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Hepatokarsinogenez Surecinde CULLIN2 Gen Ekspresyonu ve Aktivasyonunun

Roliiniin Hepatoseliiler Karsinom Hiicre Dizilerinde incelenmesi

Burgin Baran. Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim

Dali, Inciralti-izmir, Tiirkiye, burcinbrn@yahoo.com
OZET

Hepatoselliler karsinoma (HCC) sirotik zeminde gelisir. Sirozun tetikledigi fibrogenez
streci hipoksik bir cevrenin olusmasina neden olur. Bu hipoksik ortamda Hipoksice
induklenen Faktor (HIF1) birikir. HIF1 glukoz metabolizmasi, sa§ kalim, invazyon,
anjiyogenez, metastaz ile iliskili pek ¢ok genin ekspresyonunu baslatir. HCC’lerde HIF1

birikimi kotu prognozla iliskilidir.

HIF1 iki altbirimden olusur: a ve B. Hiicrede B alt birimi devamli stabil durumdayken, o
altbiriminin stabilitesi hiuicredeki oksijen konsantrasyonuna baglhidir. Cullin 2 (CUL2) E3
ligazlar bu a alt birimini parcalanmasinda gorev yaparlar. Bu sayede hiicrede HIF1 birikimini

onlerler.

Calismamizda 6nce HCC hicre dizilerinde CUL2 ekspresyon dizeyleri incelendi ve
incelettigimiz 12 hicre dizisinin tamaminda farkh dizeylerde bazal ve aktif (neddile) CUL2
ekspresyonu oldugu saptandi. Daha sonra HIF1 birikimini artirdigi bilinen bir kimyasal olan
Kobalt klorid (CoCl,) uygulamasinin HCC htcre dizilerinde CUL2 ekspresyonuna etkisi
arastirlldi. . RT-PCR ve Western blot (WB) teknigi kullanarak yaptigimiz calismamizda
SK-Hep 1 ve HuH7 HCC hicre hatlarinda CoCl,’nin zamana ve doza bagli olarak CUL2
ekspresyonunu arttirdigini belirlendi. CoCl,-(in hiicre sagkalimini nasil etkiledigini belirlemek
icin MTT yontemini kullanildi.

CUL2 ekspresyonu artisinin hangi mekanizma ile gergeklestigini belirlemek icin HIF1
dizeyinin regllayonunda ve hepatokarsinogenez surecinde rol oynadigi bilinen Hepatosit
Buyume Faktori (HGF) /c-Met yolaginin rollni arastirdik. Bu yolagl segmemizde daha
onceki mikroarray ¢alismalarimizda HGF reseptorl olarak bilinen c-Met aktive edildiginde
ekspresyonu degisen aday genlerden birinin CUL2 olmasi da rol oynadi. HGF veya Heparin
aractlikli c-Met aktivasyonunun CUL2 ekspresyonunu tzerindeki etkisini RT-PCR ve WB
yontemleri ile incelendi. RT-PCR ile Heparin ve HGF’nin tek basina CUL2 transkripsiyonunu
arttirirken, birlikte CUL2 transkripsiyonunu baskiladigi belirlendi. WB teknigi kullanilan
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calismada Heparinin doz ve zamana bagh olarak CUL2, HGF’nin de zamana bagh olarak

CUL2 ekspresyonunu arttirdi§i saptandi.

Sonug olarak literatirde ilk kez HIF1 artisinin, HGF, heparinin CUL2 ekspresyonunu
dizenledigi belirlenmistir. Bu da CUL2’nin hepatokarisnogenez sirecinde 6nemli rol

oynayan bir protein oldugu dustindurmektedir.

Anahtar kelimeler: CUL2, HIF1, CoCly, heparin, HGF, HCC
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Regulation of Cullin2 Ubiquitin Ligase Expression by HGF/c-Met Signaling Pathway

Burcin Baran. Dokuz Eylil University, Medical Faculty, Medical Biology and Genetics

Department, Inciralti-lzmir, Turkey, burcinbrn@yahoo.com

AIM

Hepatocellular carcinoma is developing in cirrhotic ground. Cirhosis induces fibrogenesis
which leads to formation of a hypoxic environment. In these hypoxic environment HIF1
accumulates. HIF1 activates the expression of many genes related with glucose metabolism,
cell survival, invasion, metastasis and angiogenesis. In HCC HIF1 accumulation is related

with poor prognosis.

HIF1 is composed of two subunits: a and 3. While 3 subunit is constantly stable in cell, o
subunit stability is dependent on oxygen concentration. CUL2 E3 ligases participates in

degradation of HIF1a subunit so prevents HIF1 accumulation in cell.

In our study we showed that Cobalt chloride (CoCly) is used to mimic hypoxic
environment. CoCl; is known to induce HIF1 in HCC cells. In our study we used RT-PCR
and western blot techniques. In our study we showed that CoCl, induces CUL2 expression in

dose and time dependent manner.

In addition we used CoCl;to induce cell death in HCC cell lines. We used MTT technique
to study CoCl, effect on SK-Hepl and HuH7 cell viability on time and dose dependent

manner. We showed that CoCl; induces apoptosis at high doses in HCC cell lines.

In hepatocarcinogenesis HGF/c-Met pathway is highly activated. HGF/c-Met pathway
contirbutes cell survival, motility, invasion and angiogenesis. HGF or Heparin activates c-met
pathway. We studied HGF or Heparin effect on CUL2 expression in HCC cell lines with RT-
PCR and western blot techniques. In our study we showed that while Heparin or HGF induces
CUL2 transcription separately, they suppress CUL2 transcription together. Furthermore we
showed that HGF or Heparin induces CUL2 protein expression in dose and time dependent

manner

To sum up HIF1, Heparin and HGF contrbutes hepatocarciogenesis. In our study we
showed that HIF1, Heparin, and HGF increase CUL2 expression. It can be concluded that

CULZ2 can have an essential role in hepatocarcinogenesis.

Key words: CUL2, HIF1, hypoxia, Heparin, HGF, HCC
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1. GIRISve AMAC

Hepatosellller karsinoma (HCC) karacigerdeki hepatosit hucrelerinden koken alan en
yaygin primer karaciger timoridar. 2000 yilinda dinya ¢apinda 564 000 kisiye HCC tanisi
konulmustur.  Hepatoselluler karsinoma dinyada en yaygin kanserler arasinda altinci
siradadir ve tigtincti en dlumcil kanser tiradurt. HCC 6zellikle Cin, Hong Kong, Tayvan,
Kore ve Japonya gibi Uzak Dogu Ulkelerinde ve Afrika uUlkeleri Guney Afrika ve
Mozambik’te olduk¢a yaygindir. Bu tlkelerde HCC g6rilme orani her 100 000 Kkiside
100’dur. Bu oran Avrupa Ulkelerinde ve Kuzey Amerika’da her 100 000 kiside 5 kisi oranina
dusmektedir®. Hepatoselltler karsinomada tedavi timériin cerrahi miidahale ile tamamen
alinmasi durumunda mumkindir ancak vakalarin ¢ok azinda (%10-20) bu mimkin
olmaktadir ve cerrahiyle alinan timoriin yeniden olusma ve metastaz yapabilme olasiligi da
vardir. Tumorun tamaminin alinamamasi durumunda ise hastalarin yasama suresi tg ile alti ay
arasinda degismektedir. Tedavi icin erken tani énemlidir. ileri evre (4.evre) hastalari icin etkin

bir tedavi yontemi mevcut degildir®*!.

Hepatokarsinogenez siirecinde aktivasyonu artan ve tumérlesme sirecine katkida bulunan
yolaklardan biri de HGF/c-Met yolagidir. HGF/c-met yolagi HCC’de motilite, invazyon,
sagkalim ve anjiyogenez ile iligkilidir[5]. Heparin ve heparan silfatlarin HGF/c-Met yolaginin
aktivasyonunu etkiledigi g(‘jsterilmigtir[s]. Heparin ve heparin sulfatlar HGF/c-Met aracilikl

invazyon ve metastazi baskilamaktadirl”.

Daha o6nceki ¢alismalarimizda HGF ve heparin varhginda gerceklesen gen ekspresyon
degisimlerini incelemek i¢in SK-Hepl hicre dizisinde mikrodizin analizi yapilmistir. Bu
calismada mikrodizin calismalarinda HGF ve heparin varliginda CUL2 ekspresyonunun

arttigr goralmastar.

CULLIN2 E3 ligazlar Cullin2 proteini, Rbx1, ElonginB/C ve vHL proteininden meydana
gelir. Cullin2 E3 ligazlar gesitli proteinlerin par¢alanmasinda gorev alirlar. En bilinen hedef
proteini HIF1a’dir. HIF1 alt biriminin hiicrede ekspresyonu sabittir. Buna karsin HIF1a’nin
ekspresyonu diizeyi hicrenin oksijen dizeyine gore degismektedir. Normoksik kosullarda
parcalanan HIF1a, hipoksik kosullarda ise birikir®!, Biriken HIF1a altbirimi, B alt birimiyle
birlesir. Ortamda biriken HIF1 nukleusa transloke olarak hipoksiye yanit elementi(HRE)

iceren genlerin ekspresyonunu tetiklemektedir®™
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Hepatosellller karsinogenez sirecinde ortamda fibrogenez artisi ve karaciger yeniden
modellenmesi sonucunda hipoksik bir ortam meydana gelir. Olusan hipoksik ortamda ise
HIF1 birikimi gerceklesir. HIF1 birikimi hem fibrogenez sirecini daha da tetikler hem de
diger invazif ve metastatik strecleri tetikler™. CUL2’nin fonksiyonu ortamda HIF1

birikiminin énlenmesi acisindan énemlidir.

Su ana kadar hepatokarsinogenez surecinde CUL2 nin rolini ve CUL2 regulasyonun nasil
saglandigini inceleyen herhangi bir calisma yoktur. Calismamizda ilk olarak HCC hicre
dizilerinde CUL2 ekspresyonunun/aktivasyonunun rolu incelenmistir. Daha sonra CUL?2
ekpresyonunun/aktivasyonunun diizenlenmesinde HGF, Heparin ve oksidatif stres ile uyarilan

c-Met aktivasyonun rolu incelenmistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1 Hepatoselltler Karsinoma

Hastaligin patogenezine pek c¢ok stre¢ katkida bulunmaktadir. Hastalik cogunlukla
(%80) sirotik zeminde gelismektedir. Karacigerde olusan enflamasyon, nekroz, fibrozis ve
devam eden proliferasyon gibi sirecler de HCC gelisimine katkida bulunmaktadir (Sekil 1).
HCC’nin nedenleri arasinda asiri alkol tiketimi, Hepatit B Virus (HBV) ve Hepatit C Virus

(HCV) enfeksiyonlari, aflatoksine maruziyet, hemotokromatozis sayilabilirl*

15-40 yil - Her yil %3-5
CH ———p | SifOZ P Hee
HGF/c-MET Yolag!
Erken genetik
degisiklikler TGF-B1 Yolag!
Epigenetik P53 Ailesi
HBV e HCV Degisiklikler
WNT vyolagi

Diabetes Alcohol

wor\ 1,/

”’:. N ‘*""’-b #. e -r-

Normal
f Hepatosit Kronik Hepatit SerZ ‘ Hepatoselliiler Karsinoma ‘

Enflamasyon Displastik Lezyon | Klonal Seleksiyon ‘

Aflatoxins

Sekil 1. Hepatoselliiler Kanser Gelisimi 2!

Alkol kullaniminin HCC riskini arttirdi§i epidemiyolojik calismalarla gosterilmistir.
Asiri alkol tuketimi kronik karaciger hasarina yol agarak siroz olusumuna bu HCC olusumuna
yol acart®® Ozellikle HCV enfeksiyonu olan hastalarda alkol kullanimi HCC olusma riskini
iki katina ¢ikarmaktadir. Karaciger detoksifikasyonda gorev yapan bir organdir. Alkole bagl
kronik karaciger hasari gelistiginde monosit hticreleri ortamda Tumor nekroz faktoér o (TNF-
a) gibi proenflamatuar sitokinleri, blylme faktorleri ve ya reaktif oksidan turleri salinimina
sebep olabilirler. Olusan kronik enflamasyon sonucu hicrelerde kromozomal kayiplar
gorulebilir ve cesitli genlerin metilasyon seviyeleri etkilenebilir. Lipid peroksidasyonu

artmasi sonucunda karacigerde yaglanma ve siroz gérilmektedir™

HBV enfeksiyonlarinda ise HBV DNA virlsu hicrelere entegre olarak HBx proteinini
uretmektedir. HBx pek cok sekilde hepatokarsinogenez sirecine katkida bulunur. HBXx

proteini hicrede p53 gibi hiicre dongusiini durduran proteinlerle etkileserek hem hicre
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proliferasyonunu devam ettirirken hem de UV-hasarini algilayip DNA’ya baglanan
proteinler(“Ataxia Telangiectasia Mutated” (ATM) ve “Ataxia Telangiectasia And Rad3
Related” (ATR) baglanip islevlerini engelleyerek hiicrede DNA mutasyonlarinin artmasini
saglar. Sinyal yolaklariyla etkileserek hiicredeki pek ¢ok onkogenin aktivasyonunu saglar.
Siklik adenozin monofosfat (c-AMP), Aktivator transkripsiyon faktor 2 (ATF-2),B-
hicrelerinin Kappa Hafif Polipeptid Gen Arttirict Nukleer Faktor (NF-kB) gibi bazal
transkripsiyon faktorleri ve protein kinaz C (PKC), Janus Kinaz/STAT, “Inhibitor Of Kappa
Light Polypeptide Gene Enhancer In B-Cells, Kinase Epsilon” (IKK) gibi pek ¢ok kinazi
aktiflestirir ve ekpresyonunu arttirir. Ayrica HBx metastatik ve invazif sureclere de katkida
bulunurt®® Karaciger hiicrelerinin morfolojik olarak farklilasmasi ve karaciger hicrelerinde
integrin, matriks metalloproteinazlar ve E-kadherin ile etkileserek sitoiskeletin yeniden
yaptlandirilmasi ve hucrelerin daha invazif bir karaktere burinmesini saglar. HBX c-Myc
aracilikli olarak Ras/RaffMEK/ERK yolagini aktiflestirir. Buna ilaveten HBX c-Myc
aracilikh olarak “Heat shock protein 90 o (HSP90 a) ekspresyonunu arttirarak HCC
hlicresinin daha invaziv olmasina katkida bulunur. Yine HBx hucrede (Hipoksi indiiklenen

faktor) HIF1 aktiflestirerek HIF1 ile ilgili pek cok stirecin de aktivasyonunda rol alirt®!

HCV enfeksiyonlarinda ise bir RNA virlsi olan HCV hiicre genomuna entegre olmaz
ancak HCV proteini olan HCV cekirdek proteini, ve yapisal olamayan HCV proteinleri olan
NS3, NS4B, NS5A hiicrede cesitli yolaklarla etkileserek karsinogenez siirecine katkida
bulunurlar. NS3, NS4B ve NS5A’nin hicre kilturinde transformasyona neden olduklari
gosterilmistir. HCV c¢ekirdek proteini p53, p73 ve pRB proteinlerine baglanarak onlari
inaktiflestirir. HCV cekirdek proteini ve NS5A proteini hiicrede B-catenin ve Wnt sinyal
yolagini aktiflestirir. Buna ilaveten HCV hiicrede endoplazmik retikulum stres ve oksidatif
stresi tetikler ve bu da STAT-3, NF-kB ekspresyonu ve diger hicre ici sinyal yolaklarini
aktiflestirerek hiicre bilylimesine ve farklilasmasina katkida bulunur?

Aflatoksin B1’e maruziyet HCC riskini arttrmaktadir. Aflatoksin B1’in, karacigerdeki
P450 enzimi tarafindan metabolize edilmesi sonucunda ortaya oldukca reaktif epoksit bileseni
ortaya cikarir. Bu bilesen DNA’da mutasyonlara(Guanin Timin transversyonlarina) sebep

olarak TP53 geninde mutasyona sebep olurt*"
22  HCColusumu

Hepatositler, Kuppfer hiicreleri, Hepatik stellat huicreler ve endotel hiicreleri karaciger

dokusunu olusturan baslica hicrelerdir. Bunlara ek olarak epitel hiicreler, kas hiicreleri, sinir
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hicreleri ve inflamatuar hicreler, fibroblastlar ve fibrinojen, laminin, kollajen, fibronektin,
vitronektin gibi ekstraselliler matriks elemanlari(ECM) da karaciger dokusu iginde yer alir.
Karaciger dokusu bunlara ilaveten bircok proteolitik enzimleri (matriks metalloproteazlari,
serin proteazlar) ve birgok buyime faktorini de hepatosit buyume faktori(HGF), epidermal
biiytime faktéri(EGF) icerirt®!

