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OZET

Amag: Calismamizda endoplazmik retikulum protein-kalite kontrol mekanizmasi ile iliskili genlerin
promotor dizilerindeki varsayilan androjen cevap elementi bélgelerinin biyoinformatik araglardan
faydalanilarak in silico olarak analiz edilmesi amag¢lanmistir. Bu yol ile ER'deki protein-kalite kontrol
mekanizmasinin androjenler ile gerceklesebilecek olasi regiilasyonunun tanimlanmasi ve prostat
kanserindeki roliiniin anlasilmasi hedeflenmistir. Materyal ve Metot: Endoplazmik Retikulum protein-kalite
kontrol mekanizmasina ile iligkili 29 hedef genin promotor dizileri University of California, Santa Cruz ve
Eukaryotic Promotor Database veri tabanlar1 kullanilarak belirlenmistir. Tanmimlanan bu diziler
matinspector biyoinformatik aracina aktarilarak selektif transkripsiyon faktorii olarak calisan androjen
reseptorii ile DNA’'nin etkilesimine aracilik ederek secici transkripsiyon siirecine olanak saglayan varsayilan
androjen cevap elementi motifleri analiz adildi. In silico analizler V$GREF benzesim matrixi kullanilarak
stirdiiriildii. Bulgular: In silico analiz sonuglarimiz Endoplazmik Retikulum protein Kkalite kontrol
mekanizmasi ile iliskili olarak inceledigimiz 29 adet genin promotor ve promotor bdlge yakininda varsayilan
androjen cevap elementi boélgelerinin bulundugunu gostermistir. Sonug: Sonuglarimiz Endoplazmik
Retikulum protein-kalite kontrol mekanizmasinda yer alan proteinlerin androjen sinyal mekanizmasi
aracihigiyla selektif olarak diizenlenebilecegini 6nermektedir. Olasi bu regiilasyon prostat kanseri gibi
androjen sinyal iletiminin son derece kritik 6neme sahip oldugu patolojilere iliskin siireglerin
anlasilabilmesine yol gosterici olacaktir. Her ne kadar biyoinformatik analizlerde varsayilan androjen cevap
elementi bolgeleri tanimlanmis olsa da bu bolgelerin fonksiyonelligine iliskin ileri analizlerin
gerceklestirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ABSTRACT

Aim: In our study, we aimed to in silico analyze the putative androgen response element regions in the
promoter sequences of endoplasmic reticulum protein-quality control mechanism related genes by using
bioinformatics tools. In this way, it is aimed to define the possible regulation with androgens of protein-
quality control mechanism in the ER and to understand its role in prostate cancer. Material and Method:
Promoter sequences of 29 target genes associated with the Endoplasmic Reticulum protein-quality control
mechanism were determined using University of California, Santa Cruz ve Eukaryotic Promotor Databases.
These sequences were transferred to the matinspector bioinformatics tool, and the putative androgen
response element motifs that enable the selective transcription process by mediating the interaction of DNA
with the androgen receptor, which works as a selective transcription factor, were analyzed. In silico
analyzes was carried out using the V$GREF similarity matrix. Results: Our in silico analysis results showed
that there were putative androgen response element regions of the 29 genes we examined in relation to
endoplasmic reticulum protein-quality control mechanism components near the promoter and promoter
region. Conclusion: Our results suggest that proteins that play a role in the endoplasmic reticulum protein-
quality control mechanism might be selectively regulated by the androgen signaling mechanism. This
possible regulation will be a guide to understanding the processes related to pathologies such as prostate
cancer where androgen signal transduction is highly critical. Although putative androgen response element
regions have been defined in bioinformatic analyzes, further analysis of the functionality of these regions is
needed.
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1. Giris

