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Ubikitin-Proteozom Yolaginin Karsinojenezdeki
Roll
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Ubikitinin Etki Mekanizmasi ve Genel Bilgiler

Ubikitin molekult anormal bir hiicrenin malign hlcreye donidsumuyle ilgili
hicre ici sinyaller, hiicre proliferasyonu, bagisiklik yaniti ve transkripsiyonun
diizenlenmesi gibi birgok molekiiler homeostatik mekanizmaya katilir. Ubikitin,
76 aminoasitlik kicik bir peptid olup hedef substratlara E1 (ubikitin
aktiflestirici enzim), E2 (ubikitin konjuge edici enzimler) ve E3 (ubikitin ligaz)
denen 3 enzimin sirasiyla etkinlesmesi ile baglanan ve onlari proteozom adli
subseliler organele hedef gbsteren bir molekuldar ! Proteinlerin katlanmasi
ya da protein komplekslerinin olusumu endoplazmik retikulumda organelde
gerceklesir. Yanlis katlanan proteinler endoplazmik retikulum saperonlarini
iceren bir sistem tarafindan taninir, c¢oklu ubikitinlerle isaretlenir
(poliubikitinlenme) ve 26S proteozom araciligiyla y|k|I|r2'4. Yeni sentezlenen
proteinlerin yaklasik Ugcte biri sentezlendigi dakikada proteozomlar tarafindan
yikilir’. 26S Proteozom 2400 kDa'lik bir kompleksdir ve 40'dan fazla alt birim
igerirs. Benzer sekilde, katlanmamis protein de tehlikelidir ve gen
ekspresyonunu uyarabilir. Bu, translasyonel strestir ve meydana gelen yanit
da isi-sok yanitidir*®’. 26S proteozom bir 20S ana yapidan ve iki 19S
duzenleyici yapidan olusur® (Sekil 1) .

* Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, iZMiR o
** Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, IZMIR
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Sekil 1. UPY’nin calisma mekanizmasi ve 26S proteozomun bilesenleri °.

Literatirde E3 ubikitin ligazlarin gesitli araci molekullerle birlikte kanser
etiyolojisindeki rolliine isaret edilmistir. Bunlar icerdikleri protein domainlerine
gore birka¢ gruba ayrilir ve her domain timérlerle iliskili farkli substratlara
isaret eder. Bu domainler HECT, RING, SCF, ECV ve Cul4-tipi domainlerdir.
iligkili tumor baskilayici ve onkogen drinleri ise ThetaR1, Smad 1, Smad 2,
Smad 4, Smad5 , Smad 7, p53, RB, p27, EGFR, beta-catenin, IkB, Wee 1,
Period, c-Myc, c-Myb, Cyclin E, c-Jun, Notch, mTOR olarak siralanabilir™.
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Bir proteinin ubikitin-proteozom yolagi araciligi ile yikilmasi iki agsamayla
baslar: Birincisi, hedef substrat ¢oklu ubikitin zincirlerine kovalent olarak
tutunmasi, ikincisi ise tutunan proteinin, ubikitini serbest birakacak sekilde
yikimidir™™. Ubikitinin substratlarina konjugasyonunda birinci asama aralarinda
hiicre siklusu kontroli, DNA tamirini, ribozom benzeri organellerin
biyosentezini, MHC sinif 1 antijen sunumu ve enflamatuvar yanitini, hicre
ylzey proteinlerinin endositozu ve iyon kanallarinin modulasyonunu, néronal
aglarin  morfojenezini, NF-kB'ye bagimh sinyalleme kaskadlari ve
transkripsiyon faktérlerinin dizenlenmesini, uzun sireli hafiza ve biyoritmin
olusumunu, apoptozu, farkhlagsmayi, stres yanitini ve protein kalitesinin
kontrolinu igeren bir¢cok hicre igi isleme katilir*>*°. Ubikitin, proteozomdan
bagimsiz olarak da c¢alisabilir. Buna bir baska o6rnek de histon
ubikitinlenmesinin, heterokromatinin gevsemesine neden olmasi ve
transkripsiyon faktorlerinin promotorda birikmesi olarak verilebilir'”.

