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OZET

LZTR1’in Hep3B Hepatoseliiler Karsinom Hiicre Hattindaki Transkripsiyonel

Etkilerinin Arastirilmasi

Karaciger kanseri, diinyada en sik teshis edilen kanser tipleri arasinda yedinci, kansere
baglh Oliim nedenleri arasinda Tigiincii siradadir. Primer karaciger kanserlerinin, %85’ini
hepatoseliiler karsinom (HCC) olusturmaktadir. Leucine zipper like post translational regulator
1 (LZTRI) geni tarafindan kodlanan LZTRI1 proteini, hiicre i¢inde kanonik RAS ve kanonik
olmayan RIT1 proteinlerini poliubikitinleyerek RAS/ mitogen activated protein kinase
(RAS/MAPK) sinyalininin azalmasinda rol oynar. LZTRI’in HCC’de siklikla mutasyona ugradigi
ve tiimdr baskilayict oldugu tespit edilmistir. LZTR1’in nakavt edilmesinin HCC hiicrelerinde
neden oldugu transkripsiyonel degisiklikler arastirilmamistir. Bu tez ¢calismasinda, Hep3B hiicre
hattinda LZTR1 ‘in nakavt edilmesinin ekspresyonel degisiklikler iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda CRISPR/Cas9 yontemiyle LZTRI geninin nakavt
edilmesi, LZTRI nakavt ve kontrol hiicrelerin RNA 6rnekleriyle karsilastirmali transkriptomik
analizler yaparak Hep3B hiicrelerinde LZTRI geninin yol actig1 ekspresyon degisikliklerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak
LZTRI’in nakavt edildigi ve edilmedigi Hep3B kolonileri hazirlandi. LZTR1 protein seviyeleri
western blotlama yontemiyle ve genomik DNA dizileri Sanger yontemiyle analiz edilerek, LZTR1
nakavti dogrulanmistir. RNA dizileme analizlerinin sonucunda, LZTR’in nakavt edilmesi 20’si
LncRNA olmak tizere 117 genin ifadesini >1.5 kat (p<<0.05) degistirdigini ortaya koymustur. Gen
seti zenginlesme analizleri (GSEA), LZTRI1 ifade edildiginde gelisim ve farklilasma,
transkripsiyon diizenleme ve hiicre sinyal iletimi biyolojik siiregleriyle iligkili Gene Ontology
(GO) terimlerinin zenginlestigini ortaya ¢ikardi. qRT-PCR yontemiyle yaptigimiz validasyon
deneylerinin sonuglar;, RNA dizileme sonuglariyla uyumlu olarak (R* 0.96) cadherin 11
(CDHI1), tribbles pseudokinase 2 (7RIB2) ve KLF transcription factor 5 (KLF5) gen
ekspresyonlarinin LZTRI nakavt hiicrelerde arttigini, vimentin (VIM), angiomotin like 1
(AMOTLI), bone morphogenetic protein 7 (BMP7) ve reelin (RELN) gen ekspresyonlarinin ise
azaldigim1 gosterdi. Bu tez c¢alismasinin sonucunda LZTRI1’in HCC’deki transkripsiyonel
diizenleyici islevlerinin aydinlatilmasina katki saglayacak veriler elde edilmis olup, bu bulgularin

LZTR1’in HCC’deki roliiniin daha 1yi anlasilmasina fayda saglayabilecegi dngoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: CRISPR/Cas9, HCC, Hep3B, LZTR1, RNA dizileme
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ABSTRACT

Investigation of the Transcriptional Effects of LZTR1 in the Hep3B Hepatocellular

Carcinoma Cell Line

Liver cancer is the seventh most frequently diagnosed cancer type in the world and the
third leading cause of cancer-related deaths. Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts for 85%
of primary liver cancers. The LZTR1 protein, encoded by the leucine zipper-like post-
translational regulator 1 (LZTR1) gene, plays a role in the reduction of RAS/mitogen-activated
protein kinase (RAS/MAPK) signaling by polyubiquitinating canonical RAS and non-canonical-
RIT1 proteins in the cell. LZTR1 is frequently mutated in HCC and has been found to be a tumor
suppressor. Transcriptional changes induced by LZTR1 knockdown in HCC cells have not been
investigated. In this thesis, we aimed to investigate the effects of LZTR/ knockout on expression
changes in the Hep3B cell line. For this purpose, the LZTRI gene was knockout by the
CRISPR/Cas9 method. Comparative transcriptomic analysis of RNA samples of LZTRI
knockout and control cells aimed to determine the expression changes caused by the LZTR1 gene
in Hep3B cells. For this purpose, Hep3B colonies with and without LZ7TRI knockout were
prepared using the CRISPR/Cas9 method. LZTR1 protein levels were analyzed using western
blotting, and genomic DNA sequences were analyzed using the Sanger method to confirm LZTR 1
knockout. RNA sequencing analyses revealed that knockout of LZTR1 altered the expression of
117 genes, including 20 LncRNAs, by >1.5-fold (p<0.05). Gene set enrichment analyses (GSEA)
revealed that Gene Ontology (GO) terms associated with the biological processes of development
and differentiation, transcription regulation, and cell signaling were enriched when the LZTR]
gene was expressed. Our validation experiments using qRT-PCR showed that the gene
expressions of cadherin 11 (CDH11), tribbles pseudokinase 2 (TRIB2), and KLF transcription
factor 5 (KLF5) were increased in LZTR1 knockout cells. Conversely, the gene expressions of
vimentin (VIM), angiomotin-like 1 (AMOTLI), bone morphogenetic protein 7 (BMP?7), and reelin
(RELN) were found to be decreased. These findings are in line with the RNA sequencing results
(R%= 0.96). As a result of this thesis study, data that will contribute to the elucidation of the
transcriptional regulatory functions of LZTR1 in HCC were obtained and it is predicted that these
findings may contribute to a better understanding of the role of LZTR1 in HCC.

Keywords: CRISPR/Cas9, HCC, Hep3B, LZTR1, RNA sequencing
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1. GIRIS ve AMAC

Karaciger kanseri, diinyada her yil tanis1 koyulan yaklagik 906.000 yeni vaka ile en
sik teshis edilen kanser tipleri arasinda yedinci sirada olup, yillik yaklasik 830.000 vefat ile
sirastyla akciger ve kolorektal kanserlerin ardindan diinyada kansere bagli 6liim nedenleri
arasinda Uglincli sirada yer almaktadir. Primer karaciger kanserlerinin farki tipleri
bulunmakta olup, karaciger kanserlerinin %385’ini hepatoseliiler karsinom (HCC)
olusturmaktadir (1). Simdiye kadar yapilan aragtirmalarla HCC’ye yol acan risk faktoriileri
belirlenmis, HCC’de sik goriilen kromozom anomalileri, mutasyonlar ve epigenetik
degisiklikler tanimlanmus, siklikla deregiile olan hiicre sinyal yolaklar1 ve metabolik siirecler
tespit edilmis ve molekiiler hedefli kemoterapétik ilaglar gelistirilmistir (2). Ote yandan,
bilimsel arastirmalarla elde edilen bu kazanimlara ragmen HCC, kansere bagli 6lim
nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaya devam etmektedir. Bu sorunun iistesinden
gelinebilmesi i¢in devam eden bilimsel ¢alismalar arasinda HCC’de rol oynayan 6nemli
molekiillerin belirlenmesine ve bu molekiillerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasina yonelik
temel bilim arastirmalar1 yeni kesiflere temel teskil etmeleri nedeniyle onemli bir yer

tutmaktadir.

The Cancer Genome Atlas (TCGA) konsorsiyumu, 2017 yilinda Cell dergisinde
yayimladiklar1 ¢alismalarinda TCGA kohortunda ¢oklu omik veri analizleri yapilan HCC
hastalar1 arasinda LZTRI geninin siklikla mutasyona ugradigini ve bu genden kodlanan
proteinin HCC’deki islevlerinin bilinmedigini rapor etmistir (3). LZTR1 proteininin
islevlerine iligskin ilk kapsamli veriler ise 2018 yilinin sonunda ve 2019 yilinda Science
dergisinde yayimlanan ii¢ makale ile yayimlanmis olup bu ¢aligmalarda LZTR1 proteininin
kanonik RAS proteinlerinin ve kanonik olmayan bir RAS protein ailesi tiyesi olan RIT1
proteininin poliubikitinlenerek proteazomal par¢alanmaya yonlendirilmesinde rol oynayarak
hiicre i¢i RAS/mitojen activated protein kinase (RAS/MAPK) sinyalini baskilayici islev
gosterdigi belirlenmistir (4-6). Bu yayimlarin ardindan LZTR1 iizerinde yapilan ¢alismalar
hiz kazanmis olup, giinimiizde LZTR1’in HCC dahil bir¢ok farkli kanser tipinde timor
baskilayict rolii bulundugu bilinmektedir. Ote yandan, LZTR1’in post-translasyonel
modifikasyon siirecindeki isevlerini ortaya koyan makalelerden daha once LZTRI1
proteininin hiicre iginde sitoplazmaya ek olarak cekirdege de lokalize olabildigi ve
transkripsiyonel diizenleyici proteinler olan 16sin fermuar proteinlerine kismen benzedigi

rapor edilmistir (7, 8). Ancak LZTRI’in transkripsiyonel diizenleyici islevi hakkinda



bilgimiz bulunmamaktadir.

Bu biligiler goz 6niinde bulundurularak “HCC hiicrelerinin gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde LZTR1’in fonksiyonel etkileri vardir” hipotezi olusturulmustur.

Bu tez ¢aligmasi ile, LZTR1’1 ifade eden Hep3B hiicre hattinda LZTR genini nakavt
edip karsilagtirmali analizler yaparak LZTR1’in HCC hiicrelerindeki transkripsiyonel

etkilerinin aydinlatilmasina yonelik bilgiler elde edilmesi planlanmustir.

Bu dogrultuda tez ¢aligmasinin amaci, kontrol Hep3B ve CRISPR/Cas9 yontemiyle
LZTRI geninin nakavt edildigi Hep3B hiicrelerinin RNA 0Ornekleriyle karsilastirmali
transkriptomik analizler yaparak Hep3B hiicrelerinde LZTR!I geninin protein kodlayan
genlerde yol agtig1 ekspresyon degisikliklerinin belirlenmesidir. Bu amaca ulasmak i¢in tez

kapsaminda belirlenen hedefler;

1. CRISPR/Cas9 genom diizenleme yontemiyle LZ7TR I geninin nakavt edildigi Hep3B
hiicre klonunun hazirlanmasi,

2. RNA orneklerinin hazirlanmasi ve RNA dizilemelerinin gerceklestirilmest,

3. Transkriptomik veri analizlerinin gerceklestirilmesi ve

4. Biyoenformatik analizlerle ekspresyon farkliligi gosterdigi belirlenen genlerden

secilenlerin qRT-PCR ydntemiyle dogrulanmasidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. LZTRI1 Literatiirii
2.1.1. LZTR1 Geni ve Yabanil Tip LZTR1 Proteini

LZTRI geni, kromozom 22qll bolgesinde lokalize olup 21 ekzona sahiptir.
LZTR1’in referans diziler veri tabaninda (RefSeq) tanimli bir adet transkripti ve bundan
cevrilen bir adet protein izoformu bulunmakta ve LZTRI1 proteini 840 amino asittten
olugmaktadir (9). LZTRI1 proteininin amino asit dizisinin 16sin fermuar protein ailesi
tiyelerine gosterdigi kismi homoloji nedeniyle LZTR/ geni tanimlandiginda ilk olarak bu
proteinin bir transkripsiyon diizenleyici oldugu diisiiniilmiis ve bu nedenle gene “Leucine
Zipper Like Transcription Regulator 17 (LZTRI) adi verilmistir (7). Ardindan LZTRI1
proteininin fonksiyonu hakkinda yapilan ¢alismalardan ilkinde LZTR1’in hiicre i¢inde,
niikleus disinda sitoplazmada ve kismen Golgi kompleksiyle kolokalize oldugu
gosterilmigtir (8). LZTR1 hakkinda daha sonradan yapilan fonskyionel ¢aligmalarda ise
LZTR1’in transkripsiyonel diizenleyici rolii arastirilmamis olup, LZTR1’in post-
translasyonel diizenleyici islevlerini ortaya koyan bulgular elde edilmistir. LZTR1 proteini
hakkinda elde edilen fonksiyonel verilerin LZTR1’in post-translasyonel diizenleyici isleve
sahip oldugunu gostermesi nedeniyle LZTR1’in ad1 yakin zamanda “Leucine Zipper Like

Post Translational Regulator 17 (LZTR1) olarak degistirilmistir (10).

95 kDa agirliginda olan LZTRI1 proteininin iizerinde, protein-protein etkilesiminde
islev gosterdikleri bilinen alt1 adet Kelch, iki adet BTB ve iki adet BACK domaini
bulunmaktadir. Bu nedenle LZTR1, BTB ve Kelch protein domainlerine bir arada sahip olan
proteinlerin olusturdugu BTB-Kelch protein ailesinin bir iiyesidir. Bu ailedeki proteinlerin
genel olarak cesitli ubikitin ligazlarla ve substratlarla etkilestikleri ve ubikitin ligazlarin
substrat proteinlere ubikitin post-translasyonel modifikasyonu eklemesinde adaptor gorevi
gordiikleri bilinmektedir (11). Nitekim LZTR1 proteinin de CUL3 isimli bir E3 ubikitin ligaz
ile dogrudan etkilestigi gosterilmistir (12). Daha sonra yapilan ¢calismalarla LZTR1 ile CUL3
proteinlerinin etkilesimlerinin fonksiyonu daha iyi aydinlatilmigtir. Buna gore, LZTR1
proteininin bir yandan BTB domaini araciligryla CUL3 proteiniyle etkilesirken bir yandan
da Kelch domainleri araciligiyla kanonik RAS proteinleri (HRAS, KRAS ve NRAS) ve yine
RAS protein ailesi iiyesi olan RIT1 proteiniyle etkilestigi ve LZTR1’in adaptoér gorevi
sayesinde CUL3 ubikitin ligazin RAS ve RIT1 proteinlerine ubikitin modifikasyonlar

eklendigi ve bu yolla RAS ve RIT1 proteinlerinin proteazomal par¢alanmaya yonlendirildigi



belirlenmistir (4-6, 13, 14). LZTR1 proteininin BACK domaininin islevi hakkinda ise
proteinin homodimerizasyonu ve yarilanma Omri iizerinde etkisinin oldugu bilgileri
bulunmaktadir (6, 12, 13). CUL3, RAS ve RIT1 proteinlerine ek olarak LZTR1 proteininin
yine RAS/MAPK sinyal yolaginin énemli bilesenlerinden olan RAF1, SHOC2 ve PPP1CB
proteinleriyle de etkilestigi belirlenmis olmakla birlikte bu etkilesimlerin LZTR1 proteininin
hangi domainleri araciligiyla gerceklestigi aydmlatilmamistir (15). Kanonik RAS
proteinlerindeki mutasyonlar kanser tiplerinin yaklasik iicte birinde goriilen 6énemli siiriicii
mutasyonlardandir. Ayrica, RAS proteinlerindeki mutasyonlar disindaki nedenlerle
RAS/MAPK sinyal yolaginin asir1 aktivitesinin de karsinogenezi artiran 6nemli bir faktor
oldugu da bilinmektedir (16). Bu nedenlerle yabanil tip (WT) LZTRI1 proteini hakkindaki
bilgiler dikkate alindiginda, LZTR1 proteininin hem dogrudan RAS proteinleriyle etkilesip
proteazomal pargalanma yoluyla hiicre icindeki RAS proteinlerinin miktarin1 azaltma
islevine hem de RAS/MAPK yolagindaki diger baska proteinlerle de etkilesme
fonksiyonuna sahip olmasi nedenleriyle LZTR1, hiicre i¢indeki RAS/MAPK sinyalini

azaltacak yonde diizenleyen potansiyel bir tiimor baskilayici olarak dikkat ¢gekmektedir.

2.1.2. LZTR1 Genindeki Germ Hatti Mutasyonlarmin Iliskilendirildigi Hastaliklar

LZTR1 genindeki ¢esitli germ hattt mutasyonlarinin Non-immune hydrops fetalis
(NIHF) (OMIM: 236750) isimli fetal ve erken yenidogan donemde goriilen Sliimciil bir
patolojiye (17), otozomal resesif kalitimli Noonan sendromu (NS) tip 2’ ye (OMIM: 605275),
otozomal dominant kalitimli NS tip 10’a (OMIM: 616564) (18, 19) ve Schwannomatoz tip
2 (SWNTS2) yatkinligina (OMIM: 615670) (20, 21) neden oldugu bilinmektedir.

NIHF, prenatal donemde, bagisiklik yaniti1 disindaki nedenlerle yumusak dokularda
ve/veya viicut bosluklarinda asir1 siv1 birikimiyle karakterize 6liimciil bir nadir hastaliktir.
NIHF’ nin goriilme sikligi 1/1 500-1/3 000 olup mortalite oran1 %50-98’dir (22). Yiizden
fazla tek gen mutasyonu NIHF nin genetik etiyolojisiyle iliskilendirilmis olup, bu genlerden
biri de LZTRI’dir (17, 23). NIHF nin molekiiler etiyopatogenezi heniiz aydinlatilamamis
olmakla birlikte RAS/MAPK sinyal yolagindaki sorunlarin fetal donemde NIHF gelisiminde

rol oynayan baglica nedenler arasinda oldugunu belirten bir ¢alisma bulunmaktadir (24).

NS, 1/1 000-1/2 500 yenidoganda bir goriilen ve genetik olarak heterojen bir nadir
hastaliktir (19, 25). NS’nin karakteristik bulgulari arasinda; genis spektrumlu konjenital kalp
defektleri (pulmoner kapak darligi, hipertrofik kardiyomiyopati, atriyal septal defektler),



kanama sorunlari, kisa boy ve dismorfik yliz gériinlimii (genis alin, liggen yiiz, yiiksek
damak, pitozis, hipertelorizm, asag1 dogru sarkan palbebral fisiirler, diislik yerlesimli arkaya
doniik kulak) yer almaktadir. Ayrica hastalarin bir kisminda; iskelet anomalileri, hafif mental
retardasyon, yeleli boyun, hematolojik anormallikler nedeni ile kanamaya meyil ve
kriptorsidizm nispeten siklikla goriilen bulgulara da rastlanmaktadir (25, 26). NS’nin
etiyolojisini tanimlamaya yonelik caligmalarla NS’nin 14 farkli tipi ve NS’ye benzer
fenotipe sahip iki farkli hastalik tipi tamimlanmis olup NS tiplerinin PTPNII (SHP2),
LZTRI, KRAS, SOS1, RAF1, NRAS, BRAF, RIT1, SOS2, MRAS, RRAS2, MAPK1 (ERK2),
SPRED?2, SHOC?2 ve PPP1CB genlerindeki mutasyonlarla ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (27,
28). Ayrica literatirde MAP2K1 (MEK1) (29, 30), MAP2K2 (MEK?2) (30-32), HRAS (30) ve
CBL (33) genleri lizerindeki nadir varyasyonlarin da NS ile iligkili olabilecegi rapor edilmis
olup, bu genler OMIM veri tabaninda NS ile iligskilendirilmemistir. NS ile iligkilendirilen
genlerin hepsinin RAS/MAPK sinyal yolaginda gorevli proteinleri kodladiklar
belirlenmistir. Bu nedenle NS, Rasopatiler adi verilen ve RAS/MAPK sinyal yolagindaki
proteinleri kodlayan genlerdeki germ hatti mutasyonlari neticesinde ortaya ¢ikan hastalik
grubundandir (27). NS’nin iki farkl tipinin LZTRI genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikiyor
olmas1 LZTR1’in RAS/MAPK sinyal yolagindaki 6nemine isaret etmektedir. LZTR1’in NS
etiyopatogenezindeki roliine iligkin yiiriitiilen fonksiyonel ¢alismalar oldukga sinirlidir. Bu
konuyla ilgili olarak Sewduth vd.’nin (34) bir ¢aligmasi bulunmaktadir. Bu calismada,
LZTRI mutasyonu nedeniyle ortaya c¢ikan NS hastalarindaki kanama sorunlarimin
mekanizmasi arastirilmis olup, tiim viicutta veya kosullu olarak sadece vaskiiler hiicrelerde
LztrI’in nakavt edildigi fareler incelenerek Lz#r/ kaybinin anormal vaskiiler sizintilara ve

kardiyovaskiiler islev bozukluklarina yol actig1 gdzlenmistir (34).

LZTRI genindeki germ hattt mutasyonlarin iliskilendirildigi hastaliklardan bir digeri
olan SWNTS, sinir aksonlarini ¢evrelemek lizere farklilasmis schwann hiicrelerinden kdken
alan ve schwannoma olarak adlandirilan iyi huylu tiimorlerin gelisimi ile karakterize eriskin
baslangichi bir tiimor yatkinlik sendromudur (35). Schwannomatozun etiyolojisinde,
22q11.2-q12.2 kromozom lokusunda 8.7 Mb’lik bir bolgeye yerlesik olan SMARCBI ve NF2
(Schwannomatoz 1; SWNTS1) (OMIM: 162091) ile LZTRI (Schwannomatoz 2; SWNTS2)
(OMIM: 615670) genlerindeki mutasyonlar rol oynamaktadir (20, 21). LZTRI’e baglh
SWNTS2 otozomal dominant kalittm gosterirken, timor olusumunun heterozigotluk
kaybina bagl olarak gelistigi de farkli hasta serilerinde yapilan caligmalar ile gosterilmistir

(20, 21, 35). SWNTSI ile iligkili NF2 geni tarafindan kodlanan Merlin proteini, RAS sinyal



yolaginin RAS/RAF/MEK/ERK (36-38), PI3K/AKT (39) ve mTORCI1 (40) gibi farkh
kademelerinde sinyal baskilayici olarak gorev alan bir proteindir. SWNTS etiyolojisi ile
iligkili diger bir gen olan SMARCBI’in kodladigi protein, kromatin diizenleme
komplekslerinden SWI/SNF kompleksi iiyesi oldugu bilinmektedir ve AKT sinyal yolag:
tizerinde etkili olabilecegini gosteren veriler mevcuttur (41). LZTRI1 proteininin
RAS/MAPK yolaginda RAS proteinlerinin par¢alanmasinda dogrudan fonksiyonu alarak
sinyalin baskilanmasinda rolii olan bir proteindir. SMARCBI, NF2 ve LZTRI genlerindeki
germ hattinda meydana gelen ve tek alleli etkileyen mutasyonlar schwannom gelisimine
yatkinlik saglarken ilerleyen yaslarda schwann hiicrelerinde bu {ii¢ genden birinde
heterozigotluk kaybina neden olan somatik mutasyonlar neticesinde schwannoma isimli
kanser tipi ortaya c¢ikmaktadir. Bu bilgiler, LZTR1’in bir tiimér baskilayici oldugunu
desteklemektedir.

Son olarak, yakin zamanda, LZTR1’in idrar kesesinin karnin orta hattinda agik bir
sekilde olugmasiyla karakterize konjenital bir iirogenital malformasyon olan mesane
ekstrofisinin genetik etiyolojisinde de yer aliyor olabilecegini ortaya koyan c¢aligmalar
yaymmlanmig olmakla birlikte bu konuyla ilgili fonksiyonel c¢alisma verileri

bulunmamaktadir (42-46).
2.1.3. LZTRY’in iliskilendirildigi Kanser Tipleri

LZTRI genindeki somatik mutasyonlarin iligkilendirildigi kanser tiplerinden biri
glioblastoma multiformedir (GBM). GBM, beyin kanserlerinin en malignant tipi olup bir¢cok
farkli gen ve yolak GBM ile iliskilendirildiginden GBM nin etiyopatolojisi karmasiktir ve
yeterince anlasilamamistir. GBM’de deregiile oldugu bilinen yolaklardan bir tanesi RAS
sinyal yolagidir (47, 48). LZTR1 geninin GBM ile iliskisi ilk kez Frattini vd. (12) yayminda
belirlenmistir. Bu ¢alismada, GBM hastalarinin ekzom dizileme ve DNA kopya sayisi
verilerini inceleyerek GBM hastalarinin %4.4’tiinde LZTRI geninde homozigot yanlig
anlamli mutasyonlarin bulundugu ve %?22.4’tinde LZTRI geninin iginde yer aldig1
kromozom 22q11 bdlgesinin homozigot delesyona ugradig: belirlenmistir. LZTRI geninde
tanimlanan mutasyonlar tizerinde fonksiyonel ¢alismalar yaparak LZTR1 proteininin CUL3
E3 protein ligazla etkilestiginin ve GBM iliskili bazi mutasyonlarin bu etkilesimi
bozdugunun ilk kez bu yayinda gosterilmis olmasi nedeniyle Frattini vd. nin yaymi LZTR1

literatiirtinde 6nemli bir yer tutmaktadir (12).



LZTRI1 proteininin farkli kanser tiplerindeki rollerine iliskin literatiirdeki bir diger
veri akut myeloid losemiye (AML) yonelik calismalardan elde edilmistir. AML,
hematopoietik projenitor hiicrelerin farklilasmasindaki kusurlar ve ardindan ¢ogalmalariyla
ortaya ¢ikan ve c¢ok hizli bir sekilde ilerleyen bir hematolojik kanser tipidir. AML
tedavisinde kemoteropatik ajan olarak Sorafenib kullanilabilmekte ve AML hastalarinda
Sorafenib’e kars1 direng gelisebilmektedir. Damnersawad vd. yaptiklar1 ¢alismada, bir AML
hiicre hattinda CRISPR/Cas9 yontemiyle tarama yaparak LZTR geninin nakavt edilmesinin
RAS/MAPK ve mTOR yolaklarinin asir1 aktiflesmesine ve hiicrelerin Sorafenib
muamelesine olan duyarliliginin azalmasina neden oldugunu belirlemislerdir (49). Chen vd.
de hematopoietik kok hiicrelerde LZTR1’in kalict olarak susturulmasinin RIT1 proteininin
par¢alanmadan ka¢cmasina neden oldugunu ve RIT1 protein diizeyindeki artis sebebiyle
l6semi gelistigini belirleyerek LZTR1’in 16semi gelisimi hususundaki tiimor baskilayici

roliinii destekleyen bulgular elde etmistir (50).

LZTRI1 proteininin pankreas kanseri hiicrelerinde de RAS proteinlerinin proteazomal
par¢alanmasin1 sagladigi belirlenmistir. Bu c¢alismada ek olarak, LZTR1 proteininin
fonksiyonunun GSK3a ve GSK3p kinazlari tarafindan yonetildigi de belirlenmistir (51).
GSK proteinlerinin HCC, kolanjiyokarsinom, meme kanseri, prostat kanseri ve melanoma
gibi cesitli kanser tiplerinde deregiile oldugu bilinen 6nemli proteinler arasindadir (52). Bu
nedenle bu ¢aligmanin bulgular1 LZTR1 proteininin molekiiler fonksiyonlarinin ve farkli
biyolojik siireclerdeki iligkilerinin aydinlatilmasina katki saglamasi nedeniyle ayrica dnem

tagimaktadir.

LZTR1’in akciger adenokarsinomunda da tiimor baskilayici isleve sahip oldugu
belirlenmigtir. Abe vd. (53) yaptiklar1 calismayla, akciger adenokarsinom hiicrelerinde
LZTR1 eksikliginin hiicre proliferasyonunu, invazyonu, ksenograft tiimér biiytimesini ve
metastaz1 artirdig1 belirlemislerdir. Ayrica ayn1 ¢alismada, LZTR1 eksikliginin kollajen
salimin1 artirarak akciger metastazini ve metastatik timor ¢evresinde hiicre disi matriks
birikimini artirdigi ve bu durumun metastatik hiicrelerin gocilinii kolaylastirdigi da
belirlenmistir (53). Bu c¢alismanin verileri, LZTR1’in kanser hiicrelerinin metastazini

engelleyici roliine isaret etmesi bakimindan dikkat ¢ekicidir.

LZTRI1 proteininin tiimdr baskilayici roliinii ortaya koyan ¢alismalarin aksine akral
melanomada LZTRI1 proteininin fonksiyonunun arastirildig: bir ¢alismada LZTR1’in bir

onkogen ve tedavi hedefi oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, melanoma hiicre hatlarinda



LZTRI geni small hairpin RNA (shRNA) kullanilarak susturuldugunda hiicre hatlarinda
apoptotik hiicre 6liimiiniin arttig1, ama normal insan melanosit hiicrelerinde LZTR1 ektopik
olarak ifade ettirildiginde ise tutunmadan biiylime, sferoid olusumu ve MAPK ile SRC
aktivitelerinin artmasi gibi ¢esitli metastatik Ozelliklerin arttig1 belirlenmistir (54). Bu
calismanin verileri, LZTR1 proteininin tiim kanser tipleri i¢in tiimor baskilayict olmadigini
ve LZTR1’in hiicre i¢indeki diger proteinlerin varligina ve fonksiyonlarina bagli olarak (ing.
context-dependent) farkli islevler gosterebildigini ortaya koymasi bakimindan ayrica 6nem

tagimaktadir.

Bahsi gegen calismalara ek olarak, literatiirde kanser hastalarinin doku 6rnekleriyle
yapilan yeni nesil dizileme ¢aligmalarinin verilerine dayanarak LZTR1’in hastalikla iliskili
aday gen olabilecegi yorumlarinin yapildig: ¢esitli vaka ¢aligmalar1 da bulunmaktadir. Bu
caligmalardan birinde, lenf nodiiliine metastaz yapan bir ungual melanom (tirnagin altinda
veya cevresinde olusan melanom tipi) hastasinin timoér dokusundan alinan 6rnekle ekzom
dizileme ve analizi yaparak belirlenen varyasyonlar icinde LZTRI ve KIT genlerinde tespit
edilen varyasyonlarin hastada ungual melanom gelisimiyle iliskili olabilecegi rapor edilmis
olup, bu yorumu destekleyecek fonksiyonel veriler sunulmamistir (55). Baska bir vaka
takdimi ¢alismasinda, malign gastrointestinal noroektodermal tiimér (GNET) isimli nadir ve
agresif bir timor tanis1 koyulan bir hastada LZTR1 genindeki bir germ hatti mutasyonunun
GNET ile iligkili olabileceginden bahsedilmis olup, bu yoruma iligkin ilave kanitlar
sunulmamistir (56). Diger bir vaka raporunda, hipofiz makroadenomundan kaynaklanan
hipofiz rabdomiyosarkoma tanili bir bireyin timdér doku numunesiyle ekzom dizileme
calismas1 yapilmis ve hastada 7P53, ATRX, LZTRI ve NFI genlerinde varyasyonlar
belirlendigi rapor edilmistir (57).

LZTRI1 literatiirlinde LZTR1’in prostat kanserinde de 6nemli olabilcegine dair iki
adet yaym bulunmaktadir. Yapilan ilk ¢aligmada Song vd. prostat kanserinin biyokimyasal
tekrarin1 tahmin etmek i¢in ubikuitin iligkili aralarinda LZTR1’in de bulundugu alt1 adet geni
biyobelirteg olarak belirlemistir (58). Diger ¢alismada ise Zhang vd. androjen eksikligi
tedavisinden once ve sonra lokal olarak niiksetmis hastalardan aldiklari 6rneklerle tim
ekzom dizilime analizleri yaparak aralarinda LZTR1’in de bulundugu alt1 genin kastrasyona

direngli prostat kanseri gelisimine katki sagliyor olabilecegini belirlemistir (59).



2.1.4. Hepatoseliiler Karsinom ve LZTR1

Karaciger kanseri, diinyada her yil tanis1 koyulan yaklasik 906 000 yeni vaka ile en
sik teshis edilen kanser tipleri arasinda yedinci sirada olup, yillik yaklasik 830 000 vefat ile
sirastyla akciger ve kolorektal kanserlerin ardindan diinyada kansere bagli 6liim nedenleri
arasinda tgilincii siradadir. Primer karaciger kanserlerinin farki tipleri bulunuyor olup,
karaciger kanserlerinin %85’ini HCC olusturmaktadir. HCC olusumuna neden olan baslica
risk faktorleri hepatit B veya C viriisii, aflatoksinle kontamine yiyecekler, asir1 alkol
tilketimi, obezite, tip iki diyabet ve sigara tiikketimidir (1). Saglikli karacigerde HCC
gelismesi birkag basamakta gerceklesmekte ve bu silirece hepatoseliiler karsinogenez adi
verilmektedir. Buna gore, ilk basamakta hepatit viriisii enfeksiyonu veya asir1 alkol tiikketimi
gibi risk faktorleri saglikli karacigerde hasara yol agmakta ve olusan hasarin giderilmesi i¢in
hepatositlerin proliferasyonu artmakta ve fibroz mekanizmalar1 devreye girmektedir. Bu
durumun uzun siire devam etmesi, hepatositlerde telomer kisalmasina neden olmakta ve
hasar devam ettik¢ce hepatositlerin telomerlerinin daha da kisalmasi senesensi tetikleyerek
hiicre dongiisiiniin durmasina yol agmaktadir. Bu durum, klinige karaciger sirozu olarak
yansimaktadir. Siroz asamasinda hasarin devam etmesi durumunda telomeraz enzimini
aktiflestirebilen hepatositin ortaya ¢ikmasi halinde senesens bariyeri yikilir ve bu hiicreler
sirastyla hiperplastik nodiil, displastik nodiil ve erken asama HCC seklinde ilerler. Erken
asamadaki HCC hiicrelerinin baslica karakteristik 6zellikleri epitel hiicre 6zelliklerini hala
biiyiik oranda koruyor olmalaridir. Bu nedenle erken asamadaki HCC “iyi diferansiye HCC”
veya “epitel benzeri HCC” olarak da adlandirilmaktir. Bu asamadaki HCC hiicrelerinde
ayrica siklikla kromozom kararliligiin korundugu, WNT/B-catenin ve 1L6-JAK-STAT
yolaginin bozuldugu ve hiicrelerin ileri agsamadakilere kiyasla daha az agresif veya invazif
olduklar1 belirlenmistir. Erken asamadaki HCC’nin ilerlemesiyle ileri evre HCC ortaya
cikmaktadir. ileri evredeki HCC hiicrelerinin epitel hiicre dzelliklerini kaybetmis olmalar
nedeniyle bu asamadaki HCC hiicreleri ayrica “koti diferansiye HCC” veya “mezenkimal
benzeri HCC” olarak da adlandirilmaktadir. Ileri evredeki HCC hiicrelerinde siklikla
kromozomal kararsizlik, TERT promotoriinde ve p53 geninde mutasyon, hiicre dongiisti,
RAS/MAPK, AKT/mTOR, WNT/B-catenin ve MET sinyal yolaklarinda bozulma, asir
agresif ve invazif olma ve ilag tedavisine yiiksek direng gosterme farkliliklart goriilmektedir
(2, 60). HCC’nin sistemik tedavisinde kullanilmak iizere giiniimiizde Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis sekiz ila¢ bulunmaktadir (61). ilk hatta kullanilan
ilaclar, 2017 yilina kadar HCC tedavisinde onayl1 tek ilag olan Sorafenib ve Lenvatinib olup



bu ilaglara diren¢ gelismekte ve hasta sag kalimi en fazla 13 ay uzatilabilmektedir. Bu
nedenle ikinci hat tedavide kullanilmakta olan Regorafenib, Cabozantinib ve Ramucirumab
gibi ilaclar da hasta sag kalimini en ¢ok 10 ay uzatabilmektedir (62). Mevcut sistemik ilag
tedavi yontemlerinin HCC hastalarinin sag kalimina katkisinin sinirli olmasi nedeniyle yeni
tedavi yontemleri gelistirilmeye g¢alisilmaktadir. HCC gelisiminde rol oynayan siiriicii
mutasyonlarin ve etkiledikleri proteinlerin hiicre sinyal yolaklarindaki ve gen ifadelerinin
diizenlenmesindeki fonksiyonlarinin daha iyi anlagilmasini saglayacak bilimsel arastirmalar
HCC tedavisinde yasanan sorunlarin asilmasina onemli katkilar saglama potansiyeli

tagimaktadir.

