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ÖZET 

Epitelyal-mezenkimal geçiş, kanserde yeniden aktive olan ve tümör hücrelerinin 

istila ve metastazını düzenleyen embriyonik bir programdır. ZEB2, EMT’i indükleyen 

transkripsiyon faktörlerinden biridir. Yarışmacı endojen mRNA veritabanına (ceRDB) 

göre ETS1’in ZEB2’nin ceRNA’sı olabileceğini ve ETS1’in hepatoselüler karsinoma 

hücrelerinde ZEB2 ile birlikte ifade edildiğini bulduk. Bu bulgular, hepatoselüler 

karsinoma (HCC) ve ZEB2 ile indüklenebilir hücre hatlarında, ZEB2 transkripsiyon 

faktörünün, promotor ve ceRNA seviyelerinde ETS1'i düzenleyip düzenlemediğini 

araştırmaya teşvik etti. Kromatin immünopresipitasyon ve lusiferaz raportör 

deneyleri, ZEB2'nin ETS1 promotorundaki E-box sekanslarına bağlandığını açıkça 

gösterdi. ZEB2 ifadesi indüklenebilen DLD-ZEB2 ve A431-ZEB2 hücrelerinde ETS1'in 

yüksek oranda ifade edildiği ve ZEB2'nin baskılandığı shZEB2-SNU398 ve shZEB2-SK-

HEP-1 hücrelerinde ETS1 ifadesinin belirgin bir şekilde azaldığı bulundu. ZEB2’nin 

indüklendiği koşullarda ETS1 ifadesinin baskılanması DLD1 hücrelerinin göçünü ve 

istilacı kapasitelerini önemli ölçüde bozmuştur. ZEB2 ifade eden hücrelerde ETS1'in 

baskılanması, mekanik olarak ZEB2 hedefleri olan TWIST1 ve MMP9 ifadelerinin 

azalmasıyla sonuçlandı. ZEB2 ve ETS1 arasındaki ceRNA ilişkisini aydınlatmak amacıyla 

ETS1 ifadesi baskılanan SK-HEP-1 shETS1 hücresinde ZEB2 3’UTR lusiferaz aktivitesini 

ölçtük. ETS1 ifadesi baskılanan hücrede ZEB2 3’UTR lusiferaz aktivitesinde azalma, iki 

gen arasındaki ceRNA ilişkisini ortaya koymaktadır. Hepatoselüler karsinoma hücre 

hatları, kanser cDNA dizinleri ve TCGA RNA dizileme veri setindeki korelasyon 

analizleri, ZEB2 ve ETS1'in birlikte ifade edildiğini ve bunların insan tümörlerindeki 

ifadelerinin oldukça anlamlı bir pozitif korelasyon gösterdiğini ortaya koydu. 

Sonuçlarımız, ZEB2'nin ETS1'in düzenleyicisi olarak görev yaptığını ve ETS1'in ZEB2 

kaynaklı EMT'nin düzenlenmesinde rol oynadığını gösterdi. Bu bulgular, kanser 

hücrelerinin istila ve metastazlarında ZEB2'nin rolünün anlaşılmasına başka bir 

karmaşıklık düzeyi eklemekte ve ZEB2 / ETS1 eksenini, insan malignitelerinde yeni bir 

terapötik hedef olarak ortaya koymaktadır. 

Bu tez çalışması TÜBİTAK SBAG111S484 projesi kapsamında desteklenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: ZEB2, ETS1, Hepatoselüler Karsinoma, Epitelyal-Mezenkimal 

Geçiş, Kromatin İmmünopresipitasyon, Yönlendirilmiş 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 SBAG111S484. 

 

Key Words: ZEB2, ETS1, Hepatocellular carcinoma, Epithelial-to-Mesenchymal 

Transition, Chromatin Immunoprecipitation, Site-directed Mutagenesis, TWIST1, 

MMP. 
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1. GİRİŞ 

Hepatoselüler karsinoma primer karaciğer kanserleri arasında ilk sırada yer 

alırken genel olarak kansere bağlı ölümlerde ise dördüncü sırada yer almaktadır. Solid 

tümörlerde hasta ölümlerinin yaklaşık olarak %90’nından metastaz sorumludur [1, 2]. 

Metastaz, tümör hücrelerinin primer tümörden insan vücudundaki sekonder 

herhangi bir bölgeye yayılmasını sağlayarak hayati tehlike oluşturan patolojik bir 

olaydır. (i) tümör hücrelerinin primer tümörden ayrılması, (ii) çevreleyen dokuya 

invazyonu, (iii) kan içine veya lenfatik damarlara intravazasyonu, (iv) kan akımında 

veya lenfatik sistemde yayılma ve son olarak (v) ikincil bir yerde ekstravazasyon ve 

büyüme basamaklarından oluşmaktadır.  

Birincil tümörden ayrılmak ve çevreleyen dokuya nüfuz etmek için, tümör 

hücreleri hücre-hücre temaslarını parçalamak, hücre-matris yapışma bölgelerini 

yeniden şekillendirmek ve salgıladıkları proteinazlar ile hücre dışı matris boyunca 

ilerlemektedirler. Bu geçici ve geri dönüşümlü süreç, epitelyal-mezenkimal geçiş 

(EMT) olarak adlandırılmaktadır. Bu süreç yaygın olarak, epitel hücrelerinin 

farklılaştığı, uzak bir yere taşındığı ve daha sonra yeni bir yapı oluşturmak üzere 

yeniden farklılaştığı, gastrulasyon veya nöral krest oluşumu gibi patolojik olmayan 

durumlarda gözlemlenmektedir. Bunun yanısıra EMT kanser hücresi göçü, invazyon 

ve metastatik yayılımın başlangıcını oluşturan bir süreçtir [1, 2] EMT, gen 

mutasyonları gibi intrinsik sinyaller veya büyüme faktörü sinyallemesi gibi ekstrinsik 

sinyaller ile uyarılabilir. EMT'yi indüklediği bilinen büyüme faktörleri arasında, 

büyüme faktörü β (TGFβ) [3], hepatosit büyüme faktörü (HGF) [4], epidermal büyüme 

faktörü (EGF) ailesinin üyeleri [5], insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) [6] ve 

fibroblast büyüme faktörü (FGF) [7, 8] yer almaktadır. TGFβ-Smad sinyallemesi ile 

indüklenen DeltaEF1/ZEB1, ZEB2/SIP1, SNAIL1 ve ETS1 olmak üzere çeşitli 

transkripsiyon faktörleri TGFβ-indüklü EMT'de kritik rol oynar.  

1.1.Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

İnsan tümörlerinin %90’ından fazlası epitelyal kökenli kanserler olmakla birlikte, 

kanserden kaynaklı ölümlerin büyük bir çoğunluğu (%95) metastatik hastalık 
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nedeniyle gerçekleşmektedir. Metastaz gelişimine yol açan hücresel dönüşüm 

süreçlerinden en önemlisi E-kaderin proteininin baskılanmasıyla kendini gösteren ve 

epitel-mezenkim-değişimi (epithelial-to-mesenchymal transition: EMT) olarak 

tanımlanan yayılmacı fenotiptir. Değişik kanser türlerinde yapılan çalışmalarla E-

kaderin baskılayıcısı olarak ZEB2 transkripsiyon faktörü tanımlanmış ve bu 

transkripsiyon faktörünün artmış ifadesinin invazyon/metastaz ve kötü prognoz ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir. Epitel mezenkim değişiminde ve metastazda önemli rol 

oynayan ZEB2 proteininin yine metastazda önemli yeri bulunan ETS1 transkripsiyon 

faktörü ile olan ilişkisi, literatüre göre ETS1’in ZEB2 transkripsiyonunu düzenlediği 

yönündedir.  

ZEB2’nin, matriks metalloproteazların ifadesini arttırdığı ve HSK hücrelerinin 

invazyonunu düzenlediği belirlenmiştir. Ancak, MMP ailesinin promotor bölgesinde 

ZEB2 bağlanma bölgesi motifi CACCTG dizisini içeren E-box bulunmamaktadır. Bu 

durumda, ZEB2 MMP’ın transkripsiyonunu direkt olarak düzenleyememektedir. 

Oysa, MMP ailesinin promotor bölgesinde ETS bağlanma bölgesi bulunduğu ve bu 

transkripsiyon faktörü tarafından gen ifadelerinin düzenlendiği yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir. Diğer yandan, ZEB2 ifadesinin arttırıldığı koşullarda ETS1’in MMP 

promotoruna bağlanmasında artış görülmüştür. Bu veriler, MMP ifadelerinde ZEB2 

ile ilişkili olduğu önerilen artışın ETS1 aracılığı ile olduğunu ve ZEB2’nin ETS1 ifadesini 

transkripsiyonel seviyede düzenleyebileceğini düşündürmektedir. Bu çalışmada, 

hepatoselüler karsinoma ve ZEB-2 indüklenebilir hücre hatlarında ZEB2 

transkripsiyon faktörünün ETS1 ifadesini düzenleyip düzenlemediği promotor ve 

ceRNA düzeyinde araştırılacaktır. 
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2. LİTERATÜR İNCELEMESİ 

2.1. Hepatoselüler Karsinoma 

Hepatoselüler karsinoma (HSK) Uzakdoğu Asya, Afrika kıtasının güney bölümleri 

gibi viral hepatit insidansı yüksek toplumlarda daha fazla görülen, yaklaşık % 80’i 

kronik hepatit B ve kronik hepatit C kaynaklı malign karaciğer tümörüdür [3]. 2018 yılı 

GLOBOCAN verilerine göre görülme sıklığı açısından altıncı kansere bağlı ölümler 

arasında dördüncü sırada yer almaktadır. Hepatoselüler karsinomaya erkeklerde 

kadınlara oranla daha sık rastlanılmaktadır [2]. Hepatoselüler karsinomanın en büyük 

risk faktörü ise siroz olarak bilinen viral hepatit gelişiminin kontrol altına alınamaması 

durumudur. Siroz, HBV ve HCV dışında HSK risk faktörleri, aşırı alkol alımı, aflatoksin 

entoksikasyonu, non-alkolik karaciğer yağlanması, tip2 diabetus mellitus, sigara 

kullanımı, hemokromatosiz, alfa-1-antitiripsin eksikliğidir [4].  

Kansere ilişkin semptomların ortaya çıkmasından sonra yapılan tedavi 

yaklaşımları ile yaşam süresi maksimum 5 yıla çıkarılabilmektedir. Bu 5 yıllık yaşam 

şansı, ancak erken tanı ile cerrahi rezeksiyon ve transplantasyon gibi küratif tedavi 

seçeneklerinin uygulanması durumunda oluşmaktadır [5, 6]. HSK’nin erken tanısı bu 

nedenle önem taşımaktadır. Bu hastalığın tanısında görüntüleme yöntemleri, 

serolojik belirteçler ve biyopsi kullanılmaktadır. Serolojik belirteç olarak alfa feto 

protein (AFP) ifadesine bakılır. Görüntüleme yöntemleri olarak kontrast 

ultrasonografi (USG), bilgisayarlı tomografi (BT) ve manyetik rezonans (MR) 

kullanılmaktadır [7]. Bütün tetkiklere rağmen tanı konulamazsa biyopsi 

kullanılmaktadır. Amerikan Karaciğer Hastalıkları Araştırma Derneği’nin (AASLD) 2010 

yılında güncellenen tedavi kılavuzu verilerine göre tam yanıt ve kür şansının olduğu 

bilinen tedaviler cerrahi rezeksiyon, transplantasyon ve perkütan ablasyon, 

transarterial embolizasyon (TAE), transarterial kemoembolizasyon (TACE) ve tirozin 

kinaz inhibitörleri (Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib) ile PD-L1 antikorunu 

(Nivolumab) kapsamaktadır [6, 8, 9].  

HSK sürecinde birçok genetik ve epigenetik bozukluklar, moleküler yolaklarda 

değişimler gözlenmiştir. Bu değişimler; Frizzled reseptörlerinde görülen mutasyonlar, 

HBV ve HCV enfeksiyonu ile MAPK yolağında meydana gelen değişiklikler [10], JAK-
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binding proteinlerin inaktivasyonu ile JAK/STAT yolağının aktivasyonu [11], gen 

mutasyonları, viral proteinler ile postranskripsiyonel etkileşimler ve oksidatif stres 

nedeniyle p53 tümör baskılayıcı genin inaktivasyonu, promotor metilasyonları ile 

p16INK4 ve retinoblastoma tümör baskılayıcı genlerde görülen değişiklikler, 

transforme edici büyüme faktörü (TGF-β) yolağında görülen değişimlerdir. Doku 

mikrodizinleri ile yapılan immünohistokimyasal çalışmada, TGF-β yolağında yer alan 

transkripsiyon faktörleri  ZEB1 ve ZEB2’nin ifadesinde tümör olmayan dokulara göre 

HCC dokularında önemli şekilde artış gözlenmiştir [12]. TGF-β yolağında yer alan diğer 

bir transkripsiyon faktörü olan ETS1'in immünohistokimyasal boyama yöntemi 

kullanılarak klinik önemi incelendiğinde, hepatokarsinogenezin özellikle erken 

evrelerinde önemli bir rolü olduğu gösterilmiştir [13]. Şimdiye kadar RAS, c-FOS, c-

JUN, RHO, TGF-α, HGF, HER-2, NGL, MDM2, MMP ve IGF'i de içeren HSK ile ilişkili 

birçok onkogen bulunmuştur [14].  

2.3. Epitelyal-Mezenkimal Hücre Değişimi 

Epitelyal-mezenkimal hücre değişimi (EMT) birçok canlının embriyonik gelişimi 

sırasında önemli bir fazdır. Bu değişim sırasında mezenkimal hücreler ekstrasellüler 

alana göç ederek organ formasyonunu oluşturmaktadırlar. Birçok türde, mezenkimal 

hücrelerin göç edebilme yetenekleri sayesinde vücut formasyonu oluşmaktadır. 

Memelilerde, EMT ilk olarak blastula evresinde parietal endoderm oluşumunda 

gözlenmektedir. Parietal endoderm oluşumunda EMT ile E-kaderin ifadesinin 

durduğu bilinmektedir [15].  EMT’nin üç farklı çeşidi bulunmaktadır (Şekil 2.1). Tip 1 

EMT gastrulasyon ile ilişkilidir ve mezoderm, endoderm ve nöral tüp oluşumunda 

görev alır. Tip 2 EMT fibroblastları oluşturarak doku tamirinde rol alır. Tip 3 EMT 

epitelyal kanser hücrelerinin oluşumunda meydana gelir ve onkogenler ve tümör 

baskılayıcı genleri etkileyerek invazyon ve göçün artmasını sağlamaktadır [16]. 
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Şekil 2.1: EMT tipleri. 

 Epitelyal hücrelerde E-kaderin, hücreler arası güçlü etkileşimleri ve hücre 

polaritesini sağlayan yapışma kavşaklarında (adherens junction) yer almaktadır.  

Azalan E-kaderin ifadesi kavşak bağlantıların kırılmasına ve hücre polaritesinin 

kaybına yol açmaktadır. Bu duruma, yapışma kavşağı bileşeni olan β-kateninin 

stoplazmadaki artışı eşlik etmektedir. Wnt yolağından gelen sinyal ile birlikte β-

katenin TCF/LEF ile birlikte transkripsiyonel bir kompleks oluşturarak gen ifadesinde 

önemli değişiklere yol açmaktadır. EMT mekanizmasında, epitelyal hücreler E-kaderin 

anlatımını kaybetmekte, mezenkimal fenotip ve motilite özelliği dolayısıyla göç 

edebilir bir yapı kazanmaktadır (Şekil 2.2) [17]. 

