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Abstract

Onkojenik uyarmmin transformasyona karsi normal hiicrelerde,
bir ¢ok yolu harekete gecirdigi diisiiniilmektedir. Bir ¢ok paket
proteinlerle iliskili olan retinoblastom tiimor- suppressor proteini
(pRB)/ E2F, transkripsiyon faktoriinii inaktive ederek hiicre
dongiistinii G1/S safhasinda kontrol eder. Retinoblastoma protein
(Rb)/E2F yolagi normal hiicre gelisiminde, apoptosiste, kanseri
onlemede, Okaryotik hiicre dongiisii stirecinde ve terminal
farklilasmada esas rolii oynar. pRB, E2F cevap promotorunda
kromotin yapisim degistirerek E2F’ nun transkripsiyonel aktivitesini
kontrol eder.

Siklin bagimli kinazlar pRB’ yi fosforile ederek pRB ve E2F
arasindaki baglantiy1 bozar. Ayn1 zamanda retinoblastoma (RB)
proteini tarafindan kontrol edilen E2F1 de hiicre proliferasyonunda
onemli rol oynar. Ek olarak bilyiimenin engellenmesi p21 ve p27’ye
siklin bagimli kinazlarin artmasiyla ilgili olup Cdk2 kinaz aktivitesi
onlenir. Cdk2’ nin sitoplazma icinde degisimi niikleer retinoblastom
timor reppressor proteininin defosforilasyonu ile baglantili olup
niikleer Cdk?2 aktivitesini diisiiriir.

Retinoblastom, retinal duyu kok hiicrelerinden kaynaklanan
goziin malign bir timortdiir. Kalitsal veya sporadik olabilir. Kalitsal
formu genellikle bilateral ve multifokal olurken sporadik formu ise
unifokal ve unilateraldir. Sporadik veya ailesel retinoblastom, 13.
kromozomun uzun kolundaki RB1 gen mutasyonlartyla meydana gelir.

Retinoblastom (Rb) geninde olan degisikliklerin insanda olusan
bir ¢ok tiimorle baglantisi oldugundan bu c¢alismanin amaci,
retinoblastom ve RBI1 geni hakkinda yapilan arastirmalart  ve
gelismeleri gozden gegirip degerlendirmektir.

Anahtar Kelimeler: Retinoblastom, malign timor, RB1 geni

Oncogenic stimuli are thought to induce many pathways in normal
cells in order to protect against transformation. Retinoblastoma tumor-
suppressor protein (pRB) (related with many pocket proteins) controls
the G1/S transition in the cell cycle by binding and inactivating E2F
transcription factor. Retinoblastoma protein (Rb)/E2F pathway play a
pivotal role in regulating eukaryotic cell cycle progression (normal
development and cancer prevention) apoptosis, and terminal
differentiation. pRB changes the chromatin structure at the E2F-
responsive promoter, thus controlling the transcriptional activity of E2F.

Cyclin-dependent kinases (Cdks) phosphorylate pRB and
disrupt association between pRB and E2F. Also, E2F1 plays a critical
role in cell proliferation, and its function is controlled by the
retinoblastoma (RB) protein. Furthermore, growth arrest correlated
with increased binding of p21 and p27 to cyclin-dependent kinase-2
(Cdk2), and inhibition of Cdk2 kinase activity. Cdk2 relocalization to
the cytoplasm correlated with dephosphorylation of nuclear
retinoblastoma tumor suppressor protein and lowered nuclear Cdk2
activity

Retinoblastoma is a malignant tumor of the eye, originating
from progenitors of retinal sensory cells. It might be either hereditary
or sporadic in appearance. The hereditary form is generally bilateral
and multifocal, whereas the sporadic form is unifocal or unilateral.
Retinoblastoma occurs with RB1 gene mutation in the long arm of
chromosome 13.

Changes in the retinoblastoma (Rb) gene have been correlated
with a large number and wide variety of human tumors. Thus, the goal
of this study was to review and evaluate the recent investigation
regarding retinoblastoma gene (RB1) and associated gene product.
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iimor baskilayict genler, onkojenik genleri
inaktif halde tutarlar. Bir retina kanseri
olan retinoblastom, duyu kok
hiicrelerinden kaynaklanan ¢ocukluk ¢aginin en sik
goriilen  (15.000-20.000 canli dogumda bir

retinal
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oraninda) goziin habis bir timoriidiir.' Tedavi
sonuclanan retinoblastomda
yasama orani, molekiiler calismalarin katkisiyla
%90’ n1n ¢ikmustir.”>  Retinobastom
gelisiminden 13. kromozomdaki ql14 segmentinin