Endoplazmik Retikulum (ER) hiicrelerde protein sentezinin yogun olarak gerceklestigi baslica
merkezlerden birisidir (1). Sekretor yolaga giris i¢in portal gorevi listlenen ER’de hiicrenin toplam protein
sentezinin %30’luk boliimi gerceklesmektedir (2). ER’de devam eden protein sentezi siirecinde dogal ya
da dogal olmayan nedenlerle ortaya ¢ikan hatali katlanmis, hi¢ katlanmamis veya dogru oligomerize
olmamis proteinler hiicrenin “protein kalite kontrol mekanizmasi” olarak ifade edilen mekanizmalar ile
stirekli kontrol edilir (3). Protein katlanma islemi hatasiz bir siire¢ degildir. Hiicrelerde yeni sentezlenen
proteinlerin {icte birlik boliimiiniin hatali katlandig1 bilinmektedir (4). Her ne kadar proteinler uygun
sekilde katlanmug olsalar da 1s1, oksidatif ortam ve ER stresi gibi hiicresel streslere siirekli olarak maruz
kaldiklarindan, hiicre igerisinde siklikla hatali protein formlarini ortaya c¢ikaran konformasyonel
degisimlere ugramaktadirlar. Bu durum hidrofobik kalintilarin tekrar acgiga ¢ikmasina yol agarak protein
agregatlarinin olusumuna ve dolayisiyla proteotoksisiteye neden olmaktadir (3, 4). ER igerisinde
tekrarlayan katlanma siirecine dahil edilen bu proteinler nihai formuna ulasamadiklarinda ER-iligkili
protein yikim mekanizmasi (ER-associated Degradation, ERAD) yoluyla yikima ugratilirlar (3, 4). ERAD
hiicrelerde istenmeyen bu proteinleri proteozomal yikima yonlendirerek hiicreyi olasi1 proteotoksisiteden
korumanin yani sira fizyolojik 6neme sahip proteinlerin de diizeylerini kontrol ederek hiicresel
homeostazisin strdiirilmesine destek olmaktadir. Bu konudaki bilinen en iyi ornekler; kolesterol
biyosentezinin anahtar enzimi olan HMG-KoA rediiktaz’in ve timor baskilayici protein KAI1'in yikimindan
sorumlu olan proteinlerin ifade diizeylerinin diizenlenmesidir (5).

Cok basamakli bir siire¢ olan ERAD, hiicre icerisindeki istenmeyen proteinlerin taninmasi, ubikitine
edilmesi, hiicrenin sitoplazmasina retrotranslokasyonu ve dislokasyonu, substrat deglikozilasyonu,
proteazomal transfer ve yikimdan olusan basamaklarini icermektedir. Bu fonksiyonlari yerine getiren ¢ok
sayidaki protein iiyesi senkronize bir sekilde ¢alismaktadir (Tablo 1) (4, 6). ERAD substratlar ilk olarak
ER liimeninde yer alan molekiiler saperon sistemi tarafindan taninarak, ER membraninda yer alan ve ¢ok
sayidaki protein komponentini iceren ERAD kompleksine sevk edilir. Hedef alinan substrat molekiiliine
gore yikim siirecinde rol alacak komponentlerin ¢esitliligi ve diizenlenme sekli degisiklik gostermektedir.
Modiiler olarak ERAD incelendiginde ise substrat tamimasi, retrotranslokasyonun baslatilmasi,
ubikitinasyon, retrotranslokasyon, proteazoma hedefleme ve proteozomal yikim olarak
detaylandirilmaktadir (7). Genel olarak her bir modiildeki proteinler stabil etkilesimler kurarken farkli
modiillerdeki faktorler dinamik etkilesimler igerisindedirler. ERAD substratlarinin 26S proteozoma sevk
edilmesinde ubikitinasyon anahtar basamak olarak islev gostermektedir (8, 9). Protein ubikitinasyonu;
ubikitin aktive edici enzim (E1), ubikitin konjuge edici enzim (E2) ve ubikitin ligaz (E3) enzimlerinin
birlikte c¢alismasi ile gerceklesmektedir. Proteozomal hedeflemeye aracilik eden isaretleyici ubikitin
polipeptidinin hedef proteinlere spesifik olarak aktariminda E3 enzimleri goérev almaktadir (9, 10).

ERAD’In isleyisinde meydana gelen bozukluklarin ve fonksiyonel kayiplarinin kistik fibréz, alfa-1-
antitripsin (AAT) yetmezligi, diyabet, nérodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi yetmise yakin hastaligin
patolojisinde rolii oldugu rapor edilmistir (3, 5, 11, 12). Ozellikle kanser hiicrelerinde kontrolsiiz
gerceklesen hiicre proliferasyonu disiiniildigiinde; bir¢cok hiicre dongiisii faktorinin hiicre igi
diizeylerinin proteazom aracili diizenlenmesi ubikitin-proteazom sisteminin fonksiyonel biitlinliigiiniin
korunmasini kanser hiicrelerinin canliligl i¢in esansiyel hale getirmektedir. Bu nedenle bir¢ok kanser
hiicresi icin proteazom inhibitérii Bortezomib sitotoksik aktiviteye sahiptir ve Multiple miyeloma ve
Mantle hiicre lenfomasi tedavilerinde kullanilmaktadir (13). Bortezomib’in etkisi kismi ERAD inhibisyonu
ve sonrasinda gerceklesen ER stres indiiksiyonu ile agiklanabilmektedir (14, 15). Dolayisiyla bazi tip
kanserlerde ERAD yolagina farmakolojik olarak miidahalenin hedeflenmesi alternatif tedavi
yaklasimlarinin 6niinii agabilmektedir.