Ubikitin yolagi ile iligkili patolojiler iki sinifa ayrilirsa; birincisi islev kaybi
mutasyonlari, ikincisi ise iglev kazanimiyla sonuglanan degisiklikleri
icermelidir. Birincisi hedef proteinlerde stabilizasyon ile ikincisi ise hedef
proteinlerde anormal yikimla karakterizedir'. Ornegin astrositomada, akciger
kanserinde ve hepatoseliler karsinomda ubikitinle konjuge proteinlerin birikimi
gosterilmisken, ubikitin sisteminin bazi N-myc, c-fos, c-jun, Src ve EGFR gibi
kanseri uyarabilen buylime faktorlerinin reseptorlerini hedef aldigi hatta
dogrudan timoér baskilayici proteinlerin patofizyolojisinde rol aldigi da
gosterilmistir™>*® (Tablo 1).
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Tablo I. UPY ile ilgili molekuller: Genel Siniflama

Tepkimelere aracilik eden protein
domainleri

UPY'nin etkinligi icin gerekli
molekiller

UPY'nin hedefleri

RING-finger

HECT

SH2, SH3

SCF (Cull, Skpl, Rocl, F-box
protein)

ECV (Cul2, EloB/C, Rocl,
BC/SOCS-Box)

Cul4 (Cul4, DDB1, Rocl, DCAF)

P53 ve c-jun degradasyonuna araci
Mdm2

EGF reseptorinin degradasyonuna
araci c-Cbl

HPV 'nin p53't yikmasina araci E6
proteini

Proteozom etkinliginde degisimi
induikleyen IFN-gamma

GH reseptoruniin endositozunda
etkinligi gereken transkripsiyon
faktorl NF-Kb

Tumar baskilayici p53
ve pRb proteinleri

Hicre siklusu
bilesenlerinden p27,
cycA, cycB, p40-sic 1,
cdc25, Rad23B

Protoonkogenlerden
c-myc ve AP-1'in
bilesenlerinden c-jun

Buyime faktorlerinden
Grb-2 adaptori ve EGF
reseptoru ailesi

Transkripsiyon
faktorlerinden NF-kB
etkinligi icin 1IKB

Blyime hormonu
reseptori (GHR)

CMyc, cMyb, Notch,
mTOR

Smad7
BRCA1
RNAPII

Ras-aracih Diizenleme ve Kanserlesme ile iligkisi
Blylimeyi dizenleyen faktorler tarafindan aktiflestirilen yolaklar, RAS
yolagini, PI3 kinaz yolagini, PLC (fosfolipaz C) yolagini, SRC protein ailesini

ve JAK (Janus kinaz)'lari barindirir

19,20

. RAS genleri insan kanserlerinde en

¢ok mutasyona ugrayan genler arasindadir. RAS sinyalleme yolagi, tirozin

kinaz reseptorleri (RTK) ile iligkilidir.
harekete gegirecek olan protein kinazlar

RAS etkinlesince, transkripsiyonu
(c-RAF'tan MEK'e; MEK'en

MAP/ERK'e) etkinlestirir’® (Tablo 11). Ozelligi, biiyiime faktorlerine yanit olarak
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blylimeyi uyarmasidir. Blylime faktorleri RTK'lar ve RAS proteinleri
Uzerinden PI3K'1 (fosfatidilinozitol 3- kinaz) etkinlestirerek baska kaskadlari
tetikler. Bircok durumda PI3K yoladi MAPK yolagiyla birlikte calisir™’. Ras,
Rafi hem direkt hem de dolayli olarak etkinlestirir. Raf'in tersiyer yapisi
saperonlarla stabilize edilir. Bir saperon olan Hsp 90 (isi-sok proteini 90)"
baglayan Geldanamisin, onun hedef proteinin katlanmasinda araci rollnu
bozmaktadir. Geldanamisin ile yapilan deneylerde hiicreler saflastiriimis Raf-
1 proteinlerinin birikimini, ubikitinlenmelerini ve yikimlarini uyarmiglardir. Raf-1
ile iligkili literatirde tanimlanan ve kanserlesmeyle ilgili olan Ras harici
molekuller arasinda G-proteinleri, hiicre iskeleti (vimentin), saperonlar (Hsp
90, 60, 65), kinazlar (ERK-5, Jak), Bcl-2 ve STAT-1 proteinleri, IL-2 reseptori
(interlékin 2), EGF reseptdri ve PDGF reseptoril (trombositten tiirevlenen
biyume faktora) bulunmaktadir®.

