Otofaji ve Sinyal Yolaklar
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PROGRAMLI HUCRE OLUMU

Programli hicre 6luma fizyolojik ve evrimsel olarak korunmus bir stireg olup, 6zellikle
¢ok hucreli organizmalarda embryolojik gelisim, doku sagligi ve patojenlere karsi
savunma gibi birgok yasamsal olayda 6nemlidir. 1972 de yayinladiklari makalede,
Kerr, Wyllie ve Currie, iki hticre 6lumu tirinden bahsederler; apoptoz, genetik olarak
kontrol edilen programli hicre 6lumu ve nekroz, programlanmamis ve kazara olan
hiicre 6lumu (Kerr et al. 1972). Takip eden 30 yilda, “apoptoz” terimi programli hiicre
olumand tanimlamak icin genel terim olarak kullanilip, olusumunun ardindaki
molekuiler mekanizma konusunda ¢ok miktarda bilgi toplanmistir. Apoptoz ve nekroz
kavramlarinin biyoloji camiasinda  yarattigi heyecan nedeniyle One c¢ikmasi,
apoptotik olmayan alternatif hiicre 6lim mekanizmalarinin varliginin bilim diinyasinin

blayUk bolumu tarafindan géz ardi edilmesine neden olmustur.

Son yillarda, molekuler biyoloji alaninda bilgi dagarciginin giderek genislemesi ve
apoptoz arastirmalarinin artik bir doygunluga ulasmasi nedeniyle, alternatif
programli hucre o6lum vyollarina olan ilgi artmistir. Alternatif programli hicre 6lum
mekanizmalarindan biri olan otofajik hlcre olumune ilgi, maya otofaji genlerinin
memeli karsiliklarinin bulunmasi ve galismalarin morfolojik tanimlardan molekuler
dizeye inmeye baslamasi sayesinde artmis, sonuc olarak, otofaji, apoptoza ek veya

alternatif olarak dugunulen temel yollardan birisi haline gelmistir.

Bu makalede, otofaji ve otofajik hiicre 6liminin morfolojik ve molekuler temelleri ve,
apoptotik yolaklarla iligkisi tanimlanacaktir. Bu konudaki temel problemlerden biri
otofajinin katabolik ve yagsamsal rolleri ile hicre odlumundeki 6zelliklerini bir araya

getirmektir. Bu yazida bu konu son gelismeler 1s1ginda anlatilacaktir.



PROGRAMLI HUCRE OLUMU MORFOLOJILERININ TANIMLANMASI

Swhweichel ve Merker'in ilk g¢aligmalarini (Schweichel ve Merker, 1973) tekrar
inceleyen 1990 tarihli makalesinde Clarke, dogal gelisimsel hucre 6luma ve toksin
uygulanmasi sonrasi olusan hicre olumdnin temel 3 hidcre morfolojisinden
bahsetmigtir (Clarke, 1990). Clarke, apoptozu tip | hlicre 6limu olarak tanimlamistir.
Bu tip hdcre olumua, hucre kugulmesi, kromatin yogunlagmasi, c¢ekirdek iginde
bulunan DNA'nin bozulmasi ve “apoptotik cisimlerin” parcalara ayrilimasi 6zellikleriyle

ayirt edilmektedir.

Kaspazlar, bu tip hucre oliumunun onemli birer araci olup, hicrede godzlemlenen
birgok morfolojik degisiklik, hiicre yasami i¢in 6nemli proteinlerin bu sistein proteazlar
tarafindan kesilmesine baglanmistir. Bu apoptotik cisimlerin son duraklari fagositlerin

lizozomlari veya heterofagositoz sonrasi komsu hicrelerin lizozomlaridir.

