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TESEKKUR
Bu Calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri Birimi Tarafindan TDA-2017-

7035 kodlu proje ile desteklenmistir.
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OZET

Hepatik fibrosis, karacigerde hasar olusturan tekrarlayici veya kronik uyarilara sekonder
gelisen, bag dokusunun progresif birikimiyle sonu¢lanan “yara iyilesmesi benzeri” karmasik
ve dinamik bir siirectir. Herhangi bir etkenle ortaya ¢ikan karaciger hasarinda (Viral veya
hepatic toksinler araciligi ile) enflamasyon siireci, fibrozise ilerler. Fibrozisini iyilesme siireci,
ekstra selliiler matriks (ESM) komponentlerinin yikimi ve yeniden yapilanmasi ile gerceklesir.
Etken ortadan kaldirilamaz veya Hepatik stellat hiicreler (HSC) kalic1 olarak aktivasyona
ugrarsa, ekstraselliiler proteinlerin birikimi sonucunda progresif fibrozis meydana gelir.
Aktive HSC’lerin proliferasyonu, karaciger fibrozisinde ¢ok 6nemli bir progestir. Enhancer of
zeste homolog 2 (EZH2), polycomb repressor kompleks 2 (PRC2)’nin katalitik bir kor
proteinidir ve SET domain aktivitesine sahiptir. EZH2 igerdigi SET domaini araciligiyla, 3
numarali histonun 27. pozisyonunda yer alan lizin(K)’i metiller ( H3K27). Bu sekilde ilgili
genlerin susturulmasinda goérev aldigi bildirilmistir. Epitelyal hiicreler, Epitel Hiicrelerinin
Mezenkimal Hiicrelere doniisiimii (EMT) siireci ile mezansimal hiicrelere doniisiirler. EMT,
hiicrelerin ve ESM’in yeniden farkli bir sekilde yapilanmasinda rol oynar. ESM
kompozisyonunda artig, ayrica hiicreler arasi baglanti ve etkilesimin kopmasina da neden
olmaktadir. Bu durum da hiicre-hiicre adezyonunu ve hiicre-ekstraselliiler matriks adezyonunu
bozar. EMT’ nin, fibrozis ve kanser olusumunda rol oynadig:i bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda kanser caligmalarinda EZH2’nin ESM’nin komponenti olan Matriks metallo
proteinazlar (MMP)’ler ve Tissue inhibitér of metalloproteinase (TIMP)’ler iizerine etKisi
bildirilmektedir. Bir¢ok kanser arastirilmasinda EZH2 inhibisyonunun metaztazda olumlu
rolii gdsterilmektedir. Bununla beraber karaciger fibrozisinde, EMT nin regiilasyonunda rol
oynayan genlerin ve proteinlerin, EZH2’nin inhibisyonu aracihigi ile degisimi
arastirilmamustir.

Calismamizda LX-2 hiicre hatlarinda (bu hiicre hatti karaciger fibrozisi ¢aligmak
icinkullanilan hattir), EZH2’nin inhibisyonunun, TGF-B, MMP2, MMP9, TIMP3, aSMA,

kollajen la ve kollajen 3A1 genleri lizerine (EMT genleri) olan etkisi arastirilacaktir.

Anahtar Kelimeler: EZH2, MMP, TIMP, DZNep



ABSTRACT

Hepatic fibrosis is a complex and dynamic process, forming as a result of liver damage or
develops as reply to the secondary to chronic repetitive warnings and it is resulted progressive
accumulation of connective tissue, and it is known to be a ‘wound healing like process. Any
factors, as a result of liver damage, (via hepatic toxins or viral) the process of inflammation
goes to fibrosis. Healing process of fibrosis is shipped with the the destruction and
reconstruction extra multi-cellularity matrix (ESM) components. When the factors cannot be
eliminated or hepatic stellate cells (HSC) permanently become active,as a result of the
accumulation of extracellular proteins progressive fibrosis occur. The proliferation of
activated HSC, involved in liver fibrosis, is known to be very important. Enhancer of zeste
homolog 2 (EZH2), is a core of catalytic protein of polycomb repressor complex 2 (PRC2)
and it has set domain activity. EZH2 containing in SET domain and using this domain it is
methylated lysine (K) amino acid located in the 3. position of 27 histone ( H3K27). In this
way, it is shown that it is related to shuted up related genes. Epithelial cells return to
Mesenchymal cells with the process of transformation (EMT). EMT, play a role in the
different way of construction of cells and ESM. ESM composition increase, also breaking the
connection between cells and their interaction. This case clearly imparirs the cell-cell
adhesion and cell-extracellular matrix adhesion. It has been reported that EMT plays a role in
the formation of cancer and fibrosis.Studies with cancer research showed that EZH2 effected
on the Matrix metalloproteinases (MMP) which are acomponnet of the ESM and on the tissue
inhibitor of metalloproteinase (TIMP). Many cancers reserches showed that the inhibition of
EZH2 has a positive the role in inhibition. However, in liver fibrosis, regulation of genes and
protein that play a role in the EMT through the inhibition of EZH2 is not clearly investigated.
In our study using LX-2 cell lines (this cell line is used to work with liver fibrosis) effect of
inhibition of EZH2 will be investigated on TGF-, MMP2, MMP9, TIMP3, aSMA, collagen
lo and collagen 3A1 genes (EMT genes).

