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Ozet

Summary

Ubikitin, yiiksek oranda korunmus, tim Okaryotik
hiicrelerde bulunan, 1siya dayamkli, 76 amino asitlik  bir
polipeptittir. ATP bagiml proteolitik yoldan sorumludur. Ubikitin
hedef proteinlere ubikitin aktive edici enzim (El), ubikitin
baglayici enzim (E2) ve taniyict protein (E3) yardimu ile kovalent
olarak baglanir. Poliubikitine proteinler daha sonra 26S proteozom
tarafindan yikilirlar. Regiilator proteinlerin ubikitin aracilt yikimi,
hiicre siklus progresyonu, sinyal ileti, transkripsiyonel diizenleme
ve apoptozis gibi metabolik olaylarin kontroliinde 6nemli rol
oynar. Ubikitin ayrica birgok hastaligin patolojisi ile iliskilidir ve
son yillarda yapilan caligmalarin 1s1¢inda insan serumunda
ubikitin tayini klinik uygulamalarda yer alabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Ubikitin, Proteozom, 1y0nize radyasyon,
Serum ubikitin
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Ubiquitin is a highly conserved, heat stable, 76 amino acid
polypeptide, though to be present in all eukaryote cell types and is
responsible for an ATP-dependent proteolytic pathway. Ubiquitin
covalently attaches to target proteins with the help of ubiquitin
activating enzyme (E;), ubiquitin conjugating enzyme (E;), and
recognizing protein (E3). Polyubiquitinylated proteins are than
(recognized and) degraded by the 26S proteasome.

Ubiquitin-mediated degradation of regulatory proteins plays
important roles in the control of cell cycle progression, signal
transduction, transcriptional regulation and apoptosis.

Ubiquitin may additionally be involved in the pathogenesis
of various diseases, determination of ubiquitin forms in human
serum could be important to find possible clinical applications.

Key Words: Ubiquitin, Proteasome, Ionizing radiation,
Serum ubiquitin
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Tim  okaryotlarda, ubikitin  sistem  Onemli
nonlizozomal proteolitik bir yoldur (1). Amino asit
siklusunun saglanmasi1 ve hatali istenmeyen proteinlerin
uzaklastirilmasi i¢in proteinler yikilir. Yikilma secici bir
olaydir (1,2). Okaryotlarda hiicre igi proteinlerin yikim

icin iki 6nemli yol mevcuttur.

1) Uzun Omiirlii hiicre i¢i proteinler lizozomlarda
ATP’den bagimsiz bir yol araciligiyla yikilir.

2) Kisa omiirlii veya hatali proteinler ise sitozolde
ATP bagimli ubikitin (Ub) aracili sistem ile yikilir (2).

Ubikitin tiim o©karyotik hiicrelerde bulunan 1siya
dayanikli, kiigiik (8.5 kDa) bir proteindir (3). 76 aminoasit
iceren Ub’nin primer yapis: yiiksek oranda korunmustur.
Maya ve insan Ub’ininde 76 aminoasitten sadece {igii
farklidir (4).

Regiilatér ~ proteinlerin Ub aracili yikimi bir¢ok
metabolik olayda 6nemli rol oynar (5,6):

- Hiicre siklus progresyonu

- Sinyal ileti
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- Transkripsiyonel diizenleme
- Reseptor down regiilasyonu
- Endositozis

- Immiin yamt

- Apoptozis bunlara 6rnek verilebilir.

Ub ayrica birgok hastaligin patogenezi ile de
yakindan iligkilidir. Ub veya Ub konjugatlarinin birikimi
norodejeneratif hastaliklar (7), muskiiler hastaliklar (8),
beyin iskemisi (9) ve kanserde (10) saptanabilir. Serum Ub
diizeyleri parazitik ve allerjik hastaliklarda (11), Alzheimer
hastaliginda (12), kronik bobrek hastalarinda hemodializ
tedavisi sirasinda (13) artar.

