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OZET

Hepatoselller karsinoma (HCC) en sik gorilen olimcil primer karaciger kanseri
olmasina karsin, erken tani ve tedavisindeki gelismeler sinirli kalmaktadir. Literatiirde,
reseptor tirozin kinaz ailesinden ROR1’in HCC'de ifadesi ve fonksiyonuna dair ¢alisma
bulunmamaktadir. Bundan dolayi, bu tez calismasinda HCC'de ROR1 ifadesi ve
hepatokarsinogenez slreci ile iliskisi arastirilmistir.

Rekombinant ROR1 proteini bakteriyal olarak sentezlenmis ve ROR1 monoklonal
antikorlarinin olusturulmasi amaciyla immiinojen olarak kullanilmistir. HCC'de ROR1
ifadesi, RT-qPCR ile gen ifadesi seviyesinde ve gelistirdigimiz monoklonal antikorlar
kullanilarak western blot ile protein seviyesinde gosterilmistir. ROR1’in
hepatokarsinogenezdeki fonksiyonel katkisi, HCC hiicrelerinde shRNA ile ROR1
ifadesinin baskilandigi hiicre klonlarinda, apoptoz, hiicre siklusu, hiicre gogl ve ilag-
atihmi analizleri ile belirlenmistir. Bununla birlikte, HCC hiicre hatlarindan izole edilen
eksozomlarda ROR1 ifadesi incelenmis ve ROR1 bagimli eksozomal miRNA kargo
icerigindeki degisiklikler saptanmustir.

Yeni gelistirilen ROR1 monoklonal antikorlari insan ve fare HCC hiicre hatlarinda
endojen ROR1 proteinini 6zgil olarak tanimaktadir. ROR1’in baskilanmasi sonucunda
hiicre proliferasyonu ve hiicre gocli azalmakta, buna karsin apoptoz ve anoikise direng
artmaktadir. ROR1 baskilanmis hiicrelerdeki kemoterapiye direncin artmis ilag
transportu ve coklu-ilag direngc genlerinin ifadelerindeki artistan kaynaklandigi
saptandi. HCC hiicre hatlarindan izole edilen eksozomlarda ROR1 ifadesi gosterildi ve
ROR1 ifadesinin baskilandigi hiicrelerden izole edilen eksozomlarda hiicre goglini
baskilayan miRNA’larin arttigi belirlendi.

ROR1, HCC'de ifade edilmekte ve hastaligin gelisimine coklu sinyal yolaklarini
etkileyerek katki saglamaktadir. HCC'de ROR1 ifadesinin incelenmesi tani ve tedavi
acisindan 6nemli katkilar saglayabilecektir.

Bu tez calismasi TUBITAK SBAG2155751 projesi ve 2214A Doktora Sirasi Yurt Disi

Arastirma bursu ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: ROR1, ilag Direnci, Hepatoselliler Karsinoma, Epitelyal-

Mezenkimal Gegis, Hibridoma, Monoklonal Antikor
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SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is among the most frequent and deadly cancers,
yet tools for its early diagnosis and treatment are limited. The expression and role of
receptor tyrosine kinase ROR1 in HCC have not been elucidated so far. Thus, the
expression of ROR1 in HCC and its significance in hepatocarcinogenesis were
investigated in this thesis work.

Recombinant ROR1 protein was produced in bacteria and used as an immunogen
for the generation of ROR1 monoclonal antibodies. The levels of ROR1 transcripts and
proteins in HCC were detected by RT-gPCR and homemade monoclonal antibodies-
based western blotting, respectively. The functions of ROR1 in hepatocarcinogenesis
were explored through analyses of apoptosis, cell cycle, cellular migration and drug
efflux in HCC cell lines, and cell clones in which the expression of ROR1 is repressed by
shRNA. In addition, the expression of ROR1 was sought out in exosomes that were
isolated from HCC cells lines and ROR1 dependent changes of miRNA cargo content of
exosomes were analysed.

The novel ROR1 monoclonal antibodies specifically recognized endogenous
ROR1 protein both in human and mouse HCC cell lines. The suppression of ROR1
expression caused a decrease in cellular proliferation and cell migration, while the cells
displayed increased resistance to apoptosis and anoikis. We also found that the
chemoresistance of cells with repressed ROR1 expression is due to the increased drug
efflux and upregulation of multidrug resistance genes. The expression of ROR1 was
detected in HCC-derived exosomes and the expression of miRNAs that inhibit cell
migration increased in the exosomes that isolated from ROR1-depleted HCC cells.

ROR1 is expressed in HCC and contribute to the development of this cancer by
affecting multiple signaling pathways. A detailed investigation of ROR1 in HCC will offer
an insight into the diagnosis and therapy of HCC.

This thesis supported by TUBITAK SBAG2155751 and 2214A Schoolarship.

Key Words: ROR1, Drug Resistance, Hepatocellular carcinoma, Epithelial-to-

Mesenchymal Transition, hybridoma, Monoclonal Antibody
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1. GIRIS

ROR1 (Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor 1) proteininin
embriyonik ve fetal gelisim slirecinde farkl dokularda ifade edilmesine karsin saglikh
yetiskin dokularinda ifadesi kaybolmakta ya da azalmaktadir. Ancak hem hematolojik
hem de solid timorlerde ROR1 proteini artmis ifadesi ile karsimiza ¢ikmakta ve kanser
olusumunda ve metastaz slirecinde aktif olarak rol almaktadir.

Literatlrde bilgimiz dahilinde HCC tiimor dokularinda ya da hiicre hatlarinda
ROR1 ifadesine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte saglikh yetiskin
dokularinda ROR1 ifadesini incelen bir calismada karaciger dokusu da dahil az sayidaki

dokuda ROR1 proteinin bulunmadigi gésterilmistir [1].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

RORY1’in farkli kanserlerde artmis ifadesi ile birlikte meme, over ve akciger
kanserlerinde mezenkimal fenotiple olan iliskisi gosterilmistir [2-4]. Saglikli karaciger
dokusunda ise ROR1 ifadesi bulunmamasina karsin, HCC dokularina ait RNA-seq
datalari biyoinformatik olarak incelendiginde ROR1’in gen ifadesi diizeyinde artmis
oldugunu saptadik. Bu tez calismasinda, elimizdeki biyoinformatik bulgudan yola
¢ikarak ROR1’in hepatokarsinogenez strecindeki rollini arastirmayi amacgladik.

Bu kapsamda ROR1 proteinine 6zgll monoklonal antikor gelistirilerek insan ve
fare HCC hiicre hatlarinda ROR1 protein ifadesinin arastiriimasini ve ROR1 ifadesinin
lentiviral shRNA teknigi baskilanmasi sonucunda, EMT fenotipi ile iliskili hicre
proliferasyonu, hiicre gogl, apoptoz ve anoikise direng¢’in incelenmesini ve ROR1-

bagiml eksozomal miRNA kargo igerigindeki degisikliklerin saptanmasini hedefledik.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Hepatoseliiler Karsinoma

Karaciger kanseri en sik gorilen yedinci kanser ve kanser ile iliskili olimler
arasinda da dordlincli sirada yer almaktadir [5]. Hepatoselliler karsinoma (HCC),
hepatositlerden koken alan epiteliyal bir kanser olup en sik gériilen primer karaciger
kanseridir [6]. HCC'nin bashca risk faktorleri arasinda kronik hepatit virls
enfeksiyonlari (HBC ve HCV), asiri alkol tiiketimi, aflatoksinler ve obezite gelmektedir
[7, 8]. HCC'nin gorilme sikhgr ve etki eden risk faktorleri bolgeler arasinda farkhlik
gostermektedir.

Asya ve sahra-alti Afrika’da hepatit enfeksiyonu ile aflatoksinden kaynaklh HCC
gorilme sikhgr artarken, Avrupa ve Amerika ise risk faktoru olarak alkol ile obezite
karsimiza ¢ikmaktadir [9]. HCC, kronik hepatit zemininde gelisen karaciger sirozuna
baglh olarak bu slirecte kazanilan mutasyonlar ve inflamasyon ie olusmaktadir [10].
HCC’nin tanisinda ve tedavisindeki araglarin gelisiyor olmasina karsin, hastalarin uzun
stireli sag kalimlari teshisin ileri evrelerde konmasi, yiiksek metastaz ve/veya ameliyat
sonrasl! niiks gibi nedenlere bagli olarak halen ¢ok diisiik seyretmektedir [11].

HCC tedavisinde farkh yaklagimlar kullanilmasina ragmen en etkili yontem
cerrahi midaheledir. Ancak, ameliyat edilemeyecek hastalar icin kullanilan en etkili
ilag cok-hedefli tirozin kinaz inhibitori sorafenib olmasina karsin heniiz istenilen
tedavi basarisina ulasilamamustir. Bltlin tedavi girisimlerine ragmen 5-yillik sag kalim
orani %20’nin altindadir [12]. Sorafenib disinda birinci basamak tedavide kullanilan
diger bir ilag Lentavinib’dir [13]. Sorafenib kullanimi ile bu ilaga karsi direng gelistigi
calismalar ile gosterilmistir. Sorafenib tedavisi gérmis hastalara ikinci basamak
tedavide Regorafenib kullanimi da yakin zamanda FDA tarafindan onaylanmigtir [14].
Tedavi seceneklerinin artiyor olmasina ragmen hasta sag kaliminda istenilen diizeyde
artis elde edilememistir. Bu ¢oklu kinaz inhibitorleri disinda immiin-kontrol noktasi

inhibitorleri de HCC tedavisinde kullnilabilmektedir [15].



2.2.EMT

Embriyonik gelisim sirasinda hiicrelerin fenotipi cok hizli bir sekilde degismekte,
epitel ve mezenkimal hiicre fenotipi arasinda dinamik bir doniisim gorilmektedir.
Hicrelerin epitel fenotipten mezenkimal fenotipe geg¢mesi yani epitel-mezenkim
donltsimi (EMT) hiicrelerin go¢ etme potansiyeli kazanmasini saglamaktadir. Bu
sUrecin tersinde ise yani mezenkimal-epitel déntsimiinde (MET) hicreler tekrar
hiicresel baglarini kurarak epitel hiicre karakteristigi kazanmaktadir [16]. EMT
programi sadece embriyonik donemde degil yaralarin iyilesmesi, fibroz ve kanser
hiicrelerinin metastazi gibi streclerde de aktive olmaktadir [17].

Klasik anlamda EMT doénlisimd, hiicre igerisinde birgcok transkripsiyon faktori
(EMT-TF’leri) ve miRNA’nin gorev aldigi iki basamakta gergeklesmekte ve hiicrelerin
ya epitel ya da mezenkimal fenotipe sahip oldugu distlmektedir. EMT-TF’lerini Snail,
Slug (Snail2), ZEB1 ve ZEB2 (SIP1) bHLH faktorleri Twistl ve Twist2 ile FOXC2
olusturmaktadir. Epitel hiicre 6zelligi ile iliskili E-kaderin, okludin ve sitokeratinler ile
mezenkimal hiicre 6zelligi ile iliskili N-kaderin ve vimentin EMT’nin ana belirtegleri
olarak kullaniimaktadir.

EMT oldukga dinamik bir stire¢ olup timoér mikrogevresinden gelen sinyaller ile
de tetiklenebilmektedir. Bu sinyaller, kolajen ve hiyalunorik asit gibi hicre-disi
matriks bilesenleri ve TGF-B, TNF-a ve HGF gibi salgilanan faktérlerden olugsmaktadir
[18]. TGF-B, primer EMT indiikleyicilerden olup kanser gelisiminde birbirine zit iki rol
oynamaktadir. Kanser slrecinin ilk evrelerinde hiicre bliyimesini inhibe ederek
kanser baskilayici olarak rol oynamakta ancak ilerleyen evrelerde invazyon ve
metastaza katki saglayarak timor gelisiminine katki saglamaktadir [19]. TGF-B’'nin
timor gelisimine katkisi EMT’yi indUkleyerek E-kaderinin baskilayicilarini aktive
etmesi ile iliskilidir. TGF-B ligandi TGF-B reseptorlerine (TGFBRI, TGFbRII)
baglandiktan sonra SMAD’lari aktive eder ve hedef genlerin ifadesini degistirerek
EMT fenotipini indiklemektedir [20].

Epitel hiicreleri EMT siirecinde mezenkimal fenotip ile iliskili farkh 6zellikler de
kazanabilmektedir. Bu EMT belirtecleri arasinda hiicre siklusunda duraklama, kok
hiicre benzeri 6zellik kazanilmasi ve apoptoz ile anoikise direng sayilabilmektedir [21].
Epitel karakterdeki A431 hiicre hattinda EMT transkripsiyon faktorlerinden SIP1
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ifadesi arttirlldigl zaman hicreler mezenkimal fenotip kazandigi ve siklin D1’in
baskilanmasi ile de hiicre siklusunda G1 fazinda tutuklandiklari gosterilmistir [22].
Epitel meme hiicrelerinde diger bir EMT transkripsiyon faktori olan Twist1’in ektopik
ifadesi ya da hicrelerin TGF-B ile indiksiyonundan sonra mezenkimal fenotip ile
birlikte kok hiicre benzeri 6zellik kazandigl ve CD24°CD44* kanser kok hiicre (CSC) alt
grubunun arttigi gosterilmistir [23]. Yine meme kanserinde EGFR ile EMT indlklendigi
zaman hicrelerin invazyon yeteneklerinin arttigi ve kemoterapoétik ajan olan
tamoksifen’e karsi direng kazandiklari saptanmistir [24].

Klasik anlamda EMT taniminin kanser gelisimi ve metastaz sireci ile timor
niikstini aciklamakta yetersiz kaldigi gortlmektedir. Ayrica sonra son elde edilen
bulgular 1s18iInda yeni onerilen EMT hipotezinde; EMT siirecinin sadece epitel ve
mezenkimal olmak Uzere iki basamaktan olusmadigi, EMT nin bu iki ana basamak
disinda farkh ara basamaklarinin da oldugunu ve kismi-EMT olarak adlandirilan
slirecte hicrelerin hem epitel hem de mezenkimal 0Ozellikte bulunabildigi

onerilmektedir [25] (Sekil 2.1).

Plasticity through transitional states during EMT/MET

EM1 EM3

Metastable Metastable

Dissolution of junctions Residual junction puncta
Loss of apico-basal polarity Front-back polarity

Epithelial S Mesenchymal
EM2

Stable Stable

Intact junctions Stable No junctions

Well developed polarity Front-back polarity

Reslidual apical
_junctions

Stromal interactions
Residual ECM remodeling

junctions

GRHL2, OVOL1/2 SNAIN/2 ZEB family, TWIST1 ZEB family, TWIST1
ESRP1/2 SASF1, RBFOX2
miR200 family, miR34a

Epithelial Promoters

H3K4me3, H3KAc H3Kdme3, H3KACc, H3K3/27me3 H3K9/27me3,
H3K27me3 CpG methylation

Sekil 2.1: EMT surecindeki farkli basamaklar.



2.3. ROR1 Proteini

ROR1 ve ROR1 proteinleri reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesi olan ROR (receptor
tyrosine kinase-like orphan receptor) ailesini olusturmaktadir. ROR1 ile %58 amino
asit benzerligi gosterdigi ROR2 genleri insan noéroblostama hiicre hatti olan SH-SY5Y
hicre hattinda PCR temelli taranmislar ve norotrofik tirozin kinaz ile iliskili
(NTRKR1/2) protein olarak tanimlanmislardir [26]. Bu ve takip eden diger bir
calismada, ROR proteinlerinin hiicre disinda Ig-benzeri (Ig-like), sisteinden zengin
Frizzled (FZD) ve diger reseptor proteinlerde rastlanmayan Kringle (KRD) bolgelerini
icerdigi gosterilmistir [26, 27]. Proteinin hiicre ici bolimu ise sirasiyla tirozin kinaz
(TKD), serin/treonin zengin (Ser/Thr), prolin zengin (PRD) ve bir diger serin treonin

zengin bolgelerden olugsmaktadir (Sekil 2.2) [28].

lgdomain

Cysteine-rich
domain

Cellmembrane . Kringle domain

Extracellular part

Tyrosine kinase
domain

Cytoplasmic part |
‘ ‘ Drosophila ROR ’ Serine/threonine

rich domain

Proline rich

Tt

Human ROR Mouse ROR

Sekil 2.2: Farkli tiirlere ait ROR proteinlerinin domainleri.

