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HEPATOSELLULER KARSINOMA HUCRE PROLiFERASYONUNDA LOSINCE .
ZENGIN TEKRARLAR ICEREN G-PROTEIN ARACILIKLI RESEPTOR 5 (LGR5)'IN
ONEMI

Soheil Akbari, Dokuz Eyltl Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1, Inciralti-
Izmir, Turkiye, soheilakbari123@yahoo.com

OZET

Her yil yaklasik 700 bin yeni karaciger kanseri olgusu tammlanmaktadir ve bu vakalarin
yaklasik %85-90'1 Hepatoselliiler karsinoma (HCC)'dir. ikinci élimciil kanser turii olan HCC
icin, hepatit virtsleri, kronik alkol kullanim, obesite ve aflatoksin gibi kimyasallar en iyi bilinen
risk faktorleridir. Tim HCC'lerin Ucte birinde, mutasyond ya da mutasyonel olmayan sekilde
olusan Wnt/B-katenin sinyaizasyon bozukluklari, bu yolagin hepatokarsinogenez slrecindeki
onemini gostermektedir. Ornegin bir Wnt reseptorii olan FZD-7 HCC'lerin %90 inda asirt
eksprese edilmektedir. Yine HCC'lerin %20 ile %40 araiginda, anormal sitoplazma ve
cekirdekte lokalize B-katenin birikimi bulunmaktadir. Fakat, artan nikleer B-katenin ve onun
transkripsiyonel hedeflerinin ekspresyonu arasinda bir korelasyon olmamasi bize HCC icin
bilinen hedef genlerinin ekspresyonunu kontrol eden baska sinyal yolaklarinin olabilecegini
velveya boylesine aktivasyona bagli HCC'de bilinenlerin disinda baska hedef genlerin
bulunabilecegini dustindirdi. Grubumuzca yapilan dnceki ¢calismalarda Lityum-aracilikli Wnt/j-
katenin sinyaizasyonu uyarimi ile HCC hiicre hatlanndan HuH7'da LOSINCE ZENGIN
TEKRARLAR ICEREN G-PROTEIN ARACILIKLI RESEPTOR 5 (LGR5) gen ekspresyonunun
en az 10 kat arttig1 gosterilmistir. Barsak dokusunda Wnt/p-katenin hedef genlerinden biri olarak
tanimlanan LGR5'1n, son yillarda kolon ve sag folikul hiicrelerinde kdk hiicre belirteci oldugu ve
Ozellikle kolon kanser kok hucrelerin tammlanmasinda kullanildigr bildirilmistir. Bu tez
kapsamindaise LGR5’1n HCC hicre hatlarinda ekspresyonlar: ve hticre proliferasyonundaki rolt
arastinlmistir. Buna gore, ilk olarak LGRS, 9 HCC hiicre hattindan (SNU398, SNU-475, SK-
Hepl, HepG2, PLC, Mahlavu, Hep3B, SNU449, HuH7), yalmzca literattirde hepatik kanser kok
hiicre (HpCSC) igerdikleri bildirilen, daha az motil ve invaziv olan, epitelyal-benzeri HCC hticre
hatlarinda (HepG2, PLC, Hep3B, HuH7) yiksek dizeyde eksprese olurken, digerlerinde
yok/dissiik seklinde bulundugu tespit edilmistir. ikinci olarak ise, HUH7 hiicrelerinde, Wnt/p-
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katenin sinyal yolagin tetikleyen her hangi bir indiksiyon olmadan, pCMV6-AC-GFP-LGR5
plazmiti ile gegici transfeksiyon aracilig: ile overeksprese edilen LGRS'in bos plazmit (mock)
kontrolline kars1 hicre proliferasyonunda anlamli degisiklikler yapmadigi bulunmustur.
Calismalarimizda ek olarak LGRS sinyalizasyonunu ve bu sinyalizasyonun etkilerini aydinlatmak
icin LGR5 overeksprese eden hucrelerde LGR5/Wnt3a/R-Spondinl  G¢li kompleksin hiicre
biyolojisini ve Wnt/B-katenin sinyal yolagim nasil etkiledigi arastirilmistir. R-Spondinl tek
basina Tcf/Lef transkripsyonel aktivitesini artirmazken, Wnt3a tek basina Tcf/Lef
transkripsiyonel aktivitesinin artisina sebep olmustur. Ayrica Wnt3ave R-spondinl ikisi bir arada
olduklart durumda Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitess daha da artmistir. HuH7 hicrelerinde,
pCMVG6-AC-GFP-LGRS plazmiti ile gegici transfeksiyon araciligr ile overeksprese edilen LGR5
ekspresyonunun ise bu degisimler Uzerine etkisinin olmadigi yani, Wnt3a veya Wnt3a/R-
Spondinl sinyalizasyonunun LGR5'ten bagimsiz oldugu sonucu cikmaktadir. LGRS
overeksprese hiicrelerde bos vektor kontrole gore, Wnt3a ve/veya R-Spondinl’in tek baslarina,
bir arada ya da hi¢ olmadiklart durumlar arasinda hiicre proliferasyonunda bir degisimin olmadig:
gbzlenmistir. Sonug olarak, LGR5'in , Wnt/B-katenin sinya yolagini indiklemeden HCC hicre
proliferasyonda anlamli bir rolt bulunmasa da, HpCSC iceren daha az invaziv ve motil olan
grupta daha fazla bulunmasi bize, hentiz bilmedigimiz baska biyolojik davramslarda roll
ol abilecegini ve bunun ileride arastirilmasi gerektigini disundirmektedir.

Anahtar Sozcukler: LGRS , Wnt/B-katenin , HpCSC , Proliferasyon , HCC



The Importance of Leucine-rich Repeat containing G-protein coupled Receptor 5 (LGRS) in

Proliferation of Hepatocellular Carcinoma Cell

Soheil Akbari, Dokuz Eyltl Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali1, Inciralti-
Izmir, Turkiye, soheilakbari123@yahoo.com

ABSTRACT
Every year, approximately 700 thousands of newly diagnosed liver cancer cases are reported and
approximately 85% to 90 of all these cases are hepatocellular carcinoma (HCC). HCC is the third
most common cause of cancer related death and the most well-known risk factors for HCC are
chronic vira hepatitis, chronic alcohol consumption, obesity, and chemicals such as aflatoxin.
Presence of non-mutational or mutational Wnit/B-catenin signaling deregulation in the one-third
of all HCC indicates the importance of this pathway in hepatocarcinogenesis. For example, FZD-
7, which is a Wnt receptor, is overexpressed in 90% of all HCC cases. Furthermore abnormal
cytoplasmic and nuclear 3-catenin accumulation was found in 20 to 40% of HCC cases. However
the lack of correlation between increased nuclear B- catenin level and expression of its target
proteins give us the idea that signaling pathways other than Wnt/B-catenin might regulate
expression of the target genes and/or activation of Wnt/p-catenin signaling network might control
other target genes which have not been described yet. In our previous studies we observed that
Lithium mediated Wnt/p-catenin signaization caused a 10-fold increased in the expression of
LGRS in HuH-7 cells (HCC cdll line). LGR5, which is defined as one of the target genes of
Whnt/B-catenin pathway in the intestine, is reported to be a stem cell marker in hair follicle and
especialy it is used for describing colon cancer stem cells. In this thes's, expression of LGR5 in
HCC cdll lines and role of its expression in proliferation were investigated. Firstly, we showed
that, among 9 HCC cell lines (SNU398, SNU-475, SK-Hepl, HepG2, PLC, Mahlavu, Hep3B,
SNU449, HuH7), while LGR5 expressed significantly in poorly invasive and motile epithelial
like HCC cell lines cell lines, comprising hepatic cancer stem cell population, it has no or low
expression level in the others. Secondly, when without any induction that triggers Wnt / p-catenin
signaling pathway, LGR5 was overexpressed in HuH-7 cell lines by transient transfection with
pCMV6-AC-GFP-LGRS plasmid in the presence of mock cell controls, no significant effect was

observed on proliferation. Since results obtained from mock controls comprising empty plasmid
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vector, and parental controls were considerably different from each other, it is worth repeating
the experiments. In addition to LGRS signalization and effects of this signalization on cell
biology, we aso investigated role of the triple complex of LGR5/Wnt3a/R-Spondinl on cell
biology and on Wnt/B-catenin signaling pathway in the LGR5-overexpressed cells. While R-
Spondinl had no influence on transcriptional activity of Tcf/Lef, Wnt3a had little effect on
Tcf/Lef activity when used alone. However, R-Spondinl strongly synergized with Tcf/Lef
activity induced by Wnt3a. In HuH7 cells, which were transiently transfected with the pCMV6-
AC-GFP-LGRS5 plasmid, overexpression of LGR5 did not affect either Wnt3a or Wnt3a/R-
Spondinl mediated signalization. This result implicated that Wnt3a and Wnt3a/R-Spondinl
mediated signalization was independent from LGR5-induced signalization. Wnt3a and/or R-
Spondin treatment did not alter cell proliferation of LGR5-transiently transfected HuH7 cells
compared to mock-transfected control cells. Overall, athough LGR5 has no significant role in
proliferation, its expression in HpCSC including poorly motile and invasive cell lines let us to
think that it may involve in other biologica behaviors of cells and this should be investigated in
the future.

Key Words: LGR5 , Wnt/B-catenin , HpCSC , Proliferation , HCC



1.GiRIS VE AMAC

Hepatosellller karsinoma (HCC), genelde sirotik karaciger zemininde gelisen, noduler
lezyonlarla karakterize, karacigerin malign neoplazisidir. HCC, dinyada en ¢ok gorilen kanser
tiirleri arasinda 5. siklikta, mortalite oranlarinda ise 3. siklikta yer almaktadir'. Hepatit C ve
hepatit B enfeksiyonlar1 basta olmak lzere, ¢esitli kimyasalar ve baska etkenler, ileri karaciger
hastaliklar1 ve sonrasinda HCC gelisimine zemin olusturan risk faktorleridir. Bu faktorlere bagli
gelisen inflamasyon, karacigerde sitokin salinimi, reaktif oksijen ve nitrojen birikimi ve buna
bagli hasar olusmasim saglar. Karacigerde olusan hasara gelen hizli yanit rejenerasyon yani
hepatosit hicresinin proliferasyonudur. Sonugta karaciger proliferasyonun artmast aym zamanda
hasara bagli nekrozun bunu dengelemesi ve bu tekrarlayan donginin, zaman igerisinde
proliferasyon yoniinde dengenin bozulmasina neden olmaktadir’. Son yillarda hiicre kiiltirii ve
dokulardan yapilan calismalarda Hepatosdlular karsinomanmin hepatik kok hicrelerin  bu
proliferasyon/nekroz dongusi sonrasi aktive olmasi ile olusturdugu klonlarin, yeniden timér
baslatma, ilag direncliligi ve metastaz siireglerinden de sorumlu olabilecegi gosterilmistir®.

Wnt/B-Katenin sinya yolagi, HCC slirecinde aktive oldugu ve bunun karaciger hiicrelerin
kontrolsiiz proliferasyon ve immortalite kazanmasinda dnemli rolii oldugu gosterilmistir*®. HCC
doku ve hucrelerinde Axinl'in p-katenin’e baglanma noktalarindaki mutasyonlari, B-katenin’in
Glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3b) tarafindan fosforile edilme noktalarindaki mutasyon
ve delesyonlar: yoluyla Wnt sinyalizasyonunun asir arttig: bilinmektedir®’. Yine, son yillarda bir
Wnt aktivasyonuna bagli Tcf/Lef aracilikli transkripsiyonu artan genlerden epithelia cell
adhesion molekule (EpCAM)’in, sito keratin ( CK19) ve Alfa Fetoprotein (AFP) gibi 6nemli bir
karaciger kanseri kok hicre belirteci oldugu da gosterilmesi Wnt/B-katenin sinya yolaginin
HCC deki 6nemini artirmustir®.

2005 yilinda “Internatzonal Journal of Cancer” dergisinde yayinlanan ¢alismamizda Wnt/
B-katenin sinyal yolagimn in vitro aktivatori olan lityumun HCC hiicre hatlarinda beklenenin
aksine proliferasyonu inhibe ettigi ve bunun hicre dongisinin G1 asamasinda duraksama
seklinde oldugu gosterilmistir®. Bu etkinin en fazla gbzlendigi HCC hiicre hatti olan HuH7'de
lityum yarattigi genom diizeyindeki ekspresyon degisikliklerinin mikroarray yolu ile incelenmes
sonucunda, bir Wnt/ B-katenin hedefi oldugu bilinen LGR5’in transkript diizeyinde en ¢ok artan



gen oldugu bulunmustur. Bu da bize, LGR5in HCC hiicre proliferasyonundaki olasi roltnt
dusundurmistir. Bu tez kapsaminda LGR5'1in tum HCC hicre hatlarinda ekspresyon
duizeylerinin ve hiicre proliferasyonundaki roltnin belirlenmesi amaclanmaktadr.

Ginumtzde HCC tedavisinde, radyoterapi ve kemoterapiye direncliligi nedeniyle sadece
sinirl cerrahi tedavilere kullanilmaktadir.’®**2, Bu tez kapsaminda bulunacak mekanizmalarin

ve yeni molekullerin ileride olasi tedavi hedefleri olarak kullamImasinayol agabilir.