Ub sistemindeki hatalar patolojik olaylara neden
Bunlardan en  ¢arpict  olan1  malign
transformasyondur. Son yillarda yapilan c¢alismalarda,
temel biyolojik islemlerde Ub aracili protein yikiminin
onemi vurgulanmistir. Hiicre siklus progresyonunda, siklus
diizenleyici proteinlerin (siklin, siklin bagmli kinaz
inhibitorleri ve anafaz inhibitorleri) secici ve programli

olabilir.
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yikimi 6nemlidir. Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu timor
baskilayicilarinin, protoonkojenlerinin ve sinyal ileti
komponentlerinin Ub aracili yikimu ile kontrol edilir (2).

Ubikitin Sisteminin Enzimatik Reaksiyonlari
Ub sistemi sitozolik ve niikleer proteinleri ATP ve
Ub bagimhi mekanizma ile yikar. Substrat proteinleri
yikim i¢in poliubikitin zincirine hedeflenmislerdir.
Reaksiyonda El, E2 ve E3 olmak iizere ii¢ farkli enzim
gorev alir (2,14). Sekil 1’de bu reaksiyonlar gosterilmistir.

® |. Basamak: Ub’nin karboksil (C) terminalindeki
glisin kalintis1 El(aktive edici enzim) tarafindan uyarilir.
ATP gereklidir. Ub adenilatin ara formu olusur ve PPi
salimir. Bunu takiben Ub  El’deki sistein kalintisina
tiolester bag ile baglanir ve AMP agi18a cikar.

® 2. Basamak: Aktive Ub, E2 enziminin sistein
kalintisina transfer edilir.

® 3. Basamak: E3 (Ub protein ligaz) Ub’i hedef
proteinin  lizin grubuna transfer eder. Ub’nin C

]

o)

Ub
ATP

@2

Ubp A

[ Peptit
ADP+Pi
<\ Proteozom

ATP

Sekil 1. Ubikitin sisteminin enzimatik reaksiyonlari
(Ub: Ubikitin, Ubp: Ubikitin bagimli proteaz)
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terminalindeki glisin ile substrat proteininin amino
grubundaki lizin kalintis1 izopeptit bag ile baglanir.

Ubikitin-Protein Konjugat Yikim
Poliubikitin zinciri, Ub C terminalinin bir 6nceki Ub’
nin lizin kalintistna baglanmasi ile olusur. Olay geri
doniisiimliidiir. Ub ile lizin kalintis1 arasindaki izopeptit
bag izopeptidaz (Ubikitin bagimli proteaz-Ubp) tarafindan
yikilarak serbest Ub aciga cikar (10).

26S Proteozom Kompleksleri
Poliubikitine proteinler 26S proteozomlar icin birer
substrattirlar. 26S proteozom ii¢ biiyiik alt tinit kompleksi
igerir. Bunlar 20S proteozom core (¢ekirdek) partikiil ve 2
tane 19S cap (regiilator) partikiildiir (14,15).

Ubikitin Sistemi Tarafindan Yikilan Hiicresel
Proteinler

L. Hiicre Siklus Diizenleyicileri

Ubikitin yolunun ¢ok 6nemli bir fonksiyonu da hiicre
siklus regiilasyonunu saglamasidir. Siklinlerin yikiminda
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]
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ubikitinasyon gerceklesmektedir. Hiicre i¢i proteinlerden
olan siklinler siklin-bagiml kinazlar1 (sbk) aktive ederler.
Siklinlerin ubikitinasyonu sonrasi ubikitin-siklin kompleks
yikilir ve sbk inaktive olur.

Okaryotik hiicre-siklus regiilasyonu siklin-bagimli
kinazlarin aktivitesindeki dalgalanmalarla diizenlenir (16).
Sbk aktivitesi:

a) Periyodik sentez,
b) Pozitif regiilator alt tinitelerin ve siklinlerin yikimu,

¢) Sbk inhibitorlerine bagli olusan negatif regiilator
seviyelerindeki degisimler,

d) Reversibl fosforilasyon ile saglanir (17).

