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OZET

Karaciger kanseri tanilarinin ve olimlerinin ¢ogunlugundan sorumlu olan
Hepatoselller karsinoma (HCC), diinyada en sik gorilen altinci, 6liimle sonuglanan
kanserler igerisinde Uglincl sirada yer almaktadir. Bu da kotl prognoza ve sinirli
mevcut tedavilere isaret etmektedir. Plexin C1 (PLXNC1), sinir siteminde hicre ylzey
molekdlleri olarak kesfedilmistir. PLXNC1’in ifade diizeyi HCC dahil farkli kanser tirleri
Ozelinde arastirilmistir. Ancak PLXNC1’in etkilesim partnerleri ve HCC hiicrelerinde
aktin dinamiklerine etkisi bilinmemektedir. PLXNC1 biyolojisini, etkilesimde
bulundugu partnerleri ve bunlar sayesinde etkilesimde bulundugu yolaklari anlamak
onemli bir arastirma konusudur.

Bu amagla iki farklh HCC hticre hatti kullanilarak PLXNC1 ifadesi baskilanmis
hicreler olusturuldu. Ardindan hiicre klonlarina PLXNC1’in bilinen ligandi Semaforin
7A (SEMA7A) verilerek PLXNC1-SEMA7A etkilesiminin aktin dinamiklerine etkisi
arastinlmigtir. Gozlemledigimiz sonuglara goére, PLXNC1 varliginda SEMA7A Kofilin
fosforilasyonuna yol agmakta ve Kofilin inaktivasyonu Uzerinden F-aktin birikimine
neden olmaktadir. Hep3B-shPLXNC1 ve PLC/PRF/5-shPLXNC1 hiicrelerinde azalmis
PLXNC1 ifadesi SEMA7A uygulamasina bagh Kofilin fosforilasyonunu baskilamakta ve
boylelikle aktif kalan Kofilin aktin depolimerizasyonuna neden olmaktadir. PLXNC1'in
etkilesim partnerlerini bulmak amaciyla birlikte immin ¢oktiirme (CO-IP) yontemiyle
proteinler ¢oktlriuldl ve Kitle Spektroskopisine gdnderildi. Analiz sonucunda edilen
proteinlerden birkaci aday proteinler olarak secildi. Bu aday proteinlerden MUC13,
NALP2, Alix ve IPO5 deneysel olarak dogrulamak icin western blot yéntemi ile kontrol
edildi. Sonucu pozitif olarak degerlendirilebilir olan NALP2 ve MUC13 aday olarak
netlesti. Bu tez calismasindaki bulgular PLXNC1 tarafindan dizenlenen EMT,
sitoiskelet modellenmesi ve c¢oklu-kinaz inhibitorlerine yanitin olasi diizenleyici

molekillerinin tanimlanmasinda yol gosterici katkisi olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler Karsinoma, Plexin C1, SEMA7A, Aktin Dinamikleri,

Etkilesim Partnerleri.



SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC), which is accountable for the majority of liver
cancer diagnoses and deaths, is the sixth most common cancer in the world and the
third among the cancers that result in death. This indicates a poor prognosis and
limited available treatments. Plexin C1 (PLXNC1) has been discovered as cell surface
molecules in the nervous system. The expression level of PLXNC1 has been
investigated in different types of cancer, including HCC. However, the effect of
PLXNC1 on actin dynamics in interaction partners and HCC cells is unknown.
Understanding the biology of PLXNC1, the partners it interacts with, and the
pathways through which it interacts is an important research topic.

For this purpose, cells with suppressed PLXNC1 expression were created using
two different HCC cell lines. Then, the effect of PLXNC1-SEMA7A interaction on actin
dynamics was investigated by giving the known ligand of PLXNC1 Semaphorin 7A
(SEMA7A) to cell clones. Hence, in the presence of PLXNC1, SEMA7A causes Cofilin
phosphorylation and causes F-actin accumulation through Cofilin inactivation.
Decreased PLXNC1 expression in Hep3B-shPLXNC1 and PLC/PRF/5-shPLXNC1 cells
suppresses Cofilin phosphorylation due to SEMA7A administration, thus causing actin
depolymerization of Cofilin, which remains active. To find interaction partners for
PLXNC1, the proteins were precipitated by co-immunoprecipitation (CO-IP) and
submitted to Mass Spectroscopy. Given the analysis few candidate proteins were
selected. Of these candidate proteins, MUC13, NALP2, Alix and IPO5 were checked by
western blot to experimentally confirm. NALP2 and MUC13, whose results could be
evaluated as positive, were clarified as candidates. The findings in this thesis study
will contribute to the identification of possible regulatory molecules of EMT regulated

by PLXNC1, cytoskeleton modelling and response to multi-kinase inhibitors.

Keywords: Hepatocellular Carcinoma, Plexin C1, SEMA7A, Actin dynamics,

Interaction partners.
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1. GIRIS

Karaciger kanserinin baslica histolojik tlirti olan Hepatoseliler karsinom (HCC),
karaciger  kanseri  tanilarinin  ve  Olimlerinin  blylk  ¢ogunlugundan
sorumludur. Plexin C1, ilk olarak sinir siteminde hiicre ylzey molekilleri olarak
kesfedilmistir. Literatlirde melanoma ve akciger kanseri hiicre hatlarinda yapilan
calismalarda; Plexin C1-Semaforin etkilesiminin aktin hicre iskeletini LIMK2'nin
ifadesini arttirarak, Kofilinin fosforilasyonuna yani inaktivasonuna neden oldugu
buna bagli olarak inaktive Kofilin’nin aktin depolimerizasyonunu gergeklestiremedigi
gosterilmistir. Aktin depolimerizasyonu hiicre motilitesi agisindan énemlidir. Plexin
C1 reseptdr proteininin HCC hiicrelerinde ifade edildigi ve normal karaciger
dokusuna kiyasla HCC'de anlamh olarak artmis oldugu daha 6nceki calismalarda
gosterilmistir. Ancak Plexin C1'in HCC hicrelerinde aktin dizenlenmesine etkisi
detayh olarak arastirilmamistir. Ayrica Plexin C1 biyolojisini, etkilesimde bulundugu
partnerleri ve bunlar sayesinde etkilesimde bulundugu yolaklari anlamak énemli bir

arastirma konusudur.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Plexin C1'in etkilesimde bulundugu partnerler genis anlamiyla heniz
bilinmemektedir. Yapilan bu ¢alismada, SEMA7A bagimli/bagimsiz durumda Plexin
C1 sinyal yolagindaki aktin dinamiklerini irdelemek ve SEMAT7A ile etkilesimi
sonrasinda Plexin C1’e baglanan proteinlerin tanimlanmasi amaglanmistir. Bu tez
calismasindan elde edilecek veriler, Hepatoseliiler Karsinoma hiicre hattinda Plexin
C1 tarafindan dlizenlenen EMT, hiicre iskeleti modellenmesi ve coklu-kinaz
inhibitorlerine yanitin olasi Ust ve alt-dizenleyici molekillerinin tanimlanmasinda

yol gosterici olacaktir.



2. LITERATUR OZzZETI

2.1. Hepatoseliiler Karsinoma

Karaciger kanserinin baslica histolojik tiirli olan Hepatoseliiler karsinom (HCC),
karaciger  kanseri  tanilarinin  ve  Olimlerinin  blylk  ¢ogunlugundan
sorumludur. Hepatoselliler karsinom diinyada en sik gorilen altinc, olimle
sonuclanan kanserler icerisinde Uglncl sirada yer almaktadir [1], [2]. Erkeklerde
gorilme sikhgr kadinlardan daha vylksektir. Erkeklerde en sik goriilen besinci,
kadinlarda yedinci kanserdir. En yiksek insidans yasi 50-70'tir. Kronik karaciger
hasari, Hepatit B (HBV) ve C (HCV) virls enfeksiyonlari, alkolle iliskili hastaliklar ve
aflatoksin zehirlenmeleri HCC gelisiminin 6nde gelen nedenleridir [3].

Cerrahi tedavi, immiinoterapi, hedefe yonelik tedavi veya kombinasyon
tedavisi dahil olmak lizere tedavi stratejilerindeki kademeli artisa ragmen; etkili
populasyonun orani ve etkili ilaglarin mevcudiyeti ve etkinlik stresi nedeniyle HCC
hastalarinin genel sagkalimi hala sinirhidir [4]. Diinya Saglik Orgiitii'niin tahminine
gore HCC'nin 5 yillik hayatta kalma orani %18'dir, bu da kotl prognoza ve sinirli
mevcut tedavilere isaret etmektedir [5].

HCC tedavisi icin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanan
dort tane ¢oklu-kinaz inhibitori vardir. Bunlar Sorafenib, Lenvatinib, Regorafenib ve
Cabozantinib’tir. Birinci basamak tedavi secenegi olarak Sorafenib ve Lenvatinib;
ikinci basamak tedavisi olarakta diger coklu-kinaz inhibitorleri Regorafenib ve
Cabozantinib uygulanmaktadir. 2020'den bu yana, immiin kontrol noktasi
inhibitorleri HCC tedavi rejimlerine dahil edilmistir ve hedefe yonelik tedavilerin
immunoterapi ile kombinasyonu, HCC icin en umut verici klinik tedavi secenegi
olarak ortaya ¢cikmaktadir. Bununla birlikte, HCC hasta prognozundaki iyilesme sinirli
kalmaktadir. Bu nedenle, bu hastaliga sahip hastalarin hayatta kalma sonuclarini
iyilestirmek icin HCC icin yeni terapotik biyobelirteclerin ve giivenilir prognostik

biyobelirtecglerin arastirilmasi ve tanimlanmasi gerekmektedir [6].



2.2. Plexin Ailesi ve Ligandlari Semaforinler

Plexinler ilk olarak sinir siteminde hiicre vyizey molekilleri olarak
kesfedilmistir [7]. Sistein aminoasidince zengin hiicre disi bolgeleri iceren blyuk tek
gecisli transmembran proteinlerdir. Omurgalilarda 4 alt sinifa (A1-4, B1-3, C1 ve D1)
ayrilmis olarak dokuz, omurgasizlarda ise iki adet bulunur. Ligand bagimlh
dimerizasyon ve konformasyonel degisiklikler gibi ¢esitli aktivasyon mekanizmalari
gosterirler [8], [9], [10].

Plexin reseptorleri, hiicre disi SEMA (Semaforin), PSI (Plexin, Semaforin ve
Integrin) ve GP (Glisin-Prolin) alanlariyla, hiicre icinde ise Rho ve Ras ailesi kiiclik
GTPazlarin baglanabilecegi alanlariyla karakterize edilir [11].

Plexin reseptérleri ve onlarin ligandlari Semaforinler, sinir sisteminde akson
yonelimine kilavuzluk eden, vaskiiler modelleme, hiicre proliferasyonu, go¢ ve
immin hicre diizenlemesinde bir dizi kritik fonksiyona sahip olan bir transmembran
protein ailesi olarak tanimlanmislardir [12].

