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ONSOz

“Dnmt1 Enziminin Urogenital Kanserlerde ifadelenme
Diizeyi” konulu bu doktora tezi, Gazi Universitesi Arastrma Fon
Saymanlig'nca 01/2013-06 kod no’lu proje ile desteklenmigtir.
Calismamiz, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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1.GIRIS

Urogenital sistem timérleri kemige en sik metastaz yapan
tumorlerdendir. Prostat kanseri, mesane kanseri ve renal hicreli kanserde
yuksek oranda kemik metastazi gorilmektedir. TUmor mikro gevresindeki
epigenetik degisimler primer tumorlerin 6zellikle proliferasyonunu ve

metastazini etkilemektedir.

Epigenetik degisiklikler, DNA sekansinda herhangi bir
degisiklik olmaksizin s6z konusu bir genin ekspresyonundaki boélgesel ve
gecici degisiklikler olup kromatin yapisinin stabilitesi, genom butunluga,
doku tipine 6zgu gen ifadelerinin duzenlenmesi, embriyonik gelisim,
genomik imprinting ve X kromozomunun inaktivasyonundan sorumludur.
Epigenetik mekanizmalar icerisinde en 6nemlisi DNA metilasyonudur ve
bir diger epigenetik mekanizma olan histon modifikasyonuyla da iligki
icerisindedir. Kucuk-6lgekli epigenetik isaretlerin ¢alisiimasi kanser
biyolojisinin anlagilmasinda oldukca énemlidir. Ornegin, timér baskilayici
genlerin hipermetilasyonu onlarin transkripsiyonel baskilanmasiyla iligkili

olup kanser patogenezinin tanimlanmasinda anahtar neme sahiptir.

Memeli genomunda DNA metilasyon, DNA metiltransferaz
adi verilen bir enzim araciligiyla meydana gelir. DNA metiltransferaz
enzimi, genomik DNA'daki CpG dinukleotidlerini (CpG adaciklari) substrat
olarak kullanir. DNMT1?’in artan ifadelenme miktarindan dolayr DNA

metilasyon profilini degistirdigi gdsterilmistir.

DNMT1 enzimi ¢oklu sinyal yolaklarin hedef genlerinden biri
olup bu yolaklarin ézellikle kanser olusum surecinde surekli aktivasyonlar

sonucunda asiri derecede ifadelenmektedir. Bu sinyal yolaklarindan biri



Wnt/B-katenin sinyal yolagidir ve Urogenital sistem kanserlerinin

patogenezinde rol oynayan dnemli yolaklardan biridir.

DNMT1, hicre dongusu bagimli olarak asetilasyon ve
ubiquitinasyon  gibi  modifikasyonlara maruz  kalmaktadir. Bu
modifikasyonlar aracihgiyla DNMT1 kararhligi kontrol edilmektedir.
DNMT1?’'in  kararlihldinda o6nemli rol oynayan enzimlerden biri
deubiquitinasyon enzimi HAUSP (USP7) ve bir digeri ise E3 ubiquitin
ligaz olan UHRF1 enzimidir. Bu proteinlerin ifadelenme dizeyleri DNMT1
kararhligi ile dogrudan iligkilidir.

Urogenital sistem kanserlerinde artmig, DNMT1 ifadelenme
dizeyi ile siklikla karsilagsilmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda
yalnizca urogenital sistem kanserlerinde degil diger kanser turlerinde de
bu artisin nedeni tam olarak belirlenebilmis degildir. Bu amacla
calismamizda, DNMT1 protein diizeyindeki bu artisin nedenlerine yol acan
molekuler faktorleri belirlemeyi hedefledik. Bu baglamda ilk olarak GSK3[3
inhibitorad kullanilarak Wnt/B-katenin sinyal yolagi insan mesane kanser
hdcre hatti T24, insan renal hucre karsinoma hucre hatti Caki-2 ve insan
prostat hucre hatlari PC3 ve LNCaP hucrelerinde aktive edilmis olup bu
aktivasyonun DNMT1, pB-katenin ve pGSK3B(Ser9) proteinlerinin
ifadelenme diizeyleri Uzerine olan etkileri belirlenmistir. ikinci olarak ise
DNMT inhibitoru kullanilarak Wnt/B-katenin sinyal yolagi inaktive edildikten
sonraki DNMT1, HAUSP ve UHRF1 enzimlerinin ifadelenme
dizeylerindeki dedisimler tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonucunda
urogenital kanserlerde DNA metilasyonun kalitiimasinda énemli role sahip
olan DNMT1, HAUSP ve UHRF1 enzimlerinin ifadelenme dizeylerinde
Wnt/B-katenin sinyal yolaginin o6nemli rol oynadigini gosteren ilk

calismadir.



2. GENEL BILGILER

Gen ifadesinin dizenlenmesinde gesitli mekanizmalar gorev
almaktadir. Bunlardan birisi epigenetik kontrol mekanizmasidir. DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlari en ¢ok calisilan epigenetik
mekanizmalardandir. Genlerin kontrol bolgelerinde yer alan CpG
adaciklarinin metillenmesi bu genlerin transkripsiyonunu tamamen veya
kismen durdurur. Bununla birlikte, gen ifadelenmesinin baskilanmasina
neden olan ikinci bir epigenetik mekanizma ise histon modifikasyonlaridir™.
Histon modifikasyonlari igerisinde, Histon 3 (H3) deasetilasyonu, H3 lizin 4
(H3K4)'in demetilasyonu ve H3 lizin 9 (H3K9)un metilasyonu
heterokromatin bdélgeler icin bir belirtectir. Mesane, bobrek ve prostat
kanserlerinin de iginde yer aldigi birgok kanser tipinde hucre dongusdu,
gelisimi ve olumd; sinyal iletimi ve gen duzenlenmesini kontrol eden

genlerde anormal epigenetik diizenlenmeler gdzlenmektedir?.

2.1. DNA Metilasyonu

Bilinen dort baza ek olarak o6zellikle ytksek Okaryotik
genomda CpG dinukleotid bolgelerinde (CpG adaciklarl) metilenmis
sistein reziduleri bulunmaktadir. DNA metilasyonu hem prokaryotlarda
hem de Okaryotlarda adenin ve sitozin bazlarinda meydana gelmekte ve
ilk kez Hotchkiss tarafindan 1948 yilinda dana timis dokusunda
kesfedilmistir®*. Bu modifikasyon genellikle 5'-CG-3’ kanonikal sekansinda
meydana gelmektedir. Memeli genomunda metilasyon yalnizca 5’-CpG-3’
dintkleotidlerindeki guaninin 5’ ucunda lokalize olan sitozin bazinin 5.
posizyonundaki karbonuna metil (-CH3) grubunun Kkovalent bagdla
eklenmesiyle meydana gelir° (Sekil 1). Herhangi bir metil grubu DNA’nin
baylk oluguna baglandigindan dolayr Watson/Crick baz eslesmesini

bozmamakla birlikte DNA-protein interaksiyonunu etkilemektedir*°. insan



ve fare genomunda bulunan CpG diniikleotidlerin %3-8’i metillenmistir®.
CpG adaciklari, “house keeping” genleri olarak bilinen temel genlerde ve
doku tipine 6zgl genlerin 5’ promotér golgelerinde ve ayrica genlerin
ekzon’larinda bulunmaktadirlar. insan genomunda béyle tanimlanmig
45.000 CpG adacigr bulunmaktadir ve normal hucrelerde bu bodlgeler
genellikle metile degildir™?’. Sitozin bazinda gergeklesen bu modifikasyon
DNA replikasyonundan sonra meydana gelir ve bu olay DNA
metiltransferaz (MTaz) enzimi tarafindan katalizlenir. DNA MTaz enzimi,
genomik DNA'daki CpG adaciklarini substrat olarak kullanir>*. ik kez
1964 yilinda Gold ve Hurwitz tarafindan DNA metiltransferaz enzimi
kesfedilmistir®. 1k memeli DNA MTaz ise Razin ve grubu tarafindan
kesfedilmis olup bugin Dnmt1 (DNA methyltransferase) olarak
adlandiriimaktadir’.  Butin  DNA  MTazlar  S-adenozil-L-metiyonin
(AdoMet)’i metil grubu kaynagi olarak kullanmaktadirlar. DNA metilasyonu
DNA’'da barindirilan epigenetik bilginin énemli bir tasiyisidir®. DNA
metilasyonunun memelilerde gen baskilanmasi, hucresel gelisim ve
farkhlasmanin kontrolt, kromozomal butinligunin korunumu, paternal
imprinting ve X kromozomunun inaktivasyonu gibi c¢cok cesitli dnemli
fonksiyonlari bulunmasi bu nedenle sasirtici degildir. Ayrica, DNA
metilasyonu, endojen retroviruslerin sessizlestirimesi ve homolog
rekombinasyonun engellenmesine neden olmaktadir. Genomik metilasyon
oruntisundeki somatik degisimler kanser gelisimine ve yaslanmaya yol
acmaktadir. Bundan dolayi, memelilerde normal embriyonik geligsim igin
DNA metilasyonu gereklidir**. Bu olayin en énemli dezavantaji metile
sitozinin deaminasyona ugramasidir. Metil-sitozin ("C) deaminasyon
sonucunda timin bazina donusur. Unmetile sitozinin deaminasyonu
sonucunda ise urasile donusur, fakat bu DNA onarim sistemi tarafindan
taninir ve Urasil-deglikozilaz yolagi araciliiyla etkin bir sekilde onarilir.
Sonu¢ olarak CpG bdlgeleri buyuk mutasyonel sicak bolgeleridir ve
germline ve sonradan kazanilan somatik mutasyonlarin yaklasik

%30’undan sorumludur®.
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Sekil 1. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve 5-mC’in mutagenezi icin

biyokimyasal yolagin sematik gosterimi.

Ayrica DNA metilasyonu, metilasyon, ubiquitinasyon,
asetilasyon ve fosforilasyon gibi dinamik histon modifikasyonlari ile birlikte
hedef genlerin ifadelenmelerinin duzenlenmesinde igbirligi icerisinde

hareket ettigi gorilmektedir’.

2.1.1. DNA Metilasyon Dinamiqi

Memelilerde, genom boyunca preimplante embriyoda hemen
hemen metilasyonunun silinmesinden sonra DNA metilasyonunun yeniden
programlanmasi germ hucrelerinde ve preimplante olmus embriyoda
gerceklestigi  bilinmektedir. Bu iglem var olan epigenetik bilginin
silinmesine ve gelisim dongusu igin sistemin resetlenmesi agisindan
oldukgca o6nemlidir. Sperm kromatininin yeniden programlanmasi, DNA
replikasyonu baslamadan 6nce spermdeki protaminlerin asetile histonlar
ile yer degistirmesiyle fertilizasyondan hemen sonra baglar. Metilasyon-
demetilasyon donusum mekanizmalari halen tam olarak aydinlatilabilmis
degildir®. Maternal olarak kalitilan genom dereceli olarak her bir
bolinmede pasif mekanizmalar ile demetile edilmektedir. Bu zaman
suresince genomda temel genler ve tekrar sekanslarinda metilasyon
azalmaktadir’. Ancak genis dlciide imprintlenmis genler ve retroviriisler bu

islemden 6nemli derecede muaf tutulmus ve onlarin metilasyon isaretleri



devam ettirilmistir. Bu bdlgelerin de novo metilasyonu, embriyonik ve
ekstraembriyonik soylar boyunca farkli derecede implantasyon zamaninda
tekrardan metillenirler. Metilasyonun restorasyonu de nova metilasyon
aktivitesine baglidir. Bundan sonra DNA metilasyonu somatik soylarda
devam ettirilir. Sperm ve yumarta genomuna gore somatik hiicre genomu
daha duslik oranda metilasyona sahiptir. Germ hucrelerinin metilasyonu
suresince, benzer yeniden programlanma déngtisu erkek ve disi primordial
germ hucrelerinin gelisiminde genom boyunca demetilasyon araciligiyla
meydana gelir. Erkek ve disi germ hatlarinin tekrardan metilasyonu,
gametogenezin farkli asamalarinda sonradan meydana gelir. Germ
hicrelerindeki bu tekrar programlanma imprintlerin resetlenmesi icin
gereklidir ve kazanilmis epigenetik modifikasyonlarin kaldiriimasinda rol

oynar®.

2.1.2. Epigenetik Sinyal Olarak DNA metilasyonu

Tek veya birkag CG adaciklarinin metilasyonu, DNA’ya
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyebilir veya ™C-baglanma
proteinlerinin bu bolgelere baglanmasina neden olabilir. Dolayisiyla, DNA
metilasyonu genis odlgiide kromatin organizasyonu ile iligkilidir; Unmetile
bdlgeler oOkromatin bdlgeleri, asiri derecede metillenmis bdlgeler

heterokromatin bdlgeler olarak adlandiriimaktadir®.

DNA metilasyonu, asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve
ubiquitinasyon gibi histon kuyrugu modifikasyonlari ile fonksiyonel olarak
baglantiidir. DNA genellikle unmetile durumda iken histonlar asetile
durumda, metillenmis ise genellikle histonlar deasetile ve H3K9 metile
pozisyonunda bulunmaktadir (Sekil 2). DNA metilasyonu ve histon
kuyrugu deasetilasyonu birbirini tetiklemek suretiyle sinerjik olarak hareket

eder ve baskilanmig kromatin yapisini olustururlar. Bitkilerde ve



funguslarda H3K9 metilasyonu de novo metilasyonunu tetikler’®. Buna
karsin, Arabidopsis ve insanda CG metilasyonunun silinmesi H3K9
metilasyonunu  degistirir**. Bu yilizden DNA metilasyonu, H3K9
metilasyonu ve histon deasetilasyonu kendinden dayatmaci epigenetik
cevre olusumuna neden olur. Bu yapi, aktif ve inaktif durum arasindaki
degisim ile gen ifadelenmesinin kontrolinde yari kararli epigenetik
anahtardir.  Epigenetik gen dizenlenme fonksiyonunun Kkalitilabilmesi
oldukga oOnemli olan durum olup geri donUsumsuz degildir. Ayrica,
Okromatin ve heterokromatin bolgeler, replikasyon mekanizmasi ve
zamani bakimindan farklilik gostermektedir. Heterokromatin bolgeler ge¢
replike olurken ©kromatin bdlgeler daha erken replike olmaktadir.
Heterokromatin yapisinin olusumu, genis Olgude gen baskilanmasinin

etkin ve kararli olmasini saglamaktadir'?,

TP CD >
/.(_ _l).\\

Sekil 2. DNA metilasyonu araciligiyla transkripsiyonel baskilanma mekanizmasi.
HDAC; Histon deasetilaz, TF; Transkripsiyon faktori, CR; Ko-aktivatdr, HAT; Histon
asetilaz, MBP; Metil sitozin baglanma proteini, DNMT; DNA MTaz enzimi, CR;

Korepresor®



2.2. DNA Metiltransferazlar

ilk DNMT enzimi, Haemophilus haemolyticus’dan izole

edilmis ve klonlanmigtir. Bu bakteriyal DNMT enzimi 327 amino asit

uzunlugunda olup 6karyotik Dnmt'den (¢ kat daha kuglktir. Okaryotik
DNMT ailesinin tanimlanmig bes uyesi bulunmaktadir;, DNMT1, DNMT2,
DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L.

Memeli DNMT ler en Ug yapisal bolge icerirler;

N uc¢ dizenleyici domain: nikleusta DNMT lerin lokalizasyonundan
sorumludur, bu bdlgede proliferatif hicre niklear antijen baglayici
domain (PBD), niuklear lokalizasyon sinyal (NLS), sisteince zengin
cinko parmagi DNA baglanma motifi (ATRX), polibrom homoloji
domain (PHD) ve PWWP tetrapeptid kromatin-baglanma domain’leri
bulunmaktadir.

C ug katalitik domain; on farkli karakteristik sekans modifi icerirler.
Bunlarin alti tanesi evrim suresince korunmustur; motif |, IV, VI, VIII,
IX ve X

Merkez baglayici; glisin-lizin (KG) tekrarlarindan olusur (Sekil 3).

Reglulator Domain Katalitik Domain
A

-~ ~ .

PCMNA Replikasyon Csy-zengin === 2 kKerunmu
MNLS focl hedefi HDAC papyi pAHZ rnetlltransferaz motif

envrs N DN BN NN [ 0000 2w

IV VI VI X X

Csy-zengin Korunmus
PWWIP HDAC metiltransferaz motif

onnaTse B ] ] o
Csy-zengin Korunmu: 5
PWWP HDAC metiltransferaz motif
onmTan A [ ] [ -
n Wi 1 X
Csy-zengin
HDAC
DNMT3L - a4z kDa

Sekil 3. Memeli DNMT uyelerinin genel yapisi .



Memeli sitozin DNA MTaz enzimi, tercih ettikleri DNA
substratlarina goére, de novo MTaz (DNMT 3A ve 3B) ve surerlik
(maintenance) MTaz (DNMTL1) olmak Uzere 2 gruba ayrilir. Memeli DNA
metilasyon oriintileri erken gelisim doneminde de novo MTaz DNMT3A ve
DNMT3B tarafindan postreplikasyonel m®C’e déniistiiriirken siirerlik MTaz
DNMT1 araciligiyla ise replikasyon suresince yari metile DNA'ya metil
grubunu ekleyerek somatik hlcrelerde metilasyon kalibi

kopyalanmaktadir®*,

2.2.1. DNMT1 Enzimi

DNMT1, ilk kesfedilen memeli DNA MTaz enzimi ve DNA
metilasyon ortnttlerinin sdrddrtlmesi icin replikasyon stresince sorumlu
olan temel enzimdir. Kromozom 19'de yer almaktadir. Okaryotik genomik
DNA replikasyonu suresince DNMT1, replikasyon ¢atalinda lokalize olup
replikasyon dongusinde dogrudan yeni sentezlenen DNA iplikgiklerini
metillemektedir. Metillenmemis DNA'ya gore yari metile DNA'ya in vitro
olarak 5 ila 40 kat daha yuksek afinitesi bulunmaktadir. Bununla birlikte,
bu enzimin olduk¢a zayif de novo metilasyon aktivitesi bulunmaktadir.
DNMT1 enzimi, prokaryotik DNMT ve memeli DNA baglanma proteininin

flizyonu sonucunda olusmustur®.

