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Insan N-myc downstream-regulated genel (Ndrgl), ilk olarak Charcot-Marie-Tooth tip
4D (CMT4D) hastaliginda tanimlanmistir. Son zamanlarda ise hiicre diferansiyasyonu,
proliferasyon ve biiylimenin baskilanmasi, neoplazi, timdr progresyonu ve metastaz
ile iligkisi ortaya konulmustur. Ndrgl geni, farkli kanser tiirlerinde farkli sekilde
etkilenmektedir. Meme, prostat, kolon kanseri gibi kanserlerde downregule iken,
karaciger kanserlerinde upregiile’dir. Ndrgl geninin diizenlenmesinde farkli hiicre
tiplerinde farkli ve kompleks mekanizmalar rol alabilmektedir. Bu kompleks
diizenlemeler, transkripsiyonel, posttranskripsiyonel ve translasyonal seviyelerdeki
major yollari icerir. Yapilan caligsmalarda desferoksamin (DFO) ve diger selatorlerin etkili
anti-timor ajanlar olduklarr gosterilmistir. Selatdrler bu etkilerini muhtemelen Ndrgl
mRNA transkripsiyonunu etkileyerek gostermektedir. Ancak bu regiilasyonun hangi
mekanizma ile olugtugu net degildir ve demirin gen ekspresyonu ve proliferasyondaki
roliinii irdelerken Ndrg1’in daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.

J. Exp.Clin. Med., 2013; 30: S33-S37
ABSTRACT

Human N-myc downstream-regulated gene 1 (Ndrg-1) has been first identified in Charhot-
Marie-Tooth Disease type 4D (CMT4D). Recently, its association with cell differentiation,
suppression of growth and proliferation, neoplasia, tumor progression and metastasis has
been demonstrated. Ndrg-1 gene appears to be regulated in a variety of ways in different
types of cancers. It is down-regulated in breast, prostate and colon cancers whereas it is
up-regulated in hepatic cancers. Different and complex mechanisms may play a role in
different types of cells in regulation of Ndrg-1 gene. These complex regulations includes
major pathways in transcriptional, post-transcriptional and translational levels. It has
been shown that desferrioxamine (DFO) and other chelators are effective anti-tumor
agents. It’s possible that this effect of chelators is related to Ndrg-1 mRNA transcription,
but it remains unknown which mechanism mediates this regulation and iron’s role in gene
expression and proliferation and Ndrg-1 need further investigations.

J. Exp. Clin. Med., 2013; 30: S33-537
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N-myc downstream-regulated genel (Ndrgl)

Metastaz, kanser hiicrelerinin primer kanser bolgesinden
uzak organlara yayilmasini ifade eder. Metastaz yapan
kanserler, tedavilerinin zorlugu nedeniyle, kanser ile iliskili
oliimlerin cogunu olustururlar (Welch ve Tomasovic, 1985).
Son zamanlarda timor supresyonu ile ilgili ¢ok sayida gen
ve protein tanimlanmigstir. Bunlardan biri de, insan N-myc
downstream-regulated genel (Ndrgl)’dir (Welch ve Hunter,
2003). Ilk baglarda Ndrgl geni, Charcot-Marie-Tooth 4D

(CMT4D) hastaligi ile iliskili olarak tanimlanmis ise de, son
zamanlarda tiimor progresyonunun bir gostergesi ve hiicresel
diferansiyasyonun tetikleyicisi olarak goriilmektedir (Thomas
ve ark., 2008). Bu nedenle Ndrgl geni; prostat, kolon ve
meme kanserlerinde downregiile olan metastaz siipresor gen
olarak bilinmektedir.