Giliniimiizde ¢ok sayida kanser hastasinin numunelerinin tiim genom dizileme,
ekzom dizileme, mesajct RNA (mRNA) dizileme, kopya sayis1 degisikligi, mikro RNA
(miRNA) dizileme, metabolomik ve proteomik verilerinin elde edilip ham veya islenmis
verilerin bilimsel aragtirma amaciyla kullanilmak tizere paylasildig1 ¢esitli veri tabanlari
bulunmaktadir. Farkli kanser tipi sayisinin, hasta 6rnegi sayisinin ve veri tipi sayisinin fazla
olmasi1 ve erisim ve kullanim kolaylig1 gibi ¢esitli nedenlerle bu veri tabanlarindan 6nde
geleni TCGA veri tabani ve iliskili internet siteleridir (63). TCGA Agi’nin 2017 yilinda
yayimlanan ¢alismasinda TCGA veri tabanindaki HCC hastalarina ait ¢oklu omik veriler
analiz edilerek elde edilen bulgular paylasilmistir. Bu ¢alismada, 363 HCC hastasinin ekzom
dizileme yontemiyle elde edilen somatik mutasyon verileri analiz edilerek hastalarda en sik
mutasyon goriilen genler belirlenmistir. Bu listede 7P53 (%31), CTNNBI (%27), ARID1A
(%7), AXINI (%8) ve ARID2 (%5) gibi HCC gelisiminde rol oynadig1 daha 6nceden bilinen
stirticii genlerde TCGA veri tabanindaki hastalarda da yiiksek oranda mutasyon goriildiigi
belirlenmis olmakla birlikte daha 6nceden HCC ile iliskilendirilmemis olan bazi genler de
mutasyon siklig1 yiiksek olan aday siiriicli genler olarak nitelendirilmistir. Bu ¢alismada
belirlenen aday siirticii genlerden birisi LZTRI’dir. TCGA HCC kohortunda ekzom dizileme
verileri analiz edilen 363 hastanin 10°’unda (%3) LZTRI geninde somatik mutasyonlar
belirlenmis olup bu oranin somatik mutasyonlar1 daha énceden HCC ile iligkilendirilmis
Oonemli genler arasinda yer aldig1 bilinen KRAS (%1), NRAS (%1) ve CDKN2A (%?2) gibi
genlerin mutasyon sikligindan daha yiiksek olmas1 dikkat cekmektedir (3).

LZTR1’in HCC’deki fonksiyonlarini arastirildigi daha yakin tarihli bir ¢alismada ise
Yi vd., HCC hastalarina ait transkriptom verilerini analiz edilerek LL22NC03-N14H11.1

isimli uzun protein kodlamayan RNA’nin (LncRNA’nin) HCC hastalarinda ve incelenen
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HCC hiicre hatlarinda ifadesinin yiiksek oldugunu, c-Myb isimli bir transkripsiyon
diizenleyici proteini LZTRI’in promotoriine yonlendirerek c-Myb’in LZTRI gen ifadesini
baskilamasini sagladigini, LL22NCO03-N14H11.1 ve LZTR1 RNA diizeylerinin zit yonde
korelasyon gosterdigini, Hep3B, SNU449, HUH-7 ve SKHep! isimli HCC hiicrelerinde
LZTR1 diizeyleri incelenerek bu hiicre hatlarinda en yiiksek LZTR1 gen ifadesinin Hep3B
hiicre hattinda oldugunu, HCC hiicrelerinde LZTR1 protein diizeyinin azalmasinin
RAS/MAPK sinyal yolaginin asir1 aktif hale gelmesine ve mitokondriyel fizyonun

hizlanmasina neden oldugunu belirlemistir (64).

LZTR1’in HCC’deki roliine iligkin literatiirde az sayida ¢alisma bulunmakla birlikte,
LZTR1’in HCC hastalarindaki somatik mutasyon yiizdesinin yiiksek olmasi ve LZTR1’in
cesitli kanser hastaliklarinda ve nadir hastaliklarda RAS/MAPK yolagmin aktivitesini
diizenlediginin belirlenmis olmasi LZTR1’in HCC’de 6nemli roller oynuyor olabilecegine
isaret etmektedir. Ote yandan, transkripsiyonel diizenleyici islevlere sahip olduklar1 bilinen
16sin fermuar proteinlerine igceren amino asit dizilimi benzerligi tasidigi bildirilmis olan
LZTR1 proteininin transkripsiyonel diizenleyici islevine iliskin ¢alismalarin yapilmamis
olmasinin LZTR1’in iglevlerinin aydinlatilmasi 6niinde literatiirde dikkat ¢ekici bir eksiklik

oldugu degerlendirilmektedir.
2.2. CRISPR/Cas9 Sistemi

Bakterilerde adaptif bir bagisiklik sistemi olusturan Sinif 2, Kiimelenmis Diizenli
Aralikli Kisa Palindromik Tekrar (CRISPR) sistemleri, genom miihendisligi i¢in modifiye
edilmistir. CRISPR'dan 6nce, ¢inko parmak niikleazlari (ZFN) veya transkripsiyon-aktivator
benzeri efektor niikleazlar (TALEN) gibi genom miihendisligi yaklasimlari, bilim
insanlarinin her genomik hedef icin yeni bir niikleaz ¢ifti tasarlamasin1 ve liretmesini
gerektiriyordu. Karsilastirmali basitligi ve uyarlanabilirligi nedeniyle CRISPR hizla en ¢ok

tercih edilen genom diizenleme uygulamasi haline gelmistir (65, 66).

CRISPR sistemleri iki bilesen igerir. Bunlar, kilavuz RNA (gRNA veya sgRNA) ve
CRISPR-iligkili endoniikleaz (Cas proteini)’dir. gRNA, Cas enziminin baglanmasi i¢in
gerekli bir iskele dizisinden ve degistirilecek genomik hedefi tanimlayan yaklasik 20
niikleotit uzunlugunda kisa bir sentetik RNA'dir. CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak genler
nakavt edililirken gRNA’larin yan1 sira Protospacer Adjacent Motif (PAM) de onemlidir.
PAM dizileri hedef bdlgenin bitisigindedir ve Cas9’un baglanmasi i¢in baglanma sinyali

gorevi goriir. CRISPR/Cas9 sisteminin ¢aligmasiyla hedef DNA bolgesinde ¢if zincir kirigi
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olusur. Olusan kirik iki farklt DNA tamir sistemi ile tamir edilebilir. Bunlar hata ithtimalinin
ylksek oldugu homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ve hata ihtimalinin ¢ok diisiik
oldugu homoloji yonlerdirmeli tamir (HDR) sistemleridir. DNA’da olusan c¢ift zincir
kiriklart HDR ile dogru bir sekilde tamir edilir. Ama NHEJ sistemi ile tamir edilirken farkli
sonuglar olusabilir. Bu sistem ile ¢ift zincir kiriklari, sorunsuz bir sekilde tamir edilebilir,
delesyon olusabilir, insersiyon olusabilir veya hem delesyon hem de insersiyon (INDEL)

olusabilir (65, 66).

CRISPR caligmalarinda hedef spesifikligini arttirmak i¢in Cas9’un D10A mutanti
olan Cas9 nikaz (Cas9n) gelistirilmistir. Cas9n hedef DNA bolgesinde ¢ift zincir kirigi
yerine tek zincir kirig1 olusturur. Bu ylizden DNA’da ¢ift zincir kirigi olusturabilmek igin

hedef bolgenin zit zincirlerine baglanan iki adet gRNA kullanilir (65, 66).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasallar

Agar

Akrilamid/Bisakrilamid soliisyonu
Amonyum persiilfat (APS)
Ampisilin

Baktotripton

Beta merkaptoetanol

Bromofenol mavisi
Deoksintikleotit trifosfatlar (ANTPs)
Di-potasyum fosfat

Di-sodyum hidrojen fosfat
Dithiothreitol (DTT)

EDTA disodyum dihidrat
Etidyum bromid

Etil alkol

Fenil metil siilfonil florid (PMSF)
Glasiyel asetik asit

Gliserol

HEPES

Hidroklorik asit (HCI)
[zopropanol

Kalsiyum klortir

NP-40

Orange G

13

Merck, 1.016.130.500
Bio-Rad, 1610146

Sigma, A9164

Sigma, A9518-5G

Condalab, 1612

Merck, 8.057440.0250
Merck, 1.08122.005
Promega, U1420

Sigma, 1551128

Merck, M1065801000
Thermo Fisher Scientific, R0O861
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637

CHEMLAB, CL00.0505.5000
Sigma, 1741932998611
Merck, 1.00056.2500

Santa Cruz Biotechnology, sc-29095
Sigma, HO887

Merck, 1.00314.2500
AppliChem, A3928,0500PE
Merck, 910TA654681

Sigma, 74385

Sigma, O-1625



Oligoniikleotit primerler
Ponceau S

Proteaz inhibitor kokteyl tableti
Proteinaz K

SeaKem® LE Agaroz
Sefadex®G-50

Sodyum deoksikolat
Sodyum fosfat dibazik
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum floriir

Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum kloriir (NaCl)
Sodyum ortovanadat
Sodyum pirofosfat

Sodyum karbonat

TEMED

Tris-Baz

Tris-HCl

Triton X-100

Tween 20

Yeast extract

3.1.2. DNA ve Protein Markirlar:
100 bp DNA ladder
GeneRuler 1 kb DNA ladder

Prestained Protein Ladder

Macrogen

Sigma, 78376-10G-F
Sigma, S8830

Promega, V3021

Lonza, 50004L

Sigma, S5897-25G

Santa Cruz Biotechnology, Sc-28067
Sigma, NIST200B
Merck, 822050

Sigma, S7920

Merck, 1.06462

Merck, 1.01540.0500
Sigma, S6508

Sigma, 446061347236111
Merck, 106392
AppliChem, A1148.0100
AppliChem, A2264.1000
Merck, 1.01547.0.100
Sigma, 9002-93-1

J. T. Baker, 73-74

Merck, VM445253 22

Thermo Fisher Scientific, SM0321
Thermo Fisher Scientific, SM0311

Abcam, ab116027



3.1.3. Antikorlar

3.1.3.1. Primer Antikorlar
Anti-LZTR1

Anti-panRAS

Anti-RIT1

Anti-MEK 1/2

Anti-p-MEK 1/2 (S217/221)
Anti-ERK 1/2

Anti-p-ERK 1/2 (T202/Y204)
GAPDH

Anti-Alfa-Tubulin

3.1.3.2. Sekonder Antikorlar
Anti-fare- horseradish peroxidase (HRP)

Anti-tavsan-HRP

3.1.4. Besiyeri ve Antibiyotikler
DMEM (4.5 g/L Glukoz)

Fetal Bovine Serum (FBS)

L-Glutamin

Esansiyel olmayan amino asitler (NEAA)
Opti-MEM

Penicillin/Streptomycin (Pen./Strep.)
Puromisin

RPMI-1640

Tripsin-EDTA
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Novus Biologicals, NBP1-77121
Abcam, ab52939

Abcam, ab53720

Cell Signaling Technology, 4694S
Cell Signaling Technology, 9154S
Santa Cruz Biotechnology, sc-514302
Thermo Fisher Scientific, MA5-36265
Cell Signaling Technology, 2118S

Cell Signaling Technology, 3873S

Bio-Rad, 170-5047

Bio-Rad, 170-5045

Thermo Fisher Scientific, 41966-029
Thermo Fisher Scientific, 10500-064
Biological Industries, 03-020-1B
Thermo Fisher Scientific, 11140-050
Thermo Fisher Scientific, 31985-070
Thermo Fisher Scientific, 1514022
Thermo Fisher Scientific, A11138-03
Thermo Fisher Scientific, 31870-025

Thermo Fisher Scientific, 25200-05



3.1.5. Kitler ve Enzimler

BbsI (Bpil) (10 U/uL)

BCA protein konsantrasyonu belirleme kiti

BlasTaq™ 2X qPCR Master Mix
Cycle Sequencing Kit

Clarity™ Western ECL Substrat
CloneJET PCR Cloning Kit
Endo-free Plasmid DNA Mini Kit I
Plasmid DNA Mini Kit I
FuGENE

Go Taq G2 Flexi DNA Polimeraz
HiPure Gel Pure DNA Mini Kit
Hi-T4™ DNA Ligaz

1Script™ cDNA Sentez Kiti
Mycoplasma Detection Kit
NucleoSpin® RNA
NucleoSpin® Tissue

T4 Poliniikleotit Kinaz (PNK)
3.1.6. Sarf Malzemeler

Falkon tiipler (15 ve 50 mL)
Kiiltiir flask1 (25 ve 75 cm?)
Mikrosantrifiij tiipler (1.5 mL)
Nitroseliiloz membran (0.45 um)
Mikropipet uglari

Serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL)

Steril plastik pastor pipeti
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Thermo Fisher Scientific, ER1011
Thermo Fisher Scientific, 23227
Abm, G891

NimaGen, BRD3-100

Bio-Rad, 170-5060

Thermo Fisher Scientific, K1231
Omega Bio-tek, D6948-01
Omega Bio-tek, D6943-01
Promega, E2313

Promega, M7805

Magen, D211102

New England Biolabs, M2622
Bio-Rad, 1708890

Abm, G238

Macherey-Nagel, 740955.50
Macherey-Nagel, 740952.50

New England Biolabs, M0201S

Isolab, Almanya
Corning, ABD
Eppendorf, Almanya
Bio-Rad, 1620115
Axygene, ABD

SPL, Gliney Kore

Isolab, Almanya



Whatman kagidi 3SMM
6 kuyulu plaka

12 kuyulu plaka

24 kuyulu plaka

96 kuyulu plaka

60 mm petri kab1

100 mm petri kab1

3.1.7. Cihazlar

Accuri C6 Flow Sitometri

Bulasik makinesi
Buzdolabi (+4°C)

Buz makinesi

ChemiDoc™ MP gériintiileme sistemi

CO2’li etiiv
Calkalayici inkiibator

Derin dondurucu (-20°C)

Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi

Distile su cihazi

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 Volt)

Floresan mikroskop
Genetik analizor cihazi
Hassas terazi

Inverted mikroskop

Is1 dongiisii cihaz1

Is1 dongiisii cihazi

Jel goriintiileme sistemi
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GE Healthcare, 3030-917
Sarsted, 83.3920
Sarsted, 83.3921

Sarsted, 83.3922

Thermo Fisher Scientific, 130188

Sarsted, 83.3901

Sarsted, 83.3902

Becton Dickinson (BD), ABD

Bosch, Almanya
Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
Bio-Rad, ABD
Heraeus, Almanya
GFL, Almanya

Bosch, Almanya
Bio-Rad, ABD

GFL, Almanya
Bio-Rad, ABD

Nikon E80, Japonya
ABI 3130, ABD
AHAUS, ABD

Nikon, Japonya

Gene Amp 9700, ABD
Techne TC512, Ingiltere

Gel Logic 2000, Kodak



Siif II steril kabinler
Manyetik karistirici
Merdaneli karistirici
Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij
Mikrosantrifiij

Nanodrop 2000

Orbital karistirict

Otoklav

Pastor firmi

pH metre

qPCR cihaz1 — LightCycler 480 II
Sicak su banyosu

S1v1 azot tanki

Sogutmal1 yiiksek devirli santrifii
Sonikator VCX500
Spektrofotometre
Termomikser

Vakum pompast

Vorteks

Yatay elektroforez diizenegi
Yiiksek devirli santrifiij
Zaman ve hiz ayarl rotator

-80°C derin dondurucu
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Metisafe, Tiirkiye

IKA, ABD

Stuart, ingiltere

Arcelik MD554, Tiirkiye
Hettich, Almanya

Thermo Fisher Scientific, ABD
Thermo Fisher Scientific, ABD
Niive SL 350, Tirkiye
Tutnauer 3150 ELV, Italya
Memmert, Almanya

Hanna, Portekiz

Roche, Isvigre

Stuart, Ingiltere

Thermo Fisher Scientific, ABD
Eppendorf 5804R, Almanya
Sonics-Vibracell, ABD
Eppendorf, Almanya
Eppendorf, Almanya

Isolab, Fransa

IKA, ABD

HU13, Ingiltere

Eppendorf 5810, Almanya
Stuart, ingiltere

Thermo Fisher Scientific, ABD



3.1.8. Bakteri Suslari

Tim vektorlerin c¢ogaltilmasinda Escherichia coli (E. coli) DH5a bakteri susu

kullanildi.
DHSa Genotipi

F-recAl endA1 hsdR17(rk-, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl.
3.1.9. Kullanmilan Vektorler

Cas9n ekspresyon vektorii olarak pSpCas9In(BB)-2A-Puro (pX462) V2.0 (Addgene,
62987) kullanilmistir. INDEL analizlerinde CloneJET kitinin (Thermo Fisher Scientific,
K1232) pJET1.2/blunt vektori kullanilmistir.

3.1.10. Kullamilan Hiicre Hatlar:

Calismada kullanilan, HepG?2 hiicresi boliimiimiizdeki hiicre hatt1 bankasindan temin
edilirken; HUH7, Hep3B, PLC, Focus, SKHep1, SNU449 ve SNU398 hiicre hatlar1 Izmir
Tinaztepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Boliimii Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali dgretim iiyesi Prof. Dr. Mehmet OZTURK’ten temin edilmistir. HEK293 Flp-In
hiicreleri (Thermo Fisher Scientific, R75007) satin alinip kullanilmistir. HEK293 Flp-In
LZTR1 V773M ve I821T hiicreleri, 1195356 numarali TUBITAK 3501 projesiyle

hazirlanmustir.
3.1.11. Besiyerleri, Soliisyonlar ve Tamponlar
3.1.11.1. Bakteri i¢in Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani Besiveri

Luria Bertani (LB) besiyeri hazirlanirken, 5 g tripton (Bacto), 2.5 g maya 0ziitii
(Bacto) ve 5 g NaCl 400 mL dH2O igerisinde ¢oziildii. Karisimin pH’1, 3N sodyum hidroksit
ile 7.2’ye ayarlandi ve hacim 500 mL’ye tamamlandi. Besiyeri, 1.2 atmosfer basincta,

121°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril edildi.

Luria Bertani Agar Besiveri

Luria Bertani Agar (LBA) besiyeri, LB s1v1 besiyerine %1.5 oraninda agar eklenerek
hazirlandi. LB agar besiyeri 1.2 atmosfer basingta, 121°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril
edildi. LBA besiyeri oda sicakliginda saklanip kullanilacagi zaman 6nce mikrodalga firinin

defrost ayarinda 1sitildiktan sonra sicakliginin 50-55°C’ye diismesi i¢in oda sicakliginda

19



bekletilip kullanildi. Cogaltilacak vektoriin antibiyotik secilimine gore besiyerine 100
pg/mL ampisilin eklendikten sonra 60 mm ¢apinda petri kaplarina 9’ar mL olacak sekilde

dagitildi.
3.1.11.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

50X Tris-Asetat-EDTA Tamponu

Tris-Asetat-EDTA (TAE) tampon hazirlanirken ilk olarak 242 g Tris baz (MA:
121.14 g/mol) 500 mL dH:O0 igerisinde ¢oziildii. Ardindan, ¢ozelti iizerine 57.1 mL %100
glasiyel asetik asit ve 100 mL 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH: 8.0) eklendi. Sonrasinda karigimin
pH’1 sodyum hidroksit ile 8.5’e ayarland1 ve ¢ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlandi.
Calisma soliisyonu dH20 ile 1:50 oraninda seyreltilerek hazirlandi. Stok ve calisma

solusyonlar1 oda sicakliginda saklandi.

Etidvum Bromiir Soliisyonu

Toz haldeki etidyum bromiirden deiyonize distile su ile konsantrasyonu 10 mg/mL
olacak sekilde soliisyon hazirlandi. Isiktan korumak i¢in koyu renkli bir sisede karanlikta ve

oda sicakliginda muhafaza edildi.

10X Orange DNA Yiikleme Tamponu

20 g siikroz 40 mL dH:0 igerisinde ¢oziildii. Ardindan 100 mg Orange G ilave
edilerek dH20 ile 50 mL’ye tamamland.

3.1.11.3. SDS Poliakrilamit Jel Elektroforezi ve Western Blotlama Soliisyonlar

Avirma Jeli Tamponu, 1.5 M (pH: 8.8)

36.33 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) 180 mL ¢ift distile suda ¢oziildii. 12 N HCl
soliisyonu ile pH 8.8’e ayarlanarak son hacim ¢ift distile su ile 200 mL’ye tamamland1 ve

0.2 um por ¢apli filtreden gecirilerek oda sicakliginda saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu, 0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8)

6.057 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) 90 mL distile suda ¢oziilerek 12 N HCI ile pH
6.8’e ayarlandi. Sonrasinda toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi ve 0.2 pum

filtreden gecirilerek oda sicakliginda saklandi.
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%10 SDS

10 g SDS (Ma: 288.37 g/mol) 100 mL distile su icerisinde ¢oziilerek oda sicakliginda

saklandi.

10X Tris Glisin Tamponu

30.3 g Tris baz (Ma: 121.14 g/mol) ve 144 g glisin (Ma: 75.07 g/mol) 1 L ¢ift distile

su icerisinde ¢dziilerek oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1 X)

890 mL cift distile su iizerine 10X Tris-Glisin tamponundan 100 mL alinarak {izerine

10 mL %10’luk SDS (son konsantrasyon %0.01) eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
%10 APS

1 g APS (Ma: 228.18 g/mol) 10 mL ¢ift distile suda ¢oziildii. Alikotlanip, -20°C’de

saklandi.

5X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

Son konsantrasyonlar1 0.25 M Tris-HCI (pH: 6.8), %50 gliserol, %10 SDS, %0.01
bromofenol mavisi olacak sekilde soliisyon 10 mL hacimde hazirland: ve -20°C’de saklandi.

Kullanilmadan 6nce final konsantrasyon 0.5 M olacak sekilde DTT ilave edildi.

% 40 Akrilamid\Bisakrilamid

29:1 oraninda %40 Akrilamid\Bisakrilamid soliisyonu kullanildi (Bio-Rad,
1610146) ve 4°C‘de muhafaza edildi.

SDS-PAGE Transfer Tamponu

Sirast ile 800 mL distile su tizerine 100 mL 10X Tris glisin tamponu ve son olarak

100 mL metanol eklenerek son hacim 1 L olacak sekilde hazirlandi.
Ponceau S

0.2 g Ponceau S tartilip 250 mL’lik cam siseye koyuldu. Uzerine bir miktar ¢ift distile
su eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Son olarak, 10 mL asetik asit eklendi ve ¢ift distile su ile

200 mL’ye tamamland.
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%20 Tween 20

20 mL stok Tween 20, 80 mL distile su ile ¢oziildii ve homojen hale gelen %20

Tween 20 soliisyonu oda sicakliginda saklandi.

10X TBS Stogu

24 g Tris-HCI (Ma: 157.60 g/mol), 5.6 g Tris-base (Ma: 121.14 g/mol), 88 g NaCl
(Ma: 58.44 g/mol), 800 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 12N HCl ile pH 7.6’ya

ayarlandi. Distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlanda.

1X TBS-Tween 20

450 mL distile su ile 10X TBS’den 50 mL alinarak 1X TBS hazirlandi. Son
konsantrasyon %0.05 olacak sekilde %20’lik Tween 20 soliisyonundan 1,250 pL eklendi ve
hazirlanan 1X TBS-Tween 20 (TBS-T) oda sicakliginda saklandi.

1 M-Tris HCI (pH: 7.4)

24.22 g Tris baz 180 mL distile su ile ¢oziildli, pH’1 12 N HCl ile 7.4’¢ ayarlandiktan
sonra hacim distile su ile 200 mL’ ye tamamlandi. Soliisyon otoklavlanarak oda sicaklifinda

saklandi.

S M NaCl Cozeltisi

73.05 g NaCl (Ma: 58.44 g/mol) tartilarak 250 mL deiyonize su i¢inde ¢oziildii ve

oda sicakliginda saklandi.

0.5 M EDTA Cozeltisi

37.2 g EDTA tartilarak deiyonize su i¢inde ¢6ziildii. NaOH ile pH 8.0’a ayarland1 ve

hacim 200 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

% 20 Triton X-100

20 mL Triton X-100 deterjan1 80 mL deiyonize su i¢inde ¢o6ziildii. Triton X 100’iin
iyice ¢0zilinebilmesi i¢in 37°C’de 5-10 dk bekletildi. Oda sicakliginda saklandi.

%10 NP-40

Bir siseye 10 mL NP-40 ve 90 mL distile su eklendi. Karistirilarak homojen bir

karisim olugmasi saglandi. Oda sicakliginda saklandi.
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%10 Sodvum Deoksikolat

10 g Sodyum deoksikolat (Ma: 414.55 g/mol) 100 mL distile su igerisinde ¢oziilerek

oda sicakliginda saklandi.

Proteaz inhibitorleri

10X Proteaz Karigum Soliisyonu

1 adet proteaz karisim (PI) tableti 10 mL ¢ift distile su iginde ¢oziilerek 10 kat yogun
(10X) karisim hazirlandi. Alikotlanarak -20°C’de sakland.

100X PMSF (100 mM)

0.174 g PMSF (Ma: 174.19 g/mol) 10 mL etanol ile ¢6ziildii. Soliisyon alikotlanarak
-20°C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde kullanildi.

Fosfataz inhibitorleri

100X Sodyum Ortovanadat (200 mM)

3.68 g Sodyum Ortovanadat (Ma: 183.91 g/mol) 90 mL c¢ift distile su ile ¢oziildii.
Sar1 renkli soliisyon renksiz olana kadar kaynatildi. Oda sicakligina gelene kadar soguduktan
sonra 1 N NaOH’1ile pH 10.0’a ayarland1 ve 100 mL’e tamamlandi. Soliisyon alikotlanarak
-20°C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde kullanildu.

50X Sodyum Floriir (IM)

4.2 g sodyum floriir (Ma: 41.99 g/mol) 100 mL cift distile su ile ¢oziilerek 1 M olarak
hazirlandi. Soliisyon alikotlanarak -20°C’de saklandi. Caligma konsantrasyonu 20 mM
olacak sekilde 50 kez seyreltilerek kullanildi.

20X Sodyum Pirofosfat (100 mM)

4.44 g pirofosfat (Ma: 444.06 g/mol) 100 mL cift distile su ile ¢oziilerek hazirlandi.
Soliisyon alikotlanarak -20°C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde
kullanild.

Radio-Immunoprecipitation Assay Hiicre Patlatma Tamponu

50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM sodyum kloriir, %1 NP-40, %0.5 Sodyum
deoksikolat, | mM EDTA, %0.1 SDS, 5 mM sodium pirofosfat, 1x PI karisimi, 20 mM
sodyum floriir, 2 mM sodyum ortovanadat ve 1 mM PMSF ift distile su igerisinde

hazirlandi. Hazirlanan radio-immunoprecipitation assay (RIPA) tamponu, patlatma oncesi
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buzda bekletilerek sogutulup kullanildi.
3.1.11.4. Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

%10 FBS ve %1 Pen./Strep. iceren DMEM Besiveri

89 mL DMEM besiyerine 10 mL FBS ve %1 Pen./Strep. eklenerek hazirlandi.
Besiyeri +4°C’de saklandi.

%10 FBS. %1 Pen./Strep. ve %1 MEM-NEAA iceren DMEM Besiveri

88 mL DMEM besiyerine 10 mL FBS, %1 Pen./Strep. ve %1 NEM-NEAA eklenerek

hazirland1. Besiyeri +4°C’de sakland.

%10 FBS, %1 Pen./Strep. ve %1 L-Glutamin iceren RPMI-1640 Besiveri

88 mL RPMI-1640 besiyerine 10 mL FBS, %1 Pen./Strep. ve %1 L-Glutamin

eklenerek hazirlandi. Besiyeri +4°C’de saklandi.

10X PBS Stogu

1.37 M sodyum kloriir (Ma:58.44 g/mol), 26.8 Mm potasyum kloriir (Ma: 74.56
g/mol), 0.1 M sodyum fosfat dibazik (Ma: 141.96 g/mol), 17.6 mM monobazik potasyum
fosfat (Ma: 136.09 g/mol) 800 mL distile su ile hazirlandi. Soliisyonun pH’1 1 N HCl ile
7.4’e ayarlandi. Distile su ile son hacim 1 L’ye tamamland1 ve 1.2 atmosfer basingta,

121°C’de 20 dk. otoklavda steril edildi.

1X PBS Tamponu (1 L)

900 mL ¢ift distile su iizerine 10X PBS tamponundan 100 mL eklenerek son hacim
1 L’ye tamamlandi. 1.2 atmosfer basingta, 121°C’de 20 dk. otoklavda steril edildi. Oda

sicakliginda sakland.
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1. Kullanilan Hiicreler

Tez ¢alismalarina baglamadan 6nce yedi adet hepatoseliiler karsinoma (HCC) hiicre
hattinda LZTR1 protein seviyeleri WB yoOntemi ile belirlenmistir. Bunlar; HepG2, HUH7,
Hep3B, PLC, SKHepl, SNU449 ve SNU398 hiicreleridir. WB deneylerinde LZTR1 protein
bantinin belirlenmesi igin pozitif kontrol drnegi olarak, 1198356 numarali TUBITAK 3501
projesi kapsaminda hazirlanmis olan FLAG ve Hemaglutinin (HA) etiketli LZTR1 proteinini
kalic1 olarak ifade eden insan embriyonik bobrek 293 (HEK293) Flp-In FLAGHA-LZTRI1
V773M (Mutant 1) ve I821T (Mutant 2) hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiir Sartlar:

Tez calismasinda kullanilan HepG2, HUH7, Hep3B, PLC, SKHep! hiicre hatlar1 %1
Pen./Strep., %1 MEM-NEAA ve %10 FBS iceren yiiksek glukozlu DMEM (4.5 g/L glukoz)
besiyerinde c¢ogaltilirken, SNU449 ve SNU398 hiicre hatlar1 %1 Pen./Strep., %1 L-
Glutamin ve %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyerinde yetistirildi. HEK293 Flp-In LZTR1
V773M (Mutant 1) ve I821T (Mutant 2) hiicreleri %1 Pen./Strep. ve %10 FBS igeren yiiksek
glukozlu DMEM (4.5 g/L Glukoz) besiyerinde ¢ogaltildi. Tiim hiicreler, 37°C’de %5 CO2

i¢eren inkiibatorde kiiltiirde tutuldu.
3.2.1.3. Hiicre Cézme

Sivi azot tankindan alinan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosunda ¢oziildii.
Cozme islemi sirasinda tiip igerisinde bir miktar buz birakildi. Hiicreler, igerisinde 3 mL
%10 FBS igeren besiyeri olan 15 mL’lik tiipe aktarildi. Ardindan hiicreler 120 x g’de 5 dk.
oda sicakliginda santrifiij yapilip siipernatantlar uzaklastirildi. Pelletler, %20 FBS iceren
uygun besiyeri ile slispanse edildi. Hiicre siispansiyonu kiiltiir kabina aktarildi. Kiiltiir kab1
zeminden kaldirilmadan, her yone sallanarak hiicrelerin homojen bir bicimde tabana
dagilmalar1 saglandi. Kiiltiir kab1 37°C’lik CO2’li (%S5) inkiibatore birakildi. Yaklasik 16
saat sonra kirli besiyer uzaklastirildi. %10 FBS iceren besiyer eklenerek kiiltiire devam

edildi.
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3.2.1.4. Hiicre Pasajlama

Hiicrelerin doluluk orani %85-90 olunca hiicreler pasajlandi. Kiiltiir kabindaki kirli
besiyeri uzaklastirildi. Bir kere 1X PBS ile yikandi. 1X tripsin/EDTA eklenerek, 37°C’deki
inkiibatorde 5 dk. inkiibe edildi. %10 FBS iceren besiyer eklenerek tripsin inhibe edildi.
Pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonu 15 mL’lik tiipe aktarildi. Kiiltiir kabina %10 FBS
igeren besiyer eklendi. Hiicre slispansiyonunun 1/10’u kiiltlir kabina aktarildi. Kiiltiir kabi
zeminden kaldirilmadan her yone sallanarak hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi
sagland. Kiiltiir kab1 37°C’lik CO2’li (%5) inkiibatore birakildi.

Hiicrelerde mikoplazma kontaminasyonunun olup olmadigi, mikoplazma belirleme

kiti kullanilarak test edildi.
3.2.1.5. Hiicre Dondurma

Hiicrelerin kirli besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile 1-2 kere yikandi. Yikama
sonrasi hiicrelerin {izerine 1X tripsin/EDTA eklenerek inkiibatore kaldirildi. Hiicreler 5 dk.
inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda %10 FBS igeren besiyeri eklendi. Hiicreler pipetaj
yapilarak, steril 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve 120 x g’de 5 dk. santrifiij edildi. Besiyeri
uzaklagtirilarak pellet {izerine 1X PBS eklenerek hiicreler siispanse edildi ve tekrar 120 x
g’de 5 dk. santrifiij edildi. Pelletin {izerine daha 6nceden hazirlanmig ve sogutulmus, %20
FBS igeren uygun besiyerinden 900 pL eklendi. Ardindan hiicreler vidali dondurma tiipiine
aktarildi ve 15 dk. buz i¢inde bekletildi. Siire sonunda tiiplere 100 uLL. DMSO eklendikten
sonra pipetaj yapilarak karistirildi ve tiipler buz iginde 15 dk. daha bekletildi. Siire sonunda
tiipler -20°C’de 1 saat bekletildi. 1 saat sonra tiipler -80°C dondurucuya kaldirildi. Ertesi
giin, hiicreleri uzun siire saklayabilmek i¢in -80°C’de bekleyen hiicreler sivi azot tankina

kaldirildi.
3.2.2. pSpCas9n(BB)-2A-Puro (pX462) Ekspresyon Plazmidlerinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. LZTR1 sgRNA Kodlayan Niikleotit Dizilerinin Belirlenmesi, Oligomerize

Edilmesi ve Oligomerlerin pX462 Vektoriine Aktariimasi

Hep3B hiicre hattinda LZTR 1 geninin CRISPR/Cas9 yontemiyle nakavt edilmesi i¢in
hedef DNA ipligindeki PAM dizilerini taniyarak ayni iplikte PAM dizisinin yanindan kesim
yapan Cas9 D10A nickase mutantin1 (Cas9n) ifade eden ve ayni zamanda guide RNA
(gRNA) oligomerlerinin klonlanarak ifade ettirilebildigi pX462 vektori kullanildi (65).

Cas9n enziminin insan LZTRI geninin 1. ekzonuna yiiksek dogrulukla hedeflenmesi i¢in
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kullanilacak sgRNA dizileri Benchling biyoenformatik araci kullanilarak belirlendi (67).
Belirlenen LZTR1-sgRNA’larina karsilik gelen DNA dizileri ve zit yonlii tamamlayici
karsiliklar1 uclarinda BbSI restriksiyon enzimi tanima dizileri bulunacak sekilde siparig
edilip kullanildi (Tablo 1). Cas9n enzimini insan genomuna yonlendirmedigi i¢in negatif
kontrol gRNA olarak kullanima uygun oldugu bilinen scrambled kontrol (SC) gRNA (68)
kodlayan oligoniikleotit dizilerini (Tablo 1) daha énceden 1187124 kodlu TUBITAK 1001
projesi kapsaminda pX462 vektoriine klonladigimizdan kontrol plazmidi yeniden

hazirlanmay1p transforme edilip ¢cogaltilarak kullanildi.

Tabo 1. pX462 vektoriine aktarilan sgRNA’lar1 kodlayan oligoniikleotit dizileri.