Prostat kanseri, erkek bireylerde kanser ile iligkili 6liimlerin 2. sirasinda yer almaktadir ve insidansi diger
kanser tiirlerine gore daha yliksektir (16, 17). Her y1l Birlesik Krallik'ta 47.000'den fazla erkege prostat
kanseri teshisi konmaktadir. Ote yandan bu say1 Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 3,3 milyondur
(16-19). Androjen reseptorii (AR) ve androjen aracili gerceklesen sinyal iletim mekanizmalari normal
prostat bezinin gelisiminin herhangi bir asamasinda ve ayrica prostat kanserinin molekiiler
patogenezinde kritik bir rol oynar (20). AR su an i¢in yaklasik 100 adet iiyesi bulunan ve giin gectikce
sayilar1 artan steroid-niiklear reseptdr siiper ailesinin bir iiyesidir. Bugiine kadar insan genomunda
yalnizca bir adet AR geni tanimlanmistir (21). Ligand araciligl ile uyarilmayan AR, hiicrenin
sitoplazmasinda HSP’ler, sitoiskelet elemanlar1 ve diger saperonlarla etkilesimini siirdiirerek kararl
yapida tutulmaktadir (22).

87



Tablo 1. ER protein kalite kontrol mekanizmasi tyesi proteinlere iligkin bilgiler. ER protein kalite kontrol
mekanizmasi bilesenlerinin kisa ve alternatif isimlendirmeleri, listlenmis olduklar1 biyokimyasal fonksiyonlari,

kromozomal lokasyonlari ve NCBI Gene ID tanimlayici kodlar: tabloda gosterilmistir.

