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DERLEME / REVIEW
VON HIPPEL-LINDAU TUMOR BASKILAYICI GENINE MOLEKULER YAKLASIM
MOLECULAR APPROACH TO VON HIPPEL-LINDAU TUMOR SUPPRESSOR GENE
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von Hippel-Lindau (VHL) gen proteininin tiimor baski-
lamasiyla ilgili en iyi tanimlanmis fonksiyonu substrat
taniyicl olarak bir E3 ubikitin ligaz kompleksinde yer
almasidir. Bu kompleks normaksik kosullarda, hipoksi
induklenebilir faktor 1-a’nin (HIF-1a) alt birimini hedef-
leyerek, ubikitinasyon yoluyla HIF-1a’'nin hizli protea-
zomal degradasyonunu saglamaktadir. Mutasyon veya
promotor metilasyonuyla olusan VHL fonksiyon aberas-
yonlari hiicrede HIF-1a toplanmasina sebep olur ki bu
da bir dizi hipoksi cevap genlerinin transkripsiyonunu
aktifler ve bdylece bir timériin gelisimi icin dnkosul olan
kan damari olusumunu hizlandirir. Bu derlemede, timor
baskilanmasini iceren VHL-E3 ubikitin ligaz kompleksi ve
onkogeneziste VHL/HIF-1 regulasyonunda énemli roller
alan molekiler mekanizmalari incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: von Hippel-Lindau, tiimér baskilayi-
c1 gen, hipoksi, kanser.
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ABSTRACT

von Hippel-Lindau (VHL) gene protein related to tumor
suppression, well-defined function is taking part of E3
ubiquitin ligase complex as a substrate recognizer. In
normoxia conditions this complex provides rapid prote-
asomal degradation of , hipoksi indiiklenebilir faktor 1-a
(HIF-1a) via the ubiquitination by targeting HIF-1a. VHL
function aberrations that occurs by mutation or promo-
ter methylation, lead to accumulation of HIF-1a in the
cell, so this also activate transcription of a series of hy-
poxia response genes and so accelerateblood vessel for-
mation that prerequisite for development of a tumor. In
this review, we wanted to examine VHL-E3 ubiquitin liga-
se complex containing tumor suppression and molecular
mechanisms that have important roles in the VHL/HIF-1
regulation in oncogenesis.

Keywords: von Hippel-Lindau, tumor suppressor gene,
hypoxia, cancer.
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GIRiS

insan neoplazmalarinda bulunan bircok sti-
mulatdr “onkogenler” ve baskilayici “timor
supressor genler” 1980’lerden gliniimiize yo-
gun arastirmalarin odagi olmus olup hem ti-
morogenezisin hem de normal dulzenleyici
blylme vyolaklarinin ne kadar karmasik ol-
dugunun anlasilmasini saglamistir (1,2). Tu-
morogenezisden onkogenler, timor baskilayici
genler ve genetik kararhhgi koruyucu genler
sorumludurlar (3). Genellikle hiicrenin normal
¢ogalmasini denetleyen sinyal yollarinda gorev
yapan hiicresel genlere protoonkogenler denir.
Hlcrede bazi degisimlere eklenen, bir protoon-
kogenin bir allelindeki aktive edici somatik bir
mutasyon, hiicreye secici cogalma avantaji sag-
lamaya yeterli olabilir, yani bir onkogen haline
gelebilir (4). Genetik degisimler timor baskila-
yici genleri zit yonde etkilemektedir; bu durum
gen Urlnlerinin aktivitelerini azaltarak veya or-
tadan kaldirarak gen fonksiyonlarinin kaybina
sebep olurlar (3,5). Dominant etkili timor bas-
kilayici genlerin iki vurus hipotezine (two gene-
tic hits) gore her iki allelinin de etkinsizlesmesi
gerekmektedir (6). Hiicreye secici bir avantaj
kazandirmak igin gerekli mutasyonlardan biri
timor baskilayici genlerin maternal veya pater-
nal alellerini etkileyen genetik (epigenetik de
olabilir) degisimler olabilir. Boyle bir durumda
inaktivasyon, bir allelin delesyonu ya da kalitsal
olarak heterozigotlugu Uzerine diger allelin de
somatik mutasyonuyla; sonucta tiimor baskila-
yici genin her iki allelinin de etkinsizlesmesin-
den kaynaklanabilir (7). Kanser genlerinin, mu-
tasyona ugradiginda timdrogenezisi tamamen
farkh bir yoldan kolaylastiran Ggunci bir sinifi
ise stabiliteyi koruyucu genlerdir. Bunlar normal
DNA replikasyonu sirasinda olusan hata veya
mutajenlere maruz kalma sonucu indiiklenen
yanlishklarin duzeltiimesinden sorumludurlar
(4,8-10).

