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Hiicrede apoptoz ve sagkalim mekanizmalarinin kesfedilmesi ve
yeni potansiyel tedavi stratejileri

New discoveries in the mechanisms of apoptosis and cell survival and
novel potential therapeutic strategies
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Apoptoz (programlanmis hilcre 6lumid) ve sagkalim
mekanizmalarinin anlasilmasi, biyolojik bilimler alanin-
da, yeni binyilin ilk yillarindan itibaren devrim niteliginde
gelisimlere yol agmistir. Apoptoz organizmanin nikleus-
lu hiuicrelerinde genetik olarak programlanmigs bir hiicre
6luma seklidir. Bu hucre 6lim sekli, hiicrenin nekroz ve
kompleman lizisiyle yok olusundan farkli mekanizma-
larla olugmaktadir. Apoptozda komsu hucreler hicbir
zarar goérmez. Dogadaki bircok canlinin embriyo déne-
minden yaslanip élinceye kadarki yasam sureclerinde
gorilen sayisiz biyolojik olaylarin ve hastaliklarin ortaya
¢cikma mekanizmalarinda, herhangi bir nedenle stabili-
tesi bozularak, artik organizma igin zararli hale gelen
hicrelerin yok olus evrelerinde apoptoz ve sagkalim
mekanizmalari ¢cok buyuk 6nem tasir. Apoptoz ve hiicre
sagkaliminin hiicresel mekanizmalarinin ortaya konma-
sI, kalp hastaliklari, kanser, nérodejeneratif hastalklar,
AIDS ve bir¢ok hastaligin tedavisinde yeni tedavi stra-
tejilerinin ortaya atilmasina olanak saglamigstir. Boylece,
dejeneratif tip olanaklari, rejeneratif tibbin getirdigi kok
hicre ve somatik hiicre nikleer transferi gibi yeni tedavi
imkanlariyla birlikte kullanildiginda, gelecekte rasyonel
tedavi ydontem ve ufuklar da yaratilabilecektir.

Anahtar sézclikler: Apoptoz; kaspaz; hiicre sagkalimi.

Tanim

Apoptoz (hiicrenin orkestra esliginde 6liim dansi
yaparak intihari), canlinin kendi otonom mekaniz-
masi tarafindan ayarlanan zararli, yaglanmis, bakteri
ve otoreaktif viriislerle infekte veya istenmeyen kendi
hiicrelerinin orkestral bir ahenk icinde enerji (ATP)
kullanimli ve zaman endeksli iz birakmadan 6ldiiriil-
mesi siirecidir. Bagka bir anlatimla apoptoz, yasam

New discoveries in the mechanisms of apoptosis and
cell survival have been a major breakthrough in bio-
logical sciences in recent years of the new millennium.
Apoptosis is genetically programmed cell death in any
nucleated cells of the organism. This type of cell death
occurs through different mechanisms from those seen in
necrosis and complement lysis of any cell, without affect-
ing the neighboring cells. In the nature, apoptosis and
cell survival are very important not only for the elimination
of cells that acquire unstable features, became useless,
and detrimental for the organism, but also for the mecha-
nisms of numerous biological events and disorders seen
during the lifespan of many organisms —from the embryo-
logical period to death. The discovery of mechanisms of
apoptosis and cell survival has enabled the development
of new therapeutic strategies in heart diseases, cancers,
neurodegenerative diseases, AIDS, and many disorders.
Combination of opportunities afforded by degenerative
medicine with those of new therapeutic approaches of
regenerative medicine such as stem-cell therapy and
somatic cell nuclear transfer will possibly introduce new
horizons and rational therapeutic approaches in the fore-
seeable future.

Key words: Apoptosis; caspases; cell survival.

boyu devam eden programli, bir hiicrenin genetik
olarak diizenlenen sistematik yok olus fenomenidir
(Evrende bazi yildizlarin iz birakmadan kara delik-
lerde yok olusuna benzetilebilir).

Apoptoz sozcligli Yunancadan tiiretilmistir. Bir
cicegin yapraklarinin sonbaharda dokiilmesi anla-
mina gelir. Kerr, Wyllie ve Currie, 1972 yilinda
yayimladiklar1 bir makalede o tarihe kadar fazla
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tanimlanmamis ve nekrozdan farkli morfolojik 6zel-
likler tagiyan bir hiicre 6liim seklini tarif etmisler ve
bu olay1 apoptoz olarak adlandirmiglardir.’

Nekroz, apoptoza alternatif bir hiicre 6lim sek-
lidir. Akut doku zedelenmesi ve iskemiye karst bir
reaksiyon olarak ortaya c¢ikabilir. Hiicrede iyon pom-
past yetersizligi ve hiicrenin kendi enerjisinin kaybi
nedeniyle, hiicre icine osmozla su girer ve hiicre
patlar, hiicre membran biitiinligi kaybolur, DNA
rastgele, diizensiz olarak parcalanir ve hiicrenin mito-
kondrisi siser. Apoptozdan farkli olarak nekrozda,
hiicre tarafindan yogun inflamatuvar yanit verilir ve
inflamasyon belirtecleri pozitifleserek yiikselir.

Apoptozun temel islevi ve amaclari

Komgu hiicrelere hasar vermeden ve onlar1 kotii
yonde etkilemeden ve iz birakmadan hedeflenen hiic-
renin yok edilmesidir. Bu sekilde:

a) Embriyo gelisimi, bagkalasim (metamorfoz) ve
doku atrofisi sirasinda oldugu gibi, gelisimi sirasin-
da organizmaya, bir heykeltiras titizliginde ince bir
mimariyle sekil verilir.

b) Organizmanin toplam hiicre sayisi diizenlenir.

¢) Timor hiicreleri, viriisle kontamine olmus
hiicreler, kendi basina buyruk hale gelen ve kendine
zarar veren immiin hiicreler (ki bunlar otoimmiin
hastaliklara yol agabilir) gibi istenmeyen ve tehlikeli
hiicreler ortadan kaldirilir ve bunlara kars1 savunma
olusturulur.

