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1. GIRIS

Kanser, tiim diinyada insanlarn etkileyen olduk¢a 6nemli bir saglik sorunudur.
Her yil diinya genelinde milyonlarca insana kanser teshisi konulmakta ve bu
hastalarin yaris1 kansere bagli sebeplerden hayatlarini kaybetmektedir. Ayrica
kanser, bircokulkede kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siradaki olim
nedeni olarak gosterilmektedir (Ma ve Yu, 2006). Son 20 yilda, 6zellikle diisiik ve
orta gelirli iilkelerde yasam tarzinin, g¢esitli aligkanliklarin, cografik ve c¢evresel
faktorlerin ¢esitliligine bagli olarak kanser vakalarinda ve kansere bagli 6liimlerde
artig egilimi goriilmiistiir (Adeloye ve ark., 2016). Yalnizca 2012'de yaklasik 14,1
milyon insana kanser teshisi konulmus ve diinya genelinde yaklasik 8,2 milyon kisi
kanser sebebiyle hayatini kaybetmistir (Ferlay ve ark., 2015). 2030 yilina kadar da
yaklasik 17 milyon kisinin kanser ve kansere bagli nedenlerle hayatin1 kaybedecegi
tahmin edilmektedir (Adeloye ve ark., 2016). Insan saghigini ve hayatii bu denli
tehdit eden bir saglik sorunu olan kanserin tedavisi i¢in kanser hiicrelerindeki ¢esitli
biyomolekiilleri hedef alan tedavi stratejilerinde Ozellikle son yillarda biiyiik
gelismeler yasanmistir. Proteinlerin de, hiicresel fonksiyonlari géz 6niine alindiginda
kanser tedavisinde ¢cok onemli bir hedef olduklar1 bilinmekte ve bu amacla kanserle
iligkili cesitli proteinlerin hedeflendigi bircok yeni kimyasal ajan gelistirilmektedir
(Rodina ve ark., 2013; Kang ve ark., 2014).

Proteinler, prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde biiyiime, c¢ogalma ve
farklilasma gibi hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde hayati 6neme sahip
olan organik molekiillerdir. Proteinlerin bu hayati fonksiyonlar1 yerine
getirebilmeleri ic¢in oOncelikli olarak {i¢ boyutlu yapilarina uygun bir sekilde
katlanmalari, katlanmisg hallerini korumalar1 ve hiicre igerisindeki konumlarini
almalar1 gerekmektedir (Nykanen, 2001; Valastyan ve Lindquist, 2014). Baz1 kii¢iik
proteinler kendi kendine katlanabilse de daha biyuk proteinler (6rn: ¢coklu domain
yapisina sahip proteinler) katlanabilmek i¢in saperonlar olarak adlandirilan yardimei
diger proteinlere ihtiyag duymaktadirlar. Ayrica hiicreler gesitli stres durumlarina

maruz kaldiklarinda protein katlanmalarinin uygun bir sekilde yapilabilmesi ve



denature olan proteinlerin tekrar katlanabilmesi i¢in birgok saperon sisteme ihtiyag
vardir. Saperonlar, hem fizyolojik kosullarda hem de stres kosullarinda proteinlerin

katlanmalarina yardimci olan protein molekiillerdir (Bukau ve ark., 2006; Sharma ve

Masison, 2009).

Ozellikle 151 sokuna maruz kalmis hiicrelerde ekspresyonunda artis gdzlenen
1s1 sok proteinleri (heat shock proteins; Hspler) saperonlarin en onemli alt grubu
proteinlerdir. Birgok organizma yapisal olarak benzer ancak fonksiyon bakimindan
farkli Hsplere sahiptir. Hspler fizyolojik kosullarda yeni sentezlenen proteinlerin
uygun konformasyonlara katlanmasma yardim etmektedirler. Bunun yani sira
hiicreler yiiksek sicaklik, susuzluk, kemoterapi gibi stres durumlarina maruz
kaldiklarinda proteinlerin katlanmalarinda kismen bozulmalar meydana gelmektedir.
Boyle durumlarda Hspler, o6zellikle de Hsp70 ailesi proteinler, hasar goérmiis
proteinlerin  tekrar dogru bir bi¢imde katlanmalarimi1 saglayarak protein

agregasyonunu 6nlemektedirler (Sharma ve Masison, 2009; Tutar ve Tutar, 2010).

Hspler bahsedilen gorevlerinin yani sira hiicresel sinyalizasyondan ve hiicre
i¢i protein trafiginin kontroliinden de sorumlu yapilardir. Ozellikle Hsp90, Hsp70 ve
Hsp27°nin apoptotik siirecleri farkli seviyelerde engelleyen apoptotik faktorlerle
onemli iliskilerinin olmasi ve apoptozun regiilasyonundaki/inhibisyonundaki rolleri
Hsplerin kanserle yakindan iligkili oldugunu gdstermektedir. Kanser hiicrelerinin
normal hiicrelere gore metabolik gereksinimleri olduk¢a fazla oldugu i¢in Hsplere
normal hicrelerden c¢ok daha fazla ihtiyag duymaktadirlar ve birgok kanser
hicresinde normal hiicrelere gore yiksek seviyelerde Hsp ekspresyonu
gorilmektedir. Tumor hicrelerindeki bu yuksek Hsp ekspresyonu, metastaza,
invazyona, timor boyutunda artisa, antikanser tedaviye karsi yiiksek dirence ve
sonu¢ olarak tedavide kot prognoza neden olmaktadir. Ornegin yiiksek
seviyelerdeki Hsp70 ekspresyonunun hepatoselliiler ve prostat kanserinin erken
evreleri i¢in bir belirte¢ oldugu; yine bu proteinin yiiksek seviyedeki ekspresyonunun
kolorektal karsinoma ve meme kanserinde lenf bezlerine metastazi gozlemlemek igin
belirte¢ oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde Hsp70 asir1 ekspresyonu akciger
kanserinde Ki67 pozitifligi ile iliskili, servikal kanserde ise tumor boyutu ve hicre



proliferasyonu ile baglantilidir. Hsp70 seviyelerinin melanoma ve agiz kanseri ile
iligkili olabilecegi, akut myeloid 16semili hastalarda hayatta kalma siiresini kisalttig1
ve kotl prognoza yol agtigi da bilinmektedir. Bu yizden Hsplerin inhibisyonuna
yonelik antikanser tedavi stratejileri son zamanlarda biyuk ilgi gérmekte ve bu
alandaki caligmalar her gecen giin artmaktadir (Powers ve ark., 2010; Goloudina ve

ark., 2012; Murphy, 2013).

Son zamanlarda bircok Hsp inhibitori 6zellikle kanser tedavisi igin klinik
calisma altindadir. Bunlardan Hsp90 inhibitorleri meme kanseri, akciger kanseri ve
kan kanserlerinin de dahil oldugu bir¢ok kanser tiiriniin tedavisinde etkili bir sekilde
kullanilmaktadir (Jego ve ark., 2013). Ancak Hsp90 inhibitorlerinin 6nemli bir yan
etkisi hiicre o6lumunin negatif bir dizenleyicisi olan Hsp70 ekspresyonunu
uyarmasidir. Hsp90 inhibisyonu ile uyarilan Hsp70’in yiiksek seviyelerdeki
ekspresyonu hiicre 6liimiinii (6zellikle de apoptozu) engellemekte, dolayisiyla Hsp90
inhibitorlerinin antitimdr etkinligini 6nemli Olgiide azaltmaktadir (Guo ve ark.,

2005).

Yukarida bahsedildigi lizere Hsp90’in tek basina inhibisyonu, Hsp70
ekspresyonunda artisa neden oldugu ve bu Hsp70, Hsp90°1n yerini aldig1 i¢in kanser
tedavisinde yeterli olmamaktadir. Bu durum Hsp70 inhibisyonunun antikanser tedavi
stratejilerindeki Onemini ortaya koymaktadir. Bu tez g¢alismasinin amaci ¢esitli
Hsp70 inhibitorleri kullanilarak gerceklestirilen Hsp70 inhibisyonunun meme kanseri
hiicrelerindeki antikanser etkinligini gen seviyesinde ve protein seviyesinde
incelemektir. Ayrica Hsp70 proteininin niikleotid baglama boélgesinin  kritik
noktalarinda yapilacak nokta mutasyonlarmin Hsp70 fonksiyonlarini nasil etkiledigi
ve mutant Hsp70 proteinlerinin fonksiyonlarinda inhibitorler varliginda nasil

degisiklikler olusabilecegini arastirmaktir.

Genel olarak Hsp70 inhibitorlerinin antikanser etkileri biliniyor olsa da, bu
inhibitorlerin kanser hiicrelerindeki gen ekspresyon profillerini ne sekilde etkiledigi

acik bir sekilde bilinmemektedir. Ayrica bu inhibitdrlerin Hsp70 inhibisyonunu gen



seviyesinde mi, protein seviyesinde mi yoksa protein fonksiyonunu etkilemek

suretiyle mi yaptiklar: da net bir sekilde ortaya konulmamustir.

Son yillarda Hsp70 inhibisyonu iizerinde ¢esitli aragtirmalar yapilmis olmakla
birlikte, bu ¢alisma Hsp70 inhibisyonunun kanserle ve Hsplerle iligkili gen
ekspresyon profilini ne sekilde etkiledigini arastiran tek ¢alismadir. Ozelliklede PCR
array deneyleri sayesinde Hsp70 inhibitorlerinin kanserle ve Hsplerle iliskili gen
ekspresyon profilini ne sekilde degistirdigini anlamak ve olasi yeni kanser

yolaklarinin kesfi, ileri ¢aligsmalar i¢in dnciil olacaktir.



1.1. Is1 Sok Proteinleri

1.1.1. Is1 Sok Proteinlerinin Yap1 ve Fonksiyonlari

IIk olarak 1962 yilinda Italyan bilim adami Ferruccio Ritossa tarafindan
Drosophila melanogaster larvalarinin yiiksek sicakliga maruz kalmis tiikiiriik bezi
hiicrelerinde, siskinleserek kabarik hale gelmis kromozomlarinin tespit edilmesiyle
kesfedilen Hspler, bakterilerden insanlara kadar hemen hemen biitiin canl
organizmalarda bulunan ve evrimsel olarak ¢ok iyi korunmus proteinlerdir (Ritossa,
1962; De Maio, 1999). Isi1 stresi, bu proteinlerin sentezini O6nemli Ol¢iide
artirdigindan bu 6zel proteinler “is1 sok proteinleri” olarak adlandirilmistir. Biitiin
Hspler molekiiler saperon olmalarina ragmen biitlin molekiiler saperonlar 1s1 sok
proteini kategorisine girmemektedir (Erlejman ve ark, 2014). Ilk kesfedildigi siralar
sadece sicaklik artis1 ile sentezlendigi diisliniilen Hsplerin daha sonralari besin
yetersizligi, radyasyon, hipoksi, pH’daki degisiklikler, enfeksiyonlar, agir metaller,
oksidatif ve toksik stres gibi c¢evresel ve metabolik stres kosullarinda da
ekspresyonlarinin artti§i goézlemlenmis ve Hspler “stres proteinleri” olarak da

adlandirilmiglardir (Cizelge 1.1) (Mansilla ve ark., 2012).

Cizelge 1.1. Hsplerin artisina neden olan gesitli faktorler (Schlesinger, 1990; Gehrmann ve
ark., 2008; Tutar ve Tutar, 2010).

Cevresel Hastahik Normal Kosullar
Is1 soku Ates Gelisme
Kimyasallara maruziyet Iskemi Normal hiicre dongisi
UV isinlarina maruziyet Hipoksi Hiicre farklilagmasi
Besin yetersizligi Inflamasyon Hormonal stimilasyon
pH degisikligi Viral stres Embriyonik gelisim
Oksidatif stres Kanser Buylime faktorleri

Kanser ilaglari
Nikotin
Agir metaller
Alkol

Doku Travmalari

Depresyon
Genetik lezyonlar




Memeli Hspleri genellikle molekiil agirliklart ve fonksiyonlarina gére Hsp100
(100-104 kDa), Hsp90 (82-90 kDa), Hsp70 (68-75 kDa), Hsp60 (58-65 kDa), Hsp40
(40 kDa), ve Kkuglk Hspler (15-30 kDa), olmak Uzere 6 ana grupta
siniflandirilmaktadir. Bu proteinlerin molekiil agirliklar1 15 kDa-110 kDa arasinda
degismekle birlikte her bir Hsp ailesi farkli hiicre i¢i lokalizasyonlarda bulunan
cesitli  izoformlardan olugsmaktadir. Hsplerin  hiicre i¢i  lokalizasyonlar
fonksiyonlarina gore degismekle birlikte sitozolde ve niikleusta (Hsp27, Hsc70,
Hsp70 ve Hsp90), endoplazmik redikulum limeninde (Grp78 ve Grp 94) ve
mitokondriyal boslukta [Grp75, Hsp60 ve Hsp90 homologu TRAP1 (TNF reseptor-
iliskili protein 1)] bulunabilmektedirler. Ayrica, hiicre i¢i lokalizasyonlarindan farkli
olarak plazma membraninda ve hiicre dis1 alanda da bulunabilmektedirler. Ozellikle
timdrli hiicrelerde Hsp70 proteinleri, Hsp90 ve Hsp90 ailesine bagli GP96
proteinleri hiicre disi ortamda bulunmaktadirlar. (Kampinga, 2006; Sherman ve
Multhoff, 2007; Kampinga ve ark., 2009). Hiicre i¢i Hspler den farkli olarak hiicre
disinda ya da plazma membrani iizerinde bulunan bu Hsplerin 6zellikle de bagisiklik
sistemini uyarict ve diizenleyici fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Multhoff ve
Hightower, 2011). Cizelge 1.2 de 6nemli Hsplerin hiicresel lokalizasyonlart ve

fonksiyonlar1 6zetlenmistir.



Cizelge 1.2. Onemli Hsp ailelerinin isimlendirilmesi, hiicre ici lokalizasyonlar1 ve
fonksiyonlar1 (Zorzi ve Bonvini, 2011).

Aile Organizma  Saperonlar Lokalizasyon Fonksiyon
Hsp100 E.coli ClIpA, B, C Sitoplazma a Agregatlardan denatiire
. . proteinlerin alinarak yeniden
S.cervisiae Hsp104 Sitoplazma katlanmas:
6-7 mer
Hsp90 E.coli HtpG Sitoplazma Sinyal transdiksiyonu
S.cervisiae Hsp83 Sitoplazma (steroid hormon reseptérleri,

tirozin kinazlar,

Insan Hsp90 Sitoplazma Dimer serin/tireonin kinazlar v.b ile
GRPY4 Niikleus etkilesim), 1s1 sok yanitinin
TRAP1 ER regllasyonu, hiicre dongust
Mitokondri ve ¢ogalmasi, mitokondri
biitiinliigiiniin korunmasi
Hsc/Hsp70 E.coli Dnak Sitoplazma Istgok yamtimn
S.cervisiae Ssal-4, Sitoplazma regilasyonu, hedef zincir

polipeptidler ile etkilesim,
organeller arasi transport,
sinyal transdiiksiyonu,

Ssbh1,2 ER O
Qy

Kar2, Sscl Mitokondri

Insan hdonomer denatiire proteinlerin
Hsc70, Sitoplazma yeniden katlanmasi, hiicre
Hsp70 BIP, Nikleus, ER dongtisii ve cogalmasi, anti-
mHsp70 Mitokondri apoptotik aktivite, timérli
hiicrelerde antijen 6zellik
gosterme
Hsp60 E.coli GroEL/ES Sitoplazma Katlanma ve denattire
S.cervisiae Hsp60 Mitokondri proteinlerin stabilizasyonu,
R gesitli proteolitik sistemler
Bltkl Cpn60 K!oroplast_ 14- mer icin ko-faktor olma,
Insan Hsp60 Mitokondri bakteriofajlarin ve bitkisel
proteinlerin birlestirilmesi
Hsp40 E.coli dnaJ Sitoplazma . HSPZ)O’in AI;T?IaZ aktivitesi,
S.cervisiae Ydjl Sitoplazma M Sjll: msrtlzastl i;%l 22:3{8111. ‘{:;
. . . . onomer )
Insan Hdj1, Hdj2 Nkleus saperon
Protein agregasyonunun
- . . dnlenmesi, aktin
Kigiik E.coli IbpA, IphB Sitoplazma 28 on‘enmesl, akiin
Hs gler Insan FI)-|s 2p7 Sitoplazma 's'; mikrofilamentlerinin
P sa pef Itop vy stabilizasyonu sayesinde
crystallin Sitoplazma 8.0 termotolerans, anti-apoptotik
~e% mer aktivite




Genel olarak Hspler, bir N-terminal adenin niikleotid baglanma domain (NBD),
peptid/substrat baglanma domainini (PBD/SBD) igeren bir C-terminal domain ve
ATPaz aktivitesine olanak saglayan ve hedef proteinin taninmasinda rol alan
domainler arasi bir esnek baglayicidan olusan benzer molekiler yap1
gostermektedirler (Zorzi ve Bonvini, 2011). Biiyiik molekiil agirlikli Hspler ATP-
bagimli saperonlar (Hsp90, Hsp70 ve Hsp60) olarak tanimlanirken, kiigclik molekiil
agirlikli Hspler (Hsp27 gibi) ATP-bagimsiz aktivite gostermektedirler. Her bir Hsp
ailesi siirekli sentezlenen (konstitiitif) veya strese bagli olarak uyarilabilen
(indtklenebilen) protein iiyelerinden olusmaktadirlar. Hucrede ¢evresel veya
fizyolojik herhangi bir stres olmadiginda siirekli sentezlenen Hspler proteinlerin
uygun sekilde katlanmasi ve goOrev yerlerine taginmasi gorevlerini yerine
getirmektedirler. Ornegin stres faktorlerinin etkili olmadigi bir hiicrede Hsp90
proteinlerinin toplam hiicresel proteinlerin %]1’ini olusturmasi bu proteinlerin normal
hiicresel kosullarda da sentezlendigini ve protein katlanmalarinda rol aldiklarini
gostermektedir. Hiicresel stres kosullarinda ise hiicrenin 6liimciil olabilecek hasara
kars1 korunmasi amaciyla strese bagl olarak uyarilabilen Hsplerin ekspresyonunda
biiyiik bir artis gozlenmektedir (Didelot ve ark., 2007; Schmitt ve ark., 2007). Hem

stirekli sentezlenen hem de strese bagli olarak uyarilabilen Hsplerin;

¢ Yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi ve protein homeostazisinin
saglanmasi,

¢ Protein agregatlarinin 6nlenmesi,

¢ Denatiire proteinlerin yeniden katlanmasi ya da hasar sonucu onarilmasi
miimkiin olmayan proteinlerin yikiminin kolaylastirilmasi,

¢ Protein komplekslerinin birlestirilmesi veya ayristirilmast,

¢ Membranlar arasi protein translokasyonuna yardim edilmesi,

gibi ¢cok cesitli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica bazi Hspler giiglii hiicre
koruyucu Ozelliklere sahiptir. Ornegin Hsp70 gerek igsel, gerekse dissal apoptotik
yolaklart inhibe ederek hiicrenin hayatta kalmasina yardimci olmaktadir (Hartl ve
Hayer-Hartl, 2002; Young ve ark., 2004, Calderwood ve ark., 2006). Sekil 1.1 de
Hsplerin hicrelerde normal kosullardaki ve stres durumundaki fonksiyonlar

Ozetlenmistir.
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Sekil 1.1. Hsplerin normal ve stres kosullari altindaki fonksiyonlari (Khalil ve ark., 2011).

Hicresel stres, proteinlerin hidrofobik bdlgelerinin aciga ¢ikmasini
saglamaktadirve bu durum proteinlerin yiizey alanlarinda artisa neden olmaktadir.
Proteinlerin yiizey alanlarindaki bu artis ve hidrofobik bdlgeler, protein-protein
etkilesiminiartirarak agregatlarin olusmasina; bu agregasyon ise total protein
konsantrasyonunda azalmaya ve proteinlerin fonksiyonlarinda bozulmalara neden
olmaktadir. Ozellikle de hayati fonksiyona sahip proteinlerde meydana gelen
agregasyon, organizma ic¢in ¢ok onemli sorunlara neden olabilmektedir. Hspler
ozellikle de Hsp70 ailesi proteinleri bu hidrofobik bélgelere baglanarak protein
etkilesimlerini ve agregasyonlari Onlemektedirler. Bu durum hicrelerdeki
saperonlarin organizmanin yasamini siirdiirmesi i¢in ne kadar onemli oldugunu

gostermektedir (Tutar, 2006a; Tutar, 2006b; Sharma ve Masison, 2009).

1.1.2. Is1 Sok Protein Sentezinin Regiilasyonu

Is1 soku veya cesitli etkenlere bagli olarak olusan stres kosullarinda, Hspler
transkripsiyon ve translasyon mekanizmalari yoluyla hizli bir sekilde sentezlenmeye
baslamaktadirlar. Hicresel stres, transkripsiyon faktorlerinin  aktivasyonunu

saglamaktadir (Sarto ve ark., 2000). Hsp genlerinin transkripsiyonu, 1s1 sok



transkripsiyon faktorleri (HSFler) ailesinin kontrolii altindadir ve HSF ailesinin farkli
Uyeleri kendilerine 6zgii farkli stres durumlarinda aktive edilmektedirler (Whitley ve
ark., 1999). HSFler 1s1 sok geninin promotor bdlgesi olan 1s1 sok element (HSE)’ye
spesifik olarak baglanan transkripsiyon faktérleridir. insanda HSF-1, HSF-2 ve HSF-
4 olmak iizere ii¢ tane HSF karakterize edilmis olsa da HSF-1, kisa siireli Hsp
indiiksiyonunda esas regiilator olarak gosterilmistir. HSF-3, insan hucrelerinde
“yalanc1 gen” olarak inaktif halde bulunurken, HSF-2 ve HSF-4 bagisiklik ve
farklilasma siireglerinde rol almaktadirlar. Normal kosullar altinda dinlenme
halindeki bir hiicrede HSF-1 inaktif monomer halde sitoplazmada bulunmaktadir.
Stres durumunda ise stres protein geninin 5° promotor bolgesine (HSE) baglanarak
transkripsiyon ve translasyonu baglatmak i¢in trimerizasyon ve fosforilasyon ile aktif
hale doniiserek c¢ekirdege gegmektedir. Sonug olarak Hsp transkripsiyonunu
saglayarak Hsp27, Hsp70 ve Hsp90 gibi uyarilabilir Hsp sentezini 6nemli 6lglide
artirmaktadir. Hsp sentezinin regiilasyonu ise yine Hsplerin kendileri tarafindan
saglanmaktadir. Hspler gen transkripsiyonu regiilasyonunda énemli rol almaktadirlar.
Stres olmadigi durumlarda asir1 eksprese olan Hspler, HSF-1’in trans-aktivasyon
bolgesine baglanarak Hsp iiretimini sonlandirmaktadirlar. Boylece daha fazla Hsp
tiretimi onlenmis olmaktadir. Hsp {iretim mekanizmasi ve aktivasyonu Sekil 1.2 de

gosterilmistir (Khalil ve ark., 2011; Zorzi ve Bonvini, 2011).
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Sekil 1.2. Hsp aktivasyonu ve denatiire proteinlerin (DP) tamir mekanizmasi: (1) Stres
kosullar1 protein denatiirasyonuna neden olur. (2) DP’lerin varligi Hsp-HSF kompleksinin
ayrilmasini uyarir. Bu kompleks DP yoklugunda transkripsiyon siirecini siirlar. (3) HSF,
daha fazla Hsp tiretebilmek i¢in fosforilasyon ve trimerizasyon yoluyla aktiflesir. (4) Aktive
olan HSF, DNA dizisi iizerindeki HSE’ye baglanir. (5) HSE, Hsp geninin promotor
bolgesinin bir pargasidir. (6) Bol miktarda Hsp iiretilir. (7) Yeni {iretilmis Hspler daha fazla
DP’lere baglanmak i¢in hazirdir (Khalil ve ark., 2011).

1.1.3. Onemli Hsp Aileleri

Hspler genel olarak yiiksek molekiil agirlikli Hspler ve kiiciik Hsp aileleri
olmak tizere ikiye ayrilmaktadirlar. Hsp100, Hsp90, Hsp70 ve Hsp60 ailesi ilk gruba
ait onemli saperonlar1 olustururken, Hsp27 ve aB-kristallin kuiguk Hsp ailesinin en
onemli temsilcilerindendir (Lanneau ve ark., 2010). Bu arastirmada Hsp70 proteinin
antikanser Ozellikleri incelendigi i¢in diger Hsplere gore Hsp70 ile ilgili daha

ayrintili bilgi verilmistir.
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1.1.3.1. Hsp100 Ailesi

Yiksek molekil agirlikli Hsplerden olan Hspl00, mayada (Hspl04),
bakterilerde (ClpB), bitkilerde (Hsp101) ve Okaryotik mitokondrilerde bulunan ve
cesitli stres durumlarina karsi hiicreyi korumakla gorevli saperondur (Lee ve ark.,
2013). Memelilerde Hsp100 homologunun bulunmamasi sebebiyle bu protein bakteri
ve mayada karakterize edilmistir (Guttmann ve Koumenis, 2011). Hsp100’iin asil
gorevi diger saperonlardan farkli olarak ¢esitli hiicresel streslere maruziyet sonucu
denatiire olmus proteinlerin olusturdugu protein kiimelerini (agregatlar1) daha kicik
parcalara ayirarak cozmektir (Doyle ve Wickner, 2009). Ayrica Hspl00,
proteoliziste, gen regiilasyonunda, membranlar arasi protein trafiginde ve mayalarda
yiksek sicakliklara karsi tolerans gelismesinde gorev almaktadir (Schirmer ve ark.,
1998; Bukau ve ark, 2006).

Hsp100, yiiksek seviyede korunmus olan bir N-terminal domain (NTD), bir
orta (M-) domain ve iki ATP-baglanma domaininden (D1 ve D2) olusmaktadir. M-
domain, 85 A° uzunlugunda, ¢ift kivrimli ve protein agregatlarinin ¢oziilmesinde
kritik rol oynayan birimdir. Hsp100 saperonlar1 sinif I ve sinif 1l olmak tzere ikiye
ayrilmaktadirlar. Hsp104, ClpB, Hsp78, ClpC ve CIpA proteinlerinden olusan sinif 1,
iki adet niikleotid baglanma bdlgesi icerirken, ClpX ve HsIU’den olusan sinif II
proteinler ise bir adet nikleotid baglanma bolgesinden olusmaktadirlar (Sekil 1.3)
(Doyle ve Wickner, 2009; Lee ve ark., 2013).
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Birlikte calistigi

Protein Domain dizilisi proteinler Fonksiyon
Orta
N domain NBD-1 domain NBD-2

[ Hspl04 I N | Hsp70  Protein disagregasyonu

Clpe 0 sy DnaK Protein disagregasyonu

Simfl Hsp78 [ I, | Hsp70 Protein disagregasyonu
Clpc [ N —— ClpP Proteoliz
| ClpA | B ClpP Proteoliz
S I [ clpx [ . clpp Proteoliz
HslU HslV Proteoliz

Sekil 1.3. Sif I ve simif II Hsp100 saperonlarinin domain organizasyonlari. Sekilde ayrica
siif I ve sinif II proteinlerin fonksiyonlar1 ve birlikte ¢aligtiklar1 proteinler de gosterilmistir
(Doyle ve Wickner, 2009).

Hspl00, AAA+ ist familyasinin bir iyesidir. Bu saperonlar hegzamerik
halkalar ve substrat proteinin islendigi merkezi bir kanal olarak diizenlenmis bir veya
iki adet AAA+ domainden olusmaktadirlar. Bir¢ok Hspl00 proteini denatlre
proteinleri agmak/¢ézmek ve bu proteinleri proteolitik boslukta tutan halkasal
peptidazlar ile iliskilidir (Mayer, 2010). Hsp100’iin substratlar1 nasil katladig: ile
ilgili teorilerden biri su sekildedir: agregatlardan olusan substratlar Hsp100’de
bulunan merkezi kanaldan asagi dogru inerler. Kanalin sonunda ise Hsp70-Hsp40
kompleksi beklemektedir ve bu kompleks, proteinlerin tekrar dogru bir bigcimde
katlanmasin1 saglamaktadir (Tutar ve Tutar, 2010). Yani fonksiyonel proteinlerin
agregat halden kurtularak yeniden {i¢ boyutlu yapilarin1 kazanabilmeleri igin Hsp100
saperonlarmin Hsp70-Hsp40 kompleksi ile koordineli olarak c¢alisarak giiglii bir

saperon sistem olusturmalar1 gerekmektedir (Lee ve ark., 2013).

