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“Histon Modifikasyonlarimin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri”

Sanem TERCAN AVCI, DEU Tip Fakiiltes Tibbi Biyoloji AD Inciralt/izZMiR
sanemter can@gmail.com

OZET

Normal karaciger hicresinin viral yada kimyasal ajanlarla karsilasmas: tekrarlayan
nekroz/proliferasyon donguleri ve buna bagli telomer kisalmasini tetikler. Buda karacigerde
mikrogevre degisiklikleri, kok htucre velveya satellit hicrelerin aktivasyonu, sonrasinda
kontrolsiiz hiicre bolinmesine ve apoptoza direng kazammina bagli siroz, displastik nodil ve
hepatosellular karsinoma (HCC) gelismesini saglar. Hepatokarsinogenez sirecinde birgok
genin promotor metilasyonu yoluyla susturuldugu goserilmis olsa da histon kodu
degisikliklerinin rolt henliz bilinmemektedir.

Bu caligsmada temel olarak, HCC hicre hatlarindan HuH7'da lityum aracilikl
proliferasyon inhibisyonu sonucunda, transkripsiyonel aktivasyon ve/veya baskilama
sagladigi literattrde bilinen baglica histon metilasyon profillerindeki degisim incelenmektedir.
Buna gore, lityuma bagli olarak hicrelerde G1 arresti gdzlemlenmis ve beraberinde
H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 ve H3K36mel modifikasyonlarinda artis bulunmustur.
Ayrica H3K27me3 modifikasyonundan sorumlu EZH2 metil transferazimin transkript ve
protein dizeyinde goOzlemlenen azalisa ragmen beklenmedik sekilde sorumlu oldugu
modifikasyonda tespit edilen artis bize lityumun baska bir mekanizma ile etki ettigini
dustndirmustdr. Lityumun literatirde bilinen kadar1 ile GSK3B ve Akt gibi kinazlarin
inhibitord olmasi bize bu kinazlarin EZH2'yi fosforilleyerek inhibe edebilecegi hipotezini
kurdurmustur. Bu hipotezi test etmek icin yapilan deneylerde lityum etkisine bagli olarak 2 ve

6. saatlerde EZH2 nin fosforile formunun miktarca azaldigi gosterilmistir.

Sonug olarak, HCC hiticre hatlarinda yapilan analizler bize H3K27me3 modifikasyonu
basta olmak Uzere histon modifikasyon profillerindeki degisimlerin hiicre proliferasyonunda
etkili olabilecegini gostermistir. Bu da HCC tedavisinde histon kodunun potansiyel roliine
bagl1 yeni ufuklarin agilmasina neden olabilmesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: HCC, histon modifikasyonlari, EZH2
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“ Effects of Histone M odifications on Cell Proliferation”

Sanem TERCAN AVCI, DEU School of M edicine, Department of M edical Biology
Inciralti/IZMIR

sanemter can@gmail.com

ABSTRACT

Exposure of normal liver cell with aviral or chemical agent triggers telomere shortening
associated with repetitive necrosis/proliferation rotation. It causes changes in
microenvironment of liver, activation of stem cells and/or satellite cells, after that, activation
of cirrhosis, displastic nodule and hepatocellular carcinoma (HCC) depending on the aberrant
cell divison and resistance to apoptoss. It was demonstrated that during
hepatocarcinogenesis most of genes silenced by methylation on their promoter, even though
the roles of histone code aterations have not been known yet.

In this study, it was basically investigated changes of histone methylation patterns,
known as helper on the activation and/or silencing transcription in literature, under the effect
of lithium treatment in a HCC cell line, HUH7. Accordingly, it was observed that G1 arrest
occured in cells treated with lithium and it was detected upregulation of H3K4me3,
H3K9me3, H3K27me3 and H3K36mel modifications. Furthermore, in contrast to EZH2
methyl transferase that catalyses trimethylation of H3 on Lys27 downregulate on
transcriptional and protein level, unexpectedly H3K27me3 the modification of which this
enzyme responsible for is increases. This result makes us thinking lithium affects by a
different mechanism. It was known that from the literature knowledge lithium is inhibits
kinases like GSK3B and Akt, hypotesized us that kinases inhibits EZH2 by phosphorylation.
To test this hypothesis, we demonstrated that according to lithium affect phophorylated EZH2

decreases on 2. and 6. hours.

As a conclusion, these analyses showed us the alterations of histone modification
patterns, especially H3K27me3 modification, might affect cell proliferation on HCC cell line.
This is important to offer new opportunities for addressing the potential role of histone code
in HCC treatment.

Key Words: HCC, histon modifications, EZH2
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1. GIRIS ve AMAC

Onceki  calismalarimizda bir  hepatosdlular  karsinoma hiicre hatt1 olan HuH7
hicrelerinde in vitro kosullarda lityumun proliferasyonu G1 evresinde durdurdugu
goserilmistir (1). Daha sonra aym kosullarda cogalmalar: durdurulmus hiicrelerde ve kontrol
hiicrelerinde yapilan mikroarray ¢alismasinda (G. Karakulah, yayinlanmams veri), lityuma
bagli hiicrelerde 1807 genin istatistiksel anlamli diizeyde degistigi tammlanmuistir. Yine aym
calismada, lityum uygulamasimin kontrole goére, histone modifikasyonlarina yol acan,
FBXL10, IMJID2C, IMJID3, MLL, MLL4, MLL5, EZH2 gibi histon metil transferaz ve
demetilaz genlerinin  transkripsiyonunda anlamli  dizeyde degisime neden oldugu
bulunmustur. Literatirde son yillarda nikleosomun temel yapisint olusturan histon kor
proteinlerinin baslica metillenme ve asetillenme aracilikli modifikasyonlar1 sonucunda bu
kora saril1 genlerin transkripsiyonel aktivitelerinin degistigi ve bunun o6zellikle gelisim ve
yaslanma stireci gibi ¢ok sayida genin senkronize sekilde galistigr durumlarda gok 6nemli rolt
oldugu gosterilmeye baslanmistir (2-6). Mikroarray calismamizda anlamli degisim gosteren
gen sayisindaki bu fazlalik, bize buradaki hiicre dongusiniin durdurulmas: olayinda da
kontrol edici genel bir mekanizmamn olabilecegini distndirdd. Yine, C.Elegans modelinde
lityumun histonlarin modifiye formlarin degistirerek yasam suresini kisalttiginin gosterilmesi
bize HCC (Hepatoseluler Karsinom) modelinde de lityumun histone kodunu degistirerek
hiicre proliferasyonunu etkileyebilecegi hipotezimizi kuvvetlendirmistir. Sonug olarak bu
calismada, HuH7 hicrelerinde, lityum bagimli proliferasyonun durdurulmas: esnasinda
kontrol htcrelere kars1 olusan histone H3 kuyrugu metillenme ve farkliliklarina bakilmasi
amaclanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1 Hepatosdlliler Karsnoma

Karaciger omurgalilarda ve diger bazi1 hayvanlarda bulunan yasamsal bir organdir ve
metabolizma agisindan 6nemli role sahiptir. Detoksifikasyon, protein sentezi, sindirim igin
gerekli biyokimyasallarin Uretilmesi, glikojen depolanmasi, kirmizi kan hicrelerinin
parcalanmasi, plazma proteini sentezi ve hormon uretimi birkagi olmak Uzere birgok
fonksiyona sahiptir. Sindirim icin ve yaglarin emilsifikasyonu igin gerekli olan alkalin
bileseni olan safray: Uretir (7).

Primer karaciger kanseri kanser oltimleri icinde dordinct sirada (her yil 600.000"den
fazla Olim tahmin edilmektedir), insan malign timoérleri icinde de Uglncl sirrada yer
almaktadir (8,9). Karaciger kanserinin 6lumcul olmasinin nedeni, varolan antikanser gjanlara
karsi direncli olmasi ve hastaligin saptanmasi igin biobelirteg bulunmamasidir. Bu da
baslangic asamasinda cerrahi  rezeksiyonu ve kemoterapttik ilaglarin  kullammini
kisitlandirmaktadir  (10). Primer karaciger kanserinin iki tdri vardir; hepatoma ve
kolanjiokarsinoma. Hepatoma, esas fonksiyonel karaciger hicresi olan hepatositlerin
kanseridir. Kolanjiokarsinoma, safra kanallarindan orijinlenir. Hepatoblastoma (HB), en
yaygin pediatrik karaciger malign timoridir. TUm pediatrik kanserlerin yaklasik 1%’ ini
olusturur (11). Karaciger anjiyosarkoma, karacigerde bulunan kandamari hicrelerinden
gelisen oldukga nadir gorulen primer karaciger kanseri tipidir. Hepatoselller karsinoma
(HCC), dunyada Asya ve Afrikada Sahara ¢Oli’nin giiney kisminda prevalans: yiuksek en
yaygin (tum vakalarin 83%' U) malign karaciger tumorudur (12). Son calismalar, ABD'nin
yanisira, Avrupa ve Japonya gibi diger bolgelerde de HCC insidansinin oldukga yiksek
oldugunu gostermektedir (13, 14). HCC, etiyolojisi cogu vakada tammlanabilen birkag kanser
turdnden biridir. Hepatokarsinogenez hemen her zaman, ¢ogu hepatositin 6ldug, karacigerin
ve bagdokunun enflamasyonlu hticreler tarafindan ele gegirildigi, kronik hepatitis veya siroz
zeminide gelisir (15). HCC gelisimi ¢ok basamakl!: ve yavas bir siregtir. HCC' ye neden olan
ardigik olaylar1 sirasiyla, inflamasyona neden olan kronik karaciger hasari, hiicre 6limu, siroz
ve rejenerasyon, DNA hasari, displazi ve HCC olarak 6zetlemek mumkindir (Sekil 2.1) (10,
16).
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Sekil 2.1: Hepatokarsinogenezin ¢ok basamakli gelisimi (10).

2.1.1 Hepatoselliler Karsinoman:n Patogenez ve Molekiler Mekanizmalar:

HCC tim dinya populasyonunun her parcasim etkilemekle beraber cesitli Ulkelerde
HCC insidansi bakimindan belirgin farkliliklarin olmasi, etnik koken ile beraber spesifik
etyolojik faktorleri yansitir. HCC ile iliskili en belirgin faktorler, kronik hepatit B ve C viral
enfeksiyonu, kronik alkol tuketimi, aflotoksin-B1 kontamine gidalar ve sirozu indukleyen
kosullardir (Sekil 2.1) (17). Dustk frekansa sahip olsalar da diger etyolojik faktorler de
HCC'ye neden olmaktadir; belli metabolik hastaliklar, diyabet, alkole bagli olmayan
karaciger yaglanma bozuklugu. Cinsiyet de HCC riskini ve davramsim etkiler, olgularin
blyuk kismint erkekler olusturmaktadir (18).

Hepatokarsinojenez siirecine Onculik eden mekanizmalar hakkinda cok fazla
bilinmeyen bulunmaktadir. Temel olarak, viral velveya hepatotoksik ajana maruz kalinmasi
sonucu karaciger dokusunda aniden meydana gelen degisimler, timdr olusumu ile sonlanan
sinyal yolag1 ve gen ekspresyonu degisimlerine neden olur. HCC' nin molekiuler andlizi ile
baz1 onkogen ve timor supresor genlerin deregllasyonu ile sonuglanan bircok genetik ve
epigenetik farkhiliklar gogerilmistir. Bu degisimlere ugrayan molekiller icinde TP53, B-
katenin, ErbB reseptor ailesi elemanlari, pRb, MAPK yolagi, MET ve ligandi hepatosit
blyume faktori (HGF), pl6(INK4a), E-kaderin ve siklooksijenaz 2 (COX2) yer almaktadir
(10).



p53 tumar stpresor i

Tdm insan timorlerinin yaklasik yarisinda TP53 timor supresor geni farkl
lokasyonlarda tanimlanan tek nokta mutasyonlar: ile inaktive edilmistir (19). HCC'li
hastalarda yapilan analizlerde, p53 geninin 249. ve 250. kodonlardaki nokta mutasyonlari
yoluyla inaktivasyonunun, aflatoxin B1 aracilikli oldugu bildirilmistir (20, 21). Yine, HBV
veya HCV' nin neden oldugu distintlen HCC' li hastalarda yapilan analizler sonucu ilerlemis
malignansilerde 43%, yeniden olusan nodullere 7% oranla p53 mutasyonu frekansi daha
yuksektir (22). Oksidatif stresin siroz gelisimindeki rolu agiktir ve neden oldugu p53
mutasyonlar1 yoluyla karaciger kanseri olusturma riskinin en az 200 kat arttigi bildirilmistir
(23).

pRB yolag:

Retinoblastoma protein, pRB1, kanser gelisimine karsi en 6nemli hiicresel bariyerdir.
E2F transkripsiyon faktor ailesi proteinlerini baskilama yolu ile hicre dongusint kontrol
eder. Siklin bagimli kinazlarin (CDK) aktivitesi, pRb fosforilasyonunun baslamasi ve G1/S
hiicre donguist gegisi ileiligkilidir (24). pRb tzerinde 16’ dan fazla CDK fosforilasyon bolgesi
bulunmaktadir. Bu bdlgelerden uygun CDK'’ lar spesifik olarak pRB’yi fosforiller (25). Her iki
Rbl allelinin mutasyonal inaktivasyonu pediatrik kanser olan retinoblastomanin olusum
nedenidir. Ek olarak insan papilloma virusu gibi ¢esitli viruslerin kodladig: proteinlerinin Rb
ve p53 proteinlerine baglanarak inhibe ettikleri ve bu yolla basta serviks olmak lzere gesitli
kanser olusum mekanizmalarinda 6nemli role sahip olduklar: bilinmektedir.

pl6(INK4a), p21WAFVCIPD = ve p27XPL gibi CDK inhibitérlerinden birinde veya
birkaginda herhangi bir ekspresyon hatasi veya degisikliginin kanser gelisimi slirecine etkisi
HCC olgulariin yaklasik 90%' inda gozlenmektedir (26). Hepatokarsinogenezin erken
déneminde ve hastaligin ilerlemesinde agirlikli olarak p16(INK4a) inaktivedir. HCC' lerde
p53 mutasyonu ile iliskili olarak azalan p21™A™/“"™ ekspresyonu da hepatokarsinogenez
siirecine katkida bulunur.