Oligoniikleotit
Sira Oligoniikleotit dizisi (5°-3°) Kullanim amaci
DNA ad1

1 | LZTR1 sgRNA-1 F | CACCGCCGCCCTGCGACGAGTTCGT | Cas9n  enziminin = LZTRI

geninin 5°-3’ yoniindeki DNA
LZTR1 sgRNA-1

2 . AAACACGAACTCGTCGCAGGGCGGC | ipligine yonlendirilmesi

3 | LZTR1 sgRNA-2 F | CACCGCAGCGATGCACTGTTTCGAA CasOn enziminin LZTR1

LZTR1 sgRNA-2 geninin 3°-5’ yoniindeki DNA

4 R AAACTTCGAAACAGTGCATCGCTGC | jpligine yonlendirilmesi
5 | Scrambled CACCGTATTACTGATATTGGTGGG
sgRNA F
Negatif kontrol gRNA dizileri
6 | Scrambled AAACCCCACCAATATCAGTAATAC
sgRNA R

Tek iplikli halde siparis edilen birbirlerine tamamlayic1 LZTR1 sgRNA-1 (Tablo 1)
ve LZTR1 sgRNA-2 (Tablo 1) oligoniikleotit ¢iftleri T4 PNK kullanilarak oligomerize

edildi. Reaksiyon igerigi ve reaksiyon kosullar1 Tablo 2’de sunulmustur (Tablo 2).
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Tablo 2. Oligomerizasyon reaksiyon igerigi ve reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Icerigi Miktar (uL)
T4 PNK reaksiyon tamponu (10X) 1
fleri sgRNA (10 pmol/uL) 1
Geri sgRNA (10 pmol/pL) 1
T4 PNK enzimi 1
dH,O 6
Toplam 10
Sicaklik (°C) Siire
37 30 dk.
95 5 dk.
25 5 dk.

BbSI restriksiyon enzimi tanima dizileri bulunan oligoniikleotitlerin pX462
vektoriine aktarilabilmesi igin pX462 vektorii BbSI enzimi ile kesilerek dogrusal hale
getirildi. BbSI ile kesim reaksiyonunun igerigi Tablo 3’te sunulmustur (Tablo 3). Kesim
37°C’de 16 saat inkiibe edilerek gergeklestirildi.

Tablo 3. Bbsl ile kesim reaksiyonunun igerigi.

Kesim Reaksiyonu Icerigi Miktar (uL)

Cas9n pX462 (0.4 pg/ul) 5.8
10X G Buffer 5
BbsI (Bpil)(10 U/uL) 2.5
dH,O 36.7
Toplam 50

Siire sonunda, kesilen plazmid DNA’lar DNA temizleme kitinin ‘PCR iirliniinden

veya enzim reaksiyonundan saf DNA elde etme’ protokoliine uyularak temizlendi.

Magen DNA temizleme Kitinin “PCR Uriiniinden veva Enzim Reaksiyonundan Saf

DNA Elde Etme” Protokolii

Reaksiyon hacminin iki kat1 Tampon GDP eklenip iyice karistirildi. Kolon 2 mL’lik
toplama tiipiine yerlestirildi. Karigim kolona aktarildi. Oda sicakliginda 12.000 x g'de bir dk.
santrifiij yapildi. Stipernatant atildi. Kolona 650 pLL Tampon DW?2 eklendi. 12.000 x g'de bir
dk. santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Kolona tekrardan 650 pLL Tampon DW2 eklendi.
12.000 x g'de bir dk. santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Kolonu kurutmak i¢in 12.000 x
g'de 1 dk. santrifiijlendi. Kolonu temiz bir 1.5 mL'lik mikrosantrifiyj tiipline aktarildi. Kolon
membraninin merkezine 25-50 pL eliisyon tamponu veya dH20 eklendi. Oda sicakliginda

iki dk. bekletilip, 12.000 x g'de 1 dk. santrifiij yapildi. 2 pL’si %0,8’lik agoroz jelde
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yuriitiiliip, goriintiilenerek kontrol edildi. Konsantrasyonlar1 ve kalite degerleri Nanodrop

2000 ile belirlenip kaydedildi.

BbSI enzimi ile kesilen pX462 vektorii ile uglarinda BbSI tanima dizileri bulunan
LZTRI1 sgRNA kodlayan oligomerize DNA dizilerinin ligasyonu Hi-T4 DNA ligaz enzimi
kullanilarak gerceklestirildi. Ligasyon reaksiyonunun igerigi Tablo 4’te sunulmustur (Tablo
4). Reaksiyon 28°C'de 15 dk.’da gergeklestirildikten sonra 65°C'de 10 dk. bekletilerek

sonlandirildi.

Tablo 4. pX462 vektoriine ligasyon reaksiyonunun igerigi.

Reaksiyon Icerigi Miktar (uL)
T4 DNA Ligaz Buffer (10X) 1
Vektor DNA (pX462) (100 ng /uL) 3
Insert DNA (Oligomer) 1
Hi-T4 DNA Ligaz 0.5
dH0 4.5
Toplam 10

Ligasyon {iriinlerinden 5 pL alinarak 50 pL kompetan E. coli DH5a bakterilerine ‘E.
coli DH5a Transformasyon Protokoliine’ uyularak transforme edilip, ampisilin (100 pg/mL)

igeren agarli LB besiyerinde bakteri kiiltiirii yapild.

DH5a E. coli Bakterilerine Plazmid DNA Transformasvonu Protokolii

Transformasyon i¢in 6nceden Inoue metoduyla siiper kompetan hale getirilmis E.coli
DH5a bakteri susu -80°C’den ¢ikarilarak buza alindi. Transformasyon i¢in ligasyon {iriiniin
5 ul’si 50 pl E. coli DH50 kompetan bakteri iceren 1,5 mL’lik tiipe eklendi. Karigim 30
dk. buz icinde tutuldu ve her 10 dk.’da bir parmakla hafif¢ce vurularak karistirildi.
Inkiibasyon sonunda bakteriler 2 dk. 42°C’de 1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan 2 dk.
buzda bekletildi. Tiipler steril kabine alinarak iizerine 800 uLL LB besiyeri eklendi. Tiipler 1
saat siireyle 37°C’deki ¢alkalamali etiivde 220 rpm’de inkiibe edildi. Siire sonunda hiicre
siispansiyonu 15 000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve hiicre pelleti 800 pL LB ile yikandi.
Ikinci santrifiijJden sonra hiicre pelletine 50 pL besiyeri eklendi ve hiicreler 100 pg/mL
ampisilin igeren LB-Agar petrilere yayilarak ekildi. Petriler 37°C’lik inkiibatorde 16 saat
inkiibe edildi.

16 saatlik kiiltliriin ardindan, segilen bakteri kolonileri antibiyotikli sivi LB

besiyerinde 37°C’lik etlivde 16 saat 220 rpm’de inkiibe edilerek kiiltiir ortaminda ¢ogaltildu.
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Cogalan bakteriler toplanarak miniprep kiti ile plazmid DNAlar izole edildi. Izolasyon kitin

protokoliine uyularak yapildi.

Plasmid DNA Mini Kit I ile Plazmid DNA izolasyonu Protokolii

Hazirlanan bakteri kiiltiirlerinin tamami, 10 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi ve son
santrifiijden sonra siipernatant tamamen uzaklastirildi. Pellet {izerine 270 puL Soliisyon
I/RNaz A (10 mg/uL) eklendi ve vorteks islemi ile pellet tamamen siispanse hale getirilerek
parcalanmasi saglandi. Karisima Solusyon II’den 270 pL eklenerek, tiipler 5-6 kez alt-iist
edildi ve berrak bir lizat olusumu saglandi. Lizatlar 4-5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Bu agamada DNA’nin kirilmasin1 6nlemek i¢in siddetli alt-list etmeye ve inkiibasyon
siiresini asmamaya dikkat edildi. Siire sonunda lizatlara 370 pL Soliisyon III eklendi ve
beklemeden 5-6 kez alt-iist edilerek beyaz topaklar seklinde presipitat olusmasi saglandi.
Ornekler 14 000 x g’de 10 dk. santrifiij edildi. 2 mL’lik DNA kolonlarna 120 uL. 3M NaOH
soliisyonu eklenerek 14 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin tamami
dengelenen kolonlara aktarilarak 14 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi. Kolon iizerine 500 pL
HBC solusyonu eklendi. Kolonlar 14 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi. Filtrat atild1 ve 700
puL DNA Wash solusyonu kolonlara eklenerek 14 000 x g’de 30 saniye (sn.) santrifiij edildi.
Filtrat atildi ve 700 pnL. DNA Wash solusyonu kolonlara eklenerek 14 000 x g’de 1 dk.
santrifiij edildi. Kolonlar, alkol kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 14 000 x g’de 3 dk. santrifiij
edildi. Kolonlar temiz 1.5 mL’lik tiiplere transfer edilerek {izerlerine 70 pL eliisyon
solusyonu eklendi ve 2 dk. inkiibe edildi. Sonrasinda tiipler 14 000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi. Elde edilen plazmidlerden 2’ser pL alinip %0.6’lik agaroz jelde 80 V’ta 60 dk.
yiiriitiilerek kontrol edildi. Orneklerin konsantrasyonlari ve kalite degerleri Nanodrop 2000
cihazi ile belirlenip kaydedildi

3.2.2.2. Klonlanan gRNA’larin pX462 Vektoriiniin i¢cerisinde Oldugunun Sanger

Dizileme Yontemiyle Kontrol Edilmesi

Dizileme reaksiyonlarinin igerigi ve PCR sartlar1 Tablo 5’te sunulmustur (Tablo 5).
Hazirlanan pX462 plazmid DNA’larindaki gRNA kodlayan dizilerin varligi, hazirlanan
plazmidler ve pX462 sekanslama primeri F (Tablo 6) ile Sanger dizileme yapildu.
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Tablo 5. Sanger dizileme PCR igerigi ve PCR kosullari.

Reaksiyon Icerigi Miktar (uL)

BigDye Buffer (5X) 1.5

F yadaR (10 pmol/uL) 0.32

Vektor DNA (0,3 pg/ul) 2.5

BigDye 1

dH,O 4.68

Toplam 10

PCR Dongiileri Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 2 dk.
Denatiirasyon 96 15 sn.
Baglanma 50 15 sn. 25X
Sentez 60 2 dk.
Bekleme 10 beklet

Sekanslama PCR’lariyla elde edilen {iriinler Sephadex G-50 kapli kolonlardan

gecirilerek temizlendi. Temizlenen ornekler, Genetik Analizor cihazi (ABI 3130) ile

dizilendiler. DNA dizileme verileri, SnapGene Viewer v7.2 programi ile goriintiilendi.

Tablo 6. Kullanilan primerlerin liste

si.

Sira Primer ad1

Primer dizisi 5°-3°

Kulanim amaci

1 pX462 sekanslama primeri F

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC

pX462 igindeki
oligomerlerin Sanger

yontemi ile dizilenmesi

2 LZTR1 Ekzon 1 F1

GTAGGCTTGTCGGGAAGAG

3 LZTR1 Ekzon 1 R1

CTGTACAGCACCATCCACC

LZTR1 CRISPR/Cas9n
hedef bdlgesinin
amplifikasyonu ve
dizilenmesi i¢in kullanilan

birinci primer ¢ifti

4 LZTR1 Ekzon 1 F2

CGCCAGTACATAGCCTGAAACG

5 LZTR1 Ekzon 1 R2

TCCTCAGGACCCCATGAAGC

LZTR1 CRISPR/Cas9n
hedef bolgesinin
amplifikasyonu ve
dizilenmesi i¢in kullanilan

ikinci primer ¢ifti

6 pJET1.2 sekanslama primeri F

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

7 pJET1.2 sekanslama primeri R

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

pJET1.2 vektdriine
klonlanan PCR {iriinlerinin

dizilenmesi
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3.2.2.3. gRNA Kodlayan Dizileri Iceren pX462 Plazmid DNA’larinin Cogaltilmasi ve

Endotoksinsiz Plazmid Izolasyonu Protokolii

gRNA’lar1 kodlayan DNA dizilerini iceren pX462 plazmidleri “E.coli DH5a
Transformasyon Protokoliine” uygun olarak E. coli DH5a kompetan hiicrelerine transforme
edilip, ampisinli LB agarlara yayildi. Ardindan hiicreler 37°C’lik etiivde 16 saat inkiibe
edildi. Transformasyon petrilerinde ¢cogalan kolonilerden ikiser adet koloni secilerek 5 mL
ampisinli LB siv1 besiyerine inokiile edilip, 37°C’lik ¢alkalayici inkiibatérde 16 saat
inkiibasyona birakildi. Endotoksinsiz plazmid izolasyonu protokoliine uyularak izolasyon

yapildu.

Endotoksinsiz Plazmid DNA izolasyonu Protoklii

Memeli hiicrelerine transfekte edilecek ekspresyon plazmidlerinin izolasyonu Endo-
free Plasmid DNA Mini Kit kullanilarak asagidaki sekilde oda sicakliginda gerceklestirildi.
Kit igerisinde bulunan N3 soliisyonu izolasyon dncesinde buza alindi.

Inkiibasyon sonunda bakteri kiiltiiriiniin tamam, 10 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi
ve son santrifiijden sonra siipernatant tamamen uzaklastirildi. Pellet iizerine 270 pL
Soliisyon I/RNaz A eklenerek vorteks yardimi ile pelletin tamamen siispanse hale getirilerek
pargalanmasi saglandi. Tiiplere solusyon II’den 270 pL eklenerek tiipler 4-5 kez nazikge alt-
tist edildi ve berrak bir lizat olusmasi saglandi. Lizatlar 4-5 dk. oda sicakliginda inkiibe
edildi. Bu asamada DNA’nin kirilmasini onlemek igin siddetli alt-list etmemeye ve
inkiibasyon siiresini agmamaya dikkat edildi. Siire sonunda lizatlara N3 Solusyonundan 140
uL eklendi. Ornekler bekletilmeden bes-alti kez alt iist edilerek beyaz presipitatlarin
olusumu saglandi. Sonrasinda tiipler 14 000 x g’de 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatantlar
yeni bir ependorf tiipe alind1 ve hacmi 6l¢iildii. 2 mL’lik DNA kolonlarma 120 pL. 3M NaOH
soliisyonu eklendi ve 14 000 x g’de 1 dk. santrifiij edilerek kolonlarin dengelenmesi
saglandi. Hacmi dlgiilen siipernatant tizerine 1:1 oranda ETR Binding Solusyonu eklendi ve
tiip on kere alt-list edilerek homojen bir karisim elde edildi. Elde edilen s1v1 karisimdan 700
pL alinarak kolonlara transfer edildi ve 14 000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi. Toplama
tiipiindeki s1vi kisim atildi. Bu igslem tiim s1v1 karisim kolondan gegirilene kadar tekrarlandi.
Kolona 500 pL ETR Wash solusyonu eklenerek 14 000 x g’de oda sicakliginda 1 dk.
santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atildi. Kolonlara 500 uL. HBC solusyonu eklenerek 14 000
x g’de oda sicakliginda 1 dk. santrifiij edildi. Filtre edilen kisim atildi ve 700 pL. DNA Wash
solusyonu kolonlara eklenerek 14 000 x g’de oda sicakliginda 30 sn. santrifiij edildi.
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Toplama tiipiindeki siv1 atildi. Kolonlara 700 uLL DNA Wash solusyonu kolonlara eklenerek
14 000 x g’de oda sicakliginda 1 dk. santrifiij edildi. Kolonlardaki alkolii uzaklastirmak i¢in
14 000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi. Kolonlar temiz 1.5 mL’lik tiiplere transfer edilerek
tizerlerine endotoksin igermeyen eliisyon solusyonundan 80 pL eklendi ve 2 dk. inkiibe
edildi. Kolonlar 14 000 x g’de oda sicakliginda 1 dk. santrifiij edildi. Elde edilen
plazmidlerden 2 pL’si %0.6°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. Plazmid DNA’larin
konsantrasyon ve kalite degerleri Nanodrop 2 000 cihazi ile dl¢iilerek kayit edildi.

3.2.3. Hep3B Hiicrelerini 72 Saatte Oldiiren Puromisin Dozunun Belirlenmesi

gRNA’larin aktarildigt pX462 vektorii puromisin direng geni icermektedir.
gRNA’lar1 igeren vektorler Hep3B hiicrelerine trasfekte edildiginde, transfeksiyondan sonra
puromisin antibiyotigi iceren besiyerinde plazmid DNA’nin girmedigi Hep3B hiicrelerinin
Olerek basariyla transfekte edilen hiicrelerin se¢ilmesi yaklagimi uygulandi. Puromisine karsi
diren¢ geni eksprese eden Hep3B hiicrelerinin se¢ilimi ig¢in 72 saatte Hep3B hiicrelerinin
tamamini Sldiiren puromisin dozunu belirlemek i¢in 12 kuyulu plakanmn 8 kuyusuna 6x10°
Hep3B hiicresi ekildi. Yaklasik 22 saat sonra hiicreler mikroskopta incelendi. Hiicrelerin
doluluk oraninin %90 civarinda oldugu goriiliince puromisin dozlar1 hazirlandi. Puromisinin
stok konsantrasyonu 10 mg/mL olup 1 mL hacimde, 1 mg/mL’lik puromisin ¢aligsma
solusyonu hazirlandi. Seyreltme islemi tam DMEM ile yapildi. Ardindan, kirli besiyerleri
uzaklastirildi ve hiicreler bir kere 1X PBS ile yikandu. i1k kuyuya puromisin igermeyen 1 mL
tam DMEM eklendi. Diger kuyulara puromisin i¢eren besiyeriler aktarildi. Baslangicta ve

72. saatte inverted mikroskobun kamerasi ile hiicrelerin fotograflari ¢ekildi.

Tablo 7. Farkli dozlarda puromisin igeren karisimlarin igerikleri.

No Puromisin dozu (pg) Besiyer (mL) + 1 mg/mL’den
alinacak puromisin miktari (nL)

1 0 1 mL

2 0.5 1 mL+ 0.5
3 0.75 1 mL+0.75
4 1 ImL+1
5 1.25 1mL+1.25
6 1.50 1mL+ 1.50
7 2 1mL+2
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3.2.4. Hep3B Hiicrelerine, gRNA’lar1 Iceren pX462 Vektorlerinin Transfekte Edilmesi

Hep3B hiicrelerine, gRNA’lar1 igeren pX462 vektorlerinin transfeksiyonu igin
FuGENE transfeksiyon ajani kullanildi. Transfeksiyon i¢in ilk olarak iki adet 60 mm’lik
petri kabina 3.7x10° Hep3B hiicresi ekildi. Son hacim 4.5 mL’ye tamamland1 ve Pen./Strep.
icermeyen besiyeri kullanildi. Yaklasik 22 saat sonra 60 mm’lik petrilerdeki Hep3B
hiicrelerinin durumlar1 mikroskopta incelendi. Hiicreler %90 dolulukta oldugunda
transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 30 dk. dnce FuGENE, Opti-MEM ve plazmid
DNA’lar oda sicakligina alinarak, sicakliklarinin oda sicakligina gelmesi saglandi. LZTR1
gRNA-1 ve gRNA-2 cekspresyon plazmidlerinden 1.25 pg transfekte edilirken, negatif
kontrol (Scrambled) gRNA’y1 ifade eden plazmid DNA’dan 2.5 pug transfekte edildi.

TABLO 8. Transfeksiyon kosullari.

1. Tiip 4.6 uL Oligo-1 + 4.9 pL Oligo-2 Vektorleri 240.5 pL Opti-MEM
2. Tip 7.5 puL FuGENE 242.5 uL Opti-MEM
3.Tiip 7.3 uL Negatif Kontrol Oligo Vektorii 242.7 uL Opti-MEM
4. Tiip 7.5 uL FuGENE 242.5 uL Opti-MEM

Dort adet 1.5 mL’lik tiipte Tablo 8’de sunulan karigimlar hazirlandi. FuGENE — Opti-
MEM karisimlari oda sicakliginda en fazla 5 dk. bekletildi. Siire sonunda ikinci tiip, birinci
tiipe ve dordiincii tiip, tiglincii tiipe aktarilarak pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 20 dk.
bekletildiler. Siire sonunda 60 mm’lik petrilere damla damla olacak sekilde aktarildilar.

Petriler inkiibatore kaldirildi.

24 saat sonra 60 mm’lik petrilerdeki hiicrelerin durumlart mikroskopta incelendikten
sonra negatif kontrol petrisindeki hiicreler iki adet 10 cm petriye, CRISPR petrisindeki
hiicreler sekiz adet petriye farkli diliisyonlarda pasajlandi. Pasajdan once petrilerin tabant
cetvel ve kirmizi asetat kalemi yardimi ile esit bolmelere ayrilarak ¢izildi ve numaralar
verildi. Petrilerin alt1 ¢izildikten sonrra kabin igerisinde ultraviyole 1sina tabi tutuldu.

Iki adet 60 mm’lik petrideki kirli besiyer uzaklastirildi, bir kez 1X PBS ile yikandi
ve iizerlerine 1 mL 1X tripsin/EDTA eklenip 5 dk. inkiibatdrde bekletildi. Ardindan,
petrilere 4’er mL tam DMEM eklendi ve pipetaj yapilip hiicreler 15 mL’lik tiipe aktarildilar.
1. ve 2. 10 cm petriye negatif kontrol (scrambled) hiicrelerinden 2’ser mL akatarildi ve tam
DMEM besiyeri ile son hacim 9.5 mL’ye tamamlandi. 3. ve 4. 10 cm petriye LZTR1
CRISPR hiicrelerinden 10 kat, 5. ve 6.’ya 20 kat, 7. ve 8.’ye 40 kat, 9. ve 10.”ya 80 kat
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seyreltilerek ekildiler. Son hacim tam DMEM ile 9.5 mL’ye tamamlandiktan sonra hiicreler
inkiibatore kaldirildilar. 12 saat sonra puromisin (1.75 pg/mL) antibiyotigi eklendi. 72 saat
sonra petriler incelendi. Hiicrelerin ¢ogunun 6lmiis oldugu ancak dipte tutunan hiicrelerin
bulundugu goriildii. Ardindan, petrilerdeki puromisin igeren kirli besiyeriler uzaklastirilip
iki kere 1X PBS ile yikandi. Son olarak, petrilere 10’ar mL puromisin icermeyen tam

DMEM aktarild: ve hiicreler inkubatore kaldirildi.

3.2.5. Hep3B Scrambled ve Hep3B LZTR1 CRISPR Tek Kolonilerinin Secilip,

Toplanmasi

Hep3B scrambled ve Hep3B LZTR1 CRISPR kolonileri toplanilabilecek biiyiikliige
ulasinca tabandaki kareler ve sayilar yardimi ile kolonilerin yerleri belirlenip not edildi. Kirli
besiyer uzaklastirildiktan sonra iki kere 1X PBS ile yikandi. Yerleri belirlenmis olan
koloniler i¢ kisimda kalacak sekilde, otoklavlanmis 1000’lik ve 200°likk pipet uglarinin
kafas1 kolonilerin oldugu yerelere dikkatlice yerlestirildi. 1000’lik pipet ucunun kafasinin
kullanildig1 kolonilere 150 puL 1X tripsin/EDTA, 200’liik pipet ucunun kafasinin kullanildigi
kolonilere 75 pL 1X tripsin/EDTA eklendi. Petrinin kapagi kapatilarak dikkatlice,
sarsmadan inkiibatore birakildi ve 5 dk. inkiibe edildi. 24 kuyulu plakalara 500’er pL tam
DMEM ekelendi. 1000’lik pipet ucu kullanilan kolonilere 150 uL. FBS, 200°liik pipet ucunun
kullanildig1 kolonilere 75 pLL FBS eklenerek tripsin inhibe edildi. Dikkatlice pipetaj
yapilarak LZTR1 CRISPR hiicre siispansiyonlar1 24 kuyulu plakalara aktarildi. Scrambled
hiicre siispansiyonlar1 12 kuyulu plakalara aktarildi. 24 kuyulu ve 12 kuyulu plakalardaki
kolonilere isimler verildi. Scrambled yani negatif kontrol kolonilerine ‘SC’ ad1 verilip
numaralandirilirken LZTR1 CRISPR kolonilerine ‘LSKO’ ad1 verilerek numaralandirildi.
Bu sekilde toplamada 22 adet SC kolonisi ve 120 adet LSKO kolonisi se¢ildi. Doluluk
oranlart %90-95 civar1 olan koloniler tripsinlenerek toplandi. Bir kismu ile pasaja devam

edilirken geriye kalan hiicreler WB deneyleri i¢in kullanildi.

3.2.6. Hep3B SC ve Hep3B LSKO Kolonilerinde WB Yontemiyle LZTR1 Protein

Seviyelerinin Incelenmesi
3.2.6.1. RIPA ile Protein izolasyonu ve BCA Tahlili

Total protein izolasyonunda hiicre pelletleri RIPA lizis tamponu ile buz lizerinde 30
dk. inkiibe edilerek patlatildi. Ardindan buz iizerinde sonikasyon yapilip 6rnekler +4°C’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tliplerdeki slipernatantlar yeni tiiplere aktarilip protein

lizat1 olarak kullanildi.
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Hazirlanan proteinlerin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in BCA yontemine dayali
protein konsantrasyonu belirleme kiti kullanildi. Buna gore, {iger replika olacak sekilde 96
kuyulu mikroplaka kuyularina seri bovine serum albumin (BSA) diliisyonu ornekleri ile
hazirlanan protein lizatlarindan 10’ar pL yiiklenip lizerine BCA soliisyonundan 200’er pL
eklendi. Mikroplaka 37°C’de 30 dk. bekletildikten sonra 562 nm’de Slgiim yapildi. Elde
edilen degerler hesaplanarak Orneklerdeki protein konsantrasyonlar1 belirlendi. WB
deneylerinde, 6rneklerden 20 pg protein igeren hacimler alinip lizerine 5X protein ylikleme

tamponu 1X olacak sekilde eklenip -20°C’ye kaldirildilar.

3.2.6.2. Yiiriitme ve Yigma Jelinin Hazirlanmasi

Tez caligmalar1 kapsaminda %7.5’lik ve %10’luk jeller kullanildi. Kalin ve ince
ayirma camlar1 %70’lik etil alkol ile daha sonra distile su ile yikandiktan sonra pegete ile
kurulandi. Camlar jel standina yerlestirildi. Calisilan proteinin agirligina gére Tablo-9’a gore
yiiriitme jeli uygun yiizdede hazirlandi ve camlarin arasina aktarildi. Ust kismin diizlesmesi
i¢in dikkatlice distile su eklendi. Polimerize olmasi i¢in 40-45 dk. beklendi. Siire sonunda
su dokildi. %4’lik yiikleme jeli Tablo 10’a gore hazirlandi. Yiikleme jelinin {izerine
aktarild1 ve 10 veya 15 kuyulu kuyulu tarak yerlestirildi. Polimerize olmasi i¢in 35-40 dk.

beklendi. Siire sonunda jel 1slak pegete ve streg ile sarilarak +4°C’ye kaldirildi.

Tablo 9. %7.5’lik ve %10’luk ayirma jellerinin igerikleri.

i(;erik %7.5(1 mm) %10 (1 mm)
ddH,0 2.73 mL 2.43 mL
%40 Akrilamid Mix 0.94 mL 1.25 mL
1.5M Tris-HCI (pH: 8.8)  1.25 mIL 1.25 mIL
%10 SDS 50 uL 50 Wl

%10 APS 50 uL 50 uL
TEMED 5uL 5uL
Toplam S mL S mL

Tablo 10. %4’liik yiikleme jelinin icerigi.

i(;erik 1X (1 mm)
ddH,O 3.15mL
%40 Akrilamid Mix 0.5 mL
0.5M Tris-HCI (pH: 6.8) 1.25mL
%10 SDS 50 uL

%10 APS 50 uL
TEMED 3uL
Toplam S mL
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3.2.6.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Yiikleme tamponu ile karistirilip -20°C’ye kaldirilan protein 6rnekleri buza alindi.
Ornekler eriyince 99°C’de 5-6 dk. kaynatildi. Kaynatilan 6rnekler oda sicakliginda 13 000
rpm’de santrifiij edildi. +4°C’deki jel alindi. Tarag: dikkatlice ¢ikarildi. Kuyular distile su
ile yikanarak temizlendi. Jel, yiikleme aparatina yerlestirildikten sonra tank igerisine
yerlestirildi. Tankin i¢i temiz yliriitme tamponu ile doldurulduktan sonra ilk kuyuda protein
markir olmak iizere 6rneklerden 30’ar pL yiiklendi. Jel 75 Volt’da 15 dk., jelin yiizdesine ve
o anki ¢aligmaya gore 100 Volt’da 90-120 dk. arasinda yiiriitiild.

3.2.6.4. Nitroseliilloz Membrana Transfer islemi ve Goriintiileme

Jel yiiritme tankindan alindi ve distile su ile yikanarak yiiriitme soliisyonu
uzaklastirildi. Spatula yardimi ile camlar birbirinden ayrildi. Jel kalin camda birakildi.
Yiikleme jeli spatula ile kesilerek atildi. Blotlama islemi i¢in iki adet altta, iki adet {istte
olmak iizere, dort adet Watmann kagidi, bir adet nitroseliilloz memebran ve iki adet siinger
yatak 1X transfer tamponu i¢inde 5-6 dk. tutularak dengelendi. Blotlama kasetinin siyah
ylizeyine bir adet siinger yatak yerlestirildi. Islak Whatmann kagitlardan ikisi, siingerin
tizerine dikkatli bir sekilde birakildi. Whatmann kagitlarinin iizerine jel birakildi. Jelin
izerine nitroseliiloz membran ve iki adet whatmann kagidi birakildi. Son olarak whatmann
kagitlarini iizerine siinger birakildi ve kaset dikkatlice kapatildi. Kaset tank igerisindeki
aparata yerlestirildi. Transfer, 100 Voltta 1 saat 15 dk’da yapildi. Transfer sonrast membran
ponceau S ile boyanarak protein bantlarinin gegici olarak ortaya ¢ikmasi saglandi. Bu sayede
membranda herhangi bir sorun olup olmadigi control edildi. Membran 1X TBS-T ile iki kere
bes dk. yikandi. %5°lik yagsiz siit tozu (NFDM) ile oda sicakliginda 1 saat blokland1. Tablo
11°de sunuldugu fizere, kullanilan primer antikora 6zgii optimize edilen igerikteki
soliisyonlar ve uygulama kosullar1 kullanilarak primer antikor muameleleri gergeklestirildi
(Tablo 11). Ardindan membranlar ii¢ kez 1XTBS-T ile yikanip HRP konjuge uygun sekonder
antikor ile oda sicakliginda bir saat calkalayarak muamele edildikten sonra tekrar {i¢ kez
IxTBS-T ve bir kez 1xTBS ile yikandi. Membranlar HRP substrati ile muamele edildikten
sonra ChemiDoc MP kemiluminesan goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi ve Image Lab
v4.1 yazilimi (Bio-Rad) ile kayit altina alind1 ve analiz edildi.

Membranlar {i¢ kere 5 dk. 1x TBS-T ile yikandi. Esit yliklemeyi kontrol etmek i¢in
membran primer Alfa Tubulin antikoru ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Membranlar

tic kere 5 dk. IxTBS-T ile yikandi. HRP konjuge uygun sekonder antikor ile oda sicakliginda
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bir saat calkalayarak muamele edildikten sonra tekrar ii¢ kez 1XTBS-T ve bir kez 1xTBS ile

yikandi. Membranlar HRP substrati ile muamele edildikten sonra goriintiilendi ve goriintiiler

kaydedildi.

Tablo 11. WB deneylerinde kullanilan antikorlarin listesi ve diliisyonlart.

Hedef, molekiiler

katalog No: 38738S)

Sira Antikor Diliisyon
agirhk
Anti-LZTR1 tavsan poliklonal antikoru .
) . %5 yagsiz siit tozu iceren 1xTBS
1 LZTRI1, 95 kDa (Novus Biologicals, katalog No: NBP1-
tamponu iginde 1:1.000
77121)
5 Pan Ras (HRAS, NRAS | Anti-Ras (EP1125Y) tavsan monoklonal %S5 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-
ve KRAS), 21 kDa antikoru (Abcam, katalog No: ab52939) T tamponu iginde 1:5.000
Anti-RIT1 antikoru, tavsan poliklonal %S5 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-
3 RIT1, 27 kDa o
(Abcam, katalog No: ab53720) T tamponu iginde 1:1.000
Anti-MEK1/2 (L38C12) fare monoklonal
) ) ) %S5 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-
4 MEK1/2, 45 kDa antikoru (Cell Signaling Technology,
T tamponu iginde 1:2.000
katalog No: 4694S)
Anti-phospho-MEK1/2 (Ser217/221)
p-MEK1/2 (S217/221), %35 BSA iceren 1XTBS-T
5 (41G9) tavsan monoklonal antikoru (Cell
45 kDa . tamponu iginde 1:2.000
Signaling Technology, katalog No: 9154S)
Anti-ERK1/2 (C-9) fare monoklonal )
. . %35 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-
6 ERK1/2, 44/42 kDa antikoru (Santa Cruz Biotechnology, o
T tamponu iginde 1: 2.500
katalog No: sc-514302)
Anti-phospho-ERK1/ERK2 (Thr202,
; p-ERK1/2 (T202/Y204), | Tyr204) (HL173) rekombinant tavsan %S5 BSA igeren 1xTBS-T
44/42 kDa monokonal antikoru (Thermo Fisher tamponu i¢inde 1:2.500
Scientific, katalog No: MA5-36265)
Anti-Alfa Tubulin fare monoklonal .
. . . . %5 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-
8 Alfa Tubulin, 55 kDa antikoru (Cell Signaling Technology,

T tamponu i¢inde 1:2.500
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Tablo 11. (Devam)

Anti-GAPDH tavsan monoklonal antikoru )
%5 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-

9 GAPDH, 37 kDa (Cell Signaling Technology, katalog No:
T tamponu iginde 1:5.000
21188)
Immun-Star kegi anti-fare HRP konjuge %S5 yagsiz siit tozu igeren 1xTBS-

10 Fare IgG (HRP konjuge) ) ) o
antikoru (Bio-Rad katalog No: 1705047) T tamponu i¢inde 1:5.000

Tavsan IgG (HRP Immun-Star ke¢i anti-tavsan HRP konjuge | %S5 yagsiz siit tozu i¢eren 1xTBS-
konjuge) antikoru (Bio-Rad, katalog No: 1705046) T tamponu i¢inde 1:5.000

11

3.2.7. SC ve LSKO Kolonilerine Ait Hiicrelerden gDNA izolasyonu ve Indel

Analizleri
3.2.7.1. SC ve LSKO Kolonilerine Ait Hiicrelerden gDNA izolasyonu

gDNA izolasyonu ‘NucleoSpin® Tissue kiti kullanilarak yapildi. Bunun igin ilk
olarak, 12 kuyulu plakadan toplanip -80°C’ye kaldirilan hiicre pelletleri -80°C’den alinarak
oda sicakliginda ¢o6ziildii. Ardindan pelletlere 200 L. Tampon T1 eklendi ve hiicre pelletleri
siispanse edilerek yeni 2 mL’lik tiiplere aktarildi. Uzerlerine 25 pL Proteinaz K ¢ozeltisi
eklendi. Tiiplerin agz1 parafilmlendi ve tiipler 56°C de 1 400 rpm de 90 dk. inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras: tiipler vortekslendi ve tiiplere 200 pL Tampon B3 eklenip, ii¢ sn.
vortekslendi. Ornekler 70°C'de 10 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 13.000 x g de 5 dk.
santrifiij yapildi. Siipernatantlar yeni 1.5 mL’lik tiiplere aktarildi. Siipernatantin iizerine 210
pL absolut etanol eklenip kuvvetlice vortekslendi. Kolonlar 2 mL’lik toplama tiiplerine
yerlestirildi ve kolonlara aktarildi. Ardindan, tiipler 11 000 x g'de 1 dk. santriflyj edildi.
Toplama tiipleri atild1 ve kolonlar yeni toplama tiiplerine yerlestirildi. Sonrasinda, yikama
islemlerine baslandi. Kolonlara 500 uLL Tampon BW eklendi ve 11 000 x g'de 1 dk. santrifiij
yapildi. Siipernatantlar atild1 ve kolonlar tekrar toplama tiipiine yerlestirildi. Kolonlara 600
pL Tampon BS5 eklenip 11 000 x g'de 1 dk. santrifiij yapildi. Stipernatantlar atild1 ve kolonlar
tekrar toplama tiipiine yerlestirildi. Ardindan kolonlar 11 000 x g'de 2 dk. santrifiij edildi.
Bunun ardindan, eliisyon tamponunu 56°C’de 1sitild1. Kolonlarin kapagi agik olacak sekilde
ornekler 56°C de 10-15 dk. bekletilerek alkoliin tamamen uzaklasmasi saglandi. Kolonlar
1.5 mL'lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildikten sonra iizerlerine 60 pL. Buffer BE
eklendi. Ornekler 5 dk. boyunca 56°C’lik 1siticida inkiibe edildi. 11 000 x g'de 1 dk. santrifiij
yapildi.  %0,6 lik agaroz jel hazirlandi ve gDNA’larin 2’ser ul’si jelde yiiriitiilerek
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gDNA’larin durumuna bakildi. Nanodrop 2 000 cihaziyla orneklerin yogunluklari

Olgiildiikten sonra 6rnekler -20°C’de saklandi.

