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EZH2 ARACILIKLI H3K27me3 MODIFIKASYONUNUN HEPATOSELULER
KARSINOMA GELISIMINDEKi ROLU

Sanem TERCAN AVCI, DEU Saglk Bilimleri Enstitisti, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD,
inciralti/iZMIR

OzZET

Hepatoseliler karsinoma (HCC) kotl prognozu, ilag direnci ve agresif karakteri
ile, 6lim orani siralamasinda tim dinyada kanserlerin icinde ikinci siradadir. Son
yillarda, timor baslatici hicreler olarak kabul edilen EpCAM+ hepatik kanser kdk
hicrelerin (HpKKH), metastaz ve ilag direncindeki énemi gdsterilmis olsa da, bu
hidcrelerde gerceklesen epigenetik duzenlemelerin  timor gelisimindeki rolleri
bilinmemektedir. PcG kompleksi ve onun Kkatalitik altbirimi olan EZH2 gelisim
sirasinda, hucresel kimligin belirlenmesi ve surdurulmesinde gorevli birgok genin
dizenlenmesinde rol oynayan anahtar molekdllerdir. HCC’de ise EZH2'nin asiri
ekspresyonu agresif fenotip ile iliskilendirilmistir. Dolayisiyla, EZH2'nin kanser kdk
hidcre davranisindaki roli ve bu rolu hangi genleri kontrol ederek duizenlediginin

belirlenmesi, HCC tedavisinde yeni stratejilerin gelistiriimesi icin dnemlidir.

Calismamizda, ilk olarak, lentiviral shRNA yontemi ile kalici olarak EZH2 geni
sessizlestirilien HuH-7 hicreleri  ve/veya bunlardan ayrimlanan HpKKH
altpopulasyonunda, proliferasyon, motilite, invazyon ve/veya tumdérogenez
aktivitelerindeki farkliliklar ve sonrasinda bu hicrelerde EZH2 aracilikli H3K27me3
modifikasyonunun transkripsiyonunu duzenledigi genler ChiP-sekanslama ydntemi
ile belirlenmigtir. Buna gore, atasal HuH-7'de, EZH2 ekspresyonundaki azalmanin
anlamh sekilde EpCAM+ hicre sayisinda azalmaya ve ayrimlanan EpCAM+
HpKKH’lerin proliferasyonunda artmaya, buna karsin, invaziv hicre sayisinda
azalmaya neden oldugu bulunmustur. Sonrasinda, bu kosullarda EZH2 aracilikh
histon kodu ile dizenlenen genler analiz edildiginde, hucre farklilasmasi, hiicre sinyal
iletimi ve hucre ¢cogalmasi gibi biyolojik surecglerde gorevli gen setlerine rastlanmisgtir.
Bunlar arasindan secilen ve kok hucrelerin potensisini kontrol ettigi bilinen KLF4’Un

degisimi konvensiyonel yolla dogrulanmis olup, bu genin HpKKH’lerde EZH2



aracilikli  H3K27me3 modifikasyonu ile regule edildigi ilk kez bu c¢alismada
gOsterilmistir.

Calismamizda biyoinformatik analizlerini gerceklestirdigimiz, epigenetik olarak
regule edilen gen veya gen setlerinin ileride HCC tedavisinde hedeflenebilecek
molekul ve/veya mekanizmalar olarak kullanilma potansiyellerinin ytksek oldugunu
dusunmekteyiz.

ANAHTAR KELIMELER; HCC, HpKKH, EZH2, KLF4, H3K27me3, ChIPseq



THE ROLE OF EZH2 MEDIATED H3K27me3 MODIFICATION IN THE
DEVELOPMENT OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA
Sanem TERCAN AVCI, DEU Institute of Health Science, Department of Medical
Biology and Genetics, inciralti/IZMIR

ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is second of most fatal malignancy in all
cancers worldwide because of its highly aggressive characteristics, poor prognosis
and drug resistance. Although EpCAM+ hepatic cancer stem cells (HpCSC), which
are accepted as tumor initiating cells, has recently been shown to be important for
drug resistance and metastasis, the role of epigenetic regulations in these cells
during tumorogenesis is still not clear. PcG complex and its catalytic subunit EZH2
are the key molecules with their roles in the regulation of the genes responsible for
cell fate decision and maintenance during development. EZH2 overexpression is
related to aggressive phenotype in HCCs. Thereby it is important to clearify the roles
of EZH2 in HpCSCs, determine the genes it controls and how it regulates these roles

in order to develop new treatment strategies.

In our study, firstly, we stably silenced EZH2 by shRNA lentiviral system in
HuH-7 cells and/or HpCSC that we sorted from these cells and we determined the
differences in cell proliferation, motility, invasion and/or in vivo tumorogenesis. Then
we specified the genes that are regulated by EZH2 mediated H3K27me3 in HpCSC
by using ChIP sequencing technique. We showed that the number of EpCAM+ cells
in parental HuH-7 are reduced and the sorted HpCSC are more proliferative,
although the number of invasive cells are reduced due to EZH2 silencing. In the
same conditions we analyzed the genes that are regulated by histone code and we
determined the gene sets involved in biological processes such as cellular
differentiation, cell signaling and cell proliferation. KLF4 gene that is critical for stem
cell pluripotency is chosen from these gene sets and alterations in the expression of
this gene is confirmed by a conventional method. In this study it has been shown for
the first time that KLF4 is regulated by EZH2 mediated H3K27me3 modification in
HpCSC.



In conclusion, the molecules/mechanisms discovered in this project have the

potential to be candidate targets in HCC treatment.

KEY WORDS; HCC, HpKKH, EZH2, KLF4, H3K27me3, ChIPseq



1. GIRIS VE AMAG

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Son vyillarda, “xenograft” fare modellerinde, insan doku ve/veya hicre
hatlarindan ayrimlanan, EpCAM+ hucrelerin ¢ok dusik sayida timora baslattiklari
gOsterilmistir. TUmor baslatici hicreler ya da hepatik kanser kdk hicre (HpKKH),
olarak tanimlanan bu hucrelerin metastaz ve ilag direncinde rol aldiklari bildirilmigtir.
Ancak, bu hucrelerin timoérde ve farklilasma asamalarindaki roller ve epigenetik
dizenlemelerin bu surecgte nasil etkili olduklari bilinmemektedir. PcG kompleksleri,
epigenetik hicresel hafizanin anahtar regulatérleridir. Embriyogenez, gelisim ve
timorogenez sureglerinde hucresel kimligin belirlenmesi ve surdurulmesi bakimindan
onemlidirler. PcG kompleksinin katalitik altbirimi olan EZH2 ayni zamanda HCC’de
onkogen gibi davranmasi, ek olarak gelisim sirasinda 6nemli embriyonik genlerin
ekspresyonunu dolayisiyla farklilagsmayi kontrol ediyor olmasi bize karaciger kanser
kok htcrelerinde de dizenleyici roli olabilecegi hipotezini kurdurmustur. Sonug
olarak bu calisma kapsaminda, EZH2 geni ve onun katalizledigi histon modifikasyonu
H3K27me3’in, HCC’de kanser kdk hlcrelerin proliferasyon, motilite ve invazyon gibi
davraniglarinin in vitro ve fare “xenograft’” modellerinde nasil etkiledigini ve hangi
genlerin transkripsiyonunu kontrol ederek bunlari gergeklestirdigini anlamak, ileride
HCC'de tedavi stratejisi olabilecek yeni hedef moleklil ve mekanizmalarinin

bulunmasini saglayacaktir.

1.2 Arastirmanin amaci

Bu tez kapsaminda, EZH2 aracihikh H3K27me3 modifikasyonunun,
hepatokarsinogenez  suUrecinde hepatik kanser kok hucrelerinde  hangi
mekanizmalari, hangi genleri duzenleyerek gergeklestirdiginin  belirlenmesi

amagclanmaktadir.

1.3 Arastirmanin Hipotezleri

Tez kapsaminda, hepatokarsinogenez surecinde, hepatik kok hucrelerin,
hepatik kanser kok hicrelerine dontsimu ve farklilasmasini tamamlamis hepatik
hicrelerin yeniden programlanmasi ile timor baslatma ve agresif fenotip kazanma
surecinde; proliferasyon, epitelyal mezensimal déniusim (EMT), motilite ve invazyon

yeteneginin  kazanilmasinin  EZH2 aracilikli  H3K27me3 modifikasyonu ile



dizenlendidi hipotezi kurulmustur. H3K27me3-ChlPseq biyoinformatik analizleri ile
elde edilen, HpKKH o0zelligi gosteren hucrelerde EZH2 aracilikh H3K27me3
modifikasyonunun dizenledigi bu molekillerin ve/veya mekanizmalarin HCC

tedavisinde biyobelirte¢ olarak ve/veya terapdtik potansiyelleri bulunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hepatoseliiler Karsinomanin Genel Ozellikleri

Karaciger kanseri tum kanser turlerinin icinde dunyada siklik bakimindan 6.,
Oolum orani bakimindan 3. siradadir ve yilda yaklagsik 700.000 yeni vakanin
bulundugu bildiriimektedir (Torre, Bray et al. 2015). Hepatoselller karsinoma (HCC)
primer karaciger kanserlerinin %90’indan fazlasini olugturmakta olup, ge¢ prognozu
ve ilag direnci ile karakterize, agresif seyirli bir timérdir. Bu nedenlerle tedavi
rezeksiyon, transplantasyon ve transarterial embolizasyon gibi cerrahi ya da cerrahi
olmayan yontemlerle sinirlidir. HCC tedavisinde FDA onayli tek ilag olan sorafenib’in
sag kalimi yalnizca 2-3 ay uzatabildigi ve bu etkininde sinirli hastada ve durumda
goruldugu  bildirilmistir  (Copur 2008). Sonu¢ olarak, HCC’de vyeni tedavi

yaklasimlarina ihtiyag vardir.

HCC, etiyolojisi cogu olguda tanimlanabilen birkag kanser tlriinden biridir. Tim
dinya populasyonunun her parcasini etkilemekle beraber cesitli Ulkelerde HCC
insidansi bakimindan belirgin farkhliklarin olmasi, etnik kdken ile beraber 6zgll
etiyolojik faktorleri yansitir. HCC ile iligkili en belirgin faktorler, kronik hepatit B ve C
viral enfeksiyonu, kronik alkol tiketimi, aflotoksin-B1 kontamine gidalar ve sirozu
indUkleyen kosullardir. Dusuk frekansa sahip olsalar da diger etiyolojik faktorler de
HCC’ye neden olmaktadir; belli metabolik hastaliklar, diyabet, alkole bagh olmayan
karaciger yaglanma bozuklugu. Cinsiyet de HCC riskini ve davranisini etkiler,

olgularin blayuk kismini erkekler olusturmaktadir (Sherman 2005).

Hepatokarsinogenez, ¢ogu hepatositin dldugu, karacigerin ve bag dokusunun
enflamasyonlu hticreler tarafindan istila edildigi, kronik hepatit veya siroz zemininde
gelisir (Thorgeirsson and Grisham 2002). HCC gelisimi ¢cok basamakh ve yavas bir
suregtir. HCC’ye neden olan ardisik olaylar 5 basamakta 6zetlenebilir; inflamasyona
neden olan kronik karaciger hasari, hucre olumu, siroz ve rejenerasyon donguleri
sonucunda olusan DNA hasari, displazi ve sonug olarak HCC (Sekil 2.1) (Farazi and
DePinho 2006).
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Sekil 2.1. Hepatokarsinogenezin ¢ok basamakl gelisimi (Farazi and DePinho 2006).

Bu suUrecte meydana gelen genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu birgok
sinyal yolagi regulasyonu degismekte ve dolayisiyla hucrenin buyume, sagkalim,
proliferasyon, diferansiyasyon, hicre o6limUu gibi davraniglari da degismektedir.
Hepatokarsinogenez surecinde viral enfeksiyonlar ve/veya hepatotoksik maruziyet
sonucunda karaciger dokusunun degisimine bagh olarak c¢esitli sinyal yolaklarinda ve
bu yolaklarin regllasyonunda degisiklikler belirlenmistir (Dhanasekaran, Bandoh et
al. 2016). HCC patogenezinde oncelikli olarak rol oynayan regllasyonu degisen
baslica sinyal yolaklari; insulin-benzeri bluyime faktéri (IGF), epidermal blyume
faktori (EGF), fibroblast buyume faktori (FGF), platelet tlrevi bluyume faktoru
(PDGF) ve hepatosit buyume faktéri (HGF/MET) gibi bluylime faktorlerini regule
eden sinyal yolaklari ile WNT, Hedgehog, Notch gibi hicre diferansiyasyonu ile iligkili
sinyal yolaklari ve vaskuler endotelyal biylime faktért (VEGF), FGF gibi anjiogenez
ile iligkili sinyal yolaklaridir (Dhanasekaran, Bandoh et al. 2016). Reseptor tirozin
kinaz sinyalizasyonu alt bilesenleri; Ras/Raf/MEK/ERK ve PI3SK/AKT/mTOR kaskat
mekanizmalarinda meydana gelen duzensizlikler yaninda tumor mikrogevresinin
duzenlenmesi ve tumore karsi olusturulan immun yanitin aksatilmasina neden olan
sinyal iletimi  degisiklikleri hepatokarsinogenez  surecini  desteklemektedir
(Dhanasekaran, Bandoh et al. 2016).



Hasarli dokularda bir yenilenme ve hasar onarimi suireci olan dediferansiyasyon
asir aktivasyonu sonucunda, kanser kok hucreler gibi asiri gogalan premature hicre
olusumuna neden olmaktadir (Pan Yu et al. 2013). Farklilasmasini tamamlayan
hicrelerin yeniden kok hlicre yani “stemness” karakteri kazanmasi dediferansiyasyon
Bu

gerektirmektedir. Bdylece farklilasmasinin son basamagindaki olgun hucre tekrar

olarak  tanimlanmaktadir. sure¢  nukleer yeniden  programlanmayi

multipotent hatta pluripotent agsamaya donmektedir. Hucrenin bu suregte olgun

fenotipi degismekte, prematire fenotipi eksprese etmeye baslamaktadir.
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Sekil 2.2. Kanser kodk hticre hipotezi (Yamashita and Wang 2013).

Tamor hicreleri heterojen morfoloji ve davranis gostermektedir. Bu heterojenite,
klonal gelisim surecinde, hucrelerde, bircok genetik ve epigenetik degisikliklerin
olusmasi ve birikmesi seklinde acgiklanmaktadir. Ayrica tUumorin mikrogevresinde
meydana gelen ve yukarida sozu gecen bir¢ok ekstrinsik sinyal yolagi aktivasyonu
gibi degisiklikler de bu heterojeniteyi desteklemektedir. Bunlara ek olarak son
kanser koOk hucreleri olarak

zamanlarda yapilan c¢alismalar, heterojenitenin,

tanimlanan kok hicre/éoncll hicre 06zelliklerinde bir grup hicrenin hiyerarsik
organizasyonunun bir sonucu oldugunu gostermektedir (Yamashita and Wang 2013).
Bir kanser hucresi ve kok hucre; kendi kendini yenileyebilme, simetrik ve asimetrik

bolunme yetenegi sayesinde heterojen yeni yavru hicreler meydana getirme, limitsiz



cogalma gibi bircok benzer islevi gerceklestirebilmektedir (Sekil 2.2). Kanser koék
hidcre hipotezi, bircok kok hucre yuzey belirtecini hiyerarsik bir organizasyonla
yuzeyinde eksprese eden, kendi kendini yenileme 0zelligine sahip kanser
hicrelerinin deneysel validasyonlari ile hentz ortaya koyulmustur (Yamashita and
Wang 2013). Bu kendini yenileme kapasitesi, ¢esitli in vitro klonojenik buylime ve in
vivo tumorojenik 6zellikleri gostermesi ile konfirme edilmistir. Boylece KKH’ler; timaor
baslatma kapasitesine sahip, metastatik, kemoterapi ve radyoterapiye direncli,
tedaviden sonra relapslardan sorumlu, asimetrik ve simetrik bolinme yetenedi ile
timor hacminin  belirlenmesinden sorumlu hucreler olarak belirlenmigtir. Bu
nedenlerle KKH’leri, aralarinda karaciger kanserinin de bulundugu cesitli kanser

turlerinin tedavisi igin 6ncelikli hedef olusturmaktadirlar (Yamashita and Wang 2013).

2.2 Hepatik Kanser Kok Hiicrelerin Hepatokarsinogenezdeki islevi

Hepatokarsinogenezin ¢ok basamakli gelisimini anlamak igin karaciger
embriyolojisini de anlamak gerekmektedir. Hepatik oncul kok hucreler, karacigerin
fetal ve neonatal dénemde karaciger duktal tabakasinda, pediatrik ve yetigkin
donemde ise Hering kanallari olarak tanimlanan kok hucre alanlarinda lokalize olan
multipotent kok hucrelerdir. Bu hucreler fenotipik olarak EpCAM, NCAM, CD133,
CXCR4, SOX9, SOX17, FOXA2, CK7/8/18/19, Hedgehog proteinleri, intrantkleer
telomeraz proteini, claudin3, MDR1, ¢ok az miktarda da albumin ve MHC antijenleri
eksprese ederken; AFP, ICAM-1, CD34, CD38, CD45, CD90 gibi hematopoietik,
VEGFr, CD31 gibi endotelyal, veya CD146, desmin, CD105 gibi mezensimal

belirtecleri eksprese etmemektedirler (Turner, Lozoya et al. 2011).

