Arsiv Kaynak Tarama Dergisi
Archives Medical Review Journal

Apoptozis Biyokimyasi
Biochemistry of Apoptosis

Kezban Kartlasmis', Umut Kokbas', Levent Kayrin'

'Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Adana, Turkey

ABSTRACT

Apoptosis is one of the cell death types which is studied for a long times. During the last 30 years many
investigation were carried out for this type cell death and the molecular mechanism of this self
destruction of live cell were explained. Whether the effect is too little or high. Apoptosis is one of the
most important reason for many disease such as hematologic disorder, autoimmune and
neurodegenerative diseases, ischemic damages and for various type of cancers. The cell life cycle
requlation of the cell is the indication of it is therapeutic potentials. For this reason the studies still
hardly continue on the life cycle and signaling pathways that control the cell cycle and apoptosis. The
goal of this review is to provide a general overview of current knowledge on the process of apoptosis
including apoptotic mechanisms, the role of apoptosis in health and disease, therapeutic opportunities
to exploit apoptosis for cancer therapy and treatment samples.
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OZET

Apoptozis iizerinde uzun siiredir calisilan bir hiicre 6liim tipidir. Son 30 yil boyunca bu hiicre 6lim tipi
oldukca genis bir sekilde aragtinlmig ve bu hiicre intiharinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
aciklanmistir. Apoptozisin ¢ok az ya da ¢ok fazla olmasi hematolojik bozukluklar, otoimmiin
hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar ve bircok kanser tiirii gibi durumlar iceren
onemli bir etmendir. Bir hiicrenin yasaminin ya da 6liimiiniin diizenlenme yetenegi onun terapétik
potansiyelini belirler. Bu amagla apoptoz aragtirma alani muazzam bir hizla ilerlemektedir. Bu
derlemenin amaci apoptotik mekanizmalari, hastalikta ve saglikta apoptozisin rolii, kanser tedavisinde
apoptozisten yararlanilarak olusturulan terapotik firsatlar ve tedavi orneklerini iceren apoptozis
siirecinde giincel bilgilere genel bir bakis saglamaktir.

Anahtar kelimeler: Programlanmis hiicre 8liimii, antiapoptotik proteinler, kanser, 6liim reseptorleri
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Girig

Apoptozis kelimesi programlanmis hiicre 6liimi, hiicre intihari ve hiicre kaybi olarak
tanimlanmaktadir ve eski yunan dilinde sonbahar mevsimindeki sararmis olan yapraklarin
dokilmesi anlamina gelir. Tim canlilar gibi hiicreler de dogarlar, belli bir siire yasarlar ve
sonra da oliirler'. Yasam siiresi hiicre tipine gore degismekle birlikte kaza ve travma sonucu
olusan nekrozis diginda meydana gelen tiim hiicre 6limleri apoptozis denilen programlanmis
hiicre 6limleri ile gerceklesir*3.

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslan tarafindan kullanilmistir. Kerr
fizyolojik olarak dlen hiicrelerin cekirdeklerinde yogunlasmis kromatin parcalarini
gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu farkederek bu olayi “biiziisme nekrozu” olarak
adlandinlmistir’,

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise, belirli bir dokuda olmasi gereken
hiicre sayisi da apoptozis ile belirlenir. Wyllie 1980 yilinda deneysel apoptozisi,
glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlasmamis timis hiicrelerinde gerceklestirmis ve
apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak hiicrede DNA biitiinligiiniin
kalmadigini, apoptotik hiicre icin karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir. 1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timiis
hiicreleri iizerine etkilerini incelemis ve timiis hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi
secmedigini, hiicre oliimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptozise
yonlendirdigini bildirmistir. Boylece apoptozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre
olimi oldugu ortaya ¢ikmigti’. Bu derlemede de; pro ve antiapoptotik proteinleri,
apoptozisin bozuldugu hastaliklar ve kanser tedavisinde apoptozise giincel yaklasimlan ve
mekanizmalara deginilecektir. Bu derlemede, giiniimiizde kullanilan kanser ve apotozis
iizerine tedavi edici uygulamalann anlatimi amaglanmis olup apoptozisin temel
mekanizmalan tartisilacaktir.

Antiapoptotik Proteinler

Protoonkogenler normal hiicre biiyiime ve gelismesini diizenleyen genlerdir. Bu genler aktive
olup, mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler hiicrenin agirt biiyiime ve
boliinmesi dogrultusunda uyarimi gerceklestirir. Hiicrenin biiyiime ve bdlinmesini aktive edici
genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise adindan da anlasilacagi iizere tiimor baskilayici
genlerdir. Son yapilan calismalar bazi onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin programli
hiicre 6liimiinii kontrol ettigini gostermektedir. Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler
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p-53, ¢-myc, bcl-2 ve bel-XL ailesi olarak bilinir. Bu genlerin iretimini sagladiklari proteinler
de ayni adlarla anilmaktadir®’.

p-53

Hipoksi ve serbest radikal olusumu, apoptozisi diizenleyen ve tiimor baskilayici gen olan p-53
ile DNA onarimini baslatir. DNA hasar olustugu zaman, S fazina gecis bloke edilir ve DNA
tamiri icin zaman kazanilir. Eger hasar tamir edilemeyecek kadar biiyiikse p-53 apoptozisi
uyararak hasarlanmis hiicreler yok edilir.

