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Ozet

Saglikh hicreler genom butinligind, hiicre dongusiindeki ilerleyisi erteleyen/durduran ve DNA tamirini devreye sokan korunmus
bir DNA hasari yaniti yolagini aktive ederek sirdurtrler. Bu sinyal yolaginin diizgun olarak ¢alismasini engelleyen molekiler
bozukluklar genellikle kansere yatkinlik kazandirirlar. DNA hasari yaniti (DDR), hiicreleri genomik kararsizliktan korur ve kanser

gelisimini dnler.

DNA hasarinin moduna ve seviyesine bagli olarak, DDR sinyal agi hiicre dongustiniin gegici durdurulmasini (kontrol noktast), kalici
buytimenin durdurulmasini (yaslanma, senesens) veya programlanmis hiicre 8luminu (apoptozis) tesvik eder. DDR'ye katilan
proteinleri kodlayan genler tipik olarak tumér baskilayicilardir ve yaygin olarak kanserde mutasyona ugrarlar. DDR yolagi temel

olarak proteinlerin fosforilasyon ve defosforilasyonlarini kapsayan bir mekanizma ile diizenlenir.

Yabanil tip p53 ile indiiklenen fosfataz veya (Wild-type p53-inducible phosphatase (Wipl)), veya protein fosfataz tip 2C delta
(protein phosphatase type 2C delta (PPM1D)) olarak da bilinen Wip1, DDR’ in merkezinde yer alan ve énemli timor baskilayicilar
hedef alan bir onko-proteindir. Bu derleme de, DDR'nin ince ayarinda Wip1 aktivitesinin rolu ve bir onkogen olarak apoptozis ve

senesens gibi hiicresel stres yanitlari Gzerine etkileri tartisiimistir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari yaniti, PPM1D / Wip1, p53, apoptoz, yaslanma

Abstract

Healthy cells maintain their genomic integrity by activating a conserved DNA damage response that delays the progression of the
cell cycle and activates DNA repair. Molecular disorders that hinder the proper functioning of this signaling pathway often
predispose to cancer. DNA damage response (DDR) protects cells from genomic instability and prevents cancer development.
Depending on the mode and level of DNA damage, the DDR signaling network promotes transient arrest of the cell cycle
(checkpoint), induction of permanent growth arrest (cellular senescence), or programmed cell death (apoptosis). Genes encoding
the major proteins involved in DDR pathway are typically known as tumor suppressors and they are commonly mutated in human
cancers. The DDR pathway is primarily regulated by = mechanisms involving phosphorylation and dephosphorylation of the

proteins.
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Wip1, known as wild-type p53-induced phosphatase or protein phosphatase type 2C delta (PPM1D), is an important onco-protein
phosphatase residing in the center of DDR pathway and targeting tumor suppressors. In this review, the role of Wip1 activity in
the fine-tuning of DDR pathway and as an oncogene its effects on cellular stress responses such as apoptosis and senescence are

discussed.
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GIRIS
Saglikli hiicrelerde DNA hasari olustugunda, DNA tamirini saglamak tizere hiicre dongustndeki
ilerleyisi erteleyen/durduran korunmus bir DNA hasari yanit1 aktive edilir. DNA hasar1 yamti (DDR)
genomik butiinlugl koruyarak hiicrelerin hasarli DNA ile kontrolsiiz cogalmasini engelleyen bir bariyer

gibi davranir. Bu sinyal yolaginda gorev alan molekiillerde meydana gelen bozukluklar sonucu sinyal

yolag: fonksiyon gérmez hale geldiginde genomik kararsizlik ve beraberinde kanser gelisimi goralir.

DNA hasarmin siddeti ve tipi hiicrenin kaderinin belirlenmesinde etkili olur ve buna gore gére
DDR sinyal agi hiicre dongustinun gecici durdurulmasint (kontrol noktasi), kalict blyimenin
durdurulmasimi (yaslanma, senesens) veya programlanmig hiicre 6lumiini (apoptozis) baslatilmasin
saglar. Proteinlerin serin/treonin rezidularindan fosforilasyonu, hem hiicre déngisi sirasinda hem de
DDR’1n aktivasyonunun sirduriilmesi ve DDR’dan ¢ikis toparlanma fazlarinda meydana gelen en
biyik post-translasyonel modifikasyonlardir. Son on yilda protein kinaz ve fosfatazlarin bu siireclerdeki
rolleri oldukca yogun olarak calisilmistir. Bu fosfatazlardan olan Protein fosfataz 2C (PP2C) ailesine ait
fosfatazlar iyi korunmus monomerik serin/treonin fosfatazlar olup hiicresel stress sinyallerinin
inhibisyonunda rol alirlar (Zhu ve Bulavin 2012). Memelilerde protein phosphatase 2C-delta (PPM1D)
ya da diger adiyla Wild-type p53-inducible phosphatase (Wipl), DDR’in sonlandirilmas: ve kontrol

noktasindan geri toparlanmada merkezi bir rol oynar (Le Guezennec ve Bulavin 2010).