DNMT1 enzimi dizenleyici fonksiyon géren buyik 621 amino
asitlik N u¢ domain ve 500 amino asitlik kiigiik C ug katalitik domainden
olusmaktadir* (Sekil 3). N u¢ motif, DNMT1 enzimin aktivitesi icin gerekli
olmasa da yari metile ve unmetile DNA iplikgiklerinin ayriminda oldukga
onemli fonksiyonu bulunmaktadir®. N u¢ domaininde farkli fonksiyonlara
sahip alt domainler bulunmaktadir; PCNA (proliferatif hiucre nuklear
antijen) baglanma domaini (PBD), heterokromatin hedef sekansi (TS),

CXXC-tip ¢inko parmagl domaini ve iki Brom-bitisik homoloji domainleri



(BAH1 ve BAH2). DNMT2’in N u¢ domini 7 KG tekrar araciligiyla C ug
domainine baglanmaktadir. DNMT1, S fazi suresince replikasyon foci
bblgesinde lokalize olurken fertilize olmus yumurtada nukleus disinda
tutulur ve sitoplazmada depolanir. Fertil yumurtanin ilk DNA replikasyonu
suresince DNA metilasyonu ve DNA replikasyonu birlikte gergeklesmez.
Bu durum disi genomun pasif demetilasyonu olarak adlandiriimaktadir. Bu
enzimin N u¢ domaininin bir pargasi tavuklardaki Polibrom-1 proteini ile
homoloji gosterir ve iki BAH domaini iceririr. Bu BAH domainleri protein-
protein etkilesimi icin gerekli olabilecegi dusunulmektedir. Polibrom-1
proteini, farkli kromatin bilesikleri ile etkilesime aracilik etmektedir. DNMT1
polibrom domaini, DNMTZ1’in replikasyon c¢atalina tasinmasinda rol
oynamaktadir. BAH domain, kromatin-iligkili proteinlerin birgogunda
bulunmaktadir. Bu bilgiler 1sinda DNMT1'in N ug¢ bodlgesi DNMTZ2’in
katalitik aktivitesinin dizenlenmesi ve intraselller salinimi igin gereklidir.
Memeli hicrelerinde DNMTZ1'in 6nemli fonksiyonu farelerde DNMTZ21’in
eksikligi ile gosterilmistir. DNMT1’in eksikliginde DNA metilasyonunda
azalma ve hatta organizmanin kaybina yol agmaktadir’*®. DNMTZ1'in
katalitik bdlgesi ise 500 amino asitten olusur ve C u¢ domaininde
lokalizedir. Katalitik bolge karakteristik on korunmus motif icermektedir; I,
IV, VI, VIII, X ve IX,

DNMTH1, farkh translasyonel baglama noktalarina dolayisiyla
farkll varyantlarina sahiptir (Sekil 4). insan somatik hiicrelerinde 1616
amino asitten olusan varyanti en sik rastlanilandir. DNMT?1’in kisa germ-
hicre-6zgin formu DNMT1lo olarak adlandiriimakta ve oosit ve
preimplantasyon gelisimi suresince ifadelenmektedir. DNMT1o’'de N ug
114 amino asit rezidlsu eksiktir ve pargalanmaya karsi in vivo’da artmis
kararlihga sahiptir. DNMT1o0 proteininin i¢sel kararlihgi DNMT1o’nun
ooplazmik depolanmasina izin verir ve embriyonik S fazinda imprintlenmis
gen allelerinin metilasyon Oruntulerinin surduartlmesini saglar. Diger bir

Dnmt1 izoformu Dnmt1b’dir. Bu izoformda ekzon 4 ve ekzon 5 arasinda
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ilave 48 nukleotit yer almaktadir. Somatik hucrelerde bilinen Dnmt?1’lerin

%2-5’ini olusturmaktadir ve enzimatik 06zelligi bakimindan benzerlik

gostermelerine karsin biyolojik fonksiyonu hentiz bilinmemektedir®*=.

amino asit rezidlsl

I T I I I I | | | | 1 | 1 | I | I

0 400 1000 1500
DMA Mtaz motifleri
Replikasyon foci Pb bilgesi
PCMNA MLS hedafl CHXXC  BAM BAH V VI ¥
DNMTL [ = == am | NN

DNMT1o -114as 0 W - 1 e I
DNMT1b C . Emoam NN a—

+ 48 aa

Sekil 4. DNMT1 enzim izoformlari”.

Normal dokuda CpG adaciklari genellikle unmetile olmasina
karsin kanser hucrelerinde genlerin inaktivasyonunda CpG adaciklarinin
metilasyonuna siklikla karsilasiimaktadir. Metilasyon orintilerindeki bu
degisim genellikle DNA MTazlarin duzeyleri ile iligkili olup birgok
calismada insan kanserlerinde in vivo olarak DNMT1’in artmis ifadelenme
dizeyi gosterilmisti. DNMT1, DNA (zerindeki yari metile bdlgeleri
substrati olarak tanir. Ayrica DNMTZ1'in enzimatik aktivitesi igin C ug

bdlgesi tek bagina yeterli olmayip N ug bodlgesine de ihtiyag duymaktadir.

2.2.2. DNMT2 Enzimi

DNMT2, DNA MTaz'larin en kugugu olup yalnizca C ug
domainini icermektedir. DNMT2 embriyonik kok hucrelerde veya yetigkin
somatik hicrelerde de novo veya sdrerlik MTaz aktivitesi

gostermemektedir*®. Ancak DNMT2'nin aspartik asit transfer RNA
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(tRNA*PYyi metile ettigi gosterilmistir. Bu nedenle DNMT2'nin DNA MTaz
aktivitesi tartisma konusudur**. Bu enzim DNA hasarinin ve DNA

rekombinasyonu taninmasi veya mutasyon onarimi icin gereklidir®.

2.2.3. DNMT3 Enzimi

DNMT3A ve DNMT3B her ne kadar primer yapilari yuksek
derecede benzerlik goOsteren de novo MTazlar olsalar da farkl
kromozomlarda yer almaktadir, sirasiyla 2p23 ve 20q11.2. Bu enzimler
yart metile DNA’ya gerek duymaksizin CpG dinukleotitlerini
metilleyebilirler. Ozellikle embriyogenez ve erken embriyonik gelisim
siiresince DNA’nin de novo metilasyonundan sorumludurlar®®. DNMT3A
ve 3B'nin PHD domaini spesifik olarak unmetile H3K4 histonunu
tanimaktadir ve boylece DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari
arasindaki baglantiyi sagliyor olabilir>. DNMT3A ve DNMT3B'nin aktivitesi
farkhlasmis embriyonik kok hlcrelerde azalmis, yetiskin somatik
hicrelerde ise oldukga dusuk seviyededir. DNMT3A ifadelenmesi hemen
hemen butin hicrelerde meydana gelirken DNMT3B, testis, tiroid ve
kemik iligi gibi birgok dokuda dusik seviyede ifadelenmektedir. DNMT3B
cesitli timor hidcre hatlarinda ciddi sekilde artmasi bu enzimin
tumoérogenezde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. DNMT3A ve
DNMT3B ayrica DNMT1 ile etkilesime girer ve HDAC1'i aktive etmek
suretiyle hedef genin ifadelenmesini baskilamasina neden olurlar.
DNMT3B 06zellikle kromozomlarin perisentrik satellit bélgelerindeki tekrar

sekanslarinin metilasyonundan sorumludur®*.

2.2.4. DNMTS3L Enzimi

DNMT3L (DNA sitozin benzeri 5-metiltransferaz) proteininin
MTaz aktif bolge motifi eksiktir. Bu nedenle diger de novo DNMT’ler ile

12



birlikte hareket etmek zorundadir. Kromozom 21q22.3'de yer almakta ve
Ozellikle maternal olarak imprintlenmis genlerin metilasyonundan sorumiu
olup DNA paterninin olusturulmasi slresince postnatal disi germ
hicrelerinde ifadelenmektedirler. DNMT3L icerdigi PHD-benzeri motif
sayesinde HDAC1’e baglanir ve onu aktive eder. HDAC1 aktivitesindeki
roli gostermektedir ki bu enzim histon asetilasyonu, kromatin yeniden
dizenlenmesi ve  transkripsiyonel baskilama olaylarinda rol
oynamaktadir®. Kristalografi calismalar gdstermistir ki, DNMT3L, histon
H3'in N ug¢ kuyrugundaki lizin 4 unmetile ise tanir ve DNMT3A varyanti
olan DNMT3A’nin bu aktivasyonuna ve hedef bodlgede toplanmasini

saglayarak de novo metilasyonu tetikler'®.

DNMT3L, DNMT3A ve DNMT3B'nin C u¢ bolgesine
baglanirlar ve enzim aktivitelerini arttinr. DNMT3L, DNMT3A'nin
aktivitesini 1.5 kat DNMT3B’nin aktivitesini 3 kat arttirrken DNMTZ1’in
aktivitesi Uzerine bir etkileri bulunmamaktadir. Buna ilaveten
DNMT3A/DNMT3L kompleksi DNMT3A'ya gore yuksek DNA baglanma
afinitesine sahiptir. Bu durum gosteriyor ki, DNMT3L ¢ekirdek¢ige gecgerek
fonksiyonel DNMT3A ve DNMT3B igin degisim faktdrt substrati olabilir.
Bununla birlikte dnmt3a ve dnmt3a, dnmt3I'nin promotdrinid metile etmek
suretiyle  koordineli  olarak DNMT3L'nin  duzenlenmesinde rol

oynamaktadirlar®*.

2.3. Etkilestigi Faktorler Aracihigiyla DNMT?’in

Diuzenlenmesi

DNMT1 enzimi hidcreden tek basina izole edildiginde
fonkiyonunu kaybetmektedir. Bu enzim fonksiyon gorebilmesi igin bazi
proteinler ile etkilesim kurmasi gerekmektedir. DNMT1'in PCNA'ya

dogrudan baglanmasi metilasyon aktivitesini 2 kat arttirmaktadir. Boylece
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bu baglanma sonucunda hucre igerisinde DNMT1 her bir nikleotitde 0,35
saniyede metil grubu eklerken rekombinant DNMT1 ise 70 ila 450
saniyede bir metil grubu ekler'” (Sekil 5). Ayrica stimulator proteinlerle
etkilesimi enzimin aktivitesini arttirmaktadir. Maya iki-hibrid ve/veya
biyokimyasal etkilesim calismalarinda DNMT1, PCNA ve p21WAF1 ve
siklin-bagimhi kinaz (CDK) inhibitér gibi catalinin katalitik replikasyon
faktorleri ile etkilesime girmek suretiyle hiicre dongusinin kontrolinde yer
almaktadir. Ayrica p21WAF1, PCNA ile direk etkilesime girerek DNA
replikasyonunu baskilayabilir. DNMTZ1'in inhibisyonu DNA replikasyonunun
engellenmesiyle de meydana gelebilmekte ve DNMTZX'in ifadelenmesi

DNA replikasyonu ile yakindan iligkilidir®.

DNMTZ2'in etkilesime girdigi bir diger protein grubu MeCP2,
UHRF ailesi, MBD2/3 gibi metil CpG baglanma proteinlerdir. MeCP2,
DNA’ya baglanarak kromatin kondensasyonuna neden olur ve
transkripsiyon baskilayici domaini araciligiyla DNMT1 ile etkilesime girer.
MeCP2 ve MBD2 metillenmis CpG bdlgelerini 6zgul olarak tanirken MBD3
ise histon deasetilaz HDAC1 ve HDAC2 ile kompleksi olusturarak Dnmt1
ile etkilesime girerlerlg. Bu etkilesimler neticesinde transkripsiyonel olarak
inaktif boélgelerde DNA hipermetilasyonu ve histon hipoasetilasyonu
arasinda bir baglanti saglanmis olur. Bu kompleks ayrica DNMT1 iligkili
protein (DMAP1)'de icerebilir. Surerlik DNA metilasyonu icin temel
kofaktorlerden bir digeri UHRF1’dir. Embriyonik kék hicrelerde genetik
olarak ablasyon vyapilmis uhrfl, dnmt” benzer sekilde genomik
hipometilasyona yol agmaktadir. UHRF1, S fazi suresince ile SET ve
RING iligkili domaini (SRA) araciligiyla yari metile DNA'da DNMT1 ile
etkilesime girerek birlikte lokalize olur. DNMT1-UHRF1 etkilesimi yapinin
kararliigini sadlar®®. Ayrica DNMT1, de novo DNA metiltransferazlar
DNMT3A ve DNMT3B ile de etkilesime girdigi bilinmektedir®.
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Sekil 5. DNMT1 enziminin etkilesime girdigi proteinler'®.

DNMTZ2'in etkilesime girdigi diger bir protein grubu H3K9
metilasyonu i¢in gerekli olan Okaryotik histon MTaz'lar Suv39H1l ve
EHMT2'dir. Embriyonik kdk hiicrelerde ehnmt2 ve suv39h’nin genetik olarak
ablasyonu genomik DNA’da lokus 6zgi DNA hipometilasyonuna a¢cmakta
ve perisentrik satellit tekrarlarinda DNA metilasyonunun degisimine neden
olmaktadir®®. Buna ilaveten, DNMT1, Polikomb grup (PcG) proteinler
EZH2 ve EED etkilesime girerler. PRC2/EED-EZH2 kompleksi H3K27
metilasyonundan  sorumludur. EZH2, DNMT2'in hedef gende
toplanmasina saglamak suretiyle promotdér metilasyonuna aracilik
etmektedir. Son zamanlardaki galigmalarda, DNMT21’in baskilanmasi PcG
proteinlerinin ifadelenme duzeyini azalttigi ve hucresel senesensi uyardigi

gosterilmistir?>.
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Histon modifiye edici enzimlere ilaveten kromatin yeniden
yapilandirici ATPaz benzeri LSH'da DNA metilasyonunun sirdartlmesi
icin gereklidir. LSH, kromatin bigimlendirici ATPazlarin SNF2 ailesi ile
iligkili olup DNMT1, DNMT3B ve HDAC'lar ile bir kompleks olusturarak
transkripsiyonel baskilamada rol oynarlar®*. Benzer sekilde BAZ2A (TIP5
olarak da bilinmektedir) nulkleolar yeniden yapilandirici kompleks
NoRC’nin biyuk alt Unitesidir ve DNMT1, DNMT3B, hSNF2H ve HDAC lar
ile bir kompleks olusturur. Bu kompleks rDNA’larin bir araya gelmesine
aracilik eder’”. Bu kompleksin bilesenlerinden biri olan hSNF2H,
DNMT1’in mononuklozomlara baglanma afinitesini arttirmakta ve kromatin
yeniden bigimlendirici bilesenler heterokromatin bdlgelerde DNMTZ1'in

substrat bolgelerine baglanmasina yardim ederler®™.

DNMTZ'in transkripsiyonel duzenlenme ile dogrudan
iligkisinin yani sira SP2, SP3 ve STAT3 gibi transkripsiyonel faktorleri ile
etkilesimi sonucunda dolayh iligkisi de bulunmaktadir. STAT3-DNMT1-
HDAC1 kompleksi hiicre sinyali negatif diizenleyici shpl geninin promotor
bolgesine baglanarak hiicre transformasyonunu tetiklemektedirler®.
DNMT1 ayrica transkripsiyonel baskilayicic DMAP1 ve onun inhibitdru
RGS6 ile etkilesime girerek HDAC2 ile dolayli olarak da etkilesime
girmektedir. Bu etkilesim cift iplikgik kirigi bolgelerinin onariminda global
veya bolgesel DNA metilasyonu igin gereklidir. DMAP1’in eksikliginde
onarim artnlerinin hipometilasyona neden olarak  homolog
rekombinasyonun artmasina ve bunun sonucu olarak genomik kararsizliga
neden olmaktadir®®. Bununla birlikte DNMT1 heterokromatin yapisinin
olusumuna yardimci olmasindan dolayr HP1 gibi heterokromatin
baglanma proteinleri ile de etkilesime girmesi surpriz degildir. Butun bu
etkilesimlerin  sonucunda DNA'nin  kararlihdr ve transkripsiyonel
baskilanma saglanmaktadir. Ayrica, nuklear reseptor ko-baskilayici
RIP140, DNMT1 ve DNMTS3A ile etkilesime girerek gen baskilanmasinda

rol oynarlar®.
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DNMT1, WT1, Rb, p53 ve hNaa10p gibi timor baskilayici
genlerle de etkilesime girmektedir. Wilms timor baskilayici protein (WT1),
Pax2 geninin promotdrine DNMTZ1’lerin toplanmasini saglayarak DNA
hipermetilasyonuna neden olur. DNMTlin N wug¢ bolgesi ayrica
retinoblastoma (Rb) proteini ve diger hucre dongusu proteinleri ile
etkilesime girmektedir. DNMT2’in Rb proteiniNe baglanmasi sonucunda
Rb proteini E2F1 duyarl promotdrlarin tranksripsiyonunun baskilanmasina
neden olur. Bununla birlikte DNMT1'in promotdru E2F1-Rb araciligiyla
dizenlenir ve boylece negatif-geri bildirim mekanizmasi araciliyla
DNMTL'in surekli ifadelenmesi engellenmektedir’’. DNMTZ1'in p53 ile
etkilesimi in vitro’da insan kolon hicrelerinde survivin promotér bdlgesinin
hipermetilasyonuna yol agmaktadir. DNMT1 veya p53 null olan hticrelerde
bu etki gorilmemektedir’®. Akciger kanserli hastalarda yapilan bir
calismada ise yaban tip p53’Un DNMT1 ifadelenmesini negatif olarak
dizenledigi p53 null veya mutant hicrelerde DNMTL1'in ifadelenmesinin
arttigi  gézlemlenmisler. Son olarak, timér baskilayr gen hNaa10p,
DNMT71’in DNA baglanma afinitesini arttirir ve tumor baskilayici genlerin

promotdr bolgelerinde toplanmasi sagdlar.

Bunlardan bagka DNMT1, Annexin V, p23 gibi bazi proteinler
ile de etkilesime girmektedir. Ancak bu etkilesimlerin fonksiyonu henuz

tam olarak bilinmemektedir®.

2.4. Modifikasyonlar Aracihgiyla DNMT1 Enzim

Aktivitesinin Dlizenlenmesi

DNMT1?’in aktivitesi etkilesime girdigi proteinlerin yani sira
posttranslasyonel modifikasyonlar araciligiyla da duzenlenmektedir (Sekil
6). DNMT1, hiucre dongusu bagimli olarak asetilasyon ve fosforilasyon
gibi modifikasyonlara maruz kalmaktadir. Diger taraftan, DNMT1, KAT5
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araciligiyla asetillenir ve sonrasinda da E3 ubiquitin ligaz, UHRF1
araciligiyla ubiquitinlenir. Bu DNMTZ'in proteolitik pargcalanmasi igin bir
isarettir. DNMT1 protein miktari S fazi surecince artarken ge¢ S ve G2
fazinda ise azalmaktadir. Bu durum KATS miktari ile ters orantilidir. Canka
KAT5 aracii DNMT1 asetilasyonu, DNMT1’in pargalanmasi igin bir
isarettir. Bunun vyani sira DNMT1, USP7 (HAUSP) tarafindan
deubiquitinlenirken HDAC1 tarafindan ise deasetile edilerek proteoliktik
parcalanmadan DNMT1’in korunmasini saglarlar. DNMT1 ve HAUSP
arasindaki etkilesim S fazinin ortalarinda bozulur. Bu durum DNMTZ21’in
kararhligi igin HAUSP’nin gerekli oldugunu goéstermektedir. Buna karsin
UHRF1 ile DNMT arasindaki etkilesim ge¢ S fazinda artarken bu etkilesim
DNMTZ'in karasizligina neden olmaktadir®.

SETD7

Sekil 6. Posttranslasyonel modifikasyonlar araciligiyla DNMT1 enziminin

diizenlenmesi®.

Fare Dnmtlin Ser515 (DNMT1 Ser509) pozisyonundan
fosforilasyonu ilk posttranslasyonel modifikasyonu olarak goésterilmis olup
bu modifikasyon DNMTZ1'in dlUzenleyici ve katalitik domainleri arasinda
etkilesimi diizenlemektedir®*’. Yalnizca farelerde gésteriimis olan Kasein
kinaz 10/¢ tarafindan Dnmtl'in Serl46 pozisyonundan fosforilasyonu,

DNA’ya baglanma afinitesini azaltmaktadir. Ayrica, DNMTZ21’in
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fosforilasyonu DNMT1/PCNA/UHRF1 etkilesimini bozarak insan glial
tumorlerde DNA hipometilasyonuna yol agmaktadir. Erken ve orta S fazlari
suresince AKT1 tarafindan Ser143 pozisyonundan fosforilasyonu bitisik
Ser142’in SETD7 tarafindan metilasyonunu bloke ederek DNMTL1’i kararli
hale getirmektedir. SETD?7 tarafindan Lys142 pozisyonundan metilasyonu
ge¢ S ve G2 fazlari suresince DNMT1’in proteolitik pargalanmasi igin bir
isaret teskil etmektedir. Lys 142’nin yani sira SET7/9, fare Dnmtl Lys1096
(DNMT1 Lys1094) pozisyonundan metilasyonuda DNMTZX'i kararsiz hale
getirmektedir. Bunun aksine KDM1A (lizin 6zgu demetilaz LSD1 veya
AOF2 olarak da bilinmektedir) tarafindan demetilasyonu ise DNMTZ1'in
kararliigini arttirmaktadir®?. Son olarak DNMT1, ubiquitin konjugat enzim
UBC9 araciligiyla sumolasyona ugrar. Bu durum in vitro'da DNMTZ21’in

katalitik aktivitesinin artmasina neden olmaktadir®.