2. GENEL BiL GiLER

2.1. Hepatoselltler Karsinom

Her yil yaklasik 700 bin yeni karaciger kanseri olgusu tammlanmaktadir ve bu vakalarin
yaklasik  %85-90'1 Hepatoselliler karsinoma (HCC)dir. HCC, pankreatik duktal
adenokarsinom’ dan sonra ikinci 6lumcul kanser turt olup, Hepatit B ve C virusleri basta olmak
Uzere, kronik akol kullamm, obesite, aflatoksin gibi kimyasalar HCC igin en iyi bilinen risk
faktorleridir . Bu ve benzeri etkenlerin karacigerde olusturdugu enflamasyonu takiben gelisen
hepatosit nekrozu ve buna yamt olan rejenerasyon sirecleri dongisel sekilde devam etmekte ve
nihayetinde kronik karaciger hasari olugsmaktadir. Bu dlregte yasanan hizli  hepatosit
proliferasyonu, hicrelerin telomer kisddmasina bagli replikatif yaslanmaya girmelerine
sonrasinda da bu yaslanmadan dolay: proliferasyonun azalmasina neden olur. Aynm zamanda
enflamasyon sonrasi baglica kollajen | ve fibronektin gibi hiicre digt matriks elemanlarindaki
degisime bagl1 gelisen yeni mikrocevre, biliyer agac dalarinda bulunan hepatik kok hiicrelerin
velveya satellite hicrelerin aktivasyonunu saglar. Hayvan modellerinde oval hiicre reaksiyonu
olarak da tammlanan hepatik kok hticre aktivasyonuna bagli, ova c¢ekirdege ve cok az oranda
sitoplazmaya sahip immatur biliyer hicrelerin olusturdugu anastomozlu kordlarin olusturdugu
reaktif duktal yapilar gosterilmistir. Hepatik kok hticre aktivasyonu ile olusan hem karaciger hem
biliar hiicrelere donlsebilme yetenegi olan bipotent progenitorler hizla cogdarak sirasiyla siroz,
displastik nodiil ve malign tiimérii olusturmaktadir (Sekil 1)***. Bu noktada, apoptoz, bilyiime,
proliferasyon ve hicre sag kaim gibi biyolojik olaylar arasindaki denge bozulurken,
Transforme-edici buytume faktori( TGFB1) sinyal yolunun aktivasyonu ile fibrotik bir zemin
hazirlandig1 bilinmektedir.’® Biriken oksijen ve nitrojen radikalleri, bunlara bagl oksidatif
hasarla paralel gelisen p53, retinoblastoma geni (pRb), p16INK4a ve insulin benzeri bilyime
faktori-2 reseptord (IGF-2R) inaktivasyonlarimin hepatosellilar karsinoma gelisimini tetikledigi
cesitli calismalarda gosterilmistir 1*%*°, Yine, MY C gen amplifikasyonlarina bagl olarak myc
protein artistmin, HCC gelisiminde, telomeraz enzimini indukleyerek htcrelerin replikatif
senesensten kagmalarini ve kontrolsiiz cogalmalarini tetikledigi bilinmektedir % (Sekil 1).
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Sekil 1. Hepatokarsinogenezin gok basamakli gelisimi**

HCC doku ve hiicre hatlarinda yapilan mikroarray gibi yeni teknolojilerle yapilan yuksek
¢Ozunurl Ukl molekiler analizler, hepatokarsinogenez sirecinin genetik, epigenetik, viral ve
cevresel faktorlerin bir kombinasyonuna bagli oldugunu ve son derece kompleks ve heterojen
oldugunu gostermektedir . Yapisal genomik mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler gen
ekspresyon paternini degiserek rol adiklari sinya yolaklarindaki etkisini  gostermektedir.
Hepatokarsinogenez sirecinde yeniden dizenlendigi iyi bilinen sinyal yolaklarindan en
Onemlileri, Wnt/B-katenin, Fosfoinozitol-3-kinaz(PI3K)/Akt, TGF 3, Hedgehog (HH), Notch ve
Hepatosit Buyume Faktori (HGF) sinya yolaklandir. Bunlardan HH sinya yolagi, hicre
proliferasyonu kontroliinde oldukga 6nemli bir sinyal yolagidir. Sonic ya da Indian ligantlarn
overekspresyonu velveya tumar baskilayici (HH inhibitdr protein) genlerin inaktivasyonu, insan
HCC'lerinde HH yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadir %%, HCC gelisiminde cok dnemli
bir rol Gstlendigi bilinen diger sinyal yolu da PI3K/Akt sinyal yoludur. PI3K/Akt sinyal yolunun
aktif olmast ve Akt'nin negatif duzenleyicis olan fosfataz ve tensin enzim anaogu(PTEN)
molekilinin ekspresyonundaki azalma HCC olgularinin %40-60'inda rapor edilmistir. Akt
sinyal yolunun aktiflenmesiyle beraber apoptoz ve farklilasmadan sorumlu olan TGF 3 yolu
baskilandig ayrica p-katenin sinyal yolunun daaktif hale gectii bilinmektedir %,



Kanser kok hiicre teoris ilk olarak 10 sene Once hematolojik malignansiler de
gosterilmistir , bunlarin yamnda bir ¢ok solid timorlerde kolorektal, pankreas, melanoma, meme,
beyin ve karaciger gibi timérlerde de rapor edilmistir. Kanser kok hiicreleri sadece normal kdk
hicrelerin transformasyonundan ortaya ¢ikmamaktadir. Farklasmasimi tamamlayan hiicrelerde
olusan mutasyonlar, bu hiicrelere kdk hiicre 6zelligi kazandirmis olabilecegi dustnulmektedir
26,27.

HCC'de, son yillarda heterojenite, tUmor baslangici, metastaz ve relapstan karaciger
kanser kok hiicrelerinin sorumlu oldugu gosterilmistir 22, Bu caismalarda, insan karacigerinde,
farkli potansiyelde hepatik kok hicrelerin (HpSCs) varligi ve bu hicrelerin, hepatosit ve safra
hicrelerine farklilasabilen bipotent/progenitdr hepatoblastlara donisebildigi deneysel olarak
gosterilmistir. Wang XW. ve grubu calismaarinda daha 6énceden de baska modellerde hepatik
kok hiicre belirteci olarak gosterilen Wnt sinyd yolagi hedef molekdillerinden biri olan epitelyal
hiucre adhezyon molekili olan EpCAM ile AFP dstatllerine dayanarak HCC'leri
siniflandirmuslardir *. Buna gore, hepatosit kok hiicre HCC (HpSC-HCC) olarak adlandirdiklar,
EpCAM ve AFP pozitif timorlerin, zayif prognozlu olmasina karsin, hepatosit 6zelligine sahip
mature hepatosit benzeri HCC (MH-HCC) olarak adlandirdiklari EpCAM ve AFP negatif
timoarlerin iyi prognoz gosterdikleri bulunmustur. EpCAM’in direk Wnt/B-katenin sinyal yolag:
hedefi olmasinin yani sira embriyonik kok hiicrelerin devamliliginda da rol oynamast kanser kok
hiicrelerin aktivasyonunda dnde gelen sinya yolaklarindan biri oldugunu vurgulamaktadir. Tum
bunlarin  yaninda Wnt/B-Katenin yolaginin aktivasyonunun karaciger kok hicresi olarak
adlandiran oval hiicrede gosterilmesi, bu yolagin downstream’ de olan EpCAM gibi, LGR5’in da
HCC'de kanser kok hicre belirteci olma olasiligimin test edilmesi gerekliligini gindeme
getirmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Karaciger gelisiminde ve hepatik timérogenezde kok hiicrelerin roli®
2.2. Wnt Sinyal Yolagi

Embriyo gelisimi sirasinda hiicre kaderinin belirlenmesinde anahtar roller oynayan Wnt
sinyal yolagi organlarin gelisimi ve epitelyal-mezensima donusimlerde, kok hiicre kaderi
belirlenmesinde, hiicre proliferasyonu ve differansiasyon kararinin uygulanmasinda rol oynayan
cok 6nemli bir sinyal yolagicdirt-323334%

Wnt sinyal yolag: iki farkli sekilde canonical ve non-canonical olarak tammlanmaktadir.
Canonical yolak p-katenin araciligr ile sinyal iletigi icin Wnt/B-katenin adint tasimaktadir. Wnt-
PCP (Planar Cell Polarity), Wnt-Ca2+ Ror ve Ryk reseptdr tirozin kinaz yolu ile Wnt sinyalini
ileten yolak non-canonical olarak tammlanmaktadir. Wnt/p-katenin sinyal yolag tg farkli protein
kompleks tarafindan yonlendirilir. Ligant reseptor kompleksi; p-katenin yikilma kompleksi ve 8
-katenin TCF transkiripsyon kompleksi (Sekil 3).
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Sekil 3. Wnt/p-katenin. A) “off” model: Wnt proteinleri, represdrleri tarafindan
inhibe oldugu icin LRP ve Fz resptorlerine baglanamadigindan B-katenin GSK3b tarafindan
fosforillenir , fosforile B-katenin yikilma kompleksi tarafindan tamnir ve yikilmasi saglanir. B)
“on” model: Wnt LRP ve Fz reseptorlerine baglandigr zaman yolak acilir, bu durumda yikilma
kompleksinin fonksiyonu bloklanir, B-katenin gekirdege transdoke olur, Tcf/Lef’e baglanip ve

hedef genlerin transkripsiyonunu aktiflestirir.%

Wnt ligantlarimin olmadigi norma kosularda sitozolik havuz igerisinde olan B-katenin,
APC, Axin, Ser/Thr kinaz(CK1a),GSK3p nin birlikte olusturdugu B-katenin yikilma kompleksi
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tarafindan sirekli olarak yikima ugramaktadir. p-katenin, yikilma kompleksiyle baglandig:
zaman N-terminalinden fosforillenerek proteoliz icin ubikuitin tarafindan stirekli isaretlenir. Eger
Whnt ligantlar hicre ylzeyindeki, 7 kez membrani gecen Frizzled ve bir kez membrani gegen
LDL iligkili reseptor alesi (LRP) tyelerinden (6zelikle LRP5 ya da LRP6) olusan Wnt reseptor
kompleksine baglanirsa, Dsh proteini aktif olarak GSK3b kompleksinin tyelerini bir birinden
ayirarak B-katenin yikilma kompleksini inhibe edecek sekilde sinyali iletilir. Boylece p-katenin
fosforile olmadigindan sitoplazmada ve sonrasinda cekirdekte birikir ve sonugta Tcf/Lef
transkripsiyonel aktivasyonunu artirarak tcf responsive genlerin transkripsiyonunu saglar®®®,
Son yillarda LGRS 6zellikle ince bagirsak ve kolonda Tcf/Lef transkripsiyonuna bagli olarak

ekspresyonu kontrol edilen genlerden biri olarak tammlanmustir.

2.3. LGRS in Wnt/ B-katenin Sinyal Yolag Hedefi Olarak Normal ve Kanser|li Dokular daki

Roll

Iince bagirsakta Wnt sinya yolaginin hedef genleri arasinda tammmlanan LGRS, ince ve
kalin bagirsak ve sac folikullerinde kok hiicre belirteci olarak gosterilmistir. Buna gore bagirsak
villuslarinin kriptik bolgedeki kriptik bazal kolumnar hicrelerinin LGRS aktivasyonuna bagl
olarak farklilastig1, kriptik villus yoniinde migrasyonu ve terminal farklilasnis bagirsak epiteline
dénistigli kanitlanmustir %, Son yillarda H. Clevers ve ark larinin yaptigi calismalar basta olmak
Uzere, cesitli arastirmaarda, LGR5'in baza hiicre karsinomlarinda ve kolon kanserinde kok
hlicre aktivasyonu ve sinirsiz proliferasyon yeteneginin kazanilmasinda primer role sahip oldugu

39,40,41

da goserilmistir . Yine Becker L. ve arkadaslar farelerdekine benzer sekilde insan

bagirsagindada L GR5 tasiyan kok hiicrelerin varligini gozlemlemislerdir®.

Kanser hiicrelerin kan ve/veyalenf yolu ile diger doku ve organlara migrasyonu, baska bir
deyisle invazyonu ve sonrasinda gelisen metastazda, Epitelya—-Mezensimal gecgis (EMT) nin
biiyiik rolii oldugu bilinmektedir®. EMT’nin kolorektal kanserde dahil bircok kanser modelinde
Wnt sinya yolag: tarafindan indiiklenebildigi gosterilmistir*. Bir Wnt hedef geni olan LGR5'1n
EMT fenotipinin ortaya ¢ikisinda direk rolt olup olmadig: bilinmese de bazi calismalarda, EMT
belirteci olan Vimentin (VIM) ekspresyonunun, LGR5 ekspresyonu ile paralellik gosterdigi
bildirilmigtir. Yine, EMT'yi baskiladigi bilinen miR200c ekspresyonunun ytksek oldugu

12



kolorektal karsinoma dokularinda LGR5 ekspresyonunun az oldugu bulunmustur. Buna karsin
baz1 calismalarda farkli olarak LGRS ile Wnt'in ve EMT’nin ters orantili oldugu bildirilmistir.
Aynm calismada LGR5 ekspresyon artisimin kok hiicreyi kendi nisinde aikoydugu ve LGRS in

azalmas: durumundaise Wnt sinyalinin aktiflenip invasyonun arttigi gosterilmistir*>.

LGR5'in insan karaciger kanseri olusumundaki olasi rolline iliskin literatirde halen
sadece bir adet yayin bulunmaktadir. Bu galismada normal karacigerde LGRS ekspresyonu ¢ok
az ya da hi¢ eksprese olmazken, B-katenin mutasyonu olan HCC doku (normale gore 3 kat) ve
hiicre hatlarinda (PLC ve HepG2'de % 87) LGR5 geni asin miktarda eksprese edildigi
bildirilmistir. EK olarak, ayni ¢alismada, Wnt/B3-katenin sinyal yolagi hedef genlerinden c-myc ve
siklin D1 artis1 olan dokularda benzer sekilde LGR5’ de artigi gozlenmistir®’.

2.4.LGR5'in Yapisi ve Islevi

LGR ailes (LGR4, LGR5 LGR6) gen urunlerinin yapisi, glikoprotein hormon reseptor,
tiroid uyarici hormon reseptor, folikll uyarict hormon reseptor ve lUteinize edici hormon reseptor
ile gok benzerlik gostermektedir.”® LGR ailesi temel olarak 3 gruba aynimaktadir; 1.
Glikoprotein hormon reseptorler/GPR (LH, FSH, TSH), 2. GPR49 (LGR5), GPR48 (LGR4),
L GR6 ve 3. Relaksin aile ligant reseptor (LGR7, LGRS) .

