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Hiicrenin temel iglevlerine

iliskin mekanizmalarin ¢6ziilmesini
saglayan bilimsel ¢alismalarin
Fizyoloji veya Tip dalinda Nobel Odiilii
getirdigine siklikla sahit oluyoruz.

Bu yilki Nobel Fizyoloji veya Tip

(diili‘ne de yine 6nemli bir hiicresel islevin,
otofajinin isleyisinin ayrintihi olarak

ortaya ¢ikarilmasina yonelik

yaptig1 biiyiik katkilardan dolay:

Yoshinori Ohsumi adl bilim insan1

layik goriildii.

Nobel Fizyoloji veya

Tip Odiilii

Otofaji Arastirmalarinin
Pirine:

Yoshinori
Ohsumi



hsumi hiicrenin bilesenlerinin
pargalanmasini ve geri donis-
tiiriilmesini saglayan temel bir

slire¢ olan otofajinin isleyis mekanizma-
larin1 kesfetti ve aydinlatti. Otofaji (Ingi-
lizce autophagy) sozctgii “kendi” anlami-

na gelen Yunanca auto- 6n ekinden ve ye-
mek anlamina gelen yine Yunanca phage-
in sozciiginden geliyor. Dolayistyla oto-
fajinin kelime anlami “kendi kendini ye-
mek” demek. Bu kavram ilk kez 1960’h
yillarda aragtirmacilarin hiicrenin kendi
bilesenlerini zarlarla ¢evreleyip kese ben-
zeri yapilar olusturduguna ve daha sonra
bunlar1 lizozom adli geri déniisiim biri-
mine tasidigina iliskin gozlemler yapma-
s1 sonucunda ortaya ¢ikti. Olgunun aras-
tirllmasindaki zorluklardan dolay1 ko-
nuyla ilgili bilgiler uzun stire kisitl kaldi.

Bilim ve Teknik Kasim 2016

Ta ki Yoshinori Ohsumi 1990’larin basin-
da bir dizi ddhiyane deneyle ekmek maya-
sinda otofaji igin gerekli temel genleri or-
taya c¢ikarana kadar. Ohsumi daha sonra
mayada otofajinin igleyis mekanizmalarini
aydinlatan ve benzer gelismis bir sistemin
insan hiicrelerinde de bulundugunu goste-
ren ¢alismalar yapti.

Ohsumi’nin kesifleri hiicrenin bilesen-
lerini nasil geri donistirdigiine iliskin
anlayigimizda bir paradigma degisimine
neden oldu. Yaptig1 kesifler otofajinin agli-
ga uyum saglama ve enfeksiyonlara verilen
tepki gibi pek ¢ok fizyolojik siirecteki ha-
yati 6neminin anlagilmasmnin yolunu agti.
Otofaji genlerindeki mutasyonlar hastaliga
yol agabiliyor. Otofajik stireclerin kanser
ve norolojik hastaliklar gibi pek ¢ok saglik
sorunuyla iligkili oldugu biliniyor.
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Sekil 1:

Hiicrelerimizde birbirinden farkl,
ozellesmis bolmeler bulunur.
Lizozomlar bu bélmelerden biridir
ve hiicre bilegenlerinin sindirimi iin
gerekli enzimler icerirler.
1960'larda yapilan gozlemlerde
otofagozom adi verilen

yeni bir kesecik tipi kesfedilmisti.
Otofagozom olusurken

hiicresel bilegenleri, 6rnegin

zarar gormilg proteinleri icine aliyor.
Sonunda lizozomla birlegiyor ve
otofagozomun icindeki atik

hiicre bilegenleri burada

daha kiiciik parcalara ayriliyor.

