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OZET

Noroblastoma cocukluk ¢aginda ortaya ¢cikan malignant karakterde bir tir solid
timordir ve temelinde embriyonik donemdeki nérogelisim esnasinda gorilen
farklilasma mekanizmasindaki bozukluk yatmaktadir. Retinoik asit, bircok hiicresel
sinyal yolagi araciligiyla hiicre dongisiinde tutulmaya neden olmakta ve hiicrelerin
farklilasmasini indiiklemektedir. Noroblastoma tedavisinde, retinoik asit timor
hlcrelerinin  ndéronlara donustirilmesi amaciyla kullaniimaktadir. ZEB2 geni
baglantii oldugu BMP/SMAD sinyal yolagl aracihgiyla farklilasma mekanizmasi
Uzerinde rol oynamaktadir. SH-SY5Y hiicrelerinin retinoik asit ile tetiklenen
farklilasma mekanizmasina dair gen/protein seviyesindeki bilgiler literatiirde ¢ok
azdir. Retinoik asitle farklilasmasi indiiklenen SH-SYS5Y hiicrelerinde gergeklesen
molekiler degisimleri, ZEB2 geni ve iliskili oldugu genler Gzerinden incelemek ve ileri
calismalara zemin hazirlamak bu tez ¢alismasinin amaglarindandir. Bu amagla, SH-
SY5Y néroblastoma hiicrelerinin norojenik farklilasmasi retinoik asitle indiklenmistir.
Farklilasan hiicrelerde, NF-H, TH, TUBB3 ve NEUN belirtecleri protein seviyesinde
western blotlama yontemiyle, GAP43, TUBB3, SYP ve MAPT belirtecleri gen ifadesi
seviyesinde gRT-PCR yontemiyle incelenmistir. Ayrica, farkhlasan hicrelerin
mitokondri potansiyelleri TMRE boyamasi ile belirlenmistir. Tezin devaminda, ZEB2
geninin norojenik farklilasmadaki rollint incelemek amaciyla SH-SY5Y hiicrelerinde
ZEB2 ifadesi lentiviral shRNA kullanilarak baskilanmistir. ZEB2 ifadesi kalimli olarak
baskilanan klonlarin farklilasma potasiyelleri gen ve protein seviyesinde
arastinlmigtir.  Laboratuvarimizdaki  ZEB2-ChIP-seq listesinden  farkhlasma,
gelisim/morfogenez, hiicre iskeleti, hiicresel sinyal iletimi, cogalma/hlicre déngusu
ve apoptoz/hicresel sagkalim ile iligkili ZEB2 bagimh degisen genler belirlenmistir.
Sonu¢ olarak, ZEB2 bagimli olarak ifadesi degisen genlerin noral farklilasma
sirasindaki degisimleri incelenmistir. Boylece, ZEB2 ve iliskili oldugu genlerin
norojenik farklilasma mekanizmasindaki roliine dair literatiire molekiler bilgi katkisi

yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: SH-SY5Y hiicreleri, ZEB2, Retinoik Asit, Noroblastoma,

Farkhilagsma.



SUMMARY

Neuroblastoma is malignant solid tumor occuring in childhood and based on
defect in differentiation observed during neurodevelopment in embryonic period.
Retinoic acid causes arrest in cell cycle through cellular pathways and induces
differentiation. In the treatment of neuroblastoma, retinoic acid is used to transform
tumor cells into neurons. ZEB2 gene plays role in differentiation mechanism through
BMP/SMAD pathway. There is little information at gene/protein level on SH-SY5Y
cells’ differentiation mechanism triggered by retinoic acid. One of this thesis’ aims is
to examine molecular changes in SH-SY5Y cells induced by retinoic acid through ZEB2
gene and its related genes and to lay groundwork for further studies. For this
purpose, SH-SY5Y cells’ neurogenic differentiation was induced by retinoic acid. In
differentiated cells, NF-H, TH, TUBB3 and NEUN markers were investigated at protein
level by western blotting method, GAP43, TUBB3, SYP and MAPT markers at gene
expression level by qRT-PCR method. In addition, differentiated cells’ mitochondrial
potentials were determined by TMRE staining. In continuation of thesis, to examine
ZEB2 gene’ role in neurogenic differentiation, SH-SY5Y cells’ ZEB2 expression was
suppressed using lentiviral shRNA. Differentiation potentials of clones whose ZEB2
expression was permanently suppressed was investigated at gene/protein level.
ZEB2-dependent varying genes associated with differentiation,
developmental/morphogenesis, cytoskeleton, cellular signal transduction,
proliferation/cell cycle and apoptosis/cellular survival were identified from the ZEB2-
ChlP-seq list in our laboratory. As a result, during neural differentiation, changes of
genes whose expression is changed depending on ZEB2 were investigated. Thus,
molecular information has been contributed to literature on ZEB2’s role and its

related genes in neurogenic differentiation.

Key Words: SH-SY5Y cells, ZEB2, Retinoic Acid, Neuroblastoma, Differentiation.
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1. GIRIS

Saglik, caglar boyunca insanoglu ve yeryiziindeki tim canhlarin ihtiya¢ duydugu
en bulyuk gereklilik olarak varhgini sirdirmis ve glinimiizde de hala sirdirmektedir.
insanoglu fiziksel ve dustinsel kabiliyetlerinin dénemli bir bdlimini sagliklar
bozuldugunda iyilesme vyollarini bulmak igin kullanmaktadir. Bu slregte yapilan
arastirmalar tip biliminin ilerlemesine katki saglamakla birlikte farkh tedavi
alternatiflerinin gelismesine de olanak saglamaktadir.

Alman patoloji bilimcisi Rudolph Wirchow’un 1858 yilinda ortaya attigi “omnis
cellula e cellula” kuraminda her hiicrenin boélinerek yeni bir hicreyi olusturdugu
belirtilerek hticrelerin canliigin temeli olduguna dikkat ¢ekmistir. Bu kuramda da
bahsedildigi lGizere hicrelerin sahip olduklari fizyolojiye gore canliigin devami igin
farklilasmasi, bollinmesi ve 6lmesi gerekmektedir. S6z konusu bu hiicresel faaliyetlerin
¢alismasi ihtiyag duyulan zamanda ve canlinin gereksimine gére kontrol mekanizmasi ile
incelikle ayarlanmasi gerekmektedir. Hicrelerde meydana gelen genetik mutasyonlar
ise kontrol mekanizmalarinin bozulmasina ve hiicrede anomalilerin gériilmesine neden
olmaktadir.

Kanser, normal hiicrelerin bolliinmesi sirasinda mutasyonlarin genomda birikmesi
ve bunun sonucunda da kontrolsiiz bolinen hiicrelere doénlismesi olarak
tanimlanmaktadir. Hiicrenin genotipinde ve fenotipinde meydana gelen bu degisimler
sonucunda hiicre “metastaz”’ adi verilen mekanizma ile orijin aldigi dokudan diger
dokulara da yayilabilmektedir.

Normal hiicrelerin kanser hiicresine doniismesinde etkili olan mutasyonlar kanser
hiicrelerine molekiler ve biyokimyasal olarak bazi 6zellikler kazandirmaktadir. Buna
gore kanser hiicreleri, bolinmeye ve replikasyona sinirsiz sekilde devam etme, otokrin
ve parakrin sinyaller Ureterek ileri blylimeyi tesvik etme, hiicresel béliinmeyi kontrol
eden sinyalleri devre disi birakma, apoptoza (kontrolli hicresel 6lim) karsi direng
gelistirme, kanser yapisinin beslenebilmesi icin yeni damar agi olusumun baslatiimasi
(anjiyogenez) ve diger doku ve/veya organlara yayilma (metastaz) kapasitesine sahiptir.
Kanser hicreleri ve meydana getirdikleri timor yapilari bahsi gecen bu 6zelliklerin
genellikle hepsini ya da biyik bir kismini sergileyerek viicut icinde gelisimlerine devam

ederler [Hanahan and Weinberg, 2011].



Noroblastoma, genellikle 5 yas alti ¢ocuklari etkileyen, embriyonik dénemdeki
noroblast adi verilen primitif sempatik sinir hiicrelerinden kdken alan ve metastaz
yapabilme 6zelligine sahip bir tir solid timordir [Tsubota and Kadomatsu, 2018]. Bunun
yani sira, ¢ocukluk dénemi kanserleri icerisinde morbidite ve mortalite oraninin en
ylksek oldugu kanser tiirlerinden biridir [Park et al., 2010], [Maris, 2010]. N6éroblastoma,
kanser hicrelerinin noroblastik farklilasma dizeyi, risk seviyesi, sahip olduklari
morfolojik 6zellikler ve lenf ve/veya kemik iligine metastaz yapmis olma durumu dikkate
alinarak siniflandiriimaktadir. S6z konusu bu siniflandirma néroblastoma hastalari igin
yapilan ve hastaligin siddetine gore kemoterapi, radyoterapi ve imminoterapi gibi
seceneklerini iceren tedavi planlamasinda kullanilmaktadir.

Diinya capinda giderek artan hava kirliligi, sagliksiz beslenme, alkol ve/veya tiitlin
tiketimi vb. gibi cevresel faktorler nedeniyle kanserin goriilme sikligi da her gecen giin
ciddi oranda artmaktadir. Oyle ki, akut ve kronik kalp hastaliklarindan sonra kanser
insidansi ve kansere bagli 6limler ikinci sirada yer almaktadir. Kanser tedavisinde baslica
tedavi secenekleri kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve cerrahi girisimlerdir.
Kansere neden olan mekanizmalarin genom ve/veya hiicresel boyutta aydinlatiimasi ve
hiicrelerin kontrolsiiz bolinmesinin engellenmesine yonelik tedavi tasarimlarinin ortaya
koyulmasi gereklidir. Bu nedenle kanserli doku ve/veya organlardaki fizyolojik bozuklugu
ortadan kaldirmak ve varilmasi hedeflenen hiicresel tedavi segenekleri agisindan umut

vaad etmektedir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Sinirbilim alanindaki galismalarda karsilagilan en buytk kisithliklardan biri iglevi
arastirlmak istenen hicre ve/veya dokunun canlilarda fizyolojik incelenmesinin
zorlugudur. Bu nedenle, bilim insanlari s6z konusu bu zorlugu gelistirilen hiicre modelleri
ile asabilmektedir. Hicre kiltiir galismalarinin makro boyuttaki modellere kiyasla daha
kontrolli, kolay tekrar edilebilir ve daha az zaman alan modeller olmasi arastirmacilar
tarafindan tercih sebebi olmaktadir. Bu nedenle, primer hiicreler ve/veya huicre hatlari
ile yapilan hiicre kiiltiir calismalari literatiirde genis oranda yer sahibidir. Ozellikle kanser
ve/veya progenitor hicrelerin kullanildigr hicre kiltir c¢alismalarinin  sagladigi
avantajlardan bazilari da genetik, molekiiler biyolojik ve kimyasal olarak kolay manipiile
edilebilir olmalaridir. Bahsi gegen bu avantajlar nedeniyle, sunulan bu tez galismasinda
en vyaygin hicre modellerinden biri olan SH-SY5Y ndéroblastoma hiicre hatti
kullanilmistir. SH-SY5Y hiicreleri immatir neoplastik noral krest hiicrelerinden kéken
alan ve sempatik adrenerjik gangliondan tirevlenmis metastatik bir néroblastoma
tlrtne ait hicrelerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle ilgili hiicreler gesitli farklilasma ajanlarina
karsi  dopaminerjik, kolinerjik veya adrenerjik ndéron benzeri yapilara
farkhlasabilmektedir. Tez calismasi kapsaminda, SH-SY5Y hiicrelerinin retinoik asit
varliginda farklilasma o6zelligi kullanilmis olup ZEB2 transkripsiyon faktoriiniin
dizenledigi genlerin noral farklilasma sirasinda analizi hedeflenmistir.

ZEB2 geni hem embriyonik gelisim hem de sonrasinda énemli gorevleri olan bir
transkripsiyon faktorudir. Embriyonik dénemde sinir sisteminin gelisiminde, noral
tiplin olusumu ile kapanmasinda, noéral krest hicrelerinin migrasyon vyetenegi
kazanmasinda, epidermal ektoderm ile néroektoderm arasindaki sinirin meydana
gelmesinde ve gelisimin devaminda ise hipokampus, serebral korteks ve talamus gibi
beynin farkli bélimlerinin 6zellesmesinde rol oynamaktadir [Van de Putte et al., 2007],
[Hegarty et al.,, 2017]. Retinoik asit ile farkhlasmasi tetiklenen SH-SY5Y hiicrelerinde
norotrofik reseptorlerin regilasyonuna, BMP/SMAD ve Wnt/Beta-Katenin sinyal
yolaklarindaki degisime, kolin asetil transferaz gibi cesitli intraseliiler proteinlerin artmis
sentezine bagli olarak néron benzeri yapilarin olustugu literatiirde gosterilmistir [Xie et
al., 2010], [Presgraves et al., 2004]. Retinoik asit molekilliniin etkisiyle SH-SY5Y

noroblastom hicrelerinin  geriye farkhlasarak (de-diferensiyasyon) noronlara
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donlstiginin bilinmesiile retinoik asidin kemoterapétik bir ajan olarak kullanilabilecegi
fikri de ortaya cikmistir. Bahsi gecen tedavi yaklasimi farklilasma tedavisi ismiyle
anilmaktadir. Literatlrde bulunan ¢alismalara ragmen, SH-SY5Y hiicre hattinin retinoik
asit ile farklilasma siirecinde hiicre icerisinde meydana gelen molekiler degisimler tam
olarak aciklanamamistir. Sunulan bu tez ¢alismasinda SH-SY5Y hiicrelerinin farkhlasma
mekanizmasinda gozlenen degisimleri 6zellikle ZEB2 geni ve iliskili oldugu genler dikkate

alinarak incelemek ve boylece literatiire katki saglamak amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Noroblastoma Kanseri

Yasamsal onemi ve viicudun kontrol/komuta merkezi olmasi nedeniyle kanserlerin
en ciddi seyrettigi anatomofizyolojik lokasyon beyin ve sinir sistemidir. Yiiksek insidans
ve embriyolojik déneme dayanan kdkeni sebebiyle beyin ve sinir sistemi kanserlerinin
en 6nemli tiplerinden biri néroblastoma’dir. Néroblastoma, erken ¢ocukluk déneminde
adrenal medulla ve paravertebral sempatik ganglionlarin normal gelisimini etkileyen
embriyonal bir malignitedir [Tsubota and Kadomatsu, 2018]. Néroblastoma bebekler ile
cocuklarda en sik goriilen ve noral krestten kaynaklanan sempatik sinir sisteminde
ortaya c¢tkan solid tumor tiplerinden biridir. Noroblastoma, gangliyoblastoma,
gangliyonéroma ve nodiler gangliyoblastoma tiirlerinin yer aldig periferal néroblastik
timorlerden olusan bir grup hastaliktir.