 

 

Şekil 2.2: Epitelyal mezenkimal değişim. 
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2.3.1. Epitelyal-Mezenkimal Değişimi Düzenleyen Transkripsiyon 
Faktörleri 

Daha önce de belirtildiği gibi EMT’de anahtar moleküler değişim E-kaderin 

baskılanmasıdır [18]. E-kaderinin bir çok transkripsiyonel baskılayıcısı bulunmaktadır: 

Snail ailesi transkripsiyon faktörleri, bHLH (basic helix-loop-helix) ailesi ve çift çinko 

parmak E-box bağlanma (ZEB) transkripsiyon faktörleri [19]. Bu proteinler EMT ile 

indüklenen sinyal yolaklarının akış aşağısında fonksiyon göstermekte, transforme 

edici büyüme faktörü (TGF-β), fibroblast büyüme faktörü (FGF), hepatosit büyüme 

faktörü (HGF), epidermal büyüme faktörü (EGF) ve diğerleri ile aktive edilmektedirler. 

Vertebralarda, Snail ve Slug nöral tüp (crest) hücrelerinin göçünde [20] ve 

mezoderm oluşumunda [21] önemli rol oynamaktadırlar. Fibrotik insan böbrek 

dokusunda, vimentin ifadesi ve kollajen I çökelmesinin yanında Snail yüksek 

seviyelerde tespit edilmiştir [22]. Snail ifadesi karaciğer fibrosisi sırasında artmaktadır 

[23]. E-kaderin baskılanmasına ilaveten, Snail ve Slug mezenkimal belirteçlerin 

ifadesini indüklerken epitelyal belirteçlerin ifadelerini baskılamaktadır [18, 24]. Snail 

transkripsiyon faktörleri ayrıca EMT sırasında hücre döngüsünü ve sağ kalımı 

düzenlemektedir [25, 26].  

ZEB1 ve ZEB2, E-box elementlere bağlanabilen ve E-Kaderini negatif olarak 

düzenleyen C2H2 tip çinko parmak domainine sahiptir [27]. ZEB proteinlerinin artan 

ifadesi mezenkimal belirteçlerin eş zamanlı upregülasyonu ile epitelyal polarite, 

yapışma kavşakları ve dezmozomların kaybını kapsayan hızlı bir EMT ile 

sonuçlanmaktadır [28, 29]. Bunun bir sonucu olarak, ZEB proteinlerinin artmış ifadesi 

hücre yayılması ve hücre göçünü indüklemektedir [28, 30]. 

Twist bHLH ailesi transkripsiyon faktörlerinin bir üyesidir ve mezodermal 

gelişim sırasında [31], nöral tüp oluşumunda [32], doku fibrozisinde [33] ve tümör 

metastazında [34] ifadesi artmaktadır. Twist’in aşırı ifadesi, böbrek ve memeli 

epitelyal hücrelerinde kuvvetli bir şekilde EMT’i indüklemektedir [31, 33]. Twist1 

invadopod oluşumunu ve invazyonu da başlatmaktadır [35]. İlaveten, Twist1 meme 

kanseri hücrelerinde, göç, invazivlik ve sağ kalımı indükleyen bir proto-onkogen olan 

AKT2’nin ifadesini arttırmakta [36] ve miR-10b’i de içeren prometastatik sinyaller ile 

ilişkili miRNA’ları aktive etmektedir [37]. 
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E47, E2A geninin DNA bağlanma bölgesini kodlayan ekzonunun alternatif 

düzenlenmesi ile üretilen bir transkripsiyon faktörüdür. Memeli epitel dallanma 

morfogenezi [24] ve renal fibrozis [38] sırasında EMT’İ başlatmaktadır. E2A E-box 

elementlerine bağlanan bHLH transkripsiyon faktörlerini kodlayan E-protein ailesinin 

bir üyesidir. Bu nedenle E2A’nın ifadesi E-kaderini baskılayarak invazyon ve hücre 

göçüne neden olmaktadır. E2A mRNA’sı olgun ve embriyonik epitelyada 

bulunmazken, E-kaderin negatif invaziv karsinoma hücrelerinde yer almaktadır [39]. 

Forkhead box C2 (FOXC2) EMT’i indükleyen bir diğer transkripsiyon faktörüdür. 

FOXC2, idrar yolları, böbrek ve kalpde anjiyogenez, musculogenez ve organogenez 

için gereklidir [40]. FOXC2’nin ifadesi agresif bazal-benzeri insan meme kanseri ile 

korelasyon gösterir ve metastatik gelişim ile ilşkilidir [41].  

2.4. ZEB2 Transkripsiyon Faktörü 

Malignant geçiş sırasında tümör ve invazyon baskılayıcı görev yapan E-kaderin, 

Snail ailesi transkripsiyon faktörleri, bHLH faktörleri, Twist, CBF-A, HOXB7, KLF8 ve 

ZEB ailesi transkripsiyon faktörleri ZEB1 ve ZEB2 ile baskılanmaktadır [15]. ZEB (zinc 

finger homeodomain enhancer-binding protein) ailesi “two-handed zinc 

finger/homeodomain” taşıyan bir protein ailesidir [42]. Vertebralarda iki homolog 

ZEB proteini bulunmaktadır. ZEB1 (δEF1, Nil-2-a, Tcf8, Bzp, Areb6, Meb1, Zfhx1a ve 

Zfhep) tavuklarda lens-spesifik δ1-kristalin enhansır olarak lens hücrelerinde 

belirlenmiştir [43]. ZEB ailesinin diğer üyesi olan ZEB2 (ZEB2ve Zfhx1a) proteini 1214 

aa uzunluğunda ve moleküler ağırlığı yaklaşık 190 kDa olan bir proteindir. İlk olarak 

1999 yılında Verschueren K. ve arkadaşları, ZEB2 proteinini TGF-β sinyal yolağı ile 

düzenlenen Smad proteinleri ile etkileşime girerek DNA’ya bağlanan ve hedef gen 

ifadesini baskılayan önemli bir transkripsiyon faktörü olarak tanımlamıştır [44]. 

ZEB ailesine üye ZEB1 (δEF1) ve ZEB2 (ZEB2) transkripsiyon faktörleri 

yapılarında iki çinko parmak kümesi bulundurmaktadırlar [27]. N terminal küme (NZF) 

dört çinko parmak motifi (üç tane CCHH ve bir CCHC) içerirken, proteinin C terminal 

(CZF) kısmında ise kümelenmiş üç CCHH çinko parmak motifi bulunmaktadır. ZEB1 ve 

ZEB2 proteinlerinin karşılaştırılmaları sonucunda NZF bölgesinde %88, CZF bölgesinde 

ise %93 benzerlik bulunmuştur. Bu bölgeler dışındaki alanlarda benzerlik daha az 
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oranda gözlemlenmektedir (Şekil 2.3). Her iki proteinin DNA’ya bağlandığı 

homeodomain ise %42 oranında benzerlik göstermektedir. Smad proteinleri ile 

bağlantı kurulan bölüm Smad Bağlantı Domain (SBD) olup, CID domain C-terminal 

bağlanan proteinine (C-terminal binding protein, CtBP) özgü PXDLS aminoasit dizisini 

içermektedir.  CtBP proteini DNA’ya direkt olarak bağlanmamasına karşın, diğer 

proteinlerle etkileşim kurmakta ve eş-baskılayıcı (co-repressor) olarak birçok farklı 

genin transkripsiyonunda görev yapmaktadır [45]. 

 

 

Şekil 2.3: ZEB ailesi transkripsiyon faktörlerinin iki üyesinin şematik gösterimi. 

ZEB ailesi üyesi her iki proteinde de TGF-β yolağıyla ilişkili Smad-bağlanma 

bölgesi belirlenmiştir (Smad-bağlanma bölgesi SBD). ZEB2 proteini TGF-β yolağıyla 

aktive olmaktadır. SMAD3 ve SMAD4 direkt olarak DNA’ya bağlanabilmelerine karşın, 

DNA’ya olan afiniteleri ve özgüllükleri sınırlıdır. Bu nedenle hedef gen ifadelerinin 

düzenlenmesi SMAD’larla birlikte bağlanan komplekste bulunan proteinler ve 

transkripsiyon faktörleri tarafından sağlanmaktadır. Verschueren ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmada, SMAD’lar ve ZEB2 etkileşimini TGF-β tip I reseptör 

aktivasyonunun gerçekleştirdiği belirlenmiş ve ZEB2 proteininin reseptör-

SMAD’lardan SMAD1-3’e bu proteinlerin MH2 bölgesinden bağlandığı, buna karşın 

ZEB2 ile Co-SMAD proteini SMAD4 arasında direkt bir bağlantı olmadığı bulunmuştur 

(Verschueren ve ark., 1999). Postigo ve arkadaşları ise ZEB2’in SMAD1-3 ile 

bağlanabilmesi için fosforilasyonun gerekli olduğunu saptamışlardır [46]. 

ZEB2’in de tıpkı ZEB1 gibi hedef gen baskılanmasını promotor bölgede bulunan 

E-box dizilerine çinko-parmak motifleriyle bağlanarak gerçekleştirdiği gösterilmiştir. 
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Minimal promotorunda konsensus dizisi CACCTG olan E2-box elementlerinden iki 

adet bulunan E-kaderin geninin (CDH1) baskılanması, ZEB2’in NH2 ve COOH 

uçlarındaki çinko-parmak motifleriyle her iki elemente de bağlanması yoluyla 

olmaktadır [28]. ZEB2’in baskıladığı hedef genler arasında CLDN4 (klaudin-4), CCND1 

(siklin D1), TERT (Telomeraz revers transkriptaz), SFRP1 (secreted-frizzled-related 

protein1), ALPL (dokuya spesifik-olmayan alkalen fosfataz) ve miR-200 ailesi (miR-

200a, miR-200b, miR-429, miR-200c ve miR-141) üyelerinin de bulunduğu 

belirlenmiştir [30, 47-51] 

ZEB2 ve ZEB1’in miR-200 ailesi üyeleriyle karşılıklı bir düzenlenme mekanizması 

gösterdikleri bulunmuştur. Başka bir deyişle, ZEB2 ve ZEB1 miR ailesi üyelerini 

baskılamakta, miR transkriptleri ise ZEB2 ve ZEB1’i negatif yönde regüle etmektedir 

[49]. miR-200 ailesi üyelerinin ektopik ekspresyonlarının mezenkimal hücreden 

epitelyal hücre fenotipine geri dönüşü sağladığı belirlenmiştir [52].  

2.4.1. ZEB2 ve Kanser   

Epitelyal hücrelerde E-kaderin, hücreler arası güçlü etkileşimleri ve hücre 

polaritesini sağlayan yapışma kavşaklarında yer almaktadır. E-kaderin baskılanması, 

tümör hücrelerinin yapışma bağlantılarını azaltarak göç edebilme yeteneklerini 

arttırdığından tümör metastazının önemli nedenlerinden biridir. Yapılan genetik ve 

epigenetik çalışmalarda E-kaderin'in transkipsiyonel olarak baskılandığı gösterilmiştir. 

E-kaderin ifadesini baskılayan transkripsiyonel faktörlerden ZEB1 ve ZEB2'nin kanser 

gelişiminde rol oynadıkları düşünülmektedir. ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon faktörleri 

E-kaderin promotorunda bulunan E2 kutularına bağlanarak E-kaderin 

transkripsiyonunu baskılamaktadır [28, 53]. ZEB2, vimentin ve N-kaderin gibi 

mezenkimal belirteçlerin yüksek şekilde düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır 

[30, 54]. Ayrıca, matriks metalloproteinaz ailesi üyelerinin artan ifadesi, tersine 

farklılaşma (dedifferentiaiton), invazyon, metastaz ve tümör nüksü ile ilişkilidir. 

Hepatoselüler karsinoma kökenli hücre soylarında, MMP-1, MMP-2 ve MT-MMP 

mRNA'larının ZEB2'e bağlı artan ifadeleri görülmüştür [55]. ZEB1 ifadesinin tersine 

farklılaşmış meme kanseri hücrelerinde RNAi temelli metodla baskılanması hücre 

polaritesi ve bağlantıları ile ilgili genlerin yüksek ifadesi ile sonuçlanmaktadır. Özet 



10 
 

olarak, ZEB1 ve ZEB2'nin epitelyal hücreleri daha fazla mezenkimal özellik 

kazanmaları yönünde yeniden programlamaktadır.  

2.4.2. Hepatoselüler Karsinoma’da ZEB2 İle İlgili Bulgular 

ZEB2 ile HSK arasındaki ilişki ilk olarak 2004 yılında gösterilmiştir. HSK hücreleri 

ile yapılan çalışmada, ZEB2’nin SNAIL ile birlikte matriks metalloproteazlarını (MMP-

1, MMP-2, MMP-7 ve MTI-MMP) arttırdığı ve HSK hücrelerinin invazyonunu 

düzenlediği belirlenmiştir [55]. Kompleks hücre döngüsünün düzenlenmesi hücre-

hücre adezyonuna, integrin sinyal yolağına, hücre yayılması ve aktomiyozin 

kasılmasına bağlıdır [56]. EMT, embriyonik gelişim ve kanserde hücre 

proliferasyonunu etkileyebilmektedir. Mejlvang ve ark., 2007’de yapmış oldukları 

çalışmada, ZEB2’nin epidermoid A431 hücrelerinin mezenkimal dönüşümünü regüle 

ettiği gösterilmiştir. Bazı çalışmalar ise ZEB2 proteinin tümörogenez sürecinde tümör 

baskılayıcı rol oynadığını göstermektedir. ZEB2’nin direkt olarak siklin D1 geninin 

transkripsiyonel baskılanmasını sağlayarak hücrelerin hücre döngüsünün G1 fazında 

birikmesine neden olduğu gösterilmiştir [47]. Tümör hücreleri telomeraz aktivitesi 

göstererek immortal karakter kazanmaktadır [57]. ZEB2, hTERT baskılanması ile ilişkili 

üç tümör baskılayıcı yolakdan birinde yer almaktadır. Meme kanseri hücrelerindeki 

hTERT baskılanmasının kısmen ZEB2’e bağlı olduğu ve bunun da TGF-β’ya bağımlı 

olarak gerçekleştiği bildirilmiştir. Öztürk N.’nin 2006’da yayımlanan çalışmasında 

ZEB2’nin ektopik ifadesinin HSK hücrelerinde hTERT’i baskıladığı da gözlemlenmiştir 

[58].  

ZEB2 ifadesinin, miRNA’lar [52] ve doğal antisens transkript (NAT) [59] 

tarafından epigenetik olarak düzenlendiği belirlenmiştir. ZEB2’nin metastatik meme 

kanseri hücre soylarında [60] ve pankreatik kanserde [61] promotor metilasyonu ile 

hipermetile olarak ifadesinin baskılandığı rapor edilmiştir. Ladeiro Y. ve arkadaşlarının 

ZEB2’nin negatif regülatörü miR-200c’nin HSK’da normal karaciğere göre artmış 

olduğunu gösterdikleri çalışma ZEB2’nin HSK’daki önemini destekler niteliktedir [62]. 

Acun ve arkadaşlarının 2011 yılında yapmış oldukları çalışmada, HSK hücre 

soyları ve tümörlerinde ZEB2’nin düşük ifadesinin promotor metilasyonundan 
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kaynaklandığı belirtilmiştir [63]. Bu nedenle ZEB2’nin epigenetik yollarla 

inaktivasyonu hepatokarsinogenezde önemli bir rol oynayabilmektedir. 

2.5. ceRNA (Yarışmacı Endojen RNA) Hipotezi 

MikroRNA’lar 22 nükleotit uzunluğunda olup hedef mRNA transkripti üzerinde 

bulunan ve mikroRNA yanıt elementleri (MREs) olarak adlandırılan sekanslara kısmi 

olarak bağlanabilme yeteğine sahip kısa nükleotit dizileridir. MikroRNA’lar çok sayıda 

MRE bulunduran mRNA transkriptlerine çeşitli kombinasyonlarda bağlanmakta ve 

böylece her bir mikroRNA yüzlerce hedef transkriptin ifadesini düzenlemektedir. 

