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OZET

Hepatoselller karsinom (HCC) karaciger kanserinin en sik gorilen alt tipi olup,
diinya capinda kansere bagli liimler arasinda 3. siradadir. ilk olarak sinir sisteminde
ozellikle akson-klavuzlugunu saglayan bir molekiil olarak kesfedilen Plexin C1’'in heniiz
HCC gelisimindeki rolleri arastiriimamistir.

In silico taramalar sonucunda PLXNCI1 transkript seviyesinin normal karaciger
dokusuna kiyasla HCC’de daha ylksek seviyede ifadelendigini tespit ettik. Ayrica, Plexin
Cl’in epitel fenotipli HCC hiicre hatlarinda mezenkim karakterli olanlara gére daha
ylksek seviyede ifade edildigini gbzlemledik. RT-gPCR analizleri ile PLXNC1'in epitel
fenotipli hiicrelerde ¢cok daha yiksek seviyelerde ifade edildigini dogruladik.

Plexin C1’e 6zgil bir monoklonal antikorun (PE4) Uretimi hibridoma teknolojisi
ile gerceklestirildi ve spesifikligi western blotlama, immiinfloresan goriintileme ve
immun-¢oktirme deneyleri ile kanitlandi. HCC hiicre hatlarinda gergeklestirilen
western blotlama galismasi ile epitel fenotipli hiicrelerde mezenkim karakterli olanlara
gore cok daha yuksek seviyede Plexin C1 proteini ifade edildigi ortaya konuldu. Ticari
doku mikrodizinlerinde PE4 antikoru ile gergeklestirilen immiinhistokimya ¢alismasi ile
Plexin C1 proteininin HCC dokularinda normal eslenik timorsiiz bélgelere kiyasla ¢ok
yuksek seviyede ifade edildigi fakat ileri evre HCC vakarinda ifadesinin azaldig géruld.

PLXNC1’in baskilandigi HCC hiicre hatlarinda epitel belirteglerin azalip mezenkim
belirteclerin arttigl western blotlama ve akim sitometresi ile gosterildi. Ayrica devam
eden fonksiyonel testler ile Plexin C1’in hiicre proliferasyonunu ve doxorubisine
direncliligi tesvik ettigi anlasildi.

Plexin C1’in HCC'de epitel bir belirte¢ oldugu ve EMT’yi negatif yonde diizenledigi
dislintldigiinde, HCC'de ila¢g uygulamalarinin Plexin C1 zemininde degerlendirildigi
gelecek calismalarin HCC'nin klinik yonetimine isik tutmasi beklenmektedir.

Bu tez calismasi TUBITAK SBAG 1195412 projesi ve Tiirk Onkoloji Grubu

Derneginin TOG_2014-1 nolu yardimi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Plexin C1, Hepatoselliiler Karsinoma, Epitel-Mezenkim Gegisi

(EMG), Hibridoma teknolojisi, Monoklonal Antikor, immiinhistokimya



SUMMARY

Hepatocellular Carcinoma (HCC) is the most common type of liver cancers and is
the third deathliest cancer among other types. PlexinC1, initially discovered in nervous
system as an axon-guidance molecule, has not been investigated in
hepatocarcinogenesis.

Insilico analyses showed PLXNC1 transcripts were much higher in HCC when
compared to normal liver tissues. Additionaly, higher PLXNC1 levels were observed in
epithelial HCC cells compared to mesenchymal ones. These observations were
confirmed with RTgPCR assays carried on HCC cells.

Anti-Plexin C1 monoclonal antibody was generated with hybridoma technology
and specificity was assessed by western blotting, immunofluorescence and
immunprecipitation assays. Western blotting carried out with HCC cells indicated that
PlexinC1 protein was abundant in cells with epithelial phenotype while its expression
was restricted in cells with mesenchymal characteristics. Immunohistochemical
studies were carried out on tissue microarrays using PE4 and found that PlexinC1 was
overexpressed in HCC tumors when compared to normal adjacent tissues and that its
expression was inversely correlated with the tumor grade.

Western blotting and flow cytometry analyses showed that epithelial markers
were decreased while mesenchymal markers were upregulated in PLXNC1 knocked-
down HCC clones. Functional tests in these clones confirmed that Plexin C1 supports
both the proliferation and doxorubicin resistance.

Because PlexinC1 acts as an epithelial marker and that it negatively regulates
EMT, drug efficacy studies in HCC to be carried out on PlexinC1 background can shed
light on clinical management of this cancer.

This thesis is supported by TUBITAK SBAG 1195412 and Turkish Association of
Oncology Group [TOG_2014-1].

Key Words: Plexin C1, Hepatocellular Carcinoma, Epithelial-to-Mesenchymal

Transition, Hybridoma Technology, Monoclonal Antibody, Immunhistochemistry
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1. GIRIS

Plexin C1 reseptor proteini sinir siteminde akson yoéneliminin saglanmasinda
gorevli bir protein olarak kesfedilmis ve zaman icerisinde hiicre hareketliliginin
negatif dlzenleyicisi oldugu tespit edilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda
hepatokarsinogenez ile iliskisinin bulunabilecegini diisindiglimiz Plexin C1 malign
melanoma Ozelinde arastirilmis olsa da heniiz HCC olusumuna olasi etkileri bakimidan

irdelenmemistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Hicre hareketliliginin negatif diizenleyicisi konumundaki Plexin C1’in transkript
seviyesi veri tabanlarinda in silico incelendiginde HCC dokularinda saglikli dokulara
kiyasla daha yiiksek seviyede ifade edildigi gorilmustir. Ayrica Plexin C1 mRNA
ifadesinin epitel fenotipteki HCC hiicre hatlarinda mezenkim karakterli olanlara
kiyasla cok daha yiksek seviyede ifade edildigi de tarafimizca tespit edilmistir.

Bu 0On verilere ek olarak, HCC olusumunun en 6nemli ayaklarindan birinin EMT
sireci oldugu ve bu slire¢ sonucunda kanser hiicrelerinin artan hareketlilige sahip
oldugu distintldtglinde, Plexin C1’in HCC olusumunda ne tir bir rol oynadigi merak
uyandirmistir.

Bu gozlemlerimizi somutlastirma adina bu tez ¢alismasinda éncelikle Plexin C1
proteinini spesifik olarak taniyan 6zgll monoklonal antikorlarin gelistirilmesi
planlandi. Bunu takiben Plexin C1 proteininin viral yontemler ile baskilandigi HCC
hicre klonlarinin gelistiriimesi ve hiicrelerin EMT diizeylerinin Plexin C1 zemininde
degerlendirilmesi amaclandi. Ek olarak Plexin C1 proteininin HCC vakalarinda ne
sekilde ifadelendigi de tarafimizca literatire ilk defa kazandirilacaktir.

Bu deneylerden elde edilecek sonuglarin i1siginda ise HCC tanisinin ve/veya
tedavi seceneklerinin Plexin C1 zemininde degerlendirildigi ileri calismalarin oni

aciimis olacaktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Hepatoseliiler Karsinoma

Karaciger kanserinin en sik goriilen alt tipi olan HCC, diinyada gorilme sikligi
acisindan 6., kansere bagli 6limlerde ise 3. sirada yer almaktadir [Sung et al., 2021].
Hepatit B ve C virls enfeksiyonlarina bagli kronik karaciger hasari, alkole bagli
hastaliklar ve aflatoksin intoksikasyonu HCC gelisimine neden olan temel etmenlerdir
[Ramakrishna et al., 2013].

HCC patogenezi incelendiginde oOzellikle timor mikrogevresi ile iliskili TGF-B
aktivasyonu ile baslatilan ve SNAI, TWIST ve ZEB ailesi EMT transkripsiyon faktorleri
yuratalen karmasik bir sire¢ gortlmektedir [Gianelli et al., 2016]. Bu slrecin
aydinlatilabilmesi adina gerceklestirilen molekiiler ve fonksiyonel in vitro ¢calismalar
EMT faktorlerinin HCC gelisimindeki rollerini ortaya koymustur. HCC hiicrelerinde
artan SNAIL ve ZEB2 ifadesinin hiicre disi matriksi pargalayabilen enzimlerin tretimini
arttirarak invazyonu tetikledigi gdsterilmistir [Miyoshi et al., 2004]. HGF’in ise SNAIL
ifadesini arttirarak HCC hiicre hatlarinda EMT'yi tetikleyebildigi [Grotegut et al.,
2006], serbest dolasan HCC tiimor hiicrelerinde ise HGF reseptori c-MET’in promotor
demetilasyonu ile epigenetik olarak ifadesinin arttigi tespit edilmistir [Ogunwobi et
al., 2013]. Kanser mikro cevresinde gerceklesen degisimler de HCC olusumuna zemin
hazirlayabilmektedir. Fan ve arkadaslari HCC hiicrelerinin timor-iliskili makrofajlar
(TAM) tarafindan Uretilen TGF-B ile EMT stirecine girebildiklerini ortaya koymustur
[Fan et al., 2014]. HCC vakalarinda gergeklestirilen genetik incelemeler sonucunda
TP53, CTNNB1, WNT/B-Katenin, PI3K/RAS ve oksidatif stres sinyal yolaklarinin
etkilendigi pek cok mutasyon tespit edilmistir [Ozen et al., 2013].

Erken evre HCC vakalarinda cerrahi miidahale ve ortotopik karaciger nakli gibi
tedavi secenekleri sayesinde %70’e varan 5-yillik sag kalima erisilebilmektedir [Raza
and Sood, 2014], [Llovet et al., 2005], [Villanueva et al., 2013]. ileri evre vakalarda ise
coklu-kinaz inhibitorleri sorafenib ve regorafenib kullaniliyor olsa da hasta sagkalimini
ancak 3-4,5 ay araliginda uzatabilmektedirler [Llovet et al., 2008], [Ikeda et al., 2017],

[Kudo et al., 2018]. ilaca karsi direncin sikhkla gorildigi bu vakalarda kimi zaman



ikinci basamak tedavi olarak Regorafenib uygulaniyor olsa da iki basamakli tedavide

dahi ortalama sagkalim toplamda 10.6 ayi gegememektedir [Bruix et al., 2017].

2.2. EMT

EMT, dogal hallerinde yasadiklari dokularin bazal ylzeyleri lizerinde yerlesik
halde bulunan polarize epitel hiicrelerinin ¢ok sayidaki biyokimyasal degisimler
sonucunda fibroblast benzeri ve oval sekilli hicrelere donisim siirecini
tanimlamaktadir. EMT biyolojisi temelde lg¢ ana kisimda incelenmektedir. Tip 1 EMT,
fibroz veya invaziv parametrelerin gozlenmedigi embriyonik gelisim ve organ
olusumu slreglerinde pek ¢ok hiicrenin mezenkim 6zellik kazabilmesi igin gecirdigi
EMT cesididir. Yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi gibi stireclerde goriilen tip 2 EMT
ise ilkinden farkh olarak inflamasyona bagh organ fibrozuna sebebiyet
verebilmektedir. Tip 3 EMT, saglkli dokularin dogal yasam slirecinde goérilmeyen ve
belirli bir alt populasyondaki neoplastik hicrelerin klonal olarak blylylip lokalize
timorler olusturdugu bir strectir [Kalluri and Weinberg, 2009].

Timorlesme sirecinde ele alindiginda, EMT degisimi geciren hiicreler artan
migrasyon ve invazyon kapasitesi ile apoptoza daha direngli olma gibi 6zellikler
kazanmaktadirlar. Bu slrecin sonunda mezenkim karaktere biriinen hiicrelerde
Ozellikle hiicre digi matriksi pargalayabilen enzimlerin Uretimindeki artis ise bu
hiicrelerin bagh bulundulari bazal membranlarini parcalayip tek baslarina gog
edebilmelerinin 6nlinl agmaktadir [Guarino et al., 2007], [Friedl et al., 2003].

Molekiler diizeyde incelendiginde, EMT siirecinin baslangicindaki hiicrelerin
hiicre-hlicre baglantilarini saglayan E-kaderin seviyelerinde 6nemli bir azalma
goriliir. E-kaderin dilizeyinde azalma ise temelde Twist, ZEB2 ve SNAI1 gibi
transkripsiyonel baskilayicilar tarafindan yonlendirilmektedir [Peinado et al., 2007],
[Cominj et al., 2001], [Batlle et al., 2000]. Bu transkripsiyonel baskilayicilar ise ¢cogu
zaman Wnt, TGF-B, FGF, EGF, STAT3 veya NF-kB gibi timore sebep oldugu bilinen
sinyal yolaklari tarafindan regiile edilmektedir [Grunert et al., 2003], [Christofori,
2006]. EMT sirecinin ilerleyen doneminde saglkli hicrelerde E-kaderin proteinine
bagl halde bulunan B-katenin molekuli cekirdege go¢ ederek c-Myc ve Siklin D1 gibi

molekillerin ifadelerinin artisina ve son olarak da vimentin, fibronektin ve a-diz kas

3



aktini proteinlerinin artisina sebebiyet verir ki bu proteinler de EMT slirecinin
molekdiler belirtegleri olarak in vitro ¢calismalarda kullanilmaktadir [Lehembre et al.,
2008], [Thiery and Sleeman, 2006]. Ozetle pek cok molekiiler degisimin fenotipik

degisime eslik etigi karmasik bir stire¢ olan EMT’nin tiimérlesme siirecinin en dnemli

ayagini olusturdugu sodylenebilir [Dongre and Weinberg, 2018] (Sekil 2.1).