Hepatoblastlar, hepatosit ya da kolajiositlerin kdoken aldigi diploid bipotent
hdcrelerdir. Fetal ve neonatal karaciger parankimi boyunca veya yetigkin karaciger
Hering kanallarinin son kisminda tek tek ve kuguk hicre agregatlari olarak
yerlesmislerdir (Romano, De Francesco et al. 2015). Hepatik kok hticreler ile benzer
antijenik profile sahiptirler. Karacigerin yenilenme surecinde; EpCAM ekspresyonlari
azalirken, albumin seviyesi artmasi, NCAM yerine ICAM-1 ekspresyonu, CK14,
CK19 ve hepatik hiicrelere 6zgu AFP ekspresyonu gibi protein ekspresyonlarinda
degisiklikler meydana gelir. Sonu¢ olarak, karacigerde, kok hicre gen

ekspresyonlarini kaybetmis, unipotent ve hem hepatositik hem de kolanjiosit
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antijenleri eksprese eden farklilagsmasini tamamlamamis 6ncl hicrelere dénusurler
(Sekil 2.3) (Romano, De Francesco et al. 2015). Fetal ve neonatal karaciger dokusu
ile kronik karaciger hastaliklarinda sayilarn oldukgca fazladir. Karacigerin olgun
hepatosit ve kolajiosit hucrelerinden olusan kisimlarinda hasar meydana geldiginde,
kok hicre rezervleri aktive olur (Roskams 2006). Birgok kronik karaciger hastaliginda
bu 6ncil hicrelerin aktivasyonu HCC gelisimini de tetikledigi icin, éncil HpKKH’leri

karsinogenezi calismak, anlamak ve tedavi etmek igin hedef hiicre populasyonlaridir.
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Sekil 2.3. Karaciger yenilenmesi ve HCC olusum slrecinde HpKKH’ler (Yamashita
and Wang 2013).

Kanser kok hucreler ilk kez 1997 yilinda akut miyeloid I6semilerde yuzeylerinde
CD34 eksprese eden ve CD38 eksprese etmeyen hucreler olarak tanimlanmis ve
izole edilmislerdir (Bonnet and Dick 1997). Gunumuze kadar solid timoérler ile yapilan
farkli calismalarda; meme (Chiotaki, Polioudaki et al. 2016), akciger (Hardavella,
George et al. 2016), beyin (Ortensi, Setti et al. 2013), kolon (Zeuner, Todaro et al.
2014), pankreas (Sancho, Alcala et al. 2016), prostat (Packer and Maitland 2016),
melanoma (Parmiani 2016), bas ve boyun (Pearson, Jackson et al. 2016) gibi timor

modellerinde de kanser kok hucrelerin varligi belirlenmistir.
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Hepatokarsinogenezin molekuler biyolojisi alaninda yapilan c¢alismalarda da
cesitli  biyobelirtecler tanimlanmis ve HCC sirecinde roli olan HpKKH’lerin
yuzeylerinde CD133, CD90, CD44, OV6 ve EpCAM gibi hicre yluzey antijenlerini
eksprese ettikleri belirlenmistir (Romano, De Francesco et al. 2015). Birgok
calismada, bu kok hucre belirteclerini eksprese eden ve oldukga az sayida olan bu
hicreleri iceren HCC’lerin, diger konvansiyonel HCC’lere gore daha agresif karakter
gosterdigi gosterilmistir (Romano, De Francesco et al. 2015). Ornegin, CD133+
hicrelerin ylksek proliferatif ve timoérojenik potansiyele sahip olduklari ve matire
hepatosit belirteclerini az dlizeyde eksprese ettikleri gosterilmis ve HCC hastalarinda
CD133 varligi kéta prognoz ve metastaz ile iligkilendirilmistir. Bir diger kdk hicre
belirteci olan EpCAM, embriyonik karaciger, safra kanali epitelyumu ile sirotik
karacierde c¢ogalan safra kanali hucrelerinde eksprese edilirken, olgun
hepatositlerde bulunmamaktadir. Ayrica EpCAM, kanser hucrelerinin kendi kendini
yenilemesinden sorumlu olan Wnt/B-katenin sinyal yolaginin da dogrudan hedefidir
(Yamashita, Budhu et al. 2007). EpCAM+ HCC’lerde, bu hucrelerin portal vene
invazyonu ve geriye kalan karacigere mikro boyutta yayilimi nedeni ile radikal
rezeksiyonun ardindan erken relapslardan sorumlu oldugu gdsterilmistir (Yamashita,
Ji et al. 2009). HpKKH’lerin izolasyonu ve kultire edilmesi karacigerin
timorogenezini anlamak icin énemli bir deney modelidir (Romano, De Francesco et
al. 2015).

Tumorun yakin veya uzak metastaz yapabilme yetenegi kanser nedeni ile
olumlerin baglica nedenidir. Metastaz sureci, hucrenin gog¢ edebilme ve ekstrasellller
matriksi gecerek damara invaze olma yetenegi kazanmasi, immun baskilama
mekanizmalarindan kagmasi ve hedef dokuya ekstravaze olmasi seklinde
basamaklanabilir (Sekil 2.4). Bazi timorler kismi EMT o6zellikleri gdsterirler. Yani,
mezensimal belirtecleri eksprese etmeye baslamiglardir fakat ayni zamanda epitelyal
karakteri de korumaktadirlar. Bu timorlerden izole edilen hiicrelerin CD24, CD44
ekspresyonu gibi tumor baslatma kapasitesine sahip kanser kok hucre antijenlerini
eksprese ettikleri gosterilmistir (Tam and Weinberg 2013). Metastaz surecinin
mekanizmasi tam olarak belilenememis olsa da EMT bu surecgte oncu bir rol
oynamaktadir. Bu EMT dontsumuinden KKH’leri sorumlu tutulmaktadir (Marquardt,
Factor et al. 2010).
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EMT/MET Siirecinde Hepatik Kanser Kok Hiicrelerin Roli; Farkli birgok dokuda

oldugu gibi karaciger dokusunda da epitelyal ve mezensimal hucreler birarada

bulunmaktadir. Epitelyal hucreler, apikal bazal polariteye sahip, birbirine sikica

tutunan adheran hucre dizileri olustururlarken, mezengimal hicreler ise tam aksine,

polarize olmayan ve hucrelerarasi baglantilari olmadigi igin tek tek hareket etme

yetenegine sahip hucrelerdir (Choi and Diehl 2009). EMT, htcrenin tipik epitelyal

karakterini kaybederek mezensimal hucreye donusmesidir, MET ise tam tersi bir

surectir. EMT/MET tersinir sureci; 1) embriyogenez ve gelisim, 2) yara iylesmesi,

doku rejenerasyonu, organ fibrozisi ve 3) neoplazi gibi fizyolojik ve patolojik olaylarda

g6zlemlenmektedir (Choi and Diehl 2009).
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Sekil 2.4. Epitelyal mezensimal plastisite (Tam and Weinberg 2013).
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EMT surecinde epitelyal proteinlerin ekspresyonunun azalmasi sonucu hucre-
hidcre ve hucre-matriks baglantilarinin kaybi ile hicre iskeleti elemanlarinin yeniden
duzenlenmesi nedeni ile hucre polaritesinin kaybi gozlenirken; hucre hareket etme ve
kendini gcevrelen matriks icine gegcme yetenegi kazanir, bazal membrani agip, stromal
dokuya gecerek dolagsima katilabilmektedir. Bu suregte birgok genin ekspresyonu

transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel mekanizmalarla dizenlenmektedir.

HCC hiucrelerinin dediferansiyasyonlari sonucu invaziv ve metastatik karakter
kazanmasinda, TGF-B, Notch, Wnt gibi bazi sinyal yollarinin ve molekiilleri ile hipoksi
gibi mikrogevre kosullari degisikliklerinin rol oynadiklari gdsterilmistir (Felipe Lima,
Nofech-Mozes et al. 2016). EMT nin farkli yolaklarla, hiicre ve kosul spesifik ilerleyisi
EMT iligkili transkripsiyon faktorleri diye tanimlanan bir gen grubu ile regile
edilmektedir. Snail (¢cinko-parmak protein; Snail ve Slug), Zeb (¢cinko parmak protein,
Zeb1/2) ve Twist (heliks-loop-heliks protein; Twist1 ve Twist2) transkripsiyon faktori
aileleri onkogenik EMT surecinde, E-kaderin gibi epitelyal gen ekspresyonlarinin
EZH2 tarafindan epigenetik olarak baskilanmasi ve N-kaderin gibi mezensimal gen
ekspresyonunun indiklenmesi ile epitelyal hicrelerin dediferansiyasyonunu uyaran
molekullerdir (Diepenbruck and Christofori 2016). Prxx1, Sox4, Kif4, Sox9, FoxC2,
p53 gibi bir kisim transkripsiyon faktérler de EMT/MET dénudsumll slrecini kontrol
ederek veya katkida bulunarak hicre plastisitesini saglamaktadirlar (Diepenbruck
and Christofori 2016). Yapilan c¢alismalarda, miRNA’larin da EMT slrecinde
ekspresyonlarinin degistigi ve 6zellikle miR-200 ailesinin epitelyal fenotip ile iligkili

oldugu gdsterilmistir (Gregory, Bert et al. 2008).

2.4 Hepatoseliiler Karsinoma Gelisiminde Epigenetik Regiilasyonlarin
Rolii

Epigenetik, DNA dizisinin  kendisi tarafindan kodlanmayan gen
ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerin  ¢alisiimasidir. Kromatin yapisindaki
alternatifleri olusturan epigenetik regulasyonlar, o6ncelikle histon kuyruklarinda
meydana gelen post-translasyonel modifikasyonlar (PTM), histon varyantlarinin

nukleozomlara eklenmesi ve DNA metilasyonlaridir (Kouzarides 2007).

Modifikasyonlarin ¢cogu, kromatin konformasyonunu ve dizenleyici proteinlerin

DNA dizisine erisimini module ederek, gen ekspresyonunu regule eder. Bu
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modifikasyonlar cogu zaman kromatin konformasyon dinamiklerinin regulasyonu ile
ilgili proteinler icin baglanma bdlgeleri saglar. En basit dizeyde, ulasilabilir agik
kromatin ipligi transkripsiyona egilimlidir. Transkripsiyonel olarak aktif ékromatin,
histon hiperasetilasyonu ve H3K4 metilasyonu ile iligkidir. Belirli bir kromatin
bdlgesinin sikilasmasi ile ilgili modifikasyon tasiyan alanlar, transkripsiyona karsi
bariyerler olusturur. Bu alanlar transkripsiyonun sinirlandirildigi heterokromatin
bdlgeleridir. Susturulmus gen bolgelerinin ekspresyonlari, hipoasetilasyon ile iliskilidir
ve H3K9Me1 ve H3K27Me2/3 epigenetik modifikasyonlarini tagirlar (Sims, Nishioka
et al. 2003)

Nukleozom iginde yer alan her histon ¢ekirdegi H2A, H2B, H3, H4 altbirimleri ile
varyantlarindan  olusmaktadir.  Histonlar, histon kuyrugu denilen, bazik
aminoasitlerden olusan, 25-30 rezidu uzunlugunda yuksek oranda dinamik amino
terminal ucuna sahiptirler. Histon-histon etkilesimine aracilik ederler ve ¢ekirdek
yapidan disari dogru wuzanirlar. Histon proteinleri, asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikutinasyon, sumoilasyon ve ADB ribozilasyonu gibi
posttranslasyonal modifikasyonlarla iliskili olduklari gen bdlgesinin ekspresyonunu
pozitif veya negatif yonde dizenlemektedirler. Histon asetil transferazlar (HAT)
tarafindan katalizlenen asetile histon bolgeleri cogunlukla aktif olarak eksprese edilen
genlerin promotor bdlgelerinde goézlemlenirken; histon metil transferazlar (HMT)
tarafindan katalizlenen histon metilasyonu meydana geldigi histon residistne bagli
olarak aktif veya baskilanmis gen bdlgesi ile iligkili olabilir. Ornegin, H3K4me3 aktif
olarak eksprese edilen genlerin TSS bdlgesinde gdézlemlenirken, H3K27me3
modifikasyonu gen boélgesinin  baskilanmasindan  sorumludur.  Histonarin
posttranslasyonel modifikasyonlari tersinirdir, histon deasetilazlar (HDAC) asetil
gruplarini, histon demetilazlar da (HDM) metil gruplarini histon rezidilerinden

uzaklagtirirlar.

Hepatokarsinogenez surecinde rolu olan genetik degisiklikler sayica diger
kanser turlerinde tanimlanandan ¢ok daha az olmasina ragmen, anormal metilasyon
paternleri gokca bildirilmistir (Thorgeirsson and Grisham 2002, Lee, Lee et al. 2003).
Yine metiyonince eksik diyet verilen farelerde spontan HCC gbézlenmesi epigenetik

regulasyonun bu modelde daha 6énemli oldugunu disundirmektedir. Yine HCC'de
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birgok ¢alismada promoter metilasyonlari basta olmak Uzere, epigenetik yolla c¢esitli
genlerin transkripsiyonunun diizenlendigi bildirilmistir. Ornegin: HCC’de 6zellikle p16
genindeki hipermetilasyon ve bu yolla inaktivasyon tanimlanmistir (Wong, Lo et al.
1999). Ek olarak, normal karaciger, siroz ve HCC dokulari ile yapilan analizlerde,
HCC’li dokularda digerlerine gore, ABL, CAV, EPO, GATAS3, LKB1, NEP, NFL, NIS
ve p27KIP1 genler unmetile olurken ABO, AR, CSPG2, Cyclin A1, DBCCR1, GALR2,
IRF7, MGMT, MT1A, MYOD1, OCT®6, p57KIP2, p73, WT1 gibi genlerin hipermetile
oldugu gosterilmistir. Bu genlere ek olarak diger calismalarda, E-kaderin, COX2,
apoptoz iligkili speck-like protein (ASC), karaciger kanseri delete 1 geni (DLC)
hipermetilasyona ugramaktadir (Wong, Lee et al. 2003). DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B ile BMI1 ve EZH2 de HCC'lerde oldukga ylksek dizeyde eksprese
olmaktadir (Khan, Ali et al. 2016)

Sonug olarak, hepatokarsinogenez ile ilgili anahtar genlerin epigenetik olarak
sessizlestiriimesinin anti-onkolojik ajanlarin yeni bir sinifinin gelistiriimesi icin yeni bir

yon saglayacagi sOylenmektedir.

2.4.1 Polycomb Grup Proteinlerin Epigenetik Rolii ve Molekiiler Biyolojisi

Polycomb group (PcG) proteinleri, epigenetik gen susturulmasi ve bir ¢ok
gelisim yolaginin regllasyonunda kritik fonksiyona sahip makromolekuler
komplekstirler. Embriyonik kok hucrelerde kromatinin  bivalent epigenetik
modifikasyonu hicrelerin pluripotensileri ile baglantilidir. PcG proteinler, farklilasma
sirasinda aktive olmasi gereken genleri sessizlestirerek hazir bekletiimesinde

fonksiyon gostermektedirler (Balch, Nephew et al. 2007).

PcG yolaginin anormal regule edildigi kok hiicre benzeri gen ekspresyonu kalibi
geleneksel tedaviye karsi direncli 13 farkli kanser tipinde ortaktir (Glinsky 2008). Kék
hidcrenin kendi kendini yenilemesinden ve karakterinden sorumlu yolaklar ile
kanserde anormal regule edilen yolaklar aynidir (Glinsky 2008). Retinoblastoma
proteini ile Wnt, Notch ve Hedgehog sinyal yolaklari kok hicre ve gesitli tip kanser
hdcresinin kendi kendini yenileme mekanizmasinin énemli bir pargasidir. Kanserde,
bu regulatér yolaklari kontrol eden veya bu yolaklara dahil olan birgok genin PcG
birikiminden veya susturulmasindan etkilenmesi veya direk PcG hedefi oldugunun

gosterilmesi ile kanser olusumunda ve prognozunda epigenetik modifikasyonlarin
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onemi gosterilmistir (Esteller 2007). Polycomb grup ailesinin iki farkli Gyesi vardir;
Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) ve Polycomb Repressive Complex 2
(PRC2). PRC2 kompleksinin de altbirimleri; EZH2, EED, SUZ12, AEBP2 ve RBBP4
ile RBBP7’dir. Bu altbirimlerden EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), SET domaini
iceren bir histon lizin metiltransferazdir, makromolekiler kompleksin katalitik
altbirimdir. Guglu metiltransferaz aktivitesi EZH2 altbiriminin EED ve SUZ12 ile
biraraya gelmesini gerektirmektedir. EZH2, katalizledigi H3K27me3 modifikasyonu
araciligiyla gelisim surecinde homeobox genleri Uzerindeki temel regulator rolu

nedeni ile ilk aydinlatilan polycomb proteinidir.
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Sekil 2.5. EZH2 aracilikli epigenetik susturma mekanizmasi (Sauvageau and

Sauvageau 2010).

Epigenetik susturma mekanizmasi, PRC2 kompleksinin hedef genleri H3K27
metilasyonu ile susturulmasiyla baslar (Sauvageau and Sauvageau 2010). Eger K27
Onceden asetile ise bu bdlgenin metilasyonu igin ilk 6nce PRC2 ile etkilestigi bilinen
histon deasetilaz (HDAC) tarafindan deasetilasyon gerekmektedir. PRC2 ayni
zamanda, hedef genlerin DNA’sinda CpG’leri metilleyecek olan ve kromatinin surekli
sessiz duruma gelmesine sebep olan, DNA metiltransferazlari (DNMT) toparlar (Sekil
2.5).
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2.5 EZH2 Aracilikhi Epigenetik Diizenlemenin Hepatokarsinogenezdeki
islevi

Kok hucrenin kendi kendini yenilemesinden ve karakterinden sorumlu yolaklar
ile kanserde anormal regule edilen yolaklar benzerlik goésterir (Valk-Lingbeek,
Bruggeman et al. 2004). Retinoblastoma proteini ile Wnt, Notch ve Hedgehog sinyal
yolaklari kok hucre ve gesitli tip kanser hucresinin kendi kendini yenileme
mekanizmasinin 6nemli bir parcasidir. Kanserde, bu regulator yolaklari kontrol eden
veya bu yolaklara dahil olan birgok genin PcG birikiminden veya susturulmasindan
etkilenmesi veya direk PcG hedefi oldugunun gdsterilmesi ile kanser olusumunda ve
prognozunda epigenetik modifikasyonlarin 6nemi gosterilmistir (Esteller 2007).
Epitelyal hucrelerde eksprese edilen bir transmembran glikoprotein olan E-kaderin
kalsiyum bagimli hucre-hucre adezyonundan sorumludur. Hicre-hucre adhezyonunu
saglayan baglantilarin bozulmasi sonucu olusan kontakt inhibisyonun kaybi ve
kontrolsiiz hlicre proliferasyonu neoplastik surecin ilk basamagidir. Bunun yanisira
E-kaderinin normal fonksiyonunu sirdirememesi metastaz slreci igcin de 6nemlidir.
Fujii S ve arkadaslari, gastrik kanserlerde yapmis olduklari bir ¢alismada, EZH2
proteini ile E-kaderin proteininin ekspresyonlari arasinda ters bir iliski oldugu
gOsterilmistir.  EZH2'nin  siRNA ile sessizlegtirimesi ile E-kaderin gen
ekspresyonunun yeniden eksprese edilmeye basladigi bildirilmistir. Bu ¢alismada E-
kaderin yeniden eksprese edilmesinin EZH2'nin E-kadherin promotorundaki H3K27
trimetilasyonunu katalizlemesi ile gergeklestigi, genin promotor bolgesindeki DNA
metilasyon durumundaki bir degisikligin bulunmadigi gosterilmistir (Fujii and Ochiai
2008).

