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KISALTMALAR

EGF: Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor)

EGFR: Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (Epidermal Growth Factor Reseptor)
PDGEF: Platelet Tiirevli Bliylime Faktorii (Platelet —Derived Growth Factor)

PDGFR: Platelet Tiirevli Biiylime Faktorii Reseptorii (Platelet —Derived Growth Factor
Reseptor)

EGR1: Early Growth Response-1

HCC: Hepatoselliiler Karsinoma (Hepatocellular Carcinoma)

HBYV: Hepatit B Virusu (Hepatitis B Virus)

HCV: Hepatit C Virusu (Hepatitis C Virus)

HSPG: Heparan Siilfat Proteoglikanlar

PKA: Protein Kinaz A (Protein Kinase A)

PKC: Protein Kinaz C (Protein Kinase C)

TGF: Transforme-edici Bilytime Faktorii (Transforming Growth Factor)

TNF: Tiimor Nekrozis Faktorii (Tumour Necrosis Factor)

NGEF: Sinir-hiicresi Biiyiime Faktorii (Nerve Growth Factor)

HGF/SF: Hepatosit Biiylime Faktorii/Sa¢ilim Faktorii (Hepatocyte Growth Factor/Scatter
Factor)

SPH: Serin Proteinaz Homoloji (Serine Proteinase Homology)

MSP: Makrofaj Uyarici Protein (Macrophage Stimulating Protein)

PLC: Fosfolipaz C (Phospholipase C)

pRB: Retinoblastom Proteini (Retinoblastoma rotein

CDK: Siklin Bagimli Kinaz (Cyclin Dependent Kinase)

AFP: Alfa Fetoprotein (Alpha-feto protein)

VEGEF: Vaskular Endotelyal Biiytime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor)
VEGFR: Vaskular Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii (Vascular Endothelial Growht

Factor Reseptor)



MMP: Matriks Metalloproteinaz (Matrix-Metalloproteinase)

FBS: Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

DMEM: Dulbecco’nun Modifiye Ortam (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
IGF: Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii (Insulin Like Growth Factor)

uPAR: Urokinaz-tipi Plazminojen Aktivator Reseptorii (Urokinase-type Plasminogen
Activator Receptor)

MAPK: Mitojen Aktive Protein Kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase)
Grb2: Biiyiime Faktorii Reseptorii Bagli Protein 2 (Growth-factor Reseptor Binding Protein 2)
Gabl: Grb2 ile _liskili Baglanma Proteini 1 (Grb2-associated binding protein 1)
ERK: Ekstraselliiler Olarak Diizenlenen Kinaz (Extracellular Regulated Kinase)
FAK: Fokal Adezyon Kinaz (Focal Adhesion Kinase)

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

PI3K: Fosfatidil-inositol 3 Kinaz (Phosphatidyl-inositol 3 kinase)

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

M-MuLV: Moleney Murine Leukemia Virus

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat (Sodium Dodesyl Sulphate)

NaF: Sodyum Florid (Sodium Floride)

Na3VO4: Sodyum Orto-vanadat (Sodium Ortho-vanadate)

NaCl: Sodyum Klorid (Sodium Chloride)

PMSF: Fenil-metil-siilfonil (Phenyl-methyl-sulphonyl)

BSA: Sigir Serum Albumini (Bovine Serum Albumin)

BCA: Bi-sinkronik Asit (Bi-cincronic acid)

PVDF: Poliviniliden Diflorid (Poly-vinylidene floride)

NAB2: NGFI-A 2 Baglanma proteini

NAB1: NGFI-A 1 Baglanma proteini
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OZET
Hepatoseliiler Karsinom Gelisiminde Hepatosit Biiyiime Faktorii ve Heparan Siilfat
Protoglikanlar Arasindaki iliskinin Rolii

Evin Ozen, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali, Balgova-izmir, Tiirkiye

Hepatosit proliferasyonunun gerceklesmesinde 6nemli rolii olan sinyal ileti yolaklarindan
birisi de HGF-SF/c-Met sinyal yolagidir. Bircok tiimor tipinde bu yolakta bozukluklar oldugu ve
bu bozukluklarin hiicre proliferasyonu, invazyonu ve metastazindaki artis ile sonuc¢landig
bildirilmektedir. Bir¢ok biiytime faktorii gibi HGF/SF’in biyolojik etkilerini gerceklestirmesinde
ko-reseptor gibi calisan ve bilylime faktorlerini modiile eden Heparan Siilfat Proteoglikanlarin
(HSPG) o6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Bircok kanser tipinde heparininin HGF ile uyarilan
hiicre invazyonunu, hiicre proliferasyonunu ve hiicre hareketliligini arttirdigt bilinmektedir. Buna
karsin heparinin HCC’de hiicre proliferasyonunu baskiladig1 gosterilmistir.

Daha onceki calismamizda heparin, HGF ile uyarilan hiicre proliferasyonunu, hiicre
invazyonunu ve hiicre hareketliligini baskiladigi belirlenmisti. Bu etkinin mekanizmasinin
anlasilmasi i¢in yapilan mikroarray caligmasi sonrasinda aday genlerden birinin Egrl olabilecegi
belirlenmistir. HCC’de HGF ile uyarilan biyolojik yanitlarin diizenlenmesinde Egr-1 in roliinii
incelemek amaciyla 6nce heparinin ve HGF uygulamasinin HGF-bagimli olan hiicre invazyonuna
etkisi incelendi. Egrl ekpresyonundaki ve transkripsiyonel aktivitesindeki degisim sirasi ile RT-
PCR ve pGL2-luc-B-Egrl vektorii kullanilarak lusiferaz deneyi ile gosterildi. HGF ve heparin
varhiginda Egrl degisiminin hangi molekiiler mekanizma ile gerceklestiginin belirlenmesi amaci
ile gerceklestirilen immiinoblotlamalar sonrasinda, heparinin, HGF ile uyarilan Egrl
aktivasyonunu, p-Met ve p-MAPK fosforilasyonu baskiladigi, ancak c-Met ve MAPK fosforile
olmayan formlar degismedigi saptandi.

Calismamiz sonu¢ olarak HGF ile uyarilan Egrl ekspresyonunun heparin varliginda
baskilanmasinda MAPK yolaginin 6nemli oldugunu ve bu siirecin hiicre invazyonunun
baskilanmasina neden oldugunu gosterdi. Bu bulgular HCC’nin molekiiler mekanizmasinin
anlasilmasinda ve HCC’yi hedef alan yeni ilaglarin {iretiminde énemli olabilir.

Anahtar Sozciikler; Egrl, Heparin, HGF, HCC
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ABSTRACT

The Role of Interaction Between Hepatocyte Growth Factor and Heparan Sulfate
Proteoglycan In The Progression of Hepatocellular Carcinoma

Evin Ozen, Dokuz Eyliill University, School of Medicine, Depertment of Medical
Biology and Genetics, Balgova-Izmir, Turkey

HGF-SF/c-Met is the most potent proliferative signaling pathway for hepatocytes and its
aberrancies are very important to explain proliferative and metastatic characteristics of
hepatocarcinogenesis. Additionally, it is known that Heparan Sulphate Proteoglycans (HSPGs)
works as a co-receptor for HGF/SF and this interaction to modulate signaling. In particular
carcinomas, heparin has been found to be increased HGF-induced cell invasion, cell motility and
cell proliferation. Contradictorily, increased in HSPG expression has been reported to have
negative effect on cell proliferation in HCC. We previously showed that heparin inhibits HGF-
induced cell proliferation, cell invasion and cell motility and further microarray analysis was
performed to determine molecular mechanism behind heparin induced HGF-SF/c-Met signaling in
HCC. One of the gene that disregulate heparin and/or HGF-SF induction was Egr-1 in SKHepl.
Therefore Egr-1 may contribute heparin and/or HGF-SF induced in biological consequences in
HCC. First we investigated the dose dependent effects of heparin on HGF-SF induced invasion,
motility and proliferation of SK-Hep1 cells with boyden chamber, invasion assay . Alteration in
Egr-1 expression level and its transcriptional activity were determined by RT-PCR, and
lucipherase reporter assay with pGL2-luc-B-Egrl vector, respectively. In order to define
molecular mechanisms of altered Egr-1 expression, phosphorylated and unphosphorylated forms
of MAPK, levels were analyzed by western blotting. We showed that heparin inhibits HGF-
induced cell invasion and also HGF- induced Egr-1 expression was found to be inhibited by
heparin in SKHepl cell line as a dose dependent manner. Moreover, it is found that heparin
inhibits HGF-induced transcriptional activity of Egr-1 and HGF-induced p-MET, p-MAPK in a
dose dependent manner while did not affect unphosphorylated ones.

Our data concluded that heparin induced Egr-1 downregulation inhibits cell invasion and
induced by HGF-SF in HCC cell lines. It may be a new aspect for the understanding molecular

mechanism in HCC and good target to improve new drugs.

Key Words : Egrl, Heparin, HGF, HCC
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1.GIRIS AMAC

Hepatoseliiler karsinom bir primer karaciger kanseri tipidir. HCC diinyada goriilme
siklig1 bakimindan 5. sirada yer alip 6liime yol agma sikligir bakimindan 3. sirada yer almaktadir
2 HCC’nin molekiiler patogeneziyle ilgili bir¢ok bilinmeyen vardir. Bu bilinmeyenlerin
temelinde ise HCC’nin olduk¢a heterojen bir kanser tiirii olmast yatmaktadir. HCC’nin erken
tanist ve tedavisi icin, bu kanser tiiriiniin gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi son derece onem tasimaktadir. HCC gelisiminde bir¢ok biiyiime faktorii sinyal ileti

yolaklarinda bozukluklarim rol oynadig: bilinmektedir °.

Hepatosit biiyiime, cogalma ve farklilasmasinda onemli rolii olan Hepatosit Biiyiime
Faktorii (HGF/SF) ve tirozin kinaz aktivitesine sahip, reseptorii (c-Met)’den olusan HGF/SF-c-
Met sinyal ileti yolagi bunlardan birisidir *. Bu yolaktaki bozukluk tiimér hiicrelerindeki invazif
metastatik karakterlerle iligskilendirilmektedir. =~ Heparan siilfat proteoglikanlarin bazi diger
biiyiime faktorlerinde oldugu gibi, HGF’nin reseptorii c-Met’e baglanmasinda ve HGF’nin
uyardig1 biyolojik yanitlarin olusumunda 6nemli rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. Heparin bir
heparan siilfat proteoglikandir. Oldukca yiiksek diizeyde siilfat gruplarn igermektedir. Heparin
daha ucuz ve kullamim kolaylig1 nedeni ile genellikle heparan siilfat proteoglikanlar ile ilgili
yapilan in vivo c¢aligmalarda kullanilmaktadir. Ayni zamanda heparin uzun seneler kanser
hastalarinda antikoagiilan 6zelligi nedeni ile kullanilmistir. Ancak heparin antikogiilan 6zelliginin
yaninda metastaz, hiicre proliferasyonun azalmasima yol actigi da gosterilmistir’. Heparinin
baskilayict 6zelliginin molekiiller mekanizmasit heniiz tam olarak anlagilamamigtir. Heparin
varliginda baz1 hiicre dizilerinde HGF’nin olusturdugu yanitin arttigi gosterilmistir. Ozellikle
HGF’nin varyantlarindan olan NKI1’in heparin yoklugunda c-Met’e baglanamadigi
kaydedilmistir®. NK1 heparin varhiginda ise c-Met reseptdr tirozin kinaza baglanarak hiicre
proliferasyonunda artisa yol actign gosterilmistir ® Ancak bu etkinin molekiiler mekanizmasi
heniiz bilinmemektedir. Ayrica HGF ve heparinin HCC hiicrelerinde hangi biyolojik siirecleri
etkiledigi de tammlanmamustir. HGF ve heparin varliginda HCC hiicre dizilerinde gen
ekpspresyon degisimlerini incelemek i¢in SKHep1 hiicre dizisinde mikroarray ¢aligsmalar1 yapildi.
Bu nedenle daha sonraki calismalar SKHepl hiicre dizisinde yiiriitiildii. Bu konulara aciklik
getirmek amaciyla gerceklestirdigimiz daha Onceki calismalarimizda heparin varliginda HCC
hiicre dizilerinden SKHepl’da heparin varlifinda HGF ile uyarilan hiicre adezyonu ve
proliferasyonu gibi biyolojik yanitlarin etkilendigini gostermistik. ~ Bu ¢alisma kapsaminda

heparinin HGF tarafindan uyarilan hiicre invazyonunu baskiladigini géstermis bulunmaktayiz.
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Heparinin HCC hiicre dizilerindeki HGF tarafindan uyarilan biyolojik yanitlar1 baskilayict
ozelliginin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi i¢in Heparin, Heparin+tHGF kosullarinda
SKHepl1 hiicrelerinden elde edilen RNA’lardan yapilan mikroarray sonucunda ekspresyonu
anlamli derecede degisen genlerin biyoinformatik ve literatiir verileri dogrultusunda analizi

sonrasinda Early Growth Response 1 (Egrl) geni aday olarak secildi.

Egrl, hiicre disindan gelen bircok sinyal ile uyarilan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bir¢cok
timor baskilayict genin transaktivasyonunu sagladigi igin tiimor baskilayici gen olarak
adlandirimaktadir.” Ancak prostat kanserinde yiiksek diizeyde ekspresyonu soz konusu olup,
prostat kanserinin gelisiminde rol alan en 6nemli onkogenlerden birisi olarak gosterilmektedir. ™*
Son yillarda, normal karaciger ve hepatoseliiler karsinom (HCC)’da ekspresyonunun ¢ok az veya
hi¢c olmadig, ancak parakanseroz dokuda ekspresyonunun arttigi gosterilmistir’. Buna ek olarak
Egr1’in c-Met’in hedef genlerinden biri oldugu, HGF varliginda ekspresyonununun arttifi ve

HGEF ile uyarilan hiicre sagiliminda rol aldig: bildirilmistir '°.

