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OZET

Hepatoseliiler karsinoma (HCC) karacigerin en sik goriilen primer malignitesi
olup tiim diinyada kansere-bagli 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Kansere
bagl 6limlerde metastaz en 6nemli 6liim nedenidir. Normal embriyo gelisiminde rol
oynayan epitel-mezenkim ge¢isi (EMT) epitelyal tiimorlerin  invazyon ve
metastazinda 6nemli rol alir. E-box dizilerine baglanarak E-kaderini baskilayan EMT
diizenleyicilerinden ZEB2 (SIP1)’nin ayrica hiicre dongiisii, hiicre yaslanmasi ve
mikroRNA’larin karsilikli diizenlenmesi gibi siireclerde rol oynadigi bilinmektedir.
Bugiine kadar yapilan calismalarda, ZEB2 tarafindan transkripsiyonel regiilasyonu
gerceklestirilen az sayida hedef gen tanimlanmistir. Bu ¢aligmada, ZEB2 tarafindan
diizenlenen biyolojik siireclerin ¢esitliligi ve genomda ¢ok sayida E-box varligindan
hareketle, endojen ZEB2 anlatimi yiiksek SNU398 HCC hiicre hattinda ZEB2 hedef
genleri kromatin-immiinopresipitasyon sonrasi yeni nesil dizilemeyle (ChIP-seq)
belirlendi. ChlP-dizileme analizi sonucunda 509 gen tanimlandi. Hedef genom
bolgelerinin analizleri ilk olarak, ZEB2’nin baskilandigi SNU398 ZEB2-shRNA
klonlarinda yapildi. ifade degisimi belirlenen MAP7, BOK ve GALNT3’iin ChIP-
DNA’larinda ZEB2’nin baglandigi bolgenin zenginlesmesi belirlendi. Hem gen
anlatiminda hem de kromatin zenginlesmesinde en yiiksek degisim ZEB?2 ile negatif
korelasyon gosteren GALNT3 geninde belirlendi. Calismalara proteinlerin
glikolizasyonunda rol alan PolypeptideN-Acetylgalactosaminyltransferase ailesi
tiyesi GALNT3 ile devam edildi. ZEB2 anlatiminin arttirildigi kolon kanseri hiicre
hattinda da GALNT3 gen ve protein ifade degisimlerinin gosterilmesi sonrasinda in
vivo analizler yapildi. Insan kanser &rneklerinde ZEB2 ve GALNT3’iin normal
dokulara gore tiimorlerdeki anlatimlart in vivo Ornekler ve in silico analizlerde
degerlendirildi. In-vitro kosullarda elde edilen degerlendirmelerin in vivo
degerlendirmeler i¢in de gegerli oldugu ve iki gen arasinda ters korelasyon
bulundugu tespit edildi. Sonug olarak, ZEB2’nin glikozilasyonda gorevli GALNT3
enziminin transkripsiyonel regiilasyonunda rol aldiginin belirlenmesi, EMT ve
kanser metastazinin olduk¢a kompleks yapisina dikkat ¢ekmektedir.

Bu tez g¢alismasi TUBITAK SBAGI111S484 projesi kapsaminda
desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: HCC; EMT; ZEB2; ChIP-dizileme; Monoklonal Antikor.



SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most frequent primary malignancy of
the liver and the second leading cause of cancer-related deaths worldwide. Tumor
invasion and metastasis are the most prominent cause of cancer-related deaths and
are regulated by a molecular program, epithelial-to-mesenchymal transition (EMT),
which is active during normal embryogenic development. ZEB2 (SIP1) is among
EMT regulators that downregulate E-cadherin by binding to E-box sequences and is
also involved in cell cycle, cellular senescence reciprocal regulation of micro RNAs.
Only a few genes regulated by ZEB2 were described so far. Given the multiplicity of
biological processes regulated by ZEB2 and the presence of myriad of E-boxes in the
genome, we aimed in this study to identify ZEB2 target genes in a HCC cell line,
SNU398 with high endogenous ZEB2 expression, by home-made monoclonal
antidody-based chromatin immunoprecipitation followed by next generation
sequencing (ChlP-seq). A total of 509 genes were detected by ChIP-Seq. The
analyses of target genome regions were first performed in ZEB2-shRNA and control
clones of SNU398 cells. Differentially expressed genes MAP7, BOK and GALNT3
also displayed significant fold enrichment in ChIP assay. The most significant
change in ZEB2-dependent gene expression and ChlP fold-enrichment was found for
GALNT3 gene, which shows negative correlation with ZEB2. GALNT3 is a member
of the Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase family of enzymes that
glycosylate proteins and was selected in this thesis work for further studies. In vivo
analyses were performed after the demonstration of ZEB2-dependent changes in
gene and protein expression of GALNT3 in the ZEB2-inducible colorectal cancer
cancer cell line. Expression of ZEB2 and GALNT3 in human cancer samples was
assessed in tumor cDNA arrays and in silico analyzes. Our in vitro observation that
ZEB2 and GALNT3 are inversely correlated was validated in in vivo studies.

In conclusion, our findings that reveal the role of ZEB2 in the transcriptional
regulation of GALNTS3, an enzyme that mediates glycosylation of proteins, point out
to the complexity of EMT and cancer metastasis processes.

This thesis study was supported by TUBITAK SBAG project 1115484,

Key Words: HCC; EMT; ZEB2; ChlIP-seq; Monoclonal Antibody.
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1. GIRIS

Hepatoselliiler karsinoma primer karaciger kanserleri arasinda ilk sirada yer
alirken genel olarak kansere bagli 6liimlerde ise ikinci sirada yer almaktadir. Solid
tiimdrlerde hasta oliimlerinin yaklasik olarak %90’nindan metastaz sorumludur [1].
Normal embriyo gelisiminde rol oynayan, epitel hiicrelerin epitel karakterlerini
kaybetmeleri ve mezenkim hiicre 6zellikleri kazanarak go¢ edebilir hale gelmelerini
saglayan epitel-mezenkim gecis (EMT) mekanizmasi1 epitel kokenli tiimorlerin
metastazinda da rol oynamaktadir. Epitel karakter belirteci olan E-kaderin proteini
hiicreler arasi adezyonda gorevlidir ve EMT siirecinde anlatimi1 baskilanmaktadir. E-
kaderin protenin baskilanmasinda rol oynayan baslica transkripsiyon faktor aileleri
olan SNAI, bHLH ve ZEB EMT mekanizmasinin baglica diizenleyicileri olarak
kabul edilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile bu transkripsiyon faktorlerinin
invazyon ve metastasa ek olarak ¢ok farkli hiicresel siireglerde rol oynadigi
belirlenmistir. Yukarida belirtilen transkripsiyon faktorii ailelerinden ZEB ailesi
iiyesi olan ZEB2 (SIP1) bu tez calismasinin temel proteinidir ve bugiine kadar

literatiirde az sayida hedefi tanimlanmustir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

ZEB?2 transkripsiyon faktorii genomda, E-box dizisine ¢inko parmak motifleri
ile baglanarak gen regiilasyonunda rol oynamaktadir. Genomda CANNTG E-box
dizi sikliginin ¢oklugu goz oniine alindiginda, ZEB2 transkripsiyon faktoriiniin ¢ok
sayida hedefinin olmas1 olasidir.

ZEB?2 transkripsiyon faktorii EMT tizerindeki etkisi ile kanserde kotii prognozu
belirtir nitelikte olmasina karsin, farkli kanser tiplerinde timor siipressor gibi gorev
yaparak hTERT ve siklin D1 {izerinde baskilayic1 etki gostermektedir. Bu etki
mekanizmasinda iliski kurdugu proteinler ile hiicrenin karsinogenez siirecinde
onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda, yeni nesil dizileme yontemlerinden olan ChIP (Kromatin
Immunopresipitasyon) dizi analizi ile HCC hiicrelerinde ZEB2 transkripsiyon
faktoriiniin endojen ifade edildigi kosullarda ifadesini diizenledigi yeni hedef

genlerin tanimlanmas1 hedeflenmistir.



2. HEPATOSELLULER KARSINOMA

Hepatoselluler karsinoma (HCC) hepatositlerden koken alan ve primer
karaciger malignitelerinin en sik rastlanilan %85-90’1ik en biiylik grubunu olusturan,
karaciger kanseri tipidir [2, 3]. 2012 yili GLOBOCAN verilerine goére Diinya’da
toplam 782.000 yeni karaciger kanseri olgusu belirlenmistir. Bu olgularin %83 i az
gelismis tilkelerde ve 6zellikle %50°lik kismi Cin’de bulunmaktadir. Hepatosellular
karsinomaya erkeklerde kadinlara oranla daha sik rastlanilmaktadir. Cinsiyete gore
degerlendirmede, yetiskin erkekler arasinda 554.000 yeni olgu ile toplam kanser
vakalarinin %7,5 ini olusturmakta ve besinci sirada yer almakta, kadinlar arasinda ise
228.000 yeni vaka ile toplam kanser vakalarmmin %3,4’linii olusturdugu ve
dokuzuncu sirada yer aldig1 belirtilmektedir. HCC solid kanserler i¢inde diinyada
besinci sirada ve maligniteye bagli 6liimlerde akciger kanserlerinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir [4].

Hastaligin insidans1 cografi dagilim olarak da degisim gostermektedir.
Ozellikle Dogu ve Giiney-Dogu Asya ile Sahra-alt1 Afrika iilkelerinde HCC insidansi
yiiksektir. Cografik dagilimdaki degisikligin en 6nemli nedeni yiiksek Hepatit B ve
Hepatit C endemisidir [5].

2.1. Hepatosellular Karsinoma Risk Faktorleri

HCC i¢in major risk faktorleri bolgesel olarak degiskenlik gostermekte ve
Hepatit B viriisii (HBV), hepatit C viriisii (HCV), asir1 alkol alimi, aflotoksin
entoksikasyonu ve son yillardaki g¢alismalar ile tip2 diabetus mellitus, alkolik
olmayan steato-hepatitis (non-alcoholic steato-hepatitis), ve metabolik sendrom
seklinde siralanmaktadir (Sekil 2.1) [6]. HCC siklikla kronik karaciger hastaligi veya

siroz zemininde gelisir.
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Figure 2.1: Hepatokarsinogenezin baslica risk faktorleri ve hepatoselliiler
karsinoma olugum siirecinin sematik gosterimi.

2.1.1. Viral Hepatit Kaynakh Hepatokarsinogenez

HBV ve HCV’ne bagl kronik enfeksiyonlar diinya genelinde sirozun en
onemli nedenleridir. Viral enfeksiyona baglh siroz gelisiminde ilk olarak
inflamasyon, sonrasinda nekrozis, fibrozis ve rejenerasyon gelisir [7]. Diinya
genelinde HCC vakalarinin yaklasik % 50'si HBV ve % 25'i HCV enfeksiyonu ile
iliskilidir [8]. HBV ile enfekte hastalarda, genel popiilasyona oranla HCC gelisme
riskinin 5-15 kat yiiksek oldugu belirlenmistir. HCV tasiyan hastalar ile tasimayan
hastalar karsilastirildiginda, HCC gelisme riskinin 17 kat fazla oldugu
belirtilmektedir [2].

2.1.1.1. Hepatit B Viriisii (HBV)

Genel olarak, HCC gelisiminin en biiylik sebebi HBV enfeksiyonu varligidir ve
Diinya genelinde yaklasik 300 milyon kisinin bu viriisle kronik enfekte oldugu
diistiniilmektedir [2]. Virilis kontamine kan transfiizyonlari, damardan enjeksiyonlar

ve cinsel temas yoluyla bulasir [9].



Risk faktorleri i¢inde yalnizca HBV’de HCC gelisiminde siroz goriilmesi sart
degildir [5].

Hepatit B virtisii (HBV) 10 genotipi (A-J) bulunan, ¢ift halkali bir DNA
virlistidiir [10]. Bu genotip ¢esitlerinin dagilimi; genotip A, Sahraalt1 Afrika, Kuzey
Avrupa ve Batt Avrupa; genotip B, Tayvan ve Vietnam; genotip C, Cin, Japonya ve
Kore; genotip D, Hindistan, Avrupa, Afrika ve Akdeniz {ilkeleri; genotip E, Bati
Afrika; genotip F, Orta ve Giliney Amerika; genotip G, Fransa, Almanya ve Amerika
Birlesik Devletleri (ABD); genotip H, Orta Amerika; genotip I, Vietnam ve Laos;
genotip J, Japonya olarak belirlenmistir [11]. Genotip C’nin HCC gelisiminde A, B
ve D’ye oranla daha yiiksek risk tagidig belirlenmistir [12].

HBV genomunun kodladig1 bazi proteinler ters transkriptaz/DNA polimeraz,
kapsid, L, M, S yiizey ve HBx proteinleridir. Replikasyonu i¢in viral DNA ile hiicre
DNA entegrasyonu gerekmemektedir. HBV baglantilit HCC’da % 90 oraninda HBV
DNA’sinin hiicre genomuna entegre oldugu tespit edilmistir [13]. HBV DNA’sinin
konak hiicre genomuna entegrasyonu mutagenez, kromozomal instabilite, ikincil
kromozomal  diizenlemelere  (delesyon, duplikasyon, translokasyon) ve
tamamlanmamis viral proteinlerin sentezine neden olabilir. HBV ve HCC
baglantisin1 arastiran ¢aligmalar HBx transaktive edici proteini iizerinde
yogunlagmaktadir. 154 aminoasitlik kii¢iik bir viral protein olan HBx siklikla HBV
tastyicilarinin malign hepatositlerinde bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda HBx’in

onkogenik ve apoptotik cok sayida yolagi etkiledigi bulunmustur [14].

2.1.1.2. Hepatit C Viriisii (HCV)

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 verilerine gore, Diinya genelinde 71 milyon
kisi HCV ile kronik enfekte olarak yasamaktadir. HBV enfeksiyonuna gore daha az
kiside HCV enfeksiyonu belirlenmistir ve iki virlisin Diinya genelindeki
prevelanslarinda da farkliliklar bulunmaktadir. Dogu Akdeniz Bolgesi, %2.3 ile en
yiiksek prevelansa sahip olup bu boélgeyi ikinci sirada %1.5 ile Avrupa takip
etmektedir [15].

Insanda, HCV kaynakli HCC gelisimi, 20-40 yil siirebilen ¢ok basamakli bir
stirectir. Bu siire¢, kronik HCV enfeksiyonu, kronik hepatik enflamasyon, karaciger

fibrozu, pre-neoplastik  klonlarin  olusmasi, geri doOniisiimsiiz  somatik



genetik/epigenetik degisiklikler ve malignant klonlarin olugmasi siralamasiyla
gelismektedir [16].

HCYV tek iplikli bir RNA viriisiidiir. Alt1 farkli genotipi tanimlanmistir. Genotiplerin
prevelansi degisiklik gostermektedir, Bat1 iilkeleri ve Uzakdogu'da genotip I, II ve
111, Orta Dogu'da ise genotip IV yaygindir [5]. HCV, HBV'den farkli olarak, genetik
materyalinin konak¢inin genomuna smirli entegrasyonu olan bir RNA viriistidiir.
HCV'nin kanserojen potansiyelinin genellikle dolayli mekanizmalarla baglantili
oldugu varsayilmaktadir [16].

HCV enfeksiyonu, reaktif oksijen tiirleri, hiicre o6liim sinyalleri, hedgehog
ligandlar1 ve niikleotidler gibi fibrotik ve inflamatuar ajanlarin aktive olmasina neden
olur. Hiicre i¢i inflamazom aktivasyonu, niikleer reseptor ailesi ve diger
transkripsiyonel olaylar, hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonuna katkida bulunur.
Aktive edilmis hepatik stellat hiicre, proliferasyon, kontraktilite, fibrojenez, matris
bozulmasi ve inflamatuvar sinyal vasitasiyla karaciger hasarin1 tesvik eder. Karaciger
fibrozunun siddeti, kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarda artan HCC riski ile siki
bir korelasyona sahiptir ve siroza bagli karsinogenezin, HCV ile iligkili HCC'nin

gelismesindeki ana mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir [16].

2.1.2. Aflatoksin B1

Aspergillus siifi mantarlar tarafindan iiretilen bir mikotoksin olan Aflatoxin-
B1 karsinojenik olarak kabul edilmektedir. Ozellikle sicak nemli kosullarda saklanan
tahil {irtinleri ve fistik gibi gida maddeleri lizerinde kolaylikla Aspergillus iirer ve bu
toksini uretirler. Oral olarak alinan Aflatoksin B1 metabolize olurken ekzo-8,9-
epoksidine ara molekiiliine doniisiir ve bu molekiil DNA’ya kovalent baglanarak
hasara neden olur. Ozellikle p53 tiimdr siipresdr geninin karakteristik mutasyonunda
kodon 249°da AGG niikleotid dizisini AGT olarak degistirir ve protein sentezi
sirasinda arjinin yerine serin aminoasiti olusur (R249S). Ayrica HRAS onkogeninde
de mutasyona sebep oldugu belirlenmistir [17]. Aflatoksin B1 ve HBV enfeksiyonu
arasinda sinerjistik etki oldugu belirlenmistir. Tek bir risk faktoriiniin olmasina bagh
HCC gelisimi ile her ikisine maruz kalmada ki HCC riski karsilastirildiginda, HBV
ve Aflatoksin B1’in HCC riskini 5-10 kat daha fazla arttirdig1 belirlenmistir [18].



2.1.3. Alkol

HCC igin alkol 6nemli bir risk faktoriidiir. Kronik alkol alimi proinflamatuar
sitokinlerin iiretimine ve monosit aktivasyonuna sebep olmaktadir. Monosit
aktivasyonu endotoksin konsantrasyonunun artisina ve Kiipffer hiicrelerinin
aktivasyonuna neden olur. Bu hiicreler ¢ok sayida kemokin ve sitokinlerin
salinmasin1 saglar ve hepatositlerin sag kalimini azaltir. Hepatositlerdeki asiri
sitotoksik etki, kronik hepatosit yikimina, rejenerasyona, stallet hiicre aktivasyonuna,

siroza ve sonug olarak HCC’ya sebep olabilmektedir [18].