Yapisal olarak incelendiginde karaciger 4 adet lobullerden olusur. Her bir lobiliun
cevresinde portal aralik olarak adlandirilan arter, ven, safra kanal ve lenfatiklerin yer aldigi
kisim bulunur. Hepatositler bir ve ya iki nukleuslu hiicrelerdir. Lobul icerisinde periferden
merkeze dogru kordonlari olustururlar. Bu kordonlar arasinda ise karaciger sinuzoidleri
bulunur. Sinuzoidler tek sira halinde endotel ve Kuppfer hucrelerinde olusmus yapilardir.
Kuppfer hicreleri karacigerin makrofajlaridir ve sabit halde bulunurlar. Hiicre kordonlari ve
hepatositler arasinda Disse boslugu vardir. Bu Disse boslugunda sessiz durumda bulunan
Hepatik stellat hiicreleri vardir (Sekil 2) 1%

Portal Ven
- ~ Safra Kanalikdlleri Kuppfer
/ 7~ / Hucresi Sinuzoidler
e A X — _—
- °
® °®
, — V\ DTN

, Merkezi Kisim

\ Disse Araligi

Hepatosit Endotel Hiicreleri

Hepatic Arter

Sekil 2. Hepatik Sinuzoidlerin Yapisi!?®!

Karacigerde olusan hasar sonrasinda normalde sessiz durumda olan hepatik stellat
hicreleri aktifleserek ECM elemanlari salgilayan miyofibroblast hiicrelerine dontsurler bu da

karacigerde fibrogenezi baslatir ve siire¢ genelde sirozla sonuclanir (Sekil 3) f21].
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KARACIGER HASARININ SAFHALARI

Yaglanmis Fibrotik Siroz
Karaciger Karaciger

Karacigerde yag Hasar olusumu Bag dokusunun artisi ve
hucrelerinin artisi karaciger hicrelerinin
Karaciger buylmesi olima

Sekil 3. Karaciger hasarinin evreleri (4

Normal kosullarda karacigerde hasar olussa bile hepatositlerin rejenerasyon kapasitesi
sayesinde onarilabilir. Fibrogenez sireci karacigerde yukarida sayilan nedenden herhangi biri
nedeniyle hasar meydana geldigi zaman, hasarinin onarilamamasi ile fibrogenez ve fibrolitik
dengenin bozulmasi sonucunda karacigerde asiri derecede fibroz artisi meydana gelir. Bu
durumda Kkaraciger sinuzoidlerinin yapilari degiserek kapiller sinuzoidlere benzerler. Disse
araliginda kollajen, fibronektin gibi ECM proteinleri birikmeye baslar. Bu proteinlerin
birikmesi sonucunda hepatositlere yeterli besin ve oksijen gidemez ve nekroz olusumu baslar.
Ayni zamanda hepatositlerle etkilesen ECM reseptorleri integrinler de hepatositlerin
fonksiyonunu bozarlar. Bundan sonra sire¢ geri donusimsiz ve prognozu kotilesen bir
surectir. Hepatositler dlmeye baslarken, karacigerde ECM proteinlerinin orani oldukca artar.
Hepatositlerin 6lmesiyle birlikte bu hicrelerle yakin temas halinde bulunan stellat hicreleri
aktiflesir. Stellat hicreleri miyofibroblastlara donisirler ve ortama ECM proteinleri,
sitokinler, biylme faktorleri salarlar. Bu stiregte Kuppfer hiicreleri de rol oynar. Kuppfer
hicreleri de diger makrofajlar gibi hem savunmada hem de doku hasari ve vya
yaralanmalarinda tamir gorevi Gstlenmektedir. Kuppfer hiicreleri de ortama sitokin ve biuyiume
faktorleri salarak hem mezensimal hicreleri (fibroblastlari) aktiflestirirler hem de stellat

hlcrelerin aktivasyonuna katkida bulunurlar. Bitin bu sirecler sonucunda karaciger
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mikrogevresi degisir. Siroz olusumu ve daha ilerleyen saflarda HCC olusumu gozlenir!?®
(Sekil 4)

Medscape® www medscape com

Normal Karaciger —_— Hasarli Karaciger

Hepatositlerin

Hepatositler

Sessiz stellate L
" hiicresi Endotel Aktif
hicresi stellate

' ECM Proteinleri

Kuppfer hii . Birikimi
hiicresi Sinusoid ucresi Kuppfer
Hiicresi

Aktivasyonu

Sekil 4. Siroz Sonucunda Karacigerin Yeniden Modellenmesi Sirasinda Meydana Gelen
Degisiklikler !

2.3 HCC Olusumunda Rol Alan Sinyal Yolaklari

2.3.1 Wnt/B-Katenin Sinyal Yolagi

Whnt yolagi hiicrede proliferasyonu, farklilasmay: tetikleyen bir yolaktir. Karacigerin
de kendi kendini yenilemesi sirasinda Wnt yoladi gorev yapar. Wnt/B-katenin yolagi eriskin
karacigerde inaktif olmasina ragmen gelismekte olan karacigerde hepatoblast
proliferasyonunu, sag kalimini ve farklilasmasini saglar.

Normal eriskin hiicrelerde Wnt/ B-katenin yolag inaktiftir, bu durum Wnt ve -
katenin proteinin hizlica parcalanmasi ile saglanir. [-katenin, Kazein Kinaz 1(CK1) ve
Glikojen Sentaz Kinaz(GSK3p) tarafindan serin/treonin kismindan fosforile edilir.
adenomat0z polipoz koli (APC) ve Aksin proteinleri de bu komplekste yer alir. Olusan bu
kompleks proteazomlar tarafindan parcalanir (Sekil 5.A).
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Sekil 5. inaktif ve aktif Wnt/B-catenin Yolaklarinin Sematize Gosterimi (%!

Bir glikoprotein olan Wnt’in reseptorl Frizzled (Fz) baglanmasiyla LRP5/6 birlikte
bir kompleks olustururlar. Dishwelled proteini de Fz reseptériine baglanir. Aksin proteinin
LRP5/6’ya baglanarak ve GSK3p proteinini fosforilleyerek onlari inaktiflestirir. Bu durumda
parcalanmaktan kurtulan [-katenin birikerek nikleus gecer ve burada TCF/LEF ailesi
trasnkripsiyon faktorlerinin  ko-aktivatorii olarak g6rev yapar ve hedef genlerin
transkripsiyonunu baslatir (Sekil 5.B). B-kateninin hedef genleri arasinda hiicre proliferasyonu
ile ilgili c-Myc, siklin D baslica sayilabilir, buna ilaveten anjiyogenezle ilgili Vaskdler
endotelyal buyime faktori (VEGF), Matriks Metalloproteaz (MMP) gibi pek ¢ok genin
ekspresyonunu arttirir?®

HCC timorlerinin %62-70’inde B-kateninin fazlaca eksprese oldugu belirlenmistir. -
katenindeki ekspresyon artisi baslica B-katenin, APC ve ya Aksin’de meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. HCC’de [-katenin geninde CTNNB1 mutasyon orani
%25’dir ve HCV enfeksiyonu ile bu mutasyon arasinda korrelasyon oldugu gorilmastr.
Bunun disinda Aksin genindeki mutasyonlar ve Fz reseptoriinin fazla ekspresyonu da HCC
gelisimine yol acan diger mutasyonlardir?™

HCC gelisiminde [B-kateninin etkisi zerine olan bir diger hipotez de B-kateninin
fibrogenezden bagimsiz bir sekilde HCC gelisimine neden oldugudur. B-katenin geninde
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mutasyon olan tlmorlerde daha az damarlanma, daha az fibrogenez ve siroz olusumu
gozlenmektedir(Sekil 6)1%
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Sekil 6. Fibrogenez Gozlenen ve Gozlenmeyen HCC’deki Sinyal Yolaklari Arasindaki
Farkliliklar (2]

2.3.2 Insulin benzeri buytme faktort (IGF) sinyal yolagi

IGF sinyal yolagi embriyogenez sirecinde, hiicre ddngisi regilasyonu ve hicre
proliferasyonu uzerinde etkilidir. IGF sinyal yolagi IGF-1 ve IGF-1I sinyal proteinlerinden,
IGF adaptor proteinleri(IGFBP1-6) ve IGF reseptorlerinden olusur(IGF-1R, IGF-11/M6PR, ve
IGF-2R). Bunlar alt sinyal yolaklarindaki proteinlerin ekspresyonunu baslatir (Sekil 7). Alt
sinyal yolagindaki Insulin Reseptér Subsratt 5 (IR5), Fosfatidil inoziton-3 Kinaz (PI3K)
aractlikli olarak protein kinaz B(PKB) aktiflestirir. Bu yolak da NF-kB, B Hoicresi
Lenfoma2(Bcl2), Bcl Benzeri Protein 1(BclX) gibi anti-apopototik proteinlerin
ekspresyonunu arttirarak sag kalimi saglar. Ayni zamanda PI3K, Piruvat Dehidrogenaz Kinaz
1 (PDK-1) aracilikli Protein Kinaz C(PKC) ve Protein Kinaz A(PKA)’nin ekspresyonunu
arttirir. Bu da pro-apoptotik faktorler ForkHead Domain (FKH), Kaspaz 9, GSK3p’yI

fosforilleyerek onlari inhibe eder !
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Sekil 7. IGFR Sinyal Yolagi &%

IGF, Blylime Faktorii Reseptor Bagli Protein 2(Grb2) aracilikli Mitojen ile Aktiflesen
Kinaz (MAPK) sinyal yolagini tetikleyerek p27, c-Myc, c-Fos, siklin B ve VEGF artisina
sebep olur. HCC vakalarinin %16-40’inda IGF-11 overekspresyonu gozlenmektedir. HBV’nin
SP1 aracilikh IGF-1I ekspresyonunu arttirdigi ve yine HCV’nin de SP1 ve Early Growth
Response Element 1 (EGR1) aracilikli IGF-11 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. ilging
bir sekilde IGF-1IR ekspresyonu ile IGF-1I1 miktari ters orantilidir. Neoplastik lezyonlarda ve
HCC’de IGF2R miktarinda azalis gozlenirken, IGF-II miktarinda ise artma meydana

gelmektedir 2%

2.3.3 Transforme Edici Blyime Faktori B (TGF-B) Sinyal Yolagi

TGF-B hicre homeostazi, hicre diferensiyasyonu, proliferasyonu, migrasyonu ve
apoptozunda rol oynayan bir proteindir. TGF- ailesi 30’dan fazla Uyeyi barindirir. Bunlar
arasinda TGF-f’lar, Kemik Morfojenik Proteini(BMP), aktivin ve nodal proteinleri sayilabilir.
En temel yolak soyledir: TGF-B tip | ve tip Il transmembran serin/threonin reseptorine
baglanir. Bu reseptorler de Smad proteinleri aracilikli olarak alt sinyal yolaklarini tetiklerler
(Sekil 8). Smad proteinleri aktivatér Smadlar, diizenleyici Smadlar ve inhibitér Smadlar
olmak Uzere Ug¢ grupta incelenir. TGF-f sinyal yolaginin timdrlesme siirecinde hem pozitif
hem de negatif etkisi vardir. Yani TGF-Byolagi bir yandan timoér baskilayici genlerin
ekspresyonu baslatirken bir yandan da timor gelisimi ve invazyon ile ilgili genlerin
ekspresyonunu baslatir. Smadlar aracilikh yolakta aktivatér Smadlar TNFa, EGF gibi gesitli
sitokinleri indiklerken, inhibe edici Smadlar ise bu aktive edici Smadlarin aktivitelerini
dizenlerler. Ayni zamanda Smadlar TGF-B’nin diger yolaklarla etkilesimini de saglarlar.
Mesela TGF-B, transmembran reseptorlere baglandiktan RSmad ve Smad4 araciligiyla

pl5,p21 gibi genlerin ekspresyonunu baslatir. Smad 7, TGF-B sinyal yolagini baskilar,
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ortamdaki [B-katenin birikimini Onleyerek Wnt yolagiyla iliski kurmasini engeller. Yine
Smad?7 ortamdaki Inhibitér Kappa B (IkB) ekspresyonunu arttirarak NF-kB ekspresyonunu
baskilart®*

TGF- B /BMPs lamina shear,

. uv,
RII ( RI TNF-«a,
Wt <’> IL INF-Y EGF TPA

degradation

Sekil 8. TGF-B Sinyal Yolad! ve Diger Yolaklarla iliskisi !

HCC’de TGF-B sinyal yolaginda adaptor protein ELF’ de mutasyonlar saptanmistir.
ELF, Smad3/4’iin lokalizasyonunda gorev yapan adaptor proteindir. Farelerde yapilan
calismalarda elf ¥~ mutant farelerin spontan bir sekilde HCC gelistirdigi gozlenmistir.
Buradan ELF’nin bir timor baskilayici gen olarak islev yaptigr ve TGF-f yolaginda 6nemli
bir dizenleyici oldugu sonucuna varilmistir. HCC vakalarinin %40°nda TGF-f3 ekspresyon
seviyesinde artis gorilmistir. TGF-B ekspresyonundaki artis HCC’de kotu prognozla
iliskilidir. Buna karsin bazi HCC hiicre hatlarinda TGF-B aracilikli antiproliferatif etki de

gosterilmistir 2

2.3.4 HGF/c-Met Yolagi

HGF/c-Met yolagi gelisim sirasinda hepatosit sagkalimini saglar'®® HGF ve c-Metleri
knock-out yapilmis farelerde karacigerin gelisimedigi ve bu farelerin 6ldugu belirlenmistir*:
Buna ilaveten karaciger hasari sonrasinda yine hepatositlerin sagkaliminin saglanmasinda,

rejenerasyonda gorev yapar, karacigerin onarimini saglart®>"

HGF reseptori olan c-Met tirozin kinaz ailesindedir. c-Met disulfit bag ile bagl

heterodimer yapidaki a ve [ zincirlerinden olusmustur (Sekil 9). Ekstraselliler domaininde a
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Y1003
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Y1235
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zinciri, B zincirine amino kismindan baglanarak ligand baglanma kismini olusturur.
Transmembran ve jukstamembran bélgesi c-Cbl ve kinaz baglanma domainini icerirler, bu
kisimlar hiicre ici sinyal yolaklari agisindan énemlidir®®*

Zincir-8 | SEMA domaini

PSI domaini

IPT domaini

Juxtamembran domain

Kinaz domain

Adaptor baglanma

bolgesi

Sekil 9. c-Met reseptérii ve Domainlerit®®!

c-Met reseptorinin ligandi HGF 90 kDa blyikliginde plazminojen serin proteaz
ailesindendir. HGF, mezensimal hiicrelerden tek zincirli inaktif bir peptid olarak sentezlenir.
Proteaz enzimler tarafindan kesilir. Kesim sonucunda olusan o ve B zincirlerinin disulfit
ba@iyla biraraya gelmesi sonucunda aktiflesir. HGF’nin a zinciri c-Met reseptoriyle etkilesim
icin baglanma bdlgesini igerirken, B zinciri c-Met reseptérinlin aktivasyonunu saglanmasi
icin gereklidir. HGF’nin c-Met reseptoriine baglanmasiyla c-Met reseptorleri biraraya gelerek
homodimer bir yapi meydana getirirler. Kinaz aktivitesi sonucunda birbirlerini katalitik
bolgedeki Y1234 ve Y1235 tirozinlerinden fosforillerler. Bu fosforilasyonlarin devaminda
karboksi ucunda bulunan Y1349 ve Y1356 tirozinleri de fosforillenerek intrasellller adaptor

proteinleri igin baglanma bolgeleri olustururlar (Sekil 10) %7
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Sekil 10. c-Met reseptorl aktivasyonu ve alt sinyal yolaklar®"!