Insan Ndrg1 geni, Ndrg gen ailesinin bir iiyesi olup (Zhou
ve ark., 1998; Thomas ve ark., 2008; Kurdistani ve ark., 1998)
Ndrgl isimli proteini kodlar (Van Belzen ve ark., 1997).
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Ndrglgeni, insanda 8q24 kromozom bdlgesinde lokalizedir,
60,085 baz ciftinden olugur ve 16 ekzon bolgesi icerir (http://
atlasgeneticsoncology.org/Genes/NDRG11D41512ch8q24.
html). Ndrgl, onceleri DRG1 (Van Belzen ve ark., 1997),
CAP43 (Zhou ve ark., 1998), CMT4D (Warner ve ark.,
1998), HMSNL (Kalaydjieva ve ark., 1996), NDRI
(Shimono ve ark., 1999), RIT42 (Kurdistani ve ark., 1998)
ve RTP (Kokame ve ark., 1996) olarak da isimlendirilmistir.
Ndrgl geni hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmasina
kargin, prostat, beyin, bobrek, plasenta, ovaryum, testisler ve
intestinal hiicrelerde daha yiiksek seviyelerde eksprese edilir
(Lachat ve ark., 2002).

Ndrgl proteini

394 aminoasitten olusan Ndrg1 proteini, alfa/beta hidrolaz
tist ailesi icerisinde yer alan Ndrg protein ailesinin 43 kDa
agirligindaki bir liyesidir (Kokame ve ark., 1996). Ndrgl
aminoasit sekans1 Ndrg2 ile % 53, Ndrg3 ile % 62, Ndrg4
ile % 62 oraninda homoloji gostermektedir (Qu ve ark.,
2002). Ndrg?2 erigkin iskelet kasi ve beyinde, Ndrg3 beyin
ve testiste, Ndrg4 kalp ve beyinde eksprese edilirken, Ndrgl
hemen hemen tiim hiicrelerde bulunur ancak prostat, beyin,
bobrek, plasenta, ovaryum, testisler ve intestinal hiicrelerde
daha yiiksek seviyelerde eksprese edilir (Lachat, ve ark.,
2002). Hiicre icinde ise Ndrgl proteini % 47,8 sitozolde,
% 26,1 niikleusta, % 8,7 mitokondride, daha az miktarlarda
da vakuollerde, plazma membraninda ve peroksizomlarda
bulunur (Quandt ve ark., 1995; Zhou ve ark., 2001; Lachat
ve ark., 2002;). Ndrgl proteini, ¢ok sayida fosforilasyon
bolgesine sahiptir ve bunlarin arasinda fosfopantetein,
protein kinaz C (PKC), kazein kinaz II (KC-II), tirozin kinaz,
protein kinaz A (PKA) ve kalmodulin kinaz II (CAMK-II)
icin baglanma bolgeleri bulunur (Kokame ve ark., 1996 ).
Bu fosforilasyon bolgelerinin varligindan dolayi, Ndrgl’in
fonksiyonlarmin en azindan bir kisminin fosforilasyon ile
kontrol edilebilecegi diisiiniilmektedir (Guan ve ark., 2000).

\ hiicre béliinmesi
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ek. 1. Ndrgl’in biyolojik etkilerinin sematik olarak gosterilmesi
yoloj $ g
(Zaklina Kovacevic ve Des R.Richardson, 2006.)

Ndrgl fonksiyonu ve kanserle iligkisi

Ndrgl proteini, fonksiyonu tam olarak anlagilamamasina
ragmen, hiicre diferansiyasyonu (Zhou ve ark., 1998; Guan
ve ark., 2000), proliferasyon ve biiylimenin baskilanmasi
(Piquemal ve ark., 1999), neoplazi, tiimor progresyonu ve
metastaz (Van Belzen ve ark., 1997; Piquemal ve ark., 1999),
agir metallere cevap (Zhou ve ark., 1998) hipoksi cevabi