2.5. DNA metilasyonu ve Urogenital Kanserler

2.5.1. Renal Hiicreli Kanserler

Renal hiicre karsinoma (renal hicreli kanserler, RCC), bitin
dinyada i¢ organ malignansilerinin %Z2’sini olusturmaktadir. Kuzey
Amerika ve Avrupa’da insidansi yillik %3 oraninda artis gostermektedir.
Erkeklerde daha siklikla karsilasiimaktadir. Dort tip bobrek kanserinden
biri olan renal hucre karsinoma, butin bobrek kanserlerinin %90’nindan
sorumludur. Ayrica RCC kendi icersinde histolojik olarak siniflara
ayrilmaktadir; (i) Berrak hucreli (%80), (ii) Papiller (% 10-15), (iii) Kromofob
(%5) ve Onkositom (olduk¢a nadir gorulmektedir). Bu hastalidin
gelisiminde diger sinyal yolaklarindan ziyade Wnt sinyal yolagindaki
bozulmalarin 6nemli rol oynadigi dusunulmektedir. Nitekim yapilan
calismalarla Wnt sinyal yolaginin renal hicre karsinom gelisiminde rolu

oldugu gdsterilmistir 3+
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Epigenetik anomalilar diger kanser turlerinde oldugu gibi
renal hlcre timoérogenezinde onemli rol oynamaktadir. Son yillarda
yapilan g¢alismalarda epigenetik anomalilerin en dnemli belirteglerinden biri

olan DNMT1 ifade artigi renal hiicre karsinomlarinda gosterilmistir®®*".

Wnt antagonistleri sFRP1, sFRP2, sFRP4, sFRP5, WIF-1,
DKK1 ve DKK3 genlerinin hipermetilasyon araciligiyla baskilanmasi -
katenin sinyal yolaginin aktivasyonuna yol agar ve RCC’ler de siklikla
gorulmektedir. DNMT1 ifadelenme dizeyindeki degigsimlerin nedenlerinin
belirlenmesi RCC’in tani, safha, prognozu ve tedavisinde biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi ifade edilmektedir®®°,

2.5.2. Mesane Kanseri

Urogenital kanserler igerisinde ikinci siklikta goriilen mesane
kanseridir. Uriner mesane kanserleri transizyonel hiicreli karsinom (TCC)
(%90), yassi hucreli karsinom ve adenokarsinom seklinde U¢ sinifa
ayrilmaktadir. TCC’lerin yaklasik %80’i yuzeyel timdrlerdir. Bu timorlerin
%70-80'i tekrarlayabilmekte ve bunlarin  %20-30’'u invaziv hale

gelmektedir*®**,

TUmor baskilayici genlerin DNA hipermetilasyonuna mesane
kanserini de icerisine alan c¢ok <c¢esitli kanserlerde siklikla
kargilagiimaktadir ve bu metilasyonun surdurtilmesinde baslica sorumlu
faktor DNMT1 enzimidir. DNMTL1 ifade artisi mesane kanserinde siklikla
karsilasilan bir durumdur®. DNMT1, mesane kanserinin evrelerinin
belirlenmesi ve tedaviye cevabin belirlenmesinde énemli bir klinik prediktor
olabilecegi ifade edilmektedir***®. Zhang ve arkadaslarinin calismasinda
DNMT1 ve DNMT3A'nin mesane kanserinin gelisiminde onemli rol

oynayan CpG adaciklarin metilasyonunda sinerjik bir etkisi oldugu ifade
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edilmistir**. DNMT1, mesane kanserinin tedavisinde potansiyel olarak

hedef gen olabilecegi vurgulanmaktadir®®.

Wnt antagonistlerinin baskilanmasi sonucunda surekli aktif
hale gecen Wnt/B-katenin yolaginin mesane kanser olugsumunda ve
gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir**. Bununla birlikte 6zellikle Wnt
yolaginin aktivasyonu kétli prognoz ve kemoterapiye direnc ile iliskilidir*®.
Urakami ve arkadaslar calismalarinda, mesane tumoér orneklerinde ve
hicre serilerinde (J82C, T24C, TCC, UMUC) wif-1 geninin kontrol
bdlgesinde metilasyon artisi oldugunu gostermiglerdir. Bunun sonucunda,
B-katenin bagimli Wnt sinyal yolaginin aktiflesti§i saptanmistir®*. Diger
caligmalarinda ise tumor orneklerinde sfrpl, sfrp2, sfrp4, sfrp5, wif-1 ve
dkk-3 genlerinin metilasyon profillerini belirleyerek bu genlerin mesane
kanserinin tanisinda epigenetik biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini
onermislerdir*’. Tang ve arkadaslari, invaziv mesane kanseri hiicre
serilerinde (T24 ve TSU-PR1) WIF-1’in S fazi kinaz iligkili protein 2 (skp2)
ve c-myc ifadesini baskilayip, p21 ve p27 ifadelenme dizeyini arttirdigini
belirlemiglerdir. Bunun sonucunda, WIF-1'in hicre dongusunu G1

evresinde durdurarak, biiylimenin baskilandigi gdsterilmistir*®.

2.5.3. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (CaP), erkekler arasinda en sik gorulen ikinci
kanser turudur. Akciger ve kemik metastazi ile karakterizedir. Wnt sinyal
yolagi prostat kanserlerinin gelisimi, ilerleyisi ve metastazinda énemli rol
oynamaktadir. Prostat kanserlerinde c¢esiti Wnt ve diger yolagin

diizenlenmesi ile iliskili proteinlerin diizeylerinin artisi gézlemlenmistir*®.

DNA metilasyonu, prostat kanserlerinde erken somatik

genom degisimleri olarak kabul edilmektedir ve prostat kanserinin gelisimi,
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invazyonu ve metastazinda énemli rol oynamaktadir™*. DNA metilasyonun
metabolizmasinin temel enzimlerinden biri olan DNMT1 genin prostat
kanserlerinde artmis ifadelenme dizeyi siklikla kargilagiimaktadir. DNMT1
ifadelenme duzeyindeki degisimlerin nedenlerinin belilenmesi prostat
kanserinin terapétik hedeflerinden biri olabilecedi vurgulanmaktadir®®>2,
Kinney ve arkadaslarinin farelerde yapmis olduklari c¢alismada ise
DNMTZ'’in prostat kanserinin erken evrelerinde timor baskilayici fonksiyon
gordugu ileri asamalarinda ise onkogenik aktivite gosterdigini ileri

strmislerdir®.

Wnt antagonistlerinden sFRP2’'in promot6r hipermetilasyonu
siklikla prostat kanserlerinde gozlemlenmekte ve SFRP2
hipermetilasyonunun  prostat kanseri i¢in  biobelirte¢ olabilecegi
vurgulanmaktadir®. Ayrica B-katenin sinyal yolaginin diizenlenmesinden
sorumlu olan APC, SFRP1 ve WIF-1 genlerinin hipermetilasyonu cesitli

prostat kanser hiicre hatlarinda gosterilmistir®®.

2.6. Ubiquitinasyon ve Deubiquitinasyon Mekanizmasi

Ubiquitin, yuksek derecede korunmus 76 amino asitten
olusan kuglk duzenleyici bir proteindir ve kovalent olarak proteinlere
bagdlanarak proteozom pargcalanmasi igin sinyal molekUli olarak iglev
gormektedir. Proteozom aracili pargalanma, protein lokalizasyonu, hucre
dongusu kontroll, transkripsiyon duzenlenmesi, DNA hasar onarimi,
endositoz gibi coklu hicresel iglevlerin kontroli igin gerekli olan bir
mekanizmadir. Okaryotik hiicrelerde, ubiquitin zincirinin eklenmesi veya
cikarilmasi 6nemli biyolojik islevlerden birisidir. Bu nedenle, ubiquitin
metabolizma enzimlerinin  kanser olusum sinyal veya duzenleyici
yolaklarinda fonksiyon goren onkogenlerin ve tumor baskilayici genlerin

dizenlenmesinde o6nemli rol oynamasi surpriz degildir. Bu nedenle
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ubiquitin metabozlima enzimleri ubiquitinleyici ve deubiquitinazlar (DUB)'In
kanser tedavisine yodnelik hedefler arasinda 6nemli bir yere sahiptir.
Ubiquitin/proteozom sisteminin bilesenlerinden E3 ve DUB’lar substrati
yuksek bir spesifite ile tanirlar bu nedenle kanser ilag hedeflerinde oldukga

onemli derecede ilgi cekmektedir®™-®,

2.6.1. Ubiquitin Konjugasyon Mekanizmasi

Protein ubiquitinasyonu ATP bagimli, son derece duzenli ve ¢ok adimli
enzimatik bir iglemdir (Sekil 7). Bu olaya en az U¢ enzim aracilik
etmektedir; ATP-bagiml ubiquitin enzim (E1); araci ubiquitin-konjuge edici
enzim (E2) ve ug ubiquitin ligaz (E3)’tlr. Bazi durumlarda ubiquitin uzama
faktorleri, E4 enzimi olarak adlandiriimakta ve c¢oklu ubiquitin zinciri
olusumu icin gereklidir. E1 aktive edici enziminin aktif bolgesindeki sistein
ile ubiquitinin C ucunda yer alan glisin arasinda tiyoester bagi kurmasi ile
ubiquitin aktive olur. Bu olay igin enerji kaynagi olarak ATP kullanilir.
Aktive olan ubiquitin peptiti E1’den E2 enzimine transfer olur. Genellikle
E2 enzimi partneri E3 ile etkilesime girer. E3 enzimi ubiquitinin C ug glisin
amino asiti ile substratin lizin amino asiti arasinda izopeptit bagi kurmak
suretiyle ubiquitinin hedef proteine transfer olmasini saglar. E2 enzimi
katalitik domaininde bir ¢ok korunmus amino asit icermekte iken E3
ubiquitin ligaz ise sadece birka¢ korunmus motif icerir. Bu nedenle E2
enzimi subtrat seciminde rol oynuyor olabilse de ubiquitinasyonun
olayinda  substrat 6zgunligu  baslica E3 ligaz araciligiyla
gerceklestirimektedir. E3 enzimi, 600’den fazla protein ile etkilesime
girdigi gosterilmigtir. E3 ligaz baslica dort blyluk sinifa ayrilmaktadir;
HECT (E6-AP karboksik u¢ homologu) E3, genellikle monomeriktir ve
ubiqiuitin ile tiyoester bagi kurmak suretiyle hedef proteine ubiquitinin
transferine aracilik eder. RING domin E3, E2’den protein substratina
dogrudan ubiquitin transferine aracilik eder. RING domin E3, E2/E3
kompleksi araciligiyla otoubigitinlenmektedir. PHD domain ve U-box-tip E3
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ligazlar yeni kesfedilmis E3 ailesi Uyeleridir ve enzimatik domain yapilari
RING motifine oldukca benzemektedir®®. E3 ligazlar, subsrat proteinin
Lys6, Lysl1l, Lys29, Lys48 ve Lys63 rezidllerinden mono-ubiquitinlemek
suretiyle hedef proteinleri modifiye edebilmektedirler. Genelde, Lys48
bagl poliubiquitinasyon isareti 26S proteozom araciligiyla hedef proteinin
parcalanmasina neden olmaktadir. Lys63-bagli monoubiquitinasyon ise
intraselller trafik, DNA onarimi ve sinyal transdiksiyon yolaginda sinyal
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Sekil 7. Ubiquitin-proteozom sistemi®” .* ilgili kaynaktan modifiye edilmistir.

2.6.2. E3 Ubiquitin Ligaz ve Kanser

E3 ligazlar, hiicre proliferasyonu, hiicre dongusu ve apoptoz
gibi cesitli hicresel islevlieri dluzenlemektedir. E3 ligazlarin ve iligkili

oldugu ubiquitin agindaki duzensizlikler 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar
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ve kanser gibi cesitli insan hastaliklari ile baglantilidir ve protein
kinazlardan sonra ikinci yaygin kanser iligkili fonksiyonel gen ailesidir. E3
ubiquitin ligazlar, onkogen ve timor baskilayici genlerin parcalanmasini
tetikleyebildiklerinden dolayr hedeflerine gore onkogen veya tumor
baskilayici genler gibi davranabilmektedirler. Bu nedenle kanser
tedavilerinde 6zellikle terapotik hedefler olarak dikkati ceken hedeflerden

birisidir>.

2.6.3 PHD ve RING Parmak iceren Ubiquitin Benzeri Domain

1 (UHRF1)

UHRF1, DNA metilasyonunun sdrdurilebilmesi igin
DNMTZ'in kritik kofaktoridir. UHRF1 proteini, Ubiquitin benzeri domain
(NIRF_N veya Ubl), Ubiquitin benzeri domain bitki homeodomain (PHD),
Tudor, SET ve Ring iligkili domain (SRA) ve RING domainden olugan 763
amino asitlik bir proteindir (Sekil 8). Evrim sturesince yiksek derecede
korunmus olup kromozom 19 Uzerinde yer almaktadir. UHRF1’in NIRF_N
domainleri protein-protein etkilesimi igin énemli olup ubiquitin baglanma
bdlgeleridir. Bu domain hicre dongusu suresince protein par¢galanmasinda
veya gen transkripsiyonunda énemli role sahiptir. SRA domaini yari metile
DNA’ya baglanma domaini olarak fonksiyon goérmektedir. PHD domaini
diger proteinlerde bulunan PHD domainlerine benzer sgekilde H3
kuyrugundaki rezidilerini tanir. Ozellikle Tudor domainlerinin metillenmis
H3K9 baglanma afinitesi bulunmaktadir. PHD ve Tudor domainlerinin G¢lu
metile H3K4 ile etkilesime girmek suretiyle gen aktivasyonu veya
baskilanmasi olaylarini kontrol etmektedir. RING domini ise E3 ligaz
aktivitesine sahiptir. PHD domaini SRA domaini ile etkilesime girerek
UHRF1'in HDAC1'e ve metile DNA'ya baglanmasina aracilik eder. Bu
nedenle UHRF ailesi histon trimetilasyonu, HDAC1 toplanmasi ve DNA
metilasyonu belki de histon ubiquitinasyonunu yonetiyor olabilir. Ayrica in

vivo ve in vitro'da UHRF1 histonlarin 6zellikle H3’U ubiquitinlemektedir.
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UHRF1 mRNA’si timUs, fetal dokularda, kemik iliginde bol miktarda
bulurken farklilasmis dokularda bulunmamaktadir. Bu durum UHRF
ailesinin en azindan UHRFZ1'in hicre proliferasyonu ile iligkili oldugunu

gostermektedir’®®°.

NIRF_N TUDOR TUDOR PHD RING

VN 1 sl e

Sekil 8. UHRF1 proteininin yapisi. NIRF_N; ubiquitin baglanma boélgesi, Tudor;
H3K9me3’u tanima bolgesi, PHD; H3 metile bodlgeleri tanima bodlgesi, SRA; yari
metile DNA’ya baglanma bdlgesi, RING; H3 ubiquitinasyon bdlgesi.

Henuz fonksiyonlari tam olarak bilinmemesine karsin
UHRF1, timor hdcrelerinin buyimesinin dizenlenmesi icin gerekli bir E3
ligazdir. UHRF1 kantitatif galismalarinda akciger, meme ve prostat primer
timorlerinde ifadelenmesinin  arttigi  gézlemlenmistir’”. DNA hasarina
cevaben UHRF1 proteinin ve mRNA duzeyi azalmaktadir. Bu azalma

hiicre arrestinden dolayl degil p21<PHWat

ifadelenmesiyle dogrudan
dizenlenmektedir. UHRF1 ayrica genom butlnliginin korunmasinda da
rol oynamaktadir. UHRF1’in ifadelenmesinin artisi DNA hasarina karsi
korumakta ve DNA hasari sonrasinda replikasyonu takiben genom
butlinliginin  sirdiriimesini  saghyor olabilir®. Son zamanlarda
UHRF1'in DNMTZ2’in ubiquitinasyonuna aracilik ettigi gdsterilmistir. Bu
durum DNMTZ2'in asetilaz Tip60 ve HDACL1 ile olan koordinasyonunda

kararliigini kontrol etmektedir®.

2.6.4. Ubiquitin Dekonjugasyon Mekanizmasi

Ubiquitin konjugasyonu, diger protein modifikasyonlari gibi
DUB enzimler araciligiyla tersine doénlstirilebilmektedir. insan

genomunda 100’den fazla DUB tanimlanmistir. DUB ailesi yapisal ve
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sekans benzerlikleri dikkate alindiginda en az bes buylk sinifa
ayrilmaktadir; JAB17MPN7Mov34 metaloenzim (JAMM) domain, C ug¢
hidrolaz (UCH), ubiquitin 6zgin proteaz (USP), ovaryen timér domain
(OTU) ve machado Josephin domain (MJD). JAMM ailesi ¢inko metallo
proteaz iken UCH, USP, OTU ve MJD sistein proteazdir.

DUB’larin  temel roll, ubiquitin-konjige proteinlerden
ubiquitin zincirini uzaklastirmaktir (Sekil 7). Boylece hedef proteinin
proteozom aracili pargalanmasini engelleyerek hedef proteinin kararlihgini
saglarlar. Ayrica DUB’lar, ubiquitin pro-protein modifikasyonlari araciligiyla
ubiquitin maturasyonunda fonksiyon goérmektedirler. Ubiquitin pro-protein
olarak ifadelenir ve genellikle ribozomal proteinlerle fizyon olustururlar.

DUPB’larin histon ubiquitinasyonunu da kontrol ettigi dustunulmektedir.

Ubiquitin proteozomal aginda ubiquitinleyici enzimler ve
DUPB’lar birlikte protein miktarinin dengelenmesi icin ¢alisirlar. Bu nedenle
ubiquitin proteozom yolagi intraselliler proteinlerin 6zellikle yanhs

katlanmis proteinlerin uzaklastirimasindan sorumlu énemli bir sistemdir>™
57

2.6.5. DUB’lar ve Kanser

E3 ligazlar gibi, DUB’lar da proteozom badimli pargalanma,
protein lokalizasyonu, transkripsiyon aktiviteleri ve endositozun
duzenlenmesinde rol oynamaktadirlar. DUB’lardaki duzensizlikler insan
hastaliklari 6zellikle kanserler ile iliskilidir. DUB’lar ubiquitin/proteozom
sistemi igerisinde fonksiyonlarinin yani sira ilag hedefleri olarak hizmet

etmektedirler®.
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2.6.6. Herpes lliskili Ubiquitin Ozgii Proteaz (HAUSP/ USP7)

HAUSP, DUB enzimlerinden biri olup ubiquitin-6zgl proteaz
ailesinin bir Gyesidir. Bu enzim, herpes simplex viral protein vmw 110 ve
Epstein-Barr nukleer antijen | kompleksi olarak tanimlanmistir (ayrica
infekte hicre protein 0, ICPO, olarak da bilinmektedir) ve Herpes iligkili
ubiquitin 6zgl proteaz (HAUSP veya USP7) olarak adlandinimistir (Sekil
9). HAUSP, epigenetik baskilama, DNA virusleri araciligiyla infeksiyonlarin
yaylllminda ve stres cevap yolaklarinin duzenlenmesinde rol

oynamaktadir’®®3,

Katalitik
TRAF domain ubl

N A 17[7[7[7[7

Sekil 9. HAUSP proteinin yapisi. TRAF; p53 ve MDM2'ye dogrudan baglanma
domaini, Ubl; konformasyonel degisimi hizlandirarak ubiquitin molekiiliiniin

baglanmasina izin verir ve katalitik merkezi organize eder.