Bu bolgelerden fosforillenmesi sonrasinda bu bolgeye Grb2, Src Homoloji Domaini
iceren Transforme Edici Proteinl (SHC), Grb2 Bagh Baglayaci Protein 1(Gabl) adaptor
proteinleri baglanir. Gabl proteini Met reseptoriine baglandiktan sonra birgok sinyal
molekilinid kendisine baglayip fosforile ederek onlarin alt yolaginda bulunan bir¢ok yolagi
aktiflestirir. Gabl’a Grb2, PI3 kinaz, Sinyal Dondsturucit ve Transkripsiyon Baglatici Protein
3/5(STAT3/5), SH domaini igeren Protein Tirozin Kinaz 2 (SHP2), PLCy, c-SRC Tirozin
Kinaz(CSK) gibi proteinler baglanir. Bu adaptor proteinler de alt sinyal yolaklarindaki efektor
proteinleri aktiflestirirler. Grb2, Ras proteini araciligiyla RAF, MEK ve MAPK yolagini
aktiflestirerek hucre proliferasyonu, motilite ve hiicre dongusunde ilerleyisle ile ilgili pek ¢ok
proteinin ekspresyonunu baslatir. SHP2 aracilikhh GAB1 da MAPK fosforilasyon suresini
uzatir. PI13-K’nin p-85 altbirimi direkt c-Met reseptoriine baglanarak ve ya GAB1 aracilikli
fosforillenir. Fosforillenen PI3K, AKT yolagini aktiflestirerek, hicre sag kalimini saglar.
STAT3 direkt c-Met reseptoriine baglanarak ve ya GAB1 aracilikli fosforillenerek

tibulogenez ve invazyonda rol oynar. SRC aracilikli fosforillenen Fokal Adhezyon Kinazi
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(FAK) hicre migrasyonu ve yiizeyden bagimsiz “anchorage independent” biylmeyi saglar.
Gabl, v-sarkoma virlisi CT10 onkogen homologu (Crk) proteinini fosforilleyerek Rapl ve
Ras iliskili Protein(Rac) sinyal yoladini aktiflestirir, bu da aktin iskeletinin yeniden
yaptlanmasinin ve hiicre migrasyonunun ve invazyonunun oniind acar. Yine Gabl’in aktive

ettigi p21 Proteini (Cdc42/Rac)-Etkinlesen Kinaz 4 (Pakd4) hiicre invazyonunu tetikler¢-3)

c-Met’in negatif regulasyonu ise jukstamembran bdlgesinde yer alan Y1003 rezidlsi
ve buraya baglanan c-CBL aracilikli olmaktadir. Yine protein tirozin fosfatazlar da c-Met
uzerinde bulunan  fosforilleri  uzaklastirarak c-Met’in  inaktivasyonuna  katkida
bulunmaktadirlar. PLCy’nin c-Met’e baglanmasi sonucunda fosforillenen PKC cMet’in

inaktivasyonunda rol oynart**%}

c-Met hicre  ylzeyindeki  diger reseptorlerle de etkilesip  birbirlerinin
transaktivasyonuna neden olabilirler (Sekil 11). Hiyallranon reseptoriiniin v6 splice varianti
CDA44 ekstraselluler matriks molekulleri ile hiicre iskelet elemanlarini birbirine baglayan bir
transmembran proteindir. CD44, c-Met reseptort ile Grb2 aracilikli etkileserek “Son Of
Sevenless Homolog™ (SOS) proteini aracilikli olarak RAS/ERK sinyal yolagini aktiflestirir. c-
Met’in, integrin a4f6 ile etkilesimi adaptOr proteinlerin baglanmasi icin ekstra zemin
olusturur ve bu durum adaptor proteinler aracilikli PI3K, RAS, SRC sinyal yolaklarini
tetikler. c-Met bir tirozin kinaz reseptdri oldugu icgin diger tirozin kinaz reseptorleriyle
etkilesebilir. Bu etkilesimin sonucunda iki tarafta birbirini fosforilleyerek aktivasyonlari
baslatabilir. c-Met’in diger bir tirozin kinaz reseptori olan EGFR’la iki sekilde etkilestigi
disunulmektedir. Yine c-Met reseptorinin G-protein aractlikli reseptorlerlerle de etkilestigi
ve bunun sonucunda c-Met fosforilasyonun gergeklestigi gosterilmistir. Semaforin sinyal
molekdlleri ve onlarin reseptorleri pleksinler, Rac ve Rho aktivitesini dizenleyerek hiicre
iskelet elemanlarinin modellenmesinde goérev alirlar. Birgok tirozin kinaz reseptori pleksin
ailesiyle iliskilidir. c-Met ile Pleksin B reseptorlerinin ekstraselliler domainleri birbiriyle
oldukca benzerlik gosterir. Bu domainlerin birbirleriyle olan benzerlikleri sonucu reseptorler
birbirleriyle etkilesebilirler hatta HGF olmadiginda bile etkilesim olabilir. Pleksin B
fosforilasyonu ile c-Met fosforilasyonu bir ¢ok hiicre hattinda birbiriyle korrelasyon gdsterir.
Hatta PleksinB1’in ligand baglanmasi sonucu aktive olmasi c-Met’i de aktive eder ve bu Rac

yolagini harekete gegirerek hiicre invazyonunu saglar 1%
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RAS sinyal yolagini aktiflestir RAS, Src, PI3K cMet fosforilasyonu Liganddan bagimsiz
volaklarini aktiflestirir ~ ve aktivasyonu olarak c-Met aktivasyonu

Sekil 11. c-Met reseptorii ve Yiizeydeki Diger Reseptorlerle Etkilesimi B¢

HGF/c-Met yolagindaki bozukluklarin HCC’yi de iceren meme, serviks, kolorektal,
pankreas, over, mesane kanseri gibi pek cok solid timorde ve hematolojik kanserlerin
gelisimi ve ilerlemesi ile iliskili oldugugosterilmistir. Bu nedenle HCC’ye karsi gelistirilen
tedavi yontemleri arasinda HGF/c-Met yolagina karsi gelistirilen ilaclar da yer almaktadir. Bu
amacla anti-HGF ve ya anti-cMet antikorlari veya multi-hedefli tirozin kinaz inhibitorleri

gelistirilmektedirt6-38}

Karsinogenez siirecinde rol oyanayan HGF/c-Met sinyal yolaginin bozukluklari:

a) HGF/c-Met yolaginin otokrin déngu olusturarak siirekli aktivasyonu

b) HGF ve ya c-Metin asiri ekspresyonu- Bu 7q kromozom kazanimlari ve blytme
faktorleri sonucu transkripsiyon artisindan kaynaklanabilir.

c) c-Met reseptorl tzerinde kinaz bolgesinde olusan aktive edici mutasyonlaridir.

d) Ligand bagimsiz c-Met aktivasyonudur.
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Ligand bagimsiz c-met aktivasyonuna Heparan ve heparan silfat proteoglikanlar
(HSPG), dermatan sulfatlarin(DS) ligand oligomerizasyonu aracilikli etkisi oldugu
distnulmektedir. HS’lar karbohidratlarin glikozaminoglikan(GAG) zincirlerinden olusan
linear, stlfat yapida negatif yikIi proteinlerdir.

HS’lar kemokin, blylime faktorii, morfoj enlere baglanarak onlari proteolize karsi
korur. Proteaz reseptOri gibi davranarak proteazlarin ve proteaz inhibitorlerinin aktivitesini
etkiler. integrinler ve diger hiicre adhezyon proteinleri ile etkileserek hiicre-ekstraselliiler
matriks baglantisini, hlcre-hiicre baglantisini saglar. Buna ilaveten hiicre disindaki HS’lar
endositotik reseptor gibi davranarak baglanmis olan ligandlarin parcalanmasinda goérev
yaparlar. Bu 6zellikle karacigerde lipoprotein mekanizmasinda énemlidir. Bunun disinda pek
cok tirozin kinaz tipi buyime reseptoriine karsi ko-reseptdr gibi davranarak bu tirozin kinaz
reseptorlerinin aktivitesini degistirmektedir. HSler yine glikoaminoglikan ailesinin bir Gyesi
olan heparinlerle yapisal olarak benzemektedir. Heparin mast hicreleri icerisinde salgi
graniilleri olarak depolanir ve doku incinmesi sirasinda hedef dokuya salinir B

Heparinin HGF’nin reseptoru gibi davranip HGF/c-Met aracilikli biyolojik yanitlari
azalttigini veya bunun tam tersine HGF/c-Met yolaginin tetikledigi motilite ve invazyonu

artirdigi gosterilmistirt®!

. HCC hiicre hatlariyla yaptigimiz calismalarda Heparinin timor
mikrogevresinde HGF varliginda c-Met aktivasyonunu baskilayarak EGR1 aracilikli olarak
motilite ve invazyonu azalttigi belirlenmistir 41 \serilerimiz ortamda HGF bulunmadiginda
heparinin c-Met aktivasyonuna ve c-Met aracilikli motilite, invazyon artisina neden oldugunu
gosterdi. Bu cift yonli etkinin mekanizmasini incelemek amaciyla gerceklestirdigimiz

mikrodizin ¢alismasinda ekspresyonu degisen genlerden birinin Cullin 2 oldugu belirlendi.

2.4 HIF1 ve Hepatokarsinogenez

Karacigerde hasar sonucunda tetiklenen remodellenme ve bunun sonucunda olusan
hipoksinin hepatokarsinogenez sirecine 6nemli katkilari vardir. Hipoksi sonucunda ortamda
biriken HIF1a pek ¢ok genin ekspresyonunu baslatarak bu surece katkida bulunur. Yapilan
calismalarda HCC’de HIF1a ekspresyonundaki artisin kotli prognoz ve timor rekurrensi ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur®?. HIF1, VEGF biyiime faktoriiniin ekpresyonunu da
baslatarak anjiyogenezi tetikler. HCC bilinen en damarli solid timarlerden biridir. Yine HIF1
c-MET reseptoriiniin promotor kismina baglanarak c-Met ekspresyonunu tetikler™!. Bunun
disinda HIF1, IGF, PI3K/AKT, ERK/MAPK, TGF-a gibi cesitli blyume faktorleri ve
bunlarin yolaklarini da aktiflestirerek hepatokarsinogenez siirecine katkida bulunur. ilging bir
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sekilde bu biyltme faktorleri de otokrin dongu olusturarak HIF1 nin ekspresyonunu arttirir.

c-Met’in HCC hicrelerinde HIF1 ekspresyonunu arttirdi§ gosterilmistir*!.

HIF-1 a ve B alt birimlerinden olusan “helix-loop-helix” domainini igeren bir
transkripsiyon faktoriddr. HIF1B hiicrede devamli eksprese olan ve ARNT domain iceren bir
proteindir. HIF-1a alt biriminin stabilitesi hiicredeki oksijen diizeyine gore degismektedir*®!
Hipoksik kosullarda stabil olan bu proteinin, oksijen olan ortamdaki yarilanma émru bes
dakikadan azdir. HIF-1a’nin iki transaktivasyon domaini vardir: Bunlar NH2 transaktivasyon
domani NTAD ve COOH transaktivasyon domaini CTAD ‘dir. Oksijene bagiml parcalanma
domaini (ODDD) NTAD kisminda yer alir.

Prolil Hidroksilaz Domain(PHD) enzimleri ortamdaki oksijen varligina duyarli enzimlerdir.
Memelilerde G¢ tip PHD enzimi tanimlanmistir: PHD1, PHD2, PHD3. Normoksik kosullarda
PHD’ler Ozellikle PHD2 HIF1l-a proteinini ODDD domaininde bulunan iki prolin
rezidiistinden hidroksiller. Hidroksillenen HIF1-a proteini von Hippel Lindau(vHL) proteini
tarafindan taninarak Cullin2 E3 ligaz kompleksi tarafindan proteazomal parcalanmaya
gonderilir (Sekil 12). ilging bir sekilde hipoksik kosullarda da HIF1-a’nin PHD

ekspresyonunu arttirarak bir diizenleyici “feedback’ mekanizmasini tetikledigi gosterilmistir
[46,47].

D

Cullin2 ‘

Ub 1
Ub pVHL :
Ub OH

normoksi Ub |

HIF-« - pargalanma
PHD1 PH domain |} /
PHD2 (M PH domain

|
PHD3 @ P+ domain ] \ il
HIF ¢ — Stabilizasyon

hipoksi

Prolil Hidroksilazlar HIF-a altbirimi

Sekil 12: HIF1-o’nin Regiilasyonu “®!

Hipoksik kosullarda ise oksijen varliginin az olmasina paralel olarak HIF1a alt birimi
hidroksillenemez. Yine hipoksik kosullarda ortamda bulunan Siah 1-2 E3 ubikutin ligaz
proteinleri de PHD’leri parcalayarak bu slrece katkida bulunurlar. Stabilitesi artan HIF1a

proteini nukleusa transloke olur ve burada HIF1p alt birimiyle dimer olusturur ve CBP/p300
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gibi transkripsyonel koaktivatorlerle etkilesir. HIF1 karsinogenez sirecine katkida bulunan
pek ¢ok genin ekspresyonunu baslatir(Sekil 2.4). Bu genler arasinda hiicre sag kalimi, hiicre
proliferasyonu, glikoz metabolizmasi, anjiyogenez, pH regiilasyonu, invazyon ile ilgili genler

sayllabilirt® 49}

HIF1’in Kanserlesme Sirecine Etkisi Temel Olarak 6 baslikta incelenebilir (Sekil 13):

1. Glukoz metabolizmasi: HIF1 hiicrenin enerji metabolizmasini yeniden programlar.
Hicre temel enerji metabolizmasini oksidatif solunumdan glikolize yani anaerobik
solunuma dogru yonlendirir. Bunu glikoz tasiyicilar, glikolitik enzimlerin
aktivasyonunu baglatir. Yine NADH’1 serbest birakan LDHA ‘nin ekspresyonunu
arttirir ve ROS artisini inhibe eder.

2. Hicre sagkalimi: Hiicrede Myc, PI3K gibi genlerin aktivasyonunu bagslatarak hicre
sagkalimini saglar.

3. Hicre invazyonu ve metastazi: HIF1 epitelyal mesensimal donusim (EMT) strecinde
rol alan genlerin ekspresyonunu baslatir. Hiicrede E-kadherin ekspresyonunu
baskilarken invazyon ve metastazla ilgili “Basic Loop-Helix-Loop Transcription
Factorl” (Twist), Snail ve Lizil Oksidaz (Lox) gibi proteinlerin ekspresyonunu
arttirir.

4. Anjiyogenez: Hiicrede anjiyogenez surecini baslatan VEGF, Platelet Kokenli Buyime
Faktori(PDGF) genlerinin ekspresyonunu indikler.

5. Kanser Kok Hicrelerinin Devamliligini Saglar: Hiicrede farklilasmamis hiicrelerin bu
durumda kalmalarina yardimci olur ve bu surecle ilgili Notch, Myc, Wnt yolaklarini
aktivasyonuna ve devamliligini saglar. Timor hiicrelerinde Oct4, Wnt ekspresyonunu
indlkler.

6. Hicre infiltrasyonu: Anjiyogenez sirasinda hicrelerin migrasyonunda rol alan
Kemokin (C-X-C motifi) Reseptor 4 (CXCR4), Stromal Hucre Tarevli Faktor 1

(SDF1) genlerinin ekspresyonunu baslatirt¢4
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Sekil 13. HIF1'in Kanser Gelisimi Uzerine Etkisi'*®!

HIF1 kanserlesme sirecinde kritik rol alan bir proteindir. Bu agidan HIF1’in
regulasyonu o6nemlidir. HIF1’in pargalanmasinda Cul2 ubikutin E3 ligazlar gorev

yapmaktadirte!
2.5 Ubikutin E3 Ligazlar

Ubikdtin proteozom sistemi protein parcalanmasini dizenleyen en temel yolaktir.
Hicre dongusu, hicre ici tasimada, hicre ici sinyal yolaklarinda, transkripsiyon ve

translasyon, DNA tamir mekanizmalarinda is goren bir mekanizmadir®®

Ubikitin(Ub) 76 aminoasitten meydana gelen ve bitin 6karyotlarda korunmus bir
proteindir. Hedef proteindeki lizin rezidisine karboksi ucundaki glisin rezidusu araciligiyla
monomer ve ya polimer olarak baglanir. Ubikitinasyon (¢ basamaktan olusur ve bu (¢
basamak E1, E2 ve E3 olarak adlandirilan ¢ farkli enzim tarafindan gerceklestirilir (Sekil
14)[501.

1. E1 Ub aktive edici enzim ATP harcayarak Ub proteinini tiyoester bagi araciligiyla

kendine baglar.
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2. E2 Ub konjuge edici enzim: Ub’yi E1 ligazdan E3 ligaza aktarir. E2 enzimleri, E1
enzimlerine gore daha gesitlidir. E2 ubikutin konjuge edici enzimler ayni zamanda ne
tip Ub zinciri olusacagini da belirlerler. Ub proteininde 7 farkh lizin vardir ve
poliubikuitin zincirleri bu lizinlerden herhangi birine baglanarak olusturulabilir.
Bilinen zincirler K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63 lizinlerine baglanan poli- Ub
zincirleridir. Olusan zincir tipi ubikutinin fonksiyonunu da belirler. K48 rezidistne
baglanan en az 4 ubikutin proteini hicresel proteinleri 26S proteozom sistemi
tarafindan parcalanmaya gonderir. Buna karsin K63 rezidiisiine baglanan mono ve ya
poli- Ub hiicre ici sinyallesmede rol alir mesela DNA tamiri, hiicre ici sinyal iletimi
gibi.

3. E3 Ub ligazlar: Ub’nin baglanacag spesifik hedef proteinini belirleyen kisimdir. E3
ligazlar bu nedenle cok cesitlidir. E3 ubikutin ligazlar ubikutinin hedef proteine
aktarilmasini saglarlar. Ub baglanan hedef protein ise 26 S proteazom sistemi
tarafindan parcalanmaya gonderilir. Bugin bilinin E3 ligazlar dort gruba
ayrilmakatadir:  “Homologous to EG6AP Carboxy Terminus” (HECT), “Really
Interesting New Gene” (RING), “UFD2 homology” (U-box), “PHD-finger type”
proteinleridir. Veri analizlerine gére HECT ve U-box, PHD ailesi sayica RING

ailesinden daha azdir®*?