Yapilan calismalar Wipl’in insan timérlerinde mutasyona sonucu amplifikasyon gostererek agirt
ifade edildigini, ve buna bagl olarakhiicre dongtsuntin gegici durdurulmasini (kontrol noktasi), kalict
blyumenin durdurulmasini (yaslanma, senesens) sagladigi yanisira programlanmis hticre dlimuntin
(apoptozis) baskilanmasi gibi 6nemli etkileri oldugunu ortaya koymustur. Mutasyon sonras: kazanilan
tim bu 6zellikler Wip1’in timorigenezi tesvik edici bir onkogen oldugunu agiklamakta ve bu haliyle

Wipl’i oldukca 6nemli bir kemoterapdtik hedef haline getirmektedir..
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DNA Hasar1 Cevabi

Saglikli hiicreler, cogalmak (zere hiicre buyimesinin fazlarini gecerek, genomik DNA’nin
replikasyonu saglar ve takiben nikleer boélinme ve hiicre bolinmesini gerceklestirirler. Hicre
proliferasyonu organizmalari canli ve saglikli tutmak icin gereklidir ve proliferasyonda meydana gelen
hatalar kanser ve yaslanma gibi agir insan patolojileriyle sonuglanir. Hicreler surekli olarak DNA’da
hasara neden olan ve genomik kararsizliga yol acan cesitli endojen ve eksojen stres (replikatif stres,
iyonize radyasyon IR,UV-radyasyon) kaynaklarina maruz kalirlar. DNA hasar1 meydana gelen hiicreler
genom bitunlugini korumak icin hicre dongusunin ilerlemesini gecici olarak durduran ve DNA
tamirini baslatan yiksek oranda korunmus bir DNA hasar1 yaniti (DNA Damage Response, DDR olarak
kullanilacaktir) aktive ederler (Bartkova vd., 2006; Bartek ve Lukas 2007; Bartek vd., 2007). “DNA
hasari yamti” (DDR) esasen, hasarli DNA'y1 algilayan ve tamiri baslatan bir hiicre i¢i sinyal agi anlamina
gelir. DNA hasar: tamir edilmediginde, programlanms hiicre 61imu devreye sokulur (Roos vd., 2016),
Ancak hticre 6lim yollarinin aktivasyonun engellenmesi énemli bir genomik kararsizlik kaynag: olabilir
(Halazonetis vd., 2008). DNA hasari yanitinda, DNA hasarmin algilanmasi, sinyallenmesi ve

onarilmasinda yer alan proteinler gorev alirlar.

DNA hasar1 meydana geldiginde, 6ncelikle polimerazlar araciligiyla bir dizi post-translasyonel
histon modifikasyonu (poli (ADP-riboz) (PARP'ler) poli- (ADP-ribosilasyon, fosforilasyon ve
asetilasyon dahil) gerceklestirilir ve bdylece kromatinin gevsemesi saglanir. Kromatinde olusan bu
yapisal degisiklikler, sonraki adimda onarim kolaylastirmak icin hasarin meydana geldigi DNA bolgesi
ve cevresindeki transkripsiyonu ve replikasyonu durdurur. DNA hasari yanitinda iki 6nemli protein
ATM ve ATR kinazlar anahtar rol oynar. Cift iplik kiriklarina baglanan ve ATM (ataxia telangiectasia
mutated kinase) kinazi hasar bélgesine getiren MRE11 — Rad50 — Nbs1 (MRN) kompleksi ve agirlikl
olarak tek zincir kiriklarina yamt veren ve ATR kinazi (ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase)
getiren replikasyon protein A (RPA) gibi DDR sensor proteinleri bolgeye erigimi saglarlar. Bu kinazlarin
hasarli DNA'ya baglanmasiyla bir fosforilasyon kaskad: baglatilir ve bdylece DNA replikasyonu
durdurulmasi, hiicre dongusi kontroldl, transkripsiyon, hasar onarimi ve/veya 6lime karsin hayatta

kalma sinyallerini ileten diger proteinlerin aktivasyonu tetiklenir (Lukas vd., 2011).