EZH2, karaciger kanserinin de aralarinda oldugu bir¢cok kanser turinde asiri
eksprese olmaktadir ve bu durum kanser hucrelerinin gogalmasi ve sagkalimi
acgisindan kritik oneme sahiptir. Bu kanser turlerinin gogunda EZH2 ekspresyonu
asirl hiicre ¢ogalmasi, agresif fenotip ve koétl prognozla iliskilendirilmistir. Ayrica
EZH2 ekspresyonunun regulasyonu da hucre ¢ogalmasi, tumorogenez ve kok hucre
dzelliklerinin ~ strdurilebilirligi  acisindan  énemlidir.  Ornegin, Myc, EZH2'nin
promotoruna baglanarak transkripsiyonunu direk aktive eder, prostat kanserinde
EZH2 ve Myc ekspresyonunun korele oldugu goésterilmistir (Yamaguchi and Hung
2014).
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PcG kompleksleri, epigenetik hicresel hafizanin anahtar regulatérleridir.
Embriyogenez, gelisim ve tumorogenez sureglerinde hucresel kimligin belirlenmesi
ve surdurtlmesi bakimindan &6nemlidirler (Chiba, Suzuki et al. 2012). EZH2
molekdllerinin, normal ve kanser baglatma kapasitesine sahip hucreler olarak
tanimlanan HpKKH’lerin, kendi kendini yenileme sureglerinin regulasyonunda gorev
aldigi gosterilmigtir. HCC’nin de aralarinda bulundugu bir¢gok kanser tirtiinde timor
baslatma kapasitesine sahip hucreler tanimlanmistir. Tumor baglatma kapasitesine
sahip HCC hucrelerine spesifik EpCAM, CD133, CD90 ve CD13 gibi hicre yluzey
molekulleri tanimlanmigtir. Fakat bu hucreleri yonlendiren molekuler mekanizmalar
henlz tanimlanmamistir (Chiba, Suzuki et al. 2012). Chiba T. ve arkadaslari, EZH2
ekspresyonunun yuksek oldugu HuH-1 ve HuH-7 hucre hatlar ile yaptiklari
calismalarinda, EZH2'nin HCC gelisiminde HpKKH’lerin sirdurtlebilirligi agisindan
roli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, EZH2 genini lentiviral bir sistemle
susturmus ve ayrica bir DZNep inhibitéri ile EZH2 proteininin metiltransferaz
aktivitesini engellemislerdir. Her iki sistemde de hucrelerin tumor olusturma
yetenekleri azalmigtir. Ayrica, EZH2 susturma deneyleri sonrasi hucrelerin igerdigi
EPCAM® ve CD133" popllasyon ylzdesi duserken, asiri ekspresyon deneyleri
sonucunda da bu popllasyonlarda artis goézlenmesi EZH2'nin HCC’'de timor
baslatma kapasitesine sahip alt-populasyonu direk olarak duzenledigini
gOstermektedir. DZNep kullanilarak farmakolojik inhibisyon ile olusturulan modelde
de ayni sekilde doz bagimli olarak hucrelerin tumor olugturma yeteneklerinde azalma
gozlenmistir. Her iki sistemde de H3K27me3 duzeyi azalmistir. Bu calismalar
dogrultusunda, EZH2’yi hedef alan bir tedavi seklinin, HCC’de ila¢ direncinin yuksek
oldugu ve hucrelerin kendi kendini yenileme potansiyellerinin yuksek oldugu
HpKKH’ler Uzerinden epigenetik bir duzenleme ile etkili olabilecegi goOsterilmistir
(Chiba, Suzuki et al. 2012)
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi
EZH2 aracilikli H3K27me3 modifikasyonunun, hepatokarsinogenez slrecinde
timor baslatma kapasitesine sahip olan kanser kok hucrelerin duzenlenmesindeki

rolinun belirlenmesi amaciyla planlanan deneysel bir ¢calismadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirma Ekim 2012 ile Agustos 2016 tarihleri arasinda DEU, SBE, Tibbi
Biyoloji ve Genetik AD ile DEU, iBG-izmir'de gerceklestiriimistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Arastirma, HuH-7 hicre hatti ile bu hicre hattindan FACS yoéntemi ile
ayrimlanan EpCAM+ HuH-7 hicre hatlarinda ve “NOD/SCID CB17-Prkdscid/NcrCL”

farelerde gercgeklestirilmistir.

3.4 Calisma Materyali

Arastirmada, EZH2 sessizlestiriimesi igin lentiviral shRNA-EZH2 ve shRNA-
scramble kontrol virus uretimi 293T hiucre hattinda Uretilmigtir. Elde edilen
lentivirUsler ile HUH-7 hicre hatti enfekte edilmistir ve kalici hale getirilmistir. Daha
sonra bu huicrelerden FACS yoéntemi ile EpCAM+ hlcreler ayrimlanarak shEZH2-
HuH-7 (EpCAM+) ve scr-HuH-7(EpCAM+) hicre hatlarn elde edilmistir. Ayrica
hayvan deneyleri icin, “NOD/SCID CB17-Prkdscid/NcrCL” fareler kullaniimigtir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri
EZH2'nin sessizlestirildigi HuH-7 hucre hatti; shEZH2-HuH-7 ve bu hucrelerden
ayrimlanan shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hcreleri kontrollerine goére arastirmamizin

degigkenleridir.
3.6 Veri Toplama Araglari

3.6.1 Hiicre Kiiltiirii idamesi

Calismamizda kullandigimiz HCC hiicre dizisi HuH-7, Prof. Dr. Mehmet Oztiirk
tarafindan hediye edilmistir. Deneyler baslamadan 6énce STR profillemesi ile kimlik
dogrulamasi yapilmis olan HuH-7, belirli araliklarla mikoplazma kontaminasyonu

testine tabi tutularak kullaniimigtir.
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Hucreler, normal kosullarda %10 FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco, 10500064),
2mM L-Glutamin (Gibco, 25030024), 100u/ml penisilin/0,1mg/ml streptomisin (Gibco,
15140122) ve % 1 esansiyel olmayan aminoasit karisimi (Gibco, 11140035) igceren
DMEM (Gibco, 31885049) icerisinde Uretilmistir. Hlcre kaltiru islemleri biyoguvenlik-
2 dizeyinde Classll A2 biyogivenlik kabini icerisinde yapilirken, hiicreler 37°C’de,
%5 CO2li inkUbatorde kultire edilmigtir. Hlcreler bayime hizlari ve baslangig
yogunluklarina gore degismekle birlikte 2 ila 3 gunluk araliklarla alt kultire edilmigtir.
Hucreler %80 civarinda yogunluga ulastidi zaman kultir kaplarindaki ortam
uzaklastirihp, 2 defa pH: 7.4 steril PBS (Gibco, 70011036) ile yikanmistir. PBS
uzaklagtirildiktan sonra hucre kultur kabinin yuzeyini kaplayacak miktarda Tripsin-
EDTA (Gibco, 25300054) soliisyonu eklenerek 2-3 dk 37°C’de, hiicrelerin
tutunduklari yuzeyden ayrilmasi beklenmistir. Tripsinize edilen hucrelerin Uzerine
FBS iceren ortam eklenerek enzimatik reaksiyon sonlandiniimistir. Hucre
yogunluguna bagli olarak uygun seyreltme yapilmig ve 10ul 6rnek Neubauer lami ile
ters bakigli faz kontrast mikroskobunda, 10 alan sayilmis ve hlicre sayisi ortalamasi

alinmistir. Bu deg@er dilusyon faktoru ile ¢carpilarak ml’'deki hiicre sayisi bulunmustur..

3.6.2 Huicrelerin Dondurulup Cozilmesi

Logaritmik blylUme evresine gelmis hucreler % 70-80 yogunluga ulasinca
dondurulmustur. Bunun igin tripsinize edilen hucreler, hucre kdltir ortamiyla
suspanse edildikten sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifijlenip ¢oktiralmustar. Hicre
pelleti taze olarak hazirlanmis soguk hicre dondurma ortaminda (% 20 FBS, % 10
DMSO, % 70 DMEM) suspanse edilerek 6zel tlpler icerisinde, dakikada 1°C’lik
soguma saglayan dondurma kutusuna (Mr. Frosty Freezing Container) konularak
gece boyunca -80 C’de dondurulmus ve uzun sireli stoklamalar icin sivi azot tankina
transfer edilmistir. Dondurulmus htcrelerin ¢ozulmesi icin htcreler sivi azottan
cikariip, hizla c¢ozulerek hucre kulturu ortami ile suspanse edilmistir. Hucre
suspansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifijlenip DMSO igeren Ust faz
uzaklastirildiktan sonra hucre pelleti taze kultur ortamiyla sispanse edilerek uygun

hdcre kultar kabina ekilmistir.
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3.6.3 EZH2 Gen Susturulmasi

3.6.3.1 HEK293T Hiicrelerde Viral Partikiillerin Uretilmesi

293T hiicreleri 3.5x10° hiicre/10 cm hiicre kiiltiir(i kabi olacak sekilde ekildikten
sonra, 8ml bliyume ortami (DMEM-high glucose, %10FBS, penisilin/streptomicin, L-
glutamin, sodium bikarbonat ve non-esansiyel aminoasitler eklenmis ) igerisinde 1
gecelik normal kosullarda inklibe edilmistir. Ertesi gun viral plazmidler transfeksiyon
icin hazirlanmis ve 293T hucre hattinda paketlenmesi igin paketleme plazmidleri Kkiti
(Thermo, Scientific) kullanilmistir. Kisaca, 15ug viral plasmid, paketleme Kkitinin
icerisinde gelen ve c¢esitli paketleme plazmidleri karisimindan 10pl ile steril bir tupte
karistirilmis ve steril su eklenerek toplam hacim 450ul yapilmistir. Bu karigima kitin
icerisinde gelen 50ul CaCl, soluisyonu eklenmis ve iyice karistiriimistir. Toplam 500
Ml olan bu karisim daha sonra kitin igerisinde gelen 500ul 2XHBSS sollisyonuna
damlatilarak ve surekli karistirilarak eklenmistir. 10 dakika beklenildikten sonra bu
karigimlar bir gun 6nceden 10cm hucre kultiru kaplarina ekilen 293T hucrelerinin
uzerine damlatilarak eklenmis ve hucreler gece bekletimek Uzere inkubatore
yerlestirilmistir (37°C, %5CO,). Ertesi sabah hiicrelerin izerindeki ortamlar cekilerek
taze buyume ortamiyla degistirilmigtir. 48 saat sonra hucrelerin Uzerindeki ortamlar
toplanmis ve 0,45 mikron filtreler kullanilarak filtrelenmistir. istenilen plazmidleri viral
partikuller halinde iceren bu ortamlar daha sonra kullaniimak Uzere kuguk miktarlarda

-20°C de dondurulmus veya hemen kullaniimak lzere ise 4°C ye konulmustur.

3.6.3.2 Transduksiyon

Calismamizda kullandigimiz vektdrler Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan
hediye edilmistir. Deneylerimizde, EZH2'nin shRNA ile sessizlestiriimesinin
optimizasyonu icin hucreler; EZH2 genine spesifik, 8 farkh pGIPZ kokenli
“KMT6/EZH2 shRNA” vektorleri ve “scramble” (scr) kontroll ile farkh konsantrasyon
ve surelerde transfekte edildi. 10cm’lik hicre kuiltart kaplarinda, bu plazmidler
kullanilarak transfekte edilen 293T hicrelerinden elde edilen ortamin 8 mililitresi ile 2
ml taze blyume ortami ve polikatyon olarak 8ug/ml polybrene eklenmistir. Toplam
10ml olan bu ortam, bir gin 6nceden FACS yontemi ile ayrimlanmis 600.000
hicre/10cm plate olarak ekilmis EpCAM+ HuH-7 hiicreleri Gzerine eklenmistir ve bu

hiicreler gece bekletiimek Uizere inkiibatére yerlestiriimistir (37°C, %5 CO,). Bir giin
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sonra, hucrelerin Uzerindeki ortam taze buyume ortami (DMEM-low glucose,
%10FBS, penisilin/streptomisin, L-glutamin, ve non-esansiyel aminoasitler eklenmis)
ile degistiriimis ve hlcreler 48 saat daha plazmidleri ifade etmeleri icin inkibatorde

bekletilmigtir.

pGIPZ vektorleri, iclerinde EZH2'yi hedef alan farkli shRNA sekanslarini
barindirmaktadir. Ayrica bu vektorler GFP genini ve puromicin direng genini
tasimaktadirlar. Boylece transfekte edilen 293T hcreleri transfeksiyondan sonraki
24-48 saat icinde GFP ekspresyonuna bakilarak transfeksiyon verimliligi
saptanabilmekte ve gerektiginde antibiyotik seleksiyonu ile kalici klonlar elde
edilebilmektedir. Kalici klonlarin elde edilmesi igin transfeksiyon sonrasinda hucreler
4ug/ml puromycin iceren ortamda ortamlari 3 glinde bir degistirilerek ve yogunluklari
%80 oldugunda pasajlanarak en az 15 gun c¢ogaltiimiglardir. Yasayan ve c¢ogalan
antibiyotik direncli yani pGIPZ plazmidini iceren hicreler tripsinize edilerek poliklonlar

elde edilmis ve dondurulmustur.
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Sekil 3.6.1. pGIPZ lentiviral shRNA vektor bilesenleri ve ayrintili plasmid haritasi.
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3.6.4 Hiuicre Proliferasyonu

3.6.4.1 Sulforhodamine (SRB) Testi

SRB testi hiicresel proteinleri 6lcme temeline dayali kolorometrik bir testtir.
Analizlerimizde 96 kuyucuklu hiicre kiiltir kabina, 10° hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilen hicrelerden 24, 48 ve 72.saat sonunda olgum alinmigtir. Bunun igin belirtilen
saatlerde, hicre kultir ortaminin 1/4’G kadar (25 ul) TCA solisyonu eklenerek 1 saat
+4°C’ de fikse edilen hiicreler, daha sonra 4 kez distile su ile yikanmis ve oda
sicakhginda 1 giin boyunca kurumaya birakilmistir. Ertesi guin fikse edilmis hicrelere
50 pl %4 sulforhodamine B sollsyonu eklenerek oda sicakhdinda 30 dakika boyunca
inkubasyona birakilmigtir. Stre sonunda %1 asetik asit solisyonu ile yikanan
hiicreler, 1 saat 50°C’ de kurutulmustur. Daha sonra hiicreler 100 pl sulforhodamine
B ¢ozdurme solusyonu eklenerek 5 dakika oda sicakhiginda calkalayici Uzerinde

inkiibe edilmis ve 560nm’de florometrik dlgimleri alinmistir.

3.6.4.2 XCelligence ile Gergek Zamanli Hiicre Proliferasyonu

Hucre proliferasyonu calismalari icin Roche Xcelligence cihazi kullaniimistir.
Hucrelerin yapistigi ve idame ettirildigi yuzey altin elektrod ile kapli olan bu sistemde,
hicrelerin yapisarak sekillerini almasi “Cell index” adi verilen empedansta artis (bir

elektrik akimina karsi olusturulan direng) ile dlgilmektedir (Sekil 3.6.2).
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Sekil 3.6.2. XCelligence cihazinin ¢galisma prensibi

Proliferasyon galismalari icin E-PLATE’ler assembly tool Gzerine yerlestiriimistir.
Her biri kuyu icerisine 30ul ortam eklenerek, plakalar “equilibrium” igin inkubatore
yerlestirildikten sonra cihaz Uzerinde cihaz-plaka kontagi, plakalar tzerinde toz olup
olmamasi gibi kontroller i¢in cihazin kontrol sistemi 1 dakika boyunca caligtiriimistir.

Her bir kuyucuga daha dnce optimize edilen 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre
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suspansiyonu hazirlanarak her biri kuyucuga 100ul ortam igerisinde eklenmigtir. Her
15 dakikada bir “Cell index” deg@eri olcllecek sekilde 96 saatlik deney programi

hazirlanmistir.

3.6.5 Hiicre Dongusu Analizi

Hicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 60 x 10° hiicre/ kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir. 24 saat 37°C’da %5 CO, kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda tripsin ile hicreler kaldirihp 800 rpm’de 10 dakika santriflij edilmis ve
supernatant uzaklastirildiktan sonra hicreler 5 mL PBS ile yikanip tekrar
santrifijlenmistir. Elde edilen hiice pelleti 1 ml PBS ile ¢oziilip 4ml -20°C’daki etanol
(%99.8) ile hafifce vortekslenerek fikse edilmis ardindan fiksasyon iglemine 24 saat

boyunca -20°C’de inkiibe edilerek devam edilmistir.

Fikse edilmis hucreler 1200 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edilip ardindan
pellet 5 mL PBS ile yikanarak santrifijlenmistir. Pellet “propidyum iodir (Pl)”
boyamasi igin % 0.1 Triton X-100 iceren 200 pyL PBS iginde ¢dzulip 20 uL RNaseA
(200 pg/mL) eklenerek 37 °C'da %5 CO, altinda 30 dakika inklbe edilmistir.
inkiibasyon sonrasinda 20 pL propidyum iyodir (1 mg/mL) eklenerek oda
sicakhginda 15 dakika inklbe edilmigtir. Hlcre déngusi dagilimi Flow Sitometre
kullanilarak belirlenmis ve elde edilen veriler ModFit LT yazilimi ile analiz edilmis,

GraphPad uygulamasi ile grafiklendirilmistir.