Semaforinler, dokularin ¢ogunda eksprese edilen yiksek dizeyde korunmus
sinyal proteinlerinin genis bir ailesini olusturur. Korunmus bir amino-terminal Sema
alani ile karakterize edilen salgi ve zar proteinleridir. Omurgasizlarda iki,
omurgalilarda bes Sema sinifi tanimlanmistir. Uglincii sinifa ait semalar salgilanir;
yedinci sinifin Uyeleri zara bir GPI kuyrugu ile baglanir; dort, bes ve altinci sinifin

Uyeleri transmembran proteinlerdir ve hiicre disi olarak salinir [13].

2.2.1. Plexin C1 ve Semaforin 7A

Semaphorin 7A (SEMAT7A), zarla iliskili bir GPI (glikosil fosfatidilinositol) bagli
semaforindir ve ilk olarak lenfositler tizerindeki ekspresyonu icin tanimlanmis olsada
noronal gelisimde, hiicre farklilasmasinda, ECM birikmesinde, immdn sistemin cesitli
bilesenlerinde farkli roller sergiledigi gosterilmistir [14]. SEMA7A, periapikal
lezyonlardaki islevi belirsizligini koruyan giicli bir imminomodilatér diizenleyici
olarak kabul edilmistir [15]. iltihaplanma, néral bozulma ve kanser ilerlemesinin

dizenlenmesinde c¢ok sayida islevi olan zara bagl veya salgilayici bir proteindir



[16]. SEMATA'nin reseptor Plexin C1 ve Bl-integrin ile etkilesim yoluyla islev
gordiigu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Sekil 2.1) [17], [18].

Plexin C1, ilk olarak, SEMA7A’nin homologu olan viral kdkenli Semaforin
A39R’nin reseptori olarak kesfedilmis ve VESPR (Virus Encoded Semaphorin Protein
Receptor) olarak isimlendirilmistir. Plexin C1 ifade eden monositlerin viral
semaforinler A39R veya AHVSema ile uyarilmalari kisa zamanda blyulk hicresel
agregatlarin olusumuna, uzun donemde ise IL-6 ve IL-8 lretimine sebep olmustur
[19]. Dendritik hicreler ile gerceklestirilen ¢alismalar, A39R-Plexin C1 etkilegiminin,
bu hicrelerin integrin-temelli adezyon ve kemokin-aracili migrasyonlarini engelleyip
fagositoz kapasitelerini duslirdiigini ortaya koymustur [20]. Sema7A, Plexin C1'den
bagimsiz sekilde bir diger reseptori Pl-Integrine baglanarak néral gelisim [21],
immin yanit diizenlenmesi [22] ve kanser invazyon ve mestastazinda gorev

almaktadir [23].

(a) (b)
Structures Interactions
Intracellular SEMA7A(homodimer)
SEMAT7A/PLXNCI SEMA7A/Integrins
heterotetramer heterotetramer
Intracellular

Extracellular

Extracellular
ADAM17
active Ldspdse 9

24kDa fragmunt

Extracellular ; )l § ; %

Extracellular
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| |l
Intracellular 1 LR
& B
PLXNC1 Integrins
[] GPI anchor <> Ig-like domain O  PSIdomain O IPT domain

Q SEMA domain £/ RGD motif 3( proteolytic cleavage = RBD domain

I] transmembrane region 1] juxtamembrane region [I GAP domain

Sekil 2.1: SEMA7A ve reseptorlerinin yapilari ve etkilesimleri. SEMA7A, sinyalleri
PLXNC1 ve integrinler araciligiyla iletir. (a) PLXNC1 ve integrinler, SEMA7A sinyal
iletimi icin en yaygin reseptorlerdir ve baglanmamis hallerinde oligomerler olarak



bulunurlar. (b) Dimerik SEMA7A'ya baglanma, PLXNC1'in homodimerizasyonunu ve
integrin alt birimlerinin heterodimerizasyonunu indikler. SEMA7A-PLXNC1
etkilesiminin baglanma araytizli, PLXNC1 hiicre igi bolgesinin aktif dimerizasyonunu
indukleyen ilgili SEMA alanlarini igerir. PLXNC1'in GAP aktivitesi, iki R-Ras alt ailesi
GTPazlar, R Ras ve M-Ras igin GTPaz aktivitesini aktive ederek onlari GDP'ye bagli
inaktif duruma donistirir. Benzer sekilde, p1 integrin alt biriminden ve farkh a
integrin alt birimlerinden olusan aktif bir integrin heterodimer de RGD motifini
taniyarak SEMA7A'nin SEMA alani ile etkilesime girer. PLXNC1'in bu konformasyonel
degisiklikleri ve ligand baglanmasi lizerine integrinler daha sonra sitoplazmik
bolgeye iletilir ve asagi akis sinyalini aktive eder.

2.2.2. Plexin C1 ve Kanser iliskisi

Plexin C1’in ifade dlzeyi, melanom, akciger kanseri, [6semiler ve mide kanseri
gibi farkli kanser tirleri 06zelinde arastirilmistir.  Melanom dokularinda
gerceklestirilen immiinhistokimya calismalari ile Plexin C1 ifadesinin melanomun
metastaz dlzeyi ile ters orantih oldugu tespit edilmis, normal melanositler ve
timorsiz cevre dokularda gozlenen orta ya da yliksek seviyedeki Plexin C1 ifadesine
karsin metastatik melanomlarin %66’sinda Plexin C1 ifadesine neredeyse hig
rastlanmamistir [24]. Plexin Cl’'in melanom hicrelerinin invazyon ve migrasyon
kapasitelerini engelleyici bir faktor oldugu ve PI3-Kinaz/Akt yolag! tzerinden bu
hiicrelerinin sagkalimlarini destekledigi fakat ilging sekilde tim bu etkilerin
Sema7A’dan bagimsiz gerceklestigi belirlenmistir [25]. Mide kanseri hiicreleri ile
yapilan ¢alismada; PLXNC1'in baskilanmasi, mide kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve goc¢ilini azalttigl ve PLXNC1'in asiri ekspresyonun ise arttirdigi
gosterilmistir [26]. Prof. Dr. Tamer Yagci ve ekibinin, HCC timorlerini kullanarak
yapmis oldugu calismada, Plexin C1 reseptor proteininin HCC hicrelerinde ifade
edildigi ve normal karaciger dokusuna kiyasla HCC'da anlamli olarak artmis oldugu
gosterilmistir. Ayrica tiimorlerin farklilasma diizeyinin (tumor grade) PLXNC1 ifadesi
ile ters orantili oldugu gozlemlenmistir. Erken evredeki tiimorlerin, daha ileri

evredekilere gore daha fazla miktarda PLXNC1 ifade ettigi bildirilmistir [27], [28].



2.2.3. Plexin C1’in Hiicre Hareketine Etkisi

PLXNC1’in SEMAT7A ile etkilesimi sonrasi tetiklenen sinyal yolaklari hakkinda
literatlrde cok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.

Hicre iskeleti, hlicrelerin hareket etmesi, polarize olmasi, sekil degistirmesi,
parcaciklari yutmasi veya diger hiicrelerle etkilesime girmesi icin gereklidir. Hiicre
iskeletinin  yeniden sekillenmesine neden olan farkh protein aileleri
tanimlanmistir. Bunlar arasinda, ¢ok gesitli néronlar (zerinde itici veya cekici
rehberlik sinyalleri saglayabilen, biylk bir ¢dzlnir ve zara bagh protein ailesine ait
olan semaforinler vardir [29].

Aktin molekdlleri, deterjan ile ¢ozlinebilen monomerik formu (G-aktin) ile
deterjana dayanikli ve sitoiskelet yapisina katilmis polimerize formu (F-aktin)
arasinda dinamik bir denge halindedir (Sekil 2.2) [30]. G-aktin, sarmal F-aktin
olusturmak icin bastan kuyruga polimerize olur ve G-aktin ile F-aktin arasindaki
denge, LIMK2 dahil olmak (izere aktin ile iliskili proteinler tarafindan dizenlenir [31].
Plexin C1-semaforin etkilesimi LIMK2'nin ifade artisi/fosforilasyonuna yol acgar. Aktif
LIMK2 Kofilini fosforilliyerek inakvitasyonunu saglar ardindan inaktive Kofilin aktin
depolimerizasyonunu gerceklestiremez. Aktin depolimerizasyonu hiicre motilitesi
acisindan onemlidir. Rho, Rac, Cdc42 gibi kiiclik-GTPaz’lar aktin polimerizasyonu
sayesinde hicrenin disina dogru lamellipodia ve filopodia olusumlarini saglayarak
hiicrenin motilitesini artirir. Ancak, hiicredeki aktin havuzu sinirlidir ve bu mevcut
aktin filamentlerinin depolimerize edilerek polimerizasyonda kullanilacak aktin
monomerlerini saglamasi gerekir. Bu depolimerizasyon islemi Aktin baglayici bir

protein olan Kofilin tarafindan gergeklestirilir [31] - [35].



Actin filament assembly

G-actin ATP bound actin
o0, 00,
. . . . +ATP @ . . .
—-
. Activation . .
® o O~ 0
F-actin
(+)-end A:bembly Formation of
a st_able di- and
trimers
Stable actin oligomers
Filament
bl
asseml y ’ . .
L §Woo
ADP bound ’ (o) “
actin
(+)-end Disassembly .
—p

P;

Sekil 2.2: Aktin filamentlerinin olusumu. Aktin monomerleri (G aktin), aktin
filamentleri (F aktin) olusturmak tizere polimerlesir. ilk G-aktin ATP'ye
baglanir. Daha sonra kararl di- veya trimerler olusturur ve son olarak monomerlerin
eklenmesiyle filamentler uzar. ATP'nin ADP'ye hidrolizi, hizli blylyen (+)-ug ile daha
yavas blylyen veya ayrisan (-)-uc arasinda bir ayrima yol acar.

Kofilin, konsantrasyona bagh olarak aktin ayrilmasini ve stabilizasyonunu
dizenler. Hareketli hiicrelerin 6n kenarindaki aktin filamentlerinin Kofilin aracih
olarak kesilmesi, T hicresi goc¢li ve kanser hiicresi metastazi icin gerekli olan
lamellipodia olusumunu kontrol eder [36]. Kofilin aktivitesi, hiicre icinde, Ser3'lUn
fosforilasyonu ile onu etkisiz hale getiren LIM kinaz (LIMK) dahil kinazlarin aktivitesi
ile diizenlenir ve aktin filamentlerinin stabilizasyonu ile sonuglanir [32], [37]. Spesifik
(slingshot, chronophin) ve genel fosfatazlar (PP2A) tarafindan gerceklesen Kofilin

reaktivasyonu, F-aktin kopmasina ve depolimerizasyona neden olur [38].