1.1.3.2. Hsp90 Ailesi

Evrim boyunca yiiksek seviyede korunmus olan Hsp90, bitlin okaryotik
hicrelerde eksprese edilmekte ve total hicresel protein agirliginin %1-2 sini
olusturmaktadir. Hiicresel stres durumunda ise bu miktar %4-6’lara kadar
cikabilmektedir (Taipale ve ark., 2010). Niikleusta az miktarda bulunmalarinin yan
sira bliylik bir kismi sitoplazmada lokalizedir. Molekiiler saperon olarak Hsp90,

proteinlerin katlanmasi, hiicresel kompartimanlar arasinda protein translokasyonu,
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yanlig katlanmis proteinlerin yeniden katlanmasi, protein yikimi, agregasyon onleme
ve hormon/sinyal iletimi gibi cesitli hiicresel siireglerde rol oynamaktadir. Ileri
okaryotik organizmalarda stresle uyarilan (Hsp90a) ve konstitltif olarak eksprese
edilen (Hsp90p) kristal yapilar1 oldukga benzer (yaklasik %85) iki sitozolik Hsp90
izoformu bulunmaktadir. Bunlara ilaveten GRP94 (glukoz regiile edici protein 94) ve
TRAP1 proteinleri de sirasiyla endoplazmik retikulum ve mitokondri yerlesimli

Hsp90 izoformu proteinlerdir (Sreedhar ve ark., 2004; Erlejman ve ark., 2014).

Hsp90’mn molekiiler yapist li¢ fonksiyonel boélgeden olusmaktadir: (1)
ATP’nin baglandig1 ve hidroliz oldugu cep bdlgesi olan amino (N)-terminal domain;
bu bolgenin ATPaz aktivitesi vardir ve hedef proteinlerin katlanmasini regiile
etmektedir (2) Orta domain, hedef proteinlerin ve ko-saperonlarin
taninmasindan/baglanmasindan ve ATP hidrolizinin regiilasyonundan sorumludur.
(3) Karboksil (C) -terminal domain Hsp90 dimerizasyonundan sorumlu bdlgedir
(Sekil 1.4). Bu bolgenin son kisminda ayrica Hop, FKBP52 ve PP5 gibi ko-
saperonlarin baglanmasindan sorumlu MEEVD motifi bulunmaktadir (Mahalingam

ve ark., 2009; Taipale ve ark., 2010; Hartl ve ark., 2011).

N- Terminal C- Terminal
Domain Domain

Sekil 1.4. Hsp90°1n kristal yapist (PDB kodu: 2CG9).

Hsp90 aktivitesi igin ATP gereklidir. ATP, Hsp90’a baglaninca Hsp90

“kapali” konformasyona gecerek hedef proteinin baglanmasini saglamaktadir. Daha
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sonra Hsp90’a bagli ATP hidroliz olur ve bu ATP hidrolizinden agiga ¢ikan enerji
hedef proteinin katlanmasini saglamaktadir. ATP hidrolizi ayrica Hsp90 dimerinin
“acik”  konformasyona doniisimii ve hedef proteinin  serbestlesmesiyle
sonuglanmaktadir (Hong ve ark., 2013). Sekil 1.5 de, Hsp90-aracili siiper-saperon
mekanizmasinin  niikleotid-bagimli  déngiisii  gosterilmektedir. ilk olarak yeni
sentezlenmis Hsp90 hedef proteini, Hsp70/Hsp40 saperon kompleksi ile
birlesmektedir. Olusan bu kompleks Hsp90/Hsp70-baglayici protein olan p60HoP
yardimiyla Hsp90’a baglanir. Bu sirada Hsp90, ADP-bagli konformasyondadir.
Niikleotid baglanma bolgesinde ADP’nin ATP’ye degisimi sonucu Hsp90
konformasyon degistirir ve P60™° ve Hsp70/Hsp40 kompleksi serbest kalir. Ayrica
P50%97 ve p23°ii igeren diger yardimer ko-saperonlar eklenir. Bu ATP-bagh saperon
kompleksi hedef proteinlerin katlanmasini ve stabilizasyonunu saglamaktadir.
Bununla birlikte eger ATP-bagimli basamak gerceklesmezse hedef proteinler

ubikitinizasyona ve proteozomal yikima ugramaktadirlar (Koga ve ark., 2009).

(] p23 .

Ub
O e Ub
’! Ub
(T2  Hsp4ao i
D p60™*® l

Sekil. 1.5. Hsp90-aracili siiper-saperon mekanizmasinin niikleotid bagimli dongiisii. Ub,
ubikitin (Koga ve ark., 2009).
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Hsp90 aktivitesi 20 den fazla ko-saperon tarafindan dizenlenmektedir. Bu
ko-saperonlardan bazilar1 [Hsp70/Hsp90 organize edici protein (HOP), CDC37
proteini ve p23] Hsp90 ATPaz aktivitesini inhibe ederken bazilar1 ise (AHAI1 ve
CPR6 ) ATPaz aktivitesini artirmaktadir (Hong ve ark., 2013).

Hsp90, steroid hormon reseptorleri, kinazlar (ErbB2, C-RAF, CDK4, AKT),
mutasyona ugramis pS53, hTERT ve HIF-1la gibi bircok onkogenik proteinin
stabilizasyonu, aktivasyonu ve biyolojik fonksiyonlarindan sorumludur. Hsp90 hedef
proteinleri ayrica anjiyogenezin indiiklenmesi, hiicre 6liimiine direng (anti-apoptotik
etki) ve metastaz gelisimi gibi kanser siireglerinin gelisiminde direkt olarak da rol
oynamaktadirlar. Kanser hiicrelerinin hayatta kalabilmesi bu proteinlerin varligina
onemli Olcude baglidir ve bu durum kanser tedavisinde Hsp90’1 potansiyel hedef
haline getirmektedir (Maloney ve Workman, 2002; Brown ve ark., 2007; Hanahan ve
Weinberg, 2011). Ayrica giiniimiize kadar tanimlanmig 200 den fazla Hsp90 hedef
proteini, bircogu kanser gelisimi ile alakali olan hiicre biiylimesi, hiicre cogalmasi ve
hiicrenin hayatta kalmasi gibi siiregleri desteklemektedir (Jego ve ark., 2013). Hsp90,
aktivitesi i¢in ATP’ye bagimli oldugundan Hsp90 inhibitérlerinin birgogu (N)-
terminal ATPaz cep bolgesine baglanacak; dolayisiyla saperon dongiisiinii bozarak
Hsp90 substratlarinin yikimina yol acacak sekilde dizayn edilmislerdir (Sekil 1.6)
(Haupt ve ark., 2012).
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Sekil 1.6. Geldanamisin (GA)’nin Hsp90°’1 inhibe etmesi sonucu hedef proteinin ubikitin-
proteozomal sistem yoluyla yikilmasi Ub, ubikitin (Koga ve ark., 2009).

Bir¢ogu geldanamisin tiirevi olan Hsp90 inhibitérleri BCR/ABL- pozitif
I6semi, HER2/NEU+ meme kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi
bircok kanser tirtinin tedavisinde olumlu sonuclar vermektedir (Hong ve ark., 2013).
Ayrica son zamanlarda birgok secici Hsp90 inhibitorii 6zellikle kanser tedavisi igin

klinik degerlendirme altindadir (Koga ve ark., 2009).

1.1.3.3. Hsp60 Ailesi

Hsplerin 6nemli bir grubu olan Hsp60 ailesi, stres ile uyarilabilen ve
konstitutif olarak eksprese edilen Uyelerden meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda
saperoninler olarak da adlandirilan ve saperonin kompleksinin énemli bir bileseni

olan Hsp60, arka arkaya siralanmis iki halkadan olusan fi¢1 seklinde genis silindirik
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oligomerlerdir (Arya ve Lakhotia, 2008; Tsai ve ark., 2009; Mayer, 2010). Her bir
halka, merkezi bir oyuk icermektedir ve katlanmamis proteinler katlanma surecinde
bu oyuga hapsedilmektedirler. Daha sonra bu proteinlerin katlanmasi ATP-bagimli
bir sekilde oyuk icerisinde gerceklesmektedir. Saperonin alt birimleri, niikleotid
baglanma bdlgesini igeren ekvatoral domain (ATP bu bolgeye baglanir), orta domain
ve substratla etkilesen ug (apikal) domain olmak iizere 3 bolgeden olugmaktadirlar
(Mayer, 2010). Normal hiicrelerde Hsp60 iiyeleri ¢gogunlukla mitokondrial matrikste
ve dis mitokondri membraninda bulunsa da bazi {iyeler sitoplazmada ve hiicre dis1

bolimlerde de bulunabilmektedirler (Arya ve Lakhotia, 2008; Hwang ve ark., 2009).

Molekiiler saperon olarak Hsp60, yeni olusan polipeptidlerin (6zellikle
mitokondrial proteinlerin) katlanmasina, proteinlerin sitoplazmadan organellere
(genellikle sitoplazmadan mitokondri matriksine) tasinmasina ve yanlig katlanmis ya
da denatiire olmus proteinlerin proteolitik yikimina yardimci olmaktadir. Tipik
saperon fonksiyonlarina ilave olarak bu proteinler amino asit transportu, sinyal
iletimi, peptid taninmasi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve apoptoz gibi ¢ok
cesitli siireclerde de gorev almaktadirlar. Ayrica Hsp60’1n fonksiyon gdsterebilmesi
Hsp10 (GroES) proteinine baglidir. Hsp60’mn saperon fonksiyonu Hsp10 tarafindan
regule edilmektedir. Hsp10, Hsp60 proteininin katlama bolgesi olan oyugun {izerini
bir kapak gibi kapatarak katlanma olayma yardimci olmaktadir. Bununla beraber
Hsp60’a baglanarak Hsp60’in substrat baglama ve ATPaz aktivitesini regule
etmektedir (Samali ve ark., 1999; Arya ve Lakhotia, 2008; Mayer, 2010).

Memeli Hsp60 proteininin kanser ile ilgili molekdler rolleri de bildirilmistir.
Ornegin insan Hsp60’1 kaspaz yolagmi aktive ederek apoptozu tetiklemektedir.
(Hwang ve ark., 2009). Yuksek seviyedeki Hsp60 ekspresyonu prostat kanseri,
yumurtalik kanseri, pankreas kanseri ve kalin bagirsak kanseri gibi farkli tiplerdeki
insan kanserlerinde gozlemlenmistir (Tsai ve ark., 2009). Bundan farkli olarak
bronsiyal kanserlerde ve bas boyun kanserinde diisiik Hsp60 seviyeleri gortlmektedir
(Ciocca ve ark., 2013). Dolayisiyla Hsp60’in hem proapoptotik hem de anti-
apoptotik rollerinin olmasi hiicrenin 6liimiine mi yoksa hayatta kalmasina mi1 hizmet

ettigi yoniinde tartigmalara neden olmustur. Ayrica Hsp60, bir¢ok biyolojik slrecte
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rol alsa da diger Hsplere gore daha az karakterize edilmis ve bu proteinin kesin roll

hala tam olarak anlagilamamistir (Ghosh ve ark., 2008; Hwang ve ark., 2009).

1.1.3.4. Hsp40 Ailesi

J-proteinler olarak da adlandirilan Hsp40 ailesine ait proteinler, yeni
sentezlenmis polipeptidlerin katlanmasi, membranlar arasi protein translokasyonu,
agregasyon baskilama, sinyal iletimi, DNA onarimi ve protein yikimi gibi 6énemli
hlcresel sireclerin gerceklesmesinde Hsp70’e yardim etmektedirler. Bu proteinler
bir ko-saperon olarak Hsp70’in polipeptid baglanma bolgesine hedef polipeptidlerin
tasinmasinda ve baglanmasinda rol almaktadirlar (Fan ve ark., 2004; Ramos ve ark.,
2008). Hsp70 proteinleri tek basina etkin fonksiyon gésterememektedir. Fonksiyon
gosterebilmek icin Hsp40’in yardimina ihtiya¢ duymaktadirlar. Hsp40’in esas
fonksiyonu yeni sentezlenmis polipeptidleri tanimak ve bu polipeptidleri Hsp70’e
tasimaktir. Daha sonra Hsp70’in  ATPaz aktivitesini uyararak/artirarak
polipeptidlerin katlanmasina yardimci olmaktadirlar (Qian v ark., 2002; Fan ve ark.,
2003).

Hiicrede birbirinden farkli birgok Hsp40 proteini bulunmaktadir. Hsp40 ailesi
tiyeleri fonksiyon bakimindan ve yapisal olarak birbirinden farkl tip L, tip 11 ve tip III
olarak adlandirilan 3 grupta kategorize edilmektedirler. Bu proteinlerin bitin tipleri
yapisal olarak dort tane o- heliks iceren ve 70 amino asit rezidisunden olusan J-
domain icermektedir. J-domaini tip | ve tip 1l Hsp40 proteinlerinde, N-terminal de
bulunurken; tip III Hsp40 ailesi iiyelerinde protein sekansmin herhangi bir
bolgesinde bulunabilmektedir. Tip I ve tip II Hsp40’da peptid-baglama bdlgesi,
proteinin C-terminal bolgesinde bulunmaktadir. Ayrica tip 1 Hsp40, J-domain ile C-
terminal bolge arasinda iki ¢ginko-parmak motifi icerirken tip I Hsp40’da bdyle bir
motif bulunmamaktadir. Yine bu iki simif Hsp40 proteinlerinde glisin/fenilalanin
(G/F) zengin boélgeler bulunmaktadir. Tip 1 Hsp40 ise tip I ve tip II Hsp40’tan farkli
olarak hi¢bir korunmus bolge icermez ve sadece J-domain den olusmaktadir (Sekil
1.7). Hsp40 J-domaini, Hsp70’in ATPaz domaini ile baglanti kurma, Hsp70 ATPaz
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aktivitesini uyarma ve Hsp70 polipeptid kompleksini stabilize etmekle gorevlidir. C-
terminal peptid-baglama bolgesi ise dogal olmayan polipeptidler ile etkileserek
protein agregasyonlarinin olusumunu baskilamaktadir (Ramos ve ark., 2008; Li ve
ark., 2009).

J- domain Peptid-Baglanma Béliimii

mpraspe -

Cinko-parmak

motifler
J- domain Peptid-Baglanma Béliimii
Tip II Hsp40
G/F bolge
J- domain

Tip I1I Hsp40 @

Sekil 1.7. Hsp40 Ailesi iiyelerinin domain yapilari (Li ve ark., 2009).

Hsp40 proteinleri, Hsp70 ve yeni sentezlenmis polipeptidler arasindaki
kompleks olusumunu 3 mekanizma ile diizenlemektedir. Ik olarak Hsp40, Hsp70
hedef polipeptidini substrat baglanma bolgesine baglayarak Hsp70’e tagimaktadir.
Daha sonra Hsp40, Hsp70’¢ baghh ATP’yi ADP formuna doniistiirerek Hsp70-
polipeptid kompleksini stabilize eder. Son olarak ise Hsp40 bu kompleksden ayrilir
ve Hsp70, polipeptidi uygun sekilde katlar. Kisacas1 Hsp40 saperonlart Hsp70’e
katlanacak polipeptid substratlarini sunmakta ve bu polipeptidlerin Hsp70 tarafindan
katlanmasin1 kolaylastirmaktadirlar. Sekil 1.8 de Hsp40’in Hsp70’e polipeptid
substratin1 sunmasi ve bu substratin Hsp70 tarafindan islenmesi 6zetlenmistir (Fan ve
ark., 2003; Li ve ark., 2009).
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Sekil 1.8. Hsp40’m Hsp70’e J proteini aracilifiyla katlanacak polipeptidi (substrati)
sunmasi. Sekilde Hsp40 yesil, Hsp70 sari, katlanacak protein ise ince mavi ¢izgi olarak
gosterilmistir. Katlanacak protein lizerindeki kalin siyah bolge polipeptidin Hsp40 substrat-
baglama bolgesi tarafindan taninmasimi saglayan hidrfobik bolgeleri gostermektedir. Bu
bolge ayni zaman da Hsp70’in peptid baglanma boélgesi tarafindan taninir (Li ve ark., 2009).

1.1.3.5. Kuguk Hsp Ailesi

Kigik Hspler, molekiler agirliklar1 12-43 kDa araliginda degisen ve Hsp27
(Hsp25 veHspB1 olarak da bilinir), MKBP, HspB3, aA-kristalin, aB-kristalin,
Hsp20, cyHsp, Hsp22, HspB9 ve HspBl10 olarak adlandirilan on iiyeden
olugsmaktadirlar. Ana fonksiyonu protein agregasyonunu 6nlemek olan Hsp27, bu
ailenin en ¢ok calisilan iiyesidir. Bu protein ayrica hiicresel iskelet proteinleri ve
RNA stabilizasyonunda da gorev almaktadir (Lanneau ve ark., 2008; Khalil, 2011;

Guttmann ve Koumenis, 2011).

Hsp27, goz lensinde bulunan a-kristalin proteinlerine yap1 olarak benzer C-
terminal domainden olusmaktadir. Ayrica oligomerizasyon i¢in gerekli olan
hidrofobik WDPF motifini iceren N-terminal bolgesini de igermektedir (Sekil 1.9)
(Guttmann ve Koumenis, 2011). Diger Hsplerden farkli olarak kiiciik Hspler,
organizmalar arasinda yiiksek korunumlu degildir ve tiirler aras1 oldukca gesitlilik

gostermektedirler (Tutar ve Tutar, 2010).
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Sekil 1.9. insan Hsp27 domain yapisinin sematik olarak gosterilmesi (Garrido ve ark., 2003).

Hsp27 ekspresyonu 1s1 soku, iskemi, oksidatif stres ve diger hiicresel stres
olusturan etkenler tarafindan HSF yoluyla uyarilmaktadir. Klciuk Hspler yiksek
molekiil agirlikli Hsplerden farkli olarak ATP’den bagimsiz olarak aktivite
gostermektedirler (Sharp ve ark., 2013). Hicrede herhangi bir stres durumu
olmadiginda ¢ogunlukla sitozolde bulunan kii¢iik Hspler, yaklasik 32 alt birimden
olusan 800 kDa agirlikli biylk oligomerik yapilar olusturabilmektedirler. Is1 soku
altinda ise bu proteinlerin miktarinda artis gortlmekte ve total hiicresel proteinlerin
%1’ inden fazlasin1 olusturarak hiicrelerin 1siya karsi toleransini (termotolerans)
artirmaktadirlar (Jakob ve ark., 1993). Oligomerizasyon proteinin fosforilasyon
durumuna bagimli olan olduk¢a dinamik bir siiregtir. Insan Hsp27’si Ser-15, Ser-78
ve Ser-82 olmak Uzere U¢ serin rezidisiinden fosforillenmektedir. Bu fosforillenme
tersinir bir slrectir ve reaksiyon MAPKAP kinaz 2 ve 3 enzimi tarafindan
katalizlenmektedir. Hsp27°nin  defosforilizasyonu ise biylik oligomerlerin
olusumunu saglamaktadir. Bu oligomer yapi katlanmamis veya yanlis katlanmis
proteinlere biiyiik bir ilgiyle baglanmaktadir. Oligomerlerin bu fonksiyonu
Hsp27°nin saperon aktivitesi olarak kabul edilmektedir. Bu biiylik oligomerler
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlere baglansalar da aslinda tam bir protein
katlama fonksiyonu gdstermemektedirler. Bunun yerine, Hsp27 hatali katlanmig
proteinlerin agregatlar olusturmasina engel olarak hiicrenin hayatta kalmasina
yardimer olmaktadir (Sekil 1.10) (Schmitt ve ark., 2007; Lanneau ve ark., 2010;
Sharp ve ark., 2013).
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Sekil 1.10. Is1 sokuna bagli olarak dogal proteinlerin stabilizesinin bozulmasi ve
agregasyonu Onlemek icin kiiciik Hsplerin (bordo renk ile gosterilmistir) oligomer

olusturarak denatiire proteinlere baglanmasi. N; dogal proteinleri, U; denatiire proteinleri
gostermektedir (Eyles ve Gierasch, 2010).

} Genis ve biiyiiven
topluluk

Yukarida bahsedilen fonksiyonlarinin yani sira Hsp27 apoptoz ile dolayisiyla
kanserle yakindan iligkilidir. Diger Hsplere benzer sekilde gucliu anti-apoptotik
etkilere sahiptir ve ylksek seviyede eksprese edilen Hsp27 apopototik hicre
oliimiine kars1 hiicreyi korumaktadir (Garrido ve ark., 2003). Hsp27, mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom-c salimimini inhibe ederek ve pro-kaspaz 9 aktivitesini
azaltarak bu iki bilesenin etkilesmesini onlemekte ve sonu¢ olarak apoptozom
olusumunu inhibe etmektedir. Ayrica direkt olarak pro-kaspaz 3 ile etkileserek
aktivitesini azaltmakta ve indirekt olarak stres-uyarimli Bax oligomerizasyonunu ve
Bax’in mitokondri membranina baglanmasini baskilamaktadir. Bunun yani sira 6n-
0lim yolagi olan JNK yolagini inaktive, 6n-hayatta kalma yolagi olan Akt/PKB
yolagini ise aktive etmektedir (Sharp ve ark., 2013). Bu durumla baglantili olarak
meme kanseri, yumurtalik kanseri, I6semiler, osteosarkom, endometriyal kanser gibi
bircok kanser turinde normal hiicrelere gore yiiksek seviyelerde Hsp27ekspresyonu

gorulmektedir (Jego ve ark., 2013).
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1.1.3.6. Hsp70 Ailesi

Yaklasik olarak 70 kDa (66-78 kDa) agirliginda olan Hsp70 ailesi Hspler,
molekiiler saperonlardan olugsmakta ve protein homeostazisi/kalite kontroliinde ¢ok
onemli roller Ustlenmektedirler. Hiicrelerde bol miktarda bulunmalar1 ve yiiksek
derecede korunmus olmalar1 dolayisiyla muhtemelen en iyi bilinen ve en ¢ok
caligilan saperon smifidirlar (Shaner ve Morano, 2007; Assimon ve ark., 2013;
Murphy, 2013). Hsp70 ilk kez yiiksek sicaklik, besin yetersizligi, agir metaller,
oksidatif stres ve viral enfeksiyonlar gibi hiicresel stres kaynaklarina cevap olarak
yuksek seviyede eksprese edilmis bakterilerde tanimlanmigtir. Butlin organizmalarda
bulunan Hsp70,evrim boyunca tiirler arasi yiiksek seviyede korunmus bir proteindir.
Ornegin, insan Hsp70 proteini ve DnaK olarak da bilinen Escherichia coli (E. coli)
Hsp70’i %50 amino asit benzerligi gostermektedir. Stres kosullarinin bulunmadigi
insan hicrelerinde, 13 adet Hsp70 izoformu toplam hiicresel protein agirliginin
%2’sini olusturmaktadir. Okaryotlarda sitoplazma, niikleus, mitokondri, kloroplast
ve endoplazmik retikulum gibi hiicre ici bolgelerde bulunmalarinin yani sira hiicre
dis1 ortamda da bulunabilmektedirler. Arkelerde ve 6bakterilerde DnaK, mayalarda
SSA, insanlarinda dahil oldugu memelilerde ise HSPA olarak adlandirilmaktadirlar

(Zylicz ve Wawrzynow, 2001; Zuiderweg ve ark., 2013; Murphy, 2013).

Hsp70’in  hiicresel stres kosullarindaki gorevi, protein substratlarina
baglanarak onlar1 denatiirasyon ya da agregasyona kars1 hiicresel sartlar diizelinceye
kadar stabilize etmektir. Normal hiicresel kosullarda ise, yeni sentezlenmis
proteinlerin (hidrofobik polipeptid sekanslarina baglanarak) katlanmasi, proteinlerin
hicre i¢i taginmasi, yanlis katlanmis veya agrege olmus (¢okmiig) proteinlerin
yeniden katlanmasi, yanlis katlanmis proteinlerin yikimi i¢in hedeflenmesi, protein
komplekslerinin birlestirilmesi ve ayristirilmasi, diizenleyici proteinlerin aktivitesinin
kontrol edilmesi, gen ekspresyonunun inhibe edilmesi, hicre ddngisinin
diizenlenmesi gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 vardir. Hsp70’in ayrica protein kinazlarin
ve transkripsiyon faktorlerinin stabilizesinin ve aktivitelerinin kontrol edilmesinde ve
sinyal iletim yolaklarinin diizenlenmesinde de rolleri bulunmaktadir (Erbse ve ark.,

2004; Mayer ve Bukau, 2005; Evans ve ark., 2010; Heck ve ark. 2011).
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Sitoplazmadaki koruyucu rollerinin yani sira, Ozellikle kanser hiicrelerinin hiicre
membraninda ya da hiicre dis1 alanda bulunan Hsp70 proteinleri, immin sistemin

uyarilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Multhoff, 2007).

1.1.3.6.1. Hsp70 Uyesi Proteinler

Insan genomu Hsp70 ailesinin 13 Uyesini kodlamaktadir (Brocchieri ve ark.,
2008). Birbirinden farkli bu Hsp70 fiyelerinin amino asit sekanslari, ekspresyon
seviyeleri ve hiicresel lokalizasyonlar1 farklilik gostermektedir. Okaryotlarda
sitoplazmik izoformlardan konstititif olarak eksprese edilen izoform Hsc70, stresle
uyarilabilen izoform ise Hsp72 (tezde Hsp70i olarak adlandirilacaktir) olarak
adlandirilmaktadir. Bunlardan Hsc70 normal hiicresel kosullarda birgok hiicrede
eksprese edilen ana izoform olarak bilinmekte ve Hsp70 ailesi ile baglantili olarak
temel saperon fonksiyonlarini yerine getirmektedir (Daugaard ve ark., 2007).
Hsc70’in aksine, Hsp72 ise hiicresel stres olmadigi durumlarda cok kiiciik
miktarlarda sentezlenirken, hicrede herhangi bir stres olustugunda HSF1 geni
sayesinde ekspresyonunda ¢ok hizli bir artis gorilmektedir (Whitesell ve Lindquist,
2009; de Billy ve ark., 2009).

Hsp70 ailesi tyelerinden en ¢ok ¢alisilant HSPAL1A ve HSPA1B genleridir.
Bu iki genin Urunu olan proteinler sadece iki amino asit bakimindan farklilik
goOstermekte ve bu iki protein birbirinin yerine gegebilmektedir. HSPAG, ekspresyonu
sicaklikla-indUklenen Hsp70 ailesine ait proteindir (Brocchieri ve ark., 2008). Cesitli
stres kosullarina cevap olarak eksprese edilen HSPA7’nin baglarda “yalanci gen”
oldugu diisiiniilse de sonraki analizlerde HSPAG6 ile yiiksek seviyede benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Ozellikle spermatogenez ve mayoz bélinmede 6nemli rolleri
olan HSPAILL ve HSPA2 proteinleri iki sitozolik Gyedir ve testislerde ylksek
seviyede eksprese edilmektedirler. HSPA9 (mortalin/mtHsp70/GRP75/PBP74 olarak
da bilinir) proteini mitokondrial izoformdur. HSPA5 (Bip) proteini ise endoplazmik
retikulumda lokalizedir ve katlanan proteinlerin endoplazmik retikulum limenine

tasinmasina yardimci olmaktadir. Mikrozomlarla iligkili liye olarak bilinen stch
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batiin hicrelerde konstitditif olarak eksprese edilmektedir. HSPA12A, HSPA12B ve
HSPAZ14 ise birbirlerine oldukga uzak lyelerdir ve bu proteinlerle ilgili bilgi oldukca
smurhidir (Cizelge 1.3) (Dragovic ve ark., 2006; Raviol ve ark., 2006).

Cizelge 1.3. Hsp70 ailesine ait proteinler (Kampinga ve ark., 2009).