EMT
Epithelial Partial Mesenchymal
Tight; |Adherens Desmosome
junction| |junction
Apical Actin
pica = stress ﬁbﬂ/
1 /'f/ /4
—s
== _— -
Zatage St ?E ™ /\_‘hﬂ_‘"“—'—-—-—_
Basal y ¢ 3 g g o= - — Back Front
IBasement IHemidesmosome
membrane
MET
¢+ E-cadherin * Crumbs
« Epithelial cell adhesion = PAT]
molecule » LGL » N-cadherin
* Occludins * Vimentin
» Claudins » Fibronectin
* 06P4 integrins * B1 and B3 integrins
* Cytokeratins * MMPs
; * ZEB family Q
Repression of « SNAIL and/or SLUG  Induction of
epithelial state ~ « TWIST1 mesenchymal state

Sekil 2.1: EMT programinin sematik ana hatlari.

HCC 6zelinde incelendiginde EMT siirecinin baslaticisi cogu zaman TGF-B’dir
[Reichl et al., 2012]. Kanser hiicrelerinin yanisira saglklh dokularda da ifadelenen TGF-
B sitokini hiicre proliferasyonundan farklilasmaya migrasyon ve invasyondan
apoptoza kadar pek cok hicresel fonksiyonda islev gormektedir [Padua and
Massague, 2009]. TGF-B, HCC hiicrelerinin ylizeyinde bulunan iki farkh tip reseptére
(TGF-BRI ve TGF-BRII) baglanip 6nce heterodimer olusturmalarina sebep olur. Bu
heterodimer hiicre icinde Smad’lar olarak bilinen substratlarini fosforile ederler.
Fosforile Smad-4-Smad2/3 kompleksi ise cekirdege go¢ ederek Snail, ZEB ve bHLH
ailesi transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonunu diizenleyerek EMT sirecini
yonlendirirler [Padgett et al., 1998], [Feng and Derynck, 2005], [Shi and Massague,
2003].



Hepatokarsinogenezde goriilen EMT sireci TGF-B molekilinden bagimsiz
olarak da baslatilabilmektedir. Mir200a baskilanmasinin B-katenin yolagi lizerinden
HCC hiicrelerinin EMT sirecine girmesine neden oldugu ve buna bagli migrasyon ve
kanser kok hticre 6zelliklerinde artisa sebebiyet verdigi gérulmustir [Liu et al., 2013].
Twist1’in tek basina HCC hiicrelerinde EMT silirecini baslatabildigi ve metastatik HCC
dokularinda ifadesinin arttigi tespit edilmistir [Lee et al., 2006]. Heterojen niikleus
ribonlikleoprotein AB’nin  (HNRNPAB) EMT transkripsiyon faktori SNAIL'in
transaktivasyonuna sebebiyet vererek EMT'yi tetikleyebildigi ve metastatik HCC
dokularinda yuksek seviyede ifadelendigi Zhou ve arkadaslar tarafindan ortaya

konumustur [Zhou et al., 2014].

2.3. Semaforin ve Plexin Aileleri

Plexinler ilk olarak Xenopus iribaslarinin (tadpole) sinir siteminde hiicre yiizey
molekdlleri olarak kesfedilmislerdir [Ohta et al., 1995]. Hemen ardindan Met reseptor
tirozin kinazlarinin hiicre disi bolgeleri (domain) ile olan dizi benzerlikleri fark
edilmistir [Maestrini et al., 1996]. Plexinlere 6zgiil Semaforin proteinleri ise ilk olarak
cekirgelerin sinir siteminde tanimlanmis [Kolodkin et al., 1992], bunu takiben insanlar
da dahil olmak Gizere diger organizmalarda da kesfedilmislerdir [Kolodkin et al., 1993].
Plexin ve Semaforin ailesi liyelerinin sinir sisteminde akson yodnelimine kilavuzluk
eden en temel proteinler olduklari zamanla anlasilmistir [Winberg et al., 1998],
[Winberg et al., 2001]. Omurgasizlarda 2, omurgalilarda ise 9 adet Plexin geni mevcut
olup [Gurrapu and Tamagnone, 2016], omurgallardaki plexinler 4 alt sinifa (A1-4, B1-
3, C1 ve D1) ayrilirlar [Tamagnone et al., 1999]. Hicre disi kisimlarinda SEMA, PSI
(Plexins, Semaphorins, and Integrins) ve G-P (Glisin-Prolince zengin) domainlerini,
hiicre ici bolgelerinde ise kligclik GTPaz baglanma bolgelerinin de bulundugu RAS-GAP
domainini icermektedir [Negishi and Oinuma., 2015] (Sekil 2.2). Plexin reseptorlerinin
ylksek afiniteli 6zglin ligandlari olan semaforinler, tipki Plexinler gibi akson-
kilavuzlugundan hiicre adhezyonu ve motilitesine, pek c¢cok doku ve organin
gelisiminde rol oynayan, salgilanabilen veya membran-bagli Giyelerden olusan genis
bir ailedir [Gurrapu and Tamagnone, 2016]. Omurgalilarda 21, omurgasizlarda ise 8

Uyeye sahip semaforin ailesi, 8 alt siniftan olusmakta olup SEMA ve PSI domainleri ile
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karakterizedir. 1. ve 2. sinif semaforinler omurgasizlara, 3. siniftan 7. sinifa kadarki
Uyeler ise omurgallara spesifiktir. Bu siniflara ek olarak V. sinif semaforinler ise viral-

kokenlidir [Negishi and Oinuma., 2015].

Semaphorin classes
Invertebrate Vertebrate i
1 2 3 4 5 6 7 Viral

é Plasma membrane I

PSI
Sema

B2 BN 61 D1
Plexins PDZ-binding motif

Sekil 2.2: Semaforinler ve karsilik gelen reseptoérlerinin yapisi. Domain kisaltmalari:
PSI; plexin, semaforin ve integrin, Sema; Semaforin, Ig; immunglobilin-benzeri, G-P;
glisin-prolince zengin, CUB; kompleman baglama, FV/FVIII; FV/FVIII koagilasyon
faktor-benzeri, MAM; Meprin, A5 ve Mu.

Embriyonik noéral gelisimde aldiklari rollere ek olarak, plexinler eriskin
dokularda da ifade edilmekte ve dokularin homeostazi ve sinir sisteminde olusan
hasarin giderilmesinde gorev almaktadirlar [Shim et al., 2012]. Bu rollerine ek olarak,
anjiyogenezin dizenlenmesinden kardiyovaskiiler gelisime [Gu and Giraudo, 2013],
[Sakurai et al., 2012], imm{in sistem reglilasyonu ve kemik homeostazindan [Kang and
Kumanogoh, 2013], [Takamatsu and Kumanagoh, 2012] norolojik hastaliklar ve
kansere kadar [Tamagnone, 2012], [Worzfeld and Offermanns, 2014] biyolojinin

genis bir alaninda rol almaktadirlar.



2.3.1. Plexin C1’in Kesfedilme Siireci ve Ligandlari

Viral semaforin hedeflerinin aydinlatiimasi icin gerceklestirilen bir ¢alismada
[Comeau et al., 1998], Vaccinia Virlisi kokenli semaforin A39R'in [Kolodkin et al.,
1993] etkilesim partneri, CB23 hiicre hattindan (insan kordon kani kékenli ve EBV ile
transforme edilmis B hiicresi) immiin-¢oktiirme ile izole edilmis ve bu reseptorin
~220 kDa boyutunda bir glikoprotein oldugu anlasiimistir. Biyoinformatik analizler
sonucunda cDNA'sI tespit edilen bu reseptér VESPR (Virus Encoded Semaphorin
Protein Receptor) olarak adlandiriimistir. VESPR cDNA'sI ile transforme edilen CV-
1/EBNA hcreleri, viral A39R'In yani sira, bir diger viral Semaforin olan tip 1 alselafan
herpesvirisi AHVSema [Ensser and Fleckenstein., 1995] ile de baglanabilmektedir.
Daha sonra Plexin C1 olarak adlandirilan VESPR'In (Semaphorin Nomenclature
Committee, 1999), insanlardaki ligandinin GPl-bagli Semaforin 7A (Sema 7A) oldugu

Tamagnone ve ark. tarafindan [Tamagnone et al., 1999] kesfedilmistir.

2.3.2. Plexin C1 Hiicresel Fonksiyonlari ve Sinyal iletisi

Plexin C1 hakkindaki ilk bulgular bu reseptoérin viral bir Semaforin olan A39R ile
etkilesimi nedeniyle ilk olarak bagisiklik sistemi hicrelerinde gerceklestirilen
¢alismalardan elde edilmistir.

Plexin C1 ifade eden monositlerin viral semaforinler A39R veya AHVSema ile
uyarildiklarinda kisa zamanda biylk hiicresel agregatlar olusturduklari, uzun
dénemde ise IL-6 ve IL-8 Uretimini artirdiklari tespit edilmistir [Comeau et al., 1998].
Plexin C1 ifade eden fare dendritik hticreleri ile gerceklestirilen ¢alismalar, A39R-
Plexin C1 etkilesiminin, bu hiicrelerin integrin-temelli adezyon ve kemokin-aracih
migrasyonlarini engelleyip fagositoz kapasitelerini distrdiglini ortaya koymustur.
Hiicresel diizeydeki bu degisimlere fokal adhezyon kinazin (FAK) fosforilasyon (Y-397)
seviyesindeki azalma da eslik etmistir. Buna ek olarak Plexin C1-A39R etkilesimi kofilin
fosforilasyonunda (inaktivasyon) artisa sebep olmakta, buna bagli olarak da F-aktin
depolimerizasyonu ve hiicre adhezyonu azalmaktadir [Walzer et al., 2005a]. Ayni
grubun bir diger calismasinda, A39R-Plexin C1 etkilesiminin dendritik hicrelerin ve

notrofillerin fagositoz kapasitelerini diistirdigi anlasilmistir [Walzer et al., 2005b].



Diger yandan tipki diger Plexin ve Semaforin ailesi Gyeleri gibi Sema 7A ve Plexin
C1 de kimi zaman bir arada kimi zaman ise bagimsiz halde noéral gelisimde rol
almaktadir [Tamagnone et al., 1999], [Pasterkamp et al., 2007]. Plexin C1, go¢
halindeki sican noronlarinin farkh alt gruplarinda ve oOzellikle siganlarin noral
gelisimlerinin erken safhalarinda yiksek seviyede ifade edilse de [Pasterkamp et al.,
2007], sinir hicre aksonlarinin Sema 7A bagimh blylime zonu (outgrowth) Plexin
Cl'den bagimsiz sekilde B1-Integrin Gzerinden gerceklesmektedir [Pasterkamp et al.,
2003].

Sema 7A, Plexin C1’in bir ligandi olsa da Plexin C1’den bagimsiz sekilde B1-
Integrine baglanarak immin yanit dizenlenmesi [Suzuki et al., 2007] ve kanser
invazyon ve mestastazinda gorev alabildigi zamanla tespit edilmistir [Black et al.,
2016]. ilgin¢ olarak, Plexin C1'in ligand spesifik etkilerine ek olarak, Sema 7A-B1
integrin etkilesimi Gzerinden gergeklesen sinyal iletimini kimi zaman inhibe edebildigi
de belirlenmigtir. Sema 7A ile uyarilan melanositlerin B1-integrin (zerinden
gerceklesen yayillma (spreading) ve dendritik 6zellikleri bu hiicrelerde ektopik olarak
ifadesi saglanan Plexin C1 ile engellenebilmektedir [Scott et al., 2008]. Benzer sekilde,
serumsuz ortamda kiltlre edilen GN11 hiicrelerinde (GnRH-1 salgilayan immortalize
fare hicreleri) Sema 7A/B1-integrin etkilesimi sonrasi gozlenen artmis migrasyon
kapasitesi, Plexin C1 tarafindan engellenmektedir [Messina et al, 2011].

Plexin-C1/Sema-7A baglanmasi lizerine sinyal ileti mekanizmalarindaki
degisimler kismen aydinlatilabilmistir. Scott ve arkadaslar tarafindan yapilan
calismada, Sema 7A ile uyarilan melanositlerde integrin tzerinden Erk1/2 fosforile
olurken, Plexin C1 lizerinden fosforile FAK ve fosforile kofilin seviyesi ylkselmekte,
total LIMK2 protein miktari artmaktadir. Ayrica Plexin C1 ifadesi susturulan
melanositlerde Sema 7A'dan bagimsiz sekilde total LIMK2 protein ifadesi
azalmaktadir. Bu bulgulara gore, Plexin Cl'in LIMK2 proteininin ifadesini veya
stabilitesini dizenledigi ve bunun yani sira, melanoma olusumu sirecinde kofilin
inaktivasyonu Uzerinden tumor baskilayici olarak goérev aldigi ileri suridlmektedir
[Scott et al., 2009].

Plexin proteinlerinin sitoplazmik bolgeleri, RAS ailesine 6zgl bir grup GTPaz-
aktive edici protein (GAP) ile benzerlik gostermektedir [Castellani and Rougon, 2002].