HAUSP, katalitik domain, N- ve C- u¢ domainlerinden olusan
1103 amino asitlik bir proteindir. Kromozom 16’da yer almaktadir. C ug
domaini protein-protein etkilesimi icin gerekli bir bdlgedir ve ayrica
HAUSP’nin deubiquitinasyon aktivitesi i¢cin énemli bir yere sahiptir. Bu
protein p53 kararhliginda kritik dizenleyici olarak fonksiyon gormektedir.
HAUSP, dogrudan p53 ve MDM2 proteinine baglanir. HAUSP’nin yuksek
derecede ifadelenmesi p53 proteinini kararli hale getirir. HAUSP,
dogrudan olarak p53’'e TRAF domaini aracilhigiyla baglanarak p53 bagiml
hicre buyumesini engeller ve apoptozu tetikler. DNA hasar stresinde
ATM-bagimh dizenlenme HAUSP ve MDM2 arasindaki etkilesimin
azalmasina neden olur. Bu durum MDMZ2’inin kararsiz hale gelmesine

neden olur ve DNA hasarindan sonra uygun p53 aktivasyonuna olanak
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saglar. p53-MDM2 yolaginda HAUSP’nin dinamik roli, DUB’larin

timoérogenezdeki roliinii gdsteren ilk kanittir®*®°,

HAUSP, iki tiumdér baskilayici gen FOXO4 ve PTEN'in
deubigitinasyonundan  sorumludur®®. HAUSP aracii FOXO4'lin
deubiquitinasyonu FOXO4’un kararhhidini etkilemez ancak nukleusa
tasinmasini ve transkripsiyonel aktivitesini dustrmektedir. PTEN’in ise
sitoplazmik birikimine yol acar ve monoubiquitinasyonu nikleer
lokalizasyon sinyali olarak fonksiyon gorur. HAUSP ve iligkili PTEN
nukleer dislanmasi insan prostat kanserlerinde gézlemlenmekte ve tumor

agresifligi ile iliskilidir®.

Protein kararlihdinin yani sira HAUSP kromatin yapisinin ve
gen baskillanmasinin  duzenlenmesinde  fonksiyon  gb6rmektedir.
Drosophila’da HAUSP’nin monoubiquitinlenmig histon H2B’den ubiquitinin
uzaklastirmasini kataliziemektedir. Bu olay homeotik genlerin epigenetik

susturulmasinda onemlidir®’.

HAUSP ve UHRF1, DNMTL1 ile birlikte dinamik bir kompleks
olusturmak suretiyle genomik DNA metilasyon oruntusinin surddrtlmesi
icin kritik iki faktordir. UHRF1 araciliiyla ubiquitinasyonu ve sonrasinda
HAUSP aracihigiyla deubiquitinlenmesi DNMT1’in  kararliiginda rol
oynamaktadir®.

2.7. Wnt/B-Katenin Sinyal Yolagi

Wnt proteinleri aktiviteleri temel alinarak, p-katenin bagiml
ve B-katenin badimsiz Wnt sinyal yoladi olmak (zere iki gruba
ayriimaktadir*®. Wnt/ B-katenin sinyal yolagi Wnt sinyal yolaklari igerisinde

en ¢ok calisiimis yolaklardan birisi olup evrim suresince korunmustur. Bu
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yolaktaki degisimler mide kanseri, hepatoselliler karsinoma, koleraktal
kanserler ve son zamanlarda da mesane ve prostat kanserlerini de

icerisine alan bir cok insan malignansilerinde gorilmektedir®.

Wnt sinyal yolagi, Wnt ligandinin 7-TM reseptord olan
Frizzled (Fz) reseptorine ve ko-reseptor LRP6 veya LRPS5’e baglanmasi
ile aktive olur. Wnt araciligiyla uyarilan kompleks Fz-LRP6’da yer alan
LRP6’in intraseluler domaininin Kazein kinaz 1 (CK1) sitoplazmik adaptor
protein Dishevelled (Dsh) ve GSK-3[ tarafindan fosforile edilmesine yol
acar. Bu fosforilasyon eksen inhibitor (Aksin) proteininin baglanmasi igin
optimal baglanma bdlgesi olusumuna neden olur. Aksin proteinin bu
bdlgeye baglanmasi  sonucunda  Aksin-aracili  fosfo-parcalanma
kompleksinin olusumu engellenmis olur. Boylece, “GSK-3B3, Aksin,
adenomatoz polipozis koli (APC)” kompleksinin B-katenin uzerindeki
baskilayici etkisi ortadan kalkar. Stabilize olan sitosolik 3-katenin proteini
nikleusa gegerek burada DNA baglanma ailesi tyelerinden olan TCF-1 [T
hiicre faktori-1/LEF-1 (Lenfoid enhancer baglanan-1)] ile kompleks
olusturur. Bu kompleks ayni zamanda Groucho ve histon deasetilaz
CBP/p300 gibi ko-aktivatorlerin hedef bolgelerde toplanmasina neden olur.
Boylece Wnt cevap genlerinin aktivasyonuna neden olur®®*!. Wnt hedef
genleri icerisinde Siklin D1, c-MYC, Matriks Metalloproteinazlar (MMP-2, -
3, -7, -9, -13) ve DNMT1 gibi 6nemli bazi proteinler yer almaktadir.
Gunumuze kadar yirmiden fazla daha ¢ok anjiyogenez, timor gelisimi ve
metastazinda 6nemli rolleri olan hedef genleri tanimlanmistir ve bu sayi

artmaya devam etmektedir*.

Sinyal yoklugunda ise sitoplazmik scaffold proteinler (APC ve
Aksin), “GSK-3B, CK1 ve protein fosfotaz 2a (PP2A)" kompleksi [-
katenine baglanir. Bu proteinler birlikte “parcalanma kompleksini”
olustururlar. Bu durum ilk 6nce N-terminal bélgesinde yer alan Ser** CK1

tarafindan fosforile edilmesi sonrasinda GSK-3p’'nin B-katenini N terminal
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bdlgesinde yer alan diger Ser/Thr rezidilerinin (Ser®, Ser®” ve Thr*)
fosforile edilmesine imkan saglar ve ubiquitin ligaz olan B-TrCF ve 26S
proteozom tarafindan taninmasina yol acar. Bdylece ubiquitinlenen [-
katenin proteazomlar araciligiyla pargalanir ve sitosolik 3-katenin miktari
diser’®® (Sekil 10).
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Sekil 10. Wnt/B-katenin sinyal yolagi (kanonikal Wnt sinyal yolagi) ve

antagonistlerinin gematik gbsterimiss.

B-kateninin GSK-3B bagimsiz bir yolak araciigiyla da
sitosolik duzeyinin dustugu gosterilmistir. Bu yolakta, E-kaderin ve
tratraspain protein CD82 ve CD9 arasindaki etkilesim sonunda [3-
katenin’in eksozomal salinimina aracilik etmek suretiyle serbest sitosolik
B-katenin’in miktari digsmekte ve bunun sonucu olarak Wnt sinyal yolagi

baskilanmaktadir?,
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B-katenin transkripsiyon faktori olarak fonksiyon gormesi
haricinde kaderin baglanma bdlgelerinde c¢ok yonlu fonksiyonlari
bulunmaktadir. Kaderin/B-katenin/a-katenin arasinda koépru fonksiyonunun
yani sira Golgi'den plazma membranina kaderin transportunda gorev alir.
Ayrica, B-katenin, kaderin baglanma noktalarinin stabilizasyonunda veya
fiziksel olarak diger faktorlerin etkilesimlerinde temel birlesen olarak
fonksiyon gériir. Ornegin, vinkulin, hiicre matriksinin temel birlesenidir ve

kaderin birlegme noktalarina B-katenin araciligiyla baglanmaktadir.

B-katenin bagimli Wnt sinyal yolaginin aktivasyonu iki
basamakta kontrol edilir: (i) B-katenin bagimh olmayan Wnt sinyal
yolaginda aktiflesen kinazlar. (ii) Wnt antagonistleri (salgilanan Frizzled
iligkili protein (sFRP), Dickkopf (DKK) ve Wnt baskilayici faktor 1 (WIF-1).

B-katenin bagimli olmayan Wnt sinyal yolaginda aktiflesen
kinazlar araciliiyla B-katenin badimli yolagin surekli aktivasyonu
engellenir. B-katenin bagimsiz Wnt ailesi Uyeleri, B-katenin bagimli Wnt
sinyalini sitoplazmik kalsiyum duzeyini arttirarak baskilar. Dolayisiyla, Wnt
hedef genlerinin B-katenin araciligiyla ifadelenmeleri siki bir sekilde kontrol

altindadir®®°°,

Wnt antagonistleri, hicre disi Wnt antagonistleri (sFRP, WIF-
1) ve sitoplazmik Wnt antagonistleri (DKK) olmak (izere iki gruba ayrilir®®
(Sekil 10): sFRP; hicre digindan Wnt ligandlarina baglanarak Wnt sinyal
olusumunu engeller. Simdiye kadar sFRP ailesine ait 5 farkli protein
tanimlanmistir (sFRP-1, sFRP-2, sFRP-3, sFRP-4 ve sFRP-5). WIF-1
proteini sFRP’ler gibi hiicre digsindan Wnt ligandina baglanir ve Wnt aracili
sinyal iletimini bloke ederler. DKK genlerinin trtnleri ise LRP5/6 proteinine

baglanarak, bu proteinin reseptoru ile etkilesimini engellerler. Bdylece,
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Wnt sinyal yolaginin aktivitesi durdurulur. Ginumuze kadar DKK ailesinin
dort tiyesi (DKK-1, DKK-2, DKK-3, DKK-4) tanimlanmigtir®>7°.

Wnt proteinleri, hidralardan omurgalilara kadar ¢ok cesitli
hayvanlar gruplarinda bulunmakta ve embriyonik oruntulenis olaylarinda
ve vyetiskin dokularda homostazi olaylarinin surdurulebilmesi igin
gereklidirler. Bu yolaktaki bozulmalar embriyonik anomalilere ve insan

kanserlerinin olusumuna neden olmaktadir.

2.7.1. Wnt/B-katenin Sinyal Yolagi ve Renal Hicreli

Kanserler

Kararli formdaki B-kateninin niklusa gectikten sonra aktive
ettigi genlerden biri olan c-Myc onkogenidir. Papiller RCC ve primer berrak
hiicreli RCC’lerde bu onkogen kopya sayisinin artisi bilinmektedir. -
katenin nokta mutayonlari ise RCC’lerde nadiren gériilmektedir’>"%. Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada, kadmiyumun B-katenin sinyal yolagi
birlesenlerinin ifadelenmelerini arttirdigi ve buna bagli olarak c-Myc ve
Siklin D1 gibi hedef genlerin ifadelenmelerinde artis oldugu gosterilmistir.
Bu proteinler hicre gogalmasi ve yagsami igin gerekli proteinlerdir ve ifade
artiglari timoér olusumunu hizlandirmaktadir. Kadmiyum aracili Wnt sinyal
yolaginin aktivasyonu renal epitel dokularinda kansere yol actigi ifade
edilmigtir. Yapilan bagka bir calismada ise B-katenin sinyal yolaginin
bilesenlerinden olan APC’nin eksikliginin farelerde renal timorlere neden

oldugu ve B-katenin diizeyinde artis oldugu saptanmistir’®.

RCC’nin genetik temelleri 1993 yilinda Von Hippel-Lindau
(VHL) tiimér baskilayici genin tanimlanmasiyla ortaya konmustur’®. Bu
gendeki birgok tanimlanmis mutasyon RCC vakalarinda bulunmakta ve
berrak hucreli karsinoma ile yuksek derecede iligkilidir. VHL genindeki
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anomaliler sporatik RCC'li hastalarin %75'inde goriilmektedir’®. Peruzzi ve
arkadaslan B-katenin’in  VHL'nin E3 ubiquitin ligaz aktivitesi ile
parcalandigini kesfetmislerdir. Bdylece VHL’nin yeni hedefleri arasinda
onkogenetik [B-katenin sinyalizasyonuda yer almakta ve renal kanser
patogenezinde B-katenin yolaginda rol oynadigini gosteren bir kanit
olmustur’®. VHL nin etkilesime girdigi bir diger protein Jade-1'dir. Jade-1,
yeni tanimlanmis E3-ubiquitin ligaz olup B-katenin’i ubiquitine ederek
par¢calanmasina yol agmaktadir. VHL araciliiyla Jade-1 pozitif olarak
diizenlenir. VHL'nin kaybi Jade-1 duzeyinin azalmasina ve buna bagl
olarak B-katenin duzeyinin artmasina neden olmaktadir. Bu VHL’nin renal

timérogenezi hizlandirmasina yénelik bir diger mekanizmadir’’.

Whnt sinyal yolagl ve bobrek kanserleri arasindaki bir diger
baglanti hipoksiya uyarili protein-2 (HIG2)'dir. HIG2, Wnt reseptdr Fz10'a
badlanir ve Wnt sinyal hedef genlerinin transkripsiyonunu uyarir. HIG2,
hicre ¢ogalmasinin indukleyicisi olarak fonksiyon gortr ve RCC belirteci

olarak tanimlanmistir. HIG2 ayrica B-katenin/Tcf4 kompleksinin hedefidir®.

Renal karsinogenezde belirli Fzd ailesi uyelerinin
ifadelenmelerinde degisimler goézlemlenmektedir. Artmis Fzd5 ve Fzd8
ifadelenmesi renal kanser hicrelerinde protein ve  mRNA dizeyinde
gozlemlenmektedir. Son olarak, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin negatif
antagonistleri olan sFRP’lerin, WIF1 ve DKK'nin ifade duzeylerinin

degistigi ve bodyle B-katenin yolaginin aktive oldugu renal kanserlerde

siklikla karsilagiimaktadir’®.

2.7.2. Wnt/B-katenin Sinyal Yolagi ve Mesane Kanseri

Wnt antagonistlerinin baskilanmasi sonucunda surekli aktif
hale gecen Wnt/B-katenin yolaginin mesane kanser olusumunda ve
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gelisiminde rol oynadigi gdsterilmistir**’®. Bununla birlikte dzellikle Wnt
yolaginin aktivasyonu kétli prognoz ve kemoterapiye direnc ile iliskilidir*®.
B-katenin ve APC mutasyonlarina mesane kanserinde
g6zlemlenmemesine kargin Wnt antagonistlerinin mesane kanser
olusumunda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Marsit ve arkadaglarinin
calismalarinda invaziv mesane tiumorlerinde sFRP genlerinde belirlenen
metilasyon artigi ile ilerlemis tUmor asamalari arasinda iligki oldugunu
saptayarak, sFRP metilasyonunun mesane kanserinin yayllimini
etkileyebilecegini ileri sirmislerdir®™®. Urakami ve arkadaslar ise
calismalarinda, mesane timor orneklerinde ve hicre serilerinde (J82C,
T24C, TCC, UMUC), Tang ve arkadaslari invaziv mesane kanseri hicre
serilerinde (T24 ve TSU-PR1) WIF-1’in S fazi kinaz iligkili protein 2 (SKP2)
ve c-MYC ifadesini baskilayip, p21 ve p27 ifadelenme duzeyini arttirdigini
belirlemiglerdir. Bunun sonucunda, WIF-1'in hicre doéngusiunt G1

evresinde durdurarak, biiylimenin baskilandigi gosterilmistir®*“%.

2.7.3. Wnt/B-katenin Sinyal Yolagi ve Prostat Kanseri

Bir calismada Wnt5a’'nin varhginin prostat kanserinin
niksetmesiyle iligkilendirilmistir.  Wnt5a’nin  Knockdown’i veya asiri
derecede ifadelenmesi prostat kanserinin invazyon ve goc¢ aktivitesinin
siraslyla azalmasina ve uyarilmasina neden olmaktadir. Wnt5a, protin
kinaz D (PKD) araciligiyla Jun-N-ug¢ kinazi (JNK)'I aktive eder. PKD’nin
baskilanmasi Wnt5a aracili hiicre gogu ve invazyonunun engellenmesine
neden olur. Wntba, JunD’nin toplanmasi aracihigiyla MMP-1'in
ifadelenmesini tetikler ve bdylece prostat kanserinin agresifliginin

artmasina katkida bulunur®.

Aktif Wnt/B-katenin sinyali Foxo2 transkripsiyon faktorini

tetikler ve bu birincil prostat kanserinde invazif fenotip ile iliskilidir. -
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katenin, prostat kanserinin biobelirtecidir ve ¢esitli molekuller ile duzeyi
kontrol edilmektedir. Prostat kanserlerinde Sox7’nin mutasyonlari veya
kayiplari bilinmektedir. Sox7, B-katenin sinyal aktivitesini baskilayan bir
kontrol noktasi olarak fonksiyon gormektedir. Ayrica onkogenik K-ras ve [3-
katenin mutasyonlari prostat kanserinin invazif forma donusimunu

hizlandirir®?,

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin negatif antagonisteleri olan
ifade duzeylerinin degistigi ve boyle B-katenin yolaginin aktive oldugu
prostat kanserlerinde siklikla kargilagiimaktadir. Ozellikle DKK1'in artmis
ifadelenmesi prostat kanserinin erken olaylarindan biri olup kemige

metastazinda énemli rol oynamaktadir®.

Bu bilgiler dogrultusunda, insan mesane, renal hice
karsinoma ve prostat hucre hatlarinda DNMT1 duzeyi belirledikten sonra
Wnt/B-katenin yolaginin DNMT1 ve kararliigindan sorumlu tutulan UHRF1
ve HAUSP proteinlerinin ifadelenmesi Uzerine olan etkisini belirlemeyi
hedefledik.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Karbondioksitli etliv (Sanyo)

Laminar flow (Danlaf)

Hassas terazi (AND-ER-182A)

PCR-Sprint otomatik 1s1 dongu cihazi (Ependorf)
Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
Inverted mikroskop (Zeiss)

Light Cycler Real Time PCR cihazi (Roche)
Nanodrop (Thermo Scientific)

Kuru isitici blok (Biosan)

Ph metre (WTW 422)

Elektroforez gli¢ kaynagi (Thermo)

Sogutmali santriftj (Hettich Mikro 22R)

Manyetik karistirici (TMA 2071)

Spin vorteks (Biosan)

Elektroforez tank ve kaseti (Biorad)

Vorteks (Biosan)

Mikrodalga firin (Argelik)

Mikropipetler; 10ul, 200pul, 2000ul, 5000ul (Thermo)
Derin dondurucu -30°C (Sanyo)

Derin dondurucu -80°C (Sanyo)

Buzdolabi (Argelik)

Mini protean elektroforez ve blot sistem (Bio-Rad)

Gel logic 2200 goruntileme sistemi (Carestream)
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3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Hiicre Ureme flasklari, 25cm? ve 75 cm? (Thermo Scientific)

15ml ve 50ml santrifgjj tipU (Thermo-Nunc)

Hucre kultar plaklar (96 ve 6 kuyucuklu plate) (Greiner)

Hucre dondurma tipleri (Greiner)

0.2ml, 0.5ml ve 1.5ml Mikrosantrifdj tipleri (Greiner)

3.3. Kullanilan Kimyasallar

e Besiyeri RPMI 1640 (Gibco)

e Besiyeri McCoy’s 5A (HyClone)

e Fetal Bovine Serum (HyClone)

¢ Penisilin/Streptomisin antibiyotik (HyClone)
e L-Glutamin (HyClone)

e Tripsin (Thermo)

¢ Dimetil Sulfoksid (DMSO) (Ambresco)

¢ Fenilmetilstlfonilflorid (PMSF) (Roche)

e Etanol (Sigma)

e Metanol (Merck)

eHucre Lizis Solusyonu (Roche)

¢ PBS (Gibco)

e Primerler (GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1) (Ella Biotech)
¢ Tripure Isolation Reagent (Roche)

e Universal prob (Roche)

e Amonyum Persulfat (Amresco)

e Temed (Amresco)

¢ Tris base (Sigma)

e Akrilamid (Amresco)
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¢ Bisakrilamid (Amresco)

¢ Gliserol (Merck)

e Hidroklorik asit (Merck)

e Bromophenol blue boyasi (Sigma)
eYagsiz sut tozu (CST)

e GSK3B inhibitori SB216763 (Sigma)
¢ DNMT intibitéri 5-Aza-2’-deoksisitidin (Sigma)
e ColorPlus Protein Belirteci (NEB)

e Beta-Aktin antikor (CST)

¢DNMT1 (Thermo)

¢ 3-catenin (Thermo)

¢ HAUSP (Thermo)

e UHRF1 (Thermo)

e Fosfo-GSK3p (CST)

e Sekonder antikor (Thermo)

¢ PhosphoSTOP tableti (Roche)

3.4. Kullanilan Kitler

e Huicre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Roche)
¢ cCDNA Sentez Kiti (Roche)

¢ DNA izolasyon kiti

e Bisulfid modifikasyonu kiti (Zymo)

¢ 480 Tagman Master Mix (Roche)

¢ BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)

3.5. Hiicre Hatlan

Bu calismadaki, T24 insan mesane hulcre hatti (p53 mutant)

ve Caki-2 insan renal hlcre karsinoma hucre hatlar (yaban tip p53)
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ATCC’den, LNCaP (yaban tip p53) ve PC3 insan prostat hicre (p53 null)
hatlarimiz, Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dali

dgretim Gyelerinden Prof. Dr. Levent TURKERI’ den temin edilmistir.

