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1. GIRIS

Mesane (idrar kesesi) kanseri, diinyada goriilme sikligi agisindan besinci sirada yer
almakta ve tiim diinyada kanser tiirlerinin %4’iinden fazlasini olusturmaktadir.
Erkeklerde prostat kanserinden sonra en sik rastlanan genitotiriner kanser tiirtidiir.
(Karkoulis ve ark., 2013; Chehab ve ark., 2015). Ulkemizde 2014 yil1 verilerine gére
mesane kanseri erkekler arasinda dordiincii sirada yer almakta olup kanser
vakalarinin yaklasik %7’sini olusturmakta, kadinlarda ise yedinci sirada olup tiim
kanser vakalarin yaklasik %2,5’ni olusturmaktadir. (Sencan ve Keskinkilig, 2017).
Yapilan c¢esitli c¢aligmalarda mesane kanseri ic¢in, mesanenin kronik parazitik
infeksiyonlari, ileri yas (>65), erkek cinsiyeti, kimyasal maddelerin yapildigi ve
kullanildig1 ortamlarda c¢alismak, sigara, analjezikler, diger kanserler nedeniyle
tedavi olma ve aile dykiisii gibi ¢ok ¢esitli risk faktorleri belirlenmistir (Karkoulis ve

ark., 2013; Chehab ve ark., 2015).

Uriner mesane kanserleri transizyonel hiicreli karsinom (TCC) (%90), yass1
hiicreli karsinom ve adenokarsinom seklinde ii¢ siifa ayrilmaktadir. TCC’lerin
yaklasik %80°1 yiizeyel tlimorlerdir. Bu timdrlerin %70-80°1 tekrarlayabilmekte
(rekiirrens) ve bunlarin %20-30’u invaziv hale gelmektedir (Mitra ve Cote, 2009).
Mesane kanser hastalarmm biiyiik bir kismi (%70-80) baslangigta yiiksek
diferansiye, kasa invaze olmayan papiller timorler olarak ortaya ¢ikarken, hastalarin
geri kalan kisminda ise (%20-30) az diferansiye agresif kas invaze tiimor gortiliir.
Hastalarin biiyiikk c¢ogunluguna ylizeysel tiimor teshisi konmasina ragmen, ilk
vakalarin yaklasik % 30'u iki yillik bir siire i¢inde invaziv formlara doniismektedir.
Birincil invaziv tiimor hastalarin yaklasik % 50'sinden fazlasi, iki yillik bir zaman
araliginda metastaz yaparken, metastatik hastalarin bes yillik sag kalim orani
yaklagik % 5 olarak hesaplanmaktadir (Karkoulis ve ark., 2013). Cesitli cerahi ve
kemoterapoétiklerin kullanimina ragmen rekiirans ve metastaz yapmasindan dolay1

kanserinde 5 yillik sag kalim oranin oldukca diisiiktiir (De la Rose ve ark., 2015).



Mesane kanser patogenezine bakildiginda tek bir timor hiicresinde ¢ok sayida
Ozellikle nokta mutasyonunun bulunmasi, kopya sayis1 degisiklikleri, gen fiizyon
transkriptleri ve sitogenetik degisimlerin neden oldugu genetik alterasyonlar ¢oklu
sinyal yolaklarmin deregiilasyonuna yol agmaktadir (Chehab ve ark., 2015; De la
Rose ve ark., 2015). Hiicre proliferasyonundan sorumlu sinyal yolaklarindaki
aberasyonlara ilaveten mesane, kanserinin de igerisinde yer aldig1 ¢ok ¢esitli kanser
tirtinde 1s1 sok proteinleri (Heat Shock Protein, HSP) asir1 ifadelenmektedir.
Hiicresel homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan 1s1 sok proteinleri
primer olarak protein katlanmasindan sorumludur. Bu proteinler normal fizyolojik
sartlar altinda diisiik diizeyde ifadelenirken, hipertermi, agir metal iyonlarina
maruziyet, hipoksi gibi hiicresel stres sartlarinda hizli bir sekilde ifadelenmeleri artar.
Boylece bu proteinler, mesane kanser hiicrelerinin ¢esitli hiicresel stres sartlar
altinda yasamasina ve ¢ogalmasina 6nemli katki saglar. Is1 sok proteinlerinin asiri
ifadelenmesi genomik mutasyonun varhigina ragmen kanser hiicrelerini apoptoza
kars1 korur. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi normal {irotelyum ile
karsilastirildiginda mesane kanser hiicrelerinde 1s1 sok proteinlerinin ifadelenme
diizeyi olduk¢a artmistir. Bu nedenle arastiricilar 1s1 sok proteinlerinin mesane
kanserinin tan1 ve prognozu i¢in bir biyobelirteg olarak kullanilabilirligine
odaklanmislardir. HSP’ler immun sistemin 6nemli modiilatorleri olmasindan dolay:
yeni mesane kanser tedavi stratejilerinde HSP’ler hedeflenmektedir. Ozellikle
HSP’lerin modern kemoterapétikler ve radyoterapdtikler ile birlikteki sinerjistik
etkilerine odaklanilmustir (Ischia ve So, 2013; Chehab ve ark., 2015).

1.1. Is1 Sok Proteini

Organizmalarin degisen ¢evre sartlarinda hiicresel dengeyi devam ettirebilmesi igin
molekiiler saperonlar proteostaziyi garantileyen "tamponlar" olarak fonksiyon
gortirler (Schopf ve ark., 2017). Bazal diizeyde protein katlanmasina ve hasarli
proteinlerin par¢alanmasini saglayarak hiicresel proteomu yanlis katlanma ve

agregasyon sonucunda olusacak olan tehlikeden korur (Rutherford, 2003; Schopf ve



ark., 2017; Whitesell ve Lindquist, 2005).Bu durum ozellikle stres kosullarinda
ornegin 1s1in ani artisi ("1s1 soku" olarak da adlandirilir), steroid hormon reseptorii
aracili sinyalizasyon gibi durumlarda olduk¢a 6nemlidir (Schopf ve ark., 2017).
Ferruccio Ritossa tarafindan 1962 yilinda ilk kez tanimlanan 1s1 sok proteinleri (Heat
shock protein, HSP), bir¢cok hiicresel strese yanitta rol oynayan yiiksek derecede
korunmus efektér proteinlerdir (Soo ve ark., 2008;Njemini ve ark.,2011). Stres
proteinleri olarak da adlandirilan HSP'ler, normal sartlar altinda diisiik diizeyde
ifadelenirken, sicaklik, hipoksi, oksitatif stres, toksin maruziyeti, besin yetersizligi ve
infeksiyon gibi proteotoksik stres sartlarinda sitoprotektif olarak hizlica
ifadelenmeleri indiiklenir (Evans ve ark., 2015). Bununla birlikte, molekiiler
saperonlar mutant polipeptitlerin 6rnegin ndtral mutasyon tasiyan polipeptilerin
dogru bir sekilde katlanmasina aracilik ederek bu mutantlarin fenotipik etkilerini
baskilayabilmektedirler. Bdylelikle ¢evresel degisimlere karst  hiicrelerin
adaptasyonuna yardimci olurlar (Rutherford, 2003). Bircogu molekiiler saperon
olarak fonksiyon goren HSP'lerin iki biiyiik sinifi bulunmaktadir ve bunlar protein
katlanma mekanizmalarina gore birbirinden ayrilirlar. ilk siifta HSP27, HSP70 ve
HSP90 yer alir ve bunlar direkt olarak katlanmamis proteinlerin yiizeyi ile etkilesime
girerken, ikinci sinifta yer alan saperon HSP60 ise katlanma odacigina benzer bir
yapt olusturarak yanlig katlanmig veya yeni sentezlenen proteini bu oda igerisinde
aktif protein yapisini almasini saglar (Njemini ve ark.,2011; Calderwood ve Gong,
2016). Ayrica molekiiler boyutlarina gore de siniflandirilabilmektedirler; Biiyiik
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve HSP40 ve kiigiik HSP'ler (molekiiler agirliklar
15-30 kDa). Biiyiik molekiiler agirlikli HSP'ler ATP bagimli saperonlar iken kiigiik
HSP'ler (HSP27, HSP25, HSP20) ise genellikle niikleotit bagimsizdir (Klikova ve
ark., 2015;Njemini ve ark., 2011). HSP'lerin tranksripsiyonel diizenlenmesi siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Stresin indiikledigi HSP'lerin transkripsiyonu, 1s1 soku
faktor protein 1 (Heat Shock Factor Protein 1, HSF1)'in post translasyonel
modifikasyonlar1 (sumolasyon ve fosforilasyon) ile gerceklestirilir. HSF1, sekans
spesifik transkripsiyon faktoriidiir. Bu modifikasyonlar HSF1'in HSP70 ve HSP9O ile
olusturdugu kompleksten ayrilmasini ve homotrimer olarak niikleusa transloke

olmasini saglar. Niikleusa transloke HSF1, 1s1 soku element sekansini igeren HSP



genlerinin transkripsiyonunu aktive eder (Njemini ve ark.,2011; Evans ve ark.,
2015).

HSP’lerin, solid tiimoérleri ve hematolojik malignansileri iceren ¢ok gesitli
insan kanserlerinde yiiksek derecede ifadelendigi bulunmustur. Bu durum belki de
kanser hiicrelerinin uygun olmayan ¢evre kosullarinda protein homeostazisini devam
ettirmek, hiicre proliferasyonunu arttirmak ve hiicre oliimiini inhibe etmek icin
adaptif bir cevaptir (Soo ve ark., 2008). Onemli sinyal molekiillerindeki mutasyonlar
yalnizca tolere edilmez ayn1 zamanda onkogenezin siirdiiriilmesine yardim eder, bu
baglamda fenotipik diizeyde saperonlar, bir¢ok insan kanserleri i¢in karakteristik
olan ¢ok sayidaki genetik lezyonlar i¢in biyokimyasal tamponlardir (Whitesell ve
Lindquist, 2015).

1.1.1. Is1 Sok Protein 90 (HSP90)

Molekiiler saperon 1s1 soku protein 90 (Heat Shock Protein, HSP90), okaryotik
hiicrelerde fizyolojik ve stres sartlar1 altinda proteostazinin diizenlenmesinde anahtar
role sahiptir (Schopf ve ark., 2017). HSP90 proteini, regiilator kinazlari, steroid
hormon reseptorleri ve transkripsiyon faktorlerinin igerisinde yer aldigi anahtar
sinyal proteinlerinin olgunlagsmasindan sorumludur (Prodromou,2016). HSP90'in,
protein katlanmasinin yani sira DNA onarimi, gelisim ve immun yanitta rol oynayan
yiizlerce protein substrati (“'clients™ olarak isimlendirilmekte) bulunmaktadir (Schopf
ve ark., 2017). HSP90, hiicresel protein yaklagik olarak %1-2'sini olustururken stres
sartlar1 altinda bu oran % 4-6'a kadar yiikselmektedir. Hiicrelerde HSP90 diizeyinden
asil sorumlu olan HSF1'dir. Buna ilaveten farkli mekanizmalar araciligiyla da
diizenlenebilirler, ~ Ornegin  ko-saperonlar  vasitasiyla  post-translasyonel
modifikasyonlar. insan hiicrelerinde siirekli ifadelenen HSP90B (HSP90AB1) ve
sicakla indiiklenen HSP90a (HSP90AAL)'nin amino asit benzerligi yaklasik %85'dir.
Yiiksek korunmusluktaki bu iki protein farkli fonksiyonlara sahiptir. Ilging olan
HSP90a, memeliler i¢in gerekli olmasa da hiicrelerde adaptif role sahip iken HSP90B

ise hiicre yagaminin devamliligin1 saglayan prosesler de gorevlidir. HSP90a ve



HSP90p, okaryotik proteomun yaklasik %10 ile etkilesime girmektedir ki bu da
yaklasik 200 protein anlamina gelmektedir. (Prodromou, 2016).

HSP90, homodimer olarak fonksiyon goriir ve in vivo fonksiyonu ig¢in
dimerizasyonu gereklidir. Monomer HSP90, ii¢ domain igerir: amino-ug
dimerizasyon domain (NTD) 25 kDa ve ATP/ADP'nin baglanma bolgesidir. NTD,
35 kDa'luk orta domaine (MD) yapisal olmayan yiiklii bir baglayici ile baglanir.
MD, ATP'nin hidrolize olmasinda 6nemli role sahiptir ve ayrica niiklear lokalizasyon
ve HSP90 substrat proteinleri i¢in baglanma bdlgesi igerir. Karboksil-u¢ domain
(CTD) ise 10 kDa'dur ve HSP90'nin dimerizasyonundan sorumludur (Yong ve ark.,
2012; Prodromou, 2016; Schopf ve ark., 2017). Ayrica, C-terminal Met-Glu-Glu-
Val-Asp (MEEVD) motif ise tetratrikopeptid tekrar (TPR) domaini igeren ko-
saperonlar ile etkilesim i¢in 6nemlidir. NTD, uzun esnek baglant1 bolgesi araciligiyla
MD domainine baglanir ve NTD-MD etkilesimi HSP90'nin fonksiyonunu etkiler.
ATPnin yoklugunda HSP90, "V" formunda agik konformasyonel seklini alir. ATP
baglanmasindan sonra yapisal yeniden diizenlenme meydana gelir, her bir
monomerdeki NTD domainleri arasindaki etkilesim (kapali evre 1) ve HSP90
monomerlerinin biikiilmesi (kapli evre 2) araciligiyla kapali konformasyonel sekli
alir (Sekil 1.1). Ko-saperonlar, HSP90'nin spesifik konformasyonel evreleri igin
onemlidir. Ornegin, HSC70/HSP90-organize protein HSP90'a baglanarak agik
konformasyonel formu kararli hale getirir ve boylece HSP90'nin ATPaz aktivitesini
inhibe eder. Peptidil-prolil cis-trans izomeraz (PPlaz) HSP90'min biitiin
konformasyonel formlarina baglanir. CDC37 ise dongiiniin erken asamasinda
HSP90'a baglanir ve client kinazlarin toplanmasi i¢in 6nemlidir. HSP90 ATPaz
homolog 1 aktivator (AHAT), kapali evre 1'in olusumunu tesvik eder ve saperon
dongiisiinii hizlandirir. p23, kapali evre 2'yi stabilize eder ve HSP90'nin ATP'az
aktivitesini azaltarak reaksiyon dongiisiiniin progresyonunu diizenler (Schopf ve ark.,
2017).
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Sekil 1.1. HSP90 saperon dongiisii (Leach ve ark., 2012).

HSP90, girazlarin bir iiyesidir. NTD domainindeki ATP-baglanma bdolgesi,
ATP'nin hidrolizini saglamak i¢in MD domaini ile etkilesime girmesi gerekir. HSP90
diisiik enzimatik aktiviteye sahiptir: ATP igin afinitesi diisiiktiir. Iki monomerdeki
NTD domainleri arasindaki etkilesimi aracilifiyla gergeklesen biiyiikk ve dinamik
konformasyonel yeniden diizenlenme biitiin domainleri etkiler. NTD'nin
dimerizasyonu ve ATPaz aktivitesi i¢in CTD'min dimerizasyonu 6nemlidir. NTD
dimerizasyonu ve kapali evre olusumu, ATP'nin hidrolizi igin kritiktir ve MD'deki
katalitik loop'un yer degistimine yol agar. ATP'nin hidrolizi sonrasinda NTD'ler
birbirinden ayrilir ve serbest hal gegerler. Boylece HSP90 acik konformasyonuna

geri doner (Schopf ve ark., 2017).



1.1.2. HSP90 Fonksiyonunun Diizenlenmesi

HSP90'nin fonksiyonu, transkripsiyonel, post-translasyonel modifikasyonlar, ko-

saperonlar ve substratlar1 gibi bir¢ok yolla diizenlenir.
Transkripsiyonel diizenlenme

HSP90'nin ifadelenmesini stres-aracili transkripsiyon faktdr 1s1 soku faktor 1 (Heat
Shock Factor 1, HSF1) ve HSP90 substratlari ile indiiklenir. HSP90, HSP70 ile
birlikte HSF1'e baglanir ve onu inaktif formda kalmasini saglar (Voellmy ve
Boellmann, 2007;Prodromou, 2016). Ne zamanki saperon proteinler, farkli
fonksiyonlar igin gerekli olduklarinda HSF1'i uzun siire inaktive edemezler ve 1s1
sok proteinlerinin ifadelenmesi transkripsiyonel olarak artar. Boylece stres sartlari
altinda HSP90 hiicrenin direkt olarak 1s1 sik proteinlerinin ifadelenmesini etkiler
(Schopf ve ark.,2017).

