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KISA OZET

Hepatoselliiler karsinom, hepatositlerden kdken alan ve karacigerin en sik rastlanan
primer malign timdoriidiir. En sik goriilen 5. kanserdir. Kanser iliskili 6liimlerde 3.
sirada yer alir. Diinya genelinde yilda 250 bin ile 1 milyon arasinda insanin ¢liimiine yol
acar.  Calismamizda  hepatoselliiler  karsinomanin ~ molekiler  patogenezin
aydinlatilmasina katkist olmast amaci ile HEPG2 hiicrelerine DZNep tedavisi
uygulayarak TGF-B/Smad yolag: arastirildi. DZNep histon metilasyonunu engelleyerek
EZH2 fizerinden gen ifadesinde degisiklige sebep olmaktadir. 5 pM DZNep,
hicrelerimize 72 saat boyunca uygulandi. Trizol ile RNA’lar toplandi. Sirasiyla RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR islemleri yapildi. Housekeeping gen olarak
GAPDH kullanildi. RT-PCR’da TGF-, Smad2, Smad 3, Smad 4, Smad 5, Smad 6,
Smad 7 genlerinin ekspresyonlarina bakildi. GAPDH ile normalizasyon yapildiktan
sonra, istatistiksel analiz yapildi. Bu sonuglara gére 72 saat DZNep uyguladigimiz
HEPG?2 hiicrelerinde, ilag uygulamadigimiz gruba gore TGF-, Smad 2, Smad 3, Smad
4, Smad 5, Smad 6, Smad 7 ekspresyon diizeyleri (normalizasyon orani) istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde diisiik bulundu (p<0.05). Histon metilasyon inhibitoriini olan
DZNep’in HEPG2 hiicre hatlarinda TGF-B/Smad yolaginit mRNA asamasinda azalttigi

gorulda.

Anahtar Kelimeler: DZNep, TGF-f, Smad
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinomas, originate from hepatocytes and liver is the most common
primary malignant tumor. It is the fifth most common cancer. It is located in cancer-
related deaths in the first three. Worldwide between 250 thousand to 1 million years
caused the death of people. In our study, the molecular pathogenesis of hepatocellular
carcinoma with the aim of lightening HPG2 cells do not contribute to the treatment of
TGF-B by applying DZNep/Smad pathway was investigated. 5 mm DZNep, applied our
cells for 72 hours. RNA was collected using Trizol. Respectively, RNA isolation,
cDNA synthesis and RT-PCR assays were performed. GAPDH was used as
housekeeping gene. RT-PCR of TGF-B, Smad2, Smad 3, Smad 4, Smad 5, 6 Smadar,
was looking at the expression of Smad 7 gene. After normalization with GAPDH was
analyzed statistically. We aply DZNep 72 hours, according to these results in HEPG2
cells, according to the group last drug administration of TGF-f, Smad 2, Smad 3, Smad
4, Smad 5, Smad 6, Smad 7 expression levels (normalized ratio) was statistically
significantly lower (p <0.05). Histone methylation inhibitor DZNep in which the
HEPG2 cell line TGF-B / Smad pathway were decreased at the mRNA level.

Key Words: DzNep, TGF-B, Smad
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatoselltler karsinom (HCC), karacigerde en sik gézlenen primer maling tiimér olup
hepatositlerden turevlenir. Genelde sirozlu karaciger zemininde gelisme potansiyeline
sahiptir. Oliimle sonuglanan kanser vakalarinda 3. Sirada yerini alir. En sik goriilen
kanserler arasinda 5. Siradadir. Daha ¢ok 50 ila 70 yaslarinda goérulir. Hepatit C
enfeksiyonlari, hepatit B enfeksiyonlari, siroz, alkolik karaciger hastaligi gibi risk faktorleri
vardir. Tam alan hastalarin ortalama yasam sireleri ise 5 yildir. HCC nedeniyle Diinyada
yilda 250,000 ile 1 milyon arasinda 6liim bildirilmigtir. HCC’nin cografik bdlgelere
gore dagilimindaki degisiklik o bolgede olas1 hepatit viriislere maruz kalma durumu ve

cevresel faktorlere baglidir (1).

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) SET domain aktivitesine sahip proteinidir,
EZH2’ nin SET domain bolgesi, 3 numarali histonun 27. pozisyonunda yer alan
lizin(K)’i metilleme yetenegine sahiptir. Bilindigi tizere DNA metilasyon ile ilgili
hedef geni veya genleri susturarak hiicrede sentezlenen mRNA igerigini degistirmek
mimkindir. Bu mRNA igeriginin degisimi sonucunda hiicrenin proliferasyonu,
invasyon, apopitosis, anjiogenes ve metaztaz gibi durumlar sergiledigi gozlenmistir.
EZH2’nin onkojenik rolii oldugu bildirilmektedir (2).

DZNep, S-adenozil homosistein hidrolaz inhibitéridir ve metil transferaz aktivitesini
inhibe ederek EZH2’nin 3 numarali histonunun 27. pozisyonunda yer alan lizin(K)’in

metilasyonunu inhibe eder(3).

TGF-B sinyalinde yolun baslama noktasi olan ligandlarin reseptore baglanmasi ile TGF-
B/Smad yolagi baslamis olur. Bu sinyal yolagi sonucunda post transkripsiyonel

modifikasyon meydana gelir ve ilgili genler ifade edilir veya susturulur. Boylece



hiicrenin mRNA igeri degismis olur. TGF-f/Smad yolag: bilinse de EZH2 ile olan

iligkisi tam olarak ag¢iklanamamistir(4).

Karaciger kanser hiicre hattt olan HEPG2 bizim c¢alismamizda kullanilmistir.
Calismamizin temeli hiicre kiiltiirtine dayanmaktadir. Hiicreler DZNep ilac1 verilen
ilagh grup ve ila¢ verilmeyen kontrol gurubu olarak ikiye ayrilmistir. Hicrelere ilag
uygulanmadan 6nce optimizasyon calismalar1 yapilarak farmoknetik degerlendirilmeler
yapilmistir. Boylece kullanilan DZNep ilacinin hiicrelere toksik etkisi test edilmis oldu

ve deneyde kullanilacak olan nontoksik degerler belirlenmis oldu.

Calisgmamizda DZNep in HEPG2 hiicre hattinda EZH2 iizerinden TGF-f/Smad yolag:
Uzerindeki etkisini gostermeyi amacladik. TGF-B, Smad2, Smad3, Smad4, Smad5,

Smad6, ve Smad7 genlerinin ifadesi Real Time PCR metodu ile ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Transforming Growth Factor (TGF)

TGF, hiicrelerin biiylimesini saglayan polipeptid yapili bir biiylime faktor toplulugudur.
Alfa (a) ve beta (B) olarak 2 alt grubu mevcuttur (5) .

2.1.1.TGF-a

TGF-0, baz1 6zellesmis hiicrelerce sentezlenir. Bu hiicreler trombositler, keratinositler,
bazi indiiklenmis makrofajlar ve beyin hiicreleridir. Yapisinda 3 tane disiilfid bagi ve 50
kadar aminoasit {nitelerinin birlesmesiyle tesekkiillenmig bir protein yapil
biyomolekildir. TGF-a, epidermal biliyiime faktoérii (EGF) ile benzerlik gostersede
biiylik olgiide yaklasik %70 oraninda farkliliklar sergiler. EGF’den nispeten daha
otokrin islev goren cesidi oldugu diisiiniilmektedir. EGF reseptorlerine baglanarak
mezensimal, epitelyal, endotelyal hiicre buyumesini ve endotelyal hiicre kemotaksisini

indikleyerek biyolojik etkisini gosterir (6-7).
2.1.2.TGF-p Siiperailesi

Siiperaile terimi ¢ok sayida alt gruba sahip biyomolekiiller i¢in kullanilan bir terimdir.
TGF-B siiperailesinin biyolojik etkileri hiicre siklusu kontrolii, erken gelisimin
regulasyonu, farklilagsmasi, ekstraselliiler matriks olusumu, hematopoezis, anjiogenezis,
kemotaksis, immin fonksiyonlar, apoptozis gibi olaylarinin diizenlenmesini iistlenmis
multifonksiyonel sitokin ailesidir. (TGF-B, embriyoda gelisimi ve morfogenezisin
gerceklesmesini korurken erigskin dokularda homeostazisin gerceklesmesine olanak
verir. Temel fonksiyonu proliferasyonunu sinirlamak (sitostatik etki) ve farklilasmayi

indiklemektir. TGF-B yanitinda, hiicre dongiistiniin durdurulmasi ge¢ G1 fazinda



“restriksiyon noktasinda” meydana gelir. Bunun nedeni siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitorlerinin indiksiyonudur (8, 9). Ayrica hiicrelerin biiylimesini ve farklilasmasini
indikleyen traskripsiyon faktorleri (c-myc) ihtiva ettigi gibi hiicre farklilasmasini
engelleyen faktorleri de baskilamaktadir. Baskilama ozelligi Smad proteinleri ve
transkripsiyon faktdrleri ile birlikte saglanir (10). TGF-B sinyal yolagindaki degisikler,
insanda ¢esitli somatik ve kalitsal hastaliklar 6zellikle de kanserle iliskilidir. TGF-f,
Smad’lar ve bunlarin kofaktorleri ile birlikte hiicrelerde, tiimor baskilayici ve hiicre
metabolizmasini diizenleyici etki gosterir bunun yani sira kanserde tiimor gelisimini

indiikleyici rol oynamasi insan sagligi agisindan énemlidir (10-15).