3.2.7.2. SC ve LSKO Kolonilerine Ait Hiicrelerden Izole Edilen gDNA’lardan
CRISPR Hedef Bolgesinin Cogaltilmasi

SC-10, SC-12, SC-16, SC-22 ve LSKO-34, LSKO-35, LSKO-98, LSKO-104 kolonilerine
ait gDNA’lar ve Tablo-2’deki primer ciftleri (Tablo 2 sira 2, 3, 4, 5) kullanilarak CRISPR
hedef bolgesi PCR ile cogaltildi. PCR igerigi ve 1s1 dongiisii kosullar1 Tablo 12’de

sunulmustur.

Tablo 12. gDNA ile PCR igerigi ve 1s1 dongiisii kosullari.

Go Taq PCR i(;erigi Miktar (uL)

5X Buffer 5

MgClz (25 mM) 1.5

dNTP 0.6

Pr F (10 pmol/ pL) 0.6

Pr R (10 pmol/ pL) 0.6

Go Taq Polimeraz 0.1

gDNA (350 ng/puL) 1.3

dH20 15.3

Toplam 25

PCR Kosullar1 Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 6 dk.
Denatiirasyon 94 30 sn.
Baglanma 58 yada 62 40 sn. 35x
Sentez 72 30 sn.
Son sentez 72 6 dk.
Bekleme 10 beklet

PCR o6rneklerinin 2’°ser pL.’si %2’lik jele yiiklenip, 100 V’ta 60. dk’da goriintii alindi.
Elektroforez sonucunda tek bant goriilen 6rnekler Magen kitinin, ‘PCR {irlinlinden veya
enzim reaksiyonundan saf DNA elde etme’ protokoliine uyularak temizlenirken LSKO
kolonilerine ait drnekler agaroz jele yiiklenip yiiriitiildiikten sonra kesilip, Magen kitinin

‘Agaroz jelden DNA saflagtirma’ protokoliine uyularak agaroz jelden temizlendi.

3.2.7.3. LSKO Kolonilerine Ait Uriinlerin Agaroz Jele Yiiklenip, Agaroz Jelden

Saflastirilmasi

Agaroz jelde vylriitilen PCR firiinlerinin jelden temizlenmesinde UV altinda
belirlenen PCR iiriinleri ilk olarak bir bistiiri ile agaroz jelden kesildi. Ardindan, kesilen
ornekler temiz bir 1.5 mL mikrosantrifiij tlipiine aktarildi ve tartilarak jel diliminin agirlig

belirlendi. Sonrasinda, tiiplere, 1:2 oraninda GDP tamponu eklendi ve 6rnekler 10-15 dk.
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boyunca 50-55°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda tiip her 2-3 dk’da bir vortekslendi
veya alt-iist edildi. Ardindan, kolonlar 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirildi. 700 pL {iriin
kolona aktarilip, oda sicakliginda 12 000 x g'de 1 dk. santrifiijlendi. Siipernatant dokiildii ve
kolon toplama tiipiline yerlestirildi. Kolona 300 nL. GDP tamponu eklendi ve 1 dk. inkiibe
edildi. Ornekler 12 000 x g'de 1 dk. santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda siipernatantlar atild:
ve kolonlar toplama tiiplerine yerlestirildi. Ardindan, kolonlara 650 ul. Tampon DW2
eklendi. Oda sicakliginda 1 dk. 12 000 x g'de santrifiijlendi. Siipenatantlar atild1 ve kolonlar
toplama tiipline yerlestirildi. Kolonlara 650 pL tampon DW?2 eklendi. 12 000 x g'de 1 dk.
santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve toplama tiipleri yeniden kullanildi. Kolonun matrisini
kurutmak i¢in bog kolon oda sicakliginda 2 dk. 12 000 x g'de santrifiij edildi. Kolon temiz
bir 1.5 mL'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Dogrudan kolon membraninin merkezine 25-
50 uL Eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 2 dk. bekletildi. Oda sicakliginda 12 000
x g'de 1 dk. santrifiij edildi. Orneklerden 2’ser pL %?2’lik agaroz jele yiiklenip 100 V’ta 60
dk. yiirtitiilerek goriintii alindi. 100 bp plus DNA markir1 kullanilarak dizileme i¢in kalip
miktarlar1 belirlendi. Nanodrop 2 000 cihazi ile 6rneklerin yogunluklari 6l¢iildiikten sonra

ornekler -20°C'de saklanda.

3.2.7.4. LSKO Kolonilerine Ait Agaroz Jel Uriinlerinin pJET1.2/blunt Vektériine

Klonlanmasi

LSKO-34, LSKO-35, ve LSKO-98 kolonilerine ait jelden temizlenen PCR
tiriinlerinin  heterozigot veya homoozigot varyasyonlara sahip olup olmadiklarinin
belirlenmesi i¢in temizlenen PCR iirilinleri pJET1.2/blunt vektoriine aktarip, E. coli DH5a
kompetan hiicresine transforme edildikten sonra elde edilen plazmid DNA’lar Sanger DNA
dizileme yontemiyle sekanslandi. Bu amagla, pJET1.2/blunt vektoriine klonlama yapilirken
hazirlanan ilk reaksiyon igerigi Tablo 13'te sunulmustur. Bu dogrultuda hazirlanan 6rnekler
3-5 sn. vortekslenip, spin edildikten sonra tiipler 70°C’de 5 dk. bekletildi. Ardindan, tiiplere
0.5 uL. T4 DNA Ligaz ve 0.5 pL pJET1.2/blunt (25 ng) vektoriinden eklendi. Tiipler 5 sn.
Vorteksin ardindan spin edildi. Sonra tiipler oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Siire sonunda
5’er pL ornek E. coli DH5a kompetan hiicresine transforme edildi, ampisilinli LB agara
yayild1 ve 37°C’lik etiivde kiiltlirde gogaltildu.

16 saat sonra ¢ogalan koloniler ile koloni PCR yapildi. Primer olarak pJET-F ve
pJET-R primer ¢ifti kullanildi. PCR tiiplerine 10’ar pL. dH20 eklendi. Petride ¢ogalan
koloniler deiyonize suya aktarilarak, PCR i¢in kalip olarak kullanildi. PCR igerigi ve 1s1
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dongiisii kosullar1 Tablo 14’te sunulmustur (Tablo 14). PCR f{irtinleri Magen kitinin, ‘PCR
tirlinlinden veya enzim reaksiyonundan saf DNA elde etme’ protokoliine uyularak
temizlendi. Temizlenen iirlinler Sanger yontemi ile dizilendi. DNA dizileme verileri,
SnapGene Viewer v7.2 programi ile goriintiilendi ve hg38 insan referans dizileri ile
karsilagtirilarak incelendi. Dizilenen LSKO kolonilerindeki DNA varyasyonlar1 ve
varyasonlarin transkript ve protein diizeylerindeki etkileri Human Genome Variation Society

(HGVS) kurallarina uygun olarak diizenlendi (69).

Tablo 13. pJET1.2/blunt vektoriine klonlama yapilirken hazirlanan ilk reaksiyon igerigi.

Reaksiyon Icerigi Miktar (uL)
2X Reaksiyon Buffer 5

PCR Uriinii (30 ng/uL) 2.5

Blunting Enzim 0.5

dH,O 1

Toplam 9

Tablo 14. Koloni PCR igerigi ve 1s1 dongiisti kosullari.

Go Taq PCR icerigi Miktar (pL)

5X Buffer 5

MgCl, (25 mM) 1.5

dNTP 0.6

Pr F (10 pmol/ pL) 0.6

Pr R (10 pmol/ uL) 0.6

Go Taq Polimeraz 0.1

Hiicre siispansiyonu 10

dH,O 6.6

Toplam 25

PCR Kosullari Sicaklik ("C)  Siire
Baglangi¢ denatiirasyonu 95 5 dk.
Denatiirasyon 95 30 sn.
Baglanma 60 30 sn. 30x
Sentez 72 1 dk.
Son sentez 72 6 dk.
Bekleme 10 beklet

3.2.8. Hep3B SC-12 ve Hep3B LSKO-104 Kolonilerinden Total RNA izolasyonu

Hep3B SC-12 ve Hep3B LSKO-104 hiicrelerinden, NucleoSpin® RNA Kkiti
kullanilarak total RNA izole edildi. Izolasyon igin her iki hiicreden ii¢ farkli pasajda hiicreler
toplanip -80°C'ye kaldirild1.

Izolasyonlarda dérder milyon hiicre kullamldi. Hiicreler izolasyondan once -

80°C'den alinip pelletlerin ¢6ziilmesi saglandi. Hiicrelerin pargalanmasi i¢in 350 uLL RA1
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tamponu ve 3.5 puL betamerkaptoetanol eklendi. Tiipler yiiksek hizda, pelletler tamamen
¢oziilene kadar vortekslendi. Igeride hiicre pelleti kalmamasima dikkat edildi. Vizkoziteyi
azaltmak i¢in insiilin ignesi kullanilarak bes kez al-ver yapildi. Mor halkali kolonlar 2 mL’lik
toplama tiipiine yerlestirildi. Son al-verden sonra lizatlar insiilin ignesi yardimiyla mor
halkal1 kolonlara aktarildi. 11 000 x g’de oda sicakliginda 1dk. santrifiij yapildi. Santrifiij
sonras1 mor halkali kolonlar atildi. Toplama tiiplerinin i¢inde bulunan lizatin i¢erisine 350
uL %70 etil alkol ilave edilip, 1 000’lik mikro pipet ile on kere al-ver yapilarak homojen bir
karisim olusturuldu. Lizatlar agik mavi halkali kolonlara aktarildi. 11 000 x g de 1dk.
santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipii atildi. Kolon yeni 2 mL’lik toplama tiipiine
yerlestrildi. Kolonlara 350 uL. MDB tamponu eklendi ve 11 000 x g’de 1 dk. santrifiij yapildi.
DNA’lar1 parcalamak i¢in 90 uL Reaksiyon Tamponuna, 10 pL sulandirilmis rDNaz eklendi.
Kolonun tam ortasina enzim karistmindan 95 pL ilave edildilerek, 30°C’de 17 dk. bekletildi.
Siire sonunda kolonlara 200 uL. RAW?2 tamponun ilave edildi. 11 000 x g’de 1dk. santrifiij
yapildi. Toplama tiipleri atildi. Kolonlar yeni 2 mL’lik toplama tiipline yerlestrildi. 600 uL.
RA3 tamponundan eklendi. 11 000 x g’de 1dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant atildu.
Ardindan 6rneklerin tizerine 250 pLL RA3 tamponu eklendi. Kolonun membraninin tamamen
kurumasi i¢in 11 000 x g’de 2 dk. santrifiij yapildi. Kolonlar kit iceriginde bulunan RNaz-
free tiiplere aktarildi. Her bir kolona 60 pLL RNaz icermeyen su eklendi. Oda sicakliginda 2
dk. bekledikten sonra 11 000 x g’de 1 dk. santrifiij yapildi. Ornekler buz igerisine alindu.
RNA orneklerinin 2’ser pul’si %0.6’lik agaroz jelde yiiriitiiliip, goriintiilendi. Yogunluklar
Nanodrop 2 000 cihaz ile 6l¢iildii. Hazirlanan RNA 6rneklerinden cDNA sentezi i¢in 100
ng/ul’lik diliisyonlar hazirlandi. RNA dizileme islemleri i¢in 40 pl.’de 300 ng/ul. RNA
olacak sekilde ornekler hazirlanip -80°C’ye kaldirildu.

3.2.9. RNA Dizileme

Uygun konsantrasyon ve hacimde hazirlanip -80°C’ye birakilan alt1 adet 6rnek (SC-
12 1,SC-12 2,SC-12 3 ve LSKO-104 1,LSKO-104 2, LSKO-104 3) RNA dizileme i¢in
hizmet veren firmaya kuru buz i¢cinde gonderildi.

Gonderilen RNA o6rneklerinin dizileme i¢in uygun olup olmadiklart RNA Screen
Tape analizi ile Bioanalyzer sisteminde (Agilent) incelendi. Tiim RNA 6rneklerinin RNA
integrity number (RIN) degerlerinin >7,0 oldugu belirlendikten sonra RNA dizilemeleri
gerceklestirildi. Kiitliphane hazirligi Illumina Stranded Total RNA Preparation with Ribo-
Zero Plus kiti (I1lumina) kullanilarak gerceklestirildi. Hazirlanan RNA kiitiiphanesi [llumina
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NovaSeq 6 000 platformunda iki yonde 150 bp uzunlugunda 6rnek basina en az 60 milyon
okuma ile dizilendi.

3.2.10. RNA Dizileme Sonuclarinin Biyoenformatik Analizi

Ham dizileme verileri (“.fastq” dosyalar1) tarafimiza iletildikten sonra FASTQC
v0.12.1 (70) ve MultiQC v1.6 (71) yazilimlar1 kullanilarak ham RNA dizileme verilerinin
kalite kontrol analizleri gerceklestirildi. Dizilenen 6neklerin analizler i¢in yeterli kalitede
olduklarina isaret eden Q30 kalite degerlerinin >%90 oldugu goriildiikten sonra
transkriptomik veri analizlerine gecildi. Bu kapsamda ilk olarak, ham okumalar filtrelenerek
analize hazir hale getirildi. Filtreleme islemleri Trimmomatic v0.39.2 (72) ve fastp v0.23.4
(73) yazilimlari kullanilarak gergeklestirilmis olup, filtreleme kapsaminda sirasiyla adaptor
dizilerinin kaldirilmasi, diisiik kaliteli okumalarin filtrelenmesi Phil’s read editér skoru
(<Q20, Phred skoru), baz uzunlugu 50 baz c¢iftinin altindaki okumalarin kaldirilmasi ve
okumalarin ilk bes bazinda goriilen diigiik kaliteli dizilerin uzaklastirilmasi (filtreleme
parametresi: -q 30 -u 20 --cut front --cut tail --cut right) basamaklar1 gerceklestirildi.
Filtreleme neticesinde elde edilen yiiksek kaliteli RNA dizileme okumalar1 Ensembl veri
tabaninda (74) bulunan en gilincel referans insan genomuna GRCh38.pl4
(GCA _000001405.29/hg38) genom anotasyon dosyasi (“.gtf”) ve Hisat2 v2.2.1 (75)
yazilimi kullanilarak referans genoma hizalandi. Hizalama sonucu elde edilen “.bam”
formatindaki diziler Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.17.2 programi ile goriintiilendi.
Ardindan referans genoma hizalanan diziler featureCounts v2.0.6 (76) yazilimu ile islenerek
ham gen bolluk (Ing. raw counts) verisi elde edildi. Ardindan, SC-12 kodlu kontrol hiicreler
ile LSKO-14 kodlu LZTR1 nakavt Hep3B hiicrelerine ait ii¢ tekrarli veriler iki farkli deney
grubu olarak ele alinarak deney gruplar1 arasindaki gen ve transkript diizeyindeki ifade
farkliliklart DeSeq2 v1.42.1 (77) yazilimu ile elde edildi. iki grup arasinda gen ifadesi kat
artis degeri |log2FC|>1.5 ve diizeltilmis p degeri <0.05 olanlar istatistiksel olarak anlamli
ekspresyon degisimi gdsteren genler olarak listelendi. Ekspresyon farklilig1 gésteren genler
icin ayrica DEBrowser v1.30.2 (78) R paketi kullanilarak 1s1 haritas1 hazirlandi. Gruplar
arasinda istatisitksel olarak anlamli zenginlesme farklilig1 gosteren biyolojik siiregler Gen
Seti Zenginlesme Analizi (GSEA) v4.3.3 programi kullanilarak belirlendi. Analizlerde girdi
olarak DeSeq2 ile normalize edilmis istatistiksel olarak anlamli ifade farklilig1 gosteren
genlerin listesi ve gilincel Molecular Signatures Database (MSigDB) v2023.2 gen setleri
kullanildi. GSEA’nin 6nerdigi sekilde elde edilen sonuglarda normalize zenginlesme skoru

(NES) yiiksek olan ve yanlis bulma orani (FDR)<0.25 olan sonuglar istatistiksel olarak
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anlamli olarak degerlendirilerek sunuldu. GSEA kapsaminda ayrica belirlenen biyolojik
siirec kategorileri i¢inde istatistiksel olarak anlamli sonug veren gen setlerinde zenginlesen

ortak genler GSEA programinin Leading Edge Analysis modiilii ile belirlenerek sunuldu.

3.2.11. RNA Dizileme Sonuclarina Gore mRNA Seviyeleri Degisen Genlerin qRT-
PCR ile Dogrulanmasi

RNA dizileme analizleri neticesinde LKSO-104 ve SC-12 hiicreleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli ifade farklilig1 gosterdigi belirlenen yedi genin ekspresyon
diizeyleri qRT-PCR yontemiyle kontrol edildi. Bu dogrultuda ilk olarak Primer3 araci
kullanilarak Tablo 17°de sunulan primerler tasarlanip siparis edildi (79).
3.2.11.1. Hep3B SC-12 ve Hep3B LSKO-104 Hiicrelerinden izole Edilen Total
RNA’lardan ¢cDNA Sentezi

RNA o6rnekleri olarak, SC-12 ve LSKO-104 hiicrelerinden ti¢ farkli zamanda izole
edilen RNA dizileme analizlerine gonderilen total RNA oOrneklerinden kullanilmayip -
80°C'de saklanan 6rneklerden SC-12 ve LSKO-104 hiicreleri i¢in hazirlanan iki ayr1 havuz
ornekleri kullanildi. Total RNA 6rneklerinden ¢cDNA ¢evrimi iScript cDNA sentez kiti

kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon icerigi ve 1s1 kosullar1 Tablo 15°te sunulmustur.

Tablo 15. cDNA sentezi "eaksiyonunun igerigi ve 1s1 dongiisii kosullari.

Reaksiyon Icerigi Miktar (uL)
5X iScript Reaksiyonn Miks 4
iScript Reverse Transkriptaz 1

Total RNA (100 ng/uL) 5
dH,O 10
Toplam 20
Sicaklik (°C) Siire
25 5 dk.
46 20 dk.
95 1 dk.

3.2.11.2. Hep3B SC-12 ve Hep3B LSKO-104 Hiicrelerinden izole Edilen cDNA’larin
Kullanilarak qRT-PCR yapilmasi

cDNA oOrneklerinin  hazirlanmasinin  ardindan Lightcycler 480 II cihazt ve
Lightcycler 480 yazilimi v1.5.0 (Roche) kullanilarak ii¢ tekrarli qRT-PCR deneyleri
gerceklestirildi. qRT-PCR’da  ¢DNA’lar kullanilirken on kat dH20 ile seyreltilip
kullanilmistir. QRT-PCR’a ait reaksiyon icerigi ve qRT-PCR termal kosullar1 Tablo 16’da
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sunulmustur. Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir (Tablo 17).

Tablo 16. qRT-PCR igerigi ve 1s1 dongiisii kosullari.

Reaksiyon Icerigi Miktar (uL)

cDNA 3

Pr F (10 pmol/uL) 0.3

Pr R (10 pmol/uL) 0.3

2X SYBR 5

dH,O 1.6

Toplam 10

qRT-PCR Kosullari Sicaklik (°C)  Siire

Baslangi¢ denatiirasyonu 95 3 dk.

Denatiirasyon 95 15 sn.

Baglanma- Sentez 58 1 dk. 45x

Erime Egrisi 95 4 sn.
60 1 dk.

Tablo 17. qRT-PCR deneylerinde kullanilan primerlerin listesi.

Sira Primer Adi Primer Dizisi 5°-3° Kulanim Amaci

1 AMOTLI1 gRT-PCR_F TCTGGGAGGCATGAAACATCTG AMOTLI mRNA seviyesinin

qRT-PCR ile belirlenmesi

2 AMOTLI1 _gRT-PCR R | TGGGGAGTGGAAGTTACAAAGAG

3 | BMP7_qRT-PCR_F TATGTCAGCTTCCGAGACCTG BMP7 mENA soviycsinin RT:
4 | BMP7 gRT-PCR R GCGTTCATGTAGGAGTTCAGAG PCR ile belirlenmesi
5 | CDH11_gRT-PCR F ATCTACGGTTATGAAGGCAGGG

CDHI1 mRNA seviyesinin qRT-
PCR ile belirlenmesi

6 CDHI11 _gRT-PCR R TAAAACGAGGTCCCCAGTTCTG

7 | KLF5_qRT-PCR_F GAATTTAACCCCACCTCCATCC KLFS mRNA soviyosinin qRT
8 | KLF5 gRT-PCR R CTGACAGGTTGGATGTTTTGTG PCR ile belirlenmesi
9 | RELN_gRT-PCR F GGACAAGACTCACAATGCTCTC RELN mRNA sevigesiain qRT
10 | RELN_gRT-PCR R ATTACGGAATGAAGGTCACCAC PCR ile belirlenmesi

TRIB2 mRNA seviyesinin qRT-
11 | TRIB2_gRT-PCR_F CCCGAGACTCCGAACTTGTC

PCR ile belirlenmesi
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Tablo 17. (Devam)

12 | TRIB2 gRT-PCR R CAAACACCTTGCACACCAGC

13 | VIM_qRT-PCR_F GGAGAAATTGCAGGAGGAGATG | 1\ oy (i inin aRT-

14 | VIM gRT-PCR R TTGCGTTCAAGGTCAAGACG PCR ile belirlenmesi

15 | GAPDH gRT-PCR F | CATGTTCGTCATGGGTGTGAAC Housekeeping GAPDH mRNA
seviyesinin qRT-PCR ile

16 | GAPDH gRT-PCR R | GACTGTGGTCATGAGTCCTTCC belirlenmesi

3.2.12. istatistiksel Analizler ve Grafik Cizimi

Istatistik analizleri ve grafik gizimleri GraphPad v9 ve Microsoft Excel 360
programlart  kullanilarak yapildi. Hep3B hiicrelerine CRISPR/Cas9n yoOnteminin
uygulanmasiyla elde edilen LSKO ve SC kodlu kolonilerdeki LZTR1 protein diizeylerinin
belirlendigi koloni tarama WB deneylerinde her membranda LZTRI1, anti-LZTR1
antikoruyla yaklasik 90 kDa agirliginda belirlenen spesifik olmayan bant (n.s.) ve Alfa
Tubulin bant hacimleri Image Lab v4.1 yazilimi (Bio-Rad) ile kantite edildi. Elde edilen
degerler Alfa Tubulin bant degerine boliinerek normalize edildi ve Hep3B hiicrelerinin
normalize degerlerine kiyasla goreceli kat degisim degerleri belirlendi. Elde edilen verilerle
her membran igin siitun grafikleri ¢izilerek WB membran goriintiileriyle birlikte sunuldu.

Koloni tarama WB deneyleri bir kez tekrarlandigi i¢in istatistiksel analiz yapilmadi.

CRISPR kolonilerinin taranmasiyla seg¢ilen SC-10, SC-12, SC-16, SC-22, LSKO-34,
LSKO-35, LSKO-98 ve LSKO-104 hiicrelerinden ve kontrol olarak kullanilan Hep3B
hiicrelerinden izole edilen total protein lizatlariyla {i¢ kez tekrarlanan ve LZTR1, pan-RAS,
RIT1 ve Alfa Tubulin protein diizeylerinin belirlendigi WB deneylerinde her deney
tekrarindaki sonuglarda protein bant kantitasyon degerleri belirlenip Alfa Tubulin bant
degerlerine boliinerek normalize edildikten sonra elde edilen veriler Hep3B hiicrelerinin
degerlerine boliindii. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi iki yonliit ANOVA yontemi ile
gerceklestirildi ve ¢oklu karsilastirma verileri Dunnett yontemiyle diizeltildi. Sonuglarla

stitun grafigi hazirlanarak WB deney goriintiisiiyle birlikte sunuldu.

WB deneyleri sonunda 6ne ¢ikan SC-12, SC-16, LSKO-35, LSKO-98 ve LSKO-104
hiicrelerindeki LZTR1, pan-RAS, RIT1, p-MEK1/2, MEK1/2, p-ERK1/2, ERK1/2 ve Alfa

Tubulin protein diizeylerinin belirlendigi ii¢ kez tekrarlanan WB deneylerinde elde edilen
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WB goriintiilerindeki bant kantitasyon degerleri belirlendikten sonra Alfa Tubulin
bantlarinin degerlerine boliinerek normalize edildi. Normalize protein seviyelerinin
ortalamalar1 ve standart sapma degerleri hesaplandiktan sonra siitun grafigi ¢izildi.
Ardindan, SC-12 6rneginin protein seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli degisim
gosteren protein degerleri belirlenerek anlamli degisim gosteren sonuglar grafikte
isaretlendi. Istatistik analizleri, iki yonlii ANOVA ydntemi ile gerceklestirildikten sonra
coklu karsilagtirma verileri Dunnett yontemiyle diizeltildi. Se¢ilen WB deney goriintiileri
stitun grafigi ile birlikte sunuldu.

qRT-PCR deneylerinin veri analizleri, {i¢ tekrarli olarak gergeklestirilen deneyler

sonucunda elde edilen cycle threshold (CT) degerleri 2-(delta-deltaCT)

yontemiyle hesaplanarak
gerceklestirildi (80). Hesaplamalarda GAPDH genine ait CT degerleri normalizasyon i¢in
kullanild1 ve SC-12 6rnegine kiyasla gen ifade degisimleri belirlendi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizlerinde iki yonli ANOVA yontemi kullanildi ve g¢oklu karsilagtirma

verileri Sidak yontemiyle diizeltildikten sonra tiim sonuglar siitun grafigi halinde sunuldu.

QRT-PCR deneyleri ile ifade diizeyleri belirlenen genlerin SC-12 ve LSKO-104
orneklerindeki ekspresyon diizeylerindeki degisimler ile ayni orneklerin RNA dizileme
sonuglarinin birbirleriyle uyumlulugu korelasyon grafigi ile analiz edildi. Bunun i¢in, qRT-
PCR ile belirlenen kat degisim degerlerinin iki tabaninda logaritmasi alinarak RNA dizileme
verileriyle kiyaslanabilir hale getirildi. Ardindan, yedi gen i¢in “x” ekseninde RNA dizileme
kat degisim degeri ve “y” ekseninde qRT-PCR kat degisim degeri olacak sekilde dagilim
grafigi ¢izilip dogrunun denklemi ve egimi (R? degeri) belirlendi. R* degerinin >7.0 (korele)

oldugunu ortaya koyan grafik diizenlenerek sunuldu.
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4. BULGULAR
4.1. On Calisma Bulgular:

LZTR1 proteini, 16sin fermuar transkripsiyon diizenleyicisi proteinlerle amino asit
dizisi benzerligi gostermektedir (7). Buna ek olarak, LZTR1’in niikleusa lokalize oldugu
deneylerle dogrulanmis, insan Protein Atlas1 (HPA) veri tabaninda rapor edilmistir (81). Ote
yandan, tez onerisini sundugumuz déonemde, LZTR1’in HCC hiicrelerinde veya baska bir
hiicre tipinde hangi genlerin ekspresyonlari iizerinde etkisinin bulundugunun arastirildig: bir

calisma bulunmamaktadir.

TCGA Agr’nin 2017 yilinda yayimlanan ¢alismasinda TCGA veri tabaninda ekzom
dizileme verileri bulunan 363 HCC hastasinin 10’unda (%3) LZTRI geninde somatik
mutasyonlar bulundugu belirlenmistir (3). Incelenen HCC hastalarinda LZTRI’de tespit
edilen mutasyon orani, somatik mutasyonlar1 daha énceden HCC ile iliskilendirilmis ve
Onemli siiriicli genler arasinda yer aldigi bilinen KRAS (%1), NRAS (%1) ve CDKN2A (%?2)
gibi genlerin mutasyon sikligindan daha yiiksektir. Bu durum, LZTRI geni iizerinde
durmamiza yol agmustir. Bu nedenle TCGA veri tabaninin cBioPortal arayiiziinii kullanarak
yayinda belirtilen LZ7TRI mutasyonlarini inceledik (82). S6z konusu yayinda, 840 amino
asitlik LZTR1 proteinini kodlayan LZTRI geninde 10 hastada belirlenen mutasyonlar
arasinda sekiz hastada (%80) proteinin Kelch domainine denk gelen ekzon 7-intron 7
kirpilma bolgesinde 37 niikleotitlik homozigot bir delesyon (p.E217 splice), diger iki
hastadan birinde BTB-1 domainin basindan itibaren erken sonlanmaya neden olan bir
homozigot non-sense mutasyon (p.W437%*) ve son hastada ise bir homozigot yanlis anlaml
(missense) amino asit degisimi (p.Q483L) belirlendigini gordiik (Sekil 1A). Bu bulgular,
HCC hastalarinda LZTRI geninde belirlenen mutasyonlarin %90’mnin proteinin erken
sonlanmasina neden oldugunu ortaya koymaktadir. Bu durum bize, LZTR1 proteininin
hiicredeki kaybinin HCC hastalarinda HCC gelisimine katki sagliyor olabilecegini ve
LZTR1’in HCC gelisiminde bir tiimdr baskilayici gen olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bunun
yanisira, laboratuvarimizda bulunan yedi farkli HCC hiicre hattindaki LZTR1 protein
diizeylerini WB yontemi ile inceledik ve inceledigimiz HCC hiicre hatlar1 arasinda LZTR1
protein diizeyinin Hep3B hiicrelerinde daha yiiksek oldugunu belirledik (Sekil 1B). Bunun
ardindan, The Cancer Cell Line Encylopedia (CCLE) veri tabaninda Hep3B hiicre hattina
ait ekzom dizileme verilerini inceleyerek LZTRI geninin Hep3B hiicre hattinda WT

oldugunu gordiik. (83). Buna gore, elde ettigimiz 6n calisma verilerine ve literatiirdeki
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bilgilere dayanarak bu tez ile, WT LZTRI1 proteinini inceledigimiz diger HCC hiicre

hatlaria kiyasla yiiksek diizeyde ifade eden Hep3B hiicrelerinde CRISPR/Cas9 yontemiyle

LZTRI

geninin nakavt edilmesi ve ardindan LZTR1 ifade eden ve etmeyen Hep3B

hiicrelerinde transkriptomik veri analizlerinin gergeklestirilmesi yaklasimini kullanarak

LZTRI’in Hep3B hiicrelerinde ifade diizeylerini etkiledigi genlerin belirlenmesi

amaglanmustir.
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Sekil 1. TCGA HCC kohortundaki hastalarda LZTRI geninde belirlenen somatik

mutasyonlar ve HCC hiicre hatlarindaki LZTR1 protein diizeyleri. A. Ekzom
dizilemesi yapilan 363 HCC hastasinin sekizinde LZTRI geninde Kelch
domaininden itibaren delesyona ve kirpilmanin bozulmasina neden olan bir
mutasyon (E217 splice), birinde BTB-1 domainin bagindan itibaren sonlanmaya
neden olan W437* mutasyonu ve bir hastada yanlis anlamli amino asit degisimi
(Q438L) belirlenmistir. Sekil, cBioPortal araci kullanilarak ve Frattini vd.
yayininda belirtilen LZTR1 protein domainleri dikkate alinarak hazirlanmistir (12,
82). B. Yedi farklt HCC hiicre hattindaki LZTR1 protein diizeyleri WB yontemiyle
belirlendi. Son iki kuyudaki 6rnekler Flag ve HA etiketi ve linker dizi ile birlikte
transfekte edilen NIHF ve NS iligkili LZTR 1 mutant proteinlerini kalic1 olarak ifade
eden HEK293 Flp-In hiicrelerinden hazirlanan protein lizatlar1 olup, dogru banti
belirlemek igin pozitif kontrol 6rnekleri olarak kullanilmistir. Etiketsiz LZTR1 95
kDa olup, son iki kuyudaki etiketli LZTR1 proteinleri 5 kDa daha agirdir (100 kDa).
Protein  yiiklemesinin ~ kontroli  anti-GAPDH  antikoru  kullanilarak
gergeklestirilmistir.
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4.2. LZTRI Nakavt ve Kontrol Hep3B Hiicre Klonlarimin Hazirlanmasi

Tezin birinci hedefi olan “CRISPR/Cas9 genom diizenleme yontemiyle LZTRI
geninin nakavt edildigi Hep3B hiicre klonunun hazirlanmas1” dogrultusunda, CRISPR/Cas9
genom diizenleme yontemi kullanilarak Hep3B hiicre hattinda LZTRI geninin nakavt
edildigi hiicre klonunun ve insan genomunu hedeflemeyen scrambled (SC) sgRNA dizisinin
(Tablo 1) (68) kullanilarak LZTRI geninin nakavt edilmedigi negatif kontrol Hep3B

klonunun hazirlanmasi amac¢lanmistir.
4.2.1. Plazmid DNA’larin Hazirlanmasi ve Kolonilerin Elde Edilmesi

Tezin birinci hedef kapsaminda CRISPR/Cas9 genom diizenleme yontemini
uygulayarak Hep3B hiicrelerinde LZTRI geninin nakavt edildigi ve edilmedigi (kontrol)
hiicre kolonileri olusturulmustur. Bu dogrultuda ilk olarak Benchling biyoenformatik aract
kullanilarak (67) Cas9n enzimini insan genomunda LZTR geninin 1. ekzonunda iki allelini
ayr1 ayrt hedefleyecek sgRNA dizileri belirlendi (Sekil 2A). Bunun ardindan, LZTR1
sgRNA’larinin ¢cDNA dizilerini pX462 vektoriine aktarilabilmemiz ic¢in uglarima BbSI
restriksiyon enzimi tanima dizileri olacak sekilde siparis edildi (Tablo 1). Akabinde, LZTR1
gRNA dizileri pX462 vektoriine aktarilip elde edilen plazmid DNA’lar icinde
hedefledigimiz sekilde LZTR1 gRNA’lar1 kodlayan DNA dizilerini igeren plazmid
DNA’lar icerenler Sanger DNA dizileme yontemiyle belirlendi. Buna ek olarak, daha
onceden hazirladigimiz, scrambled gRNA dizisini i¢eren plazmid DNA’nin dogrulugu da
yine Sanger DNA dizileme yOntemiyle incelenerek istenen diziyi igerdigi gorildi (Sekil
2B). Ardindan, hazirlanan plazmid DNA’lar Hep3B hiicrelerine transfekte edildi ve ayri
koloniler halinde kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Bu islemler sonunda LZTRI geninin nakavt
edildigi diisiliniilen toplam 107 koloni (LSKO kolonileri) ve scrambled gRNA kullanildig:
icin LZTR1’in nakavt edilmedigi diisiiniilen toplam 22 koloni (SC kolonileri) elde edildi.

4.2.2. LZTR1 Geninin Nakavt Edildigi Klonlarin Se¢ilmesi ve Bu Klonlarda INDEL

Analizlerinin Gerg¢eklestirilmesi

Birinci hedef kapsaminda elde edilen kolonilerde, WB ve Sanger DNA dizileme
analizleri yaparak LZTRI’in nakavt edildigi koloniler ve edilmedigi kontrol kolonileri
belirlendi. Bu dogrultuda ilk olarak, 107 adet Hep3B LSKO kolonisinden ve 22 adet SC
kolonisinden total protein izolasyonu yapilip anti-LZTR1 ve anti-Alfa Tubulin primer
antikorlar1 ile LZTR1 protein diizeyleri belirlendi. WB deneyleri sonucunda 95 kDa
agirhigindaki LZTR1 protein diizeylerinin Hep3B hiicrelerine kiyasla en ¢ok azaldigi LSKO-
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34, 35, 98 ve 104 isimli koloniler ve Hep3B hiicrelerinin LZTR1 protein seviyesine yakin
olan SC-10, 12, 16 ve 22 isimli koloniler tez ¢alismalarinin devaminda kullanilmak iizere

secildi (Sekil 3-6).