Bu calismada mikroarray ile elde edilen Egr-1 ekspresyon artisinin RT-PCR ile
dogrulanmas1 ve HGF ve/veya heparin uyariminin Egr-1 ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Ayrica heparinin, HGF ile uyarilan biyolojik yanitlar1 baskilamasinda Egr-1’in

roliiniin agiklanmasi hedeflenmistir.
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2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Early Growth Response-1 (Egrl)’in Normal Hiicrelerde ve Kanser Hiicrelerinde

Biyolojik Siireclerdeki Rolii
2.1.1. Egrl’in Genel Ozellikleri

Egrl geni, erken biiylime yanit1 faktorii olarak bilinmektedir. NGFI-A, Zif268, Krox 24 ve
Tis8 olarak da adlandiriimaktadir. Kromozom 5q31 kolunda yer almaktadir.® Egrl hiicre
farklilagmasi ve hiicre proliferasyonunda rol oynamaktadir. Egrl geni tarafindan kodlanan Egrl
proteini C2H2-tip ¢inko parmak proteinlerinden Egr ailesinin iiyesidir °. Egr gen ailesi dort
tiyeden olusmaktadir. Bunlar, Egrl, Egr2, Egr3 ve Egr4 genlerinden olusmaktadir. Egr gen
ailesinin DNA’ya baglanan bolgeleri homoloji gosterip, diger bolgeleri ¢ok az homoloji
gostermektedir. Genellikle Egr gen ailesinin biitiin iiyeleri biiyiime faktorleri ile uyarilmaktadir.
Egrl diger Egr ailesinin iiyelerini kontrol etmektedir'®. Egrl hiicre cekirdeginde yer alan bir
protein olup bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapmaktadir *.  Egr gen ailesinden en ¢ok

Egrl calisiimaktadir. Egrl hiicre disindan gelen bir ¢ok sinyal ile uyariimaktadir (Sekil-1) 7 .

Radyasyon @ @

Egr-1

Sekil 1: Egr1 hiicre disindan gelen bircok sinyal ile uyarilmaktadir.
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Egrl’i uyaran faktorler arasinda biiyiime faktorleri onemli bir yer tutmaktadir. insiilin benzeri
biiytime faktorii (IGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve hepatosit biiyiime faktorii (HGF)

Egrl uyariminda rol alan 6nemli biiyiime faktorlerindendir.' ,"

Egrl HGEF tarafindan indiiklenmektedir. Egr1’in HGF ile indiiksiyonu m-RNA diizeyinde 30.
dakikada baslayip 1. saatte en yiiksek seviyeye ulagsmaktadir. 2. saatten sonra Egrl m-RNA ve
protein diizeyinde yikimi baslamaktadir.'® Egrl, HGF tarafindan indiiklenen anjiyogenez olayinda
onemli rol aldigi belirtilmistir."> HGF ile indiiklenen Egrl PDGF, VEGF, IL-8’in promotor

bolgelerine baglanarak ekspresyonlarini arttirdigi bulunmustur.'

Egrl HGF ile uyarilan hiicre
sacilimi olayinda rol almaktadir. Egrl, HGF varliginda uyarildiginda ekspresyonu artis gosterip ve
Snail geninin promotor bolgesine baglanarak Snail ekspresyonunun arttigl gosterilmistir. Snail E-
kaderinin promotor bolgesine baglanarak, E-kaderinlerin ekspresyonunu baskiladig: belirtilmistir

89(Sekil 2.)

Pz.rcalz.nm.l__s Snail

MGT.32

Proteczom

c:u:

Sitozol
\ Cekirdek

J_ i G
s

Egr-1 Snail E-katherin
Klaudin-3

Sekil 2. HGF ile uyarilan hiicre sagilmasi olay1 Egrl tizerinden gerceklesmektedir.
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2.1.2. Egrl Proteinin Yapisi ve Ozellikleri

Egrl yaklasik olarak 80 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir. Egrl hiicre cekirdeginde yer
almaktadir. Egrl proteini bircok fosforilasyon bdolgesi icermektedir. Egrl iki tane giiglii bir
sekilde aktive olan bolge, 2 tane daha diisiikk aktivasyon gosteren bolge ve 2 tane Egrl
represorlerinin (NAB1 ve NAB2) nin baglandigi bolgeler icermektedir.'* Egrl GC icerigi yiiksek
olan ve promotor bolgesinde 9 bp’lik GCGG/TGGGCG bolgeyi iceren genlere baglanarak
aktivitelerini kontrol etmektedir . Egrl hedef genlerinin bir kismu1 Tablo 1.’de gosterilmektedir.
Tablo 1: Egrl tarafin

dan aktive olan bazi hedef genler ®

¢ Transforme-edici bitylime faktorii-f1 o interliikin-8

e PTEN e Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1II

e BCL-2 e Beta Aktin

* p53 e Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii
o p73 (PDGF)

¢ Fibronektin e HIF-1a

e Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii e TNF-q

(VEGF)

2.1.3.Egrl’in Kanser Ile Iliskisi

Egrl, hiicre disindan gelen bircok uyaran ile uyarilabilmektedir (Sekil 1.). Bu uyarilma
normalde hizli ve gecici siire ile ger¢eklesmektedir. Ancak prostat kanserinde Egrl’in siirekli bir
ekspresyonu soz konusudur. Egrl overekspresyonunun prostat kanserinin olusumunda rol
oynadig1 gosterilmistir. Buna karsin meme, akciger ve beyin tiimorlerinde Egrl ekspresyonu ya
hi¢ yoktur ya da ¢ok az rastlanmaktadir *°. Meme ve akciger kanserlerinde Egrl geni yeniden

eksprese ettirildiginde tiimér olusumunda azalma oldugu gosterilmistir '°. Egrl’in bir¢ok kanser
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tipinde normal dokuya gore ekspresyonunun azalmasi veya hi¢c gozlenmemesi nedeni ile
genellikle timor baskilayici gen olarak kabul gormektedir. Ancak prostat gibi bazi kanser
tirlerinde, Ozellikle metastatik fenotiple iliskili olarak Egrl ekspresyonunda bir artig

goriilmektedir.®®

Egrl baz kanser tiplerinde hiicre sag kalimin1 uyarmaktadir. Ancak Egrl ayn1 zamanda stres

ile uyarildiginda normal hiicrelerde ve bazi kanser hiicrelerinde ise apoptozu uyarmaktadir ’ (Sekil

3)
Biiyime @ Radyasyon
faktord
Egr-1
// \‘\\ i
Migrasyon . sagkalim apoptoz . )
rejenerasyon farklilasma -tl)-ggll?lraym Anti-apoptotik

Sekil 3. Cesitli sinyaller tarafindan Egrl ekspresyonun uyarilmasi sonrasinda, farkli hiicre

tiplerinde farkli biyolojik yanitlar ortaya cikabilmektedir. ®
Egrl’in PTEN aktivasyonunu saglayarak Akt yolagmin caligmasini engelledigi ve boylece

hiicrenin apoptoza gitmesini sagladigi gosterilmistir’(Sekil 3.). Egrl aym zamanda fibronektin

ekspresyonunda artisa yol agmaktadir. Fibronektin aracilifi ile hiicrelerin hiicre disi matris
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elemanlarina tutundugu gerceklesir ve bdylece hiicrenin ‘“anoikis”’den korunmasimi sagladigi

gosterilmistir.'” (Sekil 4.)

kateni
> &
2
<X T
L //\

PKB/Akt » PIP3

Hucre disi

matris
PIP3 - ras " &
: - FAK
PTEN | /}P!EKC: AK (= EN o Int
“pip2 [ She

Apoptotik yolak

sagkalim

Egri

Sekil 4. Egrl ve Egrl’in iki hedef geni olan, PTEN ve fibronektin araciligi ile uyarilan Egrl’in
hiicre sag kalimindaki rolii, kosullara bagli olarak Egrl apoptoz yolaginmi veya hiicrede sag kalim

yolagim aktive edebilmektedir.’
Egrl, hiicre dist matrisin parcalanmasinda gorev almakta olan proteazlarin ve onlarin

inhibitorlerinin (uPA, MMP-9, TIMP’ler) expresyonunda rol almaktadir. Boylece hiicre disi

matrisin par¢alanmasini saglayarak tiimor hiicrelerinin metastazinda 6nemli rol almaktadir.'®
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2.2. Heparan Siilfat Proteoglikanlarin Kanserdeki Rolii

2.2.1. Heparan Siilfat Proteoglikanlarnin Genel Ozellikleri ve Kanserdeki Rolleri

Heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG) Onemli hiicre disi matris elemanlarindandir.
Heparan siilfat proteoglikanlar, hiicre dis1 matrisde ve hiicrelerin yiizeyinde yer almaktadir (Sekil
5). HSPG’lar hiicre migrasyonu, hiicre proliferasyonu ve hiicre farklilasmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. Hiicre dist1 matriste yer alan HSPG’lar bircok molekiile fibronektin, kollajen,
laminine baglanabilmektedir. Hiicre yilizeyinde yer alan HSPG’lar bir cok biiyiime faktoriine
baglanarak aktivitelerini kontrol etmekte ve bdylece metastaz, hiicre go¢ii ve hiicre proliferasyonu

gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol almaktadirlar."

Kollajen

HSGAG Disakkarit birim
{ ) (o
- / -,
" Uronik Asit §
/ Yy T n\
HDM A ; oK N, ;
o_ o 0
\ OH NHY
~U Glukozamin A
ox
TEROOTITIRO
TTOOOOCT TIOOOOCTT
Hiicre
Tizey i
N
Reseptora Pracelkan

Sekil 5: Hiicre yiizeyinde ve hiicre dis1 matrisde yer alan heparan siilfat proteoglikanlar,

HSPG’lar embriyogenez ve doku rejenerasyonu sirasinda énemli rol oynamaktadir. HSPG
sentezindeki bir bozukluk hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi, organogenez ve kemik
olusumunda anormalliklere yol agmaktadir. Bazi kanser tiplerinde de HSPG senteizndeki
bozukluklara rastlanmaktadir. Kanserde hiicre dig1 matrisin yeniden yapilanmasi s6z konusudur.
Hiicre dis1 matrisde yer alan HSPG’larin heparanazlar tarafindan pargcalanmasi sonucunda kanser

hiicrelerinin invazyon yetenegi artmaktadir. Hiicre dist matrisde HSPG’lar tarafindan tutulan
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biiylime faktorlerinin serbest kalmasi sonucu hiicrelerin proliferasyonu artmaktadir. Kanser
hiicrelerinde bir HSPG olan hiicre yiizeyine bagli glipikan ekspresyonunda pankreas kanserinde
artis gozlenmektedir. Perlekan, fibroblast biiyiime faktorii (FGF)'ne baglanarak, FGF’niin
olusturdugu yanitin artmasini sagladigi, boylece kanser hiicrelerinin Ozellikle metastaz ve

invazyonunda énemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. *°

2.2.2. Heparan Siilfat Proteoglikanlarin Biiyiime Faktorleri ile Iliskisi

Hiicre dis1 matrisde yer alan heparan siilfat proteoglikanlar biiyiime faktorlerine baglanarak
stabilizasyonlarim1 saglamaktadir. HSPG’lar biiyiime faktorlerinin reseptorlerine sunumunu
saglamaktadir. Hiicre ylizeyinde bulunan HSPG’lar dogrudan reseptore baglanarak reseptdriin
aktivasyonunu saglamaktadir (Ornegin, CD44). Ayrica HSPG’lar biiyiime faktorlerine baglanarak
konformasyonlarinin degistirmekte ve boylece reseptorlerine tutunmalarini saglamaktadir 2'.

Heparan siilfat proteoglikanlara baglanabilen biiyiime faktorleri Tablo 2.’de gosterilmektedir.

Tablo 2. Heparan siilfat proteoglikanlara baglanabilen biiyiime faktorleri '°

e Fibroblast Biiytime Faktorii (FGF)

e Vaskiiler Endotelial Biiyiime Faktorii (VEGF)

e Plasental Biiylime Faktorii (PGF)

e Heparine Baglanabilen EGF-Benzeri Biiytime Faktorleri
e Hepatosit Bilylime Faktorii (HGF)

e Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF-beta-1)

e Platelet-Tiirevli Kokenli Faktorii (PDGF)

2.2.3. Heparan Siilfat Proteoglikanlarin Siniflandiriimasi
Heparan siilfatlar glikozaminglikan ailesinin iiyelerinden olup heparin ile yapisal olarak

oldukca benzerlik gostermektedirler. Heparin ve heparan siilfatlar disakkarit birimlerden

olusmaktadir. Heparan siilfat proteoglikanlar1  olusturan  disakkaritlerin =~ %50’si  N-
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asetilglukozamine bagli glukoronik asitten olusurken, heparinin %851 bu disakkarit birimlerinden

olusmaktadir. **

Heparin ve hiyaliironik asit (HA) glikozaminglikan sinifin1 olusturmaktadir. Kondrotin-

4-siilfat (C4S), kondrotin-6-siilfat (C6S) galaktozaminglikanlar sinifin1 olusturmaktadir. Keratan

siilfat (KS), siilfatlanmus poliaktozaminler simifim olusturmaktadir (Sekil 6)>.

Heparin/HS
CH.-0-50y
. 0 0
ooH
0-50," HH-50,"

i '035| CH,OH
u DEDHD\PDDI@ |.0J

oH NHCOCH,

I CH-0H CH0-50,

‘L,:Mé;’)“\

NHCOCH,

c48

COOH "0,5 CH-OH

u o D\[\ool D o
\

NHCOCH,
ces

, ::0 OH a
?J OH D\Hh” 0\

HCOCH,

= COOH CH,-OH

NHCOCH,

Sekil 6: Heparan siilfat proteoglikanlarin siniflandirilmasi,

2.2.4. Heparinin Genel Ozellikleri

Heparin yiiksek bir sekilde siilfatlanmis bir heparan siilfat proteoglikandir. Mast hiicreleri

ve endotel hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Heparin negetif yiikii nedeni ile hiicre dist

matrisde yer alan bir ¢ok molekiile baglanabilmektedir. Ozellikle biiyiime faktorlerine

baglanabilmesi nedeni ile kanser gelisiminde son derece onemli bir rol oynamaktadir. Heparin

biliylime faktorlerinin reseptorlerine sunulmasini saglayarak, biiylime faktorlerinin olusturdugu

yanitin artmasina yol acabilmektedir '°.
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2.2.5. Heparinin Biiyiime Faktorleri ile Iliskisi

Heparin yiiksek negatif yiikii nedeni ile hiicre dig1 matrisde ve hiicre yiizeyinde yer alan
bircok proteine baglanabilmektedir. Heparan siilfat proteoglikanlar ile ilgili yapilan calismalarda
heparin kullamlmaktadir.** Tiimor mikrogevresinde bulunup heparin ile iliskiye giren proteinler

Tablo-3’de gosterilmektedir .