Apoptozisin baskilanmasl, p-53'lin proapoptotik protein olan Bax'in ekspresyonunu azaltarak,
Bdl-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla gerceklesir. Ornegin insan papilloma ve Epstein-Barr
viriisleri gibi viriisler ya p-53'ii inaktive eder, ya da Bax'a baglanarak apoptozisi bloke ederler.
Boylece bu hiicrelerin enfekte ettikleri hiicreler dogal hiicre 6lim mekanizmasindan
kurtularak hiicre ¢ogalmasi sonucunda viriis ile indiiklenen karsinogenezise (kanserlesme)
katkida bulunurlar®®.

Bir transkripsiyon diizenleyici faktor olan Mdm-2 (murine double minute 2), ya p-53'iin
transkripsiyonunu inhibe ederek ya da p-53'e baglanarak aktivitesini inhibe eder. Diger
taraftan DNA'nin hasar gormesi durumunda, p-53'iin fosforilasyonu artar ve Mdm-2'den
aynilarak aktivitesi de artmig olur™.

C-Myc

Bir transkripsiyon diizenleyici faktor olan c-myc proteini, ortamda bazi faktorlerin
bulunmasina bagh olarak hiicrenin ¢ogalmasina veya apoptotize ugramasina neden olur. C-
myc protoonkogeni bir hiicrenin biiyiimesini programlar. Eger hiicrede hem c-myc hem de
uygun biiytime faktorleri yoksa biiyiime durur her ikisi de yeterli ise ¢cogalma olur, c-myc
oldugu halde biiyiime faktorii yoksa apoptozis goriiliir".

Bcl-2 ve Bcl-XL

Apoptozisi baslatan yollarin kesistigi temel nokta mitokondridir. Bu nedenle mitokondrinin
aktivasyonu apoptotik siirecte, geri doniisiimsiiz noktayl gosterir. Mitokondrinin
aktivasyonuna yol acan en dnemli faktor ise Bcl-2 ailesidir’. Bcl-2 ailesi birbirine zit etkili iki
gruptan olusur. Bu gruplarin biri antiapoptotik (Bcl-2,Bcl-XL gibi) digeri ise proapoptotiktir
(Bax,bad gibi)™.
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Antiapoptotik grup apoptozisi baskilayicidir. Proapoptotik grup ise apoptozisi indiikleyici
etkiye sahiptir. Hiicrelerin apoptotik uyariya hassasligi proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2
proteinleri arasindaki dengeye baghdir. Antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin asin ekspresyonu
apoptozisi baskilarken, proapoptotik iiyelerin asir ekspresyonu apoptozise neden olur®.

Biitiin Bcl-2 aile iiyeleri, 4 Bcl-2 homolog alanlarinin (domain) (BH) en azindan birini icermesi
ile karakterize edilir. Bu alanlar BH1,BH2,BH3 ve BH4 olarak ifade edilir ve a-helix
segmentlerine karsilik gelir. Antiapoptotik Bcl-2 iiyeleri (Bcl-2 ve Bcl-XL) bu 4 alana
(BH1,BH2,BH3,BH4) sahipken, proapoptotik iiyeler ilk a-helix segmentinin (BH4) kaybi ile
karakterize edilir'.

Proapoptotik proteinler de 2 alt gruba ayrilir:

1. BH1,BH2,BH3 bulunduranlar (Bax,Bak,Bok)
2. Sadece BH3 alani ierenler (Bid,Bad,Bim)

BH3 alani proapoptotik liyelerde dliim alani olarak kabul edilir. Bcl-2 aile iiyelerinin 6nemli bir
ozelligi bu proteinler arasindaki heterodimer ve homodimer olusturma yeteneklerinin
olusudur. Antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki heterodimerizasyon
birbirlerinin biyolojik etkilerini etkiler' 6.

Antiapoptotik Bcl-2 iiyelerine karsi proapoptotik Bcl-2 iyelerinin onemli bir kismi 6lim
sinyalinin  yoklugunda ayr boliimlerde bulunur. Antiapoptotik iiyeler mitokondri,
endoplazmik retikulum ve cekirdek zarinda bulunan integral zar proteinleridir. Aksine
proapoptotik Gyelerin hemen hemen tamami 6lim sinyalinden once sitozol veya hiicre
iskeletinde bulunur'®. Oliim sinyalini takiben proapoptotik iiyeler, yapisal bir degisime ugrar
ve bu degisim onlarin zanina ozellikle mitokondriyal dis zarina yonelmesini ve birlesmesini
saglar. Bcl-2 aile iiyelerinin aktivasyon mekanizmalar her aile iyesi icin farkidir. Bu
aktivasyon mekanizmalan™ ";

Dimerizasyon: Bcl-2 aile iiyeleri homo- ve heterodimer olusturma yetenekleri ile apoptozisin
diizenlenmesinde islev gosterirler. Bcl-2 dimerlerinin bulunmasi aktif veya inaktif Bcl-2
iiyelerinin bulunmasini agiklar.

Fosforilasyon: Bcl-2 ailesinin proapoptotik {yesi olan Bad proteini fosforilasyon-
defosforilasyon yolu ile diizenlenir. Normal kosullarda Bad, yasam faktorlerinin etkisiyle ve
serin-treonin kinaz Akt/PKB sinyal iletim yolu aracilii ile fosforile durumda tutulur. Oliim
sinyali ile Bad defosforile edilir. Kalsiyjum bagiml fosfataz Bad'in defosforilasyonundan
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sorumludur. Defosforile Bad antiapoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanir ve bu proteinleri
notralize ederek apoptozisi destekler. Serbest kalan Bad, mitokondri zarinda Bcl-XL-Bcl-2
heterodimerlerine katilir. Sadece defosforile Bad, Bcl-XL'ye baglanma yetenegindedir. Bu
ylizden fosforilasyonu inaktivasyonuna neden olurken defosforile Bad BH3 alaninin ortaya
¢kmasindan dolay aktiftir®®,

Proteolitik boliinme: Proapoptotik bir protein olan Bid sadece bir BH3 icerir ve normalde
uzun esnek bir halkaya sahip bir protein olarak stoplazmada inaktif bir formda bulunur.

