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OZET

Epitelyal-mezenkimal gegis, kanserde yeniden aktive olan ve timor hiicrelerinin
istila ve metastazini diizenleyen embriyonik bir programdir. ZEB2, EMT’i indikleyen
transkripsiyon faktorlerinden biridir. Yarismaci endojen mRNA veritabanina (ceRDB)
gore ETS1’in ZEB2’nin ceRNA’si olabilecegini ve ETS1’'in hepatoseliiler karsinoma
hicrelerinde ZEB2 ile birlikte ifade edildigini bulduk. Bu bulgular, hepatoseliler
karsinoma (HCC) ve ZEB2 ile indiiklenebilir hiicre hatlarinda, ZEB2 transkripsiyon
faktorinin, promotor ve ceRNA seviyelerinde ETS1'i dizenleyip diizenlemedigini
arastirmaya tesvik etti. Kromatin immiuinopresipitasyon ve lusiferaz raportor
deneyleri, ZEB2'nin ETS1 promotorundaki E-box sekanslarina baglandigini agik¢a
gosterdi. ZEB2 ifadesi indilklenebilen DLD-ZEB2 ve A431-ZEB2 hiicrelerinde ETS1'in
ylksek oranda ifade edildigi ve ZEB2'nin baskilandig shZEB2-SNU398 ve shZEB2-SK-
HEP-1 hicrelerinde ETS1 ifadesinin belirgin bir sekilde azaldigi bulundu. ZEB2'nin
induklendigi kosullarda ETS1 ifadesinin baskilanmasi DLD1 hiicrelerinin géglinu ve
istilaci kapasitelerini 6nemli 6l¢tide bozmustur. ZEB2 ifade eden hiicrelerde ETS1'in
baskilanmasi, mekanik olarak ZEB2 hedefleri olan TWIST1 ve MMP9 ifadelerinin
azalmasiyla sonuglandi. ZEB2 ve ETS1 arasindaki ceRNA iliskisini aydinlatmak amaciyla
ETS1 ifadesi baskilanan SK-HEP-1 shETS1 hiicresinde ZEB2 3’UTR lusiferaz aktivitesini
Olgtlk. ETS1 ifadesi baskilanan hiicrede ZEB2 3’UTR lusiferaz aktivitesinde azalma, iki
gen arasindaki ceRNA iliskisini ortaya koymaktadir. Hepatoseliler karsinoma hiicre
hatlari, kanser cDNA dizinleri ve TCGA RNA dizileme veri setindeki korelasyon
analizleri, ZEB2 ve ETS1'in birlikte ifade edildigini ve bunlarin insan timaorlerindeki
ifadelerinin oldukca anlamh bir pozitif korelasyon gosterdigini ortaya koydu.
Sonuclarimiz, ZEB2'nin ETS1'in dlzenleyicisi olarak gorev yaptigini ve ETS1'in ZEB2
kaynakli EMT'nin dizenlenmesinde rol oynadigini gosterdi. Bu bulgular, kanser
hiicrelerinin istila ve metastazlarinda ZEB2'nin roliiniin anlasilmasina baska bir
karmasiklik duzeyi eklemekte ve ZEB2 / ETS1 eksenini, insan malignitelerinde yeni bir
terapoétik hedef olarak ortaya koymaktadir.

Bu tez calismasi TUBITAK SBAG1115484 projesi kapsaminda desteklenmistir.
Anahtar Kelimeler: ZEB2, ETS1, Hepatoseliiler Karsinoma, Epitelyal-Mezenkimal

Gegis, Kromatin immiinopresipitasyon, Yonlendirilmis Mutasyon, TWIST1, MMP9
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SUMMARY

Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is an embryonic program that is
reactivated in cancer and regulates the invasion and metastasis of tumor cells. ZEB2
is one of the transcription factors that induce EMT. Our research through Competing
Endogenous RNA Database (ceRDB) revealed that ETS1 is a ZEB2 ceRNA, and we
found that ETS1 is co-expressed with ZEB2 in hepatocellular carcinoma (HCC) cells.
These findings stimulated us to investigate in HCC and ZEB2-inducible cell lines
whether ZEB2 transcription factor regulates ETS1 at promoter and ceRNA levels.
Chromatin immunoprecipitation and luciferase reporter assays clearly showed that
ZEB2 binds to E-box sequences on the promoter of ETS1. Elevated expression of ETS1
was found in DLD-ZEB2 and A431-ZEB2 inducible systems, and knockdown of ZEB2
caused an explicit downregulation of ETS1 in shZEB2-SNU398 and shZEB2-SK-HEP-1
cells. Repression of ETS1 expression in ZEB2-induced conditions substantially
impaired the migration and invasive capacities of DLD1 cells. Mechanistically,
knockdown of ETS1 in ZEB2-expressing cells resulted in the downregulation of
established ZEB2 targets TWIST1 and MMP9. To investigate the ceRNA interactions
between ZEB2 and ETS1, we measured the luciferase activity of shETS1-SK-HEP-1 cells
transfected with ZEB2 3’-UTR reporter vector. The decrease in luciferase activity upon
repression of ETS1 indicated ceRNA-mediated regulation of ZEB2 by ETS1. Correlation
analyses in hepatocellular carcinoma cell lines, cancer cDNA arrays and TCGA RNA-
sequencing dataset revealed that ZEB2 and ETS1 are co-expressed, and their
expressions in human tumors show a highly significant positive correlation. Our
results demonstrated that ZEB2 acts as an upstream regulator of ETS1 and, in turn,
ETS1 maintains ZEB2-induced EMT. These findings add another level of complexity to
the understanding of ZEB2 in the invasion and metastasis of cancer cells, and put
ZEB2/ETS1 axis as a novel therapeutic target in human malignancies

This thesis supported by TUBITAK SBAG1115484.

Key Words: ZEB2, ETS1, Hepatocellular carcinoma, Epithelial-to-Mesenchymal
Transition, Chromatin Immunoprecipitation, Site-directed Mutagenesis, TWIST1,

MMP.
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1. GIRIS

Hepatoselller karsinoma primer karaciger kanserleri arasinda ilk sirada yer
alirken genel olarak kansere baglh 6limlerde ise dordiinci sirada yer almaktadir. Solid
timorlerde hasta 6limlerinin yaklasik olarak %90’nindan metastaz sorumludur [1, 2].
Metastaz, tlimor hicrelerinin primer timorden insan viicudundaki sekonder
herhangi bir bolgeye yayillmasini saglayarak hayati tehlike olusturan patolojik bir
olaydir. (i) timor hiicrelerinin primer timoérden ayrilmasi, (ii) ¢cevreleyen dokuya
invazyonu, (iii) kan icine veya lenfatik damarlara intravazasyonu, (iv) kan akiminda
veya lenfatik sistemde yayilma ve son olarak (v) ikincil bir yerde ekstravazasyon ve
blylime basamaklarindan olugsmaktadir.

Birincil timorden ayrilmak ve gevreleyen dokuya niifuz etmek igin, timor
hlcreleri hiicre-hiicre temaslarini pargalamak, hiicre-matris yapisma bdlgelerini
yeniden sekillendirmek ve salgiladiklari proteinazlar ile hiicre disi matris boyunca
ilerlemektedirler. Bu gecici ve geri donlisimli silireg, epitelyal-mezenkimal gecis
(EMT) olarak adlandiriimaktadir. Bu slre¢ yaygin olarak, epitel hicrelerinin
farklilastigi, uzak bir yere tasindigi ve daha sonra yeni bir yapi olusturmak Uzere
yeniden farkhlastigi, gastrulasyon veya noral krest olusumu gibi patolojik olmayan
durumlarda gézlemlenmektedir. Bunun yanisira EMT kanser hiicresi gocl, invazyon
ve metastatik yayllimin baslangicini olusturan bir sirectir [1, 2] EMT, gen
mutasyonlari gibi intrinsik sinyaller veya blylime faktori sinyallemesi gibi ekstrinsik
sinyaller ile uyarilabilir. EMT'yi indikledigi bilinen blyime faktorleri arasinda,
blylme faktori B (TGFB) [3], hepatosit bliyiime faktori (HGF) [4], epidermal biylime
faktori (EGF) ailesinin Uyeleri [5], insdlin benzeri bliyime faktori (IGF) [6] ve
fibroblast biuylme faktorli (FGF) [7, 8] yer almaktadir. TGFB-Smad sinyallemesi ile
indiklenen DeltaEF1/ZEB1, ZEB2/SIP1, SNAIL1 ve ETS1 olmak uzere cesitli

transkripsiyon faktorleri TGFB-indikli EMT'de kritik rol oynar.

1.1.Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

insan tiimorlerinin %90 indan fazlasi epitelyal kékenli kanserler olmakla birlikte,

kanserden kaynakli olimlerin blylk bir ¢cogunlugu (%95) metastatik hastalik



nedeniyle gerceklesmektedir. Metastaz gelisimine yol agan hiicresel donlisim
sureclerinden en 6nemlisi E-kaderin proteininin baskilanmasiyla kendini gésteren ve
epitel-mezenkim-degisimi (epithelial-to-mesenchymal transition: EMT) olarak
tanimlanan yayilmaci fenotiptir. Degisik kanser tirlerinde yapilan ¢alismalarla E-
kaderin baskilayicisi olarak ZEB2 transkripsiyon faktori tanimlanmis ve bu
transkripsiyon faktoriiniin artmis ifadesinin invazyon/metastaz ve kotl prognoz ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Epitel mezenkim degisiminde ve metastazda 6nemli rol
oynayan ZEB2 proteininin yine metastazda dnemli yeri bulunan ETS1 transkripsiyon
faktori ile olan iliskisi, literatlire gore ETS1’in ZEB2 transkripsiyonunu diizenledigi
yonundedir.

ZEB2'nin, matriks metalloproteazlarin ifadesini arttirdigi ve HSK hiicrelerinin
invazyonunu dizenledigi belirlenmistir. Ancak, MMP ailesinin promotor bolgesinde
durumda, ZEB2 MMP’in transkripsiyonunu direkt olarak dizenleyememektedir.
Oysa, MMP ailesinin promotor bélgesinde ETS baglanma bdlgesi bulundugu ve bu
transkripsiyon faktori tarafindan gen ifadelerinin diizenlendigi yapilan calismalarda
gosterilmistir. Diger yandan, ZEB2 ifadesinin arttinldigi kosullarda ETS1'in MMP
promotoruna baglanmasinda artis gortlmustir. Bu veriler, MMP ifadelerinde ZEB2
ile iligkili oldugu 6nerilen artisin ETS1 araciligi ile oldugunu ve ZEB2'nin ETS1 ifadesini
transkripsiyonel seviyede dlzenleyebilecegini dislindiirmektedir. Bu ¢alismada,
hepatoseliiler karsinoma ve ZEB-2 indlklenebilir hiicre hatlarinda ZEB2
transkripsiyon faktoriniin ETS1 ifadesini diizenleyip dizenlemedigi promotor ve

ceRNA diizeyinde arastirilacaktir.



2. LITERATUR iINCELEMESI

2.1. Hepatoseliiler Karsinoma

Hepatoseliler karsinoma (HSK) Uzakdogu Asya, Afrika kitasinin giiney bolumleri
gibi viral hepatit insidansi yiiksek toplumlarda daha fazla gorilen, yaklasik % 80’
kronik hepatit B ve kronik hepatit C kaynakli malign karaciger timéridur [3]. 2018 yili
GLOBOCAN verilerine gore gorilme sikhigl agisindan altinci kansere bagh élimler
arasinda dordlinct sirada yer almaktadir. Hepatoseliler karsinomaya erkeklerde
kadinlara oranla daha sik rastlaniilmaktadir [2]. Hepatoseliler karsinomanin en biyik
risk faktori ise siroz olarak bilinen viral hepatit gelisiminin kontrol altina alinamamasi
durumudur. Siroz, HBV ve HCV disinda HSK risk faktorleri, asiri alkol alimi, aflatoksin
entoksikasyonu, non-alkolik karaciger yaglanmasi, tip2 diabetus mellitus, sigara
kullanimi, hemokromatosiz, alfa-1-antitiripsin eksikligidir [4].

Kansere iliskin semptomlarin ortaya c¢ikmasindan sonra vyapilan tedavi
yaklagimlari ile yasam sliresi maksimum 5 yila ¢ikarilabilmektedir. Bu 5 yillik yasam
sansl, ancak erken tani ile cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon gibi kiratif tedavi
seceneklerinin uygulanmasi durumunda olusmaktadir [5, 6]. HSK'nin erken tanisi bu
nedenle 6nem tasimaktadir. Bu hastaligin tanisinda goriintileme yontemleri,
serolojik belirtecler ve biyopsi kullanilmaktadir. Serolojik belirte¢ olarak alfa feto
protein (AFP) ifadesine bakilir. Gorlntiileme yontemleri olarak kontrast
ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans (MR)
kullanilmaktadir [7]. Butin tetkiklere ragmen tani konulamazsa biyopsi
kullanilmaktadir. Amerikan Karaciger Hastaliklari Arastirma Dernegi’nin (AASLD) 2010
yilinda giincellenen tedavi kilavuzu verilerine gére tam yanit ve kiir sansinin oldugu
bilinen tedaviler cerrahi rezeksiyon, transplantasyon ve perkiitan ablasyon,
transarterial embolizasyon (TAE), transarterial kemoembolizasyon (TACE) ve tirozin
kinaz inhibitorleri (Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib) ile PD-L1 antikorunu
(Nivolumab) kapsamaktadir [6, 8, 9].

HSK sirecinde bircok genetik ve epigenetik bozukluklar, molekiiler yolaklarda
degisimler gozlenmistir. Bu degisimler; Frizzled reseptorlerinde goriilen mutasyonlar,

HBV ve HCV enfeksiyonu ile MAPK yolaginda meydana gelen degisiklikler [10], JAK-



binding proteinlerin inaktivasyonu ile JAK/STAT yolaginin aktivasyonu [11], gen
mutasyonlari, viral proteinler ile postranskripsiyonel etkilesimler ve oksidatif stres
nedeniyle p53 timor baskilayici genin inaktivasyonu, promotor metilasyonlari ile
pl6INK4 ve retinoblastoma tlimoér baskilayici genlerde gorilen degisiklikler,
transforme edici blylime faktéri (TGF-B) yolaginda gorilen degisimlerdir. Doku
mikrodizinleri ile yapilan immunohistokimyasal ¢alismada, TGF-B yolaginda yer alan
transkripsiyon faktorleri ZEB1 ve ZEB2'nin ifadesinde timor olmayan dokulara gore
HCC dokularinda 6nemli sekilde artis gdzlenmistir [12]. TGF-B yolaginda yer alan diger
bir transkripsiyon faktori olan ETS1'in imminohistokimyasal boyama yontemi
kullanilarak klinik 6nemi incelendiginde, hepatokarsinogenezin 06zellikle erken
evrelerinde 6nemli bir roli oldugu gosterilmistir [13]. Simdiye kadar RAS, c-FOS, c-
JUN, RHO, TGF-a, HGF, HER-2, NGL, MDM2, MMP ve IGF'i de iceren HSK ile iligkili

bircok onkogen bulunmustur [14].

2.3. Epitelyal-Mezenkimal Hiicre Degisimi

Epitelyal-mezenkimal hiicre degisimi (EMT) bircok canlinin embriyonik gelisimi
sirasinda onemli bir fazdir. Bu degisim sirasinda mezenkimal hicreler ekstraselliler
alana goc¢ ederek organ formasyonunu olusturmaktadirlar. Birgok tiirde, mezenkimal
hiicrelerin go¢ edebilme yetenekleri sayesinde viicut formasyonu olusmaktadir.
Memelilerde, EMT ilk olarak blastula evresinde parietal endoderm olusumunda
gozlenmektedir. Parietal endoderm olusumunda EMT ile E-kaderin ifadesinin
durdugu bilinmektedir [15]. EMT’nin Ug¢ farkh ¢esidi bulunmaktadir (Sekil 2.1). Tip 1
EMT gastrulasyon ile iliskilidir ve mezoderm, endoderm ve néral tiip olusumunda
gorev alir. Tip 2 EMT fibroblastlari olusturarak doku tamirinde rol alir. Tip 3 EMT
epitelyal kanser hiicrelerinin olusumunda meydana gelir ve onkogenler ve timor

baskilayici genleri etkileyerek invazyon ve goclin artmasini saglamaktadir [16].
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Sekil 2.1: EMT tipleri.

Epitelyal hiicrelerde E-kaderin, hiicreler arasi glicli etkilesimleri ve hiicre
polaritesini saglayan yapisma kavsaklarinda (adherens junction) yer almaktadir.
Azalan E-kaderin ifadesi kavsak baglantilarin kirilmasina ve hiicre polaritesinin
kaybina yol agmaktadir. Bu duruma, yapisma kavsagl bileseni olan B-kateninin
stoplazmadaki artisi eslik etmektedir. Wnt yolagindan gelen sinyal ile birlikte B-
katenin TCF/LEF ile birlikte transkripsiyonel bir kompleks olusturarak gen ifadesinde
onemli degisiklere yol agmaktadir. EMT mekanizmasinda, epitelyal hiicreler E-kaderin

anlatimini kaybetmekte, mezenkimal fenotip ve motilite Ozelligi dolayisiyla gog

edebilir bir yapi kazanmaktadir (Sekil 2.2) [17].
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Sekil 2.2: Epitelyal mezenkimal degisim.



2.3.1. Epitelyal-Mezenkimal Degisimi Diizenleyen Transkripsiyon
Faktorleri

Daha o6nce de belirtildigi gibi EMT'de anahtar molekiler degisim E-kaderin
baskilanmasidir [18]. E-kaderinin bir cok transkripsiyonel baskilayicisi bulunmaktadir:
Snail ailesi transkripsiyon faktorleri, bHLH (basic helix-loop-helix) ailesi ve ¢ift ¢inko
parmak E-box baglanma (ZEB) transkripsiyon faktorleri [19]. Bu proteinler EMT ile
indlklenen sinyal yolaklarinin akis asagisinda fonksiyon gostermekte, transforme
edici blylime faktort (TGF-B), fibroblast biylime faktori (FGF), hepatosit blylime
faktori (HGF), epidermal biylime faktori (EGF) ve digerleri ile aktive edilmektedirler.

Vertebralarda, Snail ve Slug néral tlip (crest) hicrelerinin géciinde [20] ve
mezoderm olusumunda [21] 6nemli rol oynamaktadirlar. Fibrotik insan bobrek
dokusunda, vimentin ifadesi ve kollajen | ¢okelmesinin yaninda Snail yuksek
seviyelerde tespit edilmistir [22]. Snail ifadesi karaciger fibrosisi sirasinda artmaktadir
[23]. E-kaderin baskilanmasina ilaveten, Snail ve Slug mezenkimal belirteglerin
ifadesini indliklerken epitelyal belirteclerin ifadelerini baskilamaktadir [18, 24]. Snail
transkripsiyon faktorleri ayrica EMT sirasinda hicre dongisini ve sag kalimi
dizenlemektedir [25, 26].

