T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KHDAK HUCRE iINVAZYONUNDA IL-6/SATB2/CD44
YOLAGININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

TIBBI BiYOLOJi_ ANABiLiM_DALI
YUKSEK LISANS TEZI

Hakan KUGUKSAYAN

Aralik 2014
DENIZLI



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KHDAK HUCRE INVAZYONUNDA IL-6/SATB2/CD44
YOLAGININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

TIBBI BIYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

Hakan KUGUKSAYAN

Tez Danigmani: Prof. Dr. Hakan AKCA

Denizli, 2014



YUKSEK LISANS TEZi ONAY FORMU

Hakan KUCUKSAYAN tarafindan Prof Dr Hakan AKCA yonetiminde hazirlanan
“KHDAK Hiicre invazyonunda IL-6/SATB2/CD44 Yolaginin  Etkilerinin
Arastirllmasi” baslikli tez tarafimizdan okunmus, kapsami ve niteligl agisindan bir

Yuksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir

Baskan: Dog. Dr. Gamze GOKOZ DOGU
(Pamukkale Universitesi)

Danisman Prof. Dr. Hakan AKCA
(Pamukkale Universitesi)

Uye Prof. Dr. lbrahim ACIKBAS
(Pamukkale Universitesi)

Uye: Prof. Dr. Gulseren BAGCI
(Pamukkale Universitesi)

Uye Yrd Dog¢. Dr. Nedim KARAGENC
(Pamukkale Universitesi)

Pamukkale Universitesi Sazghk Bilimleri Enstitust Yonetim Kurulu'nun

’5 / ’//)’tarih ve

= Tsayxll karariyla onaylanmistir
Prof. D M&UM



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yuratilmesi, arastiriimalarinin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil Grind olmayan bulgularin, verilerin ve
materyallerin bilimsel etie uygun olarak kaynak goésterildigini ve alinti yapilan

caligmalara atfedildigini beyan ederim.

Ogrenci Adi Soyadi : Hakan KUCUKSAYAN

imza



OzZET

KHDAK HUCRE INVAZYONUNDA IL-6/SATB2/CD44 YOLAGININ
ETKILERININ ARASTIRILMAS
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Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Hakan AKCA

Aralik 2014, 78 Sayfa

Akciger kanseri, dinya genelinde 5 yillik sagkalim oraninin 10-15%’den daha az
olmasi ile kanser iligkili 6limlerin en yaygin nedenidir. EMT (Epitelden Mezenkimale
Gegcis), kanser invazyonunda kilit bir stirectir. EMT ve Kanser Kok Hucre (KKH) 6zellikleri,
benzer dizenleyici proteinler tarafindan dizenlenmektedir. EMT surecinde KKH
Ozelliklerinden sorumlu birgok dizenleyici protein vardir ve gogunlugunun mekanizmalari
hala bilinmemektedir. SATB2, nikleer matriksle iliskili transkripsiyon faktordir ve
osteoblastik farklilagsmasinda epigenetik bir dizenleyici olarak islev gdstermektedir.
SATB2'nin kolorektal kanser hiicrelerinde EMT ve invazyonu baskiladigi bilinmesine
ragmen, aksiyon mekanizmasi hala bilinmemektedir. IL-6, akciger kanserin malignant
doénusiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle arastirmamizda, KHDAK (Kuguk
hucre-disi akciger kanseri) hucrelerinde IL-6 tarafindan induklenen EMT surecinde,
invazyonda ve kanser kdk hicre fenotipinin kazaniimasinda, SATB2'nin dizenleyici
rolint belirlemeyi amagladik. IL-6’nin SATB2 ekspresyonunu artirarak KHDAK hucre
invazyonunu artirdigini gosterdik. SATB2’nin siRNA aracili susturulmasi IL-6 tarafindan
indUklenen N-kaderin ekspresyonunu ve invazyonu, Twist ve Zebl ekspresyonunu
azaltarak inhibe etti. TGF-f ise SATB2 ekspresyonunu azaltarak KHDAK hicre
invazyonunu artirmistir. SATB2'nin susturulmasi TGF-f tarafindan indiklenen invazyonu
artirmistir. Ayrica calismamiz, KHDAK hicrelerinde CD44 ve Sox-2 ekspresyonlarini
regule ederek kanser kok hucre Ozelliklerinin duzenlenmesinde kritik bir role sahip
oldugunu ilk kez belitmektedir. Dahasi, SATB2'nin susturulmasi Fokal Adezyon Kinaz
(FAK) ekspresyonun artmasina yol actigi da KHDAK hucrelerinde ilk kez gosterilmigtir.
Calismamiz, IL-6 ve TGF-f'nin SATB2nin ekspresyonunu dlzenleyerek farkh
mekanizmalar araciligiyla invazyonu indukledigini ilk tanimlamistir. Sonu¢ olarak;
SATB2'nin, KHDAK hicrelerinde invazyon ve kanser kok hicre ézellikleri Gzerine kilit bir
dizenleyci olabilecedi sonucuna vardik.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, invazyon, EMT, KKH, IL-6, SATB2

Bu galigsma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF IL-6/SATB2/CD44 PATHWAY ON
NSCLC INVASION

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

December 2014, 78 Pages

Lung cancer is one of the most common causes of death by cancer worldwide
with less than 10-15% of survival rate at 5 years. EMT (Epithelial-mesenchymal
transition) is a key event in invasion of cancer. EMT and Cancer Stem Cell (CSC)
properties are regulated by similar regulatory proteins. There are lots of regulator proteins
responsible for EMT and CSC properties, but underlying mechanisms are still unknown.
SATB2 is a nuclear matrix-associated transcription factor and epigenetic regulator that is
involved in osteoblastic differentiation. Although, SATB2 was reported to suppress EMT
and invasion in colorectal cancer cells, the mechanism of action of SATB2 is still
unknown. IL-6 plays an important role in the malignant progression of lung cancer.
Therefore, in this study, we aim to determine regulatory role of SATB2 in EMT process,
invasion and the acquisition of CSC phenotype induced by IL-6 on NSCLC (non-small-cell
lung carcinoma) cells. We showed that IL-6 induces invasion of NSCLC cells by
increasing SATB2 expression. Small interfering RNA (siRNA)-mediated knockdown of
SATB2 inhibits IL-6-induced invasion and N-cadherin expression by reducing Twist and
Zebl expression levels. TGF-B enhances invasion of NSCLC by decreasing SATB2
expression. Knockdown of SATB2 increases TGF-B-induced invasion of NSCLC cells.
Furthermore, our study firstly indicated that SATB2 has a critical role in modulating CSC
properties by regulating CD44 and Sox-2 expressions in NSCLC cells. We also firstly
showed that knockdown of SATB2 leads to up-regulation of Focal Adhesion Kinase (FAK)
expression. Our study firstly illustrated that IL-6 and TGF-B induce invasion depend on
different mechanisms by regulating SATB2 expression in NSCLC cells. Consequently, we
concluded that SATB2 could be a key regulator on invasion and CSC properties in
NSCLC cells.

Keywords: NSCLC, Invasion, EMT, CSC, IL-6, TGF-B, SATB2

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2013SBEO11.
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1. GIRiS

Akciger kanseri, yiksek metastatik kapasiteye ve yuksek tekrarlama riskisine sahip
olmasiyla en agresif kanser turlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iliskili 6limlerin en
yaygin nedeni durumundadir. Glinimizde kanser progresyonundaki rolleri nedeniyle
timor mikrogevresinde aktif roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak
noktasi haline gelmistir. Hem normal hicresel olaylarda, hem de kanser
progresyonunda oynadigi énemli roller ile IL-6, sitokinler igerisinde Kilit bir yere sahiptir.
Yapilan arastirmalar IL-6’nin, akciger kanseri, meme kanseri gibi bircok kanser turtinin
timorgenezinde, invazyonunda, metastazinda ve kemoterapik ilaglara direnclilik
kazanmasi gibi sUreglerindeki rollerini gostermistir. Akciger adenokarsinomali
hastalarin malign karakterdeki plevral sivilarinda yuksek seviyedeki IL-6 varlig

dikkatimizi ¢ceken bir bulguydu.

Cesitli kanser hicre dizilerinde yapilan ¢alismalarda IL-6, invazyonun Kilit bir adimi
olan Epidermal Mezenkimal Transisyon ( EMT ) surecini tetikledigi gosterilmistir. Son
guncel arastirmalarla; IL-6'nin, metastaz ve kanserin niksetmesiyle iligkili olan kanser
kok hicrelerinin olusumlarinda énemli bir yere sahip oldugu kanitlanmigtir. Bu bulgulari
destekleyecek sekilde, EMT slreciyle kanser hicrelerinin kanser kok hicrelerine
donusmesiyle paralellik oldugu belirtiimektedir. Bu iki ayri sureci yoneten transkripsiyon
faktorlerinin de blylk oranda ortak oldugu arastirmalarla gdsterilmistir. Son olarak bir
EMT indUkleyicisi olan IL-6’nin, kanser kdk hlcre fenotipinin kilit bir belirteci olan CD44
ekspresyon artigsina neden oldugu da kanitlanmigtir. iste arastirmamizin gikis noktasi,
EMT ve kok hucre fenotipinin kazanilmasi arasindaki bu siki iliskinin varligiydi. Son
guncel arastirmalarda, hucre farkhlagsmasinin kilit bir dizenleyicisi olarak tanimlanan
kromatin yeniden modelleme proteini olan SATB2 arastirmamizin bas faktori olarak

secilmistir



1.1 Amag

Bu projemizle, KHDAK hicre dizilerinde IL-6 tarafindan indiklenen EMT
surecini ve koOk hucre fenotipinin kazanilmasini gostermek ve SATB2'nin bu
sureglerdeki potansiyel duzenleyici rolind ilk kez arastirarak ortaya cikarabilmeyi

amaclamaktayiz.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Akciger Kanserleri

Dinya Saghk Orgutiniin 2012 verilerine gére; diinya genelindeki kanser nedenli
O0lum sayisi 8 milyon 200 bin olarak aciklanmigtir. Akciger kanseri ise, bu kanser
nedenli élimlerin iginde 1 milyon 690 bin ile tim kanser tirleri igerisinde en agresif
kanser turadar (Web_1).

KHAK tim akciger kanserlerinin %20’sini kapsar ve vicutta birgok bolgeye
metastaz yapabilir. KHAK direkt sigara kullanimi ile iligkilidir ve sadece %1 oraninda

sigara igmeyenlerde gorulir.

KHDAK akciger kanserinin daha yaygin olarak gorllen tipidir ve tum akciger
kanserlerinin %80’i oraninda goérilir. KHDAK timérde bulunan hicre tiplerine bagli

olarak ug¢ ana tipte goralur.

- Bronsioloalveolar kanser
- Skuamoz hiicre karsinoma

- Buyuk hucre karsinoma

Akciger kanseri kontrol edilemeyen blylime, apoptoza direng, timor anjiyogenezi,
doku invazyonu ve uzak metastaz ile sonucglanan genetik degisikliklerin kazaniimasiyla

adim adim gelisir.
2.1.1 Etiyolojisi

Akciger kanserinin meydana gelmesinde bir¢ok risk faktort rol almaktadir. Sigara
kullanimi, akciger kanseri icin en o6nemli risk faktorlerinden biridir ve akciger
kanserlerinin blylk bir béluminden aktif sigara igiciligi sorumlu tutulmaktadir. Bunun
yaninda akciger kanserlerinin %2"0nudn sigara icme OykusU bulunmayan bireylerde

meydana gelmesi, pasif sigara i¢ciminin de akciger kanser olusumunda énemli bir risk
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faktori olabilecegini gostermektedir. Son yillarda yapilan galismalarda, pasif sigara
icicilerinde akciger kanser olugum riskinin 3.5 kat arttigi belirtiimistir (Maghfoor ve Perry
2005, Vineis vd 2005, Muasellim 2007). Sigara ve akciger kanserinin iligskisi 1950"lili
yillardan beri kanitlanmig olup, sigara kullanan kisilerde akciger kanseri goralme sikhgi
24-36 kat artmaktadir (Musellim 2007). Dumaninda 4000’den fazla kimyasal madde
bulunduran sigarada, 60’dan fazla kimyasal maddenin, radyoaktif 6zellikteki radon,
kursun, bizmut ve polonyumun karsinojen olduklari ispatlanmistir (Boffetta 2006).
Ayrica sigara igme suresi, icilen sigara sayisi, igilen sigara tipi ve sigaraya baslama
yasl akciger kanseri olusumunu etkilemektedir. Bunun yaninda, sigaranin filtresiz

olmasi ve yogun katran icermesi de ilave risk faktorleri arasindadir (Masellim 2007).

Beslenme ve diyetteki eksiklikler de akciger kanseri gelisimine neden
olabilmektedir. Antioksidan vitaminlerin ve 06zellikle karotenoidden zengin meyve ve
sebzelerin, akciger kanseri ile birlikte diger kanser tirlerinin olusum riskini azalttigi
diistunilmektedir (Krinsky ve Johnson 2005, Ruano-Ravina vd 2006). insanlarda da
B-karoten/retinolden zengin olan diyetle beslenen kisilerin akciger kanserine %40
oranla daha az yakalandigi bulunmustur (Musellim 2007). Sigara icme durumuna
bakilmaksizin, total veya spesifik tip yaglarin alinimi ve akciger kanseri riski arasinda
iliskiye rastlaniimamistir. Buna karsin kurutulmus et (sosis, preslenmis 6rdek ve
kurutulmug domuz gibi), yagda kizartarak pigirilen gida Urunleri ve artan akciger kanser
riski arasinda anlaml bir iliski bulunmustur (Krinsky ve Johnson 2005, Ruano-Ravina
vd 2006).

Freudenheim ve ark. (2005)'nin yaptigr 399.767 goénulli ve 3137 akciger kanseri
olgusunu iceren kapsamli bir arastirmada, giinde en az 30 g alkol tuketen insanlarda
alkol tiketmeyenlere goére akciger kanseri olusumu agisindan yuksek riske sahip

olduklari belirlenmisgtir.

Mevcut veriler, fiziksel olarak aktif bireylerin diusik akciger kanseri riskine sahip
olduklarini ileri sirmektedir. Gun boyu duzenli fiziksel aktiviteye sahip bireylerde,
akciger kanser riskinde %13-30 azaltma oldugu gézlenmigtir. Ayni zamanda, fiziksel
aktivitenin, agir sigara iciciler arasinda da akciger kanser riskini azaltmaya yardimci
olabilecedi 6ngorulmektedir (Lee 2003, Alfano vd 2004)

Akciger kanseri riskinin, c¢esitli polisiklik aromatik hidrokarbon bilesiklerinden zengin
hava kirliliginin oldugu bdlgelerde daha yuksek siklikta gozlenmesi, bu bilesiklerin de
akciger kanser olusumunda rol oynayabildiklerini gdstermektedir. Boffetta ve ark.
(2006), Avrupa sehirlerinde hava kirliliginin akciger kanser olusum nedenlerinin %11’ini

olusturdugunu belirlemiglerdir. Hava kirliligine benzer olarak, bazi kimyasal maddelere
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mesleki maruziyetin de akciger kanser olusumunda dnemli oldugu gériilmektedir. lyi
bilinen insan karsinojenleri arasinda kristallin silis ve krizotil asbesttir. Silis tozuna ve
asbeste maruz kalan isciler, akciger kanserinin gelisimi igin ylksek riske sahiptirler
(Molina vd 2008). Ayni zamanda, uranyum madenlerinde ve nukleer alanda galisan
isciler, radyoaktif maddelere maruz kaldiklarindan akciger kanseri i¢in daha ylksek
riske sahiptirler (Boffetta 2004)

Gegen 60 yillik sirede akciger kanserinin ailesel olarak da gézlenmesi, hastaligin
olusumunda kalitsal bir yatkinligin varligini desteklemektedir (Molina vd 2008). Akciger
kanseri 6yklusu bulunan ailelerde, kanser riskinin birinci derece akrabalarda yaklasik 2
bucuk kat daha yiiksek oldugu bulunmustur (Misellim 2007). Akciger kanserli ailelerde,
Ozellikle esey hicrelerinde p53 geninde ve epidermal blyime faktor reseptori
(EGFR)'nu kodlayan genlerde olusabilecek genetik degisikliklerin akciger kanser riskini
arttirdigi bildirilmistir (Hwang vd 2003, Li ve Hemminki 2004). Bailey-Wilson ve ark.
(2004) 52 ailede yaptiklari kapsamli linkaj analizi ile, 6g23-25eki degisimler ve akciger

kanseri arasinda dnemli bir iligkinin varligini géstermiglerdir.

Akciger kanseri ile ilgili yapilan calismalarda, akciger kanseri olusum riskinin
artmasinda “Ras” (Kras, Hras, Nras) ve “Myc” (C-myc, L-myc, N-myc) gibi
onkogenlerde, p53 ve retinoblastoma (Rb) gibi timdr baskilayici genlerde ve EGFR
gibi blyime faktorleri ve reseptérleri kodlayan genlerde meydana gelen genetik

degisiklikler de sorumlu tutulmaktadir.

2.1.2 Histolojik Siniflandirma

Akciger tumorlerinin histolojik siniflandiriimasi 1sik mikroskobu goéruntilerine ve
standart histolojik boyama tekniklerine gore yapilmaktadir. DSO’niin akciger kanseri
siniflamasina goére akciger tumorleri 2 ana tipte bulunmaktadir. Bunlar, kiiglk hdcrel
akciger kanseri (SCLC, Small Cell Lung Cancer) ve kuguk hucreli digi akciger kanseri
(NSCLC, Nonsmall Cell Lung Cancer)’dir.

I) Kiiguik Hiicre Digi Akciger Karsinomu (KHDAK)

KHDAK, KHAK"den daha yaygindir ve akciger kanserlerinin yaklasik % 80’ini
olusturur. KHDAK"nin en sik gdzlenen histolojik alt tipleri arasinda skuamoéz hucreli
karsinom, bronsioloalveolar karsinoma ve blylk hicreli karsinom yer almaktadir
(Travis vd 2004).



a) Skuamoz (Yassi hiicreli, Epidermoid) Hiicreli Karsinom

Epitel hiucrelerinden kdken alan farkli derecelerde keratinizasyon ve hicresel
baglantilar meydana getiren malign bir timoérddr (Travis vd 2004, Yilmazbayhan 2007).
KHDAK’lerinin yaklasik olarak %25-30’'unu olusturmaktadir. Siklikla erkeklerde gérilen
bir timor olup, sigara igimi ile birlikte gdrilme sikligi artmaktadir (Karlikaya 2005).
Skuamoz hucreli karsinomun %90’nindan fazlasi sigara igen kisilerde gorulmektedir
(Spiro ve Porter 2002). Bu karsinom, biylk bronglarin merkezinden ¢ikma
egilimindedir ve lokal hiler lenf nodlarina kolay yayilmakla birlikte diger histolojik tiplere
oranla toraks disina daha ge¢ metastaz yapmaktadir (Kumar vd 2000). Skuamdéz
hlcreli karsinomun papiller, berrak htcreli, kiguk hucreli ve bazaloid olmak Uzere alt
tipleri de bulunmaktadir (Travis vd 2004).

b) Biiyiik Hiicreli Karsinom

Belirgin nukleolus, buyldk nukleus ve orta derecede sitoplazma bulunduran, buylk
hicrelerden meydana gelen bir timoérdir. Buylk hucreli karsinomlar az diferansiye
olmuslardir ve skuamoéz hicreli karsinom, bronsioloalveolar kanser ve kuguk hcreli
karsinom 6zelliklerini barindirmazlar (Yilmazbayhan 2007). Tum akciger kanserlerinin
yaklasik %9“unu olusturmaktadirlar (Travis vd 2004). Erken evrede uzak metastaz
yapma ozellikleri nedeni ile, diger histolojik alt tiplere gdre daha kotu prognoza
sahiptirler (Kumar vd 2000).

c) Bronsioalveolar kanser (BAK)

Asiner, papiller, bronkioalveolar, misin blylime paternli solid tip veya bunlarin
kombine formlarini gosteren, glandiler diferansiasyonlu veya musin Uretimli bir malign
epitelyal timoérdar. Birgcok Ulkede Bronsioloalveolar kanser, akciger kanserinin en sik
histolojik alt-tipi olarak skuaméz hicreli karsinomu geride birakmistir (Travis vd 2004).
KHOAK igerisinde %30-35 oraninda Bronsioloalveolar kanserler gorulmektedir.
Genellikle 40 vyasin altindaki kadinlarda goérilmektedir (Kumar vd 2000).
Brongioloalveolar kanser, diger histolojik alt-tiplere oranla sigara igmeyenlerde daha
fazla siklikta gézlenmektedir (Travis vd 2004). Bronsioloalveolar kanserler, skuamoz
hucreli karsinoma benzer gekilde santral yerlesimli olabildigi gibi, cogunlukla perifere
yerlesmektedir. Genellikle yavas blylyen bu timoérler, daha kuguk kitle olustururlar ve
diger alt-tiplere oranla daha erken evrede metastaz yaparlar (Kumar vd 2000).
Bronkioalveolar karsinom, akcigerin periferal bdlgelerine yerlesen, tek veya daha
sikhkla ¢oklu diffiz tumoér olusumudur. Histolojik olarak akciger parankim yapisini

bozmaksizin duvar boyunca yayilmaktadir (Karlikaya 2005).



Il) Kiigiik Hiicreli Akciger Karsinomu (KHAK)

Dar sitoplazmali, sitoplazma sinirlari iyi segilemeyen, ince granuler kromatin
yapisina sahip, nikleolusu olmayan veya fark edilemeyen bir malign epitelyal
timordadr. Tumor hdcreleri yuvarlak, oval veya igsi hucrelerdir. “Niklear molding” olarak
adlandirilan ndkleuslarin birbirlerinin ylzey bicimlerini alacak sekilde sikigik dizilimi
belirgindir. Nekroz tipik olarak belirgindir ve mitoz sayisi yuksektir (Travis vd 2004).
Klguk hicreli akciger karsinomu, sigara icen kisilerde daha sik meydana gelmektedir
ve erkeklerde kadinlara oranla daha fazla goérilmektedir. KHAK, akciger kanserinin
yaklasik olarak %20-25’ini olusturmaktadir. Soluk gri renkte, santral lokalizasyonda
kitlelerdir. Hiler ve mediastinal lenf nodlarini erken fazda tutarlar. KHAK hizl biylyen,
genis infiltrasyon yapan ve erken yayilan lezyonlar olup, nadiren rezekte edilebilir

durumda yakalanirlar (Kumar vd 2000).

