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BOLUM I

Epigenetik Diizenlemede DNA metilasyonunun Onemi

Durmus AYAN!
Ismail SARI?

Giris

Gen ifadesini ve diizenlenmesini yoneten karmasik
mekanizmalar1 anlamak, biyolojik sistemlerin  karmasikligini
¢ozmek i¢in temeldir. Cok sayida diizenleyici siireg arasinda DNA
metilasyonu, gen ekspresyon modellerini etkileyen onemli bir
epigenetik modifikasyon olarak o6ne c¢ikiyor. Bu derleme, gen
ekspresyonu ile metilasyon arasindaki i¢ ige geemis iliskiyi
inceleyerek bunlarin saglik, hastalik ve evrim dinamikleri tizerindeki
rollerine 1s1k tutmay1 hedeflemektedir. Ayrica mitokondriyal DNA
metilasyonun  ardinda  yatan  hastalik = mekanizmalarina

1 Dog. Dr, Nigde Omer Halisdemir Universitesi, T1p Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri, Tibbi
Biyokimya AD )

2 2 Dog. Dr, Kirklareli Universitesi, Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri, T1ibbi Biyokimya
AD
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deginmektedir. Neticede hem ¢ekirdek hem de mitokondriyal DNA
metilasyon seviyelerinde meydana gelen degisiklikler ve bu
degisikliklere neden olan karmasik yolak baglantilarinin
¢oziimlenmesi igin ¢alismalarin popiilasyon bazli arastirmalar ile
desteklenmesi gerekmektedir.

Metilasyon Yoluyla Gen ifade Modiilasyonu

Gen ekspresyonunun diizenleyen oOnemli bir epigenetik
mekanizma olan DNA metilasyonu hakindaki c¢alismalar gen
promoter bolgesindeki CpG adalarina odaklanmis ve prtomotor
metilasyon mekanizmasi net bir sekilde aydmlatilmistir. Gen
ifadesinin ilk adimi olan bir genin transkripsiyonunu baslatilmasinda
rol alan spesifik promotor bolgelerindeki CpG'lerin metilasyona
ugramasi sonucu genellikle transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi
engellenmekte veya trankrsipsiyon baskilayici proteinlerin bir araya
gelmesini  baskilanmakta ve bu suretle transkripsiyonun
baskilanmasi ger¢eklesmektedir. (Degerman & ark., 2014)

DNA metilasyonu diginda metil gruplarimin transfer edildigi
bagska bir epigenetik mekaniz da histon metilasyonudur. Histon lizin
veya arjinin metiltransferazlar (HMT'lar) ile katalizlenir ve histon
demetilazlar (HDM'lar) bu metil gruplarinin uzaklastiriimasinda rol
alir. Hem promotor bolge metilasyonu hem de histon proteinleri
metilasyonu (6rnegin, histon H3K9, H3K27 veya H4K20'nin
metilasyonu) kromatinin daha siki paketlenmesine yol agar. Bu da
transkripsiyon faktorlerinin DNA'ya erisimini zorlastirir ve gen
ifadesini baskilar. Ote yandan H3K4, H3K36 ve H3K79 histon
proteinlerinin metilasyonu gen ekspresyonunda artisa yol agar. Yani
DNA metilasyonu, gen ekspresyonu iizerindeki etkisini kromatin

organizasyonunu degisiklige ugratarak gosterebilmektedir. Ayrica,
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metile DNA’ya baglanan repressorler, histon deasetilazlar ile bir
kompleks meydana getirerek caligir.

Genom  capinda  metilasyon  c¢alismalari, DNA
metilasyonunun sadece gen promotorlarinda degil ayn1 zamanda gen
govdelerinde de yaygin oldugunu gdstermistir. Promoter
hipermetilasyonu siklikla transkripsiyonel baskiya yol agarken, gen
govdesi metilasyonu artan ekspresyon seviyeleriyle
iliskilendirilmistir. Omurgalilarda somatik dokulardaki DNA
metilasyonu DNA metiltransferaz enzimi araciligi CpG (C;sitozin-
P;fosfat-G;Guanin) bolgelerinde bulunan
sitozindeki pirimidin halkasinin 5 numarali  karbonuna metil
grubunun eklenmesiyle gerceklesir. 5 metil sitozin olusmasiyla
sonu¢lanan bur siirecte metil vericisi S-Adenozil Metiyonindir
(SAM). CpG bolgelerinin genomda heterojen bir sekilde dagildig:
bilinmekle birlikte bu bolgelerin basta promotér bolgeler olmak
tizere genomda bazi bolgelerde daha yiliksek yogunluklarda
kiimelenme egiliminde olduklar1 agiga kavusturulmustur. Bu
bolgelere CpG adalar1 (CGI) ismi verilmistir. Insan genomunda
28.890 CpG adast bulunur. Bunlarin ¢ogu fonksiyonel genlerin
promotor bolgelerindedir ve ¢ogunlukla metillenmemistir. Bunula
birlikte CpG bolgeleri gen govdesi ve genler arasi bolgelerde de yer
almaktadir. Gen govdesi bolgelerinde yaklasik 9000 CpG adasi
tanimlanmistir ve bunlarin %30-40"1 metillenmis oldugu ortaya
konmustur. Hayvan genomlarindaki gen gdévdesi metilasyonunun
bitkilerdekine benzer oldugu, oncelikli olarak ilimli diizeyde
eksprese edilen ve evrimsel olarak korunmus housekeeping genlerin
ekzonlarinda meydana geldigi ve transkripsiyonun diizenlenmesinde
etkili oldugu tespit edilmistir. Insan genomunda metillenmis gen
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govdesi bolgelerinin daha yiiksek gen transkripsiyon seviyeleri ile
iligkilendirilmistir. Ayrica, gen govdesi metilasyonu histon
modifikasyonu ve alternatif splicing gibi siiregleri de
etkileyebilmektedir. (Jones, 2012)

Tiim bunlara ek olarak son zamanlardaki arastirmalar DNA’
da CpG bolgesi disindaki bazi alanlarin da metilasyona ugradigina
dikkat ¢ekmektedir. Ozetle DNA metilasyonu promotor bolge ve
gen govdelerindeki CpG adalarinda veya bu alanlarin disinda da
meydana gelebilmektedir. Ayrica genomik DNA’ ya ek olarak
mitokondriyal DNA’ da metilasyona ugramakta ve bu suretle
epigenetik  olarak  diizenlenmektedir. Ayrica DNA’ nin
hidroksimetillenerek de gen ekspresyonunun diizenlendigi ortaya
konmustur. Hidroksimetilsitozin (5hmC), sitozinden tiiretilen bir
DNA bazidir ve memeli genomundaki altinci baz olarak kabul edilir.
5hmC'nin kesfi ve artan gen ekspresyonu ile iliskisi, gen regiilasyonu
ve hiicresel siiregleri anlamamiz i¢in 6nemli etkilere sahiptir. 5ShmC
gibi DNA modifikasyonlarinin gen aktivitesini kontrol etmede ve
hiicre kaderini  belirlemede dinamik bir rol onayladigi
diistinilmektedir. (Q. Wang & ark.,, 2022) Bu siirecin gen
ekspresyonu diizenleme mekanizmalarin1 anlamanin ¢ok 6nemli
oldugu gelisimsel biyoloji, kanser arastirmalar1 ve rejeneratif tip
dahil olmak tizere ¢esitli alanlarda etkileri olabilir. 5hmC, noronal
yapt ve fonksiyonun korunmasinda, epigenom yeniden
programlamasinda, DNA demetilasyonunun baslatilmasinda,
hiicresel ~ farklilasmada, yaslanmada ve gen ekspresyonu
diizenlemesinde Onemli roller oynar. Elde dilen kamitlar, DNA
metilasyonu ve hidroksimetilasyonun rollerinin karmasik oldugunu
ve farkli genetik baglamlara gore degistigini ve hastaliklarda
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gozlemlenen degisiklikleri yorumlamak i¢in kapsamli bir anlayis
gerektirdigini  gostermektedir. 5hmC  oncelikle embriyonik kok
hiicrelerde ve noéronlarda bulunur. Beyinde de yiiksek seviyelerde
bulunmakla birlikte kok hiicre bolgelerinde diisiik diizeylerdedir. Bir
diger ifadeyle 5hmC'nin dagilimi dokuya ozgiidiir ve rastgele
degildir. Seviyeleri gesitli kanserlerde 6nemli 6l¢iide degisime ugrar.
(Rustad & ark., 2019; Q. Wang & ark., 2022; Yan & ark., 2023)

DNA Metilasyonun Klinik Onemi

Cevresel faktorler ve yasam tarzina gore epigenetik
modifikasyonlarin etkilenebildigi, bu durumun da gesitli hastaliklara
karis1 bireysel hassasiyette gen-gevre etkilesimlerinin 6nemli bir
ornegi oldugu vurgulanmaktadir. DNA metilasyonundaki aksaklik
ya da dengesizliklerin kanser, norogelisimsel bozukluklar ve
metabolik sendrom gibi ¢esitli patolojik durumlarin gelisiminde rol
alabilmektedir. Buna ek olarak global DNA hipometilasyonunun
insan kanserinin ayirt edici 6zelligi oldugu ortaya konmustur. Bazi
calismalarda  Ozellikle meme  kanserinde global DNA
hipometilasyonunun baskilayici kromatin alanlarinin olusumu ve
gen susturulmasi ile iligkili oldugu gozlenmistir. Teorik olarak gen
ekspresyon  seviyelerinde artisa neden olmasit  beklenen
hipometilasyonun karsinogenezdeki islevsel etkileri altindan yatan
mekanizmalar giiniimiizde halen gizemini korumaktadir. (S. Li &
Tollefsbol, 2021)

Epigenetik alanindaki uzmanlar belirli gen lokuslarindaki
anormal metilasyon profillerinin bu gibi hastaliklarin teshisi ve
prognozuna hizmet eden 6nemli potansiyel belirtegler olabilecegi
degerlendirilmektedir.  Arastirmacilar ayrica  bir¢ok  genin

ekspresyon diizenlemesinde rol alan gen gévdesi metilasyonundaki
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anormal durumlarin da malign tiimoérlerin olusumu ve ilerlemesi ile
yakindan iligkili oldugunu aciga ¢ikarmistir. Cok sayida c¢alisma
timor prognozu, biiyiimesi ve farklilagsmasi, gelisimi ve tedavisi ile
yakindan iliskili gen gdvdelerinde anormal metilasyonunun
oldugunu gostermistir. (Ozgiir & ark., 2020)

2.1 Anormal DNA Metilasyonu ve Kanser

DNA metilasyonu hem embriyonik hem de yetiskin kok
hiicrelerin transkripsiyonel diizenlenmesinde de rol oynayan 6nemli
bir epigenetik mekanizma oldugu dikkate alindiginda anormal DNA
metilasyonunun normal kok hiicrelerin kanser kok hiicrelerine
doniisiimiine yol acabilecegi kabul edilmektedir. Bilindigi gibi
kanser kok hiicreleri, kendi kendini yenileme, kemoterapiye direng
ve yliksek metastaz yapma yetenegi gibi benzersiz 6zelliklere sahip
olan kiigik bir timor hiicresi popiilasyonudur. Etkilenen
Ozelliklerden biri, kanser kok hiicrelerinin boliinerek daha fazla
kanser kok hiicresi iiretme yetenegini ifade eden kendini
yenilemedir. Anormal DNA metilasyonu, kendini yenilemeyle ilgili
genlerin diizenlenmesini etkileyerek kontrolsiiz hiicre boliinmesine
ve kanser kok hiicre popiilasyonunun korunmasina yol agabilir.
Etkilenen diger bir o6zellik, kanser kok hiicrelerinin bir tiimorde
farkli hiicre tiirlerinin olusumuyla sonuglanan farklilagsma siirecidir.
Anormal DNA metilasyonu normal farklilasma siirecini bozabilir ve
anormal ozelliklere ve islevlere sahip hiicrelerin olusmasina yol
acabilir. Bu durum ayni zamanda bazi kanser kok hiicrelerinde
gozlenen c¢oklu ilag direncine de katkida bulunabilir. Buda
hiicrelerin kemoterapiye karsi direngli hale gelmesine ve tedavi
basarisizligina katki sunar. Ek olarak anormal DNA metilasyonu
metastazda yer alan genlerin ekspresyonunu etkileyerek kanser kok
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hiicrelerinin metastatik yetenegini de artirabilir. Anormal Boylece
bu durum kanser kok hiicrelerinin uzak bdlgelere gociini ve
invazyonunu tesvik edebilir.