Bu siireg hiicreye beslenme

ve yenilenme igin

gereKli yapi taglarini sagliyor.
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Tiim Canli Hiicrelerdeki Temel Bir iglev:
Yikim

1950’lerin ortalarinda arastirmacilar hiicrede-
ki 6zellesmis bolmeler olan organellerin proteinleri,
karbonhidratlar1 ve yaglar: sindiren enzimler igeren
yeni bir ¢esidini gozlemledi. Lizozom adi verilen bu
organel, hiicre bilegenlerinin yikilmasi yani parcala-
narak yapi tas1 molekiillerine ayrilmasi i¢in bir atol-
ye islevi goriiyor. Belcikali bilim insani Christian de
Duve lizozomu kesfinden dolay1 1974’te Nobel Fiz-
yoloji veya Tip Odiilii aldi. 1960’larda yapilan yeni
gozlemler hiicre igeriginin biiyiik kisimlarinin, hatta
biitiin haldeki organellerin zaman zaman lizozomun
i¢inde bulunabildigini gosterdi. Goriiniise gore hiic-
renin biiyiik yiikleri lizozoma tagimak igin bir strate-
jisi vardi. Sonraki biyokimyasal ve mikroskobik in-
celemeler hiicredeki birtakim yiikleri yikilmak tizere
lizozoma tastyan yeni bir kesecik tipi oldugunu or-
taya koydu (§ekil 1). Lizozomun kasifi Christian de
Duve bu siireci tasvir etmek i¢in “kendi kendini ye-
me” anlamindaki otofaji terimini kulland1. Yeni ke-
seciklere ise otofagozom adi verildi.

1970’lerde ve 1980’lerde arastirmacilar proteinle-
rin ytkiminda kullanilan “proteazom” adli bagka bir
sistemi aydinlatmaya odaklandi. Bu alanda ¢aligan
Aaron Ciechanover, Avram Herhsko ve Irwin Ro-
se ubikuitinle yonlendirilen protein yikimini kegifle-
rinden dolay1 2004’te Nobel Kimya Odiili’nii kazan-
di. Proteazom, proteinleri etkin bir bigimde tek tek
parcalayan bir sistem, ancak bu mekanizma hiicre-
nin daha biiyiik protein komplekslerini ve yipranmig
organelleri nasil parcaladigini agiklamiyordu. Aca-
ba otofaji bunun cevab olabilir miydi ve eger dyleyse
bunun altindaki mekanizmalar neydi?

Cigir Acia Bir Deney

Yoshinori Ohsumi ¢esitli aragtirma alanlarin-
da etkinlik gostermisti, ancak 1988'de kendi labo-
ratuvarini kurdugunda ¢aligmalarini vakuol i¢in-
deki protein yikimi iizerine yogunlastirdi. Vaku-
ol insan hiicrelerindeki lizozomun maya hiicrele-
rindeki karsilig1 olan organel. Maya hiicreleri, tize-
rinde ¢alisiimasi daha kolay oldugu i¢in siklikla in-
san hiicreleri yerine model olarak kullaniliyor. Ma-
ya hiicreleri 6zellikle karmagik hiicresel yolaklar-
daki (belirli bir islevi gerceklestiren biyokimya-
sal olaylar silsilesi) genlerin belirlenmesinde fay-
dali oluyor. Ancak Ohsumi’nin 6niinde 6nemli bir
zorluk vardi; maya hiicreleri kiictiktii ve i¢ yapila-
r1 mikroskop altinda ayirt edilemiyordu, dolay1-
siyla Ohsumi otofajinin bu canlida var oldugun-
dan bile emin olamiyordu. Ohsumi, otofaji siireci
etkinken vakuoldeki yikim stirecini sekteye ugrat-
may1 basarirsa otofagozomlarin vakuol iginde biri-
kip mikroskop altinda goriiniir hale gelecegini dii-
stindii. Bunun i¢in de vakuole ait yikim enzimle-
rinden yoksun mutant (mutasyon gecirmis) maya
hiicrelerini kiiltiir ortaminda bilyiitiip sonra da ag
birakarak bu hiicrelerde otofaji siirecini tetikledi.
Sonuglar carpicrydi! Saatler icinde vakuoller par-
¢alanmamus kiigiik keseciklerle dolmustu (Sekil 2).
Bu kesecikler otofagozomlard: ve Ohsuminin de-
neyi otofajinin maya hiicrelerinde de gergekles-
tigini kanitlamigti. Ancak daha da 6nemlisi artik
Ohsumi’nin elinde otofaji siirecinde rolii olan gen-
leri belirlemek ve tanimlamak i¢in yeni bir yéntem
vard1. Bu ¢181r acic1 bir gelismeydi ve Ohsumi elde
ettigi sonuglar: 1992'de yayimladi.