Fare Ortolog

Gen Ad1 Protein Ad1 Eski Ad1 Insan Gen ID D
HSPALA HSPAL1A HSP70-1; HSP72; HSPAL 3303 193740
HSPA1B HSPA1B HSP70-2 3304 15511
HSPAI1L HSPA1L hum70t; hum70t; Hsp-hom 3305 15482
HSPA2 HSPA2 Is1 sok 70kD protein-2 3306 15512
HSPA5 HSPAS BIP; GRP78; MIF2 3309 14828
HSPAG HSPAG Is1 sok 70kD protein 6 (HSP70B) 3310 X
HSPA7 HSPA7 Is1 s0k70kD protein 7 3311 X
HSPA8 HSPA8 HSC70; HSC71; HSP71; HSP73 3312 15481
HSPA9 HSPA9 GRP75; HSPA9B; MOT; MOT2; 3313 15526

PBP74; mot-2
HSPA12A HSPA12A FLJ13874; KIAA0417 259217 73442
HSPA12B HSPA12B RP23-32L.15.1; 2700081N06Rik 116835 72630
HSPA13 HSPA13 Stch 6782 110920
HSPA14 HSPA14 HSP70-4; HSP70L1; MGC131990 51182 50497

Insan disinda mayada iki adet organellere 6zgii, alti adet sitozolik olmak
Uzere sekiz adet Hsp70 izoformu bulunmaktadir. Sitozolik Hsp70, Ssa (Ssal, Ssa2,
Ssa3 ve Ssa4d) ve Ssb (Ssbl ve Ssb2) olmak Uzere iki sinifa ayrilmaktadir. Ssa ve Ssb
proteinleri yaklagik olarak %60 oraninda benzerlik gdstermektedir. Benzer sekilde
prokaryotik bir organizma olan E. coli, DnaK, HscA ve HscC olarak bilinen (¢
Hsp70 Uyesini kodlamaktadir (Tutar, 2007; Sharma ve Masison, 2009).
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1.1.3.6.2. Hsp70’in Yapisi

Hsp70, yiiksek seviyede korunmus ii¢ ana domain yapisindan olusmaktadir:
(1) yaklasik 44 kDa’lik N-terminal niikleotid baglanma domaini (NBD), bu domainin
ayrica ATPaz aktivitesi vardir. (2) Yaklasik 15 kDa’lik substrat baglanma domaini
(SBD), peptid baglanma domaini olarak da bilinir. (3) Son olarak ise yaklasik 10
kDa’lik C-terminal alfa helikal “kapak” domaini. NBD ile SBD arasinda ayrica bu
iki domaini birbirine baglayan esnek ve olduk¢a hidrofobik “baglayici bolge”
bulunmaktadir. Sekil 1.11 de Hsp70’in domain yapis1 ve kristal yapist gosterilmistir
(Schuermann ve ark., 2008; Bertelsen ve ark., 2009).

(A)
1 383 396 502 602 638
Niikleotid Baglanma Domaini Baglayici Substrat Baglanma Kapak Kuyruk
(NBD) 44kDa Domaini (SBD) 13kDa 12kDa
(B)

ATP Baglanma Bolgesi

NBD: Niikleotid

Polipeptid
Baglanma Domaini

Baglanma Bolgesi
SBD: Substrat

Baglanma Domaini

Sekil 1.11. E. coli Hsp70’inin domain (A) ve kristal (B) yapisi. Sekilde DnaK proteinine ait
ATP baglanma bolgesi, NBD, SBD, polipeptid baglanma bolgesi, C-terminal kapak ve esnek
baglayic1 gosterilmistir. Domainleri gostermek i¢in rasmol programi kullanilmistir (PDB
kodu: 2KHO) (Zuiderweg ve ark., 2013;Murphy, 2013).
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NBD, iki loblu bir yapiya sahiptir ve her bir lob (I ve II), iki alt-domaine (A
ve B) ayrlarak IA, IB, IIA ve IIB alt-domainlerini olusturmaktadir (Kabani ve
Martineau, 2008). IA ve IB birbirleriyle gucli bir sekilde etkileserek lob I'i
olustururken, IIA ve IIB, lob II’yi meydana getirmektedir. A ve IIA alt-domainleri
nikleotid paketinin dip kismini olusturmaktadir ve bu niikleotid baglanma kutusu
sayesinde ATP ile etkilesmektedirler (Sekil 1.12). Alt-domainler arasindaki esneklik
ATP’den ADP’ye konformasyon degisikligine olanak saglamaktadir (Young, 2010).

ATP Baglanma Bdlgesi )
g

Sekil. 1.12. Hsp70’in niikleotid baglanma domaini (PDB Kodu: 1HPM).

NBD ile SBD’yi birbirine baglayan esnek baglayici bolge yiksek seviyede
korunmus on rezidiiden olusmaktadir ve NBD ile SBD arasinda allosterik sinyal
iletiminde ¢ok dnemli roller dstlenmektedir (Sekil 1.11 B) (Vogel ve ark., 2006a;
Kabani ve Martineau, 2008). Ligand baglanmasi ile indiiklenen konformasyonel
degisiklikler sayesinde iletimin gergeklestigine dair giiglii kanitlar bulunsa da, ligand
Hsp70 domainlerinden birine baglandiktan sonra allosterik sinyalin diger domaine

nasil iletildigi konusu hala tam olarak anlagilamamistir (Swain ve ark., 2007).

Substrat baglanma bolgesi, 10 kDa a-heliks alt-domain ve 15 kDa ¢ift katli B-
tabaka alt-domainden olusmaktadir (Evans ve ark., 2010). a-helikal yapi, substrat
baglanma boélgesinin ilizerinde ‘kapak” seklinde esnek bir yapt meydana
getirmektedir. Bu “kapak” distaki loblarla (L3, 4 ve L5, 6) iki hidrojen bagi ile bagh
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bir tuz kopriisii olusturmaktadir ve substrat, SBD’ye baglaninca kapanarak Hsp70’in
Substrata olan afinitesini artirmaktadir. Kapagin kapanmasi ve tekrar agilmasi
NBD’deki ATP hidrolizi ile regiile edilmektedir (Mayer ve Bukau, 2005;Goloubinoff
ve De Los Rios, 2007; Young, 2010). SBD, her biri dort - zincirden olusan iki anti-
paralel B-tabakadan meydana gelen sandvi¢ benzeri bir yapiya sahiptir. Ilk tabaka B3,
36, B7, B8 den ikincisi ise 35, B4, p1 ve B2 tabakalarindan olusmaktadir. Ayrica ikisi
icte ikisi dista olmak tlizere yukari dogru ¢ikinti yapmis dort adet lob bulunmaktadir
(L1, 2 ve L3, 4). B-tabaka 1-2 ve loblardan olusan substrat baglanma boslugu
oldukga hidrofobiktir (Sekil 1.13) (Sharma ve Masison, 2009).

Substrat Baglanma
Bolgesi

Sekil 1.13. Hsp70 substrat baglanma domaini (PDB Kodu: 1DKZ).

SBD, ayrica substratin baglanarak katlanmasindan sorumlu korunmus bir
EEVD motifi icermektedir. Bu motif Hsp40, Hop, CHIP gibi gesitli ko-saperonlarin
ve TPR domain-igeren proteinlerinHsp70’e baglanmasinda 6nemlidir (Louw ve ark.,
2010). Diger domainlerden farkli olarak C-terminal domaini daha az korunmustur.
Bu durumun farkli Hsp70 ailesi iiyelerinin farkli ko-saperonlarla etkilesmesine

olanak sagladig: diistiniilmektedir (Murphy, 2013).
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1.1.3.6.3. Hsp70’in Ko-saperonlari

Genel olarak Hsp70 proteinleri yalniz baslarina ¢alismamaktadirlar ve
fonksiyon gosterebilmek icin ko-saperon takimina ihtiya¢ duymaktadirlar. Birgok
protein Hsp70 ko-saperonu olarak tanimlanmustir. J-domain proteinler (Hsp40),
nikleotid degistirici faktorlerin (NDF) ¢esitli aileleri ve TPR domain-igeren
proteinler bu ko-saperonlarin basinda gelmektedir (Mayer, 2013). Hsp70 ko-
saperonlarinin bu 6nemli aileleri, Hsp70’in farkli etkilesim yiizeylerine baglanarak
bu saperonun aktivitesini reglle etmektedirler. J-proteinler NBD’deki lob IA ve lob
IIA’ya, NDF’ler benzer sekilde NBD’deki lob IB ve IIB’ye baglanmaktadirlar. TPR
domain-igeren protein ko-saperonlar ise Hsp70 proteininin C-terminal kismina
bulunan EEVD sekansina baglanmaktadir (Sekil 1.14) (Liu ve ark., 1999;
Sondermann ve ark., 2001; Ahmad ve ark., 2011).

TPR domain-igeren
proteinler

Niikleotid degistirici
faktorler (NEFs)

P A
.

v.b

Hsp70

I_'_I

J proteinler

DNAJA1
DNAJB1
DNAJC1 w.b

Hsp70-NEF Hsp70-J protein Hsp70-TPR protein

2QWN 3ESK

Sekil 1.14. Hsp70’in 6nemli ko-saperonlar ile etkilestigi bolgeler. Ko-saperonlarin ii¢ farkli
smifi olan NDF, J-proteinler ve TPR domain-igeren proteinler Hsp70 ile etkileserek bu
proteinin aktivitesini diizenlerler. J-proteinler ve NDF, NBD ile etkilesirken TPR domain-
iceren proteinler C-terminal bolgeye baglanirlar (Assimon ve ark., 2013).
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Ko-saperon ailesinin Onemli bir ailesi, Hsp70 ile hedef proteinlerin
etkilesiminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan Hsp40 proteinidir. Insan
genomu 50 adet J-proteinini kodlamaktadir ve J-proteinleri DnaJA, DnaJB ve DnaJC
olmak tizere li¢ alt simifa ayrilmaktadir (Zuiderweg ve ark., 2013). Hsp40 ko-
saperonun J-domaini, Hsp70’in NBD ile direk olarak etkileserek ATP hidrolizini
1000 Kkat artirmaktadir (Sekil 1.15). Bir ko-saperon olaraksa Hsp40, Hsp70’in NBD
ve C-terminal domaini ile ve Hsp70 hedef proteinleriyle etkileserek Hsp70’in
SBD’sine katlanacak substratlar1 transfer etmektedir (bkz Sekil 1.8) (Sharma ve
Masison, 2009).

Diger bir Hsp70 ko-saperon ailesi NDF’dir. ATP-bagli durumda Hsp70,
substrata zayif bir sekilde baglanmakta iken, ADP-bagli durumda ¢ok daha gii¢li
baglanmaktadir. Bu yuzden ADP-ATP degisimi Hsp70 reaksiyon dongiisiiniin
regulasyonunda 6nemli bir adimdir (Sekil 1.15) (Kabani ve ark., 2002). iste bu
dongiiniin devamini saglamak icin NDF, Hsp70’in NBD’e baglanarak ADP salimim
hizlandirmaktadir ve ADP-ATP degisimine yardim etmektedir. NDF’ler ayrica J-
proteinleri ile birlikte hareket ederek ATP dongiisii ve buna bagli olarak da substrat
baglanmasini/salinmasini regiile etmektedirler. Onemli NDF ailesi proteinler: GrpE,
Bag ailesi proteinler, Hsp110 ve HspBP1’dir (Harrison, 2003; Patury ve ark., 2009;
Evans ve ark., 2010). Biitiin bu NDF’ler Hsp70’in NBD’sine baglanarak ADP
salinmmint  artirmaktadirlar. Ancak her bir smifin tyeleri birbirinden farkli
mekanizmalar kullanmaktadir. Ayrica bu farkli proteinlerin yapilar1 da birbirinden
farkli olup dizi homolojileri ¢ok az ya da hi¢ yoktur. Farkli yapilarindan dolay1
Hsp70’e baglanmalar1 ve Hsp70 fonksiyonlarina etkileri de birbirinden farklidir.
Ornegin Bag2, Hsp70 substratlarindan tau proteininin proteozomal parcalanmast ile
iligkili iken, Bagl-Hsp70, tau kararliligin1 artirmaktadir. Dolayisiyla spesifik NDF-
Hsp70 komplekslerin  olusumu Hsp70’e bagli substrat proteinlerin kaderini
belirlemektedir (Bukau ve ark., 2006; Elliott ve ark., 2007; Carrettiero ve ark., 2009).
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Sekil 1.15. ATP hidrolizinin sematik olarak gosterimi ve ko-saperonlarn rolii. Substrat
baglaninca J-domain ko-saperonlarlar ATP hidrolizini uyarir. ATP-ADP doniisiimiine bagli
olarak “kapak” kapanir ve substrata olan afinite artar. NDF, NBD ile etkilesime girerek ADP
salinimina yardimei oldugunda ise dongii tamamlanir (Assimon ve ark., 2013).

Ko-saperonlarin son grubu ise Hsp70’in C-terminal bdlgesininin ucunda
bulunan EEVD sekansina baglanan TPR domain-igeren proteinlerdir (Hop ve CHIP).
TPR domaini dejenere 34 amino asitten olusan antiparalel bir R-helikal “sa¢ tokas1”
motifidir. TPR ko-saperon ailesi tiyeleri TPR domainleri disinda ¢ok az homoloji
gostermektedirler  ve  bu  yiizden  saperonlarin  farkli  bolgelerine
baglanabilmektedirler. Ornegin Hop’un TPR1, TPR2A ve TPR2B olmak (zere (¢
TPR motifi bulunmaktadir. Hop, TPR1 ve TPR2B yoluyla 6ncelikli olarak Hsp70’in
ATP-bagli formuna baglanirken, TPR2A spesifik bir sekilde Hsp90’a
baglanmaktadir. Bu yolla Hsp70 ile Hsp90 arasindaki Hop kdopriileri bu saperonlar
arasindaki substrat transferine yardimci olarak substrat katlanmalarina yardimci
olmaktadir. Diger bir TPR-domain protein olan CHIP, Hop’a benzer sekilde TPR
domaini sayesinde Hsp70’¢ baglanmaktadir ancak bu iki ko-saperonun Hsp70
tizerindeki etkileri tamamen zittir. Hop, substratin katlanmasini desteklemekteyken,
CHIP pargalanmasin1 desteklemektedir. CHIP’in C-terminalinin son kismu E3
ubikitin ligaz aktivitesi gosteren U-box domainden olusmaktadir ve bu domain
ubikitin-bagimli protein yikiminda rol almaktadir (Evans ve ark., 2010; Assimon ve
ark., 2013; Sun ve ark., 2014).

Hsp70i (HSPA1A)’in ko-saperonlarla ve farkli proteinlerle etkilesimini
gOsteren protein-protein etkilesim ag1 Sekil 1.16 da gosterilmistir.
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DNAJB1

Sekil 1.16. HSPA1A’ nin fonksiyon gosterirken etkilestigi diger proteinler. Proteinlere ait
etkilesim ag1 STRING veri tabanindan elde edilmistir (http://string-db.org/).

1.1.3.6.4. Hsp70’in Caliyma Mekanizmasi

Polipeptidlerin  Hsp70-bagimli  olarak  katlanmasi, ATP harcanarak
substratlarin baglanmasi ve salinmasinin tekrarlanmasi yoluyla gerceklesmektedir.
Hsp70’in ¢alisma mekanizmasi ile ilgili bilgiler E.coli Hsp70’i DnaK uzerinde
yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilmistir. Bununla beraber bakteriyal ve memeli
Hsp70’leri %50 benzerlik gosterdigi i¢in Hsp70 saperonlarinin tiirler arasinda benzer
mekanizma ile calistigina inanilmaktadir. Hsp70’in fonksiyonu G¢ domainin
koordineli bir sekilde hareket etmesiyle olmaktadir. SBD’deki hidrofobik yarik
bolgeye substratin baglanmasi NBD’deki niikleotid durumuna baglidir. Hsp70’in
ATP-bagli formu diislik substrat baglama afinitesi gosterirken, ADP-bagli formu ise
substrata karsi yiiksek afinite gostermektedir. ATP hidrolozi sonucu NBD’de
meydana gelen yapisal degisiklikler SBD’de ve CTD’de konformasyonel

degisikliklere neden olmaktadir ve bu durum substratin yakalanmasiyla
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sonuglanmaktadir. Buna bagli olarak, substrat SBD’ye baglanmaktadir ve SBD,
NBD’ye sinyaller gondererek ATP hidrolizini uyarmaktadir; boylelikle “kapak”
kapanmakta, Hsp70 in substrata olan ilgisi yaklasik 10 kat artmis olmakta ve substrat
SBD’ye ¢ok daha siki baglanmaktadir. Daha sonra NDF’ler bir yandan ADP
salimmmin1 saglarken diger yandan ATP’nin Hsp70’e yeniden baglanmasini
kolaylastirmaktadirlar. Bunun sonucunda Hsp70’in substrata olan afinitesi diismekte
“kapak” acilmakta ve substrat Hsp70’den ayrilarak siire¢ tamamlanmaktadir.
Reaksiyon dongiisiinde ATP hidrolizi hiz kisitlayic1 basamaktir ve ATP hidrolizine
bagli meydana gelen konformasyonel degisiklikler NBD ile SBD arasindaki
hidrofobik baglayici tarafindan saglanmaktadir (Sekil 1.17) (Han ve Christen, 2003;
Tutar ve ark., 2005; Sharma ve Masison, 2009; Patury ve ark., 2009).

"dusik ilgi"

ATP

"yliksek ilgi"
katlanmig F k

substrat ’ !

Sekil 1.17. Nukleotid hidrolizi, allosteri ve Hsp70 kompleksine substrat baglanmasi.
Substrat, SBD’ye baglaninca, J-domain ko-saperonu NBD’ye baglanarak ATP hidrolizini
artirir. ATP-ADP doniisiimiine bagl konformasyon degisiklikleri “kapagin” kapanmasini ve
substrata olan ilginin artmasini saglar. NDF’lerin NBD ile etkileserek ADP salinimina
yardimce1 olmasi sonucu substrat salinir ve dongii tamamlanir (Patury ve ark., 2009).
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1.1.4. Kanser ve Apoptozda Hsp70

Hspler, hiicresel stres durumunda fonksiyon gostermelerinin yani sira normal
fizyolojik kosullarda da fonksiyon gostererek hiicresel homeostazinin devamliligi
icin 6nemli roller Ustlenmektedir. Hspler, hicresel sinyalizasyonda ve hicresel
protein trafiginin dogru bir sekilde yapilmasinda gorev almaktadir. Bu proteinlerin
birgok hastalik durumu ile iligkili olan hticre ddngusiinde ve programli hiicre
olumunde (apoptoz) rolleri vardir ve anormal seviyeleri kanserinde dahil oldugu
bir¢ok hastalikta gorilmektedir (Whitley ve ark., 1999). Kanser hiicrelerinin normal
hiicrelere gore metabolik hizlar1 ve metabolik ihtiyaglart ¢ok daha fazladir. Bunun
sonucu olarak saperonlara normal hiicrelerden daha fazla ihtiya¢ duymaktadirlar ve
daha fazla saperon sentezlemektedirler. TUmOrlu hicrelerdeki bu yuksek Hsp
ekspresyonu metastaz, antikanser tedaviye karsi direng (ilag direnci gibi) ve sonug
olarak kot prognoza neden olmaktadir (Yaglom ve ark., 2007; Goloudina ve ark.,
2012).

Hsp70, timor hicrelerinin hayatta kalabilmesi ve buylyebilmesi icin gerekli
bir faktordiir. Tiimor hiicreleri hipoksi, besin yetersizligi ve kemoterap6tik ajanlara
maruziyet gibi birgok mikro-gevresel strese maruz kalmaktadirlar. Bununla beraber
mutasyona ugramis ve yanlis katlanmig proteinlerin hicre igerisinde birikmesi ve
sinyal yolaklarmin uygun olmayan aktivitesi gibi hayatta kalmalarini tehdit eden
icsel streslere de maruz kalmaktadirlar. Protein denatiirasyonu ve agregasyonu
apoptozu tetiklemektedir ve Hsp70 apoptoz tamir mekanizmalarini engellemektedir.
Bu yiizden, timor hucreleri hayatta kalabilmek icin fazla miktarda Hsp70 proteinine
gereksinim duymaktadirlar (Tutar, 2007; Powers ve ark., 2010). Hsp70 (izerinde
yapilan ¢aligsma sonuglarina gore bu saperonun kanser baslangicinda rol alabilecegi
iddia edilmistir. Yiksek Hsp70 ekspresyonu bir¢ok kanser tlriinde kotl prognoz ile
iliskilidir. Ornegin yiiksek seviyelerdeki Hsp70 ekspresyonu meme, endometrial,
ag1z, kolorektal, prostat kanserlerinde ve 16semilerde istenmeyen saglik sorunlarina
neden olmaktadir (Evans ve ark., 2010). Cesitli kanser tiirlerinde yiiksek seviyedeki

Hsp70 ekspresyonlarinin etkileri Cizelge 1.4 de gosterilmistir.
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Cizelge 1.4. Cesitli kanser tiirlerinde Hsp70 iligkisi (Kumar ve ark., 2016).

Kanser Turd Hsp70 Ekspresyonunun Etkileri
Lésemi, MCF-7 Meme Yiiksek seviyelerdeki Hsp70 ekspresyonu kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
Kanseri hayatta kalmasini kolaylastirmaktadir.
Gastrik, Endometrial Hsp70 inhibisyonu gastrik kanser hiicrelerinin bilyimesini inhibe etmekte ve
Kanser hiicreleri apoptoza siirtiklemektedir.

Yiiksek seviyelerdeki Hsp70 ekspresyonu kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini

Gastrik Kanser kolaylagtirmaktadir.

Yiksek seviyelerdeki Hsp70 ekspresyonu kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini

Kolon ve Akeiger Ranseri kolaylastirmakta ve kanser hiicrelerini koruyucu etki gostermektedir.

Meme ve Gastrik Kanser Hsp70 antikanser etki gostermektedir.

Yiiksek seviyelerdeki Hsp70 ekspresyonu prostat kanseri gelisimine katk1

Prostat Kanseri saglamaktadir.

Kanserdeki kot prognoz ile Hsp70 seviyeleri arasindaki iliskiye benzer
sekilde, ilag¢ direnci ile Hsp70 seviyeleri ile arasinda da iliski bulunmaktadir. Yiiksek
Hsp70 ekspresyonu, prostat kanserinde cisplatin, kronik myeloid l6semide ise
imatinib direncine neden olmaktadir (Pocaly ve ark., 2007; Ren ve ark., 2008).
Benzer sekilde asirt Hsp70 ekspresyonu insan yumurtalik kanserinde cisplatin
direncine neden olmakta, Hsp70 down-regulasyonu ise kanser hicrelerindeki ilag

direncini 6nemli 6lgiide azaltmaktadir (Yang ve ark., 2012).

Antisens Hsp72 kullanilarak yapilan Hsp72 inhibisyon ¢aligmalarinin
sonuglari, Hsp72 inhibisyonuna bagli olarak tiimorlii hiicrelerin hizli bir sekilde
oldiiglinii  gostermistir. Hsp72 inhibisyonu yapilmayan hiicrelerde ise hiicreler
hayatta kalmakta ve antikanser tadaviye karsi yiiksek direng devam etmektedir
(Yaglom ve ark., 2007).

Hsp70 ayrica 6nemli bir antikanser mekanizma olan hiicresel yaslanma
yolaklarin1 da baskilamaktadir (Min ve ark., 2008). Son yapilan ¢aligmalar ytliksek
Hsp70 ekspresyonunun insan meme kanserinin yiksek seviyede agresif ve invaziv
olan alt tiirlindeki metastazla yakin iligskisinin oldugunu gostermistir (Powers ve ark.,
2009). Ayrica Hsp70, kanser hiicrelerini immiin-aracili yikima kars1 korumaktadir.
Yuksek Hsp70 ekspresyonun kanser hiicrelerini monosit bagimli sitotoksisiteden

korudugu bildirilmistir (Jaatteld ve Wissing, 1993).
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Kanser hiicrelerinde Hsp70’in yiiksek seviyedeki ekspresyonu hiicre 6liimiinu
cesitli yolaklarda inhibe etmekte ve kanser hiicresine hayatta kalma olanag:
saglamaktadir. Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz bu hiicre 6lim
yolaklarinin en Onemlilerinden birisidir ve bir¢cok c¢aligmada Hsp70 saperonunun
apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasina yardimci oldugu gosterilmistir.
Anti-apoptotik bir protein olarak Hsp70, apoptozu hem igsel hem de dissal
yolaklardan farkli seviyeler de inhibe etmektedir (Sekil 1.18) (Lanneau ve ark., 2007;

Zorzi ve Bonvini, 2011).

APOPTOZ J

-

Sekil 1.18. Hsp70’in anti-apopototik rollerinin sematik olarak gosterilmesi (Powers ve ark.,
2009).

37



Dissal yolak, oliim reseptorleri olarak bilinen timor nekroz faktor (TNF)
reseptor ailesine ait plazma membran proteinleri sayesinde tetiklenmektedir ve bu
tetiklenme direkt olarak “kaspazlar” olarak adlandirilan proteazlarin aktiflesmesine
neden olmaktadir. Igsel yolakta ise hiicre ici stres sinyalleri tarafindan mitokondri dis
membrani gegirgenliginde bozulma meydana gelmekte ve normalde membranlar
arast boslukta bulunan pro-apoptotik molekiller sitoplazmaya salinarak apoptoz
indiklenmektedir (Garrido ve ark., 2006).

Pre-mitokondrial seviyede Hsp70, c-Jun N terminal kinaz (JNKI1)’e
baglanarak aktivitesini ATP-bagimsiz sekilde bloke etmektedir (Gabai ve ark., 2000;
Park ve ark., 2001). Hsp70 baskilanmasi ise JNK aktivitesini artirmakta ve buna
bagli olarak apoptozu induklemesiyle bilinen kaspaz-3 aktivitesinde artis
g6zlenmektedir (Lee ve ark., 2005). Hsp70 ayrica fosforile olmayan protein kinaz C
(PKC) ve Akt proteinlerine de baglanarak bu proteinlerin stabilitesini artirmaktadir
(Gao ve Newton, 2002).

Mitokondriyal seviyede ise Hsp70, Bcl2 ailesinden olan Bax’in
sitoplazmadan mitokondriye translokasyonunu ve mitokondri dis membranina
baglanmasmi inhibe etmektedir. Sonu¢ olarak Hsp70, mitokondri membran
gecirgenliginin korunmasini saglamak suretiyle sitokrom-c ve AIF’in mitokondriden
sitoplazmaya salinimini 6nlemekte ve apoptozu baskilamaktadir (Stankiewicz ve

ark., 2005).

Post-mitokondriyal seviyede ise Hsp70, direkt olarak Apaf-1’e baglanmak
suretiyle sitokrom-c, Apaf-1 ve prokaspaz-9’un birlesmesiyle olusan apoptozom
olusumunu 6nlemektedir (Beere ve ark., 2000). Apoptozun final fazi sirasinda ise
kromozomal DNA, kaspaz-3 aktive olduktan sonra DNaz CAD (kaspaz ile aktive
olmus DNaz) ile kesilmektedir. CAD’in enzimatik aktivitesi ve dogru bir sekilde
katlanmasinda Hsp70’in roliiniin oldugu, dolayisiyla bu siirecte de Hsp70’in dolayh
yoldan apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir (Lanneau ve ark., 2007).
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Kaspaz bagimli hiicre 6liimiinii engellemesinin yani1 sira Hsp70, kaspaz
aktivasyonu olmadan da hicre o6lumini engellemektedir. Hsp70 mitokondri
membranlar arasi protein olan AIF’ye baglanmakta ve AIF’nin niikleusa
translokasyonunu ve buna bagli olarak kromatin kondansasyonunu (yogunlasma)
inhibe etmek suretiyle hiicrenin hayatta kalmasina yardimci olmaktadir (Creagh ve
ark., 2000; Ruchalski ve ark., 2006).