Tiim kolonilerin WB y0Ontemiyle taranip ¢alismaya devam edilecek kolonilerin
belirlenmesinin ardindan, WB deneyleri sonucunda segilen Hep3B kolonilerinde LZTRI
geninde CRISPR/Cas9 yontemiyle diizenlenmesi hedeflenen 1. ekzondaki genomik DNA
dizileri belirlenmeye ¢alisildi. Bunun i¢in ilk olarak secilen sekiz koloniden gDNA’lar izole
edilip LZTRI’in 1. ekzonu amplifiye edildi. PCR f{irilinlerinin agaroz jel elekroforezi
yontemiyle gozlenmesi neticesinde segilen SC kodlu kolonilerin hepsinde hedeflenen
amplikon uzunlugundaki iiriinlerin elde edildigi goriildii. LSKO kolonileri arasinda ise
LSKO-34 ve LSKO-35 orneklerinde hedeflenenden biraz daha kisa iiriin elde edildigi,
LSKO-98 hiicrelerinden hedeflenen iiriinden yaklasik 50 bp daha kisa ve tek bant iiriin elde
edildigi gortildii. LSKO-104 hiicrelerinden ise biri yaklasik 150 bp uzunlugunda olan iki ayr1
bant amplifiye edildigi goriildii (Sekil 7).

52



A 1
HIBC P G ST ¢ ¢ UC ARG C c NS I

_ LZTR1-221 Exon 1
LZTR1

T T

LCGCCCTGCGACGAGTTCGT

26 28 10 32 34 36 38 40 42 44 46 43 50 52 54 56 58 60 62 64 66
PALP s NEDEEREDH s ¢ s s NEEINED T IBA B P EEED T MOy ROVIREEES P ¢ ¢ DEENERVS ¢ AR

LZTR1-221 Exon 1
LZTR1

| 1
CACCGCCGCCCTGCGACGAGTTCGTIGTTT

LZTR1 gRNA-1

| 1
CACCG|CAGCGAT G6GCACTGTTTCGAA|GTTT

LZTR1 gRNA-2

1
C AE Cle T AT T AC T 6 AT AT T 6 67 6 6 66T %I

scrambled gRNA

Sekil 2.

Hep3B hiicrelerinde LZTR1’in nakavt edilmesi i¢in genomda hedeflenen bolge ve
pX462 vektoriine aktarilan gRNA’lar1 kodlayan DNA dizilerinin Sanger DNA
dizileme kromatogramlari. A. Benchling araci kullanilarak, insan genomunda
LZTRI geninin 1. ekzonunda iki DNA ipliginde gRNA’lar araciligiyla hedeflenen
DNA dizileri (mavi gergeveler) ve bitisigindeki PAM dizileri (kirmiz1 ¢ergeveler).
B. Molekiiler klonlama yontemiyle pX462 vektoriine aktarilmasi islemi sonucunda
sec¢ilen plazmid DNA’lardan planlandigi sekilde gRNA kodlayan DNA dizilerini
icerdigini gosteren Sanger DNA dizileme sonuglari. Kirmizi ¢ergeveler vektoriire
yerlestirilen dizileri gostermektedir.
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Sekil 3. LSKO1-40 aras1 Hep3B hiicrelerindeki LZTR1 protein diizeyleri. A. LSKO1-8, B.
LSKO9-16, C.LSKO17-24, D. LSK025-32 ve E. LSK0O33-40 kolonilerinden izole
edilen total protein lizatlarindaki LZTR1 ve Alfa Tubulin protein diizeyleri WB
yontemiyle belirlenmistir. Alfa Tubulin bant yogunluk degerlerine gore normalize
edilen LZTRI1 protein diizeylerinin Hep3B hiicrelerindeki normalize LZTRI
protein diizeylerine kiyasla degisimleri siitun grafiklerinde gosterilmistir. n.s:
Kullanilan anti-LZTR1 antikoru ile yaklasik 90 kDa agirliginda belirlenen spesifik
olmayan bant.
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Sekil 4. LSKO41-80 aras1 Hep3B hiicrelerindeki LZTR1 protein diizeyleri. A. LSKO41-48,
B. LSK049-56, C. LSKO57-64, D. LSKO65-72 ve E. LSKO73-80 kolonilerinden
izole edilen total protein lizatlarindaki LZTR1 ve Alfa Tubulin protein diizeyleri
WB yontemiyle belirlenmistir. Alfa Tubulin bant yogunluk degerlerine gore
normalize edilen LZTRI1 protein diizeylerinin Hep3B hiicrelerindeki normalize
LZTR1 protein diizeylerine kiyasla degisimleri siitun grafiklerinde gdsterilmistir.
n.s: Kullanilan anti-LZTRI1 antikoru ile yaklagik 90 kDa agirliginda belirlenen
spesifik olmayan bant.
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Sekil 5. LSKO81-107 arast Hep3B hiicrelerindeki LZTR1 protein diizeyleri. A. LSKOS81-
88, B. LSK089-96, C. LSK0O97-104 ve D. LSKO105-107 kolonilerinden izole
edilen total protein lizatlarindaki LZTR1 ve Alfa Tubulin protein diizeyleri WB
yontemiyle belirlenmistir. Alfa Tubulin bant yogunluk degerlerine gore normalize
edilen LZTRI1 protein diizeylerinin Hep3B hiicrelerindeki normalize LZTRI
protein diizeylerine kiyasla degisimleri siitun grafiklerinde gosterilmistir. n.s:
Kullanilan anti-LZTR1 antikoru ile yaklasik 90 kDa agirliginda belirlenen spesifik
olmayan bant.
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Sekil 6. SC1-22 arast Hep3B hiicrelerindeki LZTR1 protein diizeyleri. A. SC1-12 ve B.
SC13-22 kolonilerinden izole edilen total protein lizatlarindaki LZTR1 ve Alfa
Tubulin protein diizeyleri WB yontemiyle belirlenmistir. Alfa Tubulin bant
yogunluklarma gore normalize edilen LZTR1 protein diizeylerinin Hep3B
hiicrelerindeki normalize LZTR1 protein diizeylerine kiyasla degisimleri siitun
grafiklerinde gosterilmistir. n.s: Kullanilan anti-LZTR1 antikoru ile yaklasik 90
kDa agirliginda belirlenen spesifik olmayan bant.
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Sekil 7. WB sonuglarina gore segilen sekiz Hep3B kolonisinden PCR yontemiyle amplifiye
edilen ve LZTRI’in 1. ekzonunu iceren PCR f{irlinlerinin agaroz jel elektroforezi
sonucu. LZTRI’in 1. ekzonunun WT olmasi durumunda 486 baz cifti (bp)
uzunlugunda bir iirlinliin amplifiye olmasi beklenmektedir. Neg. Kontrol: Negatif
kontrol (su).

Uyguladigimiz CRISPR/Cas9n yonteminin LZTRI geninin karsilikli iki ipliginde
ayr1 genomik degisiklikler yapmasini hedefledigimiz i¢in agaroz jel elektroforezi sonrasinda
tek bant goriilen LSKO-34, LSKO-35 ve LSKO-98 kolonilerine ait jelde yiiriitilen PCR
iriinleri kesilip allel bazinda dizileme yapmak {izere ayrildi, temizlendi ve pJET vektoriine
klonlandi. pJET vektoriine aktarilarak elde edilen plazmid DNA’lar DH5a bakterilerine
transforme edilip elde edilen koloniler dizilendi. Bu yolla, LSKO-34 ve LSKO-35 igin
dorder adet, LSKO-98 i¢in ise sekiz adet plazmid DNA dizilendi. SC kolonilerinden (tek
bant oldugu ve WT olmas1 beklendigi i¢in) ve LSKO-104 hiicrelerinden (iki bant belirlendigi
icin (Sekil 7)) elde edilen PCR firiinleri ise jelden kesilip temizlendikten sonra pJET
vektoriine aktarilmadan dogrudan dizilendi. Sanger DNA dizilemelerinin sonucunda

incelenen tiim SC kolonilerininin gDNA dizilerinin WT oldugu gériildii. incelenen LSKO
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ornekleri arasindan sadece LSKO-98 hiicrelerinde LZTR1 genininde homozigot varyasyon
bulundugu, LSKO-34, 35 ve 104 hiicrelerinde ise heterozigot varyasyonlar bulundugu
belirlendi (Tablo 18).

Buna gore LSKO-34 hiicrelerinde LZTR! geninin 1. ekzonunda DNA ipliklerinin
birinde 25 niikleotidin delesyona ugraylp Timin (T) niikleotidinin insersiyonunun
gerceklestigi ve bu durumun LZTR1 ¢cDNA’sinda c.163-188delinsT varyasyonuna neden
olarak cerceve kaymasina sebebiyet verdigi ve LZTR1’in 3. ekzonunda erken sonlanmaya
yol acarak 92 amino asitlik kisa bir proteinin ¢evrilmesine neden oldugu belirlendi (Sekil 8A
ve C, Tablo 18). LSKO-34 hiicrelerinde LZTR! geninin 1. ekzonuna karsilik gelen diger
DNA ipliginde ise 17 niikleotidin delesyona wugrayip Sitozin (C) niikleotidinin
insersiyonunun gerceklestigi ve bu durumun LZTR1 cDNA’sinda c.170-187delinsC
varyasyonuna neden olarak ¢erceve kaymasina sebebiyet verdigi ve LZTRI’in 2. ekzonunda
erken sonlanmaya yol acarak 70 amino asitlik kisa bir proteinin ¢evrilmesine neden oldugu
belirlendi (Sekil 8B ve C, Tablo 18). LSKO-35 hiicrelerinde LZTR!I geninin 1. ekzonunda
DNA ipliklerinin birinde bes niikleotit delesyona ugramasiyla ve bu durumun LZTR1
cDNA’sinda ¢.172-176delCCGCC varyasyonuna neden olup ¢ergeve kaymasina sebebiyet
vermesi sonucunda LZTR1’in 2. ekzonunda erken sonlanmaya yol acarak 75 amino asitlik
kisa bir proteinin ¢evrilmesine neden oldugu belirlendi (Sekil 9A ve C, Tablo 18). LSKO-
35 hiicrelerinde LZTRI geninin 1. ekzonuna karsilik gelen diger DNA ipliginde ise 17
niikleotidin delesyona ugradigt ve bu durumun LZTR1 cDNA’sinda c.179-195dell7
varyasyonuna neden olup gerceve kaymasina sebebiyet vererek LZTRI’in 2. ekzonunda
erken sonlanmaya yol agmasi nedeniyle 71 amino asitlik kisa bir proteinin ¢evrilmesine
sebep oldugu belirlendi (Sekil 9B ve C, Tablo 18). LSKO-98 hiicrelerinde 56 niikleotidin
delesyona ugradigi ve iki niikleotidlik bir insersiyonun gergeklestigi homozigot
varyasyonunun oldugu ve bu durumun LZTRI1 c¢DNA’sinda c¢.132 189delinsAC
varyasonuna neden olarak g¢ergeve kaymasina sebebiyet vermesi sonucu LZTRI’in 2.
ekzonunda erken sonlanmaya yol acarak 57 amino asitlik kisa bir proteinin ¢evrilmesine
neden oldugu belirlendi (Sekil 10, Tablo 18). Son olarak, LSKO-104 hiicrelerinde LZTR1
geninin 1. ekzonunda DNA ipliklerinin birinde 23 niikleotidin delesyona ugradigi ve bu
durumun LZTR1 c¢DNA’sinda c.154 176del23 varyasyonuna neden olup c¢erceve
kaymasia sebebiyet vererek LZTRI’in 2. ekzonunda erken sonlanmaya yol agmasi
nedeniyle 68 amino asitlik kisa bir proteinin ¢evrilmesine neden oldugu belirlendi (Sekill 1A

ve C, Tablo 18). LSKO-104 hiicrelerinde LZTR1 geninin 1. ekzonuna karsilik gelen diger

59



DNA ipliginde ise transkripsiyon baslama bolgesini de iceren 299 niikleotidin delesyona
ugrayilp dort niikleotidlik insersiyonun gergeklestigi ve bu durumun transkripsiyonun
baslamamasina neden olarak bu allelden mRNA iiretilmemesine ve bu nedenle protein

cevrilmemesine yol agacagi tahmin edildi (Sekill11B ve C, Tablo 18).

Tablo 18. Secilen LSKO klonlarinin alellerindeki degisimler.

Koloni ismi Alel no DNA Protein
1. Alel c.163-188delinsT p.-Arg55Serfs*38
LSKO-34 2. Alel | ¢.170-187delinsC p.ProS8Argfs*13
1. Alel c.172-176del CCGCC p.Pro58Leudelfs*18
PR3 2. Alel | c.179-195del17 p.Asp61Profs*11
1. Alel c.132 189delinsAC p-Asn44Lysfs*14
LSKO-98 2 Alel | 132 189delinsAC p.Asnd4Lysfs*14
1. Alel c.154 176del23 p.His51Leufs*18
LSKOZA 2. Alel c.0 p.0
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LSKO-34 Allel-1

etaggciigtcgpgangag; gggctegeeGGGA]
AATGTGGTTTCTCCAGCCGGCCCGGGGCGGTGGCCGCAAGTTGGGCTTACAGCGC
GGCCGATCCGGCGTGGACCCGGGATGGCTGGACCGGGCAGCACGGGGGGGCAG
ATCGGGGCTGCGGCCCTGGCAGGCGGCGCGCGGTCCAAGGTAGCCCCGAGCGTG
GACTTCGACCATAGCTGCTCGGACAGTGTCGAGTACCTGACGCTCAACTTCGGGC

LSKO-34 Allel-2

gtaggetigiogggaagaget ggaggg gecGGGA|
AATGTGGTTTCTCCAGCCGGCCCGGGGCGGTGGCCGCAAGTTGGGCTTACAGCGC
GGCCGATCCGGCGTGGACCCGGGATGGCTGGACCGGGCAGCACGGGGGGGCAG

ATCGGGGCTGCGGCCCTGGCAGGCGGCGCGCGGTCCAAGGTAGCCCCGAGCGTG
GACTTCGACCATAGCTGCTCGGACAGTGTCGAGTACCTGACGCTCAACTTCGGGC

CCTTCGAAACAGTGCATCGCTGGCGGCGCCINENOOIBOONBERE  TCGTGGG
TGCCCGgtacggtgggcticatggggtectgaggacaggaagggcgatetgegagggteccagggegggtecaggggegaa
C; 1t

CCTTCGAAACAGTGCATCGCTGGT N GOOI0G00NISOEREERENCGT1GGG

ta;

GCTGGILICGTGGG G GC GCClc|]Tc oG TG

LZTR1 WT ) T
s ek NG |21 o e | | 2
=
§
s BT 3 3 3 3 I 3 i €0 e )
NFL006768.2  AA 67 112 168 222 212 328 387 442 575‘ Bﬂl 765) B840
114 174 228 283 429 579 655 772
Allel-1 A A A /
NC_000022.11 :g.20,982,534_20,982,559delinsT n n H n n | 11|3‘ TR
NM_006767.4 :c.163-188delinsT
del25 Stop
insT
3
3 NP_006758.2 :p. ArgS5Serfs*38 Nc
4
77 AA 67 92
-

Allel-2: / A A ) ”
NUCOD6TET 4 O STan e H B B B El E HH lE‘ IEI |21 | Fuw
NM_006767.4 :¢.170-187delinsC

del17 Stop
InsG

NP_006758.2 :p.Pro58Argfs 13 N—Bc
AA 67 70

Sekil 8. LSKO-34 klonunda LZTRI’in 1. ekzonunun DNA sekanslar1 ve mRNA ve protein
diizeyindeki etkilerinin sematik gosterimi. A. ve B. LSKO-34 hiicrelerinden PCR
yontemiyle amplifiye edilen LZTRI’in 1. ekzonunu igeren DNA dizisi pJET
vektoriine klonlandiktan sonra genin iki ipligini igeren plazmid DNA’lar Sanger
DNA dizileme yontemiyle dizilenip analiz edilerek iki iplikte farkli varyasyonlarin
bulundugu belirlendi. C. WT LZTR1 referans gDNA, mRNA ve protein dizilerine
gore LSKO-34 hiicrelerindeki varyasyonlarin sematik gosterimi. Uzeri mavi ve
pembe renkli diziler sirasiyla forward ve reverse primerlerin baglandigi dizileri,
tizeri kirmizi renkli diziler delesyon belirlenen dizileri, kirmizi renkli diziler
niikleotit degisimini gostermektedir. 3° UTR: 3 proteine ¢evrilmeyen bolge (UTR),
5’: 5 UTR, N: Amino ug, C: Karboksi u¢, AA: Amino asit, K: Kelch domaini,
BTB: BTB domaini, BACK: BACK domaini, Stop: Sonlanma kodonunun olustugu
yer.
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A. LSKO-35 Allel-1 B. LSKO-35 Allel-2
RIRECURICEREMBARCIRRIRERCE 28 8 gEetegecGGGA fagactigtegggangagcigpages EECECIZECCRRACEIg ZeLCtc
AATGTGGTTTCTCCAGCCGGOCCGGGGCGGTGGCCGCAAGTTGGGETTACAGCGC AATGTGGTTTCTCCAGCCGGCCCGGGGCGGTGGCCGCAAGTTGGGCTTACAGCGC
GGCOGATCCGGCGTGGACCCGGOATGGCTGGACCGGGCAGCACGGGGGGGCAG GGCCGATCCGGCGTGGACCCGGGATGGCTGGACCGGGCAGCACGGGGGGGCAG
ATCGGGGCTGCGGCCCTGGCAGGOGGCGCGCGGTCCAAGGTAGCCCCGAGCGTG ATCGGGGCTGCGGCCCTGGCAGGCGGCGOGCGGTCCAAGGTAGCCCCGAGCGTG
GACTTCGACCATAGCTGCTCGGACAGTGTCGAGTACCTGACGCTCAACTTCGGGC GACTTCGACCATAGCTGCTCGGACAGTGTCGAGTACCTGACGCTCAACTTCGGGC
CCTTCGAAACAGTGCATCGCTGGCGGCGCCTCIMMIC TGCGACGAGTTCGTGGG cmccmcaamamacmcﬁamccrcccccc
WWWIWWWWW
BecpgeRgatEgtgtectggRgtaggalctggtaal
delS
¢ &¢Iy 6 76 ta N G 66 BT R TG 6 6
N\
[\
|
C. -
% wacsorea (o ] B o[ (4 [ (o] o] [ e o] o o o] ] o] el e
e, «— N e ) n CTI =) BT D
MP_RONTSRZ  AA m| m| m | .y ’
" 4 s m T s m
Allel-1: A [ A A
Eomnamaaze fIH H 010101 N 1 2
ael5 Stop
g NP_006758.2 :p.ProSBLeudelfs*18 u—.@c
g AA ™
)
Allel-2:
NC_000022.11 :9.20,982,550_20,982,567del17 E H H B E @ H E E . E @ E E E E E . l H |2||3 UtTR
NM_006767.4 :c.179-195del17
u- Stop
NP_006T58.2 :p.AspB1Profs™11 N c
AN L]

Sekil 9. LSKO-35 klonunda LZTRI’in 1. ekzonunun DNA sekanslar1 ve mRNA ve protein
diizeyindeki etkilerinin sematik gdsterimi. A. ve B. LSKO-35 hiicrelerinden PCR
yontemiyle amplifiye edilen LZTRI’in 1. ekzonunu igceren DNA dizisi pJET
vektoriine klonlandiktan sonra genin iki ipligini igeren plazmid DNA’lar Sanger
DNA dizileme yontemiyle dizilenip analiz edilerek iki iplikte farkli varyasyonlarin
bulundugu belirlendi. C. WT LZTR1 referans gDNA, mRNA ve protein dizilerine
gore LSKO-35 hiicrelerindeki varyasyonlarin sematik gdsterimi. Uzeri mavi ve
pembe renkli diziler sirasiyla forward ve reverse primerlerin baglandig: dizileri,
tizeri kirmiz1 renkli diziler delesyon belirlenen dizileri gdstermektedir. 3 UTR: 3’
proteine ¢evrilmeyen bolge (UTR), 5°: 5° UTR, N: Amino ug, C: Karboksi ug, AA:
Amino asit, K: Kelch domaini, BTB: BTB domaini, BACK: BACK domaini, Stop:
Sonlanma kodonunun olustugu yer.
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LSKO-98
del56
gtaggcttgtcggpaagagctggagggcgcaagtgcggegetggecggacgtgecgeaccgtcagegeagggcetcgccGGGA C T CAAI|AC|G TG G G

AATGTGGTTTCTCCAGCCGGCCCGGGGCGGTGGCCGCAAGTTGGGCTTACAGCGC
GGCCGATCCGGCGTGGACCCGGGATGGCTGGACCGGGCAGCACGGGGGGGCAG
ATCGGGGCTGCGGCCCTGGCAGGCGGCGCGCGGTCCAAGGTAGCCCCGAGCGTG
GACTTCGACCATAGCTGCTCGGACAGTGTCGAGTACCTGACGCTCAAA CEGEE
TGGG

TGCCCGgtacggtgggcttcatggggtectgaggacaggaagggegatetgegagggteecagggegggtecaggggegaa

LZTR1 WT -

s R D B R D E E E ER e

ey (N S )

NP_OOGTSB2  AA g7 qes| zm| 22| am %7 2 —] £ —)
72

442
114 174 228 283 429 579 655

LZTR1 WT

NC_000022.11 :20,882,503_20,982,560dlelinsAC n n n n H |z1[a’um
NM_006767.4 :c.132_189delinsAC

del56 Stop
insAC

LSKO-98

NP_006758.2 :p. AsnddLysfs'14 N
AA
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Sekil 10. LSKO-98 klonunda LZTR1’in 1. ekzonunun DNA sekanslar1 ve mRNA ve protein
diizeyindeki etkilerinin sematik gosterimi. A. LSKO-98 hiicrelerinden PCR
yontemiyle amplifiye edilen LZTRI’in 1. ekzonunu igeren DNA dizisi pJET
vektoriine klonlandiktan sonra genin iki ipligini igeren plazmid DNA’lar Sanger
DNA dizileme yontemiyle dizilenip analiz edilerek homozigot bir varyasyonun
bulundugu belirlendi. B. WT LZTR1 referans gDNA, mRNA ve protein dizilerine
gore LSKO-98 hiicrelerindeki varyasyonlarin sematik gosterimi. Uzeri mavi ve
pembe renkli diziler sirasiyla forward ve reverse primerlerin baglandig: dizileri,
tizeri kirmizi renkli diziler delesyon belirlenen dizileri, kirmizi renkli diziler
niikleotit degisimini gostermektedir. 3° UTR: 3’ proteine cevrilmeyen bolge
(UTR), 5°: 5> UTR, N: Amino ug, C: Karboksi u¢, AA: Amino asit, K: Kelch
domaini, BTB: BTB domaini, BACK: BACK domaini, Stop: Sonlanma
kodonunun olustugu yer.
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A. LSKO-104 Allel-1 B. LSKO-104 Allel-2

ata lataggetigteggeaagagetagagggegcangigeggc)

tcgecGGGAAATGTGGTTTCTCCAGCCGGCCCGGGGCGGTGGCCGCAAGTTGGGCTT]
ACAGCGCGGCCGATCCGGCGTGGACCCGGGATGGCTGGACCGGGCAGCACGGG
GGGGCAGATCGGGGCTGCGGCCCTGGCAGGCGGCGCGCGGTCCAAGGTAGCCCC

GAGCGTGGACTTCGACCATAGCTGCTCGGACAGTGTCGAGTACCTGACGCTCAAC CGACGAGTTCG
TTCGGGCCCTTCGAAACAGTG TGCGACGAG ‘GGGTGCCCG gegegaicigegagggtoccaggpegppiccagy
TTCGTGGGTGCCCGgtac ggcgaageegg
del299
del23 insACTG
ACAGTGCTGC G A C 66 CACTGGTC G A
| f \
C.
LZTR1 WT l
5 G4 i oo o e o o o e
E
§ T T ey e e g B e e e B L
NP_006758.2  An 67 112 1e8| zz2| 272| 28 38 4z 75| 654 ug) 40
14 174 228 283 429 579 655 12
Allel-1: A A A - ~
s 0 {o{iol v o ol o o o
NM_006767 4 :c.154_176del23
del23 Stop
o
9 NP_006758.2 :p.His51Leufs'18 N C
] AL 68
<]
=
E |
Allel-2: A A ) A A N ~—
NC_000022.11 :.20,982,251_20,982,549delinsACTG @\H H B E H EI El El @ E{ E E‘ H |21|,.u1-R
NM_006767.4 :c.0
del299 insACTG
NP_006758.2 :p.0

Sekil 11. LSKO-104 klonunda LZTR I’in 1. ekzonunun DNA sekanslar1 ve mRNA ve protein
diizeyindeki etkilerinin sematik gosterimi. A. ve B. LSKO-104 hiicrelerinden
PCR yontemiyle amplifiye edilen LZTR1’in iki DNA ipliginde 1. ekzonu iceren
PCR bantlar1 Sanger DNA dizileme yontemiyle dizilenip analiz edilerek genin iki
ipligini farkli varyasyonlarin bulundugu belirlendi. C. WT LZTRI1 referans
gDNA, mRNA ve protein dizilerine gére LSKO-104 hiicrelerindeki
varyasyonlarin sematik gdsterimi. Uzeri mavi ve pembe renkli diziler sirasiyla
forward ve reverse primerlerin baglandig dizileri, lizeri kirmiz1 ve yesil renkli
diziler sirastyla delesyon ve insersiyon belirlenen dizileri gostermektedir. 3” UTR:
3’ proteine ¢evrilmeyen bolge (UTR), 5°: 5° UTR, N: Amino ug, C: Karboksi ug,
AA: Amino asit, K: Kelch domaini, BTB: BTB domaini, BACK: BACK domaini,

Stop: Sonlanma kodonunun olustugu yer.
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Tezin devaminda yapilacak RNA dizileme ¢alismalarinda birer adet negatif kontrol
(SC) ve LZTR1 nakavt (LSKO) Hep3B hiicresine ihtiya¢ duyuluyor olmasina ragmen koloni
tarama WB deneyleri ve DNA dizi analizleri neticesinde dort adet SC ve LSKO kolonisinin
kullanilabilir durumda olmasi nedeniyle 6ne ¢ikan birer adet koloniyi belirleyebilmek i¢in
ilave deneyler yapildi. LZTR1 proteininin CUL3 proteini tarafindan kanonik RAS
proteinlerinin ve RIT1 proteinin poliubikitinasyonuna aracilik ederek hiicre i¢indeki kanonik
RAS ve RIT1 protein diizeylerinin azalmasina yol agtig1 bilinmektedir (4-6, 13, 14). Bu
nedenle, 6ne ¢ikan Hep3B CRISPR kolonileri arasinda LZTR1 proteininin varliginin ve
yoklugunun fonksiyonel etkisini en iyi yansitan Hep3B hiicrelerini belirlemek amaciyla,
anti-LZTR1 antikoruna ek olarak, anti-pan-RAS (kanonik RAS proteinlerini taniyan antikor)
ve anti-RIT1 antikorlarini kullanarak 6ne ¢ikan sekiz koloniden izole edilen total protein
lizatlarinda LZTR1, kanonik RAS ve RIT1 proteinlerinin diizeyleri WB deneyleriyle
incelendi. WB deneyleri neticesinde LZTR1 protein diizeylerinin SC kolonileri arasinda SC-
12 ve SC-16 hiicrelerinde Hep3B hiicrelerine daha yakin diizeyde olduklari, incelenen
LSKO kolonilerinin ise hepsinde 95 kDa agirligindaki LZTR1 proteininin diizeylerinin
Hep3B hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde azaldig1 belirlendi (Sekil 12).
Buna ek olarak, kanonik RAS proteinlerinin seviyesinin tim SC kolonilerinde Hep3B
hiicrelerinin diizeyine yakin oldugu ve LSKO kolonilerinde daha fazla oldugu goriilmekle
birlikte istatistiksel olarak anlamli tek artisin LSKO-104 6rneklerinde oldugu belirlendi.
Buna ek olarak, RIT1 protein diizeylerinin SC-10 ve SC-12 hiicrelerinde Hep3B hiicrelerine
daha yakin diizeyde olup, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, SC-16 ve SC-22
hiicre orneklerinde arttifi belirlendi. Son olarak, RIT1 protein seviyelerinin Hep3B
hiicrelerine kiyasla dért LSKO kolonisinde de arttig1 ancak ortalama degerlere gore en
yiiksek RIT1 seviyesinin LSKO-104 hiicrelerinde oldugu ve ardindan sirasiyla LSKO-35,
LSKO-98 ve LSKO-34 hiicrelerinin yer aldig1 goriildii. Bu deney sonucunda SC kolonileri
arasinda SC-12 ve SC-16 hiicreleri; LSKO kolonileri arasinda ise basta LSKO-104 olmak
tizere LSKO-35 ve LSKO-98 6ne cikan hiicreler olarak belirlendi (Sekil 12). Bunun
ardindan, tez caligsmalarinin devaminda kullanilacak bir tane SC ve bir tane de LSKO
hiicresini belirleyebilmek icin Hep3B hiicrelerini deneye dahil etmeden, belirlenen bes
hiicreden yine bagimsiz ii¢ tekrar halinde izole edilen protein lizatlariyla LZTR1, pan-RAS
ve RIT1 protein diizeylerine ek olarak RAS/MAPK yolagimin alt akiminda yolagin
aktivitesinin belirtecleri olan p-MEK1/2 ve p-ERK1/2 protein diizeyleri WB yontemiyle

incelendi. Bu deneyde hem Hep3B hiicrelerini deneye dahil etmeyerek hem de proteinlerin
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seviyelerini herhangi bir 6rnegin degerlerine kiyaslamayarak inceledigimiz proteinlerin
ortalama bant kalinlik degerleri iizerinden analizler yaparak daha kati bir eleme yapilmasi
planlandi. Bu dogrultuda yapilan deneyler neticesinde ortalama p-MEK1/2 ve p-ERK1/2
protein diizeylerinin daha az ve LZTR1 protein seviyesinin daha yiiksek olmasi dikkate
almarak tez calismalarinin devaminda kullanilacak kontrol hiicre 6rnegi olarak SC-12
hiicrelerinin kullanilmasina karar verildi (Sekil 13). Ardindan, tiim protein bant degerlerinin
SC-12 hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli degisim bulunup bulunmadig: analiz
edildi. Elde ettigimiz veriler, LZTR1’in nakavt edildigi Hep3B hiicrelerin hepsinde SC-
12’ye kiyasla LZTRI1 protein diizeyinin istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldig1 ve en
az LZTR1 protein miktarinin LSKO-104 hiicrlerinde oldugunu ortaya koydu. Buna ek
olarak, LSKO kodlu hiicreler arasinda SC-12 hiicresine kiyasla kanonik RAS protein
diizeylerinde ve p-MEK1/2 seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli tek artigin LSKO-104
hiicrelerinin 6rneklerinde oldugu belirlendi. Buna ilaveten, RIT1 ve p-ERK1/2 protein
diizeylerinin ise tiim LSKO hiicrelerinde SC-12’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttigi gortldi (Sekil 13). Sonug olarak, birinci hedef dogrultusunda yapilan
deneyler sonucunda tez c¢alismalarinin devaminda gergeklestirilmesi planlanan RNA
dizileme analizlerinde kullanilmak {iizere kontrol hiicresi olarak SC-12 hiicrelerinin
LZTR1’in nakavt edildigi Hep3B hiicreleri olarak ise LSKO-104 hiicrelerinin

kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 12. Hep3B hiicreleri ile segilen SC ve LSKO Hep3B kolonileriyle yapilan WB
deneyleri ve analizleri. A. CRISPR/Cas9n yonteminin uygulanmadigi Hep3B
hiicreleri ile 6nceki WB deneyleri sonucunda segilen negatif kontrol (SC) ve LZTR1
nakavt (LSKO) kolonilerindeki LZTR1, pan-RAS, RIT1 ve Alfa Tubulin protein
diizeyleri WB yontemiyle belirlendi. WB deneyleri ii¢ farkli zamanda izole edilen
orneklerle ti¢ kez tekrarlanmis olup, sekilde bir deneyin sonuglart sunulmustur. B.
Her deneyde Alfa Tubulin protein diizeylerine gore normalize edilen LZTR1, pan-
RAS ve RIT1 protein bant yogunluklarmin Hep3B hiicrelerine kiyasla ortalama
degisimlerini gdsteren siitun grafigi. Istatistiksel analizlerde iki yonli ANOVA
yontemi kullanilmis olup, c¢oklu karsilastirma verileri Dunnett yoOntemiyle
diizeltilmistir. *: diizeltilmis p degeri<0.05; **: diizeltilmis p degeri<0.005; ***:
diizeltilmis p degeri<0.001; n.s: spesifik olmayan protein banti.
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Sekil 13. One cikan SC ve LSKO Hep3B kolonileriyle yapilan WB deneyleri ve analizleri.
A. Yapilan WB deneyleri sonucunda 6ne ¢ikan SC ve LSKO kolonilerindeki
LZTRI1, pan-RAS, RIT1, p-MEK1/2, MEK1/2, p-ERK1/2, ERK1/2 ve Alfa
Tubulin protein diizeyleri WB yontemiyle belirlendi. WB deneyleri ii¢ farkli
zamanda izole edilen orneklerle ii¢ kez tekrarlanmis olup, sekilde bir deneyin
sonuclart sunulmustur. B. Her deneyde Alfa Tubulin protein diizeylerine gore
normalize edilen protein bant yogunluklarinin SC-12 hiicrelerine kiyasla ortalama
degisimlerini gdsteren siitun grafigi. Istatistiksel analizlerde iki yonlii ANOVA
yontemi kullanilmis olup, coklu karsilastirma verileri Dunnett yontemiyle
diizeltilmistir. *: diizeltilmis p degeri<0.05; **: diizeltilmis p degeri<0.005; ***:
diizeltilmis p degeri<0.001, ****: diizeltilmis p degeri<0.0001.
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4.3. RNA Orneklerinin Hazirlanmasi ve RNA Dizilemelerinin Gerceklestirilmesi

Tezin ikinci hedefi, LZTRI geninin nakavt edildigi belirlenen Hep3B hiicresinden
(LSKO-104) ve kontrol Hep3B hiicresinden (SC-12) {icer bagimsiz tekrar halinde total RNA
orneklerinin izole edilmesi, RNA orneklerinin RNA dizileme hizmetinin alinacagi firmaya
gonderilmesi, RNA dizilemelerinin gergeklestirilerek tarafimiza ham dizileme verilerinin
iletilmesi ve dizileme verilerinin biyoenformatik analizler i¢in kullanilabilir kalitede olup
olmadiginin analiz edilmesini icermektedir. Bu dogrultuda ilk olarak SC-12 ve LSKO-104
hiicrelerinden total RNA izolasyonlar1 gergeklestirilip izole edilen ornekler agaroz jel
elektroforezi yoOntemiyle kontrol edildi (Sekil 14). Ardindan, RNA dizilemelerini
gerceklestirecek olan firmanin 6rnek kabul sartlarina uygun miktarlarda total RNA 6rnekleri
alikotlanarak gonderildi. Firma, teslim aldig1 6rneklerin RNA dizilemesi i¢in uygun olup
olmadigini kontrol edebilmek i¢in 6rneklerin RIN degerlerini belirledi. RNA dizileme i¢in
en az 7.0 ve en ¢ok 10.0 arasinda olmasi beklenen RIN degerlerinin gonderdigimiz
orneklerde 9.6 ile 9.9 arasinda oldugunu tespit edilmesi sonrasinda RNA dizilemeleri

gercgeklestirildi (Tablo 19).