DDR’nin baglica diizenleyicileri arasinda yer alan ATM, cift iplik DNA kiriklarinin olusumu ve
ATR ise tek iplik DNA (ssDNA) kiriklarmin olusumuyla hizlica aktive olurlar. Yapilan proteomik
caligmalarindan ATM ve ATR kinazlarin fosforile ettikleri bir kag yiz kadar hedef protein oldugu ve
kromatin organizasyonu ve gen expresyonunda da yogun degisiklikleri de tetikledikleri bilinmektedir.
DNA hasart gerceklestiginde oncelikle ATM tarafindan histone H2AX (y-H2AX) fosforillenir ve
boylece adaptor protein MDCL1’in yonlendirilmesi ile kromatin organizasyonu ile ilgili basamaklar
baslatilir. Kromatin organizasyonunda goérev alan cesitli proteinler, DNA tamiri sinyalinin kararmin

verilmesini saglar. Kromatinde devam eden bu sinyal iletimlerine paralel olarak ATM ve ATR, sirasiyla
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DNA hasarina bagli olarak kontrol noktasinin aktivasyonunda ¢ok énemli rollere sahip Chk2 ve Chkl
kinazlar1 fosforilasyon yoluyla aktive ederler. ATM Chk2’yi Thr68 rezidusu tizerinden, ATR ise Chk1’i
S345 ve S317 lzerinden fosforilleyerek aktive eder. Chkl ve Chk2, hiicre dongutsuntn ilerleyisini gegici
olarak durdurmak icin siklin-bagimi kinazlarin aktivasyonunu engelleyen ¢ temel fosfatazi
(Cdc25A/B/C) inaktive ederler. Ayrica ATM ve ATR kinazlar timdr sipresor protein p53° (n
stabilizasyonu ve transkripsiyonel aktivasyonunu saglamak lzere p53’U baskilayan Mdm2’yi direkt
inhibe ederler. p53 ise p21’in transkripsiyonel aktivasyonunu saglayarak hiicre dongusuntin ilerlemesini
tesvik eden ¢ok sayida proteinin ekspresyonunu baskilar. Boylece hiicre dongistinin durdurulmasina
katkida bulunur (Bartek ve Lukas 2007; Medema ve Macurek 2012).

DDR' nin énemli bir son noktasi, DNA hasar1 tamir sisteminin aktivasyonudur. Hasarin tiiriine ve
hiicre dongistnin fazina baghh olarak, DNA bitunliginid geri kazanmak icin farkli onarim
mekanizmalar1 kullamlir (Jackson ve Bartek, 2009). Ornegin, PARP1, XRCC1, polimeraz p ve DNA
ligaz 11l gibi baz eksizyon onarmu ic¢in gerekli enzimleri hasar alanlarina ¢ekerek DNA c¢ift iplik
kiriklarmin (Double Strans Break) tamirinde rol oynar (Schreiber vd., 2002). DSB'ler, esas olarak, hiicre
dongisinun S ve G2 fazlarinda agirlikli olarak calisan homolog rekombinasyon (HR) tarafindan, ve
hucre dongusunin tum fazlarinda islevsel olan ancak uygun hasarsiz DNA kalibinin olmamasi nedeniyle
hataya agik olan serbest uclarin homolog olmayan birlestirilmesiyle (NHEJ) onarilir (Lieber vd., 2010).
Genel olarak, ATM / ATR aracili DDR sinyal yolagi DNA onarimini, (2) DNA onarim genlerinin
transkripsiyonunu indukleyerek, (b) fosforilasyon, asetilasyon, ubikuitinasyon veya SUMOlasyon gibi
translasyon sonrasi modifikasyonlar araciligiyla DNA-tamir protein aktivitesini modiile ederek ve (c)
DNA hasarina tamir faktorlerini ortama cekerek, dizenler. Hasar tamir edilmezse, kronik DDR
sinyallemesi hiicre 6luim mekanizmalarindan apoptozisi veya kalic1 hiicresel yaslanmay: (senesensi)
tetikler (Roos vd., 2016). Son yillarda yapilan ¢alismalar hiicresel korumada bir diger yanit olan
otofajinin de DNA hasar1 cevabinda 6nemli bir rolii olduguna isaret etmektedir. DNA tamirinin
tamamlanmasindan sonra hicreler dénguye tekrar girerler, ancak kontrol noktasindan sonra tekrar
toparlanmak igin p53’{n protein fosfatazlar tarafindan dogru zamanda inaktivasyonu gereklidir (Lowe
vd., 2012; Mirzayans vd., 2013). PPM1D/Wipl DDR’1n sonlandiriimasi ve kontrol noktasindan geri

toparlanmada merkezi rol oynayan bir fosfataz olarak gérev almaktadir.
DDR’ 1n Diizenlenmesinde Wipl Fosfataz’in Roli

