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OZET

[AYNEKIN, Biisra]. [Akut Apandisit Patofizyolojisinde ER Stres, Apoptoz ve

Otofaji Markerlarmin Incelenmesi], [Yiiksek lisans tezi], Ankara, [2015].

Akut apandisit (AA) karin hastaliklar1 iginde sik goriilen ve sinsi ilerleyen bir
hastaliktir. Hastalik tanisinin erken yapilamamasi ve tedavi segeneklerinin kisith
olmast bu hastaligt oliim orami yiiksek hastaliklardan biri yapmaktadir. AA,
apendiksin bir boliimiinde izlenen akut iltihabi bir siirectir ve pediatrik yas grubunda

en sik goriilen, yasami tehdit eden, acil cerrahi gerektiren bir durumdur.

Son yillarda bu hastaliga iliskin bazi klinik tecriibeler kazanilmigtir. Ancak,
hastaligin tek tedavisi cerrahi olarak apendiksin total olarak c¢ikarilmasidir.
Dolayisiyla mevcut yaklagimlarin yerine alternatif tan1 ve tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Hastaliklarin molekiiler mekanizmasini anlayabilmek ve yeni
tedaviler ortaya koyabilmek i¢in yapilan genetik caligmalar bu sartlarda onem

kazanmaktadir.

Endoplazmik retikulum (ER) bir hiicrenin protein sentezinden ve diizgiin
katlanmasindan sorumlu bir organeldir. Diger onemli gorevi ise; bir sensor gibi
hiicresel stresi hissetmektir. ER, kalite kontrol merkezi gibi proteinlerin dogru
katlanmasindan sorumludur. ER kapasitesini asan durumlarda proteinler
katlanamamakta ya da yanlis katlanmaktadir. Bu duruma Endoplazmik retikulum
stresi (ER stresi) denilmektedir. Burada katlanamayan ya da yanlis katlanmis
proteinler hiicre dengesini bozmaktadirlar. Bu gibi durumlarda Unfolded Protein

Response, (UPR) devreye girmekte ve sorunu gidermeye ¢alismaktadir

UPR, hiicrede sorunu gideremez ise; hiicre iki 6liim mekanizmasindan birini
tercih etmektedir. Bu 6liim mekanizmalarindan biri; i¢sel bir programi aktive ederek

hiicrenin kendi kendini yok etmesi olan apoptoz iken, digeri ise hiicrenin i¢ dengesini



saglamak icin aglik gibi baz1 kosullarda hiicre i¢i yapilari pargalayarak kendi kendini

yok etme mekanizmasi olan otofajidir.

Yapilan bazi calismalar UPR’nin enflamasyonu baglatabilecegini
savunmaktadirlar. Bu calismalar enflamasyon kaynakli hastaliklarin mekanizmasini

anlamak i¢in esas konu teskil etmektedir.

Enflamasyon; doku hasar1 ya da enfeksiyon sonucu insan viicudunun immiin
sisteminin bu tepkilere karst verdigi ilk yanittir. Ancak enflamasyon halinin
kroniklesmesi halinde zararli hale gelecektir. Artrit, alzheimer, tip 1 ve tip 2 diyabet,

kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bazi hastalilarin gelismesine sebep olacaktir.

AA’da ER stres, apoptoz ve otofaji markerlarini arastirarak, AA patogenezine

farkl: bir bakis agisini kazandirmak amag edinilmistir.

Anahtar kelimeler: Akut apandisit (AA), Endoplazmik retikulum stresi (ER
stresi), Apoptoz, Otofaji.



ABSTRACT

[AYNEKIN, Busra]. [Investigation of Autophagy, Apoptosis, And ER Stress
Markers in Acute Appendicitis Pathogenesis], [Master’s Thesis], Ankara,
[2015].

Acute appendicitis (AA) is the most common pathology in the abdomen and
is an insidious disease, hardly having an early diagnosis and limited treatment
options, making it one of the highest mortality rate of general. The entity hardly
having an AA is an acute inflammatory process observed in the pediatric age group,

and most common, life-threatening, is a condition which requires immediate surgery.

Some clinical experience has been gained in recent years for the disease.
However, surgical treatment total removal of appendix remains the only choice.
Therefore there is a need for alternative methods of diagnosis and treatment instead
of the current approach. To understand the machinery disease at the molecular level
and put forth new treatment regimes, conducted genetic studies gained importance.
Endoplasmic reticulum (ER) is responsible for a cell's protein synthesis and its
folding correctly. Another important task is to feel the cellular stress. It Is responsible
for proper folding of proteins, working as a quality control center. In case of capacity
excess of the ER, the protein is unfolded or misfolded. The condition is called ER
stress. In this condition, the unfolded/misfolded proteins drive the cell to a stress,
which in turn switches to a reaction cascade called unfolded protein response (UPR)

entering the circuit to resolve the issue.

If the UPR can not provide adaptation to the cell, the cell has choose one of

the two cell death mechanisms,

One of which is apoptosis, running by action of an internal program with self-
destruction, and the other is the autophagy which is to ensure the cell's internal
balance by breaking some conditions, such as intracellular structures in hunger with

self-destructing mechanisms.



Some authors argue that UPR may initiate inflammation. These studies are
essential issues to understand the underlying mechanisms of inflammation-induced

diseases.

Inflammation is the reaction to a tissue injury or is the result of an infection
of the human body via the immune system, which is the first reflex to these
responses. However, it becomes harmful if the condition of the inflammation
elongates as in in the state of chronic arthritis, Alzheimer's disease, type 1 and type 2

diabetes and cardiovascular diseases.

We want to put a different aspect on the mechanism of AA, investigating the
ER stress, apoptosis, and autophagy markers in the tissue of the patients.

Key words: Acute appendicitis (AA), Endoplazmic reticulum stress (ER

stress), Apoptosis, Autophagy.
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1. GIRIS

Akut apandisit (AA), appendiks vermiformisin akut iltihabidir [15,17]. Akut
kelime anlami olarak tani i¢in gerekli islemlerin yapilmasi ardindan acil karar
verilmesi gereken durum anlamina gelir. 1886 yilina kadar bir ¢gekum rahatsizlig
olarak adlandirilan, tifilit olarak bilinen bu hastalik Reginald Haber Fitz bu lezyona
AA denilmesi gerektigini belirtti. [1] Ciinkii bu hastalikta ¢ekum saglamken,
appendiksin ilserlesmis oldugunu belirtti [2]. Ameliyatlarin %210-15 normal
goriinimlii apendiksin alimi ile sonuglanabilmektedir [3]. Gelisen teknoloji ve artan
tan1 yontemleri AA bagl 6liim orani azalmasina ragmen perforasyon orani ve negatif
apendektomide azalma olmamustir [4-6]. Bebeklerde goriilme sikligi diisiik olup,
puberte déneminde artar. 20°li yaslarda maksimum seviyeye ulasir [7]. Perforasyon
ise yashlarda 938,5, cocuklarda %17 civarinda gen¢ erkeklerde ise %3,5
civarindadir [8]. AA’da miidahalede ge¢ kalindiginda basit apandisit klinigi
perforasyon ile sonuglanmakta ve gecikmeye bagli olarak morbidite ve mortalite de

artma goriilmektedir. Sekil 1°de apendiksin evreleri gériilmektedir.
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Sekil 1. Apendiksin Evrelerinin Sematik Tablosu



1.1. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM

Hiicre igerisinde birgok gorevi olan ER’nin bir diger 6nemli goérevi de protein
katlanmasin1 saglamaktir [9]. ER protein sentezinin kontrol edildigi yerdir.
Proteinlerin dogru katlanilip katlanmadigini, sayet yanlis katlanma oldu ise
diizeltilmesini  eger yanlis katlanma  diizeltilemiyorsa proteinin  yikima
gonderilmesinden sorumlu olan organeldir [10]. ER fonksiyon kapasitesini asan
durumlarda katlanamamis ya da yanlis katlanmig protein birikimi gézlenir. Bu
durumda ER stresi olugur [11]. Stresin hiicrede hissedilmesi ve ardindan bu strese
kars1 bir cevap verilmesi gerekir. Stres nedenleri arasinda enfeksiyon, besin eksikligi,
mutasyon sayilabilir [12]. ER, herhangi bir stresle karsilastigi zaman homeostaziyi
saglamak icin bu stresle basa cikmak i¢in UPR yolaklar1 devreye girer. Yanlis
katlanan proteinler yikima gidecektir. Hiicre yine de homeostaza erisemez ise
apoptozise yonlendirilir [13]. UPR sinyal yolagmin baslicalart protein kinaz RNA
(PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii (ATF6),
inozitol gerektiren kinaz 1 (IRE1) yolaklaridir [11]. Sekil 2’.de ise ER’ nin
saperonlar, ERAD ve Apoptoz iliskisini gormekteyiz.

Protein
sentezinde
azalma

B.

0 A. ERjsaperonlarmmn

baslanimasn
I Bip
Q Nukleus

C. %
ERAD

Degredasyon

D. Apoptoz

Katlanmamyg
proteinler

Proteozom

Sekil 2. ER’nin Saperonlar, ERAD Ve Apoptoz Iliskisi



Bugiine kadar akut apandisitini erken taniya yonelik bir¢ok parametre arastirilmistir.
Bunlar arasinda IL-6, TNF (Timor Nekroz Faktor) ve prokalsitonin sayilabilir
[14,15].

Akut batin antitesinin en sik nedeni olan, acil cerrahi girisim gerektiren
hastaliklar icinde ilk siray1r almakta olan AA’da ER stresi, apoptoz ve otofaji
markerlarinin konsantrasyonu arastirilarak bu hastaligin erken tan1 ve farkli tedavi
alternatiflerinde yardimci olabilecek hastalik patofizyolojisinin aydinlatilmasina dair

yeni veriler elde etmek amaglanmaistir.



