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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

GLIOMA HUCRELERINDE STRES PROTEINLERININ ANLATIMINDA
HSF1’IN ROLU

Elcin GUNGOR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Dog. Dr. Evren ONAY UCAR

Primer malignant beyin tiimorlerinin insidansi, degisen yasam sartlari ile birlikte son 30 yilda
hizla yiikselmistir. Bu timorler arasinda gliomalar, en yaygin goriilen ve en kotii huylu timor
tipi olarak kabul edilmektedir. Glial timdrlerin en yliksek prevelansa sahip bicimi olan yiksek-
dereceli glioblastoma multiforme (GBM) igin prognoz oldukga zayiftir. Cerrahi tekniklerin
geligsmesi ve standart olarak radyoterapiyle birlikte uygulanan temozolomid tedavisine ragmen,
sagkalim ortalama 15-16 ayla sinirli kalmaktadir. Merkezi sinir sisteminde gerceklesen normal
gelisim yolaklarmin ve gliomagenezin anlasilmasi, bu tlimoérlerin biyolojisinin daha iyi
kavranilmasina ve gliomali hastalar i¢in daha etkili tedavi yontemlerinin ortaya konulmasina
yardimci olacaktir.

Is1 Soku Proteinleri (“Heat Shock Proteins”, HSPs) veya stres proteinleri olarak bilinen buyiik
bir molekiiler saperon ailesinin, gliomalarda yiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir.
HSP'lerin artmis ekspresyonu ile glial tiimdrlerin invaziv kapasitesi arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmaktadir. HSP'lerin asir1 ekspresyonu, gliomada mutasyonal degisikliklere
yol acmakta ve sonucgta hicreleri malignite ve invazyona yonlendirmektedir. Glioma
hiicrelerine sitoproteksiyon saglayan HSP'lerin asir1 ekspresyonu, ayni zamanda radyo- ve
kemo-dirence de katkida bulunmaktadir. HSP’lerin hem normal hem de stresli hicrelerdeki
rolii, dogru ekspresyon paterninin iiretilmesini saglayan kompleks regiilator siireglerin varligin
gerektirmektedir. HSP’lerin indiiksiyonu, transkripsiyon faktorleri ailesinin belirli iiyelerinin
aktivasyonuna baglidir.
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Memeli hiicrelerinde bu regiilasyonun temel mekanizmasi Is1 Soku Faktorii 1 (“Heat Shock
Factor 17, HSFI1) olarak adlandirilan bir protein ve bu proteinin gerceklestirdigi
interaksiyonlara  baghdir. Bir¢ok c¢alismada  post-translasyonel — modifikasyonlarla
gerceklestirilen degisimler, proteazomal degradasyon, kiiciik molekiilli inhibitorlerin
kullanim1 ve gen diizenleme mekanizmalart gibi ¢esitli etmenlerle HSF1'in “down-
regiilasyonu” amaglanmaktadir. Cesitli meyve ve sebzelerde bulunan dogal bir flavonoid olan
kersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon), bir HSF1 inhibitorudur ve timdor hicrelerinin
apoptozunu kolaylastirdigi  bilinmektedir. Bununla birlikte  HSFI1’in gen diizeyinde
susturumunun (“knock-out”) etkili bir mekanizma olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada glioma hiicrelerinde CRISPR/Cas9 yontemi ile HSF1 genini en yiiksek verimde
susturmak ana hedef olarak belirlenmistir. Calismanin amacina bagli olarak U87-MG insan
glioma hicrelerinde hem kersetin uygulamasi1 hem de CRISPR/Cas9 aracili HSF1 susturumu
gerceklestirilmis ve g¢esitli stres proteinlerinin anlatimlari Western Blot teknigiyle
incelenmistir. HSF1 inhibisyonu amaciyla uygulanan 2, 10 ve 30 pM Kersetin
konsantrasyonlarindan 10 ve 30 puM Kersetin dozlari i¢in HSF1 anlatiminda anlamli bir azalma
saptanmustir. Yine ayni amagla gergeklestirilen CRISPR/Cas9 uygulamasinda kullanilan iKi
farkli sgRNA i¢in de HSF1 anlattiminin %50’nin tizerinde azaldigi belirlenmistir.
Gergeklestirilen her iki uygulama karsilastirildiginda, anlamli degisime sebep olan dozlarda
kersetin uygulamasinin hiicre canliligi tlizerinde gosterdigi yiliksek toksisite sebebiyle,
CRISPR/Cas9 uygulamasina gore dezavantaja sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yanisira
CRISPR/Cas9’un hem disiik sitotoksisitesi hem de sergiledigi yiiksek verimle HSF1
susturumunda etkili bir yol olabilecegi ortaya konulmustur. Kersetin uygulamasi yapilmig
gruplarda ve CRISPR/Cas9 ile HSF1 susturumu gergeklestirilmis gruplarda Hsp27, Hsp70,
Hsp90 ve pHsp27 proteinlerinin anlatim seviyelerindeki degisimleri belirlemek tizere yapilan
analizlerde alinan sonuglar her iki uygulamanin da bu proteinlerin anlatim seviyeleri tizerinde
farkli etkileri oldugunu gostermistir. Sonu¢ olarak HSF1 glioma hicrelerinde stres
proteinlerinin anlatimini tek basina regiile eden bir faktor degildir. Yapilacak ileri ¢calismalarla
HSP’lerin kanser hiicrelerindeki yiiksek anlatimina sebep olan yolaklar tam olarak
aydmlatildiktan sonra, bu proteinlerin hiicrelere sagladigi avantajlarin tamamen ortadan
kaldirilmas1 mimkin olabilecektir.

Aralik 2018, 90 sayfa.

Anahtar kelimeler: Glioma, 1s1 soku proteinleri, CRISPR/Cas9, HSF1.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE ROLE OF HSF1 ON STRESS PROTEINS EXPRESSIONS IN GLIOMA
CELLS

Elcin GUNGOR

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Evren ONAY UCAR

The incidence of primary malignant brain tumors has increased rapidly over the last 30 years,
with changing living conditions. Among these tumors, gliomas are considered the most
common and most malignant tumor type. The prognosis for high-grade glioblastoma
multiforme (GBM), the most common form of glial tumors, is very poor. Despite the
development of surgical techniques and temozolomide treatment along with radiotherapy as a
standard therapy, survival is limited to an average of 15-16 months. Comprehension the normal
developmental pathways and gliomagenesis in the central nervous system will help to better
understanding the biology of these tumors and to provide more effective treatment methods for
patients with glioma.

A large molecular chaperone family, known as Heat Shock Proteins (HSPs) or stress proteins,
is highly expressed in gliomas. There is a positive correlation between the increased expression
of HSPs and the invasive capacity of glial tumors. Overexpression of HSPs leads to mutational
changes in glioma and ultimately drives the cells to malignancy and invasion. Overexpression
of HSPs that provide cytoprotection to glioma cells also contributes to radio- and chemo-
resistance. The role of HSPs in both normal and stressed cells requires the existence of complex
regulator processes that allow the production of the correct expression pattern. The induction
of HSPs depends on the activation of certain members of the transcription factors family.
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The main mechanism of this regulation in mammalian cells depends on a protein called Heat
Shock Factor 1 (HSF1) and its interactions. In several studies, down-regulation of HSF1 is
aimed by various factors such as changes in post-translational modifications, proteasomal
degradation, use of small molecule inhibitors and mechanisms of gene regulation. Quercetin
(3,3",4',5,7-pentahydroxyflavone), a natural flavonoid found in various fruits and vegetables, is
an HSF1 inhibitor and has been reported to facilitate apoptosis of tumor cells. In addition, it is
thought that knock-out of HSF1 at gene level may use as an effective mechanism.

In this study, knock-out of the HSF1 gene with the highest yield by the CRISPR/Cas9 method
in glioma cells was determined as the main target. Depending on the purpose of the study, both
quercetin application and CRISPR / Cas9 mediated HSF1 knock-out were performed in U87-
MG human glioma cells and expression of various stress proteins was examined by Western
Blot technique. As a result of 2, 10 and 30 uM quercetin applications performed for the purpose
of HSF1 knock-out, a significant reduction in HSF1 expression was detected for 10 and 30 uM
concentrations. For two different SgRNAs used in CRISPR / Cas9 application for the same
purpose, HSF1 expression was found to be decreased by more than 50%. When both
applications were compared, it was determined that the application of quercetin in doses causing
significant changes had a disadvantage over CRISPR / Cas9 application due to the high toxicity
on cell viability. In addition, CRISPR / Cas9 has been shown to be an effective pathway in
HSF1 knock-out with low cytotoxicity and high efficiency. The results of the analyzes
performed to determine the changes in the expression levels of Hsp27, Hsp70, Hsp90, pHsp27
proteins in the groups with applied quercetin and CRISPR / Cas9, showed that both applications
have different effects on the expression levels of these proteins. In conclusion, HSF1 is not an
unattended factor that regulates the expression of stress proteins in glioma cells. It will be
possible to prevent the advantages of HSPs to cancer cells after fully understanding of the
pathways that cause high expressions of these proteins in cancer cells with further studies.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmeye baslamasi ve metastazla perifere yayilmasi sonucu
ulastig1 doku ve organlarda islevsel bozukluklara yol acan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Karsinogenez, hiicrelerin genomunda gerceklesen kanser patogenezini ve gelisimini
hizlandiran ¢oklu genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesi ile karakterize edilmektedir.
Bu degisiklikler arasinda onkogenlerin aktivasyonu (6rn; ErbB, RAS), timo6r baskilayici
genlerin inaktivasyonu (6rn; “timor protein 53, p53”; “fosfataz ve tensin homolog, PTEN”),
epigenetik faktorlerin kontrol lokuslarinda (6rn; “DNA metiltransferaz 1, DNMT1”) ve
kemorezistans saglayan genlerde gerceklesen mutasyonlar (6rn; “coklu ilag direnci 1, MDR1”)
bulunmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser, giinimiizde toplumun her kesiminden
bireyini tehdit edebilecek ve genel biyolojik konseptlere uymayan sorunlarla karsi karsiya
kalinmasina sebep olabilecek bir olgu olarak varligi siirdiirmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(“World Health Organization”, WHO)’ niin yayinladigi Kanser Raporuna gore 2018 yilinda
diinyada 9,6 milyon kisi kanserden dolay1 hayatin1 kaybetmistir. Kanser vakalarinin ve niifus
artisinin benzer egilimler gostermesi halinde, 2040 yilina kadar diinya ¢apinda her yil 27,5
milyon yeni kanser vakasinin goriilecegi tahmin edilmektedir (Bray, 2018). Bu ytikselisi
onlemek adina yapilan arastirmalar, molekiiler mekanizmalar1 aydinlatarak, tam1 ve tedavide

yeni gelismeleri giindeme getirmektedir.

Gliomalar, nérogliyal kok veya progenitor hiicrelerden tiirevlendigi diisinilen primer beyin
tumorleridir. Histolojik gérinimlerine gore, geleneksel olarak astrositik, oligodendroglial veya
ependimal tiimorler olarak siniflandirilirlar (Weller ve dig., 2015). En yaygin ve agresif glioma
tird olan glioblastoma multiforme (GBM), hem intra- hem de inter-timdor heterojenite
sergileyerek olas1 tiimor rekiirrensine ve tedaviye dirence yatkindir. GBM i¢in hayatta kalma
stiresi kemoterapi ve radyasyon tedavisi alan kisilerde ortalama 15-16 aydir. Gliomalarin biiyiik
Olcekli genomik ve proteomik analizi, yiiksek mortaliteye sahip bu hastaligin tan1 ve tedavisi
i¢in potansiyel hedefleri ortaya ¢ikarmaktadir (Shergalis ve dig., 2018). Hedeflerden biri olan,
1s1 soku yanitina (“Heat Shock Response”, HSR) dayali mekanizmalar arastiricilar tarafindan
dikkatleri lizerine ¢cekmeye baslamistir. Coklu stres faktorlerine tepki olarak belirli proteinlerin
ekspresyonlarinin transkripsiyon seviyesinde diizenlenmesiyle hizli bir sekilde gerceklesen

indiksiyonu, 1s1 soku yaniti olarak adlandirilmaktadir (Shamovsky ve Nudler, 2008).



Hiicreler hipertermi, iskemi, anoksi, ultraviyole 151k, toksinler, viral partikiiller,
cerrahi/duygusal/mekanik veya diger stres tiirleri gibi fizyolojik ve ¢evresel kosullara maruz
kaldiginda, bir dogal savunma cevabi olusturmak tizere "is1 soku proteinleri” (Heat Shock
Proteins”, HSPs) olarak bilinen protein ailesi {iyelerinin sentezini onemli 6l¢iide artirmaktadir.
Bu stres proteinlerinin anlatimindaki artis, hiicrelerin letal olabilecek durumlara dayaniklilik
kazanmasina neden olmaktadir. HSP'ler, tiim organizmalarda ve farkli subselliiler yapilarda
anlatim1 yapilmakla birlikte evrimsel olarak korunmus yapilardir. Okaryotik hiicrelerde ok
sayida role sahip olan HSP’lerin birincil islevi, molekiiler saperonlar olarak hizmet vermektir
(Chatterjee ve Burns, 2017). "Client" proteinlerin dogru sekilde katlanmalarinin saglanmasi
sonucu dogal yapilarin1 ve fonksiyonlarini siirdiirmelerine, HSP'lerin saperon islevi aracilik
etmektedir. Ek olarak, HSP'ler yeni proteinlerin dogru sekilde katlanmasi; protein sekresyonu,
taginimi, translokasyonu, degradasyonu; transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonu ve 6zellikle
yanlis katlanmig proteinlerin yeniden katlanmasi gibi ¢esitli dnemli hiicresel siireclerde yer
almaktadir. Memeli hiicrelerine ait HSP'ler molekiiler boyutlarina bagli olarak alt1 temel gruba
ayrilmistir: HSP100 ailesi, HSP90 ailesi, HSP70 ailesi, saperoninler olarak da adlandirilan
HSP60 ailesi, HSP40 ailesi ve Hsp27 proteinini i¢eren kii¢ilk HSP'ler ("small HSPs”, sHSPs)
(Wang ve dig., 2004; Meher ve dig., 2018).

HSP’lerin kanser, noérodejeneratif bozukluklar (Alzheimer, multipl skleroz) ve bulasici
hastaliklar (HIV, periodontal hastaliklar) dahil olmak iizere ¢ok cesitli hastaliklarda 6nemli
rollere sahip oldugu bircok ¢alismada gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde HSP’lerin, hizl1 hiicre
boliinmesini ve metastaz1 kolaylastirdigi, hiicrelerin anti-neoplastik ilaglar tarafindan
indiiklenen apoptozdan kagmasina olanak sagladigi gozlenmistir. Ozellikle son zamanlarda
cokea calisilan Hsp27, Hsp70 ve Hsp90 gibi molekiiler saperonlar, ¢ogu durumda kotii prognoz
goOsteren bir dizi kanser turinde yiksek ekspresyona sahiptir. Bu nedenle HSP'ler, kanser
gelisiminde ve ilerlemesinde temel aktorler olarak goriilmekte ve tedavide kullanilan baslica
hedefler arasinda oldugu kabul edilmektedir (Sherman ve Multhoff, 2007). Bu noktada 6nem
teskil eden bir bulgu da 1s1 soku transkripsiyon faktorii 1 ("Heat Shock Factor 1", HSF1) olarak
tanimlanan regiilator bir proteinin stres sirasinda hiicrede artmis aktivasyonu sonucu, bir¢cok
kanser tlirinde HSP'lerin regiilasyonunu indiiklemesidir. HSP'lerin bu "up-regiilasyonu” ilag
direncine tesvik, apoptozun inhibisyonu, artmis migrasyon ve metastaz, daha agresif timor

davranisi ve kotii hasta prognozu ile iliskili bulunmustur (Khalil ve dig., 2011).



HSF’nin, 1s1 soku genlerinin promotdr bolgesinde bulunan 1s1 soku elementine (“Heat Shock
Element”, HSE) baglanarak bu genlerin transkripsiyonlarini baglattig1 bilinmektedir (Amin ve
dig., 1988). Maya hiicrelerinde HSF, DNA ’ya siirekli bagli olarak bulunmakta ve 1s1 sokundan
sonra fosforillenmektedir. Drosophila ve omurgalilarda yapilan calismalar ise HSF’nin inaktif
monomerler seklinde bulundugunu, 1s1 sokundan sonra trimer formlar olusturarak DNA’ya
baglandigini gostermistir (Sorger ve dig., 1987). Buna ek olarak insanda bulunan HSF’nin 1s1
sokuyla fosforillendigi de ¢alismalarda ortaya konulmustur (Jurivich ve dig., 1994). Tiim bu
bilgiler 151ginda stres kosuluna maruz birakilmis hiicrelerde HSE’ye baglanarak HSP’lerin

aktivitesini regiile eden temel bileseninin HSF1 oldugu goriisii benimsenmistir.

Melanom, akciger, pankreatik, prostat, kolon, meme ve servikal kanserlerde niikleer HSF1’in
yiiksek diizeyde anlatima sahip oldugu goriilmiistiir (Santagata ve dig., 2011; Mendillo ve dig.,
2012). Ayrica HSF1 ekspresyonunun, endometrial kanserde metastaz ve diisiik sagkalim orani
(Engerud ve dig., 2014); oral skuamdz hiicreli karsinomda tiimor boyutu ile de iligkili oldugu
belirlenmistir (Ishiwata ve dig., 2012). Bu bulgular HSF1'in aktivasyonunun/ekspresyon
diizeyindeki artisin ¢ok ¢esitli kanser tiirleri igin degerli bir prognostik belirte¢ olarak
kullanilabilecegi fikrini dogurmustur. HSF1, bir¢cok kanser i¢in HSP’lerin indiiksiyonunda
onemli bir regiilatér olmasindan dolay: antikanser terapilerde potansiyel bir hedef olarak
diisiiniilmektedir. Ek olarak, HSF1'in kanser kok hiicresi (“Cancer Stem Cell”, CSC) benzeri
fenotipte yer aldigimi gosteren kanitlar artmaktadir. Wang ve arkadaslart HSF1 anlatiminda
“knock-out” gerceklestirilmesi sonucu, HSF70 ve HSP90 anlatimlarinda degisiklik
gerceklestirilmeden, meme kanseri hiicre hatlarinda CSC benzeri fenotipin inhibe edildigini ve
HSF1'in, HSP olmayan genleri hedefleyerek CSC benzeri fenotipi diizenleyebildigini
gostermistir (Wang ve dig., 2015). Tiim bu bulgular sonucunda HSFI1, sadece HSP
indlksiyonunun transkripsiyon seviyesinde bir ana diizenleyicisi olarak degil, ayn1 zamanda
onkojenik uyaranlara yanit olarak hiicresel proliferasyon ve sagkalimi artiran giiglii bir
karsinojenez diizenleyicisi olarak da islev gostermesiyle kanser calismalarinda umut

vadetmektedir.

Gilintimiizde bir¢ok farkli stres kosulunun ve kimyasal ajanin Hsp aktivitesini degistirebildigi
bilinmektedir (Ahmed ve dig., 2012). Bununla birlikte, genel olarak stres varliginin
bulunmadig1 kosullar altinda Hsp gen ekspresyonunda degisiklige neden olan uyaricilar

hakkinda yeterli bilgi yoktur ve bu stimiilatorlerin etki mekanizmalar1 agik degildir.



Bu ajanlardan biri olan kersetin, stres yanitini inhibe eden ve ¢ogunlukla bitkilerden elde edilen
flavonoid bir bilesiktir. 1995 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada HSF1 regllasyonunda
kersetin molekiiliiniin kullanilabilecegine dair bulgular elde edilmistir. Kersetin HSF’nin DNA
hedefine baglanmasint inhibe ederek, 1s1 soku yanitina bagli olarak gerceklesen Hsp
transkripsiyonunu engellemektedir. Bu mekanizmada HSF1’de gergeklesen degisikligin
oligomerik yapisindan ziyade fosforilasyonuyla ilgili oldugu belirlenmistir. Kersetinin hiicrede
bulunan HSF1 miktarinda inhibisyona neden oldugu bilinmektedir (Nagai ve dig., 1995). HSF1
Uzerindeki etkilerine benzer olarak, kersetin insan meme karsinoma hucrelerindeki p53

seviyesinde translasyonel olarak “down-regiilasyona” sebep olmaktadir (Avila ve dig., 1994).