Proteinlerin serin/treonin rezidularindan fosforilasyonu, hem hiicre dongusi sirasinda hem de
DDR’1n aktivasyonunun surdirilmesi ve DDR’dan ¢ikig toparlanma fazlarinda meydana gelen en
biyiik post-translasyonel modifikasyonlardir. Son on yilda protein kinaz ve fosfatazlarin bu siireclerdeki
rolleri oldukca yogun olarak calisilmigtir. Bu fosfatazlardan olan Protein fosfataz 2C (PP2C) ailesine ait
fosfatazlar oldukca korunmus monomerik serin/treonin fosfatazlar olup hiicresel stress sinyallerinin

inhibisyonunda rol ahrlar (Zhu ve Bulavin 2012). Memelilerde fosfataz PP2CA ya da diger adiyla
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PPM1D/Wipl (burdan sonra Wip1 olarak anilacaktir) DDR’1n sonlandiriimasi ve kontrol noktasindan
geri toparlanmada merkezi bir rol oynar (Le Guezennec ve Bulavin 2010). Wipl baslangicta ifadesi
p53’e bagimli olarak iyonize radyasyonla indiklenen bir gen olarak tanimlanmistir (Fiscella vd., 1997).
Ancak daha sonra Wipl’in ifadesinin cesitli dig kaynakli, 6zellikle de genotoksik stresle (iyonize
radyasyon, UV, anisomycin, hidrojen peroksid, metil metan sulfonat, ve inflamatuvar sitokinler)
artmakta oldugu ve bunu takiben fosfataz aktivitesi sayesinde stres sinyallerini diizenledigi ortaya
cikmigtir (Lu vd., 2008).

Wipl’in fosfataz aktivitesinin modiilasyonu ekspresyon diizeyinin kontroll ile saglanmaktadir
(Lowe vd., 2012). Genotoksik stresi takiben Wipl’in transkripsiyonu p53 tarafindan artiriimakta ve
Wipl’in ifadesinde bir artig gorilmektedir. Wipl’in transkripsiyonel indiiksiyonunu takiben nikleer
olarak biriken Wip1, fosforile olmus Ser/Thr-Gln motiflerini tantyarak DDR’1n major diizenleyicisi olan
ATM’yi ve c¢ok sayida substratim defosforile eder. Bu nedenle Wipl DDR’in ana homeostatik
dizenleyicisi olarak degerlendirilmektedir. Wipl, DDR’de ve genomik stabilitenin saglanmasinda
onemli roll olan y-H2AX’i de direkt olarak defosforile eder. Daha sonra Wip1, p53’i direkt ve indirekt
olarak defosforile etmekte ve hem degredasyonunu saglayip hem de transkripsiyonel aktivitesini
baskilayarak bir geri-bildirimli inhibisyon basamag: olusturmaktadir (Lowe vd., 2012). Wipl p53’i
Ser15 kalintisindan direkt defosforilasyona ugratir, bununla beraber p53’iin Ser20, Ser33, ve Ser46’dan
fosforilasyonlarin1 da azaltir. ATM’i Ser1981, Chk1’i Ser345, Chk2’yi Thr68, Mdm2’ yi Ser395, ve
p38/MAPK’1 da defosforile ederek de p53’U baskilayabilir. Wipl p53 sinyalini sadece p53 protein
stabilitesini etkileyerek degil, ayn1 zamanda p53’in hedef genlerinin transkripsiyonunu da baskilayarak
etkiler (Zhu ve Bulavin 2012), (Sekil 1.). Wip1’in p38/MAPK yolagini direkt inaktive etmesi Wipl’in
diger hiicresel stress yanitlari/yolaklarini da etkili bir bigimde baskiladigina isaret etmektedir (Lu vd.,
2007; Lu vd., 2008; Zhu ve Bulavin 2012). Wip1 DNA tamirinde gérev alan UNG2, XPA, XPC gibi 6nemli

proteinlerinde defosforilasyonunu gerceklestirmekte ve béylece DNA tamirini de engellemektedir.
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HUCRE DONGUSU  SENESENS APOPTOZIiS
DURDURULMASI

Sekil 1. Wip1’in hedefleri ve fonksiyonel aktivasyonunun sonuglari. Ozellikle timér baskilayic rol
oynayan proteinlerin Wip1 tarafindan inhibisyonlar1 tiimorigenezi tesvik etmektedir.

Wip1’in ekspresyonunun normal kosullarda oldukca distik diizeyde oldugu ve bu durumun miR-
16 tarafindan mRNA translasyonunun baskilanmasiyla saglandig: bilinmektedir (Zhang vd., 2010).
Wip1 ekspresyonu herhangi bir dokuya spesifik degildir ve hemen her dokuda ifade edilen bir gendir
(Choi vd. 2002). Wip1 geninin promotori Guanin ve Sitozince zengin olup sadece p53 icin degil cesitli
stres cevaplarinda gorev alan CREB, NFKB, ERalpha, c,Jun, ve E2F gibi transkripsiyon faktorleri igin
baglanma motifleri icermektedir (Lu vd., 2008; Chew vd., 2009; Lowe vd., 2012; Song vd., 2013).