Son olarak lizozomlar da apoptoz gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar.
TNF-a, p53 aktivasyonu, oksidatif stres ve biliylime faktorii yoksunlugu gibi ¢esitli
apoptotik uyaricilar lizozomal proteazlarin (6zellikle katepsin) lizozom liimeninden
sitoplazmaya gecisine neden olmaktadir (Yuan ve ark., 2002; Jaattela ve Tschopp,
2003). Sitoplazmaya gegen katepsin, mitokondriyal membran gegirgenligini bozarak
hlicrenin apoptoza gitmesine neden olmaktadir (Boya ve ark., 2003). Hsp70, spesifik
olarak kanser hiicrelerinin lizozomal membraninda bulunurken, normal hiicrelerin
lizozom membraninda bulunmamaktadir. Kanser hiicrelerinin lizozom membraninda
bulunan Hsp70, lizozomal membranlar: stabilize eder/saglamlastirir ve katepsinlerin
ve diger hiicre Oliimiinii indiikleyebilecek enzimlerin sitoplazmaya salinimin
Onleyerek hucrenin hayatta kalmasina yardimci olur (Powers ve ark., 2009; Murphy,
2013).

1.1.5. Hsp70’in Farmasotik Olarak Hedeflenmesi ve Sentetik Hsp70

Inhibitorleri

Hsp70, antikanser tedavide énemli bir hedef proteindir ve son zamanlarda
bir¢ok arastirmact yeni Hsp70 inhibitorii gelistirme lizerine odaklanmis durumdadir.
Sekil 1.19 da bazi Hsp70 inhibitorlerinin kimyasal yapilari gosterilmistir (Kang ve
ark 2014).
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Hsp70’in  farmasotik olarak inhibisyonu, Hsp70’in domain yapist
disiiniildigiinde iic grupta smiflandirilabilir: NBD’nin hedeflenmesi, SBD’nin
hedeflenmesi ve Hsp70 ko-saperonlarinin hedeflenmesi (Sekil 1.20) (Goloudina ve
ark 2012; Murphy, 2013).

ATP-baglanma domaini Peptid-baglanma domaini
(ABD) (PBD)
NH, - COOH
Dihidropirimidinler PES
MKT-077 Aptamer A8

Ver-155008

Flavonoidler

Siilfoglikolipidler

Apoptozol

Aptamer A17
Dibenzil-8-aminoadenozin analog

Sekil 1.20. Hsp70’in domain yapist ve g¢esitli Hsp70 inhibitorlerinin baglanma bolgeleri
(Goloudina ve ark., 2012).

1.1.5.1. Hsp70 NBD’nin Hedeflenmesi

ATP hidrolizi ve ADP/ATP degisimi Hsp70 saperon aktivitesinde merkezi rol
oynamaktadir. Bu yuzden Hsp70-ATP etkilesimini bozmak, Hsp70 fonksiyonunu
engellemeye yonelik dnemli bir stratejidir. Bu amag ic¢in kullanilan ATP analogu
kimyasallar Hsp70 inihibisyonunda énemli rol oynamaktadirlar (Williamson ve ark.,
2009).

[k inhibitér ajan 1994 yilinda tanimlanmis olan 15-deoxyspergualin (15-
DSG)’dir. Dogal immiin baskilayict olan bu ajanin sigir Hsc70’ine baglanarak
ATPaz aktivitesini uyardig1 bildirilmistir (Nadeau ve ark., 1994). Daha sonraki
caligmalar bu ajanin mayalardaki protein translokasyonunu etkili bir sekilde bloke
ettigini gostermistir (Fewell ve ark., 2001). Deoxyspergualin ile iliskili olan ikinci
kusak diger bir Hsp70 inhibitdrii MAL3-101 dir. Dihidropirimidinler sinifindan olan
bu bilesik, Hsp70 ATPaz aktivitesini bloke ederek bir¢ok kanser hiicresinde
proliferasyonu inhibe etmektedir. Multiple myeloma ksenogreft modelde bu bilesigin
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etkili oldugu bildirilmistir ancak umut vadeden bu bilesigin ileri pre-klinik ve klinik
caligmalara ihtiya¢ duydugu belirtilmistir (Fewell ve ark., 2001; Braunstein ve ark.,
2011).

Diger bir Hsp70 inhibitérii olan ve NBD’ye baglanan VER-155008,
adenozin-tirevli bir ATP-analogudur ve Hsp70 ve diger aile iiyelerinin ATPaz
domainine baglanarak bu proteinlerin saperon aktivitelerini inhibe etmektedir. Bu
bilesik Hsp70 izoformlarina yiksek se¢icilikle baglanmaktadir (ICso degeri 0,5 M).
VER-155008, BT474meme kanseri hiicrelerinde kaspaz bagimli olarak, HCT116
kolon kanseri hicrelerinde ise kaspaz bagimsiz olarak apoptozu indiiklemektedir.
Ayrica VER-155008’in kolon kanseri hiicrelerinde Hsp90 inhibitorlerinden 17-
AAG’nin apoptotik potansiyelini artirdigi, yine kolon ve BT474meme Kanseri
hiicrelerinde Hsp90 hedef proteinlerinin yikimini indiikledigi bildirilmistir. Ancak bu
bilesik heniiz in vivo olarak ¢ok fazla test edilmemistir (Massey ve ark., 2010).

Katyonik rodasiyanin boyasi olan MKT-077, kanser hiicrelerine kars1 yiliksek
seviyede secicilik gosteren ve NBD’ye baglanan farkli bir Hsp70 inhibitoriidiir
(Britten ve ark., 2000). Bu inhibitérin timor hicreleri icin 1Cso degeri, saglikli
hicreler icin olan ICsp degerinden 100 kat daha diisiiktiir. Bu yiizden MKT-077
timor hiicrelerine karsi yiiksek antikanser etki gosterirken saglikli hiicrelere zarar
vermemektedir (Koya ve ark., 1996). Bircok insan kanser hicre serisi icin bu
kimyasalin ICso degeri 0,35 ile 1,2 uM arasinda degismektedir (Rousaki ve ark.,
2011). Fare ksenogreft ¢alismalar1 bu ajanin olduk¢a umut vaad ettigini gostermistir
(Chiba ve ark., 1998). MKT-077,mitokondride lokalize olmaktadir ve mitokondriyal
Hsp70 ile etkilesmektedir (Britten ve ark., 2000). Bununla birlikte sonraki ¢alismalar
Hsc70 ile de etkilestigini gostermistir (Rousaki ve ark., 2011). Bu ajan Uzerinde
yapilan Faz-I klinik g¢aligmalar, klinik dozlarmin bobrek fonksiyonlarinda ciddi
bozulmalara neden oldugunu bildirmis, dolayisiyla klinik kullanimi kisitlanmigtir
(Britten ve ark., 2000). Bu nedenle arastirmacilar ayni segicilikle Hsp70’e baglanan
ancak bobrekler icin daha az yan etki gosteren yeni inhibitorler kesfetmislerdir.
Ormegin yakin tarihte MKT-077 tiirevi olarak kesfedilen YM-1’in bircok kanser

hiicresine kars1 antikanser etki gosterdigi, saglikli hiicreler iizerinde ise toksik
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etkisinin olmadig1 bildirilmistir. Bu ylizden YM-1 gelecek icin umut vaat eden
Hsp70 inhibitorlerinden birisidir (Koren ve ark., 2012).

Insan embriyonik kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen ve imidazol
bilesik sinifindan olan apoptozol, Hsc70 ATPaz domainine baglanarak bu saperonun
ATPaz aktivitesini inhibe etmektedir (Williams ve ark., 2008; Cho ve ark., 2011).
Sifingolipidlerde Hsp70 NBD’ye baglanan diger bir Hsp70 inhibitérii ajanlardir.
Bunlardan 3’siilfogalaktolipid bilesigi, adamantil siilfogalaktozil seramid, Hsp70’e
secici olarak baglanarak ATPaz aktivitesini inhibe etmektedir (Whetstone ve
Lingwood, 2003).

1.1.5.2. Hsp70 SBD’nin Hedeflenmesi

Hsp70 saperon fonksiyonunu inhibe etmek icin ikinci hedef SBD’dir. 2-
feniletinstlfonamid ya da pifitrin-p (PES) 6nemli bir Hsp70 inhibitoradir ve
Hsp70’in SBD’sine baglanmaktadir. Ik olarak p53’iin BcIxL ve Bcl-2 gibi anti-
apoptotik proteinlere ilgisini azaltarak, p53 {n mitokondriyal proapoptotik
aktivitesini inhibe etmek i¢in tanimlanmistir (Strom ve ark., 2006). Daha sonraki
caligmalar ise PES’in p53 DNA-baglanma domaini ile etkilestigini ve p53-Bcl-XI
kompleksinin olusumunu engelledigini ileri stirmiistiir (Hagn ve ark., 2010). Ancak
son zamanlarda yapilan bir ¢alisma siirpriz bir sekilde PES’in ne p53 ile ne de Bcl-2
ailesi proteinlerle etkilesmedigini, Hsp70 proteininin C-terminal SBD’si ile
etkilestigini gostermistir. Hsp70’in SBD’si ile etkilesen PES, HSP70 ile Hsp40 ve
APAF-1, p53 gibi proapoptotik hedef proteinler gibi ¢esitli ko-saperonlar arasindaki
iliskiyi kesmektedir. PES’in Hsp70 ile etkilesmesi katlanmamis proteinlerin
¢okmesine ve lizozom membranlarinin stabilizasyonlarinin bozulmasina neden
olmaktadir. Bu durum hiicrede otofajik hticre 6lumini indiklemektedir. PES, MKT-
077’ye benzer sekilde bircok tiimor hiicresini kaspaz-bagimsiz sekilde segici olarak
oldiirtirken, saglikli hiicreler iizerinde toksik etkisi yoktur (Galluzzi ve ark., 2009;
Leu ve ark, 2009). Ayrica PES, Hsp70/Hsp90 saperon sistemini bozarak
Hsp70/Hsp90 substratlarimin katlanmasini engellemekte ve bu proteinlerin agrege

olmalarina ve fonksiyonlarini kaybetmelerine neden olmaktadir (Leu JI, 2011).
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PES ve modifiye versiyonu olan PES-CI iizerinde yapilan bir ¢alisma B-
hicreli lenfoma modelinde farelere 20 hafta boyunca 40 mg/kg PES ve 20 mg/kg
PES-CI uygulamasinin fareleri lenfomadan 6nemli 6lgiide korudugunu ve bu ajanin
karaciger, bobrek ve diger organlara toksik etkisinin olmadigini gostermistir (Leu ve
ark., 2009; Balaburski ve ark., 2013). Diger ¢alismalar PES’in 16semi hiicrelerine
karst Onemli toksik etkisinin oldugunu, ancak normal hematopoietik hiicreler
tizerinde toksik etksinin olmadigini géstermistir (Kaiser ve ark., 2011). Bu ve benzeri
diger calismalar PES’in ve PES tiirevi ajanlarin kanser tedavisi i¢in 6nemli bir Hsp70

inhibitorii oldugunu gostermektedir.

1.1.5.3. Hsp70 Ko-saperonlarinin Hedeflenmesi

Hsp70 aktivitesini engellemek i¢in diger bir yol Hsp70 ko-saperonlarinin
aktivitesini inhibe etmektir. Hsp70 ve farkli ko-saperonlarinin etkilesimi hiicre
homeostazisi ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in 6nemli oldugundan Hsp70 ko-
saperonlarmin spesifik olarak inhibe edilmesi 6nemli bir antikanser stratejidir.
Ornegin bakteriyal Hsp70 ko-saperonu olan Dnal’nin D-peptid ile hedeflenmesi,
saperon-bagimli protein yeniden katlanmasini1 ve DnaJ’nin Hsp70 ATPaz aktivitesini
inhibe etmektedir (Bischofberger ve ark., 2003). Memeli hicrelerinde Hsp40 ko-
saperonunu hedefleyen ve MAL2-11B olarak adlandirilan bilesigin, Hsp40’in Hsp70
ATPaz aktivitesini uyarmasini inhibe ederek Hsp70’in hicresel fonksiyonlarini
inhibe ettigi bildirilmistir (Wright ve ark., 2009). Ayrica son zamanlarda yapilan bir
calismada Hsp70 NDF Hsp110’un inhibe edilmesinin, Hsp70 saperon aktivitesini
bozarak kanser hiicrelerini kemoterapiye kars1 daha hassas bir hale getirdigi in vitro
ve in vivo olarak gosterilmistir (Dorard ve ark., 2011). Baska bir c¢alismada
pirimidotriazindionlarin Hop/Hsp70 etkilesimini engelledigi ve bu bilesiklerin WST-
1 hiicrelerine kars1 toksik oldugu bildirilmistir (Yi ve Regan,2008). Ancak yakin
zamandaki calismalar bu inhibisyonun noérodejenerasyona neden oldugunu

bildirmislerdir (Roodveldt ve ark., 2009).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij Cihazi1 (Sigma), Mikrosantrifiij Cihaz1 (Beckman Coulter), -20°C*lik
Derin Dondurucu (Vestel), -80°C’lik Derin Dondurucu (Sanyo, Heto), Laminar Flow
Kabin (Nive), CO2’li Etiiv (Niive), PCR Cihaz1 (Thermo Scientific), Real Time PCR
Cihazt (Roche LightCycler 480), Calkalamali Inkiibatsr (New Brunswick),
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (EC 120), Su Banyosu (Nive), Cift Distile Su Cihazi
(Millipore), Manyetik Karistirict (Velp Scientifica), pH Metre (Sesa 1400), Vorteks
Cihaz1 (Heidolph), Buzdolab: (Vestel), Elektronik Terazi (Mettler Toledo),Inverted
Mikroskop (Leica), Elisa Reader (Thermo Scientific), Otomatik Pipetler (Gilson).

2.2. Kullanilan Kitler ve Malzemeler

QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent), RNA izolasyon Kiti
(Qiagen), cDNA Sentez Kiti (Qiagen), Hsp70i ELISA Kit (Enzo Life Sciences),
Heath Shock Proteins PCR Array (Qiagen),Human Cancer Drug Targets PCR Array
(Qiagen), SYBR Green Master Mix (Qiagen), XTT Cell Proliferation Assav Kit
(Roche), VER-155008 (Sigma), Pifitrin-p (Sigma), MKT-077 (Sigma), Paklitaksel
(Sigma), ATP, NADH, Dimetil Silfoksit (DMSQO) (Sigma), Coomassie Brilliant
Blue R-250 (Sigma), Hsp70 Plazmidi (abmgood), BL21DE Kompedan Hicresi
(invitrogen), DH50 Kompedan Hiicresi (invitrogen), Maya,Agar, Pepton, NaCl, Ni
Recine (GE Healthcare Life Sciences), Kanamisin, Imidazol, IPTG, Na;HPOs,
NaH2PO4, Agaroz, Akrilamid, Bisakrilamid, Sodyum Dedosil Silfat (SDS),
Amonyum Persiilfat (APS), B-mercaptoetanol, Temed, Etanol, Metanol, Asetik Asit,
Bromphenol Blue, Tris, Gliserol, Sigir serum albiimini (BSA), Dulbecco’s Modified
Eagle’s Besiyeri (DMEM), Seffaf RPMI 1640 (Sigma), Fetal Sigir Serumu (FBS),
Tripsin, Penicilin-Streptomisin, L-glutamin (Sigma).
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2.3. Kullanilan Bilgisayar Programlar: ve Veri Tabanlar

Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), BIOVA Discovery Studio 4.5 Client,
Docking Server (http://www.dockingserver.com/web), RasMol, Marvin Sketch,
Qiagen  data  analysis  center  (http://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-
pathways/data-analysis-center-overview-page/), SPSS Statistics 17.0, GraphPad

Prism 7, Curve Expert.

2.4. Kullanilan Hicre Serisi

Calismalarimizda American Type Culture Collection (ATCC)’den temin
edilen insan meme kanseri hiicresi MCF-7 kullanildi.

2.5. Kullanilan Yontemler

2.5.1. insan Hsp70/inhibitor Etkilesimlerinin in silico Olarak Belirlenmesi

In silico ¢alismalara gegmeden 6nce Hsp70 proteinine ait NBD kristal yapisi
ve MKT-077 ve VER-155008 inhibitorlerinin kimyasal yapilarinin ¢izilip PDB
formatinda kaydedilmesi gerekmektedir. Bu amagla insan Hsp70 proteininin NBD
kristal yapis1 protein data bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) veri tabani
sitesinden “3JXU” PDB kodu ile bulunarak kaydedildi (Sekil 2.1). Inhibitdrlerin
kimyasal yapilariin ¢izilmesi ve PDB formatina doniistiiriilerek kaydedilmesinde
Marvin Sketch (ChemAxon®), proteinlerin, kimyasallarin ve doking sonuglarinin {ig
boyutlu yapilarinin goriintilenmesinde ise BIOVA Discovery Studio 4.5 Client ve
Rasmol programlar1 kullanildi. Proteinler, ligandlar ile etkilestirilmeden Once
BIOVA Discovery Studio 4.5 Client programinda bulunan “clean geometry” araci ile

minimize edildi.
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Sekil. 2.1. Protein data bank ana sayfasi.

Inhibitorler ve Hsp70/mutant Hsp70 arasindaki etkilesimlerin belirlenmesinde
molekiiler doking yontemi kullanildi. Molekiiler doking, 6zellikle proteinleri hedef
alan ilaglarin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilan 6nemli bir yontemdir.
Yontemin baglica amaci protein ve ligand etkilestirilmesi ve protein/ligand
kompleksine ait yapi, baglanma enerjisi ve minimum inhibisyon konsantrasyonu gibi
parametrelerin tahmin edilmesidir (Meng ve ark., 2011). Program ayrica ligand ile
etkilesen amino asitleride gostermektedir. Bu amag igin gelistirilen gesitli birgok
doking programlart mevcut olmakla birlikte c¢aligmamizdaki Hsp70/inhibitor
etkilesimleri dockingserver (http://www.dockingserver.com/web) veri tabani ile
belirlendi (Sekil 2.2).
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Sekil. 2.2. Docking server ana sayfasi.

2.5.2. Hsp70 NBD Uzerinde Nokta Mutasyonlar1 Yapilmasi ve Mutant

Hsp70/inhibitor Etkilesimlerinin in silico Olarak Belirlenmesi

Hsp70 NBD tzerindeki mutasyonlarin belirlenmesinde Hsp70 NBD ile ATP,
AMP-PNP, MKT-077 ve VER-155008’in molekiiler doking sonuglar1 yol gosterici
olmustur. Hsp70 NBD ile belirtilen bu ligandlar ayr1 ayr1 etkilestirilerek
protein/ligand etkilesim profilleri belirlendi ve en kararli etkilesimlerin oldugu
dokinglerle ¢aligmalara devam edildi. Doking sonuglar1 toplu olarak degerlendirildi
ve Hsp70 NBD f{izerindeki amino asitlerden biitiin ligandlarla etkilesen ortak amino

asitler ARG272, SER340 ve ARG342 olarak belirlendi (Sekil 2.3).

48



ARG342

Sekil 2.3. Insan Hsp70 NBD de nokta mutasyonu yapilan amino asitler. Molekiiler doking
sonuglari ile bu amino asitlerin bitin ligandlar ile (ATP, AMP-PNP, MKT-077 ve VER-
155008) etkilesime girdigi tespit edilmistir.

Bu kritik amino asitlerde “BIOVA Discovery Studio 4.5 Client” programi
yardimiyla nokta mutasyonlar1 yapilarak (ARG272LYS, SER340GLU ve
ARG342HIS) protein/ligand etkilesiminin ve etkilesime ait parametrelerin (baglanma
katsayis1 ve minimum inhibitor konsantasyonu) ne sekilde degistigi doking programi
ile yeniden belirlendi. Sekil 2.4 de Hsp70 NBD’e ait kristal yap1 ve alt kisimda
amino asit sekansi gosterilmektedir. Ok ile gosterilen alanda istenilen nokta

mutasyonlart insilico olarak gergeklestirilebilmektedir.
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Sekil 2.4. Hsp70 NBD kristal yapisi ve amino asit sekansi, goriintii Discovery Studio 4.5
Client progamindan alinmistir.

Sonugta yapilan nokta mutasyonlarinin protein/ligand etkilesimini ne sekilde
degistirdigi molekiler doking yontemi sayesinde bilgisayar ortaminda gorildii.
Biyokimyasal deneylere gegmeden Once yapilan bu in silico ¢alismalar aragtirmacilar

icin 6n deneme niteligi tagimaktadir.

2.5.3. Hiicre Kiltiri

MCF-7 meme kanseri hiicreleri steril kosullar altinda 37°C ve %5 CO2’li
ortamda, 25cm®’lik flasklarda, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve
%]10fetal sigir serumu igceren DMEM hiicre kiiltiir besiyerinde ¢ogaltildi. Hiicreler
%380 yogunluga ulastiklarinda pasaj yapild1 ve {li¢iincli pasajin ardindan ¢alismalara

baglandi.

2.5.4. inhibitér Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Inhibitorler hazirlanirken oncelikle inhibitérlerin DMSO icerisinde stok
cozeltileri hazirland1 ve her bir stok ¢ozelti 0,2 um siringa uglu filtreden gegirilerek
steril edildi (en yiiksek konsantrasyondaki DMSO oran1 %0,1). Daha sonra bu

stoklardan seri dillisyonlar yapilarakinhibitorlerin hiicrelere uygulanacak farklh
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konsantrasyonlart1 hazirlandi. Hiicrelere yliksekten diisiige dogru degisen
konsantrasyonlarda uygulama yapilarak ELISA deneyleri ve RNA izolasyonu igin

her bir inhibitériin uygun konsantrasyonu ve 1Cso degerleri belirlendi.

2.5.5. XTT Hiicre Canlilik Testi

Inhibitérlerin ve meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan
paklitakselin hiicre canliligi lizerine etkisi ve caligmalarda kullanilacak uygun
konsantrasyonlar XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)

carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) testi ile arastirildi.

Oncelikleher kuyuda 10x10°® hiicre olacak sekilde hiicre almip steril 96
kuyucuklu mikro plakaya ekildi ve hiicrelerin yapismasi i¢in bir gece beklendi. Ertesi
giin hiicreler iizerindeki besi yeri uzaklastirildi, kuyucuklar PBS ile yikandi ve
inhibitorler ve paklitaksel degisik konsantrasyonlarda hiicreler tizerine uygulanip 24
ve 48 saat inkiibasyon gerceklestirildi. 24 ve 48 saatin sonunda inhibitorleri ve ilaci
iceren besi yerleri uzaklastirildi ve hiicreler ti¢ defa PBS ile yikandi. Daha sonra her
bir kuyucuga 100 pl seffaf (renksiz) RPMI 1640 ve bununda iizerine 50 pl XTT
soliisyonu eklenerek CO2’li etiivde 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
optik dansite degeri mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okundu. Kontrol grubunun
hiicre canlilik orant %100 olarak kabul edilip % Hiicre canhilik= (Konsantrasyon
O.D. / Kontrol 0.D.) X 100 formiiliinden yararlanarak hesaplandi. Konsantrasyona
bagimli hiicre canlilik grafikleri GraphPad Prism 7 programi yardimiyla gizildi ve

inhibitorler ve ilaca ait 1Cso degerleri hesaplandi.

2.5.6. Hsp70i Protein Duzeylerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

MCF-7 hiicre lizatindaki Hsp70i diizeyleri kit prosediiriine uygun olarak Hsp70
ELISA kiti ile belirlendi. ELISA deneylerine gegmeden dnce hiicre lizatlar1 agsagidaki
sekilde hazirlandi:
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1. Oncelikle hucreler Gzerindeki inhibitor ve paklitaksel iceren besi yerleri
uzaklagtirildi ve hiicreler {i¢ defa PBS ile yikandi. Tripsin ile hiicreler
kaldirildi tizerine tripsin miktariin dort kati kadar DMEM ilave edildi ve
santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirildi.

2. Hiicrelerin olusturdugu dipte kalan pellet PBS ile ii¢ defa yikandi.

3. Hiicre pelleti “ekstraksiyon reajan1” ile resiispande edildi ve buz lizerinde ara
sira karistirmak suretiyle 30 dk inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon suresi sonunda ekstrakt 21,000 g, 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.
Siipernatant hiicre lizatidir, ELISA deneylerine gegilmeden 6nce lizatlardaki
total protein miktar1 bradford yontemi ile belirlendi. 96’11k elisa plagina 10 pl
ornek ve 50, 100, 150, 200, 300, 500 pg/ml’lik BSA standartlar1 koyuldu ve
tizerilerine 200 ul bradford ¢ozeltisi eklenerek karanlikta 15 dk inktbe edildi.
Inkiibasyon stiresi sonunda 595 nm’de absorbans 6lculdii ve standartlara ait
konsantrasyon/absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 2.5). Elde edilen denklem

yardimiyla 6rneklerdeki total protein miktarlari pg/ml olarak hesaplandi.
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. y=0,000932x+0,378
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Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 2.5. Bradford standart grafigi.

Lizatlardaki Hsp70i diizeylerinin Ol¢iimiinde ise asagidaki islemler sirasiyla
uygulandz:
1. Ik olarak Hsp70i standartlar ve ornekler “érnek seyreltme cozeltisi 27

kullanilarak hazirlandi.
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2. Hazirlanan standartlar ve drneklerden her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde
mikroplakaya koyuldu ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar 4 defa 1X yikama soliisyonu ile
yikandi.

4. Her bir kuyucuga 100 pl Hsp70 antikor koyularak oda sicakliginda 1 saat
inkibe edildi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar 4 defa 1X yikama soliisyonu ile
yikandi.

6. Her bir kuyucuga 100 pl “Hsp70 konjugat” koyularak oda sicakliginda 1 saat
inkibe edildi.

7. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar 4 defa 1X yikama soliisyonu ile
yikandu.

8. Her bir kuyucuga 100 pl “TMB Substrat” koyuldu ve oda sicakliginda 30 dk
inklbe edildi.

9. 30 dk sonunda kuyucuklara 100 pl “durdurma soliisyonu 2” koyularak hemen
450 nm de absorbans 6l¢uldu.

10. Son olarak standartlara ait absorbans degerleri kullanilarak Hsp70i standart
egrisi ¢izildi ve Orneklerdeki Hsp70i miktarlar1 bu egri denkleminden

faydalanilarak hesaplandi (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Hsp70i Proteininin Standart Egrisi.
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2.5.7. Hsp70 Proteininin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

2.5.7.1. LB Besiyeri Hazirlanmasi

Gerekli malzemeler (1 L igin):

10 gr tripton

10 gr NaCl

5 gr maya ekstrakti

15 gr agar

50pg/ml kanamisin

Yukaridaki maddeler tartilarak hacmi saf su ile 950 ml’ye tamamlandi ve
manyetik karistirict ile iyice karistirildu.

Karisimin pH’1 NaOH ile 7’ye ayarlandi ve hacmi su ile 1 1t’ye tamamlandi.
121 °C’de 20 dk otoklavlandi. Otoklavlandiktan sonra yaklasik 55 °C’ye
kadar sogutuldu ve tizerine 50 pg/ml kanamisin eklenip karigtirildiktan sonra
bek alevinin etrafina dizilmis petri kaplarina yaklagik 20 ml olacak sekilde
dokalda.

Agar katilastiktan sonra petrilerin etrafi parafilmle sarild1 ve ters gevrilerek

+4 °C’ye kaldirildi.

LB besi yeri hazirlanirken yukaridaki karisim ayni sekilde hazirland: tek fark olarak

karigim igerisine agar koyulmadi.

2.5.7.2. Ekspresyon Vektorinin Kompetan E.coli Hiicrelerine Aktarim

1.

Oncelikle kompetan hiicreler -80 °C’lik sogutucudan alinarak buz iizerinde
eritildi (yaklasik 20-30 dk).

1 ng ticari olarak satin alinan insan Hsp70 plazmiti ile 50 ul BL21(DE3)
kompetant hiicre kiiclik bir ependorf tiipiinde pipetleme yapilmadan hafif bir
sekilde karigtirildu.
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Kompetan hiicre/plazmid DNA karisim1 6ncelikle buz {izerinde 30 dk inkube
edildi.

. Inkiibasyon siiresi sonunda karisim buzdan alindi ve 42 °C’lik su banyosunda
30 sn bekletildi (bu islem hiicre membranindaki porlarin acilarak
plazmidlerin hiicre igerisine girmesi amactyla yapilir).

. Daha sonra hizli bir sekilde buza gomiilerek yeniden 2 dk buz Uzerinde
bekletildi.

Bu son inklbasyon surecinden sonra tlpln U(zerine Onceden 37 °C’ye
dereceye getirilmis 500 pl steril SOC besi yeri eklendi, karisim 15 ml lik
steril falkon tupe alnarak sallamali inkiibatorde 150 rpm, 37 °C de 45 dk
biiyiitiildi (bulanikligin olmasi hiicrelerin ¢ogaldigini gosterir).