2.  GENEL BIiLGILER

2.1. TARIHCE

AA en sik karsilasilan karin hastaliklarindan biridir. Cekum bolgesinin ciddi
enflamasyonu ile ilgili klinik bir tabloyu fark ettiklerinde bu hastaliga “Perityphlitis”
denildi. 1700’14 yillarda Cladius Amyand bu hastaliga dair ilk basarili sonucu elde
etti [2] . Cladius Amyand bu hastalikta aslinda 0 giine kadarki bilinenleri yok sayan
bir agiklama yapti. Yapmis oldugu cerrahi operasyonda sakrumda izlenen fistiiliin
delinmis apendiks ucundan kaynaklandigini belirtti. O giine degin ¢ekum bolgesinin
harabiyeti s6z konusuydu. Amyand, harabiyetin apendiks ucundan kaynaklandigini
savunuyordu. 1759 yilinda Mestivier apandisit apsesini iliak bolgeden uzaklastirdi
[3]. Bir hastada akut apandisit tanis1 koyarak ilk appendektomi Abraham Groves
tarafindan yapildi [5]. 1886 yilinda Reginald Fitz ana hatlariyla bu hastaligi ve
cerrahisini tanimlayarak AA hastaligin1 tanimladi [8]. 1889°da Charles McBurney

AA’da asil meselenin erken tani oldugunu belirtti [6].

AA’da  Onemli olan, taninin komplikasyonlar gelismeden konarak
apendektominin yapilmasidir. Tan1 bazi hastalarda kolay konabilse de yasa bagh

olarak giicliikler artmaktadir [1,16].

2.2.1. Apendiksin Embriyolojisi ve Anatomisi

Embriyolojik olarak apendiks ¢gekumun alt ucundan gelisen bir divertikiildiir.
Embriyolojik donemin hayatin 6. haftasinda apendiks ¢ekumdan ayrilir. Ince ve kalin
barsaklarin birlesme noktasinda bir ¢ikint1 belirir. Gelisimin {i¢ ay1 boyunca ¢ekum
biiyiimeye devam eder. Distal ucu biiylimeye katilmaz. Cekuma bagli kalarak ¢api

gittikce incelen bir uzanti halinde kor sonlanarak apendiks adin alir.

Appendiks ileogekal valfin 2,5 cm veya daha fazla distalinde olmak iizere
¢ekumun i¢ ve arka yiiziine agilir. Genel olarak 8,5 ve 9 cm uzunlugunda, ucu dar ve
kor sonlanan bir boru seklindedir. Genel ¢ap 3,8 mm arasinda iken liimenin dar ¢ap1

1-3 mm kadardir [1].



Anatomik olarak sag fossa iliaca da bulunan apendiks spina iliaca anterior ile
umbilicusu birlestiren hattin 1/3 dis ve 2/3 i¢ uzunluklarinin kesisme yerinde karin

on duvari ile temas eder. (Sekil 3.)

T Appendix
Vemiformis

Sekil 3. Apendiksin Karm iginde Anatomik Yerlesimi

(Tus Time Infotus SMT Anatomi kitabindan alinmistir. Syf 358).

2.2.2. Apendiksin Histolojisi

Apendiks duvar1 seroza, mukoza, muskiilaris ve submukoza katlarindan
olugsmaktadir. Mukozada lenf folikiilleri bulunur (sekil 4). Folikiil koklerinde
cukurluklar vardir [1].



Apendiks H&E

“ L

A.Normal Apendiks B.Inflame Apendiks (Apandisit)
Sekil 4. Apendiksin Histolojik Gortiniimii

2.2.3. Apendiksin Fizyolojisi

Appendiks vermiformis, fonksiyonu bilinmeyen bir organ kalintisi olarak

tanimlanmistir [15].

Apendiks liimeninin iginde mukus, kalsiyum ve sindirim enzimlerinin
bulundugu ortalama 1-2 ml salgi iiretilmektedir. Bu salgi tikanmali akut apandisitin
etiyolojisinde 6nem kazanmaktadir. Barsagin diger boliimleri apendiks dokusu gibi
peristaltik hareketlerle kasilmaktadir. Bu hareketler enfeksiyonun yayilmasinda
onem kazanir. Perforasyonun daha erken goriilmesinin nedeni de apendiksin

peristaltik hareketlerine baglanmaistir.



2.2.4. Akut Apandisitin Etiyolojisi ve Patogenezi

Apendiksteki enflamatuvar yanitin klinik olarak karsiligina AA denir [17].
Enflamasyon ilk apendiks duvarinda baslar ve sonrasinda lokalize iskemi,

perforasyon, abse ve peritonit gelisir [18].

ABD’de yaklasik 300 bin ve Avrupa toplulugu tilkelerinde yilda yaklasik 400
bine yakin apendektomi ameliyati yapilmaktadir [19]. AA goriilme yas1 ortalama
olarak 31,3 iken en sik goriilme yas1 22°dir [20].

2.3. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM STRESI

Protein katlanmasinin yapilandirildigi en 6nemli organel (ER)’ dir. Karmasik
yaptya sahip proteinler ER’ de katlanirken, karmasik yapiya sahip olmayan proteinler
stoplazmada katlanir [9]. Proteinler sentezlendikten sonra ER’ ye gelirler. Burada
cesitli dilizenlemeler yapildiktan sonra katlanabilirler. Translasyon sonrasi
diizenlemelerin bircogu ER’ de meydana gelir [21]. ER bir kalite-kontrol merkezidir.
Bircok ¢esit kontrol mekanizmalar1 vardir. Bunlardan biri protein katlanmasini takip
etmek icin seker rezidiilerinin ardisik eklenmeleri lektin mekanizmasi ile kontrol
edilerek yapilir [22-24]. ER’ de proteinlerin diizgiin katlanmasini saglayan
molekiiller saperon adini alir. Bu proteinler ayni zamanda 1yi birer kalsiyum
tamponlayict proteinlerdir. Cok yogun sekilde kalsiyuma ihtiya¢ duyarlar [25].
Translasyon sonrasi diizenlemelerden biri glikozilasyondur. Glikozilasyon proteine
hidrofilik bir yap1 kazandirarak sudaki ¢oziiniirliigiint artirir. Oligosakkarite saperon
ozelligi kazandirilmis olur [26]. Proteinler translasyondan sonra ER’ ye gonderilirler.
Burada ancak dogru katlanan proteinler yerlerine ulastirilmak igin golgi cisimcigine
gonderilirken katlanmada problemi olanlar ise “ER-aracili degradasyon” (ERAD) adi
verilen bir sistem ile proteozomlarda yikilmak {izere sitoplazmaya tagimnir (Sekil 5).

Bu tasima olana kadar da ER liimeni icerisinde bekletilir [27,28].
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Sekil 5. ER Stresi Sonucu Devreye Giren UPR Sistemi
Baslica elemanlar1 GRP-78, PERK, ATF-4, ATF-6, IRE-1, XBP-1, sXBP-

1’dir. UPR ER stresini ortadan kaldirmak i¢in calisir. Saperon proteinlerin katlanma
ekspresyonlarin1  artirarak proteinlerin  katlanma kapasitelerini  artirir.  EIF2a
(elongasyon inhibisyon faktorii) aracilifiyla genel protein translasyonunu inhibe
eder. ERAD araciligiyla yanlis katlanmig proteinlerin degredasyonuna onciilikk eder.
ER stres halen devam eder ve homeostazi saglanamaz ise hiicreler apoptozise

yonlendirilir.

Hiicreyi strese sevkeden durumlar detaylica tanimlanmistir. Redoks
tepkilerinde diizensizlikler, plazma kalsiyum seviyesinde dengesizlikler, serum
yiiksek kolestrol seviyeleri, proteinin sentez asamasindaki yogunlugu, glikozilasyon
dengesinin bozulmasi, sebebi belli olmayan ama hiicresel stres kosullari proteinin
katlanmasinda aksakliklara, hatali katlanmis proteinlere ve hatali bir sekilde
katlanma proteinlerin ER liimeninde birikmesine sebep oldugu bulunmustur [26,28].
Besin eksikligi, enfeksiyonlar, genetik mutasyonlar, kalsiyum dengesinin bozulmasi
gibi sebepler hiicrede strese sebep olmaktadir. [12]. Hiicre bu ve diger sebebi
bilinmeyen sebeplerden kaynakli stresle karsilastiginda {istesinden gelmek UPR

yolagini kullanir.



Bu yolagin baslica iiyeleri devreye girerek durumu diizeltmeye, tekrar ic
dengeyi saglamaya calisir. UPR’ 1 indiikleyen pek cok fizyolojik ve patolojik durum
tanimlanmistir. Fizyolojik durumlar makrofaj, pankreas beta hiicreleri gibi sekretuvar
hiicrelerdir. Patolojik durumlar ise hipoglisemi, iskemi gibi artmis metabolik
durumlar, mutasyon ve hepatit-C enfeksiyonu gibi durumlar sayilabilir [12]. Bugiine
kadar bilinen ii¢ transmembran protein tanimlanmistir. [29,30]. Proteinlerin katlanma
kapasitesini artiran UPR yolagi ayni zamanda katlanmaya yardimecr {iyelerin
sentezini artirir. UPR, ER’ nin homeostazinin saglanmasi igin kullandigi yolaktir.
[26]. UPR devreye girince 6nce protein sentezini durdurarak, yiikii azaltmaya galisir
[31] [51]. Katlanamayan proteinler yikima gonderilirken, yapilan her seye ragmen i¢
denge saglanmaz ise hiicre apoptozise yonlendirilir [12]. Norodejeneratif
hastaliklardan Alzheimer ve Parkinson’da agregat birikiminde UPR yolaklar1 goérev
almaktadir [32,33]. Apoptoziste PERK ve IRE1 aktive edilerek, bcl-2 proteini
tizerinden “bax” ve “bak” oligomerizasyonuna yol agar [34,35]. UPR ayn1 zamanda
DM’ de de rol almaktadir. Ug yolaktan en gok PERK etkili olmaktadir. Tip 1 ve tip 2
DM’ de ER stresi onemli rol oynamaktadir [36]. Potansiyel kanser tedavisinde PERK
ve IRE1l aktivelerinin diizenlenmesi Onemlidir [37]. Enflamatuar genlerin
ifadelerinde artisa sebep olabilir [38]. Hipoksi UPR yolaklarini uyarir. PERK
yolaginin aktivasyonuna yol acar [39]. Serebral iskemide ise ELF2a fosforilasyonu

izlenmistir [40].

UPR vyolaklart ER’ nin karsilastifi sorunu gideremezlerse ER yiikiint
azaltmak i¢cin katlanamayan proteinleri yikima gonderir. Hiicre hala dengeyi

saglayamaz ise ¢evre dokulara hasar vermemek i¢in apoptozise gonderilir [13].

