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OZET

Hepatoseliiler Karsinoma (HCC), en sik gorilen ve agresif olan bir primer
karaciger kanseri tiriddr. ilk olarak, sinir hiicrelerinde akson kilavuzlugunda gérevli bir
hiicre ylizey reseptori olarak tanimlanan Plexin C1 (PLXNC1) proteininin, sonraki
calismalarda HCC dokulari dahil farklh doku ve hicrelerdeki ifadesi gosterilmis, cok
cesitli hiicresel siireclerde yer aldig gorilmustiir. Ancak, Plexin C1’in gorev aldigl
hicresel sureglerdeki sinyal mekanizmalari hakkindaki bilgiler sinirli olup HCC 6zelinde
ise herhangi bir calismanin literatirde bulunmadigi tespit edilmistir. Bu tez
¢alismasinin amaci, Plexin C1’in etkiledigi sinyal yolaklarini HCC’de arastirarak Plexin
C1’in kanserdeki roltinii anlamaya yonelik bir adim daha atmak ve literatire Plexin C1
ile ilgili katki saglamaktir.

Plexin C1’in iki farkli HCC hiicre hattinda etkisini arastirmak igin 6ncelikle PLXNC1
ifadesi baskilanmis hticreler olusturuldu. Plexin C1’in bilinen ligandi Semaforin 7A
(SEMAZ7A) hticre klonlarina verilerek PLXNC1-SEMA7A etkilesiminin Lim Kinaz/Kofilin
yolagl Uzerindeki etkisi incelendi ve bu yolagin fosforillenmesini saglayan olasi
kinazlarin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapildi. Plexin C1’in, hiicrelerdeki protein
tirozin kinazlarin fosforillenmesi ile iliskisi ve hiicre ici sinyal iletiminde en ¢ok bilinen
MAPK, AKT, JAK/STAT, NF-kB, ve TGF-B yolaklari ile baglantisi arastirildi. Ek olarak,
Plexin C1'in Ras-GAP aktivitesi de ayni hiicre klonlarinda incelendi. Ayrica, SEMA7A’nin
bir diger reseptorii olan integrin B1 ile iliskisi ve PLXNC1-SEMA7A-integrin B1 licgeni
arastinld.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda, literatiire Plexin C1 ile ilgilihem HCC 6zelinde hem
de genel anlamda katki saglanacag diisiinilmektedir. islevi ve 6énemi yavas yavas
kavranan bir reseptor olan PLXNC1’in tam olarak anlasiimasinin kansere yaklasim

acisindan énemli olacagi 6ngoérilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler Karsinoma, Plexin C1, SEMA7A, Ras-GAP, Sinyal

Yolaklari, Kofilin.



SUMMARY

Hepatocellular Carcinoma (HCC) is the most common and aggressive type of
primary liver cancer. Plexin C1 (PLXNC1) protein, which was first identified as a cell
surface receptor responsible for axon guidance in nerve cells, is expressed in different
tissues, including HCC, and is involved in numerous cellular processes. However, the
information about the signalling mechanisms in the cellular processes in which Plexin
C1 is involved is limited, and it has been determined that there is no study in the
literature regarding HCC. This thesis study aims to take another step toward
understanding the role of Plexin C1 in HCC by investigating the signalling pathways
affected by it and contributing to the literature about it.

To investigate the effect of Plexin C1 on two different HCC cell lines, cells with
suppressed PLXNC1 expression were first created. The known ligand of Plexin C1,
Semaphorin 7A (SEMA7A), was given to cell clones and the effect of PLXNC1-SEMA7A
interaction on the Lim Kinase/Kofilin pathway was examined. Studies were carried out
to determine possible kinases that phosphorylate this pathway. The relationship of
Plexin C1 with phosphorylation of protein tyrosine kinases in cells and its connection
with the most well-known MAPK, AKT, JAK/STAT, NF-kB, and TGF-B pathways in
intracellular signal transduction were investigated. In addition, the Ras-GAP activity of
Plexin C1 was examined in the same cell clones. Also, the relationship of SEMA7A with
its other receptor, Integrin B1, and the PLXNC1-SEMA7A-Integrin B1 triangle was
investigated.

It is thought that the results of this study will contribute to the literature about
Plexin C1 both specific to HCC and in general. It is predicted that a full understanding
of PLXNC1, a receptor whose function and importance are gradually being understood,

will be important for the approach to cancer.

Keywords: Hepatocellular Carcinoma, Plexin C1, SEMA7A, Ras-GAP, Signalling

Pathways, Cofilin.
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1. GIRIS

Plexin C1, ilk olarak sinir hiicrelerinde hiicre vylizey reseptorii olarak
tanimlanmis, akson kilavuzlugunda goérevli oldugu saptanmis bir proteindir. Bu
zamana kadar yapilan galismalarda, Plexin C1’in ¢esitli dokulardaki ifadesi ve farkli
gorevleri gosterilmis ancak islevi derinlemesine incelenmemistir. Karaciger kanseri
turlerinden biri olan Hepatoselller Karsinomada da Plexin C1’in ifadesi gosterilmis
ancak detayl olarak arastirilmamistir. Plexin C1 biyolojisini tam olarak anlamak icin
basta etkiledigi sinyal yolaklarinin incelenmesi énemli bir arastirma konusu olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Bu tez calismasinda, bir hiicre ylizey reseptori olan Plexin C1’in etkiledigi sinyal
yolaklarinin iki farkli Hepatoseliiler Karsinoma hiicre hattinda aydinlatiimasi
amaclanmistir. Bu kapsamda, Plexin C1’in ligandi Semaforin 7A varliginda hiicredeki
aktin sitoiskeletinin diizenlenmesine yol agan Lim Kinaz/Kofilin yolaginin, Plexin C1’in
Ras-GAP aktivitesinin, protein tirozin kinazlarla iliskisinin ve hicre ici sinyal
yolaklariyla olan baglantilarinin arastiriimasi hedeflenmistir. Buna ek olarak, Lim
Kinaz/Kofilin yolaginin Ust-diizenleyicileri ROCK1/2 ve PAK1 etkinligi ile Plexin C1
ligandi Semaforin 7A’nin bir diger reseptdrii olan integrin B1 zerindeki etkisi ve
Plexin C1-integrin B1 iliskisi de ele alinmistir.

HCC'de Plexin C1’in sinyal yolagini aydinlatmak Uzere, epitel karakterli HCC
hicre hatlarindan PLC/PRF/5 ve Hep3B lzerinde yapilan bu galismalar, literatiirde

olmayip elde edilecek ciktilarin literatire katki saglayacagi disiniilmektedir.



2. LITERATUR OZzZETI

2.1. Hepatoseliiler Karsinoma

Karaciger kanseri, en sik gorilen primer kanserler arasinda 6. sirada olmasina
ragmen, diinya c¢apinda gorilen, kansere baglh oOlimler arasinda 4. sirada yer
almaktadir. Primer karaciger kanserlerinin %80-90 gibi buylik bir bolimini
hepatoseliiler karsinoma (HCC) olusturmaktadir [1]. HCC'nin olusmasinin temel
sebepleri arasinda; hepatit B ve hepatit C virlisli, asir alkol tuketimi, diyabet,
aflatoksin gibi bazi toksinlere maruziyet ve alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi
gosterilmektedir [2].

Bircok kanser turiinde oldugu gibi, HCC'de de bliyiime faktorlerinin ve onlarin
reseptorlerinin asiri ifadesi veya yanlis diizenlenmelerine bagli sinyal yolaklarindaki
degisimlerin kanser gelisimine sebep oldugu goriilmektedir. Hepatokarsinogenezi
destekleyen en kritik sinyal yolaklarinin reseptor tirozin kinazlarla aktive olan yolaklar
oldugu bilinmektedir. Ras/Raf/MEK/ERK, JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR, TGF-B, NF-kB
bu baglamda 6ne gikan hiicre igi sinyal yolaklaridir [3]. Bu yolaklarin aktiflesmesini
saglayan reseptor tirozin kinazlar ise EGFR (Epidermal growth factor receptor), IGFR
(Insulin-like growth factor receptor), VEGFR (Vascular endothelial growth factor
receptor), HGFR (Hepatocyte growth factor receptor, diger adiyla c-MET), PDGFR
(Platelet-derived growth factor receptor), FGFR (Fibroblast growth factor
receptor)’dir. Bu yolaklar disinda; Wnt/B-catenin, Hedgehog, Notch gibi sinyal
yolaklarinin da HCC gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir [3] - [6].

HCC tedavisinde ilagh ve ilagsiz olmak {izere iki yol izlenmektedir. ilagsiz
tedavide karacigerin bir kisminin alinmasi, karaciger nakli gibi cesitli ameliyatlar tercih
edilir ancak bu tedavilerin uygulanabilmesi icin HCC'nin erken veya orta safhada
teshis edilmesi gerekir. ilach tedavide ise gesitli sinyal yolaklarini inhibe edici kiigiik
molekdller ve antikorlar kullanilmaktadir. Yeni ilag gelistirme galismalari glinimizde
halen devam ederken HCC tedavisinde FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan klinikte kullanimi onaylanmis 4 tane ¢oklu-kinaz inhibitéri bulunmaktadir.

Bu ilaglar, HCC'nin olusumuna ve gelisimine neden olan reseptor tirozin kinazlar



hedeflemektedir. Bu coklu-kinaz inhibitorleri Sorafenib, Lenvatinib, Regorafenib ve
Cabozantinib’tir. Regorafenib ve Cabozantinib, sadece Sorafenib uygulanip istenen
klinik fayda saglanamamis olgularda ikincil tedavi olarak kullanilmaktadir [7], [8].

ilaclarin inhibe ettikleri molekiillerin listesi asagidaki gibidir:

e Sorafenib: c-Raf, B-Raf, MEK, ERK, VEGFR-2/3, PDGFR-B, KIT ve FIt3 [9].
e Lenvatinib: VEGFR1/2/3, PDGFR-a, FGFR1/2/3/4, KIT ve RET [10].

e Regorafenib: VEGFR1/2/3, TIE2, PDGFR-B, FGFR, KIT, RET ve Raf [11].

e Cabozantinib: VEGFR1/2/3, MET, AXL [12].

2.2. Plexin Ailesi ve Ligandlari Semaforinler

Plexinler, ilk olarak Xenopus (kurbaga) iribaslarinin sinir hiicrelerinde hiicre
ylzey reseptorii olarak kesfedilmis proteinlerdir [13]. Bu aile yeleri, hicre disi
bolgelerinde sistein aminoasidince zengin bolgeler igeren, tek gegisli transmembran
proteinlerden olusur [14]. Hiicre disindaki bolgelerinde SEMA (Semaphorin) domaini,
PSI (Plexin-Semaphorin-integrin) domaini, G-P (Glisin-Prolin) aminoasitlerince zengin
motifler bulunur. Hicre ic¢i bolgelerinde ise Ras ve Rho ailesi kiclik GTPazlarin
baglanabilecegi boélgeler bulunmaktadir [15]. Omurgalilarda bulunan 9 tane Plexin
proteini, yapisal 6zelliklerine bakilarak kendi iclerinde 4 alt sinifa ayrilmistir: Plexin A
(1-4), Plexin B (1-3), Plexin C1 ve Plexin D1 [16]. Plexinlerin; hiicre proliferasyonu,
hiicre hareketliligi, hiicrenin invaziv davranisi gibi bircok hiicresel olaya etkisi oldugu
bilinmektedir [17].

Plexinlerin ligandlari olan Semaforinler salgilanan, transmembran veya
membrana bagli olan, sistein aminoasitlerince zengin SEMA domainlerine gore
tanimlanan genis bir protein ailesidir. insanlarda 20 farkli Semaforin bulunmaktadir.
Semaforinler ilk olarak sinir sisteminde, sinir sisteminin gelisimini etkileyen ve akson
kilavuzlugunu saglayan molekiller olarak tanimlansa da daha sonra hemen hemen
tim dokularda ifade olan ve farkli gorevler (stlenen proteinler olduklari

gosterilmistir. Semaforinlerin sadece Plexinlerin ligandlari olmayip No&ropilinler



(Npn), integrinler gibi baska reseptérlerin ligandlari olduklari da tespit edilmistir [18],
[19].

2.2.1. Plexin C1 ve Semaforin 7A

Plexin C1 (PLXNC1), ilk olarak, Semaforin 7A (SEMA7A)’nin viral homologu olan,
viris kokenli semaforin A39R’nin reseptori olarak kesfedilmis ve VESPR (Virus
Encoded Semaphorin Protein Receptor) olarak adlandiriimistir. Yaklasik 220 kDa
molekiler agirhginda bir proteindir [14], [20]. SEMA7A, ilk olarak immin sistem
hiicrelerinde kesfedilmis ve CDw108 olarak adlandirilmistir [21], [22]. Semaforin
ailesinin membrana GPI (Glikozil fosfatidilinositol) capa ile bagl tek Gyesidir. Hem
PLXNC1’in hem de integrin B1’in ligandi oldugu gdsterilmistir [14], [23]. Molekiliin
hicre disi bolgesinde GPI ¢capa, SEMA domaini, PSI domaini ve Immunoglobulin (Ig)
domaini bulunmaktadir (Sekil 2.1) [24].

Intracellular
GPl-anchor

Sema7A

Extracellular O .
sema domain
(®)
(4

PS| domain

s ~a Q Ig domain
[1 IPT domain
”[I GAP domain

Intracellular ~ WJ RBD
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R1-integrin

PlexinC1
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Sekil 2.1: Sema7A'nin hiicre disi organizasyonu ve Plexin C1-integrin B1 reseptérleri
ile etkilesimi.