MAPK (Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz) Yolag:

Hucreici MAPK ailesi 5 tane alt grup icerir. Hlcre dis1 sinyal regile edici kinaz protein
homologlart 1 ve 2 (ERK1/2), biyik MAPK-1 (BMK-VERKS), c-jun N-terminal kinaz
homologu (INK1/2/3), stres ile aktive olan protein kinaz 2 (SAPK-2) homologlart a,  ve &
(p38a/p/d) ve p38e olarak da bilinen ERK6. MAPK’lar hiicre sagkalimi, farklilasmasi,
adezyonu ve proliferasyonu gibi farkl: hiicresel proseslerde bulunurlar (27). HBV, HCV ve
hepatit E viris proteinleri sinyal yolagimin farkli basamaklarint hedefleyerek MAPK
sinyalizasyonunu degistirir (28). Ornegin, HCV E2 proteini HuH7 insan hepatoma
hiicrelerinde MAPK yolagin aktive eder ve hiicreleri cogalmaya yonlendirir (29).

Ras Yolag:

Insan Ras proteinleri, H-Ras, N-Ras, K-ras4A ve K-rasdb, kiicik GTP baglayan
proteinlerdir. Hlcre bluyumesi, diferansiyasyonu ve apoptoza etki ederler (30). HCC' de metil
nitrozamin, bleomisin gibi ¢esitli kimyasallarin neden oldugu H-ras'in 13. kodonunda, N-
rasin 12. ve K-ras'in 61. kodonunda tek nokta mutasyonu gbzlenmis olmasina ragmen Ras
mutasyonlari insan HCC' lerinde disuk siklikta gozlemlenmistir (31-34). Ras bir serin/treonin
kinaz olan, Raf-1 ile etkilesir. Boylece Ras aktive olur ve proliferasyon ve apoptozu regile
eden sinyal yolagi, MEK1 ve MEK2 MAPK’larin da aktivasyonu ile ilerler (35). HCC'de
dahil olmak Uzere birgok solid ttimdrlerde ve hicre hatlarinda Ras 1n aktivasyonu ve p21 gibi
Ras yolag1 proteinlerinin ekspresyonu bildirilmistir (36).

JAK/STAT Yolag:

Sinyal donUstirict ve transkripsiyon aktivatori olan STAT lar, cesitli sitokinler,
hormonlar ve blyime faktorleri tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorlerinden olusur
JAK'lar tarafindan tirozin fosforilasyonu yolu ile aktive olurlar. Aktive STAT, sitokin
sinyalini baskilayan, SOCS, genlerinin transkripsiyonunu uyarir. SOCS proteinleri yolagi
inhibe etmek icin fosforile JAK’ lara ve reseptdrlerine baglanir. Boylece sitokin ile aktive olan
hiicrelerin asir1 aktivasyonunu onler (37). Yoshikawa ve arkadaslarinin ilk kez gosterdigi,
sonradan diger calismalarda datammlandig: gibi JAK ile baglanarak sitokin sinyalizasyonunu
inhibe eden SOCS-1 promotorunun HCC hticre hatlar: ve dokularinda metile oldugu ve bu

yolla SOCS-1 ekspresyonunun kaybolmasinin sirozdan HCC'ye geciste cok onemli oldugu
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bulunmustur (38, 39).

Wht/B-katenin Yolag:

Wnt sinyal yolagi ilk olarak sirke sineginde tammlanmis ve evrim slresince
korunmustur. Homeostazis, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, hareketliligi ve apoptoziste
yer almaktadir (40). HCC nin de dahil oldugu kolon, meme, prostat gibi birgcok kanser
turinde aktive durumdadir (41). Cogu olguda tumor supresdr gen olan APC (adenomatous
polyposis coli) inaktivasyonu, veya bir protoonkogen olan B-katenin mutasyonu ve Wnit
sinyalizasyonunun aktivasyonu goézlenmektedir. HBV/HCV enfeksiyonu ve alkole bagl
karaciger sirozundan kaynaklanan HCC'lerde bu yolak aktivedir (42, 43). Frizzled 7 asir
ekspresyonu ve B-katenin defosforilasyonu siklikla HCC’ lerde gozlenir (43). Bu nedenle Wnt
yolaginin inaktivasyonu potansiyel bir kanser tedavisi yaklasimdir.

B-katenin mutasyonlari, fosforilasyonu ve bu fosforilasyonun ardindan yikimini
Onlemesine ragmen, Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivasyonunu tetikler. Mutant protein
normalde gekirdekte birikir ve varligt HCC insidansim azaltir. Ayrica B-katenin mutasyonlari
HCV'’ye ve aflotoksine daha ¢ok maruz kalan HCC hastalarinda oldukga yuksektir (44) Wnt
yolaginin negatif regulatort olan Axin 1 ve Axin 2 mutasyonlar: da HCC' de g6zlenmektedir
(45).

2.1.2 Hepatosalluler Karsinomadaki Epigenetik Dlzenlemeler

Hepatokarsinogenez sirecinde roli olan genetik degisiklikler sayica diger kanser
turlerinde tanimlanandan gok daha az olmasina ragmen, anormal metilasyon paternleri cokca
bildirilmistir (46, 47). Yine metiyonince eksik diyet verilen farelerde spontan HCC
gbzlenmesi epigenetik regulasyonun bu modelde daha énemli oldugunu distindirmektedir
(48). Cesitli calismalarda HCC dokularinda 6zellikle kromozom 16 da artan DNA
metilasyonlarina rastlanmistir (49, 50). Yine birgcok calismada HCC'de ozellikle pl6
genindeki hipermetilasyon ve bu yolla inaktivasyon tammlanmustir (51, 52). Ek olarak,
normal karaciger, siroz ve HCC dokular1 ile yapilan analizlerde, HCC’ li dokularda digerlerine
gore, ABL, CAV, EPO, GATA3, LKB1, NEP, NFL, NIS ve p27KIP1 genler unmetile
olurken ABO, AR, CSPG2, cyclin al, DBCCR1, GALR2, IRF7, MGMT, MT1A, MYOD1,
OCT®6, p57KIP2, p73, WT1 gibi genlerin hipermetile oldugu gosterilmistir (53). Bu genlere
ek olarak diger calismalarda, E-kaderin, COX2, apoptoz iliskili speck-like protein(ASC),
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karaciger kanseri delete 1 geni (DLC) hipermetilasyona ugramaktadir (54-56) . Sonug olarak,
hepatokarsinogenez ile ilgili anahtar genlerin epigenetik olarak sessizlestirilmesinin anti-
onkolojik ajanlarin yeni bir simfimn gelistirilmesi igin yeni bir yon saglayacagi
sO0ylenmektedir (10).

2.2 Kromatin M odifikasyonlar: ve Transkripsiyonel Etkileri

Epigenetik, DNA dizisinin kendisi tarafindan kodlanmayan gen ekspresyonundaki
kalitsal degisikliklerin galisiimasidir. Kromatin yapisindaki alternatifleri olusturan epigenetik
regulasyonlar, Oncelikle histon kuyruklarinda meydana gelen post-translasyonel
modifikasyonlar (PTM), histon varyantlarinin nukleozomlara eklenmesi ve DNA
metilasyonlaridir (57).

Modifikasyonlarin ¢ogu, kromatin konformasyonunu ve diizenleyici proteinlerin DNA
dizisine erisimini module ederek, gen ekspresyonunu regile eder. Bu modifikasyonlar cogu
zaman kromatin konformasyon dinamiklerinin regulasyonu ile ilgili proteinler igin baglanma
bdlgeleri saglar. En basit diizeyde, ulasilabilir agik kromatin ipligi transkripsiyona egilimlidir.
Transkripsiyonel olarak aktif 6kromatin, histon hiperasetilasyonu ve H3K4 metilasyonu ile
iliskidir (58). Belirli bir kromatin bdlgesinin sikilasmast ile ilgili modifikasyon tasiyan
alanlar, transkripsiyona kars: bariyerler olusturur. Bu alanlar transkripsiyonun sinirlandirildigi
heterokromatin bolgeleridir. Susturulmus gen bolgelerinin ekspresyonlari, hipoasetilasyon ile
iliskilidir ve H3KOMel ve H3K27Me2/3 epigenetik modifikasyonlarin: tasirlar (59)

2.2.1 DNA Metilasyonu

DNA’min metillenmesi omurgalilarda transkripsiyonun kontroliinde kromatin yapisi ile
iliskili genel bir mekanizmadir. Omurgali DNA’sindaki sitozin birimleri  5-karbon
pozisyonuna metil gruplarinin takilmastyla modifiye edilebilir. DNA zincirinde G’ lerden 6nce
yer aan Clerden (CpG dinukleotidler) spesifik olarak metillenir. Bu metillenme
promotorlarin gevresinde yuksek siklikta CpG dinukleotidi igeren genlerin transkripsiyonel
aktivitelerinin azaltilmasi ile iliskilidir. Metillenen DNA’ya baglanan represorler, histon
deasetilazlar ile kompleks olusturarak galisir ve DNA metillenmesini, histon asetilasyonu ve
nukleozom yapisindaki degisimlerle iligkilendirir. DNA metillenmesi temel olarak gelisim
sirecinde gen inaktivasyonunun siirekliliginde ve korunmasinda katki saglar. Ornegin, inaktif
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X kromozomu Uzerindeki genler, DNA metillenmesinden sorumlu enzimleri inaktif genlere
hedefleyen Xis RNA’st ve H3K9 metillenmesiyle transkripsiyonun baskilanmasint takiben
metillenirler (60).

DNA metiltransferaz enzim ailes, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT1 enzimlerinden
olusur. Memeli genomunda bulunan CpG dinukleotidlerin 5'sitozininden DNMT3A ve
DNMT3B ile metillenirler. DNA metilasyonu DNMT1 tarafindan hemimetile DNA'nin
substrat olarak kullamlmas: ile surdurdlir. Metil gruplari, gen susturucu proteinler igin
baglanma bolgelerini  olustururlar. Genellikle DNA  metilasyonu, artmus kromatin
kondenzasyonu ve gen susturulmast ile iliskilidir (61-63).

DNA metilasyon paternini degistirerek hastaliklara neden olan farkli durumlar vardir.
Metilasyon paterninindeki degisiklikler imprintlenen genlerin hatali regulasyonuna neden
olma yolu ile blytmeyi etkilerler ve dogustan gelen bircok hastaliktan sorumludur. DNA
metilasyon paterni degisikliklerine ek olarak DNMT kaybi da hastaliklara neden olmaktadir.
HCC'de pl6(INK4a) kaybi, gen bolgesinde meydana gelen delesyonlar ve mutasyonlar
yaninda genellikle asir1 promotor metilasyonu nedeniyledir.

2.2.1.1 DNA Metilasyonu ve Kanser

Normal hicrelerde CpG dinukleotidleri, bazi aktif genlerin yukari bolgesindeki CpG
adalarinin hipometilasyonu istisna olmak Uzere, genellikle metiledir. Tersine, kanser hticreleri
global bir hipometilasyon ve CpG adalarinda hipermetilasyon sergilemektedir (62) (Sekil
2.2). DNA metilasyon patern degisikligi siklikla uygun olmayan gen susturulmas: ile
sonuclanir. Global DNA hipometilasyonu (demetilasyonu) c-JUN, c-MYC ve c-H-Ras gibi
protoonkogenlerin aktivasyonu ve genomik instabilite ile iligkilidir. TUmor supresdr genlerin
promotor bdlgelerinde bulunan CpG adalarimin hipermetilasyonu transkripsiyonal susturmave
genomik instabilite ile ligkilidir.
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Sekil 2.2: Tumor gelisiminde epigenetik degisiklikler (model: deri tumord) (63)

HCCde anormal CpG adasi hipermetilasyonuna giren gen sayisimin  arttiginin
bulunmasi, kendiliginden metilasyonunun karaciger malign transformasyonu altinda yatan
Onemli bir mekanizma oldugu fikrini 6ne sirmustur. Epigenetik olarak susturulan genler
hiicre donguist, apoptoz, DNA onarimi ve hticre adezyonu gibi karsinogenez stirecinin 6nemli
molekiler yolaklarinda yer ailmaktadir (63). HCC' de siklikla metile olan genler APC, GSTPL1,
RASSF1A, p16, COX-2, CCND2, SPINT2, RUNXS3, CFTR, HINT1, RIZ1 VE E-kaderin'dir
(47). RASSF1A ve CCND2 metilasyonu kombinasyonu HCC olan ve HCC olmayan dokular
ve dogru tedavi edilen erken tespit edilen HCC'ler kiyaslandiginda 89-95% duyarlilik, 91-
100% spesifiklik, 89-97% dogruluk gostermektedir (64). miRNAL1 6rneginde oldugu gibi
MiRNA’larin da DNA metilasyonun ile susturuldugu ve hepatoseltler karsinogenez siirecinde
rol aldig1 gosterilmistir (65). Tip30 promotorunun metilasyonu HCC' de k6t prognoz ile
iligkilidir (66).

2.2.2 Histon Modifikasyonlar:

Nukleozom iginde yer alan her histon gekirdegi, histon kuyrugu denilen, bazik
aminoasitlerden olusan, 25-30 rezidl uzunlugunda yiksek oranda dinamik amino terminal
ucuna sahiptir. Histon-histon etkilesimine aracilik ederler ve gekirdek yapidan disar1 dogru

uzanirlar. H2A digerlerinden farkli olarak nukleozom yapidan disar1 uzanan yaklasik 37
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aminoasit uzunlugunda karboksi-ucu bolgesine de sahiptir (67). Histon kuyruklari, nukleozom
yapisimin stabilitesine herhangi bir katkida bulunmuyor. Ama nukleozomal dizinin daha
duzenli hale katlanmasinin kontroliinde esansiyel rol oynuyor. In vitro olarak histon
kuyruklart uzaklastirilan nukleozomal diziler 10nm ipligi olusturan yapiya kondanse
olamamiglardir. Yuksek oranda bazik yapiya sahip histon kuyruklari DNA'min baglanma
kistmlaridir. Nukleozomlar arasi histon-histon etkilesimlerinde de esansiyel rolleri vardir.

