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Kanserde Genetik Ustii (Epigenetik) Mekanizmalar
Epigenetic Mechanisms in Cancer
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Kanser hicreleri yasamlarini devam ettirebilmek ve saldirganlik 6zelliklerini gelistirebilmek icin birgok farkli mekanizma kullanirlar.
Bu mekanizmalar arasinda genetik degisimler detayli ve yodun olarak galisiimakta olsa da bu farkliliklarin yani sira genetik Ustu
(epigenetik) mekanizmalarin kanser gelisim siirecine katkilari géz ardi edilmemelidir. Bu yazinin amaci kanser biyolojisinde ortaya
konmus genetik Ustii mekanizmalarin 6zetlenmesidir. Derlemede kanserde genetik Usti mekanizmalar tek tek ele alinacaktir.
Genetik Ustl mekanizmalar arasinda gen ve protein diizeyinde alternatif kirpilma, deoksiribonikleik asit (DNA) veya kromatin
yapl modifikasyonlar, ribonikleik asit (RNA) interferans, posttranslasyonel modifikasyonlar ve protein/protein etkilesimlerindeki
anormallikler 6n plana gikmaktadir ve gen ifadesi bu mekanizmalar ile degisebilmektedir. Kansere sebep olan bu farkliliklarin bilinmesi
erken molekuler tani testlerinin, hedefe yonelik tedavi stratejilerinin ve molekiler prognostik markerlarin (belirteglerin) gelistiriimesini
mumkin kilmaktadir. Genetik Ustl mekanizmalar kanser biyolojisinde dnemli rol oynarlar.

ANAHTAR SOZCUKLER: Kanser, Alternatif splicing, Epigenetik, RNA interferans, Posttranslasyonel modifikasyon, Protein/protein
etkilesimleri

ABSTRACT

Cancer cells use many different mechanisms to survive and improve their properties of aggression. Of these, genetic alterations
are studied in detail and intensively but the contribution of different epigenetic mechanisms to cancer development should not be
ignored. In this review, epigenetic mechanisms will be discussed individually. Among the mechanisms, alternative splicing at the
level of protein and gene, modifications of deoxyribonucleic acid (DNA) or chromatin structure, ribonucleic acid (RNA) interference,
posttranslational modifications and protein/protein interaction abnormalities come to the fore and gene expression could be
changed by these mechanisms. Knowledge of these cancer-causing mechanisms enables the development of early molecular
diagnostic tests, targeted therapies and prognostic markers. Epigenetic mechanisms play important roles in cancer biology.
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GiRiS

ler mekanizmalarin kanser gelisim veya ilerlemesinde
nasil roller Ustendiklerinin arastirilip aciga cikartiimasi
gerekmektedir. insan ve birgok organizmanin genom yapisinin
ve genetik mekanizmalarin aydinlatiimasi ile molekdiler biyoloji
ve genetik alaninda sire gelen bas déndurtcl gelismeler kan-
ser dahil birgok hastaligin molekiler temelinin agiklanmasina

Hedefe ybnelik tedavilerin gelistirilebilmesi icin moleki-

blylk 1sik tutarak bu hastaliklarla micadelede yeni boyutlar
kazandirmis olacaktir. Bu derlemede gen ve protein dlizeyinde
alternatif kirpilma (splicing), epigenetik, ribonikleik asit (RNA)
interferans, posttranslasyonel modifikasyonlar ve protein/pro-
tein etkilesimleri kapsaminda yenilenmis bilgiler verilecektir.
Gulncel bilgiler 1siginda bu yeni mekanizmalarin anlagiimasi
kanser tani ve tedavisi ile ilgili yeni gelismelere katki saglaya-
caktir.

* Yazigma adresi: Ayse OZER
] E-posta: aozer@marmara.edu.tr
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B ALTERNATIF KIRPILMA (SPLICING)

Alternatif kirpiima 6nci-mRNA'dan intronlarin c¢ikariimasi
ve ekzonlarin yeniden dizenlenmesi ile olgun transkriptlerin
cesitli tiplerinin ortaya ¢ikmasini saglayan bir slregtir. Her ne
kadar yillar dnce tanimlanmis olsa da alternatif kirpiimanin
ne kadar yaygin ve 6nemli oldugu yeni yeni anlasiimaya
baslanmisti. Son yillarda yaygin bir sekilde kullaniimaya
baglayan genom boyu arastirmalar ile insan genlerinin
%90’nindan fazlasinda alternatif kirpiima olaylarinin meydana
geldigi ortaya konmustur. Bu da bize alternatif kirpiima
mekanizmasinin proteomik c¢esitlilik ve dolayisiyla hicresel
fonksiyon repertuarinin belirlenmesindeki énemini ortaya
koymaktadir. Pek ¢ok splice izoformlar kanserle iligkili olarak
tanimlanmistir. Ayrica gesitli splice faktérlerinin onkogen veya
timor baskilayici aktivitelere sahip olduklari bulunmustur.
GuUnumuzde gerek kanser patogenezinin anlasiimasinda ve
gerekse de yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesinde alternatif
kirpilma mekanizmalari ve bu mekanizmalardaki degisikliklerin
veya yeniden dizenlenmelerin anlasiimasi hticre biyolojisinin
yeni bir uygulama alani olarak karsimiza gikmaktadir (26).

Alternatif kirpilmanin regilasyonu normal doku farklilagmasi
sirasinda siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Alternatif
kirpilmanin hatali reglilasyonu ise atipik protein izoformlarinin
olusmasina neden olabilir ve bunlar kanser gibi hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina katki saglayabilir. Genom boyu ¢alismalar
pek ¢ok kanser tipinde 15.000’den fazla timér iligkili splice
varyantini ortaya koymustur. Biyoinformatik analizler bu
varyantlarin proliferasyon, farklilasma, hticre déngusu kontrolu,
metabolizma, apoptoz, motilite, invazyon ve anjiogenezde rol
aldiklarini géstermistir.