Oinuma ve arkadaslari ilk olarak 2004 yilinda Plexin B1 proteininin Sema 4D ile
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etkilesimi sonrasinda R-RAS GAP aktivitesi gosterdigini kesfetmislerdir [Oinuma et al.,
2004]. Plexin proteinlerinin sitoplazmik bolgeleri aile icerisinde korunmus olup,
benzer GAP aktivitesi Plexin C1 i¢in de gosterilmistir. Uesugi ve ark. tarafindan
gerceklestirilen calismada, COS-7 hiicreleri Plexin C1 proteininin sitoplazmik kismi
(PlexC1-cyt) ile transfekte edilmis ve bu hiicrelerde RAS ailesi Giyelerinden R-RAS, M-
RAS ve TC21’in aktivasyon diizeyleri tespit edilmistir. PlexC1-cyt’nun, R-RAS ve M-RAS
icin GAP aktivitesi sergiledigi fakat TC21’in katalitik aktivitesini degistirmedigi
gozlenirken bu hicrelerde RAS aktivitesinin diismesinin yani sira hiicre digi matrix
(ECM) ile yonetilen migrasyon kapasiteleri de azalmistir [Uesugi et al., 2009]. Benzer
sekilde, Plexin C1 ifadesi shRNA ile baskilanmig insan melanositlerinde hiicre igi R-RAS
aktivitesi artarken, Plexin C1 ile transfekte Melanom hiicrelerinin R-RAS aktivitesi
azalmis ve tim bu degisimler liganddan bagimsiz sekilde gerceklesmistir [Chen et al.,

2013].

2.3.3. Plexin C1-Kanser iliskisi

Plexin C1’'in ifade dizeyi, melanom, akciger kanseri ve l6semiler 6zelinde
arastirilmistir. Melanom dokularinda gerceklestirilen immunhistokimya ¢alismalariile
Plexin C1 ifadesinin melanomun metastaz diizeyi ile ters orantili oldugu tespit edilmis,
normal melanositler ve timorsiiz ¢evre dokularda gozlenen orta ya da yulksek
seviyedeki Plexin C1 ifadesine karsin metastatik melanomlarin %66’sinda Plexin C1
ifadesine neredeyse hic rastlanmamistir [Scott et al., 2009]. Bunu destekler bicimde,
Plexin C1’in melanom hiicrelerinin invazyon ve migrasyon kapasitelerini engelleyici
bir faktor oldugu ve PI3-Kinaz/Akt yolagl Uzerinden bu hucrelerin sagkalimlarini
destekledigi fakat ilging sekilde tim bu etkilerin Sema7A’dan bagimsiz gerceklestigi
belirlenmistir [Chen et al., 2013]. Sema7A/Plexin Cl1 sinyal iletisi melanom
hiicrelerinin akcigere metastaz yapma kapasitelerini de dlstrmustiir [Ma et al.,
2015]. Mikrodizin temelli gerceklestirilen bir analizde, Plexin C1 transkript ifadesinin
akut miyeloid l6semi hiicrelerinde normal hematopoetik hicrelere kiyasla diisiik
seviyede oldugu belirlenmistir [Stirewalt et al., 2008]. Buna karsin, akciger alveolar
epitel hiicrelerine oranla kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde (NSCLC)

Plexin C1 protein ifadesinin daha yliksek oldugu tespit edilmistir [Zhang et al., 2017].



Glioma ve melanoma dokularindaki azalmis Plexin C1 ifadesinin uzun kodlama
yapmayan RNA’lardan sirasiyla GAS5 ve CASC2’nin kontroli altinda bulundugu ve her
iki RNA’nin da bu dokulardaki ifadesinin baskilanmis oldugu ortaya konmustur [Zhao

et al., 2015], [Wang et al., 2018].
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3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar

Complete Freund's Adjuvan (Sigma), Incomplete Freund's Adjuvan (Sigma),
Polietilenglikol (PEG; MW: 1500, (Sigma), EDTA (Merck), MBG Etanol (Merck), B-
Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris (Fischer
Scientific), HCL (Fischer Scientific), DMSO (Fischer Scientific), Polybren (Thermo
Scientific), Puromisin (InVivoGen), ECL Femto (Thermo Scientific), Dynabeads Protein
G (Thermo Fisher), Paraformaldehit (PFA) (Fischer), RNase A (Sigma), Metanol
(Fischer).

3.2. Cihazlar

Karbondioksit inkiibatérii (Euroclone), Su Banyosu (Niive), Laminar Kabin, Class
Il Tip (Labconco, Logic), +4°C Buzdolabi (Ariston), -20°C Derin Dondurucu (Ariston), -
80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE
BF85), Sogutmali Santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R), Vortex (DragonlLabs, MX-S),
PCR (Biorad, Mj Mini), Mini Western Blot Sistem ve Transfer Tanki (BioRad), Floresan
atasmanl ters 151k mikroskobu (Nikon TMS), Yatay Mini Jel Sistemi (BioRad), Isik
mikroskobu (Nikon), Floresan atagsmanli isik mikroskobu (Nikon), Ters i1sik mikroskobu
(Nikon), Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Sartorius BL210S), Sarjli pipetleyici
(PipetAid, Biohit Midi Plus), Isiticili blok (Denville Scientific), Isiticih manyetik karistiric
(Denville Scientific), Sivi Azot tanki (Arpege 140), RT-qPCR (Applied Biosystem,
StepOnePlus), PCR Kabini (Lab Companion), Mikrodalga firin (Kumtel), Mikrobiyal
izolasyon Kabin (Niive MNO090), Orbital Calkalayici (Denville Scientific), Santrifij
(Nuve, NF400), Jel/membran gériintileme sistemi (Biorad ChemiDOC XRS), Otoklav
(NGve), Accuri C6 akim sitometresi (Becton Dickinson), AKTA-Purifier Kromatografi
(GE, Massachusetts), NanoDrop (Thermo Scientific), Qubit 3 (Thermo Scientific), LSM
880 Airyscan Konfokal Mikroskop (ZEISS), Xcelligence DP (ACEA), Olympus CKX41
floresan mikroskop (Olympus).
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3.3. Huicre Kiilturi Besiyerleri ve Malzemeler

Hicre besiyeri olarak yiksek-glukoz icerikli DMEM ve RPMI besiyeri (Gibco),
%10 fotal dana serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco), 1X non-
essential amino acids (NEAA) (Gibco), 10X fosfat tamponlu tuz sollisyonu (PBS, Gibco)
ve 10X Tripsin (Gibco) kullanildi. SP2/0 myelom hiicreleri 8-Azaguanine igeren besi
yerinde segilirken, flizyon sonrasi hibrid hicrelerin  segilimi 6nce HAT
(Hypoxanthine/Aminopterin/Thymidine) sonra da HT (Hypoxanthine /Thymidine)
iceren DMEM besi yerinde gerceklestirildi. 8-Azaguanine, HAT ve HT kimyasallari
SIGMA firmasindan temin edildi.

3.4. Hiicre Hatlari ve Besiyerleri

HEP3B, HEPG2, PLC/PRF/5, HUH7, SNU387, SNU423 ve SKHEP1 insan HCC hiicre
hatlari ile SP2/0 myeloma hiicre hatti Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimi’'nden, HEK293T hiicre hatti ise ATCC'den temin edildi. HEP3B,
HEPG2, PLC/PRF/5, HUH7, SKHEP1, SP2/0 ve anti-Plexin C1 monoklonal antikor
Ureten PE4 hibridoma hiicre hatlar yiksek-glukoz igerikli DMEM besiyerinde ve
SNU387 ile SNU423 hiicre hatlari da RPMI besiyerinde biyttuldi. Sivi azotta saklanan
myelom ve hibridoma hiicre hatlari tekrar kiltiire alinacaklari zaman %20 FBS iceren
yiksek glukoz icerikli DMEM besi yerinde ¢oziildi fakat devam eden pasajlar ile FBS
orani %10’a kademeli olarak dustrlldi. SP2/0 hiicreleri, 132 uM 8-Azaguanine igeren
%10 FBS’li yiuksek-glukoz icerikli DMEM besiyerinde 10 giin boyunca secildi fakat
flzyondan bir hafta 6nce secilim slreci durduruldu. Flzyon isleminden sonra

hibridomalar sirasiyla HAT ve HT iceren DMEM besiyerinde secilime tabi tutuldu.

3.5. Cozelti ve Tamponlar

Tez calismasi boyunca kullanilan ¢ozeltilerin icerikleri ve kullanim amacglari

asagidaki tablodadir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Cozelti ve kimyasal listesi.

Cozelti-Kimyasal

igerigi

Kullanim Amaci

10 X PBS

NaCl 80 g, KCI 2 g, Na,HPO4.2H,0 17,8 g,
KH.PO4 2,4 g, 1 It saf su (pH:7.4).

Lizat hazirhg

Dondurma Ortami

%90 FBS, %10 DMSO

Hicre saklama islemi

4x Laemmli buffer

%40 Gliserol, %8 SDS, 800 mM -
merkaptoetanol, 200mM Tris

(pH=6.8), %0,1 Bromofenol mavi.

Western blotlama

10X TBS

500 mM Tris-Cl, pH 7.6, 1.5 M NaCl

Western blotlama

%8'lik SDS-PAGE

Ayirma Jeli

2,5 ml 1,5M Tris (pH:8,8), 100ul SDS (%10),
2 ml Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 ul
TEMED ve 5.5 ml ultra saf su.

SDS-PAGE hazirlig

4'luk SDS-PAGE

istifleme Jeli

2,5 ml 0,5M Tris (pH:6,8), 100ul SDS (%10),
1 ml Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 pl
TEMED ve 6,4 ml ultra saf su

SDS-PAGE hazirlig

Elektroforez

Yurdtme Tamponu

25 mM Tris base, 190 mM glycine ve 0.1%
SDS

Western blotlama

Transfer Tamponu | 25 mM Tris base, 190 mM glycine, %20

metanol Western blotlama
TBS-T 1X TBS, %5 Tween-20 Western blotlama
Triton X-100 50mM Tris-cl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% Lizat hazirhgi
Tamponu TritonX-100

Western blot

%5 Yagsiz siit tozu, 1X TBS-T

Western blotlama

Bloklama

sollisyonu

IF Bloklama %2 BSA, 1X TBS-T immiinfloresan
sollisyonu gorintileme

10X Baglanma

Tamponu

10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM
NaCl, 2.5 mM CaCl2

Akim sitometresi
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3.6. Bakteriler ve Besiyerleri

E. coli DH5a ve DL21 bakterileri LB sivi ve LB-agar kati besiyerlerinde ¢ogaltildi
ve temin edilen plazmidlerin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Koloniler amfisilin antibiyotigi

ile segildi.

3.7. Vektorler ve Primerler

Kismi-rekombinant Plexin C1 proteini pET101/D (Invitrogen, Carlsbad, Amerika
Birlesik Devletleri) vektoriine klonlanarak g¢ogaltildi. Plexin C1 transkriptlerini
hedefleyen shRNA (TRCN0O000060645, Sigma-Aldrich, MO, Amerika Birlesik
Devletleri) ise pLKO.1 kontrol vektoriinde (Addgene #8453) Uretildi (Sekil 3.1.).

aaaaaaaaaa s
(6820) Agel
(6819) BfuAl - BspMI "P'As‘:f”]m
(6752) Ndel Y

Hincll (484)
i v BamHI (514)

(6534) BspDI * - Clal L
(6445) Kfll - PpuMI
PfIFI - Tth111l (575)

(6088) Alel si (589)
(5935) BbVCI - Bpu10l BStENl (667)
(5700) Mfel o ’
(5681) EcoNI

sfil (1813)
Avrll (1860)

\ NgoMIV (2193)
| Nael (2195

(4329) Peil

(4029) PspFl Scal (2960)
(4025) BseYl

Sekil 3.1: pLKO.1 kontrol vektor haritasi.

Viral partikillerin olusturulmasinda kullanilan plazmidler Sigma firmasindan
hazir halde Packaging Mix (Sigma, ABD) olarak temin edildi.
Tez calismasi boyunca kullanilan primerler iontek firmasindan temin edildi

(Tablo 3.1).
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Tablo 3.2: ileri ve geri primer listesi.

ileri primer (5'-3') Geri primer (5'-3")

Plexin C1 TCGTTGGCGTCTCTGTTATG GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT

GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT | CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA

3.8. Antikorlar, Boyalar, ilaglar

Western blotlama amaciyla Plexin C1 (1ug/ml, saflastiriimis PE4 sGpernatani),
Tubulin (Cell Signaling, 1/5000), GAPDH (Cell Signalling, 1/1000), E-cadherin (BD
Transduction Laboratories, 1/1000), Vimentin (Cell Signaling, 1/1000), PARP (Cell
Signaling, 1/1000), Antimouse-HRP ve antirabbit-HRP sekonder antikorlari (Cell
Signaling, 1/5000) kullanildi.

Akim Sitometresi Antikorlari;; AnnexinV-APC (BD), CD133-APC (Miltenyi
Biotech), CD44-FITC (BD), CD90-APC (SonyBiotech), CD13-PerCP (SonyBiotech),
CD24-PE (SonyBiotech) ve EpCAM-APC (BD), anti mouse-Alexa488 sekonder antikor
(Cell Signaling, 1/500).

Propidium lodide (BD), DAPI (Thermo Scientific), RedSafe Nucleic Acid Staining

Solution (Intronbio) boyalari ve Doxorubisin (Sigma-Aldrich, MO, ABD) kullanildi.