Post-transkripsiyonel modifikasyonlar

HSP90 fonksiyonu, asetilasyon, fosforilasyon, SUMOIlasyon, metilasyon,
ubiquitinasyon, S-nitrosilasyon gibi ¢ok sayida post translasyonel modifikasyonlar
(PTM) araciligiyla diizenlenir (Prodromou, 2016 ; Schopf ve ark., 2017). Post-
translasyonel modifikasyonlar, HSP90'nin farkli ¢evre kosullarinda 1s1 sokuna
cevabim farkli sekilde diizenler. Fosforilasyon, HSP90'nin direkt olarak aktivitesini
etkilemesinin yani sira onun ko-saperon, niikleotid ve client proteinlerle etkilesimini
de diizenler. Ornegin, HSP90'min Thr*'den fosforilasyonu ko-saperon AHAL ile
etkilesimini Onemli derecede azaltmaktadir (Prodromou, 2016). HSP90'nin
fosforilasyonu genellikle Ser rezidiisinde meydana gelir ve HSP90’nin
konformasyonel dongiisiinii yavaslatir, client maturasyonunu ve ko-saperonlar ile
etkilesimini etkiler. Fosfotaz Ser/Thr protein fosfotaz T (Pptl, ayrica Ppt olarak da
bilinir ve insandaki formu PP5), bir HSP90 ko-saperonudur ve HSP90'nin
fosforilasyonunu  diizenler, PP5/Pptl'in  yoklugunda HSP90 hiperfosforile
durumdadir. Hiperfosforile HSP90, ko-saperonu p23'e baglanmaz ve saperon
aktivitesini kaybeder (Schopf ve ark., 2017). Ayrica asetilasyonda da ko-saperonlara

baglanmasini etkiler. HSP90, p300 tarafindan asetillenirken histon deasetilazlar



(HDAC; HDAC1, HDAC6 ve HDACI10) tarafindan deasetile edilir. Ornegin, Lys®,
Lys?%, Lys3?’, Lys*® Lys®® ve Lys>™®in asetilasyon kopya mutantlar1 ko-
saperonlara baglanma afinitesini azaltmaktadir (Prodromou, 2016). S-nitrosilasyon,
Cys rezidiisinde meydana gelir ve CTD domaininde ATPaz reaksiyonunu inhibe
ederek HSP90min endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) {izerindeki aktive edici
etkisini azaltmaktadir (Prodromou, 2016; Schopf ve ark., 2017). HSP90'nin
asimetrik N-terminal domain (Lys'’® ve Lys'®!) sumolasyonu ise HSP90'nin AHA1
ile etkilesime girmesine aracilik etmektedir (Prodromou, 2016). HSP90'nin
ubiquitinasyonu ise hem HSP90'nin hem de Akt, Cdk4, siklin D1 ve Rafl gibi client
proteinlerinin par¢alanmasina yol agmaktadir. Son olarak, ko-saperonlarin post-
translasyonel modifikasyonlar1 araciligiyla da HSP90 aktivitesi diizenlenir. Ornegin
CDC37, CK2 araciligryla fosforile edilir. Bu fosforilasyon sayesinde CDC37, HSP90
ile kompleks olusturabilir. CDC37-HSP90 kompleksi ise PP5/Pptl tarafindan
defosforile edilir. Bu defosforilasyon bu iliskiyi zayiflatir. Bu durum belki dongiiniin
ilerleyisi i¢in bir sinyal olarak algilaniyor olabilir ve bdylece aktive client protein

kompleksten salinir (Prodromou, 2016).

1.1.3. HSP90 Ko-saperonlar

Ko-saperonlar, HSP90'nin ¢ok dnemli diizenleyicileridir. Ko-saperonlar, HSP90'nin
biitlin domainlerine baglanabilmektedir. HSP90'a baglanmada bazilar1 birbiri ile
rekabet ederken, bazilari es zamanli olarak veya sinerjistik olarak
baglanabilmektedir. Bu durum gostermektedir ki, ayn1 kompleks igerisinde farkli ko-
saperonlar1 fonksiyon gormektedir (Schopf ve ark., 2017).

Tetratrikopeptid tekrar domain igceren ko-saperonlar

Baz1 ko-saperonlar TPR domaini igerir ve CTD domainindeki MEEEVD peptidine
baglanir. En iyi karakterize edilmis TRP domain igeren ko-saperon HSP70/HSP90
diizenleyici protein (HSP90-Organizing Protein, HOP) hem HSP70'e hem de
HSP90'a baglanir. Son zamanlarda client proteinlerin HSP70'den HSP90'a HOP

araciligiyla transfer edildigi gosterilmistir. Boylece, HOP iki saperon i¢in adaptor



olarak fonksiyon goriir. Ayrica HOP, HSP90'in ATPaz aktivitesini inhibe ederek
HSP90'n agik konfirmasyonda kalmasini saglar (Li ve ark., 2011; Schopf ve ark.,
2017). TPR igeren bir diger ko-saperon PP5'dir ve HSP901 defosforile ederek
HSP90'min konformasyonel dongiisiinii diizenler. PP5’in HSP90’a baglanmasi,
PP5’in otofosforilasyon aktivitesinin serbest kalmasima ve bdylece HSP90 ve ko-

saperonu oOlan CDC37’nin defosforilasyonuna yola agar (Wandinger ve ark.,

2006;Vaughan ve ark., 2008; Soroka ve ark., 2012).
Tetratrikopeptid tekrar domain icermeyen ko-saperonlar

Diger ko-saperonlarin aksine CDC37, kinazlarin maturasyonunda rol oynar. Ayrica
HSP90'nin NTD domainine baglanarak HSP90'nin ATPaz aktivasyonunu kismi
olarak inhibe eder, boylece NTD dimerasyonunu inhibe ederek kapagin kapanmasini
engeller.

HOP ve CDC37'nin aksine AHAL, HSP90 ATPaz aktivitesinin giiglii bir
aktivatoriidiir. AHA1, HSP90min NTD ve MD domainine asimetrik bi¢imde
baglanir. Her bir HSP90 dimerine baglanan bir AHA1 molekiili HSP90'min ATPaz
aktivitesini indiiklemek i¢in yeterlidir. Ayrica AHA1, HOP1'i uzaklagtirmak ve client

baglanmasini bloke ederek HSP90 konformasyonel dongiisiinii devam ettirmektedir.

P23, saperon dongiisiiniin gec¢ evresinde fonksiyon gdren bir ko-saperondur.
HSP90'nin kapali evre 2 konformasyonunu kararli hale getirir (Ali ve ark., 2006).
P23, HSP90'min ATPaz aktivitesini azaltir ve bdylece reaksiyon dongiisiiniin
progresyonunu diizenler (Richter ve ark., 2004). P23, Chord ve Sgtl (CS) domain ve
yapisal olan bir kuyruk igerir. CS domaini araciligryla HSP90'a baglanirken yapisal
kuyruk ise onun saperon aktivitesinden sorumludur (Schopf ve ark., 2017). p23

iceren HSP90 kromatin mimarisini diizenler (Echtenkamp ve ark., 2016).
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1.1.4. HSP90 Ko-saperon Dongiisii

Ko-saperonlar, HSP90'nin spesifik konformasyonel evresinde baglanir (Sekil 1.2).
HOP/Stil, HSP90 ve HSP70 arasinda client proteinlerin transferine aracilik etmek
icin adaptor olarak fonksiyon goriir. Bir HOP/Stil molekiilii, muhtemelen HSP70
iceren kompleksteki HSP90'nin ac¢ik konformasyonunda baglanir ve onun ATPaz
aktivitesini inhibe eder. HSP9O0 iligkili PPIaz bu asimetrik komplekse baglanir ve bu
asamada client protein HSP90'a baglanir. AHAT1 veya ikinci bir PPIaz ve p23/Sbal'in
birlikte hareket etmesi araciligiyla HOP/Stil ve HSP70 yer degistirir. ATP'nin
baglanmasindan sonra, HSP90 kapali evre 1'den kapali evre 2 konformasyonuna
gecisi gerceklesir. p23/Sbal, HSP90'a baglanmak i¢cin AHAT ile rekabet icerisindedir
ve kapali evre 2 konformasyonunu stabilize eder. Sonugta ATP, ADP ve Pji'ye
hidrolize olur ve HSP90 agik konformasyona gegerek aktive olan client salinmasina
yol acar. Bir sonraki dongiiye kadar HSP90 acik konformasyonda kalir. Bu basit bir
sekilde anlatilan dongiide ilave ko-saperonlarda dongiiyii modiile eder (Schopf ve
ark., 2017). CDC37, en ¢ok calisilmis client-spesifik ko-saperonlardan birisidir ve
ozellikle protein kinazlar ile iliskilidirler. Memelilerde biiyiik PPlaz'in bir iiyesi olan
FKBP51 ayrica kinazlarin alt tiniteleri ile iligkilidir. CDC37 hem HSP90'a kinazlarin
baglanabilmesi icin toplayict olarak hem de client ve client olmayan kinazlarin
ayrilmasi i¢in bir sensOr olarak davranir. Ayrica, FKBP51, Argonaute proteinler,
AGO1 ve AGO2, DNA replikasyonunda gorevli olan MCM kompleksinin
komponentleri MCM4, MCMBP ve streoid hormon reseptér (SHR)'in alt tiniteleri
ile etkilesime girmektedir (Taipale ve ark., 2014; Schopf ve ark., 2017). Baz1 ko-
saperonlar tercihen proteinde bulunan belirli yapisal motiflere baglanir. Ornegin,
Sgtl immun yanit cevabinda rol oynayan proteinlerin niikleotid-baglanma domain

LRR ailesinde bulunan LRR domainine baglanmay1 secer (Schopf ve ark., 2017).

1.1.5. HSP90 Client Proteinler

Stresin diizenlenmesi ve protein katlanmasindan, DNA onarimi, gelisim, immun

yanit, noral sinyalizasyon gibi birgok hiicresel siirecte gorev alan proteinler HSP90'in
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substrat1 olmasindan dolayr HSP90 6nemli hiicresel proseslerinin merkez modiilatorii
olarak fonksiyon gormektedir (Echeverria ve ark., 2011). Picard laboratuvari
tarafindan HSP90'in etkilestigi proteinler listelenmektedir. Protein kinazlar ve
SHR'ler en ¢ok ¢alisilmig HSP90 client proteinleridir (Schopf ve ark., 2017). Son

zamanlardaki HSP90 clientlarinin kantitatif analizleri ortaya koymustur ki insan

a HSP40
GR
HSP70

Sekil 1.2. Client proteinlerinin Ko-saperonlar aracili regiilasyonu a. Glukokortikoid
reseptor maturasyonu b. Kinazlarin maturasyonu (Schopf ve ark., 2017).

kinazlarinin %60" ve transkripsiyon faktorlerinin yaklasik %7'si HSP9O ile iligkilidir.
Ayrica stipriz bir sekilde insan E3 ubiquitin ligazlarinin %30'u HSP90'a bagli olarak
bulunmaktadir (Taipale ve ark., 2012). Son zamanlarda, DNA metilasyonunun
devam ettirilebilmesi i¢in gerekli ubiquitin benzeri PHD ve RING parmak domain
iceren protein 1 (UHRF1), E3 ubiquitin ligazlardan biridir ve HSP90 client
proteindir. HSP90'in inhibe edilmesi UHRF1'in parcalanmasma yol ag¢maktadir
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(Ding ve ark., 2016). CHIP (HSP70-etkilesen protein karboksil u¢)’da bir E3
ubiquitin ligaz olup HSP90 ve HSP70'e baglanan client proteinlerin pargalanmasina
yol agan bir ko-saperondur (Kundrat ve Regan, 2010; Schopf ve ark., 2017). CHIP'e
ilaveten cullin 5 (CUL5)'de HSP90 ve HSP70 ile birlikte bulunan client proteinlerin
pargalanmasina aracilik eder (Ehrlich ve ark., 2009). Bu durum gostermektedir ki, E3
ligazlar HSP90'!n pargalanmasindan sorumlu olabilir. HSP70 veya HSP60 ile
karsilastirildiginda HSP90Q'lerin client proteinlerinin sayist sinirlidir. HSP90 ile
etkilesime giren client proteinler ii¢c simifa ayrilmaktadir; (i) HSP90, client
proteinlerin spesifik veya aktif konformasyonunu olusturmasina aracilik eder,
ornegin kinazlarda oldugu gibi, (i1)) HSP90, multiproteinli komplekslerin olusumuna
yardim eder, 6rnegin kinetokor veya Rvb1-Rvb2-Tah1-Pihl (R2TP) kompleksi, (iii)
HSP90, uygun acgik baglanma konformasyonunu stabilize ederek proteinlere
ligandlarin baglanmasint tesvik eder, Ornegin SHR'ye steroid hormonunun
baglanmasi, siRNA'larin AGO2 kompleksine yiiklenmesi, DNA ile telomerazin
etkilesime girmesini saglar. Yukarida bahsi gegen HSP90-client etkilesimi yalnizca
bir Ozettir, ayrica bu etkilesimler protein dinamiginin diizenlenmesi gibi farkl
fonksiyonlara da sahiptir. Sonug olarak, hiicresel bilgi aginda ve sinyalizasyonda
HSP90 merkezi bir role sahiptir. Kisaca HSP90, proteomun alt iinitelerinin
konformasyonel diizenleyicisidir. HSP90 client proteinlerinin biiyiik bir kism1 halen
tanimlanabilmis degildir. HSP90 client ve client olmayan proteinler siniflandirilmig
olmalarina ragmen ikili smiflandirmalarda son zamanlarda bu konuda itilaflar
bulunmaktadir (Schopf ve ark., 2017).

Timor baskilayict p53 bir HSP90 client proteinidir ve insan tiimorlerinin
yaklasik %50'sinde mutanttir. HSP90, hem yabanil tip hem de mutant p53
proteinlerine baglanir. Yapisal caligmalar gostermistir ki, p53 DNA baglanma
domaini, maya Hsp82'nin MD ve CTD domainlerine baglanirken insan HSP90a'nin
biitiin domainlerine baglanmaktadir (Schopf ve ark., 2017). Alzheimer iligkili protein
tau ise HSP90'nin substratlarindan biri olup NTD ve MD domainlerine baglanir
(Karagoz ve ark., 2014). HSP90 client proteinler, farkli farkli domainlerine
baglanabilmektedir ancak Oncelikli client protein baglanma boélgeleri, HSP90 nin

MD domainleridir. Gegen birka¢ yilda yapilan ¢aligmalar ile client proteinler ve ko-
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saperonlarin, HSP90 konformasyonel dongiisiine nasil katildiklar1  kismen

aciklanabilmistir (Schopf ve ark., 2017).
Glukokortikoid reseptor maturasyonu

Glukokortikoid reseptorii (GR), HSP90'a baglanmadan once HSP70 ile etkilesime
girmektedir. HSP70, GR'ye baglandiktan sonra adaptér ko-saperon HOP/Stil
araciligiyla GR LBD, HSP90'a transfer edilir. GR LBD direk olarak HSP90 ile
etkilesim igerisindedir. Kompleks formasyonu olusturulduktan sonra PPlaz ve
p23/Sbal, GR LBD-HSP90'a baglanir ve kapali HSP90 yapisi olusur. Bu kapali
HSP90 yapisinin olugsmast ATP'nin hidrolizine yol acar ve bu durum aktif GR'nin
salinmasina neden olur. GR, HSP90'dan ayrilmadan once bu reseptdre hormon
baghdir (Sekil 1.2a) In vitro ¢alismalarda, HSP90'in ayrica hormon bagli GR LBD
ile etkilesime girdigi gosterilmistir. Bu durum HSP90’nin GR'nin niikleusa taginmasi
ve transkripsiyonel kontroliinde ilave diizenleyici role sahip oldugunu gostermektedir

(Schopf ve ark., 2017).
Kinazlarin maturasyonu

CDC37, hem kinazlarin HSP90’a baglanmasinda bir toplayict olarak hem de client
ve client olmayan proteinlerin ayriminda sensor olarak fonksiyon gormektedir
(Keramisanou ve ark., 2016). CDC37 bir kinaz ile karsilastiginda N-terminal
domaini araciligiyla bu proteinin uygun bir substrat olup olmadigi kontrol eder (Sekil
1.2.b). Eger uygun bir substrat ise C-terminal domaini ile stabil bir etkilesime girer.
CDC37-kinaz kompleksi ilk olarak agik konformasyondaki HSP90’nin NTD
bolgesine baglanir ve boylece ATPaz aktivitesi inhibe olur. ATPaz aktivitesi inhibe
HSP90-CDC37-kinaz  kompleksi  yapisal yeniden diizenlenmeyle kapali
konformasyon seklini alir (Verba ve ark., 2016). ATP’nin hidroliziyle tekrardan agik
konformasyona gecili. CDC37°nin  kazein kinaz 2 (CK2) ile Ser’®den
fosforillenmesi ve PP5 araciligiyla defosforilasyonu kinaz maturasyonunda oldukga

onemlidir (Schopf ve ark., 2017).
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1.1.6. HSP90 ve Kanser

TUmor hiicreleri, sahip olduklar1 mutant proteinler ve proliferasyon artmis hizindan
dolay1 stres altindaki hiicreler gibi goriiniir. Bu nedenle tiimor hiicreleri proteozisi
kontrol altinda tutabilmek i¢in ilave baski altindadir (Pick ve ark., 2007; Whitesell ve
Lindquist, 2005; Schopf ve ark., 2017). Bu nedenle bir veya daha ¢ok HSP'lerin
artmis ifadelenmesi insan kanserleri i¢in genel 6zelliklerden biridir. Gliniimiize kadar
yapilan caligmalar gostermektedir ki, artmis saperon ifadelenmesi fizyolojik ve
molekiiler diizeyde onkogeneze katki saglamaktadir. Fizyolojik diizeyde, ileri evre
kanserlerinde hiicrenin besin yetersizligi, asitoit, hipoksi gibi tiimorlerin karakteristik
ozelligi olan mikro cevreye karsi sitoprotektif stress cevabini olusturmak icin
HSP'lerin ifadelenme diizeyi artar. Molekiiler diizeyde ise artmis HSP ifade diizeyi
neoplastik transformasyon ile iligkili kontrolsiiz sinyalizasyona aracilik ederek
hiicrelerin apoptozdan kagmasina yol acar. HSP90 diger HSP'ler gibi biitiin
polipeptidlerin biyogenezinden sorumlu degildir. Ancak hiicre biiylimesi, yasam1 ve
gelisim siireclerinde kritik role sahip olan stabil olmayan sinyal molekiilleri
HSP90'nin hiicresel substratlar1 veya client proteinleridir (Whitesell ve Lindquist,
2005). Bu yiizden HSP90, kanser hiicrelerinin sag kaliminda i¢in 6nemli rol sahiptir.
Tiumor baskilayict p53'den onkogen SRC'ye, cok sayida kinaz, telomeraz, hipoksi-
indiiklenebilir faktér 1o (HIF1la) ve UHRF1 gibi hiicre biiylimesinde rol oynayan
birgok protein HSP90 client proteindir. Buna ilaveten destabilize onkogenik
mutasyonlar, timor hiicrelerinin HSP90'a bagimliligini arttirabilmektedir. Timor
hiicrelerinde HSP90 diizeyi énemli derecede artmustir. Ornegin, meme kanserlerinde
HSP90 ifadelenmesi negatif prognozla iliskilidir (Whitesell ve Lindquist, 2005; Pick
ve ark., 2007; Schopf ve ark.,2017). Baska bir dramatik 6rnek ise SRC tirozin
kinazdir. Bir¢ok onkogenik SRC mutantlarinda kritik diizenleyici domain yani C-
terminal domaini delesyona ugramistir. Bu dominin fonksiyonu, intramolekiiler SH2
dominlerinin etkilesimini saglamaktir. Bu sayede molekiil yapist kararli hale gelir ve
kinaz aktivitesi baskilanir. Kesimlenme SRC'nin konformasyonel olarak kararl
olmayan ama siirekli aktif bir kinaz haline donligmesini saglar. Normal c-SRC
olgunlagmasi ve hiicre igerisindeki fonksiyonu i¢in HSP90 ile sinirli bir etkilesim

igerisindedir. Buna karsin v-SRC mutantlar1 ise HSP90 ile alisilmadik bigimde
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kararli bir etkilesim igerisindedir. HSP90 ile bu anormal etkilesim sayesinde artmis
Kinaz aktivitesinin basarilmasi ve siirdiiriilmesi v-SRC onkogenine transforme
ozelligi kazandirir (Whitesell ve Lindquist, 2005). Bir diger ornek ise tiimor
baskilayict p53 proteinidir. Bu proteinde normal sartlar altinda sentezlendikten sonra
aktif formu alabilmesi ve proteozom yolag: ile parcalanmasinin diizenlenmesi igin
HSPIO0 ile etkilesime girmektedir. Bir¢ok insan kanserlerinde p53'iin ¢esitli mutant
formalarina siklikla karsilasilmaktadir. Bu mutant p53 proteinleri saperonlarla
etkilesime girmek suretiyle ubiquitinasyondan dolayisiyla degradasyondan
kurtulmaktadirlar. Bu sayede tiimor hiicrelerinde mutant p53 diizeyi artmaktadir.
Saperona bagli mutant p53 proteinleri tiimdr baskilayici bir fonksiyona sahip
degildir. Bu mutant formlar heterodimer formlar1 olusturarak yabanil tip p53'in
fonksiyonunu ayrica inhibe edebilir veya normalde ifadelenmemesi gereken genlerin
ifadelenmesini indiikleyebilirler. HSP90 homologlari, endoplazmik retikulum (glikoz
iliskili protein 94, GRP94) ve mitokondri (TNF reseptor iliski protein 1, TRAPI)'de
bulunur (Whitesell ve Lindquist, 2005).

