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DERLEME

Protein Yikiminin Onemi
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OZET

Yasayan bir organizmanin birgok hiicresel proteini siirekli olarak yikilmakta ve tekrar sentezlenmektedir. Proteinlerin bu yasam siireleri
birkag¢ dakika ile birka¢ hafta veya daha uzun siireler arasinda degismektedir. Hiicre i¢indeki protein yikim mekanizmalarinin bazi islevleri
sunlardir: 1) Normal sartlar altinda, baz1 6nemli metabolik kontrol noktalarinda gérev alan enzimlerin yikilarak ve aktivitelerinin diizenlene-
rek hiicrenin degisen ¢evre sartlarina ve metabolik ihtiyaglarina verimli bir sekilde cevap vermesini saglamak. 2) Proteinlerin besin yetersiz-
ligi durumunda enerji ve amino asit kaynagi olarak kullanilmasini saglamak. 3) Transkripsiyonel veya translasyonel hatalardan kaynaklanan
hasarli veya islevsiz proteinlerin uzaklastirilmasi. Bu derlemede hiicre igindeki bazi dnemli proteolitik mekanizmalarin genel 6zellikleri,
yapilar1 ve iglevleri hakkinda bilgi vermeye ¢alistik.

Anahtar Kelimeler: Protein y1kimi. Lizozom. Kaspaz. Proteozom.
The Significance of Protein Degradation

ABSTRACT

Many cellular proteins of a living organism are continously degraded and resynthesized. The lifetime of proteins changes from a few minutes
to weeks or more. Several functions of the intracellular protein degradation mechanisms are as follows: 1) To degrade and regulate the
activity of enzymes, which play roles in some critical metabolic control points in order for the cell to respond efficiently to environmental
changes and metabolic requirements under normal conditions. 2) Under the conditions of nutritional deprivation, to utilize proteins as a
source of energy or amino acids. 3) To remove abnormal and nonfunctional proteins that result from transcriptional and translational errors.
In this review, we tried to present knowledge about the general properties, structures and functions of several important intracellular proteo-
lytic mechanisms.

Key Words: Protein degradation. Lysosome. Caspase. Proteasome.

Bir hiicredeki birgok protein siirekli olarak yikilmakta
(degredasyona ugramakta) ve yeniden sentezlenmek-
tedir. Proteinlerin yari-Omiirleri birka¢ dakika ile bir-
kag hafta veya daha uzun siireler arasinda degismekte-
dir. Hiicre i¢indeki protein yikim mekanizmalarin bazi
islevleri sunlardir: 1) Normal sartlar altinda, bazi
6nemli metabolik kontrol noktalarinda gorev alan
enzimlerin yikilarak degisen c¢evre sartlarmma ve
metabolik ihtiyaglara gore aktivitelerinin diizenlenme-
si. Onemli bircok enzimatik reaksiyonda gérev alan
enzimler bilinen en kisa yari-Omiirlere sahiptirler.
Mesela, ornithine decarboxylase (ODC), 30 dk; S-
adenosylmethione decarboxylase (SAMDC), 48 dk;
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RNA polimeraz I, 78 dk; tyrosine aminotransferase,
120 dk; serine dehydratase ise 240 dk yarilanma 6m-
riine sahiptir. 2) Proteinlerin besin yetersizligi duru-
munda enerji ve amino asit kaynagi olarak kullanilma-
smi saglamak. 3) Transkripsiyonel veya translasyonel
hatalardan kaynaklanan hasarli veya islevsiz proteinle-
rin uzaklastirilmasi.

Son  zamanlarda  yapilan c¢aligmalar, hiicre
homeostazisin saglanmasinda protein ve RNA yikim
mekanizmalarinin biyosentetik mekanizmalar kadar
onemli oldugunu gostermistir' ™.

