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Epitelden mezenkimale gecis (EMT), kanser invazyonunun Kkilit olaylarindan biridir. EMT nin
indUklenmesinden sorumlu birgok diizenleyici molekullerin aydinlatilmasina ragmen altinda
yatan mekanizmalar hala belirsizdir. SATB2, osteoblastik farkllasma ve ylz-kafatasi
olusumuna katilan niklear matriks ile iligkili bir kromatin yeniden modelleyici ve
transkripsiyon faktordar. Kaguk htcreli digi akciger kanseri (KHDAK) hcrelerinin TGF-3
tarafindan induklenen EMT ve invazyonunda SATB2'nin etkileri tam olarak bilinmemektedir.
Bu nedenle, SATB2'nin TGF-$ ile indiklenen KHDAK hiicre EMT ve invazyon igin
dizenleyici bir rolindn olup olmadigini molekiler mekanizmalariyla tespit etmeyi amacladik
ve TGF-B ile indiklenen EMT sirecinde SATB2 ekspresyon kaybinin énemli bir belirte¢
oldugunu goézledik. Akabinde, siRNA-aracili SATB2 susturulmasinin KHDAK hiicrelerinde
EMT ve invazyonu indiiklemek igin yeterli oldugunu ve bu sireclerdeki TGF-f’nin indukleyici
etkisini artirdigini gosterdik. Dahasi, A549 hucrelerindeki SATB2'nin asiri ifadesinin TGF-8
ile indiklenen EMT ve invazyonu kismi olarak inhibe ettigi gézlendi. Mekanistik olarak,
SATB2'nin dogrudan SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT dlizenleyicilerinin regtle edebildigini, fakat
SMAD transkripsiyonel kompleksinin Uzerinde herhangi bir etkisinin olmadigini tespit ettik.
Bu, SATB2’nin SMAD yoladindan bagimsiz olarak SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon faktorlerini
reglle ederek TGF-B-aracili EMT ve invazyona karistigini géstermistir. Ayrica, TGF-B’'nin
SATB2 ekspresyonunu nasil regule ettigini arastirdik ve biyoenformatik analizlerimiz
araciligiyla SATB2 promotorunun E-box, CTCF and SBE motiflerini i¢cerdigini bulduk. Daha
sonra, TGF-B-aracili SATB2 baskilanmasindan hangisinin sorumlu oldugunu tespit etmek
icin A549 hiicrelerinde SNAI1, SNAI2, ZEB1, CTCF and SMAD4 ekspresyonlarini siRNA
aracil olarak baskiladik. SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin susturulmasinin
TGF-B-aracili SATB2 downregllasyonunu baskiladigini gésterdik. ChIP-PCR sonuglari,
TGF-B uyarimina yanit olarak SATB2 ekspresyonunun, SNAI1 ve SMAD4 araciligiyla
transkripsiyonel olarak dogrudan diizenlendigini dogrulamistir. Ayrica, KHAK hicrelerindeki
SATB2 ekspresyonunun, KHDAK hicrelerine kiyasla dramatik bir sekilde ylksek seviyede
oldugunu ve EGFR, CK7, NCAM1 ve ENO2 gibi akciger kanserinde néroendokrin fenotipin
tespit edilmesinde kullanilan KHAK belirteclerinin ekspresyonlari ile anlamli bir korelasyona
sahip oldugunu bulduk. Mikroarray ve gPCR sonuglarimiz, SATB2’nin miR-1243 ve
miR4779 ekspresyonlari Uzerinde baskilayici bir etkisinin oldugunu gésterdi. Sonug olarak
calismamiz, SATB2'nin EMT, invazyon ve KHAK-benzeri néroendokrin farkhlagsma
sureglerini reglle ederek KHDAK karsinogenezinde kritik bir Sneme sahip oldugunu acikga
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: SATB2, KHDAK, TGF-, EMT, invazyon ve néroendokrin farklilagsma

Bu ¢alisma, TUBITAK (Proje No: 2157283) ve PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF SATB2 WITH MOLECULAR MECHANISMS IN
TGF-B-INDUCED EMT AND INVASION IN LUNG CANCER CELLS

KUCUKSAYAN, Hakan
PhD Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hakan AKCA (PhD)

October 2019, 146 Pages

EMT (Epithelial-mesenchymal transition) is a key event in invasion of cancer. There
are lots of regulator molecules responsible for inducation of EMT, but underlying
mechanisms are still unclear. SATB2 is a nuclear matrix-associated chromatin remodeling
and transcription factor that is involved in osteoblastic differentiation and craniofacial
patterning. It is completely unknown that the effects of SATB2 on TGF-B-induced EMT and
invasion of NSCLC cells. Therefore, we aimed to determine whether SATB2 has a regulatory
role for TGF-B-induced EMT and invasion of NSCLC cells with underlying molecular
mechanisms and observed that loss of SATB2 is a significant marker for TGF-B-induced
EMT process. Then, we demonstrated that siRNA-mediated knockdown of SATB2 is
sufficient to induce EMT and invasion, and promotes the inducing effects of TGF-B on EMT
and invasion in NSCLC cells. Furthermore, it was observed that SATB2 overexpression
slightly inhibited TGF-B-induced EMT and invasion in A549 cells. Mechanistically, we
established that SATB2 directly regulated EMT-mediating transcription factors SNAI2 and
ZEB1 whereas it hadn’t regulatory effect on SMAD trnacriptional complex, indicating that
SATB2 implicated in TGF-B-induced EMT and invasion by regulating transcription factors
such as SNAI2 and ZEB1 in SMAD pathway independent manner. We further investigated
how TGF-B regulates SATB2 expression and observed that SATB2 promoter contains E-
box, CTCF and SBE maoatifs by bioinformatics analyses. Next, we knockdowned expressions
of SNAI1, SNAI2, ZEB1, CTCF and SMAD4 to determine which one is responsible for TGF-
B-mediated SATB2 repression in A549 cells and showed that siRNA-mediated repressions
of SNAIL and SMAD4 ablolished TGF-B-mediated SATB2 downregulation. ChIP-PCR
results verified that SATB2 is transcriptionally regulated by SNAI1 and SMAD4 in response
to TGF-B. Also, we found that SATB2 is dramatically upregulated in SCLC cells compared
to NSCLC cells, and had a significant correlation with the expressions of SCLC markers
such as EGFR, CK7, NCAM1 and ENO2, which are used to detect the neuroendocrine
phenotype in lung cancer. Microarray and gPCR results showed that SATB2 has a
repressive effect on miR-1243 and miR-4779 expression. Consequently, our study clearly
indicated that SATB2 plays a crucial role for NSCLC carcinogenesis by regulating EMT,
invasion and SCLC-like neuroendocrine differentiation.

Keywords: SATB2, NSCLC, TGF-3, EMT, invasion, neuroendocrine differentiation
This study was supported by TUBITAK (Project numbers: 2157283) and Pamukkale

University Scientific Research Projects Coordination Unit (Project numbers:
2017SABEOQ04).
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1. GIRIS

Akciger kanseri, ylksek insidansa, metastaz yetenegine ve tekrarlama riskine sahip
olmasi bakimindan hem en agresif kanser turt 6zelligini tasimakta, hem de kanser iliskili
dlimlerin en yaygin nedeni konumundadir. iki biiyiik histolojik alt tiiriinden biri olan kiigiik
hicreli digi akciger karsinomu (KHDAK), tim akciger kanseri vakalarinin yaklasik olarak
%85'ini temsil etmektedir. KHDAK hucrelerine yuksek metastatik kapasite 6zelligini veren
ve hastaligin tekrarlamasi ile iligkili tedaviye karsi diren¢ kazandiran mekanizmalarinin tim
yonleriyle aydinlatilmasi, akciger kanseriyle micadelede buyik énem arz etmektedir.

in vitro ve in vivo kosullarda gerceklestirilen sayisiz calismalarla, TGF-B sinyal
yolaginin KHDAK dahil olmak Uzere neredeyse tim kanser tirlerinin proliferasyonu,
apoptozu, EMT, invazyonu, immin sistemden kagisi, kemoterapi ve immunoterapiye karsi
gelisen direng gibi birgok biyolojik stiregte merkezi bir rol Gstlendigi kanitlanmistir. Bununla
birlikte TGF-B sinyal yolaginda gerek dizenleyici gerekse de fonksiyonel role sahip gesitli
molekiillerin (TGFBR2, SMAD3, SMAD4 ve SMAD7 vb) KHDAK hasta érneklerinde siklikla
genetik ve epigenetik olarak regulasyonlarinda bozukluk saptanmaktadir. TGF- sinyal
yolagi, adenokarsinomalarin metastazlar icin kritik 6nemdeki kanser hiicrelerinin primer
timor bolgesinden invazyon ile ayrilmasina olanak saglayan Epitelyal-Mezenkimal
Transisyon (EMT) surecinin indiklenmesi ve sekonder bolgede makrometastatik lezyonlarin
olusturulmasi icin de tam tersi bir mekanizma ile Mezenkimal-Epitelyal Transisyon (MET)
surecinin tetiklenmesinde buyuk rol oynamaktadir.

EMT-MET sureclerinin regulasyonlari metastatik kaskat boyunca oldukga dinamiktir
ve epigenomda buyuk degisimlerin gerceklesmesini gerektirmektedir. Kanser hicrelerine
fenotipik olarak plastisite 6zelligini kazandiran bu dinamikligin korunmasi ve blylk ¢apl gen
ekpresyon profilindeki degisimlerin regllasyonunda, kromatin yeniden modelleme
proteinleri kritik rol almaktadir. Bu baglamda hucresel plastisitenin en belirgin sekilde
fonksiyon gosterdigi gelisim ve farklilasma slreclerindeki diizenleyici rolleri nedeniyle bir
kromatin yeniden modelleme elemani ve transkripsiyon faktérid olan SATB2'nin, hem
metastaz icin kritik bir 5Sneme sahip Epitelyal-Mezenkimal Plastisite’de (EMP) hem de kanser
hicreleri tarafindan bir ¢esit tedaviye karsi direng mekanizmasi olarak kullanilan plastisite

indUkll transdiferensiyon streglerinde dizenleyici role sahip olacagini dngérmekteyiz.



1.1. Amag

Bu tez ile, KHDAK karsinogenezi ve metastazi icin gerekli olan TGF- sinyal yolagi
tarafindan indiklenen EMT ve invazyon slreclerinde, hem SATB2'nin dizenleyici rolinu
aydinlatmaya hem de SATB2 ekspresyonunun nasil diizenlendigi sorularina yanit bulmanin
yanisira KHDAK hicrelerinin bir diren¢ mekanizmasi olarak kullandigi KHAK-benzeri

noéroendokrin farklilagsmasi sirecindeki potansiyel rolinu ortaya ¢ikarmayi da amagcladik.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, son yuzyilda nadir gorulen ve bilinmeyen bir hastalik konumundan,
dinyada en yaygin goérilen ve kansere bagll élimlerin en buylk etmeni olan bir hastalik
konumuna erigmistir (de Groot vd. 2018, Debakey 1999). Adler tarafindan, 1912 yilinda
sadece 374 adet akciger vakasi yayinlamistir (Rubin 1991). Gunimuze geldigimizde ise
2008'de yayinlanan verilere goére, dinya ¢apinda 1,6 milyon yeni vaka ve ayni yil igin 1,4
milyon Kkiginin akciger kanseri nedeniyle olumu rapor edilmistir (Ferlay vd. 2010).
Uluslararasi kanser arastirma kurumu (IARC) tarafindan 2012 yilinda yayinlanan dunya
capindaki en guncel istatistiklerine gore, yeni vaka sayisinin 1,8 milyon ve ayni yil igin
akciger kanseri iligkili 6lumlerin de 1,6 milyon oldugu rapor edilmistir (Ferlay vd. 2015).

Dinya genelinde akciger kanseri insidansi erkekler ve kadinlar icin degisiklik
gosterebilmekte ve bu degiskenligin temeli, cografi bolgelerdeki hava kirliligine ve sigara
tiketiminin yayginhgina bagli olarak tarihsel, kilttrel ve bdlgesel farklliklara dayanmaktadir
(de Groot vd. 2018, Ferlay vd. 2015). Bunun yanisira bazi cografi bdlgelerdeki
populasyonlardaki gen varyasyonlarindaki farkliliklar da insidansi etkileyen énemli etmenler
arasindadir (Herbst vd. 2008, Schwartz vd. 2016).

Uluslararasi kanser arastirma kurumu tarafindan yayinlanan verilere gore Ulkemizde
2018 yili itibariyle 210,537 (118,882 Erkek, 91,655 Kadin) yeni kanser olgusu (malign
melanom digi deri kanserleri hari¢) tani alacagi tahmin edilmistir (Sekil 2.1). Ayni verilere
dayanarak erkeklerde akciger kanserin 29,405/28,525; prostat kanserin 17,332/5,165;
kolorektal kanserin 11,548/5,571; mesane 9,578/3,532 ve mide kanserinin ise 7,414/6,376
sirasiyla tahmini yeni vaka/6lim sayisina sahip olacagi tahmin edilmistir. Bu rakamlar ile
erkek bireyler icin hem insidans hem de mortalite bakimindan akciger kanserinin tum
kanserler arasinda ilk sirada oldugu goérilmektedir. Kadinlarda ise meme kanserin
22,345/5,452; tiroid kanserin 10,563/548; kolor

ektal kanserin 8,483/4,462; rahim kanserin 5,463/1,051 ve akciger kanserinin ise
5,298/5,158 sirasiyla tahmini yeni vaka/dlum sayisina sahip olacagdi tahmin edilmigtir.

Kadinlarda erkeklerden farkl olarak insidans acgisindan akciger kanserinin besinci sirada



oldugu, ancak mortalite bakimindan meme kanserinin ardindan ¢ok az bir farkla ikinici

sirada oldugu gorulmektedir (WEB_1 2019).
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Sekil 2-1 Turkiye genelindeki 2018 yilinda beklenen erkek ve kadin bireylerdeki tahmini
yeni vaka ve 6lum sayilari (WEB_1 2019)



2.1.2. Etiyolojisi

Akciger kanserinin olusumunda basta sigara kullanimi olmak Uzere cevresel,
mesleksel, genetik ve yasam tarzi gibi birgok faktor sorumlu olabilmektedir. Akciger kanseri
insidansinin ve dOlimlerinin azaltilmasina yonelik calismalarin basariya ulasabilmesi igin,
akciger kanserinin olusum nedenlerin ve risk faktorlerinin tim detaylariyla tespit edilmesi ve

gerekli dnlemlerin alinmasi gereklidir.

2.1.2.1. Tutun ve sigara tiiketimi

Sigara ve tutln trinlerinin bagimlilik yapici bileseni olan nikotin, asetilkolin antagonisti
olarak fonksiyon godsteren dogal bir alkoloiddir ve sinir sistemi hicrelerindeki nikotinik
asetilkolin reseptoérlerine (NAChR) baglanarak dopamin, seratonin, néroepinefrin, endorfin
ve gama-aminobdtirik asit (GABA) gibi ndrotransmiterlerin salinimina neden olmaktadir.
Aslinda nikotin bir kanserojen bir madde degildir, fakat, nikotine maruz kalan hicrelerde
nikotinik reseptoérlerin ifadesi artmakta, buna bagli olarak da nikotin bagimlihgini
destekleyecek ve akciger karsinogeneziyle iliskili gen ekspresyon degisimleri
gerceklesmektedir (Benowitz 2008, Costa vd. 2009, Saccone vd. 2007).

Sigara en azindan bilinen 60 kanserojen icermektedir. Bunlarin en o6nemlileri,
benzopiren, nitratlari icine alan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), 4-
(dimetilnitrozamin)-1-(3-piridil-1-bltanol) veya nikotin kékenli nitrozaminketon (NNK) gibi
tutiin-spesifik N-nitrozamine (TSNA) ve bilesikleridir (Hecht 1998, Hoffmann vd. 1997).
Sigara dumani gaz faza ve partikilar faza sahiptir ve bu fazlar sirasiyla gram bagina 1015
ve 1017 serbest radikaller icermektedir (Costa vd. 2009). On yillardir sigara igerigindeki
katran ve benzopiren miktarlari azaltiimaktadir, ancak sigaranin zararlarinin azaltiimasi
adina atilan bu adimlarin sigaranin daha givenli olduguna dair hi¢bir kanit bulunmamaktadir
(Thun vd. 2001). Bununla birlikte, 1978 yilindan itibaren titin-spesifik N-nitrozamine (TSNA)
ve nitratlarin sigaradaki konsantrasyonlari artirilmaktadir (Hoffmann vd. 1997). in vivo olarak
yapilan ¢calismalar sonucunda nikotin kdkenli nitrozaminketon (NNK) ve N'-nitrozonornikotin
(NNN) bilesiklerinin glicli kanserojenler oldugunu ortaya koyulmus ve Uluslararasi kanser
arastirma kurumu (IARC) tarafindan da insanlar i¢in kanserojen maddeler sinifinda

degerlendirilmistir (Hecht 2014). Ayrica, gucli kanserojenler olarak degerlendirilen NNN,



NNK ve NNK metaboliti olan NNAL bilesiklerinin, sigara kullananlarin yanisira pasif igici
insanlarin idrar 6rneklerinde bile bulundugu rapor edilmistir (Hecht 2014).

Sigara tuketimi ile iligkili karsinogenez; sigara icerigindeki kanserojenik bilesiklerin,
hicrelerde meydana getirdikleri genotoksik etkiler ve kanserlesme sulrecini destekleyici
sinyal yolak aktivasyonlarinin tetiklenmesi olmak Utzere iki temel esasa dayanmaktadir (Xue
vd. 2014). NNK gibi kanserojenlerin DNA’a baglanarak DNA eklentilerini olusturmalari ve
yine sigara dumaninda bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAHS) gibi kanserojenik
kimyasallarin bu olusan DNA eklentilerine kovalent olarak baglanmasina dayanmaktadir
(Dela Cruz vd. 2011). Hucresel DNA tamir ve kontrol mekanizmalari olusan DNA eklentilerini
tamir ederek DNA molekilinG eski haline geri getirebilmektedir veya bu hasarli DNA’lara
sahip hlcreleri apoptotik mekanizmalar araciligiyla 6lime yonlendirebilmektedir. Ancak, bu
DNA eklentilerini ortadan kaldiracak olan tamir mekanizmalarindaki basarisizliklar, hicreleri
kanserlesme surecine goturen DNA molekulindeki kalici mutasyonlara yol agabilmektedir.

Sigara ile iligkili karsinogenezde, genotoksik olmayan onkogenik yolaklarin
aktivasyonu da 6nemli bir yer tutmaktadir. Sigarada bulunan ve dogal bir alkoloid olan
nikotinin hticrede nikotinik asetilkolin reseptoérlerine (nAChR) baglanmasi sonucu
anjiyogenez, kanser hucrelerinin ¢ogalmasi, migrasyonlari ve invazyonlarini artiran
Phosphoinositide 3-kinase/ Protein Kinase B (PISK/AKT), Extracellular Signal-regulated
Kinase (ERK) 1/2, Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK), Mitogen-activated protein
kinase kinase (MEK), nuclear factor-kappa B (NF-kB), B-arrestin-1, Src kinaz ve Rb-Raf-1
gibi sinyal yolaklarini aktive ederek kanser progresyonunu destekledigi rapor edilmigtir
(Grando 2014, Imabayashi vd. 2019, Schaal vd. 2014, Xue vd. 2014). Bir nikotin turevi olan
NNK’larin da timdérgenezi destekleyici gen degisimlerine yol agan bir dizi sinyal yolaklarini
da aktive edebilmektedir (Akopyan vd. 2006, Dela Cruz vd. 2011). Bu baglamda NNK’nin,
ERK1/2 sinyal yolagi bagimli y-calpains (kalpin I) ve m-calpains (kalpin II) proteinlerinin
fosforilasyonlari araciligiyla hem kiicik hicreli akciger kanseri (KHAK) hem de kiguk hicreli
digi akciger kanseri (KHDAK) hucrelerinde invazyonu artirabildigi gosterilmistir (Xu vd.
2004).



2.1.2.2. Cevresel ve mesleksel faktorler

1920'lerin baslarinda hava kirliliginin, akciger kanseri icin potansiyel bir risk faktoru
olarak degerlendirimesi 6nerilmistir (de Groot vd. 2018). Bu durumun sebebi, giderek gelisen
endustrilesmeden kaynaklanan petrol ve tirevi fosil yakitlarin kullanimi sonucu PAH
(polisiklik aromatik hidrokarbonlar) ve kukurt dioksit gibi kanserojen maddelerin havadaki
miktarlarinin asir artmasidir (Alberg vd. 2013, de Groot vd. 2018). Bu maddelere uzun sure
maruz kalmayi gerektiren mesleklerde akciger kanseri riskinin arttigi belirtiimektedir.
Ornegin, kamyon tasimaciliyi endUstrisinde galisan bireylerde akciger kanserine yakalanma
riskinin %50 oraninda arttigi rapor edilmistir (Dela Cruz vd. 2011).

Ozellikle Asya kitasinin bazi bélimlerindeki toplumlarda 1sinma ve yemek pisirme
amaciyla kullanilan yumusak kdmar, odun ve diger bitki bazl biyoyakitlar gibi islenmemisg
yakitlarin kullaniimasindan kaynaklanan ev-ici hava kirliliginin akciger kanseri riskini artirdigi
belirtiimektedir (Alberg vd. 2013, Lee vd. 2011, Torok vd. 2011). Bir calisma ise bu yakitlarin
kullanildigi ortamlarin uygun sekilde havalandiriimasinin, akciger kanseri riskini %50
oraninda azaltabilecegdini géstermistir (Alberg vd. 2013).

Akciger kanseri ile yakindan iligkili ve risk faktori olarak degerlendirilen gesitli meslek
gruplar bulunmaktadir. Bu meslek gruplarinda calisan bireylerde IACR tarafindan
kanserojen olarak belirtilen arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, klorometil eterler, krom,
nikel, radon, silika ve vinil klorGrt gibi maddelere maruziyet gerceklesmektedir (Dela Cruz
vd. 2011). Dinya genelinde bu maddelere maruziyetten kaynaklanan akciger kanseri ile
iligkili 6limlerin 2010 yili igin erkeklerde %10 (88,000 6lum), kadinlarda ise yaklasik %5
(14,300 6lim) oraninda olacagi 6éngorulmustir (Driscoll vd. 2005, Fingerhut vd. 2006).

2.1.2.3. Enfeksiyon

Akciger dokusunda olugan enflamasyon ve enfeksiyonlarin, o6zellikle sigara
kullanmayan bireylerdeki akciger kanserinin gelisiminde énemli rol oynayabilecegine dair
kanitlar bulunmaktadir (Coussens vd. 2002, Engels 2008, Fitzpatrick 2001). Enflamasyonun
akciger kanseri patogenezindeki etkisinin, artan genetik mutasyonlar, anti-apoptotik
sinyallerin artis1 ve anjiyogenez surecinin induklenmesi Uzerinden olabilecegi ifade
edilmektedir (Kim vd. 2013, Lin vd. 2007). Brenner ve arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen

bir meta-analiz galigmasinda, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), amfizem, kronik



bronsit, zatlirree ve tlberkiloz ile akciger kanseri riski arasinda tutarh bir pozitif iliski oldugu
rapor edilmistir. Ayrica, HIV enfeksiyonu olan kisilerde en sik gérilen kanser turtiniin akciger
kanserinin oldugu belirtiimistir (Engels vd. 2008). Daha etkili antiretroviral tedavi
yontemlerinin gelistirildigi ginimuizde bile akciger kanseri, HIV-enfekte hastalarin 6lim

sebeplerinin arasinda %30’luk bir oran ile ilk sirada yer almaktadir (Winstone vd. 2013).

2.1.2.4. Diyet

Akciger kanserinin olusumundaki diyetin roll, ge¢cmisten ginimize kadar yogun
arastirma konusu olmustur. Bunun baglica sebebi, sigara dumani ve gevresel faktorlerden
kaynaklanan serbest radikallerin, saglkli hiicrelerin kanserlesme sureglerindeki rolleri ve bu
serbest radikallerin hlcre iginde etkisiz hale getirilmesini saglayan antioksidanlarca fakir
diyetin kanserlesme sirecine katki saglayabilecedi duisincesidir. Cunkd, antioksidan
vitaminlerin karsinogenezde 6nemli etkilere sahip DNA metilasyonunun modulasyonu, DNA
hasarlarinin tamiri ve detoksifiye edici enzimlerin indiklenmeleri gibi slreclerde kritik role
sahip olduklar bilinmektedir (Cooper vd. 1999, Wettasinghe vd. 2002, Ziegler 1991). Bu
baglamda, antioksidan karakterdeki C ve E vitaminleri ile akciger kanseri riski arasindaki
iliskiyi arastiran iki glincel meta-analiz bulunmaktadir (Chen vd. 2015, Luo vd. 2014). Bu
meta-analiz sonuglarina gére, 100 mg/gin oranindaki C vitamini iceren diyetin akciger
kanseri riskini %7 oraninda azaltabilecegi ve E vitaminince zengin bir diyetin ise bu riski
%14.2 oraninda azaltabilecegi rapor edilmigtir (Chen vd. 2015, Luo vd. 2014). Diger glncel
bir meta-analizde ise, yine antioksidan karaktere sahip A vitaminince (B-karoten) zengin bir

diyetin azalan akicger kanseri riskiyle iligkili oldugu gosterilmistir (Yu vd. 2015).

2.1.2.5. Genetik Faktorler

Tum sigara kullanicilarinda akciger kanserinin goéridlmemesi, genetik yatkinligin
akciger karsinogenez i¢in dnemli bir etken olabilecegi dislincesini gliclendirmistir. Akciger
kanseri agisindan pozitif bir aile dykusine sahip vakalarin, akciger kanseri gelisimi riskinde
1.7 katlik bir artisla ilisikili oldugu belirtiimektedir (Lissowska vd. 2010). Bazi ¢alismalar ise,
aile éyklsundeki akciger kanseri hastalarin 1. derece akraba olmasi durumunda bu riskin 2-
4 kat artisa ulasabilecegini gostermistir (Coté vd. 2005, Schwartz vd. 2006).

Genom ¢apinda iligkilendirme ¢alismalari (Genome wide association studies, GWAS)

Ozellikle 5p15, 15925-26 ve 60921 kromozom bolgelerinin akciger kanseri icin artan risk ile



iliskili oldugunu ortaya koymustur (Herbst vd. 2008, Schwartz vd. 2016). 5p15 lokusu,
akciger kanseri gelisimde hiicre ¢cogalmasi ile énemli rol oynayan ve sigara icme oykusu
olan/olmayan akciger adenokarsinomu ile iligkili TERT (telomeraz revers transkriptaz) genini
kodlamaktadir (Landi vd. 2009). 15g25-26 kromozom bdlgesindeki mutasyonlarin hem
akiciger kanserine yatkinlik hem de nikotin bagimhligi ile ¢ok siki bir iligkisi oldugu
belirtiimektedir (Thorgeirsson vd. 2008). 6921 lokusunun ise G-protein aracili sinyal yolagini
regile eden genleri kodladidi ve bu genlerdeki varyasyonlarin sigara kullanimi ile iligkili
olmayan akciger karsinomu riskini 6nemli 6lcide artirdidi1 gosterilmistir (Yokota vd. 2010).
Ayrica, Cin ve Japon poptlasyonlari Gizerinde gergeklestirilen genom ¢apinda iligskilendirme
¢alismalarinda, 3928 kromozom lokusundaki gesitli poliformizmlerin, bu popululasyondaki
insanlar i¢in artan akciger kanseri riski ile iligkili oldugu belirtilmistir (Schwartz vd. 2016).

Akciger kanser vakalarinin buyuk ¢gogunlugunda tumaor hucreleri, ErbB protein ailesi
(EGFR/HER1-4) ve KRAS (GTP-ase Kirsten rat sarcoma viris) genlerinin dahil oldugu
onkogenik htcre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonlarina neden olan intrinsik genetik
mutasyonlar kazanmaktadir (Herbst vd. 2008). Diger taraftan da p53, CDKN2A ve PTEN
gibi timor baskilayici genlerin inaktivasyonlarina neden olan gesitli genetik ve epigenetik
degisimler siklikla gerceklesmektedir (Herbst vd. 2008).

Akciger karsinogenezi ile yakindan iligkili gen mutasyonlarin oranlari populasyonlar
arasinda farklilik géstermektedir. Glncel bir galismada, akciger kanseri vakalarinda yaygin
olarak gorulen gen mutasyonlarin oranlari Cin populasyonu ve The Cancer Genome Atlas
(TCGA) verileri kiyaslayarak analiz edilmistir (Shen vd. 2019). Bu oranlar, EGFR (Cin: %39—
59; TCGA: %14), KRAS (Cin: %7-11; TCGA: %31), TP53 (Cin: %44; TCGA: %53), CDKN2A
(Cin: %22; TCGA: %15), NFE2L2 (Cin: %28; TCGA: %17), LKB1 (Chinese: %4-7; TCGA:
%16), KEAP1 (Cin: %3-5; TCGA: %18) ve NF1 (Cin: %<2; TCGA: %12) olarak tespit
edilmistir (Shen vd. 2019).

2.1.3. Histolojik Siniflandirmasi

Akciger kanseri ile etkin ve basarili bir micadele igin prognozun ve tedavi planlarinin
blylk bir hassasiyetle belirlenmesi gerekmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda da dncelikle
siniflandirmanin dogrulugu buyudk énem arz etrmektedir. Akciger kanseri histolojik olarak
tum akciger kanserlerinin %10-15'ini olusturan Kuguk hicreli akciger kanseri (KHAK) ve
geriye kalan tim vakalarin yaklasik %85’ini temsil eden Kiguk htcreli disi akciger kanseri

(KHDAK) olmak uzere iki ana grupta siniflandirilabilmektedir. Sekil 2.2’de géruldugu tzere,
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KHDAK grubu da genel itibariyle Adenokarsinom (%40), skuamoz hucreli karsinom (%30)

ve buyuk hucreli karsinom (%15) olarak alt gruplarda incelenmektedir (Travis vd. 2015).

Kiigiik Hiicreli Karsinoma (%15)

Siklikla havayollarinin merkezi
bdlgelerinde ortaya ¢ikar ve erken
safhalarda metastaz yapar

KHAK

Adenokarsinoma (%40)

g Siklikla akcigerin periferal
R bolgelerinde ortaya cikar ayrica
% genel olarak sigara igmeyenlerde
N goriilmektedir

Skuamoz Hiicreli Karsinoma (%30)

KHDAK

; Genel olarak sigara igme hikayesiyle
\ iligkili olup, bronglarin mukoz
membranlarinda ortaya ¢cikmaktadir

Biiyiik Hiicreli Karsinoma (%15)

\ Nadir ve biyiik hizh seklide biyliyen
timorlerle karakterizedir

- S N

Sekil 2-2 Akciger kanserinin histolojik olarak basitlestiriimis siniflandirmasi.

Ancak son yirmi yil icerisinde molekuler tekniklerdeki gelismelere bagh olarak akciger
kanserinin histolojik siniflandirmasinda 6nemli degisimler ve glncellemeler yapilmistir.
2015 yilinda yayinlanan Diinya Saglk Orguti’'niin (World Health Organization-WHO)
raporuna gore, akciger kanserinin histopatolojik siniflandirmasi Tablo 2-1’de goéruldugu
sekliyle yeniden dizenlenmistir (Travis vd. 2015). Bu guncel siniflandirmaya gore akciger
kanserlerinin %90-95’ini karsinomlar (epitelyal kdkenli), %2-5’ini ise mezenkimal ve diger alt
gruplar temsil etmektedir (Zeren EH 2015).
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Tablo 2-1 Dinya Saghk Orgitirniin 2015 yilindaki son giincellemesi ile olusturulan akciger
kanserinin detayl histopatolojik siniflandiriimasi.