HSP90o'nin timor hiicrelerini ¢evreleyen ekstraseliiler matrikse segresyonu,
matriks metalloproteaz-2 (MMP2)'nin aktivasyonuna yardimci olmaktadir. Bu durum

timor hiicrelerinin invazyonuna katki saglamaktadir (Eustace ve Jay, 2004).

HSP90'nin kanser gelisimdeki rolii sadece hiicre homeostazisinde rol oynayan
kritik proteinlerin HSP90 client protein olmasindan kaynaklanmamaktadir. Ayrica,
HSP90 proteini, gen ifadelenmesindeki epigenetik degisimleri ve kromatin
yapisindaki kalitilabilir degisimleri de etkileyebilmektedir. Mayalarda, HSP90 ko-
faktorleri, DNA helikaz RVB1 ve RVB?2 ile etkilesime girmektedir. Bu helikazlar,
kromatin yeniden modelleme kompleksinin anahtar bilesenidir. Bu durum HSP90 ve
genlerin epigenetik diizenlenmesi ile baglantili oldugunu gostermektedir (Whitesell
ve Lindquist, 2005). Kanser hiicreleri, normal somatik hiicrelere nazaran HSP90
inhibitorlerine daha duyarhidir. Bu durum, tiimor hiicrelerinde multimolekiiler
komplekslerde HSP90 varligini ile iliskilidir (Kamal ve ark., 2003; Schopf ve ark.,
2017). Bu sayede kimyasal HSP90 inhibitorleri i¢in afinite artiyor olabilir. Ancak
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son zamanlarda tlimorlerin %50'sinden fazlasinda tanimlanmis ve saperonlari, ko-
saperonlari, adaptorleri ve client proteinleri igeren episaperomlar nedeniyle timor
hiicrelerinin HSP90 inhibitorlerine karst duyarlili§i azalmaktadir (Rodina, 2016;
Schopf ve ark., 2017).

Mesane kanserinde HSP90’in asir1 ifadelenme diizeyi, patolojik simif ve
evrelemede pozitif koreleasyon gostermektedir. Yiiksek grade tiimorlerinde, HSP9O,
bazi hiicrelerin yiizeylerinde ifadelenmektedir, bu durum gostermektedir ki HSP90’1n
immun yanitta olasi bir katkis1 bulunmaktadir (Cardillo ve ark., 2000; Ischia ve So,
2013; Soukup ve ark., 2015).

1.1.7. HSP90 inhibitorleri

HSP90 iizerinde ATP baglanma bolgesi 6zeldir. ATP'nin baz ve sekeri NTD
domainine baglanirken y-fosfat grubu ise NTD ile iliskili MD domainine
baglanmaktadir. Ayrica ATP, "dirsek" konformasyonunda baglanir. Bu 06zellik
sayesinde kimyasal komponentler, HSP90'min saperon aktivitesini inhibe etmektedir.
HSP90'a ATP'min baglanmasini inhibe eden O6rnegin ansamisin, geldanamisin ve

radisicollin bilinen dogal komponentlerin yani sira sentetik inhibdrlerde dizayn

edilmistir (Schopf ve ark., 2017).

HSP90'nin C-terminaline baglanan inhibitorler ise farkli sekilde hareket
etmektedir. Bunlar TRP iceren ko-saperonlarin biiyiikk gruplari ile HSP90'nin
etkilesimi bozarak HSP90 aktivitesini inhibe ederler. Bu inhibitérlerden biri
HSP90'nin CTD domainine baglanan novobiosindir (Marcu ve ark., 2000). Bazi
inhibitorler ise HSP90'min N-terminalini hedefler (Whitesell ve Lindquist, 2005).
HSP90 inhibitérlerinin biiyiikk bir kismi HSP90'a direkt olarak baglanir, 6rnegin
silibin, taxol, sisplatin, epigallokatekin-3 gallate ve sansalvamid A-amid ve oldukga
etkilidirler (Garg ve ark., 2016). Son zamanlarda gelistiren derrubone, withaferin A
ve celastrol gibi inhibitorler ise HSP90-ko-saperon baglanmasini bozarak HSP90
aktivitesini engeller (Garg ve ark., 2016; Schopf ve ark., 2017).
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Bugiine kadar yaklasik olarak 50 klinik denemede yapilmistir. Bu klinik
denemelerde kullanilan en az 15 farkli HSP90 inhibitorii vardir ve bunlarin ¢ogu
geldanamisin analogudur (Schopf ve ark., 2017). Bununla birlikte son zamanlarda
klinik denemelerde sentetik HSP90 inhibitorleri de kullanilmaktadir, Ornegin;
ganetespib ve PU-H71 (Caldas-Lopes ve ark., 2009).

Bu giine kadar, HSP90 inhibitorleri terapotik olarak beklenen ilgiyi
gorememistir. Bunun nedeni, terapdtik etkisinin halen tam olarak bilinememesidir.

Bu ylizden klinik uygulamalar simdilik rafa kaldirilmistir (Schopf ve ark., 2017).

1.1.7.1. Geldanamisin

Geldanamisin (GA), Streptomyces hygroscopicus'dan izole edilmistir ve protozoa,
bakteri ve funguslarin biiylimesini engellemektedir (Sekil 1.3) (Li ve ark., 2012).
Benzokinon ansamisin antibiyotik olan GA, baslangicta tirozin kinaz inhibitorii
olarak gelistilmisttir. Tirozin ve Serin/Threonin kinazlarin proteozom yolagiyla
pargalanmalarini indiikler (Khandelwal ve ark., 2015). GA'nin kanser tedavisindeki
rolii ilk olarak Src tirozin kinazi inhibe ederek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
durdurmasiyla gosterilmistir. Ancak bu etkisini direkt olarak kinaz aktivitesini inhibe
ederek gosterememektedir (Whitesell ve ark., 1992). Yapilan ¢alismalarda GA'nin
anti-proliferatif etkisini HSP90'a baglanmak suretiyle gergeklestirdigi gosterilmistir.
Bunu, HSP90'nin N-terminal bolgesinde yer alan ATP/ADP baglanma bdlgesine
baglanip client proteinlerin HSP90'a baglanmasini inhibe ederek yapmaktadir. Diger
niikleotid baglanma proteinleri ile karsilastirildiginda HSP90 i¢in GA'nin spesifik
olmasmin nedeni HSP90'nin 6zel ATP baglanma bolgesine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir (Li ve ark., 2012; Khandelwal ve ark., 2015). Yapisal-aktivite
analizleri, GA'min 2,3 ¢ift bagi, kararli HSP90 konformasyonu icin gereklidir; 17-
hidroksi ve 17-metoksi kismi, hidrojen baginin olusmasina katki saglar ve GA veya
tirevlerinin HSP90'a baglanma afinitesini arttirir, bdylece GA'nin anti kanser

aktivitesinin artmasma yol agar (Roe ve ark., 1999). Bu durum, HSP90
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inhibitorlerinin etkinliginin, HSP90'a baglanma afinitesi ile yakindan iliskili

oldugunu gostermektedir.

.

; ’ =

MAL3-101 _ C [ \ *
.

17-DMAG R = NHCHCHoN(CHS) -
17-AAG R = NHCH_CH=CH_

Geldanamisin R = OCHa

Sekil 1.3. HSP9O0 inhitorleri (Workman ve Powers, 2007°den modifiye edilmistir).

GA'nmn yapisindaki modifikasyonlar onunu hepatotoksitesini azaltirken suda
¢cozlinlirliiglini arttirmaktadir (Sekil 1.3). GA'nin yapisindaki benzokinon grubunun
17. pozisyonu ile etkin tiirevler olusturulmaktadir; 17-allilamino-17-demetoksi
geldanamisin (17-AAG) ve 17-N,N-dimetilaminoetilamino-17-demetoksi
geldanamisin (17-DMAG) (Li ve ark., 2012).

17-AAG, GA'min metoksi kisminin, amino grubu ile yer degistirilmesiyle
olusan bu tiirev klinikte kullanilan ilk HSP90 inhibitoridiir. 17-AAG, sitokrom P450
CYP3A4 araciligiyla 17-demetoksigeldanamisine (17-AG) metabolize edildiginde
GA'ya nazaran hetapotoksisitesi diisiiktiir (Sausville ve ark., 2003). 17-AAG, GA’ya
nazaran HSP90’a baglanma afinitesi nispeten fazla olmasma karsin anti kanser
aktiviteleri  benzerdir (Khandelwal ve ark., 2015). Ancak 17-AAG'nin

¢Oziiniirliigliniin diisiik olmasi klinik arastirma ve uygulamalarini sinirlamaktadir.
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1.1.8. HSP90 ve Epigenetik Diizenlenme

HSP90, hiicresel proteostaziyi saglayan onemli faktorlerden biridir. Bu nedenle,
epigenetik diizenlenmelerde de 6nemli bir role sahip olmasi sasirtict degildir. HSP90
proteini, hiicre proliferasyonundan sorumlu, apoptozun diizenlenmesinde, regiilator
kinazlari, steroid hormon reseptorleri, ve transkripsiyon faktorlerinin igerisinde yer
aldig1 anahtar sinyal proteinlerinin olgunlasmasindan sorumludur (Prodromou |,
2016). Bu sinyal molekiillerinin yani sira epigenetik diizenlenmede rol oynayan
anahtar  proteinlerin  regiilasyonundan  sorumludur. HSP90  sitoplazmik
lokalizasyonunun yani sira niikleus icerisinde DNA baglanma proteinlerine bagh
olarak da bulunmaktadir (Sekil 1.4). Bu durum gostermektedir ki, HSP90 protein
katlanmasinin ~ yan1 sira  epigenetik  diizenleyiciler dahil bircok  genin

transkripsiyonunda da 6nemli rol oynamaktadir (Isaacs, 2016).
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Sekil 1.4. HSP90 ve epigenetik diizenleyiciler (Isaacs, 2016).
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Gen aktivasyonu i¢in kromatin yapisinda genis dl¢lide degisiklikler meydana
gelmektedir. HSP90, kromatin yeniden modellenmesinde bir regiilatér olmasindan
dolayr gen diizenlenmesinde Onemli rollere sahiptir. Doksanli yillarda bile
HSP90’nin histon proteinleri ile etkilesime girdigi bilinmekteydi ve ozellikle
histonlarin DNA baglanmasinda kolaylastirict bir rolii bulunmaktadir. HSP90 nin
kromatin bagli epigenetik fonksiyonundan dolay1 genlerin transkripsiyonunu 6énemli

oOlclide etkilemektedir (Isaacs, 2016).

CARMI (koaktivator-iligkili arjinin metiltransferaz 1) enzimi, histon H3’in
arjinin-17’den metillenmesinden sorumludur olup &strojen reseptorii (ER) ile
iligkilidir ve transkripsiyon regiilasyonunda onemli role sahiptir. ER, HSP90
araciligiyla regiile edilir. Ornegin, dstrojenin varliginda ER, HSP90’dan salinir ve
ligand bagli ER, spesifik genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Carascossa ve ark.,
2010). Bir diger 6rnek ise SYMYD3 (SET- ve MYND- domain igeren 3), insan
histon H3 lizin-4 metiltransferaz’dir ve optimal aktivitesi icin HSP90’a ihtiya¢ duyar.
SMYD3, normal organ gelisiminde ve tiimorlerde hiicre davranisi ve morfogenezde
onemli olan WNT genlerinin aktivasyonu i¢in gereklidir (Calderwood ve Neckers,

2016).

Hiicrenin normal gelisim siirecinde, hiicre soylarmin spesifikasyonunda
epigenetik mekanizmalardan biri olan Polykomb (PcG)-Trithoraks(Trx) ailesi tiyeleri
onemli rol oynamaktadir. Gen diizenlenmesinde PcG ve Trx birbirinin zitt1 etki
gosterir. Bilindigi lizere kromatin yapist ve transkripsiyonun diizenlenmesinde
histonlarin post-translasyonel modifikasyonlari 6nemli rol oynamaktadir. Trx, aktif
kromatin yapisinin belirteci olan histon H3 lizin 4 trimetilasyonundan sorumlu iken
PcG ise gen ifadelenmesinin baskilanma belirteci olan histon H3 lizin 27’nin
trimetilasyonundan sorumludur. Trx, HSP90 client proteinlerinden biridir ve Trx
hedef genlerinin promotor bolgelerinde HSP90 ve Trx birlikte lokalize olmaktadir.
Trx grup proteinler SET domaini igerir. Benzer sekilde MLL1 (Karisik soy 16semi
protein-1)’de SET domain igerir. Bu proteine erken gelisim ve hematopoez siiresince

onemli rol oynar ve HSP90 substratlarindan biridir. MLL1 ayrica, HSP90



21

inhibisyonu aracilifiyla 1s1 sok cevabinin indiiksiyonu kolaylastirir (Tariq ve ark.,

2009; Chen ve ark., 2014).

HSP90’in SET domaini igeren epigenetik diizenleyici client proteinleri
icerisinde SMYD2 ve SMYD3 histon metiltransferazlar da yer almaktadir. SMYD
proteinler gen ifadelenmesini ve DNA hasar cevabini kontrol eder. Bu nedenle,
kanser tedavisinde terapotikler olarak ilgi gekmektedir (Spellmon ve ark., 2015). Bu
enzimler histonlar1 ve histon olmayan hedefleri metile ederler. Ilging olan ise SYMD
giidiimlii metilasyon i¢in HSP90 substrattir (Hamamoto ve ark., 2004; Abu-Farha ve
ark., 2011). HSP90, SMYD2’nin katalitik aktivitesini artirirken SMYD3 esgiidiimlii
HSP90 metilasyonu ise HSP90-kosaperon etkilesimini arttirir (Abu-Farha ve ark.,
2008; Abu-Farha ve ark., 2011). Cesitli kanserlerde Enhancer of zeste homolog 2
(EZH2)nin diizeyi onemli Olgiide artmaktadir. EZH2’nin inhibisyonu kanser
hiicrelerini kemoterapotiklere karst hassas hale getirir. Benzer sekilde HSP90 ni
hedefleyen inhibitorler kullanildiginda da gézlemlenmektedir (Mitsiades ve ark.,
2006; Sang vr ark., 2013; Miyajima ve ark., 2013; Acquaviva ve ark., 2014; Ku ve
ark., 2014; Yamaguchi ve Hung, 2014). EZH2’nin katalitik aktivitesini arttirici nokta
mutasyonu sonucu olusan mutant formlart da normal EZH2’ler gibi HSP90’la

etkilesime girer (Isaacs, 2016).

EZH2’nin metiltransferaz aktivitesi yaninda direkt olarak hedef genlerde
DNMT’larin toplanmasini saglar (Reynolds ve ark., 2006). EZH2, 6zellikle DNMT1
ile etkilesime girer ve hedef genlerde DNMT1’in toplanmasini saglar, boylece de
novo DNA-bagimli metilasyon indiiklenir (Schlesinger ve ark., 2007). Ayrica,
HSP90’nin inhibisyonu DNMT1’in proteolitik par¢alanmasina neden olur (Fiskus ve
ark., 2009).

Hipoksinin diizenledigi histon demetilaz KDM3A’da HSP90 client proteindir
(Kasioulis ve ark., 2014). KDM3A tiimorogenezde onemli role sahiptir ve aktif
transkripsiyon isareti olan H3 lizin 9’dan metil gruplarinin uzaklastirilmasindan

sorumludur  (Wilson ve ark., 2017). Bir diger histon post-translasyonel
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modifikasyonundan sorumlu olan HSP90 client proteini, PRMT5’dir. PRMTS bir
arjinin metiltransferazdir ve MYC aracilifiyla regiile edilir (Koh ve ark., 2015).
PRMTS5 ayrica malign sinyalizasyonda sitosolik hedefleri metiller (Wei ve ark.,
2013),

Ipenberg ve ark. caligmasinda (2013), HSP90’in client hedeflerinden birinin
histon demetilaz KDM4B oldugu ortaya konmustur. Bu caligmalarinda HSP90 n1
GA ile inhibe edilmesini takiben KDM4B’nin ubiquitin bagimli yolak araciligiyla
pargalandigini ve bunun sonucu olarak H3 lizin 9 trimetilasyon diizeyinde artig

oldugunu gostermislerdir.