Duzensiz alternatif kirpilma olaylari siklikla kirpilma regulasyo-
nundaki anormallikleri yansitir. Oncii-mRNA kirpiimasi genel-
likle primer transkriptlerin Uzerindeki cis-acting kirpilma dizileri
ve bu RNA dizilerine baglanan trans-acting kirpilma faktorleri
tarafindan dulzenlenirler. Regiilatér splicing faktérlerin aktivi-
tesi ve protein dlzeylerindeki degisimler, cis-acting splicing
dizilerde mutasyonlar ve splicing diizeneginin kor komponent-
lerinde mutasyonlar kanserde dlizensiz alternatif kirpiima ile
sonuglanabilir ve pek ¢ok kanser fenotipine katki saglayabilir
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Normal dokularda gézlenen 5 temel alternatif kirpilma paterni
kanserde de gézlenmektedir (33). Dolayisiyla, kanser hiicreleri
ve farklilasmis hiicreler temel olarak benzer alternatif kirpiima
mekanizmalarini  kullanmaktadir. Bunlar “kaset” ekzonlar,
alternatif 5’ splice bdlgeler, alternatif 3’ splice bdélgeler, intron
koruma (retention) ve karsilikli diglayan (mutually exclusive)
ekzonlar olarak siralanabilir (Sekil 1). Ornek vermek gerekirse,
kaset ekzon (bir ekzonun atlanmasi); RON geni makrofaj
stimile edici protein (MSP) igin bir tirozin kinaz reseptoridar.
Normal sartlar altinda RON MSP’ye baglanarak hiicre
mobilitesi ve invazyonunda gdrev alir. Ekzon 11’i eksik bir
splice izoformu olan ARON, pek c¢ok kanser turinde asin
eksprese edilmektedir. Ekzon 11’in atlanmasi bir ekstrasellller
domain’in delesyonu ile sonuglanir ve bu proteinin proteolitik
olgunlasmasini etkiler. Truncated ARUN ligandi olmasa da
surekli aktivite gosterir ve kanser invazivligini artinr. Kaset
ekzon (coklu ekzon atlanmasi); BRAF protoonkogeni Gzerinde
ekzon 4-8’in atlanmasi ile olusan izoform, proteinin N-terminal
RAS-baglama domain’inde gerceve kaymasina neden olur.
Dolayisiyla bu izoformu taglyan hastalar, BRAF geni (izerinde
sik goriilen V6OOE mutasyonunu hedefleyen tedaviye direng
gOsterirler. Alternatif 5’ splice bélgeler; BCL-X genini kodlayan
6ncl-mRNA Uzerinde 2 splice bdlgesi izoformu bulunmaktadir.
Bunlar BCL-X ve BCL-X olarak bilinmektedir. Bu izoformlar
ekzon 2 Gizerinde bulunan 2 rakip 5’ splice bélgelerinin alternatif
olarak kullaniimasi ile olusurlar. Uzun izoform olan BCL-X
anti-apoptotik etki gdsterir ve pek ¢ok kanser tipinde asiri
eksprese edilir. Diger yandan, kisa izoform olan BCL-Xise pro-
apoptotiktir ve kanserde ekspresyonu baskilanmistir. Alternatif
3’ splice bolgeler; VEGF genini kodlayan énci-mRNA 8.ekzon
Uzerinde 2 rakip 3’ splice bélge icerir. Bu 3’ splice bdlgelerin
alternatif kullanimi VEGF izoformlarinin 2 ailesini olusturur.
Proksimal 3’ splice bolgesinin segilimi VEGFxxx izoformlarinin
olusmasina sebep olur. Burada simgelenen xxx bu protein
Uzerindeki amino asitlerin numarasini gdstermektedir. Distal
3’ splice bolgesi kullanildiginda ise diger bir izoform ailesi
olan VEGFxxxb Uretilir. Bu 2 izoform aile tamamen birbirine
zit fonksiyon gosterir. VEGFxxx izoformlar pro-anjiogeniktir
ve ¢cogu timorde asin eksprese edilir. Buna karsin VEGFxxx
izoformlarn ise anti-anjiogeniktir ve timdrlerde baskilanmistir.
Ornegin, VEGF165b reseptérii olan nérofilin 1’e baglanamaz,
dolayisiyla sinyal, yolagini aktiflestiremez. Intron koruma

Kaset ekzon
Alternatif 5’ splice bdlgeler

Alternatif 3’ splice bilgeler

Karsilikh dislayan (mutually exclusive) ekzonlar

intron koruma (retention)

Sekil 1: Farkl alternatif splicing
modelleri.
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(retention); bir transkripsiyon faktdrli olan STAT2 Uzerinde
alternatif olarak kodlanan intron 19 bir dur kodonu olugsmasina
neden olur. Olusan bu dur kodonu STAT dimerizasyonu igin
gerekli olan Src domain dncesinde oldugu icin bu proteinin
fonksiyonunu 6énemli élctde etkilemektedir. Karsilikli diglayan
(mutually exclusive) ekzonlar; tim&r metabolizmasinda énemli
bir yere sahip olan purivat kinaz M (PKM) geni ekzon 9 (E9)
ve ekzon 10’u (E10) karsilikli diglayan bir alternatif splicing
mekanizmasi gosterir. Erigkin donemde PKM1 (ekzon 9
bulunur, ekzon 10 bulunmaz), embriyonik dénemde ise
PKM2 (ekzon 9 bulunmaz ekzon 10 bulunur) olarak bilinen
2 izoformu bulunmaktadir. PKM2 siklikla timérde eksprese
olurken, PKM1 ise farklilasmis dokularda, ornegin kas ve
beyinde eksprese edilir. Timdrde bulunan PKM2 ile PKM1’in
yer degistirimesinde timér hicrelerinde laktat Gretiminin
azaldigi ve oksidatif fosforilasyonun ise arttigi goézlenmistir.
TUm bu mekanizmalarin yani sira MDM2 geninde goérildigu
gibi kompleks kirpilma paternleri de karsimiza gikabilmektedir.