II. Transkripsiyon Faktorleri, Tiimor Baskulayicilari ve
Onkoproteinler

Kisa omiirlii regiilator proteinlerdir. Aktiviteleri Ub
sistem aracili proteoliz tarafindan kontrol edilir. Bunlar
arasinda NF-xB, p53, B-Katenin ve E2 F-1 sayilabilir (18) .

NF-xB (Niikleer factor kappa B)

Bagisiklik, stres, enflamatuar, gelisme ve akut faz
yanitlart ile ilgili gen ekspresyon aktivasyonunu saglar
(9,17). Inaktif NF-kB heterodimeri sitoplazmada nukleusa
translokasyonu inhibe eden inhibitér kB-o. (IB)’ye bagh
olarak bulunur (19,20).

Patojenler (virus-bakteri), radyasyon, bazi
kemoterapotik ajanlar, sitokinler (TNFo, IL-1) hiicre ici
sinyal ileti yoluyla NF-kB’yi aktive eder. Bu aktivasyon da
apoptozis inhibisyonuna neden olur. Ub IB’ye kovalen
baglanir, fosforile olur, fosfo IB hizla 26S proteozom
tarafindan yikilir, NF-x B’nin niikleer translokasyonu
gerceklesir (19,20).

Boylece aktive NF-xB antiapoptotik etki gosterir. Ub
proteozom yolu inhibe edilerek NF-kB transkripsiyonel
faktoriin blokaji tiimor hiicre Olimiini fazla miktarda
arttirir (21). Pankreas kanser hiicrelerinde Ub proteozom
yolu PSI  (N-carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-y-t-butyl-L-
glutamyl-L-alanyl-L-leucinal) ile inhibe edilerek TNF-
o’nin indiikledigi programl hiicre 6liimii arttirlmistir (20).
Russo’nun (22) calismasinda proteozom inhibisyonu ile
radyasyon  duyarliligmmin  artirllmasi  amaclanmustir.
Radyasyon uyarili NF-xB aktivasyonunun inhibisyonu ile
apoptozis artmis ve hiicre bilylimesi, hiicre klonlarinin
yasam siiresi azalmistir. Sonuglar PS 341 (proteozom
inhibitorii) kullaniminin kolorektal kanserlerde
radyoduyarlilif1 arttiracagini gostermistir (23,24).

P53

Tiimo6r baskilayici, yar1 omrii 25-30 dakika olan,
cekirdekte yerlesmis labil bir proteindir (10,25). Hiicresel
stres ve DNA hasar1 sonrasi, P53 stabilize olur. Biiyiimenin
durmasina ve apoptozise Onciilik eder . DNA hasarindan
hemen sonra P53 protein diizeyi artar.
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Mutlak P53 protein seviyesi ve cevap siiresi hasarin
sekline bagh olarak degisebilir (25). P53’ilin kiimelenmesi
yikimdan sorumlu Ub sisteminin down regiilasyonuna
baghidir (26).

Iyonize radyasyon, onemli sinyal ileti yollariin
aktivasyonunu  transkripsiyonel,  post-transkripsiyonel
mekanizmalarin regiilasyonu ile saglar. Okaryotlardaki
onemli posttranskripsiyonel yollardan biri, proteinlerin 26S
proteozom tarafindan yikimidir. Bu olay transkripsiyon
faktorii olan NF-xB’nin
yanitlarinin diizenlenmesinden sorumludur (27).

kontrolii altinda inflamatuar

Isinlama  ve  inflamasyon  arasindaki  iligki
paradoksaldir. Yiiksek doz 1sinlama pro-inflamatuar, disiik
doz 1smlama ise inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Farkli dozlarda iyonize radyasyon ECV 304
hiicrelerine uygulanarak 26S proteozom aktivitesi
incelenmistir. Inhibitor etkisi endojen proteozom inhibitérii
Hsp90’dan bagimsizdir. IB ve 26S proteozom diisiik
dozlarda (0.25 Gy) artarken, 8-20 Gy gibi yliksek dozlarda
NF-xB aktivasyonu artar (28).