Tim gocukluk ¢agi timorlerinin yaklasik %8-10'u ve kansere bagli tim olimlerin
yaklasik %15’i noroblastoma kaynakhdir [Park et al., 2010]. Hastalarin %90’nina 5
yasindan once noroblastoma tanisi konulmakta ve bu hastalarinda %30'u 1 yasindan
once teshis edilmektedir [Esiashvili et al., 2009]. Son yillarda yapilan galismalarda
noroblastoma hastalarindaki 5 yillik sag kalimin ortalama %52 ile %74 arasinda seyrettigi
bildirilmistir. Buna ek olarak, calismalara dahil edilen tim hasta popilasyonunun
yaklasik %40’in1 olusturan dislik risk grubundaki bireylerdeki sag kalimin ise %90’in
Uzerinde seyrettigi de gosterilmistir [Maris, 2010]. N6roblastoma kanserinin klinik olarak
belirlenmesinde timorin vicut icindeki yerlesim yeri, boyutu, invazyon derecesi ve
paraneoplastik semptomlar gibi pek cok etmen rol oynamaktadir. Hastalik vicut
icerisinde lenf yollarini kullanarak yayilmaktadir. Néroblastoma hastalarinin %71'inde
timorin ortaya cikis yeri adrenal bezlerin medulla bdlgesidir. Bununla birlikte,
hastalarin %3’Gnde boyunda, %15'inde gogliste ve %8’inda ise pelviste noroblastik
timorlere rastlanmaktadir [Park et al., 2010], [Vo et al., 2014].

Noroblastoma, noroblastik farklilasma derecesine (farkhlasmamis, diisiik seviyede
farklilasmis veya farklilasmakta olan), mitoz-karyorrhexis indeksine (distk, orta veya
yiksek riskli) ve morfolojik 6zelliklerine (néronal tip, schwannian tip veya araci tip) gore
3 alt sinifa ayrilmaktadir [Joshi et al., 2006]. Uluslararasi néroblastoma evreleme
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sistemine gore; noroblastoma, primer timoriin cerrahi eksizyon derecesi, lenf nodu
tutulumu, uzak organlara yayihimi, kemik iligi tutulum derecesi ve hastanin yasi gibi
bircok kritere gore evre 1, 2A, 2B, 3, 4 ve 4S olarak siniflandiriimaktadir (Tablo 2.1),
[Brodeur et al., 1993]. Bu siniflandirma da hastanin tedavi segeneklerinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Dusik risk grubundaki hastalar igin genellikle cerrahi girisim tek basina etkili ve
yeterli olmakta ve %95’lik sag kalim gézlenmektedir. Orta risk grubundaki hastalara ise
cerrahi operasyonun ardindan bireyin evresine gore 4 ila 8 aylik bir kemoterapi ve
sonrasinda da radyoterapi uygulanmaktadir. Yiksek risk grubundaki hastalar igin cerrahi
miidehale sonrasinda otolog kok hiicre naklini de iceren indiiksiyon kemoterapisini, anti-
GD2 immiunoterapisini, primer timor bolgesine/metastatik bolgelere isinlamayi ve
retinoik asit tedavisini iceren kombine bir tedavi yontemi uygulanmaktadir. Orta ve
yuksek risk grubundaki hastalarda ortalama sag kalim %30 ila %40 arasinda

seyretmektedir (Whittle et al., 2017].

Tablo 2.1: Noroblastoma evreleri.

Evre 1 Bu evrede cerrahi operasyon ile timér tamamen cikarilabilir.
Ameliyat sirasinda gikarilan timore bagh lenf dugiimlerinde
kanser hiicrelerine rastlanabilir, ancak tiimor mikrocevresindeki

diger lenf diiglimlerinde kanser hiicrelerine rastlanmaz.

Evre 2A Tumor sadece orijinlendigi bolgede bulunur ve lenfatik yayilim
nedeniyle cerrahi girisim sirasinda tamamen ¢ikarilamaz. Tumor

mikrogevresindeki lenf diiglimleri kanser icermez.

Evre 2B Tumor sadece orijin aldig1 bolgede bulunur ve cerrahi operasyon
sirasinda timor tamamen cikarilabilir ya da cikarilmayabilir,
ancak mikrogevredeki lenf digiimlerinde kanser hiicrelerine

rastlanir.




Tablo 2.1: Devami.

Evre 3 Tumorli doku cerrahi operasyonla c¢ikarilamaz. Tumor
mikrogevredeki lenf diglimlerine veya diger dokulara metastaz

yapar.

Evre 4 Timor dokusu asagida 4S evresinde listelenenler disindaki
bolgelere uzak doku/organ metastazi yaparak viicudun diger
bolgelerindeki lenf diglimlerine, kemiklere, kemik iligine,

karacigere, deriye ya da diger organlara yayilim gosterir.

Evre 4S Tumor dokusu yalnizca evre 1, 2A veya 2B'de oldugu gibi
yalnizca koken aldigi dokuda/organda bulunur ve 1 yasindan
kiicik yenidogan bebeklerde yalnizca deri, karaciger ve/veya

kemik iligine yayilim gosterir.

2.1.1. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicre Hatti

SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti, sempatik adrenerjik ganglial kokenli
metastatik néroblastom hastasi 4 yasindaki bir kiz cocugunun kemik iligi biyopsisinden
izole edilen SK-N-SH hiicre hattindan elde edilmistir [Biedler et al., 1973]. SK-N-SH
hicreleri néronal (N-tip), schwannian (S-tip) ve araci (I-tip) olarak adlandirilan 3 farkli
morfoloji gosterebilen hiicrelerdir [Joshi et al., 2006]. SH-SY5Y hiicreleri ise morfolojik
ve noronal hiicrelere farklilasabilme potansiyeli bakimindan daha ¢ok néronal tip (N-tip)
SK-N-SH hiicrelere benzerlik gostermektedir. SH-SY5Y hiicreleri karyotipik olarak 7.
kromozom trizomizi iceren 47 kromozomlu hiicreler olmalarina karsin, fizyolojik, genetik
ve morfolojik anlamda stabil hiicrelerdir [Xie et al., 2010]. Bununla birlikte, SH-SY5Y
hiicreleri norepinefrin sentezi ve dopamin B hidroksilaz, tiroksin hidroksilaz enzimleri
acisindan aktif hiicreler olmalarinin yani sira, sahip olduklari aktif yolaklar nedeniyle
asetilkolinerjik, glutamerjik, katekolaminerjik ve adenosinerjik fenotipteki hiicreler

olarak da bilinmektedir [Nagatsu et al., 1964], [Ross and Biedler, 1985], [Levin et al.,
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1960]. SH-SY5Y hicreleri sahip olduklari 6zelikler nedeniyle in vitro néronal farklilagsma

ve fonksiyon galismalarinda model hiicre hatti olarak kullaniimaktadir.

2.2. Noronal Farklilastirma

Norogenez erken embriyonik donemde baslayan, kok hicrelerin 6zellesmis bir
grubu olan noéral kok hcrelerin farklilasarak yeni ndron hiicrelerini olusturmasi
anlamina gelen ve canlinin yasamiyla birlikte azalma gdstermesinin yani sira memeli
beyinlerinin belirli bolgelerinde yasam boyu devam eden bir sirectir [Urbdn and
Guillemot, 2014]. Bu surecin saglkh bir sekilde devam etmesi igin gereken
elektrofizyolojik, morfolojik ve transkripsiyonel pek ¢ok degisiklik hiicresel sinyallerin
sinerjistik ve/veya antagonistik bicimde calismasi ile saglanmaktadir.

Noral plaka ve noral tip olusumu ile baslayan ve néronal farklilasmalari iceren
norogelisim slireci spesifik transkripsiyon faktorleri tarafindan dlizenlenmektedir.
Molekiler teknolojilerin ve deneysel yaklasimlarin gelistiriimesi, ndérogelisimdeki
spesifik genlerin ve mekanizmalarin tanimlanmasina da olanak saglamaktadir.
Buna bagh olarak, in vitro kosullarda néronal farklilasma mekanizmasi ve bu
mekanizmada meydana gelebilecek bozukluklarin ve sonuglarinin incelenebilmesi
amaciyla kok hiicreler (embriyonik, mezenkimal, néronal ya da uyarilmis pluripotent kdk
hicreler vs.), model progenitor hicreler (SH-SY5Y vs.) ya da somatik hicreler
kullaniimaktadir.

SH-SY5Y  hiicreleri, no6ronal farkhlasma, metabolizma, no6roadaptif ve
norodejeneneratif sireclerle iliskili fonksiyonlar, norotoksisite ve néronal korunma gibi
deneysel norolojik ¢alismalarda model hiicre olarak kullanilmaktadir [Xie et al., 2010].
SH-SY5Y hicreleri immatiir neoplastik noral krest hiicrelerinden kéken aldigi icin kok
hiicrelerin sahip oldugu ozellikleri de icermektedir. Farkhlasabilme 6zelligine sahip bu
hiicreler ilk olarak in vitro ortamda kiiltire edilirken besiyerlerine ilave edilen esansiyel
ve non-esansiyel amino asitlerin eklenmesiyle farkhlastirilmaya calisilmistir [Goldstein et
al., 1964]. Ancak yeteri kadar etkin bir farklilastirma elde edilemedigi icin arastirmacilar
besiyeri ortamina ekledikleri farkli kimyasal ajanlar ile daha etkili bir farkhlastirma
yapmayl amaclamislardir. Bu ¢alismalarin sonucunda, retinoik asit (RA) [Singh and Kaur,

2007], forbol ester 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA) [Pahlman S et al., 1981],
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beyin kokenli norotrofik faktér (BDNF) [Cernaianu et al., 2008], dibdtiril siklik AMP
(dBcAMP) [Kume et al., 2008], plrin [Guarnieri et al., 2009] ya da storosporin [Mollereau
et al., 2007] gibi kimyasal ajanlarla hicrelerin farklilastirabildigi gosterilmistir.

Bir tlr vitamin A metaboliti olan retinoik asit néronal farklilasma mekanizmasini
norotrofik reseptorlere ait genlerin transkripsiyon seviyesinde regililasyonu ve
Whnt/Beta-Katenin sinyal yolagi araciligiyla uyarmaktadir [Xie et al., 2010]. Retionik asit
ile farkhlasmasi tetiklenen SH-SY5Y hiicrelerinin artmis seviyede kolin asetil transferaz
sentezlemelerinin yani sira hiicresel toksinlere kargi duyarlihginin da arttigi bildirilmistir
[Presgraves et al.,, 2004]. Retinoik asitle farklilasan hiicrelerde dopaminerjik
reseptorlerin ifadesindeki artisa bagli olarak norit uzantilarinin olusmaya basladig
gorllmustir. Bu hticrelerde, normal sinir hiicrelerindeki gibi hiicre iskelet elemanlarinin
organizasyonu, spesifik enzimlerin, proteinlerin ve transmitter maddelerin sentezlendigi
de gosterilmistir [Melino et al., 1997]. Retinoik asit ile farklilasma sirecine giren
hicreler, hiicre dongisiiniin G1 fazinda durmaktadir ve béliinme igin gerekli genetik ve
hiicresel materyallerin sentezi baskilanmaktadir. Yapilan ¢alismalarla, retinoik asit ile
farklilagsmasi tetiklenen hiicrelerin gesitli transkripsiyon faktérlerine bagli olarak beyin
kokenli blyiime faktoriine (BDNF) daha duyarl hale geldigi de bulunmustur [Jamsa et
al., 2004]. Retinoik asit mualemesinin ve artmis BDNF duyarliliginin, farkhlasma ile
birlikte SH-SY5Y hiicrelerinin sahip olduklari yuvarlak sekilli morfolojiden norit uzantilari
olusturmaya gegcisini uyardigl da ortaya koyulmustur [Kaplan et al., 2000]. Bunlara ek
olarak, retinoik asit ile muamele edilerek farkhlastirilan hiicrelerde hiicre zarinda lokalize
olan sinaptofizin (syp1) ve bliyiime bagli protein-43 (GAP-43, neuromodulin) belirtegleri
artar. Sitoplamazda lokalize olan tiroksiz hihdroksilaz (TH), mikrotibdl iliskili protein-2
(MAP-2), néron spesifik belirte¢ (NSE), Tau, beta-ttbalin-III (BllI-tlbulin) ve noérofilament
H (NF-H) belirtecleri artarken, nestin belirteci azalir; cekirdekte lokalize olan NeuN ile

RBFox3 ve norogenin belirtegleri de artar.



2.2.1. Noral Farkhilastirmanin Kullanim Alanlari

Noroblastomanin tedavisindeki adimlar hastanin tibbi durumuna ve hastaligin
evresine gore cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin ayri ayri veya kombine sekilde
kullanimi  seklindedir. Kdiltir ortaminda, in vitro olarak SH-SY5Y hiicrelerinin
farkhlastirmasinda kullanilan retinoik asit ayni zamanda noéroblastoma tedavisinde
kemoterapotik ajan olarak da kullanilabilmektedir. Retinoik asit ile kanser hiicrelerinin
noron hiicrelerine farklilasmasi yani geriye farklilasma (de-diferensiyasyon) ile hastaligin
tedavisinin ve/veya sagkalim siresinin uzatilmasi amaclanmaktadir. Bu tedavi
yaklasimina farkhlastirma tedavisi ismi verilmektedir. Ancak, retonik asitin etkisi ile
baglatilan farkhlastirma sonucunda hiicrenin ne tir bir fenotipe ve genotipe sahip
olacagi, farkhlasan hiicrelerin hangi c¢evresel etmenlere karsi duyarli ya da direncli
olduguna dair bilgiler kisitli oldugundan farklilasma tedavisinin molekiiler mekanizmasi
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda s6z konusu soru
isaretlerine cevap olusturmak amaciyla SH-SY5Y hiicrelerinin farklilasmasi esnasinda
meydana gelen degisimlerin ve ZEB2 ifadesine bagl degisen genlerin saptanmasi ve

literatilire katki saglanmasi amaglanmaktadir.

2.3. ZEB2 Trankripsiyon Faktorii

ZEB ailesi lGiyelerinden ZEB2 proteini, insanlarda 1214 amino asitten ve farelerde
1215 amino asittten olusan, 140 kDa agirliginda bir proteindir [Nelles et al., 2003]. ZEB2
proteinin N-terminal ¢cinko parmak kismi (i¢c adet CCHH tipi ¢cinko parmak, bir adet CCCH
tipi parmak, NIM (nikleozom yeniden sekillenmesi ve deasetilaz-etkilesim motifi), SBD
(Smad baglayict domain), HD (homeodomain), CID (CtBP-iliskili domain) ve C-terminal
cinko parmak kismi ise lg¢ adet cinko parmak icermektedir [Sekil 2.1]. ZEB2, N-terminal
ve C-terminal uglarindaki ¢inko-parmak motifleri aracigiliyla hedef genlerin diizenleyici
bolgelerindeki CACCT(G) veya CACANNT(G) dizilerine baglanabilen bir epitel-
mezenkimal dontsimi (EMT) indlkleyicisi transkripsiyon faktortdir [Remacle et al.,
1999]. ZEB2 genellikle transkripsiyonel represor (baskilayici) olarak islev gostermesinin
yani sira, etkilestigi kofaktorler ile aktivator fonksiyon gosterip hedef genlerin

transkripsiyonunu da baslatabilmektedir [Conidi et al., 2011], [Weng et al., 2012].
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Bununla birlikte, ZEB2 proteini CtBP ve p3000 ile kompleks olusturmakta ve SMAD1,
SMAD2, SMAD3, SMAD4 ve SMADS proteinlerinden olusan bir dizi farkli SMAD proteine
de baglanmasindan dolayi SMAD ile etkilesen protein 1 (SIP1, SMAD interacting Protein
1) olarak da adlandiriimaktadir [Verschueren K et al., 1999]. SMAD proteinleri hiicre
icerisinde TGFP sinyal yolaginda anahtar rol oynayan aracilar olup hiicre zarina gelen
sinyal mesajlarinin hiicre zarindan c¢ekirdege iletilmesinde gérev alan transkripsiyonel
kofaktorlerdir [Kretzschmar and Massague, 1998]. Bunlara ek olarak, ZEB2 BMP sinyal
yolagi icin represor transkripsiyon faktori olarak da islev gosterebilmektedir [Weng et

al., 2012].