TGF-B siiperailesinin omurgalilarda, 50 den fazla iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari; TGF-B, Aktivin, Inhibin, BMP, Glia Hiicre Kaynakli norotrofik faktor (Glial
cell linederived neurotrophic factor-GDNF), Miillerian Inhibe Edici Madde (Mullerian
inhibiting substance MIS) gibi siralanabilir (16-19) (Sekil 2.1.). TGF-B siiperailesi
iginde ilk tanimlanan {iye, normal sican bobrek hiicrelerinden izole edilen, TGF-$
ailesinin TGF-B1 izoformu olmustur. Bu molekiillerin ortak yapisal &zelligi sistin

unitelerini icermesidir (20).

TGF-8 SUPER
BMP BENZERI GDNFs AILESI TGF-B BENZERI
BMP’ler: GDNF TGF-p’ lar :
BMP 1- 10, BMP15 Artemin TGF-B1 TGF-B2
TGF-B3
GDFs: Neuturin
Aktivinler
GDFs 1-15 Persephim
Aktivin A/AB/B;
inhibin A/B

Sekil 2.1. TGF-f Siiperailesinin siniflandirilmasi



2.2. TGF-B Superailesinin Siniflandirilmasi
2.2.1.TGF-p Ailesi

TGF-B molekiiliiniin TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 memeli dokusundan, TGF-B4, ve TGF-
B5 ise tavuk ve Xenopus larda eksprese edilmis 5 izoformu izole edilmistir. TGF-$
ailesi hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, ekstraselliiler matriks bilesenlerinin olusumu,
hlicre gocl, immunsupresyon ve hicre 6lumu regilasyonu gibi birgok fonksiyonun
aktorudir. TGF-B ailesi, mezensim, bag dokusu, endotelyum, plateletler, kemik ve
immiin sistem hiicreleri gibi gesitli doku ve hiicrelerde sentezlenmektedir (6, 17, 21).
Farkli izoformlarin (TGFB 1, 2, 3) etkileri hedef hiicrelerin tipine, farklilasma
durumlarma ve diger sitokinlerin varligina bagimlidir. Ornegin, in-vitro TGF-p ailesinin
kemik, kikirdak gibi destekleyici dokulardan kaynaklanan hiicreler i¢in mitojenik diger
bircok hiicre icin inhibitor etkisi oldugu gosterilmistir. Yine hiicre tipine bagh
stimiilator veya inhibitor etkiler ile farklilasmay: diizenledigi, ekstraselliiler matriks
olusumunu stimiile ettigi, bazi hiicreler icin hiicre gogiinii sagladigi ve erken
embriyogenesis sirasinda mezoderm olusumunu indiikledigi gosteren c¢aligsmalar
mevcuttur. TGF-f ailesinin embriyonik gelisimde onemli rol aldig1 diisiiniilmektedir
(17, 21).

2.3. TGF-p Siiperailesinin Molekiiler Yapisi

Bu ailenin Gyeleri, prepropeptid onciil molekiilii olarak sentezlenirler ve golgi aygitinda
plazmin (proteaz) tarafindan regiile edilir. TGF-B siiperailesinin molekiiler yapilari,
ortamda prodomain kismi amino ugta sinyal peptid ve karboksi ugta olgun protein
bulunmaktadir (8,10,19, 22). Sinyal peptid pargasi, molekiiliin sekretuar kontroliinii
saglar, prodomain par¢a dogru katlanmayi, alt tinitelerin dimerizasyonunu ve aktivitenin
regiilasyonunu saglar. Karboksi ugtan itibaren 110-140 aminoasitlik kisim olgun
proteini olusturur. Olgun protein, yapisinda yedi tane korunmus sistin kalintis1 igerir.
Bunlar molekiil i¢i ve molekiiller arasi disiilfid baglar olusturarak dimerik yapinin
olugmasini saglar. Olgun protein pargasinin dimerizasyonu ile biyolojik olarak aktif
molekiil olusur. Olgun proteinden, LAP (Latency associated peptide) adi verilen
propeptidin ayrilmasi ile protein olgun formuna ulagir. Bu islem plazma membraninda

gerceklesir. LAP, nonkovalent etkilesimlerle olgun domaine baglanmistir ve olgun



proteinin aktivitesini ve TGF-B’nin reseptorlere baglanmasini engeller. LAP, ayrica
latent TGF-B binding protein (LTBP) ile baglanarak daha da blylk bir kompleks
olusturur (Sekil 2.2.). LTBP’nin roli, TGF-B/LAP kompleksinin stabilitesini ve
sekresyonunu artirmak, TGF-f’nin dogru katlanmasini saglamak ve aktivasyonu
gerceklestigi  hiicrelerin  ylizeyine veya ekstraselluler matriksine TGF-B/LAP
kompleksinin sekresyonunu saglamaktir. Onciil TGF-p’nin, olgun forma aktivasyonu
LAP’1 ayran plazmin ve katepsin gibi proteazlar tarafindan kontrol edilir. Ayni
zamanda trombospondin, integrin gibi ekstraselliler matriks proteinleri ve lipoprotein-a

da latent TGF-B’nin aktivasyonunu diizenler (23).
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Sekil 2.2. TGF-B molekdliinin sentezi ve sekresyonu



2.4.TGF-B Sinyal Iletimi

TGF-B’ nin etkileri bircok molekiiller aracilifi ile yiiriitiiliir. Bu molekiiller; MAPKs,
JNK, p38, pl13k, Kinazlar, PP2A fosfatazlar, Rho ailesi ve Smad ailesidir (Sekil 2. 3).
Smad’lar haricinde molekiler mekanizmalar bilinmemektedir(8,10,14,15,24).
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Sekil 2.3. TGF-f sinyal yolagi

2.5. TGF-B/ Smad Sinyal iletimi

TGF-B siiperailesi iiyeleri transmembranik serin/threonin kinaz reseptorlerinin 2 tipini
aktive ederek etki gosterir (8, 9, 10, 12, 13, 14, 25). Daha sonra transkripsiyonel
regulatorler olarak fonksiyon goren sitoplazmadan c¢ekirdege kadar yerlesmis
duzenleyici Smad (R-Smad) proteinlerini indikler (24, -, 27). Sinyal iletimi icin Tip 1l
reseptorlere baglanmis ligand kompleksinin tip [ reseptorleri fosforile etmesi
gerekmektedir. TGF-p sinyali i¢in bu fosforilasyon gereklidir. Cekirdege, sinyalin
iletimi i¢cin Co-Smad’lar, R-Smad’lar ile heterooligomerler olusturur ve birlikte
cekirdege gecerler. Burada, transripsiyonel faktorler yardimi ile DNA {izerindeki hedef

gen bolgesine baglanarak transkripsiyonel cevabi olustururlar (28, - 34).