Lizozom

Otofagozom
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Otofaji Genleri
Tanimlaniyor

Ohsumi artik a¢ birakildiklarinda
vakuollerinde otofagozomlar biriken,
genetik degisiklige ugratilmis maya
soylarinin avantajini kullanmaya bas-
lamust1. Otofaji i¢in 6nemli olan gen-
ler etkisizlestirildiginde bu birikimin
gerceklesmemesi  gerekiyordu. Oh-
sumi maya hiicrelerini pek ¢cok gen-
de rastgele mutasyonlar olusturan bir
kimyasal maddeye maruz birakt1 ve
sonra da bu hiicrelerde otofajiyi te-
tikledi. Stratejisi ise yaramist1! Maya-
da otofaji oldugunu géstermesinden
sonraki bir yil i¢inde otofaji i¢in ge-
rekli ilk genleri kesfetti. Daha sonra
yaptig1 bir dizi muhtesem ¢alismada
bu genlerin kodladig proteinleri is-
levsel olarak tanimladi. Sonuglar oto-
fajinin bir olaylar silsilesi tarafindan
kontrol edildigini gosteriyordu. Bu
silsilede cesitli proteinlerin ve protein
komplekslerinin her biri otofagozom
baglangicinin ve olusumunun belir-
gin bir asamasini diizenliyordu (Sekil
3). Ohsumi kilit onem tasiyan otofaji
genlerinin kodladig: proteinleri ince-
ledi. Stres sinyallerinin otofajiyi nasil
basglattigini ve proteinlerin ve protein
komplekslerinin otofagozom olusu-
munun belirgin asamalarini yonlen-
dirme mekanizmasini ayrmtilariyla
ortaya koydu.
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Kontrol A¢ birakilan
Vakuol Otofagozom

Ohsumi Otofaji Genlerini Kesfediyor

1990'larin basinda o zaman Tok-
yo Universitesi'nde yardimci do-
gent olan Yoshinori Ohsumi to-
murcuklanan bir maya tiri olan
Saccharomyces cerevisae'yi mo-
del organizma olarak kullanip
otofaji slrecini arastirmaya ka-
rar verdi. Uzerinde yogunlastigi
ilk soru otofajinin ¢ok huicreli bu
canlida var olup olmadigiydi. Ma-
yadaki vakuol memelilerdeki lizo-
zomun karsiigiydi. Ohsumi eger
mayada otofaji varsa vakuol en-
zimlerinin engellenmesinin, va-
kuol tarafindan yutulmus olan
sitoplazma bilesenlerinin vaku-
ol icinde birikmesine yol acacad
yonuinde bir mantik ydrittl. Bu
hipotezini sinamak icin de vakuol
proteazlarindan (protein parcala-
yicl enzim) proteinaz A, proteinaz
B ve karboksi-peptidazdan yok-
sun mutant maya soylari gelistir-
di. Genetigi degistiriimis bu ma-
yalar besince fakir ortamda buiyi-
tuldugiinde otofajik cisimciklerin
vakuolde biriktigini ve mikroskop
altinda gézlemlenebilen anormal
buyuklikte vakuoller olustugu-
nu gordu. Boylece Ohsumi oto-
fajinin baslamasini kontrol eden
genleri kesfederken kullanabi-
lecegi essiz bir fenotip (belirli bir
genotip yani genetik 6zellik so-
nucunda goriilen somut ozel-
lik) elde etmis oldu. Vakuol pro-