A. EPITELYAL TUMORLER

|. Adenokarsinoma

1. Lepidik adenokarsinoma

2. Asiner adenokarsinoma

3. Papiller adenokarsinom

4. Mikropapiller adenokarsinom

5. Solid adenokarsinom

6. invaziv miisinoz adenokarsinom

— Mikst invaziv miisinéz ve musin igermeyen adenokarsinom
7. Kolloid adenokarsinom

8. Fetal adenokarsinom

9. Minimal invaziv adenokarsinom

— Miisinéz minimal invaziv adenokarsinom

— Non-misindz minimal invaziv adenokarsinom
10. Preinvaziv lezyonlar

— Atipik adenomatéz hiperplazi

— Adenokarsinoma insitu

a. Miisindz adenokarsinoma insitu

b. Non-miisindz adenokarsinoma insitu

Il. Skuamoz hiicreli karsinom

1. Keratinize skuamoéz hiicreli karsinom

2. Non-keratinize skuamoz hiicreli karsinom
3. Bazaloid skuamoz hiicreli karsinom

4. Preinvaziv lezyon

— Skuamdz hiicreli karsinoma insitu

Ill. N6roendokrin tiimarler

1. Kiigiik hiicreli karsinom

— Kombine kiiglik hiicreli karsinom

2, Bilyiik hiicreli noroendokrin karsinom

— Kombine biyiik hiicreli néroendokrin karsinom
3. Karsinoid tiimor

— Tipik karsinoid

— Atipik karsinoid

4. Preinvaziv lezyon

— Diffiiz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi
B. MEZENKIMAL TUMORLER

|. Pulmoner hamartom

Il. Kondrom

Ill. PEComatoz tiimorler

1. Lenfanjioleiomyomatozis

2. Benign PEComa

— Seffaf hiicreli timor

3. Malign PEComa

IV. Konjenital peribronsiyal myofibroblastik tiimo6r
V. Diffuz pulmoner lenfanjiomatozis

VI. inflamatuar myofibroblastik tiimor
VII. Epiteloid hemanjioendoteliyoma
VIII. Pléropulmoner blastoma

IX. Sinavyal sarkoma

X. Pulmoner arteriyal intimal sarkom

XI. EWSR1-CREBL1 translokasyonlu pulmoner mikst sarkom

XIl. Myoepiteliyal timaorler
1. Myoepiteliyoma
2. Myoepiteliyal karsinom

IV. Biiyiik hiicreli karsinom

V. Adenoskuamo6z karsinom

VI. Sarkomatoid karsinom

1. Pleomorfik karsinom

2. igsi hiicreli karsinom

3. Dev hiicreli

4. Karsinosarkom

5. Pulmoner blastom

VII. Tiikriik bezi tipi tiimorler

1. Mukoepidermoid karsinom

2. Adenoid kistik karsinom

3. Epiteliyal-Myoepiteliyal karsinom

4. Pleomorfik adenom

VIII. Papillomlar

1. Skuamoz hiicreli papillom

— Egzofitik Skuaméz huicreli papillom

— Endofitik Skuaméz hiicreli papillom

2. Glandiiler papillom

3. Miks skuamoz hiicreli ve glandiiler papillom
IX. Adenomlar

1. Sklerozan pnomositom

2. Alveolar adenom

3. Papiller adenom

4. Musinoz kistadenom

5. Mukéz bez adenomu

X. NUT karsinom

XI. Lenfoepiteliyoma benzeri karsinom
C. LENFOHISTIOSITIK TUMORLER

I. MALT Tipi Ekstranodal Marjinal Zon B Hiicreli Lenfoma
II. Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

lll. Lenfomatoid graniilomatozis

IV. intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
V. Pulmoner Langerhans hiicreli histiositoz
V1. Erdheim-Chester hastaligi

D. EKTOPIK KOKENLI TUMORLER

I. Germ hiicreli tiimor

1. Matiir teratom

2. Immatiir teratom

Il. intrapulmoner timoma

Ill. Melanoma

IV. Meningioma

E. METASTATIK TUMORLER
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2.1.4. Evrelemesi

Akciger kanseri tanisi almis hastalarin tedavi stratejilerinin belirlenmesi igin
siniflandirmanin yanisira hastaligin evrelemesi de blyuk bir 6nem arz etmektedir. Akciger
kanseri hastalarinin evrelendiriimesi icin Timor-nodil-metastaz (TNM) evreleme sistemi
kullaniimakta ve bdylece hastaliga uluslararasi yaklasim ile standardizasyon da
kazandiriimaktadir. Akciger kanserinin evrelemesi, Akciger Kanseri Calisma Dernegi'nin
(IASLC) Ocak 2017 yilinda “Uluslararasi Evreleme Projesi” tarafindan yayinlamis oldugu 8.
TNM evreleme sistemi ile yapiimaktadir (Lim vd. 2018). Bu TNM sisteminde; (T) primer
timorin o6zelliklerini, (N) lenf nodu ve (M) metastaz varligini/yoklugunu ifade etmektedir.
Akciger kanserinin evrelenmesi icin kullanilan en gincel olan 8. TNM evreleme sistemi

asagida Tablo 2-2'de dzetlenmisgtir.

Tablo 2-2 Akciger Kanseri Calisma Dernegi’'nin (IASLC) 2017 yilindaki son guincellemesi
olusturulan 8. TNM evreleme sistemi

T Skoru N Skoru M Skoru
EVRE T N M

Gizli (occult) karsinom [Tx NO MO
Evre O Tis NO MO
1AL T1lmi NO MO
Tla NO MO
Evre | 1A2 T1b NO MO
IA3 Tlc NO MO
1B T2a NO MO
1A T2b NO MO
Tla N1 MO
T1b N1 MO
Evre ll s Tlc N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Tla N2 MO
T1b N2 MO
Tlc N2 MO
A T2a N2 MO
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Evre Il Tla N3 MO
T1b N3 MO
Tlc N3 MO
1B T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
ne T3 N3 MO
T4 N3 MO

VA Herhangi bir T |Herhangi bir N |Mla

Evre IV Herhangi bir T |Herhangi bir N |M1b

1vVB Herhangi bir T |[Herhangi bir N |Mlc
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2.2. invazyon ve Metastaz

Metastaz, kanser iliskili 6limlerin en 6nde gelen sebebidir ve kanser hicrelerinin
ortaya ciktiklari primer timor bélgesinden metastatik kaskat adi verilen birbiri ardinca gelen
kompleks asamalarin sonucunda vicudun uzak dokularinda yeni timoér kolonileri
olusturmak icin yayilmasidir (Gupta vd. 2006, Talmadge vd. 2010). Sekil 2.3’deki modelde
goérildugu Uzere, metastatik kaskat adi verilen bu ¢ok adimli sire¢ temel olarak; primer
timor hacrelerinin go¢ ederek (migrasyon) ¢evredeki stromal dokuya lokal invazyonu, lenf
veya kan dolasimi sistemine gegisi, dolasim sistemi boyunca sagkalimi ve immun sistem
mekanizmalarindan kagisi, dolasim sisteminden c¢ikarak uzak dokunun parankimasina
gegisi, ilgili parankimde mikrometastaz kolonilerin olusumu ve son olarak olusan bu
mikrometastaz kolonilerinin seri ¢ogalmalari ile klinik olarak belirlenebilir metastatik

lezyonlarin olugmalari olarak tanimlanmaktadir (Lambert vd. 2017).

Kolonizasyon oncesi (dakika ve saatler igerinde gercgeklegebilir) Kolonizasyon

Primer timor &5 “%.

Beyin kapiller duvari
Kan-Beyin Bariyeri

Lokal invazyon

Akciger kapiller duvari
Siki endotelyum

Dolagima giris [
Kan damari o Karaciger ve kemik kapiller duvari
Sirkiilasyon Aralikli siki olmayan endotelyum
Kanser hiicresi Tohumlanma ve latens donemi (giinler hatta yillar siirebilir) Teshis edilebilir kolonizasyon
Dolagimdan ¢ikis . 2 il

Yerlesim Latens ve direng

«— Kanser

tedavisi
. -@ 1 ,/ A
8 '\f Aktivasyon  Tedaviye —* > Sk
? G ) ; yon  Tedaviye )
vpn Immdn cevaba Destekleyici ‘ - Mikrometastaz ¢ iy iime direng ‘/
e direng nis i ‘e =
Hiicre 6limii Tek hicre ,., Sagkalim

sinyallerinin salinimi

Sekil 2-3 Metastatik kaskatin sematik gosterimi (Massague vd. 2016).



14

Kanser hicresinin migrasyon ve invazyon siregleri, metastatik kaskatin en kritik
safhalaridir. invazyon ise neoplazm gosteren hiicre ya da hiicre grubunun cesitli hiicre
migrasyonu mekanizmalari ile ilgili komsu dokuyu isgal etmesidir. Boylece kanser, lokal
olarak buylyen primer bir timdrden, sistemik, metastatik ve hastanin yasamini tehdit
edebilen bir hastaliga evrilmektedir (Friedl vd. 2011). Lokal invazyon, hicre iskeleti
dinamiklerini kontrol eden birgok sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu tarafindan yénetilen
hicre-matriks, hicre-hicre baglantilarinin degiskenligi ve artan migrasyon yetenegi ile
gerceklesebilmektedir (Friedl vd. 2003, Sahai 2007).

2.2.1. invazyon modelleri

Kanser invazyonu mekanistik olarak hucrenin sekil degistirdigi, morfolojik asimetri
kazandigi ve akabinde yer degistirdigi dongusel bir stiregtir. Kanser hicreleri hiicre tipine ve
doku mikrogevresine bagli olarak hlicre-hlcre baglantilarinin olmadidi bireysel olarak veya
hicre-hiicre baglantilarinin  korundugu kolektif olmak Uzere 2 ana mekanizma ile
migrasyonu gerceklestirmektedir (Friedl vd. 2010). Her iki hiicre migrasyon mekanizmasi,
bir nevi motor gorevi goren hucre iskeleti dinamiklerine ve bu motorun vitesi gibi hizmet eden
komsu doku yapilariyla etkilesen hicre yuzey reseptorlerinin eslik etmesine dayanmaktadir
(Friedl vd. 2011). Hicre migrasyonu ve invazyonu temel olarak asagidaki modelleme ile
kategorize edilebilmektedir (Sekil 2.4). islevsel olarak bireysel ve ¢oklu hiicre migrasyonlari
aktif bir hlicre hareketini gerektirirken, ¢oklu hticre buyumesi seklindeki invazyon modeli ise
doku matriksini itme kuvveti sonucu olusan pasif hiicre hareketi ile gergceklesmektedir (Fried|
vd. 2011).

2.2.1.1. Amipsi invazyon

Dusuk bir adezyon kuvveti ve yluksek duzeyde aktomiyozin (aktin ve miyozin
kompleksi) aracili kasiima hareketi yapabilme kabiliyetine sahip olarak migrate olan hicreler
morfolojik olarak kiresel bir fenotipe adaptasyon saglamaktadir (Friedl vd. 2001). Amipsi
invazyonda kanser hucreleri, mikrogevresindeki substratlarla ihmal edilebilir zayif bir
adezyon ile etkilesen ve Rac (Ras-Related C3 Botulinum Toxin Substrate veya Rac Family
Small GTPase) bagimh olusturdugu c¢ok sayida filopod adi verilen yalanci ayaklari
kullanmaktadir (Lammermann vd. 2009). Amipsi hlicre invazyonunun en belirleyici ve ayirici

Ozellikleri, ECM’e (ekstraselller matriks) adezyonun olmamasi, hiicre polaritesinin tamamen
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kaybolmasi ve c¢ok ylksek bir kemotaksis yeteneginin olmasidir (Condeelis vd. 2003).
Mezenkimal invazyon ile karsilastirildiginda, amipsi invazyonda kanser hiicrelerinde stres
fibrillerin olusmamasi, ECM’i yeniden modellememesi, integrin proteinlere bagimli olmamasi
ve suspanse olarak ¢ogalabilmesi gibi énemli farkhliklar bulunmaktadir (Friedl vd. 2003).
Amipsi invazyondaki hiicre hareketinin diger hiicre hareketleriyle kiyaslandiginda en hizli
oldugu bilinmektedir. Ornegin, 0.1-1 mm/dKk’lik bir hizla gerceklesen mezenkimal invazyona
kiyasla amipsi invazyonda hucreler 20 mm/dk gibi muazzam bir hiza ulagabilmektedir (Friedl
vd. 2003). Amipsi invazyonun bir diger énemli karakteristik 6zelligi ise mezenkimal ve
kolektif invazyon modellerinde gbzlenen proteaz aktivitesine bagimh olmamasidir ve bu da
kanser hicrelerine MMP (Matrix Metalloproteinase) hedefli tedavi girisimlerine kargl dogal
bir diren¢ kazandirmaktadir (Friedl vd. 2011, van Zijl vd. 2011). Amipsi invazyon, 6zellikle
I6semi, lenfoma, KHAK gibi hematopoitetik ve néroektodermal kokenli kanser turlerinde
gorilmektedir (Madsen vd. 2010).

2.2.1.2. Mezenkimal invazyon

Mezenkimal kanser hiicreleri mekanistik olarak yalanci ayak protrusyonlari (¢ikinti) ve
fokal adezyonlarin olusumu, aktomiyozin kasilmalar ve son olarak hicrenin hareket
yonunun tersi olan arka kisminin adezyonunu kaybederek ayrilmasini iceren migrasyon
dongusunu kullanmaktadir (Friedl vd. 2003). Bu mekanizmada hucre iskeleti gikintilar ve
adezyon yetenegi gucll bir sekilde olusmaktadir. Mezenkimal invazyon surecini gegiren
kanser hucreleri, ¢oklu integrin molekul kompleksleriyle ve ECM substratlarinin proteolitik
aktivitesiyle yikimini iceren hicre-matriks etkilesimlerini kullanir. Morfolojik olarak da igsi ve
uzamis morfolojiye neden olan bir transformasyon sureci gegirirler (Wolf vd. 2007).
Mezenkimal invazyon, yumusak doku sarkomalarinin da dahil oldugu bag dokusu
tumorlerinin yanisira epitelyal kokenli tumorlerdeki (adenokarsinoma) hucrelerde EMT
(epitelyalden-mezenkimale gegis) surecinin indiklenmesi yoluyla gergeklesmektedir (Friedl
vd. 2009).

2.2.1.3. Goklu-hlicre invazyon
Bireysel olarak invazyon surecini gegiren bir kanser hicresinin dokuda izledigi yolu

diger kanser hticrelerinin de kullandigi bir invazyon modeli olarak tanimlanmaktadir. Esasen

bu model, bireysel kanser hucrelerinin benzer kemotaktik sinyaller tarafindan stromal



16

dokuya hareket etmeleri akabinde stabil olmayan hiicre-hlicre baglantilarla sirali kesintisiz
bir sekilde invazyon yapmasina dayanmaktadir. Coklu-hlicre invazyonu gergeklestiren
hicrelerde hiicre-hiicre baglanti molekil seviyelerinin artmasina bagli olarak kolektif hiicre
invazyonu indiklenebilmektedir. Bu tip bir invazyon mezenkimal invazyon yapabilen tim

hematolojik ve solid timérlerde goériimektedir (Friedl vd. 2011).

2.2.1.4. Kolektif invazyon

Kolektif invazyon, tumor ve stroma dokulari arasinda olusan kimesel veya zincirimsi
yapidaki ve hiucre-hucre baglantilarinin kuvvetli olup hicrelerarasi koordinasyonun yuksek
oldugu ¢oklu-hucre gruplarinin gergeklestirdigi invazyon modelidir (llina vd. 2009). Kolektif
invazyon, invaze olunan dokunun yapisina, birlikte hareket eden olusumdaki hicrelerin
sayisina ve tipine bagh olarak farkli morfolojilere adapte olabilmektedir. Ornegin; hiicre
gruplari kiguk kimeler, solid zincirler seklinde yapilar olusturabildigi gibi hlicre polaritesinin
korundugu durumlarda bu yapilar [limene de sahip olabilmektedir (Friedl vd. 2009). Kolektif
invazyonlarin gogunda, ilgili stromada proteoliz ile yollar agan ve ileri dogru cekme kuvveti
olusturan bir veya daha fazla sayida mezenkimal karaktere sahip hlicrelerden olusan bir
lider (ug) bolge bulunmaktadir (Friedl vd. 2010, Gaggioli vd. 2007). Kolektif invazyonun diger
modeli ise diger modeldeki gibi tek bir ydnde olusan lider mezenkimal hicrelerden olusan
bir ug bdlgesine sahip dedgildir. Bunun yerine, pozisyonlari degisken olan birgcok hucre
grubunu igeren kut gérinimdeki tomurcuklarin olustugu bir yapiya sahiptir (Ewald vd. 2008).
Kolektif invazyon modeli daha ¢ok kuvvetli epitelyal polariteye karsinomalar ve yumusak
doku tiumorlerde yaygin olarak gorulse de ¢ogu epitelyal ve mezenkimal tumor tiplerinde
g6zlenmektedir (Friedl vd. 2009).

2.2.1.5. Yayilmaci buyiime ile invazyon

Bazi stroma dokulari, cogalan tumér hicrelerine fiziksel sinirlama getirmez veya ¢ok
az sinirlar ve bu nedenle timdr lezyonunun geniglemesi engellenemez. Bu tip dokularda
timor hicrelerinin ¢ogalmalari sonucunda artan timdr hacminin etkisiyle dis bolgelere
dogdru itme kuvveti seklinde olan ve aktif bir migrasyondan yoksun bir invazyon meydana
gelmektedir (lguchi vd. 2008). Migrasyondan yoksun bu yayilmaci blyUmede, kollajen

fibriller ile ¢cevresi sarilan ve ECM iginde bir kapsuil yapisina sahip kiresel lezyonlar gozlenir
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(Ishizaki vd. 2001). Bazi durumlarda ise aktif migrasyonun indiklenmesiyle kolektif

invazyona donusebilmektedir (llina vd. 2011).
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Sekil 2-4 invazyon modellerinin siniflandiriimasi ve karakteristik dzellikleri
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2.3. Epitelyal-Mezenkimal Transisyon

Epitelyal-Mezenkimal Transisyon (EMT), polarize epitel kdkenli hicrelerin ylksek
hareket yetenegine sahip mezenkimal fenotipe transforme olmasina olanak saglayan
hicresel bir programdir. Esasinda EMT, gastrulasyon evresini kolaylastiran roli ile
embriyonik gelisim, néral krest hiicrelerinin farklilasmalari ve ¢ok cesitli hiicre ve doku tipinin
olusumlari gibi hayati stireclerde énemli fonksiyonlar tstlenmektedir (Nieto vd. 2016). Diger
taraftan, bu program organ fibrozisleri ve kanser gibi patolojik durumlarda da anormal bir
sekilde aktiflesebilmektedir. Karsinoma hucreleri (epitelyal kokenli kanser hucreleri) invaziv
bir fenotip kazanmak ve metastatik progresyonuna katki saglamak i¢cin EMT slrecini
indUkler. EMT, kanser hicrelerinin kok hiicre fenotipine sahip olmasi, metabolizmalarinin
desteklenmesi, immunoterapi ve kemoterapiye karsli diren¢ kazanmalari gibi c¢esitli
sureclerine de hizmet etmektedir (Lu vd. 2019, Nieto vd. 2016).

EMT programi basitge yapilan tanimina ragmen, hassas ve degisken dengeler ile cok
cesitlilik gosteren intrinsik (igsel) ve ekstrinsik (digsal) faktorlerle aktive edilerek kontrol
edilen bir surectir (Lamouille vd. 2014). Timorin goéruldigi dokunun tipine, fizyolojik
durumuna ve tumoér mikrogevresine bagli olarak kanser hicreleri, progresyon ve
metastazlari boyunca sergileyecekleri davraniglarinda ¢ok kapsamli farkhliklara yol acan
EMT modlari indiklenebilmektedir. Bu baglamda EMT, genis bir spektrumda farkli modlarda
induklenebilmesi nedeniyle yuksek plastisite yetenegine sahip dinamik bir suregctir. Sahip
oldugu bu yuksek plastisite yetenegi ile EMT sireci, hem embriyogenezde 6zellesmis organ
ve dokularin gelisimine hem de karsinogenez ve malignan progresyon boyunca
makrometastazin olusumuna imkan vermektedir (Lu vd. 2019).

EMT’nin farkh modlarinin indiklendigi kanser hicreleri epitel ve mezenkimal hiicre
fenotipleri arasinda farkh morfolojik, transkipsiyonel ve epigenetik karakterler
sergilemektedir. Sekil 2.5’da goruldigu Uzere, EMT profillerini stabil epitelyal, erken-faz
melez EMT, melez EMT, gec¢-faz melez EMT ve stabil mezenkimal olmak bes farkli mod ile
siniflandirabiliriz (Pastushenko vd. 2019). Ksenogreft (xenograft) modellerden elde edilen
kolorektal, meme, pankreas, akciger ve over gibi ¢ok cesitli kanser hicrelerindeki epitelyal
ve mezenkimal belirteclerin ekspreyonlari incelendiginde ayni hicrede her iki fenotip
belirteclerinin eksprese edildiginin gorilmesiyle melez EMT modunun varligi kanitlanmistir.
Benzer sekilde klinik olarak aralarinda akciger, meme, kolorektal bas-boyun ve pankreas
gibi c¢esitli insan timor dokularinda da epitelyal ve mezenkimal belirteclerin ayni hiicrede

eksprese olabildigi gosterilmistir. Ayrica, in vitro ortamda bu melez EMT fenotipin artan
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migrasyon, invazyon ve tutunma (anchorage) bagimsiz cogalma yetenegi ile iligkili oldugu

bulunmustur (Pastushenko vd. 2019).

Timor olugturma potansiyeli

Yanit Yanit Anormal Stabil
vermeyen veren otokrin sinyaller otokrin sinyaller
0 Ny 0
0 & & P~
Stabil Erken-faz Melez Geg-faz Stabil
Epitelyal Melez EMT EMT Melez EMT Mezenkimal
Proliferasyon +++++ ++++ +++ ++ +
invazyon + ++ +++ ++++ +++++
Plastisite + ++ +++ 4 ++
Kok hiicrelilik + +++ +++ 4 +++
Metastaz + ++++ ++++ ++ +

Sekil 2-5 Farkll EMT modlari ve onlarin proliferasyon, invazyon, plastisite, kok hicrelilik ve
metastaz kapasitelerinin sematik olarak gosterilmesi (Chaffer vd. 2016, Pastushenko vd.
2019).

2.3.1. Hiicresel ve molekiiler ozellikleri

EMT, hem gelisimde hem de patolojik durumlarda indiklense de degiskenlik
gOstermeyen karakteristik 6zelliklere sahiptir (Nieto vd. 2016). EMT sirecinde siki
baglantilar, adherens baglantilar ve dezmozomlarinin dahil oldugu epitelyal hiicre-hlicre
baglantilarin bozulmasi ve apiko-bazal polaritesinin kaybolmasindan, igsi sekilli mezenkimal
morfolojiye ve hareket yetenegdini kazandiran aktin hicre iskeletenin yeniden organize
edilmesi gibi 6nemli degisimler gerceklesir. Dahasi, EMT sireci indiklenen hicreler gesitli
matriks metalo-proteinazlar turlerini (MMP) eksprese ederek bulundugu dokudaki bazal
membrani degrede ederek invazyon yetenegi kazanmaktadirlar (Lu vd. 2019).

Molekiiler olarak $Sekil 2.6’deki modellemede gosterildigi Gzere, EMT slirecini gegiren
bir hiucrede E-kaderin, gesitli sitokeratinler, ZO-1 (zona occludens-1) gibi siki baglanti
proteinlerin ekspresyonlari baskilanirken; integrin beta 1, integrin beta 3, vimentin,
fibronektin, N-kaderin gibi mezenkimal fenotipin  belirteglerin  ekspresyonlari

indUuklenmektedir. Bu kompleks surecin tetiklenmesi, Ras mutasyonu gibi intrinsik ve TGF-
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B (Transforming growth factor- ), IGF1 (Insulin-like growth factor) ve hipoksi gibi ekstrinsik
sinyaller ile gerceklesebilir. EMT indukleyicilere cevap veren hicrelerde cok cesitli
epigenetik, transkripsiyonel sonrasi, translasyon oncesi ve sonrasi dizenleyiciler ile
fonsiyon gosteren farkli EMT-iligkili transkrisiyon faktorler (EMT-TF) bu sireci koordineli bir
sekilde yonetmektedir (Lu vd. 2019, Skrypek vd. 2017).

Baglantilarin ve
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Sekil 2-6 EMT slrecinde meydana gelen hucresel ve molekiler degisimlerin sematik
gOsterimi (Skrypek vd. 2017).

2.3.2. EMT indikleyici sinyal yolaklari

EMT slreci temel olarak aralarinda TGF-B, WNT, NOTCH ve ¢ok c¢esitli blyime
faktorleri (EGF, VEGF, FGF ve IGF1 gibi) araciligiyla aktive olabilen reseptdr tirozin
kinazlarin (RTK) dahil oldugu gelisimsel sinyal yolaklari tarafindan indtklenmektedir (Sekil
2.7). Bunun disinda ekseriyetle tumor mikrogevresindeki immun sistem hicreleri tarafindan
salinan IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler de EMT induksiyonunu gergeklestirebilirler. EMT
indUkleyici faktorlerin ilgili hicre igi sinyal yolaklarini aktive etmesi sonucunda ise EMT
surecini organize eden SNAIL, TWIST ve ZEB transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonlari
saglanir (Yeung vd. 2017).

TGF-B, WNT, NOTCH, cesitli blyime faktorleri ve sitokinlerin spesifik reseptoérlerine

baglanmalari sonucu aktive olan hucre i¢i sinyal yolaklari, EMT-TF’lerin transkripsiyonlarini
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indUklemek Gzere sirasiyla SMAD, B-katenin-TCF-LEF kompleksi, intracellular domain of
the NOTCH receptor (NOTCH-ICD), NFKB ve STAT gibi 6nemli transkripsiyon faktoér ve
transkripsiyonel ko-aktivatorler goreviendirir (Sekil 2.13). Bu cesitli sinyal yolaklari
birbirleriyle ¢ok siki bir sekilde iliski kurmakta, birbirlerinin aktivasyonlarini destekleyerek
EMT sirecinin indiklenmesinde koordineli bir sekilde ¢alisirlar (Dongre vd. 2019). Ayrica
bu sinyal yolaklari, EMT-TF’lerin seviyelerini transkripsiyonel indikledikleri gibi
fosforilasyon, defosforilasyon, asetilasyon, sumolasyon ve ubikitinasyon gibi c¢esitli
translasyon sonrasi modifikasyonlar araciligiyla aktivitelerini ve stabilitelerini de kontrol
etmektedirler (Skrypek vd. 2017). Hem kanser hicreleri hem de timoér mikrogevresindeki
¢ok cesitli stromal hicreleri tarafindan salinan TGF-B, karsinogenezde EMT surecinin

indiklenmesinden sorumlu en énemli sinyal olarak kabul edilmektedir (Katsuno vd. 2013).

Reseptor
WNT - Delta-like 0 TGF-B ailesi @ Tirozin ® Sitokin
jmf[% Frizzled veya Jagged reseptrleri Kinazlar (RTK) 7 reseptorleri
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U ¥
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Sekil 2-7 EMT surecinin indiklenmesinden sorumlu gesitli hiicre igi sinyal yolaklar (Dongre
vd. 2019)
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2.3.2.1. TGF-B sinyal yolagi ve aktivasyonu

TGF-B sinyal yolagi bircok doku tipinde EMT’nin indiklenmesinde merkezi bir role
sahiptir ve aktivasyonu ug farkli TGF-f izoformu, iki farkli aktivin (Activin A, activin AB alpha
polypeptide) ve cesitli bone morphogenetic protein (BMP) ligandlarini icine alan ¢ok genis
bir uyaran grubu tarafindan indiklenebilmektedir (Bierie vd. 2006, Xu vd. 2009). TGF-
ligandi hedef hiicredeki transmembran serin-treonin kinaz Gyesi olan TGF-f receptor type 2
(TGFBR2) reseptorine baglanmasinin akabinde TGFBR2 TGF-( receptor type 1 (TGFBR1)
reseptdrt ile etkilesir ve onu fosfatlatlayarak aktiflestirir. Aktiflesen TGFBR1 reseptori
SMAD2 ve SMAD3 transkripsiyon faktorlerini fosfatlar ve fosfatlanan SMAD2-SMAD3 ikilisi
sitoplazmada yer alan SMAD4 proteine baglanarak SMAD2-SMAD3-SMAD4 (gl
kompleksini olustururlar (Sekil 2.8). BMP ligandlari ile indiklenen TGF- yolaginda ise farkli
olarak SMAD1-SMAD5-SMAD4 Ugli kompleksi olusmaktadir. TGF-B’'nin kanonikal sinyal
yolagini olusturan bu Gg¢li kompleksler, bir transkripsiyon faktor olarak fonksiyon gdstermek
Uzere hucre gekirdegine gecerek EMT, apoptoz, anjiyogenez, senesans, hiicre hareketi,
invazyonu, cogalmasi ve buyumesi gibi birgok biyolojik surecte rol alan genlerin
transkripsiyonlarini reglle etmektedirler (Xu vd. 2009). TGF- ile indiklenen EMT surecini
desteklemek icin MAPK, PI3K ve RHO-benzeri GTPaz gibi gesitli kanonikal olmayan sinyal
yolaklari aktive olmaktadir (Lamouille vd. 2014).

Plazma membrani TBRI > TBRII
Translasyon sonrasi @ —b -—|-—> | Hucrebag\antllanmn yikimi
\.1“@ CDIA1
| \».—'@@/D
A J
S .\_’@ID
*@' @ ¥
Yy ADZ/ !
’:@I MAD IHucrelskeIeti degisimleri
l l | A
Translasyon ITransIasyonel regilasyon | / \
Transkripsiyon sonrasi 1— [ Alternatif splicing
A J 1
Transkripsiyon TL Gen eks::resyonu |

Sekil 2-8 TGF-B’nin kanonikal ve non-kanonikal sinyal iletimi (Lamouille vd. 2014).
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2.3.2.2. TGF-B ile indiiklenen EMT siirecinin molekiiler mekanizmasi

EMT surecinin indiklenmesi ve ilerlemesi TGF-B’'nin hem kanonikal hem de kanonikal
olmayan yolaklari tarafindan transkripsiyonel, transkripsiyon sonrasi, translasyonel ve
translasyon sonrasi mekanizmalarla ¢ok siki bir sekilde denetlenir (Sekil 2.8). TGF-f’'nin
kanonikal yolagi aracihigiyla aktiflesen SMAD kompleksleri hem EMT-TF’lerin
ekspresyonlarini indikler hem de bu transkripsiyon faktorlerle etkileserek onlarin
transkripsiyonel aktivitelerini artirirlar.

TGF-B sinyal yoladi, dogrudan epitelyal proteinlerin ekspresyonlarini baskilayan
miRNA’lari  indUkleyebildigi gibi mezenkimal molekulleri hedef alan miRNA’larin
ekspresyonlarini EMT-TF’leri araciliiyla baskilayabilirler (Lamouille vd. 2014). Ayrica
epithelial splicing regulatory proteins (ESRPSs) gibi epitelyal fenotipin korunmasinda rol alan
alternatif splicing proteinlerinin  ekspresyonlarint  TGF-B sinyal yolagr tarafindan
baskilanabilmektedir (Warzecha vd. 2010). TGF-B tarafindan aktive olan PI3K/AKT/mTOR
sinyal yoladi, hem hicre blylimesini destekleyerek hem de eukaryotic translation initiation
factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) ve ribosomal S6 kinase 1 (S6K1) proteinlerini
gorevilendirerek hicrenin translasyon kapasitesini artirir ve EMT surecinin indUklenmesi
surecine katilir (Lamouille vd. 2014). Ayrica aktif AKT tarafindan fosfatlanan heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein E1 (hnRNPE1) proteini, translasyonlari baskilanmis olan spesifik
mRNA’larin translasyonlarini yeniden aktiflestirerek EMT slrecine katki saglar (Chaudhury
vd. 2010).

TGF-B hlcre migrasyonun gergeklesebilmesi icin RHO-GTPaz sinifi enzimleri regule
ederek hlcre-hicre baglantilarinin kaybini ve hicre iskeleti degisimlerini indiklemektedir.
Siki baglantilarin kaybi, aktive olan TGFBR2 reseptorinun partitioning defective 6 (PARG)
proteinini fosfatlamasina olanak saglamasi ve bdylece E3 ubiquitin ligase SMAD
ubiquitylation regulatory factor 1 (SMURF1) enziminin gdrevlendirilerek RHOA'nin ubikitin
aracili degreasyonu igeren bir seri sireg ile gerceklesmektedir (Ozdamar vd. 2005). Diger
taraftan TGF-B, hlicre hareketi i¢cin elzem olan aktin yeniden-dizenlenmesi slrecinin
yénetiminden sorumlu diaphanous (DIA1) ve RHO-associated kinase (ROCK) proteinlerini
gorevlendiren RHOA'nin aktivitesini de artirmaktadir (Bhowmick vd. 2001). TGF-B’nin
aktive ettigi PI3K ve RHO-benzeri GTPaz gibi kanonikal olmayan sinyal yolaklari aktive olan
RAC ve CDCA42 proteinleri de hucre iskeletinin yeniden organizyonu sirecine katilir. Bunun
yanisira p2l activated kinase 1 (PAK1) araciligiyla lamellipod ve filopod olusumlarini

artirarak hiicre migrasyonunu da induklemektedir (Ridley 2011, Whale vd. 2011).
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2.3.3. Transkripsiyonel regiillasyonu

EMT programinin yoénetilmesinden temel olarak igerisinde “zinc-finger E-box binding
homeobox factors” olarak adlandirilan ZEB1, ZEB2, SNAIL (SNAI1), SLUG (SNAI2) ve
“basic-helix-loop-helix factors” olarak nitelendirilen TWIST1, TWIST2 EMT-TF’ler
sorumludur. Bu EMT-TF’ler birbirlerinin ekspresyonlarini dizenleyebildikleri gibi farkli
kombinasyonlari yuzlerce epitelyal fenotiple iligkili genlerin baskilarken ve mezenkimal
fenotipin saglanmasinda gorevli genlerin ekspresyonlarini indiklemektedir (Dongre vd.
2019). SNAIL grubu EMT-TF’ler, E-kaderin proteinini kodlayan CDH1 geninin promotor
bdlgesindeki E-box bdlgesine baglanarak “polycomb repressive complex” (PRC)
komplekslerini goérevlendirerek bu genin ekspresyonunu baskilar (Batlle vd. 2000, Herranz
vd. 2008). Benzer gekilde ZEB1 transkripsiyon faktorleri CDH1 geninin baskilanmasini ve
ve diger kromatin modifiye edici faktorler araciligiyla da VIM (Vimentin) ve CDH2 (N-kaderin)
genlerinin ekspreyonlarini transkrisyonel olarak indiiklemektedir (Sanchez-Tillé6 vd. 2010).
EMT-TF’ler hicre polaritesi ile iligkili c¢esitli genlerin transkripsiyonel olarak
regulasyonlarindan da sorumludur. Siki baglantilarin olusumundan ve apiko-bazal
polaritenin korunmasindan sorumlu bir transmembran protein olan Crumbs 1 (CRB1), bir
“scaffold” olarak fonksiyon gosteren PALS1-associated tight junction protein (PATJ) ve bir
hiicre iskeleti proteini olan lethal giant larvae (LGL) gibi molekillerinin ekspreyonlari SNAIL
ve ZEB1 transkripsiyon faktorleri tarafindan baskilanabilmektedir (Aigner vd. 2007,
Spaderna vd. 2008). Ayrica, SNAIL ve ZEB2 transkripsiyon faktorleri bazal membranin
yikimini igin MMP proteinlerinin ifadelerini de transkripsiyonel olarak indiklemektedir
(Miyoshi vd. 2005).

2.3.4. Epigenetik reglilasyonu

EMT-TF’lerin EMT sureciyle iligkili genleri transkripsiyonel olarak regule etmesi stabil
olmayan gen degisimlerini saglar. Ancak, EMT slrecinin stabil ve uzun vadeli olarak
indUklenmesinin yanisira hiicresel plastisitenin saglanmasi igin kritik olan geri dondlebilir
olma dzelliginin korunmasi da epigenetik regilasyon mekanizmalari ile gergceklesmektedir.
Sekil 2.9'daki modeldeki gibi EMT surecinin epigenetik kontroli temel olarak DNA
metilasyon, histon modifikasyonlari ve RNA enterferans olarak siniflandirabilecegimiz

mekanizmalar ile saglanmaktadir (Skrypek vd. 2017).