2.6. TGF-P Superailesi Reseptorleri

TGF- siiperailesi iiyelerinin glikoprotein yapidaki TGF-B reseptorleri tip 1 tip II ve tip
Il olarak Ug¢ alt gruptan olusur (19-21, 28, 35). Tip | ve Tip Il sinyal iletiminden
sorumludurlar. Tip I ve Tip II reseptorler transmembranik yerlesimli serin-treonin kinaz
ailesine ait reseptorlerdir ve tim TGF-p ailesi {liyelerinin sinyal iletimine aracilik ederler
(GDNF harig) (19, 20, 28, 36). Bu reseptorler yaklasik 150 aminoasitten olusan iginde
bu bdlgenin katlanmasini saglayan 10°dan fazla sistein aminoasidinin bulundugu
ekstraselliiler ligand baglama bdolgesi, tek transmembranik bdlge ve serin-treonin kinaz
aktivitesi gosteren intraselliiler bolgeden olusmaktadir. Tip I reseptorler i¢cin 30
aminoasitlik intraselliiler bolgede yiiksek oranda korunmus glisin ve serince zengin GS
domainleri bulunmaktadir (20, 37). Sinyal iletimi i¢in Tip II reseptorlere baglanmis
ligand kompleksinin Tip | reseptérdeki GS domainlerini fosforile etmesi gerekmektedir.
TGF-B sinyali i¢in bu fosforilasyon gereklidir (32-38). Tip | ve Tip Il reseptorler
kendilerine baglanan ligandlara gore farkli isimler alirlar. Insan genomunda 7 adet Tip |
reseptor (Aktivin reseptor-like kinaz (ALKSs) 1-2-3-4-5-6-7), 5 adet Tip Il reseptor (Act-
1A, Act-11B, BMPR-II, AMHR-IIL, TBR II) saptanmistir. Tip I reseptorler, farkli isimler
alirlar. Ornegin; aktivin reseptorleri, ALK 4, Act RIB (Activin reseptér tip IB), BMP
reseptorleri BMPRIA ve BMPRIB sirasiyla ALK 3 ve ALK 6 olarak da bilinirler.
TGF-B siiperailesinin her tiiyesi, Tip I ve Tip II reseptorlerin karakteristik
kombinasyonlarina baglanir. TGF-f ve Aktivinlerde dnce Tip II reseptorlere direkt
olarak baglanma meydana gelir ve daha sonra Tip I reseptorlerin aktivasyonu
gerceklesir. Buna karsin BMP reseptor ligandlari, Tip I ve Tip II reseptorlerin her
ikisine birden baglanarak kompleks olusturur. TGF-B tarafindan indiiklenmis
heteromerik Tip | ve Tip Il reseptorler kompleksindeki molekullerin birbirleriyle ne
olgiilerde birlestikleri hakkinda kesin bilgi yoktur. Ancak, kompleksin iki TGF-p Tip I
(TBR1; ALK 5) reseptori ve iki TGF-B Tip II (TBR II) reseptorii kapsayan bir
heterotetramer oldugu diistiniilmektedir. Ligandlarin yoklugunda TBR1 ve TBR2
plazma membraninda homodimer olarak bulunur. TBR2 reseptOrinin kinaz
aktivasyonu dimerizasyon ile diizenlenir. Cogu hiicre tipinde, TGF-f sinyali ALK 5
araciligiyla olur. Endotelial hiicrelerdeki yapilan son ¢alismalarda TGF- 8, ALK 1 ve
ALK 5 reseptorleri araciligiyla sinyalleri iletirler. ALKS yaygin olarak sentezlenir.

ALK1 ise daha ¢ok endotelial hiicreler ile epitelial ve mezensimal hiicreler arasindaki



spesifik etkilesim bolgelerinde sentezlenirler. Fakat TGF-B/ALKS ve TGF-B/ALK1
komplekslerinin endotelial hiicreler tizerinde olusturdugu etkiler zittir. ALKS, endotelial
hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu inhibe ederken, ALK 1, her iki islemi de stimiile
eder. Yapilan calismalarda, ayni zamanda ALK 5’in TGF-B/ALK 1 kompleksinin
olugsmasinda énemli ve gerekli oldugu gosterilmistir (35, - 39). TGF- B indiiksiyonu ile
endotelial hiicrelerde birbirine zit etki ile calisan bu reseptorler biyolojik cevabin
regulasyonunu saglar. Daha sonra Tip I reseptorler sitoplazmadan g¢ekirdege kadar
sinyal akisini saglayan Smad proteinlerinin fosforilasyonunu saglar (8, 17, 20, 22, 32,
37-39, 40). TGF- B siiperailesinin sinyal iletiminde araci olan diger bir reseptor, Tip III
reseptordiir. Tip III reseptorler, hiicre disinda ligandlarn karsilayarak sinyal
reseptorlerine (Tip I/IT ) ulagsmasim saglar. Betaglikan ve endoglin bu reseptorlere iki
ornektir. Endoglin, monosit, eritrosit prekiirsorleri ve diger hiicrelerde c¢ok az
duzeylerde, endotelial hiicrelerde ise yuksek dizeylerde sentezlenen hiicre yizey
proteinidir. Betaglikan ise TGF-B’nin Tip II reseptore baglanmasinda yardimci olan
membrana baglanmis bir preteoglikandir. Betaglikan inhibin’i de baglayabilir ve onun
Aktivin Tip II reseptorlerine baglanmasini saglar. Bu sebeple reseptorler i¢in aktivin ile

yarismaya girer ve aktivin sinyalini antagonize eder (8, 17, 19, 22, 41, 42) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. TGF-f siiperailesi reseptor ve ligantlari

2.7. Smad Proteinleri

Smad proteinleri sinyal iletiminden sorumlu Tip I reseptoér kinazlarin subsrati olarak
tamimlanmistir. Reseptor den alinan sinyali g¢ekirdege iletilmesinden sorupudur. Bu
ailenin ilk Gyeleri Drosophila melanogaster de Mad (Mother against decapentaplegic),
Caenorhabditis elegans’larda Sma (Smilar to mother against) olarak isimlendirilmistir.
Vertebralilarda ise bu proteinlerin homolojileri Sma ve Mad kisaltmalar1 birlestirilerek
Smad olarak isimlendirilmistir ve giiniimiize kadar yaklasik 10 adet Smad proteini

tamimlanmustir (8, 17, 17,19, 22, 25, 43).
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2.8. Smad Proteinlerinin Yapisi

Smad proteinleri, N-terminal mad homology 1 (MH1), C-terminal mad homology 2
(MH2) domainleri ve bu ikisi arasinda baglayici bolge (Linker domain) olarak
tanimlanan toplam ii¢ domainden olusur. (Sekil 2. 5.). MH1 domaini, aktive edilmis
durumda, Smad’larin DNA iizerindeki CACGAC dizisini taniyip baglanmasindan
sorumludur (40). Bunun disinda fosforilasyon bolgelerini de icerir. MH2 domaini, bazal
durumda, spesifik Smad-reseptor etkilesimi, Smad homomerizasyonu, aktive durumda
ise diger Smad’lar (Smad 1, 2, 3 ve 4) ve cekirdek faktorleri (transkripsiyonel
koaktivatorler ve korepressorler) ile bag kurulmasimi saglar. Ozellikle Smad 2 ve 3’Un
MH2 domaini intrensek nukleer import aktivitesine sahiptir. MH1 domaininin diger
aktivitesi bazal durumda, MH2 domaininin yukarida bahsedilen transkripsiyonel ve
biyolojik aktivitelerini inhibe eder. Bunun yaninda Drosophila’larda yapilan
caligmalarda Mad MH1’in DNA baglayici aktivitesi Mad MH2 domaini tarafindan
inhibe edilmistir. Yani MH1 ve MH2 domainleri bazal durumda karsilikli olarak
birbirlerinin inhibitorl olarak davranirlar (42-44). Linker domaini ise aktive edildiginde
Smad 1 icin MAP (Mitogen aktivated protein)-Kinaz, Smad 2 ve 3 i¢cin Cam Kinaz 1l
(Ca++2-Calmodulin- dependent kinasell) ve CDKs, Smad 2 de GRK-2 ( G protein-
coupled Receptor Kinase 2) tarafindan fosforile edilen bolgeler ihtiva eder (40-42, 45).

| MH1 domain | Linker | MH2 domain |ssxs

DNA binding Protein-protein interactions:
SMAD-Receptor
SMAD-SMAD
SMAD DNA-binding cofactors

aH-1

-

aH-2 &

L3 loop

Sekil 2.5. Smad proteinlerinin yapist

2.9. Smad Proteinlerinin Siiflandirilmasi

Smad proteinleri yapisal ve fonksiyonel olarak 3 gruba ayrilir ( 8, 19, 20, 46 ) ( sekil 2.

6.). Grupl smadlar; “receptor-regulateed Smad” yani R-Smad olarak isimlendirilir.
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Smad 1, 2, 3, 5, 8 uyeleri R-Smad grubuna dahildir. Bu grup Smad’lar ligand ile
indiiklenmis Tip I ve Tip II reseptorlerin dimerizasyonundan sonra Tip I reseptorler
tarafindan direkt olarak MH2 domaininin ucunda bulunan SXS motifindeki serin
kalintilar1 iizerinden fosforile edilir. Smad 1 /5 /8 BMP Tip I reseptorleri (ALK 1, ALK
2, ALK 3, ALK 6) ile etkilesir. Smad 2/3 TGF-$ ve Aktivin reseptorleri (ALK 4, ALK
5, ALK 7) ile etkilesir.

