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ONSOz

Akciger kanseri, yiksek metastatik kapasiteye ve ylksek tekrarlama riskisine sahip
olmasiyla en agresif kanser tirlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iligkili 6limlerin en yaygin
nedeni durumundadir. GuUnimuzde kanser progresyonundaki rolleri nedeniyle tumor
mikrogevresinde aktif roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak noktasi haline
gelmistir. Son bulgular, timérgenezin blylk oranda tumoér iligkili stromadan (tUmor
mikrogevresi) alinan buyume faktorleri, sitokinler ve kemokinlere badimli oldugunu
Onermektedir. Sonug olarak bu buyume faktori ve sitokinler, bircok onkogenik yolagin
aktivasyonlarini indiklemekte, kanser hicrelerine devamli ve aktif bir destek saglamak
suretiyle timdr progresyonunda aktif bir rol Ustlenmektedirler. Akciger kanseri dahil ¢cogu
kanser tlirinin karsinogenezinde dnemli roller Gstlenen TGF-B sinyal yolagi, kansere karsi
tedavi stratejileri olusturmak acisindan ideal bir odak noktasidir. iste bu sebeplerden dolayi
TGF-B sinyal yolaginin mekanistik olarak tum yonleriyle ve ayrintilariyla aydinlatiimasi 6nem

arz etmektedir.

Metastatik kaskatta invazyon slreci ve invazyon igin en agresif indiksiyon
mekanizmalarindan biri olan EMT sureci, metastazin dnlenmesi adina yapilan arastirmalarla
yogun olarak galisiilmaktadir. EMT, akciger kanserlerinde de ylksek insidansa sahip gesitli
mutasyonlarla asiri aktif olan EGF ve RAS yolaklarinin yanisira TGF-§ yolagi tarafindan da
guclla bir sekilde indiklenebilmektedir. Yapilan ¢galismalarla her gegen gin TGF-B tarafindan
indUklenen EMT ve invazyon slreglerinde gerek aktivatér gerekse inhibitor olarak gérev alan
mMiRNA, InRNA, transkripsiyon faktorler, histon modifiye edici ve kromatin yeniden modelleme
proteinleri gibi ¢esitli molekullerin rolleri aydinlatilarak bilim dinyasina literatur bilgisi olarak
kazandiriimaktadir. Elde etmis oldugumuz 6n sonuglar neticesinde, hakkinda daha ¢ok bilgi
sahibi olunmayan ve kromatin yeniden modelleme proteini sinifinda yer alan SATB2'nin,
TGF-B-indukli EMT ve invazyon suregleri icin potansiyel duzenleyici role sahip olabilecegdini
hipotez ettik. Sonu¢ olarak gergeklestirmis oldugumuz bu proje, KHDAK kanser hicrelerinde
TGF-B ile induklenen EMT ve invazyon sureclerinin molekuler mekanizmasini, bilinmeyen

yonleriyle arastirarak aydinlatabilmeyi amaclamistir.
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OZET

Akciger kanseri, Dunya genelinde 5 yillik sagkalim oraninin %10-15’den daha az
olmasi ile kanser iligkili 6lumlerin en yaygin nedenidir. Epitelden mezenkimale gecis (EMT),
kanser invazyonunun Kkilit olaylarindan biridir. EMT’nin indiklenmesinden sorumlu birgok
diuzenleyici proteinin aydinlatiimasina ragmen altinda yatan mekanizmalar hala belirsizdir.
SATB2, osteoblastik farklilasma ve ylz-kafatasi olusumuna katilan ndklear matriks ile iligkili
transkripsiyon faktoru ve epigenetik duzenleyicidir. KHDAK hacrelerinin TGF- tarafindan
induklenen EMT ve invazyonunda SATBZ2'nin etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle,
SATB2’nin TGF-B ile induklenen KHDAK hucre EMT ve invazyon igin duzenleyici bir rolinun
olup olmadidini molekuler mekanizmalariyla tespit etmeyi amacladik. Bu kapsamda, A549
hicrelerinde SATB2'nin dislk seviyede eksprese oldugunu ve TGF-f’nin bu hicrelerde
EMT’i indukleyebildigini bulduk. Ancak TGF-, SATB2'i yuksek seviyede eksprese eden PC3
ve Hcc193 hicrelerinde EMT'i indukleyememistir. siRNA aracih SATB2 susturulmasinin
KHDAK hucrelerinde EMT ve invazyonu induklemek icin yeterli oldugunu ve bu sureclerdeki
TGF-B’nin indukleyici etkisini artirdigini gérdiik. Dahasi, A549 hicrelerindeki SATB2'nin asiri
ifadesi TGF-( ile indiklenen EMT ve invazyonu nispeten inhibe etmistir. Mekanistik olarak,
SATB2 baskilanmasi ile Slug ve Zeb1 gibi EMT duizenleyicilerinin indiklendigi, fakat Smad
yolagi Uzerinde herhangi bir etkisinin olmadigi bulunmustur. Bu, SATB2nin Smad
yolagindan bagimsiz olarak Slug ve Zeb1 transkripsiyon faktoérlerini reglle ederek TGF-[3-
aracih EMT ve invazyona karistigini gostermektedir. Projemizde daha sonra TGF-f’nin
SATB2 ekspresyonunu nasil regule ettigini arastirdik ve bioinformatik analizlerimiz
araciligiyla SATB2 promotorunun E-box, CTCF and SBE motiflerini icerdigini bulduk. Daha
sonra, TGF-B-aracii SATB2 downregiulasyonundan hangisinin sorumlu oldugunu tespit
etmek icin A549 hiicrelerinde Snail, Slug, Zebl, CTCF and Smad4 espresyonlarini
baskiladik ve siRNA aracili Snail ve Smad4 susturulmasinin bu inhibisyonu baskiladigini
bulduk. Ayrica ChIP-PCR sonuglarimiz, SATB2 ekspresyonunun TGF- uyarimina yanit
olarak Snail ve Smad4 tarafindan transkripsiyonel olarak dizenlendigini gostermistir. TUm bu
bulgularimiz, TGF-B'nin SATB2 ekspresyonunu inhibe etmek igin Snail ve Smad4
transkripsiyon faktorlerini ko-represor olarak géreviendirdigini ve boylece SATB2’nin KHDAK

hicre EMT ve invazyonu Uzerindeki inhibi edici etkisini elimine ettigini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: TGF-B, SATB2, EMT, invazyon, KHDAK



ABSTRACT

Lung cancer is one of the most common causes of death by cancer worldwide with less than
10-15% of survival rate at 5 years. EMT (Epithelial-mesenchymal transition) is a key event
in invasion of cancer. There are lots of regulator proteins responsible for inducation of EMT,
but underlying mechanisms are still unknown. SATB2 is a nuclear matrix-associated
transcription factor and epigenetic regulator that is involved in osteoblastic differentiation and
craniofacial patterning. It is unknown that the effects of SATB2 on TGF-B-induced EMT and
invasion of NSCLC cells. Therefore, we aimed to determine whether SATB2 has a regulatory
role for TGF-B-induced EMT and invasion of NSCLC cells with underlying molecular
mechanisms. We found that SATB2 is downregulated in A549 cells and TGF-3 can induce
EMT in these cells, however, it can not induce EMT in SATB2 expressing cells such as PC3
and Hccl193. Our results demonstrated that siRNA-mediated knockdown of SATB2 is
sufficient to induce EMT and invasion and improves the inducing effects of TGF-B on these
processes in NSCLC cells. Moreover, SATB2 overexpression slightly inhibited TGF-B-
induced EMT and invasion in A549 cells. Especially, EMT regulators Slug and Zebl
expression was found to be upregulated by SATB2 knockdown. However, it has not a
regulatory effect on Smad pathway, indicating that SATB2 implicated in TGF-B-induced EMT
and invasion by regulating transcription factors such as Slug and Zeb1 independent of Smad
pathway. We further investigated how TGF-B regulates SATB2 expression and observed
that the promoter of SATB2 contains E-box, CTCF and SBE motifs via our bioinformatics
analyses. Next, we knockdowned expressions of Snail, Slug, Zebl, CTCF and Smad4 to
determine being responsible for TGF-B-mediated SATB2 downregulation and found that
siRNA-mediated knockdowns of Snail and Smad4 suppressed this inhibition in A549 cells.,
ChIP-PCR experiments also showed that SATB2 is transcriptionally regulated by Snail and
Smad4 in response to TGF-B. All our findings reveal that TGF-B recruits Snail and Smad4
transcription factors as co-repressors to inihibit SATB2 expression, thereby eliminating the
inhibitory effects of SATB2 on EMT and invasion of NSCLC cells.

Key words: TGF-B, SATB2, EMT, Invasion, NSCLC
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1.  GIRiS

Akciger kanseri, yliksek metastatik kapasiteye ve yuksek tekrarlama riskine sahip
olmasiyla en agresif kanser tirlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iligkili 6limlerin en yaygin
nedeni durumundadir. GunUmuzde kanser progresyonundaki rolleri nedeniyle timor
mikrogevresinde aktif roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak noktasi haline
gelmistir. Hem normal hiicresel olaylarda hem de kanser progresyonunda oynadigi énemli
roller ile TGF-B, sitokinler igerisinde kilit bir yere sahiptir. Yapilan arastirmalar TGF-’'nin,
akciger kanseri, meme kanseri gibi birgok kanser tirinin timdérgenezinde, invazyonunda,
metastazinda ve kemoterapik ilaglara direnglilik kazanmasi gibi sidreclerindeki rollerini

goOstermistir.

Cesitli kanser hucre dizilerinde yapilan calismalarda TGF-f, invazyonun Kilit bir
adimi olan Epidermal Mezenkimal Transisyon (EMT) surecini tetikledigi bilinmektedir. Son
guncel arastirmalar; TGF-B ile indiklenen EMT slrecinde bircok yolagin, aktif roller
ustlendiklerini gostermektedir. Bu nedenle, TGF-B ile indiklenen EMT ve invazyon
sureclerinde rol alan yolaklarin molekuler mekanizmalarinin aydinlatimasi 6nem arz
etmektedir. Bu baglamda projemiz, TGF-3 sinyal yolagi ile SATB2'nin iliskisini ve bu iligkinin
KHDAK hicre EMT'sinde ve invazyonundaki rolini ayrintih  mekanizmalariyla

aydinlatabilmeyi amaclamaktadir.

Akciger kanseri, yuksek invaziv yeteneklere sahip olmasiyla en agresif kanser
turlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iligkili 6lumlerin en yaygin nedeni durumundadir.
invazyonun gerceklesebilmesi icin gerekli en énemli adimi ise, epitel kdkenli kanser
hicrelerinin hicre-hlicre baglantilar gibi epitelyal 6zelliklerini kaybettigi, artan migrasyon ve
invazyon yetenegi gibi mezensimal Ozellikleri kazanilmalari ile sonuglanan EMT surecidir.
GUnUimuzde kanser invazyonu ve metastazindaki rolleri nedeniyle timoér mikrogevresinde

aktif roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak noktasi haline gelmistir.



2. LITERATUR OZETi

Akciger kanseri, dinya genelinde 5 yillik sagkalim oraninin %10-15'den daha az
olmasi nedeni ile kanser iligkili 6limlerin en yaygin nedenidir. Bu kot netice, siklikla ilerlemis
lezyonlara ve metastaza sahip hastalarin gec teshisi ile iligkilidir. Dinya Saglhk Orgiti'nin
(WHO) glncel siniflandirmasina gore akciger kanserinin bir alt turd olan Kuguk Hucre-digl
Akciger Kanseri'nin (KHDAK), akciger kanseri vakalarini yaklasik olarak %80 oraninda temsil
ettigi ifade edilmektedir. Ayrica; KHDAK, o6zellikle ylksek invaziv 6zelliklere ve metastatik
potansiyele sahip olmasiyla agresif bir timardir (Dauphin vd. 2013)

Kanser metastazi, akciger kanser hastalarinin kétl prognozlarinin baslica nedenidir.
Cerrahi olarak timoérin tamamen rejekte edildigi hastalarda bile kanser siklikla metastaz ile
niksetmektedir. iste bu nedenle, akciger kanserinin etkili tedavisi icin metastaz gelisiminin
mekanizmalari, en ¢ok arastirilan konularin basinda gelmektedir (Hanahan vd. 2000). Ancak
tim bu yogun arastirmalara karsin, metastaz suUreci hala yeteri seviyede anlasilabilmis
degildir (Bhowmick vd. 2004). Dolayisiyla, bu problemlerin ¢6zimu icin, akciger kanser
hlcrelerinin yayilliminin molekller mekanizmalarini tim ayrintilariyla anlamaya ihtiyacimiz
vardir (Hanahan vd. 2000).

Kanser metastazinin patogenezi birbiri ile baglantii ve art arda gelen bir seri
asamadan olugan kompleks bir siregtir (Hanahan vd. 2000). Sekil 2.1’de goéruldagu uzere
metastazin gerceklesmesi icin gerekli adimlar; timor hiicrelerinin birbirlerinden ve kendilerini
cevreleyen Ekstra Seluler Matriks (ESM)'den ayrilmasi, cesitli proteazlarla ESM’nin degrade
edilmesi, bazal membranin degrade edilmesi ve komsu dokulara invazyon, endotel
hucrelerindeki gesitli adezyon molekillere baglanmalari araciliiyla kan veya lenf damar
sistemine giris, damar sisteminde sag kalim ve yine damar sistemi araciligiyla metastaz
yapacag! bdlgeye tasinmasi, metastatik lezyon olusturacagi bdlgede damar sisteminden
¢ikis ve son olarak metastatik lezyonun olusumudur (Bhowmick vd. 2004, Bissell vd. 2001,
Mueller vd. 2004, Shimoda vd. 2010). Bu metastatik kaskat igerisinde en kritik adimlardan
birisi invazyon siirecidir (Bhowmick vd 2004). invazyonun gerceklesebilmesi icin gerekli en
onemli adim ise, epitel kokenli kanser hucrelerinin hlcre-hucre baglantilari gibi epitelyal
Ozelliklerini kaybettigi, artan migrasyon ve invazyon yetenegi gibi mezengimal ozellikleri

kazanmalari ile sonuglanan EMT surecidir (Polyak vd. 2009).
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Sekil 2-1. Epitel kdkenli kanserlerde metastatik kaskatin sematik gésterimi (Thompson vd.
2011).