MikroRNA’ların hedef RNA’ların stabilitesini azaltarak ya da translasyonunu 

engelleyerek gen ifadesini negatif yönde düzenlediği yani baskıladığı gösterilmiştir 

[64, 65]. Bu şekilde, mikroRNA’lar transkriptomun önemli bir kısmını düzenleyebilme 

yeteneğine sahip olmakta ve kanser de dahil olmak üzere birçok hastalıkta rol 

oynamaktadır [66, 67]. 

 

 

Şekil 2.4: ceRNA hipotezi. 

ceRNA hipotezi, ortak miRNA yanıt element (MRE) bölgelerine sahip olan iki 

mRNA’nın birbirinin ifadesini miRNA’lar üzerinden dolaylı olarak düzenleyebileceğini 

savunmaktadır Şekil (2.4). X ve Y mRNA’larının (birbirinin ceRNA’sı olan mRNA’lar) 

dengede olduğu konsantrasyonlarda ortak mikroRNA’lar iki mRNA’yı da eşit olarak 

baskılamaktadır. Y mRNA’sının ifadesinin azaltıldığı durumda, ortak miRNA 
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havuzunda çok sayıda miRNA serbest kalmaktadır. Serbest kalan miRNA’lar, X 

mRNA’sının 3’UTR bölgesine bağlanacak ve böylece X mRNA’sı için daha yüksek 

seviyede baskılama söz konusu olacaktır. Dolayısıyla, Y mRNA’sının ifadesinin 

azaltılması, ceRNA’sı olan X mRNA’sının ifadesini de miRNA’lar aracılığı ile azaltacaktır 

(Şekil 2.5) [68].  

 

 

Şekil 2.5. Hücresel MRE konsantrasyonu ile belirlenen mikroRNA etkinliği.  

2.5.1.ceRNA Hipotezini Destekleyen Çalışmalar 

Bir lncRNA (uzun kodlama yapmayan RNA) olan HULC (highly up-regulated in 

liver cancer) hepatoselüler karsinomada yüksek şekilde ifade edilmektedir [69]. Wang 

ve arkadaşları, CREB’in (cAMP response element binding protein) HULC lncRNA’sının 

yüksek ifadesi ile ilişkili olduğunu bildirmişlerdir [70]. HULC RNA’sı bir ceRNA 

fonksiyonu göstererek miR-372’nin ifadesini inhibe etmektedir. Bu sayede, miR-

372’nin CREB’in fosforilasyonunu ve aktivasyonunu sağlayan PRKACB geni üzerindeki 

baskısını kaldırarak dolaylı yoldan kendi ifadesini arttırmaktadır. 

Fosfataz ve tensin homolog proteinini kodlayan PTEN, bir çok kanserde ifadesi 

sıklıkla değişen [71], ifadesindeki azalmanın in vivo’da tümör başlangıcı ve gelişimine 

neden olduğu gösterilmiş tümör baskılayıcı bir gendir [72, 73]. PI3K/AKT sinyal 
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yolağını baskılayarak hücrelerin sağ kalımını engellemektedir. İfadesi, proto-

onkogenik miR-106b’nin içinde olduğu birçok mikroRNA tarafından 

düzenlenmektedir [74]. Tümör baskılayıcı gen PTEN'in 3'UTR bölgesinde bulunan 

birçok MRE bölgesi bu genin sözde geni PTENP1'de de bulunmaktadır, PTENP1'in 

3'UTR bölgesinin aşırı ifadesi DICER'a bağlı olarak PTEN seviyesini ve büyüme 

inhibisyonunu arttırmaktadır. Sık rastlanmayan kolon kanserinde PTENP1 bölgesinin 

kopya sayısı kaybı PTENP1'in bir tümör baskılayıcı gen olduğunu düşündürmektedir 

[75]. Tay ve arkadaşlarının 2011 yılında yapmış oldukları çalışmada PTEN’in ifadesinin 

endojen protein kodlayan RNA’lar ile düzenlendiğini göstermişlerdir [76]. PTEN’in 

ceRNA’lar tarafından düzenlenmesi sıklıkla melanomada da görülmektedir. 

Melonama’nın fare modelinde ‘Sleeping Beauty transposon insertional mutagenesis’ 

tekniği kullanılarak PTEN’in olası ceRNA’ları aydınlatılmıştır [77]. Bu çalışmada 

ZEB2/ZEB2 transkriptinin PTEN protein seviyesini mikroRNA’ya bağlı olarak 

düzenlediği gösterilmiştir. ZEB2/ZEB2 ifadesinde görülen bir azalmanın, PTEN 

ifadesinde bir düşüşe neden olarak PI3K/AKT yolağını aktive ettiği ve hücre 

transformasyonunu arttırdığı gözlenmiştir. Dolayısıyla, melonamada ZEB2 bir PTEN 

ceRNA’sı olarak görev yapmaktadır. 

2.6. ETS1 Transkripsiyon Faktörü 

ETS transkripsiyon ailesi üyesi olan  Ets1 (Avian Erythroblastosis Virus E26 (V-

Ets) Oncogene Homolog-1) kendine özgü bir DNA bağlanma domainine sahiptir [78, 

79] ETS domaini, GGAA/T dizisini tanıyan winged helix-turn-helix yapısı (wHTH) 

bulundurmaktadır. ets sekansı ilk olarak avian erythroblastosisretrovirus E26’in ets 

transdüksiyonu ile bulunmuş ve v(iral)-ets olarak adlandırılmıştır [80, 81]. Daha sonra, 

ETS1 proteinini kodlayan hücresel ets1 geni, v-ets1’in insan homoloğu, 11. 

kromozomda tanımlanmıştır [82].  Daha sonra, memeliler, ekinoidler, nematodlar ve 

böceklerde birçok ets geni tanımlanmıştır. Şimdiye kadar 28 insan ETS geni 

bulunmuştur. ETS1’in yanı sıra birçok ets geninin kanserde rol oynadığı bilinmektedir. 

ETS1 54 kDa ağırlığında nükleer protein, gen transkripsiyonunu baskılayabilse de 

çoğunlukla transkripsiyonel aktivatör olarak görev yapmaktadır [83]. 
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Ets transkripsiyon faktörü ailesinin üyesi olan ETS1 transkripsiyon faktörü 

korunmuş helix-turn-helix DNA bağlanma domaini (ETS domain) ile hedef genlerin 

promotorlarındaki GGAA/T içeren konsensus motiflere bağlanmaktadır [84]. ETS1 

transkripsiyon faktörünün DNA bağlanma aktivitesi kinazlar ve diğer transkripsiyon 

faktörleri ile düzenlenmektedir. 

ETS1 protein yapısında bulunan domainler aktivitesinin düzenlenmesinde 

görevlidir (Şekil 2.6). Tam boy ETS1 proteinin 441 aa’den oluşmaktadır, 331-415. 

aa’ler arası DNA bağlanma domaini, 54-134. aa’ler arası Pointed domain, 135-142. 

aa’ler arası transaktivasyon domaini, 242-331. aa’ler arası ekzon VII domain ve oto-

inhibitör modülünden oluşmaktadır. ETS1’in iki splays varyantı bulunmaktadır, biri 

ekzon VII domaininden yoksun olan ETS1 p42 [85], diğeri III ve VI. Ekzonlar arasından 

yoksun ETS1 p27’dir [86]. ETS1-p27 DNA bağlanma domaini içerirken, 

transaktivasyon domaininden yoksun olduğundan [87] ETS1’in trans dominant 

negatif düzenleyici olarak görev yapmaktadır [86] 

ETS1 promotoru ile yapılan çalışmalar, TATA kutucuklarını içermediğini ve ETS 

proteinleri, AP-1, AP-2, Sp1 ve Oct proteinlerinin bağlanma bölgelerini içerdiğini 

göstermektedir [88-90]. -325 ve -365. nükleotidler arasındaki Ets bağlanma 

bölgelerine çok yakın olan bölgede iki AP-1 bağlanma bölgesi bulunmaktadır, bu 

sayede AP-1 (c-Fos/c-Jun) ve ETS1 bu bölgelere bağlanarak ETS1 promotorunun güçlü 

ifadesini sağlamaktadır [91]. Dolayısıyla, ETS1 kendi ifadesini düzenleyebilmektedir 

[92].  

Ras/Raf/MEK/ERK1/2 yolağını aktive eden HGF (hepatosit büüyme faktörü), 

bFGF (temel-fibroblast büyüme faktörü) ve VEGF (vasküler endotelyal büyüme 

faktörü) gibi büyüme faktörleri ETS1’in mRNA düzeyinde ifadesini arttırmaktadırlar. 

HGF’ün insan endotelyal, damar düz kas, hepatik stellat, karaciğer kanseri ve mide 

kanserinde [93-97], bFGF’ün insan sünnet derisi fibroblastlarında [98], VEGF’ün  

sığır retinal endotel hücrelerinde [99] ETS1 ifadesini arttırdığı görülmüştür. 

Büyüme faktörleri ayrıca PI3K (phosphoinositol-3-kinase) /AKT yolağını da 

aktive etmektedir. Endotelyal hücrelerde VEGF indüklenmesi ile ETS1 mRNA 

seviyesindeki artışta Akt yolağının aktivasyonunun rol oynadığı [100], akciğer 

kanserinde Akt yolağının ETS1 ifadesini arttırdığı [101] görülmüştür. ETS1 ifadesini 

arttıran bir diğer faktör de hipoksidir [102, 103]. Hipoksinin ETS1 ifadesini arttırdığı 
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insan mesane kanseri ve kolorektal kanser hücrelerinde gösterilmiştir. ETS1 promotor 

bölgesinde 424 ve 279. nükleotitler arasında  hipoksiye duyarlı eleman (HRE) 

bulunmaktadır, bu sayede HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) ETS1 promotorunu 

aktive edebilmektedir (Şekil 2.7) [102] 

 

 

Şekil 2.6: ETS1 protein yapısı. 

 

Şekil 2.7: ETS1 ifadesinin transkripsiyonel, posttranskripsiyonel ve posttranslasyonel 
seviyede düzenlenmesi. 

 Epitelyal mezenkimal değişime uğrayan epitelyal yapının yanında yer alan 

mezodermal hücrelerde sentezlenen ETS1 embriyogenez sırasında doku morfogenezi 

ile ilişkilidir [104]. ETS1 ifadesi, tümör oluşumu sırasında meydana gelen invaziv 

özellik ile ilişkilidir. ETS1’in MMP-1, MMP-3, MMP-9 matriks metalloproteazları ile 
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ürokinaz tip plasminojen (uPA) ifadelerini düzenlediği gösterilmiştir [105]. Proteaz 

ifadelerini indüklemesinin yanında, ETS1’in anjiyogenezdeki önemine de vurgu 

yapılmıştır. ETS1, VEGF ve VEGF reseptörlerinin aktivitesini düzenlemektedir [106]. 

Endotelyal hücrelerde ETS1 ifadesi baskılandığında VEGF ifadesi düşmektedir [95]. 

Dolayısıyla, epitelyal kanserlerde ETS1 hem damarlanmaya neden olarak kanser 

hücrelerine besin ve oksijen sağlamakta, hem de ECM’i degrade eden proteazları 

aktive ederek tümör invazyonunu başlatabilmektedir. Sonuç olarak, tümörlerde 

yüksek seviyede ETS1 ifadesi kötü prognoz ile korelasyon göstermektedir (Şekil 2.8) 

[107].  

 

 

Şekil 2.8: ETS1 transkripsiyon faktörünün düzenlediği hücresel fonksiyonlar. 

2.6.1. ETS1 ve KANSER  

ETS1 proteini, transkripsiyon faktörleri, proteazlar, hücre dögüsünü düzenleyen 

genler, apoptoz ile ilgili genler, sitokinler ve büyüme faktörleri gibi bir çok genin ifade 

düzeyini kontrol etmektedir [105]. ETS1’in yüksek ifadesi mide [108], pankreas [109], 

safra kanalı [110],  kolon [111], karaciğer [112], özofagus [113], ağız boşluğu [114], 

akciğer [115], tiroid [116] ve yumurtalık [117] karsinomaları ile birlikte habis 

menenjiyom [118] ve astrogliyal tümörler [119], deride oluşan anjiyosarkomayı [120] 

da  içeren insan malignitelerinde, karsinogenez ve/veya tümör gelişiminde önemli rol 
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oynamaktadır [121]. ETS1’in meme kanserinde yüksek ifadesi, hastaların zayıf 

prognozu ile koreledir [122, 123]. 

 HeLa hücrelerinde ETS1’in yüksek ifadesi hücre göçü ve invazyonunu 

başlatmakta ve bağlanmadan (anchorage-independent) büyümeye neden olmaktadır 

[124]. E-kaderin ifadesinin azalması ve N kaderin ifadesinin artması ile karakterize 

epitelyal mezenkimal geçişde ETS1’in rolü pankreas kanser hücrelerinde çalışılmıştır. 

ETS1 gen ifadesi bu hücrelerde shRNA ile baskılanmış, ETS1 mRNA ifadesinin N-

kaderin ile pozitif, E-kaderin ile negatif bir şekilde korele olduğu, ETS1 ifadesinin 

baskılanması ile hücre göçünün azaldığı ve bu hücrelerde adezyonun arttığı 

görülmüştür [125]. 59 HSK hastasından, 41’inde (%70) ETS1 protein ifadesi 

saptanmıştır. Tümör bölgesinin periferinde ETS1 ifadesi daha yüksek olduğu 

belirtilmiştir [112]. Hepatosit büyüme faktörü reseptörü olan MET tirozin kinaz 

reseptörü, tümör gelişimi, apoptotik direnç ve yüksek metastatik potansiyel gibi 

birçok hücresel işlevi başlatmaktadır. Bu reseptörün promotor düzenleyicileri PAX ve 

ETS1’dir. İn vivo ve hücre kültürü çalışmalarında, melanoma hücrelerinde dominant 

negatif ETS1 ifadesinin melanoma hücrelerinin büyüme yeteneğini azaltığı 

gösterilmiştir. ETS1’in PAX bağımlı ve bağımsız iki mekanizma ile MET ifadesini 

düzenleyerek, melanoma gelişimine katkıda bulunduğu belirtilmiştir [126]. Chan ve 

arkadaşlarının 2010 yılında yapmış oldukları çalışmada insan mikrovasküler 

endothelyal (HMECs) hücrelerinde hipoksiya durumunda miR-200b’nin azaldığı, bu 

azalma sonucunda ETS1 üzerindeki baskısının kalktığı dolayısıyla pro-anjiyogenik ETS1 

ifade artışı ile anjiyogenezin arttığı gözlenmiştir [127].  

2.7. ETS1 ve ZEB2  

 Shirakihara ve arkadaşlarının 2007 yılında fare meme epiteli NMuMG 

hücrelerinde yapmış oldukları çalışmada, TGF-β ile indüklenen ETS1 ifadesinin ZEB1 

promotorunu aktive ettiği, ayrıca ETS1 ifadesinin susturulması ile ZEB1 ve ZEB2 

ifadelerinin baskılandığı gösterilmiştir. Bu çalışmada, ZEB ailesi proteinleri ZEB2 ve 

ZEB1’in TGF-β ile indüklenen EMT için gerekli olduğu ancak yeterli olmadığı, TGF-β ile 

indüklenen ETS1’in, ZEB2 ve ZEB1’in transkripsiyonel düzenleyicisi olarak fonksiyon 

gösterebileceği belirtilmiştir (Şekil 2.9) [128]. Sinh ve arkadaşları, ETS1'in ZEB 
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ekspresyonunu indüklediğini ve ZEB1 promotorunu, treonin 38 fosforilasyon 

durumundan bağımsız olarak aktive ettiğini göstermişlerdir. Meme kanseri 

hücrelerinin bazal-benzeri alt tipinde, ETS1'i hedef alan siRNA'lar ZEB'lerin 

ekspresyonunu bastırmış ve epitel fenotiplerini ve antitümör ilaçlara duyarlılıklarını 

kısmen geri kazandırmışlardır. Diğer yandan, Miyoshi ve arkadaşlarının 2004 yılında 

yapmış oldukları çalışmada, ZEB2’nin matriks metalloproteazların ifadesini arttırdığı 

ve HSK hücrelerinin invazyonunu düzenlediği belirlenmiştir. Ancak, MMP ailesinin 

promotor bölgesinde ZEB2 bağlanma bölgesi motifi CACCTG dizisini içeren E-box 

bulunmamaktadır. Bu durumda, ZEB2 MMP’ın transkripsiyonunu direkt olarak 

düzenleyememektedir [55]. Oysa, MMP ailesinin promotor bölgesinde ETS bağlanma 

bölgesi bulunduğu ve bu transkripsiyon faktörü tarafından gen ifadelerinin 

düzenlendiği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [129, 130]. Taki ve arkadaşlarının 

yapmış oldukları çalışmada da ZEB2 ifadesinin arttırıldığı koşullarda ETS1’in MMP 

promotoruna bağlanmasında artış görülmüştür [131]. 