INSIG1 Insulin induced gene 1 CL6 7q36.3/7 Substrata Baglanma ve 3638
Katilim1
INSIG2 Insulin induced gene 2 INSIG-2 2q14.1-q14.2/7 Substrata Baglanma ve 51141
Katilimi
BAP31 B cell receptor CDM, DDCH, BCAP31, 6C6-AG, Xq28/8 Substrata Baglanma ve 10134
associated protein 31 DXS1357E Katilimi
ERLIN1 ER lipid raft associated| KEO04, KEO4, SPFH1, SPG62, 10q24.31/13 Substrata Baglanma ve 10613
1 Erlin-1, C100rf69 Katilima
ER lipid raft associated| NET32, SPFH2, SPG18, C8orf2, 8p11.23/14 Substrata Baglanma ve 11160
ERLIN2 ’
2 Erlin-2 Katilimi
ER lectin 1 ERLEC-1, CIM, HEI117, C20rf30, 2pl6.2/16 . . 27248
XTP3-B CL25084, XTP3TBP Glikan baglayan
Mannosidase alpha Mns1p, MRT15, ERMAN1, 9q34.3/14 . 11253
ERMan1 class 1B member 1 MANA-ER Glikan kirpilmasi
ER degradation 3p26.1/13 9695
EDEM1 T I EDEM Glikan kirpilmas
mannosidase like
protein 1
ER degradation 20q11.22/11 55741
EDEM2 enhancingalpha- | 039 ¢900rf49, bA4204.1 Glikan kirpilmas
mannosidase like
protein 2
ER degradation 1q25.3/21 80267
EDEM3 enhanc1_ng alp}_la- C20o0rf22 Glikan kirpilmasi
mannosidase like
protein 3
Prolyl 4-hydroxylase | P4HB, DSI, GIT, PHDB, PDIA1, 17q25.3/10 5034
PDI subunit beta P0O4DB; PO4HB, PROHB, Distilfit bag1 diizenleyen
CLCRP1, ERBA2L, P4Hbeta
Heat shock family A & 9q33.3/8 3309
BIP T ) o e GRP78, HEL-S-89n, HSPAS Saperon Hsp70
Heat shock protein 90 | HSP90B1, ECGP, GP96, GRP94, 12q23.3/18 7184
it beta family member 1| HEL-S-125m, HEL35, TRA1 saperon Hsp90
_— ) ]zl\i.:g }::i?]t s(lll_lock40) DNAJB9, MDG-1, MDG1, 7q31.1, 14q24.2-q24.3/3 on Heodo 4189
) protein famry (isp MST049, MSTP049 ST
member B9
DNA ] heat shock 2q32.1/26 54431
ERdj5 protein family (Hsp40)| JPDI, MTHr, PDIA19, DNAJC10 Saperon Hsp40
member C10
Derlin2 Derlin 2 DERL2, CGI-101, DERtrin-2, F- 17p13.2/8 Rhomboid pseudoproteaz 51009
LAN-1, F-LANa, FLANa, derlin-2
. Derlin 3 DERL3, C220rf14, 1ZP6, LLN2, 22q11.23/8 Rhomboid pseudoproteaz 91319
Derlin3 .
derlin-3
UBAC2 L d.m.nam PHGDHL1 e Rhomboid pseudoproteaz =R
containing 2
RHBDL4 Rhomboid domain RHBDD1, RRP4 2q36:3/15 Rhomboid proteaz 84236
containing 1
UbxD2 UBX domain protein 4 Erasin, UBXN4, UBXDC1, 2q21.3/13 p97/VCP adaptor 23190
UbxD8 UBX domain protein 8 UBXN3B, ETEA, FAF2 5q35.2/11 p97/VCP adaptor 23197
VCP interacting SelS, SELONOS, AD-015, ADO15, 15q26.3/7 55829
VIMP membrane protein SBBIS, SELS, SEPS1, p97/VCP adaptor
Selenoprotein S
NGly1 N-glycanase 1 PNGaz1, CDDP(;\,I((;IlDle, PNG-1, 3p24.2/16 Bl s 55768
Ubiquilin-1 Ubgln1, DA41, DSK2, PLIC-1, 9q.21.32,9q21.2, . - 29979
UBQLN1 UBQN, XDRP1 q21.3/12 Mekik faktori
RAD23 homolog A, 19p13.13/8 5886
hHR23A nucleotide excision RAD23A, HR23A Mekik faktori
repair protein
RAD23 homolog B, 9q31.2/12 5887
hHR23B nucleotide excision RAD23B, HR23B, P58, Mekik faktori
repair protein
DNA ] heat shock : 2q35/9 3300
DNAJB2 protein family (Hsp40) SR, EAZG DR, ) Mekik faktori
1, HSPF3
member B2
Ubiquitin like 4 A |GETS5, DX254E, DXS254E, G6PD, Xq28/4 . - 8266
Ubl4A GDX, MDY2, TMA24, UBL4 Mekik faktori
Bag6 BAG cochaperone 6 BAT3, Scythe, D3, D6S52E 6p21.33/31 Mekik faktori, Saperon 7917




Ligand bagimli bir transkripsiyon faktoérii olarak gérev yapan AR androjen uyarimi sonrasinda ardisik
konformasyonel degisimlere ugrayarak aktif transkripsiyon faktorii formuna doniisiir ve hiicresinin
niiklesuna transport olur. AR'nin DNA-reseptor ve reseptor-protein etkilesimleri konformasyonel
degisimler araciligiyla kontrol edilmektedir (21). Ligand uyarimi sonrasinda ardisik konformasyonel
degisimler geciren AR'nin DNA-reseptor ve reseptor-protein etkilesimleri sitokiyometrik dizeydeki
degisimler ile kontrol edilmektedir (21, 23). Ligand ile stimiile olan AR, koaktivatorler ve genel
transkripsiyon faktorleri ile kompleksler olusturarak, androjene cevap veren genlerin cis-acting element
olarak bilinen ARE’lere secici sekilde baglanarak androjen hedef genlerinin transkripsiyonlarin1 modiile
etmektedir (24). Bu nedenle ARE'lerine, AR aracili gen ekspresyonunun dogrudan diizenlenmesinde kritik
bir role sahiptir (24, 25). Palindromik dizi organizasyonuna sahip olan klasik androjen cevap elementleri
(cARE), iki adet hekzamerik yarimsar boélgenin cevreledigi 3-5 bp’lik aralayici diziyi de iceren 15 bp’lik
6zellesmis motiflerden olusmaktadir (25). cARE’ler 5'-AGAACAxxxTGTTCT-3' konsensiis motifini tasirken
secici androjen cevap elementi (SARE) olarak tanimlanan bélgeler ise cARE’lerden farkl olarak 5'-
AGAACAxxxAGAACA-3' formundaki direkt tekrar dizenine sahiptirler (24, 25). AR'nin secici sekilde
baglandigi DNA segmentleri evrimsel siirecte biiyiik oranda korunmus ve benzer dizi organizasyouna
sahip konsensiis dizilerdir. Androjene cevap olusturan genlerin regiilator bolgelerinde en az 9 niikleotidin
eslesme gosterdigi konsensus ARE dizileri tamimlanmistir (24). ARE’leri de iceren gen ifadesini
kuvvetlendiren bu arttirici (enhancer) boélgeler, doku 6zgiil ¢alisan genlerin promotor bélgelerininin
icinde ya da yakininda bulunmaktadir (25). Bu genlerden en iyi bilinenleri prostat spesifik antijen (PSA),
transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2), Myc proto-onkogen proteini (MYC), vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGFA), interlokin-6 (IL6), protein kinaz C delta (PRKCD) ve steroid metabolizmasinda
ve redoks ortaminin diizenlenmesinde rol alan bazi genlerdir (26-28).