Kalitsal hastaliklarin genetik temelinin anlagilmasiyla, genetik bozukluklarda kusurlu DNA'nin
ortadan kaldirilmasi ya da “ekzojen" DNA'yla yer degistirilmesi gibi gen terapi konseptleri
popiiler hale gelmistir. Son yillarda, kanser hiicrelerinin genomunda yer alan belirli bir geni
spesifik bir sekilde hedefleyebilen, “knock-in” ve “knock-out” mekanizmalarina dayanan
genom miihendisligi teknikleri araciligiyla bircok ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu terapotik
hedeflenmis gen stratejileri, kanserle iligkili molekiiler hedeflerin uzun siireli aktivasyonuna
veya baskilanmasia yol agmakta ve hastalarin sayisiz tedavi dongiisiinden kurtulmalarini
amagclamaktadir. ideal olarak, bu tiir antikanser tedavilerin, hedef dis1 toksisite gdstermemesi
ve genetik degisiklikleri spesifik olarak gerceklestirmesi beklenmektedir (Yi ve Li, 2016).
Bunun disinda gen diizenleme yontemleri kullanilarak genetik hastaliklarda endojen epitop

etiketleme gibi taniya yardimci ¢caligmalar da gergeklestirilmektedir (Dalvai ve dig., 2015).

Cinko parmak niikleazlar1 (“Zinc Finger Nucleases”, ZFNs) ve transkripsiyon aktivatorii
benzeri efektor niikleazlar (“Transcription Activator-Like Effector Nucleases”, TALENSs) gibi
geleneksel niikleaz bazli gen hedefleme teknolojileri, hiicresel veya hayvan kanser modelleri
tiretmek i¢in birgok arastirmada kullanilmistir. Bununla birlikte bu niikleazlarin kullanimi,
karmasik yapilar1 ve uzun siiren deneysel tasarim asamalar1 nedeniyle sinirlt olarak kalmigtir.
Daha sonra gelistirilen RNA interferans1 (RNA1i), gen ekspresyon miihendisligi i¢in uygun bir
yaklasim olarak kanser aragtirmalarinda kullanilmaya baglanmistir. Ancak, RN Ai'nin “knock-
down” etkisi gegici olarak goriilmekte ve kabul edilebilir bir seviyede gen sessizlesmesine
ulasilabilmesi i¢in tekrar tekrar sisteme verilmesi gerekmektedir (Agrawal ve dig., 2003).
Ayrica, RNAI genellikle spesifiklik acisindan ongoriilemeyen hedef dis1 (“off-target”) bazi
etkiler gosterebilmektedir (Jackson ve Linsley, 2010).



Yakin zamanda, CRISPR/Cas9 sistemi olarak adlandirilan RNA kilavuzlugunda gergeklesen
endoniikleaz temelli yeni bir genom diizenleme teknigi gelistirilmistir. Bu sistem tekli rehber
RNA ("'single-guide", sgRNA) araciligiyla Cas9 endoniikleazinin, DNA ¢ift-kiriklar1 (DSB'ler)
olusturmasini saglamaktadir. Olusan DSB’ler DNA onarim mekanizmalarini aktive ederek,
spesifik bir bolgede istenilen degisikliklerin yapilmasini miimkiin kilmaktadir. CRISPR/Cas9,
genlerde knockout, eksojen DNA knock-in ve nokta mutasyonu gibi 6zel modifikasyonlara
sahip hiicre hatlar1 olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Memeli hiicrelerinde ve hayvanlarda
uygulanabilirligine yonelik gerceklestirilen basarili c¢aligsmalar sonucunda CRISPR/Cas9
sistemi, kanser modelleme ve tedavi arastirmalari i¢in kolay ve ¢ok yonlii bir platform olarak

kullanilmaya baslanmigtir (Sanchez-Rivera ve Jacks, 2015).

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda HSF1 regiilasyonu {izerinde etkinligi bilinen bir ajan
olan kersetinin ve gen diizenleme teknolojileri arasinda en giincel yontem olarak dikkatleri
uzerine ceken CRISPR/Cas9 sisteminin U87-MG insan glioma hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda ¢esitli Hsp anlatimlar iizerinde gosterdikleri etkiler arastirilmistir. Bu baglamda
kersetin ve CRISPR/Cas9 aracili HSF1 susturumu gergeklestirilerek, uygulamalarin etkinlikleri
degerlendirilmistir. Tezin temel amaci HSF1’in regiilasyonunu en yiiksek verim ve en az
sitotoksik etkiyle inhibe ederek, 1s1 soku yaniti {izerinde olusturdugu alterasyonlari ve bu

yanittaki roliinii glioma hiicreleri lizerinde ortaya koymaktir.

Calisma sonucunda alman veriler, timoral etkinlik gosteren herhangi bir stres kosulu
uygulanmamig  hiicrelerde ~ HSF1  “down-regiilasyonu” ile stres  proteinlerinin
transkripsiyonlarinin  azalma gosterdigi, ancak belirli bir dizeyde devam ettigini
go6stermektedir. Boylece bu proteinlerin regiilasyonlarini diizenleyen HSF1’den bagimsiz,
farkli mekanizmalarin veya yolaklarin oldugu fikri ortaya c¢ikmaktadir. Bu baglamda
gerceklestirilecek caligmalarla stres proteinlerinin regulasyonunda rol oynayan faktorlerin

saptanmast ve kanser hiicrelerinde sebep oldugu degisimlerin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. GLIOMA

Beyin tiimorleri, lokalizasyonlar1 ve hizli invazyon yetenekleri nedeniyle yiiksek morbidite ve
mortalite ile karakterize olan tiimor gruplaridir. Bu tiimor gruplari iginde yer alan gliomalar, en
basit tanimiyla ndrogliyal kok hiicrelerden veya progenitdr hiicrelerden tiirevlendigi diisiiniilen
glial timorlerdir (Weller ve dig., 2015) ve primer beyin tiimérlerinin en yaygin goriilen grubunu
olusturmaktadir (Kleihues, 2000). En sik goriilen yetiskin gliomu, primer beyin tiimdrlerinin
%15'ini ve tiim gliomalarin %55'ini olugturan glioblastoma multiformedir (GBM, WHO grade
IV astrositom). GBM insidansi 5 yillik sagkalim orani <%?3 olan hastalar i¢in 3.19/100.000'dir.
GBM, astrositik soyunun en agresif diffiiz tiimorii olup, tiim tedavilere ragmen 12-15 ay
arasinda degisen medyan sagkalima sahiptir (Vigneswaran ve dig., 2015). Hiicre canliligi,
proliferasyonu, tiimdr migrasyonu ve anjiyogenezde rol oynayan gesitli anahtar hiicresel
yolaklarda meydana gelen mutasyonlar1 ve degisiklikleri iceren ¢ok karmasik bir patogeneze
sahip olmasindan dolay1, gliomalarin anlasilmasina yonelik ¢alismalarin gerceklestirilmesi her

gecen giin 6nem kazanmaktadir (Pearson ve Regad, 2017).
2.1.1. Kokeni ve Gelisimi
2.1.1.1. Tarihsel Perspektif

Norosirtirji tarihinin baglangici kabul edilen trepanasyon islemi, kafatasi kemiginin bir kisminin
kan damarlari, meninksler ve beyin gibi yumusak dokulara zarar verilmeden ¢ikarilip alinmasi
olarak tanimlanan antik bir cerrahi miidahale seklidir. Trepanasyon islemine ait kanitlar
Anadolu dahil diinyanin bir¢ok noktasindan elde edilmis olup, Mezolitik déneme kadar
tarihlenmekle birlikte, bu prosediiriin ilk tibbi agiklamasi Hipokrat (MO 460-355) tarafindan
belgelenmistir (Tsermoulas ve dig., 2014; Moghaddam ve dig., 2015). Kafa travmalari, omurga
kiriklari, hidrosefali, fonksiyonel cerrahi gibi nérosirurjik patolojiyle ilgili ¢ok sayida konuyu
ele alan ve El-Zehravi (936-1013) tarafindan kaleme alinan Kitab al-Tasrif isimli eserde beyin
timorlerinin trepanasyonla ¢ikarilmasma yonelik teknik anlatimlara rastlanmaktadir
(Ghannaee Arani, 2012). Primer beyin tumorinin ilk kontrolll rezeksiyonu ise 1884 tarihinde
Rickman Godlee tarafindan gerceklestirilerek glioma cerrahisinde dnemli bir adim atilmigtir

(Kirkpatrick, 1984).



Bilimsel yontemlerin kabulii, klinik c¢alismalardaki ilerlemeler ve 1sik mikroskobu gibi
ekipmanlarin gelistirilmesi sonucu insan hastaliklarin1 incelemek igin yeni firsatlar
yaratilmasiyla tip alaninda ¢i1g1r acici adimlar atilmaya baslanmistir. Makroskopik arastirma
donemlerinde gliomalar normal beyin dokularina benzerlikleriyle Ingilizler tarafindan
“medullary sarcoma”, Fransizlar tarafindan “encéphaloide” ve Almanlar tarafindan “fungus
medullare” olarak adlandirilmistir (Scherer, 1940a). 1800’11 yillarin ortalarinda ilk kez Rudolf
Virchow, Theodor Schwann ve Robert Remak gibi 6nde gelen nérobilimciler tarafindan glial
hiicreler tanimlanmistir (Ndubaku ve De Bellard, 2008). “Glial hiicre” ifadesi Ingilizce'de
“tutkal” anlamina gelen eski Yunanca “glia” kelimesinden tiiretilmistir. Patolojik olarak glioma
teriminin ortaya cikisi ise noroglialarin kesfinin ardindan gergeklesmis ve neoplazmalarin
mikroskobik arastirmalarina yonelik donemin baslamasina oncili olmustur. Ayrica Virchow
calismalariyla gliomalarin giiniimiizde diisiik ve yiiksek dereceli olarak kabul goren iki gruba
ayrimini saglamistir (De Angelis ve Mellinghoff, 2011). Daha sonra calismalar gliomalarin
histogenetik konumlarini, genel morfolojilerini ve karakterizasyonlarini saptamak amaciyla hiz
kazanmistir. Stroebe, gliomalarin ilk ger¢cek detayli mikroskobik tasvirini yaparak, glioma ve
sarkoma arasindaki temel davranis farkliliklarini dogrulamistir (Ziilch, 1986). 1926 yilinda
Percival Bailey ve Harvey Cushing’in ¢ikardigi, glioma grubu tlimdrlerin prognoz
caligmalariyla iliskili histogenetik temeli lizerine siniflandirilmasini konu alan yayin, 6nemi ve
pratik alanda kullanim basarisi nedeniyle diinya capinda biiylik ilgi gérmiistiir (Bailey ve
Cushing, 1926). Noropatolog Scherer ilk olarak 1938'de primer ve sekonder glioblastoma
kavramlarini 6ne siirmiis ve 1940'lara kadar bu konuyla ilgili bir dizi makale yaymlamistir

(Scherer, 1938, 1940a, 1940b).

2.1.1.2. Siniflandirma ve Epidemiyoloji

Gegtigimiz yiizyilda, beyin tiimorlerinin siiflandirilmasi tiimérlerin kokenlendigi varsayilan
hiicrelere ve bunlarin farklilasma diizeyleri ile mikroskobik benzerliklerine gore olusturulan
histogenez konseptine dayaniyordu (Gupta ve Dwivedi, 2017). Ancak bu degerlendirme ¢ogu
zaman kesin sonucu ortaya koyamadigindan, gliomalarin siniflandirilmasina yonelik ortak ve
net bir goriise ihtiya¢ duyulmustur. Diinya Saglik Orgiitii (“World Health Organisation”, WHO)
diinya capinda, siniflandirma i¢in beyin tiimorlerinin mikroskobik 6rneklerini elde etmek tizere
yaklasik 300 patologdan olusan 23 merkez istihdam etmis ve 1979 yilinda Merkezi Sinir

Sistemi (MSS) Tiimorlerinin WHO Siniflandirmasinin ilk baskisini yayinlamistir.



Ardindan 1982, 2000, 2007 ve 2016°da giincellemeler yapilarak siniflandirma genisletilmistir
(Thawani ve Brem, 2016). Bu glincellemeler son yirmi yilda yapilan ¢alismalarda beyin timor
olusumunun genetik temelini acgikliga kavusturulmasiyla miimkiin olmustur (Louis, 2012).
2016 MSS WHO smiflandirmasi, Tablo 2.1'de 6zetlenmis olup, 2007 yili 4.Baskinin bir
giincellemesini sunmaktadir. ilk kez, MSS tiimérlerinin WHO siniflandirmasinda, bir¢ok timor
varligin1 tanimlamak i¢in histolojiye ek olarak molekiiler parametreler kullanilmistir, boylelikle
tiimor tanisinin molekiil diizeyinde nasil yapilandirilmasi gerektigine dair bir konsept formiile

edilmistir (Louis ve dig., 2016).

Tablo 2.1: 2016 yilina ait gliomalarda WHO sinmiflandirmasi (Reifenberger ve dig., 2017).

Timoér simiflandirmasi WHO timor derecesi
Difliz astrositik ve oligodendroglial timdrler

Difliz astrositom, IDH-mutant
Gemistositik astrositom, IDH-mutant

Difliz astrositom, IDH-wildtype Il
Difiiz astrositom, tanimlanmamis 1l
Anaplastik astrositom, IDH-mutant 11
Anaplastik astrositom, IDH-wildtype 1l
Anaplastik astrositom, tanimlanmamig 11
Glioblastom, IDH-wildtype

Dev hiicreli glioblastom

Gliosarkom

Epitelioid glioblastoma
Glioblastom, IDH-mutant (\Y4
Glioblastom, tanimlanmamis v
Difliz orta hat gliom, H3-K27M mutant v
Oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q kayipl Il
Oligodendrogliom, tanimlanmamig 1
Anaplastik oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q kayiph 1l
Anaplastik oligodendrogliom, tanimlanmamis 1l
Oligoastrositom, tanimlanmamis 1
Anaplastik oligoastrositom, tanimlanmamig 11
Diger astrositik tiimorler

Pilositik astrositom
Pilomiksoid astrocytoma

Subependimal dev hucreli astrositom |
Pleomorfik ksantoastrositom Il
Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom 1l
Ependimal timérler
Subependimom |
Miksopapiller ependimom |

Ependimom
Berrak hcreli ependimom
Papiller ependimom
Tanisitik ependimom

Ependimom, RELA fiizyon gen pozitif /1l
Anaplastik ependimom 1l

Diger gliomlar
Kordoid gliom (lokalizasyon-3.ventrikiil) 1
Anjiyosentrik gliom |
Astroblastom -




Gliomalar, merkezi sinir sisteminde herhangi bir lokasyonda bulunabilmekle birlikte, 6ncelikle
beyinde bulunan glial dokuda ortaya ¢ikmaktadir. Gliomalar tipik olarak malign karakterde olsa
da, bazi tiirleri siirekli olarak malignite gostermemekte ve bu davranislarina gére WHO
derecelendirmesi | — IV arasinda degisiklik gostermektedir. Eriskinlerde en sik goriilen
gliomalar arasinda astrositomalar, oligodendrogliomalar ve oligoastrositomalar sayilabilir
(Ostrom ve dig., 2014). Primer beyin tiimdrleri ve gliomalarin tiplerine gére dagilimi Sekil
2.1°de verilmistir. Glioblastoma Multiforme (GBM) astrositik soyun en agresif difiiz timorii
olup, WHO siniflamasina dayali olarak smif IV glioma olarak kabul edilir. GBM tim
gliomalarin %54'linii ve tiim primer beyin tiimdrlerinin %16'sin1 olusturan en yaygin malign
glioma grubudur. Sadece 15 aylik bir ortalama sagkalim ile tedavi edilmesi zor bir timor olarak
kabul edilmektedir (Tamimi ve Juweid, 2017).

Oligoastrositik Diger
Pilositik
Astrositoma _

Oligodendroglioma

Anaplastik
Astrositoma

Ependimal _

Difiiz Astrositoma _

Glioma Malignant

Sekil 2.1: Tiplerine gore primer beyin tiimorleri (sol) ve subtiplerine gore gliomalarin (sag) dagilimi
(Nilsson ve dig., 2018).

Beyin tiimorlerine ait insidans grafikleri Sekil 2.2’de verilmistir. Buna gore beyin ve santral
sinir sistemi tiimorlerinin Tiirkiye’deki yillik insidansi, 20 yil igerisinde yiiksek bir artis
gostermistir. Son verilere gore hastalik insidansi kadinlar i¢in 100.000°de 5.1, erkekler i¢in ise
100.000’de 6.1 seviyelerinde seyretmektedir. Diinya genelinde ise beyin tumérlerinin gorilme
orani iilkelere gore degisiklik gostermekle birlikte, Cin ve Amerika gibi gelismis ekonomilere
sahip tilkelerde dikkat ¢ekici bir insidans grafigi sergilemektedir. En yiliksek hastalik oranlari
erkekler ve kadinlar i¢in 85 ila 89 yas grubu arasinda goriilmekte ve oldukca diisiik sagkalim
oranlariyla dikkat ¢ekmektedir (Flowers, 2000).
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Sekil 2.2: Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (“International Agency for Research on Cancer”,
IACR) ve WHO datalar1 kullanilarak olusturulan insidans grafikleri.

(a) yillara bagli primer beyin tiimorii insidansi (b) primer beyin tiimorii insidansinin global haritalamasi
(c) primer beyin tiimdrlerinin en ¢ok goriildiigii 15 iilke ve insidansa bagli siralamalari

2.1.1.3. Histopatoloji ve Molekuler Patogenez

Temel elemanlar1 mikroglialar, astrositler ve oligodendrosit soyu hiicreler olan glial hiicreler,
memeli beyninin biiyiik bir boliimiinii olusturur. Baslangicta ndronlar i¢in birlestiricilikten
baska bir islevi olmadig1 kabul edilen glial hiicrelerin olasi ek rolleri hakkinda yapilan
arastirmalarla birlikte, beynin gelisiminde ve islevinde kritik bir fonksiyona sahip oldugu
saptanmistir (Nagelhus ve dig., 2013; Jikel ve Dimou, 2017). Glial hiicre disfonksiyonunun
otizm, sizofreni, agr1 ve ndrodejenerasyon gibi ¢esitli nérolojik hastaliklara katkida bulundugu
gosterilmistir (Miller, 2004; Ji, 2013; Bernstein, 2015; Petrelli, 2016). Immiinohistokimyasal
caligmalar gliomalar ve beyindeki normal glial hiicreler arasinda histopatolojik benzerlikler
oldugunu gostermistir. Bu durum bir yiizyll once gliomanin bir glial hiicre tipinden
kaynaklandig1 varsayiminin ortaya atilmasinda sebep olmustur. Ancak glial kok ve progenitor
hiicrelerin kesfinin ardindan, gliomalarin kokenine dair yapilan ¢alismalarda olgunlagsmamais

glial hiicrelerin bunda fonksiyonu oldugu fikri 6ne ¢ikmustir.
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Gliomadan-tiirevlenen kanser kok hiicrelerinin (“glioma-derived cancer stem cells”) veya
glioma-baslatict  hiicrelerin  (“glioma-initiating cells”) yiiksek dereceli gliomalarda
tanimlanmasi, gliomanin kaynagi olarak olgunlagsmamis glial hiicrelerin sorumlu oldugunu

destekleyici nitelik tagimaktadir (Jiang ve Uhrbom, 2012).

Neoplastik transformasyon, insan sinir sisteminin tiim glial hiicre tiplerinde ortaya ¢ikmakta ve
cok c¢esitli klinikopatolojik tipler ve morfolojik varyantlar tiretmektedir. Tiim gliomalar,
ozellikle difiiz infiltratif astrositomlar, daha az farklilagmis ve daha malign bir fenotipe dogru
dogal bir ilerleme egilimine sahiptir. Diger dokularda oldugu gibi, bu baskalasim genetik
degisikliklerin ardisik ve kiimiilatif birikimini yansitmaktadir (Kleihues ve dig., 1995). Farkli
loblardaki gliomalarin gelisiminin, glial doku hacmiyle iligkili oldugu ve gliomalarin anatomik
lokasyonlarindaki farkliliklarin agiga cikarilmasinin gliomalarin etiyolojisi ve patogenezi
hakkinda bazi detaylar saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ornek olarak, travmatik olaylarmn
veya cep telefonlarindan kaynaklanan elektromanyetik radyo frekansi alanlarina maruz
kalmanin, gliomalarin belirli lokasyonlarda gelisimine yol agabilecegi gosterilmistir (Yang ve
dig., 2017). 2015 yilinda gercgeklestirilen bir ¢alisma, gliomalarin beynin esas olarak 6n
subkortikal yapilarinda, daha sonra parietal, temporal loblarda ve kiigiik oranda oksipital

loblarda (Sekil 2.3) ortaya ¢iktigin1 géstermistir (Oslobanu ve Florian, 2015).

Parietal lob

Oksipital lob
Frontal lob
Temporal lob

Pons -Serebellum

o Medulla oblongata

© 2004 American Society of Clinical Oncology

Sekil 2.3: Beyin anatomisini gosteren illUstrasyon.