EMT indUksiyonu hem embriyonik gelisim sirasinda hem de kanser hucrelerinde birgok
sinyal yolagi tarafindan yurutilmektedir (Xiao vd. 2010). Bu sinyal yolaklari gogunlukla TGF-
B slper ailesi Uyeleri, epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor/scatter factor
(HGF/SF), fibroblast growth factor (FGF) dir. TGF-$ super ailesinin dnemli bir Gyesi olan
TGF-B1, sadece embriyonik gelisim sirasinda degil, ayni zamanda kanser progresyonunda
EMT'yi indUkleyebilmektedir. Cesitli arastirmalar TGF-B1’i, akciger ve bdbrek fibrozisinde,
pankreas kanseri, meme kanseri ve KHDAK hicrelerinde EMT’nin en énemli indukleyicileri
arasinda tanimlamaktadir (Heldin vd. 2012, Katsuno vd. 2013, Moustakas vd. 2012). TGF-1
sinyal yolagi, EMT surecini yoneten SMAD, p38, JNK, Rho GTPase ve PI3K/Akt sinyal iletim
aglarinda merkezi bir yer isgal etmektedir (Chen vd. 2012).

EMT surecinde ekspresyonu baskilanan epitelyal genler (E-kaderin gibi) ve
ekspresyonu uyarilan mezengsimal genler (N-kaderin gibi) cesiti EMT indukleyici
transkripsiyon faktérleri tarafindan kontrol edilir. Bunlar; zinc finger proteini ailesi iginde yer
alan Snaill, Snail2 (Slug), Zebl, Zeb2/SIP1 ve basic helix-loop-helix faktorler olarak
adlandirilan Twist1 ve E47 transkripsiyon faktorleridir (Coussens vd. 2002, Orimo vd. 2006).
Bu transkripsiyonel faktorler EMT’yi gerceklestirmek lGzere E-kaderin, klaudinler, okludinler,
plakofilinler, MUC1 ve sitokeratin gibi ¢esitli epitelyal markerlari kodlayan birtakim genlerin

ekspresyonlarini baskilamaktadir (Kalluri vd. 2006).

TGF-B sinyal yolagi tarafindan ekspresyonlari ve/veya aktivasyonlari uyarilan Snail ve
Zeb1 gibi EMT surecini yoneten transkripsiyon faktorlerinin, EMT slrecinde kritik dizenleyici

olduklari bugliine kadar gergeklestirilen bircok calismayla kesinlik kazanmistir (Tania vd.
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2014, Zheng vd. 2014). Ancak bu transkripsiyon faktorleri, E-kaderin gibi EMT markerlarinin
ekspresyonlarini dizenleme olaylarinda tek baslarina gérev almazlar. Bu transkripsiyon
faktorleri, EMT surecini ydnetmek icin cesitli histon deasetilazlar (HDACs) ve DNA metil-
transferaz gibi epigenetik dizenleyiciler ile is birligi yapmaktadirlar (Aghdassi vd. 2012, Lin
vd. 2014, Liu vd. 2013, Peinado vd. 2004, von Burstin vd. 2009). Lei ve arkadaslari,
yaptiklar bir ¢alismada, HDAC1'in TGF-B tarafindan indiklenen EMT’de gerekli oldugu
sonucuna varmisglardir (Lei vd. 2010). Bir diger calismada ise DNA metiltransferaz-1
proteininin, TGF-B ile induklenen EMT surecinde baskilayici bir rol ustlenen SCARAS
ekspresyonunun baskilanmasi igin Snail ile is birligi yaptigi gosterilmistir (Liu vd. 2013). Bu
dogrultuda gercgeklestirilen calismalar sonucunda; TGF-B tarafindan indiklenen EMT

surecinde bu epigenetik duzenleyicilerin rolu agikga gorulmektedir.

Gen ekspresyonun diizenlenmesinde rol alan mekanizmalarin anlasiimasi konusunda,
onlarin kompleks ve ince detaylara sahip ozelliklerinin degerlendiriimesi ile gunimuzde
sinirlar asilmis durumdadir. Dokuya spesifik transkripsiyon, genin “enhancer” ve “promotor”
bdlgelerine baglanarak o genin ekspresyonunu gerek artirip gerek baskilayarak kontrol eden
transkripsiyon  faktorleri tarafindan  dizenlenmektedir (Patani vd. 2009). Gen
ekspresyonlarinin dizenlenmesinde, transkripsiyon faktorlerine ilaveten DNA'nin kromatin
olarak paketlenmesi ve sonrasinda kromatin organizasyonu da genlerin ekspresyonlarini
dizenlemede 6nemli role sahiptir (Fry vd. 2001). Bu nedenle, transkripsiyon faktorlerinin
fonksiyonlari; hem araci komplekslerle olan etkilesimleri araciligiyla gergeklestiriien RNA
polimerazin uyarimini hem de histon modifiye eden enzimlerin ve nukleozom yeniden
modelleme komplekslerinin galistiriimasi araciligiyla gergeklestirilen kromatin erigilebilirligini
kapsamaktadir (Freiman vd. 2003, Zhang vd. 2001). Guincel ¢alismalar, gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde yiksek dizeyde organize olmus kromatin yapisinin dnemini ortaya
koymaktadir (Schubeler vd. 2000, Spector 2003). Birgok genin ekspresyonunun
dizenlenmesinde kromatin yapisinin yeniden modellenmesinin dnemini de kanitlamigtir
(Brown 2003, de Laat vd. 2003, Ho vd. 2010). Special AT-rich sequence-binding protein-2
(SATB2), DNA'nin AT bazlarinca zengin boélgelerine baglanan ve kromatinin yapisini
degistirerek gen ekspresyonlarini kontrol eden bir protein grubudur (Dobreva vd. 2003,
Szemes vd. 2006). SATB2 embriyonik ddbnemde dogrudan yuz-kafatasi gelisimi ve kortikal
noron farklilasmasini dizenlemektedir (Britanova vd. 2008, Dobreva vd. 2006, Gyorgy vd.
2008, Leoyklang vd. 2007). Ayrica iskelet gelisimini, osteoblast farklilagmasini ve
immunoglobin gen ekspresyonlarini duzenlemektedir (Coussens vd. 2002, Dobreva vd.
2006).
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Sekil 2-2. TGF-B ile muamele edilen A549 hiicrelerinde miR-31 ekspresyon seviyesinin RT-

PCR ile belirlenmesi.

Literatirde SATB2'nin KHDAK invazyonudaki roliini ya da etkisini gosteren herhangi
bir calisma olmadigi gértlmektedir. SATB2'nin diger kanser hicrelerinde EMT silrecinde
ekspresyonunun 6nemli oldugunu gdsteren kolon kanserleri Uzerine iki ¢aligma mevcuttur.
Bu calismalar goéstermektedir ki; SATB2 ekspresyonu ylksek oldugunda kolon kanseri
hucreleri EMT’ye girememekte; SATB2 ekspresyonu miR-31 ve miR-182 mikroRNA’lari ile
baskilandiginda ise ayni kolon kanser hucreleri EMT’ye girmektedirler (Yang vd. 2013, Yang
vd. 2014). Sekil 2.2°de goruldugu uzere, TGF-B aracih KHDAK hicre EMT’sinde SATB2
ekspresyonunun baskilanmasinin miR-31 miRNA araciligiyla olmadigi goérulmektedir. Bu
bilgi, TGF-B’nin KHDAK hiicrelerinde SATB2 ekspresyonunu, post-transkripsiyonel olarak
degil, transkripsiyonel olarak baskiladigi hipotezimizi destekler niteliktedir. Ayrica, SATB2’nin
osteosarkoma hucrelerinde Epithelial Protein Lost In Neoplasm (EPLIN) gibi hicre iskeleti
elemanlarinin ekspresyonlarini dizenleyerek hicre migrasyonu ve invazyonu Uzerinde rolu
oldugu gorulmektedir (Seong vd. 2015). SATB2’nin kolon kanserlerinde invazyon dahil
kanser progresyonunun bircok mekanizmasindaki rolleri sik¢ca c¢aligsiimaktadir. Bu
calismalarda; SATB2 ekspresyonunun, hlicre migrasyonu ve invazyon kapasitesi ile olan
negatif iliskisi hipotezimizi destekler niteliktedir (Mansour vd. 2015, Mansour vd. 2015).
Ancak EMT, hlcre migrasyonu ve invazyonunda kritik bir uyaran olan TGF-f sinyal
yolaginin, SATB2 ekspresyonunu nasil dizenledigini ve TGF-f tarafindan indiklenen EMT,
hicre migrasyonu ve invazyonunda SATB2nin dizenleyici rolinin olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu veriler bize kolon kanser hiicrelerinde de SATB2’nin ekspresyonunun

EMT'yi duzenledigini gostermekte ve hipotezimizi desteklemektedir.



3.  GEREG ve YONTEM

3.1 Hiicre Kulturu

Proje Onerimizde hipotezimizi test etmek icin iki farkli hicre grubu model olarak
secilmigtir. Bu gruplar; TGF-f tarafindan EMT surecinin indiklendigi epitel karakterde olan
A549 hucresi ile TGF-B ile EMT sudrecinin induklenemedigi epitelyal karekterde olan
HCC193, HCC78, 11-18 ve PC3 hucreleridir. A549 hicre dizisi %10 Fetal Bovine Serum ve
%0,5’lik penisilin/steptomisin iceren DMEM besi ortaminda, HCC193, HCC78, 11-18 ve PC3
hicre dizileri ise %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5lik penisilin/steptomisin iceren RPMI
1640 besi ortaminda 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava ortaminda kultlre edilmigtir.

3.2 SATB2 cDNA'’sInin klonlanmasi

SATB2 cDNA’sinin klonlanmasi icin SATB2 geninde mutasyon olmadigini bildigimiz
A549 hucreleri kullanildi. Once bu hiicrelerden Trizol ile total RNA izole edildi. Ardindan elde
ettigimiz total RNA’dan cDNA kiatiphanesi olusturuldu. SATB2 cDNA’s1 2201 baz giftinden
olusmaktadir. SATB2'nin klonlanabilmesi igin &ncelikle SATB2 c¢DNA'nin  kendi
tasarladigimiz klonlama primerleri ile amplifiye edildi. SATB2’nin klonlanabilmesi i¢in, SATB2
cDNA’sini kesmeyecek ve pcDNA3.1 vektdriinin multiple clonning site (MCS) bdlgesinden
kesim noktasi bulunan restriksiyon enzimi arastirildi ve bu enzimin Xhol oldugu goéralda.
Klonlama primerleri, Xhol enzim kesim bdlgesini icerecek sekilde tasarlandi. Tasarladigimiz
primer dizileri asagida goérulmektedir. Bu primerlerde italik sekilde yazilanlar, insan SATB2
cDNA’sinin sirasiyla 5 ve 3’ uglarina komplementer bazlardir. Bu bazlarin 5’ ucuna dogru
yesil renkle goésterilen bazlar, iki Marilyn Kozak (GCC ve ACC) dizileridir. Sari renk ile
gOsterilen diziler Xhol enziminin kesim (CTCGAG) bdlgeleridir. Kirmizi renk ile gésterilenleri
ise, Xhol enziminin kesim bdlgesini daha etkin kesmesi i¢in tarafimizdan eklenen dizilerdir.
Bu primerler (5-TAAAA ATGGAGCGGCGGAGCGAGA-3* ve 5'-
GGCGT TTATCTCTGGTCAATTTCGGCAAGGTGCT-3’) kullanilarak 6nce PCR
yardimiyla SATB2 cDNA elde edildi. Ardindan, PCR ile amplifiye etmis oldugumuz SATB2
cDNA’sI ve bos pcDNA3.1 vektorld Xhol ile 37 °C’de 24 saat kesildi ve SATB2 cDNA'sI ve
pcDNA3.1 klonlama ig¢in hazir hale getirildi. Ardindan, Xhol ile kesilmis pcDNA3.1 vektorl
alkalen fosfotaz enzimi kullanilarak 5’ uglari defosforile edilerek insert almadan kendi kendine
kapanma olasilhigi azaltildi. Xhol ile kesilmis SATB2 cDNA’si, Xhol ile kesilmis ve alkalen
fosfotaz ile defosforile edilmis pcDNA3.1 vektoru 4 insert, 1 vektdr oraninda T4 DNA ligaz

kullanilarak 16°C’de geceboyu ligasyon iglemi gerceklestirildi. Ligasyon asamasindan sonra



kompetent bakteriler (E.coli-DH5alpha susu) tum ligasyon Urand ile transforme edildi.
Transforme edilen bakteriler 100ug/ml amfisilin iceren kati besiyerine ekilerek 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. inkiibasyon suresinin ardindan, kolonilerden miniprep yéntemi ile plasmid
izolasyonu yapildi. Elde edilen plasmidler Xhol ile kesilerek insert alan ve almayan koloniler
tespit edildi. SATB2 insertiini sense mi anti-sense mi yoninde klonlandigini anlamak igin
SATB2 inserti tasidigi tespit edilen koloniler SATB2 cDNA’sini ve pcDNA3.1’i ayri ayri tek
kesim noktasindan kesen ikinci bir restriksiyon enzimi ile ayrica kesidi ve olusan fragment
boylarina gére agaroz jel elektroforezi kullanilarak, SATB2 cDNA’sinin sense mi, anti-sense

mi olarak klonlandi§i tespit edildi.