ROR1/ROR2 proteinlerinin hesaplanan molekiler agirligi 104 kDa’tir. Ancak
ROR1 proteini posttranskripsiyonel olarak N-glikozillenme bdlgelerinden,
glikozillendiginden dolayi western blotta 100, 115 ve 130 kDa boylarindaki varyantlar
goriinmektedir [29]. Ayrica bu N-glikozillenme ile olusan 130 kDa boyundaki ROR1
proteini hiicre yilizeyine yerlesmekte ve sinyal iletiminde dnemli rol oynamaktadir

[30]. Bununla birlikte yine ayni varyant mono-ubiquitinasyona da ugramaktadir.



ROR ailesi isimlendirilerken tanimlanmig ligandlarinin olmamasi ve kinaz
aktivitesinin olmadigl disindldigiinden “Receptor tyrosine kinase like Orphan
Receptor” olarak isimlendirilmistir. Ancak ROR1 proteinindeki FZD bdlgesinin
reseptor ligand etkilesimde rol aldigi ¢esitli calismalar ile gosterilmistir. Fukuda ve ark.
tarafindan Wnt5a’nin fiziksel olarak ROR1 ile etkileserek NF-kB sinyal yolagini aktive
ettigi gosterilmistir [31]. Daha sonraki ¢alismalarda ROR1’in ligandi olarak epidermal
blyime faktori (EGF) ve Noregulinl (NRG1)’ de tanimlanmistir [32, 33]. Ayrica ROR1
ile HER3’Un NRG1 varliginda heterodimer yaparak uzun kodlama yapmayan RNA’lar
(INRNA) aracil Hippo/YAP yolaginda rol oynadigi gosterilmistir [32]. ROR1’in psédo-
kinaz oldugundan bahsedilmesine karsin, akciger kanserinde kinaz aktivitesine
bagimli veya kinaz aktivitesinden bagimsiz olarak hiicre sag kalimini uyardigi
gosterilmistir [33]. ROR1 proteinin kinaz aktivitesi gostermeden MET onkogeninin
substrati gibi gorev aldig ve MET aracili fosforilasyonu ile hiicre sag kalimina katki
sagladigl gosterilmistir [34]. Yapilan bu galismalar ile hem ROR1’in ligandlarinin bir
kismi tanimlanmis hem de kinaz aktivitesine sahip oldugu ve kinaz aktivitesine
bagimli/bagimsiz olarak sinyal iletiminde gorev aldigi gosterilmistir.

Embriyonik gelisim farkli basamaklarinda ROR1 protein ifadesi bulunmaktadir
[35]. ROR1/2 proteinlerinin fare embriyo ve fetislerinde iskelet, kalp, akciger ve sinir
sisteminde ifade edildikleri, ancak ROR1’in erken donemde sephalik mezankim ve
noral krest hiicrelerinde, ge¢c dénemde ise kalp ve alveollerde bulundugu bildirilmistir
[35, 36]. Yine, Matsuda’nin ¢calismasinda ge¢ embriyogenezde sinir siteminde ROR1
ifadesinin kayboldugu, buna karsin ROR2 ifadesinin devam ettigi belirtilmistir. Ayrica
ROR1 ve ROR2 ifadesi memelilerin merkezi sinir sistemi gelisi sirasinda gelisimsel
olarak diizenlenmekte ve néron uzamasi ile sinaps olusumunda goérev aldiklari
saptanmistir [37].

ROR1 proteininin embriyogenez ve fetal hayattadaki ifadesi ve 6nemine karsin
saglikh eriskin dokularinda ROR1 ifadesi ya c¢ok az miktarda ya da hig
bulunmamaktadir. Saglkl dokulardaki bu disik anlatimina karsin, ROR1’in hem
hematolojik maligniteler hem de solid tlimoérlerde artmis ifadesi bircok ¢alisma ile

gosterilmistir. Bu sebeple ROR1 proteinine onkofetal protein de denilmektedir.



2.3.1. Hematolojik Kanserlerde ROR1

ROR1 proteinin kanser ile olan iliskisine dair ilk cahismalar kronik lenfositik
[6semide (CLL) ifadesinin saptanmasi ile gosterilmistir [38, 39]. ROR1’'in asiri
ifadesinin ilk olarak tanimlandigi B-hiicreli kronik lenfositik I6semide (BCLL) anti-ROR1
antikorlarin 16semi hcrelerini tanidigi ancak periferik kan hicreleri ile
etkilesmedikleri bildirilmistir [39]. Ayni ¢alismada ROR1’in normal dokulardaki
ifadeleri de arastirilmis ve yag dokusunda beklenenden daha yliksek molekiler
agirlikta bir proteinin glicli anlatimi disinda testis, uterus, mesane, akciger ve kolonda
beklenen biiyiikliikte ancak cok zayif ROR1 protein ifadesi saptanmistir. ilging olarak,
yaklasik 50 kDa buyuklGgiinde bir protein anlatimi hem |6semi hiicrelerinde hem de
normal eriskin dokularinda gosterilmistir. Ancak, ne bu 50 kDa’luk ne de tam-
uzunluktaki (full length) ROR1 izoformlarina normal karaciger dokusunda
rastlanilmamistir [39].

ROR1’in promotor bolgesinden STAT3 baglanma elementinin bulunmasi ve
CLLl’de yliksek STAT3 fosforilasyonu birlikte degerlendirildiginde, CLL'de ROR1
ifadesinin IL6 tarafindan STAT3-aracili olarak arttirildig1 gosterilmistir [40]. Takip eden
calismalar, ROR1’in sadece CLL'de degil non-Hodgkin lenfomalar ve myeloid
I6semilerde de ylksek oranda ifade edildigini gbstermistir [41, 42].

ROR1’in B hiicre gelisimi slirecindeki gecici ifadesi ise ilging gézlemlere yol
acmistir. B hiicre 6ncul reseptorinin (pre-BCR) olustugu ara asamada pre-BCR’nin
shRNA veya kinaz inhibitori dasatinib ile baskilanmasi beklenmedik ROR1 ifade
artisina yol agmistir. Bu durum hem pre-BCR sinyal kompleksi ve hem de ROR1’in Akt
aktivasyonuna yol agmasi ve pre-BCR baskilanmasina bir sag kalim yaniti olarak

hicrelerin ROR1 anlatimini arttirdig seklinde agiklanmigtir [43].

2.3.2. Solid Kanserlerde ROR1

Solid timorler mikro dizinlerinde yapilan ¢alismada ise ROR1 ifadesine normal
dokularda rastlanmamis, buna karsin pankreas, mesane, akciger, prostat, kolon ve cilt
kanserlerinde glg¢li ROR1 anlatimi tespit edilmistir [44]. Bununla birlikte farkh

kanserlerde ROR1 ifadesinin mezenkimal fenotip ile iliskili oldugu saptanmistir.
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Meme kanseri primer timoér dokularinda ROR1 ifadesinin agresif fenotip ile iliskili ve
hasta sag kaliminda negatif prognoz oldugu gosterilmistir [45]. Ayni arastirmacilar
kanser hiicre hatlarinda ROR1 ifadesini shRNA ile baskiladiklarinda AKT ve CREB
transkripsiyon faktorlerinin aktif fosforillenmis (p-AKT, p-CREB) formlarinda azalma
gozlemlemiglerdir. Bunun Uzerine, ROR1-pozitif timdr dokularini incelemigler ve
ROR1 anlatimi gosteren timorlerde p-AKT ve p-CREB diizeylerinin yiksek, ROR1-
negatif normal doku ve timorlerde ise diisiik oldugunu saptamislardir. ROR1
ifadesinin oldugu meme kanseri hiicre hatlarina Wnt5a uygulandiginda hiicre
proliferasyonlarini arttirdig1 belirlenmistir. Bu hiicre sag kaliminin ligandin tipinden
bagimsiz olarak ROR1’in kazein kinaz-epsilon aracili PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin
aktivasyonu tzerinden gerceklesmektedir [45]. Elde edilen sonuglar ile ROR1’in hiicre
sag kalimi ile iliskili oldugu anlasiimaktadir. Bu calismay! destekler nitelikte, Hela
hicrelerinde RNAI ile kinaz ve fosfatazlarin baskilandigl bir tarama ¢alismasinda
RORY1’in apoptoz regilasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur [46].

Meme kanserindeki bir diger arastirmada, ROR1 ifadesi bulunan hastalarda
EMT ile iliskili ZEB1 ve Vimentin de artmakta ve bu profil kétli prognoza isaret
etmektedir. ROR1 ifadesinin susturuldugu invaziv meme kanseri hiicre hatti MDA-
MB-231 hiicrelerinde ZEB1, SNAI1, SNAI2 ve Vimentin azalmakta, hicreler invaziv
karakterlerini yitirerek nude farede timor olusumu da baskilanmaktadir [2].

Akciger adenokarsinomasinda ise, TITF transkripsiyon faktorii ROR1 ifadesini
arttirmakta ve bu da EGF ligandina bagli EGFR sinyal aktivasyonuna ve ligand-bagimsiz
olarak da Src fosforilasyonuna yol agmaktadir [33]. Yine hiicre sag kalimi ile iligkili
olarak ROR1 Src tarafindan fosforillenebilmektedir. ROR1 ile transfekte edilen COS-7
hicrelerinde Src, ROR1’in tirozin kinaz residillerini fosforillemekte ve bunun da hiicre
sagkalimi ile invazyon icin 6nemli oldugu gosterilmistir. Src ile birlikte Met onkogeni
de RORY’i fosforilleyebilmektedir. Bu fosforillenme, ROR1’in prolin-zengin bolgesinde
gerceklesmekte ve Src’nin bu bdlgeye baglanarak ROR1’i aktive etmektedir [47].
Ayrica bu calismada, Src-spesifik kinaz inhibitorii Saracatinib uygulanan hiicrelerin
invazyon yeteneginde azalma gozlenirken, hiicre proliferasyonunun degismedigi
bulunmustur. Dolayisiyla, MET-bagimli fosforilasyonun anti-apoptotik yanitta, SRC-

bagimli fosforilasyonun ise hiicre invazyonunda rol almaktadir.



ROR1’in embriyogenezdeki ifadesinden dolayi kdk hiicre benzeri 6zellik ile
iliskisi over kanserinde incelenmistir. Primer over kanseri ile olusturulan fare
ksenograft tiimorlerinden ROR1-pozitif hilicre poplilasyonu akim sitometresi ile
ayristirilmis ve hiicrelerin CSC belirteci aldehid dehidrogenazi (ALDH) yliksek oranda
ifade ettigi bulunmustur [3]. Ayni ¢galismada, ROR1-anlatiml kanser kék hiicrelerinde
hem embriyonik kdk hiicre belirtegleri NANOG, OCT, SOX2 ifadelerinin zenginlestigi,
hem de EMT ile iliskili SNAI1, SNAI2, BMI ve Vimentin anlatimlarinin arttigi tespit
edilmistir. Yine benzer bir sekilde glioblastomada CSC hiicre grubunda ROR1
ifadesinin ylksek oldugu belirlenmistir [48]. Bununla birlikte ROR1 ifadesinin
baskilanmasi sonucunda CSC olusturma potansiyelinin distigi ve EMT ile iliskili

genlerin ifadesinin de azaldigi saptanmistir.

2.3.3. ROR1 monoklonal antikorlari

ROR1 ifadesinin beyin, kalp, akciger ve karaciger dahil yetiskin organlar ile
saglikh kan htcrelerinde bulunmamasina karsin hematolojik maligniteler ve solid
timorlerde artmis ifadesinden dolayr ROR1’i hedef alan 6zgil antikorlar
gelistirilmektedir [1, 39]. Yine bu gelistirilmekte olan antikorlarin in vitro ve in vivo
terapotik etkinlikleri cesitli calismalar ile gosterilmektedir.  Widhopf ve ark.
tarafindan uretilen D10 monoklonal ROR1 antikorlari ile fare CLL modelinde 6zgiil
olarak ROR1’'i downregule ettigi gosterilmistir. [49]. Bu antikor ROR1’in kringle
domainine karsi gelistirilmistir. Yine ayni antikorun, insan CLL'de apoptozu
indukledigi, buna karsilik ROR1’in immunoglobulin benzeri domainine karsi gelistirlen
antikorun ise dogrudan hiicre 6limiuine etkisinin olmadigi saptanmistir [50].

Choi ve ark. tarafindan insanlastirilmis ROR1 monoklonal antikoru (UC-961)
gelistirilmistir. Bu antikorun ROR1* kanser hiicrelerini tanidigi ve preklinik galismalar
ile de toksisite gostermedigi belirlenmistir [51]. Preklinik olarak giivenli oldugunun
gosterilmesinden sonra CLL hastalari ile gerceklestirilen Faz 1 klinik arastirmada da
basarili sonuglar elde edilmistir [52].

Yine ROR1* CLL tedavisinde kullanilmak tGzere ROR1’e 6zgil CAR-T hicreleri
gelistirilmis ve preklinik olarak glvenliligi kanitlanmistir [53]. Faz 1 ¢alismalari icin de

calismalar devam etmektedir.



2.4. Eksozomlar

Hicrelerin birbirleri ile olan iletisimleri dogrudan hiicre-hiicre temasi ile
olabilecegi gibi lipid, protein ve nikleotid gibi molekdllerin ilgili hiicrelere
tasinmasiyla da gerceklesebilmektedir. Bu molekiillerin tasinmasi ise hicre-disi
vezikilller (extracellular vesicles: EV) araciligiyla olmaktadir. EV’lerin salgilanmasi
prokaryotik hicrelerden bitin 6karyotlara kadar korunmus olan evrimsel bir
surectir. Bu vezikiller tikirik, kan, sit, idrar gibi viicut sivilarinda bulunabilmekte ve
hiicresel kokenine, boyutuna ve 6zelliklerine gére eksozom, mikropartikdll, apoptotik
cisimcik (apoptotic bodies), proteozom, onkozom gibi isimler ile anilmaktadir [54].
Eksozomlar boyut (40-100 nm ¢apinda), yogunluk (1.13-1.19 g/ml), morfoloji (tabak
veya fincan seklinde) ve protein belirtegleri gibi c¢esitli ortak ozellikler ile
tanimlanabilmektedir. Eksozomlar, istenmeyen materyalin uzaklastiriimasinda
kullanilan bir mekanizma olarak tanimlanmis, ancak immiin yanit siirecinde antijen
sunma fonksiyonlari zamanla anlasilmistir [55]. Daha sonraki calismalarda ise,
eksozom araciligiyla ilgili alici hticrelere lipid, protein, mRNA ve miRNA’larin
aktarildigi gosterilmistir [56].

EV’lerin hiicreye alinmasinda da salgilanmasinda da kaveolin-1 (CAV1) ya da
kaveoleler gbrev almaktadir [57]. Membrana bagli prion proteini (PRNP) CAV1'i lipid
raft icerisinde organize eder ve CAV1’in internalize olmasina izin verir. Hiicre igine
alinan CAV1, multi-vezikiler badilerin (MVB) lizozom ile birlesmesini inhibe ederek
yikimlarini engeller ve bu sayede membran ile birlesen MVB’ler eksozom olarak
salgilanmaktadir [58].