Histonlar ¢ok sayida post translasyonel modifikasyonlara hedef olurlar. Bu
modifikasyonlar:

2.2.2.1 Asetilasyon/ Deasetilasyon

Spesifik biyolojik islevler sirasinda Lys9, Lys14 gibi secilen lizin residular: asetillenir.
HAT (Histon Asetil Transferaz)'lar tarafindan gergeklestirilir. Strekli denge HDAC (Histon
Deasetilaz)'lar ve HAT larin diizenledigi aktivite ile kurulur. iki gesit HAT enzimi vardir; A
HAT lar, histon asetilasyonunda, genlerin transkripsiyonuna ve kromatin katlanmasinin
regulasyonunda gorevlidir. B HAT lar, yeni replike olan kromatine histonlar katilmadan
hemen Once sitoplazmada, Ozellikle H4 Lys 5 ve 12, histon asetilasyonunu katalizleyen
sitoplazmik proteinlerdir. Dizi benzerligine gore HAT lar farkl: ailelere ait olabilirler. Farkl
histon substrat baglanma ve katalizieme mekanizmas: gosterirler. GNAT, PCAF, GCNSL,
MY ST, p300/CBP bu ailelerden birkagidir (68).

Insan HDAC' lart maya HDAC lar1 ile primer homolojiye sahip (¢ sinifa ayrilir; HDAC
[, Il ve lll. Snif | HDAC lar (HDAC-1, -2, -3, -8, -11) maya YRPD3 ile homoloji gosterir.
Snif I HDAClar maya yHDA1l ile homologdur. Sekans homoloji ve domain
organizasyonuna gore iki altsinifa ayrilir; 1la (HDAC-4, -5, -7, -9) ve splays varyantt MITR
ve llb (HDAC-6, -10). Snif 11l HDAC' lar maya ySIR2 homologudur. Sinif | ve Il proteinleri
ile highir homoloji tasimaz (68).
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Sekil 2.3: Asetilasyonun reglilasyonu. Mavi kareler asetilelasyon bdlgeleri. Kirmizi kareler
metilasyon bolgeleri (69).

2.2.2.2 Fosforilasyon

Kinazlar gen ekspresyonunu degistirerek, sinyal transdiksiyonunu hiicre ylzeyinden,
sitoplazmaya ve ¢ekirdege dogru regile ederler. H3S10 mayadan insana kadar transkripsiyon
acisindan oldukga 6nemli bir fosforilasyon bolgesidir. NfkB’nin regile ettigi genlerin ve c-
fos, c-jun gibi erken yanit genlerinin aktivasyonunun, H3S10 modifikasyonunun, islevi
oldugu gosterilmistir. Bu fosforilasyon ile birlikte kromatinde fosfor baglayan protein 14-3-3
ortaya gikar (68, 70).

Sekil 2.4: Fosforilasyonun regulasyonu. Sar1 kareler fosforilasyon bolgeleri, kirmizi kareler
metilasyon bolgeleri (69).
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2.2.2.3 Metilasyon

Diger modifikasyonlardan daha kompleks bir histon kovalent modifikasyonudur. Lizin
ve Arginin bolgelerinde meydana gelir. Histonda bulunan modifikasyon boélgesinin
pozisyonuna gore transkripsiyonel ekspresyonu pozitif veya negatif etkileyebilir. Lizinler,
mono- (mel), di- (me2) veya tri- metile (me3) olabilirler. Argininler mono- (mel) veya di-
(me2) metiledirler. Metile nukleozomlarin kombinasyonel potansiyeli, transkripsiyon gibi
kompleks ve dinamik proseslerin regilasyonuna olanak verir (58, 71, 72).

B

Sekil 2.5: Metilasyonun regulasyonu. Sar1 kareler fosforilasyon bolgeleri, kirmizi kareler
metilasyon bolgeleri, mavi kareler asetilasyon bolgeleri (69).

2.2.2.3.1 Lizin Metilasyonlar: / Demetilasyonlar:

Lizin metiltransferazlar, asetitransferazlara gore ¢cok daha 6zgundir. Genellikle bir
histondaki tek bir lizini modifiye eder. Transkripsiyonun aktivasyonu veya baskilanmasi
seklinde etki ederler. Bircok histon metiltransferaz enzimi ve modifiye ettikleri bolge
tanimlanmustir. Bu enzimlerin hepsi, Dot | harig, katalitik SET domaini igerir (68).

Metilasyon bolgelerinden 6 tanesi glinimtize kadar iyi aydinlatilmistir. Bes tanesi H3
(H3K4, H3K9, H3K27, H3K36 ve H3K79) Uzerinde, biri H4 (H4K20) Uzerindedir. H3K4,
H3K36 ve H3K79 modifikasyonlar: transkripsiyonun aktivasyonu ile iligkilidir. H3K79me ve
H4K20me DNA onariminda yer almaktadir. Spesifik protein baglayicilar bu alti spesifik
modifikasyonlar: tamirlar. Bu proteinler ¢ farkli metile lizini tamyan domainlerden birini
igerirler. Bunlar kromo, tudor veya PHD tekrar domainleridir.
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H3K4 Metilasyonu

H3K4 metilasyonu okromatin ile ve 6zgun olarak aktif genler ile iligkilidir. H3K4me3
modifikasyonu mayalarda transkripsiyonun aktivasyonu sirasinda genlerin 5 ucunda
gozlenmistir. Transkripsiyonel mekanizmanin U¢ bilesenin bu isaretlemeden sorumlu oldugu
dustnulmektedir. Birincisi, karboksi terminal domaininde (CTD) Ser-5 bdlgesinden
fosforillenen RNA pol 11, H3K4 metilasyonundan sorumlu Setl enzimini promotor etrafina
toplar. ikinci olarak PAF kompleksi, H3K4me3 modifikasyonunu diizenler. RNA
metabolizmasinin farkli basamaklarini regiile eden kompleks Setl ile de etkilesim halindedir.
H3K4me3 yapilanmasinda dnemli olan tgtinct bilesen, H2B K123 ubikutinasyonudur.

H3K4 metilasyonu, CHD1, NURF gibi spesifik faktorlerin aktif gen bdlgesine
toplanmasina neden olur. Setl/MLL/ALLL/HRX proteinleri HOX geni promotorunda
toplanir. Diger bir enzim olan SMYD3 transkripsiyonel aktivasyonu ve proliferasyonun
baskilanmasini reguile eder. D.melanogaster ile yapilan ilk genetik analizler, gelisim sirecinde
Trx-G enzimlerinin H3K4 metilasyonundaki fonksiyonel roltnu tanimlamistir. Sineklerden
memelilere kadar Trx-G proteinleri homeodomain genlerinin (HOX) epigenetik
aktivasyonunu sirdurirken PcG’ler de HOX'lar1 sessizlestirmektedir. Bu iki karsit etki
embriyogenez stirecinde proliferasyon ve diferansiyasyonu kontrol etmektedir (68).

H3K9 Metilasyonu

H3K9 metilasyonunu katalizleyen SUV39H1 enzimi ilk tammlanan HKMT dir.
SUV39H1 ve SUV39H2 drozofila su(var)3-9 enzimi memeli homologudur. HP1 proteinleri
(HP1a, HP1b, HP1g) metile-H3K9' a baglanirlar ve heterokromatin olusumu gen susturulmasi
icin cok oOnemlidirler. Metastatik meme kanserlerinde, melanoma ve diger metastatik
tumorlerde azalmis HPla ve HP1lb ekspresyonu gozlenmektedir. Biyokimyasal olarak
SUV39H1 ve HP1 pRb ile etkilesir ve pRb hedef genlerin susturulmasina neden olur. insan
kanserlerinde enzimin mutasyonu veya kayb1 rapor edilmemistir. RIZ1/PRDM?2 diger bir Set
domain iceren H3K9 metil transferaz ailesidir. pRb'ye baglanan bir protein olarak
tammlanmistir. Promotor hipermetilasyonu yoluyla RIZ1 mutasyona ugrar ve susturulur.
Enzimin bu sekilde inaktivasyonunun karaciger, kolon, meme ve gastrik kanserler gibi birgok
kanserde g6zlenmesi timor supresor roll olabilecegini ileri slirmektedir (68).
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H3K27 Metilasyonu

H3K27 metilasyonu hiicrede U¢ farkli yerde meydana gelen baskilayict bir
modifikasyondur: 1- okromatik gen bolgesinde, 2- perisentromerik heterokromatinde, 3-
memelilerde inaktif X kromozomunda

H3K27 metilasyonu PcG (polycomb group) proteinlerin alt simifi PRC2 tarafindan
katalizlenir. Katalitik alt birim Set domaini igeren EZH2'dir. Modifikasyonun hiicre
bolunmesi sirasinda devam ettirilmesi normal embriyogenez ve hicre kimligi agisindan
esansiyeldir. EZH2 tarafindan baskilanma mekanizmas, H3K27 modifikasyonun
gerceklesmesi ve bu bolgeye polycomb proteinlerin toplanmasini icerir. Meme ve prostat gibi
birgok kanser dokusunda EZH2’ nin asir1 ekspresyonu bulunmustur (73).

H3K36 Metilasyonu

Bu modifikasyon aktif genlerin kodlanan bdlgelerinde oldukca fazla sayidadir. Set 2
enzimi H3K36 metilasyonundan sorumludur. Ser-2 bolgesinden fosforillenen RNA pol I1'ye
baglanir. Set2'nin aktif genlerde toplanmast PAF kompleksi bilesenlerini gerektirir. H2B
monoubikutinasyonu H3K36 metilasyonu igin negatif, baskilayici role sahiptir (72).

2.2.2.3.2 Arginin Metilasyonlar:

PRMT (protein arginin metiltransferaz) enzimleri H4R3, H3R2, H3R17 ve H3R26
metilasyonlarim katalizler. Bu modifikasyonlarin, durum bagimli olarak transkripsiyonu
pozitif ya da negatif olarak dizenledigi gosterilmistir (68) Spesifik transkrpsiyon faktorler
(P53, NR, YY1, NFKB) bu enzimleri, transkripsiyonu aktive etmeleri amaciyla 6zgin
promotorlara toplarlar. Ornegin: PRMT5 enzimi, H3R8 ve H4R3 metilasyonunu katalizler ve
MY C tarafindan regule edilen genleri de igeren birgok geni baskilar (74,75).

2.2.2.4 Deiminasyon

H3 ve H4'te bulunan argininler PADI4 enzimi ile sitruline donusttrdlir. Sitrulin
argininlerin metilasyonunu engeller (68). Mono-metile argininlerin (di-metileler degil)
deiminasyona ugradig: in vivo ¢alismalarda gosterilmis (76). H3 ve H4' de sitrulin varligi,
arginin metilasyonu yoksunlugu ile koreledir. Ostrojen tarafindan regiile edilen promotor
bolgelerin analizinde, aktive transkripsiyon bdlgesinde arginin metilasyonu ile 6rtismektedir.
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2.2.2.5 Ubikutinasyon/ Deubikutinasyon ve Sumoilasyon

Ubikutin ve SUMO diger modifikasyonlardan biraz farkli modifikasyonlardir.
Asetilasyon, fosforilasyon ve metilasyon kuguk kimyasal gruplarin eklenmesi ile olusur. Ub
ve SUMO buyuk polipeptitlerdir. Histonun boyutunu yaklasik 2/3 kat artirir. Ub ve SUMO
dizi olarak (18%) ve ¢ boyutlu yap1 olarak benzerdir. Y Ukleri farklidir.

Histonlar mono-ubikutinlendigi ilk gosterilen proteinlerdir. Spesifik bdlgelerin negatif
veya pozitif aktivasyonunu katalizleyebilir. H2B'nin Rad6/Brel enzimi tarafindan mono-
ubikutinasyonu transkripsiyonu aktive eder ve H3K4 metilasyonuna Onculik eder. Diger
taraftan H2A K119 Ubl modifikasyonu Bmi/RinglA polycomb grup proteini tarafindan
katalizlenir ve transkripsiyonu baskilar (68).

H2B K123 deubikutinasyonu hem gen aktivasyonu hem de heterokromatik
sessizlestirme ile ilgilidir. Ubp8 ve Ubpl0 proteazlar: ile modifikasyon katalizlenir. Ubp8
SAGA histon asetilasyon kompleksinin altbirimidir (68).

Sumoilasyon, aktive edici histon post-translayonel modifikasyonlarint 6nlemek igin
genellikle negatif etkir. Aktif post-translayonel modifikasyonlar iki mekanizma ile inhibe
edilir. Birincisi, SUMO-histon direk lizin bolgesini bloklar. ikinci olarak, sumoilasyona
ugraya histonlar histon deasetilazlar1 kromatine toparlar.

Ring 16
-
KHs

RNF
I

K120

Sekil 2.6: Ubikutinasyon bdlgeleri (69).