Proteinler, sifirinci-dereceden reaksiyon kinetigine
gore sentezlemelerine ragmen birinci-dereceden reak-
siyonlara gore yikilmaktadir. Bilindigi tizere, sifirinci-
dereceden reaksiyonlarda reaksiyon hizi reaksiyon
esnasinda sabittir, zamanla degismez; fakat, smirh
miktardaki reaksiyona giren maddelerden bir tanesi
bile tilkendiginde reaksiyon aniden durmaktadir. Hic-
bir protein uygun bir mRNA, tRNAlar, ribozomlar ve
diger tiim elzem faktorler olmadan sentezlenemez.
Eger tek bir amino asit eksik olsa bile protein sentezi
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durur, ve hasarli bir polipeptit ribozomlardan salinir
ve daha sonra yikilarak yok edilir. Protein sentez apa-
rat1 tiim zorunlu faktorlerle doyurulmalidir, aksi tak-
dirde protein sentezi gerceklesmez. Hiicre igindeki
protein yikimi ise sifirinci-dereceden degil birinci-
derecendendir. Birinci-dereceden reaksiyonlar da ise
reaksiyon hizi reaksiyona giren maddelerden
(reaktantlar) birinin konsantrasyonuna baghdir. Yani,
reaksiyona giren madde reaksiyon esnasinda tiikken-
dikce, konsantrasyonu azaldig1 gibi reaksiyon hizi da
orantili olarak zamanla azalmaktadir. Bir proteinin
yikim hizi radyoaktif (pulse-chase yaklasimi) veya
Western blot yontemi ile belirlenebilir. Radyoaktif
yaklagimda hiicre kiiltiirleri dnce kisa bir siire (15- 30
dk) radyoaktif bir amino asit ([*H]-16sin veya [*°S]-
metionin) ile isaretlendikten sonra radyoaktif amino
asit besiyerinden normal radyoaktif amino asit iger-
meyen besiyeri ile degistirilmek suretiyle uzaklastirilir
ve proteinin yapisina katilmig olan radyoaktif amino
asitin kaybolmasi zamanla takip edilerek protein yari-
omri belirlenir. Radyoaktif amino asitlerin kaybolma-
st protein yikimimdan kaynaklanmaktadir. Western
blot yonteminde ise protein sentezi cycloheximide ile
durdurulduktan sonra proteinin hiicredeki azalmasi
antikorlar yardimiyla belirlenir. Protein yari-omrii
protein molekiillerinin yarisinin yikildig: siire olarak
kabul edilir ve asagidaki denklem yardimiyla hesapla-
nir:

tip= In 2/kd

Burada ¢, protein yari-6mrii; /n, dogal logaritma; k&,
ise ytkim hiz sabitidir'.

Protein/enzim seviyelerinin hiicre igindeki miktari
protein sentezi yaninda protein yikim hizina da bagli-
dir. Dolayistyla, bir proteinin yikim hizint kontrol
etmek hiicre ekonomisi agisindan sentez hizini1 kontrol
etmek kadar onemlidir. Siirekli hal denkleminde de
goriildiigii gibi enzim/protein miktart hem sentez hizi
ve hem de yikim hiz1 tarafindan belirlenmektedir.

[P ] = ks/kd

Bu denkleme gore sentez hizint 10 kat arttirdigimizda
protein miktar1 da 10 kat artar. Ayn1 sekilde protein
yikim hizin1 10 kat azaltirsak protein miktar1 benzer
sekilde 10 kat artar'.

Protein yikimi, hiicre i¢inde ya da disinda islev goren
proteazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Hasarli,
anormal proteinlerin hiicre i¢inde birikmesini engel-
lemek ve amino asitlerin geri doniisiimii igin protein-
lerin devamli yikilmasi gerekir. Cesitli proteinlerin
yari-Omiirleri yarim dakika ile birka¢ saat ve hatta
birka¢ yil arasinda degisir. Hizli bir sekilde yikilan
proteinler sentez esnasinda yanlis amino asidin ek-
lenmesinden dolay1 hasarli (normal {i¢ boyutlu yapisi-
n1 alamamis) olan veya normal islevi esnasinda bozu-
lan proteinlerdir’®. Genellikle proteinlerin yari émiir-
leri N-ucunda bulunan amino asit ile bir korelasyon
gostermektedir. Bu olay N-end kurali olarak bilinir.
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Omegin, N-ucunda metionin, serin, alanin, treonin,
valin ve glisin amino asitleri bulunan proteinlerin yar1
Omiirleri 20 saati agmaktadir. Fenilalanin, 16sin,
aspartik asit, lizin ve arginin bulunan amino asitler ise
3 dakika veya daha az kisa miirlii proteinlerdir®. Yine
yapilarinda PEST sekansi (prolin, glutamik asit, serin
ve treonin) igeren proteinler diger proteinlere gore
daha hizh yikilmaktadirlar™®, Hasarli proteinler hem
bakteriler hem de dkaryotik hiicrelerde sitozolik ATP-
bagimli sistemler tarafindan yikilan kisa 6miirlii prote-
inlerdir. Hiicre i¢inde veya disinda islev goren
proteazlardan bazilar1 sunlardir: Serin proteazlar
(tripsin  ve kimotripsin), lizozomlarda bulunan
katepsinler, sitozolde bulunan kaspazlar, hiicre zarinda
bulunan veya ekstraseliiler siviya salgilanan meprinler
ve yine hiicre i¢inde bulunan ¢ok biiyiik yapida olan
ATP-bagimli proteozom’. Bu derlemede hiicre icinde
bulunan baslica proteolitik sistemlerin genel dzellikle-
ri, yapilart ve islevleri hakkinda bilgi verilmeye cali-
stlmustir.