 

 

Şekil 2.9: EMT’i indükleyen TGF-β temelli transkripsiyon ağı. 
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3. GEREÇLER 

3.1.Kullanılan Kimyasallar 

Tablo 3.1: Kullanılan Kimyasal Listesi. 

Kimyasal Adı Markası 

Etanol  Merck 

Metanol Merck  

Agaroz  Lonza 

RNaz-ExitusPlus AmpliChem 

RnazA Thermo Scientific 

Proteinaz K NEB 

Proteaz inhibitörü  Roche 

Poli (etilenimin) solüsyonu Sigma 

Polibren Millipore 

Doksisiklin  Abcam 

Lipofektamin 3000 Thermo Fisher 

Jelatin Merck 

Sodyum Deoksikolat AppliChem 

Amonyum persülfat Fisher 

Sodyum hidroksit Merck 

Sodyum azid Fisher 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Fisher 

Gliserol Fisher 

Sodyum Bikarbonat Fisher 

Agaroz Lonza 

Sodyum Klorit Fisher 

Tris Baz Fisher 

HEPES Fisher 

Kalsiyum klorür susuz BioWorld 

Paraformaldehit Fisher 

Bacto Agar BD 

LB Broth Acumedia 

Amonyum Sülfat Fisher 

Glisin BioFroxx 

Hidroklorik Asit J.T. Baker 

İzopropil alkol Fisher 

Sodyum klorit Fisher 

Sodyum fosfat monobazik susuz Fisher 

Glasiyal Asetik Asit Fisher 

Sodyum Azid Fisher 

3.2. Kullanılan Hücre Kültürü Malzemeleri 

Hücre besiyeri olarak düşük-glikoz ve yüksek-glikoz içerikli DMEM ile RPMI 1640 

(Gibco), besiyerleri, %10 fötal dana serumu (FBS, Gibco), 10X PenisilinStreptomisin 
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(Gibco), 1X Fosfat tamponlu tuz solüsyonu (PBS, Gibco) ve 10X Tripsin (Gibco) 

kullanıldı. 

3.3. Kullanılan Kitler 

Kültüre edilip büyütülen hücrelerden total RNA izolasyonu için NucleoSpin 

RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanıldı. İzole edilen total RNA’lardan tek 

zincirli cDNA sentezi ProtoScript First Strand cDNA sentez kiti (BioLabs) ile yapıldı. Gen 

ifadesi analizinde Maxima Syber Green qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) ile 

gerçek-zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu gerçekleştirildi. ZEB2 gen ifadesinin 

SNU398 hücrelerinde baskılanmasında GIPZ Lentiviral shRNA partikülleri (Thermo 

Scientific) kullanıldı. Kromatin-immünopresipitasyon deneylerinde ise manyetik 

bilyeler (Dynabeads, Lifetechnologies) kullanıldı. ChIP deneylerinde ZEB2 antikoru ile 

elde edilen DNA izolasyonu QIAQuick PCR saflaştırma kiti (QIAGEN) ile gerçekleştirildi. 

Lusiferaz raportör çalışmalarında Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega, 

Madison, WI, USA) kullanıldı. Kanser doku ve normal insan cDNA’larında gen ifade 

analizleri TissueScan qPCR Cancer Survey cDNA arrays I (CSRT101- OriGene) ile 

gerçekleştirildi.  

 3.4. Kullanılan Antikorlar 

Monoklonal anti-ZEB2 antikoru tez danışmanım Prof. Dr. Tamer YAĞCI 

tarafından geliştirilen 6E5 hibridoma hücre süpernatanlarından elde edildi. Tavşan 

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), tavşan poliklonal 

anti-ZEB1 (H-102), fare monoklonal integrin α3 (A-3) antikorları Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas, TX, USA)’den temin edildi. Western blot yönteminde yükleme 

kontrolü olarak α–tubulin (DM1A), fare monoklonal anti-kalneksin klon AF18 (sc-

23954) ve fare monoklonal anti-GAPDH (sc-47724) kullanıldı. İkincil antikorlar olarak 

anti-fare HRP (Cell Signaling, 7076S) ve anti-tavşan HRP (Cell Signaling, 7074S) 

antikorları kullanıldı. Fare monoklonal E-kaderin antikoru (BD Biosciences, USA) 
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kullanıldı. Kromatin immünopresipitasyon deneylerinde kontrol antikoru olarak fare 

izotip IgG2a (ab18413; Abcam) antikoru kullanıldı. 

3.5. Kullanılan Hücre Hatları 

Bu çalışmada GTÜ Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü’nde stoklu 8 hepatoma 

(SNU182, SNU398, SNU423, HEP3B, SK-HEP1, HUH7 ve PLC/PRF/5) ve 1 

hepatoblastoma hücre hattı (HEPG2) kullanıldı. Ayrıca Southampton 

Üniversitesi’nden Dr. A. Emre Sayan tarafından laboratuvarımıza verilen ZEB2’nin 

doksisiklin (Dox) ile indüklenilerek anlatımının gerçekleştirildiği epitel karakterli 

kolorektal kanser ve skuamöz karsinom hücre hatları DLD1-ZEB2 ve A431 kullanıldı. 

3.6. Kullanılan Oligonükleotidler 

Primerler Alpha DNA ve İontek firmasından temin edildi. TissueScan qPCR 

Cancer Survey cDNA Arrays I (CSRT101) dizinleri OriGene Technologies (Rockville, 

MD)’den satin alınmıştır.   

3.7. Kullanılan DNA ve Protein Belirteçleri, Yükleme 
Tamponları ve Görüntüleme Substratı 

Agaroz jel elektroforez için 100 – 1000 baz çifti aralığındaki (New England 

BioLabs) DNA boyut belirteci ve yükleme tamponu olarak da Gel Loading Dye Blue 

(6X) (New England BioLabs) kullanıldı. Nükleik asit boyanması için ise RedSafe Nucleic 

Acid Staining Solution (Intronbio), protein belirteci olarak 180-10 kDa aralığındaki 

(#26616, Thermo Scientific) protein belirteci kullanıldı. Protein görüntülemelerinde 

kemilüminesan substratı Supersignal West Femto reagent Thermo Scientific 

firmasından alındı. 
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3.8. Kullanılan Çözeltiler 

Tablo 3.2: Kullanılan Çözeltiler. 

Çözelti Adı İçerik 

Nükleik Asit Çözeltileri  

Tris–EDTA (TE) Tamponu 10 mM Tris–HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 8.0) 

Tris – Asetik asit – EDTA (TAE)(50x) 

121 g Tris – bazı, 18,6 g EDTA, 28,55 ml glasiyel asetik asit. 
Bu bileşenler, belirli miktar ddH2O içinde çözülüp, pH 8,5 
yapıldıktan sonra 500 ml’e ddH20 ile tamamlandı. 

Hücre Kültürü Çözeltileri  

Hücre Dondurma Ortamı %10 DMSO, %90 FBS 

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (10X) 
80 g NaCI, 2 g KCI, 17,8 g Na2HPO4.2H2O, 2,4 g KH2PO4. 
Bu bileşenler belirli miktar ddH2O içinde çözülüp, pH 7,4’e 
ayarlandıktan sonra 1 L’ye ddH2O ile tamamlandı. 

Western Blot Çözeltileri  

RIPA Lizis Tamponu 
50mM Tris-cl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40, 0.25% Na-
deoksikolat ve proteaz inhibitörü 

NP40 Lizis Tamponu 
50 mM HEPES (pH= ~8), 175 mM NaCl, 1,5 mM MgCl2, %10 
Gliserol, %1 NP40 ve proteaz inhibitörü 

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

4X SDS Yükleme Tamponu 
%40 Gliserol, %20 SDS, 800 mM β-merkaptoetanol, 
200mM Tris (pH=6.8), %0,1 Bromofenol mavi. 

%4'lük SDS-PAGE İstifleme Jeli 

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

%8'lik SDS-PAGE Ayırma Jeli: 
2,5 ml 1,5M Tris (pH=8,8), 100µl SDS (%10), 2 ml Ac/Bis 
(%40), 75µl APS (%10), 5 µl TEMED ve 5.5 ml ultra saf su. 

Elektroforez Yürütme Tamponu 
25 mM Tris base, 190 mM glycine, 0.1% SDS ve Tampon 
pH'ı 8,3 civarına getirildi. 

Transfer Tamponu 
25 mM Tris base, 190 mM glycine, 0.1% SDS ve %10 
metanol. 

1X TBS 50 mM Tris HCl (pH= 7.4), 150 mM NaCl. 

TBS-T TBS içersinde %0,05 olacak şekilde Tween 20 çözüldü. 

Bloklama Çözeltisi 1X TBS-T (%0,05) içerisinde %5 süt tozu  

ChIP Çözeltileri  

PBS-BSA Tamponu 
PBS içerisinde 5mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) olacak 
şekilde hazırlandı. 

Formaldehit Solüsyonu 
%37 formaldehit, 5M NaCl, 0,5M EDTA pH:8.0, 1M Hepes 
pH:7.9 distile suda çözüldü. 

Glisin Stok Solüsyonu 2M olacak şekilde distile su içerisinde hazırlandı. 

PBS-NP40 Tamponu  PBS içersinde %0,5 olacak şekilde NP40 çözüldü 

PIPES tampon 
5 mM PIPES pH 8.0, 85 mM KCl, 0.5% NP-40 ve proteaz 
inhibitörü 

Nükleer Lizis Tamponu 
50 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS proteaz 
inhibitörü 

LiCl Yıkama Tamponu 
100 mM Tris pH:7.5, 500 mM LiCl, %1 NP40, %1 sodyum 
deoksikolat ve proteaz inhibitörü. 
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3.9. Kullanılan Bakteriler 

E. coli DH5α bakterisi promotor aktivitesi çalışmaları kapsamında kullanılan 

plazmidler ile lentiviral sistem plazmidlerinin transformasyon basamağında kullanıldı. 

3.10. Kullanılan Plazmidler 

ETS1 promotor aktivitesi çalışmaları ve yönlendirilmiş mutasyon deneyleri için 

pGL4.14 firefly lusiferaz ve pRL-TK renilla plazmidleri kullanıldı (Şekil 3.1). 

 

 

Şekil 3.1: Firefly (pGL4.14) ve Renilla (pRL-TK) plazmidleri. 

Lentiviral sistem için pLKO.1 boş vektör (Addgene; plasmid #8453) ve insan 

pLKO.1 shETS1 (TRCN0000005591 ve TRCN0000005592) vektörleri Sigma‐Aldrich (St 

Louis, MO)’den satın alındı. Lentiviral sistemin paketlenmesi için, pCMV-dR8.2 dvrp 

(Addgene, plasmid #8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene #8454) plazmidleri kullanıldı 

(Şekil3.2-4). 
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Şekil 3.2: pCMV-dR8.2 dvpr lentiviral paketleme plazmidi . 

 

 

Şekil 3.3: pCMV-VSV-G lentiviral zarf plazmidi. 
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Şekil 3.4: pLKO.1 boş plazmid . 

 

ceRNA ilişkisini belirlemek için ZEB2 3’UTR lusiferaz plazmidi pCI-neo-RL-ZEB2 

(Addgene #35536) kullanıldı (Şekil 3.5). 

 

 

Şekil 3.5: pCI-neo-RL-ZEB2 plazmidi.  
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4. YÖNTEMLER 

4.1. Hücre Kültürü ve Büyütme Şartları 

HSK hücreleri HepG2, Hep3B, PLC/PRF/5, HUH7 ve SK-Hep-1 düşük-glukoz 

içerikli DMEM besiyerinde, SNU182 ve SNU423 hücreleri RPMI1640 besiyerinde ve 

shZEB2-SNU398 and non-silencing control shRNA-SNU398 (NSC-SNU398) hücreleri 

de RPMI1640 besiyerinde büyütüldü. 

ZEB2’nin doksisiklin ile indüklenilerek anlatımının gerçekleştirildiği epitel 

karakterli kolorektal kanser hücre hattı DLD1-ZEB2 de yüksek-glukoz içerikli DMEM 

besiyerinde büyütüldü. 

Hücreler %80-90 yoğunluğa ulaşınca besiyeri aspire edildi. Hücreler 1X PBS ile 

yıkandı. Yıkanan hücreler 3X tripsin ile kaldırıldı. Hücreler gerekli oranlarda 

pasajlanarak kültüre edilmeye devam edildi. DLD1-ZEB2 hücreleri indükleneceği 

zaman besiyerine 2µg/ml doksisiklin eklendi. Tüm besiyerlerine %10 FBS ve %1 

Penisilin – Streptomisin antibiyotik karışımı eklendi. 

Hücreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi. Üst sıvı aspire edildi ve hücre 

pelletinin üzerine hücre dondurma ortamı eklendi. 2ml tüplerde hücreler önce -80˚C 

derin dondurucuya alındı ve takip eden gün sıvı azot tankına aktarılarak uzun süreli 

saklanmaları gerçekleştirildi. 

4.2. Gen İfadesi Çalışmaları 

4.2.1. Kültüre Edilen Hücrelerden RNA İzolasyonu 

Kültüre edilen hücrelerden RNA, NucleoSpin RNA II izolasyon kiti (Macharey-

Nagel) kullanılarak, üretici firmanın verdiği kullanma talimatına uygun bir şekilde 

gerçekleştirildi 

İzole edilen RNA’nın konsantrasyonu ve OD 260/280 oranı NanoSpec 

spektrometre cihazı ile ölçüldü. İzole edilen RNA’lar -80˚C derin dondurucuda 

saklandı. 
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4.2.2. RNA Örneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi 

İzole edilen total RNA örnekleri, 65°C’de 5 dakika inkübe edilerek buza alındı. 

Örnekler 6X DNA yükleme boyası ile son hali 2X olacak şekilde karıştırılıp %2’lik agaroz 

jelde 1X TAE tamponu kullanılarak yürütüldü. Jelde yürütülen nükleik asitler, 

ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel görüntüleme cihazı ile görüntülendi.  

4.2.3. cDNA Sentezi 

İzole edilen RNA’lardan cDNA sentezi, ProtoScript First Strand cDNA sentez kiti 

kullanılarak, üretici firmanın verdiği kullanma talimatına uygun bir şekilde yapıldı. 

Kısaca, -80˚C derin dondurucudan alınan RNA’lar ile PCR tüpünde total 

RNA/Primer/dNTP karışımı (Tablo 4.1) hazırlandı. Bu karışım PCR cihazına yerleştirildi 

ve 70˚C’de 5 dk ön-inkübasyon gerçekleştirildi. Primerlerin bağlanmasının ardından 

üzerine RT karışımı (Tablo 4.2) eklendi. Hacmi 20 μl olan cDNA sentez karışımı PCR 

cihazına yerleştirilip 42˚C’de 60 dk sentez işlemi ve 80˚C’de 5 dk enzim inaktivasyonu 

işlemi yapıldı. 

Tablo 4.1: RNA/Primer/dNTP karışımı. 

RNA / Primer / dNTP karışımı Miktar (μl) 

Total RNA (1 ug) 0,8-3,78  

Primer 2  

dNTP mix 2  

N.F. dH2O (Nuclease – free dH2O) 2,22-5,2  

Toplam 8  

Tablo 4.2: Ters transkriptaz karışımı. 