25

DNA Metilasyonu \ / Histon Modifikasyonlari \ / Kodlanmayan RNAlar \

H3K4Me3/H3KAc
/ miRNA O INcRNAs \/'
) Q00000000
CpG adalari Aktivasyon ve Baskilama
Aktivasyon Aktivasyon RNA Fiziksel ceRNA
. : Prosesi Scaffold
Baskilayici @ || De-metilasyon Deasetilasyon (HDAC) Asetilasyon (HAT)
(TET) Baskilayici metilasyon @

metilasyon (DNMT) O Aktive edici metilasyon Jo/
Baskilama Baskilama ’ ,& %

H3K27Me3/H3K9Me3 RNA i
i Yikimi XD(XMX
&) 7 ) N K i miRNA
M LIXIX fimwm J (G0 (@b Etkzrer;i?nllr;ri Etkisizlestirme

Sekil 2-9 EMT surecinin epigenetik regulasyonundan sorumlu mekanizmalarin sematik
gosterimi (Skrypek vd. 2017)

EMT-TF’ler, EMT ile iligkili genlerin ekspresyonlarini reglile etmek icin cok cesitli
epigenetik enzimler ile koordineli bir sekilde fonksiyon goéstermektedir. Bu epigenetik
enzimler de EMT sirecini indlkleyici sinyallere cevap olarak aktive olmaktadir. TGF-f ile
indiklenen SMAD, PI3K/AKT ve MAPK/ERK sinyal yolaklari, kromatin yeniden modelleme
komplekslerinin kromatinde gorevlendiriimesini ve kromatin yapinin
sikigtiriimasini/aciimasini dizenleyen epigenetik  enzimlerin  ve histonlarin

modifikasyonlarini yonetir (Arzate-Mejia vd. 2011, Liu vd. 2016).

2.3.4.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, genomik imprinting, X kromozomunun inaktivasyonu ve genom
stabilitesinin saglanmasi gibi ¢ok kritik sdrecglerde rol alan ve temel olarak gen
ekspresyonlarin baskilanmasini gergeklestiren stabil ve kalitilabilir bir mekanizmadir. Bu
mekanizma ilgili gen lokusunda CpG adalari olarak isimlendirilen bdlgedeki sitozin
nukleotitlerine DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri araciligiyla metil gruplarinin kovalent
olarak baglanmasi seklinde gergeklesmektedir (Bird 2002). Akabinde kromatinin daha ileri
modifikasyonlarini gerceklestirecek olan histon modifiye edici enzimlerin fonksiyon
gostermesi icin methyl-CpG binding-domain (MBD) proteinleri metillenmis sitozinlere
baglanir. Bu sureg geri dondurulebilinir bir stre¢ olup, ten-eleven translocation (TET)
oksidaz enzimleri araciligiyla eklenmis metil grubunun c¢ikarilmasi seklinde yuaratalir
(Bhutani vd. 2011).
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EMT surecinin yonetilmesinde metilasyon, ¢ok kritik mekaznimalardan biridir (Sekil
2.10). EMT surecinde CDH1 geninin metilasyon aracili olarak baskilanmasi, farkli kanser
turlerinde siklikla gézlenen ve en c¢ok arastirilan mekanizmalardan biridir. CDH1 geninin
metilasyon aracili baskilanmasi, DNMT1 enziminin farkll EMT-TF’ler araciligiyla etkilesmesi
ile gerceklesir. DNMT1 enzimleri SNAIL transkripsiyon faktérlerinin SNAG domainleri ile
ZEB transkripsiyon faktorlerinin ise SMAD-baglanma domainleri ile etkileserek CDH1
geninin metilasyon aracili baskilanmasini yénetir (Espada vd. 2011, Fukagawa vd. 2015).
Bununla birlikte, EMT-TF’lerin ekspresyonlari da DNA metilasyonu yoluyla
duzenlenmektedir. Cesitli kanser turlerinde TWIST ve ZEB transkrisyon faktora ailerinin
Uyelerini kodlayan gen bolgelerinde siklikla metilasyon gértilmekte ve bu durumun
prognostik faktor olarak kabul edilmesi tartisiimaktadir (Skrypek vd. 2017). Ayrica EMT
surecinin plastisitesinde 6nemli rol oynayan birgok EMT-TF ve epigenetik modifiye edici
enzimlerin transkripsiyonel olarak regulasyonundan sorumlu miR-200 ailesinin tyelerinin
ekspresyonlari da regule ettikleri EMT-TF’lerin dnculik ettigi metilasyon mekanizmasi ile
baskilanmaktadir (Skrypek vd. 2017).

EMT-TF, cesitli
EMT-TF’lerin metilasyon EMT-TF’lerinin epigenetik miRNA'larin
aracili regiilasyonlari enzimlerin yonlendirmesi metilasyonlarini
diizenler
SNAIL EMT-TFs
ZEB1 | ZEB2 miRNA Epigenshk
modifiye
! DNMTL __ ediciler
s g 24 \"\

MOV ININ NN iston modifikasyonlan
M OO0 MMMM DNA metilasyonu

Sekil 2-10 EMT surecinin yonetiimesinde kritik bazi metilasyon aracili mekanizmalar
(Skrypek vd. 2017).
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2.3.4.2. Histon modifikasyonlari

Nukleozom yapisini olusturan H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinleri DNA'nin
paketlenmesindeki kritik rollerine ilaveten gen ekspresyonlarinin transkripsiyonel diizeyde
regulasyonunda da onemli rol oynamaktadirlar. Histon proteinlerinin N-terminal kuyruk
bélgelerindeki lizin (K) ve arjinin (R) aminoasitlerinde metilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon,
fosforilasyon ve sumolasyon gibi birgok post-translasyonel modifikasyonlar
gerceklesmektedir. Bu modifikasyonlar hem histon-DNA etkilesimlerini dogrudan
degistirerek hem de farkli kromatin yeniden dizenleme proteinleri ve RNA polimeraz
kompleksinin fonksiyon gostermesine olanak vererek dolayl yoldan gen ekspresyonlarini
regule etme kabiliyetindedir (Bannister vd. 2011).

EMT surecinin indiklenmesi ile epitelyal fenotipi sadlayan genlerin bulundugu
kromatin bdlgeleri, H3Kac asetilasyonu ve H3K4me3 metilasyonu ile aktif bir durumdan,
oncelikle H3K27me3 ve H3K4me3 metilasyonlari ile tam olarak inaktif olmayan ara bir
duruma, akabinde de H3K27me3 ve H3K27me3 metilasyonlari ile epitelyal genlerin
ekspresyonlarinin stabil olarak baskilandigi nihai durumuna déntsmektedir. Bunun tam tersi
sekildeki bir mekanizma ile mezenkimal fenotipin kazaniimasina neden olan genlerin
bulundugu kromatin bélgeleri kademeli olarak inaktif konumdan aktif bir konuma gegcmesiyle
EMT silreci basaril bir sekilde indiiklenmektedir (Skrypek vd. 2017).

Sekil 2.10’daki modelde goérildigu Uzere flavin igeren amino oksidaz enzimi olan
Lysine Demethylase 1A (LSD1) H3 histon proteinlerindeki 4. lizin (K) grubundaki tek veya
ikili metil gruplarini gikarmakta ve bdylece aktif konumdaki kromatini inaktive edebilmektedir.
Bunun yanisira H3 proteinindeki 9.lizinindeki 2 veya 3 adet bulunan metil grubunun tek metil
grubuna doéndurulmesi ile epitelyal genlerin bulundugu kromatin aktiflesebilmektedir (Tam
vd. 2013). Cesitli kanser tiplerinde LSD1 ekspresyon seviyesinin artmis oldugu rapor
edilmistir ve bu asiri ifadenin CDH1 geninin baskilanmasinin yanisira hlicre migrasyonu-
invazyonu ile iligkili bircok mezenkimal genin asiri ifadesine neden oldugu gosterilmistir
(Amente vd. 2013, Lin vd. 2010). Bir¢ok alt Gniteden olusan Mi-2/Nucleosome-Remodeling
and the Deacetylase (NURD) adi verilen bir protein kompleksi de deasetilasyon kromatin
modifikasyonu araciligiyla gen ekspresyonlarini baskilayabilmektedir (Sekil 2.10). Bu
kompleks, TWIST ve ZEB gibi EMT-TF’ler ile etkileserek aktif kromatin bolgelerindeki H3K9,
H3K14 ve H3K27'deki asetil gruplarini ¢gikararak CDH1 gen ifadesini baskilayabilmektedir
(Fu vd. 2010, Skrypek vd. 2017, Tam vd. 2013).
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Histon modifikasyonlari ile gen ifadesini diizenleyen Polycomb repressive complex 1
(PRC1) ve Polycomb repressive complex 2 (PRC2) protein kompleksleri de EMT sirecinde
kritik dneme sahiptir (Paranjape vd. 2014). Bu kompleksler kanser hicrelerinde EMT
surecinin bircok farkli mekanizmalarinda diizenleyici role sahiptirler (Sekil 2.11). PRC2
kompleksi, SNAIL transkripsiyon faktérlerinin SNAG domainleri ile dogrudan etkileserek ve
ZEB transkripsiyon faktorleriyle ise C-terminal binding protein (CtBP) proteini araciligiyla
dolayli yoldan etkileserek CDH1 geninin kalici olarak baskilanmasinda kritik Sheme sahiptir
(Herranz vd. 2008, Skrypek vd. 2017, Tong vd. 2011). Bunu ilgili bolgedeki kromatinin
H3K27'deki trimetilasyon mekanizmasinin sonucu kromatini inaktif hale dondurerek
gerceklestirmektedir (Tam vd. 2013). Ayrica, TGF-B ile uyarilan kanser hicrelerinde PRC2
kompleksi miR-200 ailesi Uyelerinin ekspresyonlarini baskilayarak, ZEB1 ve ZEB2
transkripsiyon faktorlerinin ifadelerini artirmaktadir. Bununla birlikte bir diger PRC kompleksi
olan PRC1, hipoksi kosullarindaki hicrelerde EMT surecini indiklemek amaciyla TWIST1
gen ekspresyonunun artisinda rol oynamaktadir (Skrypek vd. 2017).

PRC2 baskilayici kompleks metilaz KDM1A/LSD1 demetilaz

----- |

N
o

O
Epitelyal
Genler
(6rn; CDHY)

Epitelyal
Genler (6rn; CDH1)

H3K27 H3K27me3

)
HDAC/NuRD deasetilaz /.\ !
i
K9 ; (0N
: ]
'{ Epitelyal
Genler
] : (orn; COH1)
Epitelyal H3K9Ime2/3 H3K9me1
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Sekil 2-11 EMT strecinin yénetilmesinde rol alan gesitli histon modifikasyon mekanizmalari
(Skrypek vd. 2017).
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2.3.4.3. Kodlanmayan RNA’lar (ncRNA)

Gecmiste biyolojik olarak herhangi bir fonksiyona sahip olmadigi duastnilen
kodlanmayan RNA molekdllerinin artik gen ekspresyonun regtilasyonlarinin olmazsa olmaz
bir parcasi olduklari ve embriyonik gelisim, farklilasma ve hatta kanser dahil birgok
hastaligin patogenezinde kritik rol oynadiklari bilinmektedir. Bu kodlanmayan RNA
icerisinde karsinogenezdeki rolleri en ¢ok arastirilan ve bilgi sahibi olunan mikroRNA
(miRNA) ve uzun kodlanmayan RNA (InRNA) molekulleridir. Her iki molekudl sinifi da kanser
hucrelerlinin EMT sureclerinde dnemli fonksiyonlara sahiptirler (Esteller 2011, Skrypek vd.
2017).

miRNA’lar, hem dogrudan EMT-TF’lerin hem de bu transkripsiyon faktorlerin ko-
faktorleri olarak fonksiyon gésteren SUZ12 (PRC2 kompleksinin yapisina katilan bir protein),
DNMT, SIRT deasetilaz gibi epigenetik modifiye edici ve kromatin yeniden modelleme
molekullerinin ekspresyonlarini regule ederek EMT surecine katkida bulunmaktadir (Tam
vd. 2013). EMT sirecinin yénetiimesinde miR-34 ve miR-200 ailesi Gyesi olan miRNA’lar
en kritik Gneme sahiptir (Sekil 2.12). Bu miRNA ailelerine mensup olan miR-34 ve miR-200
Uyeleri, EMT sirecinin epigenetik olarak regilasyonunu gerceklestiren EMT-TF’leri ve
kromatin modifiye edici molekiilleri dogrudan reglile edebilmektedir.

Ayrica bu miR-34 ve miR-200 Uyelerinin ekspresyonlari negatif feedback olarak bu
EMT-TF’ler ve epigenetik modifiye edici kompleksler tarafindan siki bir sekilde
denetlenmektedir. Bu 6nemli mekanizma, kanser hiicrelerine metastaz surecinin basarili bir
sekilde gergeklestirmesine olanak saglayan plastisite 6zelligini kazandirmaktadir (Tam vd.
2013). EMT surecini kontrol eden en 6nemli miRNA Uyeleri dogrudan EMT-TF’ler ve
invazyon ile iligkili faktorleri regllasyonundan sorumlu olanlardir. Ancak bunun disinda miR-
21 ve miR-544a gibi cesitli epitelyal belirtecleri hedef alarak EMT indikleyici olarak
fonksiyon gdsteren miRNA’lar da énemlidir (Liu vd. 2015, Yanaka vd. 2015).
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Sekil 2-12 miR-34 ve miR-200 dyesi miRNA’larin EMT-TF ve gesitli kromatin modifiye edici
faktorler ile olan etkilesimleri (Tam vd. 2013).

miRNA’lara benzer sekilde, bazi InRNA’lar da EMT-TF’lerin ekspresyonlarini
dogrudan reglle etmektedir. ZEB1 antisens-1 (ZEB1-AS1) and ZEB2 antisens-1 (ZEB2-
AS1) InRNA’lari, sirasiyla ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini
artirarak birgok kanser tlrinde metastaz kapasitesinin artmasina ve kotu prognoza yol
acmaktadir. Bu mekanizma ile ZEB mRNA’sinin translasyonunda 6nemli rol oynayan
internal ribosome entry site (IRES) bolgesini iceren 5 ucundaki bir intron kirpilmasi
engellenir ve ZEB protein seviyesinin artmasina saglanir (Beltran vd. 2008, Li vd. 2015).
Aralarinda HOTAIR, EBIC, H19, MALAT1, SPRY4-IT1 ve UBC gibi bircok INnRNA, PRC2
kompleksi ile fiziksel olarak etkileserek bu baskilama kompleksini spesifik kanser gen
boélgelerine yonlendirir ve EMT’nin epigenetik kontroline de bu sekilde katki saglayabilirler
(Skrypek vd. 2017). Bu tip mekanizmanin haricinde HOTAIR, SNAI1 ve EZH2 proteinleri
arasinda fiziksel bir “scaffold” olarak gérev alir ve sonug olarak SNAI1’in baskilayici aktivitesi
icin gereklidir (Battistelli vd. 2016).

2.3.5. Translasyonel ve translasyon sonrasi regiilasyonu
EMT slreci translasyonel olarak ve translasyon sonrasi ¢esitli mekanizmalar

aracilgiyla siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Translasyonel kontrole en gizel 6érneklerden

biri, Y-box-binding protein-1 (YB-1) artan seviyesine bagl olarak SNAI1 mRNA’sinin cap-
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independent translation (CITE) mekanizmasi araciliiyla translasyonunun artirmasidir.
Bunun sonucunda da EMT indiksiyonu ve metastaz kapasitesinde artis olmaktadir
(Evdokimova vd. 2009).

EMT sirecinin yonetiimesinden baslica sorumlu olan SNAIL, ZEB ve bHLH EMT-
TF’lerinin ekspresyon seviyelerinin artisit EMT’nin basarili bir sekilde indiklenmesi icin
yeterli degildir. Bu EMT-TF’lerin ekspresyon seviyelerindeki artislarina ilaveten
aktivitelerinin, hicresel lokalizasyonlarinin ve stabiltelerinin kontrol edildigi translasyon
sonras| regulasyonlari da kritik bir 6neme sahiptir (Lamouille vd. 2014).

Genel olarak kanonikal WNT sinyal yolagi olmak tuzere NOTCH ve NFKB gibi sinyal
yolaklarinda da gorev alan bir serin-treonin kinaz olan Glycogen synthase kinase-3f3
(GSK3p) proteini, SNAIL transkripsiyonunun tranlasyon sonrasi kontroll igin kritik bir 6neme
sahiptir (Sekil 2.13). SNAIT’in GSK3B tarafindan birinci fosforilasyonu sonucunda bu
proteinin ¢ekirdek disina gegisi saglanir, bunun akabinde gergeklesen ikinci bir fosforilasyon
ise SNAIT’in ubikutin aracili proteozomal degredasyonuna neden olur (Lamouille vd. 2014).
Yine ayni gekilde protein kinaz D1 (PDK1) tarafindan SNAI1 fosforilasyonu, bu proteinin
cekirdek disina gecisini indiklenmektedir. Bunun aksine p21 activated kinase 1 (PAK1) ve
large tumour suppressor 2 (LATS2) proteinleri tarafindan gerceklesen SNAI1
fosforilasyonlari bu transkripsiyonun hicre c¢ekirdegindeki lokalizasyonunu stabil hale
getirmektedir. Ayrica, small C-terminal domain phosphatasel (SCP1) ise GSK3p tarafindan
fosforillenmis SNAI1 proteinini fosfataz aktivitesi ile defosforile eder ve SNAIT’in hiicre
cekirdegindeki lokalizyonuna katki saglar (Du vd. 2010, Lamouille vd. 2014).

SNAI2 transkripsiyon faktorinin translasyon sonrasi regilasyonu ise dnemli bir timor
baskilayici olan p53 tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir (Sekil 2.13). Hem KHDAK
hasta 6rneklerinde hem hiicre hatlarinda herhangi bir mutasyona sahip olmayan (wt) p53’in
MDM2 seviyesinin yukselmesine ve akabinde SNAI2'in MDM2 aracili ubikutin aracili
proteozomal degredasyonunu sagladidi ve sonucunda EMT sirecinin ve invazyonun
induklenmesini engelledigi gosterilmigtir (Wang vd. 2009). TWIST transkripsiyon
faktorlerinin translasyon sonrasi kontroli p38, JNK ve ERK MAPK proteinleri tarafindan
gerceklesmektedir. Bu MAPK Uyeleri tarafindan fosforile edilen TWIST transkripsiyon
faktorli proteozomal degredasyondan korunur ve hicre c¢ekirdegine gog¢unin
induklenmesiyle aktivasyonu saglanir (Hong vd. 2011). ZEB2 transkripsiyon faktdrinin
translasyon sonrasi kontroll ise PRC2 tarafindan sumolasyon adi verilen modifikasyonla
saglanir (Sekil 2.13). PRC2 tarafindan sumolasyonu saglanan ZEB2 hiicre ¢ekirdedi disina

gonderilir ve transaktivasyonu inhibe edilir (Long vd. 2005).
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Sekil 2-13 SNAIL, bHLH ve ZEB grubu EMT-TF’lerin ¢esitli modifikasyonlar aracilidiyla
translasyon sonrasi regulasyonlari (Lamouille vd. 2014).

Fosforilasyonun ve sumolasyon gibi mekanizmalara ilaveten bazi EMT-TF’lerin
asetilasyonlari da 6nemli translasyon sonrasi modifikasyonlardandir. CREB Binding Protein
(CBP) proteini tarafindan SNAI1 transkripsiyon faktortine asetil gruplarinin eklenmesi onun
gen ekspresyonunu baskilayici proteinlerle kompleks olusturmasini engeller. Bunun
sonucunda SNAI1 molekuld, bir gen baskilayci faktérden bir gen aktivatérine dénuserek
karsinogeneze EMT surecinin disindaki farkli mekanizmalarla katki saglar (Hsu vd. 2014).
Ayrica, hiperglisemik sartlar altinda kanser hucrelerinde SNAI1 proteini serin-112
bdlgesinden O-GlcNAcylation modifikasyonu gergeklesir. Bu modifikasyon sonucunda
SNAI1 transkripsiyonunun transaktivasyonu saglanarak EMT sureci induklenebilmektedir
(Park vd. 2010).
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2.3.6. Akciger kanseri ve EMT

in vitro ve in vivo calisma modelleriyle EMT’nin, kanser hiicrelerinin migrasyon-
invazyonlari, kemoterapétik ilaglara direng mekanizmalarinin gelistirisiimesi ve kok hicre
fenotipinin kazanilmasi gibi malignant karakterlerine katki sagladigi kanitlanmistir. Klinik
olarak korelatif calismalarda da timor hicrelerinin mezenkimal fenotip ile kotl derecede
farklilasma (poor differentiation) ve hastalarin kotu prognozlar ile korele olduklari rapor
edilmistir (Sato vd. 2012). EMT sdrecinin en 6nemli olmazsa olmaz belirteci kalsiyum-
bagimh hlcre-hiicre adezyonu ve epitelyal polarizasyon icin elzem olan E-kaderin
ekspresyonunun baskilanmasidir. Akciger kanserindeki genetik veya epigenetik
mekanizmalar ile gerceklesen E-kaderin ekspresyon veya fonksiyon kaybi diger kanser
turleri ile kiyaslandiginda cok yaygin degildir. Bazi calismalarda ise E-kaderin akciger
kanser hastalarinin kétl prognozlari ile iligkili oldugu goésterilmistir (Nakata vd. 2006,
Toyooka vd. 2001).

Thyroid transcription factor 1 (TTF-1) akciger morfogenezi igin olmazsa olmaz bir
transkripsiyon faktordir ve ekspresyonu akcier kanseri vakalarinin diagnostik
degerlendirmesi icin rutin olarak kullaniimaktadir (Schilsky vd. 2017). Akciger
adenokarsinomalarinda genellikle eksprese olmaktadir ve varligi KHDAK hastalari icin iyi
bir prognostik belirte¢ olarak degerlendiriimektedir. Ayrica, TTF-1 ekspresyon kaybinin da
akciger adenokarsinoma timodrlerinin koti derecede farklilagmasi ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Chang vd. 2004, Schilsky vd. 2017). TTF-1 bir transkripsiyon faktor olarak
TGF-B ile indiklenen SNAI1 ve SNAI2 ekspresyonlarini inhibe edebildigi ve TTF-1
ekspresyon seviyesinin akciger adenokarsinoma tumorlerin epitelyal fenotipi ve azalan
migrasyon ve invazyona kapasitesi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Saito vd. 2009).

Akciger kanser vakalarinda siklikla EGFR gen mutasyonlari goérilmektedir ve bu
mutasyonlar EGFR proteinin aktivasyonuna yol acan ve akciger karsinogenezi i¢in dnemli
onkogenik degisimlerdendir (Sato vd. 2007). Bu reseptdrun énemli bir ligandi olan EGF ise
EMT sdrecinin gucli indUkleyicileri arasindadir (Said vd. 2011). Bu sebeple EGFR proteinin
ligand bagimsiz aktivasyonuna yol agcan mutasyonlarin da akciger kanser hicrelerinin
mezenkimal fenotipine katki saglayacadr dusunulmekteydi. Ancak hem akciger kanser
hicre hatlarinda hem de klinik 6rneklerde EGFR mutasyonlarinin hicrelerin epitelyal fenotip
ile iligkili oldugu bulunmustur (Deng vd. 2009, Takeyama vd. 2010). Ayrica, SNAI2 ve ZEB1
EMT-TF’lerin akciger kanser hicrelerinin gefinitib gibi EGFR-tirozin kinaz inhibitorlerine

(EGFR-TKI) karsi direng kazanmalarinda rol oynamaktadir (Sato vd. 2012).
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2.4. Hiicresel Plastisite

Son birkag yilda, hiicre ve kanser biyologlari tarafindan hem saglikli hem de malignant
hicrelerde hiicre adeyzonu ve hicre iskeleti dinamiklerini kontrol eden hiicre migrasyonu
mekanizmalari aydinlatiimistir (Sanz-Moreno vd. 2010). Ancak, invaziv ve metastatik kanser
hicre migrasyonunu yoneten baskin sinyal iletim yolaklarini, reseptor-ligand ve proteaz-
substrat etkilesimlerini etkin bir sekilde engelleyebilecek mekanizmalarin tanimlanmasi
blylk oranda basarisiz olmustur. Bunun altinda kanser invazyonu ve metastazinin
heterojen ve adapitf bir suregler olmasi yatmaktadir. Bu dogrultuda odaklanmamiz
gerekenin kanser hcrelerinin farkli yapisal, molekiler ve hatta elverisiz timor
mikrogevrelerinde bile invazyonunu ve metastazini gergeklestirmesine olanak saglayan, kdk
hicre fenotipi kazanmasi-farklilagsmasi streglerini ve kemoterapétik ilaglara karsi gelisen
direng kazanmalarini yéneten “hlicresel plastisite” mekanizmasinin oldugu savunulmaktadir
(Friedl vd. 2010, Sanz-Moreno vd. 2010).

2.4.1. EMT-MET plastisitesi

Metastaz sirecinin basariya ulasabilmesindeki en o6nemli nokta, karsinoma
hicrelerinin primer timdrden ayrilmasina, dolasim sisteminde sag kalabilmesi ve sekonder
tumor bolgesine ulasabilmesine olanak saglayacak derecede mezenkimal Ozelliklerin
kazanmasi ve ayni zamanda da kismi olarak epitelyal fenotipinin korundugu partial-EMT
mekanizmasidir. Kismi dl¢lide indUklenen bu EMT sureci, karsinoma hucrelerinin sekonder
bblgede kolonizasyonunu ve makrometastatik lezyonlari olusturmasi icin mezenkimal-
epitelyal transisyon (MET) sureci ile yeniden epitelyal dzelliklerin agirlikh oldugu bir fenotipe
donusmesine olanak saglar (Chaffer vd. 2016, Gunasinghe vd. 2012, Stankic vd. 2013).

Primer tumo6r mikrogevresindeki karsinoma hacreleri, EMT sdrecini indukleyici
faktorler aracihdiyla migrasyon-invazyon yeteneklerinin yanisira yeniden tumor baglatma
potansiyeli de kazanirlar. Bu EMT induksiyonunun minimum seviyede gerceklesmesi
metastazin basariya ulasmasina katki saglayamaz (Sekil 2.14). Bununla birlikte EMT nin
geri donlstimsiz sekilde maksimum seviyedeki indiksiyonu da stabil mezenkimal kanser
hicrelerin olusmasina neden olur. Bu stabil mezenkimal kanser hicreleri azalan
kolonizasyon yetenekleri sonucunda makrometastatik lezyonlari olusturamazlar. Ancak,
EMT sdrecinin yukarida da ifade edildigi Uzere kismi derecedeki indiksiyonu ile kanser

hicrelerin metastatik kaskat boyunca hucresel plastisitelerini korumasi ve sekonder timor
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bdlgesinde de EMT’nin tam tersi olan sureci olan MET’i indiklemesi ile metastaz basariya
ulasabilmektedir. Sekonder timoér bolgesindeki MET sirecinin  indiklenmesi EMT
indUkleyici sinyallerin kaybolmasi ile olabildigi gibi, dogrudan o bdélgeden kaynakh MET
indUkleyici sinyaller tarafindan da gerceklesebilmektedir. Diger taraftan, kanser hiicrelerinin
sekonder bolgeye ulasamadan EMT 6zelliklerinin erken kaybi da metastatik kolonizasyonun
basarisiz olmasina neden olabilmektedir (Chaffer vd. 2016). Bu bilgiler 1si1§1 altinda,
karsinoma hucrelerine EMT-MET plastisitesi yetenegini kazandiran mekanizmlarinin
belirlenmesi; hastalhgin siddetini teshis etme, progresyonun ve nuksetme risklerinin

belirlenmesi ve etkili tedavi ydntemleri gelistiriimesi igin kritik bir Snem arz etmektedir.

PRIMER TUMOR SIRKULASYON SEKONDER DOKU

a
O
& i
O =~ &

LSS 8 - XX

| 1
| |
| |
| |
| |
| |
| |
Zayif | [
EMT indikli B e
fenotip I I Metastatik buyume yok
| | EmT fenotipinin ve
timor baslatma
| | yeteneginin kaybi
| | ‘ — X
| |
a4 EMT : EMT indiikleyici Metastatik biiyiime yok
— |  sinyallerin kaybi |
| |
Kismi ‘ k ‘ —
EMT indiiklii | i - |  MET
fenotip =
|  EMT indikleyici |
| sinyaller (orn; | Giuclu metastatik buyuime
| platelet kokenli) |
Otokrin MET indukleyici
destek | | sinyallere duyarsiz
‘O & ‘e =
— pa—
| | MET
Stabil basarisiz
EMT indiklu | | Yetersiz metastatik bliyume
fenotip ' '
Yanit veremeyen -
O Kkarsinoma hicresi ‘ %gxgerpﬁfj%?'e“sri"a' L Basarisiz metastaz
B it ioe Laias! ). Sugli mezenkimal ¥ wikrometastaz
A EMT indukleyici sinyaller 55 . .
A, MET indiikleyici sinyaller ; E’;?‘ggmeuzgr';glimal 3 ‘ Makrometastaz

Sekil 2-14 EMT-MET plastisitesinin metastazin olusumundaki rolti (Chaffer vd. 2016).
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2.4.2. Transdiferensiyon ve plastisite

Farklilasmasini tamamlamis ve fonksiyonel olgun dokularda gelisen yaralanma veya
inflamasyona fizyolojik cevabin bir parcasi olarak ilgili dokudaki hiicreler transforme olarak
kimliklerini degistirebilirler. Bu tlr transformasyonlar hicresel dizeyde olabildigi gibi
(transdiferensiyon olarak adlandirilir), tim doku diizeyinde de (metaplazi olarak adlandirilir)
gerceklesebilmektedir (Merrell vd. 2016). Bu siregler dokudaki kronik bir hasar durumunda
hem hasar goren bolgelerin yeniden olusturulmasi hem de hasarin daha da ilerlememesi
icin bir tampon bdlgenin olusturuimasi amaciyla koruyucu bir mekanizma olarak
indUklenmektedir.

Farkli organlarda bu sireglerin birgok 6rnegi bulunmaktadir. Ornegin, pankreasta
meydana gelen pankreatitis (inflamasyon) sonucunda asinar tip hucreler duktal tip hicrelere
transforme olmaktadir (Rijkers vd. 2017). Diger bir sik rastlanan ornek ise “Helicobacter
pylori” enfeksiyonu, sigara, alkol ve asiri tuz tuketimi gibi durumlarda asit salgilayan
“parietal” hucreleri ve enzim Ureten “chief” hlcreleri tubular tip intestinal epitelyum
hicrelerine transforme olmaktadir (Giroux vd. 2017). Tim bu érneklerdeki transdiferensiyon
suregleri, ilgili dokularda karsinogenez ile ¢ok siki bir iliski icindedir (Yuan vd. 2019). Akciger
dokusunda da kronik hasara cevaben koruyucu bir mekanizma olarak skuamoz metaplazisi
olusur ve cogunlukla skuamoz karsinomaya evrilen malign transformasyonu tetiklemektedir.
(Dotto vd. 2016).

GUnUmuzde artik metaplazinin ve transdiferensiyon sureglerinin, hicreleri onkogenik
uyaricilarin transforme edici etkilerine kargi duyarli hale getirdigi hipotezi kabul gérmektedir.
Transdiferensiyon, genis kromatin bolgelerindeki blyUk yapisal degisimlerle saglanan gen
ekspresyonlarindaki dinamik ve blyuk ¢apl degisimlerle meydana gelmektedir. Dokunun
akut hasarlarla micadele edebilmesine olanak saglayan bu epigenetik ve transkripsiyonel
degisimler, onkogenik genlerin aktiflesmesine ve tumoér baskilayici genlerin ise
baskilanmasina neden olarak malign transformasyonun yolunu acmaktadir.  Ayrica
epigenomdaki bu tir buylk dedisimler, karsinogenez sliresince onkogenlerin daha etkili
fonksiyon gdstermelerine bagl olarak kanser hlcrelerinin transdiferensiyon ve plastisite
yeteneklerinin ortaya ¢ikmasi igin daha elverisli bir ortam olusturmaktadir (Yuan vd. 2019).
Sekil 2.15°teki modelde goéraldiglu Uzere, akcigerde “alveolar type II” (AT2) ve
“bronchioalveolar” kok hicrelerindeki (BASC) o6nemli bir tumor baskilayici olan

serine/threonine kinase 11 (LKB1) kaybi, hem KRAS-indUkll akciger adenokarsinomalarin
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karsinogenezine destek olur hem de olusan bu adenokarsinomalarin skuamoz karsinomaya

transformasyonu slrecine de katki saglamaktadir (Zhang vd. 2017).
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Sekil 2-15 LKB1 gen kaybi KRAS-indukli akciger adenokarsinomalarin skuamoz hicreli
karsinomaya transformasyonunu yénetir (Zhang vd. 2017).