Keywords: EZH2, MMP, TIMP, DZNep



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Yapmay1 planladigimiz ¢alismada, insan karaciger stellat hiicre hatlarinda (LX2):

1-EZH2’nin inhibisyonunun, TGF-B, MMP2, MMP9, TIMP3, aSMA, kollajen 1a ve

kollajen 3A1 genleri lizerine olan etkisi arastirilacaktir. Bu faktorlerin ekspresyonunu, real

time PCR ger¢eklestirmeyi hedefledik.



GENEL BILGILER
Hepatik fibrosis, karacigerde hasar olusturan tekrarlayici veya kronik uyarilara sekonder
gelisen, bag dokusunun progresif birikimiyle sonuglanan “yara iyilesmesi benzeri” karmasik
ve dinamik bir siirectir. Bu siire¢ icerisinde ekstraselliiler matriks (ESM) yapiminda artis,
skleroza donlisme egilimi ve bag dokusunun dejeneratif degisimi sonucunda, birgok kronik
karaciger hastaliginin son noktasi olan karaciger sirozuna kadar uzanan bir siire¢
goriilmektedir. Fibrozis tedavi edilmedigi takdirde, siroza kadar ilerleyebilir ve sonunda
karaciger yetmezligine ve 6liime neden olabilir.
ESM, siniizoidleri doseyen endotel ile hepatosit hiicrelerinin arasini dolduran, portal alan ve
santral ven g¢evresinde bulunan jelatin yapisinda bir destek dokusudur. ESM, kan akimi ve
parankim arasindaki Onciil bolgedir. Bu nedenle ESM’de olusan degisiklikler karacigerin yap1
ve fonksiyonlarini 6nemli 6l¢iide etkiler (1-3).
Karaciger Fibrozis Mekanizmasi
Hepatik stellat hiicre (HSH), perisiinisoidal, subendotelyal bolgede hepatositlerin iizerinde yer
alan yildizims1 uzantilar1 olan mezenkimal kokenli bir hiicredir. Bu hiicreler “A vitamini
depolayan hiicre, ITO hiicreleri” olarak da bilinir. Fonksiyonlar1 arasinda; ESM
komponentlerinin sentezi, bunlarin yikiminda rol alan matriks metalloproteinazlarin (MMP)
ve inhibitdrlerinin sentezi ve ¢esitli biiylime faktorleri ve sitokinlerin sentezi, siniizoid
liimenin kontraksiyon ve dilatasyonu ile kan akimi ve portal basincin diizenlenmesi, karaciger
rejenerasyonu ve yara iyilesme cevabinda fibréz matriksin olusmasi bulunur. Stellat hiicreler

herhangi bir uyaran ile aktive olmadan once (sessiz formu), sitoplazmik yag damlaciklari,



retinoid depolar1 igeren uzun sitoplazmik ¢ikintilari ile siniizoidleri saran, bazal membran tipi
matriks sentezi yapan hiicrelerdir .