ZEB2 —' . . . i .— 1214 aa

Inmaa22)]  nzreaa33a) [seo (437-482)] JHo (644-733)] fco (757-868)] ez (998-1078)]

Sekil 2.1: ZEB2 geninin sematik gésterimi.

ZEB2, embriyonik gelisim boyunca birgok dokuda ifade edilmektedir. Erken
embriyonik dénemde noral tiip olusumunda ve noral krest hiicrelerinde ifade edilirken,
embriyonik gelisimin devaminda ise hipokampus, serebral korteks ve talamus gibi 6n
beynin gelismekte olan kisimlarinda ifade edildigi bilinmektedir. ZEB2, hipokampus ve
neokorteksin piramidal néronlari, go¢ eden kortikal interndronlar ve beyin sapindaki
dopaminerjik néronlar gibi ¢esitli noronal alt tiplerde yliksek oranda ifade edilmektedir.
ZEB2 ayrica kortikal néronlarda goriilen nérogenezden gliyogeneze gegisteki geribildirim
sinyal mekanizmasini da kontrol etmektedir. Bunlara ek olarak, sindirim sistemine ait
dokular, bobrek ve iskelet kaslari gibi noroektodermal kdkenli olmayan dokularda da
ifade edildigi gosterilmistir [Miquelajauregui et al., 2007], [Nishizaki et al., 2014],
[Parthasarathy et al., 2014].

2.3.1. No6robiyolojide ZEB2

ZEB2 embriyonik gelisim esnasinda gerceklesen noral tlip olusumunda gerekli ve
onemli genlerin diizenlemesinde baslica rol oyanayan elemanlardan biridir. ZEB2 geninin

baskilandigi farelerde, néral tiplin kapanmasi ve noral plaka ile ektodermin geriye kalan
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kismi arasinda bir sinirin olusmamasi gibi durumlar gézlenmistir [Van de Putte et al.,
2007]. Noral krest hiicrelerinin gelisimi esnasinda, ZEB2'nin epidermal ektoderm ve
noroektoderm arasindaki sinirin olugsmasi icin BMP-SMAD sinyal yolagini diizenledigi
gosterilmistir [Hegarty et al., 2013]. ZEB2 proteinin baslattig sinyal yolaginin hedef
molekillerinden birisi de E-kaderin molekillidir. Noral krest hiicrelerinin gelisiminde
gorilen 6nemli mekanizmalardan birisi de epiteliyal-mezenkimal gegistir. ZEB2'nin s6z
konusu bu epiteliyal-mezenkimal gecisin ana kontrol edici/dlzenleyici elemanlarindan
biri oldugu ve ZEB2'nin E-kaderin ifadesini baskilayarak noral krest hicrelerinin
migrasyon yetenegi kazanmasinda etkili oldugu ortaya koyulmustur [Rogers et al., 2013].
Bunlara ek olarak, 6zgiil olarak noral krest hiicrelerinde ZEB2 geni baskilanmasinin
farelerde kranial ve vagal noéral krest oncli hiicrelerinde defektlere yol actigi da
gosterilmistir [Van de Putte et al., 2007].

Noral gelisim sirasinda, ZEB2 geninin hipokampus ve neokorteksteki postmitotik
hiicrelerde yiiksek seviyede ifade edildigi, ancak ventrikiiler bolgenin proliferatif
kisminda ise duslik seviyede ifade edildigi bildirilmistir. Clunkii ndéral farklilasma
asamasindaki hticrelerin ventrikiler bolgede yer aldigi ve farklilasmayla birlikte ZEB2
ifadesinin azaldigl ortaya koyulmustur [Epifanova et al., 2019]. Tim telensefalon
boyunca ZEB2 geni baskilanmis mutant farelerle yapilan bir ¢alismada ise, ZEB2 geninin
WNT sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olmasi nedeniyle hipokampis gelisiminin
timiyle ve ciddi sekilde etkilendigi gosterilmistir [Miquelajauregui et al., 2007].

ZEB2 ayrica serebral korteksteki glial oncli hicrelerin olusumu ve postnatal
astrositogenez mekanizmalarinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Fareler lzerinde
yapitlan bir c¢alismada, neokortikal postmitotik hiicrelerdeki ZEB2 geninin
baskilanmasinin, Olig2 geni bakimindan pozitif glial 6ncl hicrelerinin fazla sayida
¢cogalmasina ve sonrasinda da erken postnatal donemde yliksek sayida astrosit
olusumuna neden olan norogenez mekanizmasinin olmasi gerekenden ©6nce
sonlanmasina neden oldugu ortaya koyulmustur [Seuntjens et al., 2009]. Ayrica ZEB2
mutasyonunun dorsal telensefalonda yer alan kdk hiicrelerin postnatal gelisimini de
etkiledigi bildirilmistir [Nityanandam A et al., 2012].

ZEB2 geninin ayni zamanda oligodendirosit farklilasmasina ve farklilasan
oligodendirositlerin olgunlasarak myelin kilif olusturmasina ve tamirine de katkida

bulundugu bilinmektedir. ZEB2 geni baskilanmis farelerde, oligodendirosit oncii
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hicrelerinin ~ farklilasmasinda  bozulmalar meydana geldigi, ZEB2'nin hedef
proteinlerinden biri olan SMAD7 proteinin ylksek seviye ifade edilmesiyle bu etkinin
ortadan kaldirilabildigi gosterilmistir [Weng et al., 2012]. Myelin kilif rejenerasyonundaki
onemli rolinden dolayl, ZEB2 geninin baskilanmasinin  miyelin kilif tamir
mekanizmasinda yol acgtigi bozulmalar sebebiyle ciddi periferal néropatilere neden
oldugu da ortaya koyulmustur [Quintes S et al., 2016]. Ote yandan, ZEB2 geninin gég
etme kapasitesine sahip kortikal internéronlarda da ifade edildigi ve dogru zamanda
dogru yere go¢ etmek icin gerekli oldugu da ortaya koyulmustur. Fare modelinde, ZEB2
geni baskilanmis interndronlarin neokorteks bolgesine go¢ edemedigi ve ventral
telensefalonda kaldig1 gosterilmistir [van den Berghe et al., 2013].

Yapilan bir ¢alismada, ZEB2 geninin ifadesinin azaltilmasinin sinir sisteminin
gelisimi sirasinda BMP sinyal yolaginin baskilanmasiyla iliskili olarak dopaminerjik
noronlarda hiperinervasyona neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, ZEB2 geninin
SMAD sinyalini baskilamasi araciligiyla akson uzamasi ve dopaminerjik noronlarin
hiperinervasyonunu negatif olarak diizenledigi bildirilmistir [Hegarty et al., 2017].

ZEB2 geni ayrica baska bir dnemli gelisim sireci olan neokortikal uzantilarin
olusmasi mekanizmasini da kontrol etmektedir. Fareler Gzerinde yapilan calismalarda,
ZEB2 geninin beynin her iki yarim kiresini birbirine baglayan korpus kallozum ve anterior
komissir yapilari ve kortikospinal yolun olugsmasinda énemli rol oynadigi gosterilmistir.
Ayrica ayni calismada, ZEB2 geni baskilanmis mutant néronlarda mikrotibil dinamiginin
ve stabilitesinin de bozuldugu bildirilmistir [Srivatsa et al., 2015]. ZEB2 geni baskilanmis
hayvanlarda, akson uzantilarinin olusma oraninin, dogru néronal devreleri kurmasinin
ve neokortikal aksonlarin dallanmasinin etkilendigi ortaya koyulmustur [O'Leary and
Terashima, 1988]. Turovskaya MV ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari bir calismada,
ZEB2'nin neokortikal noronlardaki NMDA (N-Metil D-Aspartik Asit) ve AMPA (Alfa-
Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-izoksazolpropiyonik  asit) reseptérlerinin  aktivitesinin
sirdirilmesinde onemli oldugu in vitro olarak ortaya koyulmustur. ZEB2 geni
baskilanmis mutant farelerden alinan noronlarda ise reseptor agonistlerine karsi daha

ylksek direng gelistigi bildirilmistir [Turovskaya et al., 2017].
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3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar

EDTA (Merck), MBG Etanol (Riedel de Haen), Agaroz (Lonza), B-Mercaptoetanol
(Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris (Fischer Scientific), HCL (Fischer
Scientific), RNase-ExitusPlus (AmpliChem), DMSO (Fischer Scientific), Polybren (Thermo
Scientific), PEl (Sigma-Aldrich, Germany), Proteaz inhibitéri (Roche), Puromisin

(InVivoGen), Metanol (Fischer).

3.2. Cihazlar

-80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), -20°C Derin
Dondurucu (Ariston), +4°C Buzdolabi (Ariston), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Karbondioksit inkiibatérii (Labogene, Scancell), Laminar Akim Kabini (Labconco, Logic),
QRT-PCR (Applied Biosystem, StepOnePlus), PCR Kabini (Lab Companion), Santrifij
(Nive, NF400), Sogurmali Santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R), Vortex (DragonLabs,
MX-S), Termal Déngl Cihazi (Biorad, Mj Mini). Laminar Kabin, Class Il Tip (PMV Clean
Air), Sogutmali santrifiij (Heraeus Instruments Function Line), Sogutmali Mikrosantrifuj
(Beckman Coulter microfuge 22R), Minisantrifij 96 kuyulu mikroplak rotorlu
(Labogene), Mini Western Blot Sistem ve Transfer Tanki (BioRad), Floresan atasmanli
ters 15tk mikroskobu (Nikon TMS), Yatay Mini Jel Sistemi (BioRad), Floresan atagsmanli isik
mikroskobu (Nikon), Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Sartorius BL210S), Sarjh
pipetleyici (PipetAid, Biohit Midi Plus), Isiticili blok (Denville Scientific), Isitici manyetik
karistirici (Denville Scientific), Sivi Azot tanki (Arpege 140), Mikrobiyal izolasyon Kabin
(NGve MNO090), Orbital Galkalayici (Denville Scientific), Termal-déngi cihazi (Biometra),
Jel/membran goérintileme sistemi (Biorad ChemiDOC XRS), Otoklav (Nlve), Accuri C6
Akim Sitometri Cihazi (Becton Dickinson), NanoDrop (Thermo Scientific), Bioruptur Pico

(Diagenode), Qubit 3 (Thermo Scientific).
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3.3. Hiicre Kultiirii Besiyerleri ve Malzemeler

Hicrelerin kultire edilmesinde besiyeri olarak yliksek-glukoz igerikli DMEM
(Gibco), %10 fotal dana serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco) ve 1X
non-essential aminoasit (NEAA) (Gibco) ile zenginlestirilerek kullanildi.

Hicre farklilastirma protokoliinde besi yeri olarak yiksek-glukoz icerikli DMEM
(Gibco), %1 fotal dana serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco), 1X non-
essential aminoasit (NEAA) (Gibco) ve 10 uM retinoik asit (RA) ile zenginlestirilerek
kullanild.

Hicre kaltlrt deneylerinde 1X fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS, Gibco) ve 2X

Tripsin (Gibco) kullanildi.

3.4. Cozelti ve Tamponlar

Hicre kiltari ¢ozeltileri

e 10X PBS: NaCl 80 g, KCI 2 g, Na;HPO4.2H,0 17,8 g, KH2PO4 2,4 g belirli miktarda
ddH;0 igerisinde ¢ozilerek, elde edilen ¢ozeltinin pH’siI 7.4’ye ayarlandiktan sonra
final hacim ddH;O0 ile bir litreye tamamlanir.

e Hicrelerin Dondurma Ortami: %90 FBS ve %10 DMSO.
Western blotlama ¢ozeltileri

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

e A4x Yukleme Tamponu: %40 Gliserol, %20 SDS, 800 mM B-merkaptoetanol, 200mM
Tris (pH=6.8) ve %0,1 Bromofenol mavi.

e 10X TBS: 30g Tris, 88g NaCl, 2g KCl belirli miktarda ddH0 igerisinde ¢ozllerek, elde
edilen ¢ozeltinin pH’s1 7.5’ye ayarlandiktan sonra final hacim ddH;O0 ile bir litreye
tamamlanir.

e TBS-T: 1X TBS ve %5 Tween-20.

o %8'lik SDS-PAGE Ayirma Jeli: 2,5 ml 1,5M Tris (pH:8,8), 100ul SDS (%10), 2 ml Ac/Bis
(%40), 75ul APS (%10), 5 pl TEMED ve 5.5 ml ddH,0.
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o %4'liik SDS-PAGE istifleme Jeli: 2,5 ml 0,5M Tris (pH:6,8), 100ul SDS (%10), 1 ml
Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 ul TEMED ve 6,4 ml ddH0.

e Elektroforez Ylriitme Tamponu: 25 mM Tris base, 190 mM glycine ve 0.1% SDS ile
hazirlanan tamponun pH'si 8,3 ayarlanir.

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

e Western blotlama Bloklama Sollisyonu: %5 Yagsiz siit tozu, 1X TBS-T.

3.5. Bakteriler ve Besiyerleri

E. coli DH5a bakterileri LB sivi ve LB-agar kati besiyerlerinde ¢ogaltildi ve ticari
olarak temin edilen plazmidlerin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Besiyerleri tizerinde gogalan

kolonilerin segilimi amfisilin antibiyotigi ile gerceklestirildi.

3.6. Plazmitler

Tez calismasi kapsaminda lentiviral sistem icin pLKO.1 bos vektér (Addgene;
plazmit #8453) ve shZEB2 plazmitleri (Sigma-Aldrich; Mission shRNA; 0883 ve 0887)
kullanildi. Lentiviral sistemin paketlenmesi igin, pCMV-dR8.2 dvrp (Addgene, plazmit
#8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene #8454) plazmitleri kullanildi.

3.7. Primerler

Tez ¢calismasi sirasinda kullanilan primerler ticari olarak temin edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: ileri ve geri primer listesi.

Gen Adi ileri Primer (5’-3’) Geri Primer (5’-3’)
MAPT GCGGGAAGGTGCAGATAAT CCCGGGACGTGTTTGATATT
TUBB3 CGAAGCCAGCAGTGTCTAAA GGAGGACGAGGCCATAAATAC
SYN CAATGCCTGCCTGAACAAAG GGGTCCTAAACTGTCCTCTCTA
GAP43 GACGAGGGTAAAGAAGAGGAAC TCAGAGTGGAGCTGAGAAGA
ZEB2 ACACAGCCATTATTTACCCAGA CCAGGTGGCAGGTCATTT
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Tablo 3.1: Devami.