Otofajik hicre 6lumu Clarke tarafindan tip Il hiicre 6lumu olarak siniflandiriimistir. Bu
tip hicre 6luminde en belirgin morfolojik degisiklik, sitoplazmada olusan iki veya
daha fazla katmanl zarla gevrili, sitoplazma pargalari ve/ya mitokondiri, endoplazmik
retikulum (ER) gibi organelleri iceren vezikullerin varhgidir. Bu vesikiiller lizozoma
kaynasip, iglerinde tasidiklari yuklerinin lizozomal enzimler tarafindan pargalamasini
saglarlar. Bu biyolojik olay, kendini icten ice yemek anlaminda, "otofaji" olarak
adlandiriimigtir. Yogun otofaji gértlen bu hicrelerde, apoptozdan farkh bir 6lim
g6zlenmesine karsin, otofajinin bu 6limde rol oynayip oynamadidi konusu hala
yogun bir sekilde tartisilmaktadir. Cogu arastirmacinin Uzerinde birlestigi fikir,
apoptozun mumkun olmadigi durumlarda, uyaricinin tird, uzunlugu ve miktari gibi
degiskenlere bagli olarak, otofaji hiicre 6limine yol agcmaktadir. Fakat, apoptozla
Olebilen hicrelerde otofajik hiicre 6lumul konusu hala bazi arastirmacilar tarafindan
supheyle karsilanmaktadir. Hicrenin kendini igten ice yemesinin hucre olumune
nasil yol actigi konusu, bilimsel veriler 1siIginda, asagida ayrintili olarak ele

alinacaktir.

Clarke tanimladigi otofajik hucre 6limunde kromatin yogunlagsmasi gibi gekirdege

0zgu degisiklikler, otofajik hucre élumunde, apoptotik hucre éluminden ¢ok daha



sonra olmaktadir. Olim kaspaz etkinligine bagimh olmadigindan, ne DNA
merdivenleri ne de apoptotik cisim olusmasi gdzlenmektedir. Ayrica, otofajide 6lu
hicrelerin fagositoz tarafindan temizlenmesi apoptozda géruldiginden ¢ok daha

sonra ve ¢ok daha rastgele bir bicimde olmaktadir.

Clarke'in tanimina goére Tip Il hicre 6lumda, lizozomal olmayan hicre 6liumda, hicre

olumleri arasinda en az ¢aligilan tardur ve bu yazinin konusu disindadir.

Bazi dokularda ve belirli kosullarda, yukarida belirtilen hicre 6lumu morfolojilerinin
birkag tipi ayni hlcrede gorulebilmektedir. Bu gbzlem , birden fazla hicre 6lim
mekanizmasinin ayni uyaran tarafindan, ayni hlcrede etkinlestirilebilecegine isaret

etmektedir.

OTOFAJIK HUCRE OLUMU

Cesitli organizmalarin hlicre ve dokularinda yapilan morfolojik analizler, gelisim
sirasinda olen hucrelerde artan otofajik etkinligin artmig oldugunu ortaya ¢ikarmigtir.
Buna bdceklerde metamorfoz, kuslardaki kanat gikintisi morfolojisi ve memelilerde
damak kapanmasi da dahildir (Bursch, 2001; Clarke, 1990;Schweichel ve Merker,
1973). Bazi toksinler de otofajik hiicre élimu 6zelliklerine sahip hicre élimune yol
acabilir (Schweichel ve Merker, 1973). Her ne kadar bu g¢alismalarda otofajik aktivite
ve hicre 6lumu arasindaki nedensel bad goOsteriiemese de, bu tarz morfolojik
arastirmalar otofajinin hicre olumuandeki rolinun daha ayrintili ¢alisiimasina yol

acmistir.

3-MA, wortmannin ve LY294002 gibi kimyasallarin otofajiyi baskiladiginin
kesfedilmesi, otofajik hicre o6liumundn analizinde bir dénim noktasi olmustur
(Blommaart et al., 1997; Seglen ve Gordon, 1982). Farkl hucre tipleri ve farkli
uyaricilar kullanan birbirinden bagimsiz gruplarin galigmalari, otofajik vesikuller
olusturarak ve lizozomal aktiviteyi arttirarak ilerleyen ve yukarida siralanan
kimyasallar tarafindan baskilanabilen ve kaspazlardan bagimsiz bir hicre 6lumu
varhgini gostermistir. MCF-7 meme kanseri hicrelerinin estrogen reseptor