Her giin bir insanda mitozla olusan on milyar
hiicreyi dengelemek icin her giin on milyar hiicre
Olmelidir. Bu rakam organizmadaki hiicrelerin %5’ini
olusturur. Hiicreler apoptoz ile arkalarinda iz birak-
madan 15-120 dakika icinde oOliirler.

Apoptoz drnekleri. insan embriyosunun el ve ayak
ekstremitelerinin gelisimi sirasinda, parmakarasi bol-
gelerdeki hiicreler, parmaklarin sekillenmesi i¢in masif
apoptoza giderler. Bu hiicreler 6lmek i¢in programlan-
muglardir. Bu programli 6liim fizyolojik bir olay olarak
kabul edilir. Eger verdigimiz 6rnekteki gibi programli
oliim olmasaydi, simdi el ve ayak parmak aralarimiz
tipk1 ordeklerde oldugu gibi perdeli olurdu.

Apoptoz uyaricilari

a) Genetik kontrol (Embriyolojik evreden dogum
sonrasi yagam boyu etkilidir.),

b) Iyonize radyasyon,

¢) Ilag ve gevresel faktorler (steroid tedavisi, kemo-
terapi, insektisitler, tarimda kullanilan ilaglar, kozmik
isinlar, vb.),

d) Iskemi sonrasi reperfiizyon, mekanik travmalar,
viremi, bakteriyemi sonrasi gelisen sepsis ve septik
soklar.

Apoptozu uyaran sinyaller
a) Hiicre dig1

i) Hormonlar (Ornegin tiroksin, kurbaga lar-
valarinin kuyruklarinda yani iribas ‘tadpole
tails’te apoptoza neden olur.),

ii) Bliylime faktorii gibi sagkalim (survival)
sinyalinde eksiklik apoptozu uyarir.

iii) Bitisik (adjacent) hiicreden temas.
b) Hiicre ici

i) Iyonize radyasyon,

ii) Viral infeksiyon,

iii) Serbest radikallerden dolay1 meydana gelen
oksidatif hasar.

Apoptoz asamalari

i) Oliim sinyali,

ii) Kromatinde sikisma,

iii) Hiicrede parcalanma,

iv) Yutulma (fagositoz) seklinde 6zetlenebilir.
Olay biraz daha ayrintilandirilirsa sunlar goriiliir:
A) Eksternal olarak

a) Hiicreler hacim kaybeder ve biiziisiir.

b) Hiicre yiizeylerinde kiiresel kabarciklar olu-
sur (blebbing).

c) Phosphatidylserine isimli fosfolipid hiicre-
den disari ¢ikar.

B) Internal olarak
a) Sitoplazma yogunlasir (kondanse olur).

b) Mitokondriyum, sitokrom-C gibi apoptozu
uyaran faktorleri serbestlestirerek biitiinlii-
giinili kaybeder ve pargalanir.

¢) Kaspazlar aktive olur.

d) Kromozomal DNA’lar kendi icinde 180-
200 bp’lik interniikleozomal fragmanlara
ayrilarak parcalanir.

e) Hiicre sagkalimi ve metabolizmasinda ¢ok
onemli oldugu diisiiniilen ve molekiiler agir-
I1g1 100 daltonun iizerinde olan bir¢ok pro-
tein de benzer sekilde parcalanir (Sekil 1).
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Sekil 1. Apoptoza ugrayacak hedef hiicrede gériilen morfolo-
jik degisiklikler.

Apoptoz mekanizmalari
1) Oliim reseptorleri yolu
a) Dogrudan yol
b) Dolayli yol
2) Mitokondriyal yol
a) Apoptozom olugmasiyla

b) Direkt mitokondriyal yol (primer ve sekon-
der).

Oliim reseptirleri aracihgiyla apoptoza genetik
bir érnek.” Apoptoz programlanmis hiicre 6liimudiir.
Ancak hiicrenin gelecegine karar veren bir programla
gerceklegebilir. Genetigin bu etkisi bir hermafrodit
solucan olan Caenorhabditis elegans ile 6rneklendi-
rilebilir. Gelisimi boyunca bu solucanin iirettigi 1090
hiicrenin 131’i 6lmeye adaydir. Organizmanin bu
sekilde gelisimini kodlayan genler saptanmistir. Bu
genler dort gruba ayrilir.

a) Hiicre oliimiine karar verenler,
b) Oliim uygulayicilar,
¢) Olen hiicrelerin yutulmastyla ilgili olanlar,

d) Yutulmus hiicrelerin parcalanmasiyla ilgili
olanlar.

Oliim programini C. elegans’ta yerine getirenler
Ced-3 geni olarak adlandirilir. Ced-3 geni hiicre 6liim
programinin yerine getirilmesinde kritik rol oynayan
cok sayida sistein proteazlarini igeren interlokin-1 beta
doniistiiriicti enzim (ICE) ailesini iiretir. Diger gen
Ced-9 ise programlanmuis hiicre liimiine giden hiicre-
nin korunmasinda rol alir. Ced-9 geninin insanlardaki
karsiligi Bcl-2dir. Bcel-2’nin memeli apoptozunda

koruyucu rolii vardir. Son raporlara gore apoptoza
neden olan 30°dan fazla belirleyici ortaya konmustur.
Bunlar tiimor nekroz faktorden (TNF) beta-amiloid
peptidlere kadar genis bir yelpazeyi igerir.

