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OZET

Hepatoselller karsinom (HCC), yetiskinlerde en sik goriilen birincil karaciger
kanser turtidir. HCC’de de diger tiim kanserlerde oldugu gibi, hiicresel mekanizmay1
etkileyen epigenetik degisiklikler ve mutasyonlar, hiicrenin daha yiiksek bir hizda
¢ogalmasma ve hicrenin apoptozdan kagmmmasima neden oldugu  durumlarda
gelismektedir. HCC igin cerrahi rezeksiyon ve karaciger transplantasyonu iki etkili
terapotik yaklasim olmasma ragmen, her hasta i¢in uygun degildir. Bu nedenle son
yillarda yapilan calismalar, 6zellikle HCC’nin tedavisinde sinyal yolaklarmin hedef
alinmasinin tedavinin etkinligini arttirdigim1 gostermektedir. HCC patogenezinde
bircok sinyal yolagi rol oynamaktadir. Bunlar arasinda Reseptor Tirozin Kinaz
(RTK) yolagi, RAF/ERK/MAPK yolagi, PI3K/Akt/mTOR yolagi, Wnt/B-catenin
yolagi, ubikitin/proteozom yolagi, Hedgehog yolagi, Ras ve Jak/STAT yolag: yer
almaktadir. Birden fazla sinyal yolagini hedef alan ve ileri evre HCC hastalarinin ilk
basamak tedavisinde Sorafenib ve Lenvatinib ile ikinci basamak tedavide de
Regorafenib kullanilmaktadir. Hiicre yiizey proteinlerinden olan Plexin ailesi doku
homeostazinda, sinir sisteminde olusan hasarlarin giderilmesinde, anjiyogenezin
diizenlenmesinde, immiin sistem regiilasyonunda ve bir¢ok hastalikta (kanser gibi)
rol almaktadirlar.

Bu tez galigmasi kapsaminda, PLXNC1’in baskilandigi ve kontrol HCC hiicre
hatlarinda ¢oklu-kinaz inhibit6rlerinin etkinliginin incelenmesi amag¢lanmustir. Plexin
C1 baskilanmig (shPLXNC1) ve kontrol (shPLKO) HCC hiicre klonlarinda ileri evre
HCC tedavisinde uygulamalari onaylanmis sorafenib, lenvatinib ve regorafenibin
etkinligi her bir hiicre klonunda farkli dozlar uygulanarak WST-1 yodntemiyle
incelenmistir. 1Cso degerlerinden hareketle ila¢ dozlar1 belirlenmis ve hiicre
klonlarina uygulanarak apoptotik etki PARP kesimi, Western blotlama ve
AnnexinV/7AAD boyama ile akim sitometresinde incelenerek belirlenmistir. Bu tez
calismas1 sonucunda, HCC’de Plexin C1’in baskilanmis hiicre klonlarinda ¢oklu-
kinaz inhibitorlerine karst yanitinda apoptoza direng olusturdugu goézlendiginden

molekiiler belirte¢ olarak degerliliginin 6n verileri olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: PLXNC1, inhibisyon Konsantrasyonu (ICso), Sorafenib,
Regorafenib, Lenvatinib, PARP.


https://en.wikipedia.org/wiki/Cancer_epigenetics
https://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis
https://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis

SUMMARY

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primarily liver cancer. In
HCC, as in all other cancers, these epigenetic changes and mutations affect the
cellular mechanism, so the cell reproduces at a higher rate and avoids apoptosis.
Although surgical resection and liver transplantation are two effective therapeutic
approaches for HCC, they are not suitable for every patient. For this reason, studies
conducted in recent years, especially targeting signaling pathways in the treatment of
HCC, increase the effectiveness of the treatment. Many signaling pathways play a
role in the pathogenesis of HCC. These include the Receptor Tyrosine Kinase (RTK)
pathway, the RAF/ERK/MAPK pathway, the PI3K/Akt/mTOR pathway, the Wnt/[3-
catenin pathway, the ubukitin/proteosome pathway, the hedgehog pathway, the RAS,
and the Jak/STAT pathway. Sorafenib and Lenvatinib are used in the first-line
treatment of patients with advanced HCC that target more than one signaling
pathway, and Regorafenib is used in the second-line treatment. The Plexin family,
play a role in tissue homeostasis, elimination of damage to the nervous system,
regulation of angiogenesis, immune system regulation and many diseases (such as
cancer.)

In this thesis, it was aimed to investigate the efficacy of multi-kinase inhibitors
in PLXNC1 suppressed and control HCC cell lines. The efficacy of multi-kinase
inhibitors sorafenib, lenvatinib and regorafenib, which have been approved for the
treatment of advanced HCC in Plexin C1 suppressed (shPLXNC1) and control
(shPLKO) HCC cell clones, was investigated using WST-1 method by applying
different doses to each cell clone. Then the doses were determined by calculating the
ICso values, and the apoptotic effect was investigated by applying to the cell clones,
using western blotting over PARP cut and AnnexnV/7AAD staining using flow
cytometry. As a result of this thesis, preliminary data on the valence of Plexin C1 as
a molecular marker have been established, since it has been observed that Plexin C1
induces resistance to apoptosis in response to multi-kinase inhibitors in suppressed

cell clones in HCC.

Key Words: PLXNC1, Inhibition Concentration (ICsg), Sorafenib, Regorafenib,
Lenvatinib, PARP.
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1. GIRIS

Kanser, 2020'de yaklasik 10 milyondan fazla insanin olimiine sebep olan
kanser hastaligi en 6nemli saglik sorunlarindan biridir [1]. Karaciger kanseri en
yaygin besinci kanser tiirii olup diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerde dordiincii
sirada yer almaktadir. Erkeklerde en sik gorilen dordiincii kanser turtdir ve
erkeklerde kansere bagli Oliimlerde ikinci swrada yer alir. Erkeklerde karaciger
kanseri gelisme riski kadinlara kiyasla daha yiiksektir. Kadinlarda dokuzuncu en
yaygin kanser tiirli olmasina ragmen, kansere bagli 6liimlerde yiiksek 6liim oraniyla
dordiinciidiir. Erkeklerin kadimnlara kiiresel HCC insidans orani 2,8:1°dir. HCC’ye yol
acan baslica etmenler arasinda Hepatit B ve C viriisleri, nemli ortamda stoklanan
besinler araciligiyla aflatoksin intoksikasyonuna maruz kalma, alkolik olmayan
karaciger yaglanmasi (NASH) ve asir1 alkol tiiketimi yer almaktadir. Bu etmenlerin
yol agtigi inflamasyon ile bunun zemininde gelisen hiicre proliferasyonu ve ¢limii
dongusu hepatositlerde mutasyonlarin birikimine yol agarak HCC gelisimine zemin
hazirlamaktadir [2]. TERT promotor mutasyonlari, genoma entegre viral antijenler,
kromozom translokasyonlar1 ve gen amplifikasyonlar1t HCC vakalarmin %80’ninde
gorilmektedir. Ayn1 zamanda, vaskuler invazyon fenotipine sahip HCC 6rneklerinde
hiicre hareketini dizenleyen MMP’ler ve RhoC gibi genlerde ekspresyon
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Bu yondeki ¢alismalarda, yiksek dizeyde aktive
edilmis RhoC/ROCK2’nin MMP-2  ekspresyonunu arttirarak ERK/MMP
sinyallesmesini aktive ettigi ve boylece EMT olusumunu arttirdigi saptanmustir [3].
Pleksin sinyal yolundaki anormallikler, norolojik hastaliklar ve kanser dahil olmak
tizere birgok hastalik gelisiminde rol oynar. Plexin C1’in ifade diizeyi, 16semiler,
akciger kanseri ve melanom iizerinde ¢ahisilmistir. Ornegin, timor hiicre blyiimesi,
EMT, akciger metastazi ve anjiyogenez fare modellerinde Plexin C1 ligandi
SEMA7A’nin artmis ekspresyonu ile iligkilendirilmistir. SEMAT7A ekspresyonu, cilt
kanseri hastalarinda kotii prognoz ile iliskilidir ancak metastatik melanomlarin
%66’sinda Plexin C1 ifadesine rastlanilmamistir. Bununla birlikte ileri evre HCC
hiicrelerinde Plexin C1’in, normal hiicrelere gore c¢ok daha az ifade edildigi
gosterilmistir [4].

Reseptor tirozin kinazlar ise bir¢cok polipeptit blyime faktord, sitokin ve

hormon icin yuksek afiniteye sahip hicre ylizey reseptorleridir. Dolayisiyla bu



reseptorler bir¢ok kanser tiirliniin gelismesinde ve ilerlemesinde kritik bir role
sahiptir [5]. HCC’de gelisen molekiiler anormalliklerden dolayr HCC’yi hedefleyen
monoklonal antikorlar ve ¢oklu kinaz inhibitorleri gibi spesifik kigik molekil
inhibitorleri klinik kullanim i¢in arastirmalarm odak noktasidir. HCC’de ilk basamak
tedavisinde kullamlan ¢oklu-kinaz inhibitrleri sorafenib ve lenvatinibtir. Ikinci
basamakta ise regorafenib ve 2019°da FDA tarafindan onaylanan cobazantinib yer
almaktadir [6].

Bu bilgiler dogrultusunda, bu tez kapsaminda PLXNCI ifadesinin HCC
hicrelerinin  ¢oklu kinaz inhibitorlerine yanitindaki etkisi hucre dongusu,

proliferasyon, apoptoz, hiicre migrasyon ve invazyon deneyleri ile arastirildi.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Onerilen bu tez ¢ahismasi kapsammda, Prof. Dr. Tamer YAGCI
yuriitiiciiligiinde karaciger kanseri hiicrelerinde PLEXINCI1 ifadesinin ¢oklu-kinaz
inhibit6r yanitina etkisinin in vitro arastirilmasi amag¢lanmustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, hepatoseliiler karsinomadan gelistirilen ve epitel
fenotipe sahip PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlarinin Plexin C1’in susturuldugu
shPLXNC1 ve kontrol shPLKO hiicre klonlar1 kullanildi. Ilk olarak XCELLigence
RTCA MP sistemi kullanildigi hicre proliferasyon deneyleri gergeklestirilerek
klonlarin proliferasyon diizeyleri karsilastirildi. Ayni klonlarda hiicre dongiisii Plexin
C1 varlig1 ve yoklugunda PI kullanilarak akim sitometrisinde incelendi. Ardindan,
klonlarm migrasyon ve invazyon Kkapasitelerini test etmek icin Trans-well
migrasyon-invazyon assay yontemi kullanildi. Plexin C1’in hiicrelerin anoikise
direnci Uzerindeki etkisi ise diisiik yapisma kapasiteli plaklarda biiyiitiilen hiicreler
AnnexmV-7AAD ile boyanarak akim sitometrisinde saptandi.

PLEXINC1’in HCC hiicrelerinde ¢oklu-kinaz inhibitorlerine yamtindaki etkisi,
Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib uygulanan hiicre klonlarinda proliferasyon
calismalar1 ile gerceklestirildi ve 1Cso degerleri belirlendi. Bu inhibitorlerin kontrol
pLKO klonlar1 i¢in belirlenen ICsp degerleri PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarina
uygulanarak hiicrelerin apoptoz yanit1 Western blot analizi ile PARP kesimi
uzerinden incelendi. Apoptoz yaniti PARP kesimi analizinin yaninda akim

sitometresi kullanilarak mitokondriyal membran gecirgenligini gosteren TMRE



(tetramethylrhodamine methyl ester perchlorate) ve AnnexinVV-7AAD boyamalari ile
de degerlendirildi.