RIMS2 GCTCAGGGACCAAGTTCTTATG CGCCTCAAGTCTGGTCTATCTA
EPCAM GGATCTGGATCCTGGTCAAAC GCTATCACCACAACCACAATAAC
KPTN1 TCCCGAGTGATTGTGTTCAGCC TACACCACTGCTGGCTCCAACA
PCDH1 CACAGCCTTGGTCCATCTTTAT CTGCTTGGAGCGCTCATATT
N4BP2 ATTCTCCTGTGCCAGAGTTTAG CCTGCTCTGAGTTTCCTCTTT
FGF1 GTCTGGTTTGCTGCTGTATCT GGGTTTCTGGGATTTGCTTTATTC
PSEN2 TCCTCATTGGCTTGTGTCTG GGTTGTCCGTGGAGAAGTAAA
BMPS GCTGGGTTCTAGTGGGTTATG TCCCTTTGTATTTCCCGTCTTT
IRF6 CTGGTCCTGCTGGATAGATTTAG GTGAAGGCAAGGGAGTAGAAG
MAGI1 CCACTCAGCCAGAACTCATAAC CCTTGGGCTGTCAACAATCT
RIPK2 ACAGTTGGGATAGCACCATTT CCTGCAGTTGAGAGTGGATTTA
TAF3 CATCTTTGTTGCCAGTGCTTC CTTTCTCTCTTTCCTTCTCCTTCTT
KILLIN AATGGCTGGCCCTATCTAAAC GTGCTTGGAGACCAGTGTATT
RIPK4 TTATGCAACAAGGAACGAATGG CACAAGGACTCACCCAAGTAATA
TWIST1 CGACGACAGCCTGAGCAACA TGCAGCTCCTCGTACGACTG
CDK10 GAGAATATGCCAACACCCTTCT CTTCAGGTCCCTGTGGATAATG
ARHGEF10 AACCACGCTCTACAGCCTGATG GCCTTTGGAGGTGTTCTTCAGC
AZIN1 GGCTGGAGAAATTGGCTTTAC ATCCAACAGAGGGCTGATAAC
RELN GTCTACCTTCCACTCTCCACCA GTCCAGCATCACAAATCCCTCG
GLMN GATTGGAGCTGCTGGAGAATAG AAGCCCTGAGGTACAGTAAGA
LRP5 CATTGGCATCATCCTCTCTCTC TCCCGCTGACATACTCG
CCND1 GGGTTGTGCTACAGATGATAGAG AGACGCCTCCTTTGTGTTAAT
BCL2L1 GCCACTTACCTGAATGACCACC AACCAGCGGTTGAAGCGTTCCT
TUBA4A GGCAAGGAGATCATTGACCCAG CATCAGGAGTGAGGTGAAGCCA
GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA
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3.8. Antikorlar, Boyalar ve Farklilasma Ajanlar

Western blotlamada Prof. Dr. Tamer YAGCI’nin laboratuvarinda gelistirilen ZEB2
(klon 6E5) ve ROR1 (klon 5B3) antikorlari ile ticari olarak temin edilmis B-aktin (Cell
Signaling, 1/5000), TH (Cell Signaling, 1/200), NF-H (Cell Signaling, 1/200), NEUN (Cell
Signaling, 1/200), TUBB3 (Cell Signaling, 1/1000), N-CAD (Cell Signaling, 1/1000) ve SOX2
(Cell Signaling, 1/500), antikorlari ve sekonder antikor olarak da Antimouse-HRP ve
Antirabbit-HRP sekonder antikorlar (Cell Signaling, 1/5000) kullanildi. Boyalar; TMRE
(Thermo Scientific), HOECHST (Thermo Scientific). Farklilasma ajani; All-trans retinoik
asit, RA (SIGMA).

3.9. Kitler

Kiltire edilerek g¢ogaltilan hicrelerden total RNA izolasyonu yapmak igin
NucleoSpin RNA 1l izolasyon kiti (Macharey-Nagel, ABD), izole edilen total RNA’lardan
tek zincirli cDNA sentezi yapmak igin High-Capacity cDONA Reverse Transcriptase (Thermo
Scientific, ABD), gen ifadesi analizinde Maxima Cybergreen Master Mix (Thermo
Scientific, ABD), protein ifadesi analizinde Qubit protein assay kit (Thermo Scientific,
ABD) ve ZEB2 gen ifadesinin baskilanmasinda ise Lentiviral shRNA partikiilleri (Thermo

Scientific) kullanildi.
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4.YONTEMLER

Bu tez calismasinda, SH-SY5Y hicrelerinin retinoik asit ile farklilastiriimasi
sirasinda, SH-SY5Y hicrelerinde ZEB2 ifadesinin ve ZEB2 hedef genlerinin degisiminin
arastiriilmasi hedeflenmektedir. Bu kapsamda yapilacak calismalari 6zetleyen akis

semasl asagida verilmistir (Sekil 4.1).

SH-SYSY
hiicrelerinin kiltire
edilmesi
SH-SYSY hiicrelerinin RA ile néronal farklilagmasi SH-SY5Y hiicrelerinde ZEB2 ifadesinin baskilanmasi
Retinoik asit il Retinoik asit ile Lentiviral
etinoik asitie baskilama yontemi
indiiklenen SH-SYSY indiklenen SH-SYSY T U shZEB2-SH-SY5Y ve
] hiicrelerinde 7€82 ve etipoiksiile 4EB2 lfadesi plKo.1-SH-SYSY
SH-SY5Y (et S indiiklenen SH-SYSY baskilanan o
hilcrelerinde ZEB2 ve farklilasma WAL hilcrelerinde i hiicrelerde ficrelerinde
ifadesinin belirtegleri olan NF- belirtegleri olan degisen mitokondri idlerininve farklilasma
adesmin . H, NEUN, TH ve GAP43, SYN, MAPT ve e lentiviral sistemin e belirteglerinin gen
gosterilmesi ’ o n potansiyellerinin . protein seviyesinde .
TUBBS3 protein TUBB3 gen ifadesi validasyonu . A ve protein
; 5 g TMRE boyamasi ile WB yontemi ile gen ivesing
ezl L SEREITDERIFCED incelenmesi ifadesi seviyesinde §ev P e_
yontemi incelenmesi yontemi incelenmesi GRT-PCR yontemi incelenmesi
ile validasyonu

Laboratuvarimizda daha nce yapilan bir ¢alismada elde edilen ZEB2-ChIP-seq gen
listesi igerisinde farklilasmaile iliskili genlerin qRT-PCR ile taranmasi

Sekil 4.1: Tez kapsaminda yapilan ¢alismalara ait is akis semasi.

4.1. Hiicrelerin Cozilmesi ve Pasajlanmasi

Kullanilan hiicre hatlari -196 °C'lik sivi azot tankindan ¢ikartilip 37°C’lik su banyosu
icerisinde kisa slirede erimesi saglandiktan sonra, hiicreler icerisinde 5 mL yliksek-glukoz
DMEM besiyeri (%10 Fetal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve %1 non-essential
aminoasit) bulunan santrifiij tiipiine aktarildi ve 400 g’de 5 dk santrifiijlendi. Ust sivi
aspire edildikten sonra hiicre pelleti besiyeri ile ¢6zildi ve hiicreler 60mm’lik hiicre
kaltar plakalarina ekildi. Hiicreler 37°C sicakhktaki ve %5 CO; iceren inkiibatorde
blyatuldd. Hicre yogunlugu %80-90 doluluga (confluency) ulastiklari zaman, besiyeri
aspire edilip kiltir kabi 3 ml 1X PBS eklenerek yikandiktan sonra 1 ml %0.25
Tripsin/EDTA (2X) eklendi. Hicre kiltir kabi inkibatore koyularak 2-3 dk kadar
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bekletildi. Tripsin muamelesinin ardindan 3 ml DMEM besiyeri ortama eklendi. Daha
sonra hicreler 15 ml’lik tiiplerde toplanarak 5 dk boyunca 400 x g’de santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi elde edilen hiicre pelleti, hiicrenin pasaj ihtiyacina ve hiicre tiiriine bagl
olarak DMEM besiyeriyle birlikte restispanse edilerek, 1/3-1/6 diliisyon oranlarinda

hicre kultir kaplarina ekildi.

4.2. Hiicre Stoklarinin Olusturulmasi

Hicre stogu olusturmak amaciyla, yukarida anlatildigi sekilde kiltiire edilen
hiicreler mlI’de 1-2x10° olacak sekilde %90 FBS/%10 DMSO varliginda ‘Mr. Frosty’ kabi
icerisinde bir gece boyunca -80°C’de bekletildikten sonra uzun stire muhafaza etmek icin

-196 °C’lik sivi azot tankina aktarildi.

4.3. Transformasyon

Lentiviral ZEB2 shRNA ile pLKO.1 plazmitleri E. coli DH5a’ya bakterisine transforme
edildi. 10 ng plazmit 100 ul DH5a kompetana eklendi ve 30 dk boyunca buz lizerinde
inklbe edildi. Ardindan, 42°C’de 1 dk 1si sokunun sokuna maruz birakildi ve bakterilerin
Uzerine 700 ml antibiyotik icermeyen LB besiyeri eklenerek 37°C'de 1 saat ¢cogalmaya
birakildi. 1 saatin sonunda bakteriler 500 x g’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktlrildi ve
yaklasik olarak 50 pl LB igerisindeki ¢ozilerek segici antibiyotik iceren 10 mL LB-agar
dokiulmus petrilere drigalski kullanilarak yayildi. Bakteri blylutme kaplari 37 °C'de 16-18
saat inklbe edildi. Ertesi glin tek disen kolonilerden biri secilerek antibiyotik iceren 5
mL LB besiyerine inokile edildi ve inokiile edilen baktariler 37°C’de gece boyu biylimeye
birakildi.

Bakterilerden plazmid izolasyonu NucleoSpin Plazmid miniprep (Macherey-Nagel)

kiti ile Gretici firmanin talimatlarina uygun olarak gerceklestirildi.
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4.4. shZEB2-SH-SY5Y ve plKo.1 SHSY5Y Hiicre Klonlarinin
Olusturulmasi

4.4.1. Lentiviral Pargaciklarin Eldesi

Lentiviral shRNA partikilleri HEK293T hicreleri kullanilarak elde edildi. HEK293T
hicreleri kuyu basi 2x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Ertesi giin
PEI transfeksiyon ajani kullanilarak hiicrelere plazmit transfeksiyonu gerceklestirildi.
Kisaca, birinci tipte 1,5 pug shZEB2 veya kontrol pLKO.1 plazmidleri ile 1,5 pug pCMV-
dR8.2 dvrp (Addgene, plazmit #8455) ve 1 ug pCMV-VSV-G (Addgene #8454) paketleme
plazmidleri 250 ul Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) icerisinde bir araya getirildi.
ikinci tiipte 250 pl Opti-MEM igerisine 1:3 oraninda (plazmid DNA (agirlik): PEI (hacim))
transfeksiyon ajani Polyethyleneimine’den (PEI) konuldu. Bu iki karigim bir araya getirildi
ve 20 dk RT’de inkibe edildi. Transfeksiyonun kontroli amaciyla RED plazmiti kulanildi.
inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin besiyeri ¢ekildi, her bir kuyuya 1 ml %10 FBS iceren
DMEM eklenerek hazirlanan karisim damla damla hiicrelerin Gzerine birakildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra hicreler 100 mm petriye aktarildi ve taze besiyeri
eklendikten 48 saat sonra da hiicrelerin Ust-sivi kesimi toplanarak 400 g ‘de 5 dk santrifij
yapildi. Santrifiijiin ardindan Ust sivi toplandi ve 0.45um por capli filtreden gecirilerek

80°C’de sakland..

4.4.2. Transfeksiyon

SH-SY5Y hicreleri %40 yogunlukta 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Ertesi giin,
hicreler 8 pg/mL Polybren (Thermo Scientific, ABD) varliginda 1 mL viral partikil ile
enfekte edildi. Bu islemden 24 saat sonra, hiicreler 60 mm petriye pasajlanarak
1 pg/mL Puromisin (InVivoGen, USA) ile klon segilimine baslandi. 2 hafta siiren
antibiyotik seciliminden sonra ZEB2-baskilanmis (shZEB2) ve kontrol hiicre klonlari
olusturuldu. shZEB2 klonlarindaki ZEB2’nin bakilanmasi kontrol hiicrelere kiyasla gen
ifadesi seviyesinde gqRT-PCR ile ve protein ifadesi seviyesinde de western blotlama ile

gosterildi.
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4.5. Noronal Farkhlastirma

SH-SY5Y hiicrelerinin néronal farklilasmasinda hiicreler retinoik asit ile muamele
edildi. Farklilagma siiresince hiicreler, jelatin kapl hiicre kiltir kaplarinda ve %1 FBS
iceren DMEM besiyerinde 3, 6 ve 9 giin inkibe edildi. Daha sonra toplanan hiicrelerin
farklilasma dizeyleri Western blotlama, gRT-PCR ve TMRE-akim sitometirisi ile
incelendi. Tez boyunca gerceklestirilen farklilasma protokoliine ait asamalarin detaylari

asagida verilmistir (Sekil 4.2).

Hiicre 3.GUN 6.GUN 9.GUN
ekimi ANALIZI ANALIZ ANALIZI
1'RA 2’RA 3'RA 4’ RA 5'RA
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 4.2: Farklilagsma protokoliine ait is akis semasi.

0. Giin: SH-SY5Y hcreleri yaklasik %80-90 yogunluk oranina ulasinca, hiicreler 1
ml %0.25 Tripsin/EDTA (2X) varliginda 2-3 dk boyunca 37°C'de inkiibe edilerek hiicre
kiltir kabindan kaldirildi. Ardindan 5 ml %10 FBS iceren DMEM besiyeri ile tripsin
aktivitesi inhibe edildi. Hiicre ¢ozeltisi 15 ml’lik tliplerde toplanarak 5 dakika boyunca
400 x g'de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, pellet istenilen hiicre yogunlugunu elde elde
etmek igin belirli miktarda %10 FBS iceren DMEM besiyeri ile ¢6zuldi ve 6nceden
jelatinle kaplanan 35 mm’lik hiicre kiiltlr kaplarina ekildi.

1. Guin: Hucrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikama yapilmaksizin, %1 FBS
DMEM + 10uM RA igeren farkhlasma besiyeri dikkatlice hiicrelerin biylime ortamina
verildi. Es zamanli olarak, bu asamada retinoik asit uygulanmayan negatif kontrol grubu
da olusturuldu. Retinoik asit 1s1 ve 1sik gibi ortam kosullarindan etkilenen bir kimyasal

oldugu icin calismalar uygun calisma ortaminda hizli sekilde gerceklestirildi.
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2. Giin: Hicreler noronal farklilasma igin 37°C sicakliktaki ve %5 CO, igeren
inkubatorde bekletildi.