Transdiferensiyon ve hicresel plastisite mekanizmalari kanser hticrelerinin kemoterapiye
karsi diren¢ kazanmalarinda da kritik rol oynarlar. EGFR geninde aktive edici mutasyonlara
sahip akciger kanser hastalarin gogunda EGFR inhibitérlerine olumlu bir cevap alinmaktadir.
Ancak bu olumlu gidisat, tipik olarak kanserin niksetmesi ve ilerlemesine devam etmesi ile
sonuglanmaktadir. Bu direng, genel olarak EGFR sinyal yolaginin “downstream” onkogenik

faktorlerinde aktive edici mutasyonlarin olugsmasi veya epigenetik aktivasyonlari, EGFR
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geninde sekonder mutasyonlar (T790M mutasyonu gibi) ve EMT sirecinin indiklenmesi gibi
mekanizmalarla kazanilmaktadir (Zhang vd. 2017). Ancak bunlardan farkli olarak bir direng
mekanizmasi daha bulunmaktadir (Sekil 2.16). Bu direng¢ mekanizmasinda plastisite
yetenedi kazanabilen akciger karsinoma hucreleri (KHDAK), transdiferensiyon streci ile
KHAK benzeri ndroendokrin transformasyonu gercgeklestirebilirler (Sequist vd. 2011,
Tulchinsky vd. 2019, Yu vd. 2013). KHAK hicreleri EGFR genini eksprese etmezler ve
karsinogenezleri boyunca sagkalimlari ve ¢odalmalari EGFR sinyal yolagindan bagimsiz
yonetilir. KHDAK hicrelerinin KHAK benzeri néroendokrin farklilagmalari ile EGFR
ekspresyon kaybi gerceklesmekte ve hicreler EGFR inhibitdrlerine karsi direngli hale
gelmektedir (Tulchinsky vd. 2019, Yuan vd. 2019).
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Sekil 2-16 KHDAK hcrelerinin hucresel plastisite tarafindan indiklenen KHAK-benzeri
noéroendokrin farklilagmasi ile kazanilan kemoterapiye direng (Yuan vd. 2019).
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2.5. Special AT-rich sequence-binding protein-2 (SATB2)

Special AT-rich sequence-binding protein-2 (SATB2), DNA’da nuklear matriks iligkili
(Nuclear/Scaffold Matrix Associated Region; MAR/SAR) bolgelerine baglanan kromatin
yeniden modelleme proteinidir. MAR/SAR, kromatin loop domainlerinin olusumuna aracilik
eden ve spesifik olarak niklear matrikse baglanan DNA sekanslaridir. Bu DNA sekanslari
yaklasik olarak 200 bp uzunlugunda, A-T nUkleotidlerince zengin ve topoizomeraz I
konsensus sekanslarini icermektedir (Wang vd. 2010). Bu protein, az sayida gene sahip 2.
kromozomun uzun kolunun 2g32-2933 bolgesinde lokalize olan 191 kb uzunlugundaki
SATB2 geninden transkribe olmaktadir. Olgun mRNA’sI 11 ekzon icermekte olup, proteini
733 aminoasitten olugur ve 82 kDa agdirhigindadir. ilk kefsedildiginde KIAA1034 adi verilen
bu protein, daha sonrasinda gen ekspresyonunu Ust seviyede kromatin organizyonu ile
entegre edebilen kilit bir regulator olarak bilinen Special AT-rich binding protein 1 (SATB1)
proteinine olan g¢arpici yapisal ve fonksiyonel benzerliginin fark edilmesi ile SATB2 olarak

yeniden isimlendirilmistir (Britanova vd. 2005, Zhao vd. 2014).

2.5.1. Yapisi, regiilasyonu ve fonksiyonlari

SATB proteinleri, gelisimde cok kritik rollere sahip olan transkripsiyon faktorler ve
genel transkripsiyonel duzenleyiciler olarak fonksiyon gdsteren homeobox (HOX) gen
ailesine ait CUT Ust sinifinin tyeleridir. Bu CUT Ust sinifi da kendi icinde CUX, ONECUT ve
SATB olmak uzere g sinifa ayrilir. SATB1 ve SATB2 proteinlerin dahil oldugu SATB sinifi,
diger siniflarina gére ¢ok farklidir. SATB proteinleri bir adet homeodomain ve onun upstream
boélgesinde iki adet CUT domainleri igermektedir (Sekil 2.17). Temel olarak DNA’a baglanma
bdlgeleri olarak fonksiyon gésteren bu ti¢ domain birbirlerinin DNA’a baglanma afinitelerini
de artirmaktadir (Chen vd. 2019, Harada vd. 1994). Bunlarin haricinde yapisi %81 oraninda
korunan Pfam-B_10016 adinda dérduncd bir domaini bulunur ve bu domain fonksiyonel
dimer yapisinda SATB-SATB kompleksinin olusmasi igin gerekli etkilesim bdlgesidir
(FitzPatrick vd. 2003, Galande vd. 2001). SATB2, zebra baldi ve tavuktan memelilere kadar
omurgali turlerinde yuksek oranda korunmaktadir (Sheehan-Rooney vd. 2010).

SATB2 transkripsiyonel olarak BMP2/4/7 ligandlari tarafindan aktive olan SMAD1/5
kompleksi tarafindan pozitif olarak regule edildigi rapor edilmistir (Bonilla-Claudio vd. 2012).
Bunun disinda TNF-a ile aktivasyonu indiiklenen NFkB transkripsiyon faktorinin dogrudan

promotor bdlgesine baglanmasi sonucu SATB2 ekspresyonunu transkripsiyonel olarak
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baskilanmaktadir (Zuo vd. 2018). SATB2 ekspresyonun dizenlenmesine p38 ve ERK gibi
MAPK sinyal yolaklari da katilmaktadir (Kucuksayan vd. 2017, Zuo vd. 2018). SATB2'nin
regulasyonunda miRNA’larda dnemli rol oynamaktadir. miR-31, miR-34c ve miR-182,
SATB2'i dogrudan hedef alarak negatif yonde reglile etmektedir (Naik vd. 2019). SATB1
proteinlerinin fosforilasyonlari, transkripsiyonel aktivitelerini dogrudan reglile eden bir
translasyon sonrasi modifikasyondur. Ancak, SATB2’nin reglilasyonu hakkinda kapsamli bir
¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte, SATB1’e yiksek homoloji gdsteren bir yapida
oldugu icin benzer mekanizmalarin SATB2'nin regulasyonunda da rol oynayabilecegi
dugsunulmektedir (Naik vd. 2019). Fosforilasyon haricinde 6nemli bir translasyon sonrasi
modifikasyon olan sumolasyon, SATB2’nin regtilasyonunda kritik bir &neme sahiptir. Protein
Inhibitor Of Activated STAT 1 (PIAS1), SATB2'nin 233. ve 350. aminoasitlerine SUMO
gruplari ekleyerek proteini ¢ekirdegin periferik bolgelerine ydnlenmesine aracilik eder ve

bdylece transkripsiyonel aktivitesini engellemektedir (Dobreva vd. 2003).
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Sekil 2-17 SATB1 ve SATB2 protein yapisinin sematik gosterimi (Chen vd. 2019).

SATB2, kromatin yapisini Ust seviyede yeniden modelleme yetenegiyle ayni anda
yuzlerce gen ekspresyonunu regile edebilmesinin yanisira dogrudan bir transkripsiyon
faktor olarak da fonksiyon gdstermesi nedeniyle essiz bir proteindir. Ayrica, MAR/SAR
boélgelerine baglanarak gercgeklestirdigi kromatin yeniden modelleme iglemini, ¢esitli histon
deasetiltransferaz (6rn; PCAF) ve deacetiltransferazlan (6rn; HDAC1) gorevlendirerek de
yapabilmektedir. SATB2 tarafindan induklenen bu global kromatin degisimleri gelisim
suresince hicrelerin farklilagsmasi ve olgunlasmasina olanak vermektedir (Chen vd. 2019,
Gyorgy vd. 2008). SATB2 ilk olarak osteoblast hicrelerinin farklilagsmasinda ve iskelet
gelisiminin regulasyonunda kritik rol oynayan bir transkripsiyon faktér olarak kesfedilmistir.
Daha sonrasinda néron, kdk ve immun sistem hicrelerinin de dahil oldugu ¢ok farkli hicre

tipinin farklilasmasinda diizenleyici role sahip oldugu goésterilmistir (Dobreva vd. 2006).
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2.5.2. Akciger kanseri ve SATB2

SATB2'nin, farkli kanser turlerinde hem timor baskilayici hem de onkogen aktivitesine
sahip oldugu rapor edilmistir. Diger kanser tirlerine nazaran, SATB2 daha ¢ok kolorektal
kanserde calisiilmakta ve hatta bu kanser tiirQ icin rutin olarak diagnostik bir belirte¢ olarak
kullaniimaktadir (Brocato vd. 2014). Larenks (girtlak) kanserinde bir timor baskilayici olarak
fonksiyon gosterir ve ekspresyon kaybi hastalidin niksetmesi ve ileri timor evresi ile iligkili
oldugu gosterilmigtir (Brocato vd. 2014). Osteosarkomalarda SATB2 ekspresyonu hucre
migrasyonunu ve invazyonunu artirmaktadir (Seong vd. 2014). Bas-boyun kanserlerinde
ise, SATB2'nin artan ifadesinin hastalarda kemoterapiye karsi dirence neden oldugu rapor
edilmistir (Chung vd. 2010).

SATB2'nin akciger kanseri Uzerindeki roll ilk olarak galisma grubumuz tarafindan
aydinlatilmistir. SATB2 kaybinin, KHDAK hicre EMT ve invazyonunu indikledigi
gOsterilmistir (Kucuksayan vd. 2016). Ayrica, SATB2'nin azalan ekspresyonunun KHDAK
hastalarinin kétl prognozlari ile iligkili oldugu da gésterilmistir. Ayni ¢alismada SATB2’nin
artan ekspresyonunun, bir histon metil transferaz “G9A Histone Methyltransferase” (G9a)
enziminin ifadesini baskiladigi ve sonucunda H3K9me3, H3K27me3, H4K20me3 kromatin
modifikasyonlari ile KHDAK hicrelerinde EMT ve invazyonu inhibe ettigi de gosterilmistir
(Ma vd. 2018). Diger bir calismada ise miR-875’nin SATB2’i dogrudan hedef aldigi ve
KHDAK hasta orneklerinde aralarinda ters bir korelasyon oldugu rapor edilmistir. Ayrica
farkli bir calismada, SATB2 ekspresyon seviyesinin KHDAK dokularinda saglikli komsu
dokulara kiyasla dusuk seviyede oldugu gdsterilmistir (Wang vd. 2018). Bununla birlikte
SATB2 asin ifadesinin saglikli insan brons epitelyal hicrelerinde arsenik ile indiklenen

malign transformasyonu yonettigi de kesfedilmistir (Chen vd. 2018).

2.5.3. SATB2 ve EMT

SATB gibi kromatin yeniden modelleme proteinleri tarafindan indiklenen buyuk
captaki kromatin degisimleri ve bu kromatin yapisindaki degisimlerin esnekligi, kanser
hicrelerinin  fenotipik plastisitelerinin  yonetmek icin olmazsa olmaz &zelliklerdir. Bu
baglamda SATB proteinleri, kanser hulcrelerinin kok hicre fenotipinin  saglanmasi-
farklilasmasi, EMT sureci ve malign transformasyonu gibi hlcresel plastisitenin varligini

gerektiren birgok biyolojik olayda énemli role sahiptirler (Chen vd. 2019, Naik vd. 2019).
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Literatirdeki bilgiler birlikte ele alindiginda, kanser hcrelerinde indiklenen EMT
surecinin ve EMT-MET plastisitesinin, SATB1 ve SATB2 ekspresyon seviyelerinin
arasindaki dinamik dengeye dayandigini 6ngéren bir modelleme sunulmustur (Sekil 2.18).
Bu modele gore, SATB1 ve SATB2 ekspresyon seviyelerindeki orana bagli olarak timor
invazyonu ve metastazi suresince EMT-MET plastisitesinin yonetimi saglanmaktadir.
SATB1 ekspresyonu, EMT-TF’lerin upregulasyonlari ile pozitif bir iliski icindeyken, epitelyal
fenotipin korunmasindan sorumlu E-kaderin, dezmoplakin, ZO-1 gibi adezyon proteinlerin
ekspresyonlari ile negatif bir korelasyona sahiptir (Tu vd. 2012). Buna karsin SATB2
ekspresyonunun artigl ile SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT-TF’lerin baskilanarak epitelyal fenotipin
korunmasina neden olmaktadir (Naik vd. 2019). miR-31, miR-34c ve miR-182 gibi
miRNA’lar ise SATB2 ekspresyonunu regule ederek EMT surecinde dnemli etkiye sahiptirler
(Gu vd. 2018, Yang vd. 2014, Yang vd. 2014).

Mezenkimal Fenotip Epitelyal Fenotip
CaC e 8 e > e olole/e
= cooo

? ATB! ?

EMT-TF’lerin

Twist 1 4 . ! baskilanmasi
Myc _l_
“Slug - Zeb1
u > ‘l)l/w
PiioiAnNG Artan proliferasyon, Azalan proliferasyon,
invazyon ve metastaz invazyon ve metastaz

Sekil 2-18 SATB proteinlerinin EMT surecindeki dinamik dizenleyici etkisi (Naik vd. 2019).
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Hipotez: Gelisim ve farklilagsmada kritik 6neme sahip hem bir kromatin yeniden modelleme
proteini hem de bir transkripsiyon faktér olan SATB2nin, KHDAK hicrelerinin EMT,
invazyonu ve KHAK-benzeri néroendokrin farklilagsmalari gibi streglerinin yonetilmesinde de

onemli rol oynayacagini dngérmekteyiz.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hicre Kiilturi

Calismamizda PC3, PC9, 1I-18, Hcc78, Heel93, H1299, H1650, H1703, H1975 ve
A549 KHDAK hicre hatlari, H82, H209 ve N417 KHAK hiicre hatlari ve ostrosarkoma MG63
ve meme karsinomasi MDA-MB-231 hlicre hatlari ile calisildi. A549 ve MG63 hicre
hatlarinin kaltard icin %10 FBS iceren (FBS, Kat. No:10500064, Gibco) DMEM (Kat.
N0:41965-039, Gibco) kullanilirken diger tim hicre hatlarinin kilttra igin %210 Fetal Bovine
Serum iceren RPMI 1640 (Kat. No:52400-025, Gibco) besiyerleri kullanildi. Hucrelerin
tamami %5 CO; ve %95 nem ve 37°C’de kosullarinda kdlttre edildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsami suresince kullanilan kimyasallar katalog numaralari ve temin edilen
marka isimleri ile asagida yazilmistir.
Rekombinat TGF-$1 (Kat. No: 580704) ligandi Biolegend Inc.’den temin edildi. SATB2 (Kat.
No: sc-76456), SMAD2/3 (Kat. No: sc-37238), SMAD4 (Kat. No: sc- 29484), CTCF (Kat. No:
sc- 35124), SNAIL (Kat. No: sc- 38398), SNAI2 (Kat. No: sc- 38393) ve ZEB1 (Kat. No: sc-
38643) mRNA'larini spesifik olarak hedef alan small interfering-RNA (siRNA)'lar SantaCruz
Biotechnology’den temin edildi. Higbir mRNA’I hedef almayan negatif kontrol siRNA (Kat.
No0:6568) ise Cell Signaling Technology’den alindi. Calisma kapsaminda kullanilan
antikorlar ise E-cadherin (Kat. No: 3195), N-cadherin (Kat. No: 13116), Zo-1 (Kat. No:
13663), Claudin-1 (Kat. No: 13255), CTCF (Kat. No: 3418), p-SMAD2/3 (Kat. No: 8828),
SMAD?2/3 (Kat. No: 8685), SMAD4 (Kat. No: 46535), SNAI1 (Kat. No: 3879), ZEB1 (Kat. No:
3396) ve GAPDH (Kat. No:5174) antikorlari Cell Signaling Technology’den temin edildi.
SATB2 (Kat. No: sc-81376) ve SNAI2 (Kat. No: sc-166476) antikorlari SantaCruz
Biotechnology’den temin edildi. Fibronektin (Kat. No: NBP1-91258) ve Occludin (Kat. No:
HO00004950-M01) antikorlari ise Novus Biologicals’dan temin edildi. HRP-konjuge anti-rabbit
sekonder antikor (Kat. No: 5450-0010) ve anti-mouse sekonder antikor (Kat. No: 5450-0011)
Seracare Inc.’den temin edilmistir. immiinfloresans deneylerinde kullanilan Alexa Fluor-488-
konjuge anti-rabbit (Kat. No: A27034), Alexa Fluor-555-kojuge anti-rabbit (Kat. No: A27039)
ve DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) nuklear floresans boya (Kat. No: D1306) Thermo

Fisher Scientific’den temin edildi. Plasmit vektor transfeksiyonlari ve siRNA transfeksiyonlari
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icin Lipofectamin 2000 (Kat. N0:11668019, Thermo Fisher Scientific) ve Opti-MEM besiyeri
(Kat. N0:31985062, Thermo Fisher Scientific) kullanildi. gPCR icin kullanilan miRNA
primerleri hsa-miR-657 (Kat. No: MS00010479), hsa-miR-1200 (Kat. No: MS00042392),
hsa-miR-1229 (Kat. No: MS00042378), hsa-miR-1234 (Kat. No: MS00044555), hsa-miR-
1243 (Kat. No: MS00014203), hsa-miR-3147 (Kat. No: MS00020657), hsa-miR-4779 (Kat.
No: MS00039165) ve Snord61 (Kat. No: MS00033705) Qiagen Company’den temin edildi.

3.3. SATB2’nin pcDNA3.1 Vektoriine Klonlanmasi
3.3.1. SATB2 insert’niin eldesi
Uygun hacimde trizol ile toplanan 293T hicrelerinden total RNA izolasyonu

gerceklestirildi. izole edilen total mMRNA’dan, cDNA sentez kiti (Kat no: 4368814, Applied

biosystems) ile cDNA kutiphanesi elde edildi. Xhol restriksiyon enzim kesim bdlgesi icerek

sekilde tasarladigimiz SATB2 klonlama primerleri (5-
TAAAA ATGGAGCGGCGGAGCGAGA-3’ ve 5-
GGCGT TTATCTCTGGTCAATTTCGGCAAGGTGCT-3’) ve cDNA kitiphanemiz

kalip olarak kullanarak Termal Cycler cihazinda amplifikasyon gerceklestirildi. PCR sartlari:
94 C’de 5 dk. 6n denaturasyon; 40 dongu olmak Uzere 94 C'de 45 sn, 58 C'de 45 sn, 72
C’de 1 dk ve son uzatma 72 C'de 7 dk olacak sekilde gergeklestirilmistir. PCR urUnleri
agaroz jel elektroforezinde teyit edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3-1 PCR yodntemi ile amplifiye edilen SATB2 cDNA’sinin %0,75’lik agaroz jelde
gosterilmesi.
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Klonlama primerlerimizde italik sekilde yazilan bazlar insan SATB2 cDNA’sinin
sirasiyla 5’ ve 3’ uclarina komplementer bazlardir. Koyu punto ile yazilan bazlar, iki Marilyn
Kozak (GCC ve ACC) dizileridir. Kirmizi renk ile gosterilen diziler Xhol enziminin kesim
(GAATTC) bolgeleridir. Yesil renk ile gdsterilenleri ise, Xhol enziminin kesim bdélgesini daha

etkin kesmesi icin tarafimizdan eklenen dizilerdir.

3.3.2. SATB2 Insert ve pcDNA’nin Vektoruniun Xhol Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

pcDNAS3.1 vektorinin ve SATB2 insertin kesimi icin New England Biolabs Xhol enzimi
(Kat. No: R0146, NEB) ve ilgili tamponlari kullanildi. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 1
unit Xhol enzimi, 1ug pcDNA3.1 veya SATB2 insert ve dH20 ile 50 ul'e tamamlanarak gece
boyu 37 °C kosullarinda gercgeklestirildi. Bu islem sonucunda pcDNA3.1 vektori basariyla
kesilmigtir (Sekil 3.2).
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Sekil 3-2 Xhol enzimi ile kesilmemis ve kesilmis pcDNA3.1 vektérinin %0,75 agaroz jelde
goériantilenmesi.

3.3.3. pcDNA3.1 vektorunun alkalen fosfataz ile muamelesi

Enzim kesimi yapilmis pcDNA3.1 vektdrinin self ligasyonunu en aza indirmek icin 5’-

terminal kisimlarindaki fosfat gruplarinin defosforile olmasi gerekmektedir. Klonlama islemi
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icin hazirlanan vektérin alkalen fosfataz reaksiyonu FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (Kat no: 18009-27) enzimi kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon; 1X
reaksiyon tamponu, 1 ul unit alkalen fosfataz enzimi, 1 ug pcDNA3.1 vektori ve ddH,0 ile
40 ple tamamlanarak 30 dk. 37 °C kosullarinda gergeklestirildi. inkiibasyon siresinin
sonunda pcDNAS3.1 vektord, fenol-kloroform-izoamilalkol ile saflastirildi. Bunun igin; drnege
1:1 hacminde fenol eklendi, 15 saniye vortex yapilarak ve buza kondu. 10 dakika inkiibe
edildi. 12.000 g’de 10 dk +4 °C’te santrifuj edildi. Supernatant temiz bir tipe alindi ve tekrar
1:1 hacminde fenol konularak az dnceki islem tekrarlandi. Aquas faz alinarak ve temiz bir
tipe alindi. DNA’nin ¢oktarilmesi icin 1:10 hacminde 3M NaAc eklendi. Son olarak 2.5 kat
hacminde soguk 100% EtOH eklendi ve -20 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ornek 12.000 g'de
10 dakika +4 °C’te santrifij edilerek supernatanti atildi ve 5-10 dakika kurumaya birakild1.
Son olarak pellet 30 ul nikleaz igermeyen ddH.O’da ¢6zildi. DNA miktari ve kalitesi
Nanodrop cihazi kullanilarak o6l¢ildi. Ayrica, ligasyon icin gerekli tim komponentler
%0,75’lik agaroz jelde miktarlarinin teyiti icin yuratlldi. Nanodrop cihazinda miktarlari
Olcllen kesilmemis pcDNA3.1 vektoérinden 1 ug, Xhol enzimi ile kesilmis ve alkalen fosfataz
ile muamele edilmis pcDNA3.1 vektoriinden 100 ng, Xhol enzimi ile kesilmis SATB2 insert
500 ng olacak sekilde jele yuklendi (Sekil 3.3). Dansitometrik analizlerimiz sonucunda

yuklenen miktarlarin dogrulugu tespit edilmigtir.

Xhol ile kesilmis ve alkalen fosfotaz
muamele edilmis pcDNA3.1
Xhol ile kesilmis SATB2 Insert

Kesilmemis pcDNA3.1

St
ﬂ)
-
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o«
=

Sekil 3-3 Xhol enzimi ile kesilmemis vektor, Xhol enzimi ile kesilmis ve alkalen fosfotaz ile
muamele edilmis vektdr ve Xhol enzimi ile kesilmis SATB2 insert’iniin %0,75 agaroz jelde
goérintilenmesi.
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3.3.4. SATB2'nin pcDNA3.1 Vektoriine T4 DNA Ligaz Enzimi ile Klonlanmasi

Oncelikle gerekli soliisyonlar hazirlandi. Sivi Luria-Bertani Broth (LB) besiyerinin
hazirlanmasi: 6.25 gr LB Broth (Kat. No:110285, Merck) tartildi ve 250 ml dH20 ile ¢6zuld.
Ardindan 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyon gercgeklestirildi ve 4°C’de muhafaza
edildi.

Kati LB besiyerinin hazirlanmasi: 2.5 gr LB Broth ve 1.5 g Agar (Kat. No:05039, Sigma-
Aldrich) tartilarak 100 ml'ye dH.O ile ¢ozuldu. Ardindan 121 °C’de 15 dakika otoklav ile
sterilizasyon gerceklestirildi ve yaklasik olarak 50 °C’e kadar sogumasi beklendi. istenilen
sicaklida ulastiginda hizl bir sekilde 100 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde amfisilin
(Kat. No: BP1760, Fisher Scientific) ilave edildi ve bek alevi altinda petrilere uygun hacimde
dokuldd. Besiyeri soguyup katilagtiktan sonra parafin ile etrafi sarilarak 4°C’de 1sik
gbérmeyen ortamda saklandi.

Xhol ile kesilmis SATB2 insert’i, Xhol enzimi ile kesilmis ve alkalen fosfotaz ile
muamele edilmis pcDNA3.1, T4 DNA Ligaz (Kat. No: EL0014, Thermo Fisher Scientific)
araciligiyla klonlandi. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 4x hacim (600 ng) SATB2 insert,
1x hacim (150 ng) pcDNA3.1, 1 ul T4 DNA Ligaz, ddH-O ile 20 pl'e tamamlanarak 20 dakika
16 °C kosullarinda gerceklestirildi. Ligasyon Urindndn timu ticari olarak satin almis
oldugumuz kompetent DH5a susunu (Kat. No: C2987H, NEB) igeren tipe aktarildi ve
nazikce karistirildi. Tip 30 dakika boyunca buzda bekletildi. Daha sonra 42 °C’de 90 saniye
bekletildi ve hemen akabinde tekrar buzda 5 dakika bekletildi. inkiibasyon siiresinin
sonunda 1 ml SOC medium (Kat. No: C2987H, NEB) eklenerek 37 °C’de 1 saat ¢alkalanarak
on-kultirasyon gerceklestirildi. Son olarak, transforme ettigimiz bakterileri daha 6ncesinden
hazirlamis oldugumuz amfisilin (Kat. No: BP1760, Fisher Scientific) iceren Agar LB
besiyerine yayma ekim yapildi ve gece boyunca 37 °C’de ¢alkalanarak kulture edildiler. 24

saat inkiibasyonun ardindan koloniler belirmeye baslamigtir (Sekil 3.4).
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Sekil 3-4 SATB2 ile klonlanan pcDNA3.1 vektoru ile transforme edilmis DH5a bakterilerinin
amfisilin iceren Agar LB besiyerinde kilttri ve olusan kolonilerinin gorintasu.

3.3.5. SATB2 klonlanmig vektori tasiyan koloninin tespiti

Oncelikli olarak Sekil 3.4’te gériilen koloniler pipet ucu yardimiyla 15 ml’lik falkonlarda
daha 6nceden hazirlamis oldugumuz 50 pg/ml amfisilin igeren sivi LB besiyerine ekildi.
Gece boyunca 37 °C’de kulture edildiler. Cogalan her bir koloniden mini prep plasmit
izolasyon kiti (Kat no: D4208T, Zymo Research) kullanilarak plasmit izolasyonu
gerceklestirildi ve sonrasinda kolonilerden izole edilmis olan bu plasmitler Xhol enzimi ile 1
saat kesim iglemine tabi tutuldu. Sekil 3.5'te goruldugu tzere, 12 nolu koloninin SATB2

klonlanmig vektora tasidigi tespit edilmistir.

Koloni-1
Koloni-2
Koloni-3
Koloni-4
Koloni-5
Koloni-6
Koloni-7
Koloni-8
Koloni-11
Koloni-12

Sekil 3-5 Ligasyon sonucu hangi koloninin SATB2 klonlanmis vektori tasidiginin tespiti.
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3.3.6. Plazmit DNA izolasyonu

Sekil 3.5'te goéruldagia Uzere 12.koloni SATB2 klonlanmis pcDNA3.1 vektdrini

icermektedir. in vitro transfeksiyon uygulamalarimiz icin bu koloniyi cogaltarak plazmit

izolasyonu gerceklestirdik. izolasyon icin HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Kat. No:12663, Qiagen)

kiti kullanildi ve deney Uretici firmanin protokolline goére yapildi.

1.

Daha 6nceden hazirlamis oldugumuz 250 ml’lik sivi LB besiyerine 50 pg/ml amfisilin
eklendi ve bek alevi altinda SATB2 klonlanmis vektdru igeren 12.koloniden pipet ucu
yardimiyla bir miktar alinarak besiyerine ekildi. Ekimi yapilan bakteriler bir gece,
37°C’de ve 250 rpm’de ¢alkamali sekilde kiiltlire edildi.

Bir sonraki gin ¢ogalmig olan bakteriler 50 ml'lik falkon tuplerine aliquatlandi ve
4°C’de 6000 x g'de 15 dakika santriflj edildi ve sipernatant atildi. Bu agsamada kitin
icerigindeki Buffer P3 sogumasi i¢in buza konuldu.

Falkondaki bakteri pelletleri 10 ml Buffer P1 ile sispanse hale getirildi ve tim pelletler
tep tlpte birlestirildi.

10 ml Buffer P2 eklenerek 4-6 kez ters-ylz edildi ve oda isisinda 5 dakika inklbe
edildi. inkiibasyon esnasinda daha sonraki asama igin kit icerigindeki QIAfilter Maxi
Cartridge’in cikis yeri vidalandi ve bir spora yerlestirildi.

inkiibasyon siresi dolan falkon tiipteki drnege 10 ml soguttugumuz Buffer P3 ilave
edilerek 4-6 kez ters-ylz edildi, hemen akabinde daha 6nce vidalayarak spora
yerlestirdigimiz QIAfilter Maxi Cartridge’in igine dokildi ve 10 dakika beklendi.
(Bekleme esnasinda daha ileriki asamada kullanilacak olan kit icerigindeki HiSpeed
Maxi Tip uygun bir spora yerlestirildi ve dengelenmesi igin 10 ml Buffer QBT igine
pipet yardimiyla konuldu ve suzilmesi saglandi.)

inkiibasyon siiresi dolan QIAfilter Maxi Cartridge’in icindeki érnegimiz vidasi acilarak
piston yardimiyla bir dnceki asamada dengelenmis olan HiSpeed Maxi Tip'in igine
dokulda ve yercekimi etkisiyle kolondan stiziimesi igin beklendi.

HiSpeed Tip’den lizatin tamamen suzilmesinin ardindan 60 ml Buffer QC doékualdu
ve yercekimi etkisiyle kolondan siztlmesi i¢in beklendi.

Buffer QC’nin tamamen kolondan suzulmesi ile HiSpeed Tip steril bir 50 ml'lik
falkona yerlestirildi ve icerisine 15 ml Buffer QF eklenerek yine yergekimi etkisiyle
kolondan siztilmesi igin beklendi.

Falkona suzulmus olan oOrnegimize 10.5 ml izopropanol eklendi ve nazikce

karistirilarak plazmit DNA’nin ¢okmesi icin 5 dakika beklendi. Bekleme esnasinda
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30 ml enjektoriin pistonu ¢ikartildi ve ucuna kit icerigindeki QlAprecipitator Maxi
Module filtresi takildi.

Siresi dolan 6rnegimiz daha 6nceden hazirlamis oldugumuz enjektorin icine
dokuldi pistonu takildi ve yavasca itilerek 6rnegin QlAprecipitator Maxi Module
filtresinden gecirilmesi saglandi.

QIAprecipitator Maxi Module filtresi daha kiglk hacimdeki (10 ml) pistonu ¢ikartilan
enjektore takildi ve 2 ml %70 etanol enjektore dokuldu ve piston yardimiyla
gegirilerek filtredeki plasmit yikandi.

Enjektdrin pistonu birkag kez ¢ikarilip hizlica bastirildi ve filtre 10 dakika boyunca
kurumaya birakildi Bdylece filtredeki etanol kalintisi tamamen giderildi.

Tamamen kuruyan filtrenin takili oldugu enjektdére 1 ml Buffer TE pipet yardimiyla
eklendi. Filtrenin ucu steril bir ependorf tipin icinde olacak sekilde konumlandirildi
ve enjektoérin pistonu takilarak Buffer TE filtreden gegirildi. Boylece filtredeki plazmit
Buffer TE icerisinde ependorfa tlipe aktariimis oldu.

izolasyonu gergeklestirilen plasmitin kalitesi ve miktari Nanodrop cihazi yardimiyla

Olclldu ve plazmit -20°C’de saklandi.

3.4. Plasmit DNA ve siRNA transfeksiyonlari

SATB2’nin asin ifadesinin saglanmasi igin klonlamis oldugumuz pcDNA3.1-SATB2

vektorinlin transfeksiyonu igin asagidaki protokol uygulanmigtir. Negatif kontrol olarak
pcDNAS3.1-Mock vektora kullanildi.

1.

3.

Petride kiiltire edilen A549 ve H1299 hiicre hatlari, konfluent olduklarinda tripsin
edilerek 6 kuyucuklu plaklara sirasiyla 1x10%/ml ve 7.5x10%ml hiicre olacak sekilde
ekildi ve bir gece %5 CO; ve %95 nem ve 37°C’de kosullarinda inkibe edildi.
inkiibasyonun ardindan transfeksiyon iglemi igin A tiipii (3 pg plasmit ve Opti-MEM
ile 125 pl tamamlandi) ve B tupu (5 pl Lipofectamine 2000 ve 120 pl Opti-MEM)
olacak sekilde iki adet tip hazirlandi.

A tipundeki plasmit-Opti-MEM Lipofectamine 2000-Opti-MEM karisimini iceren B
tipune aktarildi ve nazikge pipetaj yapildi ve 15-20 dakika oda 1sisinda inkibe
edildi.

inkiibasyon siiresi bitene kadar transfeksiyon icin ekilen hiicrelerin besiyerleri cekildi

ve yerine 1750 pl hacminde taze besiyeri ile eklendi.



5.

52

inkiibasyon siiresi biten transfeksiyon karisimi 6 kuyucuklu hiicrelerdeki besiyerine

nazikce ilave edildi.

SATB2, CTCF, SMAD2/3, SMAD4, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 ekspresyonlarinin gegici

baskilanmasi igin siRNA transfeksiyonu asagidaki protokol izlenerek gerceklestirildi. Negatif

kontrol olarak higcbir mMRNA hedef almayan siRNA kullanildi.

Petride klltire edilen A549 ve N417 hdcre hatlari, konfluent olduklarinda tripsin
edilerek 6 kuyucuklu plaklara sirasiyla 3x10%ml ve 1x10%ml hiicre olacak sekilde
ekildi ve bir gece %5 CO; ve %95 nem ve 37°C’de kosullarinda inkibe edildi.
inkiibasyonun ardindan transfeksiyon islemi icin A tiipi (10 yM ana stoktan 5
SiRNA ve 120 ul Opti-MEM) ve B tupt (5 pl Lipofectamine 2000 ve 120 pl Opti-MEM)
olacak sekilde iki adet tip hazirlandi.

A tUpindeki siRNA-Opti-MEM Lipofectamine 2000-Opti-MEM karisimini igeren B
tipune aktarildi ve nazikge pipetaj yapildi ve 15-20 dakika oda isisinda inklibe edildi.
inkiibasyon siiresi bitene kadar transfeksiyon icin ekilen hiicrelerin besiyerleri gekildi
ve yerine 1750 ul hacminde taze besiyeri ile eklendi.

inkiibasyon siiresi biten transfeksiyon karisimi 6 kuyucuklu plaklardaki hicrelerin

besiyerine nazikge ilave edildi.

3.5. Western Blot

3.5.1. Protein izolasyonu

Western blot calismalarimiz igin protein izolasyonu asagidaki protokol izlenerek

gerceklestirildi.

1.