Kanserde anormal DNA metilasyonu genellikle global
genom hipometilasyoni ve bolgeye Ozgii hipermetilasyon veya
hipometilasyon ile karakterizedir. Spesifik genlerdeki DNA
hipermetilasyonu dokuya spesifik bir sekilde gozlenebilmektedir ve
ailesel kanserlerdeki germ hatti mutasyonlari ile yakindan iligkilidir.
Anormal hipermetile olan timor baskilayici genlerin (TSG)
ekspresyonlar1 baskilanarak onkogeneze katki sunabilir. Ancak
genom c¢apindaki son analizler bu klasik modelin yeniden
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

Anormal DNA metilasyonu kanserde hiicre dongiisii
ilerlemesi, yanis eslesme onarimi, hiicre adezyonu, apoptoz ve
transkripsiyon  faktorleri ve timor  baskilayici  genlerin
ekspresyonunu baskilayabilir veya artirabilir. Hipermetillenmis
promotorler, transkripsiyonel baskilayicilarin ve histon modifiye
enzimlerin aktive edilmesi yoluyla susturmaya tabi tutulur.
Retinoblastomali hastalarda retinoblastoma tiimor baskilayici genin
(RB1) promotor bolgesinde DNA hipermetilasyonunun tespiti ilk
ornektir. Bunula Dbirlikte timoér dokularinda daha sonraki
arastirmalarla DNA hipermetilasyonu yoluyla susturulan bir¢ok
kanser baskilayict gen tammlanmustir. Ornegin farkli Kkanser
tiirlerinde hiicre dongiisti ilerlemesini  diizenleyen pl6INK4a
(CDKN2A) ve pl5INK4a (CDKN2B) gen ekspresyonlarinin ()
DNA hipermetilasyonu ile baskilandigi rapor edilmistir. Prostat
kanserinde ilging bir sekilde genomda %25 oraninda tekrarlayan
hipermetillenmis diferansiyel metilasyon bolgeleri (DMR'ler)tespit
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edilmigtir. Tekrarlayan hiper DMR'lerin promotdr bolgeleri ile
ortlistiigi ve iyi bilinen timor baskilayici genlerin ekspresyonunu
baskilayabildigi belirtilmistir. (J. Li & ark., 2020) Ornegin, bir tiimor
baskilayic1 gen plan peroksizomal membran protein 4 (PXMP4)
ggeninin sekizfarkli kanser tiiriinde hipermetilasyona ugradigi ve
ekspresyonunun baskilandigi saptanmustir.  (Saghafinia & ark.,
2018)

Son zamanlardaki arastirmalarda yeni  teknolojik
gelismelerle birlikte tiroid kanserinde de diferansiyel metillenmis
bolgeler, global hipometilasyon ve ¢esitli genlere 6zgii degisiklikler
belirlenmistir.  Epigenetik alanindaki bu ilerlemeler ve DNA
metilasyonunun daha derinlemesine anlasilmasinin tiroid kanserinin
tani, prognoz ve tedavisi agisindan fayda saglayacagi iddia
edilmektedir. (Zafon & ark., 2019)

Ubiquitin-benzeri, PHD ve RING parmak domainleri i¢eren
protein 1 (UHRF1) DNA metilasyonu ve kromatin modifikasyonu
arasinda bir baglantt kuran onemli bir epigenetik diizenleyici
proteindir. Hemimetillenmis DNA'y1 replikasyon c¢atallarinda
spesifik olarak tanir ve baglanir. Daha sonra DNA replikasyonu
yoluyla DNA metilasyon paterninin  dogru bir sekilde
gergeklesmesini saglamak icin DNMT1 metiltransferazi siirece dahil
eder. UHRF1 DNA metilasyonunun muhafaza edilmesindeki roliine
ek olarak, kromatin modifikasyonunda da 6nemli bir rol oynar.
Cesitli insan kolorektal kanser hiicre hatlarinda (HCT116 ve RKO
hiicreleri gibi) yiiksek bir UHRF1 ekspresyonu tespit edilmistir.
UHRF1'in bu yiiksek ekspresyonu sonucu promotor bolgelerin
hipermetilasyonu yoluyla TSG'lerin ekspresyonunun
baskilanmasina neden oldugu rapor edilmistir. Aksine bu hiicrelerde
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UHRF1 baskilandig1 veya azaltildiginda ise promotor bolgelerde
anlamli bir demetilasyonun meydana geldigi gézlenmistir. Bunun
sonucu olarak da daha 6nce hipermetilasyon ile baskilanan genlerin
yukart yonde regiile oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak UHRFL1'in
baskilanmasi suretiyle, kolorektal kanser hiicrelerinin ¢oklu
onkogenik ozelliklerinin azaldigi ve bunun kolorektal kanserin
ilerlemesini veya gelisimini potansiyel olarak engelleyebilecegi
iddia edilmistir. (Nishiyama & Nakanishi, 2021)

Farkli kanser tiirlerinde metilasyon durumunda degisiklikler
gozlenen Dbir diger gen grubu ise ATP baglayic1 kaset (ABC)
tastyicilaridir. ABC tasiyicilari kanser hiicrelerinin birden fazla ilaca
kars1 direncli hale gelme yetenegi olarak bilinen ¢oklu ilag
direncinde (MDR) o6nemi olan proteinlerdir. MDR kanser
tedavisinde sinirli etkililige ve hatta tedavinin basarisiz olmasina yol
acabilmektedir. ABC tasiyicilarinin, ilaglar1 aktif olarak kanser
hiicrelerinden disar1 pompaladiklar1 ve hiicreleri etkili bir sekilde
oldiirmesini 6nledikleri bilinmektedir. ABC tastyicilarinin MDR’
deki bu rollerine ek olarak, elde edilen bulgular bu proteinlerin ayni
zamanda tiimoriin baslatilmasi, ilerlemesi ve metastazi siireglerinde
de rol oynadiklarina isaret etmektedir. Yani ABC tasiyicilarinin
anormal ekpresyonlar1 ve/veya islevleri viicutta kanser hiicrelerinin
gelismesine ve yayilmasina katkida bulunabilirler. Bu nedenle bu
tastyicilar kanser tedavisi i¢in potansiyel hedef haline gelmistir.
Kanserde ABC tasiyicilarinin  DNA  metilasyonunu arastiran
calismalar ¢ogunlukla ABCB1 ve ABCG2 genlerine odaklanmistir.
Ote yandan MDR gelisiminde rol oynayan ABCC1 gibi diger ABC
tastyicilarinin DNA metilasyon durumunu sinirli sayidaki ¢alismada
incelenmistir. Su ana kadar ABC genlerine ait metilasyon diizeyleri
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birgok kanser tiirtinde incelenmis olsa da daha ¢ok meme, prostat
kanseri ve akut 16semide arastirilmistir. ABCB1 promotoriimiin akut
16semi, meme ve prostat kanserinde yaygin olarak hipermetile
oldugu tespit edilirken, MDR hiicre hattt modellerinde hipometile
oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde ABCG2 promotoriiniin de
ALL 16semi, over ve prostat kanseri i¢in olusturlar MDR hiicre hatt
modellerinde hipometile durumda oldugu gozlenmistir. Diger
yandan bu gen promotoriiniin kolon kanseri, multipl miyelom, EBV
mide kanseri ve akut 16semide hipermetile durumda oldugu rapor
edilmistir.  Buradan da anlasildigi gibi ABC genleri DNA
metilasyon durumu ile kanser arasindaki ilisikliyi arastiran
calismalardan elde edilen verilerin bir kismu ¢eligkilidir ve bunun
nedeni arastirmalarda kullanilan farkli analitik metodolojilere
dayandirilmistir. (Zappe & Cichna-Markl, 2020)

DNA metilasyon siireglerinin kan hiicrelerinin gelisiminde
(hematopoez) de rol almasi sebebiyle metilasyondaki anormallikler
hematopoezin dogru bir sekilde meydana gelmesini olumsuz yonde
etkileyebilir. Dolayisiyla bu siire¢ akut miyeloid 16semi (AML) gibi
hematolojik malignitelerin gelismesine yol agabilir. Nitekim bu
konuda ortaya ¢ikan verileri DNA metilasyonunun diizensizliginin
heterojen bir hastalik olan AML'nin  baslatilmasinda ve
ilerlemesinde anahtar bir olay oldugunu isaret etmektedir. (Yang &
ark., 2019)

On-onbir  translokasyon  (TET) enzimleri, DNA
demetilasyonu stirecinin ~ ilk admi1  olan  DNA'nin
hidroksimetilasyonunu Kkatalize etmekten sorumludur. DNA
metilasyon kaliplarinin olusturulmasinda ve siirdiiriilmesinde kritik
oneme sahip olan DNA metiltransferazlar ve on-onbir translokasyon
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(TET) ailesi dioksijenazlarindeki genetik degisiklikler veya
mutasyonlarn  DNA  metilasyonunun  normal  dinamiklerini
bozabildigi, bu suretle anormal gen ekspresyonuna ve AML dahil
hematolojik ~ malignitelerin ~ gelismesine  yol  agabildigi
bildirilmektedir. Ayrica AML gelisimiyle iliskili anormal DNA
metilasyon modelleri ortaya konmus ve anormal DNA
metilasyonunun  AML'nin ayirt edici 6zelligi olarak kabul
edilebilecegi belirtilmektedir. Ayrica DNA metilasyon durumunun
AML'de erken tani, prognostik tahmin ve tedavi kararlarina
rehberlik etmek iizere kullanilabilecek gii¢lii bir epigenetik belirteg
olabilecegi degerlendirilmektedir. DNA metilasyonunun regiile
edilmesi yoluyla gelecekte AML tedavisinde etkili bir strateji
olabilecegi i 6ne siiriilmektedir. (Poole & ark., 2019; P. Wang & ark.,
2019)

2.2 DNA Metilasyonu Alzheimer ve Noral Gelisim

Epigenetik  modifikasyonlar ~ Alzheimer  hastaliginin
gelisiminde ve ilerlemesinde énemli bir rol oynamaktadir. Spesifik
olarak, DNA metilasyonu ve hidroksimetilasyonun Alzheimer
hastaliginda  rol  oynadigi  gosterilmistir.  Ayrica,  histon
posttranslasyonel modifikasyonlarini, kodlama yapmayan RNA” lar
ozellikle de gen ifadesini diizenleyen mikroRNA'larin Alzheimer
patogenezinde etkili oldugu agiga ¢ikarilmistir. (Nikolac Perkovic &
ark., 2021)

DNA metilasyonunun beyin gelisimi, 6grenme, hafiza ve bu
siireclerle iliskili hastaliklarda da etkilidir. insan beyninde DNA
metilasyonunda evrimsel degisiklikler gozlemlenmistir; CG dist
baglamda artan metilasyon ve CG baglaminda azalan metilasyon,

genlerin sirasiyla asag1 ve yukari regiilasyonuna yol agmaktadir. Bu
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stireclerdeki anormalliklerin noropsikiyatrik hastaliklara karsi
savunmasizligin artmasina katkida bulundugu gosterilmistir.
Dogumdan sonra beyin gelistikge, CG olmayan bolgelerdeki DNA
metilasyon siirecinin noronlarin olgunlagmasinda rol oynadigi
bildirilmistir. Ayrica beyindeki CH metilasyonunun dogum sonrasi
noronal olgunlasma ile iliskili oldugunu ileri siiriilmektedir. CH
metilasyonunun transkripsiyonel aktivite ile iliskili olarak belirli
beyin hiicresi tiplerinde uygun gen ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynadig1 degerlendirilmistir. Ancak CH metilasyonunun insanin
evrimi boyunca nasil degistigi ve insan beyninin sekillenmesinde
nasil bir rol oynadig1 konusundaki bilgiler heniiz sinirhdir. insan
beyninin evrimi sirasinda CH metilasyonunun 6neminin ortaya
cikarilmasinin, insan beyninin diger tiirlerle karsilastirildiginda
benzersiz 6zelliklerine 151k tutabilecegi ileri stiriilmektedir. (Jeong &
ark., 2021)

2.3 DNA Metilasyonu ve Diyabet

T2DM'de metabolik ve epigenetik degisiklikler arasindaki
etkilesimin genleri acgip kapatabilen bir siireg olan DNA
metilasyonunu etkileyebilecegi iddia edilmektedir. Gen ifadesindeki
degisikliklerle sonuglanan bu siirecin kan sekeri seviyelerinin
diizenlenmesinde onemli olan pankreatik adacik B hiicrelerinin
fonksiyonunu etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir. (Davison & ark.,
2021) Baska bir mekanizma ise poli ADP-ribosilasyon
(PARilasyon) adi verilen bir postranslasyonel bir siirecteki
aksakligin anormal DNA metilasyonunda diizensizlik ve de-
metilasyonunda artisla  sonuglandigit bunun da diyabette
gozlemlenen farkli gen ekspresyon paternin nedeni olabilecegi iddia
edilmistir. (Toli¢ & ark., 2022; Zampieri & ark., 2021) Poli(ADP-
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riboz) polimerazlar (PARP'ler) enzimleri araciligi ile
gerceklestirilen ~ bir  postranslansyonel — modifikasyon  olan
PARilasyonun DNA onarimi1 ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi
gibi cesitli hiicresel islemlerde rol oynadigi gosterilmistir.
PARilasyonun baz eksizyon onarimma dahil olarak DNA
demetilasyonunu etkiledigi belirtilmistir. Son ¢alismalar PARP'a
bagimli PARilasyonun ayni zamanda on-onbir translokasyon (TET)
enzimleri tizerinde de dogrudan bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Sonu¢ olarak bu veriler PARilasyonun ile DNA
metilasyonu arasinda anlamli bir iliski olduguna isaret etmektedir.
(Toli¢ & ark., 2022)

Ayrica, bu alanda yapilan c¢alismalar PARilasyon
hiperaktivasyonunun bozulmus glukoz metabolizmasi ve T2DM
gelisimi ile iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. PARilasyonun asiri
derecede aktive edilmesi durumunda viicudun kan sekeri
seviyelerini diizenleme yeteneginin olumsuz yonde etkilenebilecegi
ve T2DM gelisimine katkida bulunabilecegi rapor edilmistir. Ancak
PARP ve TET enzimleri DNA demetilasyonundaki tim
mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiyag¢ vardir. (Zampieri & ark.,
2021)

Ek olarak, DNA demetilasyonunda rol oynayan TET
dioksijenaz enzimlerin aktive edilmesinde a-ketoglutarat rol alirken,
mitokondrideki siiksinat ve diger molekiiller inhibe edilmesini yol
acar ve bu suretle de hipermetilasyona yol agabilirler.
Hipergliseminin DNA'nin stabilitesini korumak i¢in 6nemli askorbik
asitin tiikkenmesine neden olabilecegi bildirilmistir. Yiiksek kan
sekeri diizeylerinin ayn1 zamanda DNA'ya zarar verebilecek reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini de artirdig1 bilinmektedir. ROS
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diizeylerindeki artis basta olmak {izere hiicre ortamindaki bu
degisikliklerin 5-metilsitozin adi verilen spesifik bir DNA bazinin
oksidasyonunu daha da artirdigt ve TET enzimlerinin anormal
aktivasyonuyla sonuglandig belirtilmistir. (Davison & ark., 2021)