edilmezse Olimle
lizerine

mutasyonu sorumludur ve iki tipi bulunmaktadir'”,
Birincisi sporadik olup, daha Once ailede bir
gecmisi yoktur ve olgularin % 94’tinii olusturur.
Cogunlukla da somatik mutasyon sonucu gelisir
(Sekil 1). Genellikle tiimor tek bir gdzde solid kitle
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ESEYSEL HUCRE YAPISAL TUMOR

rbrb

ilk mutasyon
ve
ikinci mutasyon

fO—

RB X RB

66

RB RB
gametler

Sekil 1. Kalitsal olmayan retinoblastom

seklindedir (unilateraldir). Ikinci tip ise germinal
mutasyon sonucu gelisir ve olgularin %6’ sin1
olusturur (Sekil 2). Bu olgularda pedigri analizinde
otozomal dominantlik gosterdigi belirlenen yiiksek
kalitsal predizpozisyonluk (yatkinlik) s6z konusu-
dur. Tiimor ilk yaslarda ortaya ¢ikar. Sik olarak her
iki goziin de etkilendigi goriiliir (bilateraldir) ve
cok odaklidir. Ileri yaslarda gozden baska osteo-
sarkom, pineoblastom gibi sekonder malignite
gelisme riski fazladir.”” Bu maligniteler radyo-
terapi uygulanan yerlerde olabildigi gibi bagimsiz
olarak herhangi bir bolgede de gelisebilir.*’

Southern blot hibridizasyonda komplementer
DNA (cDNA) ve genomik klonlar kullanilarak
bilateral ya da ailesel retinoblastomlu hastalarin %
10’unda kiiciik delesyon (silinme) mutasyonlari
tanimlanmustir.*’ Kalitsal retinoblastom
hastalarinin periferal kanindaki DNA’da %42
oraninda tek baz degisim mutasyonlar1 ya da %26
oraninda kisalma mutasyonlari tespit edilmistir.®

Erken c¢ocukluk devresinde bu hastalar
retinoblastoma predispozedirler. Ciinkii normal tip
alleldeki bir mutasyon, RBlgeninin biallellik
inaktivasyonuna yol acarak tiimér odaginin
gelisimini baslatir.'” Normal tip alleller, timor
olusumunu  Gnleyebilir ve baskilayabilirler."
Lenfosit ve keratinositlerden kaynaklanan timér
hiicreleri ile fibroblastlar arasindaki boliinme
hiicrelerinde olusan tiimorlerin, normal hiicredeki
dominant baskilayic1 faktor araciligiyla onlendigi
bildirilmistir.>"*
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Sekil 2. Kalitsal retinoblastom
Molekiiler ve sitogenik analizler,

retinoblastom hiicrelerinin insan kromozomunda
13q 14 iizerinde yerlesmis tek bir gen olan RB1
geninin iki defektif allelik kopyasim tasidigini
gostermistir.''  Retinoblastom proteininin  (RB),
molekiiler agirligi baslangicta 94 kDa olarak tespit
edilmistir. Oysa bu protein, 816 amino aside sahip
olup, 105 kDa molekiil agirhigindadir ve pek cok
hiicre tipinde de hiicre boliinmesini diizenledigi
anlasiimistir.*>*” RB1’in fonksiyonu, goziin bu
spesifik tiimoriiniin 6nlenmesi i¢in gereklidir. RB1
defektleri, kiiciik hiicreli akciger kanserlerinden
bagska meme ve mesane Kkarsinomu hiicre
serilerinde de goriilmiistiir.

Rb1 Geninin Ozellikleri

13q14 kromozomu iizerinde yerlesmis olan RB1
geni, 180 kb’lik bir alan kaplamakta ve 27 ekzondan
olusmaktadir.”*'” Bu gen 4.8 kb’ lik bir mRNA
iretir. Bu mRNA, 928 amino asitlik bir protein olan
pRB’ ye aracilik eder. pRB de paket protein
ailesinden olup 105 kb’ lik bir niikleer proteindir.”'*
Aym zamanda RB1, N terminal bolgesinde santral A
ve B domainleri ve C terminal domain olmak iizere
ti¢c farkli domain ihtiva eder. Bu ii¢ domaninin ana
fonksiyonlari; biiylimenin diizenlenmesi, hiicre
farklilagsmasi, viral ve seliiler proteinlerin
interaksiyonu ve transkripsiyonel regulasyondur."'*
pRB biyolojik etkisini transkripsiyonu seviyesinde
hem pozitif hem de negatif regulasyonla diizenler.
Pozitif gen regiilasyonu hiicrelerin farklilagsmasi ile
baglantilidir. Transkripsiyon seviyesinde baskilama
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hiicre dongiisiiniin inhibisyonuna yol agar. E2F
familyas1 spesifik bir DNA sekansina sahip olup
transkripsiyon ~ faktorlerine  baglanarak  hiicre
regulasyon dongiisiinde bir cok genin ekspresyon
seviyesini ve zamanlamasim diizenler (Sekil 3).
Bilinen 6 E2F familya iiyelerinden besi, C- terminal
trans aktivasyon domainin igine gomiilmiis bir
sekilde pRB baglayic1 bir protein motifine sahiptir."*

PRB, transkripsiyonu cesitli mekanizmalarla
baskilar.Soyle ki;

1) pRB, E2F’nin Trans baglayici protein
(TBP) interaksiyonunu Onler, yani kompatativ
aktivasyon domainini baskilar.