Androjene yanit veren genlerin tanimlanmasi ve bunlarin karakterizasyonu, androjenlerin hiicreler
tizerindeki etkisinin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bilgi saglamakla birlikte prostat kanserinin
teshisi, prognozu, énlenmesi veya tedavisine yonelik yeni yaklasimlara yol gosterici olabilmektedir. Bu
calismada ER’deki protein kalite kontroliinde rol alan INSIG1, INSIG2, BAP31, ERLIN1, ERLIN2, XTP3-B,
ERManl, EDEM1, EDEM2, EDEM3, PDI, BIP, GRP94, ERdj4, 5, Derlin2, Derlin3, UBAC2, RHBDL4, UbxD2,
UbxD8, VIMP, NGly1, Ubiquilin-1, hHR23A, hHR23B, DNAJB2, Ubl4A ve Bag6 olmak lizere 29 adet proteini
kodlayan genin promotor ve promotor boélge yakinlarindaki olasi fonksiyonel ARE boélgeleri in silico
yaklasim ile tanimlanmistir. Sonuglarimiz, ERAD’da gorev alan inceledigimiz tiim protein
komponentlerinin androjen sinyali araciligiyla diizenlenebilecegini dnermektedir.

2.Materyal ve Metot

Hedef genlerin promotor dizi bilgilerine erisilmesi
Hedef genlerin promotor dizilerine (-9999 ile +1 arasi) California tiniversitesi, Santa Cruz (UCSC) genom
tarayicisi ve 6karyotik promotor veri tabani (EPD)'ndan ulasilarak dizi bilgileri ¢ikartildi.

Varsayilan ARE bélgelerinin benzesim matrix’leri ile arastirilmasi

Androjen reseptorii baglanma motifi (TGTTCTxxxAGAACA, AGAACAxxxAGAACA) i¢in varsayilan baglanma
bolgelerinin arastirilmasi icin hedef genleri kodlayan DNA sekanslar1 Matinspector biyoinformatik aracina
(Genomatix Software, Munich, Germany, http://www.genomatix.de) aktarilarildi. Matrix benzesim
oranindaki esik sinir 1,0 olarak belirlenerek VSGREF benzesim matrixi araciligi ile olast ARE motifleri
incelendi. Varsayilan ARE bolgelerinin tanimlanmasi i¢in VSGREF matrixi altinda yer alan ARE.01, ARE.02,
ARE.03 ve ARE.04 alt matrixleri kullanildi. Elde edilen benzesim verileri hedef genlerin promotor
haritalari iizerinde lokasyonlari ile sunuldu. Benzesim verilerine iliskin detayli bilgiler ise tablolastirilarak
ek bilgiler boliimiinde paylasildi.

3.Bulgular

in silico analiz ERAD komponentlerinin androjen sinyalizasyonu yolu ile diizenlenebilecegini
desteklemektedir.

Oncelikle memeli ERAD’inda rol oynayan protein komponentleri belirlendi (Tablo 1). Analizlere dahil
edilen 29 proteinlerini kodlayan genlere iliskin promotor ve promotor bélge yakinindaki DNA dizileri
(9999 ile +1) UCSC ve EPD veri tabanlar1 kullanilarak FASTA formatinda ekstrakte edildi ve AR icin
spesifik baglanma motifleri olan varsayilan ARE bolgeleri matinspector biyoinformatik araci kullanilarak
analiz edildi. Bu dogrultuda ERAD ile iliskili INSIG1, INSIG2, BAP31, ERLIN1, ERLIN2, XTP3-B, ERMan1,
EDEM1, EDEM2, EDEM3, PDI, BIP, GRP94, ERdj4, 5, Derlin2, Derlin3, UBAC2, RHBDL4, UbxD2, UbxD8,