3.6.6 Hiicre Motilitesi ve invazyonu
Hucre hareketliliginin incelenmesini amaglayan motilite galismalarimizda 8

mikron por ¢apina sahip kontrol eklentiler (insortler) (BD) kullaniimigtir.

Sekil 3.6.3. Kontrol eklentilerinin calisma semasi.
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invazyon ve motilite deneyleri igin “BD Biocoat control inserts 8.0 mikron”
hiicre kiiltiir kaplarinda deneyin kurulmasi; invazyon kuyularinin olusturulmasi
icin stok konsantrasyonu 9.9mg/ml olan matrigel 1 gece 6nceden -20°C’den +4°C’ye
buz icinde cikariimistir. Deney glni matrigel son konsantrasyon 0.25mg/ml olacak
sekilde DMEM-0 icinde hazirlandiktan sonra her kuyucuga 150ul olacak sekilde
eklenerek 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda kuyular
300pl 0.1% BSA'li DMEM-0 eklenerek bloklanmis ve.kuyularin igindeki ortam
uzaklastirilarak shEZH2-HuH-7 ve scr-Huh7 hiicreleri, 2x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 2% FBS’li ortamda kuyulara ekilmistir. Matrigel ile kaplanmamis kuyulara

motilite deneyleri i¢in hucreler ayni sekilde ekilmistir.

xCELLigence-Roche Applied Science cihazinda deneylerin kurulmasi;
invazyon deneyi igin yukarda anlatildi§i gibi son konsantrasyon 0.25mg/ml olacak
sekilde DMEM-0 icinde hazirlanan matrigel (30ul) ile Ust kuyular kaplanip, inkibe
edilip ve bloklanmistir. 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde sEZH2-Huh7 ve scr-Huh7
hicreleri 2% FBS’li ortam igcinde CIM-plate’lere ekilmigstir. 24 saat sonunda cihazdan

cell indeksler “Microsoft Excel ‘e” aktarilarak 4 kuyunun cell indeks ortalamalari

alinmis ve SE hesaplanarak bar grafiklerine eklendi.

Motilite/invazyon kuyularinin altina 10% FBS’li ortam eklenmigtir. 24 saat
inklbasyondan sonra “Diff-Quick (Siemens) kiti ile kuyular boyanmistir. Kuyularin i¢
kismindaki htcreler pamuk cubukla temizlendikten sonra dis kisma (2% FBS’li
ortamdan 10% FBS’li ortama) g6¢ eden hicreler inverted mikroskopta sayilmigtir.
Calismaya baglamadan 6nce eklentiler oda sicakligina getirilmistir. Her bir alt kuyu
icine 750ul %10 FBS iceren DMEM eklenmigtir. Eklentiler, baloncuk kalmamasina
0zen gosterilerek 45°%lik agi ile egilerek kuyularin Gzerine yerlestiriimistir. Hicreler
sayildiktan sonra 20x10° hiicre/eklenti seklinde ekim yapilmistir. Her bir eklenti icine
hicreler 500ul %2 FBS’li ortam igerisindeki ekilmistir. 24 saat sonunda “Diff-Quick
(Siemens) kiti ile kuyucuklar boyanmistir. Sirasi ile fiksatif, Eosin (Kirmizi) ve
Hematoksilen (Mavi) ile 1’er dakika boyama yapilir. Her kuyucugun i¢ kismindaki
hicreler pamuk gubukla temizlendikten sonra dis kisma go¢ etmis hucreler inverted
mikroskop altinda sayilmistir. Her bir kosul dortli olarak galisilip deneyler U¢ kez

tekrarlanmigtir.
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Hucre hareketliligi ve invazyon yeteneginin degerlendiriimesi i¢in invazyon
calismalari yapilmistir. Bu deneylerde 8 mikron porlara sahip BD kontrol eklentiler
Matrigel (BD 354234) ile kaplanmigtir. Deneyden bir glin dnce 100, 200 ve 1000ul’lik
pipet uclari -20°C’ye yerlestirilmistir. Kontrol eklentilerin kaplanmasinda kullanilan

matrigel bir giin dnce -20°C’den buz igerisinde bekletilmistir.

Matrijel'in son konsantrasyonu 0.25mg/ml olacak sekilde 150yl DMEM-0
icerisinde  seyreltilmistir. Kuyular 2 saat, 37°C’lik inkibatorde bekletilmistir.
inkiibasyon bittikten sonra donmamis olarak kalan matrijel her bir kuyudan
uzaklastirilmigtir. 0.1% BSA igceren DMEM-0 hazirlanarak, her bir kuyucuga 300l
eklenerek bloklama iglemi gercgeklestiriimistir. Bloklama solusyonu hemen

uzaklastirihp, hucrelerin ekimi yukarida belirtilen sekilde yapiimigtir.

3.6.7 In vivo “Xenograft” Tumor Modeli

Hicreler, 50x10° veya 25x10° hiicre/enjeksiyon olacak sekilde hazirlandiktan
sonra 1:1 oraninda, 200ul DMEM: 200ul matrigel karigimi icerisinde suspanse
edilmistir. Hlcreleri iceren 400ul karisim 6-8 haftalik erkek NOD/SCID (NOD/ SCID
CB17-Prkdscid/NCrCrl) farelere derialti enjekte edilmistir. Karsilastirilacak hcre

gruplarinin enjeksiyon islemi ayni farenin sol ve sag sirt bolgelerine uygulanmistir.

Enjeksiyondan 1 hafta sonra timoér olusumlarinin takibi baglamistir. TUmor
olusumunun goézlenmesi ve boyutlarinin élgimu haftada 3 kez gergeklestirilmistir.
Uzman veteriner hekim gozetiminde tumor gelisimi takip edilerek, hekimin karari
sonrasi farelere nekropsi uygulanmistir. Nekropsi sonrasi c¢ikarilan tumorler ileri
asamalarda histolojik incelemelerin yapilabilmesi icin formaline alinarak fikse

edilmigtir.
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3.6.8 Akis Sitometri Yontemi ile Hiicre Ayrimlanmasi FACS (Fluorescence-
activated cell sorting)

Hiicrelerin FACS igin hazirlanmasi; Hlcreler tripsinle kaldirildiktan sonra 10%
FBS’li ortam eklenmis ve 1500rpm 5 min santrifljlenerek hicre pelleti elde edilmigtir.
Pellet 10ml FACS buffer (1X PBS, 1TmM EDTA, 25mM HEPES, 1% FBS. 0.2um
filtreden gegirilip, +4°C’de saklanmistir.) ile yikandiktan sonra énce 100um sonra
40um mesh’ten gecirilmis ve sayilmistir. 15x10° hiicre olacak sekilde aliquatlanan
hicreler 1500rpm 5 min santrifijlendikten sonra, 105ul FACS buffer ile ¢ozuldikten
sonra + 30ul FcR (Miltenyi, 130-059-901) + 15ul EPCAM (Miltenyi, 130-080-301)
eklendi (1:11 antikor orani), 10min +4°C’de inklibasyon FACS buffer ile yikandi,
santrifijlendi, Pellet 2ml FACS buffer ile ¢ozildi. Olu hicrelerin kantifikasyondan
eliminasyonu icin DAPI boyamasi yapildi, 0,5uM/1ml olacak sekilde 80ug/pl stok
DAPI'den 2,2ul/ml eklendi.

3.6.9 Akis Sitometri Analizi

Her deney plani 6ncesinde ve deney suresi sonunda EpCAM+/CD133+ ve
EpCAM-/CD133- hucrelerin CD133 ve EpCAM oranlarinin belirlenmesi amaciyla akis
sitometre ydntemi ile hiicreler analiz edilmistir. 0,3x10° hiicre higbir antikorla
etkilestirimeyen, sadece EpCAM-FITC ve sadece CD133-APC antikorlariyla
etkilestirilen kontrol drnekleri ile CD133 ve EpCAM oranlari belirlenecek olan érnekler
hazirlanmistir.

Boyama yapilmayan kontrol érnedi: Higbir antikor ile muamele edilmeden 500pl
FACS buffer ile ¢ozulmustar.

Tekli boyama &6rneklerinin hazirlanmasi: 40ul FACS buffer ile ¢ézllen hicre
pelletine, 10pl FcR (Miltenyi, 130-059-901) + 5ul EPCAM (Miltenyi, 130-080-301)
veya 5ul CD133 (Miltenyi, 130-090-826) eklendikten sonra (1:11 antikor orani),
10min +4°C’de inkibe edilmis ve FACS buffer ile yikanmistir. Hlcre slispansiyonu
1500rpm de 5 dakika santrifijlendikten sonra pellet 500ul FACS buffer ile ¢ozulup
analizlenmistir.

ikili boyama o6rneklerinin hazirlanmasi: 35ul FACS buffer ile ¢ozilen hiicre
pelletine, 10ul FcR (Miltenyi, 130-0569-901) + 5ul EPCAM (Miltenyi, 130-080-301) +
5ul CD133 (Miltenyi, 130-090-826) eklendikten sonra (1:11 antikor orani), 10dk
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+4°C’de inklibe edilmis ve FACS buffer ile yikanmistir. Hiicre stispansiyonu 1500rpm
de 5 dakika santrifijlendikten sonra pellet 500ul FACS buffer ile ¢oézulip akis

tuplerine alinmis ve analizlenmistir.
3.6.10 Gergek Zamanh Gen Ekspresyon Analizi

3.6.10.1 Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
Total RNA izolasyonu icin PureLink RNA Mini Kiti (ambion 12183018A)

kullaniimistir. Bunun igin, hicreler tripsinize edildikten sonra PBS ile yikanmis ve
kitte dnerildigi sekilde lizis buffer eklenerek homojenize edilmigtir. Sonrasinda %70
etanol eklenerek seffaf olana kadar vortekslenerek karistirilan érnekler kit icerisindeki
kolonlara yuklenmigtir. RNA'lar kolonlara baglanip yikamalar yapildiktan sonra
RNase-icermeyen su kullanilarak kolondan. RNA orneklerinin konsantrasyon ve
saflik tayinleri, Picodrop (Picodrop, PicopetO1) cihazi ile spektrofotometrik olarak
saptanmigtir. Bunun igin belirli oranlarda seyreltilen orneklerin 260 ve 280nm dalga
boylarindaki absorbanslari (A) tespit edilimis ve RNA konsantrasyonlarinin
belirlenmesi icin A% X diliisyon faktérii X 40= 1ml'deki RNA miktari (g) formiili,
safliklarini belirlemek igin de, A?%/A%® orani kullaniimistir. Orneklerdeki RNA
safliklarinin 1.6-1.8 arasinda olmasina dikkat edilmigstir. Total RNA izole edilip miktari
ve safligi belirlendikten sonra, 2 ug total RNA’dan, cDNA sentezi yapilmistir. Bu
islemde ticari olarak elde edilen cDNA sentez kiti (Thermo, K1622) kullaniimistir. Bu
amagla total RNA, “random primer”, “Oligo(dT) primer’ ve “DEPC” ile muamele
edilmis distile su igerisinde hazirlandiktan sonra 70 °C’de 5 dakika inkliibe edildikten
sonra karisima 5X reaksiyon tamponu, ribonukleaz inhibitort, dNTP ve “M-MulV
Reverse Transcriptase” eklenerek, 25°C’de 10 ve 42°C’de 60 dakika inkibe edilmis

ve hazirlanan cDNA reaksiyonu, 70°C’de 10 dakika inkiibasyon ile sonlandiriimistir.

3.6.10.2 Gergcek zamanh kantitatif PCR

Tam PCR reaksiyonlari AB Step-One-Plus (Applied Biosystems system kat no:
4376592) cihazi ve amplifikasyonlar SYBR Green PCR Master Mix (Power SYBR
Green Applied Biosystems cat no: 4367695) kullanilarak yapiimistir. Primerler her bir
gen icin 6zgun olarak tasarlanmistir (Tablo2.1.) Deney seti gen ekspresyonlari
analizlenmeden &nce, primer ciftleri ile, cDNA miktari, primer miktari, annealing

isilar gibi parametreler optimize edilmistir. Amplifikasyonlar optimizasyon sonrasi
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elde edilen en uygun kosullarda yapilmis ve her ornek igin dort tekrarli setlerle

calisiimigtir.

Her amplifikasyon igin, 25ul master mix (kit icerisinde hazir olan), 1,25ul
primer, 5ul cDNA ve 17,5u1 dH2O’dan olusan 50ul'lik solisyon hazirlanip
vortekslenerek karistiriimigtir. Cihaza ait floresan isik gegirgen 96 well plate'in her
kuyusuna 10ul olacak sekilde hazirlanan bu solusyon dagitildiktan sonra spin edilmig
ve reaksiyon baslatiimistir. Amplifikasyon reaksiyonu, 10 dakika 95°C denatirasyonu
takiben 40 dongu olacak sekilde (95°C’'de 15 sn, 55°C’de 40 sn, 72°C 40 sn)
gerceklestiriimistir. Deneylerde herbir reaksiyon icerisine eklenen ROX boyasi
hacimsel farkliliklari normalize etmek imkani saglamistir. Amplifikasyon bittikten
sonra her primer igin Ct degerleri tespit edilmistir. Gen ekspresyonlari Rolatif/Bagil
Kantifikasyon 2-AACt metodu ile hesaplanip endojen kontrole gdére normalize

edilmistir. Bu deneylerde GAPDH endojen kontrol olarak kullaniimigtir.
3.6.11 Western Blotlama

3.6.11.1 Total ve Niikleer Protein izolasyonu

100mm’lik hicre kaltir kaplarinda %80 yogunluga ulasana kadar Uretilen
hicreler, ortamlari uzaklastirildiktan sonra, soguk PBS ile 2-3 kez yikanip, 1 ml PBS
icerisine hucre kaziyici ile kazinmis ve 1,5 ml'lik tipler icerisine toplanmistir. Hlcreler
1500rpm’de 5 dakika santrifljlenmistir (Eppendorf Centrifuge, 5415R). Siupernatant
uzaklastirildiktan sonra hucre pelleti iceren tuplere pellet hacminin U¢ kati kadar lizis
tamponu (50 mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, %1 NP-40, 1
ug/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 pyg/ml pepstatin, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM
NaszVO,) eklenip, érnekler buz tUzerinde 3-4 dakikada bir vortekslenerek 20-30 dakika
boyunca lize edilmistir. Bu surenin sonunda tupler hucre atiklarinin uzaklastiriimasi
icin +40°C’de 15.000 g'de 30 dakika santrifuj edilmigstir. Proteinleri iceren stipernatant
yeni bir tupe alinmig ve protein miktarinin belirlenmesi agamasina gegilmistir. Ayni
miktarda hucreden nukleer protein izolasyonu igcin  Proteojet KO0311
nukleer/sitoplazmik protein izolasyonu kiti kullanilarak, kit yénergesi dogrultusunda

onerilen yontem takip edilmigtir.
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3.6.11.2 Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmesi igin “BCA protein assay kit” (Pierce, 23225)
kullaniimistir. Standart egrinin 0, 2, 4, 8, 16, 20ug/ul sigir serum albumini (BSA,
2uglul, Pierce, 23209) kullanilarak cgizilmistir. Miktari bilinen BSA 6rnekleri ve protein
miktari hesaplanacak ornekler kit bilesenleri ile hazirlanmis 90l 'lik BCA solusyonu
ile 60°C’de 30 dakika inktibe edilerek BCA reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyon
sonunda olusan bikronik asit-bakir komplekslerinin optik dansiteleri (OD), Varioscan
562nm’de BSA

konsantrasyonlarina bagli olarak elde edilen absorbans dederleri ile standart grafigi

cihazi kullanilarak  spektrofotometrik  olarak OlcUlmustar.

cizilmis ve bu reaksiyon icin hesaplanan egri konsantrasyonu bilinmeyen

orneklerdeki protein miktarini hesaplamak icin kullaniimigtir.

3.6.11.3 Proteinlerin SDS-PAGE polikrilamid jelde yurutiilmesi

Asagida icerikleri belirtildigi sekilde, ayristirici (resolving) %10’luk ve istifleyici
(Stacking) %¥%’lik poliakrilamid jeller hazirlanmistir (Tablo 2.2). Her bir érnek igin
50ug total protein ve bu protein denaturasyonunu saglamak icin %20 oraninda B-
merkaptoetanol iceren 4X ylkleme tamponu ile esit hacimde karistirilarak 95°C’de
Elektroforez tankina (BioRad)
yerlestirildikten sonra uygun miktarda Tris-Glisin elektroforez tamponu (“running
buffer’, 256 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.1 SDS) eklenerek, hazirlanan protein

ornekleri jelin kuyularina yuklenmisgtir.

10 dakika denature edilmigtir. jeller uygun olarak

Tablo 3.6.1. SDS-PAGE ayrimlama ve istifleme jel bilesenleri

Kullanilacak kimyasal

%15’lik ayirici jel (10ml)

%5’lik istifleme jel (10ml)

dH20

2.3 ml

6.8 ml

%30 akrilamid mix

5ml

1.7 ml

Tris-HCl

2.5ml (1.5M pH 8.8)

1.25ml (1M pH 6.8)

%10 SDS 0.1ml 0.1 ml
%10 Amonyum persiilfat | 0.1 ml 0.1 ml
TEMED 0.004 ml 0.01 ml

Proteinlerin  molekul agirigina goére ayrimlandiklari jelde ilerlemelerini
izleyebilmek icin molekul agirliklari belli olan proteinlerle hazirlanmig ticari
belirteclerden (protein marker) (MBI Fermentas, SM0441 ve SMO0671)
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yararlanilmistir. Jeller bu belirtecler sayesinde analiz edilecek protein buyuklugune

denk gelen seviyeye kadar yurutulmustar.