Bu tez g¢alismasi sonucunda, Plexin C1’in baskilandigt HCC hcrelerinin
¢oklu-kinaz inhibitorlerine karsi direng gosterdigi saptandigindan, Plexin C1’in
HCC’de kinaz inhibitorlerinin uygulanmasinda potansiyel bir molekiler belirteg

olarak kullanilabilmesinin 6n verileri olusturulmustur.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Kanser

Kanser, 2020'de yaklasik 10 milyondan fazla insanin olimiine sebep olan
Oliime sebep olan en Onemli saglik problemlerinden biridir. Kanserin tanimlayici
ozelliklerinden biri, olagan sinirlarmin 6tesinde biiyiiyen ve daha sonra viicudun
diger doku ve organlarina yayilabilen anormal hiicrelerin hizli bir sekilde
cogalmasidir; ikinci siire¢ metastaz olarak adlandirilir. Ozellikle yaygin metastazlar
kanserde limun birincil nedenidir [1].

Kanser, genellikle kanser dncesi bir lezyondan kotu huylu bir timdre ilerleyen
cok asamali bir siiregte normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniismesiyle ortaya
cikar. Bu degisiklikler, kisinin genetik faktorleri ile ultraviyole ve iyonlastirici
radyasyon gibi fiziksel kanserojenler, tiitiin dumani bilesenleri, alkol, afla toksin,
arsenik gibi kimyasal kanserojenler ve belirli virls, bakteri veya parazitler gibi
biyolojik kanserojenlerden dolay1 olmaktadir [7].

100'den fazla kanser tiirii vardir ve meydana geldikleri organa veya doku
tirune gore kategoriler halinde gruplandirilip adlandirilir. Bunlardan en yayginlari
karsinoma (epitel dokusundan kdken alir), sarkoma (bag dokusundan koken alir),
16semi (kemik iligi gibi kan hiicrelerini olusturan dokularda ortaya c¢ikar ve cok
sayida kan hiicresinin iiretilip kan dolagimina girmesine neden olur), lenfoma ile
miyelom (kokenleri bagisiklik sistemi hiicrelerindedir) ve merkezi sinir sistemi

kanserleridir (beyin ve omurilik dokularinda baslar) [1, 7].
2.1.1. Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri

Kanser hiicreleri, alt1 benzersiz 6zellik ile normal hiicrelerden ayirt edilebilir.
Bunlar;

e H-Ras gibi ongenlerin aktive edici mutasyonlari nedeniyle kalic1 bityiime sinyali
olusur [8].

e Retinoblastoma gibi tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlar nedeniyle hiicre
bolinmesinin  kontrolii ortadan kalkar. Retinoblastoma proteini, neoplazm
ilerlemesini baskilar, bdylece bu protein yoklugunda timdr siirekli olarak
blylimeye devam eder [9].



e Insiilin-benzeri biyime faktorleri (IGF'ler) (Ureterek programlanmis hiicre
Olimune (apoptoz) kars1 direng kazanir [10].

e Kanser hicreleri telomeraz aktivitesini uyararak sonsuz replikasyon yetenegini
arttirir ve siirekli olarak cogalirlar [11].

e Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF) uyararak kan damari olusumunu
saglarlar. Boylece yeni kan damari, hiicrenin siirekli boliinmesi igin gereken
besinleri ve uygun faktorleri saglar [12].

e Epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) programini aktive ederek hiicreler arasi
kadherin baglarmin devre dis1 kalmasini ve bu sekilde viicuttaki komsu dokularin
istilast ile uzak organlarda metastaza neden olur [13, 14].

2.2. Hepatoselltler Karsinom

Karaciger kanseri en yaygin besinci kanser tiirlidiir ve diinya ¢apinda kansere
bagl 6liimlerde dordiincii 6nde gelen kanserdir. Erkeklerde en sik goriilen dordiincii
kanser ve erkeklerde ikinci kansere bagli 6lim nedenidir. Erkeklerde karaciger
kanseri gelisme riski kadinlara kiyasla daha yiiksektir. Kadinlarda dokuzuncu en
yaygin kanser tiirii olmasina ragmen, kansere bagli 6liimlerde yiiksek 6liim oraniyla
dordiinciidiir. Erkeklerin kadinlara kiiresel HCC insidans orani 2,8:1°dir [15].

Iki ana birincil karaciger kanser tiirii vardir. Daha az siklikta goriilen
intrahepatik  kolanjiokarsinom (ICC), anjiyosarkom, hemanjiyosarkom ve
hepatoblastom disinda parankimal hepatositlerden kaynaklanan hepatoseliiler
karsinoma (HCC) diinya capinda birincil karaciger kanseri vakalarmin %80’inden
fazlasmi olusturmaktadir.

Ikincil karaciger kanseri ise viicudun baska bir boliimiinde ¢ikan tiimdriin
karacigere metastaz yapmasi ile olusmaktadir. Meme, yemek borusu, mide, pankreas,
bobrek, akciger ve diger bazi kanserler karacigere metastaz yapabilir. Ancak,
genellikle ¢ogu ikincil karaciger kanserlerinin %70’i kolorektal kanserden
kaynaklanmaktadir [16].

HCC’ye yol agan baslica etmenler arasinda Hepatit B ve C virlisleri, nemli
ortamda stoklanan besinler araciligiyla aflatoksin intoksikasyonuna maruz kalma,
alkolik olmayan karaciger yaglanmasi (NASH) ve asir1 alkol tiiketimi yer almaktadir
(Sekil 2.1). Bu etmenlerin yol agtig1 inflamasyon ve bunun zemininde gelisen hiicre
proliferasyonu ve 6limiu dongust hepatositlerde mutasyonlarin birikimine yol agarak

HCC gelisimine zemin hazirlamaktadir [2, 17].
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Sekil 2.1: Hepatokarsinogenez olusumu.

Belirtilen etmenler disinda primer (herediter) veya sekonder hemokromatozis
gibi kronik karaciger hasarmna bir yanit olarak gelisen karaciger sirozu da HCC
gelisimi i¢in oldukga elverisli bir ortam yaratmaktadwr. HCC BCLC (Barcelona

Clinic Liver Cancer) evrelendirme sistemine gore 5 evrede ele alinmaktadir.

e Evre 0: Cok erken evre
e Evre A: Erken evre

e Evre B: Orta evre

e Evre C: Ileri evre

e Evre D: Terminal evre, agir karaciger hasar1

0-B evrelerindeki HCC hastalar1 i¢in tiimor rezeksiyonu, karaciger
transplantasyonu, trans-artelyal kemoembolizasyonu (TACE), trans-artelyal
radyoembolizasyonu, radyofrekans ablasyonu gibi tedavi secenekleri bulunmakta ve
bu hastalarda 5 yillik sagkalim %70’lere ulasabilmektedir. Ne var ki, HCC
olgularinin biiyiik ¢ogunlugu kanserin ileri evresinde (Evre C) teshis edilmekte ve
tiimor boyutu ve damar invazyonu gibi nedenlere bagli olarak belirtilen erken tedavi
segenekleri uygulanamamaktadir [18, 19].

HCC’deki genetik degisikliklerle ilgili de cok sayida calisma bulunmasina

ragmen, hastalifin tanist genellikle ileri evrelerde konulabilmekte ve tedavi



seceneklerinin sinirliligi nedeniyle ileri evre HCC hastalar1 ortalama 8 aylik sagkalim

degerleri ile kotii bir prognoz gostermektedir [15].

2.2.1. HCC’de Rol Oynayan Sinyal Yolaklar

Whnt/R-katenin, Akt/mTOR, vaskuler endotelyal blyume faktéri reseptori ve
endotelyal biiyliime faktorii reseptori/RAS/MAPK yolaklar1 dahil olmak {izere bir¢ok
molekiiler yolak HCC karsinogenezinde rol oynar. Hucresel onkogenlerin
aktivasyonu ya da tiimor baskilayic1 genlerin inaktivasyonu bu sinyal yolaklarinin
dereglilasyonuna sebep olur. Bu yolaklarin uyarilmasi baslica olarak, ligand
baglanmasi iizerine aktive olan reseptor tirozin kinazlara (RTK’ler) baghdir [20] .

Whnt/R-katenin sinyal yolaklari embriyonik gelisimde, hiicre proliferasyonunda,
hiicre morfolojisinde ve hareketinde 6nemli role sahiptir. Wnt/R-katenin sinyal
yolaginin aktivasyonu hem HCC hem de diger kanser tiirleriyle iligkilidir. HCC
vakalarmda Wnt ligandimin asir1 ifadesi goriilmektedir. Bu sinyal yolaginin
aktivasyonu c-Myc ve siklin D1’in ekspresyonuna sebep olmaktadir (Sekil 2.2) [2,
20].

Nucleus

Sekil 2.2: Viral enfeksiyon ve diger cevresel faktorlerin etkisiyle Wnt sinyal yolagi
aktivasyonu gesitli proto-onkogenlerin ekspresyonuna sebep olur [2].



N-Ras, H-Ras ve K-Ras’dan olugan Ras proteinleri insan kanser tiirlerinde en
Iyi karakterize edilmis proto-onkogenlerdir. HCC olgularinda asir1 ifade edilen Ras
onko-genine bagli sinyal iletiminin hiicre biiyiimesi, hiicre sagkalimi ve gocu gibi
bir¢ok hiicresel fonksiyonda rol aldig1 bilinmektedir (Sekil 2.3). Ayni zamanda baz1
caligmalarda, Ras sinyalinin hiicre yaslanmasin1 ve Olumunide indikledigi

gostermistir [2, 21]

Sekil 2.3: Ras Sinyal Yolagi. Ras yolaginin aktivasyonu hem proliferasyonu hem de
apoptozu diizenler. EGF, epidermal biiyliime faktorii: RTK lar, reseptor tirozin
kinazlar: Grb2, biliylime faktorii reseptoriine bagh protein 2: RASFF1, Ras-iligkili
ailesi 1 proteinleri: MTS1, memeli steril 20-benzeri kinaz 1 [2, 20]

PI3K/Akt/mTOR bir hicre ici sinyal iletim yoludur ve bircok kanser tlriinde
reseptor tirozin kinazlarin etkisiyle yukari ve asagi molekiillerle iletisim kurarak
hiicre ddngust, hicre proliferasyonu, apoptoz, metabolizma ve anjiyogenezin
dizenlenmesinde rol oynar (Sekil 2.4). HCC vakalarimin yaklasik %50’sinde

PI3K/Akt/mTOR yolaginin anormal sekilde aktive oldugu ¢aligmalarda belirtilmistir
[22].
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Sekil 2.4: PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolagi. RTK nin bir ligand tarafindan
aktivasyonu PI3K yolagmi aktive eder. PI3K, fosfatidilinositol 3-kinaz: PIP3,
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat: PDK1, 3-fosfoinositide bagimli protein kinaz 1: Akt,
Akt protein kinaz B: GSK-3, glikojen sentaz kinaz-3: c-Myc, hiicresel Myc: PTEN,
fosfataz ve tensin homologu [5].

2.2.2. HCC’de Rol Oynayan Genetik Degisiklikler

hTERT promotoru, p53 ve B-katenin gibi genlerin mutasyonlart HCC’de en
sik rastlanilan genetik degisikliklerdir. Bazi1 ¢aligmalar, HCC o6rneklerinde, hiicre
proliferasyon ve mitoz ile ilgili genlerin ekspresyonunun arttigin1 ancak karacigere
Ozgii farklilasmis hepatositlerde bulunan gen ifadelerinin ise ekspresyonunun
azaldigmi gostermistir. Ayn1 zamanda, vaskiler invazyon fenotipine sahip HCC
orneklerinde hicre hareketini diizenleyen MMP’ler ve RhoC gibi genlerde de
ekspresyon seviyelerinin arttigi gézlenmistir [23].