2.2 invazyon ve Metastaz

invazyon, neoplazm gésteren hiicre ya da hiicre grubunun proliferasyon veya hiicre
g6c¢u yoluyla bulundugu bélgeye komsu olan dokuya penetre olarak isgal etmesi olarak
tanimlanirken, metastaz; uzak dokularda, timoér ile devamliigi olmayan sekonder
implantlarin gelismesi olarak tanimlanir. Kanser metastazi, diger kanser tirlerinde de
oldugu Uzere akciger kanseri hastalarinin da koétli prognozlarinin baslica nedenidir
(Shih ve Yang 2011) Cerrahi olarak tumorin tamamen rezekte edildigi hastalarda bile
kanser, siklikla metastaz ile niiksetmektedir (Shih ve Yang 2011). iste bu nedenle,
akciger kanserinin etkili tedavisi igin metastaz gelisiminin mekanizmalari, en ¢ok
arastirilan konularin baginda gelmektedir (Shih ve Yang 2011). Ancak tum bu yogun
arastirmalara karsin, metastaz sureci hala yeteri seviyede anlagilamamistir (Leber ve
Efferth 2009). Dolayisiyla; bu problemlerin ¢ézimu igin, akciger kanser hicrelerinin
yaylhiminin molekuler mekanizmalarini, tim ayrintilariyla anlamaya ve aydinlatmaya

ihtiyacimiz vardir (Shih ve Yang 2011).

Kanser metastazinin patogenezi, birbirleriyle baglantili ve birbiri ardinca gelen bir
seri agsamadan olusan kompleks bir suregtir (Shih ve Yang 2011). Metastazin
gerceklesmesi icin gerekli adimlar; tumoér hicrelerinin birbirlerinden ve kendilerini
cevreleyen ECM’'den ayriimasi, gesitli proteazlarla ECM’'nin degrede edilmesi , bazal
membranin degrede edilmesi ve komgu dokulara invazyon, endotel hucrelerindeki
cesitli adezyon molekdllere baglanmalar aracihidiyla kan veya lenf damar sistemine
giris, damar sisteminde sag kalim ve yine damar sistemi araciligiyla metastaz yapacagi

bdlge tasinmasi, metastatik lezyon olusturacagdi bdlgede damar sistemin ¢ikis ve son
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olarak metastatik lezyonun olusumudur (Mehlen ve Puisieux 2006, Youlden vd 2008,
Leber ve Efferth 2009). Bu metastatik kaskat icerisinde en kritik adim invazyon
surecidir . invazyon, kendilerini cevreleyen mikrogevre ile birlikte etkilesimleri de igine
alan bir seri biyolojik aktivitelerden olugsmaktadir (Woodhouse vd 1997). invazyonun
gerceklesmesi icin gerekli olan ilk adim, htcreleri birbirine ve ECM’ye bagh tutan
kaderinler, integrinler, siki baglanti proteinleri, selektinler ve immunoglobin slper ailesi
Uyelerini icine alan hlcre adezyon molekullerindeki degisimlerle hlicrenin serbest
kalmasidir (Perlikos vd 2013). Bu adezyon molekdillerin arasinda E-kaderin kaybi,
kanser hicresinin primer timoérden ayrilmasi ve hareket yetenegdi kazanabilmesi icin
gerceklesmesi gereken en 6nemli olaydir (Yang vd 2008). Bu nedenle, E-kaderin
proteinini kodlayan CDH1 geni invazyon baskilayici gen olarak tanimlanmaktadir. Bu
dogrultuda yapilan calismalar, KHDAK hastalarinda koéti prognoz ile E-kaderin
seviyesinin siki bir iliski icinde oldugunu géstermistir (Wu vd 2012).

Primer Tiimér 1. Invazvon

2alila —

2. Kan Damarma

Gecis
Q QQ
D C’v
Sekonder Tiimor 3. Sistemik Yavilma l

m 4. Kan Damarmdan Cikis 1
6. Kolonizasvon %

€ ==
|

Sekil 2.1 Metastatik kaskatin belli bagli asamalarinin sematik gésterimi (Scheela ve
Weinberg 2012)



Hucre-hlicre ve hlicre-matriks baglantilarinin dedismesinin yanisira invazyon igin
gerekli diger bir 6nemli mekanizma hicre hareketinin saglanmasi yani hiicre gocudur.
invazyon slireci geciren kanser hiicrelerinde tanimlanan baslica 3 hiicre hareketi yolu
vardir. Bunlardan birincisi, hucrenin lokal olarak gevresindeki ECM’yi salgiladiklari
proteazlarla degrede edip, bir yandan hem spesifik ECM ligandlarinda ¢apalanacak
lamelipoda olugturarak hem de aktin bazli hicre kasilmasi yardimiyla hicre kendisini
stromaya dogru bir yonde hareket ettirmesidir. Bu tip bir hicre hareketini EMT
sirecinde gormekteyiz. ikinci tip hiicre hareketi ise bir énceki tarzdan daha agresif bir
karaktere sahip olan amipsi tarzdaki hicre hareketidir. Bu tarz bir hicre hareketinde,
hicre kiresel bir morfolojiye sahip olarak, salgiladiklari proteazlarla ECM’de agtiklari
izler boyunca kayarak hareket ederler. Son olarak invazyon surecinde karsimiza ¢ikan
hicrelerin basvurduklari hiicre hareketi de, hicrelerin tabakalar veya kiimeler seklinde
bireysel olarak degil, toplu bir sekilde gerceklestiriien hlicre gocudir (Hanahan ve
Weinberg 2000, Yilmaz ve Christofori 2010).

2.3 Epitelyal Mezenkimal Transisyon

Epitel hucreler; adherens baglantilar, dezmozomlar, siki baglantilar ve gap
baglantilarindan olugan 6zellesmis baglanti yapilari tarafindan saglanan lateral ve siki
bir sekilde birbirlerine bagh hucre tabakalar olustururlar. Ayrica epitel hicreleri, bu
duzgun baglanti yapilarindan ve bazal ylzeylerindeki bazal membrana olan
baglantilarindan dolay! belli bir apiko-bazal bir polariteye sahiptirler. Normal sartlar
altinda epitel hiicreleri bu bazal membran yapisini gecemezler (Yang ve Weinberg
2008). Epitel hucrelerin aksine, mezenkimal hicreler 6n-arka polaritesine sahip ve
komsu mezenkimal hicreler ile zayif bir sekilde baglanti yapan bir géruntu sergilerler.
llaveten, epitel hicrelerinden farkli olarak, mezenkimal hicreler bireysel olarak bu
basal membrani gecebilmektedirler. Embriyonik gelisim boyunca, bu iki farkli hicre
tipinin organizmayi programlandigi plan icerisinde cesitli yapilari, dokular ve organlari
olusturmak Uzere birbirlerine dénisim gegirdikleri bilinmektedir. Epitel bir hicrenin
apiko-bazal hlcre polaritesi ve hiicre-hucre baglantilari gibi dnemli epitelyal 6zelliklerini
kaybettigi, hucre-hlcre baglantilarinin kayboldugu, On-arka polaritesi, artan hucre
hareketi ve invazyon yetenegi gibi mezenkimal Ozelliklerin de kazaniimasi ile
sonuclanan morfogenetik slrece Epitelyal Mezenkimal Transisyon (EMT) adi
verilmektedir. EMT, daha Once de dedindigimiz Uzere basta embriyonik gelisim

surecinde olmak Uzere, yetigkin bireylerde gerceklesmek Gzere doku tamiri sirecinde
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ve patolojik olarak doku fibrozis olaylarinda da gézlenmektedir. Ancak yapilan
calismalar gosterdi ki; EMT’nin, kanser progresyonunda da &nemli bir roli vardir.
EMT’nin kanser progresyonundaki baslica invazyon, metastaz, kemoterapik ilaglara
direng ve en d6nemlisi de kanser kdk hlcrelerinin olusumunda rol almalari ile kanser

progresyonu igin Kilit bir mekanizmadir. Kanser kok hucrelerinin varhigi, tamor

olusumunun tetiklenmesi ve ilerlemesini yanisira metastaz icin de kritik oldugu
dusunulmektedir (Hay 1995, Berx vd 2007, Morel vd 2008, Xiao ve He 2010).

Epithelial Stage Transient Stage Mesenchymal Stage
Lost Acquired

E-cadherin N-cadherin

Z0O-1 Vimentin

Desmoplakin Fibronectin

Cytokeratins MMPs

Cortical Actin Actin stress fibers

..................... 536 integrin
Smooth muscle actin
Nuclear p-catenin

Tight junction - « Adherent junction Gap junction DesomosSome s Basement
membrane

D - ::::‘ . @ Raxillin.or =] Integrin ECM - Nucleus

focal adhesion

Sekil 2.2 EMT sureci boyunca kaybedilen ve kazanilan hicresel kompenentler (Tiwari
vd 2012)

2.3.1 EMT’ nin Siniflandiriimasi

Mekanizmalarina bagl olarak, EMT 3 farkli sinifta degerlendirilir. Tip 1 EMT olarak
adlandirilan embriyonik donemdeki EMT, tip 2 EMT olarak adlandirilan fibrozis ve yara
iyilesmesi sureglerinde gortlen EMT ve son olarak da tip 3 EMT olarak anilan kanser

progresyonundaki EMT surecidir (Kalluri ve Weinberg 2009, Thiery vd 2009).

Tip 1 EMT, embriyonik gelisim surecinin yanisira dogum sonrasi buyume boyunca
da meydana gelmektedir. Ayrica epitelyal homeostazinin surdurilmesinde de rol
oynamaktadir (Ksigzkiewicz vd 2012). EMT slreci boyunca degisen hucre fenotipi
dolayisiyla, hicreler birbirlerinden ayrilarak, stromaya dogru invazyona baslarlar
(Haraguchi vd 2008). EMT vyoluyla epitel hicrelerden olusan primer mezenkimal
hicreler, akabinde EMT’nin tersi olan MET (Mezenkimal Epitelyal Transisyon) gegirme
potansiyeline sahiptir ki; bu vyolla sekonder epitel hicreleri olusturulabilmektedir
(Chaffer vd 2007). Embriyonik gelisim ve sonrasindaki slrecler esnasinda epitel
hicreler, ardindan MET’in takip ettigi bircok EMT gegirebilmektedir (Ksigzkiewicz vd

2012). Tip 2 EMT, yara iyilesmesinde, doku yenilenmesi ve organ fibrozis suregleriyle
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iligkili olan EMT tipidir (Kalluri ve Weinberg 2009). Tip | EMT’nin aksine, tip Il EMT
inflamasyon ile iligkili olup ve inflamasyon ortadan kalkar kalkmaz kaybolur (Nurwidya
vd 2012). Fibrozise benzer bigimde, onkogenik stire¢ hlicrede homeostazi bozabilir ve
tip 3 EMT olarak adlandirilan onkogenik EMT'yi indukleyebilir (Ksigzkiewicz vd 2012).
Onkogenik EMT, metastatik kaskatin en énemli adimi olup mezenkimal hicreler icin
karakteristik olan invaziv ve hareketlilige sahip fenotipi kazanmasi igin karsinoma

hicrelerine imkan saglamaktadir (Thiery 2002).

2.3.2 EMT Siirecinde Hiicresel Kompenentler

EMT sadece basit bir morfolojik degisim sireci olmanin yaninda, ¢ok cesitli epitelyal ve
mezenkimal genlerin transkripsiyonel, post-translasyonel, translasyonel ve post-
translasyonel degisimleriyle iligkili olan, olduk¢a karmasik ve ¢ok adiml bir sirectir
(Yang vd 2006). E-kaderin, Okludin, Klaudin, Desmoplakin, Tip IV kollejen, Laminin 1,
Sitokeratin, Katenin, ZO-1 ve Musin-1 gibi epitelyal belirteglerinin ekspresyonlari
azalirken, N-kaderin, vimentin, a5B1 integrin, a5B6 integrin, Tenascin C, Laminin (31,
B5, Via kollejen, Fibronektin, FSP-1 ve a-SMA gibi mezenkimal belirteclerin
ekspresyonlari artmaktadir. (Jechlinger vd 2003, Christofori 2006, Xiao ve He 2010,
Soini 2012). EMT silrecinde gergeklesen degisimlerin en o6nemlileri E-kaderin
ekspresyonunun azalmasindan sonra en 0Onemlisinin N-kaderin ekspresyon artigi
olarak belirtiimektedir ki; N-kaderin hucrelerin stromaya afinitelerini saglamaktadir
(Perlikos 2013). N-kaderin ekspresyon artisi sonucunda kanser hicrelerinin stromaya
dogru gogleri artmaktadir (Leber ve Efferth 2009).

2.3.3 EMT Sirecinde Transkripsiyon Faktorleri

EMT’nin kanserde en énemli ayirici 6zelligi, invazyon ve metastazin bir baskilayicisi
olarak kabul géren E-kaderin ekspresyonunun azalmasidir (Thiery 2012). E-kaderin,
epitelyal adherens baglantilari olusturmak i¢cim kalsiyuma badimh olarak etkilesen
homotipik bir hiicre adezyon molekilidir (Shih ve Yang 2011). Cesitli transkripsiyon
faktorler, E-kaderin geninin ekspresyonunu transkripsiyonel olarak
baskilayabilmektedir. Bunlar; zinc finger proteini ailesi iginde yer alan Snaill, Snail2
(Slug), Zebl, Zeb?2/SIP1 ve basic helix-loop-helix faktérler olarak adlandirilan Twistl ve
E47 transkripsiyon faktorleridir (Peinado vd 2007, de Herreros vd 2010). Bu
transkripsiyonel faktorler EMT’i gergeklestirmek Uzere Kaderinler, Klaudinler,
Okludinler, Plakofilinler, MUC1 ve sitokeratin gibi ¢esitli epitelyal belirtegleri kodlayan
bir takim genleri baskilamaktadirlar (Shih ve Yang 2011). Bunun yanisira; bu
transkripsiyonel faktérler; PTEN, p53, Bid, PUMA ve DFF40 gibi pro-apoptotik genlerin
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ekspreyonlarini da baskilayabilirler. Bu nedenle; radyoterapi, kemoterapi, endokrin
terapi ve hedeflenmis terapilere direng ile siki iligkilidirler (de Herreros vd 2010, Singh
ve Settleman 2010). Ayrica, EMT indukleyici bu transkripsiyonel faktorlerin, ALDH1
(aldehyde dehydrogenase 1) proteini gibi kdk hicre markirlarinin sentezi igin gerekli
olan Sox-2, Nanog, KLF4 ve T cell factor-4 gibi kdk hiicre fenotipinin karunmasinda rol
alan genlerin ekspresyonlarini da indukledikleri gosterilmigtir (Kurrey vd 2009). Tum bu
bilgiler bize, EMT’nin kanser progresyonundaki rollerinin sadece invazyon ve
metastazla kisitli olmayip, kanser kdk hicre olusumu ve terapiye direnglilik gibi 6nemli

sureclerde de rol aldiklari gosterilmektedir.

2.3.4 EMT ve Kanser Kok Hiicre Fenotipinin Kazanilmasi

Kanser kok hucre o6zellikleri, kendini sonsuz yenileyebilme ve farklilagabilme
yetenegine sahip, ayrica kemoterapiye ve radyoterapiye diren¢g gibi kanser
progresyonunda dnemli 6zellikleri icine almaktadir (Santisteban vd 2009). Kanser kok
hicreleri, ilk olarak hematopoietik kanser turlerinde tanimlanmiglardir (Bonnet ve Dick
1997). Son zamanlarda yapilan calismalarda meme, kolon, ve beyin gibi solid
timorlerde de tanimlanmiglardir (Al-Hajj vd 2003, McDonald vd 2009). Al-Hajj ve
arkadaglari, ilk olarak CD44(+)/CD24(-) fenotipini meme kanser kok hucrelerinin
belirteci olarak belirtmiglerdir (Al-Hajj vd 2003). Okudela ve arkadaslari ise akciger
kanserinde kok hucre belirtegleri tzerine yaptiklari galismada, CD44 ekspresyonu
yuksekliginin, akciger kanseri icin de Onemli bir belirteg oldugunu gostermiglerdir
(Okudela vd 2012).

Growth factors Cytokines
N

4
G 0 EMT r:g"ulators R
Gooo (Stug) (Snail] (zeb1) (zeb2) [Twist) @ @m@

Z
EMT

Eplthellal like Mesenchymal like

[& Epithelial markers ] [t Mesenchymal markers] ->
(: ) S Metastasis

( E-cadherin 1 N-cadherin
Claudins a5p81 integrin B
Occludins avb6 integrin N
Desmoplakin Vimentin (_Drug resistance |
Type IV collagen Type | collagen
Laminin 1 Laminin 5 —>|_Stemness

L ) | Fibronectin ) S(Cancer stem celis )

Sekil 2.3 EMT surecinin transkripsiyonel duzenleyicileri ve kanser progresyonu uzerine
etkileri (Shih ve Yang 2011).
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Yakin zamanda vyapilan arastirmalar EMT'nin, sadece kanser hicrelerinin
invazyonuyla iligkili olamayan, ayni zamanda yukarida ifade ettigimiz gibi kanser
hicrelerinin kemoterapik ilaglara diren¢ kazanmalari ile yakindan iligkili oldugunu
ortaya koymaktadir. Daha da o6nemlisi, EMT surecini ydneten transkripsiyon
faktorlerinin, kdk hicrelere ait hlcrelerin kendi kendine yenileme (self-renewal) gibi
karakteristik  6zelliklerin  kanser hicrelerine  kazandirilmasinda rol aldiklari
belirtiimektedir (Scheela vd Weinberg 2012). EMT ile CD44(+)/CD24(-) fenotipinin
kazanilmasi arasindaki iliskiye gelince; EMT duzenleyici transkripsiyonel faktorler, kok
hucre Ozelliklerini saglayan proteinleri duzenleyebilirken, bunun tersi olarak kok hicre
Ozelliklerinde rol alan proteinler ve sinyal yolaklari EMT duzenleyici transkripsiyonel
faktorleri direkt olarak duzenleyebilmektedir (Mani vd 2008, Morel vd 2008, Scheela vd
Weinberg 2012). Ornegin; Wnt/B-katenin sinyal yolaginin indikleyicisi olan B-katenin
proteininin nukleer lokalizasyonunun, spesifik olarak EMT’nin gerceklestigi invaziv
bolgelerinde goterilmistir (Brabletz vd 1998). CD44(-)/CD24(+) tipi hlicrelere nazaran
CD44(+)/CD24(-) kok hicre fenotipine sahip hulcrelerin, EMT fenotipinin belirteci olan
CDH2 (N-cadherin), VIM (Vimentin), FN1 (Fibronectin), ZEB1, FOXC2, SNAI1 (Snail),
SNAI2 (Slug), TWIST1 ve TWIST2 genlerinin ekspresyonlarinin yiksek oldugu ve
CDHL1 (E-kaderin) geninin ekspesyonun dusuk oldugu belirtiimektedir (Mani vd 2008).

2.3.5 Tumoér Mikrogevresi

Kanserin, saglikl bir hlcrenin proto-onkogenlerinde ve/veya tumdér baskilayici
genlerinde genetik ve/veya epigenetik anormallikler ile transforme olmus hulcrelerden
olustugu uzun zamandan beri bilinmektedir. Bu anormal degisimlerin birikimi, hlcre
otonom tarzinda 6nemli bir proliferatif, invaziv ve sagkalim 6zelliklerini kanser
hicrelerine bahsetmektedir. Ancak timér dokusu, kanser hicrelerine ilaveten, ¢ok
fazla sayida ve gesitte transforme olmamis hucrelerden, blylime faktérelerinden,
sitokinlerden ve 6zellesmis bir ECM (ekstra-selller matriks)'den olusan stromanin da
varoldugu kompleks bir dokudur. Stroma igerisinde bulunan bu destekleyici hucreler
baslica; fibroblastlar, miyofibroblastlar, makrofajlar, mast hicreleri, perisit hicrelerini,
I6kositler, endotel hucreleri, kemik iligi-kokenli hicreleridir. Tam bu hicrelerin hepsi
tumor mikrogevresinin - kompleks yapisini meydana getirmek Uzere igbirligi
yapmaktadirlar. Son bulgular, timoérgenezin buyik oranda tumdr iligkili stromadan
(tmdr mikrogevresi) alinan iceriksel sinyallere bagimh oldugunu dnermektedir. Kanser
iligkili stroma, timoér progresyonunu modile eden cgesitli patofizyolojik suregler

araciligiyla karsinoma hticrelerine devamli ve aktif bir destek saglamaktadir (Hanahan
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ve Weinberg 2000, Bissell ve Radisky 2001, Bhowmick vd 2004, Polyak vd 2009,
Shimoda vd 2010). Birgok kanser turtinin gelisiminde, stromanin bu énemli katkisi
genis kapsaml klinik kanitlarla da desteklenmektedir (Orimo ve Weinberg 2006).
Yapilan birgok calisma, timdr stromasinin metastazi desteklenmesindeki rolln(
gOstermistir. TUmoér stromasinda bulunan kanser hicreleri ve stromal hicreler
tarafindan salinan kemokinlerin ve sitokinlerin cogunun, kanser progresyonunun c¢esitli
asamalarinda énemli rol oynadiklari belirtiimektedir. Sitokinler, hem otokrin hem de
parakrin tarzda etki gbsteren cesitli hiicre tiplerinden salinan, ¢ozinur faktorlerin genis
bir ailesidir (Ao vd 2007).