Lizozomlar

Lizozomlar hidrolitik enzimler igeren membranla
cevrili organeller olup hiicre iginde makromolekiillerin
sindirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Yaklagik 40 cesit
hidrolitik  enzim  igermektedirler  (proteazlar,
niikleazlar, lipazlar, glikozidazlar ve fosfolipazlar).
Hepsi asit hidrolaz olarak bilinir ¢iinkii optimum akti-
vite i¢in asidik bir ortama ihtiya¢ duyarlar.
Membranda bulunan bir H'ATPaz pompasi ile
sitozolden proton iyonlar (H") lizozom liimenine tasi-
narak, pH 5 civarinda tutulur. Lizozom enzimleri
sitozole sizsalar bile ¢ok az tahribat yaparlar ¢ilinkii
sitozolik pH 7.2’de inaktive olurlar. Lizozom
membranindaki proteinlerin ¢oguna ¢ok sayida kar-
bonhidrat grubu eklenmistir bunun da onlar1 lizozom
limeninde bulunan proteazlardan korudugu disiiniil-
mektedir'®. Lizozomlar biitin okaryotik hiicrelerde
bulunmaktadirlar.  Bitkilerdeki ve mantarlardaki
vakuoller ¢ok yonlii lizozomlar gibi islev gérmektedir.
Vakouller hiicrelerin yaklasik %30’luk bir bolimiinii
kaplamaktadir, baz: hiicrelerde bu %90’na varmakta-
dir. Vakoullerin ¢ok degisik gorevleri vardir. Sindirim
kompartmani1 olmasinin yaninda ayrica atik madde
deposu, embriyo gelisimi i¢in besin deposu ve hatta
bitki yenildigi zaman zararli maddeler vakoullerden
salindig1 icin predatorlere karsi bir savunma da sagla-
maktadir'”.

Lizozomal degredasyon

Lizozomlarda yikilan maddeler lizozomlara ii¢ farkli
yoldan ulagsmaktadir. Bu yollardan biri endositozdur.
Hiicre disindan maddelerin  plazma membranin
invajinasyonu ile hiicre i¢ine alinmasi ile meydana
gelir ve iki ¢esit endositoz vardir; pinositoz (sivilarin
hiicre i¢ine alinmasi: hiicrenin igmesi) ve fagositoz
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(kat1 maddelerin hiicre i¢ine alinmast: hiicrenin yeme-
si). Endositoz ile alinan maddeler dnce erken endozom
(early endosome) denilen kiigiik diizensiz vezikiiller
(keseler) icine alinir. Bu vezikiiller igine alinan bazi
molekiiller ¢ikarilir ve tekrar plazma membranina geri
gonderilir, diger maddeler ise ge¢ endozom (late
endosome) denilen vezikiillere iki vezikiiliin flizyonu
(birlesmesi) sonucu teslim edilir. Ge¢ endozomlarda
pH 6 civarindadir. Olgun lizozomlar, ge¢ endozom
membranindaki bazi proteinlerin kaybolmasi ve pH’in
daha da diismesiyle olusurlar. Lizozomlarda yikilacak
olan maddeler ikinci bir yol olan otofaji ile de
lizozomlara ulasir'®. Otofaji hiicrenin kendisine ait
bazi maddelerin veya kisimlarin elimine edilmesi
islemidir. Karacigerlerde bir mitokondrinin yaklagik
10 giin gibi bir émrii vardir. Bu siirenin sonunda mito-
kondri lizozom tarafindan otofaji ile yok edilmektedir.
Bu islem ER’den elde edilen membran ile organelin
etrafinin  sarilmast (otofagozom) ve daha sonra
otofagozomun lizozom ile birlesmesiyle sonuglanir.
Lizozomlara ulagmada kullanilan ii¢lincii bir yol bazi
proteinlerin yilizeyinde bulunan KFERQ sinyal sekan-
sidir. KFERQ sekans1 (K, lizin; F, fenilalanin; E,
glutamik asit; R, arginin ve Q ise glutamin amino
asitidir) muhtemelen lizozom membraninda bulunan
spesifik transportir proteinler tarafindan tanmarak bu
tiir proteinlerin lizozom liimenine taginmast ve orada
proteazlar tarafindan yikilmasi saglanmaktadir.
Okaryotlardaki lizozomal sistem ile ¢ogunlukla uzun
Omiirlii hiicre zar1 ve hiicre dig1 proteinler hiicre i¢ine
alindiktan sonra yikima ugramaktadir'®. Lizozomda
endositoz ile hiicre igine alinan proteinleri yikan
katepsin olarak bilinen yaklasik 50 hidrolitik proteaz
vardir. Ubiquitin-proteozom yolunun aksine lizozomal
protein yikimi 6zgiil (secici) degildir; fakat besin
yetersizligi durumundan yukarida belirtilen KFERQ
0zgiil sinyal sekansini igeren proteinler lizozoma yon-
lendirilmekte ve kisa bir siire i¢in hiicrenin amino asit
ihtiyact bu proteinlerden saglanmaktadir. Sitozolik
proteinlerin yaklagik %30’u bu sekansi igermektedir
ve besin yetmezligi durumunda (hiicre kiiltiirlerinde
serum eksikliginde) bu proteinler lizozomlara hedef-
lenmektedir. Bu pentapeptit sekansa heat shock prote-
inlerden (1s1 sok proteini) Hsc73 proteinin baglandigi-
n1 ve bu protein araciligt ile lizozomlara yonlendiril-
digi bilinmektedir (Sekil 1)'". Bu proteinlere 1s1 sok
proteinleri denilmesinin nedeni yiiksek 1sida uyarilma-
larindan dolayidir. Fakat daha sonra bu proteinlerden
bazilarmin hiicrede normal sartlarda da stirekli ve
yiiksek miktarda sentezlendikleri goriilmiistiir. Hsp
proteinleri yeni sentezlenen proteinlerin ER veya
mitokondriye gonderilmesinde de gorev alirlar. Ayrica
stres sartlar1 altinda {i¢ boyutlu yapilarin1 kaybeden
proteinlerin katlanmalarina yardimer olmak veya
degredasyon yollarina hedeflenmelerini saglayarak
hiicre iginde bu anormal proteinlerin birikmesini en-
gellemede 6nemli rolleri vardir.