3.9. Kitler

NucleoSpin Plazmid miniprep (Macherey-Nagel, ABD), NucleoBond Xtra
Midipred (Macherey-Nagel, ABD), Mouse mAb Isotyping Kit (Thermo Scientific, ABD),
NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti (Macharey-Nagel, ABD), High-Capacity cDNA Reverse
Transkriptaz (Thermo Scientific, ABD), Maxima Cybergreen Master Mix (Thermo
Scientific, ABD), Qubit protein assay kit (Thermo Scientific, ABD).
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4. YONTEMLER

4.1. Hicre Hatlarinin Kiltiira

HEK293T, SP2/0 fare myelom hiicre hatti ve anti-Plexin C1 antikor Ureten PE4
hibridoma hicreleri ile HCC hiicre hatlarindan HUH7, HEPG2, HEP3B, PLC/PRF/5 ve
SK-HEP1 hiicreleri %10 fotal dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve 1x NEAA ile
desteklenen vyiksek-glukoz iceren DMEM besiyerinde blyitildid. HCC hiicre
hatlarindan SNU387, SNU423, SNU182 hiicre hatlari ise %10 f6tal dana serumu ve %1
penisilin-stereptomisin iceren RPMI besiyerinde biydtuldad. Tim hicreler 37°C'de %5
COY’li inktbatorde kiltiire edildi. Adherent hiicreler kiltlr petrilerinde blyutilirken
stspanse hiicreler ise flasklarda ¢ogaltildi. %70-80 oraninda konfluent olan adherent
hicreler 1X PBS ile yikandi, 1X Tripsin ile olduklari yerden kaldirilarak yeni kiltlr

petrilerine ihtiyaca gore oranlanarak ekildi.

4.2. Transformasyon ve Plazmitlerin Cogaltilmasi

pET101/D plazmidi, lentiviral PLXNC1 shRNA ile pLKO.1 plazmidleri, pCMV-VSV-
G (Addgene#8454) ve pCMV-dR8.2 dvrp (Addgene#8455) stok plazmitleri 10ng/ul'ye
sulandirilip her bir plazmitten 3'er ul, 80 ul kompetan (DH5a E. coli) ile ayri ayri
birlestirildi. Bakteriler 30 dk. buzda, 1 dk. 42°C su banyosunda ve tekrar 3 dk. buzda
inkiibasyona birakildi. Ardindan Uzerlerine 800 ul LB eklenip 1 saat 37°C'de ¢alkalandi.
Sonrasinda 10000 g'de 1 dakika santriflj edilip, elde edilen pellet LB besiyerinde
stispanse edilerek secici antibiyotik (Ampicillin) iceren LB agar petrilere ekildi. Gece
boyu 37°C’de inkiibasyon sonrasinda koloni olusturan transforme bakteriler secildi.
Secilen bakteriler sivi besiyerinde ¢ogaltilarak, midi-prep kiti ile yliksek yogunlukta ve

saflikta plasmid DNA’lari izole edildi.
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4.3. Plexin C1 ifadesinin In Silico Analizi

HCC'deki PLXNC1 transkript seviyelerinin analizi Oncomine Veritabaninda yukli
bulunan “Chen Liver” mikro dizin verilerinin “Hepatocellular Carcinoma vs. Normal"
seklinde filtrelenmesi ile gerceklestirildi [Rhodes et al., 2004]. Bu mikro dizinde 104
HCC ve 76 normal karaciger dokusuna ait gen ifade bilgileri bulunmaktadir. Plexin C1
MRNA seviyesinin epitel ve mezenkim karakterli HCC hiicre hatlarinda in silico
belirlenmesi icin ise “EMBL-EBI Expression Atlas" veritabani kullanildi. Bu internet
sitesindeki homo sapiens veri setindeki PLXNC1, CDH1, VIM ve PRKCA gen ifadeleri
"Cell Line" ve "CCLE-Hepatocellular carcinoma" filtreleri kullanilarak secildi. Gen ifade
ciktilari indirilerek R (3.3.3) yardimi ile hiyerarsik kiimelenme (heatmap) haritasi

olusturuldu.

4.4. Monoklonal Antikor Uretimi

4.4.1. Rekombinant Protein Uretimi

Kismi-rekombinant protein elde edilmesi igin klonlama basamaklarinda
pET101/D vektori kullanildi. PLXNCI geninin 66-274 amino asitlerine karsilik gelen
kodlama bolgesi (196-802 nikleotid) pET101/D vektorine klonlandi. Escherichia coli
(BL21) hiicrelerine trasforme edilip Uretilen rekombinant protein denatiire edici
sartlarda Ni-NTA kolon yardimi ile saflagtirildi. Saflastirilan proteinin dogru katlanmasi
amaciyla PBS ortaminda NAP tampon degistirme kolonlari (Amersham, NJ, ABD)
kullanildi. Son olarak saf rekombinant protein Centriprep santrifdj filtreleri yardimi ile

konsantre edilerek -80°C’de saklandi.

17



4.4.2. immiinizasyon Calismalari

Bagisiklama icin kullanilan BALB/c fareler TUBITAK Gen Mihendisligi ve
Biyoteknoloji  Enstitist  tarafindan saglandi ve bakimlari ayni  kurumun
laboratuvarlarinda gerceklestirildi. 6-8 haftalik BALB/c fareler ilk olarak Complete
Freund's Adjuvan ile 1:1 oraninda emiilsifiye edilmis 50 ug rekombinant protein ile
imminize edildi. Her iki haftada bir devam eden imminizasyonlarda kullanilan
rekombinant protein ise Incomplete Freund's Adjuvan igerisinde hazirlandi. 3. ve 4.
immunizasyonlarin ardindan hem immiinize hem de kontrol farelerin serumlarinin
Plexin C1’e karsi reaktiviteleri ELISA ile test edildi. Bu amacla ELISA plakalari kuyu
basina 100 ng rekombinant Plexin C1l proteini ile karbonat tamponu (pH:9,6)
icerisinde kaplanarak +4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Fare serumlari seri
dilisyanlara tabi tutularak antijen kaph plakalara eklendi ve oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi. ikincil antikor olarak alkalin fosfataz ile konjuge edilmis anti-IgG
antikorlar kullanildi (1:1000). Son olarak para-nitrofenil-fosfat substrat ile elde edilen
kolorimetrik reaksiyon 405 nm dalga boyunda Varioscan Flash plaka okuyucuda
Olclildlii. En yiksek imminreaktiviteye sahip fare flizyondan (g gilin once son kez

bagisiklandi.

4.4.3. Fuzyon Siireci ve Hibridoma Klonlarinin Gelistirilmesi

Flizyon islemine uygun HGPRT mutant Myelom hiicrelerinin elde edilebilmesi
icin SP2/0 fare myelom hicreleri 2 hafta boyunca 132 uM 8-Azaguanine iceren
besiyerinde (%10 Serum igceren DMEM) segilime tabi tutuldu. Myelom hiicrelerinin
fizyon islemi sirasinda logaritmik blyime fazinda olmalarina 6zen gosterildi.
Flzyondan 1 giin 6nce 10 adet 96 kuyucuklu plaka besleyici (feeder) dalak hicreleri
ile kaplandi.

En yiksek bagisiklanma seviyesindeki farenin dalagi petri izerinde 40 um cell
strainer icerisinde siringa pistonu yardimiyla ezilerek dalak hicrelerinin dokudan
ayrismasi saglandi. Dalak hicreleri ve biyiime fazindaki myelom hiicreleri serumsuz
besiyeri ile yikandiktan sonra 6:1 oraninda birlestirilip tekrar serumsuz DMEM

icerisinde c¢oktlrilip pelet haline getirildi. Myelom-dalak hiicre peleti 1 ml
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Polietilenglikol (PEG; MW: 1500) ile 1 dk boyunca pipet ucuyla karistirilarak yavasca
¢ozuldu. Ardindan serumsuz besiyeri kademeli olarak eklenerek hiicre hacmi 45 ml’e
cikarildi ve 15 dk. boyunca 37°C'de inkibe edilip santrifiijlendi. Elde edilen myelom-
dalak flzyon hticreleri 2X HAT (Hypoxanthine/Aminopterin/Thymidine) iceren segici
besiyerinde dikkatlice ¢oziilerek bir giin 6ncesinde feeder ve makrofaj besleyici
hicreleri ile kaplanmis 96 kuyucuklu plakalara dagitildi.

7. glinde ve takip eden 3 glinde bir 1x HAT DMEM (%20 serum) ile besi yerleri
yenilenen kuyulardaki koloni olusumlari takip edildi ve yeterli buyulklige sahip
olanlarin st sivilari Plexin C1’e karsi reaktiviteleri agisindan rekombinant Plexin C1
proteini ile kaplanmis plakalarda ELISA ile test edildi. Klonlar arasindan en yiiksek
absorbans degerine sahip olan klon monoklonaliteyi saglamak amaciyla alt klonlama
islemine tabi tutuldu.

Alt-klonlama islemine tabi tutulacak hticreler sayilarak bir glin 6ncesinde dalak
ve makrofaj hicreleri yukarida anlatildig! gibi kaplanan plakalara her bir kuyuda 1
hiicre olacak sekilde DMEM (%20 Serum) besiyerinde dagitildi. Klonlar yukarida
anlatildig gibi takip edildi ve ELISA testinde en yiiksek reaktiviteyi gosteren klon
hiicreleri ikinci alt klonlama islemine tabi tutuldu.

Gergeklestirilen sonuncu alt klonlama islemi sonrasinda test edilen tim
kolonileri ELISA testinde pozitif reaksiyon veren klonlar, monoklonal olarak
degerlendirildi. En yliksek aktiviteyi gosteren kuyu genis 6l¢ekli antikor Gretimi igin
asamali cogaltmaya alindi. Bu hticreler dnce 24 kuyulu plaklara ve en sonunda hiicre
kiltlrd siselerine aktarilarak blyttald.

Monoklonal olarak degerlendirilen PE4 anti-Plexin C1 antikorlarin izotipi
“Mouse mAb Isotyping Kit” (Pierce Rapid ELISA, Thermo Scientific) kullanilarak

belirlendi.

4.4.4. Monoklonal Antikorlarin Saflastiriimasi

Monoklonal antikorlarin saflastirilma islemleri igin hibridoma hicreleri %90
yogunluga ulasinca serumsuz DMEM besiyerinde 5 giin inkiibe edildi ve hibridoma
Ust-sivilari toplandi. Bu amacgla, 50 ml hibridoma Ust-sivisi AKTA-Purifier Kromatografi
(GE, Massachusetts, ABD) cihazinda optimize edilen protokol kullanilarak Protein G
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Afinite Kolonuna (HiTrap Protein G, GE, Massachusetts, ABD) yiklendi. Fosfat
tamponu ile yikama isleminden sonra eliisyon 0.1M Glisin-HCI tamponu (pH: 2,7) ile
gerceklestirildi ve eltatlar 80 tiipte 0.5 ml’lik kesimlerde toplandi. 260 nm'de en
yliksek absorbans degerine sahip tlpler, Plexin C1 rekombinant proteinine karsi
Ozgullikleri ELISA yontemiyle test edildi. Saflagtirilan monoklonal antikorlar -20°C'de

saklandi.

4.5. Plexin C1 Hiicre Klonlarinin Olusturulmasi

4.5.1. Viral Partikil Uretilmesi

HEK293T hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara, kuyu basi 2x10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Ertesi giin Plexin C1 shRNA plasmidi ile birlikte paketleme icin gerekli olan
pCMV-dR8.2 dvrp ve pCMV-VSV-G plazmidleri 1,5ug:1,5ug:1ug oraninda 250 ul
Optimem igerisinde karistirildi (1. karisim). Transfeksiyon aracisi olarak kullanilan PEI
(Polyethylenimine) ise 1:3 (DNA pg:PEl ul) oraninda 250 ul Optimem icerisinde
hazirlandi (2. karisim). 1. ve 2. karisim birlestirilip 20 dakika oda sicakhginda
bekletildikten sonra hicrelerin Uzerine yavasca eklendi. Transfeksiyondan 8 saat
sonra besiyeri degistirildi. Taze besiyeri eklendikten 36 saat sonra ise kiiltlrlerin Gst-

sivilari toplanip 0.45 um filtreden gegirilerek -80°C’de saklandi.

4.5.2. Plexin C1 ifadesi Baskilanmis ve Kontrol Klonlarinin
Gelistirilmesi

PLC/PRF/5 ve HEP3B hiicre hatlari kuyu basi 1.5x10° olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekilip inkiibe edildi. Ertesi glin Plexin C1'i hedef alan shRNA veya pLKO.1
kontrol virtisi 8 ug/ml Polybrene varliginda hiicrelere verildi. Antibiyotik (puromisin)
ile 3 pasaj boyuca secilime tabi tutulan hiicrelerde azalan Plexin C1 ifadesi RT-gPCR

ile gosterildi.
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4.6. Hiicre Klonlarinda Gen ifadesi Analizleri

4.6.1. RNA izolasyonu

Hicrelerden RNA izolasyonu, NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti (Macharey-Nagel,
Almanya) kullanilarak dretici firmanin verdigi kullanma talimatina gore
gerceklestirildi.

izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve OD 260/280 orani NanoDrop (Thermo
Scientific, ABD) cihazi ile &lgiildii. izole edilen RNA’lar -80°C derin dondurucuda

saklandi.