3.6. Kullanilan Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanigi

3.6.1. %10'uk RPMI 1640 ve McCoy's 5A Besiyerinin

hazirlanisi

450 ml besiyeri igerisine inaktive edilmis 50ml FBS, 5mi
200mM L-Glutamin, 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karsimi eklendi.

3.6.2%10'uk RPMI 1640 ve McCoy's 5A Besiyerinin

hazirlanisi

450 ml besiyeri igerisine inaktive edilmis 5 ml FBS, 5 ml 200
mM L-Glutamin, 5 ml 100ug/ml’lik antibiyotik karsimi eklendi.

3.6.3. Hicre Lizis Solisyonunun Hazirlanisi

10x Cell Lizis buffer (Cell Signaling, Danvers MA; Kat. No:#
9803), dH,0 yardimiyla 1x haline getirildi ve 1 adet phosphostob tableti 10
ml 11 lizis buffer igerisinde ¢ozulur.

3.6.4. PMSF SollUsyonu

0,03484 g PMSF, 10 ml izopropanol icerisinde ¢ozuldi.
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3.6.5. %30’luk Akrilamid/bisakrilamid Sollisyonu

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid 100 ml dH0 icerisinde

¢cozulda.

3.6.6. 1,5 M Tris Buffer (pH:8,8)

27,23 g Tris-base, 150ml dH,0 igerisinde ¢ozuldu ve pH, HCI

ile 8,5’e ayarlandi.

3.6.7. 0,5 M Tris Buffer (pH:6,8)

6 g Tris-base, 100ml dH.0 icerisinde ¢ozuldu ve pH, HCI ile
8,5’e ayarlandi.

3.6.8. 10x Tris-Glisin Stok Soliisyonu

30.3 g Tris-base ve 144 g Glisin 1000 ml dH20 icerisinde
¢ozuldu ve pH, HCl ile 8,5’e ayarland1.

3.6.9. 10x Running Buffer (pH:8,3)

10x konsantrasyondaki Tris-Glisin stotugu dH»0 ile 1x haline
getirildi ve 10 ml %10’luk SDS ilave edildi. pH, HCl ile 8,3’e ayarlandi.
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3.6.10. Transfer Buffer

20 ml 10x Tris-Glisin stok solisyonu, 40 ml Metanol ilave
edildi ve toplam hacim dH,0 kullanilarak 200 ml'ye tamamlandi. pH, HCI

ile 8,3’e ayarlandi.

3.6.11. 2x Sample Buffer

62,2 mM Tris-Hcl, %2 SDS, %10 Gliserol, 50mM DTT ve
%0,01 bromfenol blue boyasi karistirilarak toplam hacim dH,0 kullanilarak
200 ml'ye tamamlandi. pH, HCI ile 8,3’e ayarlandi ve her kullanim 6ncesi

total hacmin %5 B-merkaptoetanol eklendi.

3.6.12. Amonyum Persilfat (APS) Sollisyonu

100 mg APS, 1ml dH»0 icerisinde ¢6zuldu.

3.6.13. 10x TBS Soliisyonu

12,1 g Tris-base ve 40 g NaCl 500 ml dH»0 igerisinde

¢cozulda.

3.6.14. Yikama Soliisyonu

10x konsantrasyonundaki TBS stogu, dH,0 kullanilarak 1x
haline getirildi ve total hacmin %0,1'i kadar Tween-20 eklendi.
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3.6.15. Primer ve Sekonder Diliisyon Soliisyonu

1x TBS, %0,1 Tween-20 ve %5 yagsiz sut tozu karistinldi.
Primer ve sekonder antikorlar Uretici firmanin belirttigi oranda dilisyon

soltisyonu ile dilue edildi.

3.6.16. Bloklama soliisyonu

1x TBS, %0,1 Tween-20 ve %5 yagsiz sut tozu karigtirildi.

3.7. YOntemler

3.7.1. Hicre Kalturd

PC3 ve LNCaP hicreleri, %10 FBS iceren RPMI 1640
besiyerinde, T24 ve Caki-2 hicreleri %10 FBS iceren McCoy’'s 5A
besiyerinde %95 nem ve %5 CO2’li ortamda 37°C ayarh etlv icerisinde
kalture edildi.

T24, Caki-2, PC3, LNcaP hicreleri, (0,1 — 100pM) GSK3p
inhibitéru SB216273 ile ayri ayri 0-72 saat sureyle inkube edildi. Ayrica,
T24, Caki-2, PC3 ve LNcaP hicreleri 48 ve 72 saat boyunca, (0,1 — 10
MM) DNMT inhibitérl, 5-Aza-2’-deoksisitidin (DAC) ile inkiibe edildi. DAC
icin ¢c6zlcu olarak dH,0O, SB216763 icin DMSO ¢o6zucu olarak kullanildi ve
ayni sure DMSO ile inkUbe edilerek ¢dzucu kontrolu olarak kullanildi.
inkiibasyon sonrasinda her bir doz ve siire igin sitotoksik etkileri arastirildi.

Her bir konsantrasyon icin 3 ayri kiltur yapilarak deney tekrarlandi.
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3.7.2. WST-1 Sitotoksisite Deneyi

T24, Caki-2, PC3 ve LNCaP hicreleri 96 kuyulu hicre kultar
kaplarina 10° hiicre/ kuyu olacak sekilde ekildi, bir gece %1'lik RPMI 1640
ve McCoy’s 5A besiyerinde inkube edilerek hucrelerin yapismasini takiben
besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra SB216763 (Sigma, Almanya; Kat. No:
A3656) birlikte ve ayri ayri cgesitli konsantrasyonlari ile hazirlanmig
%10’luk RPI 1640 ve McCoy’s 5A besiyerinde 0-72 saat sireyle 37°C'de
%5 COJ'li etivde inkibe edildi. Belirtilen sirelerin sonucunda her bir
kuyucuga 10 yl WST-1 solisyonu (Roche, Almanya; Kat. No: 001 644 807
001) eklendi ve formazan Urundndn olusturdugu renk degisimi T24 ve
Cali-2 icin 2 saat sonunda, PC3 ve LNCaP hicreleri icin 4 saat sonunda
spektrofotometre ile 450 nM dalga boyunda belirlendi. Negatif kontroller
kor olarak kullanildi. Hucre canhhdr % hesaplamalari excel programi ile

gergeklestirildi.

3.7.3. DNA izolasyonu

inkiibasyon stirelerinin dolmasi ile birlikte hiicre kiiltirleri
sonlandirilip DNA izolasyon kiti (Roche, Almanya; Kat. No: 11796828001)
kullanilarak genomik DNA eldesi asagidaki protokole gore yapildi;

1. 1.5 ml mikrosantrifij tlplerine 200 pl 6rnek, 200 pl baglanma
soltisyonu, 40 pl proteinaz K karisimi 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda 100 pl izopropanol ilave edildi ve karistirildi.

3. Ornekler filtreli tiplere aktarildi ve 8000 g'de 1 dakika santrifij edildi.

4. Filtreli tiip yeni toplayici tiipe aktarilip 500 pl inhibitér Uzaklastiric
Solusyon eklenip 8000 g'de 1 dakika santrifij edildi.

5. Filtreli tup yeni toplayici tupe aktarihp 500 pl Yikama Sollisyonu
eklenip 8000 g'de 1 dakika santriftj edildi.
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Toplayici tup igerigi uzaklastirildiktan sonra en yuksek hizda 40 saniye
ilave santrifij yapildi ve toplayici tup uzaklastirildi.

Filtreli tipler steril 1,5 ml mikrosantrifdj tlp igerisine yerlestirilip 200 pl
elution buffer ilave edilerek 8000 g'de 1 dakika santrifdj edildi.

Filtre uzaklastirilarak érnekler — 20°C’ye kaldirild1.

Elde edilen DNA’ larin miktarlari ve safligi NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda olculerek MS-PCR’da kullanilana kadar -

20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.7.4. Metilasyona Ozgii PCR (MS-PCR)

Hucrelerden izole edilen DNA 6rnekleri EZ-DNA Methylation-

Gold kit kullanilarak (Zymo Research, Irvine CA; Kat. No: D5005)

asagidaki protokole gore bisulfid modifikasyonu yapildi;

1.

500 ng DNA 6rnegi uzerine 130yl CR Donusum Ajani ilave edildi ve
karistirildi.

Ornekler i1s1 dongii cihazina yerlestirilerek,

98°C’de 10 dakika

64°C’de 150 dakika bekletildi.

Zymo-Spin IC kolonuna 600 pl M-Baglanma Solisyonu konulduktan
sonra 2 ml’lik mikrosantriflij tipune yerlestirildi.

Ist dongu cihazi igerisindeki Ornekler M-baglanma solisyonu iceren
Zymo-Spin IC kolonu icerine konarak birka¢c kez ters diz etmek
suretiyle karigtirildi.

10.000 g'de 30 saniye santrifij edildikten sonra alttaki sivi
uzaklastirildi.

Kolon igerisine 100 yl M-yikama solusyonu konuldu ve 10.000 g'de 30
saniye santriftij edildi.
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7. Kolona 200 pl N-Desulfonasyon Solisyonu koyulduktan oda
sicakliginda 20 dakika inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi 10.000 g'de
30 saniye santriftij edilir.

8. Santrifij sonrasinda kolon igerisine 200 pl M-Yikama Soliisyonu
konulduktan sonra 10.000 g'de 30 saniye santriflij edildi. Bu basamak
bir kez daha tekrarlandi.

9. Kolon steril 1,5 ml mikrosantrifdj tlp igerisine yerlestirilip 10 pl elution
buffer ilave edilerek 10.000 g'de 30 dakika santrifij edildi.

Bisulfid modifikasyonuna maruz birakilan DNA &rneklerinde
WIF-1 geninin metilasyon oruntusunu belilemek amaciyla MS-PCR
yapildi. Bu amagla; 0,5 U FastStart Taq DNA polimeraz (Roche, Almanya,;
Kat. No: 2 032 937 ) 1x PCR buffer, her bir dNTP’den 200 pmol/l, 2 mM
MgCl,, her bir primerden (Tablo 1) 2,5 mM ve 3 pl bisulfid DNA igeren 25
Ml reaksiyon karisiminda i1s1 dongu cihazinda MS-PCR gergeklestirildi.
Uygulanan PCR protokolU Tablo 2’de gibidir.

Tablo 1. MS-PCR primer dizileri.

Dizi (5—3) ™
Metile F  GITTITGAG IGT TTT TTT TCG GGT TC 60°C
R AAT ACG ATA CGC CCA ATA AAA CG 60°C
WIF1 Unmetle ~ F  GGTTTTTGA GTG TTT TTT TTT GGG TTT 60°C
R AAT ACA ATA CAC CCA ATA AAA CAC CCA 60°C

Tablo 2. MSP reaksiyon kosullari.

Sicaklik Sire Doéngu Sayisi
Pre-inkiinasyon 95°C 5 dk 1 dongii
Amplifikasyon Denatilirasyon 95°C 45 sn
Anneling 60°C 45 sn 35 dongi
Uzama/Sentez 72°C 30sn
Sogutma 72°C 5 dk 1 dongii
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3.7.5. Agaroz Jel Elektroforezi

MS-PCR sonuglari agaroz jel elektroforezi yodntemiyle
gosterildi. Bunun icin daha dnceden hazirlanmig olan %1,5’lik agoroz jele
DNA odrneklerinden 15 pL alinarak, 3 pL Oranj G jel yukleme tamponu
mikropipet yardimi ile karigtinlip jeldeki kuyulara yuklendi. Ayni zamanda
kuyulardan birine de 100 baz ciftlik (b¢) DNA molekuler agirhk belirteci
yuklenerek 60 dakika 90 volt sabit akimda yurGtlildd. Sire sonunda
“‘Kodak Gel Logic 100" goruntuleme sistemi kullanilarak jelin fotografi
cekildi.

3.7.6. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

6 kuyulu kultir kaplarinda bulunan T24, Caki-2, PC3 ve
LNCaP hucrelerinden inkUbasyon surelerinin ardindan asagidaki
basamaklara gore Tripure Isolation Reagent ile total RNA izolasyonu

gerceklestirildi. islemler laminar akim kabini icerisinde gergeklestirildi.

1. Hucrelerden ilagli besiyerleri uzaklastirildi ve her bir kuyuya 1’er mi
Tripure soliisyonu eklendi.

2. Hucre lizatlari steril ependorf tuplere alindi ve nukleoprotein
komplekslerinin tamamen ayrimi igin 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

3. Her bir tipe 200’er pl kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca
kuvvetlice vorteks yapildi.

4. Oda sicakliginda 15 dakika inktibasyondan sonra 12000 rpm’de 15
dakika santriflij yapildi.

5. Supernatantlarin her biri yeni ependorf tuplere alindi.

6. Her bir tipe 500’er pl izopropanol eklendi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkibasyona birakildi.
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7. 12000 rpm’de 10 dakika santrifijden sonra supernatantlar atildi ve
pelletlerin Uzerine 1’er ml %75 lik etanol yikama amaciyla kondu.

8. Tupler 7500 rpm’de 5 dakika santriflj edildi ve sUpernatantlar atildi.

9. 10-Pelletler belirli sure kurumaya birakildi ve 35yl DEPC muamele
edilmis H,O eklendi.

10.11-Peletlerin ¢ozllmesi icin kuru isiticida 60°C’de 15 dk inklibe
edildi

11.Elde edilen RNA'’ larin miktarlari ve safligi NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda Olgllerek RT-PCR’da kullanilana

kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi

3.7.7.cDNA Sentezi

High Fidelity Transcriptor cDNA sentez kiti (Roche Almanya,
Kat. No: 0508995001) ile total RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Primer
olarak random hekzamerler kullanildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan

malzemeler ve miktarlari Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. cDNA RT-PCR tepkime karigimi.

Son Konsantrasyon Hacim
Steril H>O-PCR grade - RNA miktarina gére
degisken
Reaksiyon Tamponu (5x) 1x (8mM MgCly) 4,00
dNTP 1imM 2,00
Random hekzamer primeri 60uM 2,00
RNaz inhibitoru 20 Unite 0,50
DTT 5mM 1
Transcriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 11
Total RNA lug 1ug olacak sekilde

cDNA icin PCR karigimi ince geperli 0,2ml’lik mikrosantrif(j
tuplerine dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA eklendi. Asagida
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belirtilen protokole uygun olarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir

tepkimesi uygulandi.

1. Son konsantrasyon 100 ng/ml olacak sekilde RNA, 2 uyl Hekzamer
primer ve total hacim 11,4 ul olacak sekilde steril H,O-PCR grade
eklendi.

2. Otomatik Isi déngiisii cihazinda 65°C'de 10 dakika inkiibasyon
edildikten sonra 6rnekler buz Uzerine alindi.

3. 8,6 yl master karigsim (5x Tampon, TmM dNTP, 20U RNaz inhibitord,
5mM DTT ve 10U Transkriptor Ters Transkriptaz enzimi) buz tGzerinde
bekletilen drneklere eklendi.

4. Thermal Cycler cihazina yerlestirilen érnekler sirasiyla;

29°C’de 10 dakika

48°C’de 60 dsakika

85°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

5. Reaksiyon sonucu cDNA o6rnekleri Real-Time PCR’da kullanilincaya

kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.7.8. Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile

CTNNB1 (B-katenin) ve WIF-1 genlerinin mRNA miktarlari,
Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) 480 cihazi kullanilarak
yapildi. Amplifikasyonlar 20 pL toplam tepkime hacmi icerisinde ; cDNA,
bdlgeye 6zgu primerler ve UPL TagMan probu (Tablo 4), LightCycler
TagMan Master karisimi (Roche, Almanya; Kat. No:0470749400) ve
distile su kullanilarak gergeklestiriidi. CTNNB1 ve WIF-1 gen
ifadelenmesini normalize etmek icin GAPDH mRNA duzeyi referans olarak
alindi.
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Tablo 4. Real-time PCR, primer, prob dizileri.

DIzl (5—53)

CTNNB1 TGG CCATCT TTA AGT CTG GAG

CAA CAC AGAATC CAC TGG TGA

# 37 (Roche, Almanya, Kat No: 04687957001)
CCA GGG AGACCTCTGTTC AA

TTG GGT TCA TGG CAG GTT

#76 (Roche, Almanya, Kat No: 04688996001)
AGC CAC ATC GCT CAG ACA C

GCC CAATAC GAC CAAATCC

#60 Kat No: (Roche, Almanya, 04688589001)

WIF-1

GAPDH

U X0TTXOUTTUOT

GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genlerine uygun primer ve
problar kullanilarak Real-Time PCR tepkimesi LC cihazinda
gerceklestirildi. Tepkime karigsimini hazirlamak i¢in kullanilan bilesenlerin

miktari Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 Real-Time PCR tepkime karigimi.

Son Konsantrasyon Hacim
dH,O - 4. 1pL
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.5uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.5uL
TagMan prob (100pmol/pL) 10pmol 0.2uL
TagMan karisimi (10x) 1x 2.5uL

3.7.9. Light Cycler (LC) 480 Deney Programi

Real-Time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra 96
kuyucuklu plakalara dagitildi ve iizerine cDNA’ lar eklendi. Uzeri seffaf

kapatici ile kapatildi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 6’de belirtilen
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amplifikasyon programi

kullanilarak PCR

tepkimesi

GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genleri i¢in ayni program kullanildi.

gerceklestirildi.

Reaksiyon sonucunda, GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genlerin
MRNA duzeylerini gosteren Crossing point (CP) degerleri belirlendi.
CTNNB1 ve WIF-1 ifade diuzeyleri GAPDH ifade diizeyine gore normalize

edildi.