Lizozom

Sekil 1.
Hsc73 proteini araciligi ile lizozomlara protein
hedeflenmesi'.

Lizozomal hidrolazlar pre-proenzim olarak sentezle-
nirler, sentez devam ettigi sirada sinyal sekans ¢ikari-
lir ve ER’da proenzim katlanmalar1 olur. Golgide
asparagin-bagli (N-linked) glikozilasyona ugrarlar.
Yine golgide N-asetil glukozamilfosfotransferaz en-
zimi ve N-asetilglukozamidaz enzimleri ile mannoz-6-
fosfat eklenir. Bu isaretlenmis olan proenzim golgi
membraninda bulunan MO6P reseptorleri tarafindan
baglanir ve endolizozomal sisteme ydnlendirilir.
Glikozilasyonun  bu  enzimleri endozom  ve
lizozomlarda yikimdan korudugu varsayilmaktadir'®.
Lizozomal proteazlar endo ve ekzo peptidazlar olarak
iki grupta incelenmektedirler. Endoproteazlar ¢ogun-
lukla sistin ve aspartik proteazlardir, ekzoproteazlar
ise sistin  ve serin proteazlardir'”.  Tiim
endoproteazlarin primer yapilari olduk¢a korunmus ve
benzer sekonder yapilara sahiptirler. Aralarindaki
farklar ¢ogunlukla korunan boélgeler arasinda bulunan
kisimlara insorsiyon ve delesyonlardan kaynaklan-
maktadir. Aktif bolgede bulunan sistin amino asitine
ek olarak histidin (His), asparagin (Asn) ve glutamin
(GIn) aktif bolgeyi olusturan ve substrat hidrolizine
katilan amino asitledir'”.