Herhangi bir etkenle ortaya ¢ikan karaciger hasarinda (Viral veya hepatic toksinler araciligi
ile), enflamasyon siireci, HSH’lerin aktivasyonu sonucunda fibrozise ilerler. Fibrozisin
tyilesme siireci, ESM komponentlerinin yikimi ve yeniden yapilanmasi ile gerceklesir. Etken
ortadan kaldirilamaz veya HSC kalic1 olarak aktivasyona ugrarsa, ekstraselliiler proteinlerin
birikimi sonucunda progresif fibrozis meydana gelir. Aktive HSH’lerin proliferasyonu,
karaciger fibrozisinde ¢cok dnemli bir progestir. Transforming growth factor beta (TGFB1)’in
ekspresyonunun fibrogenez icin ¢ok gii¢lii bir indiikleyici oldugu bilinmektedir. HSH ve
kupffer hiicreleri fibroziste rol oynayan esas hiicrelerdir. Sirotik karaciger normalden daha
fazla ESM bileseni icerir. ESM birikiminin esas uyaran1t HSH’dir. Karaciger hasarin takiben
HSH’ler prolifere olarak myofibroblastlara doniiserek kollajen ve kollajen olmayan ESM
bilesenlerini, biiyiime faktorleri ve cesitli sitokinleri sentezlerler. Disse araliginda erken
donemde kollajen tip III ve V, fibronektin, kronik siirecte ise kollajen tip I ve IV, elastin,
laminin ve hyaliironik asit artar. Ayrica dermatan siilfat, kondroitin siilfat ve heparan siilfat
gibi proteoglikanlar da artar. Kollajenler arasinda tip I kollajen ise en fazla artan kollajendir
4,5).

Enhancer Zeste Homolog 2 (EZH2)

Memelilerde iki ¢esit polycomb repressor kompleks (PRC) bulunur. Bunlar PRC1 ve
PRC2’dir. PRC2, 4 c¢ekirdek komponentten olusur. Bunlar; embriyonik ektoderm
development protein (EED), retinoblastoma-associated protein 46/48 (RBAP 46/48),
suppressor of zeste 12 homolog (SUZ12) ve enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)’dir. EZH2,
PRC2’nin katalitik bir kor proteinidir ve SET domain aktivitesine sahiptir. EZH2 icerdigi SET
domaini araciligryla, 3 numarali histonun 27. pozisyonunda yer alan lizin(K)’i metiller (

H3K27).



Bir¢ok ¢alisma, EZH2 nin hiicre proliferasyonu, invasyon, apopitosis, anjiogenes ve metaztaz
gibi olaylarda rol oynadigin1 gostermistir. PRC2’nin, (EZH2 araciligiyla H3K27’yi
trimetilasyona ugratarak) gen ekspresyonunun regiilasyonunda rol oynadigi bildirilmistir. Bu
metilasyon araciligiyla, ilgili hedef genin susturuldugu bildirilmistir.

Mezenkimal hiicreler ve fibroblast benzeri hiicreler, ekstraselliiler matrikste proteolitik
aktivitenin artmasina yol acar. ESM’in yikimi MMP’ler aracilifiyla olur. MMP’lerin
aktiviteleri fibrogenez ve fibroliz siiregcinde degisir. Bu siirece doku inhibitor
metalloproteinazlar (TIMP)’da katkida bulunur. TIMP’ler, MMP’lerin proteolitik aktivitesini
spesifik olarak inhibe ederler. MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki denge ESM’de kollagen
molekiillerinin  birikmesinde kritik rol oynar. Bu genlerin diizenlenmesi (gesitli
transkripsiyonal faktorler ve miRNA gibi), bu yiizden kritik 6neme sahiptir.

Epitel Hiicrelerinin Mezenkimal Hiicrelere Doniistimii

Epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere doniisiimii (EMT), embriyonik yasamda goriilen bir
ozelliktir. Bu doniisiim sonucunda epitelyal hiicreler tipik o6zellik ve yapilarinmi yitirerek
migrasyon ve invazyon Ozelligi gosteren mezankim hiicrelerine doniisiirler. EMT nin
regiilasyonunda rol oynayan bircok transkripsiyon faktorii (aktivatér ve supresor olarak)
bildirilmistir. Niikleer diizenleyici olarak, Snail, slug, Twist, ZEB, NFaB, sitoplazmik olarak,
Src, GTPaz ailesi-Ras, Rho, Rac, ekstraselliiler olarak da TGFp, FGF, EGF ailesi, HGF
bildirilmistir.

Epitelyal hiicreler, EMT siireci ile mezangimal hiicrelere doniisiirler. EMT, hiicrelerin ve
ESM’in yeniden farkli bir sekilde yapilanmasinda rol oynar. ESM kompozisyonunda artis,
hiicreler aras1 baglant1 ve etkilesimin kopmasina neden olmaktadir. Bu durum da hiicre-hiicre
adezyonunu ve hiicre-ekstraselliiler matriks adezyonunu bozar. EMT nin fibrozis olusumunda
rol oynadig bildirilmistir.