Tablo 3. Heparin ile iligkili timor mikrocevresi proteinleri

Antitrombin III

Kollajen

Elastaz

Endostatin

Fibroblast Biiylime Faktorleri (FGF)

Fibrin

Fibronektin

Granulosit-Makrofaj Koloni Stimule Edici Faktor (GM CSF)
Hepatosit Biiylime Faktorii/Sacilma Faktorii (HGF/SF)
Heparin-bagli epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF)
Hiyalorinidaz

Insiilin-benzeri biiyiime faktorleri (IGF)
Interferon-y

Interlokin 3,8

Laminin

L-selectin

Midkine

Noral hiicre adezyon molekiilleri (NCAM)
Platelet-derive biiyiime faktorleri (PDGF)

Platelet faktor 4

Superoksit dismutaz

Thrombospondin

Transforme edici biiyiime faktorii f1 (TGF- 1)
Tiimor nekrozis faktor (TNF-o)

Urokinaz

Vaskiiler endoteliyal hiicre biiyiime faktorii (VEGF)

2.2.6. Heparinin HGF/SF-c-Met Sinyal Yolagu ile Iliskisi
Heparinin HGF/SF-c-Met sinyal yolaginda ko-reseptor olarak rol aldigi gosterilmistir.'®

Heparinin HGF/SF-c-Met ile olan fiziksel baglantis1 tanimlanmistir. Ancak bu iliskinin molekiiler

mekanizmasi ¢ok fazla tanimlanmamustir.
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Heparinin yapilan ¢alismalarda c-Met ve HGF/SF birlikteligi i¢in gerekli olmadigi in vivo ve
in vitro calismalar ile gosterilmistir.'® Heparin varliginda c-Met ve HGF/SF birlikteliginin daha

kararli oldugu gosterilmistir. >

Ancak heparin varhifinda HGF varyantlarindan NK1 ile uyarilan biyolojik yanitlarin arttig

gosterilmistir. '* '

Heparinin HGF’nin N bolgesine, c-Met'in sema bolgesine baglandigi gosterilmistir.'®
Heparinin HGF’nin N ve K bdlgeleri ile olan iligkisi Sekil 7.’de gosterilmektedir.
a

W
L

IE +f | i \\A> 5> WA

W \\ *ﬁ\ Y
" ) “

heparin
4 N
iy - N K ¥ | 'N
< -— K + \\ >
N K

% heparin N‘

Sekil 7: a) Heparin NKI1’nin konformasyonel degisimini saglamaktadir. b) Heparin NKI1

dimerininin olusumunu saglamaktadir. '®

2.3. HGF-c-Met Sinyal iletim Yolu

HGEF biyolojik olarak aktif olmayan 728 amino asitlik bir zincir olarak hiicre yiizeyinde ve
hiicre dis1 matrisde yer almaktadir .°,”” HGF nin aktif olmayan formu proteolitik kesim sonucu 69

kDa’lik a alt birimi (4 tane kringle ve N bolgesi icermektedir) ve 34 kDa B alt birimini ( Sema

22,23

bolgesi), c-Met baglanma bolgesini icermektedir) olusturmaktadir (Sekil 6.).

HGF/SF
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Sekil 8: HGF/SF nin yapist,

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF), iki fakli arastirmada hepatositler icin biiyiime faktorii,
fibroblastlar i¢in sacilma faktorii olmak iizere iki fakli sekilde tanimlanmustir (HGF/SF).* * HGF
reseptorii c-Met reseptor tirozin kinaz ile etkilesime gectiginde reseptoriin aktivasyonu
gerceklesiyor. c-Met geni kromozom 7 {iizerinde 7q31 lokusunda yer almaktadir ve 982 bp
uzunlugundadir. MET 6 641 bp m-RNA’ya transkribe olmaktadir.*’

Bu transkripten sentezlenen MET proteini bir reseptor tirozin kinaz olup tek bir zincir
halinde sentezlenmektedir. Daha sonra MET furin bolgesinden kesilerek 2 bolgeye ayrilmaktadir;
1) Alfa alt birimi; hiicre disinda yer alip yliksek bir sekilde glikozillenmistir.

2) Beta alt birimi transmembran bolge olup alfa alt birimine disiilfit baglari ile baglidir.**!

Sekil 9: MET proteininin yapist *’

2.3.1.c-Met’in Hiicre Dist Kismi

Semaforine homoloji gosteren bolge (sema bolgesi), alfa bolgesini ve beta bolgesinin

N-bolgesini igcermektedir. HGF nin baglanma bolgesi, sisteince zengin ve MET iliskili bolgesi

27



(MRS), glisin-prolin tekrarlarinca zengin bolge, dort immiinoglobin benzeri bolge (Ig bolgesi)

ve tipik protein-protein baglanmalari bolgeleri icermektedir.”*

2.3.2.c-Met’in Hiicre I¢i Kismu

Jukstramembran kismi; serin residiileri, (Ser985), reseptoriin kinaz aktivitesini
diizenleyen bolge®, trozin (1003) bolgesi, MET’in poliubikiitinlenmesinden sorumlu bélge **,
trozin kinaz bolgesi; MET in biyolojik aktivitelerini gerceklestiren bolgelerinden olugsmaktadir.
MET aktive olduktan sonra Tyr 1234, Tyr 1235 bolgeleri fosforillenmektedir. C-terminal
bolgesi ise Tyr1349 ve Tyr1356’den olugsmaktadir. Bu bolgeye “multisubstrat docking” bolgesi

de denilmektedir. Adaptor proteinlerin baglandig bolgeyi icermektedir. *'7 %

c-Met’in aktive olmasi ile hiicre ici kisminda yer alan “multi-docking-site” bolgesine
adaptor proteinler baglanmaktadir. Ve adaptor protein aracilikli olarak c-Met, hiicre

invazyonu, hiicre hareketliligi ve hiicre gociiniin olusumunda gorev almaktadir (Sekil 7) *

@j&na

—— - —_—

m—— . —
_

o,

f R
- N~

i
@

|

N-WASH pRE uFA Paillin Bad
Arp2/3 Cak MMP FAK Kaspaz5
Kaderinler P27 Fibronektinler Integrinler
-Hiicre polaritesi Flucre cogalman - Hiicre baglantlar -Sagkalm
-Alktin sitoiskelet | [licre dogiisi Hiicre goci
olugumu plusursu —i.uva.z_\.'r}u
-Hiicre hareketi
Dallanma Morfogenezi

Sekil 10: c-Met sinyal iletim yolaginin hiicrenin biyolojik davranislarindaki rolii
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HGF ile muameleden sonra epitelyum hiicrelerde Met aktivasyonunun bir¢ok biyolojik
olayin gerceklemesinde rol aldig1 in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir. Met aktivasyonundan
sonra; -hiicre sagilmasi, - hiicre-hiicre ayrilmasi, -hareketli fenotip gibi invaziv biiyiime
karakteri ile iliskili olan biyolojik davramislar gozlenmektedir. Met tarafindan tetiklenen invaziv
biiylime olayr embriyogenezde oOnemli bir rol oynamaktadir. Ancak bu sinyal yolagindaki
diizensizlik bir¢cok kanser tipinde tanimlanmigstir. Anormal c-Met aktivasyonunda bir¢ok farkli
mekanizmanin rol aldig diisiiniilmektedir. Bu mekanizmalardan bazilart c-Met veya HGF

mutasyonlarini igermektedir *2.

c-Met sinyal
yolagi

Normal Tiimorogenesis ve
Fizyolojik Siire¢ Metastazis Siireci

HGF Bagimh HGF Bagimh
Proliferasyon 1.HGF-overekspresyonu
Migrasyon 2.c-Met overekspresyonu
Adezyon HGF Bagimsiz
Hiicre sagkalimi 1.c-Met overekspresyonu

2.c-Met mutasyonuy >’

HGF normal dokuya oranla HCC dokularinda oldukca yiiksek gozlenmektedir. Ancak
genellikle, HCC hiicreleri kendi kendilerine HGF sentezlememektedirler. Bunun yerine stellat

hiicreler ve miyofibroblastlar HCC hiicrelerinin HGF sentezlenmesini indiiklerler.*
HCC’de c-Met ekspresyon diizeyi ile tiimér biiyiikliigii ve invazyon ile iliskili bulunmamistir.

Ancak hastalarin sag-kalimm ile iligkili bulunmustur. Serum HGF seviyesi ile hastalarin sag kalimi

arasinda negatif bir korelasyon s6z konusu oldugu belirtilmistir. 2
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2.4.Hepatoseliiler Karsinom

Hepatoseliiler karsinom (HCC) diinyada goriilme siklig1 bakimindan 5. sirada, 6liime yol
acma siklig1 bakimindan 3. sirada yer almakta olan primer karaciger kanseridir'. HCC Hepatit B,
Hepatit C, alkol ve aflotoksinler ile iliskilendirilmektedir.** Hepatit B, Hepatit C ve aflatoksinler
kronik bir karaciger zedelenmesine yol agmaktadir *. Kronik karaciger zedelenmeleri siroz
gelisimine zemin hazirlamaktadir. Kronik karaciger zedelenmelerinde portal fibroblastlar,
hepatositler siirekli ¢ogalarak fibrogenik bir ortamin olusumuna ve ortama hipoksik kosullarin
hakim olmasina yol agmaktadir.”® Ortama bol miktarda bityiime faktorii, sitokinler ve proteinler
sentezlenir.* Ortamda yer alan onemli biiyiime faktorlerinden 6nemli biiyiime faktorlerinden
birisi de Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)’dir. HGF emgriyogenez, doku yenilenmesinde
siireclerinde rol almaktadir. HGF/SF-c-Met sinyal yolagindaki bozukluklar tiimér hiicrelerinin

invazyonunda, hareketliliginde, cogalmasinda ve hiicre sag kaliminda 6nemli rol oynamaktadir.>*
34

30



| Rb yolag: |
(pRb1 LOH, p27, p16 cyclin D1, gankirin)
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degisimler TGF-beta
voladi

P53 ailesi

Epigenetik
degisimler P53 mutasyonu
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Sekil 11: HCC’nin olusumunda ve gelisiminde rol oynayan etiyolojik faktorler, *
2.4.1.Hepatoseliiler Karsinom Asamalari ve Genetik Mekanizmast

HCC etiyolojisi en iyi tamimlanabilen kanser tiplerinden biridir. Genellikle kronik hepatit
ve kronik siroz zemininden koken almaktadir. Kronik hepatit ve kronik sirozda siirekli bir
inflamasyon olusup hepatositlerin rejenerasyonu séz konusudur (Sekil 11). ¥+ *® Hepatosit
cogalmasinin gerceklesmesi ve monoklonal hepatosit populasyonlarinin olugumu siirecini
tetikleyen genomik degisimler rastgele gerceklesebilmektedir veya bazi etiyolojik faktorlerle bazi
molekiiler mekanizmalar iliskili olabilmektedir. Ornegin: Hepatit B, hepatit C ile indiiklenmis
hepatokarsinogenezde, Rb1( retinoblastoma 1), p53 ve Wnt ailesi mutasyonlarina rastlanmistir. >
4041 Hepatoseliiler karsinomnin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Bir¢ok solid
timorde oldugu HCC gelisiminde de mutasyonlarin birikimi ve kanser ile iliskili gen

ekspresyonlarimin ~ degisimi  s6z  konusudur.*?

Hepatokarsinogenez siirecinde asagidaki
molekiillerin ve yolaklardaki degisikliklerin rol oynadig1 diisiiniilmektedir.”

-DNA hasarinda gorev yapan p53 yolagi,
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-Hiicre dongiisiinde gorev alan Rb yolagi,
-Biiyiimede gorev alan transforme edici biiyiime faktorii beta (TGFp) yolagi,
-Hiicre-hiicre adezyonunda ve sinyal iletiminde rol alan Wnt yolagt HCC gelisiminde ve

olusumunda yol 6nemli rol oynamaktadur.*'

2.4.2.Egrl’in HCC Gelisiminde ve Olusumundaki Rolii

Yapilan ¢alismalarda normal karaciger dokusunda ve HCC dokularinda Egrl ekspresyonuna
rastlanmadigi ancak hepatik parakanseroz dokuda Egrl ekspresyonunda artis oldugu

gosterilmistir. *

Egrl ekspresyonu olmayan iki tane hiicre dizisine HHCC ve SMMC7721’ye Egrl geni
aktarildiginda, HHCC-Egr1 hiicre dizisinin tiimor olusturma hizinda atasal olan hiicre dizisine
gore azalma gozlendigi gosterilmistir. Ancak SMMC7721-Egrl hiicre dizisinde atasal hiicre

dizisine gére tiimor olusturma hizinda degisiklik olmadig gosterilmistir.*!