3. EPITEL-MEZENKIM GECISI (EMT)

Epitel-Mezenkim gecisi canlilarda fizyolojik ve patolojik siireclerde rol
oynayan Onemli bir siiregtir. Fizyolojik rolii gelisim, yara iyilesmesi ve kok hiicre
feneotipinde, patolojik rolii ise fibrozis ve kanser progresyonunda belirlenmistir [19].
Fizyolojik ve patolojik olarak siire¢ geri doniistimliidiir, hiicreler Mezenkim-Epitel
Gegisi (MET) ile tekrar epitel hiicre 6zelliklerini kazanirlar. Hiicrelerin gelisimde
epitel hiicre karakterlerini kaybederek mezenkim hiicre 6zellikleri kazanmalar ilk
olarak Elizabeth Hay tarafindan pilic embriyolarinin gelisiminde tanimlanmistir [20].
Epitel-mezenkim hiicre gecisi (EMT), bircok canlinin embriyonik gelisim
basamaginda Onemli bir fazdir. Bu degisim sirasinda mezenkim hiicreler
ekstraselliiler alana go¢ ederek organ olusumuna katilirlar. Gelisim sirasinda blastula
evresinde baslayan hiicrelerin ayrilarak viicut formasyonunun sekillenmesi, gastrula
evresine kadar belirgin degildir. Cogu tiirde, mezenkimal hiicrelerin gd¢ edebilme
yetileri sayesinde viicut formasyonu olusmaktadir. Gelisim sirasinda parietal
endoderm olusumunda EMT sayesinde E-kaderin ifadesinin durduruldugu
bilinmektedir [21]. Epitel hiicreleri apikal-bazal polarite, O6zgiin interselliiler
baglanmalar1 sayesinde bazal membranda yerlesim gosterirler. Plastisitelerinin
degisimi doku ve hiicre tipine bagli olarak farkliliklar gostermektedir. E-kaderin
baskilanmast EMT nin en 6nemli belirteci olarak kabul edilmektedir. Bu baskilanma
sonrasinda adherens baglanma proteinlerinin kararliligit bozulur.  Ek olarak,
desmoplakin, plakoglobin, plakofilin, klaudin ve okludin genlerinin anlatimi da
baskilanir. Gen anlatimimindaki bu degisimler epitel hiicre-hiicre baglantilarini ve
epitel hiicre bariyerini bozar. Epitel hiicre 6zelligi olan E-kaderin ve mezenkim hiicre
belirteci Noral kaderin (N-kaderin) arasinda denge vardir. E-kaderin baskilandiginda
N-kaderin artmaktadir. N-kaderin E-kaderine oranla hiicre-hiicre baglantilarinda
daha zayif bag kurmaktadir ve bdylelikle hiicreler migrasyon ve invazyon
gerceklestirebilirler. N-kaderin hiicre iskeleti ile a-katenin ve B-katenin aracilig ile
baglant1 kurar [22].

Biyolojik islevleri agisindan degerlendirildiginde EMT siireci ii¢ alt grupta
degerlendirilebilir. Bu gruplar arasinda degisimi saglayan spesifik sinyaller ve
stireclerin farklar1 ¢ok net olmamasia karsin biyolojik islevsel rolleri belirgindir.

Birinci grup, implantasyon, embriyo olusumu ve organ gelisimiyle iliskilidir. Bu



EMT grubu fibrozise ve invaziv fenotipe sebep olmaz. Ikinci grup, yang: ile
iligkilidir ve yara iyilegsmesi veya doku yenilenmesi sirasinda goriiliir ve inflamasyon
zayifladiginda durur. Ugiincii grup EMT’de daha once genetik ve epigenetik
degisiklikler ge¢irmis pre-neoplastik hiicreler, kanserlesirler ve EMT ozelligi

sayesinde metastaz yapabilirler (Sekil 3.1) [23].
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Figure 3.1: EMT nin biyolojik farkli rolleri. 8) Normal Embriyonik siiregte, EMT
implantasyon ve embriyonik gastrulasyon ile iliskilidir. Mezoderm, endoderm ve
mobil noral krest hiicrelerinin olusmasini saglar. Ilkel epiteller yani epiblast EMT ile
primer mezenkim hiicrelerinin olugmasini saglar. b) Organ ve doku hasarinda EMT,
inflamasyon ve doku hasarinda dokunun yenilenmesinde rol oynamaktadir. C)
Kanserde aktif olan EMT ile epitel hiicreler invazyon ve metastaz yetenegi kazanir.

Hiicre morfolojisindeki degisiklikler, hiicre-matris yapismast ve gog¢
yeteneklerinin kazanilmasi, bir epitel hiicresinden bir mezenkimal hiicreye doniisiim
icin gerekli olaylardir. Siki baglantilarin kaybindan sonra hiicre kutuplarinin
kaybedilmesi, EMT programinin baslangic1 olarak diistiniilmektedir. E-kaderin,
bozulmamis bir hiicre-hiicre etkilesimini ve stabilize edilmis bir hiicre iskeletini
korumak {izere islev goriir, E-kaderin anlatiminin durmasi ve mezenkimal belirtecler
olan vimentin, N-kaderin gibi proteinler hiicrenin polaritesini ve hiicre-hiicre
baglantilarin1 zayiflatir ve hiicre go¢ edebilir duruma gelir. EMT siirecinde,
transforme edici biiyiime faktorii (TGF-B) veya fibroblast biiylime faktorii (FGF),
cesitli reseptor tirozin kinazlar (RTKs), WNT / B-katenin, NOTCH ve HEDGEHOG



sinyal yolaklar1 aktive olmaktadir. Ozellikle E-kaderin basta olmak iizere, epitel
karakterle ilgili genlerin anlatiminin durdurulmasi ve direkt ve/veya dolayl olarak
mezenkim karakter ile ilgili genlerin aktivasyonunda rol oynayan EMT’yi

diizenleyen transkripsiyon faktorleri tanimlanmistir [19, 23].

3.1. Epitel-Mezenkim Gegisi Diizenleyen Transkripsiyon
Faktorleri

Embriyonik siire¢te tanimlanmis olan EMT/MET bagimli hiicresel degisim ve
hiicrenin kazandig1 plastisite neoplastik hiicrelerde tekrar goriilmektedir. Epitel-
Mezenkim Gegisi diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin artmis anlatimlarinin
bulunmasinin in vitro c¢aligmalar ile hiicre proliferasyonuna, hiicre siklusuna ve
senesense etki ettigi belirlenmistir [24, 25]. EMT transkripsiyon faktorlerinin ve
onlarin hedeflerinin (E-kaderin ve Vimentin gibi) ifadeleri tiimor agresifliginin
belirlenmesinde ve hasta sagkalim degerlendirmesinde prognostik belirte¢ olarak
kullanilabilmektedir [26, 27].

EMT sirasinda meydana gelen molekiiler yeniden programlama major olarak
tic bliylik transkripsiyon faktorii grubu tarafindan diizenlenmektedir: ZEB, SNAI ve
bHLH. Bu EMT aktive edici transkripsiyon faktdrlerinin son yillarda yapilan in vitro
ve ksenograft hayvan modelleri ile gergeklestirilen ¢alismalarda sadece hiicrelerin
invazyon ve go¢ etme yeteneklerinde rol oynamadiklari, farkli 6nemli hiicresel
siireclerde de gorev aldiklart belirlenmistir [28]. Bu 6zellikler; (i) hiicrenin degisimi
(i1) kok hiicre ve kanser kok hiicre plastisitesi, (iii) malignant transformasyon ve
timoOr baglangici, (iv) kanser hiicrelerinin tedaviye direng gelistirerek hayatta

kalmalar1 ve (v) immun yanittan kagis ve kanserin olusumu olarak siralanabilir. [29].
3.1.1. SNAI Transkripsiyon Faktorii Ailesi

SNAIL, SLUG ve SMUC olmak tizere 3 proteinden olusan protein ailesinin
karboksi ucundaki ¢inko parmak yapisi epitelyal genlerin E-box dizilerine
baglanarak gelisim, fibrozis ve kanser siireglerinde EMT programini aktive
etmektedir. SNAIL ve SLUG transkripsiyon faktorlerinin EMT siirecinde baskiladigi
belirlenen genler; E-kaderin, klaudin, okkludin, Crumbs3, PALS1, PAT]J,



sitokeratinler, desmoplakin ve plakofilin iken, aktive ettigi bilinen genler ise
Fibronektin, N-kaderin, kollajen, MMP2, MMP15, MMP9, TWIST, ID1, ID2, ZEB1
ve ZEB2’dir. SNAIL transkripsiyon faktorii E-kaderin promotor bdlgesinin
proksimal bolgesindeki E-box dizilerine ¢inko parmak motifi ile baglanir. Bu
baglanma Polikomb baskilayict kompleks 2 (PRC2) kompleksinin ayni bolgeye
toplanmasimi saglar. Bu kompleksin komponentleri histon modifikasyonlarini
diizenler. Ozellikle H3K9 ve H3K27 metilasyonu baskilanmanin, H3K9 asetilasyonu
aktif kromatin yapisinin belirtecidir. E-kaderin promotorunun ikili domainlerinde
bulunan bu zit gen anlatim belirtecleri, embriyonik kok hiicrelerde bir¢ok
promotorda bulunmaktadir. Ortamdan alinan sinyale goére uyku durumu ve aktif form
arasinda hizli gecis olabilmektedir [22].

Hiicrenin bulundugu fizyolojik kosullara bagl olarak farkli sinyal yolaklari
aktive olabilmektedir. TGFB, WNT, Notch ile biiyiime faktorleri tarafindan aktive
edilen Reseptor Tirozin kinazlar SNAIL anlatimini arttirmaktadir. SNAIL ve SLUG
farkli transkripsiyon faktorleri ile birlikte ¢alisarak hiicrenin gen anlatimin
degistirebilmektedir. Ornegin, SNAIL ve ETS1 proteinlerinin birlikte gen ifade

diizenlemeleri sonrasinda MMP9 anlatimi aktive olmaktadir [30].

3.1.2. bHLH Transkripsiyon Faktorii Ailesi

Homomerik ve heteromerik temel heliks-ilmek-heliks (bHLH) transkripsiyon
faktorli ailesinin tlyeleri olan TWIST1 ve TWIST2 gelisimin farkli periyotlarinda
etkinleserek EMT’yi aktive eder. Drosophila’da TWIST1 anlatim1 mesodermel
siirecte onemli rol oynamasina karsin farelerde mezodermal siirecten sonra gelisimde
gorev almaktadir [31]. TWIST1’in EMT siirecinde E-kaderin, klaudin, okludin,
desmoplakin ve plakoglobin gen anlatimlarin1 baskiladigi, buna karsin Fibronektin,
N-kaderin ve a5 integrin anlatimini arttirdifi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir
[22]. Hipoksik kosullarda, Hipoksi-indiiklenebilir faktéor 1o (HIF1a) TWIST
anlatimini arttirir ve bu nedenle EMT indiiklenerek tiimor hiicrelerinin yayilimi artar
[32]. TWIST1 protein stabilitesi ve aktivitesi Ser68’in MAPK yolag ile
fosforilasyonu sonrasinda artar ve TWIST1 aktivitesine bagli olarak meme kanser
hiicrelerinin invazyonunun arttig1 gosterilmistir [33]. TWIST proteinlerinin aktivitesi

dimer kompozisyonlarina gore degisiklik gosterir. TWIST1 ve TWIST2 nin
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homodimer yapisi veya TWIST/EI2 heterodimer yapist transkripsiyonal
regiilasyonda hem represor hem de aktivator diizenleyiciler olarak rol oynamasini

saglar [34].

3.1.3. ZEB Transkripsiyon Ailesi

Vertebralarda iki homolog ZEB proteini bulunmaktadir. ZEB1 (6EF1, Nil-2-a,
Tcf8, Bzp, Areb6, Mebl, Zfhxla ve Zfhep) tavuklarda lens—spesifik &1-kristalin
olarak lens hiicrelerinde belirlenmistir. ZEB ailesinin diger tiyesi olan ZEB2 (SIP1
ve Zthx1a) proteini 1214 aa uzunlugunda 140 kDa 6ngoriilen molekiiler agirligi olan
bir proteindir. Ilk olarak 1999 yilinda Verschueren ve arkadaslar1 Smadl ile Zeb2
proteinin iliski kurarak Xenopuslarda 5’-CACCT-3’ dizisine baglandig1 gostermistir
[35]. ZEB2 transkripsiyon faktoriiniin gelisimde onemli rol oynadigi belirlenmistir.
Fare embriyolarinda ZEB2 proteinin yoklugunda yapilan caligmada, noéral tiip
kapanamamasi sebebiyle E9.5 gilinde embriyolarin 61diigii belirtilmistir [36]. ZEB2
proteini, TGFp sinyal yolagi ile diizenlenen SMAD proteinleri ile etkilesime girerek
DNA’ya baglanan transkripsiyonel baskilayict olarak rol oynayan onemli bir
transkripsiyon faktoriidiir.

ZEB ailesine iiye ZEB1 (6EF1) ve ZEB2 (SIP1, ZFHX1B) transkripsiyon
faktorleri yapilarinda iki c¢inko parmak kiimesi gostermeleri ile karakterize
edilmektedir. N terminal kiime (NZF) dort ¢inko parmak motifi (i tane CCHH ve
bir CCHC) igerirken, proteinin C terminal (CZF) kisminda ise kiimelenmis iic CCHH
¢inko parmak motifi bulunmaktadir. ZEB1 ve ZEB2 proteinlerinin karsilastirilmalar
sonucunda NZF bolgesinde %88 benzerlik bulunurken, CZF bdlgesinde ise %93
benzerlik bulunmustur. Bu bélgeler disindaki alanlarda benzerlik daha az oranda
gozlemlenmektedir [37] (Sekil 3.2). Her iki proteinin DNA’ya baglandig
homeodomain ise %42 oraninda benzerlik gostermektedir. SMAD proteinleri ile
baglant1 kurulan boliim Smad Baglantt Domain (SBD) olup CID domain C terminal
baglanan protein-1 CtBP1 (C terminal binding protein-1) i¢in olan dizi PXDLS’yi
icermektedir. CtBP1 proteininin, ilk olarak adenoviriis E1A onkoproteinin C terminal
bolgesindeki PLDS dizisiyle iliski kurdugu belirlenmistir [38]. CtBP1 proteini
DNA’ya direkt olarak baglanma yetisine sahip olmamasina karsin diger proteinlerle

etkilesim kurarak bir kompleks halinde ko-repressor olarak bircok farkli genlerin
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transkripsiyonunda gorev yapmaktadir [39]. ZEB1 ve ZEB2 proteinleri E cadherin
promotorunda bulunan E-box’a ¢inko parmak yapilari ile baglanarak E-kaderin
proteinin anlatimini baskilamaktadir. Képek bobrek epitelyum hiicre hattt (MDCK)
ile yapilan ¢alismada CtBP’nin ZEB2’ye baglanarak E-kaderin anlatimin1 engelledigi
gosterilmesine karsin, CtBP’ye baglanamayan mutant ZEB2 proteininin de yabanil

tip kadar E-kaderin ifadesinin baskilandig1 bildirilmistir [40].
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Sekil 3.2: ZEB ailesi iiyesi transkripsiyon faktorlerinin sematik gdsterimi.

ZEB transkripsiyon faktorleri sumolasyon ile post-transkripsiyonel
modifikasyon geg¢irmektedir. ZEB2 proteinin sumolasyonu; Lizin391 ve Lizin866
bolgelerinde meydana gelmektedir. 2005 yilinda Long ve arkadaglarinin
caligmalarinda; Polikomb protein Pc2’nin SUMO E3 ligaz olarak is gorerek ZEB2
proteinin sumolasyonunda gorev aldigr belirlenmistir. Protein sumolasyonunun
protein kararlili§i ve protein lokalizasyonunda rol oynadigi gosterilmistir. Fakat
ZEB2 sumolasyonun etkilerinin incelenmesi sonucunda ZEB2 proteinin
kararliliginda ve nuklear lokalizasyonunda farklilik belirlenmemistir [41].

Ayrica ZEB ailesi {iyesi her iki proteinde de TGFP yolagiyla ilgili Smad-
Baglanma Bolgesi belirlenmistir (SBD). ZEB proteinleri TGFp yolagiyla aktive
olmaktadir. Smad3 ve Smad4’lin direkt olarak DNA’ya baglanma yetkinlikleri
bulunmasina karsin, DNA’ya olan afiniteleri ve spesifiteleri azdir. Bu nedenle, hedef
genlerde fiziksel ve fonksiyonel diizenleme Smad proteinleri ile birlikte baglanan
komplekste bulunan proteinler ve transkripsiyon faktorleri tarafindan
saglanmaktadir. ZEB2 ile Smad proteinlerinin etkilesimlerinin incelenmesi ZEB2

proteininin Smad proteinlerinin  MH2 domainlerine baglanabildigini ortaya
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koymaktadir. Verschueren ve arkadaglar1 yaptiklart ¢alismada ZEB2 proteinin
Smad1,2,3 ile baglanabildigini gostermistir. ZEB2 ile Smad4 arasinda direkt bir
baglant1 gésterilememistir. Smad proteinleri ve ZEB2 etkilesimini Transforme-Edici
Biiytime Faktorii-p (TGF-B) tip1 reseptor aktivasyonun gercgeklestirdigi belirlenmistir
[35]. TGF-B sinyal yolagi hiicrenin biiyiimesi, sag kalimi, farklilagmasi ve EMT gibi
cok sayida onemli hiicresel siirecte rol oynamaktadir [42]. ZEB1 ve ZEB2 ayrica
NF«kB, Ras-ERK2 ve HIF-1 gibi 6nemli sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile EMT
siirecinin tetiklenmesine Ozellikle karsinogenez siirecinde aracilik etmektedir [43,

44].