Onkogenik Wipl

Wipl fosfatazi kodlayan PPM1D genini igeren kromozomal lokus 17923’ (n insan meme,
ovaryum, gastrik, medulloblastoma, neuroblastoma, prostat ve pankreatik adeno karsinoma gibi cesitli
kanser tirlerinde amplifiye oldugu ve buna bagl olarak Wip1’in ifadesinin artmig oldugu goriilmektedir.
Bu durumun koétu prognozla da iliskilendirilmesi Wipl’in timorigenezde 6nemli bir roli oldugunu
gostermektedir (Saito-Ohara vd., 2003; Fuku vd., 2007; Yu vd., 2007; Castellino vd., 2008; Tan vd.,
2009; Hu vd., 2010; Song vd., 2013, Bulavin vd., 2002; Rauta vd., 2006; Yu vd., 2007; Kleiblova vd.,
2013).

Wipl amplifikasyonlu timérlerde p53 mutasyonlari seyrek olarak gorilmektedir. Tablo 1.’de de
gosterildigi (zere Bulavin vd. tarafindan 164 primer meme kanserinin 27°sinde Wipl’in asiri ifade
edildigi bildirilmistir. Bununla birlikte Wip1’in amplifiye oldugu tlimorlerin sadece 1/8’de p53
mutasyonu oldugu bildirilmistir (Bulavin vd., 2004). Bu calismalardan elde edilen sonuclar PPM1D
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lokusunun amplifikasyonunun ve artmis ekspresyonunun p53’0 inaktive edici mutasyonlara sahip

olmayan timdérlerde olduguna isaret etmektedir.

Insan pankreatik néroendokrin timarleri ile yapilan bir calismada bu timoérlerde yiiksek oranda
artmis Wipl mRNA ekspresyonu ile birlikte seyreden PPM1D amplifikasyonu (%51) tanimlanmistir.
(Yang vd., 2010, Hu vd., 2010). Yine insan primer medullablastom timérlerinde her 11 tiimdrden
7’sinde Wip1 amplifikasyonu oldugu tespit edilmistir (Castellino vd., 2008). Insan meme kanserlerinde
yapilan caligma da ise bu timorler de Wipl1’in %211 oraninda amplifiye oldugu ve bu hastalarin dnemli

6lclide kotl prognoz gosterdigi bulunmustur (Rauta vd., 2006).

Tablo 1. Wipl’in asir1 ifade edildigi veya gen amplifikasyonunun bulundugu bazi insan timdérleri

TUmor Tipi Wipl P53 Mutasyonu Prognozu Referans
amplifikasyon /
overekspresyon
Meme %28 1/10 Kot Rauto ve ark.
Adenokarsinoma (2006)
Medulloblastoma %64 1/8 Kaéti Buss ve ark.

(2015), Castellino
ve ark. (2008)

Glioma %37,5 - Kaéti Zhang ve ark.
(2014)
Noroblastoma %56 1/16 Kot Richter ve ark.
(2015)
Ovaryum %40 - Kaéti Tan ve ark. (2009),
adenokarsinoma Lu ve ark. (2008)
Pankreatik - - Kaéti Lukopoulos ve ark.
adenokarsinoma (2007)

Diger bir cahsmada Wipl’in asi1 ifade edilmesinin niikleotid ve baz eksizyonunu onarim
sistemlerini inhibe ederek DNA tamirini bozdugu kanitlanmistir (Macurek vd. 2013). Ayrica PPM1D
genin exon 6 bolgesi Gzerinde Wipl’ in fonksiyonunu etkileyen nokta mutasyonlarmin var oldugu ortaya
cikarilmigtir. PPM1D’de bulunan bu nokta mutasyonlari daha yiiksek protein kararlilig: sergileyen ve
genotoksik stres sonrasi kontrol noktalarin1 devre dis1 birakan C-terminalinden kesilerek (truncated)
daha kisa Wipl varyantlarini olusturur. Olusan Wipl varyantlari meme ve ovaryum kanserlerinin yani
sira beyin sap1 gliomalarinda, akciger adenokarsinomasinda ve prostat kanserinde de ortaya konmustur
(Kleiblova vd., 2013 ; Ruark vd., 2013).

Yapilan ¢ahismalar, Wipl’in tek basina artrms ifadesinin timorigenezi tesvik etmese de diger
onkogenlerle olan (Myc, Erbb2 ve HRasl) iligkisinin timorigenezi tesvik ettigini gostermektedir (Lu
vd., 2008). Ayrica, caligmalar meme kanseri gelisiminde p53’in Wip1 tarafindan inhibe edilmesinin de

O6nemine isaret etmektedir. Diger kanser tirlerinde yapilan c¢ahsmalar da (ndéroendokrin ve
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medulloblastoma) p53’in Wipl tarafindan inhibe edilmesinin timdérigenezde 6nemli roli oldugunu
gostermektedir (Castellino vd., 2008; Hu vd., 2010).