Tablo 6. GAPDH, CTNNB1 ve WIF-1 genlerinin ifade dizeylerinin belirlenmesi i¢in

kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi

Donguler

Analiz Modu

Sicaklik Hedefleri

Hedef Sicaklik (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)

Deger
1

Kisim 1
95
10:00dk
4.40

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi

Donguler

Analiz Modu

Sicaklk Hedefleri

Hedef Sicaklik (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn)
Program 3. Sogutma
Program Verisi

Dongller

Analiz Modu

Sicaklik Hedefleri

Hedef Sicaklik (°C)
inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)

Kisim 1

95

10sn

4.40

Deger

50

Cogalma
Kisim 2 Kisim3
60 60
20sn 1
2.20 4.40

Deger

1

Kisim 1
40
30sn
2.20
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3.7.10. Protein izolasyonu

T24, Caki-2, PC3 ve LNCaP hucreleri inkiibasyon strelerinin
dolmasinin ardindan protein izolasyonu amaci ile asagidaki basamaklar

sirasi ile uygulandi.

1- Hucrelerden ilagh besiyerleri uzaklastirildi ve soguk PBS ile yikandi.

2- PBS cekildi ve 1ImM PMSF iceren 1X Hicre Lizis Bufferdan 500 pl
kondu.

3- Hucreler buz tzerinde 5 dakika inklibasyona birakildi.

4- Hucreler scraper ile kaldirihp 1.5ml’'lik epondarf tlplerine alindi ve buz
uzerinde sonike edildi.

5- 13500 rpm’de +4°C'de 10 dakika santrifiijden sonra siipernatant yeni
tuplere alindi.

6- Tek kullanimlik alikotlandiktan sonra proteinler -80°C’ye kaldirild1.

3.7.11. BCA Kiti ile Protein Miktar Tayini

T24, Caki-2, PC3 ve LNCaP hucrelerinden izole edilen
proteinlerin miktarlarinin tayini BCA protein olgum kiti (Pierce, USA,
katalog no:23225) ile asagdidaki basamaklara gore gercgeklestirildi;

1- Kit icerisinde gelen bovine serum albumin (BSA) ile 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5;
0,25; 0,125; 0,025 ve 0 pg/ml konsantasyonlarda dH,O kullanilarak
standart tupler hazirlandi.

2- Protein ornekleri ve standart 96 kuyucuklu plakanin her birine 25’er pl
eklendi.

3- Kit icerinden ¢ikan Reaktif A:B orani 50:1 olacak sekilde hazirlandi.

4- Bu reaktif karisimindan her bir kuyucuga 200’er ul eklendi.
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5-37°C lik inkubatorde yarnm saat inkubasyondan sonunda
spektrofotometre ile 562 nm dalga boyunda plaka okutuldu ve excel

programinda standart egri gizilerek hesaplamalar yapildi.

3.7.12. Western Blot Yoéntemi ile Protein Diizeylerinin

Belirlenmesi

CTNNB1, pGSK3p (fosfo Ser9), DNMT1 HAUSP ve UHFR1
(51 ve 516. amino asitler arasina 0zgul) genlerinin protein ekspresyon
dizeylerinin belirlenmesi igin, hiicrelerden belirli dozlarda ve sirelerde ilag
muamelesi sonucu elde edilmis proteinler ile western blot yontemi

kullanildi.

ik asamada, BCA kiti ile miktarlari ve standart grafikleri
belirlenen proteinler ylkleme i¢in hazirlandi. Bu proteinlerle ayni miktarda
Uzerlerine 2x konsantrasyon degerinde sample buffer’lari eklendi. Bdylece
protein Ornekleri 1:1 oraninda dilue edilerek g¢alisma konsantrasyonlari
elde edildi. Protein drnekleri denatirasyon i¢in 70°C’ye ayarli isitici blokta
10 dakika bekletildi ve ylkleme asamasina gecildi. Akrilamid ve
bisakrilamid polimerlesmesi ile, Ust jel olan stacking ve alt jel olan
seperating jellerin 6nceden hazirlanip donmasi ile yukleme jeli olusturuldu.
Jele yuklenen protein 6rnekleri, 1X running buffer eklenmesi ile 150 V ve
250 mA de 90 dakika boyunca yuratalda.

Proteinler jel tGzerinde molekuler yiklerine ve agirliklarina
gbre yuritlldikten sonra giig kaynagi kapatildi ve jel alindi. Ornekler, wet
blotting yontemi ile PVDF membrana transferleri gergeklestirildi. Transfer
kaseti tank icerisine dikey kondu ve transfer buffer de eklendikten sonra
100 V ve 250 mA’'de 2 saat boyunca aktarim gercgeklestirildi. Aktarim

asamasindan sonra membran aranan proteine 6zgu primer (dilisyon
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orani; 1:1000) ve sekonder antikorlarla (dilusyon orani; 1:1000) muamele
edildi. Dilue edilen primer antikorlar ile bir gece +4°C de, sekonder
antikorla ise 2 saatlik inkibasyon gerceklestiriidi. Son asamada ise
membranin goruntulenmesi Gel logic 2200 goéruntileme sistemi ile

gerceklestirildi.

3.8. istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagl olarak degisen, GAPDH, CTNNB1 ve
WIF-1 mRNA ifade duzeylerindeki farklihklar “REST (2009 V2.0.13)”
istatistik programi ile kargilastirildi. Hucre canhligi oranlardaki degisimler
ise “tek yonli Anova” testiyle karsilastirildi. Veriler “SPSS 15.0” istatistik
programi kullanilarak degerlendirildi. 0,05'den kugik olan p degerleri

istatistiksel agcidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hicre Canlihgi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

24, 48 ve 72 saat inkibasyon sonucunda T24 hicrelerinin
GSK3p inhibitora SB216763’e olan cevabinin hucre canlihgi Uzerine etkisi
Grafik 1’de gosterilmistir. Buna gore SB216763 ile muamele edilmis T24
hicrelerinin doza ve zamana bagli olarak hicre proliferasyonunu artirdigi

ve azaldigi belirlenmigtir.

Kullandigimiz 1M SB216763 konsantrasyonunda T24
hdcrelerinin hucre canhligini 24’Gnecl saatte %44,5 arttirdigl, 48. saatte
%10,2 arttird1g1, 72. saatte ise %3,6 arttigr gortlmektedir. Sonuglarimiza
gore 24, 48 ve 72 saat surelerinde 1uM SB216763’Un hilcre proliferasyonu
arttirdigi belirlendi.

24 saatte 30 uyM konsantrasyonunda hucre canhihgr %47,7;
48. ve 72.saatlerde ise 20uM konsantrasyonunda hdcre canhligi sirasiyla
%49,1 ve %51,1 olarak belirlendi. Sonuglarimiza gére SB216763 icin 24
saat i¢in ICso dozunun 30 uM, 48 ve 72 saat icin 10uM oldugu belirlendi.
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Grafik 1. T24 hicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari.

24, 48 ve 72 saat inkiilbasyon sonucunda Caki-2 hicrelerinin
GSK3B inhibitéri SB216763’e olan cevabinin hicre canlihdi tzerine etkisi
Grafik 2'de gosterilmistir. Buna gore SB216763 ile muamele edilmig Caki-2
hicrelerinin doza ve zamana bagli olarak hucre proliferasyonunu artirdigi

ve azaldigi belirlenmigtir.

Kullandigimiz 1uM SB216763 konsantrasyonunda Caki-2
hdcrelerinin htcre canhligini 24’Gncl saatte %26,8 arttirdigl, 48. saatte
%6,6 arttirdig1, 72. saatte ise %10,4 azaldigi gorulmektedir. Sonuglarimiza
gore 24 ve 48 saat surelerinde 1uM SB216763’Un hlcre proliferasyonu

arttirdigi 72. saatte hicre proliferasyonunun azaldidi belirlendi.

24 saatte 30 yM konsantrasyonunda hucre canhihgr %31,5;
48. ve 72.saatlerde ise 10uM konsantrasyonunda hudcre canlligi sirasiyla
%48,6 ve %42,8 olarak belirlendi. Sonuglarimiza gére SB216763 icin 24
saat i¢in ICso dozunun 20 uM, 48 ve 72 saat icin 10uM oldugu belirlendi.
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Grafik 2. Caki-2 hicrelerinin (5.000 hucre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari.

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda PC3 hicrelerinin
GSK3B inhibitdéri SB216763’e olan cevabinin hicre canlihdi tzerine etkisi
Grafik 3'de gosterilmistir. Buna goére SB216763 ile muamele edilmis PC3
hicrelerinin doza ve zamana bagli olarak hucre proliferasyonunu artirdigi

ve azaldigi belirlenmigtir.

Kullandigimiz 1uM SB216763 konsantrasyonunda PC3
hicrelerinin hicre canhligini 24’Gncl saatte %13,2 arttirdigl, 48. saatte
%9,8 arttirdigi, 72. saatte ise %2,8 arttigi gorulmektedir. Sonuclarimiza
gore 24, 48 ve 72 saat surelerinde 1uM SB216763’Un hucre proliferasyonu
arttird1g1 belirlendi.

24 saatte 30 yM konsantrasyonunda hucre canliigi %39,2;
48. ve 72.saatlerde ise 10uM konsantrasyonunda hicre canhligi sirasiyla
%50,4 ve %48,5 olarak belirlendi. Sonuglarimiza gore SB216763 igin 24
saat icin 1Cso dozunun 20 uM, 48 ve 72 saat icin 10uM oldugu belirlendi.
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Grafik 3. PC3 hucrelerinin (5.000 hicre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari.

24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda LNCaP hicrelerinin
GSK3B inhibitéri SB216763’e olan cevabinin hicre canlihdi tUzerine etkisi
Grafik 4’de goOsterilmigtir. Buna gore SB216763 ile muamele edilmis
LNCaP hucrelerinin doza ve zamana bagh olarak hucre proliferasyonunu

azaldigi belirlenmisgtir.

24 saatte 20 yM konsantrasyonunda hucre canliigi %50,5;
48. ve 72.saatlerde ise 10uM konsantrasyonunda hucre canlihigi sirasiyla
%50,4 ve %45,8 olarak belirlendi. Sonuglarimiza gore SB216763 igin 24
saat icin ICso dozunun 20 uM, 48 ve 72 saat icin 10uM oldugu belirlendi.
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Grafik 4. LNCaP hiicrelerinin (5.000 hiicre/kuyu) SB216763 ile 24, 48 ve 72 saat inklibasyonu

sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari.

4.2. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

CTNNB1 ve WIF-1 genlerinin ifade dizeyinin kantitatif
degerlendiriimesi icin Light Cycler 480 cihazi kullanildi. T24, Caki-2, PC3
ve LNCaP hicre hatlarindan elde edilen cDNA’larda CTNNB1 ve WIF-1 ve

bu genlerin normalizasyonu icin secilen GAPDH genlerine 6zgul primerler

ve UPL LNA problari kullanilarak calisildi.

CTNNB1, WIF-1 ve GAPDH genlerinin mRNA dizeyinde ifadesini
kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon

egrisi Sekil 11'de gdosterildi.
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Floresan (465-510)
E:

3 12 15 2 29 0 33 40 43 50 55
Déngl

Sekil 11. CTNNB1, WIF-1 ve GAPDH genlerinin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif
olarak gosteren amplifikasyon egrileri. CTNNB1, WIF-1 ve GAPDH geninin Real
Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey

eksende floresan sinyal izlenmektedir.

Goreceli gen ifadesi sonuglari REST programi kullanilarak
‘Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida
belirtilmigtir.
F (hedenﬁﬂt (kantrol-grnek)

E (re fe ra ns) ACt (kontrok-dmek)

R=

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan
sinyalin esik degeri gectigi andaki dongu sayisini ifade etmektedir. Ct
degeri tepkimenin basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktar ile ters
orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile 6rneklerin Ct degerleri arasindaki farki
gOstermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade

oranini gostermektedir.
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4.2.1. Kantitatif CTNNB1 Geninin Ifade Diizeyinin ve
DNMT1, B-katenin  ve pGSK3B Protein ifade Dlzeylerinin

Degerlendiriimesi

T24 huicrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon oOncesi ve sonrasi CTNNB1 geninin mRNA duzeyindeki
degisimler Grafik 5’de gosterildi. CTNNB1 genin mRNA duzeyi kontrole
gore 1. saatte 1.8 kat, 4. saatte 3.5 kat, 8. saatte 2,3 kat ve 24. saatte 3,4
kat arttigi belirlenmis ve bu artma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,01).

Kontrol 1 saat 4 saat 8 saat 24 saat

mRNA ffadelenme Diizeyi
= N w B
E o ow b bow
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Grafik 5. T24 hicrelerinin sire-bagimh 1uM SB216763 ile inkiibasyonu sonrasinda
CTNNB1 mRNA dizeyindeki degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH
mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.

T24 hicrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon o©ncesi ve sonrasi DNMT1, [-katenin, pGSK3p(Ser9)
proteinlerinin dizeylerindeki degisimler Sekil 12'de gosterildi. 4. saat 1uM
SB216763 inklibasyonu sonrasinda pGSK3[p(Ser9) duzeyi artisina paralel
olarak B-katenin protein dizeyinde artma godzlemlenmektedir. 8. ve 24.
saatlerde B-katenin mRNA duzeyinin artmasina karsin protein duzeyinde
azalma belirlendi. Ancak artmis pGSK3p ve B-katenin protein dizeyine

gore T24 hucrelerinde DNMT1 proteini bulunamadi.
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Sira 1 2 3 4 5

DNMT1

PGSK3P (SErg) " s Gy o=

B-katenin s c— —

Sekil 12. T24 hicrelerinin stre-bagimh 1puM SB216763 ile inkiibasyonu sonrasinda
DNMT1, B-katenin, pGSK3B(Ser9) proteinlerinin diizeylerindeki degigimler. B-aktin,
western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat,
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

Caki-2 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon oOncesi ve sonrasi CTNNB1 geninin mRNA duzeyindeki
degisimler Grafik 6’de gosterildi. CTNNB1 genin mRNA duzeyi kontrole

gore yalnizca 24. saatte istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur

(p<0,01).

Grafik 6. Caki-2 hicrelerinin sire-bagimh 1uM SB216763 ile inkiibasyonu

MRNA Hadelenme Diizeyi
-] ] PR "
PR T ok W 3

]
7]

sonrasinda CTNNB1 mRNA diizeyindeki degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.

Caki-2 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon o©ncesi ve sonrasi DNMT1, [-katenin, pGSK3p(Ser9)

proteinlerinin dizeylerindeki degisimler Sekil 14’de gosterildi. 1. saat 1uM
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SB216763 inkubasyonundan itibaren pGSK3p (Ser9)da artigi paralel
olarak B-katenin ve Dnmtl protein dizeylerinde artma gézlemlenmektedir.
Ancak 24. saatte B-katenin mRNA dizeyinde artma olmasina karsin
protein duzeyinde azalma belirlendi. Bununla birlikte pGSK3B protein
duzeyinde azalma gorulirken, DNMT1 proteini ise bulunamadi.

Sira

1 2 3 4 5
ONMTL [ el

pGSK3B (Ser9) - o Gl G e
pratenin e R 00 N
boin ————————

Sekil 13. Caki-2 hicrelerinin sire-bagimh 1puM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda DNMT1, pB-katenin, pGSK3B(Ser9) proteinlerinin duzeylerindeki
degisimler. B-aktin, western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol,
2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

Caki-2 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat stre 10uM SB216763
ile inkUbasyon oncesi ve sonrasi DNMT1, B-katenin, pGSK3p(Ser9)
proteinlerinin dizeylerindeki degisimler Sekil 14’de gosterildi. 1. saat
10uM SB216763 inkubasyonundan itibaren pGSK3(B (Ser9)da artisi
paralel olarak [(-katenin ve DNMT1 protein dizeylerinde artma
g6zlemlenmektedir. Ancak 24. saatte B-katenin mRNA dizeyinde artma
olmasina karsin protein dizeyinde azalma belirlendi. Bununla birlikte
pGSK3p protein duzeyinde azalma gorulurken, DNMT1 proteini ise
bulunamadi. SB216763, Caki-2 renal hicre karsinoma huicrelerinde
zaman ve doz bagimli olarak B-katenin, DNMT1 protein ifade miktarini

azaltmaktadir.
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Sekil 14. Caki-2 hicrelerinin sire-bagimh 10puM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda DNMT1, pB-katenin, pGSK3p(Ser9) proteinlerinin duzeylerindeki

Sira

degisimler. B-aktin, western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol,
2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

PC hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat stre 1uM SB216763 ile
inkiibasyon oOncesi ve sonrasi CTNNB1 geninin mRNA duzeyindeki
degisimler Grafik 7’de gosterildi. CTNNB1 genin mRNA dizeyi kontrole
gore 1. saatte 1,55 kat, 4. saatte 0.96 kat, 8. saatte 0.809 kat ve 24. saatte
0.65kat arttigi belirlenmis ve bu artiglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,01).
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Grafik 7. PC3 hucrelerinin stire-bagimh 1uM SB216763 ile inkiibasyonu sonrasinda
CTNNB1 mRNA diizeyindeki degigsimler. Hedef genlerin ifade duzeyleri GAPDH

mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.
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PC3 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon oncesi ve sonrasi DNMT1, pB-katenin, pGSK3p(Ser9)
proteinlerinin dizeylerindeki degisimler Sekil 15'de gosterildi. 1. saat 1uM
SB216763 inkubasyonundan itibaren pGSK3pB (Ser9)da artigi paralel
olarak  B-katenin  ve DNMT1 protein  dizeylerinde  artma
g6zlemlenmektedir. Ancak 24. saatte B-katenin mRNA dizeyinde artma
olmasina karsin protein dizeyinde azalma belirlendi. Bununla birlikte
pGSK3p protein duzeyinde azalma gorulurken, DNMT1 proteini ise

bulunamadi.

Sira : 2 3 4 5

DNMTL | s oo s

PGSK3P (Serg) W& s s=n b ==
B-katenin = = G g =
B-aklin - e =y e S 9

Sekil 15. PC3 hiicrelerinin stre-bagimhi 1uM SB216763 ile inkiibasyonu sonrasinda
DNMT1, B-katenin, pGSK3B(Ser9) proteinlerinin dizeylerindeki degisimler. B-aktin,
western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat,
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

PC3 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat stre 10uM SB216763 ile
inkilbasyon 6ncesi ve sonrasi DNMT1, [B-katenin, pGSK3p(Ser9)
proteinlerinin diizeylerindeki degisimler Sekil 16’de gosterildi. 1. saat
10uM SB216763 inkubasyonundan itibaren pGSK3B (Ser9)da artisi
paralel olarak p-katenin ve Dnmtl protein dizeylerinde artma
gozlemlenmektedir. Ancak 24. saatte B-katenin, DNMT1 ce pGSK3f
dizeylerinde azalma belirlendi. SB216763, PC3 prostat hicrelerinde
zaman ve doz bagimli olarak (3-katenin, DNMT1 protein ifade miktarini

azaltmaktadir.
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Sekil 16. PC3 hicrelerinin  sire-bagimh 10uM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda DNMT1, pB-katenin, pGSK3B(Ser9) proteinlerinin duzeylerindeki
degisimler. B-aktin, western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol,
2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

LNCaP hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763
ile inkibasyon oncesi ve sonrasi CTNNB1 geninin mRNA duzeyindeki
degisimler Grafik 8'de gosterildi. CTNNB1 genin mRNA duzeyi kontrole
gore 4. saatte itibaren 2,98 kat, 8. saatte 2,92 kat, 24. saatte 3,08 kat
azaldigi belirlenmis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,01).
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Grafik 8. LNCaP hicrelerinin sitre-bagimh 1pyM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda CTNNB1 mRNA diizeyindeki degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri
GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.
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4.22. WIF-1 Geninin ifade Diizeylerinin Kantitatif

Degerlendiriimesi

WIF-1 geninin mRNA’sI T24 hucrelerinde 5uM 72 saat DAC
ve PC3 hucrelerinde 1uM 72 saat DAC inkubasyon sonrasinda tespit
edilmig olup kontrol 6rneginde tespit edilemediginden dolay! istatistiksel
olarak degerlendirilememigstir. Yalnizca Caki-2 hlcrelerinde 10uM 72 saat
DAC ile inkibasyon oncesi ve sonrasi WIF-1 geninin mRNA dizeyindeki
degisimler istatistiksel olarak degerlendirildi. WIF-1 ve CTNNB1 genlerinin
MRNA duzeyindeki degisimler Grafik 9'da gdsterildi. WIF-1 genin mRNA
dizeyi kontrole gore 1,02 kat arttigi belirlendi ve buna paralel olarak

CTNNB1 genin mRNA dizeyinde azalma tespit edildi (p<0,01).
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Grafik 9. 10uM 72 saat DAC ile inkiibasyonu sonrasinda WIF-1 ve CTNNB1 mRNA
diizeyindeki degisimler. Hedef genlerin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi

temel alinarak normalize edildi,*; p<0,01.

