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ONSOz

Bakteriyel toksinlerden bazilarinin, kardiyomiyositler Gzerine olan apoptotik
etkisi calisiimistir.

Rat embriyonik kalp kasi hicreleri kullanilarak yapilan invitro ¢calismada, ele
alinan bakteriyel toksinlerin, normal fizyolojik kosullarda meydana gelen bu hlcre
6lim modeli Gzerine etkisi arastirilmistir. Bu etki normal kosullarda meydana
gelen bu olay! indikleme ya da inhibe etme ya da hicbir sekilde degisiklik
olusturmama seklinde ele alinmistir.

Bakteriyel toksinlerin sitotoksik etkisi dikkate alinarak hicre canlihgr ( % )
degerlendirilmigtir. Hicre canlihgi ( % ) Gzerine etkili olan toksin ve bu toksinin en
etkin  konsantrasyonunun kardiyak miyositler (Uzerine apoptotik etkisi
arastinimigtir.

Apoptozis’e 6zgu herhangi bir hicresel olayin belirlenmesi esas alinarak -
apoptotik etki olusum yolu dikkate alinarak - hangi yol Gzerinden, hangi gen
aktivasyonu ile olustugu Gzerinde durulmustur.

Apoptotik etki, DNA fragmantasyonu esas alinarak saptanmaya calisiimistir.

Apoptotik hiicrenin ntikleer morfolojisi ve apoptotik cisimcikler gdsterilmistir.

Xl



1.GIRIS

Apoptozis, programlanmis hicre Olumuddr. Aktif bir strecdir ve ATP
gerektiren olaylar zinciridir ' .

Bakteriyel toksinlerden bazilari apoptozis olusumunu sagliyorken, bazilari
apoptozis olusumunu bloke etmektedir.

Bu anlamda yapilan bilimsel c¢alismalarda, bazi bakteriyel toksinlerin
apoptozis olusumunu sagladigi gosterilmistir : Shiga like toksin®® , Stafilokokkal
enterotoksin tip B ( SEB )*°, Ekzotoksin A® ve Kolera toksin. Bu toksinlerin tipik
hicresel reaksiyonlarinin kromatin yogunlasmasi ve DNA fragmantasyonu
oldugu belirtilmigtir. Difteri toksininin ndkleus aktivitesi ile apoptozisi tetikledigi
bildirilmistir”®. Staphylococcus aureus alfa toksininin DNA degradasyonu
( DNA'daki bozulma ) yolu ile apoptozis sagladigi bildirilmistir® .

Rho GTPase’larin inhibitérleri  belirli  hicre tiplerinde apoptozisin
baslangicini uyarmaktadir'®. Bu nedenle Ekzoenzim C3, Cl.difficile toksin A ve
toksin B’sinin bu mekanizma ile apoptozisi sagladigi disundlmektedir. Buna
karsit olarak Rho aktivatorleri Pasteurella multocida toksin’i bu yolla hicreleri
apoptozise karsi korumaktadir'' .

Shiga like toksinihin ayrica apoptozis olusumunu engelledigi de bildirilmistir

LPS ( Lipopolysaccharide ) interniikleozomal DNA fragmantasyonu ve
kaspaz aktivitesini icine alan degisikliklerle apoptozis olusumunu saglamaktadir
13,14 )

Bu calismada bakteriyel toksinlerden kolera toksin, difteri toksini,
Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ) ve LPS ( E.coli O55:B5 )’in rat embriyonik
kalp kas! hucreleri Gzerine apoptotik etkisi arastiriimistir.

Amacimiz, Uzerinde calisilan bakteriyel toksinlerin esas hedef bdlgesi
olmayan hucrelerde, kalp kasi hicresinde, apoptotik etkisinin Apoptozis’e 6zgu
herhangi bir hiicresel olayin belirlenmesi esas alinarak, hangi gen aktivasyonu ile
hangi yol Gzerinden olustugunun belirlenmesidir.

Bdylece rat embriyonik kalp kasi hicresi Uzerinde apoptotik etkisi oldugu

belirlenen toksin ya da toksinlerin bu apoptotik etkisinin, apoptozisi indikleme ya



da inhibe etme, belirlenen gen aktivasyonu ve belirlenen yol Gzerinden kontrol
altina alinmasi mamkuin olabilecektir.

2.GENEL BILGILER

2.1 Hiicre Olimii

Yasam siiresi hiicre tipine gére degismektedir. Ornegin, barsak hiicreleri 3-5
gunlik bir yasam siresinden sonra Olurlerken, deri hicreleri 20-25 gunlik bir
slreden sonra O6lmektedir. Fakat, miyokard hulcreleri veya néronlar dmur
boyunca yasamaktadir '>'¢ .

Tam canllarin en kiguk islevsel birimi olan hicrede 6lim, patolojik ya da
fizyolojik suregler sonunda gergeklesmektedir.

Baslica iki 6lum sekli vardir: Nekrozis ve Apoptozis

Nekrozis, hlcre sismesi ve hicre parcalanmasi ile karekterize, ani agir
iskemi, mekanik travma gibi blyUk ¢evresel degisikliklerin neden oldugu patolojik
ve pasif bir surectir. Bu tir hicre 6liminde hiicre i¢i denetim mekanizmalarinin
etkisi yoktur '° .

Diger bir hicre 6lim sekli olan fizyolojik 6lim yolu ise yasl, hasarli ya da
anormal hulcreleri ortadan kaldirarak hicrelerarasi dengeyi ve hucrelerin
canliliklarini siirdiirmelerini saglamaktadir ° .

Fizyolojik hiicre 6lim0 1920’lerden beri bilinmektedir. Nekrozdan farkh olarak
hiicre blzismesi gérilmesi nedeni ile “blzisme nekrozu” olarak adlandiriimigstir.
Genetik olarak belirlenen aktif bir siregtir. Ginimizde en az iki sekli oldugu
belirtilmektedir '

1. Apoptotik olmayan programlanmis hiicre 6lima
2. Apoptotik programlanmis hicre 6limu

1. Apoptotik olmayan programlanmis hiicre 6limu :

Apoptozis’de gobzlenen sekilsel 6zellikler izlenmeden programlanmig bir
olay sonucu hicre oOluminin gergeklesmesidir. Canli organizmanin olusum
( embriyogenezis ) ve baskalasma ( metamorfoz ) slrecinde bir ¢ok organin
ortadan kalkmasi apoptotik olmayan programlanmis hicre 6limu igin 6rnek

olarak verilebilmektedir ' .



Apoptotik programlanmis hlicre 6limu : Apoptozis

Apoptotik programlanmis hiicre 6lum seklinde kromatin yogunlagmasi, DNA
fragmantasyonu, apoptotik cisimlerin olusmasi ve bu apoptotik cisimciklerin
komsu parankimal hicreler ya da makrofajlarca fagosite edilmeleri ve hiicrenin
cevre hicrelerden ayrilmasi ile karekterize sekilsel 6zellikler gbzlenmektedir.
Yenidoganda Timus’un gerilemesi apoptotik programlanmis hlcre 6luma igin

ornek olarak verilebilmektedir 7 .

2.1.1 Apoptozis

Apoptozis, eski yunanca apo ( ayri ) ve ptozis ( digsmek ) kelimelerinin
birlesmesi ile olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dékimand
tanimlamak icin kullanilan bir sézciktiir .

Apoptozis ya da programli hiicre 6lim0, normal ve malign sireglerin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu tip htcre 6lumi DNA’nin bir ya da
daha fazla nikleozom pargalarina ayrilmasi, kromatin yogunlasmasi ve ¢ekirdek
parcalanmasi gibi 6zel sekilsel degisikliklerle karekterizedir.

ik defa, Iskogyall arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
fizyolojik hicre 6lumUnun, blylk oranda dnceden kestirilebilir ( programlanmis ),
kesin sekilsel ( morfolojik ) nitelikleri olan bir olay oldugu 1970’lerde ileri
strGlmostar ' .

Normal sartlar altinda apoptozis, vicudun her bir parcasinin igerik ve
blyukligunin fizyolojik gereksinimlerin  belirledigi sinirlar icinde kalmasini
saglamaktadir.

Hicre cogalmasi ve 6limu arasinda bir denge bulunmasi gerekmektedir. Bu
denge kayboldugunda c¢ogalandan cok hiicre 6ldiginde ya da farklilastiginda
dejeneratif hastaliklar, élen ya da farklilasandan daha fazla hicre gogalmasi
oldugunda ise kanser ve otoimmun hastaliklar gérilmektedir.

Apoptotik hlcreler organizmanin bazi dokularinda ve hicrelerinde surekli
olarak olusmaktadir. Boylece 6lim ( apoptozis ) ve yeniden yapim ( mitozis ) bu
dokularda doku homeostazisini olusturmak Uzere dinamik bir denge halinde

stregelmektedir.



Hiicrelerde Meydana Gelen Sekilsel Degisiklikler

Apoptozis, dokuda belli bir bélgedeki tim hicreleri etkilemek yerine daginik
olarak tek tek hlcrelerde ortaya ¢ikar ve tipik olarak yangisal degisiklikler yoktur.

Kromatin ¢ekirdek zarinin altinda yogunlasir, degisik boyutta yarimay ya da
oval sekillerde iyi sinirli yogun kitleler haline gelir. Cekirdekgik kromatini dagilir
ve cekirdek merkezinde osmiofilik grandl kimeleri olusturur, kromatinin i¢
ylzeyinde fibriler protein yogun grandler kitle olusturur 8.

Hucre g¢ekirdeginde meydana gelen bu degisikliklerle ayni anda apoptotik
hicre komsu hlcrelerden ayrilir ya da baglanti noktalari ortadan kalkar.
Mikrovilluslar gibi 6zel ylzey yapilar kaybolur ve diizgin sinirli hale gelir.

Hicre hacmi azalir, hicre yogunlugu artar. Sitoplazmik organeller
yogunlasir, diz endoplazmik retikulum genigler. Yogunlasmis sitoplazmada
vakuoller olusur. Genigleyen sisternalar hiicre zari ile birleserek hiicre ylizeyine
dodru tomurcuklanmalar olusturur. Sitoplazmik flamanlar yan yana ve hicre
ylzeyine paralel tabakalar seklinde toplanirlar 8.

Bu dbénemle i¢c ice gecen ya da hemen ardindan gelen dénemde hicre
yluzeyinde tomurcuklanma ve cekirdek sinirinda dizensizlik vardir. Bunlarin
ayrilmasi ile ¢ekirdek ve stoplazma degisik boyutlarda “apoptotik cisimcikler ©
olusturur. Bu cisimcikler epitelyal ylzeyden ddkulebilir ya da ¢ogunlukla komsu
normal parenkimal hiicreler ya da makrofajlarca fagosite edilirler ™2,

Apoptozisde izlenen sekilsel degisikliklerde son asama “in vitro otoliz”
dénemi olmaktadir. Bu dénemde kalinti ¢ekirdek ve sitoplazmik yapilar bu
yapilari fagosite eden hicrenin fagozomu iginde lizozomal enzimlerle parcalanir.

Hicre parcalanmasi sirasinda hiicre i¢i elemanlar hicrelerarasi araliga
dagiimadigi icin ve proteolitik enzimler ya da toksik oksijen salinimi olmadigi igin

yangisal yanit olusmaz ve bdylece komsu hiicrelerin hasarlanmasi énlenir ™' .



Hiicrelerde Meydana Gelen Biyokimyasal Degisiklikler

Apoptozise yOnelen hicrede sekilsel degisiklikler gelismeden ve DNA
parcalanmasi goérilmeden 6énce B-tubulin haberci RNA, daha sonra B-tubulin
miktari artar '°.

Hucre gekirdeginde, kromatin degisikliklerinin izlenmesinden kisa sire énce
hicresel aktivitelerde ve sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan CaZun
sitoplazma ici miktarinda hafif artma gérilir '?%?'. Ca2 miktarindaki bu artis
kalsiyuma bagli endonlkleaz ve transglutaminaz gibi enzimleri aktive ederek
bazi yapisal degisikliklere yol acar.

Cogu apoptotik hiicre daha 6nce kendilerinde bulunmayan transglutaminaz
aktivitesi gosterir. Transglutaminaz, apoptotik hicrelerin sitoplazmik proteinleri
arasinda e-( y-glutamil ) lizin baglar olusumuna yol agar. Bu capraz bagh
glutamin proteinler sitoplazma zari altinda keratinize hlcredekine benzer SDS
direncli kabuk olustururlar.

Apoptozisde hlicre cekirdegindeki degisikliklere endojen Ca2-Mg? bagimli
niikleazlarin aktivasyonu neden olur 2?2, Bu nilkleazlar bazi hiicrelerde siirekli
bulunurken bazi hilcrelerde apoptozisden 6nce gérilirler. Ca2-Mg? bagimli
nikleazlar nikleozomlar arasinda kromatini bdlerler ve apoptotik hiicre DNA’sI
hepsinin uzunlugu 180-200 baz cifti ve katlari olan pargalara ayrilir. Bu parcalar
Agaroz Jel Elektroforez’de apoptozise 6zgli merdiven goriinimiini verir *.

Kalpain gibi bazi Ca?a bagli proteazlar da hicre yapisinin bozulmasinda
etkili olabilmektedir 92"22,

Apoptotik hlicre ylizeyinde beliren yeni molekuler yapilarin fagositik hiicreler
tarafindan taninmasi sonucu fagositoz goéralmektedir. N-asetil-glukozamin ve
dimeri N,N'-diasetilsitabroz’'un bu taninmada roli oldugu belirtiimektedir. N-asetil-
glukozamin ve dimeri N,N'-diasetilsitabroz normalde hiicre zarinda korunmus
olarak bulunan seker molekdlleridir. Apoptozisde gorulen zar degisiklikleri ile
aciga cikmaktadirlar ve makrofajlarin ylzeyindeki reseptérlerce taninirlar.

Apoptozis sirasinda hlcre zarindaki fosfolipid dagilimi da degisir. Hlcre zar

ic yOzeyinde bulunan negatif yikli fosfatidilserin hiicre zari dis ylzeyine c¢ikar.



Hicre zarindaki fosfolipid dagiliminin degismesi sonucu kollektin ( en dnemlisi
C1qg ) adi verilen cesitli ¢ézinlr proteinler apoptotik hicre zarina baglanir.
Mitokondri yerlesimli kardiyolipin’in de apoptozis sirasinda hicre zarinda
bulundugu tesbit edilmistir.

Makrofajlarin  vitronektin reseptérleri trombospondin  kdprileri  yoluyla
apoptotik hicrelere baglanmadan sorumludur. Vitronektin reseptériine dayanan
fagositoz, fagositozu yapan makrofajdan inflamatuar maddelerin salinmamasini
saglamaktadir.

Makrofaj Fc ve C3 reseptorleri yoluyla olan fagositoz ise nétrofil kemotaktik

faktérlerin salinimina ve bdlgeye nétrofil toplanmasina sebep olur 192324

Apoptozis’in Meydana Gelmesi

Apoptozis’in genetik dizenlenmesi hakkindaki bilgiler Caenorhabditis
elegans ile yapilan incelemelere dayanmaktadir ® . 1986 ’da Robert Horwitz
C.elegans’ta normal embriyogenez ve hucre 6lumuU igin en az 3 genin gerekli
oldugunu goéstermistir: Ced-3, Ced-4 ve Ced-9 ( Ced: C.elegans cell death gene).

Dr.Horwitz C.elegans’ta bu genler olmadan apoptozis goérilmedigini ve
gelisme olmadigini gdzlemlemistir. Bu gdzlemi ile 2002'de Nobel Odili
kazanmistir.

Apoptozis biyolojisinde 2 evre gorilmektedir :

1. Programli 6lim kararinin verilmesi ( uyari, uyarinin hlcre tarafindan

taninmasi, 6lum kararinin verilmesi ve 6lim )

2. Programli olarak élen hlcrenin ortadan kaldirilmasi

Apoptozis ’in aktivasyonu; 1.uyarma-indiksiyon

2.serbestlesme-release

3.iletme-transdiiksiyon olarak tanimlanmistir 2° .

1. Uyarma : Uyari alindiktan sonra sessiz genlerin galismasi gérilmektedir.
Protein UrUnleri, hicre igin toksik olan daha &6nce sessiz duran genlerin

transkripsiyonuna baglh olarak apoptozis gérilmektedir. Sonugta hicre ici DNA



parcalanmasi goérilmektedir. Glikokortikoidlerle karsilasan timositlerde apoptozis
aktivasyon modeli uyarma tipindedir.

2. Serbestlesme : Gen yapiminin baskilanmasi ile apoptozis gérilmektedir.
Hlcrede bazi erken yollar ve son ana yolu igeren bir 6lim programi aktif
durumdadir fakat baskilayicilar tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Eger
baskilayici  6lim programinin  elemanlarindan daha kisa omarld ise
makromolekiler sentezin durmasi baskilayicinin  hizla azalmasina 6lim
programinin serbestlesmesine ve apoptozise yol agmaktadir.

3. iletme : Uyar sonrasinda gen ekspresyonunun gérilmemesi ile
karekterizedir. Sitotoksik T hicrelerle karsilasan timér hicrelerinin éliminde
g6ralmektedir. Katil hicrenin  zarindaki  sinyalleme sonucunda oldugu
distndimektedir.