2.3.6 Sitokinler ve Sinyal Yolaklar

EMT sureci K-Ras (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ve Her2 (Human
epidermal growth factor receptor 2) gibi onkogenik aktivasyonlarla tetiklenebilmektedir.
Ayrica, tumor mikrogevrelerinde bulunan kanser-iligkili fibroblastlar ve immun hacreler
gibi stromal hticreler tarafindan salinan Wnt, TGF-f3 (Transforming growth factor beta),
Hedgehog, EGF (Epidermal growth factor), HGF (Hepatocyte growth factor) ve TNF-a
(Tumor necrosis factor alpha), IL-6 (Interleukin 6) gibi cesitli sitokinler araciligiyla da
tetiklenebilmektedir (Edme 2002, Jenndahl vd 2005, Thiery vd 2009).

2.4 interlokin-6 ve Kanser

IL-6; hicre gogalmasi, hiicre sag kalimi, hicre farklilagsmasi ve immun-inflamasyon
yanitin regulasyonu gibi hlcre fizyolojisi olaylarinda énemli etkileri olan ¢ok yonlu ve
¢ok fonksiyonlu bir sitokindir (Heinrich vd 1998, Kamimura vd 2003, Steelman vd 2004,
Kishimoto 2005). Bu 6nemli hicresel fonksiyonlarina ilaveten IL-6; kemik olugumu,
metabolizma ve endokrin fonksiyonlar Uzerine de dnemli etkilere sahiptir (Hodge vd
2005). Bu bilgiler 1si1ginda, IL-6’'nin kanser dahil olmak Uzere bircok patofizyolojik
olaylarda 6nemli rollere sahip olmasi surpriz degildir. Bu dogrultuda gergeklestirilen
bircok arastirmanin sonuglari, IL-6’'nin  timoér olusumunun tetiklenmesini, tGmaor
bdylmesini, metastazi ve tUmoér progresyonunu desteklemek Uzere, timor
mikrogevresinin  malign bir dedisim gecirmesi olaylarina istirak ettigini ortaya
koymaktadir (Hsu vd 2012, Chang vd 2013).
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2.4.1 IL-6/STAT3 Sinyal Yolagi

IL-6, hedef hicrede ligand baglayan IL-6a zinciri ve en yaygin sitokin reseptor
sinyal iletici alt Unite olan gp130 reseptdér proteininden olusan heterodimerik bir
reseptdre baglanir. Bu reseptdr kompleksine IL-6 baglanmasi neticesinde tetiklenen
IL-6 Reseptdrinin aktivasyonu, sonrasinda MAPK, AKT, STAT ve diger sinyal iletim
proteinlerini iceren birgok yolagi stimile edecek olan reseptdér olmayan tirozin kinaz
olan JAK (Janus Kinase) ailesi Uyelerinin aktivasyonuna yol a¢gmaktadir (Hong vd
2007). Son giincel calismalarin sonuglari, IL-6/Sighal transducer and activator of
transcription 3 (IL-6/STAT3) sinyal yoladi anormal aktivasyonlarinin cesitli kanser
tiplerinin onkogenezleriyle yakindan iligkili oldugunu ortaya koymaktadir (Du vd 2012).
Prostat, meme, akciger, bas-boyun, pankreas ve l6semi gibi birgok malign kanser

tirinde devamli bir STAT3 aktivasyonunun varligi bilinmektedir (Sano vd 2008).
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Sekil 2.4 1L-6/JAK2/STAT3 yolagi ve hiicredeki bazi mekanizmalar Uzerine etkileri
(Hodge vd 2005).

Onkogenik bir transkripsiyon faktort olarak STAT (Signal transducer and activator
of transcription) proteinlerinin, hicre buydmesi, c¢ogalmasi, farkllasmasi, 6limu
anjiyogenez gibi hiicre homeoztazinda farkh rolleri olan hedef genlerini direkt olarak
DNA Uzerindeki dizenleyici bolgelerine baglanarak veya dolayli olarak ekspresyon
seviyelerini dizenleyerek etki eder. Ancak gergeklestirilen arastirmalarla rapor edilen
STAT hedef genlerinin sayisi her gegen gun artmaktadir (Karamouzis vd 2007). STAT
ailesi Uyesi olan STAT3 proteinin de, hicrenin kaderini belirleyecek bircok hedef geni

bulunmaktadir. Bu genler arasinda; anti-apoptotik Survivin, Cyclin D, c-Myc, Fas ve
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p53 gibi hicre dongusinde ve dlumunde rol alan genlerin ekpresyonlarini etkileyerek
kanser hucresinin gogalmasini ve sag kalimini saglamaktadir (Yu ve Jove 2004, Niu vd
2005, Gritsko vd 2006, Leslie vd 2006, Saxena vd 2007, Avalle vd 2012). STAT3
proteinin hicre sag kalimi ve gogalmasindaki rollerine ilaveten, hicre gécl, invazyon,
metastaz, anjiyogenez ve immun sistemden kacis gibi kanser progresyonunu belirleyen
diger sureclerde de rol alan genlerin ifadelerini kontrol etmektedir (Avalle vd 2012). Bu
baglamda aktive olan STAT3 dimerinin hedef genleri arasinda invazyonda rol alan
MMP-9, anjiyogenezde rol alan VEGF ve EMT indlkleyicisi Twistl yer almaktadir
(Hsieh vd 2005, Cheng vd 2008, Song vd 2008). invaziv meme kanser hiicresinde
STAT3 inhibisyonu, en énemli EMT indikleyicilerinden olan Twist1 geninin ekspresyon
seviyesinin azalmasi ve akabinde invaziv meme kanser hicrelerinin migrasyon,

invazyon ve koloni olusturma yetenekleri kaybolmustur (Lo vd 2007, Cheng vd 2008).

2.4.2 IL-6’nin EMT’deki Rolu

Son zamanlarda yapilan birgok arastirma cesitli kanser tirlerinde EMT nin IL-6
tarafindan indiklenerek invazyon kapasitelerini artirdiklarini gostermistir. Sullivian ve
arkadaslari, meme kanserinde IL-6’nin Twist ekspresyonunu artirarak EMT'yi
destekledigini gdstermiglerdir (Sullivan vd 2009). Yadav, Kumar ve arkadaslari ise bas-
boyun kanserinde IL-6 tarafindan indiklenen EMT’nin bu kanserin metastaz yapma
yetenegini artirdigini goéstermislerdir (Yadav vd 2011). Colomiere ve arkadaslar IL-6
tarafindan EMT induklenmesini yumurtalik kanserinde gostermislerdir (Colomiere vd
2009). Ayrica, akciger kanseri vakalarinda IL-6’'nin invazyon ve metastaz sureglerinde
rol aldiklari gdsterilmistir (Kishimoto 2005, Yeh vd 2006). Yang CL. ve arkadaslari ise
KHDAK hicrelerinde IL-6'nin JAK2/STAT3 yolagi aktivasyonu araciligiyla hucre
migrasyonunu ve invazyonu artirdigini goéstermislerdir (Yang vd 2012). KHDAK
hicrelerinde IL-6'nin  EMT’-in  indUkledigini go6steren ¢alismalar hipotezimizi
kurdugumuz zaman mevcut degildi. Ancak yakin zamanda gergeklestirilen iki bagimsiz

calisma ile gosterilmistir (Chen vd 2014, Zhao vd 2014)

2.4.3 IL-6’nin Kanser Kok Hiicre Fenotipinin Kazanilmasindaki Rolii

IL-6 tarafindan tetiklenen JAK2/STAT3 yolaginin aktivasyonu ile gesitli kok hicre
belirteclerinin kazanildigini kanitlayan arastirmalar bulunmaktadir. Xie ve arkadaslari,
IL-6’nin dnemli bir kdk hicre markiri olan CD44 ekspresyonuyla iligkisini ortaya
koymuslardir (Gritsko vd 2006). Ayrica, IL-6'nin KHDAK hucre dizilerinde Sox-2, Oct4
ve Nanog kok hicre belirteclerinin ekspresyonlarini tetikledigini géstermiglerdir (Hsu vd

2012). Yukarida belirtilen kdk hicre belirteclerinin, akciger adenokarsinoma hicre
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dizilerinde EMT Uzerine olan etkileri de arastirilmig durumdadir. Ornegin; Chiou ve
arkadaslari, akciger adenokarsinoma hucrelerinde Oct4 ve Nanog genlerinin ektopik
ekspresyonlarinin EMT’i destekledigini, baskilanmalarinin ise EMT sdrecini geriye
cevirdigini gostermislerdir (Chiou vd 2010). Bir diger calisma olarak Han ve arkadaglari,
yuksek seviyede Sox-2 eksprese eden SW620 kolorektal kanser hicrelerinde, siRNA
yontemi ile Sox-2’i susturarak EMT’i tersine cevirmeyi basarmiglardir. Yine ayni
calismada Sox-2'nin susturuldugu SW620 hicrelerinde, ylksek seviyede eksprese
olan Snail1, Snail2 (Slug) ve Zeb1 gibi EMT vydritlicta transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarini baskilandigini da géstermislerdir (Saxena vd 2007). Tum bu bulgular
bize, kok hucre belirteci olarak gorev yapan proteinler ile EMT slrecinde goérev alan
protenlerin siki bir iligski icinde oldugunu gostermektedir. Ancak KHDAK hicre
dizilerinde, IL-6 araciligiyla kék hticre belirteclerinin kazanilmasi surecinde, hangi araci
molekullerin aktive edilerek bu belirteclerin eksprese olmaya basladiklari net degildir.
Bu nedenle; planladigimiz bu calismada, kok hicre belirteclerinin regulasyonunu

saglayan proteinlere odaklandik.
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Sekil 2.5 EMT sireci ve kanser kdk hiicre fenotipinin kazanilmasinda rol alan sinyal
yolaklari ve aralarindaki etkilesimler (Yu ve Jove 2004)
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2.5 SATB2 Kromatin Yeniden Modelleme Proteini

Gen ekspresyonun duzenlenmesi isine karisan mekanizmalarin anlagiimasi
konusunda, onlarin kompleks ve ince detaylara sahip 6zelliklerinin degerlendirilmesi ile
gunumuzde sinirlar asilmis durumdadir. Dokuya spesifik transkripsiyon, genin
“‘enhancer” ve “promotor” bdlgelerine baglanarak o genin ekspresyonunu gerek
artirarak gerekse de baskilayarak kontrol eden transkripsiyon faktorler tarafindan
duzenlenmektedir (Patani vd 2009). Gen ekspresyonlarinin dizenlenmesi isinde,
transkripsiyon faktorlere ilavaten DNA'nin kromatin olarak paketlenmesi ve akabinde
kromatin organizasyonu da genlerin ekspresyonlarini diizenlemede 6nemli role sahiptir
(Fry ve Peterson 2001). Bu nedenle transkripsiyon faktorlerin fonksiyonlari; hem araci
komplekslerle olan etkilesimleri araciligiyla RNA polimerazin uyarimini, hem de histon
modifiye eden enzimlerin ve nlkleozom vyeniden modelleme komplekslerinin
calistiriimasi araciligiyla gerceklestirilien kromatin erigilebilirligini kapsamaktadir (Zhang
ve Reinberg 2001, Freiman ve Tjian 2003). Glincel calismalar gen ekspresyonunun
duzenlenmesinde yuksek duzeyde organize olmus kromatin yapisinin énemini ortaya
koymaktadir (Schubeler vd 2000, Spector 2003). Birgok genin ekspresyonunun
dizenlenmesinde kromatin yapisinin  yeniden modellenmesinin  6nemini de
kanitlanmistir (Brown 2003, de Laat ve Grosveld 2003, Ho ve Crabtree 2010).
Human special AT-rich sequence-binding protein-2 (SATB2), DNA'nin AT bazlarinca
zengin bodlgelerine baglanan ve kromatinin yapisini degistirerek gen ekspresyonlarini
kontrol eden bir protein grubudur (Dobreva vd 2003, Szemes vd 2006). SATB2 direkt
olarak yuz-kafatasi geligsimi ve kortikal néron farklilagmasini duzenlemektedir (Dobreva
vd 2006, Leoyklang vd 2007, Britanova vd 2008, Gyorgy vd 2008). Ayrica iskelet
gelisimini, osteoblast farkllagsmasini ve immunoglobin gen ekspresyonlarini
dizenlemektedir (Dobreva vd 2003, 2006).

2.5.1 SATB2’nin EMT Siirecindeki Roli

Bizim hipotezi kurdugumuz doénemde, higbir kanser tiurinde SATB2'nin EMT
surecindeki rolind arastiran bir calisma mevcut degildi. Ancak yakin zamanda
kolorektal kanser hucrelerinde yapilan iki galisma SATB2’'nin EMT’deki rolinu ortaya
koymustur. Bu ¢alismalardan birinde mir-31’in hiicrelere transfekte edilmesiyle SATB2
ekspresyonunun dustigid ve hicrelerin EMT surecine girdigi, hem mir-31’in hem de
SATBZ2'nin transfekte edildigi hucrelerin ise EMT sirecine giremedigi goOsterilmigtir.
Diger calismada ise ayni yol izlenmistir. Bu calismada diger calismadan farkli olarak
mir-31 yerine mir-182 hedef alinmistir (Yang vd 2013). Diger ¢calismayla ayni sekilde

mir-182’in hicrelere transfekte edilmesiyle SATB2 ekspresyonunun dastigu ve
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hiicrelerin EMT surecine girdigi, hem mir-182'in hem de SATB2’nin transfekte edildigi
hucrelerin ise EMT slrecine giremedigi gosterilmigtir (Yang vd 2014). Fakat, bu iki
calismada da SATB2’nin direkt olarak susturulmasi yerine, SATB2'i hedef alan
miRNA’larin hucrelere transfekte edilmesiyle ekspresyonunu susturma yolu izlenmistir.
Bu izlenen strateji, calisilan hedef proteinin rolind net olarak ortaya koymaktan uzaktir.
Cunkd miRNA’larin hicrede birgok hedefi bulunmaktadir. Transfekte edilen miRNA'nin
hicrenin hangi proteinlerin mRNA’larini hedef aldigi net degildir. Onun icin SATB2'nin
spesifik olarak susturulmasi yolu daha sagliklidir. Biz de bu yolu izledik. Boéylelikle
hicbir kanser tirinde SATB2'nin spesifik olarak susturularak EMT sirecindeki
degisimlerin arastirildigi bir calisma mevcut degildir. Ayrica; gerek SATB2'nin spesifik
olarak, gerekse de miRNA’lar araciligiyla susturulmasi ya da transfekte edilmesi de
dahil olmak Uzere, SATB2'nin KHDAK hicrelerinin EMT slrecinde oynayabilecegi rol

su ana kadar arastiriimamastir.
2.5.2 SATB2’nin Kok Hiicre Fenotipinin Kazanilmasindaki Rolii

Kok hicre fenotipinin kazaniimasi ve farklilasmasi suregleri igin de kromatin
yapisinin yeniden modellenmesi ve organizasyonu, bu sureclerin gerektirdigi gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynamaktadir (Ho vd 2010, Lessard
vd 2010). Kromatin yapisinin duzenlenmesini yonlendirme aksiyonuna sahip sayisiz
protein arasinda, SATB1 ve SATB2 adi verilen iki proteinin ayri bir yeri bulunmaktadir
(Dickinson vd 1992, Dobreva vd 2003, Britanova vd 2005). Bu iki protein,
transkripsiyon faktorlerin ve diger kromatin yeniden modelleme proteinlerinin
toplanmalarina olanak saglanmaktadir ve bdylelikle transkripsiyon faktérlerin ilgili gen
ekspresyonlarini aktive etmek veya baskilamak Uzere promotor bdlgelerine
baglanmalarina olanak saglamak icin kromatinin yapisini yeniden duzenlemektedirler
(Yasui vd 2002, Gyorgy vd 2008). Embriyonun beslenmesini temin eden blastosist
hicrelerinin dig tabakasinda bulunan trofoblast kdk hucreleri Uzerine yapilan
calismalarda, bu tip hicrelerin kok hicre fenotipinin korunmasinda ve farklilasmasinda
SATB2'nin roli go6sterilmistir. Trofoblast kdk hicrelerinde SATB2'nin ekspresyon
seviyesi ylUksek iken, hucre farklilasmasi slrecinde ekspresyon seviyesi giderek
dismektedir (Asanoma vd 2012).
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Stem-state Specific TFs
(e.g. EOMES, CDX2, etc)

SATBI
SATB2

Trophoblast > Differentiated
Stem Cells Differentiation” | Trophoblast Cells

Sekil 2.6 Trofoblast kok hiicrelerinde ve bu hicrelerin farkllasma strecinde SATB2
ekspresyon seviyesi (Asanoma vd 2012).

2.6 Hipotez

Vermig oldugumuz tdm bu literatar bilgilerinin 1s13inda, IL-6’'’nin  KHDAK
hicrelerinde EMT’i ve kanser kdk hiicre fenotipinin kazanilmasini indikleyecegini, bu
sureglerde de SATB2’nin diizenleyici bir rol GUstenebilecegini hipotez ettik.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 Hicre Kiiltiiru

Calismamizda Kiguk Hucre Digi Akciger Kanser (KHDAK) hicre dizilerinden A549
ve H1650 hicreleri kullaniimistir. A549 hicreleri %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5k
penisilin/steptomisin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) besi
ortaminda, H1650 hdicreleri ise %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5%ik
penisilin/steptomisin iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium 1640)
besi ortaminda 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava ortaminda inkibe edilmistir.

Hucre kiltirinde kullanilan petri kaplari Sarstedt’den temin edilmigtir.
3.2 Hiicrelerden TRIZOL ile RNA izolasyonu

Hucrelerden total RNA izolasyonu igin su adimlar izlenmigtir;
1. Hducre kiltard kabindan besi ortami uzaklastirildi

2. Hucreler %0,09'luk NaCl g¢ozeltisi olan serum fizyolojik ile yikandi ve serum

fizyolojik de uzaklastiridi.
3. Petriye 1 ml olacak sekilde TRIZOL eklendi.

4. TRIZOL ile muamele edilen hicreler pipetle ependorf tiplere toplanir kisaca
vorteks yapildi.

5. Homojenize olan hucreler 5 dk oda isisinda bekletilerek nikleoprotein

komplekslerinin tamamen ayrismasi saglandi.

6. 1 ml TRIZOL reaktifi icin 0.2 ml kloroform eklenir. TUplerin kapaklari iyice
kapatilip kisaca maksimum hizda vorteks yapildi. 2-3 dk oda i1sisinda bekletildi.

7. 20 dk 4 °C’de 15000 rpm’de santrifiij edildi.



22

8. Ustteki sivi faz yeni bir tiipe aktarildi ve 0,5 ml isopropil alkolle karistirilarak
RNA’nin ¢dkmesi saglandi. (homojenizasyon esnasinda kullanilan TRIZOL reaktifinin

yarisi kadar isopropil alkol eklendi). Ornekler oda isisinda 10 dk bekletildi.
9. 15000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifuj edildi.

10. RNA c¢okeltisi %75’lik etanol ile bir kez yikandi (kullanilan her 1 ml TRIzol

reaktifi icin 1 ml etanol eklendi).

11. Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dk 10000 rpm’de 4°de santrifuj edildi ve

etanol uzaklastinlidi.
12. Tim bu iglemler sonunda RNA ¢okeltisi 5-10 dk kurumaya birakildi.

13. RNA cokeltisi 30 pl RNAz icermeyen H,O ile ¢ozildi. 10 dk 60°C de bekletildi

ve -80°C buzdolabinda saklandi.

3.3 izole Edilen RNA’y1 cDNA’ya Déniistiirme Reaksiyonu

Bu islem icin Applied Biosystem firmasinin drettigi High-Capacity RNA-to-cDNA™
kiti kullanildi. Kitin icerisinde 20X hacimde enzim tampon karisimi ve 2X RT tampon
karisimi bulunmaktadir. Reaksiyon 20 pl hacminde hazirlandi. Bunun igin total
RNA’dan 2 ug olacak sekilde alindi ve 0,2 ml'lik ependorf tipline aktarildi. 10 yl 2X RT
tampon karisimdan eklendi. 1 pl 20X enzim tampon karisimdan eklendi ve son olarak
RNAz icermeyen H,O ile 20 ul'e tamamlandi. Reaksiyon, termal cycler cihazinda 37
°C’'de 1 saat ve 95 °C’'de 5 dk sartlarinda gerceklestirildi ve kullanilincaya kadar -20
°C’de sakland.

3.4 Gergek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( GZ-PZR ) Yontemi

Satb2, CD44, Sox-2, Snail, Twist, Zeb1 ve normalizatér olarak GAPDH genlerinin
ekspresyon seviyelerinin tespiti, Uretici firma Applied Biosystem tarafindan dizayn
edilmis olan tagman gen ekspresyon analizi kullanilarak gergeklestirildi. GZ-PZR, 20 pl
hacminde ve her 6rnek ve gen igin iki tekrarli olarak hazirlandi. Her bir tupteki
reaksiyon; 10 yl TagMan® Universal Master Mix I'dan, 8 yl RNAz icermeyen H,O’dan,
1 pl primer ve tagman prob karigimdan ve son olarak cDNA’dan da 1 pl ilave edilerek
hazirlandi. Reaksiyon; dUretici firma tarafindan o&nerilen 95 °Cde 10 dk on
denatiirasyon, 40 déngi olmak iizere 95 °C'de 15 sn ve 60 °C'de 1 dk reaksiyon
kosullarinda StepOnePlus™ Real-Time GZ-PZR System cihazinda gergeklestirildi.

Tim sonuglar, 2*“ formiilii ile hesaplanmis ve yorumlanmistir.
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3.5 Hiicrelere IL-6 Muamelesi

Hucreler %70-80 yogunluga erisinceye kadar %10 FBS iceren besi ortaminda %5
CO2 inkubatorde kulture edildi. Hucreler istenilen yogunluga eristiklerinde besiyeri
uzaklastirildi. Akabinde hucreler serum fizyolojik ile yikandi ve bu da uzaklastirldi.
Ardinda A549 hcreleri icin %2 FBS igeren DMEM besiyerinde, H1650 hcreleri icin
ise %0,1 BSA igceren RPMI 1640 besiyerinde 24 saat %5 CO, inkUbatérde kiltlre
edildiler. 24 saatin sonunda besiyerlerine 50 ng/ml konsantrasyonunda olacak IL-6
eklendi ve 30 dk,1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 ve 72 saat surelerince %5 CO, inkiibatorde

kiltare edildiler.