G protein aracilikli reseptorler hicre dig1 faktorlerin uyarisini ileten en biyuk reseptorler
grubunda yer almaktadirlar™. Bu biiyiik ailenin eemanlarinin en carpici 6zelligi 17 |6sin tekrar:
iceren N-ucu’nun hiicre disinda kalacag: sekilde yedi kez membran: kat etmeleridir *. LGRS,
LGR4 ve LGR6 reseptorleri ile %54 homoloji gostermektedir. LGRS knockout olan farelerde
ankyloglossia ve mide ve bagirsak geriliminden dolayr neonatal lim gorilmistir > Bunun

% g6z kemik, deri

yaninda bircok arastirmaci tarafindan LGRS eksikliginin bobrek®>* testi
ve safra kesesinde ®%% |LGR4'un eksikliginin de cesitli organlarda gelisim bozukluklarina
sebep oldugu gosterilmistir. Bu iki reseptdrin normal ve kanser gelisiminde kok hiicreye 6zgul
ekspresyonu olmasina ragmen, endojen uyaram ve/veya liganti, sinyal yolagi mekanizmas: ve

kok hiicrede olast islevi heniiz aydinlatiimamistir™.
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LGRS geni 12. kromozomun 12922-g23 kolunda 144 kb’lik bir aana oturmaktadir. Bu
genin 18 eksonu olup ve 2880 bp biyukliginde bir mMRNA sentezlemektedir. LGRS gen uriing,
907 aminoasiti olan 100 kD agirliginda bir proteindir®. Bu proteinin 3 iceride 3 disarida olmak
Uizere membran disinda kalan sisteince zengin aminoasitlerden olusan 6 ilmegi mevcuttur ve G-
proteinler ile bu sisteinler araciligi ile baglanmaktadirlar. N-ucu kismi disarida kaldigindan
olasilikla liganta baglanan kisimdir. Hicre icinde bulunan C-ucu ise, protein kinaz A
fosforilasyon kismu olup ve bu bolgeler ile G-protein aracilikli cAMP aktivasyonunda rolt
oldugu dustunilmektedir. Ayni zamanda LGR5’in C-ucunda SH2, SH3 domainler icermesi

protein-protein etkilesimlerinde rolii ol abilecegini dilstindiirmektedir®.

Literatlrde LGR5 reseptorinin liganti, hangi proteinlerle etkilestigi ve hangi sinya
yolaklarinda nasil bir rol oynadigina ait cok simrlt bilgi vardir. Hayvan modellerinde
belirlendiginden GPR49/HG38/FEX olarak da bilinen LGR5'in delesyonu neonatal 6lume
sebebiyet verdiginden yasamsal bir gen oldugu ve farkli timoérlerde asin ekspresyonu
g6zlendiginden neoplastik transformasyonda gérev adigi dusiiniilmektedir™®. Bazi calismalarda
gen amplifikasyonu, overekspresyonu veya islev-kazanim mutasyonlarin gosterilmis olmasi
LGRS5'in tiimér hiicrelerinin gogalmast ile liskili olacagin disiindirmuistir.

Burkhard HA von Rahden ve arkadaslari Barrett ¢zofagus adenokarsinoma (EAC)
dokularimin % 85’'inde ve EAC dokularin % 81’'inde LGRS ekspresyonunun varligini
immunoboyamalarla tespit edilmistir. Yine aym caismada, boyama pozitif kabul edilen
dokulardaki, LGR5+ hticre gruplarinda proliferasyonu tammlayan Ki-67 ekspresyonunun diger
hiicrelere gore daha fazla olmasi, bu htcre gruplarinin hizli1 cogalma kapasitesine sahip kanser
kok hicreler olabilecegini dustindirmis ve LGRS varligi ile zayif prognoz arasindailiski oldugu
gosterilmistir®,

Kolon kanserli dokularda yapilan ¢alismalarda LGR5'in kanserli dokuda normal kolona
gore cok fazla eksprese oldugu gosterilmis olup, bu calismalarda klinikopatolojik veriler
incelendiginde, LGR5 ekspresyon seviyesinin erken teshis icin kullamlmasini énerilmistir®.
LGRS'in timor olusumunda Gstlendigi gorevi aydinlatmak icin yapilan caismaar, fare
modellerinde LGR5+ hicrelerin bagirsak kanserin kaynagi oldugu gosterilmistir. Ama haen
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LGRS fonksiyonu ve kanser kok hiicrelerine nasil bir anlam kattigi tam olarak belli degildir.
Francesca Waker ve arkadaslari kolorektal kanser hicre hatlarinda LGRS ekspresyonu
sesszlestiginde hlcrelerin invasyonu, yuzeye bagimsiz buyume o¢zellikleri ve xenograflarda
tumor olusturma guglerinin  arttigim, LGRS overeksprese oldugu zaman ise hicrelerin
adhezyonun arttigint  ve xenograflarda tUmor  olusturabilme  giclerinin - azaldigi

g6zlemlemislerdir®.
2.5. Wnt/p-katenin Sinyalizasyonunun HCC’deki Rolu

Literatrde bilinen Wnt yolagindaki her hangi bir yeniden diizenlenme gesitli kanserlere
kolorektal, HCC, melanom ve bas/boyun karsinomalarina yol agabilmektedir. Wnt sinyal
yolaginin yeniden dizenlenmesini saglayan, gen ve gen Urunlerindeki mutasyon ve degisimlerin
tammmlanmasit HCC de dahil olmak Uzere birgok kanserin tan ve tedavisinde dnemli olacaktir.
Wnt yolaginin yersiz aktif olmasimin hayvan ve insan deneylerinde HCC'ye yol acabildigi

gosterilmistir®>%0¢7

- Wnt sinyal yolagi molekillerinden pB-katenin’in sitoplazma ve gekirdekte
birikimi oldugu durumlarda HCC gelisimine katki sagladigi bilinmektedir. Wnt/p-katenin sinyal
yolagin aktivasyonu p-katenin gibi pozitif modulatorlerin dominat fonksiyon kazandirici
mutasyonlart ve Adenomatous polyposis coli (APC) ve Axin gibi negatif modulatorlerin
fonksiyon kaybettirici mutasyonlar1 veya ekspresyon degisimine sebep olan epigenetik
degisikliklerin HCC de varlig1 gosterilmistir ®. Bununla birlikte sitokeratin 1( CK1) ve GSK-3b
gibi B-katenin fosforilasyonunu saglayip ardindan yikilmasina katki saglayan proteinlerden
birinde mutasyon olmasi B-katenin degredasyonunu bloke edip HCC'de varligi bircok
arastirmada gosterilmistir® "™, Kolorektal kanser dokularinda Wnt hedef genlerinden MY C
ekspresyonu ve hticre dongusti duraklamasinda gorevli bir siklin-bagimli kinaz inhibitori olan
p21 ile LGRS eskpresyonu arasinda paralellik gozlenmistir ve bu bulgu LGRS bagirsak epitel
dokularinda da dolayl1 veya direk olarak wnt hedefi oldugu gorustni destekler niteliktedir. Bu
verilere dayanarak Wnt yolagin onkogenik sinyalleri bir siklin-bagimli kinaz inhibitort ile

antagonize edip hiicre déngtisiinii ve farklilasmay: kontrol ettigini dustindiirmektedir “°,

Kolorektal hicre hatlarinda yapilan bir calismada p-katenin mutasyonu tasiyan hicre
hatlarinda LGRS artisi gozlenmis fakat APC mutasyonlart tek basina LGR5 ekspresyonun
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artirmak icin yeterli olmamustir. Beklenildigi gibi bu c¢alismada Wnt  sinyaizasyonu
uyariimasimn(Wnt3a) ardindan sonra B-katenin mutasyonlarint igeren hicre hatlarin LGR5

seviyesi degismemis ama APC mutasyonu tastyan hiicrelerde LGR5 ekspresyonu artmistir™

Son yillarda karaciger ve kolon kanser kok hticre belirteci olarak tammlanan EpCAM’ de
cok iyi bilinen bir Wnt/B-katenin sinyal yolagi hedefidir. Kanser kok hucrelerin gen imzasinin
birgok kanser gesidinde var olmasi tumor rekirrensini dustndurmektedir. Kolorektal kanserlerde
yuksek Wnt sinyal yolagi aktivasyonu ile karakterize olan kanser kok hiicre gen imzas: bircok
baska kanserde de zayif prognozlailiskilendirilmistir. Fakat E Melo’ nun ¢alismasinda Wnt hedef
genlerini az eksprese eden tuimorlerin olgunlasmamis kanser kok hiicre imzasi tasidhigr bunun
yaninda artmis Wnt hedef genlerinin iyi prognozla iliskili oldugu bulunmustur. Tumorogenez
sirasinda ASCL2 ve LGRS de dahil olmak tzere birgok Wnt hedef geninin CpG adaciklarinmin
metillenerek susturuldugu ve tUmor biyimes azaldiginda genlerin yeniden eksprese oldugu
gosterilmistir. Bu veriler Wnt hedef genlerindeki promotor metilasyonunun kolorektal kanser

rekiirrensinde dnemli oldugunu gostermistir™.
2.6. L GR5/R-Spondin Sinyalizasyonu ve Olasi Rolleri

2011 yilindan itibaren LGRS igin ligant bulma ¢aligmalari sonug vermeye baslamis ve
literattire LGRS ligantimin R-Spondin molekl ailesi tyeleri oldugunu sdyleyen yayinlar girmistir
% R-Spondin ailes Wnt/p-katenin sinya yolaginin potansiyel aktivatorii olan ve %60 sekans
homoloji gosteren 4 Uyeden (R-Spondin 1- 4) olusan sekrete proteinlerdir. Bu ailenin bitin
Uyeleri gastrointestinal sistem kriptlerde hiicre proliferasyonu indiiklemektedir”. R-Spondinlerin
sitozolik B-katenin seviyelesini stabilize etmesi ve Wnt3a ile sinerjistik ¢alismast Wnt yolagin
regiile eden bir molekiil olduklarini gdsteren bir kamttir™”. R-Spondin proteinlerinin FRZ ve
LRP6 reseptorleri ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Genel Wnt regulatorleri olan R-Spondinler
etkilerini gerceklestirebilmek icin Wnt ligantlar ve LRP6 ko-reseptorine ihtiya¢ duyarlar. R-
Spoindinler fosforile LRP nin internalizasyonunu saglayan DKK proteininin antagonistidirler ve
DKK1 bagimli LRP6 internalizasyonunu engellendiginden LRP6 membranda birikmesini
saglayarak Wnt ligantlarimt olan Wnt3a, 1 ve 7A'nin olusturdugu Tcf/Lef yamtimt amplifiye
ederler. Ozetle genel olarak bu ailenin tim Uyeleri hiicre yiizeyinde bulunan LRP6 reseptor
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miktarim module ederek Wnt ligantlarin hticresel yanitim regule ederler. Ailenin tim Uyeleri aym

etkiyi yapmakla beraber en guclt yaniti R-Spondinl olusturmaktadir.

Son bir yilda, literattire arka arkaya giren Uc¢ yayinda da vurgulandigi gibi LGR4 ve
LGR5 R-Spondin reseptori gibi davramp Wnt/B-katenin sinyaini indiklerler. Bu ¢calismaar aym
zamanda R-Spondin ailesinin LGR4 ve LGRS ile fiziksel etkilesimi oldugunu ve fiziksel baglanti
gerceklesmesi durumda birlikte internalize olduklarint bildirmislerdir. Bu caismaarda Wnt3a
varliginda R-Spondinin yarattigi Tcf/Lef artisi LGRS in varliginin da eklenmesi ile daha da
artmistir. R-Spondin ailesinin Wnt sinyalini artirma yonundeki potansyeli LGR4 ve LGR5
seviyesi ile belirlenmekle beraber maksimum Tcf/Lef aktivites Wnt3a ve LRP6 seviyesine

bagimldir ®.

Bu caismada diger kanser modellerinde kanser kok hiicre belirteci olarak tanimlanmis
LGR5'in HCC gelisimindeki olast rolt arastinlmigtir. LGRS'in HCC gelisiminde roltniin
aydinlatilmast preneoplastik stirecten kansere dontisiim siirecinin detaylarinin anlasilmasina katki
saglayacaktir. Bunun yaninda karaciger kanseri kok hicres belirteci tasiyan hicrelerin
sinyalizasyonlarindaki farkliliklarin belirlenmesinde katki saglayacaktir. Cok yakin zamanda
LGRS in gpesifik ligandi olarak tammlanan R-Spondin proteinin  ve R-Spondin-LGR5
baglantisinin HCC' deki roltniin aydinlatiimasi ve LGR5’in HCC proliferasyonundaki éneminin

belirlenmeside bu ¢alismanin hedeflerindemdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmamn Tipi

Deneysel nitelikte bir arastirmadir.

3.2 Arastirmanin yeri ve zamam
Calisma, 2010 Subat- 2012 Subat yillarn arasinda, Dokuz Eylul Universitess Saglik
Bilimleri Enstittsi T1bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dainda yapilmistir.

3.3 Arastirma Evreni ve Orneklemi/ calisma Gruplari
Insan Uizerinde ¢alisma yapilmamustir.

3.4 Calisma Materyali

Calismada kullanilan hepatoseltler karsinoma hticre hatlari olan HuUH7, SNU398, SNU-
475, SK-Hepl, HepG2, PLC, Mahlavu, Hep3B, SNU449 Bilkent Universitesinden Prof. Dr.
Mehmet Oztiirk tarafindan hediye edilmistir.

3.5 Arastirmanmin Degiskenleri

Cssitli Hucre hatlart kullanilarak yapilan c¢alismanin ilk kisimlarinda LGRS gen
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar kendi iclerinde degerlendirilmis olup, deneysd esit
yukleme kontrolu olarak housekeeeping genlerden RPL41 kullanilmistir. Calismanin devam eden
tim kisimlarinda ise HuH7 hicrelerinde LGR5 gen ekspresyonunu ektopik olarak arttirmak
amaciyla kullamlan plazmidin, LGR5 geninin icermeyen mock plazmidi ve parental HuH7

hicreleri kontrol olarak kullanilmstr.

3.6 Veri Toplama Araclari

3.6.1. Hicre Kultaru

Cdismada HCC htcre hatlari olan HuH7, SNU398, SNU-475, SK-Hepl, HepG2, PLC,
Mahlavu, Hep3B, SNU449 kullanmilimisgtir. Hicreler %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom,
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S0125), 2 mM L-glutamin (Biologica Industries, 03-020-1C), 100 u/ml penisilin (Biological
Industries, 03-031-1C) ve 0,1 mg/ml streptomisin (Biological Industries, 03-031-1C) ve % 1
esansiyel olmayan aminoasit karisimi iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Biologica Industries, 01-050-1A) icerisinde kuilttre edildi. Hicre kultard islemleri biogtvenlik 2
duzeyinde laminer kabinet (Thermo Scientific Cabinet / MSC1.2) igerisinde yapilirken, hicreler
37 °C'de, %5 CO li inkiibatérde (Thermo Scientific Incubator / Forma Stericycle CO2) uygun
zaman araiginda kilture edildi. Hucreler blyume hizlarina ve baslangic yogunluklarina gore
degismekle birlikte Ug ila bes gunluk araiklarla bir alt kilttre islemleri yapildi. Hicreler %70
yogunluga ulastiklarinda pasgjlama islemi yapilip ve hicreleri kaldirmak icin Tripsn/EDTA
(9%0.05/%0.02, Biological industries, 03-051-5B) soltisyonu kullanildi.