89



VIMP, NGly1, Ubiquilin-1, hHR23A, hHR23B, DNAJ]B2, Ubl4A ve Bag6 genleri icin analizler gergeklestirildi.
Calismaya dahil edilen 29 hedef gen icin tanimlanan varsayilan ARE bélgeleri Tablo 2’de sunulmustur. Her
bir gen i¢in tanimlanan varsayilan ARE bolgelerine iliskin lokasyon, matrix skorlari, benzerlik oranlari ve
homoloji iliskilerinin detayli gosterimleri excel dosyasinda (Ek Bilgiler) sunulmustur.

Tablo 2. ER protein kalite kontrol mekanizmasi ile iligkili genlerin promotor ve promotor bolge yakininda tanimlanan
varsayilan ARE'ler

;g::ﬁ; i: Sekretor yolaga giris icin portal gorevi iistlenen ER’de hiicrenin
BAP31 5 toplam protein sentezinin %30’luk béliimii gerceklesmektedir (29).
ERLIN1 12 Sekretodr ya da transmembranal 6zellikteki bu proteinlerin sentezi
ERLIN2 7 ER ile etkilesim halindeki ribozomlar tarafindan
XTP3-B 11 gerceklestirilmektedir. ER, yeni sentezlenen polipeptitlere koruyucu
ERMan1 8 molekiiler gruplarin ilavesi gibi post-translasyonel
EDEM1 7 modifikasyonlarin gerceklestirilmesine ortam saglamaktadir (7).
EDEM2 14 Sentezi yeni gerceklesen proteinler biyolojik olarak aktif formlarina
ERiAE 20 ulasabilmeleri i¢in bir seri katlanma siirecine tabi tutulurlar ve bu
Ll 1 siire¢ hatasiz devam eden bir siire¢ degildir (4). ER’ye bagh
L 3 ribozomlarda yeni sentezlenen proteinlerin iicte birlik béliimiiniin
GRP94 17 AN . .

ERdj4 i hatali katlandig1 bilinmektedir (4, 6). Her ne kadar proteinler uygun
ERdj5 20 sekilde katlanmis olsalar da 1s1, oksidatif ¢cevre ve ER stresi gibi
Derlin2 8 hiicresel streslere siirekli olarak maruz kalan proteinlerde siklikla
Derlin3 2 konformasyonel kayiplar gozlenmektedir. Bu durum hidrofobik
UBAC2 8 kalintilarin tekrar agiga c¢ikmasina yol agarak hiicre igerisinde
RHBDL4 18 protein agregatlarinin olusumuna ve dolayisiyla hiicresel diizeyde
UbxD2 9 proteotoksisiteye neden olmaktadir (4). Bu nedenle canh
UbxD8 18 hiicrelerde  anormal formdaki proteinlerin  denetlenerek
VIMP 16 uzaklastirllmasi  icin  karmagsik  denetleme mekanizmalari
NG_'yl_ . 18 evrimlesmistir (6, 15). ERAD adi verilen hiicresel mekanizma hatali
g]l_’['l:';::;“'l 120 katlanmis ya da dogru oligomerize olamamis istenmeyen proteinler
o ile birlikte fizyolojik 6neme sahip anahtar proteinlerin endojen
DNAJB2 e diizeylerini regiile etmektedir (6, 15, 30). Olduk¢a karmasik bir
Ubl4A 1 mekanizma olan ERAD ¢ok sayidaki molekiiler basamagin senkron
Bagé 13 sekilde calistigi ve yikima ugratilacak protein substratina o6zgiil

olarak protein komponentlerinin cesitliligi ve kombinasyonunun
degistigi ileri diizeyde regiile edilen bir siirectir (Tablo 1) (4, 7). ERAD'In fonksiyonunda goézlenen
kayiplarin kistik fibréz, al-antitripsin (AAT) yetmezligi, diyabet, noérodejeneratif hastaliklar (Parkinson,
Alzheimer, Huntington hastaliklar1), viral enfeksiyon ve albinizm gibi yetmise yakin hastaligin
patolojisinde rol oynadigi gosterilmistir (5). Ozellikle ERAD’da gozlenen hatal regiilasyonlarin ve
fonksiyonel kayiplarin karsinogeneze biiyiik oranda destek verdigi bilinmektedir (31). Bununla birlikte
ERAD’1n yiiksek sekretuar kapasiteye sahip hiicrelerde kritik diizeyde roller tistlenmektedir (32). Prostat
hiicreleri yliksek sekresyon yetenegine sahip ve hormonal diizeyde ileri derecede regiile olan hiicrelerdir
(16, 33). Prostat bezindeki tiibiilo alveolar yapidaki bezlerdeki hiicrelerin anormal gelisimi sonucunda
prostat kanseri gelismektedir (16).