3.

inkiibasyon siiresi biten hiicrelerin besiyerleri gektirildi ve 2 kere soguk Phosphate-
buffered saline (PBS) ile yikandi.

PBS'’i cektirilen hlcrelerin bulundugu plaklar buzun dstine alindi ve vakit
kaybetmeden daha énceden hazirlanmis 1x proteaz (Kat. No: 5871, Cell Signaling
Technology) inhibitér kokteyli iceren RIPA (Kat. No: 9806, Cell Signaling
Technology) tamponundan hiicrenin yogunluguna bagl olarak 200-250 ul hicrelerin
Uzerine eklendi.

RIPA tamponu eklenen hicreler 5-10 dakika buzun Ustiinde inklbe edildi.
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4. Son olarak %95 glgte ve 1 saniye dongu olacak sekilde ayarlanan sonikatdr cihazi
(Serie 2000.2, Bandelin Sonoplus) yardimiyla ile érnekler 30 saniye agik, 15 saniye
sonikasyon islemine tabi tutuldu.

5. Sonikasyon isleminin ardindan 6érnekler, 12.000 g’de 10 dk +4 °C’te santrif(ij edildi
ve slpernatant temiz bir tipe alinarak protein saflastirildi ve 6rnekler kullanilincaya
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.5.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Saflastirmis oldugumuz protein érneklerimizin miktarlari Bradford protein miktar tayini
yéntemi ile gergeklestirildi. 1/1000 sulandirilan 800 pul olacak sekilde hazirlanan érneklerden
ve BSA standartlar icin 25, 12.5, 5, 2.5 ve 1 ug/ml olacak sekilde sulandirilan 800 pl
hacminde BSA sollUsyonlarindan hazirlandi ve her birine 200 ul Bradford reaktifi (Kat.
No0:500-0006, BioRad) eklendi. Hazirlanan 6rnekler ve standartlar G¢ tekrarli olarak 96
kuyucuklu plaklara konuldu ve 595 nm dalga boyunda Glomax Multi Detection System

(Promega) cihazi kullanilarak absorbans degerleri tespit edildi.

3.5.3. SDS-PAGE i¢in jelin dokiilmesi, 6rneklerin yiritilmesi ve transferi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) igin jel dokimu igin gerekili
solusyonlarin hazirlanig sekilleri asagidaki gibi gerceklestirilmistir. Separating (Ayristirma)
ve Stacking (Yukleme) jellerin dékimu, yuratme ve transfer islemleri igin kullanilan
kimyasallarin oranlari ve miktarlari Tablo 3-1’te verilmigtir.

1. Separating (Ayristirma) Tamponu: 1,5 M Tris Base (pH: 8.8). Tris (Kat. No: TRS001,
BioShop) kimyasalindan 18.17 gr tartildi ve yaklasik 80 ml dH»O ile ¢ézuldu pH: 8.8’e
ayarlandi, dH>O ile 100 mle tamamlandi ve 0.8 pm’lik filtreden gecirelerek
kullanilincaya kadar +4 °C’te saklandi.

2. Stacking (Yukleme) Tamponu: 0,5 M Tris Base (pH: 6.8). Tris (Kat. No: TRS001,
BioShop) kimyasalindan 6.04 gr tartildi ve yaklasik 80 ml dH-O ile ¢ézuldu pH: 6.8’e
ayarlandi, dH,O ile 100 ml'e tamamlandi ve 0.8 pm’lik filtreden gecirelerek
kullanilincaya kadar +4 °C’te saklandi.

3. %210 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS): 10 gr SDS tartildi, 100 ml dH20O ile ¢bzuldi ve

0.8 um’lik filtreden gegirelerek kullanilincaya kadar +4 °C’'te saklandi.
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%10 Amonyum persilfat (APS): Her jel dokimu icin glnlik taze hazirlandi. 0.1 gr
APS (Kat. N0:1610700, BioRad) tartildi ve 1 ml dH,O ile ¢6zildiu ve kullanilincaya
kadar +4 °C 'de saklandi.

4X Yukleme tamponu: 900 pl Laemli Buffer (Kat.No: 1610747, BioRad), 100 ul -
merkaptoetanol (Kat. No0:805740, MerckMillipore)

Running (Yurtitme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.1 SDS): 3.03 gr Tris
Base, 14.26 gr Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop) ve 1 gr SDS (Kat. No: SDS001,
BioShop) tartildi ve dH>0 ile ¢6zuldU.

Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.05 SDS): 2.42 gr Tris Base,
11.41 gr Glisin ve 0.4 gr SDS tartildi ve dH20 ile ¢ézuldu. Ayri bir mezire 200 ml
metanol konuldu. Transfer iglemine kadar hem tampon hem de metonal 4°C’'de

sogutuldu. Transfer isleminden hemen énce tampon ve metanol karistirildi.

Tablo 3-1 Separating (Ayristirma) ve Stacking (YUkleme) jel formilasyonlari.

Separating (Ayristirma) Jeli Stacking (Yiikleme) Jeli
%10 %5

dH20 6.15 ml 3.05 mi
%30 Akrilamid/bis-akrilamid
(29:1, Kat. No: 16101586, 5 ml 850 pl
BioRad)
1.5 M Tris pH: 8.8 3.75 ml -
0.5 M Tris pH: 6.8 - 1.25 mi
%10 SDS 150 pl 50 pl
%10 Amonyum perstilfat 75 ul 25 ul
TEMED (Kat. N0:1610800,

) 7.5 ul 5ul
BioRad)
TOPLAM ~15 ml ~5 ml

Western blot ¢alismalarimiz her asamasi Mini-PROTEAN (BioRad) sistemi

kullanilarak gergeklestirildi. Jel dokimu igin sistemin kalin ve ince camlari 6nce saf su ile

yikanarak ve alkol ile silinerek temizlendi ve sistemin jel dokme aparatina duzgince

yerlestirildi. Oncelikle ayrigtirma jeli tablo 3-3'te verilen formilasyona gére hazirlandi.
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Temed kimyasali konulduktan sonra seri ve nazik sekilde mimkiin oldugunca kdplrtmeden
karistirildi ve kalin camin Ust kismindan 1 cm kalacak sekilde dokulda. Vakit kaybetmeden
Ustiine 1 ml izopropanol alkol dokuildu. Ayristirma jeli tamamen polimerize oldugunda
izopropanol kurutma kagidi yardimiyla alindi ve yukleme jeli tablo 3-3'te verilen
formllasyona goére hazirlanarak dokildi. Ardindan taraklar nazikgce vyerlestirildi ve
polimerize olmasi icin yaklasik 1 saat beklendi.

Dokulen ayrigtirma jeli polimerize olurken ornekler yuklemek i¢in hazirlandi. Daha
onceden konsantrasyonlarini tayin ettigimiz 6érneklerden 50 ug olacak sekilde alinarak steril
bir ependorfa aktarildi. Daha sonra 6rnek hacminin 1/3’G oraninda 4x yukleme tamponu
eklendi ve 95°C’de 5 dakika kaynatildi. Tamamen polimerize olmus olan SDS-PAGE jel
sistemin yuratme tankina alindi ve yuritme tamponu eklendi. Hazirlanan 6rnekler kuyulara
yuklendi ve 100 V’ta 90 dakika yarutaldd. Yartutme islemi ile ayrisan protein érnekleri, SDS-
PAGE jelden Polyvinylidene fluoride (PVDF, Kat. No: IPVH00010, Merck Millipore)
membrana daha 6énceden hazirlanan transfer tamponu icinde 4°C’te 90 mAmp’de 16 saat

suresince islak transfer yontemi ile transfer edildi.

3.5.4. immunoblotlama

PVDF membrana transfer olan protein érneklerimiz immunoblotlama igin ilgili primer
antikorla isaretlendi. Bunun igin, membran %5'lik kuru sut tozu (Kat. No: 170-6404, BioRad)
iceren 25 mM Tris pH:7.6, 34 mM NacCl (Kat. No: SODO001, BioShop), %1 Tween 20 (Kat.
N0:1706531, BioRad) TBS-T ¢ozeltisi icinde oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Daha sonra
membran ilgili primer antikorlar ile 1:1000 oraninda hazirlanan %5'lik sut tozu iceren TBS-T
soliisyonu ile 4°C’te 1 gece boyunca calkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi biten
membran oda isisinda TBS-T sollsyonu ile 10’ar dakika olacak sekilde 3 kez yikandi.
Yikama igleminin ardindan membran ilgili HRP (Horseradish Peroksidaz) bagl sekonder
antikor (Kat. No: 5450-0010, Seracare) ile 1:10000 oraninda hazirlanan %5'lik sut tozu
iceren TBS-T solisyonu ile oda isisinda 1 saat boyunca calkalanarak inkibe edildi.
inkiibasyon siiresi biten membran tekrar oda i1sisinda TBS-T soliisyonu ile 10’ar dakika
olacak sekilde 3 kez yikandi. Yikama islemleri sonunda Enhanced Chemiluminescence
(ECL Kat. No: WBLUF0500, Millipore) solusyonu kullanilarak kemiliminesans reaksiyonu
baslatildi ve spesifik protein bantlari Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences)

goruntuleme cihazi tarafindan fotograflandi.
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3.6. immunofloresans

Deney prosedirimiz geredi muamele edilerek inkiibasyon streleri biten hiicrelerin
besiyeri alinarak PBS ile yikandi. Ardindan hicreler %4 taze hazirlanmis formaldehit (Kat
no: 252549, Sigma) ile fikse edildi ve gecirgenligin saglanabilmesi igin %0,1 Triton X-100
(Kat no: 28314, Thermo Fisher Scientific) iceren PBS ile oda i1sisinda 5 dakika inktbe edildi.
inkiibasyon stiresi bitince Triton X-100 sollisyonu gektirildi ve 1:100 oraninda ilgili antikor,
%3 BSA (Kat no: sc-2323, Santa Cruz) ve %0,08 glisin iceren PBS igerisinde 4 °C’de 1 gece
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda, 1:300 oraninda Alexa Fluor-488-
kojuge anti-rabbit (Kat. No: A27034, Thermo Fisher Scientific) veya Alexa Fluor-555-kojuge
anti-rabbit (Kat. No: A27039, Thermo Fisher Scientific), %3 BSA ve %0,08 glisin iceren PBS
icerisinde 2 saat oda Isisinda inkibe edildi ve slrenin sonunda hlicre normalizasyonu igin
DAPI (Kat. No: D1306, Thermo Fisher Scientific) niklear floresans boya ekledi 5 dk. inkiibe
edildi. inkiibasyonun sonunda hiicreler floresans mikroskop (EVOS XL Core Cell Imaging
System) ile gérintilendi ve 40X blyutmede fotograflandi.

3.7. miRNA ve mRNA Ekspresyon Seviyelerinin Real-Time PCR ile Olgiimii

Hucreden miRNA igeren total RNA izolasyonu, miRNeasy Micro Kit (Kat. No:217084,
Qiagen) kiti kullanilarak gercgeklestirildi. miRNA igin cDNA reaksiyonlari miScript 1l RT Kit
(Kat. N0:218161, Qiagen), mRNAlar icin ise RT2 First Strand Kit (Kat. N0:330404, Qiagen)
kitleri kullanilarak gergeklestirildi. miRNA igin Real-Time QuantiTect SYBR Green PCR Kit
(Kat. N0:204143, Qiagen), mRNA’lar i¢in ise PCR RT? SYBR Green qPCR Mastermix (Kat.
N0:330500, Qiagen) kitleri kullaniimistir.

3.7.1. Total RNA izolasyonu

Tez calismasi boyunca miRNA izolasyonlari miRNeasy Micro Kit (Kat. No:217084,
Qiagen) ile asagida yazili protokole uyularak gergeklestirildi.

1. Hucrelerin besiyeri uzaklastirildi ve PBS yikandi.
2. 500 pl Qiazol Lysis Reagent ile hicreler pipetajlanarak toplandi ve steril bir

ependorfa aktarildi.
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3. Ornekler 30 saniye vortekslenerek homojenize edildi ve 2-3 dakika oda Isisinda
bekletildi.

4. Homojenize olan érneklere 125 ul kloroform eklendi, 20 saniye siddetli sekilde
vortekslendi ve 2-3 dakika oda isisinda bekletildi. Sonrasinda érnekler 15 dakika
4°C’de 12000 x g'de santrifljj edildi.

5. Akuaz faz, beyaz renkte ve orta kisimda bulunan DNA icerigine temas etmeden
pipet yardimiyla alinarak steril bir ependorfa alindi ve Uzerine alinabilen akuaz
hacmin 1.5 kati kadar %100’lUk etanol nazikge pipetaj yaparak eklendi.

6. Karisim vakit gegirmeden RNeasy MinElute spin kolon’a aktarildi ve 15 saniye oda
Isisinda 8000 x g’de santriflij edildi ve kolon yeni bir toplama tipene aktarildi.

7. Ardindan kolon sirasiyla 700 pyl RWT ve 500 yl RPE tamponlari eklenerek 15
saniye 8000 x g'de santriflj edildi (her yikama sonunda filtre yeni bir toplama
tupUne aktarildr).

8. Ardindan kolona 500 pl %80 etanol eklendi ve 2 dakika 8000 x g’de santrifijj ile
edildi.

9. Kolon, tekrar yeni bir toplama tlpune aktarilarak kurutulmasi icin 5 dakika
maksimum hizda santrifij edildi.

10. Son olarak kolon steril bir ependorf tlipe alindi ve kolonun tam ortasina denk
gelecek sekilde 14 yl nukleaz igermeyen dH,O eklenerek 1 dakika oda isisinda
inklbe edilidi ve ardindan 1 dakika oda i1sisinda 16000 x g’de santrifuij edildi. Total
RNA orneklerinin kalite ve miktarlari Nanodrop cihazi ile dl¢llerek kullanilincaya
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.7.2. cDNA sentez reaksiyonlari

3.7.2.1. miRNA icin cDNA sentezi

izole edilen total RNA érneklerindeki hsa-miR-657 (Kat. No: MS00010479), hsa-miR-
1200 (Kat. No: MS00042392), hsa-miR-1229 (Kat. No: MS00042378), hsa-miR-1234 (Kat.
No: MS00044555), hsa-miR-1243 (Kat. No: MS00014203), hsa-miR-3147 (Kat. No:
MS00020657), hsa-miR-4779 (Kat. No: MS00039165) ve Snord6l miRNA’larinin
ekspresyon seviyelerini Real-Time PCR ile tespit etmek igin miScript Il RT Kit (Kat.
N0:218161, Qiagen) kiti kullanilarak cDNA reaksiyonlari gerceklestirildi. Reaksiyon kosullari

ve bilesenlerin miktarlar Tablo 3-2’de verilmigtir.
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Tablo 3-2 miRNA igin cDNA reaksiyon kosullari ve formilasyonu.

Total RNA (1 pg olacak sekilde konuldu) X Ml

5x HiSpec Buffer 4 ul
10x Nucleics Mix 2 ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul
Nukleaz icermeyen su 20-(x+8) ul
TOPLAM 20 pl
Reaksiyon kosullari: 37°C’de 60 dakika ve 95°C’de 5 dakika

3.7.2.2. mRNA icin cDNA sentezi

izole edilen total RNA o&rneklerindeki SATB2, EGFR, Sitokeratin 7 (CK7) gen
ekspresyon seviyelerini Real-Time PCR ile tespit etmek igin RT? First Strand Kit (Kat.
N0:330404, Qiagen) kiti kullanilarak cDNA reaksiyonlari gerceklestirildi. Reaksiyon kosullari
ve bilesenlerin miktarlar Tablo 3-3’te verilmigtir.

Tablo 3-3 mRNA i¢in cDNA reaksiyon kosullari ve formulasyonu.

Total RNA (2 ug olacak sekilde konuldu) X Ml
Buffer GE 2 ul
Nukleaz icermeyen su 10-(x+2) ul
TOPLAM 10 pl
42°C’de 5 dakika ve buzda 1 dakika

RNA+Buffer GE+su karisimi 10 i
Control P2 1l
5x Buffer BC3 4 pl
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul
Nukleaz icermeyen su 3yl
TOPLAM 20 pl
Reaksiyon kosullari: 42°C’de 15 dakika ve 95°C’de 5 dakika
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3.7.3. Real-Time PCR

Calismamiz boyunca ilgili miRNA ve mRNA’larin ekspresyon seviyeleri Rotor-Gene
6000 (Corbett Life Science) cihazi kullanilarak gerceklestirilen Real Time PCR teknigi ile
tespit edildi.

3.7.3.1. miRNA ekspresyon seviyelerin real-time PCR ile dlgumu

MIR657, MIR1200, MIR1229, MIR1234, MIR1243, MIR3147, MIR4779 ve
normalizator olarak SNORD61 miRNA genlerinin ekspresyon seviyeleri QuantiTect SYBR
Green PCR Kit (Kat. N0:204143, Qiagen) kiti ile gerceklestirilen Real-Time PCR yontemi ile
gerceklestirildi. Real-Time PCR sartlari ve bilesenlerin miktarlari Tablo 3-4’te verilmistir.

Sonuglar 222€ametodu kullanilarak analiz edildi.

Tablo 3-4 miRNA i¢in Real-Time PCR sartlari ve bilesenlerin miktarlari.

cDNA (nikleaz icermeyen su ile 1/5 oraninda sulandirild) 2 ul
10x miScript Primer Assays 2 ul
10x Universal Primer 2 ul
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 pl
Nukleaz icermeyen su 4 ul
TOPLAM 20 pl
PCR sartlari: 95°C 15 dakika 1 déngu, (95°C 15 saniye, 55°C 30 saniye, 72°C 30
saniye) 40 dongu ve 55-90 °C arasi 0.1°C hassasiyette erime egrisi (melting curve)

3.7.3.2. mRNA ekspresyon seviyelerin real-time PCR ile olgimii

SATB2, EGFR, Sitokeratin 7 (CK7) ve normalizator olarak g-Aktin (ACTB) genlerinin
ekspresyon seviyeleri RT? SYBR Green gPCR Mastermix (Kat. No0:330500, Qiagen) Kkiti ile
gerceklestirilen Real-Time PCR yontemi ile gerceklestirildi. Real-Time PCR sartlan ve
bilesenlerin miktarlari Tablo 3-5te verilmistir. Sonuclar 2724¢9 metodu kullanilarak analiz
edildi. Ayrica tez calismasi boyunca kullanilan genlerin ekspresyon seviyelerinin tespiti igin

kullanilan primerlerin sekanslari Tablo 3-6'da verilmistir.
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Tablo 3-5 mRNA icin Real-Time PCR sartlari ve bilesenlerin miktarlari.

cDNA (nikleaz icermeyen sudan 91 ul eklenerek sulandirildi) 4 ul
Forward (ileri) primer (10 uM) 0.5 ul
Reverse (geri) primer (10 uM) 0.5 ul
10x RT? SYBR Green gPCR Mastermix 10 i
Nukleaz icermeyen su 5ul
TOPLAM 20 pl

PCR sartlari: 95°C’de 10 dakika 1 déngu, (95°C 15 saniye, 60°C 60 saniye) 40 déngu

ve 55-90 °C arasi 0.1°C hassasiyette erime egrisi (melting curve)

Tablo 3-5. Tez ¢alismasi boyunca kullanilan mMRNA Real-time PCR primerleri.

Real-time . .
] ) lleri primer Geri primer

primerleri

SATB2 5’-GCCCTGGGGTATTCTCACA-3’ 5-ACTGAGGGGGAGAGGGTTC-3

EGFR 5’-GGAGAGGAGAACTGCCAGAA-3’ 5-AGCAGTCACTGGGGGACTT-3’

CK7 5-AGATCGACAACATCAAGAACCA-3 5-CCGTGCCATATCCTGCTT-3'

ACTB 5’-GAAGGTGACAGCAGTCGGTT-3’ 5-ACGCATCTCATATTTGGAATGACTA-3’
3.8. ChIP-PCR

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) deneyi, ChIP-IT® Express Enzymatic Kit (Kat
no: 53009, ActiveMotif) kiti kullanilarak Uretici firmanin standartlarina ve protokoline
uyularak gerceklestirildi. A549 hucreleri 150x20mm boyutlarindaki 6 adet petriye 6’sar
milyon olacak sekilde ekildi. Istenilen sayiya ulasan hiicrelerin (15 milyon, daha énce
optimize edildi) besiyerleri gektirilerek yerine 20 ml serum icermeyen besiyeri konuldu ve
hucreler 1 saat TGF-B ile muamele edilmis (3 petri) ve edilmemis gruplara (3 petri) ayridi.
inkiibasyon siiresinin sonunda 20 ml besiyerine %37 formaldehit (Kat no: 252549, Sigma)
solusyonundan 540 ul eklendi 10 dakika muamele edilerek kromatin ve kromatine baglanan
transkripsiyon faktorleri arasinda ¢apraz baglar olusturuldu. Ardindan, formaldehit igeren
besiyeri gektirildi ve formaldehitin etkisini durdurmak i¢in 10 ml 1x glisin ilave edildi, petriler
hafifce sallanarak 5 dakika inkube edildi. Daha sonra besiyeri c¢ektirilerek petriler buzda

bekletildi ve 3 kez uygun hacimdeki soguk ve steril PBS ile hicreler yikandi. Proteaz inhibitor
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koktail iceren 1,25 ml (petri icin) PBS ile hicreler cell scraper yardimi ile kazindi ve hiicreler
steril bir eppendorfa aktarildi. Kitin lizis tamponu kullanilarak niklear ekstrakt izole edildi.
ChIP ydnteminde, yaklasik 200-1500 baz cifit (bp) arasinda kromatin parcalarina ihtiyac
duyuldugundan A549 hiicrelerinden elde edilen kromatin érnekleri kite gére enzimatik olarak
yukarida belirtilen (200-1500 bp) miktarda parcalanmasi icin optimize edildi. Optimizasyon
icin kromatin 6rnekleri 2.5, 5 ve 10 dakika zaman araliklarinda enzim ile muamele edildi.

Ornekler, RNaz A, Proteinaz K ile muamele edilip Fenol/Kloform (Kat. No: P2069, Sigma-

Aldrich) saflastiriimasinin ardindan %1’lik Agaroz Jel'de goéruntilendi (Sekil 3.6).

=
=

=
i
w;
~

§ dakika
10 dakika

bp

Sekil 3-6 Optimum DNA fragmentasyonu elde etmek icin 2.5, 5 ve 10 dakika enzim ile
muamele ederek gerceklestirilen agaroz jel analizi.

Elde edilen fragmentasyonda en uygun olan 10 dakika segilerek kalan kromatin
orneklerinin tamami i¢in bu slre enzimatik muamele yapildi. Elde ettigimiz DNA
fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile dogrulandiktan sonra, ChIP uyumlu SNAI1 ve
SMADA4 spesifik antikorlari kullanilarak, protokole gére magnetik boncuklar yardimiyla ilgili
transkripsiyon faktérinin baglandigi DNA fragmentleri ayristirildi. DNA fragmentleri, kitin
protokoliinde belirtildigi gibi Proteinaz K ile proteinlerden uzaklastirilip ChIP DNA Clean &
Concentrator (Kat no: D5205, Zymo Research) kiti ile saflastirildi. SNAI1 ve SMAD4’ln
SATB2 promotorunda baglandigi bdlgeleri tam olarak tespit edebilmek icin web tabanl
JASPAR (WEB_2 2019) programi kullanildi. Programda SNAI1 ve SMAD4 baglanma
boélgelerine ait ChIP-PCR primerleri NCBI Primer Blast (WEB_3 2019) kullanilarak tasarlandi
(Tablo 3-6). insan genomunda belirlenen bélge disinda baska hedefleri olmadigi saptanan

primerler segilerek IDT Oligo Analyzer (WEB_4 2019) yardimiyla primerlerin haripin yapilari
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ve dimerizasyon durumlari kontrol edildikten sonra sentezlettirildi. Saflastirdigimiz DNA

fragmentleri kullanilarak tasarladigimiz primerler ile Real Time-PCR gerceklestirildi.

Tablo 3-6 ChIP-PCR igin kullanilan primerler listesi

ChIP-PCR Primer Forward Primer Reverse Primer
SATB2 Snail 5-AGAGCGCCCACGAGGAT-3 5-CACCTGATGAAACGGCGCTC-3
Baglanma Bolgesi 1

SATB2 Snail 5-AATAACGATTGTAGCGCCCG-3 |5-ACCCCTTGAATACCCGCTTT-3’

Baglanma Bolgesi 2

SATB2 Smad4 5-GCCGCCCAGTGTAAGGTTG-3’ |5-CACGTGATAGACGTTCAGGC-3’

Baglanma Bolgesi

3.9. Mikrodizin analizi (Microarray)

SATB2'nin asiri ifade edildigi H1299 hicreleri ve SATB2’nin baskilandigi N417
hicrelerinden izole edilen total RNA orneklerin kalite ve miktarlari Nanodrop ile 6lgulda.
Orneklerin kalitelerinin istenilen degerlerde oldugu tespit edildikten sonra mikrodizin analizi
Macrogen Inc. (GuneyKore) firmasindan hizmet alimi seklinde gergeklestirildi. Mikroarray
analizi sonuglari heatmap ile goésterildi. Heatmap, web tabanli Morpheus programi
kullanilarak cizildi (WEB_5 2019).

3.10. invazyon deneyi

invazyon deneyi icin BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalar (Kat.
N0:354480, Corning) kullanilarak asagida yazil protokole uyularak gerceklestirildi.
1. -20 °C’de saklanan invazyon kuyucuklari ¢ikartildi ve 1 saat oda isisinda bekletildi.
2. Serum igermeyen besiyeri su banyosuna konularak 37 °C’e gelmesi saglandi ve
Isinan invazyon kuyucuklarin alt ve ust bolmelerine 500 pl besiyeri eklenerek 2 saat
%5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de kosullarinda inkuibe edildi.
3. Inkubasyon siiresi bitmeden énce hiicreler tripsinizasyon igleminden sonra sayilarak
serum igermeyen besiyerinde 5x10* hicre/ml konsantrasyonunda olacak sekilde

ayarlandi.
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4. invazyon kuyucuklarinin alt bélimiine kemoatraktant olarak %10 serum igeren
besiyerinden 750 ul eklendi.

5. 5x10* hiicre/ml konsantrasyonunda hazirlanan hiicreler, glizelce pipetaj yapilarak
her bir invazyon kuyucugunun ust bélmesine 500 pl olacak sekilde ekildi ve 22 saat
%5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de kosullarinda inkuibe edildi.

6. inkubasyon siresi bittiginde invazyon kuyucuklarinin st béliminde kalan invaziv
olmayan hdcreler pamuklu ¢gubukla dikkatli bir sekilde temizlendi.

7. Ardindan invaziv hlcrelerin fiksasyonu igin invazyon kuyucuklari dnceden
sogutulmus %100 metanol igine aktarilarak 10 dakika buzdolabinda inkibe edildi ve
seri sekilde kuyucuklar Toludine blue (%1) boya solisyonunda 10 dakika bekletilerek
hicrelerin boyanmasi saglandi.

8. Son olarak kuyucuklar glzelce yikanarak boyanin fazlasi temizlendi ve invaziv

hicreler 1g1k mikroskobu altinda x20 blyutmede fotograflanarak sayildi.

3.11. Biyoinformatik araglarin kullanimi

KHDAK ve KHAK hicre hatlarindaki TGF-B sinyal yolagindaki molekdillerin
ekspresyon profilleri, web tabanli Morpheus programindaki “Cancer Dependency Map”
datasetinden elde edilen verilerle tespit edilerek heatmap haritalama yontemi ile gosterildi
(WEB_5 2019). Ayrica KHDAK ve KHAK hucre gruplari arasindaki gen ekspresyon
farkliliklarin istatiksel olarak anlamliliklar Student’s t-test kullanilarak tespit edildi. Ayrica
tum akciger kanser hicre hatlarindaki SATB2 gen ekspresyon seviyelerinin EGFR, CK7,
NCAM1 ve ENO2 gen eskpresyon seviyeleri arasindaki iliskiler, GraphPad Prism 7
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) programi kullanilarak gergeklestirilen regresyon
analizi ile tespit edildi. istatistiksel analizleri de GraphPad Prism 7 ile gerceklestirildi. Akciger
kanser hicre hatlarindaki SATB2, EGFR, CK7, NCAM1 ve ENO2 gen eskpresyon seviyeleri
web tabanli Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) programi ile tespit edildi (WEB_6 2019).

3.12. istatistiksel Analiz

Calisma boyunca gerceklestiriien Real-Time PCR, ChIP-PCR ve invazyon
sonuglarinin istatistiksel olarak anlamliliklari, IBM-SPSS 23.0 kullanarak Student’s t-test
yontemi ile analiz edildi. p<0.05 degerine sahip sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi. Sonuglarin ortalama degerleri + standart sapmalari belirtilerek gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. TGF-B indiiklii EMT siirecinin SATB2 ekspresyonuna etkisi

Oncelikle, TGF-B ile gesitli KHDAK hiicre hatlarinda (A549, H1299, PC3, 11-18, Hcc78
ve Hcc193) EMT surecinin induklenip, indiklenmedigini tespit etmek icin amaglandi ve
hiicreler TGF-B ile 24 saat siresince kiiltire edildi. indiiklenmenin basarili olmasi, EMT
surecinin en onemli belirteci olan E-kaderin ekspresyon seviyesinin baskilanmasi
baskilanmamasina gore degerlendirildi. TGF-B, A549 ve H1299 gibi KHDAK hicre
hatlarinda E-kaderin ifadesini basarili bir sekilde baskilayarak EMT sirecini indUklerken,
PC3, 1I-18, Hcc78 ve Hcc193 KHDAK hucre hatlarinda E-kaderin ekspresyonunu
baskilayamadigi ve dolayisiyla bu hicrelerde EMT stirecini indiklemede basarisiz oldugu
tespit edildi (Sekil 4.1).

A549 H1299 MG-63  MDA-MB-231
TGF-p - + . + - + - +
SATB2 | s = ! . - “‘

1 0,58 1 0,37 1 0,28

E-cadherin [SHINER o | (e— — ‘- -
1 0,17 1 1 0,39
PC3 -1 Hcc78 Hcc193
TGF- - + -

SATB2

+ - + - +
1 1.09 1 0,98 1 1,09 1 0.89

1 1,19 1 103 1 101 1 1.09

GAPDH ‘* 52

Sekil 4-1 TGF-B ile 24 saat inkUibe edilen A549, H1299, PC3, 11-18, Hcc78, Heecl93, MDA-
MB-231 ve MG-63 hucre hatlarindaki E-kaderin ve SATB2 ekspresyonlarindaki degisimlerin
Western blot analizi ile tespit edilmesi.
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Daha sonra SATB2'nin bu hicrelerdeki ekpresyon durumunu degerlendirildi. EMT
surecinin induklendigi A549 ve H1299 hiicre hatlarinda SATB2 ifadesi azalirken, PC3, 11-18,
Hcc78 ve Hee193 hicre hatlarin SATB2 ifadesinde herhangi bir degisim gézlenmedi (Sekil
4.1). Bu sonuglar dogrultusunda SATB2 ifadesindeki baskilanmanin TGF-B ile indiklenen
EMT icin 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini ve yine SATB2'nin bu slrecte
dizenleyici bir role sahip olabilecegini disindik. Bu sonuglarin sadece akciger kanserine
spesifik olup olmadigini da aydinlatmak istedik. Bunun i¢cin TGF- uyarimina cevap veren
hicreler olarak bilinen MDA-MB-231 (meme kanseri) ve MG63 (ostesarkoma) kanser hiicre
hatlarini da TGF- ile uyardik. TGF-’nin her iki hiicre hattinda da EMT sirecini basaril bir
sekilde indUkledigini ve SATB2 ifadesinin baskilayabildigini gérdik (Sekil 4.1). Bu sonuglar,
SATB2 ifadesi ile TGF-B indUkli EMT sireci arasindaki iligkinin, akciger kanser turtne

spesifik olmadigi tum kanser tlrleri icin ortak bir mekanizma oldugunu gostermistir.

4.2. SATB2’nin EMT surecinin belirtegleri tizerindeki etkisi

KHDAK’de TGF-B indikli EMT sirecinin konu oldugu arastirmalarda sikg¢a kullanilan
A549 hiicre hatti, calismamiz icin model hicre olarak segildi. SATB2'nin TGF- induklu
EMT’de dlzenleyici bir role sahip olup olmadigini belirlemek istedik. Bunun igin, SATB2
ifadesinin baskilandidi ve asiri ifade edilen A549 hucrelerini TGF-3 uyararak EMT surecini
indUkleyerek cesitli epitelyal ve mezenkimal belirteglerin ekspresyon seviyelerindeki
degisimleri belirledik. Oncelikle SATB2 ifadesi baskilanan A549 hiicrelerde, TGF-B
uyarimina gerek kalmaksizin E-kaderin, Occludin ve Claudin-1 gibi epitelyal belirteglerin
ifadesi baskilandidi, N-kaderin ve Fibronektin gibi mezenkimal belirteglerin ifadesinin ise
arttigr gozlendi (Sekil 4-2 ve Sekil 4-3).

TGF-B induklli E-kaderin ve Occludin gibi epitelyal belirteclerin baskilanmasi SATB2
susturulan hucrelerde daha kuvvetli sekilde gerceklestigi tespit edildi (Sekil 4-2 ve Sekil 4-
3). Bununla birlikte, N-kaderin ve Fibronektin gibi TGF-B ile ekspresyonlari artan
mezenkimal belirteglerdeki bu artiglarin SATB2 baskilanan hlicre gruplarinda daha fazla
oldugu goruldiu (Sekil 4-2 ve Sekil 4-3). TGF-B indukli Claudin-1 baskilanmasinda SATB2
ekspresyon seviyesinin bir 6nemi olmadidi da gézlendi. Ancak enteresan bir sekilde TGF-3
indukll EMT surecinde baskilanmasini bekledigimiz Zo-1 protein seviyesinin hem SATB2
ifadesinin baskilandidi hicrelerde hem de TGF-( ile uyarilan hiicrelerde arttigi gézlendi.
Ayrica SATB2'nin baskilandigi hiicrelerde, TGF-B tarafindan indtklenen Zo-1 artisinin daha
kuvvetli oldugu tespit edildi (Sekil 4-2 ve Sekil 4-3).
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SATB2 siRNA
TGF-g

SATB2

E-cadherin

N-cadherin

Fibronectin

....+.