B POSTTRANSLASYONEL MODIiFIKASYONLAR

Proteinlerin  posttranslasyonel modifikasyonlari &karyotik
hiicrede, hicre biyimesi, hiicre bélinmesi, hicre farklilag-
masi, apoptoz, homeostazis ve gelisim sirecinde énemli roller
almaktadir (25). Posttranslasyonel degisiklikler, bir proteinin
translasyonundan sonra gegirdigi kimyasal degisiklikler olarak
tanimlanmaktadir (32). Bildigimiz gibi hiicreden salinacak pro-
teinlerin ¢ogu ilk dnce buyuk énct molekuller seklinde olup,
fonksiyonel olarak inaktiftirler. Bu yilizden, protein zincirinin
parcalari endoproteazlarca ayrimi yapilir ve aktif molekil agiga
cikmasi saglanir. Bu iglemlerin endoplazmik retikulum (ER),
golgi veya sekretuar vezikiller icinde gergeklesebildigini bil-
mekteyiz. Ginimuze kadar agiklanmis ve tanimlanmis olan
bircok posttranslasyonel degisiklikler olmasina karsin siklikla
gorllenler arasinda asetilasyon, proteolitik parcalanma, pre-
nilasyon, fosforilasyon, acilasyon, metilasyon, ubikitinasyon,

lipidasyon ve glikolizasyon yer almaktadir (Sekil 2) (2). Bir
protein bu modifikasyonlarin birini veya birden fazlasini gegire-
bilmektedir. Bu degisikliklerin sayisinin 100’den fazla bile olma
potansiyeli olabilece@i vurgulanmistir. Bazi posttranslasyonel
degisiklikler geriye cevrilebilir (reversible) 6zellik (fosforilasyon
gibi), bazilari ise geri gevrilemez (irreversible) 6zellik (proteoliz
gibi) tasimaktadir. Tablo I’de yaygin olarak goérilen posttrans-
lasyonel degisimler 6zellikleri ile 6zetlenmistir. Bunlarin birgogu
spesifik enzimatik yollari veya sinyal yolaklarini hedeflemekte-
dir, ama bazisi enzimatik aktivite 6zelligi tasimamaktadir. Bun-
lar disinda proteinlerin hedef yerlere dogru konformasyonda
tasinmasi ve yapinin stabilitesinin korunmasinda da énemlidir.
Yani proteinlerin sentezden sonra rastgele katlanmasina engel
olan, istenilen yapiyi almalarini saglayacak yardimcilara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu iglevleri yapan ve protein yapisinin katlan-
masinda rol alan elemanlar saperonlar (Heat Shock Protein
(HSP)-Is1 Sok protein) olarak bilinen proteinlerdir. Saperonlar
¢ok genis bir protein ailesi olup, bakterilerden insana kadar
tim organizmalarda bulunabilme 6zelliginde sahiptirler. Bu
elemanlar bir kalip gérevi gbrerek sentez sirasinda veya sen-
tezden hemen sonra proteinlerin dogru sekilde katlanmalarini,
islevsel Gi¢ boyutlu yapilarini almalarini saglar.

Posttranslasyonel modifikasyonlardaki duzensizlik veya
bozukluk kanser, ndrodejeneratif hastaliklar ve sagirlik gibi
isitsel hastaliklara kadar birgok patolojik olgunun ortaya
cikmasina sebep olabilmektedir (12). Son zamanlarda, bu
posttranslasyonel modifikasyonlar hedeflenerek yeni tedavi
sekilleri ortaya cikarlmaya caligiimaktadir. Ayrica mevcut
tedavilerde y&nlendirici rolleri oldugu da vurgulanmaktadir.

B PROTEIN KATLANMASI

Proteinler salgi yolaginda ER limenine transloke oldugu za-
man katlanmamis yapidadir. Daha sonra genellikle N-uca gli-
kanlar baglanir ve dogru sekilde katlanma saglanir ve disilfit
baglarla stabilize olur. Bu slrecte ER saperonlarn ve katlan-
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Sekil 2: Goklu protein modifikasyon bolgeleri.
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madan sorumlu enzimler gérev alirlar. ER’unda katlanmamig
proteinler biriktikce katlanmamis protein yaniti tetiklenir. Bu
yanit ER saperonlar ve katlamadan sorumlu enzimler tara-
finda koordineli bir sekilde olusturulur. Son zamanlarda, bu
katlanma surecinin 6nemli oldugu ve buradaki anormalliklerin
basta nérodejeneratif hastaliklar olmak Uizere birgok hastalgin
gelismesine yol actigi rapor edilmistir.

B ER SAPERONLARI ve PROTEOSTAZIS
DENGESIZLIGI

Protein homeostazisi (proteostazis), protein sentezi, katlanma
ve oligomerizasyon gibi birka¢ dinamik prosesle desteklen-
mektedir. Proteozis dengesizligi bircok nérodejeneratif hasta-
likta anahtar bir olay oldugunu bilmekteyiz. Bunlar yanlis pro-
tein katlanmasiyla iligkili hastaliklar olarak tanimlanmaktadirlar.
Yanlis katlanmis proteinlerle iligkili hastaliklar tau ve beta- ami-
loid Alzheimer hastaliginda; a-synuclein Parkinson hastaligin-
da; RNA baglayan proteinler ve protein-like domain FTD ve
ALS hastaliklarinda; polyglutamin iceren proteinler Huntington
ve spinal-serebrallar atakside; prion proteinler Creuzfeldt-Ja-
kob hastaliginda karsimiza ¢ikmaktadir (21).