Her cesit hlicrede apoptozise yol agacak uyarici sinyal yoktur. Hlcrede
apoptozis olup olmamasi apoptozis baskilayici molekullerin var olup olmamasina
da baghdir.

Sitokinler, hormonlar, toksinler, fiziksel ajanlar ve blylime faktérlerinin
azalmasi gibi pek cok etken, Fas ve TNFR ( Timér Nekroz Faktor
Reseptdrleri ) ’nin uyarilmasi apoptozisi baslatabilmektedir. Cesitli yollarla aktive
olabilen apoptozis slreci daha sonra tek bir ana yol ile devam etmektedir.

Fizik olaylar ( y-ya da uv radyasyon ), DNA alkilasyonu ( Mitomisin C ile
karsilasma ), topoizomeraz Il aktivitesinin degismesi ( etoposid tedavisi ), reaktif
oksijen tlrleri ya da mitoz defektleri ile olusan DNA hasari apoptozisi baslatan en

onemli mekanizmalardir 2 .



Apoptozis iki yol ile gergeklesmektedir :

1. Dis ( ekstrensek ) yol
2. g (intrensek ) yol

1. Dis ( ekstrensek ) yol : TNF ailesi hiicre ylzey reseptorlerinin ligantlar yolu ile
aktive edilmesi ile apoptozisin dis ( ekstrensek ) yolu uyarilir. Sitokine bagh dig
apoptozis yolu hlcre 6lUminG dizenleyen mekanizmalarin en iyi anlasiimis
6rnegidir.
TNF ailesi reseptérleri : TNF-R1 ( CD 120a)

Fas (CD95/APO 1)

TNF-R2

DR3 ( WSL-1, TRAMP )

DR4 ( TRAIL-R1-TNF-related apoptosis inducing

ligand receptor, APO-2)

DR5 ( TRICK, Killer, TRAIL-R2)

DR6

EDA-R ( Ektodermal displazi reseptor )

CAR-1

NGF-R

TNF ailesi reseptorleri  belli bir aminoasit dizilimi ve homolojiyi
paylasmaktadirlar. Bu proteinlerin hicre disi kisimlari ligant baglanmasi igin
6nemlidir. Bu gruptaki proteinlerin sisteinden zengin ekstraselliler ( CRD ),
transmembrandz ve intraselliler olmak Uzere {¢ kismi vardir. Olim domaini
( DD ) iceren intrasellller kisim apoptozis sinyalini vermekte énemlidir. Bu hicre
yUzey reseptérleri membranda bulunmaktadirlar.

Fas lenfoid hucrelerde, hepatositlerde, akcigerlerde, hatta kalp kasinda
bulunmaktadir. ilgili ligandi FasL, timor nekroz faktér ( TNF ) ailesinin bir Gyesidir.

Sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunmaktadir.



TNFoa, TRAIL ( TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand: TNF ile iligkili
apoptozisi uyaran bag ) ve Fas ligantlari bazi malign ve normal hicrelerde
kendilerine 6zgl TNF ailesi reseptorleri ile birleserek élime neden olmaktadirlar
(dig yol).

TNF ailesi reseptérlerinde kismen korunmus olan bir 6lum bdlgesi ( DD :
Death Domain-6lim ucu ) bulunmaktadir. Bu bélgeler apoptozisin baslamasi icin
gerekli olan sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglandigi yerlerdir.

Apoptozis'i uyaran ligantlarin TNF ailesi hlcre ylzey reseptorleri ile
baglanmasi sonucu 3 TNFR ya da Fas moleklli kompleks olusturmak Gzere bir
araya gelmektedir. TNFR ve Fas trimerlerinin sitoplazmik bdélimleri sirasiyla
TRADD ( TNFR Associated Death Domain :TNFR ’ye bagh 6lim bdlgesi ) ve
FADD / Mort-1 ( Fas Associated Death Domain : Fas ’a bagh 6lum bdélgesi ) adli
adaptor proteinlere baglanmaktadirlar.

FADD direk olarak CD95 ve TRAIL reseptér DR4 ve DR5 ’e indirek olarak
da TRADD aracihgiyla TRAIL reseptér DR3 ve TNF-R1 ’e baglanmaktadir.

Bu adaptdér proteinlerin, hem TNF ailesi resptérlerinde bulunan 6lim
bblgesine ( DD : Death Domain : 6lim bdlgesi ) hem de proteazlarin 6lim
olusturan bdlgesine ( DED : Death Effector Domain - 6lUm olusturan bdlge )
baglanan protein etkilesme bdlgesi vardir. Reseptdrlerin sitoplazmik kisimlari,
adaptér proteinler ve proteazlar ‘6limuU baslatan sinyalleme kompleksi’ ( DISC :
Death Inducing Signalling Complex - 6lim0 baslatan sinyalleme yapisi )
olusturmaktadir. Proteazlarin aktivasyonu apoptotik sinyali Gretmektedir.

TNFR ya da Fas mutasyonlarinda sitoplazmik 6lim bélimi ( DD )
proteinlerinin  baglanmasinin  bozulmasi, proteazlarin apoptozisi baslatma
yeteneklerini hasarlamaktadir. Bu durum bu molekullerin TNFR ve Fas iliskili
apoptozisde dnemli rol oynadiklarinin géstergesidir 222° .

Protein ile uyarilmamig reseptorlerin DD uclari maskelenmektedir ve
reseptdriin kendiliginden sinyal olusturmasi énlenmektedir. Bu maskelemeye
‘0lim bdlgesi susturucusu ( SODD : Silencer of Death Domain )’ denilmektedir.
Reseptdrin uyariimasi ile SODD 6lim ucundan ayrilmaktadir. DD , DED iceren

adaptér 610m bélgesine baglanmaktadir 3%°' .



TNFR sinyalleme kompleksi en az 3 farkh etkinlik géstermektedir:

1. JNK ( c-Jun N-terminal Kinase ) aktivasyonu

2. NFB ( Nuclear Factor Kappa B : Cekirdek Kappa B Faktéri )

aktivasyonu

3. Apoptozisin uyariimasi

TNFa, TNF-R1 ve TNF-R2 Uzerinden etkisini gdstermektedir. TNF-R1 ’in
uyariimasi ile stoplazmik kisma baglanan TRADD ( TNFR Associated Death
Domain : TNFR ’ye bagh 6lum bdlgesi ) RIP ( Receptor Interacting Protein :
Reseptérle Etkilesen Protein ), FADD ( Fas Associated Death Domain : Fas ’a
bagh 6lim bdlgesi ), TRAF-2 (TNF Receptor - Associated Factor :TNF Reseptori
lle iligkili Faktor) proteinlerin baglanmasina aracilik etmektedir. TNF-R2 6nce
TRAF-2 ’ye baglanmaktadir ve TRAF-2 TRAF-1 e baglanmaktadir % .

TNFR iligkili apoptozisin baglatiimasi igin TRADD ve TRAF-2 gerekmektedir.

TNF ’in TNFR1 reseptorleri ile birlesmesi sonucu reseptérin hicre iginde
bulunan pargasi, TNFR adaptér proteini ile etkilesmektedir ( TRADD ). TRADD
daha sonra FADD ile birleserek prokaspaz 8 'i aktiflestirerek apoptozise neden
olmaktadir.

TRADD 'in FADD yerine RIP ( receptor interacting protein ) gibi baska
adaptér proteinlere baglanmasinin bir transkripsiyon faktéri olan NFB ‘yi
harekete gecirdigi ve hiicrenin canli kalmasini sagladigi diistintiimektedir .

JNK ve NFkB aktivasyonu icin TRADD, TRAF-2, RIP gerekmektedir. JNK,
NFkB aktivasyonu apoptozis uyariminda yer almamaktadir. Apoptozisde
koruyucu yanit olusturabilmektedir. NFkB ¢ok sayida antiapoptotik geni aktive
etmektedir, bu genlerin UrUnleri apoptozisi baskilamaktadir ( IAP, cFLIP, A1
( BIf1 ), TRAF-1, TRAF-2 antiapoptotik genlerdir ).

Fas hlcre ylzey resptdri de JNK yolunu kuvvetle aktive etmektedir. FADD
hicre 6lumand uyarmaktadir. JNK aktivasyonu olusturmamaktadir ( Fas JNK
yolunu bagka sinyal molekdilleri Gzerinden aktive etmektedir ).

Daxx ( Death Domain Associated Protein xx:Oliim ucuyla iligkili xx proteini )
denilen dogal sinyal proteini spesifik olarak Fas 'in DD bélgesine baglanmaktadir.

Daxx 'in buyUk bir miktar yapilmasi Fas ile uyarilan apoptozisi arttirmaktadir ve
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JNK yolunu aktive etmektedir. Daxx apoptotik proteini Bcl-2 ‘ye duyarlidir. FADD
yolu Bcl-2 ’ye duyarl degildir 3334 .

Hucre zarinin ana maddesi olan sfingomyelin, sfingomyelinaz ile hidrolize
olarak ceramid ( keramid ) olusmaktadir. y-isinlama, TNF ya da Fas baglanmasi
ile baslatilan apoptotik sinyaller sfingomyelin yolunu keramid yapimini baglatmak
uzere aktive etmektedir. Asidik sfingomyelinaz'in apoptotik sinyallerin

tasinmasinda 6zellikle dnemli olabilecegi sdylenmektedir * .

APC-1L
{Fasl) APD-2L
{0950 (TRAILY

TRADD TRADD
Caspase-3/10 Caspase-3/10 Caspase-3/10 Caspase-3/10
I Death domain I Death effector domain

Sekil1:Apoptozis’in dis ( ekstrensek ) yol ile gerceklesmesi
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2. I¢ (intrensek ) yol : Apoptozisin daha yaygin olan yoludur. Hiicrenin kendi
icinden gelen sorunlu duruma yanit olarak olusmaktadir. Sitotoksik ajanlar gibi
hasar yapici ajanlarla baglayan sorunlu duruma yanit olarak i¢ ( intrensek ) yol ile
apoptozis olusmaktadir.

ic yoldaki apoptotik iletimde, mitokondrinin temel rolii bulunmaktadir. Ayrica
Fas kaynakl sinyalin hicre tipine baglh olarak mitokondri yoluyla da kaspazi
aktive etmesi mimkiindir .

Mitokondri hlcresel enerji ve hlcrenin yagsamasi igin gereklidir. Mitokondri
apoptozis sirasinda sitoplazmaya gegerek 6lim programinin akisini aktive eden
Sitokrom ¢, Apoptozisi Uyaran Faktér ( AIF ) gibi birkagc 6énemli faktér
tagimaktadir. Bcl-2 bu faktérlerin sitoplazmaya salinimini nlemektedir *¢ .

Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir. Sitokrom c, mitokondriden salininca sitozolde apoptotik proteaz
aktive edici faktér 1 ( APAF-1 ) ’e baglanmaktadir. Onu aktive etmektedir.
Ardindan ATP ’nin de katilimiyla Apoptozom adi verilen kompleks olusmaktadir.
Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9 ’un aktif kaspaz-9 haline déndsmesini
saglamaktadir. Aktif kaspaz-9 ise efektér kaspazlardan prokaspaz-3 'G aktive
etmektedir. Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen deoksiribonikleaz inhibitoérinG
( “ICAD, inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease” ) inaktiflestirir,
bdylece ICAD ’Gnin bagladigi kaspazla - aktiflesen deoksiribonikleaz ( “CAD,
caspase activated deoxyribonuclease” ) serbestlesmektedir ve bu da apoptozisin
karekteristik bulgularindan biri olan kromatin yogunlasmasi ve oligonikleozomal
DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir. Mitokondriden salinan Smac /
DIABLO ( second mitocondria derived activator of caspases ) ve HtrA2 apoptozis
inhibitér proteinin ( inhibitor of apopitosis protein = IAP ) kaspaz 9 Uzerine olan
etkisini bozmaktadir ve apoptozise neden olmaktadir.

AIF - Apoptozisi Uyaran Faktdr ; canli hicrede mitokondri zarlari arasinda
yerlesmis, bakteriyel ferredoksin ya da NADH oksidorediktazlarina benzerlik
gbsteren ve gekirdek tarafindan kodlanan proteaz 6zelliginde olan 57 kDa’lik bir
flavoproteindir. AIF, sitoplazmik faktdrler olmadiginda apoptotik c¢ekirdek

degisikliklerini baglatmaktadir ve kaspazi aktive etmektedir.
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Sitokrom ¢ ; mitokondrial elektron aktarim sisteminin énemli bir parcasidir.
Normalde mitokondrinin i¢ ve dis zari arasindaki bdlgede yerlesmistir. Salinimi
Bcl-2 proteini tarafindan dizenlenmektedir. Kaspaz aktivasyonunda gerekli bir
kofaktoérdir. Sitokrom ¢ ’nin ATP ve sitoplazmik faktér APAF-1 ( Apoptotic
Protease Activating Factor : Apoptotik proteazi etkinlestiren faktér ; Ced-4
geninin memelideki es degeri ) ile birlikte sitoplazmaya salinimi Kaspaz 9 ’un
kendini ve sonra Kaspaz 3’0 aktive etmektedir.

APAF-1 ’in Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 ’Un baglanma bdlgesine benzerlik
goésteren N-ucu vardir. CARD ( Caspase Activation and Recruitment Domain:
kaspazi aktive eden bdlge ) adini alan bu ug, kaspaz-9 ’un baglanma bdlgesi ile
etkilesmekte ve kaspazi aktive etmektedir. APAF-1 proteini kaspaz ile etkilesmek
icin bir aktivasyon basamagi gerektirmektedir. Aktivasyon igin bilinen tek
mekanizma Sitokrom c 'dir.

AIF ve Sitokrom ¢ salinimi membran potansiyel kaybi ( Aem ) ve membran

gecirgenlik degismesi ( PT ) gibi islev bozukluklarina baglh olmaktadir.

Sitokrom ¢ ’'nin salinmasinda ileri strtlen 2 teori vardir :

1. Apoptozis sirasinda sivi ve eriyikler matrikse girerek mitokondrinin
sismesine neden olmaktadir. i¢c zar kristalar nedeni ile daha biylk bir ylzeye
sahip oldugu igcin matriksin sismesi ile ic zarin geniglemesi dis zari
parcalamaktadir. Zarlar arasi bdélgedeki igcerik sitoplazmaya geri donisimstz
olarak gegmektedir. i¢ zar saglam oldugundan matriks igerigi sitoplazmada
kalmaktadir. Buna ragmen apoptozis sirasinda mitokondride fiziki hasar nadiren
tanimlanmistir. Bu durumun, sitokrom ¢ ’nin saliniminin nedeni olmasindan ¢ok
sonucu olmasi daha mimkindir 3738,

2. Bcl-2 ailesinin Bax ve Bad gibi apoptotik Gyeleri ¢dzinmuUs
proteinlerin gecgecedi buyuklikte kanallar olusturabilmektedir. Ayrica Bax ve
tBid 'in fosfolipid tabakalarin stabilitesini azaltmasi, mitokondri zarinin dogrusal
geriliminin azalmasina, zar arasi proteinlerin sitoplazmaya geg¢mesine yetecek

blyUklUkte protein lipid kompleksleri olusturmasina neden olabilmektedir.
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Mitokondri apoptozisi kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozisi indikleyen
faktdér ( AIF ) ve endoniikleaz aracihgiyla da uyarabilmektedir. Olim sinyali
gelince AIF ve endonikleaz mitokondriden salinmaktadir. Direk nukleusa
gecerek DNA ‘’ya baglanmaktadir. DNA hasari ve hicre 6limUne neden
olmaktadir.

Mitokondrial yol ile kaspaz 9 aktivasyonu ve 6lim reseptOrleri araciligiyla
kaspaz 8 ve 10 'un aktivasyonundan sonra ortak yol olan efektér kaspazlarin
aktivasyonu ile ( Kaspaz 3,6,7 ), bir DNA tamir enzimi olan poli ADP riboz
polimeraz ( PARP ) inaktive olur ve DNA 'y pargalayan endonlkleazlarin aktive
olmasiyla apoptozis gerceklesmektedir.
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Sekil2:Apoptozis’in i¢ (intrensek) yol ile gerceklesmesi

14



Apoptozis’in indiiklenmesi :

Apoptozis’in indiklenmesi su yollardan birisiyle gerceklesmektedir:

1. Apoptozis klasik olarak, hiicre 6lum reseptérleri olarak bilinen Fas ( APO-
1, CD95 ) ve timodr nekroz faktdér reseptéri -1 ( TNFR-1 ) ’in ilgili ligantlar ile
etkilesime girmesi ( uyariimalar ) sonucu indiklenmektedir.

2. Apoptozis genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit
olarak p53 ’iin indilksiyonuyla da baglatilabilmektedir. indiiklenen p53 , bir pro-
apoptotik bcl-2 ailesi Uyesi olan Bax ’in indiksiyonuna yol agarak apoptozisi
baslatmaktadir.

p53 Bax 'In indUksiyonu haricinde ayrica Fas ve DR5 gibi hicre ylzey
6lim  reseptérlerinin indUksiyonuna  neden  olarak da  apaptozisi
baslatabilmektedir.

3. Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin ( oksidatif stres ) hem
mitokondri hem plazma membrani hem de genom Uzerinde olusturabilecegi
hasarlara bagl olarak da baslatilabilmektedir.

4. Apoptozis blyume faktbrlerinin  ortamdan  eksilmesiyle de
baslatilabilmektedir. Hlcre kaltir ortaminda buyuttlen hicreler eger serum acgligi
( "serum starvation” ) ’a maruz birakilirlarsa apoptozis ile 6lmektedirler.

5. Apoptozis ’i baglatan bir baska neden ise, sitotoksik T lenfositlerinden
saliverilen granzim B ’lerin hedef hiicrede ( Orn.virisle enfekte hiicre veya
kanser hiicresi ) kaspaz sistemini aktiflestirmesidir >°.
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Apoptotik Oliim Sinyali’nin Taninmasi

Apoptotik sinyallerin en blyUk alict grubu hiicre déngtsinde énemli rolleri
olan molekillerdir. Apoptozisi kontrol ettigi en iyi anlasiimis genler c-myc, p53,
Bcl-2 ‘dir.

c-myc proteinin yapimi diger yasam faktorlerinin varhdina bagli olarak
hicreyi hem cogalmaya hem de apoptozise gétirmektedir. TNF ’Gn uyardidi
apoptozise hicreyi daha duyarli kilmaktadir.

p53, DNA hasarlanmasi olan normal hucrelerde p53 protein duzeyinde
belirgin bir artis ile hicre déngisli G1 fazinda bloke olmaktadir. Blylimenin
durmasindan sonra DNA onarimi, hiicre DNA’sinin ¢ogdaldigi S fazina gegmeden
tamamlanmaktadir. Genom hasari blylk boyutlarda ise hiicre programh hiicre
6limine gitmektedir. p53 proteini, genomu donUstlricli etkisi  olan
mutasyonlardan temizlenene kadar hiicrenin S fazina gegisini engelledigi igin
‘genom gardiyan’ olarak tanimlanmaktadir. p53 proteinin etkinligi gendeki
degisikliklerle, kopyalama sonrasi fosforilasyon degisikligi ile, hiicresel ya da viral
diger proteinlerle etkilesmesi ile etkilenebilmektedir.

Bir hicre tipinde, hicre Olimand baslatmak icin p53 sinyali gerektiren
uyarilar, bir diger hicre tipinde p53 gerektirmeyebilmektedir. Orn. iyonize
radyasyon timositleri 6ldirmek icin islevsel p53 gerektirirken akciger
mikrodamarlarindaki endotel hiicrelerinde p53 'den bagimsiz olarak lipid sinyal
iletim molekiilli keramid ile apoptozise neden olmaktadir ®%- Hiicrenin bir stres
sonucu p53 ’e bagl hiicre dénglsinin durmasi ya da p53 ‘e bagli apoptozis ile
mi yanit verecegdinin ana belirleyicisi hlicre tipidir.

P21 / WAF1 proteini, DNA hasari sonucu p53 etkisiyle, hiicre dénguisin
G1 / S duraginda engellemektedir. Bu duraksama DNA hasar tamirinin
gerceklesmesi icin zaman kazandirmaktadir.

p53 'Un ayrica bir transkripsiyon faktéri olan Mdm2 ( murine double minute
2 ) tarafindan da ya transkripsiyonu “down” regule edilerek ya da kendisine
baglanilarak hem aktivitesi inhibe edilmektedir hem de yikimi hizlandinimaktadir.

Fakat, DNA ’'nin hasarlanmasi halinde p53 ’Gn fosforilasyonu artmaktadir ve
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buna bagl olarak da Mdm2 ’den ayrilmaktadir. Bdylece yarilanma émri uzadigi
icin de aktivitesi artmaktadir.

Lenfositler DNA hasarindan sonra hizla hicre 6limine gitme
egilimindeyken epitelyal hicreler daha fazla yasama egiliminde olup hilcre
dbéngUsund durdurmaktadir. Ayni hiicre tipinde bile hicresel ¢cevre yasam ya da
6lima dikte edebilmektedir.

IL-3 ’e bagimlh lenfositlerde DNA hasari, IL-3 varliginda hiicre déngtisi
durmasina neden olurken, IL-83 yoklugunda programli hdcre Olimine neden
olmaktadir.

Sitotoksik hticrelerdeki grantllerin iki énemli komponenti olan perforin ve
serin proteaz - granzim B, patojenlerin reseptére bagl endositozisine benzer
mekanizma ile hedef hicreye aktarildiginda aspartaz olan granzim B
prokaspazlari aktive ederek 6lim programini baslatmaktadir. Perforin’e bagli
olarak cekirdege de gegerek kaspaz substrati olan poli - ( ADP riboz ) polimeraz,
DNA ’ya bagl proteinkinaz ve nikleer mitotik aparat proteini gibi proteinleri
dogrudan ve etkin sekilde pargalamaktadir.

Apoptozisde Fas sinyalinin hicre dbénguUsince, olasilikla sikline bagli
kinazlar yoluyla etkilenmesi mimkuindir. p34cdc2 iligkili bir kinaz olan PITSLRE
‘nin apoptozisden 6nce hem Fas sinyali hem de glukokortikoidler tarafindan
olusturuldugu ve bu kinazin ektopik yapiminin apoptozisi baslattigi bulunmustur.

Monositler hicre ici patojenleri ve hicre disi kendinden olmayan hedefleri
H > O > ve Reaktif Oksijen Tirleri ( ROS ) Ureterek parcalamaktadir. Sikline bagli
kinaz inhibitérd P21cip1 / wafl ’'nin gugli koruyucu etkisi ile MAPK yolunun
baskilanmasi sonucu diger hedefleri 6ldirmeye yetecek H >, O , ve Reaktif

Oksijen diizeylerinde de monositin yasamasi saglanmaktadir °.

17



Son Asama

Farkli organizmalarda ¢esitli dokulara ait hicreler 6nemli oranda benzer
sekilsel 6zelliklerle apoptozise gitmektedirler. Bir tlirde apoptozisi duzenleyen
genler diger tlrlerde de benzer iglevlere sahip olmaktadir.

C.elegans nematodu ’'nda tim programli hiicre élimlerinde gereken Ced-3
geni memelilerde ‘interlékin 1B dénlstiriict ( converting ) enzim — ICE / Kaspaz-
1’ ile benzerlik gdstermektedir.

Proteazlar apoptozis sureci i¢in énemli olmaktadir. Bu proteazlari bloke
eden peptidler apoptozisi durdurabilmektedir *°. Ozel hiicre bdlimlerinde olusan
6lim sinyallerinin iletimi ve bazilarinin aktivasyonu, bazilarinin inaktivasyonu ile
sonuglanan ¢ok sayida hilcresel proteinin parcalanmasi proteazlarin hilcre
6lumundeki rolleri olarak bilinmektedir.

Serin proteaz ailesi baslatma sirecinde rol alirken Sistein proteaz ailesi

41

cellat ( executioner ) islevinde bulunmaktadir *'. Anayol proteaz dizisini

( KASKAD ) ‘Kaspazlar ( Caspases )’ denilen tek bir sistein proteaz ailesi

42

olusturmaktadir **. Bu yol Bcl-2 ailesi ve IAP ailesi gibi hicre 6lim karsiti

proteinler tarafindan ters yénde etkilenmektedir.

insan ve farede 14 kaspaz belirlenmistir. Bunlarin 11 ‘i insanda
bulunmaktadir. Kaspazlar prekirsér ( inaktif ) zimojen olarak tretilmektedir.
Kaspazlar yapi ve iglevlerine gbre 3 grupta toplanmaktadirlar:
1. Lenfokin yapiminda rol alan Kaspazlar :
Kaspaz-1 ( ICE)
Kaspaz-4 ( ICH-2, TX, ICEreq1)
Kaspaz-5 ( ICEreli11, TY)
Kaspaz-11 (ICH-3)
Kaspaz-12
Kaspaz-13 ( ERICE)
Kaspaz-14 ( MICE )
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Kaspaz -1 / ICE ve Kaspaz-4 apoptozisde rol oynamaktadir.
2. Cesitli hicresel proteinleri parcalayan ve kigik bir baglanma
bélgesi olan cellat kaspazlar : Kaspaz-3 ( CPP32,Yama, Apopain )
Kaspaz-6 ( Mch2)
Kaspaz-7 ( ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

Sinif Il ya da sonuglandirici ( effector ) kaspazlardir.

3. Sinyal iletiminde rol alan ve cellat kaspazlari aktive eden aktivasyon
kaspazlar : Kaspaz-2 ( ICH-1, Nedd-2 )
Kaspaz-8 ( FLICE,MACH )
Kaspaz-9 ( Mch-6, ICE-LAP-6 )
Kaspaz-10 ( Mch-4)

Sinif | ya da bagslatici ( initiatér ) kaspazlar; bu kaspazlarin uzun baglanma
bélgeleri vardir. Bu bdlgeler CARD ( Caspase Activation and Recruitment
Domain ; kaspazi aktive eden bdlge ) ve DED ( Death Effector Domain ; 6lim
olusturan bélge ) olarak adlandiriilmaktadir. Bu uglara baglanacak 6zel molekaller
yoluyla aktive olmaktadirlar.

Kaspaz-2 Kaspaz-9 '’da CARD baglanma bélgesi bulunmaktadir. Kaspaz-8,
Kaspaz-10 'da DED baglanma bdélgesi bulunmaktadir. Kaspaz-2 ’deki CARD
aktivasyon igin homodimerizasyon gerektirirken Kaspaz-9 'daki CARD Apaf-1 ile
etkilesmektedir “? . Sitokrom ¢ ve dADP ile oligomerize olan Apaf-1 ’in inaktif
Kaspaz-9 ile etkilesimi Kaspaz-9 'da otoaktivasyon etkisi yapmaktadir.

Kaspaz -8 'deki DED ( Death Effector Domain ) bdlgesi, adaptér proteinlerin
DED bodlgeleri ile etkileserek aktive olmaktadir ve kaspaz aktivasyon dizisini

baslatmaktadir.

Inactive caspase-5 Active caspase

E-E— | ¢ - E

1 \ / 220 479 o B

Death effector domain

Sekil3:Kaspaz -8 aktivasyonu
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Kinazlari ( MEKK-1, PKC, fokal adezyon kinaz, PAK 2 ) ve hiicre iskeleti ile
ilgili olan proteinleri ( lamin, aktin, gelsolin, gas-2 ) igceren ¢ok sayida hicresel
proteinin apoptozis sirasinda kaspazlar tarafindan parcalandigi gosterilmistir.
Gekirdek laminlerinin pargalanmasinin gekirdek buzilmesi ve tomurcuklanmaya,
hiicre iskelet proteinlerinin ( fodrin ve gelsolin ) parcalanmasinin tim hicre
seklinin kaybina neden oldugu, PAK2 ’nin kaspaz tarafindan pargalanmasinin
apoptotik hiicrede kabarcik olusturdugu gdsterilmistir ** .

DFF ( DNA 'yi pargalara ayiran faktér ), DFF40 ve DFF45 olmak Uzere iki alt
uniteden olusan heterodimerik bir proteindir. Apoptozisin aktive olmasiyla DFF
Kaspaz-3, Kaspaz-7 ya da Granzim —-B tarafindan pargcalanmaktadir ve DFF45
DFF40 ’'tan ayrilmaktadir. DFF40 CAD ( Caspase Activated Deoxyribonuclease :
kaspazin etkinlestirdigi deoksiribonlkleaz ) olarak da adlandinilir. DFF40 ’in
apoptozisdeki  oligonikleozomal DNA pargcalanmasina neden oldugu
saptanmistir.

Kromatin ile iligkili proteinler ( histon H1, ylksek hareketli proteinler ve
topoizomeraz Il ) endonlkleaz aktivitesini énemli oranda uyararak DNA ’nin
parcalara ayrilmasini kolaylastirmaktadir. Normalde kendine &6zgl baskilayici
olan DFF45 ’e ( ICAD ; inhibitor of CAD, CAD baskilayici ) baglanarak inaktif
halde durmaktadir. CAD ve ICAD birer CIDE ( cell death —inducing DFF45 — like
effector, hiicre 6lumani baglatan DFF45 benzeri etken ) bélgesi icermektedir.
CIDE-CIDE etkilesimi CAD / ICAD aktivitesinin dizenlenmesinde 6nemlidir.
ICAD ’in asin yapimi DNA parcalanmasini énlese de hlcre 6limi ve apoptotik
sekilsel degisiklikleri dnlememektedir.

Mitokondrial apoptotik endonikleaz G ( EndoG ) mitokondri zarlari arasi
bdlgeden sitokrom c¢ salinimina benzer sekilde salinmaktadir. Dogrudan
cekirdege gecerek nikleozomal DNA parcalanmasini saglamaktadir. CAD 'in ¢ift
zincir DNA kiriklari olusturan endontikleaz aktivitesinden farkli olarak EndoG, tek
zincirli DNA’y1 cift zincirli DNA ’dan daha hizli parcalamaktadir. Cok sayida
apoptotik endonulkleaz, cesitli hlcrelerde degisik durumlar altinda genomun

parcalanmasinin zamaninda ve tam olmasini saglamaktadir. Siklofilinler ve
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asidik endonukleazlar ¢ekirdek DNA ’sini sindirebilmektedir. Uyarilabilen Ca2 /
Mg? bagimli endontkleaz T hicre apoptozisinde gOrev yapmaktadir.

Cekirdekte DNA pargalanmasina neden olan 2 protein vardir : AIF ve
Acinus

AIF  mitokondriden gelerek kromatin yogunlasmasi ve blylk DNA
fragmantasyonu olusturmaktadir.

Acinus nikleaz aktivitesi gbstermeyen, cekirdekte yerlesmis olan, DNA
koruyucu faktérdir. Apoptozis sirasinda kaspaz ve serin proteazlarin
parcalanmasi ile aktive olmaktadir ** .

Apoptozis Onleyicileri

Apoptotik olayr dengede tutan c¢ok sayida apoptozis baskilayicilari
belirlenmigtir. Baskilayicilarin bir kismi normalde genomda bulunan genler
tarafindan kodlanir.

1. Blyume faktorleri apoptozisi 6nleyici iglev gérmektedir.

IGF ( insulin kaynakh blytume faktéri ) antiapoptotik etki gdstermektedir.
NGF ( sinir blylime faktor( )
PDGF ( trombosit kaynakh blylime faktort )

2. IAP ( Inhibitor of Apoptozis Protein, apoptozisi baskilayan protein ) : IAP
protein ailesi viicudun endojen hiicre 6lim proteaz baskilayicilari olarak hizmet
etmektedir. insanda 5 IAP protein ailesi bilinmektedir ( NAIP, clAP-1, clAP-2,
xIAP ve SURVININ ).

65 |IAP ailesi proteinlerin en az 70a.a igeren ve BIR ( Baculoviral IAP
Repeat : Baculoviral IAP Tekrarlari ) bélgesi olarak adlandirilan bir kopya bélimu
vardir. Cogu IAP ailesi proteinde 2 ya da 3 BIR bdélgesi bulunmaktadir.

Bazi IAP proteinlerin ( clAP-1, clAP-2, xIAP ) Kaspaz -3, Kaspaz-7, Kaspaz-
9 gibi kaspazlarin aktif formlarina dogrudan baglandiklari ve enzimatik
aktivitelerini baskiladiklari gérilmustar.

3. Bcl-2 : Bcl-2 geni ilk olarak insan B hicreli lenfomada tanimlanmistir. Bel-

2, dagilimi hiicre tipine bagli olarak degisen bir hiicre igi zar proteinidir. En fazla
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yerlestigi yerler mitokondri, diz endoplazmik retikulum ( ER ) ve c¢ekirdek
cevresindeki zarlardir. iyon transportunun diizenlenmesinde gérev almaktadir.

Mitokondri dig zari, ER ve gekirdek zari reaktif oksijen tdrlerinin yapildig
yerlerdir. Bcl-2, hicreleri H » O >, ve O , dreten t-butil hidroperoksid ve
menadion ’a karsi koruyabilmektedir. DisUk konsantrasyonlarda bu oksidan stres,
apoptotik surecte hicreleri 6ldirmektedir.

CREB ( cAMP Responsing Element Binding Protein : cAMP Cevap elemani
baglayan protein ) kopyalama faktéri olan Bcl-2, degisik uyarilarla apoptozisi
baskilayabilmektedir.

Bcl-2 ile ilgili proteinler yapisal ve iglevsel durumlarina gére 3 grup altinda
siniflanmaktadirlar:

1. Bcl-2 alt grubu :  Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1

BH1, BH2, BH3, BH4 olmak Uzere doért bdlgeleri
benzerlik gostermektedir. Mitokondri dig zarina yerlesirler. Hepsinin antiapoptotik
islevi vardir.

2. Bax alt grubu : Bax, Bak , Bad , Bcl-Xs

Proapoptotiktirler.
Yapilarinda BH1, BH2, BH3 bdlgelerini icermektedirler.
Bax sitozolde bulunmaktadir ve apoptotik uyari alinmasi halinde
mitokondri membranina baglanmaktadir. Burada kuglk delikgikler “pore”
olusumunu indiklemektedir. Bdylece selektif iyon permeabilitesi
kaybolmaktadir. Sonugta sitokrom ¢ ve Apoptozis indiikleyici Faktér ( AIF )

‘On mitokondriden sitozole gikmasini saglamaktadir.