Zo-1

Occludin

Claudin-1

] (]

Sekil 4-2 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya ediimemis A549 hucrelerindeki TGF-3
uyariminin EMT sureci Uzerine etkisinin immunofloresans boyama analizi ile gésteriimesi.
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SATB2 siRNA - + - +
TGF-B - +

SATB2 P -
E-cadherin m - -

N-cadherin [S S “ “

1 1,89 2,73 3.1

Fibronectin |guees GEun @ =S
1 131136 1,58

Z0-1 (‘e  w—— e D

Occludin | " wow

1 0,34 0,3 0,21
Claudin-1 | Wil S
1 0,82 0,19 0,2

GAPDH M

Sekil 4-3 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya ediimemis A549 hicrelerindeki TGF-3
uyariminin EMT sureci Uzerine etkisinin Western blot analizi ile gosterilmesi.

Tez ¢alismamizin bu béliminde “TGF-B uyariminin EMT slrecini kuvvetli bir sekilde
indUkledigi A549 hicrelerinde SATB2'nin asiri ifadesi, bu indiksiyonu engelleyebilir mi veya
hafifletebilir mi?” sorusuna yanit bulmaya calistik. Sekil 4-4 ve Sekil 4-5’te goruldugu Uzere,
SATBZ2'nin asin ifadesi, TGF-f ile induklenen ve indiklenmeyen A549 hicrelerindeki E-
kaderin ekspresyonunu artirdidi saptandi. Bununla birlikte SATB2’i asin ifade A549
hicrelerindeki TGF-B indukli E-kaderin downregulasyon siddetinin, sadece TGF-B ile
uyarilan hucrelere kiyasla daha az oldugu goézlendi (Sekil 4-4 ve Sekil 4-5). SATB2 asin
ifade edilmis A549 hicrelerinde Occludin ve Claudin-1 gibi epitelyal belirteclerin ekspresyon
seviyelerinin arttigr goruldi. Ancak, SATB2 agiri ifadesinin TGF-B indikli Occludin ve
Claudin-1 inhibisyonlarina etki edemedigi tespit edildi (Sekil 4-4 ve Sekil 4-5). Diger taraftan
SATB2'nin asin ifade edildigi hucrelerde, N-kaderin ve Fibronektin gibi mezenkimal
belirteclerin ekspresyon seviyelerinde bir dedisim gbézlenmedi. SATB2’nin overeksprese
edildigi hicrelerde Zo-1 ekspresyon seviyesinin anlamh bir sekilde azaldigi tespit edildi.
Ancak, SATB2 overekspresyonun TGF-B indUkli Zo-1 artisina etki edemedidi gozlendi.
(Sekil 4-4 ve Sekil 4-5).
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pcDNA3.1-SATB2 - +
TGF-B - .

SATB2

E-cadherin

N-cadherin

Fibronectin

Zo-1

Occludin

Claudin-1

.......4-l

Sekil 4-4 pcDNA3.1-SATB2 vektori transfekte edilmis veya edilmemis A549 hiicrelerindeki
TGF-B uyariminin EMT slreci Uzerine etkisinin immunofloresans boyama analizi ile
gOsterilmesi.
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pcDNA3.1-SATB2 - + - +
TGF- -

SATB2 b— Q —j’
E-cadherin )-—— -

0,43
N-cadherin | - ‘ -
1 1,11 2,25 2,68
1 1,02 1,43 1,55
Zo-1 | e - —
,78 2,91 2,2

d“-u

Claudin-1 -. -

Occludin

1 1,79 0,38 3,06

GAPDH M

Sekil 4-5 pcDNA3.1-SATB2 vektori transfekte edilmis veya edilmemis A549 hiicrelerindeki
TGF-B uyariminin EMT stuireci Gzerine etkisinin Western blot analizi ile gosterilmesi.

4.3. SATB2’nin EMT siireci uizerindeki etkisinin molekiiler temelinin tespiti

TGF-B ile induklenen EMT sureci, epitelyal genlerin baskilanmasini ve mezenkimal
genlerin de induksiyonunu gergeklestiren transkripsiyon faktorler (EMT-TF) aracihgiyla
yonetilir. Bu nedenle SATB2'nin, SMAD transkripsiyon faktorlerinin olusturdugu TGF-B’nin
kanonikal sinyal yolagininin yanisira SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT-TF’lerin
regulasyonlari Gzerindeki etkilerini tespit etmeyi amagladik. SATB2’nin baskilanmasi ve agiri
ifadesi SMAD yolaginin aktifliginin belirteci olan p-SMADZ2/3 seviyesi Uzerinde herhangi bir
etkiye sahip olmadigi goruldu. Benzer sekilde TGF-B’nin kanonikal sinyal yolagininin diger
bir faktord olan SMAD4 ekspresyon seviyesinin de SATB2 ifadesindeki degisimlerden
etkilenmedigi saptandi (Sekil 4-6).

Diger taraftan EMT surecini yoneten SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon
faktorlerinin SATB2 ile iligkisi arastirildi. Hem SATB2’nin baskilandigi hem de asin ifade
edildigi hicre gruplarina bakildiginda, SATB2'nin 6zellikle SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon
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faktorleri Gzerindeki negatif bir regllator olarak davrandigini tespit ettik (Sekil 4-6). Ayrica,
SATB2 asin ifadesinin TGF-B indikli SNAI2 ve ZEB1 ekspresyonlarindaki artisi inhibe
ettigi, SATB2 downregulasyonunun ise TGF-f indukli SNAI2 ve ZEB1 indiksiyonunu
artirdigi tespit edildi (Sekil 4-6). Diger taraftan, SATB2’nin upregtile/downregile edilmis ve
TGF-B ile uyariimamis hicrelerin SNAIL ekspresyonunda herhangi bir degisim gézlenmedi.
Ancak, ilgin¢g bir sekilde TGF-B indukli SNAI1 ekspresyon artisinda, SATB2 varliginin
gerekli oldugu sonucuna vardik (Sekil 4-6).

SATB2 siRNA - + - +  pcDNA3.1-SATB2 - + . +
TGF-§ - - + + TGF-p - - + +
SNAIY [ — — SNAI1 [ acﬂ

1 :1 412- : :1787 1,27 1 1,03 5,9 5,72
SNAI2 | s g - ” SNAI2 —
1 1.75 1,88 2,18 - 1 1,06 4,47 2,69
ZEB1 |- —— q ZEB1 [ e o
1 20 1,67 2,64 1 0,74 2,44 1,16
P-SMAD2/3 | s SIS SN p-SMAD2/3
1 1,09 4,85 4,67 1 1,01 6,91 7,46
— - - ——— e m— -
SMAD2 | SMAD2
SMAD3 [ -I SMAD3 | - S —
1 1,18 0,82 1,1 1 1,06 1,03 1,17

GAPDH M GAPDH M

Sekil 4-6 SATB2'nin TGF-B’nin kanonikal sinyal yolagi ve EMT-TF’ler Uzerindeki olasi
duzenleyici etkilerinin Western blot analizi ile gésterilmesi.

4.4, SATB2’nin TGF-B ile indiiklenen KHDAK hiicre invazyonu uzerindeki etkisi

SATB2'nin TGF-B ile indiklenen EMT sulrecindeki rolinl tespit ettikten sonra, hicre
invazyonlari Gzerindeki rolinu belirlemeyi amagladik. EMT surecinin induklendidi kanser
hicrelerinin  invazyon kapasiteleri, indiksiyonunu siddeti ile dogru orantili olarak
artmaktadir. SATB2 ifadesinin baskilanmasi, TGF-B uyarimina gerek kalmaksizin EMT
surecini induklemekte basarili olmus ve TGF-B’'nin EMT indUkleyici etkisini de artirmisti. Bu

sonuglar ile paralel olarak, SATB2 ifadesinin baskilanmasinin A549 hiicre invazyonunu
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arttirdigi tespit edildi. Ayrica, TGF-B’'nin invazyon indulkleyici etkisinin, SATB2 ifadesinin

baskilanmasi ile anlamh dl¢lide arttigi da saptandi (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis A549 hucrelerinde TGF-3
uyariminin hdcre invazyonu tzerindeki etkisi. *P <0.05.

Bununla birlikte, SATB2 ekspresyonunun baskilandigi A549 hiicrelerinde, SATB2
ekspresyonunun asiri ifade olmasi TGF-f3 ile indiklenen EMT indiksiyonunun siddetini
azaltmisti (Sekil 4-4 ve Sekil 4-5). SATB2’nin overeksprese edildigi A549 hcrelerinin
invazyon kapasitelerinde bir inhibisyon gézlense de istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(Sekil 4.18). Ancak, A549 hucrelerinin TGF-B ile indiklenen invazyon kapasitesindeki artigin
SATB2 overkspresyonu ile anlamli bir sekilde azaldigi g6zlendi (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8 pcDNA3.1-SATB2 transfekte edilmis veya edilmemis A549 hicrelerinde TGF-8
uyariminin hicre invazyonu Uzerindeki etkisi. *P <0.05.

4.5. TGF-B induikli SATB2 baskilanmasinin olasi molekiiler mekanizmasinin tespiti

SATB2’nin TGF-f tarafindan indiklenen EMT surecindeki roliinl tespit ettikten sonra,
“SATB2 ekspresyonu TGF-f tarafindan nasil diizenleniyor?” sorusuna cevap aradik. TGF-
B sinyal vyolaginin EMT-TF’lerin ekspresyon seviyelerini transkripsiyonel olarak
dizenledikleri bilgisinden yola ¢ikarak, SATB2 ekspresyonunu da transkripsiyonel olarak
reglle edebilecegini distindik. Biyoenformatik analizlerimizde SATB2 promotor bélgesinde
E-box, CTCF ve SMAD4 baglanma motifleri oldugunu tespit ettik (Tablo 4-1).
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Tablo 4-1 SATB2 promotorunda baglanma bélgesi bulunan transkripsiyon faktorlerinin
Transfac (Biobase) analiz sonuglari.

Mptriks Faktor | Sinflandirma Baglanma Motifi Kategori BolgelsnanJ
Matrix complied from
VSEBOX_Qé_01 Ebox BHLH NCACVTGNYN individual genomic 2.20
sites
Matrix compiled from
VSSMAD4_Q6_01 | Smads SMAD GNSRKBCAGMCANCY individual genomic 3.00
sites
VSCTCF_01 CTCF ZFC2H2 NBNRCCWSNAGRKGGMRSNV ChiP-on-chip 2.00

Analizlerimiz sonucunda, TGF-B yolaginda 6nemli gorevleri olan transkripsiyonel
faktorlerden SMAD4, CTCF, SNAIL1, SNAI2 ve ZEB1'nin, SATB2 ekspresyonu uzerindeki
etkilerini tespit etmeyi amagcladik. Bu amag¢ dogrultusunda, SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2
ve ZEB1 transkripsiyon faktorlerini hedef alan siRNA’larla A549 hicrelerini transfekte ettik.
Oncelikle tek tek bu siRNA’larin hedeflerini baskilamaktaki basarisini analiz ettik ve tim

hedeflerin basariyla susturulmus oldugunu gorduk (Sekil 4-9).

Kontrol siRNA SMAD4 siRNA CTCF siRNA SNAI1 siRNA SNAI2 siRNA ZEB1 siRNA

TGF-p -
SMAD4 B — G ------ﬁ
0,12 0,17 0,7 0,71 0,7
CTCF----— — -----ﬁ
1,09 0,24 0,19 0,83 0,9 0,93
SNAI -- - - -— - -#
5,19 0,6 1,86 0,19 ,94 0,64
”—-’: - e -|
1 3,03 0,71 1,53 0,73 3,18 0,82 3,65 0,13 0,68 0,75 1,84

ZEB1 |muws S SRR SRR SRR SRR R SRR e —

1 1,92 1,03 1,76 1,38 2,02 1,73 2,16 1,24 1,93 0,46 0,53

GAPDH _—.—.ﬁ—d

Sekil 4-9 SMAD4, CTCF, SNAIL, SNAI2 ve ZEB1 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis
A549 hicrelerinde TGF-B uyariminin SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 ifadeleri
Uzerindeki etkisinin Western blot analizi ile gdsterimi.
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Daha sonra, 6zellikle TGF-f ile indiklenen SATB2 baskilanmasinin siddetini kismen
veya tamamen inhibe eden molekilli veya molekdilleri tespit etme yolunu izledik. Tekrarli
western blot analizlerimiz sonucunda, TGF-B ile indiklenen SATB2 baskilanmasindan
SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin sorumlu oldugunu tespit ettik (Sekil 4-10). Bu
sonuglar ile SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktérlerinin, SATB2 ifadesinin dogrudan
promotor bolgesine baglanarak ekspresyonunda transkripsiyonel dizenleyiciler olarak rol

oynayabilecegini hipotez ettik ve daha ileri analizler i¢in bu iki transkripsiyon faktérd ile yola

devam edildi.
Kontrol siRNA SMAD4 siRNA CTCF siRNA
TGF-B - + - +
o i -- S —
1 0,47
SNAI1 siRNA SNAI2 siRNA ZEB1 siRNA
TGF-B - + - + - +

1 0.36 1 0,29

1 0,87

Sekil 4-10 SMAD4, CTCF, SNAIL, SNAI2 ve ZEB1 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis
A549 hucrelerinde TGF- uyariminin SATB2 ifadesi Uzerindeki etkisinin Western blot analizi
ile gosterimi.

4.6. SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin SATB2 ekspresyonu lizerindeki

etkilerinin ChIP-PCR analizi ile teyit edilmesi

SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin SATB2 geninin promotor bdlgesindeki
baglanma bdlgelerini JASPAR kullanarak analiz ettik ve yuksek skorda baglanma gosteren
bdlgeleri belirledik (Sekil 4.20). Tahmini olarak belirledigimiz bu bdlgelere SNAI1 ve SMAD4
transkripsiyon faktorlerinin  baglanip baglanmadigini tespit edebilmek icin ChIP-PCR
deneyleri gerceklestirdik. Bunun icin TGF-f’'nin 1 saat uygulandigi hucreler ve
uygulanmadigi A549 hicrelerinden elde edilen kromatin 6érneklerini, SNAI1 ve SMAD4

antikorlari kullanarak kromozom immunpresipitasyon gergeklestirildi.
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Snail BB 1 Snail BB 2 Smad BB
— — —_—
E-BOX E-BOX SBE ATG
— -— -—
972 -620 AR
SATB2 Promotor

Sekil 4-11 SATB2 promotor bdlgesi tzerindeki SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin
baglanma bdlgelerinin sematik olarak gosterimi.

Presipitasyon sonucunda elde edilen DNA 6rneklerini ayri ayri SNAI1 ve SMAD4
bolgeleri icin tasarladigimiz primerleri kullanarak qRT-PCR analizlerini gergeklestirdik
(Tablo 3-6). SNAI1 antikoru presipite ettigimiz ChIP DNA ornekleri ve Snail baglanma
bolgesini hedef alan primerler kullanarak gergeklestirdigimiz gPCR yontemi aracihidiyla her
iki baglanma bdlgesininde, TGF-f ile muamele edilen 6rneklerde kontrole oranla yaklasik 3
katlik bir artis oldugunu tespit ettik (Sekil 4.21). Ayni sekilde SMADA4 antikoru presipite edilen
ChIP DNA orneklerinin Smad4 baglanma bolgesini hedef alan primer ile yapilan analizlerde
de TGF- uygulanan érnekte kontrole oranla yaklasik olarak 5 katlik bir artis saptadik (Sekil
4.21).

w

Folds of enrichment
SNAI1/Input
N

-h

0 J -
Snail BB1 Snail BB2
@Kontrol BTGFB

3]
L

SMAD4/Input
w b

Folds of enrichment
N

-
"

Smad BB

(=]

@Kontrol OTGFB

Sekil 4-12 SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin  SATB2 promotoruna
baglanmasinin ChIP-PCR ydntemi ile tespit edilmesi.
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4.7. Kiiguik hiicreli akciger karsinomasinda (KHAK) TGF-B sinyal yolagi ve SATB2

arasindaki iligkinin belirlenmesi

Calismamiz boyunca elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda SNAI1 ve SMADA4
transkripsiyon faktorlerinin TGF-B ile indiklenen SATB2 baskilanmasindan dogrudan
sorumlu oldugu ve TGF-B sinyal yolaginin aktivasyonu ile SATB2 ekspresyon seviyesi
arasinda ters bir korelasyonun varligini gosterildi. Bu kapsamda TGF-B sinyal yolaginin
inaktif oldugu literattirdeki birgok calisma ile bilinen akciger kanserinin diger histolojik alt
grubunu temsil eden Kugik hicreli akciger karsinomasi (KHAK) calismamiza dahil edildi
(Murai vd. 2015). Boylece SATB2’nin akciger kanser patogenezindeki rolini tum yonleriyle
aydinlatmayi amagladik. Oncelikle, KHDAK ve KHAK hiicre dizilerinin TGF-B uyarimina
kargl cevaplarini test ettik. TGF-f’nin, KHDAK hticre hatlarinda (A549, H1703 ve H1299) p-
SMADZ2/3 seviyesini artirarak bu yolagi aktive etmesine karsin, H82 ve H209 gibi KHAK
hicre hatlarinda ise yolagi aktive edemedigi gdzlendi. Ancak, N417 hlcre hattinda dusuk
seviyede bir aktivasyonun gerceklestigi saptandi (Sekil 4-13). Bu baglamda, TGF-
uyarimina kismi olarak yanit verebilmesi ve adherent ¢ogalabilmesi gibi diger KHAK hicre
hatlarindan farkli karakterlere sahip olmasi agisindan, calismamizda KHAK hiicre modeli

olarak N417 htcre dizisinin kullaniimasi uygun bulundu.

82 H209 N417

TGF- - + - + - +
P-SMad2/3| s S W — ~|

1 1,01 1 1,15 1 2,76
Smadzb —— — - —
H1703

Smad3
H1299 A549
TGF-B - + - + - +
p-Smad2/3
1
—— T T 7 T T
Smad3

Sekil 4-13 TGF-B ile 2 saat slresince inklbe edilmis A549, H1703, H1299, H82, H209 ve
N417 hicre hatlarindaki p-Smad2/3 ve Smad2/3 seviyelerinin Western blot ile belirlenmesi.
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N417 hicrelerinde TGF-B uyarimina karsi gdzlenen kismi cevabin, SATB2
ekspresyonu Uzerindeki etkisini inceledik. Bu baglamda, TGF-f ile uyarilan N417
hicrelerinde SATB2 ekspresyonun basarili bir sekilde baskilandigini saptadik (Sekil 4-14).
Ayrica, KHDAK hiicrelerinde TGF-B aracili SATB2 baskilanmadan sorumlu oldugunu tespit
ettigimiz SNAIL ve SMAD transkripsiyon faktorlerinin susturuldugu N417 hiicrelerinde, TGF-
B indUkli SATB2 baskilanmasinin anlamh sekilde inhibe oldugu goézlendi (Sekil 4-14). Bu
sonuglar ile KHDAK hucrelerindeki TGF-B yolaginin aktivasyonu ve SATB2 ekspresyonu

arasindaki iligkinin KHAK hucrelerinde de korundugunu gosterildi.

2.0 Kontrol siRNA SMAD2/3 siRNA SMAD4 siRNA SNAI1 siRNA

ATy

1.5

Kontrol oranla ekspresyon degigimi

0.0-
TGF-p - + - + - + - +

Sekil 4-14 SMAD2/3, SMAD4, SNAI1 ve Kontrol siRNA ile transfekte edilmis N417
hicresinin TGF- ile 24 saat slre inklibasyonu sonucunda SATB2 ekspresyon degisimlerin
gPCR yontemi ile tespit edilmesi. *P <0.05.

4.8. KHAK ve KHDAK hiicrelerinin SATB2 profilleri

“MORPHEUS” adli biyoenformatik yazilim programinda 500’den fazla hiicre hatlarinin
gen ekspresyon profillerinin yer aldigi “depmap” platformu kullanilarak KHDAK ve KHAK
akciger kanser alt gruplarindaki TGF- sinyal yolaginda fonksiyon gdsteren kilit molekullerin
SATB?2 ile iligkisini heatmap yontemiyle arastirdik. Sekil 4-15'te goruldigu Uzere, TGF-B
sinyal yolaginin aktivasyonu igin kritik olan TGFBR2 ve SMAD3 ekspresyonlarinin KHAK
hiicrelerinde downregtile oldugu, SATB2’nin ise upregtile oldugu tespit edildi (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15 TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD7 ve SATB2'nin, KHDAK ve KHAK akciger kanser alt

gruplarindaki ekspresyonlarinin heatmap ile profillendirillenmesi.
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Sekil 4-15'te goérulen biyoenformatik programindan elde etmis oldugumuz verileri,
cesitli KHDAK ve KHAK hicre hatlarindaki SATB2 ekspresyon seviyelerini karsilastirarak
teyit etmeyi amagcladik. Bunun icin normal kdltir sartlarinda proteinleri izole edilmis cesitli
KHDAK ve KHAK hiicre hatlarindaki SATB2 protein seviyelerini tespit ettik ve bekledigimiz
Uzere TGF-B yoladi aktif olmayan KHAK hiicre dizilerindeki SATB2 ekspresyonunun,
KHDAK hcre dizilerindekine gére daha ylksek oldugunu gorduk (Sekil 4-16).

KHDAK KHAK
) &) \2) N
N & & S S Si 3 ol S
NSO Q q & & & 3
SATE [M— — -— b o>
5,62 1 2,51 3,19 1,84 1,62 7,83 8,15 8,59

GAPDH b.— — .‘

Sekil 4-16 Normal kultar sartlarindaki KHDAK hucre hatlarindaki (H1299, A549, H1703,
H1975, PC-9 ve H1650) ve KHAK (H82, H209 ve N417) hiicre hatlarindaki SATB2 protein
seviyelerinin Western blot analizi ile tespit edilmesi.

4.9. SATB2’nin KHDAK hucrelerinin KHAK-benzeri noroendokrin farklilagmalarindaki

olasi diizenleyici roliiniin tespiti

Noéroendokrin timarler, akciger kanserlerinin yaklasik olarak %20’sini olusturmakta ve
bunun da buylk bir gcogunlugunu KHAK alt grubu temsil etmektedir (van Meerbeeck vd.
2011). Noéroendokrin fenotip sergilemesinden dolayr KHAK’nin histopatoloji tanilarinda
cesitli ndéroendokrin belirtegleri kullaniimaktadir. SATB2 proteininin ise g¢esitli ndron
hicrelerinin farkhlagsmasini dizenleyerek néronal hicrelerin fizyolojisinde énemli bir role
sahip oldugu bilinmektedir (Gyorgy vd. 2008). Ayrica yakin zamanda yapilan ¢aligmalarla
KHDAK hastalarinda uygulanan kanser terapisine kargi gelisen farkli bir direng
mekanizmasinin varligi rapor edildi. Bu mekanizmanin da KHDAK hicrelerinin farklilasarak
KHAK-benzeri noroendokrin hucre Ozelliklerinin kazanmasiyla iligkili oldugu belirtiimistir
(Yuan vd. 2019). Bu kapsamda KHAK hucre dizilerinde ve KHDAK alt grubuna bagl
noroendokrin hicre karakteri sergileyen buyuk hucreli akciger karsinomu kategorisinde olan
H1299 hiicre dizisinde SATB2 ekspresyonunun agiri ifade edilmesi, néroendokrin timorlerin
gelisimlerinde ve KHDAK hicrelerinin néroendokrin farklilagsmalarinda SATB2’nin énemli bir

role sahip olabilecegini hipotez ettik. Bu dogrultuda hipotezimizi dogrulamak adina CCLE
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bioinformatik programi aracilidiyla KHAK tanisinda kullanilan gesitli belirteclerin SATB2
ekspresyonu ile korele olup olmadiklarini inceledik (WEB_6 2019). Bu biyoenformatik
analizlerimiz sonucu, SATB2 ekspresyonun ndéroendokrin 06zelliklere sahip KHAK
hicrelerinde asin ifade edilen NCAM1 ve ENO2 (NES) ekspresyonlari ile pozitif anlamh bir
korelasyona sahip oldugu, bunun aksine KHAK hticrelerinde ifadelerinin baskilandidi bilinen
EGFR ve CK7'nin SATB2 ekspresyonu ile negatif bir korelasyon sergiledigini tespit ettik
(Sekil 4-17).
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Sekil 4-17 187 adet KHDAK ve KHAK hiticre hatlarindaki NCAM1, NSE, EGFR ve CK7
MRNA seviyelerinin SATB2 mRNA seviyesi ile aralarindaki iligkilerin regresyon analizi ile
tespit edilmesi.
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Ayrica, KHDAK hicrelerinin KHAK benzeri néroendokrin farklilagsma sirecinde
ekspresyonlari baskilanan EGFR ve CK7 molekillerinin SATB2'nin asiri ifade edildigi
H1299 hicresinde azalip azalmadigini gqPCR ile belirlemek istedik. Sekil 4-17’deki
sonugclarla paralel bir sekilde, SATB2'nin asiri ifadesinin EGFR ve CK7 ekspresyonlarinin
anlamh bir sekilde baskilanmasina yol agtigini ve béylece SATB2'nin, KHDAK hicrelerinin
KHAK benzeri néroendokrin farklilasmasini in vitro olarak indikleyebilecegini tespit ettik
(Sekil 4-18). Tim bu sonuglar, SATB2’nin hem ndéroendokrin timaorlerin patogenezinde hem
de KHDAK hicrelerinin terapiye karsi direng mekanizmasi olarak gelistirdikleri néroendokrin

farkhlagmalari streglerinde dnemli bir role sahip olacagi ydnindeki hipotezimi desteklemistir
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Sekil 4-18 SATB2'nin asin ifade edildigi NCI-H1299 hucre gruplarinda EGFR ve CK7
ekspresyonlarindaki degisimlerin gPCR ile tespit edilmesi. *P <0.05.

4.10. Mikroarray

Calismamizin bundan sonraki stirecinde H1299 KHDAK hiicre hatlarinda SATB2’nin
agri ifade edilmesi ve H1299 hicrelerine kiyasla SATB2 ifadesinin daha yuksek oldugu
N417 KHAK hicre hatlarinda da SATB2 ekspresyonunun baskilanmasi yoluyla akciger
kanser hucrelerindeki genel ekspresyon profil degisimlerini Microarray (Affymetrix’s Human
GeneST array) araciligiyla tespit etmeyi amacladik. Béylelikle, SATB2’'nin KHDAK ve KHAK
hicrelerinin EMT ve invazyon gibi sureglerin yanisira néroendokrin farklilagsma sirecindeki

rolind de aydinlatabilecegimizi distnduk.
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4.10.1. Mikroarray 6rneklerinin hazirlanmasi

Oncelikle array calismalarina gdonderecegimiz érneklerdeki SATB2 asiri ifadesinin ve
baskilanmasinin basarili bir sekilde gerceklesip gerceklesmedigini teyit ettik. H1299
hicrelerinde SATB2’nin basarili bir sekilde asin ifade edildigi ve N417 hucrelerinde de
SATB2'nin anlamli olarak baskilandigini tespit ettik (Sekil 4-19).
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Sekil 4-19 H1299 hicrelerinde SATB2 ekzojen ekspresyonunun ve N417 hucrelerinde
SATB2'nin baskilanmasinin Western Blot ve gqPCR ydntemileri ile teyit edilmesi. **P < 0.01.

4.10.2. Mikroarray analizinin genel hatlariyla degerlendirilmesi

SATB2 ekspresyon degisimleri basarili bir sekilde dogrulanan 6rnekler, mikroarray
gercgeklestirici firmanin (Macrogen) kurallarina uygun sekilde hazirlanarak goénderildi.
Mikroarray ¢alismamiz 33500 kodlanan transkriptleri ve 11000 kodlanmayan transkriptleri
tespit edilmesi igin tasarlanan “Affymetrix's Human GeneST array” platformunda
gerceklestirildi. Array sonuglari genel itibariyle hiyerarsik sinifama yapilarak heatmap

haritasi Uzerinde Sekil 4-20°de gibi gosterildi.
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Sekil 4-20 SATB2'nin baskilandigi N417 ve asin ifade edildigi H1299 hicre gruplarindaki
gen ekspresyon degisim profillerinin heatmap ile genel gosterimi.

Elde edilen array sonuglarina gore “cut-off” kat degisimi (fold change, FC) degeri “1,5”
kat Uzeri olarak degerlendirildiginde SATB2’nin baskilandidi N417 hicresinde 1122 genin
upregule, 994 genin de downreglle ve “cut-off” kat degisimi (fold change, FC) degeri “2” kat
uzeri olarak degerlendirildiginde ise 120 genin upregule, 104 genin de downregule olduklari

belirlenmigtir (Sekil 4-21).
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SATB2'nin asiri ifade edildigi H1299 hiicresindeki degerleri inceledigimizde, “cut-off”
kat degisimi (fold change, FC) degerinin “1,5” kat Uzeri olarak uygulanmasinda 263 genin
upregule, 268 genin de downregule ve “cut-off” kat degisimi (fold change, FC) degeri “2” kat
Uzeri olarak baz alindiginda ise 41 genin upregile, 22 genin de downregtle olduklari

gorulmustir (Sekil 4-21).
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Sekil 4-21 SATB2'nin baskilandigi N417 ve asirl ifade edildigi H1299 hucre gruplarinda
|FC|>=1,5 veya>=2 degerlerine gore ekspresyonun arttigi/azaldigi tespit edilen gen sayilari.

4.10.3. Mikroarray sonuglarinin filtrelenerek analizi

SATB2’nin baskilandigi hiicre grubunda ekspresyon seviyelerinin artarak SATB2'nin

asiri ifade edildigi hicre grubunda ise ekspresyonlari azalan veya tam tersi SATB2'nin
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baskilandigi hiicre grubunda ekspresyon seviyelerinin azalarak SATB2’'nin asin ifade
edildigi hiicre grubunda ise ekspresyonlari artan genleri tespit etmeyi amacladik. Boylece,
ekspresyonlari dogrudan SATB2 ile iliskili olan genleri daha saglikli bir sekilde
filtreleyecegimizi duslndik. Array sonuglarimizi bu baglamda degerlendirdigimizde, 5 adet
kodlanan RNA (mRNA), 4 adet uzun-kodlanmayan RNA (InRNA) ve 7 adet de miRNA
(mikroRNA) sinifina ait gen tespit ederek heatmap yontemi ile gosterildi (Sekil 4-22).
Filtrelenen mikroarray sonuglarimiza bu genlerin OR5MP, IGHG1, SIGLEC7, CYP11B2 ve
SPATA31D3 (MmRNA), OVOS, LOC105369595, LOC102724698 ve LOC100996624
(INRNA) ve MIR657, MIR1200, MIR1229, MIR1234, MIR1243, MIR3147 ve MIR4779
(miRNA) oldugu tespit edildi (Sekil 4-22).
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Sekil 4-22 SATB2'nin baskilandigi N417 ve asirl ifade edildigi H1299 hucre gruplarinda
anlamli degisimi gdzlenen ve filtrelenen genlerin heatmap ile gdsterilmesi.

4.10.4. Mikroarray sonuglarinin Gen Set Zenginlestirme Analizi (GSEA)

Gen Set Zenginlestirme Analizi (GSEA) analizi kullanilarak bu degdisimi gézlenen
genlerin istatistiksel olarak anlaml bir sekilde hangi molekuler mekanizmalarda rol alan gen

setlerinde yer aldigini arastirdik. Her iki hlicre grubunda da ortak olarak “kanserde rol alan
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MiRNA” ve “PI3K-Akt signaling pathway” sinifina ait gen setindeki degisimlerin istatistiksel
oneme sahip oldugunu tespit ettik. PI3K-Akt sinyal yolagina ait herhangi bir genin
filtreledigimiz genler igerisinde olmamasindan dolayi, sadece SATB2 ile iliskili miRNA'lara
odaklandik (Sekil 4-23).
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Sekil 4-23 SATB2'nin baskilandigi N417 ve asin ifade edildigi H1299 hucre gruplarinda
degisimi gbzlenen genlerin rol aldigi molekiler mekanizmalarin GSEA analizi ile tespit
edilmesi.

4.10.5. Filtrelenen mikroarray sonuglarinin Real-Time PCR ile teyit edilmesi

Mikroarray sonuglarimiza uygulamis oldugumuz filtrelemeler ile tespit edilen miR-657,
miR-1200, miR-1229, miR-1234, miR-1243, miR-3147 ve miR-4779 genlerin
ekspresyonlarindaki degisimleri, tekrarlanan bagimsiz hicre gruplarimizda Real-Time PCR
yontemi ile teyit etmeyi amacladik. miR-1243 ve miR-4779 ekspresyon seviyelerinin
SATB2’nin baskilandigi N417 hucresinde arttigi ve SATB2'nin agirn ifade edildigi H1299
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hicresinde ise azaldigi tespit edildi (Sekil 4-24). Ancak diger miRNA genlerinde gozlenen
ekspresyon degisimleri mikroarray sonuglarimizla tutarli oimadigi saptandi. Sonug olarak,
sadece miR-1243 ve miR-4779’deki degisimlerin, mikroarray sonuglariyla anlaml sekilde

tutarli oldugu belirlendi.
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Sekil 4-24 SATB2'nin baskilandigi N417 ve SATB2'nin asir ifade edildigi H1299 hicre
gruplarindaki miRNA’larin ekspresyonlarindaki degisimlerin qPCR yontemi ile tespit
edilmesi. *P <0.05 ve **P < 0.01.

Son olarak miR-1243 ve miR-4779 ekspresyonlarinin, SATB2'nin ve akciger kanser
hiicrelerinin néroendokrin karakter sergilemesi arasinda negatif bir korelasyon olabilecegini
hipotez ettik. Daha sonra bu hipotezimizi dogrulamak adina KHDAK hucre dizisi H1299 ve
KHAK hucre dizisi N417°deki miR-1243 ve miR-4779 ekspresyon seviyelerini karsilastirdik.
Bekledigimiz Uzere, SATB2 ifadesinin daha ylksek oldugu ndroendokrin kdkenli KHAK
hicre dizisi N417°deki miR-1243 ve miR-4779 ekspresyon seviyelerinin KHDAK hicre dizisi
H1299’a kiyasla dramatik sekilde dusik seviyede oldugu tespit edildi (Sekil 4-25).
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Sekil 4-25 Normal kiltlr sartlarindaki H1299 ve N417 hiicrelerindeki SATB2, miR-1243 ve
miR-4779 ekspresyon seviyelerinin gqPCR yontemi ile tespit edilmesi. *P <0.05 ve **P < 0.01.