3. Giin: Hucrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikama yapilmaksizin, %1 FBS
eklentili DMEM + 10uM RA iceren farklilasma besiyeri dikkatlice hiicrelerin biyime
ortamina verildi.

4. Giin: 3 gin boyunca RA ile farklilasmaya indiiklenen hiicreler analiz i¢in toplandi.

- WB ve gRT-PCR deneyleri igin; 1X PBS ile yikanan hiicreler tripsinle hicre kaltur
kabindan kaldirilarak falkon tiiplere aktarildi. 500 x g’de 7 dk santrifiij edilen tiplerin Ust-
sivi kesimi ortamdan uzaklastirilarak, elde edilen hiicre pelleti diger analiz ginleri ile
birlikte isleme tabi tutulmak tzere -80°C’de saklamaya alind..

- TMRE; ayni glin icerisinde ilgili yontem basliginin altinda anlatildigi sekilde isleme
tabi tutuldu.

5. Giin: Hucrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikama yapilmaksizin, %1 FBS
eklentili DMEM + 10uM RA igeren farklilasma besiyeri dikkatlice hiicrelerin biyime
ortamina verildi.

6. Giin: Hucreler néronal farkhlasma icin 37°C sicakliktaki ve %5 CO; iceren
inkiibatorde bekletildi.

7. Giin: 6 glin boyunca RA ile farklilasmaya indliklenen hiicreler analiz igin toplandi.

9. glin igin ekilen hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikama yapilmaksizin,
%1 eklentili FBS DMEM + 10uM RA iceren farklilasma besiyeri dikkatlice hiicrelerin
bliyime ortamina verildi.

8. Giin: Hucreler néronal farklilasma igin 37°C sicakhktaki ve %5 CO; igeren
inkibatorde bekletildi.

9. Glin: Hucrelerin besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile yikama yapilmaksizin, %1 FBS
eklentili DMEM + 10uM RA igeren farklilasma besiyeri dikkatlice hiicrelerin biyime
ortamina verildi.

10. Giin: 9 giin boyunca RA ile farklilasmaya indilklenen hiicreler analiz igin

toplandi.
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4.6. Mitokondri Potansiyelinin Analizi

4.6.1. Akim Sitometrisi

Noronal farklilasmanin mitokondri potansiyeli Gizerindeki etkisi Tetrametilhodamin,
Etil Ester, Perklorat (TMRE) boyamasi ile gosterildi. TMRE boyamasinin kantitatif olarak
gosterimi akim sitometrisi teknigi ile yapildi. SH-SY5Y hiicreleri %10 FBS iceren DMEM
besiyeriicerisinde %20 yogunlukta olacak sekilde 35 mm’lik hiicre kiltir kaplarina ekildi.
Ertesi glin hiicrelerin besiyerleri 10 uM RA ve %1 eklentili FBS iceren DMEM besiyeri ile
tazelenerek, hicreler 3, 6 ve 9 giin olmak Ulizere farkli sirelerde inkiibe edildi.
inkiibasyonun ardindan hiicre kiiltiir kaplarindaki besiyeri ortamdan uzaklastirilrak 1 kez
1X PBS ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda hiicreler 2X tripsinle 2-3 dk boyunca
37°C'de inkibe edilerek hiicre kiltiir kabindan kaldirildi ve 15 ml’lik deney tiplerine
toplanarak 400 g’de 5 dk boyunca santrifiij edildi. SantrifGijin ardindan elde edilen hiicre
pellet 1 ml DMEM besiyeri icersinde ¢Ozlild{ ve hiicre siispaniyonundan 200 ul alinarak,
DMEM ile seyretilmis 200 pl 1X TMRE boyasi ile karistirilip 20 dk inkibatérde bekletildi.

inkiibasyon sonrasi érnekler akim sitometrisi cihazinda okutularak analiz edildi.

4.7. Degisen Gene ifadelerinin Analizi

RA uygulanan SH-SY5Y ile RA uygulanmayan SH-SY5Y hiicrelerinde gen ifadesi
analizleri icin 6ncelikle hiicreler %30 yogunlukta olacak sekilde %10 FBS iceren DMEM
besiyerinde 60 mm’lik hiicre kiltiir kaplarina ekildi. Ertesi glin hiicrelerin besiyerleri 10
UM RA igeren %1 eklentili FBS DMEM besiyeri ile tazelenerek 3, 6 ve 9 glin olmak Uzere
farkli siirelerde inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan hiicre kiiltiir kaplarindaki besiyeri
ortamdan uzaklastirilrak 1 kez 1X PBS ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda hiicreler 2X
tripsinle 2-3 dk boyunca 37°C'de inkibe edilerek hiicre kiltiir kabindan kaldirildi ve 15
ml’lik deney tliplerine toplanarak 400 x g’de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiijin
ardindan elde edilen hiicre pelletleri, RNA izolasyonunda kullanilmak lzere -80°C’de
saklamaya alindi.

shZEB2-SH-SY5Y klonu ile plKo-SH-SY5Y hiicre klonlarinda gen ifadesi analizleri igin
oncelikle hiicreler %40 dolulukta olacak sekilde %10 FBS iceren DMEM besiyerinde 60

24



mm hicre kiltir kaplarina ekildi. %70-80 doluluga ulasinca hiicreler 2X Tripsin ile

kaldirilarak pelletler, RNA izolasyonunda kullanilmak tzere -80°C’de saklamaya alindi.

4.7.1. RNA izolasyonu

Hicre pelletlerinden RNA izolasyonu NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti (Macharey-
Nagel, ABD) kullanilarak 0., 3., 6., ve 9. glinlerde alinan drnekler ile Gretici firmanin
talimatlarina uygun bir sekilde yapildi. Kisaca, hiicre pelleti re-suspension (RE) buffer ile
¢Ozdlrtldi ve hiicreler lizis tamponu kullanilarak ile lizis islemine tabi tutuldu. Ardindan
elde edilen hiicre igerikli ¢ozelti filtrelendi ve hiicre debrisi kolona tutturularak nikleik
asitler kolondan gecirildi. Tipte toplanan 6rneklere RNA-baglama sollisyonu eklenerek
total RNA’yi tutacak olan kolondan gegcirildi. Daha sonra kolon yikama sollsyonlari ile
yikandi ve yiiksek saflikta RNA elde etmek icin 30 pl dH;0 kullanilarak eliisyon islemi
gerceklestirildi.

RNA izolatlarinin bitlnlGginid kontrol etmek amaciyla 6rnekler 65 °C'de
5 dakika boyunca su banyosunda inkiibe edilerek, buz tizerine alindi. Ardindan 1X DNA
yukleme boyasi ile karistirilarak, %2’lik agaroz jele yiklendi. Agaroz jel elektroforezinde
1kb buylkligliinde marker kullanildi ve elektroforez islemil00 V ve 300 mA’lik glic
kaynagiyla 60 dakika boyunca surdulrildi. Jelde yiritilen orneklerde 26S ve 18S
bantlarinin varligi ChemiDoc XRS+ (BioRad) jel goriintiileme cihazi ile goriintilendi.

izole edilen RNA’larin konsantrasyonu, kalitesi ve safliklari OD 260/280’de
NanoDrop (Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanilarak ile 6l¢iildi. izole edilen RNA’lar -

80°C’de saklamaya alindi.

4.7.2. cDNA Sentezi

izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific, ABD) kiti kullanilarak, Uretici firmanin verdigi kullanma talimatina
uygun bir sekilde yapilmistir. ilk olarak Tablo 4.1’de tek bir drnek icin miktarlari
gosterilen 2X master karisimi 6rnek sayisinca hazirlandi. Hazirlanan 2X RT master
karisimindan 10 pl alindi ve icerisinde 10 ul total RNA 6rnegi (2 ug total RNA) bulunan
PCR tipline aktarildi. Final hacmi 20 pl olan cDNA sentez karisimi PCR cihazina

yerlestirilerek kitin o6nerdigi dongli kosullarinda cDNA sentezi yapildi (Tablo 4.2).

25



Sentezlenen c¢cDNA’nin konsantrasyonu ve absorbans (OD 260/280 orani) degerleri
NanoSpec spektrofotometre cihazi ile 6lgiildi. Son olarak, sentezlenen cDNA ornekleri -

20°C’lik sogutucuda saklamaya alinmistir.

Tablo 4.1: 2X RT master karisimi.

10X RT tampon 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primer 2 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 2 ul
dH20 4.2 pl
Toplam hacim 10 ul

Tablo 4.2: PCR dongd sartlari.

Sicaklik (°C) Sire (dk)
Basamak 1 25 10
Basamak 2 37 120
Basamak 3 85 5
Basamak 4 4 oo

4.7.3. qRT-PCR ile Gen ifadesi Analizi

Farkhlasma belirteci olarak kullanilan MAPT, TUBB3, SYN ve GAP43 ile ZEB2'ye
yonelik primerler PrimerQuest Tool kullanilarak bu genlerin GC igerigi, kendi lizerine
kapanma, 3’ ucunda katlanma gibi primer 6zgilligiini etkileyen 6zellikler baz alinarak
tasarlandi. Tasarlanan primerlerin hedefe olan 6zgulligi de NCBI-Blast programi
kullanilarak kontrol edildi.

Gen ifadesi degisimlerini kantitatif olarak belirleyebilmek icin 2 pul cDNA (25ng
Cdna), 10 ul (2X) 2X Maxima Cybergreen Master Mix (Thermo Scientific, ABD) , 0,4 pul
primerler (10 uM) ve nuclease-free dH,0 kullanilarak 20 pl’'lik gRT-PCR reaksiyon hacmi
hazirlandi (Tablo 4.3). cDNA kalibi olarak RA uygulanan SH-SY5Y ile RA uygulanmayan
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SH-SY5Y ve shZEB2-SH-SY5Y klonu ile plKo-SH-SY5Y hiicre klonlarindan elde edilen

cDNA’lar kullanildi. gRT-PCR reaksiyonu kitin 6nerdigi dongi sartlarinda gergeklestirildi

(Tablo 4.4).
Tablo 4.3: qRT-PCR reaksiyon tablosu.
2X master mix 10 ul
ileri primer (10 uM) 0,4 ul
Geri primer (10 uM) 0,4 pl
cDNA (40 ng) 2 ul
Nukleaz icermeyen dH,0 7.2ul
Toplam hacim 20 pl
Tablo 4.4: qRT-PCR dongl sartlari.
Dongii Sayisi Sicaklik (2C) Sire
1 dongl 95 10 dk
95 20 sn
45 dongl 60 30 sn
72 30 sn
Her 0.1°C
Erime egrisi 55-95 sicakhk degisiminde
Olglim

gRT-PCR, okuma sonucunda her bir 6rnek icin ayri bir CT degeri olarak sonug verir.
Bu deger her bir 6rnekteki esik degerini asan SYBR isimasi ile ifade edilir.
Gen ifadesindeki degisim ise, AACt formili ile internal kontrol GAPDH’a gore

normalize edildikten sonra, parental hiicre hatlarina gore kalibre edilerek hesaplandi.

EgenACt (kalibrator—ornek)

Enorm 2Ctnorm. (kalibrator—ornek)

AACt =

(4.1)

Relative ekspresyon = Log, (AACt) (4.2)
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gRT-PCR reaksiyonu duplike olarak yapildi ve deneyler 3’ser kez tekrarlandi. Kat

degisiminin belirlenmesinde 0,5’in alti ya da istiindeki degerler baz alindi.

4.8. Degisen Protein ifadelerinin Analizi

RA uygulanan SH-SY5Y ile RA uygulanmayan SH-SY5Y hiicrelerinde protein ifadesi
analizleri igin 6ncelikle hiicreler %30 yogunlukta olacak sekilde %10 FBS iceren DMEM
besiyerinde 60 mm’lik hiicre kltiir kaplarina ekildi. Ertesi glin hiicrelerin besiyerleri 10
KM RA iceren %1 eklentili FBS DMEM besiyeri ile tazelenerek 3, 6 ve 9 glin olmak lzere
farkh stirelerde inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan hiicre kiiltiir kaplarindaki besiyeri
ortamdan uzaklastirilrak 1 kez 1X PBS ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda hicreler 2X
tripsinle 2-3 dk boyunca 37°C'de inkibe edilerek hiicre kiltiir kabindan kaldirildi ve 15
ml’lik deney tiplerine toplanarak 400 g’de 5 dk boyunca santriflij edildi. Santriftjin
ardindan elde edilen hiicre pelletleri, protein izolasyonunda kullaniimak tzere -80°C'de
saklamaya alindi.

shZEB2-SH-SY5Y klonu ile plKo-SH-SY5Y hiicre klonlarinda gen ifadesi analizleri igin
oncelikle hiicreler %40 yogunlukta olacak sekilde %10 FBS iceren DMEM besiyerinde 60
mm’lik hiicre kaltir kaplarina ekildi. %70-80 doluluga ulasinca hiicre kiltur kaplarindaki
besiyeri ortamdan uzaklastirilrak 1 kez 1X PBS ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda
hiicreler 2X tripsinle 2-3 dk boyunca 37°C'de inklibe edilerek hiicre kiltlir kabindan
kaldirildi ve 15 ml’lik deney tliplerine toplanarak 400 g’de 5 dk boyunca santrifiij edildi.
Santrifijiin ardindan elde edilen hicre pelletleri, protein izolasyonunda kullaniimak

Uzere -80°C’de saklamaya alindi.

4.8.1. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Hlcre pelletlerin lizerine pelletlerin buylkliklerine gore Proteaz inhibitor kokteyli
(Roche) iceren 2x SDS lizis tamponu eklenerek pellet ¢oziilene kadar vortekslendi.
Ardindan sirasiyla oda sicakliginda 5 dk, buzda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan Bioruptor Pico (Diagenode) cihazi kullanilarak 30-saniye-on/30-saniye-off
olacak sekilde 10 dongli sonike edildi. Son olarak, 6rnekler 10000 x g’de +4°C’de 15 dk

boyunca santrifiijlenerek hiicre debrisi pellet haline getirildi ve Ust-sivi kesimi protein
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lizati olarak yeni etiketli bir ependorfa aktarildi. Elde edilen protein lizatlari kisa streli -

20°C’de uzun siireli olarak -80°C’de saklamaya alind.

4.8.2. Protein Miktar Tayini

Elde edilen protein lizatlarindaki protein konsantrasyonlari Qubit protein assay kiti

(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak belirlendi.

4.8.3. Orneklerin Hazirlanmasi, Yiiklenmesi ve Goriintiilenmesi

Orneklerin protein konsantrasyonlari belirlendikten sonra 50 pg total protein 5x
yukleme tamponu ile karistirildi ve 10 dakika boyunca 95°C'de inkiibe edilerek
yiiklemeye hazir hale getirildi. Ornekler ve protein ladder (marker) incelenecek proteinin
blydkligine ve deney planina uygun sekilde %8-10-12'lik SDS-PAGE jele yiklendikten
sonra, elektroforez islemi 6rnekler st jelden gecene kadar 80 voltta devaminda ise 120
voltta olacak sekilde gergeklestirildi. Jelde yiritilen proteinlerin PVDF membrana
aktarimini saglamak icin TransBlot (Biorad) cihazi yliksek molekiler agirligi programinda,
50 dk boyunca kullanildi. Membranlar %5 Tween-20 iceren yagsiz sit tozu ile 1 saat
kadar oda sicakliginda bloklandi. Bloklanan membranlar primer antikorlar ile -4°C'de
gece boyu inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda membranlar 3 kez, 5 dk boyunca TBS-T
ile yikandiktan sonra uygun sekonder antikorlar ile 1%/2 saat inkiibe edildi. Ardindan 3
kez, 5 dk boyunca TBS-T ile yilkanan membranlara Amersham ECL Select (GE Healthcare)
kemiliminesan substrati uygulanarak proteinler Goriintii Analiz Sisteminde (Biorad)

fotograflanarak, dosyalandi.