12

Molekiiler patogeneziyle ilgili yapilan c¢alismalarda, gliomalar i¢in genomik yapinin
gelistirilmesi ve fonksiyonel sonuglarinin daha iyi anlagilmasi, i¢sel olarak tutarli molekiiler
smiflandirma etiketlerinin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu baglamda, O-6-Metilguanin-
DNA Metiltransferaz (MGMT) promotoriiniin metilasyonu, izositrat dehidrogenaz 1/2 (IDH1/2
mutasyonlari, 1p/19q delesyonlari, anormal epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve
Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) yolaklari, anormal p53/Retinoblastoma (Rb) yollari, kanser kok
hiicre belirtegleri ve mikroRNA'larin prognostik ve prediktif molekiiler belirtegler olarak

gliomalarin saptanmasinda kullanilabilecegi gosterilmistir (Sekil 2.4).

miRNA 10q kayin
\ EGER amplifikasyonu
PTEN mutasyonu
"Self-renewal” Niral/glial PIK3E]1 mutasyonu
alctivite farkhlasma PIK3CA mutasyonu
NF1 alterasyonu
/\ IEN4alARF kayin
Niral kilk hiicre MDM2/MDM4 amplifilasvonu
Glial progenitir Primer / de novo GEM
Kik hiicre belirtecleri MGMT
-CD133 Kemoterapitik etki modiilatirii
Nestin 1
-Sox2
-Musashi-1 Ananlastik
Difii : |::> Anaplas
B pS3 mutasyonu astrositoma astrur;ituma E[> Sekonder GEM
7q kazanimn 0p/19g kayn 10q kayh
IDH 1/2
mutasyonu
Premalignant Oligoastrositoma |:> rﬁnaplast'tk |:> GEMO
hiicreler PDCF oligoastrositoma
PDGFR +7/-10
-1p/-19q
asir1 anlatim +711p
diger
1p/19q kayh iwodemdrosli Anaplastik .
Olig roglioma E> oligodendroglioma GRADEIV
GRADED GRADE III

Sekil 2.4: Insan yiiksek dereceli gliomalar igin dnerilen genetik degisiklikler, anormal sinyal yollar1 ve
terapotik modiilatorler (Masui ve dig., 2012).
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2.1.2. Tan1 ve Tedavi Standartlari
2.1.2.1. Teshis ve Goriintiileme

Diger beyin tiimorlerinde oldugu gibi malign gliomalar1 olan kisiler ¢ok ¢esitli norolojik
belirtilere, semptomlara ve fonksiyonel kisitliliklara sahiptir. Bunlar hastalifin seyrine,
seviyesine ve yapisal ozelliklerine gore degiskenlik gostermekle birlikte, cogu hastada yiiksek
frekansta meydana gelmektedir (Blakeley ve dig., 2016). Diisiik dereceli gliomalarda en yaygin
goriilen belirti ve semptomlar: ndrolojik muayene bulgulari, epilepsi, bolgesel ndrolojik
kayiplar, néro-endokrin rahatsizliklar, papilddem ve beyin tiimoriine sahip hastalarin neredeyse
yarisin1 etkileyen bas agrist durumudur (Whittle, 2004). Norolojik muayenelerde felg,
ekstremite zayiflig1 ya da davranis degisiklikleri gibi bulgularin goriildiigii hastalarda, malign
glioma gelisimi 3 ayda, yavas gelisen diisiik dereceli tiimorler igin, 6 aya kadar gecen bir siire

icerisinde saptanmaktadir (Hochberg ve dig., 2014).

Goriintiileme yontemlerinden biri olarak 1950°1lerde kullanilmaya baglanan direkt radyografi,
primer tiimorlerin degerlendirilmesi i¢in gliniimiizde siklikla kullanilmamaktadir. Sadece
kalvaryuma kadar taginan beyin tiimorlerinde, X-ray sonuglari (Sekil 2.5/A) kafatasi
erozyonuna bagl degisiklikleri gosterebilmektedir. Ancak hastanin optimal tedavisi i¢in sadece
lezyonun taninmasi degil, ayni zamanda beyin tiimoérlerini taklit eden diger hastaliklardan
ayristirilmas1 da gereklidir. Son 30 yilda, ileri tibbi teknolojilerin gelismesinde biiyiik bir
ilerleme kaydedilmistir. Bilgisayarli tomografi (“Computerized Tomography, CT), manyetik
rezonans goriintiileme (“Magnetic Resonance Imaging, MRI) ve néronavigasyon tekniklerinin
ortaya ¢ikmasi, glioma lokasyonunun ve tiirliniin dogru bir sekilde belirlenmesini saglayarak

uygun tedavinin se¢ilmesini miimkiin kilmaktadir (Kelly, 2010).

CT akut durumda kullanilan n&ro-gorintileme modalitesidir ve genellikle intrakraniyal
bozukluk semptomlari olan hastalarda yapilan ilk c¢alismadir. Ancak beynin Kesitsel
goriintlilerini (Sekil 2.5/B) yansitan bir tiir X-1s1n1 testi olan CT’nin tiimorleri belirlemede
yetersiz oldugu, tiimor hacimlerini normalden kii¢iik olarak saptadigi ve olas1 tiimorlerin

dozajin altinda kaldig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Prabhakar ve dig., 2007).
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Sekil 2.5: (A) Kafatas1 kemik erozyonunu gosteren X-ray (B) i¢ tabaka erozyonunu ve dis tabakanin
intraossedz lezyondan incelmesini gosteren CT (Kim ve dig., 2015).

MRI beynin ayrintili goriintiilerini (Sekil 2.6) olusturmak i¢in manyetik alan ve radyo dalgalari
kullanan tehlikesiz bir 6l¢iim metodudur. Malignant gliomalarin tanisinda yiliksek derecede
guvenilirlik sagladig: i¢in neoplastik yayilimin tam kapsaminin degerlendirilmesinde, yanlis
tan1 riskinin en aza indirilmesinde ve tiimor veya tedavinin potansiyel komplikasyonlarinin
belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir (lon-Margineanu ve dig., 2017). Cogu vakada MRI’1n,
bir X-ray, CT taramasi ya da ultrason ile goriilemeyen beyin boliimlerinin net goriintiilerini

saglayabildigi ortaya konmustur (Runge ve dig., 2015).

Pozitron emisyon tomografisi (PET) ise, 6zellikle radyoaktif olarak etiketlenmis amino asitlerin
saptanmasina bagli olarak goriintiilleme yapmasindan dolay1 yiiksek bir afiniteye sahip olan,
gliomalarin tanis1 ve tedavi planlamasinda dogru belirlemelere imkan taniyan bir niikleer tip

yontemidir (Verger ve Langen, 2017).

Sekil 2.6: Coziiniirliigh artirtlmis goriintiileme teknolojileri (A) MRI, (B) Kontrasti artirtlmig MRI, (C)
18F-Fluciclovine-PET.
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Goriintiileme yontemlerinin disinda gliomanin histopatolojik tanim1 mikroskobik morfolojisine
dayanmaktadir. Gliomanin lokasyonuna bagli olarak, beyin tiimoriiniin Kguk bir boluma bir
igne ile veya biyopsi ile ¢ikarilarak, malign veya benign olup olmadigi mikroskopik
yontemlerle analiz edilmektedir. Malignant gliomalar tipik olarak biytk ttmorlerdir.
Genellikle kalin, diizensiz kenarlara ve hemorajik bir bilesene sahip olabilen merkezi bir
nekrotik bolgeye sahip olan bu tiimorler, neoplastik hiicreler tarafindan infiltrasyona sahip
vazojenik tip oOdem ile cevrilidir (Gaillard, 2018). Gunimizde beyin tlimaorlerini
degerlendirmek icin klinik uygulamada iki non-invaziv tibbi goriintiileme teknigi, MRI ve PET-
CT, goriintillemenin temel yolu olarak kullanilmasina ragmen, kesin tani histopatolojik

sonuglara gore konulmaktadir (Diwanji ve dig., 2017; Gandia ve dig., 2017).
2.1.2.2. Guncel Tedavi Yontemleri

Malignant gliomalara yonelik tedavinin se¢ilmesi birgok faktore baglidir. Bu faktorler, hastanin
pre-operatif islev diizeyi, performans durumu, yas ve hasta ile tedavi eden hekimlere sunulan
kaynaklar olarak belirtilmektedir. Postoperatif radyasyon terapisinin tek basina uygulanmasi
2005’e kadar standart tedaviyi olusturmaktaydi, ancak pivotal faz III denemelerinin
sonuclanmastyla konkominant temozolomid (TMZ) kemoterapisinin radyasyonla birlikte
uygulandiginda daha etkili oldugu dogrulanmistir (Stupp, 2009). Su an i¢in standart tedavi;
tiimoriin cerrahi rezeksiyonunu takiben oral alkilleyici kemoterapi ajan1 TMZ (Temodar®)
uygulamasi ve eszamanli uygulanan radyasyon terapisi ile TMZ adjuvan kemoterapi olarak

belirlenmistir (Davis, 2016).

Gliomalar halen beyin cerrahlar1 i¢in dnemli bir zorluk teskil etmektedir. Hastalik kontrolii ve
tekrar niiksetmesinin Onlenmesi, tibbi ve cerrahi tedaviler ile saglanmaya c¢alisiimaktadir.
Cerrahi tedavi ile ilgili olarak, daha iyi sonuglar elde etmek ve sagkalim oranlarini artirmak i¢in
neoplazm rezeksiyonunun 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (Barone ve dig., 2018). Cerrahi
miidahelenin amaci tiimdr rezeksiyonunu maksimize etmek ve norolojik morbiditeyi en aza
indirmek olmaktadir. Bu durum “onko-fonksiyonel denge” olarak tanimlanmakta ve gliomalar
icin fonksiyonel haritalama destekli rezeksiyon gibi yeni gelistirilen cerrahi islemlerle
uygulanmaktadir (Fernandez Coello ve dig., 2013). Fonksiyonel haritalama; primer konusma,
motor veya duyu korteksinin rezektif uygulama esnasinda zarar gormemesi amaci ile 6nceden

belirlenmesi anlami1 tasimaktadir.
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Anti-vaskiler endotelyal blyime faktori-A antikoru bevasizumab (Avastin®), Amerika
Birlesik Devletleri de dahil olmak {izere bircok iilkede rekiirren glioblastomlu hastalarin
tedavisi i¢in onaylanmistir. Damar yoluna verilen bu ilag, yeni kan damarlarinin olusumunu
durdurmakta, tiimore ulasan kan akisini kesmekte ve bu sayede tliimor hiicrelerini
Oldiirmektedir. Glioblastomada, randomize bir faz II ¢alismasi, lomustin ile kombine
bevasizumabin tek basina lomustin ile karsilastirildiginda hayatta kalma oranini arttirdigini
gostermistir (Wenger ve dig., 2017). Kemoterapotik veya diger terapilerin lokal olarak
verilmesi uzun zamandir ilgi ¢eken bir aragtirma konusu olmustur. Karmustin ilag kapsulleri
yara iyilesmesi konusunda bir miktar umut vadetse de, kisith etkinligi nedeniyle kullanimi

sinirlanmaktadir (Westphal ve dig., 2003).

GBM i¢in lokal ilag uygulamasina yeni bir yaklasim olusturmak amaciyla Rowland ve
arkadaglari, intrakraniyal kemoterapi i¢in potansiyel olarak kullanilabilecek hidrojel bazli yeni
bir tasiyict hazne ortami {izerinde c¢alismislardir. 2018 mayis ayinda yayinlanan sonuglarda

sistemin giivenilirligi ve avantajlar1 ortaya konarak yeni bir tedavi araci tanimlanmistir

(Rowland, 2018).

Gliomalarin tedavisinde 6nemli ilerlemeler, medikal ve cerrahi tedaviler ile elde edilmistir.
Gilinlimiizde neoplazmin maksimum rezeksiyonu daha iyi sonuglar ve hayatta kalma oranlari
kazanma agisindan halen en biilylik 6neme sahip uygulamadir. Bu nedenle rezeksiyon iglemini
daha giivenli hale getirmek ve verimini maksimuma ¢ikarmak {izere ¢aligsmalar yapilmaktadir.
Ozellikle mikrocerrahi ydntemlerinin gelistirilmesine yonelik beyin-haritalama tekniklerinin
kullanilmas: i¢in diinyanin en giigli MRI makinelerinin gelistirilmesi insan beyninin
goriintiilenmesinde sinirlar1 zorlamaktadir (De Martino, 2018). Ayrica glioma tedavisinde
tiimorii ortadan kaldirdiktan sonra kalan kanser hiicrelerine saldiran mikro parcaciklari islem
sirasinda implante etmek gibi, verimliligi artirmayr hedefleyen ¢alismalarla hedefe yonelik

tedaviler giindeme gelmektedir (Shankar ve dig., 2018).
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2.2. STRES PROTEINLERI

Is1 soku genleri, molekiiler saperonlar1 yani hiicrede “house-keeping” fonksiyonuna katilan
proteinleri kodlayan blyiik bir gen grubunun alt kiimesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
proteinler i¢in kullanilan “saperon” terimi, hiicrede istenmeyen protein agregatlart olugsmasini
Onleme islevlerinden dolayr benimsenmistir. Bu fonksiyonlarina ek olarak molekiiler
saperonlar, ¢ok alt birimli yapilarin katlanmasi, birlestirilmesi, tasinmasi ve yanhs katlanmis
veya agregat olusturmus proteinlerin degradasyonu islemlerinde de rol oynamaktadir. Sekil
2.7°de verilen bu fonksiyonlar normal hiicresel kosullar altinda 6nemli olsa da, molekuler
saperonlara olan asil ihtiyag hiicresel ve molekiiler yapilara potansiyel olarak zarar verebilecek

stres kosullar1 altinda ortaya ¢ikmaktadir (Serensen ve dig., 2003).

stres Losulu

katlanmuj protein katlanmsg protein
katlanmamuj protein
stres ko;ul'u
thlmmq otein i ka! Izmm; t
F vanlsy katlanmus protein ' g

stres ko;u]u -
W -> @% - @m\

katlanmug protein
hasarls protain

degradasyon

vyaranlara yanit olarak
¢ W

B 5
£ 5 . .‘
Qc% iﬁ » e
protain agragasyonu

yeni sentezlenen protein

ribozom

Sekil 2.7: HSP’lerin hiicredeki genel saperon islevleri (Fung ve Kong, 2017).
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1962 yilinda, Italyan genetik¢i Ferruccio Ritossa, 1s1 soku ve metabolik bir ¢dziicii olan 2,4-
dinitrofenol uygulamasinin, Drosophila melanogaster tiikiiriik bezlerinden elde ettigi politen
kromozomlarda, kendisinin "puffing” olarak tanimladigi, karakteristik bir patern olusturdugunu
bildirmistir. Isik mikroskobuyla yaptigi incelemelerde 1s1 soku sirasinda bu “puff’larin
bazilarinin normal regresyonunun da gozlendigine dikkat ¢ekmistir (Ritossa, 1962). 1974
yilinda yapilan arastirmada 1s1 sokundan sonra sentezlenen bu proteinler incelenmis ve 1s1 soku
proteinleri (“Heat Shock Proteins, HSPs) ya da diger bir adiyla stres proteinleri ilk kez
tanimlanmistir (Tissiéres, 1974). Bu gozlemlerin tizerine HSP’lerin 1s1 degisimleri ile selektif
indiiksiyonunun yalnizca meyve sineklerine 6zgii oldugu diisiiniilmustiir. Daha sonra 1978'de,
1s1 sokunun kus ve memeli hiicre kiiltlirlerinde benzer proteinlerin sentezini indiiklediginin
kesfedilmesiyle, bu yanitin tiirler arasinda gen regiilasyonunun korunmus bir sistemi oldugu
fikri ortaya atilmistir (Kelley ve Schlesinger, 1978). Bu 6nemli kesifler giinlimiiz biyoloji ve
tip disiplinlerinin bir¢ok alanini etkileyen HSP'lerin yapilarinin aydinlatilmasina ve bunun yani

sira insan hastaliklartyla olan iliskilerinin zaman igerisinde anlasilmasina onciiliik etmistir.

Sekil 2.8’de betimlendigi tizere 1s1 stresi, aktin filamentlerini (mavi) stres fiberlerine
dontistiirerek ve diger filamentlerin (mikrotiip) agregasyonuna neden olarak hiicre iskeletine
zarar vermektedir. Golgi ve endoplazmik retikulum (beyaz) gibi organeller parcalanmakta,
mitokondri (yesil) ve lizozomlarin (sari-beyaz) sayisi ve biitlinliigii azalmaktadir. Sitoplazmada
ribozom (sar1) alt birimleri, protein ve RNA'lardan olusan biiyilik graniiler birikmeler (altigen
ve spagetti stili, turuncu ve sar1) gozlenmektedir. Son olarak, membran morfolojisinde degisim,
zar proteinlerinin agregasyonu ve membran akigkanliinda goriilen artigla birlikte hiicre

dongiisiiniin durdurulmasina sebep olmaktadir (Richter ve dig., 2010).

Sekil 2.8: Is1 soku stresinin 6karyotik hiicre organizasyonuna etkileri.
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Is1 soku uygulamasi igin; standart kosullarda (37°C'da) tutulan memeli hicrelerinin, 40°C'in
tizerindeki sicakliklara maruz kalmasinin sicaklik artisina paralel olarak hiicre 6liimlerinde
artiga yol agtig1 gosterilmistir (Hahn, 1974). Bu ¢alismadan sonra izlenen proliferatif kapasite,
hiicre sagkaliminin bir 6l¢iisii olarak kullanilmis ve g¢aligmalarda uygulanan 1s1 sokunun
derecesi ve siiresi bu faktére gore belirlenmistir. Bu fenomen termotolerans olarak
adlandirilmaktadir (Henle ve Dethlefsen, 1978). Hiicrenin gecici termotolerans kazanmasinin,
bir dizi HSP'nin indiiklenmis sentezi ile siki1 bir sekilde iligkili oldugu ilerleyen zamanlarda

ortaya konmustur (Li ve Werb, 1982).

HSP'ler bugiine kadar ¢alisilan tiim yasam formlarinda (Bakteriler, Arkeler ve Okaryotlar)
varliklar1 kanmitlanmis evrimsel olarak korunmus bir protein ailesidir (Feder, 1999a). HSP'lerin
farkli dokular, organlar, organizmalar veya ekolojik ve evrimsel olarak strese maruz kalan daha
yiiksek taksonlar arasinda nasil ve neden farklilastigi uzun yillar boyunca arastirmacilarin

dikkatini ¢ekmistir (Feder, 1999b).

Guniimuzde molekiiler saperonlar ve HSP’lerle ilgili yapilan ¢alismalar ve aragtirmacilarin
ortak cabalar: sayesinde bulgular dikkate deger bir yogunluga ulasmistir. Bakteriler Gizerinde
yapilan bir ¢alismada, HSP Gretimi olan bakterilerin daha zorlu sicakliklarda biiytiyebildigi ve
HSP'lerin dogal protein yapisina zarar veren bu sicaklik kosulunda hiicreyi 6lumden
kurtarabildigi gésterilmistir. Bu etki sayesinde, bakterinin bulundugu ortamdan insan viicuduna
transferi sirasinda hayatta kalmasinin miimkiin olabildigi diisiiniilmektedir. Diger taraftan,
insanda bulunan HSP’nin bakteriyel homologunun, bagisiklik hiicreleriyle etkilesime
girebildigi ve mide kanseri veya lepra gibi lezyona sahip hastaliklara yol agan otoimmin

tepkiye neden olabildigi sonucu ortaya konulmustur (Maleki ve dig., 2016).

Arkelerde yapilan bir ¢alismada, termoasidofilik bir arke olan Sulfolobus solfataricus P2'nin
HSP20 genini kodlama bolgesi, bir plazmid vektoriine klonlanmis ve Escherichia coli’de asirt
anlatiminin hiicreyi termostresten korudugu saptanmistir (Li ve dig., 2011). Hipertermofilik
arkelerde termotolerans ile ilgili yapilan sinirlt sayidaki aragtirmada, bu ekstremofillerin, ayri
bir filogenetik alanin iiyesi olmalar1 ve ekstrem kosullar altinda yasamak igin evrimlesmeleri
sebebiyle, HSP’lerle alakali ¢alismalara yeni bir bakis a¢is1 saglayabilecekleri one siirtilmiistiir
(Trent, 1996). Ancak arkelerdeki stres genleri hakkinda saglanan guncel bilgiler, henliz bakteri

ve Okaryotlarda elde edilenlerden ¢ok daha sinirlidir.
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Okaryotik 1s1 soku tepkisi ise, termal ve diger gevresel streslerin mevcudiyetinde bir dizi
sitoprotektif genlerin sentezi ile sonuglanan, eski ve olduk¢a korunmus bir transkripsiyonel
program olarak 6nem arz etmektedir. Saccharomyces cerevisiae, bu temel stres tepkisinin
diizenleyici 6zelliklerinin kesfini gergeklestirmek icin dnemli bir model olarak gorilmekte ve

HSP ¢alismalarinda ¢okg¢a kullanilmaktadir (Verghese ve dig., 2012).