Translokasyon: Proapoptotik protein Bax'in aktivasyonu hem translokasyon hem de
dimerizasyon ile gerceklestirilir. Normal kosullarda Bax sitozolde monomerik formda bulunur.
Apoptotik bir sinyal Bax-Bax homodimerlerinin olusumuna ve sitozolden mitokondriye
translokasyonuna neden olur. Burada bax integral bir zar protein haline gelir®.

Proapoptotik Proteinler

1. Bax: Saglikli hiicrelerde sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile sitozolik bax mitokondriye
yonelir. Kalsiyum bagimli proteolitik bir enzim olan kalpain tarafindan salinimi uyarilarak
sitokrom-c salinimina neden olur.

2. Bad: Saglikh hiicrelerde mitokondri zarinin dis zarinda bulunur. Apoptozis sirasinda bax
degisime ugrar ve N-terminal u¢ aciga ¢ikarken bcl-XL bad proteininden aynilir.

3. Bid: Bd-2'yi inaktive etmek veya baxi aktiflemek iizere mitokondriye yonelir. Endojen
bid'in yansi sitozolde erir diger yarsi ise hiicre ici zarlarda ozellikle endoplazmik
retikulumda bulunur.

Mitokondriden salinan diger apoptotik faktorler ; AIF ve Endoniikleaz G'dir.

AIF (Apoptozis indiikleyici faktdr): sitokrom c'ye benzer bir flavoproteindir. Kromatin
yogunlasmasina ve yiiksek molekiil agirlikli DNA fragmentasyonuna neden olur

Endoniikleaz G: Mitokondri spesifik niikleazdir. Apoptozis sirasinda cekirdege yerlegir.
Mitokondriden salindiginda kaspazlardan bagimsiz olarak kromatin DNA'y1 niikleozomal
parcalara boler.

Kaspazlar

Apoptozisde rol oynayan Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein Aspartat Spesific Protease
CASPASE) olarak tanimlanan bir protein ailesidir. Bu proteaz ailesinin iyeleri aktif
bdlgelerinde sistein rezidiilerine sahip olmakla birlikte substrat proteinlerindeki kesim bélgesi

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



Kartlagsmis ve ark. 57

genelde aspartik asitten sonra gelen kisimdir'. Kaspazlar hedef hiicrede apoptozu
gerceklestiren sistein proteaz grubundan olup ilk sentezlendiklerinde inaktif prokaspaz veya
zimojen olarak bulunur. Kaspazlarin zimojen yapisi (prokaspaz) apoptozun indiiklenmesinden
sonra kesilerek aktif kaspaz formuna doniisiir.

Memelilerde ced-3, ced-4 ve ced-9 ile apoptoz mekanizmasinda ayni islevi gosteren ve dizi
homolojisi bulunan kaspaz proteinleri mevcuttur. Ced-4 geninin memelilerdeki homologu
Apaf-1 kaspazlara baglanarak kaskadin tetiklenmesine ve apoptozun gerceklesmesine neden
olur. Bunun aksine ced-9 kaspaz aktivasyonunu inhibe eder. Memeliler ced-9 ile dizi
homolojisi gosteren Bcl-2 protein ailesinin proapoptotik ve antiapoptotik iiyeleri ile apoptoz
izerinde diizenleyici anahtar rol iistlenmistir”.

Kaspazlar apoptozun sekillenmesinde gorev alan 40'tan fazla proteazin aktiflesmesini saglar.
Kaspaz ailesinin bazi iiyeleri sunlardr;

1. Baslaticr kaspazlar: Kaspaz 2, 8,9, 10
2. !Efekttir (Hedef) Kaspazlar: Kaspaz 3, 6, 7
3. Inflamatuar Kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5

Enflamatuar kaspazlar mikrobiyal patojenlere karsiimmiin yanitta gorevlidir.

Baslatiar kaspazlar apoptotik uyariyla baglayan dlim sinyallerini efektor kaspazlara iletir.
Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olur?'.

XIAP, clAP1, clAP2, NAIP

Antiapoptotik protein ailesinden apoptozis protein inhibitorleri omurgali ve omurgasizlarda
bulunmus olup bunlar programlanmis hiicre dliimiiniin negatif diizenleyicileridir.
Memelilerde bulunan bu inhibitérlerin homologlari XIAP,cIAP1,cIAP2,NAIP, Bruce, Survivin,
pIAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu hiicre 6liimiindi, apoptozisi uyaran proteinler olan
kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9'a dogrudan baglanip onlari inhibe ederek gerceklestirir® 2021,

IAP (Apoptozis Protein Inhibitorleri)

Aktif kaspazlan inhibe ettigi bilinen hiicre ici protein ailesidir. Saglikli hiicrelerde biitiin
memeli IAP inhibitorleri mitokondride yer alir. Bunlardan ikisi Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi’dir.
Ve her ikisi de ¢ekirdekteki genler tarafindan kodlanir.
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Smac/DIABLO: Apoptozis sirasinda stoplazmaya salinan ve cekirdekte kodlanan
mitokondriyal bir proteindir. Apoptozis sirasinda sitokrom ¢ smac proteini ile birlikte
mitokondriden salinir. Sitokrom ¢, kaspaz-9 ve 3'lin aktivasyonunu harekete gecirir. Ve
boylece IAP’lerin inhibisyonu ile kaspazlan baglamaktan alikoyar.