EGF ile iligkili kanserlesme

EGF'ye yanit olarak EGF reseptorl, c-Cbl'nin RING E3'UG tarafindan
ubikitinlenir ve yikilir. Ubikitin ligaz etkinliinden yoksun onkojenik Cbl
mutantlari, EGFR'ndn sinyallemesinin daha uzun slrmesine neden olur.
EGFR ailesi reseptorlerinin (ERBB, ERBB2) amplifikasyonu glioblastoma,
skuamoz hicre karsinomlari, gégus ve over kanserleri gibi malignitelerde

siktir®?,
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Onkojenik Buyume faktorleri ve
sinyallemeyle ilgili

Tdmor baskilayici genlerle ve
hiicre siklusuyla ilgili

Diger

RTK (reseptor tirozin kinazlar),
SH2, SH3 (Src homoloji-2 ve 3)
domainleri

Ras protoonkogeni,
Grb2 adaptori,
Sos proteini

PDGF

ErbB-2 (Epidermal blyime
faktorii reseptori)
c-Cbl protoonkogeni

TGF-beta sitokini,
Smad (Sma ve mad homologu)
proteinleri

GHR (blyime hormonu
reseptorii)

TNF-a (tumor nekroze edici
faktor alfa)

TNFR1, TNFR2

TRAF (TNF reseptoruyle iligkili
faktor)

Myc ve Myb
B-catenin

HIF (hipoksiyle indiiklenen
faktor)

P53 proteini,
MDM2,
E6-AP

Rad proteini

chk1, chk2 proteinleri

cdc, cdk siklinler(sikline bagimli
kinaz)
cdc25A, cdc28, cdc37

Kontrol noktalari
G1/S gegisi

G2/M gegisi
Metafaz/Anafaz gegisi

SCF, APC kompleksleri

PTEN

Tobl

Abi (Abl interaktori)

Transkripsiyon faktorleri:NF-
kB (nukleer kappa b), IkB
(inhibitdr kappa b), STAT
proteinleri

AP-1 transkripsiyonel
kompleks (c-jun, c-fos)

immiinite: MHC gen lokusu
ilag direnci

Biyiime hormonu

BRCAL

TGF-B ile iligkili kanserlegsme

TGF-p (transforme edici buyime faktori beta) hem normal hem de
transforme olmus memeli hiicrelerinde cgesitli hiicresel yanitlarda rol alan bir
sitokindir. Hlcre blylimesi Uzerine 6rnegin G1 fazinda Rb (retinoblastoma
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geni) 'nin c-myc veya Cdk'lari negatif regiilasyonu veya Cdk (sikline bagimli
kinaz) inhibitorlerinin etkinlestiriimesi (p27kip1, p15Ink4b veya p21) gibi etkileri
vardir. TGF-B yolagindaki mutasyonlar karsinojenezde énemlidir. Smad'lar,
TGF-B'nin biyolojik etkilerini gdstermesine araci hiicre igi molekdllerdir. TGF-
reseptori fosforlanirsa Smad 3 ¢ekirdege gider ve transkripsiyonel
dizenlemeye katilir. Smad 3 ile etkinlestirilen TGF-B, UPY ile yikilir. Smad 2
ve 4 ise hiicrede timor baskilayici gibi davranir. insan kolorektal ve pankreas
kanserlerinde Smad 2 ve 4'Un amino uglarinda MH1 domainindeki arginin
kalintisinda korunmus bir missense mutasyon bulunmustur. Smad'larda
herhangi bir genetik defekt, UPY ile yikimlarina sebep olur®#+3°,