antagonisti tamoksifen tarafindan tetiklenen 6lumu (Bursch et al., 1996), |6semi



hicrelerinin TNF-a’ya bagli olumleri (Jia et al., 1997), mide ve gliom hucrelerinin
aktive olmus Ras tarafindan oldurilmesi (Chi et al., 1999) ve sinir hlcrelerinin
baylme faktorl eksikliginden dolayr dlumleri (Xue et al., 1999), bu tlr ¢alismalara
ornek gosterilebilir. Arastirmalarda kullanilan ¢ogu kimyasal madde gibi, otofaji
baskilayicilarin da htcresel yan etkileri gortlmustir. En yaygin kullanilan otofaiji
baskilayicisi 3-MA bile, otofaji galismalarinda kullanilan optimum doz araliginda
kullanildidinda otofajiyi baskilamayla sonucglanan 3. Tip PI3-kinazlari baskilama ana
etkisi yaninda, JNK ve p38 stres proteinlerini de baskilamig, (Xue et al., 1999),
mitokondiri gecirgenligini etkilemis (Xue et al., 2002), lizozom pH’ini artirmistir (Caro
et al., 1988). 3-MA ve diger kimyasallarin yan etkilerden dolayi, bunlarla yapilan
calismalardan elde edilen bulgulara bilimsel camia tarafindan ihtiyatla yaklasiimistir.
Bu nedenle, dlen hicrelerde gézlenen otofaji, hala tartisilan bir konu olarak kalmistir.
(Gozuacik ve Kimchi, 2004; Levine ve Yuan, 2005). Otofajinin hicre élimuandeki rolt
konusunda daha guglu veriler, programl hiucre olumudne yol agtiklan tartismasiz
olarak kabul edilen BNIP3 (Vande Velde et al., 2000), DAPK ve DRP-1/DAPk2 (Inbal
et al., 2002, Gozuacik ve Kimchi, 2006) gibi proteinlerin otofajik hicre AlUmunu
tetiklemesi ve Bcl-2 gibi hlcrelerin hayatta kalmasini saglayan proteinlerin otofaijiyi
baskilamasinin (Cardenas-Aguayo et al., 2003; Saeki et al., 2000; Vande Velde et

al., 2000; Xue et al., 2001; Yanagisawa et al., 2003) gosterilmesi ile saglanmistir.

Maya otofajisinin molekiler isleyisinde rol oynayan genlerin ¢odunun bagimsiz
arastirma takimlar tarafindan bulunmasi, otofaji, bu biyolojik olayin altinda yatan
molekiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini saglamig ve otofaji
arastirmalarinda yeni bir dénem agmistir (Kim ve Klionsky, 2000; Ohsumi, 2001).
Maya otofaji genlerinin ortologlari ¢cok kisa bir slre icinde Dictyostelium, C. elegans,
Drosophila, fare ve insanda bulunmustur (Klionsky et al., 2003). Daha sonraki
calismalar bu ortologlarin otofajideki iglevlerinin, evrimsel olarak daha gelismis
canllarda da korundugunu ortaya koymustur. Bu dnemli gelismeler, otofajinin hicre
olimuandeki rolintn daha ayrintili ¢calisiimasini saglamis, otofajik genlerinin silinmesi
(knock-out), gen urunlerinin RNAi ve antisens yontemlerle baskilanmasi gibi genetik

yontemlerin kullaniimasinin ontint agmigtir.

Atg5, Atg7 ve beclin-1 gibi otofaji proteinlerinin RNAlarinin baskilanmasi ile yapilan

ifade azaltma (knock-down) deneyleri, belli deneysel kosullar altinda, hicre 6lumuana



de baskilamistir. L929 fare fibroblastlari, U937 monosit hucreleri ve makrofajlarda
kaspaz baskilayici Z-VAD'In yol acgtigi 6lum (Xu et al.,, 2006; Yu et al., 2004),
Bax/Bak genleri silinmis fibroblastlarin etoposit ve staurosporin etkisi altindaki
Olimleri (Shimizu et al., 2004) ve timor baskilayici smARF’In hicrelerde ylksek
dizey ifade edilmesi sonrasi gorulen hucre olumleri (Reef et al., 2006), otofaji gen

ifadesi baskilanarak énlenebilmigtir.

Otofaji yolaklarinda rol oynayan genlerin ifadelerinin baskilanmasinin hicre 6limun(
Onlemesi, kaspazlardan bagimsiz fakat otofaji proteinlerine bagimli ve otofajik
vezikul brikimi ile seyreden bir hiucre 6lum mekanizmasinin varligini inkar edilemez
bir sekilde ortaya koymustur. Gegcmiste, 3-MA ve wortmannin gibi yan etkileri olan
kimyasal baskilayicilar kullanilarak calisilan programli hlicre 6limlerinde otofajinin
rolu, genetik temelli ve yan etkileri en az duzeyde olan guncel stratejiler kullanilarak

yeniden ¢aligiimalidir.