3.6 Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Belirli surelerde IL-6’ya maruz kalmig hicrelerin besiyeri uzaklastirildi. Ardindan 10
ml soguk 1X PBS ile yikkandi ve PBS’de uzaklastirildi. 500 pl proteaz ve fosfataz
inhibitor iceren soguk RIPA tamponu (10 mM Tris-HCI pH:7,5, 150 mM NacCl, 2 mM
EDTA, sodyum deoksikolat, %10 SDS, NP 40 ) ilave edildi ve hicreler buzda 5 dk
bekletildi. Hicre kaziyici yardimi ile lize olan hiicreler toplandi ve steril ependorf tipine
aktarildi. Ornekler 30 dk buzda bekletildikten sonra -80 °C’e kaldirildi. Ornekler
donduktan sonra 37 °C’deki su banyosunda érnekler ¢ézdiiriildii ve kisaca vorteks
yapildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Buzun Ustline alinan 6rnekler sirasiyla 1000’lik,
200’10k ve 100’luk pipetler yardimiyla 15-20 kez pipetaj yapildi. Son olarak &rnekler
16000 g'de 4°C’de 15 dk santrifuj edildi. Sitozolik ve nlkleer proteinleri igeren
siipernatant yeni steril bir ependorf tiipiine aktarilarak kullanilincaya kadar -80 °C

buzdolabinda saklandi.

3.7 Protein Miktarinin Bradford ile Belirlenmesi

Her bir ornek distile H,O ile 1/1000 sulandirildi. Sulandirilan drneklere Bradford
reaktifi (BioRad 500-0006) eklendi. Orneklerdeki protein miktarlari 25, 12,5, 5, 2,5ve 1
ug BSA standartlarina karg! tespit edildi. Ogliimler 595 nm dalga boyunda Glomax Multi
Detection System (Promega) cihazi araciligiyla gerceklestirildi.



Tablo 3.1 A549 hiicrelerinin Bradford sonucu protein miktarlari ve R? degeri
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‘radford Assay soroans 1 Asorans 2 A O, On-Aor [
0 0m 0w om 0|
1 0,408 0,386 0397 0014 0 20,0196¢-0,002¢
25 048 081 oM 0% #2025 ‘
S 0% 03 0% 0B g
05 O 08B 08 0%
%5 0% 08 0% 0 (o
02
[}
’ L}
04t
0 H 10 5 0 ) ]
Ornek Absorbans 1 Absorbans 2 Abrorbans 3 absorbans 4 Abs. Ort. Ort.-Kor Sulandirma Faktrd  Conc.  Sul. Fakt. * Conc. 50ug 75 ug 100 ug
45490, st 053 0SB 0SB 07 05 014 1000 TSN 756803t ASA9 0, saat 661 991 132
454911 05, saat 051 OS50St OSt6 OSIIS 01307 0 67054 678950254 AS491L-60,5. saat 7,36 11,05 1473
4549115 1 st 0S8 0519 OS5 OS5 0375 0% 100 GRHEST  GRN6ST ASA9I-61.saat 7,31 10,960 1462
45491162 st 0504 05 OS5 0514 0815 033005 00 6764866 6764566 ASA9 IL-6 2. saat 7,39 11,09 1478
4549115 4, st 05 0 0 0SB 0% 0 100 708822005 7008922005 AS49 IL-6 4. saat 7,03 1055 1407
45491168, st 00 0Bt 08 0S 058TS 0467 00 TEONNKT 76060367 ASA9IL-68.saat 657 986 1315
45416 16,5t 050 0S8 0S5 0S5 055 0188 00 B4 G4 ASA9IL-616.saat 591 886 1182
54811624 st 05% 0S5 0S4 0S8 058 0% 00 BBAUER  G2NNR6 ASA9IL-624.saat 6,04 9051 1207
454915 4, st 049 056 08 0588 05m4 oM 00 GBS 65646 ASATIL-648. saat 795 11,92 1589
454916 7. st 052 0SS 0S4 0S4 0S8 0us 00 T3S T304 ASA9 IL-672. saat 678 10,17 13856
Tablo 3.2 H1650 hiicrelerinin Bradford sonucu protein miktarlari ve R degeri
Bradford Assay Aosortans 1 Asotans 2 A, 0. Onckor [
O ' 0|
1 0408 0,38 0397 0014 0 20,0196¢-0,0024
25 088 0L oM 0065 B0 J
S 0% 0M 085 00 |
0SOgM 0% 08NS 0%
5 0% 0 0% 0 o
L
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f .
04t
0 10 5 i B ]
Ornek Absorbans 1 Absorbans 2 Abrorbans 3 absorbans 4 Abs. Ort. Ort.-Kor Sulandirma Faktord  Conc.  Sul. Fakt. * Conc. S0ug 75 ug IMH
HES00. et 057 04 0% 0SB OSWTS 014075 1000 T3OSLS6E3 730513663 H1650 . saat 685 1027 370
HI8S011505 sat 048 0% 0SB 0SM 0S085 0105 1000 GGl 6285018624 H16501L-6 0,5, saat 798 1197 159
HESDILS1 st 04 01 0% 0SH 0SOTS 0TS 1000 GURSHI 6174 HIGS0 -6, saat 810 12,14 1619
HEDIL62 53t 05 OS2 0SB 0S! 0SS 0185 000 6N 65565059 H16S01L-62. saat 762 1143 1524
HESDILS 4 st 051 05 0S5 OS5 OSSO0 000 GTRSTE 67ENTR HIGS0IL-64.saat 738 11,07 1476
g1 8 st 05 0%6 0% 0s® 0%t 0w 1000 G0N 65010665 H16S011-68. samt 7,58 1137 1516
155011 16, st 045 05 05 0S5 0SS 0157 1000 65T 6517 HI6501-616.saat 765 1148 1530
HES0ILS 24 s 048 057 0505 OS03 OSOS 010 1000 6I3SHS 6253145045 H165011-624. saat 800 11,99 1599
S04, st 048 081 02 05 0475 01415 1000 SSTUMTIE  SeTuTIs HIGS01L-648. saat 837 1256 1674
HES0ILS 72 s 041 05 051 O34 OS0IS Ol18 00 610 6150363617 H16501-672. saat 813 12,19 1626



25

3.8 Western Blot Yontemi
3.8.1 Kullanilan Soliisyonlar

1. Resolving (Ayristirma) Tamponu: 1,5 M Tris Base pH:8,8. 1 It.’siicin 181,64 gr
Tris Base tartildi ve distile H,O ile ¢oézulda.

2. Stacking (Yukleme) Tamponu: 0,5 M Tris Base pH:6,8. 1 It’si i¢in 60,5 gr Tris
Base tartildi ve distile H,O ile ¢6zuld.

3. Running (Yirime) Tamponu: 3,03 gr Tris Base, 14,26 gr Glisin ve 1 gr SDS
tartildi ve distile H,O ile ¢ézlldi. Solisyon pH ayari gerektirmemektedir.

4. Transfer Tamponu: 3,03 gr Tris Base, 14,26 gr Glisin ve 0,5 gr SDS tartildi ve
distile H,O ile ¢ozlldu. Son olarak Ustiine 250 ml metanol eklendi.

5. 1X TBS-T: 20mM Tris Base ve 150mM NaCl ¢ozeltisi hazirlandi 750 ml distile
H,O ile ¢ozuldi. pH: 7,5 olarak ayarlandi ve c¢ozelti distile H,O ile 1 It'e
tamamlandi.

6. SDS ylkleme tamponu: Bio Rad 4X Laemli Buffer (100 mM Tris-HCL (pH®6.8),
%12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20% gliserol)
solUsyonu kullaniidi.

7. %10 Amonyum persulfat (APS): 0,1 gr APS tartildi ve 1 ml distile H,O ile
¢oziildii. Taze hazirlandi ve +4 °C’de sakland.

8. Akrilamid/Bisakrilamid (29/0,8): 29 gr Akrilamid ve 0,8 gr Bisakrilamid tartildi ve
100 ml distile H,O ile ¢ézuldl. Hazirlandiktan sonra i1sik gérmeyen bir siseye

filtre ile aktarildi ve +4 °C’de sakland..

Orneklerden, mikrolitrede 100 mikrogram protein olacak sekilde alinmistir. Bunlarin
Uzerlerine protein yidkleme boyasindan da (100 mM Tris-HCL (pH6.8), %12
betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20% gliserol) 1:1 oraninda
eklenerek, ornekler 5 dakika 95°C"de kaynatiimigtir. Kaynatma isleminin hemen
ardindan 10 mikrolitrelik otomatik pipet kullanilarak, ependorf tip igindeki 6érnekler %10
SDS jele (PIERCE) yuklenmis ve yurume tamponu ile sabit 100 voltta 90 dakika
elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez isleminin ardindan proteinler, transfer
tamponu iginde +4 °C'de 90 mAmp'de 16 saat siiresince PVDF (Polyvinylidene
flioride, Millipore) membrana transfere tabi tutulmustur. Bu islemden sonra
membran, %5'lik yagsiz kuru sit tozu iceren TBS-T ¢dzeltisi icinde oda sicakliginda 2
saat bloklanmigtir. Ardindan ayni membran %5'lik yagsiz kuru sut tozu iceren TBS-T
coOzeltisi icinde 1:10.000 (E-Kaderin Cell Signaling), 1:1.000 (N-Kaderin Cell Signaling),
1:10.000 (Vimentin Cell Signaling), 1:1.000 (Snail Cell Signaling), 1:1.000 (Zebl Cell
Signaling), 1:1.000 (FAK Cell Signaling) 1:1.000 (CD44 Millipore), 1:500 (Sath2 Santa
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Cruz), 1:500 Twist Santa Cruz), 1:500 (Sox-2 Santa Cruz) ve 1:20.000 GAPDH (Cell
Signaling) oranlarinda bulunan primer antikorlarla oda sicakhiginda 2 saat
isaretlenmigtir. Membran Uzerindeki spesifik proteinlerin  primer antikorlarla
isaretlemesinin ardindan, membran 30 dk TBS-T ile oda sicakliginda yikanmigtir.
Yikama igleminin bitmesiyle membran primer antikorlarin immunoglobilinlerine kargi
spesifik olarak gelistirilmis olan ve 1:7.500 oraninda HRP (Horseradish Peroksidaz Cell
Signaling) bagh sekonder antikor bulunduran %5'lik yagsiz kuru sit tozu iceren TBS-T
icerisinde tekrar isaretlenmistir. isaretleme oda sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra,
ECL (Enhanced Chemiluminescence) solisyonu (PIERCE) kullanilarak kemiliimines
reaksiyonu basglatiimis ve spesifik protein bantlari kemiliminesansa duyarl film

kullanilarak karanlik odada belirlenmigtir.

3.9 siRNA Transfeksiyon Yontemi

Petri kabinda % 80 yogunluga ulagsmis olan A549 ve H1650 hilcreleri 6 kuyucuklu
plaklara sirasiyla %10 FBS igceren fakat antibiyotik icermeyen 2’'ser ml DMEM ve RPMI
1640 besiyerlerinde 2x105 hlicre olacak sekilde ekilmistir ve 37°C’'de, %5 CO, ve %95
nemli hava ortaminda bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin ardindan her bir
kuyucuk icin 2 ayri ependorf tlipl hazirlandi. Birine A, digerine B yazildi. A tlpline 10
MM stok solisyonunlarindan, kontrol grubu igin Kontrol siRNA ve SATB2'nin
susturulacag@! hiicrelere ise SATB2 siRNA’sindan 4 pl (15nM) eklendi ve OPTIMEM ile
250 pre tamamlandi. B tipene ise 5 ul Lipofectamine 2000 Transfection Reagent
(invitrogen) aktarildi ve OPTIMEM ile 250 ul'e tamamlandi. Ardindan 5 dk oda isisinda
tinkiibe edildiler. inkiibasyondan sonra A tiipii nazikge B tiipiine aktarildi ve tekrar oda
isisinda 15 dk inkilbe edildi. inkiibasyondan sonra total 500 pllik
OPTIMEM+siRNA+lipozom karigimi 6 kuyucuklu hiicrelerdeki besiyerine ilave edildi ve
yavasca sag-sol, yukari-asagi sallandi ve 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava
ortaminda 5 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan hiicrelerin besiyerleri
tekrar antibiyotiksiz %10 FBS iceren besiyerleri ile degistirildi ve 1 gece 37°C’'de, %5
CO, ve %95 nemli hava ortaminda kultire edildiler. siRNA galismalarinda deney

sureci transfeksiyondan itibaren 24-72 saat ile sinirhdir.
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3.10 invazyonun Saptanmasi

Planlanan calismada SATB2’nin siRNA ile susturulmasinin ve IL6 ile muamelesinin
hicrelerin invazyon kapasiteleri Uzerine olan etkilerinin saptanmasi i¢in BioCoat
Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalari (BD Biosciences, Clontech) kullaniimigtir.
Bu invazyon odaciklarinin hucrelere sagladiklari 6zel sartlar sayesinde “in vitro”
kosullar altinda hicrelerin invaziv 6zellikleri saptanabilmektedir. Bu invazyon odaciklari
8 mikron ¢apli porlar iceren bir membran ile 6rtilidir ve bu porlu membran ayrica bir
matrijel matrix ile kaplidir. Bu matrigel matrix bazal membrani “in vitro” kosullarda
olusturma imkani saglamaktadir. Bu membran sayesinde invaziv 6zelligi olmayan
hlcrelerin membranin diger ylzeyine gecmesi engellenmektedir. Bu membrandan
diger yuze ancak invaziv hucreler gecebilmektedir. Dolayisi ile matrijel membran,

invaziv olan ve olmayan hucrelerin birbirinden ayirabilme imkani sunmaktadir.

8D Matrigel™ BD Faikcon™ Cell
. Matrix Cultureo Insort

Ceils

8.0 ym PET Membrane
BD Falcon TC
Chemoatiractant Companion Plate

Sekil 3.1 BD Biocoat Matrigel invasion Chamber Genel Gériiniimii

matrijel matriks bazal membramndalki hiicre sayisi
% Invazyon = X 100

Kontrol membranindali hiicre sayisi

3.11 Istatistiksel Analiz

GZ-PZR ve invazyon deneylerinden elde edilen sonugclar istatistiksel analiz program
olan SPSS'in (Statistical Package for the Social Sciences) 17.0 surimundeki
iliskilendirilmis  drneklemler icin t testi (paired sample t test) kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu testler sayesinde gruplarimizin hem kontrol hem de birbirleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 dizeyinde anlam tasiyip tasimadigi test
edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Gesitli insan Kanser Hiicrelerinde Endojen SATB2 Ekspresyon Seviyesinin

Western Blot Analizi ile Gosterilmesi

Proje calismasinda ilk olarak sahip oldugumuz g¢esitli insan kanser hicre
dizilerindeki endojen SATB2 ekspresyon seviyesini Western Blot analizi ile tespit ettik.
Sekil 4.1’de gorildigu Uzere proje hicreleri olan A549 ve H1650 dahil kanser

hicrelerindeki endojen SATB2 ekspresyon seviyeleri gérilmektedir.

A549 HeLa II-18 H1650 H1703 H1975 Hcc78 Mecf-7

Sekil 4.1 Cesitli insan Kanser Hiicrelerindeki endojen SATB2 ekspresyon seviyelerinin
Western Blot analizi ile gosterilmesi. A549, 11-18, H1650, H1703, H1975, Hcc78 (Kuglk
Hucre Disi Akciger Kanser Hucreleri), HeLa (Servikal Karsinoma) ve Mcf-7 (Metastatik
Olmayan Meme Kanseri)

4.2 IL-6’nin A549 ve H1650 Hucrelerine Uygulamasinin Bu Hiicrelerdeki STAT3

ve AKT Yolaklarinin Aktivasyonlari Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

Yukarida genel bilgide de bahsetmis oldugumuz Uzere, IL-6’nin hicre ylzey
reseptord olan gp130’a baglanmasi sonucu, hlcre iginde reseptére bagh iki JAK2
proteininin birbirlerini ¢gapraz olarak fosfatlamalari ve akabinde iki STAT3 proteininin
birbirini caprazlamalari ve p-STAT3’lerin dimer olusturarak hicre gekirdegine gbégmeleri
ve hedef gen bdlgelere baglanmalari ile sonuglanmaktadir. Bizim de ¢alismamizda; IL-
6 uygulamasinin ardindan IL-6’nin hicrede islevini gergeklestirdigini yani STAT3'lerin
aktivasyonlarina neden oldugunu gdstermek zorundaydik. Bunun igin her iki hicre
dizisinde de c¢esitli zaman araliklarinda IL-6 uygulamasina maruz tuttugumuz

hicrelerdeki p-STAT3 ve p-Akt seviyelerini Western Blot analizi ile tespit ettik. Sekil 4.2



29

ve Sekil 4.3'de goruldigu Uzere IL-6 uygulamamiz her iki hicre hattinda da p-STAT3
ve p-Akt seviyesini dolayisiyla bu yolaklari aktive ettigi gérilmektedir.

0. saat
0,5. saat
1. saat
2. saat
4, saat
8. saat
16. saat
24, saat

p-STAT3

STAT3

P-AKT

AKT

Sekil 4.2 IL-6 ile muamele edilen A549 hucrelerinde STAT3 ve AKT yolaklarinin
zamana bagh aktivasyonlarinin Western Blot analizi ile gdsterilmesi

0. saat
0,5. saat
1. saat
2. saat
4, saat
8. saat
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Sekil 4.3 IL-6 ile muamele edilen H1650 hicrelerinde STAT3 ve AKT yolaklarinin
zamana bagli aktivasyonlarinin Western Blot analizi ile gosterilmesi
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4.3 IL-6’nin A549 ve H1650 Hiicrelerine Uygulamasinin Bu Hiicrelerdeki EMT

Yonetici Transkripsiyon Faktorlerinin Ekspresyonlari  Uzerine Olan
Etkilerinin Western Blot Analizi ile Belirlenmesi

Projemizin bu ayaginda, IL-6 uygulamasinin hem invazyon sdrecini, hem de EMT’i
yoneten transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlari Gzerine olan etkilerini tespit etmeyi
amagcladik. Bunun igin 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 ve 72 saat slrelerinde IL-6 ile muamele
edilen hicrelerde Snail, Slug, Twist ve Zeb1 transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarindaki degisimleri Western Blot analizi ile tespit ettik. Sekil 4.4 ve Sekil
4.5'de goruldigu tzere her iki hiicre hattinda da bu belirtilen transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlari zamana bagl olarak artmigtir.
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Sekil 4.4 1L-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde EMT belirteclerinin zamana bagli
ekspresyon seviyelerinin Western Blot analizi ile gosterilmesi
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Sekil 4.5 IL-6 ile muamele edilen H1650 hicrelerinde EMT belirteglerinin zamana bagh
ekspresyon seviyelerinin Western Blot analizi ile gosterilmesi
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4.4 IL-6’nin A549 ve H1650 Hiicrelerine Uygulamasinin Bu Hiicrelerdeki EMT
Yonetici Transkripsiyon Faktorlerinin ve Kok Hiicre Belirteglerinin

Ekspresyonlari Uzerine Olan Etkilerinin GZ-PZR ile Belirlenmesi

Projemizin bu ayagdinda, IL-6 uygulamasinin A549 ve H1650 hiicrelerinde EMT ve
kok hicre belirteglerinin transkripsiyonel olarak etkilerini tespit etmek igin, her iki hiicre
hattini 4 ve 8 saat surelerince IL-6 ile muamele ettik ve hedef genlerin
transkripsiyonlari Uzerine olan etkilerini, ilgili genlere spesifik dizayn edilen tagman
prob ve primerler ile gerceklestirilen GZ-PZR ile belirledik. Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de
goérildigu Uzere IL-6 muamelesinin 4 ve 8. saatlerindeki hedef genlerimizin

ekspresyonlari tzerine olan etkileri gérilmektedir.
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5.5
5.0 4
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0

I )
1.5 I
S e e
- + +

11.-6

Kontrole Oranla Ekspresyon Degigimi

[m satb2 m cd44 = sox2  snail m wwist -~ zebl]

Sekil 4.6 IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde hedef gen ekspresyon
seviyelerindeki degisimlerin GZ-PZR analizi ile gésterilmesi (p<0,05)

0. saat 4. saat 8. saat
E 14
-'g 1.3 1 I
8 1.2 4
g 11 i T
g 1.0 :[ e :[ I
% 0.9 4
4
w g8
g !
c 0.7
o
S 06
g 0.5
£ 04
S 03] el=
IL-6 - + +

|m satb2 m cd44 = sox2  snail m twist = zebl1]|

Sekil 4.7 IL-6 ile muamele edilen H1650 hicrelerinde hedef gen ekspresyon
seviyelerindeki degisimlerin GZ-PZR analizi ile gosteriimesi (p<0,05)
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4.5 A549 ve H1650 Hiicrelerinin Transfeksiyon Verimliliginin Olgiilmesi

Calismamizin bundan sonraki asamalarinda, SATB2’nin siRNA ile susturulmasi
gerceklesen degisimlerin tespit edilmesi amaclanmistir. Bunun icin; ¢alismamizda
gerceklestirilen transfeksiyon islemlerinin yeterli kalite oldugunu gostermemiz
gerekmekteydi. Bu amagla A549 ve H1650 hucrelerinin floresan mikroskobunda
gorilebilen FITC konjuge kontrol siRNA ile transfekte ettik ve floresans mikroskobunda
transfekte edilen hiicrelerin tespiti ve ayni bolgenin 1sik mikroskobu ile de

g6zlenmesiyle transfekte olan hiicrelerin ylzdeleri tespit edildi.