GH'nun iglevinin UPY ile Kontroli

Bldylime hormonunun (GH) fizyolojik etkileri arasinda protein sentezinin
tetiklenmesi yoluyla baslayan lineer blylime, bunu iceren doku yenilenmesi
ve tamiri ile bunlarin idamesi yer alir. Mitojenik etkilerini insulin benzeri
biyime faktori (IGF) araciliiyla gerceklestirir. Etki mekanizmasi su
sekildedir: GH hicre yuzeyindeki reseptdriine baglaninca reseptér dimerlesir.
Bunu takiben bir tirozin kinaz olan JAK-2 ve sinyal transducer’t olan STAT
proteinleri fosforlanir ve etkinlesir’. Bu da PI3 kinaz ve NF-kB sinyalleme
yolaklarini indkler. PI3 kinazin etkinlesmesi, c-Myc'in ifadesi tizerindendir®®.
Hucre ylzeyindeki biyime hormonu reseptoérlerinin (GHR) sayisi UPY ile
belirlenir. GHR'niin endositozu etkin bir ubikitin sistemiyle muimkdndur.
Ubikitin sistemi inhibe edilirse, GHR'leri membranda birikir. Proteozom
inhibitérleri hem GHR'niin membrandan igeri alinmasina hem de endozomdan
lizozoma transportuna engel olur. Proteozom inhibitérleri  hlcre
proliferasyonunu azaltir ve apoptozu uyarir ve basta multipl miyelom olmak
Uzere hematolojik malignitelerin ve bircok solid timorin tedavisinde
kullaniimaktadir®*?.  Proteozom inhibitérlerinin anti-miyelom  molekuler
hedefleri arasinda alfa4-integrin, HLA, HSP-90, IL-6, IGF-1, JNK, NF-kB, p53,
ROS ve VEGF vardir®. GHR, ligandindan bagimsiz olarak da dimerlesebilir
fakat ilgili sinyal yolaklarini etkinlestirmez. Bu dimerlesme, ayni zamanda,
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reseptorin UPY ile endositozu igin bir kosuldurs.

NF-kB ve Diger Transkripsiyon Faktérlerinin Etkinliginin UPY ile
Dlizenlenmesi

NF-kB (nukleer faktér kappa enhancer baglayici protein), sitokinler,
kemokinler, buyume faktorleri, hiicre-adezyon molekdlleri ve ylzey
reseptorleri benzeri molekdlleri kodlayan genlerin diizenlenmesinde gérevli bir
transkripsiyon faktorudir®, Dolayisiyla bagisiklik yanitina, enflamasyona ve
apoptoza etkin olarak katilir. NF-kB'nin etkinlesmesinin en az 3 basamagi
direkt ubikitinlenmeyi gerektirir: inhibitér kB'nin (1KB) yikimi, Nf-kB'nin
oncullerinin - yikimi ve TAK1'in (TGF-beta ile etkinlesen kinaz 1)
etkinlesmesi35. NF-kB bir heterodimerdir ve 50kDa'llk ve 65 kDa'lk alt
birimlerden meydana gelir. Bu alt birimlerin etkinligi proteozom araciligiyla
dizenlenir ve galismak icin proteolize ihtiya¢ duyar. NF-kB'nin etkinligi, 1IKB ile
engellenir ve uyarilmayan hicrelerde inaktif halde kalmasini saglar.

NF-kB ile diizenlenen gen drinleri proapoptotik ve anti-apoptotik olarak
ikiye ayrilabilir. Proapoptotik Urlnler arasinda p53, Fas, TNF, Kaspaz 1,
TRAIL, C-Myc ve Fas ligand gibi molekdller yer alirken antiapoptotik olanlar
arasinda Cyclin D1, clAP1 ve 2, COX-2 (sitokrom oksidaz 2), Bcl-2, TRAF-
1(TRAIL ile iliskili faktér 1) ve 2, Survivin ve MnSOD (mangan sliperoksit
dismutaz) yer alir****%"

NF-kB, GH'nun anti-apoptotik ve proliferatif etkilerine de aracilik eder. Asiri
GH ekspresyonunun immun neoplazilerin olusmasina ve gelismesine neden
oldugu soylenmistir. Ayrica, Hodgkin lenfomada, B hicreli lenfomada ve T
hicreli lenfomada NF-kB'nin surekli ekspresyonu gésterilmistirsl.

TNF-a ve UPY

TNF-a (timor nekroze edici faktér alfa) enflamasyona, enfeksiyona ve
hasara yanit olarak Uretilen ve ateste, akut-faz tepkimelerinde, hicre
proliferasyonu ve farklilasmasinda ve apoptozda goérev alan bir sitokindir.
TNF-a promotoru NF-kB ve AP-1 baglanma bdlgeleri igerir. TNF-o'nin
reseptorlerine baglanmasi siklikla AP-1 ve NF-kB transkripsiyon faktdrlerinin
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etkinlesmesiyle sonuglanir ve enflamatuvar islerde gorevli genler indiklenir.
Bu genlerin bazilari TNF-q ile indiiklenen apoptozu baskilar®®.

TNF-a ile uyarilabilen yolakla IKB'nin fosforlanmasi, IKB'nin proteozomal
yikimiyla sonuglanir, ve NF-kB'nin inhibisyonu ortadan kalkar®'.