2.2.3 Histon Kod Hipotez

Histon kodu olarak adlandirilan histon amino-ucu modifikasyonlarimin kombinasyonel
tabiati, genetik kodun bilgi potansiyelini olduk¢a genisletmektedir (4, 5, 71). Histon
kuyruklarinda meydana gelen modifikasyonlar ve bu modifikasyonlarin kombinasyonlari
genlerin transkripsiyonel durumunu belirleyen bir kod yapisi (histon kodu) olusturur. Bu
hipoteze uygun olarak “bir ya da birden fazla histon kuyrugunun timlesik ya da seri olarak
cesitli histon modifikasyonlari genin fonksiyonlarin belirler.” (77).
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Kromatin tum DNA aracili proseslerde fizyolojk kalip goérevi gorur. Histon
modifikasyonlar1 da, bu kromatin ipliklerinin yap: ve fonksiyonunu farklt modifikasyonlarin
farkli fonksiyonel sonuclar saglamasi ile kontrol ediyor. Bolge spesifik modifikasyon
kombinasyonlar: belli biyolojik fonksiyonlar ile iliskilidir. Ornegin; H4K8 asetilasyonu,
H3K14 asetilasyonu ve H3S10 fosfororilasyonunun kombinasyonu transkripsiyonun aktive
olmas: ile iligkilidir. Diger taraftan, yiksek oOkaryotlarda H3K9me3 ile H3 veya H4'(n
asetillenmedigi durumda transkripsiyon baskilanir (78).

Kismi histon modifikasyon paternleri global kromatin dinamikleri ile iligkilidir.
Ornegin; H4'(in K4 ve K12 den diasetilasyonu S fazinda histon birikiminden sorumludur.
H2A S1 ve T119 fosforilasyonu ile H3 T3, S10 ve S28 fosforilasyonu kondanse olan mitotik
kromatin belirtecidir (78).

Tdm bu gozlemler histon kod'u fikrini; yani belli histon modifikasyonlarinin
kombinasyonlarinin her zaman ayni biyolojik ifadeyi etkiledigi fikrini olusturmustur. Bariz
istisnalar da mevcuttur. Ornegin, genel inhibitor olan H3K9 metilasyonu bazi durumlarda
aktif olarak transkribe olan genlerle ilgili olabilir ve histon asetilasyonu transkripsiyon
uyaricistyken, inhibitor gibi davranabilir.

Histon kodu, calisilan gene ve hicrenin durumuna bagli olarak hicresel faktorler
tarafindan farkli yorumlanabilir. PTM hatalarinin, 6zellikle kanser gibi bircok hastalikla ilgisi
oldugu gosterilmistir (79).

2.2.4 Polycomb Grup Proteinlerin Epigenetik Roli ve Molekiler Biyolojis

Polycomb group (PcGs) proteinleri makromolekiler kompleks olustururlar. Bu
kompleks, epigenetik gen susturulmast ve bir gok gelisim yolagimn regulasyonunda kritik
fonksiyona sahiptir (80). Bunun aksine Trithorax group (trxG) proteinler gen ekspresyonunu
pozitif yonde etkileyecek epigenetik modifikasyonlara aracilik ederler. Genel olarak, trxG
proteinleri PcG proteinlerin aktivitesine fonksiyonel olarak karsit sekilde gorev yaparlar
(81,82).

Embriyonik kok htcrelerde kromatinin bivalent epigenetik modifikasyonu hticrelerin
pluripotensileri ile baglantilhidir. Farklilasma sirasinda aktive olmasi gereken genleri
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sessizlestirerek hazir bekletilmesinde fonksiyon gosteriyor olabilirler. Bu patern agresif
kanserlerde ve kdk hiicrelerde anormal tekrarlanir (83, 84).

PcG yolagimin anormal reglle edildigi kok hicre benzeri gen ekspresyonu paterni
konvansiyonel tedaviye kars1 direngli 13 farkli kanser tipinde ortaktir (84). Kok hicrenin
kendi kendini yenilemesinden ve karakterinden sorumlu yolaklar ile kanserde anormal regile
edilen yolaklar aymdir (85). Retinoblastoma proteini ile Wnt, Notch ve Hedgehog sinyal
yolaklar1 kok hticre ve gesitli tip kanser hiicresinin kendi kendini yenileme mekanizmasinin
Onemli bir parcasidir. Kanserde, bu regulator yolaklar: kontrol eden veya bu yolaklara dahil
olan bircok genin PcG birikiminden veya susturulmasindan etkilenmesi veya direk PcG
hedefi oldugunun goOsterilmesi ile kanser olusumunda ve prognozunda epigenetik
modifikasyonlarin 6nemi gosterilmistir (86).

Polycomb grup ailesinin iki farkli Gyesi vardir; Polycomb Repressive Complex 1
(PRC1) ve Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) (68, 73). PRC1 ve PRC2 kompleks alt
birimleri ile fonksiyonlar: Tablo 2.1’ de gosterilmistir.
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Tablo 2.1: Polycomb Repressive Compleks (PRC2) bilesenleri ve fonksiyonlari (73).

PRC2 Bilesenleri Fonksiyonu

EZH1 H3K27me modifikasyonundan sorumlu SET domaini
igerir. Zayif H3K27me3 aktivitesine sahiptir.

EZH2 H3K27me2/3 modifikasyonundan sorumlu SET domaini
icerir. DNMT'ler igin baglanma bolgeleri olusturur.
Overekspresyonu  onkojeniktir.  Tumorlerde  asir
ekspresyonu, zayif iyilesmeileiliskilidir.

Suzl? EED ile birlikte SET domain aktivitesi icin gereklidir.
RNA'ya baglanan ¢inko parmak yapisindadir.

EED Dort izotipi ile PRC2, PRC3, PRC4 komplekslerini
tanimlar. Metilasyon aktivitesi izotipe bagli olarak degisir.

RbAp46/48 Histon saperon molekulidar. PRC nin  kromatin ile
etkilesimini kuvvetlendirir.

PRC1 Bilesenleri Fonksiyonu

Pc PRC1 kompleksinin H3K27Me3 kromatin modifikasyon

dRING1A veya 1B

BMI1

Mel-18

Nspcl

bdlgesine baglanan kromodomain kismi. CBX7 polycomb
homologu ile yerdegistirmesi, 1nk4a/Arf lokusunun
ekspresyonunu inhibe ederek, hlcre yasam siresini
uzatmaktadir.

H2A K119Ub olusumundan sorumlu E3 ubikutin
transferazdr.

RING1 ubikutinasyon aktivitesi igin gereklidir. asir
ekspresyonu  onkogeniktir. ink4a/Arf lokusunun
ekspresyonunu inhibe eder. DNMT ler ile etkileserk DNA
metilsyonuna olanak saglar. Tumdrlerde asir1 ekspresyonu
her zaman olmamakla beraber kotu prognozla iligkilidir.
Potansiyel kok hiicre markeridir.

PRC1 kompleksinde BMI1 ile yerdegistirebilir. Fosforile
hali RING1 ubikutinasyon aktivitesini indikler. Rapor
edilen hem tuimor supresor hem de onkogenik aktivitesi
vardrr.

PRCL1 icinde BMI1 ve ya Mel-18 ile yerdegistirebilir.
EZH2 ve H2A K2119ub ile birlikte DNMT’ler igin
baglanma faktori olarak davranir.
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EZH2 ( Enhancer of Zeste Homolog 2), gelisim stirecinde homeobox genleri Uzerindeki
temel duizenleyici rolli nedeni ile ilk aydinlatilan polycomb proteinidir. EZH2 proteini PRC2
at birimidir ve diger at birimler EED ve Suz12 proteinleridir (Sekil2.7). PRC2 gogalan
hlicreler tarafindan eksprese edilir ve H3K27 trimetilasyonu ile hedef genin susturulmasindan
sorumludur.  Metiltransferaz aktivitesinden sorumlu katalitik alt birimi  COOH-ucunda
bulunan SET domainidir (73).

18% 77% B2% T5% BB
EZH2/E(Z): [B¥ EEES B WSS
EID Domainl Domainll CXC  SET

Fly PRC2 ] |

Sekil 2.7: PRC2 kompozisyonu ve EZH2 domainlerinin organizasyonu. A) insan PRC2
kompleksinin 4 altbirimi; EZH2, EED, SUZ12 ve RbAp48 ve bunlara karsilik gelen sinek
homologlar1; E(Z), ESC, SU(Z)12 and NURF55. EZH2/E(Z) SET domaini iceren katalitik
atbirimdir. PHFL/PCL, PRC2 ile etkileserek hedeflenmesini ve aktivitesini artiran bir diger
polycomb proteinidir. (B) EZH2/E(Z) nin 5 fonksiyonel domaini insan ve sinek arasindaki %
benzerlikleri ile gosterilmistir. SET domaini histon metiltransferaz aktif bolgesidir ve CXC
domaini de aktiviteye katkida bulunur. GUclu metiltransferaz aktivitess EZH2 altbiriminin
EED/ESC ve SUZ12 ile biraraya gelmesini gerektirmektedir ve bu katalitik olmayan
atbirimler icin gereken baglanma bolgeleri gosterilmistir (88).
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2.2.4.1 Polycomb Grup Proteinlerin Transkripsiyonun Susturulmasndaki Roli

PcG proteinler ve antagonisti olan trxG proteinlerin DNA’ min regulator genler ile iliskili
gpesifik  bolgelerine  birikerek  histonlar1  post  translasyonel ~ modifikasyona
yonlendirmektedirler. ilk kez Drosophilada tammlanan PcG proteinler, homebox genlerin
HOX alt grubunun susturulmasinda aracidir. HOX genleri metazoan organizmalarda segment
benzerliginden sorumludur. Bu gen grubu turlerin gelisimi igin esansiyeldir ve birgok kanser
turinde HOX proteinlerinin anormal ekspresyonu karakteristiktir HOX gen ekspresyon
paterni epigenetik regulasyon ile sirdirilmektedir (89).

Drosophilada HOX bélgesi icinde PcG ve trxG baglanan DNA dizisi aydinlatilmstir.
Pho ve Pho benzeri proteinler gibi DNA’ya baglanan proteinler ve Dspl, SPL/KLF, Zeste,
GAGA faktort, Pipsqueak, ve Grainyhead gibi DNA iligkili molekuller PRE/TRE sekansina
baglanir ve PcG, trxG komplekslerinin buraya toplanmasini baslatir. Gen represyonu PcG-
aracilt H3K27me3 ile aktivasyonu ise trxG-aracilt H3K4me3 ile karakterizedir (90).

Insanlarda durum daha komplekstir. Sadece Pho ve Pho benzeri proteinler insanlar ve
sinekler arasinda korunmustur . Bununla beraber memeli genomunda yutiksek oranda korunan
NcDNA dizisi elemanlar: da PcG susturmasinda rol oynamaktadir. Bu ncDNA dizi elemanlari
H3K27me3 ile isaretli bolgelerde yaygindir ve embriyonik kok hicrelerde PcG'ler bu
bdlgelere baglanmir (91).

Insanlarda, DNA’ya baglanan faktorler Pho ve Pho benzeri proteinler PcG’leri HOX
hedef genine geker ve PRC2 kompleksinin PRE bdlgesinde toplanmasint yonlendirir (92)
(Sekil 2.8A).
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Sekil 2.8: PcG-aracil: gen susturma mekanizmas.. A) Hox lokusunda Pho ve Pho benzeri
DNA'ya baglanan proteinler PcG yanit eleman: (PRE) DNA sekansina baglanirlar. PRC2 leri

Hiparmaetile CpG adalan
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direk aktif gen bolgesine (ok yonl) toplarlar. Ayni lokus, metilasyon alam olan CpG adalarin
da icerir ve bunlar da PRC2 baglanma bolgesidir. HOTAIR ve Kcnglotl gibi uzun
kodlamayan RNA (ncRNA)’lar, kromatin ve epigenetik mekanizmann araytizu gibi davranr,
PRCZ lerin  birikmesine rehberlik eder. B) PRC2, H3K27me2/3 epigenetik
modifikasyonundan sorumlu SET domaini igermektedir. DNA bolgesine PRC2'ler
toparlaninca bolgede bu modifikasyonlar olusur ve PRC1 lerin kromodomaini tarafindan
baglanabilecegi isaretleri olutururlar. PRC2 varligi gen ekspresyonunun azalmasiyla (ok
yonu) ilskili olmasiyla beraber, tam sessizlestirme i¢cin PRC1 ve PRC2 birlikte baglanmasi
gerekmektedir. C) PRC1, RING1 atbirimi H2A histon varyantimin Lys119 aminoasitinin
ubikitinasyonundan (H2A K119ub) sorumludur. PRC1 ve PRC2 varligi gen ekspresyonunu
susturur. D) BMI1 ve EZH2, DNMT ler ile etkilesir ve CpG adalarinda DNA metilasyonu
icin alan olusturur. Promotor CpG adalarinin metilasyonu gen sessizlestirilmesini
kuvvetlendirir ve sesizlestirmenin daha kalici olmasinm saglar (73).
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metilasyonu ifade etmektedir.
Epigenetik susturma mekanizmas, PRC2 kompleksinin hedef genleri H3K27

metilasyonu ile susturulmasiyla baslar. Eger K27 6nceden asetile ise bu bdlgenin metilasyonu
icin ilk 6nce PRC2 ile etkilestigi bilinen histon deasetilaz (HDAC) tarafindan deasetilasyon
gerekmektedir. PRC2 aym zamanda, hedef genlerin DNA’sinda CpG'leri metilleyecek olan
ve kromatinin strekli sessiz duruma gelmesine sebep olan, DNA metiltransferazlari (DNMT)
toparlar. Bu kromatin modifikasyonlar1 hedef gen basina birgok nukleozom ve CpG
elemaninikapsar. Basitlestirmek icin tek bir nukleozom ve yukari taraf regulator bolgede tek
bir CpG bolgesi gosterilmistir (Sekil 2.9) (88).

24



3. GEREC VE YONTEM

3.1HCC HucreDizleri
Projede kullanilan HCC hiicre dizisi HUH7 Bilkent Universitesi Molekiler Biyoloji ve
Genetik Bolumir nden Prof. Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan temin edimistir.