Tiim bunlara ek olarak diyabet tedavisinde siklikla kullanilan
metforminin, epigenetik mekanizmalar1 etkileyerek gen ifadesini
degisime ugrattig1 gozlenmistir. Ozellikle diferansiyel metillenmis
bolgeler (DMR) ve IncRNA ile iliskili DNA metilasyon bolgeleri
incelendiginde metformin kullananlarin saglikli goniilliilere kiyasla
hipermetile alanlarin sayisinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu
degisikliklerden hareketle DMR'ler ve IncRNA ile iligskili DNA
metilasyon boélgelerinin diyabetli hastalarda terapétik izleme igin
potansiyel hedefler olarak hizmet edebilecegi diisiiniilmektedir.
(Solomon & ark., 2020)

3. Mitokondriyal DNA metilasyonu ve Klinik Onemi

Mitokondri de tipki ¢ekirdek gibi kendi DNA’sina sahiptir
ve bu organel metabolizma, hiicre O6limii, yaslanmasi gibi
faaliyetlerde o6nemli rollere sahiptir. Mitokondrinin oksijenli
solunumun gergeklestigi hiicresel kompartiman olmasi Sebebiyle
aerobik solunum sonucu olusan reaktif oksijen molekiillerine
siklikla maruz kalmaktadir. Cekirdekte oldugu gibi mitokondriyal
DNA’nin histonlarla korunmamasi, DNA’ sinin bu reaktif oksijen
tirlerine maruziyetini ve mutasyon olusma riskini de artirmaktadir.
Mitokondriyal DNA’nin (mtDNA) ¢ekirdek DNA’s1 kadar gelismis
DNA tamir mekanizmalarina sahip olmamasi da mutasyona ugrama
riskini 6nemli derece de artirmaktadir. (Tungdemir & Karatas, 2021)
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Mitoepigenetik ya da  mitokondriyal  epigenetik,
mitokondriyal DNA dizisinde degisiklik olmaksizin mitokondriyal
genlerdeki  degisiklikleri ifade etmektedir. Bir¢cok c¢alisma
mitokondriyal ~ genomdaki  mutasyonlarim  kansere  neden
olabilecegini bildirirken, mitokondrideki epigenetik degisiklikler ile
kanser arasindaki iliski {izerine arastirmalar sinirhidir ve bu alandaki
aragtirmalar devam etmektedir. Mitoepigenetik mekanizmalarin
anlasilmasimin kanserin erken tanis1i O6nlenmesi ve tedavisinde
kullanilabilecek ara¢ ve teknolojilerin gelistirilmesine Onemli
katkilar sunacagi disiiniilmektedir. (Wagner & ark., 2022)

MtDNA mutasyonlart ve mitokondrideki sinyal yollari,
enerji metabolizmasin1  etkileyen epigenetik diizenlemedeki
anormalliklerin kanser gelisiminde ve tedaviye yanitta ¢ok onemli
bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Yani mitokondriyal
homeostazda dengesizliklere yol agan bu durumlar neoplastik
doniigiim, metastaz ve tedavi direncine katki saglayabilir. (Wagner
& ark., 2022)

D-loop bolgesinde mtDNA metilasyonu ve
hidroksimetilasyonun tespit edilmis olmasi, mitoepigenetigin
kanserin ilerlemesine dahil oldugu diisiincesini uyandirmistir.
mtDNA’ nin kodlanma yapmayan bir bolimii olan D-loop bolgesi
mMtDNA replikasyon ve transkripsiyonunun diizenlenmesinde kritik
bir rol oynar. Calismalar D-loop bolgesindeki metilasyonun hem
mtDNA  gen  transkripsiyonunu  hem de  replikasyonu
etkileyebilecegini gostermistir. mtDNA replikasyonu ve replikasyon
faktorlerinin  DNA  metilasyonuyla hiicre 6zgii bir sekilde
diizenlendigi belirtilmektedir. (Stoccoro & ark., 2022; Stoccoro &
Coppedée, 2021)  Bu durum replikasyon faktorlerine 6zgii DNA
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metilasyon seviyesinin hiicre tipine gore farkhilik gosterebilecegi
anlamma  gelmektedir. Ozetle DNA  metilasyonunun
modiilasyonunun MtDNA kopya sayisinin  kontroliinde rol
oynadigin1  sdyleyebiliriz. Ilging bir sekildle mMtDNA daki
mutasyonlar ve polimorfizmlerin de niikleer DNA’ nin kopya
sayisint  etkiyebildigi ve bu yolla, niikleer genom tarafindan
kodlanan ve timér olusumunda yer alan bazi genlerin
ekspresyonunu diizenleyebildigi rapor edilmistir. mtDNA niikleer
metilasyon ve gen ekspresyonunu etkileyebildigi iddia edilmektedir.
(Sun & St John, 2018; Vivian & ark., 2017)

Sadece kanser degil, obezite, diyabet, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklara ait hayvan modellerinde ve insan
dokularinda mtDNA'min metilasyon ve hidroksimetilasyon
seviyelerinin degisme ugradigi saptanmistir. MtDNA genomunda
ozellikle D-loop bolgesindeki metilasyon ve hidroksimetilasyon
bolgelerindeki metilasyon durumlarindaki anormalliklerinde bu gibi
hastaliklar ve mitokondriyal fonksiyon bozuklariyla da
iliskilendirilen bazi hastaliklarin patogenezinde etkili oldugu
diistiniilmektedir. (Stoccoro & Coppede, 2021)

Son g¢aligmalarda mitokondriyal fonksiyon bozukluklari ve
ozellikle de diisitk mtDNA kopya sayisinin Alzheimer hastaliginin
patofizyolojisinde etkili oldugu gosterilmistir.  Bir arastirmada
Alzheimer hastalig1 olan bireylerin beyin dokusundaki mtDNA'nin
metilasyonunda hasta olmayanlara kiyasla 6nemli farkliliklar oldugu
tespit etmistir. Bu farkliligin Alzheimer hastalarinda baskin olarak
hipometilasyon yoniinde oldugu raporlanmistir. (Nikolac Perkovic
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& ark., 2021) Dahast Alzheimer hastaligit olan bireylerde
hipometilasyon  gosteren mMtDNA'min  spesifik  bolgelerini
tanimlanmis ve bunlarin mt-rRNA'y1 (mitokondriyal ribozomal
RNA), mt-tRNA'yt (mitokondriyal transfer RNA) ve D-Loop
bolgesinde yogunlastigr bildirilmistir. (Ding & ark., 2023) Bunula
birlikte amiloid oncii protein/presenilin 1 (APP/PS1) transgenik fare
modellerinin hipokampusunda 12 S rRNA geni metilasyonunda bir
artis gozlemlemistir. EK olarak, bu transgenik farelerde hem mtDNA
kopya sayisinda hem de mitokondriyal genlerin ekspresyonunda
azalma tespit edilmistir. Sonug¢ olarak her ne kadar genis ¢apl
arastirmalara ihtiya¢ duyulsa da elde edilen bulgular mtDNA
metilasyonundaki degisikliklerin ~ Alzheimer  hastaliginin
patofizyolojisinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. (Xu &
ark., 2019) Hastaligin ilerlemesi ile mtDNA seviyelerinin giderek
azaldigina ve D-loop bolgesindeki metilasyon modellerindeki
degisikliklere isaret eden veriler mtDNA ve metilasyonunun ileri
calismalarla agiga kavusturulmasi gelecekte Alzheimer hastaliginin
erken tespiti, prognozu ve patogenezi icin fayda saglayabilir.
(Stoccoro & ark., 2022)

Son olarak, insiilin direnci, T2D veya obeziteli bireylerin
iskelet  kasi  mitokondrilerinde  yapisal ve  fonksiyonel
anormalliklerin oldugu belirtilmektedir. Bu bilgiden hareketle bu
anormalliklerde hem mtDNA hem de niikleer DNA'da
mitokondrinin yapisi ve islevinde rol oynayan genlerin epigenetik
diizenlemesinin rol alabilecegi degerlendirilmektedir. Siddetli
obeziteyle mtDNA’nin anlamli olarak daha yiiksek diizeyde D-Loop
metilasyonuyla iliskilendirilmistir. (Bordoni & ark., 2022;
Rautenberg & ark., 2022)
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Sonug:

Sonug olarak, gen ifadesi ile metilasyon arasindaki karmasik
etkilesim, hiicresel siireglerin dinamik diizenlemesini diizenler; bu
da gelisim, saglik ve evrim iizerinde derin etkiler yaratir. Bu
diizenleyici aglarin karmasikliginin ¢6ziilmesi, biyolojik sistemlere
iliskin anlayisimiz: ilerletmeyi ve epigenetik mekanizmalari hedef
alan yenilikgi terap6tik miidahalelerin Oniinii agmayi vaat ediyor.

21—



Kaynaklar

Bordoni, L., Perugini, J., Petracci, I., Mercurio, E. D.,
Lezoche, G., Guerrieri, M., Giordano, A., & Gabbianelli, R. (2022).
Mitochondrial DNA in Visceral Adipose Tissue in Severe Obesity:
From Copy Number to D-Loop Methylation. Frontiers in Bioscience
(Landmark Edition), 27(6), 172.
https://doi.org/10.31083/.fbl2706172

Davison, G. W., Irwin, R. E., & Walsh, C. P. (2021). The
metabolic-epigenetic nexus in type 2 diabetes mellitus. Free Radical
Biology & Medicine, 170, 194-206.
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2020.12.025

Degerman, S., Landfors, M., Siwicki, J. K., Revie, J.,
Borssén, M., Evelonn, E., Forestier, E., Chrzanowska, K. H., Rydén,
P., Keith, W. N., & Roos, G. (2014). Immortalization of T-cells is
accompanied by gradual changes in CpG methylation resulting in a
profile resembling a subset of T-cell leukemias. Neoplasia (New
York, N.Y.), 16(7), 606-615.
https://doi.org/10.1016/j.ne0.2014.07.001

Ding, B., Zhang, X., Wan, Z., Tian, F., Ling, J., Tan, J., &
Peng, X. (2023). Characterization of Mitochondrial DNA
Methylation of Alzheimer’s Disease in Plasma Cell-Free DNA.
Diagnostics (Basel, Switzerland), 13(14), 2351.
https://doi.org/10.3390/diagnostics13142351

Jeong, H., Mendizabal, 1., Berto, S., Chatterjee, P., Layman,
T., Usui, N., Toriumi, K., Douglas, C., Singh, D., Huh, 1., Preuss, T.
M., Konopka, G., & Yi, S. V. (2021). Evolution of DNA methylation

22—



in the human brain. Nature Communications, 12(1), 2021.
https://doi.org/10.1038/s41467-021-21917-7

Jones, P. A. (2012). Functions of DNA methylation: Islands,
start sites, gene bodies and beyond. Nature Reviews. Genetics, 13(7),
484-492. https://doi.org/10.1038/nrg3230

Li, J., Xu, C., Lee, H. J.,, Ren, S., Zi, X., Zhang, Z., Wang,
H., Yu, Y., Yang, C., Gao, X,, Hou, J., Wang, L., Yang, B., Yang,
Q., Ye, H,, Zhou, T., Lu, X., Wang, Y., Qu, M., ... Sun, Y. (2020).
A genomic and epigenomic atlas of prostate cancer in Asian
populations. Nature, 580(7801), 93-99.
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2135-x

Li, S., & Tollefsbol, T. O. (2021). DNA methylation
methods: Global DNA methylation and methylomic analyses.
Methods (San Diego, Calif.), 187, 28-43.
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2020.10.002

Nikolac Perkovic, M., Videtic Paska, A., Konjevod, M.,
Kouter, K., Svob Strac, D., Nedic Erjavec, G., & Pivac, N. (2021).
Epigenetics of Alzheimer’s Disease. Biomolecules, 11(2), 195.
https://doi.org/10.3390/biom11020195

Nishiyama, A., & Nakanishi, M. (2021). Navigating the
DNA methylation landscape of cancer. Trends in Genetics: TIG,
37(11), 1012-1027. https://doi.org/10.1016/j.tig.2021.05.002

Ozgiir, E., T1gh, H., & Tigl, H. (2020). Insan Hastaliklarinda
Epigenetigin Roliine Klinik Bakis. Istanbul Gelisim University
Journal of Health Sciences, 10, Article 10.
https://doi.org/10.38079/igusabder.653270

--23--



Poole, C. J., Lodh, A., Choi, J.-H., & van Riggelen, J. (2019).
MYC deregulates TET1 and TET2 expression to control global
DNA (hydroxy)methylation and gene expression to maintain a
neoplastic phenotype in T-ALL. Epigenetics & Chromatin, 12(1),
41. https://doi.org/10.1186/s13072-019-0278-5

Rautenberg, E. K., Hamzaoui, Y., & Coletta, D. K. (2022).
Mini-review: Mitochondrial DNA methylation in type 2 diabetes and
obesity. Frontiers in Endocrinology, 13, 968268.
https://doi.org/10.3389/fend0.2022.968268

Rustad, S. R., Papale, L. A., & Alisch, R. S. (2019). DNA
Methylation and Hydroxymethylation and Behavior. Current Topics
in Behavioral Neurosciences, 42, 51-82.
https://doi.org/10.1007/7854 2019 104

Saghafinia, S., Mina, M., Riggi, N., Hanahan, D., & Ciriello,
G. (2018). Pan-Cancer Landscape of Aberrant DNA Methylation
across Human Tumors. Cell Reports, 25(4), 1066-1080.e8.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.09.082

Solomon, W. L., Hector, S. B. E., Raghubeer, S., Erasmus,
R. T., Kengne, A. P., & Matsha, T. E. (2020). Genome-Wide DNA
Methylation and LncRNA-Associated DNA Methylation in
Metformin-Treated and -Untreated Diabetes. Epigenomes, 4(3), 19.
https://doi.org/10.3390/epigenomes4030019