2.2.4. Plexin C1 Etkilesim Partnerleri

Bilginin hiicre zarlari boyunca nasll iletildigi, biyolojide tamamen netlesmemis
onemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Hicreler, hiicre ylizeyi reseptorlerine
baglanan ¢ozlinlir molekiller (blylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar) seklinde
hicre disi uyaranlar alirlar (Sekil 2.3) [39]. Tek gecisli transmembran (TM)
reseptorleri, sinyalleri lipid ¢ift katmanlari boyunca sarmal birlesmesi veya 6nceden
olusturulmus dimerler igindeki konfiglirasyon degisiklikleri ile iletir [40]. Bu tiir TM
bolgeleri icin yapi tespiti zordur ve ¢ogunlukla NMR spektroskopisi ile basariimistir.
Son zamanlarda, TM dimer yapilarinin hesaplamali tahmini, reseptor diizenlemesi
icin onemli olan alternatif konformasyonel durumlar da dahil olmak tGzere modeller
saglamak icin molekiler modelleme ve simiilasyon calismalari yapilmaktadir [41],
[42].

Plexinler, kliciik GTPazlar ile gesitli sekillerde dogrudan etkilesime girmeleri
bakimindan benzersiz TM reseptorleridir. Bu, Plexin bir GTPaz Aktive Edici Protein
(GAP) olarak islev gordigiinden, Rho GTPazlar ile dogrudan etkilesimleri ve Ras
GTPazlar ile gecici/katalitik etkilesimleri icerir [43]. Plexinin Rho GTPaz Baglama
Alani (RBD) karakterize edilmis ve bazi Plexin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde Rho
GTPazlarin dogrudan katihmini éne siren bir model gelistirilmistir [44], [45]. Daha
once, Plexin sinyallesmesinin icten disa oldugu kadar distan ice oldugu goésterilmis.
Bu sinerjistik iletisim modu diger birkac sistemde (6rnegin Integrin [46]) goriillirken,
Plexinler icin molekiiler mekanizma heniiz ortaya cikarilmamistir. Yapilan ¢alismalar
sonucu TM boélgesinin insan Plexin ailesinin 9 liyesi boyunca dislik sekans benzerligi
goz oniline alindiginda, sinyal mekanizmalarinin Plexin ailesinin (yeleri arasinda

farkl olmasi muhtemeldir [47].
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Sekil 2.3: Hiicre zari boyunca kiicik GTPaz Rho, Rac ve Cdc42'nin aktivasyon durumu
kontroliinde akis asagi sinyal yollarinin uyarimi. Hiicreler, hiicre ylzeyi
reseptorlerine baglanan ¢oziiniir molekdller seklinde hiicre disi uyaranlari alirlar. Bu
uyaranlarla, kiicik GTPaz Rho, Rac ve Cdc42'nin aktivasyon durumunun kontroliine
gore akis asagi sinyal yollarinin uyarimi gergeklesir. GTPazlarin aktiviteleri GEF'ler ve
GAP'ler tarafindan diizenlenir. Bu pozitif ve negatif diizenleyici dongiiler, hiicre
hareketliligi ve belki de diger siiregler i¢in dnemli gériinmektedir.

Plexin Cl1'in etkilesimde bulundugu partnerler genis anlamiyla heniiz
bilinmemektedir. Biyoinformatik  alanda calismalar  vyapilsada bunlar

netlestirilememis ve deneysel anlamda bir ¢alisma bulunmamaktadir.



3. GERECLER

3.1. Cihazlar

Laminar akis kabini class Il (Esco), Karbondioksit inklibatorii (Euroclone), sivi
azot tanki (Arpege 140), -80°C derin dondurucu (Thermo Scientific), -20°C derin
dondurucu (Bosch), +4°C buzdolabi (Ariston), buz makinesi (BAR-LINE BF85), su
banyosu (Nlve), sogutmal santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R), santriflij (Nive,
NF400), ters 1stk mikroskobu (Leica), vortex (DragonLabs, MX-S), orbital ¢alkalayici
(Denville Scientific), rotator (Revolver), hassas terazi (Sartorius BL210S), isiticih blok
(Denville Scientific), mini western blot sistem ve transfer tanki (BioRad), otoklav
(Hriyama), jel/membran goérintiileme sistemi (Biorad ChemiDOC XRS), Varioskan
LUX (Thermo Scientific), isiticth manyetik karistirict (Denville Scientific), sarjh

pipetleyici (Thermo Scientific), Nanodrop (Thermo Scientific).

3.2. Genel Kimyasallar

Tris (Sigma Aldrich), Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP;
Sigma-Aldrich, ABD), SDS (Calbiochem), Np40, Chloroacetamide (CAA; Sigma-
Aldrich, ABD), B-Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Amonyum bikarbonat (Sigma-
Aldrich, ABD), Metanol (Merck), Gliserol (Fischer Scientific), Stikroz, Sodyum asetat,
Guanidin hidrokloriir, CaCl2, ATP, NaCl, MgCl, HCI (Fischer Scientific), APS (Fischer
Scientific), Tripsin (Promega, ABD), DMSO (NeoFroxx), TEMED (Fisher Scientific),
Acrilamid/Bisacrilamid (NeoFroxx), Tripsin (Promega, ABD), Trifluoroacetic acid
(TFA; Sigma-Aldrich, ABD), 2-Propanol (Merck), Na;HPQOs, NaH;PO., Na3CeHs07,
K2HPO4, DTT, Western Blot ECL (Advansta), EGTA, EDTA, PEI (Sigma Aldrich), NaF,
Complete Proteaz inhibitér Kokteyl Tabletleri (Roche), Jelatin, KCL, Puromisin
(InVivoGen).
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3.3. Hucre Kiilturi Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

Hlcreler icin besiyeri olarak yuksek-glukoz icerikli DMEM (Gibco), 1X esansiyel
olmayan amino asitler (NEAA, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco), %10 fotal
dana serumu (FBS, Gibco), 10X Tripsin (Gibco) ve 10X fosfat tamponlu tuz sollisyonu
(PBS, Gibco) kullanildi. Farkli deney prosedirlerine gore hicrelere Plexin C1 ve

integrin B1’in ligandi olan SEMA7A (R&D Systems, ABD) uygun siire ve dozda verildi.

3.4. Hiicre Hatlari

insan HCC hiicre hatlari PLC/PRF/5 ve Hep3B, Plexin C1 antikoru ireten PE4
hibridoma hiicreleri ve HEK293T hiicre hatti Gebze Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik BOlimiU hicre stogundan temin edildi. Tum hicreler, yiksek glikoz
icerikli, %1 Penisilin-Streptomisin, %1 esansiyel olmayan aminoasitler ve %10 FBS

iceren DMEM besiyerinde buyutildi.

3.5. Cozelti ve Tamponlar

Tez calismasi suiresince kullanilan soltisyonlarin kullanim amaglari ve igerikleri

tabloda belirtilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Cozelti ve kimyasal listesi.

Cozelti-Kimyasal igerigi Kullanim Amaci

A- 0.02M Na;HPO4
B- 0.02M NaH;POq4 Antikor saflastirma,
Fosfat buffer )
A (39ml) + B (61ml) + dH,0 ile 200ml’e | Immiin ¢oktirme

tamamlanir (pH:7).

0.05 M NasCeHsO7, 0.3 M NaCl (pH:3)

Elution Buffer Antikor saflastirma
(ProteinA)

Tris Buffer 1 M Tris/HCI (pH:9) Antikor saflastirma

10X TBS 500 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1.5 M NaCl. Western Blot

11



Tablo 3.1: Devami.

TBS-T %0,05 Tween-20, 1X TBS. Western Blot
Bloklama Sollisyonu 1X TBS-T, %5 Yagsiz st tozu. Western Blot,
ELISA
0,1 M, pH=9,6, 500 ml icin:
Kaplama sollisyonu Sodyum bikarbonat: 2,88 g Sodyum | ELISA
karbonat: 1,666 g
pH: 10.4, 100 ml
7,51 g glycine
203 mg MgCl2 (hexahydrate)
136 mg ZnClI2
70ml’de ¢bzlip NaOH pelleti ile pH"I
Substrat sollistonu 10.4’e  ayarladik.  Uzerini  100ml’e | ELISA
tamamladik. 15ml’lik santrifiij tlplne
bolindil, buzdolabinda (+4) saklyoruz.
Substrati hazirlarken 500 ul 10X substrat
buffer’a 4500 ul otoklavli su ekleyip igine
1 tane tablet atiyoruz.
Na;HPO4.2H,0 17,8 g, NaCl 80 g, KH,PO, | Lizat hazirhgi,

10X PBS

2,4g,KCl2g, 1L safsu(pH:7,4).

hicre kalttrd

Dondurma Ortami

%10 DMSO, %90 FBS.

Hicre dondurma

Lizis Buffer

1) 50 mM KCIl, 100 mM NaF, 10 mM
K2HPO4, 2 mM MgClI2, 0.2 mM DTT,
1 mM EGTA, 1 mM sukroz, %0,5
Triton X-100, (pH 7.0) + Proteaz
inhibitori

2) 20 mM Tris-HCl, 1 mM sodyum

asetat, 1.5 mM guanidin hidrokloriir,

1 mM CaCl2, 1 mM ATP, (pH 7.5)

F-Aktin/G-Aktin

Orani  Igin Lizat

tamponu

5X Laemmli Tamponu

300 mM Tris (pH=6,8), %10 SDS, %50
Gliserol, %0,25 Bromofenol mavi, %25 B-

merkaptoetanol.

Western Blot
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Tablo 3.1: Devami.

2X SDS Buffer

120 mM Tris (pH=6,8), %4 SDS, %20

Total protein lizat

Gliserol. tamponu
Bloklama Sollisyonu %1 BSA, 1X PBS CO-IP (Sefaroz
boncuklar)
50 mM Tris pH:7,5, 150 mM NaCl, 1 mM
IP-Yikama Buffer CO-IP
EDTA, % 0,25 jelatin, %0.1 Np40
50 mM Tris pH:8, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl, 1 mM EGTA, 100 mM NaF, %10
IP-Lizis Buffer CO-IP
Gliserol, %1 Triton x100 + Proteaz
inhibitora
3,15 ml ultra saf su, 1,25 ml 0,5 M Tris
%4'luk SDS-PAGE
) (pH:6,8), 50 pl %10 SDS, 0,5 ml Ac/Bis | SDS-PAGE jel
Istifleme Jeli
(%40), 50 ul APS (%10), 3 ul TEMED.
4,4 ml ultra saf su, 2,5 ml 1,5 M Tris
%12'lik SDS-PAGE
(pH:8,8), 100 ul %10 SDS, 3 ml Ac/Bis | SDS-PAGE jel
Ayirma Jeli
(%40), 100 ul APS (%10), 6 ul TEMED.
5,5 ml ultra saf su, 2,5 ml 1,5M Tris
%8'lik SDS-PAGE
(pH:8,8), 100 ul %10 SDS, 2 ml Ac/Bis | SDS-PAGE jel
Ayirma Jeli

(%40), 100 pl APS (%10), 6 pl TEMED.