SCF (Culi-basad E3)
R ECVICul2-based E3)
HECT type CUL3-based E3
RING-finger typee —— | CULA-based F3
u.b.;.:.: t':l.lpe. ECS {cl.llir!l -based Egi 3
——— APC/C
Orthers
J G 26 S Proteazom |
F e ¥ H\:
&) @ Mo N
Uk Protein e
0= : Q= : :jl:-“?": “ 2 @

i b — B D) /(nma ® ==
Uo7 2 U J b g Parcalanmis
ATP AMP S ATF — % protein

" .!._II'-.I

Sekil 14. Ubikutin-Proteazom Yolag !
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a. HECT Tipi E3 Ligazlar

Bu tip E3 ligazlar C terminal bolgesinde korunmus vyaklasik 350 aminoasit
uzunlugunda bir HECT domaine sahiplerdir. HECT E3 ligazlar intrinsik katalitik aktiviteye
sahiptir. HECT E3 ligazlar ubikutinle etkileserek bunu substrata aktarir. (Sekil 15.a). Bilinen
HECT E3 ligazlara érnek olarak insan Papilloma Virlsii(HPV) ile etkilesen E6-AP, Huwel,

Itch, Smurfl ve Smurf2 sayilabilir™®*
b. U-box Tipi E3 Ligazlar

E2 enzimlerinin baglandigi U-box domainini iceren E3 ligazlardir. En bilinen U-box
proteinleri UFD2a ve CHIP’ tir, bunlar hiicrede saperonlarla etkileserek hiicre icerisindeki

hasarli proteinlerin parcalanmasinda gorev alirlar®

c. PHD Tipi E3 Ligazlar

Bitki homeodomaini(PHD) iceren E3 ligazlardir. PHD domainleri yapisal olarak
RING tipi domainlere benzerler. Merkezi bolgede ¢inko atomu igerirler. PHD E3 ligazlar
daha ¢ok nukleusta bulunurlar ve kromozomal proteinler (6rn. histonlar) ve transkripsiyonel
proteinlerin regiilasyonlarini dizenlerler® PHD tipi E3 ligazlara ornek olarak Herpes
virusiin MIR1/2 proteinleri 6rnek verilebilir, bu proteinler konak hicredeki MHC sinif 1

proteinlerini ubikiitinleyerek proteazomal parcalanmaya génderirler®”
d. RING Tipi E3 Ligazlar

RING domaini iceren E3 ligazlardir. RING domain sistin ve histidin motiflerinden ve
onlarin ¢apraz olarak tutugu iki ¢inko atomundan meydana gelir. RING domaini E2 enzimiyle
etkilesimi saglar. Ancak HECT E3 ligazlardan farkl olarak Ub’le bag kurmaz, E2 enzimiyle
hedef proteini yaklastirarak Ub’nin E2’den direkt hedef proteine aktariimasini saglar(Sekil
15.b) 158}

RING E3 ligazlar biyuk bir ailedir. RING ligazlar yapisal olarak tekil ve ya ¢cogul alt
birimlerden meydana gelmigslerdir. Dimerik yapi da olusturabilirler. E3 Bu grubun Gyeleri
arasinda Cullin ailesi (Sekil 15.c), Anafaz Tetikleyici Kompleks (APC), CBL ailesi, MDM2,
BRCAL sayilabilir P&
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Sekil 15. Ubikutin E3 ligazlarin isleyisleri: HECT tipi E3 ligazlar(l), RING tipi E3
ligazlar(11), RING tipinden olan Cullin E3 ligazlar(111)©

2.6 CULLIN E3 LIGAZLAR

Cullin ailesi proteinleri bitiin Okaryotlarda (insan, Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana, bitkiler...) tanimlanmistir. Cullin ailesinin
CUL1, CUL2, CUL3, CUL4A, CUL4B, CUL5(VACM-1), CUL6, CUL7, CULS, Parc olmak
uzere toplam 10 dyesi vardir(Sekil 16). Cogu Cullin ubikatin bagimli proteolizde gorev alir.
Bu sistemde Ub ile isaretlenmis protein 26S proteazom tarafindan taninip ,parcalanir. Bu
hedefteki proteinlerin Ub ile isaretlenmesini E3 Ub ligazlar katalizlerler. E3 Ub ligazlar
hedefteki proteinle E2 Ub konjuge edici enzimi yakinlastirarak ubikutinin hedef proteine

transfer edilmesini saglar’®®*!

.+ Subsrat
©u' | Bolgesi

Katalitik {0 veooe
) =

B6lim

Sekil 16. Cullin E3 ligazlar™
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Genel olarak Cullin E3 ligazlari incelersek: Cullin proteinlerinin ortada ve iskelet
gorevi yaptigini gordriz. Yine bu Cullin ligazlar RING domain iceren Rbx1(Rocl ve ya Hrtl)
proteinine sahiptir ve bu kisim E2 enziminin baglanmasini saglar. Adaptor proteinler ve hedef
proteini tantyan proteinler ise Cullin gesitlerine gore farklilik gostermektedir. CUL1 E3 ligazi,
CUL1, Skpl, F-box ve Rbx1l proteininden olusur. Skpl adaptor proteindir. F-box hedef
proteine baglanmayi, RING domain iceren Rbx1 proteini de E2 ligazin baglanmasini saglar.
CUL3 E3 ligazi ise CUL3 proteini, Rbx proteini, BTB proteininden olusur, adaptor protein
icermez. CUL4 E3 ligazlar ise CUL4 proteini, Rbx1, adaptor protein DDB1, DDB1 da WD

tekrarlari iceren SRS proteinlerine baglanir®

CULS5 E3 ligaz da CUL2’ye benzer ve Elongin B/C icerir ancak Rbx1 yerine Rbx2
icerirken vHL yerine de SOCS box proteini igerirler.

Cullin E3 ligazlar monomer yapida ve dimer halinde gorilebilirler. CUL2 ve CUL5
daha ¢ok monomer yapida gorilirken, CUL1, CUL3, CUL4 daha ¢ok dimer ve ya multimer

yapida goriinirler®

2.7 Ub E3 Ligazlarin Aktivasyonu

NEDDS8 proteini kovalent bagla Cullin proteindeki lizin rezidiistine baglanir. Bu
reaksiyona neddilenme denir. Neddilenme basamakli bir siirecten olusur. ilk asamada NEDD8
C terminalindeki Glisin rezidisu aracilikli olarak E1 aktive edici enzim APP-BP1/Uba3’e
baglanir. Daha sonra Ubcl12, E2 konjuge edici enzime aktarilir. Cullin lizin rezidisi ve
NEDDS8’in C terminalindaki Glisin rezidlsu arasinda izopeptid bagi olusumuyla sonuglanir.
Mutasyon c¢alismalari sonucunda neddilenme bdlgesinin korunmus IVRIMKMR sekansini
icerdigi gorulmiistar (Sekil 17) 62
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Cullins Neddylation site AAF

hCUL1 EEDRKLLIQAAIVRIMKMR~--KVLEKHQQLLGEV 734
hCUL2 DEDREMYLQAATVRIMKAR--KVLRHHALIQEV 703
hCUL3 DDDRKHEIEAAIVRIMKSR--KKMQHIIWVLVAEV 726
hCUL4A FQPRQYQIDAATVRIMKMR--KTLGHNLLVSEL 619
hCUL4B FOQDRQYQIDAATVRIMKMR--KTLSHNLLVSEV 873
hCULS5 VQLRILRTQEAIIQIMKMR--KKISHAQLQTEL 738
hCUL7 LEKRRINLLNCLIVRILKAHGDEGLHIDQLVCLV 1592

scCULS SOQWTQELLEACITRSVKSE--RINGLDYDHLFET 805
Parc LEQKRNLLSCLLVRILKAHGEKGLHIDQLVCLV 1897
Position s s R
Variation LI QS L AH

T v S E

Sekil 17. Cullinlerdeki Neddilenme Bolgeleri ve Korunmus Kisimdaki Nedd8’in Baglandigi

Lizin Aminoasiti (6%

Neddilenme proteinleri 3 boyutlu yapisini degistirerek onlarin  biyokimyasal

oOzelliklerini etkiler. Neddilenmenin Cullin Gzerindeki etkileri sunlardir:

NEDDS8 baglanmasi konformasyonel degisiklikleri uyarir. Neddile olmayan durumda
Cullinin C terminal kismi lup olusturarak E2 enziminin Rbx boélgesine baglanmasini engeller.
Neddilenme sonucunda C terminal kismi modifiye olur ve Rbx bdlgesine E2 enziminin
baglanmasina olanak saglar. Buna ilaveten neddilenme Cullin inhibitéri “Cullin Associated
and Neddylation Dissociated” (CAND1)’i uzaklastirir. CAND1 120kDa buyikliginde ¢oklu
HEAT tekrarlarindan olusmus bir proteindir. CAND1 proteinin N kismi Cullinin C
terminaline, CANDZ1’in C kismi da Cullinin N terminaline baglanarak Cullin’i sarar ve diger
proteinlerin baglanmasini engelleyerek Cullin’i inaktiflestirir. Neddilenme sonucunda
CAND1 Cullin’e baglanamaz ve Cullin aktiflesir (Sekil 18)°
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Cullin

Rox1l E2

B

Sekil 18. Neddilenme Cullin’i iki sekilde aktiflestirir. Birinci Cullin’de konformasyonel
degisiklikleri uyararak(A), ikincisi CANDZ1 inhibitor proteinini uzaklagtlrarak(B)[G?’]

Protein neddilenmesi geridontusumliu bir olaydir ve geridonisum denedillenme olarak
adlandirihr. NEDDS8 isopeptidazlar araciligiyla NEDD8 proteini Cullin’den uzaklastirihir. En
iyi bilinen NEDDS8 isopeptidazi CSN5’tir. CSN5, COP9’un altbirimidir. CSN5, JAMM
ailesine ait bir metalloproteinazdir. Denedillenme Cullin aktivitesinin dogru bir sekilde

regtile edilmesi igin gerekli bir reaksiyondur 4
2.8 CULLLIN2 E3 Ligaz ve Rolu

CUL2 745 aminoasitten olusan bir proteindir. CUL2 geni 10.kromozomun 10p11.21
kolunda bulunur®! Cul2, Rbx, ElonginB/C, vHL proteini ile biraraya gelerek CUL2 E3 ligazi
olusturur. Bu ligazin ana iskeletini CUL2 olusturmaktadir. CUL2 proteinine C ucundan Rocl/
Rbx1 proteini baglanir. C ucu neddilendikten sonra bu kisma E2 enzimi baglanir. CUL2
proteininin N ucundan ise adaptér Elongin B/C proteini baglanir. Adaptor proteinlere de
hedef proteini taniyan SOCS box proteinlerine baglanir. Bu proteinler arasinda vHL ve ya
“Zinc Induced Facilitator Proetin 1" (ZIF-1) sayilabilir(Sekil 19) 667
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Sekil 19. CUL2 Proteini ©*®

CUL2 E3 ligazin en iyi bilinen hedef proteini HIF-1a’dir. Normoksik kosullarda HIFa
proteini Prolil Hidroksilazlar (PHD) tarafindan hidroksillenir, hidroksillenen HIF1a da vHL
proteini tarafindan taninir. CUL2 E3 ligazlar HIF1-a’nin ubikltinasyonuna neden olur ve
HIF1-a’y1 proteazomal parcalanmaya gonderir(Sekil 20). Burada vHL proteini HIF1-a’nin
taninmasi acisindan onemlidir, CUL2 proteini ise HIF1’in parcalanmasinda gorev yapan
CUL2 E3 ligazlarin ana iskeletidir. CUL2 E3 ligazlar HIF1-a ile Ub’ni tastyan E2 ligazlari
yakinlastirarak HIF1-a’nin ubikdtinlenip 26S proteazom sistemi tarafindan parcalanmasini

saglarl®® ™!

MNeormoxia

Active prolyl
N
\rgldrﬁoc_\;ases// Nucleus

A
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Sekil 20: HIF1a’nin Cul-2 E3 Ligaz tarafindan yikima génderilmesi ™!

Hipoksik kosullarda ise PHD’ler ¢alismaz bu durumda sitoplazmada biriken HIF1-a
nikleusa gecerek HIF1-B ile etkilesir ve HRE domain iceren proteinlerin ekspresyonunu

baslatr (&

Bunlarin disinda CUL2 hiicre doéngusunin devamliligini saglar, C.elegans’larda
yaptlan calismalarda CUL2 proteini  susturulmus hicrelerin, hiicre ddngusiinde
ilerleyemedikleri S fazinda kaldiklari gézlenmistir. Bunun CUL2’nin CKI-1 kinazi aractlikli
yaptigi g(‘jsterilmistir[Gg]. CUL2’nin eksikligi erken embriyoda mayoz Il anafazini erteler, ve

bunun sonucunda mayoz IlI’den cikisi geciktirdigi gordlmuistir. Buna karsin CUL2
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ekspresyonu eksikliginin mayoz | tizerinde etkisi yokturt®" cul2(-) ve zyg-11(-) mutantlarinin
mayoz Il ayni etkiye yol actigi gérulmis, bunun tizerine CUL2 ve ZYG-11 arasinda herhangi
bir iliski olup olmadigi arastiriimistir. ZYG-11’in CUL2 tarafindan parcalandigi ancak ZYG-
11 adaptor proteinin de CUL2 ekpresyonunu arttirdigr goérulmustir. Ancak CUL2
ekspresyonunu nasil arttirdidi tam olarak bilinmemektedirl™. CUL2 yoklugunda siklin B ve
C’nin arttigi gozlenmistir. Bu siklinler daha ¢cok mitotik ¢ikista is goren siklinlerdir, bunlarin
mayozu nasil etkiledikleri tam olarak bilinmemektedirt’?"

CUL2’nin azalisi C.elegans’ta Anterior-Posterior(AP) vicut eksenini de etkiledigi
gosterilmistir. C.elegans’ta APC/C mutantlarina benzer sekilde cul2(-) ve zyg-11(-)
mutantlarinda da AP eksenin olmasi gerektiginin tersi bicimde olustugu gozlenmistir. Bunun
cul2(-) ve zyg-11(-) mutantlarinin Proteazla aktive olan reseptér 2 (PAR-2)’nin lokasyonunu
degistirerek yaptigi diistiniilmektedirl™*2!

CUL2’nin yoklugu C.elegans’ta AP viicut eksenini etkiledigi gibi sitoplazmik
polariteyi de etkiler. Yapilan calismalarda CUL2’nin ZIF1 aracilikli olarak embryonik
polaritede gorev alan PIE-1, POS-1, MEX gibi proteinlerin stabilitesini etkiledigi

gosterilmistir /072

HPV16’nin E7 proteininin aktif olan neddile CUL2 E3 ligaz kompleksiyle etkilesime
girerek retinoblastoma(RB) parcalanmasina yol actigi gosterilmistir. Normalde yarilanma
omri 9 saat olan RB proteininin, HPV enfeksiyonu sonrasinda yarilanma émri 3 saate duser.
Yapilan ¢alismalarda E7 ile etkilesen CUL2 E3 ligaz kompleksinin vHL proteinini icermedigi
gortalmastir. E7 proteinin C terminalinde CUL2 proteinine baglanma bolgesi icerir ve bu

kisimdan baglanirt®

Fibrogenez sonucunda hem karaciegrde ECM proteinlerinin birikimi sonuucunda hem
de karacigerin yeniden modellenmesinden sonra hipoksik bir ortam meydana gelmektedir.
Olusan hipoksik ortamdaki HIF proteinlerinin stabilitesini arttirmaktadir™ HCC’de HIF1 ve
HIF2 proteinlerinn overeksprese olduklari saptanmistir™. HCC’de HIF ekspresyonu yiiksek

timorler daha invaziv ve metastatik 6zelliktedir, bu timorlerde rekiirrens riski yiiksektirt>®

HCC’de HIF1 ve VEGF ekspresyonun fazlaligi timoérin daha metastatik ve invazif
oldujunu gostermektedir’? Bunun disinda HIF1  B-katenin aracilikh olarak HCC
hlicrelerinde invazyonu, metastaz arttirir ve EMT’yi tetikler. HCC hicrelerinde yuksek
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oranda B-katenin ve HIF1 ekspresyonu kétii prognozla iliskilidir™ Yine HCC’de HIF1,
SNAIL ile etkileserek EMT"yi tetikler!®

HIF1in parcalanmasinda ve inhibisyonunda en cok CUL2 E3 ligazlar gorev
yapmaktadirlar. Bu agidan CUL2 E3 ligazlar HIF1 duzeyinin belirlenmesi agisindan
onemlidir. CUL2 ile HIFLl’in vHL proteininden bagimzsiz olarak da etkilestikleri
gosterilmistir. vHL mutant hiicre dizilerinde CUL2 ekspresyonunun siRNA ile baskilanmasi
ile yapilan deneylerde CUL2’nin Aryl hidrokarbon nikleer translokator (ARNT) proteininin
uzerinden HIF1 ekspresyonunu etkiledigi gortlmustur. Yine CUL2’nin vHL’den bagdimsiz
olarak VEGF ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir® Ancak Cullin 2 ekspresyonunun ve

aktivasyonunun nasil diizenlendigi heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda yukarida tanimladigimiz én veriler dogrultusunda
Cullin2 E3 ligaz’in ekspresyonunun ve aktivasyonunun duzenlenmesinde HGF c-Met

yolaginin roliinl inceledik.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan arastirma deneysel nitelikte bir arastirmadir. Arastirmada CUL2 geninin HCC
stirecindeki rolti HCC hcre hatti kullanilarak incelenmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma 2010-2013 yillar arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dal laboratuvarlarinda yarattalmastur.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismada insan veya deney hayvanlari kullaniimamistir. Arastirmal2 farkli HCC hiicre

hattinda gercgeklestirilmistir.
3.4. Calisma Materyali

Calismalarda HuH7, HepG2, Hep3B, PLC-PRF5, SNU398, SNU182, SNU387, SNU449,
SNU475, SK-Hepl, MV hicre hatlari kullaniimistir.

3.5. Arastirma Degiskenleri

HCC hicre dizilerine farkli doz ve surelerde CoCl,, Heparin, HGF ve H,0, uygulamasi
yaptimistir.