3.2HucreKultara

HCC hucre dizileri, normal kosullarda %10 FCS (Fetal Calf Serum) (Biochrom,
S0125), 2mM L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1C), 100u/ml penisilin, 0,1mg/ml
streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) ve % 1 esansiyel olmayan aminoasit karigimi
iceren RPMI-1640 (Biological Industries, 01-104-1A) ya da DMEM (Dulbecco’'s Modified
Eagle’s Medium, Biological Industries, 01-050-1A) besin ortamlarinda tretilmislerdir. Hiicre
kulturt islemleri bioguvenlik 2 diizeyinde laminer kabinet (Thermo Scientific Cabinet /
MSC1.2) igerisinde yapilirken, hiicreler 37 °C’'de, %5 CO,'li inkiibatérde (Thermo Scientific
Incubator / Forma Stericycle CO2) uygun zaman araliginda kilttire edildi. Hicreler biyume
hizlarina ve baslangi¢ yogunluklarina gore degismekle birlikte 3 ila’5 gunltk araliklarla bir alt
kiltdre edildi. Hucreler yaklasik 80% yogunluga ulastigi zaman kultir kaplarindaki ortam
cekilip, 2 defa steril PBS (pH 7.4) ile yikandi. Ardindan PBS uzaklastirilip kilttr kabina 1 ml
Tripsin-EDTA (Biological Ind., 03-054-1B) solusyonu konularak inkibatérde hicreler
tutunduklar1 ylizeyden ayrilana kadar 1-2 dakika bekletildi. Tripsinizasyonu durdurmak tzere
hicrelere FCS igeren ortam konularak pipetlendi ve bu islemin sonunda istenilen miktarda
hiicre 6nceden iclerine ortam eklenen yeni kultlr kaplarina ekildi.

Hucre kultiri calismalarinda, hticre cogamasini takip amac ile ters bakisl faz kontrast
151k mikroskobundan (Olympus CKX41) yararlamlmustir.
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3.3 Hiucre dizilerinde Histon Modifikasyonlarimn “Western Blot” Yontemi

Gosterilmes

NaCl (20 mM)

48 ve 72 saat NaCl
ile muamele edilen
HuH7 hicreleri

LiCl (20 mM)

48 ve 72 saat LiCl
ile muamele edilen
HuH7 hicreleri

DMEM (Kontrol)

48 ve 72 saat
DMEM'’ de buyutilen
HuH7 hicreleri

Asit ekstraksiyonu yontemi ile histon proteini
izolasyonu veya niiklear ekstraksiyon ve protein

miktarinin belirlenmesi

SDS-PAGE / Proteinlerin jelden membrana 1slak
transferi ve Bloklama/ Immunoblotlama /Deteksiyon

ile
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3.3.1 Protein Jzolasyonu
3.3.1.1 Histon Proteinlerinin fzolasyonu

HuH7 hiicre hatt1 1x10° hiicre/ 145 mm olacak sekilde hiicre kiltir kaplarina ekildi.
Yaklasik 12 saat sonra kultir ortamlar;; 20mM LiCl eklenen 10% FBS'li DMEM hicre
kulturt ortamu, tuz kontrol olarak 20mM NaCl eklenen 10% FBS'|i DMEM ve sadece 10%
FBS'li DMEM ile degistirildi. 48 saat ve 72 saat inklbasyonlar sonunda hiicreler buza alind.
Soguk PBS ile yikandiktan sonra buz Uzerinde kazindi. 3000rpm'de 10 dk 4° C'de
santrifUjlendikten sonra hticre pelleti 2 kez 5mM sodium biitirat iceren soguk PBS ile yikandi.
Daha sonra hiicre pelleti 0.5% Triton X-100, 2mM PMSF, 0.02% NaN3 igeren Triton
Extraksiyon Tamponu'nda (TEB), 1x10’ hiicre /ml olacak sekilde ¢oziindii ve 10 dk buz
Uzerinde yavasca karistirarak lize edildi. Lizat 2000 rpm'de, 10 dk, +4°C’ de santrifQj
edildikten sonra supernatant atildi ve pellet bir 6ncekinin yarisi kadar miktarda TBE ile tekrar
coziindii ve santrifijj edildi. Son olarak pellet, 4 x 10" hiicre/ml olacak sekilde 0.2 N HCl ile
resuspande edildi ve bu asit ekstraksiyonu +4°C’ de, karistirmali olarak gecelik inkiibasyona
birakildi. Asit ekstraksiyonu tamamlanan histonlar 2000 rpm'de 10 dk, +4°C'de santrif(j
edildi, slpernetant yeni bir ependorfa alindi. 100% TCA’dan finalde 33% olacak sekilde
sipernatanta eklendi. Buz tzerinde 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda tupler
dikkatlice ters-diiz edilerek karistirildi. 16000 g'de 10dk +4°C’ de santifiijlendi. Pellet soguk
aseton ile yikandi, 16000 g’ de 5dk +4°C’ de santifiijlendi. Aseton ile yikama adimi tekrarland
ve sonunda elde edilen pellet 20 dk kurumaya birakildi. 100 ul distile su ile ¢ozuldi (93).

3.3.1.2 Sonikasyon Yontemi ile Total Protein fzolasyonu

HuH7 hiicre hatt1 1x10° hiicre/ 145 mm olacak sekilde hiicre kiltir kaplarina ekildi.
Yaklasik 12 saat sonra kultir ortamlar;; 20mM LiCl eklenen 10% FBS'li DMEM hicre
kultara ortam ve 10% FBS'|i DMEM ile degistirildi. 48 saat inklibasyon sonunda hiicreler
buza alindi. Soguk PBS ile yikandiktan sonra buz tizerinde kazindi. 3000 rpm’'de 10 dk 4°
C'de santrifijlendikten sonra hiicre pelleti 2 kez 0.1M sodyumortovanat ve sodyumflorir
iceren soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hticre pelleti 250 mM NaCl, 0.1 % NP40, 50 mM
HEPES, 5 mM EDTA, 0.5 mM DTT ve 1X proteinaz inhibitor kokteyli iceren ELB tamponu
ile 1x10° hiicre/100ul ELB olacak sekilde coziildi. Biyokimya AD’da bulunan Vibra Cell
marka sonikasyon aleti kullamlarak 1 vurus 10 sn sonike edildi (94). 5dk en yiksek hizda
santrifllj edilerek lizat berraklastirildi. Stipernetant yeni bir ependorfa alinarak protein miktar
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tayini yapildi.

3.3.2 Protein Miktarznin BCA YOntemiyle Belirlenmes

Protein miktar belirlemesi icin BCA Protein Assay Kit ( Pierce 23225) kullanildi. Her
bir tUpte farkli miktarlarda (O, 2, 4, 5, 10, 15 ve 20 pg/mL) stok BSA (2 pg/ul) (Pierce, 23209)
iceren standart soltisyonlar1 10 ul’ye distile su ile tamamlandiktan sonra 90 pl resktif ile
karstirilarak (kitin kullamim yonergesi dogrultusunda) hazirlandi. Yine bunlara paralel olarak,
miktar1 tayin edilecek histon érneklerinin her birinden 6rnek tiplerine 5 pl alindi. 5 pl distile
su ve 90 pl resktif ile 100 ml’ ye tamamlanarak ornek soltisyonlar1 hazirlandi. Tum standart ve
ornek soltisyonlar: tepkime gerceklesmesi icin 60° C'de 15 dk inkiibe edildi. Is altinda
icerdikleri protein miktarlarina orantili sekilde degisiklik gosteren reaksiyon sonunda olusan
bikronik asit-bakir komplekslerinin optik densiteleri (OD), PICODRORP aleti (PICOPETO01)
kullanilarak 562 nm dalga boyunda kor baz alinarak Olgildu. Bilinen BSA
konsantrasyonlarina karst okunan OD degerleri kullamlarak “Microsoft Office Excel”
programu ile gizilen standart dogrusal grafikten elde edilen matematiksel formul kullamlarak
diger orneklerdeki bilinmeyen protein miktarlari hesaplandi. Hesaplanan konsantrasyonlara
gore 1 ug/ul veya 0.5 pg/ul olacak sekilde dH,O ile seyreltilerek aliquatlands, etiketlendi ve -
80°C sogutucuya kaldirildh.

3.3.3 Proteinlerinin “SDS-PAGE” Gorulntilenmes

BioRad mini protein elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN Electrophoresis Cell 165 -
3301) kilavuzunda tarif edildigi sekilde hazirlandi. Sisteme uygun jel hacmi yine kilavuza
gbre tammlandi. Histon poteinleri 13-17 kD arasinda degisen molekiler agirliga sahip
olduklari icin 18%' lik 1mm kalinlhiginda, EZH2 85 kD ve Kalneksin 90 kD molekler
agirliga sahip olduklar: igin 10%' luk 1,5 ml kalinhiginda yiriitme jeli kullanilds. istifleme jeli
olarak da 5 %' lik jel hazirlandi. Bir falkon tup iginde Tablo3.1' de gosterildigi sekilde 18
%'lik ve 10 %' luk ayirict jel (seperasyon jeli) igerikleri karistirlarak hazirland: ve iki cam
arasina dokuldu. Jelin Uzerini kaplayacak miktarda dH,O'ya doydurulmus saf izopropanol
eklenerek jelin polimerize olmasi ya da baska bir deyisle katilasmas: beklendi. Ayirici jel
katilaginca Uzerindeki izopropanol uzaklastirildi ve Tablo 3.1'de gosterildigi sekilde 5%’ lik
istifleme jeli (stacking jel) hazirlandiktan sonra camlar arasina dokuldu. Hemen uygun
taraklar camlarin en Ust kismina kilavuzda gosterildigi sekilde yerlestirildi ve istifleme jelinin

katilasmasi beklendi. Daha sonra tarak yavascga cikarildi ve kuyucuklar polimerize olmayan
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akrilamidi uzaklastirmak igin elektroforez yurime tamponu ile yikand.
Tablo 3.1: SDS-PAGE ayrimlama ve istifleme jel bilesenleri.

Kullamlacak kimyasal % 18 // 10% ayiricijel (10 ml) % 5istiflemejel (5 ml)
dH>O 1.3ml//4.0ml 34ml

% 30" luk akrilamid 6ml //3.3ml 0.83 ml

Tris-HCI 25ml (1.5M pH 8.8) 0.63ml (1M pH 6.8)
% 10 SDS 0.1 ml 0.05ml

% 10 Amonyum persilfat 0.1ml 0.05 ml

TEMED 0.008 ml // 0.004 ml 0.005 ml

* Amonyum persiilfat soltisyonu taze hazirlanmalidir.

Konsantrasyonlar1 belirlenerek alikatlanan histon proteinlerinden 0.75 pg/kuyu, 1.5
ug/kuyu ve 3.0 pg/kuyu olacak sekilde 3 farkli miktarda, total lizatlar da 25 pg/kuyu ve 50
ug/kuyu olacak sekilde jele yuklenmek Uzere hazirlandi. % 10 B-ME iceren 2 X yukleme
tamponu (Novex Sample Buffer) ile son konsantrasyon 1 X olacak sekilde karistirilip, 95° C’
de 5 dk kaynatildi. 1 dk buz Uzerine alindi ve Ornekler oda sicakligina gelince, tanka
yerlestirilmis tris-glisin elektroforez yirime tamponu (25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 0.1
SDS) icerisindeki jellerin kuyularina yiklendi. Bir kuyuya da proteinlerin blydkldklerini
tahmin etmek amaciyla iginde bilinen blyukluklerde gesitli proteinler bulunan 6nceden boyal1
biytklik belirteci (prestained size marker) yiiklendi. Ornekler igtifleyici jelin sonuna kadar
70 V'da, ayirici jelde ise 110 V sabit gerilimde yaklasik 4 saat yurittldo.

3.3.4 Proteinlerin Membrana Transferi

Y Uritmenin tamamlanmasina yakin, eldiven giyilerek, mini jel boyutlarinda her jel
basina 1 PVDF membran ve 4 adet Whatmann kagidi kesildi. Bu arada PVDF membran 40
saniye metanol icerisinde bekletilip tris-glisin transfer tamponu (25 mM Tris, 250 mM Glisin,
% 0.02 SDS, %30 metanol) icine alindi. Membran ve whatmanlar Tris-Glisin transfer
tamponu iginde en az 10 dakika bekletildi. Y urttme tamamlandiginda jel camlar arasindan
¢ikarilip 1-2 dakika ayni tamponda bekletildi.

Islak transfer: Transfer tamponu iginde transfer kasetinin siyah kapag: tarafina sirasi ile;
siinger, 2 adet whatmann kagidi, jel, membran, 2 adet whatmann kagich ve tekrar stinger
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aralarindaki hava kabarciklari ¢ikarilarak, dikkatlice sandvi¢ yapildi ve kasetin kapagi
kilitlendi. ~ Transfer tankinin kaset boluminin siyah yuzeyine kasetin siyah tarafimin
gelmesine dikkat edilerek transfer kasetleri tanka yerlestirildi. 1 adet manyetik bar tank icine
koyuldu ve buz kabi yerlestirildi, transfer tamponu ile tank dolduruldu ve tank kapagi
elektrotlara dikkat edilerek takildi. Manyetik karistirici Uzerinde 1stnin homojen yayilmasi
saglanarak, 300 mAmp’de 3 saat transfer islemi gerceklestirildi. Transfer kasetinin siyah
taraf1 (—) yukll anot gorevi yaparken, diger taraf (+) yuklu katot gorevi yapar; boylelikle SDS
muamelesi ile negatif yikli hale gelen proteinlerin jelden membrana gocl saglanir.

3.3.5“Coomassie Blue’ Boyamas

“Coomassie Brilliant Blue R-250" boyasi nonspesifik olarak hemen hemen tim
proteinlere baglanir. Proteinlerin esit miktarda yiklenip yiklenmediginin kontroli igin
yapilan bir uygulamadir. Biribirinin kat1 3 konsantrasyonda jele yiklenen histon proteini
orneklerinin esit yukleme kontrol yapil mistr.

Transferden sonra jel, direk boya solusyonuna alindh ve oda sicakliginda, gece boyunca,
calkalanarak bekletildi. Bu asamada protein bantlari gozlemlenebilir. Protein bantlarin daha
belirginlesmesi icin jelin boyasinin uzaklastiriimas: amaciyla jel once distile su ile yikand: ve
destain soliisyonuna alindi. Oda sicakliginda karistirillarak ve 1 saatlik araliklarda soltisyon
degistirilerek yaklasik 3 saatte jel boyasizlastirildi. Goruntusi alindi ve saklanmak Uzere

kurutuldu.