4.10.6. SATB2 ile regule edilen miR-1243 ve miR-4779’un olasi hedeflerinin tespiti

SATB2 tarafindan regule edildigini tespit etmis oldugumuz miR-1243 ve miR-4779
mMiRNA genlerinin olasi hedeflerinin tespiti igin, web tabanli “DIANATOOLS” miRNA-hedef
gen tahmin araci kullanildi (WEB_7 2019). Bu biyoenformatik arag, hem miRNA’larin tahmini
hedef genlerinin tespit edilmesinde hem de bu olasi hedef genlerin hangi sinyal yolaklarinda
rol aldiklarinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Oncelikle, timdengelimci bir yaklagimla
miR-1243 ve miR-4779 miRNA genlerinin, karsinogenez slrecine katilan hangi sinyal
yolaklarini regule edebileklerini tespit etmeyi amagcladik. Bu baglamda, miR-1243 ve miR-
4779 genlerinin ortak bir sekilde TGF-B, Hippo ve tiroid hormon sinyal yolaklarini hedef
alabileceklerini tespit ettik (Sekil 4-26). Bu analizlere gore, miR-1243'in TGF-f sinyal
yolaginda 4, Hippo sinyal yolaginda 3 ve tiroid hormon sinyal yolaginda da 3 farkl geni
tahmini olarak hedef alabilecegi, diger taraftan miR-4779'un ise TGF-f sinyal yolaginda 4,
Hippo sinyal yolaginda 8 ve tiroid hormon sinyal yolaginda da 6 farkli geni tahmini olarak
hedef alabilecegi goruldu (Sekil 4-26).
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download
results

# KEGG pathway p-value #genes #miRNAs

hsa-miR-4779| microT-CDS 4 seegenes

hsa-miR-1243|microT-CDS 4  seegenes

hsa-miR-1243|microT-CDS 3 seegenes

hsa-miR-4779|microT-CDS 8  seegenes

hsa-miR-4779|microT-CDS 6  seegenes

hsa-miR-1243|microT-CDS 3 seegenes

Sekil 4-26 miR-1243 ve miR-4779 genlerinin tahmini hedeflerine dayall “gene enrichment”
analiz sonuglari.

Son olarak, “gene enrichment” analizi ile tespit edilen miR-1243 ve miR-4779 miRNA

genlerinin ilgili sinyal yolaklarindaki tahmini hedef genleri asagida Tablo 4-2’de listelenmisgtir.

Tablo 4-2 miR-1243 ve miR-4779un ilgili sinyal yolaklarindaki tahmini hedef genleri.

TGF-B yolagi Hippo yolag: Tiroid hormon yolagi
R.1243 SMAD2, SMURF2, SMAD2, SMAD4 ve SLC16A10, KRAS ve
miR-
SKP1 ve SMAD4 CTNNA1 MEDA4

BTRC, APC, YWHAB, | ATP1B2, SLCO1C1,
_ ACVRI1B, SMURF1,
miR-4779 WWTR1, DLGS, BBC3, | THRA, NCOR1, STAT1
SMADS ve BMPR2

FBXW11 ve BMPR2 ve PRKACB
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, 5 yillik sag kalim oranin yaklasik %18 olmasi ile diinya ¢apinda
kansere bagh o6limlerin en 6nde gelen nedenidir ve erken tanisinin zorlugu nedeniyle
akciger kanseri hastalarinin %80 gibi buyuk bir c¢odunluguna etkin bir tedavi
uygulanamamaktadir (Quintanal-Villalonga vd. 2019). Akciger kanseri temel olarak,
vakalarin yaklasik %85’ini temsil eden kiguk hicreli digi akciger kanseri (KHDAK) ve yine
yaklasik olarak %15’ini temsil eden kuguk hucreli akciger kanseri (KHAK) olmak Uzere iki
ana histolojik grupta siniflandinimaktadir. KHDAK ise kendi iginde adenokarsinoma,
skuamoz hucreli karsinoma ve buyuk hucreli karsinoma olarak alt gruplara ayrilmaktadir ve
bu alt gruplar akciger kanser vakalarinin sirasiyla %40, %30 ve %10’unu olusturmaktadirlar
(Travis vd. 2015). Ancak, akciger kanser patobiyolojisinin aydinlatiimasi yoénundeki
gelismeler, yeni hedeflenmis terapi stratejilerinin ve kemoterapdétik ajanlarin gelistiriimesinin
g6z o6nune alindii daha kapsamli bir histopatolojik bir siniflandirmayi zorunlu kilmistir
(Zugazagoitia vd. 2017) ve bu baglamda akciger kanserinin histopatolojik siniflandiriimasi
guncellenmistir (Tablo 2-1).

Akciger kanser vakalarinda EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS1, FGFR1 ve PI3K gibi
cesitli proto-onkogenlerdeki genetik mutasyonlar veya yeniden dizenlenmeler
(rearrangement) siklikla goériimektedir. Bunun yaninda gun gectikge onkogenik aktivasyona
yol agan bu mutasyonlari veya yeniden dizenlenmeleri hedef alan yeni inhibitérler ve ajanlar
geligtiriimektedir. Ancak tum bu ilerlemelere karsin, akciger kanserinin olaganustu derecede
heterojenite gostermesi, genellestiriimis bir tedavi yaklagimina olanak vermemektedir. Bu
nedenle, oncelikle akciger kanser tedavisindeki en buyuk zorluklardan biri olan bu
heterojenik fenotipin tium ydnleriyle aydinlatilmasi gerekmektedir. Akciger kanserinin erken
teshisi igin etkili diagnostik metodlarin gelistiriimesi ve klinik tedavi yontemlerinin etkinligin
artiracak yeni stratejilerin tanimlanmasi, akciger kanseri ile etkin bir micadelenin temelini
olusturmaktadir. Son dénemde molekiler tekniklerdeki olaganUstlu gelismeler ile akciger
kanseri gelisiminin ve heterojenitesinin altinda yatan molekiler mekanizmalarin
aydinlatiimasinda buyuk ilerlemeler kaydedilmektedir. (Quintanal-Villalonga vd. 2019).

Epigenetik mekanizmalar, akcider kanserinin olugsumunda, gelisiminde ve
heterojenitesinde kritik bir 6neme sahiptirler. Bu kapsamda HOXA2, HOXA4, NKX2-1 (TTF-
1), ZNF132, GATA2, KCNIP4, ZEB2 ve FOXF1 gibi transkripsiyon faktorleri, akciger
kanserinin tetikleyici faktorleri olarak tanimlanmistir. Ancak, kromatin modifiye edici faktérler

olarak bilinen molekuller, buyutk ¢apli gen ekspresyon degisimlerini kontrol edebilmeleri ve
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genomik stabiletinin korunmasidaki rolleri nedeniyle transkripsiyon faktérlerden daha
kapsamli bir sekilde hiicrenin kaderini belirleme yetenegine sahiptirler. Ornegin; EZH2,
LSD1, SMARCA4, DNMT1 ve DNMT3A gibi kromatin modifiye edici karaktere sahip
epigenetik faktérlerdeki anormal ekspresyonlari, akciger kanser hicrelerinin agresif bir
fenotipe sahip olmasina yol agmaktadirlar. Bunlar blylk capli gen ekspresyon
degisimlerinin regllasyonunu saglayarak akciger kanserinin olusumuna, gelisimine ve
heterojenitesine buyuk katki saglamaktadirlar (Quintanal-Villalonga vd. 2019). Bu baglamda
kromatin yapisini epigenetik faktdrlerden daha kapsamli bir sekilde degistirebilme
kabiliyetinde olan, buyuk capli gen ekspresyon profillerinin belilenmesinde ve kontrolinde
rol alarak embriyonik gelisim ve farklilagsma sireclerini ydneten kromatin yeniden modelleme
molekdillerinin, kanserlesme stirecinde de kritik roller Gstlendikleri rapor edilmektedir (Chen
vd. 2019, Naik vd. 2019). Sonug¢ olarak akciger kanserinin gelisiminin hemen her
kademesinde kritik rol oynayan epigenetik regllasyondaki bozukluklarin aydinlatiimasi, hem
guvenilir diagnostik ve prognostik belirteglerin belirlenmesi hem de etkili tedavi stratejilerinin
kesfedilmesi icin elzemdir.

Tez calismamizda, KHDAK hicrelerinin TGF-B tarafindan indiklenen EMT ve
invazyon sureclerinde, SATB2'nin dlzenleyici rolini molekiler mekanizmalariyla
aydinlatiimaylr amagladik. EMT, epitel kokenli hicrelerin hicre-hicre badlantilari ve
apikobazal polarite gibi epitel karakterlerini kaybettikleri, bununla birlikte artan migrasyon-
invazyon yetenegi ve On-arka polariteye sahip olma gibi mezenkimal hucre 6zellikleri
kazandiklari bir stregtir (Nieto vd. 2016, Pastushenko vd. 2019). EMT nin induksiyonundan
sorumlu birgok yeni regulator protein, miRNA ve InRNA’lar tanimlanmasina karsin, EMT
surecinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Metastatik kaskatin
hemen her asamasinda kritik 5Gneme sahip olan EMT sireci, blylk ¢apli epigenetik yeniden
programlamanin gerektigi ve buna bagh olarak da ¢ok c¢esitli kromatin modifiye edici ve
kromatin yeniden modelleme proteinlerinin goérevlendirildigi ylUksek plastisiteye sahip,
oldukga karmasik bir surectir (Dongre vd. 2019, Lamouille vd. 2014). Bu baglamda, yuz-
kafatasi gelisimi ve osteoblast farklilasmasi gibi biyolojik sureclerde 6nemli goérevler
Ustlenen ve hem bir transkripsiyon faktér hem de kromatin yeniden modelleme
fonksiyonlarina sahip olan SATB2'nin, EMT sirecinin yonetiimesinde de kritik rol

oynayabilecegini hipotez ettik.
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EMT indUksiyonunun fenotipik belirteclerinden en &énemlisi, E-kaderin/N-kaderin
degisimidir. SATB2 ekspresyonunun baskilandigi A549 hiicrelerinde, TGF-B uyarimina
gerek kalmaksizin E-kaderin/N-kaderin degisiminin indiklendigini ve ayrica TGF-p
tarafindan indiklenen bu degisimin daha dramatik sekilde gerceklestigi tespit edildi (Sekil 4-
2 ve Sekil 4-3). Diger taraftan SATB2'nin asiri ifade edildigi A549 hucrelerindeki E-kaderin
ve N-kaderin protein seviyelerini inceledigimizde, TGF-B ile indiklenen E-kaderin
baskilanmasindaki siddetin kismen azaldigi, N-kaderin upregulasyonunda ise bir
inhibisyonun olmadigi gozlendi (Sekil 4-4 ve Sekil 4-5). Bu sonuglar SATB2’nin, E-kaderin
ekspresyonunun regilasyonuna dogrudan katildigini, N-kaderin ekspresyonunu ise dolayli
yollardan etkileyebildigini gdstermektedir. E-kaderin ve N-kaderin genlerinin transkripsiyonel
regulasyonunda her ne kadar benzer transkripsiyon faktérler gbrev alsa da bu slrecler
birbirinden bagimsiz bir sekilde ve EMT-TF’lerin farkli kromatin modifiye edici molekdller ile
olusturduklari kompleksler tarafindan yonetilmektedir (Lamouille vd. 2014, Skrypek vd.
2017). Bu baglamda, EMT slrecinde E-kaderin ekspresyonun baskilanmasinda H3K27’daki
deasetilasyon ve metilasyon modifikasyonlarinin kullanildigi ve N-kaderin ekspresyonun
indiklenmesinde ise H3K4me metilasyon mekanizmasinin rol oynadigi bilinmektedir. Bu
mekanizmalar aracihigiyla E-kaderin geninin oldugu kromatin yapisi inaktif duruma gelirken,
N-kaderin gen bdlgesindeki kromatin yapisi aktiflesmektedir (Wu vd. 2012). Yakin zamanda
yayinlanan bir galismada ise SATB2 ekspresyonundaki artisin H3K4me seviyesi Uzerinde
bir etkiye sahip olmadidi gosterilmistir (Wang vd. 2019). Bu bulgular, SATB2’'nin N-kaderin
gibi mezenkimal genlerin indiksiyonunda dogrudan rol oynamadigini gostermekte ve
sonuclarimizi desteklemektedir. Yine ayni calismada, SATB2 ekspresyon seviyesinin E-
kaderin ekspresyonunun baskilanmasinda énemli kromatin modifikasyonlarindan biri olan
H3K27ac bolgesinin deasetilasyon seviyesi ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu rapor
edilmistir (Wang vd. 2019). Ayrica, farkh bir galismada ise SATB2 ekspresyonun
mezenkimal gen ekspresyonlarindan ziyade E-kaderin ekspresyonu ile iligkili oldugu da
gOsterilmistir (Xu vd. 2019). Bu bilgiler 1s1ginda, SATB2’nin E-kaderin regulasyonuna
dogrudan katildigini gésteren bulgularimizin literatir ile uyumlu oldugu goérilmektedir.

SATB2'nin, E-kaderin/N-kaderin degisiminin disinda diger epitelyal belirtegler
(Occludin, Claudin ve Zo-1) ve mezenkimal belirtegler (Fibronektin) Uzerindeki etkileri de
arastirildi. Bu baglamda TGF-f'nin, A549 hicrelerindeki Occludin ve Claudin
ekspresyonlarini  baskilandigini, Fibronektin ekspresyonunu ise basarili bir gekilde
indUkledigi gorildi. Ancak, TGF-B’nin diger bir epitelyal belirte¢ olan siki baglanti proteini

Zo-1 ekspresyonunu baskilamak yerine indukledigini tespit ettik. SATB2’nin susturuldugu
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A549 hiicrelerinde, TGF-B’'nin Zo-1 Uzerindeki etkisinin arttigi gorilirken, SATB2'nin asiri
eksprese edildigi A549 hicrelerinde ise TGF-B indUkli Zo-1 upregulasyonunun negatif
yonde etkiledigi gozlendi (Sekil 4-2, Sekil 4-3, Sekil 4-4 ve Sekil 4-5). Bu sonuglar,
SATB2'nin EMT surecindeki Zo-1'in pozitif regllasyonunda dogrudan goérev aldigini
goOstermistir. Zo-1 proteinin timoér baskilayici roliiniin yanisira onkogenik roliini gosteren
calismalar bulunmaktadir (Kleeff vd. 2001, Smalley vd. 2005). Ayrica bir bagska ¢alismada
ise TGF-B’'nin, sonuglarimizla paralel olarak A549 hicrelerinde Zo-1 ekspresyonunu
indukledigini ve hlcre migrasyonunu regule ettigini raporlandiriimistir (So Hee vd. 2015).
Dolayisiyla bu calismalar, literatirde ilk kez ortaya ¢ikarmis oldugumuz SATB2 ve Zo-1
arasinda beklenmeyen iliskiyi destekler niteliktedir.

SATB2'nin hucre-hucre baglantilarini saglayan diger EMT belirtecleri Gzerindeki
etkilerini inceledigimizde, 6zellikle TGF-B indukli EMT surecinde E-kaderin ile birlikte
Occludin ekspresyonunun da dogrudan SATB2 tarafindan negatif olarak regule edildigi
tespit edilmistir (Sekil 4-2, Sekil 4-3, Sekil 4-4 ve Sekil 4-5). Literatirde SATB2 ve Occludin
ekspresyonlari arasinda iligkiyi gésteren bir veri bulunmamaktadir ve ¢alismamiz, bu iki
protein arasindaki iligkiyi aciklayan ilk c¢alisma olmasi bakimindan literatire katki
saglamigtir. Temel olarak sonuglarimiz, EMT surecinde E-kaderin ve Occludin
ekspresyonlarinin baskilanma olaylarinin birlikte yuritildiguni ve SATB2'nin bu sireglere
bir regllator olarak karistigini agikga gostermektedir. Bu kapsamda sonuglarimizla uyumliu
olarak meme kanser hiicre modelinde TGF-f indUkli EMT surecini arastiran bir calismada,
SNAI1-SMAD3/4 kompleksinin E-kaderin, Occludin ve diger bir siki baglanti proteinini
kodlayan CAR geninin ekspresyonlarini promotor bélgelerine badlanarak es-zamanli olarak
baskiladiklarn gdsterilmistir (Vincent vd. 2009). Dolayisiyla, E- kaderin ve Occludin gen
ekspresyonlari Uzerinde benzer etkiye sahip olan SATB2nin, SNAI1-SMAD2/3/4
kompleksinin E-kaderin ve Occludin genlerinin transkripsiyonel olarak baskilamasi sirecine
karistigini digtnuyoruz.

Kritik bir mezenkimal belirte¢ olan N-kaderin seviyesinin kontroliinde dogrudan gérev
almadigini tespit etmis oldugumuz SATB2'nin, bir diger mezenkimal belirte¢ olan Fibronektin
Uzerinde de anlamli ve tutarli bir etkiye sahip olmadigini belirledik (Sekil 4-2, Sekil 4-3, Sekil
4-4 ve Sekil 4-5). Literatirde, SATB2 ve Fibronektin proteinleri arasindaki iligkinin
arastirildigr bir calisma bulunmamaktadir. Ancak, farkh kanser tirlerinde gergeklestiriimis
c¢alismalarda SATBZ2’nin, Fibronektin gibi mezenkimal bir belirte¢ olan Vimentin ekspresyon
seviyesi ile tutarli bir iligkisinin olmadidi rapor edilmistir (Kucuksayan vd. 2016, Xu vd. 2019).
Literatur bilgilerini ve bulgularimizi birlikte ele aldigimizda, SATB2’'nin, KHDAK EMT’sinde
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hicrelerin mezenkimal fenotipi kazanmasini saglayan indukleyici bir faktor olarak rol
oynamadigi, buna karsin epitelyal fenotipin kaybi ile iliskili olan bir baskilayici olarak gérev
aldigi agikga gorilmektedir. SATB2’nin, kromatinin siki paketlenmesini saglayan ve ilgili
kromatin boélgesinde bulunan genlerin transkripsiyonlarinin baskilanmasi strecinde goérev
alan histon deasetilaz-1 (HDAC1) gibi proteinler ile etkilestigi ve bu proteinlerin
fonksiyonlarinda diizenleyici role sahip oldugu rapor edilmistir (Britanova vd. 2008, Gyorgy
vd. 2008). Bu ¢alisma, SATB2'nin bir gen aktivatoru olmaktan ziyade bir represor olarak gen
regilasyon mekanizmalarina katildigini géstermekte ve bulgularimizi desteklemektedir.
Sonug olarak, SATB2'nin, ¢esitli HDAC proteinleri ve SNAI1-SMAD2/3/4 transkripyon
baskilayici komplekslerle etkilestigini ve bunun neticesinde 6zellikle E-kaderin ve Occludin
gibi ekspresyonlarinin baskilanmasi surecinde engelleyici bir faktdér olarak fonksiyon
gosterdigini disinmekteyiz.

SATB2'nin EMT belirtecleri Gzerindeki etkilerini tespit ettikten sonra, “SATB2 KHDAK
EMT’si Uzerindeki bu etkisini TGF-B sinyal yolaginindaki hangi faktorler (zerinden
gerceklestirmektedir” sorusuna yanit aradik. EMT sUlrecinin transkripsiyonel kontroll “zinc-
finger E-box binding homeobox factors” olarak adlandirilan ZEB1, ZEB2, SNAIL (SNAI1),
SLUG (SNAI2) ve “basic-helix-loop-helix factors” olarak nitelendirilen TWIST1, TWIST2
EMT-TF’ler tarafindan gerceklesmektedir (Dongre vd. 2019). Bunun igin 6ncelikle TGF-
tarafindan EMT sulrecini yonetmekte aktif roller Ustlenen SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 gibi
transkripsiyon faktorlerinin SATB2 ekspresyon degisimlerinden nasil etkilendigini inceledik.
SATB2 ifadesi baskilanan A549 hiicrelerinde, TGF-B ile ekspresyonlari artan SNAI2 ve
ZEB1 transkripsiyon faktorlerinin daha kuvvetli bir sekilde indiklendigi, bunun yanisira
SATB2 asiri ifade edilen A549 hiicrelerinde ise bu iki transkripsiyon faktordeki TGF-3
tarafindan induklenen ekspresyon artisinin azaldigi goézlendi. Bu sonuglar, SATB2 kromatin
yeniden modelleyicisinin, E-kaderin, N-kaderin, Occludin, Claudin ve Zo-1 gibi bircok EMT
belirtecinin transkripsiyonel regulatori olan SNAI2 ve ZEB1 gibi transkripsiyon faktorleri
Uzerinde baskilayici bir role sahip oldugunu ve buna bagl olarak TGF-B aracii EMT
induksiyonunun giddetini kontrol edebildigini gdstermektedir. Benzer bir mekanizmanin
varhigi kolorektal kanser hicrelerinde gdsterilmistir. Bu ¢alismada SATB2'nin, HDAC1 ile
birlikte SNAI1 ekspresyonunun baskilanmasinda rol oynadigi rapor edilmistir (Wang vd.
2019). Bu baglamda SATB2’nin, EMT-TF’lerin ekspresyonlarini baskilayarak EMT surecinin
regulasyonuna katildigini gdsteren bulgularimiz, literatir ile uyumludur. Diger taraftan,
kolorektal kanser hicrelerinde gercgeklestirilien bagka bir ¢alismada ise SATB2 kaybinin,

SNAI1 ekspresyon seviyesinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (Yu vd. 2017).
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Calismamizda ise TGF-f ile uyariimayan hicrelerde olusturdugumuz SATB2 ifadesindeki
degisimlerin SNAI1 ekspresyonu Uzerinde bir etkisinin olmadigi, ancak ilging bir sekilde
TGF-B indUkli SNAI1 ekspresyon artisinda SATB2 varliginin gerekli oldugu bulundu. Tim
bu bilgiler 1siginda, SATB2'nin, SNAI1 ekspresyonu Uzerindeki diizenleyici etkisinin benzer
kanser turtinde bile farklilik gésterdigi acikca gorilmektedir. Bu baglamda SATB2'nin SNAI1
regulasyonunda oynadidi rol, tim yonleriyle kapsamli bir sekikde aydinlatiimali ve celigkiler
giderilmelidir.

TGF-B indUkli EMT sdrecinde SMAD transkripsiyon faktoérleri hem dogrudan E-
kaderin ve N-kaderin gibi EMT belirteglerinin transkripsiyonel regilasyonunda hem de EMT
surecini yoneten SNAI1 ve SNAI2 gibi EMT-TF’lerin ekspresyonlarinin indiklenmesinde
kritik rol oynamaktadirlar (Lamouille vd. 2014, Xu vd. 2009). Bu nedenle bir diger olasi
mekanizma olarak SATB2’nin, TGF-B/SMAD kanonikal yolaginin aktivasyonu uzerindeki
etkisini de arastirdik. SATB2'nin baskilandigi veya asiri ifade edildigi A549 hicrelerinde
SMAD?2/3 transkripsiyon kompleksinin aktivasyonunda bir degisim olmadigini tespit ettik.
Ayrica SATB2'nin, TGF-B/SMAD kanonikal yolaginin aktivasyonu icin gerekli common-
mediator Smad (Co-SMAD) olarak da adlandirlan SMAD4 transkripsiyon faktérinin
ekspresyonu Uzerinde bir etkisinin olup olmadigi arastirildi. Sekil 4-6’da goruldugu Gzere,
SATB2 ekspresyonun baskilanmasi veya asin ifade edilmesi SMAD4’lUn ekspresyon
seviyesinde bir degisiklige yol agmamistir. Bu sonuglar SATB2'nin, EMT belirteclerinin
Uzerideki etkisinin SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon faktérlerinin ekspresyonlari tzerindeki
baskilayici etkisinden kaynaklandigi goérisumuzu desteklemektedir (Sekil 5-1). Literattirde
SATB2’nin, TGF-B/SMAD kanonikal yolaginin aktivasyonu Uzerindeki etkisini gosteren bir
calisma mevcut degildir. Bu baglamda sonuglarimizin literatire katki saglayacagini
distnlyoruz. Ancak, SATB2’nin SMAD yolagi Gzerindeki etkisinin olmadigini kesin olarak
kanitlanabilmesi adina sonuglarimiz yeterli degildir ve tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha
ileri calismalarin yapilmasi gerekmektedir. SMAD transkripsiyon kompleksleri aktive olarak
hicre c¢ekirdegine gog¢ ettiklerinde DNA’da hedef genlerin promotor bélgelerindeki Smad-
binding element adiverilen (SBE) sekanslara baglanirlar. Ayrica, SMAD-aracil
transkripsiyonel aktivasyonun tetiklenmesi ve siddeti, SMIF, MSG1, CPB/p300 gibi cesitli
ko-aktivatorler ve c-Ski, SIP, c-Myc ve ATF3 gibi ko-represor ile kontrol edilmektedir
(Derynck vd. 2003). Bu baglamda, SMAD transkripsiyon faktdrlerinin ekspresyon veya
aktivasyon seviyeleri Uzerinde bir etkiye sahip olmadigini tespit ettigimiz SATB2, SMAD-
aracih transaktivasyonu kontrol eden gesitli ko-aktivator veya ko-represorler Uzerinde bir

etkiye sahip olabilir. Bu olasi mekanizmanin aydinlatilabilmesi igcin SATB2’nin asin ifade
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edildigi ve susturuldugu hicrelerdeki SMAD aktivasyon seviyesindeki degisimlerin, SBE

motifi iceren promotor lusiferaz vektorleri araciligiyla tespit edilmesi gerekmektedir.
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Sekil 5-1 SATB2’nin TGF-B indukli EMT surecindeki regllasyonu ve rolinin gosteriimesi.

TGF-B, SMAD yolaginin yanisira PI3K/Akt, p38, protein kinaz C (PKC) gibi SMAD-digI
kanonikal olmayan sinyal yolaklarini da aktive edebilmektedir (Chow vd. 2008). Bu
baglamda, Akt aktivasyonunun, EMT indlksiyonu i¢in negatif bir unsur oldugunu goésteren
calismalar da bulunmaktadir. (Irie vd. 2005, Kucuksayan vd. 2017). Bu bilgilere dayanarak
TGF-B tarafindan aktive olan Akt ve PKC gibi yolaklarin, SATB2 susturulmasi ile indliklenen
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E-kaderin downreglilasyonunu olumsuz ydénde etkileyebilecegini dusltnlyoruz. Ayrica,
SATB?2 ile yuksek oranda homoloji gosteren ve ayni aileye mensup SATB1 aktivasyonunun,
protein kinaz C ve Akt araciligiyla regtile edildigi rapor edilmistir. Bu reglilasyon, SATB1’nin
HDAC proteinleriyle olan etkilesimleriyle ve DNA'da ilgili genlerin promotor bélgelerine
baglanma yeteneginiyle iliskilidir (Pavan Kumar vd. 2006). Sonug¢ olarak; bu tip bir
mekanizmanin SATB2 icin de gecerli olabilecegini ve TGF-f tarafindan aktive olan PKC ve
Akt gibi kinazlarin, HDAC ve diger baskilayici komplekslerle olan etkilesimlerini kontrol
ederek SATB2’nin, EMT sulrecindeki rolunu etkileyebilecegini dusunuyoruz. Diger bir
ifadeyle, SATB2 asin ifadesinin TGF-B ile indiklenen N-kaderin ve Fibronektin gibi
mezenkimal proteinlerin artan ifadeleri Gzerinde bir etkiye sahip olamamasinin sebebi, TGF-
B’nin kanonikal olmayan sinyal yolaklarinin SATB2’nin indikleyici transaktivasyonunu
engellemis olmasi da olabilir. Diger bir olasi mekanizma, TGF-f yolagi ile aktivasyonu
saglanan sumolasyon mekanizmasinin SATB2’nin transaktivasyonunu engellemis olmasi
olabilir. TGF-B kanonikal sinyal yolaginin transkripsiyonel aktivasyonu icin PIAS1 ile
indiklenen SMAD4 sumolasyonun édnemli bir mekanizma oldugu rapor edilmistir (Liang vd.
2004). Ayrica PIAS1’in, SATB2’nin 233. ve 350. aminoasitlerine SUMO gruplari ekleyerek
transkripsiyonel aktivitesini engelledigi de gdsterilmistir (Dobreva vd. 2003). Bu baglamda
TGF-B ile induklenen PIAS1 aracili sumolasyon mekanizmalari, SATB2'nin kromatin
modelleme fonksiyonunu etkilemeden transaktivasyonunu inhibe ediyor olabilir. Bu
olasiliklarin aydinlatilabilmesi icin SATB2’nin fonksiyonel domainlerinin ayri ayri mutant
olarak klonlandigi vektorlerle asiri ifadenin saglanmasidir. Boylece SATB2'nin, hangi
genlerin regulasyonuna kromatin modelleyici veya bir transkripsiyon faktoér olarak katildigi
ve tespit edilebilir.

Calismamizda SATB2'nin, KHDAK EMT sindeki diizenleyici roliinin yanisira KHDAK
hucrelerinin in vitro invaziv kapasiteleri Uzerindeki etkisini saptamak i¢in invazyon deneyleri
yapildi. Elde etmis oldugumuz veriler dogrultusunda SATB2 baskilanmasinin A549 hiicre
hatlarinda invazyonu gucli bir sekilde indikledigi ve TGF-B ile indiklenen invazyon
kapasitesindeki artigin siddetini de artirdigi goéruldu (Sekil 4-7). Bununla birlikte, SATB2
ekspresyonunun asiri ifade edildigi A549 hicresindeki TGF-B indukli invazyon
kapasitesindeki degdisimler de arastinldi. SATB2'nin tek bagina asir ifadesi hlcre
invazyonunu azaltsa da istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4-8). Diger taraftan
SATB2'nin asiri ifadesi, TGF-f ile indiklenen hlicre invazyonunu anlaml bir sekilde inhibe
edebildigi saptandi (Sekil 4-8). SATB2'nin, akciger kanser hiicre invazyonu Uzerindeki

etkisinin ilk kez ortaya koyan bulgularimiz, yayinlanarak literatire kazandirilmigtir
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(Kucuksayan vd. 2016). Daha sonra sonuglarimizla paralel olarak SATB2'nin, akciger
kanser invazyonu Uzerinde baskilayici bir etkisinin oldugunu goésteren calismalar da
yayinlanmistir (Ma vd. 2018, Wang vd. 2018). Ayrica SATB2'nin, kolorektal kanser hiicre
invazyon kapasitesinde negatif bir etkiye sahip oldugu da rapor edilmistir (Gu vd. 2018,
Wang vd. 2019). Dolayisiyla SATB2 ve kanser invazyonu arasindaki iliskiyi aciklayan
sonuclarimiz literatdr ile uyumludur.

Kanser invazyonun basariya ulasabilmesi, blylk oranda ECM proteinlerinin yikimini
saglayan metalloproteazlarin (MMP) proteinlerine baglidir ve bu proteinlerin ekspresyon
seviyeleri hicrelerin invaziv kapasiteleri igin énemli belirteclerdir (Stamenkovic 2000).
Calismamizda SATBZ2’nin, akciger kanseri invazyonunda rol oynayan MMP-2 gibi
belirteclerin seviyeleri Uzerindeki etkileri arastirimamistir. Ancak, literatlire baktigimizda,
SATB2'nin MMP-2 ekspresyonu seviyesi Uzerinde bir etkiye sahip olmadigi rapor edilmistir
(Xu vd. 2019). Bu bilgiler isiginda, SATB2'nin akciger kanser invazyonu Uzerideki etkisinin,
MMP proteinlerinden badimsiz olarak diger epitelyal veya mezenkimal genlerin
regulasyonlarindaki rollerinden kaynaklandigi gorulmektedir. Akciger kanser hicre
invazyonun indiklenmesinde MMP proteinlerinin yanisira N-kaderin ve Fibronectin gibi
mezensimal belirtecler de énemli rol oynamaktadirlar (Meng vd. 2009, Mrozik vd. 2018).
Western blot ve immunofloresans sonuglarimizi inceledigimizde, o6zellikle SATB2
baskilanmasiyla indiklenen N-kaderin proteininde énemli bir artis gdzlenmisti (Sekil 4-3 ve
Sekil 4-4). Bu nedenle SATB2'nin, TGF-B ile indiklenen invazyon Uzerindeki etkisinin N-
kaderin iligkili olabilecedi kanisindayiz. Diger taraftan, SATB2 asir ifade edilen hucrelerdeki
invazyon sonugclarinin altinda yatan mekanizmayi da agiklamak istedik. Bu kapsamdaki
Western blot ve immunofloresans sonuglarimiza baktigimizda, mezenkimal belirteglerdeki
degisimlerin ortaya koydugu tablo, invazyon sonugclarini agiklayamamaktadir. Bu nedenle,
SATB2 asiri ifadesinin hicre invazyonu Uzerindeki etkisinin, mezenkimal genler kadar
olmasa da hicre migrasyonu ve invazyonu Uzerinde bir etkiye sahip olan E-kaderin
ekspresyonu ile iligkili olabilece@ini duslnlyoruz. CuUnkli SATB2 asiri ifadesi TGF- ile
induklenen N-kaderin ve Fibronektin gibi mezenkimal belirteglerin ekspresyon artiglarini
inhibe etmezken, TGF-B indukli E-kaderin baskilanmasinin siddetini azalttigini tespit
etmistik. E-kaderin seviyesindeki artisin, KHDAK hilicre migrasyonunu ve invazyonunu
baskilayabildigi bilinmektedir (Bremnes vd. 2002, Sato vd. 2012). Bu badlamda, SATB2 asiri
ifadesiyle azalan TGF-B indukli E-kaderin downregulasyon sonucu, hlcre-hlcre
baglantilarinin arttigini ve buna bagh olarak da hiicre invazyon kapasitesinin azalmis

olabilecegini dugsunlyoruz. Sonu¢ olarak, SATB2’nin akciger kanser invazyonunda
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baskilayici bir role oynadigini ve TGF-f indlkll invazyon kapasitesinin siddetini de kontrol
edici bir faktor olarak davrandigini gosteren bulgularimizin, literatir ile uyumlu oldugu agikc¢a
gorulmektedir.