2.3.1. Katlanamams Protein Sinyal Yolaklar

ER stresi olustuktan sonra hiicre zar1 lizerinde bulunan {i¢ sinyal yolag:
devreye girmektedir. Bu yolaklar1 su sekilde siralayabiliriz. IREla (inositol-
requirisinglalfa), PERK [double stranted RNA dependent protein Kinase (pkr) like
ER Kinase] ve ATF-6 (aktive edici transkripsiyon faktorii 6) adi verilen

transmembran proteinleri ile aktive olan UPR yolaklaridir. Sensor olarak ti¢ farkli
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UPR sensorii varken (Sekil 5), bu proteinlerin aktivasyonlarimi diizenleyen BIP

(Binding Protein) olarak bilinen tek protein vardir [28].

2.3.1.1. ATF-6 (Activation Transcription Factor 6) Yolag:

ATF-6, ER membraninda hiicrede ER stresi olmadiginda GRP78 (Binding
Protein) ile beraber inaktif sekilde bulunmaktadir. Bir stres durumunda ATF-6
posttranskripsiyonel modifikasyona ugrarken, GRP78 liimene katlanmaya yardimci
olmak i¢in gonderilir. Sonug olarak bu proteinlerin sentezi artar [38,41,42]. ER stresi

sonucu ATF-6’nin golgide kirpilarak aktive olmasi gosterilmistir (Sekil 6).

ERsTREs  BIP Golgi

BIP \ A —_— M Liimen
A

LY

ATF6  CREBH

ATF&

Stoplazma

Cekirdek

UPR hedefgen Akut-faz gen

Sekil 6. ER Stresi Sonucu ATF-6’nin Golgide Kirpilarak Aktive Olmasi

2.3.1.2. PERK Yolag (PKRK-like ER Kinase)

PERK yolaginin stres olmadigi durumda GRP78 ile beraber bulunmasi
molekiiliin inaktif monomerik durumda kalmasini saglar [26,38]. Aktive olan PERK,
sitoplazmik yiizeydeki kinaz domeini ile Okaryotik translasyon baslatici faktor 2
(eIF2)’nin a-alt birimini Ser51 bakiyesinden fosforlayarak inaktive etmektedir [28].

UPR yolaklarindan PERK mekanizmasi anlatilmaya ¢alisilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. UPR Yolaklarindan Perk Yolag:
Protein Kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) yolagi, aktive olduktan sonra
hiicre igerisinde farkli aktivasyonlara neden olmaktadir [11].
2.3.1.3. IREla Yolag (Inositol-Requirisingl Alfa)

Bu yolagin iki formu vardir. IRE1-a tiim hiicrelerde bulunurken  formu ise
barsaklarda bulunmaktadir [43]. IRE1’de diger UPR yolaklar1 gibi aktiflesmek i¢in
once GRP78’den ayrilmasi gerekir (sekil 8).

P
IREL {—%:z 8l

BP1
Proteinlerin g sXBP1

Yikims l/—} KIRPILMA

Sekil 8. UPR yolag IRE1



12

GRP78 ile beraberken inaktiftir. ER stres sirasinda GRP78 (BIP) ’in ayrilmasiyla

dimerize olur ve otofosforillenir.

2.3.1.4. Binding Immunoglobin Protein (BIP) (GRP78)

BIP (GRP78) bir ER saperonudur. UPR yolaginin ana diizenleyicisidir [28].
Birgok isimle anilmaktadir. Bunlar; BIP, HSP70 ailesinin bir iiyesidir.

BIP stres olmayan kosullarda, ATF-6, PERK, IRE1’in ER liimenine bakan
domainlerine de baglanmaktadir. Liimen igerisinde katlanmamis proteinlerin
birikmesi sonucu bu saperon bagli oldugu UPR yolaklarindan ayrilarak, o yolaklarin

aktive olmalarina izin vermektedir.[28].

2.4, HUCRE OLUM MEKANIZMALARI

1990’11 yillarda Clarke tarafindan programli hiicre 6liim mekanizmalar: ti¢
ayr1 kutupta toplanmigtir. Apoptoz, Otofaji, Lizozomal olmayan hiicre 6liimii olmak

tizere Ui ayr sekilde 6liim mekanizmasi vardir [44].

2.4.1. Apoptoz

Hiicrenin kendini yok etmesi anlamimna gelen apoptoz, igsel bir programi
aktive ederek, Olimiin programli bir sekilde gergeklesmesidir. Her saniye
yiizbinlerce hiicre iirerken, bir o kadar da apoptozla 6lmektedir [45]. Apoptoz
denilince genel olarak bilinen baz1 olaylar vardir. Embriyolojik gelisim esnasinda
parmak aralarmin olusumunda mezenkimal dokunun &lmesi, menstriial siklus ve
menopozda uterusun kii¢iilmesi, iireme organlarinin olusumu, noronal gelisimin
erken evreleri, yaslanma, immiin sistemde B ve T hiicresinin biiyiik bir boliimiiniin
yok olmasi, bagirsak kripta epitelinde siirekli ¢ogalan hiicrelerin kontrolii ve DNA’s1
onarilamayan hiicreler, zararli ve hasarli hiicreler [45-49]. Apoptoz belirli bir
dengede olmaktadir. Bu dengenin bozulmasi bazi rahatsizliklara sebep olmaktadir.
Apoptoz arttiginda norodejeneratif rahatsizliklar (Alzheimer, Parkinson, Huntington,

Amyotrophic lateral sclerosis), AIDS, iskemi, otoimmiinite problemler apoptoz az
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oldugunda ise kanser, siirekli enfeksiyonlar ortaya gikabilmektedir [49-53]. Apoptoz
DNA fragmantasyonu [54] ve bir dizi kaspazin aktivasyonu [55,56] olarak

tanmimlanmaktadir [57].

2.4.1.1. Kaspazlar

Kaspazlarin su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptoziste rol
oynamaktadir.[58].
Kaspaz 1 (ICE)
Kaspaz 2 (ICH-1, Nedd-2)
Kaspaz 3 (CPP32, Apopain, Yama)
Kaspaz 4 (ICH-2, TX, ICE ren)
Kaspaz 5 (ICE relu, TY)
Kaspaz 6 (Mch2)
Kaspaz 7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
Kaspaz 8 (FLICE, Mch5, MACH)
Kaspaz 9 (Mch6, ICE-LAP6)
Kaspaz 10 (Mch4)
Kaspaz 11 (ICH-3)
Kaspaz 12
Kaspaz 13 (ERICE)
Kaspaz 14 (MICE)

Kaspazlar aktif bolgelerinde sistein igeren ve substratlarini aspartattan sonra
kesen apoptozda rol alan protein ailesi {lyesidirler. Kaspazlar proteinlerin
degredasyonu, inaktivasyonunu gergeklestirerek, hiicre yapisini bozarak apoptoz da
rol oynarlar [59,60].
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Kaspazlar hiicresel proteinlerin degredasyonunu ya da inaktivasyonunu
gerceklestirirler. DNA’y1 pargalarlar, niiklear yapiy1 bozarlar, hiicreyi apoptotik
yapilara ayirirlar [51].

Kaspaz 3 apoptoz kaskadinda en 6nemli kaspazdir. Apoptoz bu noktada geri-

dontisiimsiiz noktadadir [61].

Biz galigmamizda proapoptotik etkiye sahip Kaspaz 12’yi arastirmayr uygun
gordiik.

2.4.2. Otofaji

Otofaji kelime anlami olarak kendi kendini yok etmek, yemek anlamina
gelmektedir. Auto (kendisini) ve phagy (yemek) kelimelerinden olugsmaktadir. Hiicre
hayatta kalmak icin aglik gibi baz1 kosullarda i¢ dengesini saglamak i¢in, hiicre
icindeki yapilari pargalamasi gerekir [62]. Apoptoz ve otofaji arasindaki farklar sekil.
9’da gosterilmistir [63].

oToFAl APOPTOZ
v Phagophore Dis Yolak ic Yolak

=
= Autophagosome Olam Mitokondri
Reseptdrieri

/ P53/Bax
Autolysosome Fas/CD95 0

APOPTOZ
APOPTOZ

Sekil 9. Otofaji ve Apoptoz Arasindaki Farklar

Otofaji i¢ dengenin saglanmasi i¢in can alici bir dneme sahiptir. Bunlar

arasinda enerji dengesi, gelisme ve hiicresel savunma sayilabilir [64,65].
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2.3.2.1 .Otofaji Uzerinde Etkili Olan Molekiiller:

Akt/PKB ve mTor yolagi
Bcl-2 ve Bel-XL

Atg4, Atg5 ve Beclin

TP53

Reaktif oksijen tiirleri ve Atg4:
ARF

FADD, Kaspaz 8, FLIP

E2F1

LCB3

© © N oo g » 0 DN oE

1. Akt/PKB ve mTor yolagi: “GTP-baglayic1 kiigiik protein” olan Rheb’in GTP
bagli sekli tarafindan diizenlenen MTOR yolagi otofajinin diizenlenmesinde en
onemli sensordiir. Bu yolak bazi sensor genlerle hem otofajiyi hem de apoptozu
diizenlemektedir [66,67].

2. Bcl-2 ve Bel-XL: Bcl-2 ve Bel-XL anti-apoptotik proteinler olup, otofajiyi de
inhibe etmektedir [68,69].

3. Atg4, Atg5 ve Beclin: Atgd, Atg5 otofaji mekanizmasinin temel proteinlerinden
olup, beclin-1’in proteolitik olarak kesilmesi apoptotik hiicre olusumunu

arttirmaktadir. Kaspaz aktivasyonuna da yol agmaktadir [70].

4. TP33: Tp53’in islevini yitirmesi, otofajinin aktivasyonuna yol ag¢maktadir.
Cekirdekte p53 otofajiyi uyarirken, sitoplazma da ise baskilayici etkisi goriilmiistiir
[71].
5. Reaktif oksijen tiirleri ve Atg4: Ros Atg-4 iizerinden otofajiyi diizenlemektedir
[72].
6. ARF: Timor baskilayici o6zellige sahiptir. P53 inhibitorunun gorevini

engellemesiyle, tiimor baskilayict 6zelligini ger¢eklestirmektedir [73].