Eksozomlar stres ve normal kosullar altindaki hiicrelerden izole edilerek
karakterize edilmistir. Eksozom izolasyonu icin ultrasantriflij, siikroz gradyent ile
birlikte ultrasantriflij, immun-boncuklar ve jel filtrasyon ile izolasyon gibi teknikler
kullanilmaktadir [56]. izole edilmis eksozomlarin karakterizasyonu TEM (Transmission
Electron Microscopy), western blot ve akim sitometresi gibi teknikler ile biyokimyasal
ozelliklerine (morfoloji, boyut, eksozomal marker’lar gibi) dayal olarak
gerceklestirilmektedir [59]. Gergeklestirilen calismalar ile kanser hiicrelerinin saghkli
hiicrelere gore daha fazla eksozom salgiladiklari gésterilmistir ve bu eksozomlarin
otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalar araciligiyla hiicre adaptasyonuna katki
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sagladigi disinllmektedir [60]. Timorden koken alan eksozomlarin metastaz
surecine EMT indukleyici faktorler (Notch-1 ve Hifla) ve birgok matrix metalloproteaz
tasiyarak katki sagladigl gosterilmistir [61, 62]. Prostat kanserinden salgilanan
eksozomlarin adipoz dokusundan kékenlenen kok hicreleri kanser hicrelerine

transforme ettigi gosterilmistir [63].

2.4.1. Hepatoseliiler Karsinomada Eksozomlar

HCC hcrelerinden izole edilen eksozomlar CD9 ve CD63 ylizey belirteglerini
tasimaktadir. Bu eksozomlar in vitro’da hucrelere verildiklerinde HGF/c-Met/Akt
sinyal yolagini aktive ederek sorafenib’e karsi direnci indiiklemektedir [64]. Benzer
sekilde, kanser hicrelerine docetaxel ve cisplatin uygulandiginda eksozom
sekresyonunun arttigi ve mRNA ile miRNA tasiyan bu eksezomlarin komsu hiicrelerde
ilaca karsi direnci arttirdigi gésterilmistir [65, 66].

He ve ark. 3 farkli metastatik HCC hiicre hattindan elde edilen eksozomlardaki
kargoyu proteomik ve tiim RNA dizileme (RNA-seq) yaklasimlari ile analiz etmisler ve
birgok onkojenik miRNA ile bazi onkoproteinlerin (MET, S100 ailesi iyeleri ve CAV1/2)
eksozomlarda cok yiksek miktarda bulundugunu goéstermislerdir [67]. Yine ayni
calismada, bu eksozomlarin normal hepatosit hiicrelerine aktariimasi ile PI3K/Akt ve
MAPK yolaklarinin aktive olduklarini bulmuslar ve bunun bir sonucu olarak da
eksozom aktarilmis hepatositlerin migrasyon ve invazyon kapasitesi kazandigini
saptamislardir.

miRNA ve mRNA’larin eksozomlar araciligiya aktarildiginin 2007 yilinda
gosterilmesinden sonra eksozomlari kullanilarak diagnostik biomarker’larin
belirlenebilecegi fikri ortaya c¢ikmistir [68]. Eksozomlar bazi ortak miRNA’lari
tasiyabildikleri gibi koken aldiklari  hiicreye gore farkh miRNA’lari da
tasiyabilmektedir. Bununla birlikte eksozomlarin tasidiklari miRNA’lar kéken aldigi
hiicre icerisindeki miRNA repertuarindan da farkl olabilmektedir [60].

HCC hicre hatti olan SMMC-7721'nin ve salgiladiklari eksozomlarin miRNA
icerigi incelendigi zaman hiicre icerisinde disiik miktarda bulunan miR-486-5p ve

miR-10b-5b gibi bazi miRNA’larin eksozom icersinde yiksek miktarda bulundugu
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buna karsin hicre igerisinde ylksek miktarda bulunan let-7d-5p, let-7b-5p, ve let-7c-
5p gibi miRNA’larin eksozomlarda disiik miktarda bulundugu saptanmistir [69].
Kanser hiicrelerinde metabolizmanin dizenlenmesi, artmis glikoz alimi ve
glikoliz ile gerceklesmekte ve kanserin ayirici 6zelliklerinden biri olarak karsimiza
citkmaktadir. Kanser hiicreleri miR-122 tasiyan eksozomlarin salgilanmasi sonucunda
cevredeki saglkli hiicrelerin glikoz alimini baskilamaktadir. miR-122, PKM2 (Pyruvate
kinase isozymes M2) enzimini hedef alarak timor mikrogevresindeki normal
hicrelerin glikolitik metabolizma ve glikoz tiiketimini baskilamakta ve bdylece
cogalan kanser hiicreleri icin glikoz varligini arttirmaktadir [70]. Bununla birlikte,
HuH7 hucrelerinden salgilanan eksozomlarda miR-122 ifadesi bulunmustur. Bu
eksozomlar HepG2 hiicresine aktarildiginda siklin G1 ve IGF-1R (Insulin-like growth
factor-1 receptor) gibi miR-122 hedef genlerinin ifadesini degistirerek hiicre

blylmesi ve proliferasyonunu azalttig belirlenmistir [71].

2.4.2. ROR1 ve Eksozom iliskisi

ROR1’in eksozomlardaki ifadesi ile ilgili galismalar sinirli kalmakta ve izole edilen
eksozomlarin protein igeriginin analizine dayanmaktadir. Webber ve ark. prostat
kanser hiicre hatti olan DU145 hiicrelerinden eksozom izole etmisler ve bu
eksozomlardaki protein icerigini, hiicrelerdeki protein icerigi ile karsilastirmislardir.
izole edilen eksozomlarda eksozom ile iliskisi bilinen MFG-ES, integrin ve MET ile
birlikte iliskisi daha ©Once go6sterilmemis olan ROR1 ve ITIH4 proteinlerini
belirlemislerdir (Webber vd., 2014). Bunun yaninda, kolorektal ve over kanseri hiicre
hatlarindan izole edilen eksozomlarda da ROR1 proteini tanimlanmistir
(http://exocarta.org/gene_summary?gene_id=4919).

ROR1 ile eksozom biyogenezi arasinda, kaveole yapisi Uzerinden dolayh bir
etkilesim olasihgl bulunmaktadir. Kigik hicreli-olmayan akciger kanserinde (NSCLC)
ROR1 proteininin, kaveole yapisinin plazma membraninda toplanmasindan sorumlu
olan CAV1 ve cavin-1 proteinleri ile etkilesimde oldugu gosterilmistir [72]. ROR1
ifadesinin baskilanmasi ile kaveole yapisinin olusmadigi ve ROR1’in CAV1’in lizozomal
degredasyonunu inhibe ederek kaveole yapisinin devamhligini sagladigi

gosterilmistir. Ayrica noroblastoma hiicre hatti olan Lan-6 hiicrelerinden farkli
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membran boélgeleri izole edildiginde lipid raft olarak tanimlanan membran

bolgelerinde ROR1 proteinin zenginlestigini gostermislerdir [73].
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3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar

EDTA (Merck), MBG Etanol (Riedel de Haen), L-Glutamin (Lonza). B-
Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris (Fischer
Scientific), HCL (Fischer Scientific), RNase-ExitusPlus (AmpliChem), DMSO (Fischer
Scientific), Complete Freund's Adjuvan (Sigma), Polietilenglikol (PEG; MW: 1500,
(Sigma), Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific), Polybren (Thermo Scientific),
Puromisin (InVivoGen), Amersham ECL Select (GE Healthcare), Dynabeads Protein G
(Thermo Fisher), Paraformaldehit (PFA) (Fischer),RNase A (Sigma),Aseton (Fischer),

Metanol (Fischer).
3.2. Cihazlar

+4°C Buzdolabi (Ariston), -20°C Derin Dondurucu (Ariston), -80°C Derin
Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Laminar Akim Kabini (Labconco, Logic), Karbondioksit inkiibatorii (Labogene,
Scancell), Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50), RT-qPCR ( Applied Biosystem,
StepOnePlus), PCR Kabini (Lab Companion), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette).
Santriftij (NUve, NF400), Sogurmali Santriflij (Labogene, Scanspeed 1580R), Votex
(DragonlLabs, MX-S), PCR (Biorad, Mj Mini). ; Laminar Kabin, Class Il Tip (PMV Clean
Air), Sogutmal santrifij (Heraeus Instruments Function Line), Sogutmal
Mikrosantrifuj (Beckman Coulter microfuge 22R), Minisantrifiij 96 kuyulu mikroplak
rotorlu (Labogene), Derin dondurucu, -80 2C (ESCO), CO2 inkiibatér (Labogene,
Benchtop 6400-4), Mini Western Blot Sistem ve Transfer Tanki (BioRad), Floresan
atasmanl ters 1sik mikroskobu (Nikon TMS), Yatay Mini Jel Sistemi (BioRad), Isik
mikroskobu (Nikon), Floresan atasmanli isik mikroskobu (Nikon), Ters i1sik mikroskobu
(Nikon), Su Banyosu (Lauda AL12), Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Sartorius
BL210S), Sarjli pipetleyici (PipetAid, Biohit Midi Plus), Isiticili blok (Denville Scientific),

Isitictl manyetik karistirici (Denville Scientific), Sivi Azot tanki (Arpege 140), Sogutmali
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inkiibator (B. Braun Biotech Int. Certomat BS-T), Mikrodalga firin (Kumtel), Mikrobiyal
izolasyon Kabin (Niive MN090), Orbital Calkalayici (Denville Scientific), Termal-déngii
cihazi (Biometra), Real-Time PCR cihazi (Agilent Technologies Stratagene Mx3000P),
Elektroforez glic kaynagi (BioRad), Jel/membran gorintileme sistemi (Biorad
ChemiDOC XRS), Otoklav (Niive), FACS JAZZ (Becton Dickinson), Accuri C6 (Becton
Dickinson), AKTA-Purifier Kromatografi (GE, Massachusetts), NanoDrop (Thermo
Scientific), Bioruptur Pico (Diagenode), Qubit 3 (Thermo Scientific), LSM 880 Airyscan
Konfokal Mikroskop (ZEISS), Xcelligence DP (ACEA), FACS Calibur (Becton Dickinson),

Olympus CKX41 floresan mikroskop (Olympus).

3.3. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri ve Malzemeler

Hiicre besiyeri olarak yiksek-glukoz icerikli DMEM ve RPMI besiyeri (Gibco),
%10 fotal dana serumu (FBS, Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco), 1X non-
essential Aminoasit (NEAA) (Gibco), 10X fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS, Gibco),

10X Tripsin (Gibco) ve HAT (Hypoxanthine/Aminopterin/Thymidine) (Sigma).

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 Bolumi’nden temin edilmistir. Hep3B, HepG2, PLC/PRF/5, HuH7 ve SKHEP1
hicre hatlan yiksek-glukoz igerikli DMEM besiyerinde ve SNU387 ile SNU423 hiicre
hatlari da RPMI besiyerinde blyutildi. SP2/0 hicreleri, 132 uM 8-Azaguanine iceren
%20 FBS’li yliksek-glukoz igerikli DMEM besiyerinde segildi. Flizyon isleminden sonra
hibridomalar HAT DMEM besiyerinde secilime tabi tutuldu.

Hepal-6, S6-1B ve S6-1D fare HCC hiicre hatlari ile HEK293T hiicre hatti

ATCC'den temin edildi ve yliksek-glukoz icerikli DMEM besiyerinde blyutaldi.
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3.5. Cozelti ve Tamponlar

10X PBS: NaCl 80 g, KCI 2 g, Na2HPO4.2H20 17,8 g, KH2P04 2,4 g, 1 It (pH:7.4).
e  Hicre Dondurma Besiyeri: %90 FBS, %10 DMSO.

e  2x Laemmli buffer: 4% SDS, 20% glycerol, 0.125 M Tris HCI.

e 10X TBS: 500 mM Tris-Cl, pH 7.6, 1.5 M NaCl.

e TBS-T: 1X TBS, %5 Tween-20.

e Elisyon Tamponu: 0.1M Glisin-HCI tamponu (pH: 2,7).

Triton-X100 buffer: 50mM Tris-cl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% TritonX-100 ve
proteaz inhibitori.
e 4x Yukleme Tamponu: %40 Gliserol, %20 SDS, 800 mM B-merkaptoetanol,
200mM Tris (pH=6.8), %0,1 Bromofenol mavi.
o  %8'lik SDS-PAGE Ayirma Jeli: 2,5 ml 1,5M Tris (pH:8,8), 100l SDS (%10), 2 ml
Ac/Bis (%40), 75ul APS (%10), 5 pl TEMED ve 5.5 ml ultra saf su.
e  %4'lik 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 ul TEMED ve 6,4 ml ultra saf su.
e Elektroforez Yurutme Tamponu: 25 mM Tris base, 190 mM glycine, 0.1% SDS
ve Tampon pH'l 8,3 civarina getirildi.
e Transfer Tamponu: 25 mM Tris base, 190 mM glycine, 0.1% SDS ve %10
metanol.
e Blocking Sollisyonu WB: %5 Yagsiz sut tozu, 1X TBS-T.
e  Blockin Sollisyonu IF: %2 BSA, 1X TBS-T.
e 10X Baglanma Tamponu: 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NacCl, 2.5 mM
CaCl2.

3.6. Bakteriler ve Besiyerleri
E. coli DH5a bakterileri LB sivi ve LB-agar kati besiyerlerinde ¢ogaltildi ve temin

edilen plazmidlerin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Kolonilerin amfisilin antibiyotigi ile

secildi.
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Rosetta(D3) pLacl bakterileri de amphicilin, chloramphenol ve %1 glukoz iceren

kati ve sivi besiyerinde cogaltildi ve pOPINF vektoriniin ¢ogaltilmasi amaciyla

kullanildi.

3.7.Vektorler ve Primerler

Kismi-rekombinant ROR1 proteini pOPINF (#26042) vektoriine klonlanarak

cogaltildi (Sekil 3.1).

- Miul 2391
(3162) Scal y BbvCl - Bpuldd 1)

Sekil 3.1: pOPINF vektor haritasi.

ROR1 ifadesinin baskilandigl ¢alismalarda lentiviral formattaki ROR1 shRNA

(TRCNO000002026) plazmidi Sigma firmasindan ve pLKO.1 (#8453) Addgene’den

temin edildi (Sekil 3.2).
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(6844) EcoRI Xeml (29)
(6833) Mlul |
(6820) Agel
(6819) BfuAl - BspMI
(6752) Ndel

(6534) BspDI * - Cla
(6445) Kfll - PpuMI
(6088) Alel
(5935) BbvCl - Bpulol

(5700) Mfel
(5681) EcoNI

(5348) Nrul

(4832) Sphi
662) M13/pUC Rev

(4329) Pcil
R F

(4029) PspFI
(4025) Bs

eYl

Spel (257)

Blpl (337)
Ascl (346)

Hincll (484)
BamHI (514)

PfIFI - Tth1111 (575)
BsiWI (589)
BStENl (667)
SexAl * (1100)
Nsil (1186)

Acc65! (1189)
Kpnl (1193)
Bbs| 91)

Ncol (1767)
sfil (1813)
Avrll (1860)
|| NgoMIV (2193)
\ Nael (2195)

Scal (2960)

Sekil 3.2: 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 edilmistir

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

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

AAGTTCTGTTTCAGGGCCCGAACCT | ATGGTCTAGAAAGCTTTAATTGCGAG
hROR1_ab | CGACACCACAGACAC CTGCAAGGTCCTT
ROR1 GTTTCCCAGAGCTGAATGGA GGATGTCACACAGATCAGACTT
GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT | CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA
ABCG1 CTACCACAACCCAGCAGATT AGGTCTCTCTTGTGGTCTGA
ABCC6 CCCAGGCTGATTGGATCATAG GGTTCTGTTTCTCCTTCTCCTC
ABCB1 GGTGAGTCAGGAACCTGTATTG AGTCATAGGCATTGGCTTCC

3.8. Antikorlar, Boyalar ve ilaglar

Western blot antikorlari; ROR1 (1/500, monoklonal hibridoma; IC5 ve 5B3

klonlari), B-actin (Cell Signaling, 1/5000), E-cadherin (BD Transduction Laboratories,

1/1000), Vimentin (ell Signaling, 1/1000), PARP (Cell Signaling, 1/1000), CK19 (Santa

Cruz Biotechnology, 1/1000), His-tag (Qiagen, 1/3000), CD63 (Abcam, 1/1000),
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TSG101 (Cell Signaling, 1/1000), GM130 (Cell Signaling, 1/1000) Antimouse-HRP ve
antirabbit-HRP sekonder antikorlar (Cell Signaling, 1/4000).