2.2.2. Plexin C1 ve Kanser iliskisi

Plexin C1 simdiye kadar farkh kanser tirlerinde galisilmistir. Melanom ile

yapilan calismalarda, PLXNC1’in metastatik hiicrelerde kayboldugu ve bunun da



hiicrelerin metastaz kapasitesini arttirdigi gézlemlenmistir [25], [26]. Akciger kanser
hiicre hatlariyla yapilan bir diger ¢alismada, PLXNC1 ifadesinin kicik hiicreli olmayan
akciger kanseri hicrelerinde (NSCLC/non-small cell lung cancer), saghkh akciger
alveolar epitel hiicrelerine gore daha yiksek dizeyde oldugu tespit edilmistir. Ayrica
ayni ¢alismada, PLXNC1-SEMA7A etkilesiminin akciger kanseri hicrelerinde
migrasyonu arttigi gosterilmistir [27]. Gastrik kanser hiicre hatlarinda yapilan
calismalarda, PLXNCl’in baskilanmasi kanser hicrelerinin proliferasyonunu ve
migrasyon yetenegini azaltirken, reseptoriin asiri ifadesinde ise tam tersi olarak hiicre
proliferasyonunun ve migrasyonun arttig bildirilmistir. Ayrica Plexin C1’in
baskilandigl hiicreler nude fareye verildiginde, reseptoriin baskilanmadigi kontrol
hiicreleriyle olusturulan tlimore gore daha kiicik timor olustugu gozlemlenmistir.
Gahsma sonucunda, Plexin Cl’in kanser gelisimini destekledigi yoninde g¢ikarim
yapilmistir [28]. Prof. Dr. Tamer Yagci ve ekibinin, hastalardan alinan HCC tiimorleri
Uzerinde yaptigl calismalarda, HCC tumodrlerinin PLXNC1 ifadesi ile timdrlerin
farklilasma diizeyi (tumor grade) arasinda ters oranti oldugu gosterilmistir. ileri
evredeki kotu farklilagsmis timorlerin, daha erken evredeki tiimorlere gére daha az

miktarda PLXNC1 ifade ettigi bildirilmistir [29], [30].

2.2.3. Plexin C1’in Etkiledigi Sinyal Yolaklari

Literatiirde PLXNC1’in SEMA7A ile etkilesimi sonrasi tetikledigi sinyal yolaklarini
aydinlatma Uzerine ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Melanom hiicre hatlariyla
yapilan calismada, gesitli doz ve sirelerde denenen SEMA7A uygulamasinin, PLXNC1
Uzerinden kofilin fosforilasyonunda artisa yol actigl tespit edilmistir. PLXNC1
baskilandiginda SEMA7A bagimli ve bagimsiz durumlarin her ikisinde de total LIMK2
diizeyinin azaldig gosterilmistir. Bu bulgu, PLXNC1l’in LIMK2 ifadesini ya da
stabilitesini diizenledigi seklinde yorumlanmistir. Calismada ayrica, SEMA7A ile aktif
olan integrin B1 araciligiyla FAK ve ERK1/2’nin fosforile oldugu da gosterilmistir [26].
Akciger kanseri (NSCLC tipli) hiicre hatlariyla yapilan ¢calismada ise benzer sonuclara
ulasilarak PLXNC1’in SEMA7A ile etkilesimi sonrasi kofilin fosforilasyonunda ve LIMK2
ifadesinde artis oldugu saptanmistir. Bu bulguyla uyumlu olarak, PLXNCZ1’in

baskilandigi durumda kofilin fosforilasyonunun ve LIMK2 ifadesinin azaldigi



bulunmustur. Ancak ilging bir bigimde, PLXNC1 yoklugunda FAK fosforilasyonunun
azaldig bildirilmistir [27]. FAK’in integrin B1 yolag ile iliskili bir protein olup, bu yolak
Uzerinden fosforillendigi bircok ¢alismada gosterildigi [24], [31] - [34] icin akciger
kanseri hiicrelerinde elde edilen bu sonug sasirticidir. Plexin C1 ile integrin B1’in
iliskisini anlamaya yonelik yapilan bir ¢alismada, hiicrelere SEMA7A verildiginde
melanositlerin yayilmasinin ve dendritik uzanti olusturmasinin integrin B1 izerinden
arttigl gosterildikten sonra, ayni hiicrelerde PLXNC1 baskilanarak fonksiyonel deney
tekrarlanmistir.  PLXNC1  baskilanmis  hicrelere  SEMA7A  uygulandiginda,
melanositlerin yayilmasinin ve dendritik uzanti olusturmasinin dnceki deneye oranla
cok daha fazla arttigi goriilmistiir. Bu sonuglar, melanositlerde PLXNC1’in integrin

B1’in fonksiyonlarini baskilayici ydonde gorev aldigi seklinde yorumlanmistir [35].

2.2.3.1. Plexin C1’in Ras-GAP Aktivitesi

Plexin ailesindeki proteinlerin hiicre iginde bulunan “GTPase-Activating
Protein” (GAP) domainlerinden dolayi Ras-GAP aktiviteleri arastirilmistir [36]. Hiicre
zarindaki sinyallerin efektdér molekiller araciligiyla hiicre igine tasginmasinda gorevli,
Ras GTP-GDP donilisimuiini saglayan GAP ve GEF’ler, sinyal yolaklarinin agma-kapama
anahtarlari olarak gorev yaparlar (Sekil 2.2) [37]. Plexin A1-B1 ve D1 proteinlerinin
Rnd GTPaz proteinlerine bagimli olarak R-Ras GAP aktivitesi gosterdigi bulunurken
Plexin C1’in Rnd GTPaz proteinlerine ihtiya¢ duymadan R-Ras GAP aktivitesi
sergiledigi bildirilmistir [38], [39], [40]. Melanomada yapilan bir galismada ise Plexin
C1l’in R-Ras GAP aktivitesi araciligiyla hiicre migrasyonunu baskiladigi ve deney
ortamina SEMA7A eklenmesinin migrasyon lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi

gozlemlenmistir [41].
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Sekil 2.2: Ras-GTP/GDP dongusdi.

2.2.3.2. Lim Kinaz-Kofilin iliskisi

Lim Kinaz (LIMK) ailesi, birbiriyle olduk¢ca benzer LIMK1 ve LIMK2 protein
kinazlarindan olusmaktadir. ikisi de amino terminal bélgesinde 2 adet LIM domaini,
bunu takip eden PDZ domaini, prolin-serin aminoasitlerince zengin bodlgeler ve
protein kinaz domainlerinden olusmaktadirlar. LIMK’lerin proteinlerde farkli
aminoasitleri fosforilleyebildikleri gosterildiginden “dual-specificity” kinazlar
sinifinda yer almislardir [42], [43]. LIMK’lerin en ¢ok bilinen substratlari kofilinler ve
destrinlerdir. Bu proteinler aktin sitoiskeletini diizenleyerek aktin mikrofilamentlerin
olusmasini ve yikilmasini katalizlerler. LIMK’ler bu proteinleri fosforilleyerek aktin
sitoiskeletini dlizenleyici proteinlerin aktif ve inaktif durumlari arasindaki gegisini
saglarlar. Ayrica, LIMK’lerin mikrotibidl dinamigine de etki ettigi bilinse de bu
etkilesimin detayli mekanizmasi heniiz ¢dziilememistir [42].

Plexin C1’in, ligandi SEMAT7A ile aktiflestiginde LIMK2 ve buna bagh olarak
kofilin fosforilasyonuna sebep oldugu melanom hiicre hatlarinda Scott ve arkadaslari
tarafindan [26] gosterilmistir. Melanom hiicre hatlarinda LIMK1 ifadesinin olmadigi
tespit edildiginden melanomlarda kofilin fosforilasyonuna LIMK2'nin sebep oldugu
dustintlmastir [26]. LIMK’lerin fosforillenmesini saglayarak aktiflesmesine neden
olan 3 farkh kinaz grubu tespit edilmistir. Bu kinazlar; ROCK (Rho-associated protein

kinase) ailesi, PAK (p21-activated kinase) ailesi ve MRCK (Myotonic dystrophy kinase-



related Cdc42-binding kinase) ailesidir. LIMK’lerin aktiflesme yollari farkli dokularda
farkl sekilde gerceklesebilmektedir. Aktiflesen LIMK’ler kofilin fosforilasyonuna, bu
fosforilasyon ise kofilin inaktivasyonuna sebep olarak aktin mikrofilamentlerinin (F-
Aktin) olusmasina neden olur. Kofilinler fosforillenmedikleri durumda aktiftirler ve
aktin mikrofilamentlerine baglanip onlari ayirarak aktin monomerleri (G-Aktin)
olusmasina neden olurlar. Bu sekilde hiicre hareketliligini saglayan aktin sitoiskeleti
diizenlenmis olur (Sekil 2.3) [42] - [44]. Plexin C1’in hangi yolaklar Gzerinden LIMK

fosforillenmesine neden oldugu ile ilgili bir galisma literatlirde bulunamamistir.
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Sekil 2.3: LIMK-Kofilin sinyal yolagi.
2.3. integrin B1

integrinler a/B heterodimerik yapida ve glikoprotein tabiatinda transmembran
hiicre ylzey reseptorleridir. Hiicrelerin diger hiicrelerle ve hiicre disiyla etkilesimini
saglayan adezyon molekiilleri olarak bilinirler. integrinler, hiicre disindaki ECM
(extracellular matrix) elemanlarindan gelen sinyallerle aktiflesebilecegi gibi hiicre

icindeki sinyallerle de aktiflesebilirler. Hilicre gocl, fagositoz, hiicrenin blylime ve



gelisimi gibi bircok hiicresel siirecte gérev almaktadirlar. insanlarda bilinen 18 a ve 8
B integrin alt birimi vardir. Bunlardan 24 farkli heterodimer integrin reseptori
olusmaktadir [45] - [47]. En yaygin integrin alt birimi B1 integrin olup 12 farkl
heterodimerde bulunmaktadir [48].

SEMA7A’daki SEMA domaininin bilinen integrin baglanma motifi RGD
(Arginine-Glycine-Aspartate) icerdigi gorildiginde integrin B1’in ligandi olup
olmadigl test edilmistir. Yapilan bu g¢alismaya goére, SEMA7A’'nin Plexin Cl’den
bagimsiz olarak integrin B1’in ligandi oldugu gosterilmistir [23]. integrin B1’in
aktiflestiginde FAK ve ERK1/2 fosforilasyonuna sebep oldugu bircok calismada
saptanmistir [49] - [51]. Buna paralel olarak, hiicrelere SEMA7A verildiginde artan FAK
ve ERK1/2 fosforilasyonu bircok farkl calisma tarafindan bildirilmistir [23], [26], [27].



3. GERECLER

3.1. Cihazlar

Karbondioksit inklibatori (Euroclone), su banyosu (Nive), class Il tip laminar
akis kabini (Esco), +4°C buzdolabi (Vestel), -20°C derin dondurucu (Bosch), -80°C derin
dondurucu (Thermo Scientific), buz makinesi (BAR-LINE BF85), sogutmali santrifiij
(Labogene, Scanspeed 1580R), vortex (DragonLabs, MX-S), mini western blot sistem
ve transfer tanki (BioRad), ters i1sik mikroskobu (Leica), hassas terazi (Sartorius
BL210S), sarjh pipetleyici (Thermo Scientific), isiticil blok (Denville Scientific), isiticili
manyetik karistirici (Denville Scientific), sivi azot tanki (Arpege 140), orbital calkalayici
(Denville Scientific), santrifiij (Niive, NF400), jel/membran gorintiileme sistemi
(Biorad ChemiDOC XRS), otoklav (Hriyama), Nanodrop (Thermo Scientific), Varioskan
LUX (Thermo Scientific).

3.2. Genel Kimyasallar

B-Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris (Sigma
Aldrich), HCl (Fischer Scientific)) DMSO (NeoFroxx), Western Blot ECL Sirius
(Advansta), Metanol (Merck), Acrilamid/Bisacrilamid (NeoFroxx), 2-Propanol
(Merck), SDS (Calbiochem), APS (Fischer Scientific)) TEMED (Fisher Scientific),
Complete Proteaz inhibitér Kokteyl Tabletleri (Roche), PhosSTOP Fosfataz inhibitér
Kokteyl Tabletleri (Roche), Polybren (Thermo Scientific), Puromisin (InVivoGen), PEI
(Sigma Aldrich).

3.3. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

Hicre besiyeri olarak yiksek-glukoz igerikli DMEM (Gibco), %10 fotal dana

serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco), 1X esansiyel olmayan amino
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asitler (NEAA, Gibco), 10X fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS, Gibco) ve 10X Tripsin
(Gibco) kullanildu.

Hiicrelere cesitli deneyler igin Plexin C1 ve integrin B1’in ligandi olan SEMA7A
(R&D Systems, ABD) uygulandi. Ayrica, hiicrelere PAK1 inhibitorii olarak IPA-3
(Cayman Chemical, ABD), ROCK1/2 inhibitori olarak Y-27632 (LC Laboratories, ABD)

verildi.

3.4. Hiicre Hatlari

PLC/PRF/5 ve Hep3B insan HCC hiicre hatlari Gebze Universitesi Molekdiler
Biyoloji ve Genetik Bolimu hiicre stogundan, HEK293T hiicre hatti ise ATCC'den
temin edildi. Tium hiicreler, yiksek glikoz icerikli, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin

ve %1 esansiyel olmayan aminoasitler iceren DMEM besiyerinde biytalda.

3.5. Cozelti ve Tamponlar

Tez c¢alismasi igin kullanilan sollsyonlarin igerikleri ve kullanim amaglari

tablodaki gibidir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Cozelti ve kimyasal listesi.

Cozelti-Kimyasal icerigi Kullanim Amaci
NaCl 80 g, KCI 2 g, NaxHPO4.2H,0 17,8 | Lizat hazirhgi,
10X PBS
g, KH2PO4 2,4 g, 1 Lsaf su (pH:7,4). hiicre kiltlirt
Dondurma Ortami %90 FBS, %10 DMSO. Hiicre dondurma
%50 Gliserol, %10 SDS, %25 B-
5X Laemmli
merkaptoetanol, 300mM Tris | Western Blot
Tamponu

(pH=6,8), %0,25 Bromofenol mavi.

4,4 ml ultra saf su, 2,5 ml 1,5 M Tris
%12'lik  SDS-PAGE
(pH:8,8), 100 pl %10 SDS, 3 ml Ac/Bis | SDS-PAGE jeli
Ayirma Jeli
(%40), 100 pl %10 APS, 6 ul TEMED.
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Tablo 3.1: Devami.