Yapr olarak baz1 bakteriyel toksinlerin, por olugturan
proteinlerine benzerlik gdstermeleri en azindan kismen hicre i¢i zarlarda

( mitokondri, endoplazmik retikulum ve g¢ekirdek zari ) kanallar olusturma

potansiyelleri olabilecegini disindirmektedir.

Bax, difteri toksininin yapisal olarak tam benzeridir. Bu toksin
endozomal / lizozomal zarlarda mRNA gevirimini ( translasyon ) baskilayan
adenozin 5'difosfat ribozile edici polipeptid A alt Unitesinin sitoplazmaya

gecmesini saglayacak blyUklikte kanallar olusturarak hiicreyi 6ldirmektedir.
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3. Bik alt grubu : Bad, Bid ve Bim

Proapoptotik

Yalniz BH3 bdlgeleri Bcl-2 'ye benzerlik gdsterdigi igin
BH3 proteinler olarak da adlandiriimaktadirlar.

Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri
normalde hucrelerde sessiz “latent” halde bulunmaktadirlar. Bu pro-apoptotik
dyeler aktive edildiklerinde sitokrom ¢ ’nin stoplazmaya saliveriimesini
saglamaktadirlar.

Bid ’in kinlmasina dolayisiyla aktiflesmesine yol acan etken, kaspaz-8 ’in
aktivasyonudur. Bid ayrica TNF ve TRAIL araciligiyla da aktiflesmektedir. Bid i
“knock out” yapilmis fare hepatositlerinde TNF veya anti-Fas ile apoptozis
indiklenmeye c¢aligilirsa, bu farelerde apoptozis olusmamaktadir. Bu deney,
Bid 'in hicre ylzey 6lim reseptérlerinden gelen apoptotik sinyalin mitokondriye
iletiimesinde rol aldigini, béylece 6lum reseptorleri ile mitokondrinin baglantisini
sagladigini gdstermektedir *°.

Bax, Bid, PUMA, NOXA genlerinin kodladigi proteinler, apoptozis
baskilayici Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin mitokondri dig zarinin bitanlaguna
koruma etkilerini ortadan kaldirmaktadir.

Bax hlcrede asin yapildiginda apoptotik 6lim artarken Bcl-2 asir
yapildiginda Bax ile heterodimerize olmaktadir ve apoptotik &lim
baskilanmaktadir.

Hlcrenin sag kalimi ( “survival”i ) Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik ve anti-
apoptotik Gyelerinin rélatif oranina bagli olmaktadir.

p53 aktive oldugunda Bax yapimini uyarmaktadir. Bax proteini de
mitokondride yerlesmistir. Bu durumda antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin apoptotik
Bcl-2 proteinlerine orani azalmaktadir. Mitokondride Bax miktarinin artmasi ile
Bax-Bax homodimerleri olugsmaktadir. Bu durum, mitokondride por olusturarak

sitokrom c ’'nin sitoplazmaya salinimi ile Apaf-1 aktivasyonuna neden olmaktadir
46
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2.2 Oksidatif Stres ve Apoptozis

GUnimiizde aerobik organizmalarda normal metabolizmanin bir yan Grint
olan reaktif oksijen / nitrojen tdrevlerinin ( ROT / RNT ) hicrenin sinyal ileti
mekanizmalarinda rol alan ikinci haberciler olduklari kabul edilmektedir. Hlcre igi
ROT ’lar hiicre disi / hiicre ici etkenlerle olusabilmektedir 4”2 .

Hicre digi en dnemli etkenler arasinda fagositoz, patojenler, mitojen /
sitokin indiksiyonu, Fe iyonu, uv / radyasyon etkileri ve c¢esitli ilaclar
sayllabilmektedir.

Hucre ici ROT olusturan etkenler ise basta mitokondri organeli olmak Uzere,
monoaminoksidaz ( MAO ) enzimi, myeloperoksidaz, NADPH oksidaz enzimleri,
sitokrom P450 ( Cyt P450 ) sistemi ve endoplazmik retikulum organeli
sayilabilmektedir. Bu etkenler ile hicre icinde olusan ROT ’larin hiicrenin DNA,
protein ve lipid yapilarinda meydana getirdigi degisiklikler ile iligkili olduklari
genlerin aktivasyonuna veya inaktivasyonuna neden olmaktadir .

Gen dizeyinde gerceklesen bu etkilerin sonucu doért farkh yénde
gelisebilmektedir:

1. Onkogen indiksiyonu sonucu kanser gelisimi,

2. Adaptasyon sureci ile hiicre savunma mekanizmalarinin gelisimi,

3. Homeostatik mekanizma ile hiicrenin normal yasamina devam etmesi,

4. Hlcrenin tamir / savunma mekanizmalarinin kapasitesinin hasarlanmasi
ile hlicre 6lUm yolu / apoptozis mekanizmasinin uyariimasidir.

Reaktif Oksijen Turleri ( ROT ) ve dizenleyicileri apoptozisi baglatan énemli
bir etkendir. Reaktif oksijen yapimi sonucu goérulen lipid peroksidasyonu farkli
etkenlerin baglattigi apoptozis ile iligkilidir. Ancak ¢ok disuk oksijen diizeylerinde
de apoptozisin gérilmesi apoptozisde reaktif oksijen tirlerine mutlaka gereksinim
duyulmadigini, reaktif oksijen tirlerinin apoptozis slrecinin baslatilmasini
kolaylastiran fakat dogrudan apoptozise yol agmayan hicre ici sinyallerden biri

olarak islev gérdigind distundirmektedir.
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Slperoksid dismutaz dlzeylerinin etkisi TNF’nin apoptozisi baglatma
yeteneginde goérulirken Fas ’in baslattigi hiicre 6liminde gérilmemektedir.

Hucre organelleri ve hicre 6lim mekanizmalar ile yapilan c¢aligmalarin
blylk bir bdlimU apoptozis regilasyonunda oénemli roli olan mitokondri
organelinde yogunlagsmaktadir.

ROT ’larin olusumu, mitokondri membranlar arasi bélgede bulunan pro-
apoptotik proteinlerin salinimini ve apoptozisi tetiklemektedir. Tim aerobik
organizmalarda mitokondrial solunum zinciri ROT Grlnlerinin ana kaynagini
olusturmaktadir. Normal fizyolojik solunum sirasinda yaklasik olarak tiketilen
molekiler oksijenin %1-2 ’si ROT ’larin é6ncili olan stperoksid anyonuna ( Oz)
dénidsmektedir. SUperoksid anyonlarinin dismutasyonu ile H,O, Uretilmektedir.
Olusan H>O:’in ve sliperoksidin Haber-Weis reaksiyonunda Fe ve Cu iyonlari ile
etkilesime girmesi ile oldukga reaktif olan hidroksil radikali ( OH ) olusmaktadir.

ROT ’larin énemli hedeflerinden biri mitokondrial DNA ( mtDNA ) ’dir.
Mitokondrial DNA elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyon ile ATP
aretimi igin gerekli 13 polipeptid, 22 transfer RNA ( tRNAs ) ve 2 ribozomal
RNA ’yi1 kodlamaktadir. Histonlardan yoksun olmasi ve elektron transport
zincirine yakin konumda bulunmasi nedeniyle mtDNA olusan ROT ’larin etkisine
daha fazla maruz kalmaktadir. Mitokondrial oksidatif stres etkisi ile bozulan
genomik stabilitenin yani sira hiicre yagsamini yakindan ilgilendiren protein, lipid
ve membran yapilarinin hasarlanmasi hicre 6liminin aktive olmasina yol
acmaktadir.

Mitokondride olusan slUperoksid anyonunun énemli toksisitesi demir- kikart
( Fe-S ) proteinlerinin direkt oksidasyonu ve inaktivasyonudur ( Orn. Akonitaz ).

Mitokondrial akonitaz inaktivasyonunun en az iki sonucu vardir :

1.inaktif Fe-S merkezlerinden siirekli olarak Fe ve H,O, salinimi sonucunda
Haber-Weiss reaksiyonu icin ortam olusturulmasi ile oldukca reaktif olan OH
radikali olugsmaktadir.

Olusan OH radikali mitokondrial proteinleri, DNA ve lipidleri okside

edebilmektedir.
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2.Akonitazin Krebs siklusunda inaktive olmasi ile enerji olusumu ( ATP )
azalmaktadir.

Molekuler kompozisyonu tam olarak aydinlatilamamis olmasina karsin
mitokondrial gegis porlarinin ( mitochondrial permeability transition , MPT ) hlcre
6limunde 6énemli rol oynadigi savunulmaktadir.

Mitokondrial gecis porlari igin dnerilen modele gére porlar voltaja bagimli
anyon kanali, adenin nikleotid translokaz, siklofilin-D, hekzokinaz, kreatin
kinaz ’dan ( VDAC-ANT-CyP-D ) olusmakta ve mitokondrinin i¢-dis membranlar
aras! boélgesinde yerlesim gdstermektedir.

Yapilan son calismalara gére ANT*nin kanser ilaclarinin ( Orn: Doxorubicin )
olusturdugu ROT’larin ana hedefi oldugu savunulmaktadir. Slperoksid
anyonunun ise VDAC ’in agilmasi sonucunda Sitokrom c¢ (Cyt c¢) salinimina
neden olarak hiicre dlimiine yol actigi belirtiimektedir *’ .

Sitokrom ¢ normal sartlarda i¢ mitokondrial membranda anyonik bir
fosfolipid olan Kkardiolipin ile elektrostatik etkilesime girerek membrana
tutunmaktadir. Kardiolipinin oksidasyonu ile Cyt ¢ 'nin baglanma ilgisinin azaldigi
daha énceki yillarda yapilan calismalarda belirlenmistir *"42 .

Apoptotik hicrenin mitokondrisinde ROT olusumuna katkida bulunan diger
kaynaklardan biri p66Shc proteinidir. Bir pro-oksidan olan p66Shc proteini
elektron transport zincirindeki indirgeyici ajanlarin Cyt ¢ ’nin oksidasyonunu
saglayarak H-O, olusumunu kolaylastirmaktadir. Genom stabilitesinden sorumlu
olan p53 proteini de hlicrenin redoks regllasyonunda yer alan diger bir proteindir.
Reaktif oksijen tlrevlerinin DNA ile etkilesimi sonucunda olusan DNA hasari p53
aktivitesinin artmasina neden olmakta bunun sonucunda da mitokondriden Cyt ¢
salinimi ve kaspaz aktivasyonunu tetikleyen pro-apoptotik proteinlerin ( Bax ve
PUMA ) ekspresyonunun artmasina neden olmaktadir. Hlcrenin p53 diizeyi ve
PUMA, Bax, ROT birikimi hicre 6lim mekanizmasinin tetiklenmesini
belirleyebilmektedir ¢

Sonu¢ olarak ROT’larin  hiucre-disi / hicre-i¢i apoptozis tetikleme
mekanizmalarinda etkili olduklari ve apoptotik slreci gen dizeyinde etkiledikleri

yapilan in vitro / in vivo calismalar sonucunda ispatlanmistir 448 .
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2.3 Apoptozis Belirleme Yontemleri

Apoptozisi saptamak i¢in ¢ok c¢esitli ydntemler geligtirilmistir. 1972 yilinda,
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hicrenin morfolojik gériinimine gére
karar verilmigtir.

ilk kez morfolojik kriterlere gdre belirlenen apoptozis, 80 ’li yillarin sonuna
dogru DNA Kkiriklarinin olustugunun ortaya ¢ikariimasiyla birlikte bu kiriklarin
saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baglanmigtir. 90 ’larin ortalarinda
ise apoptotik hucrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmustur. Bbylece kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yoénelik metodlarla saptanabilen apoptozis,
90 ’larin sonuna dogru fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de
saptanmaya baglanmisgtir.

Apoptozis’in belirlenmesine ydnelik gelistirilen tim metodlari, 2000 ’li yillarin
baslarinda sadece apoptotik epitelyal hlcrelerde olmak (zere, kaspaz
aktivitesiyle kirillan bir protein olan “keratin 18” ’in kinldiktan sonraki 6zgln
formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip
etmistir.

Apoptozis ’in belirlenmesinde kullanilan yéntemler :

1. Morfolojik gérinttileme ydntemleri

2. immunohistokimyasal yéntemler

3. Biyokimyasal yéntemler

4. immuinolojik ydéntemler

5. Molekuler biyoloji ydntemleri olarak belirtilebilmektedir.

Apoptozis’in belirlenmesinde ydntem tirinden ziyade, apoptozise 6zgl
herhangi bir hlcresel olayin / aktivitenin belirlenmesi esas alinarak
degerlendirme yapilabilmektedir. Orn.Apoptozis DNA fragmantasyonu esas
alinarak saptanacaksa bu metodlarin bir veya birden fazlasi kullanilabilmektedir.
DNA fragmantasyonu histokimyasal olarak gd&sterilebilecegi gibi, biyokimyasal
olarak da gdbsterilebilmektedir. Hatta ELISA ile de gb&sterilebilmektedir. Bu

ayrimda énemli olan ¢alisilacak numunenin cinsidir.
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Hucre kiltlrd yapilarak elde edilen bir numune ise, biyokimyasal bir yéntem
olan Agaroz Jel Elektroforez ’i yapilabilmektedir.

Eger bir dokudaki DNA fragmantasyonlari ( apoptotik htcreler )
arastiriliyorsa o zaman da histokimyasal bir yéntem olan TUNEL ydntemi
kullanilabilmektedir.

1. Morfolojik Gérintileme Yéntemleri :

l. Isik Mikroskobu
a.Hematoksilen Boyama

b.Giemsa Boyama
ll. Fluoresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
a.Propidium iyodiir
b.Hoechst Dye
[Il. Elektron Mikroskobu
IV. Faz Kontrast Mikroskobu
Apoptozisde gortlen sekilsel dzellikler, apoptozisin degerlendiriimesinde en
guvenilir ydontemlerden biridir. Ancak sekilsel degisikliklerin cok kisa surede
ortaya cilkmasi ve tek tek hicrelerde gérilmesi bu ydntemi yetersiz kilmaktadir.

2. Iimmunohistokimyasal Yontemler :

I. Anneksin V Yontemi
Il. TUNEL Yo6ntemi
1. M30 Yontemi

IV. Kaspaz Y&ntemi

I. Anneksin V YoOntemi : Normal hicrelerde hicre zarinin sitoplazmik
ylzinde fosfatidilserin ( PS ) bulunmaktadir. Eger hicre apoptozise giderse
normalde i¢ yUzinde yerlesmis olan PS molekdller, hiicre zarinin dis yizine
transloke olurlar. Dis yilze transloke olan PS ‘ler, fluoresan bir madde
(6rn.FITC ) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak gérinar hale getirilmektedir.

Bdylece apoptotik hiicreler saptanmis olmaktadir.
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[I. a. TUNEL YoOntemi : DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglamaktadir. Parafin bloklar, donmus kesitler, kaltiri yapiimig sollUsyon
halindeki hicrelerde veya “plate”lere ekilmis, ya da lameller Gzerinde buyutuimus
hiicrelerde apoptozisin varligi bu metodla saptanabilmektedir.

b. bio-dUTP : Parafin kesitlerde terminal deoksitransferaz yolu ile
gelistirilen yéntemdir. ‘nick-end’ isaretleme ve ‘in situ end’ isaretleme ydntemi ile
‘nick-end’ isaretleme yodnteminde terminal transferaz, ‘in situ end’ isaretleme
yonteminde DNA polimeraz , DNA zincir kiriklarinda biotinlenen nikleotidlere
girmektedir ve isaretlenmis DNA immunohistokimyasal olarak gorulebilmektedir.
Nekrozda da DNA zincir kiriklari gérilebildiginden sonuclarin yorumlanmasinda
dikkatli olunmalidir *° .

[Il. M30 Yontemi : Apoptotik hicreler sitokeratin 18 ’in kaspazlarin etkisiyle
kirlmasi sonucu ortaya c¢ikan yeni antijenik bdélgenin immunohistokimyasal
yéntemle boyanmasi prensibine gére belirlenmektedir. Sadece sitokeratin 18 i
eksprese eden epitelyal kaynakl dokularda kullaniimasi mimkindur.

IV. Kaspaz-3 Yéntemi : Sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal metoduyla belirlenebilmektedir. Bunun ig¢in dokunun
kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise yol agan
ajanin kaspaz-3 'O kirip kirmadiginin bilinmesi gerekmektedir.

3. Biyokimyasal Yoéntemler :

I. Agaroz Jel Elektroforez Yoéntemi ; DNA fragmantasyonunun
belirlenmesinde kullaniimaktadir.

Il. “Western Blotting” ydntemi ; substrat kirilmalari, aktif kaspazin
belirlenmesi, sitokrom ¢ saliverilmesinin belirlenmesinde kullaniimaktadir.

lll. ”Flow ” Sitometri yontemi ; DNA azalmasinin tesbiti ve Anneksin V
yénteminde tercih edilmektedir.