OTOFAJi VE APOPTOZ BAGLANTISI

Farkli temel molekller mekanizmalar tarafindan kontrol edildiklerine dair veriler
olmasina karsin (apoptoz i¢in kaspaz selaleleri, otofaji icin Atg protein sistemleri), bu
iki programli hicre o6lumu arasinda bir ¢esit baglanti ve iletisim bulunduguna dair
yayinlar artmaktadir (Gozuacik D, 2004). Apoptozun engellendigi kosullar altinda
otofajinin baskin bir programli 6lum mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmasi da bu

baglanti ve iletisimin varligina dair isaretlerden birisidir (Gozuacik D, 2008).

Bcl-2 protein ailesinin Bcl-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik Gyelerinin, yalnizca BH3
iceren proapoptotik proteinler (6rn, Bad) yaninda, en temel otofaji proteinlerinden
birisi olan Beclin1 ile iliskiye girdigi ve bu sekilde otofajiyi baskiladigi tanimlanmistir
(Pattingre S, 2005). Yani Bcl-2 proteinleri hem anti-apoptotik, hem de anti-otofajik bir
Ozellik gostermektedir ve otofaji ile apoptozu koordine etmektedir. DAPk ya da
JNK1/2 adli hicresel stres ve hicre 6lumu ile baglantili kinazlarin sirasiyla Beclin1
ve Bcl-2'yi fosforillemeleri sonrasi Beclin1, Bcl-XL proteininin baskilayici etkisinden
kurtulup otofajiyi aktive edebilir (Wei Y, 2008; Zalckvar E, 2009). Biz de, DAPK’In
hicresel kosullara bagli olarak apoptoz ya da otofajiye yol acgtigini gozlemledik.

DAPk nakavt fareler ve bunlardan elde ettigimiz hucrelerle yaptigimiz ¢alismalar



sonucunda, DAPK’In bu iki 6lum mekanizmasi arasinda kesisim noktalarindan birisi
oldugunu oénerdik (Gozuacik D, 2008). ilgingtir ki, apoptoz sirasinda Beclin1’in
kaspaZz'lar tarafindan kesilip etkisiz hale getirildigine dair son dénemde birgok
makale yayinlanmistir (Norman JM, 2010). Demek ki kaspaz aktivasyonu énemli bir
otofaji proteini olan Beclin1'i parcalayarak, apoptoz sirasinda otofajiyi

sinirlandirabilmektedir.

Beclin1’e benzer sekilde, Atg4’in de aralarinda bulundugu bircok Atg proteininin
kaspazlar tarafindan yikildigina dair veriler mevcuttur (Betin VM, 2009; Norman JM,
2010). Biz de eni galismalarimizdan birinde, temel bir otofaji proteininin kaspaz
hedefi oldugunu gdsterdik ve kaspaz kesim bdlgesini haritaladik (Oral O, Oz-Arslan
D ve Goézuagik D, BBRC dergisine gonderildi). Ayrica, Atg5 adh diger bir otofaji
proteininin calpain proteazlar tarafindan kesildigini iddia eden bir c¢alisma
yayinlanmistir (Yousefi S, 2006). Kesildikten sonra ortaya gikan otofaji protein
parcalarinin, BH3 vyapisina benzer ozellikler tagiyan bdlgelerinin mitokondriye
gbcerek burada hucre olumune katkida bulunduklari 6ne surdlmastar. Yani,
proteazlar tarafindan kesilen otofaji proteinleri, proapoptotik proteinlere donusup,

mitokondrial apoptoza katkida bulunabilmektedirler.

Apoptoz ve otofaji arasinda baska ilging ve karmasik baglantilar da mevcuttur.
Ornegin, otofaji proteini Atg5’'in FADD adli apoptoz adaptori ile protein-protein iligkisi
icine girebilecedi, bunun TNF-a’ya yanit veren ve RIPk1/2’yi iceren bir protein
kompleksinin regulasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (Bell BD, 2008). Aslinda
RIPK'In kendisi de kaspaz-8 tarafindan kesilebilmekte ve bdylece RIPk-JNK1/2
sinyal yolu tarafindan otofaji aktivasyonunu énlenmektedir (Yu L, 2004). Ote yandan
kaspaz-8'in segici otofajinin bir hedefi oldugu ve otofaji tarafindan yikima ugratildigi
gosterilmigtir (Hou W, 2010). Atg5-FADD iliskisinin, gama-interferon uyarimi sonrasi

otofaji aktivasyonunda rol oynadigina dair veriler de mevcuttur (Pyo JO, 2005).