Stoccoro, A., Baldacci, F., Ceravolo, R., Giampietri, L.,
Tognoni, G., Siciliano, G., Migliore, L., & Coppede, F. (2022).
Increase in Mitochondrial D-Loop Region Methylation Levels in
Mild Cognitive Impairment Individuals. International Journal of

-24--



Molecular Sciences, 23(10), 5393.
https://doi.org/10.3390/ijms23105393

Stoccoro, A., & Coppede, F. (2021). Mitochondrial DNA
Methylation and Human Diseases. International Journal of
Molecular Sciences, 22(9), 4594,
https://doi.org/10.3390/ijms22094594

Sun, X.,, & St John, J. C. (2018). Modulation of
mitochondrial DNA copy number in a model of glioblastoma
induces changes to DNA methylation and gene expression of the
nuclear genome in tumours. Epigenetics & Chromatin, 11(1), 53.
https://doi.org/10.1186/s13072-018-0223-z

Toli¢, A., Ravichandran, M., Raji¢, J., Pordevi¢, M.,
Dordevi¢, M., Dini¢, S., Grdovi¢, N., Jovanovié, J. A., Mihailovic,
M., Nestorovi¢, N., Jurkowski, T. P., Uskokovi¢, A. S., &
Vidakovi¢, M. S. (2022). TET-mediated DNA hydroxymethylation
is negatively influenced by the PARP-dependent PARylation.
Epigenetics & Chromatin, 15(1), 11.
https://doi.org/10.1186/s13072-022-00445-8

Tungdemir, M., & Karatas, M. (2021). Mitokondriyal
Epigenetik ve Kanser. Cerrahpasa Medical Journal, 45(2), Article 2.
https://doi.org/10.5152/cjm.2021.21009

Vivian, C. J., Brinker, A. E., Graw, S., Koestler, D. C.,
Legendre, C., Gooden, G. C., Salhia, B., & Welch, D. R. (2017).
Mitochondrial Genomic Backgrounds Affect Nuclear DNA
Methylation and Gene Expression. Cancer Research, 77(22), 6202-
6214. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-17-1473

--25--



Wagner, A., Kosnacova, H., Chovanec, M., & Jurkovicova,
D. (2022). Mitochondrial Genetic and Epigenetic Regulations in
Cancer: Therapeutic Potential. International Journal of Molecular
Sciences, 23(14), Article 14. https://doi.org/10.3390/ijms23147897

Wang, P., Yan, Y., Yu, W., & Zhang, H. (2019). Role of ten-
eleven translocation proteins and 5-hydroxymethylcytosine in
hepatocellular carcinoma. Cell Proliferation, 52(4), €12626.
https://doi.org/10.1111/cpr.12626

Wang, Q., Xiong, F., Wu, G., Liu, W., Chen, J., Wang, B., &
Chen, Y. (2022). Gene body methylation in cancer: Molecular
mechanisms and clinical applications. Clinical Epigenetics, 14(1),
154. https://doi.org/10.1186/s13148-022-01382-9

Xu, Y., Xu, L., Han, M., Liu, X., Li, F., Zhou, X., Wang, Y.,
& Bi, J. (2019). Altered mitochondrial DNA methylation and
mitochondrial DNA copy number in an APP/PS1 transgenic mouse
model of Alzheimer disease. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 520(1), 41-46.
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2019.09.094

Yan, R., Cheng, X., Gu, C., Xu, Y., Long, X., Zhai, J., Sun,
F., Qian, J., Du, Y., Wang, H., & Guo, F. (2023). Dynamics of DNA
hydroxymethylation and methylation during mouse embryonic and
germline development. Nature Genetics, 55(1), 130-143.
https://doi.org/10.1038/s41588-022-01258-x

Yang, X., Wong, M. P. M., & Ng, R. K. (2019). Aberrant
DNA Methylation in Acute Myeloid Leukemia and Its Clinical
Implications. International Journal of Molecular Sciences, 20(18),
4576. https://doi.org/10.3390/ijms20184576
--26--



Zafon, C., Gil, J., Pérez-Gonzalez, B., & Jorda, M. (2019).
DNA methylation in thyroid cancer. Endocrine-Related Cancer,
26(7), R415-R439. https://doi.org/10.1530/ERC-19-0093

Zampieri, M., Bacalini, M. G., Barchetta, I., Scalea, S.,
Cimini, F. A., Bertoccini, L., Tagliatesta, S., De Matteis, G., Zardo,
G., Cavallo, M. G., & Reale, A. (2021). Increased PARYylation
impacts the DNA methylation process in type 2 diabetes mellitus.
Clinical Epigenetics, 13(1), 114. https://doi.org/10.1186/s13148-
021-01099-1

Zappe, K., & Cichna-Markl, M. (2020). Aberrant DNA
Methylation of ABC Transporters in Cancer. Cells, 9(10), 2281.
https://doi.org/10.3390/cells9102281

-27--



BOLUM II

Hiicre Oliimii ve Yenilenme Mekanizmalar1: Apoptoz,
Nekroz ve Otofaji

Muhammed Mehdi UREMIS?*

Giris

Apoptoz ve nekroz, uzun yillardir hiicrelerde diizenlenen iki
temel 6liim yolu olarak kabul edilmis ve bu siireglerin molekiiler
mekanizmalari,  efektorleri, aktivatorleri, ilerleyisleri  ve
etkilesimleri kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Galluzzi et al.,
2018). Son yillarda ise, hiicrelerin hayatta kalma veya 6lim
stireclerinde etkili olan, birbirinden farkli mekanizmalara sahip
diizenlenmis hiicre 6lim yollar kesfedilmistir. Bu yollardan biri
olan otofaji, hiicrenin kendini temizlemesi ve yenilemesi igin gelisen
bir sitoprotektif siire¢ olarak kabul edilmistir. Otofaji, bir hiicre 6lim
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yolu olarak degerlendirilmekle birlikte, ayn1 zamanda hiicrenin
kendini temizlemesinin bir yolu olarak da tamimlanmistir
(Nikoletopoulou, Markaki, Palikaras, & Tavernarakis, 2013).
Apoptoz, nekroz ve otofaji, hiicrelerin 6liim veya hayatta kalma
stireclerinde yer alan {i¢ farkli biyolojik mekanizma olmalarina
ragmen, ortak molekiiler isleyisler ve efektorler igermektedir.
Mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, lizozomal enzimler,
kaspazlar, p53 ve Bcl-2 protein ailesi, hiicresel yanitlarin
koordinasyonunda yer alan ortak mekanizmalar arasinda
bulunmakla birlikte, her bir siire¢ farkli efektor molekiiller ile aktive
olmakta ve kendine 6zgii molekiiler yollarla ilerlemektedir (D'Arcy,
2019). Bu boliimde, hiicre 6liim mekanizmalar1 olan apoptoz, nekroz
ve otofajinin molekiiller mekanizmalar1 ele alinmakta ve bu
mekanizmalar arasindaki etkilesimler incelenmektedir. Hiicrelerin
normal fizyolojik ve patolojik siireglerine dahil olan bu iig
mekanizmanin, hiicresel homeostazin siirdirilmesindeki Kritik

rolleri, son arastirmalar 1s18inda degerlendirilmektedir.

1. Programlanmis Hiicre Oliimii

Gegtigimiz on yillar boyunca, hiicrelerin fizyolojik ve
patolojik siireclere verdigi tepkilere bagli olarak, hiicresel yasam ve
olim arasinda bir denge bulundugu ortaya konmustur. Geri
dondiiriilemez sekilde hasar gérmiis, mikro ¢evresi bozulmus, stres
faktorleri artmis ve hiicresel homeostazi bozulmus hiicreler,
organizmada potansiyel olarak zararli hiicreler olarak tanimlanmigtir
(Tang, Kang, Berghe, Vandenabeele, & Kroemer, 2019). Yapilan
aragtirmalar, bu morfolojik ve biyokimyasal islevleri bozulmus
hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yonelik genetik olarak kodlanmis
bir dizi mekanizmanin ortaya c¢iktigim1 gostermektedir. Bu
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mekanizmalar, c¢esitli hiicre 6liim yollarin1 diizenlemekte olup,
stirece dahil olan efektor, aktivator ve regiilator molekiiller ile hiicre
olimii alt rutinlerine gore siniflandirilmistir (Fuchs & Steller, 2015).
Apoptoz, nekroptoz, ferroptoz, piroptoz, partanatos ve entotik hiicre
oliimii gibi mekanizmalar programlanmus hiicre 6liimii (PHO) olarak
adlandirilirken, otofaji hem hiicresel yenileme ve hayatta kalma
mekanizmasi olarak, hem de hiicre 6liim yolu olarak adlandirilmigtir
(W. Park et al., 2023). PHO, hiicresel sistemdeki dengenin icsel veya
digsal faktorler tarafindan bozulmasi durumunda meydana gelebilir.
Dolayisiyla, doku gelisimi ve saghigr igin temel fizyolojik
programlarin belirgin bir parcasi olarak islev goriir (Galluzzi, Bravo-
San Pedro, Kepp, & Kroemer, 2016). PHO, hasar mekanizmalar1 ¢ok
yogun veya uzun siireli oldugunda hiicresel stresle basa ¢ikmak ve
homeostazi yeniden kazanmak igin aktive olur. Biyolojik dengeyi
koruma stratejisi olarak hareket ederek, adaptif stres yanitlarina
benzeyen bir yap1 olusturur. Boyle bir homeostatik islev, yalnizca
islevsiz veya potansiyel olarak zararli hiicrelerin temizlenmesini
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda doku biitiinliigiiniin korunmasi
gibi 6nemli siireglere de katkida bulunmus olur (Galluzzi et al.,
2016; Galluzzi et al., 2018).

Hiicrede i¢sel veya dissal mikroortamin bozulmasi
durumunda, hiicreler cesitli sinyal iletim yollari1 aktive eder ve
sonug oOlarak g¢ekirdekten gelen komutlar, hiicrenin programlanmis
imhasint saglar. Bu diizenlenmis hiicre olim tirleri, spesifik
molekiiler mekanizmalar tarafindan baslatilir. Bu mekanizmalar,
yalnizca apoptoz veya nekroptoz gibi tek bir programlanmig 6liim
yolunu tetikleyebilecegi gibi, lizozomal hiicre 6liimii, otofaji ve
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apoptoz gibi birbiriyle i¢ i¢e gegcmis 6liim profillerini de uyarabilir
(Loftus, Amend, & Pienta, 2022).

2. Apoptoz

Apoptoz, hiicrenin kendi kendini yok etmek igin bir takim
metabolik ve fizyolojik mekanizmalart devreye soktugu
programlanmis hiicre 6liim yoludur. Bu mekanizmada hiicrelerin
kendilerini yok etmesi genetik diizenlenmelerle, protein aktivasyonu
ve enerji ihtiyac ile kontrol edilir (Zamaraeva et al., 2005). Bu yolla
zarar gormiis, enfekte olmus, toksik yiik orani artmais, islevsiz hale
gelmis  hiicrelerin  6limi  gerceklesir. Hasarli  hiicrelerin
temizlenmesi saglanarak ve yeni hiicrelerin olusumuna zemin
hazirlanarak organizmada homeostaz siirdiiriiliir (Morana, Wood, &
Gregory, 2022). Apoptoz, sadece DNA's1 agir hasar goérmiis ya da
virtislerle enfekte hiicrelerin temizlenmesini saglamakla kalmaz,
ayni zamanda embriyonik ve postnatal donemdeki gelisim
stireglerine dahil olarak da fizyolojik islevini siirdiiriir (Pajokh,
Talaei-Khozani, Bordbar, & Mesbah, 2019). Bu donem, embriyo
stirecinde eller ve ayaklarin parmaklari arasindaki dokularin yok
olmasi, merkezi sinir sisteminin gelisimi sirasinda néron sayisinin
diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminde T ve B lenfositlerin segilmesi
gibi hayati fonksiyonlarin gerceklestirilmesini saglar (Wanner,
Thoppil, & Riabowol, 2020; Yamaguchi & Miura, 2015). Bunun
yant sira, laktasyon donemi sonrasinda meme bezlerinin
kiigiilmesini, kadinlarda kullanilmayan yumurtalik folikiillerinin
atrezisini, bagirsak epitelinin yenilenmesini ve hematopoetik
hiicrelerin diizenlenmesini saglayarak organlarin diizenli ¢aligmasini
destekler (Ramachandran, Madesh, & Balasubramanian, 2000;
Vaskivuo & Tapanainen, 2003; Watson, 2006).
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2.1. Apoptozun Diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesi, hiicrenin kendi 6lim siirecini
cesitli i¢ ve dis etkenler tarafindan kontrol etme mekanizmasidir. Bu
diizenlenme siirecinde, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum
(ER) aracili apoptotik yollar, hiicre 6liim siirecinde kritik 6neme
sahip mekanizmalardir ve g¢esitli uyaranlar altinda apoptoz
indiiksiyonunu  gergeklestirirler.  Mitokondriyal yol,  6lim
reseptorleri, Bcl-2 ailesi proteinleri, prokaspaz aktivasyonu, apoptoz
inhibitor proteinleri, sitokrom ¢ salinimi gibi anahtar etmenleri
icerirken, ER aracili yolda ER stresi, kalsiyum salinimi, kaspaz
aktivasyonu ve ER stresine yanit i¢in 6zellesmis sensor proteinler
gibi etmenler 6ne ¢ikar. Bu faktorlerin karmasik etkilesimi, hiicrenin
yasamini veya Olimiini belirler. Bu durum, hiicrenin fizyolojik
durumunu ve gevresel kosullar1 dikkate alarak hiicre 6limii veya
hayatta kalma arasindaki dengeyi saglar (Malhi & Kaufman, 2011;
Wong, 2011).