7. FADD, Kaspaz 8, FLIP: Fas (reseptor), FADD (adaptor) kaspaz 8’1 igeren 6lim
kompleksi (DISC) tarafindan yikici (executionary) kaspazlarin aktivasyonu ile

sonu¢lanmaktadir. Yapilan c¢alismalar, kaspaz 8’in RIP kinazi yikima ugratarak bu
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yolagi saf dig1 biraktigini gostermistir. Kaspaz 8’in bloke edilmesi, RIP kinaz

tarafindan otofajinin uyarilmasina yol agar [74].

8. E2F1: E2F1’nin, p19ARF iizerinden p53’un aktivasyonu ile apoptozu tetiklerken;
otofaji genlerinden LC3, Atgl, Atg5, DRAM’mn ifadesini artirarak da otofajiyi
indiikledigi gosterilmistir [44,75].

9. LC3: LC3 otofagozom olusumunda rol oynar. Pek ¢ok molekiille etkileserek,
otofaji ve apoptozda etkilidir. Etkilesime girdigi molekiiller arasinda E2F1, Atgl,
Atg5, DRAM gosterilebilir. Bu molekiillerin ifadesini artirarak, otofajiyi indiikledigi
gosterilmistir [44,75].



3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma, Aralik 2013 (24.01.2014-99950669/119 tarih ve sayili etik kurul
izni ile) - Mart 2014 tarihleri arasinda Turgut Ozal Universitesi Hastanesi Cocuk
Cerrahi polikliniginde veya acil servisde yapilan muayeneler sonucu akut apandisit
tanist konan ve ameliyat edilen hastalardan elde edilen apandisit dokular
kullanilarak, Turgut Ozal Universitesi Tibbi Biyoloji Laboratuvari’nda yapildi.
Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2014 yilinda operasyon sonucu
elde edilen dokular -80 derecede saklanma kosullar1 yerine getirilerek laboratuara
tasinmas1 yapildi ve dokularin ER stres, apoptoz ve otofaji markerlarla iliskisi

Western Blot ve immiinohistokimya yéntemi kullamlarak calisildi.

Calismamizda Aktin; ATF-6, GRP78, PERK, Kaspaz 12 ve LC3 antikorlar1
ile elde edilen goriintiilerin gilivenilirligini dogrulamak amaciyla ve jele yiiklenen
protein miktarinin esit oldugunun gostergesi olarak internal kontrol olarak kullanildi.
Her bir markerin bant kalinliginin say1 eldesi, Aktin bant kalinliginin say: eldesine
bolinerek Marker/Aktin oranlar tespit edildi ve gerek istatistik degerlendirme ve

gerekse grafikler, bu oranlar tizerinden olusturuldu.
Calisma basamaklan sirasiyla asagidaki gibi uygulandi:
-Doku izolasyonu
- Dokularin -80 derecede muhafazasi
-Dokularin laboratuvara uygun sartlarda tasinmast
-Western blot yontemi
1. Yiikleme
2. Yiirlitme
3. Transfer (Jelden membrana aktarma)
4. Antikor ilavesi ve overnight
5. Yikama

6. Tkinci Antikor ilavesi
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7. Yikama
&. Gortntl alinimi

9.Istatistik

3.1. DENEYDE KULLANILACAK CiHAZLAR

- Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA),

- Tissue Ruptor, TR12521583, QIAGEN Hilden (Germany),
- VWR advanced VMS-C7 manyetik karistirici (Korea),

- VWR International VVortex (Germany),

- VWR Galaxy Ministar spin arttirict (Korea),

- Heidolph Promax 1020 shaker (Germany)

- Himac Microcentrifuge CT 15RE (Japan),

- BIORAD Trans-blot turbo system, 690BR006747, (USA),
- BIORAD Chemidoc MP Gdriintiilleme Cihazi (USA),

- Sanyo -80 deepfreezer (MDF-U7386S,U5386S)(Japan),

- BIORAD PowerPac Basic (041BR101855)(USA),

- Thermo Scientific Barnstead Easypure II ultra saf su cihazi (USA),
- Techne Dri-Block DB-2D heatblock (UK),

- NUVE FNO032 Dry Heat Sterilizer (Tiirkiye)

- Thermo Scientific Varioskan (UK).

3.2. WESTERN BLOT

Western Blot; dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu teknik sayesinde dokuda bulunan bir proteinin

varligi, biyiikliigi, konsantrasyonu, konsantrasyon degisimleri, farkli gruplar
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arasindaki konsantrasyonlarinin karsilagtirilmasi vb. arastirilabilir. Arastirdigimiz
proteini gorlintiilememizi ve bantlar vasitasiyla sayisal veriler elde etmemizi

saglayan yonteme western blot denir. Bu teknigi su sekilde 6zetleyebiliriz.
1. Total protein izolasyonu
2. Konsantrasyon 6l¢timii
3. Proteinlerin disiilfit baglarinin kirilmasi
4. Jel hazirlanmasi (SDS-PAGE)
5. Yiikleme
6. Ylriitme
7. Transfer (Aktarim)
8. Birinci antikor
9. Yikama
10. ikinci antikor
11. Yikama
12. Goriintiileme

13. Analiz

3.2.1. Protein Izolasyonu

Ister in vitro (hiicre kiiltiirii vb.) ister in vivo (hiicre i¢i) doku igerisindeki
proteinleri i¢eren kismin diger kisimlardan ayrigtirilmasi islemidir. Kullanilan lizis
soliisyonu hiicre zarlarini pargalar. Par¢alama isleminden sonra hiicredeki zarar
verici proteazlar ortaya c¢ikacagindan proteinleri bundan korumak igin proteaz
inhibitor kokteylleri de kullanmak gereklidir. Kullanmada ki amag yikim aktivitesini
engellemek pargalanmaktan korumaktir. Lizis soliisyonunun proteini agiga ¢ikarmak,

inhibitdr kokteylinin gorevi ise proteini korumaktir.
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izolasyon Protokolii:

Akut apandisit dokular1 muhafaza edildikleri yer olan -80°C’den ¢ikarilir. Daha
sonra dokunun yapisina bagh birkag¢ kez phosphate-buffered saline (PBS) ile yikanur.
Yikama sonrasi doku parcalara ayrilir. Par¢alanan dokular ependorfa almir. Santrifiij
de yikama islemi yapilir. Proteinlerin yapilarinin bozulmamasi i¢in tiim basamaklarin
dikkatli bir bicimde buz iizerinde yapilmasi saglanir. Siipernatant atilir. Pelet kismi

alinir.

Parcalanmis ve ¢oOktiiriilmiis dokulara (pellet), lizis soliisyonu ve proteinaz

inhibitori belirli oranlarda ilave edilir.

Bu soliisyonlar belirli oranlarda ilave edildikten sonra yaklasik yarim saat

beklenir. Soliisyonlarin etki yiizeyini artirmak i¢i belirli araliklarla vortekslenir.

3.2.2. Protein Miktar Tayini

Elde ettigimiz proteinlerin  konsantrasyonlarni  Slgeriz.  Oncelikle
hazirladigimiz bir standart proteinimiz vadir. Biz genellikle BSA (Bovine Serum
Albumine) proteinini kullaniriz. Standartlarimiz ve proteinlerimizi bir belirte¢
reaksiyonu ve olusan tepkimenin spektrofotometrik cevabina gore belirlenmesi
prensibine dayanir. Belirli degerler elde ederiz. Daha sonra bu konsantrasyon
degerlerinden proteinimizin konsantrasyon yogunluguna bagl olarak yiikleyecegimiz
mikrolitre basina ka¢ mikrogram protein yiikleyecegimizi hesaplariz. Daha sonrada
bu proteinleri belirli bir miktara gore esitler ve ¢alismamiza kaynatma islemi ile

devam ederiz.

3.2.3. Kaynatma

Kaynatma iglemindeki amag proteinlerin disiilfit baglarin1 kirarak lineer hale
getirmektir. 95°C’de 7dk kaynatma yapilmalidir. Kaynatma yapilacak olan heat

blokta tam olarak sicakliga ulastigindan emin olunmalidir.
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3.2.4. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Buradaki amag belirli akim dahilinde elde edilen proteinlerin ayrismasini
saglamaktir. Burada mekanizma kimyasal bir reaksiyona dayanir. Etrafi eksi yiiklerle
sartlan proteinler elektrik akimi verilince pozitif kutba dogru kosarlar. Binlerce
protein bu sekilde molekiiler agirlik ve elektrik yiikii gibi faktorler nedeniyle

birbirinden ayrilir.

SDS: Proteinlerin etrafinda negatif yiik katmani olusturur. Bdylece tiim

proteinlerin ayn1 hizda jelde hareket etmesini saglar.
PAGE: Jel ortam proteinlerini ayristirmaya yarar.

APS: Poliakrilamid jel yapiminda akrilamid polimerizasyonunu katalize

etmek icin kullanilir. APR reaksiyon baslaticidir. APS taze olarak hazirlanir.
TEMED: Polimerizasyonu baglatan APS dir. Katalizér ise TEMED” dir.

Bisakrilamid: Hazirlayacagimiz jelin iskeletini olusturacaktir. Por ¢api

kiiciik oldugundan proteinlerin daha 1yi bir sekilde yiirlimesini saglar.

Tris: bir tampondur. Jel iki kisimdan (running jel ve stacking jel) olustugu

i¢in iki farkli molarite ve pH’ da hazirlanir ve kullanilir.

Jel dokme aparatin1 hazirladiktan sonra; yukaridaki sirayr takip ederek
hazirladigimiz Running jel, (TEMED polimerize etmeden yani donmadan) ¢abucak
(biri kalin digeri ise ince camdir ve bunlarin arasi 1 mm’ dir) igine pipetlendi ve
tizerine izopropanol ilave edilerek hava ile temasin kesildi (bdylece polimerizasyon
en iyi sekilde saglanmig oldu). Ayni zamanda izoproponalol (alkol), jelde olusan
dalgalanmalar1 yok ettiginden diiz bir hat halinde jelin polimerlesmesi saglandi. Bu
sayede proteinlerin ayni seviyeden ylirlimeye baslamasi ve ayni kDa’a sahip
bantlarin, ayni hizada olmasi saglanmis oldu. Polimerlesme tamamlandiktan sonra

iistteki izopropanolol dokiildii.