Ikinci grubu, “ortak araci-Smad” (Common-Smad, Co-Smad)’lar olusturur.
Omurgalilarda, Co-Smad’ lar sadece Smad4, C.elegans’larda Sma 4 tiir. Diger Smad
tiyeleri ile karsilastirildiginda MH2 domaininde karakteristik bir parca icermektedir. Tip
I reseptorun fosforilasyon bolgesi ve C terminalinde SSXS motifi bulunmamaktadir. Bu
nedenle Tip I reseptorlerin substratt degildirler. Co-Smad’lar, R- Smad’lar ile
heterooligomerler olustururlar ve ¢ekirdege sinyal iletimini indiiklerler (8, 20, 22, 40,

41, 47).
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2.10. Smad Proteinlerinin Aktivasyonu

Smad proteinleri, TGF-B sinyal yolunda 6nemlidir. Smad sinyal yolu {izerindeki farkli
bilesenler Smad proteinleri iizerindeki bolgeler ile etkileserek, Smad proteinlerinin
fosforilasyonunu ve sinyalin baglamasini indiikler. Cogu Smad’lar sitoplazmada
lokalize olmaktadir. Smad 2 ve 3 fosforilasyondan 6nce ve sirasinda TBRI ve SARA
(Smad anchor for receptor aktivation) proteinleri ile baglanir ve sonrasinda Smad 4 ile
kompleks olustururlar. Bu Smad komleksi, TBRI ve SARA molekiillerinden ayrilarak
cekirdekte toplanir. Bu islemlerin yarigmali etkilesimlerin araciligiyla gerceklestigini
bircok calisma desteklemektedir. Smad 2°nin MH2 domainin L3 Loop bolgesi aktive
olmus TPRI reseptorii homomerik Smad 2/3 ile etkilesebilen taninma bdlgeleri
icermektedir. Ayrica R-Smad’larin fosforile olmus SXS motifi homomerizasyonunda ve
Smad 2/3-Smad 4 komplekslerinin olusmasinda etkilidir. R-Smad’larin fosforilasyonu
ve Smad kompleksinin olusumu TPRI den ayrilmasi ile sonuglanir. Benzer sekilde,
SARA’nin Smad Binding domaini (SBD), R-Smad’larin MH2 domainin [B1-strand
domaini ile etkilesir. B1-strand domaini ayn1 zamanda aktive olmus Smad kompleksini
olusturan birimler (R-Smad ve Smad 4) arasindaki etkilesimde de sorumludur. Smad
kompleksinin olusumu SARA’dan ayrilmasi sonucu gerceklesir. SARA ile baglanmis
R-Smad’lar sitoplazmada tutulur ve g¢ekirdege gegisi engellenir. Ayn1 zamanda aktive

olmus reseptorlere Smad’larin sunumu kolaylasir (Sekil 2.7).

Nikleer import
machinery (Nup 214}

Transkripsivonel
/ faktérler
Tip | TGF- B reseptar

Kinaglax >
\ N-terminal ve linker
/ / \ \ kinaz (MAPK, CDK}

Karboksi terminal

fosfatazlar Nukleer:_iﬂlﬁgﬂ Ubiquitin ligaz Transkrigﬁsigl onel
(PPM1A,PDPs) machinery (smurfl,2) represdrler

Sekil 2.7. R-Smad proteinlerinin aktivasyonu ve inhibisyonu
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R-Smad’lar eger TPRI ile SXS motiflerinden fosforile edilirse SARA’ya olan
afiniteleride azalir, Co-Smad’lara (Smad 4) karsi artar ve ¢ekirdege gecebilirler. Smad 4

proteinleri ligand’larin yoklugunda yapilarinda bulunan niikleer export sinyal motifi

(NES) etkisi ile ¢ekirdek disinda kalir (8, 10, 12, 41-44, 47, 48).

TGF-B sinyal iletiminde, énemli role sahip olan Smad proteinlerinin inhibisyonu ile
TGF-B sinyal cevabi negatif yonde diizenlenebilmektedir (49). Ozellikle, R-Smad’larin
inhibisyonunu saglayarak TGF-B sinyal iletimini engelleyen proteinler inhibitér Smad
(Smad 6, 7) grubudur. Smad 6, BMP sinyalini inhibe eder. Smad 7 ise hem TGF-$ hem
de BMP sinyalini inhibe eder. Yapilan ¢alismalarda Smad 6 ve 7 proteinlerinin, BMP,
Aktivin, veya TGF- B’ya cevapta negatif feed-back kontrolii ile diizeylerinin artigi
gosterilmistir (8, 46, 50). Inhibitér oOzellikte diger grup Fosfatazlardir (Piriivat
dehidrogenaz fosfataz, PDP gibi). Etkisini R-Smad’larin  C-terminallerinin
defosforilasyonu yaparak gerceklestirir. Ornegin; embriyonik gelisimde sekonder axisin
indiksiyonu ve BMP sinyalinin inhibisyonunda gorev alan SCP (Small C-terminal
domain phosphatases) ve yine embriyonik gelisimde rol alan PDP, R- Smad’larin
defosforilasyonuna sebep olurlar. Yine Smad proteinlerinin defosforilasyonu saglayan
Ubiquitin Ligaz (Smurf 1, 2)’lar ile de inhibisyon gergeklestirilir. R-Smad
fonksiyonlarnin inhibisyonunda, Smad’larin N-terminal ve Linker bdlgelerin
fosforilasyonundan sorumlu Kinazlar (Mitogen Aktivated Protein Kinase MAPK,
Cyclin- Dependent Kinase CDK gibi) etkilidir. Bu bolge endojen MAP kinazlar, Cam
kinaz, CDK ‘lar tarafindan fosforile edilen multiple Ser-Pro ve Thr-Pro birimlerini icerir.
Yapilan ¢alismalarda Smad 2 ve 3 iin CDK ve MAPK tarafindan fosforilasyonu
epitelyal hiicrelerde biiyiimenin baskilanmasi fonksiyonunu antagonize ettigi, MAPK
kinaz ailesinin bir Uyesi olan TAK1 (TGF-p activating kinase 1)’in TGF-f ile
indiiklenmis gen ekspresyonunun regulasyonunda etkili ayni zamanda BMP ile
indiiklenmis mesoderm olusumu ve embriyonik patern olayinda da diizenleyici 6neme

sahip oldugu rapor edilmistir (51-53).
2.11. Smad Proteinlerinin NUkleositoplazmik Gegisi

Smad’lar hem bazal hem de sinyal durumunda sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda siirekli
gegcis gosteren proteinlerdir. Smad’larin niikleositoplazmik gegislerinde, niikleoporinler
(Nup) (0zellikle Nup 214, 153) aracilik eder. Bu olay Smad 2 ve 3’tin MH2 domaini
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tizerindeki niikleoporin baglanma bdlgeleri arasindaki baglanma ile olur. Smad’larin
cekirdekten cikarilmasi ve alinmasinda niikleer transport reseptorleride etkilidir. Smad
4’0n cekirdekten ¢ikarilmasi, Smad 4’Un linker bdlgesinde bulunan nikleer export
sinyal motifine nikleer exporter olan CRM1’in baglanmasi ile yapilir. Smad 2/3’{in
c¢ikarilmas1 Exportin 4, cekirdege alinmasi ise Importin B1 transport proteini esliginde

olur (Sekil 2. 8) (46, 54).
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Sekil 2.8. Smad proteinlerinin nikleostoplazmik gecisleri

2.12. Smad Kompleksinin Cekirdekteki Etkilesimleri

Ligand aktivasyonu ile Smad kompleksleri, ¢cekirdege gectikten sonra DNA iizerindeki
hedef bolgelerine baglanarak sinyal iletimine devam ederler. DNA’ya baglanmada ve
hedef bolgenin seciminde Smad kompleksleri ile etkilesen molekiiller ile saglanir. Bu
molekdller, iki grupta toplanir. Bunlar, DNA baglayici-transkripsiyon faktorleri ve
transkripsiyonel koaktivatorler/korepressorlerdir (46, 54, 55) (Sekil 2. 9.).

Smad komplekslerinin tek basina DNA’ya olan baglanma afiniteleri ¢ok disiiktiir. Bu
amagla hedef genlerin spesifik promotor elementlerine baglanmalarini saglayan DNA
Baglayict Transkripsiyon Faktorleri kullamlir. Ilk tanimlanan Smad kompleksi ile

etkilenen transripsiyon faktorii Xenopus FoxH1 dir. FoxH1 ve diger transkripsiyon
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faktorlerinin yapisinda ortak olan ve aktive Smad kompleklerini baglayan prolinden
zengin Smad ile etkilesen motif (SIM) ve FoxH1 motif (FM)’i bulunmaktadir. SIM ve
FM, R-Smad’larin MH2 domaini ile etkilesir. FoxH1’in DNA baglayici domaini de
DNA'’ya aktive Smad kompleksi baglar. Aktive edilmis Smad 4, Smad 2/3 kompleksine
baglanan FoxHI memelilerde Aktivine yanit veren gen iizerindeki promotor bolgede
Aktivin Responsive Element (ARE)’e baglanir ve transkripsiyon baglatilmis olur. Bu
baglanmada transkripsiyon aktivatorii olan Smad 4’an MH2 birimi énemlidir. MH1
birimi ile de DNA’ya baglanarak MH2 biriminin inaktivasyonu ile transkripsiyonun
sonlandirilmast saglanir. FoxH1 proteinlerinin fosforilasyonu bunlarin ¢ekirdekten
ayrilmalarina ve bazi durumlarda proteozom aracili degradasyonuna olanak saglar. Bu
gibi olaylar kofaktorlerin Smad’lar ile fonksiyon gorme yetenegini etkileyebilir. FoxH1
geninin olmadig1 ¢alismalarda, anterior primitif ¢izgi ve diiglim olusumundaki
bozukluklardan dolayr erken embriyonik Oliimler olustugu goriilmistiir. Yapilan
caligmalar ile bir hiicrede TGF-f’nin indikledigi yiizlerce gen yanitinin
(aktivasyon/inaktivasyon) olusumunda her bir Smad/Kofaktér kompleksinin farkli gen

gruplarina etki ettigi tespit edilmistir (45, 46, 55, 56).