Sekil 4.8 A549 hicrelerinin FITC kontrol siRNA ile transfekte edilmesiyle transfeksiyon
verimliginin belirlenmesi (transfeksiyon orani: %90, 20X blyutme)

Sekil 4.9 H1650 hucrelerinin FITC kontrol siRNA ile transfekte edilmesiyle
transfeksiyon verimliginin belirlenmesi (transfeksiyon orani: %85, 20X blylitme)
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4.6 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin Hiicrelerin
Morfolojileri Uzerine Olan Etkileri

Calismamizda SATB2’nin ve IL-6 uygulamasinin A549 ve H1650 hucrelerinin
morfolojileri Uzerine olan etkilerini tespit ettik. A549 hucresini inceledigimizde, Sekil
4.10 ve Sekil 4.11°de goruldigu Uzere yalnizca IL-6 uygulamasi hicre morfolojisi
Uzerine pek etkili olmazken, SATB2'nin susturulmasi, hicreleri mezenkimal bir forma
donusturmustir. Ayrica hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6'nin uygulandigi
hicrelerdeki mezenkimal forma gegcisin daha da net oldugu gézlendi.

A549 Kontrol siRNA 0.saat

Sekil 4.10 Kontrol siRNA ile transfekte edilen A549 hucrelerinin IL-6 ile muamele
edilen ve edilmeyen gruplarin 1sik mikroskobu goéruntisu (20X blyitme)

A549 SATB2 siRNA 0.saat

Sekil 4.11 SATB2 siRNA ile transfekte edilen A549 hucrelerinin IL-6 ile muamele
edilen ve edilmeyen gruplarin 1gik mikroskobu goéruntisu (20X blyitme)
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H1650 hicrelerinde, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'de goruldigu Uzere IL-6 uygulamasi
hicre morfolojisi Uzerine higbir etkisi olmazken, sadece SATB2'nin susturuldugu ve
hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 uygulamasinin yapildigi hiicre gruplarinda

¢ok net olmayan bir mezenkimal forma donls gézlemlenmistir.

- ‘) ,"‘w‘ , A2 Nl A
H1650 Kontrol siRNA 0.saat

Sekil 4.12 Kontrol siRNA ile transfekte edilen H1650 hucrelerinin IL-6 ile muamele
edilen ve edilmeyen gruplarin 1sik mikroskobu goérintist (20X blyitme)

H1650 SATB2 siRNA IL-6 24.saat

Sekil 4.13 SATB2 siRNA ile transfekte edilen H1650 hicrelerinin IL-6 ile muamele
edilen ve edilmeyen gruplarin 11k mikroskobu goéruntisu (20X blyitme)
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4.7 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin EMT
Belirtegleri Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Calismamizda hucrelere IL-6 uygulamasinin ve SATB2’nin susturulmasinin A549
ve H1650 hicrelerindeki EMT surecinde nasil bir rol oynadigini tespit etmeye galistik.
Bunun igin, EMT belirtegleri olan E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin proteinlerinin
ekspresyonlarindaki degisimleri arastirdik. Sekil 4.14’'de goérildugu Uzere A549
hdcrelerinde karsilagtigimiz sonuglar bize yalnizca IL-6'nin 24 saatlik uygulamasinin
hdcrelerdeki E-kaderin ve N-kaderin seviyesini artirdigi, ancak Vimentin tzerinde bir
etkisi olmadigini gésterdi. A549 hicrelerinde tek basina SATB2'nin susturulmasinin
E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin proteinlerinin ekspresyonlari Uzerinde anlaml bir
etkisi olmadigini gézlemledik. A549 hicrelerinde hem SATB2 susturulmasi hem de IL-
6’'nin uygulanmasi, E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin ekspresyonlari yalnizca IL-6'nin
uygulandigi gruptaki ekspresyonlarina denk oldugu gdézlemlenmistir. Buradan A549
hicrelerinde SATB2'nin  susturulmasinin  E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin

ekspresyonlari Gzerine bir etkisi olmadigi sonucuna varilmigtir.

SATB2 siRNA - + - +

IL-6 - - + +

SATB2

E-Kaderin

N-Kaderin

Vimentin

GAPDH

Sekil 4.14 A549 hicrelerinde SATB2'nin  siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 24. saatinde EMT belirteclerindeki ekspresyon degisimlerinin Western
Blot analizi ile belirlenmesi
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Sekil 4.14’de goruldigu Gzere A549 hicrelerinde IL-6'nin 24 saatlik uygulamasinin
hicrelerdeki E-kaderin ve N-kaderin seviyesini artirdigi, ancak Vimentin Uzerinde bir

etkisi olmamig ve SATB2'nin IL-6’nin etkisini bastiramamistir.

H1650 hucrelerinde SATB2'nin susturulmasi sonucu ise E-kaderin ve N-kaderin
proteinlerinin  ekspresyonlari lzerinde anlamh bir etkisi olmadigini, Vimentin
ekspresyonu Uzerinde ise kismi bir artis gézlemledik. Sekil 4.15'de goruldigi lzere
H1650 hicrelerinde hem SATB2 susturulmasi hem de IL-6’nin uygulanmasi, E-kaderin
ekspresyonu uzerinde bir etkisi olmadigi gézlendi. N-kaderin ekspresyon seviyesinde
ise yalnizca IL-6 uygulanan grupta artmistir. Vimentin ekspresyonlari yalnizca IL-6’nin
uygulandigi gruptaki ekspresyonlarina denk oldugu goézlemlenmistir. SATB2, IL-6
tarafindan indiklenen Vimentin ekspresyonunu azaltamamistir. Buradan H1650
hlcrelerinde SATB2'nin susturulmasinin IL-6 tarafindan indiiklenen N-kaderin artisini

inhibe ettigi sonucuna varilmigtir.

SATB2siRNA  _ + - +

IL-6 - - + +

SATB2

E-kaderin

N-kaderin

Vimentin

GAPDH

Sekil 4.15 H1650 hicrelerinde SATB2’'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 24. saatinde EMT belirteclerindeki ekspresyon degisimlerinin Western
Blot analizi ile belirlenmesi
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4.8 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin EMT
Transkripsiyon Faktérleri Uzerindeki Etkilerinin Western Blot ile
Belirlenmesi

Calismamizda hucrelere IL-6 uygulamasinin ve SATB2’nin susturulmasinin A549
ve H1650 hicrelerindeki EMT’i ydneten transkripsiyon faktérleri Gzerine nasil bir etki
yaptigini tespit etmeye calistik. Sekil 4.16’da goruldugu Uzere, A549 hucrelerinde IL-6
uygulamasi Snail, Slug, Twist ve Zeb1 protein seviyelerini anlamli bir sekilde artirmigtir.
SATB2'nin susturulmasi, Snail ve Twist ekspresyonlari Uzerinde anlaml bir etkiye
sahip dedilken, Slug ve Zeb1 ekspresyonlarini anlaml bir sekilde artirmistir. Hem
SATB2'nin susturuldugu, hem de IL-6 uygulanan grup A549 hicrelerinde de Snail
ekspresyonunda bir artis gézlendi. Ancak bu artis IL-6'den kaynaklanmaktadir. Hem
SATB2'nin  susturuldugu, hem de IL-6 wuygulanan grup hicrelerde Slug
ekspresyonundaki artisin, yalnizca SATB2'nin susturuldugu ve vyalnizca IL-6’nin
uygulandigi hicrelerdeki Slug ekspresyonu artisindan daha fazla oldugu gézlendi.
Buradan SATB2'nin Slug proteinin negatif dizenleyici oldugu ve IL-6 tarafindan
indiklenen Slug ekspresyon artisini daha da artirdii sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Hem
SATB2'nin susturuldugu, hem de IL-6 uygulanan grup A549 hicrelerinde, Twist ve
Zeb1 ekspresyonlarindaki degisimlere bakacak olursak; SATB2nin, IL-6 tarafindan
indUklenen Twist artisini animh sekilde azalttigi ve Zeb1 ekspresyon seviyesini ise

neredeyse tamamen inhibe ettigi gdzlendi.

Sekil 4.17°de goruldigu Gzere, H1650 IL-6 uygulamasi Snail ekspresyonu Uzerine
bir etkisi olmazken, Slug, Twist ve Zebl protein seviyelerini anlamli bir sekilde artirdigi
gOzlendi. SATB2’nin susturulmasi ise ayni A549 hucrelerinde oldugu gibi Slug
ekspresyonunu artirdigi, Twist ekspresyon seviyesinin azaldigi, Snail ekspresyon
seviyesinin ayni A549 hucrelerinde oldugu gibi bir etkisi olmadigi ve Zeb1 ekspresyon
seviyesinin ise A549 hucrelerinde oldugu gibi artti§i goézlendi. Hem SATB2’nin
susturuldugu, hem de IL-6 uygulanan grup H1650 hicrelerinde; Snail ekspresyonu
degismedigi, Slug ekspresyonu Slug ekspresyonundaki artigin, yalnizca SATB2'nin
susturuldugu ve vyalnizca IL-6'nin uygulandidi hucrelerdeki Slug ekspresyonu
artigindan kismen daha fazla oldugu goruldi. Hem SATB2’nin susturuldugu, hem de
IL-6 uygulanan grup H1650 hucrelerinde, Twist ve Zeb1 ekspresyonlarindaki
degisimlere bakacak olursak; SATB2’nin, IL-6 tarafindan indiklenen Zeb1 ekspresyon

artisinin azaldigi, Twist ekspresyonunun ise neredeyse tamamen inhibe ettigi gozlendi.
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SATB2 siRNA - + - +
1L-6 - - + +
IF
Twist .
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Sekil 4.16 A549 hicrelerinde SATB2'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 24. saatinde EMT ydnetici transkripsiyon faktorlerindeki ekspresyon
degisimlerinin Western Blot analizi ile belirlenmesi

SATB2 siRNA _ + _ +
IL-6 - - + +
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Sekil 4.17 H1650 hicrelerinde SATB2'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 24. saatinde EMT yonetici transkripsiyon faktorlerindeki ekspresyon
degisimlerinin Western Blot analizi ile belirlenmesi
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4.9 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin EMT Yirutici

Transkripsiyon Faktérleri Uzerindeki Etkilerinin GZ-PZR ile Belirlenmesi

SATBZ2’nin susturulmasinin ve IL-6 uygulamasinin EMT yuraticu transkripsiyon
faktorleri Gzerine olan etkilerini Western Blot analizi ile belirledikten sonra, SATB2'nin
ve IL-6’nin bu transkripsiyon faktorleri Uzerine olan etkilerini belirlemek igin GZ-PZR
yontemini de kullandik. Bunu yapmamizin nedeni; IL-6 uygulamasinin, SATB2'nin ve
IL-6 tarafindan indliklenen veya baskilanan bu EMT vydritict transkripsiyon
faktorlerinin transkripsiyonlari Gzerindeki olasi dizenleyici etkilerini belirlemekti. Sekil
4.18'de goruldaga Uzere; tek basina gerceklestirilen IL-6 uygulamasi A549
hicrelerinde, Snail ve Zeb1 mRNA seviyeleri 4. saatte ve 8. saatte anlamli bir sekilde
artirdigi, Twist mRNA seviyelesi Uzerine anlamli bir etkisinin olmadigi ve ilgin¢ bir
sekilde SATB2'nin mRNA seviyesini de artirdigi goézlendi. Tek basina SATB2'nin
susturuldugu A549 hicrelerinde, Snail ve Twist mRNA seviyeleri lizerinde anlaml bir
etkisinin olmadigi, ancak ilging bir bicimde Zeb1 mRNA seviyesini anlamli derecede
artirdigi gézlendi. Hem SATB2'nin susturuldugu, hem de IL-6 ile muamele edilen A549
hicrelerinde uygulamanin 4. saatinde Snail mRNA seviyesinin, tek basina IL-6
uygulanan gruba goére daha fazla oldugu, Twist mRNA seviyesinde anlamli bir
farkhhgin olmadidi ve uygulamanin 8. saatinde Zeb1 mRNA seviyesinin, tek basina IL-
6 uygulanan gruba goére daha fazla oldugu gézlendi. Hem SATB2’nin susturuldugu,
hem de IL-6 ile muamele edilen A549 hucrelerinde uygulamanin 8. saatindeki Snail

MRNA seviyesindeki artig ise IL-6'dan kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.19’da géruldugu Uzere; tek basina gergeklestirilen IL-6 uygulamasi H1650
hucrelerinde, uygulamanin 4. saatinde EMT surecini ydneten transkripsiyon
faktorlerinin higbirinin mRNA’sinda anlamli bir degisiklik olmazken, 8. saatte ise Snail
ve Zebl mRNA seviyelerinde anlamh artig go6zlenirken, Twist mRNA seviyesinin
dustugu gozlendi. Tek bagina SATB2'nin susturuldugu H1650 hicrelerinde, Snail ve
Twist mMRNA seviyesinde anlaml bir degisim olmazken, Zeb1 mRNA seviyesinin A549
hucresinde oldugu gibi anlamh bir gsekilde arttigi gézlendi. Hem SATB2'nin
susturuldugu, hem de IL-6 ile muamele edilen H1650 hucrelerinde uygulamanin 4.
saatinde Zeb1 mRNA seviyesinin, tek basina IL-6 uygulanan gruba gére daha fazla
oldugu, diger transkripsiyon faktorlerde herhangi bir degisim olmadidi g6zlendi. Hem
SATB2'nin susturuldugu, hem de IL-6 ile muamele edilen H1650 hicrelerinde
uygulamanin 8. saatinde ise yine Zeb1 mRNA seviyesinin 4. saatte oldugu gibi tek
basina IL-6 uygulanan gruba goére daha fazla oldugu, Snail seviyesinde bir farkhlik

olmadigi ve tek basina IL-6 uygulanan grupta azalan Twist mRNA seviyesinin kontrol
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grubundaki seviyesinde oldugu goézlendi. A549 hicrelerinin aksine, IL-6 uygulamasi
SATB2 mRNA seviyesini etkilememistir. Hem SATB2'nin susturuldugu, hem de IL-6 ile
muamele edilen H1650 hdicrelerinde uygulamanin 8. saatinde SATB2 mRNA
seviyesinde bir dislis gozlendi

0. saat 4. saat 8. saat

Kontrole Oranla Ekspresyon Degisimi

SATB2 siRNA + - + - +

1.6 - - + + + +

[m satb2 m snail » twist  zebl|

Sekil 4.18 A549 hicrelerinde SATB2'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 4. ve 8. saatlerinde EMT yonetici transkripsiyon faktorlerindeki
ekspresyon degisimlerinin GZ-PZR ile belirlenmesi (p<0,05)
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2.25
2.00 1
1751

1.50

Kontrole Oranla Ekspresyon Degisimi

SATB2 siRNA + ’ § . ¥

IL-6 = - + + + +

| satb2 m snail = twist  zeb1|

Sekil 4.19 H1650 hicrelerinde SATB2’'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 4. ve 8. saatlerinde EMT yoénetici transkripsiyon faktorlerindeki
ekspresyon degisimlerinin GZ-PZR ile belirlenmesi (p<0,05)
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4.10 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin Kok Hiicre
Belirtegleri Uzerindeki Etkilerinin Western Blot ile Belirlenmesi

Calismamizin bu kisminda, IL-6'nin ve SATB2’nin susturulmasinin A549 ve H1650
hucrelerinin kok hucre belirteglerinin ekspresyonlari Uzerinde nasil bir etkiye sahip
olabilecegini arastirdik. Bunun igin arastirmamizda, kék htcre belirteci olarak CD44 ve
Sox-2 proteinlerini secildi. Sekil 4.20’de goéruldiugu Uzere, IL-6'nin A549 hiicrelerinde
muamelesi sonucu CD44 protein seviyesi artarken, Sox-2 proteinin seviyesinde bir
degisim gézlenmedi. SATB2’nin susturuldugu A549 hicrelerinde ilging bir bicimde hem
CD44, hem de Sox-2 protein seviyelerinde anlaml artiglar goézlendi. Hem SATB2'nin
susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde CD44 artisinin,
yalnizca SATB2'nin susturuldugu ve yalnizca IL-6 ile muamele edilen hicrelerdeki
CD44 artisindan daha fazla oldugu goézlendi. Bu sonucglardan SATB2'nin susturulmasi
CD44 ekspresyonunu artirdigi, hem de IL-6 tarafindan indiklenen CD44 seviyesini
artirdigi anlasiimistir. Hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen
A549 hicrelerinde Sox-2 ekspresyonu, sadece SATB2nin susturuldugu A549
hicrelerindeki Sox-2 artisinin iptal oldugu ve kontrol hiicrelerindeki seviyesine déondugu

gozlendi.

SATB2 siRNA - + - +

IL-6 - - + +

T
SATB2

R
SOX-2 ‘.. | e

Sekil 4.20 A549 hicrelerinde SATB2'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin  24. saatinde kanser kok hiucre belirteclerindeki ekspresyon
degisimlerinin Western Blot analizi ile belirlenmesi
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Sekil 4.21'da goéruldugl UGzere, IL-6 uygulamasi H1650 hicrelerindeki CD44
seviyesi Uzerinde bir etkisi goérilmedigi, yalnizca SATB2'nin susturuldugu ve hem
SATBZ2'nin susturuldugu hem de IL-6 uygulamasinin yapildigi H1650 hucrelerinde
CD44 seviyelerinde artis oldugu goruldu. Ayrica; yalnizca IL-6 uygulandigi ve hem IL-
6'nin uygulandigi H1650 hicrelerinde Sox-2 seviyesinin arttigi, sadece SATB2’nin
susturuldugu H1650 hicrelerinde Sox-2 ekspresyonunun kismi bir sekilde azaldigi

g6zlendi.

SATB2 siRNA + - +

IL-6

SATB2

.H
|

CD44

SOX-2

GAPDH

Sekil 4.21 H1650 hicrelerinde SATB2’'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin  24. saatindeki kanser kok hucre belirteglerindeki ekspresyon

degisimlerinin Western Blot analizi ile belirlenmesi

4.11 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin Kék Hiicre
Belirtegleri Uzerindeki Etkilerinin GZ-PZR ile Belirlenmesi

Sekil 4.22’de goéruldigu Uzere; tek basina gergeklestirilen IL-6 uygulamasi A549
hicrelerinde, CD44 mRNA seviyesini hem 4. saatte hem de 8. saatte artirirken, Sox-2
mRNA seviyesini her iki saatte de azalttidi goézlendi. Tek bagsina SATB2'nin
susturuldugu A549 hiicrelerinde, CD44 ve Sox-2 mRNA seviyesi anlamli bir sekilde
artmigtir. Hem SATB2’nin susturuldugu, hem de IL-6 ile muamele edilen A549
hlcrelerinde uygulamanin 4. ve 8. saatlerinde, CD44 mRNA seviyesinin tek basina IL-6
uygulanan gruba goére daha fazla oldugu, Sox-2 mRNA seviyesininde anlamli bir
degisim gézlenmemistir. Sekil 4.23’de goruldigu Uzere; tek basina gergeklestirilen IL-6
uygulamasi H1650 hicrelerinde, CD44 mRNA seviyeside anlamli bir degisim olmazken

Sox-2 mRNA seviyesinin zamana bagli olarak dustigi gozlendi. Tek basina SATB2'nin
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susturuldugu H1650 hcrelerinde, CD44 ve Sox-2 mRNA seviyesi anlamh bir sekilde
azalmistir. Hem SATB2’nin susturuldugu, hem de IL-6 ile muamele edilen A549
hicrelerinde uygulamanin 4. ve 8. saatlerinde CD44 ve Sox-2 mRNA seviyelerinin tek
basina IL-6 uygulanan gruba gére anlaml bir farka sahip olmadigi gézlendi.

0. saat 4, saat 8. saat
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Kontrole Oranla Ekspresyon Degisimi
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-6 - - + + + +

|m satb2 m cd44 = sox2|

Sekil 4.22 A549 hdicrelerinde SATB2'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 4. ve 8. saatlerinde kdk hiicre belirteglerinin ekspresyon degisimlerinin
GZ-PZR ile belirlenmesi (p<0,05)

0. saat 4. saat 8. saat

Kontrole Oranla Ekspresyon Degisimi

SATB2 siRNA R + - + - +
IL-6 - - + + + +

|m satb2 m cd44 w sox2|

Sekil 4.23 H1650 hicrelerinde SATB2’'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 4. ve 8. saatlerinde kdk hticre belirteglerinin ekspresyon degdisimlerinin
GZ-PZR ile belirlenmesi (p<0,05)
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4.12 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin ve IL-6 Uygulamasinin Fokal Adezyon

Kinaz Protein Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

Aragtirmamizin bu ayaginda, IL-6’nin ve SATB2'nin susturulmasinin 6zellikle A549
hicrelerinde meydana gelen mezenkimal forma gecisin pek EMT ile ilgili olmadigi
sonucuna vardik. Bunun igin, bu mezenkimal formun bir etkeni daha olarak hicre
iskeleti elemanlarina odaklandik. Bunun igin laboratuvarimizda mevcut olan, hicre
iskeletinin 6énemli bir faktéri olup, hicre migrasyonu ve invazyonu 6énemli bir faktor
olan Fokal Adezyon Kinaz (FAK) proteinin ekspresyonunu arastirdik. Sekil 4.10, Sekil
4.11 ve Sekil 4.24’de gorildigu Gzere, SATB2'nin susturuldugu ve mezenkimal forma
gecisin carrpict  bir bicimde belli oldugu A549 hicrelerde FAK proteininin
ekspresyonunun dramatik bir sekilde artti§i, IL-6 uygulamasinda kismi bir artis oldugu,
hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 uygulanan A549 hiicrelerinde de ayni
carpici artisin gergeklestigi gorildi. H1650 hicrelerinde ise Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve
Sekil 4.20°de gorildugu Uzere, A549 hicrelerindeki mezenkimal forma gecisin daha az
belli oldugu htcrelerde bu FAK artisinin A549 hicrelerininkinden daha az olmasini
bekledik. Bekledigimiz Uzere SATB2nin susturuldugu H1650 hucrelerinde FAK
artisinin kismi oldugu, yalnizca IL-6 verilen ve hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-
6'nin uygulandigr H1650 hudcrelerinde FAK ekspresyon artisinin daha belirgin oldugu
g6zlendi. IL-6'nin FAK ekspresyonu igin pozitif bir uyaran oldugu ve SATB2’nin ise FAK
ekspresyonu i¢in negatif dizenleyici oldugu KHDAK hicrelerinde ilk kez gdsterildi.