3.3 Western blot

SATB2 siRNA transfekte edilmis, kontrol siRNA transfekte edilmis A549, HCC193,
HCC78, 1I-18 ve PC3 hicreleri, SATB2-pcDNA3.1 kalici transfekte edilmis ve pcDNA3.1 bos
vektor transfekte edilmis A549 hicreleri, 24 saat serum starvasyonun ardindan TGF-( ile 0-
24-48 saatlerinde muamele edilen ve edilmeyen gruplara ayrildi. inkiibasyon siiresinin
ardindan, bu hicre protein 6zutleri RIPA (0.15 molar NaCl, %10 SDS, 0,05 molar tris-HCI
pH: 7,65, %1 NP-40 ve % 0,5 deoxycholate) tamponu igerisinde toplandi, ardindan 12.000 x
gde, 4°C'de 3 dakika santrifij edilerek istenmeyen hicre artiklarinin ortamdan
uzaklastiriimasi saglandi. Toplanan protein érneklerinin konsantrasyonu Bradford yontemi ile
tayin edildi. Daha sonra 6rneklerden, 100 mikrogram protein olacak sekilde alindi. Bunlarin
Uzerlerine protein ylkleme boyasindan da (100 mM Tris-HCL (pH6.8), %12 -
Bmerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20% gliserol) 1:1 oraninda eklenerek,
ornekler 3,5 dakika 100°C’de kaynatildi. Kaynatma isleminin hemen ardindan 10 mikrolitrelik
otomatik pipet kullanilarak, ependorf tip igindeki érnekler %20-4 gradientli veya %10’luk
SDS jele (PIERCE) yuklendi ve yurime tamponu (Tris baz 0.1 M, Hepes 0,1 M, SDS 3 mM)
ile 80 voltta 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez isleminin ardindan proteinler
transfer tamponu (20% metanol, 50 mM Tris, 40 mM glisin) iginde 4 °C’de 75 mA akim
siddetinde bir gece boyunca immunobolin membran (Thermo) Uzerine transfer edildi. Bu
islemden sonra membran, %5'lik kuru sut tozu iceren TBST (34 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI
pH:7,6 %1 Tween 20) ¢Ozeltisi icinde oda sicakhiginda 2 saat bloklandi. Ardindan ayni
membran %5 kuru st iginde 1:5000 (SATB2, E-kaderin, ZO-1, Occludin, Claudin-1, N-
kaderin, Vimentin, Fibronektin, Snail, Slug, Twist, Zeb1, p-SMAD2/3, SMAD2/3, SMAD4) ve
1:50.000 (GAPDH) oranlarindaki primer antikorlarla oda sicakhdinda 1 saat isaretlendi.
Membran Uzerindeki spesifik proteinlerin ilgili primer antikorlarla isaretlenmesinin ardindan,

membran 15, 5 ve 5 dakika olmak Uzere Ug¢ set TBST ile oda sicakliginda yikandi. Yikama
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isleminden sonra membran primer antikorlarin immiuinoglobilinlerine karsi spesifik olarak
geligtiriimis olan ve 1:10000 oraninda HRP (Horseradish Peroksidaz) bagli sekonder antikor
bulunduran %5 kuru sutli TBST gozeltisi icerisinde tekrar isaretlendi. Isaretleme oda
sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra, membran tekrar 15, 5 ve 5 dakika olmak lzere Ug¢ set
TBST ile oda sicakhginda yikandi. Yikama isleminin ardindan ECL (Enhanced
Chemiluminescence) solisyonu kullanilarak kemiliminesans reaksiyonu baslatildi ve
spesifik protein bantlari proje kapsaminda alimi yapilan Odyssey ® Fc Imaging System (LI-

COR Biosciences) goruntileme cihazi tarafindan fotograflandi.

3.4 immunofloresans deneyi

SATB2 siRNA transfekte edilmis, kontrol siRNA transfekte edilmis, SATB2-pcDNA3.1
kalici transfekte edilmis ve pcDNA3.1 bos vektor transfekte edilmis A549 hicreleri TGF-f ile
48 saat muamele edilen ve edilmeyen gruplara ayrilarak, SATB2, E-kaderin, ZO-1, Occludin,
Claudin-1, N-kaderin, Vimentin, Fibronektin antikorlari kullanilarak immunoflorasans boyama
yapildi. Bunun igin; 12-well plate’lerde deney prosedirimiz geregi muamele ettigimiz
hicrelerin besiyeri alinarak PBS ile yikandi. Ardindan hicreleri %4 taze hazirlanmis
formaldehit ile fikse edildi ve gecirgenligin saglanabilmesi igin %0,1 Triton X-100 iceren PBS
ile oda isisinda 5 dk. inkiibe edildi. Daha sonra hicreler, 1:100 oraninda ilgili antikor, %3
BSA ve %0,08 glisin iceren PBS igerisinde 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon
suresinin sonunda, 1:300 oraninda Alexa Fluor-488-conjugated goat anti-rabbit, %3 BSA ve
%0,08 glisin iceren PBS igerisinde 2 saat oda i1sisinda inklibe edildi. Stirenin sonunda hicre
normalizasyonu igin DAPI boyasi ekledi 5 dk. inkiibe edildi. inkiilbasyonun sonunda hiicreler

florasans mikroskop ile gorintulendi ve 40X buyutmede fotograflandi.

3.5 siRNA (small interfering RNA) transfeksiyonu

Petri kabinda %80 yogunluga ulasmis olan hcreleri 6-well platelere sirasiyla %10 FBS
iceren fakat antibiyotik icermeyen 2'ser ml DMEM ve RPMI 1640 besiyerlerinde 2x10° hicre
olacak sekilde ekildi ve 37°C’de, %5 CO. ve %95 nemli hava ortaminda bir gece inkube
edildi. inkiibasyon siiresinin ardindan higbir geni hedef almayan kontrol siRNA’si, SATB2,
Snail, Zeb1, CTCF ve SMAD4’U hedefleyen siRNA’lar (Santa Cruz) ile lipofectamine 2000
ajanla (Life Technology) transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra, serum-free
besiyeri kullanilarak hiicreler 24 saat serum-starved edildi. inkiibasyon siresinin sonunda,
TGF-B ile muamele edilmis ve edilmemis hicre kontrol gruplari SATB2, Snail, Zeb1, CTCF

ve SMAD4 spesifik antikorlar kullanilarak ilgili siRNA aracili gen sessizlestiriimesinin
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verimliligi ve Snail, Zeb1, CTCF ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin TGF-B-indikli SATB2

baskilanmasindaki potansiyel rolleri western blot analizi ile tespit edildi.

3.6 invazyon deneyi

Bunun icin BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalari (BD Biosciences,
Clontech) kullanildi. Bu invazyon odaciklarinin hicrelere sagladiklari 6zel sartlar sayesinde
biz in vitro kosullar altinda hicrelerin invaziv 6zelliklerini saptayabilmekteyiz. Bu invazyon
odaciklari 8 um capli porlar iceren bir membran ile értalidir ve bu porlu membran ayrica bir
matrijel matriks ile kaphdir. Bu matrigel matriks bize bazal membrani in vitro kosullarda
olusturma imkani saglar. Bu membran sayesinde invaziv 0zellii olmayan hucrelerin
membranin diger ylzeyine gegcmesi engellenmektedir. Bu membrandan diger yluze ancak
invaziv hucreler gecebilmektedir. Dolayisiyla matrijel membran bize invaziv ve invaziv
olmayan hicrelerin birbirinden ayirabilme imkani sunar. Kontrol siRNA transfekte edilmis,
SATB2 siRNA transfekte edilmis A549 ve Hcc193 hicreleri, SATB2 ile kalici transfekte
edilmis ve pcDNA3.1 bos vektor transfekte edilmis A549 hlcreleri TGF- ile muamele edilen
ve edilmeyen gruplari, 0,5 ml serum igermeyen besiyerinde 1,25x10° olacak sekilde invazyon
odalarina ekildi, invazyon odaciginin disina 0.75 ml %10 FBS iceren besiyeri konularak
kemoatraktant ortam saglandi. Hiicreler 24 saat 37°C de CO.'li inklibatérde inklbe edildi.
inkiibasyon siiresinin sonunda invaziv ézellikte olan hiicreler invazyon odaciginin porlu olan
membraninin  dis ylzeyine gecgeceklerinden invazyon odaciginin igindeki besiyeri
uzaklastirildi ve ardindan spatiille i¢ yiizeyindeki hiicreler kazinip atildi. invazyon odaciginin
dis ylzeyine gegen hicreler dnce metanol ile fikse edildi, ardindan da Toludine (%1) ile

boyanip kurutuldu ve mikroskop altinda invaziv hlicreler sayildi.

3.7 ChIP deneyi

Western blot deneylerimizin sonucunda TGF-B aracii SATB2 eskpresyonunun
dizenlenmesinde roll oldugu tespit edilen Snail ve Smad4 transkripsiyon faktorlerinin, ChlP
assay yontemi ile SATB2 promotor bolgesine spesifik olarak baglanarak SATB2
ekspresyonunu reglle edip etmedigini kesinlestirmek icin gerceklestirildi. ChIP assay
deneyimiz, Liu ve arkadaslarinin (2013) ¢alismalarinda belirttikleri sekilde gergeklestirildi (Liu
vd. 2013). Daha onceki deneylerimizden valide ettigimiz gerekli hiicre sayisini elde etmek
icin, A549 hucreleri 15 cm’lik 6zel petrilere petri basina 6 milyon olacak sekilde ekildi. 48 saat
kiltire edilen ve istenilen sayiya ulasan hiicrelere TGF- muamelesi yapildi. 1 saat sonra

TGF-B muamele edilmis ve edilmemis hlcre gruplari ChIP-IT® Express Enzymatic Kit
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(ActiveMotif) kullanilarak énce %37 formaldehit ile 10 dakika muamele edilerek kromatin ve
kromatine baglanan transkripsiyon faktorleri arasinda g¢apraz baglar olusturuldu. Ardindan,
formaldehitin etkisini durdurmak icin uygun hacimde 125 mM glisin ilave edildi, petriler hafifce
sallanarak 5 dakika inkibe edildi. Daha sonra besiyeri aspire edilip petriler buzda bekletildi
ve 3 kez uygun hacimdeki soguk ve steril PBS ile hiicreler yikandi. Proteaz inhibitér koktail
iceren 1,25 ml (petri icin) PBS ile hiicreler cell scraper yardimi ile kazindi ve hicreler steril bir
eppendorfa aktarildi. Kitin, lizis tamponu kullanilarak niklear ekstrakt izole edildi. ChIP
yonteminde, yaklasik 200 — 1500 bp arasinda kromatin pargalarina ihtiyag duyuldugundan
A549 hicrelerinden elde edilen kromatin ornekleri kite gdre enzimatik olarak yukarida
belirtilen (200-1500 bp) miktarda parcalanmasi icin optimize edildi. Optimizasyon igin
kromatin ornekleri 2.5, 5 ve 10 dakika zaman araliklarinda enzim ile muamele edildi.
Ornekler, RNaz A, Proteinaz K ile muamele edilip Fenol/Kloform saflastiriimasinin ardindan
%71’lik Agaroz Jel'de goruntilendi (Sekil 3.7.1). Elde edilen fragmentasyonda en uygun sire
olan 10 dakika segilerek kalan kromatin érneklerinin tamami i¢in bu stire enzimatik muamele
yapildi. Ardindan, ChIP uyumlu Snail ve Smad4 spesifik antikorlari kullanilarak, protokole
gbre magnetik boncuklar yardimiyla ilgili transkripsiyon faktérinin baglandigi DNA
fragmentleri ayristirildi. DNA fragmentleri, kitin protokoliinde belirtildigi gibi Proteinaz K ile
proteinlerden uzaklastirilip ChIP DNA Clean & Concentrator (Zymo Research) kiti ile
saflastirildi. Proje onerisinde belirttigimiz gibi, biyoenformatik araclar yardimiyla tahmini
olarak SATBZ2yi duzenledigini tespit ettigimiz genlerin siRNA araciligyla susturularak
gergeklestirilen western blot analizlerinde belirledigimiz Snail ve Smad4’in SATB2
promotorunda baglandigi bolgeleri tam olarak tespit edebilmek icin web tabanh JASPAR
(http://jaspar.genereg.net) programi kullanildi. Programda tespit edilen Snail ve Smad4
baglanma  boélgelerini  g¢ogaltan  ChIP-PCR  primerleri  NCBI  Primer  Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak tasarlandi. insan genomunda
belirlenen bdlge disinda baska hedefleri olmadidi saptanan primerler segilerek IDT Oligo
Analyzer (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) yardimiyla primerlerin haripin yapilari ve
dimerizasyon durumlari kontrol edildikten sonra sentezlettirildi (Tablo 1). Saflagtirdigimiz

DNA fragmentleri kullanilarak tasarladigimiz primerleri ile RT-PCR gerceklestirildi.
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Sekil 3-1 A549 kromatin 6rnegini istenilen fragmentasyonda elde etmek igin 2.5, 5 ve 10
dakika enzim ile muamele ederek gerceklestirilen agaroz jel analizi.

Tablo 1 ChIP-PCR igin kullanilan primerler listesi.