Ayr bir falkonda stacking jel; kimyasallar ayn1 sekilde yukarida belirtilen
siraya goOre pipetlenerek hazirlandi. Running jelin iizerine stacking jel hizlica

pipetlendi. Aktarim tamamlanir tamamlanmaz jel taragi dikkatlice iki cam arasina
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yerlestirildi. Jelin tam olarak donmasi beklendi. Jel dondugunda polimerizasyon

bitmis ve jel protein yliklemeye hazir hale gelmis oldu.

3.2.5. Yiikleme

Elektroforez tankinin igerisi, yarisina kadar running buffer’ la doldurulduktan

sonra; biraz dnce hazirladigimiz jel tanka yerlestirildi.

Daha once yiliklemeye hazir hale getirdigimiz 6rneklerimizin her birinden 12’°ser pl
olacak sekilde jelin kuyucuklaria tek tek yiiklendi. Yiiriitiilen proteinlerin kag kDa
oldugunu anlamak i¢in marker yiiklemesi yapildi ve bunun i¢in bir kuyucuga 2,5 ul

marker konuldu. Jel yiikleme tank1 6nce 100 V, 120 dakikaya ayarlandi.

3.2.6. Transfer Islemi

Her bir whatman kagidi ve nitroseliilloz membran oncelikle transfer soliisyonu
icerisinde iyice 1slatildiktan sonra; sirasiyla en alta 2 adet whatman kagidi, iizerine
nitroseliiloz membran, sonra jel ve en iiste tekrar 3 adet whatman kagidi konularak
transfere hazir hale getirildi ve transfer cihazina yerlestirildi. Transfer islemi 33 dk

boyunca; 25 Volt, 1.5 Amper olarak ayarlandi.

Transfer cihazi; — yiikten + kutba dogru elektrik akimi vererek proteinlerin
jelden membrana gegmesini saglar. Boylelikle jeldeki proteinler daha saglam ve daha
rahatca kullanilabilecek bir membrana emdirilmis olur. Teknigin adina bu nedenle

blotlama denilmistir.

3.2.7. Bloklama

Membran iizerindeki nonspesifik baglanma bolgelerinin bloke edilmesi,
membranda bulunan proteinlerin sabitlenmesi ve membranin arka yliziiniin beyaz
veya temiz olmasi i¢in de mutlaka yapilmasi gereken bir basamaktir. Bu amagla siit
tozu bovin serum albiimin (BSA) kullanildi. Membran iizerine dokiilen %2.5” luk siit

tozu ile shaker iizerinde 1 saat ya da 40°dk bloklama yapildi.
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3.2.8. Birinci Antikor (1. Ab)

ATF-6, GRP78, PERK, Kaspaz 12 ve LC3 birinci antikorlarimizi
olusturmaktadir. Calisilan bu membranlarin internal kontrol calismasi Aktin ile
yapilmistir. Her Ab i¢in de; 3 ml %2.5 luk siit tozuna 0.3 pl Ab eklendi boylece
1/1000 lik Ab elde edildi. Membran bir kaba konulup, 1/1000” lik Ab soliisyonu
membranin iizerine dokiildii. Membranin yiizii 1. Ab ile temas edecek sekilde +4 °C’
de soguk odada bir gece shaker iizerinde beklemeye birakildi. Ertesi giin antikor
tekrar pipetle alinarak baska c¢alismalarda tekrar kullanmak iizere +4 oc ye

kaldirildi. (Not: En fazla ii¢ ¢alisma igin tekrar kullanilabilir).

3.2.9. ikinci Antikor ( 2. Ab)

Ertesi giin membranlarimiz 3 kez 10’ar dk TBS-T ile yikandiktan sonra
membranin {izerine ikinci antikorumuz ilave edildi. %2.5’luk siit tozunda 1/4000
oraninda 2. Ab olan; ATF-6, GRP78, PERK, Kaspaz 12 ve LC3 i¢in Rabbit (sc) ve
Aktin i¢in ise Mouse (sC) eklendi ve oda sicakliginda shakerda 1 saat inkiibe edildi.
Bir saat sonra membran TBS-T ile 3x6 dk yikandi.

3.2.10. ECL soliisyonu ile goriintiileme

Goriintilleme agamasina gecildi. 350ul Lumi A ve 350 pul Lumi B (ECL) streg
film tizerine pipetlendi. Membranin 6n yiizii ECL soliisyonuyla tam temas edecek

sekilde 5dk. bekletildikten sonra goriintileme yapildi ve elde edilen sonuglar
kaydedildi.
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Tablo 1. ATF-6’nin Western blot bant yogunlugunun sayisal olarak ifadeleri

HASTA GRUP ATF-6* AKTIN ATF-6/AKTIiN** ATF-6 AKTIN ATF-6

SAYISI 90 kDa 75 kDa 75 kDa/Actin

n=14
1 Al 281296 10987504 0.0256 105754 | 10987504 0.009
2 A2 300368 10188822 0.029 371260 | 10188822 0.036
3 A3 249440 12022185 0.020 329555 | 12022185 0.027
4 A4 367568 11706576 0.0313 304665 | 11706576 0.026
5 A5 446512 8400942 0.053 208411 | 8400942 0.024
6 S2 288176 10954545 0.026 278958 | 10954545 0.025
7 S3 158208 10521880 0.015 492784 | 10521880 0.046
8 S4 251648 10014340 0.025 260281 | 10014340 0.025
9 S5 332448 12212680 0.027 213142 | 12212680 0.017
10 Gl 371472 9683084 0.038 277932 | 9683084 0.028
11 G2 866432 8839740 0.09 165490 | 8839740 0.018
12 G3 503216 9855504 0.051 84873 9855504 0.086
13 G4 350432 11153360 0.031 142861 | 11153360 0.012
14 G5 253888 8548974 0.029 127490 | 8548974 0.014

(*): protein diizeyinin dansitometrik bant yogunlugunun sayisal degerleri

(**): protein diizeyinin, Aktin protein diizeyine oraninin relatif degerleri

(Not: Veri elde edilemeyen datalar ND (not determined) olarak ifade edildi. Deneyde veri

elde edilememesinin nedenleri arasinda; orneklerin transport zincirine dikkat

edilmesine ragmen yapisinin bozulabilir olabilmesi, ayni Ornegin ardi ardina

calismalarda -80 derece (saklanma) ile buz soguklugu (¢alisma esnasinda) arasindaki

1s1 farkindan dolay1 proteinlerinin denatiire olabilmesi, Western blotun her bir

basamaginda kullanilan cihaz, materyal ve kimyasallarin bilesenleri ile ilgili

aksakliklar sayilabilir.)
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Tablo 2. PERK ve GRP78’in Western blot bant yogunlugunun sayisal olarak

ifadeleri
HASTA GRUP PERK* AKTIN PERK/AKTIN** | GRP-78* | AKTIN | GRP-78/Actin**
SAYISI
n=14
1 Al 18354800 | 12522005 1,46 611457 | 7934628 0,07
2 A2 13666840 | 11895660 1,14 1146669 | 9458200 0,121
3 A3 16393839 | 12609240 1,30 1778004 | 6679664 0,266
4 A4 13865943 | 10875870 1,27 46848 3481141 0,013
5 A5 11638578 | 7702530 1,51 277008 | 3794576 0,07
6 S2 16633782 | 12124182 1,37 460592 | 9439616 0,048
7 S3 13868689 | 9315947 1,48 185776 | 5891152 0,031
8 S4 17531756 | 11717118 1,49 1630752 | 11132624 0,146
9 S5 14548548 | 12688440 1,14 234304 | 6223152 0,037
10 Gl 13111580 | 10484903 1,25 265648 | 9601472 0,027
11 G2 10017636 | 8386002 1,19 105808 | 4636704 0,022
12 G3 8162040 | 8980483 0,90 13888 5272048 0,002
13 G4 15165303 | 10186134 1,48 4623894 | 5969216 0,774
14 G5 13943244 | 10078272 1,38 1380272 | 5841888 0,236

(*): protein diizeyinin dansitometrik bant yogunlugunun sayisal degerleri

(**): protein diizeyinin, Aktin protein diizeyine oraninin relatif degerleri

(Not: Veri elde edilemeyen datalar ND (not determined) olarak ifade edildi. Deneyde veri

elde edilememesinin nedenleri arasinda; orneklerin transport zincirine dikkat

edilmesine ragmen yapisinin bozulabilir olabilmesi, ayni Ornegin ardi ardina

calismalarda -80 derece (saklanma) ile buz soguklugu (¢alisma esnasinda) arasindaki

1s1 farkindan dolay1 proteinlerinin denatiire olabilmesi, Western blotun her bir
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basamaginda kullanilan cihaz, materyal ve kimyasallarin bilesenleri ile ilgili

aksakliklar sayilabilir.)

Tablo 3. Kaspaz 12 ve LC3’iin Western blot bant yogunlugunun

sayisal olarak

ifadeleri

HASTA GRUP | KASPAZ-1* | AKTIN KASPAZ- LC3* AKTIN LC3/Actin**

SAYISI I/AKTIN#**

n=14
1 Al 228718 8466238 0,027 466336 | 3330331 0,140
2 A2 139281 6712569 0,020 336816 | 5410278 0,062
3 A3 261681 7839652 0,033 548560 | 7658684 0,071
4 Ad 40817 3660933 0,011 230544 | 3905424 0,059
5 A5 47991 3484303 0,013 270096 | 4315033 0,062
6 S2 659804 5305819 0,124 478528 | 6531420 0,07
7 S3 116688 2792488 0,041 459216 | 4773741 0,096
8 S4 429641 5835097 0,073 937072 | 5280000 0,177
9 S5 470662 3871971 0,121 331424 | 5323216 0,062
10 Gl 149583 3470448 0,043 185792 | 2587808 0,071
11 G2 291499 2698665 0,108 139456 | 4285666 0,03
12 G3 43095 3464192 0,012 97152 | 5546754 0,0175
13 G4 1076032 | 3093643 0,347 235264 | 6699740 0,035
14 G5 393822 6953527 0,056 404288 | 5975220 0,067

(*): protein diizeyinin dansitometrik bant yogunlugunun sayisal degerleri

(**): protein diizeyinin, Aktin protein diizeyine oraninin relatif degerleri

(Not: Veri elde edilemeyen datalar ND (not determined) olarak ifade edildi. Deneyde veri

elde edilememesinin nedenleri arasinda; Orneklerin transport zincirine dikkat

edilmesine ragmen yapisinin bozulabilir olabilmesi, ayni Ornegin ardi ardina

caligmalarda -80 derece (saklanma) ile buz soguklugu (¢alisma esnasinda) arasindaki
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1s1 farkindan dolay1 proteinlerinin denatiire olabilmesi, Western blotun her bir
basamaginda kullanilan cihaz, materyal ve kimyasallarin bilesenleri ile ilgili

aksakliklar sayilabilir.)