13



4. KANSERDE ZEB TRANSKRIPSIYON AILESI

Ksenograft fare timor modellerinde artmis ZEB1 anlatiminin hiicre polaritesini
bozdugu ve metastatik potansiyeli arttirdig1 gosterilmistir [45]. ZEBI1 ve/veya ZEB2
anlattminin primer insan karsinomlarindan over, meme, endometriyum, kolon,
akciger, prostat, pankreas ve mesane kanserlerinde artmis agresif 6zellik ve yiiksek
metastatik kapasite ile uyumlu oldugu gosterilmistir [46].

MikroRNA’lar 20-22 niikleotit uzunlugunda kii¢iik protein kodlamayan ve
post-transkripsiyonel regiilasyonda rol oynayan RNA’lardir. Ozellikle miR200 ailesi
ve ZEB transkripsiyon faktorleri arasinda baglanti oldugunu gosteren calismalar
yapilmistir [47]. Epitel fenotip ve miRNA’lar arasindaki baglantinin incelendigi 60
hiicre hattin1 kapsayan ¢alismanin sonucunda, miR200 ailesinin dolayli olarak E-
kaderin anlatimiyla pozitif ve Vimentin anlatimiyla ise ters korelasyon gosterdigi
belirlenmistir [48]. MDA-MB-231 insan meme adenokarsinom hiicrelerinin
miR200a ve miR200c MikroRNA’lar1 ile transfeksiyonu sonrasinda hiicrede E-
kaderin proteinin arttigi, ZEB1 ve ZEB2 proteinlerinin ise azaldigi belirlenmistir.
Tam tersi deneysel calismada ise HCT-116 insan kolorektal karsinoma hiicrelerinde
miR200 baskilanmasi sonrasinda ZEB1 ve ZEB2 proteininde artis belirlenmistir
[49]. Ayrica MDCK hiicrelerinde TGFf yolagina bagli olarak EMT indiiklenmesi
sonrasinda miR200 ailesinin anlatim profili degismektedir [50]. Yapilan ¢aligmalar
ile hem ZEB2’nin hem de ZEBI’in miR200 ailesi {iyeleriyle karsilikli bir
diizenlenme mekanizmasi gosterdikleri bulunmustur. Baska bir deyisle, ZEB1 ve
ZEB2 miR ailesi iiyelerini baskilamakta, miR transkriptleri ise ZEB1 ve ZEB2’yi
negatif yonde regiile etmektedir [51].

miR200 ailesi yalmizca ZEB diizenlenmesinde degil, ayrica kanser kok hiicre
indiikleyici proteinler olan Bmil, Sox2 ve KLF4 baskilanmasinda da rol
oynamaktadir. Meme epitel hiicrelerinden izole edilen CD44+ CD24- kok
hiicrelerinde EMT programini indiikleyen diger transkripsiyon faktorleri ile birlikte
ZEB2 mRNA seviyelerinin de yiiksek oldugu saptanmistir [52]. Meme kanseri kok
hiicrelerinin izolasyonu sonrasinda hiicrelerin azalmis miR200 ve artmis ZEB1 ve
ZEB2 anlatimlarinin oldugu belirlenmistir. BMI proteinin hiicrenin senesensinde rol
oynadig1 ve bu diizenlemenin miR200c ile gerceklestigi gdsterilmistir [53]. Tiim bu

caligmalar, ZEB ailesi iiyeleri ile kok hiicre fenotipi arasinda giiclii bir baglanti
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ortaya koymaktadir. ZEB transkripsiyon faktorleri tarafindan gergeklestirilen
transkripsiyonel regiilasyon mekanizmalar1 normal fizyolojik ve patolojik siireclerde

onemli rol oynamaktadir.

4.1. ZEB Proteinleri Tarafindan Diizenlenen
Transkripsiyonun Molekiiler Mekanizmalari

ZEB1 ve ZEB2 baslangicta transkripsiyonel baskilayici olarak tanimlanmasina
karsin her iki faktor de hedef gen ve dokuya bagli olarak transkripsiyonu aktive
edebilir veya baskilayabilir [46]. ZEB1 ve ZEB2 cDNA’lari GAL4 mayasinda test
edildiklerinde her iki heterolog proteinin de giiclii aktif transkripsiyonel baskilayici
olarak gorev yaptigi belirlenmistir. Yapisal olarak N-terminal ve merkezinde
baskilayic1 baglanma bdlgeleri bulunmasina karsin C-terminal ucunda aktivator
domaini bulunmaktadir [54, 55]. ZEB proteinlerinin, hedef gen promotor
bolgelerinde  secici  olarak  ko-repressdrlerin  toplanmasin1  sagladiklar
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, hangi ko-repressorlerin gorev aldigi sadece
birka¢c ZEB hedef geni icin bilinmektedir. Tip60, CD4'lin baskilanmasinda ZEB1’e
aracilik etmektedir [56]. ZEB1 ile CtBP represoér kompleksinin biiylime hormonu,
interl6kin-2 ve Bcl-6"nin gen ifadesini diizenledigi belirlenmistir [57]. E-kaderin gen
anlatiminin baskilanmasinda ZEB1 CtBP ve BRGI1 proteinleri ile kompleks
olustururken, ZEB2 ise CtBP ve NuRD ile kompleks olusturarak baskilama
yapmaktadir [3].

ZEB1 ve ZEB2’nin transkripsiyonel aktivator olarak gorev yapmalarinda p300
ve pCAF baglanmasiyla olusan kompleks hedef proteinin transkripsiyonunda rol
oynamaktadir [58]. Bu histon asetil transferazlarin baglanmasi hedef genlerin
anlatiminin gergeklestirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kolorektal karsinoma
hiicrelerinde ZEB1 hedefi oldugu bilinen Vitamin D Reseptoriiniin anlatiminin p300
miktarina bagli olarak pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir [59]. Fakat hangi
kosullarda bu aktivasyonun gerceklestigi tam olarak bilinmemektedir. ZEB
proteinlerinin aktivatdr veya repressor gen regiilatorii olarak rol oynamalarinda, post-
transkripsiyonel modifikasyonlarinin etkili oldugu belirlenmistir. ZEB2’nin Pc2
tarafindan sumolasyonu sonrasinda CtBP’nin baglanmasini engelledigi ve E-kaderin
baskilanmasmin azaldigi belirtilmistir [41]. Tim bu bilgiler 15185inda, ZEB

proteinlerinin transkripsiyonel regiilasyonlart ve hangi kosullarda ne sekilde

15



regiilasyonda rol oynadiklari heniiz netlestirilememistir.

4.2. Kanserde ZEB2 Transkripsiyon Faktoriiniin Bilinen
Hedefleri

ZEB2’nin hedef genlerinden olan E-kaderin geninin promotor bdlgesindeki
CACCTG dizilerini igeren iki adet E-box dizisine NH2 ve COOH uglarindaki ¢inko-
parmak motifleriyle baglanarak gen anlatimini baskiladigi gosterilmistir [40]. ZEB2
hedefi olarak belirlenen CLDN4 (klaudin-4), CCND1 (siklin D1) ve SFRP1
(secreted-frizzled-related proteinl) gen ifadelerinin baskilanmasinda ZEB2’nin E-
box benzeri AGGTG dizilerine baglandigi belirlenmistir [60-62]. Ayrica TERT
(Telomeraz revers transkriptaz), ALPL (dokuya spesifik-olmayan alkalen fosfataz)
ve miR-200 ailesi (mMiR-200a, miR-200b, miR-429, miR-200c ve miR-141)
genlerinin de ZEB2-bagimli olarak ifadelerinin baskilandigi gosterilmistir [51, 63,
64]. ZEB2’nin baglandig1 diziler olan E-box dizilerinin genomda bulunma siklig1 ¢ok
yiiksektir [65]. Onceki ¢aligmalar, heniiz aydinlatilmamis ve ZEB2’nin regiile etmesi
olas1 ¢cok sayida hedef olabilecegini diistindiirmektedir.

Farkl: hiicresel siireglerde rol oynayan bu hedeflerin belirlenmesinde kromatin
immiinopresipitasyon yontemi uygulanmis olmasina karsin kullanilan deney
kurgusunda ZEB2’nin ektopik olarak ifade edilmesi saglanmis ya da fare
modellerinde c¢alisilmistir. ZEB2’nin endojen olarak ifade edildigi insan hiicre
hatlarinda kromatin immiinopresipitasyon dizileme yoluyla ZEB2 hedeflerinin

belirlendigi bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Geregler
5.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Metanol, EDTA (Merck), Etanol (Merck), Agaroz (Lonza) ve RNase-
ExitusPlus (AmpliChem), Proteaz inhibitorii (Roche), Proteinaz K (NEB), RnaseA
(Thermo Scientific), polybrene (Millipore), doksisiklin (Abcam) haricindeki tiim

kimyasallar Fischer Scientific firmasindan temin edildi.
5.1.2. Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

Hiicre besiyeri olarak diisiik-glikoz ve yiiksek-glikoz igerikli DMEM ile
RPMI1640 (Gibco), besiyerleri, % 10 fotal dana serumu (FBS, Gibco), diisiik
seviyede IgG (<0.005 mg/mL) igeren FBS (Super Low IgG FBS, Hyclone), 10X
PenisilinStreptomisin (Gibco), 1X Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS, Gibco) ve
10X Tripsin (Gibco) kullanildi.

5.1.3. Kullanilan Kitler

Kiiltiire edilip biiyiitiilen hiicrelerden total RNA izolasyonu i¢in NucleoSpin
RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanildi. Izole edilen total RNA’lardan tek
zincirli cDNA sentezi ProtoScript First Strand cDNA sentez kiti (BioLabs) ile
yapildi. Gen ifadesi analizinde Maxima Syber Green qPCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific) ile gercek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirildi.
ZEB2 (SIP1) gen ifadesinin SNU398 hiicrelerinde baskilanmasinda GIPZ Lentiviral
SshRNA partikiilleri (Thermo Scientific) kullanildi. immiin ¢dktiirme ydnteminde
protein G resin (Genscript) bilyeler kullanilarak antikor baglandi ve ZEB2 proteini
zenginlestirilerek ~ Western ~ blot  yontemi  ile  gosterildi.  Kromatin-
immiinopresipitasyon  deneylerinde  ise  manyetik  bilyeler  (Dynabeads,
Lifetechnologies) kullanildi. ChIP deneylerinde ZEB2 antikoru ile elde edilen DNA
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izolasyonu QIAQuick PCR saflastirma kiti (QIAGEN) ile gergeklestirildi. Izole
edilen DNA’nin miktarinin belirlenmesinde Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Assay
Kit (Life Technologies) ile yapildi. Kanser doku ve normal insan cDNA’larinda gen
ifade analizleri TissueScan qPCR Cancer Survey cDNA arrays | (CSRT101-
OriGene) ile gerceklestirildi.

5.1.4. Kullanilan Antikorlar

Doktora tez Danismanim Prof. Dr. Tamer YAGCI tarafindan gelistirilen
Monoklonal anti-ZEB2 antikoru 6E5 hibridoma hiicre stipernatanlarindan elde edildi.
GALNT3 (LS-C166355- LifeSpan BioSciences), tavsan poliklonal anti-MYC Tag
(ab9106-Abcam), fare monoklonal anti-siklin D1 (sc-20044) ve anti-E-cadherin
(sc8426-Santacruz) antikorlari ise ticari olarak alindi. Western blotta yiikleme
kontrolii olarak o —tubulin (Genscript, A01410) ve B-aktin (Genscript, A00702),
ikincil antikorlar olarak anti-fare HRP (Cell Signaling, 7076S) ve anti-tavsan HRP
(Cell Signaling, 7074S) antikorlar1 kullanildi. Kromatin immiinopresipitasyon
deneylerinde kontrol antikoru olarak fare izotip 1gG2a (Millipore) antikoru
kullanildi.

5.1.5. Kullanilan Hiicre Hatlar:

Bu calismada GTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’'nde stoklu 8
hepatoma (SNU182, SNU398, SNU423, SNU475, HEP3B, SK-HEP1, HUH7 ve
PLC/PRF/5) ve 1 hepatoblastoma hiicre hattt (HEPG2) kullanildi. Ayrica
Southampton Universitesi’nden Dr. A. Emre Sayan tarafindan laboratuvarimiza
verilen ZEB2’nin doksisiklin ile indiiklenilerek anlatiminin gergeklestirildigi epitel
karakterli kolorektal kanser hiicre hattt DLD1-ZEB2 kullanildu.

5.1.6. Insan Karaciger Total RNA ve Oligoniikleotidler

RT-gPCR deneylerinde kullamlan insan Karaciger Total RNA ekstrakti
Agilent Technologies’den, primerler ise Alpha DNA ve iontek firmasindan temin
edildi.
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5.1.7. DNA Belirtecleri, Yiikleme Tamponlar1 ve Goriintiileme
Substrati

Agaroz jel elektroforez i¢in 100 — 1000 baz cifti araligindaki (New England
BioLabs) DNA boyut belirteci ve yiikleme tamponu olarak da Gel Loading Dye Blue
(6X) (New England BioLabs) kullanildi. Niikleik asit boyanmasi i¢in ise RedSafe
Nucleic Acid Staining Solution (Intronbio) kullanildi. Protein goriintiilemelerinde

kemiliiminesan substrat1 Signalfire ECL reagent Cell Signaling firmasindan alind.

5.1.8. Kullanilan Cozeltiler

o Niikleik Asit Cozeltileri

— Tris-EDTA (TE) Tamponu: 10 mM Tris—HCI (pH 8.0) , iImM EDTA (pH
8.0)

— Tris — Asetik asit — EDTA (TAE)(50x): 121 g Tris — bazi, 18,6 g EDTA,
28,55 ml glasiyel asetik asit. Bu bilesenler, belirli miktar ddH2O iginde
¢oziillip, pH 8,5 yapildiktan sonra 500 ml’e ddH20 ile tamamlandi.

e Hiicre Kiiltiirii Cozeltileri
— Hiicre Dondurma Ortami: %10 DMSO, %90 FBS
— Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) (10X): 80 g NaCl, 2 g KCI, 17,8 g
Na2HPO4.2H20, 2,4 g KH2PO4. Bu bilesenler belirli miktar ddH20O icinde
¢oziillip, pH 7,4’e ayarlandiktan sonra 1 L’ye ddH20 ile tamamlandi.

e Western Blot Cozeltileri
— RIPA Lizis Tamponu: 50mM Tris-cl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40,
0.25% Na-deoksikolat ve proteaz inhibitorii
— NP40 Lizis Tamponu: 50 mM HEPES (pH= ~8), 175 mM NaCl, 1,5 mM
MgCl2, %10 Gliserol, %1 NP40 ve proteaz inhibitorii.
— SDS Lizis Tamponu: 50 Mm Tris (pH=8), 150mM NaCl, %2 SDS ve
proteaz inhibitorii.
—4X SDS Yiikleme Tamponu: %40 Gliserol, %20 SDS, 800 mM f-
merkaptoetanol, 200mM Tris (pH=6.8), %0,1 Bromofenol mavi.
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— %8'lik SDS-PAGE Ayirma Jeli: 2,5 ml 1,5M Tris (pH=8,8), 100ul SDS
(%10), 2 ml Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 ul TEMED ve 5.5 ml ultra saf
Su.

— %4'liik SDS-PAGE Istifleme Jeli: 2,5 ml 0,5M Tris (pH=6,8), 100ul SDS
(%10), 1 ml Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 ul TEMED ve 6,4 ml ultra saf
Su.

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

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

— 1X TBS: 50 mM Tris HCI (pH= 7.4), 150 mM NacCl.

— TBS-T: TBS igersinde % 0,05 olacak sekilde Tween 20 ¢oziildii.

— Bloklama Cozeltisi: 1X TBS-T (%0,05) igerisinde %35 siit tozu olacak
sekilde hazirlandu.

e ChIP Cozeltileri
— PBS-BSA Tamponu: PBS igerisinde 5mg/ml Bovine Serum Albumin
(BSA) olacak sekilde hazirlandi.
— Formaldehit Soliisyonu: %37 formaldehit, SM NaCl, 0,5M EDTA pH:8.0,
IM Hepes pH:7.9 distile suda ¢oziildii.
— Glisin Stok Soliisyonu: 2M olacak sekilde distile su igerisinde hazirlandi.
— PBS-NP40 Tamponu: PBS igersinde %0,5 olacak sekilde NP40 ¢oziildii.
— PIPES tampon: 5 mM PIPES pH 8.0, 85 mM KCI, 0.5% NP-40 ve proteaz
inhibitori
— Niikleer Lizis Tamponu: 50 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS
proteaz inhibitort
— LiCl Yikama Tamponu: 100 mM Tris pH:7.5, 500 mM LiCl, %1 NP40, %1

sodyum deoksikolat ve proteaz inhibitori.
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5.2. Yontemler
5.2.1. Hiicre Cézme Islemi

Siv1 azot tankindan alinan hiicre hatlar1 oda sicakliginda geldiginde, {lizerine
yavasca %10 fotal dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve 8mM L-Glutamin ile
desteklenen besiyeri eklendi ve 15 ml santrifiij tiipiine alindi. Hiicreler 1500 rpm’de
5 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1 aspire edildi ve hiicre pelleti besiyeri ile sulandirild:
ve 100 mm’lik kiltir kabma ekim yapilarak 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore
yerlestirildi.