— 288
— 188

Sekil 14. SC-12 ve LSKO-104 Hep3B hiicrelerinden izole edilen total RNA 6rneklerinin
agaroz jel elektroforezi sonucu.
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Tablo 19. RNA dizilemesi yapilan 6rneklerin RIN degerleri. RIN: RNA integrity number

Sira Ornek RIN degeri
I SC-12_1 9.6
2 SC-12 2 9.7
3 SC-12 3 9.6
4  LSKO-104 1 9.9
5 LSKO-104 2 9.8
6 LSKO-104 3 9.8

RNA dizilemeler gerceklestirilip ham RNA dizileme verileri (“.fastq” dosyalar)
tarafimiza gonderildikten sonra ham verilerin biyoenformatik analizler i¢in yeterli kalite
diizeyinde olup olmadiklar1 analiz edildi. Kalite kontrol analizleri, dizilenen alt1 6rnegin
genoma hizalanan okuma sayilarinin 105 milyon ile 277 milyon arasinda oldugunu, referans
genoma hizalama oranlarinin %99.03 ile %99.78 arasinda oldugunu (en az %90 olmasi
istenmistir) ve Q30 kalite oranlarinin %91.83 ile %93.43 araliginda degistigini (en az %90
olmasi istenmistir) (Tablo 20) ve ortalama sekans kalite skorlarinin (Phred skorlarinin) 36
oldugunu (en az 28 olmasi beklenir) ortaya koydu (Sekil 15). Sonug olarak, ikinci hedefimiz
kapsaminda yapilan ¢aligmalarla tezin bir sonraki hedefinde kullanilmaya uygun kalitede

RNA dizileme verileri elde edildi.

Tablo 20. RNA dizileme verilerinin genoma hizalanma ve Q30 kalite oranlari.

Sira Srnek Toplam Okuma Genoma Hizalanan Hizalama 030 Kalite Oran:
Sayisi Okuma Sayisi Oram
1 SC-12_1 274 921 354 274 065 753 %99.69 %92.11
2 SC-12 2 171 520 260 171 064 734 %99.73 %92.97
3 SC-12_3 204 966 786 204 393 756 %99.72 %93.43
4 LSKO-104 1 138 955234 138 647 811 %99.78 %92.91
5 LSKO-104 2 106 643 832 105 609 414 %99.03 %92.82
6 LSKO-104_3 277 744 208 277 001 392 %99.73 %91.83
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FastQC: Per Sequence Quality Scores
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Sekil 15. Ham RNA dizileme verilerinin ortalama sekans kalite skorlar1 sonucu. FastQC
analizi sonucunda tiim fastq dosyalarindaki okumalar kaliteli okumaya karsilik
gelen yesil bolgede (>28 Phred skoru) yer almaktadir.

4.4. Transkriptomik Veri Analizleri

Tezin {ligiincii hedefi ile, ham RNA dizileme verileri (fastq dosyalari) elde edildikten
sonta LZTRI geninin nakavt edilmesiyle Hep3B hiicrelerinde ekspresyonlari degisen
genlerin listesi ve GSEA yontemiyle LZTR1 varliginin ve yoklugunun Hep3B hiicrelerinde

etkiledigi biyolojik siireglere iliskin verilerin elde edilmesi planlanmustir.
4.4.1. LZTRYI’in ifade Farkhligina Neden Oldugu Genlerin Belirlenmesi

Tezin t¢ilincii hedefi kapsaminda ilk olarak SC-12 (kontrol) ve LSKO-104 (LZTR1
nakavt) Hep3B hiicrelerinin RNA dizileme verileri analiz edilerek basta protein kodlayan
genler olmak iizere LZTR1 varliginin ve yoklugunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde
ekspresyon farkliligina yol agan genlerin listesi belirlenmistir. Bu dogrultuda, RNA dizileme
verilerinin referans genoma hizalanmasiyla elde edilen “.bam” dosyalar1 incelenerek
orneklerdeki LZTR1 mRNA okumalar1 incelendi. BAM sonuglari, LSKO-104 hiicrelerinin
genomik DNA’lari Sanger DNA dizileme yontemiyle dizileyerek elde ettigimiz verilerle

uyumlu bir sekilde (Sekil 11) LSKO-104 hiicrelerinin bir allelinde belirledigimiz ve protein
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cevrimi  sirasinda  ¢ergeve  kaymasiyla  erken  sonlanmaya neden  olan
(NP _006758.2:His51Leufs*18) 23 niikleotidlik delesyona (NM_006767.4:c.154 176del23)
sahip mRNA’nin okundugunu ortaya koydu. SC-12 hiicrelerinde ise LZTR1 mRNA
dizilerinin WT oldugu goriildi (Sekil 16).

LSKO-104 ve SC-12 hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farklilig
gosteren genlerin listesi belirlenmistir. Bu analizler neticesinde, 20°si LncRNA olmak {izere
toplam 117 genin ifadesinin p<0.05 ve >1.5 kat; 113’{liniin ise p<0.05 ve >2 kat degistigi
belirlendi.1.5 Kat ve {izeri ifade farklilig1 gosteren 117 genden 54’{iniin ifadesinin Hep3B
hiicrelerinde LZTRI nakavt edildiginde artip, 63’iiniin LZTRI sessizlestiginde azaldig:
goriildii (Tablo 21). Son olarak, istatistiksel olarak anlamli ifade degisimi oldugu belirlenen

genlerin ekspresyon verilerinin 1s1 haritasi sekli hazirland1 (Sekil 17).
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Sekil 16. LSKO-104 orneklerinde LZTR1 mRNA’sinda 23 niikleotitlik delesyonun
bulundugunu ortaya koyan BAM goriintiileri. A. Yukaridan asagiya dogru ilk
iic sirada yer alan LSKO-104 hiicrelerine ait RNA dizileme sonuglarinda
LZTRYI’in 1. ekzonundaki delesyon nedeniyle LZTR1 mRNA’sinda delesyon
bulunup, alttaki {i¢ sirada yer alan SC-12 6rneklerinde WT durumda olan bolge
kirmizt renkli ¢erceve ile isarretlenmistir. B. LSKO-104 o6rneklerinde
delesyona ugrayan bolgedeki niikleotidlerin  okunabilecegi sekilde
yakinlastirilan BAM goriintiisii.
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Tablo 21. RNA dizileme verilerine gore SC-12 hiicrelerine kiyasla LSKO-104 hiicrelerinde
ekspresyon diizeyleri 1.5 kat ve iizerinde artan ve azalan genlerin listesi.
baseMean: Oratalama normalize sayim degeri; log2FC: Log2 tabaninda kat
degisim; IfcSE: Log2 tabaninda kat de8isimin standart hata degeri; p adj:

Diizeltilmis p degeri
Base IfeS
Sira Ensembl ID Gen Sembolii Gen Ad1 log2FC p adj.
Mean E
DLGAPI1 Antisense RNA 5
1 ENSG00000261520 DLGAP1-AS5 190.61 9.53 1.25 1.11E-10
(LncRNA)
ligand of numb-protein X 1, E3
ENSG00000227
2 ENSG00000227158 158 ubiquitin protein ligase 484.19 8.77 0.77 6.53E-26
pseudogene (Pseudogene)
DLGAPI1 Antisense RNA 4
3 ENSG00000263878 DLGAP1-AS4 31.02 8.72 1.59 | 4.16E-05
(LncRNA)
Glyceraldehyde-3-Phosphate
4 ENSG00000250933 GAPDHP66 29.80 8.64 1.32 1.34E-07
Dehydrogenase Pseudogene 66
DLGAPI1 Antisense RNA 3
5 ENSG00000263724 DLGAP1-AS3 52.81 8.52 1.36 7.03E-07
(LncRNA)
6 ENSG00000170579 DLGAPI DLG Associated Protein 1 918.36 7.76 0.54 5.02E-42
ENSG00000266 | Novel Transcript, Overlapping
7 ENSG00000266513 7.06 6.52 1.56 0.0114
513 DLGAPI (LncRNA)
Regulator Of Chromosome
ENSG00000270
8 ENSG00000270818 818 Condensation 2 (RCC2) 5.33 6.15 1.54 0.0230
Pseudogene (Pseudogene)
Cholinergic Receptor
9 ENSG00000181072 CHRM2 4.58 5.95 1.55 0.0370
Muscarinic 2
Long Intergenic Non-Protein
10 ENSG00000234111 LINC02433 163.49 5.37 0.71 1.78E-10
Coding RNA 2433 (LncRNA)
11 ENSG00000200521 Y_RNA RNA, Ro60-Associated Y3 21.72 5.35 1.15 0.0019
ENSG00000286 ENSG00000286133 (Novel
12 ENSG00000286133 407.70 4.81 0.47 1.21E-20
133 Transcript) (LncRNA)
Uncharacterized
13 ENSG00000266401 LOC105371967 39.65 4.65 0.97 0.0010
LOC105371967 (LncRNA)
ENSG00000249 ENSG00000249275 (Novel
14 ENSG00000249275 103.73 4.56 0.64 | 2.99E-09
275 Transcript) (LncRNA)
ENSG00000279 ENSG00000279703 (TEC) is
15 ENSG00000279703 59.09 451 1.02 0.0050
703 an Uncategorized gene
16 ENSG00000184349 EFNAS Ephrin A5 13.51 432 1.09 0.0240

74




Tablo 21. (Devam)

ENSG00000249

ATP-Binding Cassette, Sub-
Family B (MDR/TAP),

17 ENSG00000249627 52.45 4.26 1.11 0.0383
627 Member 4 (ABCB4)
Pseudogene (Pseudogene)
18 ENSG00000140937 CDHI11 Cadherin 11 522.13 3.64 0.35 3.90E-21
Gamma-Aminobutyric Acid
19 ENSG00000145864 GABRB2 ) 611.91 3.50 0.78 0.0036
Type A Receptor Subunit Beta2
20 ENSG00000124429 POF1B POF1B Actin Binding Protein 256.12 3.46 0.72 0.0010
BPI Fold Containing Family B
21 ENSG00000078898 BPIFB2 249.81 3.44 0.62 3.11E-05
Member 2
Cyclin And CBS Domain
22 ENSG00000183114 CNNM1 Divalent Metal Cation 169.12 3.37 0.72 0.0018
Transport Mediator 1
Solute Carrier Family 19
23 ENSG00000135917 SLC19A3 558.74 3.31 0.42 1.90E-11
Member 3
24 ENSG00000080573 COL5A3 Collagen Type V Alpha 3 Chain 53.17 3.30 0.85 0.0314
Solute Carrier Organic Anion
25 ENSG00000174640 SLCO2A1 Transporter Family Member 267.59 3.20 0.57 2.47E-05
2A1
TOG Array Regulator Of
26 ENSG00000189350 TOGARAM2 19.10 3.15 0.78 0.0204
Axonemal Microtubules 2
Capicua Transcriptional
27 ENSG00000225371 CICP8 30.68 3.10 0.78 0.0224
Repressor Pseudogene 8
28 ENSG00000254656 RTL1 Retrotransposon Gag Like 1 142.43 2.96 0.70 0.0095
Argininosuccinate Synthetase 1
29 ENSG00000255353 ASS1P13 43.31 2.90 0.71 0.0178
Pseudogene 13
Transient Receptor Potential
30 ENSG00000144481 TRPMS8 Cation Channel Subfamily M 379.55 2.70 0.61 0.0050
Member 8
31 ENSG00000166589 CDH16 Cadherin 16 474.18 2.69 0.66 0.0188
Long Intergenic Non-Protein
32 ENSG00000261761 LINCO02616 } 1367.98 2.67 0.63 0.0089
Coding RNA 2616 (LncRNA)
Transmembrane O-
33 ENSG00000179104 TMTC2 Mannosyltransferase Targeting 323.68 2.64 0.49 6.24E-05
Cadherins 2
34 ENSG00000188064 WNT7B Wnt Family Member 7B 125.04 2.63 0.63 0.0136
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Tablo 21. (Devam)

ENSG00000287 ENSG00000287416 (Novel
35 ENSG00000287416 162.86 2.53 0.58 0.0055
416 Transcript) (LncRNA)
Scavenger Receptor Class A
36 ENSG00000168077 SCARA3 435.98 2.47 0.57 0.0063
Member 3
Long Intergenic Non-Protein
37 ENSG00000236437 LINC02151 93.55 2.44 0.42 1.21E-05
Coding RNA 2151 (LncRNA)
Long Intergenic Non-Protein
38 ENSG00000258474 LINC02313 25.64 2.43 0.57 0.0091
Coding RNA 2313 (LncRNA)
ENSG00000278 ENSG00000278945 (TEC) is
39 ENSG00000278945 57.04 2.36 0.43 4.24E-05
945 (TEC) an Uncategorized gene
40 ENSG00000169851 PCDH7 Protocadherin 7 229.77 2.31 0.35 1.18E-07
41 ENSGO00000071575 TRIB2 Tribbles Pseudokinase 2 245.74 2.28 0.46 0.0005
42 ENSG00000204264 PSMBS Proteasome 20S Subunit Beta 8 107.06 2.25 0.48 0.0017
Cytochrome P450 Family 2
43 ENSG00000197408 CYP2B6 125.61 2.23 037 | 2.31E-06
Subfamily B Member 6
Family With Sequence
44 ENSG00000174749 FAM241A 400.61 2.17 0.39 | 2.98E-05
Similarity 241 Member A
45 ENSG00000029534 ANK1 Ankyrin 1 1024.41 2.17 0.54 0.0189
Carbohydrate Sulfotransferase
46 ENSG00000171310 CHSTI1 " 386.31 2.09 0.44 0.0014
S100 Calcium Binding Protein
47 ENSG00000163993 S100P P 92.98 2.08 0.47 0.0041
Prostaglandin-Endoperoxide
48 ENSG00000095303 PTGSI1 295.03 2.08 0.52 0.0199
Synthase 1
SRY-Box Transcription Factor
49 ENSG00000181449 SOX2 5 1832.22 1.97 0.48 0.0161
NAD(P)H Quinone
50 ENSG00000181019 NQOI1 1689.72 1.88 0.35 6.24E-05
Dehydrogenase 1
ENSGO00000286 | Novel Transcript, Antisense To
51 ENSG00000286271 79.28 1.60 0.42 0.0383
271 SEPP1 (LncRNA)
Family With Sequence
52 ENSG00000119946 FAM43B 1021.98 1.56 0.33 0.0018
Similarity 43 Member B
53 ENSG00000184486 POU3F2 POU Class 3 Homeobox 2 151.85 1.52 0.37 0.0159
54 ENSG00000102554 KLFS KLF Transcription Factor 5 1745.97 1.52 0.35 0.0082
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Tablo 21. (Devam)

Proprotein Convertase

55 ENSG00000102109 PCSKIN Subtilisin/Kexin Type 1 31.46 -8.16 1.31 9.02E-07
Inhibitor
Spalt Like Transcription Factor
56 ENSG00000103449 SALLI | 21.66 -7.62 1.33 1.21E-05
Chloride Intracellular Channel
57 ENSG00000159212 CLIC6 6 11.96 -6.77 1.38 0.0007
Lysophosphatidic Acid
58 ENSG00000171517 LPAR3 11.73 -6.74 1.44 0.0017
Receptor 3
ENSG00000256 ENSG00000256982 (Novel
59 ENSG00000256982 9.22 -6.39 1.40 0.0027
982 Transcript) (LncRNA)
Guanylate Cyclase 1 Soluble
60 ENSG00000164116 GUCY1Al 21.17 -5.93 1.15 0.0002
Subunit Alpha 1
ENSG00000257178 (Novel
ENSG00000257 Transcript, Sense Intronic To
61 ENSG00000257178 6.06 -5.78 1.46 0.0257
178 HOXB3) is an Uncategorized
gene
62 ENSG00000086991 NOX4 NADPH Oxidase 4 15.79 -5.51 1.17 0.0016
Ewing Sarcoma Associated
63 ENSG00000212766 EWSAT1 12.48 -4.97 1.21 0.0159
Transcript 1 (LncRNA)
ZFPM2 Antisense RNA 1
64 ENSG00000251003 ZFPM2-AS1 24.02 -4.95 1.00 0.0005
(LncRNA)
65 ENSG00000026025 VIM Vimentin 580.21 -4.66 0.76 1.54E-06
Cytoplasmic Endogenous
66 ENSG00000260807 CEROX1 Regulator Of Oxidative 14.22 -4.14 1.01 0.0159
Phosphorylation 1 (LncRNA)
ENSG00000262 ENSG00000262521 (Novel
67 ENSG00000262521 21.38 -4.00 0.85 0.0016
521 Transcript) (LncRNA)
68 ENSG00000166025 AMOTL1 Angiomotin Like 1 837.29 -3.97 0.38 3.90E-21
ETS Proto-Oncogene 1,
69 ENSG00000134954 ETS1 34.21 -3.95 0.79 00005
Transcription Factor
MEF2C Antisense RNA 2
70 ENSG00000245864 MEF2C-AS2 21.53 -3.89 0.82 0.0015
(LncRNA)
71 ENSG00000168743 NPNT Nephronectin 222.22 -3.82 0.56 1.75E-08
72 ENSG00000146373 RNF217 Ring Finger Protein 217 125.07 -3.60 0.57 5.92E-07
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Tablo 21. (Devam)

6

Polypeptide N-
73 ENSG00000139629 GALNT6 Acetylgalactosaminyltransferas 264.89 -3.59 0.50 3.04E-09
e6

74 ENSG00000130700 GATAS GATA Binding Protein 5 128.85 -3.57 0.68 0.0001
75 ENSG00000138829 FBN2 Fibrillin 2 30.38 -3.56 0.89 0.0224
76 ENSG00000176771 NCKAP5 NCK Associated Protein 5 18.24 -3.49 0.90 0.0311
77 ENSG00000108511 HOXB6 Homeobox B6 66.19 -3.34 0.64 0.0002
78 ENSG00000116729 WLS Wnt Ligand Secretion Mediator 471.26 -3.32 0.40 1.04E-12

ATP Binding Cassette
79 ENSG00000085563 ABCBI1 155.78 -3.24 0.54 3.05E-06

Subfamily B Member 1
80 ENSG00000172031 EPHX4 Epoxide Hydrolase 4 13.36 -3.14 0.80 0.0258
81 ENSG00000189420 ZFP92 ZFP92 Zinc Finger Protein 56.61 -2.89 0.48 3.27E-06
82 ENSG00000131015 ULBP2 UL16 Binding Protein 2 42.09 -2.86 0.62 0.0025

Dachshund Family

83 ENSG00000276644 DACH1 302.39 -2.82 0.43 1.18E-07

Transcription Factor 1

HOXB Cluster Antisense RNA
84 ENSG00000233101 HOXB-AS3 39.69 -2.82 0.69 0.0181
3 (LncRNA)
85 ENSG00000101144 BMP7 Bone Morphogenetic Protein 7 458.19 -2.78 0.66 0.0095
86 ENSG00000114638 UPKIB Uroplakin 1B 381.12 -2.70 0.44 1.23E-06
87 ENSG00000120594 PLXDC2 Plexin Domain Containing 2 39.29 -2.68 0.65 0.0131
88 ENSG00000120093 HOXB3 Homeobox B3 54.10 -2.68 0.57 0.0016
89 ENSG00000170965 PLACI1 Placenta Enriched 1 18.62 -2.56 0.67 0.0370
90 ENSG00000081189 MEF2C Myocyte Enhancer Factor 2C 475.61 -2.55 0.45 1.78E-05
Failed Axon Connections
91 ENSG00000146267 FAXC Homolog, Metaxin Like GST 149.01 -2.52 0.49 0.0002
Domain Containing
Scavenger Receptor Cysteine
92 ENSG00000179954 SSC5D Rich Family Member With 5 380.71 -2.52 0.66 0.0385
Domains
CAMP-Dependent Protein

93 ENSG00000171033 PKIA 279.72 -2.46 0.54 0.0030

Kinase Inhibitor Alpha

Potassium Two Pore Domain

94 ENSG00000099337 KCNK6 Channel Subfamily K Member 40.62 -2.44 0.64 0.0385
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Vestigial Like Family Member

95 ENSG00000206538 VGLL3 3 136,99 -2.42 0.42 1.23E-05
96 ENSG00000107611 CUBN Cubilin 39.20 -2.35 0.59 0.0258
Aldo-Keto Reductase Family 1
97 ENSG00000187134 AKRI1C1 4188.73 -2.34 0.33 2.32E-09
Member C1
98 ENSG00000120075 HOXB5 Homeobox B5 45.02 -2.34 0.49 0.0012
99 ENSG00000162444 RBP7 Retinol Binding Protein 7 36.42 -2.27 0.54 0.0118
100 ENSG00000121895 TMEM156 Transmembrane Protein 156 43.96 -2.20 0.55 0.0234
101 ENSG00000189056 RELN Reelin 767.63 -2.10 0.48 0.0051
FRASI Related Extracellular
102 ENSG00000150893 FREM2 145.26 -2.10 0.48 0.0050
Matrix 2
Proprotein Convertase
103 ENSG00000099139 PCSKS 122.33 -2.06 0.45 0.0025
Subtilisin/Kexin Type 5
Solute Carrier Family 16
104 ENSG00000147100 SLC16A2 180.67 -2.06 0.44 0.0017
Member 2
105 ENSG00000179958 DCTPP1 DCTP Pyrophosphatase 1 176.96 -1.97 0.48 0.0136
106 ENSG00000185630 PBX1 PBX Homeobox 1 910.69 -1.89 0.34 3.98E-05
FAM3 Metabolism Regulating
107 ENSG00000183844 FAM3B 126.83 -1.85 0.38 0.0010
Signaling Molecule B
108 ENSG00000103942 HOMER2 Homer Scaffold Protein 2 611.97 -1.84 0.37 0.0004
C-X-C Motif Chemokine
109 ENSG00000107562 CXCL12 135.79 -1.83 0.42 0.0070
Ligand 12
110 ENSG00000058085 LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 299.92 -1.81 0.34 0.0001
Beta-1,3-Galactosyltransferase
111 ENSG00000172318 B3GALT1 . 89.97 -1.78 0.47 0.0397
112 ENSG00000163898 LIPH Lipase H 289.23 -1.68 0.42 0.0201
113 ENSG00000105697 HAMP Hepcidin Antimicrobial Peptide 191.83 -1.65 0.42 0.0283
L3MBTL Histone Methyl-
114 ENSG00000154655 L3MBTL4 252.59 -1.65 0.42 0.0311
Lysine Binding Protein 4
115 ENSG00000131016 AKAPI12 A-Kinase Anchoring Protein 12 | 1812.08 -1.63 0.33 0.0005
116 ENSG00000118495 PLAGLI1 PLAG] Like Zinc Finger 1 825.27 -1.52 0.34 0.0046
117 ENSG00000086289 EPDR1 Ependymin Related 1 596.15 -1.48 0.32 3.69E-06
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Sekil 17. SC-12 ve LSKO-104 Hep3B hiicrelerinin RNA dizileme analizleriyle gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli degisim gosteren genlerin 1s1 haritasi.

4.4.2. Gen Seti Zenginlesme Analizleri

Tezin ti¢iincii hedefi kapsaminda son olarak GSEA yazilimi1 ve ctnn veri tabanindaki
gen seti listeleri kullanilarak LZTR1 varliginin ve yoklugunun Hep3B hiicrelerinde
etkiledigi biyolojik siireclere iligkin biyoenformatik verilerin elde edilmesi planlanmistir. Bu
dogrultuda yapilan analizler neticesinde SC-12 ve LSKO-104 6rnekleri arasinda normalize
zenginlesme degeri (NES) en yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli FDR degerine
(FDR<0,25) sahip gen setleri belirlendi. Zenginlesen GO gen setleri arasinda NES degeri
bakiminda ilk on sirada yer alan gen setleri Tablo 22°de sunulmustur. Tablo 22°de sunulan
GO gen setleri, iligkili olduklar1 mekanizmalar dikkate alinarak “Gelisim ve farklilasma”,
“Transkripsiyon diizenleme” ve “Hiicre sinyal iletimi” isimli biyolojik siire¢ gruplar1 halinde
kategorize edilerek sunulmustur. Buna gore, WT LZTRI ifade eden SC-12 hiicrelerinde
LZTRI’in nakavt edilidigi LSKO-104 hiicrelerine kiyasla “Gelisim ve farklilasma” biyolojik
stireciyle iligkili olarak “GOBP (gene ontology biological process) ANIMAL ORGAN
MORPHOGENESIS”, “GOBP EPITHELIUM DEVELOPMENT” ve “GOBP
EPITHELIAL CELL DIFFERENTIATION” isimli {i¢ gen setinin, “Transkripsiyon
diizenleme” biyolojik siireciyle iliskili olarak “GOMF (gene ontology molecular function)
DNA BINDING TRANSCRIPTION FACTOR ACTIVITY”, “GOMF TRANSCRIPTION
REGULATOR ACTIVITY”, “GOMF CIS REGULATORY REGION SEQUENCE
SPECIFIC DNA BINDING” ve “GOMF SEQUENCE SPECIFIC DNA BINDING” isimli
dort gen setinin ve son olarak, “Hiicre sinyal iletimi” biyolojik siireciyle iliskili olarak
“GOBP CELL CELL SIGNALING BY WNT”, “GOBP REGULATION OF
INTRACELLULAR SIGNAL TRANSDUCTION” ve “GOBP POSITIVE REGULATION
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OF SIGNALING” isimli ii¢ gen setinin istatistiksel olarak anlamli olarak zenginlestigi

belirlendi (Tablo 22). GO GSEA verilerinin zenginlesme grafikleri, 1s1 haritalar1 ve

gruplanan biyolojik siireclerdeki genlerin ortak olma durumlarini gosteren sonuglar Sekil

18’de sunulmustur.

Tablo 22. Istatistiksel olarak anlamli diizeyde zenginlesen ilk on GO gen setinin listesi.
GOBP: Gene Ontology biological process alt grubu; GOMF: Gene Ontology molecular
function alt grubu; NES: Normalize zenginlesme skoru; FDR: False Discovery Rate.

Zenginlestigi

Biyolojik siire¢

Sira ru GSEA gen seti NES | FDR E) . Genler
grup (BP) degerl
SALLI, WLS, NPNT, HOXBS,
GOBP ANIMAL
Gelisim ve MEF2C, GATAS5, HOXB6, PBX1,
1 Kontrol ORGAN 2.17 | 0.032 | 0.0001
farklilasma HOXB3, FBN2, BMP7, WNT7B,
MORPHOGENESIS
CHSTI11
GOMF DNA SALLI, ZFP92, DACHI, HOXBS,
Transkripsiyon BINDING MEF2C, GATA5, HOXB6, PBX1,
2 Kontrol 1.97 | 0.161 | 0.0030
diizenleme TRANSCRIPTION HOXB3, PLAGLI, ETS1, SOX2,
FACTOR ACTIVITY KLFS5, POU3F2
GOMF SALLI, ZFP92, DACHI, HOXBS,
Transkripsiyon TRANSCRIPTION MEF2C, GATAS5, HOXB6, PBX1,
3 Kontrol 1.95 | 0.131 | 0.0015
diizenleme REGULATOR HOXB3, PLAGLI, ETS1, SOX2,
ACTIVITY KLFS5, POU3F2
GOMF CIS
SALLI, ZFP92, DACHI, HOXBS,
REGULATORY
Transkripsiyon MEF2C, GATAS5, HOXB6, PBX1,
4 Kontrol REGION SEQUENCE | 1.94 | 0.111 | 0.0001
diizenleme HOXB3, PLAGLI, ETS1, SOX2,
SPECIFIC DNA
KLF5, POU3F2
BINDING
SALLI, VIM, NPNT, UPKIB,
Geligim ve GOBP EPITHELIUM AKRICI, HOXBS, MEF2C, GATAS,
5 Kontrol 1.94 | 0.098 | 0.0014
farklilasma DEVELOPMENT PBXI, FREM?2, BMP7, WNT7B,
POFI1B, KLF5, POU3F2
SALLI, ZFP92, DACHI, HOXBS,
GOMF SEQUENCE
Transkripsiyon MEF2C, GATAS5, HOXB6, PBX1,
6 Kontrol SPECIFIC DNA 1.94 | 0.082 | 0.0015
diizenleme HOXB3, PLAGLI, ETSI, SOX2,
BINDING
KLF5, POU3F2
GOBP CELL CELL
Hiicre sinyal SALLI, AMOTLI, WLS, WNT7B,
7 Kontrol SIGNALING BY 1.90 | 0.103 | 0.0001
iletimi SOX2
WNT
GOBP EPITHELIAL SALLI, VIM, UPKIB, AKRICI,
Geligim ve
8 Kontrol CELL 1.86 | 0.141 | 0.0116 HOXBS5, MEF2C, GATAS, BMP7,
farklilagsma
DIFFERENTIATION WNT7B, POF1B, KLF5, POU3F2
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Tablo 22. (Devam)

GOBP REGULATION
OF GUCYI1AI, NOX4, WLS, NPNT,
Hiicre sinyal MEF2C, HOMER2, CXCL12,
9 Kontrol INTRACELLULAR 1.85 | 0.141 | 0.0092
iletimi RELN, AKAP12, BMP7, LPAR3,
SIGNAL
WTTB, SOX2
TRANSDUCTION
GUCYI1AI, NOX4, SALLI, WLS,
GOBP POSITIVE
Hiicre sinyal NPNT, MEF2C, GATAS, RELN,
10 Kontrol REGULATION OF 1.85 | 0.127 | 0.0075
iletimi AKAPI12, BMP7, LPAR3, WNT7B,
SIGNALING
SOX2

GSEA analizleri ile ayrica, MSigDB veri tabaninin “C2 curated gene sets” isimli
literatlirdeki yayinlarin verilerine dayali olarak hazirlanan gen setleri koleksiyonu arasinda
“BENPORATH SUZ12 TARGETS” ve “PASINI SUZ12 TARGETS DN” gen setlerinin ve
“C3 regulatory target gene sets” isimli transksipsiyon faktdrlerinin ve miRNA’larin
diizenledigi hedef genlerin listelerini igeren koleksiyon arasinda yer alan “CART1 017,
“ZSCAN30 TARGET GENES” ve “ZBTB12 TARGET GENES” gen setlerinin SC-12
LSKO-104 hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamh

hiicrelerinde diizeyde

zenginlestigini ortaya ¢ikardi (Tablo 23 ve Sekil 19).

Tablo 23. Istatistiksel olarak anlamli zenginlesen diger MSigDB gen setlerinin listesi.
MSigDB: Molecular Signatures Database; NES: Normalize zenginlesme skoru; FDR: False Discovery Rate

MSigDB
Sira GSEA gen seti NES FDR p degeri Genler
koleksiyonu
GUCYIAI, PCSKIN, WLS, NPNT, CLIC6,
C2 curated BENPORATH
1 2.06 0.058 0.0015 DACHI, GATAS, HOXB6, HOXB3, RBP7, FBN2,
gene sets SUZ12 TARGETS
FAM43B, SLC0241, CNNM1, CDH11
C2 curated PASINI SUZ12 AMOTLI, VIM, WLS, NPNT, VGLL3, PKIA,
2 1.98 0.072 0.0031
gene sets TARGETS DN ETSI1, EFNAS
C3 regulatory
3 CART1 01 2.07 0.079 0.0016 SALLI, HOXBS5, MEF2C, HOXB6, PBX1, HOXB3
target gene sets
C3 regulatory ZSCAN30 TARGET SALLI, AMOTLI, MEF2C, FAXC, PBX1, HOXB3,
4 2.04 0.072 0.0016
target gene sets GENES RNF217
C3 regulatory ZBTB12 TARGET GUCYI1A41, AMOTLI, VIM, MEF2C, HOXB3,
5 2.02 0.060 0.0033
target gene sets GENES FBN2
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Sekil 18. GSEA verilerine gore LSKO-104 orneklerine kiyasla SC-12 Orneklerinde
zenginlesen ilk on GO teriminin sonuglari. A. Transkripsiyon diizenleme, B.
Gelisim ve farklilagsma ve C. Hiicre sinyal iletimi isimli biyolojik siire¢ gruplarinin
zenginlesme grafikleri (enrichment plot), gen ekspresyon diizeylerini gosteren 1s1
haritalar1 ve Leading Edge analizi sonuglari. NES: Normalized enrichment score;
FDR: False Discovery Rate: p: Nominal p degeri
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Sekil 19. SC-12 ve LSKO-104 6rnekleri arasinda zenginlesme farkliligi gosteren diger gen
setlerinin sonuglari. MSigDB veri tabanmin A. C2 curated gene sets, B. C3 regulatory
target gene sets kategorilerinde yer alan ve istatistiksel olarak anlamli zenginlesen gen
setlerinin zenginlesme grafikleri (enrichment plot), gen ekspresyon diizeylerini gosteren

1s1 haritalar1 ve Leading Edge analizi sonuglari. NES: Normalized enrichment score;
FDR: False Discovery Rate: p: Nominal p degeri.
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4.5. Biyoenformatik Analizlerle Ekspresyon Farklihig1 Gosterdigi Belirlenen Genlerden
Secilenlerin qRT-PCR Yontemiyle Dogrulanmasi

Tezin dordiincii hedefi ile RNA dizileme analizleri sonuclarina gére gen ifade
seviyesinde belirgin farklilik goriilen en az iki genin ifade diizeylerinin qRT-PCR
yontemiyle belirlenmesi ve RNA dizileme sonuglari ile qRT-PCR sonuglarinin birbirleriyle
uyumlulugunun incelenmesi planlanmistir. Bu dogrultuda, RNA dizileme sonuclari
incelenerek SC-12 ve LSKO-104 6rnekleri arasinda en ¢ok ekspresyon farkliligi gosteren
genler arasinda yer alan yedi genin ifade diizeyleri qRT-PCR ydntemiyle analiz edildi. Bu
genler, RNA dizileme analizlerinde SC-12 hiicrelerine kiyasla LSKO-104 hiicrelerinde
ekspresyonlar1 artan CDH11, TRIB2 ve KLF5 genleri ile SC-12 hiicrelerine gore LSKO-104
hiicrelerinde ifadeleri azalan VIM, AMOTLI, BMP7 ve RELN genleridir (Tablo 17). Bu
genlere Ozgii tasarladigimiz primerler kullanilarak yaptigimiz qRT-PCR deneylerinin
sonuglari, incelenen genlerin ekspresyon diizeylerinin RNA dizileme bulgularimiz ile ayn1
yonde ve istatistiksel olarak anlamli olarak degistigini ve RNA dizileme sonuglari ile qRT-

PCR sonuglarinin birbirleriyle korele oldugunu (R%: 0,96) gdstermistir (Sekil 20 ve 21).
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Sekil 20. RNA dizileme sonuglarina gore segilen yedi genin SC-12 ve LSKO-104
hiicrelerindeki goreceli ifade diizeylerini gosteren qRT-PCR sonuglari. incelenen
genlerin ekspresyon diizeyleri 222t yontemiyle belirlenmis olup SC-12 érneklerine gore
degisimleri siitun grafigi ile gosterilmistir. Ug tekrar halinde gergeklestirilen deneylerin
sonuclarinin istatistiksel analizleri iki yonli ANOVA yontemi ile gergeklestirilmis olup,
coklu karsilagtirma verileri Sidak yoOntemiyle diizeltilmistir. ***: diizeltilmis p
degeri<0.001; ****: diizeltilmis p degeri<0.0001.

Kat Degisimlerin Korelasyon Grafigi
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Sekil 21. Validasyon i¢in secilen yedi genin ifadelerinin RNA dizileme ve qRT-PCR
yontemleriyle elde edilen sonug¢larinin uyumunu gosteren korelasyon grafigi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser alaninda uzun yillardir siliregelen bilimsel arastirmalarla c¢esitli kanser
tiplerinin tedavisinde 6nemli geligsmeler saglanmig olmasina ragmen HCC’nin tedavisinde
istenen seviyede basar1 saglanamamis olup, giinlimiizde HCC kansere bagli 6liim nedenleri
arasinda tgilincii sirada yer almaktadir (1). Bu nedenle molekiiler hedefli sistemik HCC
tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in HCC etiyopatogenezinde rol oynayan 6nemli
molekiillerin tanimlanmasina ve bu molekiillerin fonksiyonlarinin belirlenmesine yonelik
bilimsel aragtirmalar biiyiikk 6nem tasimaktadir. Buna ek olarak, son yillarda yeni nesil
dizileme, biyoenformatik ve genom diizenleme yontemleri gibi teknolojilerde yasanan
gelismelerin bilimsel arastirmalara sagladigi yeni imkanlar kanser alaninda ihtiya¢ duyulan
bilgilerin elde edilmesini hizlandirmistir. HCC etiyopatogenezinde 6nemli roller oynayan
molekiillerden biri olabilecegi diisiiniilen LZTR 1 in bilimsel literatiiriindeki verilerin ve tez
kapsaminda yaptigimiz caligmalarin bu durumunun &rneklerinden biri  oldugu

degerlendirilmektedir.