4.6.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi Protoscript M-MulV Taq RT-PCR kiti (New England Biolabs,
Massachusetts, ABD) ile (iretici firmanin talimatlarina uygun olarak yapildi. 2 pg total
RNA’nin kullanildigi sentez reaksiyonu oncelikle asagidaki tabloda bulunan 2X RT

master karisimi hazirlandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: 2X RT master karigimi.

10X RT tamponu 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primer 2 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 2 ul
dH,0 4.2 p.|
Toplam hacim 10 ul

10 ul 2X RT karisimi iceren her bir PCR tliptine 10 ul total RNA 6rneginden
eklendi (2 ug total RNA). Son hacmi 20 pl’ye ulasan PCR karisimi ile Tablo 4.1’de
gosterilen dongl sartlarinda cDNA sentezi yapildi (Tablo 4.1). Sentezlenen cDNA’lar

eksi 20°C derin dondurucuda saklandi.
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Tablo 4.2: PCR dongu sartlari.

Basamak | Basamak | Basamak | Basamak
1 2 3 4
Sicakhk
(°C) 25 37 85 4
Sure (dk) 10 120 5| oo

4.6.3. RT-qPCR ile Gen ifadesi Analizi

HCC hicre hatlarindaki Plexin C1 transkript seviyelerinin belirlenebilmesi
amaciyla Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
kitin 6nerdigi dongu sartlarinda RT-gqPCR reaksiyonu gergeklestirildi. Ayrintili olarak
Tablo 4.3’de gosterilen ve 20 pl’de hazirlanan PCR karisimi Tablo 4.4’de goésterilen

dongi sartlarinda reaksiyona sokuldu.

Tablo 4.3: RT-qPCR reaksiyon tablosu.

2X master mix 10 ul
ileri primer (25 mM) 0,25 ul
Geri primer (25 mM ) 0,25 ul
cDNA (25 ng) 2 ul
NF dH,0 7.5ul
Toplam hacim 20 ul

Tablo 4.4: RT-qPCR dongl sartlari.

Dongul Sayisi Sicakhk (°C) | Sure
1 dongi 95 10 dk
95 15 sn
45 dongi 60 30 sn
72 30sn
0.1 sicakhk
Erime egrisi 55-95 degisiminde
Olglim

HCC hiicre hatlarindaki PLXNC1 mRNA dlizeyi, her bir hiicre hattindaki PLXNC1
ifadesinin ayni hiicrenin GAPDH transkript seviyesine 22 formilii ile normalizasyonu
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yoluyla goreceli olarak olctldi [ACt = Ct (PLXNC1) - Ct (GAPDH)]. shRNA ile transfekte
edilen hiicrelerdeki PLXNC1 duzeyindeki azalma ise 222 formili ile tespit edildi

[AACt = ACtshpixnct — ACtpiko].

4.7. Monoklonal Antikorlarin Validasyonu

Anti-Plexin C1 monoklonal antikorlarin Plexin C1 proteinine karsi 6zgillGgu

Western blotlama, immiin-¢éktiirme ve immiinfloresan yontemleri ile test edildi.

4.7.1. Western Blotlama

%70-80 hiicre yogunluguna ulasan kiltlir petrileri 2 kez soguk PBS ile
yikandiktan sonra proteaz inhibitorl ile desteklenmis Triton-X-100 lysis buffer [50
mM Tris—HCI pH: 8.0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 ve 1X complete protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)] ile buz {izerinde 15 dk.
inklbe edildi. Kaziyici ile plakalarden kazinan lizatlar ependorf tiiplerine alindi, aralikh
olarak vortekslenmek suretiyle buz lzerinde 15 dk. daha inkiibe edildi. Son olarak
14000 rpm’de +4°C’de 15 dk santrifijlenerek stiipernatant kismi protein lizati olarak -
80°C’de saklandi.

Protein konsantrasyonlari Qubit protein assay kit (Thermo Scientific, ABD) ile
belirlenen 6rneklerden 50’ser ug protein laemmli tamponu varli§inda SDS-PAGE’de
ylritalda. Agirhklarina goére ayrilan proteinler daha sonra yari-kuru TransBlot
(Biorad) cihazi ile PVDF membranlara transfer edildi. %0,05 Tween-20 iceren TBS
(TBS-T)'de hazirlanmis %5 st tozu ile bloklanan membranlar gece boyunca birincil
antikorlar ile +4°C’de inklibe edildi. Ertesi glin TBS-T ile yikanan membranlar anti-lgG
HRP-bagh ikincil antikorlar (Cell Signaling Technology, ABD, 1:5000) ile inkiibe edildi
ve devaminda tekrar TBS-T ile yikandi. Membran (zerindeki protein bantlari
Supersignal west femto ECL (Thermo Scientific, ABD) kemiliiminesan substrat

varliginda ChemiDoc XRS system (Bio-Rad) cihazinda goruntilendi.
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4.7.2. immiin-Céktiirme

PLC/PRF/5 hicrelerinden total protein lizati bir 6nceki Western blotlama
bashginda anlatildigi gibi elde edildi. Hiicre lizati gece boyunca 5 pg anti Plexin C1
monoklonal antikoru ile +4°C'de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 2 kere TX-100
tamponu ile yikanan 15 pl manyetik boncuk (Dynabeads Protein G, Thermo Fisher,
ABD) lizat-antikor kompleksi ile 2 saat +4°C'de inkibe edildi. Devaminda TX-100
tamponu ile lc¢ kere yikanan boncuklar, 30 ul 4x Laemmli Tamponu ile 70°C'de 10
dakika inkibe edildi ve antikorlar ile bagl proteinlerin boncuklardan ayrilmasi
saglandi. Devaminda SDS-PAGE jele yiiklenen 6rnekler, PVDF membrana aktarildi ve
indirilen proteinler anti-Plexin C1 antikoru ile problanarak Western blotlama

gerceklestirildi.

4.7.3. immunfloresan Gériintiileme

24-kuyucuklu plakalara steril edilmis lameller yerlestirildikten sonra kuyu basi
5x10* hiicre ekildi. Gece boyunca kiiltire edilen hicreler ertesi giin 2 kere TBS ile
yikandiktan sonra %100 soguk metanol ile buz (izerinde 1 saat fikse edildi. Ardindan
3 kere TBS ile yikanan hiicreler %2 BSA-TBS ile 60 dakika oda sicakliginda bloklandi.
Bloklama isleminin ardindan, hiicreler % 0,05 Tween 20 iceren bloklama sollisyonu
(BSA-T) icinde hazrilanmis PE4 antikoru (1:50) ile 1 saat inklibe edildi. Ardindan 3 kere
TBS ile yikanan hicreler, BSA-T'de 1:500 oraninda hazirlanan Alexa Flour 488 bagli
Anti-IgG ikincil antikorlar (Cell Signalling, ABD) ile 1 saat inkiibe edildi. ikincil antikor
inklibasyonunu takiben 3 kere TBS ile yikanan ornekler Prolong Gold antifade
medium (Invitrogen, ABD) sabitleme ajani yardimiyla lam U{zerine ters cevrilerek
kapatildi. Hazirlanan slaytlar Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop ile

gorintilenip fotograflandi.
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4.8. Plexin C1 Protein ifadesinin HCC Doku Mikrodizinlerinde
Analizi

Plexin C1 protein seviyesi US Biomax (Rockville, MD, ABD) firmasindan temin
edilen 90 HCC ve eslenik timorsiz dokulardan olusan HCC doku mikrodizini
kullanilarak in vivo seviyede tespit edildi. Immiinhistokimya analizleri Anadolu Saglk
Merkezi (ASM) (Sifa—ISTANBUL) Patoloji biriminde BenchMark—XT Autostainer
(Ventana  Medical Technologies, Roche, Almanya) cihazi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kisaca, doku mikrodizinleri 6nce 70°C’'de sonra da ksilende inkiibe
edilerek deparafinize edildi. Sirali sekilde artan seviyedeki alkolden gecirilerek
nemlendirilen slaytlar 10 mM sitrat tamponunda (pH:6.0) mikrodalga firinda 20
dakika inkibe edilerek antijenlerin agiga ¢ikmasi (retrieval) saglandi. Son olarak
endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi slaytlarin %3 H,0; icerisinde yarim saat
bekletilmesiile gerceklestirildi [Oztas et al., 2010]. Boyanma icin hazir hale gelen doku
mikrodizinleri ilk 6nce PE4 antikoru (1:100) ile 30 dk oda sicakliginda inklibasyona
birakildi. ikincil antikor, substrat (DAB) eklenmesi ve hematoksilen ile boyama
islemleri ise sistemde optimize edilmis standart protokol c¢ergevesinde
gerceklestirildi.

Leica DM IL LED mikroskop (Leica Microsystems, NJ, ABD) altinda incelenen
boyal dizinler mikroskoba bagh Leica MC170 HD kamera (Leica Microsystems) ile
fotograflandi.

Immiinhistokimya ile boyanan doku mikrodizinlerinin degerlendirilmesi ise,
dokulardaki Plexin C1 boyanma siddetine bagh histo-skorlarin hesaplanmasi ile
gerceklestirildi.

Histo skor (H-skor); her bir vakadaki boyanma siddeti (0= yok, 1=zayif, 2=orta,
3=glicl) ile pozitif boyanan hiicre oraninin (0=<%10, 1= %10-25, 2=%25-50, 3= %50-
75, 4=>%75) carpimi yoluyla elde edildi.

Klinikopatolojik verilerin Plexin C1 ifadesi ile iliskisinin incelendigi Ki-kare

analizleri icin ise H-skorlar su sekilde yorumlandi; O=negatif, 1-6=zayif, 7-12=glicli.
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4.9. Hicre Klonlarinda Fonksiyonel Analizler

Plexin C1l’in EMT slirecindeki anlasilabilmesi icin Plexin C1 transkriptlerinin
shRNA ile baskilandigi veya kontrol HCC hiicre klonlarinda fonksiyonel testler

gerceklestirildi.

4.9.1. EMT Belirteglerinin Molekiiler Diizeyde Analizi

Plexin C1 ifadesinin baskilandigi HCC hiicre klonlarinda EMT sirecinin
belirteglerinden E-kadherin ve Vimentin protein diizeyi Western blotlama ile test

edildi.

4.9.2. Hiicre Proliferasyonu Analizi

PLC/PRF/5 ve HEP3B shPLXNC1 ve pLKO.1 klonlari, 96 kuyucuklu mikroplaklara
(E-Plate) 100 pl besiyeri icerisinde 5x103 hiicre olacak sekilde ekildi. Hicre
proliferasyonu plate ylzeyindeki elektronik sensorler tarafindan algilanarak gergek-
zamanl olarak cihaz tarafindan her 30 dakikada bir 48-72 saat boyunca kaydedildi.
Her bir kuyuda bulunan hicre sensoriinin direnci, hiicre indeksi olarak
adlandiriimaktadir. Hiicre indeksi, hicrenin bulundugu kuyunun elektrotunun
direncinden (Rn), yalnizca besiyeri bulunan kontrol kuyusu elektrotunun direncinin

(Rb) cikarihp 15’e bolinmesi ile hesaplandi (Hiicre indeksi= (Rn-Rb)/15).

4.9.3. Apoptoz ve Anoikise Direncin Belirlenmesi

Doxorubicin’nin (Sigma, ABD) Plexin C1 baskilanan hiicrelerdeki pro-apoptotik
etkilerini incelemek amaciyla PLC-pLKO, PLC-shPLXNC1, Hep3B-pLKO ve Hep3B-
shPLXNC1 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basi 1.5x10° hiicre olacak sekilde
ekildi. 24 saat sonra hiicreler 0, 0.5, ve 2 ug/mL Doxorubicin ile 24 saat inkilibe edildi.

Triton temelli lizatlar hazirlanan hiicrelerde Western blot ile kesilmis PARP proteini
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ifadesine bakildi. Ylzde sag kalim, image) yazilimi ile kesilmis PARP band
yogunlugunun GAPDH’a oranlanmasi ile belirlendi.

Anoikis direnci ise PLKO ve shPLXNC1 hiicre klonlarinin “ultra-low attachment”
kultur plakasina ekimiyle incelendi. Huicre klonlari kuyu basi 3x10° olacak sekilde
ekildi ve 48 saat sonra hiicreler kuyulardan toplanarak santrifiijlendi. Hiicre pelleti 4
nM EDTA ile 37°C’'de 5 dk inkiibe edilerek hiicre topaklarinin ayrilmasi saglandi. Daha
sonra, hiicreler PBS ile yikandi ve 1x baglanma tamponu ile 100 pl’de 1x10° hiicre
olacak sekilde ¢Oziild{. 5 pul Annexin V antikoru ve 5 pl 7-AAD boyasi eklenerek 20 dk
oda sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 300 pl 1x baglanma tamponu

eklenerek Accuri C6 cihazinda analiz edildi

4.9.4. K6k Hiicre Fenotipi ile iliskili Proteinlerin ifade Analizi

Plexin C1 ifadesi baskilanmis ve kontrol PLC/PRF/5 ve HEP3B klonlarinda kanser
kok hticre popilasyonlarindaki degisimler HCC kanser kok hiicre belirtecleri CD133,
EpCAM, CD90, CD44 ve CD24’e yonelik isaretli antikorlar (CD133-APC, CD44-FITC,
CD90-APC, CD13-PerCP, CD24-PE ve EpCAM-APC) (Miltenyi Biotec, ABD) kullanilarak
BD Accuri C6 cihazinda analiz edildi.