5.2.2. Hiicre Kiiltiirii ve Biiyiitiilme Sartlar

Hiicreler 100 mm’lik kiiltiir kabinin %80-90’1n1 kapladiklarinda besiyeri aspire
edildi. Hiicrelerin iizerine 1X PBS eklenerek hiicreler yikandi. 1X PBS aspire
edilerek 3X tripsin eklendi ve hiicreler kaldirildi. Hiicreler gerekli oranlarda
pasajlanarak kiiltiire edilmeye devam edildi. SNU 182, 398, 423 ve 475 hiicre hatlar1
RPMI1640 besiyerinde, HUH-7, Hep3B, PLC/PRF/5, SK-HEP1 ve HEPG2 hiicre
hatlar1 diisiik — glikoz icerikli, 6ES hibridoma hiicre hatt1 ise diisiik IgG igeren FBS
destekli yiiksek — glikoz icerikli DMEM besiyerinde biiyiitiildii. DLD1-ZEB2 yiiksek
— glikoz icerikli DMEM besiyerinde biiyiitiildii. Bu hiicreler indiiklenecegi zaman
besiyerine 2pg/ml doksisiklin eklendi. Tiim besiyerlerine %10 FBS ve %1 Penisilin

— Streptomisin antibiyotik karigimi eklendi.
5.2.3. Hiicre Dondurma Islemi

Hiicreler stok yapma amaciyla dondurularak saklandi. Hiicreler 1500 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Ust siv1 aspire edildi ve hiicre pelletinin iizerine hiicre
dondurma ortami eklendi. 2ml tiiplerde hiicreler 6nce -80°C derin dondurucuya alindi
ve takip eden giin sivi azot tankina aktarilarak uzun siireli saklanmalari

gerceklestirildi.
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5.2.4. Kiiltiire Edilen Hiicrelerden RNA izolasyonu

Kiiltire edilen hiicrelerden RNA, NucleoSpin RNA 1II izolasyon kiti
(Macharey-Nagel) kullanilarak, iiretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun
bir sekilde gerceklestirildi. Lizis tamponu ile hiicre pelleti lizis edildi. Ardindan elde
edilen lizat filtrelendi. Filtreden gegen sivinin lizerine RNA-baglama soliisyonu
eklendi. Bu st sivi kolona uygulanarak RNA’nin kolona baglanmasi saglandi.
Kolondaki tuzlar MDB (Membran Desalting Buffer) eklenerek ortamdan
uzaklagtirildi. Kolondaki DNA, rDNase kullanilarak parcalandi. Kolon yikandi ve
kurutuldu. Yiiksek saflikta RNA’nin eliisyonu 40 pul dH20O kullanilarak yapildi.

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve OD 260/280 oram NanoSpec
spektrometre cihazi ile olgiildii. Izole edilen RNA’lar -80°C derin dondurucuda

saklandi.

5.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

5.2.5.1. DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel, istenilen miktardaki toz agarozun 1X TAE tamponu igerisinde
¢oziilmesi ile hazirlandi. Igerisine 6 pl/100 ml olacak sekilde RedSafe (20.000X)
boyasi eklendi. RT — qPCR ornekleri, 6X DNA yiikleme boyasi ile son hali 1X
olacak sekilde karistirilip jele yiiklendi. Belirte¢ olarak ise 100 — 1000 baz cifti
araliginda bantlar olugturan DNA boyut belirte¢i kullanildi. Jelde yiiriitiilen niikleik

asitler, ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel goriintiileme cihaz ile goriintiilendi.

5.2.5.1. RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen total RNA &rnekleri, 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek buza alindh.
Ornekler 6X DNA yiikleme boyasi ile son hali 2X olacak sekilde karistirilip %2’lik
agaroz jelde 1X TAE tamponu kullanilarak yiiriitiildi. Jelde yiiriitiilen niikleik

asitler, ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
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5.2.6. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi, ProtoScript First Strand cDNA sentez
kiti kullanilarak, iiretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun bir sekilde
yapildi. Kisaca, -80°C derin dondurucudan alinan RNA’lar ile PCR tiiplinde total
RNA/Primer/dNTP karisimi (Tablo 5.1) hazirlandi. Bu karisim PCR cihazina
yerlestirildi ve 70°C’de 5 dk oOn-inkiibasyon gerceklestirildi. Primerlerin
baglanmasinin ardindan iizerine RT karigimi (Tablo 5.2) eklendi. Hacmi 20 pl olan
cDNA sentez karigtmi PCR cihazina yerlestirilip 42°C’de 60 dk sentez islemi ve
80°C’de 5 dk enzim inaktivasyonu islemi yapildi.

Table 5.1: RNA/Primer/dNTP karigimu.

RNA / Primer / ANTP karisimi

Total RNA (1 ug) 0,8-3,78 ul
Primer 2 ul
dNTP mix 2 ul
N.F. dH,0 (Nuclease — free dH,0) 2,22-5,2 ul
Toplam 8 ul

Table 5.2: Ters transkriptaz karigimi.

M — MulV Reaksiyon Karisimi 0,8-3,78 ul
M — MulV Enzim 2ul
Toplam 2ul

20 pl olan PCR hacmi reaksiyon sonunda N.F. dH20 (Nuclease — free distile
su) ile 100 pl’ye tamamlandi. cDNA konsantrasyonu ve ODggo280 orani NanoSpec

spektrometre ile 6l¢iildii. Sentezlenen cDNA, -20°C derin dondurucuda saklandi.
5.2.7. RT-qPCR ile Gen ifadesi Analizi

RT—qPCR i¢in kullanilan primerler, primer 3 programu ile tasarlandi.
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RT — qPCR islemlerinde total reaksiyon hacmi 20 pl olarak hazirlandi ve 200-
300 ng cDNA kalip olarak kullanildi (Tablo 5.3). Primerler (Tablo 5.4) ile Maxima
Sybergreen gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) kullanilarak kitin onerdigi
dongii sartlarinda RT-qPCR reaksiyonu gergeklestirildi (Tablo 5.5). Gen ifadesindeki
degisim ise, 44Ct formiilii ile hesaplandi [66]. Normalizatér olarak GAPDH
housekeeping geni kalibrator olarak da saglikli insan karaciger hiicrelerinden izole

edilen RNA’dan sentezlenen cDNA kullanildi.

Table 5.3: RT-qPCR reaksiyon tablosu.

2X master mix 10 pl
fleri primer (200 mM) 0,4 ul
Geri primer (200 mM) 0,4 ul
Kalip cDNA (50 — 100 ng) 1 ul

N.F. dH,0 8,2 ul
Toplam 20 ul

Table 5.4: RT-qPCR’da kullanilan Primer Listesi.

Gen Ad1 Ileri Geri

ZEB2 5’CAAGGAGCAGGTAATCGCAAGT3’ 5’GGAACCAGAATGGGAGAAACG3’
Fare ZEB2 5’-ACCGACTCAAGGAGACAGAT-3’ 5’>-GAGTGGATATGCTGTGGTTCTC-3".
GADPH 5’GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT3’ 5’CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA3’
GALNT3 5’- GGCACAACATCCAGAAGGAA-3’ 5’-CATATCTGCTCTCCAGTGACAAC-3".
MAP7 5’- GTGGACTTATCTTTGCCTTACCT-3’ 5’-GCCAAACACAGTCAACATTCC-3’
BOK 5’-GATGGACTGATGTCCTCAAGTG-3’ 5’-GGCAGCAGCACGAAGAA-3’
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Table 5.5: RT-qPCR dongii sartlari.

Dongii Sayist Sicaklik (°C) Siire
1 Dongii 95 10 dakika
95 15 saniye
45 Dongii 60 30 saniye (6lgiim)
72 30 saniye
Her0.1°C
) . sicaklik
Erime Egrisi 55-95 degisiminde
Olclim

RT-qPCR reaksiyonlarinda gen ifadesindeki degisim, AACt formiiliinde
asagidaki gibidir.

ACtHedef(CtKal_ CtO‘I"‘n)
EHedef

AACt = (5.1)

ACtNorm(Ctral— Ctyry)
Enorm

Formiilde Epeq.r; Hedef gene spesifik primerin etkinlik degerini, ACty,qer;
Hedef genin kalibratordeki Ct degeri (Ctgg;) ile Ornekteki Ct degerini, (Ctyrn)
arasindaki farki, Eyo.n ; Normalizator gene spesifik primerin etkinlik degerini,
ACtyorm: Normalizator genin kalibratordeki Ct degeri (Ctg,;) ile 6rnekteki Ct degeri
(Ctyrr) arasindaki farki ifade eder.

AACt formiiliinden elde edilen degerler log2 tabaninda grafige gecirilerek gen
ifadelerindeki degisim 2’nin katlar1 seklinde ifade edildi.

5.2.8. Hiicre Lizatlarinmin Hazirlanmasi ve Western Blot

Hiicreler petrilere ekildi ve kiltir kabim1 %80-90 oraninda kaplamalarim
takiben hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Soguk 2 ml PBS varliginda hiicre kaziyici ile
kazinarak 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplandi. Tiipler +4°C’da 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek hiicre pelletleri elde edildi. Elde edilen hiicre pelletleri buza
almarak hiicre lizat1 elde etmek amaciyla lizis protokolii uygulandi. Hiicre pelletleri
farkli lizis tamponlar1 i¢inde ¢d6ziildiikten sonra sonikatérde (Branson) %15

amplitiid’de 25 saniyelik aralar ile 5° er sn. sonikasyon islemine tabi tutuldu. islem 4
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defa tekrarlanarak hiicrelerin lizis tampon i¢inde par¢alanmalar1 saglandi. Elde edilen
hiicre lizatlarina yiikleme tamponu eklenerek oOrnekler 5 dakika kaynatildi ve
poliakrilamid jele yiiklendi. SDS-PAGE 100 V’ ta 2 saat ylriitiildii. Proteinlerin
PVDF membrana aktarimi 1slak transferle gergeklestirildi (400 mA, 90 dakika).
Transfer sonrasi membran gece-boyu %1 Tween-20 igeren yagsiz siit tozu ile
bloklandi.  Ertesi giin, membran primer antikor ile oda sicakliginda 2 saat
calkalanarak inkiibe edildi. Yikanan membran ikincil antikor olarak anti-mouse veya
anti-rabbit HRP ile 1,5 saat muamele edildi. Baglanmayan antikorlarin membrandan
uzaklastirilmasi amaciyla yikama isleminde TBS-T kullanildi. Signalfire (Cell
Signaling) kemiliiminesan substrati uygulanan membrandan protein goriintiileri

Goriintli Analiz Sisteminde (Biorad) fotograflanarak dosyalandi.
5.2.9. Immiin-Coktiirme Yontemi

Diisiik ZEB2 gen ifadesinin saptandigi PLC/PRF/5 hiicreleri ve yiliksek ZEB2
gen ifadesinin saptandigi  SNU398 ve SK-HEPI1 hiicreleri kullanilarak
immiinopresipitasyon (IP) deneyleri yapildi. Immiin-¢oktiirme ydnteminde her bir
ornek i¢in protein G resin bilyelerinden 100 ul alindi. Oda sicakliginda 3500 rpm 3
dakika santrifiij edildi. Bilyeler 2 kere 1 ml NP40 tamponu ile yikandi. 6ES5 {ist-sivisi
(ZEB2 monoklonal-antikor) ve 10 ml NP40 Buffer i¢cinde 4 ug Ig2a izotip antikoru,
Protein G resin bilyeler ile gece boyu +4°C’ta inkiibasyona birakildi.

150 x 20 mm petrilerde kiiltiire edilen hiicreler, petri kabin1 %80-90 oraninda
kaplamalarin1 takiben PBS ile 2 kez yikandi. Sonraki asamada, 2 ml soguk PBS
varliginda hiicre kaziyici ile kazinarak 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplandi. Tiipler
+4°C’ta 1500rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre pelletleri elde edildi. Elde
edilen hiicre pelletleri buza alinarak hiicre lizat1 elde etmek amaciyla, lizis protokolii
uygulandi. Hiicre pelleti SDS lizis tamponu iginde ¢oziildiikten sonra 30 dakika
buzda bekletildi. Sonikatérde (Branson 250) %15 titresim genliginde (amplitiid) 25
saniyelik aralar ile 5’ er sn sonikasyon islemine tabi tutuldu. Islem 5 defa
tekrarlanarak hiicrelerin lizis buffer iginde parcalanmalari saglandi. Ornekler 14000
rpm 30 dakika +4°C’ta santrifiij edildi ve hiicre debrileri ile birlikte SDS’in ¢okmesi
saglandi. Elde edilen lizatlardan 30 ar ul (input i¢in) alinarak -80°C’ta saklanda.
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Inkiibe edilen Protein G resin bilye ve antikor karistmi 3500 rpm oda
sicakliginda 3 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet NP40 tamponu ile 2 kere
yikandi. Yukarida hazirlanisi tarif edilen hiicre lizati, bilye ve antikor karisimina
eklendi ve proteaz inhibitorii igeren NP40 tamponu ile hacim 2 ml’ye tamamlandi.
Gece boyu +4°C’ta inkiibasyona birakildi. 3500 rpm oda sicakliginda 5 dakika
santrifiij edildi. Pellete Laemmli tamponundan 50 pl eklendi ve karisim 10 dakika
kaynatildi. Ayni karisim sonrasinda, 3500 rpm’ de, oda sicakliginda, 5 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen iist-stvi SDS-PAGE’de kuyulara yiiklendi. Western blot
yonteminde bilyelere baglanan ve primer antikor olarak ayni 6E5 {ist-sivilari
kullanildi. Sekonder antikor olarak anti-fare kullanildi. Kemiliiminesan substrati
uygulanan membrandan protein goriintiilleri goriintii analiz sisteminde (Biorad)

fotograflanarak dosyalandi.

5.2.10. Kromatin immiin-Coktiirmenin Western Blot Yoéntemi ile
Dogrulanmasi

ChIP-WB yonteminde her bir 6rnek i¢in protein G manyetik bilyelerinden 15
ul alindi. Oda sicakliginda manyetik tiiplikkte 5 dakika bekletildi. Manyetik bilyeler
PBS-BSA ile 2 kere yikandi. 6E5 iist-sivisina ve PBS-BSA karisimina bilyelerin
birbirine yapismasini 6nlemek amaciyla 1/10000 oraninda Tween 20 eklendi. 6ES
ist-s1vis1 (ZEB2 monoklonal-antikor) ve 4 pug Ig2a izotip antikor 10 ml PBS-BSA
icinde protein G manyetik bilyeler ile gece boyu +4°C’ta inkiibasyona birakildi.

Hiicreler %80-90 biiylime oranina geldiklerinde %1 formaldehitte 10 dakika
bekletilerek DNA-protein g¢apraz-bagi (crosslink) olusturuldu. Formaldehit etkisi 125
mM glisin (5 dakika) ilavesiyle sonlandirildi. Hiicreler bu asamada PBS ile 2 kez
yikandi. 2 ml soguk PBS varliginda hiicre kaziyici ile kazinarak 15 ml’lik santrifiij
tiiplerine toplandi. Plazma membrani, proteaz inhibitorii karisimi ilave edilmis PIPES
tamponu ile buzda 10 dakika pargalandiktan sonra 1000 rpm 10 dakika +4°C’ta
santrifiij islemiyle cekirdek pelletleri elde edildi. Pelletler Niiklei Lizis tamponu
icinde 10 dakika buzda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kromatinin
parcalanmasi i¢in sonikasyon islemi gerceklestirildi. %20 titresim genliginde 30 sn.
sonikasyon ve 30 sn. buzda bekletme dongiilerinden olusan 8 islem gerceklestirildi.
Sonikasyon sonrasi SDS’in ortamdan uzaklastirilmas: i¢in 14000 rpm 15

dakika+4°C’ta santrifiij yapildi. Elde edilen lizattan DNA’nin par¢alanma etkinligini
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test etmek ve Western blot isleminde input olarak kullanilmak amactyla 150 pl 6rnek
alindi. PBS-BSA ve 6E5 iist-sivisi ile doyurulan bilyeler 2 kere proteaz inhibitorli
NP40 Lizis tampon ile yikandi. Lizatlar ve bilyeler proteaz inhibitorli NP40
tamponu i¢inde +4°C’ta gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi giin alinan
orneklerde farkli yikama tamponlart denendi. 6ES ChIP &rnekleri 5 kere 1ml LiCl
yikama tamponu ile 3 dakika dondiiriilerek yikandi. Ornekler 1 ml TE Soliisyonu ile
2 kere 10 dakika dondiiriilerek son yikama yapildi. Tamponun uzaklastirilmasindan
sonra bilyelere 2X Laemmli buffer eklendi ve 10 dakika kaynatildi. Elde edilen iist-
stvi SDS-PAGE’de kuyulara yiiklendi. Western blot yonteminde primer antikor
olarak bilyelere baglanan ayni 6ES5 iist-sivilart kullanildi. Sekonder antikor olarak
anti-fare kullanildi. Signalfire kemiliiminesan substrati uygulanan membrandan

protein goriintiileri goriintii analiz sisteminde (Biorad) alindi.
5.2.11. Kromatin immunopresipitasyon Yontemi

Hiicreler %80-90 biiylime oranina geldiklerinde formaldehit soliisyonunda 15
dakika bekletilerek DNA-protein c¢apraz-bagi (crosslink) olusturuldu [67].
Formaldehit etkisi glisin (125mM, 5 dakika) ilavesiyle sonlandirildi. Hiicreler bu
asamada PBS-NP40 tamponu ile 2 kez yikandi. 2 ml soguk PBS varliginda hiicre
kaziyicr ile kazinarak 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplandi. Hiicreler 2 kere 10 ml
PBS-NP40 tamponu ile yikandi ve 1500 rpm 5 dakika +4°C de santrifiij yapildi. Elde
edilen pellete proteaz inhibitdrii karisimi ilave edilmis PIPES Lizis tamponu (10ml)
eklendi ve buzda 10 dakika parcalandiktan sonra 1000 rpm 10 dakika +4°C’ta
santrifiij islemiyle g¢ekirdek pelletleri elde edildi. Pelletler Niikleer Lizis tamponu
icinde 10 dakika buzda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kromatinin
par¢alanmasi i¢in sonikasyon islemi gerceklestirildi. Sonikasyon sonrasi SDS’in
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 14000 rpm 15 dakika +4°C’ta santrifiij yapildi. Elde
edilen lizattan DNA’nin par¢alanma etkinligini test etmek ve ChIP-qPCR isleminde
input olarak kullanilmak amaciyla 6rnek alindi. PBS-BSA ve 6ES iist-sivisi ile
doyurulan bilyeler 2 kere proteaz inhibitdrlii NP40 Buffer ile yikandi. Lizatlar ve
bilyeler proteaz inhibitdrlii NP40 Buffer iginde +4°C’ta gece boyu inkiibasyona
birakildi. Orneklerden her biri 5 kere 1ml LiCl yikama tamponu ile 3 dakika

dondiiriilerek sonrasinda 1 ml TE tamponu i¢inde 2 kere 5 dakika dondiiriilerek son
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yikama yapildi. ChIP deneyinin basinda olusturulan protein-DNA kovalent baginin
koparilmas1 (reverse crosslink) i¢in Ornekler gece boyu 65°C’ta RNAse A ve
proteinaz K ile muamele edildi. ChIP-DNA ve input-DNA QIAQuick PCR
saflagtirma kiti ile saflastirildi [68, 69].