TCGA veri tabaninda c¢oklu omik verileri bulunan HCC hastalarinin veri
analizlerinin Cell dergisinde yaymlandig1 2017 yilindaki ¢calismada ilk kez LZTRI’in HCC
hastalarinda mutasyon siklig1 yiiksek olan genler arasinda yer aldig1 yayimlanmistir (3). Tez
caligmalar1 Oncesinde yaptigimiz 6n calismada, bahsi gegen yayinda HCC hastalarinda
belirlenen somatik LZ7TR I geni mutasyonlarin %90’ nin proteinin erken sonlanmasina neden
oldugunu belirledik (Sekil 1A). Bu veriye dayanarak HCC hastalarinda fonksiyonel LZTR1
proteininin kaybinin kanser hiicrelerine avantaj sagliyor olabilecegini ve LZTR1’in HCC’de
bir tiimdr baskilayict isleve sahip olabilecegini diislindiik. Ardindan, LZTR1’in HCC
hiicrelerindeki kaybinin fonksiyonel etkilerini inceleyebilmemiz i¢in uygun bir HCC hiicre
hatt1 belirlemeye calistik. Bu dogrultuda, laboratuvarimizda bulunan yedi farkli HCC hiicre
hattinda LZTR1 protein diizeylerini WB yontemiyle belirlemeye c¢alistik. WB sonuglarimiz
bize LZTR1’in inceledigimiz yedi HCC hiicre hattinda ifade oldugunu ve LZTRI1 protein
seviyesinin Hep3B hiicre hattinda daha yiiksek oldugunu gosterdi (Sekil 1B). LZTR1’in
HCC’deki rollerinin arastirildigi Yi vd.’nin yaymninda da bizim WB deneyinde {izerinde
calistigimiz hiicre hatlar1 arasinda yer alan Hep3B, SNU449 ve HUH?7 hiicreleri arasinda
LZTR1 mRNA diizeyinin Hep3B hiicrelerinde en yiiksek oldugu belirlenmis oldugundan 6n
calisma bulgularimiz literatiirdeki verilerle uyumludur (64). Ayrica Hep3B hiicre hattinin

ekzom dizilemesi daha 6nceden yapilmis olup, LZTRI geninin WT oldugu belirlenmistir
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(83). Bu verileri goz 6niinde bulundurarak WT LZTR1’1 ifade eden Hep3B hiicrelerinde
LZTRI geninin CRISPR/Cas9 yontemiyle nakavt edildigi hiicreler hazirlayip karsilastirmali
analizler yaparak LZTR1’in HCC hiicrelerindeki fonksiyonel rolleri hakkinda bilgiler elde
etmemizi saglayacak hiicre drneklerini hazirlamay1 planladik. Buna ek olarak, LZTR1’in
RAS/MAPK yolaginda kanonik RAS ve RIT1 proteinlerinin poliubikitinlenmelerine aracilik
ettigi ve bu durumun RAS ve RIT1 proteinlerinin proteazomal pargalanmalarina yol agarak
hiicre ig¢indeki kanonik RAS ve RITI1 proteinlerinin seviyelerinin ve aktif RAS/MAPK
sinyalinin azalmasina neden oldugu ve LZTR1’in HCC hiicrelerinde de RAS/MAPK
sinyalinin azalmasma yol a¢tign goriildiigii belirlenmistir (4-6, 64). Ote yandan,
transkripsiyonel diizenleyici olduklar1 bilinen 16sin fermuar proteinlerine amino asit
benzerligi gosterdigi ve hiicre icinde c¢ekirdege lokalize olabildigi bilinen LZTRI’in
transkripsiyonel etkileri hakkinda literatiirde bilgi bulunmamaktadir (7). Bu nedenle, tez
kapsaminda LZTRI’in nakavt edildigi Hep3B hiicreleri hazirlandiktan sonra LZTR1’in az
bilinen transkripsiyonel etkilerine iliskin fonksiyonel veriler elde edilmesi hedeflenerek
LZTR1’1 ifade eden ve etmeyen Hep3B hiicreleri arasindaki genom capinda gen ifade

farkliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Tezin birinci hedefi CRISPR/Cas9 genom diizenleme yontemiyle LZTR! geninin
nakavt edildigi Hep3B hiicre klonunun hazirlanmasidir. Birinci hedef dogrultusunda Hep3B
hiicrelerinde LZTRI geninin CRISPR/Cas9 yontemiyle nakavt edilmesinde kullanilacak
plazmitlerin hazirlanmasi, SgRNA-1 ve sgRNA-2’yi iceren pX462 vektorlerini birlikte ve
kontrol sgRNA’nin tek bagina Hep3B hiicrelerine transfekte edilmesi ve 72 saat siireyle
sgRNA’larin yonlendirdigi Cas9n’in araciligilyla LZTRI1’in hedeflenen bdolgesinde
INDEL’lerin oldugu tek hiicreden biiyiiyen hiicre kolonilerinin elde edilmesi ve kiiltiir

ortaminda ¢ogaltilmasidir.

Tezin birinci hedefinin tamamlanmasi amaciyla ilk olarak LZ7TR’in 1. ekzonunu ayr1
ayr1 hedefleyen sgRNA dizilerini kodlayan DNA sekanslar1 belirlenip siparis edilmistir.
Ardindan, sgRNA’lar karsilik gelen tamamlayici oligoniikleotitler oligomerize edilerek
hazirland1 ve Sanger DNA dizileme yontemiyle dogrulanan plazmid DNA’lar1 sonraki deney
asamalarinda kullanild1 (Tablo 1, Tablo 6 ve Sekil 2). Akabinde, hazirlanan plazmid
DNA’lar Hep3B hiicrelerine transfekte edilip puromisin antibiyotigi varliginda secilerek
LZTR1 sgRNA dizileriyle Cas9n yonteminin uygulandigi 107 adet, anlamsiz (scrambled)
gRNA dizileriyle (negatif control) Cas9n uygulanan 22 adet Hep3B kolonisi elde edilip

88



cogaltildi. Elde edilen Hep3B kolonilerinden total protein lizatlar1 hazirlanip WB yontemiyle
hiicre lizatlarindaki LZTR1 protein seviyeleri belirlendi. Toplamda 129 farkli Hep3B
hiicresinin ornekleriyle WB deneyleri yapilmis olup tiim 6rneklerin SDS-PAGE jellerine
birlikte yliklenerek analiz edilmesi miimkiin olmadigindan farkli deneylerdeki verileri
kiyaslanabilir hale getirmek i¢in tim jellerde CRISPR/Cas9n uygulanmayan Hep3B
hiicrelerine ait protein lizatlar1 kullanilmistir. Ayrica yine sonuglarin birbirleriyle
kiyaslanabilmesi i¢in tiim deneylerde yiiklenen protein miktarlari anti-Alfa Tubulin antikoru
kullanilarak belirlenmis ve Alfa Tubulin protein bant yogunluk degerleriyle normalize edilip
Hep3B hiicrelerindeki bant yogunluk degerlerine kiyaslanarak siitun grafikleri hazirlanmistir
(Sekil 3-6). Hep3B Cas9n kolonilerindeki LZTR1 protein diizeylerinin taranmasi
calismalarinda uyguladigimiz bir diger yaklasim, kullandigimiz anti-LZTR1 antikorunun
tanidig1 yaklagik 90 kDa agirhigindaki spesifik olmayan protein bandinin (n.s.) goz ardi
edilmeyip WB deneylerinde dikkate alinmis olmasidir. On calisma kapsaminda yaptigimiz
ve pozitif kontrol LZTR1 proteinlerinin de dahil oldugu WB sonuglar1 kullandigimiz primer
antikorun 95 kDa’da tanidig1 proteinin LZTR1 oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 1B).
Buna ek olarak, LZTR]I geninden ifade edilen RefSeq veri tabaninda tanimlanmig olan bir
adet mRNA ve ondan gevrilen 95 kDa agirliginda bir adet protein bulunmaktadir (84). Ote
yandan, yakin zamanda gelistirilmis olan CRISPR/Cas9 yonteminin hedef dis1 (off-target)
DNA dizilerini de diizenleyebildigi bilinmekte ve bu nedenle tezde kullandigimiz Cas9n
enzimi gibi diisiik off-target aktivitesi olan yeni enzimler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu
nedenle, kullandigimiz primer antikorun hazirladigimiz Hep3B kolonilerinden elde edilen
proteinler arasinda LZTR1 disinda bagka bir proteini taniyarak bant vermis olmasini bir
avantaja cevirerek LZTR1 protein seviyelerinden sonraki ikinci bir kriter olarak taradigimiz
kolonilerde spesifik olmayan protein miktarinda en az degisikligin goriildiigii kolonileri
belirlemek icin analizlerimizde kullandik (Sekil 3-6). WB deneyleriyle elde ettigimiz
Hep3B’ye kiyasla normalize protein degerlerine gore inceledigimiz 107 adet LSKO
kolonisinden 77’sinde LZTR1 seviyesinin 1,0’dan az (<1,0) olup, geriye kalan 30 LSKO
kolonisinde LZTR1 protein seviyesinin 1,0 ve iizeri (>1,0) olmas1 nedeniyle uygun olmadig1
belirlendi. ilk etapta éne ¢ikan 77 LSKO kolonisinde hedef dis1 protein olarak dikkate
aldigimiz ve Hep3B’ye kiyasla degismemesini istedigimiz spesifik olmayan bant
kalinligindaki degisimler de dikkate alindiginda LSKO kolonileri arasinda LSKO-34,
LSKO-35, LSKO-98 ve LSKO-104 kodlu kolonileri LZTR1’in nakavt edildigi 6ne ¢ikan
Hep3B kolonileri olarak belirledik. Benzer bir yaklasimla SC kodlu LZTRI’in nakavt
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edilmedigi kolonileri inceledigimizde ise WB taramalarini yaptigimiz 22 adet SC kolonisi
arasindan dokuz kolonide normalize LZTR1 protein seviyelerinin Hep3B hiicrelerine
kiyasla 0.8<LZTR1<1.0 olmas1 nedeniyle dne ¢iktigin1 belirledik. Ikinci asamada 6ne ¢ikan
dokuz kolonide Hep3B’ye kiyasla degismemesini bekledigimiz spesifik olmayan protein
bantlarmin seviyeleri dikkate aldigimizda SC-10, SC-12, SC-16 ve SC-22 kodlu negatif
kontrol Hep3B kolonileri 6ne ¢ikan koloniler oldu (Sekil 3-6). WB yontemiyle Hep3B
kolonilerinde protein diizeylerinin taranmasi ¢aligmalarini toplamda 129 farkli koloninin
protein lizatlariyla, karsilastirmali analizler yaparak ve kiiltirde yasamaya devam eden
hiicreleri daha biiyilkk mikroplaklara pasajlamadan Once yaptigimizdan koloni tarama
deneyleri bir kez tekrarlanmistir. Ote yandan, deneyler sirasinda tiim jellerde Hep3B
orneklerini kullanmis olmamiz ve Alfa Tubulin protein seviyesine gore normalize edilen
verileri kullanmamiz nedeniyle deney tekrar sayisinin azliginin sorun olusturmadigin

degerlendiriyoruz.

Birinci hedefin tamamlanabilmesi i¢in Hep3B hiicre klonlarindan en az birinde
LZTR1 geninin nakavt edildiginin protein diizeyinde belirlenmesi ve ayni1 klonda LZTRI’in
nakavt edilmesini saglayan genomik degisikligin belirlenmesi gerektiginden bir sonraki
asamada, WB taramalar1 ve veri analizleri ile 6ne ¢ikan dort SC kolonisinde ve dort LSKO
kolonisinde CRISPR/Cas9n yontemiyle hedefledigimiz LZTR 1 geninin 1. ekzonunun gDNA
dizileri belirlendi. Sanger DNA dizileme analizleri segilen dort SC kolonisinde (SC-10, SC-
12, SC-16 ve SC-22) LZTRI geninin 1. ekzonunun WT oldugunu, dort LSKO kolonisinde
ise LSKO-98 hiicrelerinde homozigot ve diger kolonilerde (LSKO-34, LSKO-35 ve LSKO-
104) biallelik heterozigot varyasyonlar bulundugunu ortaya koydu (Sekil 7-11). LSKO
kolonilerinde Sanger DNA dizileme analizleriyle belirledigimiz DNA varyasyonlarinin
protein seviyesindeki etkilerini inceledigimizde LSKO-34 hiicrelerinin bir DNA ipliginden
kodlanan mRNA’nin WT LZTR1’de 46 amino asit igeren 1. Kelch domaininin (K1) 25
amino asitlik kismina c¢evrilebilecek, diger allelinden ise K1’in ii¢ amino asitlik kismina
cevrilebilecek sirasiyla 92 ve 70 amino asitlik proteinleri kodladigr (Sekil 8), LSKO-35
hiicrelerinin bir DNA ipliginden kodlanan mRNA’nin K1’in sekiz amino asitlik kismina
cevrilebilecek, diger allelinden ise K1’in dort amino asitlik kismina ¢evrilebilecek sirasiyla
75 ve 71 amino asitlik proteinleri kodladig1 (Sekil 9), LSKO-98 hiicrelerindeki homozigot
varyasyon nedeniyle ifade edilen mRNA’nin K1 domainini de icermeyen 57 amino asitlik
bir proteine cevrilebilecegi (Sekil 10), son olarak LSKO-104 hiicrelerinin bir DNA

ipliginden kodlanan mRNA’nin K1 domaine ait amino asitleri icermeden sonlanacak 68
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amino asitlik bir proteini kodladig1 ve diger allelinde ise transkripsiyon baslama bolgesinin
de silinmis olmasi nedeniyle transkript iiretilmeyecegi tahmin edildi (Sekil 11). Sanger DNA
dizilemeleri ve veri analizleri neticesinde 6ne ¢ikan sekiz Hep3B kolonisindeki varyasyonlar
basariyla belirlenmis olmakla birlikte, mevcut verilerin tez calismalarinin devaminda
kullanmak iizere ilk etapta segilen sekiz hiicrenin de uygun oldugunu ortaya koymasi
nedeniyle ihtiya¢ duyulan birer adet SC ve LSKO kolonisini belirlemek iizere ilave deneyler
yapildi. WT LZTR1 proteininin hiicre igindeki kanonik RAS ve RIT1 proteinlerinin
seviyelerinin azalmasina neden oldugu literatiirde yer alan diger caligmalarla daha 6nceden
gosterilmis oldugundan SC ve LSKO kolonilerindeki kanonik RAS, RIT1 ve LZTR1 protein
diizeyleri araciligiyla Hep3B hiicrelerinin elenmesi yaklagimi uygulandi. Bu dogrultuda ilk
olarak, secilen sekiz hiicre hattinda ti¢ farkli zamanda protein izole ederek {i¢ tekrar halinde
WB deneyleri yaparak LZTR1, pan-RAS ve RIT1 proteinlerinin diizeyleri belirlendi. WB
deneylerinde belirlenen protein bant degerleri Alfa Tubulin degerleriyle normalize edilip
Hep3B hiicrelerine kiyasla hedef proteinlerin seviyelerindeki degisimler belirlendi (Sekil
12). WB deneyleri neticesinde LZTR1 protein diizeylerinin SC kolonileri arasinda SC-12 ve
SC-16 hiicrelerinde Hep3B hiicrelerine daha yakin diizeyde olduklar1 ve kanonik RAS ve
RIT1 protein diizeylerinin SC kodlu hiicrelerde Hep3B hiicrelerine kiyasla anlamli bir
degisim gostermedigi belirlendi. Deneyler sonucunda elde edilen veriler ayrica, Hep3B
hiicrelerine kiyasla kanonik RAS protein diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli tek artigin
LSKO-104 hiicrelerinde oldugunu, buna ek olarak RIT1 protein diizeyindeki en yliksek
artisin da yine LSKO-104 hiicrelerinde oldugunu ve LSKO-104 hiicrelerinde LZTR1 protein
ifadesinin kayboldugu goriilmiis olup, bu veriler LSKO-104 hiicrelerinin LZTRI’in nakavt
edildigi hiicreler arasinda fonksiyonel olarak en etkin hiicreler oldugunu ortaya koydu (Sekil
12). LSKO-34, LSKO-35 ve LSKO-98 hiicrelerinde ise Hep3B hiicrelerine kiyasla kanonik
RAS proteinlerinin anlamli bir artis gostermedigi ancak RIT1 protein diizeylerinin Hep3B
hiicrelerine kiyasla sirasiyla LSKO-35, LSKO-98 ve LSKO-34 hiicrelerinde arttig
belirlendi. LZTR1’in nakavt edildigi hiicrelerin tamaminda RIT1 protein diizeylerinin
Hep3B hiicrelerine kiyasla anlamli ve yaklasik dokuz kata kadar armasina ragmen kanonik
RAS proteinlerinin sadece LSKO-104 hiicrelerinde anlamli diizeyde ancak 2.5 kat civarinda
olmasimin Hep3B hiicrelerinde LZTR1’in RIT1 protein diizeyini belirlemede daha etkin bir
role sahip olduguna, Kelch domainindeki amino asit dizilerinin tamamini igermesi bile
LZTRI’in amino ucundaki amino asit dizilerine kismen sahip olan LZTR1 proteinlerinin

RAS ve RIT1 protein diizeylerinin belirlenmesinde heniiz tanimlanmamis islevlere sahip
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olabilecegine ve LSKO-104 hiicrelerinin en belirgin fonksiyonel etkiyi géstermesinde bu
hiicrelerin bir allelinden hig protein iiretilmiyor olmasinin roliiniin olabilecegine isaret ettigi
degerlendirilmektedir. WB deneyinin sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde ise tezin
devaminda kullanilacak hiicrelere bu deneyin sonuglarina gore karar vermeyip 6ne ¢ikan
hiicreleri belirleyerek ilave deneyler yapilmasi ve yeni yapilacak deneylerin sonuclart da géz
oniinde bulundurularak nihai karara varilmasi yaklasimi uygulandi. Bu dogrultuda incelenen
sekiz kolonideki LZTR1, pan-RAS ve RITI protein diizeylerindeki degisimler
degerlendirilerek SC kolonileri arasinda SC-12 ve SC-16 hiicreleri; LSKO kolonileri
arasinda ise basta LSKO-104 olmak iizere kanonik RAS ve RIT1 protein diizeyleri lizerinde
en belirgin fonksiyonel etkiler LSKO-104, LSKO-35 ve LSKO-98 hiicrelerinde goriildi
(Sekil 12). Bu deneylerin akabinde, tezin devaminda ¢alismaya devam etmek tizere se¢ilmesi
gereken birer SC ve LSKO klonuna kesin olarak karar verilememis oldugundan ilave
fonksiyonel eleme deneyleri yapildi. Bu deneylerde, RAS/MAPK sinyal yolaginda RAS ve
RIT1 proteinleri aktiflestiginde fosforillenerek aktif duruma gegtikleri bilinen ve
RAS/MAPK yolaginin hiicre i¢indeki aktivitesinin gostergeleri olarak siklikla incelenen p-
MEK1/2 ve p-ERK1/2 proteinlerinin LZ7RI’in nakavt edildigi ve edilmedigi Hep3B
hiicrelerindeki seviyeleri de incelendi. Bu deneylere, kanonik RAS ve RIT1 diizeylerine gore
secilen bes hiicre (SC-12, SC-16 LSKO-35, LSKO-98 ve LSKO-104) dahil edildi. Hep3B
hiicreleri deneye dahil edilmeyerek CRISPR/Cas9n uygulanan hiicrelerin kendi icinde
degerlendirilmesi yaklasimi uygulandi. Ug farkli zamandaki hiicre pelletlerinden hazirlanan
protein lizatlaryla ii¢ tekrar halinde yapilan WB deneylerde ortalama normalize protein
seviyeleri belirlendi ancak bir onceki eleme deneyinden farkli olarak ortalama protein
seviyeleri herhangi bir hiicrenin protein seviyeleriyle kiyaslanmayarak daha kati bir eleme
stratejisi uygulandi. Tiim hiicrelerdeki ortalama protein diizeylerine baktigimizda SC-12
hiicrelerinde LZTR1 protein seviyesinin SC-16 hiicrelerine gore daha yiiksek ancak p-
MEK1/2 ve p-ERK1/2 protein diizeylerinin SC-12 hiicrelerinde daha az oldugu goriildii. Bu
bulgular, deneyde ele alinan SC kodlu Hep3B hiicreleri arasinda SC-12 hiicrelerinin daha
uygun oldugu sonucuna varmamiza yol agti (Sekil 13). Bunun ardindan, deneyde ele
aldigimiz LSKO hiicreleri arasinda one ¢ikan koloniyi belirleyebilmemiz igin kontrol
hiicresi olarak belirledigimiz SC-12 hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli protein
diizeyi degisimi gosteren hiicrelerin bulunup bulunmadig: analiz edildi. Istatistiksel veri
analizleri neticesinde anlamli degisim goOsteren hiicrelerin sonuglar1 siitun grafiginde

belirtildi (Sekil 13). Buna gore, deneyler sonucunda ii¢ LSKO hiicresinde de LZTR1 protein
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diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldigini ancak en diisilk LZTR1 protein
diizeyinin LSKO-104 hiicrelerinde oldugu goriildii. Buna ek olarak, LSKO kodlu hiicreler
arasinda pan-RAS ve p-MEK1/2 seviyelerindeki istatastiksel olarak anlamli tek artigin, en
yiiksek RIT1 protein seviyesinin ve diger LSKO hiicreleriyele benzer seviyede olmsa da p-
ERK1/2 protein diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artisin LSKO-104 hiicrelerinde
olmas1 nedeniyle inceledigimiz LSKO hiicreleri arasinda LZTR1 kaybinin fonksiyonel
etkilerin en efektif sekilde gortilebildigi hiicrelerin LSKO-104 hiicreleri oldugunu ortaya
koydu (Sekil 13). LSKO-35 ve LSKO-98 hiicrelerinde ise LZTR1 kaybinin pan-RAS ve
RIT1 protein diizeylerinde artisa yol agmasina ragmen bu hiicrelerde sadece RIT1
seviyesindeki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii. Bu durumun, yaptigimiz bir
onceki deney sonucunda ileri siirdiigiimiiz Hep3B hiicrelerinde LZTR1’in kanonik RAS
proteinlerinden daha c¢ok RIT1 protein seviyeleri iizerinde fonksiyonel etki gosteriyor
olabilecegi yoniindeki diisiincemizi destekledigi degerlendirilmektedir (Sekil 12 ve 13).
Bununla birlikte, bir 6nceki deneyde protein diizeylerindeki degisimler Hep3B hiicrelerine
kiyasla hesaplanirken yaptigimiz ikinci fonksiyonel analiz deneylerinde Hep3B hiicrelerinin
kullanilmamis ve goreceli kat degisimleri iizerinden degerlendirme yapilmamis olmast
nedeniyle iki deneydeki kat degisim degerlerinin birbirleriyle birebir olarak
karsilagtirilmamas1 gerektigi de dikkate alinmalidir. Sonug olarak, IP1.2 kapsaminda
yaptigimiz calismalarla dort farkli negatif kontrol ve dort farkli LZTR1 nakavt Hep3B
hiicresinde gDNA dizilemeleri yaparak secilen SC kodlu klonlarin hepsinin WT oldugu,
LSKO kodlu kolonilerinde LZTR1 protein seviyesinin azalmasina yol agacak varyasyonlar
belirlenmis ve iki asamada ele alarak yaptigimiz protein diizeyindeki fonksiyonel
RAS/MAPK yolak analizleriyle SC-12 ve LSKO-104 Hep3B hiicreleri tez ¢aligmalarinin
devaminda kullanilacak kontrol ve LZTR1 nakavt Hep3B hiicreleri olarak segilmisdir.

Tezin birinci hedefi, CRISPR/Cas9n yontemi kullanilarak LZTR geninin en az bir
Hep3B hiicre klonunda nakavt edildiginin western blotlama yontemiyle protein diizeyinde
belirlenmesi ve LZTR I’in nakavt olmasina neden olan DNA diizeyindeki degisikligin Sanger

DNA dizileme yontemi kullanilarak belirlenmesiyle basarili bir sekilde tamamlanmustir.

Tezin ikinci hedefinde ilk olarak SC-12 ve LSKO-104 hiicreleri kiiltiirde cogaltilarak
tic farkl1 pasajdan total RNA 6rnekleri izole edilip, agaroz jel eloktroforezi ile kontrol edildi
(Sekil 14). RNA dizileme analizi yapilacak ornekleri farkli pasajlardaki hiicrelerden izole

etmeyi tercih etmemizin nedeni, analizler neticesinde LZTR 1’in farkli pasajlarda dahi tutarl
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olarak istatistiksel olarak anlamli ekspresyon degisikligine yol actig1 genleri belirlemek
istememizdir. RNA Ornekleri tiger replika halinde hazirlandiktan sonra dizileme hizmetini
veren firma RNA oOrneklerimizin kalitesini RIN analizi yontemiyle incelemis ve izole
ettigimiz Orneklerin en yliksek RIN degeri olan 10.0’a yakin (9.6-9.9 arasi) yani oldukca
yiiksek kalitede oldugunu belirdikten sonra RNA dizileme ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir
(Tablo 19). RNA dizilemeleri gergeklestirildikten sonra teslim aldigimiz ham dizileme
verileri kalitelerini kontrol edildi ve her 6rnek i¢in en az %90 diizeyinde olmasini istedigimiz
Q30 kalite oranlarmin %91.83 ile %93.43 aralifinda degistigi, yine en az %90 diizeyinde
olmasini bekledigimiz referans genoma hizalama oranlarinin %99.03 ile %99.78 arasinda
oldugu goriilmiis ve en az 28 degerinde olmasini bekledigimiz ortalama sekans kalite
skorlarinin (Phred skorlarinin) 36 oldugu goriilmiistiir (Tablo 20 ve Sekil 15). Bu verilerin,
RNA dizileme verilerimizin ortalamanin {stiinde kalitede olduguna isaret ettigi

degerlendirilmektedir.

Tezin ikinci hedefi, RNA dizilemeyi yapacak olan firmanin dizileme i¢in kabul ettigi
konsantrasyon, kalite ve miktar kriterlerine uyan RNA 6rneklerinin hazirlanarak kuru buz
icinde firmaya gonderilmesi ve dizilenen RNA orneklerinin Q30 degerinin >%90 olarak

birlenmesi ile bagarili bir sekilde tamamlanmustir.

Tez kapsaminda iiclincii hedef ile, ikinci hedefin sonunda elde edilen ham RNA
dizileme verileriyle transkriptomik veri analizlerinin gerceklestirilmesi amacglanmistir. Bu
dogrultuda ilk olarak, RNA dizileme verilerinin referans genoma hizalanmasiyla elde edilen
“bam” dosyalar1 incelenerek orneklerdeki LZTR1 mRNA okumalart incelendi. LZTR1
transkriptlerine ait hizalama sonuglari, LSKO-104 hiicrelerinin gDNA’larin1 Sanger DNA
dizileme yoOntemiyle sekanslayarak elde ettigimiz verilerle uyumlu bir sekilde (Sekil 11)
LSKO-104 hiicrelerinde LZTRI’in 1. ekzonunda genin bir allelinde belirledigimiz ve protein
cevrimi  sirasinda  g¢erceve  kaymasiyla  erken  sonlanmaya  neden  olan
(NP _006758.2:His51Leufs*18) 23 niikleotidlik delesyona (NM_006767.4:c.154 176del23)
sahip mRNA’nin okundugunu ortaya koydu. LSKO-104 hiicrelerinin gDNA’sinda LZTRI’e
ait diger DNA ipliginde ise genin transkripsiyon baslama bolgesinin de delesyona ugramasi
nedeniyle mRNA  {retilmeyecegine  iliskin  tahminimizle  uyumlu  olarak
(NC _000022.11:2.20,982,251 20,982,549delinsACTG, NM_006767.4:c.0, NP_006758.2
:p.0) LSKO-104 hiicrelerinde baska bir transkript okumasi gerceklesmedigi belirlendi.
Bunun disinda LSKO-104 hiicrelerininden iiretilen LZTR1 mRNA’sinda referans diziye
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kiyasla bagka herhangi bir degisim bulunmadigi da goriildii. SC-12 hiicrelerinde ise LZTR1
mRNA dizilerinin WT oldugu goriildii (Sekil 16). Bu bulgular, Sanger dizileme ve protein
analizlerimizin RNA dizileme verilerimizle uyum gosterdigini ortaya koymaktadir (Sekil 11

ve 16).

LSKO-104 ve SC-12 hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farklilig
gosteren genlerin listesi belirlenmistir. Bu analizler neticesinde, 20°si LncRNA olmak {izere
toplam 117 genin ifadesinin p<0.05 ve >1.5 kat; 113’{liniin ise p<0.05 ve >2 kat degistigi
belirlendi. Bu nedenle, tez onerisinde, p<0.05 ve >2 kat degisim gosteren genlerin
sunulmasinin hedeflendigi belirtilmis olmakla birlikte >1.5 kat ve >2 kat degisen genler
listesi arasinda sadece dort gen farki bulunuyor olmasi nedeniyle bu dort genin de
dislanmayarak degerlendirme kapsaminda tutulup sunulmasi yaklagimi uygulanmistir. Buna
gore, iki grup arasinda 1.5 kat ve tizeri ifade farklilig1 gosterdigini belirledigimiz toplam 117
genden 54’1iniin ifadesinin Hep3B hiicrelerinde LZTRI nakavt edildiginde artip, 63’iiniin
LZTRI sessizlestiginde azaldig goriildi (Tablo 21, Sekil 17). SC-12 ve LSKO-104 hiicreleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farklilig1 gosteren genler arasinda LZTRI’in
bulunmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeninin bam verilerinin ortaya koydugu iizere LSKO-
104 hiicrelerinde protein senteziyle 68 amino asitlik erken sonlanan ve muhtemelen
proteasomal parcalanmaya yonlenen bir protein c¢evrilse bile transkript olarak sadece 23
niikleotitlik delesyona sahip olan mRNA’nin kodlanmasi oldugu degerlendirilmektedir
(Sekil 5C, 11, 12, 13, 16). Bu nedenle, RNA dizi analizlerimiz neticesinde LZTR1 mRNA
seviyelerinin SC-12 ve LSKO-104 arasinda istatistiksel olarak anlamli degisim
gostermemesinin LSKO-104 hiicrelerinde LZTRI1 protein seviyesinin sonlandigini ortaya
koyan WB deneylerimizle uyumsuzluk yaratmadigi degerlendirilmektedir. Bu veri ayrica
LZTRI’in basarili bir sekilde nakavt edildigi Hep3B hiicrelerinin taranmasi sirasinda
hazirlanan kolonilerdeki mRNA diizeylerinin degil protein diizeylerinin analiz edilmesi
yaklagimimizin bizi dogru sonuca daha kisa yoldan ulastiran uygun bir starteji olduguna

isaret ettigi de degerlendirilmektedir.

Yi vd. yaptiklar1 ¢alismada Hep3B hiicrelerinde LL22NC03-N14H11.1 isimli
IncRNA’nin  (hgl9 referans dizilerine gore sembolii LL22NCO03-N14H11.1 olan
ENSG00000272872 numarali genden kodlanan ENST00000608286.1 kodlu transkriptin
(LL22NCO03-N14H11.11in) bilgileri giincel referans dizilerini igeren hg38 verisyonunda
degistirilerek genin adi1 sadece ENSG00000272872 olarak, bu genden kodlanan transkriptin
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ad1 ise ENST00000608286.1 seklinde gegmektedir) ifade oldugu ve bu IncRNA’nin ¢c-Myb
1simli bir proteinin LZTRI’in promotoriine lokalize olarak Hep3B hiicrelerinde LZTRI gen
ifadesini baskiladig1 gosterilmistir (64). LSKO-104 ve SC-12 hiicreleri arasinda en ¢ok
degisen genler arasinda Yi vd.’nin (64) belirttigi IncRNA veya c-Myb bulunmamaktadir
(Tablo 21). Bu durumun, Yi vd.’nin (64) belirledigi gibi Hep3B hiicrelerinde LL22NC03-
N14HI11.1 isimli IncRNA LZTR1 gen ifadesini kontrol ediyor olsa da LZTR1 proteininin
varliginin bu IncRNA’nin gen ifadesi {lizerinde bir etkisinin olmadigina yani tek yonlii bir

diizenlemenin s6z konusu olabilecegine isaret ettigi degerlendirilmektedir.

GSEA caligmalar1 neticesinde tez kapsaminda planlanan istatistiksel kriterlere uyan
on GO gen setinin verileri sunulmustur (Tablo 22 ve Sekil 18). GSEA GO verilerinin
degerlendirilmesinde kolaylik saglanmasi amaciyla zenginlesen GO gen setleri hakkinda
GO ve MSigDB veri tabanlarindaki bilgiler dikkate alinarak gen setleri “Gelisim ve
farklilagsma”, “Transkripsiyon diizenleme” ve “Hiicre sinyal iletimi” isimli {i¢ farkl1 biyolojik
siire¢ bashigr altinda simiflandirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli zenginlesme skoruna
sahip olan GO gen setleri incelendiginde, ilk olarak tiim gen setlerinin SC-12 6rneklerinde
zenginlestigi dikkati ¢cekmektedir. Bu durum, listede yer alan gen setlerinin ve iliskili
olduklart biyolojik siireglerin Hep3B hiicrelerinde fonksiyonel LZTR1 proteini varken
zenginlestigine yani Hep3B hiicrelerinde LZTR1 kaybinin listelenen gen setlerinin iligkili
olduklar1 biyolojik siireclerin aktivitelerinin azalmasina isaret ettigi degerlendirilmektedir.
Listedeki on gen seti arasinda birinci sirada yer alan “GOBP ANIMAL ORGAN
MORPHOGENESIS” gen setinin, besinci sirada yer alan “GOBP EPITHELIUM
DEVELOPMENT” ve sekizinci sirada yer alan “GOBP EPITHELIAL CELL
DIFFERENTIATION” gen setlerinin epitel hiicre ve organ gelisimi ile ilgili gen setleri
olmasi oldukga dikkat ¢ekicidir. Clinkii LZTRI geninde tanimlanmig olan ¢esitli germ hatti
mutasyonlariin fetal donemde ortaya ¢ikan ve canli dogumla bagdagmayan NIHF’nin
etiyolojisinde yer aldig1 bilinmekte ve ayrica bazi LZTR I mutasyonlarinin konjenital gelisim
kusurlari ile karakterize NS tip 2 ve tip 10 hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir (17-
19). Ote yandan, LZTR1’in bahsi gegen hastaliklarin etiyopatogenezinde gen ifadelerinde
degisiklige yol agtig1 genlerin olup olmadig1 ve varsa hangileri oldugu bilinmemektedir.
Yaptigimiz analizlerle fetal donemdeki bir hiicreden degil bir HCC hiicre hattindan
transkriptomik verileri elde edilmis olsa da LZTR1’in Hep3B hiicrelerinde zenginlesme
farkliligima yol actig1 gen setleri arasinda gelisim ve farklilasma siireciyle iligkili gen

setlerinin bulunuyor olmasinin LZTR1’in insan gelisiminde rol oynayan Onemli bir
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transkripsiyonel diizenleyici olabilecegine isaret ettigi degerlendirilmektedir. Bu nedenle,
dogrudan HCC ile iligkili ¢ikarimlarda bulunmaya katkisi sinirli olsa da “Gelisim ve
farklilagsma” biyolojik siireci ile ilgili gen setlerinde yer alan genlerin LZTRI genindeki
mutasyonlar ile ortaya ¢ikan NIHF ve NS hastaliklarinin etiyopatogenezlerinin
aydimlatilmasina yonelik ¢alismalar kapsaminda dikkate alinmaya deger nitelikte oldugu

degerlendirilmektedir (Tablo 22 ve Sekil 18).