Bileşen Miktar (μl) 

M – MulV Reaksiyon Karışımı 0,8-3,78  

M – MulV Enzim  2  

Toplam 2  
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20 μl olan PCR hacmi reaksiyon sonunda N.F. dH2O (Nuclease – free distile su) 

ile 100 μl’ye tamamlandı. cDNA konsantrasyonu ve OD260/280 oranı NanoSpec 

spektrometre ile ölçüldü. Sentezlenen cDNA, -20˚C derin dondurucuda saklandı. 

4.2.4. RT-qPCR ile Gen İfadesi Analizi 

RT-qPCR için kullanılan primerler, ‘Primer 3’ programı ile tasarlandı. RT-qPCR 

işlemlerinde total reaksiyon hacmi 20 μl olarak hazırlandı ve 200-300 ng cDNA kalıp 

olarak kullanıldı (Tablo 4.3). Primerler (Tablo 4.4) ile Maxima Sybergreen qPCR Master 

Mix (2X) (Thermo Scientific) kullanılarak kitin önerdiği döngü şartlarında RT-qPCR 

reaksiyonu gerçekleştirildi (Tablo4.5). Gen ifadesindeki değişim ise, 2-ΔCt formülü ile 

hesaplandı. Normalizatör olarak GAPDH housekeeping geni kullanıldı. Formül: [ΔCt = 

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

Tablo 4.3: RT-qPCR reaksiyon tablosu. 

Bileşen Miktar (μl) 

2X  SYBR master mix 10 

İleri primer  (10 μM) 0,4 

Geri primer  (10 μM) 0,4 

Kalıp cDNA (50 – 100 ng) 1 

N.F. dH2O 8,2 

Toplam 20 

Tablo 4.4: RT-qPCR’da kullanılan Primer Listesi. 

Gen Adı İleri 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 döngü şartları. 

Döngü Sayısı Sıcaklık (°C) Süre 

1 Döngü 95 10 dk 

45 Döngü 95 
60 
72 

15 sn 
30 sn 
30 sn 

Erime Eğrisi 55-95 Her 0.1 °C sıcaklık 
değişiminde ölçüm 

4.3. Protein İfadesi çalışmaları 

Hücre peletleri Proteaz inhibitor kokteyli (Roche) içeren SDS lizis tamponunda 

(10% Gliserol, 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCl) parçalandı. Protein konsantrasyonları Qubit 

3 Flourometre (Thermo Fisher Scientific) ile ölçüldü. 50 μg total protein örnekleri 

%10’luk SDS-PAGE jelde yürütülerek, PVDF membrana Bio-Rad transfer cihazı ile 

transfer edildi. Membran %5 yağsız süt tozu içeren TBS (Tris Buffered Saline: 50 mM 

Tris-Cl, pH 7.5. 150 mM NaCl) içinde bloklandı. Membranlar primer antikorda 4°C’de 

gece boyunca inkübe 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 yıkanarak ikincil olarak anti-

fare veya anti-tavşan ile 2 saat oda sıcaklığında bekletildi. Membran tekrar TBS-T ile 

yıkandı ve Supersignal west femto ECL (Thermo Fisher Scientific) ile kaplanarak 

ChemiDoc XRS system (Bio-Rad) cihazı ile görüntü alındı. 

4.4. Kromatin İmmünopresipitasyon  

Hücreler %80-90 büyüme oranına geldiklerinde %1 formaldehitte 10 dakika 

bekletilerek DNA-protein çapraz-bağı (crosslink) oluşturuldu. Çapraz bağlanma etkisi 

125 mM glisin (5 dakika) ilavesiyle sonlandırıldı. Plazma membranı, proteaz inhibitörü 

karışımı ilave edilmiş PIPES tamponu ile buzda 10 dakika parçalandı, ardından Nüklei 

Lizis tamponu içinde 10 dakika buzda inkübasyona bırakıldı. Tris-EDTA-SDS 

tamponunda (10 mM Tris-HCl, pH:8,0. 1 mM EDTA, 1% SDS) çözülen nükleer pelletler 

30 sn. vuruş, 30 sn. buzda bekletme şeklinde 10 kez sonike edildi. Sonikasyon sonrası 

SDS’in ortamdan uzaklaştırılması için 14000 rpm 15 dakika +4ºC’ta santrifüj yapıldı. 

Elde edilen lizattan DNA’nın parçalanma etkinliğini test etmek ve ChIP-qPCR 

işleminde input olarak kullanılmak amacıyla örnek alındı. PBS-BSA ve 6E5 üst-sıvısı ve 
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fare izotip kontrol IgG2a (ab18413; Abcam) antikorları ile doyurulan bilyeler 2 kere 

proteaz inhibitörlü NP40 Buffer ile yıkandı. Lizatlar ve bilyeler proteaz inhibitörlü 

NP40 Buffer içinde +4ºC’ta gece boyu inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün örnekler LiCl 

tampon (10 mM Tris pH:7,5, 500mM LiCl, 1%NP40, 1% sodium deoxycholate, 1mM 

EDTA) ile nazikçe yıkandı, DNA-protein karışımı Tris-EDTA tamponunda (10 mM Tris-

HCl, pH:8,0. 1 mM EDTA) çözüldü. ChIP deneyinin başında oluşturulan protein-DNA 

kovalent bağının koparılması (reverse crosslink) için örnekler gece boyu 65°C’ta 

RNAse A ve proteinaz K ile muamele edildi. ChIP-DNA ve input-DNA QIAQuick PCR 

saflaştırma kiti ile saflaştırıldı. 

Tablo 4.6: qPCR analizinde kullanılan primer listesi 

Gen Adı İleri Geri 

LPCAT1_-22k 
promotor 

5’CAAACCGGGAAGTCATCTTG3’ 5’TGCACAAGGGTTCTGTTCTG3’ 

ETS1 promotor 5’TCACCTGAGACCTTGCCTA3’ 5’CCTCATCATTTGCTGATGCATTTA3’ 

 

ChIP–qPCR (Tablo 4.6) verilerini normalize etmek amacıyla “% input” yöntemi 

kullanıldı [70]. Bu yöntemde ChIP ile çöktürülmüş DNA’dan gelen Ct değerleri, 

inputtan gelen Ct’lere göre değerlendirilmektedir. Input değeri ChIP’te kullanılan 

kromatin miktarını yansıttığından, %1 input ile qPCR yaptığımızda dilüsyon faktörü 

100 olduğu için input ham Ct değerinden log2 tabanında 100’ün karşılığı olan 6,644 

Ct değeri çıkartılarak %100 inputa tekabül eden Ct değeri bulundu. İzotip kontrol 

antikoru ve 6E5 ZEB2 antikoru ile indirilen DNA’dan elde edilen Ct değerleri aşağıdaki 

formüle yerleştirilerek antikorların indirdiği kromatin miktarı hesaplanırken, % Input: 

100 X 2 ^ [%100 Input Ct – IP-Ct] formülü kullanıldı. 

4.5. ETS1 Promotor Aktivitesi Çalışmaları ve Yönlendirilmiş 
Mutasyon Deneyleri 

Lusiferaz raportör çalışmaları için pGL4.14 firefly lusiferaz ve pRL-TK renilla  

plazmidleri kullanıldı. Lusiferaz aktivitesi ‘Dual-Glo Luciferase Assay System’ 

(Promega) ile ölçüldü. Ökaryotik promotor veribankası’nda (Eukaryotic Promotor 

Database) ETS1 promotor bölgesi seçilerek (Şekil 4.1), bu bölgede ZEB2/SIP1 
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transkripsiyon faktörünün bağlanma bölgeleri (CAGGTG) arandı. Transkripsiyon 

başlama noktasından itibaren -497. (1. E-box), -446. (2.E-box) ve -181. (3. E-box) 

nükleotidlerde ZEB2 bağlanma bölgeleri bulundu.  

 

 

Şekil 4.1: ETS1 geninin promotor bölgesinde bulunan olası E-box bölgeleri ökaryotik 
promotor veritabanından alınmıştır. Küçük harf: TSS’ın üst bölgesi, Koyu renk: 

klonlama primerleri. 

Lusiferaz plazmidleri, DNA pürifikasyon kiti (Macherey-Nagel) ile üreticinin 

talimatına uygun şekilde izole edildi. gDNA SNU398 hücresinden GenElute 

Mammalian Genomic DNA miniprep kiti (GenElute) kullanılarak izole edildi. ETS1 

promotor bölgesinin çoğaltılması için yapılan PCR’da bu genomik DNA kalıp olarak 

kullanıldı. ETS1 promotor primerleri (Tablo 4.7) ve izole edilen bu gDNA ile Taq 

polimeraz varlığında tablo 4.8 ve 4.9’daki koşullar uygulanarak PCR yapılmıştır.  
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Tablo 4.7: ETS1 promotor primerleri. 

Primer adı Primer dizisi 

ETS1 promoter F 5’TACGCTCGAGCCAAGTCCATATCCAGTC3’ 

ETS1 promoter R 5’TACGAAGCTTCTCCTTAAATTGGGGGGTG3’ 

Tablo 4.8: Reaksiyon koşulları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4.9: PCR koşulları 

Döngü Sayısı Sıcaklık (°C) Süre 

1 Döngü 95 3 dk 

18 Döngü 
94 
55 
72 

30sn 
60 sn 
60 sn 

1 Döngü 72 7 dk 

 

Bileşen Miktar (μl) 

10x Taq DNA polimeraz tamponu 5 

dNTP (10mM) 1 

MgCl2 (25mM) 3 

ETS1 F (10 μM) 2,5 

ETS1 R (10 μM) 2,5 

gDNA (200 ng) 6 

Taq DNA polimeraz (1,25U/μl) 1 

dH20 29 
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Elde edilen PCR ürünü, pGL4.14 plasmidine aktarmak amacıyla HindIII ve XhoI 

restriksiyon enzimleri ile kesilmiştir. Böylece yapışkan uçlu insert DNA elde edilmiştir. 

Elde edilen yapışkan uçlu plazmid ve PCR ürünleri T4 ligaz enzimi ile ligasyona 

bırakıldı. Ligasyon ürünü, DH5α bakterisine transforme edildi. Transformasyon 

sonucunda elde edilen 4 koloniden miniprep plazmid izolasyon kiti (Macherey-Nagel) 

kullanılarak plazmid izole edildi. Ligasyonun başarıyla gerçekleştiğini doğrulamak 

amacıyla bu plasmidler XhoI ve HindIII enzimleri ile kesilerek, agaroz jelde gözlendi. 

Bu kesim sonucunda jelde ETS1 promotor bölgesi ~600 bp’da, pGL4.14 plasmidi de ~ 

6000 bp’da görüldü (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2: ETS1 promotoru klonlanan pGL4.14 plazmidinin agaroz jel görüntüsü a. 
XhoI ve HindIII ile kesilen pGL4.14 plasmidi, b. ETS1 promotor bölgesi, c. Ligasyon 

sonrasında elde edilen kolonilerin doğrulanması. 

Restriksiyon enzim kesimi ile doğrulanan 4 koloniden izole edilen ETS1 

promotor bölgesini içeren pGL4.14 plasmidleri dizilemeye gönderilmiştir (Şekil 4.3). 

Dizileme hizmet alımı şeklinde gerçekleştirilmiştir. Dizileme sonucunda 4 koloninin 

üçünde klonlamanın başarıyla gerçekleştiği görülmüştür. 

 a          b          c   
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Şekil 4.3: Dizileme sonucunda elde edilen DNA dizisinin BLAST sonucu. 

Literatüre göre E-box dizisinin -ACC- bölgesinde meydana gelen tek baz 

değişimleri ZEB2 proteinin bağlanmasını engellemektedir [28, 132]. Bu nedenle, ETS1 

promotor bölgesinde bulunan üç dizinin -ACC- bazlarını –TTT- ile değiştirecek şekilde 

uzun mutasyon primerleri tasarlandı. ETS1 promotor bölgesi klonlanan pGL4.14 

plazmidinde yer alan ETS1 promotor bölgesindeki E-box’lar, uzun mutasyon 

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

kullanılarak sırasıyla mutasyona uğratıldı.  

 

Tablo 4.10: Uzun mutasyon primerleri. 

1.caggtg SDM F 5'-CGTCCACCACCCAGTCTTTTGCTCAGGCTTCCCGT-3' 

1.caggtg SDM R 5'-ACGGGAAGCCTGAGCAAAAGACTGGGTGGTGGACG-3' 

2.cacctg SDM F 5'-CCATTAACCTAGGCAAGGTCTCTTTTGAGGGAAAGGGATTGCTTTAG-3' 

2.cacctg SDM R 5'-CTAAAGCAATCCCTTTCCCTCAAAAGAGACCTTGCCTAGGTTAATGG-3' 

3.caccta SDM F 5'-CAGGCACAGCAGTCTTTTTGGAAAGCACTGTTGATTGACAGTGGT-3' 

3.caccta SDM R 5'-ACCACTGTCAATCAACAGTGCTTTCCAAAAAGACTGCTGTGCCTG-3' 
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Mutasyon çalışmalarına 2. olası E-box dizisi ‘CACCTG’ mutasyona uğratılmaya 

çalışılarak başlandı. 2. bölgenin uzun primerleri ve ETS1 klonlanan pGL4.14 plasmidi 

kullanılarak yönlendirilmiş mutasyon PCR’ı aşağıdaki reaksiyon koşullarında yapıldı 

(Tablo 4.11-12). Reaksiyonun 5 μl’si agaroz jele yüklendi (Şekil 4.4). 

Tablo 4.11: Reaksiyon Koşulları. 

Bileşen Miktar (μl) 

10x Pfu Ultra DNA polimeraz tamponu 5 μl 

dNTP (10 mM) 1 μl 

ETS1-pGL4.14 plasmid (10ng/ μl) 4 μl 

cacctg SDM F (10 μM) 1 μl 

cacctg SDM R (10 μM) 1 μl 

Pfu Ultra DNA polimeraz 1 μl 

dH2O 37 μl 

 

Tablo 4.12: PCR koşulları. 

Döngü Sayısı Sıcaklık (°C) Süre 

1 Döngü 95 5 dk 

18 Döngü 
95 
60 
68 

1 dk 
1 dk  
8 dk 

1 Döngü 68 12 dk 
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Şekil 4.4: İkinci olası E-box bölgesi için tasarlanan uzun primerler ile mutasyona 
uğratılan pGL4.14+ETS1 promotor plazmidi. 