PPM1D knock-out fareler ve klinik érneklerle yapilan caligmalarWipl’in onkogenik davranis: ve
islevsel p53 yolag: arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gostermektedir (Uyanik vd., 2017).
Ozellikle PPM1D geninde fonksiyon kazandiran mutasyonlarin p53’(in timor baskilayici bariyerinin
asilmasina olanak saglayarak hiicre ¢cogalmasimi tesvik etmektedir. PPM1D’nin kaybi sadece p53’in

aktif oldugu hiicrelerde gogalmanin yavaslatilmasina izin vermektedir (Pechakova vd., 2017).

p53 negatif timdorlerde ise Wipl’in asir1 ekspresyonu, wt-p53’° e sahip tiimorlerdekinden daha
farkli bir fonksiyona sahiptir (Clausse vd., 2016). p53’n islevsiz oldugu bu timdrlerde artrmis Wipl
ekspresyonunun inhibe edilmesinin hiicre cogalmasina etkisiz oldugu gorilmiistir. Ilging bir sekilde
Wipl’in asir1 ekspresyonu bu timdrleri anti-kanser ilaglarina duyarl: hale getirmistir. Wip’in bu etkiyi
p53 negatif tiimorlerde farkli mekanizmalarla, indiikledigi bilinmektedir. Ozellikle Bcl-2 ailesi
uyelerinden pro-apoptotik protein Bax’in diizeyini arttirirken anti-apoptotik Bclx. diizeyini ise azalttig:
gorilmektedir. BOylece bu tiimorlerde, normale dokuya kiyasla azalmig olan Bax/Bclx. oranini
artirilarak kaspaz-3’e bagimli apoptozis indiklenmekte ve timor hicreleri ortadan kaldirilmaktadir
(Goloudina vd., 2012b; Goloudina vd., 2016).

PPM1D/Wipl’in Hicre Déngusiiniin Regulasyonunda Rol

Saglikli hciicreler DNA hasarin1 takiben hiicre doénglsunde goérev alan kontrol noktasi
kinazlarinin aktivasyonu saglanarak hiicre cogalmasini engellemek amaciyla déngii gegici olarak
durdurulur ve bdylece DNA tamirinin gerceklestirilmesi i¢in olanak taninir. DNA hasari cevabimin
aktivasyonu hasarli DNA’ya sahip hicrelerin bolinmelerini engelleyen ve hasarin sonraki kusaklara

aktarilmasini Onleyen bir bariyer gibi davranir.

Fonksiyonel caligmalar, Wipl’in G1/S, intra-S ve G2/M kontrol noktalarindaki roluni
dogrulamiglardir. Wipl’i asir1 ifade eden hiicreler iyonize radyasyona maruz kaldiginda daha disiik G2
tutulumu gosterdikleri bilinmektedir. Ayrica Wipl-/- fare embriyonik fibroblastlarmin (Mouse
Embryonic Fibroblasts, MEF) , wtMEF ’e gore cok daha ylksek G2/M oranina sahip oldugu da
bilinmektedir (Oliva-Trastoy vd., 2007). Yapilan calismalar Wipl’in ayn1 zamanda G1 kontrol
noktasinda da etkili oldugunu géstermektedir (Choi vd., 2002; Kleiblova vd., 2013; Pechackova vd.,
2016).). Wipl’i agir1 ifade eden ya da Wipl’in baskilandig: hiicrelerde yapilan ¢alismalar Wipl’in intra-
S faz kontrol noktasini da regtile ettigini gostermektedir (Lu vd., 2008). Diisiik dozda radyasyon’a maruz
kalan MCF-7 hicreleri ile geceklestirilen bir caligmada spesifik allosterik Wipl inhibitori
(GSK2830371) (Gillmartin vd., 2014) ile Wipl’in inhibe edildigi hiicrelerin kontrol hiicrelere kiyasla
G1 kontrol noktasinda daha gucli bir tutulum gésterdigi belirtilmistir (Pechackova vd., 2016). Kolon

karsinoma hiicreleriyle yapilan bir bagka ¢alismada endojen Wip1’ e sahip hiicrelerin Wip1’in azaltildig:
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hiicrelere gére G2 kontrol noktasindan ¢ok daha etkili bir ¢ikis ve toparlanma saglamakta oldugu ve
bunu da p53’ U inhibe etmek suretiyle yaptigi bulunmustur (Lindgvist vd., 2009). Bu durumda hiicreler
proliferasyona devam edebilmekte ve bu da Wip1’in timorigenezi tesvik etmek icin kullandig: diger bir
yol alarak karsimiza cikmaktadir. Wipl’in hiicre dongusi siresince farkli seviyelerde ifade
edildigigorilmektedir. Wipl’in protein ekspresyonu G1 evresinde diistik olmakla birlikte G2’de daha
yuksek seviyeye ulasmakta ve mitoz surecinde ise azaldigi gorilmektedir (Macurek vd., 2013). Yapilan
bu calismalar DNA hasar: ile indiiklenen G2 kontrol noktalarindan geri toparlanmak icin Wipl’in
gerekli olduguna isaret etmektedir. Ayrica Wipl’in ashnda hicrenin strese maruz kaldiktan sonra
normal dongliye girebilmesi igin G2/M, G1/S ve intra-S fazlarmin regilasyonunda aktif gorev aldig:

gorilmektedir.
Wipl’in Apoptozis Regilasyonunda Rolu

Saglikli hicreler, DNA hasarmin onarimini etkili bir sekilde gerceklestirildikten sonra gegici
olarak durdurulan hiicre dongusunin tekrar baslatiimas: ve apoptozisin engellenmesi icin, gérev alan

proteinlere ihtiyac duyarlar ve bu proteinlerden biri de Wip1 fosfatazdir.

p53, apoptozisin ana regilatéri oldugundan Wipl’in p53’l direkt defosforile ederek veya bu
sinyal yolaginin bir Ust asamasinda olan orn. Chk2 gibi molekilleri inaktive etmesi hiicre
proliferasyonunu tesvik ederek apoptozisi baskilamaktadir (Mirzayans vd., 2013). Wipl, Ep-myc-
indikli lenfoma fare modelinde, myc-indiikli apoptozisi ATM-p53 yolagini inhibe ederek baskilamakta
ve boylece timérigenezi de tegvik etmektedir (Shreeram vd., 2006). Bundan baska Wipl’i asir1 ifade
eden MCF-7 hiicrelerinde Wipl’in diizeyinin baskilanmasi doxorubicin indiikli apoptozis seviyesini
oldukca arttirmistir (Song vd., 2013). wtp53’e sahip meme kanser hiicrelerinde herhangi bir eksojen
stres olmaksizin Wip1, siRNA ile hedeflendiginde apoptozisin yine arttigi bildirilmistir (Parssinen vd.,
2008).

Wipl’i asir1 ifade eden ve aktif p53” e sahip olan A549 (akciger) hiicreleriyle yapilan diger bir
calismada UV radyasyonla indiiklenen apoptozisin, kontrol hiicrelerine oranla ¢cok daha diisiik seviyede
oldugu ve bu durumun Wip1’in fosfataz aktivitesine bagli oldugu gérilmustir (Takekawa vd., 2000).
U20S sarkoma hiicreleriyle yapilan bir bagka calismada ise Wipl’in p38 MAPK’1 defosforile etmesi
sonucunda E2F1-aracili ve UV radyasyon-indikli apoptozisin de baskilandigi goriilmektedir (Hershko
vd., 2006). Ayrica medulloblastomada Wip1’in bazal ve etoposid-induikli p53 aracili apoptozisi inhibe
ettigi, boylece medulloblastoma canlihig: icin pozitif regilator o6devi gordugi anlasilmaktadir
(Castellino vd., 2008). Bu konuda yapilan diger bir ¢caligma da insan ovaryum karsinoma hiicresi olan
SKOV3 hicre dizilerinde Wipl seviyesinin siRNA ile baskilanmasi ile gerceklestirilmistir. Wip1’in
baskilanmasi1 sonucunda p53 artis1 saglanmig ve boylece Bax/Bcl2 orani da artarak apoptozis oraninda
artig gozlendigi bildirilmistir (Feng vd., 2017). Fare embriyonik fibroblastlariyla (Mouse Embryonic
Fibroblasts, MEF) yapilan diger bir calisma da ise Wip-/- MEF’te anisomycin, etoposide, H202, UV-
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radyasyon ya da staurosporin ile indiklenen apoptozis oraninin wt-MEF’e gdre daha yiksek oldugu
bulunmustur (Xia vd., 2009).

Butiin bu veriler 1s1ginda Wip1’in p53, E2F1, p38/MAPK, JNK /c-Jun, Chkl ve Chk2 gibi

molekiller Gizerinde apoptozisin global negatif regtlatori oldugu sonucuna varabiliriz.
PPM1D/Wipl’in Hicresel Senesens’in Reglilasyonunda Rolu

Premature senesens geng hiicrelerde, belirli onkogenlerin aktivasyonu (6rn. Ras, Braf) veya timor
supresor gen inaktivasyonu (6rn. Pten), mitojenik stimiilasyonu, DNA hasar1 yaratan anti kanser ajanlar
ile, oksidatif stres gibi cesitli mekanizmalarla indiiklenebilir. Senesensin aktivasyonunda p53-p21 ve
Rb-P16 gibi iki temel timor baskilayici yolagin etkili oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, senesens
hangi yol tzerinden indiklenirse indiiklensin, ATM/ATR kinazlarinin aktivasyonu ile yiriyen DNA
hasar1 sinyal yollarmin (DDR) aktivasyonu da gerceklesmektedir (Kilic ve Schmitt 2008). DNA hasar1
yaratan ajanlarla ya da radyoterapi ile indiiklenen senesens, apoptozis yaninda kemoterapiye diger bir

major hicresel yanit olarak yerini almaktadir (Kilic ve Schmitt 2008; Kilic Eren ve Tabor 2014) .