3.6.11.4 Proteinlerin PVDF Membrana Transferi ve membranin bloklanmasi

Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam aparatlardan cikartilarak taze
hazirlanan Tris- Glisin transfer tamponu (25 mM Tris, 250 mM Gilisin, %0.02 SDS,
%20 metanol) icerisine alinmigtir. 40 saniye metanol igcerisinde bekletilen PVDF
membran (Millipore, IPVH15150) transfer tamponu igerisine alinmis. Islak transfer
cihazina (BioRad) Whatmann, jel, PVDF membran ve Whatmann sandvigleri
olusturulmus katmanlar arasindaki hava kabarciklari ¢ikartiimistir. Transfer sirasinda
jelin cm2’si basina 3.5 - 5.5 mA olacak sekilde akim gecirilerek 400mA'de, 90 dakika
transfer gerceklestiriimistir. Transfer islemi tamamlandiktan sonra membranlar 1 saat
oda sicakliginda bloklanmigtir. Bloklama solusyonu olarak %0,1- 0,5 lik TBS-T (Tris-
Buffered Saline-Tween-20) iginde hazirlanmig 6-8% yagsiz sut tozu (NFMP) veya
10% BSA kullaniimistir. Bloklama isleminin ardindan, membran Tablo 2.3’deki gibi
optimize dilisyonlarda O/N +4°C’de primer antikor ile muamele edilmistir.
Baglanmayan antikorlarin uzaklastiriimasi igin 0,5% lik TBS-T ile membranlar
yikandiktan sonra primer antikorlarin Uretildikleri konagin IgG lerine karsi uretilen
sekonder antikorlar ile optimize dilusyonlarda 1 saat oda sicakhginda inklbe
edilmistir. Sekonder antikor olarak Pierce firmasinin anti-fare (1858415) veya anti-
tavsan (1858414) antikorlar kullanildi.

Tablo 3.6.2. Kullanilan bloklama solusyonlari ve antikorlar

Bloklama sollisyonu Primer Antikor Diliisyon
0.5% TBS-T iginde 6% st tozu Kalnexin (sc11397) 1:5000
0.5% TBS-T iginde 5% st tozu H3K27me3 (Millipore 07-449) 1:1000
0.5% TBS-T iginde 5% st tozu H3K27ac (Millipore 07-360) 1:500
0.5% TBS-T iginde 5% st tozu EZH2 (ab3748) 1:500
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3.6.11.5 Proteinlerin membran lizerinde saptanmasi

Membranlar primer ve sekonder antikorlarla muamele edilip yikama iglemi
tamamlaninca proteinlerin membran Uzerinde gorunur hale getiriimesi islemlerine
gecilmistir. Sekonder antikorlara bagl olan peroksidaz enzimlerinin substratini
parcalamasi esasina dayanan ve olusan kimyasal isimanin saptanmasi temeline
dayanan kemiluminesans (Pierce-RPN2108) goérintileme solisyonlar kullaniimigtir.
Uretici firmanin 6nerdigi seklide hazirlanan karisim membran Ustiine, membrani
kaplayacak miktarda yayilarak 3-5 dakika bekletildi. Gorluntileme islemleri Vilber

Lourmat Chemismart 5100 cihazi kullanilarak yapilmistir.
3.6.12 Immiinboyama

3.6.12.1 Immiinhistokimya

Xenograft farelerin nekroskopisi sonrasi ¢ikarilan timor dokulari histokimyasal
incelemeler i¢in %10’luk formolde 24—-48 saat bekletilerek fikse edilmistir. Daha sonra
fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece musluk suyu altinda yikandip
dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde 20’ser
dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutulmustur. Seffaflastirma
amaciyla 30’ar dakika iki farkl ksilene tabi tutulduktan sonra 2 kez 1’er saatlik
yumusak parafin ile immersiyonu saglanip ardindan dokular sert parafin bloklar
icerisine gdmulmastur. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile 5u kalinliginda
kesitler alinmigtir (Tablo 3.6.3).
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Tablo 3.6.3. Rutin doku takibi protokolu

islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma Musluk suyu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96’l1k alkol serileri 20’ser dakika
Aseton-1
Aseton-2
Post Fiksasyon
Aseton-3 20’ser dakika
Aseton-4
Xylol-1
Seffaflandirma 30’ar dakika
Xylol-2
Yumusak parafin-1
1’er saat

Yumusak parafin-2

Bloklama

Sert parafin

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etivde inklbe
edilmistir. Ardindan ilki 20 dakika (etivde) diger ikisi 10’ar dakikalik g farkl ksilen ile

etkilegtirilmistir. Daha sonra dehidratasyon islemi igin 5 degisim azalan alkol

serilerinden gegirilip, kesitler distile su ile galkalandiktan sonra 5 dakika hematoksilen

(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyanmistir.

Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi icin 5 dakika

akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter

Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandmigstir. Boyamadan sonra sirasiyla %70,

%80, %96 ve 2 seri mutlak alkolden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser

dakika u¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Germany) ile kapatiimistir (Tablo 3.6.4).
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Tablo 3.6.4. Hematoksilen-Eozin boya protokolu

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etlivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda i1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda i1sisinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’hk alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Yikama %70-80-96-100-100’luk alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan

Parafin dokulardan alinan 5um lik kesitler 24 saat 60°C etlivde bekletildikten
sonra 30’ar dakika, 3 degisim ksilen ile deparafinizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Ardindan %100’den (absoli) %70’e azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon
saglanarak distile suda 2 dakika bekletilmistir. Pap-pen (Sigma Aldrich, Z377821) ile
sinirlandirilan kesitler sitrat tampon (pH:6.0) ile 5 dakika mikrodalgada kaynatildiktan
sonra 3 kez PBS (Phosphate Buffer Solution) tamponu ile yikanip, dokularin endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 10 dakika %3’luk H>O, uygulanmistir. 3 defa
5’er dakika PBS ile yikanan kesitler 30 dakika bloklama solisyonu (Reagent A serum
“blocking solution”, 10% kegi non-immun serum, invitrogen Histostain plus kit) ile
muamele edilmigtir. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer
antikor olan EZH2 (ab3748) ve H3K27me3 (millipore 07-449) ile bir gece +4C’de
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inkiibe edilmigstir. Ertesi giin PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-tavsan biotin-ikincil
antikoru (Reagent B, biotinylated second antibody, invitrogen) ile 20 dakika inkiibe
edildikten sonra ¢ defa 5'er dakika PBS ile yikanmistir. Kesitler, streptavidin
peroksidaz (Reagent C., streptavidin-peroxidase (HRP) ile 20 dakika inkube
edildikten sonra olugsturulan immunohistokimyasal reaksiyonun gorunurlGguna
saptamak amaciyla Diaminobenzidin (DAB-Roche, Germany) kullanilarak goérunur
hale getirilmistir. Mayer's hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile
artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 2 dk yikanan kesitler artan alkol ve
ksilol serilerinden gegirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Germany) ile kapatiimistir.

3.6.13 Histon Ekstraksiyonu

Hucreler yaklasik %80 yogunluga ulastiginda buzda sogutulmus PBS ile
yikandiktan sonra kazinarak 3000rpm’de 10dk 4°C’de santrifiijlenmistir. Hicre pelleti
2 kez 5mM sodium bdtirat iceren soguk PBS ile yikandiktan sonra pellet 0,5% Triton
X-100, 2mM PMSF, 0.02% NaNs3; iceren TEB (Triton Ekstraksiyon Tamponu) iginde,
1x10” hiicre /ml olacak sekilde ¢dziinmiis ve 10dk buz izerinde yavasca karistirilarak
lize edilmistir. Lizat 2000 rpm’de, 10dk, +4°C’ de santriflij edildikten sonra
supernatant atilmis ve pellet bir oncekinin yarisi kadar miktarda TBE ile tekrar
cozlinerek ve santrifij edilmistir. Son olarak pellet, 4 x 107 hiicre/ml olacak sekilde
0,2N HCl ile resuspande edilmis ve bu asit ekstraksiyonu +4°C’de, karistirmali olarak
gecelik inkubasyona birakilmigtir. Asit ekstraksiyonu tamamlanan histonlar 2000
rom’de 10 dk, +4°C’de santrifij edilerek supernatant yeni bir ependorfa alinmistir.
100% TCA’dan finalde 33% olacak sekilde sUpernatanta eklenmigtir. Buz Gzerinde 30
dk inkibe edilmig ve bu inkubasyon sirasinda tupler dikkatlice ters-duz edilerek
karistiriimistir. 16000g’de 10dk +4°C’de santifiijlendikten sonra pellet soguk aseton
ile yikanmis, 16000g’de 5dk +4°C’de santifijjlenmistir. Aseton ile yikama adimi
tekrarlanmigtir ve sonunda elde edilen pellet 20 dk kurumaya birakildiktan sonra

100pl distile su ile ¢ozulmustar.
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3.6.14 Kromatin immunopresipitasyon Yoéntemi (ChIP)

EZ-Magna ChIP A/G (Catalog No. 17-10086) kit manueline gore yaklasik 1x10’
hicre ile uygulamaya baslanmistir. Deneyler scr-HuH7(EpCAM+) ve shEZH2-
HuH7(EpCAM+) hlcre hatlarinda yapilmistir. Her hicre tipi icin fiksasyon slresi ve
hicre sayisina gore lizis buffer miktari ile 0Ozellikle sonikasyon basamaginda

optimizasyon gerekmektedir.

W ligilenilen histon modifikasyonu; H3K27me3
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Sekil 3.6.4. H3K27me3-ChlP-seq yontemi.

3.16.14.1 In vivo cross-linking, lizis ve sonikasyon agsamasi

EZ-Magna ChIP A/G kit manueline gére 145mm plate icinde blyutilen yaklasik
80% yogunluktaki hucrelerin ortamina, biyolojik grade 37% formaldehitten son
konsantrasyonu 1% olacak sekilde eklenerek, oda sicakliginda 10 dk fikse edildikten
sonra hucreler 10X glisinden 2ml eklenerek 5 dk oda isisinda inktibe edilmigtir.
Hucre kultur kaplari buz Gzerine alinarak soguk PBS ile 2 kez yikandiktan sonra 5ul
Protease Inhibitor Cocktail Il (PIC-11)/1ml PBS olacak sekilde hazirlanan PBS ile buz

uzerinde kazinmistir.
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800g’de 4C’de 5dak santriflij sonrasi elde edilen pelletler 6nce sitoplazmik lizis
buffer solisyonu (2,5ul PIC-11/500ul hicre lizis tamponu) ile 15 dakika buz Gzerinde
5dk’da bir vortakslenerek lize edilmistir. Kitte onerilen dounce homogenitor yerine,
lizat, 26g enjektorden 10 kez gegcirildikten sonra 800g//4°C’de 5 dakika santrifiij
sonrasi elde edilen pelletler nukleer lizis (2.5ul PIC-II/500ul nikleer lizis tamponu)

¢cozeltisi ile resuspande edilmigtir.

Hucre lizatindan 5ul sonike edilmeyen DNA kontrol amaciyla ayri bir tupe
alinmistir. 200-500bp arasi blyuklikte fragmanlar elde edilmesi amaciyla “Bioruptor
plus” sonikasyon cihazi kullanilarak (30sec pulse//30sec rest) x 45 dk Ornekler
sonike edilmis, “Gene-elute PCR Clean up” (NK1020 Sigma) kit ile saflastirilan DNA

fragmanlarinin buytkleri, 1,5% agaroz jelde yurutulerek belirlenmistir.

3.6.14.2 “Cross-link” edilen DNA/protein 6rnegi ile immunopresipitasyon
asamasi

Her 50ul 6rnek 1x10° hiicre lizatina esittir ve bir ChIP denemesi icin yeterlidir.
Cross-link ve sonike edilen kromatin 6rnegi 50ul'lik aliquatlar halinde 3 ay —80°C’de
saklanabilmektedir. istenen fragman araliginda elde edilen 50ul kromatin érnegi ile
ChIP-grade H3K27me3 (Millipore Catolog no. 17-622) antikoru kullanilarak ChIP

(Kromatin immunopresipitasyonu) yapilmistir.

Kit iceriginde bulunan, anti-RNA polimeraz Il antikoru pozitif kontrol, anti-IgG
antikoru negatif kontrol ve anti-H3K27me3 (Millipore Catolog no. 17-622) antikor
denemeleri i¢in her hucre igin 3 adet IP tupu hazirlanmis, her bir IP tupu igine; 50ul
IP érnegine 450pl dilisyon buffer ve 2,25l proteaz inhibitér kokteyli Il eklenerek, buz
uzerine alinmigtir. Deney sisteminin kontroli olarak ve analizlerin yapilabilmesi
amaciyla dilisyon basamagindan sonra 5ul 6rnek ayrilarak (INPUT) elisyon

asamasina kadar buz tzerinde tutulmustur.

(450l dilisyon buffer + 50ul 6rnek+ 2,25ul PI) eklenen her bir IP tiplne, 20’ser
Ml iyice resuspande edilen A/G magnetic beadler eklendikten sonra, RNA polimeraz Il
ve IgG tuplerine 1’er yl antikor, H3K27me3 tlipline ise datasheette onerildidi gibi 4pl

antikor eklenmis ve O/N, 4°C’de, rotator lizerinde inkiibe edilmistir. Magna GrIP Rack
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Catolog no. 20-400, kullanilarak magnetik seperasyon ile (A/G “magnetic bead” +
kromatin + antikor) kompleksi pelleti elde edilmistir. (A/G “magnetic bead” + kromatin
+ antikor) kompleksinin yilkama asamalarinda; sirasiyla kit iceriginde bulunan
tamponlardan sirasiyla (71- Low salt wash buffer X; 2- High salt wash buffer X; 3- LiCl
salt wash buffer X 1; 4- TE buffer X 1) 500ul eklendikten sonra, 5 dakika rotatorda

inkUbe edilmis ve magnetik seperasyon ardindan supernatant uzaklastiriimigtir.

3.6.14.5 Serbest DNA elde etmek amaciyla, protein/DNA kompleksinin
eliisyonu ve reverse cross-link agsamasi;

Kit iceriginde bulunan ChIP ayristirma tamponu (eliisyon buffer, EB) oda
sicakligina getirildi ve Proteinaz K buz Uzerinde eritildikten sonra INPUT tupu de
dahil her tip igin, (100ul ChIP EB + 1ul Proteinaz K) hazirlanmistir. (A/G “magnetic
bead” + kromatin + antikor) kompleksi lzerine eklenmis ve 6nce 2 saat 62°C’de,
daha sonra 10 dk 95 °C’de sallamali inkibatérde, inkiibe edilmistir. Ornekler oda
sicakligina getirildikten sonra ve magnetik seperasyon sonrasinda elde edilen

supernatantlar ayri tuplere alinmigtir.

3.6.14.6 Spin kolonlar ile DNA’nin purifikasyonu agamasi

Her 100ul 6rnek Uzerine 500yl kit iceriginde bulunan reagent A eklenmis ve spin
kolona uygulanmistir. 30sn, 10000xg’de santrifij ardindan sivi uzaklastiriimis ve
kolona 500ul Reagent B eklenerek ayni islem tekrarlanmigstir. Spin kolon yeni bir tiipe
alindiktan sonra 50ul elisyon buffer eklenmis ve tekrar 30sn, 10000xg’de
santrifijlenmistir. Bu basamak iki kez tekrarlanmis ve sonug olarak 50ul saf DNA

elde edilmistir.

3.6.14.7 Elde edilen ChIP ornekleri ile gercek zamanh kantitatif PCR
ChIP Kkiti icerisinde kontrol olarak GAPDH primerleri bulunmaktadir. Ayrica
ilgilenilen molekdlin bilinen bir hedef geninin promotor bdlgesinden elde edilen

primerleri de (H3K27me3 ile yapilan ChIP deneyi icin p16 primerleri kullaniimigtir)
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kontrol amaciyla kullaniimistir. “Sybergreen master mix” kitinin 6nerdigi sekilde
hazirlanan ornekler ile GAPDH icin kitin dénerdigi parametreler, p16 icin optimize
edilen kosul kullanilarak (94°C 10dk, 50 dongi: 94°C 20sn// Tm 60°C 1dk) reaksiyon

kurulmustur.

3.6.15 ChIP Sekanslama

“EMBL-GeneCore/Heidelberg” merkezi, “Next Generation Sequencing” biriminin
parametreleri  dogrultusunda; 200-500bp araliginda sonike edilen ve
konsantrasyonlari Qubit ile analiz edildikten sonra en az 0,3ng/ul olacak sekilde
toplamda 10ng olarak aliquatlanan DNA fragmanlari merkezin sistemine girilmis ve
Tablo1 2.6.’de belirtildigi sekilde sistemin orneklere verdigi ID’ler ile etiketlenerek

merkeze gonderilmigtir.

Tablo 3.6.5. ChIP-seq 6rneklerinin Genecore ID’leri ve DNA konsantrasyonlari.

Ornek adi ng/ul 10ng igin Genecore ID
scrHuH7_ INPUT_1 0,404 24,75 15512726
scrHuH7_H3K27_1 2,66 3,76 15812727
shHuH7_INPUT_1 0,491 20,37 15512728
shHUH7_H3K27_1 4,26 2,35 15812729
scrHuH7_INPUT_2 1,16 8,62 15512730
scrHuH7_H3K27_2 1,98 5,05 15812731
shHuH7_INPUT_2 2,38 4,20 15812732
shHuH7_H3K27_2 2,07 4,83 15512733

Sonuglar, “SICER Chip-Seq” analiz programi ile “Hg19” insan referans genomu
kullanilarak analizlenmistir. Histon modifikasyonu analizlerine 6ncelikli olarak, KLF4,
H3K27me3 hedefi olarak belirlenmistir. Verinin dogrulanmasi amaciyla KLF4 geni

promotor boélgesinden primer dizayn edilmis ve qPCR yapilmistir.
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3.6.16 Biyoinformatik Analiz
Asagida listelenen veritabanlari ve software programlar kullanilarak elde edilen
verilerde EZH2 aracilikli H3K27me3 hedef genlerin kodladigi proteinlerin biyolojik

fonksiyonlari arastirilarak gérev aldiklari yolaklar listelendi.

v Integrative Genomics Viewer (iGV)

(http://software.broadinstitute.org/software/igv/)

v SICER Spatial clustering for Identification of ChIP-Enriched Regions
(https://www.genomatix.de/online_help/help_regionminer/sicer.html)

v Galaxy NGS veri analizi platformu

v NCBI-Gene (National Center for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene),

NCBI-Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/),

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)

EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Databases)

DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis

AN NERN

Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp)
v' Gene Ontology PANTHER classification system (http://pantherdb.org/)

3.6.17 istatistik
in vitro calismalar kendi icerisinde teknik tekrar olarak 3'lii calisiimistir. Ek
olarak en az 2 farkh bagimsiz deneyde biyolojik tekrar yapilmistir. Graphpad

programi kullanilarak standart sapma ve standart hata hesaplanmistir.