Boyanin Hazirlanmasi: 0.006 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 40 % methanol ve 10 %

asetik asit, 50 % distile . Ceker ocak altinda, tartilan coomassie boyasi su-metanol karisiminda
¢Ozuldl ve asetik asit eklendi. Oda sicakliginda saklanir ve tekrar tekrar kullamlabilir.

“Degtain Solisyonu” nun Hazirlanmasi: 10 % methanol, 10 % asetik asit, 80 % distile su

geker ocak altinda karistirilarak hazirlanir. Oda sicakliginda saklamir

3.3.6 Immiinoblotlama

Transfer sonrasinda membran, blotlama sirasinda 6zgil olmayan baglanmalarin
engellenmesi icin; % 6 yagsiz siit tozu ve % 0.5 Tween-20 iceren TBS tamponu ile muamele
edilerek 1 saat oda sicakliginda, rotatorda calkalanarak bloklama islemi gerceklestirildi.
Bloklama asamasindan alinan membranlar uygun dilusyonlarda primer antikor ile muamele
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edildi. Kullanilan antikorlar, dilisyonlar ve antikorlarin hazirlandigi sollsyonlar asagidaki
gibidir.
Tablo 3.2: immunoblotlamada kullanilan primer antikorlar, marka ve diltisyonlar:.

Primer Antikor Marka/ Tur Diltusyon*
Anti-trimetile H3 (Lys 27) Upstate Ups 07-449 / Rabbit- Pol 1: 1000
Anti-trimetile H3 (Lys 4) Abcam Ab 8580 / Rabbit antiserum 1: 500
Anti-trimetile H3 (Lys 9) Upstate Ups 07-523 / Rabbit- Pol- IgG  1: 2000
Anti-monometile H3(Lys 36) Abcam ab9048 / Rabbit- Pol 1: 1000
Anti-EZH2 Abcam ab72840 /Rabbit-Pol 1: 500
Anti-kalneksin Santa Cruz sc-11397 / Rabbit- Pol 1:5000

*3 % yagsiz Siit tozu TBS-T (0.025%) icinde hazirland.

Membran primer antikor solisyonunda 4°C’'de 1 gece, yavasca calkalanarak inkibe
edildi. Primer antikor inktibasyonlar: bittikten sonra membranlar 5’ er dakika 4 kez TBS-T ile
yikanip baglanmayan antikorlar uzaklastirildh. Daha sonra sekonder antikor dillsyonlar:
1:2500 olacak sekilde 3 % yagsiz St tozu TBS-T (0.025%) icinde hazirlandi. 1 saat oda
1sisinda yavasca calkalanarak inkibe edildi. Primer antikor sonrasinda yapilan yikama islemi
tekrarlandh.

3.3.7 Proteinlerin Membran Uzerinde Deteksiyonu

Tum yikamalar sonrasinda deteksiyon Kkiti  (Pierce Supersignal West  Pico
Chemiluminescent) kullamlarak histon proteinlerinin deteksiyonu yapildi. Kit direktiflerine
gore hazirlanan reaktif solisyonundan membram kaplayacak miktarda membran Ustiine
yayilarak 4-5 dk bekletildi. Bu siirede sekonder antikorlara bagli olan peroksidaz enzimleri
reaktifteki substratlarim parcalamakta ve sonugta modifiye substrattan kimyasal bir 1sima
olusmaktadir. Membranlar bir kaset igine alindiktan sonra uzerlerine kemiluminesansa duyarli
film (Kodak, 5256441) koyulup yeterli sire beklendi ve film yikanarak protein bantlari

gorintdlendi.
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3.4 HucreHatlarinda EZH2 ve IMJD3 Ekspresyonunun RNA Duzeyinde Belirlenmes

48h 20mM LiCl ve DMEM-10
ortamlarinda biyuttlen HUH7
hticre pelletinden RNA eldesi

l RNA’lardan cDNA eldesi

Spesifik primerler ile PCR ve elde edilen
Urdinlerin agaroz jel elektroforezi

sonrasinda degerlendirilmesi

3.4.1 Hiicre Hattindan Total RNA Jzolasyonu ve Miktar Tayini

Kromatografik kolon bazli total RNA izolasyon kiti kullanildi (Total RNA Isolation
Nucleospin RNA 1I- MN). Kitin onerdigi sekilde islemler sirasiyla yapildi. Kuruyan RNA
pelletleri kitin icerdigi RNaz icermeyen suda ¢oziildi. Ornekler goziindiikten sonra RNA’ min
safligim  kontrol etmek ve konsantrasyonunu hesaplamak icin pikodrop cihazinda
(PICOPET01) uygun pipetler kullanilarak 260 ve 280 nm dalga boyunda 6l¢tim yapildh.

3.4.2 Total RNA’lardan cDNA SenteZlenmes

Hucre hatlarindan total RNA izole edilip konsantrasyonlar: ve kalitesi belirlendikten
sonra bu RNA’lardan 2 ug kullanilarak cDNA sentezlendi. cDNA sentezinde MBI Fermentas
marka cDNA sentez kiti (K1622) ve bilesenleri kullamildi. 2 pg total RNA ve 0.2 pg/ ul
“random primer”, RNaz’' dan arindirilmis dH»0O igerisinde hazirlandiktan sonra 65 °C'de 5 dk
inkube edildi. Daha sonra karisima 5x reaksiyon tamponu, ribontkleaz inhibitdrt (20 u/ ul),
dNTP (10 mM) ve en son “M-MuLV Reverse Transcriptase” (200 u/ ul) eklendi ve 25 °C’'de
5 dk, 42 °C’'de 60 dk inklbe edilerek ilk-zincir cDNA sentezi bir termal donguleyici (Techne
TC-312) icerisinde yapildi. TUpler 70 °C’de 5 dk. tutularak reaksiyon sonlandirildi.

3.4.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Tek iplik cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA’lar ( her bir cDNA reaksiyonundan 2
ul) kalip olarak kullamlarak EZH2 ve JMJD3 genine spesifik primerler araciligiyla PCR
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kuruldu. Ayrica kontrol olarak da GAPDH genine spesifik primerler kullamldi. Kullanilan
primer dizileri asagidaki gibidir.
Tablo 3.3: PCRigin kullanilan primerlerin 5’-3' yonunde ileri ve geri dizileri.

Primer ILERI GERI

- 5 AGC CTT GTG ACA GTT CGT 5 CAG CGG CTC CAC AAG
GC3 TAAGA 3

MID3 5 TCT GCA GGA GGA GAA GGA 5 TCC ACC GCT TAG CAT
GA 3 CAGAC3

GAPDH 5 GGC TGA GAA CGG GAA GCT 5 CAG CCT TCT CAT GGT
TGT CAT 3 GGT GGT GAAGA 3

Her G¢ gen igin de farkli primer konsantrasyonlari, farkli termal profiller gibi
degiskenler uygulanarak optimizasyon yapildi ve optimizasyon sonucunda asagidaki
profillerde PCR reaksiyonlar: kuruldu.
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Tablo 3.4: PCR profilleri.

EZH2 GAPDH JMJD3
Primer (100 mM) 0.5ul 1.25 ul 0.5 ul
MgCl2(25mM)  1.5mM 1.5l 1.5l
dNTP (10 mM) 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
Taq pol. (5U/ul) 0.31 ul 0.31 ul 0.31 ul
ilk denaturasyon ~ 95°C// 5 dk 95°C // 5 dk 95°C // 5 dk
Denaturasyon 95°C // 40 sn 95°C // 40 sn 95°C // 40 sn
Baglanma 55.2°C// 40 sn 55.2°C // 40sn 60°C // 40sn
Uzama 72°C /1 40 sn 72°C /1 40 sn 72°C /1 40 sn
Dongu Sayis 30 28 35
Son Uzama 72°C /1 7 dk 72°C 17 dk 72°C /17 dk

3.4.4 PCR Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

PCR UrUnlerinin yuritilmesi ve analizi i¢in 6rnek sayisina gore biyuk jel igin; 200 ml

TAE tamponu icerisinde, kicik jel icin; 40 ml TAE tamponu igerisinde %2’ lik agaroz (BRL,
5510UB) jel dokuldi. Jel igerisine 0,2 pg etidyum bromir de eklendi. PCR reaksiyonlar:
sonucunda elde edilen drdnlerin herbirinden uygun miktarda hacim alinarak 6X yukleme

tamponu ile karistirilip jeldeki kuyulara yiiklendi. Ornekler, bantlar agilana kadar (30-60 dk)

90 V’luk gerilim uygulanarak TAE ile dolu elektroforez tankinda yuritildu. Daha sonra

amplifiye edilmis olan DNA’lar DEU Mikrobiyoloji AD ‘na ait transluminatér kullanilarak,

UV 15181 altinda DNA’ya interkale olan etidyum bromur araciligi ile incelendi.



3.5 immunoboyama

3.5.1. Immunositokimya

HuH?7 hiicreleri 3x10” hiicre/kuyu olmak izere 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinda steril
yuvarlak lameller Gizerine ekildi. 48 saat ve 72 saat 20 mM LiCl ve tuz kontrolU olarak NaCl
eklenen DMEM-10 buyume ortaminda ve sadece DMEM-10 biyume ortaminda buyttilen
hicreler 1X PBS ile yavas¢ca calkalanarak yikandi. Hucreler 1X PBS (pH 7.4) iginde
hazirlanan 4 % formaldehit ile oda sicakliginda fikse edildi. Formaldehit uzaklastirilip, dH,O
ile calkaland: ve hiicreler 1X PBS ile yavasca ¢alkalanarak yikandi. 1X PBS// 0.3 % Triton
X-100 ile hazirlanan soliisyon icinde 3 kez 5’er dk yavasca calkalanan hticreler, gecirgen
(permeabilize) hale getirildi. Tekrar, 1X PBS ile yavas¢a calkalanarak 3 dk yikanan hticreler,
1X PBS /I 10 % FBS // 0.3 % Triton X-100 ile hazirlanan soltisyon icinde 37°C’'de 1 saat
inktibe edilerek bloklandi. Ortam uzaklastirildi ve PBS ile yikand.

H3K27Me3 antikoru (Upstate Ups 07-449 / Rabbit- Pol) 1:1250 oranlarda 1 X PBS /
2% FBS / 0.3 % Triton X-100 ile dilte edildi. Hicrelere eklenerek 1 saat 37°C’de inkibe
edildi. Ortam uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. 1 X PBS // 2% FBS// 0.3 % Triton X-100 ile
3 kez 5er dk yavasca calkalanarak yikanan hicrelere kitin icerdigi sekonder antikor
eklenerek 30 dk oda sicakliginda inkube edildi. Negatif kontrol kuyulari i¢in bu strede
bloklama soltisyonu kullanildi. Ortam uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Hicreler 1 X PBS //
2% FBS// 0.3 % Triton X-100 ile 3 kez 5" er dk yavasca calkalanarak yikand.

UltraTek (Anti-Polyvalent) immunohistokimyasal antikor-enzim kiti kullanilarak.
ABN125 sar1 solisyondan slayt tzerini kaplayacak kadar damlatildi. 10 dk oda sicakliginda
inkube edildi. 3x5 PBS-T ile calkalayicida yikama yapildi. ABL 125 kirmizi soltisyondan
slayt Uzerini kaplayacak kadar damlatild: ve calkal ayicida oda sicakliginda inkibe edildi.

Dab Kromojen (Dako Cytomation) hazirlandi. 1 ml Dab+substrat tamponu icine 1
damla Dab+kromojen eklenerek karistirildi. Sekonder antikor gibi hticrelerin tzerine eklendi.
30sn inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi antikora gore degismekle beraber fazla boyada
tutmamaya dikkat edilmelidir. dH,O eklenerek boyama islemi durduruldu. Sekonder antikor
eklenmeyen kontrol kuyularinda boyama gozlenmedi. Hicreler birkag defa dH,O ile yikand:.
Hematoksilen boyasi cekirdek boyamas: icin kullamldi. dH20 ile yikandi. Orneklerin
kurumasina musade edilmeden kuyulara 1X PBS eklendi. Lameller slaytlara kapatildh.
Aliminyum folyo ile sarilarak +4°C’ de sakland:.
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3.5.2 Immunofloresan Boyama

HuUH7 hiicreleri 3x10* hiicre/kuyu olmak (izere 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinda steril
yuvarlak lameller Gzerine elkildi. 48 saat ve 72 saat 20mM LiCl / NaCl eklenen DMEM
blyime ortaminda ve sadece DMEM biiyiime ortaminda buyitilen hiucreler 1X PBS ile
yavasca calkalanarak ykandi. Hicreler 1X PBS (pH 7.4) iginde hazirlanan 4 % formaldehit ile
oda sicakliginda fikse edildi. Formaldehit uzaklastirilip, dH2O ile ¢alkaland: ve hiicreler 1X
PBS ile yavasca calkalanarak 3 dk yikandi. 1X PBS / 0.3 % Triton X-100 ile hazirlanan
soltisyon icinde 3 kez 5'er dk yavasca calkalanan hicreler, gegirgen (permeabilize) hale
getirildi. Tekrar, 1 X PBS ile yavasca calkalanarak 3 dk yikanan hicreler, 1X PBS // 10 %
FBS // 0.3 % Triton X-100 ile hazirlanan soltisyon icinde 37° C'de 1 saat inkiibe edilerek
bloklandi. Ortam uzaklastirildi ve PBS ile yikand:.

Fosfo- EZH2 antikoru (Ab 84989) 1:100 oraminda 1 X PBS // 2% FBS // 0.3 % Triton
X-100 ile dile edildi. Hicrelere eklenerek 1 saat oda sicakliginda, nemli ortamda inkibe
edildi. Ortam uzaklastirildi ve 30 dk PBS-T ile yikandi. Alexa 488 floresan boya bagli
sekonder antikor 1:4000 oraninda 1 X PBS // 2% FBS // 0.3 % Triton X-100 icinde dilte
edildi. Hucrelere eklenerek 1 saat oda sicakliginda ve nemli ortamda inkibe edildi. Ortam
uzaklastirildh ve 1 saat PBS-T ile yikandh.