Apoptoz bilesenleri ve belirleyicileri

a) Hiicre membrani diizeyinde

Memelilerde hiicre membrami yiizeyindeki
reseptorler sunlardir:

i) CD 95 reseptorleri (Apo-1 veya Fas olarak da
adlandirilir)

ii) TNF-R
iii) Trail reseptorii (Oliim reseptorii-4 veya
Apo-2)
b) Reseptorleri kontrol eden genler
i) DcR-2, DR-3, DR-4, DR-5 ve DcR-3
c) Reseptor baglari (ligandlar)
i) CD95L
ii) TNF-alfa
iii) Trail (Apo-2L) kanser hiicrelerinde DR-4 ve
DR-5’e baglanir

d) Hiicre membraninin alt yiiziinde ve sitoplazmada

bulunan inaktif proteinler

i) FADD (Fas-associated death domain),
DISC’te (death-inducing signalling comp-
lex) yer alan adaptor proteindir.

ii) c-FLIP (Cellular FLICE-inhibitory protein):
Yalanci kaspaz grubuna giren bir protein-
dir.

iii) FLICE (FADD-like IL-1 beta-converting
enzyme): FLICE siklikla kaspaz-8 olarak da
adlandirilir.

iv) Prokaspazlar (Zimogen) asagida ayrintili
olarak bahsedilecektir.

v) Bcl-2 st aile’den (super family) ayrintili
olarak bahsedilecektir.

vi) Perforin ve Granzim’ler
e) Protein domenleri (protein parselleri)

Proteinler bir genis (L), bir de dar (S) koldan
(subunit) olusurlar. Genis kollar bir takim domenler-
den meydana gelir.

i) Oliim domeni (Death domain-DD),

ii) DED (Death effector domain), tek bagina
oldiiriici olmayan, ama oOliime yardimci
olan domenler,

iii) CARD (Caspase recruitment domain), kas-
pazlar1 organize eden domenler,
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iv) Bcl-2 {ist ailede bulunan BH domenleri.
Bunlarin BH-1"den BH-4’e kadar olan alttip-
leri vardir.

v) BIR domenleri (BIR1-3) memeli protein-
lerinde Baculovirus’lerin IAP tekrarlarina
(repeats) neden olan domenlerle Ortiigiir.

DNA fragmantasyonunda rol oynayan
inaktif proteinler

i) ICAD, kaspaz-3 ve kaspaz-7 tarafindan ikiye
ayrilir; kisa kol (S) 40 kDa’luk DNA’ya oligomerize
olur. Bu fragmantasyona caspase activated DNase
(CAD) ad1 da verilir. Bu fragmantasyon, niikleus icin-
deki DNA’lar1 180 bp’lik diizenli parcalara ayirir ve
kromatin fragmantasyonuna neden olur.

ii) Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP): DNA hasa-
r1 bagladiginda aktive olur. Histonlar gibi niikleer pro-
teinlere ADP-riboz polimerlerini ekler. DNA tamir
stirecini uyararak hizlandirir.

iii) Telomer: Kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer
alan kodlanmayan kisa, kiint, ardistk DNA parca-
ciklart. Heflick’e gore bir hiicrenin ka¢ defa mitoz
yapacagina karar verir. Her mitozda (daughter-cell)
boyu kisalir ve fibroblast ve epitel hiicreleri yaklagik
50. boliinmeden sonra G1-G2 fazini durdurarak fonk-
siyonunu kaybeder; hiicre ‘senescence’ (yaslanmig
artik boliinemeyen duragan hiicre) durumuna girer
(replikatif yaglanma). Kok hiicreler, tireme hiicreleri,
aktif lenfositler mitoz yeteneklerini kaybetmezler.

iv) Telomeraz: Telomerlerin her mitozda kisala-
rak fonksiyonlarint kaybetmesini Onleyen enzim-
dir. Normalde memelilerde fibroblastlarda bulunur.
Kanser hiicreleri telomeraz yaparak oliimsiizIigi
kesfeder (immortalization). Telomeraz enzimi telo-
merlerin yeniden tesisini saglar.

Mitokondriyal permeabilite proteinleri

i) Sitokrom-C oksidatif fosforilizasyon i¢in elekt-
ron tasir. Muhtemelen “mitochondrial permeability
transition” porlarindan salinir. Alternatif yollardan da
mitokondriyi terk edebilir.

ii) AIF (Apoptosis inducing factor): Bir flavopro-
tein olup, mitokondriyal PT porlarindan salgilanir.
Hiicre niikleusuna transloke olur ve onu yaklasik 50
kb’lik parcalara ayirir.

iii) ANT (Adenine nucleotide transporter):

Mitokondriyal i¢ yapraktan serbestlesir ve PT porla-
rinin alt yapisinda yer alan bir 6ge gorevini yapar.

iv) Endoniikleaz G (Endo-G): Mitokondriyal PT
porlarindan salinir, hiicre niikleusuna transloke olur,
tek sarmalli DNA’lar1 pargalar.

v) Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator
of caspase/Direct IAP binding protein with low pl): Bu
protein mitokondriyal PT porlarindan salgilanir; IAP’yi
(Inhibitors of Apoptosis Proteins) inhibe eder. Boylece,
apoptozu hizlandirir. IAP ilk defa Baculovirus’larda
bulunmugtur. Memelilerin 1-3 BIR domenlerine teka-
biil eder. IAP’nin ortamda bulunmasi caspase 3 ve 8’
inhibe eder. Bu gekilde viral replikasyon giiclenir.

vi) VDAC (Voltage dependent anion channel):
Mitokondriyal membranda bulunur ve PT porunun
altyapisinin olugsmasinda rol alir.

vii) Mitokondriyal ya da periferal benzodiazepin
(MBR ya da PBR): Bu protein mitokondriyal dig
membranda yer alarak PT porunun yapisina girer.

viii) Mitokondriyal permeabilite gecis poru (PT
pore): PBR, ANT ve VDAC’den olusur. PT porunun
acilmasiyla AIF, endoniikleaz G ve Smac/DIABLO
sitoplasma icine salinarak apoptozu hizlandirir
(sekonder mitokondriyal yol).

Kaspazlar (Cysteinyl aspartate-specific
proteases)i®4

Gerek Oliim reseptorleri yolu gerekse mitokond-
riyal apoptozda rol alirlar. Kaspazlarin giiniimiize
dek 14 izoformu kesfedilmistir. i1k kesfedilen kaspaz
C. elegans’in ced-3’ii olup memelilerde interleukin-1
beta doniistiiriicii enzim (ICE) ile denktir. Daha son-
ralar1 kaspaz-1 olarak adlandirilmistir.