5.2.12. ChIP-gPCR Verilerinin Analizi

izole edilen input, izotip ve ZEB2-IP DNA’lar;, 200 mM final ileri ve geri
primerleri, Syber boyasi iceren DNA polimeraz karisim ve niikleik asit icermeyen su
ile hacim 20 pl’ye tamamlanarak ChIP—qPCR gergeklestirildi. Ilgilenilen DNA

bolgelerinin primerleri primer 3 programu ile tasarlandi (Tablo 5.6).

Table 5.6: gPCR analizinde kullanilan primer listesi.

Gen Adi

fleri

Geri

LPCAT1_-22k promotor

5’CAAACCGGGAAGTCATCTTG3’

5'TGCACAAGGGTTCTGTTCTG3’

CDH4_-35k promotor

5’AGATGCAGATGGGATGTAGC3’

5’'TGCCTGTATTGCACCCACAC3

ADARB2_+165k promotor

5’CGCCACCAGCATATAGAAGAG3

5’CAAAACAAACACCCTCACAGTC3’

miR200c-141 promotor

5’CAGGAGGACACACCTGTGC3’

5'TCCCCTGGTGGCCTTTAC3'

miR200b promotor

5’AAGGTGGGGGCGGGACGGA3’

5" TGGGAGGCGGTGGCGAGGTG3’

MAP7 promotor - (-323-175)

5’-GACAGGTGAGCGCAGTC-3’

5’-CCGCTCTTCCAGCCGAG-3’

BOK Promotor (+13394 -
+13491)

5’-TCTTGTGTTGGAGCCTTCAG-3’

5’-CACCGTGCACCAGAATATCA-3’

Galnt3 promotorl

5'TCCCGCCTGCTCTAACG3’

5’GACAGCAACCGGAGTCG3’

Galnt3 promotor2

5’GGCTCGGCTTCCACTTG3’

5’CGCGATCCAAGGTTCTCAC3’

ChIP—qPCR verilerini normalize etmek amaciyla “% input” yontemi kullanildi
[70]. Bu yontemde ChIP ile ¢oktiiriilmiis DNA’dan gelen Ct degerleri, inputtan gelen
Ct’lere gore degerlendirilmektedir. Input degeri ChIP’te kullanilan kromatin
miktarin1 yansittigindan, %1 input ile qPCR yaptigimizda diliisyon faktorii 100
oldugu icin input ham Ct degerinden log2 tabaninda 100’{in karsilig1 olan 6,644 Ct
degeri cikartilarak %100 inputa tekabiil eden Ct degeri bulundu. Izotip kontrol
antikoru ve 6E5 ZEB2 antikoru ile indirilen DNA’dan elde edilen Ct degerleri
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asagidaki formiile yerlestirilerek antikorlarin indirdigi kromatin miktar1 % input

olarak hesaplandi.

% Input: 100 X 27[%100 Input Ct — IP-Ct] (5.2)

5.2.13. ChIP-Dizileme

Antikorun ChIP i¢in uygunlugunun saptanmasi, ZEB2-hedefi miR200 gen
promotorunun 6zgiill DNA amplifikasyonunun gosterilmesi ve dizileme i¢in uygun
boyutta DNA fragmentlerinin sonikasyonla elde edilebilmesi sonrasinda ChIP-
dizileme hizmeti alinacak Active Motif firmasina bagvuruldu. Firma ChlP
optimizasyon deney sonuclarimizi tatmin edici buldu. SNU398 hiicresinin kromatin
lizatlar1 ve 6ES antikoru firmaya iletildi ve ChIP dizileme islemlerini firma

gerceklestirdi.

5.2.14. shRNA ile Kalimh Baskilama Yontemi

ZEB2 gen ifadesinin baskilandigt HCC hiicre hatti elde etmek amaciyla
Thermo Scientific GIPZ Lentiviral shRNA partikiilleri kullanildi. ZEB2 genini
hedefleyen shRNA’y1 bulunduran ii¢ farkli lot lentiviral partikiil (lotl: 5,39 x 108
TU/ml, lot2: 4,65 x 108 TU/ml, lot3: 2,90 x 108 TU/mI) ile SNU398 hiicreleri
enfekte edildi. Kontrol olarak kullanilmak {iizere hiicreler herhangi bir gen
hedeflemeyen (non-silencing) viral partikiilleri ile enfekte edildi.

SNU398 hiicrelerine %1 FBS ve 8 pg/ml polybrene varliginda 1/100 viral
diliisyon ile transdiiksiyon yapildi. 20-24 saat sonra, her bir kuyudan viriis iceren
besiyeri aspire edilerek, %10 FBS iceren besiyeri konuldu. Hiicrelerde GFP 1s1mas1
gozlenmeye basladi. Kalimli klonlarin elde edilmesi amaciyla enfekte hiicrelerin
secilimine (selection) 2,5 pg/ml puromisin ile basland1 ve ilk 2 pasajin ardindan
Sug/ml puromisin oraninda devam edildi.

Lentiviral shRNA transdiiksiyon yapilmis hiicrelerden RNA izolasyonu, cDNA
sentezi yapilarak RT-qPCR yapildi. Ayrica protein baskilanmasinin gdsterimi igin
transdiiksiyon yapilmis hiicrelerden lizat hazirlanarak ZEB2 protein ifadesinin
kontrolii icin SDS-PAGE Western blot yapildi.
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5.2.15. ChlIP-Dizileme ile Belirlenen Hedef Gen Anlatimlarmin
ZEB2 Bagimh Degisiminin Arastirilmasi

sh-RNA transdiiksiyonu ve antibiyotik se¢ilimi sonrasi elde edilen kalimli
ZEB2 baskilanmas1 ger¢eklesen ZEB2-shRNA ve kontrol hiicre (NSC) klonlari
ZEB2 baskilanmasinin modellenmesinde kullanildi. Normal kosullarda ZEB2
anlatimi1 bulunmayan doksisiklin ile ZEB2 anlatim1 gerceklestirilebilen kolorektal
kanser hiicre hatti DLD-ZEB2 ve doksisiklin eklenmemis besiyerinde biiyiitiilen
DLD-1 hiicreleri ZEB2 anlatiminin arttig1 kosullarda ChIP-dizileme sonrasinda
belirlenen genlerin ZEB2 bagimli anlatim degisimlerinin test edilmesinde kullanildi.

Kiiltiire edilen hiicrelerden yukarida ayrintili olarak belirtilen sekilde protein
lizat1 ve RNA izolasyonu gergeklestirilerek Western Blot ve RT-qPCR uygulamalari

gerceklestirilerek hedef genlerin protein ve gen anlatim degisimleri belirlenmistir.

5.2.16. ChlP-Dizileme Sonuclarinda Motif Analizi ve Hedef Genlerin
Hiicresel Fonksiyonlari

ChIP-Dizileme sonucunda gelen hedef genlerin verdikleri pik noktasinin + 200 baz
ciftlik uzagindaki diziler TOMTOM algoritmasiyla MEME veri tabaninda (meme-
suite.org version 4.12.0) incelenerek ortak motif analizi gergeklestirildi [71]. ZEB2
hedeflerinin fonksiyonal analizlerinde “Protein Analysis Through Evolutionary

Relationships” (PANTHER) analiz sistemi kullanildu.

52.17. GALNT3 ve ZEB2 Gen Ifadelerinin Insan Kanser
Orneklerinde Incelenmesi

ZEB2 ve GALNT3 gen anlatimlari, herbir kanser i¢in 9 tiimdr ve 3 normal
insan Ornegi igeren, meme, kolorektal, bobrek, karaciger, over, tiroid, akciger ve
prostat timor cDNA dizinlerinde incelendi.

RT-gPCR dizinlerinde GALNT3 ve ZEB2 anlatimlarinin tanimlanmasi
deneyleri iki kere tekrarlandi. Her bir kanser i¢in normal doku anlatim seviyeleri
kalibrator olarak kullanildi. Normalizator olarak dizinler ile birlikte gelen B-Aktin

primerleri kullanildi. Gen anlatiminin belirlenmesinde AACt metodu kullanildi.
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cDNA dizinlerimizde bulunan sekiz farkli kanser tipinin ZEB2 ve GALNT3
gen anlatim seviyeleri expO (Expression Project for Oncology) veri kiimeleri
kullanilarak analiz edildi. Her iki genin in vivo protein seviyeleri insan Protein Atlas
(Human Protein Atlas) (http://www.proteinatlas.org) veri bankasinin kanser
boliimiindeki protein ifadeleri iizerinden incelendi. Protein  degerinin

hesaplanmasinda proteinlerin yayginlik ve siddet degerleri kullanildi

5.2.18. Kullamlan Istatiksel Analiz Yontemleri

Hiicre hatlar1 ve ¢cDNA dizinlerinde gen anlatim seviyelerinin istatistiksel
analizlerinde Paired Student’s t test kullanildi. Anlamli istatiksel farkliliklar *
p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 olarak belirtildi.

cDNA dizinleri, expO veri kiimesi ve Insan Protein Atlas verilerindeki ZEB2
and GALNT3 anlatim seviyelerinin korelasyonunun karsilastirilmasinda Pearson’s
Correlation Coefficient Hmisc 4.0.3 R paket versiyon 3.4.0 istatistik analiz yontemi
kullanildi. Bulunan r-degerinin negatif bulunmasi iki degisken arasinda ters iliskinin
bulundugunu gosterirken, pozitif r-degeri her iki degiskenin ayni yonde degisim

gosterdigini belirtmektedir [72].
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6. BULGULAR

6.1. HCC Hiicre Hatlarinda ZEB2 Gen ifadesi

ZEB?2 geninin HCC hiicre hatlarindaki anlatim profilini gostermek amaciyla 9
farkli1 HCC hiicre hattindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde
edilen cDNA’lar ile gergeklestirilen RT-gPCR analizinde normal Kkaraciger
RNA’sindan elde edilen cDNA’ya gore HCC hiicre hatlarindaki ZEB2 ifadesi
belirlendi (Sekil 6.1). Fibroblast fenotipindeki SK-HEP1, SNU398 ve SNU 475
hiicrelerinde ZEB2 ifadesinin normal karacigere gore arttigi, ayni fenotipi gosteren
SNUA423 ile SNU182 hiicrelerinde ise hafif bir azalma gosterdigi bulundu. Buna
karsin epitel fenotip gosteren HepG2, HUH7, Hep3B ve PLC hiicre hatlarindaki
ZEB2 ifadesinde belirgin bir diisiis oldugu gorildii.

0 m = W
]
H 2 H B PLC/PRF/5 H 7 SNU398 SKHEP-1 SNU475 SNU182 SNU423

[e)] > N

o]

Gen ifadesi (Log2)

-10

-12

-14

-16

Figure 6.1: ZEB2 geninin HCC hiicre hatlarindaki goreceli ifadesi. Kontrol olarak
normal karaciger RNA’s1 kullanilmistir (Total RNA). Gen ifadeleri GAPDH ile
normalize edilmistir.

6.2. Anti-ZEB2 Monoklonal AntikorUNUN HCC Hiicre
Hatlarinda Test Edilmesi

HCC hiicre hatlarinda 6E5 antikoru kullanilarak endojen ZEB2 protein ifadesi

test edildi. HCC hiicre hatlarindan elde edilen total hiicre lizati ile yapilan Western
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blot ¢aligmasindaki bulgular gercek-zamanli PCR sonuglarinit dogrular nitelikteydi
(Sekil 6.2). En giiclii protein ifadesinin SNU398 ve SKHep-1 hiicrelerinde oldugu ve
daha az olmakla birlikte SNU475 ile SNU423 hiicrelerinin de ZEB2 proteinini ifade
ettigi saptandi.

Huh7 PLC Hep3B HepG2 SK-Hepl SNU SNU SNU SNU
182 423 475 398

ZEB2

B -Aktln — —

Sekil 6.2: HCC hiicre hatlarinda ZEB2 protein ifadesi. Total hiicre lizatlarinin
transfer edildigi membran 6E5 monoklonal antikoru ile problanmistir. Yiikleme
kontrolii olarak B-Aktin kullanilmistir.

6.3. Monoklonal 6E5 antikorunun Immiin-Coktiirme
Yonteminde ZEB2 Proteinini Zenginlestirmesi

ChIP ve ChIP dizileme deneylerinde kullanilacak olan antikorlarin proteinlerin
dogal konformasyonunu tamimasi gerektiginden endojen ZEB2 ifadesi yiiksek
SNU398 ve dusiik PLC/PRF/5 hiicre lizatlar1 ile 6E5 monoklonal anti-ZEB2 antikoru
kullanilarak immiinopresipitasyon (IP) yapildi. SNU398 ve PLC/PRF/S, hiicre lizati
(input), izotip antikor IP (NK) ve 6ES5 IP yiiklenerek gerceklestirilen SDS-PAGE ve
Western blotlamasi sonrasinda, ZEB2 proteinini zenginlestigi gosterildi (Sekil 6.3).
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SNU398 PLC/PRF/5
6E5-IP  input  NK input 6E5-IP  NK

Sekil 6.3: SNU398 ve PLC/PREF/5 hiicre lizatlarinda 6E5 antikoru kullanilarak
gergeklestirilen immunopresipitasyon deneyi. Western-Blot membraninda inputa
gore 6ES-IP 6rneginin daha kalin bir bant vermesi IP ile ZEB2 proteinin
zenginlestigini gostermektedir. NK: Negatif kontrol (izotip kontrol), M: Marker.

6.4. 6E5 Antikorunun ChIP Uygunlugunun Test Edilmesi

SNU398 ve SK-HEPI hiicrelerinin lizatlar1 ChIP protokoliine uygun bir
sekilde hazirlandi. Hiicrelerden formaldehit fiksasyonu sonrasinda elde edilen
niikleer pelletler lizis tamponunda ¢oziilerek DNA’nin da parcalanmasi amaciyla
sonikasyon islemine tabi tutuldu. Bu sekilde elde edilen kromatin kompleksine 6E5
antikoru ile IP uygulandi ve immiin ¢okeltiler SDS-PAGE’de yiiriitiillerek Western
blot islemi gergeklestirildi. izotip antikoru ile yapilan IP’da herhangi bir bant
goriilmezken 6E5 antikorunun ZEB2 proteinini ChIP kosullarinda da indirebildigi
gosterildi (Sekil 6.4).

SNU398 SK-HEP1
6ES5-IP NK 6ES5-IP  NK
il e

Sekil 6.4: SNU398 ve SK-HEP1 hiicrelerinde ChIP Western ¢alismasi. 6E5
antikorunun izotip antikorla karsilastirildiginda ZEB2 proteinini 6zgiil olarak
¢Oktiirebildigi goriilmektedir. izotip kontrol antikoru ile ¢oktiiriilen lizatta goriilen
diisiik yogunluklu sinyal non-spesifik bir baglanma olup ChIP uygulamalarinda
siklikla karsilagilan bir durumdur. NK: negatif kontrol (izotip antikoru).
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6.5. ChIP Optimizasyon Calismalari

Bu ¢aligmalar kapsaminda 6E5 antikoru ile ¢oktiiriilen kromatin kompleksinden elde
edilen DNA boyutunun ChlP-dizileme i¢in uygunlugu ve ChIP-DNA’s1 ile yiiriitiilen
qPCR’da ZEB2 hedeflerinden miR200c-141 promotor bdlgesinin zenginlestirilme

orani arastirildi.
6.5.1. Sonikasyon Calismalari

ChIP dizileme asamasina gecgebilmek icin sonikasyonla parcalanan DNA
fragmentlerinin  100-300 bp uzunlugunda ve agirhikli olarak da 250 bp’lik
fragmentler halinde kiimelenmesi gerekmektedir. Formaldehitle fikse edilmis
SNU398, SK-Hepl ve PLC/PRF/S hiicre lizatlarina %25 titresim genliginde 20 s.
sonikasyon ve 30 s. buzda bekletme dongiilerinden olusan SNU398 icin 22, SK-
Hepl igin 15 ve PLC/PRF/5 igin de 13 sonikasyon dongiisii uygulandi. Sonikasyon
sonrasinda 6ES5 ile c¢oktiiriilen kromatin kompleksleri yikama islemlerinden sonra
65°C’de tiim gece tutularak de-crosslink edilen ChIP-DNA saflastirildi ve %1°lik
agaroz jelde yritiilerek gortintiilendi (Sekil 6.5).