ChIP-PCR Primer

Forward Primer

Reverse Primer

SATB2 prom Snail AGAGCGCCCACGAGGAT CACCTGATGAAACGGCGCTC
Baglanma Bolgesi 1

SATB2 prom Snail AATAACGATTGTAGCGCCCG | ACCCCTTGAATACCCGCTTT
Baglanma Bolgesi 2

SATB2 prom Smad4 GCCGCCCAGTGTAAGGTTG CACGTGATAGACGTTCAGGC

Baglanma Bolgesi
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4. BULGULAR

Proje kapsaminda elde etmis oldugumuz bulgularimiz, “SATB2 c¢DNA’sinin
klonlanmasi”, “SATB2'nin TGF-B ile induklenen KHDAK EMT’sindeki Duzenleyici rolindn
arastiriimasi”, “SATB2 promotor boélgesinde var olan E-box, CTCF ve SMAD4 baglanma
bdlgelerine baglanmasi muhtemel dizenleyici faktoérlerin TGF-B tarafindan induklenen
SATB2 downregulasyonundaki potansiyel rollerinin arastiriimasi”, “SATB2 ekspresyonunun
TGF-p ile indiklenen KHDAK hiicre invazyonu Uzerindeki etkisinin arastiriimasi” ve “TGF-f3
aracilh SATB2 ekspresyonunun duzenlenmesinde rolu oldugu tespit edilen gen Urunlerinin,
ChIP assay yontemi ile SATB2 promotor bdlgesine spesifik olarak baglanarak SATB2

ekspresyonunun dizenlenmesindeki rollinin arastiriimasi” alt bagliklari altinda agiklanmistir.

4.1 SATB2 cDNA’sinin klonlanmasi

4.1.1 SATB2 insert’niin Eldesi

Uygun hacimde trizol ile toplanan 293T hicrelerinden total RNA izolasyonu
gergeklestirildi. izole edilen total mRNAlardan, cDNA sentez kiti (applied biosystems, MA
ABD) ile cDNA kuttphanesi elde edlidi. Xhol restriksiyon enzim kesim bolgesi icerek sekilde

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

kalip olarak kullanarak Termal Cycler cihazinda amplifikasyon gergeklestirildi. PCR sartlari:
94°C’de 5 dk. 6n denatlirasyon; 40 dongl olmak Uzere 94°C’de 45 sn, 58°C’de 45 sn,
72°C’de 1 dk ve son uzatma 72°C’de 7 dk olacak sekilde gercgeklestiriimigti. PCR GrUnleri
agaroz jel elektroforezinde teyit edildi (Sekil 4.1).
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Marker
SATB2 Insert

bp

Sekil 4-1 PCR yontemi ile SATB2 cDNA’sinin amplifikasyonunun %0,75’lik agaroz jelde
gosterilmesi.

Klonlama primerlerimizde italik sekilde yazilan bazlar insan SATB2 cDNA’sInin sirasiyla 5’ ve
3’ uglarina komplementer bazlardir. Koyu punto ile yazilan bazlar, iki Marilyn Kozak (GCC ve
ACC) dizileridir. Kirmizi renk ile g0sterilen diziler Xhol enziminin kesim (GAATTC)
bdlgeleridir. Yesil renk ile gosterilenleri ise, Xhol enziminin kesim bolgesini daha etkin

kesmesi icin tarafimizdan eklenen dizilerdir.

4.1.2 SATB2 Insert’in ve pcDNA’nin Vektériiniin Xhol Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi
pcDNA3.1 ve SATB2 insertin kesimi icin New England Biolabs Xhol enzimi ve ilgili
tamponlari kullanildi. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 1 unit Xhol enzimi, 1ug pcDNA3.1
veya SATB2 insert ve dH,O ile 50 pl'e tamamlanarak gece boyu 37°C kosullarinda
gerceklestirildi. Sekil 4.2°de goruldigu Uzere pcDNA3.1 vektori basariyla kesilmistir.
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Sekil 4-2 Xhol enzimi ile kesilmemis ve kesilmis pcDNA3.1 vektoérinin %0,75 agaroz jelde
gorintilenmesi.

4.1.3 pcDNA3.1 Vektoriiniin CIAP (Calf-intestinal alkaline phosphatase) ile Muamelesi
Enzim kesimi yapilmis pcDNA3.1 vektorinin self ligasyonunu minimale indirmek i¢in 5'-
terminal kisimlarindaki fosfat gruplarinin defosforile olmasi gerekmektedir. Klonlama islemi
icin hazirlanan vektoriin CIAP (Calf-intestinal alkaline phosphatase) reaksiyonu invitrogen Kkiti
(18009-27) kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 0,01 unit CIAP
enzimi, 1ug pcDNA3.1 vektdrt ve dH.0 ile 40 pl'e tamamlanarak 30 dk 37°C kosullarinda
gergeklestirildi. Inkiibasyon siresinin sonunda pcDNA3.1 vektorl, fenol-kloroform-
izoamilalkol ile saflastirildi. Bunun igin; 6érnedge 1:1 hacminde phenol eklendi, 15 sn vortex
yapilarak buza koyuldu. 10 dk inkibe edildi. 12.000xg’de 10 dk 4°C’de santrifuj edildi.
Supernatant temiz bir tiipe alindi ve tekrar 1:1 hacminde fenol konularak az dnceki islem
tekrarlandi. Seffaf faz alinarak ve temiz bir tipe alindi. DNA’nin ¢éktirdlmesi igin 1:10
hacminde 3M NaAc eklendi. Son olarak 2,5 kat hacminde soguk 100% EtOH eklendi ve -
20°C’de 2 saat veya -80°C’de 1 saat inkube edildi. 12.000xg’de 10 dk 4°C’de santrifyj edildi.
Supernatant enzim kesimi yapilmis pcDNA3.1 vektoérinin self ligasyonunu minimale
indirmek igin 5’- terminal kisimlarindaki fosfat gruplarinin defosforile olmasi gerekmektedir.
Defosforilasyon CIAP (Calf-intestinal alkaline phosphatase) Invitrogen kiti (18009-27)
kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 0,01 unit CIAP enzimi, 1ug
pcDNA3.1 vektori ve dH20 ile 40 yl'e tamamlanarak 30 dk 37°C kosullarinda gergeklestirildi.

inkUbasyon suresinin  sonunda pcDNA3.1 vektorl, fenol-kloroform-izoamilalkol ile
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saflastirildi. Bunun icin; 6érnege 1:1 hacminde phenol eklendi, 15 sn vortex yapilarak buza
koyuldu. 10 dk inklibe edildi. 12.000xg’de 10 dk 4°C’de santrifijj edildi. Supernatant temiz bir
tipe alindi ve tekrar 1:1 hacminde fenol konularak az dnceki islem tekrarlandi. Seffaf faz
alinarak temiz bir tlipe koyuldu. DNA’nin ¢oktirtlmesi igin 1:10 hacminde 3M NaAc eklendi.
Son olarak 2,5 kat hacminde soguk 100% EtOH eklendi ve -20°C’de 2 saat veya -80°C’de 1
saat inkiibe edildi. 12.000xg’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi ve supernatant atildi. Ornek 5-
10 dk kurumaya birakildi ve son olarak pellet uygun hacim steril dH20O ile sispanse edildi. Bu
islemin sonunda, ligasyon icin gerekli tum kompenentler %0,75 agaroz jelde miktarlarinin
teyiti icin yurutuldu. Ligasyon icin gerekli bilesenlerin (vektor ve insert) miktarlarinin tam
olarak belirlenmesi, ligasyonun basarisini énemli dlgtide etkiledigi igin gerekliydi. Nanodrop
cihazinda miktarlarini élgtlen kesilmemis pcDNA3.1 vektori 1ug, Xhol enzimi ile kesilmis ve
CIAP ile muamele edilmis pcDNA3.1 vektori 100 ng, SATB2 insert 500 ng olacak sekilde
jele yuklendi (Sekil 4.3). Dansitometrik analizlerimiz sonucunda yuklenen miktarlarin

dogrulugu tespit edildi.

Xhol ile kesilmis ve alkalen fosfotaz

muamele edilmis pcDNA3.1
Xhol ile kesilmis SATB2 Insert

Kesilmemis pcDNA3.1

B
)
<
=
<
=

Sekil 4-3 Xhol enzimi ile kesilmemis, Xhol enzimi ile kesilmis ve CIAP ile muamele edilmis
pcDNA3.1 ve Xhol enzimi ile kesilmis SATB2 inserfUnun %0,75 agaroz jelde
goérintilenmesi.
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4.1.4 SATB2 cDNA’sinin pcDNA3.1 Vektoriine T4 DNA Ligaz Enzimi ile Klonlanmasi

Xhol ile kesilmis SATB2 insert’i, Xhol enzimi ile kesilmis ve CIAP ile muamele edilmis
pcDNA3.1, T4 DNA Ligaz yardimiyla klonlandi. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 4 hacim
(600 ng) SATB2 insert, 1 hacim (150 ng) pcDNA3.1, 1 unit T4 DNA Ligaz, dH20 ile 20 ul'ye
tamamlanarak 20 dk 16°C kosullarinda gerceklestirildi. Ligasyon Grinudnin timda ticari olarak
satin almis oldugiumuz kompetent DH5a susunu iceren tipe aktarildi ve nazikgce karistirildi.
Tap 30 dk boyunca buzda bekletildi. Daha sonra 42°C’de 90 sn bekletildi ve hemen akabinde
tekrar buzda 5 dk bekletildi. inkiibasyon siiresinin sonunda 1 ml zenginlestirimis LB besiyeri
eklenerek 37°C’de 1 saat 6n kiltirasyon gergeklestirildi. Son olarak, transforme ettigimiz
bakterileri daha 6ncesinden hazirlamig oldugumuz amfisilin iceren LB Agar besiyerine ekildi
ve gece boyunca 37°C’de kulture edildi. 24 saat inkibasyonun ardindan koloniler belirmeye
basladi (Sekil 4.4).

Sekil 4-4 SATB2 inserti iceren pcDNA3.1 vektdrl transforme edilmis DH5a bakterilerinin
amfisilin iceren Agar LB besiyerinde kulturt ve olugan kolonilerinin gérintusa.

4.1.5 SATB2 insoért Tagiyan Koloninin Tespiti

Oncelikli olarak Sekil 4.4de gorilen koloniler steril pipet ucu yardimiyla 15 mllik
falkonlarda daha 6énceden hazirlamis oldugumuz 50 ug/ml amfisilin igeren sivi LB besiyerine
ekildi. Gece boyunca 37°C’de kulture edildiler. Codalan herbir koloniden mini prep plazmit
izolasyon kiti kullanilarak plazmid izolasyonu gerceklestirildi ve sonrasinda kolonilerden izole
edilmis olan bu plazmidler Xhol enzimi ile 1 saat kesim iglemine tabi tutuldu. Bu iglemle
SATB2 igeren pcDNA3.1 plazmidinin varhigi tespit edilmeye calisildi. Sekil 4.5'de goruldugu
Uzere, 12 nolu koloninin SATB2 insert tagidigi dolayisiyla ligasyonunun sadece bu kolonide
basarili bir sekilde gerceklestigi tespit edilmistir.
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Sekil 4-5 Ligasyon sonrasi hangi koloninin SATB2 insortl igerdiginin analizi.

4.1.6 Klonlanan pcDNA3.1-SATB2 Vektoriiniin Western Blot Analizi ile Teyiti

Klonlamis oldugumuz pcDNA3.1-SATB2 ve pcDNA3.1-Mock vektorlerini Lipofectamine
3000 transfeksiyon reagent araciligiyla A549 akciger kanser hicre dizisine gecici olarak
transfekte ettik. 24 saat sonra RIPA tamponu ile hicreler toplandi ve protein izolasyonu
gerceklestirildi. pcDNA3.1-SATB2 ile transfekte ettigimiz A549 hiicrelerinde SATB2’nin, asiri
ekspresyonunun olup olmadigi Western Blot analizli ile tespit edildi. Sekil 4.6'da goruldugu
Uzere, pcDNA3.1-SATB2 ile gegici olarak transfekte edilen A549 hicrelerinde, pcDNA3.1-
Mock grubuna gére SATB2 ekspresyonunu kuvvetli bir sekilde artmaktadir (Sekil 4.6). Proje
Onerisinde, insertlin vektére sense veya antisense yodniunde klonlandigini tespit etmek igin
ikinci bir restriksiyon enzim ile kesim islemini yapmayi planlamistik. Ancak, Western Blot
analiz sonucumuz, insertiin pcDNA3.1 vektérine sense yéninde klonlandigini ve transfekte
edilen A549 hicrelerinde basariyla asiri ekspresyonunun gerceklestigini kanittamak adina
yeterli oldugu icin bu deneyi yapma geregi duymadik.

v
- S
& &

SATB2 -

GAPDH ——m

Sekil 4-6 A549 hucrelerinde SATB2 ekzojen ekspresyonunun Western Blot yontemi ile
gosterilmesi.

17



4.1.7 A549-SATB2 Hiicrelerinin Segilmesi

A549 hiicreleri neomisin ile segileceklerinden ilk 6énce bu hicrelerin neomisin doz
duyarlilk testleri yapildi. Hicreler 24 well platelere ekilip degisik dozlarda (0 ng/ml, 100
ng/ml, 150 ng/ml, 200 ng/ml, 250 ng/ml, 300 ng/ml, 350 ng/ml, 400 ng/ml, 450 ng/ml, 500
ng/ml, 550 ng/ml, 600 ng/ml, 700 ng/ml ve 800 ng/ml) neomisin ile 14 giin muamele edildi. 14
gun ardindan sec¢im igin uygun neomisin konsatrasyonu (hicrelerin timinu o6ldiren en az
konsantrasyon) belirlendi. Klonlamis oldugumuz pcDNA3.1-SATB2 ile gecici olarak
transfekte ettigimiz A549 hicrelerinde SATB2 asiri ekspresyonunun gergeklestigini ve
ekspresyon vektorinin galistigini gosterdikten sonra, surekli olarak SATB2 asiri ifade eden
A549 hucrelerini olusturmak icin klonladigimiz pcDNA3.1-SATB2 vektorl ile A549 hucrelerini
transfekte ettik. Transfeksiyondan 48 saat sonra, kalici transfeksiyon igin hlcreler daha
onceden belirlenmis olan konsantrasyonda (700 ng/ml) neomisin ile kultire edilmeye
baslandi. Sekil 4.7°de goruldugu Uzere kalici olarak SATB2 asirn ifade A549 hucreleri

secilmeye baglanmigtir.