ZEB1 ve ZEB2, E-box elementlere baglanabilen ve E-Kaderini negatif olarak
diizenleyen C2H2 tip cinko parmak domainine sahiptir [27]. ZEB proteinlerinin artan
ifadesi mezenkimal belirteglerin es zamanlh upregiilasyonu ile epitelyal polarite,
yapisma kavsaklari ve dezmozomlarin kaybini kapsayan hizli bir EMT ile
sonuclanmaktadir [28, 29]. Bunun bir sonucu olarak, ZEB proteinlerinin artmis ifadesi
hiicre yayilmasi ve hiicre goglint indtklemektedir [28, 30].

Twist bHLH ailesi transkripsiyon faktorlerinin bir Uyesidir ve mezodermal
gelisim sirasinda [31], noral tip olusumunda [32], doku fibrozisinde [33] ve timor
metastazinda [34] ifadesi artmaktadir. Twist’'in asiri ifadesi, bébrek ve memeli
epitelyal hiicrelerinde kuvvetli bir sekilde EMT’i indlklemektedir [31, 33]. Twistl
invadopod olusumunu ve invazyonu da baslatmaktadir [35]. ilaveten, Twistl meme
kanseri hiicrelerinde, goc, invazivlik ve sag kalimi indiikleyen bir proto-onkogen olan
AKT2’nin ifadesini arttirmakta [36] ve miR-10b’i de iceren prometastatik sinyaller ile

iliskili miRNA’lar1 aktive etmektedir [37].



E47, E2A geninin DNA baglanma bdlgesini kodlayan ekzonunun alternatif
diizenlenmesi ile Uretilen bir transkripsiyon faktoridir. Memeli epitel dallanma
morfogenezi [24] ve renal fibrozis [38] sirasinda EMT’i baslatmaktadir. E2A E-box
elementlerine baglanan bHLH transkripsiyon faktorlerini kodlayan E-protein ailesinin
bir Gyesidir. Bu nedenle E2A'nin ifadesi E-kaderini baskilayarak invazyon ve hiicre
gocliine neden olmaktadir. E2A mRNA’si olgun ve embriyonik epitelyada
bulunmazken, E-kaderin negatif invaziv karsinoma hiicrelerinde yer almaktadir [39].

Forkhead box C2 (FOXC2) EMT’i indikleyen bir diger transkripsiyon faktorudur.
FOXC2, idrar yollari, bobrek ve kalpde anjiyogenez, musculogenez ve organogenez
icin gereklidir [40]. FOXC2’'nin ifadesi agresif bazal-benzeri insan meme kanseri ile

korelasyon gosterir ve metastatik gelisim ile ilskilidir [41].

2.4. ZEB2 Transkripsiyon Faktorii

Malignant gegcis sirasinda timor ve invazyon baskilayici gorev yapan E-kaderin,
Snail ailesi transkripsiyon faktorleri, bHLH faktorleri, Twist, CBF-A, HOXB7, KLF8 ve
ZEB ailesi transkripsiyon faktorleri ZEB1 ve ZEB2 ile baskilanmaktadir [15]. ZEB (zinc
finger homeodomain enhancer-binding protein) ailesi “two-handed zinc
finger/homeodomain” tasiyan bir protein ailesidir [42]. Vertebralarda iki homolog
ZEB proteini bulunmaktadir. ZEB1 (8EF1, Nil-2-a, Tcf8, Bzp, Areb6, Meb1, Zfhxla ve
Zfhep) tavuklarda lens-spesifik 61-kristalin enhansir olarak lens hicrelerinde
belirlenmistir [43]. ZEB ailesinin diger lyesi olan ZEB2 (ZEB2ve Zfhx1a) proteini 1214
aa uzunlugunda ve molekiiler agirlig yaklasik 190 kDa olan bir proteindir. ilk olarak
1999 yilinda Verschueren K. ve arkadaslari, ZEB2 proteinini TGF-B sinyal yolagi ile
diizenlenen Smad proteinleri ile etkilesime girerek DNA’ya baglanan ve hedef gen
ifadesini baskilayan énemli bir transkripsiyon faktori olarak tanimlamistir [44].

ZEB ailesine Uye ZEB1 (O6EF1) ve ZEB2 (ZEB2) transkripsiyon faktorleri
yapilarinda iki cinko parmak kiimesi bulundurmaktadirlar [27]. N terminal kime (NZF)
dort cinko parmak motifi (iic tane CCHH ve bir CCHC) icerirken, proteinin C terminal
(CZF) kisminda ise kiimelenmis tGi¢ CCHH ¢inko parmak motifi bulunmaktadir. ZEB1 ve
ZEB2 proteinlerinin karsilastirilmalari sonucunda NZF bolgesinde %88, CZF bolgesinde

ise %93 benzerlik bulunmustur. Bu bolgeler disindaki alanlarda benzerlik daha az



oranda gozlemlenmektedir (Sekil 2.3). Her iki proteinin DNA’ya baglandigi
homeodomain ise %42 oraninda benzerlik géstermektedir. Smad proteinleri ile
baglanti kurulan bélim Smad Baglanti Domain (SBD) olup, CID domain C-terminal
baglanan proteinine (C-terminal binding protein, CtBP) 6zgli PXDLS aminoasit dizisini
icermektedir. CtBP proteini DNA’ya direkt olarak baglanmamasina karsin, diger
proteinlerle etkilesim kurmakta ve es-baskilayici (co-repressor) olarak birgcok farkl

genin transkripsiyonunda gorev yapmaktadir [45].
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Sekil 2.3: ZEB ailesi transkripsiyon faktorlerinin iki Giyesinin sematik gésterimi.

ZEB ailesi lyesi her iki proteinde de TGF-B yolagiyla iliskili Smad-baglanma
bolgesi belirlenmistir (Smad-baglanma bolgesi SBD). ZEB2 proteini TGF- yolagiyla
aktive olmaktadir. SMAD3 ve SMAD4 direkt olarak DNA’ya baglanabilmelerine karsin,
DNA'ya olan afiniteleri ve 6zgilllkleri sinirlidir. Bu nedenle hedef gen ifadelerinin
diizenlenmesi SMAD’larla birlikte baglanan komplekste bulunan proteinler ve
transkripsiyon faktorleri tarafindan saglanmaktadir. Verschueren ve arkadaslarinin
yaptiklari calismada, SMAD’lar ve ZEB2 etkilesimini TGF-B tip | reseptor
aktivasyonunun gergeklestirdigi belirlenmis ve ZEB2 proteininin reseptor-
SMAD’lardan SMAD1-3’e bu proteinlerin MH2 bdlgesinden baglandigi, buna karsin
ZEB2 ile Co-SMAD proteini SMAD4 arasinda direkt bir baglanti olmadigi bulunmustur
(Verschueren ve ark., 1999). Postigo ve arkadaslari ise ZEB2'in SMAD1-3 ile
baglanabilmesi icin fosforilasyonun gerekli oldugunu saptamislardir [46].

ZEB2’in de tipki ZEB1 gibi hedef gen baskilanmasini promotor bdlgede bulunan

E-box dizilerine ¢inko-parmak motifleriyle baglanarak gerceklestirdigi gosterilmistir.



Minimal promotorunda konsensus dizisi CACCTG olan E2-box elementlerinden iki
adet bulunan E-kaderin geninin (CDH1) baskilanmasi, ZEB2'in NH2 ve COOH
uclarindaki cinko-parmak motifleriyle her iki elemente de baglanmasi yoluyla
olmaktadir [28]. ZEB2'in baskiladigi hedef genler arasinda CLDN4 (klaudin-4), CCND1
(siklin D1), TERT (Telomeraz revers transkriptaz), SFRP1 (secreted-frizzled-related
proteinl), ALPL (dokuya spesifik-olmayan alkalen fosfataz) ve miR-200 ailesi (miR-
200a, miR-200b, miR-429, miR-200c ve miR-141) {Uyelerinin de bulundugu
belirlenmistir [30, 47-51]

ZEB2 ve ZEB1'in miR-200 ailesi liyeleriyle karsilikh bir dizenlenme mekanizmasi
gosterdikleri bulunmustur. Baska bir deyisle, ZEB2 ve ZEB1 miR ailesi Uyelerini
baskilamakta, miR transkriptleri ise ZEB2 ve ZEB1'i negatif yonde regiile etmektedir
[49]. miR-200 ailesi Uyelerinin ektopik ekspresyonlarinin mezenkimal hiicreden

epitelyal hiicre fenotipine geri donisu sagladigi belirlenmistir [52].

2.4.1. ZEB2 ve Kanser

Epitelyal hicrelerde E-kaderin, hicreler arasi gigli etkilesimleri ve hiicre
polaritesini saglayan yapisma kavsaklarinda yer almaktadir. E-kaderin baskilanmasi,
timor hicrelerinin yapisma baglantilarini azaltarak géc¢ edebilme yeteneklerini
arttirdigindan timor metastazinin 6nemli nedenlerinden biridir. Yapilan genetik ve
epigenetik calismalarda E-kaderin'in transkipsiyonel olarak baskilandigi gbsterilmistir.
E-kaderin ifadesini baskilayan transkripsiyonel faktorlerden ZEB1 ve ZEB2'nin kanser
gelisiminde rol oynadiklari distintilmektedir. ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon faktorleri
E-kaderin  promotorunda bulunan E2 kutularina baglanarak E-kaderin
transkripsiyonunu baskilamaktadir [28, 53]. ZEB2, vimentin ve N-kaderin gibi
mezenkimal belirteclerin yiksek sekilde diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir
[30, 54]. Ayrica, matriks metalloproteinaz ailesi Uyelerinin artan ifadesi, tersine
farklilasma (dedifferentiaiton), invazyon, metastaz ve tumor niksi ile iliskilidir.
Hepatoseliiler karsinoma kokenli hiicre soylarinda, MMP-1, MMP-2 ve MT-MMP
mRNA'larinin ZEB2'e bagl artan ifadeleri gortlmustir [55]. ZEB1 ifadesinin tersine
farklilasmis meme kanseri hicrelerinde RNAi temelli metodla baskilanmasi hiicre

polaritesi ve baglantilari ile ilgili genlerin yiiksek ifadesi ile sonuclanmaktadir. Ozet



olarak, ZEB1 ve ZEB2'nin epitelyal hicreleri daha fazla mezenkimal 6zellik

kazanmalari yéninde yeniden programlamaktadir.

2.4.2. Hepatoseliiler Karsinoma’da ZEB2 ile ilgili Bulgular

ZEB2 ile HSK arasindaki iliski ilk olarak 2004 yilinda gosterilmistir. HSK hiicreleri
ile yapilan ¢alismada, ZEB2'nin SNAIL ile birlikte matriks metalloproteazlarini (MMP-
1, MMP-2, MMP-7 ve MTI-MMP) arttirdigi ve HSK hicrelerinin invazyonunu
dizenledigi belirlenmistir [55]. Kompleks hiicre dénglisiinlin diizenlenmesi hiicre-
hicre adezyonuna, integrin sinyal yolagina, hiicre yayllmasi ve aktomiyozin
kasilmasina baghdir [56]. EMT, embriyonik gelisim ve kanserde hicre
proliferasyonunu etkileyebilmektedir. Mejlvang ve ark., 2007’de yapmis olduklari
calismada, ZEB2'nin epidermoid A431 hiicrelerinin mezenkimal donlisimini regile
ettigi gosterilmistir. Bazi calismalar ise ZEB2 proteinin timorogenez sirecinde timor
baskilayici rol oynadigini gostermektedir. ZEB2'nin direkt olarak siklin D1 geninin
transkripsiyonel baskilanmasini saglayarak hiicrelerin hiicre dénglisiiniin G1 fazinda
birikmesine neden oldugu gosterilmistir [47]. Tumor hicreleri telomeraz aktivitesi
gostererek immortal karakter kazanmaktadir [57]. ZEB2, hTERT baskilanmasiile iliskili
Ug tumor baskilayici yolakdan birinde yer almaktadir. Meme kanseri hiicrelerindeki
hTERT baskilanmasinin kismen ZEB2’e bagh oldugu ve bunun da TGF-B’ya bagimli
olarak gerceklestigi bildirilmistir. Oztiirk N.’nin 2006’da yayimlanan calismasinda
ZEB2'nin ektopik ifadesinin HSK hiicrelerinde hTERT’i baskiladigi da gdzlemlenmistir
[58].

ZEB2 ifadesinin, miRNA’lar [52] ve dogal antisens transkript (NAT) [59]
tarafindan epigenetik olarak diizenlendigi belirlenmistir. ZEB2'nin metastatik meme
kanseri hiicre soylarinda [60] ve pankreatik kanserde [61] promotor metilasyonu ile
hipermetile olarak ifadesinin baskilandigi rapor edilmistir. Ladeiro Y. ve arkadaslarinin
ZEB2’nin negatif reglilatéri miR-200c’nin HSK’da normal karacigere goére artmis
oldugunu gosterdikleri calisma ZEB2'nin HSK’daki 6nemini destekler niteliktedir [62].

Acun ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, HSK hiicre

soylari ve tumorlerinde ZEB2'nin dislik ifadesinin promotor metilasyonundan
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kaynaklandig belirtilmistir [63]. Bu nedenle ZEB2'nin epigenetik yollarla

inaktivasyonu hepatokarsinogenezde dnemli bir rol oynayabilmektedir.

2.5. ceRNA (Yarismaci Endojen RNA) Hipotezi

MikroRNA’lar 22 niikleotit uzunlugunda olup hedef mRNA transkripti Gzerinde
bulunan ve mikroRNA yanit elementleri (MREs) olarak adlandirilan sekanslara kismi
olarak baglanabilme yetegine sahip kisa nikleotit dizileridir. MikroRNA’lar ¢ok sayida
MRE bulunduran mRNA transkriptlerine cesitli kombinasyonlarda baglanmakta ve
boylece her bir mikroRNA vyiizlerce hedef transkriptin ifadesini diizenlemektedir.
MikroRNA’larin hedef RNA’larin stabilitesini azaltarak ya da translasyonunu
engelleyerek gen ifadesini negatif yonde diizenledigi yani baskiladigl gosterilmistir
[64, 65]. Bu sekilde, mikroRNA’lar transkriptomun énemli bir kismini diizenleyebilme
yetenegine sahip olmakta ve kanser de dahil olmak (zere bircok hastalikta rol

oynamaktadir [66, 67].
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Sekil 2.4: ceRNA hipotezi.

ceRNA hipotezi, ortak miRNA yanit element (MRE) bolgelerine sahip olan iki
MRNA’nIn birbirinin ifadesini miRNA’lar lizerinden dolayli olarak diizenleyebilecegini
savunmaktadir Sekil (2.4). X ve Y mRNA’larinin (birbirinin ceRNA’si olan mRNA’lar)
dengede oldugu konsantrasyonlarda ortak mikroRNA’lar iki mRNA’yI da esit olarak

baskilamaktadir. 'Y mRNA’sinin ifadesinin azaltildigi durumda, ortak miRNA

11



havuzunda c¢ok sayida miRNA serbest kalmaktadir. Serbest kalan miRNA’lar, X
mMRNA’sinin 3’UTR bolgesine baglanacak ve bdylece X mRNA’si icin daha yilksek
seviyede baskilama s6z konusu olacaktir. Dolayisiyla, Y mRNA’sinin ifadesinin
azaltilmasi, ceRNA’si olan X mRNA’sinin ifadesini de miRNA’lar aracihg ile azaltacaktir

(Sekil 2.5) [68].
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Sekil 2.5. Hicresel MRE konsantrasyonu ile belirlenen mikroRNA etkinligi.

2.5.1.ceRNA Hipotezini Destekleyen Calismalar

Bir IncRNA (uzun kodlama yapmayan RNA) olan HULC (highly up-regulated in
liver cancer) hepatoseliiler karsinomada yliksek sekilde ifade edilmektedir [69]. Wang
ve arkadaslari, CREB’in (CAMP response element binding protein) HULC IncRNA’sInin
yuksek ifadesi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir [70]. HULC RNA’si bir ceRNA
fonksiyonu gostererek miR-372'nin ifadesini inhibe etmektedir. Bu sayede, miR-
372’'nin CREB'in fosforilasyonunu ve aktivasyonunu saglayan PRKACB geni lizerindeki
baskisini kaldirarak dolayli yoldan kendi ifadesini arttirmaktadir.

Fosfataz ve tensin homolog proteinini kodlayan PTEN, bir cok kanserde ifadesi
siklikla degisen [71], ifadesindeki azalmanin in vivo’da tlimor baslangici ve gelisimine

neden oldugu gosterilmis timor baskilayict bir gendir [72, 73]. PI3K/AKT sinyal
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yolagini baskilayarak hiicrelerin sag kalimini engellemektedir. ifadesi, proto-
onkogenik  miR-106b’nin  icinde  oldugu bircok mikroRNA tarafindan
dizenlenmektedir [74]. Timor baskilayici gen PTEN'in 3'UTR bodlgesinde bulunan
bircok MRE bolgesi bu genin sozde geni PTENP1'de de bulunmaktadir, PTENP1'in
3'UTR bolgesinin asiri ifadesi DICER'a bagl olarak PTEN seviyesini ve biylme
inhibisyonunu arttirmaktadir. Sik rastlanmayan kolon kanserinde PTENP1 bolgesinin
kopya sayisi kaybi PTENP1'in bir timor baskilayici gen oldugunu distndlirmektedir
[75]. Tay ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis olduklari galismada PTEN’in ifadesinin
endojen protein kodlayan RNA’lar ile diizenlendigini géstermislerdir [76]. PTEN’in
ceRNA’lar tarafindan dizenlenmesi siklikla melanomada da gorilmektedir.
Melonama’nin fare modelinde ‘Sleeping Beauty transposon insertional mutagenesis’
teknigi kullanilarak PTEN’in olasi ceRNA’lari aydinlatilmistir [77]. Bu calismada
ZEB2/ZEB2 transkriptinin PTEN protein seviyesini mikroRNA’ya bagli olarak
dizenledigi gosterilmistir. ZEB2/ZEB2 ifadesinde gorllen bir azalmanin, PTEN
ifadesinde bir dustse neden olarak PI3K/AKT yolagini aktive ettigi ve hicre
transformasyonunu arttirdigi gézlenmistir. Dolayisiyla, melonamada ZEB2 bir PTEN

ceRNA’sI olarak gorev yapmaktadir.