M SNU398 SK-HEP1 PLC/PRF/5 M

Sekil 6.5: SNU398, SK Hepl ve PLC/PRF/S hiicre kromatinlerinde sonikasyon
islemi. DNA’nin ChIP-dizileme i¢in istenen 100-300 bp diizeyinde kiimelendigi
goriilmektedir. M: marker.
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6.5.2. ChIP gPCR Cahsmalar:

SNU398 hiicrelerinden 6E5 ve izotip antikorlari ile indirilen ChIP DNA’lar
miR200c-141 gen kiimesinin promotor bolgesindeki E-box dizilerini de igeren
bolgeye yonelik primerler kullanilarak qPCR ile test edildi. miR200c-141 geni igin
15 (0,6/0,04) kat zenginlesme saglanmistir (Sekil 6.6).

%input
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1
I

0
izotip-DNA ZEB2-DNA

Sekil 6.6: Izotip (IgG2a) ve 6E5 (ZEB2) antikorlar1 ile zenginlestirilen kromatin
yiizdelerinin karsilagtirilmasi. ChIP DNA’sinda miR200c-141 promotor bdlgesi
ZEB2 antikoru ile izotip antikora gore 15 kat zenginlestirilmistir.

6.6. SNU398 shRNA Klonlarimmin Gelistirilmesi

ChIP-dizileme sonucu elde edilecek olan ZEB2 hedeflerinin proteinin varligi
ve yoklugunda test edilebilmesi i¢in yliksek ZEB2 ifadeli SNU398 hiicreleri ZEB2
transkriptinin farkli bolgelerine yonelik shRNA’y1 bulunduran ii¢ farkli lot lentiviral
partikiille enfekte edildi (Sekil 6.7). Kontrol olarak susturma etkinligi bulunmayan
shRNA lentiviral partikiilleri kullanildi (NSC: Non-Silencing Control). Enfekte
edilmis hiicreler puromisin antibiyotigi ile secilerek kalimli shRNA klonlarinin elde

edilmesi saglandi.
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SNU398 SNU398 SNU398 SNU398 SNU398
Lotl Lot2 Lot3 NSC

ZEB2

a-tubulin

Sekil 6.7: SNU398 hiicreleriyle shRNA klonlarinda ZEB2 ifadesi. SNU398 hiicre
lizatlarinda ZEB2 proteininin monoklonal anti-ZEB2 antikoru kullanilarak Western
Blot yontemiyle gosterimi. Anti a-tiibiilin antikoru es-ylikleme kontrolii olarak
kullanilmigtir. NSC: Non-Silencing Kontrol.

Protein baskilamasi tespit edilen lot2 ZEB2-shRNA klonu ve NSC kontrol klon
hiicrelerinden RNA izolasyonu gerceklestirildi. 1ki farkli ZEB2 primeri ile
gerceklestirilen RT-gPCR analizi sonucunda lot2 ZEB2-shRNA klonunda hem
transkript hem de protein diizeyinde baskilamanin gergeklestigi belirlendi ve sonraki
caligmalara bu klon ile devam edildi (Sekil 6.8).

Yizde Gen Baskilama

Sh-Lot2 ZEB2-1 Sh-Lot2 ZEB2-2

-10
-20
-30
-40
-50

Yizde Baskilama

-60

-70
-80

Sekil 6.8: Tasarlanan iki ZEB2 primeri ile gergeklestirilen RT-qPCR analizinde
ZEB2-shRNA Lot2 klonunda ZEB2 anlatiminin % baskilama oranlari.
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6.7. ChlP-Dizileme Sonuclari

ChIP i¢in valide edilen anti-ZEB2 monoklonal antikoru (6ES5) kullanilarak
Active Motif firmasinda gergeklestirilen ChIP-Dizileme analizi sonucunda SNU398
hiicrelerinde ZEB2 baglanma bolgeleri belirlendi. ChIP-dizileme sonuglar1 Gene
Expression Omnibus (GEQO) veri bankasina GSE103048 veri numarasi ile yiiklendi.

ZEB2-bagli DNA fragmentleri ile input DNA fragmentlerinin 21 milyon
okuma degerleri MACS algoritmas: ile referans insan genomu (hgl9) ile
karsilastirilarak analiz edildi ve 554 genomik aralik (interval) tespit edildi. Bu
intervallerin analizi ile ZEB2’nin 509 gen bdlgesine baglandigi bulundu. ZEB2-
baglanma bolgelerinin sikligi, uzak promotor (1-3 kb, %6), yakin promotor (0-1 kb,
%10), gen i¢i (%5), 5° (%5) ve 3° UTR (%1) (Untranslated Region), ekzon (%6),
intron (%32), yakin gen-dis1 (0-1 kb, %3), uzak gen-dis1 (1-3 kb, %4) ve uzak genler
arasi (%34) belirlendi (Sekil 6.9).

ZEB2 BAGLANMA BOLGELERI

é

UZAK PROMOTOR (1-3 kh)
® YAKIN PROMOTOR (0-1 kh)
= GEN iCi
= 5-UTR
= FKZON
= INTRON

3-UTR

YAKIN GEN DISI (0-1 kb)
= UZAK GEN DISI (1-3 kb)

= UZAK GENLER ARASI

Sekil 6.9: SNU398 ChIP DNA ZEB?2 baglanma bolgelerinin genom dagilima.

6.8. ChIP-Dizileme Hedeflerinin Motif ve Biyolojik islev
Analizi

ZEB2 hedefi olarak tanimlanan 509 genin MEME-TOMTOM motif analizi

sonucunda konsensiis E-box dizisi olan “CACCTG” motifi belirlendi (Sekil 6.10).
PANTHER veri tabaninda 509 hedef genin Gen Ontoloji olarak
siiflandirilmas: yapildi. ZEB2 hedefi olarak belirlenen 509 genin ¢ok sayida farkli
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hiicresel fonsiyonda rol oynadigi belirlendi. Ozellikle fonksiyonel smiflandirma
grubunda katalitik fonksiyon grubunun iki alt grubu olan kinaz aktivitesi ve enzim
diizenleme aktivitelerinin bulundugu gruplar anlamli olarak yiliksek bulundu (Sekil
6.11).

. N,
0-— « w © ~

MEME (no §SC)2.1.2015 12:04

Sekil 6.10: MEME TOMTOM analizi. SNU398 hiicre hatlarinda gergeklestirilen
ChlIP-dizileme sonuglarinda ZEB2 proteininin hedef dizilerinde belirlenen konsensus
dizi motifi (CACCTG).

Toplam Gen:509 o
Molekiiler Fonksiyon Hedef Sayisi: 425 B Tastyic1 Aktivite

@ Translasyon Diizenleyici Aktivite
B Katalitik Aktivite

O Kanal Diizenleyici Aktivite

W Reseptor Aktivite

B Sinyal iletici Aktivite

O Antioksidant Aktivite

O Yapisal Molekiil Aktivite

OBaglanma Aktivite

Sekil 6.11: ZEB2 hedef genlerinin gen ontolojilerine gére molekiiler fonksiyon
siniflandirilmasi. Hedef genlerin molekiiler fonksiyonlarina gore olusturduklari
gruplarin ylizdeleri, 8,5 transporter, 0,5 translasyon diizenleyici, 40,9 katalitik, 0,2
kanal diizenleyici, 5,2 reseptor,1,2 sinyal iletici, 0,2 antioksidant, 6,40 yapisal
molekiil ve 36,9 baglanma aktivite olarak tespit edildi. PANTHER veri taban1 ve
Bonferroni analiz sistemi kullanilarak yapilan siniflandirmada katalitik aktivite
grubunda 134 kat zenginlesme oldugu ve bu zenginlesmenin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p<0.01). Katalitik aktivite grubunun alt gruplar1 olan kinaz
aktivitesi ve enzim diizenleme aktivitilerinin de zenginlesme oranlariin yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).
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6.9. ChlP Dizileme Sonuclarinin Validasyonu ve Belirlenen
Hedeflerde ZEB2-Bagimh ifade Degisiminin Gosterilmesi

ChlIP-dizileme sonuglarinin validasyonunda interval bolgede ¢oklu E-box dizisi
iceren CDH4, ADARB2, LPCATI1 gen bdlgeleri pozitif kontrol olarak kullanildi.
Ayrica, daha onceki ¢aligmalar ile ZEB2’nin baglanarak gen regiilasyonu sagladigi
bilinen miR200b konsensiis bolgesinin zenginlesme orani da pozitif kontrol olarak
kullanild1 [73]. 6ES5 antikoru ile ¢oktiiriilen DNA fragmentlerinin izotip kontrole gore
zenginlesme oranlart miR200b (29,5), CDH4 (22,4), ADARB2 (19,7) ve LPCATI1
(21,7) genleri igin belirlendi. (Sekil 6.12).

Kat Artisi
35
30
25
20
15
10
5
0
miR200b LPCAT1 ADARB2 CDH4

Sekil 6.12: ChIP-dizileme sonuglarimin qPCR ile validasyonu. ChIP DNA’larinin
negatif kontrole oranla zenginlesme oranlarinin gdsterimi.

ChIP validasyon ¢aligmas1 sonrasinda yliksek pik degeri, ZEB2 baglanma
motifi bulunmasi1 ve/veya baglanma bolgesinin olasi promotor bdolgesinde
(Transkripsiyon Baslama Bolgesine gore - 7500 bp - +2500 bp araliginda)
bulunmasina gére 509 gen hedefinden 62 (Ek A.) gen secilerek ZEB2-bagimli gen
anlatim degisimi ZEB2-shRNA klonunda RT-qPCR yontemi test edildi. (Sekil 6.13).
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Sekil 6.13: SNU398-shZEB2 hiicrelerinde ZEB2-bagimli gen ifadesi
degisimi gosteren genler.

Gen ifadesi (Log2)

GALNTS

Analiz sonucunda MAP7, BOK ve GALNT3 gen ifadelerinde degisim
belirlendi. ZEB2’nin baskilandig1 klon ile kontrol klonunun karsilastiriimasi
sonrasinda MAP7 ve BOK genlerinin anlatiminin Log2 tabaninda sirasiyla -1.2 ve -
0.8 kat degisim gosterdikleri belirlendi. BOK ve MAP7 anlatim degerlerinin
azalmasina karsin GALNT3 geni Log2 tabaninda 3.96 kat artti. Bu sonuglar ile
ZEB2 gen anlatimi ile MAP7 ve BOK gen anlatimlar1 arasinda pozitif, GALNT3 ile
ise negatif korelasyon belirlendi. Bu genlerin ZEB2 baglanmasina bagli olarak
degisim gergeklesip gerceklesmediginin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen ChIP-
PCR sonuglar1t MAP7 i¢in 25.5, BOK i¢in 27.8 ve GALNT3 i¢in 85 Kkat
zenginlesmeyi ortaya ¢ikardi (Sekil 6.14).

Kat Artisi
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40
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0
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Sekil 6.14: Hedef genlerin ChIP-qPCR ile validasyonu. 6E5 antikoru ile indirilen
kromatin komplekslerinde ZEB2 baglanma bolgelerindeki DNA amplifikasyonun
izotip-DNA’ya orani. miR200b ve CDH4 pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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6.10. GALNT3 Geninin HCC Hiicre Hatlarinda ifade
Analizi

GALNT3 geninin HCC ifade profili dokuz hiicre hattinda incelendi. HCC
hiicre hatlarindaki GALNT3 ifadesi saglikli karaciger cDNA’sindan elde edilen
amplifikasyonlara gore kalibre edildi. RT-qPCR sonuc¢larinda, GALNT3 ifadesi
SNU398 ve SNUI182 hiicrelerindeki hafif yiikselmenin yaninda sadece Hep3B’de

artmis, diger hiicre hatlarinda ise saglikli insan karaciger Ornegine gore azalmis
olarak bulundu (Sekil 6.15).
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Sekil 6.15: HCC hiicre hatlarinda GALNT3 geninin ifadesi. Gen ifadeleri saglikli
karacigere gore kalibre edilmistir.

6.11. insan Kanser Hiicre Hatlarinda ZEB2-Bagimh
GALNT3 Anlatim Degisimlerinin Belirlenmesi

ZEB2’nin baskilandigi ZEB2-shRNA hiicre klonunda GALNT3 ifadesindeki
artis ve 6E5 ChIP-DNA’sinda GALNT3’iin yiiksek zenginlesmesinin belirlenmesi
sonrasinda ZEB2-bagimlt GALNT3 protein anlatim1 degisimleri insan kanser hiicre
hatlarinda detayli bir sekilde incelendi. Ilk olarak, ZEB2 baskilanmis sh-ZEB2
Klonlarinda saptanan protein ifade degisimlerinin gen ifade degisimleri ile (Sekil

6.13) ayn1 profili gosterdigi belirlendi. (Sekil 6.16).
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Sekil 6.16: SNU398 sh-ZEB2 ve kontrol (NSC) klonlarinda ZEB2, GALNT3, Siklin
D1 (CCND1), E-kaderin protein ifadelerinin Western blot gosterimi. Esit ylikleme
kontrolii i¢in B-Aktin ve a-tubiilin proteinleri kullanildi.

ZEB2’nin azaldigi kosullarda GALNT3’lin hem transkript hem de protein
ifadesinin artti1 belirlendi. GALNT3 gen ve protein ifadelerinin ZEB2’nin arttig1
kosullarda analizi ise ZEB2 ifadesinin doksisiklin ile indiiklenebildigi DLDI
kolorektal kanser hiicrelerinde gerceklestirildi. Doksisiklin ile indiiklenen hiicrelerde
kontrole gore ZEB2 transkript miktariin 3.85 kat arttigi, buna karsin, CDHI1
anlattiminin 1.42 ve GALNT3 ifadesinin ise 2.54 kat azaldig1 tespit edildi. (Sekil
6.17).
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Sekil 6.17: Doksisiklin ile indiiklenen DLD-1 hiicrelerinde ZEB2, GALNT3 ve
CDHI1 ifade analizi. Doksisiklin ile ZEB2 anlatiminin gergeklestirilmesi sonrasinda
RT-gPCR analizi ile belirlenen gen ifade degisimleri gosterilmistir. GAPDH
normalizator, indiiklenmeyen DLD-1 hiicrelerinin anlatimi kalibrator olarak
kullanilmistir. Gen ifadeleri AACt ile hesaplanmustir.
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Hiicrelerden hazirlanan lizatlar ile gerceklestirilen Western blotlama
sonuglarinda gen ifade degisiminde belirlenen degisim proteinlerde de gozlendi.
ZEB2 anlatimmin indiiklendigi kolorektal kanser hiicrelerinde ZEB2’nin arttig1
GALNT3’lin ise azaldig1 belirlendi (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18: DLD-1 hiicrelerinde Doksisiklin ile indiiklenen (DOX+) ve indiiklenme
yapilmayan (DOX-) hiicrelerde protein ifadesi. Western Blot ile MYC ekli anlatim1
gerceklesen ZEB2, E-kaderin, GALNT3 protein ifade degisimleri belirlenmistir.
Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin kullanildi.

6.12. insan Kanser Orneklerinde ZEB2 ve GALNTS3
Ifadelerinin Karsilastirmali Analizi

Insan kanser hiicre hatlarinda ZEB2 ve GALNT3 arasinda belirlenen ters
korelasyonun in vivo kosullarda insan tiimor dokusu orneklerindeki gecerliligi test
edildi. Bu kapsamda ilk olarak sekiz farkli kanser tipini barindiran ve her kanser tipi
i¢in li¢ normal ve dokuz kanser 6rnegini igeren cDNA dizinleri analiz edildi. Kontrol
grubuna gore kalibre edilen sonuglarda, ZEB2 anlatiminin ¢ogu kanser tipinde
azaldig1i sadece meme kanserinde orta diizeyde arttigi belirlendi. GALNT3
anlatiminin ise, over kanserinde belirgin artig1 buna karsin bobrek kanserinde belirgin
azalisi tespit edildi. ZEB2 ve GALNT3 gen ifadelerinin Student t-test analizlerinde
anlamli farklilik (p< 0,05) over, bobrek, prostat, karaciger ve tiroid kanserlerinde
belirlendi (Tablo 6.1). In vitro ¢alismalarimizda belirledigimiz ZEB2 ve GALNTS3

arasindaki negatif korelasyon karaciger, kolon, prostat, over ve bobrek kanserlerinde
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de saptanirken, meme, akciger ve tiroid kanserlerinde pozitif korelasyon tespit edildi

(Sekil 6.19 ve Tablo 6.1).
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Sekil 6.19: Insan kanser cDNA dizinlerinde ZEB2 ve GALNT3 gen ifadelerinin
korelasyon grafikleri. Normale gore kanser dokularinda saptanan ZEB2 ve GALNT3
gen ifadeleri arasindaki korelasyon Pearson Correlation Coefficient analizi ile
hesaplandi. Gen ifadelerinin hesaplanmasinda B-aktin normalizator olarak kullanildi.
r degeri korelasyon katsayisini ifade etmektedir.

46



Table 6.1: cDNA dizinlerinde gen ifade degerleri AACt ile hesaplanmistir. ZEB2 ve
GALNTS3 gen ifadelerinin Student t-test ile yapilan analizleri sonucunda over,
bobrek, prostat, karaciger ve tiroid kanserlerinde anlamli farklilik saptand1 (p< 0,05).
Korelasyon katsayis1 Pearson Correlation Coefficient analizi ile hesaplanmuistir.