Sekil 4-7 Neomisin araciligiyla segilmis kalici olarak SATB2 overeksprese olan A549
hdcreleri.

4.2 SATB2’nin TGF-B ile induklenen KHDAK EMT’sindeki duzenleyici roliiniin

arastiriimasi

Proje 6nerimizde taahhit etmis oldugumuz 2. is paketi “SATB2’nin TGF- ile indiklenen
KHDAK EMT’sindeki Dizenleyici rolinun arastiriimasi” Western blot ve Immunoflorasans
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boyama analizleri ile basariyla tamamlanmistir. Proje 6nerimizde taahhit ettigimiz Gzere,
TGF-B tarafindan EMT’nin indiklenmedigi ve SATB2 ekspresyonunun baskilanmadigi
Hcc78, Heel93, PC3 ve 11-18 KHDAK hiicre hatlarindan hangilerinin A549 hiicresi ile beraber
projenin daha ileri deneyleri icin kullanilacagini tespit etmeyi amacladik (Sekil 4.8). Se¢mis
oldugumuz Hcc78, Hccl93, PC3 ve 11-18 hicre hatlarindan elde ettigimiz veriler
dogrultusunda bu is paketinde bazi yontem degisiklerine gidilmistir. Bu degisiklikler

gerekgeleriyle birlikte asagida maddeler halinde izah edilmigtir.

PC3 I1-18 Hcece78 Hccl193

Kontrol
TGF-p
Kontrol
TGF-p
Kontrol
TGF-p
Kontrol
TGF-p

SATB2

E-cadherin

GAPDH

Sekil 4-8 PC3, 11-18, Hcc78 ve Hee193 hicre hatlarinda 48 saatlik TGF- uyariminin SATB2
ve E-cadherin ekspresyonlari Gzerindeki etkisi.

1- Proje 6nerimizde de ifade ettigimiz Uzere, SATB2’'nin E-cadherin ifadesi Uzerinde
negatif dizenleyici etkisi temel alinmistir. Bu kapsamda, TGF-B tarafindan SATB2
downregulasyonun gerceklesmedigi ve ayrica EMT nin indlklenemedigi 11-18, PC3, Hcc78 ve
Hcc193 hucreleri kullaniimigtir. 11-18 hicrelerindeki SATB2’'nin downregulasyonu E-cadherin
ifadesini higbir saatte distrmemistir. Bununla birlikte, Hcc78 hicrelerindeki SATB2
downregulasyonu E-cadherin ifadesini hipotezimizin aksine induklemigtir (Sekil 4.8). Ancak
projemizde kullandigimiz A549, PC3 ve Hcc193 hicrelerinde, hipotezimiz dogrultusunda
SATB2 ve E-cadherin iligkisi tespit edilmistir (Sekil 4.8). Bu sebeplerden dolayi 1I-18 ve
Hcc78 hicreleri projemizden c¢ikartiimigtir.
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Sekil 4-9 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis 11-18 ve Hcc78 hicrelerinde TGF-
B uyariminin E-cadherin ifadesi lizerine etkisi.

2- Proje 6nerimizde ifade ettigimiz Gzere, Immunofloresans boyama analizi Western blot
sonuglarimizin teyiti icin proje kapsamina alinmigsti. Proje 6nerimizde Immunofloresans
boyamasi yapilacak olan proteinlerin (SATB2, E-cadherin, N-cadherin, Zol, Occludin,
Claudin, Vimentin ve Fibronektin) 24 ve 48. saatlerdeki TGF-B uyarimi sonucundaki
ekspresyon degisikliklerini tespit etmek amacglanmistir. Western blot sonucglarimizda SATB2
ve E-cadherin iligkisinin en iyi tespit edildigi saat 48. saat olarak degerlendirilmistir. Bu
baglamda, Immunofloresans analizlerimizde yalnizca 48. saatlik TGF-B uyarimindaki etkiler

belirlenmisgtir.

Proje Onerimizde, TGF-B'nin A549 hucrelerinde EMT surecini indukledigini, bunun
aksine PC3, 1I-18, Hcc78 ve Hcc193 gibi diger KHDAK hicre dizilerinde EMT sdrecinin
induklenemedigini ve bu sonugclarla paralel olarak SATB2 ekspresyonunun yalnizca EMT’nin

induklendigi A549 hducrelerinde downregule oldugunu ©On sonu¢ olarak gostermigtik.
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Projemizin bir ¢iktisi olan “Lung Cancer” dergisinde “Downregulation of SATB2 is critical for
induction of epithelial-to-mesenchymal transition and invasion of NSCLC cells” baglikli
makalemizde A549 hicrelerindeki SATB2 ekspresyonunun, PC3, 1I-18, Hcc78 ve Hccl93
hicrelerine kiyasla downregulle oldugu gosterilmistir. Bu sebeple; 2. is paketimizde genel
hatlariyla SATB2 ekspresyonunun yiksek oldugu PC3 ve Hcc193 hiicrelerinde SATB2
ekspresyonunu siRNA araciligiyla baskilama, SATB2 ifadesinin disik oldugu A549
hicrelerinde ise 1. is paketinde klonlamis oldugumuz pCDNA-SATB2 vektori ile SATB2’i
overeksprese etme stratejisi izlenmistir. Ayrica; A549 hdcrelerinde SATB2 ifadesinin
baskilanmasinin TGF-B ile indiklenen EMT sirecinin daha kuvvetli bir gekilde
indUklenmesine yol acip agcmayacagini tespit etmek icin A549 hicrelerinde de SATB2
ifadesini sSiRNA araciligiyla baskiladik (Sekil 4.9).

4.2.1 A549 hiicrelerindeki SATB2 susturulmasinin, TGF-B ile indiiklenen EMT
surecindeki etkisi

Oncelikle SATB2 siRNA veya kontrol siRNA transfekte ettigimiz A549 hiicrelerinde
SATB2 baskilanmasinin ve akabinde EMT indiksiyonu icin olmazsa olmaz olarak kabul
edilen E-cadherin downregulasyonunun teyiti yapildi. Sekil 4.9'da acgikga goérildigu Gzere,
TGF-B uyarimi hem 24. hem de 48. saatlerde SATB2 ekspresyonunu basarili bir sekilde
baskilamigtir. SATB2'nin baskilanmasi TGF-B uyarimina gerek kalmaksizin E-cadherin
ekspresyonunu her iki zamanda da downregule etmistir. Ayrica, yukarida da ifade ettigimiz
Uzere; TGF-B muamelesi, A549 hiicrelerinde tek basina EMT surecini dramatik bir sekilde
indiklemistir (Sekil 4.10 ve 4.11). Bu baglamda, SATB2 susturulmasinin TGF-§ ile
indiklenen E-cadherin downregulasyonunu artirdigi gézlemlenmistir. E-cadherin ile birlikte
EMT en yaygin olarak kullanilan mezenkimal bir belirteg olan N-cadherin ekspresyonu ise
SATB2 susturulmasi ile indUklenmistir (Sekil 4.10 ve 4.11). Diger epitelyal belirtecler olan Zo-
1, Occludin ve Claudin gibi siki baglanti proteinlerini inceledigimizde Zo1 proteininde
enteresan sonuglar gbézlemlenmigtir. Zol beklenenin aksine TGF-f tarafindan
baskilanmamakta, aksine ekspresyonu indiklenmistir (Sekil 4.10 ve 4.11). SATB2’nin, bir
diger siki baglanti proteini olan Occludin ifadesi Gzerine olan etkisine baktigimizda (6zellikle
TGF-B uyarminin 24. Saatinde), E-cadherin Uzerindeki etkisine benzer bir sonugla
karsilagiimigtir. Son olarak; Claudin ifadesinin TGF-B tarafindan baskilandigini, ancak
SATB2 ile herhangi bir iligkisi olmadidi goralmustur (Sekil 4.10 ve 4.11). N-cadherin’in
yanisira EMT slrecinin mezengimal belirtecleri olarak siklikla kullanilan Fibronectin ve
Vimentin protein seviyelerinin SATB2 ile iligkisini de taahhit ettigimiz Uzere inceledik. Ancak;
A549 hucrelerinde SATB2 ile Fibronectin ve Vimentin ifadeleri arasinda bir iligki

bulunamamigstir (Sekil 4.10 ve 4.11). Diger taraftan EMT sirecinin yonetiminde gorev alan

21



Snail, Slug, Twist ve Zeb1 transkripsiyon faktorlerini arastirdik. Sekil 4.10'da géruldugu
uzere, TGF- Twist haric diger buitin transkripsiyon faktérlerinin ekspresyonlarini
indUklemistir. Bu baglamda, 6zellikle Slug ve Zeb1 transkripsiyon faktérlerinin TGF-f3 aracili
indUksiyonlarinda SATB2’nin dizenleyici bir rol oynadigini goérdik. Ayrica, TGF-f’nin
kanonik olarak degerlendirilen SMAD yolaginin ana bilesenleri p-SMAD2/3, SMAD2/3 ve
SMAD4 ekspresyonlarini inceledik. Sekil 10’da goruldigu tzere, TGF-B uyariminin 24 ve 48.
saatlerinde dahi p-SMAD2/3 seviyesi oldukca yuksektir. Ancak SMAD4 ifadesinin, TGF-
tarafindan etkilenmedigini ve SATB2'nin de bu proteinlerin ifadesinde herhangi bir etkisi
olmadigi gorulmastir (Sekil 4.10). Elde ettigimiz bu sonuglardan, SATB2’nin TGF-§ ile
indUklenen EMT surecindeki roli, kanonik SMAD yolagindan ziyade Slug ve Zeb1 gibi
transkripsiyon  faktorlerinin  ekspresyonlari  Gzerindeki  etkisinden  kaynaklandigi

anlasiimaktadir.

22



SATB2 siRNA - + - + - + - +

+ - - + +

TGF-p -
2

- +
scr: (D
E-cadherin B - -
i e AN &1 A ] .I
N-cadherin [WES—_— “ , _ |
Y R b s TR ety

Zo-1

Occludin

Claudin-1

Vimentin | S — o— i_-d
L L LT

Snail

GAPDH M _—q

24. saat 48. saat

Sekil 4-10 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis A549 hicrelerinde TGF-8
uyariminin EMT sUreci tzerine etkisinin Western blot analizi ile gdsterimi.
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Sekil 4-11 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis A549 hicrelerinde TGF-8

uyariminin EMT siireci lizerine etkisinin immunofloresans boyama analizi ile gésterimi.
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4.2.2 Hce193 hiicrelerindeki SATB2 susturulmasinin, TGF-B ile indiiklenen EMT
surecindeki etkisi

Oncelikle SATB2 siRNA transfeksiyonu ile SATB2 susturulmasinin Hcc193 hiicrelerinde
basarili olup olmadigi tespit edilmistir. Hcc193 hiicreleri A549 hiicrelerine kiyasla yuksek
SATB2 ekspresyonuna sahip hticre dizileridir. Sekil 4.12 ve 4.13’de géruldugu tzere TGF-
uyariminin hem 24. hem de 48. saatlerinde, siRNA aracili SATB2 susturulmasi basariyla
gerceklesmistir. Daha sonra, SATB2 baskilanmasinin EMT indiksiyonunun en &nemli
belirteci E-cadherin ifadesi Gzerine olan etkisi arastiriimistir. Sekil 4.12 ve 4.13’de gdéruldugu
uzere SATB2 baskilanmasi, TGF-B uyariminin olmadigi gruplarda her iki saatte de E-
cadherin ekspresyonunu inhibe edebilmistir. Ancak; TGF-B uyarimi, SATB2 baskilanmasi ile
kazanilan E-cadherin downregulasyonunu geriye gevirmistir (Sekil 4.12 ve 4.13). Bununla
birlikte, TGF-B uyariminin &zellikle 48. saatinde SATB2 baskilanmasi ile TGF-B araciligiyla
induklenen N-cadherin ekspresyonunu artirdigi agikga gorulmektedir (Sekil 4.12 ve 4.13).
Sonrasinda, Hcc193 hicrelerinde, siki baglanti proteinlerinin SATB2 ile olan iligkisini tespit
etmeye calistik. Hcc193 hicreleri Zo1 ekspresyonu ¢ok dislk bir hicre oldugu igin
immunofloresans boyamalardan sonu¢ almamiza ragmen, western blot analizlerimizde
go6runtlu almakta zorlandik (Sekil 4.12). Bu nedenle immunofloresans analizlerimiz sonucuna
goére; Hcc193 hicrelerindeki ne SATB2 baskilanmasinin ne de TGF-f uyariminin Zo1
ekspresyonu acisindan anlamli bir etkiye sahip olmadigini gérdik (Sekil 4.13). Occludin
ifadesinin, hem TGF-B uyarimi hem de SATB2 baskilanmasi ile downreglle oldugunu ve
ikisinin birlikte uygulandigi grupta daha kuvvetli bir sekilde downregule oldugunu gézlemledik
(Sekil 4.12 ve 4.13). Bununla birlikte bir diger siki baglanti proteini olan Claudin ifadesinin ise
ayni A549 hicrelerinde oldugu gibi, yalnizca TGF-f ile uyarilan hicrelerde dustugu goruldu
(Sekil 4.12 ve 4.13). Proje kapsamimizda degerlendirilen diger mezensimal belirtecler
Fibronectin ve Vimentin ekspresyonlari ise hem SATB2 baskilanmasi hem de TGF-3 uyarimi
ile induklenmekte oldugunu, her iki faktorin de Fibronectin ve Vimentin ekspresyonlari
uzerindeki etkilerini kantitatif olarak artirdiklarini goérduk (Sekil 4.12 ve 4.13). Sonrasinda;
EMT sdrecinin transkripsiyonel olarak idaresinden sorumlu Snail, Slug, Twist ve Zeb1
transkripsiyon faktorlerini inceledik. Sekil 4.12’de goéruldigua Gzere, Hcc193 hucrelerindeki
TGF-B uyariminin daha ¢ok Snail ve Twist ekspresyonlarini induklemektedir. Slug ifadesi
Uzerinde yalnizca 48. saatte bir indiklenme goéralirken, Zeb1 ifadesinde Uzerinde TGF-
uyariminin herhangi bir etkiye sahip olmadigini gérduk (Sekil 4.12). Hcc193 hucrelerindeki
SATB2 susturulmasinin ise 0Ozellikle Slug ve bunun yaninda Twist ekspresyonu (zerinde
etkili oldugunu acik¢a gérulmektedir (Sekil 4.12). SMAD yolagi, TGF-B uyarimi sonucunda
A549 hucrelerindeki kadar olmasa da aktive olmakta ve SATB2’nin bu aktivasyonda herhangi
bir roli bulunmamaktadir (Sekil 4.12). Ayrica, SMAD4 ifadesi ne TGF-B uyarimi ne de
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SATB2 baskilanmasi ile degismemektedir (Sekil 4.12). Sonug¢ olarak; elde ettigimiz
verilerden SATB2'nin Hcc193 hicrelerindeki E-cadherin Uzerindeki etkisini 6zellikle Slug ve
Twist ekspresyonu Utzerinden gerceklestirdigini distntyoruz.
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Sekil 4-12 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya ediimemis Hcc193 hicrelerinde TGF-
uyariminin EMT slreci tzerine etkisinin Western blot analizi ile gdsterimi.
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Sekil 4-13 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis Hcc193 hlcrelerinde TGF-f
uyariminin EMT sureci Uzerine etkisinin Immunofloresans boyama analizi ile gdsterimi.
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4.2.3 PC3 hiicrelerindeki SATB2 susturulmasinin, TGF-f ile indiiklenen EMT
surecindeki etkisi