TNF-a'nin iki reseptort vardir: TNFR1 ve TNFR2. TNF-a'nin reseptorlerine
baglanmasi reseptorlerin  trimerlesmesini ve ¢gesitli sinyal proteinleri
reseptorlerinin  biraraya gelmesini uyarir. TNFR'ye katilan proteinlerden
TRADD (TNFR1-ile iligkili 6lim domaini); RIP1 (resepttrle etkilesen protein
1), FADD (Fas-ile iligkili 8lum domaini) proteini ve TRAF2 (TNF-reseptoriyle
ilgili faktdr) gibi araci molekulleri biraraya toplar. TRAF2, IKK (inhibitdr kinaz
kinaz)'in ve MAPK'In (mitojenle iliskili protein kinaz- JNK ve p38 etkinlesmesi
yapan) etkinlesmesine neden olur. TNFR'ler ve atipik bir protein kinaz C
(aPKC) arasinda gapraz iletisim bulunmustir. aPKC ile ilgili bir protein olan
p62'nin, TNF-a'yva yanit olarak gelisen IKK etkinliginde vyer aldigi
ongorilmustir. p62'nin  down-regilasyonu, TNF-aracii NF-kB etkinligini
inhibe etmistir. P62, goklu ubikitin-baglayan bir proteindir ** *° (Sekil 2).
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Sekil 2. UPY'nin etkinliginde ve diizenlenmesinde gérevli molekiillerin sematik goriintimii “°.
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Tumor Baskilayici p53 Geni Etkinliginin Dizenlenmesinde UPY

p53, DNA hasarina ve isi-sokuna, hipoksi ve hiperoksiye, onkogenler -
replikasyon-mikrotubdl inhibitorleri gibi toksinlere ve diger stres gesitlerine
yanit olarak hicre siklusu ilerlemesini bloke etmekten, buyumeyi
baskilamaktan veya apoptozu baglatmaktan sorumlu bir gekirdek proteinidir.
Hucresel stres veya DNA hasarindan sonra (6rnedin uv isik, gamma
radyasyonu ve nikleotid deprivasyonu gibi durumlarda) p53 ya bluyumeyi
durduracak ya da hucreyi apoptoza gétlrecek sekilde stabilize edilir. Bunun
temeli, UPY ile olan yikimin azaltiimasidir®®3®3"4442

P53 timdr baskilayici protein, hiicreleri genetik hasardan korumak ister.
p53'in DNA hasarina yanitta vyetersizligi, onkojenik olan mutasyonel
degisikligi arttinr®®*°. p53'in hicre ici  duzenleyicilerinden biri  MDM2
protoonkogen Urind  proteinidir. MDM2 p53'e baglandiktan sonra
ubikitinlenmesine ve takiben yikimina sebep olur. MDM2'nin RING-finger
domaini, E3 etkinligi icin gereklidir”®. MDM2 protoonkogeninin ilgili p53
dizenlenmesine araci rolleri su sekildedir: p53'e baglanma, p53'Un
transkripsiyonel etkinligini bloke etme, p53'Un ¢ekirdekten disari atilmasi ve
p53'Un UPY tarafindan yikimina aracilik edilmesidir. Ozetle, MDM2, p53'iin
hedef gosterilmesine neden olan bir E3 ubikitin ligaz gibi ¢gahsir. p53'i yikima
hedef gosteren bir diger protein de Jun-N terminal kinazidir *2.

MDM2'ye baglanan diger proteinler arasinda p73 (p53 benzeri bir protein),
E2F1 (hlcre siklusunun S fazina 6zgiin genleri etkinlestiren transkripsiyon
faktor), pRb (MDM2'nin p53'li stabilize etme yetenegini bloke eden bir
protein), CBP (CREB baglayan protein) ve p300 (p53 ile iligkili
transkripsiyonel ko-etkinlestirici) bulunur . Birgok timor ve malignitede MDM2
geninin amplifikasyonu ve MDM2 proteininin asiri anlatimiyla karsilagiimistir.
MDM2 amplifikasyonlu kanserlerde p53 mutasyonuna gereksinim yoktur43.