I. DNA Agaroz Jel Elektroforez Yontemi : Apoptozis 'de DNA, 180 baz cifti
ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan ( interntikleozomal bélgelerden )
kirildigi icin, tipik merdiven goérintist “ladder pattern” olusmaktadir. Bu bulgu

apoptozisin karekteristik 6zelligidir ve nekrozisde gérilmemektedir.
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Il. "Western Blotting” Yontemi : Apoptozise 6zgu bazi proteinlerin eksprese
olup olmadiklarinin ( érn. Bcl-2 ) ya da kirilip kirilmadiklarinin ( 6rn. Kaspaz-3 )
“Western Blotting” yéntemi ile saptanmasi mimkindir. Bu yéntem ile Sitokrom
¢ ’'nin sitoplazmaya ¢ikip ¢itkmadigi da belirlenebilmektedir.

[ll. ”Flow”Sitometri Yontemi : ”Flow” sitometri yardimiyla floresan bir madde
ile isaretlenmis antikor kullanilarak apoptozisde eksprese oldugu bilinen herhangi
bir hiicre ylzey proteininin saptanmasi mimkin olmaktadir. Bdylece apoptotik
hicreler belirlenebilmektedir. Flow sitometri yontemi ile iki sekilde apoptozis
incelenebilmektedir :

a. Fuoresan bir madde olan propidium iyodur kullanilarak hicre boyutu ile
icerdigi DNA miktar kiyaslanmaktadir ve azalan DNA miktarinin apoptozis lehine
oldugu gerceginden hareketle, apoptotik hiicre populasyonu ( sub-G1 piki ) tayin
edilebilmektedir.

b. Anneksin V kullanilarak flouresan mikroskobu ile uzun zaman alan sayma
islemi saniyeler icinde yapilmaktadir.

“Flow” sitometri grafiklerinde sag-alt kadrandaki populasyon anneksin-
V ’nin pozitif ve propidium iodid ’in negatif oldugu apoptotik hticrelerin bulundugu
bdlgedir.

IV. immunolojik Yontemler :

1. ELISA ile gerek kilttrd yapilmis hicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmantasyonunu tesbit etmek mudmkdndir. Ayni sekilde
M30 dizeylerinin 6lcimi de mimkin olmaktadir.

2. Fluorimetrik Ydéntem kullanilarak kualtiri yapilmis hicrelerde kaspaz
aktivitesinin tayin edilmesi mimkudn olabilmektedir.

V. Molekuller Biyoloji Yéntemleri’nden "DNA Microarrays” teknolojisi ile
Hicre Olim Reseptérleri ve Kaspazlarin gen ekspresyon dereceleri
( mRNA) 'nin tesbitine calisiimaktadir.

DNA “microarrays” teknolojisi hentiz ¢ok yeni ve pahali bir ydntemdir. Bu
teknoloji ile ayni anda ve kisa bir slre icinde yUzlerce hatta binlerce genin

ekspresyon derecelerinin ( mRNA ’larinin ) tesbiti mimkin olabilmektedir.
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Apoptozisin pek ¢ok gen tarafindan dizenlendigi, nekrozun ise toksik ya da
fizik etkenlerle baslayan pasif dejeneratif bir olay oldugu disiiniimektedir ?’.

Bcl-2 ve Bcl-xL ’'nin, hicre solunumunu durdurarak ( oksijen azaltilmasi ya
da respiratuar zincir inhibitérleri eklenmesi ile ) baslatilan nekrotik hiicre 6limun
baskilamasi, tetrapeptid baskilayicilari ve crmA ( cytokine response modifier
A:Sitokin yanit degistiricisi A) iceren kaspaz baskilayicilarinin nekrotik hiicre
6limUnU geciktirmeleri, apoptozis ve bazi nekrotik hlcre sekillerinin ana yollari
paylastigini diistindiirmektedir *° .

Hucre ici ATP dizeyinin 6l¢timesi hiicre 6lim seklinin belirlenmesinde
dnemlidir. Apoptozis ATP ’ye bagdimli iken nekroz degildir. Bazi 6lum uyarilan
ATP varliginda apoptozisi uyarmaktadir, ATPaz ise nekroza neden olmaktadir.
Kaspaz aktivasyonunun iglevsel akiginda sitoplazmik apoptotik etkileyicilerin
cekirdek igine aktif tasinmasi ATP’ye bagh olmaktadir ( hangi basamagin
ATP ’ye bagli oldugu bilinmemektedir ).
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2.4 Bakteriyel Toksinlerin Apoptotik Etkisi

LPS ve IFN-gamma makrofajlari uyarmaktadir. Makrofajlar INOS ( Inducible
nitric oxide synthase ) araciligi ile NO dretmekte ve JNK ( c-jun-N-terminal
kinase ) yolu aktive olmaktadir. Bu olaylar apoptotik kaskadi tetiklemektedir ve
hicre 6lim0 gerceklesmektedir. Glnkld JNK yolu pro-apoptotik ve anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi tyelerini diizenlemektedir °'.

RAW 264.7 makrofaj hicreleri, LPS ve IFN-gamma ile muamele edilmisgtir,
LPS / IFN-gamma ‘nin JNK yolunu aktive etmesi JNK yolunun Bcl-2 ailesi tyeleri
Uzerine etkisi ve bu etkide makrofajlar tarafindan uyarim sonucu olusan NO
( nitrik oksit ) ’in etkisi arastiriimistir *'. siRNA ile JNK yolu inhibe edilerek JNK
yolu ’'nun LPS ile uyarilan makrofajlardaki apoptozisde roli oldugu dogrulanmistir.
INOS inhibitéri L-NIL kullanilarak NO dretimi baskilanmistir. Bu durum JNK
aktivasyonunu degistirmigtir.

Sonuc olarak LPS / IFN-gamma ile uyarilan RAW 264.7 hicrelerinin
mitokondrial ve niklear kompartmanlarinda, mitokondrial JNK aktivasyonunun
NO bagiml oldugu gézlenmistir. Bu sonuca gbre makrofajlarda LPS / IFN-
gamma ile saglanan apoptozisin NO bagimsiz Bim fosforilasyonu, NO bagimh
Bax defosforilasyonunu igerdigi belirtilmistir >'.

LPS ile aktive edilmis CD4+CD25+ Tregulatuar hicrelerin ( Treg ) nétrofil
fonksiyonunu inhibe ettigi ve nétrofil apoptozisini tetikledigi bildirilmistir 2 .
Notrofiller  TLR3 disinda bdtin bilinen TLRs ( Toll-like reseptérler )'ni
salmaktadirlar. TLR2 ve TLR4 nétrofillerde hiicre adezyonunu ve sitokin Gretimini
arttirmaktadir. Dolayisiyla TLR4 ligandi LPS ve nétrofiller igin gugli aktivatérdr.
Noétrofillerden ROl ( Reactive Oxygen Intermediates ) Uretimini ve sitokin-
kemokin salinimini arttirmaktadir. Bu c¢alismada LPS ’nin, CD4+CD25+ Treg
hicrelerinin supresif etkisini arttirdigi, CD4+CD25+ Treg hicrelerinin de artan bu
supresif etkisiyle nétrofil fonksiyonunu azalttigi ve apoptozisine neden oldugu

g6zlenmistir.
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LPS E.coli  serotip R515’den elde  edilmis, insan PMNs
(polimorfnuclearldkositler:nétrofiller) Uzerinde cahsilmigtir. PMNSs’in
CD4+CD25+Treg ve CD4+CD25- T hiicrelerle kiltira yapilmis, daha sonra LPS
eklenmis ve 5-18 saat inklbasyona birakilimis ve CD11b CD62L CD16 nétrofil
ylzey reseptorleri, CD4+CD25+Treg 'den TLR4 salinimi flow sitometri yéntemi
ile belirlenmistir. FOXP3 salinimi Human Treg Flow Kit ile tesbit edilmigtir.
( FOXP3, Treg hicrelerinin gelismesi ve fonksiyonlarini yapmalarinda énemli role
sahip transkripsiyonel faktor ). Notrofil apoptozisinin belirlenmesinde Annexin V-
FITC binding yéntemi kullaniimistir. Annexin V fosfatidilserin ’e baglanmaktadir.
Erken ya da ge¢ apoptozis ayrimi icin bu boyama ydntemine ilave propidium
iodide boyama yapilmigtir. ROI tesbiti igin luminol - ECL ile élgcim yapilmis ve
MLX microtiter plate luminometer - chemiluminescence yontemi kullaniimigtir. IL-
1B, IL-6, IL-10, TNFa sitokin salinimi human inflammation cytometric bead
yéntemi ile élctiimastdr.

Sonu¢ olarak; LPS’nin  FOXP3 salinimini arttirdigi, LPS ile uyarilan
CD4+CD25+Treg hicrelerin nétrofillerden ROI ve sitokin Gretimini azalttigi ve
nétrofil apoptozisini tetikledigi belirtilmistir °*

RAW264.7 makrofaj hicreleri ‘'nde bir Endoplazmik Retikulum ( ER ) Stress
Ajani olan Brefeldin A 'nin sebep oldugu apoptozisi LPS 'nin dnledigi bildirilmistir
53

Hicre Olim Reseptdri  Yolu ve Mitokondrial Yol  Apoptozis'in
gerceklesmesinde 2 ana yol olarak bildirilmigtir. Endoplazmik Retikulum Stress
iligkili Apoptozis 'de Apoptozis ’in gerceklesmesinde 3.yol olarak bildiriimektedir.

Endoplazmik Retikulum Stres lligkili Apoptozis; proteinkinaz, Ca++,
mitokondri, pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekiller, kaspaz, hemoksijenaz-1,
mitogen-activated protein kinases , mikrotubuller icermektedir.

ER Stres iligkili apoptozis, Brefeldin A, Thapsigargin ve Tunicamycin gibi ER
Stres ajanlari ile karekterizedir. Bununla birlikte ER Stress iligkili Apoptozis hala

tam olarak acgiklik kazanmamistir.
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LPS, makrofajlari aktive etmektedir. Enflamatuar mediatérlerin Gretimine yol
acmaktadir, hicre hasar ve 6lim gerceklesmektedir. Gergekte LPS ’in cesitli
hucre tiplerinde apoptozis ile saglanan sitotoksisitesi gosterilmigtir. Bu sebeple
LPS ERstress iliskili apoptozise etki edebilmektedir *3.

RAW 264.7 makrofaj hucreleri, 100ng/ml LPS ve Brefeldin A, Thapsigargin,
Tunicamycin ER Stres ajanlarinin gesitli konsantrasyonlari ile 24 saat inkibe
edilmistir. Hicre sitotoksisitesi MTT y&ntemi ile belirlenmistir.

Bu ybéntem sonuglarina gére LPS, Brefeldin A ile olusan apoptozis ’'de
koruyucu etkili bulunmustur. LPS, Thapsigargin ve Tunicamycin Uzerine etkili
bulunmamistir. RAW264.7 makrofaj hicreleri Brefeldin A ile inklibe edildiginde
bu hiicrelerde meydana gelen DNA fragmantasyonu Uzerine LPS ’nin etkisi
arastirilmistir. Agaroz Jel Elektroforez ile LPS ’nin DNA fragmantasyonunu
6nledigi acikga gbzlenmisgtir.

LPS disindaki diger makrofaj aktivatérleri ( CpG DNA, TNFa, IFNy ) ile de bu
calisma yapilmigtir. CpG DNA 'nin LPS ile benzer sonuglar verdigi gézlenmistir,
TNFo ve IFNy 'nin bdyle bir etkisi gézlenmemistir.

Bu calismada Enzyme-Spesific Fluorometric ydntem ile RAW 264.7
hicrelerde Brefeldin A ’'nin Caspase-1,3,4,12 aktivasyonunu sagladigi ve
Immunblotting ydntem ile LPSnin Caspase-1,3,4 aktivitesini bloke ettigi
gosterilmistir *°.

LPS’nin, human monoblastic U937 hicrelerde apoptozis olusumunu
sagladigi belirtimistir™*. Bu sonug, apoptozis’in karekteristik markirlari olan
nikleer fragmantasyon ve kaspaz altivitesine go6re degerlendirilmistir. Bu
calismada kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk kullaniimistir. Sitokrom ¢ salinimi ve
mitokondrial membran potansiyel kaybinda degisiklik saptanmamistir.

Sonu¢ olarak; LPS’nin human monoblastic U937 hicrelerde apoptozisi
tetiklemesinde mitokondrial fonksiyonlarin énemli rol oynadigi ve mitokondrial
disfonksiyonun  olusmasinda kaspaz  aktivitesine gerek  duyulmadigi

belirtiimektedir >* .
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LPS’nin, PMN ( polimorf nuclear I6kositler )’de spontan ve CD95 iligkili
apoptozisi, clAP-2 ( inhibitor of apoptozis protein-2 ) baglantii Kaspaz-3
aktivitesinin bozulmasiyla azalttigi belirtilmistir *° .

Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi amaciyla DEVD-afc-cleavage assay,
Ubiquitinated caspase-3 salinimi ve clAP-2 protein salinimi Western Blot
yontemi ile belirlenmistir. clAP mRNA RT-PCR ile belirlenmistir.

LPS’nin 2 saat icinde clAP-2 mRNA ve proteininin olusumunu sagladidi,
Kaspaz-3 aktivasyonunu azalttigi  gb6zlenmistir. Ayrica  proteozomlarin
inhibisyonunun, LPS ’nin CD95 iligkili apoptozis ve spontan apoptozis ve Kaspaz-
3 aktivitesinin bozulmasi Uzerine anti-apoptotik etkisini ortadan kaldirdigi
belirtiimistir ve buna gére LPS tarafindan olusumu saglanan clAP-2 ’nin ve
proteozomlar tarafindan Caspase-3 aktivasyonunun bozulmasindaki artisin
PMN ’de apoptozis olusumundan sorumlu olabilecegi belirtiimektedir *°.

I3

Staphylococcus aureus o-toksini  hin, insan Umbilical Ven Endotel
hiicreleri 'nde apoptozis i tetikledigi bildirilmistir >° .

Staphyococcus aureus a-toksini’inin purifiye edilmis sublitik konsantrasyonlari
monolayer endotel hicre kaltird ile 24 saat inklbe edilmistir. Endotel
hiicrelerinde apoptozis belirlenmesi icin DNA ekstraksiyon ve jel elektroforez
ybntemi, terminal deoxytransferase—mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL)
yontemi  kullanilmigtir.  Mikroskobik degerlendirme-morfolojik  degisikliklerin
belirlenmesi i¢in inverted mikroskop kullaniimigtir.

Sonug olarak; S.aureus a-toksin’ i ile muamele edilmis endotel hlicrelerinden
genomik DNA ekstrakte edilmis ve agaroz jel elekiroforez ydnteminde
apoptozisin  karekteristik belirteci internikleozomal DNA fragmantasyonu
gOsterilmistir. S.aureus a-toksini nin insan umbilikal ven endotel hicrelerinde
apoptozis sagladigi belirtilmistir °°.

Notrofillerin kisa yasam siresi vardir. Yapilan in vitro ¢calismalarda yaklasik
16-20 saat icinde bu hlcrelerin spontan apoptozise ugradigi belirtiimektedir. Bu
isleyis nétrofillerin proinflamatuar iglevlerini dizenlemektedir. Bdylece dokudan
makrofajlarca atilmalar saglanmaktadir. Bu sekilde nétrofiller tarafindan salinan

toksik maddelerden diger hicrelerin etkilenmesi 6nlenmis olmaktadir.
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Noétrofillerde bu dizen oturmus durumda iken, bazi inflamatuar mediatérler,
sitokinler, bakteriyel Urlnler veya hipoksi gibi lokal durumlar nétrofillerin
apoptozisini arttirabilmekte ya da geciktirebilmektedir °’.

ROT ( Reactif Oksijen Tdrleri) ‘nin ekstra - ve intra-selller oldugu arasindaki
ayrimi yapmak igin nétrofiller 'in slperoksit dismutaz ile muamele edildigi ve bu
¢Opcl reseptorlerin - ekstrasellller sUperoksit anyonu ve hidrojen peroksit
(H 20 2) i arttirdig belirtiimistir >

Enterotoksijenik E.coli enterotoksini hin faredekas i¢i enjeksiyonundan sonra
dalak ve timus ‘da meydana gelen atrofinin apoptozis iliskili oldugu belirtilmistir °2.
ETEC enterotoksininin IM enjeksiyonundan 26 saat ve 36 saat sonra timusda
apoptozis belirteci olan DNA fragmantasyonunun meydana geldigi, timusdaki
apoptozisin zaman bagimli oldugu belirtilmistir *®.

ETEC enterotoksininin farede IM enjeksiyonundan sonra dalakta ve timusta
Flow Sitometri yontemi ile CD4+ CD8+ ( ¢ift pozitif ) hicrelerin ve CD45+ B
hiicrelerin sayisinda énemli oranda azalis belirlenmistir.

Yiksek doz ETEC enterotoksini ile kiltlire edilmis timositlerde in vitro
apoptozis saglanmistir.