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) hiicre dist matriksi (ECM)
parcalayarak kanserli hiicrelerin invazyonunda rol oynamaktadir (Sekil 2.5).
Hiicre yapisma molekillerinin (E-cadherin, CD44, av integrin) veya biiylime faktorii
reseptorlerinin (FGF reseptori 1, EGF reseptor ailesi HER2 ve HER4, c-met)
MMP’ye bagl proteolizi ger¢eklesir ve ECM pargalanir [24] .
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Sekil 2.5: Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) hiicre dis1 matrisi (ECM) pargalar
ve gesitli sitokinleri aktive ederek HCC huicrelerinin bazal membran (BM) ve Disse
boslugu yoluyla lokal invazyonu kolaylastirir.

Cok sayida tiimoral ve tiimoral olmayan in vitro sistemlerde ve ayrica tiimor
biyopsilerinde ve gelisim modellerinde in vivo olarak gdsterildigi gibi, MMP'lerin
(ve oOzellikle MT1-MMP'in) ifadesi acik¢a epitelyal mezenkimal gegis (EMT)
slirecinin bir pargasidir [3].

RhoC proteinleri ise HCC vakalarindaki asir1 ifadesinden dolayr tiimor
invazyonunu ve metastazimi arttirmaktadir. Diger calismalarda, yiksek diizeyde
aktive edilmis RhoC/ROCK2’nin MMP-2 ekspresyonunu arttirarak ERK/MMP
sinyallini tetikledigi ve boylece EMT aktivasyonunu sagladigi bildirilmistir (Sekil
2.6) [3, 25].
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Sekil 2.6: Yiksek duzeyde aktif RhoC/ROCK2 sonucu VE-kadherin ve MMP2
ifadesini arttirir. Boylece ERK/MMP sinyallesmesini aktive ederek EMT (epitelyal
mezenkimal gecis) olusumunu arttirir.

2.2.3. Epitelyal-Mezenkimal Gecis (EMT)

Epitelden-mezenkimal ge¢is (EMT), epitelyal oOzelliklerin  kayb1  ve
hicrelerinde mezenkimal 6zellikleri kazanmasi ile tanimlanmaktadir (Sekil 2.7) [3].

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes

Mesenchymal phenotype
as cells transition

(TN UTARDIN RN YR Ly ¢ 1
| { [ | | { L AL — e
. (. CE—
. | ‘ \ RN < A Mesenchymal
Epithelial . ‘ — f S N\ — R Y
cells /J - < | ) - A — I\ - o /O'»—\\ __ cells

Progressive loss of epithelial markers
and gain of mesenchymal markers

Sekil 2.7: Epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere doniisiimii.

EMT, embriyolojik ve yetiskin gelisiminde fizyolojik bir role sahiptir. Ancak,
buna ek olarak, EMT surecinin metastaz, epitelyal timoér hicrelerinin go¢ etme
ozelligi kazanmasi ve ikincil organlara yayilma gibi durumlarda etkili oldugu
gosterildi (Sekil 2.8). MMP’lerin diizenlenmesinde yer alan bazi transkripsiyon
faktorleri (SNAIL, ETS, R-katenin) EMT aktivasyonunu diizenlemektedir. Ayni
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zamanda, EMT kontroliinde ve EMT hedef genlerinin diizenlenmesinde Ras, MAPK,
PIP3K, Rho, Rac ve Src gibi sinyal yolaklar1 gérev almaktadir [3, 26].

Basement  Epithelial Primary epithelial b o~ Invasive and Secondary
membrane cell cancer cells & { ——_ metastatic cells epithelial tumor
] A = - > W

. = WNS ~ - (SN
/ Vs A o ~ / e W
t NV - N @ N4
AT » -
o) A % =t
e 5 X {
—ul adhd” fo Blood vessel .
Normal epithelium Carcinoma in situ EMT Cancer cell Cancer cell MET
intravasation extravasation

Sekil 2.8: EMT nin kanser ilerlemesine katkisi. Invaziv karsinom asamas, epitel
hiicrelerinin polaritelerini kaybetmesi ve bazal membrandan ayrilmasini igerir. Bazal
membranin igerigi de degisir. Boylece hiicre-ECM etkilesimlerini ve sinyal aglarini
degistirerek kanser hiicrelerinin dolagima girmesini ve metastazini kolaylastirir.

2.2.4. Anoikis Direnci

Hucre-hlicre veya hicre-ECM baglanmasmdaki bozulma, ‘anoikis’ olarak
adlandirilan bir tiir programh hiicre 6limiidiir. Anoikis, fizyolojik veya patolojik
kosullar altinda yanlhs yerlesmis veya ayrilmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in
doku homeostazini destekleyen bir mekanizmadir. Kanser hiicrelerindeki anoikis,
hiicrelerin diger bolgelere metastazini geciktirir ancak genellikle kanser hiicreleri
anoikise diren¢ kazanir ve invaziv hale gelirler. Kanser hicreleri, anoikisi ortadan
kaldirmak i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanirlar (Sekil 2.9). Bu degisiklikler hiicre
gOclinu etki eden mekanizmalar1 destekler. Hicresel asidoz ve kanser hicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumundaki degisiklikler anoikis direncini
arttrmaktadir. Bu degisiklikler, proliferasyon ve go¢ etmeye yol acan hayatta kalma
yollarmi indiikleyen onkojenik sinyalleri gogaltir [27].
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Sekil 2.9: Anoikis mekanizmasmin degismesine yol acan faktorler.

Literatirdeki bir c¢alismada, PI3K/Akt’nin yiiksek aktivitesinin kanser
invazivligini arttirdig1 ve osteosarkomda anoikis direnci ile pozitif korelasyon
gosterdigi belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada ise, caveolin 1 ile PI3K/Akt yolunun ve
RAF/MEK/ERK aktivasyonu nedeniyle IGFIR’in asir1 ifade edilerek HCC’de
anoikis direncini sagladig1 gosterilmistir [22, 27].

Hiicrelerin ECM’den ayrilmasi metabolik degisikliklere de baghdir (Sekil
2.10). Kanser hiicreleri, piruvat elde etmek icin normal glikoz oksidasyon yolunu
birlestirebilir ve aerobik glikoz kullanabilir, bu sayede laktat {iretimi i¢in glikoz
aliminda artig olur. Bu duruma da ‘Warburg Etkisi’ denir. Her iki yoldan da glikoz
oksidasyonu, kanser hiicreleri tarafindan ROS {iretimini en aza indirmek i¢in ATP
saglar. Boylece PPP yoluyla artan glikoz alimi ve artan ATP {iretimi kanserli
hiicrenin anoikis direnci kazanmasin1 ve hayatta kalmasini saglamaktadir. Glikoza ek
olarak, hiicre biiyliimesi ve anoikis direnci icin Onemli degere sahip diger

biyomolekiiller arasinda proteinler, lipidler ve nikleotidler bulunur [27-29].
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Sekil 2.10: Anoikis direng mekanizmasinda yer alan metabolik ve sinyal aglar1.

2.3. Reseptor Tirozin Kinazlar

Reseptor tirozin kinazlar bir¢cok polipeptit biyiume faktord, sitokin ve hormon
icin yliksek afiniteye sahip hiicre yiizey reseptérleridir. Insan genomunda tanimlanan
90 tirozin kinaz geninin 58 tanesi reseptor tirozin kinaz proteinlerini kodlar. RTK’lar
birkac alt aile icerir; epidermal buyime faktort reseptorleri (EGFR), fibroblast
blytme faktori reseptorleri (FGFR), insulin ve instlin benzeri blylme faktorleri
reseptorii (IGFR), trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii (PDGFR), vaskiiler
endotelyal biylime faktorii reseptorleri (VEGFR), hepatosit buylime faktori
reseptorleri (HGFR) ve sinir blylme faktorl reseptorleri (NGFR). Reseptor tirozin
kinazlar, hiicre biiylimesi, hareketi ve farklilagsmasi gibi bir¢ok siirecte dnemli rol
oynayan reseptor tirozin kinazlar bircok kanser tiirliniin gelismesinde ve
ilerlemesinde kritik bir role sahiptir [5, 30]. Cesitli yollarla, hiicre dis1 ligand
baglanmasi reseptér dimerizasyonuna ve stabilizasyonuna neden olur. Bu, her
reseptér monomerinin sitoplazmik kismindaki bir tirozinin, partneri tarafindan
tarafindan trans- fosforile edilmesini ve plazma zar1 boyunca bir sinyalin yayilmasini
saglar. Aktive edilmis reseptor i¢indeki spesifik tirozin fosforilasyonu, Src homoloji
2 (SH2) alan1 ve fosfotirozin baglayict (PTB) alani igeren proteinler i¢in baglanma

bolgeleri olusturur. Bu alanlar1 igeren spesifik proteinler arasinda Src ve fosfolipaz
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C bulunur. Bu iki proteinin reseptore baglanarak fosforilasyonu ve aktivasyonu,

sinyal iletim yollarmin baslamasina yol agar[31].
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Sekil 2.11: Reseptor Tirozin Kinazin ve ona bagh sinyal yollarinm gosterimi.
RTK ’lar, ligand baglanmasi tizerine oto-fosforile edilir, bu da Ras aktivasyonu
serin/treonin kinaz Raf indiiksiyonu ile sonug¢lanir. Bunun gibi diger sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna sebep olarak ¢ogalma, farklilagsma, hayatta kalma ve
hiicre gocunde 6nemli bir rol oynar.

Ozellikle kanser tiirlerinde gerceklesen anormal RTK aktivasyonuna dort ana
mekanizma aracilik eder; fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 (gain-of-functions
mutations), genomik amplifikasyonlar, kromozomal yeniden duzenlemeler ve otokrin
aktivasyonu. Bu nedenle, RTK'lar, kanserle beraber dejeneratif hastaliklar ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hiicresel anormalliklerdeki etkileri nedeniyle
ilag tedavisi icin cekici bir hedef haline gelmistir. ABD Gida ve Ila¢ Dairesi
tarafindan RTK’larin rol aldig1 kanser, dejeneratif ve kardiovaskiiler hastaliklar i¢cin
gelistirilen bazi ilaglar onaylanmistir (Tablo 2.1). Hiicre dis1 alan1 veya katalitik alani
hedeflemek icin  gelistirilen ilaglar, ligand baglanmasin1i ve reseptor

oligomerizasyonunu inhibe eder (Sekil 2.11) [5, 8].
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Tablo 2.1: FDA tarafindan onaylanmis kanser tedavisi i¢in RTK lara kars1
gelistirilen kiigiik molekiil inhibitorleri ve monoklonal antikorlardan bazilari

gosterilmektedir.
Target Disease Year of approval
PDGFR. KIT, Abl, Arg CML, GIST 2001
EGFR Esophageal cancer, Glioma 2003
EGFR Esophageal cancer, Glioma 2004
Raf, VEGFR, PDGFR, Flt3, KIT Renal cell carcinoma 2005
KIT. VEGFR. PDGFR, Flt3 Renal cell carcinoma, GIST, Endocrine pancreatic 2006
cancer
Abl, Arg, KIT, PDGFR, Src Gleevec-resistant CML 2007
Abl, Arg, KIT, PDGFR Gleevec-resistant CML 2007
EGFR, ErbB2 Mammary carcinoma 2007
Trastuzumab (Herceptin) ErbB2 Mammary carcinoma 1998
Cetuximab (Erbitux) EGFR Colorectal cancer, Head and neck cancer 2004
Bevacizumab (Avastin) VEGF Lung cancer, Colorectal cancer 2004
Panitumumab (Vectibix) EGFR Colorectal cancer 2006

2.4. Reseptor Tirozin Kinaz Inhibitorleri

HCC’de gelisen molekiiler anormalliklerden dolayr HCC  buytimesini
kisitlamak i¢cin spesifik kiiclik molekiil inhibitérleri klinik kullanim igin
aragtirmalarin odak noktasidir [6].