Elektroforez Yiritme

190 mM glisin, 25 mM Tris, 0,1% SDS.

Western Blot

Tamponu
Transfer Tamponu 190 mM glisin, 25 mM Tris, %20 metanol. | Western Blot
3.6. Bakteriler ve Besiyerleri

Escherichia coli DH5a bakterileri kati LB (LB-agar) ve sivi Luria-Bertani (LB)

(Neogen, ABD) besiyerlerinde cogaltildi. Ticari olarak temin edilen plazmitlerdeki

antibiyotik diren¢ genine uygun olan ampisilin antibiyotigi (Sigma Aldrich, ABD)

bakterilerin transformasyonu sonrasinda kullanilan besiyerine eklendi.
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3.7. Vektorler

Homo sapiens Plexin Cl1 genini iceren Flag-etiketli pcDNA3.1*/C-(K)-DYK
(Genscript OHu14766), kontrol plazmidi olarak pcDNA3.1 (Invitrogen), Plexin C1
transkriptlerini hedefleyen lentiviral shRNA vektorli (TRCN0O000060645, Sigma-
Aldrich) ve pLKO.1 bos kontrol vektori (Addgene, #8453) kullanildi. Paketleme
vektorleri pCMV-dR8.2 dvrp (Addgene, #8455) ve pCMV-VSV-G (Addgene, #8454)

viral partikillerin olusturulmasi igin kullanildi.

3.8. Antikorlar

Western Blotta Plexin C1 (PE4 hibridoma slUpernatanti 4 ug/ml olacak sekilde
saflastirilmis konsantre), NALP2 (Affinity, 1/2000), GAPDH (Cell Signaling, 1/5000),
ALIX (Affinity, 1/1000), Cofilin (Cell Signaling, 1/7000), B-actin (Cell Signaling,
1/3000), Phospho-Cofilin (Cell Signaling, 1/1000), IPO5 (Affinity, 1/1000), MUC13
(Affinity, 1/1000), anti-mouse-HRP ve anti-rabbit-HRP sekonder antikorlar
(Advansta, 1/5000) kullanild.

3.9. Kitler

PureYield Plasmid Midiprep System (Promega, ABD), SMART BCA protein

assay kit (Intron Biotechnology, ABD).
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4. YONTEMLER

4.1. Hicre Hatlarinin Kulturi

HEK293T, Plexin C1 antikoru Ureten PE4 hibridoma hicreleri ve HCC hiicre
hatlari olan PLC/PRF/5, Hep3B hiicreleri %10 fotal dana serumu, %1 NEAA ve %1
penisilin-streptomisin ile yiksek glikoz iceren DMEM besiyerinde buyutildi.
Hiicreler, 37°C’'de %5 CO2’li inkiibatérde kiiltiire edildi. Siispanse olan hibridoma
hicreleri flasklarda ¢ogaltilirken, adherent olan hiicreler hiicre kiltiir petrilerinde
blyutildid. Adherent hiicreler %80-90 oraninda konfluent olduklarinda besiyeri
aspire edilerek 1X PBS ile yikandi, HEK293T 1X Tripsin, diger hiicreler ise 2X Tripsin

ile kiiltlr petrileri zemininden kaldirilarak yeni kiltir petrilerine ihtiyaca gore ekildi.

4.2. Transformasyon ve Plazmitlerin Cogaltiimasi

Homo sapiens PlexinCl’in klonlandigi Flag-etiketli pcDNA3.1*/C-(K)-DYK,
kontrol plazmidi olarak pcDNA3.1, Lentiviral PLXNC1 shRNA, pLKO.1, pCMV-VSV-G
ve pCMV-dR8.2 dvrp plazmitlerinden 30’ar ng plazmit, 100 pl ultra kompetant E.
Coli DH5a ile ayri ayri birlestirildi, ardindan 30 dk buz lizerinde inklibe edildi. Daha
sonra 42°C’de su banyosunda 1,5 dk bekletildi sonra 2 dk buz {zerinde tutuldu.
Ardindan dizerine 900 pl sivi LB eklenerek 37°C’'de calkalamali inkiibatérde 1 saat
biydataldid. Transformasyon karisimi 6000 xg'de 1 dk santriflij edilip elde edilen
pellet Ust sivinin 900 ul’si atildiktan sonra kalan 100 pl, 100 pg/ml segici antibiyotik
(Ampisilin) iceren kati LB (LB agar) ortamina drigalski yardimiyla ekildi ardindan
37°C’'de 16 saat biyutildi. Gece boyu inkiibasyon sonrasinda olusan transforme
bakteri kolonileri secilerek ampisilinli sivi LB besiyerinde daha biiyik hacimlerde
bliyataldd. 16 saat inklibasyon ile buyitiilen transforme bakterilerden plazmit
izolasyonu, plazmit izolasyon kiti ile Gireticinin protokoliine gére yapildi. izole edilen

plazmitlerin Nanodrop cihazi ile konsantrasyonu ve OD 260/280 orani belirlendi.
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4.3. Plexin C1 Hiicre Klonlarinin Olusturulmasi

4.3.1. Viral Partikiillerin Uretilmesi

HEK293T hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara %30 yogunlukta olacak sekilde ekildi.
Sonraki glin PLKO.1 shPLXNC1 ve kontrol pLKO.1 plazmitleri, pCMV-VSV-G ve pCMV-
dR8.2 dvrp paketleme plazmitleriile 1,5 pg: 1,5 pg: 1 pg oraninda 250 ul Opti-MEM
(Thermo Scientific) icerisinde bir tlipte karistirildi. Ayri bir tlipte, transfeksiyon
aracisi olarak kullanilan PEI (Polyethylenimine) 1:3 (DNA pg-agirhik:PEI pl-hacim)
oraninda 250 pl Opti-MEM icerisinde hazirlandi ve 5 dk inkiibe edildi. iki karisim
birlestirildikten sonra 20 dk oda sicakliginda bekletildi ardindan hiicrelerin {izerine
yavasca eklendi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelere taze besiyeri verildi.
Ardindan 48 saat sonra hiicrelerin Ust sivilari toplandi. 1800 rpm’de 5 dk
¢cOktirildikten sonra Gst sivi 0.45 um por hacimli filtreden gecirilerek -80°C’ye

kaldirildi.

4.3.2.Plexin C1 ifadesi Baskilanmis ve Kontrol Klonlarinin
Gelistirilmesi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlari 6 kuyucuklu plakalara kuyu basi %40
yogunlukta olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra 8 ug/ml Polybren ile Plexin C1'i hedef
alan shRNA veya pLKO.1 kontrol plazmitini iceren virlsler hicrelere verildi.
Transfeksiyon olan hicrelerin segilip olmayanlarin 6lmesi i¢in puromisin
antibiyotigiyle 3 pasaj boyunca secim yapildi. Plazmitti alan hiicreler puromisin
antibiyotik diren¢ genine sahip olduklari icin hayatta kalmaya devam ettiler.
Western Blot yontemi ile bu hiicrelerden hazirlanan lizatlarda hiicrelerdeki azalan

Plexin C1 ifadesi gosterildi.
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4.3.3. Plexin C1 Asiri ifadesinin Saglanmasi

PLC/PRF/5 hiicre hatlari 100 mm petrilere %40 yogunlukta olacak sekilde
ekildi. Ertesi glin, Homo sapiens PlexinC1’in klonlandig Flag-etiketli pcDNA3.1*/C-
(K)-DYK plazmiti ve pcDNA3.1 kontrol plazmiti ayri ayri plate basi 12 ug oraninda 1,5
ml Opti-MEM icerisinde bir tlpte karistirildi. Ayri bir tlipte, transfeksiyon aracisi
olarak kullanilan PEI 1:3 (DNA pg-agirhik:PEI pl-hacim) oraninda 1,5 ml Opti-MEM
icerisinde hazirlandi ve 5 dk inkiibe edildi. Ardindan iki karisim birlestirildi ve 20 dk
oda sicaktiginda bekletildi. Bu arada hiicrelere taze besiyeri eklendi inkiibasyon
suresi dolduktan sonra hiicrelerin (izerine yavasca eklendi. Transfeksiyondan 24 saat
sonra hucreler 6 kuyucuklu plaka ve 100 mm petrilere pasajlandi. Ertesi giin yani
transfeksiyondan 48 saat sonra 6 kuyucuklu plakalardan lizat yapildi ardindan
Western Blot yontemi ile hiicrelerde artan Plexin C1 ifadesi gosterildi. Sonraki gin
yani transfeksiyondan 72 saat sonra hiicrelere 37°C’de 15 dakika boyunca 100 ng/ml

SEMA7A uygulandi. Ardindan total protein lizatlari hazirlandi.

4.4. Protein Pirifikasyon

Anti-Plexin C1 antikor Ureten PE4 hibridoma hicreleri SFM besiyerine
ekildikten 72 saat sonra toplanarak 1800 rpm de 5 dk ¢okttraldi Gst sivi kismi alindi
hiicreler atildi. Sefaroz boncuklar yavas bir sekilde déndirilerek, képlirtmeden
karistinldiktan sonra 1 ml (Repligen CaptivA) 15 ml’lik santriflj tGpine alind.
Uzerine 5 ml dH,0 eklendi ve 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust sivi dokiildi,
boncuklara fosfat tamponu eklenerek santrifiij islemi tekrarlandi. Bu yikama islemi
iki kere yapildi. Daha sonra boncuklar 10 ml fosfat tamponu ile ¢ozdirilerek iki tane
40 ml Ust sivi icerisine 5’er ml olmak lizere eklendi. Ardindan boncuklar Gst sivi ile
+4°C’'de gece boyu muamele edildi. Ust siviina gore tip sayisi belirlendi. 1,5 ml’lik
eppendorflar 6nceden 50 ul Tris (Onda biri kadar olacak sekilde Tris pH:9) konularak
hazirlanip +4°C’ye kaldirildi. Ertesi giin, Fosfat tamponu gecirilerek kolon
(polypropylene columns 5 ml #34964) hazirlandi. Kolondan Ust sivi/Antikor-Sefaroz

Boncuk gecirilerek Ft1 olarak toplandi. Daha sonra fosfat tamponu gecirilerek Ft2
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olarak toplandi. Ardindan elution buffer eklendi. 50 pl Tris, eliisyonlu 6rnek ile 500
ul ‘ye tamamlandi. (Bu asamada +4°C’de islemler gerceklestirildi.) 10-15 ml Elution
buffer gegirildi bunlar 1,5 ml’lik ependorflara 500’er pl olacak sekilde toplandiktan
sonra son elution olarak 5 ml 15 ml’lik santrifiij tiplne toplandi. Ardindan sefaroz
boncuklara fosfat tamponu ile yikama islemi gerceklestirildi bu da son atik olarak 15
ml’lik santrifiij tipiine topland. ilk dnce %70 ardindan %20 Etanol gegirildi ve son
olarak %20 Etanol icerisinde +4°C'de kapak kisimlari parafilmlenerek 50 ml’lik
santrifiij tuplerinde saklandi. Saflastirmanin sonuglari uygun oranlarla ELISA yéntemi

ile test edilmistir.