5,5 ml ultra saf su, 2,5 ml 1,5M Tris
%38'lik SDS-PAGE
(pH:8,8), 100 pl %10 SDS, 2 ml %40 | SDS-PAGE jeli
Ayirma Jeli
Ac/Bis, 100 pl %10 APS, 6 ul TEMED.

3,15 ml ultra saf su, 1,25 ml 0,5 M Tris
%A4'l0k SDS-PAGE
) (pH:6,8), 50 pl %10 SDS, 0,5 ml %40 | SDS-PAGE jeli
Istifleme Jeli
Ac/Bis, 50 pl %10 APS, 3 pl TEMED.

Elektroforez 25 mM Tris, 190 mM glisin, 0,1% SDS. | Western Blot

Yurdtme Tamponu

Transfer Tamponu 25 mM Tris, 190 mM glisin, %20 | Western Blot

metanol.
10X TBS 500 mM Tris-HCl, pH 7,6, 1.5 M NaCl. | Western Blot
TBS-T 1X TBS, %0,05 Tween-20. Western Blot

SDS Liziz Tamponu %50 Gliserol, %10 SDS, %25 B- | Total protein lizat

merkaptoetanol, 300mM Tris | tamponu
(pH=6,8).
Bloklama Soliisyonu | %5 Yagsiz sut tozu, 1X TBS-T. Western Blot

3.6. Bakteriler ve Besiyerleri

Escherichia coli DH5a, sivi Luria-Bertani (LB) (Neogen, ABD) ve kati LB (LB-agar)
besiyerlerinde cogaltildi. Ticari olarak temin edilen plazmitlerle bakterilerin
transformasyonu sonrasinda kullanilan besiyerine, plazmitlerdeki antibiyotik direng

genine uygun olarak ampisilin antibiyotigi (Sigma Aldrich, ABD) eklendi.

3.7. Vektorler

Lentiviral sistem igin pLKO.1 bos kontrol vektori (Addgene, #8453) ve Plexin C1
transkriptlerini hedefleyen lentiviral shRNA vektorii (TRCNO000060645, Sigma-
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Aldrich) kullanildi. Viral partikillerin olusturulmasi icin pCMV-dR8.2 dvrp (Addgene,
#8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene, #8454) paketleme vektorleri kullanildi.

3.8. Antikorlar

Western Blotta Plexin C1 (1 pg/ml, saflastirilmis PE4 hibridoma stpernatani),
GAPDH (Cell Signaling, 1/5000), cofilin (Cell Signaling, 1/7000), phospho-cofilin (Cell
Signaling, 1/1000), LIMK1 (Cell Signaling, 1/1000), LIMK2 (Cell Signaling, 1/1000),
phospho-LIMK1/phospho-LIMK2 (Cell Signaling, 1/1000), integrin-B1 (Cell Signaling,
1/2000), ERK1/2 (Cell Signaling, 1/4500), phospho-ERK1/2 (Cell Signaling, 1/4500),
FAK (Cell Signaling, 1/1500), phospho-FAK (Cell Signaling, 1/1500), anti-mouse-HRP
ve anti-rabbit-HRP sekonder antikorlari (Advansta, 1/5000) kullanildi.

3.9. Kitler

SMART BCA protein assay kit (Intron Biotechnology, ABD), Qiaprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Almanya), Human RTK Phosphorylation Antibody Array C1
(RayBiotech, ABD), Human Phosphorylation Pathway Profiling Array C55 (RayBiotech,
ABD), 96-Well Ras Activation ELISA Kit (Mybiosource, ABD).
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4. YONTEMLER

4.1. Hicre Hatlarinin Kiltiiri

PLC/PRF/5, Hep3B ve HEK293T hiicreleri %10 fotal dana serumu, %1 penisilin-
streptomisin ve %1 NEAA ile yiksek glikoz iceren DMEM besiyerinde buyatildi.
Hiicreler kiltiir petrilerinde, 37°C'de %5 CO;’li inkliibatorde kiiltlire edildi. %80-90
oraninda konfluent olan adherent hiicreler 1X PBS ile yikandi, HEK293T 1X Tripsin,
diger hiicreler ise 2X Tripsin ile kiltir kaplari zemininden kaldirilarak yeni kiltir

petrilerine ihtiyaca gore oranlanarak ekildi.

4.2. Transformasyon ve Plazmitlerin Cogaltilmasi

Lentiviral PLXNC1 shRNA, pLKO.1, pCMV-VSV-G (Addgene #8454) ve pCMV-
dR8.2 dvrp (Addgene #8455) plazmitlerinden 10’ar ng plazmit, 50 pl ultra kompetant
E. Coli DH5a ile ayri ayri karistirildi ve 30 dakika buz tizerinde bekletildi. Daha sonra
42°C'de 1,5 dakika tutulduktan sonra 2 dakika buz tizerinde bekletildi. Uzerine 900 pl
sivi LB ilave edilerek 37°C, 180 rpm hizindaki calkalamali inkibatorde 1 saat
biyatalda. Transformasyon karisimi 6000 xg'de 1 dakika santrifiij edilerek Gst sivinin
900 pl’si atildi. Kalan 100 pl, 100 pg/ml ampisilin igeren kati LB (LB agar) ortamina
drigalski yardimiyla ekildi, 37°C’'de 16 saat blyutildi. Gece boyu inkibasyonun
ardindan olusan transforme bakteri kolonileri secilerek ampisilin iceren sivi LB
besiyerinde daha blyik hacimlerde buydtildi. Yine gece boyu inkiibasyon ile
biyuatidlen transforme bakterilerden plazmit izolasyonu, plazmit izolasyon Kkiti
(Qiagen, Almanya) ile Ureticinin protokoliine uygun bicimde yapildi. izole edilen
plazmitlerin konsantrasyonu ve OD 260/280 orani, Nanodrop (Thermo Scientific,

ABD) cihazi ile 6lgldi.
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4.3. Plexin C1 Hiicre Klonlarinin Olusturulmasi

4.3.1. Viral Partikiillerin Uretilmesi

HEK293T hiicreleri, 60 mm petrilere %30 yogunlukta olacak sekilde ekildi. Ertesi
giin PLKO.1 shPLXNC1 ve kontrol pLKO.1 plazmitleri, pCMV-dR8.2 dvrp ve pCMV-VSV-
G paketleme plazmitleri ile 1,5ug:1,5ug:1pug oraninda 250 ul Opti-MEM (Thermo
Scientific) icerisinde bir tipte karistirildi. Ayri bir tlipte, transfeksiyon aracisi olarak
kullanilan PEI (Polyethylenimine) 1:3 (DNA pg-agirhk:PEl pl-hacim) oraninda 250 pl
Opti-MEM icerisinde hazirlandi. iki karisim birlestirilip 20 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra hiicrelerin lizerine yavas¢a eklendi. Transfeksiyondan 24 saat
sonra besiyeri tazelendi. Besiyeri degisiminden 48 saat sonra ise hiicrelerin Ust sivilari
toplandi. 1800 rpm’de 5 dk ¢okturdlip UGst sivi 0.45 um por hacimli filtreden
gecirilerek -80°C’de saklandi.

4.3.2. Plexin C1 ifadesi Baskilanmis ve Kontrol Klonlarinin Gelistirilmesi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlari kuyu basi %40 yogunlukta olacak sekilde 6
kuyucuklu plakalara ekildi. Ertesi gin, Plexin C1'i hedef alan shRNA veya pLKO.1
kontrol plazmitini iceren virtsler, 8 ug/ml Polybren varliginda hiicrelere verildi.
Transfeksiyon olmayan hiicrelerin 6lmesi icin hiicreler plazmitte bulunan antibiyotik
diren¢ genine uygun olan puromisin antibiyotigiyle 3 pasaj boyunca segildi.

Hicrelerde azalan Plexin C1 ifadesi, Western Blot yontemi ile gosterildi.

4.4. Western Blotlama

%80-90 hiicre yogunluguna ulasan kultir petrileri, 2 kez soguk PBS ile
yikandiktan sonra 1X fosfataz ve proteaz inhibitori eklenmis SDS liziz tamponu ile buz
Uzerinde 5 dk inkiibe edildi. Kaziyici ile plakalardan kazinan lizatlar ependorf tliplerine

alindi, buz tzerinde 5 dk daha inkiibe edildi. Daha sonra lizatlar sonike edilerek
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genomik DNA’nin kirilmasi saglandi. Son olarak 16.000 xg'de, +4°C’'de, 15 dk
santrifiijlenerek Ust sivi kismi protein lizati olarak -20°C’de sakland.

Protein konsantrasyonlari SMART BCA protein assay kit (Intron Biotechnology,
ABD) ile belirlendi. Orneklere Laemmli tamponu eklenerek her birinden 50 pg protein
SDS-PAGE jeline yilklenerek yiritme tamponu igerisinde yiritildid. Molekiler
agirliklarina gore ayrilan proteinler, jelden PVDF membranlara (Merck) yari-kuru
transfer yontemiyle TransBlot (Biorad) cihazi kullanilarak transfer edildi. %0,05
Tween-20 deterjani iceren TBS (TBS-T)'de hazirlanmis %5 sit tozu ile 1 saat oda
sicakhginda bloklanan membranlar, gece boyunca istenen birincil antikorlar ile
+4°C’'de inkibasyona birakildi. Ertesi glin, 3’er kere 5 dk TBS-T ile galkalanarak yikanan
membranlar, anti-IgG-HRP bagl ikincil antikorlar (birincil antikora bagli olarak fare ya
da tavsan) ile 1 saat boyunca inkiibe edildi ve devaminda tekrar TBS-T ile yikandi.
Membran Uzerindeki protein bantlari, WesternBright Sirius ECL (Advansta, ABD)
kemiliiminesan HRP substrat varliginda ChemiDoc XRS system (Bio-Rad) cihazinda

gorintilendi.

4.5. Hiicrelere SEMA7A Uygulanmasi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicrelerine ve hiicrelerin Plexin C1 baskilanmis shPLXNC1
ve baskilanmamis kontrol PLKO klonlarina, Plexin C1 ve integrin B1’in ligandi olan
SEMA7A, farkh doz ve siirelerde uygulanarak hiicrelerdeki ilgili sinyal yolaklarinin
degisimi incelenmistir.

Hiicrelere etki eden uygun SEMA7A dozunun ve siiresinin belirlenmesi igin
yapilan optimizasyonlarda; slire olarak 1 dakikadan 3 saate kadar, konsantrasyon
olarak 1 ng/ml’den 200ng/ml’ye kadar SEMA7A uygulandi. Cikan sonuclara gore ve
literatlir de dikkate alinarak daha ¢ok 100 ng/ml konsantrasyon ile 5-10-15 dk
boyunca SEMA7A uygulanmasi {izerine yogunlasildi. iki hiicre hattinin da PLKO ve
shPLXNC1 klonlarinda denenecek tek siire ve konsantrasyonun 15 dakika boyunca
100 ng/mI SEMA7A olmasina karar verildi. Cesitli doz ve siirelerde SEMA7A uygulanan
hiicrelerden total protein lizatlari elde edilerek PLXNC1 ve integrin B1 yolaklarindaki

proteinlerin antikorlariyla Western blotta incelendi.
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4.6. Hiicrelere ROCK1/2 ve PAK1 inhibitorii Uygulanmasi

Hilcrelere ROCK1/2 inhibitort olarak Y-27632, PAK1 inhibitori olarak IPA-3
uygulandi. Hicrelere etki eden doz ve siirelerin belirlenmesi amaciyla doz ve siire
optimizasyonu vyapildi. Hicreler inhibitér uygulamasi yapilacagl gline %80-85
yogunlukta olacak sekilde ekildi. ROCK1/2 inhibitorl igin konsantrasyon olarak; 10-
20-50-100 uM, sire olarak; 30dk, 1-2-3-6 saat denendi. Uygulamalardan sonra
hiicrelerden total protein lizati elde edildi. PAK1 inhibitérQ icin ise 50 uM sabit
konsantrasyonda 30dk, 1-2-3-6 saat slreleri denendi. PLNXC1’in baskilanmadigi
kontrol PLKO hiicrelerinde yapilan optimizasyonlarin ardindan inhibitorler icin secilen
doz ve siire PLXNC1 baskilanmis hiicre klonlarina da uygulandi. Buna gore, ROCK1/2
inhibisyonu icin 50 uM, 30 dk Y-27632, PAK1 inhibisyonu icin ise 50 uM, 6 saat IPA-3
uygulamalari gergeklestirildi. Bu uygulamalar sonucu hiicrelerden elde edilen total
protein lizatlari, LIMK/Kofilin yolagindaki proteinlerin uygun antikorlari kullanilarak
Western blot ile analiz edildi. Her iki inhibitor igin de kontrol kosulu olarak hicrelere

inhibitorlerin ¢oziici maddesi olan DMSO verildi.
4.7. Human RTK Phosphorylation Antibody Array C1

Reseptor tirozin kinazlarin (RTK) ve bazi reseptor olmayan tirozin kinazlarin
(non-RTK) fosforilasyonlarini tespit etmek igin kullanilan kit, Greticinin talimatlari
dogrultusunda kullanildi (Sekil 4.1).

PLC PLKO, PLC shPLXNC1, Hep3B PLKO ve Hep3B shPLXNC1 hiicreleri, 100 mm
kiltir petrilerine ekilerek %85-90 yogunluga ulastiklarinda kitin icinde bulunan liziz
tamponu ile protein lizati islemine baslandi. Hucreler iki kez soguk 1X PBS ile
yikandiktan sonra, taze olarak proteaz ve fosfataz inhibitéri eklenmis liziz tamponu,
petrilerdeki hicrelerin Ustine verildi. Liziz tamponu ile hiicreler pipetlenerek
petriden ayrilmalari saglandi. Petriler +4°C’de galkalayici Uzerinde hafifge sallanarak
30 dk inkibe edildi. Daha sonra hiicreler, hiicre kaziyicilarin yardimiyla toplanarak
santrifiij tiplerine aktarildi. Tlpler +4°C’'de, 14.000 xg’'de, 10 dk santrifiij edilerek

hiicrenin total proteinlerini iceren (st sivi yeni tiplere aktarildi. Total protein
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konsantrasyonu, SMART BCA protein assay kit ile belirlendi. Protein lizatlari, kiigik
hacimlere boliinerek -80°C’de saklandi.