Kaspazlar ii¢ kategoride incelenir:

a) Baslatici kaspazlar (kaspaz-8, 9)
b) Etkileyici kaspazlar (kaspaz-3, 7)
¢) Inflamatuvar kaspazlar (digerleri)

Kaspaz aktivitesi proteolitik kaskad yoluyla olmak-
tadir (Sekil 2). Kaspazlar inaktif iki prokaspazin hid-
rolizi, yani uzun ve kisa bacaklarin kendi aralarinda
yan yana gelmesiyle aktive olurlar. DED ve CARD
inhibitdér prodomenini igeren uzun kollar yarilarak
ortamdan uzaklagir. Asil aktif kisim yan yana bir
arada bulunan iki kisa koldur. Baglatici kaspazlar oto-
aktivasyonla, etkileyici kaspazlar ise transaktivasyon
yoluyla otokatalitik olarak aktive olmaktadirlar.

Bcl-2 Ust ailesi (super family)

Biiyiik bir protein ailesi olup, genelde anti-apopto-
tiktir. Kiiciik bir boliimii pro-apoptotiktir. Ug alt aile
grubu igerir:

Bcl-2: Bcl-2, Bel-xl ve Bel-w gibi ii¢ tipi vardir.
BH1’den BH4’e kadar tiim domenleri icerir, apoptozu
onlemeye ve hiicre sagkalimini devam ettirmeye ¢ali-
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Sekil 2. Kaspaz kaskadl.

sir. Bel-x1 kristal yapida olup, bakteriyel toksinlerin
por igeren toksinlerine benzer etki gosterir. Bu 6zel-
ligiyle “mitokondriyal PT” por olusumunu saglar ve
iyon kanallarini agar.” Bcl-2 Burkitt lenfomasinda ilk
defa kesfedilmis ve biitiin aileye adini1 vermistir.

Bax: Bax, Bak ve BAD olmak iizere ii¢ altgrubu
vardir. BH4 domenini icermez, bunlarin hepsi pro-
apoptotiktir.

Bid: Sadece BH3 domenini icerir, pro-apoptotiktir.
Protein kompleksleri

Apoptozom: Sitokrom-C, prokaspaz-9, yapist bilin-
meyen APAF-1"den (apoptosis activating factor-1) olu-
sur. Apoptozom tesekkiilii sitokrom-C tarafindan yone-
tili. APAF-I"de CARD domeni oldugu icin CARD
domeni olan prokaspaz-9 ile kombinasyona girer ve
aktif kaspaz-9’un ortaya ¢ikmasina neden olur.®

APAF-1: CARD domeni i¢eren bir adaptdr protein
olup, apaptozom olusumunda kombinasyona girer.

DISC (Death-inducing signalling complex): Oliim
reseptor ligandlari, 6lim reseptorleri ve FADD,
TRADO gibi adaptor proteinlerin kombinasyonun-
dan olugur.

Apoptoz mekanizmalari (Sekil 3, 4)
Fas ligand tarafindan indiiklenen apoptoz

Fas ligandi trimerler halinde bulunur, kendi resep-
torlerine baglanarak aktive eder ve bodylece reseptor
trimerizasyonunu olugturur. Aktive olmusg reseptorler
FADD adaptor molekiilii ile birlesir, inaktif prokas-
pazlarin uzun ve kisa kollarini birbirinden ayirarak
aktif kaspaz-8’i olugturur (DISC sinyalizasyonu).
Aktive kaspaz-8, kaspaz 3’1 iki yolla aktive eder.!”!

a) Dogrudan (kisa) yol: Kaspaz-8 prokaspaz 3’ii
direkt olarak parcalar ve aktif hale getirir. Kaspaz-3
DNA fragmantasyon faktorii 45’1 (DFF 45), DFF 40’a

oligomere cevirir. DFF 40 DNaz aktivitesine sahiptir.
DFF 40 oligomeri interniikleozomal DNA fragmantas-
yonuna neden olur. Boylece, DFF 40 oligomeri niikleusta
apoptotik kromatin kondansasyonunu meydana getirir.

b) Dolayli yol: Kaspaz-8 sitokrom-C serbestles-
mesi i¢in Bcl-2 proteinini Bid ve onun terminal kis-
mina ayirir. Bid ve tBid mitokondriye transloke olur.
Bu sekilde mitokondriyal porlar agilir. Serbestlesen
sitokrom-C + APAF-1 + dATP + prokaspaz-9 ayni
domenleriyle bir araya gelerek apaptozomu olugturur
ve kaspaz-9’u etkin hale getirir (primer mitokond-
riyal yol). Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii esit olmayan
parcalara bolerek aktif kaspaz-3’ii meydana getirir
(Ttim yollar Roma’ya gider deyimi gibi, yani kaspaz-
3’e ¢ikar.). Bundan sonraki ardigik olaylar dogrudan
yolda oldugu gibidir. Sonu¢ olarak genomik DNA
fragmantasyonu ile olaylar zinciri son bulur.

Kaspaz-8 konsantrasyonu 30’un iizerinde ise
dogrudan yol, 30’un altinda ise mitokondriyal yol
kullanilmaktadir. Aktive olan kaspazlar diger pro-
kaspazlar1 aktive ederek, kanin pihtilasmasindaki
olaylar zincirine benzer sekilde, protoelitik bir kaskad
tetiklenir ve ICAD aktive edilerek DNA fragmantas-
yonu gergeklesir. Kromozomlar merdivenvari inter-
niikleozomal fragmantasyona ugrar (DNA hasari).
Diger taraftan da, gorevini tamamlayan kaspazlar
(PKB/Akt ve MAPK hiicre sagkalim aktivasyon yol-
lariyla) deaktive olurlar. Kaspazlarin iki kolu (subunit)
vardir. Uzun kol 20 kDa’dir. Kisa kol ise 10 kDa’d1r.
Kaspazlarin aktif kismi bu kiiciik altbirimdedir.
DED ve CARD igeren kisim inhibitdr prodomen ola-
rak kabul edilir. Inisiyator kaspazler otoaktivasyonla
etkinlesirler. Bunun icin prokaspazlar u¢ kistmlarini
birbirine yakinlastirirlar. Bu sekilde prokaspaz-8
DISC’e inkorpore olur.