(Salnikow ve ark., 2002) ve DNA hasar cevabir (Kurdistani
ve ark., 1998) gibi cesitli hiicre ici olaylarda rol almaktadir.
Ozellikle prostat, kolon ve meme kanserlerinde metastazin
baskilanmasinda ¢ok onemli bir role sahiptir (Kurdistani ve
ark., 1998; Zhou ve ark., 1998; Guan ve ark., 2000) (Sek. 1).
Ndrgl’in, kolon epitel hiicre diferansiyasyonunda upregiile
iken, kolon kanserlerinde downregiile oldugu gozlemlenmistir
(Van Belzen ve ark., 1997). Iyi diferansiye kolon kanser hiicre
serilerinde (HTC-116) Ndrgl protein ekspresyonu yiiksek
seviyelerde bulunurken, kotii diferansiye kolon kanser
hiicre serilerinde (Colo-320) Ndrgl ekspresyonu diisiik
seviyelerde tesbit edilmistir (Lerner ve ark., 2012). Gastrik
kanserlerde (Jiang ve ark., 2010) ve 6zefagus skuaméz hiicre
kanserlerinde de (Ando ve ark., 2006) Ndrgl proteini diisiik
seviyelerde eksprese edilmektedir. Gastrik kanserlerde Ndrg1
ekspresyonunun histokimyasal analizinde, hastalar i¢in kotii
prognoz ile niikleer lokalizasyonun korele oldugu, niikleer
translokasyonun hiicre invazyon potansiyelini artirdigir one
stiriilmiistiir (Inagaki ve ark., 2009).

Ndrgl gen upregiilasyonu ¢ogu tiimorlerde biiytime hizini
azaltmaktadir. Buna karsilik hepatoseliiler karsinomlarda,
normal karaciger dokusu ile kargilastirildiginda Ndrglgen ve
protein miktar: 6nemli miktarda artmaktadir (Chua ve ark.,
2007; Yan ve ark., 2007). Bu sonuglar, Ndrg! geninin farkli
kanser tiirlerinde farkli sekilde etkilendigini gostermektedir.

Ndrg1 geni’nin diizenlenmesi ve sinyal yolaklar:

Ndrgl ekspresyonu, normal ve neoplastik hiicrelerde farkli
sinyal yolaklar1 ve farkli ajanlar tarafindan diizenlenmektedir.
Omegin, Ndrgl geni normal kolon epitel hiicrelerinde
upregiile iken, kolon kanserlerinde downregiile’dir (Van
Belzen ve ark., 1997). Prostat kanser hiicrelerinde ise diger
hiicrelerden farkli olarak Ndrgl ekspresyonu androjenler
tarafindan arttirilmaktadir (Ulrix ve ark., 1999). Diger yandan
Ndrgl gen upregiilasyonunun tanimlanan tiimor baskilayici
ozelligine karsin, karaciger kanserlerinde tam tersi bir etki ile
Ndrg!’in upregiile oldugu gézlenmistir (Chua ve ark., 2007).
Bu da Ndrgl geninin farkli kanser tiirlerinde farkli sekilde
etkilendigini gostermektedir.

Degisik fizyolojik ve patolojik durumlar (hipoksi, hiicre
diferansiyasyonu, agir metal, neoplazi gibi) sadece Ndrgl
transkripsiyonunu degil ayn1 zamanda mRNA stabilitesini
ve translasyonunu da etkilemektedir (Lachat ve ark.,
2002). Baz1 dokularda Ndrgl gen transkripsiyonu artarken
protein seviyesinin artmadigi dolayist ile transkripsiyonel
ve translasyonel diizenlemelerin kompleks diizenleyici
mekanizmalar icerdigi goriilmektedir (Lachat ve ark., 2002).

Ndrgl ekspresyonu’nun diizenlenmesinde transkripsiyon
agsamasinda rolii olan sinyal yolaklarindan birisi PPAR-y
(peroxisome proliferator activated receptor-y)/RXR (retinoid
X receptor) yolagidir. PPAR-y/RXR reseptorleri, retinoik asit,
vitamin D, tiroit hormonu ve steroit hormon reseptorlerini
de icine alan niikleer reseptor iist ailesinin bir iyesidir
(Mangelsdorf ve ark., 1995). Adiposit ve kolon epitel hiicre
diferansiyasyonunda PPAR-y reseptorlerinin Ndrgl genini
upregiile ettigi bilinmektedir (Lovejoy ve Richardson, 2003).