SATB2 siRNA - + - +
IL-6 - - + +
SN Y
y——
_—

Sekil 4.24 A549 ve H1650 hicrelerinde SATB2'nin siRNA ile susturulmasinin ve IL-6
muamelesinin 24. saatinde FAK ekspresyon seviyelerinin Western Blot analizi ile
gosterilmesi
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4.13 TGF-B Tarafindan indiiklenen EMT Siirecinde SATB2’nin Durumu

Calismamizda hipotez ettigimiz Uzere SATB2'nin KHDAK hdicrelerinin EMT
surecinde dizenleyici bir rol oynadigini 6ngérmustik. Her ne kadar sonuglarimizda
H1650 hicrelerinde IL-6 tarafindan énemli EMT belirteci olan N-kaderinin arttigi, hem
SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 uygulanan H1650 hicrelerinde N-kaderin
ekspresyonundaki artisin iptal oldugu gozlense de, E-kaderin ekspresyonunda azalma
olmamasi hucrelerin tam olarak EMT surecine giremedikleri sonucuna vardik. Ayrica
her iki hicre dizimizde de yaptigimiz calismalarda SATB2'nin 6zellikle Slug, Twist ve
Zeb1 Uzerinde dlzenleyici rollerinin olmasi bitlin kanser hiicreleri dahil olmak tzere ilk
kez calismamizla gosterilmis olsa da E-kaderin/N-kaderin degisimine neden olmamasi
ilging veriler olmustur. Bu sonuclardan SATB2’nin EMT igin kritik bir roli oldugu ancak
bunun ekspresyonu ile degil, ya fosfatlanmasi ya da sumolasyon gibi protein
aktivasyonu veya inhibisyonu ile iligkili olabilecedi kanisina vardik. Ancak bunu mevcut
konumda arastirabilmemiz mumkin degildir. Onun yerine proje hucrelerimizi dnemli
EMT indikleyicisi olan TGF-f3 ile muamele ettigimizde EMT surecine olan etkisini ve bu

surecgte SATB2'nin durumunu arastirdik.

Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’de goruldigu Uzere 24,48 ve 72 saat siurelerince TGF-f ile
muamele edilen A549 ve H1650 hicrelerinde EMT surecinin gergeklestigi gozlendi.
A549 hicrelerinin TGF-B uygulamasina daha iyi yanit vererek EMT slrecine ¢arpici bir
bicimde girdigi, H1650 hucrelerinin ise TGF-f muamelesine A549 hlcrelerinden daha
zayif bir yanit verdigi ve EMT surecine kuvvetli bir sekilde giremedidi goézlendi. Bu
sonugclar ile paralel olarak EMT slrecine dramatik bir sekilde giren A549 hicrelerinde
zamana bagl olarak SATB2 ekspresyonunun yine dramatik olarak azaldigi
go6ralmustir. EMT sirecinin zayif bir sekilde yasandigi H1650 hucrelerinde ise buna

mukabil SATB2 ekspresyonunda kismi bir azalis oldugu gozlendi.
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Sekil 4.25 TGF-f ile muamele edilen A549 hicrelerinde SATB2'nin, EMT
belirteglerinin, EMT ydnetici transkripsiyon faktdrlerinin ve kanser kok hicre belirtecinin
ekspresyonlarinin zamana bagh degisiklerinin Western Blot analizi ile gosterilmesi
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Sekil 4.26 TGF-B ile muamele edilen H1650 hicrelerinde SATB2’nin, EMT
belirteglerinin, EMT ydnetici transkripsiyon faktdrlerinin ve kanser kok hicre belirtecinin
ekspresyonlarinin zamana bagh degisiklerinin Western Blot analizi ile gosterilmesi
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4.14 SATB2’nin siRNA ile Susturulmasinin, IL-6 ve TGF-f Uygulamasinin Hiicre

invazyonu Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

IL-6 ile muamele edilen A549 hiicrelerinde ortalama invaziv hicre sayisi 2 kat
artarken, H1650 hucrelerinde ortalama invaziv hicre sayisinda 3 kattan daha fazla bir
artis gozlendi. TGF-B ile muamele edilen A549 hucrelerinde ortalama invaziv hucre
sayisinda 6 kattan daha fazla bir artis gozlenirken, H1650 hiicrelerinde ortalama
invaziv hiicre sayisinda kontrole oranla 7 kattan daha fazla bir artis gézlendi. Yalnizca
SATB2'nin susturuldugu A549 hiicrelerinde ortalama invaziv hicre sayisinda kontrole
oranla 3 kattan daha fazla bir artis olurken, H1650 hicrelerinde ortalama invaziv hiicre
sayisinda 2 katlik bir artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p<0,05). Hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549
hlcrelerinin ortalama invaziv hicre sayisinda 1,5 katlk bir artis olurken, H1650
hlcrelerinin ortalama invaziv hicre sayisi kontrol grubundaki kadar belirlenmistir. Hem
SATB2'nin susturuldugu hem de TGF-f ile muamele edilen A549 hicrelerinin ortalama
invaziv hicre sayisinda nerdeyse 10 katlik bir artis yasanirken, H1650 hcrelerinin
ortalama invaziv hiicre sayisinda da 11 katlik bir artis yasanmistir. Bu sonuglarin hepsi
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve S$ekil
4.30’da go6raldigu Gzere; IL-6'nin ve TGF-B’'nin invazyonu artirdidi, SATB2nin
susturulmasi ile invazyonunu arttigi, SATB2’nin susturulmasinin IL-6 tarafindan
indliklenen invazyon artisini azalttigi ortaya gikmaktadir. ilging bir sekilde SATB2'nin
susturulmasi TGF-f tarafindan indiklenen invazyon artigini daha da artirdigi sonucuna

variimistir.
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Sekil 4.27 Kontrol siRNA ve SATB2 siRNA ile transfekte edilen A549 hicrelerindeki IL-
6 ve TGF-B muamelesinin hucre invazyonuna etkisi

Ortalamazstandart hata, “*” ile gosterilen gruplarin, kontrol siRNA grubuna oranla farklari p<0,05
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Sekil 4.28 Kontrol siRNA ve SATB2 siRNA ile transfekte edilen H1650 hlcrelerindeki
IL-6 ve TGF-B muamelesinin hucre invazyonuna etkisi

Ortalamazstandart hata, “*” ile gosterilen gruplarin, kontrol siRNA grubuna oranla farklar p<0,05

AB49 SATB SIRNA 0.saat

Sekil 4.29 Kontrol siRNA ve SATB2 siRNA ile trasnfekte edilen A549 hicrelerindeki IL-
6 ve TGF-B muamelesiyle invaziv hicrelerin 1sik mikroskobundaki goéruntileri (20X
blyutme)
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Sekil 4.30 Kontrol siRNA ve SATB2 siRNA ile trasnfekte edilen H1650 hiicrelerindeki
IL-6 ve TGF-B muamelesiyle invaziv hucrelerin 1sik mikroskobundaki goruntileri (20X
blyutme)
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5. TARTISMA

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada, karsinogenezde Kilit roller tistlenen bir interlokin
ailesi Uyesi olan IL-6’nin ve kromatin yeniden modelleme proteini SATB2'nin kanser
progresyonunda dnemli bir yere sahip olan EMT ve kanser kdk hicre fenotipinin

kazanilmasindaki rolU ve aralarindaki iligki arastiriimistir.

TUmor stromasinda bulunan kanser hucreleri ve stromal hicreler tarafindan salinan
kemokinlerin ve sitokinlerin ¢ogunun, kanser progresyonunun c¢esitli asamalarinda
dnemli rol oynadiklari belirtiimektedir. Onemli bir interlkin ailesi tiyesi olan IL-6, kanser
progresyonunun bircok basamaginda merkezi bir yer tutmaktadir (Ao vd 2007). Cesitli
pre-klinik modellerde IL-6'nin timdérgenezi, anjiyogenezi, invazyonu ve metastazi
destekledigi gosterilmistir (Sansone vd 2007). IL-6’'nin kanser progresyonundaki rolleri
(6rn. metastaz ve ilag direngliligi), meme ve akciger kanseri gibi cesitli
adenokarsinomalarda iliskisi klinik gdzlemlerle rapor edilmistir (Wang vd 2013, Sun vd
2014).

Metastatik yayiliminin en énemli adimlarindan birisi, epitel bir hiicrenin apiko-bazal
hicre polaritesi ve hucre-hucre baglantilari gibi énemli kanser hicrelerinin epitelyal
Ozelliklerini kaybederek, on-arka polaritesi kazandigi, hicre-hucre baglantilarinin
kayboldugu, artan hicre géglu ve invazyon yetenedi gibi mezensimal &zelliklerin
edinilmesi ile sonuglanan morfogenetik EMT surecidir (Mani vd 2008). EMT, sadece
basit bir morfolojik bir degisim slreci olmanin yaninda, c¢ok cesitli epitelyal ve
mezenkimal genlerin  transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel

degisimleriyle iligkili olan, olduk¢a karmasik ve ¢ok adimli bir stregtir (Yang vd 2006).

IL-6’'nin, meme ve bas-boyun kanserleri gibi cesitli kanser tirlerinde EMT
indukleyerek invazyon ve metastazi destekledigine dair caligmalar olmasina ragmen,
proje teklifimizi sundugumuz zaman diliminde IL-6'nin KHDAK hucrelerinde EMT'i
indukleyerek invazyonu artirdigina dair bir calisma mevcut degildi. Yakin zamanda
yapilan c¢alismalarla IL-6'nin  KHDAK hucrelerinde EMT’i indukleyerek hicre

invazyonunu artiracagi yonundeki hipotezimizin dogrulugu kanitlamigtir. Ancak bu
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durum hipotezimizin 6zgUnligund azaltmamistir. Clnkl projemiz, sadece IL-6'nin

KHDAK hucrelerinde EMT’i indUkleyecegi Uzerine kurulu degildi.

Cesitli transkripsiyon faktorler, bir yandan E-kaderinin gibi epitelyal belirteglerin
ekspresyonlarini transkripsiyonel olarak baskilanmasini saglarken, diger taraftan da N-
kaderin ve Vimentin gibi mezenkimal belirteglerin ekspresyonlarini artirmaktadirlar.
EMT sdrecini ydneten bu transkripsiyon faktdrler arasinda; zinc finger proteini ailesi
icinde yer alan Snail1, Snail2 (Slug), Zeb1, Zeb2/SIP1 ve basic helix-loop-helix
faktorler olarak adlandirilan Twist1 ve E47 transkripsiyon faktorleri, EMT calismalarida
en cok arastirilandir (Peinado vd 2007, de Herreros vd 2010). Projemizde IL-6 ile
muamele edilen A549 ve H1650 hicrelerinin EMT surecine girip girmedikleri, E-
kaderin, N-kaderin ve Vimentin EMT belirteclerinin ve Snail, Slug, Twist, Zebl EMT
yonetici transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenerek

degerlendirilmistir.

Yapilan arastirmalar, EMT indikleyici bu transkripsiyonel faktérlerin, ALDH1
(aldehyde dehydrogenase 1) proteini gibi kok hiicre belirteclerinin sentezi icin gerekli
olan Sox-2, Nanog, KLF4 ve T cell factor-4 gibi kdk hucre destekleyici genlerin
ekspresyonlarini da induklediklerini gostermistir (Kurrey vd 2009). Akciger kanser kok
hicrelerinin en O6nemli karakteristik 0Ozelliklerden biri, hicrelerin  CD44+/CD24-
fenotipine sahip olmasidir. Yapilan calismalarla; IL-6'nin, kanser kdk hticre fenotipinin
kilit bir belirteci olan CD44 ekspresyon artisina neden oldugu da kanitlanmistir.
(Okudela vd 2012). Arastirmamizin ¢ikis noktasi da kanser hicrelerinde EMT ve kok
hicre fenotipinin kazanilmasi arasindaki bu iligkiydi. Bu nedenle projemizde, IL-6
uygulanan A549 ve H1650 hucrelerinin EMT surecine girip girmedikleri, diger taraftan
da kok hucre belirtecleri olan CD44 ve Sox-2'nin ekspresyon seviyelerinin

belirlenmesiyle bu hiicrelerin kdk hlicre fenotipi kazanip kazanmadiklari arastiriimistir.

Koék hicre fenotipinin kazaniimasi ve farklilagsmasi slregleri icin de kromatin
yapisinin yeniden modellenmesi ve organizasyonu, bu sureclerin gerektirdigi gen
ekspresyonunun dizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir (Ho vd 2010, Lessard
vd 2010). Kromatin yapisinin dizenlenmesini yénlendirme aksiyonuna sahip sayisiz
protein arasinda, SATB1 ve SATB2 adi verilen iki proteinin ayri bir yeri bulunmaktadir
(Dickinson vd 1992, Dobreva vd 2003, Britanova vd 2005). Bu iki protein,
transkripsiyon faktorlerin ve diger kromatin yeniden modelleme proteinlerinin
toplanmalarina olanak saglanmaktadir ve bdylelikle transkripsiyon faktorlerin ilgili gen
ekspresyonlarini aktive etmek veya baskilamak Uzere promotor bdolgelerine

baglanmalarina olanak saglamak igin kromatinin yapisini yeniden diizenlemektedirler
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(Yasui vd 2002, Gyorgy vd 2008). Cesitli hicre tiplerinde kdk hicre fenotipinin
korunmasinin ve farkllagsmasinin Kkilit bir duzenleyicisi olan kromatin yeniden
modelleme proteini olan SATB2 ilgimizi ¢ekmistir. Bu nedenle SATB2'nin KHDAK
hicrelerinde EMT sireci ve kdk hlicre fenotiplerinin kazanilmasinda kilit bir role sahip
olmasi pek surpriz degildi. Projemizde, daha dnce higbir kanser tirtinde arastirimamis
olan IL-6 tarafindan indiklenen EMT surecinde ve ko&k hicre fenotipinin

kazanilmasinda SATB2’nin diizenleyici rolliint agiga ¢ikarmayi amagcladik.

Calismamizda oncelikle elimizde mevcut bulunan gesitli kanser hicre dizilerindeki
SATB2 ekspresyon seviyelerini Western Blot analizi ile goésterdik. Sonucta; diger
kanser hucrelerine nazaran, meme kanser hucre dizisi MCF-7 hucrelerindeki asiri
SATB2 ekspresyonunun, meme kanser hicreleri igcin SATB2'nin gerekli olabilecegdini
soyleyebiliriz (Sekil 4.1). Bu bilgi, meme kanser hastalarinin kéti prognozlari ile
SATB2'nin yuksek ekspresyonu iliskilendiren calismayi destekler niteliktedir (Patani vd
2009).

IL-6 uygulamasi sonucu hicre icinde aktive ettigi yolaklarin aktivasyonunu
g6stermeyi amacladik. Literatlirle uyumlu olarak, IL-6’'nin A549 ve H1650 hiicrelerinde
STAT3 ve AKT yolaklarini aktive ettigini, bu proteinlerin aktif formlari olan p-STAT3 ve
p-AKT protein seviyelerini zamana bagli olarak Western Blot analizi ile gosterdik. Elde
ettdimiz bu sonuglarda p-STAT3 protein seviyesinin 30. dakikada ve p-AKT protein
seviyesinin ise 1. saatte en yuksek seviyesine ulastigi gorualmastur (Sekil 4.2 ve Sekil

4.3). Elde etmis oldugumuz bu sonuglar, literatir ile uyumludur (Zhao vd 2014).

IL-6 uygulamasinin, A549 ve H1650 hicrelerinde EMT yoénetici trasnkripsiyon
faktorlerinin zamana bagli ekspresyon seviyelerine etkisini gdstermek amaciyla, bu
hucreleri IL-6 ile 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 ve 72 saatler boyunca muamele ettik. Belirtilen
surelerce IL-6 ile muamele ettigimiz A549 ve H1650 hicrelerinde EMT'’i ydneten
transkripsiyon faktorlerin ekspresyonlarini Western Blot ile tespit ettik. A549
hucrelerinde 1. saatten itibaren 72. saate kadar zamana bagimli olarak surekli artan
Snail, Slug ve Zeb1 protein seviyelerini gordik (Sekil 4.4). Ancak H1650 hucrelerinde,
A549 hucrelerinde goruldugu kadar net artiglar gozlenmemistir. Bunun nedeni
hucrelerdeki IL-6 reseptoru veya daha alt yolaklarda bulunan bu transkripsiyon
faktorlerin  ekspresyonlarini  dlizenleyici proteinlerin  ekspresyon farkliliklarindan
kaynaklaniyor olabilir. Twist ekspresyonu ise 8. ve 16. saatlerde maksimum seviyesine
ulasarak ekspresyonunun giderek azalmaya basladigi gézlendi (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
Bu elde ettigimiz sonuglar IL-6 Twist protein seviyesini transkripsiyonel olarak degil,

post-translasyonel olarak dizenlendigini gdsteren daha o6nceki bir calismayla
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uyusmaktadir (Su vd 2011). Bu galismamizdan, literatirde daha 6nce tespit edilmemis
veriler de elde ettik. IL-6 muamelesinin 1,2 ve 4. saatlerde bile artan Snail ve Zebl
protein seviyeleri, bu proteinlerin de IL-6 tarafindan post-translasyonel olarak
diuzenlenebilecegini gostermektedir. Bu bilgi, literatirde olmayan bir bilgi olup, daha

detayli arastirmalara ihtiya¢c duymaktadir.

H1650 hucrelerinde ise A549 hicrelerinden farkli olarak Zeb1 protein seviyesi
belirlenememistir. Ancak, Snail ve Slug protein seviyelerindeki artiglar A549
hicrelerindeki kadar net olmasa da benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.5). Bunun
nedeni yukarida da ifade ettigimiz gibi, H1650 hucrelerindeki IL-6 reseptorindn
ekspresyon seviyesinin dislik olmasi veya daha alt yolaklarda Snail ve Slug
ekspresyonlarini dizenleyici proteinlerin  ekspresyon farklihgindan kaynaklaniyor
olabilir. H1650 hiicrelerinde IL-6 tarafindan induklenen Twist ekspresyonu, ayni A549
hicrelerinde oldugu gibi 8. ve 16. saatlerde maksimum seviyesine ulasarak giderek

azalmaya basladigi goézlendi (Sekil 4.5).

IL-6’'’nin SATB2, EMT'i yéneten transkripsiyon faktorleri ve kdk hicre belirtecleri
Uzerine olan transkripsiyonel etkisini gosterebilmek igin, her iki hlcre hattini da
transkripsiyonel etkinin goérilebilecegi en uygun saatler olan 4 ve 8 saat sirelerince IL-
6 ile muamele ettik. Bu gruplardaki hedef genlerin ekspresyon degisimlerini GZ-PZR ile
tespit ettik. Elde ettigimiz sonuclarda; A549 hicrelerinde IL-6 muamelesi ile SATB2,
CD44, Snail ve Zebl genlerinin ekspresyonlarinin arttidini, Twist geninin
ekspresyonunda anlamli bir dedisim olmadigini ve Sox-2 geninin ekspresyonunun ise
azaldigini tespit ettik (Sekil 4.6). Sonuclarimiz, butdn kanser turleri dahil olmak Gzere
IL-6’nin SATB2 mRNA seviyesini artirdigini gosteren literatideki ilk calismadir. IL-6 ile
muamelesi sonucu CD44 mRNA seviyesinin artmasi, literatirde higbir adenokarsinoma
hicrelerinde gosterilmis bir sonug degildir. Sadece kemik iligi kanser hicreleri Gzerine
gergeklestirilen bir arastirmada, IL-6'nin CD44 ekspresyonunu transkripsiyonel
dizeyde artirdig1 gosterilmistir (Vincent ve Mechti 2004). IL-6 ile muamelesi sonucu
Snail mRNA seviyesinin artmasi, literattr ile uyumludur. IL-6 uygulanan hicrelerde
Zebl mRNA seviyesinin artmasi, kolorektal cancer hucrelerinde gosterilmesine karsin,
KHDAK hucrelerinde ilk kez gosterilmistir (Rokavec vd 2014). Bu nedenle buldugumuz

bu sonug literatir ile uyumludur.

IL-6 uygulamasi sonucu Snail ve Zeb1 mRNA seviyesinin artmasi, Akt yolaginin
aktivasyonuna baglh olarak NF-kB aktifleserek bu transkripsiyon faktorlerin
ekspresyonunu artirdigini distinmekteyiz. Cinkl, Snail ve Zebl genlerinin promotor

bélgelerinde NF-kB baglanma bdlgeleri mevcuttur (Wels vd 2011, Yang vd 2013). Bu
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hipotezimizi IL-6 uygulamasini NF-kB spesifik inhibitdori BAY 11-7082 varlidinda
gerceklestirerek Snail ve Zeb1 mRNA seviyelerinin, IL-6'nin tek basina uygulandigi
gruptaki Snail ve Zeb1 mRNA seviyelerinden daha az oldugunu gostererek

kanitlayabiliriz.

H1650 hdcrelerinde ise IL-6 muamelesi ile SATB2, CD44 ve Zebl gen
ekspresyonlarinda anlamh degigsimler olmadigini, Twist geninin muamelenin ancak 8.
saatinde azaldigini, A549 ile benzer sekilde Snail gen ekspresyonunun arttigini ve
Sox-2 gen ekspresyonunun azaldigini tespit ettik (Sekil 4.7). Bu sonuglardan IL-6

uygulamasinin A549 ve H1650 hiicrelerinde farkli cevaplar verdigi gértlmektedir.