2.2. Apoptoz Mekanizmalari

Alinan apoptotik uyarilara, stres faktorlerine ve hiicresel
hasara bagli olarak apoptoz ti¢ ana yolla gergeklesir: hiicre i¢i yolak
(intrinsik yol), hiicre dis1 yolak (ekstrinsik yol) ve endoplazmik
retikulum (ER) aracili yol. Bu yollarin genel isleyisi mitokondri
kaynakli sinyaller, hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorleri ve ER stres
yanit1 aracihigiyla olmaktadir. Instrinsik yol, hiicre igi stres
faktorlerine yamit olarak mitokondriyal zar gegirgenliginin artmasi
ve sitokrom-c salinimi ile baglatilir. Ekstrinsik yol, hiicre disi
sinyallerin 6liim reseptorlerine baglanmasi ve bu reseptorlerin 6lim
indiikleyici sinyal kompleksini aktive etmesi ile gerceklesir. ER
aracili yol ise, ER stresine yamt olarak ER stres sensorleri ve
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kalsiyum salinimmin devreye girmesiyle apoptozu tetikler. Bu
yollarin her biri, hiicrenin c¢esitli uyaranlarma bir yamt olarak
programlanmis hiicre 6liimiinii baslatir. Apoptoz mekanizmasinin
one ¢ikan karakteristik 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Apoptoz mekanizmasinin karakteristik ozellikleri
Karakteristik Apoptoz

Ozellikler
Tetikleyici Oliim reseptdrlerinin aktivasyonu
Faktorler Onkogenlerin asir1 ekspresyonu

DNA Hasarn

Oksidatif stres ve hipoksi

Sitotoksik T Lenfositler
Kemoterapdtik ilaglar ve Radyasyon

Biyokimyasal ATP gerektirir

Ozellikler Enflamasyon goriilmez
Morfolojik Hiicre zarinin biitiinliigii korunur
Ozellikler Hiicreler biiziiliir ve sitoplazmik yogunluk artar

Kromatin yogunlasmasi (kondensasyon) ve DNA
fragmantasyonu gerceklesir

Hiicre, zarla gevrili apoptotik cisimcikler halinde pargalara
ayrilir

Mitokondriler ve diger organeller genellikle saglam kalir
Apoptotik cisimcikler fagositler tarafindan taninir ve temizlenir.

Genel Hiicresel Hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda gerceklesebilir
Etki Hiicreler birer birer veya birden fazlasi ayni arada o6liir
Makrofajlar tarafindan fagosite edilirler

Genetik ve Kaspazlar,
Molekiiler Bcl-2 ailesi proteinleri
Diizenleyiciler Oliim reseptdrleri

Fizyolojik ve Embriyonik gelisim
Patolojik Rolleri | Kanser
Norodejeneratif hastaliklar

Metabolik Enerji tiikketimi artigt
Degisiklikler ROS iiretimi

Farmakolojik
Miidahaleler

Kemoterapétik ilaglar, BH3 mimetikleri
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2.2.1. Ekstrinsik ve intrinsik Yol

Ekstrinsik yol o6liim reseptorleri yolu olarak da bilinir ve
hiicre disindaki sinyallerin 6liim reseptorlerine baglanarak apoptozu
baslattig: siiregleri ifade eder. Bu yolda apoptoz, 6liim reseptorleri
olarak bilinen ve yapi agisindan birbirine benzeyen reseptorler
araciligiyla aktif olarak uyarilir. Bunlarin en iyi 6rnekleri TNF-a,
Fas ve TRAIL reseptorleridir (Wani et al., 2023) (Sekil 1). Bu
reseptorler, hiicre membranina gomiiliidiir ve hiicre igine bakan
kisminda prokaspaz 8 ve prokaspaz 10'un aktiflenmesini saglayan
bir 6liim bolgesi bulunur. TNF-a, Fas ligand veya TRAIL’in
baglanmasiyla reseptorler trimerik yapiya doniisiir ve hiicre iginde
adaptor molekiiller araciligiyla prokaspaz 8 ve prokaspaz 10'u aktive
eder (Chaudhry, Md Akim, Sung, & Sifzizul, 2022). Oliim
reseptorlerinin hiicre i¢inde adaptor molekiiller ve prokaspazlarla
olusturdugu bu yap1 oliim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC)
olarak adlandirilir. DISC araciligiyla aktive olmus kaspaz-8/-10,
efektor kaspazlarin zincirleme aktivasyonunu saglar ve apoptozu
indiikler (Wilson, Dixit, & Ashkenazi, 2009). Sitoplazmada inaktif
proenzimler halinde bulunan kaspazlar, aktive olduklarinda proteaz
kaskadini baglatir ve bu, hiicre 6liimiine kars1 geri doniisiimsiiz bir
stirecin baglamasini tetikler. Aktif kaspaz-8/-10, dogrudan kaspaz-
3'i proteolitik olarak keserek aktif formuna doniistiirebilir (M. M.
Uremis, Turkoz, & Uremis, 2024). Baslatic1 kaspaz olarak gorev
yapan Kkaspaz-8 ve Kkaspaz-10, kaspaz-3'i aktif formuna
doniistiirdiigiinde, inaktif proenzimler olan kaspaz-6 ve kaspaz-7'nin
de ardisik bir sekilde aktivasyonunu saglar. Proteolitik olarak
etkinlestirilen kaspazlar, hiicre i¢i substratlari pargalayarak apoptoz
stirecini ilerletir (N. Uremis, Aslan, Taslidere, & Gurel, 2024).
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Kaspaz-8'in  aktivasyonu, apoptotik yolun ilerleyisini
belirler. Aktif kaspaz-8, kaspaz-3'ii aktive etmesinin yani sira, Bcl-2
ailesine ait Bid proteinin proteolitik yikimimni da indiikleyebilir (N.
Uremis, Uremis, Gul, Ozsoy, & Turkoz, 2024) (Sekil 1). Hiicre
hasar1, metabolik stres, hipoksi gibi hiicre i¢i sinyallerle apoptotik
uyarinin alimmasi, Bid'in tBid formuna doniismesine neden olur
(Wani et al., 2023). tBid, Bcl-2'nin antiapoptotik etkisini engeller ve
Bax ile Bak'in aktivasyonunu saglar. Aktiflesen Bax ve Bak, tBid'in
de etkisiyle mitokondriyal dis zarin gegirgenligini artirarak zar
potansiyelini degistirir ve por olusumunu tetikler (M. M. Uremis,
Uremis, & Turkoz, 2023). Bu siireg, mitokondriyal membran
porlarindan sitokrom ¢, SMAC ve apoptoz indiikleyici faktoriin
uyarilmasina sebep olur. Dolayisiyla, 6lim reseptor yollar ile
mitokondriyal yolun entegrasyonu saglanir (Galluzzi et al., 2018).
Mitokondriyal ~dis zarin  gegirgenliginin  artmasi  Sonucu
sitoplazmaya salinan sitokrom c, apoptoz proteaz aktivasyon
faktorii-1 (Apaf-1) ile etkilesime girer (N. Uremis, M. M. Uremis, et
al., 2024). Sitokrom c'nin Apaf-l'e baglanmasi, Apaf-1'in
konformasyonunu  degistirir ve  oligomerlesmesini  saglar
(Hengartner, 2000). Bu oligomerik yapi, ATP'nin de katilimiyla yedi
tyeli bir halka yapist olusturarak apoptozomu meydana getirir.
Prokaspaz-9, apoptozomun bir pargasi olarak entegre olur ve aktive
olmus  kaspaz-9'a  doniisiir.  Apoptozom,  prokaspaz-9'un
dimerizasyonunu ve oto-proteolitik aktivasyonunu kolaylastirarak
kaspaz-9'un aktif bir proteaz haline gelmesini saglar (Q. Hu, Wu,
Chen, Yan, & Shi, 2013). Aktif kaspaz-9, yiiriitiicii kaspazlardan
kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7'yi proteolitik olarak aktive eder.
Kaspaz-3 aktivasyonu, kaspaz tarafindan aktive edilen DNaz'
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(CAD) serbest birakir (Slee, Adrain, & Martin, 2001). Bu durum,
niikkleozomal alt birimler (oligoniikleozomlar) halinde DNA'nin
kesilerek ¢ekirdek i¢inde kromatin yogunlagsmasina neden olur. Bu
ardistk mekanizmalarin  gerceklesmesinden sonra, hiicrenin
morfolojik yapisi degiserek apoptotik hiicre 6liimii gergeklesir (M.
M. Uremis et al., 2024).

Olum Ligandi
TNF-0, FASL, TRAIL

M

liim pirii
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Sekil 1. Apoptoz mekanizmasinin ekstrinsik ve intrinsik yollarla
ilerleyisi
Biorender ile olusturulmustur.

2.2.2. Endoplazmik Retikulum Aracih Rol
Endoplazmik retikulum (ER), yag asitlerinin zincir uzamasi,

hiicre i¢i kalsiyum iyonlarmin diizeylerinin diizenlenmesi,
detoksifikasyon ve proteinlerin biyosentezi ile katlanmasinda aktif
rol oynayan hiicresel bir komponenttir (Chapman, Sidrauski, &
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Walter, 1998). Proteinlerin katlanmasindan, hiicre igindeki gorev
bolgelerine taginmasindan ve bu proteinlerin kalite kontroliinden
sorumlu organeldir (Dubnikov, Ben-Gedalya, & Cohen, 2017).
Normal kosullarda, endoplazmik retikuluma wulasan yeni
sentezlenmis  proteinler, katlanma siiregleri sirasinda  N-
glikozilasyon, disiilfid baglart olusumu, hidroksilasyon ve
oligomerizasyon gibi gesitli modifikasyonlara ugrar. Ancak, ytiksek
diizeyde protein dretimi, N-bagimli glikozilasyon inhibisyonu,
hipoksi, oksidatif stres, kalsiyum dengesizligi ve enfeksiyon gibi
etkenler bu stirecin isleyisini bozabilir (Lai, Teodoro, & Volchuk,
2007). Bu etkenler, ER liimeninde katlanmamis veya yanlis
katlanmig proteinlerin birikmesine ve ER'nin normal islevinin
bozulmasma neden olur. Bu durum, ER stresini ve katlanmamis
protein yaniti (UPR) ad1 verilen bir hiicresel yanit1 tetikler (Hwang
& Qi, 2018). UPR'nin temel amaci, hiicrenin stresle basa ¢ikmasina
yardimer olmak ve hiicresel homeostazi yeniden saglamaktir. UPR
sinyal yolu aktive oldugunda, ER homeostazini yeniden saglamak
icin ER saperon proteinlerinin {iretimini artirir, protein
translasyonunu  diizenler ve yanlis katlanmig proteinlerin
parcalanmasin1  tesvik eder (Walczak, Gradzik, Kabzinski,
Przybylowska-Sygut, & Majsterek, 2019). Ayrica, stres ve hasar
faktorlerinin diizeyine bagl olarak apoptoz veya otofaji gibi adaptif
mekanizmalar1 da devreye sokarak hiicrenin hayatta kalmasini veya
programli hiicre 6liimiinii destekleyebilir (Hetz & Saxena, 2017).

ER aracili apoptoz, ER stresiyle birlikte gelisen UPR'ye yanit
olarak devreye girer. Bu siireg, hiicre ig¢indeki endoplazmik
retikulum stresine (ER stresi) yanit olarak aktive olan ii¢ ana UPR
sensor Yolu tarafindan diizenlenir. Bu yollar arasinda PERK (Protein
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Kinaz RNA-benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz), ATF6 (Aktive
Edici Transkripsiyon Faktorii 6) ve IRE1 (Inositol Gereksinimli
Enzim 1) yer alir. Uzun siireli ER stresi sirasinda, ER'de yerlesik
olan PERK, ATF6 ve IRE1 proteinleri etkin olduklari molekiiler
yollar1 aktive ederek apoptozu indiiklerler (A. Li, Song, Riesenberg,
& Li, 2019) (Sekil 2).

PERK yolu, elF2a'nin fosforilasyonunu artirarak ATF4'iin
sentezini tesvik eder. ATF4, CHOP'un (transkripsiyon faktor C/EBP
homolog protein) ekspresyonunu artirir (H. Hu, Tian, Ding, & Yu,
2018). CHOP, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin baskilanmasini ve
pro-apoptotik faktorlerden BAX ve BAK'in diizeylerinin artmasini
saglar. Bu durum, mitokondriyal apoptotik yolun aktive edilmesine
ve apoptozun baslatilmasina neden olur. Boylelikle CHOP, Bcl-2
ailesi tiyelerinin diizenlenmesi yoluyla ER stresi aracili apoptozun
onemli bir diizenleyicisi roliinii Gistlenir (Han et al., 2021) (Sekil 2).

IP3 reseptorii, ER aracili apoptozun 6nemli bir bilesenidir.
ER membraninda bulunan bu reseptor, inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3)
araciligiyla aktive olur ve hiicre i¢i kalsiyum (Ca2*) sinyalini
diizenler (Lencesova & Krizanova, 2012). ER stresine bagl olarak
kalsiyum miktart arttiginda, IP3 reseptorii aktive olur ve
sitoplazmada kalsiyum seviyelerini artirarak kalsiyum bagimli
apoptotik yollar tetikler (Wu & Chen, 2023). Sitoplazmada artan
kalsiyum miktar1, apoptozu iki farkli yolla etkileyebilir: Kalpain
aktivasyonu ve mitokondriyal yolak. Kalpain, kalsiyuma bagl bir
sistein proteazdir ve sitozolik kalsiyum seviyelerinin artigiyla aktive
olur (Muruganandan & Cribb, 2006). Kalpain, ER membraninin
sitozolik kismina lokalize olmus prokaspaz-12'yi aktive eder. Aktif
kaspaz-12, apoptotik sinyallerin ilerlemesine katkida bulunur ve ER
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stresi aracili apoptozda 6nemli bir rol oynar (Martinez et al., 2010).
Mitokondriyal yolakta ise artan kalsiyum, mitokondriyal kalsiyum
yiiklenmesine ve mitokondriyal dis membran permeabilizasyonuna
(MOMP) vyol agar. Bu siireg, sitokrom c'nin mitokondriden
salinmasima Ve kaspazlarin aktivasyonuna neden olarak apoptoz
kaskadin1 baslatir (Mao, Hu, Ruan, Ji, & Lou, 2019).