Kaspazlar

Kaspazlar hasarli veya fazla olan hiicrelerin ¢evreleri-
ne zarar vermeden ortadan kaldirilmasimi saglayan
programlanmig hiicre Olimiinii (apoptozis) uyaran
proteazlardir. Apoptotik hiicrede meydana gelen mor-
folojik ve biyokimyasal degisiklikler sistin proteazlar
olan kaspazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Tiim
kaspazlar amino asit sekanslar1, yapilar1 ve substratlari
yoniinden benzerlik gostermektedir. Hepsi proenzim
olarak sentezlenmektedir (30-50 kDa). Uc¢ &nemli
domain igermektedirler; amino ucu domain
(prodomain), biiyiik alt birim ve kii¢iik alt birim. Aktif
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merkez, biiyiik alt birimde yer almaktadir. Aktivasyon
bu domainler arasinda peptit baglarinin kirllmasi ve
daha sonra biiyilk ve kiiciik alt birimler birleserek
heterodimer, heterodimerler de birleserek iki aktif
merkez igeren tetramerik aktif enzimi olustururlar
(Sekil 2). Kaspazlar proteazlar arasinda en ¢ok
spesifisite gosteren enzimlerdir. Kesinlikle aspartik
asitten sonra substratlarint kirmaktadirlar. Aspartik
asitin 6niindeki 4 amino asit (tetrapeptit) kompozisyo-
nu ve bunlarm ii¢ boyutlu yapisi spesifisitede onemli
etkiye sahiptir. Memelilerde simdiye kadar 12 tane
tespit edilmistir. Apoptozisi uyarmalarina gore
kaspazlar iki gruba ayrilirlar: apikal (baslatict
kaspazlar) ve efektor kaspazlar. Baslatici kaspazlar
efektor kaspazlari aktive eden proteazlardir. Efektor
kaspazlar hiicre ¢ekirdeginde (laminler), DNA tamir
enzimlerinden PARP, fodrin, Rb, sitoplazmada (aktin)
ve hiicre iskeletinde bulunan birgok yapisal ve islevsel
proteinleri pargalayan proteazlardir. Apoptoziste gorev
alan kaspazlar Tablo I'de goriilmektedir'®'®. Efektor
kaspazlar katepsin veya kalpein (Ca'? tarafindan akti-
ve edilen hiicre hareketinde ve adhezyonda rol alan
proteaz) gibi diger proteazlar tarafindan da aktive
edilebilmektedir. Kaspaz enzimlerinin aktivasyonuna
ve dolayisiyla apoptozis uyarilmasina neden olan dis
etkenlerden bazilar1 UV 15101, gama 1s1n1, radyasyon,
ilaglar ve toksinler sayilabilir'>"’.

- 33530 >

I I
| Prodomai (3-24 KDa) | Eirdk: alibirin {17-21 kTa) | Hiic ik albdim (1013 EDa) |
b

Skt merhes
[QACHE)

l Aldivasyon

Sekil 2.
Kaspaz alt birimlerinden aktif kompleks
olusmasi'”’dan uyarlandi.

Tablo I. Kaspazlarim yapisal 6zellikleri'.

Enzim Baglatici Molekdler Alt birimler
Kazpazlar Agirlik (kDa)

Kazpaz-2 51 19/22
Kazpaz-8 55 18/11
Kazpaz-9 45 17110
Kazpaz-10 55 17112
Kazpaz-12 50 20110
Efektor Kazpazlar

Kazpaz-3 32 17112
Kazpaz-6 34 18/11
Kazpaz-7 35 20/12
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Apoptozisde kaspazlarin rolleri

Apoptozis yaklasik olarak 30-60 dakika slirmektedir.
Apoptozis, = DNA  fragmantasyonu,  kromatin
kondensasyonu, membranla ¢evrili vezikiillerin goriil-
diigii bir seri olaylar dizisini igermektedir. Apoptozis
esnasinda kaspazlar tarafindan yikilan yaklagik 40
substrat tespit edilmis olup bu substratlarin yikimi
apoptoziste goriilen bu olaylan tetiklemektedir. Go-
revlerinden bir tanesi, hiicreyi apoptozisten koruyan
proteinleri ortadan kaldirmak ve inaktive etmektir. Bu
proteinlerden bir tanesi I““*”’dir. Bu protein normalde
CAD (kaspaz aktiviteli deoksiriboniikleaz) proteinine
baglanarak hiicre iginde bu enzimi inaktif durumda
tutmaktadir. Apoptotik bir uyar1 geldiginde kaspazlar
aktive edilir edilmez bu inhibitorii (I°P) yikarak CAD
enzimini serbest birakmaktadir. Serbest kalan CAD
enzimi niikkleozomlar arasindaki DNA’y1 kirarak 200
b¢ uzunlugunda DNA fragmentleri olusturmaktadir.
Bu olusan DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezde
DNA merdiveni seklinde goriilmektedir'®. Kaspazlar
ayrica apoptozisi inhibe eden negatif regiilatorleri
yikarak hiicre Oliimiinii tetiklemektedir. En Onemli
negatif apoptozis inhibitérii Bel-2’dir. Bel-2 gibi islev
goren ve benzerlik gosteren diger bazi apoptozis inhi-
bitdrleri Becl-xL, Bcl-w ve Mcl-1 proteinleridir
(antiapoptotik proteinlerdir). Ayni sekilde Bcl-2 prote-
inine benzerlik gosteren fakat apoptozisi tetikleyen
diger baz1 proteinler ise Bax, Bak, Bad ve Bcl-xs
proteinleridir (proapoptotik proteinlerdir)'.