3.3. IMMUNOHISTOKIMYA

Hiicre ve doku icinde bulunan bazi enzimlerin ya da makromolekiillerin
lokalizasyonlarin1 incelemeye yardimecir olur. Sistem incelenecek olan bir
makromelekiile kars1 gelistirilmis olan bir antikorun ortaya konulmasidir. Dokuda
saptanmaya calisilan protein antijen, bu proteinin saptanmasi i¢in yararlanilan
protein ise antikordur. Isaretlenmeye calisilan proteinin tam olarak dokunun

neresinde oldugunu gosterebilen avantajli bir yontemdir.
Immiinohistokimya yapilirken asagidaki sira takip edilir.

TESPIT
SEFFAFLASTIRMA
GOMME

KESME

BOYAMA
SCORLAMA

S A

3.3.1 Tespit

Dokularin canliliklarmi korumak i¢in, viicut ph’sina en yakin fiksatif olan
ph’1 7.4 olan fiksatif kullanilarak tespit edildi. Dokular1 tespit etmek i¢in pek ¢ok
fiksatif vardir. Bunlar arasinda; formalin, tamponlanmis nétral formalin, Carnoy,
Zenker, Bouin ve alkol-formol karisimlaridir. Fiksatif soliisyonlarinin viicut ph’sina
yakin ve izotonik olmasi beklenir. Bu fiksatifler; dokudaki kokusmay1 6nleyebilmeli,
dokuyu sertlestirmeli ve boya elemanlarina karsi dokunun affinitesini artirmalidir.
Bizde akut apandisit dokularimizi1 formal fiksatif soliisyonuyla tespit etmek amaciyla

formalinde beklettik.
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3.3.2 Seffaflagtirma

Dokularin  kesilebilir ~ sertlie getirilebilmeleri i¢in doku suyunun
uzaklastirilmalar1 gerekir. Bunun i¢in alkol, aseton, diakson gibi su ¢ekici maddeler
kullanilir. Biz ¢alismamizda alkol serilerini kullandik. Rutin olarak da en fazla alkol
serileri kullanilmaktadir. %50’dan %100’e kadar degisen etil alkol su karigimlarinin
kullanilmast ile doku suyu ile etil alkolin yer degistirilmesi ve dokunun

sertlestirilmesi saglanir.

3.3.3. Parafin Eldesi

Dokularimizi gdmme iglemine hazir etmek i¢in ksilol kullandik. Genellille
gomme maddeleri alkol ile yer degistiremezler. Bu sebeple, sudan kurtarma ile
gdbmme islemi arasinda hem alkol hem de gomme maddesi ile yer degistirme
ozelligindeki ksilol, toliien ve benzen gibi maddelerin kullanildigr bir basamak islem
yapilir. Boylece dokudaki alkol seffaflastirict madde ile yer degistirerek dokularimiz
gdmme islemine hazirlanmis olur. Oncelikle doku parcalar1 80°C’lik 1sidaki etiivde
ic ayn kapta eriyik parafin i¢ine konularak ksilenin yerine parafin girmesi saglanir.
Daha sonra ayr bir kapta eritilmis olan parafin, bloklar i¢ine dokiiliip doku pargalari
yerlestirilir. Boylece uzun siireli saklanabilen ve dokularin kolay ve uygun sekilde

kesilmesini saglayan bloklar elde edilir.

3.3.4 Kesit Alma

Dokularin mikroskop altinda incelenebilmeleri 1s18a gegirecek derecede ince
olmalarina baglidir. Bunun igin 3,5-5 um’lik kesitler uygundur. Mikrotom ile elde
edilen kesitler énce 40-50 °C’lik su banyosuna atilarak kirigikliklarinin giderilmesi
ve bir miktar parafinin uzaklastiriimasini sagladik. Su banyosunda 1s1 etkisiyle agilan
doku pargalar1 lam {iizerine alinir. Su banyosunda 1s1 etkisiyle agilan doku pargalari
lam iizerine alinir. Boyanmamis doku elemanlar1 renksizdir ve detaylar ayirt
edilemez. Farkli morfolojik elemanlarin 11k mikroskobunda ayirt edilebilir hale

gelmesi i¢in dokularin boyanmasi gereklidir
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3.3.5 Boyama

Boyama islemine ge¢gmeden Once parafinin uzaklastirilmasi ve dokunu
yeniden rehidrate edilmesi gereklidir. Parafinin uzaklastirilmasi i¢in dokular once
birka¢ kapta ksilol igerisinden gegcirilir; rehidratasyon icin de %100’liikk alkolden
baslayip %30’a inen alkol serilerinden gegirilip suya alinir. Rehidre olmus olan
dokularimizin antikor ve diger soliisyonlarin absorbe olmasi igin epitoplarinin
acilmas1 gerekir. Bunun i¢inde ph:6 (ABCAM) olan citrate buffer ve ph:8 (ABCAM)
olan edta buffer kullamlir. 120°C’lik etiivde antijenlerin antikorla birlesme yeri olan
epitoplarinin agilmasit gerekir. Daha sonra etiivden ¢ikardigimiz dokular sogumaya
almir. Epitop agma islemi mikrodalgada da yapilabilir. Ancak dokulara zarar

gelebilir.

Dokularin  kurumamasina ¢ok dikkat edilir. Epitoplart agilmis olan
dokularimizin yalanci pozitifliklerini engellemek igin hidrojen peroksidaz (H20,)
(ABCAM) ile blokaj yapilir. Daha sonra pbs’de (ph:7.6) (ABCAM) yikama yapilir.
Takiben proteinlerin istenmeyen bolgelerinin kapanmasi i¢in bloke edilmesi gerekir.
Protein blok (ABCAM) ile blok yapilir. Antikor muamele islemine gecilir. Bu
antikorlar ATF-6, GRP78, PERK, Kaspaz 12 ve LC3 ilave edilir. Overnight’a
birakilr. Ertesi giin, pbs ile (ph:7.6) yikama yapilir. Poliklonal bir deney olan
immiinohistokimyasal boyama islemi i¢in 2 farkli ikinci antikor kullanilir. Birinci
ikinci antikor complement (ABCAM) ilave edilir. Bir miiddet sicak su
inkiibasyonuna birakilir. Daha sonra diger ikinci antibady olan HRP conjugate
(ABCAM) ilave islemi yapilir. Pbs ile (ph:7.6) yikama yapilir. Sonrasinda
mayers/harris hematoksilen (ABCAM) ile ¢ekirdek boyamasi yapilir. Alkol serileri
ile su kayb1 geri kazandirilarak, kapama islemiyle preparatlarimizin fotograflarini
alinz (Leica). Histolojide doku elemalarini boyamak i¢in pek c¢ok teknik vardir. En
¢ok kullanilan Hematoksilen-eozin boyama yontemidir. Bu yontem ile nukleus mavi-
mor, sitoplazma pembe-kirmiziya boyanir. Ayrica periyodik asit-Schiff (PAS), Van
Gieson, Masson trikom, Mallory Azan boyalari siklikla kullanilmaktadir.



4. BULGULAR

4.1. WESTERN GORUNTULEME

Calismamizda 3 farkli hasta grubu vardi. Bu gruplar Akut, supuratif ve
gangrenOz gruplar1 olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Akut grubunda Al, A2, A3,
A4, A5 olmak lizere 5 hasta, supuratif grubunda S2, S3, S4, S5 olmak iizere 4 hasta
ve gangrendz grubunda G1, G2, G3, G4, G5 olmak lizere 5 hasta grubu vardi. Hasta

gruplarimizi western blot calismasi yaparken asagidaki siralama ile yiikledik.
Akut Grubu: Al, A2, A3, A4, A5

Supuratif Grubu: S2, S3, S4, S5

Gangrendz Grubu: G1, G2, G3, G4, G5

Yaptigimiz hesaplamalar dogrultusunda her bir kuyucuga 13 pl yiikledik .ve
15ug protein yliklemis olduk. Marker1 ise 2.5 pl yiikledik. Asagida ise ATF-6,
PERK, LC3, GRP78, ve Kaspaz 12 proteinlerinin western blot sonuglart yer

almaktadir.

4.1.1. ATF-6

ATF-6 antikorunun 90 kDa’da ATF-6 yiirlime bandi goriintiisii elde edildi.
ATF-6 western blot goriintilleme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile dogrulanma
(internal kontrol) goriintiisii asagida Ornek bir membran iizerinde Sekil 10°da

gosterilmistir.
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Akut Supuratif Gangrenéz

Al A2 A3 A4 A5 S22 83 84 S5 G1 G2 G3 G4 G5
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Sekil 10. ATF-6’nin Aktin ile Birlikte Western Blot Bant Goriintiisii

ATF-6/Aktin

ATF-6 WESTERN BLOT SONUCLARI

ATF-6/AKTIN PROTEIN EKSPRESYONU

ATF-6/Aktin protein seviyesi

p=0.05 p<0.05

Grafik 1. ATF-6’nin Aktin ile Birlikte Western Blot Grafik Goriintiisii
Apandisit dokularinda ATF-6 antikorunun uygulanmasi sonrast ATF-
6/AKTIN ekspresyon sonuclar1 (n=3). ER stres marker1 ATF-6’nin apandisit
dokularina uygulanmasi sonras1 gangrendz grubu, akut grubu ile kiyaslandiginda
anlamli sonu¢ elde edilirken, akut grubu ile supuratif grubu kiyaslandiginda ise

anlamli sonug elde edilememistir.

4.1.2. PERK

PERK antikorunun 125 kDa’da PERK yiirtime band1 goriintiisii elde edildi.