GSEA ile GO gen setleri arasinda zenginlestigini belirledigimiz ve “Transkripsiyon
diizenleme” biyoloji siireci altinda grupladigimiz gen setleri “GOMF DNA BINDING
TRANSCRIPTION FACTOR ACTIVITY”, “GOMF TRANSCRIPTION REGULATOR
ACTIVITY”, “GOMF CIS REGULATORY REGION SEQUENCE SPECIFIC DNA
BINDING” ve “GOMF SEQUENCE SPECIFIC DNA BINDING” olmustur. S6z konusu
gen setlerinin SC-12 orneklerinde istatistiksel olarak anlamli zenginlesmesi LZTR1’in
spesifik DNA dizilerine baglanarak transkripsiyonu diizenledikleri bilinen proteinleri
kodlayan listedeki genlerin ifadelerinin artmasina yol agtigina isaret etmektedir. S6z konusu
gen setlerinde gelisim biyolojisinde onemli roller oynadiklari bilinen homobox (HOX)
transkripsiyon faktorlerinden HOXB3, HOXBS5, HOXB6 ve PBXI’in bulunuyor olmasi
LZTR1’in bu ti¢ HOX ailesi transkripsiyon faktoriiniin ifadelerinin artmasina neden olarak
insan gelisim siirecinde 6nemli roller oyuyor olabilecegine isaret eden bir diger bulgu oldugu
degerlendirilmektedir (Tablo 22 ve Sekil 18A). Bunun disinda dikkatimizi ¢ceken bir diger
sonu¢ LZTR1 varliginda iyi bilinen bir kdk hiicre biyobelirteci transkripsiyon faktorii olan
SRY-Box Transcription Factor 2’nin (SOX2’nin) zenginlesen gen setlerinde yer aliyor
olmasidir. SOX2’nin yer aldig1 zenginlesen gen setlerinin sonuglar1 ve SOX2 gen ifadesi
sonuglart SOX2 transkript miktarinin LZTRI’in nakavt edildigi LSKO-104 hiicrelerinde
daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir (Tablo 21 ve Sekil 18A). Bu veri LZTR1
varliginda SOX2 gen ifadesinin azaldigin1 ortaya koymakta ve hem LZTR1’in gelisim
sirasinda kok hiicreler 6zelliklerini baskilayici etkilerinin olabilecegine hem de kanser
hiicrelerinde LZTR1 varligiin SOX2 gen ifadesini baskilayarak tiimor baskilayici rol
oynuyor olabilecegine isaret etmektedir. Bu hususla ilgili olarak literatiirde Frattini vd. nin
(12) LZTRI’in GBM’de siklikla mutasyona ugrayan genlerden biri oldugunu belirledikleri
calismada kanser kok hiicre 6zellikleri tagiyan in vitro glioma kiirelerinde ektopik olarak
LZTRI1 ifadesini artirdiklarinda kok hiicre belirteglerinden CD133, NES ve SOX2 protein
diizeylerinin azaldigini ortaya koyan bir ¢calisma bulunmaktadir (12). Hep3B hiicrelerinde

LZTRI1 varliginda SOX2 gen ifadesinin azaldigini ortaya koyan verilerimizin Frattini vd. nin
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LZTR1’in SOX2 protein diizeyi iizerinde etkisine iligkin bulgularmi destekledigini ve
Frattini vd.’nin (12) SOX2 protein diizeyinde belirledikleri azalmanin LZTR1’in SOX2 gen
ifadesini azaltan etkisinden kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenlerle
verilerimizin LZTR1’in kanser kok hiicre ozelliklerini baskilayan onemli bir timor

baskilayici olabilecegine isaret ettigi degerlendirilmektedir.

SC-12 hiicrelerinde LSKO-104 orneklerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli
zenginlesen son biyolojik siire¢ olan “Hiicre sinyal iletimi” baglig1 altinda listede sirasiyla
yedinci, dokuzuncu ve onuncu siralarda yer alan “GOBP CELL CELL SIGNALING BY
WNT”, “GOBP REGULATION OF INTRACELLULAR SIGNAL TRANSDUCTION” ve
“GOBP POSITIVE REGULATION OF SIGNALING” gen setleri bulunmaktadir (Tablo 21
ve Sekil 18C). LZTR1’in RAS/MAPK sinyal yolaginda yer almasina ragmen hiicre sinyal
iletimi ile ilgili olarak zenginlesen gen setleri arasinda RAS/MAPK sinyal yolag: ile iliskili
bir gen setinin bulunmuyor olmasi dikkati gekmektedir. Bu durumun, literatiirde yer alan ve
LZTR1’in kanonik RAS ve RIT1 proteinlerinin poliubikitin post-translasyonel
modifikasyonuna ugramasinda rol oynadigim1 ortaya koyan calismalarin bulgulariyla
celismedigini ve ilave bir bilgi saglayarak LZTR1’in RAS/MAPK yolaginin bilesenlerinin
gen ifadesi lizerinde fonksiyonel etkisinin olmadigina isaret ederek 6nemli bir veri sagladigi
degerlendirilmektedir (Tablo 21 ve 21). “Hiicre sinyal iletimi” biyolojik siirecinde yer alan
gen setleri incelendiginde ilk olarak yedinci sirada yer alan “GOBP CELL CELL
SIGNALING BY WNT” en seti dikkati ¢gekmektedir. WNT/B-catenin sinyal yolagi, HCC
hastalarinda siklikla deregiile olan sinyal yolaklarindan biridir (2). Elde ettigimiz veriler,
LZTR1’in bu gen setinde yer alan genlerin ifadelerini kontrol ederek HCC hiicrelerinin
WNT sinyal yolagi araciligiyla birbirleriyle haberlesmesinde rol oynuyor olabilecegine
isaret ediyor olup, bu durum LZTR1’in sadece RAS/MAPK sinyal yolaginda degil aym
zamanda HCC’de 6nemli oldugu bilinen bir diger yolak olan WNT sinyal yolaginda da
islevlerinin olabilecegine isaret ederek LZTR1’in onemini artirmaktadir. Ote yandan,
verilerimiz Hep3B hiicrelerinde LZTR1 varliginda bu gen setinden yer alan genlerden
SALLI, AMOTLI ve WLS ekspresyonunu arttirirken, WNT7B ve SOX2 gen ifadesinin
LZTRI1 yoklugunda artis gosterdigini ortaya koyarak LZTR1’in bu yolaktaki iglevlerinin
aydinlatilabilmesi i¢in titiz ve detayli ¢alismalar yapilmasi gerektigine de isaret etmektedir
(Sekil 18C). SC-12 hiicrelerinde ekspresyonunun arttigini belirledigimiz SALLI in glioma
hiicrelerinde ifadesinin artmasinin WNT/B-catenin sinyal yolag1 aktivitesini diizenleyerek

hiicre ¢ogalmasini ve gociinii baskiladigi bilinmektedir (85). SALL1’in ifade diizeyinin
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LZTRI nakavt edildiginde Hep3B hiicrelerinde azaliyor olmasinin HCC hiicrelerinde bir
tiimor baskilayici olarak islev gosteren LZTR1’in WNT/B-catenin yolaginin aktivitesini
diizenleyerek bu fonksiyonu yerine getiriyor olabilecegini diisiindliirmektedir. Gen listesinde
yer alan bir diger gen olan WNT7B, WNT/B-catenin yolagin1 aktiflestiren ligandlardan birini
kodluyor olup, HCC hiicrelerinde WNT7B ile aktiflesen WNT/B-catenin yolagmin HCC
hiicrelerinin Sorafenib’e direng gelistirmelerine neden oldugu bilinmektedir (86). Hep3B
hiicrelerinde LZTR1 varliginda WNT7B ifade diizeyinin az olup, LZTR nakavt edildiginde
WNT7B ekspresyonunun arttigini ortaya koyan verilerimizin LZTR1’in WNT sinyal
yolagini baskilayarak HCC hiicrelerinde ilag muamelesine hassasiyet sagliyor olabilecegine
isaret ederek LZTR1’in WNT/B-catenin yolagindaki ve HCC’deki 6nemini artiran bir diger
ilgi ¢ekici bulgu oldugu degerlendirilmektedir (Tablo 21, Tablo 22 ve Sekil 18C). “Hiicre
sinyal iletimi” biyolojik silirecinde zenginlesen diger iki gen seti olan “GOBP
REGULATION OF INTRACELLULAR SIGNAL TRANSDUCTION” ve “GOBP
POSITIVE REGULATION OF SIGNALING” gen setleri ise LZTR1’in spesifik bir sinyal
yolagi ile iliskili olduguna dair dogrudan bilgi sunmayan ancak LZTR1’in hiicre i¢i sinyal
iletim siireclerinde rol oynayan cesitli proteinlerin ifadesi ilizerinde de fonksiyonel etkileri

olduguna isaret etmesi bakimindan dikkat ¢ekicidir (Tablo 21, ve Sekil 18C).

GSEA analizleri ile ayrica, MSigDB veri tabaninin “C2 curated gene sets” isimli
literatiirdeki yayinlarin verilerine dayali olarak hazirlanan gen setleri koleksiyonu arasinda
“BENPORATH SUZ12 TARGETS” ve “PASINI SUZ12 TARGETS DN” gen setlerinin ve
“C3 regulatory target gene sets” isimli transksipsiyon faktdrlerinin ve miRNA’larin
diizenledigi hedef genlerin listelerini igeren koleksiyon arasinda yer alan “CART1 017,
“ZSCAN30 TARGET GENES” ve “ZBTB12 TARGET GENES” gen setlerinin SC-12
hiicrelerinde LSKO-104 hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
zenginlestigini ortaya ¢ikarmistir (Tablo 23 ve Sekil 19). SUZ12 proteini bir ¢inko parmak
transkripsiyon diizenleyicisi olup, Histon H3 proteininin lizin 9 metilasyonu (H3K9me) ve
lizin 27 metilasyonu (H3K27me) post-translasyonel modifikasyonlarin1 katalize eden
polycomb baskilayict kompleksi 2 nin (PRC2) bir bileseni olarak hedef genlerin epigenetik
diizenlenmeyle sessizlestirilmesinde rol oynamaktadir (87-89). GSEA sonuglarimiz,
LZTR1’in SUZI12’yi igeren PRC2 kompleksi tarafindan epigenetik olarak ekspresyonlari
baskilandig: bilinen genlerin ifadelerinin diizenlenmesinde rol oynuyor olabilecegine isaret
etmektedir. Ote yandan, LZTR1 varliginda veya yoklugunda Hep3B hiicrelerinde ifadeleri

degisen genler listemizde SUZ12’nin veya PRC2 kompleksinin tiyelerinin bulunmuyor
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olmast nedeniyle LZTR1’in SUZ12 hedeflerinin ekspresyonlarini hangi mekanizmayla
diizenliyor olabilecegi hakkinda bir degerlendirme yapmamizi kisitlamaktadir. Bu nedenle,
GSEA verilerimizin MSigDB veri tabaninin C2 kodlu listesinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde zenginlesen iki gen setinin de SUZ12 hedef genleri listesinde olmast LZTR1’in
SUZ12’nin yer aldigit PRC2 kompleksinin aktivitesi iizerinde onemli bir igleve sahip
olabilecegini diisiindiirmekle beraber bu diisiinceyi destekleyici ilave bulgularimizin
olmamasi nedeniyle ilave ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyuldugu degerlendirilmektedir

(Tablo 21, Tablo 23 ve Sekil 19A).

GSEA caligmalariyla elde ettigimiz son bulgumuz “C3 regulatory target gene sets”
isimli transksipsiyon faktorlerinin ve miRNA’larin diizenledigi hedef genlerin listelerini
iceren koleksiyon arasinda yer alan “CART1 017, “ZSCAN30 TARGET GENES” ve
“ZBTB12 TARGET GENES” gen setlerinin SC-12 hiicrelerinde LSKO-104 hiicrelerine
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde zenginlestigidir (Tablo 23 ve Sekil 19B).
“CARTI1 01” gen seti transkripsiyon baglama bolgesinin -2kb, +2kb bolgesinde giincel
sembolii TRAF4 olan CARTI transkripsiyon faktoriinlin DNA baglanma motifi olan
“NNNTAATTNNCATTANCN?” dizisine sahip olan genleri igermektedir. TRAF4, Tiimor
Necrosis Factor (TNF) ailesine iiye bir transkripsiyon faktorii olup 7RAF4’iin
ekspresyonunun HCC hiicrelerinde arttifi ve TRAF4’iin HCC hiicrelerinin gogiinii ve
invazyonunu artirdig1 bilinmektedir (90). GSEA sonuglarimiz, transkripsiyon baslama
bolgesinin yakinlarinda TRAF4’{in baglanma motifi bulunan genlerden altisinin (SALLI,
HOXBS5, MEF2C, HOXB6, PBX1 ve HOXB3) gen ifadelerinin LZTRI nakavt edildiginde
azaldigini ortaya koymaktadir (Tablo 23 ve Sekil 19B). Bu durum, Hep3B hiicrelerinde
LZTR1’in TRAF4’in indiikledigi genlerden bazilarinin ifadelerinin baskilanmasini
saglayarak timor basilayict rol oynuyor olabilecegini diislindiirmektedir. LZTR1’in
transkripsiyonel diizenleyici ve tiimdr baskilayici rollerinin daha iyi anlagilabilmesi yoniinde
onem tasidigim1 diisiindiiglimiiz bu verinin yeni arastirmalara ve Onemli bilgiler elde

edilmesine katki saglayabilecek nitelikte oldugu degerlendirilmektedir.

“C3 regulatory target gene sets” gen setleri arasinda anlamli zenginlesen diger gen
seti “ZSCAN30 TARGET GENES” olmustur (Tablo 23 ve Sekil 19B). Bu gen setinde,
transkripsiyon baslama bolgesinin -1 000 ile +100 baz cifti mesafesinde Zinc Finger And
SCAN Domain Containing 30 (ZSCAN30) transkripsiyon faktoriiniin baglanma motifi
bulunan genler yer almaktadir. Pubmed’de ZSCAN30’un fonksiyonu hakkinda yapilmis bir
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calisma bulunamamustir. Bu nedenle ZSCAN30 iizerinden bir degerlendirme
yapilamamustir. Ote yandan, “ZSCAN30 TARGET GENES” gen setinde zenginlesen genler
GO verilerine gore zenginlesen GSEA sonuclarinda da yer alan SALLI, AMOTLI, MEF2C,
FAXC, PBXI, HOXB3 ve RNF217 genleri oldugundan GO verilerine gore anlamli
zenginlesen biyolojik siireclerde ifadeleri degisen bu genlerin ekspresyonlarinin ZSCAN30
tarafindan diizenleniyor olabilecegine isaret ederek ilave bilgi saglamasi bakiminda 6nem

tagidig1 degerlendirilmektedir (Tablo 22, Tablo 23, Sekil 18 ve Sekil 19).

GSEA ile zenginlestigini belirledigimiz son gen seti “ZBTB12 TARGET GENES”
gen setidir (Tablo 23 ve Sekil 19B). Bu gen setinde, transkripsiyon baslama bolgesinin -1
000 ile +100 baz ¢ifti mesafesinde Zinc Finger And BTB Domain Containing 12 (ZBTB12)
transkripsiyon faktoriiniin baglanma motifi bulunan genler yer almaktadir. ZBTB12
hakkinda literatiirde az sayida ¢alisma bulunuyor olup bu ¢alismalarda 6zetle ZBTB12’nin
insan pluripotent kok hiicrelerinde dediferansiyasyonu baskilayan bir bariyer roliinii oldugu,
ZBTB12 gen ifadesinin kolorektal kanser hastalarinda arttigin1 ve bunun kolorektal kanser
prognozunun takibinde bir biyobelirte¢ olabilecegi ve son olarak gastrik kanser
mikrocevresinde bulunan fibroblastlarda ZBTBI2 ekspresyonunun yiiksek oldugu
belirlenmistir (91-93). ZBTB12 hakkinda literatiirde yer alan bilgiler ZBTB12 ile LZTR1
arasindaki olas1 fonksiyonel iligkinin agiklanabilmesi i¢in yeterli diizeyde olmasa da LZTR1
varliginda veya yoklugunda GO gen setlerinde zenginlesme farkliligina yol acan GUCYI1A1,
AMOTLI, VIM, MEF2C, HOXB3 ve FBN2 genlerinin ifadelerinin ZBTB12 transkripsiyon
faktorii ile dilizenleniyor olabilecegine isaret etmesi nedeniyle Onem tasidigi

degerlendirilmektedir (Tablo 22, Tablo 23, Sekil 18 ve Sekil 19).

Tezin ii¢lincli hedefi, kontrol Hep3B ve LZTRI geninin nakavt edildigi Hep3B
hiicrelerinin normalize verileri arasinda ekspresyon diizeyleri diizeltilmis p degeri <0.05
olan ve >2 kat artan ve azalan genlerin listesinin belirlenmesi, kontrol ve LZTR1 nakavt
edilen Hep3B hiicreleri arasinda normalize zenginlesme skoru (NES) en yiiksek olan ve p
degeri <0.05 veya FDR degeri <0.25 olan bes gen setinin belirlenmesi ile basarili bir sekilde

tamamlanmistir.

Tez kapsaminda dordiincti hedefimiz, RNA dizileme verilerinin biyoenformatik
analizleri neticesinde Hep3B hiicrelerinde LZTR1’in varlig1 veya yoklugu durumunda
ekspresyon farklilig1 gosterdigi belirlenen en az iki farkli gen transkriptine ait ekspresyon

verilerinin qRT-PCR yontemiyle dogrulanmasidir. Bu kapsamda, RNA dizileme
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analizlerinde SC-12 hiicrelerine kiyasla LSKO-104 hiicrelerinde ekspresyonlar1 artan
CDHI1, TRIB2 ve KLF5 genleri ile SC-12 hiicrelerine gore LSKO-104 hiicrelerinde
ifadeleri azalan VIM, AMOTLI, BMP7 ve RELN genlerinin (Tablo 21) ifadeleri qRT-PCR
yontemiyle belirlenmis ve incelenen genlerin ekspresyon diizeylerinin RNA dizileme
bulgularimiz ile ayn1 yonde ve istatistiksel olarak anlamli olarak degistigi ve ayrica RNA
dizileme sonuglar1 ile qRT-PCR sonuglarinin birbirleriyle korele oldugu (R?: 0.96)
gostermistir (Sekil 20 ve 21). Validasyon deneyleri kapsaminda ekspresyon degisimleri
valide edilmeye ¢aligilan genler secilirken RNA dizileme sonuglarina gore yliksek ifade
degisikligi gosteren, ortalama normalize sayim degeri (baseMean) yani mRNA miktar
ylksek olan ve literatiirdeki verileri LZTR1’in ve LZTR1’in HCC’deki fonksiyonlarimin
daha iyi anlasilabilmesi yolunda onemli olabilecegini diisiindiigiimiiz genler se¢ilmeye
calisilmigtir (Tablo 21). Bu yaklasimla {izerinde ¢alistigimiz ilk gen olan Cadherin 11
(CDH11) geninin ifadesi RNA dizileme analizlerimize gore LZTRI nakavt edildiginde 3.64
kat (Log2 tabaninda) artmakta, qRT-PCR sonuglarimizda ise yine LZTR1’in nakavt edildigi
LSKO-104 hiicrelerinde artmaktadir (Log2 tabaninda 2.90 kat) (Tablo 21, Sekil 20 ve Sekil
21). Cadherin 11, kalsiyuma bagimli hiicre-hiicre adezyon molekiilleri olan Cadherin
proteinlerindendir. Cadherin 11, Cadherin protein ailesinin Cadherin proteinlerine 6zgii
hiicre adezyonunu tanima dizisini igermeyen atipik (tip I1) alt grubundandir (94). Literatiirde
Cadherin 11 proteininin HCC’deki roliine iligkin bilgi sunan bir ¢aligma bulunmamaktadir.
Cadherin 11 hakkinda diger kanser tiplerinde yapilan ¢aligmalar epitel hiicre tipli kanserler
ilerlediginde goriilen epitel-mezenkimal doniistim (EMT) siirecinde prostat ve meme kanseri
hiicrelerinin E-cadherin (CDHI) ekspresyonunu sinirlayip Cadherin 11 ekspresyonunu
artirdigini ortaya koymaktadir (95, 96). Buna ilaveten, meme kanseri hiicrelerinde CDH11
ifadesi arttiginda Cadherin 11’in B-catenin proteininin sitoplazmada stabilize edip ¢ekirdege
lokalize olmasina yardimci olarak WNT/B-catenin sinyal yolagini artirici roliinii oldugu
belirlenmistir (97, 98). Bunlara ek olarak, CDH11 ekspresyonunun azalmasinin pankreatik
duktal adenokarsinom (PDAC) tiimdr mikrogevresini etkileyerek anti-timdr bagisiklik
yanitinin ve sagkalimin artmasina yol ag¢tig1 belirlemis (99), CDHII ifadesinin artmasi
gastrik kanser hiicrelerinin metastaz yapma kapasitesinin bir belirteci oldugu belirlenmis
(100), CDH11’in doku fibrozu siirecinin yonetilmesinde rol oynadigi belirlenmistir (101).
CDHI11 hakkinda bilimsel literatiirdeki bilgiler ve elde ettigimiz sonuglar birlikte
degerlendirildiginde Hep3B hiicrelerinde LZTRI nakavt edildiginde CDHII
ekspresyonunun artiyor olmasi nedeniyle LZTR1’in Hep3B hiicrelerinde CDHI1 gen
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ifadesini sinirlandirarak Hep3B hiicrelerinde  WNT/B-catenin yolagin1 ve metastatik
Ozellikleri baskilayan bir bariyer islevi sergileyerek tiimor baskilayici rol oynuyor

olabilecegi degerlendirilmektedir.

LZTRI1 varliginda veya yoklugunda ifadesi anlamli degisim gosteren genler arasinda
EMT siireciyle iliskili oldugu bilinen proteinlerden bir diger olan Vimentin (VIM) de
bulunmaktadir. RNA dizileme verilerimiz Hep3B hiicrelerinde LZTR1 nakavt edildiginde
VIM ekspresyonunun 4.66 kat azaldigini, QRT-PCR sonuglarimiz ise 4.69 kat azaldigini
ortaya koymaktadir (Tablo 21, Sekil 20 ve Sekil 21). VIM geni, mezenkimal hiicrelerde ifade
edilen ve sitoplazmada lokalize olan bir sinif-1I1I ara filaman proteinini kodlamaktadir (102).
Vimentin, HCC dahil bir¢ok kanser tipinde EMT siirecinde ifadesi arttigi bilinen, koti
prognoz belirteci ve kanser tedavisi i¢in hedeflenen 6nemli bir hedef molekiildiir (103). RNA
dizileme analizi ve qRT-PCR deney sonuglarimizin Hep3B hiicrelerinde LZ7TRI nakavt
edildigi zaman Vimentin ekspresyonunun azaldigini ortaya koyuyor olmasi LZTR1’in
HCC’de timor baskilayict roliine iliskin diger verilerimiz ve literatiirdeki bilgiler ile
uyusmazhiga neden oldugu seklinde yorumlanabilir. Ote yandan literatiirde Vimentin’in
kanserin kotii prognozundaki islevlerine dair veriler disinda Vimentin’in saglikli ve timdr
hiicreleri igin avantaj sagladigini ortaya koyan ¢alismalar da yer almaktadir. Vimentin’in iki
farkli roliinlin temelinde Vimentin proteininin lokalize olabildigi yerlerin degiskenlik
gosterebilmesi yatmaktadir. Vimentin, mezenkimal hiicrelerin sitoplazmasina lokalize
olarak dayaniklilik kazandirmasina ek olarak, hiicre ylizeyinde de lokalize olabilmekte veya
hiicre digina salgilanabilmektedir. Hiicre disina salgilanan Vimentin’in viral partikiillere
baglanarak viral enfeksiyonunu engelleyici roliiniin oldugu ve kanser hiicreleri tarafindan
hiicre disina salgilandiginda Vimentin’in hiicre goé¢ii, invazyon ve anjiyogenez siireclerini
artirict bilinen islevlerinin aksine etki gosterebildigi ve Vimentin’in fonksiyonunun hiicre
tipine gore ve icerige bagimli (Ing. context-dependent) olarak degisiklik gosterebildigi
belirlenmistir (104). Sonu¢ olarak, RNA dizileme ve qRT-PCR verilerimiz Hep3B
hiicrelerinde LZTR1 sessizlestiginde Vimentin ekspresyonunun azaldigini ortaya koymakta
ancak LZTR1’in Hep3B hiicrelerindeki Vimentin ekspresyonu iizerindeki belirgin etkisinin
HCC leyhine mi yoksa aleyhine mi etkilerinin oldugunun ilave g¢alismalar neticesinde

belirlenebilecegi degerlendirilmektedir.

Uzerinde ¢alisigimiz Hep3B hiicrelerinde Tribbles Pseudokinase 2 (TRIB2) gen

ifadesi hakkinda elde ettigimiz sonuglar RNA dizileme verilerimizin Hep3B hiicrelerinde
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LZTRI nakavt edildiginde TRIB2 ekspresyonunun 2.28 kat arttigini, qRT-PCR sonuglarimiz
ise 3.06 kat arttigin1 ortaya koymaktadir (Tablo 21, Sekil 20 ve Sekil 21). TRIB2 hakkindaki
literatiir verileri TRIB2 proteininin MEK ve AKT proteinleriyle etkileserek RAS sinyal
yolaginin aktivitesini diizenleyebildigini ve TRIB2’nin HCC dahil ¢ok sayida kanser tipinde
onkogen oldugunu ortaya koymaktadir (105). HCC hiicreleri 6zelinde TRIB2’nin Hippo
sinyal yolagmin bir bileseni ve onkogen olan Yesl associated transcriptional regulator
protein (YAP1) ile etkilestigi, YAP1 1 stabilize ederek YAP1’in ¢ekirdege lokalizasyonunu
artmasina neden oldugu belirlenmistir (106). TRIB2 hakkinda literatiirdeki bilgiler ve
verilerimiz birlikte degerlendirildiginde LZTR1’in Hep3B hiicrelerinde 7R/B2 gen ifadesini
sinirlandirarak onkogenin RAS ve Hippo sinyal yolagi aktivitelerini baskiliyor olabilecegi
degerlendirilmektedir. Bu durumun, LZTR1’in TRIB2 ekspresyonu {iizerindeki etkisinin
LZTR1’in HCC hiicrelerinde Hippo sinyal yolaginda rol oynuyor olabilecegine igaret etmesi

bakimindan ayrica 6nem tasidigi degerlendirilmektedir.

LZTR1’in Hippo sinyal yolaginda gorev aliyor olabilecegine isaret eden bir diger
veri LZTR1’in AMOTLI ekspresyonu iizerindeki etkisini ortaya koyan bulgulardir. RNA
dizileme verilerimiz Hep3B hiicrelerinde LZTR1 nakavt edildiginde Angiomotin Like 1
(AMOTLI) ekspresyonunun 3.97 kat azaldigini, qRT-PCR sonuglarimiz ise 4.67 kat
diistliigiinii ortaya koymaktadir (Tablo 21, Sekil 20 ve Sekil 21). AMOTLI1 proteini, epitel
tipli hiicrelerin siki baglantilarinda yer alabilen bir periferal membran proteinidir.
AMOTL!I’in ayrica hippo sinyal yolaginda gorev alarak tiimdr baskilayic1 islev
gosterebildigi de belirlenmistir. Hippo sinyal yolagi inaktif oldugunda yolagin efektor
proteinleri olan YAP1 ve TAZ proteinleri sitoplazmadan g¢ekirdege gegerek onkogenik
islevlere sahip genlerin ifadelerinin artmasina yol agmaktadirlar. Hippo yolaginin {ist
akiminda yer alan proteinler aktiflestiginde ise kisaca MST1/2-LATS1/2-YAP1/TAZ
seklinde ilerleyen sinyal kaskadi YAP1/TAZ proteinlerinin fosforillenerek sitoplazmada
kalmalarina onkogenin transkripsiyon diizenleyici islevlerini ger¢eklestirememelerine neden
olmaktadir. AMOTL1 in sik1 baglantilarda YAP1/TAZ proteinleriyle etkilesip YAP1/TAZ
proteinlerini sitoplazmada stabilize ederek veya adheren baglantilarda LATS1/2 ile etkilesip
LATS1/2’i aktiflestirerek tiimdr baskilayici rol oynayabildigi belirlenmistir (107). Ote
yandan AMOTL1’in glioma ve gatrik kanser hiicrelerinde bu bilgilerin aksine YAP1 protein
aktivitesini artirdig1 ve onkogenik etki gosterdigi de belirlenmistir (108, 109). AMOTL1’in
ayrica meme kanseri hiicrelerinde c-Src proteinini aktive ederek, servikal kanser

hiicrelerinde ise kanser hiicrelerinin metastaz kapasitelerini artirarak onkogen roller oynadigi
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da belirlenmistir (110). Bu bilgiler, AMOTLI’in tiimor baskilayici veya onkogen
aktivitelerinin hiicre tipine gore degiskenlik gosterebilecegine isaret ediyor olup HCC
0zelinde AMOTL1’in islevinin aydinlatilabilmesi icin ilave c¢aligmalara ihtiyac
duyulmaktadir. Deney sonuclarimizin Hep3B hiicrelerinde LZTRI nakavt edildiginde
AMOTLI ekspresyonunun azaldigini ortaya koymasi ve literatiirdeki mevcut verilerin
LZTR1’in HCC’de bir timor baskilayici olduguna isaret ediyor olmasi birlikte dikkate
alindiginda AMOTL1’in HCC’de tiimdr baskilayici isleve sahip olabilecegi ve LZTR1’in
AMOTLI gen ifadesini kontrol ederek Hippo sinyal yolaginda fonksiyonel etkilerinin
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, bu olasiligin dogrulugunun ilave ¢alismalarla

incelenmesi gerekmektedir.

Hep3B hiicrelerinde LZTRI sessizlestirilmesi sonucunda ekspresyon diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degistigini belirledigimiz bir diger gen KLF
Transcription Factor 5 (KLF5) olmustur. RNA dizileme verilerimizin Hep3B hiicrelerinde
LZTRI nakavt edildiginde KLF5 ekspresyonunun 1.52 kat arttigini, qRT-PCR sonuglarimiz
ise 2.41 kat arttigini ortaya koymaktadir (Tablo 21, Sekil 20 ve Sekil 21). KLF5 hakkinda
literatiirde yer alan caligmalar KLF5’in meme kanseri hiicrelerinin EMT diizeylerini
artirarak karacigere metastaz yapmalarini artirdigini ve prostat kanseri hiicrelerinde
belirlenen KLF5 post-translasyonel modifikasyonlarin prostat kanseri hastalarinda
metastatik lezyonlarin artisiyla iligkili oldugunu ortaya koymaktadir (111-113). Buna ek
olarak literatiirde, KLF5’in HCC hiicrelerinin ¢ogalmasini ve metastazini artirdigin
belirleyen ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (114-120). Ote yandan, bilimsel literatiirde
KLFS5 ile LZTR1 arasinda bir iligski bulunduguna dair bir veri bulunmuyor olup elde ettigimiz
verilerin Hep3B hiicrelerinde LZTR1’in HCC’de onkogen islevlere sahip oldugu bilinen
onemli bir protein olan KLF5’in ekspresyonunu baskilayarak tiimor baskilayici rol oynuyor

olabilecegine isaret etmesi nedeniyle dnem tasidig1 degerlendirilmektedir.

Hep3B hiicrelerinde LZTR1 varligina bagli olarak ekspresyon diizeyinin degistigini
belirledigimiz bir diger gen Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP7) olmustur. RNA dizileme
sonuclarimiz BMP7 ekspresyonunun LZTR1 nakavt edildiginde Hep3B hiicrelerinde 2.78
kat, qRT-PCR bulgularimiz ise 4.23 kat azaldigin1 gostermektedir (Tablo 21, Sekil 20 ve
Sekil 21). BMP7, transforming growth factor beta (TGF-B) siiper ailesi proteinlerinin hiicre
disina salgilanan bir ligandin1 kodlamaktadir (121). BMP7’nin HCC hiicre hatlarinda
Smad/MAPK yolagmi aktiflestirerek HCC hiicrelerinin ¢ogalmalarinin ve go¢ etme
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diizeylerini artirdigi ve HCC hasta dokularinda BMP7 mRNA ve protein diizeylerinin
yiiksek olup bu durumun kétii prognozla iliskili oldugu belirlenmistir (122-124). Ote yandan,
literatiirde BMP-7 mRNA ve protein diizeylerinin HCC hastalarinda azaldigim1 ve HCC
tiimor seviyesi ilerledikge BMP7 ekspresyonunun diistiigilinii ortaya koyan ve HCC hasta
dokularinda BMP7 mRNA diizeyinin azaldigi ve HCC hiicrelerinde BMP7 gen ifadesinin
azaltilmasinin (knock down) HCC hiicrelerinin go¢ etme, invazyon ve EMT diizeylerinin
artmasina yol actigini gosteren calismalar da bulunmaktadir (125, 126). Bu durum,
BMP7’nin HCC’deki rolleriyle iligkili birbirleriyle ¢elisen veriler bulundugunu ortaya
koymaktadir. Bu nedenle Hep3B hiicrelerinde LZTR1’in BMP7 gen ifadesinin artmasiyla
iliskili oldugunu ortaya koyan bulgularin hem LZTRI’in ve BMP7’nin HCC’deki
fonksiyonlarmin daha iyi aydmlatilmasina katki saglama hem de LZTR1’in HCC
hiicrelerinde TGF- yolaginda da gorev alip almadiginin agiga ¢ikarilmasina katki saglama

potansiyeli tagsiyan 6nemli sonuglar olduguna isaret ettigi degerlendirilmektedir.

Hep3B hiicrelerinde LZTR1 varligina bagl olarak ekspresyon diizeyinin degistigini
belirledigimiz ve qRT-PCR yo6ntemiyle dogruladigimiz son gen Reelin (RELN) olmustur.
RNA dizileme sonuglarimiz RELN ekspresyonunun LZTRI nakavt edildiginde Hep3B
hiicrelerinde 2.10 kat, qRT-PCR bulgularimiz ise 3.09 kat azaldigin1 gostermektedir (Tablo
21, Sekil 20 ve Sekil 21). HCC hiicrelerinde TGF-B’nin RELN gen ifadesini baskiladigini ve
bu durumun HCC hiicrelerinin gé¢ etme diizeylerini artirdigi belirlenmistir (127). Buna ek
olarak, RELN ekspresyonunun Sorafenib’e direngli Huh-7 ve HepG2 hiicre hatlarinda
azaldigin1 ve HCC hastalarinda RELN gen ifadesinin azalmasinin hastaligin niiks etmesiyle
iliskili oldugunu belirten ¢caligmalar da bulunmaktadir (128, 129). RELN hakkindaki literatiir
verileri ve Hep3B hiicrelerinde LZTR I nakavt edildiginde RELN ekspresyonunun azaldigini
gosteren bulgularimiz birlikte degerlendirildiginde LZTR1’in Hep3B hiicrelerinde RELN
ifadesini artirict isleviyle TGF-B sinyal yolaginin aktivitesini diizenleyerek RELN
eskpresyonu  lizerinden tiimor  baskilayici  fonksiyon  sergiliyor  olabilecegi
degerlendirilmektedir. Ancak bu diisiincenin dogru olup olmadiginin ilave g¢aligmalarla

ortaya cikarilmasi gerekmektedir.

Tezin dordiincii hedefi, Hep3B hiicrelerinde LZTRI’in varligi veya yoklugu
durumunda ekspresyon farkliligi gosterdigi belirlenen en az iki farkli gen transkriptine ait
ekspresyon verilerinin qRT-PCR yontemiyle dogrulanmasi ve qRT-PCR ve RNA dizileme

analiz sonuglarinin uyumlu ¢ikmasi ile basarili bir sekilde tamamlanmustir.
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Sonu¢ olarak, HCC hiicre hatt1 olan Hep3B hiicresinde LZTRI geninin nakavt
edilmesiyle 117 genin ekspsresyonu anlamli sekilde degisti. Bu veriler, LZTR1’in gelisim ve
farklilagma, transkripsiyon diizenleme ve hiicre sinyal iletimine iliskin 6nemli biyolojik
stireclerde rolii alabilecegini ve LZTR1’in HCC’de transkripsiyonel diizenleyici olabilecegini

gostermektedir.
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