Aktif kaspazlarin hiicresel prosesler lizerinde bir-
cok etkileri vardir.

a) Aktif kaspaz-9: Kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin niik-
leusa girebilmeleri i¢in niikleer porlari harab eder
veya genisletir.

b) Niikleus icine giren kaspaz-3 ICAD’yi iki
yerinden ayirarak, inhibitor altbirimini bozar ve niik-
leozomlar arasindaki DNA’y1 bolerek CAD/DFF-40"1
serbestlestirir.

c) Kaspazlarin aktivitesi fagositozda rol oynayan
sinyallerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bunu da,
kaspazlar normalde hiicre membraninin i¢ yiiziinde
bulunan PS’yi (phosphatidyl-serine) hiicre disina eks-
terne ederek yapar. Fagositler kendi CD14’linii kulla-
narak, kendilerini PS’ye baglarlar.[*®]
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d) Kaspaz-3 hiicre membranina yonelir. Hiicre
membranin1 idame ettiren gelsolini pargalar. Bu
parcalanmayla hiicre icinde aktin flamentleri olusur
ve hiicre zarinda mememsi ¢ikintilar meydana gelir
(blebbing). Diger taraftan kaspaz-3 PDK-2’yi (p21-
activated kinase-2) aktive eder. Bu sekilde, hiicre iske-
leti bozularak hiicre apoptotik cisimlere pargalanir.

Bcl-2 ailesi ve apoptozda mitokondriyal yollar

Bu ailenin esas eylem mekanizmasi mitokondriyal
membran permeabilitesinin regiilasyonu iizerinden-
dir. Bu ailenin bir kism1 pro-apoptotik, bir kism1 da
anti-apoptotiktir.>6-8-11

Bcl-2 ailesinin etki mekanizmalari

a) Bcl-2 ailesinin proteinlere homodimer ve hete-
rodimer ekleme Ozelligi vardir. Dimerizasyon BH3
bolgesinde meydana gelir. Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri arasindaki heterodime-
rizasyonun, pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin pro-
apoptotik aktivitesini inhibe ettigi diisliniilmektedir.
Bu olayin gercek mekanizmasi bilinmemektedir.

b) Bcl-2 ailesinin iyon kanallar1 olusturdugu diisii-
niilmektedir. Bcl-XL, bakteriyel toksinlerin por mey-
dana getirme etkisine benzer bir 6zellige sahiptir.
Bcl-2, Bel-XL ve Bax sentetik lipid membranlarda
iyon kanallar1 olugtururlar."

Bcl-2 ailesinin en muhtemel etki mekanizmasi,
sitokrom-C ve AIF gibi maddelerin PT porlarindan
(mitokondriyal membrandan) gecis permeabilitesini
artirmasiyla olmaktadir.™ PT porlar1 non-spesifik trans-
portirlardir; 1,5 kDa’dan kiiciik molekiiller PT porlardan
non-spesifik olarak gecebilirler. Bcl-2 PT porlarinin agi-
lisin1 inhibe eder, fakat Bcl-2'nin pro-apoptotik tiyeleri
(Bax ve Bak) sitokrom-C ve AIF salinimini artirir.

¢) Bcl-2 siiper ailesinin bagka muhtemel bir meka-
nizmasit da, APAF-1 + Bcl-XL'nin birlesik etkisiyle
olur. Bcl-XL APAF-1’i ayirarak (sequester), prokas-
paz-9’un aktif kaspaz-9’a doniligsmesini onler.

Sitokrom-C

Sitokrom-C’nin mitokondrilerden salinimi olayi,
halen tartigmalidir. Sitokrom-C, a) PT poru yoluyla,®
b) Bax ile mitokondrilerde sitokrom C’nin ge¢mesi
icin kanallar olugmasi yoluyla'” ve ¢) su dolan mito-
kondrilerin dis membranlarinin patlamast yoluyla
sitoplazmaya girebilir.

p33 bircok genin kopyalanmasini saglayan tiimor
supresor genlerden biridir ve “inducible NO” tarafin-
dan upregiilasyonu gerceklestirilir. MDM?2 geni p53’ii
etkinlestirir ve Bax genini de kopyalar. Boylece,
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Sekil 3. Hiicrede apoptoz olusum mekanizmalarinin yollar.
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Sekil 4. Olim reseptérleri ve mitokondriyal yollarla kaspas-3 aktivasyonunun baslamasiyla niikle-

usta olusan DNA fragmantasyonu.

sitokrom-C salgilanir, apaptozom olusur ve apoptoz
hizlanir (primer mitokondriyal yol).!'!

PARP-1, DNA tamirinden sorumlu niikleer enzim-
dir. Asir1 aktive olursa apoptoz ve nekroza neden
olur.” PARP-1 tek sarmalli DNA ile aktive olur. Aktif
PARP-1, NAD"y1 ikiye boler. PARP-1’in agir1 aktivi-
tesi NAD kaybina, dolayisiyla da ATP kaybina neden
olur. ATP noksanlig1 da iyon pompasi yetersizligine
yol acar. Boylece, hiicreler siser ve osmotik basing
nedeniyle patlar; bu bir nekroz olayidir. Kars1 segenek
olarak NAD eksikligi, sitoplazmadan mitokondrilere
ATF translokasyonuna neden olur. Bu da apoptoza yol
acar. PARP-1 aktivitesinin egik diizeyine gore, DNA
tamiri, apoptoz veya nekroz olugur. Apoptoz ATP’ye
bagimlidir."”! Kaspazlar PARP-1"i bolerek ATP dep-
lesyonunu Onlerler.