Yeni sentezlenmis polipeptidlerin  katlanmasi gibi HSP'nin ana islevleri, sitosolde
gergeklestirilir. Sitosoliin yan1 sira HSP'ler endoplazmik retikulum, mitokondri ve nikleus gibi
organellerde de yer alarak protein homeostazinda dinamik roller oynayabilirler (Tytell, 1986).
Hiicre stres yanitinin kesfinden, protein katlanmasindaki rolleri ve hiicre i¢i mekanizmalarinin
anlagilmasina kadar gecen siire icerisinde, yaygin paradigma stres proteinlerinin hiicre ici
proteinler olduguydu. Ancak yapilan ¢aligmalarda, salgilanan molekiiler saperonlarin buytk bir

islev yelpazesiyle hiicreler aras1 sinyal molekiilleri olarak gorev aldig1 ortaya ¢ikarildi.

Kokenine ve mobilitesine bagli olarak, bir molekiiler saperon farkl sekillerde tanimlanabilir

(Macario ve dig., 2013):

» Otokton: kdkenlendigi yerde bulunuyor ve gérev yapiyorsa
> Import: bulundugu yer kdkeni ile aym degilse
» Sesil: baska bir yapiya, 6rnegin hiicre zarina, baglanmissa

» Mobil: Viicut sivilarinda ya da hiicreler aras1 ortamda hareketliyse

Ek olarak, saperonlar diger molekiillerle fonksiyonel kompleksler olusturma kapasitelerine
gore de siniflandirilabilir. Buna gére saperon roliinii tek basina yerine getirdigi durumda tek;
diger saperonlar, ko-saperonlar ve/veya ko-faktorler ile bir “Saperon Takim" olusturmasi

durumunda ise sosyal grupta yer alir (Czarnecka ve dig., 2006).

Ancak HSP’ler i¢in kullanilan temel isimlendirme, bilylik 6l¢iide Insan Genom Organizasyonu
(“Human Genome Organisation”, HUGO) Gen Nomenklatiir Komitesinin atadig1 terminolojiye
dayanmaktadir (Kampinga ve dig., 2009). Bu genlerin ve {irlinlerinin bir¢ogu, dizilis
homolojisine ve tipik molekiiler agirligina dayali olarak ailelere atanmistir: HSP100, HSP9O0,
HSP70, HSP60, HSP40 ve kiigiik HSPler (“small HSPs”, sHSPs). Okaryotlarda her HSP ailesi
indUklenebilirlik, hiicre i¢i lokalizasyon ve fonksiyon bakimindan farkli olan birden fazla

tiyeden olugmaktadir. Bu aileler ve major iiyeleri Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2: HSP aile isimlendirmesi ve bulunduklar1 lokasyonlar (Zorzi, 2011'den revize edilmistir).

AILE ORGANIZMA SAPERONLAR LOKASYON
E.coli ClpA, B, C Sitosol
HSP100 S.cerevisiae Hsp104 Sitosol “
6-7mer
E.coli HtpG Sitosol
S.cerevisiae Hsp83 Sitosol Q,
HSP90 fnsan Hsp90 Sitosol, Nukleus -
GRP94 ER Diitier
TRAP1 Mitokondri
E.coli DnaK Sitosol
S.cerevisiae Ssal-4 Sitosol
HSC/HSPT70 Ssbl,2 ER,
Kar2, Sscl Mitokondri
Insan Hsc70, Hsp70 Sitosol, Nukleus, Monomer
BIP, mHsp70 ER, Mitokondri
E.coli GroEL/ES Sitosol
HSP60 S._cerevisiae Hsp60 Mitokondri .
!3|tk| Cpn60 Kloroplast 14-mer
Insan Hsp60 Mitokondri
E.coli dnaJ Sitosol o
HSP40 §.cerevisiae Ydjl Sitosol N (R
Insan Hdj1, Hdj2 Nukleus
E.coli IbpA, IpbB Sitosol (aa
[nsan Hsp27, kristalin Sitosol 'vw)
SHSP oy
8-24mer

sHSP’ler, 12-43 kDa'lik molekiiler kiitleye sahiptir ve C-terminal domenlerinde, "a-kristalin
domeni" olarak adlandirilan yiiksek oranda korunmus 80-100 amino asitlik bir uzanti ile
karakterize edilirler. Hsp27, aA- ve oB-kristalin gibi sHsp ailesinin bazi iiyeleri biiyik
oligomerik yapilar olustururarak in vitro protein agregasyonu ve 1s1 inaktivasyonunu inhibe
eder, anti-apoptotik aktivite gosterir ve aktin mikrofilamentlerinin stabilizasyonu araciligiyla

stres toleransinda rol alirlar (Bakthisaran ve dig., 2015).

Cogu durumda HSP40'lar, yiiksek Olglide korunmus J-domeni ile karakterize edilen
homodimerik proteinlerdir. HSP40 ailesi iiyeleri, katlanmamis ve yeni tiretilen polipeptitlerin
hidrofobik kalintilarina kendileri baglanarak veya ortak substratlart HSP70'ler ile birlikte
calisirlar. Ko-saperon olarak Hsp40 proteinlerinin ana islevi, Hsp70 proteini araciligiyla

adenosin trifosfat (ATP) bagimli polipeptit baglanmasini regiile etmektir (Fan ve dig., 2003).
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HSP60 ailesi proteinlerin yapilari, merkezi simetri diizlemi olan fi¢i-benzeri bir kompleks
icinde dimerize olan heptamerik halkalardan olusur. HSP60, mitokondriyal matrisin bir pargasi
olup, membran translokasyon mekanizmasi araciligiyla mitokondriyal matrise taginan yeni
tiretilmis mitokondriyal proteinlerin katlanmasini kolaylastirir. Ayrica HSP10 ile olusturdugu
kompleksler, katlanmamis veya yanhs katlanmig protein formlarmin kendi dogal

konformasyonlarina geri donmeleri i¢in en uygun ortami saglar (Chandra ve dig., 2007).

Hsp70 saperonlari iki ana domenden olusmaktadir: N-terminal ATPaz domeni ATP'ye
baglanarak hidrolize olmasini1 saglarken, C-terminal domeni polipeptit baglanmasi i¢in
gereklidir. Bu saperonlar, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasi ve birlestirilmesi, yanlis
katlanmis proteinlerin diizenlenmesi, organellerde bulunan veya sekrete edilen proteinlerin
membran translokasyonu ve duzenleyici proteinlerin aktivitesinin kontroli dahil olmak Gzere

cok cesitli saperon islevlerine sahiptir (Sriram ve dig., 1997; Mayer ve Bukau, 2005).

HSP90 ailesinin proteinleri ii¢ yapisal domene sahiptir: orta domen, degisken yiiklii bir
baglayiciyla orta domene bagli olan ATP baglama boélgesini iceren N-terminal domen ve
Hsp90'm dimer formunu olusturmaktan sorumlu olan, yiiksek oranda korunmus bir MEEVD
motifi ile sonlanan C-terminal domen. Hsp90 saperonlari, steroid hormon reseptorleri, tirozin
kinazlar, serin/treonin kinazlarla etkileserek cesitli sinyal transdiiksiyon yollar1 i¢in gerekli olan
“client” proteinlerin katlanmasi ve aktivasyonuna aracilik eder (Chiosis ve dig., 2013; Jackson,

2013).

HSP100 proteinlerinin tiimii, belirli bolgelere eklenmis yapisal ilave domenlere sahip, AAA
modiilii olarak adlandirilan, korunmus bir yapisal ¢ekirdege sahiptir. Bu ¢cekirdek ATP-bagiml
protein katlama mekanizmasinin ¢aligsmasi i¢in gerekli olan “ATP yakitli bir motor” benzeri bir
islev goriir. Hspl00 molekiiler saperon ailesi, agregat olusturmus proteinleri yeniden
yapilandirmak ve yeniden etkinlestirmek icin essiz bir yetenek sergiler. Hsp100 aracili protein
disagregasyonu, Hsp70 ve Hsp40 ailelerinden gelen diger saperonlarin aktivitesi ile baglantili
olarak ¢alismaktadir (Maurizi ve Xia, 2004; Zolkiewski ve dig., 2012).
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2.3.1SI SOKU FAKTORU 1

Bakterilerden insanlara kadar tim organizmalarda evrimsel olarak korunan ve hicrelerde
proteostazi saglayan 1s1 soku yaniti (“Heat Shock Response”, HSR) oksitleyici maddeler,
toksinler, agir metaller, enfektif mikroplar ve 1s1 soku gibi hiicresel stres faktorleri tarafindan
indiiklenebilmektedir (Akerfelt, 2010). ilk olarak 1987 yilinda mayalarda kesfedilen 1s1 soku
faktorlerinin (“Heat Shock Factors, HSFs), HSR’yi transkripsiyon diizeyinde gergeklestirilen

bir regililasyon mekanizmasiyla kontrol ettigi bulunmustur (Sorger ve Pelham, 1987).

Bu yiizyilin baglarina kadar, HSF’lerin yalnizca HSP'lerin anlatimini diizenleyen, 1s1 sokuna
bagli bir transkripsiyon faktori oldugu disiiniilmiisti. Ancak yapilan yeni ¢alismalarla,
HSF'lerin gesitli gelisimsel olaylar1 ve hiicresel siirecleri etkiledigi, ayrica molekiler stres
kaynakli patolojik durumlarda rol oynadigi ortaya ¢ikarildi. Buna ek olarak HSF’lerin maya, C.
elegans ve Drosophila'larda hiicre blyumesi ve farklilasmasinda normal yasam siiresi boyunca
gerekli oldugu da arastirmalar sonucunda dogrulanarak, konstitiitif anlatimlarina dair bulgular

elde edildi (Morano ve dig., 1999; Hsu ve dig., 2014).

Yapilan immiinofloresans mikroskop analizlerinde, memeli HSF proteinlerinin 1s1 sokuna
maruz birakilmis ve birakilmamis olmak iizere her iki kosulda, bircok hiicre tipi i¢in
predominant olarak niikleusta yerlesim gosterdigi bulunmustur. Ancak bu gozlem stres kosulu
uygulanmamis hiicrelerin sitoplazmik fraksiyonunda bulunan HSF’lerden alinan sonuglarda
farklilik gostermistir. Bu da sitoplazmaya tasman HSF miktarinin kullanilan biyokimyasal
fraksiyonlama prosediirlerine gore degistigi sonucunu ortaya koymaktadir. Bu duruma getirilen
aciklama monomer HSF’nin fraksiyonlama sirasinda niikleustan ayrilirken, trimerik HSF’nin
ekstraksiyon sirasinda niikleusta bulunan DNA’ya sikica bagli olarak kaldigi seklindedir
(Mercier, 1999).

HSF ailesi gilincel siniflandirmaya gore bes liyeden olugsmaktadir: HSF1, HSF2, HSF3, HSF4
ve HSFY. Bu iiyeler arasinda HSF1, memeli hiicrelerinde HSP genlerinin ekspresyonunun ana
duzenleyicisi olarak yer almaktadir, ancak HSP olmayan genlerin de HSF2, HSF3 ve HSF4
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Jin ve dig., 2018). HSFY ’nin ise, hem hayvanlarda hem

de insanlarda spermatogenezde rol oynadig1 gésterilmistir (Tessari ve dig., 2004).
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HSF ailesine iiye proteinlerin genel yapist birgok transkripsiyon faktoriine benzer sekilde,
merkezi bir “helix-turn-helix” N-terminal DNA baglama domeni (DBD); hidrofobik heptat
tekrarlarindan  (“hydrophobic heptad repeat”-A/B, HR-A/B) olusan bir hidrofobik
oligomerizasyon domeni, niiklear “import” ve “export” i¢in gerekli kisa peptid molekiilleri
(niiklear lokalizasyon sinyalleri) ve AHA motifleri adi verilen aromatik hidrofobik
aminoasitlerce zengin C-terminal aktivasyon domeninden (HR-C) olusmaktadir. HSF ailesi
tiyelerine ait yapisal sema Sekil 2.9’da verilmistir. Bu yapida HSF’ler, oligomerizasyon
domenlerini trimerler olusturmak i¢in kullanmakta ve HSP genlerinin ekspresyonunu aktive
etmek igin sinyal transdiksiyon yolu araciligiyla sekansa spesifik trimerik DNA baglama

islevlerini yerine getirmektedirler (Liao ve dig., 2016).

2) DBD HR-AB X HR-C DHR Y
hHSF1 [ - | [ 1 ]
1% 120130 203 354 409 445 52
insan hHSF2 IL n e d 3 Ra[z] ]
112 119 192 360 385 42 5%
hHSF4 (L 76 3 = [34] 24 |
1% 123 10 20 36 A7 42
mHsF1 [t el 7 |71 2
116 120 130 20 380 406 442 525
mHSF2 IL | T | [ Rdlzz] 2« ]
Fare 12 119 w2 350 384 a1 535
mHSF3 [ = JEsW v s 2 ]
110 14 11 194 »B5 30 42
mHSF4 (7 TN 30 1] 21 )
118 122 123 2@ 35 4% 482
cHSF1 (e Azl = P[] & | &
\"1 122 135 208 M6 371 08 am I.
cHSF2 (e TE«H 24 Jeollzz] a1 ] /
12 12615 200 300 415 453 04
Tavuk
cHSF3 ([ w e 25 pq22] 19|
117 121 129 22 364 3180 426 467
cHSF4 F o s 3 [=] = ]
118 122 130 200 04 424 510
DmHSF l L _Jm [3a] ]
1 1950 w61 e
CeHSF1 [ uu | N | ]
1 194 210 5 o
ScHSF [ | T | | =1 8 ]
1 1m % 347 4N 833

Sekil 2.9: a) HSF aile iiyelerinin yapist (Takii ve Fujimoto, 2016) b) HSF1 proteininin 3-boyutlu sekli
(Protein Data Bank).

Her HSF i¢in aminoasit sayilar1 semada verilmistir. Kullanilan kisaltmalar DBD: DNA baglama domenti;
HR: Hidrofobik heptat tekrarlari; DHR: HR-C’nin downstream boliimi; h: “human”; m: “mouse”; c:
“chicken”; Dm: “Drosophila melanogaster”; Ce: “C. Elegans”; Sc: “Saccharomyces cerevisiae”
seklindedir.
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HSF normal hiicresel biiyiime kosullarinda inert bir monomer olarak bulunmaktadir. HSF
monomerleri, strese yanit olarak trimer forma donligmekte ve 1s1 soku elementi (“Heat Shock
Element”, HSE) adi verilen ve HSP’leri kodlayan genlerin promotor bolgelerinde konumlanan,
en az 1ig¢ ters tekrarli nGAAn pentaniikleotid dizilerini igeren, korunmus dizilere
baglanmaktadir (Lindquist, 1986; Fernandes, 1994). Stres sonucu HSF1'in HSP promotdrlerine
baglanmasinda goriilen artigla birlikte, HSP genlerinin transkripsiyonunda akut bir yikselmeye
neden olmaktadir. HSF, transkripsiyonun durdurulmasindan birkag saat sonra HSE'ye
baglanmaya devam ederken transkripsiyon etkinligi hizli bir sekilde zayiflamaktadir. Hsp70,
Hsp90 ve Hspll0 protein ekspresyonunun 43°C'lik bir 1s1 sokundan 2 ila 6 saat sonra
gozlemlendigi ve 100 saate kadar hiicrelerde kalabildigi ortaya konmustur (Subjeck, 1982).

Is1 sokunun, HSP genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu diizenlemesi (Sekil 2.10) HSF'nin
fosforilasyonunu induklemesiyle gerceklesmektedir (Sorger ve dig., 1987). Bu
hiperfosforilasyonun, HSF’lerin aktivasyonuna dahil olmaktan ziyade, onlar1 deaktive etmek
icin bir diizenleyici mekanizma olarak hizmet ettigi ortaya ¢ikmistir (Hgj ve Jakobsen, 1994).
Bu gozlemler, trimerize HSF'nin 1s1 soku sirasinda gii¢lii transkripsiyon aktivitesi
gosterebilmesi icin modifiye edilmesi gerekliligini vurgulamaktadir.

Sekil 2.10: HSF1’in stres indiiksiyonlu aktivasyonu (Vihervaara ve Sistonen, 2014).
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2.4. STRES PROTEINLERININ GLIOMALARLA ILISKiSi

Hsp’lerin sadece strese maruz kalan hiicrelerde degil, ayn1 zamanda farkli kanser hiicrelerinde
de ekspresyonlarinin arttigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Calderwood ve Gong, 2016).
Bu bulgu, kanser ve Hsp’ler arasindaki iliskinin molekiiler diizeyde ortaya konulmasi amactyla
birgok ¢alismanin yapilmasina da oncii olmustur. Hsp’lerin protein katlanmasindaki gorevleri
ve hiicre koruyucu 6zellikleri, malign progresyon boyunca tiimér hiicrelerinin korunmasi ve

yasamini devam ettirmesinde biiyilik rol oynamaktadir.

Malignite agisindan kanser progresyonunun ilerlemesi sirasinda, hastalar gesitli terapotik
tedavilerden gecmektedir. Uygulanan tedavi, radyasyon veya kemoterapiye direncli fenotipik
hiicrelerin hayatta kalarak ¢ogalmasina yol agmaktadir. Iste bu terapotik direng ve zayif
prognoz, gliomadaki yuksek HSP anlatim seviyeleri ile yakindan iliskilidir (Sherman ve
Multhoff, 2007). insan glioblastomunda kemoterapi uygulanmasinin HSP'lerin anlatiminda
artisa yol agtig1 bilinmektedir (Scott ve dig., 2015). HSP iiyeleri hiicre ¢ogalmasini uyararak ve
oliim yollarmni inhibe ederek tiimor biiyiimesini desteklemektedir (Rajesh, 2017). Ozellikle
HSP27 ve HSP90''!n GBM biiylimesi, invazyonu ve tedaviye direncinde kritik rol oynadigi
bulunmustur. Yapilan ¢alismalar Hsp ekspresyonunun azaltilmasinin kanser tedavisinde yeni
bir hedef olabilecegini ortaya koymustur. Hsp’ler, kaspaz aktivitesini azaltacak potansiyel bir
antiapoptotik gen sinifi olarak bilinmektedir, dolayisiyla farkli apoptotik uyaranlara karsi direng

kazanilmasinda 6nemli medyatorlerdir.

HSF1, Hsp’lerin 1s1 soku cevabinin modiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. HSF1 diger
diizenleyici elemanlar ile birlikte sadece HSP'leri degil, ayni zamanda RAS/MAPK ve
CAMP/PKA yolaklarini, ekstraseller matriks remoduilasyonu, epitelyal-mezensimal
tranzisyon ve glikoliz gibi diger tiimdrijenik yollar1 da kontrol etmektedir (Dai ve dig., 2007).
Glioma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada HSF1 susturumu temozolomid tedavisi ile
birlestirildiginde, apoptozda artis gortildiigli, koloni olusturma aktivitesi ve SOX2 protein

ekspresyonu gibi CSC benzeri 0zelliklerin azaldig: goriilmiistiir (Im ve dig., 2017).

Birgok ¢alismada HSP'lerin tiimor hiicrelerinin korunmasinda sahip oldugu roller gosterildikten
sonra; HSP asilari, anti-kanser ilaglari ile HSP inhibitorii kombinasyonlari, eksozom
yuzeyindeki stimilantlar olarak HSP'ler, gen modifikasyon teknolojileri gibi ¢esitli yeni

stratejiler, gliomalara kazandirdig1 avantajlarin Ustesinden gelmek icin kullanilmaktadir.
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2.5. CRISPR/CAS9

Canli organizmalarda genomun diizenlenmesi (“Genome Editing”) fikri, endojen hiicresel
onarim mekanizmalarinin hiicrenin genomunda yapilan eksojen degisiklikler sonrasinda
kullanilabileceginin kesfedilmesiyle ortaya ¢ikmistir (Komor ve dig., 2017). 1960’11 yillarin
ortalarinda restriksiyon ve modifikasyon mekanizmalarinin da agikliga kavusturulmasiyla bu
iki hiicresel yolak bir araya getirilerek giinlimiiz genetik miihendisliginin temelini
olusturmustur (Arber, 2012). 2018 yilinda insan genomundaki yaklasik 22.000 genden,
3.000'den  fazlasinin  mutasyonu, hastalik  fenotipleri ile iligkilendirilmektedir
(http://www.omim.org/statistics/geneMap). Bu bulgu, genom diizenlemelerinden yola ¢ikilarak
olusturulan gen terapilerinin insan hastaliklarinda kullanim potansiyelinin incelenmesi
diisiincesini beraberinde getirmistir. Daha sonralar ise gen terapi uygulamalari baglatilmis ve

kisa zaman diliminde oldukca biiyiik bir ilerleme kaydedilmistir.
2.5.1. Gen Diizenleme Mekanizmalarinin Temeli

S6z konusu endojen hiicresel onarim mekanizmalarinin uyarilmasini saglayan temel etmen
DNA ¢ift iplik kiriklarimin ("Double Strand Breaks”, DSBs) olusmasidir. DSB’ler
kendiliginden gelisebilmekle birlikte, hedefli DNA hasari ile de indtklenebilmektedir. DNA'da
meydana gelen bu kirilmalar genellikle homolog rekombinasyonlar1 da kapsayan homoloji
yonlendirmeli tamir ("Homology-directed repair", HDR) veya homolog olmayan ug birlesmesi
("Non-homologous end-joining", NHEJ) olarak adlandirilan iki ana yoldan (Sekil 2.11) biri ile
onarilmaktadir (Takata ve dig., 1998).