. 45 dk’nin sonunda transforme bakterilerden 100 pl alinip 6nceden 37 °C’ye
getirilmis ve 50 pg/ml kanamisin iceren LB-agar petrilere yayildi ve ters
cevrilerek 37°C de 1 gece inkiibe edildi. Ayrica kontaminasyon olup
olmadigmin anlagilmasi i¢in bir tane petriye de transforme edilmemis E.coli

yayildi.

pPB-C-His
5246bp

Excludes Insert

rep. origin Kana"

Sekil 2.7. insan Hsp70 plazmitinin vektdr semast.

Transformasyon isleminin ardindan kanamisin iceren besi yerine ekilen

bakterilerden plazmidi igerisine alan bakteriler kanamisine direncli gen bdlgesi

icermeleri sebebiyle ortamda g¢ogalmaktadirlar; ancak plazmidi hiicre igerisine

almayan hiicreler kanamisin direng genleri bulunmadigi igin 6lmektedirler.
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Cizelge 2.1. SOC besi yeri igerigi.

SOC Gozeltisi (1L)

20 g Tripton
5 g Maya Ekstresi
0,5 g NaCl

10 mL 2M MgCl2

2.5.7.3. Kiiciik ve Bilyilk Hacimde Kiiltir Hazirlanarak Hsp70 Proteinin

Uretilmesi

Kigik hacimdeki kiiltiir i¢in yaklasik 15 ml LB hazirlandi ve otoklavlandi.
Sicaklik yaklasik 55 °C’ye diisiince igerisine 15 pl kanamisin ilave edildi. Daha
sonra steril kiirdan yardimiyla daha 6nce LB-agar petrilere ekilen transformat
hiicreler karisima koyularak 150 rpm ve 37 °C’de bir gece galkalandi. Ertesi giin
sisede gozlemlenen bulaniklik hiicrelerin uygun sekilde ¢cogaldigini gosterdi.

Biiyiik hacimdeki kiiltiir icin 1L LB hazirlanarak otoklavlandi ve sicaklik
uygun seviyeye diisince 1 ml kanamisin ilave edildi. Kiglk kultirde bir gece
boyunca biyuyen hiicreler eklenerek 37°C, 220 rpm de optik dansite (O.D.) 0,6-0,7
olana kadar c¢alkalayicida galkalandi. Bu degere ulasilinca protein ekspresyonunun
indiiklenmesi amaciyla final konsantrasyon 0,1 M olacak sekilde IPTG ilave edilip 4-
5 saat daha 37°C, 220 rpm de ¢alkalandi. Siire sonunda karisim 4°C, 10000 rpm de
15 dk santrifuj edildi. Siipernatan dokiildi, dipte kalan pelet ise (plazmiti tasiyan

hiicreler) daha sonra ¢alisilmak tizere -20 °C’ye kaldirildu.

2.5.7.4. Bakterilerin parcalanmasi ve Hsp70 proteinin saflastiriimasi

Bir oOnceki asamada -20 °C’ye kaldirilan hiicreler lizis soliisyonunda
cozllerek bead-beater (mekanik pargalayici) ile pargalandi ve 4°C, 9600 rpm’de bir
saat santrifiij edildi. Hsp70 proteinini de igeren siipernant iyon degisim
kromotografisi ile saflastirilmak {izere Ni regine ile 1 saat sallanarak 4°C’de inkiibe

edildi. Ardindan bu karisim kolona aktarildi. Ornek kolondan gectikten sonra,
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oncelikle 3 kolon hacmi yikama ¢6zelti kolondan gegirildi, ardindan sirasiyla 3 kolon
hacmi 200 mM, 250 mM ve 300 mM imidazol igeren ellsyon ¢ozeltileri gecirilip
fraksiyonlar SDS-PAGE yapilmak tizere toplandi.

Cizelge 2.2. Lizis, yikama ve eliisyon ¢ozeltilerinin igerikleri.

Lizis Cozeltisi Yikama Cozeltisi Elusyon Cozeltisi
50 mM NaHzPO4 50 mM NaHzPO4 50 mM NaHzPO4
500 mM NaCl 500 mM NaCl 500 mM NaCl
10 mM Imidazol 20 mM Imidazol 200-250-300 mM imidazol
(gradyan)
%10 Gliserol %10 Gliserol
%10 Tween %10 Tween

2.5.8. SDS PAGE Analizi

SDS-PAGE jeli, ayirma jeli (alt jel) ve derisim jeli (iist jel) olmak Uzere iki
farkli ozellikteki jelden olusmaktadir (Cizelge 2.3). Deneylerimizde hicre
lizatlarinda bulunan Hsp70 protein seviyeleri%10’luk SDS page jel kullanilarak
degerlendirildi.

Cizelge 2.3. Ayirma jeli (alt jel) ve derigsim jeli (tist jel)’nin bilesenleri ve miktarlari.

Ayirma jeli (alt jel) Derisim jeli (iist jel)
dH20 (4 ml) dH20 (3 ml)

%30’luk Akrilamid (3,34 ml) %30’luk Akrilamid (650 ul)
1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 (2,5 ml) 0,5 M Tris-HClI, pH: 6,8 (1,25 ml)
%10’Iuk SDS (100 pl) %10’luk SDS (50 pl)
%10’Iuk APS (50 pul) %10’luk APS (25 pul)
TEMED (10 pl) TEMED (12 pl)

SDS-PAGE jeli hazirlanmadan 6nce, camlar su ve deterjan yardimiyla iyice
temizlendi ve yuzeylerinde herhangi bir kalinti kalmamasi i¢in %70’lik alkol
cozeltisi ile silindi. Daha sonra BIORAD miniprotein dikey elektroforez sistemi

kuruldu ve sizdirma olup olmadig su ile test edildi. Ayirma jeli (%10’luk separating
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gel) bir falkon tlpl igerisinde hazirlanarak camlarin arasma 10 ml’lik pipet
yardimiyla dokdldi. Jel tizerinde kabarcik olusumunun 6nlenmesi, jelin havayla
temasinin onlenmesi ve diiz bir zemin elde edilebilmesi icin jelin Gzeri suya doygun
biitanol ile kapatildi. Ayirma jelinin polimerize olmasi i¢in yaklasik yarim saat
beklendikten sonra jelin Uzerindeki bitanol kurutma kagidi yardimiyla uzaklagtirildi.
Jel saf su ile yikandiktan sonra distile suyun fazlasi da kurutma kagidi ile
uzaklastirildi. Daha sonra Ust jel (%4’liik stacking jel) hazirlanarak alt jelin Gzerine
dokildi ve zaman kaybetmeden taraklar yerlestirildi. Yaklasik yarim saatin sonunda

iist jel polimerlesti ve taraklar jele zarar vermeyecek sekilde dikkatlice ¢ikarildi.

Cam tabakalar igerisinde polimerize olmus jel tank igerisine yerlestirildi ve
tank yaklagik 3 cm yiikseklige kadar 1X SDS-PAGE vyiritme tamponu ile
dolduruldu.

Cizelge 2.4. 1X Yiiriitme tamponu ¢dzeltisinin igerigi.

Yurutme Tamponu

3,03 g tris
14.4 g glisin
19 SDS
1L H20

2.5.8.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Jele Yiiklenmesi

Jel hazirlandiktan sonra; protein Ornekleri 1:1 oraninda 2X SDS yukleme
tamponu ile karistirilarak 95 °C’de 10 dk kaynatilarak denatiire edildi. Denatiirasyon
isleminden sonra ornekler oda sicakliginda sogutularak yilikleme islemine gecildi.
Ornekler igin; 20ul protein ¢dzeltisi + 20 pl 2X yikleme tamponu olacak sekilde
hazirlanan Ornekler otomatik pipet yardimiyla kuyucuklara yiiklendi. Yiikleme
isleminden sonra proteinler 120 V’da yaklasik 1 bucuk saat yiiriitiildii. Elektroforez
isleminin ardindan camlar agilarak jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi, sag iist kosesi
isaretlendi ve boyama islemine gecildi. Jel boyama ¢o6zeltisi igerisinde iyice

boyanana kadar bekletildikten sonra boyanin fazlasinin giderilmesi amaciyla aritma
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cozeltisine alind1 ve bantlar belirginlestikten sonra goriintli alindi. Boyama ¢ozeltisi,

artima ¢ozeltisi ve ylikleme tamponunun bilesenleri Cizelge 2.5 de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Ornek yiikleme tamponu, boyama ¢ozeltisi ve aritma ¢ozeltisi igerigi.

Yukleme Tamponu (10 ml ) Boyama Cozeltisi Aritma Cozeltisi
2.5 ml 1M Tris-HCI pH 6,8 0,5 g Coomassie brilliant blue R-250 200 ml metanol
4 ml %100 gliserol 200 ml metanol 50 ml asetik asit
0.8 ml %0,1 bromfenol blue 50 ml asetik asit 250 ml H20
1gSDS 250 ml H20

2 ml 14,3 M B-merkaptoetanol

Son hacim 10 ml olacak sekilde
H20

25.9. Hsp70 NBD’de Nokta Mutasyonu Gerceklestirilmesi ve Mutant

Proteinlerin Saflastirilmasi

Hsp70 NBD’deki nokta mutasyonlari “quickcChange Site-Directed
Mutagenesis Kit” kullanilarak gerceklestirildi. islem basamaklari su sekildedir:
1-) ik olarak mutasyon bolgesini iceren primerler kit prosediriinde yazan 25-45
aras1 bazdan olusacak sekilde 33 bazlik, istenilen mutasyonu icerecek sekilde ve
mutasyon bdlgesi primerin tam ortasina denk gelecek sekilde dizayn edildi (Cizelge
2.6).
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Cizelge 2.6. Mutant genlere ait ileri ve geri primerler. Isaretli niikleotidler mutasyon yapilan
boélgeyi gostermektedir.

Mutant Gen ileri Primer Geri Primer
ARG272LYS 5 TGCGAGAGGGCCAAGAAA 5" GCTGGACGACAGGGTAAA
ACCCTG CGTCCAGC 3’ CTTGGCCCTCTCGCA 3’
SER340GLU 5" GTCCTGGTCGGGGGCGAAACC 5" CTTGGGGATGCGGGTGAA
CGCATCCCCAAG 3’ GCCCCCGACCAGGAC 3°
ARG342HiS 5" GTCGGGGGCTCCACCCAUATC 5" CTGCACCTTGGGGATCAUG
CCCAAGGTGCAG 3 GT GGAGCCCCCGAC 5’

2-) Ikinci asamada kontrol ve drnek reaksiyonlar1 asagidaki sekilde hazirlandz:

X/
°

L)

S

X/
L X4

X/
L X4

5 ul 10x reaksiyon tamponu

2 ul (10 ng) whitescript 4.5- kb kontrol plazmit (5 ng/ul)
1,25 ul oligonikleotid kontrol primer 1

1,25 pl oligoniikleotid kontrol primer 2

1 pl dNTP mix

39,5 ul (ddH20) final hacim 50 pl olacak sekilde

En son 1 pl PfuTurbo DNA polimeraz eklendi.

Kontrol reaksiyonuna benzer sekilde 6rnek reaksiyonu asagidaki sekilde hazirlandi:

4

L X4

5 pl 10x reaksiyon tamponu

5-50 ng dsDNA template

125 ng oligonikleotid primer 1

125 ng oligonikleotid primer 2

1 pl dNTP mix

Final hacim 50 pl olacak sekide ddH20 eklendi
Son olarak 1 pl PfuTurbo DNA polimeraz eklendi.

3-) Mutajenik plazmitlerin amplifikiye edilmesi asamas1 gergeklestirildi.

4-) Amplifikiye plazmitler Dpn I enzimi yardimiyla kesildi:
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¢ Her bir amplifikasyon reaksiyon tipu tzerine 1 pl Dpn | enzimi (10 U/ul)
ilave edildi.
¢ Reaksiyon tiipleri pipetaj yapilarak iyice karistirildi ve 1 dk santrifiijlendi.
Santrifiij sonrasi karigim parental DNA’nin kesimi i¢in 37°C de 1 saat inkibe
edildi.
5-) Besinci asamada mutasyon igeren plazmitler XL1-blue hiicrelerine transforme
edildi.
% Once XL1-blue hiicreleri buz iizerinde yavasca ¢oziildii ve her bir tiipte 50 ul
hiicre olacak sekilde ependorf tiiplerine paylastirildi.
+« Daha sonra her bir bolinen XL1-blue hicreleri Uzerine 1 ul Dpn I ile
muamele edilen DNA’dan koyuldu ve karisim dikkatli bir sekilde
karistirilarak buz tizerinde 30 sn inkiibe edildi.
% Buz iizerinden alinan karisim 42°C’de 5 dk bekletildi ve tekrar buz lzerine
aliarak 2 dk inkiibe edildi.
Transformasyon isleminin ardindan daha 6nce agiklandig: sekilde kiigiik ve biiytik
hacimde kiiltiirler yapilarak istenilen mutasyonu igeren bakteriler ¢ogaltildi ve bolim
2.5.7.3° de anlatildig1 sekilde mutant proteinler bu bakterilerden saflastirilarak
biyokimyasal deneyler gerceklestirildi.

Mutasyon isleminin agsamalar1 6zet halinde Sekil 2.8 de gosterilmistir.
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Mutasyon yapilacak
hedef gen plazmit
icerisinde

1. Asama
Plazmit Hazirlama

Plazmitin denatiire edilmesi
ve primlerin mutasyonu
iceren bolgeye baglanmas

2. Asama
Sicaklik Dongust

Pfu Turbo DNA polimeraz
kullanimi ile mutajenik
primerlerin uzamasi

3'&?;‘: /" Metillenmis haldek
o) " mutasyon icermeyen

\: A\ ; DNA kalibinin Dpn |

RS enzimiyle kesilmesi

T /" . Mutasyonu iceren

Transformasyon ‘ “: \ \ plazmitin XL1-Blue

hiicrelerine
' transformasyonu

Sekil 2.8. QuickChange nokta mutasyonu metoduna genel bakis.

2.5.10. ATP hidroliz deneyleri

Hsp70/mutant Hsp70 proteinlerine ait ATPaz aktivitesi, NADH oksidasyonu
ile ATP hidrolizinin oraninin belirlenmesine dayanan standart ikili enzim (piruvat
kinaz/laktat dehidrogenaz) yontemi ile spektroskopik olarak 340 nm’de belirlendi.
Hsp70/mutant Hsp70 proteinlerinin ATPaz aktiviteleri miligram proteinin dakikada

hidrolizledigi mmol ATP olarak hesaplandi.

Reaksiyon 10 pg/pl Hsp70/mutant Hsp70 proteinlerinin, 500 ul’lik reaksiyon
karistmina (50 mM Hepes, pH:7,4, 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 0,2 mM NADH, 0,5

mM fosfoenol piruvat, 18 Unite laktat dehidrogenaz, 24 (nite piruvat kinaz/1 ml)
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ilavesiyle baslatildi ve karisim 37°C’de 5 dk inkibasyona birakildi. Daha sonra
karistma 100 pM, 50 pM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM ve 3,125 uM
konsantrasyonlarinda MKT-077 ve VER-155008 ilave edildi. Son hacimde 100 uM
olacak sekilde ATP ilave edildi ve reaksiyon baslatilarak ATP’nin ADP’ye hidrolizi
spektrofotometrik olarak 340 nm’de analiz edildi. Inhitérlerin yoklugunda ve mutant
olmayan Hsp70 icin hesaplanan ATPaz aktivitesi %100 olarak kabul edildi ve
inhibitorlerin ve mutant proteinlerin varliginda belirlenen ATPaz aktivitesi bu deger
ile karsilastirildi. Deneyler normal Hsp70, normal Hsp70 + inhibitorler (ayr1 ayr),
mutant proteinler, mutant proteinler + inhibitorler (ayr1 ayr1) olacak sekilde farkli

kombinasyonlar seklinde ¢aligildi.

2.5.11. Lusiferaz agregasyon deneyleri

Liisiferazin vermis oldugu liiminasans sinyal yogunlugunun, dogru katlanmis
korformasyonda ve agrege olmus formundaki degisimlerini esas alan bir tekniktir.
Calismamizda liisiferaz iire ile denatiire edildi ve denatiire olmus liisiferaz pH:7,4
olan tampon ¢ozeltide (25 mM HEPES, 5 mM MgClz, 50 mM KCI, 2mM ATP, 5
mM DTT) diliie edildi. Reaksiyon ortamina Hsp70/mutant Hsp70 proteinleri ilave
edilerek yapisi bozulan liisiferazin tekrar dogru ii¢ boyutlu yapisini kazanmasi
amaglandi. Daha sonra reaksiyona 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda MKT-
077 ve VER-155008 eklendi. Inhibitorlerin eklenmesi ile liisiferazin tekrar katlanma
aktivitesindeki diisiis spektorofotometrik olarak 320 nm dalga boyunda ol¢ulda.
Deney hidrolize olmayan ATP (AMP-PNP) ile tekrarlandi. Inhitérlerin yoklugunda
ve normal Hsp70 varliginda hesaplanan lisiferaz katlama aktivitesi %100 olarak
kabul edildi ve inhitorlerin ve mutant proteinlerin varliginda belirlenen ATPaz
aktivitesi bu deger ile karsilagtirtlirdi. Deneyler normal Hsp70, normal Hsp70 +
inhibitdrler (ayr1 ayr1), mutant proteinler, mutant proteinler + inhibitorler (ayr1 ayri)

olacak sekilde farkli kombinasyonlar seklinde calisildi.
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2.5.12. MCF-7 Hiicrelerinden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin Qiagen firmasina ait “RNeasy Plus Mini Kit” kullanilmisg

olup sirasiyla asagidaki basamaklar gerceklestirilmistir:

1. MCEF-7 hicreleri tripsin ile kaldirild1 ve iizerine DMEM ilave edilerek 9000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Hlcre pelleti 3 defa PBS ile yikandi ve iizerine
350 pl RLT Plus tamponu ilave edilerek 30 sn vortekslendi.

2. Homojonize lizat gDNA eliminasyon kolonuna aktarildi ve kolonun altina 2
ml’lik toplama tiipii yerlestirilerek 8000 g’de 30 sn santrifiij edildi.

3. Kolon atildi ve c¢alismaya siiziintii ile devam edildi. Siiziintiye 350 pl
%70’lik etanol ilave edilerek pipetaj yapilarak karistirildi.

4. Karisgim altinda 2 ml’lik toplama tiipii takili olan RNeasy spin kolonuna
aktarildi ve 8000 g’de 15 sn santrifiij edildi. Siizlintii atild.

5. Kolona 700 pl RW1 tamponu ilave edilerek 8000 g’de 15 sn santrifiij edildi.
Stiziintii atilda.

6. Yikama islemi i¢in kolona 500 pl RPE tamponu tamponu ilave edilerek 8000
g’de 15 sn santrifiij edildi. Stiziintii atildi.

7. Yikama islemi i¢in kolona 500 pl RPE tamponu ilave edilerek 8000 g’de 2 dk
santrifiij edildi

8. Kolona 1,5 ml’lik yeni bir toplama tiipii takild1 ve 30 pl RNAaz icermeyen su
kolona ilave edilerek 8000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

9. Bu son islem sonrasi toplama tiipi saf RNA igermektedir. Elde
edilenRNA’larin konsantrasyonu (Aze0) ve saflig1 (Azeo280) Spektrofotometrik

yontemle (nanodrop) belirlendi.

2.5.13. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin Qiagen firmasina ait “RT? First Strand Kit”kullanilmis olup
sirastyla asagidaki basamaklar gerceklestirilmistir:

1. Ik olarak kit icerisindeki kimyasallar ¢ozuldi ve 10-15 s santrifj edildi.
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2. Her bir 6rnek icin genomik DNA eliminasyon karisimi hazirlandi. Karigim
Cizelge 2.7 de belirtildigi sekilde hazirlandi ve hazirlandiktan sonra pipetaj

yapilarak kisa bir siire santrifiij edildi.

Cizelge 2.7. Genomik DNA eliminasyon karigimu.

Bilesen Miktar
RNA 500 ng
GE Tamponu 2 ul
Niikleaz Igermeyen Su Degisken
Toplam Hacim 10 ul

3. Karigim 42 °C’de 5 dk bekletildi ve siire sonunda hemen buz tizerine alindi.
4. Buz lizerinde ayr1 bir tiipte revers-transkripsiyon karisimi hazirlandi (Cizelge
2.8).

Cizelge 2.8. Revers transkripsiyon karigimi.

Bilesen 1 Reaksiyonluk Hacim
5x BC3 Tamponu 4ul
Kontrol P2 1l
RE3 Revers Transkriptaz Karigimi 2ul
Niikleaz Igermeyen Su 3ul
Toplam Hacim 10 pl

5. Hazirlanan revers-transkripsiyon karisimindan 10 pl hacimde alinarak birinci
asamada hazirlanan 10 pl’lik genomik DNA eliminasyon karigimi {izerine
ilave edildi ve pipetaj ile karigtirild.

6. Son karigim 42 °C’de 15 dk, ardindan 95 °C’de 5 dk bekletilerek reaksiyon
durduruldu.

7. Her bir reaksiyon tipu Gzerine 91 ul RNAaz icermeyen su ilave edilerek
karistirildi. Boylece cDNA sentezi tamamlanmig oldu. Uzun siire saklanacak
c¢DNA’lar -80°C’ ye kaldirildh.
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2.5.14. PCR Array Deneyleri

PES’in MCF-7 hiicre hattinda kanser yolaklarindaki ve Hspler ile ilgili gen
ekspresyon profilini ne sekilde degistirdigini arastirmak amaciyla PCR array
deneyleri yapildi. PCR array deneyleri Qiagen marka “Heath Shock Proteins PCR
Array” ve “Human Cancer Drug Targets” kitleri kullanilarak ger¢eklestirildi. PES,
MCEF-7 hiicrelerine daha dnce belirlenen optimum konsantrasyonlarda ve inkibasyon
stirelerinde uygulandi ve hiicrelerden total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilerek PCR array deneylerine gecildi. PCR array kitleri kanser
yolaklarindaki ve Hsp70 ile iligkili 6nemli genlerin primerlerini iceren 96 kuyucuklu
pleytten olugmaktadir ve her bir kuyucukta ilgili genin primeri liyofilize halde
mevcuttur. Steril bir tipte Cizelge 2.9 da miktarlar1 belirtilmis olan sybergreen
master mix, cCDNA ve RNAaz igermeyen su karistirildi bu karisim her bir kuyucuga
25 ul olacak sekilde pipetlendi. Daha sonra liyofilize haldeki primerlerin karigim
igerisinde homojen dagilmasini saglamak amaciyla biitiin kuyucuklar pipetaj yapmak
suretiyle karistirildi ve en son asamada kuyucuklarda olusan baloncuklar1 gidermek
amaciyla pleytler 2500 rpm de 1 dk santrifij edildi. Uzeri film ile kapatilan
pleytlerdeki gen ekspresyon seviyeleri Cizelge 2.9 da belirtilen sartlarda PCR array
kitlere uyumlu “Roche 480 lightcycler” cihazi ile belirlendi. Deney sonuglar1 kontrol
gurubuna gore ekspresyon diizeyi artan ve azalan genler seklinde analiz edilerek gen

ekspresyon diizeyi 2 kattan fazla degisim gosteren genler 6nemli kabul edildi.

Cizelge 2.9. PCR array icin gerekli bilesenler ve sartlar.

PCR Array icin Gerekli Bilesenler PCR Array Protokoli
102 pl cDNA 90°C 10 dk
1350 pl SYBR Green Master Mix 90°C 15sn
1248 pl Ho0 60 °C 1 dk } 45 Dongu
Bu karisimdan her bir kuyucuga 25 pl
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2.5.15. istatiksel Analiz

Deneysel verilerin istatiksel degerlendirilmesi “IBM SPSS statistics 24” programi ile
yapilmistir. Istatistiksel degerlendirmeler yapilirken birbirinden bagimsiz en az iic
denemeden elde edilen sonuglar kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklarin
karsilagtirllmasinda Oneway ANOVA (posthoc Tukey) testi, iki grup arasindaki
farkin karsilagtirilmasinda ise student t testi kullanilmistir. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Hsp70 ve Mutant Hsp70 Proteinlerinin inhibitorler ile Molekiiler Doking

Cahsmalan

Hsp70 NBD ile ATP, AMP-PNP ve NBD’ ye baglanan VER-155008 ve
MKT-077 ayr1 ayr etkilestirildi ve protein/inhibitdr etkilesimine ait serbest
baglanma enerjileri (AG) ve minimum inhibitér konsantrasyonlari (Ki) doking

programi yardimiyla hesaplandi.

Doking sonuglarina gére, ATP+3JXU etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -
9,4 kcal/mol, AMP-PNP+3JXU etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -8,8 kcal/mol,
VER-155008+3JXU etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -10,2 kcal/mol ve MKT-
077+3JXU etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -7,8 kcal/mololarak belirlenmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Hsp70 NBD ile ligandlarin etkilesimine bagli serbest baglanma enerjisi (AG)
degerleri.

Ligand Serbest Baglanma Enerjisi (AG) (kcal/mol)
ATP 9,4
AMP-PNP -8,8
VER-155008 -10,2
MKT-077 -7,8

Hsp70 NBD ile ATP, AMP-PNP, MKT-077 ve VER-155008’in etkilesimlerinin

doking sonucu gorsel olarak Sekil 3.1 de gosterilmistir.
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ARG342
3JXU + ATP 3JXU + AMP-PNP
E: -9,4 kcal/mol Ki: 118,67 nM E:- 8,8 kcal/mol Ki: 302,33 nM

3JXU + VER-155008 3JXU + MKT-077
E: -10,2 kcal/mol Ki: 33,37 nM E: -7,8 kcal/mol Ki: 1,98 uM

Sekil 3.1. Hsp70 NBD ile AMP-PNP, ATP, MKT-077 ve VER-155008 etkilesimleri ve
etkilesimlere ait serbest baglanma enerjisi (AG) ve minimum inhibitér konsantrasyon (Ki)
degerleri. Sekilde ARG272, SER340 ve ARG342 aminoasitlerinin dort ligandla da etkilestigi
gorulmektedir. Diger aminoasit/ligand etkilesimleri sekilde gosterilmemistir.

Normal Hsp70’ e benzer sekilde mutant Hsp70 proteinlerinin de NBD’leri
ATP, AMP-PNP ve NBD ile etkilesen VER-155008 ve MKT-077 ile de ayr1 ayri
etkilestirilerek serbest baglanma enerjisi (AG) degerleri ve minimum inhibitor

konsantrasyonu (Ki) degerleri doking programi yardimiyla hesaplanmistir.

Doking sonuglarma gore, MKT-077 + R272K etkilesimine ait baglanma
enerjisi E:-8,0 kcal/mol, S340E + MKT-077 etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -
7,7 kcal/mol, R342H + MKT-077 etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -6,9 kcal/mol,
R272K + VER-155008 etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -8,7 kcal/mol, S340E +
VER-155008 etkilesimine ait baglanma enerjisi E: -9,5 kcal/mol, R342H + VER-
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155008 etkilesimine ait baglanma enerjisi ise E: -9,7 kcal/mol olarak belirlenmistir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Mutant Hsp70 proteinleri ile inhibitorlerin etkilesimine bagl serbest baglanma
enerjisi (AG) degerleri.

Serbest Baglanma Enerjisi (AG) (kcal/mol)

R272K R342H S340E

Mutant Mutant Mutant
ATP -10,6 -10,3 -10,3
AMP-PNP -8,8 9,1 -9,4
VER-155008 -8,7 -9,7 -9,5
MKT-077 -8,0 -6,9 -7,7

Doking sonuglarindan elde edilen minimum inhibitér konsantrasyonlari;
ATP+ 3JXU etkilesimi i¢in Ki: 118,67 nM, AMP-PNP+ 3JXU etkilesimi i¢in Ki:
302,33 nM, VER-155008+ 3JXU etkilesimi i¢in Ki: 33,37 nM ve MKT-077+ 3JXU
etkilesimi i¢in Ki: 1,98 UM olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3).