Kit iginde tirozin kinazlarin emdirildigi spotlari iceren membranlar, éncelikle 1
saat oda sicakhiginda, calkalayici Gizerinde, kitteki bloklama soliisyonu ile inkiibe
edildi. Her bir hiicreden, kitin istedigi protein aralgi (50-1000 ug) icerisine girecek
sekilde, esit miktarda protein kullanildi. Proteinler bloklama sollisyonu ile
seyreltilerek membranlarin Uzerine eklendi. Membranlar +4”C'de, 45 rpm hiz ile
calkalanarak gece boyu inkiibe edildi. Ertesi glin memranlar 3 kez “Wash buffer 17, 3
kez “Wash buffer II” solisyonuyla, her yikama 5 dakika siirecek sekilde, oda
sicakliginda ¢alkalanarak yikandi. Yikamanin ardindan membranlar, biotinlenmis
antikor kokteyli ile oda sicakliginda calkalayici lizerinde 2 saat inkibe edildi.
Membranlar tekrar yikanarak 1/1000 streptavidin-HRP ile oda sicakhginda 2 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan tekrar yikama islemi yapilarak
gorintileme islemine gegildi. Membranlar kitin HRP substrat soltisyonlariyla inkibe
edildikten sonra olusan kemiliiminesans reaksiyon, Biorad ChemiDoc XRS cihazinda

gorintilendi.

a B C D E F G H I ] K L
1|pPos1 |Posi |Pos2 | Posz | POs3 | POS3 | ABLL | ABLL | ACK1 |ACKl | ALK ALK
2| NEG NEG NEG NEG Al Al Blk Blk BMX | BMX | Btk Btk
3| csk csk Dtk Dtk EGFR | EGFR | Ephal | Ephal | EphA2 | Epha2 | Ephas Epha3
4| Eph#4 | EphA4 |Ephas | EphAS | EphA6 | EphA6 | EphA7 | EphA7 | EphAS | Ephas | Ephsi EphBl
5| EphB2 | EphB2 |EphB3 | EphB3 | EphB4 | EphB4 | EphB& | Eph86 | ErbB2 | ErbB2 | ErbE3 ErbB3
G| ErbB4 | ErbB4 | FAK FAK FER FER FGFRL | FGFR1 | FGFR2 | FoFR2 | ToTR2 FGFR2
(aisoform) | (o isoform)
7| Far Far FRK FRK Fyn Fyn Hek Hek HGFR | HGFR | IGF-IR IGF-IR
8 'F:‘“"” ':5”"” Itk Itk JAKL  |Jakl  |sakz | sak2 | sAk3 a3 | Lk LCK
9| LTK LTK Lyn Lyn MATK | MATK | M-CSFR | M-CSFR | MUSK | MUSK | NGFR NGFR
10 ZDGFR' ;DGFR' ;DGFR' EDGFR' PYK2 PYK2 | RET RET RORL |ROR1 | RORZ ROR2
11 | ROS ROS RYK RYK SCFR | SCFR | SRMS | SRMS | SYK SYK | Tec Tec
12 | Tiel |Tiel |[Tie-2 |Tiez [Tkl [Tnkr [TRke | TREB [Tk [Tk | NEG MEG
13 | Tykz2 | Tyk2 [ TYrO10 | TYRO10 | VEGFR2 | VEGFR2 | VEGFR3 | VEGFR3 | ZAPTD | ZAP7O | POS4 POS4

Sekil 4.1: Protein tirozin kinaz fosforilasyon array haritasi.
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4.8. Human Phosphorylation Pathway Profiling Array C55

Hicrelerdeki bilinen 5 farkh sinyal yolaginda (MAPK, AKT, JAK/STAT, NF-kB, ve
TGF-B) yer alan proteinlerin fosforilasyon diizeylerini tespit etmek igin kullanilan kit,
Ureticinin talimatlari dogrultusunda kullanildi (Sekil 4.2).

PLC PLKO, PLC shPLXNC1, Hep3B PLKO ve Hep3B shPLXNC1 hiicreleri, 100 mm
kaltur petrilerine ekilerek %85-90 yogunluga ulastiklarinda kitin icinde bulunan liziz
tamponu ile protein lizati islemine baslandi. Hicreler iki kez soguk 1X PBS ile
yikandiktan sonra, taze olarak proteaz ve fosfataz inhibitéri eklenmis liziz tamponu,
petrilerdeki hicrelerin Ustine verildi. Liziz tamponu ile hiicreler pipetlenerek
petriden ayrilmalari saglandi. Petriler +4°C’de galkalayici Uzerinde hafifge sallanarak
30 dk inkibe edildi. Daha sonra hiicreler, hiicre kaziyicilarin yardimiyla toplanarak
santrifiij tiplerine aktarildi. Tlpler +4°C’'de, 14.000 xg’'de, 10 dk santrifiij edilerek
hiicrenin total proteinlerini iceren (st sivi yeni tiplere aktarildi. Total protein
konsantrasyonu, SMART BCA protein assay kit ile belirlendi. Protein lizatlari, kiigik
hacimlere boliinerek -80°C’de saklandi.

Kit icinde sinyal vyolaklarindaki proteinlerin emdirildigi spotlari iceren
membranlar (her sinyal yolagi igin ayri bir membran), dncelikle 1 saat oda sicakliginda,
calkalayici Gzerinde, kitteki bloklama solisyonu ile inkiibe edildi. Her bir hiicreden,
kitin istedigi protein arahg (50-1000 pg) icerisine girecek sekilde, esit miktarda
protein kullanildi. Proteinler bloklama soliisyonu ile seyreltilerek membranlarin
Uzerine eklendi. Membranlar +4°°C’de, 45 rpm hiz ile galkalanarak gece boyu inkiibe
edildi. Ertesi gin memranlar 3 kez “Wash buffer I”, 3 kez “Wash buffer II”
solisyonuyla, her yikama 5 dakika stuirecek sekilde, oda sicakliginda calkalanarak
yikandi. Yikamanin ardindan membranlar, “detection antibody cocktail” ile oda
sicakhginda calkalayici Gzerinde 2 saat inkiibe edildi. Membranlar tekrar yikanarak
1/1000 anti-Rabbit IgG-HRP ile oda sicakliginda 2 saat inklibasyona birakildi.
inkiibasyonun ardindan tekrar yikama islemi yapilarak goriintiileme islemine gecildi.
Membranlar kitin HRP substrat sollsyonlariyla inkiibe edildikten sonra olusan

kemiliminesans reaksiyon, Biorad ChemiDoc XRS cihazinda goriintiilendi.
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ARRAY 1 (MAPK Pathway)

B C D E r G H
. ERK1
e
POS poS NEG NEG Ic CREB (5123) "”Eé:; 4 Ic
Each 2 (Y185/Y187)
antibody is
spotted in 3 MEK MMKE
_ Ic HSP27 (582 | INKT183) | 0~ |MKK3 5189y 0T | MSK2 (5360 Ic
duplicate 4 (52177221} (5207)
vertically
> pis
: mse/risz| PBAEE I RSK1 (5380} | Rsk2 is3g6)|  NEG NEG POS
6
ARRAY 2 (AKT Pathway)
A B C D E r G H
1 )
_E“h ) POS pPOS NEG NEG | AKTs473) | AMPRR T eap is112) [ae-eet 136)
antibody is 2 (M72)
spotted in 3 i i . mTOR i i pP70OS6K
Ic GSK3a (521) | GSK3b (59) 27 (T198) K PDIKI (5241)
duplicate 4 B Il IS TPV {T421/5424) "
Vi?l’TiCﬂ”}r‘ 5 PRAS40 RPSS
PTEN (S280) |RAF-1 (S301 Ic Ic NEG POS
6 {T246) = G0N (52357236
ARRAY 3 (JAK/STAT Pathway)
- A B C D E r G H
;c] i 1 EGFR JAKI S SHP1 SHP2
antibody is POS POS NEG . {Tyr1007/10 o .
S[)O‘L‘[ed in 2 (Serl070) | (Tyr1022) 08) {Ser591) (Tyr542)
duplcate } N Stat2 Stat3 Stats Stat6 TYk2 bos
vertically 4 AR eezany | iyesey | sy | yeoay | cymsany | iryrosa -
ARRAY 4 (NFkB Pathway)
Each A B C b E F G H
antibody is 1 HDAC2 HOAC4
POS POS NEG NEG  |ATM(51981) elF2a (551
spotted in 2 ' 1l is30a (5632)
duplicate 3 AP0
P IkBa ($32) |MSK1 (5376) | NFKE (5536) Ic K1 412 | Tkt s17 | P70 POS
vertically 4 (Y292)
ARRAY 5 (TGFb Pathway)
Each A B C D E r G H
antibody is 1 ATF2 C-Fos cJun SMAD1
y POS POS NEG NEG )
spottedin 2 (T69/71) (T232) is73) | i5463/465)
duplicate 3 svanzis2a | smaD: SMADS
P MAD2Z | SMADE - SMADS ic NEG NEG NEG poS
vertically 4 5/250/255) i(T277) (63/465)

Sekil 4.2: Sinyal yolaklarinin array haritasi.

4.9. Ras Aktivasyon ELISA Kiti

Hiicrelerdeki aktif Ras (Ras-GTP) diizeyini belirlemek icin kullanilan kit,

Ureticinin talimatlari dogrultusunda kullanildi.

PLC PLKO, PLC shPLXNC1, Hep3B PLKO ve Hep3B shPLXNC1 hiicreleri, duplike

olacak sekilde 100 mm kiltir petrilerine ekilerek %85-90 yogunluga ulastiklarinda,
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kalttrlerden birine 100 ng/ml konsantrasyonda 15 dk SEMA7A uygulandi. Uygulama
yapilan ve yapilmayan hiicrelerden, kitin icinde bulunan liziz tamponu kullanilarak
protein lizati hazirlama islemlerine baslandi. Hucreler iki kez soguk 1X PBS ile
yikandiktan sonra, taze olarak proteaz ve fosfataz inhibitorii eklenmis liziz tamponu,
petrilerdeki hiicrelerin Gistiine eklendi. Hiicreler buz Gzerinde 20 dk inkibe edildikten
sonra, hiicre kaziyict yardimiyla petrilerden toplanarak santrifiij tiplerine aktarildi.
Tupler +4°C’'de, 14.000 xg’de, 10 dk santriflj edilerek hicrenin total proteinlerini
iceren Ust sivi yeni tliplere aktarildi. Total protein konsantrasyonu, SMART BCA
protein assay kit ile belirlendi. Protein lizatlari, kiicik hacimlere bélindiikten sonra
sivi azota batirilip sok dondurma yapildiktan sonra -80°C’ye kaldirildi.

Raf-1 RBD proteini kaplama soliisyonu iginde hazirlanarak kitteki ELISA
plakasina 1 saat oda sicakliginda kaplandi. Bekleme sliresinde kuyulara eklenecek
ornekler ile pozitif ve negatif kontroller hazirlandi. Kontroller icin ayrilan lizatlara 0,5
M EDTA eklendikten sonra; pozitif kontrollere GTPyS, negatif kontrollere GDP ilave
edildi. Tapler 30 dk boyunca 30°C’de ¢alkalanarak inkiibe edildikten sonra, reaksiyon
1 M MgCl; ile durduruldu. Her érnek igin pozitif ve negatif kontrol ile 6rnekten 50 pg
ELISA plakasinin kuyucuklarina eklendi. 1 saat oda sicakliginda calkalayici lizerinde
inkiibe edildikten sonra kuyular 5 kere yikandi. Daha sonra, kuyulara anti-pan-Ras
antikoru eklenerek tekrar 1 saat oda sicakhiginda inkiibasyon yapildi. Stire sonunda,
tekrar 5 kez yikamanin ardindan kuyulara HRP bagli sekonder antikor eklenerek 1 saat
daha beklendi. Son olarak, tekrar yikamanin ardindan kuyulara kemilliminesans
substrat ilave edilerek 5 dk beklendi. Ardindan olusan liminesans isima, Thermo

Scientific Varioskan LUX ile gorintilendi.

4.10. istatistiksel Analizler

Western blot bantlarinin ve array’deki noktalarin yogunluklari ImageJ programi
ile analiz edildi. Tirozin kinazlar ve sinyal yolaklariyla ilgili kitlerin detayl analizleri
treticinin hazirladigi analiz programi ile yapildi. istatistiksel analizler ise GraphPad

Prism 6 programi kullanilarak “Student’s t-test” ile gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1. HCC Hiicre Hatlarinda shPLXNC1 ve PLKO Klonlarinin
Gelistirilmesi

Plexin C1 proteininin hiicre igcindeki sinyal yolaklarini nasil etkiledigini incelemek
amaclyla, endojen PLXNC1 ifadesine sahip PLC/PRF/5 ve Hep3B HCC hiicre hatlarinda,
lentiviral shRNA kullanilarak PLXNC1 proteinin ifadesi baskilandi. Plexin C1 ifadesi
baskilanmis hicreler shPLXNC1 olarak adlandirilirken ifadesi baskilanmamis kontrol
hiicreleri PLKO olarak adlandirildi. Hiicrelerdeki baskilamanin dogrulanmasi,
PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarindan izole edilen total protein lizatlari kullanilarak,
Western blotta Prof. Dr. Tamer Yagci ve ekibi tarafindan gelistirilen anti-PLXNC1 PE4
hibridomasindan [30] elde edilen antikor ile yapildi (Sekil 5.1).

PLC/PRF/5 Hep3B
oy o
o \.}‘?" o \.}'?‘
¢ & F
Plexin C1 e — .
GAPDH e s — —

Sekil 5.1: Plexin C1 ifadesi baskilanmis hiicre klonlarinin Western blot ile
dogrulanmasi. Es ylikleme kontrolii olarak GAPDH kullaniimistir.