HtrA2 (Omi): Olgun serin proteaz HtrA2 (Omi) kaspaz aktivatorii olarak tanimlanmigtir. Omi
mitokondriyal zarlar arasinda yer alir, saglikli hiicrelerde proteolitik hasari engeller. Apoptotik
uyariy! takiben mitokondriyal biitiinliigiin kaybiyla sitozolik translokasyon meydana gelir ve
kaspaz-9 ile XIAP (X'e bagimli IAP) etkilesimini bozar.

Tablo.1.Ekstrinsik

yol proteinleri

Kisaltma Protein adi Alternatif isimlendirme
TNFa Tiimor nekroz faktér | TNF ligand, TNFA kasektin
TNFR1 Tiimor nekroz faktor | TNF reseptor, TNFRSF1A,p55 TNFR,(D120a
reseptor 1
FasL Yaj asidi sentaz | Fas Ligand, TNFSF6,Apo1,Apoptozis Antijen
ligandi Ligand1,CD95L,(D178,
APTILG1
FasR Yaj asidi sentaz | Fasreseptor, TNFRSF6,APT1,(D95
reseptor
Apo3L Apo3 Ligand TNFSF12,TWEAK,DR3LG
DR3 Oliim reseptori 3 TRAMP,LARD,DDR3,WSL-1
DR4 Oliim reseptorii 4 TNFRSF10A, TRAILR1, APO2
DR5 Oliim reseptorii 5 TNFRS10B, TRAIL-R2, TRICK2, KILLER, ZTNFR9
Apo2lL Apo2 Ligandi TNFSF10, TRAIL, TNF baglantili apoptozis uyanimig
ligand
FADD Fas ile baglantili 6lim | MORT1
alani
TRADD TNF reseptorle | TNFRSF1A
baglantili 6liim alani
RIP Reseptor-etkilesim RIPK-1
protein
DED Oliim efektor domaini | Apoptozisi  antagonize  eden transkripsiyon
faktorii,CHE1
Kaspaz8 Sisteinil aspartik asit | FLICE, FADD-benzeri Ice, Mach-1, Mch5
proteaz 8
C-FLIP Flice inhibitor protein | Casper, I-FLICE, FLAME-1, CASH, CLARP, MRIT
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Ekstrinsik Yol

Apoptozun baslamasi ekstrinsik sinyal yolunda transmembran reseptor aracili etkilesimleri
icerir. Bu 6lim reseptorleri tiimor nekroz faktdr gen ailesinin dyelerini barindinir. TNF reseptor
ailesinin Uyeleri sisteinden zengin ekstraselliiler domain ve “6liim alani” olarak bilinen 80
aminoasitlik domaine sahiptir. Bu oliim alani hiicre yiizeyinden hiicre ii sinyal yoluna 6lim
sinyalini iletmede kritik bir rol oynar. Bugiine kadar, en iyi karakterize edilen 6lim reseptor ve
ligandlar; FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DRS5. Apoptozisin
ekstrinsik fazini tanimlayan olaylar dizisi en iyi FasL / FasR ve TNF-a / TNFR1 modelleri ile
karakterizedir. Bu modellerde reseptdrler kiimelenir ve homolog trimerik ligandlarla baglanir.
Sitoplazmik adaptdr proteinler reseptorlerle beraber 6liim alanina baglanir. Ornegin adaptor
protein FADD'In, Fas reseptoriiyle Fas ligandina baglanmasi ve adaptor protein TRADD'In,
FADD ve RIP (Receptor Interacting Protein) katkisi ile TNF reseptoriiyle TNF ligandina
baglanmasi bu sekilde olur. FADD daha sonra prokaspaz 8'in dliim efektor alanina
dimerizasyon yolu ile baglanir. Bu noktada prokaspaz 8'in otokatalitik aktivasyonu sonucunda
6liim indiikleyici sinyal kompleksi DISC (Death inducing Signal Complex) olugur. Kaspaz 8
aktive edildiginde apoptozisin diizenleme fazi tetiklenir. Oliim reseptor aracili apoptozis FADD
ve kaspaz8'e baglanarak etkisiz hale getirebilen bir protein olan C-FLIP aracilidiyla inhibe
edilebilir. Potansiyel apoptozisi diizenlemede bir baska nokta, kaspaz-8 prosesinin
inhibisyonu yoluyla T-hiicrelerinde Fas-kaynakli apoptozisi bloke ettigi gosterilen Toso adli bir
proteini icermektedir?.

Perforin/Granzim Yolu

T hiicre araclli sitotoksisite, tip IV hipersensitivitenin bir varyantidir. Sitotoksik T lenfositler
(CTL), ekstrinsik yolda hedef hiicreleri dldiirebilir ve FasL/FasR etkilesimi CTL ile uyarilan
apoptoziste baskindir. Bununla birlikte, perforinler ve granzim B(serin proteaz), sitotoksik T
lenfositler ve Natural Killer hiicrelerinin sitoplazmik salgi graniilleri icinde bulunan
proteinlerdir. Sitotoksik T lenfositler, hedef hiicreye baglandiginda perforinler salgilanir ve
salgilanan perforinler hedef hiicre iizerinde dairesel bir por olustururlar’2,