Mutant proteinlerdeki minimum inhibitor konsantrasyonlari ise; MKT-077 +
R272K etkilesimi i¢in Ki:1,52 uM, MKT-077 + S340E etkilesimiigin Ki: 2,24 uM,
MKT-077 + R342Hetkilesimi igin Ki: 7,75 uM, VER-155008 + R272K etkilesimi
icin Ki: 393,77 nM, VER-155008 + S340E etkilesimi i¢in Ki: 112,37 nM ve VER-
155008 +R342Hetkilesimi i¢in Ki:78,04 nM olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Hsp70 ve mutant Hsp70 proteinleri ile ligandlarin etkilesimine bagli minimum
inhibitor konsantrasyonu(Ki) degerleri.

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (Ki)

R272K R342H S340E
Hsp70
Mutant Mutant Mutant
ATP 118,67 nM 15,27 nM 26,73 nM 26,71 nM
AMP-PNP 302,33 nM 302,31 nM 222,1 nM 118,61 nM
VER-155008 33,37 nM 393,77 nM 78,04 nM 112,37 nM
MKT-077 1,98 uM 1,52 uM 7,75 M 2,24 uM
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Mutant  proteinlerin  inhibitorlerle  etkilesimine ait doking sonuglarinin

gorsellestirilmis hali ise Sekil 3.2 de gosterilmistir.

R272K + MKT-077 R272K + VER-155008
E: -8,0 kcal/mol Ki: 1,52 uyM E: -8,7 kcal/mol Ki: 393,77 nM

ARG342

S340E + MKT-077 S340E + VER-155008
E: -7,7 kcal/mol Ki: 2,24 uM E: -9,5 kcal/mol Ki: 112,37 nM

R342H + MKT-077 R342H + VER-155008
E: -6,9 kcal/mol Ki: 7,75 uM E: -9,7 kcal/mol Ki: 78,04 nM

Sekil 3.2. Mutant Hsp70 ve inhibitorlerin doking sonuglarinin gorsellestirilmis hali. E:
Serbest baglanma enerjisi. Ki: minimum inhibitér konsantrasyonu.
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3.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Inhibitérlerin ve paklitakselin farkli dozlart MCF-7 hiicrelerine uygulanarak
24 ve 48 saat inkibe edildi; inklbasyon siireleri sonunda inhibitorler ve paklitaksele
ait 1Cso degerleri ve ELISA ve RNA izolasyon ¢alismalar1 igin hiicrelere
uygulanacak uygun doz belirlendi.

Paklitaksel, MCF-7 hucreleri tizerine 10 uM, 5 pM, 2 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,1
UM, 0,05 uM ve 0,01 uM olmak tzere artan konsantrasyonlarda uygulanarak 24 ve
48 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon siireleri sonunda paklitaksel’e ait ICso degeri 3,13

uM olarak hesaplanmustir (Sekil 3.3).

100-
3
£ 80-
[+]
X
= 60+
D
T 40- -
g ICSQ- 3,13 IJM
g 204 -*- Paklitaksel 24 sa
- -+ Paklitaksel 48 sa
u L 1

0.01 0.1 1 10
Konsantrasyon (M)

Sekil 3.3. Paklitakselin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisi.
VER-155008, MCF-7 hucreleri tzerine 50 uM, 30 uM, 20 uM, 10 uM, 5
uM, 1 uM ve 0,1 uM konsantrasyonlarda uygulanarak 24 ve 48 saat inkiibe edilmis,

inkiibasyon suresi sonunda VER-155008’¢ ait ICso degeri 17,87 uM olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. VER-155008’in MCF-7 hticreleri tizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisi.

MKT-077, MCF-7 hucreleri tizerine 30 uM, 20 uM, 10 pM, 5 pM, 1 uM ve
0,1 uM konsantrasyonlarda uygulanarak 24 ve 48 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon
stiresi sonunda MKT-077’ye ait ICso degeri 8,63 uM olarak hesaplanmistir (Sekil
3.5).

100+
80+

60~

40+
IC50= 8,63 pM

204 -** MKT-077 24 sa
= MKT-077 48 sa

Hiicre Canlilig (% Kontrol)

0.1 1 10 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.5. MKT-077’nin MCF-7 hiicreleri tzerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisi.
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PES, MCF-7 hucreleri Uzerine 20 uM, 15 uM, 10 uM, 7,5 uM, 5 uM, 2,5 uM
ve 1 uM konsantrasyonlarda uygulanarak 24 ve 48 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon

stiresi sonunda PES’e ait ICsg degeri 7,93 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 3.6).

Hiicre Canhihg (% Kontrol)

100~
804
60+
i ICsq= 7,93 M
204 -*- PES24=a
=== PES 48 sa
0 ' I 1 L ] 1
1 2 4 8 16 32

Konsantrasyon (pM)

Sekil 3.6. PES’in MCF-7 hiicreleri Uizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkisi.
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Kontrol

VER-155008 Paklitaksel

MKT-077 PES

Sekil 3.7. Kontrol grubu, paklitaksel ve inhibitor gruplarina ait hiicre goriintiileri.
Gorlntulerde MCF-7 hicrelerine 5 uM paklitaksel, 5 uM PES, 5 pM MKT-077 ve 15 uM
VER-155008 uygulanarak 24 saat inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siireleri sonunda MCF-7 hiicreleri igin 1Cso degerleri toplu halde
Cizelge 3.4 de gosterilmistir. Bulunan ICsodegerleri ELISA ve RNA izolasyon

caligmalari1 i¢inde uygun doz olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Ilag ve inhibitorlere ait ICso degerleri.

Ilac ve inhibitorler 1Cso Degerleri
Paklitaksel 3,13 uM
VER-155008 17,87 uM
MKT-077 8,63 UM
PES 7,93 UM

3.3. VER-155008, MKT-077, PES ve Paklitaksel’in MCF-7 Hucrelerinde Hsp70i
Protein Duzeylerine Etkisi

ELISA deneyleri sonucunda 6zellikle de PES olmak tizere her (i¢ inhibitdrin
ve paklitaksel’in MCF-7 hicrelerinde Hsp70i miktarinda artisa neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.8). Kontrol grubundaki Hsp70i miktar1 0,101 ng/pg protein,
VER-155008, MKT-077 ve PES gruplarindaki Hsp70i miktarlar1 ise sirasiyla
0,623ng/ug protein, 0,322 ng/ug protein ve 1,105 ng/pg protein olarak dl¢iilmiistiir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda VER-155008, MKT-077 ve PES gruplarindaki
Hsp70i artiginin istatiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05), paklitaksel grubundaki

artisin ise anlamli olmadig belirlenmistir (p>0,05).
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p<0,05
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Sekil 3.8. MCF-7 hicrelerinde VER-155008, Paklitaksel, MKT-077 ve PES’in Hsp70i
protein duzeylerine etkisi.
(*) p<0,05 (Kontrol grubuna gore anlamli, n=3).

3.4. PCR Array Deney Sonuglari

Kontrol ve PES uygulanmigs MCF-7 hiicrelerine ait Human Cancer Drug
Targets PCR array deneyleri sonucunda genlere ait amplifikasyon egrisi grafikleri

Sekil 3.9 da gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Human Cancer Drug Targets PCR array i¢in sirast ile kontrol ve PES grubuna ait
amplifikasyon egrisi grafikleri.

Kontrol ve PES uygulanmig MCF-7 hcrelerine ait Human Heat Shock
Proteins & Chaperones PCR Arraydeneyleri sonucunda genlere ait amplifikasyon

egrisi grafikleri ise Sekil 3.10 da gosterilmistir.
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Sekil 3.10. Human Heat Shock Proteins & ChaperonesPCR Array i¢in Sirasi ile Kontrol ve
PES grubuna ait amplifikasyon egrisi grafikleri.

Human Cancer Drug Targets PCR array analizi sonucunda PES gurubunda
kanser yolaklari ile ilgili genlerin kontrol grubuna gore ekspresyon seviyelerindeki
kat degisimleri ve p-degerleri Cizelge 3.5 de gosterilmistir. Ekspresyon seviyeleri 2

kattan daha fazla degisim gosteren genler koyu renk ile gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Human Cancer Drug Targets PCR array deneyleri sonucunda analizleri yapilan
genler ve bu genlerin PES grubunda kontrol grubuna gore kat degisimleri. Kat degisimleri 2

kat ve iizeri olan genler koyu renk ile belirtilmistir.

Kat Kat Kat
degisimindekil degisimindeki degisimindekil
Gen Ad1 p-degeri artis/azalis | Gen Adi  p-degeri  artiy/azalls |Gen Adi p-degeri artis/azahs
PES/Kontrol PES/Kontrol PES/Kontrol

ABCC1 0.000511 1.12 GRB2 0.000332 -1.21 PDGFRA 0.841986 -1.00
AKT1  0.000003 -1.83 GSTP1 0.000000 -3.68 PDGFRB 0.841986 -1.00
AKT2  0.000027 -1.23 HDAC1 0.000001 -1.42 PGR 0.000000 -2.34
ATF2  0.000003 -1.35 HDAC11  0.098580 -1.03 PIK3C2A 0.452347 1.01
AURKA 0.000000 -2.46 HDAC?2 0.000001 -1.59 PIK3C3 0.583555 -1.01
IAURKB 0.000000 -3.65 HDAC3 0.000085 -1.32 PIK3CA 0.000052 -1.26
AURKC 0.841986 -1.00 HDAC4 0.000058 -1.18 PLK1  0.000001 -3.05
BCL2  0.000000 -1.95 HDACS6 0.041615 -1.07 PLK2  0.000000 -2.51
BIRC5 0.000000 -4.60 HDAC7 0.000060 -1.21 PLK3  0.000000 2.56
CDC25A0.000001 -2.61 HDACS 0.000001 -1.59 PLK4  0.000000 -3.36
CDK1 0.000000 -2.51 HIF1A 0.236287 1.02 PRKCA 0.000000 -1.92
CDK2 0.000003 -2.42 HRAS 0.000000 -1.75 PRKCB 0.000004 -1.35
CDK4  0.000043 -1.40 HSP90AA1 0.000000 -1.70 PRKCD 0.000003 -1.22
CDK5  0.000000 -1.34 HSP90B1  0.000007 -1.23 PRKCE 0.000002 -1.38
CDK7 0.000062 1.18 IGF1 0.841986 -1.00 PTGS2 0.000005 -1.63
CDK8 0.000001 -1.83 IGF1R 0.000148 -1.20 RHOA  0.000000 -1.96
CDK9  0.000400 -1.23 IGF2 0.416893 -1.01 RHOB  0.000002 -1.74
CTSB  0.000610 -1.18 IRF5 0.018951 -1.05 TERT  0.841986 -1.00
CTSD 0.000012 -1.42 KDR 0.841986 -1.00 [TNKS  0.000050 1.11
CTSL  0.000002 1.56 IKIT 0.000000 -3.81 [TOP2A 0.000000 -4.01
CTSS  0.000023 -1.32 KRAS 0.000028 -1.26 [TOP2B  0.000001 -1.39
EGFR  0.000078 -1.27 MDM2 0.000168 1.25 TP53 0.000164 -1.20
ERBB2 0.000007 1.32 MDM4 0.000026 -1.18 [TXN 0.000009 131
ERBB3 0.025648 1.02 MTOR 0.000001 -1.96 [TXNRD1 0.000002 1.56
ERBB4 0.000003 -1.52 NFKB1 0.000004 -1.47 IACTB  0.000001 -1.57
ESR1  0.000001 -2.79 NRAS 0.000002 -1.22 B2M 0.727466 1.00
ESR2  0.000014 1.54 NTN3 0.000002 1.77 GAPDH 0.399043 -1.01
FIGF 0.000006 1.86 PARP1 0.000000 -2.38 HPRT1 0.000000 -1.55
FLT1 0.000000 -2.53 PARP2 0.000012 -1.85 RPLPO  0.000000 -1.52
FLT4  0.000000 -1.94 PARP4 0.000001 -2.03

Human heat shock proteins & chaperones PCR array analizi sonucunda PES

grubunda Hspler ile ilgili genlerin kontrol grubuna gore ekspresyon seviyelerindeki

kat degisimleri ve p-degerleri ise Cizelge 3.6 da gosterilmistir. Ekspresyon seviyeleri

2 kattan daha fazla degisim gdsteren genler koyu renk ile gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. Human heat shock proteins & chaperones PCR array deneyleri sonucunda
analizleri yapilan genler ve bu genlerin PES grubunda kontrol grubuna gore kat degisimleri.
Kat degisimleri 2 kat ve iizeri olan genler koyu renk ile belirtilmistir.

Kat Kat Kat
degisimindeki degisimindeki degisimindekil
Gen Ad1 p-degeri artis/azalis | Gen Ad1 p-degeri artis/azalis | Gen Adi p-degeri artis/azals
PES/Kontrol PES/Kontrol PES/Kontrol
ADCK3 0.000019 -1.20 DNAJB8 0.000047 -1.09 HSPA1B 0.000047 1.34
ATF6 0.002368 -1.07 DNAJB9 0.000001 1.99 HSPALL 0.000069 1.16
BAG1  0.009503 -1.11 DNAJC1 0.000854 -1.16 HSPA2 0.000002 -1.60
BAG2  0.000011 -1.55 DNAJC10 0.000016 -1.47 HSPA4  0.001644 -1.09
BAG3  0.015752 -1.05 DNAJC11 0.000007 -1.41 HSPA4L  0.270693 -1.98
BAG4  0.000014 -1.45 DNAJC12 0.012979 1.09 HSPA5  0.000032 1.37
BAG5  0.000227 -1.16 DNAJC13 0.000082 -1.08 HSPA6  0.061940 -1.01
CCS 0.000007 -1.61 DNAJC14 0.000032 -1.29 HSPA8  0.000000 -2.10
CCT2 0.000000 -1.43 DNAJC15 0.000111 -1.29 HSPA9 0.001169 1.07
CCT3 0.000053 -1.24 DNAJC16 0.000048 1.26 HSPB1 0.000001 -1.92
CCT4 0.000084 -1.52 DNAJC17 0.000054 -1.20 HSPB2 0.061940 -1.01
CCT5 0.000030 -1.77 DNAJC18 0.000036 1.32 HSPB3 0.061940 -1.01
CCT6A  0.000000 -1.78 DNAJC21 0.000039 -1.23 HSPB6 0.000494 1.09
CCT6B  0.000021 -1.21 DNAJC3 0.000803 1.16 HSPB7 0.061940 -1.01
CCT7 0.000171 -1.26 DNAJC4 0.001584 -1.13 HSPB8 0.000001 1.99
CRYAA 0.061940 -1.01 DNAJC5 0.001620 1.08 HSPD1 0.001127 -1.15
CRYAB 0.000000 1.84 DNAJC5B 0.000000 1.99 HSPE1 0.000995 1.08
DNAJA1 0.000031 -1.25 DNAJC5G 0.061940 -1.01 HSPH1 0.000249 -1.06
DNAJA2 0.000036 -1.42 DNAJC6 0.000004 -1.42 PFDN1 0.447092 1.01
DNAJA3 0.030105 1.05 DNAJC7 0.000211 -1.16 PFDN2 0.000024 1.32
DNAJA4 0.000357 1.11 DNAJC8 0.003753 -1.09 SERPINH1 0.000003 -1.22
DNAJB1 0.052085 1.04 DNAJC9 0.000002 -1.99 SIL1 0.000953 -1.10
DNAJB110.000089 -1.20 HSF1 0.000001 1.92 TCP1 0.000461 -1.18
DNAJB120.001243 -1.06 HSF2 0.000005 -1.32 TOR1A  0.000265 -1.19
DNAJB130.199468 1.03 HSF4 0.008357 1.07 ACTB 0.000002 -1.21
DNAJB140.000283 -1.14 HSP90AA10.000010 -1.73 B2M 0.036383 1.03
DNAJB2 0.000003 1.60 HSP90AB1 0.000000 -1.47 GAPDH  0.000124 1.15
DNAJB5 0.000001 -1.63 HSP90B1 0.643451 1.01 HPRT1 0.000042 -1.42
DNAJB6 0.388748 -1.26 HSPA14  0.000001 -1.33 RPLPO 0.022256 -1.04
DNAJB7 0.000001 1.92 HSPA1A 0.000006 2.3

MCF-7 hiicrelerine PES uygulamasi sonucunda kanser yolaklarinda etkili

genlerin kontrol grubuna gore ekspresyon diizeylerindeki degisim ise Sekil 3.11 de

gosterilmistir. Grafikte PES grubunda kontrol grubuna gore ekspresyon seviyeleri

azalan genler negatif, artan genler ise pozitif olarak gosterilmistir. Grafikte sadece

ekspresyon seviyerleri 2 kat ve lizeri degisim gosteren genler listelenmistir.
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Sekil 3.11. PES uygulamasinin MCF-7 hiicrelerindeki kanser ile iligkili gen ekspresyonu
Uzerindeki etkisi.

PES ve kontrol grubu arasinda kiimeleme analizi yapilmak suretiyle, farkl
seviyelerde eksprese edilen gen paternleri karsilastirilmistir. Human cancer drug
targets PCR Array sonuglarina ait kimeleme analiz grafigi Sekil 3.12 de

gosterilmistir.
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Sekil 3.12. PES ve kontrol grubu i¢in “Human cancer drug targets PCR Array” de bulunan
genlerin kiimeleme analizi (Klrlel: ekspresyonu yiiksek olan genler, Yesil: ekspresyonu diisiik olan
genler).

Human heat shock proteins & chaperones PCR array sonuglarina ait

kiimeleme analiz grafigi ise Sekil 3.13 de gosterilmistir.
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Sekil 3.13. PES ve kontrol grubu i¢in “Human heat shock proteins & chaperones PCR
Array” de bulunan genlerin kiimeleme analizi (Kirmizi: ekspresyonu yiiksek olan genler, Yesil:
ekspresyonu diigiik olan genler).
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3.5. ATP Hidroliz Deneyleri

Hsp70 proteini fonksiyon gosterirken NBD’de ATP hidrolizi gergeklesir ve
aciga cikan enerjiyle SBD’de hedef peptit ve proteinlerin katlanmasi gergeklesir.
Hsp70’in fonksiyon gosterebilmek icin ATP hidrolizini gerceklestirmesi gerekli
oldugundan NBD’e baglanmak icin ATP ile yarigan ve proteinin ATP hidrolizini
engelleyerek proteinin fonksiyonunu engelleyen inhibitorler kullanilmaktadir.
Calismamizda inhibitorlere ilave olarak NBD’de nokta mutasyonlari yapilmis ve
gerek inhibitorlu gerekse inhibitorsiiz ortamlarda proteinin ATP hidroliz degerlerinde

azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.14. Hsp70 ve mutant Hsp70 proteinlerinin inhibitdrsiiz ve inhibitorlu ortamda ATP
hidroliz grafigi. Grafikte A: 100 uM AMP-PNP, B:100 pM ATP, C: 100 pM MKT-077, D:
100 uM VER-155008’i temsil etmektedir.

ATP hidroliz deneylerinin sonucu toplu halde Sekil 3.14 de gosterilmistir.
Grafige gore Hsp70’e ait ATP hidroliz degeri 11 nmol/mg/dk, S340F mutant
proteinine ait ATP hidroliz degeri 7,1 nmol/mg/dk, R272K mutant proteinine ait
ATP hidroliz degeri 9 nmol/mg/dk ve R342H mutant proteinine ait ATP hidroliz

degeri 5,9 nmol/mg/dk olarak hesaplanmistir. Mutant proteinlere ait ATP hidroliz
degerleri kontrol ile (normal Hsp70) ve birbirleriyle karsilastirildiginda her {i¢
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mutant proteine ait ATP hidroliz degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Ortama AMP-PNP (hidroliz olmayan ATP) ilave edildiginde Hsp70’e ait
ATP hidroliz degeri 2,2 nmol/mg/dk, S340F mutant proteinine ait ATP hidroliz
degeri 1,4 nmol/mg/dk, R272K mutant proteinine ait ATP hidroliz degeri 2
nmol/mg/dk ve R342Hmutant proteinine ait ATP hidroliz degeri 0,9 nmol/mg/dk
olarak hesaplanmistir. AMP-PNP’li ortamda mutant proteinlere ait ATP hidroliz
degerleri kontrol ile (normal Hsp70) ve birbirleriyle karsilastirildiginda her {i¢
mutant proteine ait ATP hidroliz degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlaml1 oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Ortama MKT-077 ilave edildiginde Hsp70’e ait ATP hidroliz degeri 3,1
nmol/mg/dk, S340F mutant proteinine ait ATP hidroliz degeri 2,5 nmol/mg/dk,
R272K mutant proteinine ait ATP hidroliz degeri 2,7 nmol/mg/dk ve R342Hmutant
proteinine ait ATP hidroliz degeri 2,5 nmol/mg/dk olarak hesaplanmigtir. MKT-
077’li ortamda mutant proteinlere ait ATP hidroliz degerleri kontrol ile (normal
Hsp70) ve birbirleriyle karsilastirildiginda her {i¢ mutant proteine ait ATP hidroliz
degerleri arasindaki farkin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05),
S340F ve R342H mutant proteinlerinin ATP hidroliz degerleri arasindaki farkin ise

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir (p>0,05).

Ortama VER-155008 ilave edildiginde ise Hsp70’e ait ATP hidroliz degeri
2,5 nmol/mg/dk, S340F mutant proteinine ait ATP hidroliz degeri 2,1 nmol/mg/dk,
R272K mutant proteinine ait ATP hidroliz degeri 2,2 nmol/mg/dk ve R342H mutant
proteinine ait ATP hidroliz degeri 1,5 nmol/mg/dk olarak hesaplanmistir. VER-
155008’1i ortamda mutant proteinlere ait ATP hidroliz degerleri kontrol ile (normal
Hsp70) ve birbirleriyle karsilastirildiginda her {ic mutant proteine ait ATP hidroliz
degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), S340F ve R272K
mutant proteinlerindeki arasindaki ATP hidroliz degerleri arasindaki farkin ise

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir (p>0,05).
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3.6. Lusiferaz Katlama Deneyleri

Hsp70’in protein katlama aktivitesinin o6lculmesinde lUsiferaz katlama
deneyleri siklikla kullanilmaktadir. Calismada ates bocegi proteini olan liisiferaz iire
ile denatiire edilerek tekrar katlanmasindaki Hsp70 aktivitesi arastirildi. Liisiferaz
ATP hidrolizi ile 1s51ma verir ve bu 06zellik sayesinde Hsp70’in protein katlama

aktivitesi dolayli yoldan 6lgiilebilmektedir.
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Sekil 3.15. Hsp70 ve mutant Hsp70 proteinlerinin inhibitdrsiz ve inhibitorli ortamda
denatiire olmus liisiferaz1 katlama grafigi. Grafikte A: 100 pM AMP-PNP, B:100 uM ATP,
C: 100 pM MKT-077, D: 100 uM VER-155008’i temsil etmektedir.

Lusiferaz reaktivasyonu deneylerinin sonucu toplu halde Sekil 3.15 de
gosterilmigtir. Deneysel verilere gore Hsp70 proteininin lisiferaz reaktivasyonu
%27, S340F mutant proteininde llsiferaz reaktivasyonu %21, R272K mutant
proteininde lUsiferaz reaktivasyonu %25 ve R342H mutant proteininde llsiferaz
reaktivasyonu %13 olarak 6l¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki fark hem kendi aralarinda
hem de kontrol (normal Hsp70) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

87



Ortama AMP-PNP ilave edildiginde Hsp70 proteininin lusiferaz
reaktivasyonu %4,1, S340F mutant proteininin lusiferaz reaktivasyonu %3,1, R272K
mutant proteininde lisiferaz reaktivasyonu %3,9 ve R342H mutant proteininde
lusiferaz reaktivasyonu %1,7 olarak Olculmistiir. Gruplar arasindaki farkin hem
kendi aralarinda hem de kontrol (normal Hsp70) grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Ortama MKT-077 ilave edildiginde Hsp70 proteininin llsiferaz reaktivasyonu
%2,3, S340F mutant proteininin llsiferaz reaktivasyonu %2,7, R272K mutant
proteininde lUsiferaz reaktivasyonu %2,9 ve R342H mutant proteininde lsiferaz
reaktivasyonu %2,7 olarak Ol¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki fark kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), S340F mutant proteini ve
R342H mutant proteini liisiferaz reaktivasyonu arasindaki farkin ise istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir (p>0,05).

Ortama VER-155008 ilave edildiginde ise Hsp70 proteininin lusiferaz
reaktivasyonu %3,3, S340F mutant proteininin lisiferaz reaktivasyonu %2,5, R272K
mutant proteininde llsiferaz reaktivasyonu %2,4 ve R342H mutant proteininde
lUsiferaz reaktivasyonu %2 olarak Ol¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki fark hem kendi
aralarinda hem de kontrol (normal Hsp70) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

88



4. TARTISMA

Meme kanseri diinya genelinde kadinlarda gorilen en sik kanser tirlerinden
bir tanesidir ve kansere bagli 6liim nedenlerinde ilk siralarda yer almaktadir. Son
yillarda meme kanserinin tarama, teshis ve tedavisinde biiyiik gelismeler yasanmis
olmasina ragmen, kanser hiicrelerinin ¢esitli diren¢ mekanizmalarina sahip olmalari,
kemoterapi ilaglarinin etkinligini azaltmakta, bu nedenle tedavide yeni ve daha etkili
stratejilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Horibe ve ark., 2014; Mawatari
ve ark., 2015).

Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore ¢ok daha hizli ¢ogalirlar; bunun
sonucu olarak da metabolik gereksinimleri normal hicrelere gore oldukga fazladir.
Hizli c¢ogalmalar1 fonksiyonel proteinlerinin hizli bir sekilde katlanmasin
gerektirmektedir. Ancak kanser hiicrelerindeki mutant ve yanhis katlanmisg
proteinlerin hiicre icerisindeki asir1 birikimi igsel bir stres ve sinyal yolaklarinin
uygunsuz islemesine neden olmakta bu da kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini
tehdit etmektedir (Goloudina ve ark., 2012). Ayrica tumoér hicreleri hipoksi,
kemoterapi ajanlarina maruziyet, besin yoklugu ve diisik pH gibi ¢esitli stres
kosullar1 altinda yasamak zorunda olduklar1 i¢in, Hspler kanser hiicrelerinin bu zorlu
sartlar altinda hayatta kalmas: i¢in biiyliik 6neme sahiptirler (Sherman ve Gabai,
2015).

Hspler, literatiirde genis kapsamli arastirilmig, evrimsel olarak oldukga
korunmus ve ekspresyon seviyeleri sicaklik artisi, hipoksi, kanser ve kemoterapi gibi
sebeplere bagl olarak artis gosteren saperonlardir (Mckeon ve ark., 2016). Hsplerin,
ozellikle de Hsp70’in yiiksek seviyedeki ekspresyonu, meme kanserinin de dahil
oldugu kolon, karaciger, prostat, 6zefagus, serviks ve gastrik kanser gibi birgok
kanser tiiriinde kanser gelisimi, metastaz, invazyon ve kemoterapi/radyoterapiye
kars1 diren¢ gelistirme gibi siireclere katilarak kanser tedavisinde kotii prognoza

neden olmaktadirlar (Garrido ve ark., 2003; Sherman ve Gabai, 2015).
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Yiiksek Hsp70 seviyeleri, kanser hiicrelerinde apoptozu baskilayarak ve
kanser ile iligkili ¢esitli sinyal yolaklarinin inhibisyonunu/aktivasyonunu saglayarak
antikanser etki gostermekte ve tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasina yardimci
olmaktadir. Stres ile indiiklenen Hsp70 (Hsp701); sinyal iletimi, transkripsiyon, hiicre
dongusunin kontroli gibi bircok hticresel yolakta kilit rol Gstlenmektedir (Leu ve
ark., 2009). Hsp70; JNK, p38 ve ERK gibi bir¢ok kinaz kaskadini baskilayict etki
gostermektedir (Gabai ve ark. 1997; Mosser ve ark., 1997; Yaglom ve ark., 2003).
Kanser gelisimi ve metastazla ilgili olarak Hifla ve NF-kB transkripsiyon
faktorlerinin regulasyonunda da rol almaktadir (Colvin ve ark., 2014). FoxM1
Uzerindeki etkisi de benzer sekilde kanser ve metastaz gelisimine katkida
bulunmaktadir (Colvin ve ark., 2014). Yapilan mikroarray ¢alismalarida bu proteinin
kanser yolaklarinda ¢cok dnemli roller oynadigini gostermektedir. Hsp70’in HER2,
Raf-1 ve Akt gibi onko proteinlerin katlanmalarinda rol almas1 da kanserle yakindan

iliskili oldugunu gostermektedir (Rodina ve ark., 2013; Sherman ve Gabai, 2015).