3-Deazaneplanocin A



3-Deazaneplanocin A (DZNep), S-adenozil homosistein hidrolaz inhibitoriidiir ve metil
transferaz aktivitesini inhibe ederek EZH2’nin 3 numarali histonunun 27. pozisyonunda yer

alan lizin(K)’in metilasyonunu (H3K27me3) inhibe eder.



MATERYAL METOD

RNA izolasyonu ve reverse transkriptaz (RT)-PCR analizi

Bir 6nceki donem raporunda bildirildigi gibi, en son 72 saat 5 uM DZNep uyguladigimiz LX2
hiicre kiiltiirimiizden ve kontrol grubumuzdan cDNA’lar elde edilmisti. Roche kiti
kullanilarak Light Cycler 480 cihazinda EZH2, TGF-p, MMP2, MMP9, TIMP3, aSMA,
kollajen 1a, kollajen 3A1 ve kontrol genleri (GAPDH) RT-PCR ile 6lgiildii. Her bir gen igin;
Probe master mix: 10 uL

Probe:1 pL

dH,0: 4 uL

cDNA:5 uL

Toplam: 20 pL kullamldi. Veriler, 2-**“" metodu kullamilarak degerlendirildi. Istatistiksel

olarak student-t testi uygulandi.



BULGULAR

Sonuglar asagida grafikte verildigi gibi ¢ikti.
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Sekill. DZNep ve kontrol grubunun EZH2, aSMA ve TGF-f ekspresyon sonuc¢larinin

karsilastirilmasi.

Istatistiksel olarak, EZH2 ekspresyonu, DZNep verilen grupta, kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiikk bulundu (p<0.001). aSMA ekspresyonu, DZNep verilen grupta, kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.006). TGF-B ekspresyonu,



DZNep verilen grupta, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu

(p<0.001).
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Sekil 2. DZNep ve kontrol grubunun MMP2, MMP9 ve TIMP3 ekspresyon sonuclarinin

karsilastirilmasi.

Istatistiksel olarak, MMP2 ekspresyonu, DZNep verilen grupta, kontrol grubuna gére anlamli
olarak yiiksek bulundu (p<0.002). MMP9 ekspresyonu, DZNep verilen grupta, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p<0.166). TIMP3 ekspresyonu, DZNep

verilen grupta, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu

(p<0.002).



KOLLAJEN 1 a KOLLAJEN 3A1
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Sekil3. DZNep ve kontrol grubunun kollajen la ve kollajen 3A1 ekspresyon

sonu¢lariin karsilastirilmasi.

COLIla ekspresyonu, DZNep verilen grupta, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
olarak yliksek bulundu (p<0.001). COL3A1 ekspresyonu, DZNep verilen grupta, kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).



TARTISMA

DZNep’in LX2 hiicre hatlarinda koloni olusumunu ve migrasyonu azalttigi bulunmustur
(p<0.05). DZNep tedavisinin, LX2 hiicre hatlarinda, EZH2 gen ekspresyonunu azalttig1 ancak
bunun yaninda aSMA, TGF-f, MMP2, TIMP3, kollajen 1Aa ve kollajen 3A1 genlerinin
ekspresyonlarini istatistiksel olarak arttirdigt bulunmustur (p<0.05). MMP9 geni icin
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Protein asamasinda, DZNep’in
EZH2 protein diizeyini azalttigi, karaciger fibrozis marker1 olan aSMA’y1 azalttigi
belirlenmigstir (p<<0.05). Ayrica TGF-B, MMP2 ve TIMP3 protein diizeylerinde artis, kollejen
3A1 de azalma gozlenmistir (p<0.05). Ancak kollajen 1o ve MMP9 protein diizeylerinde
anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.05).

Ozellikle hematologik malignitelerde FDA onay1 almis bir ilag olan DZNep’in kullanimi
sirasinda, antifibrotik (a-sma ve kollejen 3A1 protein diizeyini azaltmasindan dolay1) olumlu
etkilerinin yanisira, karaciger fibrozisi agisindan (TGF-3 ve MMP2’yi hem ekspresyon hem de
protein diizeyinde artirmasindan dolay1), dikkatli ve temkinli olunmasi gerektigini

diistinmekteyiz.
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