4.3. UHRF1 ve HAUSP Protein ifade Diizeyleri

T24 hicrelerinin 1, 4, 8, 24 ve 48 saat sure 1uM SB216763
ile inkibasyon oOncesi ve sonrasi HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin
duzeylerindeki degisimler Sekil 17°de gosterildi. HAUSP protein diizeyinde

kontrole gore bir artis gbézlenmemesine karsin 1. ve 4. saatte 1uM
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SB216763 inkibasyonundan itibaren UHRF1 protein duzeyinde bir artis

olmasina ragmen 8. saatten itibaren bir azalma gdzlendi.

51ira 1 2 3 4 5
HAUSP e e
UHRF1 — T QD — S—

B-aktin T — — S— —

Sekil 17. T24 hicrelerinin dire-bagimh 1uM SB216763 ile inkiibasyonu sonrasinda
HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin diizeylerindeki degisimler. B-aktin, western blot
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5;
24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

Caki-2 hicrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon oncesi ve sonrasi HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin
diuzeylerindeki degisimler Sekil 18'de gosterildi. HAUSP ve UHRFL1 protein
dizeyinde kontrole goére 1. saatten itibaren bir artis godzlemlendi.
Hucrelerde HAUSP 24.saat inklbasyonunda azalma gozlenirken
UHRF1'de 1.saatte itibaren bir artis belirlendi.

Sira 1
HAUSP &8 ---ﬁ“
UHRF1 ... :

p-aktin —-ﬂ

Sekil 18. Caki-2 hucrelerinin sure-bagimh 1uM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin dizeylerindeki degisimler. B-aktin,
western blot yiikleme kontroliui olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat,
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.
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Caki-2 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 10uM SB216763
ile inkibasyon o&ncesi ve sonrasi HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin
duzeylerindeki degisimler Sekil 19'de gosterildi. HAUSP ve UHRF1 protein
dizeyinde kontrole gore 1. ila 8. saatlerde bir artis gozlemlenirken 24.
saatde azalma Dbelirlendi. Hucrelerde HAUSP proteini 24.saat
inkiibasyonunda belirlenemedi. SB216763, Caki-2 renal hiicre karsinom
hicre hattinda zaman ve doz bagimh olarak HAUSP ve UHRF1 protein
ifade miktarini artmaktadir.

Sira 1 2 3 4 5

HAUSP [ e ™

UHRF1 s o w— g

B-aktin --“

Sekil 19. Caki-2 hicrelerinin sure-bagimhi 10uM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin dizeylerindeki degisimler. B-aktin,
western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat,
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.

PC3 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat sure 1uM SB216763 ile
inkibasyon oncesi ve sonrasi HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin
duzeylerindeki degisimler Sekil 20’de gosterildi. HAUSP protein diizeyinde
kontrole gore bir artis gozlemlenmemesine karsin. PC3 hucrelerinde
UHRF1’de kontrole kargin 1.saatten itibaren bir azalma go6zlendi ancak 24.

saatte ise artma belirlendi.
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Sekil 20. PC3 hiicrelerinin stre-bagimh 1uM SB216763 ile inkiibasyonu sonrasinda
HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin diizeylerindeki degisimler. B-aktin, western blot
yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat, 4; 8 saat ve 5;
24 saat 1uM SB216763 ile inkuibasyon.

PC3 hucrelerinin 1, 4, 8 ve 24 saat stre 10uM SB216763 ile
inkbasyon oOncesi ve sonrasi HAUSP ve UHRF1 proteinlerinin
diuzeylerindeki degisimler Sekil 21'de gosterildi. HAUSP protein dizeyinde
kontrole gore 1. saatten itibaren bir azalma g6zlemlenirken 8. ve 24. saat
inkiibasyonlarinda HAUSP proteini goézlemlenmedi. PC3 hcrelerinde
UHRF1'de kontrole kargin 1.saatten itibaren bir azalma gozlendi.
SB216763, PC3 prostat hlcrelerinde zaman ve doz bagimh olarak
HAUSP ve UHRF1 protein ifade miktarini azaltmaktadir.

Sira 1 2 3 4 5

HAUSP | ==
UHRF1 S e — —

-
Bakin e s e e e

Sekil 21. PC3 hcrelerinin  sire-bagimh 10uM SB216763 ile inkiibasyonu
sonrasinda HAUSP ve UHRFL1 proteinlerinin dizeylerindeki degigsimler. B-aktin,
western blot yiikleme kontrolii olarak kullanildi. Sira 1; kontrol, 2; 1 saat, 3; 4 saat,
4; 8 saat ve 5; 24 saat 1uM SB216763 ile inkiibasyon.
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4.4. Metilasyon Profillerinin Belirlenmesi

ilag ile muamele ediimeyen Caki-2 hiicrelerinden elde edilen
DNA ornekleri dnce bisllfid modifikasyonuna maruz birakildiktan sonra
MSP sonuglarina gére WIF-1 genin promotdr bdlgesinin metile oldugu
gozlemlendi. 10uM 72 saat DAC uygulamasi sonrasinda ise WIF-1 geninin

metilasyon profili unmetile olarak belirlendi (Sekil 22).

DAC - DAC +

U M U M
wiF-1 N

Sekil 22. Caki-2 hiicrelerinde DAC inkiibasyonu éncesi ve sonrasi WIF1 genine

ait metilasyon profilleri.

4.5. DAC Uygulamasi Sonrasinda DNMT1, B-katenin ve
UHRF1 Protein Dizeyi

Caki-2 hucrelerinin 10uM 72 saat DAC ile inkiibasyon 6ncesi
ve sonrasi DNMT1, [-katenin, UHRF1 proteinlerinin duzeylerindeki
degisimler Sekil 23'de gosterildi. DAC uygulamasi sonrasinda 3-katenin ve
UHRF1protein dizeylerinde azalma belirlendi. DAC muamelesi 6éncesi ve

sonrasinda DNMT1 proteini bulunamadi

DAC = +
DNMT1

B-katenin e g
UHRF1 s

p-aktin T GS—

Sekil 23. 10uyM 72 saat DAC ile inkiilbasyonu sonrasinda DNMT1, B-katenin, UHRF1
proteinlerinin duzeylerindeki degigimler. B-aktin, western blot yukleme kontroli

olarak kullanildi.
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5. TARTISMA

Cok hucreli organizmalar, benzer genetik bilgiye sahip
olmasina ragmen morfolojik ve fonksiyonel farkliliga sahip c¢ok cesitli
Ozellesmis hulcre gesiti icermektedir. Gelisim suresince, farkli gen setleri
aktive veya baskilanmak suretiyle 6zgin fonksiyona sahip farkli hucre
soylarl meydana gelmektedir. Hlcre tipine 6zgl gen ifadelenme 6runttleri,
transkripsiyon faktorleri ve epigenetik duzenleyicilerin  olusturdugu
kompleks araciligiyla olusturulmakta ve sirdirilmektedir. Ozellikle DNA
ve histon modifikasyonlari, kromatin olugsumunu, yapisini ve dinamigini
kontrol etmek suretiyle gen ifadelenmesinin dizenlenmesini kontrol

edert>18,

DNA metilasyonu, ilk tanimlanan epigenetik modifikasyon
olup, sitozinin 5. pozisyondaki karbonuna metil grubunun eklenmesiyle
meydana gelen bu post-replikatif olay DNMTler tarafindan
katalizienmektedir. Butin Dnmt’ler benzer korunmus motifler icerirler ve
kompleks molekuler mekanizmalar aracihgiyla metil grubu transfer ederler.
Bu mekanizmalarin temelinde DNMT’ler DNA’ya baglanir ve S-adenozil
metiyonini metil kaynadi olarak kullanarak sitozinin 5. pozisyondaki

karbonuna metil grubu eklerler*®.

Ozellikle timdr baskilayici genlerin promotér bélgelerinde yer
alan CpG adaciklarinin hipermetilasyonu bugun c¢ok cesitli timorlerde
epigenetik degisiklikler olarak karakterize edilmis olup ve transkripsiyonel

gen baskilanmasina yol acmaktadir®®®.

DNA metilasyonu, histon
modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalar birbiri ile siki baglantili olup
DNA MTaz'lar, metil-CpG baglanma domain proteinleri, histon
asetilaz/deasetilazlar, histon metiltransferaz/demetilazlar ve polikomb

proteinler gibi gok gesitli proteinler énemli rol oynamaktadir®*®, Bu
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epigenetik mekanizmada rol oynayan proteinlerin mRNA ve/veya protein
duzeyindeki degismeleri 6zellikle de DNMT’lerin ifadelenme diizeyindeki
degisimler DNA metilasyonun artmasi veya azalmasi yoluyla kanser

olusumunda &nemli rol oynamaktadir®.

DNMT1, hucrelerde DNA metilasyonunun devamliligindan
sorumlu DNA MTaz enzimidir. Bu nedenle, normal DNA metilasyon
dizeyinin ve o6runtistnin korunmasi icin Dnmt1 ifadelenmesinin kontrolu
oldukca 6nemlidir. Dnmtl’in dusuk ifadelenmesi global hipometilasyona,

timor olusumuna ve hiicre 6limiine yol agmaktadir®®®®

. Buna karsin,
Dnmtl’in asirn ifadelenmesi hipermetilayona ve genomik kararsizliga yol
acmaktadir®®. Son zamanlarda DNMT?in S fazinda artti§i, S fazi
ortalarinda ve ge¢ S fazinda azaldi§i belirlenmistir®®. Ayrica, hiicre
dongusu suresince DNMT1 miktari, posttranslasyonel modifikasyonlar

araciliglyla diizenlenmektedir®?.

Gunumuazun populer fenomenlerinden biri hiicre ve gen 6zgu
olarak epigenetik regulasyon nasil meydana geldigidir. Bugin Dnmtl
geninin  ifadelenmesinin  nasil meydana geldigi tam olarak
aydinlatilamamistir. Bazi arastirmacilar dogrudan olarak DNMT1
transkripsiyonel dizeyde bazilari ise posttranslasyonel dizeyde nasil
diizenlendigine odaklanmislardir*®. Transkripsiyonel olarak DNMTZ1'in
ifadelenme diuzeyinin kontroline yonelik galigmalarda PI3/PKB ve Wnt/[3-

katenin sinyal yolaklari dikkati cekmektedir*®°*.

Wnt sinyal yolagdi, embriyonik orintllenis olaylarinin buyulk
bir kisminda ve yetigkin dokularin homeostazi olaylarinin strdirilmesinde
rol oynamaktadir. Bu yolagin patolojik rolu, Wnt sinyal yolagindaki
mutasyonlar nedeniyle surekli aktivasyonunun spesifik insan kanserlerinin

gelisiminde rol oynadigini gosteren ¢alismalarla gosterilmistir. Bu yolagin
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surekli aktivasyonu solid tumorlerin genel 6zelligi olup gesitli kanserlerde

timor olusu, gelisimi ve metastazina yol actigi bilinmektedir®.

Kolorektal®®, hepatoseliiler karsinoma®, mide®, prostat® ve
mesane® gibi birgok kanserde bu yolagin siklikla degisime ugradigi
gOsterilmigtir. Wnt ligandinin reseptoru Frizzled ve ko-reseptori LRP6/5’e
baglanmasiyla baslayan ve (B-kateninin ntikleusa ge¢cmesi ve burada TCF-
1 ile kompkleks olusturmak suretiyle DNA Uzerinde yer alan WRE (Wnt
response element)lere baglanarak hedef genlerin aktivasyonu ile
kanonikal Wnt sinyal yolagi son bulmaktadir. Bu olaylar sirasinda bir gok
timér baskilayici ve onkogen fonksiyon gormektedir*® (Sekil 24). Bu
yolakta gbérev alan her bir timor baskilayici ve onkogenin yolagin
aktivasyonu ve baskilanmasindaki fonksiyonlari aragtirmacilar tarafindan
¢cok buyuk bir ilgi odagi olusturmaktadir.

Epigenetik mekanizmalarin B-katenin yolaginin
aktivasyonunda rol oynayan mekanizmalardan biri oldugu ifade
edilmektedir. B-katenin yolaginin hedef genlerinden biri olarak DNMT1
gosteriimesine karsin (B-katenin yolaginin hedef genlerinden biri oldugu
henlz tam olarak belirlenememistir. Bu nedenle calismamizda [3-katenin
aktivasyonu GSK3B OZGU inhibitérii SB216763 ve inaktivasyonu DNA
metiltransferaz inhibitoéri DAC araciligiyla saglandiktan sonra DNMT1 ve
Dnmt1 kararlihgindan sorumlu UHRF1 ve HAUSP enzimlerinin

ifadelenmelerinindeki degisimleri mMRNA ve protein dlzeyinde incelendi.
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Sekil 24. Wnt sinyal yolaginda yer alan tiimor baskilayici ve onkogenler. Kirmizi ile

gosterilenler tiimor baskilayici; yesil ile gosterilenler onkogenler®.

GSK3B, B-katenin, c-Jun gibi pro-onkogenik molekdlleri
fosforile  etmek  suretiyle bu molekillerin  proteozom  aracil
parcalanmasina yol acgtiindan dolayr tumoér baskilayr gen olarak
tanimlanmasina karsin son zamanlarda yapilan g¢alismalarda kanser
hicrelerinin proliferasyonunu ve sagkalimini pozitif olarak duzenledigi
gOsterilmigtir. Bu c¢alismalarda prostat, renal, mesane, tiroid, kolan
kanserlerinde GSK3'ln inhibisyonunun kanser hicrelerinin
proliferasyonunu baskiladi§i gésteriimistir®®. Ayrica, GSK3p’In kanser
kemoterapisinde ilag duyarlihigina veya direncine yol actigi ifade
edilmektedir®.

Wnt sinyalinin yoklugunda B-katenin, APC/Axin/GSK-3f3
kompleksi ile etkilesime girer. Bu komplekste yer alan GSK-3f tarafindan
fosforillenen B-katenin proteozom kompleksinin bir Gyesi olan B-TrCP’ye
baglanarak proteozom aracili pargalanma igin hedef haline gelir. Sonug
olarak, serbest (3-katenin gekirdege gidemez ve LEF/Tcf ile transkripsiyon
kompleksi olusturamaz bdylece [B-katenin aracili gen ifadelenmesi

baskilanmis olur. Wnt'nin kendi reseptori olan Fz reseptdrine ve ko-
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reseptor LRP5/6’a baglanmasi Dvl'nin aktivasyonuna yol acar. Dvl ise
APC/AxXin/GSK-3B-aracili B-katenin parcalanmasini baskilar. Kararli
formdaki B-katenin cekirdekte LEF/Tcf ile transkripsiyon kompleksi
olusturarak c¢-MYC, Siklin D1 gibi hedef genlerin transkripsiyonel
aktivasyonuna yol acar®. GSK3pB spesifik ATP competitive inhibitorii
SB216763 etkin bir sekilde B-katenin aracili transkripsiyonu aktive eder'®.
SB216763'Un Kaspaz3, Kaspaz9 aktivasyonu engellemek ve Bcl-2/Bax
oranini artigina yol agmak suretiyle hucre olumini inhibe ettigi
gosterilmistir'®1%2,  GSK3p’In niikleer birikimi, mesane kanserinin
prognostik bir belirteci olarak tanimlanmakta ve uroteliyal kanser hicre
proliferasyonuna neden oldugu ileri siiriilmektedir®®. Mesane kanser hiicre
hatlart UMUC3 ve UMCU4’de SB216763’Un hicre yasamini doz ve zaman
bagimh olarak azalttigi ve p21 mRNA ve protein duzeyini arttirdigi
belirtimistir'®. Biz bu calismamizda T24 hicrelerine  disik
konsantrasyonda (1uM) hicre proliferasyonunun arttigini  yuksek
konsantrasyonda (24 saat i¢cin 30uM; 48 ve 72 saat i¢cin 10uM) ise hucre
proliferasyonunun azaldigini belirledik.

Bilim ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada ACHN,
KRC/Y, Cakil, Caki-2, A704, A498 ve KH39 renal huicre karsinoma hicre
hatlarinda GSK3B’in yuksek duzeyde ifadelendigi belirlenmis ve ACHN
hicrelerinin SB216763 ile inkibasyonu sonrasinda ACHN hcrelerinde
zaman ve doz badimli olarak hucre canhliginin azaltigi belirlenmistir. Bu
calisma sonucunda GSK3pB’in nuUkleer birikimin  renal hicre
karsinomalarinin yeni biyobelirteci ve GSK3B’'nin inhibisyonunun renal
hicre karsinomasinin tedavisi igin yeni umut edici bir yaklasim olabileceqgi
ifade edilmistir'®*. Bu calismamizda Caki-2 hiicrelerine  dusik
konsantrasyonda (1uM) hicre proliferasyonunun arttigini  yuksek
konsantrasyonda (24 saat icin 30uM; 48 ve 72 saat i¢cin 10uM) ise hucre

proliferasyonunun azaldigini belirledik.

76



Bircok kanserde oldugu gibi prostat kanserinde de artmis
GSK3 ifadelenmesi gortlmektedir. GSK3 inhibitorleri prostat kanser hiicre
biylimesini baskilamaktadir'®. Rinnab ve arkadaslarinin galismasinda,
GSK3 inhibitérii olan SB216763’Un androjen pozitif 22Rvl ve LNCaP
prostat hicrelerinde androjen reseptdor (AR) mMRNA ve protein duzeyinin
azalmasina yol actigi godsterilmistir. Bununla birlikte, SB216763
inkibasyonu sonrasinda B-katenin dizeyinin AR “+” ve “-* hicrelerde
arttig1 gézlemlenmistir. Ayrica, AR+ hucreler 22Rv1 ve LNCaP hucrelerinin
10uM SB216763 inkubasyonu sonrasinda prostat kanser hucrelerinin
proliferasyonunun azaldidi buna karsin ayni kosullar altinda AR- PC3
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun etkilenmedigi  belirtilmistir'®®. Bu
calismamizda PC3 hucrelerinde, Caki ve T24 huicrelerinde oldugu gibi
dusuk konsantrasyonda (1uM) hucre proliferasyonunun arttigini yuksek
konsantrasyonda (24 saat i¢cin 30uM; 48 ve 72 saat i¢cin 10uM) ise hlcre
proliferasyonunun azaldigini belirledik. LNCaP hiicrelerinde ise Rinnab'®

107

ve Mazor™" ile uyumlu olarak 10pM SB216763 inkUbasyonu sonrasinda

hucre proliferasyonunun azaldigini belirledik.