IIk olarak 2008 yilinda onaylanan ve uygulanan g¢oklu-kinaz inhibitori
Sorafenib, hiicre yizey reseptorleri PDGFR, VEGFR, c-KIT, FIt3 ve MAPK/Erk
yolagmin kilit molekiilii olan Raf-1> hedef almaktadir (Sekil 2.12). Sorafenib
tedavisi, B-raf’1 hedef alarak timor biiylimesini baskilayan otofajiye neden olur ve
hastalardaki sagkalim siiresini ortalama 3 ay uzatarak ileri evre kanserde 9 aylik bir

sagkalimi saglamustir [32, 33].
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Sekil 2.12: Sorafenib’in molekiiler mekanizmasi. (A) Sorafenib, timor hiicresi
proliferasyonunu inhibe eder ve apoptozu indiikler. HCC hiicrelerinde sorafenib, iki
protein kinaz olan ve hiicre proliferasyonunda MAPK yolunda yer alan BRaf ve
Rafl’i inhibe eder. Bu kinazlar Mek ve ardindan Erk ve Myc’i aktive edemez. Myc,
siklinD1’in transkripsiyonuna yardim eden transkripsiyon faktoriidiir.

Siklin D1’in azalmis seviyesi hiicre proliferasyonunda gorev alan genlerin
transkripsiyon seviyesinin de azalmasina neden olur ve bdylece hiicre proliferasyonu
yavagslar. Diger yandan, sorafenib Mcl1 ’in translasyon baslatma faktorii olan
elF4E’in fosforilasyonunu inhibe eder ve boylece Bak proteininin inhibisyon seviyesi
azalir. Bu durumda apoptozu indiikler. (B) Sorafenib, endotel hiicrelerinde PDGFR -
B, VEGFR ve VEGFR-2 reseptor tirozin kinazlar inhibe eder. Bu reseptorlerin
inhibe olmas1 anjiyogenezi destekleyen Ras’m aktivasyonunu engeller ve timor
anjiyogenezini (damarlanma) azaltir.

Ileri evre olgularm tedavisi igin bir diger coklu-kinaz inhibitérii Lenvatinib de

VEGFR (1-3), FGFR (1-4), PDGFR-alfa/ ve c-kit’i hedef almaktadir (Sekil 2.13).
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Tedavi segenekleri arasina katilmig lenvatinib sorafenibe oranla ortalama 1,5 ay daha

fazla sagkalim elde edilmistir [34].

PI3K-AKT-mTOR
pathway

— B

Cell proliferation
differentiation

Sekil 2.13: Lenvatinib’in etki ettigi molekiiler mekanizma [35].

Ancak, ileri evre olgular1 i¢in birinci tedavi secenegi olarak ele alinan sorafenib
ve lenvatinib’e karsi hastalarda direng gelistigi saptanmis ve bu olgularda ikinci
basamak tedavisi olarak VEGFR (1-3), PDGFR- B, FGFRI, c-Kit, RET, c-RAF,
BRAF, BRAFVG600E ve TIE-2’i hedef alan bir diger coklu-kinaz inhibitori
Regorafenib uygulanmaktadir (Sekil 2.14). 1. ve 2. basamak tedavilerinin bileskesi
olarak ileri evre olgularda ortalama 3 ay daha fazla (7.8’den 10.6’ya) sagkalim
degerlerine ulasilabilmistir [36].
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Sekil 2.14: Regorafenib’in etki mekanizmasi.

Ikinci basamak tedavisi olarak HCC’de kullanilan 2019°da FDA tarafindan
onaylanmig cabozantinib, MET (hepotasit blyime faktorli reseptor proteini) ve
VEGF reseptorlerinin inhibitérudir. Ayrica cabozantinib, GAS6 reseptorii (AXL),
RET, ROS1, TYRO3, MER, kok hicre faktor reseptori (KIT), TRKB, Fms benzeri
tirozin kinaz-3 (FLT3) ve TIE-2 dahil olmak tizere diger tirozin kinazlar1 inhibe eder
(Sekil 2.15) [37].
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Sekil 2.15: Cabozantinib etki mekanizmasi.

2.5. PLEXIN AILESI

Plexinler semaforin sinyal proteinleri ailesi icgin reseptor

gorevi goren

proteinlerdir. Pleksinler farkli doku tiplerindeki ifadelerine bagli olarak gelisim

iizerinde degisen etkilere sahiptir. Pleksin reseptorlerinin noral gelisim ve akson

biliylimesi, anjiyogenez ve kalp gelisimi, iskelet ve bobrek morfogenezi ve bagisiklik

sisteminde etkileri vardir. Pleksin sinyal yolundaki anormallikler nd&rolojik

hastaliklar ve kanser dahil olmak iizere bir¢ok hastalik gelisiminde rol oynar.

Pleksinler yap1 ve homolojiye gore dort alt sinifa ayrilirlar (Sekil 2.16) [38, 39].

o A Smifi: PLXNAL , PLXNAZ2 , PLXNAS3 , PLXNA4A

e B Sinifi: PLXNB1 , PLXNB2 , PLXNB3
e C Smufi: PLXNC1
e D Simifi: PLXND1

20


https://en.wikipedia.org/wiki/Homology_modeling
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNA1
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNA2
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNA3
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNA4A
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNB1
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNB2
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXNB3
https://www.genenames.org/tools/search/#!/genes?query=PLXNC1
https://en.wikipedia.org/wiki/PLXND1

Plexin Other Receptors

Class Members Domain Structure Receptors and Co-Receptors
Sema-1la RTK (OTK)
PlexA

1 Sema-1b F _ GycT6e
Sema-2a :

2 Sema-2b ["I:_ PlexB Sema-la
Sema3A
Sema3B

Npn1,2

cemadt PlexA1-4 RTKs

Sema3D
3 Rommm® ez ineoins
S PlexD1

Sema3F Proteoglycans

Sema3G CAMs
Sema3H
SemadA
Sema4B Npn1
SemadC PlexB1-3 RTKs
4 semo (oo PlocC  Tim-2
SemadE <« PlexD1 cD-72
Sema4F CLCP
SemadG
SemaSA Npn2
PlexA3,4
5 SemasB 00— om0 RTKs
Semasc Proteoglycans
Sema6A
SemabB ¥
6 semasC [ [ PlexAt24 el
SemaéD €—

Sema6E

7  Sema7A ‘0_ PlexC1 Integrins
v gemav Efcommme  rec Integrins
SemaVB =

Intracellular | Extracellular

@ scma @ esi ” Ig (D Basic . PDZ [ U [

Sekil 2.16: Semaforin protein ailesi liyeleri domain yapilarina gore 8 smifa ayrilirlar.
Farkli plexin reseptorleri farkli semaforin siiflari ile etkilesim kurarak sinyallesmeyi
baslatirlar. Bir dizi zarla iliskili reseptorler (membrane-associated receptors) ve
yardimci reseptorler (co-receptors) de sema sinyal transdiksiyonu i¢in dnemlidir. Bu
proteinler dogrudan semaya baglanir ve sinyallesmeyi baslatirlar (6rn., integrinler).
Ligand baglayic1 yardimci1 reseptorler olarak islev goriir (6rn., Npnl,2) veya
multimerik reseptér kompleksinin bir pargasi olarak ¢alisir (6rn., RTK’lar). Sema
(semaphorin domain), PSI (plexin-semaphorin-integrin domain), Ig (immunoglobulin
domain), Basic (basic domain), PDZ (PDZ domain), TSP (Thrombospondin domain),
GPI (glycosylphosphatidylinositol linkage), RTK (receptor tyrosine kinase), Npnl
(Neuropilin 1), Npn2 (Neuropilin 2), CAM (cell adhesion molecule) Tim-2 (T-cell Ig
and mucin domain containing protein 2), CD72 (B cell differentiation antigen
CD72), CLCP1 (CUB, LCCL-homology, Coagulation
factor V/VIII homology domains protein 1), TREM2 (Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells 2)

2.5.1. PLXNC1

PLXNCI1 ise ilk olarak Vaccinia Virisi kokenli viral semaforin A39R’nin

reseptorii olarak kesfedilmistir ve  VESPR (Virus encoded Semaphorin Protein
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Receptor) olarak adlandirilmigtir. GPI-bagh bir semaforin olan SEMA7A, Plexin
Cl’in viral olmayan ligandi olup her iki protein bir arada noral gelisimde rol
almaktadir. Bunun yani sira SEMA7A, Plexin C1’den bagimsiz olarak B1-integrine
baglanarak noral gelisim, immiin yanit diizenlenmesi ve kanser invazyon ve
metastazinda gorev almaktadir. Pleksinlerin hiicre i¢i alani, i¢sel bir Ras-GTPaz
aktive edici (GAP) alani igerir, bu da M-Ras ve R-Ras Uzerinde GDP i¢in GTP
degisimine neden olur. Yakin donemdeki ¢alismalar, Plexin reseptorlerinin
Ozelliklede Plexin C1'in yiksek seviyelerde Rapl-GAP aktivitesine sahip oldugunu
gostermektedir. Boylece plexin reseptorleri, Rho ve Rac aktivitesinin diizenlenmesi
yoluyla hiicre gocii ve norit biiyliimesi tizerindeki pleiotropik etkilere aracilik ederler.
Plexin C1’in ifade diizeyi, losemiler, akciger kanseri ve melanom iizerinde
calistimistir.  Ornegin, tiimor hiicre biiyiimesi, EMT, akciger metastazi ve
anjiyogenez, fare modellerinde artmis SEMA7A ekspresyonu ile iliskilendirilmistir.
Artmis SEMAT7A ekspresyonu, cilt kanseri hastalarinda kotii prognoz ile iliskilidir
ancak metastatik melanomlarin %66’sinda Plexin C1 ifadesine rastlanilmamistir.
Bununla birlikte ileri evre HCC hiicrelerinde Plexin C1’in, normal hiicrelere gore
cok daha az ifade edildigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda Plexin C1 baskilanmig HCC
hiicre hatlarinda E-kaderin ifadesinin azalirken, N-kaderin ve Vimentin ifadesinin
artarak hiicrenin epitel karakterden mezenkimal karaktere gecis yaptig1 daha dnceki
caligmalarda bildirilmistir [4, 40].

Bu bilgiler 1s18inda ve bu tez kapsamimda Plexin C1’in RAS-GAP aktivitesi
HCC’de ¢oklu kinaz inhibitor tedavisinin se¢imine yeni bir boyut kazandirabilir.
Diger yandan Plexin C1’in EMT ile iliskisi hiicre proliferasyonu, migrasyon,
invazyon, ilag direnci, apoptoz ve anoikis yaniti gibi kanserde 6nemli biyolojik

stireclerde Plexin C1 ifadesi kapsaminda aydinlatilacaktr.
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3. GERECLER

3.1. Genel Kimyasallar

EDTA (Merck)

DMSO (Merck)

Etanol (Riedel de Haen)

RNaz A Cozeltisi (Promega), Metanol (Fischer)

Gliserol (Fischer Scientific)
e Tris (Fischer Scientific)

e HCL (Fischer Scientific)

e NaCl (Fischer Scientific)

3.2. Cihazlar

¢ S1v1 Azot tanki (Arpege 140)

e Laminar Kabin, Class Il Tip (PMV Clean Air)

e Sogutmali Mikrosantrifiij (Beckman Coulter microfuge 22R)
e Santrifuj (Nive, NF400)

¢ -80°C Derin Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer)
e Buharli sterilizator (Otoklav) (Hirayama, Hiclave HVE-50)
¢ +4°C Buzdolabi1 (Ariston)

¢ -20°C Derin Dondurucu (Bosch)

¢ Buz Makinesi (BAR-LINE BF85)

e Sogutmali santrifiij (Heraeus Instruments Function Line)

e Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette)

e Karbondioksit Inkiibatérii (Labogene, Scancell)

¢ \Votex (DragonLabs, MX-S)

¢ LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop (ZEISS)

e Accuri C6 (Becton Dickinson)

e Sarjl pipetleyici (Thermo Fisher Scientific)

e Floresan atagsmanli 151k mikroskobu (Nikon)
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e Sogurmali Santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R)

e Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Sartorius BL210S)
e Manyetik karistirict (Denville Scientific)

e Mikrodalga firin (Kumtel)

e Inverted mikroskop (Olympus CKX41)