Bir diger calisma da ise Egrl’in etanol ile uyarilan karaciger yaglanmasinda rol oynadigi
gosterilmistir. *  Farelerde yapilan calismada etanol varliginda Egrl’in TNF-o ekspresyonunu

arttirdig1 ve boylece karaciger yaglanmasinda Egr1’in rol aldigi gosterilmistir.**

2.4.3. Heparinin Kanser ile Iliskisi

Heparin bircok biiyiime faktoriine baglanip onlarin yamitlarimi degistirmesinin yaninda,
kanser hastalarinda antikoagiilan ©zelligi nedeni ile de kullanilmaktadir. Ancak heparinin
anikoagiilan 6zelliginin yaninda, aniti-metastatik, anti-invasiv ve anti-proliferatif 6zellikleri de
bilinmektedir. 1960 yilindan beri heparinin kanser iizerindeki inhibe edici 6zelligi ¢alisilmaktadir.
Heparinin bazi kanserlerdeki inhibisyon 06zelliginin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak

anlasilamamustir. 5

Yapilan calismada Egrl’in mezengial hiicrelerin serum ile uyarilan proliferasyonlarinda rol
aldigr belirtilmistir.*> Egrl serum ile uyarildiginda mezengial hiicrelerin prolliferasyonlar: ile
korelasyon gosterecek sekilde ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir. Heparinin mezengial
hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigi ve bununla korelasyon gosterecek sekilde Egrl

ekspresyonunu da azalttigi gosterilmistir. Egrl “antisens” oligolar ile sessizlestirildiginde ise
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mezengial hiicrelerin proliferasyonunda azalma oldugu gosterilmistir.** Bir diger calismada ise
heparin varliginda glial hiicre dizisi kokenli nétrofik biiylime faktorii (GDNF) niin olusturdugu
yamtr arttirdign gosterilmistir.*® Heparin varliginda GDNF ile uyarilan Egrl’in ekspresyonunda

artis oldugu bildirilmistir. **
HGF/SF-c-Met ve heparin iligksinin HCC’de nasil bir rol oynadigi tantmlanmamustir. Ancak

HepG2 hiicrelerinde heparin varliginda yapilan ¢alismada hiicreler de apoptozun uyarildigi

gosterilmistir 7
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3.GEREC ve YONTEM

3.L.LHUCRE KULTURU

Bu c¢alismada kullanilan hepatoseliiler karsinom hiicre dizileri (SNU-475, Huh7, HepG2,
Hep3B, Mahlavu, SK-Hep1, SNU-398, SNU-449, PLC/PRF-5) Bilkent Universitesinden Prof. Dr.
Mehmet Oztiirk tarafindan saglandi. SNU-398, SNU-449 ve SNU-475 hiicre dizileri, %10 FBS
(Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), 2 mM L-glutamin (Biological Industries, 03-020-1C),
100 u/ml penisilin (Biological Industries, 03-031-1C), 0,1 mg/ml streptomisin (Biological
Industries, 03-031-1C) ve 1X esansiyel olmayan amino asit iceren RPMI-1640 (Biological
Industries, 01-104-1A) icerisinde, diger hiicre hatlar1 ise aym1 miktarlarda FBS, L-Glutamin,
penisilin, streptomisin ve esnasiyel olmayan amino asitleri iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Biological Industries, 01-050-1A) igerisinde iiretildi. Hiicrelerle ilgili tiim
islemler laminer kabinet (Aura Vertical S.D.4, C5681) icerisinde gerceklestirildi. Hiicrelerin
inkiibasyonu ise 37 °C’de %5 CO;’li inkiibatorde (Heal Force, HF90) yapildi. Hiicrelerin
pasajlamalarinda hiicreleri kaldirmak icin Tripsin/EDTA (%0.05/%0.02 Biological Industries)

soliisyonu kullanildi.

3.2.Hepatoseliiller Karsinom Hiicre Hatlarinda Egrl ekspresyonun m-RNA diizeyinde
Belirlenmesi

Hepatoseliiler Karsinom hiicre dizilerinde Egrl geninin bazal diizeydeki m-RNA
ekspresyonunu belirlemek amaci ile tiim hiicre dizilerinden asagida tanimlandig sekilde RNA ve

cDNA elde edildi. RT-PCR sonrast iiriinler jel elekroforezi ile goriintiilendi (Sekil 12).
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Hepatoseliiler Hiicre
Dizilerinde RNA eldesi
- Huh7, Hep3B, HepG2,
Snu475, Snu398, Snud49,
Mahlavu, SKHep1, PLC-

lTotal RNA eldesi

Total RNA

lTers—transkripsiyon ile c-DNA

(kalip DNA) sentezi
c-DNA eldesi

l Spesifik primerler ile PCR

PCR iiriinlerinin eldesi

l

Agaroz jel elektroforezi

Jel goriintiilenmesi ve goriintiilerin degerlendirilmesi,

Sekil 12. m-RNA eldesinin sematik gosterimi

3.2.1.Total RNA Eldesi

Huh7, Hep3B, HepG2, Snu475, Snu398, Snu449, Mahlavu, SKHep1, PLC-PREF, hiicreleri
%10 FBS, 2mM L-glutamin, 2mM penisilin/streptomisin, 1X essansiyel olmayan amino asit
iceren DMEM veya RPMI iceren ortamlarda Greiner cell-star 633 171 hiicre kiiltiirii kaplarinda
hiicreler iiretildi. Hiicreler daha sonra tripsinle kaldirilarak, neubauer lami ile sayimlar1 yapildi.
Ertesi giin %70 yogun olacak sekilde ekildi. Ertesi giin hiicrelerin ortami tamamen uzaklastirildi.
iki kere PBS (1X) ile yikamalar1 yapildi ve %2 FBS iceren ortamlarda inkiibe edildi. Hiicreler

serum acligina birakildi. 24 saat sonra Trizol yontemi ile total RNA eldesi yapildi.
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3.2.1.1. Trizol Yontemi ile Total RNA Izolasyonu
1. Hiicreler buz iizerine alind1 ve ortamlari ¢ekilerek soguk 1X PBS ile 2-3 kez yikama yapild1.
2. Hiicrelerin {izerine uygun miktarda (2 ml) Trizol kimyasali (RNAtidy G, Applichem, A2867-
0200) eklendi ve bir hiicre kaziyici ile hiicreler kazindi.
3. Soguk ependorflar icine alinan hiicre soliisyonu iizerine %10 oraninda kloroform (Sigma, C-
2432) eklendi, organik ve sulu fazin ayrismas i¢in 12,000 g’ de santrifiij edildi (Eppendorf
Centrifuge, 5415R).
4. RNA’lan iceren sulu faz yeni bir tiipe alindiktan sonra RNA’larin presipitasyonu icin esit
hacimde izopropanol (Applichem, A3928) eklendi ve -20 °C’de bir gece inkiibe edildi.
5. Coken RNA’lar 7,000 g de 10 dk. santrifiijlenerek c¢oktiiriildii, %75’lik etanol (Applichem,
A3678) ile iki kez yikama yapildi ve son yikamadan sonra coktiirilen RNA pelleti etanoliin
uzaklagmasi icin kurumaya birakildi.
6. Kuruyan RNA pelleti 50 pl RNaz’dan arindirilmis dH2O igerisinde ¢oziildii. Bu RNA’larin bir
kismu spektrofotometrik 6lciim igin, geri kalan1 ise cDNA sentezi icin kullamildi. izole edilen her
bir RNA 6rneginden 10 pl alindi ve 990 ul 10 mM Tris (pH 7.0) ¢ozeltisi icinde 1:100 oraninda
diliisyonu yapildi. Bu diliisyonlarin 260 nm’de ve 280 nm’de spektrofotometrik absorbsiyonlari
olciildii (Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000).

RNA miktarlarinin belirlenmesi i¢in 260 nm’deki absorbsiyon degeri kullanildi.
RNA’larin saflik miktarlarinin dl¢iimii icin 260nm/280nm’deki degerleri standart formiil ile

hesaplandi*®.

3.2.2. EGR’in HGF ve Heparin Varliginda Zamana ve Doza Bagimli Degisiminin m-RNA

Diizeyinde Gosterilmesi
SKHepl1 hiicre hattinda HGF ve Heparinin Egrl’in m-RNA diizeyindeki ekspresyon

degisimini incelemek i¢cin Promega Total RNA izolasyon kiti (Promega SV Total RNA Isolation
System Z3105) kullanilmustir.
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1. HGF ve heparin varliginda Egr1’in zamana bagl degisimini gézlemlemek icin 60 mm’lik hiicre
kiiltiirii  kaplarina ekildi (Greiner, cell-star). Hiicreler %70 yogunluga ulasinca ortamlari
uzaklastirildi. ki kere 1X PBS ile hiicreler yikandi. %0 FBS iceren ortamda hiicreler serum
acligina birakildi. 16 saatlik serum aclhiginin ardindan hiicreler HGF ve heparin (100ug/ml,
calbiochem katalog no: 375093) ile muamele edildi. 15°, 30°, 60°, 120, 240’, ve 360’ siirelerinin
sonunda Promega SV Total RNA Isolation System Z3100 ile RNA izole edildi.

2. Egr1’in heparinin dozuna bagimli degisimini gozlemlemek amaci ile SKHep1 hiicreleri HGF
(40ng/ml), heparin (0,3pg, 3 pg, 30 pg, 300 pg) ile hiicreler 2 saat muamele edildikten sonra
Promega SV Total RNA Isolation System Z3105 ile RNA izole edildi.

HGF’nin hazirlanmasi: stok HGF konsantrasyonu 23ng/ml 1/1000 Tris-BSA icinde sulandirilarak
kullanildi.
Heparin toz halinde 1mg/ml olacak sekilde 1X PBS’in icinde ¢6ziilerek kullanildi.

3.2.2.1.Promega SV Total RNA Isolation System Z3100

1. Hiicreler, hiicre kiiltiirii kaplarinda (60mm’lik Greiner Cat. 628160) buzun iizerine alindi.

2. Ortamlar1 tamamen uzaklastirildi.

3. Ug kez soguk 1X PBS ile hiicrelerin ytkamasi yapildi.

4. PBS tamamen uzaklastirildi. En son hiicre kiiltiirii petrilerine 1ml PBS eklendi, hiicreler bu
PBS’in icinde kazinarak 1.5ml’lik ependorf tiiplerine alindi. 3000g’de 5’ santrifiij (Eppendorf
Centrifuge, 5415R) yapildi.

5. Supernatant atild1.

6. Hiicre pelletini iizerine beta merkapta etanol iceren 175ul RNA lizis bufferi eklendi. Vortex
yapild1 (Vortex Electro-mag TB00S).

7. Lizatin iizerine 350ul RNA diliisyon tamponu eklendi, tiip 2-3 kez karistirildi. 70°C’de 3’
inkiibasyona birakildi.

8. 12.000g’de 10’, 20-25°C’ de santrifiij yapildi.
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9. Supernatant baska bir tiipe alindi ve iizerine 200ul %95°lik Etanol eklendi. Pipetaj yapildiktan
sonra lizat “Spin Column Assembly”e aktarildi. 12000g’de 1° santrifiij yapildi.

10. Kolonun iizerine 600ul “RNA wash” solusyonu (Etanol iceren) eklendi, 1° 12000g’de
santrifiij yapildi.

11. 50ul DNase, ( 40ul Yellow core Buffer, 5ul 0,09 M MnCl,, 5ul DNase I karigimi) eklendi.
15’ oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

12. Daha sonra membranin iizerine 200pul DNase stop solusyonu eklendi, 12000g’de 1’ santrifiij
yapildi.

13. 600l “RNA Wash Buffer” eklendi 12000g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

14. 250ul “RNA Wash Buffer” eklendi, en yiiksek hizda 2 dakika santrifiij yapildi.

15. Kolon “RNase-free” bir ependorfa alindi ve iizerine 100ul “nuclease-free” su eklendi
12000g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

16. Bu RNA’larin bir kismi spektrofotometrik l¢iim igin, geri kalani ise cDNA sentezi igin
kullanildi. Izole edilen her bir RNA orneginden 10 pl alind1 ve 990 pul 10 mM Tris (pH 7.0)
cozeltisi icinde 1:100 oraninda diliisyonu yapildi. Bu diliisyonlarin 260 nm’de ve 280 nm’de
spektrofotometrik absorbsiyonlari 6l¢iildii (Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000).

RNA miktarlarinin belirlenmesi i¢cin 260 nm’deki absorbsiyon degeri kullanildi. RNA’larin saflik

miktarlarinin dl¢timil i¢in 260nm/280nm’de degerleri hesaplandi.

3.2.3. Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmesi

Hiicre dizilerinden total RNA elde edilip yogunluklar1 ve kalitesi belirlendikten sonra bu
RNA'’lardan 2 pg kullanilarak cDNA sentezlendi. cDNA sentezinde MBI Fermentas marka cDNA
sentez kiti (K1622) ve bilesenleri kullanildi. 2 pg total RNA ve 0.2 pg/ pl “random primer”, 0.2
pg/ ul “ oligo dT”, RNaz’dan arindirilmis dH2O igerisinde hazirlandiktan sonra 70 °C’de 5 dk.
inkiibe edildi. Daha sonra karisima 5X reaksiyon tamponu, riboniikleaz inhibitorii (20 u) ve dNTP
(0.5 mM) ve “M-MuLV Reverse Transcriptase” (200 u) eklendi. 25°C’de 10’ ve 42 °C’de 60 dk.
inkiibe edilerek ilk-zincir cDNA sentezi bir termal dongiileyici (Techne TC-312) igerisinde
yapildi. Tiipler 70 °C’de 10’ tutularak reaksiyon sonlandirildi.
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3.2.4. cDNA Kaliplarindan Spesifik Primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

[lk-zincir cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA’lar, her bir cDNA reaksiyonundan 2 pl
kalip olarak kullanilarak spesifik primerler aracilifiyla PCR reaksiyonu kuruldu. Egrl (GenBank,
Accession Number: ENSG00000120738 iizerindeki korunmus bolgelerden IDT “Integrated
Device Technology ” programu (www.idt.com) ile primer tasarlandi ve bu primerler PCR
reaksiyonlarinda Egrl genin ekspresyonunun m-RNA diizeyinde belirlenmesi amaciyla kullanildi.
Ayrica kontrol olarak da GAPDH genine spesifik primerler kullanildi. Kullanilan primer dizileri

ve PCR kosullar1 asagida Tablo 4.”de gosterilmektedir.
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Tablo 4. PCR’da kullanilan primerler

Genin Genin Sekansi Optimizasyon PCR kosullart
Genin Ad1 Biiytikliigii Kosullar
Egrl 205 bp F5’CTCTCTGAACAACGAGAAGGTGCT3” | Tm :53°C 1X
R5” AGATGGTGCTGAGGACGAGGA3’ Primer Distile su: -
konsantrasyonu: | dNTP: 0,4mM
0.6yuM Primer R:0,6uM
MgCI2:1.5mM Pimer F:0,6uM
30 cycles MgCl,:1.5mM
Taq Polimeraz
Buffer: 1X
Taq Polimeraz:1,25u
ilk Denatiirasyon: 95°C 5°
Denatiirasyon: 95°C 30sn
Baglanma: 55°C 40sn
Uzama: 72°C 45sn
Dongii Sayist: 30 siklus
Son Uzama
Sicakhig ve siiresi: 72°C 10’
GAPDH 142 bp F5’GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT 3’ | Tm :53°C 1X
RS’ Primer Distile su: -
CAGCCTTCTCATGGTGGTGGTGAAGA 3’ | konsantrasyonu: | dNTP: 0,4mM
0.25uM Primer R:0,25uM
MgCI2:1.5mM Pimer F:0,25uM
28 cycles MgCl,:1.5mM

Taq Polimeraz

Buffer: 1X

Taq Polimeraz:1,25u

ilk Denatiirasyon: 95°C 5’
Denatiirasyon: 95°C 30sn
Baglanma: 56°C 40sn
Uzama: 72°C 45sn

Dongii Sayst: 28 siklus
Son Uzama

Sicakhig ve siiresi: 72°C 10’
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3.3. Heparinin HGF ile Aktive Olan Proteinlerin Ekspresyununa Etkisinin Belirlenmesi

Amaci ile SKHep1 Hiicre Hattindan Protein izole Edilmesi

SKHepl1 hiicre hattinda HGF ile aktive olan p-Met, p-MAPK, aktivasyonlarina heparinin
etkisinin belirlenmesi amaci ile Sekil 13’deki gibi protein eldesi yapilarak western-blotting

yapildi.