3.6. Veri Toplama Araglari
3.6.1 Hucre Kultaru

SK-Hepl, HuH7,HepG2, Hep3B, MV hiicreleri %10 Fétal bovin serum (FBS, Biological
Industries,04-127-1A), 2mM L-Glutamin (Biological Industries,03-020-1B), 100ug/ml
penisilin ve 0.1mg/ml streptomisin (Biological Industries,03-031-1B), %1 esansiyel olmayan
aminoasit (Biological Industries,01-340-1B) iceren “Dulbecco’s Essential Medium”
(DMEM, Biological Industries,01-050-1A) icerisinde yetistirildi. PLC-PRF5 hicreleri ayni
kosulda fakat %20 FBS iceren ortamda yetistirildiler. SNU449, SNU182 hiicreleri ise %10
FBS, 2mM L-glutamin, 100u/ml penisilin ve 0.1mg/ml streptomisin, %1 essansiyel olmayan
amino asit iceren “Roosevelt Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI-1640)

(Biological Industries,01-104-1A) icerisinde yetistirildi. Hucre kdltird islemleri laminar

45



kabinette (Thermo,1300 Series A2) gerceklestirilirken, hicreler besi ortamlari igerisinde
37°C’de ve %5 CO, varliginda htcre kaltart inkibatort (Thermo, Forma 310) icerisinde
yetistirildiler. Yetistirilen hucrelerin yogunluklari belli araliklarla faz-kontrast mikroskobu
(Olympus, CX-41) ile kontrol edildiler. Tim calismalarda %70-80 yogunluktaki hicreler
kullanildi.

3.6.2 Hucre Pasajlanmasi

Hicreler %70-80 yogunluga ulasinca hiicre besi ortamlari ¢ekildi. Hucreler iki defa 1X
Fosfat  buffer salin  (PBS)®™Y (pH  7.4)le  yikandi.  Hicreler  “Tripsin-
Ethylenediaminetetraacetic acid “«(EDTA) (Biological Industries, 03-052-1B) icerisinde iki ile
u¢c dk 37°C’de birakildi. Faz kontrast mikroskobunda hicrelerin yizeyden ayrildigi
belirlendikten sonra hicrelerin tzerine eklenen Tripsin-EDTA miktarinin 2-3 kati kadar besi
ortami eklendi. Deneyin gerektirdigi uygun hacimdeki hiicre kaplarinda (Corning 430641 ve
ya 430639) biyutulddler.

3.6.3 Hucre Cozulmesi ve Dondurulmasi
Hicrelerin Dondurulmasi

Belli bir yogunluga ulasmis hicreler iki defa 1X PBS (pH 7.4) ile yikandi. Hicreler
Tripsin-EDTA igerisinde 2-3 dk 37°C’de birakildi ve daha sonra eklenen tripsin miktarinin (¢
kati kadar besi ortami eklendi. Besi ortami igerisindeki hiicreler iyice pipetlendi ve 15 ml tlp
(Corning, 430766) icerisine alindi. 600g’de 5dk santrifuj yapildi ve santrifujlendikten sonra
hiicreler cokerek pellet olusturdu. Dondurma ortami %20 FBS, %10 Dimetil Sulfoksit
(DMSO) (Applichem, A3672,0100) iceren DMEM ve ya RPMI-1640 icerisinde taze olarak
hazirlandi ve +4°C’de sogutuldu. Santrifuj sonrasinda test tupundeki st sivi faz gekilerek
uzaklastirildi, hiicre pelleti Gizerinde dondurma ortami eklendi ve pellet iyice pipetlenerek
dagitildi. Hicre stspansiyonu daha sonra 1-1.5ml olarak hiicre dondurma kaplarina
(Greiner,122278) dagitildi, dakikada -1°C sogutan 6zel kutularda (Nalgene,5100-0001) -80°C
derin dondurucuya (Thermo Fisher, Forma 88000) kaldirildi ve bir gece bekletildi. Hiicreler

daha sonra kullanilincaya kadar sivi azot tankinda (-196°C, Thermo) sakland.
Hucrelerin Cozilmesi
Sivi azottan ¢ikarilan hicreler 37°C’de su banyosunda (Nuve, nb-5) kenarlari ¢oziilene

kadar bekletildi. Co6zulen hucreler, icerisinde 37°C’de isitilmis ortam bulunan tuplere
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aktarildi. DMSO’nun uzaklastiriimasi icin 600g’de 5dk santrifuj edildi. Ustteki sivi faz
cekilerek, altta kalan htcre pelleti besi ortamiyla tekrar stuspanse edildi. Daha sonra hicreler
hicre kultur kabina aktarildi.

3.6.4 “Trypan Blue” Yontemiyle Hlcre Sayimi

Hiucre sayisi “trypan blue” yontemi ile belirlenmistir. Bu amagla hticreler iki kez 1X PBS
ile yikandiktan sonra tripsin ile muamele edilmistir. Hicreler kalktiktan sonra besi ortami
eklenmis ve hucreler bir test tlpiinde toplanmistir. Elde edilen hiicre suspansiyonuna 2:2:1
oraninda olacak sekilde “trypan blue”, PBS ve hiicre siispansiyonu eklenmis ve bu karisimdan
10 pl alinip hemositometre (Neubauer) icerisine konulduktan sonra hiicre sayimi yapiimistir
(Sekil 21).

Hiicre sayisi/ml(toplam)= sayilan hiicre sayisi/5 x10* xdiluisyon faktorii

Hemocytometer: side view

Overflow Sample Cover glass

T2

! Counting grid {etched)

Sekil 21: Hemositometre ve hiicre sayim alan

(811

3.6.5 Kaobalt klorit(CoCl,) Uygulamasi

CoCl, hipoksiyi taklit ettigi bilinen bir kimyasaldir’®. CoCl2 HIF1 ile VHL arasindaki
baglantiyr engelleyerek normoksik kosullarda HIF1a’nin stabilizasyonuna yol agctigi
bilinmektedir®

Calismamizda kimyasal hipoksi olusturmak amaciyla CoCl,(Sigma, C8661) kullanildi.
Istenen konsantrasyon igin CoCl, gerekli miktarlarda tartilip distile su igerisinde gszIdU[EK'Z].

%70-80 yogunluga ulasan hucreler %2 FBS iceren DMEM icinde 16 saat starvasyona
birakildi. Doz bagiml etkiyi incelemek icin 25-400mM degisen dozlarla ve zamana bagiml

etkiyi incelemek icin de 0-36 saat arasi degisen surelerle CoCl; ile muamele edildi.
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3.6.6 Heparin Uygulamasi

Heparin (Calbiochem,375093), 1mg/mL olacak sekilde 1X PBS icerisinde cozillerek
kullanildi. Hucreler uygun yogunluga ulastiginda %2 FBS iceren DMEM iginde 16 saat
starvasyona birakildi. Doz bagimli etkiyi belirlemek amaciyla kaltir kaplarina 1, 10, 100uM
olacak sekilde Heparin eklendi™). Zaman bagimli etkiyi belirlemek icin hiicreler 100uM
Heparinle degisik surelerde 0, 15°, 30’, 1h, 2h, 6h, 12h, 24h siirelerde muamele edildi.

3.6.7 HGF Uygulamasi

Uygun konfluensiye gelen hicreler %2 FBS’li ortamda 16 saat serum acligina
birakildiktan sonra stok konsantrasyonu 2300ng/ul olan HGF (R&D), Tris-BSA iginde
sulandirilardi ve son konsantrasyonu 10ng/ml olacak sekilde kullanidi®®<“. Zaman bagimli
etkinin incelenmesi icin hiicreler 0, 3, 6, 12, 24h sirelerle HGF ile muamele edildi.

3.6.8 H,0, Uygulamasi

Uygun yogunluga gelen hicreler %2 FBS icerisinde 16 saat serum acligina birakildi.
Daha sonra bu hucrelere 24 saat 0, 125, 250, 500pg/ml dozlarda H,O, uygulamasi yapilmistir.

3.6.9 RNA izolasyonu

Hicreler 6cm?lik hiicre kiltiir kaplarina ekilerek vetistirildi. Uygun yodunluga gelen
hiicrelerden Trizol (TRITidyG, ApplichemA40510100) RNA izole edildi. RNA
izolasyonundan once izolasyonda kullanilacak ependorflar ve hiicre kaziyicilari DEPCIi
suyun(Sigma, D5758) icerisinde 1 gin bekletilerek RNaz ve DNazlardan arindirildi. Daha
sonra malzemeler DEPC’in uzaklastiriimasi icin otoklavlandi. izolasyon yapilacak yiizey ve
eldivenler RNase Away (Sigma, 89931) ile temizlenerek RNA ve RNaz kontaminasyonundan

arindirildi.
RNA izolasyon basamaklari

Hucre kilturd kaplari buz tzerine alindi.

Besi ortamlari uzaklastirildi ve hiicreler ti¢ defa 1X PBSle yikandi.
1 ml Trizol eklendi.

Hucreler kaziyicilarla kazinarak 2 ml’lik eppendorflara aktarildi.
200ul Kloroform eklendi.

Buz tizerinde 15 dk bekletildi.

o gk~ w N oE
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

8000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifuj edildi.

Ustteki RNA fazi cekilerek 1.5mI’lik eppendorflara aktarildi.
RNA miktari kadar isopropanol eklendi.

Bir gece boyunca -20°C’de inkube edildi.

Ertesi gin 12000 rpm’de 15 dk santrifuj edildi.

Ustteki sivi kisim uzaklastirildi.

1ml Ethanol eklendi ve ters yuz edilerek karistirildi.

12000 rpm’de 15 dk santrifuj yapildi.

Ustteki sivi kisim atildi, pellet kurumaya birakildi.

50ul DEPC’li su eklendi.

60°C’de bes dakika inkube edilerek pelletin ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra érnekler
-80°C’de saklandi.

3.6.10 Elde edilen RNAlarin Konsantrasyonlarinin Olgiimii

Elde edilen RNAlarin konsatrasyonu ve safligi 260 nanometre(hm) ve 280 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢lldi. Kontrol olarak DEPC’li su kullanildi, RNA &rneklerinin

picodrop (Pico100,Picodrop) ve ya nandrop (ND-1000, NanoDrop) cihazinda konsatrasyon ve

safhigi belirlendi.

3.6.11 cDNA Sentezi

RNA’nin optimum saflik degeri A260/A280’de 1.8 ile 2.0 var olan RNA’lardan 2ug alindi.
cDNA sentez kiti (Fermentas, K1622) kullanilarak cDNA sentezlendi.

cDNA izolasyon Basamaklari

Reaksiyon PCR tupu icerisinde ve buzun tizerinde hazirlandi.

G N o 0 & w DN P

2ug olacak hacimde RNA alindi.

RNA hacmiyle birlikte total hacim 10pl olacak sekilde DEPC’li su eklendi.

1ul OligodT primer(0,5ug/ul) ve 1ul random hekzamer(0.2pug/pl) eklendi.

Spin edildikten sonra yetmis derecede 5 dk inkiibe edildi. Buz tzerinde 5dk bekletildi.
4ul 5X reaksiyon tamponu eklendi.

1ul Ribontkleaz inhibitori(20ug/ul) eklendi.

21l 10mM dNTP karisimi eklendi.

Spin edildikten sonra yirmi bes derecede 5 dk inkube edildi.
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9. 1pl Revert Aid M-MuLV Revers Transkriptaz eklendi.

10. Hazirlanan karisim 10dk 25°C, 60dk 42°C, 10dk 70°C PCR makinasinda(Teche, TC-
512) inkube edildi.

11. Elde edilen cDNAIlar -20°C’ye kaldirildi.

3.6.12 Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)

Tek zincirli cDNA sentezinden elde edilen cDNAlar CUL2 genine spesifik primerler
(Tablol) kullanildi. internal kontrol geni olarak da Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
(GADPH) (Tablo 4) kullanildi. Her bir cDNA’dan 2ul alinip spesifik primerler kullanilarak
CUL2 icin Tablo 2 ve 3’teki ve GADPH icin Tablo 5 ve 6’daki optimize kosullarda PCR
sentezi gerceklestirildi.

CULLIN2 PCR

Tablo 1. Cullin2 primerleri

Forward | 5’AAGCCGTGGTCATGTTGGAATACGS’

Reverse S’TCGGAGCAGCATTCGGATAAGGAT3’

Tablo 2. CUL2 RT-PCR’da Reaksiyon Kosullar

Son Konsantrasyon
dH20
dNTP 0.2mM
Primer reverse 0.4 pmol/ul
Primer forward 0.4 pmol/ul
MgCl, 1.5mM
10X Taq Buffer 1X
Taq enzim 1.25U
cDNA 2ul
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Tablo 3. CUL2 PCR Reaksiyonu

Sicaklik Zaman DoOngu Sayisl
95°C 5dk 1

95°C 30sn

55°C 40sn 30

72°C 40sn

72°C 7 dk 1

Tablo 4. GADPH Primerleri

Forward S’GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT 3’

Reverse S’CAGCCTTCTCATGGTGGTGGTGAAGA 3’

Tablo 5. GADPH RT-PCR Reaksiyon Kosullari

Son Konsantrasyon

dH,0 Hacmi 20ulye
tamamlayacak sekilde
eklendi.

dNTP 0.4mM

Primer reverse 0.25 pmol/ul

Primer forward 0.25 pmol/ul

MqgCl, 1.5mM

10X Taq Buffer 1X

Taq enzim 1.25U

cDNA 2ul
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Tablo 6. GADPH PCR Reaksiyonu

Sicaklik Zaman DoOngu Sayisl
95°C 5dk 1

95°C 40sn

58°C 30sn 28 siklus
72°C 40sn

72°C 7 dk 1

3.6.13 Agaroz Jel Elektroforezi

1X Tris-Asetat EDTA (TAE) ¥ buffer icerisinde %2’lik agaroz(Sea Kem LE Agarose,
Lonza) iceren jel hazirlandi ve icerisine 1pg/ml Ethidium bromide (EtBr) (Sigma,E5134)
konuldu. PCR  reaksiyonu sonucunda elde edilen drunler 6X  yukleme
tamponu(Fermentas,R1151) igerisinde jele yuklendi. Jel 100V’da 50dk ydrataldd.

Ydiritmeden sonra jel UV i1sik altinda (Vilber Lourmat) gorintilendi.
3.6.14 Protein izolasyonu

Hiicreler 10cm?lik hiicre kiiltirti kaplarinda yetistirildi. Uygun yogunluga ulasan hiicreler
hiicre kaziyicilar1 ile kazindiktan sonra fosfotaz ve proteinaz inhibitérleri igeren
“Radioimmunoprecipitation assay buffer” (RIPA) buffer™°! ile bu hiicrelerden protein

izolasyonu yapildi.
Protein izolasyon Basamaklari

izolasyon oncesi yikamalarda PBS icerisine son konsantrasyonu 0,1mM olacak sekilde
sodyum orthovanadate (Na3VO,) ve sodyum fluorid (NaF) fosfataz inhibitorleri konuldu.
Lizis buffer olarak modifiye RIPA buffer kullanildi. Lizis buffer icerisinde NazVO,, NaF
fosfataz inhibitorleri ve proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 11836153001) bulunmaktadir.

Hicre petrileri buz tzerine alindi.

Besi ortamlari gekilip, petriler ¢ kez soguk 1X PBS’le yikandilar.
1 ml PBS konulup, hicre kayicisiyla petrideki hiicreler kazindi.
Elde edilen siispansiyon ependorfa transfer edildi.

Bes dakika 5000 rpm’de +4C’de santrifuj edildi.

Ustterki sivi kisim uzaklastirildi.

o gk~ w N oE
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7. Altta kalan pelletin iki t¢ kati kadar lizis buffer konuldu ve pellet pipetlenerek lizis
bufferla karistirildi.

8. Buz Uzerinde yarim saat boyunca her bes dk’da bir vorteklenerek bekletildi.

9. +4C’de 13200 rpm’de 20 dk santrifuj yapildi.

10. Ustteki sivi kisim alinarak sogutulmus ependorflara kondu, -80C’ye kaldirildi.

3.6.15 “Bicinchoninic Acid Assay” (BCA) Yodntemiyle Protein Konsantrasyon Tayini

BCA protein 6lcim Kiti (Pierce,23227) kullanilarak proteinlerin konsantrasyonu 6lculdd.
Method Cu*? katyonunun protein tarafindan Cu**’e indirgemesi ve bunun sonucunda rnegin
renk degistirmesi  Ozerine  kuruludur. Kolorimetrik  bir yontemdir. Proteinlerin
konsantrasyonun hesaplanmasinda ve standard grafiginin ¢izilmesinde Bovin Serum Albumin
(BSA) proteini kullanildi(Tablo 7).

BCA kitindeki reaktif A ile reaktif B 50:1 oraninda karistirildi.