Ubiquitin Proteozom Yolu

Ubiquitin-proteozom yolu hiicre i¢indeki hasarli, yan-
lis katlanmis ve kisa-Omiirlii proteinlerin yikimda
onemli roller oynayan bir proteolitik yoldur. Proteinle-
rin amino asitlere kadar yikilmasinin disinda bazi
transkripsiyon faktorlerinin (NF-kB) kismi yikilma-
sinda (islenerek olgulagmasinda) ve aktivasyonundan
da sorumludur. Proteozom inhibitdrleri MG132 ve
lactacystin ile yapilan ¢alismalar ubiquitin-proteozom
yolunun hiicre igindeki proteinlerin %80’den fazlasi-
nin yikimindan sorumlu oldugunu gostermektedir.
Hedef proteinler yikilmadan &nce ubiquitin ile (76
amino asitlik bir protein) ile igaretlenirler. Daha sonra
hedef protein iizerinde bir poliubiquitin zincir olustu-
rulduktan sonra poliubiquitine olmus protein 26S
proteozoma yonlendirilir. 26S proteozomda isaretlen-
mis olan hedef protein peptidlere kadar yikilirlar™>'*!,
Ubiquitin, yikilacak olan proteinlere baglanmadan
once ilk olarak ubiquitin aktive edici enzimde (E1)’e
transfer edilir. Aktive edilen ubiquitin daha sonra
benzer sekilde E1 enziminden ubiquitin konjugasyon
enzimindeki (E2) bir sistin amino asitine aktarilir. Bu
E2 enzimleri yikilacak olan proteinlere ubiquitin mo-
lekiiliinii ubiquitin ligaz (E3) enzimi yardimu ile direkt
aktarir veya ubiquitin E3 enzimine aktarildiktan sonra
substrat proteinlere aktarilir’*’.,  Son asamada,
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ubiquitin hedef proteindeki bir lizin amino asidine
aktarilir. Daha sonra diger bir ubiquitin molekiilii ilk
baglanmis olan ubiquitin molekiiliiniin 48. pozisyo-
nunda bulunan lizin amino asidine eklenir ve benzer
reaksiyonlar tekrar ederek hedef protein iizerinde bir
poliubiquitin zinciri sentezlenir™.

26S proteozom

26S proteozom sitoplazmada ve g¢ekirdekte bulunan
multikatalitik bir proteazdir. 26S proteozom tiim hayat
formlarinda bulunan ve yaklasik 64 alt birimden olu-
san biiyiilk bir proteazdir. Gorevleri arasinda,
misfolded (hatali katlanmis), anormal, hiicre dongiisii
proteinlerinde siklinler, transkripsiyon faktorlerinin
islenmesi ve yikimi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
immiin-cevap ve apoptozis bulunmaktadir. 26S
proteozom, 1 tane 20S proteozom ve 2 tane 19S dii-
zenleyici kompleksten olusan 2.5 MDa agirliginda bir
proteazdir.  Ubiquitin-protein  konjugatlari, 26S
proteozomun 19S diizenleyici kompleksi tarafindan
taninir, hedef protein ¢oziiliir, 20S kor kompleksi igine
gonderilir ve burada peptitlere kadar yikilir. 19S dii-
zenleyici kompleksi iki alt kompleksten olugmaktadir:

Base (20S komplekse yakin kompleks) ve Lid (kapak).

Base kompleksinde ATPaz aktivitesi igeren 6 protein
ve ubiquitin taniyan S5a proteini bulunmaktadir.
ATPaz enzimlerinin substrat proteinlerin ii¢ boyutlu
yapilarinin ¢dziilmesi ve proteolitk aktiviteleri iceren
20S kompartimani igine gonderilmesinden sorumlu
oldugu saniliyor. Protein yikimi i¢in Lid kompleksine
de ihtiya¢ vardir. Lid sekiz alt birimden olusmaktadir.
Islevi tam olarak bilinmemesine ragmen ubiquitine
olmus proteinlerin taninmasi ve deubiquitinasyondan
sorumludur. 19S kompleks 20S kompleksin her iki
ucuna eklenmektedir. Prokaryotik ve oOkaryotik 20S
kompleksi (700 kDa) 7 o ve 7 B alt birimlerinin olus-
turdugu 4 tabakali silindirik bir yapidir (Sekil

3)5, 19,20,24
Lid (kapal) 4—
195 R egitlatir kornpldos
Base (ATPases)4—
o7 4— ! !
Prz 4— ‘F V
203 protenzotn
Pr7 -— . |
Oy M—
195 Regilatér kompleks
Sekil 3.
268 proteozomun yapisi.