Wipl’in aslinda DNA hasar1 cevabinin 6nemli elemanlarmi defosforile etmesiyle sensensin
reglilasyonunda da yer almas: sasirtici degildir. Wip1’in primer insan fibroblastlarinda ¢zellikle Ras
onkogeniyle indiklenen sensensi inhibe ettigi bildirilmistir (Lu vd., 2008). Buna karsin, PPM1D (-/-)
MEF’le yapilan bir calismada Ras, Erbb2, Myc, E1A gibi onkogenlerin aktivasyonuna karsin bu
fibroblastlarin transformasyona diren¢ gosterdikleri goriulmistir (Bulavin vd., 2004). Buna gore

Wipl’in bu onkogenlerle isbirligi icerisinde transformasyonu tesvik ettigi sdylenebilir.

Yapilan diger bir calismada ise A549 ve MCF-7 hiicrelerinde kemoterapi (doxorubicinle) ile
indliklenen senesens sirasinda Wipl’in ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir (Crescenzi vd., 2013).
Ayrica ayni hucrelerde senesens indiiklendikten sonra artan Wipl ekspresyonu bu hiicrelerde G2/M
kontrol noktasini1 bozarak hiicrelerin mitotik katastrofiye ugramalarina yol agmustir. Bundan bagka insan
mezenkimal kok hicrelerinde Wipl’in ifade edilmesi sonucunda senesens bariyerinin asilmasina yol
acmustir (Lee vd., 2009).

Bu bilgiler 1g1ginda degerlendirdigimizde Wipl1’in kendi aktivitesinin senesens sirasinda negatif
regile edildigi ayn1 zamanda senesensi negatif regiile edebildigi sonucu da ortaya ¢ikmaktadir. Ancak
Ozellikle Wipl’in senesens Uzerinde etkileri ve mekanizmalarmi agiklayabilecek cok fazla calisma

bulunmadig: ve bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag oldugu da dikkat cekmektedir.
SONUC

e Fonksiyonel ve wt p53’e sahip olan timorler, timorigenez sirasinda DDR bariyerini
asabilmelerine olanak saglayan bagka genetik bozukluklar biriktirmiglerdir. PPM1D/Wipl tam

da bu ozelliklere sahip bir gen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir Ser/Thr fosfataz olan Wip1,
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ashnda DNA hasar1 sonucunda p53° in ATM/ATR kinazlarca baglatilan aktivasyonunu
kapatma da gorevli bir proteindir. Aktive oldugunda p53’0 ya direkt defosforile ederek ya da
MDM2’ vyi defosforile etmek yoluyla inaktive eder ve boylece p53’e bir geri-bildirim
inhibisyonu saglamis olur. Ote yandan Wip1’in defosforilasyon yoluyla inaktive ettigi diger
hedefleri arasinda DDR’ in 6nemli elemanlari olan ATM, H2AX, Chk1, Chk2 ve p38/MAPK

da bulunmaktadir.

e Wipl her zaman ve her yerde ifade edilebilen bir gen olarak herhangi bir dokuya 6zgu degildir.
Wipl’in timdrigenezdeki roli de oldukga agiktir; Wipl’in solid tumdrlerde amplifiye oldugu,
asir1 ekspresyonu oldugu, Wipl geninde nokta mutasyonlarin bulundugu ve koéti prognozla da
iliskisi oldugu gérulmektedir. Boylece Wip1, hem agir1 ifade edilerek hem de mutant formlariyla
DNA tamiri, hiicre dongusu kontrol noktalari, apoptozis, hiicresel senesens gibi global hiicresel
stres yamitlarim negatif yonde regile etmekte ve hatta tiimorigenezi tesvik etmek icin

onkogenlerle isbirligine bile gitmektedir.

e Yapilan calismalarda da insan solid timérlerinin bircogunda meme, ovaryum, pankreatik,
ndroendokrin, medulloblastoma, néroblastoma, kolon karsinoma, non-hodgkin lenfoma
(yayinlanmamis veri), Wip1’in amplifiye oldugu ve asir1 ifade edildigi gérilmektedir. Tiim bu
Ozellikleriyle Wip1’in timorigenezi tesvik edici bir onkogen oldugu acgiktir ve bu haliyle

oldukca 6nemli ve dikkat cekici bir kemoterapdétik hedef haline gelmistir.
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