NHEJ onariminin hiicre dongiisii boyunca meydana geldigi diisiiniilmekle birlikte, G1 fazi
sirasinda baskin olarak gozlendigi bildirilmistir. Birkag istisna disinda NHEJ'de yer alan
enzimlerin ¢ogu, hiicre dongiisiine 6zgii bir ekspresyon paterni segilememektedir. NHEJ nin
aksine HDR, en ¢ok S ve G2 fazlarinda belirgindir. Bu farkliligin, HDR'ye dahil olan enzimlerin
hiicre dongiisiine bagli anlatimi sonucu oOlustugu diistiniilmektedir. S / erken G2 fazlan
sirasinda, kardes kromatid onarim i¢in sablon olarak hizmet edebilirken, G1 fazinda bir sablon
olmamasinin onarim mekanizmasi olarak NHEJ yolaginin segilmesine sebep oldugu one

stirilmiistiir (Zaboikin ve dig., 2017).
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HDR, homolog bir sekansin kirilmis ipligin ucuna invazyonuna ve daha sonra sablona bagli bir
sekilde kopmanin onarilmasina dayanmaktadir. Bu konuyla ilgili yapilan bir ¢calisma, memeli
hicrelerinde homolog rekombinasyon yoluyla gen hedeflemesinin, hedef bolgede DSB'ler
olusturularak birkag¢ diziye kadar stimiile edilebilecegini gostermistir (Szostak ve dig., 1983;
Smih ve dig., 1995). Ancak NHEJ onarim yolagi genellikle hataya egilimlidir ve tamir sirasinda
kiriklarin bulundugu bolgelerde insersiyon ve/veya delesyonlara (indel mutasyonlara) neden
olmaktadir. Hedefe 6zgii DSB'ler tarafindan NHEJ'nin uyarilmasi, bu indellerden yararlanarak
gende cergeve kaymasi mutasyonlarini olusturmaktadir. Bu mekanizmadaki hata sonucu olugan
mutasyonlar ¢esitli hiicre tipleri ve organizmalarda hedef genleri bozmak icin kullanilmasina
olanak saglamistir (Lieber, 2003). Bdylece hicrenin endojen DNA tamir mekanizmalarini

kullanabilme yetenegi sayesinde, gen mithendisligi teknolojileri mimkiin hale gelmistir.

Cift ip]ik]i Kirnk iki niikleazla olusturulan ¢ift iplikli kirik
Sablonsuz tamir Nokta mutasyonlu donér sablon insersiyonlu dondr sablon
= emm——— == 3 Tki kirik arasinda gergeklesen NHET
SR, L £ 2505 20 :o ‘ J biiyiik ve spesifik delesyonlar olugturur.
NHEJ, degisken uzunlukta indel i e g
mutasyonlar olusturur. Bu genellikle
prematiire stop kodonlarinin olusmasiyla ‘ i

sonuglanir.

HDR, bolgeye 67gii gen diizeltmesi ya da  HDR, hedefli gen insersiyonu olusturur.
tek baz ¢ifti degigimi olugturur.

Sekil 2.11: DSB onarimu igin kullanilan hiicresel tamir yollarinin hedefli mutagenez igin kullanimi
(Maeder and Gersbach, 2016).

Bu gen dizenleme yontemlerinden herhangi birini uygulamak icin gerekli kritik unsur,
hedeflenen bir DSB'nin hiicreye sunulmasidir. Giiniimiizde bolgeye 6zgu DSB'leri uyarmak
icin dort ana platform kullanilmaktadir: ¢inko parmak niikleazlar1 (“Zinc Finger Nucleases”,
ZFNs), transkripsiyon aktivatori benzeri efektor (“Transcription Activator-Like Effector”,
TALE)- niikleazlar (TALENS), meganiikleazlar ve son olarak kesfedilen CRISPR / Cas sistemi.
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2.5.2. CRISPR/Cas9 Teknolojisi

1987 yilinda Ishino ve arkadaslari, Escherichia coli bakterisinin genomunda bilinmeyen
fonksiyona sahip olagandisit DNA tekrarlarinin varligini kesfettiler (Ishino ve dig., 1987). Daha
sonra, Mojica ve arkadaslar1 ayn1 tipteki tekrarlart diger mikroorganizmalarda tanimladilar ve
bunlar1 Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar (“Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats”, CRISPR) olarak adlandirdilar (Mojica ve dig., 2000).
Cesitli mikrobiyal tiirlerde CRISPR sistemlerini arastiran onlarca yillik ¢alismalarin ardindan,
yabanci niikleik asitlerin kisa dizilerinin CRISPR lokuslarina dahil edildigi bir mekanizma
saptandi. 2012 yilinda Doudna ve arkadaslarimin yiriittiigi arastirmalarda CRISPR
sekanslarinin, plazmid ve virlis DNA'larin1 Cas (“CRISPR Associted”) niikleazlari ile keserek
viral patojenleri yok eden adaptif bir prokaryotik bagisiklik savunmasi gorevi gordiigii ortaya
cikarildi. Boylece sistemin Sekil 2.12°de verilen ana bilesenleri agikliga kavusturulmus oldu

(Jinek ve dig., 2012).

CRISPR/Cas9 platformunda; CRISPR RNA’larin (crRNA), trans-aktive edici crRNA’lar
(tracrRNA) ile birlikte olusturdugu RNA dizileri islendikten sonra, Tip Il CRISPR nikleaz
sistemi icin gerekli olan Cas9 proteini ile birleserek baz eslesmesine dayali spesifik DNA
baglanmasini gerceklestirmektedir (Han ve She, 2017). Ug bilesenli bu sistem olgun crRNA ve
tracrRNA bilesenlerinin tek bir kilavuz RNA (“guide RNA”, gRNA) halinde flizyon hale
getirildigi in vitro ¢alismalar sonucunda iki bilesenli bir versiyona indirgenmistir. Dahasi,
Cas9/gRNA kompleksinin yeni bolgelere hedeflenmesinin, gRNA'nin kisa bir kisminin dizisini

degistirerek miimkiin olabildigi gosterilmistir (Cho ve dig., 2013; Jinek ve dig., 2013).

Bu sistemde gerceklesen RNA: DNA hibridizasyonu, crRNA’nin 20 baz ¢iftlik tamamlayici
hedef DNA dizisini (“protospacer”) tanimasiyla gergeklesir (Wiedenheft, 2012). CRISPR/Cas9
sisteminin dizi sinirlamasi, hedef bolgeye 3' ucundan yerlestirilmis bir protospacer iliskili motif
(“Protospacer-Adjacent Motif”’, PAM) gerekliliginden kaynaklanir. PAM dizisi, kullanilan
Cas9’un tiiriine 6zgiidiir. Ornegin, 5'-NGG-3' bazlarin1 igeren PAM dizisi ¢aligmalarda yaygin
olarak kullanilan Streptococcus pyogenes'den elde edilen Cas9’un DNA'ya baglanmasi ve
kesim aktivitesini gosterebilmesi icin gereklidir (Sternberg ve dig., 2014). crRNA dizisinin
basinda bulunan ¢ift iplikli yapidaki tracrRNA dizisi, Cas9 proteinine baglanarak endoniikleazi
hedef diziye yonlendirme islevini {istlenir. Sonucta Cas9 PAM dizisinin bagindan ¢ift iplikli
hedef DNA’da DSB olusturarak yariklanmay1 (“cleavage”) gergeklestirir (Fu ve dig., 2014).



30

Hedef Genomik
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Sekil 2.12: Okaryotik gen miihendisligi icin tasarlanan Cas9-gRNA niikleaz kompleksi taslag
(https://www.biocat.com/genome-engineering).

Genom regiilasyonunda kullanilacak deneysel yaklagimlarda, CRISPR-Cas9 sisteminin
bilesenleri hiicreye etkili bir sekilde verilmelidir. Bu amagla kompleksin aktarilmasinda gérevli
ajanlar: viral ve plazmid vektorler (Shui ve dig., 2016), lipozomlar ve solid lipid nanopartikuller
(Li ve dig., 2015), elektroporasyon (Troder ve dig., 2018), mikroinjeksiyon (Horii ve dig.,
2014), mekanik hucresel deformasyon (Han ve dig., 2015) ve hidrodinamik injeksiyon (Xue ve
dig., 2014) olarak siralanabilir.

2.5.3. insan Hastaliklarinda CRISPR/Cas9 Cahismalar

Son yillarda gergeklestirilen bir dizi yayinla, CRISPR/Cas9 sisteminin memeli hucrelerinde
etkili genetik modifikasyon icin tasarlanabildigi kanitlanmistir (Bauer ve dig., 2014). Tim bu
caligmalarla kiimiilatif bir ilerleme gosteren CRISPR/Cas9 teknolojisi genom diizenleme
alaninda kisa siire igerisinde ¢i1g1ir agan sonuglara sahne olmustur. Bu baglamda baslatilan in
vitro caligmalar zamanla klinik uygulamalara aktarilarak birgok patolojik durumun tedavisinde
umut olmustur (Baylis ve McLeod, 2017). Insan arastirmalarinda gerceklestirilen farkli
uygulamalar ¢esitli hastaliklar i¢in kullanilmigtir. 2013 yilinda Wu ve arkadaslart bir murin
modelinde CRISPR/Cas9 teknolojisini kullanarak katarakta neden olan bir diziyi dizeltmek
icin bir konsept gelistirmistir (Wu ve dig., 2013).
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Bagka bir 6rnekte, Pankowicz ve arkadaslari, CRISPR/Cas9 sisteminin, farelerde kalitsal
tirozinemiyi tedavi etmek icin tirozin degredasyonunda gerekli bir gen (izerindeki mutasyonu
duzeltmede kullanilabilecegini gostermistir (Pankowicz ve dig., 2016). Duchenne kas distrofisi
arastirmalarinda, kas liflerinin rollerine katkida bulunan proteinleri kodlayan genler Uzerindeki
mutasyonlar1 diizeltmek i¢in CRISPR/Cas9 kullanilmistir. Long ve arkadaslari tarafindan, madx
fare modellerinde distrofin gen mutasyonunu diizeltmek icin bu teknoloji uygulanmustir (Long
ve dig., 2014). Enfeksiy0z hastaliklarda ise, CRISPR/Cas9 teknolojisi, AIDS'in tedavisi igin
HIV'i hedeflemede kullanilmistir. 2014 yilinda, Ye ve arkadaslar1 HIV enfeksiyonunu tedavi
etmek i¢in yeni bir kok hiicre tedavisi 6nermek i¢in ¢alismistir. Ayni y1l Hu ve arkadaslarinin,
HIV-1 genomunu ortadan kaldirmak i¢in kullandiklart CRISPR/Cas9 sistemini, iki yil sonra,
Kaminski, latent enfekte T hicrelerinden (CD4") HIV-1'in genomunu ortadan kaldirmak i¢in
kullanmigtir (Soriano, 2018).

CRISPR'nin ilk uygulamalarindan biri gliniimiizde biiytik kitlelere yayilmis olan ve son yillarin
en ¢ok dikkat ¢ceken hastaliklarindan biri olarak karsimiza ¢ikan kanserde gergeklestirilmistir.
2017 yilinda yapilan bir ¢alismada CRISPR/Cas9 ile modifiye edilmis insan adipoz mezensimal
kok hiicrelerin (“human adipose mesenchymal stem cells”, hAMSC), hiicre kilturlerinde ve
canli bir glioblastoma tiimoér modelinde tiimér hiicrelerinin oldiiriilmesi i¢in gansiklovir
varhiginda etkili oldugu kesfedilmistir (Meca-Cortés ve dig., 2017). CRISPR/Cas9, kimerik
antijen reseptori T (CAR-T) hiicrelerinin ve programlanmis hiicre 6liim proteini 1'in genetik
susturulmast ile terapdtik immiin hiicrelerin iiretimine katkida bulunarak kanser
immunoterapisinde yeni bir strateji olarak kabul edilmektedir (Xia ve dig., 2018). Su anda
Cin'de calisilmakta olan ilk ve en gelismis CRISPR klinik denemelerinden biri, 6zofagus
kanseri hastalarda bu yeni gen diizenleme aracinin potansiyelini test etmektedir. Test edilen
tedavide hastadan ¢ikarilan T hiicreleri, CRISPR kullanilarak, bazi tiimorlerin baglandigi ve
bagisiklik sistemini engelleyici talimat veren programli hiicre 6liim proteini-1 (“Programmed
cell death protein-1”, PD-1) adl bir reseptorli kodlayan geni knock-out etmek icin modifiye
edilmektedir. Daha sonra tedavi, bu hiicrelerin hastalara geri verilmesiyle bagisiklik sisteminin
guclendirilmesini hedeflemektedir (Zhao ve dig., 2018). Pek ¢ok yeni tedavi stratejisi denenmis
olmasima ragmen, gliomalarin karmasikligi bu g¢abalar1 engellemistir ve bu arastirmacilari
hastaligin ortaya ¢ikardig: zorluklarin {istesinden gelen yeni stratejilere bagvurmaya itmektedir.
CRISPR/Cas9 genom duzenleme teknolojisi gibi yeni nesil terapiler, bu karmasikligin

tistesinden gelmede bir ¢6ziim sunmaktadir (Cai ve Sughrue, 2017).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRELER VE HUCRE KULTURU

Tez kapsaminda kullanilmak {iizere secilen insan malignant glioma hiicre hatti U87-MG,
boliimiimiiz bilinyesinde bulunan Hayvan Doku Kiiltiirii laboratuvari hiicre koleksiyonundan

saglandi.

U87-MG hiicreleri sodyum pirtivat ve HEPES [4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit]
icermeyen, L-Glutamin ve D-glukoz (dekstroz, 4.5 g/L) agisindan zengin DMEM (“Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium”) / High Glucose (GibcoTM) ile kiiltiire edildi. Hazirlanan besiyeri
igeriginde ek olarak %10 FBS (“Fetal Bovine Serum”), %1 antibiyotik-antimikotik sollisyonu
[Penisilin (100 U/mL), Streptomisin (100 pug/mL), Amfoterisin B (0.25 pg/mL)] ve %1 NEAA
(“Non-Essential Amino Acids”) bulunmaktadir. Hiicreler i¢in gereken optimum inkiibasyon
kosullariin olusturulmasinda ise %90 bagill nem ve %5 CO2 saglayan 37°C’lik etiiv

(Heracell™ 1501, Thermo Scientific™) kullanildi.

Hucrelerin altkultirlemesi icin T-25 (25 cm2’lik) steril hiicre kiiltiir kaplar1 kullanildi ve tim
islemler laminer hava akiml steril kabinde (HFsafe-1200, Heal Force) gerceklestirildi.
Hicreler %80-90 yogunluga ulastiginda, kiltiir kabindaki besiyeri tabana tutunan hiicre
tabakasina zarar verilmeden uzaklastirildi. Hiicre yiizeyini ndtralizasyonu engelleyen besiyeri
kalintilarindan temizlemek iizere, hiicre i¢i ozmotik dengeyi ve pH’1 koruyan 5 mL (~0.2
mL/cm2) steril PBS (“Phosphate Buffered Saline”, 9.6 g/L, pH 7.2) eklendi. Yikama
isleminden sonra PBS dokiilerek hiicreleri kiiltiir kab1 yilizeyinden kaldirmak ve hiicre
agregatlarint birbirlerinden ayirmak i¢in 1 mL (~0.05 mL/cm2) Tripsin-EDTA [%0.2 (w/v)
Tripsin, %0.04 (w/v) EDTA (etilendiamintetraasetik asit), PBS igerisinde hazirlandi] ilave
edildi ve hiicreler enzimin optimum ¢aligma sicakligi olan 37°C’lik etiivde yaklagik 2 dakika
birakildi. Hiicrelerin ylizeyden tamamen ayrilmasi saglandiktan sonra 5 mL (~0.2 mL/cm?2)
besiyeri eklenerek enzim aktivitesi inhibe edildi ve pipetaj ile hicrelerin besiyerinde
homojenizasyonu gerceklestirildi. Kiiltiir kabindaki siispanse hiicre sayisi hemositometre
yardimiyla belirlendi. Altkiiltiirleme igin istenilen miktarda hiicre (standart olarak 1x10°
hiicre/mL secildi) alinarak yeni bir kiiltiir kabina aktarild1 ve toplam hacim taze besiyeri ile 8
mL’ye tamamlanarak kiiltiir kab1 etlive kaldirildi. Altkiiltiirleme islemi 3 giinde bir tekrar

edilerek hiicre kiiltiirlinlin canli kalmasi saglandi.
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Baslangi¢ hiicre sayis1 1x10° hiicre/ml olan 2 giinlik U87-MG hiicrelerinin invert
mikroskoptaki (Eclipse Ti-E, Nikon) goruntisi Sekil 3.1°de verildi.

Sekil 3.1: Baslangi¢ hiicre sayilar1 1x10° hiicre/mL olan 2 gunlik U87-MG hicrelerinin invert
mikroskoptaki goruntiisu (10X biydtme).

3.2. HUCRELERIN COGALMA EGRIiSININ OLUSTURULMASI

Tez ¢alismasinda kullanilacak U87-MG hiicre hattinin jenerasyon siiresini hesaplayabilmek
amaciyla hiicreye ait gogalma egrisi olusturuldu. Bunun igin hiicreler baslangig sayilar1 0.5x10°
ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 24 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarma ekildi. Ekimi takip eden
10 giin boyunca her giin, kiiltlirlin baglatildig1 saatte hiicrelerin sayimi yapildi. Bunun i¢in
altkiiltiirleme prosediiriine benzer sekilde PBS ile yikanan hiicreler, Tripsin-EDTA ile siispanse
hale getirildi ve 1:1 (v/v) oraninda tripan mavisi (%0.4 w/v, PBS i¢inde hazirlandi) ile
karistirtlarak 61t hiicrelerin  boyanmalar1 saglandi. Hemositometrede tripan mavisi ile
boyanmayan hiicrelerin sayimi yapilarak 1 mL besiyerinde bulunan canli hiicre sayis1 belirlendi
(Fershney, 2000). Sayimlar 3 tekrarli olarak yapildi. Alinan veriler dogrultusunda olusturulan,
absisin zamani (giin), ordinatin hiicre sayilarini gosterdigi lineer-logaritmik ¢ogalma egrisine
gore hiicrelerin lag fazi, log fazi, duragan faz ve 6liim fazina girdigi zamanlar saptandi.
Cogalma egrisinin ¢izimi GraphPad Prism® 7.0 programinda gerceklestirildi ve istatistiksel
degerlendirmede tek-yonliit ANOVA testi kullanildi.
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Elde edilen ¢ogalma egrilerine ait veriler kullanilarak asagida ifade edilen formullere (Formul

3.1 ve Formiil 3.2) gore hiicrenin jenerasyon sayisi ve sliresi hesaplandi:
n= (logN2-logN1) / log2 (Formdil 3.1)
St=(T2-T1)/n (Formdil 3.2)
n : Hiicrenin jenerasyon sayisi
N1 : Logaritmik boliinme fazinin baglangicindaki hiicre sayisi
N2 : Logaritmik boliinme fazinin sonundaki hiicre sayisi
St : Hucrenin jenerasyon sresi
T1 : Logaritmik boliinme fazinin baslangi¢ zamani
T2 : Logaritmik boliinme fazinin bitis zamani
3.3. SITOTOKSIK ANALIZLER

Yapilan bir¢ok ¢alismada HSF1 regiilasyonunda etkisi oldugu gosterilen kersetinin (Nagai,
Nakai ve Nagata, 1995) U87-MG huicrelerindeki sitotoksik etkileri, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2,5-difeniltetrazolyum) yontemi ile belirlendi. Yontemin temeli proliferasyona ugrayan
hicrelerde artan mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi ile MTT molekilindeki
tetrazolyum halkasinin kopmasi sonucu MTT’ nin suda ¢6ziinmeyen formazan kristallerine
dontismesi ve olusan bu kristallerin DMSO’da (dimetil siilfoksit) ¢ozdiiriilerek 540 nm dalga

boyundaki absorbansinin spektrofotometrede kolorimetrik 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Kersetinin U87-MG hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini saptamak amaciyla 96 kuyucuklu
steril kiiltiir kaplarna her bir kuyucukta 0.5x10° hiicre/mL konsantrasyonda hiicre bulunacak
sekilde 200 pL hiicre siispansiyonundan ekim yapildi. Kiiltiir kaplar1 24 saat boyunca standart
inkiibasyon kosularinda etiive birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarda bulunan besiyeri
uzaklagtirildi. Kersetin (Santa Cruz Biotechnology) stok soliisyonu 100 mM konsantrasyonda
olacak sekilde DMSO (Merck) i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlandi. Daha sonra hazirlanan stok
sollisyonu besiyeri kullanilarak 1, 10, 25, 50, 75, 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinda
dilie edildi. Kontrol grubu hiicrelerine 200 ulL taze besiyeri eklenirken, deney grubu
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hiicrelerinin tizerine ise seri dillisyonlar halinde hazirlanan kersetin konuldu. DMSO’dan
kaynaklanan sitotoksik etkiyi bertaraf etmek amaciyla %0.25, %0.5, %0.75, %1 (v/v)
oranlarinda DMSO besiyeri ile karistirilarak hiicrelere uygulandi. Tiim kiiltiir kaplart
inkiibatdre konuldu. Ajanlarin uygulanmasini takiben 48. saatte hiicrelerin iizerindeki besiyeri
uzaklastirilarak her bir kuyucuga 30 uL MTT (Serva) stok ¢ozeltisi (5 mg/mL, PBS icinde
hazirlandi) eklenip, hiicreler 4 saat etiivde bekletildi. Inkiibasyon sonunda olusan formazan
kristallerinin ¢oziinmelerini saglamak amaciyla her bir kuyuya 150 pL DMSO konularak,
cozelti homojen hale gelene kadar kultiir kabi 37°C’da ¢alkaland1 (150 devir/dakika, Unimax
1010, Heidolph). Olusan renkli iiriinlin 540 nm dalga boyundaki absorbansi mikroplate
okuyucuda (EON, BioTek Instruments Inc.) 6l¢iildii. Alinan degerler kontrol grubu hiicrelerden
alian degerlerle karsilastirildi ve hiicre proliferasyon hizi asagida verilen formiile (Formiil 3.3)

gore hesaplandi:

o Canlilik — Deney grubu hiicrelerin absorbansi % 100 33
o LA = ol grubu hiicrelerin absorbansi e

3.4. GENETIK SUSTURMA

Tez kapsaminda segilen genetik susturma yontemi CRISPR/Cas9 platformunun optimizasyonu
icin U87-MG hiicrelerinin farkli hiicre kiiltiir kaplarinda farkli sayilarda ekimi gergeklestirildi
(Tablo 3.1). Hiicrelerin ekim islemleri, kullanilan hiicre tiiriine gore literatiirde transfeksiyon

etkinliginin en verimli oldugu belirlenen miktarlarda, transfeksiyondan 1 giin 6nce yapildi.