Cekirdekte R-Smad’larin farkli kofaktorler (FoxHI, Mixer, OAZ, Jun, TFE3,
Leftl/TFE3 gibi) ile baglanmak {izere yarismasi hedef gen bolgesinin belirlenmesinde

ve sinyal yolunun spesifitesinin olusmasinda diizenleyici rol oynar.

DNA’ya baglanmis Smad kompleksleri ile etkilesen diger molekiiller Transkripsiyonel
koaktivatorler ve korepressorlerdir. Koaktivatorler, DNA Uzerindeki spesifik promotor
bolgelerine baglanmis Smad kompleksine (Smad 4 iizerindeki motiflere) baglanarak
pozitif yonde sinyal iletimine katilir. Bu koaktivatorlerden 6nemli iki tanesi; cAMP-
response element binding protein (CREB)’1 baglayici protein olan CBP ve p300 diir.
Bunlar Smad 2/3-Smad 4 ile birlikte TGF-p/Activin aracili gen transkripsiyonun
aktivasyonunu saglarlar. Yapilan caligmalarla CBP ve p300 deki bazi gelisimsel
defektlerin TGF-p stiperailesi sinyal yolaginda bozukluklara neden oldugu goézlenmistir.
Korepressorler (Ski, SnoN, TGIF vb) ise bu baglanmay1 baskilayarak hem Smad
fonksiyonlarin negatif diizenleyicileri hem de gen down-regiilasyonunun aracisi
olarak davranirlar. TGF-B sinyalinde koaktivatdr ve korepressorler arasindaki se¢im

proteinlerin miktarina baglidir (46, 47, 56, 57).
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Sekil 2.9. Smad kompleksinin ¢ekirdekteki etkilesimleri

2.13. TGF-B / Smad Sinyal Tletiminin Regiilasyonu

TGF-B/ Smad sinyal iletiminde ortamda TGF-B ‘nin varligi sonucu olusan TGF-f-
reseptor kompleksinin sinyal cevabinin aktivasyonu veya inaktivasyonu iki farkli yolla
kontrol edilir (8, 17, 24, 32, 56, 58 ). Birinci yol, Klatrin-bagimli yol olup; TGF-B’nin
TGF-B respetor tip I ve II’yi aktive etmesi sonucunda olusan TGF-B-reseptor
kompleksinin, endozom i¢inde, SARA varliginda Smad 2/3’e sunulmasidir. Aktive
olmus Smad 2/3, Smad 4 ile baglanarak heteromerik kompleksler olusturarak ¢ekirdege

gecer ve transkripsiyondan sorumlu faktérlerin aktivasyonuna neden olur. (Sekil 2.10.).

Ikinci yol, kolesterol ve kaveolinden zengin kaveol-aracili yoldur. Bu yolda, TGF-B
reseptor yikimi gergeklesir. Smad 6 ve Smad 7 gibi inhibitor Ozellikteki Smad
proteinleri Smurfl veya 2 ile kompleks olusturarak aktive olmus TGF-B reseptor
kompleksine baglanirlar. Gergeklesen poly-ubiquinasyon ve takibindeki proteozomal
degradasyon ile bu kompleks yikilir. Sonu¢ olarak, TGF-B-reseptor kompleksinin
inhibisyonu gergeklesir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. TGF-B- reseptor kompleksine olusturulan cevaplar

TGF-p sinyalinde yolun baslama noktasi olan ligandlarin reseptore baglanmasi, siki bir
sekilde kontrol edilir. Membrandaki resptorlere TGF-f baglanmasini 6nleyen kendisine
TGF-B faktorlerini baglayan yapisal olarak farkli birgok ¢0Oziliniir proteinler
tammlanmustir.  Ornegin; Latency-associated protein (LAP), TGF-B’ya, Noggin,
Chordin, Caronte, Cerberus, BMPs’ye, Follistatin, Activine baglanir. Follistatin ayni
zamanda Aktivinden daha diisiik afinitede BMP-7’ye de baglanabilir ve in vivo BMP
sinyalini antagonize eder. Bu proteinlerin ekspresyonlar1 veya aktiviteleri c¢esitli
sinyaller tarafindan kontrol edilir (Ornegin; LAP, trombospondin tarafindan kontrol
edilir). Buna karsin, reseptorlere ligand baglanmasini artiran membrana bagli protein
gruplari da bulunmaktadir. Tip III reseptor olarak da bilinen Betaglikan ve Endoglin

TGF-B’nin reseptorlerine baglanmasini artirici yonde davranir. Yine hiicre icinde
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bulunan Tip | reseptorlerini bazal durumda tutan FKBP12 ve tip | reseseptorlerin
aktivasyonunu 6nleyen BAMBI sinyal ag1 i¢indeki faktorlerdendir (Sekil 2.11.).

BMP l—— Noggin
BMPF ——Caronie

Belaglycan — TGFtl—— LAP
Enduglln—Ah-[ 24

TGIF
Ski SnoM

Fa
oMP TGFf
TGFfi C-Juin — MK Cylokimes
THFn Lefl/TCF e p-catenin Wint
IFMy C Ras EGF

A

Sekil 2.11. TGF-p sinyal ileti yolunun diizenlenmesi

Sonug olarak; TGF-f molekiilii tip IT reseptoriin sisteince zengin eksraseliiler dimerine
baglanir ve tip [ reseptor aktive olarak heterodimerizasyon gercgeklesir. Bu
heterokompleks yap1 daha sonra membranin sitoplamik kisminda bulunan SARA
(Smad anchor for reseptor activation) olarak anlandirilan ZFTVE9 geni tarafindan
kodlanan, Zinc finger FYVE domain-containing protein 9 ¢ un varhiginda tip I reseptor,
tipIl reseptoriin yapisindan serin/theronin kinaz enzimi ile fosforile olur. SARA proteini
hem TGFBRII in serin/theronin domainine hem de R- Smad olarak bilinen, Smad 2,
Smad3, Smad 5 ve Smad 8 molekiillerin MH2 bolgelerine baglanabilme
karakterindedir. Boylece TGFBRII ve R-Smad’larin fosforilasyonuna olanak saglar.
Smad proteinleri N- terminal MH1 domaini ve C-terminal MH2 domaini seklinde iki
korunmus domainden olusmaktadir. Bu iki domain birbirine Linker bolgesi ile baghdir.
MH1 domaini DNA ya baglanma yetenegindedir, MH2 ise TBRI’a baglanma yetenegine
ve transkripsiyon aktivasyonuna sahiptir. Tipl reseptore spesifik olarak etkilesen ve R-
Smad-Co-Smad etkilesimi MH2 domainin L3 loop’u ve a-helix kismudir. L3 Loop