Gruplar arasi istatistiksel farkhliklar ise gruplar arasi kosullara ve o6rneklem
sayisina bakilarak Anova, student t testi ve Mann-Whitney kullanilarak istatistiksel
anlamhliklari hesaplanmistir (* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001)

ChIPseq ornekleri, Hg19 insan referans genomuna hizalanmigs BAM dosyalari
seklinde Galaxy NGS veri analizi platformuna ytklenmis. BAM dosyalari analiz igin
uyumlu BED formatina donustirtldikten sonra SICER (PMID: 19505939) adli histon
modifikasyon ChIP-Seq analiz programi kullanilarak, herbir 6rnekte bulunan

H3K27me3 modifikasyon bdlgeleri, FDR <0,01 istatiksel dogrulukta belirlenmistir.
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3.7 Arastirma Plani ve Takvimi

3.7.1 Arastirma Plani

HuH-7

| |

scr-HuH7 shEZH2-HuH-7

v y

EZH2 sessizlestiriimesinin RNA, protein ve H3K27me3 modifikasyon degisimi
dizeyinde kontroli

EZH2 sessizlestirimesinin proliferasyon, motilite, invazyon gibi biyolojik
davranislara etkisinin belirlenmesi

FACS yontemi ile EpCAM+ kok hiicre populasyonunun ayrimlanmasi

J |

scr-HUH7(EpCAM+) shEZH2-HuH-7(EpCAM+)

| {

N

o0k W

Ayrimlanan populasyonda tekrar EZH2 sessizlegtiriimesinin RNA, protein ve
H3K27me3 modifikasyon degisimi diizeyinde kontroli

EZH2 sessizlestirimesinin proliferasyon, motilite, invazyon gibi biyolojik
davranislara etkisinin belirlenmesi

Xenograft modeli olusturulmasi

H3K27me3-ChlIPseq deneylerinin 2 biyolojik replika olacak sekilde yapilmasi.
H3K27me3-ChlIPseq sonuglarinin Hg insan genomu kullanilarak analizi
Biyoinformatik araclar kullanilarak gen setinin hangi biyolojik prosesler ile
iligkili oldugunun belirlenmesi

Elde edilen biyolojik deneylerin sonuglari dogrultusunda KLF4 geninin
validasyonu.
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3.7.2 Arastirma Takvimi

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
. Yariyil Yariyil Yariyil | Yariyil Yariyil | yanyill | yariyil | Yarnyil
Yapilacak isler (Ekim (Agustos
2012) 2016)
Malzeme alimlari, X X X
HuH-7 hicrelerinde lentiviral shRNA yontemi ile
EZH2 gen ekspresyonunun sessizlestiriimesi X X
1. EZH2 susturulmasinin RNA, protein ve
H3K27me3 modifikasyon degisimi diizeyinde
kontroll
2.  EZH2 sessizlestirimesinin proliferasyon, X X X X

motilite, invazyon gibi biyolojik davraniglara
etkisinin belirlenmesi

FACS yontemi ile EpCAM+ kok hiicre

populasyonunun ayrimlanmasi;

1. Ayrnimlanan populasyonda tekrar EZH2
susturulmasinin RNA, protein ve H3K27me3
modifikasyon degisimi diizeyinde kontroll X X

2.  EZH2 sessizlestirimesinin proliferasyon,
motilite, invazyon gibi biyolojik davranislara
etkisinin belirlenmesi

3. Xenograft modeli olusturulmasi

1. H3K27me3-ChiPseq deneylerinin 2 biyolojik
replika olacak sekilde yapiimasi.

2. H3K27me3-ChlPseq sonuglarinin Hg insan
genomu kullanilarak analizi

3. Biyoinformatik araglar kullanilarak gen X X X
setinin hangi biyolojik prosesler ile iligkili
oldugunun belirlenmesi

4.  Elde edilen biyolojik deneylerin sonuglari
dogrultusunda KLF4 geninin validasyonu.

Tez Yazimi X

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Batln istatistiksel analizler ve grafik cizimleri GraphPad Prism programi
kullanilarak gerceklestiriimistir. Adhezyon, proliferasyon, motilite ve invazyon verileri
ANOVA (Analysis of variance) yontemi c¢oklu gruplarin  karsilastirilip
degerlendiriimesiyle ¢6zUmlenmigtir. Mann-Whitney U test ise ikili gruplarin
karsilastirmali analizinde kullaniimistir. (* p<0,05 ; ** p<0,01; ***p<0,001)

3.9 Arastirmanin Sinirhilhiklari
Yoktur.

43




3.10 Etik Kurul Onay!

1- Etik kurulun 23.02.2012 tarih ve 519-GOA protokol numarali 2012/06-20
karar numarasi ile goriisiilen 112T173 no’lu TUBITAK Projemiz etik agidan uygun
bulunmustur (Ekler 8.1).

2- Etik kurulun 30.06.2016 tarih ve 2790-GOA protokol numarah 2016/18-14

karar numarasi ile gorusulen projemiz etik agidan uygun bulunmustur (Ekler 8.2).

3- Yine 112T173 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda 03.03.2015 tarihli Bogazici
Universitesi Kurumsal hayvan deneyleri etik kurulu tarafindan da projemiz uygun
bulunmustur (Ekler 8.3).
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4. BULGULAR

4.1 HuH-7 Hucrelerinde EZH2 Geninin Susturulmasi

EZH2 geninin shRNA araciligiyla hucrelerde susturulmasi icin yapilan
optimizasyon deneylerinde, EZH2 genine spesifik, 8 farkhi PGIPZ kokenli
‘KMT6/EZH2 shRNA” vektoranan verimlilikleri, “scramble” (scr) kontrolu ile
karsilastirmali olarak ayri ayri, farkli konsantrasyon ve surelerde transfekte edilerek

test edilmistir.

Bu deneylerde EZH2 susturulmasi icin test edilen shRNA’ler, pGIPZ lentiviral
vektorl icerisinde klonlanmig sekilde satin alinmistir. pGIPZ vektorleri, EZH2'yi hedef
alan shRNA sekanslarinin yani sira, transfeksiyon verimliligini izlemek icin GFP geni
ve stabil koloni secimi igin puromisin diren¢ genini igcermektedirler. Boylece
transfeksiyondan sonraki 24-48 saat icinde, transfekte edilen 293T hucrelerinin
floresan mikroskop ile GFP ekspresyonu kontrol edilerek transfeksiyon etkinligi
belirlenmistir (Sekil 4.1). Yine, deneylerde EZH2 geninin sessizlestiriimesi “scramble,
scr” kontrole gore gergcek zamanli PCR kullanilarak goésterilmistir. Buna gore, test
edilen shEZH2 plazmidlerinden sh33, sh34, sh35, ve sh36 ile sirasiyla %72.1,
%54.3, %72.8, %77.6 oraninda ve sh33 ila sh36 plazmidlerinin beraber
kullaniimasiyla, %82.9 oraninda susturma elde edilmistir (Sekil 4.2). En uygun kosul
belirlendikten sonra HuH-7 hucrelerinde, “pGIPZ-EZH2 shRNA mir V2LHS-17510
(sh33) ve pGIPZ-EZH2 shRNA mir V2LHS-63068 (sh36)” pGIPZ lentiviral shRNA

plazmidleri birlikte kullanilarak EZH2 kalici olarak susturulup, tum deneyler bu

hucrelerde yapilmistir.

Sekil 4.1. 293T hcrelerinin floresan mikroskop ile gérintilenmesi.

45



EZH2 ekspresyonu
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Sekil 4.2. HuH-7 hicrelerinde EZH2 gen ekspresyon dizeyinin gergcek zamanli gPCR

ile belirlenmesi.

Kalici olarak EZH2 gen ekspresyonu sessizlestirilen bu hucrelerde, protein
dizeyinde EZH2 seviyesinin ve buna bagh olarak katalizledigi modifikasyon olan

H3K27me3 dizeyinin dustugu, western blot yontemi ile gosterilmistir (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. shEZH2-HuH-7 hicrelerinde EZH2'nin protein dizeyinde ve H3K27me3

histon modifikasyonu duzeyinde degisiminin western blot yontemi ile gosteriimesi.
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4.2 HuH-7 Hiicrelerinde EZH2’nin Kalici Olarak Sessizlestirilmesinin
Hucrenin Biyolojik Davraniglarina Etkisinin Belirlenmesi

EZH2'nin HuH-7 hdcrelerinde kalici olarak sessizlestiriimesinin  hucrenin
biyolojik davranislarina etkisini belirlemek amaci ile proliferasyon, hiicre dongusu,
motilite ve invazyon deneyleri yapilmistir. Proliferasyon deneyleri igin hicreler 96
saat suresince gercek zamanl olarak “xCELLigence-Roche Applied Science”
cihazinda izlenmigtir. Buna gore, EZHZ2 geni sessizlestiriimis shEZH2-HuH-7
hicrelerinin, scr-HuH-7 kontrol hlcrelerine gére anlamli dliizeyde daha hizli prolifere

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4.a).

EZH2'nin motilite ve invazyon uUzerine etkisinin belirlenmesi i¢in hucreler ile hem
“CIM-plate’ler” hem de “BD Biocoat control inserts 8.0 mikron hticre kultir kaplari
kullanilarak iki farkli sistem ile deneyler kurulmus ve her iki sistemde de ayni sekilde,
EZH2 geni sessizlegtiriimis shEZH2-HuH-7 hicrelerinin, scr-HuH-7  kontrol
hlcrelerine gore anlaml duzeyde daha az sayida motil ve daha az sayida invaziv

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4 b ve c).
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Sekil 4.4. HuH-7 hicrelerinde EZH2'nin kalici olarak sessizlestiriimesinin hicrenin
biyolojik davraniglarina etkisi.

a) huacre proliferasyonuna, b) hicre invazyonuna, c) hicre motilitesine etkisi.
Proliferasyonu degerlendirmek igin 96 saatlik “cell indeks” hesaplanmistir. (* simgesi

p<0.05 ifade etmektedir, n:4, Mann Whitney test).
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Ardindan, EZH2'nin hicre dongusu uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla
hdcre dongusu analizi yapilmistir. Buna gore, EZH2 geni sessizlestiriimis shEZH2-
HuH-7 ile scr-HuH-7 kontrol hiicreleri arasinda fark gézlenmemis ve EZH2’nin hiicre
dongusu Uzerine etkisi olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. EZH2'nin kalici olarak sessizlestiriimesinin hicre déngtisi Uzerine etkisinin

belirlenmesi (ns: p>0,05 ifade etmektedir, n:3, Tukeys’ Multiple Comparison test)

4.3 Kalici Olarak EZH2 Geni Sessizlestirilen HuH-7 Hiicrelerinden Hepatik

Kanser Kok Hiicre (HpKKH)’lerin ayrimlanmasi

4.3.1 scr-HuH-7 ve shEH2-HuH-7 Hiicre Populasyonu igerisinde EpCAM
Eksprese Eden HpKKH Oraninin Belirlenmesi

Oncelikle, scr-HuH7 ve ShEH2-HuH-7 hiicrelerinde, timoér bagslatma
kapasitesine sahip oldugu bilinen EpCAM+ hucrelerin miktari flow sitometri yontemi
ile belirlenmistir. Buna gore, EZH2 geni sessizlegtiriimis shEZH2-HuH-7 hucreleri
icerisindeki EpCAM+ hicre populasyonunun, scr-HuH-7 kontrol hcrelerine gore
daha az oldugu; scr-HuH-7 kontrol hicre grubunun 8.8% EpCAM+ hicre
populasyonu igerirken, shEZH2-HuH-7 hlcre grubunun 4.1% EpCAM+ hicre
populasyonu icerdigi belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu da bize EZH2'nin, kok hicre

fenotipinin regulasyonunda rolu olabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.6. scr-HuH-7 kontrol hicre grubu ile shEZH2-HuH-7 hiicre grubunda

EpCAM+ hicre populasyonunun flow sitometri yontemi ile belirlenmesi.

4.3.2 scr-HuH-7 ve shEH2-HuH-7 Hicrelerinden EpCAM+ Populasyonun
Ayrimlanmasi

EZH2 geni kalici olarak sessizlestirilmis shEZH2-HuH-7 hicreleri ile scr-HuH-7
kontrol hucreleri icerisindeki EpCAM+ hicre populasyonunun, yani HpKKH’lerin,
FACS (Flourescence-Activated Cell Sorting) yontemi ile ayrimlanmasi amaciyla
oncelikle daha onceden ¢ogaltilip dondurulan shEZH2-HuH-7 ve scr-HuH-7 kontrol
hlcreleri tekrar cogaltiimistir. Western blot ve gergcek zamanli gPCR ile hicrelerdeki
EZH2 ekspresyonundaki azalma, RNA ve protein duzeyinde kontrol edilmis ve bu
kalici sessizlestirmenin sonucu olarak da EZH2 tarafindan katalizlenen H3K27me3

histon modifikasyon dizeyinin de kontrole gére azaldidi belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. scr-HuH-7 ve shEZH2-HuH-7 hicrelerinde EZH2 miktarinin kontrolU.

EZH2 miktarinin; (a) RNA dizeyinde gergcek zamanlh kantitatif PCR (QPCR) ile, (b)
protein dizeyinde western blot yontemi ile, (c) H3K27me3 modifikasyon dizeyinin
western blot yontemi ile gosterilmesi. (* simgesi p<0.05 ifade etmektedir, n:3, Mann-

Whitney test )

Bu hlcrelerden, timor baglatma kapasitesine sahip yani EpCAM+ olanlar ile
lentiviral plasmid vektoriinde GFP geni promotor bolgesi de iceren shRNA-EZH2
veya shRNA-scr plasmidi ile tansfekte olan yani GFP+ olan hicreler FACS yéntemi
ile ayrimlanarak; shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicreler ile scr-HuH-7(EpCAM+) hiicreler
elde edilmigtir. Bu hucrelerde EZH2 miktari, RNA ve protein duzeyinde kontrol
edilmigtir (Sekil 4.8). Buna goére, ayrimlanan scr-HuH-7 hcrelerin 92.2% oraninda,
shEZH2-HuH-7 hucrelerin ise 90.9% oraninda EpCAM+ ve GFP+ olduklari
belirlenmistir. Bu ayrimlanan hucrelerde gergeklegtirilen western blot ve gercek
zamanli qPCR deneyleri sonucunda da EZH2 miktarinda kontrole gdére anlamli

dlzeyde azalma belirlenmistir (Sekil4.8).
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Sekil 4.8. FACS ile ayrimlanan scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH-7 (EpCAM+)
hicrelerde EpCAM oraninin ve EZH2 miktarinin belirlenmesi.

a) FACS ile ayrimlanan, scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH-7(EpCAM+)
hicrelerde EpCAM+ hicre orani. EZH2 miktari; b) gercek zamanh gPCR ve ¢) WB

yontemi ile belirlenmigtir.

4.3.3 scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEH2-HuH-7(EpCAM+) Hiicrelerinde
H3K27Me3 ve H3K27Ac Modifikasyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Ayrimlanan scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicrelerinden
histon izolasyonu yapilarak, H3K27me3 ve H3K27ac modifikasyonlarindaki degisim
western blot yontemi ile belirlenmistir. EZH2 susturulmasina paralel olarak enzimin
katalizledigi H3K27me3 dlzeyi de azalirken, H3K27ac modifikasyonunun miktarinin
arttigi belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hiicrelerde H3K27me3
ve H3K27ac histon modifikasyon dizeylerindeki dedisimin western blot yontemi ile

gOsterilmesi.

4.4 EZH2nin Kalici Olarak Sessizlestirilmesinin Hiicrenin Biyolojik
Davraniglarina Etkisinin Belirlenmesi

EZH2’nin kalici olarak sessizlestiriimesinin ayrimlanan HuH-7 (EpCAM+) hicre
populasyonundaki etkisini belirlemek amaciyla proliferasyon, motilite ve invazyon
deneyleri yapilmistir. Proliferasyon deneyleri SRB ve MTT olmak Uzere iki yontemle
degerlendirilmigtir. Buna goére, EZH2 geni sessizlestiriimis shEZH2-HuH-7 (EpCAM+)
hicrelerinin, scr-HuH-7 (EpCAM+) kontrol hlicrelerine goére anlamli dizeyde daha

hizli prolifere oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10 a ve b).

EZH2'nin motilite ve invazyon Uzerine etkisinin belirlenmesi i¢in hucreler “BD
Biocoat control inserts 8.0 mikron” hicre kultur kaplari kullanilarak deneyler kurulmus
ve EZH2 geni sessizlestiriimis shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicrelerinin, scr-HuH-7
kontrol hucrelerine gore anlamli duzeyde daha az daha az sayida invaziv oldugu
belirlenken, scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicreleri arasinda

motiliteleri agisindan anlamli fark yoktur (4.10 c ve d).

53



SRB MTT

a) 0.6 b) 0.6+
£
£ E -m ShEZH2-HuH-7 +/+
n
8 0.4 ] " 2 0.4 -o— scr-HuH-7 +/+
“'v‘ -
: s ]+
g c
5 02 g o0z
[<] o
2 ]
® ®
0.0 T T T 0.0 T T T
5 X X
s ® AV o N o
time (hours) time (hours)
c) d)
250~ 400-
@ 200 n.s 2
= 3
o 1501 g
o 3
£ 1001 <
z 3
€ 50+ E

Sekil 4.10. HuH-7 hucrelerinde EZH2’nin kalici olarak sessizlestiriimesinin hiicrenin
biyolojik davraniglarina etkisi.

a) SRB yontemi ve b) MTT yontemi ile hlicre proliferasyonuna etkisi, ¢) motil hicre
sayisl, d) invaziv hicre sayisina etkisi (* simgesi p<0.05 ns: p>0,05 ifade etmektedir.
n:4 Mann Whitney test)

E-kaderin en iyi tanimlanan epitelyal hucre belirteci, Vimentin ise en iyi
tanimlanan mezensimal hticre belirtecidir. Slug ise EMT surecini epitelyal proteinleri
baskilayarak dlzenleyen bir transkripsiyon faktordir. EZH2 geni sessizlestiriimis
shEZH2-HuH-7 (EpCAM+) hicrelerinin invazyonundaki degisiminin molekuler
dizeyde incelenmesi amaciyla bu iki belite¢ ile Slug ekspresyon dizeyi
belirlenmistir. Buna gére invazyondaki azalma ile uyumlu bir sekilde Vimentin ile Slug

miktari azalirken E-kaderinde anlamli bir degisme belirlenmemistir (sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Vimentin, Slug ve E-kaderin dlzeyinin gercek zamanl gPCR ile

gOsterilmesi (* simgesi p<0.05 ifade etmektedir, n:3, Mann-Whitney test).