Tablo I: Yaygin Goriilen Posttranslasyonel Degisiklikler ve Ozellikleri

Akkiprik M. ve ark: Kanserde Epigenetik Mekanizmalar

ER’da proteozisin korunmasi bir yliksek kompleks siire¢ olup,
saperonlarin ve katlanmadan sorumlu proteinlerin koordineli
olarak gérev yapmalarina baglidir. Ozellikle katlanmamis veya
yanlis katlanmis proteinler “ER stresi” olustururlar. Katlanma-
mis protein yaniti ER saperonlarinin ve katlanmadan sorumiu
proteinlerin up-regilasyonunu artirir. Bunu yaparlarken de
immunoglobulin protein (BiP)(Grp78), Grp94, kalretikilin
(CRT), kalneksin (CNX) ve protein disulfide isomerase (PDI)
ailesi Uyelerine baglanarak gerceklestirirler (29). Katlanmamig
proteinlerin ortadan kaldinimasi ER’da bulunan ERAD siste-
miyle gerceklesir. ERAD, ER’la iliski degradasyon sistemi ola-
rak tanimlanmistir. ERAD aktive olunca ER’da degradasyonu
ilerleten alfa-mannosidaz benzeri-1 (EDEM1) ile HERP prote-
inini induikler. Bdylece katlanmamig protein yanitinin olusumu
saglanmis olur (15). Normal sartlarda protein sentezlendikten
sonra katlanmasi gereklidir ve bu bir biyolojik stregtir. Memb-
ran veya salgi proteinleri ER’a baglanir ve saperonlar ile katla-
nir. ER stres sartlarinda ise saperonlar katlanmamis polipeptit
zincirlerin agregasyonundan kagabilirler (20). Son zamanlarda
farkll nérodejenerasyon fare modellerinde, saperon proteinle-
rin néro-koruyucu 6zelliklere sahip olduklarn ortaya konmustur.

Modifikasyon Ozellikleri
Polipeptitlerin N-amino terminal uclarina asetil grubu eklenmesi dkaryotlarda siklikla gdértlen
Asetilasyon bir modifikasyon turidir. Asetilasyonun biyolojik rolleri hakkinda bilinenler az olmasina karsin,
asetilasyonun aktin flamentinin formasyonunda énemli roll oldugu bilinmektedir (31).
Acilasyon Acilasyon bazi polipeptitlerin biyolojik membranla etkilesimine yardim eder.

ADP-ribolizasyon

Bu modifikasyon ADP-ribozil transferaz enzimiyle enzimatik olarak indiklenir ve hiicre sinyal
iletiminde ve kontroliinde rolleri oldugu gdsterilmistir (31).

C-terminal uglarina amide grubu eklenmesiyle gerceklesen ve birgok bioaktif peptitlerin/kisa

Amidasyon polipeptitlerde gorilen bir 6zelliktir. Ayrica bu modifikasyon bu polipeptitlerin biyolojik aktivitesinde
veya stabilitesinde rol alirlar (31).
Glikolizasvon Proteinlere karbonhidrat grubu baglanmis olmasi durumudur. Bazi proteinlerde glikolizasyon bunlarin
4 ¢Ozundrluklerini arttinr ve biyolojik yarilanma émrini/biyolojik aktivitesini artirabilir (30).
Fosforilasvon Polipeptide bir veya daha fazla fosfat grubu eklenmesi modifikasyonudur. Fosforilasyon siklikla gesitli
4 polipeptit hormonlarin biyolojik aktivitelerinde rol aldiklari rapor edilmistir (31).
Bazi polipeptitlerde C-uglarindaki sistein amino asitlerine farnesil, dolikol ve geranil gibi prenil
Prenilasyon molekdilleri eklenmistir. Bu modifikasyonun bazi polipeptitlerin membrana baglanmasini kolaylastirdigi
belirlenmigtir (31).
Metilasvon Lizin, arjinin ve 18sin amino asitlerinin metillendigi belirlenmistir. Metilasyonun genlerin
4 transkripsiyonel aktivitelerini etkiledigi bilinmektedir (31).
Ubikitinasyon Ubikitin adli proteinin kovalent olarak baglanmasiyla gerceklesen ve proteinlerin proteozomlar

tarafindan pargalanmasi igin sinyal olusturur (31).

GPI ¢apalar eklenmesi

Proteinlerin C-uglarina amid bagiyla GPI grubunun eklenmesi durumudur. Bunlar proteinlerin hiicre
ylizeyine tutunmasinda énemli rol alir (31).

Sumtilasyon

Bir isopeptide SUMO grubun kovalent olarak baglanmasi durumudur. Simulasyon strese yanitta,
transkripsiyonal regililasyonda ve hiicre déngustinde roller alir (31).

Proteoliz

Proteinlerde amino asitlere baglanip, peptidaz ve protezlarla peptid baglarini kirar. Proteoliz hiicre-

hiicre iletisiminde ve transkripsiyonal regllasyonda roller alir (31).
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Noérodejeneratif hastaliklarda ER saperonlarindan BiP, Grp94,
CRT, CNX ve protein disUlfitizomeraz (PDI) ailesinin Uyeleri
up-reglle olduklarinda erken safha katlanmamis protein
yanitin aktivasyonunu sebep olurlar (28). Bununla birlikte, bu
ER saperonlari Ca*?> homeostasi (16) ve ERAD sisteminde de
gorev yaparlar (Sekil 3) (24). PDI ailesi Uyeleri, ER stres sart-
larinda protein konformasyonu ve protein degradasyon &zel-
liginin korunmasinda dnemli rol alir. Bu ailenin Gyeleri disilfit
kinimalari, oksidasyon ve izomerizasyon ile salg yolaginda
dogal protein katlanmasinda anahtar rol oynar (10). PDI’lar
cis ve trans konformasyonlar arasindaki dénligsiimlerde de rol
alirlar. PDI ailesi Uyeleri de ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili
olmasina ragmen, patolojik sartlarda 6zel rolleri tam olarak
aciklanamamistir.

B PROTEIN KESIiMi

Batin canllarda sentezlenen proteinler islevleri tamamlan-
diginda yikim yolagina sevk edilmektedir. Bu yikimin birkag
nedeni oldugu vurgulanmistir. ilki normal sartlar altinda, bazi
6nemli metabolik denetim yerlerinde gdrev yapan enzimlerin
yikilmasi ve aktivitelerinin duizenlenerek hicrenin degisen
cevre sartlarina ve metabolik ihtiyaclarina verimli bir sekilde
yanit vermesini saglamak; ayrica proteinlerin besin eksikligi
durumunda enerji ve amino asit kaynagi olarak degerlendiril-
mesinin saglanmasi ve son olarak hasarli veya islevi olmayan
proteinlerin uzaklastirnimasi en énemli sebepler arasinda gés-
terilmektedir (8). Prokaryotik canlilarda proteinlerin sentezi ve
translasyonu sitoplazmada gergeklestigi icin yapim ve yikim

tepkimeleri ¢cok hizli gerceklesmektedir. Ama Skaryotik can-
llarda protein yikimi biraz farkli gerceklesir. GUnkl transkrip-
siyon ve translasyon farkl yerlerde gerceklesir. Protein yikimi,
hlcre iginde veya diginda rol oynayan proteazlarca gergekle-
sir. Hasarli veya hatall proteinlerin uzaklastirimasi gerekir. Bu
stre¢c ¢ok hizli bir sekilde gerceklesir. Proteinlerin yikimi iki
yolakta gerceklesir. Bunlar; lizozomal ve ubikitin aracilikh yikim
yolaklari olarak tanimlanmustir.