1.2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, DNA sekansinda herhangi bir degisim olmaksizin gendeki stabil
kalitilabilen degisimler olarak ifade edilmektedir. DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, mikroRNA'lar ve niikleozom pozisyonlama gibi epigenetik
degisikler, kanser vakalarinda sik karsilasilmaktadir ve neoplastik fenotipin
olusumuna Onemli katki saglamaktadir. DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 en ¢ok galisilan epigenetik mekanizmalardandir. Genlerin kontrol
bolgelerinde yer alan CpG adaciklart adi verilen bolgelerde meydana gelen
metillenme s6z konusu genlerin transkripsiyonunu tamamen veya kismen durdurur.
Bununla birlikte, gen ifadelenmesinin baskilanmasina neden olan ikinci bir
epigenetik mekanizma ise histon modifikasyonlaridir ve genellikle DNA
metilasyonunun bir sonucu olarak meydana gelir (Llinas-Arias ve Esteller, 2017).
Histon modifikasyonlar1 igerisinde, Histon 3 (H3) deasetilasyonu, H3 lizin 4
(H3K4)’in demetilasyonu ve H3 lizin 9 (H3K9)’un metilasyonu gibi histon
modifikasyonlar1 heterokromatin bolgeler icin bir belirtectir (Zhang,2007).



23

1.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu hem prokaryotlarda hem de oOkaryotlarda adenin ve sitozin
bazlarinda meydana gelmekte ve ilk kez Hotchkiss tarafindan 1948 yilinda
gosterilmistir (Turek-Plewa ve Jagodzinski, 2005). DNA metilasyonu genellikle 5°-
CpG-3’ sekansinda meydana gelmektedir. Memeli genomunda metilasyon yalnizca
CpG diniikleotidlerindeki sitozin bazinin 5. pozisyonundaki karbonuna metil (-CH3)
grubunun kovalent bagla eklenmesiyle meydana gelir (Baylin, 2005) (Sekil 1.5).
Herhangi bir metil grubu DNA’nin biiyiik oluguna baglandigindan dolay1
Watson/Crick baz eslesmesini bozmamasina ragmen DNA-protein etkilesimini
etkilemektedir. CpG adaciklari, “temel genler” olarak bilinen genlerde ve doku tipine
Ozgii genlerin genellikle 5° promotor golgelerinde yer almakla birlikte genlerin
ekzonlarinda da bulunmaktadirlar. Sitozin bazinda gergeklesen bu modifikasyon
DNA replikasyonunda sonra meydana gelir ve bu olay DNA metiltransferaz (MTaz)
enzimi tarafindan katalizlenir. DNA MTaz enzimi, genomik DNA’daki CpG
adaciklarini substrat olarak kullanir. Razin ve grubu tarafindan kesfedilen ilk memeli
DNA MTaz DNMT1 (DNA methyltransferase 1) 'dir. Biitin DNA MTaz’lar S-
adenozil-L-metiyonin (AdoMet)’i metil grubu kaynagi olarak kullanmaktadirlar.
Memeli sitozin DNA MTaz enzimi, substratlarina gore, de novo MTaz (DNMT 3A
ve 3B) ve siirdiirme (maintenance) MTaz (DNMT1) olmak iizere 2 gruba ayrilir.
Memeli DNA metilasyon profilleri erken gelisim doéneminde de novo
metiltransferazlar DNMT3A ve DNMT3B tarafindan postreplikasyonel m°C’e
dontistiiriirken  stirdiirme metiltransferaz DNMT1 araciligiyla ise replikasyon
stiresince yart metile DNA’ya metil grubunu ekleyerek somatik hiicrelerde
metilasyon kalib1 kopyalanmaktadir. DNA metilasyonu DNA’nin igerdigi epigenetik
bilginin 6nemli bir tasiyisidir (Hermann ve ark., 2004). DNA metilasyonunun
memelilerde gen baskilanmasi, hiicresel gelisim ve farklilasmanin kontrolii,
kromozomal biitiinliigiiniin korunumu, paternal imprinting ve X kromozomunun
inaktivasyonu,  endojen  retroviriislerin  sessizlestirilmesi  ve  homolog
rekombinasyonun engellenmesine gibi ¢ok ¢esitli 6nemli fonksiyonlara sahiptir.

Genomik metilasyon profilindeki degisimler kanser gelisimine 6nemli role sahiptir.
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Sekil 1.5. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve 5-mC’in mutagenezi i¢in
biyokimyasal yolagin sematik gdsterimi.

Ayrica DNA metilasyonu, asetilasyon, metilasyon, ubiquitinasyon ve
fosforilasyon gibi dinamik histon modifikasyonlar1 ile birlikte hedef genlerin

ifadelenmelerinin diizenlenmesinde isbirligi icerisinde hareket ettigi goriilmektedir

(Esteller, 2007).

1.2.2. Epigenetik Sinyal Olarak DNA metilasyonu

CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyonu gen ifadelenmesini iki yolla
diizenler. Metilasyon, ¢ift zincir formunu bozmamasina ragmen transkripsiyon
faktorleri gibi Ozellikle genlerin promotor bdlgelerine baglanan DNA baglanma
proteinlerinin baglanmasimi engeller veya metil baglanma proteinleri (MBP) gibi
metile sitozini tantyip baglanan proteinlerinin bu bolgelere baglanmasina yol agarak
hem transkripsiyon faktorlerin baglanmasini engeller hem de heterokromatin
bolgelerin olusumu icin gerekli proteinlerin bu bdlgede toplanmasina neden olur.
Dolayisiyla, DNA metilasyonu genis Ol¢iide kromatin organizasyonu ile iliskilidir;
Unmetile bolgeler okromatin bolgeleri, asir1 derecede metillenmis bolgeler

heterokromatin bolgeleri isaret etmektedir (Esteller, 2007).

DNA metilasyonu, histon kuyrugu modifikasyonlar: ile fonksiyonel olarak
baglantilidir. DNA genellikle unmetile durumda iken histonlar asetile durumda,
metillenmis ise genellikle histonlar deasetile durumdadir (Sekil 1.6). DNA
metilasyonu ve histon kuyrugu deasetilasyonu birbirini tetiklemek suretiyle sinerjik
olarak hareket eder ve baskilanmig kromatin yapisini olusturur. Epigenetik gen

diizenlenme fonksiyonunun kalitilabilmesi olduk¢a onemli olup geri doniistimliidiir.
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Ayrica, 6kromatin ve heterokromatin bolgeler, replikasyon mekanizmasi ve zamani
bakimindan farklilik gostermektedir. Heterokromatin bolgeler ge¢ replike olurken
Okromatin bolgeler daha erken replike olmaktadir. Heterokromatin yapisinin
olusumu, genis Ol¢lide gen baskilanmasinin etkin ve kararli bir sekilde olmasini

saglar (Hou ve ark., 2008).
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Sekil 1.6. DNA metilasyonu araciligiyla transkripsiyonel baskilanma mekanizmasi.
HDAC; Histon deasetilaz, TF; Transkripsiyon faktorii, CR; Ko-aktivator, HAT;
Histon asetilaz, MBP; Metil sitozin baglanma proteini, DNMT; DNA MTaz enzimi,
CR; Korepresor (Baylin, 2005).

1.2.3. Epigenetik Sinyal Olarak Histon Modifikasyonlar

Histonlar, kromatinlerin baglica protein komponentleridir. Okaryotlarda, her bir
niikkleozom yapisi, Histon 2A (H2A), Histon 2B (H2B), Histon 3 ve Histon 4
(H4)'den olusan ve herbirinden iki kopya iceren kor histon oktomeri ile bunu
cevreyen 147 b¢ uzunlugundaki DNA'dan olusmaktadir. Elektron mikroskobu ile
fotograflanan bu niikleozom yapilari "beads on a string” denilen tespih taneleri
seklinde yan yana yer almaktadir. Bu yapida "boncuk" niikleozomlar: " iplik" ise
baglayict DNA'y1 ifade etmektedir. Her niikleozom yapisi ise siki paketlenmede
birbirlerine baglayici histon adi verilen Histon 1 (H1) ile birbirlerine baglanmaktadir.
Histon proteinleri, basitge "DNA paketlenme" proteinleri degildir, bu proteinler ayni

zamanda kromatin dinamiginin diizenleyicileri olarak tanimlanirlar.  Histon
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proteinleri, belirli amino asitler (a.a)'lerden asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon,
ubiquitinasyon, glikosilasyon, stimolasyon gibi ¢ok cesitli modifikasyonlara maruz
kalir. Bu modifikasyonlar primer olarak, histon proteinlerinin amino ug¢
kuyruklarinda meydana gelir. Bu modifikasyonlar, kromozom fonksiyonunu en az iki
sekilde etkilemektedir. Ilk mekanizmada histon proteinlerinin yiikii degisir. Bunun
sonucunda histon yapist veya DNA'ya baglanma afiniteleri degisir. Ikinci
mekanizmada ise bu modifikasyonlar protein tanima modiilleri i¢in baglanma bolgesi
olusturur, 6rnegin, bromadomainler veya kromodomainler sirasiyla asetillenmis lizin

veya metillenmis lizini taniyarak baglanir.

Histonlarin her bir post-translasyonel modifikasyonu i¢in cesitli enzimler
bulunmaktadir. Bu enzimler, hedef histondaki amino asitlere bu modifikasyon
isaretlerini ekler veya c¢ikarir. Bu diizenlenmedeki baslica enzimler histon
asetiltransferazlardir. Bu enzimler, histon kuyruklarina asetil grube ekler ve
asetillenme kromatinin dekondensasyonuna yol agar. Histon kuyrugundan asetil
grubunu uzaklastiran enzimler ise histon deasetilaz (HDAC)'lar olarak isimlendirilir
ve histonlarin  DNA'ya sikica baglanmasina katkida bulunur.  Histon
metiltransferazlar, hedefledikleri histon rezidiisiine gore transkripsiyonu baskilar
veya tesvik ederken, histon demetilazlar (HDM) ise HMT'lerin etkisini ortadan
kaldirir.  Histon modifiye edici enzimler, histon proteinlerini sekans spesifik
transkripsiyon faktorleri araciligiyla hedefte toplanmasini saglayarak lokal olarak
veya hedeflenmemis sekilde hemen hemen genomdaki biitiin niikleozomlar1 global
olarak etkiler (Fullgrabe ve ark., 2011). Lokal ve global etkiye sahip histon modifiye
edice enzimler, gen aktivitesini diizenler. Bu yiizden histon proteinleri, farkli substrat
spesifitesine sahip histon modifiye edici enzimlerle bir genden baslayarak biiyiik bir
kromozom bolgesi ve hatta tek bir hiicrede hiyerarsik bir yapi igerisinde lokal ve
global olarak modifiye edilir. Bu enzimler kanser hiicrelerinde deregiile durumdadir.
Histon modifiye edici enzimlerin kapsamli bir sekilde ifadelenme analizleriyle,
timor hiicreleri ve onlarin normal suretlerinin ayrimi ve hatta hiicre tipine gore

tiimor ornekleri kiimelendirilebilir (Ozdag, 2006). Bu durum gostermektedir ki,
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histon modifiye edici enzimlerin ifadelenmelerindeki degisimler olduk¢a 6nemli ve

kanser gelisimde tiimore 6zgii role sahiptir.

Histon modifikasyonlarindaki ve gen ifadelenmelerindeki ¢alismalar
sonucunda genlerin transkripsiyona ugramasi kismen histon modifikasyonlarina bagli
oldugu goriilmiistiir. Bu durum ilk olarak, Strahl - Allis (2000) ve Turner (2000)
tarafindan ileri siiriilmiis ve "histon kod" hipotezi olarak adlandirilmistir. Bu histon
kodu, kromatin yapisindaki ve niiklear fonksiyonlarin diizenlemesindeki histon
modifikasyonlarinit kapsar. Histon kod hipotezine gore, histonlarin kovalent post
translasyonel modifikasyonlarinin farkli kombinasyonlari, kromatin yapisini etkiler
ve cesitli transkripsiyon {iriinlerinin olusumuna yol acar. Ornegin, bazi histon
modifikasyonlari, apoptozun indiikledigi kromatin degisiklileri ile siki bir sekilde
iligkilidir ve bu durum "apoptotik histon kod" olarak adlandirilir (Fullgrade ve ark.,
2011).

1.2.4. DNA Metilasyonunundan Histon Modifikasyonlarina

Epigenetik mekanizmalar igerisinde en ¢ok c¢alisilan DNA metilasyonudur. DNA
metilasyonu ve kanser arasindaki iligski ilk kez 1983 yilinda ortaya konmustur.
Feinberg ve Volgestein'in ¢aligmasinda normal hiicrelere nazaran kanser hiicrelerinde
hipometilasyonun arttigin1 gostermislerdir. ~ Tiimorogenezin erken asamasinda
meydana gelen tekrar dizilerindeki global hipometilasyon genomik kararsizliga yol
acmaktadir. Kanserde, hipermetilasyondaki degisimler ise kromatin yapisinin
degismesine ve sonugta transkripsiyonel baskilamaya yol agmaktadir. Neoplastik
hiicrelere yasama avantaji saglayan coklu tiimorle iliskili genlerdeki degismis
metilasyon profillerine kanser hiicrelerinde siklikla karsilagilmaktadir. Hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicre sinyalizasyonu, timor hiicre invazyonu, kromatin
yeniden diizenlenme, apoptoz, DNA onarimi ve transkripsiyon ile iliskili genlerdeki
anormal hipermetilasyon ve baskilanma hemen hemen biitiin tiimor hiicrelerinde
goriilmektedir. DNA metilasyon paterninin olusturulmasi ve devam ettirilmesinden

sorumlu enzimler DNA metiltransferazlardir. Son zamanlardaki c¢aligmalar
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gostermektedir ki, DNAmetilasyonu ve histon modifikasyonlar1 bir biri ile iliskidir
ve bu iliskide HMT'ler ve DNA metiltransferazlar bir biri ile etkilesim icerisindedir.
Kanser hiicrelerindeki promotor CpG adacik hipermetilasyonu, histon H3 ve H4
deasetilasyonu, histon H3 lizin trimetilasyon kaybi, H3K9 ve H3K27 trimetilasyon
kazanimlarini igeren belirli histon modifikasyonlar: ile siki bir iligki igerisindedir
(Fullgrade ve ark., 2011). Baz1 ¢alismalar, gen baskilanmasinda DNA metilasyon
paterni, histon modifikasyonlarina rehberlik ettigi yoniinde olsa da gittik¢e artan ¢ok
sayidaki calisma gostermektedir ki, DNA metilasyonunu birincil olarak histon
modifikasyonlar1 belirlemektedir (Cedar ve Bergman, 2009). Sonug olarak, timor
hiicrelerinde gen transkripsiyonu ve anormal gen baskilamasinda DNA metilasyonu

ve histon modifikasyonlar1 arasinda karsilikli bir etkilesim vardir.

1.2.5. Kanserde Histon Onko-Modifikasyonlar ve Histon Modifiye Edici
Enzimler

Normal ve hastalikla iligkili ¢ok g¢esitli siireglerin diizenlenmesinde post-
translasyonel modifikasyonlar 6nemli rol oynamaktadir. Histon modifikasyonlarinin
onemli rolleri dikkate alindiginda kanser hiicrelerinde anormal histon modifikayon
paternlerinin gdzlemlenmesi sasirtict degildir. Bugiine kadar kanserle iligkili 60
histon rezidiisiinde cesitli modifikasyonlar tanimlanmistir. Bununla ilaveten kanser
hiicrelerinde histon modifiye edici enzim diizeylerinde de siklikla degisimler

meydana gelmektedir (Sekil 1.7) (Kouzarides, 2007; Fullgrade ve ark., 2011).
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Sekil 1.7. Niiklozom yapisindaki histon posttanslasyonel modifikasyonlar. A:
asetilasyon, M:metilasyon, P: fosforilasyon, U: Ubiquitinasyon (Portela ve Esteller,
2010).

Gen ifadelenmesinin diizenlenmesi genel olarak histon kuyruklarindaki
spesifik modifikasyonlar ile iligkidir. H3K4me3 gibi H3K9ac, genel olarak aktif
transkripsiyona sahip gen promotor bélgelerinde bulunur iken H3K27me?®,
H4K20me3, H3K9me? gibi modifikasyonlar ise transkripsiyonel olarak inaktif gen
bolgelerinde bulunur. Bu modifikasyonlar, gen ifadelenmesinin kontrolii i¢cin 6nemli
role sahiptir ve kanserlerde deregiile durumdadir. Aslinda histon modifikasyonlarindaki
degisimler, kanser gelisiminde onemli role sahip bir¢ok genin ifadelenmesindeKi

aberasyonlar ile iliskilidir (Portela ve Esteller, 2010; Fullgrade ve ark., 2011).

Global histon modifikasyonlardan sorumlu histon modifiye edici enzimlerin
aktiviteleri, hem oOkromatin hemde heterokromatin bolgeleri etkilemektedir. DNA
metilasyonunun ~ ve heterokromatin ~ bolgelerdeki ~ baskilayict  histon
modifikasyonlarinin ~ global kaybi genomik kararsizhiga yol ag¢gmaktadir.
Transpozonlarin, genlerin i¢ine veya yakinina transloke olmasi gen fonksiyonunu
bozabilir. Bu nedenle bu bolgeler hem DNA metilasyonuyla hem de H3K9me??
araciligiyla siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu baskilayici epigenetik isaretlerin
kaybi transpozon elementlerinin rastgele transloke olmasina neden olmakta ve bu
durum kanser gelisimini hizlandirmaktadir. Benzer sekilde kanserde imprinting

kayiplari, genomik kararsizhigm ozelligidir. Imprint genler, H3K9me®, H4K20me?,



30

H3K27me3, demetile H3K4 ve CpG adaciklarindaki DNA metilasyonu ile iliskili
olup kanserlerde bu modifikasyon kayiplarina siklikla karsilasilmaktadir (Fullgrade
ve ark., 2011).