3.6.2. Hicre Say:me ve Canlilik Testi

Kulturde Uretilen htcrelerin ortamlar uzaklastirilip ve 1X PBSile iki kere yikama
yapildi. 1X Tripsin-EDTA soluisyonu ile hiicreler kaldirlip, Elde edilen hiicre stipansiyonundan
50ul amarak tripan mavis (Biological industries, 03-102-1B) ile karistinildiktan sonra hticreler
Neubauer laminda 10 farkli alanda hemositometrik olarak sayilip ve yaklasik hiicre sayisi
bulundu(Sekil 4). 50ul hiicre sispansiyonu + 100ul 1X PBS + 100ul tripan mavisi

Hiicre sayis,

Toplam hilcre

0 « dilitsyon faktérii* 10%= Hiicre/mL

Sekil 4. Hemositometrik olarak hticre sayim
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3.6.3. Lityum Uygulanmas:

Lityumun molekiler dizeyde yarattigi degisimleri incelemek igin pasajlanan ve gece
boyunca adezyonunu tamamlamis %50 yogunluktaki hicrelerin  kidltir ortamina son
konsantrasyon 20mM ol acak sekilde LiCl(Sigma, L9650) eklendi.

3.6.4. LGRS Ekspresyonun RNA Duzeyinde Belirlenmesi

Gen transkripsiyonu anaizi RT-PCR ile, asagidaki basamaklarda
gerceklestirildi(Sekil 5).

HCC hiicre hatlan

Total ENA eldesi

Total RNA

Ters transkriptaz ile cDNA sentezi

cDNA
House Keeping genlere dzgiil primetler
ile PCE. cDNA kontroli icin dzgiil primetler ile PCR
PCR uriini PCR iriinleri
Agaroz jel
elektroforezi

Jel gérintaleme ve
degerlendirmesi

Sekil 5. Gen transkripsiyonu diizeylerinin RT-PCR ileincelenmesi
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3.6.4.1. Transfekte Edilen ve Edilmeyen HCC Hiicre Hatlar:ndan Total RNA Eldesi:

HuH7 hicreleri kilttre edilip %70 yogunluga ul astiklarinda deney baglatildi. Deney
sirasinda hticreler tripsinle kaldirilip, sayilarak, bir sonraki gtin %70 yogunluga erisebeilecek
sayida kultire edildi. Ertesi giin %70 yogunluga erisen hlcrelerin ortami uzaklastirilip, PBS
(1X) ile yikanip ve transfeksiyon yapildi. 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra Trizol yontemi (
Guanidinyum Tiyosiyanat-Fenol-Kloroform ) ile total RNA eldesi yapildi. HUH7 hiicre hati igin
72 saat dolduktan sonra, hiicre alt kilttre edilip tekrar transfeksiyon yapildiktan sonra6. ve 7.
gun RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyonu 6ncesinde kullanilan tim ependorflar ve hiicre
kaziyicilart %0,1 DEPC (Applichem, 0881) ile muamele edilmis distile su igerisinde 24 saat
bekletildikten sonra otoklavlanarak DEPC’ den arindirildi.

3.6.4.2. Trizol Yontemi ile Total RNA /zolasyonu

Hucreler buz Gzerine dinarak ve ortamlart uzaklastirilip ve soguk 1X PBS ile 3 kez
yikanma yapildi. Hucrelerin Uzerine uygun miktarda (1mL) Trizol kimyasali (RNAtidy G,
Applichem, A2867-0200) eklenip hicre kaziyici (Costar Cell scraper, 3010) ile kazinmma islemi
yapildi. Soguk ependorflar igine ainan hicre solisyonu Uzerine 200uL kloroform (Sigma, C-
2432) eklenerek ve buz Gzerinde bekletilmis, organik ve sulu fazin ayrismasi i¢in 12,000 rpm’ de
santrifij yapildi. (Eppendorf Centrifuge, 5415R). RNA’larn iceren sulu faz yeni bir tipe
alindiktan sonra RNA presipitasyonu icin esit hacimde izopropanol (Applichem, A3928)
eklenerek -20 °C’de bir gece inklbasyon yapildi. Presipite olan RNA, 12,000 rpm de 15 dk.
santrifijlenerek ¢okturtlmis, %75’lik etanol (Applichem, A3678) (DEPC ile muamele edilmis
distile suyla hazirlanmistir) (Research genetics, 1-800-533-4363) ile 2 kez yikama yapildi ve son
yikamadan sonra c¢okturilen RNA pelleti, etanolin uzaklasmast icin kurumaya birakildi.
Kuruyan RNA pelleti 50 ul RNaz' dan arindirilmis pH’1 8’ e ayarlanmis dH20 igerisinde ¢ozuldu.
Bu RNA’larin bir kismi spektrofotometrik olgiim icin geri kalam ise cDNA sentezi igin
kullanld:.
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3.6.4.2.1. RNA Miktarn:n Olgiimii

RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri igin 260nm ve 280nm’'deki absorbanslar
Picodrop (Picodrop, Picopet01) ile spektrofotometrik olarak saptandi.

RNA konsantrasyonlarin belirlenmesi icin A?° X diliisyon faktorii X 40= 1ml’deki RNA
miktart (g) formulU kullanildi(A).

APYABO gramqindan faydalanarak RNA saflik degerleri elde edildi. En iyi sonuc icin
RNA’larin safliklart 1.6-1.8 arasinda olmasina dikkat edildi. Protein veya DNA bulasi olan
RNA’lar saflagtirildi.

3.6.4.3. cDNA Sentez

Hucre dizilerinden total RNA izole edilip miktar1 ve kalites beirlendikten sonra, bir
ug total RNA’dan, Tablol de listelenen malzemeleri kullanmlarak cDNA sentezlendi. Bu islemde
MBI Fermentas marka cDNA sentez kiti(K1622) kullanildi. Bu amagla total RNA, “random
primer”, “Oligo(dT) primer” ve “DEPC” ile muamele edilmis distile su i¢erisinde hazirlandiktan
sonra 70 °C’'de 5 dk. inkube edildi. Daha sonra karisima 5X reaksiyon tamponu, ribonikleaz
inhibitord ve dNTP ve “M-MulV Reverse Transcriptase” eklendi. 25 °C’de 10 ve 42°C’de 60 dk.
inkube edilerek ilk-zincir cDNA sentezi bir termal donguleyici (Techne TC-312) icerisinde
yapildi. Tupler 70 °C’ de 10 dk. inktibasyon ile reaksiyon sonlandirildi.

Tablol. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler ve konsantrasyonl

Malzeme Adi Stok kensantrasyonu Son konsantrasyonu
Ribolock RMase 200 Uy L 0,2 Uf pL
Ters transkriptaz 200 Jful 0,2 U pL

5X reaksiyon tamponu 5X 1X

dNTP karisinm 13k 0.5 mM
Oligo(dT) primear 0.5 pgd pl 0.2 pa/f pL
Random hekzamer primer 0.2 pgs pl 0.2 pgs 1L
Konrrol RNA Q.05 ugf pL 1 ugsf L
DEPC ile muamele edilmis

distile su
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3.6.4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

IIk-zincir cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA'’lar (her bir cDNA reaksiyonundan 2 pl)
kalip olarak kullanilarak ilgilenilen gene 0Ozgul primerler araciligrlyla PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Primerler gen bankasinda yer alan diziler Uzerindeki korunmus bdlgelere
0zgu olacak ve ekson kesisim bolgelerini tantyacak sekilde web tabanli “IDT Oligodesign”
programi (www.idtdna.com) ile tasarlanmistir. internal kontrol olarak da karacigere spesifik bir
housekeeping gen olan RPL41 ve GAPDH genlerine 6zgul primerler kullanilmistir. Calismada
kullanilan primer dizileri asagidaki gibidir (Tablo 2).

Tablo2. RT-PCR’ da kullanilan spesifik primerler

Tleri 5°-3° Geri 5°-3°
LGRS ATCGTCCAACCTCCTGTICGTICTTT TGCTCCATACTGCTGTTGTGACCT
RPL41 AACCGCTAGCTTGTTGCACT TCCAGAATGTCACAGGTCCA
GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA

Tabloda gosterilen genlere o6zgul primerler kullanilarak, her bir gen icin farkh
MgCl2(Fermentas, 00028790), farkli primer baglanma sicakligr (annealing), farkli primer
konsantrasyonu denenerek optimizasyon yapildi. Bu islemde Tag DNA polimeraz(Sigma,
D6677) kullanilmistir. Optimizasyonlar sonrasi belirlenen kosullar tablo 3 de verilmistir.
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Tablo 3. RT-PCR* dakullanlan optimum ¢alisma kosullart

LGRS RPL41
dNTP 0.2mM 0.2mM
MgCL2 1.5mM 1.5mM
Primer p_ipmc:]_-' pL 1pmol/uL
Taq polimeraz 06250 1.250
Tk denatiirasyon 95°C, adk 95 °C , 5dk
Denatiirasyon 95°C, 30sn 95 *C 30sn
Baglanma 30°C . 40sn 55 °C 40sn
Uzama 72°C.40sn T72°C.30sn
Diingii savis 25 28
Son uzama T2°C . T7dk T2°C 5dk

3.6.44.1. RT-PCRile Elde Edilen Urinlerin Agaroz Jel Elektroforezinde Yir(itilmesi ve

Goruntulenmesi

Belirtilen deney kosullarinda elde edilen PCR Urunlerinin gorintilenmesi igin 40 ml TAE

tamponu igerisinde %2'lik agaroz (Applichem, 5510UB) jel hazirlanmustir. Jel igerisine 0,5

pg/ml etidyum bromir (Sgma, E-8751) de eklenmistir. PCR reaksiyonlart sonucunda elde edilen

drtnlerin her birinden 10'ar pl alinarak 2 pl 6X yukleme tamponu (Fermentas, R1151) ile

karistirilip jeldeki kuyulara yuklenerek 90 V’'luk gerilim atinda TAE ile dolu elektroforez

tankinda (Thermo) yaratulmistir. Daha sonra amplifiye edilmis olan DNA’lar transilltiminator

(Stratagene, Eagle Eye 1) ile UV 15181 dtinda gérunttlenmistir.
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3.6.5. LGR5 Gegici Transfeksiyon Yontemi /e Asir: Ekpresyonunun Saglanmas:

calismada kullanilan pCMV6-AC-GFP-LGR5 ve pCMV6-AC-GFP ticari olarak temin
edilmigtir.

pCMV6-AC-GFP-
LGR5 ve mock

transformasyon

DH5a

bakteri kulture edilmesi

Miniprep ve
Maksiprep

restriksiyon enzim kesimi ile dogrulama

Transfeksiyon

e
)

&
pCMV6-AC-GFP & |5

L] Asc |

T Hing Il
% 6.6 kb

+ Rsr Il

Miu |

Mot |

% Xhal

- Pme |

Sekil 6. pPCMV6-AC-GFP ve LGR5'in bu plazmid’ e klonlandig1 bolge



3.6.5.1. Transfor masyon

Kompetan hiicre E-coli DH5a’dan 100ul alinarak ependorfa aktarildi. Kompetan
hicrelerin Uzerine 200ng plazmid eklendi. 30 dakika buz Uzerinde bekletilen plazmid ve
kompetan hiicre karisimi, 42°C’lik su banyosunda 45 saniye bekletildi. Daha sonra 2 dakika buz
Uzerinde bekletilen karisimin Gzerine 1M MgCl2' den 50 pl igeren 900ul SOB ortam eklendi.
37°C’ye ayarlanan bakteri inkubatori icerisinde 160rpm’de 1 saat inktibe edildi. Ampisilin iceren
ve igermeyen Luria Broth (LB) veya Luria Bertani Broth sivi ortamlarina ekim yapildi. 37°C'ye
ayarlanan bakteri inkiibatrtinde gece boyunca birakildi. Ampsilin igeren ortamda treyen ve tek
tek dismus kolonilerden bir koloni segilerek 5ml LB ortamina ekildi. Bakteri inkibatorinde
37°C ve 160rpm’ de gece boyu inkiibe edildiler. Ampisilinli LB ortaminda ¢ogalan vektor iceren
E-coli DH5a hucrelerinin 1,5ml’s Miniprep plazmid DNA izolasyonu igin kullanidmstir.
Restriksiyon enzim kesiminden sonra, maksiprep plazmid DNA izolasyonu igin 250ml ampisilin
iceren LB ortamina ekim yapilmig, 37°C’'ye ayarlanan bakteri inkibatoriinde gece boyunca
brrakilmigtir. Kullanilan ortamlar ve hazirlanislar: tablo ek’ de gosterilmistir.

3.6.5.2. Miniprep plazmid DNA /zolasyonu

Uygulama basamaklar1,

37°C’lik bakteri inklbatdrinde 160rpm’de ve ampisilin iceren LB ortaminda birakilan
bakteri kiltirinden 1,5ml alinarak ependorfa aktarilci. Onceden +4°C’ye ayarlanmis sogutmal
santriftlj icerisinde 2500rpm’de 5 dakika santrif(j edildi. Sipernatan tamamen uzaklagtirildi.
100ul ALS-1 solisyonu igerisinde resiispanse edilen pellet, kuvvetlice vortekslendi. Taze
hazirlanan ALS-2 sollsyonu ependorfa eklendi. Tup 5 kere at Ust edildi. 150 ul Onceden
sogutulmus AL S-3 sollisyonu ependorfa eklendi ve 5dk buz Uzerinde inkibe edildi. TUpler +4°C
ve 13000rpm’de 5 dakika santriftjj edildi, sipernatan yeni bir tipe aktarildi. Slipernatan Uzerine
esit hacimli olacak sekilde Fenol-Kloroform-l1zoamil akol eklendi. Vortekslenen tipler
13000rpm ve +4°C’de 5dk santrifllj edilerek Ustteki seffaf faz yeni bir ependorf tiptne aktarildi.
%70 Etanol’den stpernatanin iki kat hacminde olacak sekilde eklendi kuvvetlice vortekslenen
tipler, 5 oda sicakliginda inktibe edildi. Tupler +4°C ve 13000rpm’ de 5 dakika santrifij edildi,
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Slpernatan atildi. Pelletin Uzerine %70 Etanol’den 1ml eklendi. Tlpler +4°C ve 13000rpm’de 5
dakika santrifuj edildi, slipernatan atilarak pellet kurumaya birakildi. Pellet 50ul Tris-EDTA (pH
8,0) sollisyonu igerisinde ¢ozildikten sonra 260 ve 280nm’ de saflik ve konsantrasyon ol¢uimleri
yapilmistir. Elde edilen plazmid DNA’larimin restriksiyon enzim kesimleri yapilmistir. Miniprep
plazmid DNA izolasyonunda kullanilan soltsyonlar veigerikleri ek’ de gosterilmistir.