Kanser Tipi N Gen AACt Degeri Korelasyorrl Katsayisi
ZEB2 0.70

Meme ? GALNT3 0.66 0.34
ZEB2 -0.90

Kolorektal 9 GALNT3 033 -0.30
ZEB2 1

Bobrek ? GALNT3 -2.7?1 -0.02
ZEB2 -2.60

Over 9 GALNT3 2.98 0.14

Akciger 9 GiiilzT_? g;g 0.30
ZEB2 -0.50

Prostat 9 GALNT3 0.44 -0.46

e |5 | |
ZEB2 -2.6

Tiroid 9 GALNT3 48 0.11

Toplam 72 Gii%? :Cl)cz)i -0.10

Tiimo6r cDNA dizinlerinde az sayida drnek ile ¢alisilabilmesi nedeniyle, genis dlgekli
hasta Orneklerinde gen ifade analizlerini iceren expO (Expression Project for
Oncology) veri bankasindaki ZEB2 ve GALNT3 gen anlatim degerleri kullanilarak
korelasyon analizleri gergeklestirildi. Solid tiimorlere ait 2158 dizin igerisinden
(GEO accession GSE2109) tiimér cDNA dizin ¢alismasin1 gerceklestirdigimiz sekiz
kanser tipinin verileri bu analizde kullanildi. Bu kanserlerle iligkili 1415 dizinden
elde edilen 352 meme, 293 kolon, 280 bobrek, 199 over, 132 akciger, 83 prostat, 44
karaciger ve 32 tiroid orneklerindeki ZEB2 ve GALNT3 gen ifadeleri sonuglari ile
Pearson korelasyon analizi gergeklestirildi. Meme, kolon, troid, karaciger, bobrek,
akciger ve prostat kanserlerinde ZEB2 anlatimi1 ile GALNT3 anlatimi arasinda
negatif korelasyon tespit edildi. Bunlardan meme, kolon, over ve prostat
kanserlerindeki negatif korelasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi.
Korelasyon analizine tabi tutulan toplam 1415 6rnek agisindan ZEB2 ve GALNT3
ifadeleri arasinda anlamli negatif korelasyon bulundu (r = -0.36; p<0.001) (Sekil 6.20
ve Tablo 6.2).
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Sekil 6.20: expO (Expression Project for Oncology) veri bankasindaki ZEB2 ve
GALNTS3 gen anlatim degerleri ve gen ifadeleri arasindaki korelasyon. r degeri
korelasyon katsayisini ifade etmektedir. ZEB2 ve GALNT3 gen ifadeleri arasinda
korelasyonun yonelimi kirmizi gizgiler ile belirtilmistir (Negatif korelasyon, pozitif

korelasyon).
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Tablo 6.2: ExpO very tabanindaki ZEB2 ve GALNT3 gen anlatim degerlerinin
karsilastirilmasi. ZEB2 ve GALNT3 anlatim degerlerinin belirlenmesinde en yiiksek
prob siddeti kullanildi. Anlatim degerlerinin istatistiksel anlamlilik
karsilastirmasinda Student t-test ve korelasyon katsayist hesaplanmasinda Pearson
correlation coefficient analiz yontemleri kullanildi. *** anlamli farklilik degeri
(p<0.001) ve N o6rnek sayisini temsil etmektedir.

Kanser N G Prob Siddeti p Degeri Korelasyon Katsayisi
en
Tipi Degeri r
ZEB2 643,72
Meme 352 oo p< 0.0001 -0.19***

Kolon 293 - B p<0.0001  [-0.38%**

Babrek 280 [ -ooonooedeene oo p<0.0001  [-0.10

Over 199 f-------oo o p<0.0001  |-0.25%**

Akciger 132 oo p<0.0001  [-0.05

Prostat 83 fooeedeee e p<0.0001  [-0.44%%*

Karaciger 44  f----e----- IRRRREREEEEEEEEEEE p< 0.0001 -0.16

Tiroid 32 oo p<0.0001  [-0.23

Toplam 1415 |---oooooe e p<0.0001  [-0.36%**
GALNT3 |2438,76

ZEB2 ve GALNT3 protein anlatimlarinin degerlendirilmesi “Human Protein
Atlas” veri bankasindaki, immunohistokimya verileri kullanilarak gergeklestirildi
[74]. ZEB2 ve GALNT3 protein ifadeleri ayn1 hasta orneklerinin IHC verileri esas
alinarak karsilastirildi. Hasta verilerinin degerlendirilmesinde Yiiksek, Orta, Az ve
Tespit Edilemedi ifadelerinin karsiligi olarak sirasiyla 3, 2, 1 ve 0 degerleri
kullanildi. Ayni  hastann  GALNT3 ve ZEB2 immunohistokimya verileri
eslestirildiginde toplam 48 kanser drnegini igeren ve alt gruplar olarak da 9 meme, 7
kolon, 7 akciger, 7 melanoma, 5 karaciger, 5 bobrek, 4 glioma ve 3 over kanseri

orneginin degerleri analizde kullanildi. Daha once cDNA analizlerinde
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belirledigimiz sonuglar ile uyumlu olarak, protein verilerinde de ¢ogu kanser tipinde
ZEB2’nin azaldig1 belirlendi. Yalnizca glioma ve melanomanin bazi hastalarinda
artmis ZEB2 protein ifadesi belirlendi (Tablo 6.4). istatistiksel degerlendirmede
Wilcoxon Rank Sum test analizi yazilim MASS R paketi (version 3.4.0.) kullanilarak
yapildi. Toplam 48 hasta Ornegi igeren verilerde, ZEB2 ve GALNT3 protein
ifadelerinin anlamli olarak farkli oldugu (p<0.001), alt gruplarin incelenmesinde ise
meme (p<0.001), kolon (p<0.01), karaciger (p<0.01), akciger (p<0.01), ve bobrek
(p<0.05) kanserlerinde anlamli farkliligin bulundugu saptandi (Sekil 6.21). Kanser
orneklerinin korelasyon analizlerinde melanoma hari¢ incelenen biitiin kanser

tiplerinde ters korelasyon degeri belirlendi (Tablo 6.3).

Tablo 6.3: Protein Atlas verilerinde ayni hasta 6rneklerindeki ZEB2 ve GALNT3
IHC degerlerinin gosterimi. Korelasyon kat sayis1 hesaplanmasinda Pearson
Korelasyon yéntemi kullanilmistir. Ilgili proteinin bulunmadig1 érnekler TE. Tespit
edilemedi ile gosterildi.

Kanser Gen Protein Anlatim Degeri Korelasyon Katsayisi
Tip Yiksek Orta Dusik TE r
ZEB2 0 0 0 9
Meme -0.67
GALNT3 5 3 1 0
ZEB2 1] 0 0 7
Kolon -0.22
GALNT3 5 1 0 1
. ZEB2 0 0 0 7
Akciger -0.52
GALNT3 3 2 1 1
ZEB2 0 1 0 7
Melanoma 0.56
GALNT3 0 3 2 3
i ZEB2 0 0 0 5
Karaciger -0.87
GALNT3 2 2 1 0
. ZEB2 0 0 0 5
Bobrek -0.13
GALNT3 0 1 3 1
ZEB2 1 2 0 1
Glioma -0.71
' GALNT3 0 0 2 2
ZEB2 1] 0 0 3
Qver -0.52
GALNTZ 2 1 0 0
ZEB2 1 3 0 -
Toplam -0.67
GALNT3 17 13 10 8
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Sekil 6.21: Protein Atlas kanser veri tabaninda ZEB2 ve GALNT3 protein
ifadelerinin yiizdelik oranlar1 incelenen tiim kanser tiirlerinde gosterilmistir.
Anlamlilik degerleri ***p<0.001; **p<0.01, *p<0.05 olarak belirtildi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Epitel-Mezenkim Gegisi, hiicrelerin epitel ozelliklerini kaybederek mezenkim
karakter kazanmalarin1 saglayan bir siiregtir. EMT programinin aktif hale gelmesi
hiicrelerin go¢ edebilme yeteneklerini kazanmasinda ve timoér hiicrelerinin
metastazinda rol oynamaktadir [21]. EMT indiikleyen transkripsiyon ailelerinin
(ZEB, SNAI, bHLH) hiicrede ifade edilmeleri, E-kaderinin baskilanmasin1 ve
hiicrelerin mezenkim karakter kazanmalarin1 saglamaktadir. Doktora calismamda
inceledigimiz ZEB2 transkripsiyon faktoriinin CDHI1 geninin anlatimim
baskilamasinin disinda [40], hiicre dongiisii, hiicre yaslanmasi ve post-
transkripsiyonal diizenlemede rol oynayan mikro-RNA’larin gen ifadesinde de rol
oynadi@1 daha sonraki ¢alismalar ile gosterilmistir [S1, 61-64] .

Hepatoseliiler Karsinoma (HCC) karacigerin en sik rastlanilan primer
timoriidiir [18]. HCC hiicreleri tiimoriin farklilasma derecesine gore intrahepatik
yayllma ve uzak organ metastazi1 gosterebilmektedir. ZEB2 ve diger EMT
diizenleyicilerinin HCC hiicrelerinin yayilma 6zellikleriyle olan iligkileri daha once
gerceklestirilen arastirmalar ile belirlenmistir [75, 76]

ZEB?2 proteini genomda CACCTG motifini iceren E-box dizilerine baglanarak
gen ifadesini diizenlemektedir. ZEB2’nin ifadesini diizenledigi genler olarak CDHI,
miR200 ailesi, CLDN4, CCND1, hTERT, SFRP1 ve ALPL bugiine kadar yapilan
caligmalarda bildirilmistir [60-64]. ZEB2’nin EMT mekanizmas1 disinda hiicre
yaslanmasi, hiicre siklusu gibi farkli hiicresel siiregleri de diizenlemesi ve ZEB2
konsensiis dizisi E-box’larin genomdaki yogunlugu gz oOniine alindiginda, bu
transkripsiyon faktoriiniin yukarida belirtilenlerin disindaki genlerin regiilasyonunda
da rol alabilecegi bu caligmanin temel hipotezini olusturmaktadir [65]. Bu amagla,
calismada yiiksek endojen ZEB2 ifade eden HCC hiicre hatti SNU398 model olarak
kullanilmistir.

Transkripsiyon faktorlerinin genomda baglandigr bolgelerin tanimlanmasinda
kullanilan yeni nesil dizileme yontemi olan kromatin-immiinopresipitasyon dizileme
yontemi bu g¢alismada kullanildi. ChIP ¢ok sayida siire¢ ve basamak igeren bir
tekniktir. ChIP c¢alismalarinda basariy1 etkileyen en Onemli faktorlerden biri
kullanilan antikorun yiiksek afinitesi ve 6zgiilliigiidiir. Tez caligmasinda kullanilan

6E5 anti-ZEB2 monoklonal antikoru tez danismanim Prof.Dr. Tamer Yagci ve
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arkadaglar1 tarafindan gelistirilmis ve Western blot, immun floresan ve
immunohistokimya ¢alismalarinda kullanilabilirligi belirlenmistir [25, 76, 77]. Fakat
Landt ve arkadaslar1 transkripsiyon faktorii proteinlere ait 227 antikorun ChIP
uygunluklarinmi inceledikleri ¢alismada, bu antikorlarin yalnizeca 44 (%19) tanesinin
ChIP c¢alismalarinda kullanilabilecegini saptamistir [78]. Bu nedenle, tez
caligmasinda ilk olarak antikor validasyon denemeleri gerceklestirildi. ChIP
caligmalarinda basariy1 etkileyen diger 6nemli faktor ise arastirilacak transkripsiyon
faktoriiniin endojen veya ektopik olarak hedef hiicrelerde yeterli diizeyde anlatiminin
bulunmasidir. Yukarida tanimlanan ZEB2 hedefi genler 6nemli bir kismi1 ChIP ile
gosterilmis, ancak bu ¢alismalarda ZEB2’yi ekzojen olarak ifade eden hiicre hatlar
kullanilmistir [60, 61]. Bu tez ¢alismasinda amag, anti-ZEB2 monoklonal antikoru
kullanilarak ZEB2’nin endojen olarak ifade edildigi hiicre hatlarinda ChIP-dizileme
yaklasimiyla yeni ZEB2 hedefi genlerin bulunmasidir.

Ik olarak, HCC hiicre hatlarinda ZEB2 transkript ifadelerinin saglikl
karacigere gore diizeyleri arastirildi. Bugiine kadar, HCC hiicre hatlar ile yapilan
calismalarda hiicreler farklilagma dereceleri ve fenotiplerine gore iyi farklilagmis
epitel fenotipi gosteren ve az farklilasmis fibroblastoid/mezenkimal fenotip gosteren
iki grupta degerlendirilmistir [79]. RT-qPCR sonuglart iyi farklilasmis HEPG2,
HUH7, HEP3B ve PLC/PRF/5 hiicrelerinde ZEB2 ifadesinin diisiik, buna karsin az
farklilasmis SK-HEP1, SNU398 ve SNU475 hiicrelerinde normal karacigere gore
artmis oldugunu gosterdi. ZEB2’nin HCC hiicre hatlarindaki protein ifadesi 6ES
antikoru ile incelendi ve western blot sonucglarinin RT-qPCR verilerini dogrular
nitelikte oldugu goriildii. Burada en yiiksek protein anlatimimnin SNU398 ve SK-
HEPI1 hiicrelerinde daha az olarak da SNU475 ve SNU423 hiicrelerinde oldugu
saptandi. Diger hiicre hatlarinda ise ZEB2 protein ifadesine rastlanilmadi. ChIP
yonteminde kullanilan antikorlarin transkripsiyon faktorlerinin kromatine baglanmis
dogal konformasyonlarini tanimasi1 gerekmektedir [80]. Bu baglamda, hem protein
ifadesini Western blotta gosterdigimiz SNU398 hiicrelerinde, hem de Western blotta
protein ifadesi saptanamayan PLC/PRF/5 hiicrelerinde 6ES5 antikoru kullanilarak IP
ile ZEB2 proteininin indirilebildigi saptandi. Bu bulgu, 6E5 antikorunun ChIP
kosullarinda da kulanilabilecegine isaret etmektedir. Formaldehitle fikse edilmis ve
yiiksek endojen ZEB2 protein ifadesi bulunan SNU398 ve SK-HEPI hiicrelerinde
ChIP-Western blot deneyi gergeklestirildi. Bu deney, 6E5 antikorunun formaldehitle

fikse edilmis ve sonikasyon islemi uygulanmis hiicrelerin kromatin lizatlarinda ZEB2

53



proteininin IP ile c¢oktiiriilebilecegine ve ChIP uygulamalari i¢in uygun olduguna
isaret etmekteydi. ChIP optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda, sonikasyonla
parcalanan DNA’nin fragment biiyiikliigii {izerine yogunlasildi ve dizi analizinin
uygulanabilecegi boyutta fragmentler sonikasyon ile elde edildi. Bu 6n ¢alismalardan
sonra ChIP validasyon deneylerinin daha ileri ¢alismalarina SNU398 hiicrelerinde
devam edildi.

ZEB2 ve miR200 ailesi arasinda karsiliklt gen ifadesi diizenlemesinin oldugu
daha onceki calismalar ile saptanmustir [61-63]. Bu genlerden olan miR200c-141’in
promotorunda bulunan ve ZEB2’nin DNA’ya baglanma dizisini de igeren bolgeye
yonelik primerler tasarlanarak hedef DNA bolgesinin ZEB2-ChIP ile 06zgiil
zenginlesmesi SNU398 hiicrelerinde test edildi. SNU398 hiicrelerinde gerceklestirlen
ChIP-gPCR’da, 6E5 antikoru ile indirilen ChIP DNA’sinn izotip antikor ChIP-
DNA’smna gore hedef bolgeyi 15 kat fazla amplifikasyona ugrattigi goriildii. Bu
deneyde, izotip antikorunun son derece diisiik olan “background” amplifikasyonu ile
ZEB2’ye bagh 6zgiil amplifikasyon degerlerinin literatiirle uyumlu oldugu goriildii.
Antikorun  ChIP  i¢cin  uygunlugunun  saptanmasi, ZEB2-06zgiill DNA
amplifikasyonunun  gosterilmesi ve dizileme i¢in uygun boyutta DNA
fragmentlerinin sonikasyonla elde edilebilmesi tizerine ChIP-dizileme hizmeti Active
Motif firmasindan alind1.

SNU398-ChIP dizileme sonuglarinda belirlenen 509 gen i¢inde, ZEB2’nin
hedefi olarak tanimlanmis olan siklin DI ve miR200 ailesi tiyesi hedefler
bulunmasina karsin EMT diizenleyicilerinin baslica hedefi olan E-kaderin
bulunmuyordu. EMT transkripsiyon faktorlerinin birbirlerini tamamlayici bir islev
gordiikleri de bilindiginden, SNU398 hiicrelerinde E-kaderinin ZEB2 disindaki
diizenleyiciler tarafindan baskilandigini diisiindiirmektedir [81]. Vertebralarda E box
dizisi (5-CAnnTG-3') korunmus olarak bulunmaktadir [82]. ZEB2-baglanma
hedeflerinin MEME-TOMTOM analizinde saptadigimiz motif ZEB2 igin daha
onceden tanimlanmig motifi dogruladi [40].

Gen diizenleyici bolge olarak hipotetik promotor bdlgeleri Active Motif
firmasinda gerceklestirilen biyoinformatik analizlerde tarnskripsiyon baslama
noktasina gore -7500 bp ve +2500 bp olarak tanimlanmigstir. Nispeten genis olarak
tutulan bu tanimlamaya ragmen, ChIP-dizileme verileri smirli sayida promotor
hedefine isaret ediyordu. ZEB2 baglanma bdlgeleri ekzon, intron, 3’-UTR, 5’-UTR

ve genler arast bolgelere dagilmis durumdaydi. Bu noktalarda da ChIP hedeflerinin
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tanimlanmis olmas1 ZEB2’nin gen ifadesini diizenleme mekanizmalarinin karmasik
diizeyini vurguluyor olabilir [83].