Tablo 7 BSA Standard Egri icin Kontrollerin Hazirlanmasi Tablosu

BSA konsantrasyon(2ug/ul) | BSA miktar(ul) dHO(ul)
0 0 16

2 1 15

4 2 14

8 4 12

16 8 8

32 16 0

Her bir kuyucuga reaktif karisimindan eklendi ve 37°C’de 30 dk inkube edildi. Daha
sonra 562nm’de spektrofotmetrede (Thermo, Varioskan) okutuldu. Spektorometrede Olctlen
OD degerlerine gore standardlarin konsantrasyon-absorbans grafigi cizildi. Grafigin egimini

kullanarak 6rneklerin absorbanslarindan érneklerin konsantrasyonlarini hesaplandi.
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3.6.16 Western Blotlama: Proteinlerin Hazirlanisi
Protein ornekleri 2X ve ya 4X yikleme tamponuyla <71 95°C de 5 dk kaynatildi.
3.6.17 SDS-PAGE Jelin Hazirlanisi

Protein drneklerinin bayukliklerine uygun %8’lik SDS-PAGE jel (Tablo 8) dokuldd.

Tablo 8. %8lik SDS-PAGE Jelin Hazirlanisi

Ayirici Jel(%8lik ve 10ml icin)=®! Ml
dH20 4.6
1.5M Tris pH 8.8 2.6
%30 Akrilamid-Bisakrilamid Karisimi 2.6
%10 SDS 0.1
%10 APS 0.1
TEMED 0.01
Toplayici Jel (%5 ve 3ml icin)=<*! Ml
dH20 2.1
1.0M Tris pH 6.8 0.38
%30 Akrilamid-Bisakrilamid Karisimi =< | 0.5
%10 SDS 0.03
%10 APS 0.03
TEMED 0.003




3.6.18 Proteinlerin SDS-PAGE Gelde Yurutulmesi

Jeller donduktan sonra tankin icerisinde yiriitme tamponu®<'% icinde yirituld.
Molukuler agirhik markeri olarak dénceden boyanmis 10-170 kDa markerlar ve ya 20-120
kDaluk markerlar (Fermentas, SM0671 ve ya SM0441) kullanildi. Jel toplayici jeli gecene
kadar 70V, 25mA’de, ayirici jeli gectikten sonra ise 110V, 25mA’de yarutalda (Sekil 23).

— Gel cassette

L]

Anode Cathode Hamilton
syringe

J\ buffer buffer

Negative
electrode O < "
| chamber e
\

Tank Power source
Separate protein

bands

Sekil 23. Western blotun jel elektroforez asamasinin sematize gosterimi®*!

3.6.19 Proteinlerin Poliakrilamid Jelden PVDF Membranlara Transferi

Jel yirudikten sonra transfer asamasina gecildi. Transfer icin her jel basina uygun
blyuklikte 1 adet PVDF membran(Millipore, Immobilon IPFL00010), 2 adet whatman kagidi
(Pierce,88600) kullanildi. PVDF membran metanolle islatildi. Transfer kaseti icerisinde anot
kismindan katoda dogru sirasiyla sunger, whatman kagidi, jel, membran, whatman kagidi,
singer olacak sekilde kaset hazirlanmistir(Sekil 24). Transfer aparatinda transfer

tamponu'®< jcerisinde 3 saat 300A’de transfer islemi gerceklesmistir(Sekil 25).
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Sekil 24. Western blotta transfer kasetinin hazirlanisi: Eksi kutuptan arti kutba dogru stnger-

whatman kagidi-jel-membran-whatman kagidi-siinger olacak sekilde hazirlanir(.
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Diagram 1: liustration of Westerr Bict Setup.

Sekil 25. Western blot transfer asamasinin sematize gosterimi®!
3.6.20 Blotlama

Transferden alinan membran optimize edilen BSA (Amresco,0903)FK*? ve ya NFDM
(Amresco, M203)EX3! jcerisinde uygun konsantrasyonda oda sicakhiginda 1 saat blokland.
Cullin2 anitkoru calismak icin membran %5 BSA, %0.1 TBSTE jcerisinde, Kalneksin
icin %5 NFDM, %0.1 TBS-T igerisinde oda sicakliginda 1 saat blokland.

3.6.21 Primer ve Sekonder Antikorla Muamele

Bloklama soliisyonundan alinan membran optimize kosullarda primer antikorlarla muamele
edildi. Cullin2(Santa Cruz, H-300, sc-10781), Kalneksin(Santa Cruz,sc-11397) antikorlariyla
calisildi. Membran %3 BSA, %0,1 TBST icerisinde 1:2000 CUL2 ¥4 antikoru ile gece
boyunca +4°C’de inkube edildi.

Ertesi giin 3 defa 5-10 ml TBS-T ile yikandi. %3 BSA, %0,1 TBST icerisinde 1:1000 HRP-
konjuge anti-rabbit sekonder antikoruyla (Thermo, 1858414) 2 saat oda sicakliginda inkube
edildi. 5 defa 5-10ml TBS-T ile yikandiktan sonra goruntiileme asamasina gecildi.
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3.6.22 Proteinlerin Membran Uzerinde Saptanmasi

Bu amagcla kemoluminasans gorintileme yontemi kullanildi (Thermo Sci Supersignal West
Pico, West Dura,37071). Uygulama 6ncesi kit icerisindeki luminol ile peroksit tamponu 1:1
oraninda Kkaristirtldi ve her bir membranin Gzerinde 1ml olacak sekilde eklendi ve yayildi.
Gorintileme icin membranin Gzerine film (Kodak,5256441) konulduktan sonra 1-30 dk
beklendi. Filmler karanlik odada sirasiyla developer-fiksatif-deterjan(Kimetsan Kimya

Maden)[® 21221 solisyonlarindan gecirildi.
3.6.23 Membranlarin Yiukleme Kontroli Olarak Kalneksinle Muamele Edilmesi

CULZ2 antikoru calisildiktan sonra ayni membran (zerinde yikleme kontrolii olarak Calnexin
kullanildi. Bu amagla daha 6nce ¢alisiimis antikorlar membrandan uzaklastirildi. Bunun igin
temizleme tamponu (strip buffer™ **! ) hazirlandi. Membran bu tampon ile bes defa 5-10dk
boyunca inkube edildi. Daha sonra membran PBS ile 2, TBS-T ile 2 kez yikandiktan sonra
oda sicakhginda bir saat bloklandi. Daha sonra Calnexin antikoruyla®™< 24 bir gece boyunca
+4C’de inklbe edildi, ertesi giin TBST ile yikandiktan sonra 2 saat oda sicakliginda anti-
tavsan sekonder antikoruyla muamele edildi. Yikamalardan sonra kemoluminasan

sollsyonlariyla bantlar gorintdlendi.

3.6.24 MTT Assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide, a yellow tetrazole)

Hicrelerin proliferasyonu MTT yontemiyle spektrofotometrik olarak belirlendi. MTT
yontemi sarl renkli tetrazolium tuzunun (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) mitokondri enzimleri tarafindan mor formazan kristallerine
indirgenmesi  tizerine  kurulmustur®?  MTT(Sigma, M2003 ) solisyonu 5mg/ml

konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi®®<?*(Sekil 26).

/./‘:w.
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Sekil 26. MTT kristalleri
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Deney laminar kabinette yapilmis ve steril 96 kuyucuklu plaklar (Corning Costar,

CLS3596) kullaniimistir. Deney i¢in HuH7 ve SK-Hep1 hiicre hatlari yetistirilmistir.

1.

© N o O

96 kuyucuklu hticre kiltir kabinin her bir kuyucuguna 100 pl ortam icerisinde 5000

hiicre ekildi.

Ekilen hiicreler 1 gun sonra %2 FBS iceren ortam varliginda acliga birakildi.

On alti saat sonra hiicrelere 25-400mM arasi degisen dozlarla CoCl, uygulandi ve 1-3

gun arasi inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 20 pul MTT solusyonundan konuldu. Plak

aliminyum folyo ile kaplandi.
37°C’de inklbatdr icerisinde 4 saat inkibe edildi.

Kuyucuklar icerisindeki soltsyon cekildi. Her bir kuyucuga 100 ul DMSO eklendi.

Hiucre kiltir kabi 15 dk oda sicakliginda shaker tizerinde inkiibe edildi.

Spektrofotometrede (Varioskan, Thermo) 540nm’de okutuldu.

3.7 ARASTIRMA PLANI

Ongoriilen calisma siiresi: 1yl

2012 | Nisan Malzeme alimi ve optimizasyon surecleri gerceklestirildi.
Mayis
Haziran 1. HCC hicre hatlarinda Cullin2 gen ve protein ekspresyonlarindaki degisimin
Temmuz RT-PCR ve Western blotlama yontemiyle belirlendi.
Agustos
Eylul 2.Heparin ve ya HGF’nin CUL2 transkripsiyonu ve ekspresyonu tzerindeki etkisi
Ekim belirlendi.
Kasim
Aralik
Ocak 3. CoClI2’nin Cullin2 transkripsiyonu ve ekspresyonu Uzerindeki etkisi
2013 | Subat belirlendi.
Mart
Nisan
Mayis Verilerin toparlanmasi ve degerlendirilmesi
Haziran Tez yazimi
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3.8 VERILERIN DEGERLENDIRMESI

MTT deneyelerinde her bir grup Ucerli ¢alisildi ve hesaplamalarda bu t¢ grubun
ortalamasli ve standard sapmasi baz alinarak calisildi. RT-PCR ve Western deneyleri de
tekrarlanarak yapildi. Ve veriler ImageJ programi ile analiz edilerek grafikleri ¢izildi.

3.9 ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Calisma htcre hatlari kullanilarak yapilacaktir. Hiicre hatlari, HCC li hastalardan elde
edilmis olsalarda in vivo timaor gelisimini tam olarak temsil etmemektedir.

3.10 ETIK KURUL ONAYI

EK.2’de verilmistir.
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4.0 BULGULAR
4.1 HCC Hucrelerinde Cullin2 Ekspresyonu

Western blot yontemiyle HCC hicrelerinde CUL2 proteinin  bazal diizeyde
ekspresyonu incelendi. Butin HCC hiicre hatlarinda CUL2 ekspresyonu oldugu belirlendi.
Bazal CUL2 ekpresyonunun SNU 387, HuH7 hiicrelerinde diger hiicrelere gore daha disuk
oldugu belirlenmistir (Sekil 26). CUL2 nin aktif formunu gdsteren neddile CUL2 miktarinin
daha invazif ve metastatik HCC hiicre dizilerinde (SK-Hepl, SNU 449, Mahlavu, SNU 475
ve SNU 423 ) daha ylksek oldugu gozlendi (Sekli 26 a).

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50 -
1,00 -

0,50 -

0,00 -

HCC Hiicre Hatlarinda Neddile Olan OD

Q\\S{‘\ & &L 0@% 0'\,‘9' \503"/’\ \)&‘?’ \)uvo’ 0&\6’ &S
DN S I A I e

HCC Hiicre Dizileri

Sekil 26.a: HCC Hicrelerinde Bazal Diizeyde aktif Neddile CUL2 Ekspresyon Dizeyleri:
CULZ2 proteinleri OD degerleri
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Sekil 26.b: HCC Hucrelerinde Bazal Diizeyde Neddile Olmayan CUL2 Ekspresyon
Dizeyleri: CUL2 OD degerleri

SNU 449
SK-Hepl

>
=

_— 95 kDa
85 kDa
CuUL2

Sekil 26.c HCC Hicrelerinde Bazal Diizeyde CUL2 Ekspresyonu. CUL2 Western bantlari,
95kDaluk Ustteki neddile olan aktif formu gosterirken, 85kDa altta olan inaktif CUL2

HuH7
HepG
Hep3B
PLC-PRF5
SNU 398
SNU 182
SNU 387
SNU 423
SNU 475

proteinini gostermektedir. Protein ylkleme kontroli olarak kullanilan Kalneksin bandi 90kDa
olarak gosterilmistir.
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4.2 Heparin ve HGF’ye Bagli CUL2 Gen Ekspresyonunun Degisimi
4.2.1 Mikrodizin ¢calismasinin RT-PCR ile dogrulanmasi

Daha 0Once yaptigimiz mikrodizin c¢alismalarinda SK-Hepl hiicre hatinda CUL2 gen
ekspresyonunun tek basina Heparin varhginda HGF ve Heparinli kosula gére ve normal
kosula daha ylksek oldugu belirlenmisti. RT-PCR yontemi ile CUL2 gen ekspresyonunda
HGF veya Heparin oldugunda bazal veya HGF+Heparin olan kosula gore daha yuiksek oldugu
dogrulandi. SK-Hepl hiicreleri 100ug/ml Heparin ve/veya 10ng HGF ile inkube edildi. HGF
ve Heparinin tek basina CUL2 gen ekspresyonunu bazal diizeye gore arttirdigi, HGF ve

Heparin birlikteyken ise CUL2 ekspresyonunun bazal dizeye indigi belirlendi(Sekil 27).

g 2
8 1,5
|
os | N
0
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Sk-Hep1 Hiicreleri

Sekil 27.a. CUL2 HGF/Heparin varliginda RT-PCR degerlerinin ImageJ ile analizi
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HGF - + +
Heparin + - +
CcuL2 — 431bp
RPI-AL | - 2250

Sekil 27.b HGF ve Heparine bagli CUL2 gen ekspresyonu degisimini agaroz jelde gdsterimi

Ustte CUL2 bantlari,

gorilmektedir.

altta yukleme kontrolu olarak kullanilan RPL-41 bantlari
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4.3 Heparin Uygulamasinin Doza Bagh Olarak CUL2 Ekspresyonuna Etkisi

Huh7 hicre dizilerinde Heparin’in doza bagimli olarak tek basina CUL2 ekspresyonu
Uzerine olan etkisi incelendi. Heparin 0, 1, 10, 100 pg/milik dozlarla 24 saat siresince
uygulanmistir. Heparinin doza bagli olarak CUL2 ekspresyonunu 2-7 kat arttirdigi,
aktivasyonunu da 2-5 kat arttirdigi belirlenmistir.(Sekil 28).
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HepO Hepl Hep10 Hep100
Heparin

Sekil 28.a. Heparin Doza Baglt CUL2 Uzerine Etkisi. Neddile CUL2 ekpresyonunun ImageJ
programi ile analizinden elde edilen grafik

a1l

HepO Hepl Hepl0 Hep100

Neddile Olmayan CUL2 OD
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Heparin

Sekil 28.b Heparin Doza Bagli CUL2 Uzerine Etkisi. Neddile Olmayan CUL2 ekpresyonunun
ImageJ programi ile analizinden elde edilen grafik
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Heparin

(Hg/ml) - 1 10 100
—— 95kDa
cuL2 ____ 85kDa
CLNX — 90kDa

Sekil 28.c. Heparinin Doza Bagli Olarak CUL2 Ekspresyonuna Etkisi Western blot
goruntdlerinde Ustteki CUL2 bantlari 95kDa neddile olan aktif CUL2’yi gosterir. 85kDa ise
neddile olmayan inaktif CUL2’yi gostermektedir. Alttaki 90kDa’luk Kalneksin bandidir.
Kalneksin protein yukleme kontroll olarak kullaniimaktadir.
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4.4 Heparin Uygulamasinin Zaman Bagl Olarak CUL2 Ekspresyonuna Etkisi

SK-Hepl hiicrelerinde uyguladigimiz 100ug/ml Heparin dozunun zamana bagl olarak
CUL2 ekspresyonu uzerinde etkisi incelendi. Heparinin uygulamasinin 6 saate kadar CUL2
ekspresyonunu artti§i saptanmistir. CUL2 ekspresyonu, Heparin uygulamasindan sonra 2 ila 6
saat arasi maksimum ekspresyon diizeyine ulasmaktadir (Sekil 29).
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Sekil 29.a Heparinin zamana bagdli CUL2 ekspresyonuna etkisi. Western bantlarinin ImageJ
programi ile analizinden elde edilen grafik

Heparin
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Sekil 29.b Heparinin Zamana Bagh CUL2 ekspresyonu uizerinde etkisi CUL2 bantlari 95kDa
neddile olan aktif CUL2’yi gosterir.