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), antimouse-Alexa488 sekonder antikor
(Cell Signaling, 1/500).

Boyalar, Propidium lodide (BD), Eozin (Sigma), DAPI (Thermo Scientific) ,
Vybrant DiO (Thermo Scientific), , RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (Intronbio).

llaclar; Oksaliplatin (Hospira) ve Doksorubisin (Sigma).

3.9. Kitler

NucleoSpin Plazmid miniprep (Macherey-Nagel, ABD), QuikChange Il Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent, 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), Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fischer, ABD), miRNeasy Micro Kit (Qiagen, ABD),
Quantimir cDNA sentez kiti (System Biosciences, ABD), Cancer MicroRNA qPCR Array
(System BioScience, ABD).
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4. YONTEMLER

4.1. Hiicre Stoklarinin Hazirlanmasi

Kullanilan hiicre hatlari sivi azot tankindan ¢ikartilip oda sicakliginda eriyince,
Uzerlerine yavasca %10 Fotal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve 8mM L-
Glutamin ile desteklenen dustik-glukoz iceren DMEM/RPMI besiyeri eklendi ve 1500
rom’de 5 dk santrifijlendi. Ust sivi aspire edildi ve hiicre pelleti besiyeri ile
¢ozuldikten sonra 60mm’lik kiltiir petri kabinlarina ekim yapilarak 37°C’'de %5 CO_’li

inkGbatore yerlestirildi.
4.2. Hiicre Kiltiri

Hicreler 100 mm kultiir petri kabinda haftada iki kez pasajlanarak ¢ogaltildi.
Petri kabinin %80-90"in1 kapladiklarinda hiicre besiyeri aspire edildi. Hiicrelere 1X PBS
eklenerek yikandi ve aspire edilerek 3X tripsin eklendi. inkiibatérde 3 dk tutularak
hiicrelerin kiltlr petri kabinin ylizeyinden ayrilmalari saglandi. Hiicre pasaji ihtiyaca

baglh olarak 1/2 - 1/6 dilisyonlarinda yapildi.
4.3. Transformasyon

Lentiviral ROR1 shRNA ile pLKO.1 plazmidleri E. coli DH5a’ya ve pOPINF
plazmidleri de Rosetta(D3) pLacl bakterisine transforme edilmistir.

30 ng plazmid 100 pl DH5a kompetan hiicrelerine eklendi ve 30 dk buzda
inkiibe edildi. 42°C’'de 2 dk 1si sokunun ardindan bakterilerin Gzerine 700 ml
antibiyotik icermeyen LB sivi besiyeri eklendi. Bakteriler 37°C’'de 1 saat ¢ogaltildi. 1
saatin sonunda bakteriler santriflij edilerek ¢oktirildi ve yaklasik olarak 50 ul LB
icerisindeki bakteriler antibiyotik iceren 10 mL LB-agar dokiilmis plate’e dikkatlice
yayildi. Plate’ler 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi glin blylyen tek kolonilerden
biri antibiyotik iceren 5 mL LB besiyerine inokiile edildi ve 37°C’'de gece boyu

bakteriler blyatdlda.
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Bakterilerden plazmid izolasyonu NucleoSpin Plazmid miniprep (Macherey-

Nagel) kiti kullanilarak Gretici firmanin talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi.

4.4. ROR1 ifadesinin in Silico Analizi

HCC’'deki ROR1 ifadesinin belirlenmesi amaciyla Avrupa Biyoinformatik
Enstitlisinin Ekspresyon Atlasi (European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)
Expression Atlas-https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) internet sitesindeki Homo
sapiens dataseti ile “disease” ve “pan-cancer analysis of whole genomes-liver” fitleri
kullanildi. 99 HCC ve 52 normal karaciger 6érnegine ait veriler indirildi ve istatistiksel
analiz olarak student t-testi kullanildi ve Microsoft Excel (Office 10) ile grafikler

olusturuldu.

4.5. Monoklonal Antikor Uretimi

ROR1 proteinine karsi monoklonal ROR1 antikoru gelistirmek amaciyla ROR1’in
hicre-disi bolgesi ile hiicre-ici bolgesinin bir kismini kapsayan (aal20-aa620) kismi-
rekombinant protein bakteride Uretildi ve saflastirildi. immiinizasyon asamalarindan
sonra hibridoma klonlar secildi ve ROR1 proteinine 6zgl gelistirilen monoklonal

antikor elde edildi.

4.5.1. Rekombinant protein iretimi

Kismi-rekombinant protein elde edilmesi icin klonlama basamaklarinda pOPINF
vektord kullanildi. ROR1 proteinin aal20 ile aa620 arasindaki bdlge HuH7
Hepotoseliiler Karsinoma hicre hattinin cDNA’sindan ¢ogaltildi. Klonlama
basamaginda homoloji temeline dayanan Sequence- and Ligation-Independent
Cloning (SLIC) metodu kullanildi [74]. pOPINF vektori Nhel enzim kesimi ile lineer
hale getirildikten sonra hem PCR iriinii hem de kesilmis vektor agaroz jelden
saflastirildi. Vektor-insert orani 1:3 olacak sekilde SLIC reaksiyonu hazirlandi;

100 ng insert/ 50 ng plazmid/ 1 pl NEB 2.1/ 0.5 ul T4 DNA polimeraz/ ddH;0 ile 10 pl

toplam hacim. Hazirlanan SLIC reaksiyonu 25°C’'de 2.5 dk inkiibe edildikten sonra 30
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dk da buzda tutuldu. Daha sonra reaksiyon hacminden 5 ul alinarak DH5d’ya
transforme edildi. Olusan kolonilerden en az 5 tanesi segilerek sekansa gonderildi.
Sekansi dogrulanan plazmid Rosetta(D3) placl bakterisine aktarildi ve amphicilin,
chloramphenol ve %1 glukoz iceren agara yayildi. Buylyen kolonilerden, tek koloni
alinip sivi kiltirde OD600 degerii 0.6-0.8 arasina gelince bakteriler PTG ile
indiiklendi. indiiksiyondan yaklasik olarak 3 saat sonra (OD600 degeri 2.1 iken)
bakteri pelleti toplandi ve nikel kolon kullanilarak rekombinant ROR1 proteini
saflastirildi.

RORY’in hiicre-disi kismina denk gelen (aa120-aa400) kismi-rekombinant ROR1
proteini Site-directed mutagenez (QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit,

Agilent) yontemi ile olusturuldu ve Rosetta(D3) pLacl bakterilerinde ifade ettirildi.
4.5.2. immiinizasyon c¢alismalari

Bagisiklama icin kullanilacak BALB/c fareler TUBITAK Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitliisi tarafindan saglandi ve tim sire¢ boyunca fareler bu
laboratuvarda tutuldu. Calismada 6-8 haftalik BALB/c fareler kullanildi ve 30 pg
rekombinant ROR1 proteini Complete Freund's Adjuvan ile 1:1 oraninda karistirilip
farelerin peritonundan enjekte edildi.

Bagisiklama islemine, 2 hafta araliklar ile devam edildi ve 3. ve 4. Enjeksiyonlarin
ardindan bagisiklanmis ve kontrol farelerin serum antikor seviyeleri farkli
seyreltmelerde 100 ng rekombinant ROR1 proteini ile kaplanmis ELISA plaklarinda
indirekt-ELISA yontemiyle test edildi. 2 hafta araliklarla gerceklestirilen ve
rekombinant proteinin incomplete Freund’s adjuvani ile 1:1 oraninda karistirilarak
periton i¢ine enjeksiyonu ile devam edildi. 4. Bagisiklama sonucunda en yiksek
aktivite gosteren fare, flizyon isleminden 3 glin 6nce son kez hem periton igi hem de

kuyruk veninden enjeksiyon yoluyla bagisiklandi.
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4.5.3. Hibridoma klonlarinin gelistirilmesi

Flizyon isleminden once Myelom hicreleri, 132 uM 8-Azaguanine igeren
besiyerinde (%20 Serum iceren DMEM) 1 hafta inkiibe edilerek secildi. Myelom
hiicrelerinin flizyon islemi sirasinda logaritmik blylime fazinda olmalarina 6zen
gosterildi. Fizyondan 1 glin 6nce 10 adet 96 kuyucuklu plaka besleyici (feeder) dalak
hiicreleri ve makrofaj hiicreleri ile kaplandi.

Secilen farenin dalagl petri tGzerinde 100 um cell strainer igerisinde ezilerek
hiicreler ayristirildi. Ardindan strainer Uzerinden 10 ml besiyeri gecirilerek kalan
hiicrelerin de petriye dlismesi saglandi. Petride toplanan dalak hiicreleri ve blylime
fazindaki myelom hicreleri ayri ayri 50 ml santrifiij tliplerine aktarilarak 2 kez
serumsuz besiyeri ile yikandi. 18 x 10° dalak hiicresi 6:1 oraninda myelom hicreleri
ile karistirildi ve 1,5 ml Polietilenglikol (PEG; MW: 1500), ve ardindan da %20 serumlu
besiyeri eklenerek fluizyon tlipld 5 dk. 37°C'de bekletildikten sonra santrifiijlendi.
Hicreler HAT (Hypoxanthine/Aminopterin/Thymidine) iceren segici besiyerinde
¢Oziilerek 96 kuyucuklu plakalara dagitildi.

Haftada 2 kez besiyeri degistirilerek koloni olusumlari takip edildi. ROR1-
antikoru salgilayan hibrit hicrelerin belirlenmesi amaciyla kuyu Ust-sivilari
rekombinant ROR1 antijeni kaplanmis ELISA plaklarinda tarandi. ELISA testi
sonucunda pozitif reaksiyon veren klonlar (absorbans degerleri negatif 6rnegin en az
3 kati olan kuyular) tespit edildi. Klonlar arasindan en yiiksek absorbans degerine
sahip olan 4 klon monoklonaliteyi saglamak amaciyla alt klonlama islemine tabi
tutuldu.

Benzer sekilde 96 kuyucuklu plakalar dalak ve makrofaj hiicreleri ile kaplanarak
kuyu basi 1 hiicre disecek sekilde dagitildi. Hiicrelerin secilim siirecini sirdiirmek icin
kiltirlere HAT DMEM (%20 Serum) besiyeri ile devam edildi. Yine pozitif kuyular
ELISA testi ile incelendi ve en gligli sinyal veren kuyudaki hiicreler ikinci alt klonlama
islemine tabi tutuldu.

Birinci ve ikinci alt klonlama islemlerinde, test edilen tim kolonileri ELISA
testinde pozitif reaksiyon veren klonlar, monoklonal olarak degerlendirildi. En yliksek

aktiviteyi gostern kuyu genis 0Olcekli antikor Giretimi icin asamali cogaltamaya alindi.
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Bu hiicreler 6nce 96 kuyu, sonra 24 kuyulu plaklarda ¢ogaltilacak ve en sonunda hiicre
kiltlri siselerine aktarilarak buyttild.

ELISA ve westen blotta ROR1’e karsi glicli reaktivite gosteren 3 farkli klon-
kokenli antikorlarin izotipleri “Mouse mAb Isotyping Kit” (Pierce Rapid ELISA, Thermo

Scientific) kullanilarak belirlendi.

4.5.4. Monoklonal antikorlarin saflastiriimasi

Monoklonal antikorlarin saflastirilma islemleri icin hibridoma hiicreleri %90
yogunluga ulasinca serumsuz DMEM besiyerinde 3 giin inkiibe edildi ve hibridoma
Ust-sivilari toplandi. Bu amagla, 50 ml hibridoma Ust-sivisi AKTA-Purifier Kromatografi
(GE, Massachusetts, ABD) cihazinda optimize edilen protokol kullanilarak Protein G
Afinite Kolonuna (HiTrap Protein G, GE, Massachusetts, ABD) yiklendi. Yikama
isleminden sonra elliisyon 0.1M Glisin-HCI tamponu (pH: 2,7) ile gerceklestirildi ve
elGatlar 80 tlpte 0.5 ml’'lik kesimlerde toplandi. 260 nm'de en yiiksek absorbans
degerine sahip tipler, ROR1 peptidine karsi 6zglllikleri ELISA yontemiyle test edildi

ROR1-pozitif monoklonal antikorlar -20°C'de saklandi.

4.6. ROR1 Hiicre Klonlarinin Olusturulmasi

ROR1 ifadesi baskilandigi (PLC/PRF/5 ve SNU387) ve ROR1’in asiri ifade edildigi
(HEP3B) hiicre klonlari elde edildi.

4.6.1. Viral partikil uretilmesi

HEK293T hiicreleri kullanilarak lentiviral partikiller elde edildi. Bu amagla, kuyu
basi 2x10° hiicre 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Ertesi glin Lipofectamine 3000 kimyasali
kullanilarak 1 pg plazmid (shROR1, shpLKO.1 ve ROR1-OE) ile 5 pl lentiviral paketleme
karisimi (Packaging Mix, Sigma) hiicrelere verildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra
hiicreler 100 mm petriye alindi ve taze besiyeri eklendikten 48 saat sonra hiicre Ust-

sivilari toplandi ve -80°C’de saklandi.
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4.6.2. ROR1 ifadesi baskilanmis ve kontrol klonlarinin gelistirilmesi

PLC/PRF/5 and SNU387 hiicreleri %40 dolulukta 6 kuyucuklu plakalara ekildi.
Ertesi gin, hiicreler 8 ug/mL Polybren (Thermo Scientific, ABD) varliginda 1 mL viral
partikil ile enfekte edikdi. 24 saat sonra, hiicreler 60 mm petriye pasajlanarak 2
pug/mL Puromisin (InVivoGen, USA) ile klon segilimine baslandi. 2 hafta antibiyotik
seciminden sonra kalimlh heterojen ROR1-baskilanmis ve kontrol hiicre klonlari
olusturuldu. Kontrol hiicrelere gére shROR1 klonlarindaki ROR1 bakilanmasi gen

ifadesi seviyesinde RT-qPCR ile ve protein seviyesinde de western blot ile gdsterildi.

4.6.3. ROR1 asiri ifade eden klonlarin gelistirilmesi

ROR1 ekspresyon ve kontrol virlsleri ile yukarida anlatildigi sekilde Hep3B
hiicreleri transfekte edildi. 2 haftalik puromisin seciminden sonra ROR1 asiri ifadesi

gen seviyesinde RT-gPCR ile ve protein seviyesinde de western blot ile gosterildi.

4.6.4. TGF-B ile EMT indiiksiyonu

5x10° PLC/PRF/5 hiicresi 60 mm petriye ekildi ve 24 saat sonra 4 pug/mL TGF-8
ile 36 ve 96 saat muamele edildi. Kontrol petrisine 0 pg/mL TGF- verildi. Daha sonra

2x SDS buffer kullanilarak hticre lizati elde edildi ve WB ile protein ifadesi incelendi.

4.7. Hiicre Klonlarinda Gen ifadesi Analizleri

4.7.1. RNA izolasyonu

Gen ifadesi galigmalari icin RNA izolasyonu NucleoSpin RNA Il izolasyon kiti
(Macharey-Nagel, ABD) kullanilarak, dretici firmanin verdigi kullanma talimatina
uygun bir sekilde yapildi. Kisaca, hiicre pelleti lizis tamponu ile lizis edildi ve filtrelendi.
Daha sonra sivinin lizerine RNA-baglama sollisyonu eklenerek total RNA’y! tutacak
olan kolona uygulandi. Daha sonra kolon yikandi ve yiksek saflikta RNA’in ellsyonu

30 pl dH;0 kullanilarak yapildi.
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izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve OD 260/280 orani NanoDrop (Thermo
Scientific, ABD) cihazi ile &lgiildi. izole edilen RNA’lar -80°C derin dondurucuda

saklandi.