2.6. ETS1 Transkripsiyon Faktorii

ETS transkripsiyon ailesi Uyesi olan Etsl (Avian Erythroblastosis Virus E26 (V-
Ets) Oncogene Homolog-1) kendine 6zgli bir DNA baglanma domainine sahiptir [78,
79] ETS domaini, GGAA/T dizisini taniyan winged helix-turn-helix yapisi (WHTH)
bulundurmaktadir. ets sekansi ilk olarak avian erythroblastosisretrovirus E26’in ets
transdiiksiyonu ile bulunmus ve v(iral)-ets olarak adlandirilmistir [80, 81]. Daha sonra,
ETS1 proteinini kodlayan hiicresel etsl geni, v-etsl’in insan homologu, 11.
kromozomda tanimlanmistir [82]. Daha sonra, memeliler, ekinoidler, nematodlar ve
boceklerde bircok ets geni tanimlanmistir. Simdiye kadar 28 insan ETS geni
bulunmustur. ETS1’in yani sira bircok ets geninin kanserde rol oynadigi bilinmektedir.
ETS1 54 kDa agirhginda niikleer protein, gen transkripsiyonunu baskilayabilse de

cogunlukla transkripsiyonel aktivator olarak gérev yapmaktadir [83].
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Ets transkripsiyon faktorl ailesinin Uyesi olan ETS1 transkripsiyon faktori
korunmus helix-turn-helix DNA baglanma domaini (ETS domain) ile hedef genlerin
promotorlarindaki GGAA/T iceren konsensus motiflere baglanmaktadir [84]. ETS1
transkripsiyon faktériinin DNA baglanma aktivitesi kinazlar ve diger transkripsiyon
faktorleri ile dizenlenmektedir.

ETS1 protein yapisinda bulunan domainler aktivitesinin diizenlenmesinde
gorevlidir (Sekil 2.6). Tam boy ETS1 proteinin 441 aa’den olusmaktadir, 331-415.
aa’ler arasi DNA baglanma domaini, 54-134. aa’ler arasi Pointed domain, 135-142.
aa’ler arasi transaktivasyon domaini, 242-331. aa’ler arasi ekzon VIl domain ve oto-
inhibitor modulinden olusmaktadir. ETS1’in iki splays varyanti bulunmaktadir, biri
ekzon VIl domaininden yoksun olan ETS1 p42 [85], digeri lll ve VI. Ekzonlar arasindan
yoksun ETS1 p27’dir [86]. ETS1-p27 DNA baglanma domaini igerirken,
transaktivasyon domaininden yoksun oldugundan [87] ETS1’in trans dominant
negatif diizenleyici olarak gérev yapmaktadir [86]

ETS1 promotoru ile yapilan ¢alismalar, TATA kutucuklarini icermedigini ve ETS
proteinleri, AP-1, AP-2, Spl ve Oct proteinlerinin baglanma bdlgelerini icerdigini
gostermektedir [88-90]. -325 ve -365. nikleotidler arasindaki Ets baglanma
bolgelerine ¢ok yakin olan bdlgede iki AP-1 baglanma bdlgesi bulunmaktadir, bu
sayede AP-1 (c-Fos/c-Jun) ve ETS1 bu bolgelere baglanarak ETS1 promotorunun gugli
ifadesini saglamaktadir [91]. Dolayisiyla, ETS1 kendi ifadesini diizenleyebilmektedir
[92].

Ras/Raf/MEK/ERK1/2 yolagini aktive eden HGF (hepatosit bltyme faktori),
bFGF (temel-fibroblast bliyime faktorii) ve VEGF (vaskiler endotelyal bliyiime
faktori) gibi baylme faktorleri ETS1’in mRNA dizeyinde ifadesini arttirmaktadirlar.
HGF'ln insan endotelyal, damar diz kas, hepatik stellat, karaciger kanseri ve mide
kanserinde [93-97], bFGF'lin insan slinnet derisi fibroblastlarinda [98], VEGF'iin
sigir retinal endotel hiicrelerinde [99] ETS1 ifadesini arttirdigi gérilmustir.

Buyime faktorleri ayrica PI3K (phosphoinositol-3-kinase) /AKT yolagini da
aktive etmektedir. Endotelyal hiicrelerde VEGF indiklenmesi ile ETSI mRNA
seviyesindeki artista Akt yolaginin aktivasyonunun rol oynadigi [100], akciger
kanserinde Akt yolaginin ETS1 ifadesini arttirdigi [101] gorilmistir. ETS1 ifadesini
arttiran bir diger faktor de hipoksidir [102, 103]. Hipoksinin ETS1 ifadesini arttirdigi
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insan mesane kanseri ve kolorektal kanser hiicrelerinde gosterilmistir. ETS1 promotor
bolgesinde 424 ve 279. niikleotitler arasinda hipoksiye duyarli eleman (HRE)
bulunmaktadir, bu sayede HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) ETS1 promotorunu
aktive edebilmektedir (Sekil 2.7) [102]
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Sekil 2.6: ETS1 protein yapisi.
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Sekil 2.7: ETS1 ifadesinin transkripsiyonel, posttranskripsiyonel ve posttranslasyonel
seviyede diizenlenmesi.

Epitelyal mezenkimal degisime ugrayan epitelyal yapinin yaninda yer alan
mezodermal hiicrelerde sentezlenen ETS1 embriyogenez sirasinda doku morfogenezi
ile iliskilidir [104]. ETS1 ifadesi, timdr olusumu sirasinda meydana gelen invaziv

ozellik ile iliskilidir. ETS1’in MMP-1, MMP-3, MMP-9 matriks metalloproteazlari ile
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Urokinaz tip plasminojen (uPA) ifadelerini dizenledigi gosterilmistir [105]. Proteaz
ifadelerini indiklemesinin yaninda, ETS1’in anjiyogenezdeki 6nemine de vurgu
yapilmistir. ETS1, VEGF ve VEGF reseptorlerinin aktivitesini diizenlemektedir [106].
Endotelyal hiicrelerde ETS1 ifadesi baskilandiginda VEGF ifadesi dismektedir [95].
Dolayisiyla, epitelyal kanserlerde ETS1 hem damarlanmaya neden olarak kanser
hicrelerine besin ve oksijen saglamakta, hem de ECM’i degrade eden proteazlari
aktive ederek tlimor invazyonunu baslatabilmektedir. Sonug olarak, tiimorlerde
yuksek seviyede ETS1 ifadesi kotl prognoz ile korelasyon gostermektedir (Sekil 2.8)
[107].
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Sekil 2.8: ETS1 transkripsiyon faktorinin dizenledigi hiicresel fonksiyonlar.

2.6.1. ETS1 ve KANSER

ETS1 proteini, transkripsiyon faktorleri, proteazlar, hiicre dogiisiini diizenleyen
genler, apoptoz ile ilgili genler, sitokinler ve bliylime faktorleri gibi bir ¢cok genin ifade
diizeyini kontrol etmektedir [105]. ETS1’in yiiksek ifadesi mide [108], pankreas [109],
safra kanali [110], kolon [111], karaciger [112], 6zofagus [113], agiz boslugu [114],
akciger [115], tiroid [116] ve yumurtalik [117] karsinomalari ile birlikte habis
menenjiyom [118] ve astrogliyal timorler [119], deride olusan anjiyosarkomayi [120]

da iceren insan malignitelerinde, karsinogenez ve/veya timor gelisiminde énemli rol
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oynamaktadir [121]. ETS1’in meme kanserinde yiksek ifadesi, hastalarin zayif
prognozu ile koreledir [122, 123].

Hela hiicrelerinde ETS1’in yiksek ifadesi hiicre gocli ve invazyonunu
baslatmakta ve baglanmadan (anchorage-independent) bliyimeye neden olmaktadir
[124]. E-kaderin ifadesinin azalmasi ve N kaderin ifadesinin artmasi ile karakterize
epitelyal mezenkimal gecisde ETS1’in roll pankreas kanser hiicrelerinde galisiimistir.
ETS1 gen ifadesi bu hiicrelerde shRNA ile baskilanmig, ETSI mRNA ifadesinin N-
kaderin ile pozitif, E-kaderin ile negatif bir sekilde korele oldugu, ETS1 ifadesinin
baskilanmasi ile hiicre goginin azaldigi ve bu hiicrelerde adezyonun arttigi
goralmastir [125]. 59 HSK hastasindan, 41’'inde (%70) ETS1 protein ifadesi
saptanmistir. Timor bolgesinin periferinde ETS1 ifadesi daha yiksek oldugu
belirtilmistir [112]. Hepatosit bliyime faktori reseptori olan MET tirozin kinaz
reseptorl, timor gelisimi, apoptotik direng ve ylksek metastatik potansiyel gibi
bircok hiicresel islevi baslatmaktadir. Bu reseptdriin promotor diizenleyicileri PAX ve
ETS1’dir. in vivo ve hiicre kiiltiir(i calismalarinda, melanoma hiicrelerinde dominant
negatif ETS1 ifadesinin melanoma hicrelerinin blyime vyetenegini azaltig
gosterilmistir. ETS1’in PAX bagimli ve bagimsiz iki mekanizma ile MET ifadesini
diizenleyerek, melanoma gelisimine katkida bulundugu belirtilmistir [126]. Chan ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yapmis olduklari calismada insan mikrovaskiiler
endothelyal (HMECs) hiicrelerinde hipoksiya durumunda miR-200b’nin azaldigi, bu
azalma sonucunda ETS1 Gzerindeki baskisinin kalktigi dolayisiyla pro-anjiyogenik ETS1

ifade artisi ile anjiyogenezin arttig1 gézlenmistir [127].

2.7. ETS1 ve ZEB2

Shirakihara ve arkadaslarinin 2007 yilinda fare meme epiteli NMuMG
hiicrelerinde yapmis olduklari calismada, TGF-B ile indiklenen ETS1 ifadesinin ZEB1
promotorunu aktive ettigi, ayrica ETS1 ifadesinin susturulmasi ile ZEB1 ve ZEB2
ifadelerinin baskilandigi gosterilmistir. Bu ¢calismada, ZEB ailesi proteinleri ZEB2 ve
ZEB1’in TGF-B ile indlklenen EMT icin gerekli oldugu ancak yeterli olmadigi, TGF-B ile
indliklenen ETS1’in, ZEB2 ve ZEB1’in transkripsiyonel diizenleyicisi olarak fonksiyon

gosterebilecegi belirtilmistir (Sekil 2.9) [128]. Sinh ve arkadaslari, ETS1'in ZEB
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ekspresyonunu indiikledigini ve ZEB1 promotorunu, treonin 38 fosforilasyon
durumundan bagimsiz olarak aktive ettigini gostermislerdir. Meme kanseri
hiicrelerinin bazal-benzeri alt tipinde, ETS1'i hedef alan siRNA'lar ZEB'lerin
ekspresyonunu bastirmis ve epitel fenotiplerini ve antitiimor ilaglara duyarhliklarini
kismen geri kazandirmiglardir. Diger yandan, Miyoshi ve arkadaglarinin 2004 yilinda
yapmis olduklari ¢calismada, ZEB2'nin matriks metalloproteazlarin ifadesini arttirdigi
ve HSK hicrelerinin invazyonunu dizenledigi belirlenmistir. Ancak, MMP ailesinin
bulunmamaktadir. Bu durumda, ZEB2 MMP’Iin transkripsiyonunu direkt olarak
dizenleyememektedir [55]. Oysa, MMP ailesinin promotor boélgesinde ETS baglanma
bolgesi bulundugu ve bu transkripsiyon faktéri tarafindan gen ifadelerinin
dizenlendigi yapilan calismalarda gosterilmistir [129, 130]. Taki ve arkadaslarinin
yapmis olduklari ¢alismada da ZEB2 ifadesinin arttirildigl kosullarda ETS1'in MMP

promotoruna baglanmasinda artis goriilmustir [131].
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Sekil 2.9: EMT’i indikleyen TGF-B temelli transkripsiyon agi.
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3. GERECLER

3.1.Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3.1: Kullanilan Kimyasal Listesi.

Kimyasal Adi Markasi
Etanol Merck
Metanol Merck
Agaroz Lonza
RNaz-ExitusPlus AmpliChem
RnazA Thermo Scientific
Proteinaz K NEB
Proteaz inhibitori Roche

Poli (etilenimin) sollsyonu Sigma
Polibren Millipore
Doksisiklin Abcam
Lipofektamin 3000 Thermo Fisher
Jelatin Merck
Sodyum Deoksikolat AppliChem
Amonyum persilfat Fisher
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum azid Fisher
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Fisher
Gliserol Fisher
Sodyum Bikarbonat Fisher
Agaroz Lonza
Sodyum Klorit Fisher

Tris Baz Fisher
HEPES Fisher
Kalsiyum klorir susuz BioWorld
Paraformaldehit Fisher
Bacto Agar BD

LB Broth Acumedia
Amonyum Siilfat Fisher
Glisin BioFroxx
Hidroklorik Asit J.T. Baker
izopropil alkol Fisher
Sodyum klorit Fisher
Sodyum fosfat monobazik susuz Fisher
Glasiyal Asetik Asit Fisher
Sodyum Azid Fisher

3.2. Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

Hiicre besiyeri olarak distik-glikoz ve yiksek-glikoz icerikli DMEM ile RPMI 1640

(Gibco), besiyerleri, %10 fotal dana serumu (FBS, Gibco), 10X PenisilinStreptomisin
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(Gibco), 1X Fosfat tamponlu tuz solisyonu (PBS, Gibco) ve 10X Tripsin (Gibco)
kullanildi.

3.3. Kullanilan Kitler

Kilture edilip blyutilen hicrelerden total RNA izolasyonu igin NucleoSpin
RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanildi. izole edilen total RNA’lardan tek
zincirli cDNA sentezi ProtoScript First Strand cDNA sentez kiti (BioLabs) ile yapildi. Gen
ifadesi analizinde Maxima Syber Green qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) ile
gercek-zamanl polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi. ZEB2 gen ifadesinin
SNU398 hiicrelerinde baskilanmasinda GIPZ Lentiviral shRNA partikilleri (Thermo
Scientific) kullanildi. Kromatin-immiinopresipitasyon deneylerinde ise manyetik
bilyeler (Dynabeads, Lifetechnologies) kullanildi. ChIP deneylerinde ZEB2 antikoru ile
elde edilen DNA izolasyonu QlIAQuick PCR saflastirma kiti (QIAGEN) ile gergeklestirildi.
Lusiferaz raportér calismalarinda Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega,
Madison, WI, USA) kullanildi. Kanser doku ve normal insan cDNA’larinda gen ifade
analizleri TissueScan qPCR Cancer Survey cDNA arrays | (CSRT101- OriGene) ile
gerceklestirildi.

3.4. Kullanilan Antikorlar

Monoklonal anti-ZEB2 antikoru tez danismanim Prof. Dr. Tamer YAGCI
tarafindan gelistirilen 6E5 hibridoma hiicre slipernatanlarindan elde edildi. Tavsan
poliklonal anti-MYC Tag (ab9106-Abcam), fare monoklonal TWIST1 (ab175430-
Abcam) Abcam (Cambridge, UK)’dan temin edildi. Fare monoklonal anti-ETS1 klon C-
4 (sc-55581), fare monoklonal anti-MMP9 (sc-12759), fare monoklonal anti-GAPDH
(sc-47724) ve fare monoklonal anti-kalneksin klon AF18 (sc-23954), tavsan poliklonal
anti-ZEB1 (H-102), fare monoklonal integrin a3 (A-3) antikorlari Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA)'den temin edildi. Western blot yonteminde yikleme
kontrolu olarak a—tubulin (DM1A), fare monoklonal anti-kalneksin klon AF18 (sc-
23954) ve fare monoklonal anti-GAPDH (sc-47724) kullanildi. ikincil antikorlar olarak
anti-fare HRP (Cell Signaling, 7076S) ve anti-tavsan HRP (Cell Signaling, 7074S)

antikorlari kullanildi. Fare monoklonal E-kaderin antikoru (BD Biosciences, USA)
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kullanildi. Kromatin immunopresipitasyon deneylerinde kontrol antikoru olarak fare

izotip 1gG2a (ab18413; Abcam) antikoru kullanildi.

3.5. Kullanilan Hiicre Hatlari

Bu calismada GTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik B6liimii’nde stoklu 8 hepatoma
(SNU182, SNU398, SNU423, HEP3B, SK-HEP1, HUH7 ve PLC/PRF/5) ve 1
hepatoblastoma  hiicre hatti (HEPG2) kullanildi.  Ayrica  Southampton
Universitesi'nden Dr. A. Emre Sayan tarafindan laboratuvarimiza verilen ZEB2’nin
doksisiklin (Dox) ile indlklenilerek anlatiminin gerceklestirildigi epitel karakterli

kolorektal kanser ve skuamoz karsinom hiicre hatlari DLD1-ZEB2 ve A431 kullanildi.

3.6. Kullanilan Oligoniikleotidler

Primerler Alpha DNA ve iontek firmasindan temin edildi. TissueScan qPCR
Cancer Survey cDNA Arrays | (CSRT101) dizinleri OriGene Technologies (Rockville,

MD)’den satin alinmigtir.

3.7. Kullanilan DNA ve Protein Belirtegleri, Yiikleme
Tamponlari ve Goriintiileme Substrati

Agaroz jel elektroforez icin 100 — 1000 baz cifti araligindaki (New England
BioLabs) DNA boyut belirteci ve yiikleme tamponu olarak da Gel Loading Dye Blue
(6X) (New England BioLabs) kullanildi. Nikleik asit boyanmasi icin ise RedSafe Nucleic
Acid Staining Solution (Intronbio), protein belirteci olarak 180-10 kDa araligindaki
(#26616, Thermo Scientific) protein belirteci kullanildi. Protein gorintilemelerinde
kemiliminesan substrati Supersignal West Femto reagent Thermo Scientific

firmasindan alindi.
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3.8. Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.2: Kullanilan Cozeltiler.

Cozelti Adi

icerik

Nukleik Asit Cozeltileri

Tris—EDTA (TE) Tamponu

10 mM Tris=HCI (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 8.0)

Tris — Asetik asit — EDTA (TAE)(50x)

121 g Tris — bazi, 18,6 g EDTA, 28,55 ml glasiyel asetik asit.
Bu bilesenler, belirli miktar ddH20 iginde ¢ozillp, pH 8,5
yapildiktan sonra 500 ml’e ddH20 ile tamamlandi.

Hicre Kiltiirt Cozeltileri

Hlcre Dondurma Ortami

%10 DMSO, %90 FBS

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (10X)

80 g NaCl, 2 g KCl, 17,8 g Na2HPO4.2H20, 2,4 g KH2PO4.
Bu bilesenler belirli miktar ddH20 icinde ¢ozillp, pH 7,4’e
ayarlandiktan sonra 1 L'ye ddH20 ile tamamlandi.