CuL2
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4.5 HGF Uygulamasinin Zamana Bagli Olarak CUL2 Ekspresyonuna Etkisi

Sk-Hepl hicrelerinde uyguladigimiz 10ng HGF dozunun zamana bagl olarak CUL2
ekspresyonu Uzerinde etkisi incelendi. HGF’nin zamana bagh olarak CUL2 ekspresyonunu
degistirmektedir. 3 ve 24.saatlerde CUL2 ekspresyonunu dusurirken, 6 ve 12.saatlerde ise
artis gozlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30.a HGF’nin zamana bagl CUL2 ekspresyonuna etkisi. Western bantlarinin ImageJ
programi ile analizinden elde edilen grafik

0 3h 6h 12h

cuL2 — 95kDa

CLNX —— 90kDa

Sekil 30.b: HGF uygulamasinin CUL2 ekspresyonu tizerine etkisi a. Ustte 95 kDa’luk neddile
CUL2 bantlari, altta ise 90 kDa’lik Kalneksin bantlarini vardir.
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4.6 H,0,’nin CUL2 Ekspresyonuna Etkisi

Oksisatif stresi tetikledigi bilinen H,O,’nin SK-Hepl hiicrelerine uygulamasinin
H,O,’nin CUL2 ekspresyonu Uzerine etkisi incelenmistir. H,O, uygulamasi CUL2
ekspresyonunu 2 kat arttirmaktadir. Doza bagh bir etkisi yoktur.(Sekil 31).
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Sekil 31.a H,0,’nin Doza Bagli CUL2 ekspresyonuna etkisi. Western goruntulerinin ImageJ

programi ile analizi ile elde edilen grafik.
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Sekil 31.b H,O, uygulamasinin doza bagli CUL2 ekspresyonu (zerine etkisi a. Ustte
95kDa’luk neddile olan aktif CUL2 bantlari vardir. Altta ise ylikleme kontroli olarak
90kDa’lik kalneksin bantlari vardir.
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4.7 CoCl; Uygulamasinin SK-Hepl Hiicre Dizisinde Hucre Canliligina Etkisi

SK-Hepl hicrelerinde farkh dozlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400ug/ml) ve farkli
surelerde (1, 2 ve 3 giin) CoCl, uygulamasinin MTT ydntemiyle hiicre canlihgi tzerine olan
etkisi 6lculmustir (Sekil 33 (a,b,c)). CoCl, doza bagimli olarak ve zamana bagli olarak SK-
Hepl hicrelerinde sagkalim azalmistir. Yine de SK-Hepl, HuH7 hicreleri ile
karsilastirildiginda (Sekil 34) CoCl; aracilikli hiicre 6lumune daha dayanikh bir hiicre hattidir,
SK-Hepl hicrelerinde canlilik 400ug/ml doz ile 2,ginden itibaren etkilenmeye baslamistir.
ikinci giinde 400pg/ml doz ile SK-Hepl hiicrelerinde canlilik %50 oraninda azalmistir,
ucuncu gunde bu oran degismemistir.
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Doz Absorbans
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Sekil 33.a: Farkli dozlarda CoCl2 uygulamasinin SK-Hepl hicreleri canlihgi tzerine etkisi

1.glin a)Absorbans degerleri b) Hiicre Canlilik Grafigi
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Doz Absorbans
omM 1,589
25mM 1,615
50mM 1,341
100mM 1,103
200mM 1,298
400mM 0,669
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Sekil 33.b: Farkh dozlarda CoCI2 uygulamasinin SK-Hepl hicreleri canlihgi izerine etkisi

2.glin a)Absorbans degerleri b) Hiicre Canlilik Grafigi
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Doz Absorbans
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Sekil 33.c: Farkli dozlarda CoCl2 uygulamasinin SK-Hepl hiicreleri canlihgi lzerine etkisi
3.glin a)Absorbans degerleri b) Hiicre Canlilik Grafigi
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4.8 CoCl; Uygulamasinin HuH7 Hucre Dizisinde Hticre Canliligina Etkisi

HuH7 hicrelerinde farkli dozlarda (0, 25, 50, 100, 200, 400ug/ml) ve farklh sirelerde
(1, 2 ve 3 gun) kobalt klorur uygulamasinin MTT yontemiyle hiicre canlihgi tizerine olan
etkisi dlctlmustir( Sekil 4.3(a,b,c)). CoCl, doza bagimli olarak ve zamana bagl olarak HuUH7
hlcrelerinde sagkalim azalmistir. Etki 6zellikle 100ug/ml dozlardan itibaren goriilmeye

baslanmistir. 100pug/mllik doz 1.giinden itibaren sagkalimi %50 oraninda azaltmistir.
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Doz Absorbans

0 0,652
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Sekil 34.a: Farkl dozlarda CoCl2 uygulamasinin HuH7 hicreleri canlili§i Gizerine etkisi 1.giin

a)Absorbans degerleri b) Hucre Canlilik Grafigi
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Doz Absorbans
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Sekil 34.b: Farkh dozlarda CoCl, uygulamasinin HuH7 hicreleri canlihgi Gizerine etkisi 2.giin
a)Absorbans degerleri b) Hucre Canlilik Grafigi
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Doz Absorba
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Sekil 34.c: Farkl dozlarda CoCl2 uygulamasinin HuH7 hicreleri canliligi Gizerine etkisi 3.giin
a)Absorbans degerleri b) Hiicre Canhlik Grafigi
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4.9 CoCl; Uygulamasinin Farkli HCC Hiicre Dizilerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi

CoClI2 uygulamasinin CUL2 ekspresyonuna olan etkisi HuH7, SK-Hepl,PLC-PRFS5,
SNU182 hiicre hatlarinda incelenmistir. 24 saatlik ve 100ug/ml CoCI2 uygulamasinin bu
hlcre hatlarinda CUL2 ekspresyonunu arttirdigi gézlenmistir(Sekil 35-38) CoClI2 uygulamasi
HuH7 hicrelerinde CUL2 ekspresyonunu 2,02 kat, SK-Hepl hicrelerinde 1,64 kat, PLC-
PRF5 hiicrelerinde 1,23 kat, SNU182 hiicrelerinde 2,52 kat arttirmistir. Yani CoCIl2 SNU182
ve HuH7 hicrelerinde CUL2 ekspresyonunu daha c¢ok arttirmistir. Bazal dizeyde CUL2
ekspresyonu yuksek olan SK-Hepl ve PLC-PRF5 hiicrelerinde ise CUL2 ekspresyonunu daha

az arttirmistir.

2,5

1,5

Huh7 Neddile CUL2 OD

CocCI2(-) CoClI2(+)
CoCl2

Sekil 35.a Cobalt uygulamasinin HuUH7 Hiicrelerinde CUL2 ekspresyonu (izerine etkisi.
Neddile olan aktif CUL2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafik
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HuH7 Neddile Olmayan CUL2
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CocCl2(-) CoClI2(+)
CoCl2

Sekil 35.b Cobalt uygulamasinin HuH7 Hucrelerinde CUL2 ekspresyonu uzerine etkisi.
Neddile olmayan inaktif CUL2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafik

A. Huh7

CoCl,(100ug/ml)

- +
—_  95kDa
— 85kDa

Sekil 35.c CoCl2’nin Huh7 Hicrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Westen blot
goruntilerinde Ustte CUL2 bantlari 95kDa neddile olan aktif CUL2’yi gosterir. 85kDa ise
neddile olmayan inaktif CUL2’yi gostermektedir. Alttaki 90kDa’luk kalneksin bandidir.

CUL2

Calnexin protein yiikleme kontroli olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 36.a CoCl2’nin SK-Hepl Hucrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Neddile olan aktif
CUL2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafik.

B. Sk-Hepl

CoCly(100ug/ml) - +
CuUL2 95 kDa
CLNX __ 90kDa

Sekil 36.b CoClI2’nin Sk-Hepl Hucrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Western blot
goruntdlerinde Ustteki 95kDa’lik CUL2 bantlari neddile olan aktif CUL2’yi gosterir. Alttaki
90kDa’luk Kalneksin bandidir. Kalneksin protein yiikleme kontrolti olarak kullaniimaktadir.
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CoClI2(+)
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Sekil 37.a CoCl2’nin PLC-PRF5 Hiicrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Neddile olan
aktif CUL2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafik.
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0,6
0,4

0,2

PLC-PRF5 Neddile Olmayan CUL2 OD

CocClI2(-)

CoClI2(+)

1l

CoCI2

Sekil 37.b CoCl2’nin PLC-PRF5 Hiicrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Neddile olmayan

aktif CUL2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafik.
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CoCl,(100pg/ml)

95 kDa
CuL2 85 kDa

CLNX 90 kDa

Sekil 37.c CoCI2’nin PLC-PRF5 Hiuicrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Western blot
goruntdlerinde Ustte CUL2 bantlari 95kDa neddile olan aktif CUL2’yi gosterir. 85kDa ise
neddile olmayan inaktif CUL2’yi gostermektedir. Alttaki 90kDa’luk Kalneksin bandidir.
Kalneksin protein yikleme kontroli olarak kullaniimaktadir.
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SNU 182 Neddile CUL2 OD
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CoCI2

Sekil 38.a CoCl2’nin SNU 182 Huicrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Neddile olan aktif

CULZ2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafik.
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Sekil 38.b CoCl2’nin SNU 182 Hiicrelerinde CUL2 Ekspresyonuna Etkisi. Neddile olmayan

inaktif CUL2 bandinin ImageJ pogrami ile elde edilen grafigi.
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SNU 182

CoCl,(100pg/ml)

CUL2 —— 95kDa
—— 85kDa

Sekil 38.c CoCl2 uygulamasinin SNU182 Hiuicrelerinde CUL2 ekspresyonuna etkisi. Western blot
gorinttlerinde Ustte CUL2 bantlari 95kDa neddile olan aktif CUL2’yi g0sterir. 85kDa ise
neddile olmayan inaktif CUL2’yi gostermektedir. Alttaki 90kDa’luk Kalneksin bandidir.
Kalneksin protein yikleme kontrolii olarak kullaniimaktadir.
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4.10 CoCl;, Uygulamasinin CUL2 Transkripsiyonuna Etkisi

24 saat ve 100pg/ml dozda uygulanan CoCly’nin Sk-Hepl hiicre hattinda
CULZ2 gen ekspresyonuna olan etkisi RT-PCR yodntemiyle incelendi. 1.gtinin sonunda CoCl,
varhginda CUL2 ekspresyonu 1,32 kat artmistir(Sekil 39).
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Sekil 39.a CoCl2’nin SK-Hep1 Hiicrelerinde CUL2 Transkripsiyonuna Etkisi. CUL2
bandinin ImageJ pogrami ile analizindan elde edilen grafigi.

CoCly(100ug/mi)

- +
CuL2
—— 431bp

Sekil 39.b CoCI2 uygulamasinin CUL2 transkripsiyonuna etksi. Agaroz jel gorintilerinde
ustte CUL2 bandi, altta ise yikleme kontrolu olarak kullanilan GADPH bandi vardir.
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5.0 TARTISMA

HCC Diinya’da en yaygin tglnct malign kanser turudir. Hepatoselliler karsinoma
hepatositlerden koken alan bir timordur ve nedenleri arasinda asiri alkol tiketimi, HBV ve
HCV enfeksiyonlari, aflatoksine maruziyet sayilabilir™*! Biitiin bu nedenler karacigerde
hasara sebep olur ve bu hasar sonucunda aktiflesen miyofibroblast hiicreleri karaciger
fibrogenezini tetikler ve sure¢ sirozla devam eder. Fibrogenez sirasinda karacigerde kollajen
miktari oldukga artar. Fibrogenez sonucunda karacigerdeki kapiller damarlar yok olur ve
hipoksik bir ortam olusur. Olusan hipoksik ortam hepatositlerin 6limine yol agar. Ayrica

timor olusumuna ve ilerleyisine katkida bulunur® 24

HIF1, hipoksik kosullarda ekspresyonu artan bir gendir. HIF1 o ve [ olarak
adlandirilan iki alt birimden olusmustur. HIF1( alt biriminin hiicrede stabil durumda iken,
HIF1la alt biriminin stabilitesi ise ortamdaki oksijen miktarina gore degismektedir. Oksijen
varhiginda HIF1a alt birimi PHD’ler tarafindan hidroksillenirler®®. CUL2 E3 ligaz sistemi
hidroksillenmis HIF1a’yr taniyarak onu proteazomal parcalanmaya gonderir. Oksijen
olmadigi zaman ise hidroksillenmez ve bu durumda parcalanmaktan kurtulan HIFlaq,
nikleusa giderek burada HIF1 altbirimi ile etkileserek HRE genlerinin ekspresyonunu
baslatir®  HIF1 hiicrenin hipoksik kosullara adaptasyonunu, ozellikle hiicrenin sag
kalmasini saglayan énemli bir gendir ve kanserlesme stirecine de énemli katkilari vardirt®
Glukoz metabolizmasini aktiflestirerek hicrenin oksijenli solunumda glikolize gegmesini
tetikler. Kanser hticreleri bilindigi gibi enerji Gretimi icin oksijenli solunum yerine glikolizi
tercih etmektedirler (Warburg etkisi). Bunun ne gibi avantajlar sagladigi hala tartisiimakla
birlikte, 6ncelikle bu sayede timdorin hipoksik ortama uyum sagladigi, yine pre-metastatik
lezyonlarda hicrenin sag kalim sansini arttirdigi, ayrica laktik asit Gretimi sonucunda
mikrogevredeki asiditeyi arttirarak diger hucrelere zarar verdigi ve ekstraselliler matriksin
parcalanmasini arttirarak invazyona katkida bulundugu diisiintilmektedir® HIF1 bunun
disinda timérde over-eksprese halde bulunan c-Myc veya SIRT, gibi genler ile etkileserek
VEGF, PDGF, heksokinaz gibi genlerin ekspresyonunu ba§|atll’[90]'. Boylece timore hem
metabolik yonden avantaj kazandirirken, hem de timoriin mikrogevreye adaptasyonunu
saglar. VEGF, PDGF anjiyogenez sirecini baslatan bir proteindir. Anjiyogenez sireci tumori
daha invazif ve metastatik bir hale getirir. Anjiyogenez sonucunda timor icerisine uzanan
kapiller yapi sonucunda hem tiimoére besin gider hem de timdr hicrelerindeki atiklarin
uzaklasmasi icin bir yol olusmus olur. Yine anjiyogenez tumor metastazina da katkida
bulunur. Kan dolasimina katilan tumér hticreleri vicuttaki baska bir bolgeye tutunarak orada
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cogalmaya baslarlar ve metastaz yapabilirler® HIF1 ayni zamanda metastaz sirasinda
Ozellikle tumor hicrelerinin yeni dokuya yerlesimi sirasinda gorev yapan CXCR4, SDF1 gibi
genlerin de ekspresyonunu arttirir® Bunun disinda HIF1 timor hicrelerinde E-kadherin
ekspresyonunu baskilar ve hicre-hiicre baglarini kirarak tumér hicresinin daha hareketli bir
yap! kazanmasina yardimei olur®). Ayni zamanda Twist, Snail, Lox gibi mezensimal karakter
genlerinin ekspresyonunu arttirarak EMT’ye katkida bulunur B4 HIF1, HCC’lerde Wnt
yolag ile etkileserek EMT surecinde katkida bulunur®! EMT tiimoriin malign bir karakter
kazanmasina yol acar, EMT sonuucunda daha invazif bir hale gelen hicreler viicudun diger
kisimlarina metastaz yapma yetenegine kavusurlar® Buna ilaveten HIF1 hiicre sagkaliminda
da gorev yapar. Ilging bir sekilde HIF1 hiicrenin apoptoza génderilmesinde de rol oynar®’.
Hipoksinin HCC hicrelerinde daha ¢ok sag kalimi destekleyici ydnde roli oldugu
gorilmastir. Hipoksi HCC tiimér olusumuna Kkatkida bulunan bir strectir’®® HCC
hicrelerinde HIF1’in myeloid hiicre faktori-1’in ekspresyonunu arttirrarak apoptozu
engelledigi g(‘jsterilmigtir[ggl. Yine HCC’de HIF1’in ekspresyonunu tetikledigi VEGF de

Bax/Bcl-2 oranini azaltarak apoptozun engellenmesine sebep olur*®”.

Yukarida da bahsedildigi gibi HIF1 gerek tumor olusumu sirasinda gerekse timor
ilerleyisi sirasinda pek c¢ok genin ekspresyonunu tetiklemekte ve bu sureclere katkida
bulunmaktadir. Bu acidan HIF1 kanser tedavisinde énemli hedef proteinlerden biridir. Kinaz
inhibitoéri Sorafenib ile yapilan calismalarda HIF1 ekspresyonunu baskilanmasi, timorde
damar olusumlarini azaltmis, timér biiytimesini yavaslatmistir™ Tiumérlerde HIF1

birikiminin engellenmesi ve ya HIF1 inhibisyonu tedavi agisindan énemlidir.

HIF1’in parcalanmasinda CUL2 E3 ligazlar gorev yapar. CUL2, Elongin B/C, Rbx,
SOCS box proteinleriyle etkileserek CUL2 E3 ligazi meydana getirir. CUL2 E3 ligazlar
hiicrede devamli aktif degillerdir. Lizin bolgelerinden neddilenerek konformasyonel
degisiklige ugrarlar ve bunun sonucunda E2 Ubikutin ligaz baglanabilir. CUL2 E3 ligazlar
RING ligaz ailesinin bir Uyesidir ve hedef proteinle E2 Ubikutin ligazi yakinlastirarak
ubikutinin E2 ligazdan hedef proteine aktariimasini saglarlar®®®* CUL2 ligazlar farkli SOCS
box proteinleriyle etkilesebilirler ve etkilestikleri SOCS box proteinlere gore hedef proteinleri
farkhilik gosterir. HIF1 proteinini tantyan SOCS box proteini vHLdir™®. vHL bir tiimor
baskilayici protein olarak kabul edilmektedir. vHL’in mutant ve ya asiri-metile oldugu
hiicrelerde asiri damarlanma gozlenmektedir. vHL mutasyonuna sahip olan kisilerin renal
karsinoma, hemangioblastomalara ve feokromatom gibi asiri damarlanmalarin oldugu, malign

ve ya benin tiimorlere yakalanma riski daha yiiksek oldugu bildirilmistir™® Cunkii vHL
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mutasyonlari sonucunda ortamda HIF1’in birikmektedir. Hepatik stelat hiicrelerde yapilan
calismalarin sonuclari da bu yondedir, hipoksi varliginda biriken HIF1, VEGF ekspresyonunu
a zamana bagh arttirmaktadir. Ortamda bulunan vHL ve E3 ligazlar sayesinde HIF1
birikimionlenmektedir™. Yani CUL2 E3 ligazin HIF11 parcalamasi, ortamda HIF1
birikimini  6nleyerek HIF1 aracilikh timdorlesme sirecini  baskilamaktadir. HIF1’in
timorlesme strecindeki pek ¢ok genin ekspresyonunu tetikledigi dustndlirse ortamda HIF1
birikimini 6nlemek hem tumaorlesme stirecini baskilar hem de tedavi stirecini olumlu yonde

etkiler.