4.9. istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler ise GraphPad Prism 6 programinda Student’s t-test yapilarak

gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

Fare modelleri lizerinde yapilan bir calismada noéral farklilasma sirasinda ZEB2
ifadesinin dustligl gosterilmistir [Hegarty et al., 2017]. Bununla birlikte yine ayni
calismada SH-SY5Y hiicre hattinda siRNA ile ZEB2 ifadesi baskilandiginda norit
uzantilarinin daha uzun oldugu gozlemlenmistir. Buradan yola cikarak, calismalarda
kullanilan SH-SY5Y hiicre hattinin heterojen 0Ozellikte oldugu da gz Online alinirsa,
sunulan bu tez calismasinda oncelikle SH-SY5Y hiicre hattinda ZEB2 ifadesinin varligi
gRT-PCR ve western blotlama yontemleri ile incelendi. Ardindan tez c¢alismasi
kapsaminda SH-SY5Y hiicreleri RA kimyasali ile muamele edilerek hiicrelerin nérojenik
farkhilasmasi indiklenmistir. Farklilasma belirteci olarak GAP43, SYP, MAPT ve TUBB3
genlerinin ifadesi gRT-PCR teknigi ile, NF-H, TH, NEUN ve TUBB3 proteinlerinin ifadesi
ise western blotlama teknigi ile incelendi. Farklilasma sirasinda mitokondri
potansiyelindeki degisimler TMRE boyamasi ile gosterildi. Hicrelerin morfolojik
degisimleriisik mikroskobu ile incelendi. Tezin devaminda ise SH-SY5Y hiicrelerinde ZEB2
ifadesi lentiviral shRNA teknigi ile baskilandi. ZEB2 ifadesi kalimh olarak baskilanan
klonlarin farklilasma potansiyelleri gen ve protein seviyesinde arastirildi. Daha sonra
laboratuvarimizda daha dnceden analiz edilen ZEB2 ChIP-seq hedef listesinden segilen
farklilasma, gelisim/morfogenez, hiicre iskeleti, hlicresel sinyal iletimi, ¢cogalma/hlcre
donglist ve apoptoz/hiicresel sagkalim ile iliskili genlerin ifadesi shZEB2- SH-SY5Y ve
kontrol SH-SY5Y hiicre klonlarinda gRT-PCR ile analiz edildi. Tez ¢alismasinin son adimi
olarak ZEB2 bagimli olarak ifadesi degisen genlerin noéral farklilasma sirasindaki
durumlari da RA uygulanmis ve uygulanmamis SH-SY5Y hiicrelerinde gRT-PCR ile
incelendi. shZEB2-SH-SY5Y hiicrelerinde ve RA uygulanmis SH-SY5Y hiicrelerinde ortak
degisim gosteren genlerin noronal farklilasma stirecinde ZEB2-bagimh olarak degisen

genler olabilecegi ongorildi.
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5.1. SH-SY5Y Hattinda ZEB2 ifadesi

SH-SY5Y noéroblastoma hiicre hatti, HEK293T insan embriyonik bébrek hiicre hatti
ve daha Once ZEB2 ifadesi gosterilmis olan SNU398 hepatoseliiler karsinoma hiicre

hattinda ZEB2 protein ifadesi western blotlama yontemi ile gosterildi (Sekil 5.1).

o‘
S

®
o9
R

B-aktin

Sekil 5.1: Hiicre hatlarinda ZEB2 protein ifadesinin gosterilmesi. SNU398, HEK293T
ve SH-SY5Y hiicrelerinden elde edilen total hiicre lizatlarinda ZEB2 ifadesi western
blotlama yontemi ile analiz edildi. B-aktin ylikleme kontroll olarak kullanildi.
incelenen her 3 hiicre hattinda da farkli diizeylerde ZEB2 ifadesi saptand..

5.2. SH-SY5Y Hiicre Hattinin RA ile indiiksiyonu

SH-SY5Y hiicre hattinda ZEB2 ifadesi gosterildikten sonra noral farklilasma
sirasinda ZEB2 protein ifadesindeki degisim incelendi. Noral farkhlasma igin, SH-SY5Y
hiicre hatti retinoik asit ile uyarildi. Retinoik asit uygulanmasindan 3, 6 ve 9 giin sonra
retinoik asit uygulanmamis hiicrelere gore ZEB2’'nin gen ve protein seviyesindeki
degisimleri incelendi. Farklilasmanin karakterizasyonu i¢in NF-H, TH, TUBB3 VE NeuN
farklilasma belirtecleri ve farklilasma slirecinde degisim gosterdigi bilinen N-CAD, SOX2
ve ROR1 ifadeleri protein seviyesinde, GAP43, TUBB3, SYP ve MAPT farklilasma

belirtecleri gen ifadesi seviyesinde incelendi (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: SH-SY5Y hiicrelerinin ndronal farklilagsma siirecinin karakterizasyonu. A)
NF-H, TH, TUBB3 ve TH farklilasma belirteclerinin ve ZEB2 ifadesinin 3., 6., ve 9.
glinde protein seviyesinde western blotlama yontemi ile gosterimi. B-aktin ylikleme
kontroli olarak kullanildi. B) GAP43, TUBB3, SYP ve MAPT ve ZEB2 gen ifadesinin 3.,
6., ve 9. glinde gen seviyesinde gRT-PCR ile belirlenmesi. GAPDH’a gbre normalize
edilmis gérece mRNA seviyeleri.

Western blotlama analizi ile NF-H, TH, TUBB3 ve NEUN belirteclerinde 6zellikle 6.
ve 9. glinlerde istatistiksel olarak anlamli bir artis gbzlemlendi. Retinoik asit muamelesi
ile farklilasmasi indiiklenen hiicrelerde farklilasma belirteclerinin arttigi ve ZEB2
ifadesinin ise istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldigi tespit edildi. Bununla beraber
degisen ZEB2 ifadesi ile birlikte ZEB2-ChIP-seq hedeflerinden biri olan ROR1 proteinin
ifadesindeki degisim incelendi ve ZEB2 ile beraber ROR1 protein ifade seviyesinde de

azalma tespit edildi. Bunun yanisira ZEB2 geninin epitel mezenkimal gegisi ve hiicrenin
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epitel/mezenkimal karakterini degistirdigi goz onine alinarak kok hiicre belirteglerinden
biri SOX2 ve noral hiicrelerin epitelyal karakterini temsil eden N-CAD proteinlerinin
ifadesindeki degisim incelendi ve SOX2 protein ifadesinin azalirken N-CAD protein
ifadesinin farklilasmanin ilerleyen giinlerine bagh olarak arttigi gozlendi. (Sekil 5.2a).
gRT-PCR analizinde ise GAP43, TUBB3 ve SYP genlerinin ifadelerinin 3. glinde azaldigi
MAPT geninin ifadesinin ise kismi olarak arttig1 gézlenirken, tim belirteglerin ifadesinin
6. ve 9. glinde arttig tespit edildi. Bunun yanisira ZEB2 ifadesinin ise farklilasmanin
ilerleyen giinlerinde kademeli sekilde azaldigi belirlendi (Sekil 5.2b).

Literatlirdeki bilgiler dahilinde farkhlastirdigimiz hicrelerin ileri validasyonu
amaciyla hiicre morfolojisi ve TMRE boyamasi incelenmesi gerceklestirildi.

Retinoik asit uygulanmis ve kontrol hiicrelerinin morfolojik degisimleri ters-isik

mikroskobu ile farkhilasmanin 3., 6., ve 9. giinlinde incelendi (Sekil 5.3).

+RA 6G

+RA 3G
+RA 9G

Sekil 5.3: Farklilasan hiicrelerdeki morfolojik degisimlerin 3., 6., ve 9. glinde ters isik
mikroskobu kullanilarak gésterimi.

Retinoik asit uygulanmamis hicrelere gore, retinoik asit uygulanmis hiicrelerde
slireye baglh olarak parental hiicrenin yuvarlak-benzeri hiicre tipinin aksine farklilasan

hiicrelerin daha uzantili ve igsi bir hiicresel morfoloji kazandigi gézlemlendi (Sekil 5.3).
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Mitokondriyal aktivitenin 6nemli bir gostergesi olan, ATP Uretimiile iliskili elektron
tasinmasi ve oksidatif fosforilasyon sirecini yansitan mitokondriyal membran
potansiyelindeki (AWm) degisimler TMRE boyamasi ile belirlenmektedir [Crowley L.C. et
al., 2016]. Retinoik asit uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde, uygulanmamis hiicrelere goére
mitokondri potansiyelindeki degisimler TMRE boyamasi ile akim sitometresi kullanilarak

analiz edildi (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4: Mitokondriyel potansiyelinin 3., 6., ve 9. giinde TMRE boyamasi ile akim
sitometrisi kullanilarak belirlenmesi.

RA uygulanmayan hiicrelere kiyasla, RA muamelesi ile farklilasan hicrelerde 3.
glnde kismi bir azalis gozlenirken, 6. ve 9. glinlerde istatistiksel olarak anlamli bir artis

oldugu belirlendi. TMRE ifadesi akim sitometrisi ile kantitatif olarak belirlendi (Sekil 5.4).

5.3. SH-SY5Y Hiicre Hattinda ZEB2 ifadesinin Baskilanmasi

SH-SY5Y hicrelerinde farklilasma sirasinda ZEB2 ifadesinin azaldiginin
gosterilmesinin  ardindan ZEB2’'nin ChIP-seq hedef genlerinindeki degisiminin
saptanmasi amaciyla ZEB2 ifadesinin kalimli olarak baskilandigi SH-SY5Y ve kontrol

klonlari elde edildi.

5.3.1. shZEB2 Plazmitlerinin Validasyonu

Ticari olarak temin edilen shRNA’larin etkinligi SNU398 ve 293T hiicre hatlarinda

valide edildi. Lentiviral shRNA vektorleri ve paketleme vektorleri kullanilarak elde edilen
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lentiviral partiktller ile SNU398 ve HEK 293T hiicre hatlari enfekte edildi.
Transdiksiyondan sonra hiicreler puromisin ile segildi ve ZEB2 ifadesi western blotlama

analizi ile arastirildi (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5: ZEB2 ifadesinin shRNA ile baskilanmasi. A) SNU398 hiicre hattinda ZEB2
ifadesinin baskilanmasi, total hiicre lizatlarinda ZEB2 ifadesi western blotlama
yontemi ile analiz edildi. B) HEK293T hiicre hattinda ZEB2 ifadesinin baskilanmasi,
total hiicre lizatlarinda ZEB2 ifadesi western blotlama yontemi ile analiz edildi.
B-aktin yikleme kontroli olarak kullanild.

ZEB2 geninin baskilanmasi igin kullanilan lentiviral vektorlerin  genin

susturulmasini sagladigi gosterildi (Sekil 5.5).

5.3.2. Kalimli shZEB2-SH-SY5Y ve plKo.1-SH-SY5Y Hiicre Klonlarinin

Olusturulmasi

Elde edilen lentiviral partikillerin etkinlikleri gésterildikten sonra ZEB2 ifadesinin
kalimh olarak baskilandigi shZEB2 ve kontrol hiicre klonlarinin elde edilmesi amaciyla SH-
SYSY hiicreleri lentiviral partikiiller ile transfekte edildi. Daha sonra puromisin segcilimi
ile ZEB2 ifadesinin baskilandigi kalimli hiicre klonlari elde edildi. ZEB2 ifadesi hem protein

hem de gen seviyesinde analiz edildi (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6: SH-SY5Y hiicre hattinda ZEB2 ifadesinin baskilanmasi ve kalimli klonlarin
olusturulmasi. A) SH-SY5Y hiicre hattinda ZEB2 ifadesinin baskilanmasi, total hiicre
lizatlarinda ZEB2 ifadesi western blotlama yontemi ile analiz edildi. B) ZEB2 gen
ifadesinin gen seviyesinde qRT-PCR ile belirlenmesi. GAPDH’a gére normalize
edilmis gérece mRNA seviyeleri.

Elde edilen hiicre klonlarindan shZEB2-0883 kodlu olan hiicrelerde hem protein
hem de gen seviyesinde ZEB2 ifadesinin daha fazla baskilandig gozlendi. Tez

¢alismasinin devaminda bu hicre klonu kullanildi.

5.3.3. Kalimhi shZEB2-SH-SY5Y ve plKo.1-SH-SY5Y Hiicre Klonlarinda Noral
Farklilasma Belirteglerinin incelenmesi

SH-SY5Y hiicrelerinde farklilasma sirasinda ZEB2 ifadesinin azaldigi yukarida
gosterilmisti. Buradan yola ¢ikarak, ZEB2 ifadesinin baskilandigi hiicrelerin farkhlasma
durumlarinin incelenmesi amaciyla SH-SY5Y hicrelerinde retinoik asit uygulanmasi
sonrasinda degistigi belirlenen noéral farkhlasma belirteglerinin ifadeleri elde edilen
shZEB2 ve kontrol hiicre klonlarinda da arastirildi (Sekil 5.7). Bununla birlikte ZEB2
ifadesinin baskilandig hicrelerin morfolojik degisimleri de 1sik mikroskobu ile
gorintilendi (Sekil 5.7a). Kahmli klonlardaki mitokondri potansiyelindeki degisimler

TMRE boyamasi ile akim sitometresi kullanilarak analiz edildi (Sekil 5.7d).
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Sekil 5.7: Kalimh shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda farklilasmanin karakterizasyonu.
A) ZEB2 yoklugu durumunda SH-SY5Y hiicrelerineki morfolojik degisimlerin isik
mikroskobu kullanilarak gosterimi. B) shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda farklilasma
belirteglerinin incelenmesi, total hiicre lizatlarinda NF-H, TH, TUBB3, NEUN, N-CAD,
SOX2 ve ROR1 western blotlama yontemi ile analiz edildi. C) GAP43, TUBB3, SYP ve
MAPT gen ifadesinin gen seviyesinde gRT-PCR ile belirlenmesi. GAPDH’a gore
normalize edilmis gérece mRNA seviyeleri. D) Mitokondriyel potansiyelinin kalimli
klonlarda TMRE boyamasi ile akim sitometrisi kullanilarak belirlenmesi.