PERK western blot goriintiileme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile dogrulanma
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(internal kontrol) goriintiisii asagida Ornek bir membran {izerinde Sekil 11°de

gosterilmistir.
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Sekil 11. PERK’in Aktin Ile Birlikte Western Blot Bant Goriintiisii

PERK/AKktin

PERK WESTERN BLOT SONUCLARI

PERK/AKTIN PROTEIN EKSPRESYONU
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&
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0 " ;
AKUT SUPURATIF GANGRENOZ
W PERK/ACTIN 0,042512336 0,09799023 0,055081831
p<0.05 p>0.05

Grafik 2. PERK’in Aktin ile Birlikte Western Blot Grafik Gorlintiisii
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Apandisit  dokularinda PERK  antikorunun  uygulanmasi  sonrasi
PERK/AKTIN ekspresyon sonuglart (n=3). ER stres marker1 PERK’in apandisit
dokularina uygulanmasi sonrasi gangrendz grubu, akut grubu ile kiyaslandiginda
anlamli sonug elde edilmez iken, akut grubu ile supuratif grubu kiyaslandiginda ise

anlamli sonug elde edilmistir.

413.LC3

LC3 antikorunun 72 kDa’da LC3 yiiriime band1 goriintiisii elde edildi. LC3
western blot goriintiileme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile dogrulanma (internal

kontrol) goriintiisii asagida 6rnek bir membran tizerinde gosterilmistir. (Sekil 12)

Akut Supuratif Gangrendz

Al A2 A3 A4 AS 82 83 S4 S5 Gl G2 G3 G4 G5

IC3

43_’..-....—-.“ B-Actin

Sekil 12. LC3’iin Aktin ile Birlikte Western Blot Bant Gériintiisii

LC3/Aktin

LC3 WESTERN BLOT SONUCLARI

LC3/AKTIN PROTEIN EKSPRESYONU

LC3/Aktin prptein seviyesi

]
g0

p<0.05 p>0.05

Grafik 3. LC3’lin Aktin ile birlikte western blot grafik goriintiisii
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Apandisit dokularinda LC3 antikorunun uygulanmasi sonrasi LC3/AKTIN
ekspresyon sonuclart (n=3). ER stres marker1 LC3’ {in apandisit dokularina
uygulanmasi sonrasi gangrendz grubu, akut grubu ile kiyaslandiginda anlamli sonug
elde edilmez iken, akut grubu ile supuratif grubu kiyaslandiginda ise anlamli sonug

elde edilmistir.

4.1.4. GRP78

GRP78 antikorunun 78 kDa’ da GRP78 yiiriime bandi goriintiisii elde edildi.
GRP78 western blot goriintiilleme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile dogrulanma
(internal kontrol) goriintiisii asagida Ornek bir membran iizerinde Sekil 13’de

gosterilmistir.

Akut Supuratif Gangren6z

Al A2 A3 A4 A5 82 S3 &4 S G1 G2 G3 G4 G5

78—

e Gew . -_—- & = | GRP78

B | GEDEE v D e DS e e i | ANt

Sekil 13. GRP78’in Aktin Ile Birlikte Western Blot Bant Géoriintiisii

GRP78/Aktin

GRP78 WESTERN BLOT SONUCLARI

GRP78/AKTIN PROTEIN EKSPREYONU

AKUT SUPURATIF GANGRENOZ
8/ACTIN 1,051521632 0,121383079 0.091775741

p<0.05 p>0.05

GRP78/Aktin protein seviyesi

Grafik 4.GRP78’in Aktin ile Birlikte Western Blot Grafik Goriintiisii
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Apandisit  dokularinda GRP78  antikorunun uygulanmast  sonrasi
GRP78/AKTIN ekspresyon sonuglari (n=3). ER stres marker1 GRP78’in apandisit
dokularina uygulanmasi sonrasi gangrendz grubu, akut grubu ile kiyaslandiginda
anlamli sonug elde edilmez iken, akut grubu ile supuratif grubu kiyaslandiginda ise

anlamli sonug elde edilmistir.

4.1.5. Kaspaz 12

Kaspaz 12 antikorunun 50 kDa’da Kaspaz 12 yiiriime bandi1 goriintiisii elde
edildi. Kaspaz 12 western blot goriintiilleme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile
dogrulanma (internal kontrol) goriintiisii asagida 6rnek bir membran iizerinde Sekil

14°de gosterilmistir.
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Akut Supuratif Gangrenéz

Al A2 A3 A4 A5 S2 83 S4 S5 G1 G2 G3 G4 G5

KASPAZ 12

50—

43—...'--'.._..“__ - - B-Aktin

Sekil 14. Kaspaz 12°nin Aktin ile Birlikte Western Blot Bant Gériintiisii

Kaspaz12/Aktin

Kaspaz 12 WESTERN BLOT SONUCLARI

KASPAZ 12/AKTIN PROTEIN EKSPRESYONU

KASPAZ 12/Aktin protein seviyesi
© 9 9 0 _ ©

_ o o o o o &

o 8 8 8 8 v

AKUT SUPURATIF GANGRENOZ

BKASPAZ 12/ACTIN 0,115239621 0,10691862 0,141528882

p>0.05 p>0.05

Grafik 5. Kaspaz 12" nin Aktin ile birlikte western blot grafik goriintiisii

Grafik 5. Kaspaz 12’nin Aktin Ile Birlikte Western Blot Grafik Gériintiisii
Apandisit dokularinda Kaspaz 12 antikorunun uygulanmasi sonrasi1 Kaspaz
12/AKTIN ekspresyon sonuglart (n=3). ER stres marker1 Kaspaz 12’nin apandisit
dokularina uygulanmasi sonrasi gangrendz, akut ve supuratif gruplari arasinda

anlaml1 bir fark bulunmamustir.
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4.2. Immiinohistokimya Boyama Sonuclar1

4.2.1. ATF-6

APANDISIT

Sekil 15. ATF-6 Immiinohistokimyasal Boyama Sonuglari

ATF-6’nin apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz gruplarinda

oklarla glandlerdeki pozitiflikleri gérmekteyiz.

ATF-6’nin apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangren6z gruplarinda
immiinohistokimyasal boyama sonuglari kiyaslandiginda pozitiflik giderek artmakta

oldugunu gérmekteyiz. Oklarla pozitiflikleri gérmekteyiz. (40X)

Tablo 4. ATF-6’nin apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangren6z gruplarinda

immiinohistokimyasal boyama skor sonuglari

HASTA 1 HASTA2 HASTA3 ORTALAMA

DEGER
AKUT 0 2 1 1
SUPURATIF 4 2 3 3
GANGRENOZ 4 3 4 3,6

Grade 0: <5%; Grade 1: >5% ;Grade 2: >25% ; Grade 3: >50% ; Grade 4: >757
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4.2.2 PERK

AKUT SUPURATIF
¢ i ¢ ,h( AR

APANDISIT

Sekil 16. PERK immiinohistokimyasal Boyama Sonuglart

PERK’in apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz gruplarinda

oklarla glandlerdeki pozitiflikleri gérmekteyiz.

PERK’in apandisit dokularinda akut, supurative ve gangrendz gruplarinda
immiinohistokimyasal boyama sonuglar kiyaslandiginda pozitiflik giderek artmakta

oldugunu gérmekteyiz. Oklarla pozitiflikleri gormekteyiz. (40X)

Tablo 5. PERK’in apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz gruplarinda

immiinohistokimyasal boyama skor sonuglari

HASTA 1 HASTA2 HASTA3 ORTALAMA

DEGER
AKUT 1 1 2 1,3
SUPURATIF 2 3 2 2,3
GANGRENOZ 3 3 4 33

Grade 0: <5%:; Grade 1: >5% ;Grade 2: >25% ; Grade 3: >50% ; Grade 4: >75%.
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4.2.3 GRP78

AKUT SUPURATIF GANGRENOZ

T T 0P T D ¢ 0o P
37 AW ,3 Y M"{)&« & -"T'., =9
R o 2% ; .

APANDISIT

Sekil 17. GRP78 immiinohistokimyasal Boyama Sonuglari

GRP78’ in apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz gruplarinda

oklarla glandlerdeki pozitiflikleri gormekteyiz.

GRP78’in apandisit dokularinda akut, supurative ve gangrendz gruplarinda
immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 kiyaslandiginda pozitiflik giderek artmakta
oldugunu gormekteyiz. Oklarla pozitiflikleri gormekteyiz. (40X) gangrendz
grubunda yapisal bozulmalar dikkat ¢cekmektedir.

Tablo 6. GRP78’in apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangren6z gruplarinda

immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 skorlari.

HASTA 1 HASTA2 HASTA3 ORTALAMA

DEGER
AKUT 2 2 2 2
SUPURATIF 3 3 4 3,3
GANGRENOZ 4 4 4 53

Grade 0: <5%:; Grade 1: >5% ;Grade 2: >25% ; Grade 3: >50% ; Grade 4: >75%.
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424.LC3

APANDISIT

Sekil 18. LC3 immiinohistokimyasal Boyama Sonuglar

LC3’lin apandisit dokularinda akut, supurative ve gangrendz gruplarinda
immiinohistokimyasal boyama sonuglar kiyaslandiginda pozitiflik giderek artmakta
oldugunu gormekteyiz. Oklarla pozitiflikleri gormekteyiz. (40X) gangrenéz
grubunda yapisal bozulmalar dikkat ¢cekmektedir.

Tablo 7. LC3’lin apandisit dokularinda akut, supurative ve gangrendz gruplarinda

immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 skorlar1

HASTA 1 HASTA2 HASTA3 ORTALAMA

DEGER
AKUT 1 1 1 1
SUPURATIVE 2 3 2 2,33
GANGRENOZ 1 3 3 2,33

Grade 0: <5%; Grade 1: >5% ;Grade 2: >25% ; Grade 3: >50 ; Grade 4:>75%.



4.2.5. Kaspaz 12

APANDISIT

Sekil 19. Kaspaz 12 immiinohistokimyasal Boyama Sonuglari

41

Kaspaz 12’nin apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz gruplarinda

oklarla glandlerdeki pozitiflikleri gormekteyiz.

Kaspaz 12’nin apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz gruplarinda

immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 kiyaslandiginda pozitiflik giderek artmakta

oldugunu gérmekteyiz. Oklarla pozitiflikleri gormekteyiz. (40X)

Tablo 8. Kaspaz 12’ nin apandisit dokularinda akut, supuratif ve gangrendz

gruplarinda immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 skorlari.

HASTA 1 HASTA2 HASTA3 ORTALAMA

DEGER
AKUT 2 1 1 1,33
SUPURATIF 3 2 3 2,6
GANGRENOZ 2 3 4 3

Grade 0: <5%; Grade 1: >5% ;Grade 2: >25% ; Grade 3: >50% ; Grade 4: >75%.