SKHep! hiicre
hattindan protein
eldesi

Total protein
eldesi

Protein_ miktarinin
belirlenmesi

Proteinlerin loading
buffer +beta merkapta

etannl kariaiminda

Proteinlerin SDS-PAGE
poliakrilamid jeline
yiiklenmesi

Proteinlerin PVDF
membrana transfer
edilmesi

Membranin primer ve
sekonder antikor ile
blotlanmasit

Sekil 13: Protein eldesinin sematik gosterilmesi,
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3.3.1 Hiicrelerden Total Protein Izole Edilmesi

100 mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarinda % 70 yogunluga ulasana kadar biiyiitiilen hiicreler
%0 FBS iceren ortamda 16 saatlik serum ach@na birakildi. Daha sonra hiicreler 15°
HGF(40ng/ml), Heparin (1ug, 10pg, 100ug) ile muamele edildikten sonra hiicreler buz iizerine
alinarak 2-3 kez soguk PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 1 ml PBS icerisine hiicre kaziyici ile
kazindi ve 1.5 ml’lik tiipler icerisine alindi. Hiicreleri c¢oktiirmek icin 1,500 g’de 5 dk
santrifiigasyon yapildi (Eppendorf Centrifuge, 5415R). Siipernatandaki PBS atildiktan sonra hiicre
pelleti hacminin ii¢ kat1 kadar lizis tamponu (50 mM Tris-Cl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
pH 8.0, %1 NP-40, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1pg/ml pepstatin, I mM PMSF, 1 mM
NaF, 1 mM Na3VO4) eklenerek tiipler buz iistiinde lizis i¢cin 3-4 dakikada bir vortekslenerek 20
dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda tiipler 15,000 g’de 30 dk santrifiij edildi. Proteinleri iceren
siipernatan yeni bir tiipe alind1 ve protein miktarinin belirlenmesi asamasina gecildi.

Ayni metod ile biitin HCC hiicre hatlarinda Egr1’in protein diizeyinde ekspresyonuna

bakilmistir.

3.3.2 Protein Miktarlarinin BCA Yontemiyle Belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Pierce marka “BCA protein assay kit” (Pierce,
23225) kullanildi. Standart grafigin cizilebilmesi i¢in 0, 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ng BSA (Pierce,
23209) 1 ml reagen (kitin kullanim yonergesi dogrultusunda kit bilesenleri ile hazirlandi) ile
spektrofotometre kiivetleri (Brand, 759220) icerisinde birlestirilerek indirgenme tepkimesinin
olusmast i¢in 42°C’de 5 dk inkiibe edildi. Aym1 zamanda hiicre dizilerinden elde edilen
proteinlerden de 5 pl kullanilarak reagenle karistirilip inkiibasyona birakildi. Daha sonra protein
konsantrasyonu ile birlikte artan BCA/bakir kompleksi 562 nm’de spektrofotometrik olarak
oOlciildii. BSA yogunluklarina baglh olarak ¢ikan dl¢iimler standart grafigin ¢izilmesinde kullanildi
ve Orneklerin bu standart grafige gore ne kadar protein icerdigi “Microsoft Office Excel”

programinda hesaplandi.
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3.3.3. Proteinlerin “SDS-Page” Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

c-Met yaklasik 140 kDa olan bir protein olup ayrilmasi i¢in %8’lik poliakrilamid jelde
yiiriitiildii. p-MAPK 42-44 kDa yaklasik 60 kDa olup %10’luk poliakrialmid resolving jelde
yiirtiildiiler. “Stacking” olarak da %5°lik jel kullanildi. Jellerin kalinligr 1.5 mm’dir ve bilesimleri
asagida Tablo 5.”de gosterilmistir.

Tablo 5: Poliakrilamid jel icerigi

%8’lik Jel %10’ luk Jel %5°ij Jel
Distile su 4.6ml 4.0ml 3.4ml
%30’luk  akrilamid | 2.7ml 3.3ml 0.83ml
karigimi
1.5M Tris-HCI pH 8.8 | 2.5ml 2.5ml 0.63ml*
%10 SDS 0.1ml 0.1ml 0.05ml
%10 APS 0.1ml 0.1ml 0.05ml
TEMED 0.006ml 0.004ml 0.005ml

*Stacking jel icin 1M Tris-HCI pH 6.8

Ornekler yiiklemeye hazirlanirken her bir 6rnekten 60 pg total protein alindi ve bu proteinlerin
denaturasyonu i¢in %5 oraninda B-merkaptaetanol (Sigma, M-7154 ) iceren 2X yiikleme tamponu
(Applichem, A3484) ile esit hacimde karistirilarak 95°C’lik su banyosunda 5 dk. inkiibe edildi.
Kaynatilan protein Ornekleri yiikleme islemine gecilene kadar oda sicakliginda bekletildi.
Elektroforez tankinin (BioRad, ) icerisine Tris-Glisin elektroforez tamponu (‘“running buffer”, 25
mM Tris, 250 mM Glisin, %0.1 SDS) eklendi ve jeller uygun olarak yerlestirildikten sonra
ornekler ince uclu pipet tipleri ile yiiklendi. Ayn1 zamanda protein gociinii izleyebilecek
nitelikteki “marker”lardan da (MBI Fermentas, SM0441 ve SM0671) 7’ser pl yiiklendi ve 70
V’luk gerilim uygulanarak 30 dk. daha sonra 110 V’luk gerilim uygulanarak “marker” bantlari

acilana kadar proteinler yiiriitiildii.
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3.3.4. Poliakrilamid Jelde Yiiriitiilen Proteinlerin PVDF Membranlara Transferi ve_ Membranin

Bloklanmasi

Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam aparatlardan ¢ikartilarak Tris-Glisin transfer
tamponu (25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0.02 SDS, %20 metanol) icerisine alindi. PVDF
membran (Millipore, IPVH15150) 15-20 sn metanol icerisinde bekletilerek porlarinin agilmasi
saglandi ve daha sonra da transfer tamponu icerisine alindi. Bu tampon icerisinde bir kaset
icerisine sirasiyla siinger, “Whatmann” kagidi, jel, PVDF membran, “Whatmann” kagidi ve
silnger olacak sekilde yerlestirildi. Kaset kapatildiktan sonra transfer tankinin igerisine
yerlestirildi. 300 mA’lik akimda 1.5 saat transferde tutuldu ve daha sonra proteinlerin jelden
izerine gectigi membran ¢ikartildi. Cikartilan membran bloklama soliisyonu ( kullanilan biitiin

antikorlar icin %35 yagsiz siit tozunda bloklandi) icerisine alindi.
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Tablo 6. Western-blottingde kullanilan antikorlar

Marka Uygulama Marka
Primer Katalog Siiresi ve Sekonder Katalog
Antikor No. Diliisyonu Sicakhig: Yikama Antikor No. Yikamalar Deteksiyon
1/1000
Antirabbit
1/500 %3 TBS-T %0.1
Cell yagsiz siit Oda 1 saat Oda
p-MET signaling | tozu +4°C gece Oda sicakliginda sicakliginda
(Tyr (cs) (Applicechm | boyu sicakliginda 1 saat Pierce TBS-T Thermo
1234/1235) cs,3129 A0830) 30° 1858415 | (%0.5) 34076 Dura
1/1000 %3
yagsiz siit 1/1000
tozu Antimouse
(Applicehm TBS-T %0.1
A0830) Oda 1 saat Oda
TBS-T +4°C gece Oda sicakliginda sicakliginda
Upstate 9%0.25 boyu sicakliginda 1 saat Pierce TBS-T Thermo
c-Met 05-236 30° 1858415 | (%0.5) 34076 Dura
1/1000 %3 171000
yagsiz siit Antirabbit
tozu TBS-T %0.1
(Applicehm Oda 1 saat Oda
p-MAPK A0830) +4°C gece Oda sicakliginda sicakliginda
(Thr TBS-T %0.1 | boyu sicakliginda 1 saat Pierce TBS-T Thermo
202/Tyr204) | Cs, 9101 30° 1858415 | (%0.5) 34076 Dura
1/1000 %3 1/1000
yagsiz siit Antirabbit
tozu TBS-T %0.1
(Applicehm Oda 1 saat Oda
A0830) +4°C gece Oda sicakliginda sicakliginda
TBS-T %0.1 | boyu sicakliginda 1 saat Pierce TBS-T Thermo
MAPK Sc, 96 30 1858415 | (%0.5) Pico
1/750 %3 1/500
yagsiz siit Antimouse
tozu TBS-T %0.1
(Applicehm Oda 1 saat Oda
A0830) +4°C gece Oda sicakliginda sicakliginda
TBS-T %0.1 | boyu sicakliginda 1 saat Pierce TBS-T Thermo
Egrl Cs 15F7 30° 1858415 | (%0.5) 34076 Dura
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3.3.5.MMP’lerin Aktivitesinin Degerlendirilmesi “Jelatin Zimografi”

HGEF ile uyarilan MMP’lerin ekspresyonuna ve aktivitisine heparinin etkisini gézlemlemek
amaci ile jelatin zimografi yapildi. Jelatin zimografi yonteminde, jelatinaz enzim grubunun
substrati olan jelatin, yliriitiici jeli olusturan akrilamid ile kopolimerize edildi. MMP-2 (72 kDa)
ve MMP-9 (98 kDa) indirgen-olmayan kosullar altinda elektrik alanda molekiiler agirliklarina
uygun bolgeye goc etmeleri igin yiiriitiildii. ‘Jelatin (Gelatin A sigma G9136) zimografi’ yontemi

kullanilarak MMP-2 ve MMP-9’un hem zimojen, hem de aktif formlar1 aym jel iizerinde saptand.

3.3.5.1 SKHepl Hiicre Hattinda Jelatin Zimografisi

SKHep] hiicreleri 10*/ml hiicre 35mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarina ekildiler. %70’lik hiicre
yogunluguna ulastiklarinda %10 FBS iceren ortami tamamen uzaklastirildi. %0 FBS iceren
DMEM ortaminda hiicreler 16 saat serum aghigina birakildi. Ardindan hiicreler heparin
(100pg/ml) ve HGF (40ng/ml) ile muamele edildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin ortamlari alindi.
Ortamlarin icinde yer alan protein miktar1 562 nm’de olgiimleri yapildi. Esit miktarda protein
iceren ortamlar 1:1 oraninda 2X (indirgeyici olmayan) yiikleme tamponu ile karistirilarak %1
jeletin iceren SDS-page jeline ornekler yiiklendi. Jelin hazirlanisi icerii ve tamponlarin icerigi

Tablo 7.’de belirtildi.

Tablo 7. Jelatin zimografi jelinin icerigi

Reaktif %17.5 Ayiricl Jel %4 Paketleyici Jel
Bi distile su 7.7 ml 6.1ml

10mg/ml Jelatin Substrat1 | 2.0ml -

%30 Akrilamid 5.0ml 1.3ml

1.5M Tris-HCI pH8.8 5.0ml -

0.5M Tris-HCI pH6.8 - 2.5ml

%10’Iuk SDS 200ul 100ul

%10’1ul APS 200ul 100ul

TEMED 20ul 10ul
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Uygulama Basamaklari

1. Ayirici jel % 7.5 olacak sekilde hazirlandi (Tablo 7).

2. Paketleyici jel %4 olacak sekilde hazirlandi. (Tablo 7 ) ve ayirici jel lizerine dokiildii.
Orneklerin uygulanacag kuyucuklarin olusturulmasi amaciyla jel iizerine tarak yerlestirilerek
polimerize olmasi beklendi. Polimerizasyon sonrasinda tarak dikkatli bir sekilde c¢ikarildi.

3. Hazirlanan jeller, elektroforez tankina yerlestirilir. Esit hacimde siipernatant, indirgeyici-
olmayan 6rnek tamponu ile karistirilarak jel iizerindeki kuyucuklara hedeflenen protein miktarina
gore yiiklendi.

4. Elektroforez “yiiriitme tamponu” sistemine eklendi.

5. Karsilikli iki jel i¢in 125 sabit voltaj, 40-60 mA/jel 5 saat uygulanarak elektroforez +4 oC
soguk oda kosullarinda yapildi.

6. Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak i¢in, jeller iki kez 15°ser dakika %2.5’lik
Triton X-100 “renatiirasyon tamponu” ile yikandi.

7. Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel icindeki substratlarim (jelatin)
titkketmelerini saglamak icin 18 saat 37 oC’de “aktivasyon tamponunda” enkiibe edildi.

8. Jeller , %0.5’lik Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyanir ve metanol —asetik asid-distile su
(4:2:5 ) iceren c¢ozelti ile zemindeki boyanin fazlas1 giderildi.