2) pRB, E2F tarafindan bir kez promotora
baglaninca, siirekli olarak diger aktivator
domainlerine baglanir. Boylece iki aktivator ayni
zamanda baskilanir.

3) E2F/pRB kompleksi, pRB bdlgesinde
baglanma olmasa bile diger aktivatorleri engeller.
Yani bu tip direk veya aktif baskilamaya pRB
aracilik eder. E2F nin fonksiyonu yoktur (Sekil 3).
pRB’ nin bu fonksiyonuna bir veya daha fazla
baskilayici eslik eder."

RB1 geninin RB proteini, cekirdekte yer
almaktadir ve dinlenme fazindaki (Go veya G1)
hiicrelerinde fosforile olmamis haldedir. PRB,
siklin D-cdk4/t ve siklin E-cdk tarafindan
fosforile olur. Erken G1 fazinda hipofosforile
olmus pRB, M fazinda yeniden ortaya c¢ikar.
Hipofosforile olmus pRB, Gl fazinda hedef
proteinlere baglanir ve sikliis durur. PRB’nin
hiperfosforile formu yani
bolgesinden fosforile olmus formu ise ge¢ G1 fazi

serin  ve treonin

Cevap genleri

G2

dahil S, G2 ve M fazlarinda mevcuttur (Sekil 3).
PRB’nin olmasimin Gl fazindaki
duraklamayi ortadan kaldirdigi sanihiyor.'® Ciinkii
fosforile olmus pRB, iliskili oldugu E2F2 ve
HDAC:Ss ile artik interaksiyona giremez ve DNA
fazinda gerekli gen
transkripsiyonunu aktive eder. Bu esnada yine
E2F siklin E ve A expresyonunu artirarak pRb nin
fosforilasyonunu tamamlamasin1 saglar (Sekil
3).16,17

SV40 T gen antijeni, Go/G1 fazinda fosforile
olmus RB proteinine (p110) baglanmaktadir'®.
Boylece dominant olmayan transforme eleman
olarak SV40 T’nin RB proteinine baglanarak;
Go/G1 biiyime baskilayic1  etkisiyle
diizenlenecegi  ve  inhibe  edecegi = One
siiriilmiistiir.'”"  Transforme olmamis ebeveyn
hiicreleri, sadece pl10 RB proteini
oldugunda Go fazina girmektedir. Teorik olarak;
SV40 T’nin bu etkiyi pl10 RB proteinine
baglanarak engelledigi bilinmektedir. Bu proteinin
yiiksek bir afinite ile DNA’ya baglanmasit en
onemli fonksiyonudur. Boylece RB proteini, gen
diizenleyici bir fonksiyona da sahip olmaktadir.
Sonug¢ olarak, hiicre siklusunda G1’den S fazina
gecisi, RB proteini kontrol etmektedir.*

fosforile

sentezinin S

fazini

mevcut

Rb Geninin Mekanizmalari

De Caprio ve ark, 1989°da pl10 Rb
proteininin inaktif bir protein oldugunda hiicre
sikliisunu engelleyici etkisiyle RB proteininin
hiicre biiylimesini nasil baskiladigim1 gosteren bir
model aciklamiglardir. P110 Rb proteini, baz1 viral
onkojenik iirlinler veya spesifik kinazlarla inaktive
edilerek hiicrenin DNA replikasyonuna girmesine

yol agmaktadir.”'"*!

Yine LeCouter ve ark.,” 1989’da p110 RB gibi
antionkojen {iiriinlerin hiicrenin cevresel habercilere
cevabinda bir eleman olabilecegine dair diger bir
modeli ortaya koymuslardir. Bu modelde RB geni
veya proteininin santral dogma ara yollarinda
gerekli bir baglanti oldugunu ve kaybiyla
transdiiksiyon sinyalini kestigini aciklamuslardir.
Boylece hiicrenin normal inhibitor sinyale karsi
cevap  kabiliyeti  kaybolurken  proliferasyon
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kabiliyeti devam etmektedir (Sekil 3). Bu sinyaller,
hiicre farklilasmasinm arttirici, siklusunu diizenleyici
veya blok yapan sinyalleri tasiyan faktorler
olabilir.'"*

RB geni, transkripsiyonel veya translasyonal
diizeydeki  biiyiime faktorii  stimiilasyonunu
baskilamayla iliskilendirilebilir. Bu durum, bir¢ok
onkogenlerle (fos, myc, mos, erb) desteklenebilir.