B UBIKIiTiN ARACILIKLI YIKIM YOLAGI

Nukleer ve sitozolik proteinlerin yikimi icin kullanilan bir yikim
yolagidir. Ubikitin yikim yolu hiicre icindeki hasarl, yanhs
katlanmis ve kisa-6mdirlu proteinlerin yikiminda énemli rol
oynar. Bu yikimda proteinler lizinlerin amino gruplarina ubikitin
takilmasiyla yikim igin hedeflenir. Sonra ¢oklu ubikitin zincirleri
olusur ve eklenirler. Bu olusan coklu ubikitinler bir proteozom
kompleksi (proteaz) olustururlar. Her yikim igleminin ardindan
ubikitinler salinir ve bagka bir ylkim da kullanilmak Uzere
serbest birakilir. Aslinda ubikitinler endositoz icin zemin
olusturmus olurlar (8).

B LiZOZOMAL YIKIM YOLAGI

Lizozomlar hidrolitik enzimleri (glikozidazlar, proteazlar, lipaz-
lar, nUkleazlar ve fosfolipazlar) barindinr ve zarla gevrili bir
organeldir. Lizozomlar hicre iginde litik aktiviteden sorumludur
ve rol oynayan enzimlerin aktivitesi igin asidik ortama gereksi-
nim duyarlar. Okaryotik canlilarda majér proteinlerin yikiimasi
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Sekil 3: ER stresi ve yanlis protein katlanmasi.
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icin kullanilan protein yikim yolaginda ¢ok 6énemli rol oynar.
Bu yiizden bu yikim yolaginin aktivasyonu igin proteinlerin
lizozomlar tarafindan alinmasi gereklidir. Bu lizozomlara prote-
inlerin alim sekli “otofaji” olarak tanimlanmistir ve vezikullerin
olusumuyla karakterizedir. Otofajik yolagin a¢lik sirasinda veya
yabanci madde ve mikroplarin uzaklastiriimasi veyahut 8imus
hiicrelerin ortadan kaldirnimasi igin islev gérdiguni bilmekte-
yiz. Ubikitin yikim yolagiyla lizozomal yikim yolag: karsilastiril-
diginda, lizozomal yolagin oldukg¢a secici oldugu belirtilmistir.

B GLIKOZILLENME

Proteinlere karbonhidrat yan gruplarn eklenmesiyle glikoprote-
inler olugur. Ozellikle dkaryotlarda niikleer ve sitoplazmik bir-
cok proteinde gorilen bir olay oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte glikozillenmis proteinlerin gogunlukla hiicre ylizeyinde
sergilendikleri ve cgesitli rolleri oldugu gosterilmistir. Glikozil-
lenmenin ER’da protein katlanmasinda, proteinlerin hiicresel
hedeflenmesinde ve hucre-hicre etkilesimlerinde rol aldigi
belirlenmigtir. Bu glikozillenme olayinda, yan grubun takima
yerine goére N-bagh veya O-bagh olarak ifade edilmektedirler
(N-asetilglikozamin).

B LiPIiDLERIN TAKILMASI

Bazen de proteinlere lipidler gibi yan gruplar takilabilmektedir.
Bu lipid yan gruplar ise proteinlerin plazma zarina yénlenmesini
ve lokalize olmasini saglar. Bu lipid yan gruplar arasinda en
siklikla karsimiza ¢ikanlar palmitoillenme, prenillenme ve
N-miristillenme yer almaktadir. Yani bu yan gruplar proteinin
plazma zarinin hiicre disina bakan ylzeyine lokalize olmasina
yardimci olurlar.

Sonug olarak; PTM’lar enzimatik aktivitelerin sinyalizasyo-
nunda hicre biyolojisinde &nemli roller oynamaktadirlar.
PTM’larin hiicre biyilmesi, hiicre proliferasyonu ve apoptoz
gibi bircok olaya katildiklar bilinmektedir. PTM’lar asetilasyon,
metilasyon, glikolizasyon, ubikitinasyon ve sumdlasyon olarak
bilinmektedir ve birgok hastalikla iliskili oldugu g&sterilmistir.
Bu hastaliklar arasinda en basta ndrodejeneratif hastaliklar
(Alzheimer, Parkinson ve Huntington) olmak Uzere, kanser
ve immun sistemle iligkili hastaliklar dnemli olanlarin bagsin-
da gelmektedir. PTM’larin fonksiyonlari ve etki sekillerinin
belirlenmesi hedefe yonelik tedavilerin ortaya ¢ikmasina yol
acacaktir. Bu yuzden PTM’larin huicre gelisimindeki rollerinin
tanimlanmasi igin ek ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.

B EPIGENETIK

Epigenetik genel anlamda, deoksiribonlkleik asit (DNA)
dizisini degistirmeksizin etkileyen diizenekleri ifade eder. DNA
dizisiyle etkilesmeden, gen ifadesini degistiren bu dizenekler
farklilasmis hicrelerin dokuya 6zgll davranisini belirlemede
temel gerekliliktir. insanda ve diger tiirlerde epigenetik olaylar,
6zellikle embriyonik gelisim déneminden baglayarak, yagsam
boyu genetik, fizyolojik ve cevresel etkileri bitlnlestiriimesini
saglar. Genetik olaylar tek basina karsinogenezi agiklamaya
yeterli olmamaktadir. Kanserde DNA’da meydana gelen
mutasyonlardan c¢ok daha fazla epigenetik degisimlerin
meydana geldigi distnilmektedir. Epigenetik modifikasyonlar
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bir genin ifade edilmesini belirlemektedir. Kanserde iki 6nemli
epigenetik modifikasyon vardir. Bunlar histon modifikasyonlari
ve DNA metilasyonudur (30,31).