PC3 hicreleri A549 hicrelerinden daha fazla SATB2 ifadesine sahip olduklarindan
dolay! basarili bir baskilama kritikti. Agikca goérulmektedir ki; TGF-B uyariminin her iki
saatinde de SATB2 basarili bir sekilde baskilanmistir (Sekil 4.14). Sonrasinda EMT slrecinin
indiksiyonu icin olmazsa olmaz olan E-cadherin downregtilasyonun varligi incelendi. Sekil
4.14’te go6ruldigu Uzere her iki saatte de SATB2 downregulasyonu E-cadherin ifadesinin
azalmasina sebep olmustur. Ancak; SATB2 susturulmasi tarafindan indiklenen E-cadherin
downregulasyonu, tipki Hcc193 hicrelerinde oldugu gibi TGF-B uyarimin varlidinda geriye
donmustar (Sekil 4.14). EMT induksiyonunun kritik bir mezenkimal belirteci olan N-cadherin
proteininin ekspresyonu ise, SATB2 baskilanmasiyla induklenmigtir (Sekil 4.14). Sonrasinda
Zo1, Occludin ve Claudin siki baglanti proteinlerinin ifadesi incelenmistir. SATB2
baskilanmasi, her iki saatte de Zo1 ifadesini disirdagia goézlemlenmistir (Sekil 4.14). TGF-3
uyarimi, E-cadherin ifadesinde karsilastigimiz sonuca paralel olarak SATB2 baskilanmasi ile
indiklenen Zo1 downregullasyonunu inhibe etmistir (Sekil 4.14). Occludin ifadesi SATB2
ekspresyonundaki herhangi bir manipulasyona gerek kalmaksizin digiuk seviyede de olsa
TGF-p tarafindan baskilanmaktadir. Ancak; bu downregulasyonun derecesi TGF- uyarimina
kiyasla SATB2 baskilanmasi ile artmistir (Sekil 4.14). Claudin ifadesi, her iki saatte de
SATB2 baskilanmasi ile degismemistir. Yalnizca, 48. saatte TGF-B uyarimi ile downregiile
olmustur. Ne SATB2 baskilanmasi ne de TGF-B uyarimi Fibronectin, Vimentin, Snail, Slug,
Twist ve Zeb1 ekspresyonlarinda ise anlamh bir degisiklige yol agmamistir (Sekil 4.14). Tipki
diger hucrelerde oldugu gibi, SMAD4 ekspresyonu higbir grupta herhangi bir degisiklige
ugramamistir (Sekil 4.14). Bu sonuglar; TGF-B tarafindan EMT’nin indiklenmesinde elzem
olan SMAD yolaginin aktive olmamasi, EMT surecini yoneten bu transkripsiyon faktérlerinin
ekspresyonlarinin indiklenememesinden kaynaklaniyor olabilir (Sekil 4.14). Proje 6nerimizde
de ifade ettigimiz Gzere, immunofloresans analizleri i¢cin A549 hicresinin yaninda sadece bir
hicre daha segilecegi ifade edilmistir. Western blot sonuglarimiza gére Hcc193 hicresi

secilmistir. Bu sebeple, PC3 hiicrelerinde immunofloresans analizi yapiimamistir.
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Sekil 4-14 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya ediimemis PC3 hicrelerinde TGF-
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uyariminin EMT sureci Uzerine etkisinin Western blot analizi ile gosterimi.
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4.2.4 A549 hiicrelerindeki SATB2 overekpresyonunun, TGF- ile indiklenen EMT
surecindeki etkisi

Yukarida da ifade ettigimiz Uzere; TGF-B uyarimi, A549 hicrelerinde EMT surecini
indiklemekte ve EMTnin indiklenmedigi diger hicrelerden farkli olarak SATB2
ekspresyonunda downregtilasyona yol agmaktadir. Bu sebeple ¢alismamizin bu kisminda,
“SATB2 overeksprese edilen A549 hicrelerinde TGF-B EMT sirecini indikleyebilir mi?”
sorusuna yanit aranmistir. ilk olarak SATB2 overekspresyonunun teyiti yapildi. Sekil 4.15 ve
4.16'da gorulmektedir ki; pcDNA3.1-SATB2 transfekte edilen A549 hicrelerinde pcDNA3.1-
mock transfekte edilenlere kiyasla SATB2 ekspresyonu upregule olmustur. Akabinde SATB2
overekspresyonunun, TGF-B ile indlklenen ve indiklenmeyen A549 hicrelerindeki E-
cadherin ekspresyonu Uzerindeki etkilerini arastirdik. TGF-B uyarimi yapilmayan A549
hucrelerindeki SATB2 upregulasyonu, her iki saaatte de E-cadherin ekspresyonunu
artirmistir (Sekil 4.15 ve 4.16). Bununla birlikte; TGF-f ile uyarilan hicrelerde 24. saatte E-
cadherin downregilasyonu Uzerinde bir etkiye sahip olmasada, 48. saatte TGF-B tarafindan
indUklenen E-cadherin downregllasyonun siddeti, sadece TGF-B ile uyarilan hucrelere
kiyasla daha az oldugu gértlmektedir (Sekil 4.15 ve 4.16). Ancak, SATB2 upregtlasyonunun
TGF-B ile induklenen N-cadherin ekspresyonunu etkileyemedigi goriimustir (Sekil 4.15 ve
4.16). Yukarda ifade ettigimiz gibi TGF-B ile indiklenen EMT slrecinde Zo1 siki baglanti
proteininin ekspresyonu induklenmektedir. Bu baglamda SATB2 upreglile edilen A549
hicrelerinde Zo1 ekspresyonu dismekte, dusik bir seviyede de olsa Ozellikle 24. saat
gruplarinda TGF-B ile indiklenen Zo1 ekspresyonu inhibe olmaktadir (Sekil 4.15 ve 4.16).
Diger siki baglanti proteinleri Occludin ve Claudin ifadeleri SATB2 overeksprese edilen
hicrelerde inhibe oldugu, ancak TGF-B ile indiklenen A549 hicrelerinde SATB2
upregulasyonunun, bu proteinlerin ifadeleri Uzerinde bir etkisi olmadigi gorildi (Sekil 4.15 ve
4.16). SATB2 upregulasyonu Fibronectin ve Vimentin mezenkimal belirteglerin Uzerinde
herhangi bir anlamli degisime neden olmamistir (Sekil 4.15 ve 4.16). EMT vydritlcd
transkripsiyon faktorlerinden Snail ve Twist ifadeleri SATB2 upregulasyonu ile
etkilenmemistir. Ancak; Slug ve Zeb1 ekspresyonlari 6zellikle 48. saatte TGF- tarafindan
indUklenen ekspresyonlari SATB2 upregilasyonu ile inhibe olmustur (Sekil 4.15). TGF-f ile
indiklenen SMAD yolagi ve TGF-B uyarimi sonucunu ekspresyonu degismeyen SMAD4,
SATB2 upregulasyonu ile etkilenmemistir (Sekil 4.15). Bu sonuglar SATB2 susturulan A549
hiucrelerindeki gézlemlenen sonuglar ile paralellik gostermektedir. Yani, SATB2’'nin EMT
surecindeki etkisinin Slug ve Zeb1’in ekspresyonlari Uzerindeki etkisinden kaynakladigini

dusuniyoruz.
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Sekil 4-15 pcDNA3.1-SATB2 transfekte edilmis veya edilmemis A549 hucrelerinde TGF-f3
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48. saat

uyariminin EMT sureci Uzerine etkisinin Western blot analizi ile gosterimi.
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Sekil 4-16 pcDNA3.1-SATB2 transfekte edilmis veya ediimemis A549 hucrelerinde TGF-(3
uyariminin EMT sureci Uzerine etkisinin Immunofloresans boyama analizi ile gésterimi.
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4.3 SATB2 promotor bodlgesinde var olan E-box, CTCF ve SMAD4 baglanma
bolgelerine baglanmasi muhtemel diizenleyici faktorlerin TGF-g tarafindan indiiklenen

SATB2 downregiilasyonundaki potansiyel rollerinin arastiriimasi

SATB2'nin TGF-B tarafindan indiklenen EMT sulrecindeki rolinG tespit ettikten sonra,
SATB2 ekspresyonunun TGF-B tarafindan nasil dizenlendigi sorusuna cevap aradik. Proje
Onerimizde ifade ettigimiz Gzere, bioinformatik analizlerimizde SATB2 promotor bdélgesinde
E-box, CTCF ve SMAD4 baglanma motifleri oldugunu tespit etmistik. Bu baglamda, TGF-
yolaginda 6nemli gorevleri olan transkripsiyonel faktorlerden SMAD4, CTCF, Snail, Slug ve
Zeb1’nin, SATB2 ekspresyonu Uzerindeki etkilerini tespit etmeyi amacladik. Bu amag
dogrultusunda, SMAD4, CTCF, Snail, Slug ve Zeb1 transkripsiyon faktorlerini hedef alan
siRNA’larla A549 hiicrelerini transfekte ettik. Oncelikle tek tek bu siRNA’larin hedeflerini
baskilamaktaki basarisini analiz ettik ve tim hedeflerin basariyla susturulmus oldugunu
gorduk (Sekil 4.17). Daha sonra, bu transkripsiyon faktorlerden hangisinin veya hangilerinin
SATB2 ekspresyonunu dizenlemede sorumlu oldugunu arastirdik. Sekil 4.17’de acikga
gorulmektedir ki; Snail ekspresyonunun baskilanmasi, SATB2 ekspresyonunu dramatik bir
sekilde artirmistir. Bu sonug, TGF-B tarafindan ekspresyonu indiklenen EMT surecinde
onemli bir role sahip olan Snail transkripsiyon faktérinin SATB2 ifadesi icin negatif bir
regllator oldugunu gdstermektedir. Ancak, diger transkripsiyon faktorlerinin de SATB2
ifadesinin regllasyonunda rol oynadigi goérilmektedir. Ozellikle; bizim bu is paketindeki
amacimiz TGF-B aracili SATB2 downregulasyonunda hangi molekulin veya molekillerin
sorumlu oldugunu tespit etmekti. Bu nedenle &zellikle TGF-B ile indiklenen SATB2
downregulasyonunu kismen veya tamamen inhibe eden molekill tespit etme yolunu izledik.
Bu baglamda, Snail, Slug, SMAD4 ve CTCF’nin baskilandigi A549 hiicrelerinde TGF-3
tarafindan indiklenen SATB2 downregulasyonunu énemli él¢iide inhibe ettigi tespit edilmistir
(Sekil 4.17). Bu sonuglardan yola ¢ikarak sonuglarimizin dogrulugunu teyit etmek amagh
Snail, Slug, Smad4 ve CTCF siRNA susturulan gruplari bagimsiz deneylerle tekrarladik.
Sekil 4.18'de goérildigu uzere, CTCF ve Slug ifadelerinin baskilandigi A549 hicrelerindeki
TGF-B uyarimi sonucu SATB2 ekspresyonunun baskilanmasinin etkilenmedigi goéruldu.
Ancak, Snail ve Smad4 ifadelerinin baskilanmasi TGF-f ile indiklenen SATB2
downregulasyonunu engelledigi goértlmastur (Sekil 4.18). Bu sonuglardan Snail ve Smad4
transkripsiyon faktorlerinin, SATB2 ifadesinin dogrudan promotor bdlgesine baglanarak
ekspresyonunda duzenleyici rol oynayabilecegini digunerek, bunu gostermek yaptigimiz

ChIP deneyi icin bu iki transkripsiyon faktori segilmistir.
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Sekil 4-17 SMAD4, CTCF, Snail, Slug ve Zebl siRNA transfekte edilmis veya edilmemis
A549 hucrelerinde TGF-B uyariminin SATB2 ifadesi Uzerindeki etkisinin Western blot analizi
ile gOsterimi.
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Sekil 4-18 SMAD4, CTCF, Snail ve Slug siRNA transfekte edilmis veya edilmemis A549
hicrelerinde TGF-B uyariminin SATB2 ifadesi Uzerindeki etkisinin Western blot analizi ile
gOsterimi.
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4.4 SATB2 ekspresyonunun TGF-B ile indiiklenen KHDAK hiicre invazyonu
tizerindeki etkisinin arastiriimasi

SATB2'nin A549 ve Hcc193 hicre dizilerindeki TGF-B ile indiklenen EMT surecindeki
rollerini tespit ettikten sonra, hilicre invazyonlari tzerindeki rolini de belirlemeyi amacladik.
Yukarida da ifade ettigimiz tGzere, A549 hicrelerinde SATB2 ifadesinin baskilanmasi TGF-3
uyarimina gerek kalmaksizin EMT surecini indiklemis ve TGF-B etkisini de artirmisti.
invazyon deneyimiz sonucunda bu elde ettigimiz veriler ile paralel olarak, SATB2 ifadesinin
baskilanmasi A549 hicre invazyonunu arttirmigtir. Ayrica dnemli bir EMT indikatori oldugu
kadar hicre invazyonunu artirmada da gulglu bir uyaran olan TGF-B’'nin etkisi SATB2
ifadesinin baskilanmasi ile anlaml dl¢ide artmigtir (Sekil 4.19). SATB2’'nin overeksprese
edildigi A549 hicrelerinin invazyon kapasiteleri disse de istatiksel olarak anlamh
bulunmamistir (Sekil 4.20). Ancak A549 hicrelerinin TGF-B ile indUklenen invazyon
kapasitesi SATB2 overkspresyonu ile anlamli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4-19 SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis A549 hicrelerinde TGF-f3
uyariminin hucre invazyonu uzerindeki etkisi.
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Sekil 4-20 pcDNA3.1-SATB2 transfekte edilmis veya edilmemis A549 hucrelerinde TGF-3
uyariminin hicre invazyonu tzerindeki etkisi.