insan anogenital karsinomunun gogunlugunun etiyolojisinde HPV viriisii
yer alir. Bunlarda p53'Un ubikitine dayali yikiminin hizindaki degisiklikler
onemli rol oynar. Yiksek riskli HPV (6rnegin HPV 16, 18, 5, 8) tarafindan E6
onkoproteini kodlanir ve p53'Un proteozomal yikimini uyarir. E6-p53
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kompleksinin olusumu E6-AP (E6 iliskili protein) denen hicresel bir E6
baglayici proteine gereksinim gdsterir. E6-AP, ubikitinle tiyoester bagi
kurabilen bir HECT domaini paylasan HECT E3 proteinleri denen protein
ailesinin UOyesidir. E6-AP, p53'U ubikitinleyen ve 26S proteozom tarafindan
yikima yonelten bir E3 enzimi gibi davranir®®®"*,

p53'lU de igceren hiicre siklusu kontrol elemanlari, 6érnegin Cdk4, Wee-1, c-
Myc, pRb ve p27/Kip1, isi-sok proteini 70 (Hsp 70) ailesi Uyeleriyle gegici
birlegsmeler yapabilir. Hsp 70 velveya 90, Src kinazlar, tirozin kinaz
reseptorleri, Raf ve MapK'larla da etkilesebilir. Stressiz kosullarda saglikh
p53'lUin gekirdek icine ve disina tasinimi dengededir. Saglam p53'Uin ¢ekirdege
tasinimi Hsp90 gibi saperonlar araciligi ile gerceklesir. Stres kosullarinda ise
saglam p53, hicre siklusu duraklamasi, DNA tamiri ve apoptoz genlerinin ve
hsp70'in transkripsiyonunu uyarir. Saperonlar bazi kanserlerde saglam p53'in
lokalizayonunun diizenlenmesine aracilik edebilir®.

Hucre Siklusu Bilesenleri, Kontrol Noktalari ve UPY

Her hicre bolunmesi arasi interval bir hiicre siklusudur. Dinlenen memeli
hicreleri Go'da kalmaktadir. Kontrol noktalari DNA duplikasyonunun
batinldgdnun ve kromozom segregasyonunun dogrulugunun kontrol edildigi
aralardir. Ug ana kontrol noktasi s6z konusudur: Kanserle ilgili birgok defektin
meydana geldigi G1/S kontrol noktasi, G2/M kontrol noktasi ve bunun DNA
hasarina yanit olarak etkinlesmesi ve metafaz/anafaz (veya M/G1) gecisindeki
kontrol noktasidir. Memeli hiicresinin blyimesinin kontrolii temel olarak G1
fazindadir. G1 fazindan ilerlemeyi baslatan onkogenler arasinda yanhs
anlatimli olanlar (v-sis/PDGF), kismi olarak etkinlestiriimis buyume faktori
reseptorleri (v-erb/EGF, v-fms/CSF-1R, trk/INGF-R, met/HGF-R) veya sinyal
iletimi yolaklarinin bilesenleri (Ras ve Raf) vardir®®*®*¢,

Mitoz tetikleyici faktorin (MPF) protein kinaz alt biriminin mayadaki benzeri
cdc2 tarafindan kodlanir. Bolinen mayada cdc2'nin  mutasyona ugramasi
hiicre bolinmesinin G1/S sinirinda durmasina neden olur. Mayadaki cdc2'nin
insandaki benzerlerine cdk denir. Butin o6karyotlar hiicre bdlinmesinin
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asamalarinda ayni cdk-bazli kontrol sistemini kullanir. Cdk'nin etkinlestiricisi
siklindir. Siklinler siklusun cesitli asamalarinda sentezlenir ve yikilirlar. DNA
sentezi dncesi G1 fazini gegmek icin Onemli olaylardan birisi pRb'nin
(retinoblastomaya duyarli gen Grtninin) cdk'lar tarafindan fosforlanmayla
etkisizlestiriimesidir. Bu fosforlanma, pRB'yl transkripsiyon faktéri E2F'ye
baglanmaktan ve onu duzenlemekten alikoyar. Bdylece E2F'ye yanit
genlerinin DNA replikasyonu ve hicre siklusu ilerlemesi igin gerekli sekilde
anlatimi gerceklesir. Rb'nin nokta mutasyonlari veya delesyonlari insanda ¢ok
sayida kanserde 6zellikle retinoblastoma ve sarkomlarda bulunur®®®4%>*,

Siklinlerin gecislerdeki etkinligiyle ilgili bir érnek, Siklin B'nin, mitozdan
cikista proteozom aracihidiyla yikilmasidir. S fazina kadar da dusuk dizeyde
kalir. Siklinlerin birikimi, mitozu basglatir. Siklin B ve E, bazi meme
kanserlerinde asiri eksprese edilmis sekilde bulunmustur. Siklin D1 de birgok
timorde asiri eksprese edilmektedir.