3.3. Hicre Kulttiria Malzemeleri ve Kimyasal Maddeler

e Dulbecco's Modification of Eagle's Medium Mix with L-glutamine, Gibco, New
York, ABD

e Fotal s1gir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), Gibco, New York, ABD

e Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (100X), Gibco, New York, ABD

¢ Non-essential amino acid (100X) Gibco, New York, ABD

e Epidermal buyume faktort Sigma, St. Louis, MO, ABD

e Fosfat tuz tamponu (PBS), Sigma, ABD

e Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, New York,
ABD

e Dimetil sulfoksit (DMSO), AMRESCO, Solon, ABD

e Annexin V-PE (BD Biosciences)

¢ 7-AAD-APC Viability Staining Solution (Biolegend)

e RNaz A Cozeltisi (Promega)

eE-PLATE VIEW (ACEA)

e Matrigel (CORNING)

e Bovine Serum Albumin (BSA) (Merck)

3.4. Cozelti ve Tamponlar

¢ 10X PBS:
- 80 g NaCl, 2 g KCI, 17,8 g Na2HPO4.2H,0, 2,4 g KH,PO4 bir litreden az
miktarda ddHzO igerisinde ¢oziiliir. Daha sonra pH:7.4’ye ayarlanir ve sonra

hacim ddH:O ile bir litreye tamamlanir.
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¢ 10X TBS:
-30g Tris, 88g NaCl, 2g KCI belirli miktarda ddH20O icerisinde ¢ozinlip
pH:7.5’ye ayarlandiktan sonra hacim ddH2O ile bir litreye tamamlanir.
e TBS-T:
- 1X TBS ve %5 Tween-20.
¢ 10X Baglanma Tamponu:
- 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NacCl ve 2.5 mM CaCl..
e Hiicre Dondurma Solusyonu:
- %90 FBS ve %10 DMSO.

3.5. Antikorlar ve Boyalar

Annexin V-PE (BD Biosciences), 7-AAD-APC Viability Staining Solution
(Biolegend)
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4. YONTEMLER

4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Kosullar

Calismalar igin PLC/PRF/5 ve Hep3B HCC hiicre hatlarindan gelistirilen
Klonlar kullanildi. Plexin C1’in baskilandigi Klonlar shPLXNC1 ve kontrol klonlar1
ise ShPLKO olarak adlandirildi. Tiim hiicreler rutin olarak nemlendirilmis, %5 CO2
ile zenginlestirilmis bir ortamda tek tabakali kiiltiirler olarak 37° C'de tutuldu. %10
fetal dana serumu, %1 penisilin-streptomisin ve %21 non-essential aminoasit ile
zenginlestirilmis yiiksek glukoz igeren DMEM besiyerinde kultire edildi. Tim
deneyler, smif II laminer hava akis kabininde (PMV Clean Air) aseptik bir ortamda
gergeklestirildi.

Kiiltiire edilen hiicreler hiicre biiylime kaplarinda (petri) %80-90’a ulastiktan
sonra kiiltiirtin devamu i¢in pasajlandi. Hiicrelerdeki eski besiyeri uzaklastirildi ve 1X
DPBS ile hiicreler yikandi. Yiizeye tutunan hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA
(2X) uygulandi. inkiibatdrde 2-3 dakika bekletip hiicrelerin kalkmasi saglandi. Farkli
pasaj oranlarina uygun miktarda diliisyon yaparak taze besiyeri ilave edildi ve yeni
petri kabina alindi. Hiicre gelisimi i¢in hiicreler 37°C’de %5 CO2 kosullarinda

inkiibasyona birakild1.
4.2. Hucre Proliferasyonu Analizi

PLC/PRF/5 shPLXNC1, PLC/PRF/5 shPLKO, Hep3B shPLKO, Hep3B
shPLXNC1 hiicre klonlar1 E-Plate 96'ya (Acea Biosciences, San Diego, CA)
hiicrelerin tiiriine gore kuyu bas1 100 pL'lik bir hacimde 5x10° olacak sekilde sayilip
ekildi. Hiicreler ¢ogaldikca, kuyuda bulunan elektronik sensorler tarafindan algilandi
ve veriler gercek-zamanli olarak cihaz tarafindan her 30 dakikada bir 72 saat
boyunca kaydedildi. Tim inkibasyonlar 100 pl hacimde, 37° C'de ve %5 CO_'de bir
hicre kalturd inklbatdrinde tutulurken XCELLigence RTCA MP sisteminde (Acea
BioSciences) gercgeklestirildi. Sonuglar hiicrelerin ekildigi baslangic noktasindan

itibaren hicre indeksine normalize edildi.
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4.3. Hiicre Migrasyon ve Invazyon Analizi

4.3.1. Hicre Migrasyonu

Migrasyon, shPLXNC1 ve shPLKO hiicreler arasinda fonksiyonel farkliliklari
test etmek igin Trans-well migrasyon assay yontemi kullanilarak degerlendirildi.
%10 FBS ile desteklenmis 500 pL besiyeri iceren 24 kuyulu plakalara, 2 saat
oncesinden besiyeri ile 1slatilmig 8 uM por ¢apima sahip polykarbonat membran ile
kapli Transwell insertler (CBA-100-C, CytoSelect™, 24-Well Cell Migration Assay,
Cellbiolabs, ABD) vyerlestirildi. Ardindan insertlerin igerisine 300 pL besi yeri
icerisinde 2,5x10° hiicre ekildi ve 2 saat hiicrelerin yapismasi1 beklendikten sonra
serumsuz beri yeri verildi. 48 saat sonunda insertiin alt1 ve iistii PBS ile yikandi.
Hicreler 1:1 aseton-methanol karisimi ile 5 dakika fikse edildi ve tekrar fiksasyon
sonunda PBS ile yikand:. Insertiin alt1 1/1000 oraninda PBS iginde hazirlanmis DAPI
ile istii ise eozin ile boyandi. G6¢ eden hiicreler Zeiss LSM880 Airyscan konfokal

mikroskop ile 10x objektif kullanilarak goriintiilendi.
4.3.2. Hicre Invazyonu

Invazyon ise, shPLXNCI ve shPLKO hiicreler arasinda fonksiyonel
farkliliklar1 test etmek icin Trans-well invazyon assay yontemi kullanilarak
degerlendirildi. %10 FBS ile desteklenmis 500 pL besiyeri iceren 24 kuyulu
plakalara, 2 saat Oncesinden besiyeri ile 1slatilmis 8 puM por ¢apina sahip matrijel
membran ile kapli Transwell insertler (Corning BioCoat Matrigel Invasion
Chambers, Corning, ABD) yerlestirildi. Ardindan insertlerin igerisine 300 L
serumsuz besiyeri igerisinde 2,5x10° hiicre ekildi. 48 saat inkiibasyon sonunda
insertiin alt1 ve iisti PBS ile yikandi Insertiin alt1 1/1000 oraninda PBS iginde
hazirlanmis DAPI ile iistliise eozin ile yikandi. Go¢ eden hiicreler Zeiss LSM880
Airyscan konfokal mikroskop ile 10X objektif kullanilarak goriintiilendi.
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4.4. Hicre Dongusu Analizi

Hiicrelerde PLXNCI1’in hiicre dongust Uzerindeki etkisi Pl boyama
kullanilarak akim sitometri cihazi ile analizi ile gergeklestirildi. Hucreler 6
kuyucuklu plakalara kuyu bas1 2 x10° olacak sekilde ekildi. 48 saat sonra her bir
hicre toplandi ve soguk PBS ile yikandi. Ardindan gece boyunda -20° C'de
bekletilmis 1 ml %70 etanol ile hiicreler 2 saat fikse edildi. Analizden dnce hicreler,
1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek alkol uzaklastirildi. Hiicre pelletleri 0,1%
TritonX-100, 3 pl RNase A5 pl PI (Propidium iyodur) iceren soliisyon icinde 90
dakika 37° C'de inkiibe edildi. Sonuglar Accuri C6 akim sitometresi cihazi ile analiz
edildi.

4.5. Anoikise Direnc Analizi

Hiicrelerde PLXNC1’in anoikise diren¢ Uzerindeki etkisi AnnexinV-7AAD
boyama kullanilarak akim sitometri cihazi ile analizi ile gerceklestirildi. Hiicreler 6
kuyucuklu low-attachment plakalara kuyu basi1 3x10° olacak sekilde ekildi. 48 saat
sonra her bir hiicre topland1 ve 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan
pelletler 4nM EDTA ile 37°C'de 5 dakika inkiibe edilerek hiicre topaklarmin
ayrilmasi saglandi. Daha sonra, hiicreler PBS ile yikandi ve 1X binding buffer ile
100 pL’de 1x10° hiicre olucak sekilde ¢oziildii. 5 pL AnnexinV ve 5 puL 7AAD
boyas1 eklenip 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 300 pL
daha 1X binding buffer eklenip sonuglar Accuri C6 akim sitometrisi cihazi ile analiz

edildi.

4.6. PLXNC1 Ekseninde HCC Hucrelerinin Coklu-kinaz
Inhibitorlerine Yanitinin Belirlenmesi

4.6.1. Coklu-kinaz Inhibitérlerinin PLXNC1 Hiicre Klonlarinda
Hcre Proliferasyon Etkisi

LC Laboratories firmasindan (ABD) temin edilen Sorafenib, Regorafenib ve

Lenvatinib ile hiicre klonlarinda proliferasyon c¢alismalar1 gergeklestirildi.
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PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarina farkli dozlarda Sorafenib (0, 2.5, 5, 7.5 ve 10
uM), Regorafenib (0, 1.25, 2.5, 5, 10 uM) ve Lenvatinib (0, 1.25, 2.5, 5, 10 uM)
uygulandi ve hiicre canliligi 72 saat sonra WST-1 yontemiyle arastirildi. Kisaca,
hiicre klonlar1 96 kuyucuklu plakalara kuyu basi 8x10% hiicre olacak sekilde ekildi.
24 saat sonra, besiyeri yukarida belirtilen konsantrasyonlarda Sorafenib, Regorafenib
ve Lenvatinib igeren besiyeri ile degistirildi. 72 saat sonunda kuyulara 10 pL. WST-1
eklendi ve 2 saat 37C’de inkiibe edildikten sonra 96 kuyucuklu plakalar 440 nm
dalga boyunda Varioscan plaka okuyucusu ile okutuldu. Elde edilen Absorbans 440
degerleri kullanilarak DMSO uygulanan kontrol hiicrelerine gore yilizde canlilik

(1C50) hesaplandi.

4.6.2.Coklu-kinaz Inhibitérlerinin PLXNC1 Hiicre Klonlarinda
Hicre Apoptoz Yamtina Etkisi

Sorafenib, Lenvatinib ve Regorafenib’in PLKO klonlar1 i¢in belirlenen ICso
degerleri PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarma 72 saat uygulandi ve hiicrelerin
apoptoz yanit1 Western blot analizi ile PARP kesimi lizerinden incelendi. Hicreler
60 mm hiicre kiiltiirii plakalarina 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ertesi giin,
hicreler icin hesaplanan ICso degerlerine gore ilag dozlar1 uygulandi ve 72 saat sonra
hiicreler toplanarak total protein lizat1 SDS liziz tamponu (0.5M Tris pH: 6.8, %4
Gliserol, %1 SDS) kullanilarak elde edildi. Western blot ile PARP antikoru
kullanilarak total (p116) ve kesilmis (p89) PARP miktar1 goriintiilendi.