20S proteozomun proteolitik aktiviteleri

20S proteozom kompleksi en az ii¢ farkli proteolitik
aktivite gostermektedir: Kimotripsin benzeri aktivite,
tripsin benzeri aktivite ve peptidilglutamil-peptit hid-
roliz aktiviteleri. Beta alt birimleri proenzim olarak
sentezlenirler ve proteozom olgunlagmasi sirasinda 75
amino asit kadar olan pro sekans g¢ikarilir. Yedi beta
alt biriminden iicii (By, B, ve Bs) enzimatik aktivite
gostermekte ve bu alt birimler Gly ve Thr amino asit-
leri arasinda kirilmakta ve enzim bu Thr yan gruplari-
n1 substrat peptit baglarin1 kirmakta kullandigr icin
treonin proteazlar olarak ta bilinir. Aktif bolgedeki her
bir Thr amino asiti arasindaki mesafe 28 A kadardir,
bu da proteinlerin yaklasik 8 amino asitlik peptitlere
kadar yikildigim gostermektedir™®?*,

I¥eS Ve

MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al)

Velcade (PS-341)

Sekil 4.
Proteozom inhibitorleri MG132 ve Velcade'in
yapisi®® ‘dan tekrar ¢izildi.

26S proteozom inhibitorleri

Yukarida da belirtildigi gibi proteozom inhibitorleri
MG132 ve lactacystin ile yapilan g¢aligmalar hiicre
proteinlerinin %80-90’nin proteozom tarafindan yikil-
digin1 gostermistir. Bu proteinler arasinda siklinler,
Cdk inhibitorleri p21, p27 ve p57, timor baskilayict
p53, transkripsiyon faktorleri c-Jun ve c-Fos, NF-kB
inhibitori 1kB, poliamin biyosentez enzimleri ODC ve
AdoMetDC (S-adenozilmetionin dekarboksilaz) gibi
¢ok farkli mekanizmalarda rol alan proteinler var-
dir*'%*?7 Proteozom, hiicre dongiisii, endositoz,
transkripsiyon, organel biyogenezi, spermatogenez,
anjiogenez, apoptozis ve protein sentezi gibi bir ¢ok
hiicresel olayda gorev alan proteinlerin yikimini veya
islenmesini saglayarak bu hiicresel mekanizmalara
direk veya indirek bir sekilde katkida bulunmaktadir'®-
2128 proteozom inhibitérlerinde lactacystin, kovalent
olarak Thr amino asitini modifiye ederek geri donii-
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stimsiiz olarak proteozomu inhibe eder ve oldukca
spesifiktir. MG132, proteozomun her ii¢ proteolitik
aktivitesini inhibe etmektedir; bunun yaninda yiiksek
konsantrasyonda katepsin B gibi diger bazi proteazlari
da inhibe edebilir, geri doniigiimlii inhibisyon yapar
(Sekil 4). Velcade (PS-341), bir dipeptit boronik asit
analogudur. Bir¢cok tiimor ¢esidine (multiple
miyeloma, lymphoma, prostat) karsi etkili oldugu
goriildiigii icin Amerikan Saglik Bakanligi tarafindan
kanser tedavisinde kullanilmak iizere onaylanmustir.
Velcade oldukga spesifiktir ve proteozomun
kimotripsin benzeri aktivitesini geri doniigiimlii olarak
inhibe eder (Sekil 4). PSI, kimotripsin benzeri aktivi-
teyi inhibe eder™’.