teazlarindan yoksun maya hiic-
relerinde rastgele mutasyonlar
olusturdu ve vakuol icinde oto-
fajik cisimcikler biriktiremeyen ilk
mutant maya hiicresini elde etti.
Bu hiicrede mutasyona ugramis
olan gene otofaji 1 (APGT) adini
verdi. Daha sonra APGT mutan-
tinin azotga fakir ortamda yaba-
ni tip maya hucrelerine gore da-
ha kisa stirede 6ldugiini gozlem-
ledi. ikinci bir tarama icin bu yeni
fenotipteki mayalari kullandi ve
75 cekinik mutasyon daha kesfet-
ti. Bu mutasyonlar farkh tamam-
layici gruplar altinda toplaniyor-
du. (Eger fark mutasyonlar ayni
gende yer aliyorsa, bu iki mutas-
yona sahip bireylerin ciftlesme-
si sonucunda olusan bireyde ge-
nin saglam kopyayla tamamlan-
masi mimkin olmadigindan, bu
iki mutant genin ayni tamamlayi-
cl gruba dahil oldugu kabul edi-
lir. Dolayisiyla her bir tamamlayici
grup bir geni temsil eder.) Ohsu-
mi 1993'te FEBS Letters'da yayim-
ladigi makaleyle 6karyotik hiic-
relerde otofajinin etkinlesmesi
icin hayati onem tasiyan 15 gen
kesfettigini duyurdu. Bu genleri
APG1-15 seklinde adlandirdi. Da-
ha sonra yeni otofaji genleri belir-
lendikce ATG kisaltmasinin kulla-
nildigi daha standart bir isimlen-
dirme sistemi benimsendi.

15gen

Sekil 2:

Mayada (solda) bulunan vakuol

adli biiyiik bolme memeli hiicrelerindeki
lizozoma kargilik gelir. Ohsumi yikim igin
gerekli vakuol enzimlerinden yoksun
mutant maya hiicreleri olusturdu.

Bu maya hiicreleri ac kaldiginda otofagozomlar
hizla vakuol iginde birikir (ortada).
Ohsumi'nin deneyi otofajinin mayada da
gerceklestigini kanitlad.

Sonraki adimda Ohsumi mutant mayay!
(sagda) inceleyerek otofaji siireci icin hayati
onem tagiyan 15 geni belirledi.
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Memeli bobrek hiicresindeki lizozomlarin renklendirilmis gegirimli elektron mikroskopu (TEM) goriintiisii. ee o oo o
Lizozomlar (mavi) sindirim enzimleri icerir. Burada lizozomlar atik hiicre organellerini ya da hiicredeki hasar gormiis otOfaj inin Fa rkl | Tu rlerl

molekiilleri (yesil/mor) sindiriyor. Sindirim iriinleri lizozom zarindan gegerek sitoplazmaya (pudra rengi) dagiliyor.

Ohsumi’nin temel buluslarindan sonra artik parga-
lanmak Uzere tasinan yiike bagl olarak otofajinin
farkli alt tiirleri oldugu goruliyor. Otofajinin en kap-
samli olarak incelenmis tlrl olan makrootofaji si-
toplazmanin biyuk kisimlarinin ve hiicresel orga-
nellerin parcalanmasinda rol oynuyor. Segici olma-
yan otofaji stirekli gerceklesiyor ve aclik gibi stres
durumlarinda etkin bicimde tetikleniyor. Bunun di-
sinda belirli hedeflere -protein birikintilerine, sitop-
lazmik organellere ve istilaci viriis ve bakterilere- yo-
nelik segici otofajide, bu hedefleri taniyan ve bunla-
rn otofagozom zarindaki 6zel bir proteine yonlendi-
ren belirli adaptorler rol aliyor. Lizozom zarinin ice-
ri kivrilmasiyla sitoplazmik malzemelerin dogru-

dan yutulmasi seklindeki mikrootofaji ile saperon-

la yonlendirilen otofaji (CMA), otofajinin diger alt
turleri arasinda. CMAda 6zel taninma sinyalleri tasi-
yan proteinler bir saperon kompleksine baglanarak
dogrudan lizozoma tasiniyor.