Sonu¢ olarak; ETEC enterotoksinihin farede IM enjeksiyonundan sonra
dalakta ve timusta meydana gelen atrofinin sebebinin CD4+CD8+ hlicrelerde ve
CD45+ B hlcrelerde meydana gelen apoptozis kaynakl olabilecegi belirtiimigtir.
Toksinin serum seviyesine erisilememistir 2.

E.coli Shiga toksin-Shiga like toksininin insan epitel hiicrelerinde apoptozis
olusturdugu ve Bcl-2 ailesinin  bu apoptoziste duzenleyici rol aldigi
belirtiimektedir **.

E.coli Shiga toksin, Stx1 ve Stx2 E.coli Shiga toksin ( STEC )
enfeksiyonlarinda  major  virulans  faktérdir.  Stx1 ve Stx2 icin
globotriaosylceramide ( Gb3 ) reseptdrdir. Bu reseptér insan intestinal epitel
hicrelerinde bulunmamaktadir. Bu nedenle STEC enfeksiyonlarinda bu
toksinlerin mekanizmasi agik degildir.

Stx1 ve Stx2 A-B modelinde, B subunit pentamer spesifik glikolipit

reseptorlerine, Gb3 reseptére baglanmaktadir. Holotoksin endotoksikoz ile
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alinmaktadir. Golgi cisimcigine ve sonra Endoplazmik Retikuluma transportu
gerceklesmektedir. 60S ribozomal subunit ’'in 28 rRNA’sI (zerine etki etmektedir
ve protein sentezini énlemektedir, sitotoksisite meydana getirmektedir.

Purifiye E.coli Shiga toksin ; Burkitt Lenfoma hcreleri, Vero hicreleri ve
insan renal tubular epitelial hiicrelerde apoptozis’e sebep olmaktadir.

E.coli strain R82Pjes 120 DH5a ( Stx2 purifikasyonu igin ), strain JB28 ( Stx1
purifikasyonu igin ) kullaniimistir. Hep-8 hiicreler ( human laryngeal epithelial cell
line,Gb3 saliyor ), Caco-8 hiicreler ( human intestinal cell-line, Gb3 saliyor ), T84
( human intestinal cell-line,Gb3 salmiyor ) Stx1 ve Stx2 ( 12.5ng/ml ) ile
muamele edildikten sonra apoptozis belirleme ydntemleri ile bu hicrelerdeki
apoptotik etki arastiriimistir *°.

Stx1 ve Stx2 'nin Hep-2 hilcrelerindeki apoptotik etkisi arastirimis ve Stx1’in
etkisinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Stx1 B alt Unite ile yapilan ¢alismalarda
yUksek konsantrasyonlarda apoptozis sagladigi belirlenmigtir. Hep-2 hlcrelerinde
nukleus fragmantasyonu, sitoplazmada vakuollesme tipik apoptozis belirteci
olarak saptanmigstir. Stx1 ’in bu hicrelerde olusturdugu apoptozis doz ve zaman
bagiml olarak gbzlenmistir. Caco-8 hucrelerinde de benzer sonuglar elde
edilmistir. T84 hucrelerinde ise apoptotik etki gdzlenmemistir. Bu sonuca gére
Gb3 reseptéri’'nin  toksin iligkili apoptozisde mutlaka gerekli oldugu
belirtiimektedir .

Stx1 ve Stx2 uygulandiktan sonra Bcl-2, Bax, Bak salinimi Western Blot
yontemi ile dlgiilmiis ve Stx1 ve Stx2 'nin Bax salinimini arttirdigi gdzlenmistir *°.

Bu calismada Z-VAD-fmk kaspaz inhibitérinin, doz bagimli hicre dlumadnu
onledigi belirtilmistir. Z-DEVD-fmk, kaspaz-3 inhibitéri 'nin apoptozisi onledigi
g6zlenmistir.

Bcl-2 'nin asin saliniminin ve kaspaz inhibitorlerinin  apoptozisi 6nledigi
belirtilmistir °°.

Ek olarak Bcl-2 ailesi Gyeleri, programli hiicre 6lum ile pro- ve anti-apoptotik
proteinlerin iligkisi go6sterilmistir. Gb3 reseptéri salan hlcreler bu toksinlerle

muamele edilince pro-apoptotik Bax artisi gdzlenmistir >°.
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Sonug olarak ; bu calismada E.coli tarafindan salinan Stx1 ve Stx2 ‘nin, Gb3
salan insan mukozal epitel hlcrelerinde apoptozis olusumunu sagladigi
anlasiimigtir. intestinal epitel hiicreleri Gb3 reseptérii icermediginden apoptozis’e

ugramamaktadir °°.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Bilesikler, Besiyerleri, Kitler

H9c2 ( rat embriyonik kardiyomiyosit )

Kolera toksin ( ( Azide — Free ) 501 - B VANDELL WAX, CAMPBELL,
CA 408/ 866, mg / ml, Amerika )

Difteri toksin ( 1.8 mg / ml)

Stafilokokkal enterotoksin B ( Staphylococcal enterotoxin B from Staphylococcus
aureus ( Sigma, Amerika ) )

LPS ( E.coli O55:B5 )

E.coli endotoxin standard ( Sigma, Amerika )

FBS (Fetal Bovine Serum) ( I8 ile inaktive edilmis ) 500ml ( Gibco, iskocya )
DMEM ( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ) 500ml ( Gibco, iskocya )
DMEM ( Fenol Red free ) ( w/o FBS, w/o Siprofloksasin, w/o f2
Mercapthoethanol ) ( Gibco, iskogya )

Penisilin ( Biochrom AG, Almanya )

Streptomisin ( Biochrom AG, Almanya )

L-glutamine ( Biochrom AG, Almanya )

B2 Mercapthoethanol ( Fluca Biochemica, Almanya )

PBS 500ml ( Gibco, iskocya )

Trypsin - EDTA 0,25 % ( 1X) ( Gibco, iskogya )

Trypan Blue ( Tripan Mavisi ) %0,4 (Applichem, Almanya )

%5 DMSO iceren FBS ( Fetal Bovine Serum )

0.5M Tris HCI pH :8

0.01M Tris HCI pH :7

5X RNA Loading Buffer

Ultra Pure Water 500ml ( Gibco, iskogya )

10X FA Gel Buffers

1X FA Gel Running Buffer

50X TAE ( Tris acetate / EDTA ) Buffer

1X TAE ( Tris acetate / EDTA ) Buffer

% 1.2 Agarose Gel
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Ethidium bromide (10mg / ml)

%37 Formaldehyde

MTT Cell Proliferation Kit | ( ROCHE )

2’,7-Dichlorofluorescin diacetate ( Sigma, Amerika ) %97 FW: 487.3
Annexin V —FITC Apoptosis Detection Kit | ( BD Biosciences Pharmingen )
RNeasy Mini Kit — QIAGEN

RNase - Free DNase Set

RT Profiller PCR Array System SABiosciences

Apo Target Apo - BRDU ( BIOSOURCE )

Hoescht stain
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3.2. Aletler

Sinif 2 Biyoglvenlik Kabini ( Apollo Metis Biyoteknoloji, Tirkiye )
Hassas Terazi ( Schimadzu, Japonya )

Otoklav ( Sanyo, Japonya)

Pastor Firini ( Electro-mag, Turkiye )

Vorteks (Heidolph, Almanya )

Otomatik pipet ( Drummond , Amerika )

Tek kanalli ve sekiz kanalli pipetdr ( Socorex )

Mikropipetler 10ul, 100ul I, 1000ul | ( Socorex )

Yatay Elektroforez

Sogutmali Santrfiij ( Beckman Coulter, Amerika )

Sogutmali Mikrosantrftj ( BD, Amerika )

Jel Gortintlileme Sistemi ( Sngene, Ingenius, ABD )

pHmetre ( Accumet, AB15, Fisher Scientific, Amerika )

Manyetik Karistirici ( Jenway 1000, hotplate & Stirrer, ingiltere )
Distile Su Cihazi ( Sartorius )

Enjektdr 2ml, 5ml, 10ml, 20m’lik steril enjektdr ( SUperset, Turkiye )
Tek kullanimlik steril enjektér filtresi 0,2um ( Corning incorporated, Corning,
Germany )

Hiicre kdiltird flask 25-cm? ve 75-cm?

Noumber lami ( Reighert, Amerika )

Isik Mikroskobu ( Olympus, Japonya )

inverted Mikroskop ( Leica DMLS )

CO, ‘li Etlv ( Revco Eite Il, Amerika )

Derin dondurucu ( -20 ) ( Arcelik , Turkiye )

Derin dondurucu ( -86 ) ( Ugur, Tlrkiye )

Flow tapleri

Flow Sitometri ( Akan Hiicre Olciim Cihazi ( Becman Coulter, Aimanya )
ELISA okuyucu

96 kuyucuklu plate diiz tabanli ( Falcon )

96 kuyucuklu plate ( siyah ) diz tabanli
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96 kuyucuklu plate ( uv ) diz tabanh ( Costar )

15ml ve 50ml polipropilen konik tip ( Greiner, Bio-one GmbH, Germany )
Kapakli ependorf ( Rnase, Dnase ve pirojenden yoksun ) ( TPP, iskogya )
Serolojik pipet, 5,10,25ml'lik ( Beta Pette™, Amerika )

Sari, mavi pipet ucu ; ( Isolab )

Steril Pastér Pipeti ,3ml'lik ( LP ITALIANA SPA, italya )

24 kuyucuklu well ( TPP, Switzerland )

Microdalga

Elektroforez tanki

Su banyosu ( Termostatli, 1sitmali, rotorlu su banyosu )

Authorized Thermal Cycler ( eppendorf )

Light Cycler 480 ( Roche )

Fluoresan mikroskop

3.3. Calismada Kullanilan Bakteriyel Toksinler

Kolera toksin : Kolera toksin Vibrio cholerae tarafindan salgilanan

ekzotoksindir. Bakteriyel ekzotoksin bakteri kromozomuna integre olmus
filamantdéz bir faj tarafindan kodlanmaktadir. Kolera toksin A-5B toksinidir. B
parcasi 5 adet dairesel dizilmig birbirine benzer peptidden olusmaktadir. B
parcasi enterotoksinin baglanma parcasidir. B parcasi toksin degil antijendir. A
parcasi A1 ve A2 kisimlarindan olusmaktadir. A1 kismi biyolojik ve enzim
aktivitesinden sorumlu olan esas kisimdir. A2 birlestirici kisim, A1’i B parcasina
baglamaktadir. ince barsagin GM1 gangliosid reseptérlerine B alt birimleri ile
baglanmaktadir.

Difteri toksini : Corynebacterium diphtheriae 'nin ekzotoksinidir. Difteri toksini
geni corynephage P faj genomunda bulunmaktadir. Difteri toksini A-B
modelindedir. Ureme ortaminda mukozal ylizeyle temasa gecen toksinin B
pargasl , A pargasinin hlcreye girmesini saglamaktadir. Ekzotoksinin A parcgasi,
ADP riboziltransferaz aktivitesine sahiptir. A zinciri 6karyot hicrelerde protein
sentezi igin gerekli olan bir faktér olan EF-2 ( uzama faktéri 2 ) ’yi inaktive

ederek, protein sentezini durdurmaktadir.
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Stafilokokkal Enterotoksin B : Pediatrik grupta ve hastanede vyatan

hastalarda antibiyotik nedenli ishal tablolari ile, erigkinlerde besin zehirlenmesinin
yani sira non-menstrual toksik sok sendromlari ile iliskilendirilmistir. Stafilokoksik
enterokolit ‘e neden olmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinda en ¢ok karsilasilan
toksindir. Stiperantijen 6zelligindedir.

LPS ( E.coli O55:B5 ) : Gram ( - ) bakterilerin hliicre duvar yapisinda yer

almaktadir. Lipid A kismi toksin 6zelligindedir ( Endotoksin ).

3.4. Hucre Kultari Caligmasi

H9c2 ( rat embriyonik kardiyak miyositler : American Type Culture Collection,
Manassas, VA ) 75cm? ’lik ve 25cm? ’lik doku kiiltiir flasklarinda %10 FBS ( Heat
inactivated ), %0.45 glucose, %0.15 sodium bicarbonate, %0.11 sodium pyruvate,
20uM L-glutamine, 100 IU / ml penicilin, 10 pg/ml streptomycin iceren DMEM
( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ) besi yeri kullanilarak 37°C %5 CO,
etivde inkibe edilmistir. Her gin inverted mikroskopta kdltar flasklar
gbzlenmistir ve her 3 ginde bir besi yeri degistirilmistir. Hlcreler kiltar flaskinin

tabanini tamamen kaplayinca pasajlanmistir.

3.5. Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Calismamizda bakteriyel toksinlerden kolera toksin, difteri toksini,
Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ) ve LPS ( E.coli O55:B5 )’'in rat embriyonik
kardiyak miyositler Gzerine apoptotik etkisinin degerlendiriimesinde ilk olarak
toksinlerin hucre canlih@i Gzerine etkisi belirlenmisgtir.

Toksinlerin hiicre canlihdi Uzerine toksik etkisinin degerlendiriimesi amaciyla
daha Once kultire edilmis H9c2 ( rat embriyonik kardiyak miyositler ) hiicreleri
tripsinize edilip hlicre sayimi yapiimistir. 96 kuyucuklu plate kullanilarak her
kuyucukta 10.000 hicre/ml olacak sekilde hlcreler dagitilmistir. Hucreler 37
°C %5 COli etiivde inkiibe edilmistir. Her giin inverted mikroskopta hiicreler
g6zlenmistir. 72 saat sonra hucreler plate’in tabanini tamamen kaplayinca
bakteriyel toksinlerden kolera toksininin 0,1ug/ml, 1ug/ml, 3ug/ml, 6ug/ml,
12,5ug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml konsantrasyonlari, difteri toksininin 1ug/ml, 3ug/ml,
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éug/ml,  12,5ug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml  konsantrasyonlari,  Stafilokokkal
Enterotoksin B (SEB)’'nin 1ug/ml, 3ug/ml, 6ug/ml, 12,5ug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml
konsantrasyonlari ve LPS’in 15u/ml, 31u/ml, 62u/ml, 125u/ml, 250u/ml
konsantrasyonlari H9c2 hiicreleri ile 24h 37 °C %5 CO.'li etlivde inkiibe edilmistir.
24h sonra toksinlerin H9c2 hicreler Uzerine sitotoksik etkisini belirlemek
amaciyla MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide)
yontemi uygulanarak hucre canlih@i ( % ) degerlendirilmistir.

MTT  (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide )

yéntemi : Canli hiicre mitokondrisinde Uretilen dehidrogenaz enzimi MTT gibi

tetrazolium tuzlarini indirgemektedir. Hlcre icinde koyu mavi renkte formazan
kristalleri olusmaktadir, formazan kristalleri rediktaz enzimi igin substrattir.

Spektrofotometrede okuma yapilarak hicre canlihidi (%) degerlendiriimektedir.

3.6. Apoptozis Degeri ( % )

Sitotoksisitenin  meydana gelmesinde apoptozis / nekrozis oraninin
apoptozis degeri (%) olarak degerlendiriimesi amaciyla daha énce kiltire edilmis
H9c2 hucreleri tripsinize edilip hiicre sayimi yapildiktan sonra 6 kuyucuklu well
kullanilarak her kuyucukta 100.000 hlcre/ml olacak sekilde hicreler dagitiimigtir.
Hicreler 37 °C %5 COy'li etlivde inkiibe edilmistir. Hiicreler tamamen tabani
kaplayinca bakteriyel toksinlerden difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu
H9c2 hiicreler ile 24 saat 37 °C %5 COlli etiivde inkiibe edilmistir. Apoptozis
degerinin belirlenmesi amaciyla Annexin V boyama ydntemi uygulanmistir.
Sonuclar Flow Sitometri ile degerlendirilmistir.

Annexin V. _boyama yOntemi : Annexin V hlcre duvarinin normalde i¢

ylzeyinde olan ancak apoptotik cisimlerde dis ylzeyde yer alan fosfotidil serin
(PS) ’in varligini géstermektedir.
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Apoptotik Etki Olusum Yolu

3.7.1 ROT ( Reaktif Oksijen Turleri ) saliniminin belirlenmesi: Bakteri
toksinlerinden difteri toksininin H9c2 hiicrelerinden ROT saliniminin belirlenmesi
amaclyla daha 6nce 25lik flask icinde kultire edilmis H9c2 ( rat embriyonik
kardiyak miyositler ) hucreleri tripsinize edilip hicre sayimi yapilmistir. 96
kuyucuklu plate kullanilarak her kuyucukta 10.000 hicre/ml olacak sekilde
hiicreler dagitilmistir. Hiicreler 37 °C %5 CO.'li etiivde 72 saat inkiibe edilmistir.
Hlcreler kuyucuklarin tabanini tamamen kaplayinca her bir kuyucuga 100ul
10uM DCF ( 2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate ) solusyonundan dagitiimistir. 30
dakika 37 °C %5 COli etiivde inkiibe edilmistir. Siire sonunda supernatant
atilmistir ve bakteriyel toksinlerden difteri toksininin 6ug/ml, 12,5ug/ml, 25ug/ml
konsantrasyonlari H9c2 hiiceler ile 37°C %5 CO,'li etlivde inkiibe edilmistir. 2
saat ve 24 saat sonra spektrofotometrede okutulmustur. Reaktif Oksijen Trleri
( ROT ) salinimindaki artis spektrofotometrede ylksek fluoresan yogunluk ile
degerlendirilmistir.