domaini Smad4 de yani Co-Smad proteininde bulunmamaktadir. Linker bdolgesi
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regulator fonksiyonuna ve Erk (Extracellular protain kinase) ile MAPK (Mitogen-
activated protein kinase)’a sahiptir. Smad ailesi {i¢ kisma ayrilir. Bunlar regiilator gorevi
goren R-Smadlar (Smad1/5/8) BMP reseptorlerinin substratesleri ve TGF-f ve aktivin
substreatesleri (Smad2/3). R-Smad’lar1 niikleusa tasiyan Co-Smad (Smad4) ve negatif
feedback ile R-Smad-Co-Smad birlikteligini inhibe eden I-Smadlar (Smad 6/7). R-
Smad proteinlerinden herhangi biri fosfatlanmis tip I reseptorden fosfat grubunu
serin/theronin Kinaz enzimi ile yapisina baglar. Bu Smad gruplarimin hangisinin
fosforilasyona ugradigi 6nemlidir ¢ilinkii sinyal yolag: ilk fosforillenen Smad proteinine
bagli olarak degisiklik gosterecektir. Smad 2’ in fosfatlanmasi durumunda Smad 4 direk
olarak aktiflenebilir ya da Smad 2 ile Smad 3 birleserek birlikte Smad 4 (Co-Smad) ile
heterokompleks olusturabilmektedir. Smad 5 veya Smad 8’den herhangi biri tip |
reseptoriin fosfat grubunu koparip kendi yapisina baglar ise bu iki Smad grubu (Smad 5,
Smad 8) birleserek kompleks olustururlar. Olusan bu kompleks Smad 4’0 aktive eder ve
heterokompleks yap1 olusturur ancak kendi aralarinda kopmleks olusturmaksizin Co-
Smad ile heterokompleks olusturamazlar. Bu farkli yollarla aktive olan Smad 2/Smad 3
veya Smad 5/Smad 8 Co-Smad ile heterokompleks olusturur. Smad4’in nikleusa
gecmesi burada CRM-I1 in araciligi ile promotora taginir. Smad4’iin DNA ya baglandigi
an itibariyle artik geri doniisiimsiiz bir siireci baslatir ve sentezlenecek mRNA igerigi
degisecektir. Ancak Smad4 promotora baglanmadan once heterokompleks defosforile
olursa degrade olur ve CRM-I ‘i tantyamaz. Heterokompleks Smad SBEs (Smad bindig
element)’in sundugu ¢esitli hiicre dongiisiinii diizenleyen genlerin promotor sekanslarini
tanir ve baglanir. SBE 8 palindromik dizisini GTCTAGAC veya GTCT yada AGAC
multi kopyalar1 igerir. Olusan bu heterokompleks yapi niikleus porlarini asabilme
yetenegindedir. Niikleusa ulasan heterokompleks burada transkripsiyon faktorleri ile
etkilesir ve hedef genin promotor bolgesine MH2 domain kismui ile baglanir. Burada
TGFB response elementini olusturur. Heterokompleks Smad yapist transkripsiyon
faktorleriyle etkilesemezler ise bu kompleks sitozole gecer degrade olur. Bu
degradasyon sonras1 I-Smadlar aktive olur (24, 27, 32, 34, 37, 44-48, 53-56, 59).

2.14. Real Time PCR

1988 yilinda “Thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1siya dayanikli
polimerazin (taq polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz zincir reaksiyonlar1 igin

(PCR) otomatize termal sikliis cihazlar1 gelistirilmeye baslanmistir. Higuchi ve
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arkadaglarmin 1992 yilinda floresan 1sima teknigini kullanarak Real-time PCR’1
gelistirmislerdir. Bu gelisim sayesinde artitk PCR reaksiyonunu boyunca olusan iiriin
miktarin1 ekranda izlemek ve gen kopya iirlinlerinin diizeylerini sayisal degerlere

donustirerek 6lgmek mimkiin olmustur.

RT-PCR konvansiyonel PCR ve prob hibridizasyon yontemlerinin birlikte kullanildigi
niikleik asit kantitasyon teknigidir. Spesifik bir floresan isaretli prob DNA/cDNA hedef
ile baglanarak PCR reaksiyon sisteminin igine eklenir. PCR amplifikasyonunun
ekstensiyon fazi boyunca spesifik floresan isaretli prob taq polimerazin 5°-3’
ekzonlkleaz aktivitesi ile kesilir. Bu da tespit edilebilen bir floresan miktar1 tiretir. Bu
reaksiyonda salinan floresan miktar1 hedef sekans sayisi ile dogru orantilidir. Bu
sebeple baslangic hedef DNA/cDNA kopya sayisinin dogru ve mutlak sayisal
degerlendirilmesi kapal1 bir tiip teknigi sistemi ile yapilabilir. Bu teknik konvansiyonel
PCR’da gerekli olan PCR sonrasi islemlere gerek duymaz ve geleneksel PCR da
kaginilmaz olan kontaminasyon ihtimalini azaltir, dahasi bu yontem amplifikasyon
primerlerine yonelik sekanslarda prob hibridizasyonunun kullanimi sayesinde yanlis

pozitif veya negatif sonug ihtimalini azaltmaktadir.

RT-PCR gunimuizde gesitli hastaliklarda, PCR temelli 6lgmede sik¢a kullanilan bir
metoddur. RT-PCR nested PCR’a gore daha az sensitiv olmasina ragmen alinan 6rnekte
residiiel hastalig1 bulmada internal kontrol genlerini icermesiyle yeterince hassastir ve
residiiel hastaligin miktarina tam olarak karar vermeyi saglar. RT-PCR yontemi spesifik

genlerin (fuzyon gen, anormal eksprese edilen gen) mRNA seviyelerini olcer (60).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Demirbas Malzemeler Aletler

Buzdolab1
Derin Dondurucu (-20°C)
e Derin Dondurucu (-80°C)

e Mikrosantrifij

e Otomatik Mikropipetler

e Nano-drop

e Thermo Real Time PCR cihazi

e Sogutmali Santrifiij

e Thermocycler

e Isitict plate

e Elisa reader

e Laminer airflow

e Hiicre kiiltiirii flasklari, falkon tiipleri, ependorf tiipleri

e Mikroskop
3.2. Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

e Trizol

e Etanol

e Kloroform B

e Buzluk

e Ependorf Tupler (0.2,0.5,1.5,2 pL’lik)
e DNA sentez kiti

e Pastor pipeti

e Otomatik pipet
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e Otomatik puar

e Hiicre kaiiltiirii flasklari, falkon tiipleri

e DZNep

3.3. DZNep ilacimin hazirlanmasi

e DZNep:5mg MA:262,3

e Hazirlanacak stok : 5000 mM

e 5mg DZNep ilaci 3,8 mL DMSO da ¢ozdurulir.

e Daha sonra enjektor yardimi filtre ( 0.20 um) den gegirilir.
e (Calisma konsantrasyonu: 10 mM (1x)

e Hazrlanan stok: 5 uM  (500x)

e 50 uL olarak steril ependorflara stoklanir
3.4. Hicre Kulturu

Calismamizda insan karaciger hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti olarak HEPG2
kullanilmistir. HEPG2 hiicre hatti, adheren 6zellige sahip ve doubling time’1 48 saattir.
HEPG2 hiicre hatti Ondokuzmayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
ABD’dan Prof.Dr. Abdulkerim Bedir tarafindan hediye edilmistir. Hucreler verilen

protokole gore pasajlanmistir.

3.4.1. Hiicre Kiiltiir Soliisyonlar1
1) DMEM pH; 7.4

e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

e Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim tarihine kadar saklanabilir.

2) Fetal Bovin Serum (FBS)
e Sigma Aldrich, 500 mL, USA
e Isiile inaktive edilmis, steril filtre edilmis, bocek hiicre kiiltliriinde test edilmis.
e Stok solusyon 15 mL’lik falkon tuplere 10’ar mL alikotlanarak -80 °C’de

saklanir.
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3) L-Glutamin 200mM, 20 mL

e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Stok solisyon 15 mL’lik falkon tiiplere 2’ser mL alikotlanarak -80 °C’de

saklanir.

4) Tripsin-EDTA (%0,25 tripsin, %0,02 EDTA) 100 mL
e Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL
e Stok solusyon 15 mL’lik falkon tuplere 10’ar mL alikotlanarak -80 °C’de

saklanir.

5)Penisilin—Streptomisin  Soltisyonu (Penisilin:10000  units/mL+streptomisin
10mg/mL)

e 15’lik falkon tuplere 5’er mL olacak sekilde alikotlanarak -80 °C’ye kaldirilir.

6) Fosfat Buffer Salin (dPBS) pH;7.4
Ticari olalarak satilan Biological Industries Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline
kullanilmuistir.
7) Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum Hazirhgi
e Calismamizda kullanilan komplet medyum 50 mL lik falkonlara hazirlanmistir.
e 44 mL DMEM Low glukoz

e 500uL penisilin streptomisin karigimi
e 500uL L-Glutamin
e 5mLFBS

e Solisyonlar lamina flow’da steril sartlara dikkat edilerek hazirlanmistir.

e 50 mL htcre kalttrd medyum miktarlar tablo 3.1’de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Komplet Medyum Hazirligi

Solusyonlar Volim Konsantrasyon Y zdesi
FBS 5mL %10
Penisilin/Strep 500ul %1
L-Glutamin 200 mM 500ul L-Glutamin %1
DMEM 44 mL %88

7) DMEM Freeze-Medyum Hazirhgy,

e Ilk 6nce Cryoprotectant hazirlanir.

e 3 Birim Haes + 2 Birim DMSO = 5 Birim Cryoprotectant hazirlandi.

e DMEM komplet medyum benmaride 37 °C ye getirildi.

e Mr. Frosty’nin igine cryo tupler etiketlenip konuldu.

e Hiicre dondurmada % oraninda hiicre /4 Cryoprotectant kullanildi.

e Her bir cryo tlpine 150uL Haes + 10 OuL DMSO+ 750uL =1 mL ( 1 000 000

hiicre i¢in) kullanildu.
e 24 saat -80°C de bekletildi daha sonra -196 °C azot tankina kaldirilds.
e 1000 000 htcre icin ImL freeze medyum hazirland: (Tablo 3.2.)