4.5 shEZH2-HuH-7(EpCAM+) Hicrelerinin in-vivo Timor Baslatma
Kapasitelerinin Belirlenmesi

shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicrelerinin in-vivo timoér baslatma kapasitelerinin
belirlenmesi igin ayrimlanan scr-HuH-7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH-7(EpCAM+)
hiicreleri 50x10°/500ul (Matrige:DMEM, 1:1) olacak sekilde “NOD/SCID CB17-
Prkdscid/NcrCL” farelerin sirtina subkutan enjekte edilmistir. Yaklasik 40 gun
boyunca takip edilen hayvanlarda timoér baslatma agisindan fark gdézlemlenmemis
fakat EZH2 kalici olarak susturulan shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicrelerin in vitro
deneyler ile paralel olarak daha buylk ¢apta tumdr olusturdugu goézlenmistir (Sekil
4.12).
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Sekil

kapasitelerinin belirlenmesi.

scr-HuH-7

(EpCAM+)

shEZH2-HuH-7
(EpCAM+)

4.12.

b)

scr-HuH-7
(EpCAM+)

shEZH2-HuH-7
(EpCAM+)

T

Tumor Incidance
O B N W B U1 O N

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Zaman (giin)

20.2
18.3 7

14.5
12.8

Tumor diameter (mm)

B SCRAMBLE O shEZH2

20.2

9.8

0

19.4 19

10.6

16

4 5

shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hucrelerinin

Number Of Mice

in-vivo

tumor

baslatma

Deney sonucunda fare timoér dokularindan alinan kesitler anti-EZH2 ve anti-
H3K27me3 antikorlar ile
boyutunun daha bulylk oldugu shEZH2-HuH-7(EpCAM+) enjekte edilen doku
kesitlerinde EZH2 ve H3K27me3 seviyesinin daha az oldugu belirlenmigstir (Sekil

4.13).

immunohistokimyasal yontemle boyanmis ve tumor
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Sekil 4.13. Xenograft fare timoér dokularindan alinan kesitlerde EZH2 ve H3K27me3
immunohistokimyasal boyama yontemi ile EZH2 ve H3K27me3 duzeylerinin

gOsterilmesi.

4.6 Hepatik Kanser Kok Hiicre (HpKKH)'lerde EZH2 Aracilikh Epigenetik

Diizenlemede Rolii Olan Genlerin Arastiriimasi

4.6.1 H3K27me3 Kromatin immiinopresipitasyonu (H3K27me3-ChliP)

HpHKK’lerde, EZH2 aracihikh H3K27me3 modifikasyonu ile reglle edilen gen
bélgelerinin  ChIP-seq ydntemi ile belirlenmesi amaciyla &ncelikle scr-
HuH7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH7(EpCAM+) hicreleri ChIP deneyi icin formaldehit
ile fikse edilmis ve DNA fragmanlari elde etmek amaciyla sonike edilmigtir.
Saflastirilan DNA fragmanlarinin buyukleri, ChIP deneyine en uygun sekilde olmak
uzere, 200-500 bp olarak tespit edilmistir (4.14 a).

57



H3K27me3 ChlP-grade antikor kullanilarak ChIP deneyleri yapilmistir.
Ardindan, H3K27me3 histon modifikasyonu ile regile edildigi bilinen p16 geni
promotor bolgesine 6zel primerler dizayn edilerek bu gen bolgesindeki H3K27me3
regulasyon duzeyi kontrol edilmistir. Sonugta EZH2 sessizlestirilen shEZH2-
HuH7(EpCAM+) hicrelerin p16 promotor bdlgelerindeki H3K27me3 dizeyi scr-
HuH7(EpCAM+) kontrol hicrelerine goére azalmistir (Sekil 4.14 b). Boylece
dogrulanan drnekler 2 biyolojik tekrar olarak sekanslanmasi icin EMBL-GeneCore’a

gonderilmistir.
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Sekil 4.14. H3K27me3-ChlPseq 6rneklerinin validasyonu.

a) H3K27me3-ChlIP deneyi icin saflastirilan DNA fragmanlari agaroz jel gortntisu, b)
H3K27me3-ChlIP sonrasi shEZH2-HuH7 (EpCAM+) hucreleri ile scr-HUH7(EpCAM+)
kontrol hucrelerinin p16 promotor bolgelerindeki H3K27me3 duzeyindeki degisiminin

gercek zamanh gPCR ile gosterilmesi.
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4.6.2 H3K27me3-ChIP sekans analizi (H3K27me3-ChiPseq)

“EMBL-GeneCore/Heidelberg” merkezi, “Next Generation Sequencing” biriminin
parametreleri dogrultusunda hazirlanan 6rneklerden Illumina Hiseq2000 platformu
kullanilarak elde edilen sonuglar, “SICER Chip-Seq” analiz programi ile “Hg19” insan

referans genomu kullanilarak analizlenmistir.

Kontrol Input dosyalariyla beraber shRNA yoluyla EZH2 sessizlestiriimis veya
sessizlestiriimemis (scramble) érneklere ait biyolojik replikalarla birlikte toplam 8 adet
ornek (Tablo 3.6.5), hg19 insan referans genomuna hizalanmis BAM dosyalari
seklinde Galaxy NGS veri analizi platformuna ytklenmis. BAM dosyalari analiz igin
uyumlu BED formatina donustirtldikten sonra SICER (PMID: 19505939) adli histon
modifikasyon ChIP-Seq analiz programi kullanilarak, herbir 6rnekte bulunan
H3K27me3 modifikasyon bdlgeleri, FDR <0,01 istatiksel dogrulukta belirlenmigtir.
Daha sonra scr-HuH7(EpCAM+) ve shEZH2-HuH7(EpCAM+) biyolojik replikalarinda
ortak olarak histon modifikasyonu olan genom bdlgeleri belirlendi. Sonraki asamada
scr-HUH7(EpCAM+)da  bulunan ancak shEZH2-HuH7(EpCAM+) grubunda
bulunmayan histon modifikasyon genom koordinatlari ayristirildi. Daha sonra
Cisgenome (PMID:18978777) programi genom anotasyon moduli kullanilarak, gen
promotor bdlgelerinde (TSS +/- 2kb) veya genin promotor dahil diger boélgelerinde
(TSS +2kb ve TES -2kb arasi) bulunan modifikasyonlar ve bu modifikasyonlarin
hangi genin yakininda olduklari belirlenmistir. Bu analizler sonucunda; TSS
(Transcription Start Site) +2kb ve TES (Transcription End Site) -2kb arasi olan 1231
genin, TSS +/- 2kb olan 258 genin regllasyonu ile iligkili oldugu belirlenmistir.

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda elde edilen gen seti icerisinde, elde
ettigimiz in vitro ve in vivo veriler dogrultusunda, kok hucre oOzelliklerinin
surduridlmesinden sorumlu olan ve hicrenin proliferasyon, motilite ve invazyon
davranig degisikliklerinde etkisi olabilecek genleri ve bu genlerin bu davranis
degisikliklerinden sorumlu olabilecekleri yolaklari belirlemek amaciyla PANTHER ve

DAVID veritabanlarindan yararlaniimistir.
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EZH2 aracilikli H3K27me3 modifikasyonu ile diizenlenen biyolojik
prosesler ve iliskili gen gruplari

positive regulation of cellular protein metabolic
positive regulation of protein modification
positive regulation of phosphate metabolic
female sex differentiation

development of primary female sexual

female gonad development

ovulation cycle process

regulation of mononuclear cell proliferation
regulation of leukocyte proliferation

regulation of lymphocyte proliferation
mesenchyme development

mesenchymal cell development

mesenchymal cell differentiation

immune response-regulating signal transduction
immune response-activating signal transduction
antigen receptor-mediated signaling pathway
cellular carbohydrate catabolic process
monosaccharide catabolic process

hexose catabolic process

hormone secretion

peptide hormone secretion

negative regulation of lymphocyte proliferation
negative regulation of mononuclear cell
negative regulation of leukocyte proliferation
regulation of transmembrane transport
regulation of ion transmembrane transporter
positive regulation of endothelial cell migration
positive regulation of transcription factor import
regulation of interleukin-1 secretion
establishment or maintenance of apical/basal
morphogenesis of a polarized epithelium
polarized epithelial cell differentiation
establishment of epithelial cell apical/basal

Sekil 4.15. ChlIPseq-H3K27me3
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LEP, LTBP4, CACNA1C, SMPD3

TNFRSF13B, IDO1,
INPP5D, TGFB1

JPH2, CATSPER1, PLCG2

—— VEGFC, PDGFB, TGFB1
——> PRKCQ, NLRP12, EDAR
— P2RX7, NLRP12, NLRP2

LAMA1, FOXF1, PTK7

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
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biyoinformatik analizi ve DAVID programi

kullanilarak elde edilen gen gruplari ve biyolojik iglevleri.

HuH-7 hucrelerinden izole edilerek elde edilen HpKKH modelinde, EZH2

aracilikli  H3K27me3 modifikasyonu

ile duzenlenen genler DAVID veritabani

kullanilarak yapilan analizler sonucu istatistiksel olarak anlamli sekilde cgesitli yolaklar

ile iligkilendirilmigtir.
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Oncelikli olarak, KLF4, H3K27me3 hedefi olarak belirlenmistir. iGV (Integrative
Genomics Viewer) programi kullanilarak KLF4 geninin H3K27me3 ile iliskili promotor

bdlgesinde meydana gelen sinyal degisimi gosterilmistir (Sekil 4.16).

26 kb
110,240 kb . 110,250' kb , 110.250I kb .
shEZH2-Huh7 [WIRFTSN |
(EPCAM +)
scr-Huh7 FFrma
(EPCAM +) :

Sekil 4.16. shEZH2-HuH-7(EpCAM+) hicrelerde KLF4 geninin H3K27me3 ile iligkili

promotor bolgesinde meydana gelen sinyal degisiminin iGV programi ile belirlenmesi.

KLF4 geninin H3K27me3 ile iligkili promotor bolgesinde meydana gelen sinyal
degisiminin validasyonu amaciyla KLF4 geni promotor bolgesinden primer dizayn
edilmis ve H3K27me3-ChIPseq-gPCR yapilmistir (Sekil 4.17b). EZH2 sessizlestirilen
kosulda gozlemlendigi Uzere sinyaldeki azalma ile dogru orantili olarak, KLF4 geni
promotor bolgesindeki H3K27me3 duzeyi de azalmigtir. Bu verinin KLF4 gen
ekspresyonu dizeyine etkisinin belirlenmesi icin de gergek zamanh qPCR yapilmistir
(Sekil 4.17a). KLF4 gen ekspresyonu EZH2 aracilikh H3K27me3 modifikasyonunun

azalmasi nedeni ile shEZH2-Huh-7 (EpCAM+) hucrelerde anlamli seviyede artmistir.
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Sekil 4.17. KLF4'un H3K27me3 ile reglulasyonunun gergcek zamanli gPCR ile
goOsteriimesi. a)KLF4 gen ekspresyonun b)KLF4’in promotor bolgesindeki
H3K27me3 regllasyonunun gercek zamanl gPCR ydntemi ile belirlenmesi (* simgesi

p<0.05 ifade etmektedir, n:3, Mann-Whitney test).

Song ve arkadaslar tarafindan yapilan bir galismada, 27 adet HCC ve 20 adet
komsu normal dokunun CpG bdlgeleri analiz edildiginde DNA metilasyon kalibinin
13% oraninda degistigi ve bu degisimin 97%’sinde hipometilasyon, 3%’lUnde ise
hipermetilasyon belirlenmistir (Song, Tiirikainen et al. 2013). Hipermetile bolgelerin
ise 37%’sinin promotor bdlgede oldugu goésterilmistir. Bu promotor bolgeleri ile
calismamizda ChlPseq sonucunda elde ettiimiz H3K27me3 hedefi olan promotor

bélgeleri karsilastirdigimizda elde ettigimiz gen gruplari Sekil 4.18’da gosterilmistir.
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HCC’de hipermetile promotor bélgeleri ile
H3K27me3 hedefi olan ortak genler

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid
nucleobase, nucleoside and nucleotide biosynthetic process
purine nucleotide biosynthetic process

limb morphogenesis

embryonic appendage morphogenesis
embryonic limb morphogenesis

morphogenesis of an epithelium

neural tube development

morphogenesis of embryonic epithelium
regulation of establishment of protein localization
regulation of protein transport

positive regulation of protein transport

regulation of protein secretion

positive regulation of protein secretion

regulation of hormone secretion

regulation of peptide secretion

regulation of insulin secretion

positive regulation of cell adhesion

regulation of cell-substrate adhesion

positive regulation of cell-substrate adhesion
cardiac muscle tissue development

cardiac muscle tissue morphogenesis

muscle tissue morphogenesis

ADCY5, PRKAG2, ATP6V1B1

MSX2, ALDH1A2, GNAS

RGMA, ALDH1A2, GLI2

PRKCQ, NLRP12, NLRP2

LEP, UCN3, KCNQ1

CDH13, EGFLAM, COL8A1

TNNT2, MYH6, TNNI3

0

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18
-log10(pValue)

0.2

Sekil 4.18 HCC hastalarinda hipermetile olarak belirlenen bélgeler ile EZH2 aracilikl

H3K27me3 modifikasyonu ile regule edilen ortak bdlgelerin DAVID programi

kullanilarak elde edilen gen gruplari ve iglev yaptiklari yolaklar.
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5. TARTISMA

HCC, heterojen yapisi, kotli prognozu, metastatik dogasi ve ilag direnci ile
karakteristik, agresif seyreden, 6lim orani olduk¢a yuksek ve tedavide genellikle
cerrahinin tercih edildigi bir kanser turadur. Hepatokarsinogenez surecinde meydana
gelen genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu birgok sinyal yolagl regulasyonu ve
dolayisiyla hicrenin buyume, sagkalim, proliferasyon, diferansiyasyon, hicre 6limi

gibi davranislari degismektedir.

TUmorun iginde, timori olusturan kanser hicrelerinin fenotipik olarak farkh yani
heterojen yapida olmasina neden olan ve kendi kendini yenileme kapasitesine sahip
hicreler “kanser kbk hiicreler” olarak tanimlanmis olup, HCC’de dahil birgok kanser
tipinde bu htcre gruplarinin varhgr goésterilmistir (Romano, De Francesco et al.
2015). Fare xenograft modellerinde ¢ok az sayi ile timori baslatabilen bu hticrelerin,
kotl prognozu ve metastazinda roli oldugu bilinmektedir. HCC insan dokulari ve
hicre hatlarinda yapilan calismalarda, bu hicrelerin tanimlanmasi igin, CD133,
CD90, CD44, OV6 ve EpCAM gibi cesitli yluzey biyobelirtegleri kullaniimigtir
(Romano, De Francesco et al. 2015) (Cheng, Li et al. 2016). Kok hicre belirteglerinin
ekspresyonu agisindan heterojen hiicre gruplarinin farkh biyolojik davraniglari vardir.
Bu belirteclerden EpCAM, embriyonik karaciger, safra kanal epitelyumu ile sirotik
karacierde c¢ogalan safra kanali hulcrelerinde eksprese edilirken, olgun
hepatositlerde bulunmamaktadir. Ayrica EpCAM, kanser hucrelerinin kendi kendini
yenilemesinden sorumlu olan Wnt/B-katenin sinyal yolaginin da direk hedefidir
(Yamashita, Budhu et al. 2007).

Grubumuzca yapilan bir ¢calismada, HCC hicre hatti HuH-7 igerisinde bazal
kosullarda yaklasik %10’luk popullasyonu olusturan EpCAM+/CD133+ hucrelerin,
serum iceren kultir ortaminda EpCAM-/CD133- hicrelere goére, daha yavas
bolindukleri, buna karsin sorafenibe daha direngli olduklari ve hepatik kdk hicre
benzeri gen ekspresyon imzasi tagidiklari gosterilmigtir. Yamashita ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada, insan HCC dokusundan ve hicre hatlarindan ayrimlanan
EpCAM+/CD133+ hlicre grubunun “nude” farelerde ¢ok dusik sayida bile timoru
bagslatabildikleri gosterilmistir (Yamashita, Ji et al. 2009). Yine Thorgerreson ve

ekibinin dnculugunu yaptigi, son yillarda kabul goéren, molekuler gen imzasi temelli
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yeni HCC siniflamasinda, EpCAM pozitif timorlerin hepatobiliar progenitér belirteci
olan CK19 eksprese ettikleri, kanser kok hlicre ve kolangioma benzeri hicresel
fenotipe sahip olduklar, ylksek rekirens ve daha agresif tUmoér gruplari

olusturduklari gosterilmistir (Goossens, Sun et al. 2015, Tachi, Shiraishi et al. 2015).

Embriyonik dénemde PcG proteinleri erken diferansiyasyon genlerini
baskilayarak embriyonik kok hucrelerin (ESC) pluripotent hallerinin strdirilmesini
saglarlar. Hucre farkhlasmaya basladiginda EZH2 aracihkh  H3K27me3
modifikasyonu duzeyi azalir ve erken diferansiyasyon genleri reaktive olur, fakat bu
sirada terminal diferansiyasyon genleri hala baskilanmaktadir (Chou, Chiu et al.
2015). Terminal diferansiyasyon slrecine gecildiginde bu PcG proteinleri seviyesi
iyice azalarak hucreler erigkin hallerine ulasirlar. EZH2'nin multipotensiyi surdirme
yetenegdi kas oncul hicresi, sinir kok hicresi, kan kdk hicresi gibi birgok farkli erigkin
kok hicrede gosterilmistir (Chou, Chiu et al. 2015). EZH2, karaciger kanserinin de
aralarinda oldugu birgok kanser turinde asiri eksprese olmaktadir ve bu durum
kanser hucrelerinin gogalmasi ve sagkalimi agisindan kritik Gneme sahiptir (Cheng,
Lau et al. 2011). HCC’nin de aralarinda oldugu bu kanser tirlerinin gcogunda EZH2
ekspresyonu asirt  hicre c¢ogalmasi, agresif fenotip ve koti prognozla
iliskilendirilmistir. Calismamizda, EZH2'nin kalici olarak sessizlestiriimesi ile HuH-7
hicrelerinin proliferasyonu artmig, fakat motilite ve invazyon yetenegi azalmistir,

hicre dongusu analizlerinde ise herhangi bir fark gézlenmemistir.