5.2. Hiicre Klonlarinda SEMA7A Bagimh ve Bagimsiz Sinyal
Yolaklarinin incelenmesi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlarinda Plexin C1’in etkiledigi sinyal yolaklarini
arastirmak ig¢in bu hicrelerden PLXNC1 ifadesinin baskilandigi hicre klonlari
olusturuldu. PLXNC1'in baskilandigi shPLXNC1 ve baskilanmadigi PLKO kontrol hiicre
klonlarindan elde edilen total protein lizatlari, PLXNC1 ve integrin B1 yolagi agisindan
Western blot ile incelendi (Sekil 5.2). Her iki hlicre hattinda da shPLXNC1 durumunda

Plexin C1 yolaginda farkli diizeylerde total LIMK1 ve LIMK2 ifadesi gorilirken,
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LIMK’lerin fosforillenme seviyelerinde ise azalma oldugu saptandi. Her iki hiicrenin
shPLXNC1 klonlarinda kofilin fosforilasyonunda da azalma tespit edildi. Plexin C1’in
integrin B1 ile olan iliskisini incelemek icin hiicre klonlarinda integrin B1 yolag
elemanlarinin fosforilasyon diizeyleri incelendi. Ancak, hiicre klonlari arasinda FAK ve

ERK1/2 fosforilasyonunda belirgin bir degisim goriilmedi.

PLC/PRF/5 Hep3B PLC/PRF/5 Hep3B
A "y & B o ~
¢ § $ $
= o o s o 3
q§ u,“-“dv "f]'r § q§ §‘W ¢$ $Q
Plexin C1 we—s - Plexin C1 — .
GAPDH e s— — c— GAPDH o s S cm—
cof  e—— — e (NTEEIN Bl . — u m
P-COT . w— —— A— FAK
LMK] .- S .. P-FAK e p— — e
LIMK2 “ — — ERK1/2 o s rr—
) p-ERK1/2
pumki2 T

Sekil 5.2: PLXNC1 ifadesi baskilanmis PLC/PRF/5 ve Hep3B hticre klonlarinda ligand
bagimsiz durumda Plexin C1 ve integrin B1 sinyal yolaklarindaki degisimin
incelenmesi. A) Plexin C1 sinyal yolagindaki degisim. Es ylikleme kontroli olarak
GAPDH kullanilmistir. B) integrin B1 sinyal yolagindaki degisim. Es yiikleme kontrolii
olarak GAPDH kullanilmistir.

Hiicre klonlarindaki Plexin C1 ve integrin B1 sinyal yolaklari, iki reseptériin de
ligandi olan SEMA7A varliginda da incelendi. HCC hiicreleri PLC/PRF/5 ve Hep3B icin
SEMA7YA uyarisinin uygun doz ve slire uygulama kosullari bilinmediginden, dncelikle
optimizasyon icin PLKO hiicrelerine farkli konsantrasyon ve sirelerde rekombinant
SEMA7A uygulandi. Ligand uygulanmayan kontrol hiicrelerine oranla ligand
uygulanmis hiicrelerde PLXNC1’e bagli kofilin fosforilasyonundaki degisime bakilarak
uygun doz ve siire secildi. ilk optimizasyonun ardindan belirlenen 100 ng/ml
konsantrasyon ile 5-10-15 dk siireleri tekrar denendi (Sekil 5.3). iki hiicre hattinda da
SEMA7A uygulanmasinin 5. dakikasindan itibaren kofilin fosforilasyonunda artis

gorildu. PLC/PRF/5 hicresinde 10. dk’da FAK fosforilasyonunda artis tespit edilirken
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ERK1/2 fosforilasyonu 5. dk’da artarak ilerleyen dakikalarda azaldi. Hep3B hiicre
hattinda ise FAK ve ERK1/2 fosforilasyonunun 15. dakikada artis gosterdigi saptandi.

PLC/PRF/5 Hep3B
& 100ng/mi SEMATA 5 100 ngfmi SEMATA
s & 5 g0 e s 8 v 0 1
GAPDH - s s s GAPDH
p-cof W— A —_—— p-cof T ————
COf  —— —— cof < —
pFAK D T - . R G —
FAK - e s FAK Sl s Seen s
LIMK2 —— — — LIMK2 e o o s
p-ERK1/2 e — P-ERK1L/? e e ae
ERK1/2 ERK1/2 =

Sekil 5.3: PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicrelerinin PLKO klonlarinda SEMA7A
optimizasyonu. PLC/PRF/5 ve Hep3B huicre hatlarina 5-10-15 dk degisen sirelerde
100 ng/ml SEMA7A uygulanmis, kontrol hiicrelerine SEMA7A uygulanmamistir. Es

ylikleme kontroli olarak GAPDH kullanilmustir.

Optimizasyonlar sonrasi secilen stire (15 dk) ve doz (100 ng/ml), her iki hiicre
hattinin PLKO ve shPLXNC1 klonlarina uygulandi (Sekil 5.4). Her iki hiicrede de PLXNC1
varhginda ve yoklugunda, ortama ligand SEMA7A eklendiginde elde edilen total
protein lizatlarinda kofilin fosforilasyonunun ligand olmayan duruma gére bir miktar
arttigr gorildi. integrin B1 yolaginda ise, PLC PLKO ve shPLXNC1’de 15 dk ligand ile
muamelenin ardindan ligand olmayan duruma gére ERK1/2 fosforilasyonun azaldigi
goralurken, Hep3B’de tam tersi olarak ERK1/2 fosforilasyonunda artis gézlemlendi.
FAK fosforilasyonunun her iki hiicre igin de ligand varliginda kismi olarak arttig

gorulda.
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PLC/PRF/5 PLC/PRF/5 Hep3B Hep3B
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Sekil 5.4: PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlarinin PLKO ve shPLXNC1 klonlarina 100
ng/ml, 15 dk SEMA7A uygulanmasi sonucu PLXNC1 ve integrin B1 yolaginin
incelenmesi. Es yikleme kontroli olarak GAPDH kullanilmistir.

5.3. Hiicrelere ROCK1/2 ve PAK1 inhibitdrii Uygulanmasi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hicre hatlarindaki kofilin fosforilasyonunun, Rho-
GTP/ROCK1-2 veya Rac-GTP/PAK1 yolaklar izerinden olup olmadigini tespit etmek
icin hicrelere ilgili kinazlarin inhibitorleri uygulandi. Bu yolaklarin PLXNC1 ile olan
iliskisini gostermek igin inhibitorler ayni zamanda PLXNC1 baskilanmis hiicre
klonlarina da verildi. Hicrelerdeki kofilin fosforilasyonunun degisimi Western blot ile
incelenerek analiz edildi. Once, ROCK1/2 inhibitérii Y-27632’nin optimizasyonu igin
kontrol PLKO hiicrelerinde farkli slire ve konsantrasyonlarda inhibitor denendi (Sekil
5.5 ve Sekil 5.6). ilk olarak, hiicrelere 50 uM sabit konsantrasyonda 30 dk’dan 6 saate
kadar Y-27632 uygulandi. Hep3B hiicrelerinde 30 dakikadan itibaren LIMK
fosforilasyonu ve buna bagli olarak kofilin fosforilasyonunda ciddi bir azalma tespit
edilirken PLC/PRF/5 hicrelerinde belirgin bir azalma go6riilmedi. Devaminda,
hiicrelere 30 dk sabit siire ile 10 uM’dan 100 uM’a kadar degisen konsantrasyonlarda
Y-27632 uygulandi. Yine Hep3B’de 10 pM’dan itibaren LIMK ve kofilin fosforilasyonu

kaybolurken PLC/PRF/5’te fosforilasyon dizeylerinde anlamli bir degisim gorilmedi.
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Sekil 5.5: HCC hiicre hatlarinda ROCK1/2 inhibitorl Y-27632'nin 50 uM sabit
konsantrasyon ile stire denemesi. Kontrol hiicrelerine inhibitdrin ¢ézliclsu olan
DMSO verilmistir. Es ylikleme kontroli olarak GAPDH kullanilmistir.
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Sekil 5.6: HCC hicre hatlarinda ROCK1/2 inhibitori Y-27632’nin 30 dk sabit slre ile
konsantrasyon denemesi. Kontrol hiicrelerine inhibitoriin ¢ozliclisii olan DMSO
verilmistir. Es yikleme kontroli olarak GAPDH kullanilmistir.

Hep3B hiicreleri i¢in belirlenen 30 dk, 50 puM Y-27632 kosullari, ROCK1/2
kinazlarinin PLXNC1 ile olan iliskisini arastirmak igin shPLXNC1 klonlarina da
uygulandi. Her ne kadar PLC/PRF/5 hicresindeki LIMK ve kofilin fosforilasyon
dizeylerinde belirgin bir degisim goriilmemis olsa da ayni kosullar PLC/PRF/5
ShPLXNC1 hiicrelerinde de test edildi (Sekil 5.7). Hep3B hiicrelerinin shPLXNC1
klonlarinda da inhibitor verildiginde LIMK ve kofilin fosforilasyonunun kayboldugu
goraldu. PLC/PRF/5 hicrelerinde ise PLNXC1’in baskilandigi durumda da fosforilasyon

diizeylerinde herhangi bir degisim gorilmedi.
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Sekil 5.7: HCC hticre hatlarinin PLKO ve shPLXNC1 klonlarinda ROCK1/2 inhibitora Y-
27632'nin LIMK2/Kofilin yolagina etkisi. Kontrol hiicrelerine inhibitoriin ¢éziicusi
olan DMSO verilmistir. Es yikleme kontroli olarak GAPDH kullanilmistir.

PAK1 inhibitori IPA-3 igin 50 uM sabit konsantrasyonda 30 dk’dan 6 saate kadar
sire optimizasyonu yapildi (Sekil 5.8). PLC/PRF/5 hiicrelerinde 6. saatte kofilin
fosforilasyonunda kismi bir azalma gortlirken Hep3B hiicrelerindeki fosforilasyon

dizeylerinde belirgin bir degisim goriilmedi.
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Sekil 5.8: HCC hiicre hatlarinda PAK1 inhibitora IPA-3’ln 50 uM sabit konsantrasyon
ile slire denemesi. Kontrol hiicrelerine inhibitériin ¢6zicisi olan DMSO verilmistir.
Es yukleme kontroll olarak GAPDH kullaniimistir.

PLC/PRF/5 hiicrelerinde kismen etkili oldugu gorilen 50 uM, 6 saat IPA-3

kosullari, PAK1’in PLXNC1 ile olan iliskisini arastirmak icin her iki her hiicre hattinin
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shPLXNC1 klonuna uygulandi (Sekil 5.9). PLC/PRF/5 hicrelerinde shPLXNC1
durumunda da PAK1 inhibitorii uygulandiginda kofilin fosforilasyonunda kismi bir
azalma goézlemlenirken, Hep3B hiicre klonlarinda inhibitére bagli herhangi bir

fosforilasyon degisimi tespit edilemedi.

PLC/PRF/S PLC/PRF/5 Hep3B Hep3B
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Sekil 5.9: HCC hiicre hatlarinin PLKO ve shPLXNC1 klonlarinda PAK1 inhibitori IPA-
3’Gn LIMK2/Kofilin yolagina etkisi. Kontrol hiicrelerine inhibitériin ¢oziicisl olan
DMSO verilmistir. Es ylikleme kontroli olarak GAPDH kullanilmustir.

5.4. Plexin C1-Bagimh Tirozin Kinaz Fosforilasyonlarinin
Tespit Edilmesi

Hicrelerde Plexin C1’e bagli olarak degisen reseptor tirozin kinaz (RTK) ve bazi
reseptor olmayan tirozin kinazlarin (non-RTK) fosforilasyon dizeylerini tespit etmek
amaciyla cgesitli tirozin kinazlarin fosforilasyon seviyelerini tespit edebilen ticari bir kit
kullanildi. Bunun igin, PLXNC1’in baskilandigi ve baskilanmadigi kontrol hiicre
klonlarindan elde edilen total protein lizatlari kullanilarak kitin talimatlari izlendi. Kit
sonucu elde edilen membran gorintileri (Sekil 5.10), Imagel programinin “Protein
Array Analyzer” eklentisi ile sayisal degerlere cevrildikten sonra, kitin sagladigi analiz
araci ile degerlendirildi. PLC PLKO-shPLXNC1 ve Hep3B PLKO-shPLXNC1 kendi
aralarinda degerlendirildikten sonra iki hiicre icin de ortak olarak fosforilasyonu artan

ve azalan proteinler belirlendi.
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Kit, 71 farkh tirozin kinazin fosforilasyon dizeyini tespit etmeye olanak
saglamaktadir. PLC/PRF/5 hicre hattinda, shPLXNC1 durumunda PLKQO’ya gore 34
tirozin kinazin fosforilasyonu artarken, 11 tirozin kinazin fosforilasyonu azalmistir.
Hep3B hiicre hattinda ise shPLXNC1 durumunda PLKO’ya gore 15 tirozin kinazin
fosforilasyonu artarken, 26 tirozin kinazin fosforilasyonu azalmistir. iki hiicre hattinda
da shPLXNC1 durumunda ortak olarak fosforilasyonu artan 9 tirozin kinaz tespit

edilirken, fosforilasyonu azalan 8 tirozin kinaz bulunmustur (Tablo 5.1).

oOeDee i _‘*’1 sesess ..

L] e L
PLC/PRF/S PLKO PLC/PRF/5 shPLXNC1

Hep3B PLKO Hep3B shPLXNC1

Sekil 5.10: “Human RTK Phosphorylation Antibody Array C1” membran gorintileri.

Tablo 5.1: PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarinda ortak olarak fosforilasyonu artan
veya azalan tirozin kinazlar.