4.5. Protein Konsantrasyonu

Saflastirma sonucu ELISA ile test edilerek yliksek deger veren ornekler bir
araya toplandi. Ardindan hazir kolon kullanilarak (Amicon® Ultra-15 Centrifugal
Filter Units, 10 kDa, #UFC901024) konsantre edildi ve buffer degisimiyle PBS
icerisine alindi. Ardindan antikorlar ELISA ile test edildi, nanadrop ile dl¢gimu yapildi

ve -20 C’ye kaldirild.

4.6. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay )

Calisma ELISA’ya 6zel 96 well plate’de (immiino plate) yapildi. ilgili antijen
kuyu basina 100 ng/ul antijen olacak sekilde coating buffer (karbonat-bikarbonat
buffer) ile seyreltilerek, her kuyuya 100 ul antijen olarak konuldu. Plate’in Gsti
tamamen kapanacak sekilde parafilmlendi. +4°C’'de geceboyu inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin antijen dokilip plate dH20 ile yikandi. Bu islem Ug¢ kere tekrar edildi.
Ardindan kuyulari tam dolduracak sekilde bloklama sollisyonu eklendi ve Plate’in
Usti yeni bir parafilmle kapatilip 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda 3 kere dH20 ile yikama islemi gerceklestirildi. Primer antikor olarak Plexin
C1 antikor lreten PE4 hibridoma hiicrelerinin Ust sivisini, saflastirilan ve konsatre
edilen Plexin C1 antikorunu kuyulara uygun diliisyonlarla eklendi. Ardindan Plate

yeni bir parafilmle kapatip oda sicakhginda 1 saat inklibasyona birakildi. Primer
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antikor da 3 kere dH20 ile yikadiktan sonra bloklama solisyonu ile 1/1000 dilte
edilen alkalin fosfatazli sekonder antikor her kuyuya 100 ul olacak sekilde eklendi.
Yine plate farkli bir parafilmle kapatip 1 saat oda sicakliginda inkibasyona birakildi.
Sekonder antikor da 3 kere dH20O ile yikadiktan sonra goéruntileme igin substrat
hazirlandi. 1 substrat tableti 5 ml 1X substrat bufferda vortexlenerek ¢ozildQ,
Istktan etkilendigi icin aliiminyum folyo ile kapatildi. Her kuyuya 100 ul substrat
eklendi ve plate hemen alliminyum folyo ile kapatildi. 15-20 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra ELISA mikroplaka okuyucuda (Varioskan LUX, Thermo

Scientific) 405 nm’de Olgiim alind..

4.7. F-Aktin/G-Aktin Orani i¢in Lizat Hazirlama

6-kuyulu plakalarda kultire edilen PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicrelerine 100 ng/ml
konsantrasyonda 15 dakika boyunca Sema7A uygulandiktan sonra hicreler ilk
asamada liziz tamponu 1 (50mM KCI, 100 mM NaF, 10mM K2HPO4, 2mM MgCl2,
0.2mM DTT, 1mM EGTA, 1mM sukroz, %0,5 Triton X-100, pH 7.0) kullanilarak
¢Ozlinlir G-aktini iceren Ust-sivi kesimi elde edildi. C6zlinmez F-aktin iceren pelet, F-
aktin'i ¢ozlnur G'ye donustiren esit hacimde liziz tamponu 2 (20 mM Tris-HCI, 1
mM sodyum asetat, 1.5 mM guanidin hidroklortir, 1 mM CaCl2, 1 mM ATP, pH 7.5)
ile yeniden slispanse edildi [48]. Esit hacimlerde F-aktin ve G-aktin iceren lizatlar
SDS-PAGE’e ylklendi ve PVDF membrana transferin ardindan Beta-aktin, Kofilin, p-

Kofilin ve Plexin C1 antikorlari ile Western blotta analiz edildi.

4.8. Endojen Birlikte immiin Coktiirme

SEMAZ7A ile indiiksiyonu 6ncesi ve sonrasinda PLC/PRF/5 hiicrelerinden lizat
yapimi icin hicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra 2X Tripsin ile kiltir petrileri
zemininden kaldirilarak santriflij tipline alindi. Ardindan 1800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Ust kisim dokildu pellet kismi soguk 1X PBS ile ¢ézdirildi ve 1,5 ml'lik
ependorfa alindi ve +4'C’'de 4000 rpm’de 2 dk tekrar ¢oktiiriildi. Pellete gore lizis
buffer eklendi 15 dk buz lizerinde bekletildi, 5 dk bir tlipe hafif¢e vurularak pelletin
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cokmesi engellendi. Ardindan +4°C’de 30 s vurma 30 s bekleme olmak lizere 10
tekrar seklinde sonikasyon islemi uygulandi ve 14.000 rpm’de 10 dk santrifiijden
sonra Ust kisim alindi daha dnce yikamasi yapilan boncuklar ile birlestirildi 1 saat
+4°C'de rotatdrde déndirilerek karistirildi. Bir saat inkiibasyonun ardindan lizat-
sefaroz boncuk karigimi ¢oktirilerek lizat kismi alindi boylece 6n yikama islemi
gerceklestirilmis oldu sonrasinda lizata gerekli antikor eklenerek gece boyu +4°C’de
rotatérde dondirilerek karistirildi. Pellet kismi ise 2X SDS buffer kullanilarak
¢ozdurualdi ve 5 dk oda sicakhiginda bekletildi ardindan vortexlenip sonikasyon
islemi gerceklestirildi. Orneklere Laemmli tamponu eklenerek 95°C'de 5 dk isitildi
ardindan -20°C’ye kaldirildi.

Ayni gin vyeni boncuklar yavas bir sekilde dondirilerek, koéplrtmeden
karistirildiktan sonra uygun miktarda (Repligen CaptivA) 1,5 ml’lik santrifdj tipline
alindi. Uzerine ilk 6nce dH20 eklendi ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust sivi
dokuldi, boncuklara yikama tamponu eklenerek santriflij islemi tekrarlandi. Bu
yikama islemi iki kere yapildi ve %1 BSA eklenerek gece boyu +4°C'de rotatérde
dondirulerek karistirildi. Ertesi glin boncuklar yikama tamponu eklenerek 5 dk
rotatdrde donddrilerek karistirildi sonra 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan
iki kere fosfat tamponu eklenerek 5’er dk rotatérde dondirilerek santrifiij islemi
tekrarlandi. Sonrasinda boncuklar fosfat tamponu igerisinde Lizat-Antikor
karisiminin icine atildi ve 20 dk oda sicakliginda ardindan 2 saat +4°C’de rotatérde
dondirildi. 1500 rpm’de 5 dk lizat-antikor-boncuk karisimi ¢oktiirGldia Gst sivi
kesim atildi, Gizerlerine Laemmli tamponu eklenerek 95°C’de 5 dk isitildi ve 2000 rpm
de 10 dk santrifif edildi bu sayede boncuk ile antikorlarin baglantilari kopariimis

oldu. Ust sivi kismi yeni tiiplere aktarildi ve yiiklemeye hazir hale getirilmis oldu.

4.9. Kiitle Spektroskopisi icin Eksojen immiin Coktiirme

Plexin C1 asiri ifadesinin saglandigi ve saglanmadigi PLC/PRF/5 hiicrelerinden
SEMAZ7A ile indiiksiyonu Oncesi ve sonrasinda lizat yapimi icin hiicreler 3 kere soguk
1X PBS ile yikandi. Ardindan IP liziz solisyonu eklendi ve 15 dk buz (izerinde

bekletildi sonrasinda kaziyici yardimiyla toplandi ve 1,5 ml’lik santriflij tliplerine
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aktarildi. +4'C’de 30 s vurma 30 s bekleme olmak (izere 10 tekrar seklinde
sonikasyon islemi uygulandi. 14.000 rpm de 10 dk santrifijden sonra Ust kisim alindi
Uzerine gerekli antikor eklenerek gece boyu +4°C'de rotatdérde doéndiriilerek
karistinldi. Pellet kismi ise 2X SDS buffer kullanilarak ¢oézdirildi ve 5 dk oda
sicakhginda bekletildi ardindan vortekslenip sonikasyon islemi gergeklestirildi.
Orneklere Laemmli tamponu eklenerek 95°C'de 5 dk isitildi ardindan -20°C'ye
kaldirildi. Ertesi glin manyetik boncuklara yikama tamponu eklendi, 5 dk rotatorde
dondirilerek karistirildi sonra manyetik boncuklar miknatis ile tlip geperlerinde
tutuldu ve Ust-sivilar uzaklastirildi. Fosfat tamponu ile tekrar 2 kez yikanan manyetik
boncuklar lizat-antikor karisiminin icine aktarildi ve karigim +4°C’'de 2,5 saat
rotatérde dondurilerek karistirnildi.  Manyetik boncuklar miknatis ile tlp
ceperlerinde tutuldu ve Ust-sivilar uzaklastirildi. Manyetik boncuklara yikama
tamponu eklendi, 5 dk rotatorde dondirilerek bu islem iki kere tekrar edildi.
Ardindan Tris-NaCl tamponu eklenerek tekrar 5 dk rotatérde dondurildia ve

miknatis ile Ust sivi uzaklastirildi. Bu asama sonrasinda iki farkl yontem uygulandi;

4.9.1. Western igin Hazirlanan Ornekler

Manyetik boncuk-antikor-protein kompleksleri lzerine Laemmli buffer
eklendi ve 98°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Manyetik boncuklar miknatisla tutularak
sivi kesimdeki antikor-protein kompleksleri SDS-PAGE’de yiritildi ve proteinler

PVDF membrana transfer edilerek membranlar PE4 antikoru ile blotlandi.

4.9.2. Kiitle Spektroskopisi icin Hazirlanan Ornekler

Manyetik boncuklara Tris tamponu eklendi, 5 dk rotatérde dondirilerek
karistirildi sonra manyetik boncuklar miknatis ile tip ¢eperlerinde tutuldu ve Ust-
sivilar uzaklastirildi. 50 mM Amonyum bikarbonat (Sigma-Aldrich, ABD) sollisyonu
eklendi. Manyetik boncuklardan ayrilan proteinler sirasiyla 10 mM Tris(2-
carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP; Sigma-Aldrich, ABD) ve 40 mM

chloroacetamide (CAA; Sigma-Aldrich, ABD) sollsyonlari ile indirgenme/ alkillenme
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islemlerine tabi tutulduktan sonra 1 pg Tripsin (Promega, ABD) ile kiguk
fragmanlara kesildi. Uzerlerine %1 Trifluoroacetic acid (TFA; Sigma-Aldrich, ABD)
eklendi; ornekler once -80°C'ye kaldinildi, ardindan kuru buz ile kitle

spektroskopisine gonderildi.