Siklin D1 ve E UPY igin substrattir; ve yikimlarindaki azalma, timorlerde
bu siklinlerin asiri ekspresyonu ile sonuglanir. Ornegin cdk ile baglandig
zaman siklin D1'in fosforlanmasi, ubikitinlenmesi ve 26S proteozom
tarafindan yikilmasi uyarilir. Siklin D1 bir onkogen gibi davranabilir. Siklin
D1'in asir ekspresyon yoluyla Rb-aracili hiicre siklusu kontrolinden kagisi
karsinojenez icin onemlidir*’** %34,

Cdk inhibitérleri (CIK), Cdk etkinligini diizenler. Ozgunliklerine gore INK4
ve cip/kip aileleri olarak ikiye ayrilirlar. Ornegin siklin D'nin cdk4'e baglanmasi
siklin/cdk kompleksleri ile CIK'ler arasindaki dengeyi Rb'nin fosforlanmasini
baslatmak yoénunde etkiler. Siklin E/cdk2 kinazi da, bir CIK olan p27'yi
proteozom aracili yikimi indikleyerek fosforlar®®*9*°
kanserleri gibi bazi sik rastlanan timoérlerdeki disuk p27 dizeyi koéta
prognozla ilgilidir. P27 proteini miktar bakimindan hucre iginde siki kontrol
altindadir. Dinlenmekte olan hiicrelerde ylksektir ve hicreler S fazina girdikge
anlamli derecede duser. Hucre siklusunun p27 harici diger elemanlari da
timorler icin deregilasyonda hedeftir®®*°.

Cdc25 ailesi uyeleri protoonkogendir ve G1/S gecisinde kritik bir

. Kolorektal ve meme
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dizenleyicidirler. cdc25A memeli hiicrelerinde myc'in hedefi olan bir gendir.
Hucrelerin S fazina girisini cdk2/siklin E ve cdk2/siklin A komplekslerini
defosforile ederek diizenler. UPY tarafindan hem bolinen hem de terminal
farkllasma canli hicrelerde yikilir.  Terminal olarak farkhlagsan miyeloid
hlcrelerde ve insan akciger kanseri kultiri H1299'da, cdc25A'nin UPY ile
yikiminda artma gézlenmistir%.

DNA, hicre siklusunun S-fazinda replike edilir. EGer yeterli miktarda DNA
hasari birikirse ya tamir enzimleri uyarilir ya da siklusun ilerlemesini
yavaslatan bir grup proteinin fosforlanmasiyla sonucglanan bir sinyal kaskadi
devreye girer. ATM ve ATR, memelilerde Chk 1 ve Chk 2 kinazlarin
benzerleri ve  DNA hasari kontrol noktasinin bilesenleridir. Bu noktanin
diizenleyicilerinden Rad1, ATM'ye dayali bir yolla fosforlanir®°"°8,

Cdc37, farkli protein kinazlarla baglantili olan ve onlar stabilize edebilen,
cesitli canlilarda yiksek oranda korunmus bir proteindir. Ayrica inaktif Cdc28'i
siklinle baglanabilecedi ve onu etkinlestirebilecegi bir konformasyonda
stabilize edebilir. Cdc28'in etkinligini dliizenleyen birgok protein kararsizdir.
Bu kararsizlik, “Start proteolizi” veya “Anafaz proteolizi” mekanizmalari ile
giderilir. Her iki mekanizma da ubikitin-aracili yikimi kullanir. Proteolize
ugrayacak substratlarin Cdc28'e bagimh fosforlanma ile etkinlesmeleri
gerekmektedir.

Metafazdan anafaza gegiste yine proteozom tarafindan, APC ES3-
ligazlarinin baglattigi yikim gergeklestirilir. Hedef proteinler arasinda siklin A,
siklin B, sekurin, Pds1p proteinleri vardir®®**° (Sekil 3).
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(A} control of proteclysis by SCF
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Sekil 3. Hiicre siklusu ilerlemesi icin E3-ubikitin ligaz etkili APC ve SCF kompleksleri®.