PLXNC1 baskilandiginda iki hiicre hattinda | PLXNC1 baskilandiginda iki hiicre hattinda
da fosforilasyonu artan tirozin kinazlar da fosforilasyonu azalan tirozin kinazlar
BMX EphAd
ErbB3 EphB2
FGFR2/FGFR2 (o isoform) EphB4

IGF-1R ErbB4
JAK2 FAK
NGFR Far
PDGFR-a Tie-1
SCFR Tie-2
TXK
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5.5. Hiicre ici Sinyal Yolaklarindaki Protein
Fosforilasyonlarinin Tespit Edilmesi

Plexin Cl’e bagh olarak hiicre iginde bilinen 5 farkli sinyal yolagindaki
proteinlerin degisen fosforilasyon dizeylerini tespit etmek amaciyla MAPK, AKT,
JAK/STAT, NF-kB, ve TGF-B sinyal yolaklarindaki proteinlerin fosforilasyonunu tespit
edebilen bir kit kullanildi. Bunun igin, PLXNC1’in baskilandigi ve baskilanmadigi
kontrol hicre klonlarindan elde edilen total protein lizatlari kullanilarak kitin
talimatlari izlendi. Kit sonucu elde edilen membran goérintileri (Sekil 5.11), Image)
programinin “Protein Array Analyzer” eklentisi ile sayisal degerlere cevrildikten sonra,
kitin sagladigi analiz araci ile degerlendirildi. PLC PLKO-shPLXNC1 ve Hep3B PLKO-
shPLXNC1 kendi aralarinda degerlendirildikten sonra her sinyal yolaginda iki hiicre
icin de ortak olarak fosforilasyonu artan ve azalan proteinler belirlendi.

Kit, totalde 56 farkh proteinin fosforilasyon dizeyini tespit etmeye olanak
saglamaktadir. MAPK yolagindan 13, AKT yolagindan 14, JAK/STAT yolagindan 12, NF-

kB yolagindan 10 ve TGF-B yolagindan 7 protein bulunmaktadir.

PLC/PRF/5 hticre hattinin, shPLXNC1 klonunda PLKO klonuna gére:

MAPK yolaginda fosforilasyonu artan 3, fosforilasyonu azalan 2,

AKT yolaginda fosforilasyonu azalan 8,

e JAK/STAT yolaginda fosforilasyonu artan 2,

e NF-kB yolaginda fosforilasyonu azalan 1,

e TGF-B yolaginda fosforilasyonu artan 3, fosforilasyonu azalan 2 protein tespit

edilmistir.

Hep3B hiicre hattinin, shPLXNC1 klonunda PLKO klonuna gore:

MAPK yolaginda fosforilasyonu artan 8,

e AKT yolaginda fosforilasyonu azalan 6,

e JAK/STAT yolaginda fosforilasyonu artan 8,
e NF-kB yolaginda fosforilasyonu azalan 8,

e TGF-B yolaginda fosforilasyonu artan 6 protein tespit edilmistir.
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iki hiicre hattinin shPLXNC1 klonlarinda incelenen 5 sinyal yolaginda ortak
olarak fosforilasyonu artan veya azalan 6’sar protein bulunmustur. Ortak proteinlerin

sinyal yolaklarina gore dagilimi asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 5.2).
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MAPK MAPK
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Sekil 5.11: “Human Phosphorylation Pathway Profiling Array C55” membran
goruntdleri.
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Tablo 5.2: PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarinda 5 farkli hiicre igi sinyal yolaginda
ortak olarak fosforilasyonu artan veya azalan proteinler.

Sinyal Yolaklari PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlarinda PLXNC1 baskilandiginda hiicredeki
ortak olarak fosforilasyon diizeyleri fosforilasyon diizeyi
artan veya azalan proteinler

MAPK CREB PLXNC1 baskilandiginda fosforilasyon
artmis

AKT Raf-1, PRAS40, Gsk3a, mTor, p27 PLXNC1 baskilandiginda fosforilasyon
azalmis

JAK/STAT SHP1 (Ser591), EGFR (Ser1070) PLXNC1 baskilandiginda fosforilasyon
artmig

NF-kB ZAPT0 (Y292) PLXNC1 baskilandiginda fosforilasyon
azalmis

TGF-B ATF2, c-Jun, c-Fos PLXNC1 baskilandiginda fosforilasyon
artmis

5.6. Hiicrelerdeki Ras-GTP ifadesinin Tespit Edilmesi

HCC hiicre klonlarinda PLXNC1’in Ras-GAP aktivitesini (Ras-GTP’nin Ras-GDP’ye
donilisiim) incelemek igin hiicrelerdeki Ras-GTP ifadesini dlgen ticari bir kit kullanildi.
Bu kit, Ras’in aktiflestigi durumda (Ras-GTP hali) Raf-1 proteininin “Ras-Binding
Domain” (RBD) bolgesine baglanmasi prensibine dayanmaktadir. PLXNC1'in
baskilandigi ve baskilanmadigi hiicre klonlarinda, SEMA7A bagimh ve bagimsiz
durumlarda elde edilen total protein lizatlarindaki Ras-GTP’ler (H-, K-, N-Ras formlari),
ELISA plakasindaki Raf-1 RBD proteinine baglanarak anti-Pan-Ras ve sekonder
antikorlar yardimiyla kemiliiminesans olarak gortntuilendi. Sonuglar, GraphPad Prism
programi kullanilarak “Student’s t-test” ile analiz edildi (Sekil 5.12). iki hiicre hattinda
da PLXNC1 baskilanmamis kontrol hiicrelerine (PLKO) 100 ng/ml konsantrasyonda 15
dk SEMA7A uygulandiginda hiicrelerdeki Ras-GTP ifadesinde azalma gorildi.
Hiicrelerde PLXNC1 baskilanmis hiicre klonlarinda (shPLXNC1) kontrol hiicrelerine
(PLKO) gore Ras-GTP ifadesinin arttigi gozlemlendi. Hiicrelerde PLXNC1 ifadesinin
baskilandigl durumda hiicrelere ligand SEMA7A uygulandiginda ise Ras-GTP ifadesi

azaldi.
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olarak anlamli ¢tkmistir (*p<0,05, **p<0,01).

Sekil 5.12: PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarinda Ras-GTP ifadesinin incelenmesi. A)
15 dakika, 100ng/ml SEMA7A uygulanmis ve uygulanmamis PLC/PRF/5 hiicre
klonlarindan elde edilen total protein lizatlarinda Ras-GTP ifadesinin incelenmesi.
SEMA7A uygulanan ornekler kontrole gore istatiksel olarak anlamli ¢ikmistir
(**p<0.01, ***p<0.001). B) 15 dakika, 100ng/ml SEMA7A uygulanmis ve
uygulanmamis Hep3B hiicre klonlarindan elde edilen total protein lizatlarinda Ras-
GTP ifadesinin incelenmesi. SEMA7A uygulanan 6rnekler kontrole gore istatiksel
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6. TARTISMA VE SONUC

HCC, primer karaciger kanserinin en yaygin alt tipi olup kansere bagh olimler
siralamasinda 4. sirada yer almaktadir [1]. HCC olusumunun cevresel sebepleri
arasinda Hepatit B/C virlst, asirt alkol tuketimi, diyabet, aflatoksinler, karaciger
yaglanmasi gibi nedenler yer alirken biyolojik temelinde hiicredeki onkogenlerin ve
timor baskilayici genlerin islevleri disinda galismalari, bunlarla iliskili olarak hicre
donglisli kontrollniin kaybi, hiicre ici sinyal yolaklarinin degismesi ve fonksiyonlarini
kaybetmeleri gibi sebepler gosterilebilir [52]. Hepatokarsinogeneze neden olan sinyal
yolaklarini arastiran bircok calisma bulunsa da HCC'nin heterojenitesinden dolayi
etkili sinyal yolaklari tam olarak belirlenememis olmakla birlikte kilit noktasini
blylme faktorlerinin reseptorleri olan reseptor tirozin kinazlarin (RTK) ve bunlarla
iliskili hiicre ici sinyal yolaklarinin olusturdugu disiinilmektedir. Basta HGFR, VEGFR,
EGFR, PDGFR gibi RTK’lar ve bunlarla iliskili JAK/STAT, NF-kB, TGF-B, MAPK, PI3K/AKT
gibi sinyal yolaklarinin 6ne ciktigi goriilmektedir [53], [54].

Plexin C1, Plexin ailesinin bir liyesi olan, ilk olarak sinir hiicrelerinde akson
kilavuzu olarak tanimlanmis hiicre ylizey reseptortdir [13]. Ligandi SEMA7A, akson
kilavuzlugunda énemli rollere sahip oldugu bilinen, genis bir aile olan Semaforinlerin
membrana GPI (Glikozil fosfatidilinositol) capa ile bagh tek tyesidir [55]. Plexin C1 ve
SEMATYA ile ilgili yapilan daha sonraki ¢alismalarda, farkli hicrelerde farkl gorevler
ustlendikleri gériilmistir. ilk olarak sinir hiicrelerinde ifadesi gosterilen Plexin C1’in
dendritik hiicreler, monositler, melanositler, akciger hicreleri gibi bircok farkh
dokudaki ifadesi belirlenmistir [35], [56] - [58]. PLXNC1’in HCC dokularinda da ifadesi
gorilmis [30] ancak detayh calisiimamistir. GUnlimize kadar Plexin C1’in
hiicrelerdeki fonksiyonel etkilerini anlamaya yonelik bircok ¢calisma yapilmis olsa da
etkiledigi sinyal yolaklarini arastiran calismalar oldukga sinirhdir. Bu tez ¢calismasinda,
HCC hiicre hatlarinda Plexin C1’in hiicredeki islevselligi, 6zellikle de sinyal yolagi genis
bir cercevede incelenmistir.

Gahsmamizda ilk olarak PLXNC1’in hiicrelerdeki sinyal yolaklarinda yol agtig
degisimleri incelemek icin PLXNC1 ifadesi baskilanmis hiicre klonlari olusturuldu. Tez

calismasinda kullanilan HCC hiicre hatlarindan epitel karakterli PLC/PRF/5 ve Hep3B
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hiicrelerinde, lentiviral shRNA temelli sistem kullanilarak PLXNC1 ifadesi baskilandi.
PLXNC1 ifadesinin baskilandigi Western blot analiziyle dogrulandi. Hiicrelerde
PLXNC1 varliginda ve yoklugunda PLXNC1’e bagh olarak etkilenmesi 6ngoriilen sinyal
yolaklari incelendi. Literatiirde PLXNC1’in LIMK2'yi ve bunun uzerinden kofilin
fosforilasyonunu etkiledigi gosterilmistir. Malign melanom hiicrelerinde yapilan bu
calismada, melanom hiicrelerinde LIMK1 ifadesinin olmadigi saptanmis ve PLXNC1'e
bagl kofilin fosforilasyonunun sadece LIMK2 Uzerinden gergeklestigi disinulmustir
[26]. Kiiguk hicreli olmayan akciger kanseri hiicreleriyle yapilan bir diger ¢alismada,
LIMK1 ifadesiyle ilgili herhangi bir aciklama belirtiimeden dogrudan LIMK2 Gzerinden
kofilin fosforilasyonu gahisilmistir [27]. Calismamizda, HCC hiicre hatlarindan epitel
karakterli PLC/PRF/5 ve Hep3B’de hem LIMK1 hem de LIMK2 ifadesi goruldi.
PLC/PRF/5 hiicre hattinda LIMK1 ifadesinin daha ytiksek, LIMK2 ifadesinin daha dusiik
oldugu gorilirken, Hep3B’de tam tersi olarak LIMK1 ifadesinin daha disiik, LIMK2
ifadesinin daha yilksek oldugu gozlemlendi. Hicrelerdeki LIMK1 ve LIMK2
fosforilasyonu, birbiriyle yakindan iliskili ve molekiiler agirliklari cok benzer olan bu
iki protein kinazin [43] fosforillenmis halini birlikte taniyan poliklonal antikor ile
incelendi. Buna gore, hiicrelerde PLXNC1'in ifadesinin baskilandigi durumda total
LIMK fosforilasyonunun ve buna bagh olarak kofilin fosforilasyonunun azaldig
goraldu. Hicredeki LIMK ve kofilin fosforilasyonunun tamamen kaybolmamasinin,
hiicrelerde ifadesi tamamen baskilanamayan PLXNC1’'den ve hiicrelerde LIMK ve
kofilin ~ fosforilasyonuna neden olabilecek diger sinyal yolaklarindan
kaynaklanabilecegi disintldi [42], [43]. SEMA7A’'nin bir diger reseptori olan
integrin B1’in PLXNC1 ile olan iliskisini inceleyen bir calismada, PLXNC1 ifadesi
baskilanmis melanositlere SEMA7A verilmesi sonucu melanositlerin yassilasarak
dendritik uzanti olugturmalarindaki artisin, PLXNC1 ifadesi baskilanmayan hiicrelere
SEMA7A verildiginde goriulen artisa gore cok daha fazla oldugu bildirilmistir.
Calismada, bu goézlemden hareketle Plexin C1’in integrin B1’in fonksiyonlarini
baskilayici etkisinin oldugu 6ne surulmustlr [35]. Literatiirdeki bu g¢alisma temel
alinarak, calismamizda PLXNC1 ifadesi baskilanan hiicrelerde PLXNC1-integrin B1
iliskisi, aktiflesen integrin B1’in fosforilledigi FAK ve ERK1/2 iizerinden incelendi.
Hiicrelerde PLXNC1 baskilamasinin, baskilanmayan kontrol hiicrelerine gore FAK ve

ERK1/2 fosforilasyonunda herhangi bir degisime yol agmadigi saptandi. Elde edilen
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bu sonuclardan dolayi, HCC hiicre hatlarindan PLC/PRF/5 ve Hep3B’de PLXNC1'in
integrin B1 lzerinde baskilayici bir etkisinin olmadigi séylenebilir. Ancak, bu sonuca
literatiirden farkl olarak fonksiyonel bir deney diizenegi yerine aktif integrin B1’in
etkiledigi sinyal yolaklari incelenerek ulasiimistir. Bu yizden, PLXNC1’in yoklugu
durumunda, FAK ve ERK1/2 fosforillenmesini gerektirmeyen bir yolla hiicrelerde
SEMA7A-integrin B1 etkilesimi fonksiyonel bir degisime neden olabilir. Literatiirde,
sinir hiicrelerinde SEMA7A aracihgiyla aktiflesen integrin B1’in hiicresel
fonksiyonlarinin  gorilmesi igin FAK ve ERK1/2 fosforilasyonunun kesinlikle
gerceklesmesi gerektigi gosterilse de [23], [33] karaciger hiicrelerinde boyle bir
calisma yapiimamistir.