Western Blot Cozeltileri

RIPA Lizis Tamponu

50mM Tris-cl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40, 0.25% Na-
deoksikolat ve proteaz inhibitori

NP40 Lizis Tamponu

50 mM HEPES (pH=~8), 175 mM NaCl, 1,5 mM MgCI2, %10
Gliserol, %1 NP40 ve proteaz inhibitori

SDS Lizis Tamponu

50 Mm Tris (pH=8), 150mM NaCl, %2 SDS ve proteaz
inhibitora.

4X SDS Yiikleme Tamponu

%40 Gliserol, %20 SDS, 800 mM B-merkaptoetanol,
200mM Tris (pH=6.8), %0,1 Bromofenol mauvi.

%4'liik SDS-PAGE istifleme Jeli

2,5 ml 0,5M Tris (pH=6,8), 100ul SDS (%10), 1 ml Ac/Bis
(%40), 75ul APS (%10), 5 ul TEMED ve 6,4 ml ultra saf su.

%8'lik SDS-PAGE Ayirma Jeli:

2,5 ml 1,5M Tris (pH=8,8), 100ul SDS (%10), 2 ml Ac/Bis
(%40), 75ul APS (%10), 5 pl TEMED ve 5.5 ml ultra saf su.

Elektroforez Yiriitme Tamponu

25 mM Tris base, 190 mM glycine, 0.1% SDS ve Tampon
pH'1 8,3 civarina getirildi.

25 mM Tris base, 190 mM glycine, 0.1% SDS ve %10

Transfer Tamponu
metanol.
1XTBS 50 mM Tris HCI (pH=7.4), 150 mM NacCl.
TBS-T TBS icersinde %0,05 olacak sekilde Tween 20 ¢6zildi.

Bloklama Cozeltisi

1X TBS-T (%0,05) icerisinde %5 siit tozu

ChlIP Cozeltileri

PBS-BSA Tamponu

PBS icerisinde 5mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) olacak
sekilde hazirlandi.

Formaldehit Soliisyonu

%37 formaldehit, 5M NaCl, 0,5M EDTA pH:8.0, 1M Hepes
pH:7.9 distile suda ¢ozild.

Glisin Stok Sollisyonu

2M olacak sekilde distile su icerisinde hazirlandi.

PBS-NP40 Tamponu

PBS icersinde %0,5 olacak sekilde NP40 ¢6zuldi

PIPES tampon

5 mM PIPES pH 8.0, 85 mM KCI, 0.5% NP-40 ve proteaz
inhibitoru

Nikleer Lizis Tamponu

50 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS proteaz
inhibitoru

LiCl Yikama Tamponu

100 mM Tris pH:7.5, 500 mM LiCl, %1 NP40, %1 sodyum
deoksikolat ve proteaz inhibit6ra.
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3.9. Kullanilan Bakteriler

E. coli DH5a bakterisi promotor aktivitesi ¢alismalari kapsaminda kullanilan

plazmidler ile lentiviral sistem plazmidlerinin transformasyon basamaginda kullanildi.

3.10. Kullanilan Plazmidler

ETS1 promotor aktivitesi ¢aligmalari ve yonlendirilmis mutasyon deneyleri igin

pGL4.14 firefly lusiferaz ve pRL-TK renilla plazmidleri kullanildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Firefly (pGL4.14) ve Renilla (pRL-TK) plazmidleri.

Lentiviral sistem icin pLKO.1 bos vektor (Addgene; plasmid #8453) ve insan
pLKO.1 shETS1 (TRCNOO00005591 ve TRCNOO00005592) vektorleri Sigma-Aldrich (St
Louis, MO)’den satin alindi. Lentiviral sistemin paketlenmesi igin, pPCMV-dR8.2 dvrp
(Addgene, plasmid #8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene #8454) plazmidleri kullanildi
(Sekil3.2-4).
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4. YONTEMLER

4.1. Hiicre Kiltiri ve Blyiitme Sartlan

HSK hucreleri HepG2, Hep3B, PLC/PRF/5, HUH7 ve SK-Hep-1 dusik-glukoz
icerikli DMEM besiyerinde, SNU182 ve SNU423 hiicreleri RPMI1640 besiyerinde ve
shZEB2-SNU398 and non-silencing control shRNA-SNU398 (NSC-SNU398) hiicreleri
de RPMI1640 besiyerinde blyutdlda.

ZEB2’nin doksisiklin ile indiklenilerek anlatiminin gerceklestirildigi epitel
karakterli kolorektal kanser hiicre hatti DLD1-ZEB2 de yiksek-glukoz icerikli DMEM
besiyerinde blydtildi.

Hicreler %80-90 yogunluga ulasinca besiyeri aspire edildi. Hicreler 1X PBS ile
yikandi. Yikanan hicreler 3X tripsin ile kaldirildi. Hicreler gerekli oranlarda
pasajlanarak kiltiire edilmeye devam edildi. DLD1-ZEB2 hiicreleri indiklenecegi
zaman besiyerine 2pg/ml doksisiklin eklendi. Tim besiyerlerine %10 FBS ve %1
Penisilin — Streptomisin antibiyotik karisimi eklendi.

Hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust sivi aspire edildi ve hiicre
pelletinin Gzerine hiicre dondurma ortami eklendi. 2ml tiiplerde hiicreler 6nce -80°C
derin dondurucuya alindi ve takip eden giin sivi azot tankina aktarilarak uzun sureli

saklanmalari gerceklestirildi.

4.2. Gen ifadesi Calismalari

4.2.1. Kiiltiire Edilen Hiicrelerden RNA izolasyonu

Kiltiire edilen hiicrelerden RNA, NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti (Macharey-
Nagel) kullanilarak, Gretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun bir sekilde
gerceklestirildi

izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve OD 260/280 orani NanoSpec
spektrometre cihazi ile o6lgiildi. izole edilen RNA’lar -80°C derin dondurucuda

saklandi.
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4.2.2. RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen total RNA 6rnekleri, 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek buza alindi.
Ornekler 6X DNA yiikleme boyasi ile son hali 2X olacak sekilde karistirilip %2’lik agaroz
jelde 1X TAE tamponu kullanilarak yuratilda. Jelde vyiritilen nikleik asitler,

ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel goriintiileme cihazi ile goriintllendi.

4.2.3. cDNA Sentezi

izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi, ProtoScript First Strand cDNA sentez kiti
kullanilarak, Uretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun bir sekilde yapildi.
Kisaca, -80°C derin dondurucudan alinan RNA’lar ile PCR tipinde total
RNA/Primer/dNTP karisimi (Tablo 4.1) hazirlandi. Bu karisim PCR cihazina yerlestirildi
ve 70°C'de 5 dk 6n-inkiibasyon gerceklestirildi. Primerlerin baglanmasinin ardindan
Uzerine RT karisimi (Tablo 4.2) eklendi. Hacmi 20 pl olan cDNA sentez karisimi PCR

cihazina yerlestirilip 42°C’'de 60 dk sentez islemi ve 80°C’de 5 dk enzim inaktivasyonu

islemi yapildi.
Tablo 4.1: RNA/Primer/dNTP karisimi.
RNA / Primer / dNTP karisimi Miktar (ul)
Total RNA (1 ug) 0,8-3,78
Primer 2
dNTP mix 2
N.F. dH,0 (Nuclease — free dH,0) 2,22-5,2
Toplam 8
Tablo 4.2: Ters transkriptaz karisimi.
Bilesen Miktar (pl)
M — MulV Reaksiyon Karisimi 0,8-3,78
M —MulV Enzim 2
Toplam 2
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20 ul olan PCR hacmi reaksiyon sonunda N.F. dH20 (Nuclease — free distile su)
ile 100 pl'ye tamamlandi. cDNA konsantrasyonu ve OD2e0/280 orani NanoSpec

spektrometre ile 6l¢lldi. Sentezlenen cDNA, -20°C derin dondurucuda saklandi.

4.2.4. RT-gPCR ile Gen ifadesi Analizi

RT-gPCR igin kullanilan primerler, ‘Primer 3’ programi ile tasarlandi. RT-qPCR
islemlerinde total reaksiyon hacmi 20 pl olarak hazirlandi ve 200-300 ng cDNA kalip
olarak kullanildi (Tablo 4.3). Primerler (Tablo 4.4) ile Maxima Sybergreen qPCR Master
Mix (2X) (Thermo Scientific) kullanilarak kitin 6nerdigi dongi sartlarinda RT-qPCR
reaksiyonu gerceklestirildi (Tablo4.5). Gen ifadesindeki degisim ise, 22t formuli ile
hesaplandi. Normalizator olarak GAPDH housekeeping geni kullanildi. Formdil: [ACt =

Ct (ZEB2, ZEB1, ETS1)- Ct (GAPDH)]

Tablo 4.3: RT-qPCR reaksiyon tablosu.

Bilesen Miktar (pl)
2X SYBR master mix 10
ileri primer (10 pm) 0,4
Geri primer (10 uM) 0,4
Kalip cDNA (50 - 100 ng) 1
N.F. dH,0 8,2
Toplam 20

Tablo 4.4: RT-gPCR’da kullanilan Primer Listesi.

Gen Adi ileri Geri
ZEB2 5'CAAGGAGCAGGTAATCGCAAGT3’ 5’GGAACCAGAATGGGAGAAACG3’
mZEB2 5'-ACCGACTCAAGGAGACAGAT-3’ 5'-GAGTGGATATGCTGTGGTTCTC-3'.

GADPH 5'GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT3”  5'CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA3’

ETS1 5’GCATGTCGTTCCAAACTAACAC3’ 5’GAAAGCCGTACACTTCTCTCTAC3’
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Tablo 4.5: RT-qPCR dongu sartlari.

Dongi Sayisi Sicaklik (°C) Sire
1 Dongli 95 10 dk
45 Doéngl 95 15sn
60 30 sn
72 30 sn
Erime Egrisi 55-95 Her 0.1 °C sicakhk

degisiminde ol¢lim
4.3. Protein ifadesi ¢calismalari

Hicre peletleri Proteaz inhibitor kokteyli (Roche) iceren SDS lizis tamponunda
(10% Gliserol, 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCl) parcalandi. Protein konsantrasyonlari Qubit
3 Flourometre (Thermo Fisher Scientific) ile 6l¢lildi. 50 ug total protein ornekleri
%10’luk SDS-PAGE jelde yiritilerek, PVDF membrana Bio-Rad transfer cihazi ile
transfer edildi. Membran %5 yagsiz siit tozu iceren TBS (Tris Buffered Saline: 50 mM
Tris-Cl, pH 7.5. 150 mM Nacl) icinde bloklandi. Membranlar primer antikorda 4°C’de
gece boyunca inkiibe edildi. Daha sonra membran TBS-T (Tris Buffered Saline: 50 mM
Tris-Cl, pH 7.5. 150 mM NaCl, %0,5 Tween-20) ile 3 kez yikanarak ikincil olarak anti-
fare veya anti-tavsan ile 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Membran tekrar TBS-T ile
yikandi ve Supersignal west femto ECL (Thermo Fisher Scientific) ile kaplanarak

ChemiDoc XRS system (Bio-Rad) cihazi ile gérinti alindi.

4.4. Kromatin immiinopresipitasyon

Hiicreler %80-90 bliyiime oranina geldiklerinde %1 formaldehitte 10 dakika
bekletilerek DNA-protein ¢apraz-bagi (crosslink) olusturuldu. Capraz baglanma etkisi
125 mM glisin (5 dakika) ilavesiyle sonlandirildi. Plazma membrani, proteaz inhibitori
karisimi ilave edilmis PIPES tamponu ile buzda 10 dakika pargalandi, ardindan Niklei
Lizis tamponu icinde 10 dakika buzda inkiibasyona birakildi. Tris-EDTA-SDS
tamponunda (10 mM Tris-HCI, pH:8,0. 1 mM EDTA, 1% SDS) ¢oziilen niikleer pelletler
30 sn. vurus, 30 sn. buzda bekletme seklinde 10 kez sonike edildi. Sonikasyon sonrasi
SDS’in ortamdan uzaklastirilmasi icin 14000 rpm 15 dakika +42C’ta santrifiij yapildi.
Elde edilen lizattan DNA’nin parcalanma etkinligini test etmek ve ChIP-gPCR

isleminde input olarak kullanilmak amaciyla 6rnek alindi. PBS-BSA ve 6E5 Uist-sivisi ve
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fare izotip kontrol IgG2a (ab18413; Abcam) antikorlari ile doyurulan bilyeler 2 kere
proteaz inhibitorli NP40 Buffer ile yikandi. Lizatlar ve bilyeler proteaz inhibitorla
NP40 Buffer icinde +42C’ta gece boyu inklibasyona birakildi. Ertesi glin 6érnekler LiCl
tampon (10 mM Tris pH:7,5, 500mM LiCl, 1%NP40, 1% sodium deoxycholate, 1mM
EDTA) ile nazikge yikandi, DNA-protein karisimi Tris-EDTA tamponunda (10 mM Tris-
HCI, pH:8,0. 1 mM EDTA) ¢o6zildi. ChIP deneyinin basinda olusturulan protein-DNA
kovalent baginin koparilmasi (reverse crosslink) icin 6rnekler gece boyu 65°C’ta
RNAse A ve proteinaz K ile muamele edildi. ChIP-DNA ve input-DNA QIAQuick PCR

saflastirma kiti ile saflastirildi.

Tablo 4.6: qPCR analizinde kullanilan primer listesi

Gen Adi ileri Geri
LPCAT1_-22k 5’CAAACCGGGAAGTCATCTTG3’ | 5'TGCACAAGGGTTCTGTTCTG3’
promotor
ETS1 promotor  5'TCACCTGAGACCTTGCCTA3’ 5'CCTCATCATTTGCTGATGCATTTAS

ChIP—qPCR (Tablo 4.6) verilerini normalize etmek amaciyla “% input” yontemi
kullanildi [70]. Bu yontemde ChIP ile ¢oktlrilmis DNA’dan gelen Ct degerleri,
inputtan gelen Ct’lere gore degerlendirilmektedir. Input degeri ChIP’te kullanilan
kromatin miktarini yansittigindan, %1 input ile qPCR yaptigimizda dillisyon faktoru
100 oldugu igin input ham Ct degerinden log2 tabaninda 100’ln karsihigl olan 6,644
Ct degeri cikartilarak %100 inputa tekabiil eden Ct degeri bulundu. izotip kontrol
antikoru ve 6E5 ZEB2 antikoru ile indirilen DNA’dan elde edilen Ct degerleri asagidaki
formile yerlestirilerek antikorlarin indirdigi kromatin miktari hesaplanirken, % Input:

100 X 2 A [%100 Input Ct — IP-Ct] formulu kullanildi.

4.5. ETS1 Promotor Aktivitesi Calismalari ve Yonlendirilmis
Mutasyon Deneyleri

Lusiferaz raportor calismalari icin pGL4.14 firefly lusiferaz ve pRL-TK renilla
plazmidleri kullanildi. Lusiferaz aktivitesi ‘Dual-Glo Luciferase Assay System’
(Promega) ile olgiildii. Okaryotik promotor veribankasi’'nda (Eukaryotic Promotor

Database) ETS1 promotor bolgesi segilerek (Sekil 4.1), bu bolgede ZEB2/SIP1
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transkripsiyon faktoriiniin baglanma bodlgeleri (CAGGTG) arandi. Transkripsiyon
baslama noktasindan itibaren -497. (1. E-box), -446. (2.E-box) ve -181. (3. E-box)

nikleotidlerde ZEB2 baglanma bdélgeleri bulundu.

>FP017048 ETS1_2 :+U EU:NC; range -600 to 100.

ccaagtccatatccagtcagctctcttccacaaaattattttctttictttagaaaatatcacatt

1. E-box
tcatatcaagttattagagagaaacgggaagcectgagcaggtgactgggtggtggacgtec

tgtgtttctaaagcaatccctttccct(z:'a_(E:_c@tg)égaccttgcctaggttaatgg gggctccatt
gagaaagtcaaggaacatgaagcatgaatatttacatattcagcagagagtaaatgcatca
gcaaatgatgaggtgagatacagtgttatcccactgaactagttceccttttgetcatcteectc
cctgttactctccaaggctgagttatattcagctgaagcacaatttgaagaatacgaaataat
gtgtgatttggtgccaccactgtcaatcaacagtgctttgﬁgactgctgtgcctgtgcc
agtggctgctgtectggtgecaggggcaagaggaagactgecttttttccagcettteectgge
ttgaccacaccccccaatttaaggaggcagcetctattagaaacattatggtcetttgeatectc
ttaagctacggagcagaggattcccgcaggtAGTTIGGAAAGAGACCACAGACTT
TGAGGGAAGCTCACTCAGGATCTGCTCTCCGGCAAAGTAGTAAGTGAG

GTGTGTGTCAGTTTCTGCCTAAAACTTTTC

Sekil 4.1: ETS1 geninin promotor bélgesinde bulunan olasi E-box bolgeleri 6karyotik
promotor veritabanindan alinmistir. Kiictik harf: TSS'in Ust boélgesi, Koyu renk:
klonlama primerleri.

Lusiferaz plazmidleri, DNA purifikasyon kiti (Macherey-Nagel) ile (reticinin
talimatina uygun sekilde izole edildi. gDNA SNU398 hiicresinden GenElute
Mammalian Genomic DNA miniprep kiti (GenElute) kullanilarak izole edildi. ETS1
promotor bolgesinin ¢cogaltilmasi icin yapilan PCR’da bu genomik DNA kalip olarak
kullanildi. ETS1 promotor primerleri (Tablo 4.7) ve izole edilen bu gDNA ile Taq
polimeraz varliginda tablo 4.8 ve 4.9’daki kosullar uygulanarak PCR yapilmistir.
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Tablo 4.7: ETS1 promotor primerleri.

Primer adi Primer dizisi
ETS1 promoter F 5'TACGCTCGAGCCAAGTCCATATCCAGTC3’
ETS1 promoter R 5'TACGAAGCTTCTCCTTAAATTGGGGGGTG3’

Tablo 4.8: Reaksiyon kosullari.

