korelasyon oldugu belirlenmis, bu enzimlerin birbirlerini etkileyerek, apoptotik

mekanizmayi baslatip ilerlettigi sonucuna gidilmistir (p<0,001).

Sonug olarak; calismamizda B-katenin proteini ile apoptozis arasindaki iliskinin
sitolojik ve immunositokimyasal yontemlerle arastiriimasi amacglanmistir. Bu amag
dogrultusunda vyapilan sitolojik incelemeyle apoptotik hlcreler saptanmisg,
immunositokimyasal incelemeyle de B-katenin proteininin hicre zari, sitoplazma
ve cekirdekteki pozitifligi ile aktif kaspaz 3, 8 ve 9 enzimleri agisindan érnekler
incelenmistir. B-katenin proteininin apoptotik hicrelerde negatif oldugu ve buna
badli olarak da apoptotik hicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolunun inaktif durumda
oldugu saptanmistir. Bir diger 6nemli bulgu olarak, apoptotik htcrelerin bulundugu
preparatlarda apoptotik olmayan hucrelerin B-katenin proteini agisindan kuvvetle
boyandigi, buna bagl olarak da Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktif durumda
oldugu goérulmastur. Bu apoptotik hicrelerin aktif kaspaz 3, 8 veya aktif kaspaz 3,
8, 9 grubunun dahil oldugu 6lum reseptorleri aracih apoptozis agisindan pozitif
oldugu, buna kargin aktif kaspaz 3 ve 9un dahil oldugu mitokondri aracili

apoptozis agisindan ise aktif durumda olmadigi gorilmustir. Iistatistiksel
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degerlendirmede Wnt/B-katenin sinyal yolu ile hem apoptozis hem de 6lum
reseptorleri aracili apoptozis arasinda anlamli bir iligki oldugu belirlenmis,
mitokondri aracili apoptozis ile bir farklilik gorilmedigi saptanmigstir. Tim bu
bulgular 1s1ginda, apoptotik hucrelerin, apoptozis sonucu azalan epitel hucrelerini
telafi etmek icin apoptotik olmayan hicrelerde Wnt/B-katenin sinyal yolu aktivitesini
uyardidi ve bu sekilde eksik hucreleri tamamlayarak epitel dokunun batinlagandn

korundugu yorumu yapimigtir.
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