3.6.5.3. Restrsiksiyon Enzim Kesimi

Cdismada kullamlan pCMV6-AC-GFP-LGR5(katalog RG212825) ve 9480 baz cifti
uzunlugundadir (Sekil 6 ). Restriksiyon enzim kesimi igin 1ug plazmid DNA si ve Sgfl(FD2094)
ve MIul(FD0564) enzimilerini kullamlarak 37°C de 1 saatlik inkibasyon ile LGR5'in
cDNASI(NM_003667) yerlesen bdlgeden kesildi. Enzim aktivitesini sonlandirmak igin tpler
80°C’'de 5 dakika inkilbasyona birakildi. Ornekler %0,8'lik agaroz jelde 100V'ta 1,5 saat

yuratulerek gorunttlendiler.

3.6.5.4. Maksiprep plazmid DNA /zolasyonu

Bir gece Onceden 100ug/ml ampisilin igeren 250ml LB ortaminda sallamali bakteri
inkubatoruinde 37°C’de ve 160rpm’de inkibe edilen bakteri hucreleri 250ml’lik tlpe aktarildi.
Maksiprep plazmid DNA izolasyonu igin ‘' Invitrogen Hipure Plasmid DNA Purification Kit
(K2100-02)"" kullanld.

250ml’lik tUpe aktarilan bakteri hicreleri 4000g'de 15dk santriftj edildi ve ortam
tamamen uzaklastirildi. TUpe 10ml reslispansiyon tamponu eklendi ve hiicre pelleti homojen bir
hae gelene kadar resiispanse edildi. Hucre sispansiyonu 50ml santriftij tlpine aktarild.
Hucrelerin Uzerine 10ml lizis tamponu eklendi. Tip 5 kere ters duz edildi ve oda sicakliginda 5
dakika inkibe edildi. 10ml presipitasyon tamponu eklendi. TUp at Ust edilerek karistirildi.
9000g'de 30 dakika santriflij edildi. DNA'mn baglanmasi: Slpernatan daha Onceden denge
tamponu ile muamele edilmis kolona aktarildi. Higbir glic uygulanmadan karisimin kolondan yer
cekimi yardimu ile gegmes beklendi. Kolona 60ml yikama tamponu eklendi. Highir gug

uygulanmadan karisimin kolondan yer ¢ekimi yardimi ile gegmesi beklendi. Toplama kabr atildh.
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Kolon steril bir toplama kabina yerlestirildi. 15ml eltisyon tamponu kolona eklendi. Higbir giic
uygulanmadan karisimin kolondan yer ¢ekimi yardimi ile gegmesi beklendi. DNA yer cekimi ile
kolondan toplama kabina indi. Kolon atildi. Tipe 10,5ml izopropanol eklendi. Ters diiz edilerek
iyice kanstirildi. Onceden +4°C'ye ayarlanan sogutmal1 santrifilj ile 9000g'de 1 saat santrifij
edildi. Sipernatan atilch. Tupler 5ml %70 Etanol’de restispanse edilir. +4°C’ de ve 9000g’ de 30
dakikasantriftij edildi. Dikkatli bir sekilde stipernatan uzakl astirildi ve pellet kurutuldu.Kurutulan
DNA pelleti 500ul TE tamponu icerisinde restispanse edildi. Elde edilen plazmid DNA'lar 260
ve280nm’ de saflik ve konsantrasyon 6lgiimii yapildi. Ornekler -20°C’ de saklandi. Restriksiyon

enzim kesimi yapildi.
3.6.5.5. Transfeksiyon

6 kuyulu plateler kullamlarak yapilan deneyde HuH7 hucreleri ekim'den 24 saat sonra
%70 yogunlukta olmasi icin  30x10* hucre/plate olacak yogunlukta ekildi. Ekim’den 24 saat
sonra hicrelerin durumu kontrol edilip ve pCMV6-AC-GFP-LGR5(Origene, PS100010) ve
pCMV6-AC-GFP( Origene,PS100001) plazmit’leri ile transfeksiyon Fugene HD transfeksiyon
kiti kullamlarak (Roche Fugene, 04709705001) asagidaki basamaklar takip edilerek uygulandi.
Transfeksiyona islemine baslamadan 2-3 saat Once transfeksiyon reagent oda sicakliginda
bekletildi ve kullanmadan hemen 6nce 10 saniye voreteks yapilarak karistirildi. Transfeksiyon
kompleks 8ul(transfeksiyon reagent):2ug(DNA) orani kullanarak, FBS icermeyen DMEM ve
DNA karisimt ile yapildi. Hazirlanan DNA: reagent:ortam karisimi 15 dakika oda sicakliginda
inkibe edildi. 1 gin Once ekilmis hicrelerin ortami uzaklastirillip ve iki kere 1x PBS ile
yikadiktan sonra olusturulan karisimdan 200 pl her kuyuya eklendi. Kuyular icerisindeki 200ul
lik solusyon %10 FBS iceren ortam eklenerek normal hacime tamamlandh ve inkubat6rde gerekli

slrelerde inkibasyon yapildi.
3.6.5.5.1. Transfeksiyon Optimizasyonunun Floresan Mikroskobu Kullan:larak Takibi

pCMV6-AC-GFP-LGRS ve aym kdkene sahip mock vektord, sirasiyla LGR5proteininin
C-ucunda ya da yalmz basina 26-28 kD’luk turbo GFP eki sentezlemektedir. Bu turbo GFP
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proteinin floresan mikroskobunda (Olympus, BX61) dalga boyunda gozlenebilmekte aym
zamanda bu proteine kars1 gelistirilen 6zgul antikor kullanmilarak western blotlama yontemi ile
protein diizeyinde izlenebilmektedir.

HuH7 hiicreleri 13x10* ve 6.5x10* hiicre/lkuyu olmak (izere 6 kuyulu hiicre kiilturii
kaplarinda steril kare lameller tizerine ekildi. Ertesi glin %70 yogunluga erisen hiicrelerin ortami
uzaklastinldi, PBS (1X) ile yikamp pCMV6-AC-GFP-LGR5 plazmid ile transfeksiyon yapildi.
Her hangi bir miuamele ile maruz birakilmamis HUH7 ve sadece transfeksiyon kimyasali iceren
HuH7 hucreleri transfeksiyon isleminin negatif kontrolu olarak kullamldi.72 saat dolduktan
sonra transfekte olan HUH7 hicrelerin ortami uzaklastinild, PBS (1X) ile yikamp ve pCMV6-
AC-GFP-LGRS plazmid ile tekrar transfeksiyon yapildi. Diger iki kosulu ise ortamlart 1X PBS
ile yikanarak uzaklastirildi ve %10 DMEM ve traansfeksiyon kimyasali igeren %10 DMEM
eklendi. Hiicreleri 48 saat(6.gun) ve 72(7.90n) saat ikinci transfeksiyondan sonra fikse edilip ve
incelendi. Fiksaasyon yapmak icgin hicrelerin ortam ¢ekildi U¢ kere soguk 1X PBS ile yikama
yapildi. Yikamalardan sonra %4 paraformaldehid/PBS ile 15dk oda sicakliginda hticrelerin
fiksasyonu yapildi. daha sonra paraformaldehiti uzaklastirmak igin U¢ kez soguk PBS ile oda
sicakliginda yikama yapildi. Hucreleri gegirgen(permeabilize) yapmak igcin  PBS icinde
hazirlanan %0.3'luk Triton X-100 (pierece, 28314) soliisyonu ile membran permeabilizasyonu
yapildi. Hucreler 1X PBS ile yikandi sonra 0,1 pg/ml konsantrasyonunda DAPI iceren PBS
soltisyonu ile 45 saniye inkibasyon yapildi, ve yine 3 kere PBS ile yikandi. Lameller 1 damla
floresans “mounting medium” (Dako, S3023) ile lam Uzerine kapatildi ve floresans mikroskopta
(BX) GFP ve DAPI daga boylarinauygun filtreler kullamlarak analiz edildi.
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3.6.6. Transfekte Edilen ve Edilmeyen HCC Hucre Hatlarindan Protein Dulizeyinde LGR5
Ekspresyonun “ Western Blot” Yontemi /le Belirlenmesi

HCC Hiicre hatlan

Total protein eldesi

Total protein

Protein miktarmm belirlenmesi

X ug protein

Proteinlerin elektroforez ile ayridmas:

SD5-Page

PVDF membrana transefr edilmesi

Transer

Primer ve Sekonder Antikor ile blotlama

Blotlama

Kemiliiminesans ile Protein bantlarmm
girintilenmesi

Goriintilleme

Sekil 7. Gen ekspresyonlarindaki degisimin incelenmesi: *’ Western blot’
3.6.6.1. Optimize Transfeksiyon Kosullar:

HuH7 hucreleri kilture edilip %70 yogunluga ulastiklarinda deney baslatilmistir. Deney
sirasinda hticreler tripsin ile kaldirilip, sayilarak, bir sonraki giin %70 yogunluga erisebilecek

sayida kilture edilmistir. Ertesi giin %70 yogunluga erisen hicrelerin ortam uzaklastirilmus,
PBS (1X) ile yikanmus ve transfeksiyon yapilmistir. 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonra total protein
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izolasyonu yapildi. HUH7 hiicre hatti igin 72 saat dolduktan sonra, hiicre at kulttre edilip tekrar
transfeksiyon yapildiktan sonra 7. ve 8. guin protein izolasyonu yapil mistir.

3.6.6.2. Total Protein Lizat: Hazirlanmas:

Optimum slrelerde inktbasyon sonrasinda, buz Uzerine aimnan hicrelerin ortamlar:
uzaklastinlarak soguk PBS ile 2-3 kez yikamaarinin yapilmasinin ardindan 1 ml PBS igerisine
hiicre kaziyicilar (Costar Cell Scraper, 3010) ile kazinip ve 1.5 ml’lik tUpler icerisinde hticreler
toplanmustir.  Hucreleri ¢oktirmek icin 1,500 g'de 5 dk santrifligasyon yapilarak (Eppendorf
Centrifuge, 5415R) slipernatant atilmis ve hticre pelletine hacminin Ug kat1 kadar lizis tamponu
(50 mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, %1 NP-40, 1 yg/ml gorotinin, 1
pug/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM Na3V 04) eklenerek tipler
buz Ustlinde protein ekstraksiyonu i¢in 5 dakikada bir vortekslenerek 45 dakika inkibe edilmistir.
Bu slirenin sonunda hiicre debrislerinin uzaklastiriimasi icin ornekler 15,000 g’ de 15 dk santrifij
edilmistir. Proteinleri igeren siipernatan yeni bir tipe ainmis ve protein miktarimin belirlenmesi

asamasina gegilmistir.

3.6.6.2.1 Protein Miktarlar:n:n Belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmes icin Pierce marka “BCA protein assay kit” (Pierce,
23225) kullamilmigtir. Standart egrinin gizilebilmes igin 0, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ug BSA
(Pierce, 23209) ve elde edilen hucre lizatlann kitin kullanim yonerges dogrultusunda kit
bilesenleri ile hazirlananan 100uL reagen ile 1,5mL ependorflarin igerisinde birlestirilmistir.
Reaksiyonun tamamlanmast icin 60 °C'de 5 dk inkibe edilmistir. Daha sonra protein
konsantrasyonuyla birlikte artan BCA/bakir kompleksi 562 nm'de spektrofotometrik olarak
PICODROP deti (PICOPETO01l) ile olculmustir. Sigir serum  abumini  (BSA)
konsantrasyonlarina bagli olarak ¢ikan olgumler standart grafigin cizilmesinde kullamldi ve
orneklerin bu standart grafige gore ne kadar protein icerdigi “Microsoft Office Excd”
hesaplanmustir.
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3.6.6.3. Protainlerin SDS-PAGE Polikrilamid Jelde Yurttilmes

BioRad mini protein elektroforez sistemi ve jel hacmi (Mini-PROTEAN Electrophoresis
Cdl 165 -3301) kilavuzunda tarif edildigi sekilde hazirlanmistir. LGRS yaklasik 95 KDa ve
LGR5-GFP yaklasik 130 Kda agirliginda proteinler olup ayirmast igin %8’ lik poliakrilamid jelde
yuritalmistir. istifleyici (Stacking) olarak da%5'lik jel kullamlmustir (Tablo 4).

Tablo 4. SDS-PAGE ayristirict veistifleme jel bilesenleri

%8°lik jel (10mL) %5'lik jel {SmL)

dH2 O 4,4 3.4
%30 uk akrilamid 2.7 0,83
1.5 M Tris-Cl, pH 8.8 25 0,63*
2210 505 0,1 0,05
%10 amonywum 0.1 0,05

persulfat

TEMED 0,006 0,005

*%5'lik jel icin 1 M Tris-Cl, pH 6.8 kullaniimustr.

Her bir protein icin optimize edilen miktarda total protein ainmis ve bu proteinlerin
denaturasyonu igin %12(140mM) oraninda DTT (Applichem, A2948,0005 )igeren 4X yukleme
tamponu (Applichem, A3484) ile esit hacimde karistirilarak 95 °C’lik su banyosunda 10dk.
inkube edilmistir. Kaynatilan protein drnekleri yikleme islemine gecilene kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Elektroforez tankinin (BioRad) igerisne Tris-Glisin elektroforez tamponu
(“running buffer”, 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.1 SDS) eklenmis ve jeller uygun olarak
yerlestirildikten sonra ornekler ince uglu pipet uglar ile yuklenmistir. Aym zamanda protein
gocunu izleyebilecek nitelikteki belirteclerden (protein marker) (MBI Fermentas, SM1811 ve
SM0671) 4'er pl yuklenmis ve 70 V’luk gerilim uygulanarak paketleyici jeli gegmesi
saglanmistir daha sonra proteinler ayiristinci jelde 110 V'luk gerilim ile belirteclerin bantlar
acilanakadar yUrutilmustor.
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3.6.6.4. Poliakrilamid Jelde Yurtilen Proteinlerin PVDF Membranlara Transferi ve Membran:n
Bloklanmas

3.6.4.1. Proteinlerin Membrana Transferi

Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam gparatlardan cikartilarak taze hazirlanan
Tris-Glisin transfer tamponu (25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.02 SDS, %10 metanol) igerisine
alinmigtir. PVDF membran (Thermo, TM151.1) 40sn metanol igerisinde bekletilerek porlarinin
acilmast saglanmis ve transfer tamponu igerisine alinmistir. Bu tampon igerisinde bir kaset
icerisine sirasiyla stinger, “Whatmann” kagidi, jel, PVDF membran, “Whatmann” kagidi ve
singer olacak sekilde yerlestirilmistir. Kaset kapatildiktan sonra transfer tankinin igerisine
yerlestirilip, 300 mA’lik akimda 4 saat transferde tutulmustur. daha sonra proteinlerin jelden

Uzerine gectigi membran cikartilmistir.