Bilesen Miktar (ul)
10x Taqg DNA polimeraz tamponu 5
dNTP (10mM) 1
MgCl; (25mM) 3
ETS1 F (10 uM) 2,5
ETS1 R (10 uM) 2,5
gDNA (200 ng) 6
Taq DNA polimeraz (1,25U/l) 1
dH.0 29

Tablo 4.9: PCR kosullar

D6ngl Sayisi Sicaklik (°C) Sire
1 Dongl 95 3 dk
94 30sn

18 Dongl 55 60 sn
72 60 sn

1 Dongli 72 7 dk
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Elde edilen PCR Urini, pGL4.14 plasmidine aktarmak amaciyla Hindlll ve Xhol
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Boylece yapiskan uglu insert DNA elde edilmistir.
Elde edilen yapiskan uglu plazmid ve PCR durinleri T4 ligaz enzimi ile ligasyona
birakildi. Ligasyon {rlinli, DH5a bakterisine transforme edildi. Transformasyon
sonucunda elde edilen 4 koloniden miniprep plazmid izolasyon kiti (Macherey-Nagel)
kullanilarak plazmid izole edildi. Ligasyonun basariyla gergeklestigini dogrulamak
amaciyla bu plasmidler Xhol ve Hindlll enzimleri ile kesilerek, agaroz jelde gbzlendi.
Bu kesim sonucunda jelde ETS1 promotor bolgesi ~600 bp’da, pGL4.14 plasmidi de ~
6000 bp’da goraldi (Sekil 4.2).

pGL4.14

500bp ETS1 promotor

holgesi

Sekil 4.2: ETS1 promotoru klonlanan pGL4.14 plazmidinin agaroz jel goriintiisi a.
Xhol ve Hindlll ile kesilen pGL4.14 plasmidi, b. ETS1 promotor bélgesi, c. Ligasyon
sonrasinda elde edilen kolonilerin dogrulanmasi.

Restriksiyon enzim kesimi ile dogrulanan 4 koloniden izole edilen ETS1
promotor bolgesini iceren pGL4.14 plasmidleri dizilemeye gonderilmistir (Sekil 4.3).
Dizileme hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir. Dizileme sonucunda 4 koloninin

Ugiinde klonlamanin basariyla gergeklestigi gérilmustir.
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Homo sapiens ETS proto-oncogene 1, transcription factor (ETS1), RefSeqGene on chromosome 11
Sequence ID: refING_02¢ | Length: 135798 Number of Matches: 1

Range 1: 4401 to 4932 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
960 bits(1064) 0.0 532/532(100%) 0/532(0%) Plus/Plus
Query 66 CCMGT((ATHTCCHGTCHGCTCTCTTCCHCHAA.-\TTATTTTCTTTTCTTTHGWTAT 125

POLLLEELLREEL LR e e e e e b e et
Sbjct 4401 CCAAGTCCATATCCAGTCAGCTCTéTTCCACnA&uTTJTTTTCTTTTCTTTAGAAAATAT 4460

Query 126 CHCATTTCATMTCHMGTYHT7NGAGHGF}\HCGGGH&GCCTSHGC»\GGTGNCTG%TGGTG 185

EECLLEEELEEEE R R et e e e et eenengl
Sbjct 4461 CAC'TTTCATnTCAAGTTAT|nGAGAGAnACGGGALGCCTGAGCACG|GACTGGGTGG:G 4520

Query 186 ?‘«CGHCTGTG‘{TTCIATAGCA?TCCTT'{TCCUI'C&CCTTAGATCYTGCC“\GGTTTTTG 245
LLCELLLEEEELEE L e e EEe L el

Sbjct 4521 GACGTCCTGTGTTTCTAAAGCAATCCCTTTCCCTCACCTGAGACCTTGCCTAGGTTAATG 4580

Query 246 TGG?ClTCTTT‘[TAGA?T?TCAT?GAATATG-\ATTATGAA‘{ATT‘;‘TT;‘:YAT'I[TAGCAT?GA 305
| (LI Il FLLLLEEELLLELTT] 11 I

Sbjct 4581 GGGGCTCCATTGAGAAAGTCAAGGAACATGAAGCATGAATATTTACATATTCAGCAGAGA 4649

Query 306 GTAAATGCATCAGCAAATGATGAGGTGAGATACAGTGTTATCCCACTGAACTAGTTCCCT 365

CECLLEELEEE e L ELELEEL LR e L ELETiLELLl

Sbict 4641 GTAAATGCATCAGCAAATGATGAGGTGAGATACAGTOTTATCCCACTGAACTAGTTCCCT 4700

Query 366 TTTGCTCATCTCCCTCCCTGTTACTCTCCAAGGCTGAGTTATATTCAGCTGAAGCACAAT 425
PELOLLEETER L e L L e e e e e et i et
Sbjct 4701 TTTGCTCATCTCCCTCCCTGTTACTCTCCAAGGCTGAGTTATATTCAGCTGAAGCACAAT 4760

Query 426 TTGAAGAATACGAAATAATGTGTGATTTGGTGCCACCACTGTCAATCAACAGTGCTTTCC 485

PELETLLETEEEL R R e R LR LR e
Sbjct 4761 TTGAAGAATACGAAATAATGTGTGATTTGGTGCCACCACTGTCAATCAACAGTGCTTTCC 4820

Query 486 ACCTAGACTGCTGTGCCTGTGCCAGTGGCTGCTGTCCTGGTGCCAGGGGLAAGAGGAAGA 545

ELLELLEEL R R LR et L e e e p e e et eeeitl
Sbjct 4821 ACCTAGACTGCTGTGCCTGTGCCAGTGGCTGCTGTCCTGGTGCCAGGGGCAAGAGGAAGA 4880

Query 546 CTGCT}‘TITTITCAGTHTCCC\IGGC|TYTTCCTTACCCCTCALHTMGGT? 597
[LLELLLLT § [LLELLEELLEELLEL 111

Sbjct 4881 CTGCCTTTTTTCCAGCTTTCCCTGGCTTGACCACACCCCCCAATTTAAGGAG 4932

Sekil 4.3: Dizileme sonucunda elde edilen DNA dizisinin BLAST sonucu.

Literatlire goére E-box dizisinin -ACC- bolgesinde meydana gelen tek baz

degisimleri ZEB2 proteinin baglanmasini engellemektedir [28, 132]. Bu nedenle, ETS1

promotor bolgesinde bulunan (g dizinin -ACC- bazlarini —TTT- ile degistirecek sekilde

uzun mutasyon primerleri tasarlandi. ETS1 promotor bdlgesi klonlanan pGL4.14

plazmidinde yer alan ETS1 promotor bolgesindeki E-box’lar,

uzun mutasyon

primerleri (Tablo 4.10) ve Quik-Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

kullanilarak sirasiyla mutasyona ugratildi.

1.caggtg SDM F

1.caggtg SDM R

2.cacctg SDM F

2.cacctg SDM R

3.caccta SDM F

3.caccta SDM R

Tablo 4.10: Uzun mutasyon primerleri.

5'-CGTCCACCACCCAGTCTTTTGCTCAGGCTTCCCGT-3'

5'-ACGGGAAGCCTGAGCAAAAGACTGGGTGGTGGACG-3'

5'-CCATTAACCTAGGCAAGGTCTCTTTTGAGGGAAAGGGATTGCTTTAG-3'

5'-CTAAAGCAATCCCTTTCCCTCAAAAGAGACCTTGCCTAGGTTAATGG-3'

5'-CAGGCACAGCAGTCTTTTTGGAAAGCACTGTTGATTGACAGTGGT-3'

5'-ACCACTGTCAATCAACAGTGCTTTCCAAAAAGACTGCTGTGCCTG-3'
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Mutasyon c¢alismalarina 2. olasi E-box dizisi ‘CACCTG’” mutasyona ugratilmaya

cahisilarak baslandi. 2. bolgenin uzun primerleri ve ETS1 klonlanan pGL4.14 plasmidi

kullanilarak yonlendirilmis mutasyon PCR’I asagidaki reaksiyon kosullarinda yapildi

(Tablo 4.11-12). Reaksiyonun 5 ul’si agaroz jele yuklendi (Sekil 4.4).

Tablo 4.11: Reaksiyon Kosullari.

Bilesen
10x Pfu Ultra DNA polimeraz tamponu
dNTP (10 mM)
ETS1-pGL4.14 plasmid (10ng/ ul)
cacctg SDM F (10 uM)
cacctg SDM R (10 uM)
Pfu Ultra DNA polimeraz
dH;0
Tablo 4.12: PCR kosullari.

Dongl Sayisi Sicaklik (°C)
1 DOngu 95

95
18 DOngu 60

68
1 Dongl 68

Miktar (pl)

5 ul

1ul

4 ul

1l

1l

1l

37 ul
Sire
5 dk
1dk
1dk
8 dk
12 dk
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pGL4.14+ETS1 promotor

Sekil 4.4: ikinci olasi E-box bélgesi igin tasarlanan uzun primerler ile mutasyona
ugratilan pGL4.14+ETS1 promotor plazmidi.

Reaksiyon Urint 10 pl Cut smart buffer varliginda Dpnl enzimi ile 37 °C'de 2
saat kesildi. Kesimin ardindan 2 pl T4 DNA ligaz ve 4 ul T4 DNA ligaz buffer ile o/n
16°C'de inklibe edildi. Ertesi glin kompetan DH5a hiicrelerine ligasyon Uriiniinden 16
pl transforme edildi. Transformasyon sonucunda elde edilen kolonilerden plazmid
izole edilerek, restriksiyon enzim kesimi ile dogrulama yapildi. Daha sonra sirasiyla
1.+2. E-box, 2.+3. E-box ve 1.+3. E-box bodlgelerinde mutasyonlar yapildi. Bu
bolgelerdeki mutasyonlar dizilemeye gonderilerek dogrulandi (EK-A). Doksisiklin ile
indiklenen ve indiklenmeyen (kontrol) DLD-ZEB2 ve shZEB2-SNU398 ve NSC-
SNU398 (kontrol) hiicreleri 96 kuyulu liminesans plakalarina (Nunc™MicroWell™
plate with Nunclon™ Delta Surface treatment, Thermo Fisher Scientific) ekildi. 24
saat sonra pGL4.14-ETS1 plazmidi ile pRL-TK plazmidi Lipofectamine (Thermo Fisher
Scientific) ile ko-transfekte edildi. Mutasyonun etkisini degerlendirmek icin 1.+2. E-
box, 1.+3. E-box ve 2.+3. E-box bolgelerinde mutasyona ugratilan plazmidler
doksisiklin ile indiklenen ve indiklenmeyen (kontrol) DLD-ZEB2 hiicrelerine
transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler Dual-Glo® Luciferase Assay
System (Promega) kullanilarak Varioscan luminometer (Thermo Fisher Scientific)
cihaziile dlciImistir. Liminesans orani, pGL4.14 plazmidinden gelen isima oraninin
(Firefly) normalizator plazmidinden gelen i1sima oranina (Renilla) bolimi ile

hesaplanmistir.
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4.6. shETS1 Lentiviral Transdiiksiyon Partikiillerinin Uretimi

Lentiviral partikilleri olusturmak amaciyla pLKO.1 shETS1 ve kontrol pLKO.1
plazmidleri, pPCMV-dR8.2 dvrp (Addgene, plasmid #8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene
#8454) paketleme pilazmidleriile 1,5:1,5:1 oraninda 250 ul Opti-MEM (Thermo Fisher
Scientific) icerisinde bir araya getirildi. Diger yandan baska bir tlipte bulunan 250 pl
Optimem’e transfeksiyon ajani Poly (ethyleneimine)’den (PEI) (Cat# P 3143; Sigma-
Aldrich, Germany) 1:3 (plazmid DNA (agirlik): PEI (hacim)) oraninda konuldu. Bu iki
karisim, (plasmid DNA ve transfeksiyon ajan karisimi) bir araya getirilerek oda
sicakliginda 20 dk bekletildi. HEK293T hiicrelerine verildi. 36 saat sonra lentiviral
ShETS1 ve shpLKO.1 partikilleri st sividan toplanmistir. 0.45um por ¢apli filtreden
gecirilerek, -80’e kaldiriimistir.

Daha sonra ETS1 ifadesi baskilanmak istenen DLD-ZEB2 ve SK-HEP-1 hiicreleri 6
kuyulu plakalara ekilmis, hiicreler %80 yogunluga gelince viral partikiller 8 pg/mil
Polybrene (Thermo Fisher Scientific) ile birlikte hlicrelere verilmistir. 8-10 saat sonra
besiyeri tazelenmis, 48 saat sonra da transdiikte olan DLD-ZEB2 hiicreleri 4 pg/ml ve

SK-HEP-1 hicreleri 2,5 pg/ml puromisin varliginda segilmistir.

4.7. Yara Kapanma Deneyi

shpLKO.1-DLD-ZEB2 ve shETS1-DLD-ZEB2 hiicereleri 12 kuyulu plakaya ekilmis,
%90 yogunluga ulasinca hicre tabakasi steril 0.2 mL pipet ucu ile gizilmistir. Hlcre
tabakasinda agilan bu yara 48 saat siire ile invert mikroskop ile gézlenmis ve fotograf

alinmistir. 0., 16., 24. ve 48. saatlerin alani él¢tlmustdr.

4.8. Matrigel invazyon Deneyi

1.5 x 10° kontrol shplLKO.1-DLD-ZEB2 ve shETS1-DLD1-ZEB2 hiicreleri
BD BioCoat Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA)in Ust
kompartimanina serum icermeyen yuksek glukozlu DMEM icinde ekildi. Asagida
bulunan kuyu 10% FBS iceren yiksek glukozlu DMEM ile dolduruldu. Bu ¢alismada
FBS kemoreaktan olarak kullanildi. 48 saat sonra, matrijelin Gst kisminda kalan ve

invazyon yapmayan hiicreler islatiimis pamuk ile temizlendi. Matrijelin diger ylizeyine
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gecen invazyon yapan hiicreler %0,1 kristal viole ile fikse edilerek boyandi. invazyon
yapan ve boyanan bu hticreler Leica DM IL LED mikroskop (Leica Microsystems, NJ)
ile fotograflandi. invazyon kapasitesi membranin yiizeyinde boyanan hiicreler

sayilarak hesaplandi.

4.9. Hiicre Proliferasyon Deneyi

Hicre proliferasyonu, %5 CO; ile 37 °C'de xCELLigence Gergek Zamanh Hiicre
Analizi (RTCA) DP cihazi (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanilarak
izlendi. Gergcek zamanli olarak ¢cogalmasini 6lgmek igin sh pLKO.1 DLD-ZEB2 ve shETS1
DLD1-ZEB2 hiicreleri 4.0 x 103 hiicre /kuyu yogunlugunda 16 kuyulu mikroplakalara

(E-plakalar; Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) ekildi.

4.10. ZEB2-ETS1 ceRNA iliskisinin Aydinlatiimasi

ZEB2-ETS1 iliskisini gosterebilmek igin SK-HEP-1 shPLKO.1 ve SK-HEP-1 shETS1
hicrelerinde ZEB2 3’UTR lusiferaz aktivitesi 6l¢lildi. SK-HEP-1 shPLKO.1 ve SK-HEP-1
shETS1 hicreleri 96 kuyulu liminesans plakalarina (Nunc™MicroWell™ plate with
Nunclon™ Delta Surface treatment, Thermo Fisher Scientific) 10.000 hicre/kuyu
olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra pCl-neo-RL-ZEB2 (Addgene #35536) ve pGL8C)
plazmidleri Lipofectamine (Thermo Fisher Scientific) ile ko-transfekte edildi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler Dual-Glo® Luciferase Assay System
(Promega) kullanilarak Varioscan luminometer (Thermo Fisher Scientific) cihazi ile
Olctlmustlr. Liminesans orani, pCl-neo-RL-ZEB2 plazmidinden gelen i1sima oraninin
(Renilla) normalizatér plazmidinden gelen 1sima oranina (Firefly) bolimi ile

hesaplanmistir.

4.11.insan kanser orneklerinde ZEB2 ve ETS1 ifadelerinin
Analizi

ZEB2 ve ETS1 ifadeleri, meme, kolon, bébrek, karaciger, ovaryum, tiroid, akciger
ve prostat dokularindan elde edilen cDNA’larin yer aldigi ‘TissueScan cancer cDNA

dizinleri’ kullanilarak belirlendi. Her bir kanser tipi, 9 timor ve 3 kontrol 6rnegi
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icermektedir. RT-qPCR, ZEB2 ve ETS1 primerleri kullanilarak gergeklestirildi.
Normalizator olarak Uretici firmanin sagladigi ACTNB primeri kullanildi. TUmor
dokularindaki ETS1 ve ZEB2 ifadeleri normal dokudaki ifadelerine gore kalibre
edielerek AACt metod ile hesaplandi [133].

4.12. Atlas Veribankasindan RNA Sekans Sonuglari

21 alt kanser tipi ve 17 kanser tipinin TCGA RNA-Seq datasi “Human Protein

Atlas” veritabanindan (www.proteinatlas.org) alinarak ZEB2 ve ETS1 ifadelerinin

analizi yapildi. Her bir genin FPKMs (number Fragments Per Kilobase of exon per
Million reads) degerleri kullanilarak korelasyon hesaplandi. Orneklerin ID’lerine gére
FPKM degerleri yeniden dizenlenerek R paket "corrplot" analiz araci ile korelasyon
hesaplandi.

FPKM levels were rearranged according to sample IDs and R package was used

as an analysis tool to determine the correlation between ETS1 and ZEB2.

4.13. istatiksel Analizler

ETS1, ZEB1 ve ZEB2'nin gen ifadesi seviyeleri arasindaki ¢ift yonli korelasyonlar
Pearson korelasyon katsayisi kullanilarak hesaplandi. Hiicre proliferasyon verilerinin
istatistiksel 6nemi, iki yonlie ANOVA testi kullanilarak degerlendirildi. P <0,05 degeri
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Hiicrelerde ve TissueScan cDNA dizinlerinde
gen ifadelerinin istatiksel analizi Stutetnt’s t-test’i kullanilarak hesaplandi. Anlamli
farkhlik su sekilde belirtildi: * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

HSK hiicrelerinde, tiimor cDNA dizinlerinde ve TCGA datasinda ZEB2 ve ETS1
ifadelerinin korelasyonu ‘R package corplot’ kullanilarak hesaplandi. Negatif ve

pozitif r-degerleri asagl veya yukari dogru yonlenen dogrusal cizgi ile gosterildi.