Tablo 3.1: Her bir kuyucuk igin ekilen hiicre miktar1 ve kuyucuklardaki son besiyeri hacmi.

24 kuyucuklu kiiltiir kabi 6 kuyucuklu kiiltiir kab1

Hiicre Yogunlugu 0.5x10° hiicre 2x10° hiicre

Besiyeri Hacmi 0.5mL 2mL
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Ekim islemini takiben gecen 24 saat sonunda, hiicrelerin transfeksiyon i¢in ihtiya¢ duyulan

hiicre sayisina (%30-70 konfluentlige) ulastigi gozlemlendi.

CRISPR/Cas9 teknigi ile genetik susturma islemi 2 basamakli olup, asagida anlatilan sekilde
gerceklestirildi.

e CRISPR/Cas9 tekniginin temelini olusturan ve DNA’da ¢ift iplikli kesim islemini
gerceklestiren bir endoniikleaz olan Cas9 proteini (TrueCut™ Cas9 Protein v2,
Invitrogen), sentetik olarak Uretilen ve hedeflenen diziye 6zgu tek iplikli rehber RNA
“single guide RNA, sgRNA” (TrueGuide™ Synthetic gRNA Modified, Invitrogen),
bilesenlerin hiicreye alinmasii saglayan ve lipid aracili bir transfeksiyon ajani
Lipofektamin (Lipofectamine™ Cas9 Plus™ Reagent, Invitrogen) besiyeri ortaminda
(Opti-MEM™ [ Reduced Serum Medium, Gibco) Tablo 3.2’de verilen miktarlarda

karistirilarak “Tiip 1”” hazirlandi.

Tablo 3.2: “Tip 1” kartsiminin igerigi.

REAKTIFLER 24 kuyucuklu 6 kuyucuklu
Opti-MEM™ I Medium 25 pL 125 pL

Cas9 protein 1250 ng (7.5 pmol) 6250 ng (37.5 pmol)
SgRNA 240 ng (7.5 pmol) 1200 ng (37.5 pmol)
Lipofectamine™ Cas9 Plus™ Reagent 2.5puL 125 pL

e CRISPR/Cas9 ticari ekipmanlarini iireten firmaya sentezlettirilen liyofilize haldeki
sgRNA’larin dizi bilgileri Tablo 3.3’te verildi. Rehber RNA’lar kullanilmadan 6nce
4000xg hizda santrifiij edildi ve iizerine steril 1X TE “Tris-EDTA” Tamponu (1 M Tris,
0.5 M EDTA, dH20 iginde hazirlandi, pH 8.0) eklenerek 100 uM (100 pmol/uL)
konsantrasyonlarinda stok sgRNA soliisyonlar1 hazirlandi. Tiip icerisinde bulunan
oligolar karigtirilarak (Velp Scientifica) restispanse edildi ve 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Hazirlanan sgRNA stoklart -20°C’lik derin dondurucuda

saklandi.
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Tablo 3.3: CRISPR/Cas9 ile HSF1 genini susturmak amaciyla tasarlanan sgRNA’lar.

ID SEKANS MIKTAR
sgRNA-1 | CRISPR1037863_SGM AGCTTCCACGTGTTCGACCA 3 nmol
sgRNA-2 | CRISPR1037865_SGM TATGTCTTCACTCTTCAGGG 3 nmol

CRISPR/Cas9 isleminin ikinci basamaginda Lipofectamine™ CRISPRMAX™
Transfection Reagent, taze Opti-MEM™ [ Reduced Serum Medium igerisinde Tablo
3.4’te verilen oranlarda diliie edilerek “Tiip 2 hazirland1 ve mikro tiip oda sicakliginda

1 dakika inkiibasyona birakildi.

Tablo 3.4: “Tiip 2 karisiminin igerigi.

REAKTIFLER 24 kuyucuklu 6 kuyucuklu
Opti-MEM™ [ Medium 25 uL 125 uL
Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Transfection Reagent | 1.5 pL 7.5 pL

Lipofectamine™ CRISPRMAX™ Transfection Reagent iceren “Tiip2”, sgRNA/Opti-
MEM™ T soliisyonunu iceren “Tiip 17e eklenerek pipetaj yardimiyla karistirildi.

Hazirlanan transfeksiyon kompleksi 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

Son olarak her bir kuyucuktaki hiicrelere, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 50 pL, 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 250 pL olacak sekilde Cas9 protein/sgRNA/transfeksiyon
reaktifi kompleksi uygulandi. Hiicreler optimum kiiltiir kosullarinda 2 giin boyunca

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon ardindan hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicre yiizeyleri
500 puL PBS ile yikandi. 500 pL Tripsin-EDTA ile hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinden
kaldirildiktan sonra, yine 500 uL. DMEM/High Glucose ile nétralizasyon saglandi.
Hiicre agregatlar1 pipetajla ayristirildiktan sonra hiicreler 300xg hizda 5 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti Bolim 3.1°de
anlatilan rutin kiiltiirleme islemlerine ya da Bolim 3.7’de verilen hiicre toplama

protokollerine tabi tutuldu (Onay-Ugar, 2009).
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3.5. HUCRELERE KERSETIN UYGULANMASI

Kersetinin hiicrelerdeki stres proteinlerinin anlatimi lizerine farkli etkileri oldugu bilinmektedir.
U87-MG hiicrelerine, sitotoksik analizler sonucu segilen dozlarda kersetin uygulamasi yapildi.
Bu amagla 6ncelikle 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 0.5x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre
ekimi yapilarak kontrol ve deney gruplari olusturuldu. Kiiltiir kaplar1 24 saat siireyle normal
inkiibasyon kosullarinda etiivde tutuldu. Inkiibasyonu takiben kontrol grubu hiicreleri
Uzerindeki besiyeri tazelendi. Deney grubu hiicrelerine ise sitotoksik analizler sonucu %100
hiicre canliligin1 korudugu belirlenen 2 pM kersetin, literatiirde stres proteinleri anlatimini
anlamli sekilde degistirdigi gosterilen %70 hucre canliligini saglayan 10 pM ve %60 hicre
canliligin1 saglayan 30 uM kersetin igeren besiyerleri eklendi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi

hiicreler Boliim 3.7°de anlatildig: sekilde toplandi.
3.6. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Tez kapsaminda U87-MG hiicrelerine CRISPR/Cas9 yontemi ile HSF1 gen susturumu ve HSF1
inhibitorii olarak kersetin uygulamasi yapildi. Bu dogrultuda olusturulan deney ve kontrol

gruplar1 Tablo 3.5’te verildi.

Tablo 3.5: Calismalarda olusturulan deney gruplari ve bu gruplara ait agiklamalar

ADLANDIRMA GRUPLARA AIT ACIKLAMALAR

Kontrol Grubu | K | Herhangi bir uygulama yapilmayan grup

1 | 2 uM Kersetin uygulanan grup (%100 hiicresel canlilik saglayan doz)

Deney Grubu 1 | 2 | 10 pM Kersetin uygulanan grup (%70 hiicresel canlilik saglayan doz)

3 | 30 uM Kersetin uygulanan grup (%60 hiicresel canlilik saglayan doz)

4 | sgRNA-1 ile CRISPR/Cas9 uygulanan grup

Deney Grubu 2
5 | sgRNA-2 ile CRISPR/Cas9 uygulanan grup
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3.7. HUCRELERIN TOPLANMASI

Bo6lim 3.4 ve Bolim 3.5’te anlatildign sekilde gergeklestirilen kersetin ve CRISPR/Cas9
uygulamalarmin ardindan 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindan hiicreler toplandi. Oncelikle
hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirild1 ve hiicre yiizeyi 2 mL PBS (~0.2 mL/cm?) ile
yikandi. Ardindan hiicrelerin iizerine 0.5 mL Tripsin-EDTA (~0.05 mL/cm?) cozeltisi
eklendikten sonra hiicreler 2 dakika 37°C’lik etlivde tutuldu ve pipetaj yardimiyla hiicreler
stispanse edildi. Tripsinin aktivitesini sonlandirmak i¢in 2 ml DMEM/High Glucose eklenerek
(~0.2 mL/cm?) tekrar pipetaj yapildi. Besiyerinde homojen hale getirilen hiicreler steril deney
tiiplerine alind1 ve oda sicakliginda 3000xg hizda 5 dakika santrifiijlenerek (NF 400, Niive)
hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pellet olarak
bulunan hiicreler 2 mL soguk PBS i¢inde yeniden siispanse edilerek ayni kosullarda tekrar
santrifiij edildi. PBS ile yikama islemi toplamda 2 kez tekrarlanarak hiicrelerin besiyerinden
tamamen arinmasi saglandi. Kiiltiir kaplarindan toplanan hiicreler kullanilincaya kadar -

70°C’da saklandi.
3.8. HUCRE LIiZATLARININ HAZIRLANMASI

Kontrol ve deney grubu hiicreler, 150 pL soguk (4°C) parcalama tamponu [1 mM PMSF
(fenilmetilsilfonil florir, AppliChem), %0.04 (w/v) EDTA, %1 (v/v) Triton X-100 (Merck),
proteaz inhibitor kokteyli (1 tablet/50 mL, Roche) ve 0.02 M Tris-HCI (pH 6.8, AppliChem)]
eklenerek kimyasal parcalamaya; 1 mL’lik steril insiilin enjektorii ve ultrasonikator kullanilarak
mekanik parcalamaya tabi tutuldu. Mekanik pargalama islemi, 5 kez tekrarlanan enjektore
cekip-birakma, 20 saniye ultrasonik su banyosu (Daihan WUC-D10H, WiseClean) ve 20 saniye
buz i¢inde tutulmay: kapsayan periyotlarla saglandi. Homojenat 4°C’da 20000xg hizda 20
dakika santrifdj edildi (Sigma 3-30K). Siipernatant fazinda bulunan suda ¢oziinebilen proteinler

ileri analizlerde kullanilmak tizere —70°C’da sakland..
3.9. PROTEIN KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI

Caligmada kullanilan kontrol ve deney grubu hiicrelerinden protein izolasyonu sonucu elde
edilen total hicresel protein konsantrasyonu BCA (Bikinkoninik Asit) testi ile
spektrofotometrik olarak tayin edildi. BCA testinin ¢alisma prensibi, proteinlerin bir alkali
soliisyonda Cu*2 iyonlarin1 Cu*! iyonlarina indirgemesi (biiiret reaksiyonu) ve bikinkoninik asit

ile mor renkli bir bilesik olusturmasina dayanir (Smith ve dig., 1985). Bakirin indirgenmesi
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esas olarak protein molekiillerinde bulunan sistein, sistin, tirozin ve triptofan kalintilarindan
kaynaklanir. Peptid omurgasini temel almasindan dolayr reaksiyondan elde edilen renk
kararlidir ve protein bilesim farkliliklarindan kaynaklanan degiskenligi minimize etmeyi
saglamaktadir. Reaksiyonun tek basamakli gergeklesmesi de BCA testini benzerlerine gore

ustin kilmaktadir.

Protein konsantrasyon tayini ticari bir kit olan SMART™ BCA Protein Assay Kit (iNtRON
Biotechnology) protokoliine gore gerceklestirildi. Tayin isleminden 6nce kit igeriginde bulunan
stok BSA (“Bovine Serum Albumin”, Sigir Serum Albilimini) protein standardi belirlenen
oranlarda (25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL) dH20 ile seyreltilerek hazirlandi.
Ardindan protein konsantrasyonu belirlenecek ornekler ve ornekleri ¢ézmede kullanilan
tampon (“blank™) 5 kat dH2O ile seyreltildi. Calisma i¢in gereken toplam belirte¢ hacmine gore
kit igeriginde bulunan reaktifler (50: 1 v/v, Reaktif A: B) karistirilarak BCA belirteci hazirlandi.
96 kuyucuklu mikroplate 6l¢iimii i¢in her bir kuyucuga 200 pL BCA belirtecinden konuldu.
Ormnek ve belirteg oran1 1:8 olacak sekilde seyreltilmis drneklerden, kor 6rnekten ve BSA
standartlarindan 25 puL kuyucuklardaki BCA belirtecinin iizerine eklendi. Orneklerin homojen
olarak karismasi i¢in mikroplate bir dakika ¢alkalandi (Unimax 1010, Heidolph), ardindan
37°C’lik etlivde (Heracell™ 240, Thermo Scientific™) 30 dakika bekletildi. Siire sonunda
olusan renkli iiriiniin 562 nm dalga boyundaki absorbans1 mikroplate okuyucuda (EON, BioTek
Instruments Inc.) 6l¢iildii ve kor 6rnek absorbansi, 6rnek absorbansindan ¢ikarilarak gercek
absorbans degerleri elde edildi. Tiim 6rnekler ve standartlar 3 tekrarl olarak analiz edildi. BSA
standartlarina ait absorbans degerleri kullanilarak standart bir grafik olusturuldu. Standart

grafikten elde edilen dogru denklemi ile protein drneklerine ait konsantrasyonlar hesaplandi.
3.10. DENATURE JEL ELEKTROFOREZI

Hiicresel proteinlerin denatiire jel elektroforezi (“Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”, SDS-PAGE) ile ayristirilmasinda Walker (2002) tarafindan onerilen yontem
uygulandi. Proteinlerin SDS-PAGE ile analizinde mini jel elektroforez sistemi (Mini-
PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad) kullanildi. Jelin dokiilecegi elektroforez kaseti
hazirlanmadan 6nce camlar (1.0 mm “spacer plates”, 1.0 mm “short plates”), taraklar (1.0 mm)
ve contalar %70’lik etanol ile temizlendi. Jel kaseti sistemin prosediriine uygun olarak
yerlestirilerek hazirlandi. Islem sirasinda kullamilan ¢dzeltiler Tablo 3.6°da, jellerin

hazirlanmasi sirasinda kullanilan ¢6zelti oranlar1 Tablo 3.7’de verildi.
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Tablo 3.6: SDS-PAGE islemlerinde kullanilan ¢ozeltiler.

COZELTILER BiLESENLERI

2030 Akrilamid Cozeltisi AKIHaMI. ... 30g
Bis-AKIilamid..........cccooeiiiiie 08¢
dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamland.

1.875 M Tris-HCI tamponu | Trizma-Baz...........ccccoeoiiiiiiiiiiincicc e 4543 ¢g

(pH 8.8) 3 N HCl ile pH 8.8’¢ ayarlandi.
dH.0 ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

0.6 M Tris-HCI Tamponu THZMA-BAZ.......cooiiiiiiiec 1454 ¢

(pH 6.8) 3 N HCl ile pH 6.8’¢ ayarland.
dH.0 ile son hacim 200 mL’ye tamamland.

%10 Sodyum dodesil SUIfat | SDS.........ccoiiiiii 10g

(SDS) dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi

%010 Amonyum Persulfat APS...o 1lg

e dH:O0 ile son hacim 10 mL’ye tamamlandi.

1X Yuritme tamponu TS e 3.03¢g

(25 mM Tris, 192 mM glisin, GlISIN. ...t s 144 ¢

%00.1 SDS, pH 8.3) SIS, s lg
dH.0 ile son hacim 1 L’ye tamamland.

2X Ornek yiikleme tamponu | 0.6 M Tris-HCI (pH 6.8).........ccocoeeeeereeeeeeeeeeceeeeee 5ml
SUKIOZ. ..ottt O
B-Merkaptoetanol..............c.ovivievieneeceeeeeneeeeieenenns. 0.25 ml
Bromofenol mavisi (% 0.5 StoK)........ccocvevevieiiiiieiiece 5ml

dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 3.7: SDS-PAGE i¢in kullanilan ayirma ve yiikleme jellerinin 1 jele gore igerikleri ve oranlari.

ICERIKLERI Ayirma Jeli (%10 Yiikleme Jeli (%5 Akrilamid)
Akrilamid)

Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 1mL -

Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) - 250 pL

dH20 2,262 mL 1,875 mL

%30 Stok Akrilamid Cozeltisi 1,662 mL 337,5 uL

%10 Sodyum dodesil sulfat (SDS) | 50 pL 25 pL

%10 Amonyum persulfat (APS) 25 pL 12,5 uL

TEMED 1,75 pL 3,5 L

Oncelikle %10’luk ayrrma jeli Tablo 3.7°de belirtilen oranlarda tamponlar kullanilarak
hazirland1 ve kasetlere dokiildii. Polimerizasyonu engelleyen oksijenle jelin temasini kesmek
icin jel ylizeyi yaklasik 1 mL dH2O ile kapatildi. Polimerizasyonun ardindan yiizeydeki su
uzaklastirildi ve %35’lik yiikleme jeli hazirlanarak, polimerize olan ayirma jelinin ilizerine
dokiildii. Kasetin iist kismina taraklar yerlestirilerek ornek yiikleme kuyularimin olugmasi
saglandi. Polimerizasyon sonunda jel kasetleri elektroforez tankina yerlestirildi ve 1X Yiiriitme

tamponu ile tank tizerinde belirtilen seviyeye kadar dolduruldu.

Ornekler 2:1 (v:v) oraninda Ornek yiikleme tamponu ile karistiriip 3 dakika 95°C’da
bekletildikten sonra her bir cepte 40 pg protein olacak sekilde jelin kuyucuklarina yiiklendi.
Elektroforez islemiyle proteinlerin sabit voltajda (200 V) yaklasik 40 dakika yiiriitiilmesiyle

proteinler jel tizerinde ayristirildi.
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3.11. WESTERN BLOT ANALIZLERIi

SDS-PAGE ile jelde ayristirilan proteinler, Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad)
araciligiyla polivinilidin difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Aktarim isleminde kullanilan

tamponlar Tablo 3.8’de verildi.

Tablo 3.8: Western Blotting ve Stripping islemleri i¢in kullanilan ¢6zeltiler.

COZELTILER BILESENLERI

THZMA-BAZ.....ccoe e 30.3¢
LK Teneln TTEms L1 O 144 g
Tamponu

dH.0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

10X Towbin Transfer TamponU........ccccccevevevenecieenieseneeneas 100 mL
LK TSl i MELANOL.......eiieiiieiee s 200 mL
Tamponu

dH-0 ile son hacim 1 L’ye tamamland.