Batln bu veriler, otofaji ve apoptoz arasinda karmasik iliskiler bulunduguna isaret
etmektedir. Otofaji ve apoptoz, benzer turde stres uyaranlarina yanit olarak aktive
olmakta, bazi dizenleyici proteinleri paylasmakta, bunlar araciligiyla koordine

olmaktadir. Bu iletisim ve koordinasyonda cesitli enzim-substrat iligkileri (6rnegin,



kaspaz-8’in gesitli otofaji proteinlerini kesmesi, fakat kendisinin de otofaji hedefi
olmasi gibi), protein-protein iligkileri (Atg5-FADD gibi) ve proteinler arasi rekabet
(Bcl-2’'ye baglanma konusunda Beclin1 otofaji proteini ve BH3 igeren proapoptotik

Bcl-2 proteinleri arasinda gortlen yaris gibi) belirleyici rol oynamaktadir.

Gecgmis yillarda yapilan yayinlarda, otofajinin apoptoz igin gerekli oldugu ya da
birlikte aktive olarak hucre olumune katkida bulunduguna dair veriler mevcuttur
(Gozuacik D, 2004). Hatta bazi hlicre 6lim otoriteleri, klasik apoptozun bagisikhk
sistemi hucreleri ve kalin bagirsak epitel hucreleri gibi kiguk hlcrelerde gorulmesine
kargin, Ozellikle blUyUk hucrelerde (6rnegin aksonu bir metreyi bulabilen sinir
hicreleri ya da uzun iskelet kas lifleri gibi) sitoplazma pargalanmasi konusunda
otofajiye ihtiya¢c duydugunu 6nermektedirler (Richard Lockshin, kisisel gériisme). Bu

durumda da, otofaji ve apoptozun birlikte koordine olmasi gerekmektedir.

SONUGC

Otofaji alani son yillarda artan bilimsel ilgiden son derece olumlu bir gekilde
etkilenmistir. Son yillarda otofaji konusunda ¢ikan makalelerin sayisindaki artis da
buna isaret etmektedir. Maya otofaji genlerinin bazilarinin baska canllardaki
ortologlari bulunmustur. Onemli otofaji genleri degistiriimis ve otofaji belirtecleri
taglyan organizma sayisi giderek artmaktadir. Ozellikle kaspazlarin etkin olmadig:
durumlarda ortaya gikan otofajik hlcre 6luminin bazi mekanizmalari belirmeye
bagslamistir. Fakat hem otofaji hem de hlcre 6lim arastirmalari topluluklarinda yer
alan bazi seckin Uyelerin, otofajinin dogrudan bir éldlrtcl etki gosterebilecegi fikrine
karsi direncgleri ve otofajik hucre olimunuan fizyolojik bir mekanizma oldugunun,
Ozellikle Drosofila ve ipek bocegi modellerindeki gelisimsel gorevlerine (6rn. Berry
DL, 2007; Facey CO, 2010) ragmen inkar edilmesi, bu konuda c¢alisma yapanlarin
cesaretini kirmakta ve calismalari yavaslatmaktadir (6rn. Kroemer G, Levine B, 2008
ve Levine B, Yuan J, 2005). Bunun da etkisiyle, otofajinin hicre olumu yodnuayle
ilgilenen arastirmacilar, otofaji ile apoptoz arasindaki baglantilara yonelmis ve bu
baglantilarin molekiler temelleri konusunda O6nemli yol katetmislerdir. Otofaji
alanindaki gelismeler sadece hicre olUmunid ve yasamini duzenleyen temel
mekanizmalar hakkindaki bilgimizi arttirmayacak, hayvanlardan bitkilere, oradan

insanlara ¢ok genis bir yelpazede molekuler mekanizmalarin anlasiimasi, son



donemde ivme kazanan bir konu olan, otofaji bozukluklarinin insan hastaliklarindaki
roli konusunu daha iyi anlamamiza ve yeni ila¢ hedefleri gelistirmemize yol

acacaktir.
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