39


http://www.proteinatlas.org/

5. BULGULAR

5.1. Mezenkimal Fenotip Gosteren insan Tiimoér hiicrelerinde
ZEB2 ve ETS1 Transkripsiyon Faktérlerinin Birlikte ifadesi

Hepatoseliiler Karsinoma hiicre hatlari, E-kaderin ifade edenler ve vimentin
ifade edenler seklinde iki ana gruba ayrilirlar. E-kaderin ifadesi bulunan hicreler
epitelyal hiicre 6zelligi gosterirken vimentin ifade edenler mezenkimal hiicre 6zelligi
gostermektedirler [134]. Yaptigimiz calismalarda, daha Onceki calismalar ve
morfolojik degerlendirmelerle tutarli olarak HepG2, Hep3B, Huh7 ve PLC/PRF/5
hicreleri epitelyal, SK-HEP-1, SNU182 ve SNU423 hiicreleri de mezenkimal o6zellik
gdstermektedir [135, 136]. Oncelikle bu hiicre hatlarinda ETS1 ve homolog
transkripsiyon faktorleri ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon seviyelerini belirledik.
Mezenkimal hicreler bu g transkripsiyon faktorind iyi ifade ederken, bu
transkripsiyon faktorlerinin en yiksek ifadeleri SK-HEP-1 hiicresinde gorulmektedir.
ZEB2 ve ETS1 ifadeleri mezenkimal fenotiple ayrilabilirken, ZEB1 transkripsiyon
faktorii HepG2, Huh7 ve PLC/PRF/5 gibi epitelyal 6zellige sahip hicrelerde de
gorilmektedir (Sekil 5.1a). Pearson cift yonli korelasyon katsayilarina dayanarak ZEB
ailesi genleri ve ETS1 arasinda énemli bir iliski bulunurken (*P<0.05), ZEB2 ve ETS1
gen ifadesi arasinda iliskinin oldukca anlamli oldugu gorilmektedir (*** P<0.001)

(Tablo 5.1).

Tablo 5. 1: HSK hiicre hatlarinda ZEB1, ZEB2 ve ETS1 ifadelerinin korelasyon
degerleri. (*P<0.05, *** P<0.001)

Gen ZEB1 ZEB2 ETS1
ZEB1 1

ZEB2 0,823* 1

ETS1 0,841* 0,990%*** 1

Ayni HSK hiicre hatlarinda ZEB2 ve ETS1 protein ifadeleri degerlendirdiginde her
iki transkripsiyon faktoriiniin de sadece mezenkimal fenotip gosteren hiicre

hatlarinda iyi sekilde ifade edildigi gorildi (Sekil 5.1b). ZEB1 ifadesinin mezenkimal
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hiicre hatlarinda gliclii ifadesinin yani sira gen ifadesi profilinde oldugu gibi epitelyal

hicrelerde de protein diizeyinde ifade edildigi gorildi (Sekil 5.1c).
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Sekil 5.1: HSK hiicre hatlarinda ZEB1, ZEB2 ve ETS1 ifadeleri. a) ZEB2 ve ETS1'in
goreceli gen ifade seviyeleri. b) HSK hiicre hatlarinda ZEB2 ve ETS1'in protein ifadesi.
¢) HSK hiicre hatlarinda ZEB1 ve ETS1'in protein ifadesini.

Bu sonuclar, ZEB2 ve ETS1 arasindaki korelasyonun, ZEB1 ve ETS1 arasindaki
iliskiden daha yakin oldugunu gostermis ve HSK'da ETS1 ifadesinin ZEB2 bagimh
degisip degismeme durumunu arastirmaya yonlendirmistir. Bu amacla, daha once
ylksek endojen ZEB2 transkript ve protein seviyeleri icerdigi gosterilmis olan SNU398
ve SK-HEP-1 hiicrelerinde shZEB2 lentiviral partikilleri ile ZEB2 ifadesi baskilanmistir
[135]. shZEB2-SNU398 hiicrelerinde ZEB2 (p <0.001) ve ETS1 (p <0.01) transkript
seviyelerinde yaklasik %70 azalma gozlendi (Sekil 5.2a). ETS1 proteininin ifadesi,
kontrol klonuna kiyasla SNU398 hiicrelerinin shZEB2 klonunda 3 kattan fazla (P
<0.001) azaldi (Sekil 5.2b). Benzer sekilde, ZEB2 baskilanan SK-HEP-1 hiicrelerinde
ETS1 protein ifadesinde 2,6 kat azalma (P <0.05) tespit edildi (Sekil 5.2c).
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Sekil 5.2: SNU398 ve SK-HEP-1 HSK hiicre hatlarinda ETS1 ifadesinin ZEB2 tarafindan
diizenlenmesi. a) shZEB2-SNU398 hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1'in goreceli gen ifadesi.
b) shZEB2-SNU398 ve shNSC-SNU398 hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1'in protein
seviyeleri.c) shZEB2-SK-HEP-1 ve shNSC-SK-HEP-1 hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1'in
protein seviyeleri.

ZEB2 ifadesi baskilanan hiicrelerde ETS1'in ZEB2'ye bagimli diizenlenmesi, ZEB2
ifadesinin doksisiklin ile indiklenebildigi DLD1 ve A431 hiicrelerinde ETS1 ifadesini
arastirmamizi  saglamistir. Doksisiklin ile indiiklenen DLD-ZEB2 hiicrelerinin
uyarilmasi, ZEB2 (p <0.001) ve ETS1 (p <0.05) transkriptlerinde sirasiyla 14,3 ve 6,6
kat artisa neden olmustur (sekil 5.3.a). Western blot ile protein ekspresyonunun
analizi, Dox ile indliklenen DLD1 ve A431 hiicrelerinde sirasiyla 1,6 kat (P <0,05) ve
3,6 kat (P <0,05) ETS1 proteini artisini ortaya ¢ikartmistir (Sekil 5.3b-c).
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Sekil 5.3: ZEB2 ifadesi indliklenen DLD1 ve A431 hiicrelerinde ETS1 ifade degisimi. a)
ZEB2 ifadesi indiiklenen ve indiklenmeyen DLD1 hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1'in
goreceli gen ifadesi. b) ZEB2 ifadesi indlklenenve indiiklenmeyen DLD1
hicrelerinde ZEB2 ve ETS1'in protein ekspresyonu. c) ZEB2 ifadesi indiklenenve
indiiklenmeyen A431 hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1'in protein ekspresyonu.

5.2. ZEB2 Transkripsiyon Faktoriiniin ETS1 Promotoruna
Baglanmasi

ZEB2/SIP1 transkripsiyon faktériiniin ETS1 geninin promotorona baglanip
baglanmadigini géstermek icin kromatin immunopresipitasyon ¢alismasi yapilmistir.
Bu yontemle ZEB2/SIP1 antikoru ile ¢oktlrilen genomik DNA bdélgelerinde ETS1
promotor bolgesi aranmistir. Bu nedenle, Prof. Dr. Tamer Yagci tarafindan Uretilen
ChIP’e uyumlu anti-ZEB2 monoklonal antikor 6E5'i kullanilarak kromatin
imminopresipitasyon analizi gergeklestirildi. Bunun igin ETS1 geninin promotor
bolgesinde bulunan ZEB2/SIP1 transkripsiyon faktorinin baglanma bolgesine
(GACCTG) uygun gPCR primerleri kullaniimistir. ChIP sonucunda elde edilen immiino-
¢Okeltilmis DNA fragmanlari ve ETS1 promotor bolgesini hedefleyen primerler ile
gPCR reaksiyonu gerceklestirildi.

ChIP deneyi sonucunda 6E5 antikorunun, ETS1 geninde yer alan ZEB2 baglanma

bolgelerini iceren DNA fragmanlarini inputa gore yaklasik 20 kat zenginlestirdigi
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gorulda (Sekil 5.4). Bu zenginlesme daha 6nceden ZEB2 hedefi olarak bilinen LPCAT1

geninin zenginlesmesi ile kiyaslandi [135].
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Sekil 5.4: ZEB2’nin ETS1 promotor bolgesine baglandigini gésteren ChIP-gPCR
analizi.

Ayrica, ChIP sonuglarini ZEB2 ifadesi indiklenebilen DLD1 ve ZEB2 ifadesi
baskilanmis SNU398 hiicrelerinde lusiferaz aktivitesi deneyleri ile konfirme ettik. Bu
amacla DLD1-ZEB2 ve shZEB2-SNU398 hiicrelerine ETS1 promotor bdlgesini iceren
pGL4 plazmidini transfekte ettik. DLD-ZEB2 hiicrelerinde ZEB2 indliksiyonu, ETS1
promotor-lusiferaz aktivitesinde 2 kat artisa neden oldu. Bunun yaninda, ZEB2 ifadesi
baskilanan shZEB2-SNU398 hiicrelerinde ETS1 promotor-lusiferaz aktivitesinde
yaklasik t¢ kat azalma gorildu (Sekil 5.5a).

ETS1 promotor bdlgesinde, transkripsiyon baslangic kodonundan -497 (1. E-
box), -446 (2. E-box) ve -181 (3. E-box) niikleotid uzaklikta li¢ adet olasi ZEB baglanma
bolgesi (GACCTG) bulunmaktadir. Bu bolge ile yapilan daha 6nceki calismalarda GG
veya CC sekanslarinda meydana gelen tek nikleotid mutasyonunun ZEB2
baglanmasini engelledigi gosterilmistir [28, 132]. Bu nedenle, ETS1 promotorunda
bulunan Uc¢ E-box bdlgesinde yonlendirilmis mutasyon teknigi ile mutasyon
gerceklestirilmis (Sekil 5.5b), iki E-box bdlgesinde ayni anda mutasyon yapilan

promotor bolgelerinin lusiferaz aktivitesine DLD1-ZEB2 hiicrelerinde bakilmistir.
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ZEB2'nin induklendigi ve indiklenmedigi sartlar kiyaslandiginda yalnizca 1. ve 2. E-
box bolgelerinden mutasyona ugrayan promotor bolgesinin ZEB2 bagimli lusiferaz

aktivitesinde anlaml bir azalma oldugu goérilmustir (Sekil 5.5c¢).

B
A
497 ad6 181
CAGGTG. CACCTG CACCTA AGTTGGAM,
16 - CAAMAG CARRAG CAAAAA
= 1 2 3
é 14
§n c
3 .
i — 16
: W
b 8
3 L | o NS . .
5 5 [ | ] I 1
g 4 cu
2 Z 10
£
kS
0 8
Dox - + shNSC shZEB2 ]
DLD-ZEB2 SNU 398 =
]
] -
5 4
U]
2
0
Dox + - + - +
WETS1prom. Mut. (142) E®ETS1 prom. Mut. (143) OETS1 prom. Mut. (243)

Sekil 5.5: ETS1 promotorunun lusiferaz raportor analizi ile fonksiyonel analizi. a)
ETS1 promotor aktivitesi. b) ETS1 promotorunun ZEB2 baglanma bdlgelerinde
gerceklestirilen mutasyonlar, C) ikili mutasyon yapilan promotor bélgelerinin

lusiferaz aktivitesi. **p<0.01

5.3. ZEB2 ile indiiklenen ETS1 Aktivitesinin Tiimér Hiicrelerinin
Migrasyon ve invazyonunu Diizenlemesi

Yara iyilesme deneyi ile ETS1 varligi ve yoklugu durumunda DLD-ZEB2
hiicresinin go¢c etme yetenegi degerlendirildi. ZEB2'nin indiksiyonu, DLD1-ZEB2
hiicrelerinin goclini Onemli olclide artirirken, ayni hiicrede ETS1 aktivitesinin
lentiviral shRNA aracili baskilanmasi, ZEB2 ile indiiklenen kosullarda yara kapanmasini
onemli olctde inhibe etti (Sekil 5.6a-b). ETS1 ifadesi baskilanan ve ETS1 ifadesi
bulunan hicrelerin proliferasyon analizlerinde anlamh bir fark goriilmemistir, bu
durum ETS1’in ZEB2'nin indiklendigi DLD1 hiicrelerinin go¢ kapasitesinin 6nemli bir

oyuncusu oldugunu distindirmektedir (Sekil 5.6c¢).
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Sekil 5.6: ETS1’in ZEB2 ifadesi indliklenen hiicrelerde hiicre goéciine etkisi. a) ZEB2
ifadesi indliklenen DLD1-ZEB2 hiicrelerinde ETS1-pozitif ve ETS1-susturulmus
kosullarda hiicre gocu. b) yara iyilesme yizdesi. **p<0.01 c) ETS1 ifadesi olan ve
olmayan doksisiklin indiiklii DLD-ZEB2 hiicrelerinin proliferasyonunu N.S.: Onemli
degil.
Trans-well hiicre invazyon analizinde, matrijelden gecen invaziv hiicre sayisi,

ZEB2 ile indiiklenen shETS1-DLD1 hiicrelerinde ETS1 ifadesi baskilanmayan hiicrelere

gore onemli Olcide azalmistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7: ETS1'in ZEB2 ifadesi indiklenen hiicrelerin invazyonu lizerindeki etkileri. a)
ZEB2 ifadesi indliklenen shpLKO.1 DLD-ZEB2 ve shETS1 DLD-ZEB2 hiicrelerinin 48.
saate invazyonu. b) invazyon yapan hiicrelerin sayisi, + SE (n=3). **p<0.01

ZEB2 ile indiiklenmis ve ETS1 baskilanmis kosullarda, daha 6nce rapor edilen iki
ZEB2 hedefi, MMP9 ve TWIST1'in ifade profili arastirildi [137, 138]. DLD1 hiicrelerinde
ZEB2'nin indliklenmesi ile hem MMP9 hem de TWIST1 protein ifadeleri artarken, ayni
ZEB2-indiklenmis hiicrelerde ETS1 ifadesinin baskilanmasi MMP9 ve TWIST1 proteini
seviyelerinde keskin bir diisise neden olmustur (P <0.01) (Sekil 8A). shETS1-ZEB2-DLD
hiicrelerinde ETS1 protein ekspresyonunun % 65 oraninda azaltilmasi, TWIST1 (P
<0.001) ve MMP9 (P <0.001) proteinlerinin ekspresyonunda sirasiyla, % 95 ve% 66
oraninda bir azalmaya neden oldu (Sekil 8AB). Ek olarak, EMT belirteclerinin de ZEB2
ifadesinin indlklendigi DLD1 hiicrelerinde ETS1 ifadesinin baskilanmasi durumundan
etkilendigini gosterdik. E-Kaderin protein ifadesi, ZEB2 ifadesi indiiklenen shETS1-
DLD1 hicrelerinde shpLKO.1-DLD1 hiicrelerine kiyasla 2,3 kat (P <0.05) artti (Sekil
8B). Daha o6nce DLD1 hicreleri ile yapilan bir calismada, SNAIL1 ifadesinin, E-
Kaderin'in gortnir bir sekilde baskilanmasi ile birlikte N-kaderin, fibronektin ve
vimentin ekspresyonunda bir artis olmadan istilaci 6zelliklerin kazanilmasiyla

sonuclandigini gostermistir [139]. Buna paralel olarak, ZEB2'nin indiiklendigi DLD1
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hiicrelerinde vimentin ekspresyonunu tespit edemedik ve bu hiicrelerde ETS1
yikimina yanit olarak EMT regiilatéri SNAILL ve bir mezenkimal belirteg olan integrin
a3 ifadelerinin azaldigini gosterdik [139, 140]. integrin a3 ve SNAIL1, shPLKO.1-DLD1
hicrelerine kiyasla ZEB2 ifadesi indiiklenmis shETS1-DLD1 hiicrelerinde sirasiyla 2 kat
(P <0.01) ve 2,6 kat (P <0.01) azaldi (Sekil 8C).

Hem MMP9 hem de TWIST1 protein ekspresyonu, DLD1 hiicrelerinde ZEB2
induksiyonu Uzerine artmistir, bununla birlikte, bu ZEB2 ile indiiklenen hiicrelerde
ETS1 ifadesinin baskilanmasi MMP9 ve TWIST1 proteinlerinin seviyelerinde énemli
bir distise neden olmustur (Sekil 5.8). Sonuglarimiz agik¢a ETS1'in ZEB2 ile indiklenen
EMT fenotipinin 6nemli bir oyuncusu oldugunu gostermis ve ¢alismamizi ZEB2 ve

ETS1'in in vivo ifadelerinin arastirilmasina yonlendirmistir.
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Sekil 5. 8: ETS1, ZEB2 ile indiiklenen EMT'de MMP9, EMT regtlatorleri ve EMT
belirteclerinin ifadesini diizenler. a) ZEB2 ifadesi indiklenen DLD1 hiicrelerinde,
MMP9 ve TWIST1 proteinlerinin ifade analizi. b) ZEB2 ifadesi indiklenen shpLKO.1
DLD-ZEB2 ve shETS1 DLD-ZEB2 hiicrelerinin E-kaderin protein ifadesi. c) Ayni
hiicrelerin Vimentin, Integrin a3 ve SNAIL1'in protein ifadeleri. * P <0.05; ** P <0.01;
*** P <0.001.
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5.4. ZEB2 ceRNA iliskisi

Lentiviral sistemle ETS1 ifadesi baskilanan SK-HEP-1 hiicrelerinde ZEB2-ETS1
ceRNA liskisi arastirildi (Sekil 5.9A). ceRNA hipotezine gore birbirinin ceRNA’si
olabilecek ortak miRNA baglanma bolgesine sahip iki mRNA’dan birinin ifadesi
baskilandiginda, ortak miRNA’lara bagh olarak digerinin ifadesinin de baskilanmasi
beklenmektedir. ETS1 ifadesi SK-HEP-1 hiicresinde baskilandiginda ZEB2 3’UTR

bolgesine bagiml lusiferaz ifadesinde baskilanma gortlmastir (Sekil 5.9B).
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Sekil 5.9: ZEB2 ve ETS1 arasinda ceRNA iliskisi. A) shpLKO.1 SK-HEP-1 ve shETS1 SK-
HEP-1 hiicrelerinin ETS1 ve ZEB2 protein ifadeleri. b) pCl-neo-RL-ZEB2 transfekte
edilen SK-HEP-1 shPLKO.1 ve SK-HEP-1 shETS1 hiicrelerinin lusiferaz aktivitesi. ** P
<0.01

5.5. insan Tiumorlerinde ZEB2 ve ETS1 ifadeleri Pozitif
Korelasyon Gosterir

ilk olarak insan tiimérlerinin cDNA panelinde ZEB2 ve ETS1'in géreceli ifadesi
RT-gPCR ile incelendi. Kontrol dokularti ile karsilastirildiginda hem ZEB2 hem de ETS1
ifadelerinin meme kanserinde belirgin sekilde yiiksek ifade edildigi, akciger ve tiroid
kanserlerinde ise disik sekilde ifade edildigi gozlenmistir.