Calismamizda, “KHDAK hicrelerinde TGF-B ile indiklenen SATB2 downregtilasyonu
hangi faktorler tarafindan regile edilmektedir” sorusunun cevabini, molekiler
mekanizmalariyla aydinlatmayi amacladik. Bu baglamda, TGF-B yolagi tarafindan aktive
olan cesitli transkripsiyon faktorlerinin SATB2’nin baskilanmasindan sorumlu olabilecegini
hipotez ettik ve biyoenformatik olarak olasi mekanizmalar arastirdik. Analizlerimizin
neticesinde TGF-[3 yolaginda gdrev alan SMAD, CTCF ve SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT
indukleyici transkripsiyon faktorlerinin, SATB2 promotor bdlgelerinde baglanma bolgelerinin
oldugunu tespit ettik. Oncelikle, A549 hicrelerinde bu transkripsiyon faktorlerin
ekspresyonlarini baskilayarak TGF-B aracili SATB2 baskilanmasindan hangisinin veya
hangilerinin sorumlu oldugunu belirlemek istedik. Bagimsiz olarak tekrarladigimiz Western
blot deneylerimizin neticesinde SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin TGF-3 aracil
SATB2'nin downregllasyonundan sorumlu oldugunu tespit ettik. SNAI1 ve SMAD4
transkripsiyon faktorleri hem birbirleriyle hem de DNA metiltransferaz ve HDAC gibi
epigenetik faktorlerle etkileserek SCARAS ve Cdhl gen ekspresyonlarinin baskilamasinda
goérev almaktadirlar (de Herreros vd. 2010, Liu vd. 2013, Massagué 2012). Bu bilgiler
Isiginda sonuglarimizin, litaratir ile uyumlu oldugu gorilmektedir. Ayrica, bu iki
transkripsiyon faktérinin benzer bir mekanizma araciligiyla SATB2 gen ekspresyonunun
baskilanmasinda da goérev aldigi, ¢alismamiz tarafindan ilk kez gdsterilmistir. Bununla
birlikte, ChIP-PCR deneylerimiz sonucunda, TGF-f ile uyarilan KHDAK hcrelerinde SNAI1
ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin SATB2 promotor bdlgesine dogrudan baglanarak
ekspresyonunu regule ettigini saptadik (Sekil 5-1). Sonug olarak, TGF-B aracili SNAI1 ve
SMAD4 proteinlerinin SATB2 promotorlarindaki “enrichment” degerlerinin birbirine benzer
olmasi ve baglanma bodlgelerinin birbirine yakinligi, bu iki transkripsiyon faktérinin
SATB2'nin baskilanmasi da birlikte yonettiklerini agikga gostermektedir.

EMT sireci kendi icinde indlksiyonunun siddetine bagli olarak stabil epitelyal, erken-
faz melez EMT, melez EMT, ge¢-faz melez EMT ve stabil mezenkimal olmak Uzere bes
farkli formda siniflandinimaktadir (Sekil 2-5). Bu formlardan hem epitelyal hem de
mezenkimal belirteclerin birlikte eksprese olabildigi melez EMT’nin, metastazin basariya
ulasabilmesi icin en uygun fenotip oldugu belirtimektedir (Pastushenko vd. 2019). Bu
cergcevede tim sonuclarimiz birlikte ele alindiginda, SATB2 kaybinin EMT’nin daha siddetli

bir indUklenmesine yol actigi, asirn ekspresyonun ise mezenkimal belirteglerin
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ekspresyonlari Gzerinde bir etkiye sahip olmadigi ortaya konulmustur. Ayrica, SATB2 asiri
ifadesinin TGF- ile indiklenen E-kaderin downreglilasyonunu kismen azalttigi saptanmisti.
Bu bilgiler 1s1ginda, SATB2 ifadesinin hiicrelere plastisite 6zelligini kazandirarak melez EMT
fenotipinin korunmasinda gerekli oldugu ve dolayisiyla KHDAK hiicrelerinin metastazinda
kritik bir 5Sneme sahip oldugu agik¢a gorulmektedir.

SATB2'nin EMT slrecinde hicresel plastisitenin korunmasindaki etkisi nedeniyle,
KHDAK hucrelerinin kemoterapiye diren¢ kazanmalariyla iligkili olan hlcresel plastisite
aracih transdiferensiyon mekanizmasinda da rol oynabilecegini dusundik. Bu
mekanizmada, hlcresel plastisite 6zelligi kazanan KHDAK hicreleri, transdiferensiyon
sureci ile KHAK-benzeri néroendokrin farklilagsmakta ve sonucunda kemoterapiye direng
kazanabilmektedir (Tulchinsky vd. 2019). Ayrica, KHDAK hucreleri genel olarak TGF-3
uyarimina cevap verebilirken, KHAK hcreleri istisnalar digsinda TGF- uyarimina cevap
veremezler ve sonug olarak bu hicrelerdeki TGF- sinyal yolaginin aktivasyonu gorilmez
veya cok kisith dizeydedir (Murai vd. 2015). Calismamizda ilk kez, TGF-p’nin SATB2
ekspresyonunu baskiladigi, bir diger ifadeyle TGF-B sinyal yolagi aktivasyonu ve SATB2
ekspresyonu arasinda negatif bir korelasyon bulundugu gosterilmistir (Sekil 4-1). Tim bu
bilgiler 1s1ginda, TGF-B yolaginin inaktif oldugu KHAK hicrelerindeki SATB2 ekspresyon
seviyesinin TGF-B yolaginin aktif oldugu KHDAK hicrelerine kiyasla yiksek oldugunu
dusundik. Biyoenformatik analizlerimiz, SATB2 ekspresyonunun KHDAK hicrelerine
kiyasla KHAK hicrelerinde anlamli sekilde ylksek oldugunu goésterdi. Ayrica, “Hierarchical
clustering” analizi kullanilarak SATB2’nin TGF-8 sinyal yolaginin aktivasyonu igin gerekli
molekdullerin ekspresyonlari ile negatif bir korelasyona sahip oldugu da tespit edildi (Sekil 4-
15). Tum bu bulgular, hipotezimizin literatir ile uyumlu oldugunu géstermektedir. Akabinde
bu iligkinin varhgini in vitro ortamda da gostermek istedik. Bekledigimiz Gzere, KHAK
hicrelerinin (N417 hicre hatti haric) TGF-B uyarimina cevap vermedigini ve SATB2
ekspresyonunun bu hicrelerde KHDAK hucrelerine goére oldukca yuksek oldugunu tespit
ettik (Sekil 4-13 ve Sekil 4-16). Ancak, diger KHAK hucrelerinden farkh olarak N417
hicresinde TGF-B yolaginin kisith da olsa aktive olabildigi goéruldi (Sekil 4-13). Bu
baglamda, N417 hiicresindeki TGF-B yolak aktivasyonunun, SATB2’nin baskilanmasina yol
acacagini distindik. KHDAK hcrelerinde elde etmis oldugumuz bulgularla tutarli olarak,
TGF-B ile indlklenen N417 hicresinde SATB2 ekspresyonun basariyla baskilandigi ve bu
surecte de SNAI1 ve SMAD transkripsiyon faktorlerinin sorumlu oldugu tespit edildi (Sekil 4-
14). Sonug olarak, TGF-B sinyal yolaginin aktivasyonu ve SATB2 ekspresyonu arasindaki

negatif iligkinin tim akciger kanser hicrelerinde korundugunu agikga goésterdik. Tim bu
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bilgiler 1s1§inda, hiicresel plastisitenin kazaniimasinda kritik bir Sneme sahip olan SATB2’nin
benzer bir mekanizma ile KHDAK hicrelerinin KHAK-benzeri néroendokrin farklilasmasi
surecinde de dlzenleyici bir rol oynayabilecegini hipotezimizi desteklemistir.

KHAK-benzeri néroendokrin farklilasma surecinin tespiti icin EGFR, RB1, CK7 ve p53
cesitli genlerin ekspresyon kaybi kullaniimaktadir (Oser vd. 2015). Ayrica akciger kanseri
hastalarinin teshisi esnasinda KHDAK ve KHAK histolojik alt gruplarin ayirt edilmesi igin
NCAM1, ENO2, CK7, ASCL1 ve NEUROD1 gibi cesitli ndroendokrin belirtecler
kullaniimaktadir (Borromeo vd. 2016, Tan vd. 2008, Thunnissen vd. 2017). Bu baglamda
TCGA verilerini kullanarak tim akciger kanser hiicre hatlarindaki SATB2 ekspresyonunun,
EGFR, CK7, NCAM1 ve ENO2 gibi gesitli KHAK belirtecleri ile olan iligkisini arastirdik.
Bekledigimiz Uzere, néronedokrin farklilagsma sirecinde ekspresyonu azalan EGFR ve CK7
ekspresyonlarinin SATB2 ekspresyonu ile negatif bir korelasyona sahip oldugu saptandi.
Ayrica, SATB2’nin tim akciger kanser hucrelerindeki NCAM1 ve ENO2 néroendokrin
belirtegleri ile pozitif bir korelasyonla ifade edildigi de tespit edildi (Sekil 4-17). In vitro olarak
SATB2'nin EGFR ve CK7 gibi belirteglerle olan iligkilerini teyit etmek istedik. TCGA verileri
ile paralel bir sekilde, SATB2'nin baskilandigi KHDAK hiicrelerinde EGFR ve CK7
ekspresyonlarinin anlamh bir sekilde azaldigi bulundu (Sekil 4-18). Tim bu sonuglar,
SATB2'nin hicresel plastisitenin kazanilmasindaki rolt ile KHDAK hicrelerinin KHAK-
benzeri néroendokrin farklilasma surecinde de duzenleyici bir molekll oldugunu agikga
goOstermektedir. Yakin zamandaki bir ¢alisma, ortaya koymus oldugumuz bu sonuglari
destekler nitelikte olan benzer bir mekanizmayi ortaya koymustur. Bu ¢alismada, KHAK
biyogenezinde kritik bir Sneme sahip olan basic helix-loop-helix (BHLH) ailesi tyesi olan bir
transkripsiyon faktor olan ASCL1 molekulinin, WNT yolagi aracihdiyla KHDAK hucrelerinin
KHAK-benzeri néroendokrin farklilagsma sirecini kontrol ettigi gosterilmistir (Tenjin vd.
2019). Bu baglamda, KHAK hicrelerinde ylksek dizeyde ifade edilen, néroendokrin
belirteclerin ekspresyonlari ile kuvvetli korelasyonlara sahip olan ve bunun yanisira hem bir
transkripsiyon faktor hem de kromatin yeniden modelleyici olarak fonksiyon gosterebilen
SATB2 molekilinin, KHAK-benzeri noéroendokrin farklilasmasi sirecinde kritik rol
oynadigini disinmekteyiz.

Calismamizda, SATB2 molukilinin EMT, invazyon ve néroendokrin farklilagsmasi
suregleri basta olmak tzere akciger karsinogenezindeki rolind genis bir perspektiften tespit
edebilmek amaciyla Mikroarray teknigini gerceklestirdik. Mikroarray sonuglarimizin
guvenirligini artirmak amaciyla hem SATB2'nin agiri ifade edildigi hem de baskilandigi hiicre

gruplar kullanildi ve bdylece SATB2’nin dogrudan regulasyonunda gorev aldigi genlerin
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daha guvenilir bir sekilde tespit edilmesi saglandi. Bu kapsamda Mikroarray analizimizle
SATB2'nin ekspresyonlarini reglle ettigi kodlanan ve kodlanmayan genler tespit edildi.
Analizlerimiz sonucunda SATB2'nin downregiile edildigi gruplarda ekspresyon seviyeleri
artip, SATB2'nin overeksprese edildigi gruplarda ekspresyonlari azalan veya SATB2'nin
downregile edildigi gruplarda ekspresyon seviyeleri azalip, SATB2'nin overeksprese
edildigi gruplarda ise ekspresyonlari artan genler incelendi. Bu filtreleme yontemi araciligiyla
SATB2'nin dogrudan iligkili oldugu genlerin tespiti saglandi. Filtrelemelerimiz ve GSEA
analizlerimiz sonucunda SATBZ2’nin, kanser hicrelerindeki miRNA ekspresyonlari ile
dogrudan iligkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4-22 ve Sekil 4-23). Yakin zamanda
SATB2'nin, genis capta miRNA gen eskpresyon profillerini reglile edebildigi rapor edilmistir
(Chen vd. 2019). Mikroarray ve gPCR sonucglarimiz, miR-1243 ve miR-4779
ekspresyonlarinin SATB2 tarafindan dogrudan negatif olarak regule edilidigini gosterdi
(Sekil 4-22 ve Sekil 4-24). Ayrica SATB2'nin agiri ifade edildigi KHAK hucre hattindaki bu
mMiRNA ekspresyonlarinin, KHAK hicre hattina kiyasla oldukc¢a diguk oldugu gozlendi (Sekil
4-25). Bu sonuglar dogrultusunda, SATB2 ile induklenen miR-1243 ve miR-4779
ekspresyonlarindaki baskilanmanin néroendokrin farklilasmada kritik bir éneme sahip
olabilecegini distinmekteyiz (Sekil 5-2).

Calismamizda, biyoenformatik olarak bu miRNA’larin tahmini hedef genlerini ve sinyal
yolaklarini tespit ettik. ilging bir sekilde, hem miR-1243 hem de miR-4779 genlerinin dzellikle
TGF-B sinyal yolaginda gérev alan genleri hedef alabilecegi belirlendi (Tablo 4-2). Ozellikle
KHDAK htcrelerine kiyasla KHAK htcrelerinde downregile olan miR-1243’Gn olasi hedef
genleri arasinda SMAD2 ve SMAD4 genlerinin oldugu goézlendi. SMAD2 ve SMAD4
genlerinin KHDAK hicrelerine kiyasla KHAK hicrelerinde agsir ifade edildigini de tespit
etmistik (Sekil 4-15). Bu baglamda, KHDAK ve KHAK hicrelerinde gézlenen SMAD2 ve
SMAD4 ekspresyon profilleri arasindaki farkin, SATB2 aracil reglle edilen miR-1243’ln
olabilecegini dustntyoruz. Yakin zamanda yapilan bir galismada miR-1243’Gn pankreas
hicrelerinde SMAD2 ve SMAD4 genlerini dodrudan hedef alarak reglle ettigi tespit
edilmistir (Hiramoto vd. 2017). Bu bulgular, yapmig oldugumuz biyoenformatik analizlerin ve
hipotezimizin dogrulugunu destekler niteliktedir.

miR-1243 ve miR-4779 miRNA genlerinin, fonksiyonlari ve biyolojik etkileri Gzerine
literatlirde ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. miR-1243’ln pankreas hicrelerinde EMT
surecini baskilayarak tumaor baskilayici bir gen olarak fonksiyon gosterdigi rapor edilmigstir
(Hiramoto vd. 2017). Bu baglamda, dogrudan EMT sirecinin regulasyonunda rol aldigini

tespit etmis oldugumuz SATB2 molekilinin, ayni zamanda miR-1243 gibi genlerin
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ekspresyonlarini reglile ederek de EMT sirecine dolayli yoldan etki edebilecegini
dusunuyoruz. Diger taraftan pankreas kanseri, akciger kanseri gibi néroendokrin fenotip
gOsteren alt gruplari igeren bir kanser tlrlidir ve ndéroendokrin farklilasma pankreas kanser
hicreleri tarafindan da bir direng mekanizmasi olarak kullaniimaktadir (Gradiz vd. 2016).
Ayrica, bu calisma néroendokrin farklilasma 6zelligine sahip olan pankreas kanser hiicre
hatlari kullanilarak gercgeklestirilmistir. Dolayisiyla miR-1243 ekspresyonunun, néroendokrin
fenotip gOsteren pankreas kanser progresyonunda o6nemli rol oynamasi, KHDAK
hicrelerinin néroendokrin farklilagsmasi strecine katiimasi intimalini kuvvetlendirmektedir.
mMiR-4779’nin ise kolorektal kanserlerinde apoptoz ve hlcre arrestini indUkleyerek
timoér blyUmesini baskiladigi  gésterilmistir (Koo vd. 2018). SATB2, kolorektal
karsinogenezinde kritik bir rol oynamakta ve histopatolojik olarak kolorektal hastalarin
tanisinda belirte¢ olarak kullaniimaktadir (Dabir vd. 2018, Ma vd. 2019, Meagher vd. 2019).
Bu baglamda yiksek seviyede SATB2 ifade eden kolorektal kanser hiicrelerinin ¢ok dusuk
miR-4779 ekpresyon seviyesine sahip olmasi, SATB2 ve miR-4779 arasinda ilk kez
gOstermis oldugumuz ters iliskiyi dogrulamaktadir. Sonug¢ olarak SATB2’nin, tUmor
baskilayici karakterdeki miR-1243 ve miR-4779 genlerinin ekspresyonlarini baskilayarak
néroendokrin farklilasma, EMT, kemoterapiye direnc ve apoptoz gibi sureclerde bir regulatér
olarak fonksiyon gosterdigini ve bu mekanizma araciligiyla akciger karsinogenezine katki

saglayabilecegini dusunuyoruz.
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Sekil 5-2 Bulgularimiz dogrultusunda ortaya ¢ikan KHDAK ve KHAK hicre profillerinin
sematik 6zet olarak gdsterilmesi.
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6. SONUCLAR

1. SATB2nin, KHDAK hicre EMT ve invazyonunda dizenleyici bir role sahiptir.

2. SATB2, mezenkimal genlerin reglilasyonundan ziyade dogrudan E-kaderin ve Occludin
gibi epitelyal genlerin reglilasyonlarina katilmaktadir.

3. SATB2'nin EMT surecindeki dlzenleyici roliiniin molekuler temeli, SNAI2 ve ZEB1
transkripsiyon faktorleri Uzerindeki etkisine dayanmaktadir.

4. TGF-B kanser turlne spesifik olmadan tim kanser tirlerinde SATB2 ekspresyonunu
baskilamaktadir.

5. TGF-B indukli SATB2 baskilanmasi, SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktorleri
araciligiyla transkripsiyonel olarak gergeklesir.

6. SATB2 ekspresyonu TGF-B tarafindan indiklenen invazyon kapasitesinin siddetini
dogrudan kontrol edebilmektedir.

7. Noéroendokrin kékenli KHAK hicrelerindeki SATB2 ekspresyonu, KHDAK hicrelerine
kiyasla dramatik bir sekilde ylksek seviyededir.

8. SATB2 KHDAK hcrelerinin KHAK-benzeri néroendokrin farklilasmasi sirecinde
dizenleyici role sahiptir.

9. SATB2, miR-1243 ve miR-4779 ekspresyonlarini baskiladigi tespit edilmistir.

10. SATB2 tarafindan regile edilen miR-1243 ve miR-4779’un akciger karsinogenezinde

kritik rol oynayabilecekleri dngorilmekteyiz.
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ARTICLE IMFO ABSTRACT
Article history: Ohbjectives: The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is considered as a key step in invasion of
Received 7 January 2016 cancer cells, There are several regulator proteins responsible for induction of EMT, but underlying mech-
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anisms are still unclear. SATB2 is an epigenetic regulator involved in osteoblastic differentiation. The role
Accepted 31 May 2016

of SATB2? in EMT and invasion of NSCLC cells is unknown. Therefore, we aimed to explain roles of SATB2
with underlying molecular mechanisms in EMT and invasion of NSCLC cells.

ﬁ*;:“ﬁ-' Materials and methods: We used AS49 and NCI-H1650 cells as a model to evaluate the effects of SATEZ in
TCRp EMT and invasion of NSCLC cells. Cell culture, western blot analysis, siRMA-mediated gene knockdown,
NSCLE and invasion assay were performed in this study.

EMT Results and conclusion: In this study, we investigated the regulatory role of SATB2 expression in TGF-
Invasion B-induced EMT and invasion of NSCLC cells, and found that SATBZ is downregulated in A549 cells and
Stemness TGF-P can induce EMT in these cells, however, TGF- can not induce EMT in SATB2 expressing cells such
as H1650, PC3, [1-18, Hoc78 and Heo193. Our results demonstrated that SATE2 knockdown is sufficient
to induce generation of fibroblast-like morphology, EMT and invasion of NSCLC cells by upregulating
the expressions of Slug, Twist and Zeb]. Moreover, SATB2 knockdown promotes TGF-P-induced EMT
and invasion in NSCLC cells, These results strongly suggest that SATB2 prevents induction of EMT by
suppressing expression of EMT-inducing transcription factors in NSCLC cells. Furthermore, SATB2 could
inhibit tumour initiation by suppressing stemness marker genes such as (D44, Nanog, Oct-4A and Sox-2_
Consequently, our results clearly indicate that SATB2 plays pivotal rale in EMT, invasion and stemness of
MNSCLC cells.
€ 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

MNon-small cell lung carcinoma (NSCLC) is a major cause of
cancer-associated death worldwide with 5-year survival rate less
than 15%. Despite the improvements in surgery and chemotherapy,
formation of distant metastasis are still the main cause of death in
patients with NSCLC [1]. The development of the more effective
therapeutic strategies for lung cancer patients depend on under-
standing of the molecular mechanisms underlying the formation
of distant metastases. Increasing evidence reveals that epithelial-
mesenchymal transition (EMT) plays a key role in tumorigenesis,
drug resistance, relapse, invasion and metastasis of various cancers

AbbrevioHons: SATEZ2, Special AT-rich binding protein 2; TGF-B, Transforming
growth factor beta; NSCLC, Mon-small-cell hung carcinoma; EMT, epithelial-to-
mesenchymal transition.
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[2]. Cancer cells undergoing EMT display reduced epitelial proper-
ties such as cell-cell junctions and apical-basolateral polarity and
mesenchymal cell phenotype with enhanced invasive properties
[2]. The hallmarks of EMT process are generally confirmed as loss
of E-cadherin and up-regulation of mesenchymal markers, such as
N-cadherin and vimentin. EMT process is mediated by a variety of
transcription factors, including Slug, Twist and Zeb1, which are also
known as EMT markers [3-5].

Recent studies suggest that various external signals such as
growth factors, cytokines and chemokines play significant role to
promote EMT. Among these external factors, TGF-B has a crucial
role in progression of lung cancer by regulating EMT and invasion
[6.7]. Although recent studies have revealed several key molecules
for TGF-B-induced EMT, the underlying molecular mechanisms of
TGF-B-induced EMT still remains poorly understood.

Special AT-rich binding protein 2 {(SATBE2) is transcription factor
and binds to AT-rich DNA sequences in nuclear matrix attachment
regions [B,9]. SATB2 regulates gene expressions by remodelling



Ek-2

Tumor
Original Article Blﬂlﬂg}'

Tumor Bloksgy

The crosstalk between p38 and Akt © The Authers) 217

Raprints and permizssions:

signaling pathways orchestrates EMT g lsarmalrmisions

DOk 10 ITFA0104283 1770621 2

by regulating SATB2 expression in Iwmwhwmmmé
NSCLC cells

Hakan Kuculsayan and Hakan Akca

Abstract

Epichallal-miesanchymal transiton |s a crucll event for meastasis and could be mediated by several pathways such as
phosphoinositde 3kirase’ Akt mitogen-activated protainkinases, aswell asmany epizenatic regulators. Speclal AT-rich sequance-
binding protein 2 Is an epigenatic regulator Invaled In eplthelll-mesenchymal transition and osteoblastic differentation. It
has been reported that the crosstalk between several pathways Is responsible for the regulation of epithallab-mesenchymal
transition In cancer cells. However, crosstalks betwean p38 and Akt pathways Involved In epithelial-mesenchymal transiton
are still unknown. We recenty reported that there Is a crossalk between p38 and Akt pathways In non-small-cell lung
carcinoma calls, and this crossmlk Is assoclated with E-cadherin and speclal AT-rich saquance-binding protain 2 exprassions.
Therefore, we almed to determine whether this crosstalk has a mediator role In the regulation of epithellz-mesenchyrmal
transition In non-small-cell lung carcinoma. Our results showed that inhibition of p38 leads to the disruption of this crosstalk
vla decreased expression of phosphatase and tensin homolog (PTEM) and subsequently Increased activation of Akt in non-
small-cell lung carcinoma cells. Then, we found that p38 Inhibition uprepulated speclal AT-rich sequence-binding protein 2
exprassion and reversad epithellal-mesenchymal transition In non-small-call lung carcinoma calls. Furthermorea, spacial AT-
rich saquence-binding protain 2 knockdown abolished the effect of p38 Inhibitien on epithellal-mesanchymal transition In non-
small-call lung carcinoma calls. In conclusion, our results strongly Indicate that the crosstalk between p38 and Akt pathways
can determine spacial AT-rich sequence-binding protelin 2 expression and epithelial character of non-smalk-cell lung carcinoma
cells, and special AT-rich sequence-binding protein 2 Is a critkcal epligenatic regulator for epithellabmesanchymal transitlon
medited by p38 pathway In non-small-cell lung carcinoma. Cur findings will cantribute to Huminate the molecular mechanisms
of tha apithallal-mesanchymal transition process that has a critical significance for lung cancer metastasis.
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p38, Akt, SATB2, epithellz-mesenchymal transition, non-small-cell lung cancer
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Introduction

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a sipnificant transducers and activators of transcription (STATS),
event for ivasion and metastasis of cancer cells. In this phosphoinositide 3-kinase (PI3K Y Akt, and mitogen-acti-
process, epithelial-derived cancer cells display decreased — wvated protein (MAP) kinases.2?
epithelial properties such as cell-cell junctions and apical-
basolateral pelarity and gains mesenchymal cell pheno- ey of Madical Biology, School of Medicine, Pamuldcals
tvpe with enhanced invasive properties. The hallmarks of Univarsicy, Dantzll, Turkey
EMT are downregulation of epithelial markers such as
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E-cadherin and upregulation of mesenchymal markers ooy Derartment of Medical Bioiogy, School of Medicne,
such as M-cadherin and vimentin.)? EMT can be regulated  pamuldale Universigy, Kinikll, Denizll 20180, Turkey.
by several signaling pathways including SMADs, signal Emall: hakcaipau.edu.tr; hakanakea@yahoo.com
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Abstract

Transforming growth factor-@ (TGF-f) pathway plays crucial roles during the cardnogenesis and metastasis. TGF-f

receptor 2 (TGFBRZ) is a key molecule for the regulation of TGF-f pathway and fraquently downregulated or lost in saveral
cancer types including non-small cell lung cancer (NSCLC), and TGF-f pathway is often regulated by negative-feedback
mechanisms, but little is known about the mechanism of TGFER2 downregulation in MSCLC. Here, we found that the
expression of miR-520e is upregulated in metastatic tumor tissues compared with non-metastatic ones, and its expression
is inversely correlated with that of TGFER2 in clinical samples. We also discovered that TGF-f dramatically increased the
expression of miR-520e, which targeted and downregulated TGFER2, and the suppression of miR-520e significantly impaired
TCF-p-inducad TGFEREZ downregulation. Chromatin immunoprecipitation-PCR expariments further showed that miR-520e
is transcripionally induced by SMAD2/3 in response to TGF-. Our findings reveal a novel negative-feedback mechanism in

TGF-p signaling and the expression level of miR-520e could be a predictive biomarker for NSCLC metastasis.

Introduction

Lung cancer has the highest rates of inadence and mortality
compared with other cancer types (1) Lung cancer 1= histologically
categorized as two different subtypes, small cell lung cancer (SCLC)
or non-small cell lung cancer (MSCLC), with inadences of -15 and
84%, respectively (Z). NSCLC is the leading cause of cancer-related
deaths and has & 5 year survivel rate of <15% (3). Although the
use of novel treatment options increased the survival of NSCLC
patients, the survival rate of NSCLC patients is still poor due
to distant metastasis. Therefore, understanding the molecular
mechanisms of metastasis of NSCLC cells is essential to develop
novel and effective strategies for NSCLC therapy.

The transforming growth factor-f (TGF-f) 1= & mulb-
functional cytokine and has dual effects in cancer progression
including M5CLC (4-6). TGF-f plays a crucial role in cancer

metastasis by activating epithebal-mesenchymal transition
(EMT). However, TGF-fi also regulates the cell cycle by inducing
expression of CDE inhibitor p2l1 and causes G1 arrest (§,7).
Mechanistically, when TGF-f binds to TGF-fi-receptor type 2
(TGFERZ), which is a transmembrane serine-threonine kinase,
it recruits and phosphorylates TGF-f-receptor type 1 (TGFERL).
Activated TGFER1 phosphorylates receptor-regulated Smads
(R-5MAD=), SMAD2 and SMAD3, which interact with SMAD4
(co-3MADs), resulting in the formation of the SMADZ/3-SMAD4
complex. This complex accumulates in the nucleus, binds to the
regions called as SMAD-binding elements (SBEs) on the promaoter
of target genes (8,9) and induces or represses their transcription.
The activated SMAD complex not only represses the expressions
of E-cadhenn and CAR], which are epithelial markers, but also
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Abstract: Bockground: Mon-Small Cell Lung Cancer (WM3CLC) is an aggressive cancer type due to hizh metas-
tatic capacity. Muclear Factor Eappa B (WMF-B) is a consistently active transcription factor in malismant lung
cancer cells and has crocisl significance in NWSCLC progression. It is also implicated in the transcriptional regu-
lation of many genes inchading mictoBMAs (miRMAs) that function as tumer suppressor or oncogene. It has
been increasingly reported that several miRMNA: defined as gene merobers are induced by NF-xB. The present
study aimed to find novel miRMAs that are repulated by NF-B.

Metheds: Chromatin Inmmmoprecipitstion Sequencing (ChIP-Seq) experiment and bicinformatic analysis were
uzed to determine MF-xB—dependant miFMAs. Western blot analysis, quantitative real-time polymerase chain
reaction (R T-PCER), aciferase reporter gene assays were camied out to imvestizate the target genes of miFMAs,
To determine biclogic activity, manswell invasion md MTT assay were camied out on HI200 NSCLC cell ine.
miFNA expression level was evaluated in metastatic snd non-metastatic tissue samples of WSCLC patients.
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Resules: ChIP-Seq and qRT-PCE experiments showed that miR-548as-3p is wanscriptionslly regulsted by NE-

o ¥B in response to Tumor Mecrosis Factor-a (THF-a) treatment. Then we found that tamor suppressor Phospha-

T0. 2P A TET I 5206 IDEG TR0 [6521 5 tase and Tension homolog (PTEM) is a direct target of miR-548as-3p. Furthermore, miR-548as-3p mediates
phosphatidylinesitel-3-0H kinsse (PIE) Akt pathway snd NF-sB-implicated genes incloding Matrix Metallo-
proteinases & (MMPY), Shug and Zebl. We firthar chowed that miR-5483:-3p increased invasivensss of WSCLC
cells and was upregulated in metastatic hunor Sssnes comparad fo non-metsstatic ones.

Conclnsion: All these findings provide a miFMAs-mediated novel mech
miR-548as-3p could be 3 biomarker for NSCLC metsstasic,

Keywords: NF-kappa B, neoplasm metastasis, mvasion, miR-548as-3p, carcinoma, non-small-cell hing, PFTEN.

for NF+B signaling and that

1. INTRODUCTION

Lung cancer 15 the main causs of cancer-related deaths world-
wide and more than a mllion new cases are added every year [1]
Incidence and prevelance of lung cancers are increasing at am
alarming rate, particularly in the western world. Nearly 90% of ang
cancers are M3CLC, meluding Squamous Cell Carcmnoma (SCC),
Large Cell Carcmoma (LCC), adenocarcmoma and adenosquamous
cell carcinoma. In spite of advanced diagnostic and therapeutic
mprovements, 5-year swrvival rate mcreased only by 15% m the
past4ﬂ years [2]. '1"]:.|:rElfoz1|=1 tmdasmdmgﬂle molecular mecha-
nisms underlymg carcinogenesis and progression of ling cancer 1s
very important to fight agamst this cancer type.

As a multifonchonal hznsmp'h.nn factor, NF-+B mduces cell
survival, inwvasion, metastasis, anglogenesis, differenhiation and
prevents zpoptosis in a varety nf cancer cells, meluding hung can-
cer [3-6] NF-B is constitutively active in many fypes of cancer,
especially in NSCLC [7, 8]. NF-xB is nommally sequestered in the

*Address comespondence to this anthor st the Deparmment of Dedical Ge-
netics, Fa of Medicine, Panmukkale University, Denizli 20160, Turkey;
Tel: +00 258 206 4204, +00 538 863 3072; E-mail: hakca@pan edu v

1871-5206/19 S58.00+.00

cytoplasm of uninduced cells by binding to Inhibator kappa B (IkB)
family proteins. NF-«B can be activated by a senss of stinmli n-
chuding epidermal growth factor (EGF), msulin, E-Ras, (TMF-a),
and mterleukin-1§ (IL-1B) in buman cancers [4]. While THF-o and
II-1p mduces NF-xB activaton via canonical pathway, the others
use non-canomical pathway to activate NF-xB. At the end, regard-
less of whether the activated pathway 15 canonieal or not, all thess
stimul induce activation of IKB kinases, consisting of [EK-a, [EE-
B, IEE-y. When actrvated, IKEs phosphorylate IkBs and mduce
their degradation by proteasome. Subsequently, NF-«B subunits
releasing from IkBs translocate to ouclews and induce the transcrip-
tion of target genes by binding to NF-xB-binding sites on the pro-
moters of responsive genes [6, 9].

MicroRNAs (omBNAs) are small non-coding ENA molecules
confaimng approrxamately 22 nuclectides that negatvely regulate
the franslations c-fmessenga BENAs (mFMA) by binding to thew 3°
untanslated regions (UTR). muBNAs plajr mlpoztmr regulatory
roles in many biclogical processes including imvasion, proliferation,

apoptosis and differentistion of cells [10]. Recent studies have
shown that miFMAs are frequently dysregulated in most luman
cancer types mecluding lung cancer [11, 12]. Transenphions of
ouRMNA genes are controlled by various transeriphion factors such
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