SATB2'nin A549 hucre invazyonu uzerindeki etkilerini tespit ettikten sonra, 3. is
paketinden sectigimiz Hcc193 hucrelerindeki etkisini de tespit etmeyi amacladik. SATB2’nin
susturuldugu hicrelerde TGF-B uyarimi olmaksizin gugli bir sekilde hicre invazyonunu
induklendigini, SATB2 ekspresyonunun manipule edilmedigi hucrelerde TGF-B uyarimi EMT
surecini indukleyemedigi halde hicre invazyonunu artirdigini gérdik. Bununla birlikte hem
SATB2 ekspresyonunun baskilandigi hem de TGF-f’nin uygulandigi Hcc193 hiicrelerinde
invazyon daha kuvvetli sekilde indiklenmigtir (Sekil 4.21).

36



2
=]
)

ucuk
- ZI (=)
[— I — I

[ 3
]
M

invaziv hiicre/ku
(7]
>

—
(=]
M

- il

Control siRNA SATB2 siRNA Control siRNA SATB2 siRNA
Untreated Untreated TGF-p TGF-p

(=]

Untreated )

Kontrol siRNA

SATB2 siRNA

Sekil 4.21. SATB2 siRNA transfekte edilmis veya edilmemis Hccl93 hucrelerinde TGF-3
uyariminin hicre invazyonu tzerindeki etkisi.

45 TGF-B aracih SATB2 ekspresyonunun diizenlenmesinde rolii oldugu tespit
edilen gen urinlerinin, ChIP assay yontemi ile SATB2 promotor bolgesine spesifik

olarak baglanarak SATB2 ekspresyonunun diizenlenmesindeki roliiniin arastiriimasi

“SATB2 promotor bolgesinde var olan E-Box, CTCF ve SMAD4 baglanma bdlgelerine
baglanmasi muhtemel duzenleyici genlerin TGF-B tarafindan induklenen SATB2
downregulasyonundaki potansiyel rollerinin arastirilmasi” basligi altindaki is paketinden elde
ettigimiz veriler 1s13inda, Snail ve Smad4 transkripsiyon faktorlerinin TGF-f aracih SATB2
downregulasyonunda dogrudan sorumlu olabilecegi sonucuna vardik (Sekil 4.18). Proje
Onerimizde bu is paketi icin “Bir onceki is paktinde saptamayr umdugumuz SATB2
ekspresyonunun dizenlenmesinde etkili olan bir yada birden fazla gen Urini siRNA ile
susturulmus veya kontrol siRNA transfekte edilmis hiicre gruplar transfeksiyondan 24 saat
sonra serum free besiyeri kullanilarak 24 saat serum-starved yapildiktan sonra, 1 saat TGF-3
ile muamele edilmis ve edimemis gruplar” seklinde gruplandirma vyapilarak deney
tasarlanmistir. Ancak ChIP, ¢ok asamali bir deney olmasinin yanisira her asamasinda
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deneyin dogrulugunu teyit etmek amagh birgok kontrol deneyi yapilmaktadir (hicre lizisinin
her grup icin esit sartlarda yapilmasi, kromatin miktarinin her grup icin esit miktarlarda izole
edilebilmesi, immunopresipitasyona her grup icin esit miktarda kromatin ile girilmesi vb). Bu
nedenle deneyin basta hicrelerin esit sekilde ekilmesi ve toplanmasindan baslanarak her
kademesinde esit hlicre ve kromatin miktari ile yurttlilmesi elzemdir. Yukarida ifade ettigimiz
sebeplerden dolayi deneyimizi, literatlr ile uyumlu olarak yalnizca TGF-B ile uyarilan ve
uyarilmayan hucreler seklindeki bir gruplandirmay: tercih ederek tasarladik (Nawshad vd.
2007, Rodon vd. 2014, Vincent vd. 2009). Bu baglamda Snail ve Smad4 transkripsiyon
faktorlerinin SATB2 geninin promotor bolgesindeki baglanma bolgelerini JASPAR kullanarak
analiz ettik ve yuksek skor baglanma gosteren bolgeleri belirledik (Sekil 4.22). Tahmini olarak
belirledigimiz bu bdlgelere gergcekten Snail ve Smad4 transkripsiyon faktérlerinin baglanip
baglanmadigini tespit edebilmek i¢cin ChIP-PCR deneyleri gergeklestirdik. Bunun igin TGF-
B’nin 1 saat uygulandigi hiicreler ve uygulanmadigi A549 hiicrelerinden elde edilen kromatin
orneklerini, Snail ve Smad4 antikorlari kullanarak kromozom immiunpresipitasyon
gerceklestirdik. Presipitasyon sonucunda elde edilen DNA &rneklerini ayri ayri Snail ve
Smad4 bolgeleri igin tasarladigimiz  primerleri kullanarak qRT-PCR analizlerini
gerceklestirdik. Snail antikoru ile elde ettigimiz ChIP DNA o6rneklerinin Snail baglanma
bolgesini hedef alan primerler ile yapilan gRT-PCR sonuglarinda, her iki baglanma
bolgesininde TGF- ile muamele edilen drneklerde kontrole oranla yaklasik 3 katlik bir artis
gOsterdigini belirledik (Sekil 4.23). Ayni sekilde Smad4 antikoru ile elde edilen ChIP DNA
orneklerinin  Smad4 baglanma bdlgesini hedef alan primer ile yapilan gRT-PCR
sonuglarinda, TGF-B uygulanan drnekte kontrole oranla yaklasik 5 katlik artis gézlemledik
(Sekil 4.23).

Snail BB 1 Snail B8 2 Smad4 BB 2
— — — . .
E-B0X E-B0X SBE ATG
m o A2

SATB2 Promotor (ng3s chr2:199,456,034-199,457,116)

Sekil 4-22 JASPAR web tabanh program kullanarak yapilan analizde elde ettigimiz Snail ve
Smad4 baglanma bdlgelerinin sematik gdsterimi (BB=baglanma bdlgesi).

ChIP-PCR sonuglarimiz, TGF-B uyariminin Snail ve Smad4 transkripsiyon faktorlerinin
SATB2 promotoruna baglanmalarini énemli élgtide arttirdigini géstermektedir. Bbylece bu
sonuglar, Snail ve Smad4 trankripsiyon faktorlerinin @ TGF-B aracih  SATB2

downregulasyonuna dogrudan karistigini goéstermektedir.
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Sekil 4-23 Snail ve Smad4 transkripsiyon faktorlerinin SATB2 promotoruna baglanmasinin
ChIP-PCR yontemi ile tespit edilmesi.
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5.  TARTISMA/SONUG

Proje kapsaminda KHDAK hicrelerinin TGF-B tarafindan indiklenen EMT ve invazyon
sureclerinde, SATB2’nin duzenleyici roluni molekuler mekanizmalariyla aydinlatiimasi
amaclanmigtir. EMT, epitel kokenli hicrelerin hicre-hlcre baglantilari ve apikobazal polarite
gibi epitel karakterlerini kaybettikleri, bununla birlikte artan migrasyon-invazyon yetenegi ve
on-arka polariteye sahip olma gibi mezenkimal hicre 6zellikleri kazandiklari bir stregtir. Her
gecen gun EMT nin indiksiyonundan sorumlu birgok regilator protein, miRNA ve InRNA’lar
tanimlanmasina karsin, EMT sdrecinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir. SATB2, ilk olarak ylz-kafatasi gelisimi ve osteoblast farklilagsmasi gibi
biyolojik slireclerde énemli regulator olarak tanimlanan hem bir transkripsiyon faktér hem de
kromatin yeniden modellemede gorev alan bir protein olarak tanimlanmistir. Bununla birlikte
SATB2'nin c¢esitli kanser tiplerinin progresyonlarindaki rolini aydinlatmak adina yapilan
calismalar artmaktadir. Halihazirda mevcut projenin bazi ciktilarini “Downregulation of
SATB2 is critical for induction of epithelialto-mesenchymal transition and invasion of NSCLC
cells” basligiyla “Lung Cancer” dergisinde yayinlamadan c¢ok kisa bir slire 6énce bizim
raporlandirdiimiz bulgularla paralel iki farkh makale yayinlanmistir (Yang vd. 2013, Yang
vd. 2014). Kolon kanserinde caligilan bu iki makalede de SATB2'nin EMT ve invazyon
sureglerinde baskilayici bir rol oynadigi gosterilmistir. Bununla birlikte, makalemizi referans
gOstererek akciger kanseri EMT ve invazyonunda SATB2'nin etkilerini aydinlatan ¢alismalar
da yayinlanmigtir. Projemiz ile, SATB2'nin EMT ve invazyon Uzerindeki etkisi ve TGF-f3

sinyal yolagindaki rolu daha kapsamli bir sekilde aydinlatilmigtir.

Proje kapsaminda ilk olarak TGF-B tarafindan EMT’nin indiklenmedigi ve SATB2
ekspresyonunun baskilanmadigi Hcc78, Hcc193, PC3 ve [I-18 KHDAK hiicre hatlarinda
SATB2 ifadesinin baskilanarak bu hicrelerden hangilerinde EMT’nin induklendidi tespit
edilmistir  (Sekil 4.8). Sekil 4.9de goruldugu UGzere 11-18 hucre hatlarinda EMT
indikenemezken, Hcc78 hiicre hatlarinda SATB2 baskilanmasi epitel karakterin daha da
guc¢lenmesine neden olmustur. Yakin zamanda kolorektal kanser hiicresi CRL-1831 Uzerine
gergeklestirilen bir c¢aligmada SATB2'nin Hcc78 hicrelerinde oldugu gibi EMT’nin
baskilanmasi degil aksine indiklenmesine ydnelik fonksiyon gésterdigi rapor edilmistir (Yu
vd. 2017). SW480 ve DLD-1 kolon kanseri hucreleriyle gerceklestiriims yukarida
bahsettigimiz calismalarda da tam tersi sonuglarin olmasi, bu zit sonuglarin hiicre spesifik bir
etkiden oldugunu desteklemektedir. Akciger kanserinde A549, H1650, Hcc193 ve PC3 olmak
uzere 4 farkli KHDAK hucre hattinda SATB2 ekspresyonu ve epitelyal karakterin zit bir iligki
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icinde oldugunu gdstermis bulunmaktayiz. Bu bulgular SATB2’'nin EMT Uzerinde baskilayici

rolu oldugu fikrinin daha baskin ve giglu bir kani oldugunu gostermektedir.

EMT’nin indiklenmesinin en o6nemli belirtecleri olarak kabul edilen E-cadherin/N-
cadherin degdisimidir. SATB2 ekspresyonunun baskilandigi A549 hucrelerinde, TGF-
uyarimina gerek kalmaksizin E-cadherin/N-cadherin degigiminin induklendigini ve ayrica
TGF-pB tarafindan indiklenen bu degisimin daha da dramatik olarak gerceklestigi tespit ettik.
Sonrasinda, “SATB2 KHDAK EMT’si uzerindeki bu etkisini TGF- sinyal yolaginindaki hangi
faktorler Gzerinden gergeklestirmektedir’ sorusuna yanit aradik. Bunun igin 6ncelikle TGF-3
tarafindan EMT surecini yonetmekte etkin ve aktif roller Ustlenen Snail, Slug, Twist ve Zeb1
gibi transkripsiyon faktorlerinin  SATB2 ekspresyon degisimlerinden nasil etkilendigini
inceledik. SATB2 ifadesi baskilanan A549 hicrelerinde 6zellikle TGF-B ile ekspresyonlari
indiklenen Slug ve Zeb1 transkripsiyon faktorlerinin daha kuvvetli bir sekilde
indiklenmesinin yanisira SATB2 overeksprese edilen A549 hiicrelerinde bu iki proteindeki
TGF-pB tarafindan indiklenen ekspresyon artisinin azaldigi gézlendi. Hcc193 hucrelerinde de
Ozellikle Slug ve Twist transkripsiyon faktorlerinin, SATB2 tarafindan negatif regile
edildiklerini tespit ettik. Bu sonuglar; SATB2'nin, E-cadherin/N-cadherin degisiminde rol alan
Slug, Zebl ve Twist gibi transkripsiyon faktorleri Gzerinde baskilayici bir role sahip oldugunu
ve bu yoénuyle TGF-f tarafindan indiklenen E-cadherin/N-cadherin degisiminin siddetini
etkileyebildigini gostermektedir. Bir diger olasi mekanizma olarak SATB2’'nin TGF-B/SMAD
yolaginin aktivasyonu Uzerindeki etkisini arastirdik. SATB2'nin downreglle veya
overeksprese edildigi A549 hucrelerinde SMAD2/3 transkripsiyon kompleksinin aktivasyonu
uzerinde herhangi bir etkisinin olmadigi goruldu. Ayrica bu transkripyon kompleksinin TGF-f3
ile indiklenen ve baskilanan gen ekpresyonlarinda gerekli araci transkripsiyon faktori
SMAD4 ekspresyonu Uzerinde de SATB2'nin bir etkisinin olmadigi gérildi. Benzer sonuglar
Hcc193 ve PC3 hiicrelerinde de goérilmustir. Ozet olarak; tim bu sonuglar, SATB2’nin E-
cadherin/N-cadherin degisimindeki etkisinin EMT surecini yoneten Slug velveya Zebl
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlari Gzerindeki baskilayici etkisinden kaynaklandigi

gorusumuzu desteklemektedir.