Kolon ve karaciger tlimorlerinde ise her iki genin ifadesinin de orta derecede
azaldigi, bébrek, yumurtalik ve prostat kanserlerinde ise ZEB2 ve ETS1'in ifadelerinin
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir (Tablo 5.2). Korelasyon analizleri, her bir timor

tipi icin ZEB2 ve ETS1 ifadeleri arasinda pozitif bir iliski oldugunu ortaya c¢ikartmistir;
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bunlarin meme, akciger ve yumurtalik tiimérlerinden elde edilen veriler anlamhidir
(Supplement Sekil 1). Bu sinirli sayida timor orneginden elde edilen sonuglar, ZEB2
ve ETS1'in birlikte ifade edildigi hiicre hatlarindaki ilk gdzlemimizi dogrular
niteliktedir, ayrica insan Protein Atlasi veritabanindaki TCGA veri kiimesinde yer alan
ZEB2 ve ETS1 ifadeleri kullanilarak korelasyon analizi genisletildi. Hasta sayisi ve
kanser tip ve alt tipleri Supplement Tablo 1’de verildi. Toplam 7932 6rnekte 17 farkh
kanser tipinin analizinde hasta sayisi ve kanser tip ve alt tiplerine bakildi. Tim
kanserlerde ZEB2 ve ETS1 arasinda anlamli derecede pozitif korelasyon bulundu.
Karaciger kanseri en yiksek (r = 0.84) iken gliomalar en disik (r = 0,38) pozitif

korelasyon gosterdi (Tablo 5.3)

Tablo 5.2: insan Tiimérlerinin cDNA dizinlerinde ZEB2 ve ETS1’in gen ifadeleri ve
korelasyon analizleri.

Kanser Korelasyon
Tipi N Gen AACt Ortalama Katsayisi
P r

ZEB2 0.70

Meme 9 0,84*
ETS1 2,6
ZEB2 -0.90

Kolorektal 9 0,36

ETS1 -1,06
ZEB2 0.10

Bobrek 9 0,67
ETS1 -0,7
ZEB2 -2.63

Over 9 0,7*

ETS1 -0,02
ZEB2 -3.10

Akciger 9 0,77*
ETS1 -3,2
ZEB2 -0.54

Prostat 9 0,18
ETS1 0,2
ZEB2 -1.10

Karaciger 9 0,29

ETS1 -0,47
ZEB2 -2.6

Tiroid 9 0,65
ETS1 -0,9

ZEB2 ve ETS1 icin ortalama goreceli gen ifadesi degerleri, tiimorlerin ortalama

Ct degerleri, her kanser tipinde 3 normal dokudaki ortalama Ct degerlerine kalibre
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edilerek hesaplandi. Gen ekspresyonu verileri ACTNB1'e normalize edildi. Korelasyon

katsayisi r, Pearson korelasyon testi kullanilarak hesaplandi. * P <0.05

Tablo 5.3: insan Timoérlerinde ZEB2 ve ETS1 TCGA RNA dizileme verilerinin analizi.

ZEB2'nin ETS1'in
Kanser Tipi N FPKM FPKM r P-Degeri
ortalamasi | ortalamasi
Meme 1075 1,827 15,75 0,62 7,1592E-116
Gliyom 153 6,1 9,831 0,38 1,64022E-06
Tiroid 501 0,9802 18,67 0,65 8,69341E-61
Akciger 994 1,857 14,2 0,67 1,0685E-123
Karaciger 365 0,5699 5,836 0,84 4,43979E-98
Pankreas 176 2,249 19,3 0,62 7,71965E-20
Bas ve Boyun 499 1,052 14,11 0,60 4,59267E-51
Mide 354 2,109 15,6 0,68 2,49246E-49
Kolorektal 597 0,9608 8,738 0,65 2,28392E-74
Urotelyal 406 0,9303 13,2 0,50 7,12812E-28
Bobrek 877 3,789 30,96 0,74 9,78819E-15
Prostat 494 1,063 6,903 0,63 6,04093E-56
Testis 134 1,828 11,32 0,57 9,99377E-13
Servikal 291 0,6629 8,996 0,44 6,07821E-15
Ovaryum 373 0,9088 4,372 0,70 1,16804E-55
Endometriyal 541 0,7 6,509 0,50 1,39291E-35
Melanoma 102 6,209 24,32 0,59 7,35726E-11

N, kanser tirleri basina numune sayisini gosterir. ZEB2 ve ETS1 icin ortalama
FPKM degerleri verilmistir. ZEB2 ve ETS1 ifadeleri arasindaki korelasyon katsayisi r
degerleri, ZEB2 ve ETS1'in 6rnek-tabanli yeniden diizenlenmis FPKM (sample-based

rearranged FPKM) degerleri ile hesaplanir.
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6.TARTISMA VE SONUC

Epitelyal kokenli malign timorleri olan hastalarda kansere bagh o6limler
metastatik hastaliktan kaynaklanmaktadir [141]. EMT, gelisim sirasinda hiicrelerin
goclinl diizenleyen ve yetiskinlerde kanser metastazi ve doku onarimi sirasinda
aktive olan embriyonik bir programdir [142]. EMT, kanser hiicresinin istila ve
metastaz yapmasina izin veren E-kaderin ifadesinin baskilanmasi ile karakterize
edilmektedir [143]. Kompleks bir ag yolu ve transkripsiyon faktorleri, timorlerin
metastatik yayllmasini baslatmak icin hiicresel yapisikliklari ve siki baglantilari azaltir
[30, 144, 145]. EMT-indukleyici bu transkripsiyon faktorlerinden, ZEB2'nin, timorlerin
invazyon ve metastazina aracilik ettigi ve hastaligin progresyonu ve kéti prognozla
iliskili oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarda gosterilmigstir [146-148]

ETS1, ETS domaini bulunduran transkripsiyon faktorleri ailesinin bir Gyesidir.
insan timérlerinde asiri ifade edilen ve invaziv ve zayif prognozla iliskili olan baska bir
transkripsiyon faktoridir [111, 149-151].

GCahsmamizda, ZEB2 ve ETS1 arasinda bir baglanti olup olmadigini arastirmak
icin, ilk 6nce HSK hiicre hatlarinda ETS1 transkripsiyon faktoriiniin ifade paternini
mRNA ifadesi ve protein ifadesi diizeyinde analiz ettik, analiz sonucunda mezenkimal
fenotip gosteren az farklilasmis HSK hiicrelerinde ZEB2 ile birlikte ko-ekspresyon
gosterdigini bulduk. Bu sonug, az faklilasmis HSK hastalarinda ETS1 ifade oraninin
arttigini gésteren daha once gergeklestirilen bir calisma ile uyumluluk gostermektedir
[112]. HSK hiicre hatlarinda yaptigimiz ifade ¢alismalari da ZEB2 ve ETS1 arasinda da
pozitif bir korelasyon oldugunu ortaya ¢ikardi. Bu korelasyon, ZEB2 ifadesi indiklenen
hiicrelerde ETS1 ifadesinde gorilen artma ve ZEB2 ifadesi baskilanan hiicrelerde ETS1
ifadesinde goriilen azalma ile dogrulanmistir. ZEB2’nin ETS1 ile iligkisi ilk olarak
Miyoshi ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir [55]. HSK hicrelerinde ZEB2 ve
SNAIL'in birlikte MMP'lerin ifadelerini arttirarak hiicrelerin invaziv kapasitesini
birlikte artirdiklarini  géstermislerdir. Bununla birlikte, MMP'lerin promoter
bolgelerinin ZEB2 ve SNAIL icin baglanma bdlgesi olan kanonik E-box CACCTG
bolgesinden yoksun olduklarini fark etmislerdir. Bu gozlemlere uygun olarak,

MMP'lerin promotorunda AP1 ve ETS icin baglanma bdlgelerinin gosterildigi ve bu
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transkripsiyon faktorleri ile MMP'lerin regilasyonunun gergeklestigini bildiren
calismalar bulunmaktadir [129, 130]. Daha sonra, Taki ve arkadaslari skuamoz
karsinom hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1 arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir
[131]. Hem ZEB2 hem de SNAIL'in, ETS1'in ifadesini indlkledigini ve bunun da
MMP2'nin aktivitesini arttirdigini gostermislerdir. Ancak, ZEB2'nin dizenleyici
bolgeyle fiziksel olarak etkileserek dogrudan ETS1'i diizenleyip diizenlemedigi heniiz
arastirilmamistir. Calismamizda, ETS1 promotor bdlgesinde bulunan ZEB2 baglanma
alanlarini agikga tanimladik ve ZEB2'nin ETS1'in aktivitesini dogrudan ETS1
promotoruna baglanarak diizenledigini kromatin immiinopresipitasyon ¢alismasi ve
lusiferaz raportor analizleri ile gosterdik. ETS1 gen dlizenleyici bdlgesinde (¢ adet
ZEB2 baglanma motifinin bulundugunu belirledik ve bu baglanma motiflerini iceren
ETS1 promotor bdlgesini lusiferaz raportér plazmidine klonladik. ZEB2 ifadesi
indiklenen DLD1 hiicrelerine bu raportor plazmidini transfekte ettik, ZEB2 ifadesinin
arttigl durumda ETS1 promotorunun klonlandigi raportor plazmidinin lusiferaz
aktivitesinde artis gorildi. ZEB2 transkripsiyon faktériniin baglandigi motiflerde
mutasyonlar gerceklestirildiginde 1. ve 2. motiflerdeki mutasyon sonucunda lusiferaz
sinyalinde anlaml bir artis gbzlemlenmedi. Bu durumda 1. ve 2. E-box bolgelerinin
ZEB2 proteinin baglandigl bolgeler oldugu anlasildi. Ayrica, mutasyon icermeyen
ETS1 promotoru klonlanan raportér plazmid shZEB2-SNU398 hiicrelerine transfekte
edildiginde, ZEB2 ifadesi baskilanan bu hiicre klonunda ETS1 promotor aktivitesinde
onemli bir dlisus tespit edildi. Bu sonuglar, ZEB2'nin ETS1'in transkripsiyon regiilatori
olarak davrandigini gostermektedir. Bununla birlikte, yakin tarihli bir calismada TGF-
Bileindiklenen EMT'de, ETS1'in ZEB1 ve ZEB2 ifadesini dlizenledigi 6nerilmistir [128].

Bulgularimiz birlikte ele alindiginda, ZEB2 ve ETS1 arasindaki pozitif geri
besleme donglsiunin, TGF-B varliginda EMT'nin sirdirilmesi igin glivenceli bir
mekanizma olusturdugu cikarimi yapilabilmektedir. Taki ve arkadaslarinin SCC
hiicrelerinde EMT'yi indiklemek icin ETS1'in dogrudan bir rolli oldugunu tespit
edememislerdir [131]. Ancak calismamizda, ZEB2 ile indliklenen kolorektal karsinoma
DLD1 hicrelerinde ETS1'in EMT fenotipini korumak icin gerekli oldugunu hem
mekanik hem de fonksiyonel olarak gostermis olduk. Fonksiyonel olarak,
gerceklestirilen yara iyilesmesi ve trans-well invazyon deneyleri ile ETS1 ifadesinin

baskilanmasinin ZEB2-DLD hiicrelerinin go¢ ve invazyon yeteneklerini dnemli 6l¢clide
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azalttig) gortlmustir. Mekanik olarak, ETS1 ifadesinin baskilanmasi, ZEB2'nin neden
oldugu MMP9 ve TWIST1 protein seviyelerini énemli 6l¢lide azaltmistir. TUmor
hiicrelerinin invazyonu ve yayilmasi icin MMP aracili hiicre disi matriks bozunmasi
gereklidir [152]. MMP9, MMP ailesinin baslica aktorleri arasindadir ve kanser
hlcrelerinin invazivligi ve agresifligi ile iligkilidir [153, 154].

MMP9 ifadesinin ZEB2 tarafindan dizenlendigi daha 6nce mide kanserinde
gosterilmistir [137]. Verilerimiz, ZEB2 kaynakh MMP9 asiri ifadesinin ETS1 ifadesi
gerektirdigini acikca gostermektedir. ETS1 aracili MMP9 ifadesi daha 6nce farkl sinyal
yollarinda tanimlanmistir. Yumurtalik kanser hiicrelerinde, damar endoteli bliyime
faktora (VEGF), ETS1 ifadesini indiikleyerek MMP9'un ifadesini arttirmistir [155].
Daha sonra Gao ve arkadaslari kolon kanser hicrelerinde MMP9 ifadesinin, B6
integrin ile indiklenen ERK-ETS1 yolagiyla olustugunu bulmustur [156]. TWIST1,
EMT'nin ana dlzenleyicilerinden biridir ve E-kaderin'i promotorunda bulunan E-box
kutusuna baglanarak baskilar [157]. Ek olarak, kok hiicre 6zelligi gbsteren insan meme
epitelyal hicrelerinde EMT nin TWIST1 ile indiklendigi gosterilmistir [158]. Oral
hlcre skuamoz hiicreli karsinomda TWIST1 ve ZEB2'nin birlikte ifadesi gézlenmis ve
bu durumun zayif sagkalimla iliskili oldugu belirtilmistir [159].

Son giinlerde, ZEB2'in insan kolorektal kanserinde metastaz ve prognozdaki
rolinin c¢alisildigr bir ¢alismada TWIST1 ifadesinin ZEB2’e bagimh oldugu
gosterilmistir [138].

insan akciger tiimérlerinde ve fare akciger kanseri modelinde TWIST1'in ETS1
tarafindan dogrudan transaktivasyonu bildirilmistir [160]. Tim bu bilgilerin yani sira
galismamiz, ZEB2'nin indikledigi TWIST1 ifadesinde ETS1'in rolline dair kanit saglayan
ilk calismadir. ZEB2'nin indiklendigi kosullarda ETS1'in susturulmasi, sadece TWIST1
ve MMP9 ifadelerini baskilamakla kalmadi, ayni zamanda mezenkimal fenotiple iliskili
SNAIL1 ve integrin a3'lin ifadelerinin azalmasina ve epitel fenotip ile iliskili E-kaderin
ifadesinin artmasina neden olmustur. Dahasi hem in vitro hem de in vivo olarak
kanser hiicrelerinde ZEB2 ve ETS1’in birlikte ifade edildiklerini ve pozitif korelasyon
gosterdigini buldugumuz calismamiz ile ZEB2 ile indiiklenen EMT’de ETS1'in dnemi
ortaya konmustur.

ZEB2 ve ETS1 gen ifadesi arasinda anlamli bir korelasyonun goriilmesi ZEB2 ve

ETS1  mRNA’larinin  birbirlerinin  yarismaci endojen RNA’si  olabilecegini
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distndirmistir. ceRDB (competive endogenous mRNA database) veritabanina gore
ZEB2 ve ETS1 mRNA’larinin ortak 10 tane miRNA baglanma bdlgesine sahip oldugu
bulunmustur. Ortak miRNA baglanma bolgelerinin bulunmasi ve ifadelerinin
hepatoselliler karsinoma hicrelerinde anlamh korelasyon gostermesi nedeniyle
ZEB2-ETS1 ceRNA iligkisi arastiriimistir. Lentiviral sistemle ETS1 ifadesi baskilanan SK-
HEP-1 hiicrelerinde ZEB2 ifadesinin baskilanmasi, bu durumun ortak miRNA’lardan
kaynaklanabilecegini dlsindirmistir. ceRNA hipotezine gore, ETS1 mRNA’sinin
ifadesinin azaltildigi durumda, ortak miRNA havuzunda cok sayida miRNA serbest
kalmaktadir. Serbest kalan miRNA’lar, ZEB2 mRNA’sinin 3’UTR bdlgesine baglanacak
ve boylece ZEB2 mRNA’sI icin daha yilksek seviyede baskilama s6z konusu olacaktir.
ETS1 ifadesi baskilanan SK-HEP-1 hiicrelerinde ZEB2 mRNA’sinin 3'UTR’sinin lusiferaz
aktivitesinde azalma goridlmdistir. ZEB2 3’UTR’sindeki bu baskilamanin ETS1
ifadesinin  azalmasina bagh olarak serbest kalan ortak miRNA’lardan
kaynaklanabilecegi diisinlilmektedir.

Sonug olarak, bulgularimiz ZEB2'nin ETS1’in dizenleyicisi olarak davrandigini,
kanser hiicrelerinde ETS1’in ZEB2 ile indiiklenen EMT fenotipi icin gerekli oldugunu
gostermistir. Mekanik olarak, ZEB2'nin MMP9 ve TWIST1'i ETS1 aracihgyla
dizenledigini gosterdik. Bu bulgular, ZEB2 ile indiklenen EMT'nin anlasiimasina baska
bir karmasiklik dizeyi ekleyerek ZEB2 ve ETS1'i birlikte ifade eden kanserlerde ZEB2-

ETS1 eksenini terapotik bir hedef olarak sunmaktadir.
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Sekil 6.1: TGF-B transkripsiyon aginda ZEB2-ETS1 iliskisi
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EK-B insan Kanseri cDNA Dizinlerinde ZEB2 ve ETS1 Transkriptleri
Arasindaki Korelasyon
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Sekil B1.1: insan kanseri cDNA dizinlerinde ZEB2 ve ETS1 transkriptleri arasindaki
korelasyon. Normal dokularla kalibre edilmis ve ACTNB1'e normalize edilmis timor
numunelerinde ZEB2 ve ETS1'in goreceli gen ifadesi degerleri, noktalar ile temsil
edilir ve Pearson Korelasyon testine tabi tutulur. Cizgiler, belirtilen kanser tipi igin
ZEB2 ve ETS1 korelasyonunu temsil eder; Grafiklerde r degerleri verilmistir. * P
<0.05.
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EK-C TCGA veritabaninda bulunan kanser tipleri ve 6rnek sayilari

Tablo C1.1: TCGA veritabaninda bulunan kanser tipleri ve 6rnek sayilari.

HPA kanser tipi TCGA kanser TCGA'daki
ornek
sayisl

Meme Kanseri Meme invaziv Karsinomu (BRCA) 1075

Rahim agzi kanseri Servikal Skuamoz Hiicreli Karsinom ve 291

Endoservikal Adenokarsinom (CESC)

Kolorektal Kanser Kolon Adenokarsinomu (COAD) 438

Rektum Adenokarsinom (READ) 159

Endometriyal Uterin Korpus Endometrial Karsinomu (UCEC) 541

kanser

Gliyom Glioblastoma Multiform (GBM) 153

Bas ve boyun Bas ve Boyun Skuamoz Hiicreli Karsinomu 499
kanseri (HNSC)

Karaciger kanseri Karaciger Hepatoseliler Karsinomu (LIHC) 365

Akciger kanseri Akciger Adenokarsinomu (LUAD) 500

Akciger Skuamoz Hicreli Karsinomu (LUSC) 494

Melanom Deri Kutan6z Melanomu (SKCM) 102
Yumurtalik kanseri Over Seroz Kistadenokarsinom (OV) 373
Pankreas kanseri Pankreas Adenokarsinomu (PAAD) 176
Prostat kanseri Prostat Adenokarsinomu (PRAD) 494
Bobrek kanseri Bobrek Chromophobe (KICH) 64
Bobrek Renal Berrak Hiicreli Karsinom (KIRC) 528

Bobrek Renal Papiller Hiicreli Karsinom (KIRP) 285

Mide kanseri Mide Adenokarsinomu (STAD) 354
Testis kanseri Testis Germ Hicre Tumora (TGCT) 134
Tiroid kanseri Tiroid Karsinomu (THCA) 501
Urotelyal kanser Mesane Urotelyal Karsinomu (BLCA) 406

“Insan Protein Atlasi” veritabaninda analiz edilen kanser tirleri ve TCGA

tarafindan RNA-Seq verilerinin saglandigi kanser histolojik alt tipleri sirasiyla birinci
ve ikinci stitunda verilmistir. Her bir kanser alt tipi icin 6rnek sayisi son siitunda

verilmistir.
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EK D. Telif Hakh Sekillerin izinleri

Tablo D1.1: Telif hakki tablosu.