Ubiquitin proteozom yolu ve p53 proteini

p53 proteini proapoptotik bir protein olup tiimér bas-
kilayici protein olarak bilinir. Kaspaz 3, 7, 8 ve 9
enzimlerini aktive ederek apoptozisi uyarir ve kanser
olusumunu engeller. In vivo ve in vitro modellerde
ubiquitin-proteozom yolu tarafindan yikildigi bilin-
mektedir. Ayrica hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve
hiicre dongiistiniin kontroliinde 6nemli goérevlerinin
oldugu gosterilmistir’™'. p53°iin stabilizasyonu (y1-
kiminin durmasi) birgok hiicre kiiltiirii modelinde
apoptozise neden olmaktadir. Lopes ve Ark.
proteozom inhibitorleri ile muamele edilen Rat-1 ve
PC12 hiicrelerinde tiimor baskilayict p53 proteinin
hizli bir sekilde akiimiile oldugunu gostermislerdir.
Benzer sekilde p53 tarafindan uyarilan CDK (siklin
bagiml kinaz) inhibitorii p21 proteini ve Mdm2 prote-
inlerinin de biriktigini gostermislerdir. Bu ¢aligmada
proteozom inhibitorleri ile uyarilan apoptozisin
dominanat-negatif p53 proteini ile bloke edildigini
fakat yabani tip p53 proteinin over-expresyonu (asir1
ifadesi) ile Rat-1 hiicrelerinde apoptozisin uyarilmasi
icin yeterli oldugu goriilmiistiir. Yazarlar, bu hiicre
Olimiine diger molekiillerinde katilabilecegini oner-
melerine ragmen elde ettikleri veriler proteozom
inhibisyonu sonucunda p53 proteinin birikmesi ve
akabinde hiicre dongiisii inhibitdrlerinden p21’°in
transkripsiyonun uyarilmasinin apoptozis tetiklenme-
sinde anahtar bir rol oynadigim gostermektedir’'. Yeni
yayinladigimiz makalemizde ise proteozom inhibitorii
Velcade’in hem B16F10 melanoma hiicrelerinde hem
de 4T1 meme kanser hiicrelerinde sitotoksik ve anti-
proliferatif etki yarattigini rapor ettik. Proteozom
inhibisyonu akabinde B16F10 melanoma hiicrelerinin
4T1 meme kanser hiicrelerine gore daha hassas oldu-
gunu ve bu hassasiyette p53 tiimor baskilayici protei-
nin anahtar rol oynadig1 sonucuna vardik. Fakat, 4T1
hiicreleri daha direngli olmalarina ragmen yine
Velcade ile apoptozise ugradiklarini gozlemledik. Bu
da proteozom inhibisyonun 4T1 hiicrelerinde p53-
bagimsiz bir sekilde apoptozis uyardigini da goster-
mektedir’”. Kanserli dokularda p53 geninde yaygin bir
sekilde mutasyonlara rastlanilmaktadir. Kolon kanse-
rinin %70, akciger kanserinin %50, ve gogiis kanserle-
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rinin %20’1inda p53’te mutasyonlar tespit edilmekte-
dir'®*. p53 proteini ayn1 zamanda proapoptotik prote-
inlerden Bax ve Fas proteinlerinin sentezini uyararak
ve Bcl-2 gibi antiapoptotik proteinlerin sentezini en-
gelleyerek DNA hasarlart durumunda apoptozisi tetik-

ler*.

Proteozom ve kanser iliskisi

Proteozom inhibitorleri farklilasmis ve boliinmeyen
hiicrelerin aksine spesifik olarak bdliinebilen timor
hiicrelerinde apoptozis uyarmaktadir. Ornegin, bolii-
nebilen insan l6semik HL60 hiicreleri boliinemeyen
(quiescent) HL60 hiicrelerine goére proteozom inhibi-
torleri  N-carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-norvalinal
(LLnV) ve N-carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-y-z-butyl-
L-glutamyl-L-alanyl-L-leucinal ~ (PSI) tarafindan
apoptozise daha duyarli olduklari gosterilmistir™.
Fakat, bolinmeyen kontak inhibisyonlu (quiescent)
hiicrelerde proteozom inhibitérii PSI ile apoptizis
uyarmak i¢in aktif boliinen primer endotel hiicrelerde
kullanilan dozun en az 340-kat daha fazla kullanilmasi
gerekmektedir™.

Son zamanlarda yapilan bir diger ¢alisma, saglikli
bireyler ile karsilastirildiginda birgok kanser hastalari-
nin (acute myleoid leukemia, AML, Hodging’s
disease, chronic myleoproliferatif syndrome ve solid
tiimor hastalart) plazmalarinda 20S proteozom mikta-
rim 1000-kat kadar yiikseldigini gostermistir’’. Bu
¢aligmalar, proteozom inhibitorlerinin spesifik olarak
cogalabilen hiicrelerde apoptozise neden olduklarini;
dolayisiyla, diger anti-kanser ilaglara gore daha avan-
tajli durumda olduklarini ve kanser tedavisinde daha
etkili olabileceklerini gostermektedir. Proteozom
inhibitorlerinin in vitro ve in vivo modellerde genis
spektrumlu aktivite gostermelerinden dolayi, son za-
manlarda kanser tedavisinde 6nemli bir hedef molekiil
olarak proteozoma olan ilgi dramatik bir sekilde art-
migstir. Hiicre kiiltiirlerinde, Velcade birgok kati ve
hematolojik malignant tiimor hiicrelerinde (miyeloma,
lenfoma, akciger, ovaryum, pankreas, prostat, bas ve
boyun kanserlerinde) apoptozisi uyardigi bilinmekte-
dir. Apoptozisin proteozom tarafindan yikilan p53,
p21, p27 ve proapoptotik proteinlerinin akiimiilasyonu
aracihigr ile oldugu tahmin edilmektedir®. Velcade
klinik denemelerde kanser tedavisinde kullanilan ilk
proteozom inhibitoriidiir. Faz 1 solid ve hematoloji
malignant timorlerde (6zellikle multiple myeloma ve
lenfomalar) umut verici bulgular elde edilmistir ve
Velcade iizerinde detayli ¢alismalarin yapilmasi ve
ileriki ¢caligmalarda diger anti-kanser ilaglar ile beraber
(kombine) denenmesi tavsiye edilmistir™.
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