Ayrica uzun siireli ER stresinde, IRE1 modiilatér olarak
gorev yaparak, TRAF2 araciligiyla ASKI1(Apoptoz sinyal
diizenleyici kinaz 1) ve JNK'yi (c-Jun N-terminal kinase) aktive eder
(Riaz et al., 2020). JNK aktivasyonu, pro-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin aktivasyonunu ve apoptotik sinyallerin artmasini
saglar (Malhi & Kaufman, 2011).

Bunlardan farkli olarak ATF6, ER stresine yanit olarak
Golgi'ye tasinir, burada aktif formuna kesilir ve ATF6 yolu aktive
olur. Aktif ATF6, ER saperonlarinin ve protein katlanmasini
kolaylastiran diger faktorlerin ekspresyonunu artirir. Uzun siireli
stres altinda, ATF6 da apoptotik gen ekspresyonuna katkida
bulunabilir (Lei et al., 2024).

Genel olarak ER aracili apoptoz yolu degerlendirildiginde,
PERK, ATF6, IRE1 ve IP3 reseptorii ana regiilatorler olarak one
cikarken; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspaz-12, kaspaz-4 ve kaspaz-2
proteinleri, kalpain ve kalsiyum salinimi ise ana modiilatorler olarak
one cikar. Bu faktorlerin etkilesimi, hiicrenin ER stresine verdigi
yanit1 belirler ve apoptozun uygun sekilde ilerlemesini saglar.
Dolayisiyla, ER aracili apoptozun diizenlenmesi, hiicredeki stres
durumlarina karsi hassas ve karmagsik bir yanit mekanizmasi
olusturur (Bhattarai, Riaz, Kim, & Chae, 2021).
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Sekil 2: Apoptoz mekanizmasinin endoplazmik retikulum aracili
yolla ilerleyisi
Biorender ile olusturulmustur.

3. Nekroz

Iskemi, enfeksiyon, toksinler veya travmanin neden oldugu
yaralanmalar, hiicre, doku veya organlarin geri doniisiimsiiz sekilde
hasar gormesine yol agabilir. Bu tiir patolojik 6liimler, nekroz olarak
bilinen ve hiicrelerin diger 6liim yollarindan farkli olarak karakterize
edilen bir mekanizma ile indiiklenir (Zhou & Yuan, 2014). Nekroz,
olusma sekline ve mikroskopik goriiniimlerine gore gesitli tiplere
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ayrilmaktadir. Koagiilasyon nekrozu, likiifaksiyon (likit) nekrozu,
kazebz nekroz, yag nekrozu ve gangrendz nekroz bu tiirler
arasindadir (Adigun, Basit, & Murray, 2024). Bu tiirler, hasarin
tiirtine ve gergeklestigi dokuya gore gesitlilik gosterir. En sik goriilen
nekroz tiirii koagiilasyon nekrozudur. Koagiilasyon nekrozunun en
onemli nedeni iskemidir. Kan damarlarinin daralmasi nedeniyle bir
dokuya veya organa giden kan akisi azalir ve bu durum kalpte
miyokard enfarktiisii, beyinde serebral enfarktiis (felg) ve
ekstremitelerde kangrene neden olabilir (Miyazaki et al., 1987;
Tonnus et al., 2019). Bu hastaliklarda meydana gelen hiicre 6liimii
nekroz mekanizmalariyla ilerler.

3.1. Nekrozun Diizenlenmesi

Hiicresel nekrozun molekiiler mekanizmalari, oldukga
karmasik olup gesitli faktorlerin etkilesimiyle birka¢ Kkritik adimda
ilerler. Bu siirece, Fas ve TNF reseptorlerinin aktivasyonu, reseptor
etkilesim proteini 1 ve 3'in (RIP1 ve RIP3) aktivasyonu, NADPH
oksidazin aktivasyonu, kaspaz-8 aktivasyonu, sitozolik ve
mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis, enerji
metabolizmasinin bozulmasi, ATP havuzunun tiikenmesi Ve
kalsiyum artis1 gibi faktorler dahil olur (Kung, Konstantinidis, &
Kitsis, 2011; Zhou & Yuan, 2014). Bu faktoérlerin birbiriyle i¢ ice
gecmis etkilesimi, hiicresel nekrozun indiiksiyonunu gergeklestirir.
Nekroz mekanizmasimin one ¢ikan karakteristik 6zellikleri Tablo

2’de verilmistir.
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Tablo 2: Nekroz mekanizmasinin Karakteristik ozellikleri

Karakteristik | Nekroz
Ozellikler
Tetikleyici Iskemi
Faktorler Travma ve yanik
Oksidatif stres ve hipoksi
Yiiksek seviyelerde ROS
Toksinler ve zehirler
Yiiksek doz ilag kullanimi
Bakteri ve virtisler
Hipertermi/Hipotermi
Biyokimyasal | ATP gerektirmez
Ozellikler Enflamasyon goriiliir
Morfolojik Hiicre zarmin biitiinliigii kaybolur
Ozellikler Hiicreler siger ve sitoplazmik igerigin hacmi artar

Hiicre membraninda biitlinliik kaybolur ve hiicre igerigi
cevreye salinir.

Organeller parcalanir ve lizozomal enzimler serbest
kalir

Niikleus igeriginin ¢oziiliir ve niikleusun
fragmantasyonu gerceklesir

Kromatinin yogunlasir ve ¢ekirdegin kiigiiliir

Hiicre igeriginin salinmasi enflamatuar yanit1 tetikler

Genel Hiicresel

Patolojik kosullarda gerceklesir

Etki Hiicre 6liimii gruplar halindedir
Lizozomal enzimler salinir
Genetik ve Fas ve TNF reseptorleri
Molekiiler RIPK1 ve RIPK3
Diizenleyiciler | NADPH oksidaz
Kaspaz-8
Fizyolojik ve | Doku yaralanmalari
Patolojik Enfeksiyonlar
Rolleri Inflamatuar hastaliklar
Metabolik Metabolik ¢okeltiler
Degisiklikler | Laktik asit birikimi
'ﬁ;@:ﬁ:ll:lje' :( Antioksidanlar, Necrostatin-1
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3.2. Nekrozun Molekiiler Mekanizmasi

Hiicresel nekroz yanitinin olusmasinda birden fazla yol
etkilidir. Bu yollarim her biri, nekrotik hiicre 6liimiine yol agan ¢esitli
molekiiler ve biyokimyasal siiregleri igerir (Santagostino,
Assenmacher, Tarrant, Adedeji, & Radaelli, 2021).

Fas ve TNF reseptorlerinin ligandlartyla etkilesimi, nekrozu
indiikleyen kritik mekanizmalardan biridir. Hiicresel stres veya dis
sinyaller, Fas ve TNF reseptorlerinin aktivasyonunu tetikler. Bu
reseptorlerin aktivasyonu, RIP1'in aktivasyonuna yol acar (Festjens,
Vanden Berghe, Cornelis, & Vandenabeele, 2007; Kung et al.,
2011). RIP1'in aktivasyonu, TNF reseptor-iliskili 6lim domeni
(TRADD), NADPH oksidaz diizenleyici 1 (NOXO1) ve Rocl ile bir
kompleks olusturur (Ju, Park, Shen, & Hur, 2022). Bu kompleks,
NADPH oksidaz (NOX) aktivasyonunu artirarak siiperoksit
tiretimini saglar. NOX tarafindan {iretilen siiperoksit radikali ve
hidrojen peroksit, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina neden
olur, bu da hiicresel yapilar1 oksidatif strese maruz birakarak hasar
olusturur (Y. S. Kim, Morgan, Choksi, & Liu, 2007). Sonug olarak,
Fas ve TNF reseptorlerinin aktivasyonu ve RIPL'in etkisiyle,
hiicresel nekroz indirekt olarak indiiklenebilir.

RIP1 ve RIP3 aktivasyonu ise direkt nekrozom kompleksi
olusturarak nekrozu indiikleyebilir. Fas ve TNF reseptorlerinin
aktivasyonu veya stres yanitlari, RIP1 ve RIP3'iin aktivasyonunu
saglar. Bu proteinlerin fosforile edilmis aktif formlarini iceren
kompleks ile nekrozom olusur (Galluzzi, Kepp, Trojel-Hansen, &
Kroemer, 2012; Kung et al., 2011). Nekrozom, hiicre iginde ti¢ temel
mekanizmay1 etkileyebilir: Glikojenoliz, glutaminoliz ve TCA

Dongiisii. Nekrozom, glikojen fosforilaz (PYGL) aktivitesini
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artirarak glikojenolizi uyarabilir, glutamat amonyak ligaz (GLUL)
ve glutamat dehidrogenaz (GLUD1) aktivitelerini artirarak
glutaminolizi tesvik edebilir (Zhang et al., 2009). Bu katabolik
stireglerin artisi, TCA dongiisti (trikarboksilik asit dongiisii) igin
substrat saglar. TCA dongiisiiniin ve oksidatif fosforilasyonun
artmasi, mitokondriyal kompleks I ve Ill'ten ROS iiretimini artirir
(Lin et al., 2004; Zhang et al., 2009). Mitokondriyal ve sitozolik
ROS artis1, hiicrede nekrozun gergeklesmesini saglayan asagi akis
olaylarim tetikler.

Poli(ADP-riboz) Polimeraz (PARP) asir1 aktivasyonu da
nekrozu tetikleyen yollardan biridir (Kraus, 2008). ROS iiretimi,
alkilleyici ajanlar ve mitokondriden salinan apoptoz indiikleyici
faktor (AIF), DNA'ya zarar vererek PARP-1'i asir1 aktive edebilir
(Agarwal et al., 2009; Kung et al., 2011). PARP, DNA tamirinden
sorumlu niikleer bir enzimdir. PARP’in asir1 aktivasyonu, asiri
NAD* tiiketimine ve ATP seviyelerinin tiikenmesine yol agar
(Bogan & Brenner, 2008). ATP noksanligi, iyon pompalarinin
islevsiz hale gelmesine neden olur, bu da hiicrede siv1 birikimine ve
organellerin sigsmesine yol acar. Plazma membraninin biitiinligi
bozulur ve osmotik basing nedeniyle hiicre patlar. Makrofajlar,
nekrotik hiicreyi fagosite eder (Dias & Nylandsted, 2021;
Kushnareva & Newmeyer, 2010).

Bu molekiiler yollarin her biri, hiicresel nekrozun
indiiksiyonunda anahtar rol oynar. Bu siiregler, hiicresel enerji
dengesi, oksidatif stres, iyon dengesi, membran biitiinligii ve DNA
hasar1 gibi temel hiicresel islevlerin bozulmasiyla iligkilidir.
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4. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢indeki atik maddelerin yok edilmesini ve
geri doniistiiriilmesini ifade eden bir siirectir. Hiicre, basta aglik
olmak tizere ¢esitli faktorlerin etkisiyle otofaji yolunu tercih edebilir
(Faruk, Ichimura, & Komatsu, 2021). Besin eksikligi ve biiyiime
faktorlerinin yetersizligi gibi hiicrelerin strese sebep oldugu
durumlarda otofaji hizli bir sekilde uyarilir. 14 saat gibi uzun siireli
devam eden aglik, viicudun glikojen depolarini tiikketir (He et al.,
2018). Bu siirenin ardindan, viicut yag yakma moduna geger ve
hiicresel aclik meydana geldiginde otofaji aktive olur (Scott,
Schuldiner, & Neufeld, 2004). Bu durumda, hiicreler boliinme
periyodunu durdurarak onarim ve temizlenme evresine gecerler.
Ancak, 14 saatlik aglik siiresine ulagilmadiginda, hiicreler boliinme
periyodunda kalmaya devam eder ve bu durum kanser gibi
hastaliklarin gelismesine zemin hazirlayabilir (White, Mehnert, &
Chan, 2015).

Calismalarin biiyiik bir kismi, uzun siireli aglik tarafindan
tetiklenen otofajinin hiicre sagkalimindaki roliine odaklanmuistir.
Ancak otofaji, apoptoz, nekroz ve diger hiicre 6liim yollari gibi 6liim
stiregleriyle de yakindan iligkilidir (Galluzzi et al., 2018). Ayrica,
otofaji sadece aglikla degil, ayn1 zamanda egzersiz, oksidatif stres ve
belirli farmakolojik ajanlar tarafindan da aktive edilebilir (Ortega et
al., 2024). Otofaji siiresi ve etkileri kisisel metabolik hiz, genetik
faktorler ve genel saglik durumu gibi bir¢ok degiskene bagli olarak
da farklilik gosterebilir (K. Park & Lee, 2022). Bu nedenle,
otofajinin etkilendigi faktorler ve otofajik hiicre oliimii daha fazla
arastirmay1 gerektirmektedir.
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Otofaji tetiklendiginde viicutta c¢esitli onemli biyolojik
stiregler gergeklesir. Bunlardan en 6nemlileri yanlis katlanmis veya
kiimelenmis  proteinlerin  temizlenmesi, 6lmiis  hiicrelerin
uzaklastirilmasi, hasarli organellerin  temizlenmesi, enfekte
hiicrelerin sindirilmesi ve hiicresel anti-aging mekanizmalarinin
devreye girmesidir (Gomez-Virgilio et al., 2022). Viicudumuzda
yanlis katlanmig veya kiimelenmis proteinler, amiloid protein grubu
olarak adlandirilir ve dejeneratif hastaliklarda énemli bir rol oynar.
Ozellikle Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda,
noronlar i¢in toksik olan bu proteinler birikerek amiloid plaklar ve
Lewy cisimcikleri olusturur (Khanam, Ali, Asif, & Shamsuzzaman,
2016). Otofaji aktive oldugunda, bu yanlis katlanmig proteinler
hiicrelerden temizlenir. Otofagozomlar tarafindan lizozomlara
tasinan bu proteinler, burada parcalanarak agiga ¢ikan amino asitler
ile yeni proteinler sentezlenir (Liu, Yao, Yang, Liu, & Wang, 2023).
Bu siirec, hiicrelerin kendini yenilemesini ve tamir etmesini saglar.
Ayrica, otofaji hiicrelerdeki hasarli organellerin temizlenmesini de
gergeklestirir. Mitokondri gibi enerji tiretiminde kritik rol oynayan
organellerin hasar gormesi durumunda, otofaji bu organelleri
pargalar ve yeni, islevsel organellerin olusumunu tesvik eder (R.
Wang & Wang, 2019).