Diger bir transkripsiyon yolagi ise hipoksi tarafindan
uyarilan HIF-1a yolagidir. HIF-1a tarafindan upregiile edilen
Ndrgl, stres cevap gen olarak da tanimlanmaktadir. Hipoksik
sartlarda Ndrgl upregulasyonunda, HIF-1o transkripsiyon
faktoriinitin rol aldig1 6ne siiriilmiis ve promoter bolgesinde
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HIF-response element (HRE) oldugu gosterilmistir (Le
ve Richardson, 2004). Nikel bilesikleri bir¢ok insan hiicre
hattinda hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) aktivitesini
etkileyerek Ndrgl transkripsiyonunu arttirmaktadir (Zhou
ve ark., 1998). Demir selatorleri’nin antitiimor aktiviteleri
ise HIF-1 bagimhi ya da bagimsiz mekanizmalarla Ndrgl
ekspresyonunun arttirtlmas: ile saglanmaktadir (Le ve
Richardson, 2004). Intraselliiler kalsiyum artigidda Ndrgl
upregiilasyonuna neden olmaktadir (Salnikow ve ark.,
2002). Bu bulgular bize Ndrglaktivasyonunda HIF-10’nin
transkripsiyonu uyarici rol alabilecegini gostermektedir.

DNA metilasyon inhibisyonu ve histon asetilasyon
aktivasyonu Ndrgl gen aktivasyonunu artirmaktadir.
Boylelikle Ndrgl gen diizenlenmesinde epigenetik kontroliin
rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (Guan ve ark., 2000).
Ndrgl’in promoter bolgesinde ¢ok sayida CpG adalarinin
bulunmas1 nedeniyle Ndrgl gen ekspresyonunun DNA
metilasyonu ile baskilanabilecegi diisiiniilmiistiir (Guan
ve ark., 2000). DNA metilasyonunun 5-Azasitidin ile
inhibisyonu, kolon kanserlerini de i¢ine alan bircok hiicre
tipinde diferansiyasyonu indiiklemistir (Jones ve Taylor,
1980).

Bir¢ok hiicre tipinde biitirat ve trichostatin A (TSA)
gibi histon deasetilaz inhibitorleri Ndrgl ekspresyonunu
arttirarak hiicre diferansiyasyonuna neden olmaktadir (Guan
ve ark., 2000). TSA ve 5-Azasitidin birlikte kullanildiginda
sinerjistik etki gostermektedir (Guan ve ark., 2000). Bu
bulgular, gen diizenlenmesinde, hiicre biiylimesinde ve
hiicre diferansiyasyonunda DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonunun birlikte anahtar bir rol oynayabilecegini
gostermektedir (Guan ve ark., 2000).

Tumor siipressor gen olan p53’iin de Ndrgl gen ekspres-
yonunu diizenledigi iddia edilmektedir (Kurdistani ve ark.,
1998). Kolon kanser hiicre hattt olan DLD-1 hiicrelerinde
p53 indiiksiyonunu takiben Ndrgl’in upregiile oldugu ve
p53 bagimli apopitosiz i¢in gerekli genlerden birinin Ndrgl
oldugu gosterilmistir (Inagaki ve ark., 2009). Mutant p53
bulunduran SK-N-MC hiicrelerinde yapilan bir caligmada,
demir selatorlerinden desferoksamin (DFO) ve 2-hydroxy-
naphthylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (311) ile inkiibas-
yon sonrasinda Ndrgl mRNA seviyeleri artmistir (Inagaki ve
ark., 2009). Zaklina Kovacevic ve arkadaglariin yaptiklar
bir calismada, pS3 mutant kanser hiicrelerinde Ndrgl mRNA
ve protein miktarindaki artigin p21 protein ekspresyonundaki
artig ile saglanabilecegi gosterilmistir (Zaklina ve ark.,2011).
Bu sonug¢ Ndrg1 upregiilasyonunun p53 bagimsiz mekanizma
ile de gerceklesebilecegini gdstermektedir.

Insan 16semi hiicre hatlarinda (HL-60 ve U937) yapilan
bir calismada, hem N-myc, hem de c-myc’in dogrudan Ndrgl
promoter bolgesine baglanarak Ndrgl gen ekspresyonunu
downregiile etmektedir. Bu baskilanma siirecinde, c-myc ile
histon deasetilazlarin kompleks olusturup Ndrg1 geninin pro-
moter bolgesine baglanarak gen ekspresyonunu baskiladigi
iddia edilmektedir (Zhang ve ark., 2008) (Sek. 2).