Mutasyonlardan potansiyel olarak tiim genlerin
fonksiyonlari farkli sekilde etkilenebilir; ancak
sadece onkogenler ve timor baskilayici genler-
deki mutasyonlar net olarak hiicre buyimesi-
ni ve bolinmesini etkileyerek mutant hiicreye
secici bir cogalma avantaji saglayabilirler (3).
Molekiler calismalardan elde edilen kanitlar,
timorogenezisin ¢ok asamali bir slire¢ olarak

gelistigini gostermektedir. Bu slreg icerisinde,
genetik degisimler sonucu, normal bir hiicre
surekli transformasyonla malign bir timore
donusebilmektedir (11,12). Kanserin temelin-
de yatan ¢oklu mutasyonlarin birbirini izleme-
si icin Ozellikle genetik kararsizligin gerekliligi
vurgulanmistir. Genetik kararsizlik neoplazi igin
gerekli olan karmasik bir takim degisikliklerin
hicrede birikmesini hizlandirmaktadir (13,14).
Bu konuda yapilan ayrintili calismalarin sonug-
lari ve hizla gelisen molekuler bilgi artisi tip uy-
gulamalarinda yeni ufuklar agcmis, kanserden
korunma ve tedavi konusunda etkili olanaklar
sunmustur (15-18).

iNSAN VHL GENi VE PROTEINLERI

insanlarda timér baskilayici bir gen olan VHL
kromozom 3’Uin kisa kolunda lokalize (3p25-26)
3 ekzonlu bir gendir. VHL gen promotoriiniin
transkripsiyon faktorleri icin pek cok baglanma
yerlerine sahip oldugu 6ngorilmekte olup, VHL
ekspresyonunun nasil kontrol edildigi aciklan-
maya calisiimaktadir. Bu genin kodladigi 4-7 kb
uzunlugundaki mRNA'dan, bilinen herhangi bir
proteine benzemeyen farkh buyuklikte iki pro-
tein sentezlenir. Bunlardan biri 30 kDa moleku-
ler agirlikh bir protein olup VHL30 diye adlandi-
rihr. Digeri alternatif translasyonla sentezlenen
yaklasik 18-19 kDa'luk daha kisa bir VHL19 pro-
teinidir. Her iki molekul de timor baskilayici ak-
tiviteyi saglar ve VHL terimi jenerik olarak ben-
zer fonksiyona sahip olmalarindan dolay her iki
izoform icin de kullanilir (19,20).

VHL PROTEINININ iSLEVLERI

VHL gen urini olan VHL proteini bircok hiicre
proteini ile etkilesir; anjiyogenezin kontrolln-
de, ekstraselliler matriksin formasyonunda,
hicre metabolizmasinda ve mitogenezde rol
alir (21-24). Bunun yani sira, VHL proteininin en
iyi tanimlanmis fonksiyonu substrat taniyici ola-
rak bir E3 ubikitin ligaz kompleksinde yer alma-
sidir. HIF aktivitesinin baslica regtlatori olan bu
kompleks normoksik kosullarda, HIFin HIF-1a
alt birimini hedefleyerek, ubikitinasyon yoluy-
la HIF-1a'nin hizh protozomal degradasyonu-
nu saglar (25-27). Oksijen varliginda HIF-1a’'nin
hidroksilasyonu ile etkinlesen VHL proteini
fonksiyonel hedefi olan iki regtilator altyapiya,
Elongin C ve Elongin B’ye (hiicresel transkripsi-