Plexin C1’in ligandi olan SEMA7A, 100 ng/ml konsantrasyonda HCC hiicrelerine
5, 10 ve 15. dakika siire ile uygulandiginda bitiin zaman noktalarinda kofilin
fosforilasyonunda artis gorildi. Dolayisiyla, melanom hiicreleriyle yapilan ¢alismada
[26] gosterilen bu degisim, HCC'de de dogrulanmistir. SEMA7A, integrin B1’in ligandi
da oldugu icin integrin B1 yolagina bagh FAK ve ERK1/2 fosforilasyonu incelendi.
Hucrelere belirtilen doz ve suirelerde uygulanan SEMA7A sonucu PLC/PRF/5 hiicre
hattinda 5. dakikada ERK1/2 fosforilasyonu belirgin miktarda artarken, uygulamanin
10. ve 15. dakikalarinda ERK1/2 fosforilasyonunun kademeli olarak dustigu hatta 15.
dakikada SEMA7A uygulanmamis kontrol hiicresindeki fosforile ERK1/2 miktarinin
altinda kaldigi gorildi. FAK fosforilasyonunun ise 10. dakikada arttigi ve 15. dakikada
dismeye basladigl goruldi. Hep3B’de ise ERK1/2 ve FAK fosforilasyonunun 15.
dakikada arttigi gézlemlendi. Boylelikle HCC hiicre hatlarinda SEMA7A’nin integrin
B1'i aktive ederek FAK ve ERK1/2 fosforilasyonuna neden oldugu gosterilmistir.

PLXNC1 ifadesi baskilanmis klonlarda kofilin fosforilasyonunun azaldigi
gosterilmisti. Bu klonlara optimizasyon c¢alismalari sonrasi segilen 100 ng/ml
konsantrasyonda 15 dk siire ile SEMA7A verildiginde ise kofilin fosforilasyonunda
kontrol hicrelerine gore kismi bir artis gorildi. Bu artisin, hlicrelerde PLXNC1
ifadesinin tam olarak baskilanamadigindan kaynaklandigi soylenebilecegi gibi,
literatiirde aktif integrin B1’in LIMK1 (izerinden kofilin fosforilasyonuna neden
olabilecegini agiklayan bir ¢alisma da bulunmaktadir [59]. Bu ikincisinin kanitlanmasi
icin SEMA7A ile aktiflesen integrin B1’in, PLXNC1’den bagimsiz olarak kofilin

fosforilasyonuna neden oldugunu gosterecek bir deney diizenegine ihtiyac olup,
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boyle bir calismaya literatlirde rastlanmamistir. PLXNC1 ifadesi baskilanmis klonlara,
secilen doz ve siirede SEMA7A verildiginde integrin B1 yolaginda goriilen sonuglar,
PLXNC1 ifadesi varken hiicrelere SEMA7A verilmesiyle paralellik gostermektedir.
PLC/PRF/5 shPLXNC1 hicrelerinde SEMA7A’nin 15 dk uygulanmasindan dolayi
ERK1/2 fosforilasyonu kontrole gore azalmis goériiniirken FAK fosforilasyonunda kismi
bir artis gorildi. Hep3B shPLXNC1 hiicrelerine 15 dk SEMA7A uygulandiginda ise hem
ERK1/2 hem de FAK fosforilasyonunun, bir dnceki sonuglarla tutarl sekilde, ortama
SEMA7A ilave edilmeyen duruma gore arttigi géruldi.

Literatirde, LIMK ve buna baglh olarak kofilin fosforilasyonunun Rho-
GTP/ROCK1/2, Rac-GTP/PAK1 ve Cdc42/MRCKa olmak tzere 3 farkli yolak Gzerinden
olabilecegi belirtilmistir [43]. Hangi dokularda ve hiicrelerde hangi yolaklarin aktif
oldugu Uzerine calismalar bulunsa da HCC dokularinda ve hiicrelerinde herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamizda, HCC hiicre hatlarindan epitel karakterli
PLC/PRF/5 ve Hep3B’de, ROCK1/2 inhibitori Y-27632 ve PAK1 inhibitori IPA-3
kullanilarak kofilin fosforilasyonu (izerinden ilgili yolaklar incelendi. inhibitérlerle doz
ve slre optimizasyonu vyapildiktan sonra belirlenen kosullar, PLXNC1 ifadesi
baskilanmis hiicrelerde de denendi. inhibitér uygulandiktan sonra elde edilen total
protein lizatlari, Western blotta incelendi. Hep3B hicrelerinde kofilin
fosforilasyonunun stipheye yer birakmayacak sekilde ROCK1/2 uzerinden oldugu
goraldu. Hicrelere ROCK1/2 inhibitori Y-27632 uygulandiginda hiicrelerdeki LIMK ve
kofilin fosforilasyonu kayboldu. Hep3B shPLXNC1 hiicrelerine Y-27632 verildiginde ise
yine LIMK ve kofilin fosforilasyonunda ayni sekilde diisme gorildi. PLXNC1 yokken
hicrelerdeki LIMK ve kofilin fosforilasyonu kaybolmadigi igin inhibitériin bu durumda
da beklenen sekilde PLXNC1’den bagimsiz olarak calistigi gosterilmistir. ROCK1/2
inhibitorli, PLC/PRF/5 hiicrelerinde denenen doz ve sirelerin hicbirinde LIMK ve
kofilin fosforilasyon dizeylerinde belirgin bir degisime neden olmadi. Hep3B’de
calisan doz ve silire PLC/PRF/5 shPLXNC1 hiicrelerine de uygulandi ancak farkli bir
sonug alinmadi. ROCK1/2 inhibitériinden elde edilen sonuglar, Hep3B hiicrelerinde
Rho-GTP/ROCK1/2 kaskadinin aktif olduguna isaret ederken PLC/PRF/5 hiicrelerinde
bu yolagin etkisi LIMK/Kofilin fosforilasyonu baglaminda saptanmadi. PAK1 inhibitori
IPA-3, PLC/PRF/5 hiicrelerine 50 uM dozda, 6 saat kosullarinda uygulandiginda kofilin

fosforilasyonunda kismi bir azalma gorilirken Hep3B hicrelerinde belirgin bir etki
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tespit edilmedi. Dolayisiyla, Hep3B hiicrelerinde Rac-GTP/PAK1 kaskadinin
LIMK/Kofilin fosforilasyonu Uzerinde bir etkisinin olmadigi belirlendi. PLC/PRF/5
hicrelerinde belirli bir kosulda kofilin fosforilasyonunun kismi olarak azalmasi ancak
tamamen kaybolmamasi, bu hiicre hattinda PAK1 disinda baska bir yolagin daha
LIMK/Kofilin fosforilasyonu tizerinde etkili olabilecegini dislindurdu. Literatiirde, PAK
ailesinden PAK2 ve PAK4’lin de LIMK/Kofilin fosforilasyonuna sebep oldugu az da olsa
birkag ¢calismada gosterilmistir [60], [61]. Ayrica, bu hiicrelerde ROCK1/2 inhibitori Y-
27632'nin etkisiz oldugu gosterildigi igin bir diger yolak olan Cdc42/MRCKa
kaskadinin da aktif olabilecegi dustunilmektedir. Bu c¢alismada diger PAK ailesi
elemanlari ve MRCK vyolagi incelenmemistir. Kofilin fosforilasyonunun kismen
azalmasinin olasi nedenleri arasinda, bu kinazlarin diger inhibitorlerinin [62], [63],
PLC/PRF/5 hiicre hattinda daha etkili olma olasiligi degerlendirilmelidir. Ayrica,
inhibitorlerin hicrelerdeki calisma etkinligini tam olarak belirlemek icin onlarin direkt
hedefleri olan kinazlarin fosforilasyonlarinin incelenmesi yerinde olacaktir.

HCC olusumunda biyik role sahip reseptor tirozin kinazlarin (RTK), bazi
reseptdr olmayan tirozin kinazlarin (non-RTK) ve bilinen 5 farkh hiicre ici sinyal
yolaginin (MAPK, AKT, JAK/STAT, NF-kB, ve TGF-B) PLXNC1’e bagli olarak fosforilasyon
dizeylerindeki degisimi, kitler yardimiyla incelendi. PLXNC1 ifadesi baskilanmis ve
baskilanmamis kontrol hicrelerinden elde edilen total protein lizatlari, kitlerin
talimatlari dogrultusunda kullanilarak hiicre icindeki PLXNC1’e bagimh degisimler
gorildi. HCC hicre hatlarindan PLC/PRF/5 ve Hep3B’de yapilan bu galismalar
sonucunda cikan verilerin, HCC'yi daha dogru temsil edecegi dislintldigiinden, iki
hicrede de ortak olarak degisen proteinler (zerinden yorumlanmasi gerektigi
dislintlmastir. 71 farkh tirozin kinazin fosforilasyon diizeylerini tespit etmeye olanak
saglayan kitte; PLC/PRF/5 hiicre hattinda shPLNXC1 durumunda PLKO’ya gére 34
tirozin kinazin fosforilasyonu artarken, 11 tirozin kinazin fosforilasyonu azaldi.
Hep3B'de ise 15 tirozin kinazin fosforilasyonu artarken, 26 tirozin kinazin
fosforilasyonunun azaldigi goérildi. iki hicre hattinda da PLXNC1 ifadesi
baskilandiginda, ortak olarak fosforilasyonu artan 9 tirozin kinaz tespit edilirken,

fosforilasyonu azalan 8 tirozin kinaz oldugu tespit edildi.
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e Fosforilasyonu artan tirozin kinazlar: BMX, ErbB3, FGFR2/FGFR2-a, IGF-1R,
JAK2, NGFR, PDGFR-a, SCFR, TXK.

e Fosforilasyonu azalan kinazlar: EphA4, EphB2, EphB4, ErbB4, FAK, Fgr, Tie-1,
Tie-2.

Protein tirozin kinazlar, hiicre ylizeyinde bulunan reseptor tirozin kinazlar (RTK)
ve sitozolde ya da ¢ekirdekte bir yere bagli olmadan bulunan reseptor olmayan tirozin
kinazlar (non-RTK) olarak ikiye ayrilirlar. ATP molekilinden aldiklari fosfati,
proteinlerin tirozin aminoasitlerine aktararak proteinleri tirozin aminoasitlerinden
fosforilleyip aktivitelerini diizenlerler. insanlarda toplamda 90 tirozin kinaz bulunup
bunlarin 58’i RTK, 32’si ise non-RTK’dir [64].

iki HCC hiicre hattinda da ortak olarak fosforilasyonu artan tirozin kinazlar
hakkinda asagida verilen bilgilerin sonuglarimizin degerlendirilmesinde katkida
bulunacagi disunilmektedir.

Bir non-RTK olan BMX (diger adiyla ETK), TNF ile indiklenen anjiyogenez, aktinin
diizenlenmesi, hiicre migrasyonu, hiicre proliferasyon ve sag kalimi, hiicre adezyonu
ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel siiregte rol almaktadir. BMX'in islevselligi, bliyime
faktori reseptorleri ve sitokin reseptorleri tarafindan diizenlenir. Aktiflesen BMX’in
PAK1, STAT3, BAK, FAK gibi proteinleri fosforilleyerek diizenledigi bildirilmistir [65].
Kit sonuglarinda PLXNC1 baskilandiginda FAK fosforilasyonunda azalma goraldiGgu
icin ayni durumda BMX fosforilasyonunun artmasi ilgingtir. Ote yandan, yapilan
Western blot analizlerinde ise shPLNXC1 durumunda FAK fosforilasyonununda
belirgin bir degisim gorilmedi. Kit sonuclarinin glivenirliginin kanitlanabilmesi icin
sonuglarin baska molekiller tekniklerle de dogrulanmasi gerekmektedir. FAK
fosforilasyonu durumunda Western blotta degisim goriilmemesinin bir nedeni olarak
birden fazla rezidiiden fosforillenebilen FAK'In baska bir bdlgesindeki fosforilasyon
diizeyinin degismis olabilecegi de diisiiniiimektedir. Bu ihtimalin elenmesi icin farkh
bolgelerden fosforile olan FAK’lari taniyabilen antikorlar kullanilarak Western blot
calismalari yapilmalidir. Bir RTK olan ErbB3 (diger adiyla HER3), EGF reseptorlerinden
biridir. Hicre blyamesi, farklilasmasi ve hiicre oliminiin baskilanmasinda gérev
alirlar. PI3K/AKT ve MAPK yolaklarini aktive edebildigi gosterilmistir [66]. Bir RTK olan
FGFR2 (diger adiyla KGFR), fibroblast blylime faktéru reseptoriudir. Ras/MAPK ve
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AKT yolagini aktive ettigi bilinmektedir [67]. FGFR2, lllb ve llic (alpha) olmak tzere iki
izoformdan olusmaktadir [68]. Bir RTK olan IGF-1R, insilin benzeri bliyime
faktorlerinin reseptoridir. Hiicre bolinmesi ve sag kaliminda gorevlidir. Ras/MAPK
ve AKT yolagini aktive ettigi bilinmektedir [69]. Bir non-RTK olan JAK2, sitokin
reseptorleri tarafindan aktive olup STAT transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Hiicre
bliyimesi, gelismesi, farkhlasmasi, histon modifikasyonlari gibi bircok hicresel
surecte gorev alir [70]. Bir RTK olan NGFR (diger adiyla TNFRSF16), sinir hiicrelerinin
blyime ve farklilasmasini saglayan reseptdor olarak kesfedilse de ilerleyen
calismalarda diger dokularda da bulundugu ve hiicrelerin proliferasyonunu
durdurucu, timor baskilayici gen olarak davrandigi gorilmustir [71]. Bir RTK olan
PDGFR-a, hiicre proliferasyonunda, yara iyilesmesinde hiicre goci ve kemotaksiste
gorev alir. PI3K/AKT ve MAPK yolaklarini aktive ettigi bildirilmistir [72]. Bir RTK olan
SCFR (diger adiyla c-KIT), bir proto-onkogen olup, PDGFR ailesine mensuptur.
PI3K/AKT, MAPK yolaklarini ve STAT transkripsiyon faktorlerini aktive eder. HCC
Ozelinde cok calisilan bir reseptér olan c-KIT'in HCC dokularinda yiksek ifadesi
gorllmustir. Ayni zamanda hasarli karaciger hiicrelerinin yenilenerek tamirini
saglayan c-KIT’in, yarar-zarar dengesi konusunda tartismalar bulunmaktadir [73],
[74]. Bir non-RTK olan TXK, Tec tirozin kinaz ailesinin bir Gyesi olup T hiicrelerinde
ifadesi ve fonksiyonlari gosterilmistir. PLC/PRF/5 hicrelerinde PLKO klonunda hig
ifadesi gorilmezken shPLXNC1 klonunda ifadesi artmaktadir. Hep3B hiicrelerinde ise
PLKO klonunda az da olsa ifadesi varken shPLXNC1 klonunda bu ifadenin arttig
saptanmistir. Sadece T hicresi spesifik bir non-RTK olarak bildirilen TXK'nin HCC
hiicrelerindeki bu ifadesi ilging bulunmustur.

iki HCC hiicre hattinda da ortak olarak fosforilasyonu azalan tirozin kinazlar
hakkinda asagida verilen bilgilerin sonuglarimizin degerlendirilmesinde katkida
bulunacagi disunilmektedir.