Hucrelerin farkli cevaplar vermesinin; ya bu hucrelerin mutasyon profillerinin, ya
koken aldiklari doku tipinin ya da evrelerinin farklihgindan kaynaklaniyor olabilecegi
kanisindayiz. Clnkl bu saymis oldugumuz durumlarin hepsi bu hicrelerde farkhlk
gostermektedir. A549 hucreleri alveolar bazal epitel hicrelerden kdken alirken, H1650
hicreleri bronsioalveolar hiicrelerden kdken almistir. A549 hicreleri KRAS geninde
G12S mutasyonu bulunurken, H1650 hicrelerinde EGFR geninde p.E746-A750del
mutasyonu bulunmaktadir (Pallier vd 2012, Wu vd 2012). Bunlardan ziyade; IL-6
uygulamasi sonucu A549 hicrelerinde Snail ve Zeb1 mRNA seviyelerindeki artiglar
daha dramatik iken, H1650 hicrelerinde Snail mMRNA seviyesinindeki artisin A549
hucrelerindeki nazaran daha az olmasi ve Zeb1 mRNA seviyesinde anlamli bir artigin
olmamasi, IL-6 tarafindan indiklenen NF-kB aktivasyonunun bu iki hiicrede farkl

olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizin bundan sonraki kismi, SATB2'nin siRNA ile susturuldugu hticrelerde
EMT ve koék hlcre belirteclerinin ekspresyon degisimlerini ve IL-6'nin bu degisimler
Uzerine olabilecek etkilerini Western Blot analizi ile tespit etmek oldu. Yalnizca
SATB2’nin susturuldugu hucrelerdeki, yalnizca 24 saat slresince IL-6 ile muamele
edilen hicrelerdeki ve hem SATB2'nin susturuldugu hem de 24 saat suresince IL-6 ile
muamele edilen hucrelerdeki EMT belirteclerinin ekspresyon seviyelerini Western Blot

ile tespit ettik.

A549 hdcrelerinde tek basina SATB2'nin susturulmasi E-kaderin, N-kaderin ve
Vimentin protein seviyelerinde anlamli bir degisime neden olmadigi gozlendi. Yalnizca
IL-6 ile muamele edilen A549 hucrelerinde ilging bir bicimde hem E-kaderin seviyesinin
hem de N-kaderin seviyesinin arttigi, Vimentin seviyesinin ise degismedigi gozlendi
(Sekil 4.14). Hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549

hicrelerinde, tek basina IL-6 uygulanan gruba gore farkl bir etki gérilmemistir (Sekil
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4.14). Bu durumun nedeni; IL-6’nin KHDAK hucrelerinde invazyonu EMT araciligiyla
degil, farklh ~mekanizmalarla artirmasi olabilir. EMT, invazyonu tetikleyici
mekanizmalardan sadece biridir. EMT’nin disinda, kanser hucreleri hicre baglantilarini
kaybetmeyerek hicre gruplari seklinde de invazyon gerceklestirebilmektedir. IL-6,
KHDAK hucrelerinde invazyonu bu yolla artiriyor olabilir. Elde etmis oldugumuz bu
sonugclar celigkili gériinse de, literatirdeki benzer galismalarin sonuglari bu c¢eliskiyi
yorumlamamizi kolaylastiracaktir. Bu proje dnerimizi verdigimiz sire icerisinde IL-6'nin
KHDAK hicrelerini EMT surecine soktuguna dair bir calisma mevcut degildi. Yakin
zamanda gergeklestirilen iki farkh calisma ile IL-6’nin KHDAK hicrelerini EMT sirecine
soktugu kanitlanmistir. Ancak, bu iki calismada da KHDAK hucrelerini EMT surecine
sokmak igin, IL-6 ile hlcreleri bir hafta muamele etmislerdir (Chen vd 2014, Zhao vd
2014). Projemizin deneysel prosedirl, siRNA metoduna dayalidir. siRNA'nin hedefi
olan genin ifadesinin susturmasi maksimum 96 saat ile sinirli oldugundan dolayi,

SATBZ2'i susturup bir haftalik IL-6 uygulamasini gerceklestiremedik.

Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da goruldugu tzere A549 ve H1650 hicrelerini TGF- ile
uyardiimizda, uyarimin 24. saatinde bile hicrelerin EMT slrecine girdikleri
gbzukmektedir. Cok ilgingtir ki; her iki sitokin de A549 ve H1650 hicrelerinde EMT
surecini yoneten transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini artirmistir.  Ancak;
hicreler TGF-B ile muamele edilen hicreler EMT surecine girerken, IL-6 ile muamele
edilen hicreler EMT surecine girememektedir. Ancak bir haftalik IL-6 uygulamasiyla
girebilmektedirler (Chen vd 2014, Zhao vd 2014). Bunun nedeni; EMT surecini ydneten
bu transkripsiyon faktdrlerinin hedef genlerinin regilasyonlarini gerceklestirmeleri icin,
SATB2'nin diginda baska bir kromatin yeniden modelleme proteinleri ve/veya HDACs
(Histondeasetilaz) proteinlerinin  aktiflesmelerine  ve/veya inhibisyonlarinin

saglanmasinin gerekliligi olabilir.

H1650 hicrelerinde tek basina SATB2'nin susturulmasi E-kaderin, N-kaderin ve
Vimentin protein seviyelerinde anlamli bir degisime neden olmadigi gozlendi (Sekil
4.15). H1650 hucrelerinde tek bagina IL-6 muamelesi ise E-kaderin seviyesinde bir
degisim olmazken, hem N-kaderin hem de Vimentin seviyesi artmistir (Sekil 4.15). Bu
sonuglar bize IL-6'nin 24 saat yerine daha uzun sureler ile muamele edilmesinin uygun
oldugunu gosteriyor. KHDAK hucrelerinde IL-6 ile EMT'i indiklemeye caligan
arastirmalara bakildiginda, hucrelerin bir hafta suresince IL-6 ile muamele edilerek
EMT surecine girdikleri gorulmektedir. Ancak bu bizim ¢alismamiz i¢in uygun degildi.

Cunku siRNA transfeksiyonlari maksimum 96 saat suresince uygulanabilmektedir.
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Ancak H1650 hucrelerinde IL-6'nin tek basina verildigi gruptaki N-kaderin artiginin,
hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen hucrelerde
gerceklesmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.15). Bu veriden, H1650 hicrelerinde
SATB2'nin IL-6 tarafindan indiiklenen N-kaderin artigi i¢in gerekli oldugu sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bu sonug literatiirde tim kanser tirleri dahil olmak Uzere ilk kez elde

edilmistir.

SATB2'nin siRNA ile susturuldugu hicrelerde EMT’i ydneten transkripsiyon
faktorleri Uzerine olan etkilerini Western Blot analizi ile inceledik. Her iki hiicre hattinda
da SATBZ2'nin susturulmasi sonucunda Slug ve Zeb1 protein seviyeleri artmistir (Sekil
4.16 ve Sekil 4.17). Elde ettigimiz bu sonuclar ile Slug ve Zeb1 ekspresyonlarinin
dizenlenmesinde, SATB2 énemli bir yere sahip oldugu literatirde ilk kez gosterilmistir.
SATB2, bu iki transkripsiyon faktori degredasyondan koruyor veya trankripsiyonlarini
engelleyen baska bir faktori inhibe ediyor olabilir. Bir diger ihtimal, gen
ekspresyonunun dizenlenmesinde énemli bir yere sahip olan HDAC proteinlerinin,
SATB2 ile kompleks yaptigi bilinmektedir (Britanova vd 2008). Bazi HDAC proteinleri
Slug ve Zeb1 genlerinin transkripsiyonlarini engelliyor olabilir ve bu goérev igin
SATB2'nin gerekli olabilir. Bu nedenle SATB2’nin yoklugunda, HDAC proteinleri Slug

ve Zeb1 genlerinin transkripsiyonlarini engellemekte yetersiz kaliyor olabilir.

SATB2'nin siRNA ile susturuldugu hiicrelerde Snail protein seviyesi degismemistir
(Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Bu sonuglara goére, KHDAK hicrelerinde Snail

ekspresyonunun ve stabilitesinin kontrolinde SATB2'nin bir gorevi bulunmamaktadir.

SATB2'nin siRNA ile susturulmasi; A549 hicrelerinde Twist protein seviyesi anlamli
bir degisime neden olmazken, H1650 hlicrelerinde Twist protein seviyesini azalmistir
(Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Daha d6nce literatlirde benzer bir ¢alismanin olmamasi bu
sonucu acgiklamamizi zorlastirmaktadir. Ancak, iki hiicrede ortaya c¢ikan farkli sonucun
nedeni, daha 6nce degdindigimiz gibi bu hicreler arasindaki farkhlik hicrelerin

mutasyon profillerinin farkliidindan kaynaklaniyor olabilir.

Tek basina IL-6 muamelesi her iki hicre dizisinde de Slug, Twist ve Zeb1
seviyelerini anlamli bir sekilde artirmis, Snail seviyesi ise degismemistir (Sekil 4.16 ve
Sekil 4.17). IL-6 ile indUklenen Slug ekspresyonu artisi literatlirde sadece kolorektal
kanser hucrelerinde gosterilmistir (Brighenti vd 2014). Bu nedenle IL-6 ile uyardigimiz
hucrelerde Slug ekspresyon artigi literattr ile uyumludur. IL-6'nin Twist ekpresyonunu
artirdigini gosteren benzer calismalar bulunmaktadir (Na vd 2013). Bu bakimdan

sonuclarimiz literatir ile uyumludur. IL-6 ile muamele edilerek Zeb1 ekspresyon artisini
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Western Blot analizi ile gosteren benzer bir galismaya literatirde rastlanmamistir.
Sadece kolorektal kanser hucrelerinde IL-6 ile muamele edilen hucrelerde Zebl
ekspresyonunun  mRNA seviyesinde artirdigini gésteren bir ¢alisma mevcuttur
(Rokavec vd 2014). IL-6’nin bu transkripsiyon faktdrlerin ekspresyonunu hangi yolaklar

araciligiyla dizenledigini, daha ileri galismalarda tespit edilecektir.

Hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 ve H1650
hicrelerinde yalnizca IL-6 ile muamele edilen hiicrelere goére, Snail seviyesinin
degismedigi, Slug seviyesinin daha da arttigi, Twist ve Zeb1 seviyelerindeki artisin iptal
oldugu gozlendi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Bu sonug literatirde tim kanser tirleri dahil
olmak Uzere ilk kez elde edilmistir. Bu sonucglardan IL-6’'nin Twist ve Zeb1
ekspresyonunu induklemek icin SATB2'nin varligina ihtiya¢ duydugunu goéstermektedir.
Ancak ilging bicimde; hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile uyarilan A549 ve
H1650 hicrelerinde Slug ekspresyonunun, IL-6'nin tek basina uygulandigi ve tek
basina SATB2'nin susturuldugu A549 ve H1650 hicrelerindeki Slug ekspresyonlarina
nazaran daha da arttigi gozlendi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Bu verilerden, IL-6
tarafindan induklenen Slug ekspresyonu igin SATBZ2’nin, bir baskilayici olarak
davrandigl sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Sadece SATB2'nin susturuldugu A549 ve
H1650 hudcrelerinde benzer sekilde Slug ekspresyonunun artmasi, bu hipotezimizi
desteklemektedir. Bunun nedeninin, daha ileri deneysel prosedirlerle anlasiimasina
ihtiyac bulunmaktadir. Elde etmis oldugumuz sonuglardan, SATB2’nin Snail

ekspresyonu Uzerine duzenleyici bir rolinin olmadigini géstermektedir.

Calismamizda daha sonra, SATB2’nin siRNA ile susturuldugu hiicrelerde kdk hiicre
belirteclerinin ekspresyon degdisimlerini ve IL-6’nin bu degisimler Uzerine olabilecek
etkilerini Western Blot analizi ile inceledik. Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de géruldaga Uzere;
hem A549, hem de H1650 hicrelerinde SATB2'nin susturulmasi ile CD44 seviyesini
artirmasi, SATB2 ekspresyonu ve KHDAK hucrelerinde kok huicre fenotipinin
kazanilmasi arasinda ters bir iligki oldugu anlamina gelmektedir. Bir diger kok hucre
belirteci olan Sox-2, SATB2'nin susturulmasi ile A549 hicrelerinde ekspresyonu
artarken H1650 hicrelerinde ekspresyonu azalmistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Bu
sonug bize, Sox-2 ekspresyonun A549 ve H1650 hucrelerinde farkli mekanizmalar ve
yolaklar araciligiyla duzenlendigini ifade etmektedir. Bu hipotezi destekler bicimde;
Sekil 4.20 ve Sekil 4.21’de goruldigu Uzere, tek basina IL-6’nin uygulanmasi A549
hucrelerinde Sox-2 ekspresyonunda anlamli bir degisime neden olmazken, H1650

hicrelerinde Sox-2 ekspresyonunun anlamli bir sekilde artmistir. Demek ki, Sox-2
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ekspresyonu A549 ve H1650 hucrelerinde farkli yolak ve mekanizmalar araciliiyla

duzenlenmektdir.

IL-6 uygulamasinin, A549 hucrelerinde CD44 seviyesini artirdigr, H1650
hucrelerinde ise anlamh bir degigiklige neden olmadigi gorulmustur (Sekil 4.20 ve Sekil
4.21). Benzer sekilde CD44 ekspresyonu da, ayni Sox-2 ekspresyonu gibi bu iki hiicre

dizisinde farkli yolak ve mekanizmalar ile dizenlenmektedir.

Hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 ve H1650
hicrelerinde yalnizca IL-6 ile muamele edilen hicrelere gbére Sox-2'nin seviyesi
degismemistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Tum bu sonuglari birlikte ele aldigimizda; her
iki hicre dizisinde de IL-6 ve SATB2, Sox-2 ekspresyonun duzenlenmesinde zit

gorevlere sahip olabilir.

IL-6’'’nin SATB2, EMT'i yéneten transkripsiyon faktorleri ve kdk hicre belirtecleri
Uzerine olan transkripsiyonel etkilerini GZ-PZR ile tespit ettik. Projemizin bundan
sonraki ayaginda ise, yalnica SATB2nin susturulmasinin ve hem SATBZ2nin
susturuldugu hem de IL-6’nin uygulandigi A549 ve H1650 hiicrelerinde EMT'i yoneten
transkripsiyon faktorleri ve kdk hicre belirtegleri Uzerine olan transkripsiyonel etkilerini
GZ-PZR ile analiz ettik. Bu ¢alisma da literatlrde bitin kanser tirleri dahil olmak Uzere

ilk kez yapiimistir.

Tek bagina SATB2’nin susturuldugu A549 hicrelerinde EMT ydnetici transkripsiyon
faktorleri olan Snail ve Twist mMRNA seviyesinde anlamli bir degisim olmazken, Zeb1
MRNA seviyesi anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.18). Bu sonuglar Western Blot

analizi sonuglariyla uyusmaktadir.

Tek bagina IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde uygulamanin 4. ve 8.
saatlerinde de SATB2, Snail ve Zeb1 mRNA seviyeleri anlamli bir sekilde artarken,
Twist mMRNA seviyelerinde anlamli degisim olmamigtir (Sekil 4.18). Bu sonuglari,
Western Blot ile sonuglari ile birlikte yorumladigimizda, Snail ve Zeb1
ekspresyonlarinin hem transkripsiyonel olarak hem de post-translasyonel olarak, Twist
yalnizca post-translasyonel olarak IL-6 tarafindan pozitif yonde dizenlendigi sonucuna
varmaktayiz. Bu varsayimi, IL-6 ile muamele edilen hicrelerde kisa sureli
maruziyetlerde bile protein seviyesinin buylk oranda yukselmesinin post-translasyonel

olarak dizenlendigini gésteren ¢calisma sayesinde sdyleyebiliyoruz (Su ve vd 2011).
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Hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 hucrelerinde,
uygulamanin 4. Saatinde Twist ve Zeb1 mRNA seviyelerinde, yalnizca IL-6 uygulanan
gruptakine gore bir farklihk olmadigi gozlendi (Sekil 4.18). Buradan SATB2'nin IL-6
tarafindan induklenen Twist ve Zeb1 mRNA degisimi Uzerine bir etkisinin olmadigi
g6zlendi. SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde,
uygulamanin 8. saatinde Snail mMRNA seviyesinin, yalnizca IL-6 uygulanan gruptaki
Snail mRNA artisini daha da artirdi§i sonucuna varimistir (Sekil 4.18). SATB2'nin
susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde, uygulamanin 8.
Saatinde Twist ve Snail mMRNA seviyelerinde, yalnizca IL-6 uygulanan gruptakine goére
bir farkhlik olmadigi gézlendi (Sekil 4.18). Hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile
muamele edilen A549 hicrelerinde, uygulamanin 8. saatinde Zeb1l mRNA seviyesinin,
yalnizca IL-6 uygulanan gruptaki Zeb1 mRNA artisini daha da artirdi§i sonucuna
variimistir (Sekil 4.18). Bu sonuglar Western Blot analizi sonuglari ile uyusmamaktadir.

Bunun nedeni, her iki analizde es zamanlarin secilmemesi olabilir.

Tek basina SATB2'nin susturuldugu A549 hicrelerindeki kék hiicre belirtecleri olan
CD44 ve Sox-2'nin mRNA seviyeleri anlamli bir sekilde arttigi gozlendi (Sekil 4.22).
Elde edilen bu veriler SATB2’nin tek bagina Zeb1, CD44 ve Sox-2 mRNA seviyelerini
negatif olarak dizenledigini literatlirde tim kanser tlrleri dahil olmak Gzere ilk defa
go6stermektedir. Bu sonuclar Western Blot sonuglarimizla da uyusmaktadir. SATB2’nin;
Zebl, CD44 ve Sox-2 genlerinin transkripsiyonlarinin baskilanmasi surecinde gerekli

bir protein oldugu sonucu ¢ikmaktadir.

Tek bagina IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde uygulamanin 4. ve 8.
saatlerinde, CD44 mRNA seviyesi artarken, Sox-2 mRNA seviyesi azalmigtir (Sekil
4.22). Bu sonugclari Western Blot sonuglari ile birlikte yorumladigimizda; IL-6'nin A549
hicrelerinde CD44 ekspresyonunu artirdigini hem GZ-PZR ile hem de Western Blot ile
gOstermis  olduk. Ancak IL-6 muamelesinin A549 hicrelerinde, Sox-2’nin
ekspresyonunu GZ-PZR sonuglarina gore azalttigi, Western Blot analizine gore ise
ekspresyonunu degistirmedigi gosterilmistir (Sekil 4.22). Buradan bir uyaranin
ekspresyonunu degistirdigi bazi genlerin, o genin mRNA seviyeleri ile protein seviyeleri

arasinda uyumsuzluk olabilecegi bilinen bir durumdur (Li vd 2006).

Hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen A549 hicrelerinde,
uygulamanin 4. saatinde ne CD44 ne de Sox-2 mRNA seviyesinde, yalnizca IL-6
uygulanan gruptakine gore anlamli bir degisim olmadigi gozlendi. Ancak 8. saatte
CD44 mRNA seviyesinde, yalnizca IL-6 uygulanan gruptakine gére daha fazla bir artis
oldugu goézlendi (Sekil 4.22). Boylelikle; SATB2’'nin, CD44’iin hem mRNA hem de



60

protein dizeyinde negatif dizenleyicisi oldugunu ilk kez tim kanser tirleri dahil olmak

Uzere gosterilmistir.

Tek basina SATB2'nin  susturuldugu H1650 hucrelerinde EMT yonetici
transkripsiyon faktorlerinden Snail ve Twist mMRNA seviyelerinde anlaml bir degisim
gOzukmezken, A549 hucrelerinde oldugu gibi Zeb1 mRNA seviyesinde anlamli bir artis
gorulmustar (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Bu sonuglari Western Blot sonugclariyla birlikte
yorumladigimizda, SATB2'nin her iki hiicre dizisinde de Zeb1in hem mRNA
seviyesinde hem de protein seviyesinde negatif dizenleyicisi oldugu sonucuna

variimistir. Bu bilgi, literattr icin yeni bir bilgidir.

Tek basina IL-6 ile muamele edilen H1650 hiicrelerinde uygulamanin 4. saatinde
EMT vydritica transkripsiyon faktorlerinin mRNA seviyelerinde anlamli bir degisime
neden olmazken, uygulamanin 8. saatinde ise Twist mMRNA seviyesinin azaldigi, Snail
ve Zebl mRNA seviyelerinin arttigi goérilmastir (Sekil 4.19). Hem SATB2nin
susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen H1650 hucrelerinde, uygulamanin 4.
saatinde Snail ve Twist mMRNA seviyelerinde yalnizca IL-6 uygulanan gruptakine goére
bir farklilk olmadidi gézlenmezken, Zebl mRNA seviyesinin yalnizca IL-6 uygulanan
gruptakine goére arttigi gértlmastir (Sekil 4.19). Hem SATB2’nin susturuldugu hem de
IL-6 ile muamele edilen H1650 hicrelerinde, uygulamanin 8. saatinde Snail mMRNA
seviyesinde yalnizca IL-6 uygulanan gruptakine goére bir farkhlik olmadigi gdézlendi
(Sekil 4.19). Hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen H1650
hucrelerinde, uygulamanin 8. saatinde Twist mRNA seviyesi, yalnizca IL-6 uygulanan
gruptaki azalan seviyesine karsin bu azalmanin olmadigi goézlendi (Sekil 4.19). Bu
sonuglardan; H1650 hucrelerinin IL-6 uyarimina A549 hicrelerinden daha iyi yanit
verdigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu farklilik A549 hicrelerinin H1650 hicrelerinde daha fazla
IL-6 reseptoru eksprese ediyor olmasindan kaynaklaniyor olabilir. A549 hucrelerinde
oldugu gibi, H1650 hicrelerinde de SATB2nin susturulmasi IL-6'nin  Zeb1
ekspresyonunu mRNA seviyesinde artiridigi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Ancak bu

durum Western Blot analizi sonuglariyla uyusmamaktadir.