Hiicre dongiisii siiresince DNA replikasyonu kritik bir asamadir, bu asamadaki
bir diizensizlik kardes hiicrelerde ¢oklu kromozom kopyalarinin olusumuna yol agar.
Bu asama, hiicre donglisii kontrol noktalar1 araciligiyla siki bir sekilde kontrol
edilmektedir. Hiicre donglisii kontrol nokta komponentleri olan cdk inhibitorler
kanser hiicrelerinde genellikle epigenetik olarak sessizlestirilmistir. Buna ilaveten
H3K4, HMT MLLI1, hiicre dongiisii kontroliiniin dogrulugunu regiile eder ve
kanserlerde fiizyon MLL proteinleri ile siklikla karsilasiimaktadir (Liu ve ark.,
2010b). Bununla birlikte, H4K20me HMT enzimi PR-Set7, S fazi1 kontrol noktasini
kontrol eder. Pr-Set7 bagimli H4K20 metilasyonu S fazi siiresince genom
replikasyonu ve stabilitesi icin gerekli olan post-translasyonel modifikasyondur
(Jorgensen ve ark., 2007; Tardat ve ark., 2007).

DNA replikasyonundaki basarisizliklar DNA onarim sistemi tarafindan
diizeltilerek genom biitlinligli saglanmaktadir. Genotoksik ajanlara maruziyet, DNA
hasarina 6zellikle ¢ift iplikgik kiriklarina yol agmaktadir. DNA hasar siiresince histon
modifikasyonlar1 énemli rol oynamaktadir. Ornegin DNA hasar1 nedeniyle H3K56ac
ve H3K9ac'y1 azalmaktadir (Tjeertes ve ark., 2009). Bununla birlikte baska bir
caligmada ise DNA hasarinda H3KS6ac'unun arttigi bildirilmistir (Das ve ark.,
2009). Kontrol noktast mediyatorii S3BP1 direkt olarak DNA c¢ift iplik¢ik kiriginin
etrafindaki kromatin bolgesinde toplanir. Bu etkilesim icin H4K20me? veya
H3K79me2 araciliyla gergeklesmektedir (Jorgensen ve ark., 2007). Bu histon
modifikasyonlarinin kayb1 DNA hasar cevabinin bozulmasina yol agar. Dolayisiyla

bu durum kanser gelisimine 6nemli katki saglamaktadir.
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1.2.6. Histon 4 Lizin 20 (H4K20) Trimetilasyonu

Histone H4 metilasyonu ilk kesfedilen histon post-translasyonel modifikasyon
olmasma karsin heniiz bu modifikasyonu katalizleyen enzimler tam olarak
tanimlanabilmis degildir. Memeli hiicrelerinde Histon H4 metilasyonunun biiyiik bir
kismu lizin 20’de (H4K20) meydana gelmektedir. H4K20 metilasyonu, mono, di ve
trimetilasyon olmak fizere ii¢ farkli sekilde meydan gelmektedir. Herbir metilasyon
farkli biyolojik sonuglari bulunmaktadir; H4K20 mono ve dimetilasyon, DNA
replikasyonu ve DNA onarimi igin Onemli iken H4K20 trimetilasyon ise
sesizlestirilmis heterokromatin bdlgeler igin bir belirtectir (Jorgersen ve ark., 2013).
H4K20 metilasyonu, kromatin represyonu ile iliskilidir. Ozellikle, H4K20me?,
siirekli heterokromatin bdolgelerde sessizlestirilmis genlerin iceren kromatin
bolgelerinde bulunur (Alberts ve Helin, 2010; Fullgrade ve ark., 2011). Biitiin kanser
hiicrelerinde H4K20me® diizeyinde global bir azalma goriilmektedir. Tekrar
sekanslarinda meydana gelen bu azalma, global DNA metilasyonu ve H4Kl16ac
kaybn ile iligkilidir. Bununla birlikte, kanser gelisimi siiresince genlerin lokal olarak
baskilanmas1 H4K20me?® varligi ile iliskilidir. H4K20 metilasyonu kompleks bir
olaydir (Alberts ve Helin, 2010; Fullgrade ve ark., 2011). Giiniimiizde sadece
spesifik olarak monometiltransferaz enzimi SET8 (PR-SET7 olarak da bilinmektedir)
tanimlanmis olmasina karsin di- ve trimetiltransferazlar SUV4-20H1 ve SUV4-20H2
enzimlerinin igerisinde oldugu bazi HMT'ler tarafindan da bu modifikasyon
katalizlenir (Alberts ve Helin, 2010; Fullgrade ve ark., 2011; Jorgersen ve ark.,
2013). H4K20 monometilasyonu SET8 tarafindan katalizlenir ve Suv4-20h’in
H4K20me??" katalizleyebilmesi ic¢inde substrat olarak kullanilir. Cesitli kanser
hiicrelerinde H4K20me? diizeyinde azalma Suv4-20h2 enzim diizeyindeki azalma ile
paralellik gostermektedir (Alberts ve Helin, 2010; Fullgrade ve ark., 2011).

Memelilerde farkli H4K20 metilasyonu i¢in spesifik enzimler kullanilmaktadir.
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1.2.7. Histon 3 Lizin 27 (H3K27) Trimetilasyonu

Histon 3'iin lizin 27'den trimetilasyonu (H3K27me®), genellikle polikomb protein
sistemi araciligiyla bu modifikasyon gerceklesmektedir. Ozellikle polikomb
baskilayict kompleks 2 (PRC2) tarafindan H3K27'lin metilasyonu gergeklestirilir. Bu
post-translasyonel modifikasyon, gen baskilanmasi ve fakiiltatif heterokromatin
olusumu igin bir isarettir (Jia0,2016). H3K27me?, 6zellikle soy spesifitesi siirecinde
istenmeyen farklilasma programindan sorumlu genlerin baskilanmasi ile iliskidir.
H3K27me3, prostat, meme, over, pankreas ve 6zofagus kanserlerinde prognostik
faktor olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, diisiik H3K27me® ekspresyonu
olan kanser hastalan yiiksek ifade edilenler ile karsilastirildiginda yiiksek H3K27me®
sahip hastalarin yasam siireleri olduk¢a kisalmaktadir. Enhancer of zeste homolog 2
(EZH2), polikomb baskilayici kompleks 2'nin bir alt {nitesidir ve H3K27'nin
trimetilasyonunu katalizlemektedir (Fullgrade ve ark., 2011). Son zamanlardaki
calismalarda bir ¢ok kanser tiiriinde EZH2'nin ifadelenme diizeyinin oldukga arttigi
ortaya konmustur. EZH2'min asir1 ifadelenmesi, o6zellikle prostat kanserinin
progresyonu ve invazyonu ile iliskilidir (Yu ve ark., 2007). Genel olarak, EZH2'nin
ifade diizeyinin artmas1 kanser hiicrelerinde H3K27me® diizeyinin artisina neden
olmaktadir. Bununla birlikte, Wei ve ark. calismalarinda (2008), meme, over ve
pankreas kanserlerinde EZH2 ve H3K27me? diizeyi arasinda bir iliski olmadig1 ifade
edilmistir. Bir iliski bulunamamasmnin nedeni, H3K27me*den sorumlu histon
demetilazlarmin  diizeyindeki artistan  kaynaklaniyor olabilir. H3K27'deki
trimetilasyonun kaldirilmasindan sorumlu sorumlu olan HDM'ler IMJID3/KDM6B ve
UTX'dir. Son zamanlarda kanserlerde 6zellikle multiple miyelomada UTX
enziminde inaktive edici mutasyonlar: bildirilmistir. JMJD3, tiimor gelisimi ile
baglantilidir. JMJD3, Epstein-Barr virusi indiiklenmekte ve Hodgkin lenfomlarda
asirt ifadelenmektedir (Anderton ve ark., 2011). Prostat kanserlerinde 0zellikle
metastatik tiplerinde asir1 ifadelenmektedir (Xiang ve ark., 2007). Buna ilaveten, fare
embriyonik fibroblatlarnda JMJD3'in inhibisyonu p16"™<% ve p19ARFnin
ifadelenmesini ve onlarin immortalizasyonlarini baskilamaktadir (Agger, ve ark.

2009). Kanserde H3K27me®*den sorumlu olan enzim aktivitelerinin artmasi veya
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azalmas1 gostermektedir ki bu hassas metilasyon dengesi, normal hiicre biiylimesi

igin kritik 6neme sahiptir (Martinez ve Licht, 2010).

1.3.AMAC

HSP90, hiicresel proteostazinin gardiyanlari olarak kabul gérmektedir ve yiizlerce
client proteini bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda HSP90 client proteinlerinin
biiyiik bir kism1 HSP90 baglanma domaini igeren sitosolik reseptorlerdir (Taipale ve
ark., 2012). Ornegin, mitokondrial HSP90 hiicresel metabolizmada anahtar role
sahiptir ve kanser progresyonunda énemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Chae et al.,
2013). HSP’ler kasa invaze olan ve olmayan mesane kanserlerinde ifadelenme
diizeyi 6nemli derecede artmaktadir (Ischia ve So, 2013). Bu durum mesane kanser
hiicrelerinin apoptozdan kagmasini ve birgok genomik mutasyonlara ragmen kanser
hiicrelerinin yagsamasina onemli katki saglamaktadir. HSP90 gibi saperonlarin asirt
ifadelenmesi kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna yol agmaktadir. Boylece HSP90
saperon kompleksi sinyal sirkiilasyonunu devam ettirmek suretiyle biiyiimeden
bagimsiz olarak hiicrenin kanserlesmesine aracilik etmektedir. Is1 sok proteini
ekspresyonundaki artiglar sadece tiimor gelisim asamalarinda degil, ilaca direngli
fenotip gelisiminde de rol oynar. Bu durum mesane kanserinin de igerisine yer aldig1
cok cesitli kanser tiirlerinde HSP’lerin inhibisyonunu terapotik hedefler haline
getirmektedir. Bununla birlikte, HSP90 niikleusa lokalize olabilmektedir. Niikleus
icerisinde HSP90 6nemli oOlglide kromatinlere bagli proteinler olarak bulunur ve
kodlanan biitlin genlerin yaklasik olarak {igte birinin baslama bdlgesine yakin
lokalizedir (Sawarkar ve ark., 2012). Bu durum gosteriyor ki; HSP90, gen
transkripsiyonu ve epigenetik diizenlenmede Onemli rollere sahiptir. Giiniimiize
kadar yapilan g¢aligmalar 1518inda HSP90 epigenetik diizenlemelerde oynadigi rol
ozellikle kor histon proteinleri ve DNA metilasyonundan sorumlu enzimlerin
regiilasyonu {izerinden gerceklestirmektedir. Mesane kanser gelisiminde genetik
mekanizmalar dnemli rol oynadig1 goriilse de epigenetik mekanizmalarda hastaligin

patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (Chehab ve ark., 2015; Harb-de la Rosa ve
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ark., 2015). Bu tez ¢alismasiyla HSP90 inhibitorii Geldanamisinin DNA metilasyonu

ve gen ifadelenmesini inaktive edici histon metilasyonlar: (H3K27me®, H4K20me'?)

tizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

e Karbondioksitli etiiv (Binder)

e Laminar flow (Metis)

e Hassas terazi (Ohaus)

e PCR cihazi (SenQuest)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (Thermo Scientific)
e Inverted mikroskop (Leica)

e RotorGene Real Time PCR cihazi (Qiagen)
e Sonikator (Sonics)

¢ Nanodrop (Thermo Scientific)

e Kuru sitict blok (Stuart)

e Ph metre (HI 2221, Hanna)

e Elektroforez giic kaynagi (Biorad)

e Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific)

e Manyetik karistirici (Arex)

e Spin vorteks (Biosan)

o Elektroforez tank ve kaseti (Biorad)

e Vorteks (Biosan)

e Mikrodalga firin (Argelik)

e Mikropipetler; 10ul, 100ul, 1000ul (Thermo)
e Derin dondurucu -20°C (Argelik)

e Derin dondurucu -80°C (Thermo Scientific)
e +4°C sogutucu (Argelik)

e Vakum cihazi (Integra)
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2.2. Kullanilan Kimyasallar

e Besiyeri McCOY’s 5A (Multicell)

e Fetal Bovine Serum (Thermo)

e Penisilin/Streptomisin antibiyotik (Thermo)
e L-Glutamin (Thermo)

o Tripsin-EDTA (Thermo)

¢ Dimetil Siilfoksid (DMSO) (Sigma)

e Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) (Roche)
e Etanol (Sigma)

¢ Metanol (sigma)

e Hiicre Lizis Solusyonu (CST)

¢ PBS (Gibco)

e Primerler (GAPDH, DNMT1 WIF1, HDAC1) (Qiagen)
e Tripure Isolation Reagent (Roche)

e SyberGreen master mix (Qiagen)

e Amonyum Persiilfat (Sigma)

e Temed (Sigma)

e Tris base (BioRad)

¢ Yagsiz siit tozu (CST)

e Gendanamisin (CST)

¢ HDAC inhibitorii Trichostatin A (CST)
e ColorPlus Protein Belirteci (CST)

e Beta-Aktin primer antikor (CST)

e Histone 4 primer antikor (CST)

e H4K20me! primer antikor (CST)

e H4K20me? primer antikor (CST)
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e H3K27me? primer antikor (CST)

e Aktl primer antikor (CST)

e pAkt (Serd73) primer antikor (CST)

e Bax primer antikor (CST)

¢ Bcl2 primer antikor (CST)

o SET8 primer antikor (Abcam)

¢ KMT5C (SUV4-20H2) primer antikor (Abcam)
e Sekonder antikor (CST)

2.3. Kullanilan Kitler

e Hiicre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Sigma)
¢ cCDNA Sentez Kiti (Qiagen)

e Tagman Master Mix (Qiagen)

¢ BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)

2.4. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanisi

2.4.1. %10’luk McCoy's 5A besiyerinin hazirlanisi

450 ml McCoy's 5A besiyerine sirasi ile 50 ml inaktif FBS, 5 ml 200 mM’lik L-
Glutamin, 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karigimi eklendi.

2.4.2. PMSF soliisyonu

0,03484 gr PMSF 1 ml izopropanol igerisinde ¢ozdiiriildii.
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2.4.3.1,5 M Tris buffer (ph:8,8) (150 ml)

27,23 gr Tris base distile su ile 150 ml’e tamamlandi1 ve pH metre ile ph degeri HCI

ile 8,8’e ayarlandi. Hazirlanan soliisyon +4°C’de saklandi.

2.4.4.0,5 M Tris buffer (ph:6,8) (100 ml)

6 gr Tris base sonra total hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandi. Ph degeri 6,8’¢

ayarlandiktan. sonra hazirlanan soliisyon +4°C’de saklandi.

2.4.5. 10x Tris glisin stok soliisyonu

30,3 gr tris base ve 144 gr glisin 1000 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

2.4.6. Transfer buffer

100 ml 10X konsantrasyondaki Tris glisin stogu ve 200 metanol karistirilarak 1000

ml’e distile su ile tamamlanda.

2.4.7. Amonyum persiilfat (APS) soliisyonu

0,1 mg APS, 1 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

2.4.8. 10X TBS soliisyonu

12,1 gr Tris base ve 40 gr NaCl tartilip 500 ml distile suda ¢ozdiiriildii.
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2.4.9. Primer antikor diliisyon soliisyonu

Primer antikorlar %5 lik yagsiz siit tozu veya %3'liik BSA TBST igerisinde 1:1000
oraninda diliie edildi.

2.4.10. Sekonder antikor diliisyon soliisyonu

Sekonder antikorlar %5 lik yagsiz siit tozu TBST igerisinde 1:1000 oraninda diliie
edildi.

2.4.11. Membran bloklama soliisyonu

10 ml 1X TBS igerisinde %1 Tween 20, ve 0,5 gr siit tozu (%5) karistirildi.

2.5. T24 Hiicre Hatt1

Bu calismadaki, T24 insan mesane hiicre hatlarimiz, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Dog¢. Dr. Ece
KONAC tan temin edilmistir.

2.6. Yontemler

2.6.1. Hiuicre kultiirii

T24 hiicreleri, %10 FBS iceren McCoy's 5A besiyerinde %95 nem ve %5 CO2’li

ortamda 37°C ayarli etiiv igerisinde kiiltiire edildi.

T24 hiicreleri %10’luk McCoy’s SA besiyerinde %95’lik nem ve %5 CO?’li,
ortamda 37°C’de kiiltiire edilerek ¢ogaltildi. T24 hiicreleri 24 saat boyunca (0 - 30
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uM)  Geldanamisin ve (0,1 -1 uM) Trikostatin-A (TSA) dozlar ile ayr1 ayr1 ve
birlikte inkiibe edildi. Geldanamisin i¢in DMSO ve TSA i¢in ise saf etanol ¢6ziicii
olarak kullanildi ve aym siire saf etanol ve DMSO ile inkiibe edilerek ¢oziicii
kontrolii olarak kullanildi. Her bir konsantrasyon i¢in 3 ayr1 bagimsiz kiiltiir

yapilarak deney tekrarlandi.

2.6.2. Hiicre Canhilhi@inin Belirlenmesi

T24 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 10° hiicre/ kuyu olacak sekilde ekildi,
bir gece %]1’lik McCoy’s SA besiyerinde inkiibe edilerek hiicrelerin yapismasini
takiben besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra TSA (Cell Signaling; Kat. No: #9950) ve
Geldanamisin (CST; Kat. No: 9843S) birlikte ve ayr1 ayri ¢esitli konsantrasyonlari
ile hazirlanmis %10’luk McCoy’s 5A besiyerinde 0-24 saat siireyle 37°C’de %5
CO’li etiivde inkiibe edildi. Belirtilen siirenin sonucunda her 100 pl i¢in her bir
kuyucuga 10 pl Hiicre Proliferasyon Kiti, WST-1 soliisyonu (Roche; Kat. No: 001
644 807) eklendi ve formazan iiriinlinlin olusturdugu renk degisimi 4 saat sonunda
spektrofotometre ile 450 nM dalga boyunda belirlendi. Negatif kontroller kor olarak
kullanildi.

2.6.3. Hiicrelerden total RNA izolasyonu

6 kuyulu kiiltir kaplarina ekilen T24 hiicreleri inkiibasyon siirelerinin ardindan
asagidaki basamaklara gore Tripure Isolation Reagent (Roche; Kat n0:11667157001)
ile total RNA izolasyonu gergeklestirildi.