SB216763 inhubasyonu sonrasinda pGSK3B(Ser9) ve [-
katenin diizeyi artmaktadir'®. Calismamizda T24, Caki ve PC3
hicrelerinde proliferasyonun arttigi doz olan 1uyM SB216763 inkibasyonu
sonrasinda B-katenin mMRNA duzeyinin arttigini belirledik. Bu ¢alismamizin
baglica hedefi B-katenin sinyal yolaginin DNMT1 ifadelenmesi zerine
etkisi olup olmadiginin arastirimasidir. Bu amagcla B-katenin mRNA’sIn
artmig oldugu 1uM SB216763 konsantrasyonunda T24 hucrelerinde
4 .saatte pGSK3B(Ser9) duzeyinde bir artma belirlenmis olup ayni sure ve
dozda B-katenin dizeyinde artma olmasina karsin olarak DNMT1 proteini
saptanmadi. Ayrica, literatirde T24 hicrelerinde DNMT1 proteini
ifadelenmesine karsin kontrol olarak kullandigimiz GSK3 inhibitoru ile
muame edilmemis protein lizatlarinda da DNMT1 proteini tespit

44,109

edilememigtir Bu durum T24 hicrelerinin pasaj ve labataruvar
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kogullarindan kaynaklaniyor olabilir. Buna karsin Caki-2 ve PC3
hicrelerinde ise pGSK3B (Ser9) duzeyinde SB216763 inklibasyonunu
takiben artma oldugunu ve buna bagli olarak B-katenin dizeyinde bir artis
gozlemledik. Bununla beraber (B-katenin duzeyini artmasina paralel olarak
DNMT1 protein duzeyinde de bir artis oldugu belirlendi. Ayrica hucre
proliferasyonunun azaldigi 10uM SB216763 inklUbasyonunda da ayni
sonuglar goézlemlenmigtir. Bu sonuglarimiz Campbell ve arkadaslarinin
HT-29 hacreleriyle yaptigi ¢alisma ile uyum saglamasina kargin Sun ve

4391 sun ve

arkadaslarinin yaptigr ¢alisma ile uyum goéstermemektedir
arkadaslari, 10uM SB216763 ile Hela hucrelerini inklibe etmisler ve [3-
katenin aktivasyonu olmadan 6nce DNMT1 protein duizeyinin arttigini
gOstermigler ve sonug olarak PKB araciligiyla GSK3p’nin Dnmt1 protein

stabilizasyonuna aracilik ettigini ifade etmislerdir®.

Calismamizda T24 hucrelerinde DNMT1 protein dizeyi
literatirden farkli olarak tespit edilememistir. Ancak kendi yapmig
oldugumuz 6nceki ¢alismada ve literatirden biliyoruz ki T24 hicrelerinde
bazi tumor baskilayici genlerin promotér bolgeleri hipermetiledir. Ting ve
arkadaslarinda c¢alismalarinda DNMT1’in yoklugunda hucrelerde buyime
defektleri olmadigi ve promotor hipermetilasyonun devam ettigi
gozlemlenmistir'®. Bu durum Rhee ve arkadaslarin calismasi ile uyum

gostermektedir'®

. Caligmalarinda Dnmt3b’'nin de novo metiltransferaz
olmasina kargin Dnmt1 ile 6rtisen fonksiyona sahip oldugu i¢in Dnmt1
knockout HCT116 hucrelerinde promotor hipermetilasyonu surdtrdligu

ifade edilmigtir.

Bircok insan kanserinde artmig DNMT1 gozlemlenmekte ve
genetik knockout veya RNAi-aracili knockdown c¢alismalariyla DNMT1’in
timérogenezdeki rolii gdsterilmistir**. Artmis DNMT1 protein diizeyine
mRNA’sindaki artistan gok DNMT1’in artmis kararliiga neden olmaktadir.
DNMT1-iligkili proteinler DNMT1 kararhliginda &énemli rol oynuyor
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olabili*?. Du ve arkadaslari, bazi DNMT1-iligkili proteinlerin, DNMTZ’i
ubiquitine veya deubiquitine ve asetile veya deasetile ettigini ifade
etmislerdir’®. Bu modifikasyonlar DNMT1 kararlihiginda birlikte énemli rol
oynamaktadir (Sekil 25).

DNMT1 pargalanmast

Sekil 25. DNMT1’in kararlihginin posttranslasyonel diizenlenme modeli'®.

Deubiquitinaz olarak tanimlanan HAUSP, DNMT1-iliskili
proteinleriden biridir. HAUSP’nin knockout veya knockdown’ni DNMT1’in
ubiquitinasyonunun artigsina neden olmaktadir ve HAUSP’nin rekombinant
olarak hicrelere verildiginde DNMT1'nin deubiquitinasyonuna yol actigi
g6zlemlenmistir. Bununla birlikte E3 ligaz olan bir diger DNMT1-iligkili
protein ise UHRF7T’in asirn ifadelenmesi DNMT1’in ubiquitinasyonuna ve
bunun neticesinde DNMT1 miktarinin azalmasina yol agmaktadir®™®. Sonug
olarak DNMTZY’in kararihginda HAUSP ve UHRF1 ©Onemli rol
oynamaktadir. Ayrica UHRF1, SRA domaini araciligiyla yari metile
DNA'ya baglanarak DNMT1 enziminin yari metile DNA boélgesinde
toplanmasina neden olur. Bu sayede, hicre boélinmesi slresince DNA
metilasyon 6rintiisiiniin devamliligi saglanmis olur*****. UHRF1 proteini

sadece DNA metilasyonunda degdil, histon asetilasyonu, hucre
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proliferasyonu ve apoptozis olaylarinda &nemli rol oynamaktadir***.

UHRF1 proteinin, meme, akciger, kolorektal, prostat ve mesane

116-121. Timor

kanserlerinde asiri derecede ifadelendigi gosterilmistir
hicrelerinde, UHRF1 proteini Rb, hMHL ve p21 gibi timoér baskilayici
genlerin transkripsiyonunu baskilayarak hicre buyumesi ve metastaza yol

acmaktadirt??, Deubiquitinaz HAUSP yalnizca DNMT1’in

B-TrcP

deubiquitinasyondan korumaz ayni zamanda UHRF1’'in SCF aracili

ubiquitinasyonundan da korumaktadir'?>*%*

. Calismamizda kullandigimiz
T24, Caki-2 ve literatirle uyumlu olarak PC3 hicrelerinde UHRF1 ve
HAUSP proteinleri ifade edilmektedir''®. Literatiirde UHRF1'un
deregillasyonu mesana, bobrek ve prostat kanserleri icin diagnostik ve
prognostik bir molekiiler belirteg olabilecegi vurgulanmaktadir**®%°,
Sancez-Tillo ve arkadaslarinin beyin korteksi hucre lenfomalarinda
yaptiklari calismada ZEB1'’in B-katenin sinyal yolaginin hedef genlerinden
biri oldugu ve ZEB1 aktivasyonu sonrasinda ise aktive olan proliferasyon
iliskili genler arasinda UHRF1'de yer almaktadir'?®>. Bu bilgiler 1si§inda
denilebilir ki, B-katenin sinyal yolagi dolayli olarak UHRFL1'in
ifadelenmesinden sorumludur. Calismamizda 1uM SB216763 ile inklbe
edilen T24 hucrelerinde HAUSP protein dizeyinde kontrole gére bir artis
saptanmamigtir. Ancak UHRF1 protein dizeyinde kontrole gore yalnizca
4 .saatte bir artis belirlenmistir. Bu zaman araliginda ayrica B-katenin
dizeyinde artis belirlenmistir. Caki-2 hulcrelerinde ise 1uM SB216763
inkiibasyonunda HAUSP dizeyinde kontrole gore bir artis gdézlemlenmis
olup bu artis 10uM SB216763 kombinasyonuna goére daha yuksektir.
Ayrica kontrole gbére UHRF1 protein dizeyinde de artis belirlenmistir.
Calismamizda HAUSP ve UHRF71’in artig gosterdigi zaman araliklarinda
hem B-katenin hem de DNMT1 enzimin artis gosterdigi belirlenmigtir.
Literatirle uyumlu olarak Caki-2 hicrelerinde B-katenin dizeyinin artigi ile
birikte DNMT1, HAUSP ve UHRF1 genlerinde artis oldugu
gozlemlenmektedir”™*?. PC3 hiicrelerinde ise 1uM ve 10uM SB216763

inkibasyonu  sonrasinda HAUSP  protein  duzeyinde  degisim
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gOzlemlenmesine karsin [(-katenin proteinin azalig gosterdikten sonra
UHRF1 protein dizeyinde kontrole gore bir artis belirlenmistir. Bu durum,
B-katenin aktivasyonun saglamak i¢in kullandigimiz GSK3 inhibitérinden
kaynaklaniyor olabilir. Bilindigi gibi GSK3pB, c¢oklu fonksiyona sahip bir
proteindir. Bu nedenle UHRF1ve [(-katenin arasindaki iligkinin ortaya
konmasi icin ek galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu artmanin nedeni
PC3 hicrelerinin p53 null olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Cunku
UHRF1’in negatif duzenleyicilerinden biri p53 tumor baskilayr gen olup
p53’in genetik velveya epigenetik anomalileri UHRF1'in  asiri

ifadelenmesine neden olmaktadirt®,

Son yillarda dikkati ¢eken bir diger epigenetik mekanizma
MiRNA (mikroRNA)'lardir. Mikro RNA’lar (miRNA/mIiR), transkripsiyonel
dizeyde gen ifade edilmesini duzenleyen, yaklagik 22 nukleotit (nt)
uzunlugunda, endojen kaynakli, protein kodlamayan RNA ailesinin bir
dyesidir. miRNA’lar  gelisim, farklilasma, hicre proliferasyonu,
hematopoezis, anjiyogenezis ve apoptozisinde yer aldigi dnemli birgok
biyolojik isleve sahiptir. Biyoinformatik verilerinden elde edilen bilgiler
dogrultusunda, miRNA’larin protein kodlayan tim genlerin Ugte birinin
ifade edilmesini kontrol ettigi dngorilmektedir. Tek bir miRNA, genomda
birden fazla hedefe miidahale edebilir. Ornegin, miR-15a/16-1 gen
demetleri, dogrudan veya dolayli bir bigimde, insan genomunun yaklagik
olarak %14°tnun ifadelenmesini kontrol edebilir*?®. Son zamanlarda cesitli
kanser tiplerinde dogrudan veya dolayli olarak DNMTL1'i hedefleyen
miRNA'lar tanimlanmistir. Ornegin, miRNA-21 ve miRNA-148, lupus CD4"
T hicrelerinde hem dogrudan hem de dolayli olarak DNMT1'i hedeflemek
suretiyle global hipometilasyona yol acarlar?’. Bununla birlikte miRNA-21,
B-katenin transkripsiyonel aktivitesini azaltmaktadir'?®. DNMT1 ve B-
katenin dizeylerindeki artis GSK3B aracili olarak miRNA-21 dizeyinin

azalmasi sonucunda meydana geliyor olabilir.
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Wnt/B-katenin sinyal yolaginin antagonistlerinden bir olan
WIF-1 antagonisti, mesane, renal ve prostat kanserlerinde siklikla
hipermetilasyon araciligiyla baskilanmaktadir. Calismamizda
kullandigimiz T24, Caki-2 ve PC3 hucre hatlarinda WIF-1 geninin
hipermetile oldugu bilinmektedir®®. Calismamizda DNA metiltransferaz
inhibitori DAC uygulamasi sonrasinda T24, Caki-2 ve PC3 hicrelerinde
wif mMRNA dizeyince artma gozlemlenmistir. Caki-2 hucrelerinde ayni
miktar ve sure DAC uygulamasi sonrasinda WIF-1 geninin promotor
bolgesindeki metilasyonun kalktigi belirlendi. Ayni sure ve dozda Caki-2
hicrelerinde DAC ile muamele edilen ve edilmeyen orneklerde DNMT1
proteini tespit edilemezken kontrole gore B-katenin ve UHRF1 diizeyinde

azalma belirlenmigtir.

Elde ettigimiz bulgular Grogenital kanserlerde B-katenin
sinyal yolaginin DNA metilasyonundan sorumlu olan DNMT1?’in
transkripsiyonel duzeyde ifadelenmesinden ve DNMT1 kararliigindan
sorumlu olan E3 ligaz UHRF1'In da ifadelenmesinden sorumlu
olabilecegini gostermektedir. Ayrica DNMT1 kararliigindan énemli olan bir
B-katenin dizeyinin artmasina sonucunda HAUSP ve UHRF1'in protein

s

diizeyinin kanser spesifik olarak degistigi gosterilmistir.
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6. SONUC

Calismamizda mesane kanser hucresi T24, renal hicre
karsinoma hicresi Caki-2, prostat kanser hucreleri LNCaP ve PC3
hiicrelerinde DNA metilasyonunun devam ettiriimesinden sorumlu olan
DNMT1 ifadelenmesinde ve DNMT1’in proteozom aracili
parcalanmasindan sorumlu olan ubiquitine edici enzim UHRF1 ve
deubiquitine edici enzim HAUSP’nin ifadelenmesinde B-katenin sinyal

yolaginin rolu arastiriimigtir.

Calismamizda GSK3 6zgu inhibitor SB216763,T24, Caki-2,
LNCaP ve PC3 hdicrelerinin zaman ve doza bagh olarak hucre
proliferasyonunu arttirdigi veya azalttig belirlendi. Hucre
proliferasyonunun arttirdigi 1uM konsantrasyonda SB216763 uygulamasi
sonrasinda T24, Caki-2 ve PC3 hucrelerinde -katenin dizeyinin zamana
bagli olarak arttigi belirlendi (p<0,05).

T24 hucrelerinin kontrol ve SB216763 ile muamele edilen
orneklerinde pGSK3B(Ser9) ve B-katenin protein dizeylerinin artisina
ragmen DNMT1 proteini tespit edilememistir. Ayni sartlar altinda HAUSP
protein dizeyinde kontrole gére GSK3 inhibitori ile muamele edilen
orneklerde bir artis belirlenememesine karsin UHRF1’de kontrole goére bir

artis belirlendi.

Caki-2 hucrelerinin kontrol ve SB216763 ile muamele edilen
orneklerinde pGSK3p(Ser9) ve B-katenin protein duzeylerinin artisina
paralel olarak DNMT1 proteinin artis gdsterdigi belirlendi. Ayni sartlar
alinda HAUSP ve UHRF1 protein duzeylerinde kontrole gore GSKS3

iInhibitoru ile muamele edilen 6rneklerde bir artis gozlemlendi.
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PC3 hicrelerinin kontrol ve SB216763 ile muamele edilen
orneklerinde pGSK3B(Ser9) ve B-katenin protein duzeylerinin artisina
paralel olarak DNMT1 proteinin artis gdsterdigi belirlendi. Ayni sartlar
altinda HAUSP protein duzeyinde kontrole gore GSK3 inhibitort ile
muamele edilen orneklerde bir artis belilenememesine karsin UHRF1’de

kontrole gore azalis gdézlemlenirken yalnizca 24.saatte bir artis belirlendi.

Son olarak, Caki-2 hucrelerinde DNA metiltransferaz
inhibitort  DAC uygulanmasi sonrasinda B-katenin sinyal yolaginin
antagonistlerinden biri olan Wif-1 genin T24, Caki-2 ve PC3 hucrelerinde
ifadelenmesinin arttig1 belirlendi. Bununla birlikte, pGSK3p(Ser9), pB-

katenin ve UHRF1 diuzeylerinde azalma g6zlemlendi.

Elde ettigimiz bulgulara gore B-katenin sinyal yolaginin hedef
genleri arasinda DNA metilasyonunun surdarulmesinden sorumlu olan
DNMT1 ve bu enzimin proteozom aracili pargalanmasinda rol oynayan
UHRF1 ve HAUSP enzimlerinin yer alabilecegini goésterilmistir. Sonug
olarak, mesane, bobrek ve prostat kanserlerinde siklikla artmis
ifadelenmesi gozlemlenen DNMT1 enziminin ve kararliligindan sorumlu
tutulan proteinlerin transkripsiyonel dizeyde ifadelenmesinden sorumiu
olan sinyal yolaklarinin belirlenmesi yalniz bu kanserlerde degil ¢cok gesitli

kanserlerin tedavi yontemlerine de 11k tutabilecegi duguncesindeyiz.
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7. OZET

DNMT1 Enziminin Urogenital Kanserlerde ifadelenme

Duzeyi

DNA metilasyonunun en 6nemli epigenetik mekanizmalardan
biri oldugu dusunulmekte ve DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan
katalizlenmektedir. Artmis DNMT1 Urogenital sistem tGmorlerinde siklikla
goOrulmektedir ancak bu artisin nedeni tam olarak bilinmemektedir.
Calismamizda Urogenital kanserlerinde transkripsiyonel ve protein
dizeyde WNT/B-katenin sinyal yolaginin DNMT1 asin ifadelenmesi
uzerine etkisi ve DNMT1 stabilitesinden sorumlu olan UHRF1 ve HAUSP
enzimlerin degisen ifade duzeylerinin belirlenmesi amacglanmigtir.
SB216763'in sitotoksitesi, mesane, renal hiicre karsinoma ve prostat
kanser hulcrelerinde zamana ve doza bagiml olarak WST1 araciligiyla,
CCND1 (B-katenin) ve WIF-1 hedef genlerin ifadelenme degisimleri real-
time PCR ve B-katenin, DNMT1, pGSK3B(Ser9), HAUSP ve UHRF1
protein duzeyleri western blot kullanilarak belirlendi. Bulgularimiza gore,
SB216763 dusluk dozlarda T24, Caki-2, PC3 hucrelerinde hicre
proliferasyonunu arttirirken yiksek dozlarda ise htcre proliferasyonunun
inhibisyonuna neden olmaktadir. Her iki durumda da CCND1
MRNA(p<0,001) ve protein dizeyinin arttigi belirlendi. Ayni sartlar altinda
B-katenin duzeyinde artisina paralel olarak DNMT1 protein dluzeyinde
artma belirlendi. Ayrica HAUSP ve UHRF1 ise kanser 6zgu olarak protein
dizeylerinde artma veya azalma godzlemlendi. Bizim sonuglarimiz, Wnt/@3-
katenin sinyal yolaginin molekuler etkilerinin DNMT1 Gzerine etkilerinin
tam olarak belirlenmesine kanserlerinin tedavisi i¢in yeni molekuler

hedeflerin tanimlanmasina katki saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: DNMT1, HAUSP, UHRF1, Wnt/B-katenin sinyal yolagi
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8.SUMMARY

DNMT1 Expression Level In Urogenital Cancers

DNA methylation is considered as one of the most important
epigenetic mechanisms and is catalyzed by DNA methyltransferases
(DNMT). DNMT1 abundance has been seen frequently in urogenital
system tumors but the reasons for these increased are not well
understood. We aimed to determinate effect of Wnt/B-catenin signaling
pathway on overexpression of DNMT1 and aberrant expression of UHRF1
and HAUSP responsible for stability of DNMT1 at transcriptional and
protein levels in urogenital cancers. Cytotoxic effect of SB216763 in
bladder cancer, renal cell carcinoma and prostate cancer cells was
detected time and dose dependent manner with WST1, expression
aberration of target genes CCND1(B-catenin) and WIF-1 by using real-
time PCR and protein levels of B-catenin, DNMT1, pGSK3B(Ser9),
HAUSP and UHRF1 by using western blot. Our results indicated that
SB216763 caused an increased cell proliferation at low dose in the
meantime high dose caused a decreased cell proliferation in cells. In both
cases, SB216273 was increased CCND1 mRNA, pGSK3p(Ser9) and B-
catenin, DNMT1 at protein level. Also, HAUSP and UHRF1 up or down-
regulated at the same doses (p<0,01) depending on the types of cancer.
Also, we showed that B-catenin and UHRF1 were decreased after
reexpression of WIF-1 following treatment with DAC. Our findings may
offer a new approach determination of molecular effect of Wnt/B-catenin
signal pathway on DNMT1 would allow us to identify new molecular

targets for treatment of the cancer.

Keywords: DNMT1, HAUSP, UHRF1, WNT/B-catenin signaling pathway
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