yon faktorleri) baglanir ve baglanti sonrasi Cul-
lin2 (Cul2) diye adlandirilan dordlincu bir pro-
teinle etkilesir (28-30). Bu VHL/elonginCB/Cul2
kompleksi ring bax protein 1 (Rbx1) denilen
bir proteinle daha etkileserek poliubikitinas-
yon icin uygun bir hedef olusur. Yapiya eklenen
bu enzimler genellikle ubikitin ligazlar (E2, E3
kompleksleri) olarak bilinir ve bdylece olusan
poliubikitin kuyrugu yikima ugrayacak subst-
rata bir sinyal ya da flama hizmeti yaparak int-
raselltler yikim icin hedef proteinle baglanirlar
(Sekil 1) (31,32). Hipoksik kosullarda ise HIF-1a
hidroksillenemez, hidroksillenemeyen HIF-1a

SITOPLAZMA

Proteozom

HIF-1ct nin proteozomal
degradasyonu

Sekil 1: Normoksi kosullarda HIF-1a hidroksilasyonuyla VHL'nin diizenlenmesi.

yikim icin VHL proteinine baglanamaz ve birikir.
Bu durumlarda yikilamayarak stabil hale gelen
HIF-1a alt Unitesinin nikleusa gectigi, HIF'in
diger alt Unitesi HIF-1pB ile birleserek 6zel DNA
sekanslarina baglandigi, Vascular endothelial
growth factor (VEGF) ve Eritropoietin (Epo) gibi
bir takim hedef genlerin aktivasyonlari aracili-
g1 ile VHL/HIF-1a yolaginin timor ilerlemesi ve
metastazinda 6zel bir role sahip oldugu goste-
rilmistir (Sekil 2) (33-35).

SITOPLAZMA

NUKLEUS

$Sekil 2: Hipoksi kosullarinda VHL'nin inaktivasyonu.

Hucrelerde VHL proteininin yetersiz olmasi du-
rumunda, ortamda oksijen olsa bile, HIF-1a alt
unitelerinin yikimi gerceklesmez (20,27,36-38).
VHL hastaliklarinda VHLnin elongin B ve elon-
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gin C'ye baglandigi yerlerinin siklikla mutasyo-
na ugradiklan gosterilmistir (19,39,40). VHL'de
olusan bu degisimler nedeniyle hipoksiylein-
diklenebilir proteinler uygun sekilde yikila-
maz, birikir ve stabil hale gelerek HIF tarafindan
regule edilen hedef genleri indikleyebilir ve
yeni kan damarlari olusabilir (41). Boylece VHL
yetersizliginde, HIF degradasyonu bozulur ve
hicreler oksijensizmis gibi davranabilirler. Bu
durumun, solid timorlerin damarlanmasini ve
gelisimini kolaylastirarak timor buyiumesine
yardimci oldugu gosterilmistir (34,42-44).

VHL HASTALIKLARININ GENETIK
MEKANIZMALARI

Azalmis oksijene adaptasyon, yasayan butun
organizmalar icin temel bir gereksinimdir. Mo-
lekiiler seviyede, hipoksiye karsi bu adaptas-
yonda Epo ve VEGF gibi hipoksi cevap genleri
gorev alirlar. Burada Epo kanda tasinan oksijen
kapasitesini artirirken, VEGF kan akisini artirir.
Vaskiiler permeabilite faktorii olarak da bilinen
VEGF in vitro ve in vivo olarak hipoksi tarafin-
dan reglle edilen etkili bir anjiojenik faktor ola-
rak denenmis, bircok timor hucre yolaklarinin
gereginden c¢ok VEGF Urettikleri gosterilmistir
(45,46). Anjiyogenezis hucre ve doku hipoksisi
icin diger bir adaptasyon cevabidir (23). Baska
bir deyisle tumor buylumesi icin gerekli timor
anjiyogenezisi hipoksiye bir cevap olarak ta-
nimlanir. Solid timor buylmesi, tumor igin-
de anjiyogenezis olusumuna baghdir ki bu da
VEGF gibi buyume faktorleriyle saglanir. Da-
marlanma, timore oksijen ve besin saglarken
metastaz olusmasini da dolagim sistemi yoluyla
kolaylastirmaktadir (47,48).