PLC-pLKO ve PLC-shPLXNC1 hicreleri tripsin ile 100 mm plate’den kaldirildiktan
sonra 2 kez PBS ile yikandi. Santrifiij islemlerinden sonra hiicre pelletleri 100 pl'de
4x10° hiicre olacak sekilde PBS ile sulandirildi. Hiicreler boyanmak Gizere 5 pl CD133,
CD24, CD44, EpCAM ve CD90 antikoru ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonunda hiicreler iki kez PBS ile yikandi ve hiicre pelleti 200 pl PBS ile

¢Oziilerek Accuri C6 akim sitometresi cihazinda analiz edildi.

4.10. istatistiksel Analizler

Tim calismalarda goriinti analizleri Image) programi ile yapildi. istatistiksel
analizler iki yollu Annova veya Student’s t-test ile GraphPad Prism 6 kullanilarak
gerceklestirildi. Klinikopatalojik verilerin istatistiksel analizi icin ki-kare testi

uygulandi.
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5. BULGULAR

5.1. HCC’de Plexin C1 Transkript Seviyesinin Analizi

Plexin C1 gen ifadesini HCC'de arastirma amaciyla Oncomine veritabaninda
mevcut olan “Chen Liver” mikrodizin veri seti (10.802 adet genin 76 normal ve 104
HCC doku 6rnegindeki gen ifadesini barindirmaktadir) incelenmistir. Bu veri setinde
HCC dokulari eslenik timorsiiz bolge ile kiyaslandiginda PLXNC1 mRNA ifadesinin
istatistiksel olarak daha yliksek oldugu tespit edildi (p=3.62e-20) (Sekil 5.1a). HCC
dokularive tiimorsiiz eslenik dokular arasinda PLXNC1 ifadesindeki bu fark bizleri HCC
hiicre hatlarinin farklilasma statisu ile Plexin C1 transkript seviyeleri arasinda bir
baglanti olup olmadigini arastirmaya yonlendirdi. Bu amagla, “EMBL-EBI Expression
Atlas” veri tabaninda HCC hiicre hatlarindaki PLXNC1 ifadeleri incelendi. HCC hiicre
hatlarinin farklilasma seviyelerinin tespiti icin epitel belirtec CDH1 ve mezenkim
belirtegler PRKCA ve VIM transkript seviyelerinden vyararlanildi. ilging olarak,
PLXNC1’in bir epitel belirtec olan CDH1 gibi epitel karakteristikteki HCC hiicre hatlarini
kiimeleyebildigi tespit edildi. Diger yandan mezenkim karakterli HCC hiicrelerinde ise
neredeyse hi¢c PLXNC1 ifadesi olmadigi tespit edildi (Sekil 5.1b). HCC'de in silico
dizeyde vyapilan arastirmalarin dogrulanabilmesi adina HCC hiicre hatlarindaki
PLXNC1 ifadesi RT-qPCR yontemi ile saptandi. Plexin C1 transkipt seviyesinin epitel
karakterli HCC hicre hatlari HEP3B, HEPG2, PLC/PRF/5 ve HUH7'de yiiksek oldugu,
fakat mezenkim karakterli HCC htiicre hatlari SNU387, SNU423, SNU398 ve SK-

HEP1’da nispeten daha disik seviyede oldugu tespit edildi (Sekil 5.1c).
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Sekil 5.1: PLXNC1 transkript seviyesinin HCC dokulari ve hiicre hatlarinda
incelenmesi. A) 10,802 adet genin 104 HCC ve 76 normal karaciger dokusunda
kiyaslandigl “Chen liver” mikrodizin veri setinde Plexin C1 ifadesinin analizi. Normal
dokular ile kiyaslandiginda PLXNC1 ifadesi HCC dokularinda 2,77 kat artmaktadir. B)
“EMBL-EBI Expression Atlas” veri tabaninda HCC hiicre hatlarinin PLXNC1, CDH1,
PRKCA ve VIM transkript seviyeleri baz alinarak farklilagsma diizeylerine gore
kiimelenmesi. PLC/PRF/5, HEP3B, HUH7 ve HUH®6 hiicre hatlari epitel karakterli
kiimeyi olusturuken, SNU398, SNU1079, SNU878, SNU886, SNU387, JHH2, HLF,
SNU423, SK-HEP1 ve SNU449 hiicre hatlari mezenkim fenotiplidir. C) Epitel
karakterli HEP3B, HEPG2, PLC/PRF/5 ve HUH7 hiicre hatlari ile mezenkim fenotipli
SNU387, SNU423, SNU398 ve SK-HEP1 hiicre hatlarinda PLXNC1 transkript
seviyesinin RT-qPCR ile analizi. Her bir hiicredeki goreceli PLXNC1 ifadesi ayni
hiicrenin GAPDH transkript seviyesine oranlanarak hesaplandi.
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5.2. ShPIxnC1 ve Plko.1 Klonlarinin Gelistirilmesi

Plexin Cl’in HCC gelisiminde molekiler ve fonksiyonel etkilerinin tespit
edilebilmesi amaciyla PLXNC1’i hedefleyen lentiviral shRNA partikilleri ve yiksek
endojen PLXNC1 ifadesine sahip PLC/PRF/5 ve HEP3B hicre hatlari kullanilarak
PLXNC1 baskilanmis (shPLXNC1) ve kontrol (pLKO) HCC hiicre klonlar gelistirildi.
Dogruluklari RT-gPCR ile tespit edilen klonlar ayrica anti-Plexin C1 monoklonal

antikorlarin validasyonu amaciyla ilerleyen g¢alismalarda kullanildi (Sekil 5.2).

12 T

Kat Degigimi (2-28¢t)

i B

pLKO shPLXNC1 pLKO shPLXNC1
PLC/PRF/5 HEP3B

Sekil 5.2: HCC hiicre klonlarin PLXNC1 baskilanma seviyeleri. PLXNC1'i hedefleyen
shRNA’lar veya kontrol plazmit ile transfekte edilen PLC/PRF/5 ve HEP3B hiicre
hatlarinda hedef genin mRNA seviyesindeki azalma RT-qPCR analizi ve 2-22¢
formiline gore tespit edildi.

5.3. PLEXIN C1 Proteinine Ozgiil Monoklonal Antikor
Gelistirilmesi

5.3.1. Rekombinant Protein Uretimi, Farelerin Bagisiklanmasi ve
Hibridoma Hiicrelerinin Olusturulmasi

HCC hiicre hatlari ve dokularindaki Plexin C1 protein seviyelerinin analiz
edilmesi amaciyla Plexin Cl’in hicre disi bolgesini hedefleyen monoklonal
antikorlarin gelistirilmesi adimlari takip edildi. Bu amacla ilk olarak Plexin C1

proteininin hiicre disi bolgesine karisilik gelen (aa66-274) kodlama bdélgesi pET101/D
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vektoérine klonlanarak BL21 Escherichia coli susunda (Uretildi. Elde edilen
rekombinant protein BALB/C farelerin bagisiklanmasi amaciyla kullanildi. 6-8 haftalik
BALB/C fareler 2 hafta araliklarla Freund’s adjuvani icerisinde hazirlanmis
rekombinant protein ile imminize edildi. Birinci immiinizasyon complete Freund’s
adjuvani ile devam eden immdiinizasyonlar ise incomplete Freund’s adjuvani ile
gerceklestirildi. En yiksek bagisiklik seviyesindeki farenin dalak hticreleri SP2/0 fare
myelom hiicreleri ile birlestirilerek antikor treten hiicrelerin 6limsulestirilmesi
saglandi. Alt klonlama islemleri ile monoklonalitesi saglanan hibridoma hiicreleri
asamali ¢ogaltma ile dondurulup saklandi. ELISA testlerinde her kuyusu pozitif
reaksiyon gosteren ve izotipi IgG2a olarak belirlenen monoklonal hibridoma klonu
PE4’den elde edilen hiicre Ust-sivisinda bulunan antikorlar Protein G afinite klon

yardimi ile saflastirilip molekiiler analizlerde kullanilmak amaciyla -20°C’de saklandi.

5.3.2. Anti-Plexin C1 PE4 Antikorunun Validasyonu

PE4 antikorunun Plexin C1 proteinine karsi olan 6zgulligli western blotlama,
immunfloresan ve immin-¢oktirme yontemleri ile test edildi. PE4 antikorunun
western blotlama yéntemi ile Plexin C1 proteinini beklenen boyutunda kontrol PLC-
pLKO hiicrelerinden elde edilen lizatta tanidigi, buna karsin Plexin C1 ifadesinin
baskilandigl PLC-shPLXNC1 hiicre lizatinda Plexin C1 protein sinyalinin kayboldugu
gozlendi (Sekil 5.3a). Benzer sekilde PE4 antikorunun Plexin C1 proteinini kontrol of
PLC-pLKO hiicrelerinin membranlarinda tanidigi fakat PLC-shPLXNC1 hiicrelerinde
herhangibir membran proteinini tanimadigi tespit edildi (Sekil 5.3b). Diger taraftan
PLC/PRF/5 hiicre hattindan elde edilen lizat igerigindegi Plexin C1 proteininin PE4
antikoru ile basarili bir sekilde c¢oktirilebildigi tespit edildi. Bu sonuglar PE4
antikorunun Plexin C1 proteininin hem native (dogal) hem de lineer (reduced)

formlarini taniyabildigini ortaya koymaktadir (Sekil 5.3c).
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Plexin C1) - 220
Tubulin ) - - 55

B) IP:

i Input
i Plexin C1 P! KDa

Plexin C1 m - 220 PLC-pLKO
Al =

PLC-shPLXNC1

Sekil 5.3: Anti-Plexin C1 monoklonal antikoru PE4’(in validasyonu. A) shPLXNC1 veya
pLKO.1 kontol lentiviral partikulleri ile transfekte edilmis PLC/PRF/5 hiicrelerinden
elde edilen total proteinler SDS-PAGE’de yiritlliip PE4 ile blotlandi. Es yikleme
kontroli igin anti-tibulin monoklonal antikoru kullanildi. B) PE4 antikoru ile
gergeklestirilen immun-¢oktirme. Plexin C1 proteini PLC/PRF/5 hiicre lizatindan PE4
antikoru ile ¢oktiuraldi, SDS-PAGE’de yurdtildi, PE4 antikoru ile western
blotlamaya tabi tutuldu. input olarak ayni lizatin %5’i jele yiiklendi. C) PLC-pLKO ve
PLC-shPLXNC1 hiicrelerinin PE4 monoklonal antikoru ile immiinboyanmalari sonucu
elde edilen immiinfloresan gorintilerine ornekler.
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5.4. HCC’de Plexin C1 Protein Seviyesinin in vitro ve in vivo
Tespit Edilmesi

Gergeklegtirilen in silico ve in vitro transkript analizleri sonucunda epitel
karakterli HCC hiicre hatlarinda yiksek ifadesi tespit edilen Plexin C1’in protein
seviyesindeki karsiligini inceleme amaciyla HCC hiicre hatlarindan elde edilen
lizatlarda ve HCC dokularini iceren mikrodizinlerde Plexin C1 protein seviyesi PE4

monoklonal antikoru kullanilarak tespit edildi.

5.4.1. HCC Hiicre Hatlarinda Plexin C1 Protein Seviyesinin Analizi

HCC hiicrelerinde gerceklestirilen in silico analizin dogrulanabilmesi amaciyla
PE4 antikoru kullanilarak gesitli HCC hiicre hatlarinda Western blotlama yontemi
gerceklestirildi. Hem RT-gPCR hem de biyoinformatik verileri dogrular sekilde epitel
fenotip sergileyen PLC/PRF/5, HEP3B, HEPG2 ve HUH7 hiicre hatlarinda yliksek Plexin
C1 ifadesi saptanirken, mezenkim karakterli SNU387, SNU423, SNU398 ve SK-HEP1
hicre hatlarinda Plexin C1 ifadesinin distk oldugu tespit edildi (Sekil 5.4).

HEP3B HEPG2 PLC7PRF/5 HUH7  SNU387 SNU423 SNU398 SK-HEP1 kDa

Plexin C1 s S - 220

Tubulin  WHEEER  SHEEEE G s SRR ST S S 55

Epitel Mezenkim

Sekil 5.4: HCC hiicre hatlarinda Plexin C1 protein ifadesi. Plexin C1 ifadesi epitel
karakterli HEP3B, HEPG2, PLC/PRF/5 ve HUH7 ile mezenkim 6zellik gosteren
SNU387, SNU423, SNU398 ve SK-HEP1 hiicre hatlarinda analiz edildi. Plexin C1
proteini gelistirdigimiz PE4 monoklonal antikoru ile tespit edilirken es yikleme
kontroli olarak anti-tubulin antikoru kullanildi.

33



5.4.2. HCC Doku Dizinlerinde Plexin C1 Protein Seviyesinin in vivo
Tespit Edilmesi

Plexin C1’in HCC dokusundaki protein ifadesini in vivo saptama amaciyla, 90
HCC ve eslenik normal dokudan olusan doku mikro dizinininde (HLiv-HCC180Sur-03,
USBiomax, ABD) PE4 antikoru kullanilarak immiinhistokimya ¢alismasi
gerceklestirildi. Bu ¢alismanin sonucunda, PE4 monoklonal antikorunun hem
hepatositlerin hem de HCC'li timor hicrelerinin membranlarini spesifik olarak
taniyabildigi gozlendi (Sekil 5.5a-d). Tumorli dokularda gozlenen Plexin C1 protein
seviyesinin eslenik timorsiz bolgelere gore anlamlh sekilde yiksek oldugu tespit
edildi (p=0.0118) (Sekil 5.5e).