DNA Tamirinde UPY

Tamir ediimeyen DNA hasari kanserlesmeye veya hicre élumine neden
olur. DNA tamirine aracilik eden BRCA1, CUL4-DDB1 ve BRCAL gibi ubikitin
ligazlari  vardir. Hasarlanmamis hicrelerde hiperfosforilie  edilmis
RNApolimeroz Il ile etkilesir, sonra RNApolimeroz ll'den ayrilir ve hasarlanmis
bolgeye gider. CUL4-DDB1 (hasara 6zgi DNA baglayici protein) kompleksleri
ise NER (nikleotid eksizyon tamiri) islemlerinde gorev alir. NER mekanizmasi
hasarli DNA bazlarinin gikarildigi ve daha sonra DNA polimeraz ve DNA ligaz
etkinligiyle DNA'nin yeniden yapilandirildigi islemdir™.

Antijen Sunumu ve UPY
MHC sinif 1 antijenlerin islenmesinden 26S proteozom sorumludur. MHC
molekdlleri, T hucrelerinin protein yapidaki antijenleri tanimasinda rol oynar.
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Endojen olarak ifade edilen sitoplazmik proteinlerden tirevlenen peptidler,
sitotoksik T lenfositlerinin tanimasi igin endoplazmik retikulumdan yiizeye
MHC1 molekilleri ile tasinirlar. Proteinlerin proteozom tarafindan yikim igin
ubikitin aracili hedeflenmeleri, MHC sinif 1 molekiline baglanacak peptidlerin
uretimi icin onemlidir®".

Proteozomun 20S katalitik merkezinin 11S diuzenleyici komplekse veya
PA28 adli komplekse baglanmasi, IFN-gamma ile induklenir. IFN-gamma
tarafindan up-reglle edilen molekiiller arasinda iki veya ¢ proteozom bileseni
mevcuttur®®3*°,

Tdmorlerde MHC sinif 1 ile taniml peptid sunumunun modifiye oldugunu
ve bagisiklik sisteminden kagisa katkida bulunabildigi gésterilmistir. Bununla
ilgili UPY aracili yikimda degisiklikler rapor edilmistir*®.

T hicreleri tarafindan taninabilir antijen islenmesi ve sunumunda yetersiz
kalan tumor huacreleri, bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmeyecekleri igin
secici bir avantaja sahip olabilir®".

ilag direnci ve UPY

insan tiimérlerinde cokga ifade edilen ve timér direnciyle iliskisi kurulan
POH1 adli proteinin amino asit dizisi, 26S proteozomun S12/p40 alt birimiyle
anlamli derecede benzemektedir. POH1, AP-1 transkripsiyon faktérini up-
regile eder ve bunun sonucunda ¢oklu-ila¢ direnci geligir. Proteozom/Ap-1
aracili direncin, akut miyeloid l6seminin bir alt turiinde kotu prognoza
katilabilecegi gosterilmistir. Coklu ilag direnci genleri, NF-kB ile diizenlenir®®®.

Kolorektal kanser etyolojisinde UPY: kolon epitelinin farklilagmasinin
ve proliferasyonunun diizenlenmesinde UPY

Kolorektal karsinomya sik rastlanir ve metastatik oldujunda daima
oldurtcudur. Kolorektal gelisimde énemli bir sinyalleme yolagr Wnt ile ilgilidir.
Whnt'nin ilgili reseptore (Frizzled) baglanmasi beta-katenin'in proteozomal
yikimina neden olacak bir yilkim kompleksinin etkinligini inhibe eder. Beta-
katenin, transkripsiyon faktdérii TCF4 (T-hlicresi faktor 4) ile beraber calisir. B-
katenin/TCF4 kompleksinin hedefleri arasinda siklin D, c-Myc, aktif kinaz ve c-

50



Arsiv, 2010 Slimer Turanligil ve Uyanikgil

Jun vardir. Epitelyal kdk hucrelerin ¢ogaldigi kolon kriptalarinda artmis B-
katenin etkinligi gortlmustir. Wnt'nin dizenlenmesine katildigi Hath1 adl bir
transkripsiyon faktéri daha vardir: fosforlandi§i zaman ubikitinlenir ve
proteozomda yikilr®,

Ubikitin-protezom yoladinin kanser etiyopatolojisi Uizerine etkilerinin
aragtirlmasi yeni belirleyiciler ve  molekuler biyolojik gereclerin kegfi ile
oldukca guincel ve popdler bir hal almistir. Konu ile ilgili yapilmis ¢alismalarin
gbzden gecirilmesi ve bu konuda yeni stratejilerin gelistiriimesi gereklidir.
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