Tablo 3.2. Freeze Medyum Hazirligi

Solusyonlar Volim Konsantrasyon Yuzdesi
Komplet Medyum 750 pL % 75
DMSO 100 pL % 10
HAES 150 pL % 15
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3.5. Hicre Kulturd Protokolleri
3.5.1. Hucrelerin Cozdurulmesi

e Icinde dondurulmus hiicre bulunan cryo tiip 37 °C benmaride hizl, ¢ok az buz
kalacak sekilde ¢Ozdiiriiliir.

e 5 mL DMEM low komplate medyum falkon i¢ine yavasca birakilir.

e Fazla sarsmadan 350 xg de 5 dakika satrifij edilir.

e Supernatant kismi uzaklastirilir ve 5 mL DMEM low komplet medyumda
cozdaralur.

e Ephendorf’a 100 pL alinir ve Thoma laminda hiicreler sayilir.

e 350 xg 5 dakika santriftj edilir

e Siipernatant kism1 uzaklastirilir, hiicre sayisina ve ekilecek olan flaska gore

DMEM low komplet ile ¢ozdiiriiliir flasklara ekim yapilir.

3.5.2. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi tripan mavisi ile boya dislama metoduna gore yapildi. Bu yontemde, canli
hiicreler membran biitiinliiglinii korudugu i¢in tripan mavisi igeri giremezken; oOlii
hiicrelerde membran biitiinliigiinii bozuldugu icin boya iceri gecer bu ylizden koyu mavi
renge boyanir. Hiicreler, Thoma lami1 olarak adlandirilan bir c¢esit bolmeli lama
damlatilir ve {izeri lamel ile kapatilarak mikroskop altinda tek tek sayilir. Protokol su

sekildedir:

e Inkiibatordeki hiicreler ¢ikarildi, daha dnce anlatilan tripsinizasyon ve santrifiij

isleminden sonra hiicreler 1 mL besiyeri ile suspansiyon haline getirildi.

e Lamel, kenarlar1 6nceden su ile 1slatilan Thoma lamimin tam ortasina gelecek

sekilde yerlestirildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Thoma Lami
e Hiicre yogunluguna gore seyreltilen 6rnekten 50 pL, tripan mavisinden (%0.4)

50 pL (esit hacimde olmali) 1.5 mL’lik ependorf tiipe alind1 ve pipet ile 2-3 defa

pipetaj yaparak homojen olarak karigmalar1 saglandi.

e 10 pL hiicre/tripan mavi karisimi pipetle ¢ekildi ve pipet ucuyla lamele

emdirilerek thoma laminin kenarindan aktarildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2.0rnegin uygulanis
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e Thoma lami mikroskoba yerlestirildi ve kiiclik biliylitmede Thoma laminin
cizgileri bulundu. Sekil 3.2°de gosterildigi gibi, sadece merkezde ¢izgilerin
kesistigi 1 mm®lik alandaki 16 karenin icindeki canli hiicreler sayildi. Olii

hiicrelerin her tarafi mavi olacagindan, mavi olmayan hiicreler sayildi.

Bu islem 5 defa yapildi ve ortalamasi alindi. Asagidaki formiile gore 1 mL’deki canl

hiicre sayis1 hesaplandi.
Canli hiicre sayisi (hlicre/mL) = Ortalama hiicre sayis1 x 2 x 10*

Ortalama hiicre sayisi: 5 defa 1 mm? °lik alandaki 16 kare sayildiktan sonra, toplam

hiicre sayisinin 5’e boliinmesiyle elde edilir.

10* Her 1 mm2 alan hacim olarak 0.1 mm?® ’e, bu da 10™* mL’ye esit oldugu igin,

mL’deki hiicre sayisini1 bulmak i¢in 10% ile carpilir.

2: Alinan 6rnek hacmine esit miktarda tripan mavisi konuldugu i¢in 2 kat seyrelir, bu

yiizden 2 ile ¢arpulir.

Saymm i¢in aliman Ornek seyreltildiyse, bulunan sonu¢ en son seyreltme faktorii ile

carpilir.

3.5.3. Hiicrelerinin pasajlanmasi
Hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in yetersiz hale
gelir, hem de Kkiiltir kabinda yer olmadigi i¢in kontakt inhibisyon adi verilen
mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalmalar1 durur. Bu nedenle hiicrelerin pasajlanmalari
gerekir.
e DMEM low komplate hiicre kiiltiir ortam1, FBS ve tripsin-EDTA su banyosunda
37°C’ye 1sitilir. d-PBS ise oda sicakliginda bekletilir.
o Flasktaki hiicreler %70-80 confliient oldugunda pasajlama yapilir.
e Hiicreler CO? inkiibat6riinden alinir ve mikroskopta incelenir.
e Flask dik konuma getirilir ve hiicre tabakasinin oldugu yiizeye pipet
degdirilmeden ortam yavasca cekilir.
e Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flask alt kosesine d- PBS eklenir, ylizey

yikanir ve PBS yavasca cekilir.
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Yeni bir pipet ile ortama tripsin eklenir ve flask 2-3 dakika CO, inkibatoriinde
tutulur.

Mikroskopta hicrelerin flask tabanindan serbestlesip serbestlesmedigi kontrol
edilir.

Hiicreler serbest ise flaska konulan tripsin miktarinin %10 u kadar FBS eklenir
ve hucreler santrifilj tupune ( falkon) aktarilir.

Hucreler 350 g’de 5 dakika santrif(yj edilir.

Supernatant uzaklastirilir.

Hicre pelletini ¢cozmek icin falkona 10 mL DMEM eklenir ve pipetaj yapilir
(pelletin yogunluguna gore degisir )

Hiicre sayimi Thoma lamina 10 uL hicre solisyonundan eklenerek calisilan
hiicre hatt1 i¢in uygun ekim yogunlugunda pasajlanir.

Flask iizerine hiicre hatt1 ismi, pasaj numarasi, pasaj tarihi yazilir.

Hucreler mikroskopta incelenir.

Flasklar CO; inkiibatoriine yerlestirilir.

Medium 2-3 gun araliklarla degistirilir.

3.5.4. Hiicrelerinin dondurulmasi

[k &nce Cryoprotectant hazirlanir.
Daha sonra Mr. Frosty "nin i¢ine Cryo tipler etiketlenip konulur.
Hiicre dondurmada % oraninda Hiicre, 4 oraninda Cryoprotectant kullanilir.

Her bir cryo tiptne 750 uL Hucre + 250 uL Cryoprotectant = 1 mL (1.000.000

hicre icin ) konulur.

3.6. Hiicreden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin trizol yontemi ile gergeklestirildi.

6’11 well platelerin her bir welline 100.000 hiicre ekildi.

24 saat inkibe edi ve hicrelerin yapismasi saglandi.

Daha sonra ilagli gruba 5uM DZNep eklendi.(Her bir welle 2 mL DMEM + 2 uL
DZNep)
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e -20°C’de dondurulan karaciger HEPG2 hiicre pelleti 0.5 mL denatiire edici
¢ozelti ile karigtirilarak lizis yapilir ve 1,5 mL’lik RNaz ve DNaz icermeyen
ependorf tiiplere alindu.

e 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Tip Uzerine 0.5 mL ekstraksiyon cozeltisi eklenir. 15 saniye vorteks ile
karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Karisim, +4°C’de, 12 000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi1 ¢ozelti ii¢ faza ayrilir. En {lstteki renksiz kisim RNA’y1 igerir.
Protein igeren sar1 renkli orta faz ile DNA’y1 igeren pembe renkli alt faz, Western
Blot yapilmak {izere -20°C’de tutulabilir.

e En iistteki renksiz kisstm RNA’y1 igerdigi i¢in ¢ekilerek ayri bir ependorf tiipe alindi.
Uzerine 0.5 mL izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

e Karisim, +4°C’de, 12 000 x g’de 8 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant atildi, RNA’y1 iceren beyaz renkli pellet 1 mL %75 etanol ile
vortekslenerek yikandi ve +4°C’de, 7 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasit siipernatant atildi ve 5 dakika etanoliin ug¢masi igin oda
sicakliginda bekletildi.

e RNA 100 uL DEPC ile muamele edildi.

Elde edilen RNA’nin konsantrasyonu 260 nm’de absorbans Olgiilerek asagidaki formiile

gore hesaplandi:

Konsantrasyon (ug/mL) = A260 x seyreltme faktorii x 40 ug/mL

(Tek zincirli RNA molekili igin, 1 optik dansite (OD) 40 pg/mL’ye karsilik gelmektedir.)