Demir ve Ndrgl iliskisi

Demir, DNA sentezi gibi bir¢ok hiicresel olayda 6nemli role
sahiptir (Andrews, 1999; Chaston ve ark.,2003). Desferoksamin
(DFO) gibi demir selatorleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda
demir deprivasyonunun G1/S arresti yaptig1 ve apopitoza yol actig1
goriilmiigtiir (Trinder ve ark., 1996; Kurdistani ve ark., 1998).

DNA hasari Hipoksi ———» ER stres

[ | !
Lf i
P53 Egr-1/Spl

Sek. 2. Ndrg1’in transkripsiyonel diizenlenmesi. HIF-1a., Hypoxia-
inducible factor 1 alpha; Myc, Myelocytomatosis; Egr-1,
Early growth response protein-1; Sp1, Specificity proteinl;
P53, Tiimor supresor protein 53; AP1, Activator proteinl;
ER, Endoplazmik retikulum (Thomas P. ve ark., 2008).

Tiimor hiicreleri normal hiicrelere gore demir deplesyonuna
daha hassastir. Bunun sebebi artmis demir ihtiyacidir (Larrick
ve Cresswell, 1979; Trinder ve ark., 1996). Neoplastik
hiicrelerde yiiksek miktarda demir igeren riboniikleotid
rediiktaz eksprese edilmektedir. Bu enzimin rol aldig:
reaksiyon DNA sentezi esnasinda hiz sinirlayict basamaktir
ve selatorlerin onemli bir molekiiler hedefidir (Trinder ve
ark., 1996; Van Belzen ve ark., 1997; Chaston ve ark., 2003).

Demir selatorleri, hiicre icindeki serbest demiri
baglayarak viicuttan atilmasimi saglayan ajanlardir. DFO,
Triapine (3-AP), Dp44mT, Tachpyridine ve 311 selatorlerden
bazilaridir. Klinikte demir fazlaliginin tedavisinde DFO
yaygin olarak kullanilmaktadir. DFO Actinobacteria
sinifindan  Streptomyces pilosus tarafindan {retilen ve
serbest demiri (Fe*®) giiclii bir sekilde baglayarak viicuttan
idrarla atilmasini saglayan bir ajandir (Miller, 1989). DFO,
hiicre proliferasyonu ve apopitoz caligmalarinda siklikla
kullanilan bir molekiildiir. Antiproliferatif etki gosterir ve
bu etkisini G1 fazinda arrest yaparak gosterir (Porreca ve
ark., 1994). Demir selasyonu sonrasi olusan G1/S arrestinin,
riboniikleotid rediiktaz enziminin inhibisyonuna bagh
oldugu diisiiniilmektedir (Hershko, 1994). Bircok calisma,
DFO ve diger selatorlerin etkili anti-tlimor ajanlar oldugunu
gostermistir (Van Belzen ve ark., 1997; Kurdistani ve ark.,
1998; Zhou ve ark., 2001; Chaston ve ark., 2003). Demir
selatorlerinin diger antitimor aktiviteleri HIF-1 bagimlh
veya bagimsiz mekanizmalar iizerinden Ndrgl ekspresyonu
arttirilarak gerceklesmektedir (Salnikow ve ark., 2002).