9. Jel lizerinde MMP-9 enzimine ait pro ve aktif formlar, mavi zemin {izerinde litik alanlar
seklinde goriildii.

10. Gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi Tablo 8.da gosterilmektedir
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Tablo 8. Zimografide kullanilan soliisyon ve tamponlarin hazirlanmasi

Soliisyon Ad1 Igerigi Hazirlanisi

Aktivasyon Soliisyonu 50 mM Tris-HCI, pH 7.6 6.06 g Tris,
10 mM CaCl2.2H20, 1.47 g CaCl2.
50 mM NaCl, 2,92 g NaCl,
% 0.05 Brij 35 0.5 g Brij 35

1 L d H20 iginde ¢oziiliir
(+4°C’de saklanir)

1X Yiiriitme Soliisyonu

25 mM Tris-HCI, pH 8.3
0,246 M Glisin
% 0.1 SDS

15.1 g Tris,
94 g Glisin
5 g SDS

1 L d H20 iginde ¢oziiliir.

(+4 °C’de saklanir)

Renatiirasyon Soliisyonu

% 2.5’1ik Triton X-100

25 mL Triton X-100
975 mL d H,O

2X  Indirgeyici  Olmayan

Soliisyon

1.0 mL 0.5 M Tris-HCL,
pH:6.8

0.8 mL Gliserol

3.2 mL %10’luk SDS

0.2 mL % 0.2’lik Bromfenol
Blue

2.8 mL d H20

Oda sicakliginda saklanur,

%30 Akrilamid Sliisyonu

29.2 g Akrilamid
0.8 g N’N’-bisakrilamid

(+4°C ‘de karanlikta

saklanir)

Staining Soliisyonu

9%0.5’1lik Coomassie
Brilliant Blue R-250
%40 metanol

%10 asetik asid

Taze hazirlanir

Destaining Soliisyonu

%40 metanol
%10 asetik asid

Taze hazirlanir
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3.3.6. “Lusiferaz Reporter Assay”
3.3.6.1.Transformasyon Deneyi

Deneyde kullanilacak pGL2-luc-B Egrl reporter vektorii kompetent hiicre E.coli IM109
hiicresine aktarildi. Vektor+pGL2-luc-B-Egrl Dog¢. Dr. Isil Kurnaz’dan saglandi. (Yeditepe
Univeristesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii) Vektor agar iceren LB ortamalarina ekildi

(Ortamlar ve icerikleri Tablo 9.’da gosterilmistir). Deney asamalar Sekil.14’de sematize edildi.

Kompetent hiicre
(E.coli IM109)
100ul

100ng plazmit (Promega
E1641, pGL2-Luc-B-
Egrl)

|

Karistirmadan 30 dakika buzda tutuldu

| |

42°C’lik su banyosunda 90 saniye bekletildi.

900ul SOB ortami ( 10 ul 1M MgCI; eklendi.

|

160 rpm’de 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

l

Luaria broth veya Luria-Bertani broth (LB) ortamina ekim yapildi.

|

160 rpmde 37°C’de 1saat inkiibe edildi.
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Luria broth veya Luria-Bertani broth (LB) ortamina ekim ekim yapilmistir.

Amp' LB IM109+pGL
JIM109 2 vektor
Amp' LB
LB IM109 IM109+pGL

2 vektor

IM109+pGL2
vektor
Amp' LB

IM109+pGL2

vektor

Dogrudan ekim

|

1/100 diliisyon 990ul LB+10ul
(SOB+pGL2-luc-B-Egr1+JM109)

37°C’ de bakteri inkiibatoriinde gece boyu bekletildi

Amsilin iceren LB’li (Amp" LB) ortamda tek tek iiremis olan pGL2-luc-B-Egrl igeren E.coli

JM109 bakterisine ait tek diisen kolonilerden bir tane alindi.

Sml ampisilin iceren LB ortamina ekildi.

160 rpm’de 37°C’de gece boyu birakildi.

N\,

Maksi-prep icin bakterilerin bir
kismi 250 ml ampisilinli

/

Miniprep yapildi

LB ortamina ekildi.

Sekil 14: Transfeksiyon ve miniprep sematik gosterimi
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Tablo 9. Transfeksiyon deneyi icin kullanilan ortamlar ve icerikleri

Ortam

Icerigi

Hazirlanis1

LB (Luria broth or Luria-

10g tripton

Kimyasallar tartilarak 1 litre

Bertani broth) distile su icinde c¢oziildii.
Sg yeast extract pH’s1 7.5e ayarlandi.
10g NaCl 121°C’de 15’ otoklavlandi.

Agarhi LB 10g trypton Kimyasallar tartilarak 1 litre

distile su icinde c¢ozildii.
Sg yeast extract pH’s1 7.5e ayarlandi.
10g NaCl 121°C’de 15’ otoklavlandi.
15 gr Agar
SOB Tripton 20gram Kimyasallar tartilarak 1 litre
Yeast ekstrakt Sgram | distile su icinde ¢oziildii.pH’s1
NaCl0.5gram 7.0’a ayarlandi. 121°C’de 15°
IM KCI 2.5millilitre otoklavlandi.
ddH20 to1000millilitre Kullanmadan 6nce 1M MgClI,
llitede 10 ml olacak sekilde
kullanilir.
Ampisilinli LB 10g tripton Kimyasallar tartilarak 1 litre
distile su icinde c¢oziildii.
Sg Maya Ekstrakt pH’s1 7.5e ayarlandi.
10g NaCl 121°C’de 15’ otoklavlandi.
50-55°C’ye soguduktan sonra
50pg/ml 50pug/ml  olacak  sekilde

ampisilin eklendi.
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3.3.6.1.1. Miniprep

Plazmid DNA’nin izole edilmesi icin miniprep yapildi.

Protokol
1. 1giin 6nce 160 rpm’de 37°C’ de gece boyu birakilan bakterilerden 1.5 ml ependorf tiipiine
alinarak, 13000 rpm, +4°C’de 30’ santrifiij yapilmstir.
2. Supernatan atild1 ve pellet kurumaya birakildi.
3. 100ul ALS-1 ile pellet siispanse edidi ve iyice vortlexlendi.
4. 200ul taze hazirlanmis, ALS-2 eklendi. Tiip 3-5 kez asagi yukari edildi.
5. 150pl soguk ALS-3 solusyonu eklenir. Tiip alt-iist edilir. 3-5 dakika buzda_bekletildi.
6. 13000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
7. Supernatant yeni bir ependorf tiipiine alindi.
8. Supernatantin iizerine esit hacimde fenol-kloroform-izoamil alkol eklendi. Vortex yapildi ve
13000rpm’de 2’ +4°C’de santrifiij edildi.
9. Ustteki daha seffaf olan faz alind1 ve yeni bir tiipe aktarildi.
10. %70’lik Etanolden 2 volum eklendi. Vortexlenip 2’ oda sicakliginda bekletildi.
11. 13000 rpm’de 5° +4°C’de santrifiij edildi. Niikleik asitler dibe ¢oktii.
12. Supernatant atildi.
13. Pelletin iizerine %70 etanolden 1ml eklendi ve alt-iist edildi. 13000 rpmde +4°C’de 10’
santrifiij yapildi.
14. Supernatant uzaklastirildi. Pellet kurumaya birakildi. Uzerine 50ul Tris-EDTA pH 8.0 (RNase
iceriyor, 20pg/ml) eklendi.
15. Pellet ¢oziildiikten sonra olgiileri 260nm ve 280 nm’de dlciimleri yapilmistir.
16. Restriksion enzimleri, HidIIl, Kpnl ile kesim yapildi.
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Tablo 10. Miniprep icin kullanilan solusyonlar,

Solusyonun Adi Solusyonun icerigi

ALS-1 - 50 mM Glukoz

- 25 mM Tris-HCI

- 10mM

ALS-2 -0.2 N NaOH

-%1 SDS

ALS-3 100ml ALS-3 igin,

-60 ml 5M Potasyum Asetat
-11.5 ml Asetik Asit
-28.5ml Distile Su,

3.3.6.1.2. Maxi-prep

1. 1 gece once 160 rpm’de 50ug/ml ampisilin iceren 500ml LB’de 37°C’de hiicreler inkiibasyona
brrakildi.

2. 2 tane 250ml’lik tiipe alindi. Bakteri hiicreleri, S000g’de santrifiij edildi.

3.Supernatant atild1.

4 Pelletin iizerine Qiagen buffer P1’den 4ml eklendi. Pipetaj yapilarak buffer P1 icinde pelletin
iyice kaldirilmasi saglandi.

5.Uzerine 8 ml Qiagen Buffer P2 eklendi. 2-3 yukari asag1 seklinde karistirildi. 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

6.8ml Qiagen Buffer P3 eklendi. 2-3 kez karistirildi. 15 dakika buzun {izerinde bekletildi.
7.Karisim 13000g’de 15 dakika +4°C’de santrifiij yapildi.

8.Qiagen tip-100’e 4ml’den buffer QBT eklenerek, kolonlarin kalibrasyonu saglandi.

9.Daha sonra suupernatant kolonlardan gecirildi.

10.Kolonlar 2 kere buffer QC ile yikandi (2x10ml), membrani tutan konteminantlarin
uzaklastirilmasi igin,

11.DNA eldesi icin kolona Sml buffer QF solusyonu eklendi.

12.Elde edilen DNA solusyonun iizerine 3.5ml izopropanol eklendi. 13000g’de 30 dakika +4
°C’de santrifiij yapildi.
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13.Supernatant uzaklastirildi. Pelletin {izerine 2 ml %70 Etanol eklendi. 15000g’de 15 dakika

+4°C’de santrifiij yapildi. Supernatant atildi.
14.Pellet kurutuldu. Tris-EDTA pH 8.0 (20ug/ml RNase igeren) bufferinda ¢oziildii.
15.DNA 260nm’de, 280nm’de 6l¢iildii.

16.Restriksiyon enzimleri ile kesim yapildi.

Kullanilan Restriksiyon Enzimleri
HindIII: Fermentas ER0501
Kpnl: Fermentas ER0521

Restrikriksiyon Enzimleri ile Kesim

Kesim Yok HindIII Kpnl HindIII ve Kpnl
Su 26l 24 ul 24 ul 18 ul
DNA
Miktar: 17ug 17ug 17ug 17pg
Enzim
Tamponu 1X Tango 1X HindIII 1X Kpnl 1X Tango

Tamponu Tamponu Tamponu Tamponu

Enzim - liinite 1 iinite 1 iinite

Karigimlar 37°C’lik su banyosunda gece boyu bekletildi ve 60°C’de 10 dakika enzimlerin

inaktivasyonu saglandi. Uriinler %0.8’lik agaroz jele yiiklenerek 80 V’da 2 saat yiiriitiildii.

3.3.6.1.3. Transfeksiyon

SKHep] hiicreleri 7x10* hiicre/well ekim yapild. Hiicreler ertesi giin pGL2-luc-B Egrl ile

transfekte edidi. Transfeksiyondan Once hiicrelerin %60 civarinda yogun olmasi istenir.

Transfe

1.

3.

ksiyon igin;

Transfeksiyon ortaminin hazirlanmasi, transfeksiyon icin 6well-platelerde, bir well i¢in
Sul Fugene ( Transfeksiyon reagenti Roche, Katalog NO: 04709705001), 2ug DNA
(pGL2-luc-B-Egrl  plazmiti) olacak sekilde transfeksiyon reagenti hazirlandi.
Transfeksiyon reagenti DMEM-0 icinde hazirlandi.

1 giin 6nce ekilmis hiicrelerin ortam tamamen uzaklastirildi. Hiicrelerin 2 kere 1PBS ile
yikamalar1 yapildi. Hiicrelerin iizerine DMEM-0 eklendi.

Ug saat sonra her bir wellde %10 FBS olacak sekilde DMEM’li ortam eklendi.
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4. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin ortami tamamen uzaklastirildi. Hiicreler 1X
PBS ile iki kere yikamalart yapildi. Hiicrelerin iizerine %0 DMEM’li ortam eklendi. 16
saat sonra hiicreler bir saat icin HGF (40ng/ml), 100ug/ml heparin ile muamele edildi..

3.3.6.1.4. Lusiferaz Deneyi
Lusiferaz deneyinde promotor aktivitesini Olgmek icin firely lusiferaz ““ Photinus
pyralis (EC 1.13.12.7)” aktivitesi Olgiiliiyor. Lusiferaz aktivitesi asagidaki gibi sematize

edilmistir.

Lusiferin+ATP+O, Mg2+ . oksilusiferin+ AMP+PP; + CO; +is51k

lusiferaz

1.Belirtilen siirenin sonunda hiicrelerin ortami tamamen uzaklastirildi. Iki kere 1X PBS ile
yikamalar yapildi. Her bir welle 250ul Roche 1X lizis bufferi ( Roche Luciferase Reporter
Gene Assay, 1669893) eklendi. 30’ oda sicakliginda bekletilerek hiicrelerin iyice
parcalanmasi saglandi. Lizat 1.5ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi.

2. Lusiferaz substrati, tampon iginde ¢oziildii.

3.Mikrofiij tiiplerinin i¢ine 25ul lizattan, 50ul lusiferaz 6rneginden (substrat+buffer), eklendi.
4. “20/20™ Luminometer aleti ile 6l¢iimler yapildu.

5. Lizatlardan protein 6l¢iimii yapildi ve normalizasyon yapildi.

3.4. invazyon ve Motilite Deneyi

SKHepl hiicrelerinde heparinin doz bagimli olarak HGF ile uyarilan hiicrelerin invazyon
ve motilitesine olan etkisini belirlemek amaci ile invazyon deneyi yapilmustir.

1. Invazyon kuyularina (BD Matrigellnvasion Chmaber 24-well Plate 8.0 Mikron por ¢apl)
1.5x10* /kuyu hiicre ekildi. Motilite deneyi i¢in (BD Kontrol insert 24-well Plate 8.0
Mikron por ¢apli) 1.5x10*kuyu hiicre ekildi.

2. Invazyon kuyular1 -20°C’den cikarildi. Oda sicakligia gelmesi icin disarida bekletildi.
Motilite kontrol kuyular1 +4°C’den cikarildi. Oda sicakligina gelmesi saglandi.

4. Invazyon kuyulari oda sicaklifina gelince, kuyularin iizerine %0 FBS olan DMEM
eklendi ve inkiibatore kaldirildi. Motilite kuyularina hicbirsey eklemeden aymi sekilde
inkiibatore kaldirildi.

5. 2 saatin sonunda invazyon ve kontrol kuyular1 inkiibatorden alindi.
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Invazyon kuyularindan DMEM-0 ¢ok dikkatli bir sekilde cekildi.
Hiicrelerin 1.5x10* /kuyu olacak sekilde %2 FBS iceren DMEM ortamimin icinde hiicre

stispansiyonu hazirlandi.

Motilite ve invazyon kuyular1 alinarak alt kisma 750ul DMEM %2 FBS, HGF ve farkl

dozlarda heparin eklendi. Sekil.15’de gosterilmistir.

3ug Heparin
Neg
30ug
- 00® O OO0 m
Heparin
Heparin
2O 0® @ OO
Heparin Heparin

Sekil 15: Invazyon ve motilite kuyularina farkli yogunluklarda heparin ve HGF eklenmesinin

sematik gosterimi,

9.Yukarida belirtildigi sekilde hiicreler HGF (40ng/ml) ve farkli heparin dozlan ile muamele

edildi.