5. TARTISMA

Apandisit, tim Ozellikleri ve cerrahi tedavisi yillar dnce tanimlanmasina
ragmen halen en yiiksek yanlis tan1 oranina sahip acil cerrahi patolojidir. En sik
yasamin ikinci dekatinda goriliir [20,76,77]. Cerrahide olanaklar hizla ilerlemesine
ragmen, apandisitin tanisinda giiniimiizde hala laboratuvar testleri, klinik bulgular ve
goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir. Akut apandisiti kuvvetle destekleyen
semptom ve klinik bulgular1 olan hastalarda ilave tanisal testlere dahi ihtiyag
duyulmamaktadir. Apandisit olma ihtimali zayif olan klinik durumlarda ise ek tanisal
testlere ihtiya¢ vardir. Hastaligin tek tedavisi cerrahi olarak apendiksin total olarak

cikarilip giidiigiin baglanmasidir [78].

ER hiicre i¢i homeostasiyi diizenlemekten sorumludur. ER c¢esitli hiicresel
islemlerin iskeletini olusturmaktadir. ER, hiicredeki diger membran yapilariyla da
yakindan iligki kurmaktadir. Bu fiziksel ve islevsel birliktelik ER’ye hiicresel
homeostaside merkezi bir rol yiiklemistir. ER’de yeni sentezlenmis salgr ve
transmembran proteinlerinin modifikasyonu, katlanmasi ve taginmasi saglanir.

Ayrica ER baslica kalsiyum deposudur.

ER protein sentezinde kalite-kontrol merkezidir. Birgok diizensizlik ER
limeninde katlanmayan proteinlerin birikmesine neden olur. ER fonksiyon
kapasitesini asan durumlarda katlanamamis ya da yanlis katlanmig protein birikimi
gozlenir. Bu durumda ER stresi olusur [11]. Stresin hiicrede hissedilmesi ve ardindan
bu strese karsi bir cevap verilmesi gerekir. Stres nedenleri arasinda enfeksiyon, besin
eksikligi, mutasyon sayilabilir [12]. ER stresle karsilastiginda homeostazi saglamak
icin bu stresle basa ¢ikmak icin katlanmamis protein cevabi (UPR) yolagini kullanir.
Yanlis katlanan proteinler yikima gidecektir. Hiicre yine de homeostaza erisemez ise

apoptozise yonlendirilir [13].

UPR ii¢ ana stres sensorii tarafindan aktive edilmektedir. Bunlar IRE1, ATF-6
ve PERK sensorleridir [30]. Bu ii¢ sensor stresle karsilastiktan sonra BIP’ den
ayrilirlar ve aktive olurlar. Ancak bu {i¢ sensoriin tam olarak aktive olma siireleri
birbirinden farklidir [79]. GRP78, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasinda ve

biraraya getirilmesinde, hatali katlanmis proteinlerin ERAD’ a ydnlendirilmesinde,
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kalsiyum homeostasisinin diizenlenmesinde ve ER stres sensdrlerinin harekete
gecmesi dahil bir ¢ok hiicresel islemde rol oynamaktadir [80-82]. ER’de bulunan
saperonlar, ER’nin normal fonksiyonlarini1 yerine getirmesini saglarlar [83]. En iyi
karakterize edilmis ER saperonu, GRP78’dir. Bu saperon proteini BIP olarak da
adlandirtlir. Bu ¢ yolagin aktivasyonundaki ortak nokta BIP sensoriinden
ayrilmalaridir. Bu ii¢ yolakta ancak bu sensorden ayrilinca aktive olmaktadirlar. Bu
iki yolaktan hangisi artarsa artsin BIP” de stres varliginda artmaktadir [84]. IRE1 ve
PERK tip 1 transkripsiyon faktor iken ATF-6 tip 2 transkripsiyon faktordiir [26].

Hiicrenin kendini yok etmesi anlamima gelen apoptoz, igsel bir programi
aktive ederek, Oliimiin programli bir sekilde gergeklesmesidir. Her saniye
yiizbinlerce hiicre iirerken, bir o kadar da apoptozla 6lmektedir [45,85]. Apoptoz
belirli bir dengede olmaktadir. Bu dengenin bozulmasi bazi rahatsizliklara sebep
olmaktadir. Apoptoz arttiginda ndrodejeneratif rahatsizliklar (Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Amyotrophic lateral sclerosis), AIDS, iskemi, otoimmiinite problemler
apoptoz az oldugunda ise kanser, siirekli enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir [50-
53]. Apoptoz DNA fragmantasyonu [54] ve bir dizi kaspazin aktivasyonu [55,56]

olarak tanimlanmaktadir [57].

Otofaji kelime anlami olarak kendi kendini yok etmek, yemek anlamina
gelmektedir. Auto (kendisini) ve phagy (yemek) kelimelerinden olusmaktadir. Hiicre
hayatta kalmak i¢in aglik gibi bazi kosullarda i¢ dengesini saglamak igin, hiicre

icindeki yapilarin par¢alamasi gerekir [62].

Savunma mekanizmasi olan UPR yanlis katlanmis ya da katlanamamis
proteinlerle karsilastiginda stres durumuna bagli olarak iki yok etme sisteminden
birini secerek homeostaziyi saglamaya ¢alisir. Bunlardan biri apoptoz iken digeri

otofajidir [86].

Harding ve arkadaslarmin 2001°de yaptig1 calismada diyabette PERK
yolaginin etkili oldugunu bulmuslardir. ER stresinin tip 1 ve tip 2 diyabete olan
etkilerinden bahsetmislerdir. Ug farkli UPR sensérii vardir: Protein kinase RNA
(PKR)-like ER kinase (PERK), is yiikii protein sentezini azaltir. ER’ azalir. Inositol-
requiring enzyme-lo (IREla), activating transcription factor 6 (ATF-6), ER
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biyogenezinde hatali protein yikiminda gorev alir. Pankreatik B-hiicresi fizyolojik
olarak endoplazmik retikulum stresi ile kars1 karsiya kalir bu durum insiilin sentez ve
sekresyonunda fluktasyon gosteren ihtiyag durumunda endoplazmik retikulumun
kapasitesini ayarlamak i¢in gereklidir. Bu stresi ortadan kaldirmak i¢in ER bir sinyal
kaskadimi (unfolded protein response) (UPR) tetikler. ER fonksiyonunun
adaptasyonunu ve yeniden kazanilmasini saglar. Eger bu sistem bozulursa apopitoz
tetiklenir. Artan glikoz, FFA ve insiilin sentez ihtiyac1 B-hiicre ve adipositlerde
oksidatif ve ER stresine neden olur. Bu durum adaciklarda inflamasyona ve insiilin
direncine neden olur. Uzun siireli ve asir1 B-hiicre UPR si tip 2 DM’de B-hiicre

disfonksiyonuna ve hiicre 6liimiine neden olur.

Thilmann ve arkadaslarinin 1999°da yaptiklar1 bir ¢alismada Alzheimer ve
Parkinsonda biriken agregatlarin UPR ve apoptozla iliskili bulmuslardir. Amiloid
hipotezi: Beyinde amiloid proteinlerin hatali katlanmasi ve amiloid plaklari seklinde
birikmesi (- amiloid) sonucu gelisebilir. B-amiloid, daha biiyiik amiloid Onciil

proteinlerinin proteolitik enzimler ile kesilmesinden olusur.

Chakrabarti ve arkadaslarinin 2011°de yaptiklar1 c¢alismada kanser
tedavisinde PERK ve IREl aktivitelerinin diizenlenmesinin 6nemli oldugunu
bulmuslardir. Hipoksi, besinsel aglik, oksidatif stres ve diger metabolik bozukluklara
maruz kalan kanser hiicreleri ER stresine ve UPR aktivasyonuna neden olur. ER
stresinin durumuna ve derecesine bagl olarak, UPR’ ya antiapoptotik yollart aktive
ederek yasam sinyalleri gonderir ya da hiicre 6liim yollarim1 indiikleyerek 6liim
sinyalleri saglar. UPR’ nin indiiksiyonu ya da baskilanmasinin saglanmasi kansere

kars1 yararli ve terap6tik bir etki saglamaktadir.

Bizim ¢alismamizda ise akut apandisit patofizyolojisinde temel etki
mekanizmasinin apoptoz artisina bagli olarak enflamasyonla iligkili oldugudur. Akut
apandisit patofizyolojisinde ER stres, apoptoz ve otofaji markerlar1 incelenmis olup,
ER stres markerlarindan ATF-6, GRP78, PERK yolaklarinda ve otofaji
markerlarindan LC3 yolaklarinda anlamli farklar elde edilmistir. Apoptoz marker1

olan Kaspaz 12’de ise anlamli bir fark elde edilememistir.



6. SONUC

Bu ¢alisma; akut apandisit patofizyolojisinde ER stres markerlarinin, apoptoz
ve otofaji markerlarinin arastirilmasi bakimindan bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir.
ER’nin adaptasyon i¢in kullandigi UPR yolaklarindan ATF-6, GRP78 ve PERK
molekiillerinin bulundugunu gosterdik. Akut apandisit hastalarinda ait farkl ii¢c evre
hasta grubunda bu molekiillerin ekspresyonlarinda farklilik goézlenmistir. Akut,
supuratif ve gangrendz gruplarinda bu molekiillerden ATF-6, GRP78, ve PERK

molekiillerinin gangrendz, supuratif ve akut gruplarina kiyasla artis gdzlenmistir.

Apoptoz markerlarindan Kaspaz 12’de ise grafik olarak anlamli bir degisiklik

bariz iken istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir.

Otofaji markerlarindan LC3 ‘de ise gangrendz ve akut gruplari arasinda
anlamli bir fark yok iken, akut ve supuratif gruplar1 arasinda anlamli bir fark

gozlemlenmistir.

Bizim c¢aligmamiz bu hususta bir 6n ¢alisma olup, bundan sonraki ¢aligmalara
151k tutmasini timit ediyoruz. Yillar 6nce tiim ozellikleri bilinmesine ragmen hala en
yiiksek yanlis tan1 oranma sahip bu hastalikta ER stres, apoptoz ve otofaji
markerlarina bakarak, mekanizmasinin aydinlatilmasi noktasinda farkli bir bakis

acis1 kazandirmak amag edinilmistir.
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