ZEB2 ifadesinin yoklugu durumunda hiicrelerin shZEB2-SH-SY5Y klonunda, plKo.1-
SH-SY5Y klonuna kiyasla daha uzantili bir yapida oldugu ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin
daha fazla oldugu goruldi. Gozlemlenen bu farkin retinoik asit ile farklilasmaya
indiiklenen SH-SY5Y hiicreleri ile benzerlik gosterdigi tespit edildi (Sekil 5.7a). shZEB2-
SH-SY5Y hiicre klonunda ZEB2 ifadesinin yoklugu durumunda NF-H ve TH proteinlerinin
ifadesi istatistiksel olarak anlaml sekilde artis gosterirken, TUBB3 VE NEUN
proteinlerinin ifadesi kismi bir artig gdsterdi. Bunun yanisira néronlara 6zgi N-kaderin
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ifadesinde de istatistiksel olarak anlaml bir artis gozlendi. Ayrica, SOX2 ve ROR1
ifadelerinin azaldigl saptandi (Sekil 5.7b). Gen ifadesi analizinde de GAP43 ve SYP
genlerinin ifadelerinin ZEB2 ifadesinin yoklugunda azaldigi, MAPT ve TUBB3 genlerinin
ifadelerinin ise kismi olarak arttigi belirlendi (Sekil 5.7c). Kalhmli shZEB2-SH-SY5Y
klonunda kontrol hiicreye oranla TMRE ifadesinde azalis gozlendi. TMRE ifadesi akim

sitometrisi ile kantitatif olarak belirlendi (Sekil 5.7d).

5.3.4. ZEB2-ChIP-seq Hedeflerinin shZEB2-SH-SY5Y ve plKo.1-SH-SY5Y
Hiicre Klonlarinda Taranmasi

Laboratuvarimizda, karaciger kanseri SNU398 hiicre hattinda ZEB2 antikoru ile
daha o6nceden yapilmis olan ChIP-seq analiz sonuclari esas alinarak ZEB2'nin genom
boyunca baglandigi hedef gen listesinden farklilasma, gelisim/morfogenez, hiicre
iskeleti, huicresel sinyal iletimi, cogalma/hilicre dongiisi ve apoptoz/hiicresel sagkalim

ile ilgili genler belirlendi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: ZEB2-ChlIP-seq listesindeki segilen genlerin gruplandirilmasi.

ZEB2 BAGIMLI OLASI HEDEF GENLER

Farklilasma RIMS2, EPCAM, N4BP2, IRF6, TAF3, MAP7, D2, FLNA, EZH2, MAPK1, ANKS1A,
MAP3KS5, CDK6, RTN4, RELN

Gelisim/Morfogenez TWIST1, FGF1, RIPK4, KPTN, PCDH1, N4BP2, CDK10, ARHGEF10, LRPS, EMX1,
EZH2, MAPK1, SIX1, CDK6, JAG2, RTN4

Hiicre Iskeleti RIMS2, KPTN, TUBA4A, MAGI1, FLNA, MAPK1, CD63, CTNNA1

Hiicresel sinyal iletimi RIMS2, KPTN, PCDH1, TWIST1, FGF1, PSEN2, CDK10, BMPS, ARHGEF10, RIPK2,

RIPK4, GLMN, LEMD3, MAP7, ID2, IL17C, DENND3, CALM3, FLNA, MAPK1, STX6,
MESDC2, ANKS1A, CD63, PLXND1, RTN4, RELN, Clorf159, ROR1

Cogalma/Hucre Donglisu IRF6, AZIN1, CDK10, CCND1, GSPT1, UHRF2, MNK2, CALM3, TFDP1, MAPK1,
AKT1, CDK6
Apoptoz/Hiicresel sagkalim KILLIN, BCL2L1, TFDP1, MAPK1, CD63, MAP3K5, RIPK4, AKT1, STAT6

Secilen genlere ait primerler ile gRT-PCR analizi yapildi ve istatistiksel olarak
anlaml degisim gosteren genlerin CT degerleri hesaplanarak, kantitatif bir veri elde

edildi (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8: ZEB2-ChIP-seq hedeflerinin shZEB2-SY-SY5Y hiicre klonunda taranmasi.
Belirlenen genlerin ifade seviyelerindeki degisim qRT-PCR ile belirlendi. GAPDH’a
gore normalize edilmis gorece mRNA seviyeleri.

5.4. Noral Farklilasma Siirecinde ZEB2-Bagimli Degisen Gen
ifadelerin Saptanmasi

Tez calismasinin temel amaclarindan biri de retinoik asit ile farkhilasan hiicrelerde
ZEB2 ifadesinin arastirilmasidir. Farklilasan hiicrelerde ZEB2 ifadesinin diistigl hem gen
hem de protein seviyesinde gosterildi. Daha sonra ZEB2 hedef genlerinin degisimi ZEB2
ifadesinin baskilandigi ve kontrol SH-SY5Y hiicre klonlarinda gosterildi. Son basamakta,
SH-SY5Y hicrelerinin  farkhlasmasi sirasinda ZEB2 ifadesine bagli degisimin

belirlenebilmesi icin hedef genlerin ifadesi gRT-PCR ile arastirildi (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9: ZEB2-ChIP-seq hedeflerinin retinoik asit ile farkhlasmaya indiklenen SH-
SY5Y hiicrelerinde taranmasi. Belirlenen genlerin ifade seviyelerindeki degisim qRT-
PCR ile belirlendi. GAPDH’a gére normalize edilmis gorece mRNA seviyeleri.

5.5. shZEB2-SH-SY5Y Klonu ve RA Uygulanan SH-SY5Y
Hiicrelerinde Ortak Degisen ZEB2-ChlP-seq Hedeflerinin
Analizi
ZEB2 ifadesinin baskilandigi SH-SY5Y hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore 23 tane

hedef genin degistigi saptandi (Sekil 5.8). Daha sonra, bu 23 genin ifade degisimleri noral

farklilasma sirasinda incelendi (Sekil 5.9). Bu iki tarama sonucunda shZEB2-SH-SY5Y
klonu ve RA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde ortak olarak degisim gdsteren 9 tane gen
belirlendi (Sekil 5.10). Farkhlasma sirasinda, belirlenen bu 9 tane genin ZEB2 geninin olasi
hedefleri olabilecegi dlsinlilmektedir ve farklilasma sirasinda ZEB2 tarafindan
dizenlenip dizenlenmediklerinin ChIP ydntemi gibi 06zgil molekiiler yontemler

kullanilarak ileri calismalarla valide edilmesi gerekmektedir.
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Farklilasma

Gelisim/Morfogenez

Hiicre iskeleti

Hucresel sinyaliletimi

Cogalma/Hiicre Dongiisi

Apoptoz/Hiicresel sagkalim

RIMS2
EPCAM
KPTNL
PCDH1
N4BP2
FGF1
PSEN2

shZEB2-SH-SY5Y

ZEB2 BAGIMLI OLASI HEDEF GENLER
RIMS2, EPCAM, N4BP2, IRF6, TAF3,

TWIST1, FGF1, RIPK4, KPTN, PCDH1, N4BP2, CDK10, ARHGEF10, LRPS

RIMS2, KPTN, TUBA4A, MAGI1,

RIMS2, KPTN, PCDH1, TWIST1, FGF1, PSEN2, CDK10, BMPS, ARHGEF10, RIPK2,
RIPK4, GLMN,

IRF6, AZIN1, CDK10, CCND1,

KILLIN, BCL2L1,

RA uygulanan SH-SY5Y

ARHGEF10

AZIN1
RIPK2 CDK10
TAF3 RELN
KILLIN

TWIST1
RIPK4

BCL2L1
BMP5

CCND1
IRF6
MAGI1 \

LRP5

TUBA4A

[ ifadesiazalan genler
B ifadesiartan genler

Sekil 5.10: shZEB2-SH-SY5Y klonu ile RA uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde ortak

degisen ZEB2-ChIP-seq hedeflerinin gdsterimi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kanser, saglkli hiicrelerin iginde bulundugu mikro-gevreden gelen sinyallere bagli
olarak gelisen mutasyonlarin tamir edilemeyecek seviyede genomda birikmesi
neticesinde kontrolli bolinme mekanizmasindan saparak kontrolsiiz olarak bolinmesi
ve blylmesini tanimlayan kompleks bir stirectir. Néroblastoma, cocukluk caginin erken
dénemlerinde gorilen, adrenal medulla ve paravertebral sempatik ganglionlarin normal
gelisimini etkileyen ve noral krestten koken alan embriyonal bir malignitedir [Tsubota
and Kadomatsu, 2018]. Erken ¢ocukluk déneminde tani konulan kanserlerin yaklasik %8
ila %10’u néroblastomadir ve kansere bagli 6limler icerisinde mortalite oraniise %15’dir
[Park et al., 2010]. Glinumizde néroblastomanin tedavi se¢cenekleri arasinda rezeksiyon
cerrahisinin ardindan uygulanan ve otolog kok hiicre naklini de igeren indiksiyon
terapisi, retinoik asidin yer aldigi kemoterapi, anti-GD2 immiinoterapisi, primer timor
bolgesine/metastatik bolgelere yapilan radyoterapi yer almaktadir.

Norobiyoloji alanindaki arastirmalarda karsilagilan en biyuk kisithlik islevi
incelenecek dokulara/organlara fizyolojik devamlilik halindeyken ulasilamamasidir.
Sinirbilim arastirmacilari bu durumuna ¢6ziim olarak gelismis teknolojik araclarin ve
ilerlemis bilgi birikiminin de yardimiyla gesitli deney modelleri gelistirmistir. Ginlimuzde
kullanilan deney modelleri arasinda primer, kok ya da progenitor hiicre kiltirleri, beyin
doku kiltlrleri ve Drosophila Melonagaster, Caenorhabditis Elegans ya da Sea Urchin
gibi ¢esitli hayvan modelleri yer almaktadir. Ancak molekiler boyuttaki bilgiler olmadan
makro boyuta gecisin anlamsiz ve zor olacagi da g6z 6niine alindiginda hiicre kiltlrleri
en temel deney modelleri olarak karsimizda durmaktadir. Temel bilgiye ulasim kolayligi
sayesinde sunulan bu tez calismasinda c¢esitli farkhlasma uyaranlarina karsi
farklilasabilen SH-SY5Y noroblastoma hicre hatti kullanilmistir. Retinoik asit ile
muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde norotrofik genlerin regiilasyon trafiginde,
BMP/SMAD ve Wnt/Beta-Katenin sinyal yolaklarinda aktiflesmesinde ve noéronal
farklilasmaya 6zgi hiicre ici enzimlerin ve proteinlerin Giretiminde degisiklik oldugu ve
norit uzantilarinin olustugu ortaya koyulmustur [Xie et al., 2010], [Presgraves et al.,
2004]. Retinoik asit uygulanarak SH-SY5Y hiicrelerinin noronlara dondiriilmesi (de-

diferensiyasyon) ve boylece néronal kazanimi amaclayan hiicresel tedavi yaklasimi ise
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“farklilasma tedavisi” olarak ge¢mektedir. Ancak, tez c¢alismasi dahilinde yapilan
literatlir taramalarinda retinoik asit ile uyarilan SH-SY5Y farkhlasmasina dair hiicresel ve
hicre alti gen/protein seviyesinde bilgilere ¢cok az rastlanmaktadir. Literatirde yer alan
bu boslugun doldurulmasina katki saglamak amaciyla SH-SY5Y hiicrelerinin norojenik
farklilasmasi esnasinda meydana gelen molekiler biyolojik/genetik, morfolojik ve
fizyolojik diizeydeki degisimleri nérogelisim mekanizmasinda diizenleyici roli olan ZEB2
geni [Van de Putte et al.,, 2007], [Hegarty et al., 2017] ve baglantih oldugu diger
dlzenleyici genler 6zelinde incelemek ve olasi in vitro/in vivo galismalara zemin
hazirlamak bu tez calismasinin amaglarindandir. ZEB2 ifadesinin farelerin embriyonik
gelisiminde dogrusal olarak azaldigi ve ZEB2 ifadesinin baskilanmasiyla SH-SY5Y
hicrelerinin noéronal farkililasmaya indiklenerek noérit benzeri yapilar olusturdugu
Hegarty ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari calismada gosterilmistir [Hegarty et al.,
2017].

Sunulan bu tez calismasi kapsaminda yapilan arastirmalar, ZEB2'nin néronal
farklilasmadaki 6nemine vurgu yapan Hegarty ve arkadaslarinin 2017 yilindaki ilgili
makalesi zemininde sekillenmistir. Literatlir taramalari sonucunda SH-SY5Y hiicrelerinin
noronal farkhlastirma protokollerinde db-cAMP (Kuramoto, Werrbach-Perez, Perez-
Polo, & Haber, 1981; Tojima, Kobayashi, & Ito, 2003), TPA (Guarneri, Cascio, Piccoli,
Piccoli, & Guarneri, 2000; Jalonen & Akerman, 1988; Pahlman ve ark., 1981; Presgraves
ve ark., 2004), RA (Pahlman ve ark., 1984), BDNF (Spina, Squinto, Miller, Lindsay, &
Hyman, 1992), NGF (Lavenius, Gestblom, Johansson, Nanberg, & Pahlman, 1995; Oe ve
ark., 2005) gibi molekdllerin kullanildig1 gorildi. Ancak bu eklentiler icerisinde
proliferasyonu etkileyerek norit uzamasini tetikledigi gosterilen RA en yaygin kullanima
sahip farklilasma ajanidir (Nicolini ve ark., 1998; Pahlman ve ark., 1984).

Bu arastirmalardan yola cikilarak, tez calismasinda 6ncelikle SH-SY5Y hiicreleri 10
MM RA ile néronal farkhlasmaya indiiklendi. Farklilasmaya indiklenen hiicrelerde ZEB2
ifadesindeki degisim incelendi. ZEB2 ifadesinin baskilanmasinin Wnt/Beta-Katenin ve
BMP-SMAD sinyal yolaklari aracihgi ile néronal akson uzantilarinin olusmasina katki
sagladigi bilinmektedir [Hegarty et al., 2017]. RA ile farkhlasmasi indiiklenen SH-SY5Y
hiicrelerinde ZEB2 ifadesinde azalma oldugu gen seviyesinde gRT-PCR yéntemiyle ve
protein seviyesinde de western blotlama ydntemiyle ortaya koyuldu. Ardindan, bu

hiicrelerde 9 ginlik farkhlasma periyodu boyunca noron spesifik NF-H, TH, TUBB3 ve
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NeuN belirteclerindeki ifade degisimleri protein seviyesinde incelendi. Néroflament (NF-
H) sitoplamazda yer alan noron hiicrelerine 6zgi tip IV ara filament yapilaridir ve
noroflament ifadesi néronal farklilasma ile karakterize edilmektedir (Chiu, Feng, Chan,
Padin, & Federoff, 1995). Tiroksin hidroksilaz (TH) néron hiicrelerinde katekolaminlerin
sentezinde hiz sinirlayici enzim olarak islev gostermektedir. Bu nedenle TH néronlara
0zgli belirtec olarak kabul edilmektedir (Gates, Torres, White, Fricker-Gates, & Dunnett,
2006). Beta-Tubdlin 1l (TUBB3) azalan proliferasyon ve farkhlasma belirteci olarak
kullanilan ve noéronlara 6zgl bir tir tubulindir (Katsetos, Legido, Perentes, & Mork,
2003). Noronal cekirdekler (NeuN) c¢ekirdekte lokalize olan ve vyalnizca néron
hicrelerinde ifade edilen néronal nikleer bir proteindir (Gusel'nikova & Korzhevskiy,
2015). Literatirle uyumlu olarak, NF-H [Forster et al., 2016], TH [Khawanraj et al., 2015],
TUBB3 ve NeuN [Chalatsa et al., 2017] farklilasma belirteclerinin ifadesinde artis oldugu
gosterildi.