Immiinhistokimya analizi ile elde Plexin C1 skorlari, hasta &rneklerinin
klinikopatolojik parametreleri ile kiyaslandiginda, Plexin C1 seviyesinin, yas, cinsiyet,
hastalik asamasi (stage) ve sagkalim ile iliskili olmamasina ragmen, HCC dokularinin
histolojik diferensiyasyonu (grade) ile korelasyon gésterdigi saptandi (Tablo 5.1). lyi
farkhlagsmis HCC dokularinin (Grade |, I-Il ve II) %66.15’i gligli Plexin C1 sinyaline
sahipken, kotl farkhlasmis HCC dokularinda (Grade II-1ll ve Ill) bu oran %55 olarak
tespit edildi. Buna karsilik dislik Plexin C1 sinyaline sahip vakalarin sayisi, kot
farklilasmis HCC dokularinda iyi farkhlasmislara kiyasla ¢ok daha yiiksekti (%36’ya
karsi %13.85).
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Sekil 5.5: Anti-Plexin C1 monoklonal antikoru ile boyanan HCC mikrodizin
gorintileri. A) Tumorsuz ¢evre dokulardaki (NAT) Plexin C1 boyanmasina 6rnek
(x50 bilyttme). B) HCC'li dokulardaki Plexin C1 boyanmasina érnek (x50 biyitme).
C) A’daki goéruntinin yakin ¢ekimi (x200 biyitme). D) B’deki gériintiinlin yakin
¢ekimi (x200 bilyitme). E) HCC'li ve timorsiz eslenik dokularin Plexin C1
seviyelerini temsil eden Histo skorlar (H-skor) esli t-testi ile kiyaslandi (p<0.05). Her
bir vakanin H-skorlari “box&whisker” gosterimi ile grafige gegirildi. NAT: Non-
associated tumor.

Tablo 5.1: Plexin C1 boyanmasi ile hastalarin klinikopatolojik karakteristikleri
arasindaki korelasyon.

Plexin C1 Boyanmasi
N Negatif Zayif Giiglii P

Yas

<60 65 10 (15,38%) 12 (18,46%) 43 (66,15%)

>60 25 5 (20%) 6 (24%) 14 (56%) 0.67
Cinsiyet

K 16 3(18,75%) 4 (25%) 9 (56,25%)

E 74 12 (16,22%) 14 (18,92%) 48 (64,86%) 0.799
Sinif

1&2 52 11 (21,15%) 8 (15,38%) 33 (63,46%)

3 31 4 (12,9%) 8 (25,81%) 19 (61,29%) 0.398
Diferansiyasyon

lyi-Farkllagmig 65 13 (20%) 9 (13,85%) 43 (66,15%)

Kotu-Farkhlasmis 25 2 (8%) 9 (36%) 14 (56%) 0.043*
Patolojik Durum

Sirozlu HCC 16 5 (31,25%) 2 (12,5%) 9 (56,25%)

HCC 74 10 (13,51%) 16 (21,62%) 48 (64,86%) 0.204

N: Vaka sayisi. Korelasyon analizleri igin Ki-Kare istatistik metodu kullaniimistir. Plexin C1 boyanmalari H-Skorlari

temel alinarak siniflandiriimigtir: 0 = negatif; 1-6 = zayif; 7-12 = gug¢li.
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5.5. Plexin C1’in HCC Hiicrelerinin EMT Profiline Etkisi

Plexin C1 proteininin epitel fenotipli HCC hiicre hatlarinda mezenkim karakterli
olanlara gore cok daha yiksek seviyede ifade ediliyor olmasi bizi Plexin C1’in
hepatokarsinogenezin en onemli ayaklarindan biri olan EMT sirecinde rol
alabilecegini duglndiirdi. Plexin C1’in EMT sirecine olan etkisi arastirabilmek igin
Plexin C1’in baskilandigi veya kontrol HCC hiicre hatlarinda EMT belirteclerinin

molekiler ve fonksiyonel diizeydeki degisimleri incelendi.

5.5.1. Plexin C1’in EMT’yi Yonlendiren Molekiillerin Degisimine Etkisi

Plexin C1 mRNA seviyesinin baskilandigi hiicre klonlarinde EMT belirteglerinin
degisimi kontrol klonlarina gére degerlendirildi. PLC-pLKO, PLC-shPLXNC1, HEP3B-
pLKO ve HEP3B-shPLXNC1 klonlari kullanilarak gergeklestirilen Western blotlama
calismasinda Plexin C1’in baskilandigi HCC hiicre klonlarinda epitel belirte¢ E-kaderin
proteininin azaldigi mezenkim belirteclerden vimentin proteininin ise arttig| tespit
edildi (Sekil 5.6a). Diger taraftan PLC-pLKO, PLC-shPLXNC1 klonlari ile gerceklestirilen
akim sitometresi calismasinda Plexin C1 baskilanmis hiicre klonlarinda epitel
karakteristigin belirteclerinden CD133 protein seviyesi de PLC/PRF/5’de %61,6’dan
%26,8’e ve Hep3B'de %69,7'den %49,6'ya dismistiir. Buna karsin PLC/PRF/5’de
CD24+ hiicre yuzdesi azalirken (%82,5’ten %55’e), Hep3B’de ise artmaktadir (%75’ten
%93,6’ya) (Sekil 5.6b).
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Sekil 5.6: Plexin C1’in EMT belirteglerine etkisi. A) sShPLXNC1 ve shpLKO.1 kontol
lentiviral partikUlleri ile enfekte edilmis PLC/PRF/5 ve HEP3B hiicrelerinden elde
edilen total proteinlerde Plexin C1, E-kaderin, Vimentin proteinlerinin ifadeleri
western blotlama ile tespit edilmistir. Es yiikleme kontroli igin anti-GAPDH antikoru

kullanilmistir. B) PLC/PRF/5 ve HEP3B klonlarinda kanser kok hiicre (KKH)
belirteclerinin analizi. HCC'da KKH belirtecleri olan CD133, EpCAM, CD90, CD44, ve
CD24 antikorlarinin yizdeleri boyasiz kontrol hiicrelerine gore FACS analizi ile

belirlendi.
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5.5.2. Plexin C1 bagimli EMT Siirecinin Fonksiyonel Diizeyde
Arastirilmasi

e Plexin C1’'in HCC hiicre proliferasyonuna etkisi

Plexin C1’in baskilandigi veya konrtol HCC hiicre klonlarinda Plexin C1’in hiicre
proliferasyonuna etkisi xCELLigence sistemi gercek zamanli olarak o6lgllip grafige
dokuldi. 72. saatin sonucunda Plexin C1 baskilanmasinin hiicre proliferasyonunu

anlamli sekilde dislirdigl tespit edili (Sekil 5.7).

A Proliferasyon B Proliferasyon
154 5
o PLCPLKO ® Hep38 PLKO
0 PLC shPLXNC1 44 0 Hep3B shPLXNC1
‘n )
x 104 X
[} v 3
T° °
s £
e o 24
O 5 %}
=2 =}
€ T 4
0- 0-
12 24 3% 4 60 12 24 3% 48 60
Saat Saat

Sekil 5.7: Plexin C1’in HCC hiicre hatlarinin proliferasyon seviyelerine etkisi. PLC-
PLKO, PLC-shPLXNC1, HEP3B-PLKO ve HEP3B-shPLXNC1 HCC hiicre klonlari
xCELLigence plate’lerine ekilerek 72 saat boyunca gergek zamanli olarak 6lglim
alindi.

e Plexin C1’in HCC hiicrelerinin apoptoza diren¢ mekanizmalarina olan etkisi

Plexin C1 bagimh ilag yanitini 6lgebilme amaciyla Plexin C1 baskilanmis ve
kontrol HCC hiicre klonlari doxorubisin kemoterapétik ajani ile gece boyunca
muamele edilerek total hiicre lizatlarinda PARP proteininin kesilme seviyesi Western

blotlama ile tespit edildi (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8: HCC hiicre hatlarinda Plexin C1 bagimliilaca yanitin degerlendirilmesi. PLC-
PLKO, PLC-shPLXNC1, HEP3B-PLKO ve HEP3B-shPLXNC1 HCC hiicre klonlari gece
boyunca 6 kuyulu plakalarda ekildikten sonra 24 saat boyunca 0, 0.5, ve 2 ug/mL

Doxorubicin ile muamale edildi. Ertesi glin total lizatlari elde edilen hiicrelerde
kesilmis PARP ylizdesi imagel)’de belirlenip GAPDH’a gore oranlandi. GAPDH es-
yukleme kontroli olarak kullanild.

HCC hicre klonlarinda Doxorubicin muamelesi ile apoptoza direng PARP
kesilimi  gozlemlenerek tespit edildi. PLC/PRF/5 hiicre hattinda disuk
konsantrasyondaki (0.5 pg/ml) doxorubisin ilacina yanitlar dikkate alindiginda Plexin
C1 baskilanmasinin apoptoza hassasiyeti arttirdigi gézlemlendi. Diger taraftan Plexin
C1 baskilanmis ve kontrol HEP3B hiicre hattinda diisiik konsantrasyonda apoptoza
direngte bir farklihk gézlemlenmemis, ylksek konsantrasyonda (2 pg/ml) ise Plexin
C1 baskilanmis HEP3B hiicre klonunda apoptoz hassasiyetinin arttigi tespit edilmistir.

Diger taraftan kanser hiicrelerinin ylizeye baglanmadan yasayabilme
kapasitelerini gosteren anoikis direncinin 6l¢iimi amaciyla HCC hiicre klonlari “low-
attachment” plakalara ekildi ve iki gin sonra hiicrelerin apoptoz oranlari
akimsitometresi ile 6lctldi (Sekil 5.9).
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Sekil 5.9: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarinin anoikis direnci. Q1-LL: Saglikli;
Annexin V-/7AAD-, Q1-LR: Erken Apoptotik; Annexin V+/7AAD-, Q1-UR: Apoptotik,
Annexin V+/7AAD+, Q1-UL: Nekrotik, Annexin V-/7AAD+.

PLC/PRF/5 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore PLXNC1'in baskilandigi durumda
hiicrelerde anoikis direnci goriinmekte ve saglikh hiicre miktari (Q1-LL: %9,1’den
%39,8’e) artmaktadir. Buna karsin HEP3B hiicre klonlarinda ise PLXNC1 ifadesine
bagli bir anoikis direnci gbzlenmemistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

HCC karaciger kanserinin en sik gorilen alt tipi olup diinyada kansere bagli
olimler arasinda 3. siradadir [Sung et al., 2021]. Baslangi¢c asamalarida tespit edilen
HCC olusumu radio ablasyon gibi invaziv yollar ile miidahele edilirken [Llovet et al.,
2005], [Villanueva et al., 2013], ileri evre HCC vakalarinda genis ¢apli RTK (Reseptor
Tirozin Kinaz) inhibitéri olan sorafenib veya lenvatinip ile midahele edilmekte,
sorafenibe karsi direncin gelistigi durumlarda ise regorafenib ile tedaviye devam
edilmektedir [Bruix et al., 2017]. Glinimuzde bu lg RTK inhibitéri ilag klinik olarak
kullanilmakta olsalar da istatistiksel olarak ortalama bir ileri evre HCC hastasinin
Omuriint ancak 10,6 ay kadar uzatabilmektedir [Bruix et al., 2017].

HCC de dahil olmak Gzere pek cok solid tiimoriin klinikte kullanima sahip RTK
inhibitorlerine karsi direng kazanmalarindaki en temel etkenlerden biri EMT siirecidir.
EMT, sadece hiicre morfolojisi ve molekiiler diizeydeki degisimler ile sinirh kalmayip
timor hicrelerinin apoptoza direng, kdk hiicre karakteristigindeki degisim ve ilaca
direnc gibi yeni 6zellikler kazanmalarini veya var olan bu 6zelliklerinin daha yuksek
bir seviyeye erismesini tesvik etmektedir [Guarino et al., 2007], [Friedl| et al., 2003].
iste bu sebeple hepatokarsinogenezin gelisim siirecinde ifadesi degisen ve/veya ileri
evre HCC vakalarinin ilaca direng mekanizmalarinin aydinlatilabilmesini saglayacak
yeni molekiler belirteglerin kesfedilmesi HCC'nin klinik diizeyde yonetimi agisindan
son derece 6nemlidir.

Plexin ve Semaforin aileleri, akson yonelimi ve sinir sistemi gelisimde hayati
roller Gistlenmekte olup iki ailenin de pek ¢ok tyesi bulunmaktadir [Tamagnone et al.,
1999]. Sinir sisteminde aldiklari rollere ek olarak bu ailelerin c¢esitli Gyelerinin
glinimizde tlimo6r olusumunda yaptiklari gorevler yakin donemdeki calismalar ile
ortaya konmustur [Tamagnone, 2012], [Worzfeld and Offermanns, 2014]. Plexin ailesi
Uyelerinden Plexin C1 ise Ozellikle Melanom kanseri 6zelinde detaylica ¢alisilmis olsa
da [Scott et al., 2009], [Chen et al., 2013] ne diger kanser tipleri ne de HCC 6zelinde
detaylica ele alinmamuistir.