4.10. Western Blotlama

Amaca yonelik olarak hticre hatlarindan uygun lizis bufferlar kullanilarak hiicre
lizatlari hazirlandi. Protein konsantrasyonlari SMART BCA protein assay kit ile
belirlendi. Hazirlanan 6rnekler kuyu basina 50 pg protein olacak sekilde SDS-PAGE
jele yiklenerek yiritme tamponu icerisinde ylrttildi. Molekiler agirliklarina gore
ayrilan proteinler, jelden PVDF membranlara islak transfer yontemiyle gece boyu 22
V’ta +4 "C’de transfer edildi.

Ertesi glin transferden alinan membranlar TBS-T (%0,05 Tween-20 deterjani iceren
1XTBS) igerisinde hazirlanmis %5 sit tozu ile 1 saat oda sicakliginda bloklandi.
Ardindan membranlar, istenen birincil antikorlar ile oda sicakhiginda 1,5 saat
inklibasyona birakildi. Sonrasinda 5 dk TBS-T ile calkalanarak yikama islemi
gerceklestirildi ve bu islem (¢ kere tekrar edildi. Membranlar anti-lgG-HRP bagli
ikincil antikorlar (birincil antikora baglh olarak fare ya da tavsan) ile 1 saat boyunca
oda sicakhginda inkibe edildi. Ardindan tekrar TBS-T ile yikandi. Membran
Uzerindeki protein bantlari, ChemiDoc XRS system cihazinda WesternBright ECL

kemiliminesan HRP substrati kullanilarak gorintilendi.

4.11. Kitle Spektroskopisi Analiz

Protein tanimlanmasi ve secimi icin Scaffold (Scaffold 5.1.0, Proteome
Software Inc., Portland, OR) kullanildi. Protein tanimlamalari, %95'ten daha biylik
bir olasilikla kurulabilirse ve en az 3 tanimlanmis peptit iceriyorsa kabul edildi.
Onemli peptit kanitini paylasan proteinler, kiimeler halinde gruplandirilarak

semalandirildi.
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5. BULGULAR

5.1. HCC Hiicre Hatlarinda shPLXNC1l ve PLKO Klonlarinin
Gelistirilmesi

Plexin C1’in hiicre hareketine etkisini incelemek amaciyla, lentiviral shRNA ile
PLXNC1 proteinin ifadesi, yiksek endojen PLXNC1 ifadesine sahip PLC/PRF/5 ve
Hep3B hiicre hatlarinda baskilandi. Kontrol hiicreleri PLKO olarak adlandirilirken
Plexin C1 ifadesi baskilanmis hiicreler shPLXNC1 olarak adlandirildi. PLC/PRF/5 ve
Hep3B hiicre klonlarindan total protein lizati yapildi ve Western blot yontemi ile
hicrelerdeki Plexin C1 ifadesinin baskilanmasi dogrulandi. Western blot igin Prof.
Dr. Tamer Yagci ve ekibi tarafindan gelistirilen anti-PLXNC1 PE4 hibridomasindan
[28] elde edilip saflastirilan ve konsantre edilen Plexin C1 antikoru kullanildi (Sekil

5.1).

PLC/PRF/5 Hep3B

Plko ShPLXNC1 Plko ShPLXNC1
Plexin C1 Q O =‘-—-

GAPDH o s < <

Sekil 5.1: Western blot yontemi ile Plexin C1 ifadesinin baskilandigi hiicre klonlarinin
dogrulanmasi. GAPDH esit yikleme kontrolii olarak kullaniimistir.

5.2. PLC/PRF/5 Hiicre Hattinda Plexin C1 Asin ifadesinin
Saglanmasi

Plexin C1’in etkilesim partnerlerini bulmak amaciyla, PLC/PRF/5 hiicre
hattinda Plexin C1’in klonlandigi Flag-etiketli pcDNA3.1*/C-(K)-DYK plazmiti ile
PLXNC1 proteinin ifadesinin artisi saglandi. Kontrol olarak bos pcDNA3.1 kontrol
plazmiti ve herhangi bir transfeksiyon islemi uygulanmamis (Bos Kontrol) total

protein lizati kullanildi.
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PLC/PRF/5

Bog Kontrol ~ Kontrol pcDNA3.1  PlexinC1 OE-1 PlexinC1 OE -2

e - =
 —— w—

GAPDH S——

Sekil 5.2: Plexin C1 asiri ifadesinin saglandigi PLC/PRF/5 hiicrelerinin Western blot ile
dogrulanmasi. GAPDH esit ylikleme kontroli olarak kullaniimistir.

5.3. PE4 Antikorunun Saflastirilmasi ve Konsantrasyonu

Prof. Dr. Tamer Yagcl ve ekibi tarafindan gelistirilen anti-PLXNC1 PE4
hibridomasindan [28] elde edilen st sivi kullanilarak gelecek deneyler i¢in kullanim
amaciyla antikorlarin toplanmasi, saflastiriimasi ve ardindan konsantrasyonu islemi
yapildi. Deneyde, PE4 (st sivisi direkt girilirken saf ve konsantre edilen Plexin C1
antikorlari 1/50 seyreltilmis sekilde girilmistir. ELISA degerleri karsilastirilarak

antikor kalitesi dogrulandi ve gelecek deneylerde kullanima hazir hale getirildi.

PE4 Hibridomasindan Elde Edilen Antikorlarin
Plexin C1 Antijenine Karsi Reaktivitesi
5 4,5
4 3,3
3 1,99 2,18
2
0 [—
PE4 Ust Sivi PE4 PE4 Saf- Negatif kontrol Pozitif kontrol
Saflastiriimis Konsantre
(1/50) (1/50)

Sekil 5.3: PE4 Antikorunun Saflastirma ve Konsantrasyon ELISA degerleri.
Saflastirilan ve konsantre edilen PE4 antikoru 100 ng Plexin C1 antijenine karsi test
edildi. Negatif kontrol, anti-lgG 1:1000; Pozitif kontrol, daha 6nce calistigindan emin
olunan Plexin C1 antikoru lireten PE4 hibridoma hiicrelerinin Ust sivisi kullanildi.
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5.4. Hiucre Klonlarinda SEMA7A Bagimh ve Bagimsiz Plexin
C1’in Aktin Dinamikleri Uzerine Etkisinin incelenmesi

Plexin C1’in HCC hiicrelerinde aktin dinamikleri lzerine etkisinin G-aktin, F-
Aktin dinamikleri Uzerinden incelenmesi amaciyla Plexin Cl1’in shRNA ile
susturuldugu veya kontrol PLKO plazmidi ile transfekte edilen PLC/PRF/5 ve Hep3B
hicre klonlarindan metot kisminda agiklandig sekilde hiicre lizatlar hazirlandi. Esit
hacimlerde F-aktin ve G-aktin iceren lizatlar SDS-PAGE’e vyiklendi ve PVDF
membrana transferin ardindan Beta-aktin, Kofilin (Cof), p-Kofilin (p-Cof) ve Plexin C1

antikorlari ile Western blotta analiz edildi (Sekil 5.4).

A Plko Hep3B Sh
G-aktin F-aktin G-aktin F-aktin
N N N
é)b é?gl- @b ’@b
> \Y \s > \g
& o8 & 88 & &S & &8
© S S & & S
o § © & @Q&‘ © 5o §¢ (,)w’&Q
PlexinC1 — — - - - .
Prakiin o — -~ W
p-Cof | —— - ——
! 15
B Plko PLC/PRF Sh
G-aktin F-aktin G-aktin F-aktin
N N NG
N(,)b ‘\l?gl- '{?b N%b
> \g \¢ > \g
& o8 &8 L S E g8
< AP S & o & x ¢
) § + %@§ v [2) \,QQ ) \9
PlexinC1 ~ 'WHNENEN.  —
Frakiin  om—- — - e S ™
Cof — —
p-Cof | — —

Sekil 5.4: PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarinda G aktin ve ¢ozlinlr F aktin
dinamiklerinin incelenmesi. PlexinC1’in shRNA ile susturuldugu veya kontrol PLKO
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plazmidi ile transfekte edilen hiicre klonlarinda aktin dinamikleri incelendi. a) Hep3B
hicre klonlarina belirtilen siire ve konsantrasyonda SEMA7A uygulamasi yapildi. 6-
kuyulu plakalarda kiltlre edilen hicrelerden elde edilen lizatlar SDS-PAGE jelde
yurttilap uygun antikorlar ile blotlandi. b) PLC/PRF/5 hiicre klonlarina belirtilen
sire ve konsantrasyonda SEMA7A uygulamasi yapildi. 6-kuyulu plakalarda kiltire
edilen hiicrelerden elde edilen lizatlar SDS-PAGE jelde yiritilip uygun antikorlar ile
blotlandi.

Hep3B hiicrelerinde Sema7A varhginda p-Cof hem PLKO hem de shPLXNC1
klonlarinda arttigi goriilmektedir. Bu artisin PLXNC1 ifadesinin yliksek oldugu pLKO
klonunda daha belirgin olmasi dikkat cekicidir (Sekil 5.4 a). Benzer bir profil
PLC/PRF/5 hicrelerinde de goriilmekle birlikte, PLC/PRF/5-shPLXNC1 klonunda
PLXNC1 ifadesi Hep3B-shPLXNC1 gore daha fazla baskilandigindan dolayi SEMA7A
varliginda p-Cof artisi gozlemlenmektedir (Sekil 5.4 b). G-aktin F-aktin dinamikleri
acisindan bakildiginda, p-Cof artisinin belirgin oldugu Hep3B-pLKO klonunda F-
aktinin SEMA7A uygulandiginda arttigi buna karsin, Hep3B-shPLXNC1 klonunda
PLXNC1'in azalmis ifadesine ragmen p-Cof artisini engelleyemedigi ancak bu
ifadenin SEMA7A varliginda F-aktin artisi icin yeterli olmadigl sonucu ortaya
ctkmaktadir (Sekil 5.4 a). PLXNC1 ifadesinin daha fazla baskilandigi PLC/PRF/5-
shPLXNC1 klonunda p-Kofilin diizeyinde SEMA7A’ya bagl bir artis gérilmemekte
olup bu da F-aktinin depolimerizasyonuna yani kontrole goére azalmasina neden
olmaktadir (Sekil 5.4 b). PLC/PRF/5-pLKO hiicrelerinde ise SEMA7A’ya bagli p-Cof
artisi  goriilmekte ve bu da inaktive olan Kofilinin F-aktini depolimerize
edememesine ve F-aktin diizeylerinin SEMA7A uygulamasi kosullarinda birikimine
neden olmaktadir. Sonug olarak, PLXNC1 varliginda SEMA7A Kofilin fosforilasyonuna
yol agmakta ve Kofilin inaktivasyonu Uzerinden F-aktin birikimine neden olmaktadir

(Sekil 5.4 a-b).