Hiicrelerdeki apoptoz yanit1 PARP kesimi disinda akim sitometresi kullanilarak
mitokondriyal membran gecirgenligini gosteren TMRE (tetramethylrhodamine
methyl ester perchlorate) ve AnnexinV-7AAD boyamalari ile degerlendirildi. 60 mm
kiiltir kaplarma 2x10° hiicre ekildi. Bir giin sonra, Sorafenib, Lenvatinib ve
Regorafenib’in pLKO kontrol klonlar i¢in belirlenen 1Cso degerleri PLC/PRE/S ve
HEP3B hiicre klonlarina 72 saat uygulandi ve hiicrelerin apoptoz yanit1 AnnexinV-
7AAD ve TMRE boyamalar1 kullanilarak Accuri C6 akim sitometresi cihazi ile

gosterildi.

e Canli hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)
e Erken apoptotik hiicre populasyonu: AnneksinV (+) ve 7- AAD (-)
o Gec apoptotik hticre populasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)
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e Nekrotik hiicre populasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

4.7. istatistiksel Analizler

Proliferasyon ve apoptoz yanit1 igin istatistiksel analizler Graphpad Prism
Yazilimi (Siiriim 5) Two-way Anova kullanilarak yapildi. invazyon ve migrasyon
analizleri igin nukleuslar ImageJ’de sayildi ve Graphpad Prism Yazilimi (Siiriim 9)
student t-test kullanilarak sonuglar karsilastirmali analiz edildi. 0.05'in altindaki P
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim deneyler {i¢ tekrar halinde

yapildi.
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5. BULGULAR

5.1. Hucre Proliferasyon Aktivitesi

Gergek zamanli olarak shPLXNC1 ve shPLKO hiicre klonlarinda proliferasyon
analizi xCELLigence RTCA MP sisteminde (Acea BioSciences) empedansa dayali
olarak gerceklestirildi. E-platelere kuyu bas1 100 pL'lik bir hacimde 5x10° olacak
sekilde hiicre ekildi ve hiicreler gogaldik¢a kuyuda bulunan elektronik sensoérler
tarafindan her 30 dakikada bir 72 saat boyunca hiicrelerin empedans degerleri
Olctldi. Her bir kuyuda bulunan hiicre sensériinin direnci, hiicre indeksi olarak
adlandirilmaktadir. Hiicre indeksi, hiicrenin bulundugu kuyunun elektrotunun
direncinden (Rn), yalnizca besiyeri bulunan kontrol kuyusu elektrotunun direncinin

(Rb) ¢ikarilip 15’e boliinmesi ile hesaplanmaktadir.
Hiicre Indeksi= (Rn-Rb) /15 (5.1)

Daha 6nceki ¢alismalar hiicrelerde PLXNC1 baskilanmasinin epitel fenotipten
mezenkimal fenotipe gecise (EMT) neden oldugu gosterilmistir. Yine literatlirde
EMT geciren hiicrelerin proliferasyonunda azalma olduguna dair bilgilerde
mevcuttur [4]. Calismamizda kullandigimiz karaciger kanser hiicre hatt1 olan
PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarinda 72 saat boyunca proliferasyon dizeyleri
incelendiginde, her iki hiicrenin de shPLXNCI1 klonlarinda hiicre proliferasyonunun

PLKO klonlarma gore anlamli olarak azaldig1 gézlenmistir. (Sekil 5.2)

B

=
ﬁ
3

W HepdE PLEO
O3 Hepdd shPLXNC |

B PLC PLED
O e R

T

Hicre Indeksi
=
Hiicre Indeksi

T

Saat Saat

Sekil 5.2: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarmin proliferasyon analizi. Kuyulardan
kaydedilen hticre indeksi degerleri ile grafik olusturuldu.
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5.2. Hiicre Migrasyon ve Invazyon Analizi

5.2.1. Hicre Migrasyon Analizi

shPLKO ve shPLXNCI1 hiicre klonlarmin migrasyon kapasitelerindeki fark
Transwell migrasyon deneyi ile gergeklestirildi. Go6¢ eden hicreler DAPI ile
boyanarak Zeiss LSM880 Airyscan konfokal mikroskop ile 10X objektif kullanilarak
gorlintiilendi. Image J programi kullanilarak nikleuslar sayildi. Pleksin C1’in
baskilanmasi ile hiicrelerin 48 saat sonunda migrasyon kapasitelerinin hem
ShPLXNC1 PLC/PRF/5 (p<0.05) hemde shPLXNC1 Hep3B(p<0.001) anlamli olarak
arttigr  saptanmistir (Sekil 5.3). Elde edilen bu bulgu, Pleksin C1 ifadesinin
baskilanmasi ile hiicrelerin mezenkimal fenotip benzeri 6zellikler kazaniyor hipotezi

ile uyumlu bulunmustur.

PLC PLKO PLC shPLXNC1

Gog Eden Hiicre Sayisi

PLC PLKO PLC shPLXNC1

Hep3B PLKO Hep3B shPLXNC1

Gog Eden Hiicre Sayisi
120
100
80
60
0
0 .
Hep3B PLKO Hep3B shPLXNC1

Sekil 5.3: shPLXNCI ve PLKO hiicre klonlarinin migrasyon analizi. A) insert
membranlarmm alt yiizeyleri DAPI ile boyandiktan sonra konfokal mikroskopta
goriintiilenmistir. B) invazyon gdsteren hiicreler ImageJ’de sayilarak analiz
edilmistir. Klonlar arasindaki karsilastirma Graphpad’de student t-test ile
gerceklestirilmistir.
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5.2.2. Hiicrelerin Invazyon Aktivitesi

shPLKO ve shPLXNCI hiicre klonlarmin invazyon kapasitelerindeki fark
Transwell invazyon deneyi ile gergeklestirildi.. Insertiin altma gegen, invazyon
yapmis olan hicreler DAPI ile boyanarak Zeiss LSM880 Airyscan konfokal
mikroskop ile 10X objektif kullanilarak goriintiilendi. Image J programi kullanilarak
nukleuslar sayildi. Invazyon deneyleri sonucunda PlexinC1 ifadesinin baskilandig1
PLC/PRF/5 ve Hep3B hicrelerinde invazyon gosteren hicrelerin kontrol hicre
Klonlarina gore anlamh derecede arttigi saptandi (Sekil 5.4). Bu bulgu, PlexinC1’in
baskilandig1 hiicrelerde gelisen mezenkimal fenotip ile Ortliismektedir. Ayrica,

shPLXNCI1 klonlarmin artmis migrasyon davranisi ile de uyum i¢indedir.

A B

Gég¢ Eden Hicre Sayisi
PLC pLKO PLC shPLXNC1

o

1500

1000

Gog Eden Hucre Sayisi

1600+

1000

500+

Sekil 5.4: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarinin invazyon analizi. PLC/PRF/5 ve
Hep3B hiicrelerinin pLKO ve shPLXNC1 klonlar1 matrijel kapli insertlere ekilerek
invazyon testi uygulanmistir. A) insert membranlarinin alt yiizeyleri DAPI ile
boyandiktan sonra konfokal mikroskopta goriintiilenmistir. B) invazyon gosteren
hiicreler ImageJ’de sayilarak analiz edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmig olup,
klonlar arasindaki karsilastirma Graphpad’de student t-test ile gerceklestirilmistir. *
p<0.05; ** p<0.01
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5.3. Hlcre Déngusu Analizi

PLC/PRF/5 ve Hep3B shPLXNCI klonlarinda PLXNCI1 yoklugunda hiicrede
degisen durumlar1 agiklamak i¢in proliferasyon, migrasyon ve invazyon deneyleri
diginda akim sitometrisi ile hiicre dongiisii analizi gergeklestirildi. Pl (propidium
iyodur) boya ile boyanan hiicre klonlar1 BD Accuri C6 FACS ile analiz edildi.

Ozellikle Hep3B hiicrelerinde daha carpici bir sekilde goriildiigii gibi
shPLXNC1 klonlar1 (PLC sh ve H3B sh olarak belirtilmistir) kontrol PLKO
klonlarma gore G1 ve S fazlarinda duraksamaya ugramakta ve G2/M fazina ¢ok daha

az hiicre ilerleyebilmektedir. (Sekil 5.5)

AD1 PLC PLKO
< Gate: (P1in (R1in all)) AD2 PLC sh
¥ = Gate: (P1in (R1 in all))

o=
S

Count
Count
200

100
I |

o 100 00D 200 000 I3 D48

FL3-A a9
D 100 DOD 200 D00 323 D46
FL3-A
A04 H3B sh
AD3 H3B FLKO 3 Gate: (P1 in (R1 in all)

= _Gate: (P1in (R1 in all})

Count

50,000 100 .000 141 502 | e
LA 0 50000 100000  145.737

FL2-A

Sekil 5.5: shPLXNCI1 ve PLKO hiicre klonlarinin hiicre dongiisii analizi M1 G1, M2
S ve M3 G2/S fazlarmi gostermektedir.
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5.4. Klonlarin Anoikise Diren¢ Analizi

Anoikise direncin belirlenmesi amaciyla diisiik baglanma kapasiteli plakalara
ekilen hicreler AnnexinV/7AAD ile boyandi ve BD Accuri C6 FACS ile analiz
edildi.

Literatiirde EMT programi aktif olan metastatik hiicrelerde apoptoza ve
anoikise diren¢ gorulmektedir. Plexin C1 baskilanmig hiicre klonlarinin EMT
gecirdigi daha 6nceki ¢aligmalarda gosterildi. Buna bagli olarak, akim sitometrisi ile
yapilan analizde PLC/PRF/5 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine goére PLXNCI1’in
baskilandig1 durumda hiicrelerde anoikis direnci goriilmekte ve saglikli hiicre miktari
%09,1°den %39,8’¢ (Q1-LL) yikselmektedir. Buna karsin Hep3B hiicre klonlarinda

ise PLXNCI ifadesine bagl bir anoikis direnci gézlenmemistir.

PLKO shPLXNC1
-
F=01-UL Q1-UR Q1-UR
1.5% 411% 15,0%
i 45
t PLCI/PRFI5
21-LR a1-LR
Y
B B R T T
Annexin V-FITC Annexin V-FITC
"a d0T-UL Q1-UR] " doi1-uL Q1-UR
1,4% 97 6% 1.8% B2.0%
HEP3B
EY Y
wl W W3 ot A Wh WP wl W W ot S P WTE
Annexin V-AITC Annexin VFITC

Sekil 5.6: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarinin anoikis direnci. Q1-LL: Saglikls;
Annexin V-7TAAD-, Q1-LR: Erken Apoptotik; Annexin V+7AAD-, Q1-UR:
Apoptotik, Annexin V+7AAD+, Q1-UL: Nekrotik, Annexin V-7AAD+.
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5.5. PLXNC1 Ekseninde HCC Hucrelerinin Coklu-kinaz
Inhibitorlerine Yamitinin Belirlenmesi