1- Hiicrelerden ilagli besiyerleri uzaklastirildi ve her bir kuyuya 1’er ml
Tripure soliisyonu eklendi.

2- Hiicre lizatlan steril ependorf tiiplere alindi1 ve niikleoprotein kompleksinin
tamamen ayrilmasi i¢in 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilda.

3- Her bir tiipe 1000 pl i¢cin 200’er pl kloroform eklendi ve 15 sn boyunca

vortekslendi.
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4- Oda sicakliginda 15 dk inkiibasyondan sonra 12000 xg’ de 15 dk santrifiij
yapildi.

5- Santrifiij sonrasinda ii¢ faza ayrilan soliisyonun istte kalan renksiz sivi faz
yeni ependorf tiiplere aktarildi.

6- Her bir tiipe 500’er pl izopropanol eklendi ve 15 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

7- 12000 xg’ de 10 dk santrifiijden sonra siipernatantlar atildi ve pelletlerin
tizerine 1’er ml %75 lik etanol yitkama amaciyla kondu.

8- Tiipler 7500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatantlar atild1.

9- Pelletler belirli siire kurumaya birakildi ve 50 pul PCR grade su igerisinde

pelletler ¢ozdiirtildii.
10-Kuru 1sitictdda 60°C’de 15 dk inkiibasyondan sonra izole edilen RNA’lar
Nanodrop cihazi ile miktar (ng/pl) ve saflik dl¢timleri yapildi ve kullanilana

kadar -80°C’ye kaldirild.

2.6.4. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Elde edilen 1 mg total RNA'lar, RT? HT First Strand cDNA sentez kiti (Qiagen,
Almanya; Kat. No: 330411) ile kullanilarak cDNA’ya ¢evrildi. Reaksiyon sonucu
cDNA ornekleri iizerine 91ul steril H.O-PCR grade (Qiagen, Almanya Kat
N0:1039498) eklendi ve Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin

dondurucuda saklanda.

2.6.5. Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile Ol¢iimii

DNMT1, HDAC1 ve WIF1 geninin mRNA miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile
RotorGeneQ cihazi kullanilarak yapildi. Amplifikasyonlar 25 pL toplam tepkime
hacmi icerisinde; cDNA, bdlgeye 6zgii primerler (Tablo 2.1) ve RT? SYBR Green
Mastermix karisimi (Qiagen, Almanya; Kat. No:330500) ve steril H2O-PCR grade
kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 2.2). DNMT1, HDAC1 ve WIF1 genlerinin

ifadelenmesini normalize etmek icin GAPDH mRNA diizeyi referans olarak alindi.
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Tablo 2.1. Hedef genlere ait RefSeq ve RT? gPCR primer assay katolog numaralart

RT2 gPCR
primer assay
Gen Ad1  RefSeq(mRNA) Kat. No. Band Referans
Uzunlugu Pozisyonu*

DNMT1 NM_138880.2 PPR45050C 71 275

WIF1 NM_007191 PPH02767G-200 145 1909
HDAC1 NM_004964 PPH01735F 70 296
GAPDH NM_031512.2 PPR06430B 77 820

* RefSeq sekansindaki amplikon pozisyonu.

Tablo 2.2. DNMT, HDAC1, WIF1 ve GAPDH Real-Time PCR tepkime karigimu:

Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5 ul
cDNA 5l

RT? qPCR Primer Assay (10uM stok) 1l

H20 6,5 ul
Total Hacim 25 ul

Real-Time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra 0.2 ml'lik ¢ok PCR tiiplerine
dagitild1 ve tizerine cDNA’ lar eklendi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 2.3’de
belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi.
DNMT1, HDAC1, WIF1 ve GAPDH genleri i¢in ayn1 program kullanildi.

Reaksiyon sonucunda, DNMT1 ve GAPDH genlerin mRNA diizeylerini
gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. DNMT1 geninin ifade diizeyi
GAPDH ifade diizeyine gore normalize edildi.
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Tablo 2.3. DNMT1,HDAC1, WIF1 ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin

belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime programu.

Dongii Zaman Sicakhik
1 10 dakika 95°
15 saniye 950
40 1 dakika 60°

+ Melting Curve

2.6.6. Total Protein izolasyonu

Geldanamisin, TSA ve bu ilaglarin kombinasyonlarinin belirli dozlar1 ile belirli
stirelerde inkiibe edilen T24 hiicrelerinin inkiibasyon siirelerinin dolmasinin ardindan
protein izolasyonu amaci ile asagidaki basamaklar sirasi ile uygulandi.
1- Hiicrelerden ilagh besiyerleri uzaklastirildi ve soguk PBS ile bir defa yikandi.
2- Hiicreler iizerine ImM PMSF igeren 1X Ripa Lizis Buffer (CST; Kat
no0:9806)'dan 500 ul kondu.
3- Hiicreler buz iizerinde 30 dk inkiibasyona birakildi.
4- Hiicreler scraper ile kaldirilan hiicreler ependorf tiiplere aktarildi.
5- Buz lizerinde 15 sn sonike edildikten sonra 14 000 xg'de 10 dk santrifiijden
edildi.
6- Siipernatant yeni tiiplere aktarildi ve western blot agsamasina kadar -80°C’ye

saklandi.

2.6.7. Histon Protein izolasyonu

Geldanamisin, TSA ve kombinasyonlarmin inkiibasyon siirelerinin dolmasinin
ardindan T24 hiicreleri tripsinizasyon yontemiyle toplandiktan sonra Histon
Extraction Kit (Abcam; Kat no:ab113476) kullanilarak histon protein izolasyonu

iretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi.
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1. Tripsinizayon sonrasinda hiicreler 1000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi.

2. Siipernatant uzaklagtirilmasini takiben pelet 1X Pre-Lizis buffer icerisinde
¢Oziiniiniir ve buz iizerinde 10 dk inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon siiresinin dolmasindan sonra 10 000 rpm'de 1 dk santrifiij edildi.

4. Siipernatant uzaklasrildiktan sonra pellet 200 pL lizis buffer icerinde ¢6ziiniip
30 dk buz iizerinde inkibe edildi.

5. Hiicreler 12 000rpm'de 5 dk santrijiil edildikten sonra siipernatant yeni tiibe
aktarildi.

7- Siipernant iizerine 60 pL Balance-DTT soliisyonu eklenip western blot

asamasina kadar -80°C’ye saklandi.

8. BCA Kiti ile protein miktar tayini

T24 hiicrelerinden belirli dozlarda ilag uygulanmasindan sonra izole edilen

proteinlerin miktarlarinin tayini BCA protein 6l¢tim kiti (Thermo Fisher Scientific,

Kat n0:23225) ile asagidaki basamaklara gore gergeklestirildi.

1

Kit igerisinde gelen bovine serum albumin (BSA) ile 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25;
0,125; 0,025 ve 0 pg/ml konsantasyonlarda saf su kullanilarak standart tiipler
hazirlandi.

Protein 6rnekleri ve standart 96 kuyucuklu plakanin her birine 25’er ul eklendi.
Kit icerinden ¢ikan Reaktif B:A orani 1:50 olacak sekilde hazirlandi.

Bu reaktif karisimindan her bir kuyucuga 200°er pl eklendi.

37°C lik inkiibatdrde yarim saat inkiibasyondan sonra mikrolaka ELISA
okuyucuda 562 nm dalga boyunda plaka okutuldu ve ¢ikan sonuca gore excel

programinda standart egri ¢izilerek hesaplamalar yapildi.
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2.6.9. Western blot yontemi ile protein diizeylerinin belirlenmesi

Aktl (60 kDa), pAkt(S473) (60 kDa), DNMT1 (200 kDa), Histone H4 (11 kDa),
H4K20me! (11 kDa), H4K20me® (11kDa), H3K27me® (17 kDa), SET8 (43 kDa),
KMT5C (52 kDa), BAX (20 kDa) ve BCL2 (28 kDa) genlerinin protein ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi i¢in, hiicrelerden belirli dozlarda ve siirelerde ilag

muamelesi sonucu elde edilmis proteinler ile western blot yontemi kullanildi.

Internal kontrol olarak B-aktin (45 kDa) kullanilds.

Ik asamada, BCA kiti ile miktarlar1 ve standart grafikleri belirlenen proteinler
yiikleme i¢in hazirlandi. Bu proteinlerle ayni miktarda {izerlerine 2X konsantrasyon
degerinde laemmli 6rnek buffer’lar1 eklendi. Boylece protein ornekleri 1:1 oraninda
dilie edilerek calisma konsantrasyonlart elde edildi ve protein Ornekleri
denatiirasyon igin 95°C’ye ayarli 1sitic1 blokta 5 dk bekletildiden sonra yiikleme
asamasina gecildi. %30'luk Akrilamid ve bisakrilamid polimerlesmesi ile, iist jel olan
stacking (%5) ve alt jel olan seperating jellerin (%10-15 ve %4-15 gradient jel)
onceden hazirlanip donmasi ile yiikleme jeli olusturuldu. Jele yiiklenen protein
ornekleri, 1X running buffer eklenmesi ile 150 V ve 250 mA de 60- 120 dk boyunca
yiriitildi.

Proteinler jel {izerinde molekiiler agirliklarina gore yiiriitiildiikkten sonra gii¢
kaynag1 kapatildi ve jel alind1. Ornekler, 1slak transfer yontemi ile PVDF membrana
transferleri gergeklestirildi. Transfer kaseti tank igerisine dikey kondu ve transfer
buffer de eklendikten sonra 150-250 mA’de 20-120 dk boyunca aktarim
gerceklestirildi. Aktarim asamasindan sonra membran aranan proteine 6zgli primer
ve sekonder antikorlarla muamele edildi. Diliie edilen primer antikorlar ile bir gece
+4°C de, sekonder antikorla ise 2 saatlik inkiibasyon gerceklestirildi. Son asamada

ise membranin goriintiilenmesi gergeklestirildi.
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3.7. istatistiksel analiz

DNMT1, HDAC1 ve WIF1 mRNA diizeylerindeki doza ve zamana bagl
degisimler REST 2009 V2.0.13 istatistiksel programi kullanilarak “Pfaffl”
matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir. 0,05’den

kiiciik olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.

E (hedef}ﬂ.m (kontrol-arnek)
R=

E (referans)4Ct (kontrok-omek)

Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri gectigi andaki
dongii sayisint ifade eder ve Ct degeri tepkimenin basinda mevcut olan mRNA
(cDNA) miktari ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile 6rneklerin Ct degerleri
arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R

ise ifade oranini gostermektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Geldanamisin'in Hiicre Canlih@ Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

24 saat inkiibasyon sonucunda T24 hiicrelerinin HSP90 inhibitorii Geldanamisin’e
olan cevabinin hiicre canlilig1 {izerine etkisi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Buna gore
Geldanamisin ile 24 saat muamele edilmis T24 hiicrelerinin doza bagl olarak hiicre

proliferasyonunu azaldig1 belirlenmistir.

Kullandigimiz 1pM Geldanamisin konsantrasyonunda T24 hiicrelerinin hiicre
canliligini %90,7 iken 10uM konsantrasyonunda ise %54,3 azaldigi goriilmektedir.
Sonuglarimiza gore Geldanamisin i¢in 24 saat ig¢in ICso dozunun 10uM oldugu

belirlendi.

120
100
80

60

% Canlilik Orani

40

20

Sekil 3.1. T24 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Geldanamisin ile 24 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlar1.*; IC50 degeri.

3.2. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

DNMT1, HDAC1 ve WIF1 genlerinin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi

icin RotorGeneQ cihaz1 kullanilmistir. Insan mesane kanser hiicre hatti T24
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hiicrelerinden elde edilen cDNA’larda DNMT1, HDAC1 ve WIF1 genlerinin
normalizasyonu i¢in secilen GAPDH (Gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz)
(housekeeping) genine 6zgili primerler ve SYBR Green floresan boya kullanilarak

calisilmigtir.

DNMT1, WIF-1 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif
olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 3.2°de

gosterildi.

Floresan (465-510)
B

Sekil 3.2. DNMT1, HDAC1, WIF-1 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde
ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri. DNMT1, HDAC1, WIF-1
ve GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Ct degerleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

DNMT1, HDAC1 ve WIF1 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade diizeyinin
belirlenmesinde elde edilen floresans 1stmanin hedef bdlgenin amplifikasyonu
sonucunda gergeklestigini gosteren erime egrisi (melting curve) Sekil 3.3°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. T24 mesane kanser hiicrelerinin DNMT1, HDAC1, WIF1 ve GAPDH
genlerine ait erime egrileri. DNMT1, HDAC1, WIF1 ve GAPDH geninin Melting
Curve analizine ait sicaklik dereceleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende
floresan sinyal izlenmektedir.

3.2.1. Kantitatif DNMT1, HDAC1 ve WIF1 Genlerinin ifade Diizeyinin ve
DNMT1 Protein ifade Diizeylerinin Degerlendirilmesi

T24 hiicrelerinde 0 - 24 saat siire 1 pM GA, 10 uM GA, 300 nM TSA (Varol ve ark.,
2014) ve GA + TSA'nin birlikte inkiibasyonlar1 6ncesi ve sonrast DNMT1 geninin
mRNA diizeyindeki degisimler Sekil 3.4°de gosterildi. DNMT1 genin mRNA diizeyi
kontrole gore sirasiyla 6. saat 1 uM GA 14.62 kat, 24. saat 1 uM GA 7.46 kat, 10
uM GA 2.22 kat, 300 nM TSA 6. saat 12.38 kat, 24. saat 8.06 kat ve 24. saat 1 uM
GA + 300 nM TSA 19,7 kat azaldig1 belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,01).



50

mRNA ifade Diizeyi
Q
()]

- e
-
o - - . o
> ) © < & &
<o o O O o) o
& & v v e v >
=) o s <$ X~ >
¥ = AN
S S o & F
~ ~> O %QQ <

Sekil 3.4. T24 hiicrelerinin siire ve doz-bagimli GA ve TSA ile inkiibasyonu
sonrasinda DNMT1 mRNA diizeyindeki degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.

T24 hiicrelerinin 6 ve 24 saat siire 1 uM ve 10 pM GA ile 24 saat GA (1 uM)
+ TSA (300 nM)’nin tek tek ve birlikte inkiibasyonlar1 dncesi ve sonrasi DNMT1
proteininin diizeylerindeki degisimler Sekil 3.5°de gosterildi. 6. saatte 1uM ve 10uM
GA uygulamasi sonrasinda mRNA diizeyine paralel olarak DNMT1 protein
diizeyinde azalma oldugu belirlendi. Kontrole nazaran diisiik olsa da 6. saat ile
karsilastirildiginda 1uM ve 10uM GA uygulamasi sonrasinda 24. saatte DNMT1
ifadelenme diizeyinde artis gézlemlendi. Benzer sekilde 1uM GA + 300 nM TSA
(GA+TSA) uygulamasi sonrasinda da kontrole gore nazaran DNMT1 protein

diizeyinde 6nemli dl¢lide azalma oldugu gozlemlendi.

1 uM GA 10 uM GA GA+TSA
K 6h 24s bs 24s 24s

DNMTL  — L
PR o ez e

Sekil 3.5. T24 hiicrelerinin siire ve doz-bagimli 1uM ve 10 uM GA ve 1uM GA +
300 nM TSA kombinasyonunun siire bagimli inkiibasyonu sonrasinda DNMT1
protein diizeyindeki degisimler. B-aktin, western blot yilikleme kontrolii olarak
kullanildi. s; saat.



51

T24 hiicrelerinde doz ve zamana bagli olarak GA ve TSA uygulamasi 6ncesi
ve sonrast HDAC1 geninin mRNA diizeyindeki degisimler Sekil 3.6’de gosterildi.
HDACL1 geninin mRNA diizeyinde kontrole gore sirasiyla 6. saat 1 uM GA 8.17 kat,
6. saat 300 nM TSA 4.69 kat, 24. saat 300 nM TSA 1.2 kat ve 24. saat 1 uM GA +
300 nM TSA 2.48 kat azalma gozlemlenirken 24. saatte 1 pM ve 10 uM GA
uygulamasi sonrasinda sirasiyla 1.65 ve 1.39 kat artma oldugu belirlendi. Bununla
birlikte yalnizca 6. saatlerde 1 uM GA, 300 nM TSA ve 24. saat GA+TSA

uygulamalari sonrasindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 3.6. T24 hiicrelerinin silire ve doz-bagimli GA ve TSA ile inkiibasyonu
sonrasinda HDAC1 mRNA diizeyindeki degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.

WIF-1 geni T24 hiicrelerinde hipermetile olup DAC ve TSA'nin birlikte
uygulamasi sonrasinda promotor bdlgesindeki metilasyon kalkmaktadir (Varol ve
ark.,2014 ve 2015). WIF-1 geninin mRNA's1 T24 hiicrelerinde doz ve zaman bagimli
GA velveya TSA inkiibasyonlari sonrasinda 24 saat sonrasinda 1 uM ve 10 uM GA,
24 saat TSA ve GA+TSA uygulamalar1 sonrasinda Ct degeri elde edilmis olup
kontrol  Orneginde  tespit edilemediginden  dolayr istatistiksel  olarak

degerlendirilememistir.
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3.3. AKT1 Protein ifade Diizeyleri

T24 hiicrelerinin 1 ve 24 saat siire siire ve doz bagimli GA ile inkiibasyon oncesi ve
sonras1 Aktl ve pAktl(Ser473) proteinlerinin diizeylerindeki degisimler Sekil 3.7°de
gosterildi. 1. saat 1 uM ve 10 uM GA inkiibasyonu sonrasinda pAkt(S473)
diizeyinde artma gozlemlenirken 24. saatte tam tersi olarak, 1 ve 10 uM GA
uygulamasi sonrasinda pAkt diizeylerinde azalma belirlendi. Buna paralel olarak 24

saat 1 ve 10 uM GA muamelesi sonrasinda Aktl protein diizeyinde 6nemli azalma

belirlendi.
1 uM GA 10 uM GA
K 1s 24s 1s 24s
pAkt (5473) . —— . I

Akt e G - - D —
Gezhrs G oEEgy osaoe GEaED SEmm

Sekil 3.7. T24 hiicrelerinin siire ve doz-bagimli GA ile inkiibasyonu
sonrasinda pAkt(S473) ve Akt proteinlerinin diizeylerindeki degisimler. B-aktin,
western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. S:saat.