3.7.2 Gen Aktivasyonunun Belirlenmesi: Apoptozis ‘in olusumunda
dnemi olan kaspazlardan Sinif | ( Baglatici Kaspazlar ) olan Kaspaz 2, Kaspaz 8,
Kaspaz 9 ve Sinif Il ( Sonuglandirici Kaspazlar ) olan Kaspaz 3, Kaspaz 6,
Kaspaz 7 gen salinim derecelerinin ( mRNA ) belilenmesinde “DNA
Microarrays” ydnteminden yararlaniimistir. Bu yéntem ile Apoptozis’e 6zgu 96
gen salinim derecesi ayni anda degerlendirilebilmektedir.

Apoptotik gen aktivasyonunun belirlenmesi amaciyla DMEM besiyeri iginde
500.000 hticre/ml olacak sekilde 75lik flask 37 °C %5 COy'li etiivde inkiibe
edilmistir. Hadcreler tabani tamamen kaplayinca bakteriyel toksinlerden difteri
toksininin 50pg/ml konsantrasyonu H9c2 hiicreler ile 5 saat 37 °C %5 CO.'li
etiivde inkibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi RNA izolasyonu galismasi
yapilmistir. Bu calismada RNeasy Mini Kit ( QIAGEN ) kullaniimigtir. RNA
izolasyonu sonrasinda RNA kalitesi degerlendirilmistir. RNA  Kkalitesi

degerlendirme sonuglari dikkate alinarak RT-PCR calismasinda kullanilacak
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RNA 6rnegimizin  miktari belirlenmistir. Apoptotik gen ekspresyonunun
belirlenmesi amaciyla RT-PCR ydntemi kullaniimigtir.

'Real-Time” PCR, nulkleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis
gOsteren fluoresan sinyalin 6l¢ilmesiyle kisa slrede, kantitatif sonug verebilen
PCR yoéntemidir. Ticari olarak gelistiriimis G¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar
LightCycler ( Roche ), TagMan ( PE Biosystem ) ve iCycler ( BIO-RAD ) 'dr.

LightCycler sisteminin bir uygulamasinda; yalnizca cift zincirli DNA ’ya
baglandiklarinda fluoresan veren boyalar ( Cyber green | ) kullanilarak,
amplifikasyona bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan fluoresanin miktari ile élgtimektedir.
Primerin baglanmasini takiben gerceklestirlen uzama asamasinda hedef
DNA ’'nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA ’ya baglanan “cyber green” miktari
artmakta ve buna bagli olarak yayilan fluoresan miktarinda artis gézlenmektedir.

PCR Arrayler, Real-Time PCR Master Mix ile calismaktadir. Bu mix SYBR
Green ve / veya referans boyayi icermektedir.

3.8. Nuikleer Morfoloji
3.8.1DNA fragmantasyonunun Belirlenmesi

NuUkleer morfolojinin belirlenmesi amaciyla H9c2 hicreler 6 kuyucuklu well ve
hiicre slayti kullanilarak kuyucuklara dagitilmistir. 37 °C %5 COy'li etiivde inkiibe
edilmigtir. Hucreler kuyucuklarin tabanini tamamen kaplayinca bakteriyel
toksinlerden difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu htcreler ile 24 saat 37
°%C %5 COy'li etiivde inkilbe edilmistir. Siire sonunda Apo-BRDU ydntemi ve
Hoechst boyama yéntemi kullaniimistir.

Apoptozis‘in  belirlenmesinde son asama DNA fragmantasyonunun
belirlenmesidir. Bu amagla Apo-BRDU yoéntemi kullaniimistir. Elde edilen
sonuclar Flow Sitometri ile degerlendirilmistir.

Apoptotik cisimcikler ve nikleer morfolojinin belirlenmesi amaciyla Hoechst
boyama  ybntemi  kullanilmigtir.  Apoptozis’in  kendine  6zgl  DNA
fragmantasyonunu gOstermeye dayal hicre boyama  ydntemidir.
Degerlendiriimesinde Fluoresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop

kullaniimistir.
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3.9. istatistiksel Analiz
Grafiklerin  istatistiksel ~ Analizinde Student's t test kullaniimistir.

Degerlendirmelerin sonucunda p< 0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

Bakteriyel toksinlerden kolera toksin, difteri toksini, Stafilokokkal Enterotoksin
B ( SEB ), LPS ( E.coli O55:B5 ) ‘in kardiyak miyositler (izerine apoptotik etkisi

cahsiimigtir. Bu amagla in vitro ( hicre kalttrd ) calisma yapilmistir.

4.1 Hicre Canhihgi ( %)
4.1.1Kolera toksininin H9c2 hiicre canliligi Gizerine etkisi

Bakteriyel toksinlerden kolera toksininin 0,1ug/ml, 1ug/ml, 3ug/ml, 6ug/ml,
12,5ug/ml, 25ug/mi, 50ug/ml konsantrasyonlari ile kontrol grubunun H9c2 hicre
canhligi Gzerine etkisi arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir ( Grafik1:
Kolera toksininin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkiibe edilmis H9c2 hiicrelerinin

canhlik ( % ) degeri gosterilmigtir ( P > 0,05 )).

Kolera Toksin
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Hiicre Canlihigi ( % )
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Konsantrasyon

Grafik:1 Kolera toksininin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkiibe edilmis H9c2 hicrelerinin

canlilik ( % ) degeri gosterilmistir ( P > 0,05 ).
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4.1.2 Difteri toksininin H9¢c2 hiicre canliligi Gzerine etkisi

Bakteriyel toksinlerden difteri toksininin artan konsantrasyonlarda H9c2
hicre canlihdr GOzerine etkisinin arttigr belirlenmistir. Difteri toksininin artan
konsantrasyonlarda H9c2 hucreleri Uzerine canllik ( % ) etkisinin istatistiksel
olarak kontrol grubundan daha etkili oldugu sonucuna varilmigtir ( Grafik2: Difteri
toksininin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkibe edilmis H9c2 hucrelerinin

canlilik ( % ) deg@eri gdsterilmistir (+P < 0,05) ).
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Konsantrasyon

Grafik:2 Difteri toksininin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkiibe edilmis H9c2 hiicrelerinin canlilik

( % ) degeri gosterilmistir (* P < 0,05).
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4.1.3 Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ) 'nin H9¢c2 hiicre canliligi

uzerine etkisi

Bakteriyel toksinlerden Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ) ‘nin 1ug/ml,
3ug/ml, 6ug/ml, 12,5ug/ml, 25ug/ml, 50ug/ml konsantrasyonlari ile kontrol grubu
nun H9c2 hiicre canlihgl (zerine etkisi arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamistir ( Grafik3: Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ) ‘nin farkl
konsantrasyonlari ile 24h inkibe edilmis H9c2 hicrelerinin canlihk ( % ) degeri

gbsterilmistir (P >0,05 )).

Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB )
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Grafik:3 Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ) ‘nin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkiibe edilmis
H9c2 hiicrelerinin canlilik ( % ) degeri gdsterilmistir ( P >0,05 ).
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4.1.4 LPS ( E.coli 055:B5 )’in H9¢c2 hiicre canlilig: Gizerine etkisi

Bakteriyel toksinlerden LPS in 15u/ml, 31u/ml, 62u/ml, 125u/ml, 250u/ml
konsantrasyonlari ile kontrol grubunun H9c2 hlcre canhligi Gzerine etkisi
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir ( Grafik4: LPS ( E.coli O55:B5 )in
farkli konsantrasyonlari ile 24h inkibe edilmis H9c2 hucrelerinin canhlik ( % )

degeri gosterilmistir ( P > 0,05)).

LPS
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Grafik:4 E.coli O55:B5 LPS finin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkiibe edilmis H9c2 hicrelerinin
canlilik ( % ) degeri gésterilmigtir (P > 0,05 ).
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4.2 Apoptozis Degeri ( %)

Bakteriyel toksinlerden difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonunun
apoptotik hiicre degeri ( % ) kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlami
bulunmustur (Grafik 5: Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inklbe

edilmis H9c2 hicrelerinin  Apoptotik Hiicre Artisi (%) gosterilmistir («P < 0,05)).

30 ~
25
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Grafik:5 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inkibe edilmis H9c2 hlcrelerinin

Apoptotik Hlcre Artisi (%) gOsterilmistir (* P < 0,05).

52



4.3 Reaktif Oksijen Turleri ( ROT ) saliniminin belirlenmesi

Bakteriyel toksinlerden difteri toksininin artan konsantrasyonlarda H9c2
hicrelerinden ROT salinimini arttirdidi belirlenmigtir. Difteri toksininin artan
konsantrasyonlari kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
( Grafik 6: Difteri toksininin farkli konsantrasyonlari ile 24h inklibe edilmis H9c2
hiucrelerinin ROT ( Reaktif Oksijen Turleri ) salinimi gésterilmistir (+P < 0,05 )).
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Konsantrasyon

Grafik:6 Difteri toksininin farkl konsantrasyonlari ile 24h inkiibe edilmis H9c2 hicrelerinin ROT

( Reaktif Oksijen Tdrleri ) salinimi gésterilmistir ( *P < 0,05 ).
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4.4 Apoptozis Gen Aktivasyonunun Belirlenmesi

4.4.1 RNA izolasyonu

Difteri Toksini Kontrol

28 S

s

Resim:1 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2 hicrelerinin RNA

izolasyonu
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4.4.2 Kaspaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz 2, Kaspaz 8, Kaspaz 9
Sinyal iletiminde rol alan ve cellat kaspazlari aktive eden aktivasyon
kaspazlandir. Sinif | ya da Baslatici Kaspazlar olarak adlandiriimaktadir.

Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonunun H9c2 hdcrelerinin Kaspaz 2,
Kaspaz 9 mRNA seviyesi Uzerine etkisi kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur ( Grafik 7 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h
inkibe edilmis H9c2 hicrelerinin Kaspaz 2 mRNA seviyesi g0sterilmistir.
Grafik 9 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2
hucrelerinin Kaspaz 9 mRNA seviyesi gosterilmistir (#P<0.05 ) ). Difteri toksininin
50ug/ml konsantrasyonunun H9c2 hicrelerinin Kaspaz 8 mRNA seviyesi lzerine
etkisi kontrol grubuna gb6re istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir
( Grafik 8 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2

hicrelerinin Kaspaz 8 mRNA seviyesi gosterilmistir ( p > 0,05 )).
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Grafik :7 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2 hicrelerinin

Kaspaz 2 mRNA seviyesi gosterilmistir (+ P < 0,05).
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Grafik :8 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2 hicrelerinin

Kaspaz 8 mRNA seviyesi gbsterilmigstir ( P > 0,05).
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Grafik:9 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkiibe edilmis H9¢2 hiicrelerinin Kaspaz

9 mRNA seviyesi gbsterilmistir (+ P < 0,05 ).
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Kaspaz 3, Kaspaz 6, Kaspaz 7

Cesitli hiicresel proteinleri pargalayan, kigtk bir baglanma bélgesi olan cellat
kaspazlardir. Sinif Il ya da Sonuglandirici Kaspazlar olarak adlandiriimaktadir.

Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonunun H9c2 hicrelerinin Kaspaz 3,
Kaspaz 6 mRNA seviyesi Uzerine etkisi kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
anlamh bulunmamigstir (Grafik 10 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile
5h inklbe edilmis H9c2 hicrelerinin Kaspaz 3 mRNA seviyesi gdsterilmigtir.
Grafik 11 : Difteri toksininin 50pg/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2
hucrelerinin Kaspaz 6 mRNA seviyesi gosterilmistir (P > 0.05 )). Difteri toksininin
50ug/ml konsantrasyonu Kaspaz 7 mRNA seviyesinin belirlenmesinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Grafik 12 : Difteri toksini

nin 50pg/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2 hicrelerinin Kaspaz 7

MRNA seviyesi gosterilmigtir (+P < 0,05 )).
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Grafik:10 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkiibe edilmis H9c2 hicrelerinin

Kaspaz 3 mRNA seviyesi gdsterilmistir ( P > 0,05 ).
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Grafik:11 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkiibe edilmis H9c2 hcrelerinin
Kaspaz 6 mRNA seviyesi gbsterilmigtir ( P> 0,05 ).
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Grafik:12 Difteri toksininin 50pug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2 hicrelerinin

Kaspaz 7 mRNA seviyesi gbsterilmistir (+ P < 0,05 ).
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4.4.3 Apoptozis’de Onemi Olan Diger Gen Aktivasyonlarinin

Belirlenmesi

TNF Reseptér Ailesi'nden Fas ve Tnfrsf11b Apoptozis'in dis yol ile meydana
gelmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.

Difteri toksininin  50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe edilmis H9c2
hiucrelerinin Fas mRNA seviyesi kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Grafik 13 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h
inktbe edilmig H9c2 hicrelerinin Fas mRNA seviyesinin gdsterilmesi ( P > 0,05)).
Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2 hiicrelerinin
Tnfrsf11b mRNA seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Grafik 14 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkibe

edilmis H9c2 hicrelerinin Tnfrsf11b mRNA seviyesinin gésterilmistir (xP < 0,05)).
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Grafik:13 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkiibe edilmis H9c2 hicrelerinin Fas

mMRNA seviyesinin gdsterilmesi ( P > 0,05 ).
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Grafik:14 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2 hicrelerinin

Tnfrsf11b mMRNA seviyesinin gdsterilmesi (x+ P < 0,05 ).
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Apaf1 Apoptozis’in i¢ yol ile meydana gelmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Difteri toksininin  50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2
hicrelerinin Apafi mRNA seviyesi kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Grafik 15 : Difteri toksininin 50pug/ml konsantrasyonu ile 5h

inktbe edilmis H9c2 hiicrelerinin Apaf1 mRNA seviyesi gdsterilmistir

(+P < 0,05)).
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Grafik:15 Difteri toksininin 50pg/ml konsantrasyonu ile 5h inkiibe edilmis H9c2 hiicrelerinin Apafi

MRNA seviyesinin gésterilmesi (+ P < 0,05 ).
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TRAF1 antiapoptotik etkiye sahiptir.

Difteri toksininin  50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2
hicrelerinin TRAF1 mRBNA seviyesi kontrol grubuna gbére istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (Grafik 16 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h
inktbe edilmis H9c2 hiicrelerinin TRAF1 mRNA seviyesi gosterilmigtir

(+P < 0,05)).
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Grafik:16 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2 hicrelerinin Traf1

MRNA seviyesi gésterilmistir (+ P < 0,05).
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Bax proapoptotik &zelliktedir. Bax difteri toksininin yapisal olarak tam

benzeridir.

Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkiube edilmig H9c2
hiucrelerinin Bax mRNA seviyesi kontrol grubuna gére statistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Grafik 17 : Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 5h inkiibe

edilmis H9c2 hucrelerinin Bax mRNA seviyesi gbsterilmistir ( P > 0,05 )).
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Grafik:17 Difteri toksininin 50pug/ml konsantrasyonu ile 5h inklibe edilmis H9c2 hicrelerinin Bax

mRNA seviyesi gbsterilmistir (P> 0,05).
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4.5 DNA Fragmantasyonu

Bakteriyel toksinlerden difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h
inklbe edilmis H9c2 hcrelerinin DNA fagmantasyonu / apoptozis artisi ( % )
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (Grafik 18 : Difteri
toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inkGibe edilmis H9c2 hlcrelerinin DNA

fragmantasyonu / apoptozis artisi ( % ) gdsterilmistir (<P < 0,05)).
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Grafik:18 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inkiibe edilmis H9c2 hiicrelerinin DNA

fragmantasyonu gdsterilmistir (* P < 0,05 ).
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4.6 Nukleer Morfoloji

Apoptotik hicrenin nlUkleer morfolojisi Hoechst Dye ydntemi kullanilarak

gOsterilmistir. Resimlerde Apoptotik cisimcikler de gérilmektedir.

Resim:2 Toksin ile inkiibe edilmemis H9c2 hicrelerinin ( Kontrol Grubu ) niikleer morfolojisi
gobsterilmistir.
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Resim:3 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inklbe edilmis H9c2 hicrelerinin
nukleer morfolojisi gésterilmistir. Resimde apoptotik cisimcikler gérilmektedir.
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Resim:4 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inklbe edilmis H9c2 hicrelerinin

nikleer morfolojisi gdsterilmistir.
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Resim:5 Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inklbe edilmis H9c2 hicrelerinin

nikleer morfolojisi gdsterilmistir.
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5.TARTISMA

Bakteriyel toksinlerden bazilari apoptozis olusumunu sagliyorken, bazilari
apoptozis olusumunu bloke etmektedir 22 .

Bu calismada bakteriyel toksinlerden kolera toksin, difteri toksini, Stafilokokkal
Enterotoksin B (SEB), LPS ‘in rat embriyonik kardiyak miyositler (H9c2) Gizerine
apoptotik etkisi ¢calisiimistir.