Reaksiyon ürünü 10 μl Cut smart buffer varlığında DpnI enzimi ile 37 ˚C’de 2 

saat kesildi. Kesimin ardından 2 μl T4 DNA ligaz ve 4 μl T4 DNA ligaz buffer ile o/n 

16˚C’de inkübe edildi. Ertesi gün kompetan DH5α hücrelerine ligasyon ürününden 16 

μl transforme edildi. Transformasyon sonucunda elde edilen kolonilerden plazmid 

izole edilerek, restriksiyon enzim kesimi ile doğrulama yapıldı. Daha sonra sırasıyla 

1.+2. E-box, 2.+3. E-box ve 1.+3. E-box bölgelerinde mutasyonlar yapıldı. Bu 

bölgelerdeki mutasyonlar dizilemeye gönderilerek doğrulandı (EK-A). Doksisiklin ile 

indüklenen ve indüklenmeyen (kontrol) DLD-ZEB2 ve shZEB2-SNU398 ve NSC-

SNU398 (kontrol) hücreleri 96 kuyulu lüminesans plakalarına (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 değerlendirmek için 1.+2. E-

box, 1.+3. E-box ve 2.+3. E-box bölgelerinde mutasyona uğratılan plazmidler 

doksisiklin ile indüklenen ve indüklenmeyen (kontrol) DLD-ZEB2 hücrelerine 

transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hücreler Dual-Glo® Luciferase Assay 

System (Promega) kullanılarak Varioscan luminometer (Thermo Fisher Scientific) 

cihazı ile ölçülmüştür. Lüminesans oranı, pGL4.14 plazmidinden gelen ışıma oranının 

(Firefly) normalizatör plazmidinden gelen ışıma oranına (Renilla) bölümü ile 

hesaplanmıştır. 
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4.6. shETS1 Lentiviral Transdüksiyon Partiküllerinin Üretimi  

Lentiviral partikülleri oluşturmak amacıyla pLKO.1 shETS1 ve kontrol pLKO.1 

plazmidleri, pCMV-dR8.2 dvrp (Addgene, plasmid #8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene 

#8454) paketleme pilazmidleri ile 1,5:1,5:1 oranında 250 μl Opti-MEM (Thermo Fisher 

Scientific) içerisinde bir araya getirildi. Diğer yandan başka bir tüpte bulunan 250 μl 

Optimem’e transfeksiyon ajanı Poly (ethyleneimine)’den (PEI)  (Cat# P 3143; Sigma-

Aldrich, Germany) 1:3 (plazmid DNA (ağırlık): PEI (hacim)) oranında konuldu. Bu iki 

karışım, (plasmid DNA ve transfeksiyon ajan karışımı) bir araya getirilerek oda 

sıcaklığında 20 dk bekletildi. HEK293T hücrelerine verildi. 36 saat sonra lentiviral 

shETS1 ve shpLKO.1 partikülleri üst sıvıdan toplanmıştır. 0.45µm por çaplı filtreden 

geçirilerek, -80’e kaldırılmıştır. 

Daha sonra ETS1 ifadesi baskılanmak istenen DLD-ZEB2 ve SK-HEP-1 hücreleri 6 

kuyulu plakalara ekilmiş, hücreler %80 yoğunluğa gelince viral partiküller 8 µg/ml 

Polybrene (Thermo Fisher Scientific) ile birlikte hücrelere verilmiştir. 8-10 saat sonra 

besiyeri tazelenmiş, 48 saat sonra da transdükte olan DLD-ZEB2 hücreleri 4 µg/ml ve 

SK-HEP-1 hücreleri 2,5 µg/ml puromisin varlığında seçilmiştir. 

4.7. Yara Kapanma Deneyi  

shpLKO.1-DLD-ZEB2 ve shETS1-DLD-ZEB2 hücereleri 12 kuyulu plakaya ekilmiş, 

%90 yoğunluğa ulaşınca hücre tabakası steril 0.2 mL pipet ucu ile çizilmiştir. Hücre 

tabakasında açılan bu yara 48 saat süre ile invert mikroskop ile gözlenmiş ve fotoğraf 

alınmıştır. 0., 16., 24. ve 48. saatlerin alanı ölçülmüştür. 

4.8. Matrigel invazyon Deneyi 

1.5 × 105 kontrol shpLKO.1-DLD-ZEB2 ve shETS1-DLD1-ZEB2 hücreleri 

BD BioCoat Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA)’in üst 

kompartımanına serum içermeyen yüksek glukozlu DMEM içinde ekildi. Aşağıda 

bulunan kuyu 10% FBS içeren yüksek glukozlu DMEM ile dolduruldu. Bu çalışmada 

FBS kemoreaktan olarak kullanıldı. 48 saat sonra, matrijelin üst kısmında kalan ve 

invazyon yapmayan hücreler ıslatılmış pamuk ile temizlendi. Matrijelin diğer yüzeyine 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/p3143?lang=en&region=TR
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geçen invazyon yapan hücreler %0,1 kristal viole ile fikse edilerek boyandı. İnvazyon 

yapan ve boyanan bu hücreler Leica DM IL LED mikroskop (Leica Microsystems, NJ) 

ile fotoğraflandı. İnvazyon kapasitesi membranın yüzeyinde boyanan hücreler 

sayılarak hesaplandı. 

4.9. Hücre Proliferasyon Deneyi 

Hücre proliferasyonu, %5 CO2 ile 37 °C'de xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre 

Analizi (RTCA) DP cihazı (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanılarak 

izlendi. Gerçek zamanlı olarak çoğalmasını ölçmek için sh pLKO.1 DLD-ZEB2 ve shETS1 

DLD1-ZEB2 hücreleri 4.0 x 103 hücre /kuyu yoğunluğunda 16 kuyulu mikroplakalara 

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

4.10. ZEB2-ETS1 ceRNA İlişkisinin Aydınlatılması 

ZEB2-ETS1 ilişkisini gösterebilmek için SK-HEP-1 shPLKO.1 ve SK-HEP-1 shETS1 

hücrelerinde ZEB2 3’UTR lusiferaz aktivitesi ölçüldü. SK-HEP-1 shPLKO.1 ve SK-HEP-1 

shETS1 hücreleri 96 kuyulu lüminesans plakalarına (Nunc™MicroWell™ plate with 

Nunclon™ Delta Surface treatment, Thermo Fisher Scientific) 10.000 hücre/kuyu 

olacak şekilde ekildi. 24 saat sonra pCI-neo-RL-ZEB2 (Addgene #35536) ve pGL8C) 

plazmidleri Lipofectamine (Thermo Fisher Scientific) ile ko-transfekte edildi. 

Transfeksiyondan 48 saat sonra hücreler Dual-Glo® Luciferase Assay System 

(Promega) kullanılarak Varioscan luminometer (Thermo Fisher Scientific) cihazı ile 

ölçülmüştür. Lüminesans oranı, pCI-neo-RL-ZEB2 plazmidinden gelen ışıma oranının 

(Renilla) normalizatör plazmidinden gelen ışıma oranına (Firefly) bölümü ile 

hesaplanmıştır.  

4.11.İnsan kanser örneklerinde ZEB2 ve ETS1 ifadelerinin 
Analizi 

ZEB2 ve ETS1 ifadeleri, meme, kolon, böbrek, karaciğer, ovaryum, tiroid, akciğer 

ve prostat dokularından elde edilen cDNA’ların yer aldığı ‘TissueScan cancer cDNA 

dizinleri’ kullanılarak belirlendi. Her bir kanser tipi, 9 tümör ve 3 kontrol örneği 
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içermektedir. RT-qPCR, ZEB2 ve ETS1 primerleri kullanılarak gerçekleştirildi. 

Normalizatör olarak üretici firmanın sağladığı ACTNB primeri kullanıldı. Tümör 

dokularındaki ETS1 ve ZEB2 ifadeleri normal dokudaki ifadelerine göre kalibre 

edielerek ΔΔCt metod ile hesaplandı [133]. 

4.12. Atlas Veribankasından RNA Sekans Sonuçları 

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

Atlas” veritabanından (www.proteinatlas.org) alınarak ZEB2 ve ETS1 ifadelerinin 

analizi yapıldı. Her bir genin FPKMs (number Fragments Per Kilobase of exon per 

Million reads) değerleri kullanılarak korelasyon hesaplandı. Örneklerin ID’lerine göre 

FPKM değerleri yeniden düzenlenerek R paket "corrplot" analiz aracı ile korelasyon 

hesaplandı. 

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. İstatiksel Analizler 

ETS1, ZEB1 ve ZEB2'nin gen ifadesi seviyeleri arasındaki çift yönlü korelasyonlar 

Pearson korelasyon katsayısı kullanılarak hesaplandı. Hücre proliferasyon verilerinin 

istatistiksel önemi, iki yönlü ANOVA testi kullanılarak değerlendirildi. P <0,05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Hücrelerde ve TissueScan cDNA dizinlerinde 

gen ifadelerinin istatiksel analizi Stutetnt’s t-test’i kullanılarak hesaplandı. Anlamlı 

farklılık şu şekilde belirtildi: * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. 

HSK hücrelerinde, tümör cDNA dizinlerinde ve TCGA datasında ZEB2 ve ETS1 

ifadelerinin korelasyonu ‘R package corplot’ kullanılarak hesaplandı.  Negatif ve 

pozitif   r-değerleri aşağı veya yukarı doğru yönlenen doğrusal çizgi ile gösterildi. 

  

http://www.proteinatlas.org/
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5. BULGULAR 

5.1. Mezenkimal Fenotip Gösteren İnsan Tümör hücrelerinde 
ZEB2 ve ETS1 Transkripsiyon Faktörlerinin Birlikte İfadesi 

Hepatoselüler Karsinoma hücre hatları, E-kaderin ifade edenler ve vimentin 

ifade edenler şeklinde iki ana gruba ayrılırlar. E-kaderin ifadesi bulunan hücreler 

epitelyal hücre özelliği gösterirken vimentin ifade edenler mezenkimal hücre özelliği 

göstermektedirler [134]. Yaptığımız çalışmalarda, daha önceki çalışmalar ve 

morfolojik değerlendirmelerle tutarlı olarak HepG2, Hep3B, Huh7 ve PLC/PRF/5 

hücreleri epitelyal, SK-HEP-1, SNU182 ve SNU423 hücreleri de mezenkimal özellik 

göstermektedir [135, 136]. Öncelikle bu hücre hatlarında ETS1 ve homolog 

transkripsiyon faktörleri ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon seviyelerini belirledik. 

Mezenkimal hücreler bu üç transkripsiyon faktörünü iyi ifade ederken, bu 

transkripsiyon faktörlerinin en yüksek ifadeleri SK-HEP-1 hücresinde görülmektedir. 

ZEB2 ve ETS1 ifadeleri mezenkimal fenotiple ayrılabilirken, ZEB1 transkripsiyon 

faktörü HepG2, Huh7 ve PLC/PRF/5 gibi epitelyal özelliğe sahip hücrelerde de 

görülmektedir (Şekil 5.1a). Pearson çift yönlü korelasyon katsayılarına dayanarak ZEB 

ailesi genleri ve ETS1 arasında önemli bir ilişki bulunurken (*P<0.05), ZEB2 ve ETS1 

gen ifadesi arasında ilişkinin oldukça anlamlı olduğu görülmektedir (*** P<0.001) 

(Tablo 5.1). 

 

Tablo 5. 1: HSK hücre hatlarında ZEB1, ZEB2 ve ETS1 ifadelerinin korelasyon 
değerleri. (*P<0.05, *** P<0.001) 

 

Gen ZEB1 ZEB2 ETS1 

ZEB1 1   

ZEB2 0,823* 1  

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

                                                 

Aynı HSK hücre hatlarında ZEB2 ve ETS1 protein ifadeleri değerlendirdiğinde her 

iki transkripsiyon faktörünün de sadece mezenkimal fenotip gösteren hücre 

hatlarında iyi şekilde ifade edildiği görüldü (Şekil 5.1b). ZEB1 ifadesinin mezenkimal 
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hücre hatlarında güçlü ifadesinin yanı sıra gen ifadesi profilinde olduğu gibi epitelyal 

hücrelerde de protein düzeyinde ifade edildiği görüldü (Şekil 5.1c). 

 

 

Şekil 5.1: HSK hücre hatlarında ZEB1, ZEB2 ve ETS1 ifadeleri. a) ZEB2 ve ETS1'in 
göreceli gen ifade seviyeleri. b) HSK hücre hatlarında ZEB2 ve ETS1'in protein ifadesi. 

c) HSK hücre hatlarında ZEB1 ve ETS1'in protein ifadesini. 

Bu sonuçlar, ZEB2 ve ETS1 arasındakı korelasyonun, ZEB1 ve ETS1 arasındaki 

ilişkiden daha yakın olduğunu göstermiş ve HSK’da ETS1 ifadesinin ZEB2 bağımlı 

değişip değişmeme durumunu araştırmaya yönlendirmiştir. Bu amaçla, daha önce 

yüksek endojen ZEB2 transkript ve protein seviyeleri içerdiği gösterilmiş olan SNU398 

ve SK-HEP-1 hücrelerinde shZEB2 lentiviral partikülleri ile ZEB2 ifadesi baskılanmıştır 

[135]. shZEB2-SNU398 hücrelerinde ZEB2 (p <0.001) ve ETS1 (p <0.01) transkript 

seviyelerinde yaklaşık %70 azalma gözlendi (Şekil 5.2a). ETS1 proteininin ifadesi, 

kontrol klonuna kıyasla SNU398 hücrelerinin shZEB2 klonunda 3 kattan fazla (P 

<0.001) azaldı (Şekil 5.2b). Benzer şekilde, ZEB2 baskılanan SK-HEP-1 hücrelerinde 

ETS1 protein ifadesinde 2,6 kat azalma (P <0.05) tespit edildi (Şekil 5.2c). 
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Şekil 5.2: SNU398 ve SK-HEP-1 HSK hücre hatlarında ETS1 ifadesinin ZEB2 tarafından 
düzenlenmesi. a) shZEB2-SNU398 hücrelerinde ZEB2 ve ETS1'in göreceli gen ifadesi. 

b) shZEB2-SNU398 ve shNSC-SNU398 hücrelerinde ZEB2 ve ETS1'in protein 
seviyeleri.c) shZEB2-SK-HEP-1 ve shNSC-SK-HEP-1 hücrelerinde ZEB2 ve ETS1'in 

protein seviyeleri.  

ZEB2 ifadesi baskılanan hücrelerde ETS1'in ZEB2'ye bağımlı düzenlenmesi, ZEB2 

ifadesinin doksisiklin ile indüklenebildiği DLD1 ve A431 hücrelerinde ETS1 ifadesini 

araştırmamızı sağlamıştır. Doksisiklin ile indüklenen DLD-ZEB2 hücrelerinin 

uyarılması, ZEB2 (p <0.001) ve ETS1 (p <0.05) transkriptlerinde sırasıyla 14,3 ve 6,6 

kat artışa neden olmuştur (şekil 5.3.a). Western blot ile protein ekspresyonunun 

analizi, Dox ile indüklenen DLD1 ve A431 hücrelerinde sırasıyla 1,6 kat (P <0,05) ve 

3,6 kat (P <0,05) ETS1 proteini artışını ortaya çıkartmıştır (Şekil 5.3b-c). 

 



43 
 

 

Şekil 5.3: ZEB2 ifadesi indüklenen DLD1 ve A431 hücrelerinde ETS1 ifade değişimi. a) 
ZEB2 ifadesi indüklenen ve indüklenmeyen DLD1 hücrelerinde ZEB2 ve ETS1'in 

göreceli gen ifadesi. b) ZEB2 ifadesi indüklenenve indüklenmeyen DLD1 
hücrelerinde ZEB2 ve ETS1'in protein ekspresyonu. c) ZEB2 ifadesi indüklenenve 

indüklenmeyen A431 hücrelerinde ZEB2 ve ETS1'in protein ekspresyonu. 

5.2. ZEB2 Transkripsiyon Faktörünün ETS1 Promotoruna 
Bağlanması 

ZEB2/SIP1 transkripsiyon faktörünün ETS1 geninin promotorona bağlanıp 

bağlanmadığını göstermek için kromatin immünopresipitasyon çalışması yapılmıştır. 

Bu yöntemle ZEB2/SIP1 antikoru ile çöktürülen genomik DNA bölgelerinde ETS1 

promotor bölgesi aranmıştır. Bu nedenle, Prof. Dr. Tamer Yağcı tarafından üretilen 

ChIP’e uyumlu anti-ZEB2 monoklonal antikor 6E5'i kullanılarak kromatin 

immünopresipitasyon analizi gerçekleştirildi. Bunun için ETS1 geninin promotor 

bölgesinde bulunan ZEB2/SIP1 transkripsiyon faktörünün bağlanma bölgesine 

(GACCTG) uygun qPCR primerleri kullanılmıştır. ChIP sonucunda elde edilen immüno-

çökeltilmiş DNA fragmanları ve ETS1 promotor bölgesini hedefleyen primerler ile 

qPCR reaksiyonu gerçekleştirildi. 

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

bölgelerini içeren DNA fragmanlarını inputa göre yaklaşık 20 kat zenginleştirdiği 
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görüldü (Şekil 5.4). Bu zenginleşme daha önceden ZEB2 hedefi olarak bilinen LPCAT1 

geninin zenginleşmesi ile kıyaslandı [135].  