Hem SATB2'nin susturuldugu hem de IL-6 ile muamele edilen H1650 hicrelerinde,
uygulamanin 8. saatinde Zeb1 mRNA seviyesinin ayni 4. saatte oldugu gibi yalnizca IL-
6 uygulanan gruptakine gore daha fazla artirdigi gézlendi (Sekil 4.19). Bu sonugclardan,
her iki hicre hattinda da SATB2’nin, Zeb1 transkripsiyonunun negatif duzenleyicisi

oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu bilgi, literatr igin yeni bir bilgidir.
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Tek basina SATB2'nin susturuldugu H1650 hicrelerindeki kok hicre belirtegleri
olan CD44 ve Sox-2’'nin mRNA seviyeleri anlamh bir sekilde azalmigtir (Sekil 4.23).
CD44 mRNA seviyesinin azalmasi Western Blot sonugclari ile gelisirken, Sox-2 mRNA
seviyesinin azalmasi Western Blot sonuglari ile ortusmektedir. Bu nedenle A549
hicrelerinin aksine, H1650 hlcrelerinde SATB2, Sox-2 ekspresyonu igin gereklidir
sonucuna varmaktayiz. Bu farkliligin nedeni hucrelerin koken aldiklari doku veya
mutasyon profillerinin farkliigi olabilir. Tek basina IL-6 ile muamele edilen H1650
hicrelerinde uygulamanin 4. ve 8. saatlerinde, CD44 mRNA seviyesinde anlaml bir
degisim olmadigi ve Sox-2 mRNA seviyesinin ise zamanla azaldi§i goézlendi (Sekil
4.23). Bu sonuclari Western Blot sonuclari ile beraber yorumladigimizda, IL-6'nin
H1650 hicrelerinde CD44 ekspresyonunu hem mRNA hem de protein dizeyinde
etkilemedigi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. IL-6'nin H1650 hdicrelerinde Sox-2
ekspresyonunu ise mRNA dizeyinde azalttigi, ancak protein duzeyinde artirdigi
sonucu ortaya cikmaktadir (Sekil 4.23). Bu celigkili sonucu agiklamak icin, daha énce
de degindigimiz gibi, bir uyaranin ekspresyonunu degistirdigi bazi genlerin, o genin
MRNA seviyeleri ile protein seviyeleri arasinda uyumsuzluk olabilecedi bilinen bir
durum oldugu gercedine siginmaktayiz. Hem SATB2’nin susturuldugu hem de IL-6 ile
muamele edilen H1650 hlicrelerinde, uygulamanin 4. ve 8. saatlerinde ne CD44 ne de
Sox-2 mRNA seviyesinde, yalnizca IL-6 uygulanan gruptakine gbére anlamli bir degisim
olmadigi goézlendi (Sekil 4.23).

Ozellikle SATB2'nin susturuldugu grup A549 hiicrelerin mezenkimal forma
gegcmesinin EMT sireciyle ¢ok iligkili olmadigini gérdik. Ancak bu degisim neden
gerceklesmisti? Bunun nedenini arastirirken hicre iskeleti ve hiicre migrasyonunda
onemli rollere sahip proteinlere odaklandik. Laboratuvarimizda mevcut bulunan hicre
hareketinde énemli bir belirte¢ olan FAK proteinin ekspresyon seviyelerini inceledik.
Elde ettigimiz sonuclar c¢arpiciydi. A549 hicrelerinde, IL-6 muamelesi FAK
ekspresyonunu ¢ok az artirirken, SATB2'nin susturuldugu hicrelerde dramatik FAK
ekspresyon artigini gézlemledik (Sekil 4.24). H1650 hicrelerinde ise A549 hicrelerinin
tam tersi olarak IL-6 uygulanan gruplarda dramatik FAK artisinin oldugu, SATB2'nin
susturulmasinin ¢ok az artirdigi goézlemlenmistir (Sekil 4.24). A549 ve H1650
hucrelerinde IL-6 uygulamasinin ve SATBZ2'nin susturulmasinin bu hucrelerin FAK
ekspresyon seviyeleri Uzerindeki etkilerinin carpici farkliligi, bize bu iki hicrenin
birbirinden ne kadar farkli oldujunu gdstermektedir. Ayrica; SATB2 ve FAK
ekspresyonlari arasinda bulunan bu sonuglar literatirde KHDAK hicrelerinde ilk kez
elde edilmistir. A549 hicrelerinde gordiugiumiz SATB2'nin susturuldugu gruplardaki

FAK ekspresyonunun dramatik artisi, literattr ile uyumludur (Seong vd 2014).
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IL-6’nin KHDAK hicrelerinde 24 saat slresince uygulanmasinin hdcreleri tam
olarak EMT sirecine sokamadigl sonuglarimizla gésterilmistir. Calismamizda hipotez
ettigimiz Uzere SATB2'nin KHDAK hucrelerinin EMT surecinde duzenleyici bir rol
oynadigini 6ngérmustik. Her ne kadar sonuglarimizda A549 ve H1650 hicrelerinde IL-
6 tarafindan onemli EMT belirteci olan N-kaderinin arttigi gbzlense de, E-kaderin
ekspresyonunda azalma olmamasi hucrelerin tam olarak EMT surecine giremedikleri
sonucuna vardik (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

Ayrica her iki hicre dizimizde de yaptigimiz ¢alismalarda SATB2’nin susturulmasi
EMT’i indukleyici Slug, Twist ve Zeb1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinin
artmasina ragmen, hticrelerde E-kaderin/N-kaderin degisiminin gerceklesmemesi ilging
bir sonu¢ olmustur. Bu sonuglardan SATB2’nin EMT igin kritik bir roli oldugu ancak
bunun SATB2'nin ekspresyonu ile ilgili olmayip, ya fosfatlanmasi ya da sumolasyon
gibi protein aktivasyonu veya inhibisyonu ile iligkili olabilecedi kanisina vardik. Belki de
bu transkripsiyon faktorler, E-kaderinin transkripsiyonel olarak baskilayabilmek icin
SATB2'nin varhigina ve/veya aktivasyonu ihtiya¢ duyuyor olabilirler. SATB2’nin cesitli
HDAC proteinleri ile etkilesimlerinin oldugu ve HDAC proteinlerinin E-kaderin
ekspresyonunun baskilanmasi icin gerekli oldugunu gdsteren ¢alismalarin varlhigi, bizi
SATB2'nin de E-kaderin ekspresyonunun baskilanmasi isine karistigini distinmekteyiz
(Kim vd 2011, Yiv d 2012). Bu hipotezimizin kanitlanmasi, daha ileri calismalara ihtiyag
duymaktadir.

Bu nedenle, proje hicrelerimizi dnemli EMT indUkleyicisi olan TGF-B ile muamele
ettigimizde EMT surecine olan etkisini ve bu sirec¢te SATB2’nin durumunu arastirdik.
Bu nedenle hicreleri, 6nemli bir EMT indUkleyicisi olan TGF-f ile muamele ettik.
Literatlrle uyumlu olarak her iki hicre dizisi de EMT surecine girdigi gézlemlenmistir
(Sekil 4.25 ve Sekil 4.26). iiging olarak her iki hiicre dizisi de EMT siirecinde azalan
SATB2 seviyelerini gdzlemledik (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26). Elde ettigimiz bu sonuglarla
IL-6 kisa sureli muamelelerle KHDAK hicrelerini EMT surecine sokmakta basarisiz
olmasinin yani sira SATB2 ekspresyonunu da artirdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.14 ve
Sekil 4.15). TGF-B ise kisa sureli muamelelerinde KHDAK hicrelerini EMT slirecine
sokmasinin yani sira SATB2 ekspresyonunu da azalttigini gosterdik (Sekil 4.25 ve
Sekil 4.26). Elde etmis oldugumuz bu veriler literatlirde tum kanser turleri dahil olmak

Uzere ilk kez elde edilmistir.

Calismamizin bundan sonraki kisminda IL-6 uygulamasinin, TGF-$ uygulamasinin,
SATB2'nin susturulmasinin ve SATB2'nin susturuldugu hicrelere IL-6 ve TGF-p

uygulamasinin hiicre invazyonuna etkisini arastirdik. Sekil 4.27 ve S$ekil 4.28'de
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goérildigu dzere; IL-6 ve TGF-B muamelesi her iki hicre dizisinde de hucre
invazyonunu literatur ile uyumlu olarak artirdigi gézlemlenmistir (Liu vd 2014, Zhao vd
2014).

Daha 6nce higbir kanser tlrinde SATB2’nin siRNA ile direkt susturulmasinin hiicre
invazyonu Uzerine etkisi arastirlmamisti. Literatlrde ilk kez yapmis oldugumuz bu
deneyle SATB2’nin susturulmasi A549 hiicrelerinde invazyonu arttigini gosterdik (Sekil
4.27). Ancak SATB2'nin tek basina susturulmasi H1650 hicrelerinde invazyonu

artirmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (Sekil 4.28).

SATB2'nin susturuldugu hicrelerde IL-6 muamelesinin hlicre invazyonunda etkisi
ise yalnizca IL-6 ile muamele edilen hlcrelere nazaran azalan invazyon yetenegi ile
karsilastik (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28). Bu sonuclardan IL-6 ile artan hiicre invazyonunda
SATB2'nin pozitif dizenleyici oldugu, tim kanser tirleri dahil olmak Uzere ilk kez
gOsterilmistir. Western Blot sonuglari da bu veriyi desteklemektedir. CUnk( her iki hicre
hattinda da hem EMT icin hem de invazyon i¢in dnemli transkripsiyon faktorleri olan
Twist ve Zebl seviyesi IL-6 verilen grup hicrelerde artarken, SATB2'nin susturuldugu
ve IL-6 ile muamele edilen hicrelerde ise bu artigin anlamli sekilde azaldig1 gézlendi
(Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

ilging olarak, SATB2’nin susturuldugu hicrelere TGF-B ile muamele edilmesinin,
yalnizca TGF-B ile muamele edilen gruba goére hicre invazyonunu daha artiridigi
gbzlendi (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28). Elde etmis oldugumuz bu veriler literatirde tim
kanser tlrleri dahil olmak Gzere ilk kez elde edilmistir. Bunun igin su yorumu yapabiliriz.
IL-6’nin hicre invazyonunda artirmada SATB2'nin ekspresyonuna bagli oldugunu,
TGF-B’'nin hicre invazyonunu artirmada, SATBZ2'nin engelleyici bir roli oldugu
goOrulmektedir. Bunun igindir ki; TGF-8 zamana bagli olarak SATB2’nin ekspresyonunu

azaltmaktadir.

Sonug¢ olarak; Western Blot analizi ve invazyon deneyi sonugclarini birlikte
degerlendirdigimizde, IL-6 tarafindan indlklenen invazyonda Twist ve Zeb1 ekspresyon
artiginin belirleyici oldugu ve SATB2 ekspresyonun da Twist ve Zeb1 ekspresyonu igin
gerekli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Her iki hicre dizisinde de SATB2'nin susturulmasi
Slug ve Zebl ekspresyonunu artirmistir. Bu sonuglardan, SATB2'nin Slug ve Zeb1
ekspresyonu i¢in baskilayici bir faktor olarak davrandigi ortaya ¢ikmaktadir. SATB2'nin
kanser kok hiicre fenotipinin kazaniimasindaki roline gelince; A549 ve H1650
hicrelerinde SATB2’nin susturulmasi CD44 ekspresyonunu artirarak, kanser kék hlcre

fenotipinin kazanilmasinda da bir baskilayici olarak goérev yaptigi sonucu ortaya
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cikmaktadir. Ayrica SATB2'nin susturulmasi, A549 hicrelerinde kanser kok hicre
belirteci olan Sox-2 ekspresyonunu da artirmasi bu ¢ikarimimizi desteklemektedir.
Calismamizda, hucre migrasyonu ve invazyonu igin kritik olan FAK ekspresyonunun,
SATB2'nin susturuldugu hcrelerde arttigi tespit edilmistir. Tum bu sonuglardan,
SATBZ2'nin, EMT, kanser kok hlcre olusumu, hucre migrasyonu ve invazyonu gibi
kanser progresyonundaki kritik sireclerde rol alan onkogenler tzerinde dizenleyici bir
role sahip oldugu tespit edilmistir. SATB2'nin, kanser progresyonunda kritik dneme
sahip olan IL-6 ve TGF-f3 sitokinleri tarafindan farkli sekilde dizenlendiklerini géstermis
olmamiz literatlir icin yeni bir bulgudur. invazyon deneylerimizin sonuclari ortaya
koymustur ki; IL-6 tarafindan indiklenen hicre invazyonu artisinda, SATB2 gereklidir.
Bu cikarimimizi, IL-6’'nin SATB2 ekspresyonunu artirmasi desteklemektedir. Diger
taraftan, TGF-B tarafindan indiklenen hicre invazyonundaki artis icin SATB2 bir
baskilayici olarak gorev yapmaktadir. Bu c¢ikarimimiz, TGF-f'nin SATB2
ekspresyonunu baskilamasi ile desteklenmektedir. Ozetle; SATB2nin  KHDAK
EMT’sinde, kanser kok hicre olusumlarinda, hiicre migrasyonu ve invazyonlari gibi
kanser progresyonundaki kritik siireglerde dizenleyici rollere sahip oldugu, ¢alismamiz
ile gosterilmistir. Elde etmis oldugumuz bu bulgular, KHDAK EMT’sinde, kanser kok
hicre olusumlarinda, hlcre migrasyonu ve invazyonu slreglerinin anlagiimasi igin

literatlire katki saglamasi agisindan énemlidir.
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6. SONUG

Yapmis oldugumuz bu proje, birgok ydnden tim kanser tirleri dahil olmak Uzere
literatirde daha 6nce arastiriimamis ve aydinlatimamis konulari ele alarak bilim

dunyasina katkida bulunmayi amaclamistir.

Deneysel surecte ilk olarak, projemizin kilit noktasi olarak secilen SATB2 proteininin
cesitli kanser hucrelerindeki ekspresyon seviyeleri Western Blot analizi ile

gosterilmistir.

IL-6 uygulamasi sonucu proje huicrelerimizdeki STAT3 ve AKT yolaklarinin zamana
baglh aktivasyonlari, bu proteinlerin aktif formlari olan p-STAT3 ve p-AKT protein

seviyeleri Western Blot analizi ile gosterilmistir.

Ardindan IL-6 muamelesi sonucu proje hucrelerimizdeki EMT’i  ydneten
transkripsiyon faktérleri olan Snail, Slug, Twist ve Zeb1 proteinlerinin zamana bagl
ekspresyon seviyeleri Western Blot analizi ile tespit edilmistir. Elde edilen sonugclarda,
IL-6’'nin her iki hicre dizisinde de bu transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini
artirdigi gosterilmistir. Bu sonuglardan literatirde olmayan bir sonug¢ olarak, IL-6'nin
A549 hicrelerinde 1. saatten itibaren Zeb1 ekspresyonunu dramatik bir sekilde artirdigi
gOsterilmistir. Bu sekilde gergeklesen benzer artiglari post-translasyonel olarak
dizenlendigi bilinmektedir. Literatlirde ilk kez elde edilen bu sonug; IL-6'nin Zeb1
ekspresyonunu post-translasyonel olarak dizenlendigini gostermistir. Ancak bunun

hangi mekanizlar ile gercgeklestigi daha ileri deneysel slreclere ihtiyag duymaktadir.

IL-6 muamelesinin SATB2, CD44, Sox-2, Snail, Twist ve Zebl genlerinin mRNA
seviyeleri Uzerine olan etkileri incelendi. Elde ettigimiz sonuglarda literatirde tum
kanser hucreleri dahil olmak Uzere ilk kez, IL-6’nin SATB2 mRNA seviyesini artirdidi

gosterilmistir.

SATB2'nin siRNA ydntemi ile susturulmasinin proje hucrelerimizdeki morfolojik
degisimleri incelendi. A549 hucrelerinde SATB2’nin susturulmasiyla mezenkimal bir

morfolojiye dénusumun varlidi belirgin sekilde gbézlenirken, H1650 hicrelerinde bu
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déniisiimin gergeklesmedigi gézlendi. invazyon deneylerimiz de bu durumu anlamli
kKilmigtir. CUnku yalnizca SATB2’nin susturuldugu A549 ve H1650 hucrelerinde
invazyon kapasiteleri sonucunda, A549 hlcrelerinin invazyon kapasitelerinin anlamli bir
sekilde artirdigi, H1650 hcrelerinin invazyon kapasiteleri tUzerinde anlamli bir artis

gbzlenmemistir.

Calismamizda IL-6 muamelesinin, SATB2'nin susturulmasinin ve her ikisinin birden
uygulanmasi sonucu EMT belirteclerinin ekspresyonlarindaki degisimleri Western Blot
analizi ile tespit ettik. Elde ettigimiz sonucglarda, H1650 hticrelerinde IL-6 uygulamasi N-
kaderin seviyesini artirirken, SATB2'nin susturuldugu H1650 hicrelerinde bu N-kaderin
seviyesindeki artisin gerceklesmedigi tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu sonuc,
literatlrde higcbir kanser tlrinde arastiriimamistir ve ilk kez projemizle aydinlatiimistir.
Calismamizda IL-6 muamelesinin, SATB2’nin susturulmasinin ve her ikisinin birden
uygulanmasi sonucu EMT’i yoneten transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarindaki
degisimleri Western Blot analizi ile tespit ettik. Elde ettiimiz sonuclarda, SATB2'nin
Slug ve Zeb1 proteininin negatif dizenleyicisi oldugu, IL-6 tarafindan indlklenen Twist
ekspresyonu icin ise pozitif dizenleyici oldugu tim kanser tirleri dahil ilk kez

gOsterilmistir.

Calismamizda IL-6 muamelesinin, SATB2'nin susturulmasinin ve her ikisinin birden
uygulanmasi sonucu koék hicre belirteglerinin ekspresyonlarindaki degisimleri Western
Blot analizi ile tespit ettik. Elde ettigimiz sonuglarda, SATB2’nin her iki hicre dizisinde
de CD44 (zerinde negatif dlzenleyici oldugu go6sterilmisti. Bu sonug, KHDAK
hicrelerinde ilk kez elde edilmis bir sonugtur. Ayrica SATB2’nin susturulmasinin, I1L-6
tarafindan indiiklenen CD44 ekspresyonunu daha da artirdi§i goézlendi. Bu sonug higbir
kanser tiriinde gosterilmemis bir bilgidir. SATB2'nin susturuldugu A549 hicrelerinde
Sox-2 protein ve mRNA seviyesinin arttigi batlin kanser turleri dahil olmak tzere ilk kez

gosterilmistir.

Calismamizda SATB2'nin nerdeyse bltun EMTi yOneten transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlari tGzerinde anlamli etkilerinin olmasina karsin, tam olarak E-
kaderin/N-kaderin degisimi Uzerine etkili olamadigi gozlendi. Cunkd bu E-kaderin/N-
kaderin degisimini gerceklestiren EMT’i yoneten transkripsiyon faktorelerinin, bu
islevlerini  gerceklestirebilmeleri icin HDAC proteinleriyle etkilesime girmeleri
gerekmektedir. ilging olarak SATB2’nin E-kaderin/N-kaderin degisimine karisan HDAC
proteinleriyle etkilestikleri son guncel arastirmalarla gosterilmistir. Bizim yorumumuz;
SATB2'nin de E-kaderin/N-kaderin degisimine ekspresyonu ile degdil de, aktivasyonu

veya inhibisyonu ile istirak edebilecegi yonindedir.



67

Calismamizda ayrica SATB2’nin susturuldugu hiicre gruplarindaki hiicre invazyonu
ile yakindan iligkili olan FAK proteininin ekspresyonunu inceledik. Hucre
morfolojilerindeki ve invazyon sonuglariyla tutarli bir gekilde, A549 hucrelerinde
SATB2'nin susturulmasi ile dramatik FAK ekspresyon artigi gdézlenirken, H1650
hiicrelerinde bu artis gézlenmemistir. ilging bicimde A549 hiicrelerine nazaran IL-6
uygulamasi sonucu invazyon yetenegi daha belirgin sekilde artan H1650 hcrelerinde,
bu durumu destekler bicimde tek basina IL-6 uygulanan H1650 hucrelerinde FAK
ekspresyonu artisi gézlendi. Bu elde edilen sonucglar KHDAK hiicrelerinde ilk kez

edinilmistir.

Arastirmamizda ayrica 6énemli bir EMT indukleyicisi olan TGF-B’'nin bu hucrelerin
EMT surecine girdiklerini ve bu surecteki SATB2 ekspresyonunu arastirdik. Elde
ettigimiz sonuclarda, TGF-f uygulamasi sonucu hucrelerin EMT surecine girdikleri ve
ilging bir bicimde SATB2 ekspresyonunun da azaldigini gésterdik. Bu bilgiler, tim

kanser turleri dahil olmak Uzere ilk kez elde edilmigtir.

Projemizin invazyon deneyi sonuglarinda, SATB2'nin susturuldugu A549
hucrelerinde invazyon kapasitesinin arttigi gézlendi. IL-6 uygulamasi her iki hicre
dizisinde de invazyon kapasitelerini artirdigi gézlendi. Ancak SATB2’nin susturulmasi
IL-6 tarafindan induiklenen invazyonu azaltmistir. Bu sonug SATB2'nin susturulmasi IL-
6 tarafindan induklenen Twist ekspresyonunu azaltmasiyla uyusmaktadir. TGF-$
uygulamasi her iki hlcre hattinda da, hucrelerin invazyon yeteneklerini dramatik
sekilde artirmistir. ilging olan SATB2nin susturuldugu hiicrelerde TGF-B’nin
uygulanmasi hucrelerin invazyon kapasitelerini daha da artirmistir. Elde ettigimiz bu
sonuglar butiin kanser turleri dahil olmak Uzere ilk kez gosterilmektedir. Western Blot
sonuglari da bu bulguyu desteklemektedir. CUnki TGF-B ile muamele edilen
hicrelerde hicrelerin  EMT  surecine girmeleriyle paralel sekilde SATB2

ekspresyonunun azaldigi gosterilmigtir.

TUm bu sonuglardan SATB2'nin IL-6 tarafindan indiklenen Twist ekspresyonu ve
invazyon artisi icin gerekli oldugu, ancak TGF-B tarafindan indiklenen EMT surecine
girme ve invazyon artisi konusunda negatif bir dizenleyici oldugu yapmis oldugumuz
bu proje ile tim kanser turleri dahil olmak Uzere ilk kez gosterilmigtir. Elde ettigimiz bu
sonuglar, kanser progresyonunda énemli yere sahip olan IL-6 ve TGF-f’nin EMT
surecindeki, kok hucre fenotipinin kazanilmasinda ve invazyon artisinda hucrede hangi
yolaklar Gzerinden bu etkilerini gdsterdigine dair bilim diinyasina katkida bulunacagina

inanmaktayiz.
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