Hastaliklarda Serumda Ubikitin ve
Ubikitine Protein Olgiimii

Ubikitin-proteozom  yolunda  serbest  ubikitin
(monoubikitin) hiicresel proteinlerin konjugasyonu igin
bulunur. Multiubikitin zinciri ise yikimu tetikleyen aktif
formudur. RIA serbest ubikitini, ELISA multiubikitin
zincirini saptamada tercih edilen yontemlerdir (29).

Serum multiubikitin zincir konsantrasyonu akut viral
hepatit hastalarinda serum transaminazlarina paralel olarak artar.

Bu  hastalarda  serum  multiubikitin  zincir
konsantrasyonu akut fazda artarken, iyilesme doneminde
azalmaktadir. Bu degerler ALT ve AST aktiviteleri ile
baglantilidir ~ (30).  Multiubikitin  zincirleri ~ kana
hepatoselliiler hasar sonras1 salinir. Bir bagka calismada da
serum multiubikitin zincirlerinin 6l¢timiiniin alkolik siroz
tanis1 i¢in bir markir olabilecegi belirtilmektedir (31).

Multiubikitin zincirleri ve serbest ubikitin serum
konsantrasyonlar1 hemodializ hastalarinda da calisilmistir.
Okada ve arkadaslar1 hemodiyaliz tedavisi goren hastalarin
serum ubikitin degerlerini saglikli bireylere gore daha
yiikksek bulmuslar ve bunu da amiloidozis ve hemodiyaliz
siiresi ile iligkilendirmislerdir (13). Akarsu ve arkadaslari
da caligmalarinda diyaliz etkinligini serum ubikitin
seviyeleri ile degerlendirmisler ve etkin bir diyaliz sonrasi
ubikitin-proteozom yolunu patolojik olarak aktive eden
olas1 faktorlerin eliminizasyonu sonucu serum ubikitin
diizeylerinde degisim olabilecegini belirtmislerdir (32).

Diabetes mellitus (DM), ubikitin proteozom yolunu
aktive eden diger bir hastaliktir. Ubikitin proteozom yolu
diabetik noropatide ©nemli rol oynar. Noronlardaki
proteinlerin ubikitinasyonu bu noronlari, hasarlanmis
noronal proteinlerin ve organellerin kronik atagindan
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korur.  Patolojik  olarak aktive edilmis protein
ubikitinasyonu ge¢ dénem hiicresel hasarda irreversibl
katabolik olaym bir parcast olup noéronal oOliime yol
acabilir. Yiiksek serum ubikitin diizeylerine sahip Tip II
DM hastalarinda, periferik sinir aksonlarinda genlik
azalmasi saptanmistir. Serum ubikitin diizeyleri ile akson
genlikleri arasinda ters iliski bulunmustur (33).

Ubikitin-proteozom yolu kanser arasgtirmalarinda da
onemli bir caligma alamdir. Ewing’s sarkom hiicrelerine
uygulanan iyonize radyasyon sonrasi apoptozisin arttigi ve
konjuge formdaki ubikitine proteinlerin biriktigi gosterilmistir
(34).

Iyonize radyasyonun ubikitin sistem iizerine etkisi
calisilmaktadir. Ancak serum ubikitin diizeyleri ile radyoterapi
arasindaki iliskiyi arastiran bir calismaya rastlanilmamustir.
Solid  tiimorlii  hastalarin  radyoterapiye  cevaplarmin
tahmininde akut kriter eksikligi 6nemli bir problemdir. Bu
amagla boliimiimiizde radyoterapi uygulanan solid timorlii
hastalarda serum ubikitin diizeylerini arastiran bir ¢aligma
baglatilmistir.

Ubikitin-proteozom yolu daha bircok hastaligin
patogenezi ile ilgilidir. Sepsis, kanser, norodejeneratif
hastaliklar ve kas hastaliklarinda da ubikitin-proteozom
yolunun Onemi vurgulanmaktadir. Bu hastaliklarla ilgili
yapilan ve yapilacak c¢aligmalarin 15181nda insan serumunda
ubikitin tayini klinik uygulamalarda yer alabilecektir.
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