Hsp70 tizerinde yapilan g¢alismalar Hsp70’in kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasina yardimci olmasmin yani sira kanser gelisiminde de Onemli roller
istlendigini gostermektedir. Calismalar meme epitelyum hicrelerinde bir onkogen
olan ve invaziv meme kanserini tetikleyen Her2 geninin Hsp70 ekspresyon seviyesi
normal farelerin %100 iinde meme kanseri gelisimine neden oldugunu, Hsp70 geni
susturulmus farelerde ise meme kanseri gelisiminin 6nemli derecede Onlendigini
gostermistir (Meng ve ark., 2011). Meme kanserinin yani sira yiiksek Hsp70
seviyelerinin prostat kanseri gelisimine de katki sagladig: bildirilmistir (Sherman ve
Gabai, 2015; Kumar ve ark., 2016). Hsp70 ekspresyon seviyesi kanser gelisiminde
rol almakla birlikte meme kanseri hastalarinda dogrudan sag kalim ile de ilgilidir.
Diisiik seviyede Hsp70 ekspresyonu olan hastalarda 5 yillik sag kalim orant %70
iken, yuksek seviyede Hsp70 ekspresyonu olan hastalarda bu oranin %30

seviyelerinde oldugu gosterilmistir (Ciocca ve ark., 1993).

Hsp70 inhibisyonu, timor hiicrelerinin 6liimiinii artirmakla kalmayip segici
olarak kanser hicrelerini kemoterapdtik ajanlara karst daha hassas hale

getirmektedir. Yumurtalik kanserinde cisplatin direncinin yiiksek Hsp70 seviyeleri
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ile iliskili oldugu, Hsp70’in 6zellikle mitokondrial apoptoz yolaklarini inhibe ederek
antikanser etki gosterdigi bildirilmektedir (Goloudina ve ark., 2012).

Hsp70’in kanserdeki belirtilen rolleri g6z Oniine alindiginda ¢esitli
inhibitorler kullanilarak Hsp70’in inhibisyonunun saglanmasi ve Hsp70 NBD
Uzerinde nokta mutasyonlart yapilarak protein fonksiyonlarinin ne sekilde
degistiginin arastirilmasi, antikanser etki agisindan alternatif bir yol olarak
distiniilmektedir. Literatiirde mevcut ve yeni nesil Hsp70 inhibitorlerinin gerek
kanser hucreleri Gzerindeki antikanser etkilerinin, gerekse saflastirilmis Hsp70
proteinleri tizerindeki inhibisyon etkilerinin arastirildigi ¢calismalar mevcuttur (Li ve
ark., 2013; Kang ve ark, 2014). Nokta mutasyonunun proteinin fonksiyonunu ne
sekilde etkiledigi konusunda ise sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Ayrica Hsp70
proteininin amino asit uzunlugu diisiiniildiigiinde yapilabilecek ¢ok fazla nokta
mutasyonunun olmasi yapilacak c¢alismalarin 6zglin olmasimi saglamaktadir.
Calismamizda insan Hsp70 NBD Uzerinde literatiirde daha 6nce yer almayan nokta
mutasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ayrica inhibitorlerin varliginda mutant proteinlerin

fonksiyonlariin ne sekilde etkilendigi bu c¢alisma ile netlik kazanmuistir.

Mutasyon ¢alismalarinin yani sira Hsp70 inhibisyonunun meme kanseri
hicrelerindeki gen ekspresyon profillerini ne sekilde degistirdigini belirlemekte
kanser hiicresiyle basa ¢ikmakta onemli bir adim olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Ayrica kemoterapi ajanlarindan farkli olarak Hsp70 inhibitorlerinin sadece kanser
hiicrelerine kars1 toksik olup saglikli hiicrelerde herhangi bir toksik etki géstermiyor
olmalari Hsp70 inhibitorlerinin 6nemini daha da artirmaktadir. Bu sebeple
calismamizda Hsp70 inhibisyonunun antikanser etkileri ve bu inhibisyonun gen
seviyesinde ne gibi degisikliklere neden oldugu arastirilmistir. Hsp70 inhibisyonuna
bagl olarak Ozellikle de kanser olusumu ve gelisimi ile ilgili onko ve proto-
onkogenlerde meydana gelecek baskilanmalarin, kanser tedavisinde basari sansini

artiracag diisiiniilmektedir.

Ik olarak Hsp70 NBD iizerinde inhibitorlerle etkilesen kritik bazi amino

asitlerde nokta mutasyonu yapilarak protein/inhibitor etkilesiminin ne sekilde
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degistigi arastirilmistir. Hsp70 NBD ve inhibitorlere ait (inhibitorlerden farkli olarak
ATP ve AMP-PNP) protein/ligand etkilesimlerine ait baglanma enerjisi (E) ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu (Ki) parametreleri ilag yapr etki iliskileri
hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan doking programi ile belirlenmistir.
Baglanma enerjisi protein/ligand etkilesiminin ne kadar kararli oldugu hakkinda bilgi
veren bir parametredir. Bu enerji degeri sayisal olarak ne kadar kiigiikse
protein/ligand etkilesimi o kadar kararli, diger bir ifadeyle ligandin proteine afinitesi
(ilgisi) o kadar ytiksektir. Cizelge 3.1 de gosterilmis olan doking sonuglarindan elde
edilen baglanma enerjisi degerlerine bakildiginda VER-155008+3JXU etkilesimine
ait baglanma enerjisinin sayisal olarak en diisiik oldugu goriilmekte, dolayisiyla bu
etkilesimin en kararli etkilesim oldugu baska bir deyisle VER-155008’in Hsp70’e
afinitesinin diger ligandlardan daha fazla oldugu sonucuna varilmaktadir.
ATP+3JXU etkilesiminin ikinci, AMP-PNP+3JXU etkilesiminin tigiincii ve MKT-
077+3JXU etkilesiminin  kararlilik bakimmdan dordiincii  sirada  oldugu
goriilmektedir. Ayrica bu dort ligandla da etkilesen ortak amino asitlerin 272. Amino
asit olan arjinin, 340. amino asit olan serin ve 342. amino asit olan arjinin oldugu
goriilmektedir. Bu amino asitler dort ligandla da ayr1 ayn etkilestigi icin bu amino
asitlerde yapilacak nokta mutasyonlarinin proteinin fonksiyonunu etkilemede 6nemli

olabilecegi diislintilmiistiir.

Calismamizda protein/inhibitor etkilesimine ait baglanma enerjisi degerleri
Hsp70 NBD iizerinde yapilan nokta mutasyonlar1 sonucu yeniden degerlendirilmis,
gerceklestirilen nokta mutasyonlarimin protein/inhibitor etkilesimini ne sekilde
etkiledigi arastirilmistir. Mutant proteinler ve inhibitorler ile tekrar yapilan doking
sonuglarina goére R272K mutasyonu ile inhibitorlerin etkilesimine ait enerjiler: MKT-
077+R272K etkilesimi i¢in E:-8,0 kcal/mol, VER-155008+R272K etkilesimi icin ise
E:-8,7 kcal/mol olarak bulunmustur. Bu iki sonuca gére R272K nokta mutasyonunun
MKT-077+3JXU etkilesimini kiigiikte olsa daha kararli hale getirdigi, aksine VER-
155008+3JXU etkilesiminin kararliligin1 ise diisiirdiigii sonucuna varilmistir. Benzer
sekilde S340E mutasyonu ve inhibitdrlere ait baglanma enerjileri: MKT-077+S340E
etkilesimi i¢in E:-7,7 kcal/mol, VER-155008+S340E etkilesimi i¢in ise E:-9,5

kcal/mol olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore yapilan bu nokta mutasyonu MKT-
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077+3JXU etkilesiminin kararliligint ¢ok fazla etkilememekle beraber, VER-
155008+3JXU etkilesiminin kararliliginda azalma meydana getirmistir. Uglincl ve
son mutasyon olan R342H mutasyonunda ise MKT-077+R342H etkilesimi i¢in E:-
6,9 kcal/mol, VER-155008+R342H etkilesimi i¢in E:-9,7 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Sonuglar MKT-077+3JXU ve VER-155008+3JXU etkilesimlerinin

kararliliginin azaldigini1 gostermektedir.

Elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde mutant olmayan Hsp70
ve inhibitor etkilesiminin kararhiligi ile karsilastirildiginda yapilan ii¢ mutasyonunda
VER-155008 inhibitorii ile mutant proteinler arasindaki etkilesimin kararliligini
azalttig1 sonucuna ulasilmigtir. Benzer sekilde mutant olmayan Hsp70 ile inhibitor
etkilesiminin kararliligi karsilastirildiginda R272K mutant proteini ile MKT-077
arasindaki etkilesimin kararlilig1 artarken, S340E ve R342H mutant proteinleri ile
MKT-077 inhibitorii arasindaki etkilesimin kararliliginin azaldigi sonucuna

varilmigtir.

Doking sonuglarindan elde edilen diger parametre minimum inhibitor
konsantrasyonu (Ki)’dur. Bu parametrenin kiiciik olmasi1 sistemik toksisiteyi
azaltacagindan dolay1 kanser tedavisinde kullanilacak kimyasallar i¢in bu degerin
diisiik olmasi istenilen bir durumdur. Cizelge 3.3 de Hsp70 ve mutant Hsp70
proteinlerine ait minimum inhibitdér konsantrasyonlari toplu halde gosterilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde R272K mutasyonunun MKT-077 inhibitdrinin
minimum inhibitér konsantrasyonunu azalttigi, VER-155008 inhibitorinin ise
arttirdigr goriilmektedir. S340E mutasyonunun MKT-077 inhibitérinin minimum
inhibitér konsantrasyonunu yine azalttigr, VER-155008 inhibitoriiniin ise artirdig
gorilmektedir. R342H mutasyonunun ise her iki inhibitérinde minimum inhibitor
konsantrasyonunu artirdigr belirlenmistir. In silico sonuglar serbest baglanma
enerjileri ile minimum inhibitér konsantrasyon degerlerinin birbirleriyle korelasyon

icerisinde oldugunu gostemektedir.

Mutasyon ¢alismalarimizin ikinci bdliimiinde mutasyon yapilmamis Hsp70

ve mutant Hsp70 proteinlerinin ATP hidroliz ve lusiferaz katlama aktiviteleri
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inhibitorlii ve inhibitorsiiz ortamlarda biyokimyasal deneylerle aragtirilmistir.
Inhibitérler Hsp70’in NBD’sine baglanarak ATP nin bu bélgeye baglanmasina engel
olmakta ve ATP bagimli olarak fonksiyon gosteren Hsp70’in fonksiyon géstermesini
engellemektedirler. Dolayisiyla inhibitor konsantrasyonunun artist ATP baglanma
ihtimalini azaltacagi icin ATP hidroliz seviyeleri inhibitér konsantrasyonu ile ters
orantili olarak diisiis gosterir. Benzer sekilde inhibitor ilavesi protein fonksiyonunu
bozacag igin, proteinin llsiferaz katlama aktivitesi de inhibitor konsantrasyonu ile
ters orantili olarak azalma gosterir. Calismamizda Hsp70 ile yapilan ATP hidroliz ve
lisiferaz katlama deneylerinde ATP hidroliz degeri inhibitorlii ve inhibitorsiiz
ortamda Sekil 3.14 de gosterilmistir. Inhibitdrlerin Hsp70 ATP hidroliz aktivitesinde
onemli diistise neden oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde liisiferaz katlama
deneylerinde de inhibitér ilavesinin Hsp70 fonksiyonunun bir gdstergesi olan
lusiferaz katlama aktivitesinde belirgin diisiise neden oldugu tespit edilmistir (Sekil
3.15). Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde inhibitor ilavesinin ATP hidroliz ve
lisiferaz katlama aktivitesini kontrol grubuna gdre anlamli olarak azalttig:
belirlenmistir (p<0,05). Daha 06nce tartisilan doking sonuglart VER-155008’in
Hsp70’e  MKT-077°den daha biiyiikk bir ilgiyle baglandigin1 gostermektedir.
Dolayisiyla elde edilen bulgularin doking sonuglari ile uyum ig¢inde oldugu

belirlenmistir.

Literatiirde gerek NBD gerekse SBD inhibitorleri kullanilarak Hsp70 ATP
hidroliz ve liisiferaz katlama aktivitesi inhibisyonunun arastirildig1 ve bulgularimiza
paralel sonuglarin elde edildigi gesitli ¢alismalar mevcuttur. Massey ve ark. (2010)
tarafindan yapilan bir calismada VER-155008’in Hsp70 ATPaz paketine baglanarak
proteinin ATPaz aktivitesinde 30 pM’lik VER-155008 konsantrasyonlarinda %24,5,
50 uM’lik VER-155008 konsantrasyonlarinda ise %48,7 lik diisiise neden oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde 50 uM’lik VER-155008 konsantrasyonlarinda Hsp70
liisiferaz katlama aktivitesinin %37,8, 100 uM’lik VER-155008 konsantrasyonlari
ise %47,5 oraninda azaldig1 bildirilmistir. Schlecht ve ark. (2013) VER-155008
inhibitoérindn Hsp70 ATP hidroliz ve lusiferaz katlama aktivitesini arastirmislar, 20
uM’ ik VER-155008 konsantrasyonunun ozellikle diisiik ATP konsantrasyonlarinda

proteinin ATP hidroliz ve liisiferaz katlama aktivitesinde azalmaya neden oldugunu
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bildirmislerdir. Farkli bir ¢alismada 200 pM VER-155008 ve 200 puM apoptozol’un
(AZ), Hsp70 ATPaz aktivitesini sirasiyla %43,03 ve %53,04 oraninda inhibe ettigi
gosterilmistir (Zeng ve ark., 2016). Calismamizda kullanilan diger bir Hsp70 NBD
inhibitord MKT-077dir. MKT-077 analogu olarak sentezlenen ve YM-08 olarak
iIsimlendirilen Hsp70 inhibitoriiniin kullanildigi diger bir ¢calismada Miyata ve ark.
(2013) 50 pM YM-08 inhibitériiniin Hsp70 ATPaz aktivitesini yaklasik %60
oraninda azalttigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde YKS5 olarak adlandirilan Hsp70
inhibitoriiniin kullanildig farkli bir calismada YKS inhibitériiniin doz bagimli bir
bicimde Hsp70 liisiferaz geri katlama aktivitesinde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Rodina ve ark., 2013). Calismamizda Hsp70’e ait ATP hidroliz ve
lusiferaz  katlama  aktivitesi  deneysel verileri  bahsedilen literatirlerle

karsilastirildiginda uyumlu sonuglar elde edildigi goriilmektedir.

Calismamizin ikinci asamasinda mutant proteinlerde ATP hidroliz ve
liisiferaz aktivitelerinin nasil degistigi arastirilmustir. flave olarak mutant proteinlerin
inhibitér varliginda ATP hidroliz ve liisiferaz katlama aktiviteleri arastirilmais;
S340F, R272K ve R342H mutant proteinler MKT-077 ve VER-155008 inhibitorleri
ile ayr1 ayn etkilestirilerek ATP hidroliz ve lusiferaz katlama aktivitesi deneyleri
yapiimistir. Ozellikle R342H mutasyonu olmak iizere biitin mutasyonlar, mutant
proteinlerin ATP hidroliz ve lGsiferaz katlama aktivitelerinde azalmaya neden
olmustur (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15). Her ¢ mutant proteininde ATP hidroliz ve
lisiferaz aktivitesindeki azalma kontrol ile karsilastirildiginda aralarindaki farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Mutant proteinlerin inhibitérli ortamda ATP hidroliz ve lusiferaz katlama
aktivitelerinin daha da azaldigi belirlenmistir (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15). Mutant
proteinlerin inhibitdrlt ortamda ATP hidroliz ve lusiferaz katlama aktiviteleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda hepsinde de aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p<0,05). Mutasyon deneyleri toplu olarak degerlendirildiginde
yapilan nokta mutasyonlarinin farkli seviyelerde de olsa proteinin fonksiyonunu

negatif yonde etkiledigi sonucu ¢ikarilabilmektedir. Hsp70 inhibisyonunun
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antikanser etkileri g6z 6niine alindiginda ¢alismanin bu boliimiinlin amacina ulagtigi

gorulmektedir.

Vogel ve ark. (2006b) E. coli Hsp70’i olarak bilinen DnaK iizerinde P143A,
P143G, R151A, R151K, E171D ve E171Q nokta mutasyonlarin1 gergeklestirmis,
caligmalarinin  bir bdliimiinde mutant proteinlerde ve mutasyon yapilmamis
Hsp70’de ATP hidroliz ve liisiferaz deneyleri yapmislardir. Deneysel sonuglar biitiin
mutant proteinlerde liisiferaz katlama aktivitesinin belirgin bir sekilde diistiiglinti
gostermistir. Normal Hsp70’in liisiferaz katlama aktivitesi %50 seviyelerinde iken
mutant proteinlere ait lUsiferaz katlama aktiviteleri yaklasik olarak %]1’e diismiistiir.
Benzer sekilde biitlin mutant proteinlerin ATP hidroliz aktivitesi normal Hsp70’e
gore belirgin sekilde azalmistir. Ozellikle P143G, E171D ve E171Q nokta
mutasyonlarinin bulundugu proteinlerde ATP hidroliz aktivitesi sifir seviyelerinde
Ol¢iilmiistiir. ATP hidroliz aktivitesinin bizim ¢alismamiza gore daha fazla azalig
gOstermesi nokta mutasyonlari yapilan amino asitlerin bizim ¢alismamizdaki nokta
mutasyonu yapilan amino asitlere gore protein fonksiyonlari i¢in daha 6nemli
olabilecegini diisiindiirmektedir. DnaK, SBD (zerinde F146A, D481A, D481K,
V440A, L484A ve DI148A nokta mutasyonlarminin gerceklestirildigi farkli bir
calismada, ozellikle D481K, DI148A ve F146A nokta mutasyonlarimin proteinin
lisiferaz katlama aktivitesinde 6nemli 6l¢iide azalmalara neden oldugu bildirilmistir
(Kityk ve ark., 2015). Tutar ve ark. (2008) maya Hsp70 NBD uzerinde A17V ve
E540K nokta mutasyonlarin1 gerceklestirerek proteinin ATP hidroliz ve liisiferaz
katlama aktivitelerinin ne sekilde degistigini arastirmiglardir. Deneysel sonuglar
E540K nokta mutasyonunun proteinin ATP hidroliz ve lGsiferaz katlama
aktivitesinde birbirlerine paralel olarak belirgin bir diisiise neden oldugunu
gostermektedir. Calismamizda belirtilen ¢alismalardaki nokta mutasyonlari
gergeklestirilmemis, diger bir farklilik olarakta insan Hsp70 NBD kullanilmis ancak
protein fonksiyonunun bozuldugunun gostergesi olan ATP hidroliz ve liisiferaz
katlama aktivitelerinin belirtilen literattrlerle uyumlu olarak azaldig1 goriilmiistiir.

Hsp70 inhibitorlerinin ve paklitaksel’in MCF-7 hucreleri (zerindeki
sitotoksik etkileri XTT testi ile arastirilmistir. Paklitaksel’in ve inhibitorlerin ¢esitli

kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri bilinmekle birlikte ¢caligmada ELISA
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ve RNA izolasyon deneylerinde kullanilacak uygun dozlarin tespit edilmesi (ICso
degeri) amaciyla sitotoksisite testi yapilmistir. Uygulanacak inhibitor/paklitaksel
dozlarinin ve uygulama siiresinin hiicrelerin tamamini etkileyecek ancak hiicreleri
tamamen oldiirmeyecek sekilde secilmesi gerekmektedir. Sonrasinda protein ve RNA
elde edilecek olan hicrelerin ilag ve inhibitorlerle yeterli konsantrasyon ve strede
etkilesmis ancak Olmemis olmasi gerekmektedir. Literatiirde inhibitorler ve
paklitakselin ¢esitli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki ICso degerleri yaklasik olarak
PES icin 7,5 uM, MKT-077 icin 2,5 uM, paklitaksel icin 2,3 uM ve VER-155008
icin 14,5 uM olarak belirtilmistir (Leu ve ark.,2009; Massey ve ark., 2010; Li ve
ark., 2013; Zhang ve ark., 2016). Literatiirde yer alan ICso degerleri dogrultusunda
calismamizda bu degerleri de kapsayacak sekilde hiicreler iizerine farkli dozlarda
inhibitor/paklitaksel uygulanarak en uygun ICso degerleri belirlenmistir. 24 ve 48
saatlik inkiibasyon suresi sonunda 15 pM VER-155008, 2,5 uM MKT-077, 7,5 uM
PES ve 2,3 uM paklitaksel konsantrasyonlarinin ELISA ve RNA izolasyon
calismalar1 icin en uygun degerler oldugu belirlenmis ve c¢alismalarda bu
konsantrasyonlar  kullanilmistir.  Ayrica  hiicrelerin ~ béliinme  siireleri,
ilaca/inhibitorlere verecekleri cevap ve ilacin/inhibitorlerin etki gosterme siireleri goz
oninde bulundurularak 48 saatlik inkiibasyon siiresinin uygun oldugu

distiniilmistiir.

Calismamizda VER-155008, MKT-077, PES ve paklitakselin MCF-7
hiicrelerindeki HSP70i1 protein miktarlari ELISA yontemi ile degerlendirilmistir.
Hsp70’in 13 tane izoformu vardir ve bu g¢alismada Hsp70 inhibitorlerinin bu
izoformlardan Hsp70i ekpresyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen
sonuclar kontrol grubuna gore Ozellikle PES olmak Uzere her (¢ inhibitoériinde
Hsp70i miktarin1 artirdigini géstermektedir (Sekil 3.8). Paklitaksel grubunda ise
inhibitorler kadar olmasa da kontrol grubuna goére Hsp70i miktarinda artis
gorulmektedir (p>0,05). Hiicrelerde bulunan énemli sitozolik izoformlardan biri olan
Hsp70i normal sartlarda hiicrelerde ¢ok az miktarda sentezlenirken hiicre ig¢sel veya
digsal herhangi bir strese maruz kaldiginda ekspresyonu onemli derecede artar
(Whitesell ve Lindquist, 2009; de Billy ve ark., 2009). Kemoterapinin kanser

hiicreleri icin Onemli bir stres kaynagi oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla
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kemoterap6tik bir ajan oldugu bilinen paklitakselin MCF-7 hucrelerinde Hsp70i
miktarlarinda artisa neden olmasinin beklenen bir durum oldugu diisiiniilmektedir.
Calismada da kontrol grubu ile karsilastirildiginda paklitaksel uygulanan gruptaki
Hsp70i protein duzeyleri daha ylksek bulunmustur. PES uygulamasmin kanser
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa neden oldugu bildirilmektedir
(Zeng ve ark., 2014). Bu durumda ROS’un da kanser hiicresi igin dissal bir stres
kaynagi oldugu distintildigiinde, Hsp70i miktarinda artisa neden olmasi
beklenmektedir. Literatiirde PES uygulamasinin kanser hiicrelerindeki Hsp70i

miktarini artirdigini gésteren ¢aligmalar mevcuttur.

Balaburski ve ark. (2013) yaptiklart bir ¢alismada PES’e alternatif olarak
sentezledikleri PES-CI inhibitérinin A375 ve 1205Lu hicrelerinde Hsp70
ekpresyonunu artirdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Leu ve ark. (2009) biyotin-
PES’in BX-U20S ve H1299 hiicrelerinde Hsp70i protein miktarlarin1 kontrol
grubuna gore artirdigin1  bildirilmislerdir. Ayn1 c¢alismada MCF-7 ve A875
hiicrelerinde de PES uygulamasinin kontrol grubuna gére Hsp70i miktarlarinda artisa
neden oldugu gosterilmistir. Inhibitér olarak PES’in kullanildig1 farkli bir ¢aligmada
Leu ve ark. (2011) PES’in artan konsantrasyonlarinin H1299, MCF-7 ve IMR890
hiicrelerinde kontrole gére Hsp70i miktarini arttirdigini gostermislerdir. Farkli bir
caligmada Zeng ve ark. (2014) PES uygulamasinin RTgill-W1 hiicrelerindeki Hsp70
ekspresyonunu kontrol grubuna gére artirdigini bildirmislerdir. Kang ve ark. (2014)
Hsp70 NBD’e baglanan kendi gelistirdikleri Hsp70 inhibitoriinlin  SKBR3
hiicrelerindeki Hsp70 protein miktarin1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda doza
bagimli olarak artirdigim1  géstermislerdir. Ozellikle 200 pM’lik inhibitor
konsantrasyonlarinda Hsp70 ekspresyonunun onemli olglide arttigi bildirilmistir.
Benzer bir caligmada Rodina ve ark. (2013) Hsp70 NBD’ye spesifik olarak baglanan
ve YKS5B olarak adlandirdiklar: inhibitériin SKBR3 hiicrelerindeki Hsp70 protein
miktarlarini artirdigint gostermislerdir. Calismamizda da bahsedilen caligmalarla
uyumlu olarak inhibitorlerin MCF-7 hiicrelerinde Hsp70i miktarii artirdigi tespit
edilmistir.  Ozellikle Hsp70i’ye spesifik olan PES inhibitériinin  MCF-7
hiicrelerindeki Hsp701 miktarlarin1 6nemli 6l¢iide artirdigr sonucuna ulasilmistir.

Inhibitér  gruplarinda Hsp70i ekspresyonunda artis  goriilmesinin  sebebi,
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inhibitorlerin etkisi ile MCF-7 hiicrelerinin azalan Hsp70i fonksiyonlarmin etkisini
onlemek i¢in daha fazla Hsp70 sentezleme gerekliligi duydugu disiiniilmektedir
(huicresel up-regulasyon). Ancak, ortamda bulunan Hsp70i inhibitériniin mevcut ve
yeni sentezlenecek Hsp70i proteinlerinin SBD’sine baglanmak suretiyle proteinlerin
fonksiyon gostermesini engelledigi, dolayisiyla ortamda inhibitdr varliginda Hsp70i
seviyelerinde artis olsa da protein fonksiyon gosteremeyecegi i¢inkanser hiicrelerinin
apoptoza gittigi diistiniilmektedir. Ayrica daha 6nce belirtildigi gibi PES tarafindan
tiretilen ROS’larinda kanser hicresindeki Hsp70i ekspresyonunu artirmis olabilecegi

g6z 6ninde bulundurulmalidir.

PES uygulamasimin MCF-7 hicrelerindeki kanser gelisimi ve Hspler ile ilgili
gen ekspresyon seviyelerini ne sekilde etkiledigi PCR array yontemi ile
belirlenmistir. PCR array deneyleri sonucunda PES uygulanan MCF-7 hicrelerinde,
kanser ile iliskili olduklar1 bilinen, BIRC5, TOP2A, KIT, GSTP1, AURKA, AURKB,
PLK1, PLK2, PLK4, ESR1, CDC25A, FLT1, CDK1, CDK2, PARP1, PARP4 ve PGR
genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna goére 2 kattan fazla azalma;
PLK3 geninin ekspresyon seviyelerindeise kontrol grubuna goére 2 kattan fazla artis
meydana geldigi tespit edilmistir. Hspler ile ilgili genlerde ise PES grubunda kontrol
grubuna gére HSPA8 gen ekspresyonunda 2 kattan fazla azalma, HSPA1A gen
ekspresyonunda ise 2 kattan fazla artis gozlenmistir. Genlerin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artma veya azalma goriilmiis olmasina
ragmen 2 kattan daha az de8isim gosteren genler tartisma boliimiine dahil
edilmemistir; ancak ilgili genlere ait kat degisimleri Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6 da

gosterilmistir.