3.3. H3K27me? Protein ifade Diizeyleri

T24 hiicrelerinin 1, 3, 6, 12 ve 24 saat siire 1puM GA ile inkiibasyon 6ncesi ve sonrasi
H3K27me?® protein diizeyinde 6.saatte kontrole gére azalma goriiliirken 24.saatte ise
kontrole nazaran protein diizeyinde artis oldugu belirlendi. Benzer sonuglar 10 uM

GA uygulamasi sonrasinda da gozlemlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. T24 hiicrelerinin siire-bagimli IpuM GA ile inkiibasyonu sonrasinda
H3K27me? protein diizeyindeki degisimler. S:saat.

3.4. Histon H4, H4K20me! ve SETS Protein ifade Diizeyleri

T24 hiicrelerinin 1 ve 24 saat siire slire ve doz bagimli GA ile inkiibasyon 6ncesi ve
sonrast Histon 4, H4K20me' ve SET8 proteinlerinin diizeylerindeki degisimler Sekil
3.9°de gosterildi. 12. saat 1 pM GA uygulamasi sonrasinda Histon 4 protein
diizeyinde azalma oldugu belirlenmesine karsin diger doz ve siirelerde Histon 4
protein diizeyinde belirgin bir farklilik gézlemlenmedi. H4K20me?! protein diizeyinde
yalnizca 1 ve 6 saat 10 uM GA inkiibasyon sonrasinda kontrole nazaran 6nemli bir
artma goriildii. H4K20me»’dan sorumlu enzim SET8 1 uM GA uygulamasi
sonrasinda kontrole gore az da olsa bir azalma belirlenemesine kargin 10 pM GA

uygulamasi sonra kontrole gore herhangi bir degisiklik gézlemlenmedi.

1uM GA 10 uM GA
K 1s 3s 6s 12s 24s 1s 6s
HAK20me! M e e < -h
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Sekil 3.9. T24 hiicrelerinin siire-bagimhi 1 pM ve 10 uM GA ile inkiibasyonu
sonrasinda H4, H4K20me' ve SET8 protein diizeyindeki degisimler.
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3.5. Histon H4, H4K20me? ve KMT5C (SUV4-20H2) Protein ifade Diizeyleri

T24 hiicrelerinin 1 ve 24 saat siire siire ve doz bagimli GA ile inkiibasyon Oncesi ve
sonrasi Histon 4, H4K20me® ve KMT5C (SUV4-20H2) proteinlerinin diizeylerindeki
degisimler Sekil 3.10°de gosterildi. H4K20me?® protein diizeyinde ise 1 pM GA
uygulamasi sonrasinda kontrole nazaran 3. 12. ve 24. saatlerde azalma belirlenirken
1. ve 6. saatlerde 1 uM ve 10 uM GA uygulamasi sonrasinda kontrole gore bir artma
oldugu belirlendi. KMT5C enzim diizeyinde ise zaman ve doz bagimli olarak

ifadelenem diizeyi azalmistir.

1uM GA 10 uM GA
K 5 3% 6 1 Us s bs
H4K20me? “ ‘. m"
- e :

KMT5C h ..*

Sekil 3.10. T24 hiicrelerinin siire-bagimli 1 uM ve 10 uM GA ile inkiibasyonu
sonrasinda H4, H4K20me® ve KMT5C protein diizeyindeki degisimler.

3.6. Geldanamisin'in Apoptoz Uzerine Etkisi

T24 hiicrelerinin 1 ve 24 saat siire siire ve doz bagimli GA ile inkiibasyon oncesi ve
sonras1 Bax protein diizeylerindeki degisimler Sekil 3.11°de gosterildi. 1 ve 24. saat
1 uM GA inkiibasyonu sonrasinda Bax protein diizeyinde artma oldugu belirlendi.
benzer sekilde 10 uM inkibasyon sonrasinda 1. saatte kontrole karsi protein

diizeyinde 6nemli diizeyde artma belirlendi.
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Sekil 3.11. T24 hiicrelerinin siire ve doz-bagimli GA ile inkiibasyonu sonrasinda
Bax proteinlerinin diizeylerindeki degisimler. B-aktin, western blot yiikleme kontrolii
olarak kullanildi. s:saat.

T24 hiicrelerinin 1 ve 24 saat siire slire ve doz bagimli GA ile inkiibasyon
Oncesi ve sonrasi Bcl2 protein diizeylerindeki degisimler Sekil 3.12°de gosterildi. 6.
saat 1 uM ve 10 uM GA inkiibasyonu haricinde doz veya siire bagimli olarak Bcl2
protein diizeyinde bir degisim gozlemlenmezken 6. saat 1 uM GA uygulamasi
sonrasinda Bcl2 diizeyinde azalma belirlenirken 10 uM GA uygulamasi sonrasinda

kontrole nazaran 6nemli bir artis oldugu belirlendi.

1uM GA 10 uM GA

K 1s 3s bs 12s 24s 1s 6s

Sekil 3.12. T24 hiicrelerinin siire ve doz-bagimli GA ile inkiibasyonu sonrasinda
Bcl2 proteinlerinin  diizeylerindeki degisimler. [B-aktin, western blot yilikleme
kontrolii olarak kullanildi. S:saat.
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4. TARTISMA

Hiicresel proteozis gardiyanlar1 olarak tamimlanan 1s1 sok proteini HSP90
yiizlerce hedef substrati bulunmaktadir. HSP90, hem niikleus hem de sitoplazma
icerisinde lokalizedir. Hiicre icerisinde, HSP90 nin substratinin biiyiikk bir kismini
hiicresel sinyalizasyonda 6nemli rol oynayan sitosolik respeptorler olusturmaktadir
(Isaacs, 2013). Genis Olgekli olarak bakildiginda HSP90’nin sinyal iletimi,
intraseliiler transport ve protein parcalanmasi gibi ¢ok ¢esitli substrati bulunmaktadir.
Bu nedenle kanser terapisi i¢in oldukga ilgi ¢ekici hedeflerdir (Li ve Buchner, 2013).
Bu proteinler normal fizyolojik sartlar altinda diisiik diizeyde ifadelenirken,
hipertermi, agir metal iyonlarina maruziyet, hipoksi gibi hiicresel stres sartlarinda
hizli bir sekilde ifadelenmeleri artar (Ischia ve So, 2013; Chehab ve ark., 2015).
Kanser hiicrelerinin bulundugu mikrogevrede de benzer sartlar goriilmektedir. Bu
nedenle, kanser hiicrelerine bakildiginda HSP90 ifadelenme diizeyi 6nemli derecede
artmaktadir (Chehap ve ark., 2015). HSP90, p53 6rneginde oldugu gibi HSP90 hedef
proteinlerinin yabanil tiplerine degil ayni zamanda mutant formlarinada benzer
afiniteyi gostermektedir. Bu nedenle kanser hiicrelerinde genetik lezyonlar icin
biyokimyasal bir tampon olarak davranir. Bdylece, mutasyonlar sonucu aktive olan
onkoproteinler araciligiyla kontrolsiiz sinyalizasyona neden olduklarindan dolay1
kanser hiicrelerinde malign fonksiyon gosterir (Soo ve ark., 2008; Schopf ve ark.,
2017). Niikleusta lokalize olan HSP90’nin sitosolik HSP90 proteinlerinden farkli
olarak sitosolik HSP90 proteinlerinde, DNA-baglanam motifleri bulunmamaktadir.
HSP90, kromatin bagli proteinler olarak niikleus icerisinde bulunmasi sasirtici
degildir ve genom igerisindeki biitiin kodlayici1 genlerinin yaklasik {i¢te birinin
transkripsiyon baglama bélgesinin yakinina lokalizdedir. Bu durum gosteriyor Ki,
HSP90, yukarida sayilan fonksiyonunlarmin yan sira gen ifalenmesi ve epigenetik

diizenlenmede de 6nemli rol oynamaktadir (Isaacs, 2013).

Mesane kanseri diinyada goriilme sikligi bakimindan besinci ve genitoiiriner

kanserler icerisinde ise prostat kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.
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Mesane kanserinin tedavisi ve aktif izlenimi ile iligkili saglik hizmeti giderleri, diger
biitlin malignansilerin saglik hizmet giderlerinden fazladir. Bu nedenle mesane
kanseri icin etkin tedavi stratejilerinin gelistirilmesi yalnizca hasta i¢in degil halk
sagligr icinde 6nemlidir (Chehab ve ark., 2015). Mesane kanserlerinde, kasa invaze
olan ve invaze olmayan, HSP90’da icerisinde yer aldigi 1s1 sok proteinlerinin
ifadelenmesi 6nemli 6l¢tide artmaktadir (Cappello ve ark., 2006; Ischia ve So, 2013;
Ma ve ark., 2014; Chehab ve ark., 2015). HSP’lerin artis1 mesane kanser
hiicrelerinin apoptozdan kagmasina, genomik mutasyonlarn birikimine, tedavide
kemoterapi ve radyoterapiye direng gelismesine yol agmaktadir (Chehab ve ark.,
2015). Bununla birlikte, genetik ve epigenetik mekanizmalar birlikte mesane
kanserinin patogenezinde énemli bir role sahiptir (Chehab ve ark., 2015; Harb-de la
Rosa ve ark., 2015). HSP90’nin hem sitosolik hem de niikleus igerisinde sahip
oldugu 6nemli fonksiyonlar nedeniyle mesane kanserinin yeni tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesi icin HSP90 6nemli bir hedeftir.

Benzokinon ansamisin antibiyotik olan Geldanamisin, kanser hiicrelerine 6zgii
olarak hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bunun nedeni tam olarak
bilinmesede, kanser hiicrlerinde HSP90’nin asir1 ifadelenmesi ve ¢ok sayidaki
mutant onkogenik client proteinin varligindan kaynaklandigi distintilmektedir
(Workman ve Powers, 2007). Literatiirde, mesane kanser tedavisinde HSP90’nin
terapGtik etkilerini belirlemeye yonelik o6zellikle in vivo cgaligmalar az sayidadir.
Geldanamisin ve T24 hiicrelerinin kullanildig1 ¢alismalarda Geldanamisin’nin etkin
dozu 24 saat uygulamalarda 100 nM ile 10 uM arasinda degismektedir (Koga ve
ark., 2007; Karkoulis ve ark., 2013). Bu nedenle ¢alisgmamizda insan mesane kanser
hiicre hatt1 T24’de GA’nin etkin dozunu belirlemek i¢in ilk olarak WST1 araciligiyla
IC50 degeri hesaplanmistir. 24 saat GA ugulamas1 sonrasinda IC50 degeri 10 uM
olarak belirlenmistir. Karkoulis ve ark. (2013)’larinin ¢alismasinda 24 saat 10uM
GA uygulamasit sonrasinda T24 hiicrelerinde hiicre canliigt % 61 olarak
belirlenmistir. Bizde ¢aligmamizda benzer sekilde 24 saat 10uM GA uygulamasi

sonrasinda hiicre canliligini %54,3 olarak gozlemledik.

Kanser hiicreleri, transformasyonlari siiresince genetik ve epigenetik olarak

bircok farkli degisime maruz kalir. Saglikli hiicrelerin kontrolsiiz olarak
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bolinmesinin nedenlerinden biri tiimor baskilayict genlerin ifadelenmelerinin
azalmasi veya tamamen baskilanmasidir (Llinas-Arias ve Esteller, 2017). DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 gibi epigenctik mekanizmalarin  geri
dontisiimlii olmasindan dolayr kanser arastiricilarinin biiyiik ilgisini ¢ekmektedir.
DNA metilasyonu, en ¢ok c¢alisilmig epigenetik mekanizma olup histon
modifikasyonlar1 ile birbiri igerisine gegmis durumdadir. DNA metilasyonu, CpG
adaciklar1 adi verilen bolgelerde DNA metiltransferaz enzimleri aracilifiyla
replikasyon sonrasinda meydana gelir. Kanser hiicrelerine bakildiginda DNA
metilasyonunda global bir azalma goriilmesine karsin timor baskilayici genlerin
ozellikle promotor bolgelerinde DNA metilasyonunun arttigin1 ve buna bagli olarak
hedef genin ifadelenmesinin azaldigi veya tamamen sessizlestigi goriilmektedir.
Kanser tipine 6zgii olarak meydana gelen bu mekanizmanin nasil gergeklestigi heniiz
bilinmemesine karsin kanser hiicrelerinde DNA metilasyonundaki artisin en énemli
nedenlerinden biri DNA metilasyonundan sorumlu enzimler olan DNMTL,
DNMT3A ve DNMT3B’nin ifadelenme diizeyindeki 6nemli artistir (Turek-Plewa ve
Jagodzinski, 2005; Zhang ve ark., 2007; Llinas-Arias ve Esteller, 2017). Diger
kanser tiirlerinde oldugu gibi mesane kanserinde de DNMT enzimlerinin diizeyinde
onemli artislar goriilmektedir (Varol ve ark., 2014 ve 2015). DNMT enzimleri
ozellikle DNMT1, HSP90’nin client proteinlerinden biridir (Isaacs ve ark., 2016;
Nagaraju ve ark., 2017). Kanser hiicrelerinde geldanamisininde igerisinde yeraldigi
cok c¢esitli HSP90 inhitorleri ile inkiibasyon sonrasinda DNMTI1 hem
transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde ifadelenmesi azalmaktadir (Zhou ve
ark., 2008; Nagaraju ve ark., 2013; Nagaraju ve ark., 2017). Calismamizda,
literatiirle uyumlu olarak T24 hiicrelerine diisiik doz (1 uM) ve yiiksek doz (10 pM)
GA uygulamasi sonrasinda DNMT1’n kontrole nazaran hem mRNA hem de protein
diizeyinde azalma oldugunu belirledik. Bununla birlikte, bu azalmanin DNA
hipermetilasyonu araciligiyla baskilanan tiimér baskilayici genlerin {izerine etkisini
degerlendirmek icin T24 hiicrelerinde hipermetilasyon araciligiyla baskilandiginm
bildigimiz B-katenin sinyal yolaginin antagonisti olan WIF1 geninin ifadelenme
diizeyini inceledik. T24 hiicrelerinde WIF1 geninin tekrardan aktivasyonu igin
DNMT inhibitorii DAC ve histon deasetilaz inhibitorii TSA birlikte kullanilmasi
gereklidir (Varol ve ark., 2014). 24 saat 1 uM ve 10 uM GA inkiibasyon sonrasinda
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HDAC1 mRNA diizeyinde bir azalma belirlenmistir. Bununla birlikte, T24
hiicrelerinde kontrolde WIF1 geninin ekspresyonu goriilmezken, GA uygulamasi
sonrasinda WIF1 geni i¢in bir Ct degerleri elde edilmistir. Bu durum gostermektedir
ki, GA uygulanmas1 sonrasinda DNMT1!’in ifadelenmesine paralel olarak WIF1
geninin promotor bdlgesindeki metilasyon kalkmaktadir. Kanser hiicrelerinde
DNMT’in transkripsiyonel diizeyde ifadelenmesindeki artma nedenlerinden biri -
katenin sinyal yolagindaki onkogenik aktivasyondur. [-katenin’in niikleusa
translokasyonunda GSK3p’nin inhibisyonu 6nemli rol oynamaktadir ve kanserlerde
bu yolagin aktivasyonunda birinci derecede GSK3p inhibisyonu 6nemli rol oynar
(Varol ve ark., 2015). HSP90’nin client proteinlerinden biri Akt proteinidir. Akt’nin
Serin 473 rezidiisiinden fosforillenmesi, GSK3f8’nin inhibisyonuna dolayisiyla -
katenin’in niikleusa gecerek hedef genlerini aktive etmesine neden olur. HSP90
inhibitorti, Akt ifadelenmesini baskilamak suretiyle p-Akt’nin GSK3p iizerindeki
inhibe edici etkisini ortadan kaldir ve bdylece B-katenin proteozom yolagiyla
pargalanir (Kurashia ve ark., 2009). Koga ve ark., (2006)’lar1 yaptiklar1 ¢aligmada 1
uM GA uygulamas: sonrasinda zamana bagl olarak Akt ve p-Akt(S473) diizeyinde
azalma oldugu belirlendi. Bizde ¢alismamizda, literatiirle uyumlu olarak hem diisiik
hem de yiiksek doz 24 saat GA uygulamasi sonrasinda hem Aktl hem de p-
Akt(S473) diizeyinde bir azalma ve bu azalmaya paralel olarak DNMT1 diizeyinde

de kontrole nazaran protein diizeyinde azalma belirlenmistir.

Epigenetik mekanizmalarda gorevli proteinlerden yalnizca DNMT’lar HSP90
client proteinleri degildir. Kromatin yeniden modelleyicilerde HSP90 client
proteinlerdir. EZH2 bir histonmetiltansferaz enzimidir ve H3 Lizin 27
trimetilasyonundan sorumludur (Goéllner ve ark., 2017). EZH2’in kanser hiicrelerinde
ifadelenen diizeyi artmaktadir. Yabanil tip ve mutant EZH2 proteinleri HSP90’nin
client proteinleridir (Isaacs, 2016). EZH2, epigenetik diizenlenmedeki tek rolii
histon metiltransferaz olmasindan kaynaklanmaz, ayni zamanda hedef bolge
DNMT’larin toplanmasina da aracilik etmektedir (Reynolds ve ark., 2006). Gollner
ve ark. (2017)’1lar1 akut miyeloid 16semilerde yapmis olduklari ¢alismalarinda HSP90
inhibotoriiniin ilag direngli hiicrelerde EZH2’in proteozom yolagiyla par¢calanmasina

yol agmak suretiyle H3K27me?® diizeyinde azalma oldugunu belirlemisler. Baska bir
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calismada ise, HSP90’nin inhibitériiniin glioblastoma hiicrelerinde EZH2’in
baskilanmasini takiben farlilasmayi arttirict genlerdeki H3K27me? diizeyinde azalma
oldugu belirlenmistir (Dror ve ark., 2013). Bizde ¢alismamizda yalnizca 6. saat
diisiik ve yiiksek doz GA uygulamasinda H3K27me? diizeyinde azalma belirlerken

24. saat diisiik doz GA uygulamasi sonrasinda 6nemli bir degisme belirlenmedi.