4.7.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transkriptaz (Thermo Scientific,
ABD) kiti ile Gretici firmanin talimatlarina uygun olarak yapildi. Kisaca, her 20 ul
reaksiyon icin 2 pg total RNA kullanildi. Oncelikle 2X RT master karisimi hazirlandi ve
10 pl hacimde PCR tiipline alindi (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
dH20 4.2 ul
Toplam hacim 10 pl

Her bir PCR tliptine 10 pl total RNA 6rneginden eklendi (2 ug total RNA). Hacmi
20 ul olan cDNA sentez karisimi PCR cihazina yerlestirildi ve tablo.. gosterilen dongi

sartlarinda cDNA sentezi yapildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: PCR dongd sartlari.

Basamak | Basamak | Basamak | Basamak
1 2 3 4
Sicaklik
(°C) 25 37 85 4
Sure (dk) 10 120 5] o0

Sentezlenen cDNA’lar, -20°C derin dondurucuda saklandi.
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4.7.3. RT-gPCR ile gen ifadesi analizi

Gen ifadesi degisimlerinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla 20 ul reak
Reaksiyon hacmi hazirlandi ve 40 ng cDNA kalip olarak kullanildi (Tablo 4.3). Maxima
Cybergreen Master Mix (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak Kitin 6nerdigi dongu

sartlarinda RT-qPCR reaksiyonu gerceklestirildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.3: RT-gPCR reaksiyon tablosu.

2X master mix 10 pl
ileri primer (125 mM) | 0,25 pl
Geri primer (125mM ) | 0,25 pl

cDNA (40 ng) 2 ul
NF dH,0 7.5ul
Toplam hacim 20 pl

Tablo 4.4: RT-qPCR dongu sartlari.

Dongul Sayisi Sicaklik (eC) | Sure
1 doéngi 95 10 dk
95 20 sn
45 dongi 60 30 sn
72 30 sn
0.1 sicakhk
Erime egrisi 55-95 degisiminde
Olglim

Gen ifadesi analizi ise ddCt formilli ile GAPDH’a gbre normalize edilerek
hesaplandi.

ddCt = EgendCtgen(kalibrator-érnek)/Enorm. A dCtnorm. (kalibrator-érnek) (4.1)

Relative ekspresyon = Logx(ddCt) (4.2)

gRT-PCR reaksiyonu triplike yapilmis ve denemeler 3’er kez tekrarlanmistir.
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4.8. Hiicre Klonlarinda Protein ifadesi Analizleri

Hicre klonlarindaki protein ifadesi calismalarinda western blot,

immingoktiirme, akim sitometresi ve immiinfloresan yontemleri kullaniimistir.

4.8.1. Western blot

Hepatoselliler karsinoma hiicre hatlarinda ve hiicre klonlarinda protein
ifadesinin belirlenmesi amaciyla total protein lizatlar elde edildi. Hiicreler 10 cm’lik
petrilerde blyltildi ve %70-80 doluluga ulastiginda 2 kez soguk PBS ile yikandi. Daha
sonra PBS ile kazinarak tlipe alindi ve 4000 rpm’de +4 derecede 2 dk santrifijlenerek
hiicre pelleti elde edildi.

Pellet hacmine uygun olarak 2x Laemmli buffer veya 1x Triton-X100 buffer
eklenerek vortexlendi. Buzda 20 dk inkibe edildikten sonra Bioruptur Pico
(Diagenode) ile 30-sec-on/30-sec-off olacak sekilde 6 dongu sonike edildi. 14000
rom’de +4 derecede 15 dk santriflijlenerek siipernatant kismi protein lizati olarak -
20°C’'de saklandi.

Qubit protein assay kit (Thermo Scientific, ABD) ile protein miktari belirlendi ve
50 ug proteine karsilik gelen hacim 4x ylikleme tamponu ile karistirilarak %10’luk SDS-
PAGE jele yiklendi. Protein drnekleri Ust jelden gecene kadar 80 V’'ta , daha sonra da
120 V’ta ylritilda. Proteinlerin PVDF membrana aktarimi TransBlot (Biorad) cihazi
ile gerceklestirildi (Yuksek molekiler agirlik programinda, 30 dk). Membranlar 1 saat
oda sicakliginda %5 Tween-20 iceren yagsiz siit tozu ile bloklandi. Daha sonra primer
antikorlar ile +4°C’'de gece boyu inkibe edildi. Membranlar 3 kez 5 dk TBS-T ile
yikandiktan sonra uygun HRP-bagli sekonder antikorlar ile 1,5 saat muamele edildi.
Membranlar tekrar 3 kez 5 dk TBS-T ile yikandi. Amersham ECL Select (GE Healthcare)
kemiliminesan substrati uygulanan membrandan protein goriintileri Gorlintl Analiz

Sisteminde (Biorad) fotograflanarak dosyalandi.
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4.8.2. immiin-¢oktiirme

Triton-X100 buffer ile SNU387 hiicrelerinden total protein lizati elde edildi. 50
pl manyetik boncuk (Dynabeads Protein G, Thermo Fisher, ABD) 2 kere TX100
tamponu ile yikandi. Boncuklar, 25 pg anti ROR1 5B3/1C5 monoklonal antikoru ile
TX100 tamponu igerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Devaminda TX100
tamponu ile iki kere yikanan boncuklar, hicre lizati ile gece boyunca +4°C'de
inkiibasyona birakildi. Ertesi glin TX100 tamponu ile 3 kere yikanan boncuklar, 30 pl
4x Laemmli Tamponu ile 70°C'de inkiibe edildi ve antikorlar ile bagli proteinlerin
boncuklardan ayrilmasi saglandi. Devaminda SDS-PAGE jele yiiklenen 6rnekler, PVDF
membrana aktarildi ve 5B3 ile indirilen proteinlere anti-ROR1 5B3 monoklonal
antikoru ve 1C5 ile indirilen proteinlere de anti-ROR1 1C5 antikoru ile western blot

yapildi.
4.8.3. Akim sitometresi analizi

Hicreler 100 mm petrilerde %70-80 yogunluga ulasinca 1 kez PBS ile
yikandiktan sonra 4 mM EDTA soliisyonuyla 10 dk inklbe edilerek petrinin
ylzeyinden ayrilmalari saglandi. Hiicreler PBS ile yikanarak 300 G’'de 5 dk santrifiij
edildi. Daha sonra, hiicreler 100 pl’'sinde 1x106 hiicre olacak sekilde PBS icerisinde
¢6ziild{ ve 10 pg 5B3 antikoru ile 1 saat +4°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
PBS ile yikandi ve Alexa 488 floresan konjuge antikoru ile birlikte 1 saat +4°C’'de
tutuldu. Hicreler PBS ile yikandiktan sonra 400 ul PBS igerisinde Accuri C6 akim

sitometresi (BD) ile analiz edildi.

4.8.4. immunfloresan goriintiileme

6-kuyucuklu plakalara steril edilmis edilmis lameller yerlestirildikten sonra kuyu
basi 3x10° hiicre ekildi. Ertesi gtin hiicrelere 2 kere PBS ile yikandiktan sonra %2
Paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika fikse edildi. Ardindan 3 kere PBS ile yikanan
hicreler %2 BSA-PBS ile 60 dakika oda sicakhginda bloklandi. Bloklama isleminin
ardindan, hicreler 2.5 pug anti-ROR1 5B3/1C5/9F10 antikoru ile 1 saat inkiibe edildi.
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Ardindan 3 kere PBS ile yikanan hiicreler, 1:500 oraninda hazirlanan Alexa Flour 488
bagli Anti-IgG ikincil antikorlar ile 1 saat inkiibe edildi. ikincil antikor inkiibasyonunu
takiben 3 kere PBS ile yikanan 6rnekler 30 dakika DAPI (1:1000) sollisyonu igerisinde
inkiibe edildi. Son olarak sirasiyla birer kere PBS ve distile su ile yikanan 6rnekler
sabitleme ajani (%80 gliserol) yardimiyla lam (zerine ters cevrilerek kapatildi.
Hazirlanan slaytlar Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop ile goérintilenip

fotograflandi.

4.9. Hiicre Klonlarinda Fonksiyonel Analizler

ROR1’in hepatokarsinogenezdeki roliiniin daha iyi anlasilmasi icin ROR1 ifadesi

baskilanmis ve kontrol hiicrelerinde fonksiyonel ¢alismalar yapildi.

4.9.1. Hiicre proliferasyonu analizi

ROR1 baskilanmis ve kontrol hiicre klonlarinin proliferasyonlari Xcelligence
cihazi ile gergek zamanlh olarak incelenmistir. PLC-pLKO, PLC-shROR1, SNU387-pLKO,
SNU387-shROR1, HEP3B-ROR1 ve HEP3B-RED hiicreleri kuyu basi 1x10* olacak
sekilde ekilerek 72 saat boyunca kaydedildi. Farkli zaman araliklarindaki “normalize
hicre indeksi” degerleri kullanilarak proliferasyon yeteneklerindeki degisikliklerin
istatistiksel analizleri GraphPad Prism6 programi ile “iki yonli Anova” testi

kullanilarak yapildi ve grafikler elde edildi.

4.9.2. Hiicre dongiisii analizi

Hlcre donglsu analizi igin PLC-pLKO, PLC-shROR1, SNU387-pLKO ve SNU387-
shROR1 hiicreleri 2x10° hiicre 6 kuyucuklu plakalara ekildi ve 48 saat sonra tripsinle
kaldirilarak +4°C’de %70 etanol ile gece boyu fikse edildi. Ertesi gun, fikse edilmis
hicreler 100 puL RNase A (0.260 Knudson U) ve 400 pL PI (50 pg/mL) ile 37°C’de 1 saat
inklibe edildi. Fazla boya santrifiij ile uzaklastirildi ve hicreler 400 pl soguk PBS ile

¢Oziilerek FACS Calibur (BD, ABD) akim sitometresi cihazi ile analiz edildi.
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4.9.3. Apoptoz direnci

Oksaliplatin (Hospira, UK) ve Doksorubisin’nin (Sigma, ABD) ROR1 baskilanan
hiicrelerdeki pro-apoptotik etkilerini incelemek amaciyla PLC-pLKO, PLC-shROR1,
SNU387-pLKO ve SNU387-shROR1 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basi 1.5x10°
hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra hicreler 0, 200, and 400 uM Oksaliplatin ile
48 saat ve 0, 0.5, and 3 pg/mL Doksorubisin ile de 24 saat inkiibe edildi. Hucreler
daha sonra tripsin ile kaldirilarak western blot ile kesilmis PARP proteini ifadesine
bakildi. Yluzde sag kalim, imagel yazihmi ile kesilmemis PARP (p116-PARP) band

yogunlugunun aktin bandinin yogunluguna oranlanmasi ile belirlendi.

4.9.4. Doksorubisine tutulumu

ROR1 baskilanmasina bagl olarak hiicrelerden ila¢ atilimindaki degisiklikler,
floresan 0Ozellikteki Doksorubisin’in hiicre icerisinde tutulumunun oOlgllmesi ile
belirlendi. PLC-pLKO, PLC-shROR1, SNU387-pLKO ve SNU387-shROR1 hiicreleri 6
kuyucuklu plakalara kuyu basi 1.5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra
hicreler 0.5 pg/mL Doksorubisin ile 1 saat muamele edildi ve PBS ile yikandiktan
sonra taze besiyeri eklenerek 4 saat daha inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda,
hicreler tripsin ile kaldirildi ve FACS Calibur (BD) akim sitometresi cihazi ile analiz
edildi. Mean Floresan Siddeti (MFI) degeri hiicre icerisinde tutunmus Doxorubucin’in

kuantifikasyonu igin kullanildi.

4.9.5. Migrasyon analizi

ROR1 baskilanmis ve kontrol klonlarinin migrasyon kapasiteleri transwell
insertleri ile test edilmistir. PLC-pLKO, PLC-shROR1, SNU387-pLKO ve SNU387-
shROR1 hiicreleri 8 mm por capindaki 24 well Transwell insertlerine (BD Falcon)
2.5x10° hiicre olarak ekilmistir. 2 saat sonra, Ust-bdlmedeki hiicreler aspire edildi ve
yerine serumsuz-besiyeri eklendi. Hiicreler, 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
alt ve Ust-bdlmeler Aseton:Metanol (%50:%50) ile fikse edildi. Ust-bdlme eozin

soliisyonu ile ve alt-bélmede DAPI soliisyonu ile boyandi. Ust-bdlmedeki hiicreler
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pamuklu-gubuk ile glzelce temizlendi. Daha sonra her bir insertiin alt-bdlmesi
Olympus CKX41 floresan mikroskobun UV filtresi ile fotograflandi ve gd¢ eden

hicrelerin nikleuslari imagel) yazilimi ile sayildi.

4.9.6. Anoikis’e direng

PLC-pLKO, PLC-shROR1, SNU387-pLKO ve SNU387-shROR1 hicreleri 6
kuyucuklu ultralow-attachment plakalara (Corning) kuyu basi 1.5x10° hiicre olacak
sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicreler toplandi ve santriflj isleminin ardindan 4 mM
EDTA soliisyonu ile 10 dk inklibe edilerek hiicre kiimelerinin birbirinden ayrilmasi
saglandi. Daha sonra hiicreler PBS ile yikanarak 300 G’de 5 dk santirijlendi. Hlcreler
mL’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde 1X baglanma tamponunda ¢ozildi ve 100 pl
hicre 5 pl AnnexinV-APC (BD, ABD) ve 5 ul PI (BD, ABD) ile oda sicakhginda 15 dk
inklibe edildi. Anoikis direnci apoptotik hiicre ylizdesinin Accuri C6 akim sitometresi

cihazi ile analiziyle incelendi.

4.9.7. ilag-direng ile iliskili genlerin ifade analizi

PLC-pLKO, PLC-shROR1, SNU387-pLKO ve SNU387-shROR1 hiicrelerindeki ilag

direnci ile iliskili genlerin ifade degisimleri RT-qPCR ile analiz edildi.

4.9.8. Kok hiicre fenotipi ile iligkili proteinlerin ifade analizi

ROR1’e bagh CSC belirteglerinin ifadesindeki degisikliklerin saptanmasi igin
HCC'da kullanilan CD133-APC, CD44-FITC, CD90-APC, CD13-PerCP, CD24-PE ve
EpCAM-APC antikorlari ile akim sitometresi calismalari yapildi. Bu calismalarda CSC
populasyonuna sahip oldugu literatiirde gosterilmis olan PLC/PRF/5 hiicre klonlari
kullanild.

PLC-pLKO ve PLC-shROR1 hiicreleri 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. Hicreler boyanmak Uzere bes tipe

bollindl; boyasiz kontrol, CD133-CD24, CD90-CD44, EpCAM ve CD13. Her bir
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antikordan 1 pl eklenerek hiicreler +4°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda hcreler iki kez PBS ile yikandi ve hiicre pelleti 300 pl PBS ile ¢ozlilerek Accuri

C6 akim sitometresi cihazinda analiz edildi.
4.10. Eksozom izolasyonu

FBS’ler ultrasantrifiijde 100,000 G’de +4°C’de 16 saat santrifujlendi. Santrifij
sonunda FBS’ler dikkatlice eksozom pelleti bozulmadan yeni 50 ml tlpe alindi ve
eksozom izolasyonunda kullanmak lzere eksozomsuz-FBS elde edildi. 387-pLKO ve
387-shROR1 hiicreleri 6 adet T175 flaska ekildi ve %80-90 doluluga ulasinca besiyeri
20 mL eksozomsuz-FBS iceren besiyeri ile degistirilerek 3 glin inkibe edildi. Bitin
flakslardaki besiyerleri 50 mL falkonlara toplandi ve sirasiyla 500 G’de 5 dk ve 2000
G’de 10 dk santriftjlenerek 6l hiicreler/debriler ¢oktiiriildu. Daha sonra 10,000 G'de
+4°C’'de 30 dk santriftjlenerek makro partikillerde ¢oktirildi10 dk +4°C’de santrifj
edilerek hicrelerin c¢oktirilmesi saglanacaktir. Hiicre Ust-sivilari ultrasantrifiij
tUplerine boltnerek dengelendi ve ultrasantrifijde +4°C’de 100,000 G’de 75 dk
santriflijlendi. Eksozom pelletine dikkat ederek Ust-sivi uzaklastirildi ve eksozomlar 2
mL FBS ile ¢6zildi. Eksozomlari gorliniir hale getirmek icin 2 pl Vybrant DiO (Thermo
Scientific, ABD) eklenip 37°C’de 20 dk inkiibe edildi. Toplanan eksozom pelleti (izerine
tip hacmini tamamlayacak kadar PBS eklenerek tekrar ultrasantrifijde +4°C’de
100,000 G’de 75 dk santrifijlendi. Eksozomun kullanilacagl deneye bagl olarak 2X
Laemmli Buffer (Western Blot), Qiazol lizis buffer (RNA izolasyonu) veya dH,0 (TEM,
NPT) ile sulandirildi ve -80°C’de saklandi.