Epigenetik degisikliklerin en sik inceleneni DNA metillenme-
sidir. Omurgalilarda DNA metillenmesi neredeyse yalnizca
sitozin-guanin (CpG) ikili ntkleotidlerinde goérdlir. Genomdaki
CpG’lerin gogunlugu metillenmis durumdadir. DNA metil-
lenmesinin hicre farkllagsmasiyla ve genlerin igleviyle iligkili
olabilecegi yaklasik 30 yiIl 6éncesinde ileri strdlmustir (27).
Son vyillarda ¢ok hizli bir sekilde hem DNA metillenmesini
incelemeye ydnelik teknolojiler hem de elde edilen veriler artis
gbstermistir. Sitozin metillenmesi hiicre bélinmesiyle birlikte
yavru hiicrelere kalitiir. DNA'nin yari-korumali tipte eslenme-
sinin ardindan, yari metillenmis ikili sarmalin yeni Gyesi DNA
metillenmesinden sorumlu enzimlerden bir tanesi tarafindan,
ata hiicredeki ikili sarmal driintlistine uygun olarak isaretlenir.

insan gen promotorlarinin yaklasik %60°inda CpG adaciklari
bulunmaktadir. Yakin gegmisteki calismalarda tim CpG ada-
ciklarinin tamamen promotorlarda degil, yaklasik yarisinin
gen ici ya da genler arasi dizilerde birikim gosterdigi ortaya
konmustur (17); genler arasi dizilerdekilerin de kodlamayan
RNAlarin transkripsiyon bolgeleriyle iligkili olabilecegi disu-
nilmuistir. Gogu adacigin her zaman metillenmemis oldugu
dislinillse de, bunlardan bir kisminin (kanser gibi) patolojik
sureclerde, bir kisminin ise embriyonik gelisim ddéneminde
metillenmeye ugradigi bilinmektedir (Sekil 4). Farklilasmig
dokularda da bazi promotorlarin metillenmis halde bulunduk-
lar bilinmektedir. Son dénemde artan metilom calismalari bu
bulguyu desteklemektedir. Adaciklar diginda kalan CpG’lerin
yaklasik %80’inin metillenmis halde olduklari dtisiintlmektedir
(19).

Epigenetikle iligkili calismalarda bir dénem kromatin yapisinin
gen iglevi Uzerine etkisine dikkat cekilmemistir. Metillenmenin
kromatin yapisini transkripsiyonda gorevli protein diizenegi-
nin erisemeyecegi hale getirmede gorevli oldugu daha sonra
gosterilmistir. Metillenmis DNA’ya baglanan farklh proteinler
tanimlanmistir. Bu proteinler yapisal benzerliklerine gére sinif-
landirimistir. Metillenmis DNA baglayan bdlgeye sahip (MBD)
proteinler olan MBD1, 2, 3, 4 ve MECP2 (Metil CpG baglayan
protein 2) MBD1, 2 ve 3 histon deasetilaz (HDAC) enzimlerinin
kromatinle etkilesmesini saglayarak, kromatin yapisinin ase-
tilden arindinimasini, bu sekilde etkilesime daha kapali hete-
rokromatin yapinin olusmasina katki yapar. Bu grup icinde yer
alan MECP2 proteini metillenmis DNA’ya baglandiktan sonra,
transkripsiyon baskilayici boélgesi araciliiyla, HDAC1 ve 2
enzimlerini iceren Sin3 bileskesinin kromatinle etkilesmesini
saglar. MECP2’nin kromatin yapisini yogunlastirmada kullan-
dig1 baska bir ydntem, niikleozom ve iki niikleozom arasinda
kalan baglayici DNA ile etkileserek, transkripsiyon diizeneginin
DNA’ya baglanmasini engellemektir (3).

Farkl tir kanserlerde erken dénemde epigenetik ve genetik
degisikliklerin saptanmasina yonelik girisimler taninin yani sira,
hastaligin yayginligi ve prognoz agisindan da énemli kabul edil-
mektedir (7). Cesitli epigenetik belirtegler bazi kanserlerde de
hastalik strecine iligkin tanimlayici isaretler olarak gértlmek-
tedir. Kanserde erken taninin énemi sayisiz ¢alisma ve klinik
olgu tanimlamasiyla ortaya konmus bulunmaktadir. Epigenetik
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Normal bir hiicre

299 9999 3L emem

Ekzon 1 Ekzon2 Ekzon3

Acgik kromatin yapisi
(metile olmayan)

Kanserli bir hiicre ?Tﬁ TTT T *ﬁkm—-ﬁ&]—

Kapali kromatin yapisi (metile)

Sekil 4: Metile ve metile olmayan bir
hiicrenin kromatin durumu.

degisiklikler kanserde genellikle genetik degisikliklerden énce
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle kanserin erken tani almasinda
daha énemli rol oynayabilecegi distnulebilir. Bu degisikliklerin
girisimselligi disik ya da hi¢ olmayan yéntemlerle ulasilabilir
vicut sivilarina doékilen hicrelerden elde edilen DNA Uzerin-
de saptanabilir olmasi diger bir olumlu noktadir. Epigenetik
degisiklikler, genetik degisiklikler gibi, hicre doénglsinin
denetim disina ¢gikmasina neden olabilmektedir. DNA onarim,
kontrol noktasi, tim&r baskilayici ya da onkogen gibi, hiicre
c¢ogalmasina dogrudan etkiyen genlerin ifade edilmesinin bas-
kilanmasi/tetiklenmesi DNA dizi degisikliklerine benzer etkiyle
sonuglanabilmektedir. Kanserle (ve diger hastaliklarla) iliskili
olarak incelenen epigenetik degisikliklerin en yaygini sitozin-
guanin (CpG) ikili nikleotidlerinde sitozin Uzerinde goriilen
metillenmedir. DNA metillenmesi genel olarak gen ifadesinin
baskilanmasiyla iligkilidir ve ayni yénde etki edecek histon
degisikliklerini de tetikledigi gosterilmistir. DNA ve histon degi-
sikliklerinin yani sira, kodlamayan mikro- ve uzun RNA’larin
da gen ifadesi Uzerindeki dizenleyici/denetleyici etkisi farkl
kanser turlerinde ortaya konmustur.