RNA saflig1 ise A260/A280 orani ile belirlendi.

Elde edilen RNA’lar, RT-PCR yapilana kadar -20°C'de bekletildi.

3.7. Reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) ile cDNA sentezi

RT-PCR RNA'dan revers transkriptaz enzimi sayesinde komplementer DNA (cDNA)
sentezinin gergeklestigi yontemdir. Bu ¢alismada RNA’dan ¢cDNA sentezi icin First Strand
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cDNA sentez kiti kullanildi. Kitde bulunan malzemelerin karigimdaki igerikleri asagida

gosterilmistir:

1X M-MuLV Enzim karisimi:

0.5 tinite/ul M-MuLV Reverse Transkriptaz ,
1 tinite/pul Murine RNaz inhibitorii

1X M-MuLV Reaction Karisimi:

50 mM Tris-Acetate (pH 8.3)

75 mM KOACc (potasyum asetat)

3.1 mM Mg(OAc)2

0.5 mM igerecek sekilde deoksiniikleotit karisimi (ANTPs, N=A, G, C ve T)

First Strand cDNA sentez protokolii “thermocycler” programi ayarlanarak Biorad iCycler

PCR cihazinda su sekilde yapildi:

flk olarak tiim bilesenler elde eritildi ve buz {izerine kondu.

i.  RNA ornekleri ile oligo primer d(T)23VN, 0.2 mL’lik RNaz icermeyen
steril PCR tiiplerine eklendi ve pipetle karistirildi.

Total RNA 1-6 ul (0.5 pg)
d(T)23VN primer (50 pM) 2 ul

niikleaz icermeyen H20 degisken

Total Hacim 8 ul

ii.  Cihaza yerlestirilen tiiplerdeki RNA 5 dk boyunca 70°C’de denature edildi

ve buz lzerine alindi.

iii.  Tip tizerine asagidaki bilesenler eklendi.

M-MuLV Reaksiyon Karigimi 10ul
M-MuLV Enzim Karisimi 2ul

iv. 20 ul cDNA sentez karisimi cihazda 42°C’de bir saat inkiibe edildi.
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V.  Enzim 80°C’de 5 dk inaktive edildi. Karisim 30 pl niikleaz igermeyen H20

ile 50 ul’ye seyreltildi.

cDNA iirtinleri PCR yapilana kadar —20°C’de saklandi.

3.7. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen hasta ve kontrol cDNA’lar1, TGF-B, Smad2, Smad4, Smad5, Smad6, Smad7

ve housekeeping gen mRNA dizisine spesifik FAM ile isaretli primer/problar ile 20 ul

reaksiyon hacminde 0,2mL PCR tuplerinin iginde amplifiye edildi. Ayrica EZH2 gen

ekspresyonu da calisildi. Amplifikasyon icin Primerdesign marka primer/prob Kiti

kullanildi. Genlerin mRNA kopya sayilarinin belirlenmesinde her bir gen i¢in 100000,

10000 ve 1000 kopya igeren pozitif kontroller (standartlar) kullanildi. Amplifikasyonlar

Real-Time RT PCR cihazi olan LightCycler 480 cihazinda gergeklestirildi. Calismaya

alian biitiin 6rnekler standartlar ile birlikte ve en az 3 kez ¢alisildi.

Tablo 3.3. Real-Time PCR reaksiyoni i¢in gerekli karisim igerigi ve miktarlari

Konponent Hacim
RT?SYBR Green Mastermiks 12,5 uL
Preamplikasyon uriini 3uL
RT?gPCR Primer (10pM) 1puL
Nukleaz icermeyen su 10,5 pL
Toplam hacim 25 pL

Tablo 3.4. Real-Time PCR dongiileri ve 1s1 degerleri

Dongii Sayisi Sure Is1 Derecesi | Agiklama
Bubasamakda DNA Taq
1 10 dk 95°C Polimeraz 1s1 ile aktive
“olmaktadir
DNA zincirinin uzamasi
15 sn 95°C
40 Floresan ile veriyi toplama islemi
1dk 60°C o
gerceklestirilir.
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3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences ) istatistik
programi kullanilarak yapildi. Parametrelerin karsilagtirilmasinda Student-t testi

kullanildi. 0.05’in altindaki p degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

Calismamizda hepatoselliiler karsinomanin molekiler patogenezin aydinlatilmasina
katkis1 olmas1 amaci ile HEPG2 hiicrelerine DZNep tedavisi uygulayarak TGF-B/Smad
yolagi arastirildi. 5 uM DZNep, hiicrelerimize 72 saat boyunca uygulandi.

DZNep’in hiicrelerimize etkili olup olmadigi EZH2 ekspresyonu olgiilerek kontrol
edildi. DZNep’in HEPG2 hicrelerinde EZH2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
diistirdiigii tespit edildi (p<0.001). TGF-B, Smad 2-7 genlerinin ekspresyon diizeyi
farkliliklarini, bir house keeping gen olan GAPDH geni ile normalize edildi. Ayrica
kontrol grubu olarak da DZNep verilmemis HEPG2 hiicreleri kullanarak ekspresyon
degerlerini karsilastirdik. Ct (cycle threshold) degeri PCR sirasinda florasan sinyallerin
goriildiigii esik degerini ifade eder. Bu deger ne kadar kiigiikse genin ekspresyon (ifade)
olma orani o kadar yiiksektir. Calismamizda her gen en az ii¢ kez ¢alisilmistir. Bu
calismada TGF-B, Smad 2-7 genleri ile bu genlerin kontrol gruplarina gore farkliliklar
Hedef Gen/Referans Gen Normalizasyon oranlarinin ortalamasi alinarak, Student-t Testi
ile istatistiksel analiz yapildi. Sonuglar1 asagidaki tablolarda verilmistir (Tablo 4.1,
Tablo 4.2).

TGF-B, Smad 2-7 genlerinin gruplar arasinda Ct degerleri karsilagtirildiginda, DZNep
verilen grupta tum genlerin, DZNep verilmeyen gruba gore cok daha erken ct

degerlerine sahip oldugu gorildi (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. Arastirilan genlerin ortalama Ct degerleri

DZNep (Ct) Kontrol (Ct)

TGF-B 15 10
SMAD-2 15 10
SMAD-3 16 10
SMAD-4 14 10
SMAD-5 20 10
SMAD-6 22 10
SMAD-7 19 10

Relatif kantitasyon Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik
genlerin ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemeye izin verir. Bu farklilik,
absolli kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir.
Real-time PCR kantifikasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki kiiglik
farkliliklar, amplifikasyon iriiniine katlanarak yansir. Bu durum o&zellikle farklh
bireylerden alinan 6rneklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda
yanlig sonuglara sebep olur. Bir internal kontrol kullanilarak bu baslangi¢ farkliliklarini
standardize etmek ve elde edilen sonucun normalizasyonu bu yiizden ¢ok faydalidir.
Ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse olabilmelidir. Bu amagla kullanilan
‘housekeeping gen’ler dkaryotlarda ¢ok ¢esitli olmakla birlikte en sik Gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH), B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve rRNA
kullanilmaktadir. Bu genler referans gen olarak da isimlendirilmektedir. Biz

calismamizda GAPDH genini kullandik.

AACT metodu olarak da isimlendirilen bu metod da, standart egri metoduna benzer ama
konsantrasyonlarin yerine CT degerleri kullanilir. Hedef genin CT degeri bir referans
genin CT degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra standart egri metodunda
oldugu gibi normalize CT degerleri segilen bir kalibratére oranlanir. Sonuglar

kalibratoriin n-kat1 seklinde verilir. CT’nin dogru hesaplanabilmesi igin,

CT metodu, 2 =T formiilii ile ifade edilir. Burada:
AACT = ACT(hedef) - ACT(kalibrator)

ACT(hedef) = CT(hedef) - CT(referans)
ACT(kalibrator) = CT(kalibrator) - CT(referans)’dir. .
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Arastirilan genlerin Hedef Gen/Referans Gen Normalizasyon orani asagidaki tabloda

verilmistir (Tablo 4.2.)

Tablo 4.2. Arastirilan genlerin Hedef Gen/Referans Gen Normalizasyon oran

Hedef Gen/Referans Gen Hedef Gen/Referans Gen
Normalizasyon orant Normalizasyon orani
DZNep Kontrol
4.85E-03 3.81E-02
TGF-B 5.12E-03 3.67E-02
5.09E-03 4.01E-02
3.97E-02 5.50E-02
SMAD-2 4.17E-02 5.20E-02
4.15E-02 6.12E-02
4.07E-03 2.61E-02
SMAD-3 4.01E-03 2.76E-02
4.24E-03 2.81E-02
3.61E-02 7.35E-02
SMAD-4 4.09E-02 6.30E-02
4.13E-02 7.48