Retinoblastomdaki Somatik Mutasyonlar

Timorlerin -~ yaklasik  olarak  %65’inde
kromozom 13 {izerinde yerlesik polimorfik
lokuslardaki bireysel heterozigotlugun kaybi ile
RB1 geninin biallel inaktivasyonu sonucu
mutasyonlar meydana gelmektedirler.>”** Bireysel
heterozigotlugun kaybi, mitotik rekombinasyon

veya ayrimama gibi birkag  kromozomal
mekanizma ya da delesyonlardan
kaynaklanmaktadur.”'*'3%

RB1 geni, normalde metillenmemis olmasina
ragmen retinoblastomalarin  %10’unda RBI1
geninin 5° ucundaki SpG’ce zengin bdlgenin
hipermetilasyonu goriilmiistiir.”® Su ana kadar
sadece bir hastada bireysel hiicrelerin DNA’sinin
bu bolgesinde hatali metilasyon goriilmiistiir. Bu
hastanin bir RB1 allelinin fonksiyonlarinin ortadan
kalkmas1 sonucu 13. kromozomdaki translokasyon
ve X geninin inaktivasyonu ile sonuglanan
mutasyonu tasidigi bildirilmistir.”’

Retinoblastomun Klinik Onemi ve Tam

Retinoblastomun erken teshisi hem goziin
daha iyi goriisii hem de hayati yonden hastanin
prognozu icin cok Onemlidir. Ailesel olgularda
hayatin ilk yilinda sporadik olgularda ise 1-3
yasinda tamt konulurken 5 yasindan sonra tani
konmasi nadir olup en 6nemli bulgusu l6kokoridir.
Daha  az siklikla goriilen bulgular sekonder
glokom, hifema ve periokular inflamasyondur.
endofitik  veya  ekzofitik  gelisim
gosterebilir. Tiimériin - baslangigta  tanisi  igin
eriskin retinoblastomlu hastalarin akrabalarinin
oftalmalojik yonden takibi gerekir. Oftalmaskopik
goriintii  ile genelde tam1 konulurken tipik
intralezyoner  kalsifikasyonun  tomografi  ve

Timor
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ultrasonografi  ile de
destekler.>*'**

gosterilmesi  taniy1

Retinoblastomlu hastalardaki mutasyonlarin
bilinmesi tiim akrabalarin muhtemel bir risk altinda
oldugunu gosterir.” Hastalik riski tagiyan bireylerin
mutasyon analizi ile taranmasi daha az saglik
harcamasi giderlerine sebep olacaktir.'"****° Bu
nedenle retinoblastomlu  hastalarin  takibinde
mutasyon  analizleri izlenmesinde
onemlidir.> !

hastalarin

Sonuc ve Tartisma

Retinoblastom,  bir  cocukluk
hastaligidir. RB geninin tek bir defektli kopyasini
tastyan cocuklarda 13. kromozom iizerinde kiigiik
bir kayip goriilmektedir. RB gen iiriiniiniin
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Fakat
cekirdekte bulunan bir protein oldugu icin
transkripsiyonu etkileyebilecegi ortadadir. Daha
once de belirttigimiz gibi bu proteinin kayb1 habis
bir transformasyona sebeb olmaktadir.

donemi

Bir¢ok calisma, RB geni protein iiriiniiniin
retinoblastomda antionkojenik etkisinin oldugunu
gostermistir.  Timor baskilamadaki molekiiler
mekanizmasinin tamamen bilinmemesine ragmen,
RB geninin hiicrelerdeki proliferasyonu bloke
ettigi bulunmustur ve bu sebeple RB geni
antionkojen veya tiimor baskilayic1 gen olarak
adlandirilmustir.

Klinik olarak ortaya c¢ikan habis tiimorlerin
tedavisinde bu gibi tiimor baskilayic1 genlerin
timor hiicrelerine yerlestirilmeleri temel strateji
olmaktadir. Diger bir¢ok bilimsel calismada da
oldugu gibi RB geni ve iirlinleri ¢ok fazla
cevaplanmayan soruyu biinyesinde
barindirmaktadir. Sonug olarak, gelecekte RB geni
hakkinda elde edilecek daha fazla bilgi onun ¢ok
daha 1iyi anlasilmasina ve retinoblastomlu
hastalarin tedavisine daha fazla yardimci olacaktir.
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