3.6.6.4.2. Blotlama

Transferden ainan membran kullanilan antikor i¢in uygun bloklama soltisyonu igerisine

alinarak optimize edilen stirelerde +4°C’ de veya oda sicakliginda bloklamaya birakilmustr.

3.6.6.4.3. Primer ve Sekonder Antikorlar

Bloklama sol isyonundan ainan membranlar optimize edilen dilusyonlarda primer antikor
ile muamele edilmistir. Anti-LGR5(Novus,NBP1-40567) , Anti-GFP(Origene, TA150041 )
antikorlar1 kullanmlmistir. Bloklayici gan olarak her antikora uygun %0,1- 0,5 lik Tris-tamponlu-
tuz solusyonu-Tween20 (TBS-T=Tris-Buffered Saline Tween-20) icinde hazirlanmis %5-10
yagsiz sit tozu (NFMP) kullamlmistir. Primer antikor diltsyonlart antikora uygun olarak
optimize edilen konsantrasyonda %6-12 NFMP  %0,5 TBS-T ile yapilip ve inkiibasyonlar: +4°C
de gece boyu olacak sekilde gerceklestirilmistir. Sekonder antikor olarak Pierce firmasinin Anti-
fare (Thermo, 32430) veya anti-tavsan (Thermo, 32460) antikorlart kullamlmustir. Antikorlar
%6-12 NFMP, %05 TBST ile optimize oranlarinda sulandinlarak +4° C, gece boyunca

uygulanmustir. Kullanilan primer antikorlar ve diltsyonlar: Tablo (5) gosterilmistir.
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Tablo 5. Western blottingde kullanilan antikorlar

Primer Antikor Primer Sekonder antikor Sekonder
Antikor Diliisvonu Antikor Diliisyonu
Anti-LGRS 1:200 Anti-Rabbit 1:2300
Knti-+GFP 1:1000 Anti-Mouse 1:5000

3.6.6.4.4. Proteinlerin Membran Uzerinde Saptanmas:

Sekonder antikordan alimp, yikama islemi tamamlanan membranlarin, gorinttlenmesi
icin sekonder antikorlara bagli olan peroksidaz enzimlerinin substratim pargalamas: esasina
dayanan ve sonucta modifiye substrattan olusan kimyasal isimanin film Uzerinde sgptanmasi
temeline dayanan kemoluminisans (Pierce-RPN2108) goruntileme yontemi  kullanilmustir.
Uretici firmanin 6nerdigi seklide hazirlanan karisim membran Ustiine, membrani kaplayacak
miktarda yayilarak 2-3 dk bekletilip, Membranlar 151k gecirmeyen bir kaset icine alindiktan sonra
Uzerlerine kemiliminesansa duyarlt filmler (Kodak, 5256441) koyulup uygun sirelerde
beklenerek protein bantlar1 gorintulenmistir. Filmlerin banyosunda ticari olarak satin ainan
sirast ile gelistirici ve sabitleyici solUsyonlarinda 1'er dakika bekletilerek protein bantlar

goruntilenmistir. Goruntileme islemi karanlik odada yapilmstir.

36.7. LGRS in p-katenin Bagiml: Tcf/Lef Transkripsiyonel Aktivitesi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

2011 yilinda yayinlanan galigmalarda kolon kanserinde LGR5 1n - Wnt/B-kateninin aktive
edebilecegini gostermistir. Calismamizda LGRS 1n HuH7 hicre hattinda bu aktivasyonuda
roltnt tantmlanmas: amaglanmistir(Sekil 8).



HuH7

l Optimize kosullarda transfelksivon

L GES5 eksprese eden

TOP FLASH ve pRLTK transfeksivon
R-spondinl eklemmesi

Hiicereler: liziz edilmesi

Luminometrik &lciim

Sekil 8. Tcf/Lef transkripsiyonel aktivite incelenmesi “Lusiferaz’

3.6.7.1. Lusiferaz Reporter Assay

Caismamizda Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinin belirlenebilmesi icin kullanilan
vektorler Dog.Dr. Aykut Uren tarafindan’dan saglanmistir. HuH7 hiicreleri 5.5x10* hiicre/kuyu
olmak Uzere 12 kuyulu hticre kalttrt kaplarinin tzerine ekildi. Ertesi gin %70 yogunluga erisen
hicrelerin ortami uzaklastirlldi, PBS (1X) ile yikamp ve pCMV6-AC-GFP-LGRS5 plazmid ile
transfeksiyon yapildi. Her hangi bir muamele ile maruz birakilmamis HuH7 ve sadece
transfeksiyon kimyasali iceren HuH7 hticreleri transfeksiyon isleminin negatif kontrolu olarak
kullamldi. 20mM LiCl buyime ortamina eklenerekte Wnt sinya yolaginmin pozitif kontrolu
olarak kullamldi. 72 saat dolduktan sonra transfekte olan HUH7 hicrelerin ortam uzaklastirildi,
PBS (1X) ile yikanip ve pPCMV6-AC-GFP-LGR5 plazmid ile tekrar transfeksiyon yapildi. Diger
U¢ kosulu ise ortamlar1 1X PBS ile yikanarak uzaklastirildi ve %10 DMEM ve transfeksiyon
kimyasal1 iceren %10 DMEM ve 20mM LiCl igeren %10 DMEM eklendi.36 saat ve 60 saat
sonrasinda hicreserin ortamlart 1X PBS ile yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra transfeksiyon

ortamu 5(ul transfejsiyon reagent):2(ug DNA) orant ile hazirlandi. Bu asamada Top/Flash
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plazmiti ve normalizasyonun yapilabilmes icin Renillia (pRLTK) ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 12 saat sonra her iki kosulunda yani 7.gin ve 8.gun sonminda lusiferaz 6lguima
yapildi. R-spondin 1 molekultin LGRS varliginda nasil bir etki yaratigimda incelemek igin
yukarida yazilan islemin aymsi yapildi fakat 6lcimden 12 saat 6nce yani lusiferaz plazmidlerin
transfeksiyonundan hemen sonra 100ng/ml son konsatrasyon olacak sekilde ortama eklendi ve

belirlenen zaman sonunda luminometrik 6lgtim yapildi.
3.6.7.2. Lusiferaz Olgiimii

Belirtilen siire sonunda hticrelerin ortamlar: tamamen uzaklastirildi. 1X PBSileiki kere
yikama yapildi. Hucrelerin tzerine 200ul lizis tamponundan eklendi ve 15 dakika sallamal
karistiricida hticrelerin pargalanmasi saglandi ve 1,5ml’lik ependorflara aktarildi. Ayn tiplere
50pl lusiferaz assay tamponu (LARII) eklendi Gzerine hiicre lizatindan 20 pl eklendi ve 10 saniye
sire ile luminometrik olctim yapildi. Ependorflara 50 pl “’Stop Glo’” sollisyonundan eklenerek
lusiferaz aktivitesi sonlandirildi ve Renillia aktivitesinin baslamas: saglandi. 10 saniye sire ile

[uminometrik olgim yapildi.

3.6.8. LGR5'in Wnt sinyal yolaginda etkisini S-katenin proteinini /mmiinfloresan ile yolu ile
boyanmas

Huh7 hiicreleri 5.5x10” hiicre/kuyu olmak tizere 12 kuyulu hiicre kiltiir(i kaplarinda steril
yuvarlak lameller Uzerine ekildi. Ertess gin %70 yogunluga erisen hucrelerin ortam
uzaklastinldi, PBS (1X) ile yikamp ve pCMV6-AC-GFP-LGR5 plazmid ile transfeksiyon
yapildi. Her hangi bir muameleye maruz birakilmamis Huh7 ve sadece transfeksiyon kimyasali
iceren Huh7 hicrelen transfeksiyon isleminin negatif kontrolt olarak kullanildi. 20mM LiCl
blyUime ortamina eklenerekte Wnt sinya yolaginin pozitif kontrolt olarak kullanildi. 72 saat
dolduktan sonra transfekte olan Huh7 hicrelerin ortam uzaklastirildi, PBS (1X) ile yikamp ve
pPCMV6-AC-GFP-LGRS plazmid ile tekrar transfeksiyon yapildi. Diger t¢ kosulu ise ortamlar
1X PBS ile yikanarak uzaklastirildi ve %10 DMEM ve traansfeksiyon kimyasali iceren %10
DMEM ve 20mM LiCl iceren %10 DMEM eklendi. Hicreler 48 saat(6.gln) ve 72(7.gln) saat
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ikinci transfeksiyondan sonra fikse edilip betakatenin boyamas: yapildiktan sonra incelendi.
Fiksasyon yapmak icin hicrelerin ortam ¢ekildi U¢ kere soguk 1X PBS ile yikama yapildi.
Yikamaardan sonra %4 paraformaldehid/PBS ile 10dk oda sicakliginda hiicrelerin fiksasyonu
yapildi. daha sonra paraformadehid’l uzaklastirmak igin ¢ kez 100mM glycine iceren soguk
PBS ile oda sicakliginda yikama yapildi. Hicreleri gegirgen (permeabilize) yapmak icin PBS
icinde hazirlanan %0.3'[uk Triton X-100 soltsyonu ile 3dk membran permeabilizasyonu yapildi.
Daha sonra %20 FBS igeren PBS ile hicreler 20 dk inkibe edilerek bloklama islemi yapildi.
Ortam uzaklastinldi ve 1X PBS ile 3 kez 5'er dk yikandi. B-katenin antikoru (Santa Cruz-7963)
1/100 oranlarinda %2 FBS iceren PBS-T(%0.5) icinde dille edildi ve lamellerin Gzerine
eklenerek ici 19ak havlu yerlestirilerek nemlendirilmis bir kap icerisinde 1 saat oda sicakliginda
inkube edildi. inklbasyon sonrasi antikoru uzaklastirmak icin 6 kez 5er dk %0.5 PBS-T ile
yikama yapildi. Sekonder antikor(Alexa 555 Invitrogene A-21206) dilisyonu 1:6000 olarak
kullarildi ve bu antikor da yine %2 FBS iceren PBS-T sollisyonu icerisinde hazirlandi,ve 30 dk oda
sicakliginda nemli ortam da inkibe edildi. Sekonder antikor muamelesinden sonra 10'ar dk 6 kez
PBS-T ile yikamalar yapildi. Daha sonra 0,1 ig/ml konsantrasyonunda DAPI igceren PBS sollisyonu
ile 45 saniye inkubasyon yapildi, ve yine 2-3 dk PBS ile yikandi. Lameller 1 damla floresans
“mounting medium” (Dako, S3023) ile lam Uzerine kapatild: ve floresans mikroskopta GFP ve Alexa
555 ve DAPI dalga boylarina uygun filtreler kullanmlarak analiz edildi.

3.6.9. Elektronik Algilamaya Bagl: Gercek Zamanl: Hicre Adezyonu ve Cogalmasinin

Incelenmesi

Bu islem xCEL Ligence-Roche Applied Science cihazi kullamlarak gerceklestirildi. HUH7
hiicreleri 13x10* hiicre/plate olmak (izere 35mm'lik hiicre kiltiirii kaplar Uizerine ekildi. Ertesi
gun %70 yogunluga erisen htcrelerin ortam uzaklastinldi, PBS (1X) ile yikanip ve pCMV6-
AC-GFP-LGR5 plazmid ve pCMV6-AC-GFP mock ile transfeksiyon yapildi. Her hangi bir
muamele ile maruz birakilmamis HuH7 ve sadece transfeksiyon kimyasali iceren HuH7
hiicreleri transfeksiyon isleminin negatif kontrolu olarak kullanldh. ilk transfeksiyondan 72 saat
sonra cihaza ait olan E-plate’lere ortam koyularak bir saat inkiibasyon yapildi. inkibasyondan
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hemen sonra her kuyuya 5000 hiicre ekildi ve cihaz baslatildi. Bu islemden 24 saat sonra
tekrardan transfeksiyon yapilip diger iki kosulun ortamlari yenilenerek gercek zamana bagl

olarak 120 saat sire ile inceleme yapildi.

3.7. Arastirmanin Planm ve Takvimi

Tez

calismas:t i¢in yapilan arastirma plan asagidaki

tablolastirilmistir (Tablo 7).

Tablo 6. Arastirmaplam

Tum HCC' lerde LGRS gen ekspresyonlar: analizler

2010 | LGRS geninin tiimiiniin pFLAG-CMV vektori igerisine klonlanmast

Subat- | igin:

Ardik | LGRS tiim gen (2886bp) amplifikasyonunun optimizasyonu(cok sayida
farkl1 sistem kullanilmasina ragmen amplikon elde edilemedi ve
“origene” firmasinda L GRS iceren pCMV6-AC-GFP-L GR5 vektorl ve
mock kontrol U satin aindi)

Plazmidlerin ¢cogatilmasi ve transfeksiyon optimizasyonlarinin
tamamlanmasi

é%i LGRS varliginabagli olarak biyolojik davrans degisikliklerinin analizi

Aralik LGRS Igr5in Wnt/B-katenin yolagin regile edici roltint aydinlatimlas
icin Tcf/Lef aktivite andlizleri

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

sekilde

Veriler istatistiksel program olan Graphpad Prism 51 kullanilarak ANOVA tesi araciligi ile

analizlenmistir.
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3.9. Arastirmanmn Sinir hiklari

Ticari olarak satilan Anti-LGRS5 antikorlar literatirde kullaniima hentiz tam olarak
girmemesine nedeniyle ile bu ¢alismada Ug farkli firmanin antikoru kullammustir. Buna ragmen
kaliteli bir LGR5 Western Blot sonucu elde edilememistir. Sorun nedeniyle overeksprese
ettigimiz kosullarda LGRS Tag'ini tamyan Anti-tGFP antikoru kullaniimistir. Bu sebeplerden

dolay1 insan ve hayvan dokularinda bu molekilin varligi incelenememistir.
3.10. ETIK KURUL ONAYI
Bu calisma Dokuz Eylul Universitesi Girisimsel(Invaziz) olmayan Kilinik Arastirmalar

degerlendirme komisyonu tarafindan 26 Mayis 2010 tarih ve 38-10C/2010 Protokol numarasi ile
onaylanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. HCC Hucre Hatlarinda Basal L GR5 Ekspresyonu

Norma kosullarda kultire edilen HCC hicre hatlarinda LGR5 ekspresyonunu transkript
duzeyinde inceleyebilmek Uzere, 9 farkli HCC hicre hatti (SNU398, SNU-475, SK-Hepl,
HepG2, PLC, Mahlavu, Hep3B, SNU449, HuH7) kullamlmistir. Buna gore, LGR5’in HepG2,
PLC, Hep3B, HUH7 hiicre hatlarinda belirgin sekilde digerlerinde ise var/yok seklinde eksprese

oldugu gozlenmistir (Sekil 9) (Kunter 1. yayinlanmamus veri).