5.5. Plexin C1 Birlikte immiin Coktiirme

Plexin C1l’in etkilesim partnerlerini bulmak amaciyla Kitle Spektroskopisine
gonderilecek ornekler hazirlandi ve Western blot ile kontrol edildi. Plexin C1 asiri

ifadesinin saglandigi ve saglanmadigi PLC/PRF/5 hicrelerinden SEMA7A ile
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indiksiyonu oncesi ve sonrasinda lizat yapildi. Ardindan birlikte immun ¢oéktiirme

(CO-IP) yontemi gerceklestirildi ve Western blotta Plexin C1 antikoru ile dogrulandi.

Input

input

Kontrol OE

izotip 1gG1 Mouse
Kontrol OE PE4
SEMA7A

izotip 1gG1 Mouse
SEMAT7A PE4

!

220 Plexin C1

!
’
:
’

150 IgG1

s pre— o 50 IgG Agir zincir

- - . B 25 IgG Hafif zincir

Sekil 5.5: PLC/PRF/5 hiicrelerinden Plexin C1’in Etkilesim Partnerlerini Bulmak
Amaciyla Yapilan Birlikte immiin Coktiirme (CO-IP). Ug farkl hiicre grubu
olusturuldu. Plexin C1’in asiri ifadesi saglanmis kontrol grubu (Kontrol OE ) olan
birinci gruba herhangi bir madde uygulanmadi sadece lizat yapimindan 15 dk dnce
besiyeri degistirildi. Bos pcDNA3.1 kontrol plazmiti iceren (pcDNA3.1 ) ikinci guruba
da herhangi bir madde uygulanmadi sadece lizat yapimindan 15 dk 6nce besiyeri
degistirildi. Uclincii grup olan Plexin C1’in asiri ifadesi saglanmis hiicrelere lizat
yapimindan 15 dk 6nce 100 ng/ml SEMA7A’li besiyeri ile midahale edildi. Tum
hiicre gruplarida kendi i¢lerinde li¢ grupba ayrildi. Bunlar input olarak adlandirilan
herhangi bir isem uygulanmayan total protein lizati, izotip IgG1 mouse antikoru ile
CO-IP yapilan grup ve PE4 hibridomasindan elde edilip saflastirilan ve konsantre
edilen Plexin C1 antikoru ile CO-IP yapilan grup. Tim gruplar SDS-PAGE’de
ylritilda, Plexin C1 antikoru ile western blotlamaya tabi tutuldu.

Kontrol OE ve SEMA7A uygulanmis gruplarda Plexin C1 ifadesi net olarak

gozlemlenirken pcDNA3.1 Kontrol grubunda digerlerine goére zayif bir bant

gorilmektedir. Bunun nedeni endojen olarak Plexin C1‘i cekmesidir. Western blotta
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basarili bir CO-IP sonucu goruldikten sonra 6rnekler Kiitle spektroskopisi analizi igin

hazirlanip, analize Warwick Scientific Service (ingiltere) merkezine génderildi.

5.6. Kiitle Spektroskopisi Sonuglari

Analizi yapilan o6rnekler MSFragger kullanilarak analiz edildi. Protein
tanimlamasi icin kriterleri belirlemek, peptit ve protein tanimlamalarini dogrulamak
icin Scaffold kullanildi. Peptid tanimlamalari, Percolator arka hata olasilik
hesaplamasi ile %95'ten daha yiiksek olasilikta belirlenebiliyorsa kabul edildi [52].
Protein tanimlamalari, %95'ten daha buylk bir olasilikla kurulabilirse ve en az 3
tanimlanmis peptit iceriyorsa kabul edildi. Protein olasiliklari, Protein Prophet
algoritmasi tarafindan belirlendi [53]. Onemli peptit kanitini paylasan proteinler,
kiimeler halinde gruplandirildi.

Scaffold programi ile analiz sonucunda 850 farkh kimede 950 protein
tanimlandi. Bu proteinlerin Plexin C1 ile ayni profil gdsterenleri ayirmak igin venn
diyagrami kullanildi. Kontrol izotip IgG Mouse olanlar ¢ikartilmistir. Programdaki
Plexin C1l’in grafigine en ¢ok benzeyen bu ortak kiimedeki proteinlerden secilerek

ileriki galigmalara baslandi.
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Sekil 5.6: PCA analizi sonuglari. Temel bilesen analizi (PCA), karmasik biyolojik veri
kiimelerinden giicli modelleri ortaya ¢ikaran bir aractir. Benzerliklerine gore 6rnek
kiimelerini gormek amaciyla PCA grafigi yapildi. Aykiri deger varsa gormek deney
gruplarinin birbirinden farkini ortaya gikartmak, verilerin dogrulugunu tespit etmek
icin yapildi. Control grubu izotip IgG1 mouse 6rnekleri; GRP1 pcDNA3.1 PE4
ornekleri; GRP2 SEMA7A uygulanmis OE PE4 6rnekleri, GRP3 Kontrol OE PE4
ornekleri.
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Sekil 5.7: Scaffold programi sonuglari. Protein tanimlamasi igin kriterleri belirlemek,

peptit ve protein tanimlamalarini dogrulamak i¢in Scaffold kullanildi. Scafold

programi ile analiz sonucunda 850 farkl kiimede 950 protein tanimlandi (Sekil 5.7
a). Bu proteinlerin Plexin C1 ile ayni profil gosterenleri ayirmak igin Venn Diyagrami
ve Plexin C1’in grafigi kullanildi (Sekil 5.7 b / c).
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5.7. Kutle Spektroskopisi Sonuglarina Gore Segilen
Proteinlerle Birlikte immiin Céktiirme

Kitle Spektroskopisi sonucunda analiz edilen proteinlerden grafiksel olarak
profili Plexin C1 ‘e benzeyen birkacg protein aday proteinler olarak secildi. Bunlardan
dordiint; NALP2 (NLR Family Pyrin Domain Containing 2), MUC13 (Mucin 13), Alix
(Programmed Cell Death 6 Interacting Protein) ve IPO5 (importin 5) deneysel olarak
dogrulamak icin Plexin C1 antikoru, kontrol izotipi ve total protein lizati (input) ile
endojen CO-IP yapildi ve ilgili proteinler western blot yontemi ile kontrol edildi.
NALP2 ve MUC13 icin input ve Plexin C1 antikoru ile yapilan CO-IP ‘de ilgili
proteinler goziikirken izotip kontrolde bant gorilmedi. Alix icin inputta bant
gozikirken, Plexin C1 antikoru ile yapilan CO-IP ‘de ve izotip kontrolde bant
goérilmedi. IPOS5 icin input, Plexin C1 antikoru ile yapilan CO-IP ve izotip kontrolde
bantlar esit olarak gorildi. Plexic C1 ile etkilesimini dogruladigimiz NALP2 ve
MUC13 igin yapilan CO-IP’nin tersi yapildi. Bu amagla ilgili proteinlerle endojen CO-
IP yapildi MUC13 ve NALP2 antikorunun PlexinC1 proteinini indirdigini gosterildi.
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Sekil 5.8: Plexin C1’in aday etkilesim partnerleri western blot gosterimi. PlexinC1’in
etkilesim partnerlerini bulmak amaciyla, kitle spektroskopisinden ¢ikan sonuglara
gore secilen iki aday protein endojen CO-IP yapilarak western blot yontemi ile
incelendi. a) input olarak adlandirilan herhangi bir isem uygulanmayan total protein
lizat, izotip 1gG1 mouse antikoru ile endojen CO-IP yapilan grup ve PE4
hibridomasindan elde edilip saflastirilan ve konsantre edilen Plexin C1 antikoru ile
endojen CO-IP yapilan grup. Tim gruplar SDS-PAGE’de yiritildi, uygun antikorlar
ile western blotlamaya tabi tutuldu. b) MUC13 tavsan antikoru ile PlexinC1 de PE4
antikoru ile indirildikten sonra IP ¢okelti proteinleri membrana yliklendi ve PE4
PlexinC1 antikoru ile problandi. c) NALP2 ve PlexinC1 uygun antikorlarla ¢oktiruldi
ve ¢okelti proteinlerinin transfer edildigi membran PE4 PlexinC1 antikoru ile
problandi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Plexin C1 hicre ylzey proteinleri olarak kesfedilmistir [7]. Literatirde
melanoma ve akciger kanseri hiicre hatlarinda yapilan c¢alismalarda Plexin C1-
Semaforin etkilesiminin aktin hticre iskeletini LIMK2 nin ifadesini arttirarak Kofilinin
fosforilasyonuna yani inaktivasonuna neden oldugu buna bagli olarak inaktive
Kofilin aktin depolimerizasyonunu gerceklestiremedigi gozlemlenmistir [17], [24].
Aktin depolimerizasyonu hiicre motilitesi agisindan énemlidir. Plexin C1 reseptor
proteininin HCC hiicrelerinde ifade edildigi ve normal karaciger dokusuna kiyasla
HCC'de ifadesinin anlamh olarak artmis oldugu daha o6nceki c¢alismalarda
gosterilmistir [27], [28]. Ancak Plexin C1’in HCC hicrelerinde aktin dinamiklerne
etkisi detayl olarak incelenmemistir.

Aktin molekulleri, deterjan ile ¢ozlinebilen monomerik formu (G-aktin) ile
deterjana dayanikli ve sitoiskelet yapisina katilmis polimerize formu (F-aktin)
arasinda dinamik bir denge halindedir. G-aktin, sarmal F-aktin olusturmak igin
bastan kuyruga polimerize olur ve G-aktin ile F-aktin arasindaki denge, LIMK2 dahil
olmak Uzere aktin ile iliskili proteinler tarafindan dizenlenir [31]. Kisaca, iki aktin
formu arasindaki fark, G-aktin ¢ézlinir iken F-aktinin ¢6ziinmez olmasidir. Plexin C1-
Semaforin etkilesimi LIMK2'nin fosforilasyonuna yol acar. Aktif LIMK2 Kofilini
fosforilliyerek inakvitasyonunu saglar. inaktive Kofilin aktin depolimerizasyonunu
gerceklestiremez. Aktin depolimerizasyonu hiicre motilitesi acgisindan 6nemlidir
[31], [49]. Rho, Rac, Cdc42 gibi kiiciik-GTPaz'lar aktin polimerizasyonu sayesinde
hicrenin disina dogru lamellipodia ve filopodia olusumlarini saglayarak hiicrenin
motilitesini artirir. Ancak, hicredeki aktin havuzu sinirlidir ve bu mevcut aktin
filamentlerinin  depolimerize edilerek polimerizasyonda kullanilacak  aktin
monomerlerini saglamasi gerekir. Bu depolimerizasyon islemi aktin-bagh Kofilin
proteini tarafindan gerceklestirilir [50], [51].