RNA interferans (RNAi)

RNAi yolagi microRNA (miRNA) ve small interfering RNA
(siRNA)’larin aracilik ettigi bir RNA inhibisyon yolagidir (11).
Hedef mRNA'nin translasyonel baskilanmasi ya da yikimina
sebep olarak gen ekspresyonunu degistirir.

siRNA aracili yolakta sitoplazmaya salinan cift iplikli RNA
molekull (dsRNA) Dicer enzimi ile kesilir ve cift iplikli SiRNA
olusur. siRNA'nin baz eslesmesi ile RNAi mekanizmasini yon-
lendirecek olan rehber dizisi RNA aracili susturma komplek-
sinin (into RNA-induced silencing complex, RISC), yapisina
katilir. RISC kompleksi hedef mRNA'ya baglanarak argonaute
2 (Ago-2) enzimi ile yikilmasini saglar (1).
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miRNA aracili yolakta ise nukleusta miRNA genlerinden
transkripsiyonu yapilmis pri-miRNA’lar RNAse Ill Drosha ile
kesilir premiRNA'lar olusur. Sitoplazmaya taginan premiRNA'lar
Dicer ile kesilerek olgun miRNA’lar meydana getirilir. Olgun
miRNA’lar RISC yapisina katilarak hedef mRNA’nin yikimina
ya da translasyonunun baskilanmasina sebep olur (22).

Viral ya da viral olmayan tasiyicilar ile hiicrelere miRNA ya da
siRNA aktarilarak dogal RNAi mekanizmasi yapay olarak taklit
edilebilir ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde, ilag duyarliliklarinin
artinimasinda, gen ekspresyonunun dizenlenmesinde bu
yontemden faydalanilabilir. Sekil 5’te miRNA ve siRNA aracil
RNA interferans mekanizmasi 0Ozetlenmigtir. RNAi yolagi
gen ekspresyonuna midahale etme imkani tanidigindan
oldukga kiymetli olmakla birlikte hedeflenen genden farkli
genler Gzerine etki etmesi, in-vivo etkisinin kisa sireli olmasi,
hicresel miRNA'lar ile yangmaci olmasi gibi dezavantajlar da
bulunmaktadir.

Glioblastoma tedavisinde glioblastoma hicrelerinin temozo-
lomide duyarli hale getirilmesi amaciyla cesitli calismalar ya-
piimisti. MGMT, EGFR, PTEN, Galectin-1 gibi genler hedef-
lenerek in-vivo modellerde ilag etkisi ile timoérin kiculdiga,
hicrelerin ilaca duyarl hale geldigi gézlenmistir (23).

Kan beyin bariyeri beyine ekzojen siRNA aktariimasini zor-
lastirmaktadir. Beyin ile iligkili hastaliklarin tedavisinde bu
sorunun Ustesinden gelmek amaciyla TARBP-BTP adli bir
fizyon protein olusturulmustur. Bu protein spesifik gangliozit-
leri hedefleyen bir peptid ile cift iplikli RNA baglayan proteinin
flizyonundan olusur. Fare deneylerinde bu protein ile siRNA
aktarimi sonucu Alzheimer model farelerin ve yabanil tip fare-
lerin beyinlerinde cesitli genlerin ekspresyonlarinin baskilana-
bilecegi gosterilmistir (13).
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Sekil 5: miRNA genlerinden ¢ekirdekte transkripsiyonu yapilan miRNA’lar Drosha enzimi ile kesilip Pre-miRNA’lara dénustiralir. Pre-
miRNA'lar Exportinler araciligiyla sitoplazmaya tasinir, RISC kompleksi ile birlesir ve olgun miRNA'lar olusturulur. Olgun miRNA’lar

hedef genin 3’ UTR bdélgesini taniyarak mRNA'nin yikiimasini ya

da translasyonunun baskilanmasini yonlendirir. Viral ya da non-viral

yollarla sitoplazmaya RNA aktariimasi sonucu cift iplikli dsRNA Dicer ile kesilir, sSiRNA ya da dsRNA RISC kompleksinin yapisina katilrr.

Olgun siRNA mRNA'yi taniyarak yikimina aracilik eder. Hiicreye

RNA aktariimasi amaciyla virisler, lipid yapida tasiyicilar, inorganik

nanopartikiller kullanilabilir. siRNA, dsRNA hiicrede eksprese edilmediginden, yapay olarak hiicreye dahil edildiginden tedavi ya da
herhangi bir gen ifadesinin degistiriimesine yonelik bu yéntemin kullaniimasi durumunda etki gegici olacaktir.

B PROTEIN-PROTEIN ETKILESIMLERI

Protein-protein etkilesimleri biyokimyasal ya da elektrostatik
kuvvetler ile iki veya daha fazla sayida proteinin birbiri ile iligki
halinde olmasi ile meydana gelir. Protein-protein etkilesim-
leri, hiicre metabolizmasi, transport, sinyal iletimi gibi birgok
hiicresel faaliyette hayati 6nem tasimaktadir (14). Proteinler
kalici olarak birbiri ile etkilesebilecegi gibi etkilesim gecici de
olabilir, kovalent veya non-kovalent, homo- ya da heterodimer
seklinde gerceklesen etkilesimler farkli hiicresel olaylari yén-
lendirmektedir. Protein etkilesimlerinde gézlenen herhangi bir
anomali hiicrede depo hastaliklari, nérodejeneratif hastaliklar,
iskelet kas sistemi bozukluklari, kanser gibi bircok patolojik
durum ile sonuglanabilmektedir.