Protein kinaz B aktivitesi (PKB/Akt) ve MAPK
(mitogen-activated protein kinase) sagkalim
yollar

Bu yollar hiicrenin sagkalim yollaridir. Sadece digar-
dan gelen sinyaller oldugu zaman aktiflesirler. Sagkalim
sinyalleri eksikse, hiicreler yanliglikla apoptoza de gide-
bilir. Sagkalim sinyallerine PDGF ve PDK-1 (phospholi-
pid-dependent kinase-1) drnek teskil eder.1%1415]

a) PKB/Akt, bir taraftan BAD ve ¢atal bagli prote-
ini sekestrasyona ugratarak CD95 transkripsiyonunu
azaltir; diger taraftan da, bagka bir yolla NF-xB ve
NOS-III aktivasyonuna neden olarak, bunlarin kop-
yalanmasin artirir. Bu durumda nitrik oksit, nonspe-
sifik proteinlerin S-nitrolizasyonu yoluyla apoptozu
inhibe eder.!""!
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b) MAPK yolu da PKB/Akt yolu gibi BAD
fosforilizasyonu yaparak CREP proteinini (cAMP-
response element binding protein) ve transkripsiyon
genlerinin aktivasyonunu artirarak hiicre sagkali-
min1 tegvik eder.

Tedavi stratejileri

Yetersiz apoptoz ve neden oldugu hastaliklar

Bircok kanser tiirlinde ve otoimmiin linfoproli-
feratif sendrom gibi hastaliklarda apoptoz cok ileri
derecede azalir. Yetersiz apoptoz durumlarinda apop-
tozun yapay olarak stimiilasyonu yararli olabilir.

a) Otoimmiin linfoproliferatif sendrom (ALPS).
Bu hastalikta mutasyonlara bagli yetersiz apoptoz s6z
konusudur. Farkl tipleri vardir:

Tip 1A’da CD95’in 6liim domeninde (DD) mutas-
yon goriiliir.

Tip 1B’de CD95L mutasyonu vardir.

Tip 2’de kaspaz-10’un aktivitesini azaltan mutas-
yon vardir. Bu mutasyonda yetersiz apoptoza ugrayan
lenfosit sayis1 artar ve bir¢cok otoimmiin hastalik
ortaya cikar.!"!

b) Kanser. Hiicre akiimiilasyonuna yol agan nor-
mal hiicre siklus mekanizmasinin disfonksiyonu ola-
rak da tanimlanabilir. Hiicreler ya agir1 proliferasyona
ugrayarak ya da apoptotik yollarin malfonksiyonu
nedeniyle kanserli hiicrelerin yok edilmelerinin yeter-
sizligine bagli olarak yigilim gosterirler. Insan orga-
nizmasinda giinde iki bin adet tiimor hiicresi olus-
maktadir. Apoptoz veya yetersiz mutasyon nedeniyle
hiicrelerin patlamasi sonucunda bu tiimor hiicreleri
yok olur.

Kanserin olugmasi icin multipl genetik degisik-
liklere bagli (mutasyon) olarak yapisi bozulmus pro-
teinlerin (altered proteins) ve onkojenlerin (HLA-A+
B2-Mikroglobulin + tiimor antijeninin nanomerik
peptid fragmani) olugmasi gerekmektedir. Kanser
siklifinin yagla artmasi, uzun yasam siireci boyunca
bircok mutasyonun meydana gelebilecegini diisiin-
diirmektedir.

Bir malign tiimoriin olusumunda ii¢ ana donem
vardir:

a) Baglama (bir onkojenin olugmasini saglayan
mutasyon): Onkojenlerin bazilar1 fetal hayatta bulu-
nur ve erigkinde bazi patolojik durumlarda tekrar
ortaya ¢ikabilir (fetal onkojenler).

b) Promosyon (phorbol esterleri ve safra asitleri
gibi kimyasallar sorumlu olabilir): Tiimor hiicreleri

salgiladiklar1 glikoproteinlerle kemoterapiye direng
gelistirirler.

c) Progresyon: Bu donemde kanser tiim viicuda
yayilir.

Bu progresyon siireci, i) immortalizasyon (6liimstiz-
liik) = telomeraz ekspresyonu, ii) siirekli angiyogenez ve
iii) metastazlar ve apoptozdan kagis seklinde olur.

Baz1 kanserler siklikla apoptozun azalmasiyla
iligkilidir ve bu nedenle kanser tedavisinde apoptozun
yapay yolla indiiksiyonuna dayanan yeni bir tedavi
stratejisi gelistirilmelidir.”’ Apoptozun azalmasi aga-
gidaki nedenlere bagli olabilir:

i) Bazi tiimor hiicreleri CDO95 reseptorlerini azal-
tir (downregulation).

ii) Bazi tiimor hiicreleri CD95L’yi pasifize etmek
icin yiiksek diizeyde solubl CD95 reseptor formunu
sekrete ederler.

iii) Baz1 tlimor hiicrelerinin, kendilerine baglan-
mak isteyen T hiicrelerini 6ldiirmek icin kendi hiicre-
lerinin yiizeylerinde CD95L eksprese ettikleri goste-
rilmistir.

iv) Teorik olarak tiimor hiicreleri, CD95Lyi bag-
layan, fakat apoptotik sinyal yollariyla eglesmeyen
tuzak reseptorler de eksprese ederler.

Yapay apoptoz meydana getiren yéntemler ve
yetersiz apoptozda tedavi stratejileri

a) Gen tedavisi (0rnegin Bcl-2, cFLIP ve IAPS’yi
hedef alanlar)

b) Smac/DIABLO taklit¢ileri veya IAP
antagonistleri''®

¢) Fotodinamik tedavi
d) Recombinant TRAIL (bir 6liim reseptor ligandr)
e) PKB/Akt sinyalinin inhibisyonu

f) p53 aktivitesinin ortaya ¢ikmasina neden
olan MDM?2 inhibisyonu

Gen Tedavisi. a) Anti-apoptotik Bcl-2: Antisense
mRNA kullanilarak (18 bp’lik oligoniikleotid antisen-
se Bcl-2 mRNA=G-3139) inhibe edilir.

b) cFLIP ve IAPS antisensleriyle, SCID (seve-
re combined immunodeficiency) fare modellerinde
geligtirilen kanserlerde sitotoksik ilaglarla birlikte
basarili sonuglar alinmisgtir.