4.10.1.izole edilen eksozomlarin biiyiikliik ve boyutunun analizi

izole edilen eksozomlarin biyiikliikleri nanoparticle tracking analizi (NPT) ve

boyutu da elektron mikroskobu (TEM) analizi ile saptandi.
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4.10.2.Eksozomlarda protein ifadesi analizi

Eksozom pelletine 200 pul 2x Laemmli tamponu eklendi sonike edildikten sonra
total protein lizati elde edildi. Protein konsantrasyonu Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fischer, ABD) ile belirlendi ve 20 g total protein SDS-PAGE jeline yiiklendi.
Eksozomlardaki ROR1 ifadesinin belirlenmesi amaciyla ROR1 antikorlari 1C5 ile 5B3
(1.5 pg/mL) ve eksozom belirteglerinin ifadesini gostermek i¢in de CD63 (Abcam,
ABD; 1/1000), TSG101 (Cell Signaling, ABD; 1/1000) ve GM130 (Cell Signaling, ABD;
1/1000) antikorlari ile problandi. Daha sonra uygun HRP-konjuge sekonder antikorlar
ile inkiibe edildikten sonra membranlara Amersham ECL Select (GE Healthcare)
kemiliminesan substrati uygulandi ve ChemiDoc gorintileme sistemi ile

fotograflandi.

4.11. miRNA ifade analizi

Eksozomlardaki miRNA iceriginin ROR1 ifadesine bagli olarak degisimi Cancer

MicroRNA gPCR Array (System BioScience, ABD) ile arastirildi.

4.11.1.miRNA izolasyonu

Elde edilen eksozomlardan ve parental hicrelerden miRNA izolasyonu
miRNeasy Micro Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak ve liretici firmanin talimatlarina uygun
olarak gerceklestirildi. Kisaca, 387-pPLKO ile 387-shROR1’den izole edilen eksozomlar
ve 387-pLKO ile 387-shROR1 hiicre pelletleri 700 ul Qiazol lizis buffer ile ¢o6zuldi ve
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Bu basamaktan sonra -80°C derin donduruda
saklanabilir ya da miRNA izolasyonuna devam edilebilir. Kloroform ve etanol
eklenerek 5 dk inklibe edildikten sonra 6rnekler santrifiijlendi ve su-fazi kolona
yiklenerek RNA’lar 20 pl dH20 ile kolondan geri kazanildi. RNA konsantrasyonu
Nanodrop (Thermo Scientific, ABD) ile dlculdi ve -80°C’de saklandi.
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4.11.2.cDNA sentezi ve miRNA-qPCR dizinlerinde ifade analizi

izole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi icin Quantimir cDNA sentez Kkiti
(System Biosciences, ABD) kullanildi. Uretici firmanin talimatlarina gére 200 ng RNA
ile Quantimir reverse transkripsiyon reaksiyonu kuruldu; poliA kuyrugunun
eklenmesi, dT adaptorlerin anneal edilmesi ve cDNA sentezini iceren li¢ basamakta
cDNA sentezi gerceklestirildi. Toplam hacim 20.5 ul olarak cDNA elde edildi. cDNA

sentezinin ardindan gPCR array i¢in mastermix hazirlandi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: qPCR array mastermix’in hazirlanmasi.

2x SYBR Green qPCR mix 1.750 pl
Evrensel Geri Primer (10 uM) 60 pl
Quantimir cDNA 20 pl
dH,0 1.670 pl
Toplam hacim 3.500 pl

Cancer MicroRNA gPCR Array kitinde bulunan primer plakasi buz lizerine alindi
ve plakadaki ileri primerler kuyu bagi 12.5 pl su ile sulandirildi. 96 kuyucuklu qPCR
plakalarina mastermix’den 29 ul dagitildi. Daha sonra sulandiriimis primer
plakasindan 1 ul primer qPCR plakasina aktarildi (primer plakasi A1 kuyusundan gPCR
plakasindaki A1 kuyusuna) ve seal ile kapatildi. Uretici firmanin talimatlarina gére

gPCR dongisi ayarlandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: qPCR array déngti sartlari.

Dongl Sayisi Sicakhk (C) | Sure
1 déngii 50 2 dk
1 dongii 95 10 dk
R 95 15 sn
45 dongli =
60 60 sn (Olg.)

Normalizasyon icin plakada bulunan U6 transkripti kullanildi ve ddCt

metoduna gore 387-shROR1 eksozomlarindaki miRNA degisimi belirlendi.
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4.12. istatistiksel Analizler

Tim calismalarda goriintli analizleri Imagel programi ile yapildi. istatistiksel
analizler iki yollu Annova ve Student’s t-test ile GraphPad Prism 6 kullanilarak

gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1. HCC’de ROR1 Gen ifadesi

HCC'de ROR1 ifadesine dair literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. HCC
dokularindaki ROR1 gen ifadesi biyoinformatik analiz ile incelendi. RNA-seq
sonuglarinin  bulundugu “EMBL-EBI Expression Atlas” veri tabanindan ROR1
ekspresyon degerleri indirilerek analiz edildi. Bu analiz sonucunda, normal karaciger
dokusuna gore HCC'de artmis ROR1 ifadesi saptandi (Sekil 5.1a). HCC hiicre
hatlarindaki ROR1 gen ifadesi RT-gPCR yontemi ile incelendi. Epitel/mezenkimal
karakterleri bilinen 6 HCC hicre hattindan olusan bir panel kullanildi. RT-gPCR

sonucunda HCC hiicre hatlari arasinda farkl seviyelerde ROR1 ifadesi belirlendi (Sekil

5.1b).
16.00 - ROR1 mRNA ifadesi
14.00 - 5
12.00 - * Max Outlier -
[0 4-
‘E 10.00 - i
& 8.00 - z 3
<1}
< 600 p=0.012 E
k. 6.00 = 29
4.00 - B
2.00 - é & 1
000 == o
Normal Liver HCG HepG2 PLC/PRF/5 HuH7 SNU387 SNU423 SKHep1
EMT E E E M M M

Sekil 5.1: HCC'de RORL1 ifadesinin incelenmesi. A) HCC ve normal karaciger
dokularina ait RNA-seq datalarinda ROR1 ifadesi B) HCC hiicre hatlarindaki ROR1
gen ifadesinin RT-qPCR ile belirlenmesi. GAPDH’a gére normalize edilmis gorece

MRNA seviyeleri. E: Epitel Hicre. M: Mezenkimal hiicre

5.2. ROR1 Proteinine Ozgiil Monoklonal Antikor Gelistirilmesi

5.2.1. Rekombinant Protein Olusturulmasi

Literatirde normal karaciger dokusunda ROR1 ifadesinin bulunmadig ve

biyoinformatik olarak HCC'de ROR1 ifadesi tarafimizdan gosterildiginden
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hepatokarsigonez siirecinde ROR1’in rol oynayabilecegi distinildi. Bununla birlikte
RTK antikorlari, 6zellikle de hiicre-disi epitopu taniyan antikorlarin terapotik olarak
kullanilabilirliligi ile ticari olarak satilmakta olan antikorlarin 6zgullik agisindan sinirli
olmasi ve vyeni vyapilacak antikorlarin farkli epitoplari tanima potansiyeli de
dislintldigiinde ROR1 proteinine karsi monoklonal antikor gelistiriimesine karar
verildi. Antikor yapiminda kullanilacak antijen se¢imi i¢in hidrofobisite analizi yapildi.
Bu analiz sonucunda ROR1 proteininde antijen olmaya uygun bir kismin (aa120-620)
belirlendi. Belirlenen segment, tasarlanan primerler ile HuH7 HCC hiicre hattinin
cDNA’sindan c¢ogaltildi. Kesilmis pOPINF vektori ve PCR irind jelden saflastirildi ve
SLIC metodu ile klonlandi (Sekil 5.2a). Elde edilen klonlar sekans ile dogrulandi ve
Rosetta(D3) pLacl bakterisine transforme edilerek kismi-rekombinant ROR1 proteini
ifade ettirildi ve Nikel kolon ile saflastirildi (Sekil 5.2b). Bununla birlikte side-directed
mutagenez teknigi ile ROR1 proteinin hiicre-disi kismina tekabil eden (aa120-400)

kismini iceren vektor de olusturuldu (Sekil 5.2a).

A B so = I
0 Wi 930 & 43 746 o — I
| ” ” | %E I I 100 = I
1 ldie Fized ~ Kinge =5 Kinase %7 70 = .
ROR1 (extracellular) E ROR (intracelular) 50 = .
;}t 40 =
s 35 =
ROR 22 120620 [ -4
25 = -
ROR 2a 120400 s —

Sekil 5.2: ROR1 kismi-rekombinant antijenlerinin olusturulmasi. A) Tasarlanan ROR1
kismi-rekombinant proteinler. Tam boy aal120-600 ve kisa rekombinant protein
(hticre ylzeyi) aa120-400. B) Bakteride ifade edilen ve saflastirilan tam boydaki

kismi-rekombinant ROR1 proteini.

5.2.2. Farelerin Bagisiklanmasi ve Hibridoma Olusturulmasi

Bagisiklama calismalari TUBITAK Gen Mihendisligi ve Biyoteknoloji
Enstitisinde gerceklestirilmistir. Saflastirilan tam boydaki kismi-rekombinant ROR1
proteini antijen olarak BALB/c farelere verildi. 2’ser hafta araliklar ile bagisiklama

islemi tekrar edildi ve 3. ve 4. bagisiklamadan sonra farelerin kanindaki ROR1 antikor
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seviyesi ELISA ile test edildi. ELISA’da kismi-rekombinant ROR1 proteinine karsi en
yuksek reaktivite gosteren fare secildi ve son kez bagisiklandiktan 3 glin sonra farenin
dalagi ¢ikartildi ve hiicreler ayristirildiktan sonra SP2/0 hiicre ile fizyon islemine tabi
tutuldu. Elde edilen tek hiicre klonlarinda ROR1 antikoru ELISA yontemi ile incelendi.
Gelistirilen klonlar arasindan absorbans degeri en yliksek olan iki hibridoma klonu
(5B3 ve 1C5) ileri analizler igin secildi. Hibridoma klonlarinin ROR1 antijenine
ozgullukleri, kismi-rekombinant ROR1 proteinleri (aal20-620 ve aal20-400)
kullanilarak WB yontemi ile test edildi (Sekil 5.3). 5B3 ve 1C5 ROR1 monoklonal
antikorlari hem tam boydaki ROR1 rekombinant proteinini (aa120-620) hem de kisa
versiyonu (aal20-400) His-tag antikoru kadar gicli bir sekilde tanidi.  Kisa-
rekombinant ROR1 proteinin bu antikorlar tarafindan taninmasi epitoplarinin,

RORY’in hicre-disi kismina karsilik geldigini gostermektedir.

Rekombinant ROR1
Ul UzunKisa Ul Uzun Kisa Ul Uzun Kisa

] ROR1
50kDa-—» ’ .« aa120-620
37kDa— « aa 120-400
B = l

a-His tag 5B3 1C5

Sekil 5.3: ROR1 proteinine karsi monoklonal antikorlarin gelistiriimesi. ROR1
antikorlari (5B3 ve 1C5) ile His-tag antikorlari ile yapilan western blot. ROR1
antikorlari hem tam boydaki hem de kisa rekombinant ROR1 proteinini
tanimaktadir. Ul: indiiklenmemis bakteri, kontrol.

Gelistirilen hibridoma klonlari serumsuz-DMEM’de blyutildi ve Ust-sivi
toplanarak protein-G kolonu ile saflastirildi. Farkh fraksiyonlarin antikor yogunlugu
Qubit ile dlciildii ve rekombinant ROR1 proteinine karsi ELISA testi ile dzgilliikleri
dogrulandi. Daha sonra saflastirilan antikorlarin izotipi kit kullanilarak ELISA temelli
olarak saptandi. Gelistirilen her 2 monoklonal ROR1 antikorunun izotipi IgG1 olarak

belirlendi.
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5.3. insan ve Fare HCC Hiicre Hatlarinda ROR1 Protein ifadesi

HepG2, PLC/PRF/5, HuH7, SNU387, SNU423 ve SK-Hepl insan HCC hiicre
hatlarinda ROR1 protein ifadesi 5B3-monoklonal antikoru ile belirlendi (Sekil 5.4a).
RT-gPCR sonuglari ile uyumlu olarak incelenen hiicrelerde farkli seviyelerde hem 130
kDa hem de 100 kDa’daki iki farkli ROR1 varyanti gosterildi. Gelistirilen ROR1
monoklonal antikorlarinin fare-ROR1 proteinini de tanidigl Hepal-6, S6-1B ve S6-1D
fare HCC hiicre hatlarinda gosterildi. insan HCC hiicre hatlarina benzer sekilde her iki

ROR1 varyanti da farkli ifade seviyelerinde saptandi (Sekil 5.4b).

A insan HCC B FareHCC
-ROR1 (5B3
o (5B3) 3 & 9
6 & S P K
e S e\gb v\\’b‘ {‘g@ s 8% o 0-ROR1 (5B3)
SSARIEN N S >
I $Se=e® - - — ROR . s a-ROR1 (1C5)

PRSP ——— - (o7 (] o IR S — - (o1 (]

Sekil 5.4: insan ve fare HCC hiicre hatlarinda ROR1 protein ifadesi. A) insan HCC
hiicre hatlarindaki ROR1 ifadesinin western blot ile gosterilmesi. B) Fare HCC hiicre
hatlarindaki ROR1 ifadesinin western blot ile gosterilmesi.

5.3.1. shROR1 ve shpLKO Klonlarinin Gelistirilmesi

Epitel hiicre karakterindeki PLC/PRF/5 ve mezenkimal karakterdeki SNU387
hicrelerinde ROR1 ifadesi lentiviral shRNA teknigi ile baskilandi. ROR1 ifadesinin
baskilandigl PLC-shROR1 ve 387-shROR1 ile kontrol PLC-pLKO ve 387-pLKO hiicre
klonlari elde edildi. ROR1 ifadesinin baskilanmasi RT-gPCR ile gen seviyesinde ve WB
ile de protein seviyesinde gosterildi (Sekil 5.5). Ayrica elde edilen hiicre klonlari ile de

ROR1 monoklonal antikorlarinin 6zgulliga gosterilmis oldu.
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Sekil 5.5: ROR1 ifadesinin shRNA ile baskilanmasi. A) ROR1 antikorlarinin 6zgullGgu,
ROR1 ifadesi baskilanmis PLC/PRF/5 ve SNU387 hiicrelerinde gosterildi. B-actin
yukleme kontrolii olarak kullaniimaktadir. B) RT-qPCR ile gen ifadesi diizeyinde
ROR1 baskilamasi. Kat azalisi GAPDH’a gore normalize edilerek ddCT metodu ile

hesaplandi.