 

 

Şekil 5.4: ZEB2’nin ETS1 promotor bölgesine bağlandığını gösteren ChIP-qPCR 
analizi.  

Ayrıca, ChIP sonuçlarını ZEB2 ifadesi indüklenebilen DLD1 ve ZEB2 ifadesi 

baskılanmış SNU398 hücrelerinde lusiferaz aktivitesi deneyleri ile konfirme ettik. Bu 

amaçla DLD1-ZEB2 ve shZEB2-SNU398 hücrelerine ETS1 promotor bölgesini içeren 

pGL4 plazmidini transfekte ettik. DLD-ZEB2 hücrelerinde ZEB2 indüksiyonu, ETS1 

promotor-lusiferaz aktivitesinde 2 kat artışa neden oldu. Bunun yanında, ZEB2 ifadesi 

baskılanan shZEB2-SNU398 hücrelerinde ETS1 promotor-lusiferaz aktivitesinde 

yaklaşık üç kat azalma görüldü (Şekil 5.5a). 

ETS1 promotor bölgesinde, transkripsiyon başlangıç kodonundan -497 (1. E-

box), -446 (2. E-box) ve -181 (3. E-box) nükleotid uzaklıkta üç adet olası ZEB bağlanma 

bölgesi (GACCTG) bulunmaktadır. Bu bölge ile yapılan daha önceki çalışmalarda GG 

veya CC sekanslarında meydana gelen tek nükleotid mutasyonunun ZEB2 

bağlanmasını engellediği gösterilmiştir [28, 132]. Bu nedenle, ETS1 promotorunda 

bulunan üç E-box bölgesinde yönlendirilmiş mutasyon tekniği ile mutasyon 

gerçekleştirilmiş (Şekil 5.5b), iki E-box bölgesinde aynı anda mutasyon yapılan 

promotor bölgelerinin lusiferaz aktivitesine DLD1-ZEB2 hücrelerinde bakılmıştır. 
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ZEB2’nin indüklendiği ve indüklenmediği şartlar kıyaslandığında yalnızca 1. ve 2. E-

box bölgelerinden mutasyona uğrayan promotor bölgesinin ZEB2 bağımlı lusiferaz 

aktivitesinde anlamlı bir azalma olduğu görülmüştür (Şekil 5.5c). 

 

 

Şekil 5.5: ETS1 promotorunun lusiferaz raportör analizi ile fonksiyonel analizi. a) 
ETS1 promotor aktivitesi. b) ETS1 promotorunun ZEB2 bağlanma bölgelerinde 
gerçekleştirilen mutasyonlar, C) İkili mutasyon yapılan promotor bölgelerinin 

lusiferaz aktivitesi. **p<0.01 

5.3. ZEB2 ile İndüklenen ETS1 Aktivitesinin Tümör Hücrelerinin 
Migrasyon ve İnvazyonunu Düzenlemesi 

Yara iyileşme deneyi ile ETS1 varlığı ve yokluğu durumunda DLD-ZEB2 

hücresinin göç etme yeteneği değerlendirildi. ZEB2'nin indüksiyonu, DLD1-ZEB2 

hücrelerinin göçünü önemli ölçüde artırırken, aynı hücrede ETS1 aktivitesinin 

lentiviral shRNA aracılı baskılanması, ZEB2 ile indüklenen koşullarda yara kapanmasını 

önemli ölçüde inhibe etti (Şekil 5.6a-b). ETS1 ifadesi baskılanan ve ETS1 ifadesi 

bulunan hücrelerin proliferasyon analizlerinde anlamlı bir fark görülmemiştir, bu 

durum ETS1’in ZEB2'nin indüklendiği DLD1 hücrelerinin göç kapasitesinin önemli bir 

oyuncusu olduğunu düşündürmektedir (Şekil 5.6c). 
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Şekil 5.6: ETS1’in ZEB2 ifadesi indüklenen hücrelerde hücre göçüne etkisi. a) ZEB2 
ifadesi indüklenen DLD1-ZEB2 hücrelerinde ETS1-pozitif ve ETS1-susturulmuş 

koşullarda hücre göçü. b) yara iyileşme yüzdesi. **p<0.01 c) ETS1 ifadesi olan ve 
olmayan doksisiklin indüklü DLD-ZEB2 hücrelerinin proliferasyonunu N.S.: Önemli 

değil. 

Trans-well hücre invazyon analizinde, matrijelden geçen invaziv hücre sayısı, 

ZEB2 ile indüklenen shETS1-DLD1 hücrelerinde ETS1 ifadesi baskılanmayan hücrelere 

göre önemli ölçüde azalmıştır (Şekil 5.7). 
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Şekil 5.7: ETS1'in ZEB2 ifadesi indüklenen hücrelerin invazyonu üzerindeki etkileri. a) 
ZEB2 ifadesi indüklenen shpLKO.1 DLD-ZEB2 ve shETS1 DLD-ZEB2 hücrelerinin 48. 

saate invazyonu. b) İnvazyon yapan hücrelerin sayısı, + SE (n=3). **p<0.01 

ZEB2 ile indüklenmiş ve ETS1 baskılanmış koşullarda, daha önce rapor edilen iki 

ZEB2 hedefi, MMP9 ve TWIST1'in ifade profili araştırıldı [137, 138]. DLD1 hücrelerinde 

ZEB2'nin indüklenmesi ile hem MMP9 hem de TWIST1 protein ifadeleri artarken, aynı 

ZEB2-indüklenmiş hücrelerde ETS1 ifadesinin baskılanması MMP9 ve TWIST1 proteini 

seviyelerinde keskin bir düşüşe neden olmuştur (P <0.01) (Şekil 8A). shETS1-ZEB2-DLD 

hücrelerinde ETS1 protein ekspresyonunun % 65 oranında azaltılması, TWIST1 (P 

<0.001) ve MMP9 (P <0.001) proteinlerinin ekspresyonunda sırasıyla, % 95 ve% 66 

oranında bir azalmaya neden oldu (Şekil 8AB). Ek olarak, EMT belirteçlerinin de ZEB2 

ifadesinin indüklendiği DLD1 hücrelerinde ETS1 ifadesinin baskılanması durumundan 

etkilendiğini gösterdik. E-Kaderin protein ifadesi, ZEB2 ifadesi indüklenen shETS1-

DLD1 hücrelerinde shpLKO.1-DLD1 hücrelerine kıyasla 2,3 kat (P <0.05) arttı (Şekil 

8B). Daha önce DLD1 hücreleri ile yapılan bir çalışmada, SNAIL1 ifadesinin, E-

Kaderin'in görünür bir şekilde baskılanması ile birlikte N-kaderin, fibronektin ve 

vimentin ekspresyonunda bir artış olmadan istilacı özelliklerin kazanılmasıyla 

sonuçlandığını göstermiştir [139]. Buna paralel olarak, ZEB2'nin indüklendiği DLD1 
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hücrelerinde vimentin ekspresyonunu tespit edemedik ve bu hücrelerde ETS1 

yıkımına yanıt olarak EMT regülatörü SNAIL1 ve bir mezenkimal belirteç olan integrin 

α3 ifadelerinin azaldığını gösterdik [139, 140]. İntegrin α3 ve SNAIL1, shPLKO.1-DLD1 

hücrelerine kıyasla ZEB2 ifadesi indüklenmiş shETS1-DLD1 hücrelerinde sırasıyla 2 kat 

(P <0.01) ve 2,6 kat (P <0.01) azaldı (Şekil 8C). 

Hem MMP9 hem de TWIST1 protein ekspresyonu, DLD1 hücrelerinde ZEB2 

indüksiyonu üzerine artmıştır, bununla birlikte, bu ZEB2 ile indüklenen hücrelerde 

ETS1 ifadesinin baskılanması MMP9 ve TWIST1 proteinlerinin seviyelerinde önemli 

bir düşüşe neden olmuştur (Şekil 5.8). Sonuçlarımız açıkça ETS1'in ZEB2 ile indüklenen 

EMT fenotipinin önemli bir oyuncusu olduğunu göstermiş ve çalışmamızı ZEB2 ve 

ETS1'in in vivo ifadelerinin araştırılmasına yönlendirmiştir. 
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Şekil 5. 8: ETS1, ZEB2 ile indüklenen EMT'de MMP9, EMT regülatörleri ve EMT 
belirteçlerinin ifadesini düzenler. a) ZEB2 ifadesi indüklenen DLD1 hücrelerinde, 

MMP9 ve TWIST1 proteinlerinin ifade analizi. b) ZEB2 ifadesi indüklenen shpLKO.1 
DLD-ZEB2 ve shETS1 DLD-ZEB2 hücrelerinin E-kaderin protein ifadesi. c) Aynı 

hücrelerin 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 İlişkisi 

Lentiviral sistemle ETS1 ifadesi baskılanan SK-HEP-1 hücrelerinde ZEB2-ETS1 

ceRNA ilişkisi araştırıldı (Şekil 5.9A). ceRNA hipotezine göre birbirinin ceRNA’sı 

olabilecek ortak miRNA bağlanma bölgesine sahip iki mRNA’dan birinin ifadesi 

baskılandığında, ortak miRNA’lara bağlı olarak diğerinin ifadesinin de baskılanması 

beklenmektedir. ETS1 ifadesi SK-HEP-1 hücresinde baskılandığında ZEB2 3’UTR 

bölgesine bağımlı lusiferaz ifadesinde baskılanma görülmüştür (Şekil 5.9B). 

 

 

Şekil 5.9: ZEB2 ve ETS1 arasında ceRNA ilişkisi. A) shpLKO.1 SK-HEP-1 ve shETS1 SK-
HEP-1 hücrelerinin ETS1 ve ZEB2 protein ifadeleri. b) pCI-neo-RL-ZEB2 transfekte 

edilen SK-HEP-1 shPLKO.1 ve SK-HEP-1 shETS1 hücrelerinin lusiferaz aktivitesi. ** P 
<0.01 

5.5. İnsan Tümörlerinde ZEB2 ve ETS1 İfadeleri Pozitif 
Korelasyon Gösterir 

İlk olarak insan tümörlerinin cDNA panelinde ZEB2 ve ETS1'in göreceli ifadesi 

RT-qPCR ile incelendi. Kontrol dokuları ile karşılaştırıldığında hem ZEB2 hem de ETS1 

ifadelerinin meme kanserinde belirgin şekilde yüksek ifade edildiği, akciğer ve tiroid 

kanserlerinde ise düşük şekilde ifade edildiği gözlenmiştir. 

Kolon ve karaciğer tümörlerinde ise her iki genin ifadesinin de orta derecede 

azaldığı, böbrek, yumurtalık ve prostat kanserlerinde ise ZEB2 ve ETS1'in ifadelerinin 

değişkenlik gösterdiği belirlenmiştir (Tablo 5.2). Korelasyon analizleri, her bir tümör 

tipi için ZEB2 ve ETS1 ifadeleri arasında pozitif bir ilişki olduğunu ortaya çıkartmıştır; 
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bunların meme, akciğer ve yumurtalık tümörlerinden elde edilen veriler anlamlıdır 

(Supplement Şekil 1). Bu sınırlı sayıda tümör örneğinden elde edilen sonuçlar, ZEB2 

ve ETS1'in birlikte ifade edildiği hücre hatlarındaki ilk gözlemimizi doğrular 

niteliktedir, ayrıca İnsan Protein Atlası veritabanındaki TCGA veri kümesinde yer alan 

ZEB2 ve ETS1 ifadeleri kullanılarak korelasyon analizi genişletildi. Hasta sayısı ve 

kanser tip ve alt tipleri Supplement Tablo 1’de verildi. Toplam 7932 örnekte 17 farklı 

kanser tipinin analizinde hasta sayısı ve kanser tip ve alt tiplerine bakıldı. Tüm 

kanserlerde ZEB2 ve ETS1 arasında anlamlı derecede pozitif korelasyon bulundu. 

Karaciğer kanseri en yüksek (r = 0.84) iken gliomalar en düşük (r = 0,38) pozitif 

korelasyon gösterdi (Tablo 5.3) 

 

Tablo 5.2: İnsan Tümörlerinin cDNA dizinlerinde ZEB2 ve ETS1’in gen ifadeleri ve 
korelasyon analizleri. 

 

Kanser 
Tipi 

N Gen ΔΔCt Ortalama 
Korelasyon 
Katsayısı 

r 

Meme 9 
ZEB2 0.70 

0,84* 
ETS1 2,6 

Kolorektal 9 
ZEB2 -0.90 

0,36 
ETS1 -1,06 

Böbrek 9 
ZEB2 0.10 

0,67 
ETS1 -0,7 

Over 9 
ZEB2 -2.63 

0,7* 
ETS1 -0,02 

Akciğer 9 
ZEB2 -3.10 

0,77* 
ETS1 -3,2 

Prostat 9 
ZEB2 -0.54 

0,18 
ETS1 0,2 

Karaciğer 9 
ZEB2 -1.10 

0,29 
ETS1 -0,47 

Tiroid 9 
ZEB2 -2.6 

0,65 
ETS1 -0,9 

 

ZEB2 ve ETS1 için ortalama göreceli gen ifadesi değerleri, tümörlerin ortalama 

Ct değerleri, her kanser tipinde 3 normal dokudaki ortalama Ct değerlerine kalibre 
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edilerek hesaplandı. Gen ekspresyonu verileri ACTNB1'e normalize edildi. Korelasyon 

katsayısı r, Pearson korelasyon testi kullanılarak hesaplandı. * P <0.05 

Tablo 5.3: İnsan Tümörlerinde ZEB2 ve ETS1 TCGA RNA dizileme verilerinin analizi.  

Kanser Tipi N 
ZEB2’nin 

FPKM 
ortalaması 

ETS1’in 
FPKM 

ortalaması 
r P-Değeri 

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 

Akciğer 994 1,857 14,2 0,67 1,0685E-123 

Karaciğer 365 0,5699 5,836 0,84 4,43979E-98 

Pankreas 176 2,249 19,3 0,62 7,71965E-20 

Baş 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 

Ürotelyal 406 0,9303 13,2 0,50 7,12812E-28 

Böbrek 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 türleri başına numune sayısını gösterir. ZEB2 ve ETS1 için ortalama 

FPKM değerleri verilmiştir. ZEB2 ve ETS1 ifadeleri arasındaki korelasyon katsayısı r 

değerleri, ZEB2 ve ETS1'in örnek-tabanlı yeniden düzenlenmiş FPKM (sample-based 

rearranged FPKM) değerleri ile hesaplanır.  
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6.TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Epitelyal kökenli malign tümörleri olan hastalarda kansere bağlı ölümler 

metastatik hastalıktan kaynaklanmaktadır [141]. EMT, gelişim sırasında hücrelerin 

göçünü düzenleyen ve yetişkinlerde kanser metastazı ve doku onarımı sırasında 

aktive olan embriyonik bir programdır [142]. EMT, kanser hücresinin istila ve 

metastaz yapmasına izin veren E-kaderin ifadesinin baskılanması ile karakterize 

edilmektedir [143]. Kompleks bir ağ yolu ve transkripsiyon faktörleri, tümörlerin 

metastatik yayılmasını başlatmak için hücresel yapışıklıkları ve sıkı bağlantıları azaltır 

[30, 144, 145]. EMT-indükleyici bu transkripsiyon faktörlerinden, ZEB2'nin, tümörlerin 

invazyon ve metastazına aracılık ettiği ve hastalığın progresyonu ve kötü prognozla 

ilişkili olduğu daha önce yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [146-148] 

ETS1, ETS domaini bulunduran transkripsiyon faktörleri ailesinin bir üyesidir. 

İnsan tümörlerinde aşırı ifade edilen ve invaziv ve zayıf prognozla ilişkili olan başka bir 

transkripsiyon faktörüdür [111, 149-151]. 