5.5.1.Coklu-kinaz Inhibitorlerinin PLXNC1 Hiicre Klonlarinda
Hcre Proliferasyonuna Etkisi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarina farkli dozlarda Sorafenib, Regorafenib
ve Lenvatinib uygulandi ve hiicre canliligi 72 saat sonra WST-1 yontemiyle
arastirildi. 440 nm dalga boyunda Varioscan plaka okuyucusunda absorbans 6lgimi
yapildi. Elde edilen degerler kullanilarak DMSO uygulanan kontrol hiicrelerine gore
yuzde canlilik (ICso) Graphpad prism 5 ile Two-way Annova kullanilarak hesaplandi.
72 saat boyunca coklu kinaz inhibitorlerinin farkli dozlarma maruz birakilan
PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarindan sadece PLC/PRF/5 hiicre klonlarmin
sorafenib yanitindaki fark anlamli bulundu. Bunun disindaki ilaglar i¢cin saptanan
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunamamakla birlikte regorafenibin ShPLXNC1
klonlarinda daha yiiksek ICso degeri gostermis olmasi1 dnemlidir. Aslinda, tiim ilaglar
her iki hiicrenin klonlarinda anti-proliferatif etkiye sahip olup, sadece sorafenib
shPLXNC1 ve PLKO klonlar1 arasinda anlamli bir fark gostermektedir. Lenvatinibte
ise klonlar arasinda ICsp degerleri acisindan bir fark bulunmamaktadir. Bu durum
lenvatinibin uygulanan dozlarda en diisiikk anti-proliferatif etki géstermis olmasiyla
da uyumludur. Ayrica, ilag direncinin epigenetik degisiklikler, tiimor ¢evresi, hiicre
Olimiiniin diizenlenmesi ve hiicre i¢i transport sistemi gibi bir¢ok faktére bagh
karmasik bir siire¢ oldugu goz o6niine alindiginda, 6zellikle sorafenib ve regorafenibe
kars1 shPLXNC1 klonlarmin daha direngli bir egilim gostermeleri Oniimiizdeki
donemlerde bu ilaglarla yapilacak ¢aligmalar agisindan umut verici bir bulgu olarak

degerlendirilmistir [41].
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Sekil 5.7: Kontrol ve sShPLXNC1 PLC/PREF/5 hiicre klonlaria Sorafenib,
Regorafenib ve Lenvatinib uygulanmasi ve hiicre canliligi. Tasiyici kontrol (DMSO)
ve Sekilde belirtilen dozlarda sorafenib, regorafenib ve lenvatinib ile 72 saat boyunca

inkiibe edilen hiicrelerde WST-1 analizi sonrasi elde edilen absorbans degerleri
kiyaslannustir. Istatistiksel analiz Graphpad prism 5 ile Two-way Annova
kullanilarak yapildi. #; anlamh degil, *; p<0.05, **; p<0.01; ***; p<0.001

%canhilik orani

SORAFENIB REGORAFENIB

B3 Hep3B pLKO

E3 Hep3B pLKO
3 Hep3B shPLEXINC1

[ Hep3B shPLEXINC1

%canhhik orani

LENVATINIB

E3 Hep3B plKO
3 Hep3B shPLEXINC1

“%canliik oram

Sekil 5.8: Kontrol ve shPLXNC1 Hep3B hiicre klonlarmna Sorafenib, Regorafenib ve
Lenvatinib uygulanmasi ve hiicre canlilig1. Tasiyici kontrol (DMSO) ve Sekilde
belirtilen dozlarda sorafenib, regorafenib ve lenvatinib ile 72 saat boyunca inkibe
edilen hiicrelerde WST-1 analizi sonrasi elde edilen absorbans degerleri
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kiyaslanmustir. Istatistiksel analiz Graphpad prism 5 ile Two-way Annova
kullanilarak yapildi. #; anlaml degil, *; p<0.05, **; p<0.01; ***; p<0.001.

Tablo 2.2: Kontrol ve shPLXNC1 Hep3B ve PLC/PRF/5 hiicre klonlarina Sorafenib,
Regorafenib ve Lenvatinib uygulanmasi sonucu hesaplanan IC50 degerleri.

Klonlar Sorafenib I1C50 Regorafenib IC50 Lenvatinib 1C50
PLC/PRFI/5 | 7.7 8.8 13.9

PLKO

PLC/PRF/5 | 10 12.29 12.5
shPLXNC1

Hep3B 7 5.73 1.35

PLKO

Hep3B 9.12 7.13 1.16
shPLXNC1

5.5.2.Coklu-kinaz Inhibitorlerinin PLXNC1 Hiicre Klonlarinda
Hlcre Apoptoz Yamtina Etkisi

PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarina belirlenen 1Cso degerlerine gore
Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib uygulandiktan sonra hicrelerin apoptoz
direngleri kesilmis PARP bandi (p89 PARP) iizerinden incelendi. PLXNCI’in
baskilandig1 durumda hem PLC/PRF/5 hem de Hep3B hiicre klonlarinda daha az
PARP kesimi yani apoptoza karsi diren¢ saptandi. Bu durumun da PLXNCI’in
baskilandig1 hiicre klonlarinin gosterdigi mezenkimal fenotipten kaynaklandigi
degerlendirildi. Literatiirde aktif EMT programmin ilag direncini artirdigi
bildirilmistir; ancak tek basma EMT programi veya PLEXINCI’in hiicrede
baskilanmis olmasi ilag direnci olusmasinda yeterli degildir [42, 43]. Bu nedenle,
apoptoz yanitina direng olup olmadigini belirleyebilmek igin AnnexinV/7AAD ve
TMRE boyamasi yapilarak BD Accuri C6 FACS ile analiz edildi.
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Sekil 5.9: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarinin ¢oklu-kinaz inhibitorlerine karsi
apoptoz yanit1. Ila¢ uygulanan ve kontrol (DMSO) hiicre lizatlar1 Westen blotta
PARP antikoru ile problandi. Kesilmis PARP yiizdesi hesaplanirken kesilmis PARP
bandinin (cPARP; 89 kDa) miktarlar1 ImageJ programinda hesaplandi ve es-ylkleme
kontroliit GAPDH bantlarina oranlanarak c-PARP/GAPDH grafikleri olusturuldu.

PLC/PRF/5 shPLXNC1 ve Hep3B shPLXNCI hiicre klonlarmnda apoptotik
hiicre oran1 pLKO klonlarma gore hem Annexin V/7-AAD hem de TMRE
boyamasinda daha diisiik bulunmus ve PlexinCl baskilanmasinin hiicrelerde
apoptoza kars1 direng sagladigi gosterilmistir. (TMRE sinyalindeki azalma artmis
apoptotik yanita isaret etmektedir). Bu durumun da PLXNCI1’in baskilandig: hiicre
klonlarmin gosterdigi mezenkimal fenotipten kaynaklandigi degerlendirilmistir. Tiim
analizlerin sonucunda PLEXINC1’in baskilanmasinin ila¢ direncine neden oldugu

saptanmuistir.
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Sekil 5.10: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarinin ¢oklu-kinaz inhibitorlerine karsi
apoptoz yanit1. Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib ile 72 saat boyunca inkiibe
edilen PLC/PRF/5 hiicrelerinin apoptoz direnci Annexin V/7-AAD boyamasimin

ardindan akis sitometrisi ile incelenmis ve kontrol pLKO ve shPLXNCI1 klonlarmin

apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim oranlar1 karsilastirilmistir. Istatistiksel analiz
Graphpad prism 9 ile Two-way Annova kullanilarak yapildi. (ns; anlamli degil,
*:p<0.05, **;p<0.01,***;p<0.001)
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Sekil 5.11: shPLXNC1 ve PLKO hiicre klonlarinin ¢oklu-kinaz inhibitorlerine karsi
apoptoz yanit1. Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib ile 72 saat boyunca inkiibe
edilen Hep3B hiicrelerinin apoptoz direnci Annexin V/7-AAD boyamasmin ardindan
akis sitometrisi ile incelenmis ve kontrol pLKO ve shPLXNCI1 klonlarinin apoptotik
ve nekrotik hiicre 6liim oranlar1 karsilastirilmistir. Sonuglar “% 6liim oran1” olarak
ifade edilmistir. Istatistiksel analiz Graphpad prism 9 ile Two-way Annova
kullanilarak yapild1. (ns; anlamli degil, *;p<0.05, **;p<0.01)
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Sekil 5.12: Hiicre 6liimii, mitokondriyal membran depolarizasyonuna bagli olarak
apoptotik hiicrelerde azalan TMRE boyamasi ile PLC/PRF/5 hiicrelerinin kontrol
pLKO ve shPLXNCI1 klonlarinda akim sitometrisi ile incelenmistir. Sonuglar “%

canlilik oranr” olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz Graphpad prism 9 ile Two-
way Annova kullanilarak yapildi. (ns; anlamli degil, *;p<0.05)
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Sekil 5.13: Hiicre 6liimii, mitokondriyal membran depolarizasyonuna bagli olarak
apoptotik hicrelerde azalan TMRE boyamasi ile Hep3B hiicrelerinin kontrol pLKO
ve shPLXNCI1 klonlarinda akim sitometrisi ile incelenmistir. Sonuglar “% canlilik

oran1” olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analiz Graphpad prism 9 ile Two-way
Annova kullanilarak yapildi. (ns; anlamli degil, *;p<0.05, **;p<0.01)
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6. TARTISMA ve SONUC

Kanser, Tiirkiye’de ve diinyada kalp damar hastaliklarindan sonra en ¢ok
Oliime sebep olan hastaliklarin baginda gelmektedir. 100°den fazla kanser tiirii vardir
ve karaciger kanseri en yaygin besinci kanser tiiriidiir. Diinya ¢apinda kansere bagh
olimlerde ise karaciger kanseri dordiincii sirada yer almaktadir. Cinsiyetler arasi
karsilagtrma yapildiginda da erkeklerde karaciger kanseri gelisme riski kadinlara
kiyasla ¢ok daha yiiksektir. Iki ana birincil karaciger kanser tiirii vardir. Bunlardan
parankimal hiicreler olan hepatositlerden kaynaklanan hepatoseluler karsinoma
(HCC), diinya c¢apinda birincil karaciger kanseri vakalarmin %80’inden fazlasini
olusturmaktadir. HCC’ye yol baslica etmenler arasinda Hepatit B ve C viriisleri,
nemli ortamda stoklanan besinler araciligiyla aflatoksin intoksikasyonuna maruz
kalma, alkolik olmayan karaciger yaglanmasi (NASH) ve asir1 alkol tiiketimi yer
almaktadir. Bu etmenlerin yol agtig1 inflamasyon ve bunun zemininde gelisen hiicre
proliferasyonu ve 6limu dongusu hepatositlerde mutasyonlarin birikimine yol agarak
HCC gelisimine zemin hazirlamaktadir [1, 7] .

HCC BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) evrelendirme sistemine gore 5
evrede ele alinmaktadir (Evre 0: Cok erken evre, Evre A: Erken evre, Evre B: Orta
evre, Evre C: lleri evre, Evre D: Terminal evre, agir karaciger hasar1). Ancak, HCC
olgularmin biiylik cogunlugu ileri evresinde (Evre C) teshis edilmekte ve tiimor
boyutu ve damar invazyonu gibi nedenlere bagli olarak erken tedavi segenekleri
uygulanamamaktadir. HCC’deki genetik degisikliklerle ilgili de ¢cok sayida ¢alisma
bulunmasma ragmen, hastaligin tanis1 genellikle ileri evrelerde konulabilmekte ve
tedavi seceneklerinin smirliligi nedeniyle ileri evre HCC hastalarinda ortalama 8
aylik sagkalim degerleri ile kotii bir prognoz seyretmektedir [19].

HCC’nin patofizyolojisi karmasik, ¢ok asamali bir siirectir. Cesitli faktorlerin
etkilesimi, hepatosit malign transformasyonuna ve HCC gelisiminin erken
asamalarma etki eder. Bu faktorler arasinda genetik yatkinlik, viral antijenlerin
genoma entegrasyonu, hiicresel mikrogevre, ¢esitli bagisiklik hiicreleri ve altta yatan
kronik karaciger hastaliklar1 yer almaktadir [17].