5.3.2. ROR1 Asiri ifade Klonlarinin Gelistirilmesi

ROR1 ifadesinin bulunmadigi

epitel

hiicre karakterindeki Hep3B HCC

hlcresinde ROR1 asiri ifade ettirildi. ROR1 asiri ifade eden Hep3B-ROR1 ve kontrol

Hep3B-pLKO hiicre klonlari elde edildi. Elde edilen hiicre klonlarinda ROR1 ifadesi gen

seviyesinde RT-gPCR ile ve protein seviyesinde de WB ile gosterildi (Sekil 5.6). Yine

ROR1 monoklonal antikorlarinin 6zgilligl de asiri ifade eden hiicre klonlarinda test

edildi.
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Sekil 5.6: Hep3B hiicresinde ROR1 proteinin asiri ifadesi. A) ROR1 antikorlarinin
ozgulligl ROR1 asiri ifade eden Hep3B hiicrelerinde western blot ile gosterildi. B-
actin ylikleme kontrolii olarak kullanilmaktadir. B) RT-qPCR ile gen ifadesi diizeyinde
ROR1 asiri ifadesi. Kat azalisi GAPDH’a gére normalize edilerek ddCT metodu ile
hesaplandi.

5.4. ROR1 Antikorlarinin Validasyonu

Geligtirdigimiz monoklonal antikorlarinin hem insan hem de fare HCC hiicre
hatlarinda denatiire haldeki ROR1 antikorunu tanidigi WB ile gosterildi. Native (dogal)
formdaki ROR1 proteinini de taniyip tanimadiklari immin-¢oktirme (IP) ve akim

sitometresi metodlari ile test edildi.

5.4.1. immiin-¢éktiirme

Gelistirilen antikorlar denatlire haldeki ROR1 proteinini basari ile tanimaktadir.
Denatiire olmayan ROR1 proteinini yani native ROR1 proteini de tanidigi immiin-
¢coktlirme yontemi ile gosterildi (Sekil 5.7). SNU387 hicrelerinden Tx100 buffer ile
lizat yapildi ve elde edilen lizatlar ROR1 antikorlari 5B3 ve 1C5 ile inklibe edildi. Daha
sonra bu karisima IgG-manyetik boncuklar eklenerek olusan protein-antikor
kompleksi karisimdan cekildi ve Laemmli buffer eklenerek detaniire edildi. Daha
sonra ornekler ile WB yapildi. 5B3’lin indirdigi lizat 1C5 ile, 1C5’in indirdigi lizat da 5B3
ile problandi. Her iki antikorun da native ROR1 proteinini taniyarak ¢oktiirdigu

gosterildi.
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Sekil 5.7: SNU387 hiicre lizatlarindan ROR1’in immiing¢oktirilmesi. SNU387
hicrelerinden ROR1 proteini 5B3 ile1C5 kullanilarak indirildi ve western blotta
karsilikli antikrolar kullanilarak problandi.

5.4.2. Akim Sitometresi

SNU387 hicrelerindeki ROR1 ifadesi, ROR1-5B3 antikoru ile akim
sitometresinde gosterildi (Sekil 5.8). Hiicreler tripsin ile kaldiriktan sonra iki kere
yikandi ve PBS igerisinde 5B3 antikorlari ile inkiibe edildi. Daha sonra Alexa-488
isaretli sekonder antikorlar ile inkiibe edilerek akim sitometresi ile analiz edildi. Bu
analiz sonucunda SNU387 hiicrelerininin %40’ inin ylzeyinde ROR1 proteini oldugu

saptandi.

530/40 (488) 530/40 (488)

Sekil 5.8: SNU387 hiicresinde akim sitometresi. A) Boyasiz kontrol SNU387 hiicreleri.
B) SNU387 hiicreleri primer antikor olarak 5B3-ROR1 antikoru ve sekonder antikor
Alexa 488 ile problandi. Hiicre ylizeyindeki ROR1 ifadesi FACS JAZZ akim sitometresi
ile incelendi.
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5.5. ROR1 ifadesi ve EMT Fenotipi ile iliskisi

Literatiirde ROR1 ifadesi ile mezenkimal fenotip arasindaki iliskiye dair
calismalar bulunmaktadir. Ancak HCC'de hem epitel hem de mezenkimal
karakterdeki hiicrelerde farkli seviyelerde ROR1 ifadesi bu tez calismalari kapsaminda
gosterildi. Daha sonra ROR1 ifadesinin EMT sirecindeki degisimin incelenmesi
amaciyla HCC'da EMT modeli olusturuldu. PLC/PRF/5 hiicreleri TGF-B ile 36 ve 96 saat
indiklenerek EMT gecirmeleri saglandi (Sekil 5.9). EMTnin TGF-B ile
indiksiyonundan sonra PLC/PRF/5 hicrelerinde kanonikal EMT belirtegleri olan
artmis vimentin ifadesi ve azalmis E-kaderin ifadesi gosterildi. Bunlarla birlikte, ROR1

ifadesinin de azaldigi saptandi.

PLC/PRF/5

Saat 96 36 96
TGFB - + +
= s =~ ¢-ROR1 (5B3)

—— w - E-Cad
——"11]

w— v (3-actin

Sekil 5.9: PLC/PRF/5 hucrelerinin TGF-B ile induksiyonu. PLC/PRF/5 hiicreleri 4
ng/mL TGF-B ile 36 ve 96 saat indiiklendi. indiiklenmis ve kontrol hiicrelerinde
ROR1, E-Kaderin ve Vimentin ifadesinin western blot ile gosterilmesi. B-actin
ylikleme kontroli olarak kullaniimaktadir.

Bu bulgular, ROR1 ifadesinin mezenkimal fenotipten ziyade epitel karakter ile
iliskili oldugunu duslindirdii ve shROR ile shpPLKO hiicre klonlarinda kanonikal EMT
markerlarinin degisimi incelendi (Sekil 5.10). PLC-shROR1 ve 387-shROR1
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine goére mezenkimal o6zellik ile iliskili vimentin
ifadesinde artis ve PLC-shROR1 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore epitel hiicre

fenotipi ile iliskili E-kaderin ve CK19 ifadelerinde azalma gosterildi. Ancak ROR1’in
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asiri ifade ettirildigi Hep3B hiicrelerinde ise EMT ile iliskili protelerin ifadesi agisindan

bir farklihk gézlenmedi.

N N
NN QL5
c)l 0/ é\t (8\/
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- - E-Cad =2
- Vim — . Vim
— CK19
w— v (3-actin
W 3-actin

Sekil 5.10: PLC ve 387 klonlarinda EMT belirteglerinin ifadeleri. A) E-Kaderini
Vimentin ve CK 19 ifadesinin ROR1 ifadesi baskilanmis ve kontrol PLC/PRF/5
klonlarinda western blot ile gosterilmesi. B) Vimentin ifadesinin ROR1 ifadesi
baskilanmis ve kontrol SNU387 klonlarinda wester blot ile gdsterilmesi. B-actin
yukleme kontroll olarak kullanilmaktadir.

5.5.1. Hiicre Klonlarinda Proliferasyon ve Hiicre Siklusu Analizi

ROR1’in baskilandigi sartlarda hiicre proliferasyonu Xcelligence cihazi ile gercek
zamanli olarak incelendi (Sekil 5.11). Esit sayida PLC-shROR1, PLC-pLKO, 387-shROR1
ve 387-pLKO hiicreleri xcelligence plakalarina ekildi. Hicrelerin plakalara
tutunmasina izin verildi ve 4. saatteki hiicre indeks degerleri ile normalize edilerek
hiicre proliferasyonlari 96 saat boyunca izlendi. ROR1 asiri ifade edildigi Hep3B-ROR1
hiicrelerinde Hep3B-pLKO hiicrelerine gore proliferasyon agisindan bir farkhliga
rastlanmamisken, ROR1 ifadesinin baskilandigi PLC-shROR1 ve 387-shROR1
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore hiicre proliferasyonunun anlamli bir sekilde

azaldigi gosterildi.
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Sekil 5.11: PLC ve 387 hiicre klonlarinda proliferasyon analizi. Hiicre
proliferasyonunun, ROR1 ifadesi baskilanmis ve kontrol hiicre klonlarinda
Xcelligence ile gercek zamanl analizi. istatistiksel analiz normalize hiicre indeksi

degerleri ile GraphPad Prism 6’da iki yollu anova testi ile yapildi.

RORY1’in asiri-ifade edildigi hiicre proliferasyonu Xcelligence cihazi ile gercek

zamanli olarak incelendi (Sekil 5.12). Esit sayida Hep3B-ROR1 ve Hep3B-pLKO

hiicreleri xcelligence plakalarina ekildi. Hiicrelerin plakalara tutunmasina izin verildi

ve 4. saatteki hiicre indeksi degerleri ile normalize edilerek hticre proliferasyonlari 96

saat boyunca izlendi. ROR1 asiri ifade edildigi Hep3B-ROR1 hiicrelerinde Hep3B-pLKO

hiicrelerine gore proliferasyon agisindan anlaml bir farka rastlanmadi.

1,8
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0 12 24 36 48

i Hep 3B Hep3B-ROR1

Sekil 5.12: Hep3B ROR1 klonlarinin proliferasyon analizi. Hiicre proliferasyonunun,
ROR1 ifadesi arttirilmis ve kontrol hiicre klonlarinda Xcelligence ile gercek zamanli

analizi. Normalize hiicre indeksi degerleri kullanildi.
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PLC-shROR1, PLC-pLKO, 387-shROR1 ve 387-pLKO hiicrelerinin hicre siklusu
durumlari akim sitometresi ile analiz edildi (Sekil 5.13). Hicreler etanol ile fikse
edildikten sonra Propidium lodide (PI) boyasi ile hiicrelerin DNA’sI boyandi ve hiicre
siklusu akim sitometresi ile analiz edildi. PLC-shROR1 ve 387-shROR1 hiicrelerinde
kontrol hiicrelerine gore G1 fazinda daha fazla hiicre oldugu gosterildi. EMT fenotipi
iliskili 6zelliklerden olan proliferasyonun azalmasi ve hiicre siklusunda durakma ROR1

ifadesinin baskilandigi HCC hiicrelerinde gozlemlendi.
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Sekil 5.13: PLC ve 387 hiicre klonlarinda hiicre siklusu analizi. Hiicre dénglistiniin,
ROR1 ifadesi baskilanmis ve kontrol hiicre klonlarinda akim sitometresi ile analizi.

5.5.2. Hiicre Klonlarinda Hiicre Gogii

EMT silirecinde hiicreler hareket kabiliyetleri arttirarak metastaz kapasitesi
kazanmaktadir. Gelistirilen shROR1 ve shpLKO hiicre klonlarinda hiicrelerin gog
kabiliyetleri analiz edildi (Sekil 5.14). Esit sayida PLC-shROR1, PLC-pLKO, 387-shROR1
ve 387-pLKO hiicreleri serumlu besiyeri icerisinde transwell kuyucuklarina ekildi.
Hicrelerin gradient olusturmasi icin beklendi (73 saat) ve besiyeri serumsuz besiyeri
ile degistirildi. PLC hiicrelerinin 48 saat ve 387 hiicrelerinin de 24 saat serumlu
besiyeri olan tarafa dogru géc¢ etmelerine izin verildi. ilgin¢ bir sekilde, ROR1
baskilanmasi sonucunda hem PLC/PRF/5 hem de SNU387 hiicrelerinin, kontrol

hiicrelerine gére anlamli olarak daha az hareket ettikleri saptandi.
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Sekil 5.14: PLC ve 387 hiicre klonlarinin hiicre gogl analizi. Hiicre gogliniin, ROR1
ifadesi baskilanmis ve kontrol hiicre klonlarinda transwell migrasyon testi ile
analizi.PLC/PRF/5 hicre klonlari 48 saat ve SNU387 hiicre klonlari da 24 saat goce
tabi tutuldu. Gé¢ eden hiicre miktari, Image)’de DAPI ile boyanan niikleuslarin
sayllmasi ile hesaplandi.

5.5.3. Hiicre Klonlarinda Apoptoz ve Anoikise Direncin Analizi

Hicreler EMT sireci ile birlikte mezenkimal hiicre fenotip ile birlikte
kemoterapotik ajanlara karsi ve anoikise karsi da diren¢ kazanmaktadir. ROR1
ifadesinin kemoterapiye yani apoptoza karsi direng ile iligskisinin incelenmesi amaciyla
PLC-shROR1, PLC-pLKO, 387-shROR1 ve 387-pLKO hiicrelerine artan dozlarda
Doxorubucin ve Oksaliplatin uygulandi (Sekil 5.15). Hiicrelerin sag kalimi, kesilmemis
PARP (p116) bandinin B-aktin bandina oranlanmasi ile hesaplandi. PLC hiicrelerinde
ROR1 ifadesinin baskilanmasi (PLC-shROR1) sonucunda pro-apoptotik uyaranlara
karsi hiicre o6liminiin anlamli olarak daha az oldugu saptandi. Bununla beraber, PLC
hiicrelerinde etkili olan Oksaliplatin dozuna karsi hem 387-pLKO hem de 387-shROR1
hicrelerinin direngli oldugunu gordiik. Ancak, Kemotrapiye direng agisindan benzer

bir trend, Doxorubucin uygulanan 387 hiicre klonlarinda da saptandi.
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Sekil 5.15: PLC ve 387 hiicre klonlarina Oksaliplatin ve Doxorubucin uygulanmasi. A)
PLC-pLKO ve PLC-shROR1 hiiclerine 24 saat boyunca farklh konsantrasyonlarda
Oksaliplatin (sol taraf) ve Doxorubucin (sag taraf) uygulandi. B) 387-pLKO ve 387-
shROR1 hiiclerine 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Oksaliplatin (sol taraf)
ve Doxorubucin (sag taraf) uygulandi. PARP antikoru kullanilarak apoptoz belirlendi.
Imagel ile kesilmemis PARP (p116 PARP) bandinin kalinligi 6lgiilerek oranlandi ve
ilac uygulamasinin ardindan hiicre canlihigi hesaplandi. istatistiksel analiz GraphPad
Prism 6 ile yapildi.

invazyon siirecinde hiicreler diger hiicrelerden baglarini kopartarak kan

dolasimina girmektedir. Diger hicrelerden bagini koparmis ve kan dolasimindaki
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hicrelerin sag kalimlari invaz sureci igin olduk¢a 6nemlidir. Ayrica kanser koék hiicre
ozelligi ile de iliskilendirilmektedir. Anoikis direnci, hicrelerin kiltlr plakasina
yapisamadigi durumda apoptoza ugrayan hiicre miktarinin tayiniile belirlenmektedir.
PLC-shROR1, PLC-pLKO, 387-shROR1 ve 387-pLKO hiicreleri hiicrelerin yapismalarina
olanak vermeyen plakalara ekildikten 24 saat sonra hicre gruplarinin apoptoz
ylzdeleri akim sitometresi ile analiz edildi (Sekil 5.16). ROR1 ifadesi baskilanan hiicre
klonlarinda anoikise karsi direng oldugu Annexin V* apoptotik hiicre yizdelerinin
karsilastirilmasi ile incelendi. ROR1 ifadesinin baskilandigi PLC ve SNU387
hicrelerinde anlamh olarak apoptozun dlstigli saptandi; PLC/PRF/5 hiicre

klonlarinda %38’den %23’e ve SNU387 hiicre klonlarinda da %50’den %22’ye.
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Sekil 5.16: PLC ve 387 hiicre klonlarinda anoikis direnci. A) PLC-pLKO ve PLK-shROR1
ultra-low attachment plakalarda 24 saat inklbe edildi. B) 387-pLKO ve 387-shROR1
hicreleri ultra-low attachment plakalarda 24 saat inkiibe edildi. Apoptotik hiicre
yiizdesi Annexin V boyamasi ile akim sitometresinde analiz edildi. istatistiksel analiz
GraphPad Prism 6 ile yapildi.
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5.5.4. Hiicre Klonlarinda Doxorubucine Tutulumu ve Coklu-ilag Direng
Gen ifadelerinin Analizi

PLC/PRF/5 hiicrelerinin ROR1 yoklugundan Oksaliplatin ve Doksorubisin ile
indliklenen hiicre olimine karsi anlamli olarak direncli olmasindan dolayr bu
hiicrelerin ilaglari disari atma kapasiteleri Doksorubisine tutulumu deneyleri ile test
edildi (Sekil 5.17). PLC-shROR1 ve PLC-pLKO hicreleri 0.5 pg/mL Doksorubisin ile 1
saat inklibe edildikten sonra hiicrelere taze besiyeri eklendi ve 4 saat daha inklbe
edildi. inkiibasyon sonunda hiicrelerin icerisinde kalan Doksorubisin miktari akim
sitometresi ile mean floresan siddeti (MFI) belirlenerek karsilastirildi. Analiz
sonucunda, PLC-shROR1 hiicrelerinim igerisinde PLC-pLKO hiicrelerine gére anlamli

olarak daha az miktarda Doxorubucin kaldigI gosterildi.
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Sekil 5.17: PLC ve 387 hiicre klonlarinda Doxorubucin tutulumu. PLC-pLKO ve PLC-
shROR1 hucrelerinin ilagi disari atma kapasitelerinin analizi. Hiicreler 0.5 ug/mL
Doxorubucin ile 1 saat muamele edildi ve 4 saat sonra ortalama floresan siddeti

(MFI) akim sitometresi ile saptandi. SEM: Standart Hata. istatistiksel analiz
GraphPad Prism 6 ile yapildi.