EPIGENETIK MEKANIZMALAR VE
PROMOTOR HiPERMETILASYONU

Dominant etkili timor baskilayici gen inakti-
vasyonunda, bazi durumlarda genetik ve epi-
genetik mekanizmalar paralel etki yapabilirler;
deneysel olarak mutasyonal ve epigenetik bir
kombinasyonla her iki allelde de inaktivasyon
meydana gelebilecegi dogrulanmistir (49-51).
Kanserin temelde genetik bir hastalik olduguna
dayali halen yapilmakta olan ¢alismalara ek ola-
rak, elde edilen veriler epigenetik olaylarin da
onemli katkilar oldugunu ortaya koymaktadir
(52,53). Kalitsal modifikasyonlarin DNA yapi-



139

sindaki degisimlerden ziyade gen ekspresyon
motifindeki degisimlere dayali olarak ortaya
¢ikmasina epigenetik degisimler denir. Genle-
rin promotor boélgesindeki metilasyonunu da
kapsayan bu epigenetik degisimler, genlerin
transkripsiyonel aktivitesini veya onlarin ifade-
lerini etkileyebilir. DNA metilasyonu, genomik
imprinting, kromozom stabilitesi ve gelisim
surecinde gen inaktivasyonunun surekliligi ile
korunmasini da iceren bir¢ok olayin regtilasyo-
nunda yer alan kritik bir genom modifikasyonu-
dur (9,53). Metilasyon hizinin genetik mutasyon
hizindan buyuk oldugu g6z 6nline alinirsa, epi-
genetik degisimlerin genetik mutasyonlardan
ziyade neoplazmalarn baslatabilecegi gorusu
onem kazanabilir (52). Anormal promotor me-
tilasyonu ve imprinting kaybi gibi epigenetik
degisimler, insan kanserlerinde yaygin degi-
simler olarak tanimlanmistir. Ayni zamanda gen
fonksiyon bozukluklari icin timor baskilayici
genlerin promotor hipermetilasyonu genetik
degisimlere alternatif olarak bilinir ve bunlar
dokuya 6zel ya da timore Ozel tipte olabilirler
(49,54,55).

DNA molekdlleri sitozin bazlarina kovalent ola-
rak baglanan metil gruplariyla degisiklige ugra-
yabilirler, genomik DNA'nin bu modifikasyonu
timor baskilayici genleri devre disi birakan bir
mutasyon kadar nemli olabilir. DNA metilasyo-
nu, sitozin-fosfoguanin dintikletidlerince (CpG)
zengin olan ve CpG adalan diye bilinen bol-
gelerdeki sitozinlerde yer almakla sinirlidir. Bu
adalar genellikle genin 5" ucunda, yani promo-
tor cevresinde bulunurlar ki bu bolge DNA'nin
RNA'ya transkripsiyonunun yapildigi bélgelerle
ilgili olup genellikle metillenmemislerdir (56-
58). Bu metillenmemis bolgelerdeki hiperme-
tilasyon RNA transkripsiyonunu etkileyebilir ve
gen fonksiyon kaybinin nedeni olabilir (57,59).
Bircok timorde promotor bolgedeki hipermeti-
lasyonun, tiimor baskilayici genlerin transkrip-
siyonunu hem transkripsiyonel aktivatorlerin
baglanmasini engelleyerek hem de metillenmis
DNA'ya 06zgill olarak baglanan represorlerin
katilimini saglayarak engelledigi kesfedilmistir.
VHL geninde promotor bdlge hipermetilasyo-
nunun fonksiyon kaybina neden olabilecegi
renal hiicre karsinomu, kapiller hemangioblas-
toma, meme, over kanserleri ve lenfomalarin
¢ogunda gosterilmistir (25,43,52).

Son 15 yilda VHL promotor hipermetilasyonu
ya da mutasyonlari en ¢cok timoér bagimh anji-
yogeneziste aldiklari rol nedeniyle bébrek hiic-
reli timorlerde (BHT) arastirilmis vesporadik
BHT’lerin cogunda VHL promotor bdlgesinde
hipermetilasyon oldugu belirtilmistir. VHL geni-
nin metilasyon paternini degistiren durumlarin
ya da VHL promotor bolgesindeki mutasyonla-
rn hastaligin patogenezinde etkili olabilecegi
savunulmustur (27,51,60-62). VHL gen mutas-
yonu olmaksizin ortaya ¢ikan BHT lerde ise mu-
tasyonlarin bir kisminin diger timor baskilayici
genlerden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (63).