Trizma-Baz (20 MM, PH 7.5).....cccccoiiiiiiniiniiccee 242 ¢

NaACI (150 MM)...oiiiiiiiiiiee e 8.77¢
TBST Tamponu

TWEEN-20 (%00.1).....ceeiiiiiicieiiecece e e 1mL

dH0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

9010 SDS ... s 20 mL

0.5 M Tris-HCI (PH:6.8) ...oovveiiiiiiiiceeeeeee 12.5mL
Stripping Tamponu

UIRFESAT SU ..o 67.5 mL

2-merkaptoetanol ... 0.8 mL

Transfer sisteminin kullanim kilavuzuna gore izlenen adimlarda dncelikle sisteme ait kasetlere
1X Transfer tamponu ile 1slatilan 6zel transfer kagitlar1 (0.2 pm Trans-Blot® Turbo™ Mini
PVDF Transfer Packs, Bio-Rad) yerlestirildi. Transfer kagitlarinin tistiine sirasiyla metanol ile
doyurulan PVDF membran ve jel, hava kabarciklar1 kalmamasina dikkat edilerek konuldu. En
Uste tekrar tampon ile 1slatilan transfer kagitlarindan konulduktan sonra aktarim islemi

baslatildi. Transfer kosullar1 2.5 A ve 25 V elektrik akiminda 15 dakika olarak belirlendi.
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Proteinlerin transfer edildigi PVDF membranlarda protein bulunmayan alanlar kullanilan
primer antikorun protokoliinde belirtilen yonergelere gére HSF1 i¢in %3.5 (w/v) BSA (%0.05
Tween-20 igeren PBS iginde hazirlandi) ve diger antikorlar igin %5 (w/v) sit tozu (%0.05
Tween-20 iceren PBS i¢inde hazirlandi) ile 2 saat oda sicakliginda bloke edildi.

Bloklamanin ardindan membran, kullanilan bloklama tamponu ic¢inde uygun oranlarda
hazirlanan primer antikorla +4°C’da gece boyu muamele edildi. Protein analizi i¢in primer
antikorlar olarak %3.5 BSA i¢inde hazirlanan HSF1; %5 siit tozunda hazirlanan HSP27,
HSP70, HSP90 ve p-HSP27 kullanildi (Tablo 3.9). Primer antikorla muamele isleminden sonra
istenmeyen baglanmalar1 ve antikor kalintilarimi uzaklastirmak i¢in membran 1X yikama
tamponu (%0.05 (v/v) Tween-20 igeren PBS) ile 4 kez 15’er dakika diisiik devirde ¢alkalanarak
yikandi. Yine uygun bloklama tamponu i¢inde hazirlanan sekonder antikorlar (HSF1 i¢in Goat
X Rat 1gG HRP sekonder antikoru, diger primer antikorlar i¢in Goat X Mouse IgG HRP
sekonder antikoru) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Membran 1X yikama

tamponu ile 4 kez 15’er dakika olmak iizere tekrar yikandi.

Antikorlarm baglandig1 protein bantlarinin gériintiilenmesi icin “Pierce™ ECL Plus Western
Blotting Substrate (Thermo Scientific)” kiti kullanildi. Kit igerisindeki soliisyonlar 40:1 (v:v,
Reaktif A:Reaktif B) oraninda karistirildi ve bu karisim membran tizerinde 5 dakika bekletildi.
Tiim bu iglemler karanlik ortamda gerceklestirildi. Soliisyonda ilave edilen substratin sekonder
antikorda bulunan enzimle reaksiyona girmesi sonucu olusan 1stmay1 6lgmek i¢cin membran
kemiliiminesans goriintiileme cihazina (ChemiDoc MP, Bio-Rad) yerlestirildi. Goriintiilenen
bantlarin normalizasyonu i¢in membranlara bagli bulunan antikorlar “stripping” islemi ile
uzaklastirildi. Bunun i¢in Tablo 3.8’de verilen miktarlarda hazirlanan “stripping tamponu”
60°C’ye 1sitild1. Istenen sicakliga ulasan tampon membranlarin iizerini kaplayacak sekilde
dokiildiikten sonra 60°C’de 45 dakika inkiibe edildi. Daha sonra membranlar 6nce suda ve
ardindan TBST tamponunda 4 kez 15’er dakikada bir degistirilmek {izere ¢alkalayicida yikandi.
%?5 sut tozu ile bloklanan membranlar, HRP konjuge GAPDH antikoru ile gece boyun +4°C’de
muamele edildi. 4 kez 15’er dakikada bir gergeklestirilen TBST ile yikama isleminden sonra
dogrudan kemiliiminesans goriintiileme islemine gecildi. Alinan membran goriintiileri

ImageLab 5.2.1 yazilim1 kullanilarak degerlendirildi.



45

Tablo 3.9: immiinolojik analizlerde kullanilan antikorlar ve 6zellikleri.

Antikor Tiir ve Simf Diltsyon Firma (Katalog #)
HSF1 Rat / Monoklonal 1:500 Invitrogen (MA5-14622)
HSP27 Mouse / Monoclonal 1:1000 Enzo (ADI-SPA-800-F)
HSP70/HSP72 Mouse / Monoclonal 1:1000 Enzo (ADI-SPA-810-J)
HSP90 Mouse / Monoclonal 1:400 Santa Cruz (sc-69703)
p-HSP27 (Ser82) Mouse / Monoklonal 1:500 Santa Cruz (sc-12923)
Antl-rat lgG Goat / Poliklonal 1:2000 Millipore (AP136P)

HRP Unkonjuge

Anti-mouse 1gG

) Goat / Poliklonal 1:5000 Enzo (ADI-SAB-100-J)
HRP Unkonjuge

GAPDH

) Mouse / Monoklonal 1:2000 Invitrogen (MA5-15738-HRP)
HRP Konjuge

3.12. ISTATISTIiK ANALIZLER

Tez kapsaminda yapilan deneyler sonucu alinan sitotoksik ve immiinolojik analizlere ait tim veriler
GraphPad Prisme 7.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Grafiklerde
gosterilen sonuclar arasindaki farklarin anlamli olup olmadig: tek-yonliit ANOVA testi kullanilarak

belirlendi. Anlamlilik sinir1 P<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. U87-MG INSAN GLiOMA HUCRELERINE AiT BUYUME EGRIiSi

Baslangi¢ konsantrasyonlar1 0.5x10° hiicre/ml ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarina ekimi yapilan U87-MG insan glioma hicrelerinin, 11 gun boyunca
sayimi gergeklestirilmistir. Alinan veriler dogrultusunda olusturulan biiyiime egrileri Sekil
4.1°de verilen grafikte gosterilmistir. Elde edilen grafige gore her iki hiicre i¢in logaritmik faz
1.giin itibariyle baslamis ve 6.giine gegildiginde sonlanarak, litik evreye gegilmistir. BOIUm
3.2°de verilen formiiller uygulandiginda U87-MG insan glioma hiicreleri igin jenerasyon siresi
ortalama 25 saat olarak belirlenmistir. Hiicre popiilasyonunun biiyiime egrisi literatiirle ve Doga
Bilimleri-Onkoloji Merkezi Biyokaynak Agi “The Physical Sciences-Oncology Network
Bioresource Core Facility (PBCF)” nin belirledigi biliylime grafigiyle benzer bir profil

sergilemektedir.
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Sekil 4.1: U87-MG hiicrelerine ait biiytime grafigi; hiicrelerin ekimi 0.5x10° ve 1x10° hiicre/mL olarak
gercgeklestirilmistir; grafik standart sapmalari igermektedir.
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4.2. SITOTOKSIK ANALIZLER
4.2.1. Kersetinin U87-MG Huicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Kersetinin U87-MG hcreleri tzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek ve tez kapsaminda
uygulanacak dozlar1 secebilmek amaciyla bir dillisyon serisi olusturulmustur. Bu seri,
kersetinin besiyeri kullanilarak 1, 10, 25, 50, 75, 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinda
seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlarin 24 saatlik kiiltiire eklenmesinin
ardindan gecen 48 saat sonunda MTT protokolii uygulanmistir. Ayn1 zamanda kersetini
¢ozmede kullanilan DMSO’nun, sitotoksisiteye etkisini elimine etmek i¢in %0.25, %0.5, %0.75
ve %1 oranlarinda DMSO ile MTT analizleri ger¢eklestirilmistir. En yliksek dozda kersetin i¢in
uygulanan %1 DMSO’nun dahi, hiicre canliligina belirgin bir etkisi olmadig1 saptanmistir. Tiim
veriler GraphPad Prism® 7.0 programinda degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda U87-
MG hicrelerine uygulanan kersetine ait hiicre ¢ogalmasinda %50 azalmaya neden olan
inhibitdr konsantrasyon (ICso, “the half inhibitory concentration”) degerini gosteren grafik
Sekil 4.2’de, konsantrasyonlar bagli degisimin anlamlilik degerlerini gésteren grafik Sekil

4.3’te verilmistir. Yapilan tekrarlar arasindaki tutarlilik tek yonlii varyans analizi (“one-way
ANOVA”) ile belirlenmistir.
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Sekil 4.2: Kersetinin U87-MG hiicrelerinde gosterdigi sitotoksik etki ve 1Cso degeri.
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Yapilan analizler sonucunda, hiicre canliligint %50 oraninda azaltan kersetin konsantrasyonunun

U87-MG insan glioma hiicreleri i¢in 33.8 uM (ICso= 33.8 uM) oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3: Farkli konsantrasyonlarda uygulanan kersetinin U87-MG hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi.

(“***” ile ifade edilen sonuglar P<0.001 diizeyinde anlamlilik gostermektedir.)

1 uM konsantrasyonda uygulanan kersetin U87-MG hiicreleri Gizerinde proliferatif etki gostermistir.
25, 50, 75, 100, 150 ve 200 uM konsantrasyonlarinda kersetin uygulamasinin ise hiicreler tizerinde
istatistiksel agidan anlamli sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir (***P<0.001). Calisma
kapsaminda uygulanan 2 uM kersetin uygulamasinimn hdcrelerin canliligi iizerinde istatistiksel
acidan anlamli herhangi bir etkisinin olmadigi (P>0.05); 10 uM kersetin uygulamasinin ~%70, 30
UM kersetin uygulamasinin ise ~%52 oranlarinda canliliga neden olarak hiicreler iizerinde anlaml

bir sitotoksik etkiye sebep oldugu saptanmustir.
4.2.2. CRISPR-Cas9 Uygulamasimin U87-MG Hucreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

CRISPR/Cas9 uygulamasinin ardindan HSF1 geni susturulan U87-MG hiicrelerinde canliligin
degisimi hiicre hatt1 4 pasaj ilerletildikten sonra degerlendirilmistir. Herhangi bir uygulama
yapilmamis hucreler kontrol grubunu, sgRNA-1 ve sgRNA-2 araciligiyla CRISPR/Cas9
uygulanan hiicreler ise deney gruplarini olusturmustur. 5x10* hiicre/mL yogunlukta ekimi
yapilan gruplar 48 saatin ardindan MTT protokolii uygulanarak, % canlilhik degerleri
belirlenmek Uzere 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslari Sl¢tilmiistiir.

Sonuglar Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4: Gergeklestirilen CRISPR/Cas9 uygulamasinin U87-MG hicrelerine sitotoksik etkisi.

CRISPR/Cas9 uygulamasinin hiicre canliligina anlamli bir etkisi olup olmadigina iliskin elde
edilen bulgular, uygulamanin basaris1 kapsaminda degerlendirilmistir. HSF1 anlatimimin
hiicrenin canliligin1 korumaya yonelik gerceklestigi ve kanser hiicrelerinin apoptoz gibi hiicre
oliim yolaklarindan kagmalaria yardimei oldugu bilinmektedir (Kumar ve dig., 2013). Farkli
genlerin  ekspresyonlarin1  degistirmek amaciyla uygulanan genetik duzenlemelerin,
elektroporasyon gibi yontemlerle gerceklestirildiginde hiicre canliligini etkileyebilecegi
literatiir bulgulart arasindadir (Li ve dig., 2018). Ancak lipid transfeksiyon aracili
CRISPR/Cas9 uygulamasinin hiicreler iizerindeki toksik etkisine dair herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Alinan sonuglarda SgRNA-1 ile gergeklestirilen susturumda hiicre
canliliginda %28 azalma oldugu, SgRNA-2 ile gerceklestirilen susturumun ise istatistiksel

acidan anlamli bir degisime yol agmadig1 goriilmiistiir.
4.3. HUCRE LiZATLARININ PROTEIN KONSANTRASYONLARI

Kullanilan ticari kitin (“SMART™ BCA Protein Assay Kit, iNtRON Biotechnology”)
iceriginde bulunan BSA Standardi kit prosediiriinde belirtilen konsantrasyonlarda (25, 125,
250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/ml) dH20 ile seyreltilerek BCA analizi ger¢eklestirilmistir.
BSA konsantrasyonlar1 ve elde edilen absorbans sonuglar1 kullanilarak standart grafik
olusturulmustur (Sekil 4.5). Tez calismasi kapsaminda gercgeklestirilen kersetin ve

CRISPR/Cas9 uygulamalarindan sonra toplanan hiicrelerden, izolasyon ile total protein eldesi
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saglanmistir. Hazirlanan izolatlarin protein konsantrasyonlar1 (Tablo 4.1), standartlar

kullanilarak olusturulan lineer grafigin verdigi dogru denklemine gdre hesaplanmustir.

v = 0.001x + 0,0905

Absorbans (562 nm)

0 500 1000 1500 2000

Sekil 4.5: Sigir serum albiimin (“Bovine Serum Albumin”, BSA) standartlari ile gizilen standart grafik.

Tablo 4.1: Hiicresel ekstrelere ait 6rnek protein konsantrasyonlari.

Grup Protein Konsantrasyonu pg/mL
Kontrol 7.310
Kersetin 2 uM 2.931
Kersetin 10 pM 2.938
Kersetin 30 uM 2.324
KO-1 2.245
KO-2 1.881

4.4, ELEKTROFORETIK VE IMMUNOLOJIK ANALIiZLER

Deney ve kontrol gruplarindan elde edilen protein Ornekleri, BCA ile konsantrasyonlari
belirlendikten sonra, her bir kuyucukta 30 pug protein olacak sekilde 6rnek yiikleme tamponuyla
karistirilarak jellere yiiklenmistir. Jeldeki bantlarm hangi protein agirligina karsilik geldigini
saptamak amaciyla molekiiler agirliklar bilinen proteinlerin bir karisimini iceren marker (Page
Ruler Prestained Protein Ladder, Invitrogen #26619) kullanilmigtir. Proteinler elektroforez ile
yiiriitiildiikten ve ayristirildiktan sonra jellerden biri Coomassie boya ile boyanarak ChemiDoc

MP (Bio-Rad) sisteminde goriintiilenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Elektroforez islemi sonrast Coomassie boya ile boyanmis SDS-poliakrilamid jel goriintusu.

(M: Marker; K: Kontrol grubu hiicreler; KER: Kersetin 2 uM doz uygulanan hiicreler; KO-1: sgRNAL
aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler; KO-2: sgRNA2 aracili knock-out gerceklestirilen hiicreler)

Elektroforez isleminden sonra immiinolojik analizlerde kullanilmak iizere ayrilan diger
jellerdeki proteinler “Trans-Blot® Turbo™ Transfer Sistemi” araciligiyla PVDF membrana
aktarilmistir. Aktarim sonrast membranlar Boliim 3.11°de anlatildig: sekilde dnce bloklanmis,
daha sona ilgili antikorlarla muamele edilmistir. Bu g¢alisma kapsaminda immiinolojik
analizlerde HSF1, Hsp27, pHsp27, Hsp70 ve Hsp90 antikorlart kullanilmistir. Goriintiilemeler
ChemiDoc MP (Bio-Rad) sistemiyle gergeklestirilmis olup, GAPDH antikoru ile

normalizasyonlar1 yapilan protein bantlar1 ImageLab 6.0.1 programinda analiz edilmistir.

Kersetin ve CRISPR/Cas9 igeren tiim uygulamalar ile, farkli deney setlerinden elde edilen
proteinlerle gerceklestirilen Western Blot analizleri en az 2 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
Bu baglamda olusturulan deney setleri icerisinde CRISPR/Cas9 uygulamasi gerceklestirilen
hiicreler farkli pasaj sayilarinda toplanarak analiz edilmistir. Higbir uygulama yapilmayan
kontrol grubu %100 kabul edilerek, sonuclarin istatistiksel degerlendirmeleri kontrole gore
karsilastirmali olarak gergeklestirilmis ve tek yonli ANOVA ile Dunnett’s testleri kullanilarak

dogrulanmistir.



52

4.4.1. HSF1’in immiinolojik Analizi

Oncelikle HSF1 anlatimmin susturumuna yonelik gerceklestirilen CRISPR/Cas9 uygulamalari
sonucu “knock-out” verimi degerlendirilmistir. Kullanilan her iki sgRNA ve 10 uM kersetin
uygulamasinin HSF1 geninin anlatimin1 %50°nin iizerinde azalttig1r goriilmustiir (Sekil 4.7).
Hsp27 anlatimi iizerinde anlamli bir degisime sebep oldugu saptanan ve hiicre canliligini %30
oraninda etkiledigi belirlenen 10 uM kersetin uygulamasinin, HSF1 anlatimini %51 oraninda
diisiirdiigi  saptanmistir. Elde edilen sonuglar literaturdeki bilgilere benzer profil
sergilemektedir (Jego ve dig., 2014). Kontrol grubundaki HSF1 anlatim diizeyine gore
kiyaslandiginda sgRNA1 aracili ger¢eklestirilen CRISPR/Cas9 uygulamasinin HSF1 geninin
anlatimini ~%>59 oraninda, sgRNA2 aracili gergeklestirilen CRISPR/Cas9 uygulamasinin ise
~%74 oraninda susturdugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7: Kontrol ve deney gruplarina ait HSF1 anlatimlarinin Western blot analizi.
(Kontrol: Kontrol grubu hiicreler; Ker 2: 2 uM kersetin uygulanan hiicreler; Ker 10: 10 uM kersetin uygulanan
hiicreler; Ker 30: 30 uM kersetin uygulanan hiicreler; KO-1: sgRNA1 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler;
KO-2: sgRNA?2 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmis degerlerdir.)

4.4.2. Hsp27’nin immiinolojik Analizi

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu, farkli konsantrasyonlarda kersetin

uygulamasi yapilan deney gruplar1 ve HSF1 susturumu i¢cin CRISPR/Cas9 uygulamasi yapilan
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hlcrelerden olusan deney gruplarina ait proteinleri iceren membranlar, Hsp27 primer antikoru
ile muamele edilmistir. Alinan sonuclar GAPDH ile normalize edilerek Sekil 4.8’de verilmistir.
Buna gore 2 puM Kersetin uygulamasinin hiicredeki Hsp27 anlatimimi ~%14 arttirdigi; buna
karsilik 10 pM kersetinin Hsp27 anlatimimni %50 ve 30 uM kersetinin ~%54 oranlarinda
azalttigt bulunmustur. HSF1 geninde “knock-out” gerceklestirilen hiicrelerde ise Hsp27
anlatiminin benzer sekilde ~%62 oranlarinda azaldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.8: Kontrol ve deney gruplarina ait Hsp27 anlatimlarinin Western blot analizi.
(Kontrol: Kontrol grubu hiicreler; Ker 2: 2 uM kersetin uygulanan hiicreler; Ker 10: 10 uM kersetin uygulanan
hicreler; Ker 30: 30 uM kersetin uygulanan hiicreler; KO-1: sgRNA1 aracili knock-out gerceklestirilen hiicreler;
KO-2: sgRNA2 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmis degerlerdir.)

4.4.3. pHsp27’nin immiinolojik Analizi

Ayni kontrol ve deney gruplarina ait proteinleri igeren membranlar, pHsp27 primer antikoru ile
muamele edilmistir. Alinan sonuglar GAPDH ile normalize edilerek Sekil 4.9°da verilmistir.
Buna gore 2 uM kersetin uygulamasinin hiicredeki pHsp27 anlatimini ~%46 arttirdigt; 10 uM
ve 30 UM Kersetinin ise pHsp27 anlatiminda kontrol grubuna gore anlamli oranda bir degisime
neden olmadigr bulunmustur. HSF1 geninde susturum gergeklestirilen hiicrelerde pHsp27
anlatiminin sgRNAT1 aracili CRISPR/Cas9 uygulanan hiicrelerde ~%45 ve sgRNA2 aracilt
CRISPR/Cas9 uygulanan hiicrelerde ~%40 oraninda azaldig1 saptanmustir.
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Sekil 4.9: Kontrol ve deney gruplarina ait pHsp27 anlatimlarinin Western blot analizi.
(Kontrol: Kontrol grubu hiicreler; Ker 2: 2 uM kersetin uygulanan hiicreler; Ker 10: 10 uM kersetin uygulanan
hiicreler; Ker 30: 30 uM kersetin uygulanan hiicreler; KO-1: sgRNA1 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler;

KO-2: sgRNA2 aracili knock-out gerceklestirilen hiicreler. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmis degerlerdir.)

4.4.4. Hsp70’in Immiinolojik Analizi

Indiiklenebilir Hsp70’e ait primer antikor ile muamele edilen membranlardan alian sonuglar
Sekil 4.10°da verilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan 4 saat 42°C 1s1 soku uygulamasi
yapilan Ornek disinda, kersetin ve CRISPR/Cas9 uygulamalarinin Hsp70 proteininin

anlatiminda bir degisime neden olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.10: Kontrol ve deney gruplarina ait Hsp70 anlatimlarinin Western blot analizi.
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(Kontrol: Kontrol grubu hiicreler; 42°C: 42°C 1s1 sokuna maruz birakilan hiicreler; Ker 2: 2 uM kersetin uygulanan
hicreler; Ker 10: 10 uM kersetin uygulanan hucreler; Ker 30: 30 pM Kersetin uygulanan htcreler; KO-1: sgRNA1
aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler; KO-2: sgRNA?2 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler Sonuglar
GAPDH ile normalize edilmis degerlerdir.)