10. Kuyular steril pens yardimi ile yerlerine yerlestirildi. Baloncuk olusumuna izin vermeden

kuyucuklar yerlestirildi.
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11. Hiicre siispansiyonu hazirlandi ve 500ul’den kuyularin iizerine eklendi.

12.24

saat i¢in hiicreler inkiibatore yerlestirildi.

BD Falcaon Hiicre

BD matrijel o
kiiltiirii kuyularl

matris

| Tl
| /]

7

1
B

S

I
=
mw l'

1 T rrrrr ii.ﬁl f_

hiicre

8 mikron PET zar

HGF +Heparin
eklendi,

BD Falcon TC hiicre
Kiiltiirii kabl

Sekil 16: Invazyon kuyular

3.4

10.
11.

.1.DiffQuik (Dade-Bahring) Ile Boyama

24 saattin sonunda hiicreler inkiibatérden alindi.

Kuyularin iizerindeki ortam tamamen uzaklastirildi.

Hiicrelerin fiksasyonunu saglamak icin, kuyular “Diff-Quick Fixation”dan 10 saniye
tutuldu.

Kuyular hafifce kurutma kagidina tutularak kurumalar1 saglandi.

Kuyular ardindan Diff-Quick Set-1 boyasi (eosin, hiicrenin bazik kisminin, sitoplazmanin
kirmizi boyanmasini saglar) ile 10 saniye boyandi.

Kuyulardan kurutma kagidi ile fazla boyalar1 alindi.

Kuyular ardindan Diff-Quick —II boya seti (hemotoksilen, hiicrenin asidik kisimlarini,
cekirdegin mavi boyanmasini saglar) ile 10 saniye boyandi,

Kuyulardan fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in kuyular kurutma kagidina tutuldu.

Kuyular distile sudan gegirildi.

Kulak ¢opii ile iistte kalan hiicreler alindi.

100X biiyiitmeli mikroskopta hiicreler ¢ekirdek mavi, sitoplazma kirmizi olarak boyanmis

goziiktii.
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4.BULGULAR

4.1. Hepatoseliiler Karsinom Hiicrelerinde Egr1 Ekspresyonu

Mikroarray ile saptanan Heparin ve HGF varliginda uyarilan EGR 1 ekspresyon artisinin
dogrulanmasina yonelik RT-PCR analizleri oncesinde 9 HCC hiicre dizisinde Egrl
ekspresyon diizeyleri incelendi. RT_PCR ile Hepatoseliiller Karsinom hiicre dizilerinden
SNU-475, Huh-7, HepG2, Hep3B, Mahlavu, SK-Hepl, SNU-398, SNU-449 ve PLC/PRF-
5’de Egrl m-RNA diizeyinde farkli miktarlarda saptanmustir (Sekil 17).  Western Blot
yontemi ile Hep3B, Huh7, HepG2, SKHepl ve MV hiicre dizilerinde Egrl ekspresyonu
yiiksek diizeyde oldugu gozlenmektedir (Sekil 18).

;. 85388 E 3
22 § 2 F 2 &R =
e ﬁ 5 & @ = o 7
Bgrl o B
GAPDH +— wou enp ee w5 4D Sen

Sekil 17: RT-PCR ile HCC hiicre dizilerinde bazal kosullarda Egr1 transkripsiyonu.
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Hep3B
Snu475
Snu449

Huh7

HepG
SKHepl

MV
Snu398

PLC-PRF

Egrl

Kalneksin

Sekil 18: Egrl’in biitin HCC hiicre dizilerinde protein diizeyinde bazal kosulda

ekspresyonun western blotting yontemi ile gosterilmesi,

HCC hiicre dizilerinde bazal m-RNA diizeyinde Egrl biitiin HCC hiicre dizilerinde
eksprese olmaktadir. Protein diizeyinde bazal Egrl bazi HCC hiicre dizilerinde (Hep3B, Huh7,
HepG2, SKHepl ve Mahlavu) ekspresyonu yiiksek olmaktadir, bazi HCC hiicre dizilerinde ise
(Snu475, Snu449, Snu398) hiicre dizisinde ise diisiik diizeyde eksprese olmaktadir.

4.2. SK-Hepl hiicrelerinde HGF ve/veya Heparin uygulamasinin Egrl transkripsiyonuna
etkisi

Mikroarray calismalar1 sonucunda SKHepl hiicre dizisinde HGF+Heparin olan kosulda
sadece Heparin olan kosula gore Egrl ekspresyonunda artis gozlendi. Mikroarray calismalarini
dogrulamak amaci ile Heparin- HGF-, Heparin+HGF-, Heparin-HGF+ ve Heparin+HGF+ olan
kosullarda Egrl ekspresyonundaki degisim m-RNA diizeyinde incelendi. HGF+Heparin olan
kosulda yalinizca heparin olan kosula gore Egrl ekspresyonunda artis oldugu saptandi (Sekil 19).

Bu bulgu mikroarray ile elde edilen veriyi dogrulamaktadir.
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Sekil 19: Heparin ve Heparin +HGF varligindaki Egrl1 transkripsiyonundaki degisim ,

4.3. Heparin Dozunun HGF ile Uyarilan Egrl Ekspresyonuna Etkisi

Heparin’in 0.3 pg/ml den baglayarak doz bagiml olarak HGF tarafindan uyarilan Egrl

ekspresyonunu baskiladigr saptandi. 300 pg/ ml lik dozun bazal

Egrl transkripsiyonunu

baskiladig1 gozlenmis ve calismanin bundan sonraki boliimiinde bazal Egrl transkripsiyonunu

etkilemeyen en yliksek heparin dozu olan 100 pg/ml heparin ile devam edildi(Sekil 20).
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Sekil 20: Heparin dozunun Egrl ekspresyonuna etkisi
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HGF ve/veya heparin varliginda Egrl m-RNA diizeyindeki artisin zamana bagl nasil
degistiginin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen ¢alismada, SKHepl hiicre dizisinde Egrl m-
RNA diizeyinde artisin HGF uygulamasindan 15 dakikadan sonra basladigi, uyarinin 1.saattinde

maksimum diizeye ulastig1 ve 2.saatten sonra diismeye bagladigi belirlendi (Sekil 21).

HGF nin Zamana Bagh Egr1 Ekspresyonuna Etkisi

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Densitometrik OD Degeri

0,1

&L fy*é & é"\é&\é{f\éﬁﬁ,ﬁﬁfﬁfﬁ

HGF -+ -+ - + -+ - + -+
15° 30 60’ 120 240 360”
L -
<_
GAPDH _

Sekil 21: HGF’ nin m-RNA diizeyinde Egrl ekspresyonuna etkisi
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Heparinin HGF ile uyarilan ve bazal Egrl eksprseyonuna etkisini belirlemek amaci ile

zamana bagl olarak HGF, heparin ile muamele edilen SKHepl hiicrelerinde m-RNA diizeyinde

Egrl ekspresyonuna bakild1 ( Sekil 22).

HGF ile Uyarilan Egr1 Ekspresyonuna Heparinin Doz Bagimh
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Sekil 22: Heparinin HGF ile uyarilan Egrl ekspresyonuna etkisi
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4.4. HGF ve/veya Heparinin Egr1’in Transkripsiyonel Aktivitesine Etkisi

Egrl’in heparin ve HGF varliginda promotor aktivasyonuna bakmak amaci ile Egrl-
lusiferaz-reporter deneyi yapildi. HGF uygulanmasi sonrasinda Egrl transkripsiyonel aktivitesi
yaklagtk 16 kat artti. Heparin uygulamasi1 HGF ile aktive olan Egrl’in transkripsiyonel
aktivasyonu baskiland (Sekil 23).
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Sekil 23: HGF ve Heparin varliginda Egr1’in transkripsiyonel aktivitesi
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4.5. SKHepl1 Hiicrelerinde Heparin’in c-Met fosforilasyonuna etkisi

Heparin uygulamasinin doz bagimli olarak c-Met fosforilasyonunu inhibe ettigi belirlendi
(Sekil 24).

HGF Varhginda Fosforilasyonu Artan p-c-MET'e
Heparinin Konsantrasyon Bagiml Olarak Etkisi
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Sekil 24: HGF ve heparin varliginda p-c-Met fosforilasyonu
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4.6. SKHep1 Hiicrelerinde Heparin’in MAPK fosforilasyonuna etkisi
Heparin doz bagiml1 olarak MAPK fosforilasyonu baskilandi.

HGF Varliginda Fosforilasyonu Artan p-MAPK
Fosforilasyonuna Heparinin Konsantrasyon Bagimli
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Sekil 25: HGF ve/veya Heparin uygulamasinin MAPK fosforilasyonuna etkisi




4.7. SKHep1 Hiicre DizisindeHeparinin HGF ile Aktive Olan Hiicre invazyonuna Etkisi

SKHepl1 hiicre dizisinde HGF uygulanmasi hiicre invazyonunu yaklasik 10 kat arttirdi.

Heparin ise doz bagimli olarak HGF tarafindan uyarilan hiicre invazyonunu baskilad: (Sekil 26).

HGF ile Uyarilan Hiicre invazyonuna Heparinin
Konsantrasyon Bagiml Olarak Etkisi
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Sekil 26. SKHepl hiicre dizisinde HGF tek basina iken ve HGF+Heparin varliginda hiicre

invazyonu davraniglarina bakildi

SKHep1 hiicre dizisinde HGF varliginda artis gosteren hiicre invazyonu heparin

varliginda baskilandi.

4.8.HGF ve/veya Heparin uygulamasinin MMP-9 ekspresyonuna etkisi

24 saatlik HGF uygulamasi SKHep]1 hiicrelerinde hiicre kiiltiir ortamina salinan MMP-9

miktarini artti. Heparin varliginda bazal MMP-9 aktivasyonu degismez iken HGF ile aktive olan
MMP-9 salinimi azaldi (Sekil 27).

HGF ve Heparinin MMP-9 Ekspresyonuna Etkisinin
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Sekil 27: HGF, heparin varliginda MMP-9 aktivasyonunun jelatin zimografi yontemi ile

gosterilmesi,

S.TARTISMA

Hepatoseliiler karsinom bir primer karaciger kanser tipidir. Diinya da goriilme sikligi
bakimindan 5. sirada yer alirken 6liime yol agma sikligi bakimindan 3. sirada yer almaktadir.
HCC’nin gelisimi Hepatit B, Hepatit C, alkol ve aflotoksinlerle iliskilendirilmektedir'. Bu
faktorler karacigerde kronik bir hasarin olusmasma yol a¢maktadir. Normal karaciger
hepatosit hiicreleri, endotel hiicreler, portal fibroblastlar ve stellat hiicrelerinden

2 42

olusmaktadir. Kronik karaciger zedelenmeleri sonucunda bu hiicrelerin 6zellikleri

degismektedir. Portal fibroblastlar ve stellat hiicreler siirekli bilyiime faktorleri, sitokinler ve
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proteinazlar sentezlemeye baslayip hiicre dis1t matrisin degisimine yol a¢gmaktadirlar. Hiicre
dis1 matrisde birikim fibrozis olusumuna yol agmaktadir. Bu arada HGF ekspresyonu artan
biiyiime faktorlerinden biri olup hepatositlerin biiyiime, ¢ogalma ve farklilagmasinda 6nemli
rol almaktadir. Heparin, hiicre dis1 matrisde en cok birikmeye baglayan proteinlerden biri
olmaktadir. Heparin bir heparan siilfat proteoglikandir. Heparin FGF, PDGF ve gibi HGF icin
ko-reseptor olarak tanmimlanmaktadir. Heparin biiyiime faktorlerinin reseptorlerine baglanarak
olusturduklart biyolojik yanitlarda 6nemli rol oynamaktadirlar. Heparin, HGF varyant1 olan
NKI1’a baglanmaktadir. Ortamda heparin bulunmasi durumunda NKI1 tarafindan olusturulan
yanitin arttigini gosteren calismalar bulunmaktadir. Heparinin c-Met reseptor tirozin kinazin
sema bolgesine, HGF’nin ise N bdolgesine baglandigimi gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
Ancak bu fiziksel birlikteligin HGF/SF-c-Met sinyal yolagiin aktivasyonunda nasil bir rol
aldigr tamimlanmamistir. Calismamizda heparinin HGF birlikteliginin HCC’de nasil bir rol
aldigim belirlemeye calisik. Daha once yapilan calismamizda HGF ile uyarilan hiicre
adezyonu, hiicre proliferasyonu ve hiicre hareketliligi heparin varliginda baskilandi. Heparinin
baz1 kanserlerdeki baskilayic1 6zelligi bilinmektedir. Heparin varliginda kanser hiicrelerinin
metastaz, invazyon ve proliferasyon 6zelliklerinde baskilanma oldugu gosterilmistir.” HCC
hiicre dizisi olan HepG2 hiicre dizisinde heparin varliginda hiicrenin apoptoza gittigi
gosterilmistir. Ancak molekiiler mekanizmasi tanimlanmamistir.”” Calismamizda oncelikle
HCC’de heparinin HGF bagimli olan biyolojik yanitlarin baskilamasinin molekiiler
mekanizmasinin anlasilmasina yonelik analizler yapildi. Bu amagla oncelikle SKHepl
hiicreleri Heparin, HGF+Heparin ile muamele edildikten sonra elde edilen RNA’lardan
mikroarray calisildi. Mikroarray sonucunda ekspresyonu anlamli derecede degisen genlerin
biyoinformatik ve literatiir verileri dogrultusunda analizi sonrasinda Early Growth Response 1
(Egrl) geni aday gen olarak secildi. Hiicre ¢ekirdeginde yer alan bir transkripsiyon faktorii
olan Egrl, hiicre disindan gelen bircok sinyal ile uyarilarak hiicre proliferasyonu ve hiicre
farklilagsmasinda rol oynamaktadir. Egrl’in ¢esitli dokularda inflamasyon olusumunda ve

fibroziste rol aldig1 da gosterilmistir 2

Calismamizda 6nce farklt HCC hiicre dizilerinde Egrl’in mRNA ve protein diizeyinde
eksprese olup olmadigini belirlemeyi hedefledik. Calismamiza dahil ettigimiz 9 HCC hiicre
dizisinin tamaminda m-RNA diizeyinde farkli miktarlarda Egrl ekspresyonu oldugu

belirlendi (Sekil 17.). Protein diizeyinde yapilan ekspresyon analizinde ise genellikle
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epiteliyal kokenli olan HCC hiicre dizilerinde Egrl ekspresyonu gozlenirken mezensimal
kokenli HCC hiicre dizilerinde Egrl ekspresyonunun ¢ok diisiik veya hi¢ olmadigi saptandi
(Sekil 18.). Bu veri Egrl’in HCC’de epiteliyal-mezensimal geciste ©Onemli rol
oynayabilecegini ve aym zamanda hiicre farklilagmasinda rolii  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Literatiirde Egrl’in HCC hiicre dizilerinde ekspresyon diizeylerini ve
bunun 6nemini gosteren ¢aligmaya rastlanmamuistir. Ancak primer hasta dokularinda yapilan
bir ¢calismada Egrl ekspresyonunun normal karaciger ve HCC dokularinda ¢ok az oldugu
veya hi¢ olmadigi, buna karsin parakanseroz dokularda ekspresyonunun arttigi bildirilmistir”.
Ayrica bir bagka ¢alismada Egrl’in birtakim uyaranlar ile yarilarak karaciger yenilenmesinde
onemli bir rol aldig gbsterilmistir5 L Egrl’in kemokinlerin salinmasinda rol oynayarak
inaflamasyon ve fibrosis asamalarinda Onemli rol alabilecegini gosteren c¢alismalarda
bulunmaktadir®. Bir diger calismada ise etanol varlifinda Egrl ekspresyonunun arttigi ve
Egrl ekspresyonundaki bu artisin karaciger yaglanmasinda rol aldigi belirtilmistir.”> Bu
bilgiler Egrl’in karacigerde alkol gibi baz1 etyolojik faktorler tarafindan uyarilabilecegini
gostermektedir. Bu faktorlerin EMT fenotipi ile iligkisi diisiiniildiigiinde calismamizda farkli
HCC hiicre dizilerinden elde edilen Egrl ekspresyondaki farkliliklarin biyolojik neminin

incelenmesinin gerekliligini gostermektedir.