Kolera toksin, difteri toksini, Stafilokokkal Enterotoksin B, LPS ‘in farkli
konsantrasyonlari rat embriyonik kardiyak miyositler ( H9c2 ) ile 24h inklbe
edilmigtir. 24 saat sonra bakteriyel toksinlerin H9c2 hcreleri Uzerine sitotoksik
degerinin belirlenmesi amaciyla MTT yéntemi uygulanmigtir. Difteri toksininin doz
bagimli olarak H9c2 hicre canhligi Gzerine etkili oldugu belirlenmigtir.

Yapilan bir gcalismada LPS ’in PMCs ( peritoneal mesothelial cells ) tGzerine
apoptotik etkisi arastiriimistir ®° . Ikappa Balpha, niikleer faktér p65 yolunun bu
apoptotik etkide rolli degerlendirilmistir ¢ .

PMCs ’in apoptozisinin belirlenmesinde Hoechst 33258 flouresan boyama
yontemi kullaniimistir. Sitotoksisite degerlendiriimesinde MTT ydntemi, Nukleer
Faktér p65 yolu aktivitesinin belirlenmesinde immunflouresan boyama ydntemi
kullaniimistir. Western blot yontemi ile lkappa Balpha salinimi belirtilmigtir. TNF
aktivitesi icin L929 hlicre kultirl, TNFoo mRNA seviyesinin belirlenmesi amaciyla
RT-PCR kullaniimistir.

Yapilan bu c¢alismada LPS’in, PMCs gelisimini inhibe ederek sitotoksik etki
gosterdigi belirtilmistir®. LPS doz ve slre bagimh olarak PMCs ’den TNFa
salinmini  saglamistir®®. Bu durum apoptozisi tetiklemistir. Bu olayda
lkappaBalpha NF P65 yolunun énemli rol oynadigi belirtilmistir .

Bu calismanin sonucuna gére LPS ( Lipopolisakkarit ) peritoneal mesotelial
hiicreler Gizerinde doz ve siire bagimli olarak toksik etki gdstermektedir °°. Fakat
bizim yaptigimiz calismada LPS ’in rat embriyonik kardiyak miyositler Gzerine
uygulanan farkl dozlarinin etkinliginin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
g6zlenmistir. Her iki calismada da sitotoksisite MTT yéntemi ile belirlenmisgtir.

LPS ’in uygulandigi hicrede hicre canliigi ( % ) Gzerine etkisi hlcre tipine

g6re degisiklik gdstermektedir.
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Yapilan bir calismada Miyeloid leukemia hicreleri Uzerine difteri flzyon
toksin’inin apoptotik etkisi calisiimistir®’. Miyeloid leukemi hicrelerinin difteri
toksini ile muamele edilmesinden sonra reseptér bagimsiz FADD ( Fas
assaciated death domain ) proteini vasitasiyla apoptozis olusumu gdzlenmistir °'.

Difteri flizyon toksin, DT388-GMCSF 1,5ug/ml U937 myeloid leukemi hicreler
ile 7saat inkiibe edilmigtir. DNA fragmantasyonu agaroz jel elektroforez yéntemi
ile belirlenmigtir. NUkleer morfolojinin belirlenmesi icin Hoescht 33258 boyama
yéntemi kullaniimistir.

Difteri fuzyon toksini’'nin, U937 ( Myeloid leukemia ) hlcrelerinde kromatin
bozulmasi, hiicresel ve nukleer fragmantasyon meydana getirerek apoptozise yol
actigl gosterilmistir ®'. Kaspaz inhibitdrleri kullanildiginda, apoptozisin énlendigi
g6zlenmistir. Apoptozis baslangi¢c kaspazlari olan Kaspaz 8 i, Kaspaz 9 'u ve
effektdr Kaspaz 3 ' aktive ettigi belirtilmistir ©'.

Kaspaz 8, DT388-GMCSF ile saglanan apoptozisde énemli delil olarak
belirtimektedir. Kaspaz 8 FADD bagli mekanizma ile aktive olmaktadir. FADD-
DN ( FADD negatif molekil ) ile DT388-GMCSF ile saglanan apoptozisin
dnlendigi gdzlenmistir ©'.

FADD bagh apoptozisin 6lim reseptérlerinin Fas, TNF-1 veya TNFR
icermedigi belirtilmigtir. Clnk{, yapilan deneysel calismalarda bu reseptdrlerin
inhibitérlerinin ~ uygulanmasiyla DT388-GMCSF’in  tetikledigi  apoptozisin
6nlenmedigi gézlenmistir.

U937 Myeloid Leukemia hucreleri’nde DT388-GMCSF reseptdér bagimsiz
FADD iliskili apoptozis olusumunu saghyor sonucuna variimistir ¢'.

Ayrica bu calismanin sonug béliminde DT388-GMCSF, AML ( Akut Myeloid
Leukemia ) ve diger kanserler icin yeni tedavi modeli olabilir denilmektedir ©'.

Difteri toksini 388-GMCSF ‘in, U937 Myeloid Leukemia hicreler Uzerine
apoptotik etkisinde Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ‘un aktive oldugu ve apoptotik
etkide bu aktivasyonun énemli oldugu belirtilmistir ©'.

Calismamizda difteri toksininin H9c2 ( rat embriyonik kardiyak miyositler )

hucreler Uzerine apoptotik etkisinde Kaspaz 2, Kaspaz 9, Kaspaz 7 mRNA
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seviyesi aktive olmakta Kaspaz 8, Kaspaz 3, Kaspaz 6 mRNA seviyesi kontrol
grubuna goére anlaml fark géstermemektedir.

Apoptozis 'in son asamasi DNA fragmantasyonu yapilan ¢alismalarla benzer
sonuglar icermektedir. Nudkleer morfolojinin  belirlenmesinde Hoechst Dye
ybntemi yapilan ¢alismalarda da kullaniimigtir.

Apoptozis '’in belirlenmesinde tim calismalarda ayni yol izlenmigtir.
Uygulanan yéntemler de aynidir.

Difteri toksininin uygulandigi hicre, uygulanan doz, uygulama suresi
Apoptozis ’in olusum yolu Gzerinde faklilik géstermektedir. Yapilan ¢aligsmalarda

da bizim ¢alismamizda da asil Gizerinde durulan bu noktadir.
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6.SONUC

Bakteriyel toksinlerden kolera toksin, Stafilokokkal Enterotoksin B ( SEB ),
LPS ‘in farkli konsantrasyonlarinin H9c2 hiicreler Gizerine sitotoksik etkisi kontrol
grubuna gére anlamli bulunmamisgtir.

Bakteriyel toksinlerden difteri toksininin artan konsantrasyonlarda H9c2
hicreler Gzerine sitotoksik etkili oldugu ve uygulanan en ylksek konsantrasyon
olan 50ug/ml konsantrasyonun canlihk degeri ( % ) Uzerine en etkin
konsantrasyon oldugu belirlenmigtir. Anneksin V ydntemi uygulanilarak bu
sitotoksik etkinin Apoptozis ile meydana geldigi belirlenmisgtir.

Difteri toksininin rat embriyonik kardiyak miyositler Uzerine apoptotik
etkisinin bu hiicrelerde spontan olarak meydana gelen apoptozis’i arttirici yénde
oldugu gbézlenmistir. Apoptotik artis’in meydana gelmesinde rol alan faktérlerin
belirlenmesine calisiimistir.

Difteri toksininin artan konsantrasyonlarinda Reaktif Oksijen Tdarleri’nin
saliniminin da arttig1 belirlenmistir. Apoptotik artista ROT saliniminin doz bagimh
artisinin énemine dikkat ¢ekilmigtir.

Sonu¢ olarak difteri toksini artan konsantrasyonlarda rat embriyonik
kardiyak miyositler Uzerine apoptotik etki géstermektedir. Bu apoptotik etkinin
meydana gelmesinde reaktif oksijen tdrlerinin etkinligi s6z konusudur.

Difteri toksininin H9c2 hiicrelerinde Kaspaz 2, Kaspaz 9, Kaspaz 7 mRNA
seviyelerini arttirdid1 belirlenmistir. Kaspaz 2 ve Kaspaz 9 sinif | ( baslatici
kaspazlar ) olarak adlandinimaktadir. Kaspaz 7 sinif Il ( sonuglandirici
kaspazlar ) olarak adlandiriimaktadir.

Sonug¢ olarak ; Difteri toksininin H9c2 hUlcrelerinde apoptotik etkisinde
Kaspaz aktivitesi 6nemlidir.

TNF Reseptér Ailesinden Tnfrsf11b’nin - mRNA seviyesinde artis
belirlenmistir. Bu artis kontrol grubuna gbére anlamli olarak kabul edilmistir.
Apoptozis'in olusumunda dis ( ekstrensek ) yol'da dnemi olan TNF Reseptor
Ailesi Kaspaz 8 aktivitesini de igcermektedir. Galismamizda Kaspaz 8 mRNA

seviyesi kontrol grubuna gbére anlamli bulunmamisgtir.
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TNF Reseptér Ailesinden Fas mRNA seviyesi de kontrol grubuna gore
anlamli bulunmamistir.

Apafi1 Apoptozis olusumunda i¢ ( intrensek ) yol’ da énemlidir. Apaft mRNA
seviyesindeki azalig kontrol grubuna gére anlamlidir. Kaspaz 9 i¢ ( intrensek )
yol'da 6nemi olan kaspazdir. Kaspaz 9 mRNA seviyesindeki artis kontrol
grubuna gdre anlamlidir. Onemli olan nokta sudur : Apaf1 (izerinden apoptotik
etkide azalma Kaspaz 9 Uzerinden Apoptotik etkide artma séz konusudur.

Difteri toksininin antiapoptotik etkiye sahip Traf1 mRNA seviyesindeki artigi
kontrol grubuna gére anlamhdir. Difteri toksini bu gen tGzerinden antiapoptotik etki
gbstermektedir.

Sonug¢ olarak difteri toksini doz bagimh olarak H9c2 ( rat embriyonik
kardiyak miyositler ) Gzerine apoptotik etkiyi arttirici ve inhibe edici olmak Gzere
iki farkli sekilde etki etmektedir.

Difteri toksininin rat embriyonik kardiyak miyositler Uzerine olan bu
apoptotik etkisinde reaktif oksijen tirleri, kaspaz aktivitesi ve Apoptozis’de énemli
olan diger gen aktivasyonlari 6nemli bulunmustur.

Bdylece difteri toksininin kalp kasi hiicresi lzerine olan apoptotik etkisi,
belirlenen apoptotik  gen aktivasyonlari dikkate alinarak kontrol altinda

tutulabilecektir.
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OZET

Anahtar Kelimeler:

Apoptozis, Kolera toksin, Difteri toksini, Stafilokokkal Enterotoksin B, E.coli LPS,
rat embriyonik kardiyak miyositler ( H9c2 ), canllik, Reaktif Oksijen Turleri
( ROT ), Kaspaz, DNA fragmantasyonu, MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromide), Flow Sitometri, DCF (2’,7’-Dichlorofluorescin
diacetate), RT-PCR, Apo-BRDU, Hoechst Dye

BAKTERIYEL TOKSINLERIN KARDIYAK MIYOSITLER UZERINE APOPTOTIK
ETKISI

Bakteriyel toksinlerden kolera toksin, difteri toksini, Stafilokokkal
Enterotoksin B, Lipoplisakkarit ‘in farkh konsantrasyonlari 24h rat embriyonik
kardiyak miyositler ( H9c2 ) ile inkiibe edilmistir. Bakteriyel toksinlerin sitotoksik
etkisi, hicre canlihd@ ( % )’nin belirlenebilmesi icin MTT ydntemi ile analiz
edilmistir.

Kolera toksin, Stafilokokkal Enterotoksin B, Lipopolisakkarit 'in  H9c2
hiucrelerinin canlihdi Uzerine etkisi kontrol grubuna gére anlamli bulunmamistir.
Difteri toksininin H9c2 hdcrelerinin canhligi Gzerine etkisinin doz bagimli oldugu
belirlenmistir. Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu H9c2 hucrelerinin canhlik
degeri ( % ) degerlendiriimesinde kontrol grubuna gdre anlamli bulunmustur.

Difteri toksininin 50ug/ml konsantrasyonu ile 24h inkibe edilen H9c2
hicrelerinde Flow Sitometri ydntemi ile Apoptotik Hicre Artisi ( % ), difteri
toksininin farkli konsantrasyonlari ile 24h inkibe edilen H9c2 hicrelerinde DCF
yontemi ile reaktif oksijen tdrleri salhimimi, difteri toksininin  50ug/ml
konsantrasyonu ile 5h inkibe edilen H9c2 hiicrelerinde RT-PCR ydntemi ile
Kaspaz 2, Kaspaz 8, Kaspaz 9, Kaspaz 3, Kaspaz 6, Kaspaz7, Fas, Tnfrsf11b,
Apaf1l, Traf1, Bax mRNA seviyeleri belirlenmistir. Difteri toksininin 50ug/ml
konsantrasyonu ile 24h inkibe edilen H9c2 hicrelerinde Apo BRDU yéntemi ile
internikleozomal DNA fragmantasyonu, niUklear morfolojinin belirlenmesi

amaclyla Hoechst Dye yontemi kullaniimistir.
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Difteri toksininin sitotoksik etkisinin hlcrelerde meydana gelen apoptotik
etkiden kaynaklandigi apoptotik hiicre artigi ( % ) degeri ile belirlenmistir.

Difteri toksininin H9c2 ( rat embriyonik kardiyak miyositler ) Gzerine apoptotik
etkisinde Kaspaz 2, Kaspaz 9, Kaspaz 7 mRNA seviyesi aktive olmakta Kaspaz
8, Kaspaz 3, Kaspaz 6 mRNAseviyesi degismemektedir. Apoptotik etkide kaspaz
aktivitesi 6Gnemlidir.

Apoptotik yolda rol alan diger gen aktivasyonlari degerlendirildiginde
Tnfrsf11b , Trafl mRNA seviyesi aktive olmaktadir. Apafi mRNA seviyesi
azalmaktadir.

Sonu¢ olarak ; difteri toksini H9c2 hicreler UGzerinde apoptotik etki
olusturmaktadir. Bu etki apoptozisi indikleme ve inhibe etme olmak Uzere iki

farkll sekilde meydana gelmektedir.
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SUMMARY

Key Words:

Apoptosis, Cholerae toxin, Diphtheriae toxin, Staphylococcus Enterotoxin B, LPS
( Lipopolysaccharide ), rat embryonic cardiac myocytes ( H9c2 ), viability,
Reactive Oxygen Species ( ROS ), Caspase ( Apoptosis-related cysteine
peptidase ), DNA fragmentation, MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazoliumbromide), Flow Cytometry, DCF ( 2',7’-Dichlorofluorescin
diacetate ), RT-PCR, Apo-BRDU, Hoechst Dye

APOPTOTIC EFFECT OF BACTERIAL TOXINS ON CARDIAC MYOCYTES

Rat embryonic cardiac myocytes ( H9c2 ) were incubated with different
concentrations of bacterial toxins, such as cholerae toxin, diphtheriae toxin,
Staphylococcus Enterotoxin B, Lipopolysaccharide for 24hs. The cytotoxic effect
of bacterial toxins was analysed by MTT assay for the percentage of cell viability.

There was no statistical significance for the effects of cholerae toxin,
Staphylococcus Enterotoxin B, Lipopolysaccharide on viability in H9c2 cells. The
effect of Diphtheriae toxin on the viability of H9c2 cells was dose-dependent.
Diphtheriae toxin in the concentration of 50ug/ml affected the percentage of
viability in H9c2 cells significantly.

H9c2 cells were incubated with Diphtheriae toxin in the concentration of
50ug/ml for 24hs. The percentage of apoptotic cells were analysed by Flow
Cytometry. H9c2 cells were incubated with different concentrations of diphtheriae
toxin for 24hs. Production of Reactive Oxygen Species were analysed by DCF
assay. H9c2 cells were incubated with diphtheriae toxin in the concentration of
50ug/ml for 5hs. mRNA levels of Caspase 2, Caspase 8, Caspase 9, Caspase 3,
Caspase 6, Caspase 7, Fas, Tnfrsf11b, Apaf1, Traf1, Bax were analysed by RT-
PCR . H9c2 cells were incubated with diphtheriae toxin in the concentration of
50ug/ml for 24hs. internucleosomal DNA fragmentation, which is known as
terminal stage of Apoptosis, was analysed by Apo-BRDU assay, nuclear

morphology was analysed by Hoechst Dye assay.
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According to the percentage of Apoptotic cells, the cytotoxic effect of
Diphtheriae toxin on H9c2 cells results from apoptotic effect of toxin itself.

Diphtheriae toxin increased production of ROS in a dose-dependent
manner and increased mRNA levels of Caspase 2, Caspase 9, Caspase 7,
Tnfrsf11b, Traf1 in H9c2 cells. Diphtheriae toxin decreased mRNA levels of
Apafi in H9c2 cells.

In conclusion; Diphtheriae toxin increased apoptotic effect through dose-
dependent production of ROS and increased apoptotic effect by augmentation of
mRNA levels of Caspase 2, Caspase 9, Caspase 7 in H9c2 cells. Diphtheriae
toxin decreased Apoptotic effect by reducing of mRNA levels of Apafi, Traf1 in
H9c2 cells.
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