Fotodinamik tedavi. Bir porphyrin bilesigi olan
phthalocyanine-4 tiimoér hiicresine verilir ve tiimor
hiicresine yogun 1sik kaynagi uygulanir. Bu sekilde
ortaya cikan serbest oksijen radikalleri timor hiic-
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resini apoptoza gotiiriir. Reaktif oksijen tiirevleri
mitokondri i¢ mebranlarini harab ederek mitokondri-
yal permeabiliteyi artirir. Bu da mitokondrilerin sis-
mesine ve sitokom-C’nin sitozomlardan serbest hale
gelmesine yol acar. Sitokrom-C kaspaz aktivasyonuna
neden olarak apoptozom olugumu saglanir.'®!

Recombinant TRAIL. Apoptozu aktive etmenin
baska bir yolu da 6liim reseptorlerini stimiile etmektir.
TRAIL, CD95L ve TNFa ile benzerlik gosteren bir
oliim reseptor ligandidir. TRAIL baz1 insan tiimorle-
rinin fare modellerinde denenmistir. TRAIL, CD95L
ve TNFo kadar karaciger toksisitesi ve kanamalara
yol agmaz.["%!

PKBIAkt sinyalinin inhibisyonu. PKB/Akt inhi-
bitdrlerinden biri olan ‘wortmannin’, tiimér siipresor
geni olan PTEN’nin azalmasina bagli PKB/Akt sin-
yalindeki artigt azaltir. Boylece, sitokrom-C’nin mito-
kondrilerden serbestlesmesini saglayarak apoptozu
hizlandirir.>”

Asiri apoptozun eslik ettigi hastaliklar ve
tedavi stratejileri

a) Norodejenaratif hastaliklar: Parkinson hastaligi,
amyotrofik lateral skleroz, Alzheimer hastaligi,
Huntington hastalig1

b) AIDS (T-helper hiicrelerinin asir1 apoptozu)

¢) Iskemiler
i) Inmenin neden oldugu serebral iskemi,

ii) Miyokard infarktiisiinii takiben goriilen kar-
diyak iskemi 6rnek gosterilebilir.

Parkinson hastalig1. Substantia nigrada’ki néron-
larda kayip vardir ve mitokondrilerde hasar goriiliir.
Bazi Parkinson hastaliklar1 kalitsaldir ve anne tara-
findan kalitimla gecer. PARP inhibitorleri Parkinson
hastaliginin tedavisinde kullanilabilir.*

Amyotrofik lateral skleroz. Spinal motor néron-
lar agir1 apoptoz nedeniyle kaybolarak azalir. Bu da
hastay1 paralizi ve oliime gotiiriir. Amyotrofik lateral
skleroza olgularin %25’inde Cu/Zn siiperoksit dismu-
taz (SOD) geninde goriilen mutasyon neden olur ve
asir1 miktarda peroksinitrit (ONOO") motor noronlar-
da birikir (apoptozda Zn kaskadr). Bu agir1 peroksinit-
rit birikimi de proteinlerin nitrasyon/oksidasyonunu
etkiler. Olusan bu Zn kaskadi da kaspazlari1 aktive
eder ve motor ndronlarin apoptozuna yol agar.!'’?

Alzheimer hastaligi. Amiloid prekiirsor protein
(APP) ve presenilinde mutasyon sonucu amiloid-f3
olusumu artar. Amiloid-f apoptoza, néron kaybina
ve amiloid plaklar1 olusumuna neden olur. Amiloid-f3

norotoksiktir. Diger taraftan APP oksidatif stresi
artirarak oliim reseptorlerini etkiler ve apoptoz yapar.
Ayn1 zamanda TNF-R1’1 aktive eder. TNF-o sekres-
yonunu artirir ve mikrogliaya neden olur.['"

Huntington hastaligh. Hip-1/Hippi heterodime-
ri prokaspaz-8’i uyarir. Kaspaz-8 de striatumdaki
noronlarin apoptozla kaybina neden olarak hastalik
belirtilerini ortaya ¢ikarir.**!

AIDS. HIV neden olur. HIV, CD4*T hiicrelerini
enfekte eder ve CD4 reseptorlerine baglanarak hiicre
icine girer. HIV’in ‘Tat’ proteini CD95 reseptor eks-
presyonunu artirir. Bu durum, CD4*T hiicrelerinin
CD95’e duyarliligini artirarak asir1 apoptozla sonug-
lanir. Apoptozu azaltma AIDS i¢in bu nedenle potan-
siyel bir tedavi yontemidir.[->4

Miyokard iskemisi. Kismi koroner tikaniklik angina
pektorise, tam tikanma ise akut miyokard infarktiisiine
(AMI) neden olur. Eger kan akimi1 AMi’nin baglangi-
cinda ¢abuk diizeltilmezse fazla miktarda kardiyomiyo-
sit 6liimii meydana gelir. Kan akiminin saglanmasinin
da bazi sakincalar1 vardir; bu durum da reperfiizyon
hasarina neden olur. Yakin zamanlara kadar reperfiiz-
yon hasarinin nedeni bilinmiyordu ve kardiyomiyositle-
rin nekrozu sonucu oldugu diisiiniiliiyordu. Simdi reper-
flizyon hasarinda apoptozun rol oynadigi anlagilmastir.
Tedavi apoptozu azaltmaya yonelmis ve bu alanda bazi
basarilar da elde edilmistir. Akut miyokard infarkti-
sii sirasinda iskemik miyokard dokusunda agir1 Bax
ekspresyonu saptanmigtir. Antisens teknolojisiyle Bax
inhibisyonu, apoptozu inhibe ederek kardiyomiyosit
Oliimiinii azaltabilir.

Diger bir strateji ise kaspaz aktivitesini inhibe ede-
rek apoptozu azaltmaktir. Bir kaspaz inhibitorii olan
z-VAD-fmk’nin hayvan modellerinde meydana getiri-
len miyokard infarktiisiinde miyokardiyal reperfiizyon
hasarini azaltti§1 gosterilmigtir. Apoptoza ugrayan hiic-
relerden c¢ikan phosphatidylserine’e annexin-V’yi bag-
lamak suretiyle, apoptoza ugrayan hiicrelere floresans
gosteren bir 6zellik kazandirilarak kaspaz inhibisyonu-
nun faydalari, real-time direkt floresans mikroskobunda
izlenebilmistir. Ne yazik ki z-VAD-fmk reaktif oksijen
tiirevlerini artirir ve yaygin toksisitelere neden olur.
Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) infiizyonu-
nun miyokard iskemili hayvan modellerinde apoptozu
azalttig1 gosterilmigtir. IGF-1 PKB/Akt sinyalini uya-
rarak hiicre sagkalim siiresini artirir.?”