Bir RTK ailesi olan Eph ilk olarak HCC hiicresinde kesfedilmis ve bu yliizden adina
“Erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma” (Eph) denilmistir. Bu aile, EphA
ve EphB olarak iki alt siniftan olusurlar, EphA’nin 9 (yesi, EphB’nin 5 {yesi
bulunmaktadir. Gelisimde ve yetigkin hiicre dokularinin  homeostazinin
saglanmasinda rol alirlar. EphA2 ve B4’(in ifadesinin artmasi bircok kanser dokusunda

timorin koétu huylu karakteri ile iliskilendirilmistir. Ancak bazi EphB reseptorlerinin
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ifadesinin azalmasinin tam tersi etki yarattigi da gésterilmistir. Eph Gyelerinin ayri ayri
farkli fonksiyonlari bulunmaktadir [75]. Hicrelerin shPLXNC1 klonlarinda PLKO
klonlarina gére EphA4-B2-B4 fosforilasyonunun azaldigi gorildi. Bu sonuglarin
dogrulandiktan sonra hiicredeki islevselligi hakkindaki calismalar aydinlatici olacaktir.
Bir RTK olan ErbB4 (diger adiyla HER4), bulundugu ailedeki blylime inhibe edici
ozelligi olan tek reseptordiir. Agresif timorlerde ifadesinin azaldigi gosterilmis olup
timor baskilayici olarak islev yapar [76]. Bir non-RTK olan FAK (diger adiyla PTK2),
biiylime hormonu reseptérleri veya integrinler tarafindan aktiflestirilen, hiicre gécd,
adezyonu, yayilmasi, gelisimi, proliferasyonu gibi bircok hiicresel siirecte gérev alan
bir tirozin kinazdir [77]. Yukarida da belirtildigi gibi shPLXNC1 klonlarinda BMX
fosforilasyonu artarken FAK fosforilasyonunun azalmasi ilgingtir ve sonuclarin baska
molekiler tekniklerle dogrulanmasi gerekmektedir. Bir non-RTK olan Fgr, Src ailesi
tirozin kinazlardandir ve bircok kanser tlriinde asiri ifadesine rastlanmistir [78]. Bir
RTK ailesi olan TIE, TIE-1 ve TIE-2 olmak Uzere iki Gyeden olusmaktadir. Damar
olusumuyla ilgili proteinler olan TIE ailesi, VEGF ile de iliskilidir [79].

Hicrelerde ortak olarak fosforilasyonu artan veya azalan tirozin kinazlar
HCC’'nin daha iyi anlasilmasi ve ona gore tedavi stratejisi belirlenmesi agisindan
onemlidir. HCC'de klinikte kullanim onayi almis 4 ¢oklu-kinaz inhibitoriiniin ve ileride
onay alacak diger inhibitorlerin hangi HCC olgularinda kullanilacaginin belirlenmesi,
dogru tedaviye kisa sitrede ulasilmasi acisindan blyik onem arz etmektedir.
PLXNC1’in HCC timorlerinde potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
dustinilmektedir. ilaclarin inhibe ettikleri RTK’lara ve hasta tiimérlerindeki PLXNC1
ifadesine bakilarak hastanin timoriine gore ilacina karar verilebilir. Tabii ki bunun
yapilabilmesi icin oncelikle ticari bir kit yardimiyla elde edilen bu sonuclarin farkli
molekdiler biyoloji teknikleriyle dogrulanmasi ve ardindan farkli HCC dokulariyla ve
diger HCC hiicre hatlariyla da karsilastiriimasi gerekmektedir.

Bilinen 5 farkli hucre ici sinyal yolagindaki (MAPK, AKT, JAK/STAT, NF-kB, ve
TGF-B) toplamda 56 proteinin fosforilasyon dizeylerini tespit edebilen kitte;
PLC/PRF/5 hicre hattinin shPLXNC1 klonunda PLKO klonuna gore 21 farkli proteinin
fosforilasyon diizeyi belirgin oranda degisirken Hep3B’de bu sayi 36 farkl protein
olarak saptandi. iki hiicre hattinda da fosforilasyonu ortak olarak artan veya azalan

proteinler asagida belirtilmigtir:
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e MAPK yolaginda, CREB fosforilasyonu, shPLXNC1 klonlarinda PLKO klonlarina
gore artmis;

e AKT yolaginda, Raf-1, PRAS40, Gsk3a, mTor, P27 fosforilasyonu, shPLXNC1
klonlarinda PLKO klonlarina gére azalmis;

e JAK/STAT yolaginda, SHP1 (Ser591), EGFR (Ser1070) fosforilasyonu, shPLXNC1
klonlarinda PLKO klonlarina gére artmis;

e NF-kB yolaginda, ZAP70 (Y292) fosforilasyonu, shPLXNC1 klonlarinda PLKO
klonlarina gore azalmis;

e TGF-Byolaginda, ATF2, c-Jun, c-Fos fosforilasyonu, shPLXNC1 klonlarinda PLKO

klonlarina gore artmistir.

MAPK yolagi, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz ve strese karsi cevap
gibi birgok hiicresel siregte 6nemli rol oynayan bir hicre igi sinyal yolagidir. Yolak, 3
ila 5 protein katmanindan olusmaktadir: “MAPK kinase kinase kinase (MAP4K), MAPK
kinase kinase (MAP3K), MAPK kinase (MAPKK), MAPK ve MAPK-activated protein
kinases (MAPKAPK)”. ilk 3 basamak, MAPK yolaginin cekirdegi olup her sinyal
iletiminde bulunurken son 2 kinazin yolaga katilimi sinyalin bulundugu hiicreye ve
sinyal uyarisina gore degismektedir. MAPK vyolaklari arasinda en oOnemlisi
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 kaskadidir. Normal fonksiyonunun bozulmasinin kanser
gelisiminde blylk rol oynadigi bir sinyal yolagidir [80]. MAPK yolaginin aktive ettigi
proteinlerden biri olan CREB (cCAMP response element-binding protein) hiicrelerin
blylme faktorl uyarimina verecekleri hiicresel cevabi diizenler [81].

AKT vyolagi, hiicre olimi ve sag kalimi, hiicresel metabolizma, hiicrenin
bolinmesi, gelismesi gibi streglerde rol alir. AKT’yi aktive eden Ust yolakta PI3K ve
PIP3 vardir. AKT’nin etkiledigi yolaklarda ise mTOR dizenleyicisi olarak gorev yapan
PRAS40, hiicre dongusi inhibitori p27 ve hicre iskeleti elemani vimentin gibi
proteinler yer almaktadir [82]. AKT'nin GSK-3a'yi da fosforilleyerek inaktif hale
gecmesini sagladigi bildirilmistir [83]. Normalde MAPK yolagiyla iliskili bir protein olan
Raf-1’in AKT yolagi tarafindan fosforillenerek inhibe edildigini gésteren calismalar
mevcuttur [84]. Calisilan kit, Raf-1'i AKT yolagi icinde degerlendirdigi icin bu tez

calismasinda da bu kategoride ele alinmistir.
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JAK/STAT yolagi, sitokin reseptorlerinden aldiklari sinyali hiicre igine tasiyan bir
diger hicre ici sinyal yolagidir. Bircok hiicresel sirecte gorev alirlar. Aktive olan
JAK’lar transkripsiyon faktorleri olan STAT’lari aktive ederler. SHP1, JAK-STAT
yolaginin dizenleyicisi olarak gorev alirken EGFR JAK/STAT yolagina sinyal ileten
blylime faktorl reseptorlerinden biridir [85]. Hem hiicre igi sinyal yolagi hem de
tirozin kinaz fosforilasyonu c¢alismamizda JAK2 fosforilasyonunun PLC/PRF/5
ShPLXNC1 klonunda arttigi saptanmistir. Ancak, ilging olarak tirozin kinaz
fosforilasyonu calismamizda, Hep3B hicrelerinin shPLXNC1 klonunda JAK2
fosforilasyonunun azaldigi gorilmustir. Benzer bir durum EGFR fosforilasyonu
acisindan da gozlemlenmistir. ilging olarak, Hep3B hiicrelerinin shPLXNC1 klonunda
EGFR fosforilasyonunun azaldigl saptanmistir.

NF-kB yolagi, enflamasyon ve dogal bagisiklik sisteminde gorevli bir sinyal
yolagidir. ZAP70, T hiicreleri ve dogal katil hiicrelerinde (NKT) bulunan bir proteindir,
TCR ve NK sinyalizasyonunda gorevlidir [86], [87]. HCC hiicre hatlarindaki ifadesi ve
hiicre klonlarinda fosforilasyonun azalmis olarak bulunmasi ilging bir bulgu olarak
degerlendirilmigtir.

TGF-B yolagi, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, morfogenezi gibi birgok
slirecte yer alan 6nemli bir sinyal yolagidir. TGF-B, SMAD proteinlerini diizenleyerek
hiicresel siireglere yon verirler. EMT (epithelial-mesenchymal transition) siirecindeki
ana dizenleyicidir. Ayrica, PI3K ve MAPK yolaklari ile de sinyal aktariminda bulunur
[88]. TGF-B ile aktiflesen SMAD’larin ATF2’yi aktive ettigi tespit edilirken [89] c-Jun ve
c-Fos’un SMAD’lari inhibe ederek TGF-B sinyalizasyonuna engel oldugu bildirilmistir
[90]. PLXNC1 baskilanmasinin hiicrede mezenkimal fenotipi tesvik ettigi gosteren
onceki bulgularimiz, mevcut TGF-B yolagindaki proteinlerin fosforilasyon artisi
gozlemlerimiz ile ele alindiginda sonuglarin  kendi iginde tutarli oldugu
anlasiimaktadir.

Hiicrelerdeki Ras-GTP ifadesi, Ras-GAP aktivitesi ile ters orantilidir. Ras proteini
kendi basina veya GAP (GTPase-activating protein) ile birlikte Ras-GTP’yi hidroliz
ederek Ras-GDP’ye donustiirirler. Ras’in GAP ile birlesmesi, Ras-GTP’den Ras-GDP’ye
donis hizini artirir [91]. PLXNC1’in Ras-GAP aktivitesi oldugu melanom hiicrelerinde
yapilan calismada gosterilmistir [41]. HCC'deki PLXNC1’in Ras-GAP aktivitesini
arastirmak igin HCC hicre hatlarindan PLC/PRF/5 ve Hep3B hicrelerinin PLKO ve
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shPLXNC1 klonlarinda, hiicrelerdeki Ras-GTP ifadesi 6lctldu. Her iki hiicre hattinda da
PLXNC1’in baskilanmadigi PLKO hiicrelerine 100 ng/ml, 15 dk kosullarinda SEMA7A
uygulandiginda hiicrelerdeki Ras-GTP ifadesinin azaldigi gorildi. Bunun sebebinin
aktiflesen PLXNC1’in Ras-GAP aktivitesinin artmis olmasindan kaynaklandigi
disundlmektedir. Ligand bagimsiz durumda, PLXNC1 ifadesi baskilanmis hiicrelerde
PLKQO’ya gore Ras-GTP ifadesinin arttigi tespit edildi. Bu artisin, PLXNC1 ifadesi azalan
hlcrelerde Ras-GAP aktivitesinin kaybindan kaynaklandigi disinilmektedir. Son
olarak, her iki hiicrenin de shPLXNC1 klonuna SEMA7A ligandi uygulandiginda Ras-
GTP ifadesinin azaldigi gorialdii. PLXNC1 vyoklugunda hiicrelere SEMA7A
uygulamasinin Ras-GTP ifadesinin azalmasi ilging bulunmustur. Bu azalmanin, ifadesi
tamamen baskilanamayan PLXNC1'den kaynaklanabilecegi diislintilmektedir. Ancak,
Ras-GTP ifadesinin azalmasi neredeyse SEMA7A uygulanmis PLKO ile ayni diizeyde
oldugu icin bilinmeyen baska yolaklarin etkili olabilecegi g6z oOniinde
bulundurulmalidir. SEMA7A, integrin B1l’in de ligandi olup uygulanan kosullarda
integrin B1’i aktiflestirdigi ©nceki deneylerimizde gosterilmistir. Literatiirde
integrinlerin Ras proteinlerini aktiflestirebildigi gdzlemlenmis olup [92] Ras
proteininin, tek basina Ras-GTP hidrolizini gergeklestirebildiginden yukarida
bahsedilmistir. Ras-GTP ifadesini Olcen ELISA kitiyle yapilan bu sonuclar, diger
molekdler biyoloji teknikleriyle de dogrulanmalidir.

Bu tez calismasinda, HCC hiicre hatlarindan epitel karakterli PLC/PRF/5 ve
Hep3B hiicrelerinde, Plexin C1’in etkiledigi sinyal yolaklari genis bir perspektiften
bakilarak incelenmistir. Literatirde baska doku ve hiicrelerde yapilan ¢alismalar HCC
hicre hatlariyla denenmis, literatlire benzer ya da farkli sonuglar elde edilmistir. Bu
calismalarin HCC'de Plexin C1'in roliini anlamaya yonelik atilmasi gereken
adimlardan biri oldugu duslnilerek buradaki bulgularin daha ileri galismalarla

dogrulanmasi ve gelistirilmesi hedeflenmektedir.
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