- - = LGRS

Sekil 9. Tum HCC hucre hatlarinda, transkript diizeyinde LGRS ekspresyonlari. GAPDH esit

yukleme kontrolt olarak kullanilmustr.

Literatlrde gOsterilen, Wnt sinyal yolaginda aktive edici mutasyonlarin oldugu HCC
dokularindaki LGRS ekspresyonundaki artisa uyumlu olarak, ¢alismamizda B-katenin delete
formunu iceren HepG2, Axin 1 mutasyonu igeren PLC/PRF/5 hiicrelerinde ve bazal Tcf/Lef
aktivites diger hicre hatlarina gore fazla olan Hep3B ve HuH7 hiicrelerinde LGR5 ekspresyonu
transkript diizeyinde diger hiicrelere gore yiksek oldugunu belirlenmistir (Tablo 7).



Tablo 7. HCC hiicre hatlarindaBCAT ve AXIN mutasyonlari ve Tcf/Lef

transaktivasyonu®8>87

4.2. HUH7 Hiucre Hattinda Lityum Etkisinde LGR5 Ekspresyonu
Onceki calismaarimizda, Huh7 hiicrelerinde LiCl araciligla olusturulan hiicre dongiisii

arresti sonrasinda, genom dizeyinde transkripsiyonlar: degisen genler mikroarray yontemi ile
analiz edildiginde, kontrole gore en cok LGRS geninin arttigi bulunmustur (G.Karakulah Y iksek
Lisans Tezi). Bu veri bize LGRS 1n HCC proliferasyonunda rolti olabilecegini disUndirmustir.
Tez kapsaminda LGR5'1n transkripsiyonel degisimi mikroarray verisini konfirme etmek

amaciyla alternatif bir yontem olan semi kantitatif RT-PCR ile ve protein diizeyinde degisim ise
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Western Blotlamaile incelenmistir. inceleme sonrasinda LiCl etkisiyle Huh7 hiicrelerinde L GR5

geni hem mRNA hem de protein diizeyinde artig1 belirlenmistir (Sekil 10).

Lityum
- +
-
Transkiript
.
. LGRS
Protein
Kalneksin

Sekil 10. HuH7 hicrelerinde LiCl varliginda, transkript (MRNA) ve protein dizeylerinde LGR5
ekspresyonunun artisi

4.3.HuH7 Hucrelerinde LGR5’in Ektopik Olarak Overeksprese Edilmesi

HuH7 hicreleri transfeksiyon optimizasyon deneyleri yapildiktan sonra segilen
transfeksiyon kosullarinda gegici olarak pCMV6-AC-GFP-LGR5 ve mock pCMV6-AC-GFP
plazmitleri ile ayrn ayn transfekte edilmistir. LGRS transfeksiyonu yapilmamis parental HUH7
hicre hatti ve mock plazmiti ile transfekte edilen HuH7 hticreleri, LGRS eksprese etmezken |,
pPCMV6-AC-GFP-LGRS plazmiti ile transfekte edilen HuH7 htcrelerinin LGR5'i RT-PCRile
MRNA dlzeyinde eksprese ettigi gosterilmistir. RLP4A1 cDNA'ss c¢cDNA miktar kontrolt
amaciyla kullaniimustir (Sekil 11A). Yine, LGRS igcermeyen mock pCMV6-AC-GFP plazmiti
ile transfekte olan ve HUH7 hicre hatinin kendisi L GR5 eksprese etmezken , pCMV6-AC-GFP-
LGR5 plazmiti ile transfekte edildikten sonra HuH7 htcrelerlerin - LGRS proteinini
overeksprese ettigi turbo GFP proteinine karsi gelistirilen antikor kullanilarak Western Blot
yontemi ile gosterilmistir. Burada kalneksin esit yikleme kontrold igin kullanilmstir (Sekil 11B).
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Ektopik olarak pCMV6-AC-GFP-LGR5 plazmiti kullanilarak LGRS ekspresyonu saglanmis
olan HuH7 hucrelerinde plazmit tarafindan Uretilen LGRS’in N-terminaline takili olan GFP
floresan mikroskopunda gozlenmistir (Sekil 11C).

- -+ - + - + - + - -+ -

pCMVE-AC-GFP-LGRS

LiCl
= = = = = = = = = = +

- ——— - e e - -

Overekspresyon siresi (Saat)
pCMVE-AC-GFP-LGRS

pCMVE-AC-GFP

LGRS-GFP

Kalnekin

C)
Sekil 11. A) HuH7 hticrelerinde gecici transfeksiyon ile LGRS ‘in RNA seviyesinin artisi. B)
HuH7 huicrelerinde gegici transfeksiyon ile LGRS ‘in protein seviyesinin artisi. C) a)Atasal
HuH7 hicresi, b) ekzojen olarak LGR5 eksprese eden hiicrelerde GFP ekspresyonu, DAPI,
cekirdek boyamasi mavi renkle gozlenmektedir.



44 LGR5 Overekspresyonunun HuH7 Hicre Hatinda Yarattigi Biyolojik Davrams
Degisimleri
4.4.1 Hucre Adhezyonuna Etkisi

HuH7 hicrelerinde LGR5 overekspresyonu sonrast XCelligence cihazi ile gerceklestirilen
adezyon deneyinde LGRS varligimin 6 saatlik hiicre adezyonu tzerinde her hangi bir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak, mock plazmidi igceren hiicreler ve LGR5 overeksprese eden
hiicrelerin, Wnt/B-katenin sinyal yolaginm tetikleyen her hangi bir indiksiyon olmadan 0.dakika
ile 240. dakika arasinda aym diizeyde ylzeye yapisma yetenegine sahip olduklari gosterilmistir
(Sekil 12).
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Sekil 12. HUH7 hicrelerinde LGR5 overekspresyonun hiicre adezyonunaetkisi.



4.4.2 Hicre cogalmasina Etkisi

HuH7 hicrelerinde LGR5 overekspresyonu sonrast XCelligence cihazi ile gerceklestirilen
proliferasyon deneyinde her hangi bir indiksiyon yapmadan, LGRS varliginin proliferasyona
etkisi gercek zamanli olarak izlenmistir (Sekil13). 24.saaten 72.saate kadar elde edilen degerler
gercek zamanli dogrusal grafik incelendiginde, Wnt/B-katenin sinyal yolagini tetikleyen Wnt3a
ve R-Spondin indiksiyonu yapilmadan, LGR5 overeksprese eden pCMV6-AC-GFP-LGR5
plasmiti ile transfekte kosulun bos plazmit pPCMV6-AC-GFP kosuluna gore proliferasyonu
anlaml1 dizeyde baskilachgr gozlenmemektedir. Degerler incelendiginde 48.saaten baglayarak
Ozellikle 72.satte olmak Uizere, LGR5 overeksprese eden kosulda mock kontrole karsi baskilanma
gbzlenmektedir fakat bu istatilsel olarak anlamli diizeyde bulunmamaktadir. (Sekil 14 ).
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Sekil 13. HuH7 hucrelerinde LGR5 overekspresyonun farkli zaman araiklarinda hicre
cogamasina etkisi.
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Sekil 14. Gergek zamanli hiicre gogalmasi

4.5. LGRS Sinyalizasyonu

LGR5 reseptorunin membranda yerlestigi  bilinmesine ragmen HCC'de nasil bir
sinyalizasyonda rol oynadig: bilinmemektedir. Bir Wnt hedef geni olan LGR5’in aym zamanda
Wnt sinyalinin hicre icerisine iletilmesinde bir aract molekul olup olmadiginin arastirmak
amaciyla, LGRS over eksprese edilen hicrelerde hicbir indiksiyon olmayan kosulda atasal ve
mock kontrollerine gore, p-katenin nikleer lokaizasyon degisimleri immun floresan boyama
yontemi kullanilarak incelenmistir.Y apilan incelemeler sonunda, hem atasal Huh7 hemde LGR5
overeksprese Huh7 hicrelerinde nukleer B-katenin’e rastlanmamustir. Buda bize, LGR5’in bu
hicrelerde tek basina, yani indikleme olmadan Wnt/ B-katenin’1 aktive edemedigini gostermistir.
Sekil 15.de LGRS overeksprese eden Huh7 hiicrelerinde B-katenin boyamasi gorilmektedir.
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LGRS B-Catenin DAPI Merge

Sekil 15. HuH7 hicrelerinde LGRS overekspresyonunun B-katenin’in  htcre igi
yerlesmesinde rolti &) Ekzojen olarak LGR5+GFP ekspresyonu, b) p-Katenin ekspresyonu, c)
Cekirdek boyamasi, d) Merge gorunti

4.6. LGR5/Wnt3a/R-Spondin Sinyalizasyonu

Literatirde oldukca yeni tammlanan R-Spondinl, Wnt/B-katenin sinyal yolagim Wnt3a
varliginda LGRS ile sinerjistik sekilde aktive edebilen LGRS ligant adaylarindandir. HCC' de
bu sinyalizasyonun velveya komponentlerinin nasil calistigim arastirmak Uzere, ilk olarak,
Wnt3anin atasal Huh7 hicrelerinde  Wnt/B-katenin sinyalizasyonunu dolayisiyla Tcf/lef
aktivitesini hangi konsantrasyonda ve hangi saatte en fazla arttirdig1 tespit edilmistir. En fazla
artis 80ng/ml Wnt3a konsantrasyonunda ve 12. saat’in sonunda gézlenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Atasd HuH7 hicrelerinde, farkli Wnt3a konsatnrasyonlarinin, farkli zaman
araliklarinda, Tcf/Lef aktivasyonu tzerine etkileri.
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ikincil olarak, LGR5 overeksprese eden hiicrelerde, Wnt3a indilksiyonunda, farkli R-Spondinl
konsantrasyonlarinin, Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesine olan etkileri incelenmistir. Buna gore,
pPCMV6-AC-GFP-LGRS plazmit vektoril ile gegici transfeksiyon yoluyla LGR5 overeksprese
edilen HuH7 hicrelerinde, 5ng/ml R-Spondinl, Wnt3a varliginda, Wnt3a olmayan kontrole
gore, Tcf/Lef aktivitesim yaklasik 13 kat daha fazla artirmistir. Bagka bir deyisle, tek basina R-
Spondinl LGRS varliginda Wnt3a olmadan Tcf/Lef  aktivasyonunu anlamli sekilde
degistirmemektedir (Sekil 17).
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Sekil 17. LGR5 overeksprese edilmis HuH7 hicrelerinde, farkli  R-Spondinl
konsatrasyonlarinin, optimize Wnt3a varliginda ve yoklugunda Tcf/L ef aktivasyonuna etkileri

Son olarak, Huh7 hicrelerinde, LGR5’'in - Wnt3a/R-Spondinl sinyalizasyonunda  etkisi
arastinlmistir. Bunun igin, pPCMV6-AC-GFP-LGR5 plazmit vektort ve/veya pCMV6-AC-GFP
bos vektor ile gegici transfeksiyon yapilan Huh7 hiicreleri ve atasal huicrelerde, Wnt3ave/veya R-
Spondinl’in tek baslarina ve birlikte Tcf/Lef aktivasyonuna etkileri incelenmistir. Atasal HUH7
ve mock plazmit ile transfekte olan HuH7 hucrelerinde, R-Spondinl tek basina Tcf/Lef
transkripsiyonel aktivitesini artirmazken, Wnt3a tek basina Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinin
artisina sebep olmustur. Ayrica Wnt3a ve R-spondinl ikisi bir arada olduklari durumda Tcf/Lef
transkripsiyonel aktivites daha da artmistir. LGRS overeksprese eden HuH7 hicrelerinde de



Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinin sonuglari, atasal Huh7 ve HuH7 mock hicreler ile
benzerlik gostermektedir. Bu deney bize LGRS overekspresyonunun higbir indiiksiyon olmayan
(DMEM) kosullarda atasal ve bos plazmit kontrollerine gore Tcf/Lef aktivasyonunu yani Wnt/j-
katenin sinyalizasyonunun uyariimas: Uzerine etkisi olmadigim gostermistir. Dolayisiyla sonug
olarak, L GR5 overekspresyonunun, Huh7 hicrelerinde Wnt3a/R-Spondinl tarafindan tetiklenen
kanonikal Wnt aktivasyonunda roll olmadigi, bunun yamsira R-Spondin’in, kanonikal Wnt
aktivasyonunda, Wnt3a nin etkisini arttirici rolti oldugu bulunmustur(Sekil 18).
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Sekil 18. HUH7 hicrelerinde LGRS’ in Wnt3a/Rspondinl sinyalizasyonunda etkisi

4.7. LGR5/R-Spondin 1/Wnt3a Sinyalizasyonun Hiicre Cogalmasina Etkisi:

HuH7 hicrelerinde LGR5 overekspresyonu sonrast MTT kit ile gergeklestirilen proliferasyon
deneyinde, Lgr5in Wnt3ave R-Spondinl varliginda 24, 48, 72 saatlik stirel erde proliferasyona
etkisi incelenmistir. LGR5 overeksprese hiicrelerde bos vektor kontroltine gore, Wnt3a ve/veya
R-Spondinl'in tek baslarina, birarada ya da hi¢ olmadiklart durumlar arasinda htcre

proliferasyonundabir degisimin olmadig: gozlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. LGRS overekspre Huh7 ve bos vektor iceren Huh7 hticrelerinde, R-Spondinl/Wnt3a'in
birarada, ayr1 ayrn ve hi¢ olmadig1 kosullarda hiicre cogal mas: degisimleri
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5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgitiniin verilerine gore, 2008 yil1 itibar: ile Dinyada her yil yaklasik
700 bin yeni karaciger kanseri olgusu tanimlanmakta ve bu hastaarin yaklasik 690,000’
Olmektedir. Karaciger kanseri Pankreatik duktal adenokarsinom’dan sonraikinci 6limcul kanser
turd olup, karaci ger kanseri hastalarinda5 yillik sagkalim, 2007 rakamlarina gére ABD' de % 9.9,
Avrupaulkelerinde % 6.2 oramndadir.