Serebral iskemi. Ozellikle endiistri toplumlarinda
oliim ve sakatliklara yol acar. Iskemik sinir sistemi
dokusundaki 6liim olaylarinin siras1 asagida tanim-
lanmugtir.



Hticrede apoptoz ve sagkalim mekanizmalarinin kesfedilmesi ve yeni potansiyel tedavi stratejileri 129

Kan akiminda azalma ve oksijen eksikligi iskemi
ile sonuglanir. Birgok hiicre nekrozla oliir. Nekroza
ugrayan hiicrelerin lizisi doku sivist i¢ine K* iyonlar1
ve glutamat salgilar. Agir1 K* iyonlar1 konsantrasyonu
membran depolarizasyonuna neden olur. Glutamatlar
potasyum iyonlar1 ile kombine olur ve N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor aktivasyonuna, bu da
noronlarin igine kalsiyum iyonu akisina yol acar.

Yiiksek sitoplazmik kalsiyum iyon konsantrasyon-
lar1 hiicreler icin toksiktir. Eksitotoksisite, serebral
iskeminin hemen yakin c¢evresindeki hiicrelerin olii-
miine neden olur. Bu hiicrelerin Oliimiiniin bilhassa
apoptoza bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Serebral iskeminin tedavisi. z-VAD-fmk’nin sican
modellerinde kullanilmasi serebral iskemi nedeniy-
le olusan beyin hasarini ve noron kaybini azaltir.
z-VAD-fmk, NMDA reseptorii antagonistleriyle bir-
likte kullanildiginda sonuglarin daha bagarili oldugu
hayvan modellerinde gosterilmigtir.!'”’

Yukarida bahsettigimiz anti-apoptoz tedavilerin
hepsi ayr1 ayr1 yararli olabilir.

(Kaspaz inhibisyonu, PARP inhibisyonu, miyokard
iskemisi i¢in yukarida bahsedilen PKB/Akt yolunun
stimiilasyonu, antisens teknolojisiyle Bax inhibisyonu,
ANT antikorlar1 gibi yukarida bahsettigimiz anti-
apoptoz tedavilerin hepsi ayri ayr1 yararl olabilir.

z-VAD-fmk gibi non-spesifik kaspaz inhibitorleri
de gelistirilmistir. Fakat, bunlar reaktif oksijen {iriin-
lerinin agir1 tiretimine neden olmakta ve toksisiteleri
yararlarimi golgelemektedir.

Kaspazlarin spesifik inhibitorleri, 6rnegin kaspaz-1
(ICE inhibitorleri) romatoid artrit tedavisinde kullanil-
maktadir. Bu tedavide rasyonalite, kaspaz aktivitesin-
den ziyade IL-1 miktarinin azaltilmasidir.”*®!

PARP inhibisyonu

En az 6 PARP geni tanmimlanmigtir. p53 gibi
PARP-TI’in de ikili etkisi vardir. Bir taraftan apoptoza
neden olur. Diger taraftan DNA tamirinde rol oynar.
PARP-1 inhibisyonu, bir taraftan DNA hasar1 nede-
niyle hiicre oliimiine neden olurken, diger taraftan
hiicre dmriinii uzatir. Bu nedenle, PARP-1 inhibitor-
leri, duruma gore, hem asir1 apoptozlu hastaliklarda,
hem de yetersiz apoptozun eglik ettigi hastaliklarda
kullanilabilir.

PARP-1 inhibitorleri, DNA tamirini azaltma 6zel-
likleri nedeniyle, topoizomeraz-1 inhibisyonu ve rad-
yoterapinin etkisini kuvvetlendirmek amaciyla kanser
tedavisinde de kullanilabilir.

PARP inhibitorlerinin Parkinson hastaliginin teda-
visinde de kullanimi uygun olabilir.

PARP inhibitorleri mekanik darbe ve soklar
nedenleriyle olusan travmatik kafa hasarinda noro-
nal Oliimii azaltir. Ayrica, miyokard infarktiisiindeki
reperfiizyon hasarlarini da azaltir.

PARP-1’in inhibe edildigi farelerde, kontrol fare-
lere gore septik sokun prognozu daha iyi seyretmistir.
Septik sok bakteriyel lipopolisakkaritlere bir yanittir.
Bu durumda makrofajlar aktive olur. Bir¢ok interlokin
eksprese olur ve nitrik oksit sentaz-II (NOS-II) aktive
olur. Bu inflamasyon sonucu olusan reaktif oksijen
irtinleri DNA ile reaksiyona girer. Bunun sonucunda
endotelde vaskiiler diiz kas hiicrelerinin DNA sar-
mallar1 kirtlir. Bu durum PARP-1’in agir1 aktivitesine
neden olur, genis kanamalarla birlikte endotel hiicre-
leri oliir. Boylece PARP-1 inhibitorleriyle, PARP-1’i
baskilanmig fareler kanamalara kargt korunur.

Ayrica, PARP-1 inhibitorleriyle tip-1 diyabetes
mellitusta pankreatik -hiicre harabiyetinin azaltila-
bilecegi diisiiniilmektedir.?!

Sonug olarak, apoptoz ve hiicre sagkaliminin hiic-
resel mekanizmalarinin ortaya konmasi, kalp hasta-
liklar1, kanser, norodejeneratif hastaliklar ve AIDS’in
tedavisinde yeni tedavi stratejilerinin gelismesine
olanaklar yaratmistir. Boylece, dejeneratif tip olanak-
larinin, kok hiicre, progenitor hiicre ve somatik hiicre
niikleer transferi (SCNT) gibi rejeneratif tibbin getir-
digi yeni tedavi olanaklariyla birlikte kullanilmasi,
gelecegin rasyonel tedavi yontemleri konusunda yeni
ufuklar yaratabilecektir.
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