Bu bilgiler isiginda Sekil 5.4 incelendiginde: Hep3B hiicrelerinde Sema7A
varliginda p-Kofilinin (p-Cof) hem PLKO hem de shPLXNC1 klonlarinda arttig
gorilmektedir. Bu artisin PLXNC1 ifadesinin yiksek oldugu PLKO klonunda daha
belirgin olmasi dikkat cekicidir. Bu anlamda, SEMA7A’nin yol actigi p-Cof artisinin
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PLXNC1 ifadesi Gzerinden gerceklestigi yorumu yapilabilir (Sekil 5.4A). Benzer bir
profil PLC/PRF/5 hicrelerinde de gorilmekle birlikte, PLC/PRF/5-shPLXNC1
klonunda PLXNC1 ifadesi Hep3B-shPLXNC1 gbre daha fazla baskilandigindan dolayi
SEMA7A varliginda p-Cof artisinin gézlemlenmemesi bir énceki yorumu dogrular
niteliktedir (Sekil 5.4B). G-aktin F-aktin dinamikleri agisindan bakildiginda, p-Cof
artisinin belirgin oldugu Hep3B-pLKO klonunda F-aktinin SEMA7A uygulandiginda
arttig1 buna karsin, Hep3B-shPLXNC1 klonunda PLXNC1’in azalmis ifadesine ragmen
p-Cof artisini engelleyemedigi ancak bu ifadenin SEMA7A varliginda F-aktin artisi icin
yeterli olmadigl sonucu ortaya cikmaktadir (Sekil 5.4 a). PLXNC1 ifadesinin daha
fazla baskilandigi PLC/PRF/5-shPLXNC1 klonunda p-Cof diizeyinde SEMA7A’ya bagli
bir artis goriilmemekte olup bu da F-aktinin depolimerizasyonuna yani kontrole gore
azalmasina neden olmaktadir (Sekil 5.4 b). PLC/PRF/5-pLKO hiicrelerinde ise
SEMA7A’ya bagh p-Cof artisi goriilmekte ve bu da inaktive olan Kofilinin F-aktini
depolimerize edememesine ve F-aktin dizeylerinin  SEMA7A uygulamasi
kosullarinda birikimine neden olmaktadir. Sonug olarak, PLXNC1 varlig§inda SEMA7A
Kofilin fosforilasyonuna yol agmakta ve Kofilin inaktivasyonu Uzerinden F-aktin
birikimine neden olmaktadir (Sekil 5.4 a-b). Hep3B-shPLXNC1 ve PLC/PRF/5-
ShPLXNC1 hiicrelerinde azalmis PLXNC1 ifadesi SEMA7A uygulamasina bagh Kofilin
fosforilasyonunu  baskilamakta ve bdylelikle aktif kalan Kofilin  aktin
depolimerizasyonuna (azalmis F-aktin diizeyleri) neden olmaktadir. Bu sekilde artan
monomerik aktin havuzu aktin polimerizasyonu vyoluyla yeni lamellipodia ve
filopodia olusumuna ve buna bagli olarak artmis hiicre motilitesine neden olabilir.
Bircok protein bagimsiz olarak islevlerini yerine getirirken, proteinlerin biylk
¢ogunlugu uygun biyolojik aktivite icin diger proteinlerle etkilesime girer. Hiicre
bliiyimesi, proliferasyonu, morfolojisi, hareketliligi, htlicreler arasi iletisim ve
apoptoz gibi biyolojik stireglerin cogu, coklu protein komplekslerinin hareketini ve
diizenlenmesini icerir. Protein-protein etkilesimleri; hicreler icindeki yapisal,
islevsel organizasyon igin molekiler bir temel role sahiptir ve biyoteknolojik

uygulamalar ve antikor bazl deneyler icin 6nemlidir [54], [55], [56].
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Plexin Cl’in etkilesim partnerlerinin  bulunmasi sinyal yolaklarinin
aydinlatiimasi, yeni baglantilarin kesfedilmesi ve Plexin C1 biyolojisinin HCC de
yerinin ne oldugunun anlasilmasi agisindan ¢ok degerlidir.

Plexin Cl'in etkilesim partnerlerini bulmak amaciyla CO-IP yontemiyle
proteinler ¢coktirildi ve Kitle Spektroskopisine gonderildi. Sekil 5.6.1’de gorildigi
gibi PCA analizinde duplike olacak sekilde hazirlanan 6rnekler birbirlerine yakin
dogru deney gruplarina ayrildi. Gruplarin birbirinden uzak olmasi aralarindaki farki
bize gostermektedir. Bu sonuclar yapilan analizi destekler niteliktedir. Analiz
sonucunda elde edilen proteinlerden grafiksel olarak profili Plexin C1 ‘e benzeyen
birkac protein aday proteinler olarak secildi. Bu aday proteinlerden MUC13, NALP2,
Alix ve IPO5 deneysel olarak dogrulamak icin Plexin C1 antikoru, kontrol izotipi ve
input ile endojen CO-IP yapildi ve ilgili proteinler western blot yontemi ile kontrol
edildi. NALP2 ve MUC13 icin input ve Plexin C1 antikoru ile yapilan CO-IP ‘de ilgili
proteinler gozlemlenirken izotip kontrolde bant gorilmedi. Alix igin inputta bant
gozikirken, Plexin C1 antikoru ile yapilan CO-IP ‘de ve izotip kontrolde bant
goérilmedi. IPOS5 icin input, Plexin C1 antikoru ile yapilan CO-IP ve izotip kontrolde
bantlar esit olarak gozlemlendi (Sekil 5.8 a). Sonug pozitif olarak degerlendirilebilir
olan NALP2 ve MUCI13 icin yapilan CO-IP’nin tersi yapildi. Bu amagla ilgili
proteinlerle endojen CO-IP yapildi. Endojen CO-IP’lerinde Plexin C1 antikoru ile
kontrol edildiginde tekrar edilen westernler sonucu MUC13’teki bant NALP2'ye gére
biraz daha net olarak gozlemlendi (Sekil 5.8 b-c).

Epitelyal yuzeyler, mukus ile kaplanir ve korunur; bunun ana glikoprotein
bilesenleri, blylk karbonhidrat bakimindan zengin glikoproteinler olan Mdsinlerdir
[57]. Musin 13, gastrointestinal ve solunum yollarindaki epitel hiicrelerinin apikal
ylzeylerinin korunmasinda, yaglanmasinda ve hidrasyonunda o6nemli bir rol
oynayan miusin ailesinden bir glikoproteindir. Transmembran misin olarak MUC13,
fosforilasyon potansiyeline sahip sekiz serin ve iki tirozin kalintisi iceren kisa bir
sitoplazmik kuyruga sahiptir [58]. HCC hiicrelerinde yiiksek oranda MUC13’iin ifade
edildigi yapilan RNA dizilimi analizleri ile bilinmektedir [59], [60]. Literatirde
MUC13'lin ciplak farelerde hicre biyimesini, koloni olusumunu, hiicre gécini ve
timor olusumunu tesvik ederek glgli onkojenik aktiviteye sahip oldugunu

gosterilmistir [61].
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Bu bilgiler 1s18inda, HCC de hem Plexin C1 ‘in hem de MUC13'’{in yiksek ifadesi
ve bulgularimiz 1siginda birbirleriyle olan etkilesimlerinin patofizyolojik anlamliliginin
ortaya konmasi dahaileri calismalara muhtag goézliikmektedir.

inflamazom, genellikle kaspaz 1, PYCARD (PYD ve CARD alani iceren protein),
NALP (NACHT, LRP ve PYD alani iceren protein) ve diger bazi bilesenlerden olusan
bir multiprotein oligomeridir. NALP'ler, 14 iye (NALPI-NALPI4) dahil olmak lzere
pirin iceren proteinlerin en biyik ailesini olusturur ve inflamazomlarin bilesenleridir
[62]. NALP proteinleri, bir N-terminal pirin alani (PYD) ile karakterize edilir ve
kaspaz-1'in Toll benzeri reseptorler tarafindan aktivasyonunda rol oynar. Ayrica
proinflamatuar kaspazlari aktive eden protein kompleksleri ile de iliskili olabilirler
[63]. NALP2, timor nekroz faktorii a (TNF-a) ve interldkin-1b (IL-1b) dahil olmak
Uzere cesitli proinflamatuar uyaranlar tarafindan indiklenen NF-kB aktivasyonu
Uzerinde inhibe edici bir etki gosterir. Yapisal olarak, NALP2 proteini bir PYRIN,
NACHT, NAD ve 12 LRR igerir [63]. NALP2'nin, PYRIN alani yoluyla NF-kB
indiksiyonunu inhibe ettigi literatlirde gosterilmistir [64]. NF-kB aracili
transkripsiyonun, kanser, AIDS ve enflamatuar bozukluklar dahil olmak Gzere bir dizi
hastalikta yer aldigi bilinmektedir [65], [66]. NF-kB'nin neredeyse tiim insanlardaki
kanser hiicrelerinde yapisal olarak aktif oldugu belirlenmistir [67], [68]. NF-kB'nin
apoptozun dizenlenmesi, hiicre dénglsi, hiicre cogalmasi ve farklilasmasi ve hiicre
gocl dahil olmak lzere karsinojenezde yer aldigl bilinmektedir [69]. Ek olarak, NF-
kB'nin fonksiyonel inaktivasyonunun, bircok timor hicresi tipinde apoptozu
indlikledigi ve onkojenisiteyi antagonize ettigi bildirilmistir [70].

Bu anlamda, kanserde gesitli yolaklarda etkinligi hala arastirma konusu olan
NALP2 ve Plexin C1‘in etkilesim halinde olmasinin en azindan hepatokarsinogenez
acisindan degerlendirilmesinin 6nemli oldugunu distinlyoruz.

Plexin C1 ile etkilesimlerini dogruladigimiz NALP2 ve MUC13 icin yapilan CO-
IP’nin tersi yapildi. Bu amacla ilgili proteinlerle endojen CO-IP yapildi ve tekrar ayni
sonuc elde edildi. Calisma sonucunda elde edilen proteinlerin islevselligi ve diger
etkilesim parnerlerinin CO-IP calismalariyla valide edilmesi 6niimuzdeki dénemin

hedefleri arasindadir.

36



Bu tez calismasindaki bulgular Plexin C1 tarafindan diizenlenen EMT,
sitoiskelet modellenmesi ve g¢oklu-kinaz inhibitérlerine yanitin olasi dizenleyici

molekdillerinin tanimlanmasinda yol gosterici olacaktir.
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