SATB2'nin E-cadherin/N-cadherin degisiminin diginda diger epitelyal belirtecler
(Occludin, Claudin ve Zol) Uzerindeki etkilerini arastirdik. Beklentimiz Gzere TGF-B’nin EMT
surecini basarih  bir sekilde indukledigi A549 hicrelerinde Occludin  ve Claudin
ekspresyonlarinin baskilandigini, Fibronectin ve Vimentin ekspresyonlarinin ise basaril bir
sekilde induklendigi goéruldld. Ancak TGF-B muamelesinin A549 hicrelerinde epitelyal bir
belirte¢ olan bir siki baglanti proteini Zo1 ekspresyonunu, beklenilenin aksine indukledigini

go6rduk. Ayrica, hem SATB2'nin susturldugu hem de asiri ifade edildigi A549 hicrelerinde,
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TGF-p’'nin Zo1 Uzerindeki etkisinin SATB2 tarafindan negatif yonde etkiledigini de gosterdik.
Zo1 proteinin timor baskilayici rolinin yanisira onkogenik rolini goésteren calismalar
bulunmaktadir (Kleeff vd. 2001, Smalley vd. 2005). Hatta projemizde kullandigimiz ana hlicre
dizisi olan A549 hicrelerinde TGF-B'nin bizim sonuglarimizla paralel olarak Zol
ekspresyonunu indikledigini ve hiicre migrasyonunu reglle ettigini gosteren bir ¢alisma da
mevcuttur (Lee vd. 2015). Bu nedenle bulgularimiz literatir ile uyumludur. Bununla birlikte,
SATB2'nin E-cadherin/N-cadherin haricindeki EMT belirtecleri Uzerindeki etkilerini
inceledigimizde, Ozellikle TGF-B ile induklenen EMT surecinde E-cadherin ile birlikte
Occludin’in de SATB2 tarafindan negatif olarak regule edildigini tespit ettik. Meme kanser
hicre modelinde TGF-f ile indlklenen EMT slrecini arastiran bir galismada, Snail-Smad3/4
kompleksinin E-cadherin, Occludin ve diger bir siki baglanti proteinini kodlayan CAR geninin
ekspresyonlarini promotor bdlgelerine baglanarak baskiladiklari gdsteriimstir (Vincent vd.
2009). Yukaridaki calismaya benzer sekilde, SATB2’'nin de Snail-Smad2/3/4 kompleksinin
gibi E-cadherin ve Occludin genlerini transkripsiyonel olarak baskilayici etkisini tespit ettik.
Bu durum, SATB2nin TGF-B- Snail-Smad2/3/4- E-cadherin ve Occludin aks’inda rol
alabilecegini gosteriyor. Bununla birlikte tim hicrelerdeki bulgulari birlikte ele aldigimizda
SATB2'nin mezenkimal belirtecler (Fibronectin ve Vimentin) Gzerindeki anlamlh ve tutarli bir
etkiye sahip olmadigini goézlemledik. Bu durum SATB2'nin, KHDAK EMT’'sinde TGF-
yolaginin indikleyici aksiyonundan ziyade baskilayici aksiyonu ile iliskili oldugunu
gOstemektedir. SATB2'nin kromatinin siki paketlenmesini saglayan ve ilgili kromatin
bélgesinde bulunan genlerin transkripsiyonlarinin baskilanmasi surecinde goérev alan histon
deasetilaz-1 (HDAC1) gibi proteinler ile etkilestigi ve bu proteinlerin fonksiyonlarinda da
dizenleyici role sahip oldugu rapor edilmistir (Britanova vd. 2008, Gyorgy vd. 2008). Bu
baglamda; SATB2'nin gesitli HDAC proteinleri ve Snail-Smad2/3/4 transkripyon baskilayici
komplekslerle etkilestigini ve bunun neticesinde E-cadherin ve Occludin ekspresyonlarinin
baskilanmasi surecinde engellici bir faktor olarak fonksiyon gosterdigini dusinmekteyiz.
A549 hicrelerinde E-cadherin ve Occludin ekspresyonlarinin baskilanmasiyla dogrudan
iliskili oldugunu disindigimiz SATB2'nin, Hccl193 ve PC3 hicrelerinde de benzer etkiye
sahip oldugu goértlmustir. Dolayisiyla SATB2'nin E-cadherin ve Occludin ekspresyonlariyla
olan negatif iligkisini gosteren bulgularimiz bu iligkinin hicre spesifik olmadigini
go6stermektedir. Diger taraftan Hcc193 ve PC3 hicrelerinde SATB2 baskilanmasi tarafindan
indiklenen E-cadherin inhibisyonunun TGF- uyarimiyla tersine déndugu goézlenmistir. TGF-
B, SMAD yolaginin yanisira Akt, p38, protein kinaz C (PKC) gibi SMAD-disI yolaklari da
aktive edebilmektedir (Chow vd. 2008, Massague 2012). Diger taraftan hem bizim hem de
Irie ve arkadaslar tarafindan Akt aktivasyonunun EMT indlksiyonu igin negatif bir unsur

olabilecegi de gosterilmistir (Irie vd. 2005, Kucuksayan vd. 2017). Bu bilgilere dayanarak
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TGF-pB tarafindan aktive olan Akt ve PKC gibi yolaklarin, SATB2 susturulmasi ile indiiklenen
E-cadherin downreglilasyonunu olumsuz yonde etkileyebilecegini disundyoruz. Ayrica,
SATB2 ile ylksek oranda homoloji gosteren ve ayni aileye mensup SATB1 proteinin, protein
kinaz C ve Akt aracihgiyla regile edildigi rapor edilmistir (Pavan Kumar vd. 2006). Bu
regulasyon SATB1’nin HDAC proteinleriyle olan etkilesimleriyle ve DNA’da ilgili genlerin
promotor bdlgelerine baglanma yeteneginiyle iligkilidir (Pavan Kumar vd. 2006). Sonug
olarak; bu tip bir mekanizmanin SATB2 igin de gecerli olabilecegini ve TGF-B tarafindan
aktive olan PKC ve Akt gibi kinazlarin, SATB2'nin HDAC ve diger baskilayici komplekslerle
olan etkilesimini saglayarak E-cadherin downregulasyonunu inhibe etme potansiyelinin

yuksek oldugu kanisindayiz.

SATB2'nin KHDAK EMT'sindeki dlzenleyici rolinin yanisira KHDAK hicrelerinin
invaziv kapasiteleri Uzerindeki etkilerini de tespit ettik. Elde etmis oldugumuz veriler
dogrultusunda SATB2 ekspresyonunun baskilanmasinin A549 ve Hcc193 hiicre hatlarinda
invazyonu guclu bir sekilde indukledigi gortlmastir. Ancak bu iki hiicre arasindaki SATB2
inhibisyonu ile artan hicre invazyonunun A549 hucrelerinde kiyasla Hcc193 hucrelerinde
daha kuvvetli oldugu gorilmustir. Hicre invazyonun indiklenmesinde metalloproteazlarin
(MMP) yanisira N-cadherin, Vimentin ve Fibronectin gibi mezenkimal belirtegler énemli rol
oynamaktadirlar. Western blot sonuclarimizi inceledigimizde Hcc193 hicrelerinde SATB2
baskilanmasiyla indiklenen N-cadherin, Vimentin ve Fibronectin proteinlerindeki ekspresyon
artiglarinin, A549 hiicrelerine kiyasla daha kuvvetli oldugu belirlenmistir. SATB2’nin Hcc193
hicrelerinin invazyon kapasiteleri Uzerindeki bu kuvvetli etkisini N-cadherin, Vimentin ve
Fibronectin araciligiyla gergeklestirdigini distinlyoruz. Ayrica her iki hticre de TGF- uyarimi
invazyonu indeklerken, SATB2’nin baskilanmasi bu induksiyonunun siddetini artindigi
g6rilmustir. Bunun altinda yatan mekanizmanin, 6zelikle iki hicrede de ortak olarak
gOzlemledigimiz N-cadherin Uzerinden oldugu kanisindayiz. CUnku her iki hicrede de
SATB2'nin baskilanmasi TGF-B ile indiklenen N-cadherin ekspresyon artisini daha da
artirmistir. Bununla birlikte, SATB2 ekspresyonunun asiri ifade edildigi A549 hucrelerindeki
TGF-B indUkll invazyon arastiriimistir. SATB2'nin tek basina asiri ifadesi hlicre invazyonunu
azaltsa da istatiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Ancak, TGF-B ile indiklenen hicre
invazyonunu ¢ok guclu etkiyle olmasa da istatiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe edebildigi
gorilmastur. Western blot sonuglarimiza baktigimizda yukarda da ifade ettigimiz mezenkimal
belirteclerdeki degisimler invazyon sonuglarini agiklayamamaktadir. SATB2 asiri ifadesinin
hucre invazyonu Uzerindeki etkisinin, mezenkimal belirtecler kadar hicre invazyonu Uzerinde
guclu bir etkiye sahip olmayan E-cadherin ekspresyonu ile iligkili oldugunu dusunuyoruz.
Gunkd SATB2 asiri ifadesi TGF-B ile indiklenen N-cadherin, Vimentin ve Fibronectin
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ekspresyon artiglarini inhibe etme de yetersiz olsa da E-cadherin downregulasyonunu inhibe

edebilmistir.

Projemizden elde etmis oldugumuz veriler ile TGF-B tarafindan EMT sirecinin
induklendigi KHDAK hicrelerinde SATB2 eskpresyonunun baskilandigi, EMT’nin
induklenemedigi KHDAK hucrelerinde ise SATB2 ekspresyonu baskilanamadigini tespit ettik
ve KHDAK hucrelerinde TGF-f ile indukelenen EMT icin SATB2 downregullasyonunu bir
belirte¢ olarak literatirde ilk kez raporlandirdik (Kucuksayan vd. 2016). Akabinde proje
kapsaminda, “KHDAK hucrelerinde TGF-B ile indiklenen SATB2 downregullasyonunu hangi
faktorler tarafindan regule edilmektedir’ sorusunu molekuler mekanizmalariyla aydinlatmayi
amagladik. Proje dnerimizde de belirttigimiz Gzere, TGF-B yolagi tarafindan aktive olan cesitli
transkripsiyon faktorlerin SATB2’nin baskilanmasindan sorumlu olabilecegini hipotez ettik ve
biyoenformatik olarak olasi mekanzimalari arastirdik. incelemelerimiz neticesinde TGF-B
yolaginda goérev alan SMAD, CTCF ve Snail, Slug, Zeb1 gibi EMT indlkleyici transkripsiyon
faktorlerinin SATB2’nin promotorunda baglanma bdlgelerinin oldugunu tespit ettik. Oncelikle,
A549 hicrelerinde bu transkripsiyon faktorlerin ekspresyonlarini baskilayarak TGF- aracil
SATB2 downregllasyonunun hangisinin veya hangilerinin sorumlu oldugunu belirlemeyi
amagcladik. Bagimsiz olarak U¢ kez tekrarladigimiz deneyler neticesinde Snail ve Smad4
transkripsiyon faktorlerinin  TGF-f aracii  SATB2'nin  downregllasyonundan sorumlu
oldugunu tespit ettik. Bu transkripsiyon faktorleri hem birbirleriyle hem de transkripsiyonun
baskilanmasindan sorumlu DNA metiltransferaz ve HDAC gibi epigenetik faktorlerle de
etkileserek SCARA5 ve Cdhl genlerin ekspresyonlarini baskilamakta gérev almaktadirlar
(De Herreros vd. 2010, Kucuksayan vd. 2017, Liu vd. 2013, Massague 2012). Bu baglamda
TGF-B ile uyarilan A549 hicrelerinde Snail ve Smad4 transkripsiyon faktdrlerinin SATB2
promotor boélgesine dogrudan baglanarak ekspresyonunu regile ettigini ilk kez aydinlatmis
olduk. TGF-B aracili Snail ve Smad4 proteinlerinin SATB2 promotorlarindaki baglanma
bolgelerinin ve enrichment degerlerinin birbirine yakinhgi, bu iki faktérin E-cadherin
downregulasyonu surecini birlikte yonetmesine benzer sekilde SATB2 downregulasyonu

surecini de birlikte yonettikleri kanisindayiz.

Sonug olarak; KHDAK htcrelerinde TGF- tarafindan induklenen EMT silrecinde Snail-
Smad2/3/4 kompleksinin SATB2 ekspresyonunu dogrudan baskiladigi ve bunun sonucunda
Snail-Smad2/3/4 kompleksinin E-cadherin, Occludin gibi epitel belirteclerin ekspresyonlarini

regule etmesinde SATB2'nin negatif etkisini engelledigi agiklanmistir.
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