EZH2'yi kalici olarak sessizlestirdigimiz hicre modeli shEZH2-HuH-7
hicrelerinden FACS yontemi ile ayrimladigimiz EpCAM+ hepatik kanser kok hicre
grubunun da in vitro proliferasyonu parental grup ile ayni sekilde artmis, motilite
yetenegi dedismemis fakat invazyon yetenekleri azalmistir. EpCAM+ HCC’lerde, bu
hdcrelerin portal vene invazyonu ve geriye kalan karacigere mikro boyutta yayilimi
yoluyla, rezeksiyon sonrasi erken relapslardan sorumlu oldugu gosterilmistir
(Yamashita, Ji et al. 2009). Bu da bize EpCAM+ HuH-7 hicrelerde invazyon

yeteneginin EZHZ2 ile duzenleniyor olabilecegini gostermektedir.

Ayrica EZH2 ekspresyonunun regulasyonu da hicre ¢ogalmasi, tUmorogenez
ve kok hicre o6zelliklerinin surduardlebilirligi acisindan 6nemlidir. Chiba T. ve

arkadaglar, EZH2 ekspresyonunun yuksek oldugu HuH-1 ve HuH-7 hucre hatlari ile
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yaptiklari calismalarinda, bizim calismalarimizda da deney modelimiz olan HCC
hicre hatti HuH-7’de, EZH2 geninin sessizlestiriimesinin EpCAM+ hlicre oranini
azalttigini gostermislerdir (Chiba, Suzuki et al. 2012). Calismamizda EZH2’'nin gen
dizeyinde sessizlestiriimesinin ayni sonucu verdigi gosterilmistir. Olusturulan
“Xenograft” modelde EZH2 sessizlestiriimis HuH-7 hicrelerinden ayrimlanan
EpCAM+ hicreleri, scr kontrole gére daha buyulk ¢apta timor olusturmustur. Olusan
timorlerde, EZH2'nin ve Kkatalizledigi modifikasyon olan H3K27me3 dlzeyinin
sessizlestirmeye paralel olarak azaldigi gosterilmigtir. Ayni grup hucrelerle yapilan in
vitro proliferasyon deneylerinde belirlenen, EZH2 susturulmus grubunda hicre
sayisindaki anlamli artis, hayvan deneylerindeki tumor c¢apindaki buyuklugu
aciklamaktadir. Yine, hem deneylerimizde hem de literaturde gosterildigi gibi,
EZH2'nin EpCAM+ hticre sayisini kontrol ettigi disunulirse, EZH2 susturulan grupta
scramble kontrole goére daha az sayida EpCAM+ buna karsin daha c¢ok sayida
EpCAM- hiicre oldugu ve her hicre bdlinmesinde bu EpCAM- hiicre sayisinin
logaritmik olarak anlaml artigi ile timor ¢apindaki anlamh buyuklugu aciklamak
mumkandur. Buna ek olarak, scramble kontrolde olugan kuguk ¢apl timorlerde daha
fazla sayida EpCAM+ hiicre olmasi ve buna bagl olarak EZH2 susturulmus timore
gére kemoterapiye daha fazla direngli olmalari beklenmektedir. ileride yapilacak
deneylerde bunun aydinlatilmasi, kemoterapinin daha basarili olmasi ve relapslarin
azalmasi igin, cisplatin gibi sistemik yaklasimlara ek olarak EpCAM+ hucrelerinde

hedeflenmesini iceren kombine tedavi yaklasimlarinin olusturulmasini saglayacaktir.

HpKKH deney modelimizde EZH2 tarafindan katalizienen H3K27me3
modifikasyonunun hangi genleri transkripsiyonel olarak kontrol ettigini belirlemek
amaciyla H3K27me3-ChlPseq deneyi yapilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda
ilging olarak, Ozellikle kok hucrelerde pluripotensinin korunmasindan sorumlu bir
transkripsiyon faktor olan KLF4’'in EZH2 hedefi oldugu belirlenmis ve gercek zamanli
nicel PCR ile hem promotor bélgedeki H3K27me3 regulasyonunun azaldigi ve hem
de buna paralel olarak KLF4 ekspresyon duzeyindeki artis belirlenmistir. Daha once
tanimlanmamis bir mekanizma olarak HpKKH’lerde EZH2 araciliki H3K27me3
modifikasyonu ile KLF4 regulasyonunun HCC’de timoérin invaziv karakter kazanma
ve metastaz yapma yetenegi ile iligkili bir mekanizmayi duzenliyor olabilecegi

gOsterilmistir.
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KLF4, hem tumoérogenez hem de gelisim surecinde epitelyal hucrelerin
cogalmasi ve diferansiyasyonundan sorumlu bir transkripsiyon faktérdur.
Pluripotensi transkripsiyon faktéri olarak da tanimlanan KLF4 ekspresyonunun
primer HCC’lerde azaldi§i ya da tamamen kaybi gobzlenmistir. Bu azalma kotu
prognoz ile iligkilidir. KLF4'Un tumor baskilayici gen gibi davrandigini ve bunu
metastazi baskilama yolu ile yaptigini goésteren c¢esitli HCC calismalari da mevcuttur
(Lin, Chu et al. 2012) (Lin, Chu et al. 2016). Chu ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada, KLF4’lUn ektopik ekspresyonunun fare HCC hucrelerinin morfolojilerini
daha epitelyal benzeri olarak duzenledigi gosteriimis ve KLF4 ekspresyonu
baskilandiginda ise migrasyonun arttigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada HCC
dokularinin 50%’sinde KLF4’in mRNA duzeyinde az oldugu ve SLUG ekspresyonu
ile ters iligkili oldugu gosterilmig, yapilan ileri analizlerde KLF4'un bir EMT iligkili TF
olan Slug promotoru ile iligkili oldugu ve ekspresyonunu baskiladigi gdsterilmistir
(Lin, Chu et al. 2012). Bizim ¢calismamizda da EZH2 sessizlestirilen HuH-7 EpCAM+
hicrelerde KLF4 ekspresyonu artmis, SLUG ekspresyonu azalmis ve invaziv hicre

sayisi azalmistir ve bu literatlirde HCC ile ilgili olarak ilk defa gosterilmigtir.

Metastaz surecinin mekanizmasi tam olarak belirlenememis olsa da epitelyal-
mezensimal (EMT) doéndsim bu stregte 6ncl bir rol oynamaktadir. Bu EMT
doénusuimuinden KKH’leri sorumlu tutulmaktadir (Marquardt, Factor et al. 2010).
Tumorun yakin veya uzak metastaz yapabilme yetenegi kanser nedeni ile dlumlerin
baslica nedenidir. Bazi tumorler kismi EMT Ozellikleri gosterirler. Yani, mezensimal
belirtecleri eksprese etmeye bagslamiglardir fakat ayni zamanda epitelyal karakteri de
korumaktadirlar (Tam and Weinberg 2013). E-kaderin en iyi tanimlanan epitelyal
hicre belirteci, Vimentin ise en iyi tanimlanan mezensimal hicre belirtecidir. Slug ise
EMT surecini epitelyal proteinleri baskilayarak duzenleyen bir transkripsiyon
faktordur. Calismamizda EZH2 geni sessizlestiriimis shEZH2-HuH-7 (EpCAM+)
hicrelerinin invazyonundaki azalma ve SLUG gen ekspresyonunun azalmasi ile
uyumlu bir sekilde Vimentin miktari da azalirken E-kaderinde anlamli bir degisme
belirlenmemigtir. Bu da bize HpKKH’lerin kismi EMT sdrecinin KLF4'Un EZH2
aracihikli - H3K27me3 modifikasyonu ile regulasyonu ile  duzenlendigini

gOstermektedir.
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EpCAM+ hicrelerde EZH2 sessizlestiriimesi sonucu motil hicre sayisi
degismezken invazif hiicre sayisindaki azalma EZH2’nin hiicre motilitesini, deney
modelimizde kulladigimiz boyden chamberda olusan tekli gecisten farkli bir
mekanizma ile duzenliyor olabilecegini dusundurmustur. Hucrelerin hicre-hucre
baglantilarini kaybetmesi sonucu tek basina migrasyon yetenegi kazanmasindan
farkli olarak, bir¢cok hicrenin, hicre-hicre baglantilarini koruyarak, aktin dinamikleri
ve hucre i¢i sinyal iletimini koordine ederek birarada yer degistirme yada bagka bir
deyisle toplu motiliteleri farkl calismalarda ve modellerde tanimlanmisti (Hager,
Alexander et al. 2013). Calismamizda kullandigimiz 8.0 mikron ¢apli motilite deney
sistemleri hucrelerin birlikte gog¢unu gozlemlemek igin sinirl kalmaktadir. Yara
onarimi deney sistemi ile hlicre motilitesinin degerlendiriimesi EZH2’'nin EpCAM+

hicrelerde motiliteyi nasil dizenledigini daha net aydinlatacaktir.

DNA hipermetilasyonu ile epigenetik susturma kanserlerde olduk¢a sik
g6zlemlenmekle beraber 6zellikle TSG bolgelerinin baskilanmasi nedeniyle kanseri
tetikledigi bilinmektedir. ESC’lerde PcG hedef genlerinin yaslh somatik hicrelerde
hipermetile oldugu ve ESC’lerde PcG hedefi oldugu belirlenen genlerin kanserlerde
PcG hedefi olmayanlara kiyasla 12 kat daha fazla hipermetile oldugu goésterilmistir
(Sauvageau and Sauvageau 2010). Kolon ve prostat kanserleri ile yapilan bir
calismada hipermetile gen bdlgelerinin 50%’sinin de novo metilasyonu i¢in énceden
EZH2 aracilikli H3K27me3 modifikasyonu icerdigi gosterilmistir. Kanser sirecinde
PcG proteinleri ile DNA metilasyonu iligskisi EZH2'nin DNMT1/2 ve 3 ile direk
etkilestiginin goOsteriimesi ile desteklenmistir. Bu etkilesim EZH2 tarafindan
baskilanan gen bdlgesinin daha sonraki DNMT’lar tarafindan metillenme basamagi
icin gerekmektedir (Sauvageau and Sauvageau 2010). Song ve arkadaslari, 27 adet
HCC ve 20 adet komsu normal dokunun CpG bdlgelerini analiz etmis ve DNA
metilasyon kalibinin  13% oraninda degistigini, bu degisimin 97%’sinde
hipometilasyon, 3%’Unde ise hipermetilasyon oldugunu belirlemislerdir (Song,
Tiirikainen et al. 2013). Hipermetile bdlgelerin ise 37%’sinin promotor bélgede oldugu
gOsterilmistir. Biz de bu bilgilerden yola ¢ikarak bu ¢alismada elde edilen gen seti ile
calismamizda ChlPseq sonucunda elde ettiimiz H3K27me3 hedefi olan promotor
bolgeleri kargilastirdigimizda 98 tanesinin ortak oldugunu gozlemledik. DAVID analiz

programi ile bu genlerin hangi biyolojik olaylarda birlikte ¢calistiklarini belirledik. Buna
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gore HCC’lerde hipermetile olan ve EZH2 aracilikli H3K27me3 hedefi olan genler
agirhikh olarak; peptid, hormon ve insulin saliniminin regulasyonunda, hucre-substrat,
hidcre-hticre  adezyonunun regulasyonunda, proteinlerin  tasinmasi  ve
lokalizasyonunun regulasyonunda, embriyonik epitelyumun ve epitelyumun
morfogenezinde, nukleik asit biyosentetik slirecinde goérev alan gen gruplarini

icermektedir.

Son vyillarda |6semi gibi sadece birka¢c kanser tirinde Kklinik olarak
uygulanabilen “diferansiyasyon tedavisi” malign kanser hucrelerini benign fenotipe
cevirmekle kalmayip, KKH’leri farklilasmalarini saglayarak kendi kendilerini yenileme
yeteneklerinin de baskilanmasini saglamaktadir. Bu tedavi yaklasimi HpKKH’lerde
de denenmistir. Zhang ve arkadaglari I6semide kullanilan all-trans retinoik asit
(ATRA)'in, EpCAM+ HCC hucrelerinin, KKH belirteclerinin azalmasi ve karaciger
spesifik gen ekspresyonunu indiklenmesi yoluyla hucrelerin diferansiyasyonunu
sagladigini gostermislerdir. ATRA ve cis-platin birlikte uygulamalarinin, sadece cis-
platin uygulanan tedavilere gére daha etkili oldugu gosterilmistir (Zhang, Guan et al.
2013). Oncostatin M (OSM), STAT3 aktivasyonu ile hepatoblastlarin hepatosite
farklilasmasini indiklemektedir. Yamashita ve grubu yaptiklari ¢alismada, OSM
uygulanan EpCAM+ HpKKH’lerin, OSMR sinyal yolaginin aktivasyonu ile hepatositik
diferansiyasyona ydnlendiklerini gostermistir (Cheng, Li et al. 2016). OSM ve 5-FU
birarada kullanilarak hem HpKKH’lerin hem de KKH olmayan hepatoma hucrelerinin
hedef alinarak HCC’nin daha etkin sekilde elimine edildigini gostermiglerdir
(Yamashita, Honda et al. 2010, Cheng, Li et al. 2016). EZH2 aracilikli H3K27me3
hedefi olan hepatosit spesifik TF’ler belirlenmesi ve EZH2 sessizlestiriimesine paralel
sekilde bu TF’lerin ekspresyonlarinin artmasi ile birlikte kemoterapi, radyoterapi gibi
tedavilerin birarada uygulanmasinin tedaviyi daha etkin hale getirebilecegini

dusundurmustdr.

Calismamizda biyoinformatik analizlerini gerceklestirdigimiz, epigenetik olarak
regule edilen bu gen veya gen setlerinin ileride HCC tedavisinde hedeflenebilecek
molekil ve/veya mekanizmalar olarak ve diferansiyasyon tedavisi gibi yaklagimlarda

konvansiyonel tedaviyi destekleyici olarak kullaniima potansiyelleri bulunmaktadir.
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6. SONUG VE ONERILER

Proje kapsaminda;

1- EZHZ2, lentiviral shRNA yontemi ile HuH-7 hdcre hattinda kalici olarak
susturulduktan sonra, proliferasyon, motilite, invazyon ve hlicre doénglisu gibi
sureclere etkisini belirlemek amaciyla in vitro ve in vivo biyolojik davranis deneyleri
yapimigtir. EZH2'nin HuH-7 hicrelerinde sessizlestiriimesinin hlcre dongusu Uzerine
herhangi bir etkisi olmazken, hlicre proliferasyonunu artirmakta, motilite ve invazyonu

azaltmaktadir.

2- EZH2 sessizlestirdigimiz hlcre grubu icinden FACS yoOntemi ile
ayrimladigimiz, timor baslatma kapasitesine sahip olan EpCAM+ HuH-7 hicreleri ile
yapilan deneylerde proliferasyon artarken, tekli hiicre motilitesinde anlamh degisiklik
olmamakla beraber invazyon azalmaktadir. Atasal hucrelerle EpCAM+ hicreler
arasindaki EZH2 susturulmasinin motilite 6zerine etkilerinin farkli olmasi, EpCAM+
hdcrelerin siki hicre hucre baglantilarini bozmadan toplu gé¢ etme yeteneklerinden
kaynaklaniyor olabilir. Bu siki hucre baglantilari ve toplu epitel benzeri gruplanmalari

cogalmalari esnasinda da gozlenlenmektedir.

3- HpKKH’lerde EZH2 araciliki H3K27me3 modifikasyonuna bagli olarak
transkripsiyonlari kontrol edilen yaklagik 1000 kadar gen belirlenmistir. Bu genlerin
hicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, ve benzeri biyolojik slrecglerde rol aldigi in siliko

analizlerle gosterilmigtir.

4- In siliko analiz sonucunda elde edilen gen havuzundan secilen KLF4 gen
ekspresyonunun HpKKH’lerde H3K27me3 araciligiyla regulasyonu ilk kez bu projede

gOsterilmistir.

Bu proje kapsaminda belirlenen mekanizmalarin ileride HCC tedavisinde
hedeflenebilecek molekll ve/veya mekanizmalar olarak kullanilabilme potansiyelleri

yuksektir.

Kanser kok hucrelerin ozellikle ilag direnci ve immune sistemden kagma
mekanizmalarini aydinlatmak UGzere, yeni hedef genlerin segilebilecegi yeni projelere

temel olusturabilecek veriler elde edilmigtir.
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Calismamizin devaminda;

1- EZH2 sessizlestirilen HuH-7(EPCAM+) hicrelerde RNAseq veya RNA array
yapilmasi ardindan H3K27me3-ChlIPseq verileri ile karsilastiriimasi planlanmaktadir.
Boylelikle, H3K27Me3 ye baglanan ve bu baglantinin transkripsiyonunu RNA

duzeyinde azalttigi tum genlerin ayni anda belirlenmesi mumkun olacaktir.

2- EZH2nin, EpCAM+ HpKKH’lerde toplu hicre migrasyonuna etkisi yara

iyilesmesi cizik deneyleri ile belirlenmelidir.

3- EZH2 susturulmus HpKKH grubu ve kontrolu ile olusturulan “xenograft’
hayvanlarda cisplatin ile uygulanacak sistemik tedavi etkisinin belirlenmesi, kombine

tedavi yaklagimlari 6nerilmesine olanak saglayacaktir.

3- EZH2 susturulmasinin EMT/MET dlzenlenmesine etkisinin belirlenmesi
amacliyla, E-cadherin hucre ici lokalizasyon degisimleri ve diger transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonel degisimleri analiz edilecektir.
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	jüri original imza
	PhDTez Sanem TERCAN AVCI 2016eylül