Bu tez calismasi kapsaminda daha dnce HCC'de incelenmemis olan Plexin C1

reseptor proteini HCC ve EMT baglaminda incelemeye alinmistir. Bu amacla 6ncelikle
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HCC vakalarinin transkriptom verilerinin bulundugu veri tabanlarinda in silico
taramalar gerceklestirildi. Oncomine veri tabaninda yapilan incelemeler sonucunda
Plexin C1 transkript seviyesinin HCC vakalarinda normal karaciger dokularina kiyasla
daha yiksek seviyede seyrettigi tespit edildi. Bu durum bizlere Plexin C1 gen
ifadesinin HCC olusumu icin 6nem teskil ettigini dlisiindiirdd. Bu bulgu tizerine EMBL-
EBI veri tabaninda gergeklestirilen bir diger in silico analiz ile PLXNC1 mRNA ifadesinin
secimli olarak epitel fenotipteki HCC hiicre hatlarinda yliksek seviyede oldugu buna
karsin mezenkim karakterli HCC hiicre hatlarinda ¢ok daha disik seviyede seyrettigi
tespit edildi. Bu bulgu bizlere Plexin C1 ifadesinin HCC hiicre hatlarinin EMT fenotipi
ile iligkili olabilecegini disundurda.

In silico taramalarimizin sonuglarini valide edebilme amaci ile epitel ve
mezenkim karakterli HCC hiicre hatlarindan olusan bir panelde Plexin C1 transkript
seviyesini RT-gPCR ile inceledik. Gergeklestirdigimiz bu transkript analizi ile Plexin
C1’in mezenkim karakterli HCC hiicre hatlarina kiyasla epitel karakterli HCC hiicre
hatlarinda ¢ok daha yiliksek seviyede ifade edildigini gbézlemledik. Bu sayede
biyoinformatik yollar ile elde ettigimiz verilerimizi in vitro dliizeyde dogruladik.

Transkript seviyelerinin protein diizeyine nasil yansidigini anlayabilme amaciyla
Plexin C1 proteininin N terminal bélgesini taniyan monoklonal antikorlarin Gretimi
gerceklestirildi. Hibridoma teknolojisi ile Uretilen anti-Plexin C1 monoklonal
antikorlarin western blotlama, immiinfloresan goérintiileme ve immin-¢oktirme
deneyleri ile Plexin C1 proteininin hem native (dogal) hem de denatire halini
taniyabildigi kanitlandi. Ardindan Plexin C1 transkript seviyesinin protein
seviyesindeki karsiligini anlayabilme amaciyla HCC hiicre hatlarindan elde edilen total
proteinler ve PE4 antikoru kullanilarak western blotlama c¢alismasi gerceklestirildi.
Plexin C1 protein ifadesinin gercekten de HEP3B, HEPG2 ve PLC/PRF/5 gibi epitel
fenotipli HCC hiicre hatlarinda yliksek, buna karsin SNU387, SNU423, SNU398 ve SK-
HEP1 gibi mezenkimal fenotipli hiicrelerde ¢cok daha diislik seviyede oldugu gorildi.

Plexin C1 ifadesinin hem transkript hem de protein seviyesinde epitel
karakteristik ile paralellik gostermesi Plexin Cl’'in EMT gecisinde rol alabilecegi
hipotezini gliclendirdi. Bu hipotezimizi dogrulayabilme amaciyla Plexin C1 ifadesinin
shRNA ile baskilandigi PLC-shPLXNC1 ve HEP3B-shPLXNC1 ile kontrol PLC-pLKO ve

HEP3B-pLKO hiicre klonlari olusturuldu. Hipotezimizi dogrular nitelikte kontrol
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hicreleri ile kiyaslandiginda Plexin C1 ifadesinin baskilandigi hiicre klonlarinda epitel
karakter belirteglerinin azaldigi mezenkim karakter belirteglerinin ise arttig| tespit
edildi. Diger taraftan PLC-pLKO, PLC-shPLXNC1 klonlari ile gerceklestirilen akim
sitometresi ¢alismasinda Plexin Cl1 baskilanmis hiicre klonlarinda epitel
karakteristigin belirteclerinden CD133 protein seviyesi PLC/PRF/5’de %61,6’dan
%26,8’e ve Hep3B'de %69,7'den %49,6'ya diismustir. Diger taraftan PLC/PRF/5’de
CD24+ hiicre ylizdesi Plexin C1 baskilanmasi sonucunda azalirken (%82,5’ten %55’e),
Hep3B klonlarinda artmaktadir (%75ten %93,6’ya). CD133 degisimi Plexin C1
baskilanmasinin her iki HCC hiicre hattinda da epitel fenotipin azalmasina yol agtiginin
bir baska kaniti olmustur. Diger taraftan daha cok mezenkim karakteristik ile
iliskilendirilen CD24 ylizey belirteci HEP3B’de Plexin C1 baskilanmasina paralel olarak
artarken, PLC/PRF/5 hiicre hattinda tam tersi sekilde degismistir. Tum bu sonuglar
HCC hiicrelerinde Plexin C1 ifadesinin epitel fenotipin sirdirulebilmesi icin gerekli
oldugunu ortaya koymus olup, Plexin C1 yoklugu durumunda mezenkimal ylizey
reseptorlerinin degisimi hiicre hatlari arasinda farkhlik gostermistir. Bu veriler EMT
profilinin tek bir hiicre ylzey molekiliinin degisimi lizerinden yorumlanmamasi
gerektigi sonucunu ¢ikarmistir.

Plexin C1'in EMT sirecindeki fonksiyonel rolleri proliferasyon ve apopotoza
direng deneyleri ile de test edilmistir. Aktiflesen EMT programinin hiicrelerin
proliferasyonunu azalttigi daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Vega vd., 2004;
Mejlvang vd., 2007). Buradan yola ¢ikarak, PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarinin
proliferasyonlari incelendiginde her iki hiicrenin de shPLXNC1 klonlarindaki hiicre
proliferasyonunun PLKO klonlarina gore anlamh olarak azaldigi tespit edilmistir.
Plexin C1 hicre klonlarinin mezenkimal-benzeri fenotip kazandigi, proliferasyon
calismalariile de desteklenmistir.

llaca diren¢ mekanizmasina Plexin C1’in etkisinin incelenebilmesi adina
PLC/PRF/5 ve HEP3B hiicre klonlari Doxorubucin ile muamele edildi ve sonrasinda
hiicrelerin apoptoz direncleri kesilmis PARP bandi (p89 PARP) lzerinden incelendi.
Hem HEP3B hem de PLC/PRF/5 hiicrelerinin kontrol klonlarinda daha az miktarda
PARP bandinin kesildigi gbzlendi. Bununla birlikte PLC/PRF/5 shPLXNC1 klonunda
disiik doz Doxorubucin uygulamasi sonrasi kesilmis PARP ylizdesi artmis, Hep3B

shPLXNC1 klonunda ise yiksek doz Doxorubucin uygulandiginda PARP kesimi
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artmigtir. Plexin Cl’in baskilandigi durumda ortaya cikan mezenkimal fenotip
dolayisiyla apoptoza direng olacagini disiinmustiik ancak beklenilenin aksine daha
fazla apoptoza ugradiklari belirlendi. Literatlirde aktif EMT programinin ilag direncini
artirdig1 bildirilmis olmakla birlikte son c¢alismalar EMT'nin ¢ok evreli bir sireg
olduguna ve tiim EMT fenotip 6zelliklerinin ayni anda ifade edilemeyecegine isaret
etmektedir (Fischer vd., 2015; Nieto vd., 2016).

Diger taraftan HCC hiicre klonlari EMT programinin bir diger 6zelliklerinden
anoikise direng bakimindan da incelendi. Hiicrelerin yapisabilme kapasitesinin digik
oldugu “low-attachment” plakalarda yapilan analizler sonucunda, PLC/PRF/5 hiicre
hattinda Plexin C1 gen baskilanmasinin anoikise direci artirdig tespit edildi (canli
hiicre orani; %9,1'den %39,8’e). Fakat ayni direncin HEP3B hiicre hattinda olusmadigi
gozlemlendi. Hem ilaca direng hem de anoikis ¢alismalarindan iki sonug ¢ikarabiliriz:
Birincisi EMT siireci kompleks bir stre¢ olup molekiler diizeyde EMT programinin
aktiflestigi tespit edilse de fonksiyonel diizeyde her o6zellik beklendigi sekilde
sergilenemeyebilmektedir. ikincisi ise Plexin C1 zemininde EMT bagiml gozlenen
fonksiyonel degisimler farkli hiicre hatlarinda uyum gosteremeyebilmektedir. Bu
farklihk, bizlere EMT siirecinin kontroliiniin ve/veya mediatorlerinin hiicre hatlarinda
degiskenlik gosterebildigini ve tek bir genin baskilanmasinin her hiicre hattinda ayni
sonuclar doguramayabilecegini gdstermistir.

Tez c¢alismamizin  baslangicinda  biyoinformatik  yéntem  kullanarak
gerceklestirdigimiz taramada Plexin C1 transkript seviyesinin HCC dokularinda normal
karaciger dokularina kiyasla daha ylksek seviyede ifadelendigini tespit etmistik. Bu
gozlemimizi in vivo seviyede dogrulayabilme amaciyla HCC dokulari ve eslenik
timorsiliz bolgelerini iceren ticari doku mikro dizini PE4 monoklonal antikoru ile
immunhistokimya yontemiyle boyandi. PE4 antikorunun hepatositlerin ve timor
hiicrelerinin membranlarinda Plexin C1 proteinini taniyabildigi gézlemlendi. HCC
dokularindaki Plexin C1 ifadesinin eslenik tiimorsiz bolgelere gore istatistiksel olarak
cok daha yiksek oldugu tespit edildi. Boylelikle biyoinformatik taramalardan elde
ettigimiz gozlemlerimiz, immiinhistokimya boyama calismalarimiz ile dogrulanmis
oldu.

Doku dizinini olusturan vakalarin yas, cinsiyet ve sagkalim gibi klinikopatolojik

karakteristikleri ile Plexin C1 protein seviyesi arasinda herhangi bir korelasyona

44



rastlanmadi. Fakat ilging olarak Plexin C1 seviyesinin HCC dokularinin
diferensiyasyonu (grade) ile ters orantil bir korelasyon gosterdigini saptadik (Tablo
1). HCC dokularinin Plexin C1 ifade seviyesi zayif ve glcli olarak kategorize
edildiginde, kota farklilagsmis (ileri evre) vakalarin %36’sinin zayif Plexin C1 dlzeyine
sahip oldugu tespit edildi. Buna karsin, iyi farklilasmis (erken evre) vakalarin sadece
%13.85’i zayif Plexin C1 ifadesine sahipti (p<0.05). Yani, Plexin C1 protein seviyeleri
erken evreden ileri evreye dogru gittikce azalma egilimindeydi. HCC hiicre hatlarinda
daha once gerceklestirdigimiz western blotlama analizlerinde agresif karakterli
oldugu bilinen mezenkimal HCC hiicre hatlarinda gozlemledigimiz disiik Plexin C1
ifadesi immiinhistokimya analizleri ile elde ettigimiz sonuglar ile 6rtismekteydi;
Plexin C1 protein seviyesi hem mezenkimal (daha agresif) karakterli HCC hiicre
hatlarinda hem de ileri evre (daha agresif) HCC dokularinda yoktu ya da azalma
egilimindeydi. Tium bu bulgular Plexin C1’'in agresif Melanom dokularinda baslangi¢
evresindeki vakalar ile kiyaslandiginda neredeyse tamamen ortadan kayboldugu
literatiir bilgisi ile de paralellik gostermektedir [Scott et al., 2009].

Gergeklestirdigimiz western blotlama ve immiuhistokimya calismalari goz
Oonine alindiginda Plexin C1’'in epitel karakteristigin bir belirteci oldugu, HCC
dokularinda saglik dokulara kiyasla yliksek seviyede ifadelense de timoérlesmenin ileri
evrelerinde azalma egilimde oldugu séylenebilir. Plexin C1 protein seviyesindeki bu
degisim, HCC vakalarinin siniflandiriimasinda diger belirtecler ile beraber
kullanilabilme olasiligini dogurmaktadir.

Bir diger taraftan EMT sirecinin molekiler ve fonksiyonel belirteglerinin Plexin
C1 zemininde irdelendigi calismalar sayesinde Plexin C1 ifadesinin EMT siirecinin bir
inhibitord oldugu ileri strdlebilir.

Gelecekte Plexin C1’in gorev aldigi sinyal ileti yolaklarinin aydinlatildigi ve Plexin
Cl-bagiml ilaca diren¢c mekanizmalarinin daha detayl incelendigi calismalar Plexin
C1’'in hepatokarsinogenezdeki roliine isik tutacak ve Plexin C1’'in bir biyobelirteg
olarak degerliligini ortaya koyacaktir.

Ayrica, Plexin C1 proteininin hem dogal hem de denatiire formlarini spesifik
olarak taniyabilen monoklonal antikor lreten hibridoma hiicrelerinin gelistirilmis
olmasi, bu alanda yapilmasi planlanan protein temelli ileri calismalarin disa bagiml

kalinmadan gerceklestirilebilmesi adina bir avantaj yaratacaktir.
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