ROR1’in yoklugunda PLC/PRF/5 hicrelerinde daha az Doksorubisin

tutuldugunun gosterilmesinden sonra PLC-shROR1 ve PLC-pLKO hiicrelerinde ilaglarin

hiicre disina atilmasi ile iliskili c¢oklu-ilag diren¢ genlerin ifadeleri RT-gPCR ile
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karsilastirilarak ABCB1, ABCG1 ve ABCC6’nin ROR1 ifadesinin baskilandigi durumda
arttigi gosterildi. (Sekil 5.18).

PLC-shROR1
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Sekil 5.18: PLC hicre klonlarinda ilag-direngi ile iliskili genlerin ifade analizi. PLC-
shROR1 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gére ABC ailesi genlerinin ifade degisimleri
RT-gPCR ile analiz edildi. Kat artisi (log2) hesabinda GAPDH’a gore normalize
edilerek ddCT yontemi kullanildi.

5.5.5. Hiicre Klonlarinda Kanser Kok Hiicre Belirteglerinin Degisimi

EMT slirecinde kanser hiicreleri mezenkimal hiicre karakterinin yaninda kanser
kok hiicre (CSC) fenotipine benzer 6zellikler de kazanmaktadir. Bu CSC’leri farkli ylizey
belirtecleri ile karakterize edilmektedir. HCC'de CSC'lerin tanimlanmasi amaciyla
CD133, CD13, CD24, EpCAM ve CD90 yizey proteinleri kullaniimaktadir. Bu yiizey
proteinleri bazen tek basina bazen de farkli kombinasyonlarda kullanilmaktadir. CSC
benzeri hicre-alt grubuna sahip oldugu bilinen PLC/PRF/5 hiicre klonlarinda ROR1
baskilanmasinin ardindan CSC belirteglerinin ifade degisimleri akim sitometresi ile
analiz edildi (Sekil 5.19). ROR1 ifadesi baskilandiginda CD133/CD24 ikili pozitif
hicrelerin orani %57’den %44’e; CD90/CD44 ikili pozitif hiicre poplilasyonu %1.3’den
% 0.7’ye ve EpCAM ifadesi de %6’dan %2.6’ya dismektedir. Buna karsin CD13 ifadesi
%64'den %76’ya cikmaktadir.
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Sekil 5.19: PLC/PRF/5 hiicre klonlarinda CSC belirteglerinin analizi. PLC-pLKO ve PLC-
shROR1 hiicrelerinde; CD133, CD13, CD24, EpCAM ve CD90 proteinin hiicre ylizey
ifadeleri akim sitometresi ile incelendi.

5.6. 387 Hiicre Klonlarindan izole Edilen Eksozomlarda ROR1
ifadesi

SNU387-pLKO ve 387-shROR1 hiicreleri 6 adet T175 flaska ekildi ve %70
yogunluga gelince eksozomsuz-FBS'li besiyeri eklendi ve 3 giin inkilibe edildi. Daha
sonra seri santriflij isleminden sonra ultrasantrifiij ile eksozom pelleti elde edildi.
Eksozom pelleti, kalite kontrolii amaciyla dH;0 ile ¢oziilerek TEM ve PBS ile ¢oziilerek
de NPT analizine gonderildi (Sekil 5.20). TEM ve NPT analizleri sonucunda uygun

blylklikte ve sekilde eksozomlarin her iki hiicre klonundan izole edildigi saptandi.
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Sekil 5.20. izole edilen eksozomlarin TEM ve NPT analizi. A-C) 387-pLKO
hicrelerinden izole edilen eksozomlarin TEM ve NPT analizi. B-D) 387-shROR1
hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin TEM ve NPT analizi.

387-pLKO ve 387-shROR1 hiicre klonlarindan izole edilen eksozomlardaki ROR1
ifadesi incelendi (Sekil 5.21a). 387-pLKO hiicrelerinden izole edilen eksozomlarda 130
kDa boyundaki ROR1 ifadesi saptandi buna karsihik ROR1 ifadesinin baskilandigi
hiicrelerden izole edilen eksozomlarda ise ROR1 ifadesine rastlanmadi. Ayrica
SNU387 hiicre klonlarindan eksozomlarin basari ile izole edildigi eksozomal
belirteclerin ifadeleri ile gosterildi (Sekil 5.21b). Eksozomal belirteglerden CD63 ve
TSG101 ifadesi her iki hiicreden izole edilen eksozomlarda bulunmakta buna karsin

negatif belirtec olan GM130 ifadesi ise bulunmamaktadir.
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Sekil 5.21. 387-pLKO ve 387-shROR1 eksozomlarin WB analizi. A) Her iki hlicreden

de izole edilen eksozomlarda ROR1 ifadesi western blotta 5B3 antikoru ile analiz

edildi. B-actin yikleme kontrolii olarak kullanildi. B) Her iki hiicreden izole edilen

eksozomlarda eksozomal belirteclerden CD63, TSG101 ve GM130 ifadesi western
blot ile gosterildi.

5.7. ROR1 Baskilanmasinin Eksozomal miRNA Kargo icerigine
Etkisi

SNU387 hiicre klonlarindan izole edilen eksozomlar Qiazol ile lizis edildi ve
miRnaeasy micro kit ile miRNA’lar izole edildi. Quantimir cDNA sentez kiti ile (g
basamakta miRNA’lar cDNA’ya donuUstlrildli. 387-pLKO ve 387-shROR1
hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin ROR1 ifadesine bagli degisen miRNA kargo

icerigi, Cancer MicroRNA gPCR dizinleri ile incelenerek ddCt metodu ile analiz edildi

(Sekil 5.22).
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Sekil 5.22. ROR1 ifadesine bagli degisen eksozomal miRNA kargo igerigi. 387-shROR1
hiicrelerinden izole edilen eksozomlardaki miRNA ifadesi 387-pLKO’ya gore kalibre
edildi ve U6 snRNA’ya normalize edildikten sonra ddCt metoduna gore hesaplandi.

RT-qPCR sonucuna gore, hiicre gocli ve invazyon ile iliskili miRNA ifadelerinin
387-shROR1 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarda anlamli olarak degistirdigi
saptandi. Hiicre goc¢li ve invazyonu baskilayan miRNA’lardan miR-200a, miR-200b ve
miR-200c ifadesi artarken [75]; hiicre goglini arttiran miRNA’lardan miR-20b, miR-
181c ve miR-9 ifadesi azalmaktadir [76-78]. Buna ek olarak, immiin-baskilama ile
iliskilendirilen miRNA’lardan miR-203, miR-9 ve let-7 ailesinin ifadesi de ROR1

ifadesinin baskilanmasi ile dismektedir [79-81].
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6. TARTISMA VE SONUC

HCC tanisinin ileri evrelerde konuyor olmasi ve tedavi segeneklerinin sinirli
olmasindan dolayr 6nlimuzdeki yillarda HCC'ye bagh 6lim oranlarinin artacagi
distnilmektedir. HCC ile iliskili risk faktorlerinin iyi tanimlanmis olmasindan dolayi
“teoride” hastalik tanisinin kolaylikla koyulabilmesi gerekmektedir. Ancak, tim
hastalarda HCC kronik karaciger hasari neticesinde gelisen fibroz ve siroz zemininde
gelismekte ve bu da hastaliginin tanisinin konulmasini zorlastirmaktadir [82]. Tim bu
sebeplerden dolay;, HCC'nin diger karaciger hastaliklarindan erken evrede
tanimlanmasi ve ayrilabilmesi ylksek dnem arz etmektedir. Literatiirde bulunan
¢alismalarda, karacigerde veya kandaki saglikh hiicrelerde ROR1 ifadesi bulunmadigi
gosterilmisti [1, 83]. Biyoinformatik analiz sonucunda, HCC dokularindan elde edilen
RNA-seq datalarinda artmis ROR1 ifadesi gosterildi. Ancak, HCC hiicrelerinin EMT
durumlari da g6z 6niine alindiginda, HCC'de ROR1 ifadesinin epitel ya da mezenkimal
fenotip ile dogrudan bir iliskisi saptanamadi. Bu sonuglar, ROR1’in ne tam epitel hiicre
karakteristigi ne de EMTnin tim mezenkimal ozellikleri ile iliskili oldugu
gostermektedir. Bundan dolayl ROR1 ifadesinin apoptoza ve anoikise direg, azalmis
proliferasyon ve hicre gocl gibi EMT nin farkh ozellikleri ile olan iliskisi incelendi.
Bununla birlikte ROR1 ifadesine bagli olarak degisen eksozomal miRNA kargo igerigi
de tez konusu kapsaminda degerlendirildi.

Bu tez calismasinda, ROR1 proteini yiksek o6zgilliik ile taniyan ve epitopu
hiicre-disi kismina tekabiil eden ROR1 monoklonal antikorlari gelistirildi. Bu antikorlar
kullanilarak ROR1 proteinin ifadesini insan ve fare HCC hiicre hatlari panellerinde
kolaylikla belirlendi. Boylece, kanda ROR1 ifade eden saglkli kan hiicrelerinin
bulunmadigl da distnuldiginde, ROR1 proteini HCC'nin diger malignant olmayan
karaciger patolojilerinden ayrilmasinda belirte¢ olarak degerliligi bulunmaktadir.
Bununla birlikte, hem insan hem de fare HCC hiicre hatlarinda ROR1’in artmis ifadesi
gosterildi. Bu yonlyle, pankreas kanserindeki gibi neredeyse tiim hiicrelerde farkli
ifade seviyelerinde ROR1 proteini bulunmaktadir [84]. Diger yandan ise, meme, over
ve akciger kanserinde, ROR1 ifadesi metastatik/mezenkimal 6zellikteki hiicrelerde

bulunmaktadir [2-4].
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Sasirtici olarak, TGF-B ile indiklenen EMT de ROR1 ifadesinin azalmasi ve ROR1
ifadesinin baskilanmasi ile kanonikal EMT belirteglerindeki degisiklikler ROR1’in
fonksiyonel olarak EMT fenotipine katki sagladigini dislindiirmektedir. ROR1’in
baskilandig1 kosullarda PLC/PRF/5 hiicrelerinde EMT’nin belirteclerinden sayilan E-
kaderin ifadesinin azaldigl ve vimentin ifadesinin arttigi gosterildi. Bununla birlikte,
diger bir epitel belirte¢ olan Sitokeratin 19 (CK19) ifadesinin de azaldig belirlendi.
Yine mezenkimal HCC hiicre hatti SNU387’de de RORY1’in baskilanmasi ile vimentin
ifadesinin daha da arttig1 gosterildi. PLC-shROR1 ve 387-shROR1 hiicre klonlarinda
ortaya ¢ikan mezenkimal fenotipden dolayr EMT sireci ile iliski; hiicre siklusundaki
duraklama, apoptoza direng ve kanser kok hiicre fenotipi gibi 6zelliklerdeki degisimler
incelendi. ROR1 ifadesinin baskilanmasi hilicre géclndeki azalma disinda EMT
ozelliklerinin ¢oguyla uyumlu bir tablo ortaya cikardi. Yine kanser kok hiicre ozelligi
ile iliskili belirteclerin ifadelerinde de degisiklikler saptandi. Hiicre klonlarinda EMT
ozelliklerinden bir cogunun gozlenmesine karsin, hiicre gogliniin azalmis olmasi ya da
artmis hiicre hareketi 0Ozelligini daha kazanamis olmasi ilk defa tarafimizdan
tanimlanmaktadir. Bu sonuglar, yakin zamanda EMT siirecinin kesin sinirlari olmayan
bir program olarak tanimlandigi ve icerisinde birden fazla slireg ile karakterize edilen
kismi-EMT tanimi ile uyumlu bulunmaktadir [25]. Malignant melanoma gelisiminde,
melanomanin metastatik olmayan ilk evrelerinde ROR1 ifadesi bulunmasina karsin,
ileri evrelerde hiicreler metastatik Ozellikler kazanirken hiicre proliferasyonu
azalmakta ve ROR1 ifadesi de kaybolmaktadir [85]. HCC'deki durum ile ROR1’in
melanomada EMT siirecine katkisi distintldigiinde, karsinogenez slirecinde ROR1’in
belirleyici bir fonksiyonu oldugu hipotezi kurulabilir. Ayrica, ROR1 ifadesinin
baskilanmasi sonucunda HCC'de konvansiyonel tedavide kullanilan Oksaliplatin ve
Doxorubucin gibi ajanlara karsi diren¢ olusmaktadir [86, 87]. Bu kemoterapotik
ajanlara karsi direncin, en azindan kismen, ¢oklu-ila¢ direng¢ gen ifadelerinsn artmasi
sonucunda ilaglarin disari atilmasiyla oldugunu gosterilmektedir.

Eksozomlar stromal fibroblastlarin aktivasyonu, hiicre-disi matriks ile etkilesim,
metastaz-Oncesi nis olusumu, immiin cevabin baskilanmasi ve anjiyogenezin
indiiklenmesi araciligiyla timor baslangici, bliyimesi, ilerlemesi ve kemoterapiye
direng gibi slireclerde 6nemli roller oynayabilmektedir [88]. SNU387 hiicre

klonlarindan izole edilen eksozomlarda ROR1 ifadesi ve ROR1 ifadesine baglh olarak

58



kanser ile iligkili miRNA kargo igerigindeki degisiklikler analiz edildi. 387-shROR1
hicrelerinden izole edilen eksozomlarda, 387-pLKO’ya gore hiicre gégli ve invazyonu
baskilayan miRNA’larin ifadelerinde artis buna karsilik hiicre gogl ve invazyona katki
saglayan miRNA’larin ifadelerinde ise azalma saptandi. ROR1 ifadesi baskilanan
hicrelerinin hareket kabiliyetlerindeki azalma da dikkate alindiginda, 387-shROR1
hiicrelerinden salginin eksozomlarin otokrin sinyal iletimi ile hiicre hareketini
baskilandig diistiniimektedir.

Tez calismasinin sonucunda, ROR1 ifadesinin baskilanmasi ile EMT benzeri bir
fenotip ortaya ¢ikmakta ve hiicrelerin kemoterapiye yaniti degismektedir. Bu yeni
bulgular 1s18inda, HCC'deki metastaz siirecinin karmasikligina yeni bir katman
eklenmekte olup, klinik uygulamada kemoterapinin etkinligi ROR1 ifadesi baglaminda

degerlendirilebilecektir.
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