Tavuk embriyolari Uzerinde yapilan ¢alismada embriyonik gelisimin erken
evrelerinde noroektodermal hiicrelerde E-kaderin ifadesinde azalma oldugu ve buna
karsin farklilagsmayla baglantili olarak néronal sistemin olusmaya baslamasiyla birlikte
noronal yapilara 6zgl adezyon molekilld olan N-kaderin ifadesinin arttigi gosterilmistir
[Hatta and Takeichi, 1986]. N-kaderin ifadesinin in vitro ortamda norit uzamasinda etkili
ve gerekli oldugu [Bixby et al., 1990] ve noronal farkhlasmayla birlikte N-kaderin
ifadesinde artis gozlendigi de bildirilmistir [Gao et al., 2001]. Bu bilgiler paralelinde,
farklilasmaya indiklenen SH-SY5Y hiicrelerinde N-kaderin ifadesi seviyesi incelendi ve
kontrol hicrelerine kiyasla farklilasan hiicrelerde N-kaderin ifadesinin anlamli sekilde
arttig1 gézlemlendi. Xenopus embriyolari ile yapilan bir diger calismada, SOX2 ifadesinin
noronal farkhlasmayi baskiladigi ve proliferasyon karakteristigi gosteren progenitér
hicrelerin varligini destekledigi gosterilmistir. SOX2 ifadesinin baskilanmasinin ise
noronal progenitor hicrelerinde hiicre donglsiinde tutulmaya neden oldugu ve
hiicrelerin farkllasarak ventrikiler bélgeden subventrikiler bolgeye gog ettigi ortaya
koyulmustur [Graham et al., 2003]. SOX2 ifadesinin farklilasma mekanizmasi ile olan
glclu iliskisi nedeniyle, RA ile farklilasan SH-SY5Y hiicrelerinde SOX2 ifadesi incelendi ve
farklilasmayla birlikte dikkat c¢ekici oranda azaldigi goézlendi. Bunun yani sira,
noroblastoma hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada da ROR1 ifadesinin néronal

farkhilasmayla birlikte azaldigi gosterilmistir. ROR1 ifadesi PI3K/AKT sinyal yolag ile
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baglantilh olarak SH-SY5Y hiicrelerinin proliferatif fazda devamlihigini siirdirmesine
neden olurken, ifadesinin baskilandigi ve/veya azaldigi durumda ise hicrelerin
proliferatif fazdan cikarak farkhlasma sirecine girdigi gosterilmistir [lllendula et al.,
2020]. ROR1 ifadesinin farklilasma mekanizmasi (zerindeki dizenleyici roli
duslinilerek, RA ile farklilasan SH-SY5Y hiicrelerinde ROR1 ifadesi incelendi ve kontrol
hicrelerine kiyasla ROR1 ifadesinde azalma oldugu belirlendi.

RA ile farklhilasmasi indlklenen SH-SY5Y hiicrelerinde ndronlara 6zgli GAP43,
TUBB3, SYP ve MAPT belirteglerindeki degisim gen seviyesinde analiz edildi. Aksonal
olusum ve uzama ile iliskili GAP43 (Neuron Growth-Associated Protein 43) ve nérogenez
ve aksonal yonelim ile iliskili TUBB3 [Dwane et al., 2013], norotransmitter madde
trafiginde gorevli sinaptofisin (SYP) [Teppola et al., 2015], néronal polarite ve sitoiskelet
ile iliskili MAPT (microtubule-associated protein TAU) [Mendsaikhan et al., 2019]
genlerinin ifade seviyelerinde literatiirle uyumlu olarak farklilasma sirecinin 6. ve 9.
ginlerinde artis gozlendi. Ancak, ilging olarak farklilasmanin 3. giininde MAPT geninin
ifadesinde kismi bir artis gézlenmesine karsin, GAP43, TUBB3 ve SYP genlerinin
ifadelerinde kontrole kiyasla azalma oldugu gozlendi.

Farkhlasan hicrelerin morfolojilerindeki degisim 1sik mikroskobu altinda takip
edildi ve noérit benzeri yapilarin olustugu, dallanma ve hiicreler arasi baglantilarin
meydana geldigi tespit edildi.

Bunlara ek olarak, RA ile farklilagsan SH-SY5Y hiicrelerinin mitokondri potansiyelleri
TMRE boyamasi yapilarak flow sitometri teknigi ile incelendi. Farklilasan hiicrelerin
mitokondri potansiyelinde artis oldugu literatirde gosterilmistir [Forster et al., 2016].
Gen ve protein seviyesindeki incelemelere ek olarak, RA ile farklilastirilan hiicrelerde
TMRE boyamasi ile yapilan mitokondri potansiyeli analizinde farklilasmanin 3.glinde
kismi bir azalma olmakla birlikte, 6. ve 9. giinde literatiirle uyumlu olarak artis oldugu
gozlendi. Gen ifadesi analizleri ve mitokondri potansiyeli incelemesi neticesinde
farklilasmanin 3. glintiinde hiicrelerin kendini koruma mekanizmasiyla baglantili olarak
RA ajanina karsi direng gelistirdigi ve kismi bir azalis oldugu goézlendi, ancak
farklilasmanin 6. ve 9. glinlerinde meydana gelen hiicresel metabolizmadaki degisime
adapte oldugu duslintldi. Tim bu genetik, morfolojik ve mitokondri potansiyeli ile
alakali degisimler dikkate alindiginda SH-SH5Y hiicrelerinin nérojenik farkhlasmasi

karakterize edildi.
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Fare embiyolari Gzerinde yapilan bir ¢galismada embriyonik gelisiminin 12. ila 16.
glnler arasinda ZEB2 ifadesinin dlstiglu gosterilmistir [Hegarty et al., 2017]. Bu tez
kapsaminda retinoik asit ile farkllasmaya indiklenen SH-SY5Y hiicrelerinde, ZEB2
ifadesinin retinoik asit uygulanmayan SH-SY5Y hiicrelerine kiyasla diistigl gézlemlendi.
Literatirle uyumlu olarak elde ettigimiz bu bulgu g6z 6niine alindiginda ZEB2 ifadesinin
farkhlasma sirecinde ana ya da ara dizenleyici eleman olabilecegi duslintildi. Bu
nedenle ZEB2 ve hedef genlerinin farklilasma siirecine olan etkilerinin aydinlatiimasi
amaclandi. Bu amag dogrultusunda, SH-SY5Y hiicre hattinda shRNA kullanilarak ZEB2
geninin ifadesinin baskilandigl kalimh shZEB2 klonlari olusturuldu. shZEB2 klonlarinin
kiiltire edilmesi silirecinde baskilama yapilmayan kontrol plKo.1-SH-SY5Y grubuna
kiyasla morfolojik fark gozlendi. Bu morfolojik fark i1sik mikroskobu altinda incelendi.
ZEB2 ifadesinin baskilandigi shZEB2-SH-SY5Y klonundaki hiicrelerin, kontrol plKo.1-SH-
SY5Y klonuna kiyasla daha uzantili bir yapida oldugu ve hiicre-hticre etkilesimlerinin
daha fazla oldugu gorildi. Gozlemlenen bu farkin retinoik asit ile farklilasmaya
indiiklenen SH-SYS5Y hiicreleri ile de benzerlik gésterdigi tespit edildi. Bu agidan retinoik
asit ile farklilasmaya indiklenen SH-SY5Y hiicreleri ile shZEB2-SH-SY5Y klonunun
benzerligi oldukca dikkat cekicidir.

shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda, kontrol plKo.1-SH-SY5Y klonuna kiyasla NF-H ve
TH proteinlerinin ifadesi anlaml sekilde artis gosterirken, TUBB3 VE NEUN proteinlerinin
ifadesi ise kismi bir artis gosterdi. Bunun vyanisira noéronlara  0zgl
N-kaderin ifadesinde de anlamh bir artis oldugu gozlendi. SH-SY5Y hiicre hattinin
heterojenitesi goz onine alindiginda bu heterojen popllasyon igerisinde kanser kok
hiicrelerin varligini disinmemek pek de olasi degildir. Farklilasmaya yonelen hiicrelerde
ise kanser kok hiicrelerinin sayica azalmasi beklenmektedir. Bu nedenle, kanser kok
hiicre belirteci olan SOX2’'nin ifadesi shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda incelendi ve
anlamli bir azalis gézlendi. Ayni zamanda shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda ZEB2 geninin
ChIP-seq hedeflerinden biri olan ROR1 proteininin ifadesinde de azalma oldugu
belirlendi. shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda, kontrol plKo.1-SH-SY5Y klonuna kiyasla
GAP43 ve SYP genlerinin ifadesinde azalis gdzlenirken, TUBB3 VE MAPT genlerinin
ifadesinde ise artis gozlendi. Bunula birlikte, shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda, kontrol

hiicre klonuna kiyasla TMRE ifadesinde azalma tespit edildi.
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shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda, gen ve protein seviyesinde ulasilan sonuclar ile,
ZEB2 ifadesinin baskilanmasinin hicreleri kismi olarak noéronal farklilasmaya
yonlendirdigi gorildi. Ancak TMRE ifadesi analizinde, RA indiksiyonu ile artan TMRE
ifadesinin shZEB2-SHS-SY5Y hiicre klonunda gézlemlenememesi dikkat ¢cekmektedir.

Elde edilen bulgular neticesinde, ZEB2'nin farklilasma mekanizmasinda major ya
da minor seviyede diizenleyici roli olabilecegi, fakat bu rolliinii baglantili oldugu diger
gen ve/veya proteinler aracihgiyla ortaya koyabilecegi dusunuldii. Bunu belirleyemek
amaciyla shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonlarinda, ZEB2-ChIP-seq hedeflerinde farklilasma,
gelisim, hiicresel sinyal iletimi, cogalma, hiicre iskeleti ve hiicresel sagkalim ile iliskili
degisen gen ifadeleri arastirildi. ZEB2 ifadesinin RA uygulamasindan sonra distlgi goz
onine alindiginda, shZEB2-SH-SY5Y hiicre klonunda istatistiksel olarak anlamli degisim
gosteren genler RAile farkhlastirilan SH-SY5Y hiicrelerinde de incelendi. shZEB2-SH-SY5Y
hicre klonlarinda ve RA ile farklilasmasi indiiklenen SH-SY5Y hiicrelerinde yapilan gen
ifadesi incelemesi sonrasinda ortak degisim gdsteren genler belirlendi. ilgili bu genler ise
ARHGEF10, AZIN1, CDK10, RELN, TWIST1, BCL2L1, CCDN1, GLMN, LRP5 ve TUBA4A’dir.
ARHGEF10 (Rho GEF), periferal sinir hiicrelerinin miyelinizasyonunda gorevli olan ve sinir
iletim hizinda rol oynayan genlerden biridir [Stankiewicz et al., 2014]. Ancak bu genin
baglantil oldugu molekiiler mekanizmalar halen tam olarak aydinlatilamamistir [Aoki et
al., 2009]. AZIN1, hiicre icine poliamin molekillerinin alinmasinda ve ornitin
dekarboksilaz enzimlerinin aktive edilmesinde gorevli bir gendir [Makitie et al., 2010].
Poliaminlerin ifade seviyesi nérogelisim esnasinda ylksek olmasiyla birlikte yetiskinlik
déneminde azalmaktadir [Greenwood et al., 2015]. AZIN1 bagimh artmis hiicre igi
poliamin seviyesi ve ornitin dekarboksilaz enzim aktivitesi néroblastoma ve alzheimer
gibi pek cok sinir sistemi hastaligi ile iliskilendirilmistir [Makitie et al., 2010]. BCL2L1,
yetiskin ve gelismekte olan noéron hiicrelerinin sagkalimiyla iliskili anti-apoptotik bir
gendir [Harder et al., 2012]. CCND1, hiicre dongusiiniin GO/G1 ve S evrelerindeki kontrol
noktasinda goérevli olan genlerden biridir ve serebral korteksin erken embriyonik gelisimi
esnasinda rol oynayan trasnkripsiyonel dizenleyicilerdendir [Borello et al., 2018].
CDK10, vertebra noral progenitor hicrelerin sagkaliminda gorevlidir [Yeh et al., 2013].
RELN, sinir iletiminde gerekli olan akson ve dendrit uzantilarinin olusmasinda, néron
hiicreleri arasindaki sinaptik baglantilarin kurulmasinda ve nérotransmitter madde

saliminda rol oynamaktadir [Lakatosova et al., 2012]. GLMN, Ras/Raf/MAPK sinyal
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yolagina bagh olarak nérit uzamasinda etkili genlerden biridir [Price et al., 2003]. LRP5,
noronal sagkalimda ve uzantilarin olusmasinda islev gostermektedir [Lee et al., 2013].
TWIST1, néronal plastisitede ve dendritik morfogenezde etkili genlerden biridir. Olgun
noron hiicrelerinde, TWIST1 ifadesinin disiik oldugu da bilinmektedir [He et al., 2019].
TUBAJ4A, mikrotibil dinamiginde ve sitoiskelet kararliiginda énemli genlerden biridir
[Clark et al., 2016]. RA ile farklilastirilan SH-SY5Y hiicrelerinde ARHGEF10, AZIN1, CDK10,
RELN, TWIST1 ifadeleri kontrole kiyasla azalirken, BCL2L1, CCDN1, GLMN, LRP5 ve
TUBAA4A genlerinin ifadeleri ise arttigl gozlendi. Tez kapsaminda elde edilen bu 10 genin
ifade seviyesindeki degisim literatlr ile uyumluluk gostermektedir [Li et al., 2015],
[Dodurga et al., 2013], [Zhu et al., 2013], [Price et al., 2003]. ilgili bu genlerin ZEB2’nin
farklilasma sirecindeki olasi hedef genleri olabilecegi 6n gorilda.

Sunulan bu tez calismasinda ZEB2'nin noéronal farklilasma mekanizmasinin
diizenleyicisi olarak tanimlanmasina ve RA ile indiklenen farklilasma sirecinin altinda
yatan molekiler mekanizmalara dair bilgiler ortaya koyuldu. RA ile farkhlasan hiicrelerde
ZEB2 ifadesinin azalmasi ve diger yandan ZEB2 ifadesinin baskilanmasiyla birlikte
hiicrelerin farklilasmaya yonlendirilmesi neticesinde ZEB2 ve hedef genlerinin nérojenik
farklilasma mekanizmasinda etkili elemanlardan olabilecegi belirlendi. Bunun yanisira,
farklilasma tedavisi 6ncesi ve sirasinda ZEB2 ifadesinin degerlendirilmesinin prognostik
degeri olabilecegi disinlldi. Tim bu bulgular paralelinde hicresel boyuttaki
¢alismalardan doku boyutundaki ¢alismalara gecisin 6nl acilmasi ve yapilacak ileri

galismalara zemin hazirlanmasi da saglanabilecektir.
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