Prostat kanseri, erkek bireyler arasinda cilt kanserinden sonra en sik goriilen kanser tiirlerinin basinda
yer almaktadir. Ozellikle bozulmus AR sinyalizasyonunun Kkarsinogenez siirecine destek verdigi
bilinmektedir (16, 17, 22, 28). Ligand bagimh bir transkripsiyon faktoéri olan AR uyarimi ile AR hedef
genlerinin ifadesini diizenlemektedir. Bu siirecte AR androjene cevap veren genlerin cis-acting element
olarak bilinen ARE’lere secici bir sekilde baglanarak androjen hedef genlerinin transkripsiyonlarimi
modiile etmektedir (24).

Bugiine kadar ¢ok sayida AR hedef geni karakterize edilmistir. Bu genlerden en iyi bilinenleri prostata
spesifik antijen (PSA), transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2), Myc proto-onkogen proteini (MYC),
vaskiiler endotelyal biiytime faktori (VEGFA), interlokin-6 (IL6), protein kinaz C delta (PRKCD) ve steroid
metabolizmasinda ve redoks ortaminin diizenlenmesinde rol alan bazi genlerdir (26-28). Prostatin
karsinogenez siirecinin altinda yatan mekanizmalarin detaylarina iliskin ayrintilarin anlasilmasi ve diger
molekiiler sinyal mekanizmalari iizerindeki diizenleyici etkilerinin karakterize edilmesi son derece
onemlidir.
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Sekil 1. In silico analizlerde ER protein kalite kontrol mekanizmasi ile iligkili INSIG1, INSIG2, BAP31, ERLIN1, ERLIN2,
XTP3-B, ERMan1, EDEM1, EDEM2, EDEM3 ve PDI genlerinin promoter ve promoter bélge yakininda tanimlanan
varsayllan ARE'lere iliskin lokasyonlar. Hedef genlerin promoter dizi bilgileri Matinspector biyoinformatik araci ile
analiz edilmistir. V§GREF matrixi altinda yer alan ARE 01. 02. 03. 04. alt matrixleri (TGTTCTxxxAGAACA,
AGAACAxxxAGAACA) androjen reseptoriiniin baglanacagi konsensiis etkilesim motiflerini belirlemek igin
kullanilmistir. Her bir renkli ¢ubuk, ayn1 konumdaki farkli varsayilan ARE boélgeleri temsil etmektedir.