Ek olarak, otofaji hiicre igine giren patojenleri yok eder ve
boylece enfeksiyonun yayilmasini engeller. Bu siireg, hiicre igi
patojenlerin ortadan kaldirilmasinda ve bagisiklik sisteminin
desteklenmesinde hayati bir rol oynar (Pang, Wu, Tang, Wang, &
Wei, 2022). Hiicresel atiklar ve kalintilar temizlenerek gevre
dokularin sagligi korunur ve inflamasyon azaltilir (Randow & Munz,
2012). Bu mekanizmalarin bir araya gelmesi, otofajiyi hiicresel
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homeostazin siirdiiriilmesinde ve ¢esitli patolojik durumlarin
onlenmesinde kritik bir yenilenme ve hiicre 6lim siireci haline
getirir,

4.1. Otofajinin Diizenlenmesi

Otofaji, hiicresel sinyal yolaklar tarafindan siki bir sekilde
diizenlenen karmasik ve ¢ift yonlii bir siiregtir. Otofaji, hem hayatta
kalma hem de hiicre 6liimii siireglerini destekleyebilir, bu yoniiyle
apoptoz ve nekrozdan farkli bir mekanizma izler (Fuchs & Steller,
2015). Stres kosullari, 6rnegin aclik veya hipoksi altinda, hiicresel
bilesenlerin lizozomal yikimi, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli
enerji ve yapi taslarin1 saglar. Ancak, otofaji hiicreyi canli tutmakta
basarisiz olursa, programlanmis hiicre 6liimii siirecini tetikleyebilir
(Galluzzi et al, 2018). Otofaji, hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesinde kritik bir rol oynadig: i¢in, fizyolojik kosullarn
yani sira birgok patolojik durumla da giiclii bir sekilde iligkilidir.
Bozulmus otofaji  akisi, kanser, yaslanma, metabolik,
kardiyovaskiiler, pulmoner, enfeksiyon ve norodejeneratif
hastaliklar gibi gesitli patolojilerle baglantilidir (Giampieri et al.,
2019). Otofajinin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi, bu
hastaliklarin tedavisi igin biiyiik 6nem tasidigindan, otofajik akisin
netlestirilmesi iizerine yogun arastirmalar yapilmistir. Otofajinin
indiiksiyonu veya inhibisyonunun hedeflenmesinde 6zellikle ATG
proteinleri, mMTOR/AMPK yollari, PI3K kompleksi, ULK1
kompleksi, LC3 ve Bcl-2 proteinlerinin 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir (Dikic & Elazar, 2018; Galluzzi et al., 2018).
Otofajinin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasi, baslangigta APG
olarak bilinen ve mayada de novo otofagozom olusumunu saglayan
“otofaji ile iliskili proteinleri” kodlayan ATG genlerinin kesfi ile
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basglamigtir (Mizushima, Yoshimori, & Ohsumi, 2011). Daha
sonradan diger kompleksler ve tirozin kinazlarin da bu siiregte rol
oynadig1r kesfedilmistir, bu da otofajinin diizenlenmesinde ve
isleyisinde daha genis bir perspektif sunmustur (Ohsumi, 2006).
Otofaji mekanizmasinin 6ne ¢ikan karakteristik ozellikleri Tablo
3’te verilmistir.

Tablo 3: Otofaji mekanizmasinin karakteristik ozellikleri
Karakteristik | Otofaji
Ozellikler
Tetikleyici Besin kitlig:
Faktorler Enerji eksikligi
Oksidatif stres, hipoksi ve DNA hasari
Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi
Ilaglar ve kimyasallar
Biyokimyasal | ATP gerektirir
Ozellikler Enflamasyon goriilmez
Morfolojik Hiicre zarinin biitiinliigi korunur
Ozellikler Hiicre sitoplazmasinda otofagozomlar olusur
Otofagozomlar, hasarli organelleri ve proteinleri igerir.
Otofagozomlar, lizozomlarla birleserek otofagolizozomlari olusturur.
Stoplazmik icerik hidrolitik enzimlerle sindirilir
Hasarli mitokondriler, ER pargalar ve diger hiicresel yapilar
otofagozomlar tarafindan sarilir.
Saglam organeller korunur
Genel Hem hayatta kalma hem de 6liimii siire¢lerini destekler
Hiicresel Etki | Hiicresel enerji dengesi ve homeostazi korur
Hiicreyi canli tutmakta basarisiz oldugu durumlarda, hiicre Slimiini
tetikler
Hiicrelerin 6limi de tek tek gergeklesir.
Genetik ve ATG genleri
Molekiiler mTOR ve AMPK
Diizenleyiciler | Beclin-1
PI3K kompleksi
ULK1 kompleksi
Fizyolojik ve | Hiicresel temizlik Norodejeneratif hastaliklar Enfeksiyon kontroli
Patolojik
Rolleri
Metabolik Hiicresel enerji dengesi
Degisiklikler | Lipid ve protein dongiisii
Farmakolojik - .
Miidahaleler Rapamisin, Klorokin
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4.2. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji aktivasyonu, hiicresel homeostazi siirdiiren birbiriyle
yakindan iligkili birka¢ ardisik adimdan olusur. Bu asamalarda,
40'tan fazla otofaji ile iliskili genin (ATG) traskripsiyonunu
diizenleyen proteini ile mTOR, PI3K ve AMPK yollar1 gibi ¢esitli
proteinler ve kompleksler yer almaktadir (K. H. Kim & Lee, 2014).
Otofaji siireci, baslatma, niikleasyon, uzama, olgunlasma,
parcalanma ve geri doniisim asamalarin1 igeren otofagozom
olusumu ve ilerleme asamalarim1 kapsamaktadir (X. Li, He, & Ma,
2020).

Otofajinin baslatilma siireci, besin dalgalanmalari, hiicre igi
ve hiicre dis1 sinyaller, hipoksik kosullar ve cesitli
fosforilasyon/defosforilasyon olaylari tarafindan tetiklenir (Mazure
& Pouyssegur, 2010). Molekiiler agidan degerlendirildiginde, otofaji
aktivasyonu esas olarak besine duyarli kinazlar tarafindan
diizenlenir. Bu kinazlar, otofajinin baslica pozitif ve negatif
diizenleyicileri olan AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) ve
rapamisinin mekanistik (veya memeli) hedefi (mTOR) yoluyla
otofajiyi kontrol eder (Y. Wang et al., 2020). Besin seviyelerine
yanit veren mTORCL, biiyiime faktorlerinin yani sira 16sin, glutamin
ve arjinin gibi belirli amino asitlerin varligim algilayarak besin
maddelerinin bollugunu tespit eder ve otofajiyi baskilar (Gonzalez,
Hall, Lin, & Hardie, 2020). mTOR'un aksine, AMPK, glikoz aglig1
veya enerji stresinin neden oldugu ATP/AMP oranindaki diisiislere
yanit vererek otofajiyi tesvik eder (Y. Li & Chen, 2019). ATP
seviyeleri distiiginde ve AMP seviyeleri arttiginda, AMPK
aktivasyonu gergeklesir. Bu durum, hiicrede enerji stresi veya glikoz
eksikligi oldugunun gostergesidir (Garcia & Shaw, 2017). Aktive
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oldugunda, AMPK ¢ift yonlii bir rol oynar: Bir yandan, katabolik
yollart diizenleyen birgok transkripsiyon faktoriinii aktive ederek
ATP iiretimini tesvik eder, bu da glukoz metabolizmasi ve alimini
icerir. Diger Yyandan, anabolik yollar1 diizenleyen bir¢ok
transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini inhibe eder; bunlar arasinda
karbonhidrat, protein ve lipid biyosentezi bulunur ve bu da ATP
tiketimini azaltir (Garcia & Shaw, 2017; Y. Li & Chen, 2019).
Sonug olarak, AMPK hiicreyi enerji tasarrufu moduna sokar, hiicre
ici temizlik ve yenileme siireclerini tesvik eder ve bu da otofajiyi
aktive eder.

Otofajinin baslangicinda 6nemli bir rol oynayan protein
komplekslerinden biri, Unc-51 benzeri kinaz 1 (ULK1)-kompleksi
olarak bilinir. Besin eksikligi durumunda, ULK1 kompleksi, AMPK
tarafindan dogrudan veya dolayl1 olarak aktive edilir (Alers, Loffler,
Wesselborg, & Stork, 2012). Bu etki AMPK'nin iki ana
mekanizmastyla gerceklesir: Ilki, AMPK'nin serin kalintilarinin
fosforilasyonu yoluyla ULK1 kompleksini etkinlestirmesidir;
ikincisi ise, mTOR aktivitesinin inhibisyonu araciligiyla ULK1
kompleksinin aktivasyonunu saglamasidir (C. Wang et al., 2018).
ULK1 kompleksinin aktivasyonu, fosfatidilinositol 3-kinaz
(PIBKC3) kompleksinin de katilimiyla izole edici membranin
(fagofor) ¢ekirdeklenmesini uyarir. Bu siiregte FIP200, ATG13,
ATG101 ve Beclin-1i igeren PI3KC3 kompleksi, fagofor
olusumunu baglatir (Itakura, Kishi, Inoue, & Mizushima, 2008).
Anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 gibi) ise Beclin-1
ile etkilesimleri yoluyla otofajiyi bu kompleks iizerinden negatif
olarak diizenler (Pattingre et al., 2005).
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Aktive olan ULK1 kompleksi, PI3KC3 kompleksini aktive
ederek fagofor adi verilen ¢ift membranli yapilarin olusumunu
tetikler. Fagofor, gesitli ATG proteinlerinin yardimiyla genisleyerek
otofagozom adi verilen kapali bir cift zarli vezikiil haline gelir
(Suzuki et al., 2001). Otofagozomun kapanmasi, olgunlagmasi ve ek
otofaji faktorlerinin dahil olmasiyla iki ubikitin benzeri konjugasyon
sistemi bulunmaktadir: ATG12-ATG5 ve ATG8 (veya LC3)
(Suzuki, Noda, & Ohsumi, 2004). Otofagozomun olusumu sirasinda,
LC3-Il ve diger ATG proteinleri membrana katilarak bu yapinin
bliylimesini  saglar. LC3-ll, delipidasyona ugrayarak dis
otofagozomal membrana lokalize olur (Shen & Mizushima, 2014).
Olgun otofagozomlar, lizozomlarla birleserek otofagozom-lizozom
flizyonunu gerceklestirir ve otolizozomlar1 olusturur. Bu birlesme
stireci Rab7, HOPS kompleksi ve SNARE proteinleri tarafindan
diizenlenir (Kroemer, Marino, & Levine, 2010). Otofagozom-
lizozom fiizyonu sonucunda, lizozomal membranlar olgun
otofagozomlarin dis membrani ile kaynasir. Bu kaynasma ile
birlikte, hidrolitik enzimler otofagozom igerigini pargalayarak geri
doniistiiriir. Otozom igindeki lizozomal enzimler, otofajik igerikleri
pargalayarak amino asitler, lipidler ve diger molekiilleri serbest
birakir (Yim & Mizushima, 2020). Bu geri doniistiiriilen molekiiller,
hiicresel metabolizmaya tekrar kazandirilir ve hiicrenin enerji ve
yap1 taslari ihtiyacim karsilar. Boylece, otofaji siireci, hiicre igi
homeostazin korunmasina, hasarli veya gereksiz bilesenlerin
temizlenmesine ve hiicresel enerji dengesinin siirdiiriilmesine katki
saglar (Gomez-Virgilio et al., 2022).
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5. Sonug

Hiicre 6liimiine yol agan ii¢ ana mekanizma olan apoptoz,
nekroz ve otofajinin ¢esitli yonlerden birbiriyle iliskili oldugu
bilinmektedir. Bu ti¢ temel siirecin, hiicresel stres ve hasar
yanitlarinda veya toksik bilesenlerden arinmasini saglayarak
homeostazin korunmasinda Kritik rollere sahip oldugu literatiirde
belirtilmigtir (Nikoletopoulou et al., 2013). Bu siireglerin ikili gapraz
iliskileri, ortak diizenleyicileri ve ortak uyaranlari agisindan
degerlendirilmistir.  Apoptoz ve otofaji arasindaki iliski
incelendiginde, Bcl-2 ailesi proteinlerinin ve ER stresinin her iki
yolu da diizenledigi, enerji stresi durumlarinda her iki yolun da yanit
olusturabilecegi ve DNA hasarina yanit olarak p53'tin hem apoptozu
hem de otofajiyi tetikleyebilecegi bilinmektedir (Marino, Niso-
Santano, Baehrecke, & Kroemer, 2014). Apoptoz ve nekroz
arasindaki iliski, hiicresel enerji durumu ve TNF-a gibi 6lim
reseptorleri araciligiyla kurulmaktadir; bu reseptorlerin ligandlar
araciligiyla aktivasyonu apoptoz veya nekrozu indiikleyebilir.
Ayrica, kaspaz-8 aktivasyonu zit yonlii modiilatér olarak gorev
yaparak apoptozu aktive ederken nekroptosis'i inhibe eder (D'Arcy,
2019). Nekroz ve otofaji arasindaki iliski ise, oksidatif stres gibi
hiicresel stres faktorleri ve RIPK1/RIPK3 gibi molekiiller
araciligiyla belirlenir; bu faktorler, hiicrelerin hasarli bilesenleri
temizleme ve asir1 stres durumlarinda hiicre 6limiine yol agar
(Saleem, 2021).