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) Boyama: Son konsantrasyonu 0.025% olacak

sekilde dH,O icinde DAPI immunofloresan boya hazirlandi. Lamellere kapatacak kadar
damlatildiktan sonra 30 sn inkuibe edildi. Sirastyla dH,O — PBS - dH20 ile yikama yapildi.
Lamellere “Flourescent Mounting Media” damlatilarak slaytlar kapatildh.

ETIK KURUL ONAYI:

Bu cahismamn etik kurul raporu, DEU TIP FAKULTESI KLINIK VE
LABORATUVAR ARASTIRMALARI ETiK KURULU tarafindan 05 Subat 2009 tarih
ve 09/03/2009 no' lu toplantisinda onaylanmstir .
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4. BULGULAR

4.1 Lityum HuH7 hicre hattinda proliferasyonu inhibe eder ve genom dizeyinde
histone modifiye eden enzimlerin anlaml sekilde transkript seviyelerinde degisikliklere
neden olur.

Erdal E. ve ark’mn 2005 yilinda yayinlanan bir ¢alismasinda lityumun doz ve zaman
bagiml1 olarak HCC hicre hatlarinda proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Daha sonra
yapilan calismalarda en c¢ok etkilenen HuH7 hicrelerinde lityum uygulanmis ve
uygulanmamis hticrelerde genom diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi igin mikroarray
calismas: yapilmis ve burada 1807 genin transkript dizeyinde anlamli sekilde degistigi
gogerilmistir. Bu tez kapsaminda ise, ilk olarak mikroarray verisi GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis, www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) bioinformatik veri tabam

kullamlarak yeniden analiz edilmis ve yapilan bu analizlerde histone modifiye eden
enzimlerin lityum etkisinde anlaml1 degisime ugradig: gosterilmistir (Tablo 4.1).
Tablo 4.1: Lityum etkisinde anlaml1 degisime ugrayan histon modifiye eden enzimler.

Li-arraydeistatistiksel

olarak anlamh degisen Gen Kath Enzimin yaptig .
histon modifikasyon Sembolu  artis Ekspresyon modifikasyonlar Fonksiyonu
enzimleri
KDM2B Transkripsiyon
_ FBXL10 04 é H3K 36mel/2 _ _
(K-Demetilaz) inaktivasyonu
KDM4C R Onkogen Kabul
_ JMJD2C 0.7 é H3K9/K36me2/3 -
(K-Demetilaz) ediliyor
KMTZ2E v 1E o _ e Transkripsiyon
: é
(K-metiltr ansfer az) aktivasyonu
KMTG6 R Polycomb
_ EZH2 0.6 é H3K 27 _ _
(K-metiltr ansfer az) sessizlestirme
KDM 6B _ Transkripsiyon
_ JMJD3 15 e H3K27me2/3 _
(K-Demetilaz) aktivasyonu
KMT2A MLL 15 _ H3K 4 Transkripsiyon
. e
(K-metiltr ansfer az) aktivasyonu
KMT2D L i _ e Transkripsiyon
. e
(K-metiltr ansfer az) aktivasyonu

37


http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp

4.2 HuH7 Hucre Hattinda Lityum Etkisnde JMJD3 ve EZH2 Ekspresyonunun
Transkript ve Protein Diizeyinde Arastirilmas

4.2.1 Lityum Etkisnde EZH2 ve JMJD3 Ekspresyonunun Transkript Dlzeyinde
Arastirilmas

Mikroarray calismasinda gosterilen EZH2 ekspresyonundaki azalma ve IJMJD3
ekspresyonundaki artisin  dogrulanmas: amaciyla yapilan bu c¢alismada, 20 mM LiCl
uygulanmis ve uygulanmamis hticrelerden elde edilen total RNA’lar kullanilarak cDNA elde
edildi. Sonrasinda bu cDNA’larda 6zgun primerler kullanilarak EZH2 ve IMJD3 dizeyleri
PCR yontemi ile arastirildi. PCR sonucunda lityum varliginda EZH2 ekspresyonunun azaldigi
ve IJMJID3 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Ek olarak esit cDNA havuzunun
kullamilmasint test etmek amaciyla GAPDH internal kontrol olarak kullanilmistir. Sonug
olarak, mikroarray sonucunda elde edilen LiClI’in EZH2 Uzerinde yarattigi ekspresyonel
azalma ve IMJD3 lizerinde yarattigi1 ekspresyonel artis mRNA dizeyinde PCR yontemiyle de
dogrulanmustir.

.....................................

.....................................

Sekil 4.1: Lityumun mRNA diizeyinde EZH2 ve IMJD3 Uzerine etkisi.

4.2.2 Lityum Etkisinde EZH2 Ekspresyonunun Protein Dlizeyinde Arastirilmas
HuH7 hicrelerinde lityum etkisinde EZH2 enziminin protein dizeyinde nasil
etkilendigini gostermek amaciyla yapilan bu calismada, 6ncelikle 48 saat siresince 20mM
LiCI'lu ortamda buyuttlen HuH7 hicre hattindan nukleer ekstraksiyon yontemi ile protein
izolasyonu yapildi. EZH2 proteinine 6zgin olarak dretilmis antikor kullanilarak western
blotting yontemi ile degisimine bakildi. Ek olarak aym kosullarda LiCl’'tn etkisinin
spesifikligini gostermek icin ise DMEM-10 bazal ortaminda blydttlen HUH7 hicrelerinden

elde edilen histon proteinleri kontrol olarak kullamldi. Esit yikleme kontroli olarak
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Kalneksin proteinine 6zgun antikor kullanilmistir. Sonug olarak, mikroarray sonucunda elde
edilen LiCl'in EZH2 Uzerinde yarattigi ekspresyonel azalma mRNA dizeyinde PCR
yontemiyle de dogrulandig: gibi protein diizeyinde de azaldig: gosterilmistir.

48 saat

Sekil 4.2: Lityumun protein diizeyinde EZH2 Uzerine etkisi.

4.3 Lityum Etkisinde Olusan Histon M odifikasyonlarinin Arastiriimas

HuH 7 hicrelerinde lityum etkisinde degisimi gosterilen histon modifiye eden
enzimlerin hedefledigi bilinen modifikasyonlarin nasil etkilendigini gostermek amaciyla
yapilan bu ¢aligmada, dncelikle 48 ve 72 saat siiresince 20mM LiCI’lG ortamda buyUtilen
HuH7 hiicre hattindan asit ekstraksiyon yontemi ile histon proteinleri elde edildi ve elde
edilen histon proteinlerinde anti-H3K9me3, anti-H3K4me3, anti-H3K27me3 ve anti-
H3K36mel modifikasyonlarina Ozgin olarak dretilmis antikorlar kullamlarak western
blotting yontemi ile degisimlere bakildi. Ek olarak aym kosullarda LiCl'Gn etkisinin
spesifikligini gostermek icin ise 20mM NaCl ya da DMEM-10 bazal ortaminda blydttlen
HuH7 hicrelerinden elde edilen histon proteinleri kontrol olarak kullamld.
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Mikroarray sonucunda lityum etkisi ile H3K9'a 6zgin K-demetilaz enzimi IMJD2C

azalma gostermektedir. Bu deneyde, beklendigi gibi H3K9me3 modifiye histonlarin

kontrollere gore belirgin dizeyde arttigi gosterilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: 48 ve 72 saat lityum ile muamele edilen HuH7 htcrelerinden elde edilen histon

proteinlerinde H3K9me3 modifikasyon degisimi.

40



Mikroarray sonucunda lityum etkisi ile H3K36mel'e 6zgin K-demetilaz enzimleri
FBXL10 ve JMJID2C azalma gostermektedir. Bu deneyde, Lityum array sonucunda
beklendigi gibi H3K36mel modifiye histonlarin kontrollere gore belirgin diizeyde arttig:
gosterilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: 48 saat Lityum ile muamele edilen HuH7 hicrelerinden elde edilen histon
proteinlerinde H3K36mel modifikasyon degisimi.

Mikroarray sonucunda lityum etkisi ile H3K27'ye spesifik K-metiltransferaz EZH2
enzimi azalma goOstermektedir. Deney sonucunda, H3K27me3 modifiye histonlarin
kontrollere gore belirgin dizeyde arttigi gosterilmistir (Sekil 4.5). Bu, arraye gore

beklenmeyen bir sonugtur.
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Sekil 4.5: 48 ve 72 saat lityum ile muamele edilen HuH7 hicrelerinden asit
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen histon proteinlerinde H3K27me3 modifikasyon degisimi.
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Mikroarray sonucunda lityum etkisi ile H3K4me3 K-metiltransferaz enzimlerinden olan
MLLS5 azalirken, MLL ve MLL4 artmaktadir. Bu deneyde, mikroarray sonucunda beklendigi
gibi H3K4me3 modifiye histonlarin kontrollere gore belirgin dizeyde arttigi gosterilmistir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: 48 saat Lityum ile muamele edilen HUH7 hiicrelerinden asit ekstraksiyon yontemi
ile elde edilen histon proteinlerinde H3K4me3 modifikasyon degisimi.

44 HuH7 Hucrelerinde Lityum Etkisnde H3K27me3 Duzeyindeki Degisimin
Dogrulanmas

Lityum mikroarray verisinde H3K27me3 modifikasyonundan sorumlu bagslica enzim
olan EZH2'nin ekspresyonunun azalmasina karsin H3K27me3 modifikasyonunun artmasi
bize bu modifikasyonun baska yontemle dogrulanmas: gerektigini distindirdi. Bu kapsamda
HuUH7 hucreleri 48 saat ve 72 saat 20mM LiCl veya NaCl eklenen DMEM-10 bazal blytime
ortaminda ve sadece DMEM-10 blyime ortaminda inkiibe edildi. Anti-H3K27me3 antikoru
kullanmlarak immunositokimya yontemi ile hicrelerde boyamalar yapildi. Sonug olarak,
lityum varliginda kontrollere gore belirgin sekilde H3K27me3 modifikasyonunda artis tespit
edildi.
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Sekil 4.7: HUH7 hicrelerinde H3K27me3 modifikasyonunun 48 ve 72 saat LiCl varliginda
degisimi (goruntuler x40 blyutmede alinmistir); A) 48 saat DMEM-10 bazal ortaminda, B)
48 saat 20mM LiCl iceren DMEM-10, C) 48 saat 20mM NaCl iceren DMEM-10 D) 72saat
DMEM-10 bazal ortaminda, E) 72 saat 20mM LiCl iceren DMEM-10 biytime ortaminda F)
72 saat 20mM NaCl iceren DMEM-10 bazal ortaminda kilture edilen hiicreler. Lityum etkisi

ile proliferasyonu duran hiicreler koyu kahverengi gozlenmektedir.



4.5 Lityum Etkis ile EZH21n Fosforillenmis Formundaki Degisiminin Belirlenmes

Lityumun hicre icinde GSK3B ve PI3K enzimlerini inhibe ettigi bilinmektedir.
Grubumuzca yapilan bir calismada, HCC hiicre hatlarindan Mahlavu’da deneylerimizde
kullandigimiz dozlarda lityumun PI3K yolagim inhibe ettigi fosforile Akt (aktif form)’in
azalmasi yoluyla gosterilmistir. Tai-Lung Cha ve arkadaslarinin yayinlamis olduklar: bir
calismada, EZH2 nin upstream dizenleyici molekullerinin aydinlatiimast igin yaptiklar
deneylerin sonucunda, beklenmeyen bir sekilde foforile-Akt’in yani aktif halde bulunan Akt
proteininin artan seviyelerinde, H3K27me3 modifikasyonunun azaldig1 gosterilmektedir. Bu
ters iliski sonucunda da Akt aktivitesinin H3K27 tri metilasyonunda degisiklik yapip
yapmadigim test etmislerdir. Sonug olarak, EZH2'nin H3K27me3 modifikasyonundan
sorumlu K-metiltransferaz aktivitesinin Akt sinyal yolag: tarafindan reglle edildigini ve
Akt'in EZH2 enzimini fosforilledigi, bu fosforilasyonun enzimin H3’'e olan affinitesini
dusurdigiini  gostermislerdir. EZH2'nin  fosforilasyonu  H3K27  trimetilasyonunu
baskilamakta ve gen susturulma mekanizmasim bozmaktadir. Bu galisma bize, lityum
etkisinde EZH2’ nin Polycomb sessizlestirme mekanizmasini inaktive eden fosforile formunun
dismesinin ve buna baglh olarak bu mekanizmamn substrati olan H3K27Me3
modifikasyonunun artisina neden olabilecegi hipotezini kurmamizi saglamistir. Bunu test
etmek igin, HUH7 hucreleri 2, 6, 24 ve 48 saat 20mM LiCl eklenen DMEM-10 bazal biytme
ortaminda ve sadece DMEM-10 biyume ortaminda inkibe edildi. Anti-fosfo-EZH2 antikoru
kullanilarak immunofloresan boyama yontemi ile hticrelerde boyamalar yapildh.