Mikroarray calismasinda kullanilan SK-Hepl hiicre dizisinin Egr-1 eksprese ettigi
belirlendikten sonra Heparin ve HGF+Heparin uygulamasinin Egrl transkripsiyonunu nasil
etkiledigi RT-PCR ile incelendi. Elde edilen sonuglara gore mikroarray calismasinda
kullanilan 24 saatlik HGF ve HGF+Heparin uygulanan kosullarda gerceklestirilen ¢alismada,
mikroarray sonuglart ile uyumlu olarak HGF+Heparin uygulamasinin sadece heparin

uygulamasina gore Egr-1 transkripsiyonun 2 kattan fazla artirdig: belirlendi.

HGF ve heparinin birlikte veya ayri ayr1 Egrl ekspresyonunu nasil etkiledigini
belirlemek amaci ile yapilan calismada HGF uygulamasinin 15. dakikasindan baslayarak Egr-
1 transkripsiyonu artmaya basladigi, 1. saatte maksimum seviyeye ulasip 2. saatten sonra
azalmaya bagladigi belirlendi(Sekil 21). Heparin dozunun Egr-1 transkripsiyonuna etkisi
incelendiginde 300pg ve tiizerindeki Heparin konsantrasyonlarinin Egrl ekspresyonunu
azaltig saptandi (Sekil 20). Bu nedenle heparinin, HGF’ nin Egr-1 transkripsiyonuna

etkisinin incelendigi deneylerde 100pug heparin dozu kullanildi. Heparinin doz bagimli olarak
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HGF ile uyarilan Egr-1 transkripsiyonunu azalttig belirlenmistir™. Bu veriler Egrl-luisferaz-
reporter deneyi ile de dogrulandi. Egrl’in HGF ile uyarildi§i ve uyarimin zamana bagh
oldugu gosterildi.'> Cahsmamiz da Egrl’in HGF ile uyarmimin zamana bagli oldugu
gozlendi. Egrl’in HGF uygulamasi ile zamana bagh artistm gosteren calismalar
bulunmaktadir. Egrl’in HGF bagli uyariminin heparin ile baskilandigina yonelik ¢alismaya
rastlanmamigtir. HGF’nin karacigerde olusan inflamasyon sonucunda ekspresyonu artan
biiylime faktorlerinden biri oldugu bilinmektedir. HGF varlifinda Egrl ekspresyonu artip
karaciger inflamasyonunda fibrosis olusumunda 6nemli rol oynuyor olabilir ve Egrl’in bu
etkisi heparin varliginda baskilaniyor olabilir.

Egrl GC igerigi yiikksek olan genlerin promotorlarinda 9 bp’lik GCG(G/T)GGGCG
bolgelerine baglanarak birgok genin ekspresyonunu kontroliinii saglamaktadlr.10 Timor
hiicrelerinde ve tiimor dokularinda Egrl’in genellikle tiimor baskilayici olarak fonksiyon
gosterdigi belirtilmistir''. Normal doku ile kiyaslandiginda kiiciik hiicreli akciger kanseri
tiimorlerinde, meme tiimorlerinde ve gliomalarda Egrl ekspresyonu ¢ok az veya hi¢ olmadigi
gosterilmistir (5). Egrl’in yeniden eksprese ettirilmesi durumunda bu kanserlerde hiicre
transformasyonun ~ baskilandigi  gosterilmistir'®. TGF-pl  ve plazminojen aktivator
inhibitorlerinin Egrl’in hedef genleri olmasi nedeni ile Egrl tiimor baskilayici gibi rol aliyor
olabilir. PTEN, p53 gibi proapoptotik molekiiler Egrl hedef genler olup Egrl’in apoptoz da

onemli bir rol oynamasini saglamaktadir.

Egrl’in timor baskilayict 6zelligi dokuya 6zgii gibi gozlenmektedir. Ciinkii bir¢ok
kanser tipinde, 6zellikle prostat kanserinde Egrl’in overekspresyonu s6z konusu olup, prostat
kanserindeki metastatik karakter ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir'®. Egrl’in timor
tetikleyici 6zelliginin temelinde VEGF’in Egrl hedef genlerden biri olmasi nedeni ile Egrl’in
anjiyogenez olusumunda Onemli rol aliyor olmasindan kaynaklaniyor olabilir. MT1-
MMP’nin, MMP-9’un Egrl hedef genler olabilmesi nedeni ile Egrl hiicre kanser hiicrelerinin
invazyonunda 6nemli rol almaktadir. Egrl’in VEGF’in iizerinden HCC’de hipoksi kosullarda
anjiyogenez siirecinde rol oynayabilecegi bildirilmistir.” Bizim calismamizda elde edilen
heparinin, HGF tarafindan uyarilan hiicre invazyonunu, Egr-1 ekspresyonunu azaltiyor oldugu
verisi Egr-1’in hiicre invazyonunda rol oynuyor olabilecegi bilgisi ile uyumludur. Hiicre
invazyonunda hiicre dis1 matrisi parcalayan enzimlerin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.

Ozellikle kanser hiicrelerinin invazyonunda ve metastazda MMP-2 ve MMP-9’un cok dnemli
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rol oynadigi bilinmektedir. HCC hiicrelerinin invazyonunda MMP-2, MMP-9, MTI-
MMP’nin 6énemli rol aldigi bilinmektedir.”®> Heparin tarafindan olusan hiicre invazyonu
inhibisyonunun, MMP 2 ve MMP 9 heparin varliginda baskilanmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Bu hipotezi test etmek amaci ile SKHepl hiicre dizisinde HGF ve heparin
uygulamasinin MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonuna ve aktivasyonuna olan etkisini belirlemek
amaci ile jelatin zimografi deneyi yapildi. Bu deney sonucunda heparinin HGF tarafindan
uyarilan hiicre kiiltiirii ortamima salman MMP-9’un proformundaki artisin baskilandigi
belirlendi. Bu literatiirde tanimlanan MMP-9’un HGF varliginda aktive oldugu bilgisi ile
uyumludur.54 Heparin varligindaki bu artisin inhibe oldugu ilk kez c¢alismamizda
tanimlanmamistir. Zimografi calismamizda MMP-9’a ait aktif formunun gozlenmesi de
bekliyorduk. Ancak sadece MMP-9’a ait aktif form saptanamadi. Kullandigimiz hiicre
ortaminin serum igermedigi ve MMP’lerin aktivasyonunda serum igeriginde yer alan
plazminlerin rol aldig diisiiniildiigiinde, MMP-9’ a ait aktif formun saptanamamasinin nedeni
tiim deneylerin serumsuz ortamda gergeklestirilmesi olabilir.”® >

MMP9’ un HGF hedef genlerinden birisi oldugu ve aktivasyonunun c-Met
fosforilasyonu ile basladigr bilgisinden yola cikarak, Heparin varligindaki HGF ile uyarilan
invazyonun ve Egrl aktivasyonunun bloklanmasinda c-Met fosforilasyon degisimlerinin
onemini incelemeye karar verdik. Bu caligmanin sonucunda heparinin gerek bazal gerekse
HGF tarafindan uyarilan c-Met fosforilasyonunu baskiladigi gozlendi. Bunun ardindan
heparin varliginda HGF-bagimli Egrl uyariminda 6nemli hedef molekiillerinden biri olup
MAPK yolag: incelendi. Heparinin c-Met fosforilasyon inhibisyonuna paralel olarak
ERK1/2 fosforilasyonunu da baskilandig1 saptandi. c-Met’in HGF varliginda fosforile oldugu
ve bu fosforilasyonunun HGF/SF-c-Met sinyal yolaginin aktivasyonunu sagladigi goz oniine
alindiginda, verilerimiz bize HGF tarafindan uyarilan Egrl aktivasyonunun c-Met
fosforilasyonu sonrasinda uyarilan MAPK yolagi aktivasyonu ile gerceklestidigini ve
heparinin bu yolag: baskiladigimi gosterdi. Literatiirde Egr-1 aktivasyonunun MAPK aracilikli
olabilecegine iliskin bazi bilgiler mevcuttur. Ancak  bilgilerimiz dahilinde c-Met
fosforilasyonunun heparin varligindaki baskilandigi ve bunun MAPK yolag: iizerinden Egrl’i
blokladig ilk kez ¢calismamizda tanimlanmis bir bulgudur.

HGF/SF-c-Met sinyal yolaginin aktivasyonu bircok kanser tipinde hiicre invazyonu,
hiicre proliferasyonu ve metastaz siirecinde rol oynadigi bilinmektedir. HCC olusumunda ve

gelisiminde HGF/SFc-Met sinyal yolaginin aktivasyonun rolii bilinmektedir. Heparinin bu
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aktivasyonu baskilamast HCC olusumunu veya ilerlemesi siirecinde 6nemli rol oynuyor
olabilir. Heparinin bu etkiyi hangi mekanizma ile gerceklestirdigi ayr bir ¢calisma konusu
olabilir. Literatiir bilgileri dogrultusunda birka¢ hipotez olusturmak miimkiindiir. Bunlardan
ilki heparinin c-Met reseptor tirozin kinaza baglanarak antagonist gibi davranarak HGF’nin
reseptoriine baglanmasim engelliyor olabilecegi hipotezidir. ikincisi ise HGF’ye baglanarak
HGF’nin reseptoriine baglanmasimi engelliyor olabilecegidir. Bu hipotezlerin uygun deney
sistemleri ile ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir. Yaptigimiz ¢alismalarda heparin’in
diisiik dozlarda c-Met fosforilasyonunu baskiladigi, buna kargin 100pg’dan daha yiiksek
dozlarda bu baskilayic1 ozelligin azaldigr belirlenmistir. Bu goézlem dogrultusunda
incelenmesi gereken bir diger konu da heparinin yogunlugundaki artisin heparin tarafindan
uyarilan inhibitor etkiyi nasil ortadan kaldirdigidir. Burada hipotezimiz heparinin reseptore
baglanarak reseptoriin dimer olusturmasina ve buna bagl reseptor fosforilasyonuna yol agiyor
olabilecegidir. Bir heparan siilfat proteoglikan CD44’{in hiicre yiizeyinde yer alip biiyiime
faktorii reseptorlerine baglanarak reseptorlerin aktivasyonuna yol agtigi gosterilmistir. Yiiksek
konsantrasyondaki heparin de benzer bir mekanizma ile c-Met fosforilasyonuna yol agiyor

olabilir. Bu konunun ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir.
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6.SONUC ve ONERILER

Calismamizda HGF-SF/c-Met aracilikli hiicre proliferasyonu ve hiicre invazyonu gibi
biyolojik siireclerde, biiyiime faktorleri ile kombine ¢alisan heparan siilfat proteoglikanlar ve
heparin arasindaki iligkinin 6nemini, HCC modelinde inceledik.

[k olarak SKHep! hiicre dizisinde heparinin HGF ile uyarilan hiicre proliferasyonunu
ve invazyonunu doz bagimli olarak baskiladig: belirlendi.

Bu inhibitér etkinin mekanizmasinin belirlenmesi amaci ile mikroarray c¢aligmasi
yapildi. Mikroarray calismasinin sonucunda gerceklestirdigimiz biyoinformatik analizler ve
literatiir ¢aligmalar1 sonrasinda ekspresyonu anlamli degisen genlerden Egrl geni aday olarak
secildi.

HGF ile uyarilan Egrl ekspresyonunun heparin varlifinda baskilandigi, Egrl’in c-
Met hedef genlerinden biri olup c-Met fosforilasyonu sonrasi uyarilan  ERKI1/2
fosforilasyonu ile aktive oldugu belirlendi.

Heparinin HGF tarafindan uyarilan MMP9 sekresyonunu blokladigi saptandi. Bu veri
MMP9 un heparinin hiicre invazyonunu baskilayici etkisinden sorumlu olabilecegi
diisiindiirdii.

Dokuz HCC hiicre dizisinde Egr-1 ekspresyonlarimi incelendigimizde, verilerimiz
Egrl ekspresyonunun HCC’deki epiteliyal-mezensimal geciste (EMT) rol alabilecegini
destekledi.

Bu veriler gelecekte yapmay1 planladigimiz Egr-1 in sessizlestirmesi ve overeksprese
edilmesine yonelik calismalarimiz dogrultusunda degerlendirilecek ve heparinin ve Egr-1 in

HCC gelisimindeki rolii incelenecektir.
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