ChlP-dizileme verileri agisindan gerekli ve onemli degerlendirmelerden biri
ChlP-dizileme ile belirlenen hedeflerin ChIP validasyonudur [84]. ZEB2 DNA-
baglanma motifini ¢oklu igeren {i¢ hedef gen bolgesine ilaveten daha Once test
ettigimiz miR200c-141 primerleriyle gerceklestirilen ChIP-gPCR deneylerinde bu
hedeflerin zenginlesmesi izotip antikora gore gosterildi. ChIP-dizileme hedeflerinden
yiiksek pik degerlerine sahip, gen diizenleyici bolge yerlesimi gosterenler ve/veya
ZEB2 DNA-baglanma motifini icerenler arastirildi. Segilen genlerin ifadeleri
shZEB2-SNU398 klonlarinda kontrol klonuna (NSC) gore karsilastirildi. RT-qPCR
analizleri sonucunda, 3 genin ZEB2-bagimli olarak anlatim degisikligi gosterdigi
saptand1. Bunlardan GALNT3 ifadesi ZEB2’nin baskilandig: klonlarda yaklasik 16
kat artmakta, buna karsin MAP7 ve BOK ifadeleri ayn1 kosullarda yaklagik 2 kat
azalmaktaydi. GALNT3’iin ZEB2-bagimli ifade degisimi protein diizeyinde de
transkript sonuglariyla paralellik gostermekteydi.

SNU398 ChlP-dizileme hedefleri GALNT3, MAP7 ve BOK’un ZEB2 hedefi
olarak validasyonlari parental SNU398 hiicrelerinde ChIP-gPCR ile incelendi. ChlIP-
dizileme genom bdlgelerine ZEB2’nin DNA-baglanma motifini de icerecek sekilde
primerler tasarlanarak gerceklestirilen ChIP-qPCR’da segilen genom bdlgelerinin
6ES5 antikoru ile indirilmis ChIP DNA’larinda zenginlesme tespit edildi. ZEB2’nin
bu lic gene baglandig1 belirlendi ve en yiiksek degisimin saptandigi GALNT3 ile
analizlere devam edildi. ZEB2 proteininin arttigt kosullarda ve farkli kanser
tiplerinde de bu degisimin gegerli olup olmadiginin arastirilmasi1 amaciyla kolon
kanseri hiicre hatti DLD1 hiicreleri kullanildi. ZEB2 anlatimi doksisiklin
indiiklemesi ile gerceklesen bu hiicrelerde yapilan RT-qPCR ve western blot
deneyleri GALNT3 ve E-kaderin anlatimmin hem transkript hem de protein
diizeyinde azaldigin1 gosterdi. Hiicre kiiltiirii caligmalarinda diger hedef genlere gore
yiiksek iafde degisimi belirlenen GALNT3’lin in vivo degerlendirmeleri ile
caligmalara devam edildi.

Glikolizasyon temel post-transkripsiyonel modifikasyonlardan  biridir.
Genellikle salgisal yolaktaki proteinlerin fizikokimyasal 6zelliklerini ve biyolojik
aktivitelerini degistirir. Bu degisim, Ozellikle malign transformasyonda da
goriilmektedir. Mucin-tip O-bagli-glikolizasyon membran proteinlerinde ve salinan

proteinlerde en sik rastlanilan post-transkripsiyonel regiilasyon olarak belirlenmistir
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[85, 86]. GALNT3iin iiyesi oldugu, N- Asetil Galaktozamin Transferaz ailesi 20
enzimin yer aldig1 genis bir ailedir ve bu aile serin ve treonin rezidiilerine O-bagli N-
asetil galaktozamin transferinde rol oynamaktadir [87]. Bu transferazlar fertilizasyon,
antikoagiilasyon, inflamatuvar yanit, malingnitede Onemli adezyon, invazyon,
hiicresel farklilagma gibi ¢cok sayida biyolojik fonksiyonda rol oynamaktadir [87, 88].
flging olarak GALNT ailesi doku spesifik anlatim gostermektedir [89]. Saglikli insan
dokularinda GALNT3’iin deri, kemik, bobrekte yliksek, karaciger, akciger, plasenta,
pankreas, retina dokularinda az ifade edildigi, buna karsin kalp, iskelet kas1 ve beyin
dokularinda ifadesinin bulunmadig1 saptanmistir [90]. Insan kanser cDNA dizin
orneklerinde normal dokuya gore GALNT3 anlatimlarinin = karsilagtirilmasi
sonucunda bobrek ve troid kanserlerinde diisiik anlatim bulunmasina karsin over
kanserinde yiiksek anlatim belirlendi. Bu sonuglar kanserde GALNT3 anlatiminin
normal dokuya gore degistigine isaret etmektedir. Maupin ve arkadaglarinin
pankreatik kanser hiicre hatlarinda yaptiklar1 ifade analizlerinde GALNT3{in epitel
karakter gosteren hiicrelerde varligi, ZEB1’in ise mezenkim hiicrelerde anlatiminin
gerceklestigi dikkat ¢ekicidir [91]. Fakat dokuz HCC hiicre hattinda yaptigimiz
GALNTS3 anlatimi analizinde epitel ve mezenkim karakterli hiicreler arasinda net bir
ayirim gozlenmemis ve en yiiksek anlatim HEP3B hiicrelerinde saptanmistir. Bunu
dogrulayan bir calisma olarak, HCC hiicre hatlarindan gergeklestirilen fare
orthotopik ksenograft tiimorlerinde GALNT3 anlatimina bakildiginda, metastatik
hiicre hatlarina gore metastatik olmayan HEP3B tiimorlerinde yiiksek oranda
GALNT3 anlatimi saptanmustir. Fakat ayni calismada, hastalarin metastatik ve
metastatik olmayan dokularinda yapilan GALNT3 analizinde anlamli farklilik
saptanmamustir [92]. Kolon kanserinde GALNT3 profilinin incelenmesi sonucunda,
GALNT3 anlatim1 azalmig olan hastalarin diigiik sagkalim  gosterdikleri
belirlenmistir [93]. Aymi ¢alismada, histolojik gruplar arasinda da GALNT3 anlatim
seviyelerinde farklilik oldugu ve iyi-farklilasmis timdorlerde yliksek, az-farklilagmis
tiimorlerde diisiik GALNT3 anlatimi bulunmustur. Renal hiicre karsinomu ile yapilan
baska bir caligmada ise, kolon kanseri bulgularnin tam tersi nitelikte sonuglar
belirlenmistir. GALNT3 anlatiminin yiiksek olmasi ilerlemis hastalik ve diisiik
sagkalim oram ile iligkili bulunmustur [94]. Bu sonuca benzer olarak, oral skuamoz
kanser hastalarinda da GALNT3 anlatiminin yiiksek bulundugu olgularda artmis
tiimor niiksii ve diisiik hastaliksiz sagkalim orani belirlenmistir [95]. Insan kanser

cDNA dizinlerindeki RT-qPCR analizinde, en yiiksek degisim over kanserinde,
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yaklasik olarak normal dokuya gore 3 kat artis olarak belirlendi. Bu sonug ile uyumlu
olarak, Wang ve arkadaslarinin over kanserinde yaptiklar1 ¢aligmada GALNT3
anlatiminin tiimorde arttig1 ve yiikksek GALNT3 anlatiminin diisiik hayatta kalma ile
baglantili oldugu belirlenmistir [95].

Gergeklestirdigimiz in vivo analizlerde tiimor dokularinda genellikle ZEB2
anlatiminin azaldigi, GALNT3 anlatimimin ise arttig1 belirlendi. In-vitro calismalarda
tespit ettigimiz ZEB2 ile GALNT3 arasindaki ters korelasyon in vivo analizler ile
dogrulandi. Buna ek olarak, protein ifadelerinin korelasyon analizi, melonoma
haricindeki diger kanserlerde ters korelasyon gosterdi. Ilging olarak, cDNA dizin
orneklerinde bulunmayan bir kanser tiirii olan melonomada ZEB2’nin artmis oldugu
belirlendi. Aymi hastalarin GALNT3 degerlerinin diisiik olmasi yine protein
diizeyinde ZEB2 ve GALNT3 arasinda ters korelasyona isaret etmekteydi.

GALNT3lin transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili literatiirde az sayida
calisma bulunmaktadir. Calismalar genellikle kemik yeniden modellenmesi ve
paratiroid hormon {izerine yogunlagmigti. GALNT3 FGF23’tin treoninl78
aminoasitinden glikozillenmesini saglamakta ve glikozillenen FGF23 proteolitik
yikimdan  korunmaktadir. GALNT3  mutasyoniu  sonrasinda  FGF23’iin
glikozillenmemesi proteinin yikilmasma yol a¢maktadir. GALNT3 mutasyonu
sonucu olusan bu hastalik Hiperfosfatemi Tiimoéral Kalsinozis olarak isimlendirilen
ve kalsifiye kitle olusumu ile karakterize bir patolojidir [90]. Paratiriod horman
GALNT3’lin negatif regililasyonunda rol oynamasma karsin, RUNX2 ve NRFI1
GALNT3 anlatimini arttirmaktadir [96-98]. GALNT3’iin kanserde gen regiilasyonu
ile ilgili literatiirde az sayida calisma bulunmaktadir. Neoplastik transformasyon
stirecinde, post-transkripsiyonel glikozilasyon degisiminin hiicresel birgok farkli
stirecte rol oynadig1 ve malignant gelisimde etkili oldugu bilinmektedir [99].

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda EMT transkripsiyon faktorlerinden olan
ZEB2 proteinin ¢ok farkli hiicresel siireclerin diizenlenmesinde rol oynadig

belirlendi.
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8. ONERILER

Bu tez calismasinda, ZEB2’nin GALNT3 gen regiilasyonundaki rolii
aydinlatilmaya calisilmustir. Tez caligmasinda yapilan kromatin-
immiinopresipitasyon dizileme deneyi sonucunda 509 ZEB2 hedefi gen listelenmis
fakat az sayidaki hedef i¢in ileri molekiiler analizler gerceklestirilebilmistir. Yeni
ZEB2 hedeflerinin tanimlanmasi i¢in bu tez calismasina benzer c¢alismalarin
gergeklestirilmesi gerekmektedir.

GALNTS3 enzimi ¢ok sayida farkli proteinin post-translasyonel regiilasyonunda
rol oynamaktadir. Bu kapsamda GALNT3-bagimli protein degisimlerinin
belirlenmesi  ve  karsinogenez mekanizmasindaki  etkisinin = tanimlanmasi

karsinogenez siirecinin daha iyi anlasilmasi i¢in yol gosterici olacaktir.
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EKLER

Ek A. Incelenen Gen Listesi

Tablo Al.1: sh-ZEB2 ve NSC Klonlarinda ifadesi incelenen Gen Listesi.

GEN ADI ileri Primer Dizisi 5'»3' Geri Primer Dizisi 5'»3'
1 BCAS4 ACAGAAATGCGTGGCATCTA AAGCACGTCTGCTTCCAG
2 LPIN3 AACCAGAGGTGTTCAAGGTC CAAAGACATCATTGGGCCTATTC
3 RIPK4 TTATGCAACAAGGAACGAATGG CACAAGGACTCACCCAAGTAATA
4 PICK1 CCAAGTACTACAACGACTGCTAC TCTGTGAACTCCTCCTGGTT
5 MAGI1 CCACTCAGCCAGAACTCATAAC CCTTGGGCTGTCAACAATCT
6 RAD50 CTCTCTCTGGGACTTGGTTTC GTGGTGGGTACTGACTTAGATG
7 CTNNA1L GGAGCCTACTTCTAGCTGTATTT GGCTTGGTCAGAGCATTACTA
8 PCDH1 CACAGCCTTGGTCCATCTTTAT CTGCTTGGAGCGCTCATATT
9 TAF11 ACTGGATGTGTGTGAGAAGTG GTGCTTCGAGTTAGGGATCTG
10 ANKS1A CCAGCCAGAGAAACTCATCTT CTCCGTAGATTTCCGCATCTT
11 ANKRD6 GAAGCCAAGCCAATCAGAAAG TCTGCACCCTAGTCCTTAGT
12 TPD52L1 GCAGGTACACAACTGGTCATA CAAGGACATGCACATCATAAAGG
13 MAP7 GTGGACTTATCTTTGCCTTACCT GCCAAACACAGTCAACATTCC
14 MAP3K5 CCAGGTGGTACTCTTTGGTTT TTCTGGAACCAGGATGGTAATG
15 ARHGEF1 CTTCTTCCCAGCCACAAGTAA GAGTATCAACGCGAACATCAAAG
16 RIPK2 ACAGTTGGGATAGCACCATTT CCTGCAGTTGAGAGTGGATTTA
17 UHRF2 CCTGCTTTCACTGTGTTGTTC GTGAGAGATACAGTCCACCATTT
18 CD72 GATGATACACAACGCACTAGGA CTCACAGATGTAGGGAAGAGAAC
19 TUBA4A ACCTCAATCGCCTCATTAGC GGTTGGTCTGGAACTCTGTC
20 LEMD3 GTCACCTGCATAGTTCCTACAG TCCAGCCGTAGCAAATGAA
21 PPMHAL CACACGCTTCTTTACCGAGA CGTGCAGCCACCAGATATATTA
22 GAB2 GGAGACAGCGAAGAGAACTATG GTCCAGGGCCAGATAATCAA
23 RELA AGCACTTACGGATTCTGGTG GAGAGAGAGATACAGATACTGACAATAA
24 CCND1 GGGTTGTGCTACAGATGATAGAG AGACGCCTCCTTTGTGTTAAT
25 KRAS GGACTCTGAAGATGTACCTATGG GCTAAGTCCTGAGCCTGTTT
26 LRP5 CATTGGCATCATCCTCTCTCTC TCCCGCTGACATACTCGT
27 PPFA1 GGACCACTTGACCAAGAAAGA CCTTCTCAGGCACATAATTCCA
28 GSPT1 GGAAAGCTGGAATCAGGATCTAT GGGCTACGGTATCAGTCTCTA
29 TESK1 CTTCAGGACACCCTGTAAGAAC GAAGTGCTCTGTCCCTTGAG
30 AZIN1-AS1 GATCTTTGCCAGCTTCCAATATG CAAGGATTCAGGTGGTGGAA
31 KILLIN AATGGCTGGCCCTATCTAAAC GTGCTTGGAGACCAGTGTATT
32 MAGI3 GACAACTGCTGCTCGAAATG GGGAGATCCATTCTGTGTTGA
33 TAF3 CATCTTTGTTGCCAGTGCTTC CTTTCTCTCTTTCCTTCTCCTTCTT
34 PSEN2 TCCTCATTGGCTTGTGTCTG GGTTGTCCGTGGAGAAGTAAA
35 HELLS GATCGAATGCTGCCAGAACTA CAAGCCTGCTGAAGTTGAAATC
36 EpCAM GGATCTGGATCCTGGTCAAAC GCTATCACCACAACCACAATAAC
37 IRF9 CCGTGATAATCGTGTCCTGAA ACAGATGAAAGAGGGCGTATATC
38 IRF6 GATCCTTTGATAGTGGCAGTGT CAGCTCTCCTGGGTTTGAAG
39 EZH2 ACGGCTTCCCAATAACAGTAG AGTCCCTGCTTCCCTATCA
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Tablo Al1.1;: Devam.

40 JAG2 TGTATGAAAGGAGAGAGCAAAGG GAGAAACCCGAGTGAGGAATAAA
41 ERCC6 GAAGAGACCCTGGAGAAACATC TTCACTGTCTTGCTTCTGGTAA

42 ATAD2 GCACTTCCATGCATACTTGC AAGGTTTCCAACAGAAGCTATTTC
43 SMURF2 TTCTCAGAGCATGTGGATGG CACTTGTCAGAGACTTTGGTTTATAG
44 1D2 TGAGTGAAACCTTGTGAACTCT AGCATGAATAAGTACACCATTACAC
45 TWIST1 GAAGTCTGAACAGTTGTTTGTGT AGTCCATAGTGATGCCTTTCC

46 ATMIN TTTGCCCAGCTCTAAGGTAAC GGTCATCCGTTGGACTTTCTAT

47 IL17C TCCATCTCACCCTGGAGATAC GTGCATCGATACAGCCTCTG

48 CDK10 GAGAATATGCCAACACCCTTCT CTTCAGGTCCCTGTGGATAATG

49 GAS8 GCAAACTACGAGAGGGACAA TGGTGAATCGCTGCTCTAAC

50 AXIN GGCTCCAGAAGATCACAAAGAG GCATCCTCCGGTATGGAATTT

51 ANKRD12 CAGCCATACAGTTCAGAGAGAG CTGAGGTGCTTGAGGAATCA

52 APC2 ACTCCATCCTGTCCTTCGTATC ATTTCTCCCTCCGCCTGT

53 MKNK2 CGCTTCTACCTGGTGTTTGA TGGGCGATGCCTTTGTTAT

54 EMX1 GCAGGTGAAGGTGTGGTT CTTCTTCTTCTGCTCGGACTC

55 GALNT3 GGCACAACATCCAGAAGGAA CATATCTGCTCTCCAGTGACAAC
56 AP1S3 TTGTTGACTGGAAGGAGCTAAA ACGTAACGATGCACAATCTCT

57 BOK GATGGACTGATGTCCTCAAGTG GGCAGCAGCACGAAGAA

58 BCL2L1 CATCAATGGCAACCCATCCT CCTCAGCGCTTGCTTTACT

59 EDEM2 AGGTGGAGTGCGGATTTG GTCAAACAGGAGGTAGAGGTATTT
60 SPAG4 AAGCCCGACTATGCTTTGAG CTGAAGCGATTCCAGAAGTAGG
61 GAD1 GTGCCTAAACTGGTCCTCTTC CATTGTCAGTTCCAAAGCCAAG

62 IL6R CCTTTCAGGGTTGTGGAATCT GAAAGATGAGTTCCAGGAGTGG
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