Granzim B proteinlerden aspartat kalintilarini ayinp, prokaspaz 10'u aktive eder ve ICAD
(Kaspazla aktive edilen DNAaz inhibitorii) gibi faktorleri de uyanr. Ayni zamanda sitokrom ¢
salinimini azaltir ve Bid proteinin spesifik olarak yarilmasiyla 6lim sinyallerini ¢ogaltarak
mitokondriyal yolda kullanir. Granzim B kaspaz 3'ii dogrudan aktive eder. Boylece iist sinyal
yolaklari atlanir ve apoptozisin 6liim fazi uyanimis olur. Hem mitokondriyal yolda hem de
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kaspaz 3'lin dogrudan aktivasyonu granzim B-kaynakli 6ldiirme icin 6nemlidir. Son bulgular
granzim B sitotoksisitesinde Tip 2 yardima hiicreleri (Th2) T hiicre gelisimi icin kontrol
mekanizmasi olarak onermektedir. Fas-Fas ligand etkilesimleri, 6liim domainleri olan adaptor
proteinler ve kaspazlar sitotoksik tip1 yardima hiicrelerin diizenlenmesi ve apoptozisle
iliskilidir. Granzim A sitotoksik T-hiicre kaynakli apoptoziste ve kaspaz bagimsiz yolu aktive
etmede onemlidir® 3,

Tablo.2. Intrinsik yol proteinleri

Kisaltma Protein Adi Alternatif isimlendirme
Smac/DIABLO | Kaspazin 2.mitokondriyal aktivatorii | -
HtrA2/0mi Yiiksek sicaklik gerektirir Serin proteaz Omi protein A2
[AP Apoptozis protein inhibitorii XIAP, API3, ILP, HILP, HIAP2, clAP1,
API1, MIHB, NFR2-
Apaf-1 Apoptotik proteaz aktive edici faktor | -
Kaspaz-9 Sisteinil aspartik asit proteaz-9 ICE-LAP6, Mché, Apaf-3
AIF Apoptozis indiikleyici faktor Programli hiicre 6liim proteini-8,
CAD Kaspaz aktive eden DNAaz CAD/CPAN/DFF40
Bd-2 B-hiicre lenfoma protein-2 Apoptozis regiilator bcl-2
Bcl-x Bdl-2 benzeri protein Bdl-2 baglantili protein
Bcl-XL Bcl-2 baglantili protein,uzunizoform | BCL2L protein, Bcl-2'nin uzun formu
Bcl-XS Bdl-2 baglantili protein, kisa izoform
BAK BCL2 Antagonisti oldiiriicii hiicre BCL2L7 Hiicre 6liim inhibitorii 1
BID BH3 etkilesen domine sahip olim | P22BID
antagonisti
BAD BCL2 Antagonisti BCL2L8, BBC6, Bcl-XL/Bcl-2 baglantil
oliim promoter
AVEN Hiicre 6lim regiilatorii -
14-3-3 Tirozin-3-monooksijenaz/Triptofan- | 14-3-3 eta, theta, zeta, beta, epsilon,
5-monooksijenaz aktivasyon proteini | sigma, gama
Myc Onkogen myc ¢-my¢, Myc proto-onkogen protein
Puma BCL2 baglayic komponent 3 JFY1, PUMA/IFY1, p53 apoptozisin
upregiile eden modiilatorii
Noxa Forbol-12-miristat-13-asetat PMA indiiklenen protein 1, APR
indiiklenen protein1
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Intrinsik Yol (Mitokondriyal)

Apoptozu baglatan intrinsik sinyal yolu, mitokondriyal olarak baslayan olaylar ve hiicre
icindeki hedefler lizerine dogrudan hareket ederek hiicre ici sinyalleri lireten reseptor olmayan
uyaranlan icermektedir. intrinsik yolun baslatiimas! icin uyaranlar ya pozitif ya da negatif bir
sekilde hareket edebilen hiicre ici sinyaller iretir. Negatif sinyaller apoptozisi tetikleyen ve
olim programlaninin  baskilanmasinda yetersizlige yol acabilen hormonlarsitokinler ve
biiyiime faktorlerinin varliginda kullanilir. Pozitif uyaranlar ise; radyasyon, toksinler, hipoksi,
hipertermi, viral infeksiyonlar ve serbest radikallerdir. Bu uyaranlarin tamami zarlar arasi
yiizeyden sitozoliin icine proapoptotik proteinlerin salinmasini, mitokondriyal transmembran
potansiyelinin kaybi ve mitokondri gecirgen porlarinin (MPT) agilmasi sonucunda ic
mitokondriyal zarda degisikliklere neden olur. Birinci grup sitokrom ¢, smac/DIABLO ve serin
proteaz HtrA2/Omi. Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolu aktive eder. Sitokrom ¢
baglanir ve apoptozom olusturacak sekilde prokaspaz 9'un yanisira Apaf-1'i de aktive eder' %,
Prokaspaz 9'un kiimelenmesi kaspaz 9'un aktivasyonuna yol acar. IAP'nin ( apoptozis
proteinlerinin inhibitori) aktivasyonu ile Smac/DIABLO ve HtrA2/0mi'nin apoptozisi inhibe
etmektedir. Buna ek olarak mitokondriyal proteinler IAP'nin etkisini baskilamaktadir’.