BIRC5S geni “Baculoviral Inhibitor of apoptosis Repeat-Containing 5” ya da
“survivin” olarak adlandirilan proteinin kodlanmasindan sorumlu bir onkogendir.
Survivin, apoptoz inhibitorleri ailesine ait anti-apoptotik bir proteindir. Kaspaz
aktivasyonunu, BAX’1 ve Fas ile uyarilan apoptozu inhibe ederek apoptozun negatif
diizenleyicisi olarak islev gormekte veinsan tumorlerinin bircok tlrlinde yiksek
seviyede survivin ekspresyonu goézlenmektedir (Tamm ve ark., 1998; Sah ve ark.,

2006). En fazla meme ve akciger kanseri olmak iizere 60’dan fazla farkli insan
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kanser hilicrehattinda ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Tamm ve ark.,1998).
Anti-apoptotik rolliniin yani sira mitoz boliinmenin diizenlenmesinde ve hiicre
dongusunde de survivin proteinin 6nemli rol oynamasi bu proteini antikanser tedavi
icin hedef haline getirmektedir (Olie ve ark., 2000). Calismamizda PES
uygulamasinin MCF-7 hiicrelerindeki anti-apoptotik etkili bir onkogen olan BIRC5
gen ekspresyon seviyelerini anlamli sekilde diisiirdiigii belirlenmistir. BIRC5 gen
ekspresyonseviyelerindeki ve buna bagli olarak survivin protein ekspresyon
seviyelerindeki azalmanin, MCF-7 hiicrelerindeki apoptozun uyarilmasina ve kanser

hlcresinin 6lime gidisine neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

TOP2A geni insanlardaki nikleer bir enzim olan DNA topoizomeraz 2-alfa’y1
kodlayan bir onkogendir. DNA topoizomeraz enzimi transkripsiyon sirasinda
DNA’nin topolojik yapisini, kromozomlarin ayrilmasini ve hiicre dongusinin
ilerlemesini kontrol etmekle gorevlidir. Ayrica DNA transkripsiyonu ve replikasyonu
sirasinda olusan dongiisel stresi rahatlatma gorevi de tstlenmektedir (Champoux,
2001). Bu enzimin inhibisyonu dogrudan hiicre donglsinii ve c¢ogalmasini
etkileyecegi i¢in antikanser bir strateji olarak gortilmekte ve doksorubisin, epirubisin,
etopsid ve teniposid gibi kemoterapétik ilaglar ile TOP2A enzimi hedeflenmektedir
(Panvichian ve ark., 2015). Calismamizda PES uygulamasi ile MCF-7 hicrelerindeki
TOP2A gen ekpresyonunda azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Hucresel
proliferasyonda 6nemli roller istlendigi bilinen TOP2A gen ekspresyonundaki
azalmanin TOP2A enzim seviyelerinde de azalmaya yol acarak kanser hiicrelerinin

¢ogalmasini inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir.

KIT geni proto-onkogen sinifina ait bir gendir ve proto-onkogen c-Kit, tirozin
protein kinaz kit ya da CD117 olarak da bilinen bir reseptér protein kinazi
kodlamaktadir. Bir sitokin reseptorii olan CD117, hematopoietik kok hicrelerin ve
diger hiicre tiplerinin yuzeyinde eksprese edilmekte ve mutasyonlar CD117
reseptorinun gucli proto-onkogen ozelligini agiga ¢ikarmaktadir. Bununla birlikte
KIT tirozin kinaz reseptorlerinin; hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi ve farklilagmasi ile
ilgili stireglerde rol oynamasi kanser gelisim mekanizmasi ile de yakindan iligkili

oldugunu gostermektedir (Andre ve ark., 1997). KIT geninde meydana gelen
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mutasyonlarin gastrointestinal tlimorler, melanoma ve akut miyeloid 16semi ile
iliskili oldugu bilinmektedir (Andre ve ark., 1997; Edling ve ark., 2007).
Calismamizda da PES wuygulamasmin bir proto-onkogen olan KIT geninin
ekspresyonunu baskilamasinin, PES’in olasi antikanser mekanizmalarindan birini

daha ortaya koydugu diisiiniilmektedir.

GSTP1 geni tarafindan kodlanan glutatyon S-transferaz P, endojen ve ekzojen
kaynakli zararli maddelerin detoksifikasyonundan sorumlu ve hiicre dongiisiiniin
duzenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir enzimdir (Laborde, 2010). GSTPI’in
regulasyonunda meydana gelen bir diizensizlik dzellikle prostat kanseri olmak (izere
bircok kanser gelisimi ile yakindan iliskilendirilmektedir. Bu enzim, g¢esitli
faktorlerle (diizenleyici kinazlar gibi) etkilesime girerek hiicre ¢ogalmasi,
farklilasmasi ve apoptoz ile ilgili sinyal yolaklarin1 modiile etmektedir (Martignano
ve ark., 2016). Bu nedenle GSTP1, hicre koruyucu ve diizenleyici fonksiyonlari
sayesinde kanserli hicrelerin ¢ogalmasi ve 6liimiinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica GSTP1’in kanser ilaglarina kars1 direng gelisimindeki rolii son zamanlarda bu
enzimi kanser tedavisinde bir hedef haline getirmektedir (Singh, 2015).
Calismamizda GSTP1 geni ekpresyon seviyesinin PES uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldig1 gézlenmistir. Hiicre cogalmasi, farklilagsmasi ve
apoptozun diizenlenmesinde onemli rolleri olan; ayrica hiicre koruyucu etkisinin
varlig1 bilinen GSTP1 geninin ekspresyon seviyelerindeki bu azalmanin MCF-7
hicrelerinin  proliferasyonunda azalma ve hicrelerin apoptoza gitmesi ile

sonug¢lanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aurora kinazlar, antikanser terapétiklerin potansiyel hedefi olan mitotik
regulatorlerin bir ailesidir (Andrews PD, 2005). Aurora-A bircok kanser tlrlinde
oldukea yiiksek seviyelerde eksprese edilen onkogenik bir proteindir. Benzer sekilde
Aurora-B de kanser gelisiminde énemli rolleri olan bir onko-proteindir. Aurora ailesi
proteinlerin mitoz boliinme, genom stabilitesi ve timdr gelisimindeki rolleri gesitli
arastirmalarla kapsamli bir sekilde aciklanmaya c¢aligilmistir. Son ¢aligmalar Aurora-
B’nin prostat kanseri, kolon kanseri ve bas boyun kanserinde yiksek seviyede

eksprese edildigini ve bu yiiksek ekspresyon seviyelerinin kanser hiicrelerinin
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agresifligini artirdigin1 gostermektedir (Chieffi ve ark., 2006; Erpolat ve ark., 2012;
Tuncel ve ark., 2012). Aurora kinaz ailesine ait genlerin proto-onkogen o6zellik
tasimasi, bu genlerin asir1 ekspresyonunun ve genlerde meydana gelecek
mutasyonlarin kanser gelisim mekanizmalar1 ile yakindan iligkili olabilecegini
diistindirmektedir. Calismamizda PES uygulamasinin MCF-7 hiicrelerindeki proto-
onkogen olan AURKA ve AURKB gen ekspresyon seviyelerini anlamli sekilde
azaltmis olmasi1 PES’in antikanser etkisine aracilik eden olasi bir mekanizmanin

varhiginm diistindiirmektedir.

PLK1, PLK2, PLK3 ve PLK4 genleri 6karyotlarda yaygin olan serin/treonin
protein kinazlarin polo ailesininiiyelerini kodlamaktadir. PLK ailesine ait proteinlerin
hiicre boliinmesindeki rolleri géz oniline alindiginda, kanser olusumuna ve kanserin
ilerlemesine katkida bulunduklari goriilmektedir. PLK1, PLK ailesi igerisinde
izerinde en fazla arastirma yapilan proto-onkogendir ve mitozun baslangici, G2/M
evresinin kontrolii, sentrozom ve hiicre dongiisiiniin kontrolii, ig ipliklerinin
organizasyonu, kromozomlarin ayrilmasi gibi hiicre dongtsuniin kontroliinde birgok
rolii bulunmaktadir (van de Weertdt ve ark., 2006; Liu ve ark., 2017). PLK1’in
artmis ekspresyonu c¢ogunlukla yiiksek diizeyde cogalan dokularda ve kanser
hicrelerinde gorilmektedir ve kanser hastalarinda yiksek seviyelerde eksprese olan
PLK1, kotii prognoza neden olmaktadir (Golsteyn ve ark., 1994; Liu ve ark., 2017).
Sicanlarda PLK1’in asir1 ekspresyonunun onkogenik transformasyona neden oldugu,
bu duruma bagl olarak da PLK1'in hiucre bdlinmesinde belirgin bir rol oynadigi
sonucu ¢ikarilmistir (Smitht ve ark., 1997). PLK2, PLK1 ile homoloji g6stermesinin
yant sira, doku dagilimi ve fonksiyon bakimindan bazi farkliliklar gostermektedir
(Holtrich ve ark., 2000). PLK2, PLK1’e benzer sekilde hiicre dongiisiinde ve DNA
hasar kontroliinde roller {stlenmekle birlikte yapilan calismalar PLK2
ekspresyonunun baskilanmasimin kanser hiicrelerini apoptoza stiriikledigini
gostermektedir (Burns ve ark., 2003). PLK4’de PLK1 ve PLK2’ye benzer sekilde
hiicre dongiisiinde 6nemli roller istlenir ve hiicre canliligi i¢in gereklidir. PLK4
siRNA’larmin kullanilarak PLK4 protein seviyelerinin azaltilmasmin Hela
hiicrelerinde apoptozu aktive ettigi bildirilmistir (Li ve ark., 2005). Calismamizda
PES uygulanan MCF-7 hicrelerinde PLK1, PLK2 ve PLK4 genlerinin
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ekspresyonunda baskilanma goriilmiistiir. PLK ailesi proteinlerinin kanser geligimi
ve ilerlemesindeki rolleri géz Oniine alindiginda PES’in bu genleri baskilayarak
antikanser etki gostermis olabilecegi 6ngoriilmektedir. Ayrica ¢alismamizda PLK3
gen ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna 2 kattan fazla artis tespit edilmistir.
Genel olarak PLK1 ile PLK3’in biyolojik fonksiyonlar1 zitlik gostermektedir.
Ornegin PLK1’in agir1 ekspresyonu onkogenik etki gdsterirken PLK3’{in asiri
ekspresyonu apoptozu indikleyerek hiicre biyiumesini inhibe etmektedir (van de
Weertdt ve ark., 2006). PLK3’{in belirtilen rolii diisiiniildiigiinde PES uygulamasi ile

ekspresyon seviyelerindeki artigin beklenen bir durum oldugu diistintilebilir.

Calismamizda MCF-7 hicrelerindeki HSPALA gen ekspresyonunun PES
uygulamasi ile kontrol grubuna gore arttigr, HSPA8 gen ekspresyonunun ise azaldigi
tespit edilmistir. HSPA1A geni giris bolimiinde de belirtildigi tizere Hsp70i
proteinini kodlarken, HSPA8 geni ise hicrelerde konstititif olarak sentezlenen
Hsc70’i kodlamaktadir (Daugaard ve ark., 2007). Calismamizin ELISA deneyleri
sonucuna gore PES uygulamasinin MCF-7 hucrelerindeki Hsp70i seviyelerini
artirdigi  belirlenmistir (Sekil 3.8). PCR array deney sonucunda da protein
seviyesinde artig goriilen Hsp70i geninin ekspresyon seviyelerinde artig gériilmesinin
gerekli ve beklenen bir durum oldugu diistiniilmektedir. Literatlirde HSPA8 geninin
irlinli olan Hsc70 proteininin PES uygulamasi sonucunda azaldigii goOsteren
calismalar mevcuttur (Granato ve ark., 2013). Calismamizda da PES uygulamasina
bagli olarak HSPA8 geninin ekspresyonundaki azalma, Hsc70 proteininin
seviyelerinde de azalmaya neden olarak Hsc70 inhibisyonu yapmis ve hicrelerin
apoptoza gidisine neden olmus olabilir. Hsp70i protein ve HSPA1A gen
ekspresyonundaki artiglar PES’in  Hsp70i inhibisyonunu protein veya gen
ekspresyonu seviyesinde degil, direkt olarak proteinin SBD bdlgesine baglanip
fonksiyonunu engelleyerek yaptigini diigiindiirmektedir. Ayrica PES, Hsp70 ile ko-
saperonlar1 arasindaki etkilesimi engelleyerek proteinin fonksiyon goérmesini
engellemis olabilir. HSPA8 gen seviyelerindeki azalma ise PES’in hem gen
ekspresyon seviyesinde hem Hsc70 protein seviyesinde hem de protein fonksiyonunu

engelleyerek etki gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Meme kanserinde endokrin tedavilerin uygulanma yolu &strojen
yoksunlugundan ge¢mektedir. Tedavinin farmakolojik hedefleri, dolagimdaki
Ostrojenin seviyelerini diisiirmek ve/veya hormon reseptor blokaji yoluyla reseptor
ekspresyonunu azaltarak 6strojenin timor dokusu Uzerindeki etkilerini dnlemeyi
icermektedir. Ostrojen sentezinin terapétik olarak hedeflenmesi Gstrojen reseptori
ekspresyonuna sahip meme kanserlerinin %70'inden fazlasinin tedavisinde temel
dayanaktir. Ostrojen ve progesteron reseptorleri niikleer DNA’ya baglanan ve
transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gosteren sitoplazmik proteinlerdir. ESR1
geni insanlarda Ostrojen reseptor-a (ER a)’y1, PGR geni ise progesteron reseptorini
kodlamaktadir ve her iki gen de meme kanseri gelisim ve tedavi mekanizmasinda
cok onemli role sahiptir (Skliris ve ark., 2006; Papoutsi ve ark., 2009; Toy ve ark.,
2017). PES uygulamasi meme kanseri gelisiminde bu kadar énemli rol oynayan her
iki genin ekspresyon seviyelerinde de azalmaya neden olarak meme kanseri

hlcrelerinin gogalmasini baskilamis olabilecegi diisiiniilmektedir.

PARP1 geni tarafindan kodlanan PARP1 proteini DNA hasarin1 onarmakta
onemli gorevler Ustlenmektedir. Antikanser bir strateji olarak hicre ici PARP1
seviyelerinin gerek siRNA’larla gerekse PARP1 inhibitorleri ile diisiiriilmesi DNA
kiriklarinin onariminin azalmasi ile sonuglanmaktadir (Schultz ve ark., 2003; Godon
ve ark.; 2008). PARP1 ekspresyonu meme kanseri, ndéroblastom ve kolon kanseri
gibi bir¢ok kanser tiirtinde artig gosterir (Rojo ve ark., 2012; Dziaman ve ark., 2014;
Newman ve ark., 2015). Kanser hicrelerindeki DNA onarimini saglayan ve kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasi ig¢in bu kadar 6nemli olan bir genin ekspresyonunu
baskilamak kanser hiicresinin ¢ogalmasini negatif yonde etkileyebilecegi igin 6nemli
bir antikanser strateji olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Calismamizda PES’in meme
kanseri hiicrelerindeki PARP1 ve PARP4 ekspresyon seviyelerini azaltmasi diger bir

antikanser etkisini ortaya koymus olabilecegini diisiindiirmektedir.

FLT1 geni vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR1) proteinini
kodlayan bir onkogendir. VEGFRL1 ekspresyonu, lenfoma, I6semi, melanoma, kolon
kanseri, pankreas kanseri ve meme kanserinde yuksek seviyede goérilmektedir

(Tsourlakis ve ark., 2015). FLT1’in karaciger yenilenmesi ve inflamasyon gibi
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fizyolojik rollerinin yani sira metastazda da rol oynamasi kanser ile yakin iliski
icerisinde oldugunu gostermektedir (Al-Maghrabi ve ark., 2014). Anjiyogenez,
kanser hucrelerinin metastaz yapmasinda kilit rol oynamaktadir ve VEGFR1
anjiyogenezde rolii oldugu bilinen en 6nemli proteinlerdendir (Lee ve ark., 2011).
Calismamizda kanser hiicrelerinin metastaz yapmasinda bu kadar énemli rol oynayan
bir genin PES uygulamasi ile ekspresyonunun baskilandigi goriilmektedir. PES’in
FLT1 genini baskilamasi 6zellikle metastaz yapma egilimli kanser hicrelerinin
metastaz yapma yetene8ini kisitlayarak kanserin yayilmasimi engelleyecegi

Ongorulmektedir.

CDC25A geni insanda birgok kanser tiriinde yiiksek seviyede eksprese olan
bir onkogendir. Bu gene ait protein normal Okaryotik hiicre bolinmesinde, hiicre
dongiisliniin  diizenlenmesinde ve DNA hasarinin kontrol edilmesinde ©Onemli
fonksiyonlara sahiptir. Bircok kanser tiriinde yuksek seviyede CDC25A
ekspresyonunun gortlmesi ve CDC25A’nin hiicre dongisitndeki merkezi rolleri, bu
proteini antikanser tedavide énemli bir hedef haline getirmektedir (Kristjansdéttir ve
Rudolph, 2004). PCR array sonuglarimiz PES uygulamasinin MCF-7 hucrelerindeki
CDC25A ckspresyonunu 6nemli dl¢iide baskiladigini géstermektedir. Hiicre dongisu
ve DNA hasarmin kontrol edilmesi dolayisiyla kanser hiicresinin ¢ogalmasi i¢in bu
kadar onemli bir onkogenin PES uygulamas: ile baskilanmasi PES’in diger bir

antikanser yoniinii vurgulamaktadir.

CDK1 genine ait protein olan siklin bagimli kinaz 1, hiicre dongiisiinde kilit
roller Ustlenmektedir. CDK1 proteini, nikleusun yeniden duzenlenmesinde,
kromozom yogunlagsmasinda ve c¢esitli mitotik substratlarin fosforillenmesi sonucu
mitotik ig iplik¢iklerinin olusumunda goérev almaktadir. Dolayisiyla CDK1
aktivasyonu mitoz boliinmede vazgegilemez bir adim olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Lee ve ark., 2016). CDK2 geni siklin bagimli kinaz 2 (CDK2) proteinini
kodlamaktadir. CDK2 proteini de CDK1’e benzer sekilde hiicre dongiisiinde gorev
almaktadir ve CDK2 aktivasyonu malign hiicre ¢ogalmasina neden olmaktadir.
Yapilan ¢alismalar CDK2’nin anormal aktivitesinin ¢esitli kanser tiirlerinde kanser

hiicrelerinin invazyonunu artirdigini ortaya koymustur (Liu ve ark., 2016). CDK1 ve
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CDK2 geninin kanser mekanizmalar1 lizerinde belirtilen rolleri degerlendirildiginde
bu genlerin ekspresyonunun baskilanmasinin &nemli antikanser etkiler ortaya
cikarabilecegi diisliniilmektedir. PES’in bu iki gene ait ekspresyon seviyelerini
baskilamas1 MCF-7 hicrelerinin hiicre donglsi zerindeki etkileri sayesinde

proliferasyonunu engellemis olabilecegi diistiniilmektedir.

PES uygulamasi sonucunda genlerin ekspresyon profilleri toplu olarak
degerlendirildiginde PES’in ¢ogunlukla hiicre dongiisiinii diizenleyici fonksiyon
goOsteren proteinlere ait genlerin ekspresyonunu ve DNA tamir mekanizmalarinda
gorev alan genleri baskilayarak kanser hiicresinin proliferasyonunu baskiladigi
goriilmektedir. Ayn1 zamanda HSPA8, BCL-2 ve BIRCS gibi antiapoptotik genlerin

ekspresyonunu da azaltarak kanser hicrelerini apoptoza siiriikledigi goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi, kanserde onemli roller oynadig1 bilinen Hsp70 proteininin

antikanser etkilerinin arastirilmasi1 amaciyla yapilmastir.

Calismamizin sonuglart Hsp70 NBD {izerinde yapilan nokta mutasyonlarinin
proteinin fonksiyonlarmi inhibitorsiiz ve inhibitorlu kosullarda 6nemli derecede
etkiledigini géstermistir. Yapilan bu caligmalara ilave olarak Hsp70 NBD veya SBD
tizerindeki farkli aminoasitlerde de nokta mutasyonu yapilarak ve farkli HSP70 NBD

inhibitdrleri kullanilarak protein fonksiyonunun ne sekilde etkilendigi arastirilabilir.

Calismamizda kullanilan Hsp70 inhibitorlerinin ve paklitaksel’in MCF-7
hicrelerindeki Hsp70i protein seviyeleri ELISA yo6ntemi ile belirlenmis ve inhibitor
ve paklitaksel uygulamasinin Hsp70i protein ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna
gore artirdigr tespit edilmistir. Paklitaksel grubundaki artig istatistiksel olarak anlamli
degilken (p>0,05), ozellikle PES grubunda Hsp70i seviyelerinde artis oldugu
g0zlenmistir (p<0,05).

PES’in MCF-7 hicrelerindeki Hspler ve kanser ile ilgili yolaklardaki gen
ekspresyon profillerini ne sekilde etkiledigi PCR array yontemi ile belirlenmistir.
Elde edilen veriler PES’in kanser yolaklarinda énemli rol oynayan 6zellikle proto-
onkogenlerin ve onkogenlerin ekspresyon seviyelerinde baskilama yaparak
antikanser ozellik gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica PES’in Hsp70i protein
seviyelerini artirdig1 gibi HSPA1A (Hsp70i proteinini kodlayan gen) gen ekspresyon
seviyelerinde de artisa neden oldugu, HSPA8 gen ekspresyon seviyelerinde ise
azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu caligmalara ilave olarak ekspresyonu
degisiklik gosteren genlere ait protein ekspresyon seviyeleri ELISA ve western blot
gibi yontemlerle arastirilarak genler ile proteinler arasindaki korelasyon
belirlenebilir. Ayrica bu ¢alisma sayesinde PES’in kanser hiicrelerinde sadece Hsp70

inhibisyonu yapmakla kalmayip, kanser ile ilgili yolaklardaki genlerin ekspresyon
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seviyelerinde de dnemli derecede degisiklik (genellikle baskilama) sagladigi ortaya

konulmustur.

Klasik antikanser tedavi profillerinde siklikla karsilasilan sistemik toksisiteyi
en aza indirmeyi amaclayan hedefe yonelik tedavi icin yeni nesil antikanser ajanlara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Hsp70 inhibitorlerinden 6zellikle PES inhibitorii ve yapica
benzer turevlerinin sentezlenmesi ile hedefe yonelik meme kanseri tedavisindeki
basarmin Onemli derecede artabilecegicalismamizdan elde ettigimiz sonuclar
neticesinde oOngoriilmektedir. Bununla birlikte in vitro yiiriitmiis oldugumuz
calismamiza ilave olarak kanser modeli olusturulmus in vivo hayvan modeli
calismalarina ve ileri klinik galismalara ihtiyag duyulmaktadir. Sonug olarak bu
calisma ile literatiire, Hsp70 inhibisyonunun antikanser etkisine aracilik eden

mekanizmalar ile ilgili 6nemli veriler sunulmustur.
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OZET

Meme Kanseri Hicrelerinde Hsp70 inhibisyonunun Antikanser Etkilerinin
Arastiriimasi

Hsp70, yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi, yanhs katlanmis proteinlerin yeniden
katlanmasi, protein agregasyonunun énlenmesi, hiicre ici protein tasinmasi gibi fizyolojik
rollere sahip bir saperondur. Saglikli hiicrelerde makul diizeylerde sentezlenen bu protein
timorld hicrelerde asiri miktarda sentezlenerek timor hicrelerinin zorlu sartlarda hayatta
kalmasina yardimci olur. Hsp70, timorli hiicrelerde apoptozun engellenmesi, kemoterapiye
karsi direng, metastaz, invazyon gibi kot prognozla iliskili birgok siirecte rol oynar.
Dolayisiyla timérlu hicrelerde Hsp70’in spesifik olarak inhibe edilmesi kanser tedavisinde
onemli bir stratejidir. Ayrica Hsp70’in inhibe edilmesi timoér hicreleri igin toksik etki
gosterirken, normal hiicrelerde bu etki gérilmez, dolayisiyla kanser tedavisindeki sistemik
toksisitenin onlenmesinde Hsp70 inhibisyonu biytik 6nem tasimaktadir.

Bu calismanin amaci Hsp70 inhibisyonunun antikanser etkilerinin arastiriimasi ve
Hsp70 Gzerinde yapilan nokta mutasyonlarinin protein fonksiyonunu ne sekilde etkiledigini
arastirmaktir. Calismada dncelikle Hsp70 NBD uzerindeki inhibitorlerle etkilesen kritik bazi
amino asitlerde nokta mutasyonu yapilarak inhibitor/protein etkilesimine ait baglanma
katsayilarinin ve minimum inhibitér konsantrasyonlarinin ne sekilde degistigi molekuler
similasyon calismalari (doking) ile belirlenmistir. Ayrica saflastirilan Hsp70 ve mutant
Hsp70 proteinleri inhibitorlerle ayri ayri etkilestirilerek ATP hidroliz ve lUsiferaz katlama
deneyleri yapilmistir. Veriler, yapilan nokta mutasyonlari sonucunda mutant proteinlerin
ATP hidroliz ve lusiferaz katlama aktivitelerinde kontrol grubuna gore belirgin bir azalma
oldugunu géstermistir (p<0.05). ikinci olarak inhibitdrlerin MCF-7 hiicre hatti Gizerindeki
antikanser etkileri ve kullanilacak dozlar XTT yéntemi ile belirlenmistir. inhibitorlerin
Hsp70i protein miktarlari tUzerindeki etkileri ise ELISA ydntemi ile belirlenmistir. ELISA
sonugclari inhibitorlerin MCF-7 hiicrelerindeki Hsp70i miktarini kontrol grubuna gore
artirdigini gostermistir (p<0.05). Son olarak PES’in MCF-7 hiicrelerinin gen ekspresyon
profilini ne sekilde degistirdigi PCR array yontemleri ile arastiriimis ve PES’in kanserle
iliskili yolaklardaki birgok genin ekspresyonunda degismeye neden oldugu sonucuna
variimistir.

Butlin deneysel veriler goz Online alindiinda bu g¢alismanin kanser tedavisi igin
inhibisyon alaninda bilimsel bilgi birikimi ve daha ileri ¢alismalar igin alt yapi saglayacagi
dustnilmektedir.

Anahtar sgzcukler: Gen ekspresyonu, Hsp70, inhibitor, Kanser, Mutasyon.
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SUMMARY

Investigation of Anticancer Hsp70 Inhibition Effects on Breast Cancer Cells

Hsp70 is a chaperone has physiological roles such as folding of newly synthesized
proteins, refolding of misfolded proteins, inhibition of protein aggregation, intracellular
protein transport. This protein which is expressed at marginally levels in healthy cells, is
greatly overexpressed in tumor cells, helping tumor cells to survive in hard conditions.
Hsp70 plays role in many processes related to poor prognosis such as inhibition of apoptosis
in tumor cells, resistance to chemotherapy, metastasis, invasion. Thus, specific inhibition of
Hsp70 in tumor cells is an important strategy in the treatment of cancer. In addition, while
inhibition of Hsp70 has toxic effects on tumor but not normal cells; therefore, Hsp70
inhibition is of great importance in the prevention of systemic toxicity in the treatment of
cancer.

The aim of this study was to investigate the anticancer effects of Hsp70 inhibition and
to investigate how point mutations on Hsp70 affect protein function. Firstly, point mutations
were made in some crucial amino acids interacting with the inhibitors on Hsp70 NBD, and
the binding coefficient of the inhibitor/protein interaction and the changes of the minimum
inhibitor concentrations were determined by molecular simulation studies (docking). In
addition, ATP hydrolysis and luciferase folding experiments were carried out purified Hsp70
and mutant Hsp70 proteins with inhibitors. The datas showed that mutant proteins resulted in
a marked reduction in ATP hydrolysis and luciferase folding activities compared to the
control group as a result of point mutations (p<0,05). Secondly, the anticancer effects and the
doses to be used on the MCF-7 cell line of the inhibitors were determined by the XTT
method. The effects of inhibitors on Hsp70i protein amounts were determined by ELISA.
ELISA results showed that inhibitors increased the amount of Hsp70i in MCF-7 cells
compare to the control group. Finally, the way in which PES alter the gene expression profile
of MCF-7 cells was investigated by PCR array methods, resulting in the PES being altered in
the expression of many genes in the cancer related pathways.

Taking into account all experimental data, it is thought that this study will provide an
infrastructure for scientific knowledge and further studies in the field of inhibition for cancer
treatment.

Key Words:Cancer , Gene Expression, Hsp70, Inhibitor, Mutation.
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