Çalışmamızda, ZEB2 ve ETS1 arasında bir bağlantı olup olmadığını araştırmak 

için, ilk önce HSK hücre hatlarında ETS1 transkripsiyon faktörünün ifade paternini 

mRNA ifadesi ve protein ifadesi düzeyinde analiz ettik, analiz sonucunda mezenkimal 

fenotip gösteren az farklılaşmış HSK hücrelerinde ZEB2 ile birlikte ko-ekspresyon 

gösterdiğini bulduk. Bu sonuç, az faklılaşmış HSK hastalarında ETS1 ifade oranının 

arttığını gösteren daha önce gerçekleştirilen bir çalışma ile uyumluluk göstermektedir 

[112]. HSK hücre hatlarında yaptığımız ifade çalışmaları da ZEB2 ve ETS1 arasında da 

pozitif bir korelasyon olduğunu ortaya çıkardı. Bu korelasyon, ZEB2 ifadesi indüklenen 

hücrelerde ETS1 ifadesinde görülen artma ve ZEB2 ifadesi baskılanan hücrelerde ETS1 

ifadesinde görülen azalma ile doğrulanmıştır. ZEB2’nin ETS1 ile ilişkisi ilk olarak 

Miyoshi ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir [55]. HSK hücrelerinde ZEB2 ve 

SNAIL'in birlikte MMP'lerin ifadelerini arttırarak hücrelerin invaziv kapasitesini 

birlikte artırdıklarını göstermişlerdir. Bununla birlikte, MMP'lerin promoter 

bölgelerinin ZEB2 ve SNAIL için bağlanma bölgesi olan kanonik E-box CACCTG 

bölgesinden yoksun olduklarını fark etmişlerdir. Bu gözlemlere uygun olarak, 

MMP'lerin promotorunda AP1 ve ETS için bağlanma bölgelerinin gösterildiği ve bu 
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transkripsiyon faktörleri ile MMP'lerin regülasyonunun gerçekleştiğini bildiren 

çalışmalar bulunmaktadır [129, 130]. Daha sonra, Taki ve arkadaşları skuamöz 

karsinom hücrelerinde ZEB2 ve ETS1 arasında bir bağlantı olduğunu göstermiştir 

[131]. Hem ZEB2 hem de SNAIL'in, ETS1'in ifadesini indüklediğini ve bunun da 

MMP2'nin aktivitesini arttırdığını göstermişlerdir. Ancak, ZEB2'nin düzenleyici 

bölgeyle fiziksel olarak etkileşerek doğrudan ETS1'i düzenleyip düzenlemediği henüz 

araştırılmamıştır. Çalışmamızda, ETS1 promotor bölgesinde bulunan ZEB2 bağlanma 

alanlarını açıkça tanımladık ve ZEB2'nin ETS1'in aktivitesini doğrudan ETS1 

promotoruna bağlanarak düzenlediğini kromatin immünopresipitasyon çalışması ve 

lusiferaz raportör analizleri ile gösterdik. ETS1 gen düzenleyici bölgesinde üç adet 

ZEB2 bağlanma motifinin bulunduğunu belirledik ve bu bağlanma motiflerini içeren 

ETS1 promotor bölgesini lusiferaz raportör plazmidine klonladık. ZEB2 ifadesi 

indüklenen DLD1 hücrelerine bu raportör plazmidini transfekte ettik, ZEB2 ifadesinin 

arttığı durumda ETS1 promotorunun klonlandığı raportör plazmidinin lusiferaz 

aktivitesinde artış görüldü. ZEB2 transkripsiyon faktörünün bağlandığı motiflerde 

mutasyonlar gerçekleştirildiğinde 1. ve 2. motiflerdeki mutasyon sonucunda lusiferaz 

sinyalinde anlamlı bir artış gözlemlenmedi. Bu durumda 1. ve 2. E-box bölgelerinin 

ZEB2 proteinin bağlandığı bölgeler olduğu anlaşıldı.  Ayrıca, mutasyon içermeyen 

ETS1 promotoru klonlanan raportör plazmid shZEB2-SNU398 hücrelerine transfekte 

edildiğinde, ZEB2 ifadesi baskılanan bu hücre klonunda ETS1 promotor aktivitesinde 

önemli bir düşüş tespit edildi. Bu sonuçlar, ZEB2'nin ETS1'in transkripsiyon regülatörü 

olarak davrandığını göstermektedir. Bununla birlikte, yakın tarihli bir çalışmada TGF-

β ile indüklenen EMT'de, ETS1'in ZEB1 ve ZEB2 ifadesini düzenlediği önerilmiştir [128]. 

Bulgularımız birlikte ele alındığında, ZEB2 ve ETS1 arasındaki pozitif geri 

besleme döngüsünün, TGF-β varlığında EMT'nin sürdürülmesi için güvenceli bir 

mekanizma oluşturduğu çıkarımı yapılabilmektedir. Taki ve arkadaşlarının SCC 

hücrelerinde EMT'yi indüklemek için ETS1'in doğrudan bir rolü olduğunu tespit 

edememişlerdir [131]. Ancak çalışmamızda, ZEB2 ile indüklenen kolorektal karsinoma 

DLD1 hücrelerinde ETS1'in EMT fenotipini korumak için gerekli olduğunu hem 

mekanik hem de fonksiyonel olarak göstermiş olduk. Fonksiyonel olarak, 

gerçekleştirilen yara iyileşmesi ve trans-well invazyon deneyleri ile ETS1 ifadesinin 

baskılanmasının ZEB2-DLD hücrelerinin göç ve invazyon yeteneklerini önemli ölçüde 
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azalttığı görülmüştür. Mekanik olarak, ETS1 ifadesinin baskılanması, ZEB2'nin neden 

olduğu MMP9 ve TWIST1 protein seviyelerini önemli ölçüde azaltmıştır. Tümör 

hücrelerinin invazyonu ve yayılması için MMP aracılı hücre dışı matriks bozunması 

gereklidir [152]. MMP9, MMP ailesinin başlıca aktörleri arasındadır ve kanser 

hücrelerinin invazivliği ve agresifliği ile ilişkilidir [153, 154].  

MMP9 ifadesinin ZEB2 tarafından düzenlendiği daha önce mide kanserinde 

gösterilmiştir [137]. Verilerimiz, ZEB2 kaynaklı MMP9 aşırı ifadesinin ETS1 ifadesi 

gerektirdiğini açıkça göstermektedir. ETS1 aracılı MMP9 ifadesi daha önce farklı sinyal 

yollarında tanımlanmıştır. Yumurtalık kanser hücrelerinde, damar endoteli büyüme 

faktörü (VEGF), ETS1 ifadesini indükleyerek MMP9'un ifadesini arttırmıştır [155]. 

Daha sonra Gao ve arkadaşları kolon kanser hücrelerinde MMP9 ifadesinin, β6 

integrin ile indüklenen ERK-ETS1 yolağıyla oluştuğunu bulmuştur [156]. TWIST1, 

EMT'nin ana düzenleyicilerinden biridir ve E-kaderin'i promotorunda bulunan E-box 

kutusuna bağlanarak baskılar [157]. Ek olarak, kök hücre özelliği gösteren insan meme 

epitelyal hücrelerinde EMT’nin TWIST1 ile indüklendiği gösterilmiştir [158]. Oral 

hücre skuamöz hücreli karsinomda TWIST1 ve ZEB2’nin birlikte ifadesi gözlenmiş ve 

bu durumun zayıf sağkalımla ilişkili olduğu belirtilmiştir [159]. 

Son günlerde, ZEB2’in insan kolorektal kanserinde metastaz ve prognozdaki 

rolünün çalışıldığı bir çalışmada TWIST1 ifadesinin ZEB2’e bağımlı olduğu 

gösterilmiştir [138]. 

İnsan akciğer tümörlerinde ve fare akciğer kanseri modelinde TWIST1'in ETS1 

tarafından doğrudan transaktivasyonu bildirilmiştir [160]. Tüm bu bilgilerin yanı sıra 

çalışmamız, ZEB2'nin indüklediği TWIST1 ifadesinde ETS1'in rolüne dair kanıt sağlayan 

ilk çalışmadır. ZEB2'nin indüklendiği koşullarda ETS1'in susturulması, sadece TWIST1 

ve MMP9 ifadelerini baskılamakla kalmadı, aynı zamanda mezenkimal fenotiple ilişkili 

SNAIL1 ve İntegrin α3'ün ifadelerinin azalmasına ve epitel fenotip ile ilişkili E-kaderin 

ifadesinin artmasına neden olmuştur. Dahası hem in vitro hem de in vivo olarak 

kanser hücrelerinde ZEB2 ve ETS1’in birlikte ifade edildiklerini ve pozitif korelasyon 

gösterdiğini bulduğumuz çalışmamız ile ZEB2 ile indüklenen EMT’de ETS1’in önemi 

ortaya konmuştur. 

ZEB2 ve ETS1 gen ifadesi arasında anlamlı bir korelasyonun görülmesi ZEB2 ve 

ETS1 mRNA’larının birbirlerinin yarışmacı endojen RNA’sı olabileceğini 
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düşündürmüştür. ceRDB (competive endogenous mRNA database) veritabanına göre 

ZEB2 ve ETS1 mRNA’larının  ortak 10 tane miRNA bağlanma bölgesine sahip olduğu 

bulunmuştur. Ortak miRNA bağlanma bölgelerinin bulunması ve ifadelerinin 

hepatoselüler karsinoma hücrelerinde anlamlı korelasyon göstermesi nedeniyle 

ZEB2-ETS1 ceRNA ilişkisi araştırılmıştır. Lentiviral sistemle ETS1 ifadesi baskılanan SK-

HEP-1 hücrelerinde ZEB2 ifadesinin baskılanması, bu durumun ortak miRNA’lardan 

kaynaklanabileceğini düşündürmüştür. ceRNA hipotezine göre, ETS1 mRNA’sının 

ifadesinin azaltıldığı durumda, ortak miRNA havuzunda çok sayıda miRNA serbest 

kalmaktadır. Serbest kalan miRNA’lar, ZEB2 mRNA’sının 3’UTR bölgesine bağlanacak 

ve böylece ZEB2 mRNA’sı için daha yüksek seviyede baskılama söz konusu olacaktır. 

ETS1 ifadesi baskılanan SK-HEP-1 hücrelerinde ZEB2 mRNA’sının 3’UTR’sinin lusiferaz 

aktivitesinde azalma görülmüştür. ZEB2 3’UTR’sindeki bu baskılamanın ETS1 

ifadesinin azalmasına bağlı olarak serbest kalan ortak miRNA’lardan 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 

Sonuç olarak, bulgularımız ZEB2’nin ETS1’in düzenleyicisi olarak davrandığını, 

kanser hücrelerinde ETS1’in ZEB2 ile indüklenen EMT fenotipi için gerekli olduğunu 

göstermiştir. Mekanik olarak, ZEB2'nin MMP9 ve TWIST1'i ETS1 aracılığıyla 

düzenlediğini gösterdik. Bu bulgular, ZEB2 ile indüklenen EMT'nin anlaşılmasına başka 

bir karmaşıklık düzeyi ekleyerek ZEB2 ve ETS1'i birlikte ifade eden kanserlerde ZEB2-

ETS1 eksenini terapötik bir hedef olarak sunmaktadır. 

 

 

Şekil 6.1: TGF-β transkripsiyon ağında ZEB2-ETS1 ilişkisi 
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EK-B İnsan Kanseri cDNA Dizinlerinde ZEB2 ve ETS1 Transkriptleri 
Arasındaki Korelasyon 

 

 
 

Şekil B1.1: İnsan kanseri cDNA dizinlerinde ZEB2 ve ETS1 transkriptleri arasındaki 
korelasyon. Normal dokularla kalibre edilmiş ve ACTNB1'e normalize edilmiş tümör 

numunelerinde ZEB2 ve ETS1'in göreceli gen ifadesi değerleri, noktalar ile temsil 
edilir ve Pearson Korelasyon testine tabi tutulur. Çizgiler, belirtilen kanser tipi için 

ZEB2 ve ETS1 korelasyonunu temsil eder; Grafiklerde r değerleri verilmiştir. * P 
<0.05. 

 

 

 

 



76 
 

EK-C TCGA veritabanında bulunan kanser tipleri ve örnek sayıları 

Tablo C1.1: TCGA veritabanında bulunan kanser tipleri ve örnek sayıları. 
HPA kanser tipi TCGA kanser TCGA’daki 

örnek 
sayısı 

Meme Kanseri Meme İnvaziv Karsinomu (BRCA) 1075 

Rahim ağzı kanseri Servikal Skuamöz Hücreli Karsinom ve 
Endoservikal Adenokarsinom (CESC) 

291 

Kolorektal Kanser Kolon Adenokarsinomu (COAD) 438  
Rektum Adenokarsinom (READ) 159 

Endometriyal 
kanser 

Uterin Korpus Endometrial Karsinomu (UCEC) 541 

Gliyom Glioblastoma Multiform (GBM) 153 

Baş ve boyun 
kanseri 

Baş ve Boyun Skuamöz Hücreli Karsinomu 
(HNSC) 

499 

Karaciğer kanseri Karaciğer Hepatoselüler Karsinomu (LIHC) 365 

Akciğer kanseri Akciğer Adenokarsinomu (LUAD) 500  
Akciğer Skuamöz Hücreli Karsinomu (LUSC) 494 

Melanom Deri Kutanöz Melanomu (SKCM) 102 

Yumurtalık kanseri Over Seröz Kistadenokarsinom (OV) 373 

Pankreas kanseri Pankreas Adenokarsinomu (PAAD) 176 

Prostat kanseri Prostat Adenokarsinomu (PRAD) 494 

Böbrek kanseri Böbrek Chromophobe (KICH) 64  
Böbrek Renal Berrak Hücreli Karsinom (KIRC) 528  
Böbrek Renal Papiller Hücreli Karsinom (KIRP) 285 

Mide kanseri Mide Adenokarsinomu (STAD) 354 

Testis kanseri Testis Germ Hücre Tümörü (TGCT) 134 

Tiroid kanseri Tiroid Karsinomu (THCA) 501 

Ürotelyal kanser Mesane Ürotelyal Karsinomu (BLCA) 406 

 

“İnsan Protein Atlası” veritabanında analiz edilen kanser türleri ve TCGA 

tarafından RNA-Seq verilerinin sağlandığı kanser histolojik alt tipleri sırasıyla birinci 

ve ikinci sütunda verilmiştir. Her bir kanser alt tipi için örnek sayısı son sütunda 

verilmiştir. 
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EK D.  Telif Haklı Şekillerin İzinleri 

Tablo D1.1: Telif hakkı tablosu. 

ŞEKİL NO LİSANS TARİHİ LİSANS NO 
TELİF HAKKI 

SAHİBİ 

Şekil 2.1., 2.2. 11 NİSAN,2019 4565810033432 Academic Press 

Şekil 2.3. 11 NİSAN,2019 4565811465395 
Springer 

International 
Publishing 

Şekil 2.4., 2.5. 9 MAYIS,19 4584750530910 Elsevier 

Şekil 2.6., 2.7. 11 NİSAN,2019 4565811153763 Elsevier 

Şekil 2.8. - - Springer Nature 

Şekil 2.9. - - 
The Japan 
Academy 

 

 

EK-E. Yönlendirilmiş Mutasyon Çalışmalarının Dizi Analizi Sonuçları 

 

 

Şekil E1.1: İkinci E box bölgesinde gerçekleştirilen yönlendirilmiş mutasyon. 
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Şekil E1.2: Birinci E box bölgesinde gerçekleştirilen yönlendirilmiş mutasyon. 

 

 

Şekil E1.3: Birinci ve ikinci E box bölgelerinde gerçekleştirilen yönlendirilmiş 
mutasyon. 
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Şekil E1.4: İkinci ve üçüncü E box bölgelerinde gerçekleştirilen yönlendirilmiş 
mutasyon. 

 

Şekil E1.5: Birinci, İkinci ve üçüncü E box bölgelerinde gerçekleştirilen yönlendirilmiş 
mutasyon. 
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Şekil E1.6: Birinci ve üçüncü E box bölgelerinde gerçekleştirilen yönlendirilmiş 
mutasyon. 

 

 

 