Proapoptotik proteinlerin 2.grubu olan AIF, endoniikleaz G ve CAD, apoptozis boyunca hiicre
oliminin ileri donemlerinde mitokondriden salinir. AIF cekirdege gider ve kromatinin
yogunlagmasina ve 50-300 kb'lik DNA parcalanmasina neden olur. Cekirdek yogunlagmasinin
bu erken formu “evre | yogdunlasmasi” olarak adlandinimaktadir. Endoniikleaz G,
oligoniikleozomal DNA parcalari iiretmek icin kromatinde merkeze dogru hareket eder. AlF ve
endoniikleaz G her ikisi de kaspaz bagimsiz bir gekilde islev gostermektedir. CAD
mitokondriden salinir ve kromatin yogunlagmasinin daha belirgin hale gelmesi ve
oligoniikleozomal DNA fragmentasyonunu saglamak icin kaspaz 3 aracligiyla kesildikten
sonra cekirdege dogru yonelir’ 2. Bu daha sonra ve daha belirgin gerceklesen kromatin
yogunlagmasi “evre Il yogunlasmasi” olarak adlandirilir. Bu apoptotik mitokondriyal olaylarin
kontrolii ve diizenlenmesi proteinlerinin Bcl-2 ailesinin iiyeleri aracihgiyla gerceklegir. Timor
baskilayiar protein p53 proteinlerin bcl-2 ailesinin diizenlenmesinde kritik role sahiptir.
Proteinlerin bcl-2 ailesi mitokondri zar gecirgenligini yonetir ve proapoptotik veya
antiapoptotik olabilir. Bugiine kadar bcl-2 ailesine ait 25 gen tespit edilmistir. Antiapoptotik
olanlarin bazilan bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG ve antiapoptotik olanlarin bazilari ise
Bd-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, and Blk icermektedir. Bu proteinler apoptozisin
gerceklesip gerceklesmedigini belirlemede 6zel bir Gneme sahiptir. Bu Bcl-2 ailesi
proteinlerinin ana etki mekanizmasi mitokondriyal zar gecirgenligi degistirilmesi yoluyla
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mitokondriden salinan sitokrom ¢'nin diizenlenmesi oldugu diisiiniilmektedir. Apoptozun Fas
yolunda gerceklesen mitokondriyal hasar Bid proteinin kaspaz-8 ile boliinmesi araciligiyla
gerceklesir. Bu ekstrinsik (6lim reseptorii) ve intrinsik (mitokondriyal) yol arasinda cross-
talk'in ( karmasa, capraz etkilesim ) bir ornegidir®.

Bad, bcl-XL ya da blc-2 ile heterodimerize oldugunda hiicre 6liimiinii tegvik eder ve bu
proteinlerin koruyucu etkisini notralize eder. Bcl-2 ve bcl-XL bad ile aynlmadiginda her
ikisinde de mitokondriden sitokrom ¢ salinimi inhibe olur. Raporlar, Bcl-2 ve Bcl-XL, esas
olarak kaspaz proteazlarinin aktivasyonunu kontrol ederek apoptotik oliimii inhibe ettigini
gostermektedir. Aven proteinleri hem bcl-2 hem de Apaf-1'e baglanir boylece prokaspaz 9'un
aktivasyonunu onler. Bcl-2 ya da bcl-XI'nin asin ekspresyonu sonucunda bu iki protein
arasinda iki tarafli diizenlenme ve digerleri arasinda down-regiilasyon olduguna dair kanitlar
vardir™ 31,

Puma ve Noxa bcl-2 ailesinin proapoptotik 2 iiyesidir. Puma p53 araclli apoptoziste 6nemli rol
oynar. Puma’nin in vitro agir ekspresyonu mitokondri zar potansiyelinde azalma, sitokrom ¢
salinimi, Bax yapisal degisimi ve bax ekspresyonunun artisi ile birliktedir. Noxa, p53 aracili
apoptoziste aday mediyatordir. Bu proteinler mitokondride bulunan antiapoptotik bcl-2
ailesinin dyeleri ile etkilesim icindedir ve kaspaz 9'un aktivasyonu ile sonuclanir. P53 ile
indiiklenen puma ve noxa'nin her ikisi de genotoksik hasar ya da onkogen aktivasyonu ile
belirlenen apoptoziste araci olabilir. Ayni zamanda myc onkoproteinleri p53-bagimli veya
bagimsiz mekanizmalar araaligiyla apoptozise katkida bulundugu calismalarda rapor
edilmistir™ 331,

Apoptozisin Bozuldugu Hastaliklar

Son zamanlarda yapilan calismalarda apoptozis ile hiicre 6limiiniin artmasi veya azalmas
sonucu norodejeneratif, hematolojik, otoimmiin, metabolik bozukluklar, kanser, premalign
hastaliklar, viral infeksiyonlar, toksinlere bagl hastaliklar, iskemik yaralanmalar gibi bircok
hastaligin olustugu gosterilmistir2,

Apoptozisin Artmasiyla Olugan Hastaliklar

1. Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer Hastaligi, Amyotrofik lateral skleroz, Creutzfeld-
jakop hastaligi, Huntington hastaligi, Parkinson hastaligi, Retinis Pigmentosa, Spinal
muskular atrofi.
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2.

7.

Hematolojik bozukluklar: Aplastik anemi, Fanconi anemisi, Hodgkin hastalig,
Myelodisplastik sendromlar, Polycythemia vera.

Otoimmiin bozukluklar: Fulminant hepatit, Graft-versus-host hastaligi, Hashimoto
tiroitis, Insiliine bagimli diyabet, Multipli skleroz, Romatoid artrit, Skleroderma,
Sjogren sendromu.