NORMOKSIDE HIF-1A BiRiKiMi

HIF-1a ile yapilan calismalarda bagka bir ayrinti
ortaya c¢ikmistir. HIF-1a  ekspresyonunun
sadece oksijen basinc tarafindan kontrol
edilmedigi; rat sarcoma viral on-cogene (Ras),
sarcoma (Src), fosfoinositol 3-ki-naz gibi
onkogenlerin aktivasyonu ya da VHL, p53 gibi
timor baskilayici genlerin fonksiyon kaybi ile
normoksik  kosullar altinda da HIF-1a
proteininin timor hicrelerinde normal doku-
lardakinden daha fazla toplandigi gosterilmis-
tir (64). Ozellikle bir timér baskilayici gen olan
VHLnin HIF'in baskilanmasi ve ubikitin aracihg
ile degradasyonunu saglamaktaki rolt BHT'ler
basta olmak Uzere bircok hastalikta incelen-
mig; mutasyon veya promotdr metilasyonuyla
olusan VHL fonksiyon aberasyonlarinin HIF-1a
proteininin yikilamayarak toplanmasina sebep
oldugu ve bunun da bir dizi hipoksiye cevap
genlerinin transkripsiyonuna yol actigi goste-
rilmistir (43,65). Diger yandan VHL geninde bu-
lunan mutasyonlarin HIF-1a ile baglanma ka-
pasitesini degistirerek HIF-1a’'nin zayif bir bag
yapmasina sebep oldugu ve bu durumun kan-
ser ve kardiyovaskduler hastaliklarla iliskili olabi-
lecedi vurgulanmistir (48,66-69).

VHL iLE P53 ARASINDAKI ETKILESIM

VHL ile hucre dongisunin kontroliinde ve
apoptozda ¢cok 6nemli regulator olan bir diger
timor baskilayici gen p53 arasinda beklenme-
yen bir baglanti rapor edilmis olup; VHL pro-
teininin, Mdm2 (onkogenik E3 ubiquitin ligase
murine double minute 2) araciligi ile ubikitinas-
yonunu baskiladigi p53‘e direkt baglanip, onu
stabilize ettigi gosterilmistir (70). Daha sonra ya-
pilan calismalar bu bulgular desteklemis, VHL



proteininin Mdm2 araciligi ile p53 ubikitinasyo-
nunu baskilayarak, pozitif diizenleyici oldugu
gosterilmistir (43,71). Daha sonra bu bulgular
BHT hicrelerinde denenmis, VHL bloke
edildiginde BHT hicrelerinde apoptozun
durdugu ve DNA hasari nedeniyle anormal
hicre dongust  olus-tugu, VHL restore
edildiginde ise normale dén-menin mimkun
oldugu rapor edilmistir (43,70).

Domene ve lllingworth, hayvan hicrelerinde
VHL'nin hipoksi cevap yolu regiilasyonunun
temel olaylarini incelemislerdir. Bilgisayar si-
mdulasyonuna bagh olarak yapilan ¢alismada
HIF-1a ve VHL'nin mutant formu arasindaki et-
kilesmelerde vyapisal re-organizasyonlar igin
atomik detaylarin durumu matematiksel analiz
calismalari ile degerlendirilmistir. Farkli hesap-
lamalar ile elde edilen sonuglar, VHL geninde
olusan her tirli mutasyonunun VHL proteini-
nin dogal yapisindaki stabiliteyi bozdugunu
gOstermistir (44). VHL-HIF kompleksi gibi pro-
teinlerde atomik seviyede yeniden yapilanma
sirasinda enerji  degisimlerini de iceren
hesapla-malar yapilmasi ve arastirmalarin bu
boyutlara ulasmasinin, ileride kanser dahil
bircok hastali-gin tani ve tedavisi icin Umit
verici gelismelerin habercisi olacagi
kanisindayiz.
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