SEKIL NO

LISANS TARIHi

LISANS NO

TELIF HAKKI
SAHIBI

Sekil 2.1., 2.2.

11 NiSAN,2019

4565810033432

Academic Press

Sekil 2.3.

11 NiSAN,2019

4565811465395

Springer
International
Publishing

Sekil 2.4., 2.5.

9 MAYIS, 19

4584750530910

Elsevier

Sekil 2.6., 2.7.

11 NiSAN,2019

4565811153763

Elsevier

Sekil 2.8.

Springer Nature

The Japan

Sekil 2.9. - - Academy

EK-E. Yonlendirilmis Mutasyon Galismalarinin Dizi Analizi Sonuglan

AGTTGAGTCAT TACCACGTAGTCAGACATTTCTCTGGCCTARCTGGCCGETACCTGAGET

etsl 00— -
Z.3dm CGCTAGCCTCGAGCCRAGTCCATATCCAGTCAGCTCTCTTCCACARRATTATTTTCTTTT
etgl = ———m———— e ccaagtccatatcoagtcagetctettccacaaaattatthtetitt
e e e ok R e o e e e e ok o o e o o e o v o e e o o e e o e o o e o o e ek
Z.3dm CTTTAGRA A TATCAC AT TT AT ATCARGT TAT TAGAGAGALRCGEEARGCCTGAGCAGE
etal Stttagasastatcacatttcatatcaagttattagagagaascoggasgoctaageagy
ke e e e e e e ok R e o e e o e e e ok e e o e e o e e e ol o o o e e o ok o e e o e ke o e e o e o o e e e
Z.3dm TG TGEGTGETGGACGT CCTGTGTTTCTARAGCAATCCCTTTCCCTCR
etal tgactoggtggtggacgtectatgtttotaaagcaatocoLttocote
ke e e e e e e ok R e o e e o e e e o R o o e ol e e e ol o e o o e e o e e S e e e o e o e e S e
Z.3dm GCCTAGET TR TGGEEGCTCCAT TEAGALAGT CARGEAACATGALGCATGARTATTTACE
etal dectaggrtaatggggoctecattgagasagteasggaacatgsageatgaatatttaca
ke e e e e e e ok R e o e e o e e e ok e e o e e o e e e ol o o o e e o ok o e e o e ke o e e o e o o e e e
Z.3dm AT TCAGCAGAGRGT AR TGO AT CAGC R TGAT GAGGT GAGATACAGTGTTATCCCACT
etal tattcagcagagagtasatgcatcageasatgatgaggqtgagatacagtgttatcccact
ke e e e e e e ok R e o e e o e e e ok e e o e e o e e e ol o o o e e o ok o e e o e ke o e e o e o o e e e
Z.3dm SRR CTAGT TCCCTITTGCTCATCTCCCTCCCTGTTACTCTCCRARAGGCTGAGTTATATTCA

etal aactagttcccttttgoctcatctocctocctgttactoctocan ctgagttatattca
AR R AR AR R RN AR AR R R RERR RN RN Ak h vk vk Rk h ke w &

Z.3dm GCTGRAGCAC AR TTTEARGARTACERA R TARTGTGTCATTTGETGCCACCACTGTCARTC
etgl gctgaagcacaatttgaagaatacgaaataatﬁtgtgatt:cd‘.cccaccactctcaatc

JFoggegipeplspayogeeie gheiegghdyopnn oo g e g
Z.3dm AR RGTCCT T T CCACCTAGAC TG TG GCCTGTGCCAGTGECT GCTGT CCT GETGCCAGT
etgl aacagtgctttccacctagactaCtatgcCtgtgccagtggctgctgtcctggtgccagg

JFoggrgipgmplsgpayopeeiie gheieghdyopnn o g g g
Z.3dm GECARGRGGRRGRCTGCCTTTTT TCCAGCTTICCCTGECTTGACCACACCCCCCRARTTTA
etgl gacaag agﬁaagactgcCttttttccagctttccctggcttgaCCaCa:CC:CCaatt:a

Z.3dm AGGEAGRAGCTTGECART CCGGETACTGTTGGTARRGCCACCATGGRAAGATGCCARARACAT
etal aggag-——— -
o e

Sekil E1.1: ikinci E box bélgesinde gerceklestirilen yénlendirilmis mutasyon.



etal c

1. GIAGGTTCAGRCATTTCTCTGGCCTARCTGECCGETACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGCT

%
et3l aagtccatatccagtcagctctcttccacaaaattattttcttttctctagaaaatatca
1. ARGTCCATATCCAGTCAGCTCTCTITCCACRRRARTTATTITTICTTITCTTTAGRARATATCR

B L LT e ST T T

etal cAtttcatatcaagttattagagagaaacggiaaqectgagcal act tggtgos
1. CATTTCATATCAAGTTATTAGAGACARACELGARGCCTGAG CTGEETGETGGEA

LR R R R it e L s e FEE Ak EE A AR R R L
etsl CcOtoCLOtotitetasageaateccitioccicacciyagacciiacctagoitaatagy
1. CEICCIGIGTITCTARRGCARTCCCTTICCCTCACCTGRAGACCT IGCCTAGGT TARTGGE

L e st LT T

ets]l ggctccattgagaaagtcaaggaacatgaagcatgaatatttacatattcagcagagagt
1. GECTCCATTGAGRAAGTCARGGRACATGRAGCATGARTATTTACATATTCAGCRAGAGRET

L e st LT T
ets]l aaatgcatcagcaaatgatgaggtgagatacagtgttatcccactgaactagttcccttt
1. ARATGCATCAGC AR TCATCGAGETCRGATACRCGTCTTATCCCACTGARCTAGTTICCCTTT

L e st LT T

ets]l tgctcatctccctccctgttactctccaaggctgagttatattcagctgaagcacaattt
1. TGCTCATCTCCCTCCCT T TACTCTCCARGGCTCAGT TATATTCAGCTGRAGCACARTTT

B P T T T
ets]l gaagaatacgaaataatgtgtgatttggtgccaccactgtcaatcaacagtgctttccac
1. GRAGRRTACGRRATARTETGTEATTTGETGCCACCRCTETCARTCRARCRGTGCTITCCAD

R T ey R e L S T T
ets]l CtagaCtgctgtgcctgtgccagtggCtgctgtcccggtgccaggggcaagagﬁaagact
1. CTAGRCTECTGIGCCTGIGCCRAGTGGCTECTGTCCTGETGCCRGEGGCARGAGERARAGRCT

L e st LT T

etsl geCELLtitccagctitecclggettgaccacacecoocaatitasqgaqhAGCTTCETR
1. GCCTTITITCCAGCTIICCCTGECT TGACCACACCCCCCAATTTRAGGAGAAGCTTGGCA

L T T L T I

etsl
1. ATCCGGETACTGTIGGTARAGCCACCATGERARGATGCCARARRCATTARGRAAGGECCCAGT

Sekil E1.2: Birinci E box bolgesinde gerceklestirilen yonlendirilmis mutasyon.

etsl
SOM AT TR CT R CCC G EAGT CAGACATT T T CTGGCCTARCTGECCGETACCTGAGET
etsl @ —-——————————- ccaagtccatatccagtqgggtctcttccacaaaattattttctttt
SOM CECTAGCCTCGRGC AL T CCATATCCAETCAGCTCTCTTCCACRRRRTTATTTTCTTTT
e S e R e
etsl ctttagasaatatcacatttcatatcaagttattagagagaanc sagcctgaqcsl
SOM ST TAGEA AT T T T T T AT C R LT T AT TR GG G A CEEERARGCCTERG

B
etsl gactgggtggtggacgtectgtgtttotaaageaatccctttcocctcn Jagacctt

A GGG GE L GEACEICCIGIGT TG AARGCART CCCTTICLCTCR

kA E kAR KR TR R AR R AR AR R R TR AR A AR PR R AR R R A FhkEEEEE
etsl gcctaggttaatgggggctccattgagaaagtCaaggaacatgaagcatgaatatttaca
SDM GLCTAGGT TR T GGG T CCA T T GARAGT ARG ACATGRAGCATCARTATTTACE

N L L L L T T

etsl Lattcadocagadagrasatqoateaqoaaatgatyaggtqagatacagtqttatcocact
SOM TR T GCAGL AT AL A TGO AT CAGC AR AT G TEAGET GAGATACAGT GTTATCCCACT

B N TTTILIIIIrTT)

etsl gaacragrtcocttttgetcatotcoctecotgttactotocaaqyotgagqitatattea
SOM GRRCT AT TC T T T TG TCATCTCCCTCCC TG TTACTCTCCARGGCTGAGTTATATTCL

N L L L L T T

etal goctgeageacaattigaagastacqasatastgLqLgatttagiqccaccactgtcanate
SOM GOTGAL AL T T TG R GA L TACGA R TARTCTGTGAT T TG T GCCACCACTETCARTC

N L L L L T T

etsl BacAgLOCcLiTCccacetagactyctgtcctgtgccagtagotgetatectagtaocagy
SOM ARG G T T T CCACCT AR CTECTGTGCCTGTECCACTEECTECTGTCCTGETECCAGE

B N TTTILIIIIrTT)

etal dgcasdaggaagactqoctittttecagetttecotagettaaccacaccCcoeeaattta
SOM GECARGR GG C TGO CTT T TTTCCAGCT I TCCCTGECTTGACCACACCCCCCARTTTE

B N TTTILIIIIrTT)

etsl agga CTTCGTA
SDM ACGAGRAGCT TR T C GG TACT T TG AR R GCCACCATGEARGATGCCARARACLT

Sekil E1.3: Birinci ve ikinci E box bélgelerinde gergeklestirilen yonlendirilmis
mutasyon.



etsl ———— - —————-———-—-—-CCad

243 TAGCTCAGACATTTCICTGEC T AACT GGCCEETACCTCGAGCTCGCTAGCCTCEAGCCAL
FhkE
et=l gt.ccatatccagtcagctctcttccacaaaar.tattttcttttctttagaaaar.atcaca
243 GO AT e BT CTCT TCCACA AR T T AT T TTCT T T LT TTAGARRATATCACA
R R R R R N T R R A N T A A R F R I IR TR I IR T TR F I T T T T T T h T T
etzl r.t.tc‘.atatcaagttattagagagaaacgggaagcctgagcaggtgactgggEggtggacg
213 T AT ARt TR T TAGAC LA COGARECCT CAGCACET GAC T BOGL GO GEALE
EEE R R R s R R R R R e R L

etsl tococtgtgtttotaaagocaatccctt ool aIaccttocctaggttaat
33 TGl A AR B AT C LT TILLeIC N CCTTOCCTAGE T TAA T GaeeE
EEE R R L LR R bR R s L EEEEE L LRSS AL LS
etsl ctccattgaﬁaaagEcaag‘gaacatgaagcar.gaatatttacatattcagcagagagtaa
333 I CCR T GAGRARCT CARGCA R AT AR CC T CART AT T TACATAT T CAGCACAGAG AR

R L e T T T

etsl atgcatcagcaaatgatgag'gtgagatacagtgttatcccactgaactagtrccct‘tttg
2+3 ATGCATCAGCARATGAT GAGE LEAGA T ACAGTATTAT COCAC T GAMC TAGTICCCTTIT

EE R L E R R R R E e R R e R L R PR R R R S R
etsl ct.catctccc:r.ccctqr.t.ac‘.tctccaaggctgagttatattcagctgaagcacaatttga
233 CTCATCTCCCICCCTGLTAC T CICCALGGC T GAGT AT AT TCAGCT GARGCACART T TEA

R R L R L R L R
etsl agaatacgaastadtgtgtgaetts tOccaccactgtcaatcadcagLgct L LCCal
T A AR T AR TGl T GAL TGl GOLhC LA T CLCART CARCACTGCT TG

B L L kL R s b b L T T e e ey

243 A TECTGIECC TG BCCAG T GGECTECTGTCL T GG GO CAGEOECAABAGEARGACT G
EE R R L R e e e P R R

eral CLLTtLtecagottiecotagetigaccacaceccecaatttasguaqiGETTCOTA——
243 CIT T T T AGCT T CCC TG TT GRC CACRCCCCCCART T TAAGGRCARAGCTTCOCART

E T T E T )

Sekil E1.4: ikinci ve tclincli E box bélgelerinde gerceklestirilen yonlendirilmis

mutasyon.

etsl mmmm s Ca
1+2+3 GAGGEECAGACATTTCTCTGECCT AAC TGO GETACCTGARCTCGCTAGCCTCGAGC A
FEE
grsl agtccatatceagteagetobotiocacaaattatttLobtttobttagasaatateac
353 G TCCA T T CCAGTCAGCTLTCT T LA A AR T T AT T T TCT LTIl T LAGARAA TATCAC
sl et s st
etsl atttcatatcaagttattagagagaaac aagocctgago act Tt ac
14243 ATTTCATATCALGT TATT AGRGAGLL R CGEEARGCCT A ACTGCETCETEERC
EE R LR L e s R L e ] EEEE LT RS E]

ersl LCCLOtgLLEcLaaaqcaatccorttooctea AgaCCTtLgcctaggttaat
1+3+3 GTCCTBTGTITCTARAGCARTCCCTTTCCCT CAGACCTTGCCTAGGITARTGRERG
EEARREF KRR E TR KRR TR XX R RN ST hhh REFRKRREF I RN EE R AN TR h kR ®
ersl qgtccattgagasaqteasggaacataageatgaatatttacatetteagoagagagta
1+2+3 G ICCATTCAGAR LT CARGEARCA TEAMGEATCARTATTTACATATTCAGCAGAGAGTA

B L L L L L L L L T L e e A A

etsl aatgcatcagoasetgatgaqgigegatacaqtogttateoccactgaactagqitcooitt
14343 AL TGCL TGO L T AT GG TR CATACACTGTTATCCCACTORACTAGTTCCCTTTT
EE AR E R F IR F A IR I F I IR F A I IR I I IR I T I H IR I IR IR IR IS AR
etsl gotcakctecctocchqttactotccaaggetgaghtatattcagetyaagecacanttty
1+2+3 GCTCRTCTCCCT O CTET TACTCT AR GG TCAGT TATATTCAGCTGALGCACARTTTG
LRt R bt R e L R e L s e L s ] s
et=l aageatacgaaataatqtgtgatttagtygccaccactorcaateaaragtacttter
1+2+3 AAGRATACG AT TCTGT AT T TECTGCCACCACTETCARTCARCAGTEOTTTO

B Y L T I L T T E Ty

1+2+3 CCTTTT T T CCAGCTITCCCTGECT TEACCACRCCCCCCARTTTALGEAGRRGCTTGECAA

e T L

Sekil E1.5: Birinci, ikinci ve (iglincii E box bélgelerinde gerceklestirilen yénlendirilmis
mutasyon.
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etsl -- -- ccas

143 TAGLTCRGACATTICTCTGGCCTAACTCGCCEETACCTGAGCTCGCTAGCCTCRAGCCAR
*hkEE

etsl 9 tCocatate cag TCa g ctctocttocacaaaattattttocttttottt ag agaatatcaca
i1y B A AT AT AT T G LA AR AR T T AT TTLCT T T e TTAGABRATATCACR
EE 2 T L L LR R R R R 2 2 s Lt LR R R It ]

etsl CCLCcRtatcRagitattagaqanagac BROCCTOAqCH 2CL T ac
1+3 T AT AT CARCTTAT [ AGAGACARAC COGRAGEC TGAG GACTGEG] GG L GaACE
EE L b L RS S R RS S SR S s SRR LSRR RS L) FEREEkEEFF I ET I RE

etsl r.cctg T.'.g TLLCLAAR g CAALCCCCTLCCCT cacctg ag ACCL T.'.g CCL ag g Tt aatg;glg g g
1+3 TCCTEIET eI A GO T e e T TCCC LA C T GG CT T OLL T AGG T TAATGEGRG
EEZ L LR L L E RS R R R R e e P R R R R R R T R
ecsl CLC Cﬂttgﬂa aaag E caagg aacatg aag CB T.'.H dAatatttacatatt cag Ca g ag ﬂg taa
1+3 CTCCAT TGAGARAGT CAAGGRACAT GAAGCATGAR AT TTACATAT T CAGCAGAGAGTAR
R AR R R A R R R A A R F A AR R R A AR R I AR IR R AR E AR AR RIS IR TR S F R E

ecsl atg catcag caaatg ar.g ﬁg'g T.'.g ag ar.aca_q T.'.H TTALCCCR Ctg ag ctag TLCCCTTL T.'.g
1+3 ATGCATCAGUARATGAT GAGG L GAGAT ACAG TG TAT COCACTGRACTAGTTCCCTTITG

R L L L L T Y S L L

ecsl CLCELCLCCCLCCCE g LLACLCLCC ﬂﬂg g CL g ﬂg Ttatatt Gﬂg Ctg aag CRECAAttth g a
133 CTCATCTCCCICCCTELTAC T CTCCARRGCTEAGT TATAT TCAGCTCARGCACART TTCA

R e e A A R S e
etsl agagtacgaeataatgLytyattt tOCcCaccaACtgLcaatcaacagtgeL Lt CCa
133 AR TACCAAA T A T T GTGAL LI GE I GCLACCAC T T CAL T CARCACTEETTIC

g e

pi ) A e T ECL Gl ECCAG I Cae T Gl L O GOChCCEGCARCAGCRACACT CC
R L L R

etsl CLLLLLLCCagotECceCiggotigaccasaceostcaatitaagugag———————————
1+3 ST T CCACCTT T CCCTGECT TGACCACRCCCCCCARTTTARGGACARGCTTCGCAAT

R T e Y & |

Sekil E1.6: Birinci ve lclincl E box bolgelerinde gerceklestirilen yonlendirilmis

mutasyon.
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