Oksijen, hiicre fonksiyonu icin kritik dneme ve demir
metabolizmas1 icin kompleks etkilere sahiptir. Ornegin,
hipoksi sirasinda transferin (Tf) ve transferin reseptorl (TfR 1)
mRNA seviyeleri HIF-1o yolu aracilifi ile upregiile olur (Le
ve Richardson, 2002). HIF-1a’nin aktivitesi, HIF-1a prolil
hidroksilaz olarak bilinen demir bagimli enzim tarafindan
kontrol edilir (Ivan ve ark., 2001; Jaakkola ve ark., 2001).
Prolil hidroksilaz HIF-1o'nin Von Hippel-Lindau (VHL)
proteinine baglanmasini saglar. Bu protein ubiquitin E3 ligaz1
aktive eder ve bu da HIF-1’nin protozomal degradasyonuna
yol acar (Ivan ve ark., 2001; Jaakkola ve ark.,2001). Hipoksi
veya demir eksikliginde veya her ikisinin eksikliginde prolil
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hidroksilaz fonksiyonu basarisiz olur. HIF-1o stoplazmada
birikir. Stoplazmada biriken HIF-10 niikleusa gecer ve HIF-
1f ile kompleks olusur. Bu kompleks promoter bolgede
bulunan Hypoxia response element (HREs)’e baglanarak
cok sayida genin regiilasyonunda rol oynar. Bu yiizden
demir hem hipoksik cevap (Ivan ve ark., 2001; Jaakkola
ve ark., 2001) hemde hiicre siklus kontrolii i¢in onemlidir
(Le ve Richardson, 2002). Ndrgl indiiksiyonu hipoksiyle
baglatilabilir ve HIF-1a ile diizenlenebilir fakat Ndrgl geni
ayni zamanda intraseliiler Ca* artisiyla da HIF-1a-bagimsiz
bir sinyal yolag1 yardimiyla aktive edilebilir. (Salnikow ve
ark., 2002).

Hiicrelerin selatorler ile inkiibasyonu Ndrgl mRNA ve
protein ekspresyonunu ciddi oranda arttirmaktadir (Nghia
ve ark., 2004). Des R. Richardson ve arkadaglar1 demir
metabolizmas1 ve proliferasyon Kkontrolii arasinda yeni
baglantinin Ndrgl oldugunu one siirmiiglerdir. Ancak bu
konu ile ilgili ¢cok daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir.

Tartisma

Doku ve hiicre i¢i kompartmanlardaki dagilim farkliligi,
farkli sinyal yolaklar ile iligkisi, degisik kanser tiirlerinde
upregulasyonu, tiimor supresyonu yapici etkisi ve hiicre
diferansiyasyonundaki rollerinden dolay1 Ndrgl iizerindeki
caligmalar oldukga ilgi cekmektedir. Ndrgl gen ekspresyonu
ile metastaz ve timor biiyiimesi onemli 6l¢iide durdurulmakta
ancak bunun nasil gerceklestigi tam olarak bilinmemektedir.
Ndrgl mRNA transkripsiyonunda c¢ok sayida yolak

KAYNAKLAR

tanimlanmasinin  yaninda, butirat ve TSA gibi histon
deasetilaz inhibitorleri (HDAC), Ndrgl gen ekspresyonunu
arttirarak hiicre diferansiyasyonuna neden olmaktadir. Bu
bulgular, gen diizenlenmesinde, hiicre biiylimesinde ve hiicre
diferansiyasyonunda DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu
gibi epigenetik mekanizmalarin birlikte anahtar bir rol
oynayabilecegini gostermekle birlikte tiim mekanizmay1
yeterince izah etmemekte ve gen diizenlenmesinde baska
mekanizmalarin da olabilecegini diistindiirmektedir.

Ndrgl gen upregiilasyonunun tanimlanan timor
baskilayic1 6zelligine karsin, karaciger kanserlerinde tam
tersi bir etki ile Ndrgl’in upregiile oldugu goézlenmistir.
Bu da Ndrgl geninin farkli kanser tiirlerinde farkli sekilde
etkilendigini gostermektedir. Bu farkliligin altinda Ndrgl
mRNA varyant farklili§i olabilir. Diger yandan farkli
hiicrelerde Ndrgl proteininin farkli proteinlerle etkilesimi
veya proteinin fosforile/defosforile hallerinin aktivitesinin
farkli olmas1 olabilir. Diger yandan selatorlerle olusturulan
Ndrgl gen upregiilasyonunun proteine yansiyip yansimadig1
konusunda da cok daha ayrintili caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Demir selatorleri demir deplesyonu yaparak Ndrgl
mRNA ve protein ekspresyonlarinda artig yapmaktadir.
Selatorlerin yaptigi Ndrg1 upregulasyonunda transkripsiyonel
mekanizmalarin 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Ancak
demirin kanserdeki yeri, demir selatorlerinin tedavideki
kullanimi ve Ndrgl ile iligkisini gosteren ¢ok daha fazla
sayida calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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