Deney sonucunda 2 saat ve 6 saat LiCl'lU kosullarda buydtulen hicrelerdeki fosfo-
EZH2 ekspresyonunun kontrole gore azaldigi gozlemlenirken, 24 saat ve 48 saat LiCl'lu
kosullarda buyutilen hticrelerdeki fosfo-EZH2 ekspresyonu kontrole gore artmaktadir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.8: DMEM ve LiCI'lu ortamda buydtilen HuH7 hicrelerinde fosfo-EZH2

seviyelerinin immunfloresan yontem ile gosterilmesi.



o. TARTISMA

Son vyillarda nikleosomun temel yapisint olusturan histon kor proteinlerindeki
modifikasyonlarin kombinasyonlar: yoluyla ortaya ¢ikan histon kod'larinin, DNA nikleotit
dizisi Uzerindeki genetik kod kadar, yaslanma, gelisim gibi biyolojik sireglerin kontroltinde
roli oldugu gosterilmeye baslanmistir (57, 71, 77, 78). Hepatokarsinogenez siirecinde birgok
genin promotor metilasyonu yoluyla susturuldugu goserilmis olsa da histon kodu
degisikliklerinin rolt henliz bilinmemektedir (21, 46)

Onceki calismalarimizda lityumun hepatoselular karsinoma hiicre hatlarinda doz ve
zaman bagimli olarak proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (1). Lityum, bipolar
bozukluklarda ¢ok uzun yillardir kullamlan en temel terapotik ajan olmasina ragmen, etki
mekanizmasi henliz tam olarak aydinlatilmamistir. Mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik
calismalar, lityumun cesitli organizmalarda embriyonik gelisimi ve doku modelinde
farklilasma ve proliferasyonu etkiledigini gostermistir  (95). Lityumun Xenopus un
embriyonik gelisimi Uzerine etkisini gozlemlemek icin yapilan ilk deneylerde, bu ajanin
GSK3b'y1 inhibe ederek Wnit/B-katenin yolagimin aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir. (96,
97). Wnt sinyalizayonunun b-katenin, Axin mutasyonlar1 ya da Wnt ligandlarim algilayan
reseptorlerin artist gibi  ¢esitli yollarla aktive edilmesi birgok kanser modelinde de
bildirilmistir. (98). Bu yolagin asir1 aktivasyonunda, sitoplazmik ve/veya nikleer asir1 B-
katenin birikimi olur. HCC'de B-katenin, axinl ve p53 mutasyonu B-katenin proteini
birikiminin temel nedenleridir (43-45)

Lityum kullanildiginda Wnt/b-katenin sinyal yolagimin aktive olmasi ve buna bagl
hicre proliferasyonunun artmasi beklenmekteyken deneylerimizde lityum uygulanan HCC
hicre hatlarinin tamaminda inhibisyon gézlenmistir. Bu ¢cok beklenmedik bir sonugun olusum
mekanizmalarint anlamak Uzere sonrasinda aym kosullarda ¢cogalmalar1 durdurulmus HuH7
hiicrelerinde ve kontrole karst yapilan mikroarray calismasinda (G. Karakulah.,
yayinlanmamis veri), lityuma bagli hicrelerde 1807 genin istatistiksel anlamli dizeyde
degistigi tammlanmustir. Yine aym calismada, lityum uygulamasinin kontrole gére, histone
modifikasyonlarina yol acan, FBXL10, IMJD2C, JIMJD3, MLL, MLL4, MLL5, EZH2 gibi
histon metil transferaz ve demetilaz genlerinin transkripsiyonunda anlamli diizeyde degisime

neden oldugu bulunmustur.
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Mikroarray calismamizda anlamli degisim gosteren gen sayisindaki bu fazlalik, bize
buradaki hiicre dongusiinin durdurulmas: olayinda da kontrol edici genel bir mekanizmanin
olabilecegini dusundurdi. Yine aym zamanlarda yaymnlanan bir c¢alismada, C.Elegans
modelinde lityumun histonlarin modifiye formlarim degistirerek yasam siresini kisalttiginin
gogerilmesi bize HCC modelinde de lityumun histon kodunu degistirerek hiicre
proliferasyonunu etkileyebilecegi hipotezimizi kuvvetlendirmistir. Bu ¢alismada, C.Elegans' a
lityum uygulanmis ve uygulama sonucunda histon demetilaz enzimi LSD1 solucan ortologu
(TO8D10.2) ekspresyonu azalmistir. RNAI ile TO8D10.2'in miktarimin azaltiimasiyla ise
yasam siresi uzamustir. Bu sonuglar da lityumun kromatin yapisimi ve histon metilasyonunu
moduile ederek sagkalimi regule ettigi fikrini 6ne sirmektedir (99).

HuH7 hicrelerinde lityum etkisinde degisimi gosterilen histon demetilaz ve
metiltransferazlarin hedefledigi bilinen modifikasyonlarin nasil etkilendigini gostermek
amaciyla yapilan calismada, H3K9me3, H3K4Me3 ve H3K36mel modifikasyonlarinin
beklendigi gibi ve mikroarray verisi ile uyumlu olarak kontrollere gore belirgin diizeyde
arttigi gosterilmistir. Bu modifikasyonlardan H3K4Me3' iin mayadan sirke sinegine kadar
farkli modellerde, HOX gibi bazi genlerin transkripsiyonel aktivasyonu sagladigi ve
boylelikle embrogenezde rolt oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde lisin 36’dan metillenmis
histon 3'0n aktif gen bolgelerinde bulundugu gosterilmistir. Bunun yamnda H3K9Me3 ve
H3K27Me3 modifikasyonlarimn  transkripsiyonel  inhibisyondan  sorumlu  oldugu
tanimlanmaktadir (68, 71).

Lityum etkisinde H3K27Me3 modifikasyonundan sorumlu baslica enzim olan EZH2
ekspresyonunun mMRNA  ve protein dizeyinde azamasina karsin H3K27me3
modifikasyonunun arttigi gdzlemlendi. Verinin dogrulanmasi igin yapilan immunositokimya
boyamasi sonucunda da lityum varliginda kontrollere gore belirgin sekilde H3K27me3
modifikasyonunda artis tespit edildi.

Fujii S ve Ochiai A’(100) nmin gastrik kanserlerde yapmus olduklar: bir ¢alismada EZH2
proteini ve E-kaderin proteininin ekspresyonlar: arasinda ters bir iliski oldugu gosterilmistir.
Epitelyal hiicrelerde eksprese edilen bir transmembran glikoprotein olan E-kaderin kalsiyum
bagimli  hicre-hiicre adezyonundan sorumludur. Hucre-hiice adhezyonunu saglayan
baglantilarin bozulmasi sonucu olusan kontakt inhibisyonun kaybi ve kontrolsiiz hiicre
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proliferasyonu neoplastik sirecin ilk basamagidir. Bunun yamsira E-kaderinin normal
fonksiyonunu surdirememesi metastaz sireci icin de 6nemlidir. EZH2'nin SIRNA ile
sessizlestirilmesi ile E-kaderin gen ekspresyonunun yeniden eksprese edilmeye bagsladigi
bildirilmistir. Bu calismada 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
(100). Bizim galigmamizda lityum varliginda kontrole gére HuH7 hiicrelerinde H3K27me3
modifikasyonu artarken bununla paralel bir sekilde E-kaderin ekspresyonu da azalmustir.
Buna karsin beklenmeyen sekilde EZH2 proteininin ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.2). Verilerimiz HuH7 hicre hattinda Lityum tarafindan uyarilan proliferasyon
inhibisyonunda H3K27me3 modifikasyonu artisinin énemli oldugunu, ancak bu artigtan
EZH2 disinda bir mekanizmanin sorumlu olabilecegini disundirmektedir.

Son zamanlarda senkronize hiicre kilturlerinde yapilan analizler ile, birgok kromatin
modifikasyonunun hiicre donglisti ve bolinme sirasinda dinamik olarak degistigi ve farkl
evrelerde farkli kromatin damgalar: olusturduklar: gosterilmistir. Valls ve arkadaslari, mitoz
sirasinda H3K4me2/3 modifikasyonu olusumunu analiz etmis ve mitotik kalitim Uzerinde
etkili oldugunu tammlamiglardir. H3K4me2/3 global seviyesinin interfaz ve mitoz arasinda
degismedigini, buna ilaveten mitoz sirasinda hedef genlerin promotor bolgelerinde
modifikasyonun devam ettirildigini gostermiglerdir (101). McManus ve arkadaslarinin
yaptiklar: bir calismada H3K9 metilasyon durumu immitinofloresan yontemle incelenmis ve
G2/mitoz gecisinde H3K9me3 modifikasyonunun arttigi, H3K9mel/2 modifikasyonunun
degismedigi gozlenmistir (102). Ilging olarak, mitoz sonunda interfazda H3K9me3
modifikasyon seviyesi hizlica digsmUstir. Bu da H3K9 metilasyonu icin farkli hiicre dongust
dinamikleri oldugunu gostermektedir. Hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi arasindaki denge
Gl evresinin basinda pRB/E2F transkripsiyon faktorleri ile kontrol edilir (103). Hucre
dongusl ¢ikisinda, siklin D1 ve A2 gibi spesifik pRB/E2F hedef promotorlarinda H3K9me3
modifikasyonlart meydana gelir, ve bu farklilasma ile iligkili modifikasyon Suv39H1
enzimini tarafindan gergeklesir (104). CDK inhibitorii olan Ink4a ailesi anti-mitogenik
sinyallere cevap olarak G1/S gegisini regule eder. Ink4 ekspresyonu pRB hipofosforilasyonu
ve G1 arrest ile sonuglanir. Polycomb aracili sessizlestirme ve hiicre dongusti regilasyonu
arasindaki baglanti, senesens kontrol noktalarinin kontrolii ve kanser olusumu, PRC1

atbirimi  Bmil defektli hayvan modelleri olusturularak tamimlanmstir. Jacobs ve
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arkadaglarinin  yapmis  olduklari ¢alisma, P16(Ink4a) ve pl9(ARF)'in PRC1 aracil
sessizlestirme icin 6nemli hedefler olduklarim gostermektedir (105). E2F/pRb ve polycomb
aracili1 baskilama arasindaki iliski, P16 (ink4a) lokusunun, PRC1 ve PRC2 enzimleri
ishirligiyle, H3K27me3 modifikasyonu ile sessizlestirildiginin gosterilmesi ile desteklenmistir
(106, 107).

Lityumun hicre icinde GSK3B ve PI3K enzimlerini inhibe ettigi bilinmektedir.
Grubumuzca yapilan bir calismada, HCC hiicre hatlarindan Mahlavu’da deneylerimizde
kullandigimiz dozlarda lityumun PI3K yolagim inhibe ettigi fosforile Akt (aktif form)’in
azalmasi yoluyla gosterilmistir. Tai-Lung Cha ve arkadaslarinin yayinlamis olduklar: bir
calismada, EZH2 nin upstream dizenleyici molekullerinin aydinlatiimast igin yaptiklar
deneylerin sonucunda, beklenmeyen bir sekilde fosforile-Akt’in yani aktif halde bulunan Akt
proteininin artan seviyelerinde, H3K27me3 modifikasyonunun azaldigi gosterilmektedir
(108). Bu ters iliski sonucunda da Akt aktivitesinin H3K27 tri metilasyonunda degisiklik
yapip yapmachgim test etmislerdir. Sonug olarak, EZH2 nin H3K27me3 modifikasyonundan
sorumlu K-metiltransferaz aktivitesinin Akt sinyal yolag: tarafindan reglle edildigini ve
Akt'in EZH2 enzimini fosforilledigi, bu fosforilasyonun enzimin H3'e olan affinitesini
dusurdigiini  gostermislerdir. EZH2'nin  fosforilasyonu  H3K27  trimetilasyonunu
baskilamakta ve gen susturulma mekanizmasim bozmaktadir. Bu galisma bize, lityum
etkisinde EZH2’ nin Polycomb sessizlestirme mekanizmasini inaktive eden fosforile formunun
dismesinin ve buna baglhh olarak bu mekanizmamn substrati olan H3K27Me3
modifikasyonunun artisina neden olabilecegi hipotezini kurmamizi saglamistir. Bunu test
etmek i¢in yaptigimiz immunfloresan boyamalar sonucunda, tiim deneyleri yaptigimiz 48 ve
72 saatlik uygulamada LiCl'lU kosullarda kontrole gore fosfo-EZH2 seviyesinde artma
gozlemledik. LiCl’ Un etkisi doz ve zaman bagimlidir, bu nedenle, erken saatlerde bir etkinin
olup olmadigim gormek amaciyla 2 ve 6 saatlik LiCl uyguladigimiz HUH7 hucrelerinde
kontrollere gore fosfo-EZH2 seviyesinin belirgin sekilde dustligini gozlemledik. Fosfo-
EZH2 seviyesinin erken saatlerde dismesi, yani inaktif durumda olan H3'e baglanma
affinitesi disuk olan EZH2 fosfo formunun azalmasi, deneylerimizde gozlemledigimiz
H3K27me3 modifikasyon artisint agiklamaktadir. Sonug olarak, bu calisma bize histon
modifikasyonlarinin hepatosellular karsinoma hiicre proliferasyonunun kontroliinde 6nemli
olabilecegini gbstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Lityum HCC hicre hatlarinda zaman ve doz bagimli olarak proliferasyonu inhibe
etmektedir (1). Lityum etkis ile; EZH2 (KMT6, K-Metiltransferaz) transkript ve protein
duzeyinde azalmaktadir. IMJD3 (KDM6B, K-Demetilaz) transkript diizeyinde artmaktadir.
EZH2 enziminin katlizledigi H3K27me3 modifikasyonu artmaktadir. Ve buna bagli olarak E-
kaderin protein dizeyi azalmaktadir. EZH2 protein dizeyinden bagimsiz olarak p-EZH2
diizeyi erken saatlerde azalmaktadir.

Yapilan calismalar dogrultusunda, H3K27me3 modifikasyonunun EZH2 protein
seviyesinden bagimsiz bir mekanizma ile kontrol edilebildigi ve bunun da hicre

proliferasyonunu etkiledigi sonucuna varilmstir.

Global etkisini gozlemledigimiz bu sessizlestirme mekanizmasimin lityum etkisinde
hangi molekuller ile kontrol edildiginin incelenmesi amaci ile H3K27me3 antikoru
kullarlarak ChlP (Kromatin Immunopresipitasyon) deneyinin yapiimasi planlanmaktadir. Bu
amacla p21, p27 gibi epigenetik olarak duzenlendigi bilinen molekillerin yamsira, HCC
sirecinde 6nemli olan ve yaptigimiz mikroarray calismast sonucunda anlaml: derecede
degistigi belirlenen p18 proteininin rolinin arastirilmast planlanmaktadir.
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