Bu capraz iliskiler, farkli hiicre tiplerinde ve gesitli 6lim
tetikleyicilerine karst hiicresel 6lim yollarinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Patolojik durumlar, 6rnegin hastaliklar ve
enfeksiyonlar, hiicresel g¢evrenin dinamikleriyle birlikte hiicrenin
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verecegi yaniti sekillendirir. Bu nedenle, apoptoz, nekroz ve
otofajinin hiicresel stres ve hasar yanitlarini diizenlemedeki
etkilesimleri, terapdtik stratejilerin gelistirilmesinde biiyiik 6neme
sahiptir (P. Li et al., 2021; Saleem, 2021).
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Kisaltmalar

APAF-1: Apoptoz proteaz aktivasyon faktorii-1

ASK1: Apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1

AMPK: AMP ile aktive olan protein kinaz

ATG: Otofaji ile iliskili gen

ATF6: Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6
Bcl-xL:B hiicreli lenfoma-ekstra biiyiik protein

BcL-2: B hiicreli lenfoma 2

CAD: Kaspaz tarafindan aktive edilen DNaz

CHOP: Transkripsiyon faktér C/EBP homolog protein
GLUD: Glutamat dehidrogenaz

GLUL: Glutamat amonyak ligaz

JNK: c-Jun N-terminal kinase

IP3: Inozitol 1,4,5-trifosfat

IRE1: Inositol Gereksinimli Enzim 1

ER: Endoplazmik retikulum

DISC: Oliim indiikleyici sinyal kompleksi

LC3: Mikrotiibiil ile iliskili protein hafif zinciri 3
MOMP: Mitokondriyal dis membran permeabilizasyonuna
MTOR: Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi

NOX: NADPH oksidaz
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Kinaz

NOXO: NADPH oksidaz diizenleyici
PARP: Poli(ADP-riboz) Polimeraz
PERK:Protein Kinaz RNA-benzeri Endoplazmik Retikulum

PI3KC3: Fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi
PHO: Programlanmus hiicre &liimii

PYGL: Glikojen fosforilaz

RIP: Reseptor etkilesim proteini

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

TCA: Trikarboksilik asit

TRADD: TNF reseptor-iliskili 6liim domeni
ULK1: Unc-51 benzeri kinaz 1

UPR: Katlanmamig protein yaniti
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BOLUM 111

Role of Talinl And Kindlin Peptides In Integrin
Activation

Levent SARIYILDIZ!
Esma MENEVSE?

Introduction
The Structure of The Talin 1

The connecting of the cells to the extracellular matrix (ECM)
is a crucial cellular process for the development and responses of
multicellular organisms. Dysfunctions in this process have been
related to many human diseases, including cancer, stroke and
thrombosis (Berrier 2007, Hamidi 2018). Integrins are involved in
various processes including tissue repair, maintenance, and
formation. Cells are capable of detecting the integrity of the
extracellular matrix (ECM) through integrins (Edelman 1986,
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Mammoto 2010). Mechanical signals of the extracellular
microenvironment  regulate  cell  growth,  proliferation,
differentiation, and integrin activity (Orr 2006). Through integrins,
mechanical signals of the extracellular microenvironment can be
transmitted into the cell (Schwartz 2010). Integrins are glycoprotein
receptors that are composed of a- and p-heterodimers. They provide
a connection between ECM and intracellular actin cytoskeleton with
proteins such as talin-1 and vinculin (Horwitz 1986, Humphries
2007). Talin induced integrin binding to extracellular matrix ligands
(integrin activation) is a key step to trigger many fundamental
cellular processes, including cell adhesion, cell migration, and
spreading. it is widely known that talin uses its N-terminal head
domain (talin-H) to bind and activate integrin, one study found that
the large C-terminal rod domain of talin (talin-R) significantly
enhanced talin-H potency by dimerizing activated talin and bridging
with the integrin co-activator kindlin-2 via the adaptor protein
paxillin. These data provide valuable evidence for the underlying
pathway by which talin and kindlin work together to promote strong
integrin activation, cell adhesion, and signaling. Talin-1 activates
integrin by binding its cytoplasmic domain to the actin cytoskeleton.
This activation leads to forming focal adhesions FAs (Attia 2019).
FAs are formed by the assembly of intracellular proteins and serve
as connection points that sense the tension between the internal and
external environment of the cell (Schwartz 2008, Rao 2021). FAs
have been reported to cause dynamic changes in cell morphology
and function (Kang 2020, Rao 2021). Recent studies have shown that
Talin-1 is effective in mechanical properties and interaction
networks in cellular mechanotransduction. Talin-1 is the human
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protein that is expressed by the TLN1 gene (Gilmore 1995, Ben
Yosef 1999). Human talin-1 has a molecular weight of 270.0 kDa
and 2541 amino acids. Talin is a three-domain cytoskeleton protein
that contains an N-terminal FERM-like head domain (talin-H, 1-
405), a linker (406-485) and the C-terminal rod domain (talin-R,
486-2541) (Ben- Yosef ,1999).
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Figure 1: Talin domain organization
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Figure 2: Integrin activation by Kindlin and Talin-1

Talin-H, which is compose of less than 20% of the molecule,
contains four subdomains, FO, F1, F2 and F3, while the large talin-
R can be subdivided into 13 helical bundle subdomains (R1- R13)
followed by a C-terminal dimerization domain (DD). N-terminal
domain of Talin-1 is ~50 kDa and is like members of the ERM
protein family, which possess a globular FERM domain (residues
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86-400) that binds the actin cytoskeleton to adhesion proteins
(Hamada 2000, Critchley 2009). The N-terminal segment of talin-1
also binds, in addition to F-actin (Hemmings 1996) layilin
(Borowsky 1998), B1- and PB3-integrin (Patil 1999, Calderwood
1999, Calderwood 2002) and focal adhesion kinase (Chen 1995,
Zheng 1998). The N-terminal part of talin-1 also binds to acidic
phospholipids for insertion into lipid bilayers (Goldmann 1992,
Dietrich 1993). The rod region, which is over 200 kDa, is highly
flexible and contains several important binding sites. These include
a conserved actin-binding site, three vinculin binding sites (Gilmore
1993, Bass 1999), and an integrin binding site known as IBS2 (Moes
2007, Rodius 2008). The head and stick regions are bound by an
unstructured binding site (residues 401-481), which hosts multiple
phosphorylation sites as well as protease cleavage (Rees 1990,
Ratnikov 2005). Talin-1 can homodimerise in an antiparallel
manner. However, talin-1 and the tightly related talin-2 cannot form
heterodimers (Praekelt 2012). The unique conformation of talin-1
allows it to function as a 'spring' and unfold into a linear rod shape
of 60-100 nm (Liu 2015). This conformational change is responsible
for binding to various FA components, including actin and vinculin.
Based on its unique structure, Talin-1 can sense and respond to
mechanical signals from the matrix and transmit mechanical forces
to surrounding cells (Goult 2018). It can also convert matrix forces
into intracellular biochemical signals and thus regulate nuclear
transcription (Elosegui 2016, Elosegui 2017). Inhibition of Talin 1
is crucial for cell function and development, and its disruption has
been reported to contribute greatly to the migration of metastatic
cancer cells (Desiniotis 2011, Haining 2016). The active form of
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Talin-1 has been well characterized; however, its inhibited form has
not been extensively studied.

Function Of Talin-1 In Mechanotransduction

All living cells are continuously exposed to various
mechanical signals from surrounding cells or ECM
mechanotransduction is a process that helps cells adapt to changes
in the microenvironment by converting physical signals into
biological signals (Martino 2018). Several intracellular molecules
defined as mechanosensory which respond to mechanical stress,
including talin-1 and vinculin, have been discovered.
Conformational changes of mechanosensory in response to
mechanical stress can alter their binding partners and thus reveal new
potential binding sites. This change of binding partners is the key to
converting mechanical signals into intracellular biochemical signals
(Wang 2019). Talin-1 and vinculin are mechanosensitive cellular
proteins that can fold and unfold through mechanical forces (Yao
2014). This unfolding disrupts the tertiary structure of the protein,
revealing cryptic sites for various ligand binding, molecule
activation, or domain cleavage by proteases (Kerstein 2015). The
Talin-1 head domain binds to integrin's cytosolic tail, which binds to
actin, thus linking integrins to the cytoskeleton (Calderwood 1999).
In this form of binding, Talin-1 can participate both ‘inside-out' and
‘outside-in" signal transduction, by transferring externally
mechanical forces or by cytoskeletal contraction. (Austen 2015).

Upon stimulation, talin is recruited to the membrane and
activated by phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate (PIP2) which is
locally enriched by PIPKIy, a PIP2- producing kinase recruited by

talin (Ling 2002, Dedden 2019, Zhu 2017, Lagarrigue 2020). Talin
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activation enables the binding of talin-H to integrin-f CT (which
disrupts the integrin-o/p CT association and triggers conformational
activation of the receptor (Kim 2003).

Talin-1 controls integrin activation by binding to the
cytoplasmic tail of integrin B subunits and links the integrin  subunit
to actin bundles via its c-terminal rod (Calderwood 2013). The
bridging position of the Talin-1 molecule causes it to unfold and
stretch due to actomyosin contraction, and these conformational
changes affect its affinity and interaction with binding partners
(Karthik 2014). Talin-1 is required for the initial weak connection
between small integrin clusters and the cytoskeleton (Jiang 2003)
and the strengthening of integrin connections to the cytoskeleton in
case of the crossing the cells to mechanical forces. This evidence
also suggests the role of Talin-1 in FA formation (Giannone 2003,
Wozniak 2004). Thus, like the activation and inactivation of
integrins, activation and inhibition of Talin-1 have been reported to
play an important role in the regulation of FA dynamics and
transmission of mechanical signals. In a previous study, it was
reported that in migrating cells, integrins reassemble FAs polarized
towards the leading edge and PIPKIy, together with Talin-1 and
FAK, regulates FA assembly polarization caused by endocytosed
integrin activation (Nader 2016).

Integrin Activation By Kindlin And Talin-1.

In recent years, Kindlin, a FERM domain-containing protein
that may play an important role in integrin activation, has attracted
increasing interest (Karakose 2010)
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An extensive search for regulators of integrin activation has
resulted in the recognition of kindlins, a subclass of FERM domain
proteins (FERMTS) consisting of kindlin 1,2 and 3 kindlins that have
been demonstrated to attach to integrin-B CT and enhance talin-H-
mediated integrin activation (Moser 2009, Plow 2009, Zhu 2021).
Kindlin can somehow enhance talin-H-mediated integrin binding to
multivalent but non-monomeric ligands (Ye 2013).

The Kindlin family comprises three different members,
Kindlin-1, Kindlin-2 and Kindlin-3. The cooperative interaction of
talin-1 and Kindlin leads to the stable active conformation of integrin
and promotes binding and clustering of ligands (Zhu 2021). FAK is
expressed throughout the human body and is a 125 kDa non-receptor
tyrosine kinase involved in signaling through adhesions to modulate
various biological cellular functions, including cell migration,
survival, and invasion of cancer cells (Lipinski 2010.Sulzmaier
2014). FAK has been reported to function as an adaptor protein by
utilizing its multiple domains, including the FERM domain (Frame
2010). It is involved in the binding and recruitment of various
proteins into larger protein complexes (Dawson 2021). There are
multiple pathways associated with FAK activation, including
bioactive lipids, growth factors, and mitogenic neuropeptides
(Lipinski 2010). In human cancers, Rho-GTPase activity is
frequently altered and may have an impact on tumor invasiveness
and growth (Shai 2002, Del Pulgar 2005). It has been suggested that
in an active state, Rho proteins can activate various effector
molecules, including phospholipases, lipids and protein kinases
(Jaffe 2005).
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Conclusions And Future Perspectives

As a major integrin-activating and mechanosensory protein,
Talin-1 is important for a variety of cellular events as well as FA
assembly. Talin-1 itself is a protein with an extensive network of
interactions, its interactions with vinculin, dLcl1, Rapl and RIAM,
paxillin, and FAK subsequently affect multiple signaling pathways
within the cell. The function of Talin-1 in cancerous phenotypes is
not limited to its effect on adhesion and motility. Rather, it also
depends on downstream signaling, as highlighted by Talin-1
overexpression in non-adherent cells. The role of Talin-1 has been
studied in the oral squamous cell, colon and prostate carcinoma (Lai
2011, Bostanci 2014). Studies have revealed that Talin-1 can be used
as a biomarker for HCC (Hepatocellular carcinoma) infiltration and
metastasis (Fang 2014). Furthermore, co-localization of Talin-1 and
Vinculin was found in Ebola virus-infected liver (Liu 2020). In the
process of HBV-induced liver fibrosis, an increase in PIP2 levels
increases the risk of liver fibrosis, and also HBV X protein (HBx)
may mediate the reduction of Talin-1 protein monomer levels (Van
de Klundert 2016, Murata 2020). However, at least to our
knowledge, no evidence for a regulatory role of Talin-1 in liver
pathophysiological processes has yet been reported. Although Talin-
1 has been found to promote tumor formation, migration, and
metastasis in liver cancer and colon cancer, the role of Talin-1
remains controversial, especially in HCC. Although, to our
knowledge, there is no evidence to date for a direct regulatory role
of Talin-1 in pathogenesis, understanding the network of interactions
in cellular mechanotransduction is of great importance for disease
diagnosis and prevention (Ji 2019, Aboelfotoh 2020, Azizi 2021).
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Note: Figure 1 and 2 was created using the Biorender drawing
programme.
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