ERAD’In hormonal diizeydeki regiilasyonuna iligkin literatiirde oldukg¢a sinirli veri yer almaktadir. Bu
konuda yapilan c¢alismalar glikokortikoidlerin ER stresini inhibe ettigini géstermistir (34). Bununla
birlikte Das ve arkadaslari ise 2013 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada glikokortikoidlerin, dogru protein
katlanmasini tesvik ederek hatali katlanan proteinlerin degradasyonunu kuvvetlendirdigini ve bu yol ile
ince barsak sekretdér hiicrelerinde ER stresinin agilmasinda gorev aldigini gdstermistir. Ayrica ayni
calismada ERAD ile iliskili EDEM1 geninin bir glikokortikoid olan deksametazon uygulamasi sonrasi gen
ifadesinin arttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte RNAi aracili olarak EDEM1 ifadesinin susturulmasi
sonrasi uygulanan deksametazon ile EDEM1 ifadesinin kismen telafi edildigi belirlenmistir. Benzer sekilde
deksametazon uygulamasi ile ERAD’da gorev aldig bilinen SEC61 ve p97/VCP gen ifadelerinde de diisiik
dizeylerde artislar saptanmistir (34). Bu sonuglar dogrultusunda deksametaszonun ER stresi éncesinde
biyosentez yiikiine karsi olarak ER’nin adaptasyonunda rol oynadigi onerilmistir. Barsak sekretor
hiicrelerinde deksametazon araciligl ile UPR’den bagimsiz olarak ERAD’in diizenlendigi ve ER stresi 6ncesi
biyosentetik yiike karsi ER’nin adaptasyonunun deksametazon aracilig1 ile gergeklestirildigi de
onerilmistir (34). Prostat kanseri hiicre kiiltiirii modeli ile yiiriitilen bir diger calismada androjen
uygulamasi sonrasi ERAD ile iliskili Hrd1, gp78, p97/VCP, SVIP, Derlin1, Ufd1, Npl4 ve OS9 iiyelerinin gen
ve protein ifadesi diizeyinde androjen uyarimina paralel bir sekilde regiile oldugu gosterilmistir (32). Aym
calismada in silico analizlerde ERAD {iyelerinin promotor ve promotor bélge yakininda varsayilan ARE
dizilerinin varligi belirlenerek rapor edilmistir (32).
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Sekil 2. in silico analizlerde ER protein kalite kontrol mekanizmasi ile iliskili BIP, GRP94, ERdj4, 5, Derlin2, Derlin3,
UBAC2, RHBDL4, UbxD2, UbxD8 ve VIMP genlerinin promoter ve promoter bolge yakininda tanimlanan varsayilan
ARE'lere iliskin lokasyonlar. Hedef genlerin promoter dizi bilgileri Matinspector biyoinformatik araci ile analiz
edilmistir.  V$GREF matrixi altinda yer alan ARE 01. 02. 03. 04. alt matrixleri (TGTTCTxxxAGAACA,
AGAACAxxxAGAACA) androjen reseptoriiniin baglanacagi konsensiis etkilesim motiflerini belirlemek ic¢in
kullanilmistir. Her bir renkli ¢ubuk, ayni konumdaki farkli varsayilan ARE bolgeleri temsil etmektedir.
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Sekil 3. In silico analizlerde ER protein kalite kontrol mekanizmasi ile iliskili NGly1, Ubiquilin-1, hHR23A, hHR23B,
DNAJB2, Ubl4A ve Bag6 genlerinin promoter ve promoter bolge yakininda tanimlanan varsayilan ARE'lere iliskin
lokasyonlar. Hedef genlerin promoter dizi bilgileri Matinspector biyoinformatik araci ile analiz edilmistir. VSGREF
matrixi altinda yer alan ARE 01. 02. 03. 04. alt matrixleri (TGTTCTxxxAGAACA, AGAACAxxxAGAACA) androjen
reseptoriiniin baglanacag1 konsensiis etkilesim motiflerini belirlemek icin kullanilmistir. Her bir renkli ¢ubuk, ayni
konumdaki farkli varsayilan ARE bolgeleri temsil etmektedir.
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Bu ¢alismada, matinspector biyoinformatik araci ile INSIG1, INSIG2, BAP31, ERLIN1, ERLIN2, XTP3-B,
ERManl, EDEM1, EDEM2, EDEM3, PDI, BIP, GRP94, ERdj4, 5, Derlin2, Derlin3, UBAC2, RHBDL4, UbxD2,
UbxD8, VIMP, NGly1, Ubiquilin-1, hHR23A, hHR23B, DNAJB2, Ubl4A ve Bag6 dahil olmak tizere toplam 29
adet ERAD ile iliskili hedef genin AR aracili olas1 regiilasyonunu anlamak tizere promotor ve promotor
bolge yakinlarinda varsayillan ARE motifleri incelenmistir. Sonug¢larimiz hedef genlerin promotor
bolgelerinde (-9999 ile +1) cok sayida potansiyel varsayllan ARE motiflerinin bulundugunu géstermistir
(Sekil 1 - 3) (Tablo 2). Belirlenen bu motifler daha 6nce androjenler ile regiile oldugu tanimlanan ERAD ile
iligkili tyelere ek olarak ERAD’in diger komponentlerininde androjenler ile gen ve protein ifadesi
diizeyinde regiile edilebilecegini 6nermektedir.

5.Sonu¢

Giliniimiizde cok sayidaki arastirma ekibi tarafindan memeli ERAD1 yogun olarak calisilsa da ERAD'1n
hiicre i¢i regiilasyonu ve 0Ozellikle prostat kanserindeki regiilasyonuna iliskin detaylar1 ortaya koyan
veriler olduk¢a simirhidir. Sonuglarimiz ERAD iyelerinin androjenler ile kompleks bir sekilde
diizenlenebilecegini 6nermesine karsin in silico olarak tanimlanan bu varsayilan ARE dizilimlerinin
fonksiyonelliginin belirlenebilmesi ve androjenlerin ERAD iizerindeki kapsamli roliiniin anlasilabilmesi
icin daha ileri analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Olasi bu regiilasyon prostat kanserine yonelik
gelistirilecek yeni tedavi yaklasimlari igcin ERAD'1n iyi bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.
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