HCC karaciger kanserinin en sik gorulen formu dur ve tim karaciger kanserlerinin, %
85'ini olusturur. Guiniimtizde radika transplantasyon cerrahis disinda HCC' nin bilinen basarili
bir tedavisinin olmayis1 HCC'de tedavi hedefi olabilecek yeni molekiler mekanizmalarinin
arastinlmasim ve bunlara bagli hedeflerin bulunmas: gerekliligini 6ne gikarmaktadr.

Dokuz HCC hcre dizisi kullanilarak yapilan daha 6nceki ¢calismalarimizda LiCl’un tim
bu hicrelerin proliferasyonlarinda % 90 ila % 60 araliginda olmak Uzere, farkli duzeylerde
proliferasyonu inhibe ettigi bulunmustur®. Sonrasinda en cok LiCl-bagimli proliferasyon
inhibisyonunun gordldiugl HuH7 hticre dizisinde yapilan mikroarray analizlerinde de, kontrole
gore en fazla mMRNA diizeyinde ekspresyonu degisen genin LGRS oldugu tespit edilmistir. Bu
veriler ek olarak Son yillarda LGR5 geninin bagirsak kok htcrelerinin  gogalma ve
farklilasmasindaki tanimlanan rolleri bize HCC' lerde de bu gen trinuniin hiicre proliferasyonu
ile iligkili olabilecegini diusundirdd. Sonu¢ olarak, LGR5 in HCC hicre proliferasyonunda
Ustlendigi gorevinin aydinlatiimasi ve kanser hiicre davramslarim nasil etkilediginin anlasilmasi
0Ozellikle sonrasinda bu molekile kars1 cok 6zguin diizenleyicilerin Uretilmesini saglayabilir.

Bu tez kgpsaminda, ilk olarak laboratuvarimizda bulunan tim HCC hicre dizilerinde
LGR5 gen ekspresyonunu belirlenmeyi ve sonrasinda LGRS ekspresyonunun hicre
proliferasyonundaki onemini aydinlatmay: amaglandik. Bu amagla literatlirde gosterilen, Wnt
sinyal yolaginda aktive edici mutasyonlarin oldugu HCC dokularindaki LGRS ekspresyonundaki
artisa uyumlu olarak, bizde p-katenin delete formunu iceren HepG2, axin 1 mutasyonu iceren
PLC/PRF/5 hucrelerinde ve bazal Tcf/Lef aktivites diger hiicre hatlarina gore fazla olan Hep3B
ve HuH7 hicrelerinde LGRS ekspresyonu transkript dizeyinde diger hicrelere gore yuksek
oldugunu gosterdik”®’"", Bu bulgular Hirohashi ve ark.nin yayinladig: 38 adet HCC dokusunda
norma olan dokulara gore RNA dizeyinde LGR5 ekspresyonunu fazla oldugunu gosteren
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calisma ile uyumludur. Ayni ¢alismada LGR5+ olan dokularda %87 gibi yiksek bir oranda f3-
katenin artinci mutasyonun oldugu bulunmustur. Fakat bu caismada HCC'de LGR5
ekspresyonunun direk Wnt/B-katenin aracilikli kontrol edilip edilmedigi ve biyolojik rolintn ne
oldugu tanimlanmamistir. Yine, heniiz ticari olarak satilan LGR5'e spesifik iyi bir antikor
olmadigindan LGR5’in ekspresyonunu protein diizeyinde gosteren yayinlanmis ¢alisma sayisi
cok azdir. Dokuz adet HCC hicre dizisinde yaptigimiz analizlerde, LGR5 mRNA duzeyinde
ekspresyonunun fazla oldugu hicre dizilerinin olusturdugu grubun, daha ©nce iginde
bulundugumuz bir calismada da gosterildigi gibi”, dahainvaziv karakterde ve hepatik kanser kok
hiicre iceren hiicre hatlarindan olusmast dikkat gekici bir sonugtu. Literatlirde, son yillarda HCC
doku ve hicre hatlarinda iki grup tanimlanmistir. Bunlar, invaziv ve nude farelerde yeniden
tumor baslatma kapasitesine sahip hepatik kok htcremsi (CK19+/CD133+/EpCAM+/AFP+)
linvazif karakterde olan HCC'ler ve olgun hepatosit benzeri fenotipe sahip, nude farelerde
yeniden timér baslatma kapasitesine sahip olmayan HCC' lerdir ©. Bu tez kapsaminda da LGR5
ekspresyonu fazla olan hiicre hatlarinin (HuH7, PLC/PRF/5, ve Hep3B) epitelyal karakterde (E-
kadherint) ve hepatik kok htcre grubu iceren (EpCAM+/AFP+/CK19+) hicreler oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla LGR5'1n neden bu grupta daha fazla eksprese oldugunu anlamak, bize
ileride LGRS 1n HCC'ye 6zel bir kanser kok hticre belirteci olma potansiyelini test etmek ve
boyle ise bu molekile kars: inhibitor gelistirerek karaciger kanser kok hucrelerin aktivasyonunu,
yani tumor olusturmal arini engellemeyi saglayacaktir.

Ayni zamanda literatlirde ¢zellikle kolon ve ince bagirsakta kriptik villuslar igerisinde
LGR5" hiicrelerin bagirsak villtisu kok hiicresi ve kanser kok hiicre kaynagini olusturmas: bize
LGR’in karaciger kok hicre aktivasyonundarol i ol abilecegini disundurmustar.

Literatirde LGR5'in yarattigi biyolojik etkileri aydinlatmak icin yeterince ¢alisma
olmamasina karsin LGR5’in adezyon Uzerine etkisini arastiran tek calismada LGRS in adezyonu
pozitif olarak regiile ettigi bulunmustur™. LGR5 ekspresyonu baskilandiginda invazyon ve
yapisma bagimsiz blydmenin arttigi, LGRS ekspresyonu artirildiginda ise adezyonun arttigin
Oyleyen bu calismaya karsin ¢alismamizda Wnt/B-katenin sinya yolagin tetikleyen her hangi
bir indiksiyon yapilmadan LGR5 in HCC'de biyolojik davranig olarak adezyonu
degistirmedigini ortaya koyduk.
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Buna ek olarak farkli calismalarda LGR5 in kanserlesme siirecinde timorogenik roller
oynadigim gosteren calismalar meveuttur®. Ozellikle ince bagirsakta yapilan calismalardan,
Ki67 ve PCNA gibi proliferasyon belirtegleri ekprese etmeyen ve villts butinlGgini korumak
icin sadece gerekli durumlarda boltnen hicrelerde LGRS expresyonunun oldugunu gosteren
caligmalar ve kolorektal kanser hiicre hatlarinda LGRS susturulmasinin koloni sayisimi artirdigin
ortaya koyan calismalar, LGR5'in proliferasyondanegatif rol oynadigini diistindiirmuistir 208,
Bu calismada yapilan gergek zamanli hicre proliferasyon anaizinde Wnt/B-katenin sinyal
yolagini tetikleyen her hangi bir induksiyon yapilmadan LGRS eksprese etmeyen bos vektorin
kullanildig1 kosul ile LGRS overeksprese eden kosul arasindaistatistiksel olarak anlamalt bir fark
bulunamadi. LGR5 hicrelerde overeksprese edildigi halde bu reseptoriin proliferasyon ve/veya
benzeri biyolojik davraniglan tetikleyici sinyaizasyonu baslatabilmes icin ligandinin ortamda
olmast gerekmektedir. Dolayisiyla tuim bu deneylerin LGRS icin tammlanan Wnt3a ve/veya R-
Spondinl ile birlikte tekrarlanmasi Onemlidir. Bunun yanmisira, LGR5 overeksprese eden
hicrelerin populasyon igerisindeki oraninin artirilmasi, degisen biyolojik yaniti gozlemlememiz
icin gerekli diger bir gerekliliktir. Ilerleyen donemlerde LGRS overekspresyonunun proliferasyon
Uzerindeki etkisinin diger konvansiyonel proliferasyon anaiz yontemleri kullamlarak da
arastirilmast planlanmaktadir.

Son bir yilda, literattire arka arkaya giren U¢ yayinda, LGR5 ve ayni protein ailesinden
olan LGR4’Un, R-Spondin reseptodrt gibi davranarak, Wnt/p-katenin sinyalini indukledikleri
bildirilmistir®*®. Ayrica bu caismalarda, R-Spondin ailesinin LGR4 ve LGRS ile fiziksel
etkilesiminin olmasi ve fiziksel baglantinin gergeklesmesi durumda birlikte internalize olduklar
ve Wnt3a varliginda R-Spondinin olusturdugu Tcf/Lef aktivitesindeki artisin LGRS varliginda
daha da fazlalastigi gosterilmistir. Baska bir deyisle bu caismaarda kullanilan HEK293T
hiicrelerinde R-Spondin ailesinin Wnt sinyalini artirma yonundeki potansiyeli LGR4 ve LGR5
seviyesi ile belirlenmekle beraber maksimum Tcf/Lef aktivites Wnt3a ve LRP6 seviyesine
bagiml1 oldugu sdylenmistir. Bu tez kapsamindaise, Wnt3a nin olmadig: kosullarda R-Spondin-1
in LGRS overeksprese eden HuH7 hicrelerinin atasala gore Tcf/Lef aktivitelerinde bir degisime
neden olmadhigini gbzlemledik. Wnt3a tek basina ise parental HUH7 ve LGRS overeksprese eden
HuH7 hicrelerin Tcf/Lef aktivitelerinde aynt miktarda artisa neden oldugunu saptadik. Fakat
atasal HUH7 ve LGRS overeksprese eden HuH7 hicrelerinde Wnt3a ve R-Spondinl bir arada
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olduklart zaman Tcf/Lef aktivitesini hem DMEM kontrole hem de Wnt3a tek basina kosullarina
karsin ciddi miktarda arttirmistir. Amabu artis atasal HUH7 ve LGRS overeksprese eden HUH7
hicrelerindekine benzerlik gostermektedir. Dolayisyla literatirde tammlanan LGR5/R-Spondin
bagimli Tcf/Lef aktivites: kontroltinun, HCC hticrelerinde Wnt3a bagimli olma olasiligi oldukga
yiksektir. ileri caismaanmzda ise Wnt3a varhiginda LGR5/R-Spondin bagimli Tcf/Lef
aktivites deneylerini yapmak onemlidir.



6. SONUC VE ONERILER

Caismamiz kapsaminda elde edilen sonuglar asagidaki sekilde Ozetlenebilir,

1. LGRYS'in, inceledigimiz dokuz HCC hicre hattindan (SNU398, SNU-475, SK-Hepl,
HepG2, PLC, Mahlavu, Hep3B, SNU449, HuH7), yalnizca iyi diferansiye , hepatik
kanser kok hiicre (HpCSC) 6zelligi gosteren ve epitelya kokenli olanlarinda (HepG2,
PLC, Hep3B, HuH7) yuksek dizeyde eksprese oldugu, digerlerinde ise yok/dustk
seklinde bulundugu tespit edilmistir.

2. LGR5 overeksprese eden HuH7 hicrelerinde de Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinin
sonuglari, atasal Huh7 ve HuH7 mock hticreler ile benzerlik gostermektedir. Bu da bize
LGRS overekspresyonunun higbir indiiksiyon olmayan (DMEM) kosullarda atasal ve bos
plazmit kontrollerine gore Tcf/Lef aktivasyonunu yani Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun
uyarilmasi Uzerine etkisi olmadiginm gostermistir.

3. Atasal HUH7 ve mock plazmit ile transfekte olan HuH7 hicrelerinde, R-Spondinl tek
basina ve LGRS ile bir arada oldugu durumda, Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesini
artirmazken, Wnt3a tek basina Tcf/Lef transkripsiyonel aktivitesinin artisina sebep
olmustur. Ayrica Wnt3a ve R-spondinl ikisi bir arada olduklari durumda Tcf/Lef
transkripsiyonel  aktivites daha da artmustir. Dolayistlyla sonug olarak, LGR5
overekspresyonunun, Huh7 hicrelerinde  Wnt3a/R-Spondinl tarafindan tetiklenen
kanonikal Wnt aktivasyonunda rolt olmadigi, bunun yanisira R-Spondin’in, kanonikal
Whnt aktivasyonunda, Wnt3a nin etkisini arttirici rolt oldugu bulunmustur.

4. B-katenin’in nukleer lokalizasyonu LGRS overeksprese eden ve etmeyen hicreler
arasinda her hangi bir farki olmadigi gézlendi. Bu sonuca dayanarak, tek basina LGR5
ekspresyonu olmasi, B-katenin’in nukleusta birikmesi icgin yeterli degildir denilebilir. Bu
sonug Tcf/lef transkripsiyonel aktivitesinde artis olmamasini da agiklamaktadhr.

5. pPCMVG6-AC-GFP-LGR5 vektori kullanarak gecici transfeksiyonu yolu ile LGR5
ekspresyonu  arttinlan  Huh7  hicreleri, mock ve parentad hicreler ile
karsilastirildiklarinda, gergek zamanli proliferasyonlar agisinda anlaml: duizeyde farklilik
gostermemislerdir. Fakat LGR5’in reseptori oldugu disunilen Wnt3a velveya R-
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Spondinl indiksiyonunda proliferasyonu etkileme olasiligi halen vardir. Bunun
denenmesi gereklidir.

. LGRY'in, insan ve/veya hicre hatlarindan izole edilen EpCAM, CK19 gibi kok hicre
belirteclerini tasiyan hiicrelerde digerlerine gbre LGRS ekspresyonlarinda farklilik olup
olmadig: arastirimalidir.

. LGRY'i dabil olarak overeksprese etmek velveya bazal dizeyi yiksek olan bir hicre
hattinda susturarak, Wnt3a/R-pondin aracilikli sinyalizasyonu tetikleyerek proliferasyona
olan etkileri arastirilmalidir.
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