HSP90 niikleus igerisinde kromatine bagl proteinler seklinde goriilmektedir ve
genlerin transkripsiyon baslama bolgelerine yakin yerlesimlidir ve kromatin
diizeyleyiciler, HSP90 client proteinlerdir (Isaacs, 2016). Bu durum gosteriyor ki,
HSP90 genomunu epigenetik  diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Histon H4 lizin 20 mono ve dimetilasyonu DNA replikasyonu ve
DNA hasar onarimi igin gereklidir. Proliferatif hiicrelerde H4K20me! diizeyi olduk¢a
diisiiktiir. H4K20me?! diizeyi, hiicre déngiisii siiresince farklilik gdstermektedir; G1
ve S fazinin basinda oldukga diisiik diizeyde iken S ve G2 fazinda artma M fazinda
ise en st diizeye ¢ikmaktadir (Jorgensen ve ark., 2013). Calismamizda 1 uM GA
uygulamas1 sonrasinda kontrole nazaran 1., 3., 12. ve 24. saatlerde H4K20me!
diizeyinde bir degisiklik olmazken 6. saat sonunda en diisiik H4K20me! diizeyi
belirlenmistir. Buna karsin, 10 pM GA inkiibasyonu, 1 pM GA uygulamasiyla
karsilastirildiginda H4K20me! diizeyinde 6nemli 6lgiide bir artis gozlemlenmistir.
H4K20’nin monometilasyonundan sorumlu oldugu bilinen SET8 enzim diizeyinde
ise 1 uM ve 10 uM GA uygulamasi sonrasinda kontrole nazaran bir azalma oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar gostermektedir ki, H4K20me! diizeyinden SETS8
metiltransferaz enzimi primer olarak sorumlu degil gibi goriinsede ilave ¢aligmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ciinkii hiicrede H4K20me! diizeyinin diisiik olmasmin bir
diger nedeni ise ilerleyen H4K20 di- ve trimetilasyon diizeyleridir (Jorgensen ve ark.,
2013). Baska bir neden ise H4K20me? diizeyinde sorumlu diger lizin metiltransferaz
enzimi SMYD2’in ifadelenme diizeyidir. SYMD2’de HSP90 client proteinidir
(Boehm ve ark., 2017).

H4K20me® post-translasyonel modifikasyonu, biiyiikk ¢ogunlukla perisentrik
heterokromatin, telomeraz, imprintlenmis bolgeler ve tekrar elementlerinin
bulundugu boélgelerde siklikla goriilmekte olup transkripsiyonel baskilamay1 gosteren

bir belirtectir. Bu post-translasyonel modifikasyonun biiyiikk bir kisminin
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gerceklesmesinden sorumlu enzimler SUV4-20H histon metiltransferaz enzimleridir.
Bu enzimler, hiicrenin G1 fazinda, SUV4-20H2 enzimi H4K20me'leri substrat
olarak kullanarak H4K20me®'e déniistiir (Jorgensen ve ark., 2013). Calismamizda 1
uM ve 10 pM GA uygulamasi sonrasinda 1 ve 6 saat uygulamalarinda H4K20me®
diizeyinde artma belirlenmesine karsin 1 uM 24 saat GA uygulamasi sonrasinda
kontrole nazaran H4K20me? diizeyinde 6nemli bir azalma gozlemlenmistir. GA'nin
Histon H4 ve bu histonun post-translasyonel modifikasyonlart H4K20me'”® iizerine
etkisi ilk kez bu tez ile calisilmistir. Ancak Li ve ark. (2017)'de yaptiklari bir
calismada, mesane kanseri hiicre hatti 5637°de farklt HSP90 inhibitorleri AUY922,
STA9090 ve SNX2112 kullanilmistir. HSP90 inhibitorlerinin 24 saat inkiibasyonu
sonrasinda kontrole nazaran Onemli olgiide H4K20me® diizeyinde artma
belirlenmistir. Bu inhiborlerde GA ile ayni sekilde HSP90’nin N terminal ATP
baglanma bolgesine baglanarak HSP90’nin  inaktivasyonuna yol agarlar
(Chandarlapaty ve ark., 2008; Lin ve ark., 2008; Okui ve ark., 2011). T24 ve 5637
mesane kanser hiicre hatlar1 patolojik olarak birbirlerinden farklidir. T24 hiicreleri
kasa invaze mesane kanser hiicre hatti iken 5637 hiicreleri ise kasa invaze olmayan
mesane kanser hiicre hattidir (Kanat ve Kanat, 2015). Ayrica T24 hiicreleri grade 11l
iken 5637 hiicreleri ise grade II’dir. Bizim ¢alismamizda, 6 saat GA uygulamasi
sonrasinda H4K20me® diizeyinde dnemli bir artis goriilmektedir. Bu hiicrelerde
ayrica TSA uygulamasi sonrasinda HDACL1 ifadelenme diizeyinin en yiiksek oldugu
zaman 6. saattir. Epigenetik mekanizmalarda 6zellikle DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 i¢in hiicre déngiisiiniin belli zaman araliklar1 énemlidir. Ornegin
H4K20me! diizeyi hiicre dongiisiiniin G1 asamasinda diisiik ilen M fazinda ise en
yiiksek diizeye ¢ikmaktadir (Jorgensen ve ark., 2013). Bu sonuglar gosteriyor ki, T24
hiicreleri igin histon 4 proteinlerinin post-translasyonel modifikasyonlar1 i¢in 6.saat

oldukc¢a 6nemlidir.

Bilindigi tizere HSP90 ifadelenmesi kanser hiicrelerinde ©nemli oOlciide
artmaktadir. HSP90’nin yiizlerce hedef proteini vardir ve hem yabanil tip hem de
mutant formlarma baglanabilmesinden dolayr kanserogenezde &nemli rol
oynamaktadir. HSP90’in kanser hiicrelerinde fonksiyonlaridan biri apoptozonu

inhibe etmektir ve 6zellikle kemoterapétiklere direncte de dnemli rol oynamaktadir
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(Ischia ve So, 2013; Chehab ve ark., 2015). Bu nedenle bu c¢alismamizda ki
amaclarimidan biri GA uygulamasi sonrasinda tiimor baskilayici genlerin yeniden
aktivasyonu sonrasinda kanser hiicrelerinin aopototik mekanizmasinda nasil bir
degisiklik meydana geldigini arastirmakti. Bu amacla, T24 hiicrelerinde apoptozu
degerlendirmek i¢in BAX/BCL2 orami incelenmistir. GA uygulamasi sonrasinda
kontrole nazaran 1. ve 24. saatlerde BAX diizeyinde artis olmasina karsin ayni siire
ve doz GA uygulamasi sonrasinda kontrole nazaran BCL2 diizeyinde bir degisme
gozlemlenmedi. 6. saat GA uygulama sonrasinda BCL2 diizeyinde 6nemli azalma
gozlemlenirken Bax diizeyinde kontrole nazaran bir degisiklik gézlemlenmemistir.
Calisgmamizin sonucunda GA uygulamas: sonrasinda ayni dozda farkli zaman
araliklarinda BAX diizeyindeki artis veya BCL2 diizeyinde azalis hiicreleri apoptoza
yonlendirmektedir. Bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak Lee ve ark., (2012)’larida
over kanser hiicrelerinde GA uygulamasi sonrasinda kontrole nazaran sitoplazmik
ve mitokondrideki BAX oraninda artig, sitoplazmik BCL2 diizeyinde ise azalma
belirlemislerdir. Kolon kanseri hiicre hatt1 HT29 hiicrelerinde de benzer sekilde GA
ugulamas1 sonrasinda BAX diizeyinde artis ve BCL2 diizeyinde azalma
belirlenmistir (Mohammedi ve ark., 2016). Baska bir kolon kanseri hiicre hattinda
(HCT116) GA uygulama sonrasinda p53** ve p53™ hiicrelerinde BCL2 diizeyinde
azalma belirlenmistir (McNamara ve ark., 2012). Karkoulis ve ark. (2013)’lar
calismasinda ise mesane kanser hiicrelerinde (T24 ve RT4) Geldanamisinin apoptozu
hangi yolakla indiikledigini arastirmiglardir. Bu amagla, Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve
Kaspaz-9 proteinlerinin diizeyindeki degisimleri incelemislerdir. 24 saat 1 uM ve 10
uM GA uygulamasi sonrasinda aktif kaspaz-8 ve aktif kaspaz-3 diizeyinde artig
belirlenirken aktif kaspaz-9 diizeyinde oOnemli bir artig belirlenememistir. Bu
sonuclar gostermektedir ki, geldanamisin hiicreleri apoptoza digsal yolak araciligiyla

indiklemektedir.

Sonug olarak insan mesane kanser hiicre hatti T24 hiicrelerinde Geldanamisin
hem DNA metilasyonu hem de histon modifikasyonlar1 iizerinden epigenetik
regililasyonu diizenlemekte ve kanser hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu
durum gosteriyor ki, insan mesane kanser hiicrelerinde diisik doz HSP90

inhibitorleri terapotik olarak 6nemli bir etkiye sahiptir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda insan mesane kanser hiicre hatti T24 hiicrelerinde HSP90 inhibitorii
Geldanamisinin, DNA metilasyonu ve gen ifalenmesini inaktive edici histon
metilasyonlar1 (H3K27me®, H4K20me!, H4K20me?®) iizerine etkisinin belirlenmesi
amaclanmaktadir.

Calismamizda HSP90 spesifik inhiborii olan Geldanamisinin doza ve zamana
bagl olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirlendi. IC50 degeri 10 uM
olarak belirlendi.

Geldanamisin DNA metilasyonundaki etkisini belirlemek i¢in T24
hiicrelerinde hipermetilasyon nedeniyle inhibe WIF1, DNMT1 ve HDAC1 incelendi.
Geldanamisin, doz ve zamana bagli olarak DNMT1'i hem transkripsiyonel hem de
translasyonel diizeyde inhibe etmistir. GA uygulamasi sonrasinda DNMT 1'e paralel
olarak HDAC1 mRNA diizeyinde de azalma belirlendi. Ayni1 azalma TSA uygulmasi
sonrasinda da goriildii. DNMT1'in azaldigi doz ve zaman araliginda WIF1 geninde
de reaktivasyon goriildii.

Geldanamisin'in  histon post-translasyonel modifikasyonlarindaki roliinii
belirlemek igin GA uygulamas: oncesi ve sonrasinda H3K27me® ve H4K20me!® ve
histon H4 metilasyonundan sorumlu enzimler SET8 ve KMTS5C diizeyleri incelendi.
Geldanamisin uygulamasi1 sonrasinda H3K27me?, H4K20me®, SET8 ve KMT5C
diizeylerinde doz ve zamana bagli olarak artma ve azalmalar belirlendi.
Geldanamisinin histon post-translasyonel modifikasyonlar iizerine etkisinin tam
olarak belirlenebilmesi icin ilave doz-zaman araliginin genisletilmesi ve bu
modifikasyonlardan sorumlu olabilecegi diisiiniilen SMYD2 ilave lizin histon
metiltransferaz ve demetilaz enzimlerininde ¢alisilmasi gereklidir.

B-katenin sinyal yolaginin antagonistlerinden bir olan WIF1 geninin
Geldanamisin aracili reaktivasyonunu takiben meane kanser hiicredeki apoptotik
yolagin aktivasyonu BAX/BCL2 diizeyi ile degerlendirildi. Geldanamisin
uygulamasi sonrasinda 6. saat hari¢c BAX diizeyinde artma, BCL-2 diizeyinde ise
kontrole nazaran bir degisim gozlemlenmedi. Buna karsin 6 saat Geldanamisin
inkiibasyonu sonucunda BCL2 diizeyinde O6nemli bir azalma belirlenirken BAX
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diizeyinde kontrole nazaran herhangi bir degisim gozlemlenmedi. Sonug¢ olarak
WIF1'in aktivasyonunu takiben mesane kanser hiicreleri apoptoza indiiklenmistir.

Calismamiz sonucunda HSP90'nin hem DNA metilasyonu hem de histon post-
translasyonel modifikasyonlar ilizerinden epigenetik mekanizmalar iizerine 6nemli
etkileri oldugunu belirledik. Ancak HSP90'nin epigenetik mekanizmalar iizerinde
etkisini tam olarak ortaya koyabilmek icin HSP90'nin niikleusa transloke olabilmesi
icin HSP70 ile olusturdugu kompleksten ayrilmasi gerekmektedir. Bu nedenle
Geldanamisinin HSP70 {izerindeki etkisinin HSP90 ve histon post-translasyonel
modifikasyonlarda gorevli HSP90 client proteinlerinin birlikte degerlendirilmesi
epigenetik mekanizmalardaki etkisinin tam olarak aydinlatilmasina 6énemli katkilar
saglayacagini diisiinmekteyiz.
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OZET

Mesane Kanser Hiicrelerinde Hsp90 inhibitorlerinin Histon Metilasyonu iizerine Etkisi

Ist sok protein 90 (HSP90), ATP-bagimli molekiiler bir saperon olup kanserin temel
Ozellikleri olarak tamimlanan c¢ok sayidaki onkogenik sinyal proteinlerinin stabilitesi ve
fonksiyonu icin gereklidir. Son yollarda, HSP90'in epigenetik yolaklarda da 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Mesane kanseri, en sik goriilen iirogenital kanserler igerisinde ikinci
sirada yer almaktadir. Mesane kanseri, geleneksel olarak genetik bir hastalik olarak kabul
edilmekle birlikte epigenetik mekanizmalarin da bu hastaligin etiyolojisinde 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu ¢aligmanin amact HSP90 proteininin mesane kanserinde inaktive
edici metilasyon diizeyine olan etkisinin belirlenmedir. HSP90 spesifik inhibitorii
Geldanamisin (GA)'nin sitotoksitesi, insan mesane kanser hiicre hatti T24 hiicrelerinde
zamana ve doza bagimli olarak WST1 araciligiyla, DNMT1, HDAC1 ve WIF-1 hedef
genlerin ifadelenme degisimleri real-time PCR DNMT1, H3K27me3, Histone H4,
H4K20mel, H4K20me3, Aktl, pAkt1(S473), SET8, KMT5C, Bax ve Bcl2 protein diizeyleri
western blot kullanilarak belirlendi. Bulgularimiza gore geldanamisin yiiksek dozda (10uM)
hiicre proliferasyonunu inhibisyonuna neden olmaktadir. Diisiik ve yliksek dozlarda GA,
Aktl inhibisyonu araciliiyla transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde DNMT1'in
ifadelenmesini ve ayn1 zamada HDAC1 ifadelenmesini azaltmaktadir. Bunula birlikte, GA
muamelesi sonrasinda DNMT ve HDACI1 gen diizeylerindeki azalmaya bagl olarak WIF1
geninin yeniden ifadelendigi gozlemlendi. Buna ek olarak, histon post-transalsyonel
modifikasyonlar (H3K27me3, H4K20mel and H4K20me3) ve bu modifikasyonlardan
sorumlu enzimlerin (SET8 ve KMT5C), GA uygulamasini takiben doz ve zaman baglimli
olarak upregiile veya downregiile oldugu ve Histon H4 protein diizeyinde &nemli bir
degisimin olmadig1 gozlemlendi. WIF1 yeniden ifadelenmesini takiben kanser hiicrelerinde
apoptotik indiiksiyon belirlendi.  Bizim sonuglarimiz, HSP90 proteininin molekiiler
etkilerinin epigenetik diizenlenme {izerine etkilerinin tam olarak belirlenmesine ve invaziv
mesane kanserlerinin tedavisi i¢in yeni molekiiler hedeflerin (HSP 90 client proteinler)

tanmimlanmasina katki saglayabilecektir.

Anahtar kelimeler:HSP90, DNA metilasyonu, Histon post-translasyonel modifikasyonlar

Mesane kanseri.
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SUMMARY

The Effect of HSP90 Inhibitors on Histone Methylation in Bladder Cancer

Heat shock protein 90 (HSP90) is an ATP-dependent molecular chaperone that required for
the stability and function of numerous oncogenic signaling proteins that determine the
hallmarks of cancer. HSP90 has been shown to play an privotal role in epigenetic pathways
in recent years. Bladder cancer constitutes the second most common type of cancer among
urogenital cancers. Bladder cancer has traditionally been accepted as a genetic disease,
however it is known that the epigenetic mechanisms also play an important role in the
etiology of this disease. The aim of this thesis project to explain how the HSP90 protein
affects to inactivating histone methylation markers levels in bladder cancers. Cytotoxic
effect of HSP90 spesific inhibitor Geldanamycin (GA) in human bladder cancer cell line T24
was detected time and dose dependent manner with WST1, expression aberration of target
genes DNMT1, HDAC1 and WIF-1 using real-time PCR and protein levels of DNMT1,
H3K27me3, Histone H4, H4K20mel, H4K20me3, Aktl, pAkt1(S473), SET8, KMT5C, Bax
and Bcl2 using western blot. Our results demostrated that GA caused an decreased cell
proliferation at high dose (10 uM). In both low and high dose cases, GA was decreased
DNMT1 at both transcriptional and translational levels via inhibition of Aktl and therewithal
HDAC1 expression. However, reexpression of WIF1 gene was observed after treatment GA
based on decreased DNMT1 and HDAC1 gene levels. Furthermore we showed that histone
post-translational modifications (H3K27me®, H4K20me! and H4K20me®) and enzymes
(SET8 and KMTS5C) responsible for this modifications was up regulated or downregulated
depend on the dose and time following GA treatment and also not observe significantly any
changes at Histone H4 protein level. We demonstrated to induce apoptosis following
reexpression of WIF. Our findings may offer a new approach determination of molecular
effect of HSP90 on epigenetic regulation would allow us to identify new molecular targets

(HSP90 client proteins) for treatment of the invasive bladder cancer.

Keywords:HSP90, DNA methylation, Histone post-translational modifications, Bladder
cancer
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