Proteinler diger proteinler ile etkilesimlerini saglayan cesitli
bolgeler, “domain”ler icerirler. Bunlar beta tabaka, alfa heliks,

beta fici gibi sekonder yapilarin bir araya gelmesi sonucu
olusmus &zel (¢ boyutlu yapilardir (18). Onemli bélgelerden
biri Src Homoloji Bélgesi 2 (SH2)'dir. Ug beta tabaka ve 2 alfa
heliks yapisindan olusur. Buyume faktéri ve reseptdrlerinin
etkilesiminde bu bolge rol oynamaktadir (5). Protein-protein
etkilesimleri Tablo II’'de kabaca siniflandirimigtir.

Protein-protein etkilesimleri hiicresel dizeyde ¢ok sayida
yolagi etkileyebileceginden kompleks sonuglar dogur-
maktadir. Ornegin, icerisinde protein RNA, DNA gibi cesitli
biyomolekdiller barindirabilen, cesitli protein etkilesimleri ile
hedeflerine yénlendirilen ekstraselliler vezikiller (EV) merkezi
sinir sisteminde homeostaz aracilaridir. Kanser hticrelerinde
hiicre blyUmesi, anjiogenez, kolonizasyon gibi sureglerde
yer alabilirler. Cesitli beyin tUmoéri hlcreleri tarafindan Greti-
len EV’ler glioblastomalardaki EGFRVIII gibi ¢esitli onkogenik
materyaller igerebilirler. Bu onkoproteinler protein etkilesimleri
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Tablo II: Protein-Protein Etkilesimleri

Tipine Gore Protein-Protein Etkilesimleri

Homo Oligomer

Tek tip protein alt Unitesinden olusur.

HeteroOligomer

Farkli tipte protein alt Uniteleri bir arada bulunur.

Stabil Etkilesim

Genellikle ayni islevden sorumlu bir kompleksin alt Gniteleri olarak hilicrede uzun sire
etkilesim halinde bulunurlar.

Gegcigci Etkilesim

Dis etkenler ve bunlara yanit, hiicre yasam evresinin bazi basamaklar gibi durumlarda
birbiri ile siklikla geri dénlsimlu olarak etkilesen proteinlerde gorulir.

Kovalent Etkilesim

Disulfit baglan ya da elektron paylasimiyla meydana gelen etkilesim tipidir. Kovalent
etkilesimler ubiquitinlenme gibi protein modifikasyonlarini da etkilemektedir.

Non-kovalent Etkilesim

Hidrofobik etkilesimler, van der waals etkilesimleri gibi zayif ve gecici etkilesimlerle
meydana gelir.

Domain’e Gore Protein Etkilesimleri

Src Homoloji 2 (SH2)

3 beta tabaka ve 2 alfa heliks yapisindan olusur. Fosfotirozine yiksek afinite gdsteren
baglanma bdlgesi vardir bu bdlge tirozinden fosforillenms proteinlerin taninmasi icin
gereklidir. Or: Bliylime faktoérii reseptdriine baglanan proteinler, phospholipaseCy.

Src Homoloji (SH3)

Beta fici yapisindadir. Prolin zengin dizileri tanir. Or:Grb2

Fosfotirozin Baglama Domain’i (PTB)

Fosfotirozin gruplari ile etkilesir. Or: insiilin reseptér substrati.

LIM domain

Sistein zengin ¢inko parmak motifi ve korunmug CX2CX16-23HX2CX2CX2CX16-21CX2C/
H/D dizisi icerir. LIM domainleri PDZ domainlerine, bHLH transkripsiyon faktdrlerine ve
diger LIM domainlerine baglanir.

Steril alfa motif domain’i (SAM)

Besli heliks yapisindan olusur. Korunmus bir hidrofobik koru vardir. Cesitli proteinler ve

RNA baglar.
PDZ Domain’i Karboksi terminal tri-peptide motifi, diger PDZ domeyleri ve LIM domainlerini tanir.
FERM Domain’i Fosfatidil inositol 4,5 bifosfat baglayan bazik aminoasitler igerir. Or: Talin ve fokal adezyon

kinaz.

Kalponin Homoloji (CH) domain’i

Parvin gibi sitoiskelet proteinlerinde bulunur.

Plekstrin Homoloji domain’i

Fosfoinositidler ve sinyal proteinlerindeki asidik domainlere baglanrr.

WW Domain’i

Prolin zengin bélgelere baglanrr.

WsxWs Domain’i

Sitokin reseptorlerinde bulunur.

araciliiyla hiicreden hicreye iletilip hlicre popllasyonlarinin
kanserlesmesine sebep olabilirler (9).

Protein-protein etkilesimleri epigenetik degisikliklere ve dola-
yisiyla gesitli patolojik durumlara sebep olmaktadir (Tablo II).
Ornegin Alzheimer hastaliginda epigenetik modifikasyonlarin
hastalik patogenezine katki yaptigi bilinmektedir. 5-hidroksi
metile sitozin (5hmC) sinir sisteminde ¢okga bulunmakta ve
ndral gelisimde ve yasa bagl degisikliklerde rol oynamaktadir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde 6lim sonrasi bu hidroksi
metillenme incelendiginde 140 genin ekspresyonunda farklilik
go6zlenmistir. Bu genler tarafindan kodlanan proteinler Alzhei-
mer hastalig iligkili genler ile dogrudan protein-protein etkile-
simlerine girmektedir, dolayisiyla Alzheimer hastaliginin pato-
genezinde yer alan protein sayisi dolayl olarak artmaktadir (4).
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Hucrenin temel yapisi ve islevleri proteinler Gzerinden yuri-
taldiginden protein-protein etkilesimleri gerek hucresel
faaliyetlerin devami ve diizeni acisindan gerekse de hasta-
liklarin patogenezi acisindan oldukca &nem tagimaktadir. iki
proteinin birbiri ile etkilesmesi hilicre ici sinyal iletimini saglayip
hiicrelere béltinme, sag kalim, 8lim sinyalleri génderebilecegi
gibi birbiri ile etkilesen 2 proteinin etkisi ¢cekirdekte gen eks-
presyonunun yeniden dizenlenmesi seklinde sonuclanabilir.
Bdoylelikle hlicrede birkag protein araciligi ile baslatimis bir
etkilesim tim hicreyi hatta doku ve organizmay: etkileyecek
sonuglar dogurabilir.
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