HIF1 ekspresyonu in vitro ve in vivo kosullarda hipoksik kosullara ilaveten divalen
katyonlardan olusan metal (Cobalt,nikel..vb), demir selatorleri (desfferioksamin (DFO)),
mersalyl gibi ajanlarin uygulanmasiyla da indiklenmektedir®®! CoCl,, HIF1 ile VHL
etkilesimini bloklayarak ortamdaki HIF1’in miktarinin artmasini saglar . HCC’de yapilan
CoCl, uygulamasinin HIF1 stabilizasyonunu arttirdigi icin hem invazif sureclere de katkida
bulundugu hem de apoptozu baskiladigi gosterilmistir®”*% Calismamizda CoCl, nin cesitli
HCC hicre hatlarinda CUL2 ekspresyonunu arttirchgini gosterdik. Cullin2 E3 ligazlar
HIF1 in parcalanmasindan rol Gstlenirler. Literatirde CoCl,’in Cul2 ekspresyonunu nasil
etkiledigine iliskin bir calisma bulunmamaktadir. Calismamiz CoCl,’nin hem zamana bagl
hem de doza bagli olarak CUL2 protein ekspresyonunu arttirdigi goralmastir. CoCl,’in HIF1
aractlikli sagkalim, ant,-apoptotik sureclere katkida bulundugu gibi, pek ¢ok hiicrede apoptoz
ve nekrozu tetikledigi gosterilmistir ' Literatiirde CoCl,’iin karaciger mitokondrisinde
oksidatif stresi indikleyerek primer hepatosit hicrelerinde intrinsik apoptoz yolagini
tetikledigi gosterilmistit**® CoCl, hiicre 6limiini tetikleyen etkisini de HIF1 artisi tizerinden
yaptigi dustintlmektedirl**¥ CoCl,’tin normal hepatosit hiicreleri ve fibroblast gibi hiicrelerde
belli bir dozdan itibaren toksik etki yaptigi gosterilmistir™®**. CoCl2’iin bu etkisi taklit
ettigi hipoksik kosullara benzemektedir, hipoksik kosullarda da belli siire birakilan hticrelerin

proliferasyonu azalmaktadirt*?,

Calismamizda CoCl,’un HCC hicreleri Gzerindeki HuUH7 ve Sk-HEP1 HCC hiicre
hatlari kullanilarak incelendi. Bu hiicre hatlari 1-3 giin arasi degisen sirelerde ve 25-400mM
degisen dozlarda CoCl,’e maruz birakildi. 200mM CoCl, uygulamasinin HuH7 hicre hattinda
1.glnden itibaren hicre canliligi %50 oraninda azaltmistir. 1.glinde 200mM ve 400mM
dozlarda ise hiicre 6lumi daha fazla olup, hiicre sagkalim olani sirasiyla %30 ve %20°dir. SK-
Hepl hiicre hattinda ise 400mM lik CoCl, dozuna kadar canlilik daha az etkilenmektedir. SK-
Hepl hicre hattinda hticre canliligi ancak 2.ginde ve 400mM’lik dozda %50 oraninda
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azalmistir, 3.glinde ise bu oran %40’lara inmistir. Diger dozlarin SK-Hepl hiicre hattinda
hicre canhihgi Gzerinde etkisi oldukca azdir. SK-Hepl hiicre hatti endotelyal orijinli invazif
bir HCC hiicre hattidir™? Buna karsin Huh7 iyi diferansiye olmus bir hepatositlerden
meydana gelen, daha az invazif bir hiicre hattidir ve epitelyal karakterdedirl**?" Hiicrelerde
CUL2 ekspresyon dizeyleri degerlendirildiginde bu hicrelerdeki bazal CUL2 ekspresyon
dizeyleri Kkarsilastirildiinda SK-HEP1 hicre hattinda bazal CUL2 ekspresyon diizeyleri
arasinda minimum bir farklilik oldugu, ancak nedile CUL2 nin SK-HEP1 hiicresinde daha
yuksek oldugu gorulmektedir. HuH7 hiicrelerinde ise yine neddile CUL2 ekspresyonu neddile
olmayandan daha yuksektir. HUH7 ve SK-Hepl hicrelerini karsilastirdigimiz zaman SK-
Hepl hicrelerinde hem neddile olan hem de neddile olmayan CUL2 ekspresyonu HuH7’ye

gore daha yuksektir.

CoClI2 uyariminin HuH7 htcresinde CUL2 nin neddile formunun 2.4 kat arttirirken,
SK-HEP1 hiicre hattinda ise 1.6 kat arttirdigi yani daha az arttirdigi belirlenmistir. Bu durum
SK-HEP1 hiicre hattinda hipoksik uyarim sonucunda CUL2 aktif formunun yeterince yiiksek
olmamasina bagh HIF1 birikimi ve HIF1 aracilikh hiicre sag kaliminin saglanmasi ile

aciklanabilir.

Bu iki hicre hatti ile gergeklestirdigimiz 6nceki ¢alismalarimizda SK-Hepl, HuH7
hiicrelerinde hiicre sagkalimi, motilite ve invazyonunu diizenleyen HGF/c-Met yolaginda da
onemli farkliliklar oldugunu gostermisti™®. Neddile CUL2 ekspresyonu yiiksek olan HCC
hiicre dizilerinde HGF reseptorii olan c-Met ekspresyonunun ve bazal c-Met aktivasyonunun
neddile CUL2 ekspresyonu distk olan HCC hicrelerine gore daha yulksek oldugunu dikkati
cekmektedir. Bu da CUL2 ekspresyonu ve aktivasyonunda HGF/c-Met yolaginin rol
oynayabilecegini distindirmektedir. Bu dusunceyi destekleyen bir veri de daha 6nceki
mikroarray calismalarimizdan kaynaklanmaktadir. Mikroarray calismalarimiz HGF veya
Heparin ile c-Met aktivasyonu olan kosullarda CUL2 ekspresyonunun degistigini
gOstermektedir. Bu mikroarray sonucunun dogrulanmasi amaci ile yapilan RT_PCR
calismalari HGF ve Heparin uygulamasinin CUL2 transkripsiyonunun artirdigini, HGF ve
Heparin bir arada iken CUL 2 transkripsiyonunun baskilandigini gostermistir. Daha sonra
gerceklestirdigimiz calismalar HGF ve Heparin’in CUL2 protein ekspresyonunu da doz ve
zaman bagimh olarak artirdigini gostermistir. Heparin ve heparan silfatlar glikozamin
ailesinin bir Qyesidirler. Heparan sulfatlar reseptor gibi davranarak baglanan ligandlari
parcalamaya gonderir hem de ko-reseptér gibi davranarak reseptériin aktivitesini azaltir®%

Daha onceki calismalarimiz HCC’de heparinin  c-Met aktivasyonunu artirdigini
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gostermistit*e!

Bu durum CUL2 ekspresyonunun diizenlenmesinde c-Met aktivasyonunu
roliinu desteklemektedir. Ancak HGF veya heparinin CUL2 ekspresyonunu hangi mekanizma
ile etkiledigi bilinmemektedir. HGF ve ya Heparinin HCC hiicrelerinde oksidatif stresi

arttirarak veya HIF1 dizeyini etkileyerek CUL2 ekspresyonunu tetikliyor olabilir.

Calismamizda ayrica HCC hiicrelerinde oksidatif stresi tetikledigi bilinen H,O,’nin
CUL2 ekspresyonunu arttirdigi literatlirde ilk kez gosterilmistir. H,O,’de hiicrede oksidatif
stresi artiran bir ajandir. H,O,‘in de CoCl, dekine benzer olarak doza bagh olarak CUL2
ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir. Literatirde oksidatif stresin hepatositlerde HIF1’i

[117]

arttirdigr gosterilmistit~"". H,O,’de HIF1 aracilikli olarak CUL2 ekspresyonunu etkiliyor

olabilir.

Sonug¢ olarak calismamizda mikrodizin verilerini dogruluyan bicimde HGF ve
Heparinin tek basina CUL2 transkripsiyonunu arttirirken birlikte CUL2 transkripsiyonunu
baskiladi§i belirlenmistir. Literatlirde ilk kez tim HCC hicrelerinde CUL2 ekspresyonunun
oldugu belirlenmistir. Hipoksiyi tetikleyen bir ajan olan CoCl,’nin HCC hiicrelerinde CUL2
transkripsiyonu ve ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir. Yine oksidatif stres yol acan
H,0,’nin CUL2 ekspresyonunu arttirdigr gortalmuastir. HGF ve Heparinin tek basina HCC
hlcrelerinde doz bagimli olarak CUL2 ekspresyonunun arttirdigi gosterilmistir. Butin bu
ajanlarimn CUL2 ekspresyonunu hangi yolaklar araciliiyla yaptiginin arastiriimasi ve
CUL2’ nin hepatokarsinogenez sirecindeki rolinin belirlenmesine yonelik icin ek

calismalara ihtiyac vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamiz kapsaminda;

1. 12 adet HCC hiicre hatlarinda CUL2 ekspresyonuna bakildi. Western blot teknigi
kullanilarak yapilan c¢alismada bakilan butin HCC hicre hatlarinda CUL2
ekspresyonu oldugu saptandi. CUL2 ekspresyonu daha fazla olan hiicre hatlari
Hep3B, PLC-PRF5, Sk-Hepl iken daha az olan hiicre hatlart SNU387, SNU475’tir.

2. Farkh dozlar ve zamana baglh olarak CoCl,’un Sk-hepl ve Huh7 hiicrelerinde sag
kalimina olan etkisi incelendi. MTT teknigi kullanilarak yapilan ¢alismada Sk-
Hepl’in daha ylksek dozda CoCl,’ye direncli oldugu, Huh7’de ise daha duslk
dozlarda sag kalimin azaldigi belirlendi.

3. CoCL; uygulamasindan sonra Sk-hepl hiicrelerinde CUL2 gen ekspresyonun arttig!
RT-PCR yontemiyle saptandi.

4. CoCl, varliginda CUL2 ekspresyonun arttigi saptandi. Bu calismada western blot
yontemi kullanildi. Huh7, Sk-Hepl, PLC-PRF5, SNU182 hiicre hatlariyla yapilan
calismalarda CoCl, varliginda CUL2 ekspresyonunda artis saptandi.

5. Heparin varliginda CUL2 ekspresyonunda hem doza bagl hem de zamana bagl artis
goraldi. Western blot yontemi kullanildi. Calismada 6 saate kadar heparinin CUL2
protein ekspresyonunu arttirdigr géralmastir. Doza bagl olarak da 1,10,200mM doz
heparin kullanildigina CUL2 ekspresyonu doza bagli artmistir.

6. HGF varhginda CUL2 ekspresyonu zamana bagli olarak artmistir. Western blot
yontemi kullanilan ¢alismada HGF 24 saate kadar uygulanmis ve zamana baglh CUL2
ekspresyonunda artis géralmastar.

7. CoCl, gibi hipoksiyi indukleyen bir baska ajan H,O, varliginda da CUL2
ekspresyonu doza bagli olarak artmistir. Western blot yontemi kullaniimistir. Belli bir
doza kadar H,O, CUL2 ekspresyonunu arttirmistir.

8. Butin bu ajanlarin hangi yolaklar araciligiyla CUL2 ekspresyonunu arttridigi

belirlenmesine yonelik ek deneyler ihtiyac vardir.
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EK1
1. PBS(Phosphate buffered saline)
8g NaCL
0,29 KCL
1.44g Na,HPO,
0.24g KH,PO4
Alinarak 800ml dH,0O icerisinde ¢ozildi. pH 7,4ayarlandi ve kalan hacim 1L’ye tamamlandi.

2. Kobalt klortar(CoCl,) Stok Soliisyonu

0,2379g CoCl; alinip 10 ml dH20 iginde ¢6zunduginde 0,1M konsantrasyonda CoCl,
cozeltisi elde edildi. Bu c¢ozelti alinip ortam ve ya dH2O ile dilute edilerek diger

konsantrasyondaki CoCl, ¢ozeltileri de hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler +4°C’de saklandi.

3. Heparin Stok Soltsyonu

Img, 10mg, 100mg heparin tartilarak 1ml PBS icerisinde ¢ozindi. 26mm c¢apli filtrelerden
(Corning, 431219) gecirildikten sonra, stok steril polypropilen tiplerde +4 °C’de saklandi.

4. TRIS-BSA

0.5M Tris, 1.5M NaCL, %2 BSA eklendi. pH 7.4’e ayarlandi. Ve hazirlanan soliisyon
+4C’de saklandi. Stok HGF de Tris-BSA icerisinde dilute edildi. Ve silikonize tip
icerisinde uzun sure saklanacaksa -80°C ‘de , kisa sureli kullanim iginse -20°C’de
saklandi.

5. 50X TAE buffer

2429 Tris

57.1ml Asetik asit

100mI EDTA eklenir ve son hacim 1L olacak sekilde dH2O eklenir.

1X TAE buffer icin suyun icerisinde 1:50 dilute edildi.
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6. Lizis Buffer(RIPA)
50mM Tris-CL(pH 7.4)
150mM NaCL

1mM EDTA(pH:8)

%1 NP-40

7. 2X Yiukleme Tamponu

12% SDS 1.29

40% Gliserol 4.0 ml

0.2 M tris-HCI pH7 2.0 ml of 1 M Stok
0.004% BromoFenol mavisi 0.4 mg

8. 1.5M Tris-CL

18,165¢g Tris 100ml dH20 icerisinde ¢ozlnd, pH 8.8’e ayarlandi.

9. 1M Tris-CL

Tris bazindan 12.11g tarildi. 100 ml dH20 igerisinde ¢6zuldu, pH 6.8’e ayarlandi.
10. Ydrutme Tamponu

3.025¢g Tris

14.4 g Glisin

10 ml %10 SDS alinarak dH,0 ile 1L’ye tamamlandi. +4°C’de sakland.
11. Transfer Tamponu

14,49 Glisin

3.025g Tris

2ml %210 SDS alinarak dH,0 ile 800mI’ye tamamlandi. Daha sonra 200ml methanol
eklendi.
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12. %5 BSA

0.5 g BSA tartilip, TBS ve TBS-T karisimi igerisinde ¢ozulmustar.
13. %5 NFDM

0.5 g sut tozu tartihp, TBS ve TBS-T karisimi igerisinde ¢ozunmdastar.
14. %30 Akrilamid-Bisakrilamid

29g akrilamid, 1g bisakrilamid tartildi ve 200ml dH20O’nun icerisinde ¢6zildi. Hazirlanan

sollisyon karanlik ortamda ve +4C’de saklandi.

15. 10X TBS

40g NaCL

1g KCL

15¢g Tris tartildi, 500ml dH20 i¢inde ¢ozuldi. pH 7.4’e ayarlandi.
16. 1IX TBS

100ml 10X TBS alinarak 900ml dH20 eklendi, pH 7.2-7.4 arasina ayarlandi.
17. 1IX TBS-T

500ml 1XTBS igerisine 2.5ml Tween-20 konuldu.

18. 10X Sodyum Azid

1g Sodyum azid, 50ml dH20 icerisinde ¢6zuldu.

19. Strip Buffer

0,759 Glisin

0,059 SDS

0,5ml Tween-20 50ml dH20 igerisinde ¢ozunir. pH 2,2’ye ayarlanir.
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20. 6X Yiukleme Tamponu

10mM Tris-HCL(ph7.6)

%0.003 bromofenol mavi

%0.003 ksilen siyanol FF

%60 Gliserol

60mM EDTA dH20 icerisinde ¢ozuldu.

21. Developer

250ml developer soliisyonuyla 750ml dH,0 Kkaristirildi.

22. Fiksatif

250ml fiksatif A, 25ml fiksatif B ve 725ml dH,0 eklenip karistirild.

23. MTT Assay

5mg/ml konsantrasyonda MTT tuzu ortam ve ya PBS icerisinde ¢tzindu.

24. Kullanilan Primer Antikor ve Solusyonlari

Primer Antikor

Primer Antikor

Dilusyonu

Sekonder Antikor

Sekonder Antikor

Dilusyonu

Cullin2(Santa Cruz,H-
300, sc-10781)

1:2000 ,%3 BSA,
%0.01 TBS-T iginde

Anti-Rabbit (Pierce,
1858414)

1:1000 ,%3 BSA,
%0.01 TBS-T iginde

Calnexin(Santa
Cruz,sc-11397)

1:5000, %3 NFDM,
%0.01 TBS-T icinde

Anti-Rabbit (Pierce,
1858414)

1:1000 ,%3 BSA,
%0.01 TBS-T icinde

103




EK.2

KARAR BILGILERiI |Ekspresyonu ve Aktivasy Roliiniin Hepatoselliler Karsinom Hilcre Dizilerinde Incelenmesi”

Karar No:2012/14-07 [Tarih: 12.04.2012
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