4.4.5. Hsp90’in immiinolojik Analizi

Hsp90 primer antikoru ile muamele edilen membranlardan alinan sonuglar GAPDH ile
normalize edilerek Sekil 4.11°de verilmistir. Buna gore 2 uM kersetin uygulamasinin hiicredeki
Hsp90 anlatiminda belirgin bir degisime sebep olmadigi; 10 uM kersetinin Hsp90 anlatimini
kontrol grubuna gore %42 oraninda, 30 UM kersetinin ise %54 oraninda azalttig1 bulunmustur.
HSF1 geninde susturum gergeklestirilen hiicrelerde Hsp90 anlatiminin ise sgRNA1 aracili
CRISPR/Cas9 uygulanan hucrelerde ~%80 ve sgRNA2 aracili CRISPR/Cas9 uygulanan

hicrelerde ~%50 oraninda azaldigi saptanmistir.
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Sekil 4.11: Kontrol ve deney gruplarina ait Hsp90 anlatimlarinin Western blot analizi.
(Kontrol: Kontrol grubu hiicreler; Ker 2: 2 uM kersetin uygulanan hiicreler; Ker 10: 10 uM kersetin uygulanan
hiicreler; Ker 30: 30 uM kersetin uygulanan hiicreler; KO-1: sgRNA1 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler;
KO-2: sgRNA2 aracili knock-out gergeklestirilen hiicreler. Sonuglar GAPDH ile normalize edilmis degerlerdir.)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, viicudun herhangi bir noktasindaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesinden
kaynaklanan bir hastaliktir. Hastaligin ortaya c¢ikmasinin nedenleri, 6zellikle ¢ocukluk
doneminde ortaya ¢ikan birgok kanser i¢in tam olarak bilinmemekle birlikte; tiitiin kullanimi,
asir1 viicut agirligi gibi yasam tarzi faktorleri ve kalitsal mutasyonlar, hormonlar ve bagisiklik
kosullar1 gibi genetik faktorler de dahil olmak iizere birgok sebebe dayandirilmaktadir.
Gliomalar ¢ok hizli biiylime gosteren, invazyon yetenegi yiiksek, radyoterapi ve kemoterapiye
direncli primer beyin tiimorleridir. Gliomalar arasinda oldukea yiiksek bir insidansa sahip olan
GBM, tedavide karsilasilan zorluklar nedeniyle hastalarin yasam kalitelerini diisiirmekte ve

medyan sag kalimi sinirlandirmaktadir.

Genler temel anlamiyla protein kodlayici dizilerdir ve canli hiicrelerdeki kimyasal
reaksiyonlarin diizenleyicisi olarak ¢ok 6nemli roller tistlenmektedir. Bir gende gerceklesen
mutasyon, protein sentezinde ilgili proteinin disfonksiyonuna yol agan degisikliklere neden
olabilmektedir. Bu degisiklikler ise organizmada hastaliklarla sonuglanan doku ve metabolizma
bozulmalarina yol agabilmektedir. Molekiiler biyoloji ve benzeri disiplinlerde gerceklesen
ilerlemeler, kalitsal hastaliklarin genetik temelini anlamaya yardimci olmaktadir. Mevcut
genomik bilgilerin ¢ercevesinin genislemesiyle, arastirma stratejileri daha bilingli bir yone
ilerlemekte ve arastirmacilarin popiilasyon diizeyinde genomik paternler tarafindan desteklenen
anlamli hipotezler izlemesine olanak saglamaktadir (Brennan, 2011). Giincel proteomik
araglarla birlestirilen bu genomik veriler, GBM’ye ait tlimoral karmasikligin giderilmesini
saglayacak degerli bir kaynaktir. Giiniimiizde bu veriler sayesinde GBM'nin gelistirilmis
molekiiler siniflandirmalar1 ortaya ¢ikmasina ragmen, spesifik GBM alt tiplerini tedavi etmek

icin hedefe yonelik tedaviler heniiz hayata gecirilememistir (Lima ve dig., 2012).

Gen terapisi, hastalik gelisiminden sorumlu olan kusurlu genleri diizeltmek i¢in genleri ilag
olarak kullanan deneysel bir tekniktir. Bu 6zelligiyle geleneksel tedavilerin Gtesine gegen gen
terapilerinin, Ug¢ilinci milenyumun en Onemli gelismelerinden biri haline gelecegi
diisiiniilmektedir. Gen terapisi, ¢ok cesitli kalitsal ve edinilmis insan hastaliklarin1 ortadan
kaldirma potansiyeline sahiptir. Cok sayida klinik caligma, gen terapilerinin muhtemelen GBM
tedavisinin en umut verici yontemi olacagini ve bu yolla olusturulan ila¢ tasarimlarina vurgu

yapilmasi gerektigini 6ne slirmektedir.
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Gen terapisiyle gerceklestirilen bir dizi faz I/ II klinik ¢alismanin, primer immiin yetmezlikler,
l6kodistrofiler, talasemi, hemofili ve retina distrofisi dahil olmak {izere kan, bagisiklik ve sinir
sistemlerinden, B-hiicresi maligniteleri gibi kanserlere kadar ¢ok cesitli kalitsal hastaligin
tedavisi i¢in etkinlik ve giivenlilige sahip oldugunu bildirmistir. Son yillarda artig gosteren
kanser gen terapi yaklagimlar1 T lenfositlerinin, timor kok hiicrelerinin veya dogrudan tiimorli
hlcrelerin in vivo genetik modifikasyonunu icermektedir. Bununla birlikte in vivo gen terapi
sistemlerinde kullanilan lipozom temelli veya retroviral vektorler gibi tagiyicilarin gelistirilmesi

icin de ¢alismalar, uzun yillardan beri biiylik bir ivme kazanarak devam etmektedir.

Gen terapisinin kanser tedavisi igin rutin olarak uygulanmasini engelleyen temel faktor, bu
islem icin tam anlamiyla etkili bir yontemin olmamasidir. Tiimor regresyonu veya genetik
hasarlarin yeniden yapilandirilmasi, gen terapileri i¢in bir sorun olmaya devam etmektedir. Gen
anlatimini ve triinlerini anlamli bir diizeyde degistirebilmek adina bu dizileri, yeterli sayida
tiimdr hiicresine ulastirmada yiiksek verimli stratejiler olusturulmasi gerekmektedir. Yapilan
cok sayida arastirma bu engellerin iistesinden gelmeyi amaglayarak, gen terapisini onkolojinin

standart bir parcgasi haline getirmeye ¢aligmaktadir.

Temel genetik modifikasyon mekanizmalari, genetik hastaliklarda sorunun kaynagi olan gen
aktivasyonu/inaktivasyonu degistirmek, genleri diizeltmek, yerini degistirmek ya da silmek;
bulasict hastaliklarda patojen genomlarinda etkisizlestirici mutasyonlar iiretmek;
terapotik/koruyucu somatik mutasyonlar: tetiklemek gibi gesitli stratejileri benimsemektedir.
ZFN ve TALEN gibi programlanabilir niikleazlarla hedeflenen genom diizenlemeleri, bdlgeye
0zgl bir sekilde farkli genom manipiilasyonlarina olanak saglamaktadir. Programlanabilir
niikleazlar insersiyonel mutasyonlar ve proteinlerin yanlis anlatimi gibi yan etkilere yol
acabilen, hedef hiicre ¢ekirdegine veya genomuna eksojen bir DNA kopyasi ekleyen onceki
gen terapi araglarindan farkli olarak, bir "kes-yapistir" stratejisi kullanmaktadir (Kim ve Kim,
2014). Bu strateji basitce genlerdeki kusurlar1 giderme ve dogru olanmi yerlestirme anlami
tasimaktadir. Son zamanlarda, programlanabilir niikleazlar listesine eklenen CRISPR-Cas9
olarak adlandirilan bir RNA kilavuzlu genom diizenleme araci, diger 6rneklerine gore cesitli

avantajlar sunmakta ve terap6tik potansiyel sergilemektedir.
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Doudna ve Charpentier’in giiclii bir RNA programli genom diizenleme platformu olarak
CRISPR/Cas9 sisteminin potansiyelini géstermesinden beri, genom miihendisligi alani, temel
biyolojik ve biyomedikal arastirmalarin neredeyse her yoniine ulasmay1 vaat eden bir bilimsel
devrim olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu teknolojinin, temel arastirmalardan klinik ve
translasyonel uygulamalara kadar, kanser biyolojisinin ¢esitli alanlarina uygulanmasi (Sekil
5.1), bu kompleks hastalig1 daha iyi anlamak ve tedavi etmek i¢in ¢ok sayida heyecan verici
firsat sunmaktadir. sgRNA'larin deneysel tasarlama ve klonlamada sagladigi kolaylik CRISPR
sistemini “high-throughput” taramalar i¢in ¢ok uygun hale getirmektedir. Ayrica Cas9’un
genleri multipleks olarak hedefleme yetenegi, kromopleksiden kaynaklanan kanser
genomlarinda daha karmagik gen diizenleme kombinasyonlarin1 ¢alisma olanagi sunmaktadir

(Choi ve Meyerson, 2014).

Onkojenik
mutasyonlan
modelleme

(Drost, 2015)

1. Proliferatif 2. Biiviime
sinyallemeyi siipresirlerinden
siirdiirmek kacmak

10. Hiicresel 3. Bagisikhk
metholizmalan tahribatim énlemek
regiile etme

£

9. Hiicre 4. Replikati
dliimiine olimsiizliigi
direnc saglamak
kazanma

8. Genomik instabilite ve

mutasyonlar yaratmak

5. Timore yonelik

mflamasyon varatmak

7. Anjivogenezi 6. Invazyonu
baskilamak ve metastan

aktive etme
Aday metastaz

genlenni tarama
(Chen, 2015)

Sekil 5.1: Kanser biyolojisine bagli 6zelliklerin arastirilmasinda CRISPR teknolojisinin kullanildigi
temel stratejiler (Moses ve dig.,2018).
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HSP'ler hiicrede molekiiler saperonlar olarak islev goren ve hiicresel stresle birlikte
aktivasyonlarinda artis gozlenen proteinlerdir. Cogu HSP, ¢esitli kanser hiicrelerinde asiri
eksprese edilmekte, bu sayede kanser teshisi ve prognoz tahmini igin biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmektedir. HSP'ler molekiiler agirliklarina gore farkli siniflandirilmalara sahip
olmalarina ragmen, ¢ogunlukla karsinojenezde, apoptozun Onlenmesinde ve ilag direnci
gelismesinde benzer fonksiyonlar Gstlenmektedir. Son yillarda HSP'lerin kanser tedavisi igin
yeni kemoterapdtik ajanlarin  gelistirilmesini  saglayan terapdtik hedefler olarak
kullanilabilecegi fikri benimsenmistir. HSP’lerin hedeflendigi ¢esitli antikanser ilaglar, FDA
tarafindan onaylanmustir. Ornegin, kanser hiicrelerinde GRP78 ekspresyonunu azaltan bir kinaz
inhibitorii olan sorafenib (Nexavar), renal hiicre karsinomasi (2005), hepatoselliiler karsinom
(2007) ve metastatik tiroid karsinomasi (2013) i¢cin FDA tarafindan onaylanmigtir (Roberts ve
dig., 2015). Ruxolitinib (Jakafi), kanser hiicrelerinde ve hayvan modellerinde HSP70 ve HSP90
ekspresyonunu azaltan bir Janus kinaz (JAK) inhibitoriidiir. FDA tarafindan orta veya yiiksek
riskli miyelofibrozis (2011) ve polisitemi vera (2014) tedavisi i¢in onaylanmistir (Tavallai ve
dig., 2016). HSP'lerin inhibisyonu, hiicresel fonksiyonlar1 diizenleme gorevleri nedeniyle
normal hicreleri etkilemektedir. HSP'ler normal hiicrelerle kiyaslandiginda kanser hiicrelerinde
daha yiiksek oranda eksprese edildiginden, kanser hiicrelerinin hiicresel islevlerini
gerceklestirebilmeleri ve dliimden kaginmalar i¢in, HSP up-regiilasyonunun gerekli oldugu
fikri olusmustur. Kanser hiicreleri ve normal hiicreler arasindaki HSP anlatimi igin farkli
gereksinim olmasi, antikanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in yeni bir pencere agmaktadir. Bu
durumda belli kanser hiicrelerinde artmig ekspresyon seviyelerine gore HSP'leri segici olarak

hedef alan yeni kemoterapdtik ilaglar gelistirmek miimkiin goziikkmektedir (Wu ve dig., 2017).

Is1 soku tepkisinin ana diizenleyicisi olan HSF1, stres karsisinda organizmanin hayatta
kalmasini saglayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Yaygin olarak pozitif kabul edilen etkilerinin
aksine, HSF1'in malign transformasyonu destekleyerek organizmalarin zararma etki
edebilecegi gosterilmistir. Farelerde HSF1 eksikliginin, p53 tiimdr baskilayict geninin negatif
bir mutasyonuyla baglatilan spontan tiimor olusumunu O6nemli Ol¢iide smirlandirdig
gbzlenmistir. H-Ras protoonkogenin aktive edici mutasyonlari ile iliskili kimyasal kaynakl cilt
karsinogenezi Uzerinde HSF1 fonksiyon eksikliginin benzer bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Bazi1 insan kanser hiicre hatlarinda HSF1'in kayb1, normal hiicreler iizerinde ¢ok
az bir etkiye sahip olmakla birlikte, kanser hiicrelerinin biiyltimelerini ve hayatta kalmalarini

onemli 6l¢iide hasara ugratmistir (Dai, 2007)
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Bu tez kapsaminda HSF1 geninin U87-MG insan glioma hiicrelerinde CRISPR/Cas9 teknigiyle
susturulmasinin (“knock-out”), hiicredeki Hsp27, pHsp27, Hsp90 ve indiklenebilir formdaki
Hsp70 stres proteinlerinin anlatimlar1 Uzerine etkileri arastirllmistir. Yapilan ¢alisma
kapsaminda sgRNA’lar ile hedeflenen bdlgelerde rastgele mutasyonlara sebep olan DSB’ler,
Cas9 araciligiyla gergeklestirilen kesimlerle olusturulmustur. Bu kiriklarin tamiri, homolog
olmayan uglarin birlestirilmesi temeline dayanan NHEJ yoluyla meydana gelmektedir. Bu
noktada meydana gelen indel mutasyonlar gen dizisinde ¢ergeve kaymalarina neden olarak
genin anlatimint susturmaktadir. Ayrica HSF1 anlatimimin ana regiilatérii oldugu bilinen
kersetinin farkli dozlarda uygulanmasiyla da ayni stres proteinlerindeki anlatim degisimleri

incelenmis ve genetik susturma ile aralarindaki etkinlik farklar1 karsilastirilmistir.

Bu baglamda oncelikle kersetin ve CRISPR/Cas9 uygulamasi yapilan deney gruplar
olusturulmadan, ajanlarin ya da uygulamalarin hiicre canliligi tzerindeki sitotoksik etkileri
MTT analizleri ile incelenmistir. U87-MG hiicrelerine uygulanan kersetin icin 1Cso degeri 33.8
uM olarak belirlenmistir. Deney gruplarinda kullanilmak {izere segilen 2 pM kersetinin
proliferasyon Uzerinde anlaml bir degisime sebep olmadigi, 10 uM kersetinin %30, 30 uM
kersetinin ise %48 oranlarinda hiicre 6liimiine sebep oldugu goriilmiistiir. Daha sonra farkli
dozlarda kersetin uygulamasi yapilan hiicreler toplanarak protein izolasyonlari
gerceklestirilmis ve stres proteinlerinin anlatimlarinda meydana getirdigi degisimler
arastiritlmistir. Bu islemlere paralel olarak yiiriitilen CRISPR/Cas9 yonteminin ardindan
gerceklestirilen MTT analizlerinde sgRNA-1 aracili olarak susturumu gergeklestirilen KO-1
grubunda hicre canliliginin %25 oraninda azaldigi belirlenmistir. Ancak SgRNA-2 aracili
gergeklestirilen susturumun, KO-2 grubunda herhangi bir toksik etkiye sebep olmadigi
saptamistir. Kontrol ve deney gruplarindan toplanan hiicrelerden daha sonra protein
izolasyonlar1 gerceklestirilerek, total protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Stres
proteinlerinde sebep olduklar1 anlatim degisikliklerini saptamak amaciyla Western-blot teknigi
uygulanmistir. Yapilan immiinolojik analizlerde HSF1 anlatimmin KO-1 grubunda %59, KO-
2 grubunda %74 oranlarinda susturuldugu saptanmistir. Bununla birlikte kersetinin 10 uM
uygulandigr grupta HSF1 anlatimi %51 oraninda azalmistir. Elde edilen bulgular literatirdeki
verilerle uyum gostermektedir. Yapilan caligmalarda kersetin uygulamasi sonucunda Hsp
anlatimlarmin down-regllasyonunda benzer sonuglar elde edilmistir (Li ve dig, 2016). Ancak
sagladiklari hiicresel canlilik ve deneysel verim karsilastirildiginda, CRISPR/Cas9 uygulamast
deneysel olarak daha avantajlidir.
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Hicredeki Hsp27 anlatimindaki degisimlerin incelenmesi amaciyla gergeklestirilen
immiinolojik analizlerde 2 uM kersetinin Hsp27 anlatimini %27 artirdigi, buna karsilik 10 uM
kersetinin %50 ve 30 uM kersetinin ~%54 oranlarinda Hsp27 anlatmini azalttigi bulunmustur.
CRISPR/Cas9 uygulamasinin KO gruplarinda benzer olarak Hsp27 anlatiminda %62 oraninda
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Hucrelerdeki pHsp27 proteinlerinin anlatim seviyelerin
incelendiginde 2 UM kersetinin anlatimi1 %46 oraninda artirdigi, 10 uM ve 30 uM Kersetinin
ise anlaml1 bir degisime sebep olmadigi goriilmiistiir. KO-1 uygulanan grupta pHsp27 anlatimi
%45 oraninda azalirken, KO-2 grubunda %45 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Ayn1 deney
gruplarinda induklenebilir formdaki Hsp70 incelendiginde yalnizca 1s1 soku uygulanan (42°C)
hiicrelerde anlatim seviyesinin degistigi gozlenmistir. HSp90 anlatimindaki degisimlerin analiz
sonuglari ise 2 UM kersetin uygulamasinin hiicredeki Hsp90 anlatiminda belirgin bir degisime
sebep olmadigini; 10 uM kersetinin %42 oraninda, 30 pM kersetinin %54 oraninda, KO-1
uygulamasinin %80 ve KO-2 uygulamasinin %50 oraninda Hsp90 anlatiminda azalmaya sebep
olduklar1 saptanmistir. Hsp27 ve pHsp27 anlatimlart HSF1’in susturulmasi sonucunda kontrole
gore belirgin oranda azalmakla birlikte, devam etmistir. Sonu¢ olarak degerlendirilen stres
proteinlerinin ekspresyonlarinin regiilasyonlarinda HSF1 disinda farkli mekanizmalarin rol
oynayabilecegi goriilmiistiir. Ayrica gergeklestirilen genetik modifikasyon, ajan uygulamasina
gore canliliga ¢ok daha minimal bir etki gostererek, daha yiiksek bir verim elde edilebildigini
ortaya koymustur. Ancak gerceklestirilen modifikasyon yolunun devamliliginin saglanabilirligi
g0z onlnde bulundurulmalidir. Kullanilan CRISPR/Cas9 tekniginde ticari kitin sergiledigi
devamlilik, jenerasyonlar boyu kalic1 olamamistir. Bu nedenle farkli transfeksiyon yollar
araciligryla CRISPR/Cas9 etkinligi yiiksek hiicrelerin segilmesi ve istenilen modifikasyonu
igeren hiicrelerin sayisinin yliksek oldugu bir popiilasyonun olusturulmast 6ncelik olmalidir.
Bu baglamda kombine terapilerde alinan veriler, susturum sonrast pasajlanan hiicrelerden
dolayr farkli bir profil sergileyerek sonuglarin dogru bir sekilde degerlendirilmesini

kisitlamaktadir.

Sonug olarak HSF1 stres proteinlerinin ana regilatori olarak rolini korumakla birlikte,
diizenlenmelerinde farkli mekanizmalar ve yolaklar devreye girmektedir. Genetik
modifikasyon yontemleri kullanmak hem bu tarz yolak arastirmalarinda hem de genetik
hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde sahip oldugu avantajlarla molekiiler biyoloji ¢aligmalarina

yeni bir boyut kazandirmaktadir.
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