Stres sinyali

Diizenleyici kompleks PIK3 kompleksi Konjugasyon silsilesi Uzama

@® Nobelprize.org

Sekil 3:

Ohsumi kilit 5nem tasiyan otofaji genlerinin kodladigi proteinleri inceledi. Hiicrelerimizdeki Hayati Bir
Stres sinyallerinin otofajiyi nasil baglattigini ve proteinlerin ve protein . e
komplekslerinin otofagozom olusumunun belirgin asamalarini yonlendirme Mekan|zma: 0t0faj|

mekanizmasini ayrintilariyla ortaya koydu.

Mayada otofajinin isleyis mekanizmasinin belir-
lenmesinden sonra geride 6nemli bir soru kalmisti.
Diger canlilarda da bu siireci benzer bir mekanizma
mu kontrol ediyordu? Kisa siire i¢inde neredeyse ayni
mekanizmalarin insan hiicrelerinde de islev gordiigi
ag1ga cikti. Insanlarda otofajinin 6nemini aragtirmak
i¢in gerekli araglar artik mevcuttu.
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Sekil 4:

Hastalikta ve saglikta otofaji.

Otofaji embriyo gelisimi ve hiicre baskalasimi, agliga ve baska stres durumlarina uyum saglama gibi fizyolojik siireglerin yani sira
ndrodejeneratif hastaliklar, kanser ve enfeksiyonlar gibi cesitli patolojik durumlarla iliskili.

Ohsumi ve onun izinden giden arastirmacilar
sayesinde bugiin, otofajinin hiicresel bilesenlerin
yikima ugratilip geri doniistiiriilmesini gerektiren
tizyolojik islevleri kontrol ettigini biliyoruz. Oto-
faji hiicresel bilesenlerin yenilenmesi icin gerekli
enerjinin ve yapi taglarmin hizl bir sekilde tedarik
edilmesini sagliyor. Dolayisiyla a¢liga ve bagka stres
durumlarina kars: verilen hiicresel tepkinin olus-
masinda hayati bir rol oynuyor. Otofaji enfeksiyon
sonrasinda hiicreyi istila eden bakteri ve viriislerin
saf dis1 birakilmasini saglayabiliyor. Embriyo geli-
simine ve hiicre bagkalagimina katkida bulunuyor.
Otofaji ayrica hiicrelerde hasar gormiis proteinlerin
ve organellerin ortadan kaldirilmasinda kullanila-
rak yaglanmanin olumsuz etkilerinin bertaraf edil-
mesi agisindan ¢ok 6nemli bir kalite kontrol meka-
nizmasi olugturuyor.

Otofajinin sekteye ugramasi Parkinson hastaligy,
tip 2 diyabet ve yaslilarda goriilen bagka hastaliklar-
la iliskilendirilmis. Otofaji genlerindeki mutasyonlar
genetik hastaliklara yol acabiliyor. Otofaji mekaniz-
masindaki bozukluklar kanserle de iliskilendirilmis.

Bugiin pek ¢ok hastalik i¢in otofajiyi hedefleyen ilag-
lar gelistirmeyi amaglayan yogun arastirmalar yapi-
Liyor.

Ohsuminin 6ncii ¢alismalarr otofaji konusuna
yonelik muazzam bir ilgi yaratti. Otofaji 2000’li y1l-
larda yayin sayisindaki kayda deger artigla birlikte bi-
yomedikal arastirmalarin {izerinde en yogun calisi-
lan alanlarindan biri haline geldi.

Otofaji 50 yildan uzun siiredir bilindigi halde fiz-
yolojideki ve tiptaki hayati 6neminin anlagilmasi an-
cak Yoshinori Ohsuminin 1990’larda yaptigi, para-
digma degistiren arastirmalar sonucunda miimkiin
oldu. Yaptig1 6nemli kesiflerden dolayr da bu yilin
Nobel Fizyoloji veya Tip Odiiliine layik goriildi.
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