Iskemik yaralanma: iskemi ve reperfiizyon, Bébrek enfarktiisii, Miyokardial enfarktiis,
inme

Toksinlere bagh hastaliklar: Alkole bagh hepatit, Pulmonar Fibrozis, Sepsis

Bakteriyel ve viral enfeksiyon: AIDS, Ebola viriisii, Chlamydia trachomatis, Helicobacter
pylori, Neisseria meningitis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri

Digerleri: Travmatik spinal kord yaralanmasi, Tiimor karsi atagi (immun ayricalik)

Apoptozun Azalmasiyla Olusan Hastaliklar

1.
2.

Kanser: Blastom, Karsinom, Losemi, Lenfoma, Malign gliom, Sarkom, Seminom

Premalign hastaliklar: Ataxia telangiectasia, Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri,
Myeloblastik sendromlar, Xeroderma pigmentosum

Otoimmiin bozukluklar: Otoimmun lemfoproliferatif sendrom (tip | ve II), Sistemik
lupus erythematosus

Metabolik bozukluklar: Nimann-Pick hastaligi, Osteporozis, Wilson hastaligi

Viral infeksiyonlar: Adenoviruslar, Baculoviruses, Epstein-Barr viriis, Herpes viriisleri,
Poxviriisler

Prematur ve fizyolojik yaslanmada apoptozis: Down sendromu, Erken yaglanma
(progeria), Xeroderma pigmentosum

Kanser Tedavisinde Apoptozis

Son 10 yil icinde, insan kanserlerinin intrensek apoptoz direnci altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin ortaya ¢ikartilmasi terapétik amaglar icin yararlanilabilir hedeflerin belirlenmesine yol
acmistir®,

1-0liim reseptorleri yolu ile; Oliim reseptorleri araciligi ile apoptozis, insan kanserlerinde sinyal
iletim kaskatini cesitli diizeylerinde devre digi birakabilir. Plazma zan diizeyinde 6liim reseptdrlerinin
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hiicre yiizey ifadesi bozulabilir. (D95 yiizey ifadesinin azalmasi, néroblastom hiicrelerinde ve lsemide
ilag direngli varyantlarda gdriilmiis ve ilag direncine bagli oldugu rapor edilmistir. CD95'in yani sira
TRAIL  reseptorlerinin ~ degisiklikleri rezistans mekanizmasi olarak sunulmaktadi®’. (D95
mutasyonlarinin hematolojik malignitelerde karsilastinimistir oldugu calismalar da mevcuttur™™,
TRAIL R3 reseptorlerinin anormal ekspresyonu apoptoz direncine baglidir ve TRAIL sistemleri yalnizca
proapoptotik TRAIL reseptérlerini kapsamaz ayni zamanda hiicre yiizeyinde ifade edilen decoy
reseptorlerini de icerir fakat oliim sinyalini iletmez®. Kaspaz-8'in epigenetik olarak susturulmasi,
balatici bazi kaspazlardan birinin reseptor ligasyonu iizerine DISCin olusumunu aktive eder'. Kaspaz
8'in susturulmasi akciger kanserine ek olarak rabdomiyosarkoma, Ewing sarkoma, medulloblastom,
noroblastoma, pediatrik malignitelerde bildirilmistir ve apoptozisten kagisla baglantilidir™?',

Oliim reseptor sinyalinin anahtar diizenleyicisi olan hiicresel FLICE (FADD-benzeri interlokin-1p
doniistiiriici enzim) inhibitor proteini kaspaz-8'in DISC'e baglanmasiyla apoptozisi bloke eder?.
cFLIP'in agin ekspresyonu cesitli kanserlerde antikanser ilaglar aracligiyla ya da 6liim reseptorlerinin
uyanimasiyla indiiklenen apoptozise rezistans gelistirildigi bildirilmistir™.

TRAIL/TRAIL reseptor sistemleri kanser tedavilerinde 6liim reseptdr ailesinin umut vaat eden drnegi
olarak kabul edilir. TRAIL'in malignant olmayan insan hiicrelerine kiyasla kanser hiicrelerinde hiicre
olimiinii tetikledigi gosterilmistir’. Rekombinant TRAIL iceren TRAIL reseptor antagonistleri kadar,
agonistik TRAIL reseptorlerine karsi gelisen antikorlar erken klinik calismalarda hem tek hem de esitli
kombinasyon rejimler ile degerlendirilmistir’**. Bununla birlikte preklinik invivo modellerde
gozlemlenen sonuclar klinik denemelerde uygun TRAIL agonistleri araciigiyla TRAIL reseptdrlerinin
¢apraz-baglanma yeterli olmadigindan gdzlenememigtir. Preklinik calismalarda ayni zamanda TRAIL
antitiimor aktivitesini maksimize etmek yerine, tasarlanan TRAIL kaynakli kombinasyon tedavilerinin
gerekliligi gosterilmigtir. Bu amagla geleneksel kemoterapdtikler, radyoterapi ve hedef sinyal
transdiiksiyon modiilatorleri iceren cesitli kombinasyonlar gelistirilmistir. DNA'ya hasar veren
terapotiklerle TRAIL reseptdriiniin agonistlerin sinerjik etkilesimi DNA hasarina yanit veren TRAIL
reseptorlerinin upregiilasyonu ile baglantilidir®’". Buna ek olarak DNA hasan iizerine baglanmas
arttinlan TRAIL DISC, TRAIL kaynakli kombinasyon rejimlerinin hassashgini arttirdigi onerilmistir
DNA'ya hasar veren ajanlara yanit olarak pro ve antiapoptotik sinyal molekiillerinin modiilasyonu,
apoptotik faktorlerin oraninin degismesiyle artan apoptozis duyarliligindan sorumlu olabilir’.