TERT promotor mutasyonlari, viral antijenlerin genoma entegrasyonu,
kromozom translokasyonlar1 ve gen amplifikasyonlar1 HCC vakalarinin %80’ninde

goriilmektedir. Ozellikle calismalar, vakalarin %30-50’sinde CTNNB1, AXIN1 veya
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APC (Wnt yolunun inhibitorleri) inaktivasyonunda mutasyon oldugunu gostermistir.
Bu durum da HCC’de Wnt-R-katenin sinyal yolaginin aktive oldugunu
gostermektedir. Diger mutasyonlar ve genetik degisiklikler ise hiicre ddngusu
kontroliinii degistiren TP53, RB1, CCNA2, CCNEI1, PTEN, ARIDIA, ARID2,
RPS6KA3 ve NFE2L2 genlerini icermektedir. Ek olarak, HCC’de epigenetik
diizenleme, oksidatif stres ve AKT-mTOR ile MAPK sinyal yolaklarinda gorev alan
genlerdeki degisimlerde yer almaktadir. CCND1, FGF19, VEGFA, MYC ve MET de
asir1 ekspresyona yol acan tekrarlayan fokal kromozom amplifikasyonlari, reseptor
tirozin kinazlar olmak iizere cesitli onkojenik sinyal yollarinin aktivasyonuna sebep
olmaktadir. Reseptor tirozin kinazlar ligand baglanmasi ile oto-fosforile olurlar ve bir
dizi sinyal yolagini aktiflestirirler. Ras aktivasyonu Raf indiiksiyonu ile sonuglanir.
Raf srrasiyla Erk1/2’yi fosforile eden Mek1/2’yi aktiflestirir. Raf ayni zamanda
MAP3 kinazlari, JNK1/2, p38 ve ERKS5’i ardisik olarak aktive eder. RTK oto-
fosforilasyonu ile PI3K-Akt yolagi aktiflesir ve bu olaylar ¢ogalma, farklilagsma,
hayatta kalma ve hicre gocinde 6nemli bir rol oynar [20, 23]. Ayni zamanda,
vaskdler invazyon fenotipine sahip HCC 6rneklerinde hiicre hareketini diizenleyen
MMP’ler ve RhoC gibi genlerde de ekspresyon seviyelerinin arttigi gézlenmistir.
Diger calismalarda, yiiksek diizeyde aktive olmus RhoC/ROCK2’nin MMP-2
ekspresyonunu arttirarak ERK/MMP sinyallesmesini etkinlestirdigi ve boylece EMT
olusumunu arttirdig1 bildirilmistir [25]. Plexin C1 baskilanmis HCC hiicre hatlarinda
E-kaderin ifadesi azalirken, N-kaderin ve Vimentin ifadesinin artarak hiicrenin epitel
karakterden mezenkimal karaktere gecis (EMT) yaptig1 daha onceki ¢aligmalarda
gosterilmistir [4].

Bu tez kapsamimda da Plexin C1’in kanserli hiicrelerde ekspresyonunun
azalmasinin hiicre proliferasyonunu, hiicre dongdsind, migrasyonunu ve invazyonu
ne yonde etkiledigi ortaya ¢ikarilmistir. Ger¢cek zamanl olarak shPLXNC1 ve
shPLKO hiicre klonlarinda proliferasyon analizi XCELLigence RTCA MP
sisteminde (Acea BioSciences) empedansa dayali olarak gerceklestirildi.
Caliymamizda kullandigimiz karaciger kanser hiicre hatti olan PLC/PRF/S ve Hep3B
hiicre klonlarinda 72 saat boyunca proliferasyon diizeyleri incelendiginde, her iki
hucrenin de shPLXNC1 klonlarinda hiicre proliferasyonunun PLKO klonlarma gore
anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir. Bu sonugcta, literatiirde EMT geciren hiicrelerin
proliferasyonunda azalma oldugunu gosteren bilgilerle eslesmektedir [44]. sShPLKO

ve shPLXNCI hiicre klonlarnin migrasyon kapasitelerindeki fark Transwell
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migrasyon deneyi ile gerceklestirildi. Go¢ eden hiicreler DAPI ile boyanarak Zeiss
LSM880 Airyscan konfokal mikroskop ile 10X objektif kullanilarak goriintiilendi.
Image J programi kullanilarak nukleuslar sayildi. PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicrelerinde
Plexin C1’in baskilanmasi ile hiicrelerin 48 saat sonunda migrasyon kapasitelerinin
arttigr saptanmistir. Elde edilen bu bulgu, Plexin C1 ifadesinin baskilanmasi ile
hicrelerin mezenkimal fenotip benzeri 6zellikler kazaniyor hipotezi ile uyumlu
bulunmustur. Mezenkimal fenotip kazanan hiicreler hlicre polaritesini ve hiicre-htcre
yapismasini kaybederek go¢ ve invaziv Ozellikler kazanir. ShPLKO ve shPLXNC1
hiicre klonlarinin invazyon kapasitelerindeki fark Transwell invazyon deneyi ile
gergeklestirildi. Invazyon yapmis olan hiicreler DAPI ile boyanarak Zeiss LSM880
Airyscan konfokal mikroskop ile 10X objektif kullanilarak goriintiilendi. Image J
programi kullanilarak nikleuslar sayildi. Invazyon deneyleri sonucunda Plexin C1
ifadesinin baskilandigi PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicrelerinde invazyon gdsteren
hiicrelerin kontrol hiicre klonlara gére anlamli derecede arttig1 saptandi.

Bu bulgu, PlexinC1’in baskilandig1 hiicrelerde gelisen mezenkimal fenotip ile
Ortiismektedir. Ayrica, shPLXNC1 klonlarinin artmis migrasyon davranisi ile de
uyum i¢indedir. PLC/PRF/5 ve Hep3B shPLXNC1 klonlarinda PLXNCI1 yoklugunda
hiicrede degisen durumlar1 agiklamak i¢in proliferasyon, migrasyon ve invazyon
deneyleri disinda akim sitometrisi ile hiicre dongiisii analizi gerceklestirildi. PI
(propidium 1yodiir) ile boyanan hiicre klonlar1 BD Accuri C6 FACS ile analiz edildi.
Ozellikle Hep3B hiicrelerinde daha carpict bir sekilde goriildiigii gibi shPLXNC1
klonlar1 kontrol ShPLKO klonlarina gore G1 ve S fazlarinda duraksamaya ugramakta
ve G2/M fazma ¢ok daha az hiicre ilerleyebilmektedir. Insan kanserlerinin genetik
analizi, olgularinin ¢ogunda G1/S kontrol noktasinda yer alan proteinlerin inaktive
oldugunu gostermektedir. pl6 ve pRb inaktivasyonu (Gl fazinda gorev alirlar.),
Cdk/siklin inhibitorlerinin yiiksek ekspresyonu hiicre dongiisiiniin durmasina neden
olur. Cdk1 aktivasyonuna eslik eden proinflamatuar sitokin TNFa’nm etkisi ile ECM
bozulur ve hiicre invaziv 6zellik kazanir [45]. Bu literatiir bilgileri kapsaminda, elde
ettigimiz hiicre dongust analizi sonucunun proliferasyon migrasyon ve invazyon
deneyleri ile tutarl oldugu gozlemlenmektedir.

Hicre-hucre veya hiicre-ECM baglanmasindaki bozulma, ‘anoikis’ olarak
adlandirilan bir tiir programli hiicre 6liimiine yol agar. Anoikis, fizyolojik veya
patolojik kosullar altinda yanhis yerlesmis veya ayrilmis hiicrelerin ortadan

kaldirilmast icin doku homeostazint saglayan bir mekanizmadir. Kanser
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hiicrelerindeki anoikis, hiicrelerin diger bdlgelere metastazini geciktirir; ancak
genellikle kanser hicreleri anoikise direng kazanir ve invaziv hale gelirler [27]. Bu
tez kapsaminda, Plexin C1 yoklugunda karaciger kanser hiicrelerinde anoikise direng
gelisimi incelendi. Anoikise direncin belirlenmesi amaciyla diisilk baglanma
kapasiteli plakalara ekilen hiicreler AnnexinV/7AAD ile boyand1 ve BD Accuri C6
FACS ile analiz edildi.

Literatirde EMT programi aktif olan metastatik hiicrelerde apoptoza ve
anoikise diren¢ gorulmektedir. Plexin C1 baskilanmis hiicre klonlarinin da EMT
gecirdigi daha onceki ¢aligmalarda gosterildi. Buna bagl olarak, akim sitometrisi ile
yapilan analizde PLC/PRF/5 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gére PLXNCI1’in
baskilandigi durumda hiicrelerde anoikis direnci goriinmekte ve saglikli hiicre diizeyi
%09,1°den %39,8’e yukselmektedir. Buna karsin, Hep3B hiicre klonlarinda PLXNC1
ifadesine bagl bir anoikis direnci gdzlenmemistir.

PLXNC1 ifadesinin HCC hcrelerinin kinaz inhibit6rlerine yanitindaki roliini
anlayabilmek icin kanser de kullanilan ¢oklu kinaz inhibit6rleri ¢alistigimiz hiicre
klonlarma belirli dozlarda uygulandi ve hiicre proliferasyonuna etkisi incelendi.
Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib uygulanan PLC/PRF/5 ve Hep3B hicre
klonlarmda hiicre canliligi 72.ci saatte WST-1 yontemiyle arastirildi. Elde edilen
degerler kullanilarak yiizde canlilik (ICsp) oranlar1 Graphpad prism 5 ile Two-way
Annova kullanilarak hesaplandi. 72 saat boyunca ¢oklu kinaz inhibit6rlerinin farkli
dozlarma maruz birakilan PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarindan sadece
PLC/PRF/5 hiicre klonlarmin Sorafenib yanitindaki fark anlamli bulundu. Bunun
disindaki ilaglar i¢in saptanan degisim istatistiksel olarak anlamli bulunamamakla
birlikte Regorafenib’in shPLXNCI1 klonlarinda daha yiiksek ICso degeri gostermis
olmas1 6nemlidir. Aslinda, tiim ilaglar her iki hiicrenin klonlarinda anti-proliferatif
etkiye sahip olup, sadece Sorafenib sShPLXNC1 ve shPLKO klonlar1 arasinda anlaml1
bir fark gostermektedir. Lenvatinibte ise klonlar arasinda ICso degerleri agisindan bir
fark bulunmamaktadir. Bu durum Lenvatinib’in uygulanan dozlarda en diisiik anti-
proliferatif etki gostermis olmasiyla da uyumludur. Ayrica, ilag direncinin epigenetik
degisiklikler, tiimor cevresi, hiicre 0limiiniin diizenlenmesi ve hiicre i¢i transport
sistemi gibi bir¢ok faktore bagl karmasik bir siire¢ oldugu g6z Oniine alindiginda,
Ozellikle Sorafenib ve Regorafenib’e kars1 shPLXNCI1 klonlarinin daha direngli bir
egilim gdstermeleri Oniimiizdeki donemlerde bu ilaclarla yapilacak ¢alismalar

acisindan umut verici bir bulgu olarak degerlendirilmistir.
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Coklu kinaz inhibitérlerinin PLXNCI yoklugunda HCC hiicrelerindeki
apoptoz yanit1 da incelendi. PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre klonlarina belirlenen 1Cso
degerlerine gdre Sorafenib, Regorafenib ve Lenvatinib uygulandi. PLXNC1’in
baskilandig1 durumda hem PLC/PRF/5 hem de Hep3B hiicre klonlarinda daha az
PARP kesimi ile apoptoza karsi direng saptandi. Bu durumun da PLXNCI’in
baskilandig1 hiicre klonlarinm gosterdigi mezenkimal fenotipten kaynaklandigi
degerlendirildi. Literatiirde aktif EMT programimin ila¢ direncini artirdigi
bildirilmistir; ancak tek bagina EMT programi veya PLXNC1 in hiicrede baskilanmig
olmas ilag direnci olugsmasinda yeterli degildir [42]. Bu nedenle, apoptoz yanitina
diren¢ olup olmadigini belirleyebilmek ig¢in AnnexinV/7AAD ve TMRE boyamasi
yapildi. PLC/PRF/5 shPLXNClve Hep3B shPLXNCI1 hiicre klonlarinda apoptotik
hiicre oran1 ShPLKO klonlarma gore hem Annexin V/7-AAD hem de TMRE
boyamasinda daha diisiik bulunmus ve PlexinCl baskilanmasinin hiicrelerde
apoptoza kars1 direng sagladigi gosterilmistir. Bu bulgular, PLXNC1’in HCC’de
uygulanan kinaz inhibitorleri tedavisinin yonetiminde potansiyel bir molekdler

belirteg olabilecegine isaret etmektedir.
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