TRAIL reseptdr sinyali insan kanserlerinin karanlik tarafini olusturmaktadir. TRAIL sistemleri hem
agonistik TRAIL reseptorlerini (TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 gibi) ve antagonistik TRAIL reseptorlerini (TRAIL-
R3 ve TRAIL-R4 gibi) icermektedir. TRAIL, kanserin TRAIL direncli tiplerinde cogalmayi uyardigi
bildirilmistir®. Ayni zamanda TRAIL ile uyanlmis kinaz kaskati akciger kanserlerinin TRAIL direnli
formlaninda invazyona aracilik ettigi goriilmiistiir®.

2-Mitokondriyal apoptozis yolu: insan kanserlerinde apoptozisin mitokondriyal (intrensek)
yolundaki sinyalleme de siklikla bozulmaktadir. Mitokondriyal dig zar gegirgenligi, pro ve antiapoptotik
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proteinlerin  Bcl-2 ailesini iceren cesitli faktorlerle, Bcl-2'nin genetik degisiklikleri ya da
posttranslasyonel modifikasyonlari ile insan kanserlerinde gdriilen hiicre dliim rezistansi da siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Folikiiler lenfomada immiinoglobulin agir zincir gen bélgesine Bcl-2
onkogeninin kromozomal translokasyonu, Bcl-2'nin agin transkripsiyonel aktivasyonu ve yiiksek
ekspresyon seviyeleriyle sonuclanmaktadir’>". insan kanserlerinde, proapoptotik Bcl-2 ailesindeki Bax
proteininde genetik degisiklikler rapor edilmistir. Ornegin Bax genindeki tek niikleotid degisimi ya da
cerceve kaymasi mutasyonlari hematopoetik neoplazmlarda ya da kolon kanserinde tanimlamistir.
Aynca BH3 iceren Bim proteinindeki delesyonlara MCL'de (mantle cell Iymphoma)
karsilasiimaktadir®*.,

Apoptozisin mitokondriyal yolunda kritik rol oynayan Bcl-2 ailesinin antiapoptotik iiyelerinden Bd-2,
Bd-XL ve Md-1 mitokondri hedefli kanser tedavilerinin gelistirilmesinde Gnemli kazanimlar
olusturmaktadir. Bu amacla, yapi amacl ila¢ tasarmi Bd-2 inhibitdrlerinin gelistirilmesiyle
sonuclanmistir®,

Apoptoza Miidahele Edilerek Gelistirilen Tedavi Ornekleri

Aspirin, siklooksijenaz-2 inhibitorleri: Non-steroidal antiinflamatuarlarin kolorektal adenoma ve
kansere karsi koruyucu oldugu kanitlanmistir. Bu etki siklooksijenaz-2 enziminin inhibisyonu
dogrultusunda apoptozun indiiklenmesinden dolay olabilir.

Antikanser ilaglari, radyoterapi: Aslinda biitin sitotoksik ilaglar ve radyoterapi normal hiicrelerde
ve tiimdrlerde apoptozu indiikler. P53’e bagimli ve bagimsiz mekanizmalar tanimlanmistir.

Bcl-2 Antisense: ilk klinik calismalar, non-Hodjkin’s lenfoma gibi bazi hastaliklarin olumlu sonuclar
verdigini gostermistir.

Rekombinant TRAIL: Akciger, gogiis, kolon ve bobrek kanserlerinin TRAIL'e karsi duyarli oldugu ve
apoptozu uyardigi preklinik calismaklarla kanrtlanmig ve desteklenmistir.

Kaspaz inhibitorleri: Travmatik beyin yaralanmasi, amyotrofik lateral skleroz ve Parkinson
hastaliginda preklinik hayvan modellerinde pozitif sonuglar vermektedir.

Kaspaz aktivatorleri: Timdr hiicrelerinde apoptozu uyarmak amaciyla denenmektedir.

Antioksidanlar: Pyrrolidinedithiocarbamate ve 6-hidroksi 2, 5, 7, 8-tetramethylachromancarboxylic
asit ( E vitamini analogu) floroacil artisiyla kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu indiikler.

interlokin-1 reseptdr antagonistleri: Sican modellerinde iskemik beyin hasarinda azalma

TNF reseptor antagonistleri; romatoid artrit ve Chron hastaliginda FDA tarafindan onayli olarak
kullanimina baslanmistir.
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PGE2: Radyasyon hasarinin yol actigi apoptotik yolla hiicre 6liimiiniin ince barsak epitelinde
onlenebildigi deneysel olarak gosterilmistir2,

Sonug

Apoptozisin spesifik morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerle karakterize enerji bagimlh siireglerle
diizenlendigi bilinmektedir. Apoptotik yolakta aktive ya da inaktive olan anahtar proteinlerin ¢cogu
tanimlanmigtir. Bu proteinlerin aktivasyonu ya da etkilerinin molekiiler mekanizmasi tam olarak
anlasilamamakla beraber ¢aligmalar devam etmektedir. Apoptozisin mekanistik sistemini anlamak
oldukca onemlidir ¢linkii programlanmis hiicre 6liimii hem saghdin hem de hastaligin bilesenidir ve
cesitli psikolojik ve patolojik uyaranlarla baslatiimaktadir. Hastaliklarin patofizyolojisinde apoptozis bir
cok farkli kontrol noktalarda terapétik yaklagimlar icin uygundur. Apoptozis mekanizmalarinin
anlagiimasi ve programli hiicre dliimiiniin diger varyantlan molekiiler diizeyde cesitli hastalik
stirelerine daha derin bir bakis aisi saglar ve bdylece terapotik stratejileri etkileyebilir.
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